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ÖZET 

Doktora Tezi 

Servikal Kanserlerin Tanısında ve Gelişim Sürecinde miRNA Tabanlı Biyobelirteçlerin 

Tanımlanması 

Ayşegül Yücel Polat 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Doç. Dr. Bala Gür Dedeoğlu 

Servikal skuamoz hücreli karsinom (SCC) kadınlar arasında yaygın olarak görülen 

kanserlerdem biridir. Pap Smear ve HPV DNA testi SCC’nin öncül lezyonlarının 

belirlenmesinde kullanılan başlıca yöntemler olmasına rağmen tanı verme sıradında yaşanan 

zorlukların aşılması için spesifik ve sensitif moleküler biyobelirteçlerin bulunmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır. MikroRNA (miRNA)’lar hedef genlerinin ifadesini düzenleyerek birçok 

kanser tipinin oluşum ve gelişiminde rol oynayan kodlanmayan RNA molekülleridir. Birçok 

çalışma ile miRNA ve servikal kanser ilişkisi aydınlatılmaya çalışılsa da şimdiye kadar 

servikal lezyonların tanısında biyobelirteç olarak kullanılabilecek güçlü bir miRNA 

bulunamamıştır. Bu tez çalışmasının amacı; biyoinformatik yaklaşımlar ve deneysel 

analizler bir arada kullanılarak servikal kanser oluşum ve gelişiminde rol oynayan miRNA 

ve hedeflerini ortaya çıkarmaktır. Çalışmanın ilk aşamasında, normal, prekanseröz lezyonlar 

ve invaziv kanser gruplarını birbirinden ayırabilen miRNA’lar istatistiksel bir meta-analiz 

yöntemi ile mRNA’lar ise karşılaştırma analizleri ile ortaya çıkarılmıştır. Ardından gruplar 

arasında ifade değişikliği gösteren (DE) mRNA’lar miRNA hedefleri ile karşılaştırılmıştır. 

Bu analizler sonucunda öne çıkan miRNA ve hedef mRNA ifadelerinin gruplar arasındaki 

değişimi sitoloji ve doku örnekleri kullanılarak qRT-PCR ile araştırılmıştır. Bu deneyler 

sonucunda miR-25 ve hedefi olan KLF4 in vitro çalışmalar için aday biyobelirteçlerler 

olarak belirlenmiştir. Hem sitoloji ve hem de doku örneklerinde miR-25 ifadesinin 

prekanseröz lezyonlar ve invaziv kanserde arttığı, KLF4 ifadesinin ise azaldığı bulunmuştur.  

HeLa hücreleri ile gerçekleştirilen in vitro deneylerde ise miR-25 inhibisyonu sonrasında 

KLF4 ifadesinin arttığı, hücre proliferasyonu ve motilitesinin ise azaldığı saptanmıştır. Tüm 

bu bulgular sonucunda, miR-25 ve KLF4’ün servikal kanser oluşum ve gelişiminde önemli 

rolleri olan biyobelirteç adayları olduğu düşünülmektedir. 

2021, 144 sayfa 

Anahtar kelimeler: Servikal kanser, SCC, meta-analiz, miRNA, mRNA, sitoloji, PAP 

Smear, FFPE, miR-25, KLF4 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

Determination of miRNA based biomarkers in diagnosis and prognosis of cervical cancers 

Ayşegül Yücel 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, miRNA, mRNA, cytology, PAP Smear, 

FFPE, miR-25, KLF4 
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1. GİRİŞ 

Servikal kanser dünyada kadınlar arasında oldukça yaygın olarak görülen ve ölüm oranı 

yüksek bir kanser türüdür. Servikal kanserlerin oluşum ve gelişimindeki en önemli etken 

Human Papilloma Virüs (HPV)’tür. Pap smear taraması ve HPV testi servikal kanserlerin 

öncül lezyonlarının saptanarak invaziv kanser oluşumunun önlenmesinde kullanılan ana 

yöntemlerdir. Buna ek olarak hastalığın önlenmesi amacıyla HPV aşıları uygulanmaktadır. 

Ancak Pap test değerlendirmesi uluslararası tanı kriterlerine göre yapılmasına rağmen tanı 

koyma sırasında patologlar arasında fikir farklılıkları oluşması, Pap test sonucu benign ancak 

HPV testi pozitif vakaların yönetimindeki zorluklar ve beraberinde cerrahi müdahalelerin 

uygulanmasında artış meydana gelmesi, patolojik değerlendirmede lezyon derecelerini 

birbirinden ayırmak için kullanılan biyobelirteç azlığı ve aşıların yaygın olarak 

uygulanamaması gibi sebepler servikal kanserlerin öncül lezyonlarının saptanmasında yeni 

biyobelirteçlerin tanımlanması gereğini oluşturmaktadır. Mikro RNA (miRNA)’ların hedef 

genlerinin ifadelerini baskılayarak kanser süreçlerinde önemli rol oynadığının anlaşılması 

ile beraber servikal kanser oluşum ve gelişiminde rol oynayan miRNA’lar ve hedefleri de 

araştırılmaya başlanmıştır. Ancak şu ana kadar rutin kullanım için belirlenmiş bir miRNA 

ve hedefi bulunmamaktadır.  

Bu tez çalışmasında biyoinformatik ve laboratuvar yöntemleri bir arada kullanılarak hem 

rutin taramada kullanılan sitoloji örneklerinde hem de doku örneklerinde öncül lezyonlarda 

ve invaziv kanser durumunda normal örneklere göre ifadesi değişen miRNA’ların ve 

hedeflerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

Tez çalışmasında yapılan işler aşağıdaki gibidir; 

1. Servikal kanser ve öncülü örnekler ile yapılmış miRNA ve gen ifade mikrodizin 

çalışmalarının bulunmasına yönelik literatür araştırması 

2. Mikrodizin verilerine biyoinformatik analizler uygulanarak normal, prekanseröz 

lezyonlar ve invaziv kanser arasında ifade farklılığı (DE) gösteren miRNA ve 

mRNA’ların belirlenmesi 

3. miRNA hedefleri ve belirlenen DE mRNA’lar’ın karşılaştırılması 
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4. Elde edilen verilerin İnsan genom atlası (TCGA) verileriyle karşılaştırılması ve 

sinyal yolağı zenginleştirme analizlerinin gerçekleştirilmesi, ileri analizlerde 

çalışılacak miRNA ve hedef genlerin belirlenmesi 

5. Bağımsız sitoloji ve doku örnekleri kullanılarak eş zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRT-PCR) deneyleri ile biyoinformatik analizlerle belirlenmiş 

potansiyel belirteç miRNA ve hedef mRNA ifadelerinin normal, prekanseröz 

lezyonlar ve invaziv kanser durumlarındaki değişiminin araştırılması 

6. Önceki deneyler ile servikal kanser oluşum ve gelişiminde en etkili olduğu düşünülen 

miRNA ve hedeflerinin hücre kültürü deneyleri ile doğrulanması 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. SERVİKAL KANSER 

Servikal kanser tüm dünyada kadınlar arasında insidans ve mortalite açısından 4. sırada yer 

almaktadır. 2018 yılında Dünya Sağlık örgütünün (WHO) yaptığı çalışmada dünya çapında 

570.000 yeni olgu bulunduğu ve bunlardan 311.000 olgunun ölümle sonuçlandığı tahmin 

edilmektedir (1). Erken tanılama yöntemlerinin yaygınlaşması ve aşılama yöntemlerinin 

gelişmesiyle birlikte özellikle yüksek gelirli ülkelerde son 30 yılda insidans ve ölüm oranı 

yarı yarıya azalmış olmasına rağmen düşük ve orta gelirli ülkelerde bu oranlar oldukça 

yüksektir (2).  Servikal kanserlerin %75’ini skuamoz hücreli karsinom (SCC) oluştururken, 

geriye kalan tiplerden en yaygın olarak adenokarsinom görülmektedir. Servikal kanser 

gelişiminde birçok faktör bir arada rol oynasa da servikal kanserlerin büyük çoğunluğuna 

Human Papilloma Virus (HPV)’ün sebep olduğu bilinmektedir (3). 

 

2.1.1. SERVİKS HİSTOLOJİSİ 

Serviks iki farklı epitel tipi ile döşelidir. Ektoserviks kısmı skuamoz epitel ile kaplı iken, 

endoserviks glanduler epitel ile kaplıdır. Bu iki bölge arasında endoservikal epitelden 

skuamoz epitele dönüşüm gösteren metaplastik hücrelerle kaplı ve servikal kanser 

gelişiminin en yaygın olarak görüldüğü transformasyon zonu görülmektedir. Epitel hücre 

tabakasının altında bağ doku ve kas dokusu bulunur. Hem epitel katmanı hem de daha alt 

katmanlar T ve B lenfositler, plazma hücreleri, NK hücreleri, makrofajlar ve antijen sunucu 

Langerhans hücrelerinden oluşan bölgesel servikal immün sistem elemanlarını 

bulundurmaktadır (4). Servikal skuamoz epitel tabakası çok katlı ve non-keratinize 

özelliktedir. Bazal membran skuamoz epitel ve stromayı birbirinden ayırmaktadır. Skuamoz 

epitel tabakasının en alt kısmı bazal membran ile bağlantı, oval şekilli, küçük sitoplazmalı, 

büyük ve koyu renkli boyanan nükleuslu bazal hücrelerden oluşur. Bazal hücreler bölünerek 

ve olgunlaşarak daha üst katmanda bulunan parabazal hücreleri oluşturur. Bu hücreler koyu 

boyanan büyük çekirdekli, bazofilik sitoplazmalı hücrelerdir. Bu hücrelerin olgunlaşması ile 

büyük ve poligonal sitoplazmalı, küçük, oval çekirdekli intermediyet hücre tabakası oluşur. 

Son olarak intermediyet hücreler olgunlaşarak küçük piknotik çekirdekli, büyük ve basık 

sitoplazmalı yüzeyel hücre tabakasını oluşturur. Özetle bazal hücre tabakasından yüzeyel 
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tabakaya doğru gidildikçe sitoplazma büyürken, çekirdek boyutu küçülür (Şekil 2.1.). 

İntermediyet ve yüzeyel tabakadaki hücreler sitoplazmalarında bol miktarda glikojen 

içermektedirler. Bu hücrelerdeki glikojenizasyon normal bir skuamoz epitel gelişiminin ve 

maturasyon sürecinin belirtecidir. Servikal skuamoz epitelin maturasyonu östrojene bağlı 

olarak gerçekleşir. Östrojen yokluğunda glikojenizasyon ve maturasyon görülmez. Örneğin, 

menopozdan sonra maturasyon durur ve parabazal hücre tabakasının üzerindeki katmanlar 

görülmez. Epitel tabaka ince ve atrofik durumdadır (5). 

 

Şekil 2.1. Servikal çok katlı yassı epitel hücre katmanları (5) 

2.1.2. HUMAN PAPİLLOMA VİRUS (HPV) 

Human Papilloma Virus (HPV) bir DNA virüsüdür ve genetik materyali yaklaşık 8000 baz 

çiftinden oluşan, çift zincirli, sirküler bir DNA molekülüdür. 180’den fazla farklı HPV tipi 

tanımlanmıştır ve bunlardan yaklaşık 40 tanesi genital mukozayı enfekte etmektedir. HPV 

benign lezyonlardan invaziv tümöre kadar farklı hastalıkların oluşumuna neden olmaktadır.  

HPV tipleri servikste malign lezyon oluşturma potansiyellerine göre düşük ve yüksek riskli 

olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır. Düşük riskli olanlardan en yaygın olarak görülen tipler 

HPV6 ve HPV11’dir. Bu HPV tipleri benign genital siğillerin yaklaşık %90’ının oluşumuna 

sebep olurlar. Yüksek riskli HPV tipleri olan HPV16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 58 vb. ise 

servikal kanserlerin %90’ından fazlasıyla ilişkilidirler. Özellikle HPV16 servikal kanser 

olgularının yaklaşık yarısında görülürken, HPV18 de kalan kısmın %10-20’sini 

oluşturmaktadır.                

 HPV genomu 3 ana bölüme ayrılmıştır;  
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1) Yapısal olmayan proteinleri kodlayan yaklaşık 4kb ‘lık erken (early=E) bölge 

2) İki kapsit proteinini kodlayan yaklaşık 3kb ‘lık geç (late=L) bölge 

3) Viral replikasyonu ve gen ekspresyonunu regüle eden cis elementlerini içeren yaklaşık 

1 kb’lık kodlanmayan uzun kontrol bölgesi (Long control region=LCR ya da upper 

regulatory region=URR) (Şekil 2.2.) 

 

Şekil 2.2. HPV genomunun detaylı gösterimi (6) 

HPV’nin yaşam döngüsü enfekte olmuş epitelin farklılaşma programı ile bağlantılıdır. HPV 

ilk olarak epitel tabakasının sadece aktif olarak bölünebilme özelliğine sahip bazal epitel 

hücrelerini α-6 integrin gibi özel reseptörler aracılığıyla enfekte ederler. Viral DNA enfekte 

olmuş bazal epitel hücrelerinde hücre başına yaklaşık 50-100 kopya sayısında bulunur ve  

düşük bir seviyededir. Enfekte olmuş hücreler bulundukları primitif bölgeyi terk ederek 

epitelin proliferatif bölgesine doğru ilerlerler. Bu aşamada viral kopya sayısı ve gen ifadesi 

minimal düzeydedir. Onkojenik E6 ve E7 gen ifadeleri sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. 

Daha sonra bu enfekte olmuş hücreler epitelin farklılaşma bölgesine girerler ve hücrelerin 

bölünmesiyle birlikte viral gen ifadesi ve viral DNA replikasyonu aşırı bir şekilde artar. Bu 

şekilde binlerce viral kopya sayısı her hücrede görülmeye başlar, E6, E7 erken genleri ve 

geç genlerin ifadesi artar. Bazal epitel hücreler farklılaştıkça virüs ile enfekte olmuş hücreler 

serviks epitelinin yüzeyine doğru yayılmış olur (Şekil 2.3.) (6)(7).  
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 Şekil 2.3. HPV'nin epitel hücre maturasyonu ile yayılımı (6) 

Virüs E1 ve E2 proteinleri viral genom replikasyonunda önemli rol oynarlar. E1 geni viral 

DNA helikaz enzimini kodlar.  E2 proteini, viral genomdaki URR bölgesindeki belirli 

motiflere bağlanır ve viral gen ifadesinde transkripsiyonu baskılayıcı olarak görev yapar. 

HPV ilişkili karsinogenezin en önemli basamağı HPV genomunun konakçı kromozomuna 

entegrasyonudur. Virüs konak hücreye girdikten sonra E2 proteininin ifadesinin durması ya 

da fonksiyon kaybının görülmesi özellikle malign transformasyonda önemli rolleri olan 

onkojenik E6 ve E7’nin malgnite oluşturma sürecinde görev yapabilmeleri için gereklidir. 

Bu nedenle E2 başta olmak üzere viral DNA’nın diğer bölgeleri konakçı hücre içinde 

silinirken ya da ifadesi bozulurken, viral E6 ve E7 genleri konakçı DNA’sına entegre olur 

ve bu bölgelerin ifadesinin sürekli olarak devam etmesi sağlanır (6)(8).  

Viral E6 ve E7 proteinleri konakçının özellikle hücre döngüsünde görev alan proteinlerini 

etkileyerek servikal epiteldeki karsinogenez sürecinde önemli rol oynarlar. HPV E6  geni 

150 aminoasitlik bir protein kodlar ve bu protein önemli bir tümör baskılayıcı olan p53’ü 

hedefler. Normal bir hücrede p53 proteini ifadesi DNA hasarı sonrasında artar ve hücre 

döngüsü G1 fazında kalacak şekilde durdurulur. Bu süreçte ya DNA hasarı giderilir ya da 

DNA tamiri mümkün değil ise hücre apoptoz sürecine girer. Aynı zamanda p53 siklin 

bağımlı kinazların inhibisyonuna sebep olur ve Retinoblastoma (Rb)’nın fosforilasyonunu 

engelleyerek hücre döngüsünün ilerlemesini durdurur. HPV E6 proteini ubikitin bağımlı 

proteolitik yıkım yoluyla p53’ün degredasyonunu sitimüle ederek görevini yapamamasına 
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sebep olur. HPV’nin bir diğer onkojenik proteini olan E7 ise 98 amino asitlik bir 

fosfoproteindir. Hücre döngüsünde rol oynayan ve tümör baskılayıcı görevi olan Rb proteini 

üzerinde etkilidir. Rb proteini normal hücrelerde hipofosforile formda aktiftir ve  E2F 

ailesindeki transkripsiyon faktörlerine bağlanarak hücreleri hücre dögüsünün G1 fazında 

durdurur. E7 proteini Rb’yi fosforile ederek inaktive olmasına neden olur ve transkripsiyon 

faktöreleri serbest kalarak hücre döngüsünün devam etmesi sağlarlar. Bu şekilde her iki HPV 

proteini konakçı hücrenin hücre döngüsündeki kontrol süreçlerini bozarak kontrolsüz hücre 

bölünmesine sebep olurlar ve kanser oluşum sürecine katkı sağlarlar (9).  

2.1.3. SERVİKAL SKUAMOZ HÜCRELİ KARSİNOM PATOGENEZİ VE ÖNCÜL 

LEZYONLARIN SINIFLANDIRILMASI 

HPV virionları ilk olarak çok katlı skuamoz epitelin bazal tabakasındaki hücreleri enfekte 

eder ve HPV E6 ve E7 gen ürünlerinin ifadesinin artması ile bu hücrelerin proliferasyonu 

artar ve maturasyon ile tüm epitel katmanları HPV ile enfekte olmuş olur. Bu aşamalarda 

aynı zamanda HPV E4 ifadesiyle birlikte hücrelerde sitopatik değişiklikler görülmeye 

başlar. Hücrelerin sitoplazmalarındaki sitokeratinin yıkılması ve tonofilamentlerin hücrenin 

perifer kısımlarında yoğunlaşmasıyla sitoplazmada “perinükleer hale” adı verilen 

sitoplazmik boşluklar meydana gelir ve böylece koilosit adı verilen hücreler oluşur. Bu 

sitoplazmik parçalanmaların viral partiküllerin epitelin üst tabakalarındaki hücrelerden 

salınmasına ve yayılmasına sebep olduğu düşünülmektedir (7)(10). 

HPV’nin sebep olduğu sitolojik değişikliklerin yaygın olarak görüldüğü, bazal ve parabazal 

hücre proliferasyonunun orta dereceli atipi ve mitoz ile karakterize olduğu bu enfektif durum 

düşük dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (Low grade squamous intraepithelial 

lesion=LSIL) olarak adlandırılır. Yüksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar (High 

grade squamous intraepitehelial lesion=HSIL) ise gerçek prekanseröz lezyonlar olarak kabul 

edilir. HSIL küçük ve orta büyüklükteki atipik bazal hücrelerden oluşur. LSIL ve HSIL farklı 

patogenez göstermektedir. LSIL’ların sadece belli bir alt grubu HSIL’a ilerlerken genellikle 

birkaç yıl içinde gerilemektedir. Ancak HSIL kalıcı bir durumdur ve büyük çoğunlukla bu 

hücreler bazal membranı kırarak bağ dokuya geçmekte ve SCC’ye doğru ilerleme 

görülmektedir. Eski sınıflama yönteminde bu lezyonların histopatoloik sınıflandırılmasında 

servikal intraepitelyal neoplazi (Cervical intraepithelial neoplasia =CIN) isimlendirilmesi 
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kullanılmaktadır. CIN1 kategorisi LSIL’a karşılık gelirken, CIN2 ve CIN3 kategorileri 

HSIL’a karşılık gelmektedir. Sitolojik ve histolojik adlandırmalardaki farklılıkların getirdiği 

karışıklıklar, LSIL ve HSIL patogenezinin farklı olması, LSIL’ın çoğunlukla düşük orta risk 

grubundaki HPV tipleriyle, HSIL’ın yüksek riskli HPV tipleri ile ilişkili olması ve iki lezyon 

tipinin farklı hücre tipleriyle karakterize olması servikal prekanseröz lezyonların 

sınıflandırılmasında ikili sınıflandırmaya geçilmesine neden olmuştur (Şekil 2.4.) (11)(12). 

 

Şekil 2.4. HPV yayılımının, servikal prekanseröz lezyonlar ve invaziv kanser durumunda 

epitel hücre katmanlarında görülen değişikliklerin şematik gösterimi (13) 

2.1.4. SERVİKAL İNTRAEPİTELYAL LEZYONLARIN VE SKUAMOZ HÜCRELİ 

KARSİNOMUN SİTOPATOLOJİSİ VE HİSTOPATOLOJİSİ  

Pap smear’lerde görülen hücrelerin sitolojik değerlendirilmesi Bethesda Sistemi kriterlerine 

göre yapılmaktadır. Skuamoz hücrelerde meydana gelen değişiklikler ve bu değişikliklerin 

ait olduğu lezyonların dereceleri değerlendirilirken özellikle çekirdek boyutu ve sitoplazma 

özelliklerine göre karar verilmektedir.  

Özellikle HPV enfeksiyonu ile ilişkili hücresel değişikliklerin görüldüğü lezyonlar LSIL 

kategorisinde değerlendirilir. Hücreler tek tek, gruplar ya da tabakalar halinde görülebilir. 

Hücresel değişiklikler genellikle intermediyet ya da yüzeyel hücrelerde görülmektedir. 
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Nükleus normal intermediyer hücre çekirdeğinin 3 katından fazla büyür, nükleus/ sitoplazma 

oranı artar ve genellikle hiperkromatik görünümdedir. Kromatin yapısı granüler ya da yoğun 

opak şekilde görünebilir. Nükleer membran irregüler ya da düzgün olabilir. Binükleasyon 

ya da multinükleasyon yaygın olarak görülmektedir. Nükleusun etrafında LSIL’a özgün, 

viral sitopatik etkinin ortaya çıkardığı “koilos” adı verilen perinükleer şeffaf bir alan dikkati 

çekmektedir. Hücreler eozinofilik bir şekilde görülen artmış keratinizasyon gösteren 

sitoplazmaya sahip olabilir (Şekil 2.5.A.).  

