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TESEKKUR
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oncelikle danismanim ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dali baskani sayin hocam Prof.
Dr. Ahmet KAHRAMAN’a, calismamin molekiiler diizeyde olmasi ve ¢ok fazla teknik
zorlayicr faktor barindirmasi sebebi ile karsilastigim her giigliigli asmamda bana yol
gosteren kiymetli hocam Prof. Dr. Sefa CELIK e, laboratuvar tibbi dalinda degerli
bilgilerini benimle paylasan, fikirlerinden her an yararlandigim degerli hocam Prof. Dr.
Tiilay KOKEN’e, tez hastalarimin segimi konusunda yardimlarini esirgemeyen Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal1 6gretim tiyesi degerli hocam Prof. Dr. Dagistan

Tolga ARIOZ’e, tiim ictenligimle tesekkiir ederim.

Tez yazim asamasinda en zorlu anlarda varligiyla beni cesaretlendirip devam
etmemi saglayarak olaganiistii sabir gosterip beni destekleyen sevgili esim Kiibra

Tugce SAVAS’a sonsuz kez tesekkiir ederim.

Laboratuvar egitimim boyunca biiyiikk calisma sevki gdosterip, her yerde
bulunmayacak {stiin is ahlakiyla g¢alisan, giiler yiiziinii eksik etmeyen samimi

biyokimya ailesine tiim kalbimle tesekkiir ederim.
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I. GIRIS VE AMAC

Endometriyum kanseri tiim diinyada goriilen jinekolojik kanserler iginde en sik
olanidir. Kadinlar iginde ise meme, akciger, kolorektal kanserlerden sonra doérdinci

sirada goriliir (1,2). Bes yillik sag kalim ise %75’in tstiindedir (3).

Endometriyum kanserinin erken taninmasi da diger tiim kanserlerde oldugu gibi
morbidite ve mortalite agisindan énemlidir. Ancak endometriyum kanseri igin yiksek
risk tasiyan vakalarin belirlenmesinde non-invaziv etkili bir yontem heniiz yoktur (2).
Gunumuzde tanida altin standart olarak transvaginal USG, endometrial 6rnekleme,
biyopsi ve dilatasyon-kiiretaj materyali kullanilmaktadir. Bu ydntemler invazif
girisimler olmasi sebebiyle komplikasyonlar1 da beraberinde getirebilmektedir (1).
Vakalarin biiylik ¢cogunlugu (%70) erken evrede anormal kanama gibi semptomlarla
teshis edilebilirken diger kismi1 da (%30) asemptomatik seyredip ileri evrelerde teshis
edilebilmektedir (1,2). Amacimiz endometriyum kanseri i¢in yiiksek risk tagtyan ancak
asemptomatik olan vakalar1 ve tedavi sonrasi rekiirrensleri non-invazif yéntemlerle

hizli bir sekilde taniyabilmektir.

Hem asemptomatik hem de endometriyum kanseri icin yiiksek risk tasiyan
vakalar1 non-invaziv olan yontemlerle belirlemek i¢in son yillarda serumda 6lgiilebilen
bazi yeni belirtecler ortaya ¢ikmustir (1-3). Ozellikle doku ve serumda olcilebilir
seviyede oldugu gosterilmis miRNA’lar bu konuda umut vadetmektedir (4,5). Bu
caligsmada, yeni belirteclerden miRNA-9 ve miRNA-186"nin doku ve serum diizeyinde
Olgtimleri ile son yillarda ortaya ¢ikip potansiyel timor belirte¢ 6zelligi olan serum
insan Epididimal protein-4 (Human Epididymal Protein 4, HE-4) ve akut faz
proteinlerinden olan serum kalprotektin seviyelerinin karsilastirilip endometriyum
kanseri i¢in yiiksek risk tasiyan vakalarin belirlenmesindeki performansini belirlemek

amagclanmustir.



Il. GENEL BiGILER

2.1. UTERUS ANATOMISI

Uterus, pelvis boslugunda, onlinde mesane, arkasinda rektumun yeraldigi bir
organdir (6). Uterus boyutu yas ve hormonal faktorlere gore degiskenlik gosterir.
Erigkin nulliparlarda (dogum yapmamis) 8 cm uzunlugunda, 5 cm genisgliginde ve 2,5
cm kalinliginda olup, 60 gram agirhigindadir (7). Uterus anatomik olarak fundus,
korpus, istmus ve serviks olmak tizere dort bolimde incelenir (8). Fundus, uterusun en
iist boliimiidiir ve tuba uterinalarin uterusa agildiklar seviyenin iizerinde kalir. Korpus,
uterusun esas parg¢asi olup tuba uterinalarin uterusa agildiklart seviyeden istmusa kadar
uzanir. Istmus serviks ve korpusu birlestiren kisimdir (6). Serviks, vajinada sona eren
uterusun son bélimadur. Uterus icindeki alan kavum uteri olarak isimlendirilir. Kavum
uteri Ustte fallop tupleri vasitasi ile periton bosluguna, altta servikal kanal vasitasi ile
de vajinaya agilir. Servikal kanalin uterus bosluguna agilan bolimi internal os,
vajinaya agilan bOlumu ise eksternal os olarak isimlendirilir. Uterus, uterovesikal
¢ikmazla mesaneyle, douglas ¢ikmazi ile de ileum ve kolon ile komsuluk yapar. Her
iki yanda ligamentum latum uteri, a.v. uterina ve uUreterler ile komsuluk yapar (Sekil
1).

Uterusu tesbit eden bes adet bag mevcuttur. Ligamentum latum uteri; uterusun
etrafimt saran peritondan meydana gelir, uterusu pelvisin i¢ yan duvarlarina asarak
paryetal periton olarak devamlilik gdsterir. Ligamentum rotundum (ligamentum teres
uteri); uterusun yan taraflarindan baslayip inguinal kanaldan gecerek labium majore
uzanir. Ligamentum kardinale (Mackenrodt bagi) serviks ile vajinanin iist kismini
pelvis i¢ yan duvarlarina baglayan fibromiiskiiler dokudan yogun olan pelvik fasyanin
bir bolumudur. Ligamentum uterosakrale, serviks ve sakrum arasinda uzanan

fibromuskuler dokudur. Ligamentum puboservikale uterusu alttan destekler (6).

Uterus bilateral a.iliaca interna dali olan uterin arter ve a. abdominalis dali olan

a. ovarica ile beslenir. Uterin ven, arterlere eslik ederek v.iliaca interna’ya dokulur (6).



Fundusun lenf drenaji a. ovarica ile seyrederek L1 vertebra hizasinda paraaortik
lenf nodlarina drene olur. Korpus ve serviks lenfatikleri ise internal ve eksternal iliak
lenf nodlarina drene olur (6). Bazi lenf damarlar1 da ligamentum rotundum boyunca

devam ederek stperfisyel inguinal lenf nodlarina drene olur.

Uterus sempatik lifleri T12 ve L1'den, parasempatik lifleri de S2-S4'den gelir (6).
Sempatik innervasyon uterusta ve damarlarinda kasilma, parasempatik lifler ise gevsemeye

neden olurlar.

fallop tipi yumurtalik asici bag
i

yumurtalik bag dokusu

ampiulla fundus

hunik yap

| _édumetﬁvum
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vajina Uterosakral bag

Sekil 1. Uterus anatomisi (8).

2.2. UTERUS HiSTOLOJISI
Uterus duvari nispeten kalin olup, ii¢ tabakadan meydana gelir. En digta bulunan
uterus bolimine tunika serosa, ortadaki kalin kas tabakasi tunika muscularis

(miyometriyum) ve en i¢teki mukoza tabakasi tunika mucosa (endometriyum) dir.



» Tunika serosa (Perimetrium):

Uterusu Orten periton, arkada korpus ve serviksin supravajinal kismini, 6nde ise
yalmizca korpusu orter. Ince bir bag dokusu ile desteklenmis, tek sira mezotel
hicrelerinden ibarettir.

» Tunica muscularis (Miyometriyum):

Uterus yapisinin biiyiik bir kismini1 olusturur. Diiz kas tabakasindan olusan
uterusun en kalin tabakasidir. Kas demetleri arasinda kan damarlar, lenf damarlar ve
sinirlerden zengin bir bag dokusu vardir. Serviksteki kas lifleri korpusa nazaran daha
fazla kollajen ve elastik fibril icerir (4). Gebelik doneminde, kas liflerinin hacmi ve
kitlesi artar. Bu tabaka dogumda kuvvetli kontraksiyonlar olusturarak fetiistin disar1
atilmasini saglar.

» Tunica mucosa (Endometrium):

Uterusun mukozasi tuba uterina’larin fimbrialarinin bulundugu uca kadar uzanur.
Altta da vajinanin mukozasi ile devam eder. Endometrium, epitel ile basit tiibililer
bezler iceren lamina propriadan olusur. Epitel tek katli prizmatik olup silyali hiicreler
ile sekretuar hiicrelerden olusur. Lamina proprianin bag dokusu fibroblastlardan
zengindir. Endometrium, ovaryan siklus nedeniyle devamli degisir. Siklus boyunca

proliferasyon, deskuamasyon ve rejenerasyon evrelerinden gecer (9).

2.3. UTERUS FIZYOLOJISI

Endometriumun baslica islevi, ge¢ blastokist donemindeki zigotun gémulmesi
i¢in ortam hazirlamak ve plasentanin anneye ait olan kismini olusturmaktir. Ovaryum
siklusu ile es zamanda ve ovaryumdan salgilanan hormonlara bagli olarak

endometriyum, yapisal ve islevsel degismeler gosterir.

Normal menstriiel siklusun ger¢eklesebilmesi igin hipotalamus, hipofiz, overler
arasindaki hormonal iligkiye ve bu hormonlarin etkilerini gosterebilmeleri i¢in normal
anatomik gelisim gosteren endometriyum, serviks ve vajene ihtiya¢ vardir.
Hipotalamus’dan pulstatil olarak salgilanan GnRH, adenohipofizden FSH ve LH

salinimini uyarir. FSH folikiil gelisimini uyarirken graniilosa hiicrelerinden de 6strojen



salimimini uyarir. LH ise teka hiicrelerinden androstenedion sentezlenmesini saglar ve
pik yaparak olgunlagan folikiiliin yirtilmasini saglayarak ovumun atilmasini saglar.
Daha sonra yirtilmis folikiiliin korpus luteuma dontiisiip progesteron sentezlemesini
saglar. Bu hormonal degisimler sirasiyla ovaryuma gore folikiiler ve liiteal fazlari ifade
eder. Bu fazlar endometriyumda ise proliferatif ve sekretuvar fazlara karsilik gelir.
Normalde endometriyum iki tabakadan olusur (Sekil 2);
» Zona fonksiyonalis: Her menstriiasyon sonrasi dokiilen endometriyumu ifade
eder. iki tabakadan olusur, pars kompakta ve pars spongiosa.
» Zona basalis: Endometriyumun en derin tabakasidir. Menstriiasyon esnasinda
dokilmez. Menstriiasyondan sonra dékilen endometriyumun rejenerasyonu

icin bu tabakada proliferasyon olur.

Menstriiasyon dongusl boyunca endometriyumdaki degisiklikler dort faza ayrilir (10);

> Proliferatif Faz: Ostrojenin etkisi ile endometriyal glandlar prolifere olur.

Ostrojenlerin en potent formu 17p estradiol bu donemde bezlerde meydana

gelen proliferasyondan ve progesteron reseptdr sentez artisindan sorumludur.
Psodostratifikasyon bu donemde meydana gelir.

» Sekretuar faz: Ovulasyon sirasinda salgilanan progesteron etkisi ile endometrial
glandlarda glikojen sekresyonu ve stromal Odem gelisir ve glikojen
depolanmasina bagl subniikleer intra stoplazmik vakualizasyon meydana gelir.
Eger blastokist implante olursa enerji kaynagi bu glikojenden saglanir.

» Desidual faz: Eger gebelik meydana gelirse korpus luteum dejenere olmaz ve
progesteron salgilamaya devam eder. Yiiksek doz progesteron endometriyumda
stromal hucrelerde desidual reaksiyona neden olur. Gebelik endometriyumuna
desidua denir. Hormonal olarak ¢ok aktiftir. Ozellikle sentezledigi prolaktin ile
amniyon sivisinin sivi-elektrolit reglilasyonunda gorevlidir.

» Menstriiel faz: Progesteronun ¢ekilmesi ile spiral arterlerde olusan vazospazm
sonucunda endometriyum fonksiyonel kisminin iskemik nekroza bagh

dokalmesidir (9)
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Sekil 2. Menstriel Siklus (10).

2.4. ENDOMETRIYUM KANSERI

2.4.1. EPIDEMIYOLOJI

Endometriyum kanseri (EK), tim kanserler i¢inde en sik on besinci (sekil 3),
kadinlarda dordiincii, jinekolojik kanserler i¢inde ise en sik goriilen malignite olup,
major morbidite ve mortalite sebebi olmasi yoniiyle kadin hayatinda oldukca dnemli
bir yere sahiptir (11). insidans bolgeler arasinda farklilik gostermekle birlikte diinya
capinda 2018 yilinda yaklasik 382.069 yeni vaka tani almistir (Sekil 3)(12).
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Sekil 3. Diinyada her iki cinsiyete ait kanser insidanslar: (12).

Dinyada, 2018 Globocan istatistik verilerinde insidans 8.4/100.000, mortalitesi ise
1.8/100.000 olarak belirtilmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Dunyada Uterin korpus kanser insidans ve mortalite oranlar (12).



Turkiye’de ise 2018 Globocan verilerine gore genel olarak yeni kanser vakalari
say1s1 210.537 olarak belirtilmistir (Sekil 5).

Akciger
34.703 (%16,5)

Meme
22.345 (%10,6)

Diger kanserler

103,093 (%49) Kolorektal

20.031

Prostat
17.332

Tiroid
13.033 (%6,2)

Total
210,537

Sekil 5. Tirkiye'de kanser dagilimi (13).

Uterin korpus kanseri olarak yaklasik 5463 yeni vaka tan1 almstir (Sekil 6) (13).

Meme
22.345 (%24.4)

Diger kanserler
39,503 (%43,1)

Tiroid
100,563 (%11,5)

Kolorektal
8,843 (%9,3)

Akciger Korpus Uteri
5,298 (%5,8) 5.463 (%6)

Total
91,655

Sekil 6. Tiirkiye'de kadinlarda kanser dagilimi (13).



Tiirkiye Halk Sagligi kurumunun 2016 yili verilerine gore ise uterin korpus

kanserleri tilkemizde kadinlarda en sik gorilen kanserlerden 4. sirada olanidir (sekil 7).

Meme 24.8
Tiroid

Kolorektal

Uterus Korpusu

Trakea, Akciger ve Brong
Mide

Over

Non-Hodgkin Lenfoma

Uterus Serviksi

Beyin, Diger Sinir Sistemi

Sekil 7. Turkiye’de kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiirti dagilimi (%).

Endometrium kanseri esas olarak perimenopozal ve postmenopozal yillarda
kadinlar etkiler ve en sik 50-65 yas arasi kadinlarda teshis edilir (14) . Bununla birlikte
bu kanserler lireme ¢aginda gen¢ kadinlarda da gelisebilir. Olgularin yaklasik %35'ine
40 yasindan kiiclik kadinlarda ve yaklasik %10 ile %15'ine 50 yasindan kiigiik
kadinlarda teshis konur (15). 50 yas altinda tani alan kadinlar senkron yumurtalik

kanseri olma riski altindadir (16).

2.4.2. ETYOLOJI VE RiISK FAKTORLERI

Geng¢ premenopozal kadinlarda goriilen tipte ¢ogunlukla ekzojen veya endojen
kaynakli karsilanmamis Ostrojen Oykiisii vardir. Bir¢cok calismada da Ostrojen
kullaniminin endometriyum kanser riskini arttirdigi ve bu riskin Ostrojen dozu ve
kullanim siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir (17,18). Bu tlimorler hiperplastik
endometrium zemininden kaynaklanip endometrial karsinoma doniisiir. Bu tiir dstrojen
bagimli tiimorler daha iyi diferansiyedir ve prognozlart daha iyidir. KOtl prognostik

subtipler, dstrojen kullananlarda daha az siklikta goriiliir. Ostrojen bagimsiz tiiméorler



ise postmenapozal, yash kadinlarda daha sik goralir. Bu tip timorlerin endometrial
hiperplazi ile iliskisi olmadig1 gibi atrofik endometrium zemininden de
kaynaklanabilir. Genellikle az diferansiye olup, kotli prognoz gosterirler. Nulliparite,
obezite ve ge¢c menopoz klasik olarak endometrium kanseri ile iliskili olarak bilinir.
Nullipar ve obez bir kadin ge¢ menopoza girmigse endometrium kanseri (EK) gelisme

riski artar (19,20). Endometrium kanserli hastalarin yaklasik dortte biri nullipardir.

Obezite endometrium kanseri yonunden major bir risk faktori olarak
belirlenmistir. Obezite 6zellikle postmenapozal kadinlarda adrenal ve over kaynakli
androstenediondan Ostron olusumu ve periferik yag dokuda androjenlerin ostradiole
aromatizasyonu sonrasi 0strojen sentezini arttirarak risk artisina sebep olur (21,22).
Ayn1 zamanda viicut agirhigr arttikca seks hormon baglayicit globiilin (SHBG)
seviyeleri azalir ve proteine bagli olmayan aktif Gstradiol'un seviyesi artar. BOylece
progesteronla karsilanmamis 0strojen miktarinda artisa sebep olarak EK riskinde artisa
neden olmaktadir (23). Ayrica, obez kadinlarda yiiksek insiilin seviyesinin mitojenik

ve hiicre 6liminu engelleyici etkisi, artmis EK riski ile iliskili bulunmustur (24).

Polikistik over, fonksiyone over timarleri, ge¢ menopoz gibi uzun siire dstrojen
maruziyeti durumlarinda endometrium kanseri riski artar. Kronik anovulasyona sebep
olan Polikistik over sendromu ve tiroit fonksiyon bozukluklar: da endometrium kanseri

igin risk tasir (25).

Beyazlarda insidans siyahilere gore daha fazladir, ancak prognoz daha iyidir.

Siyahilerde genellikle 70 yasindan sonra goriiliir ve ¢cogunlukla kotii prognozludur
(26).

Diyabet de endometrium kanseri ile iligkili olarak bilinir. Endometrium kanserli
hastalarin %40’1nda diyabet vardir. Diger faktorler kontrol altina alindiginda diyabetik

hastalarda endometrium kanseri rolatif riski 2,8’dir (27).
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Tamoksifen meme dokusunda Ostrojenin etkisini azalttigindan meme
kanserinde adjuvan tedavi olarak kullanilan selektif 6strojen reseptor modiilatoriidiir.
Meme dokusunda Ostrojenin antagonisti, endometrial doku ve kemikte ise Gstrojen
agonisti gibi davranarak EK riskini 2-3 kat arttirdig1 gosterilmistir (28).

Endometriyal hiperplaziler kansere Oncii olabilen ve karsilanmamis Ostrojen
etkisi sonucu ortaya ¢ikan ve patolojik inceleme ile tani1 konan bir durumdur. Bunlar
basit atipisiz, kompleks atipisiz, basit atipili, kompleks atipili olmak zere Diunya
Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 4 siifa ayrilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Endometriyum hiperplazilerinin kansere ilerleme ihtimali

Subtipler Kansere ilerleme ihtimali (%)
Basit hiperplazi 1
Kompleks hiperplazi 3
Basit atipik hiperplazi 8
Kompleks atipik hiperplazi 29

Atipik endometrial hiperplazi bulunan hastalarda endometrium kanser riski
8-29 kat artar (29). Birinci derece akrabalarda EK varligi, EK riskini arttirmaktadir
(30). Endometriyum kanserinin genetik predispozan hastaliklarin basinda herediter
non poliposiz kolorektal kanseri (HNPKK) gelmektedir. Otozomal dominant gecen
HNPKK Lynch 2 sendromu olarak da bilinmektedir. Lynch 2 sendromu EK’nin %2-
5’inde mevcuttur. Lynch 2 sendromu DNA mismatch tamir genlerindeki bir mutasyon
sonucu meydana gelir (31). Mismatch tamirine katilan Mut L homolog 1 ve 2 (MLH-
MLH2) genlerinin mutasyonlari, Lynch Sendromunun temel sebebidir. Mutasyona
ugrayan diger genler ise Mut S homolog 2 ve 6 (MSH2-MSH6) ile mayoz sonrasi
ayristiric protein 2 (postmeiotic segregation increased 2-PMS2) olup bunlar da yanlis
eslesme tamir mekanizmasinin genleridir (32). Lynch 2 sendromlu bir kadinda yagam
boyu EK gelisme riski %27-71 arasindadir (30). Endometriyal kanserle yumurtalik
kanseri es zamanli gelisirken, kolon kanseri erken gelisir (33). Meme kanser antijen 1
ve 2 (Breast Cancer antigen 1,2-BRCA1,BRCA2) genlerinin mutasyon tasiyicilar

artmis meme ve over kanser riskine sahiptir, fakat endometriyal kansere yol agmadigi
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bildirilmistir (32). Cowden Sendromu, tiimor baskilayici bir gen olan protein tirozin

fosfataz ve tensin homolog gen (PTEN) mutasyondan kaynaklanmaktadir (34).

PTEN fonksiyonunun kaybi ile PI3k/Akt/mTOR yolag:1 yeniden diizenlenir ve
hiicre gelisimine sebep olur (35). Otozomal dominant kalitimli Cowden Sendromu
endometriyal kansere yol agabilir. Bu sendromu tastyan kadinlarin endometriyal kanser
riskinin % 5-10, etkilenmeyen kadinlarin endometriyal kanser riskinin ise % 2-3
oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (33). Endometriyal kanserde p53 yolagi
da baskilanmig veya fazla aktive edilmistir. Stres altindaki hiicrelerde tepki olarak
aktiflesen p53 sinyal yolagi, DNA tamiri ve hiicre siklusunun durdurulmasini ayrica
apoptozu da baslatip timor olusumunun baskilanmasini saglamaktadir (36). p53
mutasyonu ya da fazla ekspresyonu sonrasi islevsel olmayan p53 proteinleri hicre
icinde birikerek islevsel p53 proteinlerinin inhibitoru gibi davranir, bu durum kanser
hiicrelerinde apoptozun engellenmesine sebep olur (37). Mutant p53’ltn fazla
ekspresyonu ile kanser daha da agresiflesir (38). Her2/neu insan epidermal buytime
faktor reseptort (EGFR) tirozin kinaz ailesinden bir transmembran glikoproteindir.
EK’nin daha ¢ok ser6z tipinde goriilmekle beraber genel sag kalima olumsuz etki eden

bir risk faktoridur (39,40).

Biitiin bu risk faktorlerine ek olarak sigara kullanimi, dogum sayisi, fiziksel
aktivite, diyet, dogum kontrol haplari ve progesteron iceren hormon replasman
tedavileri EK riskini azaltmaktadir. Sigara kullanimi1 postmenapozal kadinlarda EK
gelisimini azalttigina dair veriler bulunmaktadir. Bu etki 6strojenlerin karacigerdeki
metabolizmasini artirarak ostrojeni azalttigi i¢indir (41). Yapilan ¢ok sayida ¢aligmaya
gore kombine oral kontraseptif (OKS) kullanimi endometrium kanseri gelisme riskini
azaltir. Belli bir siire OKS kullanan kadinlarda hi¢ kullanmayanlara gore endometrium
kanseri gelismesinde rolatif risk 0,5 olarak bulunmustur. OKS kullaniminin koruyucu
etkisi kullanimdan 1 yil sonra baslar ve kestikten 15 yil sonraya kadar devam
etmektedir (15). Non steroid antiinflamatuar (NSAII) ilaglar siklooksijenaz enzim

inhibisyonu yaparak prostoglandin dretimini ve inflamasyonu azaltir. Kronik
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inflamasyonun karsinogenez uzerindeki etkisi ise kronik inflamasyon sonucunda
ortaya ¢ikan sitokinlerin hiicresel cevabi baskilamasi ve anjiogenezi artirmasi ile
aciklanabilir (39)(40). Fiziksel aktivite ile EK riskini azaltmasi; kilo kaybi, SHBG
dizeylerinin artmasi ve aktif dstrojen seviyelerinin azalmasi ile agiklanabilir (Tablo

2)(42).

Tablo 2. Endometriyum kanser risk faktorleri

Risk arttiranlar

. Obezite

. Diyabet

. Nulliparite

. Disiik parite

. Erken menars, Ge¢ menopoz (52 yas sonrasi)
. Progesteronla birlikte olmayan Ostrojen kullanimi
. Alile dykisu

. Hayvansal yag alimi

. Anovulatuar infertilite

10. Ostrojen salgilayan tiimérlerin varlig

11. Tamoksifen kullanimi1

Risk azaltanlar

1. Ovulasyon

2. 49 yas 6ncesi menopoz
3. Progesteron terapisi

4. OKS

5. Multiparite

6.Sigara

OQoo~NAANWnNDWN PR

2.4.3. KLINIK

Anormal vajinal kanama, endometriyal hiperplazinin en sik goriilen
semptomudur. Bazen vajinal akint1 ve pyometra ile de birlikte olabilen anormal vajinal
kanama, EK’li hastalarin yaklasik %90’inda goriilebilmektedir. Geng hastalarda
hiperplazi anovulatuar dongiiler sirasinda gelisebilir ve hatta uzamis oligomenore veya
amenore ddénemlerinden sonra bile tespit edilebilir. Ureme yillarinda herhangi bir
zamanda ortaya cikabilir ancak ¢ogunlukla perimenopozal donemde goriiliir (15).
Vakalarin ¢ogu, diizensiz vajinal kanamaya bagl olarak erken tan1 almaktadir. Ancak,
ileri evre hastalikta, belirtiler over kanserindeki gibi, abdominal gerginlik, pelvik ya da

abdominal agr seklinde olabilmektedir (11). Uzak organ metastazi ise %9 oraninda
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goriiliirken, komsu organlara ve lenf noduna metastaz %21 oranindadir (43).

Bir kadinin 6mri boyunca EK gecirme ihtimali %2-3 olarak bilinmektedir (44).
Bes yillik sag kalim ise erken evre hastalarinda %90 civarinda iken, ileri evrede bu

oran %20'ye diismektedir (45).

2.4.4. TANI

Endometriyum kanseri tanisinda anamnez ve fizik muayene bulgular1 6nemlidir.
Hastalar genelde kanama ile basvurdugundan pelvik muayenede normal degerlendirilir
ve ileri inceleme ile genelde erken evrede tani alirlar. Pelvik muayenede ozellikle
servikal tutulum, vajinal metastaz ve adneksiyal tutulum degerlendirilmelidir.
Anamnezde endometrial risk faktorleri ve ailede endometriyum, over ve meme kanseri
varlig1 sorgulanmalidir. Genellikle ilk olarak pelvik veya transvajinal ultrason
goruntuleme (USG) ile uterusun yapisi, endometriyum kalinhigi degerlendirilip
anormal uterin kanamaya neden olabilecek diger patolojiler dislanabilir. EK’nin kesin
tanis1 genellikle pipelle endometriyal Ornekleme ya da dilatasyon-kiretaj ile
endometriyal biyopsi veya histerektomi materyalinin patolojik incelenmesi ile konur
(46,47).

2.4.5. SINIFLANDIRILMASI

Endometriyum kanserleri farkli histolojik 6zellikler sergilemesine ragmen,
%95’den fazlas1 iki ana gruba ayrilabilmektedir (48). 1983 yilinda Bokhman tarafindan
ileri strulen ve giiniimiizde de kullanilan siniflandirma sistemine gore endometriyum
kanseri, histolojik ve molekuler 6zelliklerine gore iki tipe ayrilmistir; Endometrioid
adenokarsinomlar olarak ifade edilen tip 1 ve non-endometrioid adenokarsinomlar
reseptorii bulunmasive prognoz gibi 6zellikler agisindan farklidir (50). Ostrojenik
stimulus ile iliskili oldugu bilinen tip 1 tiimdr olusumu, premenopozal ya da

perimenopozal dénemde daha siktir; risk faktorleri arasinda Ostrojene maruziyetin
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oldugu infertilite, obezite, anovulasyon, ge¢ menopoz gibi durumlar mevcuttur (51).
Endometriyum kanserlerinin  %80’ini temsil eden tip 1 tumorleri; skuaméz
diferansiasyonun birlikte oldugu veya olmadigi adenokarsinomlar olusturur ve

genellikle iyi diferansiye tumorlerdir.

Tablo 3. Endometriyum kanserlerinin Bokhman siniflamasi

Tip 1 Tip 2

iliskili klinik 6zellikler Metabolik sendrom: obezite, --
hiperglisemi, hiperlipidemi ve
artmig Ostrojen diizeyleri

Tumdral grade Dusiik Yiksek
Hormon reseptor ekspresyonu Pozitif Negatif
Histoloji Endometrioid Non-endometrioid
(serdz, berrak hiicreli
karsinom)
Genomik stabilite Diploid, Mikrosatellit instabilite Andploid
sik (%40)
TP53 mutasyonu Yok Var
Prognoz Iyi (5-yillik toplam sag kalim Kot (5-yillik toplam
%85) sag kalim  %55)

Tip 1 endometriyal tiimorlerin; basit endometrial hiperplazi ile baslayarak,
ardindan kompleks atipik hiperplazi ve endometriyal intraepitelyal neoplazi
formasyonu olustugu ileri sirilmektedir (50). Tip 1 endometrial kanserlerin tanisi
siklikla erken evrelerde konulur ve prognozu iyi olarak belirtilmektedir (52). Tip 2
olan non-endometrioid tumorler, endometriyum kanserlerinin %10-20’sini olusturur.
Histolojik subtipleri arastirildiginda biiyiik gogunlugu uterin papiller serdz karsinom
ve berrak hiicreli karsinomdan olusur. Atrofik endometriyumdan ttreyen lezyon olan
endometrial glandular displazi formasyonu gorulmektedir (50). Tip 2 timdorler malesef

ge¢ donemde tan1 almaktadir ve k6t prognoza sahiptir (53).
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Tip 1 EK’nin %20’sinin niks etmesi ve tip 2 kanserlerin de %50’sinde niks
goriilmemesi nedeniyle bu siniflamanin prognostik degeri sinirlhidir. Ayrica EK’nin
%15-20’s1 yiiksek gradeli lezyonlardir ve bu smiflamaya gore hangi tipe uydugu
belirsizdir (54). Diinya Saghk Orgiiti’nin 2014 yihindaki smiflamasmna gore
endometriyum kanseri mikroskobik yapilarina gore 9 histolojik siifa ayrilmaktadir
(Tablo 4)(55).

Tablo 4. Endometriyum kanserlerinin histolojik siniflamasi

1. Endometrioid adenokarsinom
Skuamdz diferansiasyonlu varyant
Villoglandiiler varyant
Sekretuar varyant
Silli hiicreli varyant

. Misin6z adenokarsinom

. Serfz adenokarsinom

. Skuamdz hucreli karsinom

. Berrak hucreli adenokarsinom

. Mikst hiicreli adenokarsinom

. Kuiguk hiicreli karsinom

. Transisyonel hiicreli karsinom

. Undiferansiye karsinom

O©CoOoO~NO O, WN

Daha once de bahsedildigi gibi endometriyum kanserleri farkli histolojik
Ozellikler sergilemesine ragmen, %95’den fazlasi iki klinikopatolojik gruba
ayrilmaktadir (48). Bu simiflamaya gore kanserin klinik O6zellikleri, davranisi ve

prognozu éngorilebilmektedir.

2.4.6. EVRELEME

Endometriyum kanser evrelemesinde FIGO evreleme sistemi kullanilmaktadir.
I1k olarak 1970 yilinda yapilan evrelemede pre-operatif olarak degerlendirilen vakanin
endometriyum biyopsi ve fizik muayene bulgularina gére evreleme yapilmistir.
Yapilan ¢alismalar bu klinik evrelemenin yetersiz oldugunu gostermistir (56). Uterus
kanserlerinde cerrahi ve patolojik evreleme kriterleri iceren FIGO evreleme sistemi
2009 yilinda revize edilmistir (Tablo 5)(57). Peritoneal sitoloji FIGO 2009 evreleme
sisteminde bulunmamasina ragmen prognozu etkilemesinden dolay1 yapilmasi

Onerilmektedir (58,59).
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Tablo 5. FIGO 2009 Endometriyum kanser evrelemesi

Evre | Uterin korpusta sinirli timéor
1A Myometriyal invazyon yok ya da %50’den az invazyon
IB Myometriyal invazyon %50 ya da daha fazla
Evre Il Servikal stromal tutulum *
Evre 1l Seroza, adneks, vajina veya parametriyum tutulumu
1A Timor uterin serozaya ulasmis ve/veya adnekslerde tutulum mevcut
1B Vajinal ve/veya parametriyal tutulum mevcut
lnic Pelvik ve/veya para-aortik lenf nodlarina metastaz
Inc1 Pelvik lenf nodu tutulumu
nic2 Pelvik lenf nodu tutulumu olsun ya da olmasin para-aortik lenf nodu
Evre IV Mesane ve/veya barsak mukozasi tutulumu ve/veya uzak metastaz
IVA Mesane ve/veya barsak mukozasi tutulumu
VB Uzak metastaz (Intra abdominal metastaz ve/veya inguinal lenf nodu

Biitiin evreler i¢in tiimoral grade 1,2. ya da 3lolai)i1.ir..“* Sadece endoservikal bez tutulumu evre I olarak degerlendirilmelidir.
Sitoloji pozitifligi evreyi degistirmez, ayr1 olarak belirtilmelidir.

2.4.7. HISTOLOJIK GRADE DEGERLENDIRMESI

Endometrial kanserlerin %80°i endometroid tiptir. Bu timdrler, normal
endometrial bezlere benzeyen bezlerden olusur. Farklilasmalar1 azaldikga solid alanlar
fazlalasir, glandiiler formasyon azalir, sitolojik atipi artar. EK grade degerlendirme
sistemi Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu (International Federation of
Gynecology and Obstetrics-FIGO)’nun 3 basamakli sistemidir. Solid alanlar timarin
%35’inden azini olusturuyorsa grade 1, solid alanlar tiimoriin %5-50’1ni olusturuyorsa
grade 2, %50°den fazla solid alan iceriyorsa grade 3 olarak tanimlanmaktadir. Grade
artikga prognoz kotiilesir. Histolojik grade degerlendirmesi sadece endometrioid ve
miisindz tiplere uygulanir. Ser6z, yassi hiicreli, berrak hiicreli, farklilasmamig
endometriyum kanserlerinde grade degerlendirmesi yapilmaz. Bu tip tiimorler grade 3

olarak tanimlanmaktadir (60)(61).

2.4.8. PROGNOZ
Endometriyum kanserinin prognozu genellikle olumludur. EK’nin ¢ogu (%75)

erken evrede (FIGO evre I ya da II) tan1 almaktadir ve bunlarda 5-y1llik sag kalim %74-
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91 arasinda degismekteyken; bu oran evre III hastalik i¢in %57-66, evre IV hastalik
icinse %20-26 arasindadir (62). EK’de en 6nemli prognostik faktor evre olmasina
ragmen yasam siiresini ve rekiirrensi belirleyen c¢esitli prognostik faktorler
tanimlanmustir (Tablo 6)(63). Bu faktorler degerlendirilerek radyasyon, kemoterapi,

hormon terapisi gibi uygun adjuvan tedavi seceneklerine karar verilir (60).