İnvaziv tümörün bir önceki basamağı olan ve gerçek bir prekanseröz lezyon olarak kabul 

edilen HSIL’a ait hücrelerin maturasyonu LSIL durumunda görülen hücrelere göre daha 

azdır, sitoplazmalar daha küçüktür ve bazal hücre tipindedirler. Hücreler tek tek ya da 

tabakalar halinde olabilir. HSIL hücrelerinden oluşan gruplar hiperkromatik kalabalık 

topluluklar olarak görülebilir. Nükleer büyüme LSIL’daki kadar ya da daha fazla 

olabilmekle birlikte sitoplazmanın daha küçük olması sebebiyle nükleus/sitoplazma oranı 

iyice artmıştır. Nükleus genellikle hiperkromatiktir, ancak bazı durumlarda hipokromatik 

olarak da görülebilmektedir. Kromatin düzgün, granüler ya da dağılmış şekilde olabilir. 

Nükleer membran girintili çıkıntılı ve oldukça irregülerdir. Sitoplazma dens ya da açık renkli 

olabilir, bazen de yoğun bir keratinizasyon izlenebilir (Şekil 2.5.B.). 

SCC durumunda ise hücreler büyük çoğunlukla izole tek tek düşmüş hücreler halinde 

görülürler. Hücre büyüklüğü değişkenlik göstermekle birlikte hücre tipi SCC’ye karakterize 

olan uzamış, sıklıkla keratinize sitoplazmalı iğsi hücrelerdir. Nükleus önemli ölçüde dikkat 

çekici bir durumdadır ve oldukça hiperkromatiktir. Nükleer membran irregülerdir. Kromatin 

paterni granüler ya da kromatin şeffaflaşması ile irregüler bir görünümde olabilir. 

Makronükleol varlığı, tümör diyatezine ait nekrotik debris ve parçalanmış kan elemanları 

non-keratinize SCC’de keratinize SCC’ye göre daha çok görülebilir (Şekil 2.5.C.) (14).  

Tüm bu kriterler malign hücrelerin normal hücrelerden ayrılmasında oldukça başarılı olsa 

da yaymada gözlenebilecek farklı kökenleri olan bazı normal hücrelerin anormal hücrelere 

olan benzerlikleri ve reaktif durumlarda görülen bazı hücresel değişikliklerin malignite 

kriterleri ile karıştırılabilme olasılığı her kategori için yanıltıcı durumlar oluşturabilmektedir. 
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Şekil 2.5. Servikal prekanseröz lezyonlar ve SCC hücrelerinin sitolojik görünümleri A) 

LSIL; nukleus etrafında koilos, binükleasyon, nükleer irileşme ve hiperkromatizm dikkati 

çekmektedir B) HSIL; azalmış nükleus/sitoplazma oranı, irileşmiş, membran düzensizliği 

içeren ve hiperkromatik nükleus ile karakterli hücreler C) SCC, iğsi sitoplazmalı, keratinize 

SCC’ye özgül keratinizasyon, aşırı hiperkromatik, irileşmiş ve membran düzensizliği 

gösteren hücreler görülmektedir (14) 

Servikal intraepitelyal lezyonların histopatolojisi değerlendirilirken ise hücrelerdeki nükleer 

ve sitoplazmik değişikliklerin yanı sıra displazik hücrelerin epitel hücre katmanındaki 

dağılımı da önem kazanmaktadır. 

LSIL epitelin alt 1/3’lük kısmını aşmayan, bazal ve parabazal benzeri hücrelerin 

proliferasyonu ile karakterizedir. Mitotik aktivite bu bölgede sınırlı olup çoğu LSIL 

vakasında atipik mitoz izlenmez. Epitelin üst 2/3’lük kısmındaki hücreler farklılaşma 

gösterir ve büyük sitoplazmaya sahiptirler. Bununla birlikte hücrelerde nükleer büyüme 

nedeni ile nükleus/sitoplazma oranı artmış olarak görülmektedir. Nükleer hiperkromazi, 

nükleer membran düzensizlikleri, binükleasyon ya da multinükleasyon ve nükleus etrafında 

perinükleer koilos varlığı izlenebilmektedir. Çoğu LSIL’da koilositoz görülmekle birlikte bu 

değişiklikler epitelin üst 1/3’lük kısmında bulunur. LSIL olgularının yaklaşık 1/3’ünde bazal 

ve parabazal tabakasında diffüz p16 boyanması saptanmaktadır (Şekil 2.6.A.). 

HSIL metaplazi alanlarında veya skuamozkolumnar bileşke çevresinde, skuamoz hücrelerin 

anormal nükleer değişikliklerle birlikte sitoplazmik farklılaşma kaybı ile karakterli 

proliferasyonudur. Nükleer boyutta artışla birlikte nükleus sitoplazma oranında artma, 

nükleer membran düzensizliği ve artmış mitotik aktivite izlenir.  Proliferasyon gösteren 

hücreler epitelin orta 1/3’ünü aşmış ve yüzeye kadar ulaşmış olabilir. Mitotik figürler 

epitelin yüzeyini de etkileyecek şekilde tüm katmanlarda görülebilir. Atipik mitozlar sıklıkla 
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mevcuttur. İmmünohistokimyasal boyamalar ile p16 pozitifliği HSIL ile immatür skuamoz 

metaplazi ve atrofi ayrımında yardımcı olmaktadır. Ancak pratik kullanımda p16 pozitifliği 

LSIL ve HSIL olgularının ayrımında kullanılamamaktadır (Şekil 2.6.B.) 

Serviksin skuamoz hücreli karsinomu büyüme paternine, hücre tipine ve diferensiyasyon 

derecesine göre değişkenlik gösterebilir. SCC’nin non-keratinize ve keratinize olmak üzere 

2 farklı alt tipi vardır.  İnvaziv tümörün varlığını epitel içinde yerleşim gösteren HSIL 

durumlarından ayırmak için mutlaka bağ dokunun değerlendirilebilmesi gerekmektedir. 

Tümör sınıflandırması nükleer pleomorfizm derecesine, çekirdekçik boyutuna, mitotik 

aktivite sıkılığına ve nekroz durumuna göre yapılır. Bu özellikler tümörün kemoterapi ya da 

radyoterapiye vereceği cevap ve klinik seyir için yol gösterici olmaktadır (Şekil 2.6.C.) (15).  

 

Şekil 2.6. Servikal prekanseröz lezyonlar ve SCC’nin histolojik görünümleri A) LSIL; 

hücrelerde bi/multinüleasyon, irregüler nükleer kontürler, nükleer büyüme ve hiperkromazi 

ve sitoplazmik açılma ile karakterli koilositik atipi görülmektedir B) HSIL; displastik 

skuamoz hücreler epitelin tüm katmanlarında bulunmaktadır, koilositik atipi yüzeyel hücre 

katmanında görülmektedir. C) SCC,non-keratinize tip; malign hücrelerde eozinofilik 

sitoplazma, belirgin hücre sınırları ve hücresel keratinizasyon, çok sayıda nükleol içeren 

irregüler, büyümüş nükleus dikkati çekmektedir (15) 

2.1.5. SERVİKAL KANSER ÖNCÜLLERİNİN ERKEN TANISINDA VE 

ÖNLENMESİNDE KULLANILAN YÖNTEMLER  

2.1.5.1. Pap Test 

1916 yılında George Nicholas Papanicolau deney hayvanları üzerinde seks kromozomları 

ile ilgili yaptığı deneyler esnasında hayvanların vajinal sekresyonundan elde ettiği yayma 

örnekleri incelenerek üreme döngüsü zamanının tahmin edilebileceğini ortaya çıkarmıştır.  



12 

 

1928 yılında ise anormal hücreleri vajinal yayma örneklerinde gözlemlemiştir. 1943 yılında 

jinekolojik patolog olan Herbert Fredrick Traut ile birlikte menstrual döngü, hormon etkisi 

ve malignite durumlarında vajinal sitolojide görülen değişikliklerin tariflendiği “Diagnosis 

of Uterine Cancer by the Vaginal Smear (Uterus kanserlerinin vajinal yayma kullanılarak 

tanılanması)” isimli bir kitap yayımlamıştır. Bu bulgular vajinadan alınan normal ve anormal  

yayma örnekleri ile serviksteki değişikliklerin mikroskop altında incelenerek servikal 

kanserlerin sınıflandırılabileceğini göstermiştir. Bu gelişmelerin ardından uygulanması 

kolay ve ucuz bir prosedür olan şimdiki adıyla Pap smear ya da Pap test,  hızlıca invaziv 

servikal kanserin tanılanması için altın standart haline gelmiştir. Ancak bu metodun 

yaygınlaşmasıyla anormal Pap smear sonucuyla biyopsiye giden olgulardaki değişiklerin 

invaziv kansere değil pre-invaziv servikal lezyonlara ait olduğu belirlenmiştir ve uzmanlar 

için hangi değişikliklerin hangi seviyedeki lezyona ait olduğunu belirlemek bir problem 

haline gelmiştir. 1950’li yıllardan sonra preinvaziv lezyonların geri dönüşümlü 

olabileceğinin anlaşılması, hastalara lezyon seviyesine göre uygulanacak tedavi yönteminin 

doğru olarak seçilememesi ve gözlemciler arasındaki fikir farklılıkları bu yöntemin bir 

tanılama yöntemi değil özellikle prekanseröz lezyonların taranmasında kullanılabilecek bir 

yöntem olduğunu göstermiştir (16)(17).  

1980’li yılların sonuna kadar Pap smear’lerde görülen değişikliklerin raporlanmasında 

birbirinden farklı terminolojiler kullanılmıştır ve bu durum klinik olarak bir çok karışıklığa 

sebep olmuştur. 1988 yılının aralık ayında Amerika’nın Bethesta şehrinde konunun 

uzmanlarının önderliğinde Pap test sonuçlarının raporlanması için standart bir sistem 

geliştirmek amacıyla bir toplantı düzenlenmiş ve “Bethesta sistemi” adı verilen 

sınıflandırma prosedürleri ortaya çıkarılmıştır (18). Birkaç yıl içinde yapılan tekrar 

toplantılarında sistem güncellenmiş ve uluslararası kullanılacak bir terminoloji sistemi 

haline gelmiştir. Günümüzde uluslararası düzeyde Pap smear’lerde görülen hücresel 

değişikliklerin sınıflandırılmasında 2014 yılında Bethesta sisteminde yapılan son terminoloji 

güncellemeleri kullanılmaktadır (19). 

Konvansiyonel Pap smear yöntemi özellikle örnekleme ve fiksasyon  basamakları sırasında 

oluşan olumsuzluklar, yaymada kan, mukus, inflamatuar debrisin hücreleri örtmesi ve kalın 

yayma nedeniyle yalancı negatif sonuçların ortaya çıkmasına ya da optimal değerlendirme 

yapılamamasına neden olabilmektedir. Bu aksaklığı gidermek amacıyla 1996 yılında sıvı 
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bazlı sitoloji (Liquid based cytology=LBC) yöntemi klinikte kullanılmaya başlanmıştır. Bu 

prosedürde, fırçayla alınan örnekler özel koruyucu bir solusyona daldırılarak hemen fikse 

edilmektedir. Ardından sisteme ait cihaz yardımıyla hücreler lama ince bir şekilde yayılarak 

boyama işlemi yapılmaktadır. Yöntemin kullanılmaya başlanmasından itibaren 

konvansiyonel ve LBC yöntemlerinin servikal intraepitelyal lezyonların PAP test ile 

saptanmasında özgünlük ve duyarlılık açısından farklılık gösterip göstermediğini araştırmak 

amacıyla birçok birçok çalışma yapılmıştır. Çalışmalardan elde edilen bulgular 

doğrultusunda LBC yönteminin fiksasyon yöntemini stabil hale getirerek, hücrelerin üzerini 

örten diğer elemanların değerlendirme sırasındaki etkisini azaltarak ve hücrelerin ince bir 

şekilde yayılmasını sağlayarak konvasiyonel yönteme göre yalancı negatif vakaları 

azalttığını, SIL’ların saptanmasında özgünlük ve duyarlılığın arttığını, önemi 

belirlenemeyen atipik skuamoz hücreler (ASCUS) kategorisindeki smear tanısının azaldığını 

öne şürmüşlerdir. Aynı zamanda gerekli durumlarda hasta ilave bir işleme sokulmaksızın 

solüsyon içinde kalan hücreler kullanılarak HPV testi, immunohistokimya boyaması vb. 

tekniklerin uygulanabilmesi yöntemin avantajını arttırmaktadır (20)(21)(22)(23).  

Servikal sitoloji taraması servikal kanser görülme ve ölüm oranını önemli ölçü de azaltsa da 

özellikle HSIL olgularının saptanmasındaki %35-%68’lik sensitivite oranıyla tanılama için 

hala oldukça sınırlı bir yöntemdir (24). Pap smear sensitivitesinin düşük olması, gözlemciler 

arasında görülen tanı farklılıkları sebebiyle servikal kanserlerin taranmasında Pap teste ek 

olarak HPV testi de kullanılmaktadır. Serviks kanseri tarama programında hastanın yaşı, Pap 

smear yeterliliği ve tanısı, HPV pozitifliği/negatifliği, HPV pozitifliğinde genotipleme 

sonucu bir arada değerlendirilerek hastanın hangi sıklıkla kontrole gelmesi gerektiği, 

kolposkopi incelemesi yapılıp yapılmayacağı belirlenerek hasta yönetimi sağlanır (25).  

2.1.5.2. HPV Testi ve HPV Aşısı 

1970 yılında Almeida ve ark. ilk defa genital siğillerde papilloma virüslerinkine benzer viral 

partiküllerin bulunduğunu göstermiştir (26). Harald zur Hausen 1977 yılında HPV’lerin 

skuamoz hücreli karsinomların oluşumunda rolü olabilme olasılığını ortaya koymuş ve 

ilerleyen yıllarda sırayla genital siğillerde HPV6’nın varlığını daha sonra ise servikal kanser 

örneklerinde HPV16 ve HPV18 virüslerinin varlığını tanımlamıştır (27)(28)(29)(30). Bu 

bulgular HPV testi ve aşısının klinik uygulamalarda kullanımı için önemli bir adım olmuştur. 
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1989’da Tidy ve ark. normal ve displazik hücreler içeren smear’leri olan hastalardan alınan 

doku örneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yöntemi ile HPV16 DNA’sının 

varlığını göstermişler ve bu tekniğin servikal kanser tarama programında kullanılabileceğini 

öne sürmüşlerdir (31). Toplanan örneklerde HPV varlığını belirlemek amacıyla kullanılan 

moleküler yöntemler nükleik asit hibridizasyon analizleri, sinyal amplifikasyon analizleri ve 

nükleik asit amplifikasyon analizleri olmak üzere 3 ana başlık altında toplanabilir. Nükleik 

asit hibridizasyon teknikleri Southern Blot, in situ hibridizasyon ve dot-blot hibridizasyon 

analizleri servikal örneklerdeki HPV’nin belirlenmesinde kullanılabilir. Bu teknikler yüksek 

kalitede bilgi vermesine rağmen direk uygulanan prob yaklaşımının düşük sensitiviteye 

sebep olması, yüksek miktarda saflaştırılmış DNA gerekliliği, bazı probların radyoaktif 

özellikte olması ve işlemlerin uzun sürmesi bu teknikleri dezavantajlı hale getirmektedir. 

Sinyal amplifikasyon analizleri solüsyon içindeki işaretli RNA problarının hedef HPV 

DNA’sı ile hibridizasyonuna dayanır. Kullanılan sistemler özellikle servikal sitolojik 

örneklerde ya da özel solüsyonlarla muamele edilmiş taze örneklerde yüksek riskli 

HPV’lerin belirlenmesi için kullanılmaktadır. Bu sistemler klinikte kullanım için 

onaylanmış, yanlış pozitiflik oranı düşük ve genotipleme için yüksek duyarlılıkta olmalarına 

rağmen HPV tiplerini tek tek ayıramamakta, özgül oldukları HPV tiplerinin pozitifliği 

hakkında bilgi vermektedir. Nükleik asit amplifikasyon analizlerinde ise mikrodizin, PZR, 

qRT-PCR ve HPV genom dizileme yöntemleri kullanılmaktadır. Genellikle bu yöntemlerde 

HPV’ye ait E1 geni, L1 kapsit geni, E6/E7 genleri hedeflenerek HPV varlığı belirlenirken 

tipleme analizleri de gerçekleştirilebilmektedir (32)(33). 

Diğer yandan servikal prekanseröz lezyonların ve invaziv kanserlerin önlenebilmesi için 

kullanılan bir diğer yöntem ise HPV aşısının klinikte kullanımıdır. 1990’ların başında Frazer 

ve ark. profilaktik aşılarda virüs benzeri partikülleri bloklamak için kullanılacak HPV16 L1 

kapsit proteinini üretmek için çalışmalar yapmışlardır (34). Günümüzde kullanılan HPV 

aşıları da virüsün L1 veya L2 antikorlarına karşı immünite geliştirilmesini amaçlamaktadır. 

En geniş spektrumlu aşı en yaygın görülen düşük ve yüksek risk gruplarından HPV 

6,11,18,16, 31,33 45,52,58 tiplerine karşı üretilmiştir ancak daha yaygın olarak kullanılan 

aşılar sadece HPV16, 18 ya da HPV 6,11,16,18’e karşı geliştirilen aşılardır. Aşıların 

özellikle adolesan dönemindeki kadın ve erkeklerde kullanımı önerilmektedir. Aşı 

fiyatlarının yüksek olması, kültürel etkiler, sağlık sisteminde yaygın olarak uygulanamaması 
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ve kısıtlı sayıdaki HPV tipine karşı koruma aşının uygulanabilirliğini ve koruyuculuğunu 

olumsuz yönde etkilemektedir (35). 

Pap test ve HPV test sonuçlarındaki uyumsuzluklar, yanlış negatif olgular, Pap test sonucu 

benign ancak HPV testi pozitif olan hastaların yönetimindeki zorluklar ve bu durumun 

gereksiz cerrahi yöntemlerin uygulanmasına yol açması, aşı uygulamasının yaygın olarak 

kullanılamaması servikal kanser öncüllerinin belirlenebilmesi için yeni moleküler 

biyobelirteçlerin tanımlanması gerekliliğini ortaya koymaktadır. 

2.2. MİKRORNA’LAR 

2.2.1. MİKRORNA BİYOGENEZİ 

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yılında C.elegans’daki gelişimsel bir defekt iki 

farklı grup tarafından araştırılırken, lin-4 geninin bir protein yerine bir RNA molekülünü 

kodladığı ve lin-14 ifadesini baskıladığı bulunarak tanımlanmışlardır (36)(37).  

MikroRNA’lar (miRNA) tek zincirli, yaklaşık 20-25 nükleotid uzunluğundaki RNA 

molekülleridir. Hayvanlarda görülen miRNA'lar genomdan tek başına ya da birkaç taneden 

yüzlercesini içeren miRNA kümeleri halinde kodlanabilirler. Kümelenmiş miRNA’lar 

polisistronik transkriptler olarak birlikte sentezlenerek çeşitli kesim işlemlerinden sonra ayrı 

ayrı olgun miRNA’lara dönüşürler. MiRNA’ların büyük çoğunluğu intronlardan 

kodlanırken bir kısmı da protein kodlayan ekzonlardan veya intergenik bölgelerden 

kodlanabilmektedir. miRNA’lar yaygın olarak kanonik miRNA biyogenezi adı verilen 

mekanizmayla iki aşamada gerçekçekleşmektedir. miRNA transkripti çekidek içinde RNA 

polimeraz II enzimi ile öncelikle yaklaşık 70 nükleotid uzunluğundaki saç tokası şeklindeki 

primer miRNA’ya (pri-miRNA) kodlanır. Pri-miRNA nükleustaki Drosha ve çift zincirli 

RNA’ya bağlanan bir protein olan “DiGeorge critical region 8 (DGCR8)” in oluşturduğu bir 

protein kompleksi tarafından kesim işlemine uğrar ve öncül miRNA (pre-miRNA) oluşur.  

Pre-miRNA taşıyıcı bir reseptör olan Exportin5 tarafından sitoplazmaya taşınır. Daha sonra 

sitoplazmada Dicer adı verilen bir enzim ve TRBP (trans-activation-responsive RNA-

Binding protein) tarafından ikinci bir kesim işlemi geçirir. Bu aşamada saç tokasının başlık 

kısmı kesilir ve çift zincirli miRNA oluşur.  Son olarak  Argonat (AGO) protein ailesisinden 

bir protein olgun miRNA olarak görev yapacak miRNA zincirini seçer ve diğer zincir 
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degrede olur. AGO proteini ve taşıdığı olgun miRNA RISC kompleksini oluştururlar ve gen 

susturma görevinde rol oynarlar (Şekil 2.7.). Non-kanonik olarak adlandırılan miRNA 

biyogenezi ise kanonik biyogenez sırasında kullanılan proteinlerin kombinasyonlarıyla 

gerçekleşir ve birçok farklı şekilde gerçekleşmesine rağmen genel olarak Drosha/DGCR8-

bağımsız ve Dicer-bağımsız olmak üzere iki gruba ayrılmıştır. Bu mekanizmalar mRNA 

kesimi sırasında intronlardan üretilen mirtron adı verilen pre-miRNA’ların, 7-metilgunozin 

başlıklı pre-miRNA’ların ve endojen shRNA transkriptlerinin işlenerek olgun miRNA 

haline getirilmesinde  kullanılır (38)(39)(40). 

.  