Tablo 6. Endometriyum kanserinde prognostik faktorler

Cerrahi Evre

Papiller serdz, Berrak hticreli, skuamoz tip
Yuksek histolojik grade

Myometriyal invazyon >1/2

Lenf Nodu tutulumu

Pozitif Peritoneal sitoloji

Adneksiyal tutulum

Isthmik-servikal tutulum
Intraperitoneal tiimor varlig:
Lenfovaskuler alan tutulumu

fleri yas

DNA anéploidinin artmast

Tiimér biytkligi >2 cm

Hormon reseptorlerinin negatif olmasi

FIGO ve TNM siniflamasinda yer almayan prognostik faktorler; grade, histolojik
alt tip, yas, primer timor ¢ap1 ve lenfovaskuler saha invazyonu klinik ¢aligsmalarda niiks
acisindan riskli gruplari belirlemek i¢in aragtirilmis (56,63) ve risk siniflama sistemleri
olusturulmustur (Tablo 7)(64-66). Temelde benzer olan bu sistemlerin ayni kohortta
es zamanl karsilastirilmasi lizerine yapilan 2014 tarihli ¢calismada, Avrupa Medikal
Onkoloji Komitesi’nin modifiye sistemi, en belirleyici sistem olarak kabul gormiistiir
(67).
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Tablo 7. Calisma ve Dernek Kilavuzlarinda Yer Alan Risk Faktor Siniflamalarindaki Farkliliklar

endometrioid tip

LVSI olmayan Evre IB grade 1 ve grade 2 endometrioid
tip

IB grade 1 ve grade 2
endometrioid, Tip LVSI olmayan
evre IB grade 3 endometrioid tip

Diisiik Risk Orta Risk Yiksek-orta Risk Yiksek Risk
PORTEC 1 Grade 1 endometriyal ~ Endometriyal adenokarsinom Uterin faktorlere bagli >60 yas, grade 1 ya da 2 histoloji Evre  IlI-IV  hastalik
Adenokarsinom Evre olarak evre I Grade 1 histoloji ve >50% MI, Grade 2 ve >50% MI >60 yas, grade 3 herhangi bir evrede serfz
1A histoloji ve herhangi bir diizeyde MI, Grade 3 histoloji  histoloji ve <50% MI ya da berrak hicreli
ve <50% MI karsinom
GOG 99 Endometriyuma smirli <50 yas ve <2 patolojik risk faktéri* 50-69 yas ve <1 Herhangi bir yas ve 3 patolojik Grade ve histolojisine
gradel ya da 2 patolojik risk faktorii* >70 yas ve patolojik risk faktorii risk faktori 50-69 yas ve >2 bakilmaksizin Evre III-
endometrioid kanserler yok* patolojik risk faktorii >70 Yas ve IV hastalik herhangi bir
evre I1A >1 patolojik risk faktord * evrede serdz ya da berrak-
hicreli karsinom
SEPAL LVSI olmayan, evre IA  Evre 1A, grade 3 endometrioid adenokarsinom ile — Grade’ine ve LVSI olup
ya da IB endometrioid herhangi bir grade veya LVSI olsun/olmasin non- olmadigina bakilmaksizin
tip kanserler endometrioid karsinomat LVSI olan evre IB, grade 1-2 Evre I1I-IV hastalik
endometrioid adenokarsinom Grade’ine ve LVSI olup
olmadigma bakilmaksizin evre IB, grade 3 endometrioid
adenokarsinom Grade’ine ve LVSI olup olmadigina
bakilmaksizin Evre IC ve |l
ESMO Evre IA grade 1 ve EvrelA grade 3 endometrioid tip — Evre IB grade 3
grade 2 endometrioid Evre IB grade 1 ve 2 endometrioid tip endometrioid tip
tip Herhangi  bir  evrede
nonendometrioid hastalik
Modifiye LVSI olmayan, evre IA  LVSI olan evre IA grade 1 ve grade 2 endometrioid tip, LVSI olan evre 1A grade 3 LVSlolanevrelBgrade3
ESMO grade 1 ve grade 2 LVSI olmayan evre IA grade 3 endometrioid tip, endometrioid tip, LVSI olan evre endometrioid tip herhangi

bir evrede non

endometrioid hastalik

PORTEC 1=Endometriyal Kanserde Post-Operatif Radyasyon Tedavisi, GOG=Jinekolojik Onkoloji Grubu orta-risk endometriyal kanserlerde adjuvan radyasyon, LVSI=lenfovaskuler saha invazyonu,

MI=myometriyal invazyon, SEPAL=Endometriyal Kanserlerde Para-Aortik Lenfadenektominin Sagkalima Etkisi, ESMO=Avrupa Medikal Onkoloji Dernegi, *Risk faktorleri: grade 2 ya da 3 histoloji, pozitif LVSI, dig1/3
myometriyal invazyon. $Serdz adenokarsinom, berrak hiicreli adenokarsinom, ya da diger karsinom tipi.
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2.4.9. TEDAVI

Evre I endometriyal kanserli olgular i¢in standart cerrahi yaklasim total
histerektomi ve bilateral salpingooferektomidir (61). Ancak, orta-yiksek risk
endometrioid kanserde (evre IA G3 ve IB) lenfadenektomi ile birlikte tam bir cerrahi
evreleme Onerilmektedir (62,68). Evre Il endometriyal kanserde radikal histerektomi,
bilateral salpingooferektomi ve pelvik lenfadenektomi uygun bir yaklagim olarak
gorulmektedir (64,65). Evre Il ve IV endometriyal kanserli hastalarda mimkin
oldugunca maksimum cerrahi debulking (paraaortik lenfadenektomi dahil)
uygulanmalidir (66). Uzak metastazi olan olgularda da palyatif cerrahi bir segenek

olarak degerlendirilebilir (69).

Endometriyal kanserli olgularin ¢ogunu postmenapozal donem kadinlar
olustururken yaklasik %20 vaka reprodiiktif cagdadir. Iyi secilmis, baz1 geng hastalarda
overler korunabilmektedir (70). Cocuk istemi olan kadinlarda endometriyal
kanserlerde progestajenik ajanlar kullanilabilir. Ayrica progestajen tabanli tedavi alan
hastalarda, cerrahi tedavi yapilan hastalara gore niiks daha siktir ve bu yiizden hastalar

¢ok yakin takip edilmelidir (71).

Adjuvan radyoterapi; diisiik ve orta riskli hastalarda tartisilan bir konudur. Grade
1 ve 2 endometriyuma sinirli tiimorii olan kadinlar ¢ok iyi prognoza sahiptir ve diisiik
risk olarak degerlendirilirler. Bu hastalarda prognozun iyi olmasi nedeniyle adjuvan
tedavi genellikle ilk asamada diisiiniilmez (72). Direkt timore yonelik (Lokorejyonel)
niiks riskini azaltmaya yonelik uygulanan pelvik radyoterapi ile iligkili morbiditey1
azaltmak igin glnimizde orta-risk vakalarda vajinal brakiterapi yaygin olarak
kullanilmaktadir (73).

Adjuvan kemoterapi; ileri evre hastaligin (evre III ve IV) yonetiminde bas rolii

oynamaktadir.
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Kombine Radyoterapi ve Kemoterapi; Ileri evre hastalarda, orta-risk vakalarda
oldugu gibi genellikle multimodal tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Multimodal
tedavi, kemoterapinin sistemik etkilerini ve radyoterapinin tsttin lokal kontrol etkisini
birlestirmektedir (74).

Niiks hastalikta; Ozellikle pelvik niikst ya da tek bolgede metastatik hastaligi
olan vakalarda cerrahi ya da lokal radyoterapi, tedavi segene8i olarak
uygulanabilmektedir. Lokal tedaviye uygun olmayan niiks hastalar i¢in karboplatin-
paklitaksel kombinasyonu, paklitaksel-adriamisin-cisplatin kombinasyonu kadar etkili
ve ondan daha az toksik olmasi nedeniyle niiks hastalarda ilk tercih edilen

kombinasyon haline gelmistir (75).

2.5. TESTLERIN KLINIK KULLANIMI

Hastalik tanis1 koymak igin laboratuvardan elde edilen veriler kritik 6neme
sahiptir. Bundan dolay1 laboratuvar sonuglarini dogru yorumlamak klinikte teshis
koyarken veya teshisden uzaklasirken ciddi sekilde faydali olacaktir. Laboratuvar
sonuglarini dogru degerlendirmek igin ise laboratuvar testlerinin tanisal glicunin iyi
bilinmesi  zorunludur. Saglikli toplumdaki kisilerin olas1 hastalik agisindan
taranmasinda ve hastaliklarin tanisi ile takibinde testlerin performans karakteristikleri
onem tagimaktadir. Miimkiin oldugu kadar duyarli ve 6zgiil testlerin kullanimi, dogru
tan1 koymada biiylik yarar saglayacaktir. Bununla birlikte bir tani testinin duyarliligi
ve Ozgllliigli ne kadar yiiksek olursa olsun, goriilme siklig1 ¢ok diisiik olan
hastaliklarda kullanildiginda getirmis olacagi yarar siirli olacaktir. Bu nedenle
kullanilan testlerin uygulandig1 toplumdaki veya klinikteki hastalarin test oncesi

bulunma olasilig1 testin basarisin1 dogrudan etkilemektedir (76).

2.5.1. TANISAL DOGRULUK
Tanisal dogruluk, bir testin farkli saglik durumlarini dogru olarak ayirabilme
kapasitesidir. Tani testinin giicii, hasta ve saglamlar1 ayirmada kullanilan testin vermis

oldugu sonuclar ile ilgilidir. Bir testin teshisdeki degerini ifade etmek ic¢in bazi
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kriterlere ihtiya¢ duyariz. Bunlar; tanisal duyarlilik, tanisal 6zgiilliik, prediktif deger,
tanisal etkinlik gibi Kriterlerdir. Bir test kullanima girmeden 6nce bu gibi parametreler
belirlenmelidir; eger hastalikli ve saglikli durumu ayirma giicii yeterli degilse, test
yararl bir test degildir. Diger taraftan bir testin saglikli ve hastalikli durumu birbirinden
ayirma kapasitesi iyi olabilir, fakat hastanin tibbi bakimi yoniinden ¢ok degerli
olmayabilir. Testin uygulanis1 girisimsel olabilir, pahal1 olabilir veya Ustin bir teknik
donanim ve cihaz gerektirebilir. Maliyeti daha diisiik ve daha az invazif bir test ayn1
tanida benzer sekilde yardimci olabilir. Bundan dolay: tanisal yeterliligi iyi bir test

teshisde kullanim1 zor olmasi sebebiyle tercih edilmeyebilir (76,77).

2.5.2. DUYARLILIK (SENSITIVITE) VE OZGULLUK (SPESIFIiTE)

Duyarlilik testin hastaligi saptama giiciidiir ve hastaligi olanlarda test
pozitifliginin yiizdesi olarak ifade edilir. Duyarliligi %90 olan bir test hastalarin
%90’1nda pozitif sonug verirken %10’unda negatif sonu¢ verir (yanlis negatiflik).
Genel olarak duyarhilig1 yiiksek olan bir test herhangi bir taniy1 dislamakta yararlidir,
clinkii duyarhilig1 yiiksek bir testin yanlis negatifligi diisiiktiir. Diger bir ifade ile
duyarlilig1 yiiksek bir testin negatif ¢ikmasi hastaligi ekarte ettirebilir. Yuksek
duyarlilik hastalarin ¢ogunu saptarken, yiiksek ozgiilliikte saglam olanlarin ¢ogunu
saptar. Diger bir ifade ile tanisal duyarlilik gergekte hastalik bulunan kisilerde testin
pozitif olmasi, tanisal 6zgiilliik ise hastalik bulunmayan kisilerde testin negatif ¢ikma
durumunun bir 6l¢iistidiir. Bir test sonucunda dort olasilik vardir. Test pozitiftir ve olgu
hastaliklidir, test pozitiftir olgu sagliklidir, test negatiftir olgu sagliklidir, test negatiftir
ve olgu hastaliklidir. Bu dort durum degerlendirilip testin tanisal duyarlilik ve tanisal

Ozgiilliigi belirlenir (78,79).

Bir testin Ozgilligii (spesifite) hastalik olmadigini belirler ve hastalig
olmayanlarda test negatifliginin yiizdesi olarak ifade edilir. Bir testin 6zgiilliigii %90
ise hastalig1 olmayanlarin %90’1nda negatif sonug verir, %10’unda ise pozitif sonug

verir (yanhs pozitiflik). Genel olarak 6zgiilliigli yiiksek bir test taniyr dogrulamak
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bakimindan yararlidir ¢iinkii yanhs pozitifligi diisiik olacaktir. Diger bir ifade ile
Ozgiilligi ylksek bir testin pozitif ¢ikmasi hastaligi gosterir (78,79).

Herhangi bir hastaliga yonelik test duyarlilik ve 6zgiilliigiinii belirlemek i¢in test
bagimsiz bir altin standart test ile ya da hastanin ger¢ek hastalik durumunu tanimlayan

standart tan1 kriterleri ile karsilastirilmalidir (76).

Duyarlilik genel anlamda hasta olanlarin, 6zgiilliik ise saglam kisilerin dogru
olarak saptanmasi ile ilgilidir. Bir testin degerlendirilmesinde en onemli araclardan
biri, testin o hastalik icin duyarlilik ve 6zgiilliigiidiir. Bir testin verilen duyarhlik ve
0zgiilliikk degerleri, normal ve anormal test sonug¢larini ayirt etmek i¢in kullanilan analit
diizeyine (esik-kestirim deger) baglidir (80). Kestirim degeri diiserse duyarlilik artar

ama Ozgiilliik azalir, yiikseltilirse duyarlilik azalir ama 6zgiilliik artar (Sekil 8).

0.5 - .
Kestirim degeri

0.4 4

Saghkh Hasta

GN GP

0.3 4

0.2

0.1 - BY

A YP
0.0 e T T
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<
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Sekil 8. Test sonucunu hasta ve saglikli grup arasindaki kestirim degeri belirler. GN: Gergek Negatif,
GP: Gergek Pozitif, YN: Yalanci Negatif, YP: Yalanci Pozitif, (81).

Genel olarak bir laboratuvar testinin kabul edilebilmesi igin testin duyarlilik

ve Ozgiilliigiiniin %80’in Gstliinde olmas1 gerekir. %50 duyarli ve %50 6zgil olan
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bir testin yarar1 yoktur, test sonrasi hastalik olasilig1 yazi-tura atmak ile ayni sansa
sahiptir. Bununla birlikte testin duyarlilig1 ve 6zgiilliigliniin bilinmesi testin giictni
gosterse bile, test ile ilgili pozitif veya negatif ongdrii degerleri hastaligin o
toplumdaki goriilme sikligini da degerlendirmeye aldig1 i¢in testin giicli hakkinda

daha fazla bilgi vermektedir.

Duyarlilik ve 6zgilliik gibi veriler test hakkinda 6nemli bilgi vermesine ragmen,
test i¢in sinirh bir degeri vardir. Asil 6nemli olan bir testin pozitif ¢gikmasi durumunda
hastalik olma olasilig1 veya testin negatif ¢ikmasi durumunda hastaligin olmama
olasiligidir. Teshis koyma siirecinde duyarlilik ve 6zglllik verileri haricinde test
oncesi olasilik, test 6ncesi olma orani, olabilirlik orani, test sonrasi olma orani, test
sonrasi olasilik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger gibi diger parametreler

bize testin tanida kullanimu ile ilgili 6nemli yararlar saglar (82).

2.5.3. POZITIiF PREDIKTIiF DEGER (PPD)

Pozitif test sonucu olan bir kisinin gercekten hasta olma olasiligidir ya da pozitif
sonug veren bir testin hastaligi gésterme olasiligidir da diyebiliriz. PPD sonucuna goére
testin hastalig1 ayirt edebilme olasilig1 hesaplanabilir. Bu ylizden bazi kaynaklarda
presizyon orani olarak da adlandirilir. Hastaliklarin olma olasiliklar test bazinda
incelenecek olursa test Oncesi olasiliga prevalans, test sonrasi olasiliga ise PPD
diyebiliriz. Ornegin test oncesi bir kisinin tip 2 DM olma olasilig1 toplumdaki
prevalansa esittir ama aclik glukoz testi yapildiktan sonra testin PPD degeri kisinin

hasta olma olasiligim gosterir (78). iki sekilde hesaplanir (Tablo 8);

1. PPD=GP/GP +YP (GP: Gergek pozitif, YP: Yalanci pozitif)

2 PPD = (prevalans) (duyarlilik)
' (prevalans) (duyarlilik)+(1— prevalans) (1-o6zgiillik)

X 100
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2.5.4. NEGATIF PREDIKTIiF DEGER (NPD)

Negatif test sonucu olan kisinin gergekten saglam olma olasiligidir ya da negatif
olan bir testin sonucunun saglam kisileri gosterme olasiligidir. Béylece NPD sonucuna
gore testin saglam kisileri ayirt etme olasiligini hesaplayabiliriz. Bu ylizden tan1 amagl
degil de tarama amacl testlerde NPD’nin yiiksek olmasini beklenir yani yanlis

negatiflik diisiik olmalidir (78). iki sekilde hesaplanir (Tablo 8).

1. NPD =GN/GN + YN (GN: Gergek Negatif, YN: Yalanci negatif)

(1—prevalans) (6zgullik) 100

2. NPD = (1— prevalans) (6zgiillik) + (prevalans)(1—duyarlilik)

2.5.5. TEST ETKINLIGI
Testin toplam performansi hakkinda bilgi verir ve ne kadar etkin, verimli, gegerli
oldugunu gosterir, bazi1 kaynaklarda tanisal dogruluk olarak da tabir edilir. Gergek
pozitif ve gercek negatiflerin toplaminin tim ¢alisma grubu sayisina boliinmesi ile
hesaplanir (Tablo 8) (78). Eger prevalans: biliyorsak sensitivite ve spesifiteden de
tanisal etkinlik hesaplanabilir (78).
Tanisal etkinlik - (sensitivite)x(prevalans) + (spesifite)x(1-prevalans)

Tablo 8. Duyarlilik, 6zgiilliik, PPD, NPD, test etkinligi hesaplanmasi

Hastalik var Hastalik yok Toplam
Test Pozitif a b a+b
Test Negatif c d c+d
Toplam a+c b+d a+b+c+d
Duyarlilik : alatc
Ozgalluk : d/b+d

Pozitif Prediktif Deger : a/a+b
Negatif Prediktif Deger : d/c+d
Test toplam etkinligi  : a+d/ at+b+c+d

25



2.5.6. OLABILIRLIK ORANLARI

Test sonrast olasilig1 tahmin etmede, klinik agcidan daha kullanigl bir bagka 6l¢iit
olabilirlik oranidir. Pozitif ve negatif olabilirlik oranlar1 duyarlilik ve 6zgilliigiin
birlikte ifade edilmesidir. Tek basina duyarliliga veya tek basina 6zgiilliige gore testin
giicli hakkinda daha fazla bilgi verir. Yiiksek ve diisiik olabilirlik oranlari klinik tanida
hastaligin varligi veya yoklugu ile ilgili klinisyenin ciddi bir goriis olusturmasini saglar
(83). Bir test sonucu igin olabilirlik orani, hasta olanlarda gergeklesme olasiliginin,
hasta olmayanlar arasindaki gerceklesme olasiligina oranidir. Test sonucu pozitif veya
negatif olabilir. Bu nedenle bu iki sonug¢ ic¢in pozitif ve negatif olabilirlik orani

hesaplanmaktadir (84,85).

2.5.6.1. POZITIiF OLABILIRLIK ORANI (LR+)

Pozitif olabilirlik orani; Duyarlilik/1-Ozgiilliik seklinde ifade edilir. Bu oran
duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarini birlikte degerlendirerek bir test eger pozitif ise, testin
dogru pozitifliginin yanlis pozitiflige gore kag kat olas1 oldugunu gosterir. Yani test
pozitif ise gercek hasta tanilarinin, yanlis hasta tanilarina gore kag kat fazla oldugunu
gosterir. Olabilirlik oran1 hesap edilirken hastalik prevalansi hesaba katilmaz. Bir test
i¢in pozitif olabilirlik oranm1 ne kadar yliksek ise, test pozitif oldugunda hastalik

bulunma orani o kadar fazladir (86).