Şekil 2.7. miRNA biyogenezi (41) 

2.2.2. MİRNA’LARIN ETKİ MEKANİZMASI VE GÖREVLERİ 

miRNA’lar gen ifadesinin baskılanmasında rol oynamaktadır. Olgun miRNA içeren RISC 

kompleksi sayesinde gen ifadesi iki farklı posttranskripsiyonel mekanizma ile 

düzenlenmektedir. Bunlardan biri hedef mRNA'nın parçalanması diğeri ise translasyon 

işleminin baskılanmasıdır. Gen susturulmasında hangi mekanizmanın kullanılacağı miRNA 

ve hedefi arasındaki komplementerlik seviyesine bağlıdır. Ancak hedef mRNA 

parçalanmasının gen düzenlenmesinde daha yaygın olarak kullanıldığı düşünülmektedir. 

mRNA’ların miRNA’lara bağlanan bölgeleri genel olarak 3’UTR kısımlarında 

bulunmaktadır. miRNA’ların 5’uçlarında, 2-7. nükleotidleri arasında hedef tanınmasında 
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çok önemli rol oynayan “miRNA seed” olarak adlandırılan bölge bulunur (Şekil 2.8.). 

İnsanlarda protein kodlayan genlerin %60’dan fazlası en az bir adet miRNA bağlanma 

bölgesi içermektedir ve her miRNA yüzlerce farklı mRNA ifadesinin düzenlenmesinde rol 

oynamaktadır. Bu durum protein kodlayan genlerin miRNA kontrolü altında olduğunu 

göstermektedir (42). Diğer düzenleme mekanizmasında ise miRNA’lar translasyonu 

baskılamaktadırlar. Bu mekanizma translasyonu başlangıcında durdurma, translasyonda 

uzamayı durdurma, ko-translasyonel protein parçalanması ve translasyonun erken aşamada 

sonlanması şeklinde gerçekleşebilir. Ancak yapılan çalışmalara ait bulgular miRNA’ların 

translasyonu özellikle başlangıç aşamasında inhibe ettiğini desteklemektedir (43).  

 

Şekil 2.8. miRNA’nın hedef mRNA ile etkileşimi 

MiRNA’lar gen düzenleyici rolleriyle birçok farklı sinyal yolağında görev almaktadırlar. 

Embriyonik gelişimde ve erişkin dönemde kök hücrelerin çoğalması, farklılaşması ve 

yenilenmesindeki süreçleri düzenlerler (44). Aynı zamanda yapılan çalışmalar ile 

miRNA'ların apoptoz, otofaji ve nekroptoz yolakları, hücre döngüsü ve hücrelerin 

çoğalmasında oynadıkları roller ile viral, immun ve nöro dejeneratif hastalıklar gibi birçok 

hastalığın ve kanserin oluşum ve gelişiminde etkili oldukları gösterilmiştir (45)(46)(47).  

2.3. SERVİKAL KANSER OLUŞUM VE GELİŞİMİNDE miRNA’LARIN ROLÜ  

HPV aşıları, HPV tipleme testleri ve geleneksel Pap Smear tarama testi bir araya getirilerek 

servikal kanser oluşumu önemli ölçüde azaltılmıştır. Ancak hala dünya çapında kansere 

bağlı ölümlerin görüldüğü kanserler sıralamasında servikal kanserler dördüncü olarak yer 

almaktadır.  Bu durum bilim insanlarını tanı vermede kullanılacak yeni biyobelirteçler ve 
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tedaviler bulmaya yöneltmiştir. Son yıllarda yapılan çalışmalar miRNA’ların servikal kanser 

oluşumundan sorumlu birçok önemli genin ifadesini düzenlediğini göstermiştir.  

Karsinogenezde rol oynayan miRNA’lar onkojenik miRNA’lar ve tümör baskılayıcı 

miRNA’lar olarak sınıflandırılmaktadır. Onkojenik miRNA’lar tümör baskılayıcı genleri 

inhibe ederek karsinogeneze katkı sağlarken, tümör baskılayıcı miRNA’lar ise kanser 

oluşumuna karşı proto-onkogenlerin ifadesini inhibe etmektedir. Aynı miRNA farklı tümör 

tiplerinde onkojenik ya da tümör baskılayıcı olarak görev yapabilmektedir (48). Klinik 

örnekler ile yapılan mikrodizin ve eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) 

çalışmalarına ait bulgular miRNA ifadelerinin kanser tiplerine özgün olarak değiştiğini 

ortaya koymuştur. Normal ve kanserli dokulardaki miRNA ifadeleri karşılaştırıldığında 

onkojenik miRNA’ların ifadelerinin kansere özgül olarak arttığı, tümör baskılayıcı 

miRNA’ların ifadesinin ise azaldığı bulunmuştur. Servikal kanserlerde de birçok onkojenik 

ve tümör baskılayıcı miRNA görev yapmaktadır (49).  

Literatüre bakıldığında servikal kanserlerde miRNA ifadelerinin çalışıldığı bir çok araştırma 

görülmektedir ve farklı araştırmalarda bir çok farklı miRNA üzerinde durulmuştur. 2014 

yılında literatürdeki 51 araştırma makalesi derlenerek hazırlanan bir çalışmada normal, 

prekanseröz lezyonlar ve invaziv servikal kanser durumlarında ifadesi değişen toplam 246 

miRNA bulunduğu, bunlardan 41 tanesinin 5 ve daha fazla makalede ortak olarak saptandığı 

ve 116 tanesinin ise birden fazla makalede tanımlandığı görülmüştür (50). 2015 yılında 27 

çalışma verisinin dahil edildiği meta-analiz çalışmasında invaziv kanser durumunda normale 

göre ifadesi artan 7 tane, ifadesi azalan 3 tane miRNA’nın öne çıktığı saptanmıştır. Aynı 

zamanda 14 adet metastaz ilişkili miRNA belirlenmiştir (51). Bunlara ek olarak 2018 yılında 

2010-2017 yılları arasında yayınlanan 372 çalışma arasından seçilen 24 adet qRT-PCR ve 

mikrodizin çalışmasına ait sonuçlar ile yapılan derleme çalışmasında ise normal, 

prekanseröz lezyonlar ve invaziv kanser arasında her aşamada ifadesi artan ve azalan 

miRNA’lar listelenmiştir (52). 

miRNA’ların viral genlerin ifadesinin düzenlenmesinde ve DNA replikasyonunda da önemli 

görevleri olabileceği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Nuovo ve ark. tarafından 2010 

yılında yayınlanan bir çalışmada in vitro koşullarda dışarıdan verilen miR-125b’nin  HPV16 

DNA replikasyonunu baskıladığı görülmüştür (53). 2015 yılında Ribeiro ve ark. tarafından 
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yapılan bir çalışmada ise miR-125b’nin HPV ile enfekte olmuş normal hücrelerde ifadesinin 

arttığı ancak pre-kanseröz lezyon oluşmaya başladığında ve artan lezyon derecelerinde 

ifadesinin azaldığı görülmüştür (54). Bu bilgiler hücrelerin ilk defa HPV ile enfekte 

olduğunda oluşan immün cevapta miRNA’ların rol oynuyor olabileceğini göstermektedir. 

Bunun yanı sıra miRNA’lar tümör bakılayıcı ya da onkojenik özellikleri ile de HPV kaynaklı 

displazi oluşum sürecinde rol oynamaktadır. miR-34a tümör baskılayıcı bir miRNA’dır. p53 

miR-34 için bir transkripsiyon faktörüdür ve miR-34’yı kodlayan genin promotoruna 

bağlanıp aktive ederek ifadesinin artmasını sağlar. Yüksek riskli HPV enfeksiyonu viral E6 

onkoproteini sayesinde p53-bağımlı sinyal yolağını etkileyerek miR-34a ifadesinin 

azalmasını sağlar. Bu azalma sadece sevikal kanserlerde değil prekanseröz lezyonlarda da 

görülmektedir. Tümör baskılayıcı olan miR-34a ifadesi artan displazi derecelerinde yani 

LSIL’dan HSIL’a gidildikçe azalma göstermektedir (55).  

Urokinaz-tipi plazminojen aktivatör (uPA) miR-23b’nin hedefidir ve direkt olarak servikal 

kanserlerde hücre migrasyonu ve invazyonu ile ilişkilidir. Yüksek riskli HPV pozitif servikal 

kanser dokusuna ait hücreler ve hücre hatlarında miR-23b ifadesinin düştüğü görülmüştür. 

miR-23b ifadesindeki bu düzenlenmenin viral E6 proteininin p53 yolağı üzerinden 

etkilendiği düşünülmektedir. (56)(57) 

HPV E7 proteini ise pRb yolağı üzerinden anjiyogenez ve metastaza neden olmaktadır. Viral 

E7 pRb’nin parçalanmasına neden olur ve bir transkripsiyon faktörü olan E2F bağlı olduğu 

pRB-E2F kompleksinden ayrılır. E2F1 ve ECF3, miR-15a, miR15b ve miR-16 ifadelerini 

pozitif olarak regüle eder. Uterus leiyomyomlarına ait materyaller kullanılarak yapılan bir 

çalışmada miR-15b’nin azalan ifadesiyle anjiyogenezde ekstraselüler matrix oluşumundan 

ve malign hücrelerin invazyon ve metastatik aktivitelerini düzenlemeden sorumlu olan 

RECK proteinini hedeflediği ve RECK ifadesini azalttığı bulunmuştur (58). HSIL ve SCC 

materyalleri kullanılarak yapılan başka bir çalışmada ise özellikle HPV16 pozitifliğinin 

azalan RECK ifadesi ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Şekil 2.9.) (59).  
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Şekil 2.9. Viral E6 ve E7 proteinlerinin pRb ve P53 yolakları üzerindeki etkisi ve 

miRNA’ların bu süreçlerdeki rolü (21) 

Viral E6 ve E7 genleri sadece p53 ve pRb yolakları üzerinden etkili olmayabilirler. miR-21 

bir onkojenik miRNA’dır ve hedef proteini tümör baskılayıcı PTEN proteinidir. Kong ve 

arkadaşları tarafından servikal kanser hücre hattı olan HeLa hücreleri kullanılarak yapılan 

bir çalışmada, miR-21 ifadesinin HPV E7 proteini tarafından arttırıldığı bulunmuştur (60). 

Xu ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise 28’inde HPV(+) olan 36 invaziv 

servikal kanser örneğinde miR-21’in ifadesinde aşırı bir artış gözlenirken PTEN ifadesinin 

azaldığı görülmüştür (61). 

Tüm bu bulgular miRNA’ların birçok faklı sinyal yolağı üzerinden HPV’ye karşı oluşturulan 

immün cevapta, servikal kanserlerin başlangıç, gelişim ve invazyon aşamalarında önemli 

rolleri olduğunu işaret etmektedir. Literatürde servikal kanserler ve miRNA’lar üzerine 

yapılan birçok çalışma olmasına rağmen doku örneklerindeki çeşitlilik, doku donörleri 

arasındaki genetik ve çevresel faktör farklılıkları, klinikopatolojik özellikler ve ifade 

profilleme profilleri arasındaki değişkenlikler çalışmalarda bulunan biyobelirteçlere ait 

sonuçlar arasında farklılık yaratabilmektedir (51). Ancak gelişen teknolojiler ve artan 

çalışmalar ile mevcut servikal kanser tarama sistemlerine ek olarak daha spesifik sonuçlar 

verecek olan miRNA tabanlı biyobelirteçler ve tedaviler bulunması amaçlanmaktadır. 



21 

 

3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Günümüzde servikal kanserlerin öncül lezyonlarının taranmasında Pap test ve HPV testi 

kullanılmaktadır. Ancak Pap smear testinin spesifisite ve sensitivitesinin düşük olması, HPV 

pozitif hastalarda her zaman lezyon oluşumunun görülmemesi ve böylece bu hastaların 

yönetiminde zorluklar yaşanarak fazla cerrahi uygulamalara sebebiyet vermesi nedeniyle 

öncül lezyonların saptanmasında daha özgün biyobelirteçlerin saptanması gerekmektedir.  

MiRNA’ların kanser oluşum ve gelişiminde rol aldığının anlaşılması ile birlikte servikal 

kanserler için tanıda daha spesifik olabilecek miRNA tabanlı biyobelirteçler araştırılmaya 

başlanmıştır. Literatüre bakıldığında, 2008 yılından günümüze kadar servikal kanserlerde 

miRNA ifadeleriyle ilgili bir çok araştırma yapıldığı görülmektedir ve bu araştırmalarda 

farklı skuamöz intraepitelyal lezyon dereceleri ve invaziv karsinom durumlarında ifadesi 

değişen farklı miRNA’lar üzerinde durulmuştur (52)(62) .  

Servikal kanser basamaklarında değişen miRNA seviyelerinin saptanması konusunda 

yapılan çalışmalarda genel materyal olarak formalin fikse parafine gömülü (FFPE) dokular, 

frozen kesitler ve hücre kültürlerinin kullanıldığı görülmektedir (52)(63). Bugüne kadar 

sadece 4 çalışmada servikal sitoloji örneklerinin kullanıldığı görülmektedir ve bunlardan 

sadece 2018 yılında Kawai ve ark. tarafından yapılan çalışmada mikrodizin ve qRT-PCR 

yöntemleri kullanılarak lezyon dereceleri arasında değişen miRNA’lar için kapsamlı profili 

araştırması yapılmıştır (54)(64)(65)(66). 

Tez kapsamında öncelikle ANOVA bağımlı-sıralama tabanlı bir meta-analiz çalışması 

yapılmıştır. Bu analizde farklı çalışmalardaki veriler bir araya getirilerek servikal lezyon 

dereceleri arasında ifadesi değişen miRNA’lara genel bir bakış açısı sağlanabilmiştir. Meta-

analiz çalışmasından elde edilen bulgular servikal kanserlerin oluşum ve gelişiminin 

aydınlatılması, teşhis ve/veya tedavide kullanılabilecek yeni biyobelirteçler belirlenebilmesi 

için miRNA’ların potansiyel adaylar olduğuna işaret etmektedir. Daha sonraki 

biyoinformatik analizlerde yine literatürdeki çalışmalara ait veriler bir araya getirilerek 

mRNA çalışmaları için karşılaştırma analizleri yapılmış ve buradan elde edilen sonuçlar ile 

elde edilen meta-miRNA hedefleri karşılaştırılmıştır. İleri aşamalarda ise yolak analizleri ve 

insan kanser genom atlası (TCGA) verileri ile kullanılarak yapılan analizlerle servikal 
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kanserde önemli rol oynadığı ön görülen meta-miRNA ve hedefleri seçilerek ileri analizlere 

geçilmiştir. 

Çalışmada ana materyal olarak servikal sitoloji örnekleri ve FFPE doku örnekleri 

kullanılmıştır. Servikal sitoloji örnekleri bu konuda çalışılan nadir örneklerdir ve invaziv 

cerrahi yöntemler uygulanmadan lezyonların saptanmasında kullanılabilecek en iyi 

materyallerdir.  Bu ileri analizler kapsamında, meta-analiz ve biyoinformatik analizler 

sonucunda elde edilen ve en kuvvetli biyobelirteç adayı oldukları saptanan miRNA ve hedef 

gen ifadelerinin benign ve intraepitelyal lezyonlara ait hücreleri içeren servikal sitoloji 

örneklerinde nasıl değiştiğinin araştırılması amaçlanmıştır. Aynı zamanda sitoloji 

örneklerinden alınan sonuçlar tanı vermede altın standart olarak kabul edilen FFPE doku 

örnekleri ile yapılan doğrulama deneylerine ait sonuçlar ile karşılaştırılmıştır. 

Bunlara ek olarak biyoinformatik ve bağımsız örnekler ile yapılan doğrulama 

çalışmalarından sonra öne çıkan miRNA ve mRNA’lar ile hücre kültürü deneyleri yapılarak 

bu biyomoleküllerin birbiri ile olan ilişkisi, hücre çoğalması ve hareketliliğindeki rolleri de 

fonksiyonel olarak araştırılmıştır. 

Sonuç olarak tüm analizler ve deneyler sonucunda normal serviks hücrelerine göre servikal 

kanser öncüllerinde ve invaziv kanser durumunda ifadesi değiştiği belirlenen miRNA ve 

mRNA'lar aday biyobelirteçler olarak literatüre katkı sağlanırken bir yandan da yapılacak 

olan ileri çalışmalar için zemin hazırlanmıştır. Tüm bulgular sonucunda invaziv kanser ve 

prekanseröz lezyonların tanılanmasına mevcut yöntemlerden daha spesifik potansiyel 

biyobelirteçler ortaya çıkarılarak bunlara alternatif yaklaşımlar önerilebilmektedir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. BİYOİNFORMATİK ANALİZLERDE KULLANILAN ÇALIŞMALAR 

Tez çalışmasının ilk aşamasında serviks kanseri oluşum ve gelişim sürecinde rol oynayan 

miRNA ve mRNA’ların belirlenebilmesi amacıyla biyoinformatik bir ön çalışma 

yapılmıştır. Bu aşamada GEO (Gene Expression Omnibus) ve Array Express veri 

tabanlarından elde edilen miRNA ve mRNA mikrodizin çalışmaları kullanılmıştır. 

Serviks kanseri oluşum ve gelişiminde rol alan biyomoleküllerin araştırılması için; toplamda 

36 normal, 18 LSIL, 31 HSIL ve 14 SCC örneği içeren 3 tane miRNA ve toplamda 38 

normal, 25 LSIL, 61 HSIL ve 56 SCC örneği içeren 2 tane mRNA çalışması seçilmiş ve bu 

çalışmalara ait veriler ile biyoinformatik analizler gerçekleştirilmiştir. Bunun yanı sıra 

mRNA çalışmalarından elde edilen ve gruplar arasında ifade farklılığı gösteren genlerin 

kontrolünün yapılabilmesi için 21 normal ve 33 SCC örneği içeren ayrı bir mRNA çalışması 

seçilmiştir. Çalışma verilerinin özellikleri Çizelge 4.1.’de detaylı olarak gösterilmiştir. 

Çizelge 4.1. Literatür araştırması sonucunda serviks kanseri oluşum ve gelişiminde rol 

oynayan miRNA ve mRNA’ları belirlemek amacıyla seçilen mikrodizin çalışmalarının 

erişim kodu, veri tipi, örnek sayıları ve platform özellikleri 

GEO /Array Express ID Örnek Sayıları Platform 

miRNA çalışmaları 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 çalışmaları 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 mRNA 

çalışması 

Normal LSIL HSIL SCC  

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 arkadaşları tarafından Illumina Human v2 MicroRNA expression 

beadchip ve llumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip platformları kullanılarak elde 

edilmiş bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu çalışmadaki 7 normal, 9 LSIL, 8 HSIL örneğine 

ait veriler tez kapsamında tekrar incelenmiştir. 

GSE30656 (68), Wilting ve ark. tarafından Agilent-016436 Human miRNA Microarray 1.0 

platformu kullanılarak elde edilmiş bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu çalışmadaki 10 

normal, 18 HSIL ve 10 SCC örneğine ait veriler tez kapsamında tekrar incelenmiştir. 

GSE19611 (69), Pereira ve ark. Tarafından National DNA microarray facility of University 

of Aveiro miRNA chip v1.1 platformu kullanılarak elde edilmiş bir miRNA mikrodizin 

verisidir. Bu çalışmadaki 19 normal, 9 LSIL, 5 HSIL ve 4 SCC örneğine ait veriler tez 

kapsamında tekrar incelenmiştir. 

4.1.1.2. mRNA Mikrodizin Verileri 

GSE63514 (70), den Boon ve ark. tarafından Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 

Array platformu kullanılarak elde edilmiş bir mRNA mikrodizin verisidir. Bu çalışmadaki 

24 normal, 14 LSIL, 40 HSIL ve 28 SCC örneğine ait veriler tez kapsamında tekrar 

incelenmiştir. 

GSE27678 (71), Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array ve Affymetrix Human 

Genome U133A 2.0 Array platformları kullanılarak elde edilmiş bir mRNA mikrodizin 

verisidir. Bu çalışmadaki 14 normal, 11 LSIL, 21 HSIL ve 28 SCC örneğine ait veriler tez 

kapsamında tekrar analiz edilmiştir.  

GSE9750 (72), Scotto ve ark. tarafından Affymetrix Human Genome U133A Array 

platformu kullanılarak elde edilmiş bir mRNA mikrodizin verisidir. Bu çalışmadaki 21 

normal ve 33 SCC örneği tez kapsamında tekrar analiz edilmiş ve diğer çalışmalardan elde 

edilen veriler için bir kontrol çalışması olarak kullanılmıştır.  
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4.1.1.3. TCGA (The Cancer Genome Atlas) Verileri 

TGCA analizleri için veri tabanından “TCGA Cervical Cancer (CESC)” veri setine ait 

bilgiler indirilmiştir. Üç normal ve 306 tümör örneği ile seçilen meta-miRNA’lar ile ifade 

analizleri yapılmıştır. 

4.1.2. DENEYSEL LABORATUVAR ANALİZLERİNDE KULLANILAN NORMAL 

VE HASTA ÖRNEKLERİ  

4.1.2.1. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri  

Bu tez çalışmasında Başkent Üniversitesi Hastanesi arşivindeki tanı almış hastalara ait 

retrospektif ve prospektif olarak seçilen Sıvı-Bazlı servikal sitoloji örnekleri kullanılmıştır. 

Çalışma kapsamında 22 normal,  23 LSIL ve 20 HSIL örneği ile çalışılmıştır. Analizler 

sonucunda elde edilecek verilerle birlikte değerlendirilmek üzere çalışmaya dahil edilen 

örneklerin yaş ve HPV bilgileri toplanmıştır  (Çizelge 4.2.).  Bu çalışma için etik kurul onayı 

(Ek 1.) ve Sıvı-Bazlı sitoloji örneği kullanılan bireylerden bilgilendirilmiş onam formu 

alınmıştır. 

Çalışmaya dahil edilme kriterleri: 

1. Çalışmaya katılmayı kabul etmek 

2. Hastaların hamilelik durumu veya kadın genital sistemine ait herhangi bir başka 

malignite durumu bulunmaması 
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Çizelge 4.2. Çalışmaya dahil edilen sıvı-bazlı servikal sitoloji örneklerinin numaraları, yaş 

ve HPV durumu bilgileri 

Normal Örnekler 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 Örnekleri 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 Örnekleri 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 İle Fikse Edilmiş Parafine Gömülü (FFPE) Doku Örnekleri 

Bu tez çalışmasında Başkent Üniversitesi Hastanesi arşivindeki tanı almış hastalara ait 

retrospektif ve prospektif olarak seçilen FFPE doku örnekleri kullanılmıştır. Çalışma 

kapsamında 22 normal,  20 LSIL, 22 HSIL ve 18 SCC örneği ile çalışılmıştır. Analizler 

sonucunda elde edilecek verilerle birlikte değerlendirilmek üzere çalışmaya dahil edilen 

örneklerin yaş ve HPV bilgileri toplanmıştır  (Çizelge 4.3.).  Bu çalışma için etik kurul onayı 

(Ek 1.) ve FFPE kullanılan bireylerden bilgilendirilmiş onam formu alınmıştır. 

Çalışmaya dahil edilme kriterleri: 

1. Çalışmaya katılmayı kabul etmek 

2. Hastaların hamilelik durumu veya kadın genital sistemine ait herhangi bir başka 

malignite durumu bulunmaması 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

Çizelge 4.3. Çalışmaya dahil edilen FFPE örneklerinin numaraları, yaş ve HPV durumu 

bilgileri 

Normal Örnekler 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 Örnekleri 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 Örnekleri 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

H1 32 HPV+ 

H2 37 Bilinmiyor 

H3 32 HPV16, HPV31 

H4 34 Bilinmiyor 

H5 42 HPV+ 

H6 53 HPV16, HPV68 

H7 59 HPV16 

H8 36 HPV31 

H9 35 HPV16 

H10 50 Bilinmiyor 

H11 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 örnekleri 

Örnek No. Yaş HPV Statüsü 

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 İZOLASYON KİTLERİ, CDNA SENTEZ REAKSİYONU KİTLERİ, 

QRT-PCR KİTLERİ VE CİHAZLAR 

Sıvı-bazlı servikal sitoloji örneklerinden RNA izolasyonu için miRNeasy Mini Kit (Qiagen, 

217004) kullanılmıştır. 

FFPE örneklerinden RNA izolasyonu için RNeasy FFPE Kit (Qiagen, 73504) kullanılmıştır. 
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miRNA’lardan cDNA sentezi için miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanılmıştır. 

mRNA’lardan cDNA sentezi için Transcriptor High Fidelity (Roche, 5081963001) kiti 

kullanılmıştır. 

miRNA deneylerinin qRT-PCR reaksiyonu için miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, 

218073) kullanılmıştır. 

mRNA deneylerinin qRT-PZ reaksiyonu için Fast Start SYBR Green Master (Roche, 

12032937001) kiti kullanılmıştır. 

4.1.4. PRİMERLER 

4.1.4.1. miRNA Primerleri 

qRT-PCR analizlerinde kullanılan miRNA primerleri Çizelge 4.4.’de verilmiştir. qRT-PCR 

deneyleri “Lightcycler 480 (Roche)” cihazında gerçekleştirilmiştir. 

 

Çizelge 4.4. qRT-PCR’de kullanılan miRNA primerlerinin isimleri, MIMAT numarası, 

Qiagen ürün adı bilgileri ve genomik dizisi 

miRNA MIMAT No. Qiagen Ürün Adı Dizi 

hsa-miR-191 MIMAT0000440 
Hs_miR-191_1 miScript 

Primer Assay 
5'CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG 

hsa-miR-23a MIMAT0000078 
Hs_miR-23a_2 miScript 

Primer Assay 
5'AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC 

RNU6 
 

 

Hs_RNU6-2_11 miScript 

Primer Assay 
- 

hsa-miR-25 MIMAT0000081 
Hs_miR-25_1 miScript 

Primer Assay 
5'CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA 

hsa-let-7i MIMAT0000415 
Hs_let-7i_1 miScript 

Primer Assay 
5'UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU 

hsa-miR-26a MIMAT0000082 
Hs_miR-26a_2 miScript 

Primer Assay 
5'UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU 

hsa-miR-29a MIMAT0000086 
Hs_miR-29a_1 miScript 

Primer Assay 
5'UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 

hsa-let-7d MIMAT0000065 
Hs_let-7d_1 miScript 

Primer Assay 

5'AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000086
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4.1.4.2. mRNA Primerleri 

Klasik ve qRT-PCR analizlerinde kullanılan miRNA hedeflerine ait primerler Primer3 (73) 

programı ile tasarlanmış, biyoinformatik doğrulamaları UCSC In-Silico PCR internet aracı 

kullanılarak yapılmıştır.  Primerlere ait Tm dereceleri, GC yüzdesi, ürün boyu ve sekans 

bilgileri Çizelge 4.5.’de listelenmiştir. QRT-PCR deneyleri “Lightcycler 480 (Roche)” 

cihazında gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 4.5. Klasik ve qRT-PCR’de kullanılan mRNA primerlerine ait bilgiler 

4.1.5. HÜCRE KÜLTÜRÜ MALZEMELERİ VE HÜCRE HATLARI 

İn vitro deneylerde serviks kanseri hücre hattı olan Hela hücreleri (ATCC® CCL2™) 

kullanılmıştır. Hücre kültüründe besi yeri olarak DMEM + L-Glutamin + %10FBS + 

%1Penisilin/ Streptomisin, hücre pasajlama işlemleri sırasında yıkama için 1X PBS 

(Hyclone, SH30256.01), hücrelerin kaldırılması için Tripsin (Hyclone SH30042.01) 

kullanılmıştır. Transfeksiyon işlemleri sırasında 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) kullanılmıştır.  

4.1.6. PROTEİN İZOLASYONU  

Transfeksiyon işlemlerinin ardından hücre peletleri toplanmış ve bu peletlerden protein 

izolasyonu yapılmıştır. İzolasyon işlemi sırasında Complete Lysis-M (Roche, 4719956001) 

izolasyon kiti ve örneklerde bulunan protein miktarının ölçümü için Coomasie Plus Bradford 

No. Gen F/R 
Uzunluk 

(Baz) 

Tm 

(
o
C) 

GC % 
Ürün 

Boyu 
Sekans 5'>3' 

1 CCNA2 
F 20 59.98 45 

224 
TTATTGCTGGAGCTGCCTTT 

R 20 59.83 60 CTCTGGTGGGTTGAGGAGAG 

2 KLF4 
F 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 

195 
GCCAAGTATGACCCTTCCCT 

R 20 58.56 50 TCCATCAAGTGAACCCCAGT 

7 TUBB2A 
F 20 59.99 55 

226 
TTCCAGCTGACCCACTCTCT 

R 20 59.96 55 ACAGGGCCTCGTTATCAATG 
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Assay  (Thermo Scientific, 23209) kullanılmıştır. Ölçümler Tecan plaka okuma cihazında 

yapılmıştır. 

4.1.7. WESTERN BLOT DENEYLERİ İÇİN KULLANILAN CİHAZLAR VE 

ANTİKORLAR 

Western blot deneylerinde kullanılan tampon çözeltiler aşağıdaki gibidir. 

 5x Running Buffer: 15gr TRIS, 72gr Glycine, 5gr SDS 1 litre distile suda 

çözülmüştür. 

 Wet Transfer Buffer: 6gr TRIS, 28.8gr Glycine, 1ml %10 SDS, 200ml %20’lik 

metanol karıştırılarak son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmıştır. 

 10x TBS: 12.19gr TRIS-Base, 87.76gr NaCl 1 litre distile suda çözülmüştür ve 

pH:8’e ayarlanmıştır. 

 1.5M TRIS pH:8.8: 18.165gr TRIS-Base 100ml distile suda çözünmüş ve pH:8.8’e 

ayarlanmıştır. 

 %10 APS: 0.1gr APS 1ml distile suda çözülmüştür. 

 Bloklama solüsyonu: 0.5gr süt tozu, 10ml x1 TBS-Tween 

Görüntüleme işlemleri sırasında WesternBright Sirius HRP Detection Kit Advansta (K-

12043-D10) kullanılmıştır.  

Western blot işlemlerinde kullanılan antikorlar Çizelge 4.6.’da listelenmiştir. 

Çizelge 4.6. Western Blot işlemlerinde kullanılan antikorlar 

Antikor Adı Marka Katalog no Dilusyon oranı 

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 

Anti-Mouse  

Biolegend 405306 1:5000 

HRP-conjugated 

Anti-Rabbit  

Cell signaling 7074S 1:10000 
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4.1.8. İMMUNOHİSTOKİMYASAL BOYAMALAR İÇİN KULLANILAN 

CİHAZLAR, KİTLER VE ANTİKORLAR 

İmmunohistokimyasal (IHK) boyamalar “Omnis,Dako” otomatik boyama cihazında 

gerçekleştirimiştir. Boyama işlemleri sırasında 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 kullanılmıştır. İşlem aşamalarında 

kullanılan kit içeriğindeki reaktifler aşağıda listelenmiştir. 

 Clearify, Dako 

 EDTA tampon solüsyonu, EnVFlex HRS,High pH, Dako 

 Peroksidaz solüsyonu, EnVFLEX Peroxidase-Blocking Reagent, Dako 

 HRP solüsyonu, EnV Flex/HRP solution, Dako 

 Kromojen+enzim solüsyonu, EnVFlex Substrate Working Solution, Dako 

 Rabbit linker, Dako 

 Hematoksilen, Dako 
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4.2. YÖNTEM   

 

   

Şekil 4.1. İş akış şeması 
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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 

Biyoinformatik analizler için literatür araştırması kapsamında normal, prekanseröz lezyonlar 

ve invaziv kanser durumunda ifadesi değişen miRNA ve mRNA’ların belirlenebilmesi 

amacıyla Gene Expression Omnibus: GEO ve Array Express veri tabanları kullanılarak bu 

örneklere ait veriler içeren mikrodizin çalışmaları araştırılmıştır (74)(75). 

GEO ve Array Express veri tabanlarında mikrodizin verisi aranırken anahtar kelime olarak 

“cervical cancer”, “cervical intraepithelial neoplasia”, “cervical intraepithelial lesion”, 

“miRNA”, “mRNA” ve/veya “expression” ifadeleri kullanılmıştır. Lezyon derecelerindeki 

değişimlerin belirlenebilmesi amacıyla tez kapsamına dahil edilen çalışmaların olabildiğince 

tüm kategorilere (normal, LSIL, HSIL ve SCC) ait veri içermesine dikkat edilmiştir. Bu 

çalışmalarda frozen doku, FFPE ve primer doku örneklerinin kullanıldığı çalışmalar dahil 

edilmiştir.  

4.2.1.2. Meta-Analiz 

Gruplar arasında farklılık gösteren miRNA’ları belirlemek amacıyla, çalışmaya dahil edilen 

miRNA mikrodizin çalışmalarının verileri kullanılarak daha önce laboratuvarımızda 

geliştirilen ANOVA temelli ve sıralama tabanlı bir meta analiz çalışması yapılmıştır (76). 

Bu analizde, örnekler öncelikle histolojik tanılarına göre gruplandırılmıştır. Ardından 

miRNA’lar istatistiksel anlamlılıklarına göre değil tüm çalışmalardaki ortalama değerlerinin 

sıralamasına göre listelenmiştir. Analiz sonucunda gruplar arasında ifadesi değişen 

(DE=Differentially expressed) miRNA’lar elde edilmiş ve bu miRNA’lar meta-miRNA 

olarak adlandırılmışlardır.  

4.2.1.3. Mikrodizin Veri Analizi 

Biyoinformatik analizlerin bu basamağında, mRNA çalışmalarına ait mikrodizin veri 

analizleri (normalizasyon işlemi ve istatistiksel analizler) BRB-ArrayTools programının 

4.4.1 (stable) versiyonu kullanılarak yapılmıştır. Bu program “R” yazılım dilinde 
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“Bioconducter” paketini kullanarak ve bir “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin veri 

analizi yapılmasına olanak sağlamaktadır.  

İlk aşamada, mikrodizin çalışmalarındaki verilerin ham halleri çalışmaya alınmış ve teknik 

farklılıklardan dolayı ortaya çıkabilecek farklılıkları ortadan kaldırılarak gerçek 

farklılıkların ortaya çıkmasını sağlamak amacıyla normalizasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Bu işlem için verileri bir bütün olarak kabul eden ve sayısal değerler yerine sıralama 

değerlerinin farklı örneklerdeki ortalamasını kullanıp bir sayı değeri vererek işlem yapan 

“Quantile normalizasyon” yöntemi kullanılmıştır (77). 

Veriler normalize edildikten sonra örnekler normal, LSIL, HSIL ve SCC olarak 4 gruba 

ayrılıp etiketlenmiş ve bu örneklerdeki ifade değerleri BRB-ArrayTools programındaki sınıf 

karşılaştırması (Class Comparison) komutu ile karşılaştırılmıştır. Bu şekilde normal 

örneklere göre diğer gruplarda en az 2 kat değişim gösteren ve p≤0.05 olan mRNA’lar 

belirlenmiş ve listelenmiştir.  

4.2.1.4. Meta-miRNA’lar ve Hedef mRNA İlişkilerinin Elde Edilmesi 

miRNA ve hedef mRNA’ların belirlenebilmesi için aşağıdaki basamaklar 

gerçekleştirilmiştir. 

1. Meta-analiz çalışması sonrasında sıralamadaki ilk 10 DE miRNA çalışma kapsamına 

alınmıştır. mirDB ve miRWalk 2.0 veri tabanları (Şekil 4.2.) kullanılarak bu miRNA’ların 

her biri için doğrulanmış mRNA hedef listeleri elde edilmiştir. Her bir veri tabanı için 

miRNA hedefleri bir araya toplanarak tek bir ortak hedef listesi belirlenmiştir.  

2. BRB-ArrayTools kullanılarak ve 2 mRNA mikrodizin çalışmasına ait verilerden normal 

örneklere göre farklılık gösterdiği belirlenen mRNA’lar normal/LSIL, normal/HSIL ve 

normal/SCC başlıkları altında birleştirilmiştir. mirDB ve miRWalk veri tabanlarından elde 

edilen miRNA hedef listeleri ile bu 3 kategoriye ait listeler karşılaştırılmış ve ortak olan 

mRNA’lar belirlenmiştir.  

3. Ortak olan mRNA’ların bu çalışma verilerinde LSIL, HSIL ve SCC durumlarında normale 

göre hangi yönde (artma/azalma) değişim gösterdiği belirlenmiştir. 
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Şekil 4.2. Meta-miRNA hedeflerinin belirlenebilmesi amacıyla kullanılan internet araçları 

4.2.1.5. miRNA Hedeflerine Göre Yolak Analizi 

meta-miRNA’lara ait mRNA hedeflerinin hangi sinyal yolaklarında rol oynadığını 

belirlemek ve miRNA’lar arasında hiyerarşik kümeleme analizlerini gerçekleştirebilmek 

amacıyla DIANA-mirPath tool internet aracı kullanılmıştır (78). Buna ek olarak hedef 

genlerin özellikle hangi sinyal yolaklarında zenginleştiğini belirlemek amacıyla WebGestalt 

(79) internet aracı kullanılmıştır. 

4.2.1.6. TCGA Veri Analizleri 

Yolak analizleri sonrasında ileri analizler ile araştırılması planlanan miRNA ve 

hedefledikleri mRNA'ların TCGA verilerindeki ifade değişikliklerini araştırmak amacıyla 

“Xena Browser” uygulama aracı kullanılmıştır.  Üç normal ve 306 tümör örneği içeren 

“TCGA Cervical Cancer (CESC)” veri seti seçilip ilgili miRNA’lar ve mRNA’lara ait ifade 
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değerlerini içeren klasör indirilmiştir. Daha sonra yapılan istatistiksel analizler ile miRNA 

ve mRNA'ların normal ve tümör grupları arasındaki değişimlerine ait bilgiler elde edilmiştir. 

Buradan elde edilen bulgular önceki bulgular ile karşılaştırılmıştır (80).  

4.2.1.7. Kümeleme Analizi 

Tüm biyoinformatik analizler sonucunda, bağımsız örneklerde ifade analizi yapılması 

planlanan miRNA hedefleri ile kontrol çalışması olarak belirlenen GSE9750 numaralı 

mikrodizin çalışmasında ait veriler kullanılarak kümeleme analizi yapılmıştır. Bu analizde 

örnekler ve genler hiyearşik olarak “Average linkage” metodu ile kümelenmiştir. Analiz için 

BRB ArrayTools, Cluster 3.0 (81) ve kümeleme analizi sonuncunun görüntülenmesinde Java 

TreeView (82) programları kullanılmıştır.  

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 

Başkent Üniversitesi Patoloji bölümüne gelen sıvı-bazlı servikal sitoloji örnekleri rutin 

işlemler gereğince Papanicolau boyama yöntemine göre boyanmış ve mikroskop altında 

incelenerek BETHESDA tanı kriterlerine göre tanı verilmiştir. Normal, LSIL ve HSIL olarak 

tanı alan örneklere ait artan materyaller RNA izolasyonu işlemine kadar +4oC’lik dolaplarda 

saklanmıştır. Ayrılan bu örneklerden çalışmaya dahil edilecek olanlar seçilirken yaymalar 

tekrar incelenmiş ve şu kurallara dikkat edilmiştir: 

1. Çalışmaya dahil edilen yaymalarda herhangi bir enfeksiyon ajanına ait bulgu 

saptanmaması 

2. Normal örneklerin alındığı hastalarda HPV öyküsü olmaması ve yaymalarda displazi 

ya da maligniteyi düşündürecek şüpheli herhangi bir hücre görülmemesi 

3. LSIL kategorisindeki örneklere ait yaymalarda daha ileri bir displazi ya da 

maligniteyi düşündürecek şüpheli herhangi bir hücre görülmemesi 
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4. HSIL kategorisindeki örneklere ait yaymalarda daha ileri bir maligniteyi 

düşündürecek şüpheli herhangi bir hücre görülmemesi 

5. LSIL ve HSIL kategorisine ait hücrelerin yaymada oldukça yaygın bulunması 

4.2.2.2. Normal, LSIL, HSIL ve SCC Tanısı Almış Bireylere Ait FFPE Doku 

Örneklerinin Seçimi ve Uygulanacak İşlemler İçin Hazırlanması 

Başkent Üniversitesi Patoloji bölümüne gelen FFPE örnekleri rutin işlemler gereğince 

Hematoksilen&Eosin boyaması ile boyanmış ve mikroskop altında incelenerek tanı 

verilmiştir. 

Çalışmaya dahil edilme kriterleri; 

 Çalışmaya katılmayı kabul etmek 

 Normal örneklere ait dokularda displazi ya da maligniteyi düşündürecek şüpheli 

herhangi bir lezyon alanı görülmemesi 

 LSIL kategorisindeki örneklere ait dokularda daha ileri bir displazi ya da maligniteyi 

düşündürecek şüpheli bir lezyon alanı görülmemesi 

 HSIL kategorisindeki örneklere ait dokularda daha ileri bir maligniteyi düşündürecek 

şüpheli bir lezyon alanı görülmemesi 

 Lezyon içeren alanların koterizasyon artefaktı içermemesi 

 Lezyon içeren alanın en az 2mm’lik punch biyosi iğnesi ile çıkarılabilecek 

büyüklükte olması 

 Hastaların hamilelik durumu veya kadın genital sistemine ait herhangi bir başka 

displazi ya da malignite durumu bulunmaması 

Hastane veri sisteminden displazi ve malignite kategorilerine göre liste oluşturulmuş ve 

öncelikle hastalara ait lamlar arşivden çıkarılmıştır. Daha sonra hastaya ait tüm lamlar ayrı 

ayrı incelenmiş, normal örnekler için sadece benign epitel hücreleri içeren alanlar, diğer 

kategoriler için dokulardaki lezyon içeren bölgeler belirlenmiş ve lam üzerinde 

işaretlenmiştir. Çalışmaya dahil edilecek örneklerdeki lezyon alanlarının en az 2mm’lik 

punch biyosi iğnesi ile çıkarılabilecek büyüklükte olmasına ve bu bölgelerin koterizasyon 

artefaktı içermemesine dikkat edilmiştir. İkinci aşamada seçilen lamlara ait parafin bloklar 

arşivden çıkarılmış ve lam üzerinde işaretlenmiş lezyon alanlarının blok üzerinde nereye 
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denk geldiği saptanmış ve aynı şekilde lezyonlu bölge işaretlenmiştir. İşaretlenmiş alanların 

büyüklüğüne uygun punch biyopsi iğnesi seçilmiş (2mm ya da 5mm) ve bu iğne yardımıyla 

lezyonlu bölge parafin bloktan çıkarılmıştır. Çıkarılan parafinli doku bisturi yardımıyla 

küçük parçalara ayrılmış ve etiketlenmiş 2ml’lik ependorflara alınmıştır. 

4.2.2.3. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örneklerinden RNA İzolasyonu ve Miktarının Belirlenmesi 

Sıvı-bazlı sitoloji örnekleri öncelikle içinde bulundukları Thinprep solüsyonlarına ait 

kaplardan etiketlenmiş 15ml’lik falkon tüplerine alınmıştır. Ardından 2000rpm’de 5dk 

santrifüj işlemi uygulanmış ve hücre peleti elde edilmiştir. Peletin üzerindeki supernatan 

dikkatlice dökülmüş ve sadece peletin kalması sağlanmıştır. Daha sonra RNA izolasyonu 

için “The miRNeasy Mini Kit (QIAGEN)” kullanılmış ve kitin yönergelerine uygun biçimde 

prosedür gerçekleştirilmiştir. 

1. Falkonda bulunan peletlerin üzerine 700µl Qiazol Lizis solüsyonu eklendi ve 

ependorflara alındı. 

2. Pelet+Qiazol karışımı 5ml’lik şırıngadan geçirilerek hücrelerin patlatılması sağlandı. 

3. Üzerine 140µl Chloroform eklendi ve hızlıca çalkalandı. 2-3 dk oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra 15 dk +40C’de 12000x g de santrifüj yapıldı.  