2.5.6.2. NEGATIF OLABILIRLIK ORANI (LR-)

Negatif olabilirlik orani; 1-Duyarlilik/Ozgulliik olarak ifade edilir. Gergekte
hasta olan bir kiside test sonucunun negatif ¢ikma olasiliginin, saglam olan bir kiside
test sonucunun negatif ¢ikma olasili§ina oranidir. Negatif olabilirlik oran1 1’den kiigiik
olmasi hasta insanlarda testin negatif ¢ikma olasiliginin hasta olmayan insanlarda testin
negatif ¢ikma olasiligindan daha disiik oldugunu gostermektedir. Genel olarak LR-
10’dan biiylik olmasi hastalik olasiligin1 kuvvetlendirirken, 0.1°den az olmasi ise

hastalik olmamasi olasiligini giiglendirir. Negatif olabilirlik orani birden ne kadar
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kiictikse, test negatif c¢iktiginda gercekten hastalik bulunmama olasiligi da o kadar

yuksektir (86).

Bu oranlar1 kullanarak test sonrasi olasiliklar hesaplanabilir. Bu sekilde
hastaligin goriilme sikligin1 da degerlendirerek o topluluk icin daha gercekei bir
hastalik olasilig1 hesap edilebilir (79).

Bire yakin olabilirlik oranlari testin hastalik tanisinda giiciinii zayiflatir ve yeni
test ihtiyact dogururken, ¢ok yiiksek veya ¢ok diisiik olabilirlik oranlar tan1 koymada
¢ok yardimei olur. Bu durumda tanmi giiglii olarak dogrulanabilir veya dislanabilir.
Genelde pozitif olabilirlik oranlart 10’un iizerinde ise testin tan1 koydurma giicti vardir
denebilir. Diger taraftan negatif olabilirlik oraninin da 0.1’den kii¢iik olmas1 tanin
dislanmasini saglayabilir. Olabilirlik oraninin 1 olmasi duyarlilik ve 6zgiilliigiin %50

oldugu anlamina gelir ki boyle bir testin hicbir yarar1 yoktur (78).

2.5.6.3. TEST ONCESI VE SONRASI OLMA ORANI

Glinlimiizde, klinik karar verme siirecinde, tani testleri ve goriintiileme
yontemleri, hastanin dykiisii ve fizik muayene bulgularinin 6niine ge¢mis ve agirhik
kazanmustir. Sadece tani testleri kullanilarak karar verilen Orneklere de rastlamak
mimkindir (87). Test Oncesi hastalik olasiligini hesaplarken, hekim, oykii, fizik
muayene sonuclari, kendi klinik tecriibesi ve hastalik prevalansini1 dikkate almalidir.
Bu durumda test Oncesi hastalik olasiligi hastalik prevalansindan az veya ¢ok
etkilenebilir. Test sonrasi hastalik olasiligin1 hesaplarken klinisyenin kullanacagi
birkag ara¢ vardir. Olabilirlik orani ve test éncesi olma oran1 (pre-test odds ratio)
kullanilarak toplum igerisinde gegerli test degeri i¢in hastalik bulunma olasiligini hesap
edilebilir. Bunun igin olabilirlik oranini test 6ncesi olma orani ile ¢arparak test sonrasi
olma oranini buluruz. Bulunan test sonrasi olma orani asagidaki formiil kullanilarak

test sonrasi olasilik hesap edilebilir. Test sonrasi olasilik ayn1 zamanda PPD’e esittir.
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Olabilirlik oranlart ile test sonrasi olasiligin bulunmasi, hastaligin varligiyla ilgili cok

daha giiclii bir kanit saglar.

Test sonras1 odds oran1 = Test dncesi odds oran1 *Pozitif olabilirlik oran1 (LR+)
Test sonrasi olasilik = Test sonras1 odds / Test sonrast odds + 1

Test sonrasit Odds = Test sonrasi olasilik / 1- Test sonrasi olasilik

Test Oncesi olasilik ya da prevalans hastaligin test sonrasi olasilig1 iizerinde
onemli etki gosterir. %90 duyarliligt ve 06zgiilliigii olan bir test kullanildiginda
hastaligin test dncesi olasiligina bagli olarak test sonrasi olasilik %8 ila %99 arasinda
degisebilir (Sekil 9)(79). Ayrica hastaligin test 6ncesi olasiligi azaldikga testin yanlis

pozitif verme olasilig1 artar (79).

A Test Onces
Olasilik
Test Sonrasi
Olasilik
Positive
test
| |
I | I
0 A 2 5 1
Hastalik Olasilig1
Test Oncesi Test Sonras1
B Olasilik Olasilik
Positive
test
I
| [ |
(o] 5 .69 1
Hastalik Olas1lif1
Test Oncesi Test Sonrast
Olasilik Olasilik
c
|
[ |
(0] .5 a8 1
a9
Hastalik Olas1lif1

Sekil 9. Test dncesi olasiligin test sonrasi olasilia etkisi (A ve C durumlarinda testin faydas: sinirli iken, en
fazla faydas1 B durumundaki gibidir.)
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2.5.7. BAYES TEOREMI

Bayes teoremi, daha 6nce elde edilen bilgilere yeni bilgiler eklendikten sonra bir
durumun olasiligini hesaplamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Temel teorem genellikle
asagidaki gibi yazilir:

P (D/R) = P(R/D) x P(D) / P(R)

(D: Hastaligin goriilme ihtimali, R: Testin pozitif sonu¢lanma ihtimalidir)

Yukaridaki denklem belirli bir sensitivite degeri, hastalik olasilig1 (yayginligi) ve
testin pozitif oldugu tiim olasiliklarin olma ihtimalinin bilinmesi ile hesaplanabilir.
Boylece, Bayes teoremi, pozitif test sonucu verilen bir durumda hastalik olasiligini

hesaplamak i¢in asagidaki gibi ifade edilerek yeniden yazilabilir;

Sensitivite x Prevalans

P(D/R) =
(B/R) Sensitivite x Prevalans+(1— Spesivite) x (1—Prevalans)

Bayes teoreminin formiilii, hizli ¢6ziim icin bilgisayar yardimi gerektirir.
Bilgisayar kullanilmadan da Bayes teoreminin olabilirlik versiyonunun kullanimi
vardir. Bir hastalifin ortaya ¢ikma ihtimal orani, test sonucu bilinmeden Once
hesaplanir (test 6ncesi odds orani), bu bilgi daha sonra LR ile birlestirilir ve test sonrasi
odds hesaplanir. Nihai sonug yine istenirse daha once agikladigimiz formiil kullanilarak
olasiliga donistiiriilerek verilebilir. Bu yoOntemin avantajlari, nispeten kolay

ezberlenmesidir ve ¢ok az islem gerektirir (81).

Eger test icin olabilirlik oranlari ve test Oncesi olasilik da biliniyorsa
matematiksel islem yapmadan daha Once hazirlanmis olan nomogramlardan
faydalanarak test sonrasi olasilik hesaplanabilir. Asagida fagan nomogrami olarak
adlandirilan bir nomogram 6rnegi gorulmektedir (Sekil 10). Nomogrami klinisyenler

cebinde tasiyabilir ve bunlari hasta baginda kullanabilirler (83,88).
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Sekil 10. Fagan nomogrami (87).

2.5.8. ARDISIK TESTLER

Cogu zaman tam amagh calismada klinisyenler klinik bilgiyi ardisik testler
kullanarak edinirler. Ornek olarak 3 test yapildiktan sonra klinisyen test sonras1 odds
degerini belirlemek i¢in test dncesi odds degerini bilmeli sonra her bir test i¢in kendine

0zgi olabilirlik oranlar1 kullanmalidir.

Test sonras1 odds = Test Oncesi odds x LR1 X LR»> X LR3

Ancak bu yaklagim kullanildiginda klinisyen su temel yaklagimin farkinda

olmalidir; secilen testler ya da bulgular kosullar bakimindan bagimsizdir. Ornegin
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karaciger hiicre hasarinda AST ve ALT enzimleri ayni siirecle salinirlar dolayisiyla
kosullar agisindan bagimlidirlar. Eger bagimli testler kullanilirsa bu ardisik yaklagim

ile test sonrasi olasilik yanlis hesaplanacaktir (89).

2.5.9. ROC EGRILERI

ROC egrileri sonug degiskeninin 6zellikle iki olasilikli (depresyon var-yok,
remisyon var-yok, niiks var-yok gibi) oldugu, buna karsilik karar vermede kullanilacak
degiskenin stirekli oldugu durumlarda (kortizol, glisemi diizeyi gibi) kullanilirlar. ROC
egrileri bu stirekli degisken ic¢in olasi1 tiim kesim noktalarini gosterir ve her kesim
noktasinda degisik sonuglarin dogru pozitif (DP), dogru negatif (DN), yanlis pozitif
(YP) ve yanlis negatif (YN) siklig1 hakkinda kestirimler yapilmasina olanak saglarlar.
Verilen bir test i¢in en iyi kesim noktasinin saptanmasinda, dogru ve yanlis kararlarin

yararlarinin hesaplanmasinda kullanilirlar (90).

Duyarlilik ve 0Ozgiillik oranlarint sadece tablo halinde gdstermek bazi
sinirlamalar getirmektedir. Bununla beraber eger bu degerler duyarlilik ve 6zgiilliik
grafik seklinde gosterilirse, degisik esik degerlere gore duyarliligr ve 6zgiilliigii daha
iyi ifade etmek miimkiindiir. ROC egrisinde duyarlilik y ekseninde, 1-6zglllik ise x
ekseninde yer alir (Sekil 11). Bu grafik gercek pozitif oranlari yalanci pozitif oranlarina
kars1 gizilerek hazirlanir (91). Degisik esik degerlere karsilik gelen noktalar belirlenir,
bu noktalar birlestirilir ve egri elde edilir. ki eksenin basladig1 alt noktadan baslayan
ve 45 derecelik ac1 ile uzayan ¢izgi hastalik ve saglikli ayirimini gostermeyen bir
egridir. Bu egri iizerindeki her noktada duyarlilik da, 6zgiilliikk de %50 oranindadir ve
egri iizerinde testi pozitif ¢ikanlarin gercek pozitif olma sans1 %50'den fazla degildir.
Ayni sekilde negatif ¢ikan sonuglarin da ger¢ekten negatif olma durumu, yani saglikliy1
ayirt edebilme yetenegi %50'den fazla degildir. Bu bozuk para atildiginda yaz1 veya
tura gelme sansina esit bir sanstir. Bir tani testi bu dogrusal egriden yukariya dogru ne
kadar uzakta ise duyarlihgi ve 6zgiilligi o kadar yiiksektir. Y ekseninde en Usteki

noktada ise testin basarisi duyarlilik ve 6zgiilliikte %100'dir (92). ROC egrisi ile
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degisik testlerin performanslarint da birbirleriyle karsilastirabiliriz. Dort gozlii tabloda
duyarliblk ve 0Ozgilliik gosterilse bile, iki testin degisik esik degerlere gore
karsilastirilmasi zordur. ROC egrisinde bir testin en sensitif ve spesifik oldugu noktalar
belirlenebilir. iki farkli testin ROC egrisi ile degerlendirilmesinde, egriler grafik
ustlinde ¢akigsalar bile, egri altinda kalan alan hangisinde daha fazlaysa, genel anlamda
o testin performansi gérece daha iyi denebilir (93). Buna ragmen bir testin egri altinda
kalan alani itibariyle performansi digerine gore diisiik olsa bile, farkli bir esik degerde
duyarlilig1 ve 6zgiilligi diger teste gore daha iyi olabilir ve bu nokta 6zelinde klinik
O6nemi digerine gore daha fazla olabilir. Eger bu belirli bolgede yiiksek duyarliliga
sahipse ve yliksek duyarlilik secilecekse o noktada bu test tercih edilebilir (92). Esik
degerler, egriyi olusturmak icin gerekli olmalarina ragmen grafik iistiinde gosterilmez.
Bir laboratuvar testinin toplam performansinin degerlendirirken testin toplam etkinligi
kullanilabilecegi gibi, ROC egrisinin altinda kalan alan bulunarak testin genel
performansi degerlendirilebilir. Egri altindaki alan toplam testin tanisal dogrulugunun
bir dl¢iisti olup 0.5 ile 0.7 diisiik bir tanisal dogrulugu gdosterirken, 0.7 ile 0.9 arasi orta
ve 0.9 iistil ise testin yiiksek bir tanisal dogruluga sahip oldugunu gésterir. 0.9’luk bir
alan; hasta olan gruptan se¢ilmis bir birey, saglikli gruptan secilmis bir bireye gore

%090 olasilikla daha fazla pozitif test sonucu verecegini gosterir (92).
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Sekil 11. ROC egrisi
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Kliniklerde bircok durumda bir hastalik i¢in iki farkli testin performansi
karsilastirilir. Iki testin korelasyonuna bakilarak testlerin uyumu konusunda bilgi
edinilebilir. Bu degerlendirmede hangisinin daha dogru oldugu konusunda yorum
yapmak zordur. Dogru olan testlerin hastalik i¢in duyarlilik ve 6zgiilliigiine gore
degerlendirilerek karsilastirilmasidir. Bu yontemde testlerin performansi ROC egrileri
kullanilarak testlerin egri altindaki alanlar1 hesap edilerek hangisinin daha etkin oldugu
sOylenebilir (78). ROC egrilerinin avantajlar1 olarak grafiksel olarak gosterilmesi
nedeniyle anlamasi daha kolaydir. Bir¢ok esik degere gore test  performansi
degerlendirilebilir. Goriilme sikligindan bagimsizdir. Iki farkli testin performansi

gorsel olarak incelenebilir. Duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri grafikten dogrudan elde
edilebilir.

2.6. mMiIRNA’LAR

2.6.1. KODLANMAYAN RNA MOLEKULLERI (ncRNA)

Yiiksek organizmali canlilarda genetik materyal DNA olup, DNA’daki bilgi
RNA’ya transkript edildikten sonra RNA’nin da islevi bu sifrenin proteine
cevrilmesidir. RNA; proteine cevrilebilen mRNA ile proteine c¢evrilmeyen yani
kodlanmayan RNA (ncRNA) olarak ifade edilen kisimlardan meydana gelir (94).
Memeli genomunun sadece %3 ’liik kismi protein kodlayan mesajct RNA (mRNA)’lar1
ifade etmektedir. Geri kalan %97’lik kismin ¢ogu uzun ve kisa protein kodlamayan
RNA’lardan (ncRNA) olusmaktadir (95)(96). Onceleri sadece bilgiyi depolayan ve
DNA ile protein arasinda basit bir bilgi tasiyicisi olarak goriilen RNA’nin,
organizmalarin gelisiminde énemli bir rol oynadigr ve kilit bir molekiil oldugu artik

bilinmektedir (97).

Kodlanmayan RNA’lar, biyolojik reaksiyonlarin katalizlenmesinden hiicresel
savunmaya, gelisimsel sureglerden hiicresel cevaba kadar pek gok goreve sahiptir.
Kodlanmayan RNA’larin diger islevleri arasinda transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel gen susturulmasi ve kromozomlarin yeniden modellenmesi de yer

almaktadir (98). Tanimlanan ve fonksiyonu aydinlatilan ncRNA’larin sayisi her gegen
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giin artmaktadir. ncRNA’lar yaygin olarak uzunluklarina gore siniflandirilmaktadir

(Tablo 9)(99).

Tablo 9. Kodlanmayan RNA'larin Siiflandirilmasi

Isim Uzunluk Fonksiyon
Kisa ncRNA’lar
miRNA 18-24 b¢  miRNA’larin diizenlenmesi, Translasyonel diizenleyici gen ailesi
piRNA 26-31 b¢  Germ hucrelerinde transpozon baskilanmasi, DNA metilasyonu
SiRNA 20-25b¢  miRNA’larin diizenlenmesi, Translasyonel diizenleyici gen ailesi

Orta ncRNA’lar

SNRNA 40-200 mRNA’nin splicing tipi modifikasyonlarinda rol oynar
SNORNA 60-300 rRNA’nin modifikasyonlari

Uzun ncRNA’lar

IncRNA >200b¢  DNA-kromatin kompleksinde scaffold islevi
Diger IncRNA >200b¢ X kromozomunun inaktivasyonu

miRNA: mikro RNA, piRNA: piwi protein iligkili RNA, siRNA: kiguk interferan RNA, snRNA: kigiik
niklear RNA ,snoRNA: kii¢lik niikleolar RNA, IncRNA: uzun kodlanmayan RNA.

Kodlanmayan RNA’lar bir¢ok 6nemli isleve sahiptir bu nedenle bu RNA’larda
meydana gelen bozukluklar hastaliklarla dogrudan iliskilidir (100). Ornegin
miRNA’lar ¢ok farkli kanser tiirlerinde (101,102); sizofreni ve Alzheimer hastaligi gibi
merkezi sinir sistemi hastaliklarinda (103) ve kardiovaskiiler hastaliklarda (104) farkli
ekspresyon profilleri gostermektedir. miRNA’larin onkogen veya tiimor baskilayict
gibi gorevlere sahip olmalarindan 6tiirli tiimdr olusumunda kilit bir rol oynadiklar

diistiniilmektedir.

2.6.2. miRNA NEDIR?

miRNA’lar, yiksek seviyede korunan DNA bdlgelerinden kodlanan fakat
proteine translasyonu gergeklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda, kii¢iik
RNA molekulleridir. Bu protein kodlamayan RNA molekiilleri kendi nukleotid
dizilerinin tamamlayicist olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama

veya mRNA yikimi ile transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun diizenlenmesini
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gerceklestirirler. MiRNA’lar bu yolagi kullanarak hiicre proliferasyonu, hcre
farklilagmasi ve hiicre 6liimii gibi homeostatik siireclerde 6nemli roller oynamaktadir.
Yakin zamanda yapilan gen ekspresyon g¢alismalari, kontrolsiiz hiicre boliinmesinin
gerceklestigi kanser hiicrelerinde degisiklige ugramis miRNA ekspresyonlarini goz
Oniine sermistir. Kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde, miRNA’lar hedefledikleri
genin karakterine go6re timor supresorler veya onkogenler gibi fonksiyon

goOstermektedirler (105).