4. Fazlara ayrılmış örneğin en üstündeki berrak faz yeni ependorfa alındı ve üzerine 

520µl etanol eklendi. 

5. 700µl etanol+örnek karışımı kolona yüklendi. Quick spin’de 15sn çevrildi. Kolonun 

altında toplanan atık kısım atıldı. Kalan örnekler bitinceye kadar bu işlem tekrar 

edildi. 

6. Kolonun üzerine 700µl RWT solüsyonu eklendi ve 15sn Quick spin’de santrifüj 

yapıldı. Altta toplanan atık sıvı atıldı. 

7. Kolonun üzerine 500µl RPE solüsyonu eklendi ve 15sn Quick spin’de santrifüj 

yapıldı. Altta toplanan atık sıvı atıldı. 

8. Bir önceki basamak tekrar edildi ve kolonun üzerine 500µl RPE solüsyonu eklendi 

ve 15sn Quick spin’de santrifüj yapıldı. Altta toplanan atık sıvı atıldı. 

9. Kolonlar boş olarak 9000xg’de santrifüj edilerek kalan tüm atık solüsyonların 

uzaklaştırılması sağlandı. 
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10. Kolon yeni bir ependorfa aktarıldı. Üzerine 40µl RNase-free su eklendi. 1 dakika 

10000xg’de santrifüj yapıldı.  

11. Kolonun altında kalan suda çözünmüş RNA’ların konsantrasyonu ve saflığı 

NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) spektrofotometre ile ölçüldü. 

12. Kolon 2.kez tekrar 40 µl su ile yıkandı ve elde edilen RNA’nın konsantrasyonu ve 

saflığı NanoDrop™ 1000 ile ölçüldü ve 2.elüsyon olarak kaydedildi. 

13. RNA örnekleri -800C’lik dolaba kaldırıldı. 

4.2.2.4. FFPE Doku Örneklerinden RNA İzolasyonu ve Miktarının Belirlenmesi 

Daha önce sonraki işlemler için hazırlanmış olan FFPE dokulardan RNA izolasyonu için 

“The RNeasy FFPE Kit (QIAGEN)” kiti kullanılmıştır. Kit yönergesine uygun olarak 

yapılan denemeler sonucunda elde edilen RNA miktar ve kalitesinin uygun olmadığı 

saptanmış yeni yapılan protokol denemeleri sonucunda optimal yönerge belirlenmiştir.  

1. İçerisinde FFPE doku örneği bulunan 2ml’lik ependorfların içine 500µl ksilen 

eklendi. 580C’ye ayarlanmış ısı bloğuna koyuldu ve 15dk inkübe edildi.  

2. Isınan doku vorteks ile karıştırıldıktan sonra 30sn Quick spin’de santrifüj yapıldı.  

3. Üzerine 500µl etanol eklendi. Vorteks ile karıştırıldıktan sonra 30sn Quick spin’de 

santrifüj yapıldı. Peletin üzerinde kalan ksilen-etanol karışımı döküldü. 

4. Peletin üzerine 1ml etanol eklendi. Vorteks yapıldı. 

5. 13500rpm’de 5dk santrifüj yapıldı.  

6. Peletin üzerinde kalan alkol döküldü. Tüplerin ağızları açılarak kalan alkolün uçması 

beklendi. 

7. Peletin üzerine 200µl PKD tamponu eklendi. Vorteks ile karıştırıldıktan sonra  10000 

rpm’de 2dk santrifüj yapıldı.  

8. Peletin tam üzerine denk gelecek şekilde 10µl Proteinaz K eklendi. Al-ver işlemi ile 

karıştırma yapıldı. 

9. 560C’de 1saat ve ardından 800C’de 15dk inkübe edildi. İnkübasyonlar sırasında her 

10dk’da bir vorteks ile karıştırma işlemi yapıldı. 

10. İnkübasyonun ardından tüpün en üstünde kalan şeffaf kısım 1.5ml’lik yeni tüpe 

alındı ve buz üzerinde 3dk bekletildi. 

11. 13500rpm’de 5dk santrifüj yapıldı. Supernatan yeni 1.5ml’lik tüpe alındı. 
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12. Supernatanın üstüne 20µl DNase Booster tamponu ve 10µl DNase I stok solüsyonu 

eklendi. Karışım pipetaj yapılarak karıştırıldı. 15dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

13. Karışıma 400µl RBC tamponu eklendi ve karıştırıldı.  

14. Üzerine 1500µl etanol eklendi. Pipetaj yaparak karıştırıldı.  

15. 700µl örnek karışımı kolondan geçirildi. 30sn Quick spin’de santrifüj yapıldı. 

Kolonun altında toplanan sıvı atıldı. Örnek bitene kadar bu işlem tekrar edildi.  

16. 500µl RPE tamponu kolona eklendi. 30sn Quick spin’de santrifüj yapıldı. Kolonun 

altında toplanan sıvı atıldı.  

17. 500µl RPE tamponu kolona eklendi. 30sn Quick spin’de santrifüj yapıldı. Kolonun 

altında toplanan sıvı atıldı.  

18. Kolon yeni bir toplama tüpüne alındı. Kolonun ağzı açık bırakılarak 5dk 1500rpm’de 

santrifüj yapıldı. 

19. Kolonun altına yeni 1.5ml’lik ependorf koyuldu ve üzerine 22µl RNase free su 

eklendi. 15000rpm’de 1dk santifüj yapıldı. 

20. Kolonun altında kalan suda çözünmüş RNA’ların konsantrasyonu ve saflığı 

NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) spektrofotometre ile ölçüldü. 

RNA örnekleri -800C’lik dolaba kaldırıldı. 

4.2.2.5. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri ve FFPE Doku Örneklerine Ait RNA’lar ile Mirna 

Çalışmaları İçin cDNA Sentezi 

RNA izolasyonu sonrasında elde edilen total RNA’dan miRNA’lara ait cDNA sentezi için 

miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanılmıştır. Kit içeriğindeki “Universal Tag” 

kullanılarak miRNA’ların 3’ uçlarına Poly A kuyruğu içeren bir dizi takıldı ve PZR işlemi 

için uygun uzunluğa getirildi.  cDNA sentezinde her örneğe ait total RNA’dan hem sitoloji 

örnekleri için hem de FFPE doku örnekleri için 300ng’a eşit olacak miktarda RNA 

kullanılmış ve işlemlere bu şekilde devam edilmiştir. cDNA sentezinde aşağıdaki prosedür 

uygulanmıştır. 

1. Her örnekten 300ng RNA içerecek şekilde RNA kullanıldı ve üzerine RNase-free su 

eklenerek 12µl’ye tamamlandı.  
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2. Her örnek için 4µl 5xmiScript HiSpec Buffer, 2µl 10xmiScript Nucleic Mix ve 2µl 

miScript Reverse Transciptase Mix kullanılarak örnek sayısına göre reaksiyon 

karışımı hazırlandı.  

3. Örnek+su karışımına 8µl reaksiyon karışımı eklendi ve 20µl toplam hacim elde 

edildi. 

4. Örnek içeren karışımlar önce 60 dakika 370C’de inkübe edildi daha sonra da 

reaksiyonu durdurmak amacıyla 950C’de 5 dakika bekletildi. 

5. Sentezlenen cDNA’lar bir sonraki işleme kadar -200C’lik dolaba kaldırıldı. 

4.2.2.6. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri ve Ffpe Doku Örneklerine Ait RNA’lar ile mRNA 

Çalışmaları İçin cDNA Sentezi   

RNA izolasyonu sonrasında elde edilen total RNA’dan mRNA’lara ait cDNA sentezi için 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany) kullanılmıştır. Daha önce 

yapılan deneme deneyleri sonucunda hem sitoloji örneklerine hem de FFPE doku 

örneklerine ait RNA’ların oldukça fragmente olduğu saptandığı için cDNA sentezi sırasında 

Random Hexamer Primer kullanılarak işlem yapılmıştır. cDNA sentezi sırasında sitoloji 

örnekleri için total RNA’dan 300ng’a, FFPE doku örneklerinden 500ng’a eşit olacak 

miktarda RNA kullanılmış ve işlemlere bu şekilde devam edilmiştir. cDNA sentezinde 

aşağıdaki prosedür uygulanmıştır. 

1. Sitoloji örneklerinin her birinden 300ng, FFPE örneklerinin her birinden 500ng’a eşit 

olacak miktarda RNA kullanıldı ve üzerine RNase-free su eklenerek 9.4µl’ye 

tamamlandı.  

2. Örnek+su karışımına Random Hexamer primer eklenerek karışım 650C’de 10 dakika 

inkübe edildi. Bu sayede RNA’ların sekonder yapılarının açılması sağlandı. 

3. Her örnek için 4µl 5xTranscriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction 

Buffer, 0.5µl Protector RNase Inhibitor  (40 U/ml),  2µl Deoxynucleotide Mix 

(10mM), 1µl DTT ve 1.1µl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 

kullanılarak örnek sayısına göre reaksiyon karışımı hazırlandı.  

4. Örnek+su+Random Hexamer primer karışımına 8.6µl reaksiyon karışımı eklendi ve 

20µl toplam hacim elde edildi. 
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5. Örnek içeren karışımlar önce 10 dakika 290C’de daha sonra 60 dakika 480C’de 

inkübe edildi. Reaksiyonu durdurmak amacıyla 850C’de 5 dakika bekletildi. 

6. Sentezlenen cDNA’lar bir sonraki işleme kadar -200C’lik dolaba kaldırıldı. 

4.2.2.7. Sitoloji ve FFPE Örneklerine Ait mRNA’lar Klasik PZR Yöntemi ile Kontrolü  

Sitoloji örnekleri için normal, LSIL ve HSIL, FFPE örnekleri için normal, LSIL, HSIL ve 

SCC kategorilerine ait mRNA çalışmaları için sentezlenen cDNA’lar GAPDH primeri 

kullanılarak klasik PZR yöntemi ile kontrol edildi. PCR deneylerinde her örnek için 

aşağıdaki reaktifler ve miktarlar kullanılmıştır (Çizelge 4.7.). 

Çizelge 4.7. Klasik PZR yönteminde kullanılan reaktifler ve miktarları 

 

 

 

 

 

 

4.2.2.8. Sitoloji ve FFPE Örneklerinde miRNA İfadelerinin qRT-PCR Yöntemi ile 

Doğrulanması 

Sitoloji ve FFPE örneklerine ait cDNA’lar ile miScript SYBR Green PCR kit ve Çizelge 

4.4.’de yer alan pirmerler kullanılarak Çizelge 4.8.’deki miktarlara uygun şekilde qRT-PCR 

deneyleri gerçekleştirilmiştir.  

 

 

 

 

Reaktif Hacim (µL) / Reaksiyon 

10X Buffer 2.5 

MgCl2 1.5 

dNTP 0.5 

Taq Polimeraz 0.2 

H2O 15.3 

FP 1.0 

RP 1.0 

cDNA 3.0 

Toplam 25.0 
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Çizelge 4.8. qRT-PCR yönteminde kullanılan reaktifler ve miktarları 

 

 

 

 

 

4.2.2.9. Sitoloji Örneklerinde mRNA İfadelerinin qRT-PCR Yöntemi ile Doğrulanması 

Sitoloji örneklerine ait cDNA’lar ile Fast Start SYBR Green (Roche) kit ve Çizelge 4.5.’de 

yer alan primerler kullanılarak Çizelge 4.9.’daki miktarlara uygun olarak qRT-PCR 

deneyleri gerçekleştirilmiştir.  

Çizelge 4.9. qRT-PCR yönteminde kullanılan reaktif ve miktarları 

 

 

 

 

 

4.2.2.10. KLF4 Protein Düzeyinin FFPE Doku Örneklerinde İmmunohistokimyasal 

Boyama Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

KLF4 ifadesinin normal, prekanseröz lezyonlar ve invaziv kanser durumundaki değişimini 

incelemek amacıyla daha önce qRT-PCR analizleri için kullanılan 17 normal, 13 LSIL, 12 

HSIL ve 18 SCC olgusuna ait FFPE dokulara immunohistokimya yöntemi uygulanmıştır. 

İlk aşamada parafin bloklardan adezivli lamlara 5µm kalınlığında kesitler alınmıştır. 

Boyama işlemi otomatik immunohistokimya boyaması yapan “OMNIS (Dako, Danimarka)” 

cihazında gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan kesitler 1 saat 600C’lik etüvde bekletilerek 

Reaktif Hacim (µL) / Reaksiyon 

SYBR Green Mix 5.0 

10X UP 1.0 

10X Primer Assay 1.0 

H2O 2.0 

cDNA (5 ng/µL) 1.0 

Toplam 10.0 

Reaktif Hacim (µL) / Reaksiyon 

SYBR Green Mix 5.0 

FP 0.4 

RP 0.4 

H2O 3.2 

cDNA (10 ng/µL) 1.0 

Toplam 10.0 
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parafinin erimesi sağlandı. Deparafinizasyon işlemi için camlara makinede 250C’de 1 dakika 

“Clearify” solüsyonu uygulanmıştır. Dokularda bulunan antijenlerin açığa çıkarılabilmesi 

için 30 dakika 970C’de EDTA tamponunda inkübasyon yapılmıştır. Yıkama işleminin 

ardından dokulara 30 dakika KLF4 antikoru 1:200 konsantrasyonda uygulanmıştır. 

Boyanma kuvvetini arttırmak amacıyla dokular 20 dakika “Rabbit linker” ile inkübe 

edilmiştir. Özgül olmayan zemin boyanmasının önlenmesi için dokulara 3 dakika peroksit 

blokaj yapılmıştır. Yıkama işleminin ardından dokulara HRP solüsyonu uygulanarak 20 

dakika inkibe edilmiştir. Kesitlere enzim substratı ve kromojen içeren çalışma solüsyonu 

damlatılarak 5 dakika bekletilmiştir. Son basamakta 5dk hematoksilen uygulaması 

yapılmıştır. Dokular alkol ve ksilen serilerinden geçirilerek entellan ile kapatılmıştır.  

KLF4 ifadesinin normal, prekanseröz lezyonlar ve invaziv kanser durumlarındaki ifade 

değişimi araştırılırken, skuamoz epitel tabakasındaki KLF4 boyanma yüzdesi 

değerlendirilmiştir.  

4.2.3. HÜCRE KÜLTÜRÜ DENEYLERİ İLE DOĞRULAMA ÇALIŞMALARI 

Biyoinformatik analizler ve bağımsız örnekler ile yapılan qRT-PCR deneyleri sonucunda 

öne çıkan miR-25’in servikal kanser üzerindeki etkilerini araştırmak amacıyla in-vitro 

deneyler gerçekleştirilmiştir. Bu deneylerde serviks kanseri hücre hattı olan HeLa hücreleri 

kullanılmıştır. Mir-25’in serviks kanseri gelişiminde proliferasyon ve motilite gibi 

biyololojik süreçlerdeki etkisinin araştırılmasında aşağıdaki yöntemler kullanılmıştır. 

4.2.3.1. Hücre Kültürü Sisteminin Kurulması ve Devam Ettirilmesi 

HeLa hücreleri DMEM besiyeri kullanılarak, 37 0C ve %5 CO2 içeren inkübatörde kültür 

edilmiştir. Hücreler T-25 ve T-75 flasklarda devam ettirilmiştir. Belirli aralıklarda 

flasklardaki hücre yoğunluğu takip edilmiş ve doluluk oranı yaklaşık %80 olduğunda 

hücreler tripsin enzimi yardımıyla flask zemininden kaldırılarak pasajlanmıştır. Uzun süre 

saklanacak olan hücreler kriyovialler içinde, %90 FBS ve %10 DMSO içeren dondurma 

karışımına koyularak sıvı nitrojene koyulmuştur. 
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4.2.3.2. Transfeksiyon 

Serviks kanseri oluşum ve gelişim sürecinde onkojenik rol oynadığı belirlenen miR-25’in 

proliferasyon, invazyon ve motilite üstündeki etkisini araştırmak amacıyla öncelikle Hela 

hücrelerine hsa-miR-25-hairpin inhibitör ve kontrol amacıyla inhibitör negatif kontrol (scr) 

uygulanarak bu miRNA’nın inhibisyonu sağlanmıştır. Transfeksiyon için uygulanan 

prosedür aşağıdaki gibidir.  

1. Her kuyu için; 8µl inhibitör ile 38µl FBS ve antibiyotik içermeyen DMEM mediumu 

karıştırılarak 5dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

2. Her kuyu için; 1.6 µl DharmaFect -1 Transfection Reagent ve 39.6µl FBS ve 

antibiyotik içermeyen DMEM karıştırılarak 5dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

3. Hazırlanan inhibitör içeren karışım ile transfeksiyon reaktifi içeren karışım her kuyu 

için hesaplanan miktarlara göre karıştırılarak 20dk oda sıcaklığında inkübe edildi.  

4. Başka bir tüpün içinde her kuyucuk için 360µl antibiyotik içermeyen medium+%10 

FBS hesaplanarak karıştırıldı. 

5. Inhibitör+ transfeksiyon reaktifi içeren karışımlar ile antibiyotik içermeyen %10 

FBS eklenmiş karışım karıştırıldı. 

6. Her kuyuya 400µl karışım eklenerek hücreler inkübasyona bırakıldı. 

4.2.3.3. Hücre Proliferasyonunun Araştırılması 

MiR-25’in proliferasyon üzerindeki etkisinin araştırılması amacıyla hücreler tripsinlenip 

kaldırılarak hücre sayımı yapılmıştır. 6 kuyulu plakalar kullanılarak,  hücreler her kuyuda 

150.000 adet olacak şekilde sayılarak ekim işlemi gerçekleştirilmiştir. Her uygulama için 2 

biyolojik tekrar ile çalışılmıştır. Ekim işleminden 24 saat sonra 2 kuyuya sadece 

transfeksiyon reaktifi, 2 kuyuya inhibitör negatif kontrolü ve 2 kuyuya da inhibitör 

uygulaması ile transfeksiyon yapılmıştır. Hücrelerin büyüme hızı “xCELLigence real-time 

cell analyzer” cihazı ile izlenmiştir.  
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4.2.3.4. Hücrelerin Motilitelerinin Belirlenmesi  

MiR-25’in hücrelerin motilitesi üzerindeki etkisinin araştırılması amacıyla “Wound Healing 

Assay (WHA)” yapılmıştır. Bu yöntemde kuyudaki hücrelerin arasında bir “çizik”  

oluşturularak, hücrelerin in vitro koşullarda hücre göçüyle bu boşluğu kapatıp-kapatamadığı 

izlenmiştir.  

Deneyin ilk aşamasında hücre sayımı yapılarak her kuyuda 200.000 hücre olacak şekilde 6 

kutucuklu plakalara ekim işlemi yapılmış ve 24 saat sonra miR-25 inhibitör ve inhibitör 

kontrol ile transfeksiyon gerçekleştirilmiştir. Transfeksiyonun ardından hücre katmanının 

ortasında 20µl’lik pipet ucu ile çizik oluşturulmuştur. Bu işlemlerin ardından başlangıçtan 

itibaren 24 saat boyunca “xCELLigence real-time cell analyzer” cihazı ile hücrelerin 

hareketi izlenmiştir. Elde edilen görüntüler “Image J” programında analiz edilmiştir. 

4.2.4. PROTEİN İZOLASYONU  

Hela hücreleri 6 kuyulu plakalara ekildikten ve miR-25 inhibitörü ile transfeksiyon işlemleri 

gerçekleştirildikten sonra 72 saat beklenerek hücreler toplanmıştır. PBS+hücre karışımı 

2000g’de 5 dakika santrifüj edilerek hücre peleti dibe çöktürülmüştür. Süpernatan 

boşaltılarak peletin üzerine 50µl Lysis Buffer eklenerek, shaker’ın üzerinde 5dk 

karıştırılmıştır. Daha sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifüj yapılmıştır. İçinde proteinleri 

bulunduran süpernatan temiz bir tüpe alınmıştır. 96 kuyulu plakada kuyulara 2.5µl örnek 

koyulmuş ve üzerlerine 197,5µl Coomasie Plus Bradford Assay eklenmiştir. Protein 

ölçümleri Tecan (marka, ülke) cihazında yapılmıştır. Örneklerdeki protein miktarını 

hesaplamak için değişen konsantrasyonlardaki BSA ile standart eğri çizilmiştir. Örneklerde 

bulunan protein miktarı Çizelge 4.10.’daki gibidir. 
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Çizelge 4.10.Transfeksiyon yapılan hücrelerden elde edilen protein miktarları 

Örnek Adı Protein Miktarı (ng/µl) 

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 (İnhibitör) 1128.50 

Hela_miR-25_2 (İnhibitör) 1218.49 

Hela_miR-25_3 (İnhibitör) 1562.67 

Hela_miR-25_4 (İnhibitör) 1408.67 

4.2.5. WESTERN BLOT DENEYLERİ 

Protein izolasyonundan sonra her örnek için 15000ng olacak şekilde hesaplamalar yapılmış 

ve protein örnekleri x2 protein sample loading buffer ile 1:1 oranında karıştırılarak 95 0C’de 

10 dakika inkübe edilmiştir. Çalışılacak proteinin ağırlığına (kDa) göre SDS page işlemleri 

sırasında kullanılacak resolving jel %’si seçilmiş ve buna göre jel hazırlanmıştır. %12’lik 

resolving jel Çizelge 4.11. ve stacking jel Çizelge 4.12.’de gösterilen malzeme ve miktarlar 

kullanılarak hazırlanmıştır. Jeller hazırlanırken TEMED en son aşamada eklenmiştir. 

Resolving jel döküldükten sonra üzerleri hava ile temasın kesilebilmesi için %100’lük etanol 

ile kaplanmıştır. Polimerleşme gerçekleştikten sonra jelin üzerindeki etanol distile su ile 

yıkanarak uzaklaştırılmış, stacking jel koyulmadan önce fazla su kurutma kağıdı ile 

toplanmıştır. Üzerine stacking jel dökülmüş ve tarağın yönüne dikkat edilerek içine 

yerleştirilmiştir. Polimerleşme tamamlandığında kuyulara dikkat edilecek taraklar 

çekilmiştir. Jel yürütme tankına yerleştirilir ve tank running buffer ile doldurulmuştur. 