2.6.3. MiIRNA’LARIN KESIiF SURECI

Insan genomunda bulunan DNA’nin biiyiik kismi, RNA kodlanmasinda gérev
alirkken genomun c¢ok kugiuk bir kismi (%1,5-3) fonksiyonel proteinlerin
sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Yaklasik 20 yi1l 6nceye kadar genomun geri kalan
kisminin ¢ok az onemli oldugu distintiliyordu. Ancak bu fikir, kicik RNA
molekiillerinin kesfi ile gegerliligini yitirmistir. K¢k RNA molekdlleri grubu igine
giren miRNA’lar, protein kodlamasina katilmayan (non-coding) diziler olarak
isimlendirilmistir. Bilim insanlari, miRNA’larin hiicre icinde ¢ok sayida onemli
yasamsal fonksiyonun idame ettirilmesinde rolii oldugunu, ek olarak hiicrede miRNA
diizeylerinin anormal sartlar altinda anormal ekspresyonunun insanlarda kanser
olusumu ile ilgili olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu sekilde miRNA molekillerinin
timorogenez asamasinda onkogen veya timor supresor faktorler olarak islev
gorebildikleri giin yiiziine ¢ikarildi. Bu sebeble miRNA molekilleri konusundaki
ilerlemelerin kanserin erken tani ve tedavisi icin mihim sonuglar ortaya koyabilecegi
aciktir (106). miRNA molekdlleri, genomda protein kodlamayan bolgelerdeki RNA
genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen,
islevsel RNA yapilaridir (107). insan genomunda miRNA genlerini iceren yiiksek
seviyede korunmus yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir. Su an itibariyle (Haziran,
2020) insan genomunda 1917 miRNA tanimlanmustir (108).
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Ik miRNA, Lee ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda gosterilmis olup (109),
miRNA ifadesi 2001 yilindan sonra literatiirde kullanilmistir (110). Lee ve arkadaslari
1993 yilinda yuvarlak solucan Caenorhabditis Elegans genomunu arastirirken, lin-4
ismini verdikleri genin protein kodlamasina katilmamasina ragmen, 22 nikleotidlik
baz uzunluguna sahip kigik RNA molekilund transkribe ettigini gostermislerdir
(109). 2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 yine C. Elegans genomunu incelerken 22
niikleotid uzunluga sahip, let-7 ismi verilen, organizmanin gelisme sireclerinin
diizenlenmesinde yer alan yeni bir miRNA kesfetmislerdir (111). Let-7 geninin insan
genomunu da iceren bir¢ok canlinin genetik yapisinda var olup korundugu gosterilmis
olup (112), let-7 ekspresyonunun ciddi biyolojik isleve haiz oldugunu ortaya
cikarmustir. Sonraki siirecte let-4 ve let-7 gibi ¢ok sayida kiigclik RNA molekdli, hemen
bitun ¢ok hucreli organizmalarda gosterilmis ve miRNA olarak isimlendirilmislerdir
(113).

2.6.4. mMiRNA OLUSUMU (BiYOGENEZ)

MiRNA olusumu birbirini takip eden (i¢ asamali islem sonrasinda ortaya ¢ikar.
Birinci asamada miRNA gen transkripsiyonu sonrasinda primer miRNA (pri-miRNA)
sentezi meydana gelir. Ikinci asamada pri-miRNA, prekirsor miRNA (pre-miRNA)
yapisina Gekirdekte olusturulur. Uglincli asamada mMiRNA yapisi sitoplazmada

maturasyonu tamamlanarak olusumu gergeklesir (105,114).

miRNA, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz 1l enzimi
kullanilarak DNA'dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), “cap™ ve "poli A"
olarak ifade edilen baslik ve kuyruk eklerine sahip sap-ilmik yapisi seklindedir.
Nikleusda pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailesinden bir endoniikleaz olan Drosha ve
kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan hemen hemen 70 nukleotidlik uzunluga sahip
olan pre-miRNA yapisina ¢evrilir (115). Bir nukleaz yapisinda olan Drosha ve ¢ift
iplikli RNA baglayici protein yapisinda olan Pasha'nin olusturdugu bu kompleks yap1

mikro islemci kompleks olarak isimlendirilir (105,116).
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Pre-miRNA yapis1 niklear transport reseptorii Exportin-5 ve niiklear protein olan
RAN-GTP'ye baglanarak sitozole gecirilir. Daha sonra, pre-miRNA yapisi1 sitozolde
RNAaz Il enzim ailesinden Dicer ismi verilen endonikleaz ile kesilir ve 18-24
niikleotid uzunluga sahip ¢ift zincirli miRNA (miRNA dubleksine) molekdlline cevrilir
(117,118). Dicer, es zamanli olarak RNA ile aktiflenmis susturucu kompleksi (RNA

induced silencing complex; RISC) formasyonunun baslatilmasinda gérevlidir.

Dicer, pre-miRNA molekilinden sap-ilmik yapisini ayirmasimin ardindan
mMIiRNA dubleksinden (¢ift iplikli RNA yapisi) RISC kompleksinde bulunan RNAaz
yapisindaki argonaute vasitasi ile 5' ucu daha kararli olan iplik secilir ve tek iplikli
yapidaki miRNA RISC kompleksine katilir. Buradaki iplige kilavuz iplik (guide
strand) denirken diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik seklinde isimlendirilir. Yolcu
iplik RISC kompleks substrati olarak yikima ugrar. miRNA molekulli RISC kompleksi
icine yerlestikten sonra, argonaute protein vasitasi ile mRNA yikilmasina ya da protein

translasyonu inhibe edilmesine sebep olarak islevlerini yerine getirirler (117-120).

miRNA molekulleri fonksiyonlarin1 kendi niikleotid dizilerine komplementer
hedef genleri tamima o&zelligi sayesinde gergeklestirirler. MiIRNA molekullndin
eklenmesi ile olugan RISC kompleksi baz eslesme 6zelligi ile mRNA'ya baglanir ve
translasyonunun baskilanmasina veya mRNA'nin degrade edilmesine neden olur
(111). miRNA, hedef mRNA’nin 3' ucundaki translate edilmeyen bolimu (untranslated
region-UTR) veya hedef mMRNA'nin ORF (open reading frame) bolimine baglanir. Bu
bolgelerden hangisine ve hangi sartlarda baglandigi hedef mRNA’nin sonunun ne
olacagimi belirler. 3'UTR bdlgesine baglanma tam olmayan, eksik komplementer
sekildedir ve translasyonun inhibe olmasina sebep olur. ORF bdlgesi i¢ine baglanma
ise tam komplementerligi ifade eder ve Argonaute 2 proteini vasitasi ile mRNA yikimi
ile sonuglanir (Sekil 12)(121).
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Ayrica, miRNA molekdlleri birden fazla mRNA molekullnln ekspresyonunu
dizenlenmesinde yer alabildigi ve mMRNA molekillerinin her birinin de birden fazla

mMiRNA ile hedeflenebildigi gosterilmistir (122,123).
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Sekil 12. miRNA biyogenezi (117)

2.6.5. MiRNA’LARIN FONKSIYONU

miRNA'lar, hedefledikleri mRNA'nin molekiiler diizeydeki 6zelliklerine gore
onkojenik veya tumor supresor Ozellik kazanabilirler. Normal dokularda
miRNA'lardan bazilarinin protoonkogenlerin translasyonunu inhibe ettii rapor
edilmistir. Islevleri timor supresyonu acisindan énemli olan bu miRNA'lar "timor

supresOr miRNA'lar" olarak bilinmektedir. Dolayisiyla tiimor baskilayici miRNA'larin
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ekspresyonunun artmasi onkogenin ekspresyonunun azalmasi ve anti-kanser etkilere
sebep olurken azalmasi onkogenin ekspresyonunun artmasina ve timdr olusumuna
sebep olacaktir. Bunun tersi olarak, "onkojenik miRNA" olarak ifade edilen bazi
miRNA'larin ekspresyonunun artmasi yine kanser gelisimini arttirirken azalmasi anti-
kanser etkilere sebep olacaktir. Sonugta miRNA molekilleri, onkogen ve tumor
supresor mRNA'larin her ikisini de muhtemel hedef alip, islevlerini bu mMRNA’lara

baglanarak gergeklestirirler (124).

2.6.6. miRNA VE KANSER

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 calismadiginda ve hiicre apoptoz
fonksiyonlarin1 yitirdiginde kanserlesme siirecine geger. Son yillarda timor
olusumunda miRNA’larin fonksiyonlarmin etkili oldugu anlasilmasiyla kanserin
genetik nedenlerinin ¢ok daha karmasik oldugu belirlenmistir (125). Kanserle
iliskilendirilmis genomik bdlgelerin %50“den fazlasinin miRNA’y1 kodlayan
genlerden olugsmast miRNA’larin kanser patogenezinde etkili oldugunu ortaya

koymustur (125).

Cok sayida ¢alisma miRNA’larin hiicre poliferasyonu ve 6liim mekanizmalari
gibi yasamsal siireglerde anahtar molekiiller olduklarini gostermistir. MiIRNA’larin
karsinogenezde etkili olabileceginin anlasilmasiyla birlikte, farkli kanser tiirlerinde ve
spesifik hiicre tiplerinde miRNA’larin ekspresyon seviyeleri belirlenerek calismalarda
miRNA’larin kanserdeki potansiyel fonksiyonlarini anlayabilmek i¢in ¢alisiimaktadir.
Ayrica miRNA’larin sadece karsinogenezde degil bir¢cok hastaligin olusumunda rol

oynadiklari belirlenmistir (126).

MIRNA’larin kanserlesme siirecine olan katkisi ile ilgili yapilan ilk ¢alisma Calin

ve ark. 2001 yilinda KLL vakalart iizerine yapilan molekiiler ¢alisma ile tespit
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edilmistir. Yapilan ¢alismada doku miRNA-15a ve miRNA-16-1 diizeylerinin azalma
gosterdigi belirlenmistir (127). KLL olan hastalarin yaklasik %50“sinde 13ql4
bolgesinde delesyon gerceklestigi tespit edilmistir.

Michael ve ark. (2003) yaptiklar1 ilk calismada insanlardaki solid tiimorler (rektal
ve kolon adenokarsinom) normal dokular ile kiyaslandiginda ekspresyon diizeylerinin

degismis oldugu miRNA’lar tespit edildi (128).

miRNA molekulleri, hedefleri olan mRNA 6&zelliklerine gore onkojenik veya
timor supresor olarak islev gorebilirler (129). Bazt miRNA’larin normal dokularda
protoonkogenlerin translasyonunu baskiladiklar tespit edilmistir. Islevi bir onkogenin
ekspresyonunu kontrol etmek olan bu miRNA’lara tuimoér supresér miRNA’lar denir.
Dolayist ile tiimor supresér miRNA’larin ekspresyonlarimin azalmasi, onkojenik
mRNA’larin ekspresyon diizeylerinin artmasina ve timor olusumuna neden olur.
Bunun tam tersi olarak, onko-miRNA’larin ise kanser gelisimini arttirdigi
belirlenmistir. Onkojenik miRNA’lar ise timdr supresér mRNA’larin baskilanmasina
neden olurlar. miRNA’lar tiimor supresor veya onkogen mRNA’larin ikisini de hedef
olarak secebilirler. Bundan dolayi, belirli bir miRNA’nin asil islevi timor supresor

veya onkojenik mRNA’larin 6zelligine bagl degisebilir (124).

2.6.6.1. TUMOR SUPRESOR miRNA’LAR

MiRNA’lar normal dokularda transkribe edilip olgun miRNA’ya doniistiikten
sonra gidip hedef mRNA’ya baglanip translasyonu bloke eder (129). Translasyonun
baskilanmasi sonucu hiicrede normal oranda ¢ogalma, farklilagma ve hiicre oliimii

gerceklesir (Sekil 13)(116).
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miRNA molekullerinin kanserogenez strecinde etkili olabilecegi ilk kez 2001 yilinda
miRNA-15a ve miRNA16-1 molekilleinin kesfedilmesi ile One siirilmiisti ancak
miRNA molekdllerinin kanserlesme siirecinde nasil etkili olduklar1 2005 yilinda
Cimmino ve arkadaglarinin KLL (Kronik Lenfositik Losemi) vakalarinda yaptiklar
caligmalar vasitasi ile meydana ¢ikarildi (129). Calismalar sonrasinda ilgili iki miRNA
ekspresyon dizeyleri KLL hcrelerinde, apoptozu engelleyen protein olan Bcl-2
seviyeleri ile ters iliskili oldugu gosterildi (128). Cimmino ve arkadaslart devaminda
miRNA-15a ve miRNAL6-1'in diisiik seviyelerinin (tiimor supresor fonksiyon kaybi)
Bcl-2 proteini artmis diizeyleri ile ilgili oldugunu, dolayisiyla anormal hiicre
biiyimesine sebep oldugunu, bu iki miRNA'nin yiiksek seviyelerinin (normal tumor
supresor aktivite) ise apoptoz ile ilgili oldugunu ve timaor supresor aktivitelerni ortaya
¢ikarmis oldu (130).

\ Nukleus
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Sekil 13. Normal dokularda miRNA fonksiyonu (118)
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TUmor supresyon Ozelligi sergileyen diger miRNA, let-7 ailesidir (let-7b, let-7c,
let-7d, let-7f ve let-7g). Kanserli vakalarin akciger dokusu ile saglikli akciger dokusu
kiyaslandiginda kanserli akciger dokularin biiyiik kisminda azalmis let-7 dizeyleri
gOsterilmistir. Yapilan akciger kanser hiicre kiiltiiriinde let-7 seviyeleri, hasta akciger
dokusundaki let-7 duzeylerinden daha fazla seviyeye cikarildiginda, kanser

hlcrelerinin biyume ve ¢ogalmasinin 6nemli sekilde azaldig1 gosterilmistir (131).

Johnson ve arkadaslar1 2005°de let-7 timdr supresor geninin insanlarda bulunan
onemli onkogenlerden RAS aktivitesini kontrol altinda tuttugunu gosterdiler. Bu
calismada diisiik seviyede let-7 bulunan akciger tiimér dokularinda, 6nemli sekilde
artmis RAS protein seviyesi icerdigi gosterildi. Ayrica RAS onkogeninin translasyonu
ile olusan MRNA yapisinin, let-7'ye komplementer baglanma bolgeleri icerdigi
gosterildi. let-7 bu mRNA'ya baglanarak proteine translasyonunun engellenmesi
saglanir. Bu sekilde kanserli hiicrelerdeki let-7 azalmis diizeyleri, RAS onkogeninin
kontrol dis1 sekilde eksprese oldugu gosterildi (124,130-134). Sonugta let-7 ailesinin,
RAS onkogen mRNA'sin1 hedef alan bir tumor supresor isleve haiz oldugu kanitlanmis
oldu. Buna ek olarak son yapilan ¢alismalarda, let-7 miRNA ailesinin ¢ok iyi bilinen
onkogenlerden olan HMGA230 ve c¢-Myc31'nin mRNA ekspresyonlarini
baskiladiklar1 gosterilmistir (134).

Ug izoformu mevcut olan miRNA-29 (miRNA-29a, miRNA-29b, miRNA-29¢),
timor baskilayic1 6zellik gosteren miRNA'lar igindedir. miRNA-29 ailesi, kronik
lenfosittik 16semi (KLL), akciger kanseri, meme kanseri, akut miyeloid 16semi (AML)
ve kolanjiyokarsinom hiicrelerini baskilayici islev gosterdigi yapilan calismalarla

ortaya ¢ikartlmistir (135,136).

mMiRNA-143 molekull de gesitli tumaor turlerini ve anormal biiylmeyi azalttig

gOsterilmistir. B-hiicreli kanserler, meme, serviks, kolorektal, mesane ve hipofiz
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timorlerinde, miRNA-143 molekilinln timor baskilayict olarak islev gordiigii ileri
stirilmustiir. Serviks kanserinde miRNA-143'lin hiicre ¢cogalmasini azalttigi, kolorektal
kanser hicrelerinde ise K-RAS ve sinyal yolagini baskiladigi ortaya g¢ikarilmistir
(137,138).

2.6.6.2. ONKOJENIK miRNA’LAR

MIiRNA bir timor supresor miRNA gibi davranirsa ve hedef aldig1 gen onkogen
olmasina ragmen miRNA gidip hedef genin mRNA’sina baglanamayip translasyonel
baskilama gergeklesmez ise sonucta Onkojenik protein sentezlenir ve ardindan timor
formasyonu olusabilir ya da miRNA’lar onkogen gibi davranirsa ve hedef aldig1 gen
bir timor supresor gen ise gidip hedef genin mRNA’sina baglanip translasyonel

baskilama gergeklesirse yine sonugta tiimor formasyonu olusabilir (Sekil 14)(116).

TUmoOr supresor miRNA'lardan farkli seklinde islev gosteren, Onkojenik
miRNA'lar genellikle kanserde kontrolsiiz sekilde biiylimeyi arttirici ve/veya anti-
apoptotik yonde fonksiyon gosterirler. miRNA-155, ilk kesfi gergeklesen ve proteine
translate olmayan gen olan BIC ile birlikte eksprese olan onkojenik miRNA'lardan bir
tanesidir. mIRNA-155'in hedef aldigt mRNA’lar tam olarak belirlenememis ve
ekspresyon diizeyinin tavukta 16semi ve lenfoma olusumunu artirdig1 tespit edilmistir

(116).

mMiRNA-21’in onkogen ailesine ait bir miRNA olarak fonksiyon gosterdigi tespit
edilmistir, miRNA-21’in KLL, AML gibi hematolojik timdrlerde ve glioblastoma
mide, prostat, pankreas, akciger, meme ve kolon kanseri gibi bir¢cok kanserde yiiksek
diizeyde eksprese edildigi gortilmiistiir (135,139,140).
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Sekil 14. miRNA onkogen etkisi (112)

Onkoproteinler

mMiRNA-17-92 gen klmesi, insan genomu (zerinde kromozomun 13g31.3
bolgesine yerlesiktir. Bu gen ailesi altt farkli miRNA (miRNA-17, miRNA-18a,
miRNA-19a, miRNA-20a, miRNA-19b-1, miRNA-92-1) kodlamaktadir. C-myc
onkogeninin fazla sentezinin gergeklestigi transgenik farelerde miRNA17-19 gen
kiimesinin yiiksek seviyede ekspresyonu B hiicreli lenfomanin gelisimini arttirdigi
belirlenmigtir. MIRNA-17-92 gen kiimesi iiyelerinin ¢ok c¢esitli solid tiimdorlerde,
meme, hematolojik malignensilerde, akciger, pankreas, prostat, mide, kolon ve
lenfomalar1 da i¢ine alan kanser ¢esitlerinde yiiksek seviyede ekspresyonlarinin

gerceklestikleri belirlenmistir (136).
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2011 yilinda Saydam ve arkadaslarinin yaptigi derlemede, miRNA-155 molekuli
B hiicreli lenfoma, akciger, meme, pankreas ve Hodgkin lenfoma gibi kanser tiirlerinde

artmis diizeyde eksprese edildigi belirtilmistir (105).

Bazi miRNA molekdlleri bulunduklar: sartlara gére hem timor baskilayici hem
de onkojenik islev gosterebilir. Bu gruba ornek olarak kronik lenfosittik I6semi ve
akciger kanserinde tiimor baskilayici, meme kanserinde ise bir onkogen gibi islev
goren miRNA-29a’dir (141).

Birgok kanser g¢esidinde c¢alisilan miRNA-9’un da kanser tlriine gore timor
supresor veya onkogen gibi islev gosterebildigi saptanmustir (142). 2019°da Orangi ve
arkadaslarinin yaptigr ¢alismada meme kanser vakalarinda miRNA-9’un anlamli
sekilde down regiile oldugunu gosterilmistir (143). Migdalska-Sek ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada; kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanser vakalarinda miRNA-9
anlamli sekilde up regule olurken, MIRNA-9’un hedefi oldugu diisiiniilen
proinflamatuar sitokin IL-17a geninin expresyonunu azalttigi gosterilmistir (144). Park
ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise kolorektal kanser vakalarinda miRNA-9
expresyonunun down regiile oldugu gosterilmstir (145). Torres ve arkadaglarinin 2013
yilinda yaptiklar1 ¢calismada EK’l1 vakalarda miRNA-9 expresyon seviyeleri saglikli

konrol grubuna gore anlamli olarak up regiile oldugu gosterilmistir (146).

Farkl1 kanser tiirlerinde ¢alisilmis miRNA-186 da kanser c¢esidine gore tiimor
supresor gen veya onkogen gibi 6zellikler sergiledigi gosterilmistir. K¢tk hticreli
olmayan akciger kanser vakalarinda farkli galigmalarda farkli hedef genleri etkileyerek
hem tiimor supresor hem onkogen 6zelligi gosterdigi belirtilmistir (147,148). Farkli
calismalarda prostat, mesane, kolorektal pankreas gibi organ kanserlerinde farkl
hedefleri etkileyerek down-up regiilasyon gostermistir (149). Yapilan c¢alismalarda
EK’l1 vakalarda miRNA-186 up regile oldgu gosterilmistir (150,151).
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2.6.7. miRNA’DAN BEKLENTILER

Kanser gelisiminde miRNA’lar hedefledikleri mRNA’ya bagli olarak timér
baskilayici veya onkogen olarak islev yapabilirler. Bulunduklari sartlara bagli olarak
da bazi miRNA’lar hem tiimor baskilayict hem de onkogen 0Ozellik sergileyebilir.
miRNA molekdlleri 6zellikle kanserin erken teshis, tedavi, prognoz ve rekdrrensin
farkedilmesinde; kanserli hucrelerdeki mevcudiyeti, ekspresyon dizeyindeki
degisiklikler ve hedefledikleri mRNA molekullerinin gdésterilmesi ile 6nemli sonuglar
meydana ¢ikacagi agiktir. Bu mevzuda gergeklestirilen ¢ok sayida calismayla bazi
miRNA molekillerinin dokuya ve hastalik tiiriine spesifik sayilabilecek o6zellikte
oldugu gosterilmistir. Bu durum genetikteki hizli gelisimle birlikte gen tedavisi basta
olarak yeni tedavi segeneklerini glindeme getirecektir (125).

2.7. KANSER VE SERBEST RADIKALLER

Karsinogenez olarak adlandirilan kanser gelisim siireci inisiyasyon (baslangig),
promosyon (artma) ve progresyon (ilerleme) olmak iizere ii¢ sathadan olusur.
Baglangi¢ safhasi, gen ekspresyonunu diizenleyen epigenom, kromozom ve DNA
hasari ile kendini gosterir. Baslangi¢ safhasini uzun bir siireg takip eder. inflamasyonla
birlikte genomik olarak kararsiz hiicrelerin biiyiidiigii goriiliir. ilerleme safhasinda ise
hiicreler cogalirken, genomlarina daha fazla zarar vererek kotii huylu tiimére doniistir

(152).

Serbest radikaller, dis yoriingesinde ¢ift olusturmamais bir elektron igeren reaktif
bilesiklerdir. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan elektron
alabildiklerinden viicutta indirgeyici veya ylikseltgeyici olarak davranirlar. Serbest
radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler. Bunlardan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) de kendi arasinda non-radikal ROS ve serbest ROS olarak ayrilir. Serbest ROS
arasinda; stperoksit, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil radikalleri sayilabilir.
Non-radikal ROS iginde hidrojen peroksit (H202), hipoklorit (HOCI) gibi molekuller
mevcuttur. Reaktif nitrojen tlrleri (RNS) ise nitrik oksit ve nitrojen dioksit’den olusur.
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Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan meydana getirilebilir (153).

Hicrelerin zarar gormesini onlemek i¢in ROS diizeylerinin devamli surette
korunmasi gerekir. Ne zaman ki bu denge korunamaz o zaman viicut hemen
antioksidan savunma sistemini devreye sokar. ROS’un detoksifikasyonu i¢in enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan molekiller devreye girer. Bunlar dogal olarak
viicutta iretilir veya gidalar ve takviyeler yoluyla tedarik edilir. Antioksidan enzimler
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GRx)’dir. Bunlar ROS’un nétralize edilmesinde dogrudan etkilidir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise metabolik antioksidanlar ve besinsel
antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Metabolik antioksidan olarak lipoik asit, glutatyon,
L-arjinin, koenzim Q, melatonin, drik asit, bilirubin, metal-baglayic1 proteinler,
transferrin ornekleri verilebilir. Vitamin E, vitamin C, karotenoidler, iz elementler
(selenyum, manganez, ¢inko), flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri besinsel
antioksidanlardir (154).

Olusan bir hasar sonrasi doku iyilesirken inflamasyona sebep olan ROS turleri
olusur. Asirt bir iiretim gergeklesirse dokuda hasar daha da artarken, yeterince
olmamasi ise doku iyilesmesini olumsuz etkiler. Bu sebeple bu sirecin dengede
ilerlemesi ¢ok onemlidir. ROS’un asirt iretilmesi sonucunda eger hiicreler bu
asiriliklart yeterince yok edemezse hiicrelerde “oksidatif stres” adi verilen durum
ortaya ¢ikar (155). Canlida serbest radikaller yogunluklari artigi durumlarda lipitler,
proteinler ve niikleik asitler iizerinde yapisal bozukluklara neden olurlar ve bunun
sonucunda da kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik
rahatsizliklar ortaya ¢ikabilir (156).

Bu ¢alismada oksidan stresi degerlendirmek i¢in malondialdehid (MDA), anti-
oksidan cevabi degerlendirmek igin de Superoksit Dismutaz (SOD) ve redikte
glutatyon (GSH); bir akut faz reaktani olup inflamasyon durumlarinda yiikselebilen

Kalprotektin seviyelerinin 6lcimi gergeklestirilmistir.
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Membranlardaki bir¢ok molekiil ve bilesik, serbest radikallerden etkilenir. Hiicre
membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Lipit
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve
oldukca zararlidir. Hiicre membranlarinda lipit peroksit radikalleri ve lipit serbest
radikalleri olugmasi, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir
gostergesi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna
"nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ denir. Lipit peroksidasyonunun son Urlinlerinden
biri olan MDA oksidatif hasarin bir indikatoriidir. MDA o6l¢imi ile lipit
peroksidasyonunun degerlendirmesi yapilabilir. MDA ii¢ veya daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir. Peroksidasyon sonucunda
olusan MDA iyon gegirgenliginin degisimi ve membranlarin pargalanmasi gibi
olumsuzluklara da neden olabilir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit

oOl¢iilmesi lipit peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir (157).

Siiperoksit dismutaz antioksidan savunmanin ilk basamagi olan slperoksitin
(O27)'in  hidrojen peroksid (H202)'e dismutasyonunu Kkatalizleyen enzimdir.
Siiperoksit, oksijen metabolizmasinin bir yan iirlinii olarak iiretilir ve diizenlenmezse
bir¢ok hiicre hasarina neden olur. Hidrojen peroksit de zararlidir ve katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimler tarafindan pargalanir. Bu nedenle SOD, oksijene maruz kalan

hemen hemen tiim canli hiicrelerde 6nemli bir antioksidan savunmadir (158).

Redlkte glutatyon (GSH) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik
molekll agirlikli fakat fonksiyonu bulyik bir tripeptiddir. Glutatyon biyosentezi,
glutatyon sentetaz ve y-glutamilsisteinil sentetaz adi verilen iki enzimin katalizledigi
reaksiyon sonucunda ATP’ye bagimli olarak iki adimda gerceklesir. Glutatyon,
hicrenin oksidasyon-rediksiyon dengesinde 6nemli bir rol oynar. Huicreden ROS
metabolitlerini uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde hiicrelerdeki siilfhidril
grubunun devamliligin saglar. Rediikte glutatyon ayni zamanda glutatyon peroksidaz

(GSH-px) ve glutatyon-s-transferaz (GST) enzimlerinin de substratidir. Glutatyon,
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dokularda birbiriyle dengede bulunan, glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
olmak Uzere iki formda bulunur. GSH serbest bir sulfhidril grubuna sahiptir. Bunun
sayesinde hucre ici proteinlerin tiyol gruplarini (-SH) indirgenmis halde tutar. Protein
ve enzimlerin tiyol gruplarinin indirgenmesi ile rediikte formlarinin yeterli seviyede
kontrolii saglanmaktadir. Bu donguide glutatyon kendisi okside olup tiyol gruplarimni
tekrar indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu saglar. GSH’in tretimi ve tiiketilmesi
arasindaki dengeyi hiicresel GSH diizeyi belirlemektedir. GSH’1n hiicresel miktar1 de
novo sentez ya da Glutatyon rediiktaz varligiyla NADP kullanilarak GSSG’nin GSH’a
cevrimiyle saglanmaktadir. Hicre i¢i GSH igerigi hiicrenin indirgeme yeteneginin

o6nemli bir 6lcusidur (159).

Kalprotektin kanser ve inflamasyon yakindan iliskilidir. Kalprotektin proteini
cesitli inflamatuar yamitlarda gorevi olan bir proteindir ve s100 protein ailesinin bir
uyesidir, notrofiller de cok miktarda bulunur. Anti mikrobiyal, sitotoksik ve sitokin
benzeri etkileri olan Ca ve Zn baglayan bir proteindir. Inflamatuar hastaliklar,
otoimmun hastaliklar, enfeksiyonlar ve bazi kanserlerde 6zellikle mide, meme, prostat
ve endometriyum kanseri gibi bircok hastalikta plazma seviyesi yiikselir (3). Tek
basina tan1 ve takipte kullanilmamasina ragmen diger belirteglerle birlestirildiginde

onemli sonuglar1 olabilir.

2.8. TUMOR BELIRTECLERI

Timor belirtegleri, ilgili timdr veya doku tarafindan salinan maddelerdir. Timor
belirtecleri hiicre i¢inde, yiizeyinde bulunabilecegi gibi bazilari dolasima katilarak
serumda saptanabilir (160). Tumor belirtecleri hormon, reseptér, onkofetal antijen,
tiimor iligkili antijenler, enzim, karbohidrat, metabolit, immunoglobulin, protein ve gen

yapisinda olabilir (161).

Tiimor belirtecleri de klinisyene diger bulgu ve test sonuglari ile birlikte yardimet1

olan testlerdir. Klinikte risk belirlenmesi, erken kanser taramasi, prognozun
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belirlenmesi, tedavi se¢imi ve hastalik rekirrensi ya da progresyonu igin takip
asamasinda tiimor belirtegleri kullanilmaktadir (160). Ancak ¢ogu tiimor belirteci
normal veya benign durumlarda da yiikselebilmektedir, kanser tanisin1 koydurmak igin

yeterince 0zgiil degildir, gogu bir tiimore 6zgiil degildir (161).

Ideal tiimor belirteci o tiimor i¢in 8zgiil olmali, minimum yanlis pozitif ve yanlis
negatif degerlere sahip olmali, hastaligin yaygiligini ve tedaviye yanitin1 gosterebilir

olmalidir (161).

EK'nin mevcut non-invaziv tamst ultrason ve opsiyonel olarak manyetik
rezonans gorintileme ve tumor belirleyici kanser antijeni 125'in  (CA-125)
kombinasyonuna dayanmaktadir ancak bunlardan hicbiri tek basina yeterli degildir

(162). Giiniimiizde EK’de rutin olarak kullanimi 6nerilen belirteg bulunmamaktadir
(163).

CA-125: ilk olarak over hiicre hattinda Bast ve arkadaslar tarafindan gosterilmis
bir glikoproteindir (164). Plevra, perikard, periton gibi zar yapilarin mezotel
hiicrelerinde ve miilleryen kanaldan gelisen tubalar, endometriyum ve endoservikal
hiicrelerden sentezlenebilir. Cok sayida jinekolojik ve non-jinekolojik patolojilerden

dolay1 yiikselebilir, bu sebeble duyarlilik ve spesifitesi yeterli degildir (2).

Human Epididimis protein 4 (HE-4): ilk kez epididim hiicrelerinden izole
edilmistir ve ismini bu sekilde almistir ancak daha sonra ¢esitli dokulardan da izole
edilmistir. Cesitli malignitelerde mide, meme, over ve akciger kanserlerinde potansiyel
timor belirte¢ Ozellikleri arastirilmistir.  Endometrial kanser vakalarinda da
degerlendirilen bu marker 6zellikle CA-125 ile birlikte dlglimlerinde performansi tek

basina calisilmasindan daha iyi sonuglar vermistir (165).
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I11. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum klinigine haziran 2018 ile Mayis 2019 tarihleri arasinda basvurup bening ya da

malign nedenlerle histerektomi yapilan toplam 42 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Endometriyum kanser tanisi alan ve histerektomi yapilan 20 hasta ile, yine
histerektomi yapilan ama bening hastaliklar1 olan 6rne§in myoma uteri, anormal uterin
kanamalar, uterus sarkmasi, endometriozis, uterus kaynakli kronik agrilar gibi
semptomlar1 olan 22 vaka da kontrol grubu olarak kabul edilip prospektif olarak dizayn

edilmistir.

Malign ve bening nedenlerle histerektomi olan vaka ve kontrol grubundan alinan
doku ornekleri patoloji laboratuvarinda degerlendirildikten sonra parafinize edilerek
oda sicakliginda saklanmistir. Elde edilen serum &rnekleri ise rutin tetkikler

yapildiktan sonra serumlar ayrilarak analize kadar -80 °C’de saklanmuistir.

Calismamiz Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya A.D.’nda yapilmis olup Afyon Kocatepe Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul (Toplantt Numarasi: 2018/5) onay1 aldiktan sonra baslamistir.

3.2. miRNA iZOLASYONU

Oncelikle dokudan izolasyon icin parafinize dokular deparafinize edildi.

1. Parafin dokular 1.5 ml lik ependorf tiiplere alind1 (25 mg Uzeri).
Opsiyonel: Dokular birka¢ dakika 37°” de bekletildi.
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1200 pL ksilen eklendi. Kuvvetlice vortekslendi. 5 dakika santrifly edildi
(>13,000xg). Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

1200uL absolut etanol eklendi. Ksileni uzaklastirmak igin vorteks yapildi ve 5
dakika santrifij edildi (>13,000xg). Siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

3. Adim 3-4 kez tekrarlandi.

Ependorf tupler 10-15 dakika kapaklari agik bir konumda inkiibe edilerek
etanol’ un ortamdan uzaklagmasi saglandi.

Ornekler izolasyon i¢in hazirdr.

Serum Ornekleri de oncelikle +4 °C’ye ardindan oda sicaklifina getirilerek

izolasyona hazir hale getirildi. Orneklerden miRNA izolasyonu spesifik bir izolasyon
kiti (GeneAll, Hybrid-R miRNA-Seul, Giney Kore; Kat no: 325-150) kullanilarak

yapilmstir. Izolasyon islemine ait basamaklar asagidaki gibidir;

1.

200 pL serum+500 pL RiboEX pipetaj yaparak eklendi (RiboEX igerdigi fenol
ve guanidin tuzu ile hiicreyi hizla parcalar ve niikleazlari inaktive eder).

5 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

1,5 ml lik tup Gzerine 100 pL kloroform eklendi. Kloroform RiboEXx ve serum
Ornegine karismasi igin alt st yapildi ve 2 dk oda isisinda bekletildi.
(Kloroform ile elde ettigimiz lizat sulu ve organik faza kolayca ayrilir).
12,000xg de 1 dk 4°C de santrifiij yapilir ve sulu faz baska bir eppendorfa
aktarildi (DNA ve protein ara fazda ve organik fazda kalirken, total RNA sulu
fazda bulunur).

Alman sulu faz kadar tizerine %50 ethanol eklendi. Pipetaj yapildi. Vorteks bu
asamada yapilmaz.

Elde edilen mix type B (kirmizi kapakli olan) kolona aktarilir. 700 pL olacak
sekilde aktarildi (Burada biliyilk RNA membrana baglanirken, kiiciik RNA lar
kolondan asagi dogru iner).

11,000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.
20.

Altta kalan tiiplin lizerine kalan sivinin hacmi kadar %100 ethanol eklendi.
Pipetaj yapildi. Vorteks yapilmaz.

Bu karisim (yaklasik 650 uL) type W kolona aktarildi (Bu kolon kiicik RNA
larin baglanmasini saglar).

11,000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tizerine 500 uL RBW Buffer eklendi
(Bu basamakta deterjan igeriginde bulunan yikama basamagi gergeklestirildi.
Boylece membrana baglanmis olan kiicik RNA disinda ki artiklar
uzaklastirildi).

11,000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tizerine 500 uL RNW Buffer eklendi.
11,000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tzerine 500 pL RNW Buffer eklendi.
11,000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve lizerine higbir sey eklenmeden 11,000
rpm de 2 dk santriflj edildi (Herhangi bir yikama buffer kalmasina karsi boyle
bir 6nlem alinir).

Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50ul. RNase-free su
eklendi. 2dk oda sicakliginda bekletildi.

11,000 rpm de 2 dk santrifij edildi.

Elde edilen 6rnek -20°C ye aktarildi.

3.3. cDNA ELDESI

miRNA’lara 6zgin dizayn edilen ve sentezlettirilen stem-loop primerleri (Tablo

10) kullanilarak cDNA sentezi yapild. insan u6 geni internal kontrol gen olarak PCR

calismasinda kullanildi.
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Tablo 10. Primer dizileri

ué GCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAU
hsa-mir-186-5p CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
hsa-mir-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA

Bu primerler; miRNA’dan cDNA sentezi yaparken miRNA dizisi ile spesifik
baglandig1 i¢in en giivenilir yontem olarak kabul edilir. Elde edilen miRNA’lardan her

bir miRNA’ya 6zgii primerler kullanilarak cDNA sentezi yapilmustir.

Elde edilen miRNA ile WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity)
W2211 (Seongnam, Giiney Kore) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi
yapilmustir (Tablo 11).

Tablo 11. cDNA reaksiyonunda bilesenler

10X Reaction Buffer 2 pL
Stem-loop primer 2 uL
20X dNTP mix 1pL
miRNA 10 pL
WizScript™ RTase 1L
RNase inhibitor 0,5 puL
RNase free Water 3,5 uL
Toplam 20 pL

cDNA sentezinde ortam 6ncelikle 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk, 85 °C’de 5

dk bekletilip +4 °C’ye indirilip sentez tamamlanur.