Kuyular enjektör yardımıyla tampon solüsyonu ile dikkatlice yıkanmıştır. Örnekler kuyulara 

yüklenmiş ve yürüme protein ladder yardımıyla takip edilmiştir. Örnekler stacking jeli 

geçene kadar 80V’da daha sonra 100V da yürütülmüştür. 
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Çizelge 4.11 .Resolving jel malzemeleri ve kullanım miktarları 

%12’lik resolving jel 

malzemeleri 

Jel miktarı (ml) 

10ml 

ddH2O (ml) 3.3 

%30 Ac/BisAc (ml) 4 

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

%10 SDS (µl) 100 

%10 APS (µl) 100 

TEMED (µl) 4 

Çizelge 4.12. Stacking jel malzemeleri ve kullanım miktarları 

%5’lik stacking jel 

malzemeleri 

Jel miktarı (ml) 

5ml 

ddH2O (ml) 3.4 

%30 Ac/BisAc (ml) 0.83 

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

%10 SDS (µl) 50 

%10 APS (µl) 50 

TEMED (µl) 5 

Transfer aşaması için polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane jelin boyutuna göre 

kesilmiştir ve aktifleşmesi için metanole koyulmuştur. Daha sonra sırayla distile su ve 

transfer buffer’a alınmış, kurutma kağıtları ve süngerler transfer bufferda ıslatılmıştır. 

Yürütme tankından jel çıkarılmış ve stacking jel kısmı kesilerek atılmıştır. Transfer yönüne 

dikkat edilerek sünger, jel, membran ve kurutma kağıtları yerleştirilmiştir. Transfer işlemi 

soğuk odada 70V’da 90dk’da gerçekleştirilmiştir. Transfer bittikten sonra membran blokaj 

işlemi için %5’lik süt tozu solüsyonunda 1 saat oda sıcaklığında, çalkalayıcının üzerinde 

bekletilmiştir. TBS-T ile yıkama işleminin ardından primer antikor ile inkübasyon işlemi 

ACTB boyaması için 1 saat oda sıcaklığında, diğer antikorlar için gece boyunca soğuk odada 

çalkalayıcının üzerinde gerçekleştirilmiştir. Yıkama işleminin ardından primer antikora 

uygun olarak seçilmiş sekonder antikor membranın üzerine koyulmuş ve 1 saat karanlık 

ortamda oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Tekrar yıkama işlemi uygulanmış ve HRP 

görüntüleme kiti kullanılarak LI-COR cihazı ile görüntüleme yapılmıştır. Proteinlere ait jel 

görüntüleri “Image J” programında analiz edilmiştir. 
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4.2.6. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER   

Çalışmada meta-analiz çalışması algoritmasında iki ya da daha fazla gruba ait ortalamalar 

arsındaki farkın istatistiksel anlamlılığını belirlemek amacıyla ANOVA analizi 

kullanılmıştır. qRT-PCR analizleri sonucunda normal, LSIL, HSIL ve SCC gruplarına ait 

miRNA ve mRNA ifade verilerinin karşılaştırılmasında, verilerin normal dağılım gösterip 

göstermemesine göre uygun post hoc testi seçilerek ANOVA ya da Kruskal Wallis analizleri 

yapılmıştır. p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. Diğer tüm istatistiksel analizlerde iki 

grubun karşılaştırılmasında örneklerin dağılımına göre t-test ya da Mann Whitney U 

yöntemi, çoklu grupların karşılaştırılmasında ise ANOVA ya da Kruskal Wallis analizleri 

yapılmıştır. p <0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. BİYOİNFORMATİK ANALİZLER SONUCUNDA ELDE EDİLEN BULGULAR 

5.1.1. META-ANALİZ SONUCUNDA ELDE EDİLEN MİRNA LİSTESİ 

Laboratuvarımızda daha önceki çalışmalar ile geliştirilmiş olan ANOVA temelli ve sıralama 

tabanlı meta-analiz algoritması ile gruplar arasında ifade farklılığı gösteren 70 adet miRNA 

belirlenmiş ve bu miRNA’lara ait liste Çizelge 5.1.’de verilmiştir (76).  Bu listedeki ilk 10 

miRNA çalışmaya dahil edilmiş ve ileri analizlere bu miRNA’lar ile devam edilmiştir. 

Çizelge 5.1. Meta-analiz ile gruplar arasında ifade farklılığı gösterdiği belirlenen 

miRNA’ların listesi 

miRNA 

Siralamalari

n 

Ortalamasi 

P değeri 

Ortalamas

i 

miRNA 

Siralamalari

n 

Ortalamasi 

P değeri 

Ortalamas

i 

hsa-miR-200a* 33.5 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-7g 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 İFADESİ DEĞİŞEN MRNA’LARIN BELİRLENMESİ 

İki mRNA mikrodizin verisi ile BRB ArrayTools kullanılarak yapılan mRNA analizinde 

LSIL, HSIL ve SCC gruplarındaki mRNA ifadeleri normal örnekler ile karşılaştırılmıştır. 

Analiz sırasında 2 kat ve üzerinde ifade farklılığı gösteren ve p <0.05 olacak şekilde DE 

mRNA listeleri oluşturulmuştur. Bu analizler sonucunda normal-LSIL, normal-HSIL ve 

normal-SCC grupları karşılaştırılarak elde edilen DE mRNA listeleri kesiştirilerek tek bir 

ortak DE mRNA listesi oluşturulmuştur. Toplamda normal gruba göre ifade farklılığı 

gösteren 148 adet mRNA belirlenmiştir. Bu mRNA’lara ait liste Çizelge 5.2.’de verilmiştir.  
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Çizelge 5.2. Gruplar arasında ifadesi değişen mRNA listesi 

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

ABI3BP CYR61 HMMR RAD51AP1 

ADAMTS1 DDIT4 HOXB6 RAD54B 

ALOX12 DHFR HS6ST2 RFC3 

ALOX12B DLGAP5 HSPB8 RGS1 

ANKRD36BP2 DMBT1 ID4 RPTN 

APOBEC3B DNASE1L3 IFI44 SCGB1D2 

AREG DONSON IFI44L SCGB2A1 

ATP6V1C2 DSG2 IL1R1 SERPINB2 

AURKA DTL IL1R2 SH3GL3 

BUB1 DUSP1 IVL SHCBP1 

C14orf132 ECT2 JUN SLC16A3 

CA2 EGR1 KCNJ15 SLC27A6 

CALML3 EGR3 KIAA0101 SLURP1 

CCNA2 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 MPPED2 TGM3 

CITED2 FOS MSX1 TIMP2 

CLDN10 GBP1 MUC5AC TOP2A 

CLU GEM MYO1B TRIB1 

CMPK2 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 HERC5 PRUNE2 WEE1 

CXCL14 HIST1H1C PSMC3IP WFDC2 

CXCR4 HIST1H3H PTHLH ZBED2 

5.1.3. META-MİRNA HEDEFLERİNİN BİYOİNFORMATİK OLARAK 

BELİRLENMESİ VE DE MRNA’LAR İLE KARŞILAŞTIRILMASI  

Çalışmaya dahil edilen meta-miRNA’ların deneysel olarak doğrulanmış hedef genleri 

miRDB ve miRWalk internet araçları kullanılarak belirlenmiştir.  10 adet meta-miRNA’ya 

ait hedeflerin sayısı miRDB kullanılarak 3354 adet, miRWalk kullanılarak 2325 adet olarak 

bulunmuştur. Bu araçlardan elde edilen listeler ve BRB Array Tools ile yapılan mRNA 

analizi sonrasında elde edilen DE mRNA listesi Venny web aracı kullanılarak 

kesiştirilmiştir. Karşılaştırmalar sonucunda üç listede ortak olarak bulunan 10 adet mRNA 

olduğu belirlenmiştir  (Şekil 5.1.)(Çizelge 5.3.). 

 

Şekil 5.1. Farklı internet veri tabanlarından elde edilen meta-miRNA hedefleri ve mRNA  

analizi kullanılarak belirlenen, gruplar arasında ifadesi değişen ortak mRNA sayılarına ait 

ven şeması 
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Çizelge 5.3. Farklı internet veri tabanları kullanılarak belirlenen meta-miRNA hedef listeleri 

ve mRNA analizi sonucunda gruplar arasında ortak olarak ifadesi değişen mRNA’ların 

karşılaştırması sonucu elde edilen mRNA’lara ait listeler 

miRDB meta-miRNA 

hedefleri-mRNA analizi 

sonucunda elde edilen DE 

mRNA’lar 

miRWalk meta-miRNA 

hedefleri- mRNA analizi 

sonucunda elde edilen DE 

mRNA’lar 

miRDB-miRWalk-

mRNA analizi 

sonucunda elde 

edilen DE 

mRNA’lar 

CA2 SOX17 CA2 

CCNA2 DUSP1 CCNA2 

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  

IFI44L CCNA2  

KLF4 CDC7  

MYO1B EMP1  

NEFL   

NR4A2   

PDGFD   

PTHLH   

RGS1   

SOSTDC1   

TUBB2A   

WEE1   
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mRNA mikrodizin verileri kullanılarak yapılan karşılaştırma analizleri sonucunda sadece 

gruplar arasında ifade farklılığı gösteren mRNA'lar bulunmakla kalmamış aynı zamanda 

miRNA hedefleri ile ortak olduğu belirlenen mRNA'ların normalden artan displazi seviyesi 

ve tümöre doğru gidildikçe ifadelerindeki artma ya da azalma durumları da ortaya 

çıkarılmıştır (Çizelge 5.4.).  

Çizelge 5.4. Belirlenen mRNA hedeflerinin mikrodizin verileri kullanılarak yapılan analizler 

sonucunda belirlenen gruplar arasındaki değişim yönleri 

mRNA GSE27678 GSE63514 

 Normal-

LSIL 

Normal-

HSIL 

Normal-

SCC 

Normal-

LSIL 

Normal-

HSIL 

Normal-

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-MİRNA’LARIN HEDEFLERİNİN ROL OYNADIĞI SİNYAL 

YOLAKLARI 

Meta-miRNA hedeflerinin hangi sinyal yolaklarında görev aldığını belirlemek amacıyla 

DIANA-mirPath tool kullanılarak sinyal yolağı zenginleştirme analizleri yapılmıştır. Aynı 

zamanda yapılan iki yönlü hiyerarşik kümeleme analizi ile de meta-miRNA’lar arasındaki 

ilişkinin belirlenmesini sağlamıştır. Bu analizler sonucunda 10 meta-miRNA arasından miR-

25, let-7i, miR-26a, let-7d ve miR-29a’un hiyerarşik sınıflamada anlamlı bir şekilde 

diğerlerinden ayrıldığı gözlenmiştir. Bunlara ek olarak meta-miRNA hedeflerinin servikal 

kanser gelişimde önemli önemli olabilecek hücre döngüsü, p53 sinyal yolağı, ECM-reseptör 

etkileşimleri, adherens bağlantılar ve viral karsinogenez gibi sinyal yolaklarında rol 

oynadıkları saptanmıştır.  
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Bu bulgular sonucunda ortak sinyal yolaklarında rol oynayan ve diğer miRNA’lardan ayrılan 

miR-25, let-7i, miR-26a, let-7d ve miR-29a ile ileri analizlere devam edilmesine karar 

verilmiştir (Şekil 5.2.).  

 

Şekil 5.2. İlk 10 meta-miRNA’ya ait sinyal yolağı zenginleştirme analizi sonuçları 

5.1.5. TCGA VERİ ANALİZİ 

Yolak analizinden sonra ileri çalışmalarda araştırılmak için seçilen meta-miRNA’ların 

normal ve tümör grupları arasındaki değişim paternleri “TGCA servikal kanser” verileri 

kullanılarak araştırılmıştır. Let-7i, miR-25 ve let-7d ifadelerinin tümör örneklerinde normale 

göre artarken, miR-29a ve miR-26a ifadelerinin azaldığı saptanmıştır (Şekil 5.3.).   
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Şekil 5.3. CESC veri seti kullanılarak elde edilen TCGA veri analizi sonuçları, Mann 

Whitney U, p<0.05 

Bu aşamadan sonra ileri analizlerde araştırılmaya devam edilecek en güçlü gen adaylarını 

belirlemek amacıyla, seçilen meta-miRNA’ların TCGA analizi sonuçlarına göre normal ve 

tümör grupları arasındaki değişim yönleri ile hedefleri olan genlerin mRNA analizlerinde 

normal, prekanseröz lezyonlar ve tümör grupları arasındaki değişim paternleri birlikte 

değerlendirilmiş ve karşılaştırılmıştır. Daha sonra bu hedeflerden miRNA'lar ile zıt yönlü 

olarak ifadesi değişen genler üzerine odaklanılmıştır. Bu karşılaştırmalar sonucunda 

TUBB2A, CCNA2, KLF4, CA2 ve CDC6 genlerinin öne çıktığı görülmüştür (Çizelge 5.5.). 

Yine TCGA servikal kanser verileri kullanılarak yapılan analizde tüm bu genlerin 

karşılaştırma analizi sonuçlarıyla uyumlu olarak normal ve tümör örnekleri arasında aynı 

yönde değişim gösterdiği saptanmıştır (Şekil 5.4.). Bağımsız sitoloji ve FFPE örneklerinde 

doğrulama çalışmalarına Çizelge 5.6.’da gösterilen miRNA ve genler ile devam edilmesine 

karar verilmiştir  
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Çizelge 5.5. Meta-miRNA’lar ve hedeflerinin normalden tümöre doğru değişim yönü 

meta-miRNA Değişim Yönü Hedef Gen 

Azalan Artan 

hsa-let-7i Artma TUBB2A  

hsa-miR-29a Azalma TUBB2A 

KLF4 

FOS 

EMP1 

CCNA2 

 

hsa-miR-25 Artma KLF4  

hsa-miR-26a Azalma KLF4 

WEE1 

CA2 

CDC6 

hsa-let-7d Artma   

 

Şekil 5.4. Hedef mRNA'lar ile CESC veri seti kullanılarak elde edilen TCGA veri analizi 

sonuçları, Mann Whitney U, **p <0.01 

Çizelge 5.6.Çalışmaya 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 CCNA2 

miR-26a CDC6 
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5.1.6. META-MİRNA HEDEFLERİ İLE GERÇEKLEŞTİRİLEN KÜMELEME 

ANALİZİ SONUÇLARI 

Normal örnekler, servikal lezyonlar (LSIL, HSIL) ve kanser örnekleri (SCC) arasında 

farklılık gösterdiğini tespit ettiğimiz 5 miRNA’nın hedef gen listeleri ve bağımsız mRNA 

çalışmaları ile gerçekleştirilen analizler sonrasında kararlı bir şekilde normal, LSIL, HSIL 

ve SCC arasında farklılık gösteren genler olarak belirlediğimiz 5 adet genin ifade seviyeleri 

GSE9750 kodlu bağımsız bir çalışmada analiz edilmiştir. 21 adet normal ve 33 adet tümör 

örneği içeren bu çalışmada yapmış olduğumuz hiyerarşik kümeleme analizi sonucunda 

seçmiş olduğumuz 5 genin ifade profillerinin bu örnekleri anlamlı şekilde normal ve tümör 

olarak sınıflandırabildiği gözlenmiştir (Şekil 5.5.).  

 

Şekil 5.5 .mRNA analizleri ile öne çıkan DE mRNA’lar ile yapılan kümeleme analizine ait 

heatmap. Örnekler ilgili mRNA ifade durumlarına göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde kümelenmişlerdir,  Mann-Whitney U, p<0.01 

5.2. DENEYSEL ANALİZLER SONUCUNDA ELDE EDİLEN BULGULAR 

5.2.1. REFERANS GEN SEÇİMİ 

Yapılan literatür araştırmaları sonucunda serviks dokusunda yapılan qRT-PCR analizlerinde 

farklı miRNA’ların referans olarak kullanıldığı belirlenmiştir. Referans olarak kullanılacak 

en uygun miRNA’nın seçilmesi için daha önce yapılan çalışmalarda kullanılan referans 

miRNA’lara odaklanılmıştır. Leitao ve ark.’larının yaptığı çalışmada kullanılabilecek en iyi 

kombinasyonun miR-23a ve miR-191 kombinasyonuna ait Ct değerleri olduğu gösterilmiştir 

(83). Bu bilgi ışığında çalışmamızdaki örneklerin analizlerinde kullanılacak en uygun 
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referans miRNA’yı belirlemek amacıyla “Normfinder” algoritması kullanılmıştır (84). 

Sitoloji örnekleri ile yapılan qRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen RNU6, miR-23a, 

miR-191 Ct değerleri ve miR-23a-miR-191 Ct değerlerinin geometrik ortalaması ile analiz 

yapılmıştır. Bu analiz sonucunda en iyi referans adayının miR-23a ve miR-191 Ct 

değerlerinin geometrik ortalaması olduğu saptanmıştır. Ayrıca qRT-PCR deneyleri 

sonucunda 3 miRNA’ya ait Ct değerlerinin gruplar arasındaki değişkenliğine bakılmıştır. 

RNU6 Ct değerlerinin 19.63-31.66, mir-23a Ct değerlerinin 20.79-30.33, miR-191 Ct 

değerlerinin 21.16-34.33 ve miR-23a ve miR-191 Ct değerlerinin geometrik ortalamasının 

21.07-30.83 değerleri arasında değiştiği saptanmıştır (Şekil 5.6.). PZR analizlerinde referans 

olarak gruplar arasında en az değişkenlik gösteren ve Leitao ve ark. tarafından da önerilen 

kombinasyon olan miR-23a ve miR-191 miRNA’larına ait Ct değerlerinin geometrik 

ortalamasının referans değer olarak kullanılmasına karar verilmiştir (83).  

 

Şekil 5.6. Sitoloji örneklerinde tüm gruplara ait örnekler ile RNU6, miR-23a ve miR-191 

primerleri kullanılarak yapılan qRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen ct değerlerinin 

dağılımına ait box-plot grafiği 
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5.2.2. SİTOLOJİ VE FFPE ÖRNEKLERİNDE MİRNA İFADELERİNE AİT QRT-

PCR ANALİZİ SONUÇLARI  

İlk 10 meta-miRNA arasından rol aldığı biyolojik süreçler servikal kanserler ile ilişkili 

olabilecek ve hedefleri aynı sinyal yolaklarında rol oynayan miR-25, let-7i, miR-26a, miR-

29a ve let-7d’nin bağımsız sitoloji ve FFPE örneklerindeki ifadeleri qRT-PCR analizi 

yöntemi ile araştırılmıştır. Tüm örnekler sitolojik ve histolojik tanılara göre gruplandırılmış 

ve normal örnekler iki örnek tipi için de kontrol grubu olarak kullanılmıştır.  

qRT-PCR analizleri sonucunda tüm diğer miRNA’lar arasında miR-25’in normal, pre-

kanseröz lezyon ve SCC gruplarını birbirinden ayırma gücü en yüksek miRNA olduğu 

saptanmıştır. Hem sitoloji hem de FFPE örneklerinde birbiriyle uyumlu olarak normalden 

artan displazi derecesine ve tümöre doğru miR-25 ifadesinin arttığı gözlenmiştir. Ancak her 

iki örnek tipinde de LSIL ve HSIL grupları arasında miR-25 ifadesi arasında anlamlı bir 

farklılık saptanmamıştır. Bu iki grup bir arada intraepitelyal lezyon grubu olarak kabul 

edilerek yapılan istatistiksel analizler sonucunda ise tüm grupların birbirinden anlamlı bir 

şekilde ayrıldığı belirlenmiştir (Şekil 5.7.). 

 

 

Şekil 5.7. Sitoloji (A) ve FFPE (B) doku örneklerinde miR-25 ifadesinin gruplar arasındaki 

değişimi, Mann Whitney U, *p 

let-7i ve miR-29a normal ve LSIL gruplarını, LSIL düzeyindeki önemli derecedeki artışı 

sebebiyle iki örnek tipinde de istatistiksel olarak anlamlı bir biçimde ayırabilmektedir. 

Ancak iki miRNA da LSIL ve HSIL gruplarını sitoloji örneklerinde ayıramazken, FFPE 

örneklerinde HSIL grubundaki ifade azalışı nedeniyle bu grupları ayırabilmektedir. Bunlara 

ek olarak let-7i ifadesi tümör örneklerinde normale göre önemli ölçüde artış göstermektedir. 
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Hem sitoloji hem de FFPE örneklerinde normal, LSIL ve HSIL grupları arasında miR-26a 

ifadesi yönünden hiçbir farklılık gözlenmemiştir. Ancak miR-26a ifadesi FFPE örneklerinde 

SCC grubunda normale ve prekanseröz lezyonlara göre anlamlı bir şekilde azalmaktadır.  

let-7d ifadesi ise her iki örnek tipinde de gruplar arasında anlamlı bir şekilde farklılık 

göstermezken, FFPE örneklerinde normalden tümöre doğru bir artış paterni olduğu 

görülmektedir. 

Tüm bu bulgular sonucunda sitoloji örnekleri ve FFPE örnekleri arasında miRNA ifadeleri 

yönünden gruplar arasında aynı yönlü değişimler olduğu ve istatistiksel analiz sonuçlarının 

birkaç farklılık dışında aynı olduğu dikkati çekmektedir (Şekil 5.8.) (Çizelge 5.7.)(Çizelge 

5.8.).  
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Şekil 5.8. miR-25, let-7i, miR-26a, miR-29a ve let-7d ifadelerinin sitoloji ve FFPE 

örneklerinde normal, LSIL, HSIL ve SCC grupları arasında ifade değişimlerine ait box-plot 

grafikleri 
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Çizelge 5.7. Sitoloji örnekleri ile yapılan qRT-PCR analizi sonucunda elde edilen değerlere 

ait istatistik sonuçları (p≤0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir) 

 

Çizelge 5.8. FFPE doku örnekleri ile yapılan qRT-PCR analizi sonucunda elde edilen 

değerlere ait istatistik sonuçları (p≤0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir) 

 

5.2.3. SİTOLOJİ ÖRNEKLERİ MRNA DENEYLERİ İÇİN SENTEZLENEN 

CDNA'LARIN KONTROLÜNE AİT KLASİK PZR SONUÇLARI 

miRNA analizlerinde kullanılan örneklere ait mRNA deneylerini gerçekleştirebilmek 

amacıyla aynı total RNA’lardan uygun kitler kullanılarak cDNA sentezi yapılmıştır. 

Örneklere ait qRT-PCR analizlerine başlamadan önce sitoloji örneklerinin RNA kalitesinin 

düşük olması nedeniyle öncelikle klasik PCR yöntemiyle cDNA’ların çalışmaya uygunluğu 

test edilmiştir. GAPDH primeri kullanılarak yapılan çalışmalar sonucunda oluşan ürünler ile 

jel elektroforezi yapılmış ve 18 normal, 20 LSIL ve 15 HSIL örneğinde bant varlığı 

saptanmıştır (Şekil 5.9.). 
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Şekil 5.9. Sitoloji örnekleri ile yapılan mRNA-cDNA’larının klasik PZR ürünlerine ait jel 

görüntüleri A) Normal grup B)LSIL grubu C)HSIL grubu 

5.2.4. FFPE ÖRNEKLERİ MRNA DENEYLERİ İÇİN SENTEZLENEN 

CDNA'LARIN KONTROLÜNE AİT KLASİK PZR SONUÇLARI 

miRNA analizlerinde kullanılan örneklere ait mRNA deneylerini gerçekleştirebilmek 

amacıyla aynı total RNA’lardan uygun kitler kullanılarak cDNA sentezi yapılmıştır. 

Örneklere ait qRT-PCR analizlerine başlamadan önce FFPE örneklerinin RNA kalitesinin 

düşük olması nedeniyle öncelikle klasik PCR yöntemiyle cDNA’ların çalışmaya uygunluğu 

test edilmiştir. GAPDH primeri kullanılarak yapılan çalışmalar sonucunda oluşan ürünler ile 

jel elektroforezi yapılmış ve 8 normal, 7 LSIL, 10 HSIL ve 2 SCC örneğinde bant varlığı 

saptanmıştır (Şekil 5.10.). 
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Şekil 5.10. FFPE örnekleri ile yapılan mRNA-cDNA’larının klasik PZR ürünlerine ait jel 

görüntüleri A) Normal grup B)LSIL grubu C)HSIL grubu D)SCC grubu 

5.2.5. SİTOLOJİ ÖRNEKLERİNDE MRNA İFADELERİNE AİT QRT-PCR 

ANALİZİ SONUÇLARI 

Klasik PZR deneyleri sonucunda çalıştığı saptanan örnekler ile qRT-PCR deneylerine 

devam edilmiştir. Sitoloji örnekleri ile KLF4 primeri kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR 

deneyleri sonucunda 11 normal, 9 LSIL ve 5 HSIL örneğinin çalıştığı belirlenmiş ve 

analizlere bu örnekler ile devam edilmiştir. Tüm gruplar arasında yapılan istatistiksel 

analizler sonucunda hiçbir grup arasında anlamlı bir ifade farklılığı bulunmamıştır. Ancak 

LSIL ve HSIL grupları prekanseröz lezyon grubu olarak tek bir grup şeklinde normal 

örneklerle karşılaştırıldığında anlamlı bir şekilde ifadesinde azalma olduğu saptanmıştır.  



71 

 

miR-25 hedefi olarak belirlemiş olduğumuz KLF4 ifadesi normalden HSIL’a doğru 

gidildikçe azalırken miR-25’in ifadesi artış göstermiştir (Şekil 5.11.).  

 

Şekil 5.11.  Sitoloji örneklerinde KLF4 ve miR-25 iafadelerinin normal ve LSIL+HSIL 

gruplarındaki ifade düzeyleri, Mann Whitney U, *p<0.05, ** p<0.01 

Sitoloji örnekleri ile TUBB2A primeri kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR deneyleri 

sonucunda ise 12 normal, 11 LSIL ve 6 HSIL örneğinin çalıştığı belirlenmiş ve analizlere 

bu örnekler ile devam edilmiştir. Tüm gruplar arasında yapılan istatistiksel analizler 

sonucunda normal örneklerin hem LSIL hem de HSIL örneklerinden anlamlı bir şekilde 

ayrıldığı görülmektedir. TUBB2A ifadesi normalden HSIL’a doğru gidildikçe azalmaktadır.  

(Şekil 5.12.). 

 

Şekil 5.12. Sitoloji örneklerinde TUBB2A’nın normal, LSIL ve HSIL derecelerindeki ifade 

düzeyi, Kruskal Wallis, *p<0.05, ** p<0.01 
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Klasik PZR deneylerinden elde edilen PZR ürünlerinin jel görüntülemesinde bant varlığı 

saptanmasına rağmen KLF4 ve TUBB2A primerleri ile yapılan qRT-PCR analizlerinde daha 

az sayıda örneğin çalıştığı görülmüştür. Diğer primerler ile yapılan qRT-PCR analizleri 

sonucunda da tüm örneklerde ifadenin çok düşük olduğu ve teknik tekrarlar arasında büyük 

fark olduğu saptanmıştır ve analizlere devam edilememiştir. Bu deneyler sonucunda elde 

edilen bulgular ışığında; klasik PZR sonucunda jel görüntülemesinde sitoloji örneklerine 

göre daha zayıf ve az bant varlığı saptanan FFPE örnekleri ile mRNA deneyleri 

yapılamamıştır. Sitoloji örneklerinde ise diğer kalan beş miRNA hedefi için deneylere 

devam edilememiştir.  

5.2.6. KLF4 İFADESİNİN FFPE DOKULARDAKİ DEĞİŞİMİNİN 

DEĞERLENDİRİLMESİ  

Bağımsız örnekler ile yapılan qRT-PCR analizleri sonucunda normal, prekanseröz lezyonlar 

ve tümör grupları arasında sitoloji örnekleri ve FFPE örneklerinde diğer miRNA’lar arasında 

öne çıkan miR-25’in hedefi olan KLF4 proteininin sitoloji örneklerinde ifadesinin azaldığı 

belirlenmiştir. Ancak teknik problemler nedeniyle bu proteinin ifade değişimi FFPE doku 

örneklerinde qRT-PCR metoduyla belirlenememiştir. Bu nedenle daha önce miRNA 

deneyleri için kullanılan FFPE örneklerine IHC metodu uygulanarak KLF4 ifadesinin 

normal, prekanseröz lezyonlar ve SCC örneklerindeki değişimi araştırılmıştır. 

Değerlendirmeler sırasında KLF4’ün epitel hücrelerdeki boyanma yüzdesi hesaplanmıştır. 

Bir transkripsiyon faktörü olan KLF4 için boyanma pozitifliği hücre çekirdeğindeki 

boyanma varlığı ile değerlendirilmiştir. Ancak IHC boyamaları sonucunda KLF4 

boyanmasının epitel hücrelerde sadece nükleer değil sitoplazmik olarak da pozitif olduğu 

gözlenmiştir. KLF4 boyanma yüzdesi normal örneklerde %75 ve %100 arasında 

değişmektedir ve boyanma yüzde ortalamasının %90 olduğu saptanmıştır. Boyanma yüzdesi 

LSIL örneklerinde %20-100 aralığında, ortalama %72.7 ve HSIL örneklerinde ise %75-100 

aralığında, ortalama %94.6 olarak bulunmuştur. Bu iki örnek grubu prekanseröz lezyonlar 

olarak tek grup altında incelendiğinde ise ortalama boyanma yüzdesi %83.2’dir. SCC 

örneklerine bakıldığında ise boyanma yüzdesinin normal ve prekanseröz lezyon grubundaki 

örneklere göre dramatik biçimde azaldığı görülmüştür. SCC grubu içinde boyanma yüzdesi 

%0 ve %100 arasında değişmektedir ve ortalama boyanma yüzdesinin %36.7 olduğu 

saptanmıştır. IHC boyanmaları sonucunda sitoloji örneklerinde qRT-PCR analizlerinde 
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olduğu gibi KLF4 ifadesinin normalden prekanseröz lezyonlara ve ek olarak invaziv kanser 

grubuna doğru azaldığı gözlenmiştir. İstatistiksel analizler sonucunda da normal, 

prekanseröz lezyon ve SCC gruplarının birbirlerinden KLF4 ifadesi açısından anlamlı olarak 

ayrıldığı belirlenmiştir (p<0.01). Sitoloji ve FFPE örneklerinde miR-25 ve KLF4 ifadelerinin 

gruplar arasında zıt yönlü olarak değiştiği dikkati çekmektedir (Şekil 5.13.). Normal, LSIL, 

HSIL ve SCC olgularındaki boyanmaya ait örnek mikroskobik görüntüler Şekil 5.14.’de 

sunulmuştur.   

 

Şekil 5.13. MiR-25 ve KLF4 ifadelerinin FFPE doku örneklerindeki farklı gruplara göre 

değişimleri. A. MiR-25 ifadesi normalden prekanseröz lezyonlara ve daha sonra da SCC’ye 

doğru artmaktadır. Sonuçlar grup ortalamalarını ve SEM değerlerini göstermektedir. Normal 

örnekler için n=22, LSIL+HSIL grubu için n=42 ve SCC grubu için n=18’dir, Kruskal 

Wallis, **P<0.01. B. Normalden invaziv karsinoma doğru gidildiçe KLF4 boyanmasında 

anlamlı şekilde kayıp görülmektedir. Sonuçlar Normal, prekanseröz ve SCC gruplarında 

KLF4 antikoru ile pozitif boyanma gösteren hücrelere ait ortalama yüzde ve SEM   

değerlerini göstermektedir. Normal örnekler için n=17, LSIL+HSIL grubu için  n=25 ve 

SCC grubu için n=17’dir, Kruskal Wallis, **P<0.01 
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Şekil 5.14. FFPE doku örneklerinde farklı gruplardaki KLF4 boyanmasına ait örnek 

fotomikrograflar. A. Normal serviks epitelinde diffüz ve kuvvetli nükleer ve sitoplazmik 

KLF4 boyanması görülmektedir. B. LSIL hücrelerinde hem KLF4 boyanmasında kayıp (   )  

hem de kuvvetli boyanma (  ) görünmektedir. C. LSIL hücrelerinde KLF4 boyanmasında 

kayıp  (  ) ve kuvvetli boyanma (  ), HSIL hücrelerinde ise kuvvetli boyanma ( ) 

görünmektedir. D. HSIL hücrelerinde kuvvetli nükleer boyanma görülürken (  ), SCC 

hücrelerinde boyanma kaybı (    ) dikkati çekmektedir 

5.2.7. İN VİTRO ÇALIŞMALAR 

5.2.7.1. MİR-25’İN HELA HÜCRELERİNDE KLF4 PROTEİN DÜZEYİ, 

PROLİFERASYON VE MOTİLİTE ÜZERİNDEKİ ETKİSİ 

Biyoinformatik analizler ve bağımsız örnekler ile yapılan ifade analizleri sonucunda miR-

25 ifadesinin normalden, prekanseröz lezyonlara ve invaziv karsinoma doğru gidildikçe 

arttığı ve hedefi olan KLF4 proteini ifadesinin ise azaldığı gözlenmiştir. Bu miRNA’nın 

tümör hücrelerinde ifadesini azaltmanın tedavi için yardımcı olabileceği düşünülerek HPV 
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pozitif bir servikal kanser hücre hattı olan HeLa hücrelerinde inhibitör transfeksiyonu ile 

miR-25 ifadesi azaltılarak (Şekil 5.15.) hem hedefi olan KLF4 ifadesindeki değişim hem de 

hücre proliferasyonu ve motilitesi üzerindeki etkisi araştırılmıştır.  

 

Şekil 5.15. İnhibitör ile transfeksiyon sonrasında miR-25 ifadesinde artış görülmüştür 

Transfeksiyon sonrasında HeLa hücrelerinde KLF4 ifadesinin değişimine bakıldığında 

inhibitör uygulanan hücrelerde scrambled kontrole göre ifadenin arttığı gözlenmiştir (Şekil 

5.16.).   

  

Şekil 5.16. HeLa hücrelerinde miR-25 inhibisyonunun KLF4 protein düzeyi üzerine etkisi. 

MiR-25 inhibitörü ile transfeksiyon sonrasında yapılan western blot analizinde KLF4 protein 

seviyesinin arttığı görülmektedir (n=2) 

Bir onkomir olarak kabul edilen miR-25 ifadesinin HeLa hücrelerinde inhibisyonu 

sonrasında yapılan proliferasyon deneylerinde inhibitör uygulanan hücrelerde 

proliferasyonun anlamlı biçimde azaldığı saptanmıştır (p<0.05) (Şekil 5.17.). 
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Şekil 5.17. HeLa hücrelerinde miR-25 inhibisyonunun proliferasyon üzerine etkisi. miR-25 

inhibitörü transfekte edilmiş hücrelerde negatif kontrole göre proliferasyonun anlamlı bir 

şekilde azaldığı görülmektedir (n=2, *p<0.01) 

MiR-25’in hedefleri olan genler ile yapılan sinyal yolağı zenginleştirme analizlerine ait 

sonuçlar incelendiğinde fokal adezyon, fosfotidilinositol sinyal sistemi gibi hücre 

motilitesini etkileyebilecek bazı sinyal yolaklarının öne çıktığı dikkati çekmiştir (Çizelge 

5.9.).  
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Çizelge 5.9. miR-25 hedefleri ile yapılan zenginleştirme analizi sonuçları 

 

Bu sebeple miR-25 inhibitörü ile transfekte edilmiş HeLa hücreleri ile WHA deneyleri 

yapılmıştır. Hücreler 24 saat boyunca izlenmiş ve 12. ve 24.saatlerde inhibitör ve scrambled 

kontrol uygulanan hücrelerin arasında oluşturulan boş alanın kapanma yüzdeleri 

karşılaştırılmıştır. Bu deneyler sonucunda miR-25 ifadesindeki inhibisyonun hücrelerin 

motilitesini anlamlı bir şekilde azalttığı belirlenmiştir (Şekil 5.18.).   
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Şekil 5.18. HeLa hücrelerinde miR-25’in motilite üzerinde etksi. Motilite hızının 

değerlendirilmesinde WHA kullanılmıştır. Hücreler arasındaki karşılaştırılacak olan 

boşluklar aynı genişliktedir (440±5)  ve miR-25 transfekte edilmiş hücrelerde kontrole göre 

motilite hızı azalmıştır (n=2, t test, **p<0.01) 

Bunlara ek olarak hücre motilitesinde düzenleyici bir rol oynayan SNAIL proteinin inhibitör 

uygulanmış hücrelerdeki ifade değişimine bakıldığında da SNAIL ifadesinin inhibtör 

uygulanmış hücrelerde scrambled uygulanan hücrelere göre anlamlı bir şekilde azaldığı 

saptanmıştır (Şekil 5.19.). 
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Şekil 5.19. HeLa hücrelerinde miR-25 inhibisyonunun SNAIL protein düzeyi üzerine etkisi. 

MiR-25 inhibitörü ile transfeksiyon sonrasında yapılan western blot analizinde SNAIL 

protein seviyesinin azaldığı görülmektedir (n=3, t-test, *p<0.05) 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

MiRNA’ların kanser oluşum ve gelişimindeki rollerinin anlaşılması ve moleküler 

yöntemlerin gelişmesiyle birlikte birçok kanser tipine özgül miRNA’ların tanımlanabilmesi, 

yeni ve etkin tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesi amacıyla birçok araştırma yapılmış ve 

yapılmaya devam etmektedir. Kadınlar arasında yaygın olarak görülen ve mortalite oranı 

yüksek bir kanser türü olan servikal kanserler için 2008 yılında erken evre invaziv servikal 

kanser durumunda normal örneklere göre ifadesi değişen miRNA’lar araştırılmaya 

başlanmıştır (62). Pereira ve ark. tarafından 2010 yılında yapılan çalışmada ilk olarak 

normal, intraepitelyal lezyonlar ve invaziv kanser durumunda ifadesi değişen miRNA’lar 

mikrodizin yöntemi kullanılarak belirlenmiştir(69). Daha sonraki yıllarda invaziv servikal 

kanser ve öncül lezyonların oluşum ve gelişiminde rol oynayan miRNA’ların 

aydınlatılmasına yönelik çalışmalar artarak devam etmiştir. Servikal kanser basamaklarında 

değişen miRNA seviyelerinin saptanması konusunda yapılan bu çalışmalarda yaygın 

materyaller olarak FFPE dokular, frozen kesitler ve hücre kültürlerinin kullanıldığı 

görülmektedir (52)(63). 2014 yılında Tian ve ark. tarafından yapılan çalışmada ilk defa 

literatürdeki çalışmalar taranarak belirlenmiş 6 miRNA’nın ifadesi eksfoliye servikal 

hücreler kullanılarak araştırılmıştır (64). Daha sonra 2015 yılında 2 adet çalışmada 3 farklı 

miRNA’nın ifadelerinin değişimi farklı lezyon derecelerinde servikal sitoloji örnekleri 

kullanılarak araştırılmıştır (54)(65). Son olarak 2018’de Kawai ve ark. tarafından yapılan 

çalışmada normal, intrapitelyal lezyon ve invaziv tümör kategorilerindeki servikal sitoloji 

örnekleri ile her bir kategori için bir RNA havuzu oluşturularak yapılan mikrodizin analizi 

ile potansiyel miRNA’lar ortaya çıkarılmıştır (66). Literatürde servikal kanser oluşum ve 

gelişiminde rol oynayan miRNA’lar ile ilgili birçok çalışma bulunmasına rağmen şuana 

kadar tanı ve tedavi için kabul edilmiş spesifik bir miRNA bulunmamaktadır. Aynı zamanda 

servikal sitoloji örnekleri kullanılarak yapılan araştırmalar çok az sayıdadır. Bu tez 

çalışmasında hem biyoinformatik ve laboratuvar yöntemleri bir arada kullanılarak, hem de 

servikal sitoloji ve servikal biyopsi örnekleri bir arada kullanılarak geniş çaplı bir araştırma 

gerçekleştirilerek literatüre katkı sağlamak hedeflenmiştir. 
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Meta-analiz ve biyoinformatik analizler 

Bu tez çalışmasının ilk basamağında bir meta analiz uygulaması yapılmıştır. Meta-analiz, 

birçok veriyi istatistiksel analizler kullanarak bir araya getiren bir yöntemdir. Literatüre 

bakıldığında servikal kanserler ile yapılan herhangi bir meta-analiz çalışması 

bulunmamaktadır. Sadece litertürde yapılan çalışmaları bir araya getiren ve derleme 

çalışması olarak sunulmuş bir entegrasyon çalışması mevcuttur (51). Bu tez çalışmasının ilk 

aşamasında literatürdeki mikrodizin çalışmalarına ait veriler birleştirilerek daha önce 

grubumuz tarafından geliştirilen ve meme kanseri sürecini araştırmak için kullanılan 

ANOVA bağımlı ve sıralama tabanlı bir meta analiz aracı ve biyoinformatik yaklaşımlar 

kullanılarak serviks kanserinin oluşum ve gelişiminde rol alan miRNA ve hedeflerinin ortaya 

çıkarılması, tanı ve tedavi sürecinde hedef olabilecek biyobelirteçlerin tanımlanması 

hedeflenmiştir (76). Bu analizler ile farklı platformlarla ve örneklerle yapılan çalışmalara ait 

ham veriler bir araya getirilmiş, analize sokulan örneklem sayısı arttırılmış, bağımsız 

örneklerde doğrulama çalışmalarına geçilmeden önce daha genel bir bakış açısı kullanılarak 

normal örnekler ve lezyon dereceleri arasında ifadesi değişen potansiyel biyobelirteçler 

tanımlanmıştır. Bunlara ek olarak karşılaştırma analizleri ile yine farklı çalışmalara ait 

veriler bir araya getirilerek servikal kanser sürecinde ifadesi değişen mRNA’lar 

araştırılmıştır. Daha sonra biyoinformatik analizlere devam edilmiş, meta-analiz sonucunda 

ifadesi değiştiği saptanan miRNA’ların hedefleri ile karşılaştırma analizi sonuncunda 

bulunan mRNA listeleri kesiştirilerek miRNA ve mRNA hedef listeleri oluşturulmuştur.  Bu 

listelerdeki en güçlü biyobelirteç adaylarını seçebilmek ve bulunan miRNA ve mRNA 

hedeflerinin biyoinformatik doğrulamalarını yapabilmek amacıyla birçok farklı 

biyoinformatik araç ve analiz bir arada kullanılmıştır. İlk 10 meta-miRNA hedeflerinin hangi 

sinyal yolaklarında ortak olarak görev yaptığını bulmak amacıyla sinyal yolağı 

zenginleştirme analizleri yapılmıştır. Sinyal yolağı analizi sonuçlarında 5 adet meta-

miRNA’nın (miR-25, let-7i, miR-26a, miR-29a, let-7d) hiyerarşik sınıflamada diğerlerinden 

ayrıldığı, servikal kanser oluşum ve gelişiminde önemli olabilecek viral karsinogenez, p53 

sinyal yolağı, hücre döngüsü, ECM-reseptör etkileşimi ve adherens bağlantılar gibi 

yolaklarda ortak olarak rol aldığı saptanmıştır.  