3.4. RT-PCR ASAMASI

Elde edilen cDNA’lardan SYBR Green temelli Real Time PCR yapilmustir.
Reaksiyon bilesenleri Tablo 12’de verilmistir.
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Tablo 12. RT-PCR reaksiyon bilesenleri

2X SYBR GREEN MASTER MIX (Cat No:801-520) 10 pL
F(10pm) 1L
R(10pm) 1uL
ROX 1pL
cDNA lpuL
Water 6 pL
Toplam 20 pL

RT-PCR bilesenlerinde yer alan Forward (F) ve Reverse (R) primerlerin dizileri
ise asagidaki gibidir (Tablo 13).

Tablo 13. Forward (F) ve Reverse (R) primer dizileri

Transkript isimleri Primer dizileri

miRNA-186 F-5’CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT3’
miRNA-186 R-5"CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT?3’
miRNA-9 F-5’TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA3’
miRNA-9 R-5’CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT?3’
RN-U6 F-5"GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT3’
RN-U6 R-5’CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT3’

Calisma; Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ile yapilmistir (California,
USA).
» Calismaya baglamadan once ilk olarak plate dizayni yapilir.
cDNA harig bitun PCR bilesenleri mix yapilir.
Mixten esit miktarda plate’e koyulur.
cDNA 06rneginden dizayna gore her bir kuyuya eklenir.
Plate sailing film ile kapatilir.

vV V V V V

Ornekler cihaza yiiklenir.

Cihaza yuklenen ornekler 6nce 95 °C’de 10 dk, daha sonra 95 °C’de 15 saniye,

60 °C’de 1 dk inkube edilerek 40 dongi olarak reaksiyon tamamlanmustir.
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Primerlerin saglikli bir dizaynt oldugunu goérmek ve kontaminasyonu

degerlendirmek igin melt curve (erime egrisi) analizi yapilmistir (Sekil 15).

bt {rwm g v aw Cave

Sekil 15. Melting curve analiz sonuglar1 (a: mMiIRNA-9, b: miRNA-186, c: U6)

Gen ekspresyonlar1 kantitasyonu; U6 geni referans olarak kullanilip kontrol
gurubuna gore normalize edilerek hesaplanmistir. Relatif kantitasyon hesaplamasi olan
244CT yantemi kullanilmistir (166). Real time PCR islemi sonucunda elde edilen deger
Ct (siklus esik degeri-threshold cycle) olarak ifade edilir. PCR {iiriinlerinin miktarindaki

ilk 6nemli artis1 ifade eder.

Her bir 6rnege ait, her bir genin Ct degerleri, o 6rnegin housekeeping Ct
degerinden cikartilarak delta siklus esik (ACt) degerleri hesaplandi. Daha sonra her bir
hastanin ACt degerleri kontrol grubunun Ct degerinden ¢ikartilarak delta delta siklus
esik (AACt) degerleri hesaplandi. Son olarak; her bir genin ne kadar eksprese oldugu
hesaplamak igin, son degerin baslangica olan oran1 alinarak (fold change) 224 degeri
belirlendi. 222" degeri 1’in iizerindeyse artis altindaysa ekspresyonda azalma

olmustur seklinde yorumlanir.
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3.5. ELISA OLCUMLERI

3.5.1. KALPROTEKTIN ANALIZi

Kalprotektin 6lcimi sandvi¢ ELISA yontemi ile Human Calprotectin ELISA
Kiti kullanarak (Shanghai, China; Kat. No E4010Hu) Heales (London, UK) marka

cihaz ile galigilmistir.

Bu kit enzime bagli immiinosorbent 6l¢iim (ELISA) yontemi ile ¢aligir. Plate
onceden insan kalprotektin antikorlar ile kaplanmistir. Kalprotektin iceren numune
kuyucuga eklendiginde kaplanmis antikorlara baglanir. Buradan sonra biyotinlenmis
insan kalprotektin antikorlar1 kuyucuga eklenir ve katt fazda baglanmis
kalprotektinlere baglanarak sandvi¢ yapi olusturulur. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenir ve Biyotinlenmis kalprotektin antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP yikama basamag sirasinda uzaklastirilir. Daha sonra
substrat ¢ozeltisi eklenir ve insan kalprotektin miktar1 ile orantili olarak renk gelisir.
Reaksiyon, asidik stop soliisyonu ilave edilerek sonlandirilir ve absorbans, 450 nm'de
Olgiilir. 5 noktal1 kalibrasyon standart egrisi ¢izilir ve Olcllen absorbansdan

kalibrasyon egrisi yardimi ile konsantrasyonlar hesaplanir.

3.5.2. INSAN EPIDIDiIM PROTEIN 4 (HE-4) ANALIZI

HE-4 6l¢iimi sandvi¢ ELISA yontemi ile Human Epididymal Protein 4 ELISA
Kiti (Shanghai, China; Kat. No E3309Hu) kullanarak Heales (London, UK) marka
cihaz ile yapilmistir. Bu kit enzime bagli immiinosorbent dl¢iim (ELISA) yontemi ile
caligir. Plate onceden insan HE-4 antikorlar1 ile kaplanmistir. HE-4 iceren numune
kuyucuga eklendiginde kaplanmig antikorlara baglanir. Buradan sonra biyotinlenmis
HE-4 antikorlar1 kuyucuga eklenir ve kat1 fazda baglanmis HE-4’e baglanarak sandvig
yap1l olusturulur. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis HE-4
antikoruna baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikama

basamagi sirasinda uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve HE-4 miktari
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ile orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik stop soliisyonu ilave edilerek
sonlandirilir ve absorbans, 450 nm'de 6lgiiliir. 5 noktali kalibrasyon standart egrisi
cizilir ve Olgiilen absorbansdan kalibrasyon egrisi yardimi ile konsantrasyonlar

hesaplanir.

3.5.3. SUPEROKSID DiSMUTAZ (SOD) ANALIZi

SOD aktivitesi Superoxide Dismutase (SOD) Assay Kit (Shanghai, China; Kat.
No SH0053) kullanarak WST-1 Metoduna gore WST-1 Urinlerinin kolorimetrik analizi
ile belirlenmistir. Ksantin Oksidaz (XO), suda ¢6ziiniir bir formazan boyas1 olusturmak
icin WST-1 ile O2’nin reaksiyona girmesini katalizler, SOD ise stiperoksit anyonu ile
reaksiyona girerek Oz ve H202 olusturur. Boylece WST-1’in slperoksit ile
reaksiyonunu azaltip renk degisimine sebep olan formazan boya olusumunu azaltir.
Yani SOD aktivitesi olusan formazan boya miktari ile ters orantilidir. Boylece WST-1
irlini formazan boyasinin optik dansitesinin kolorimetrik 6l¢iimii ile SOD aktivitesi
belirlenebilir. Kontrol ve koér numunesi kullanarak numunelerin SOD aktivitesi

asagidaki formiil ile hesaplanir.

(OD kontrol—OD kér kontrol) =(OD numune—OD kér numune)
(OD kontrol—OD kér kontrol)

X 100 %

3.5.4. MALONDIALDEHID (MDA) ANALIZI

MDA o6lcumu; Malondialdehyde (MDA) Assay Kit (Houston, US; Kat. No: E-
BC-K025-S) kullanilarak kolorimetrik olarak yapilmistir. Olgiim prensibi; Lipid
peroksidaz katabolitlerinden MDA, tiobarbitirik asit (TBA) ile reaksiyona girer ve
kirmiz1 renk veren bilesik iiretir, 532 nm'de absorbans verir. Kontrol ve kor numunesi

kullanilarak MDA konsantrasyonu asagidaki formiile gére hesaplanir;

OD numune—OD kontrol
OD standart—OD kér

X Standart Konsantrasyonu
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3.5.5. REDUKTE GLUTATYON (GSH) ANALIZi

GSH 6l¢iim; Glutathione (GSH) Assay Kit (Shanghai, China; Kat. No: SH0028)
kullanilarak kolorimetrik olarak yapilmustir. Olgiim prensibi GSH nin igerdigi siilfidril
gruplar ile reaksiyona girerek sari renk veren bir bilesik olusturur. Bu bilesik 405 nm
de absorbansi pik yapar. GSH konsantrasyonu bilesigin absorbansi ile dogru orantili
olarak belirlenebilir. Kontrol ve koér numunesi kullanilarak GSH konsantrasyonu

asagidaki formiile gére hesaplanir;

OD numune—OD kontrol
OD standart—OD kor

X Standart Konsantrasyonu

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizde SPSS 22,0 paket programi kullanildi. Vaka ve kontrol
gruplar1 arasindaki miRNA-186 gen ekspresyon seviyeleri arasindaki fark oncelikle
doku ve serum diizeyinde ayr1 ayri Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Ayni
sekilde vaka ve kontrol gruplari arasinda miRNA-9 gen ekspresyon seviyeleri
arasindaki fark doku ve serum diizeyinde ayri ayrt Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Sonuclar ortalama + std hata olarak ifade edildi. Analizlerde anlamlilik
duzeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Tim gruplarda miRNA-9 dizeyleri icin doku ve
serum arasindaki korelasyon iligkisi spearman testi ile, yine tiim gruplarda miRNA-
186 i¢in doku ve serum arasinda korelasyon iligkisi spearman testi ile degerlendirildi.
Bu markerlarin tan1 giicleri miRNA-9 ve miRNA-186 i¢in doku ve serum olarak ayri
ayr1 ROC analizi ile degerlendirildi. Kalprotektin, HE-4, MDA, GSH, SOD belirtecleri
ile birlestirildiginde tam1 giiclinii ne kadar gelistirdigi yine ROC analizi ile

degerlendirildi.
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IV. BULGULAR
Calismamizda 20 vaka ile 22 kontrolden elde edilen doku ve serumlardaki
miRNA-9 ve miRNA-186 gen ekspresyon seviyelerine ait veriler asagidaki tablodaki

gibidir (Tablo 14).

Tablo 14. Doku ve serum miRNA fold change verileri

miRNA’lar  Yer Grup Say1 OrtalamazStd hata P degeri
miRNA-9 Doku Vaka 18 5,64+1,29* 0,011
Kontrol 17 1,18+0,17
Serum Vaka 18 2,01+0,35**
0,047
Kontrol 17 0,99+0,18
miRNA-186  Doku Vaka 17 1,64+0,23*** 0.03
Kontrol 17 0,91+0,13 '
Serum Vaka 19 1,61+0,22
0,077
Kontrol 19 1,06+0,17

*Kontrol grubuna gére (p=0,011), **Kontrol grubuna gére (p=0,047), ***Kontrol grubuna gore
(p=0,03).

Bu verilere ait grafik ise asagidaki gibi olusmustur (Sekil-16).

miRNA-9 ve miRNA-186 fold change diizeyleri

8
*
7
6
5
4
3 * % *kk
2 .
; [] a B . m
. ]
Vaka Kontrol Vaka Kontrol Vaka Kontrol Vaka Kontrol
miRNA-9 doku miRNA-9 serum miRNA-186 doku miRNA-186 serum

Sekil 16. Vaka ve kontrol grubuna gére miRNA fold change duzeyleri, (ortalama + std hata). *Kontrol grubuna
gore (p=0,011), **Kontrol grubuna gére (p=0,047), ***Kontrol grubuna gére (p=0,03).
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Vaka ve kontrol grubunun serum numuneleri kullanilarak dlciilen kalprotektin,

HE-4, GSH, SOD, MDA analizine ait veriler ise asagidaki gibidir (Tablo 15).

Tablo 15. Gruplara gore belirteglerin dlzeyleri

Parametre Yer Grup Say1 Ortalama * Std hata p degeri

Kalprotektin Vaka 17 9,15+ 1,45

(ng/mL) Serum Kontrol 18 5,61+ 0,81 0,156
Vaka 17 37,48 +6,13*

HE-4 (ng/L)  Serum Kontrol 19 18,28 + 3,17 0,023
Vaka 15 30,49 t 5,46

GSH (uM) Serum Kontrol 19 48,85 + 8,12 0,140

EX 3

SOD (U/mL)  Serum e - 51,80 LS 0,008
Kontrol 19 16,47 £ 2,4

MDA Vaka 20 7,24+0,71

Serum ! ¢ 0,206
(nmol/mL) Kontrol 19 6,56 + 0,33

* Kontrol grubuna gdre (p=0.023), ** Kontrol grubuna gére (p= 0.008).

Bu degiskenlere ait grafik ise agagidaki gibi olusmustur (Sekil-17).

Serum Kalprotektin, HE-4, GSH, SOD, MDA duzeyleri

60,00
50,00 *
40,00

* 3k
30,00
20,00 i
10,00 .
oo M mm HE =

Vaka Kontrol = Vaka Kontrol Vaka Kontrol Vaka Kontrol Vaka Kontrol

Serum Serum Serum Serum Serum
Kalprotektin HE-4 (ng/L) GSH (uM) SOD (U/mL) MDA (nmol/mL)
(ng/mL)

Sekil 17. Vaka ve kontrol grubuna gore belirte¢ diizeyleri (ortalama * std hata). *Kontrol grubuna gore (p=0.023),
** Kontrol grubuna gére (p=0.008).
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Testlerin  yapilan Kolmogorov-Smirnov analizine gore normallikleri
degerlendirildi (Tablo 16). miRNA-9 ve kalprotektin analiz sonuglart normal olmayan
dagilim gosterirken diger parametrelerin dagilimi normal saptanmistir ancak grup
sayilart 30’un altinda oldugu igin gruplar karsilagtirilirken Mann-Whitney U testi

kullanilmistir.

Tablo 16. Testlerin normallik analizi

Kolmogorov-Smirnov?

Degiskenler

Sig.
miRNA-9 Doku 0,000 *
miRNA-9 Serum 0,179
miRNA-186 Doku 0,200
miRNA-186 Serum 0,200
Kalprotektin 0,006 *
HE-4 0,168
GSH 0,200
MDA 0,200
SOD 0,200

* p <0.05 normal dagilimdan anlamli farkli dagilim.

Vaka ve kontrol gruplart miRNA-9 gen ekspresyon seviyeleri arasindaki fark

oncelikle doku diizeyinde degerlendirildi ve anlamli fark bulundu (p=0.011).

Vaka ve kontrol gruplart miRNA-9 gen ekspresyon seviyeleri arasindaki fark

serum diizeyinde degerlendirildi ve anlamli fark bulundu (p=0,047).

Vaka ve kontrol gruplari arasinda miRNA-186 gen ekspresyon seviyeleri

arasindaki fark doku diizeyinde degerlendirildi ve anlamli farkli bulundu (p=0.03).

Vaka ve kontrol gruplari arasinda miRNA-186 gen ekspresyon seviyeleri

arasindaki fark serum diizeyinde degerlendirildi ve anlamli farkli bulunmadi (p=0.077).
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Tum gruplarda miRNA-9 diizeyleri i¢in doku ve serum arasindaki korelasyon

iligkisi degerlendirildi ve anlamli korelasyon saptandi (p=0.001, r=0,751).

Tim gruplarda miRNA-186 diizeyleri i¢in doku ve serum arasindaki korelasyon

iligkisi degerlendirildi ve anlaml1 korelasyon saptandi (p=0.001, r=0,789).

Tim gruplarda miRNA-9 ve miRNA-186 i¢in doku diizeyinde korelasyon iligkisi
degerlendirildi ve anlamli olarak iliskili bulundu (p =0.001, r=0,888).

Tum gruplarda miRNA-9 ve miRNA-186 icin serum diizeyinde korelasyon
iligkisi degerlendirildi ve anlamli olarak iligkili bulundu (p =0.001, r=0,870).

Doku miRNA-9 ve miRNA-186 igin ayirt edici giligleri ROC analizi ile
degerlendirildi (Sekil 18).

ROC Curve
1,0

Source of the Curve
= miRNA_9_Sp_doku
—— miRMNA_186_5Sp_doku
I Reference Line

0,5

Sensitivity

0,4

0,2

T L]
00 0.2 0.4 05 0.8 1.0
1 - Specificity

Sekil 18. Doku miRNA-9 ve miRNA-186 ROC egrileri
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Doku miRNA-9 ve miRNA-186 i¢in yapilan ROC analizinde egri altinda kalan
alan (AUC) ise sirastyla 0,737 ve 0715 olarak belirlenmistir (Tablo 17).

Tablo 17. Doku miRNA-9 ve miRNA-186 ROC egrisinde AUC degerleri

Degisken Egri altinda kalan alan (AUC)
Doku miRNA-9 0,737 (%95 CI 0,565-0,909)
Doku miRNA-186 0,715 (%95 CI 0,533-0,896)

Ayni sekilde serum miRNA-9 ve miRNA-186 icin ayirt edici gligleri ROC analizi
ile degerlendirildi (Sekil 19).

ROC Curve
10
Source of the Curve
J — miRNA_9_5p_serum
—— miRNA_186_Sp_serum
Reference Line
0,84
0,6
==
=
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=
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0 0,44
0,24
oo T T T T
o0 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Sekil 19. Serum miRNA-9 ve miRNA-186 ROC egrileri

Serum miRNA-9 ve miRNA-186 i¢in yapilan ROC analizinde egri altinda kalan
alan (AUC) ise sirastyla 0,696 ve 0703 olarak belirlenmistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Serum miRNA-9 ve miRNA-186 ROC egrisinde AUC degerleri

Degisken Egri altinda kalan alan (AUC)
Serum miRNA-9 0,696 (%95 CI 0,520-0,872)
Serum miRNA-186 0,703 (%95 CI 0,526-0,879)

Serumda miRNA gen ekspresyon seviyelerinin ayirt edici giicli, serum
Kalprotektin, HE-4, MDA, GSH, SOD markerlari ile birlestirildiginde ayirt edici giici
ne kadar gelistirdigi yine ROC analizi ile degerlendirildi (Sekil 20).
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Sekil 20. Serum miRNA'lar ve belirteclerin ROC analizi.

Serum miRNA gen ekspresyon seviyelerinin yanisira serum Kalprotektin, HE-4,
MDA, GSH, SOD markerlarinin ROC egrisinde hesaplanan AUC degerleri sirasiya
0.608, 0.745, 0.361, 0.525, 0.724 olarak belirlenmistir (Tablo 19).
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Tablo 19. Serum miRNA'lar ve diger belirteglerin AUC degerleri

Degiskenler Egri altinda kalan alan (AUC)
Serum miRNA-9 0,696 (%95 CI 0,520-0,872)
Serum miRNA-186 0,703 (%95 CI 0,526-0,879)
Kalprotektin 0,608 (%95 CI 0,404-0,811)
HE-4 0,745 (%95 Cl1 0,573-0,917)
GSH 0,361 (%95 CI 0,166-0,576)
MDA 0,525 (%95 CI 0,303-0,748)
SOD 0,724 (%95 CI 0,545-0,942)
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V. TARTISMA

EK, gelismis diinya iilkelerinde en yaygin jinekolojik malignitedir. Kadinlardaki
tim kanserler icinde ise dordunci sirada olup en fazla 6lime sebep olan sekizinci
kanser tiirtidiir. Diinya ¢apinda 2018 yilinda yaklasik 382.069 yeni vaka tan1 almistir
(12). Dunyada 2018 verilerinde insidans 8.4/100.000, mortalitesi ise 1.8/100.000

olarak Globocan istatistiklerinde belirtilmistir.