Yapılan çalışmalar ile virüs kaynaklı birçok karsinomun oluşumunda miRNA’ların önemli 

rolleri olduğu gösterilmiştir (85). Servikal kanser oluşumunda da HPV’nin rolü oldukça 

önemlidir. Aynı zamanda bu virüsün etkilediği p53 sinyal yolağı ve hücre döngüsü yolakları 
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da servikal kanser oluşumunda başlıca etkilenen yolaklardır. Yapılan sinyal yolağı 

zenginleştirme analizlerinde meta-miRNA hedeflerinin viral karsinogenez, p53 ve hücre 

döngüsü yolaklarında zenginleşmesi çalışmamız açısından, ileri analizler ile araştırılacak 

miRNA’ların seçiminde oldukça yol gösterici olmuştur. Yapılan çalışmalarda miR-25 

ifadesinin HPV ilişkili orofaringeal karsinomlarda normalden tümöre doğru arttığı ve miR-

29a ifadesinin de disregüle olduğu gösterilmiştir (86)(87). Kumar ve ark.’larının yaptığı 

çalışmada ise miR-25’in direkt olarak HPV-ilişkili karsinogenezlerde kilit rol oynayan 

p53’ün 3’UTR ucuna bağlanarak fonksiyonunu negatif olarak düzenlediği bulunmuştur (88).  

Bunlara ek olarak miR-25, let-7i ve let-7d’nin siklinleri ve siklin bağımlı kinazların ifadesini 

düzenleyerek mitojenik uyarıya ve senesensten kaçışa sebep olduğu, miR-26a’nın ise 

siklinleri baskıladığı ve kanser hücre proliferasyonunu düşürdüğü ortaya çıkarılmıştır (47).  

Analizler sonucunda öne çıkan diğer sinyal yolakları ise ECM-reseptör etkileşimleri ve 

adherens bağlantılardır. Bu yolaklar motilite, invazyon, metastaz ve epitelyal mezekimal 

dönüşüm gibi biyolojik olaylarda belirleyici rol oynamaktadırlar (89)(90)(91). Meta-miRNA 

hedeflerinin bu yolaklarda zenginleşmesi, seçilen miRNA’ların servikal kanser gelişiminde 

ve yayılımında önemli görevleri olabileceğini düşündürmektedir.  

Kullanılan biyoinformatik araçlardan bir diğeri de TCGA veri platformudur. TCGA birçok 

farklı kanser tipine ait moleküler ve klinik veriler içeren bir bilgi kaynağıdır. Bu 

platformdaki veriler normal ve tümör örnekleri arasında ifadesi değişen biyomoleküllerin 

saptanmasında, biyobelirteçlerin tanımlanmasında ve sağ kalım analizlerinin yapılmasında 

yaygın olarak kullanılmaktadır (92)(93)(94). TCGA “CESC” veri seti çalışmamızda seçilen 

meta-miRNA’lar ve hedeflerinin normal ve servikal tümörlerdeki değişim paternlerinin 

belirlenmesinde, miRNA- hedef ilişkisinin ön görülmesinde, klinik öneminin 

araştırılmasında ve gerçekleştirilen qRT-PCR deney sonuçları ile karşılaştırma yapmak 

amacıyla kullanılmıştır.  

 

Servikal kanser oluşum ve gelişim sürecindeki aday meta-miRNA 

MiRNA ifadelerinin ölçümünde qRT-PCR analizleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak 

bu teknikte ifadesi araştırılan miRNA’lar için analizler yapılırken normalizasyon 

aşamasında kullanılacak miRNA’nın doğru seçilmesi sonuç verilerinin doğruluğu açısından 

kritik öneme sahiptir. MiRNA analizlerinde normalizasyon basamağında referans gen olarak 

en yaygın olarak kullanılan gen RNU6’dır. Ancak bu analizler yapılırken dokuya özgül 



83 

 

referans genlerin kullanılması gerekliliği birçok çalışma ile gösterilmiştir (95). Buna uygun 

olarak çalışmamızda qRT-PCR analizlerinde normalizasyon aşamasında kullanılacak genler 

için öncelikle literatür araştırması yapılmıştır. Leitao ve ark. tarafından servikal kanser 

analizlerinde kullanılacak en uygun referans gen ve miRNA’nın araştırıldığı çalışmada 

RNU6’nın en geniş aralıkta değişiklik gösteren ct değerleriyle en kararsız gen olduğu, miR-

191 ve miR-23a kombinasyonunun normalizasyon aşamasında kullanılacak en uygun 

miRNA’lar olduğu gösterilmiştir (83). Çalışmamızda qRT-PCR analizleri ile yapılan 

karşılaştırmalar sonucunda da literatür ile benzer sonuçlar elde edilmiş, miR-191 ve miR-

23a ct değerlerinin geometrik ortalamasının normalizasyon için en uygun değerler olduğu 

saptanmıştır.   

Tezin ikinci aşamasında; biyoinformatik analizler ile belirlenen aday meta-miRNA’lar ve 

hedeflerinin serviks kanseri gelişim sürecindeki ifade durumlarını belirlemek amacıyla 

serviks kanseri araştırmalarında nadir olarak kullanılan servikal sitoloji örnekleri ve bu 

örneklere ait sonuçların karşılaştırılması için tanı sürecinde altın standart olarak kabul edilen 

FFPE doku örnekleri kullanılmıştır. FFPE örnekleriyle yapılan qRT-PCR analizleri 

sonucunda TCGA verileriyle uyumlu olarak meta-miRNA’lardan miR-25, let-7i ve let-7d 

ifadesinin tümör örneklerinde normal örneklerle kıyaslandığında ifadesinin arttığı, miR-26a 

ifadesinin ise azaldığı saptanmıştır. TGCA analizlerinde miR-29a ifadesinin tümöre doğru 

gidildikçe azaldığı görülmekle birlikte yapılan qRT-PCR analizlerinde normal ve tümör 

örnekleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık saptanmamıştır.  

Yapılan qRT-PCR analizleri sonucunda miR-25’in hem sitoloji hem de FFPE doku 

örneklerinde intraepitelyal lezyon ve SCC gruplarını normal örneklerden ve birbirlerinden 

ayırma gücü en yüksek ve en göze çarpan biyobelirteç adayı olduğu saptanmıştır.  Daha önce 

yapılan çalışmalarla hepatoselüler karsinom, akciğer kanseri, gastrik kanserler, meme 

kanseri ve ovaryan karsinomda miR-25 ifadesindeki artışın onkojenik etkilere sebep olduğu 

ortaya çıkarılmıştır (96). Sethi ve ark.’larının baş-boyun bölgesinde görülen SCC’ler 

hakkında hazırladığı derlemede miR-25 ifadesinin tümör durumunda arttığı raporlanmıştır 

(97). Serviks dokusu ile yapılan çalışmalarda da benzer sonuçlar elde edilmiştir. Normal ve 

SCC hastalarından alınan servikal frozen doku örnekleri ile yapılan çalışmalarda miR-25 

ifadesinin tümör örneklerinde arttığı belirlenmiştir (62)(98). Wilting ve ark.’larının yaptığı 

araştırmada ise miR-25 ifadesinin HSIL ve tümör örneklerinde arttığı gösterilmiştir (68). 
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Wang ve ark.’ları miR-25 ifadesinin intrapitelyal lezyonlarda ve invaziv kanser durumunda 

arttığını saptamakla birlikte HPV E7 onkoproteini indüksiyonu ile de miR-25 ifadesinde artış 

meydana geldiğini göstermişlerdir (99). Bazı sirküler miRNA’ların serum örneklerindeki 

ifadelerinin araştırıldığı bir çalışmada ise servikal kanser hastalarına ait örneklerde miR-25 

düzeyinin normal hastalarınkine göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir (100). Literatürdeki 

bulgularla benzer olarak deney bulgularımız miR-25 ifadesinin hem sitoloji örneklerinde 

normalden prekanseröz lezyonlara hem de FFPE doku örneklerinde bu değişimlere ek olarak 

invaziv kansere doğru arttığını göstermektedir. Tüm bu bulgular miR-25’in normal, 

intraepitelyal lezyonlar ve invaziv kanser örneklerini birbirinden ayırabilecek potansiyel bir 

biyobelirteç olabileceğini göstermektedir. Aynı zamanda çalışmamız; miR-25’in sitoloji 

örneklerinde gruplar arasındaki ifade değişimini, grupları birbirinden ayırma gücünü ve bu 

miRNA’nın bir biyobelirteç adayı olma potansiyelini gösteren ilk çalışmadır.  

Let-7i ifadesinin değişimine bakıldığında; hem sitoloji hem de FFPE örneklerinde normal 

ve LSIL grupları arasında anlamlı bir farklılık olduğu saptanmıştır. FFPE örneklerin de ise 

buna ek olarak invaziv tümör örneklerinde ifadesinin normal örneklere göre anlamlı şekilde 

arttığı belirlenmiştir.  Wilting ve ark.’larının yaptığı çalışmada let-7i ifadesine ait ifade 

değişikliği erken evrede ifadesi değişmeye başlayıp ilerleyen süreçte artmaya devam eden 

miRNA’lar kategorisinde değerlendirilmiş ve SCC grubunda normal örneklere göre 1.32 kat 

artmış bir ifade farklılığı olduğu bildirilmiştir.  Ancak HSIL ve SCC grupları arasında çok 

büyük bir ifade farklılığı saptamamışlardır (68).  Tüm bu bulgular, let-7i ‘nin HPV 

enfeksiyonuna karşı oluşturulan erken cevapta rol oynuyor olabileceğini ve daha sonra da 

invaziv süreçte etkili olabileceğini düşündürmektedir.   

İfade değişimleri araştırılan diğer meta-miRNA’lardan miR-26a ve miR-29a ifadesinin 

literatüre bakıldığında yaygın olarak birçok tümör tipinde azaldığı görülmektedir 

(101)(102). Bu bilgilere paralel olarak Wang ve ark.’larının normal ve servikal kanser 

örneklerinde miR-26a ve miR-29a ifadelerini karşılaştırdıkları çalışmada bu miRNA’ların 

sadece normal örneklerde yüksek ifade seviyesi gösterdiğini saptamışlardır (103).  Pereira 

ve ark.’larının yaptığı çalışmada da miR-26a ve miR-29a ifade düzeylerinin servikal 

prekanseröz lezyonlarda ve invaziv tümör durumunda normale göre azaldığı gösterilmiştir 

(69). Çalışmamızda yaptığımız qRT-PCR analizleri sonucunda sitoloji ve FFPE doku 

örneklerinde miR-26a ifadesi açısından intraepitelyal lezyon ve normal örnekler arasında 
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istatistiksel bir fark saptanmamıştır. Ancak yapılan diğer çalışmalarla benzer olarak FFPE 

dokularda invaziv tümör örneklerinde normal ve prekanseröz gruptaki örneklere göre miR-

26a ifadesinin anlamlı olarak azaldığı belirlenmiştir. Bu bulgulara göre; miR-26a’nın 

invaziv tümörlerin diğer örnek gruplarından ayrılmasına olanak sağlayan bir biyobelirteç 

adayı olabileceği düşünülmüştür. Diğer yandan, literatürdeki bulguların aksine 

çalışmamızda miR-29a ifadesi açısından normal ve kanser örnekleri arasında herhangi bir 

farklılık saptanmamıştır. Let-7d ifadesinin sitoloji ve FFPE doku örneklerindeki 

değişimlerine bakıldığında ise literatür bulguları ile uyumlu şekilde gruplar arasında anlamlı 

bir ifade farklılığı olmadığı görülmüştür (68).  

 

Sitoloji ve FFPE örneklerinde miRNA ve mRNA stabilitesi 

Yapılan qRT-PCR analizleri sonucunda miRNA ifadelerinin sitoloji ve FFPE örneklerinde 

gruplar arasında genel olarak benzer şekilde değişim gösterdiği saptanmasına rağmen, bazı 

gruplar arasında iki farklı örnek tipinde miRNA ifadeleri açısından farklılıklar olduğu 

görülmüştür. FFPE doku örnekleri deneylerde kullanılmak üzere hazırlanırken çevre 

dokudan gelecek etkileri azaltmak amacıyla mikrodiseksiyon yöntemi kullanılmış, normal 

epitel, intraepitelyal lezyon bölgeleri veya invaziv tümörlü alan belirlenerek sadece bu 

alanlardaki hücreler ile deneylere devam edilmiştir. Ancak sitoloji örnekleri servikal 

skuamoz epitel hücreleri, inflamatuar hücreler ve diğer hücrelere ait elemanların bir arada 

bulunduğu bir karışım halindedir. Bunlara ek olarak prekanseröz lezyon gruplarına ait 

örneklerde displazik hücrelerin yanı sıra normal skuamoz epitel hücreler de aynı solüsyonun 

içinde bulunmaktadır. Sitoloji ve FFPE örneklerinden alınan sonuçlardaki farkların 

temelinin bu örnekleme farklılığından kaynaklandığı düşünülmektedir. Ancak bu 

farklılıklara rağmen sitoloji örneklerinde gruplar arasında ifadesi değişerek öne çıkan 

miRNA’ların biyobelirteç olma potansiyellerinin yüksek olduğu düşünülmektedir. 

MiRNA'lar biyolojik süreçlerdeki tanımlanan çok önemli rolleri dışında aynı zamanda 

moleküler araştırmalar için oldukça uygun biyomoleküller olarak öne çıkmaktadırlar. Kan, 

diğer vücut sıvıları ve FFPE doku örnekleri gibi birçok farklı materyalle yapılan 

çalışmalarda miRNA’ların mRNA'lara göre oldukça kararlı moleküller oldukları ortaya 

konmuştur (104)(105)(106). Tez kapsamında RNA analizleri için kalite açısından zayıf 

örnekler olan sitoloji ve FFPE doku örnekleriyle yapılan PZR analizleri sonucunda literatürle 
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uyumlu olarak miRNA’ların mRNA'lardan daha kararlı moleküller olduğu saptanmıştır. 

Aynı örneklerde miRNA ifadeleri için yapılan qRT-PCR çalışmalarında sonuçlar analizler 

için oldukça uygun iken, mRNA ifadeleri için yapılan klasik ve qRT-PCR sonuçlarında 

analizler için örneklerin kalitesinin düşük olduğu görülmüş ve analizlerin yalnızca küçük bir 

kısmına devam edilebilmiştir. Bu bulgular sonucunda; miRNA’ların rutinde yaygın olarak 

kullanılan ancak klinik ve tanılama süreçlerinde moleküler analizler için uygun koşullar 

altında saklanamayan örneklerde bile oldukça kararlı ve güvenli biyobelirteç adayları 

oldukları saptamıştır. 

miR-25 ve KLF4 ilişkisi 

Meta-miRNA’lar arasında öne çıkan miR-25’in hedefi olan ve biyoinformatik analizler 

sonucunda bağımsız sitoloji ve FFPE örneklerindeki ifadesi araştırılan KLF4 çinko parmak 

motifleri içeren bir transkripsiyon faktörüdür. KLF4 ifadesi, kök hücrelerin aktivitesi ve 

kanser durumunda transkripsiyonel seviyede KLF4 promotorundaki CpG adalarındaki 

hipermetilasyon veya histon proteinlerindeki metilasyon ile transkripsiyon sonrası seviyede 

ise miRNA’lar tarafından düzenlenmektedir. Bu düzenleme birçok farklı sinyal yolağı 

üzerinden gerçekleşmektedir (107). KLF4 ifadesi ve aktivitesi doku tipi, tümör tipi ve 

derecesine bağlı olarak kanser durumunda değişkenlik gösterebilir ve buna bağlı olarak 

tümör baskılayıcı ya da onkojenik olarak görev yapabilir (108). Ancak servikal kanserler de 

dahil olmak üzere birçok kanser türünde yaygın olarak tümör baskılayıcı olarak görev 

yapmaktadır (109).  İn vivo çalışmalar KLF4’ün deri epitelinde yüksek şekilde ifade 

olduğunu ve epidermal bariyerin sağlanmasına katkıda bulunduğunu göstermiştir 

(110)(111). Çalışmamızda normal, prekanseröz lezyon ve tümör gruplarıyla ve meta-

miRNA hedefleri ile yapılan biyoinformatik analizler sonucunda miR-25’in hedefi olan 

KLF4’ün potansiyel bir mRNA biyobelirteci olduğu bulunmuştur. Buna ek olarak, sitoloji 

örnekleri ile yapılan qRT-PCR analizleri ve FFPE doku örnekleriyle yapılan 

immunohistokimyasal boyamalar sonucunda da normalden invaziv kansere doğru artan 

miR-25 ifadesi ile ters yönlü olarak, literatür ile benzer şekilde KLF4 ifadesinin ve protein 

seviyesinin azaldığı saptanmıştır (109). Daha önce miR-25 ve KLF4 ilişkisi küçük hücreli 

dışı akciğer kanseri ve solunum yolu düz kas hücreleriyle yapılan çalışmalarda 

gösterilmesine rağmen servikal kanserlerde daha önce raporlanmamıştır (112)(113). Bu 

sebeplerle bu tez çalışması, servikal kanserlerde miR-25 ve KLF4 ilişkisini gösteren ilk 
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çalışmadır. Çalışmanın son aşamasında ise miR-25’in KLF4 üzerindeki etkisinin in vitro 

olarak gösterilmesi, miR-25 ve KLF4’ün servikal kanser hücrelerinin proliferasyonu ve 

motilitesi üzerindeki etkisinin belirlenebilmesi için HeLa hücreleri kullanılarak hücre 

kültürü deneyleri gerçekleştirilmiştir. HeLa hücreleriyle yapılan in vitro çalışmalarda miR-

25 inhibisyonu sonrasında KLF4 ifadesinde artış meydana geldiği saptanmıştır. Bu bulgular 

daha önce qRT-PCR deneyleri ile uyumlu olarak miR-25’in KLF4 ifadesini negatif yönde 

düzenlediğini destekteklemektedir.  

Literatüre bakıldığında, birçok çalışmada miR-25’in farklı genleri hedefleyerek birçok 

kanser türünde hücre proliferasyonunu ve motilitesini indüklediği gösterilmiştir 

(114)(115)(116). Buna ek olarak, Chen ve ark.ları KLF4’ün hücre döngüsünde görev alan 

genler ile yakın ilişkili olduğunu ve hücre proliferasyonunun inhibisyonunu indüklediğini 

göstermişlerdir (117). Ayrıca KLF4 ifadesinde görülen kaybın hücre proliferasyonunu 

arttırarak deride tümör oluşumuna neden olduğu raporlanmıştır (118). Tez kapsamında 

gerçekleştirilen deneyler sonucunda da, HeLa hücrelerinde miR-25 inhibisyonu sonrasında 

artan KLF4 ifadesi ile birlikte hücre proliferasyonunda ve motilitesinde azalma olduğu 

gözlenmiştir. miR-25’in hedeflerinin invazyonu destekleyen yolaklarda zenginleşmesi 

sonucunda, ifadesi KLF4 tarafından da negatif yönde düzenlenen, epitelyal-mezenkimal 

dönüşüm sürecinde ve matastazda önemli rol oynayan SNAIL proteininin transfeksiyon 

sonrasındaki ifadesi de araştırılmıştır (119)(120). Yapılan deneyler sonucunda literatür 

bulgularıyla uyumlu olarak miR-25 inhibisyonuyla birlikte artan KLF4 ifadesine zıt şekilde 

SNAIL ifadesinin azaldığı belirlenmiştir. İn vitro deneylere ait bulguların servikal 

kanserlerde miR-25’in hücre proliferasyonu ve motilitesi üzerindeki düzenleyici etkisini 

açıklar nitelikte olabileceği düşünülmektedir.  

6.2. SONUÇ 

Bu tez çalışmasında biyoinformatik ve laboratuvar teknikleri bir arada kullanılarak servikal 

kanser oluşum ve gelişiminde rol oynayan miRNA’lar ve hedefleri araştırılmıştır. Çalışma 

literatürdeki mikrodizin çalışmalarından elde edilen verilere genel bir bakış açısı sağlayan 

ve bir araya getiren bir meta-analiz yaklaşımının sonucunda ortaya çıkan aday miRNA’lar 

ve biyoinformatik çalışmalarla belirlenen hedeflerinin sitoloji örneklerinde araştırıldığı ve 

FFPE doku örnekleriyle doğrulandığı nadir çalışmalardan birisi olmuştur. Çalışma sonuçları 
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özellikle non-invaziv ve dünyada öncül lezyonların taranmasında yaygın olarak kullanılan 

PAP smear örneklerinin rutin değerlendirmesine ve HPV testlerine alternatif yaklaşımlar 

önerebilecek bir öneme sahiptir. Analizler sonucunda, miR-25 ve hedefi olan KLF4’ün 

servikal kanser oluşum ve gelişim sürecinde öne çıkan biyomoleküller oldukları 

saptanmıştır. Çalışma kapsamında, ilk defa miR-25’in sitoloji materyallerinde prekanseröz 

grupları normal örneklerden ayırma potansiyeli olan bir biyobelirteç adayı olduğu 

gösterilmiştir. Sitoloji ve FFPE örneklerindeki tutarlı ifade değişiklikleri ve birçok örnek 

tipindeki kararlı yapıları ile miRNA’ların servikal kanser öncüllerinin erken tanısında 

kullanılabilecek biyobelirteç adayları oldukları ortaya çıkarılmıştır. Sitolojik örnekler ile 

çalışmak ve bu örneklerde yapılan deneyler sonucunda biyomarker adayları belirlemek, 

sitolojik tanılamadaki zorlukların aşılması konusunda önemli bir basamak olmuştur. Bunlara 

ek olarak, miR-25 ve KLF4 ilişkisi servikal kanserlerde ilk defa gösterilmiştir ve yapılan in 

vitro deneyler ile bu moleküllerin hücre proliferasyonu ve motilitesi mekanizmalarında 

önemli görevleri olabileceği saptanmştır.  
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EKLER 

EK 1: Etik kurul onayı 

EK 2: Sitoloji ve FFPE örneklerine ait RNA izolasyonu sonuçları  

Toplanan sitoloji ve FFPE örneklerinden elde edilen RNA’lara ait miktar ölçüm sonuçları 

aşağıdaki gibidir.  

                     Çizelge 4.3. Sitoloji ve FFPE örneklerine ait RNA izolasyon sonuçları 

Örnek Adı Sitoloji örnekleri, RNA 

miktarı (ng) 

FFPE örnekleri, RNA 

miktarı (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 

N11 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 83,55 111.41 

L8 61,65 172.09 
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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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