EK hastalarinin ¢ogu postmenopozal kadinlardir; bununla birlikte vakalarin
%14'U premenopozal donemde, %4' 40 yasindan daha erken teshis edilir (145,146).
Gelismis iilkelerde EK ve mortalite goriilme siklig1 artmaktadir (167), bu da obezite ve

metabolik sendrom prevalansinin artmasiyla iliskili olabilir (168).

Sanayilesmis tilkelerde, kadinlarin %2-3 yasam boyu EK gelistirme riski tasir
(169). Hastalarin ¢oguna erken evrede tan1 konulmasina ve histerektomi ile tedavi
edilmesine ragmen, lokal ilerlemis veya metastatik hastalik belirtisi olmayan hastalarin

%15-20'sinde kanser nukseder (170).

Endometrial kalinligin transvajinal ultrason ile 6l¢timii, EK i¢in bir tarama
yontemi olarak Onerilmistir ancak biyopsi veya dilatasyon-kuretaj ile endometriyal
ornekleme, tani i¢in altin standart olmaya devam etmektedir (1). Endometriyal biyopsi
veya dilatasyon-kdretaj gibi altin standart tan1 yontemleri invazif olup morbidite riski
tasir. EK i¢in yiiksek risk tasiyan vakalarin belirlenmesinde non-invaziv tani araglarina
ihtiyagc vardir. Bu sekilde segilmis vakalar kesin tani igin invazif yoOntemlere
yonlendirilebilir. Ancak, su anda giivenilir non-invaziv bir tarama stratejisi mevcut
degildir (171).
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Belirtecler, yuksek EK riski olan popullasyonda endometriyal biyopsi
gereksinimini azaltabilir. Bu tlir non-invaziv teshis yontemleri, 6zellikle tamoksifen
kullanicilart ve Lynch sendromlu kadinlar gibi asemptomatik yiiksek riskli vakalarda
kanserin erken teshisine ve uygun tedaviye olanak taniyacagi icin biiyiikk 6nem

tagimaktadir (1).

Tamoksifen ile tedavi edilen meme karsinomu vakalari, ciddi obez kadinlar,
diyabet hastalar1 ve Lynch sendromlu hastalar gibi yiiksek riskli popiilasyonlarda,

erken tani igin uygun maliyetli bir teshis yontemi ¢ok degerli olacaktir (172).

EK’nin prognostik degerlendirmesinde de yeni belirteclere blylk bir ihtiyag
vardir. Belirtecler, ameliyat oncesi EK hastalarinin yiiksek riskli ve diisiik riskli
kategorilere ayrilmasinda yardimei olabilir, bdylece tedavinin daha fazla bireye 6zgi

olmasina imkan saglar (173).

EK i¢in son 10 yilda bildirilen potansiyel belirteglerin ¢cogu, CA-125 ve HE-4
harig, gelistirilme asamasindadir. Drucker ve Krapfenbauer biyobelirte¢ kesfinden
klinik kullanima gegisteki giigliikleri ve sinirlamalar1 gézden gegirmistir (174).
Potansiyel belirteglerin siklikla yetersiz duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri, belirteg kesif
sirecindeki bazi eksikliklere baglanmistir. Bunlar; az sayida numune, numunelerin
geemisi hakkinda yetersiz bilgi, vaka ve kontrollerin uygunsuz eslesmesi, proteom
veya metabolomun sinirli kapsami, numune igin standart ¢alisma prosediirlerinin
eksikligi ve ayrica se¢im, toplama, kullanim, saklama, analitik yontemler ve veri

yorumlamada meydana gelen hatalar olarak siralanmistir (174).

Ornek toplama, isleme ve saklama igin standart islem prosediirleri eksikligi

preanalitik biasa neden olabilir. Bu eksiklikler, kan tuplerinin tipi, santriftjleme
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adimlari, toplama ve isleme arasindaki siire, saklama stiresi ve sicakligi gibi ayrintilar
icermelidir. Bu veriler genellikle belirte¢ ¢alismalarinda verilmemistir, bu bilgi
eksiklikleri belirteg ¢alismalarindaki zayif tekrarlanabilirligi agiklayabilir. Analitik
yontemler genellikle tekrarlamaya izin vermek i¢in yeterli detay ile tarif edilmemistir.
Son yillarda, arastirmalarda tekrarlanabilirlik 6nemli bir sorun olarak kabul
edilmektedir (175).

miRNA molekilleri, gen ekspresyonunun ana transkripsiyonel regulatorleridir
(176). Farkli miRNA tipleri kanser gelisimi ile iliskilidir ve bunlar onkojenik ve timor
baskilayict miRNA’lar olarak siniflandirilir (177). Cok sayida ¢alisma, miRNA'larin
farkli kanserlerde anormal bir sekilde eksprese edildigini gostermistir (178).
miRNA'lar, kan dolasiminda tespit edilebilir (178).

Erisilebilirlikleri ve stabiliteleri nedeniyle, miRNA'lar tam1 i¢in ortaya ¢ikan
potansiyel belirteclerdir. EK'de, bir kanser gelisimini stimiile edecek veya inhibe
edebilecek miRNA'lar yakin zamanda tanimlanmis ve incelenmistir. Kanser tanisi,

prognozu ve tedavisinde olasi uygulamalari hala arastirilmaktadir (176).

Son yillarda miRNA'y1 EK'nin potansiyel belirtecleri olarak analiz eden dort
calisma bulunmaktadir (146,162,171,179). Bu c¢alismalarin her biri EK'li 33-49
hastadan ve 14-52 saglikli veya bening durumu olan vakalarin oldugu kontrol
grubundan olusmaktaydi. Tek tek degerlendirilen miRNA'lar (miRNA-15b, miRNA-
27a, miRNA-223, miRNA-222, miRNA-186 ve miRNA-204) i¢in ROC egrisinde 0.73
ila 0.87 arasinda yiiksek AUC degerleri bildirmistir (162,179).

Jia ve arkadaslarinin 2013’de yaptig1 calismada, dort miRNA'1 bir modelde
(miR-222, miR-223, miR-186 ve miR-206), serum numuneleri kullanilarak yapilan
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analizin EK'li hastalart saglikli kadinlardan ayirt etme giiciinii degerlendirmek i¢in
yapilan ROC analizinde AUC degeri 0.93 bulundu (179).

Torres ve arkadaslarinin 2012’de yaptig1 ¢alismada plazma miRNA-99a ve
miRNA-199b kombine edilerek degerlendirilmis ve ROC egrisinde AUC degeri 0.90

olarak bulunmustur (171).

Torres ve arkadaslarinin 2013°de yaptig1 calismada ise EK’li ve saglikli kadinlar
arasindaki ayrim, plazma miRNA-9 ve miRNA-1228, ayrica miRNA-9 ve miRNA-92a
diizeyleri kombine edilerek degerlendirilmis ve her ikisinde de ROC egrisinde AUC
degeri 0.91 olarak bulunmustur (146).

Bu calismalarda miRNA'lardan; miRNA-9, miRNA-186, miRNA-200b,
mMiRNA-200c ve miRNA-449’un EK gelisimine katkisi oldugu, miRNA-199b.
miRNA-200c, miRNA-203, miRNA-204, miRNA-222 ve miRNA-449’un EK'ye kars1
koruyucu oldugu gosterilmistir (176). Ancak calisilan gruplar gorece kiigiik vaka
kontrol gruplarindan olusmustur ve sonuglari ¢cok merkezli ¢aligmalarla valide edilmesi

gerektigi bildirilmistir (1).

Bizim ¢alismamizda miRNA-9 ve miRNA-186 kombine edilerek ¢alisildi. Doku
diizeyinde Olciilen sonuglar ROC analizi ile degerlendirildiginde AUC degerleri
sirastyla 0,737 ve 0,715 olarak bulundu. miRNA-9 ve miRNA-186 doku diizeyinde
orta dlizeyde tani giicline sahip olarak degerlendirildi. Serum diizeyinde bakilan
MiRNA-9 ve miRNA-186’nin ROC egrisindeki AUC degerleri sirasiyla 0,696 ve 0,703
olarak bulundu ve yine orta diizeyde ayirt edici glicte performans gosterdi. Doku ve
serum diizeyleri arasinda korelasyonu degerlendirilen miRNA-9 i¢in yapilan spearman

korelasyon analizi anlamliydi ve gucli korelasyon gosterdi (p=0.001, r=0.751). Aym
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sekilde miRNA-186 icin yapilan spearman korelasyon analizinde de anlamli iliski

bulundu ve glicli korelasyon gosterdi (p=0.001, r=0.789).

Hiicre c¢ogalmasindaki hiicre i¢i onemli enzimleri inhibe ettigi bilinmesine
ragmen (180), kalprotektin’in kanser gelisimindeki rolii tam olarak bilinmemektedir
(181) ancak yaygin apoptozisi indiikleyici aktivitesi vardir (182). Kalprotektin, primer
ve metastatik tiimdrlerin biiylimesinde rol oynayan matriks metalloproteinazlar: da
(MMP'ler) inhibe eder (183). Ayrica, bazi1 tiimorlerin dokusunda kalprotektin gen
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (184—186).

Guo ve arkadaglar1 kalprotektini endometriyal karsinom i¢in potansiyel bir
protein markeri olarak tanimlamis ve endometriyal karsinom dokusunda artmis

kalprotektin protein ekspresyonunu gostermistir (187).

Hannah ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise EK’li vakalar saglikli
premenopozal ve post menopozal grupla karsilagtirildiginda anlamli farklilik bulunmus

ve ROC analizinde AUC degeri 0,90 olarak gosterilmistir (3).

Bizim ¢alismamizda ise serum Kalprotektin vaka-kontrol gubunda anlamli fark
bulunmadi (p=0,156). ROC analizinde AUC degeri 0,608 olarak bulundu ve diisiik tan1

giiciine sahip olarak degerlendirildi.

Yiiksek ROS seviyeleri genellikle hiicreler i¢in zararhidir ve kanser hiicrelerinin
redoks durumu normal hiicrelerinkinden farklidir. Kanser hiicreleri, bu nedenle ROS
seviyelerini, diisiik bir sitostatik seviyenin Ustiinde, ancak sitotoksik olacak seviyelerin

altinda, orta derecede yiiksek bir tiimorojenik diizeyde tutarlar (188).
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Karsinogenez DNA hasarlanmasi sonucu olusan mutasyonlardan kaynaklanir.
DNA hasarinin ana sebebi serbest radikallerin sayisini arttiran oksidatif strestir. Reaktif
oksijen turleri (ROS) vucutta oksidatif hasara neden olan en 06nemli serbest
radikallerdir (189). Literaturde oksidan, antioksidan molekiiller ve farkli insan kanseri

turlerinde enzimler hakkinda rapor edilen veriler tartismalidir (190).

Oksidatif stresin ve inflamasyonunun artmasinin kanser riski ile iligkili oldugu
da iyi bilinmektedir (191). Tumorojenik hicrelerin; proliferasyon, hayatta kalma ve
metabolik adaptasyonu devam ettirebilmek icin normalden yiiksek seviyelerde ROS
trettigi  distiniilmektedir. Aymi  zamanda, kanser hicreleri, hiicre 6lumuand
indikleyebilecek seviyelerde ROS birikmesini 6nlemek icin normalden yiksek

seviyede antioksidan aktiviteyi strddrdrler.

Kuran ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptigt EK ve kontrol grubunu
karsilastirdigi ¢alismada plazma MDA seviyeleri arasinda anlamli fark bulunmamistir
(192). Heidari ve arkadaglarmin 2019°da yaptigi EK ve saglikli goniillii grubu
karsilastirdig1 ¢alismasinda ise serum MDA diizeyleri EK’li grupta anlamli artmis
olarak bulunmustur (157). Mevcut ¢alismamizda ise oksidan stres gdstergesi olarak
Olculen serum MDA diizeyleri vaka ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi
(p=0,206). ROC egrisinde AUC degeri ise 0.525 olarak hesaplandi.

Sahu ve arkadaslarinin 2015°de yaptig1 calismada meme kanserleri ve kontrol
grubunu karsilastirdigi caligmada serum MDA seviyeleri anlamli artmis, serum SOD
seviyeleri ise anlamli azalmig olarak bulunmustur (193). Ayni ¢alismada operasyon
oncesi ve sonrast MDA ve SOD diizeyleri 6l¢lilmiis; serum MDA anlamli azalirken,
serum SOD diizeylerinde anlamli olarak artis gosterilmis. Arslan ve arkadaslarinin
2014’de karaciger kanseri (HCC) ve saglikli grubu karsilastirdig1 ¢alismasinda serum

MDA seviyeleri kontrol grubuna goére anlaml yiiksek bulunurken, eritrosit SOD ve
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GSH diizeyleri ise anlamli diisiik olarak rapor edilmis (194). Yapilan bir baska benzer
calismada ise HCC vakalar1 ve saglikli kontrol grubu karsilastirilmis ve serum SOD ve
GSH duzeyleri anlamli olarak azalmig olarak gosterilmistir (192). Abel ve
arkadaglarinin yaptigt HCC ve kontrol grubunun karsilagtirildigr calismada ise doku
GSH seviyeleri daha diisiik, SOD seviyeleri ise daha yiiksek bulunmustur (195).
Chang ve arkadaslar1 2008’de kolorektal kanserli vaka ve saglikli kontrol gurubunu
karsilastirdigi calismasinda serum SOD seviyeleri anlamli azalmisken, GSH seviyeleri
arasinda anlamli fark bulunmamistir (196). Kaynar ve arkdaslarinin 2005°de yaptigi
akciger kanseri ve saglikli grubu karsilastirildigi ¢aligmada eritrosit MDA, SOD, GSH
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli yiiksek oldugu gosterilmistir (158). Son

yillarda EK’de serum ya da dokuda SOD ve GSH calismasina rastlanilmamaistir.

Mevcut ¢alismamizda anti-oksidan molekillerden SOD ve GSH serum seviyeleri
Olciildi. Vaka ve kontrol gruplart arasinda SOD i¢in anlamli farklilik bulundu
(p=0.008), GSH i¢in anlamli fark bulunmadi (p=0.140). SOD ve GSH i¢in ROC
egrisindeki AUC degerleri de sirasi ile 0,724 ve 0,361 olarak hesaplandi.

Proteomik c¢aligmalarinda potansiyel tiimor belirteci olabilecegi Ongoriilen,
diagnostik ve prognostik degeri olabilecegi diisiincesiyle HE-4’e artmis bir ilgi vardir
(171,172). Cesitli malignitelerde mide, meme, over ve akciger kanserlerinde
calistlmistir (197). Endometrial kanser vakalarinda da degerlendirilen bu marker
Ozellikle CA-125 ile birlikte 6l¢cimlerine gore performansi tek basina ¢alisilmasindan

daha iyi sonuglar vermistir.

Angioli ve arkadaglariin yaptig1 ¢alismada EK’li hastalar ve kontrol grubunun
karsilastirilmasinda serum HE-4 seviyeleri anlamli farkli, hasta ve sagliklilar ayirt
etme giiclinii degerlendirmek igin yapilan ROC analizinde ise AUC degeri 0,86 olarak
bulunmustur (198).
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Prueksaritanond ve arkadaslarinin yaptigi caligmaya gore ise serum HE-4 dlizeyi,
tiimor ¢ap1 ve myometriyal invazyonu olan vakalarda karsilagtirilmis ve timor ¢ap1 2
cm’den az ve fazla olan gruplarda anlamli farkli bulunmustur. Ayrica myometriyal
invazyonu %50’den az ve fazla olan gruplarda da serum HE-4 seviyeleri anlamli farkli
bulunmustur. HE-4 igin disiik ve yiiksek riskli EK’li vakalari ayirt etme giicii
degerlendirilmesi i¢in yapilan ROC analizinde AUC degeri 0,88 olarak belirlenmistir.
Boylece HE-4’1in prognostik degeri oldugu gosterilmistir (199).

Brennan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise daha dnce EK tanisi alip tedavi
olan vakalarda rekiirrens degerlendirilmis. Rekiirrensi gelisen ve gelismeyen olgular
karsilastirildiginda HE-4’1lin anlamli diizeyde yiikseldigi ve ayirt edici giicli ROC egrisi
ile degerlendirildiginde AUC degeri 0,87 olarak bulunmustur. Boylece CA-125’e gbre
(AUC: 0.67) rekurrensi éngérmede daha iyi marker olabilecegi gosterilmistir (200).

Calismamizda ise serum HE-4 seviyeleri gruplar arasi anlamli farkliyd:
(p=0,023), yaptigimiz ROC analizinde AUC degeri 0,745 olarak bulundu, hasta ve
sagliklilar orta dlizeyde ayirt edici giice sahip olarak degerlendirildi.
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VI. SONUC

Calismamizda doku miRNA-9 ve miRNA-186 duzeyleri i¢in vaka ve kontroller
arasinda anlamli fark bulundu (Sirastyla p=0.011, p=0.03). Yapilan ROC analizinde
ise AUC degerleri sirasiyla 0.737 ve 0.715 olarak bulundu ve orta diizeyde ay1rt edici
giice sahip olarak degerlendirildi. Serum miRNA-9 dizeyleri igin vaka ve kontroller
aras1 anlamli fark bulundu (p=0.047) ancak serum miRNA-186nin vaka ve kontroller
arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.077). Serum miRNA-9 ve miRNA-186 igin
yapilan ROC analizinde ise AUC degerleri sirasiyla 0.696 ve 0.703 olarak bulundu ve
orta diizey ayirt edici gilice sahip olarak degerlendirildi. Serum HE-4 ve SOD degerleri
icin gruplar arasi anlamli fark bulundu (Sirastyla p=0.023, p=0.008), ROC egrisi ile
degerlendirildiginde ayirt edici giicleri sirastyla 0.745 ve 0.724 olarak bulundu ve orta
dizeyde ayirt edici giice sahip olarak degerlendirildi. miRNA’larin doku ve serum
degerleri arasindaki korelasyon degerlendirildiginde miRNA-9’un doku ve serum
seviyeleri arasinda anlamli iliskisi olup gulg¢li korelasyona sahipti (p=0.001, r=0.751).
Ayni sekilde miRNA-186 igin doku ve serum seviyeleri arasinda anlamli iliski olup

gucli korelasyon mevcuttu (p=0.001, r=0,789).

Bu bulgular bize serum miRNA-9 ve serum miRNA-186’nin EK’de orta dlizeyde
yiiksek riskli vakalar1 ayirt edici giicte oldugunu ve secilmis vakalarin invazif tani
yontemlerine yonlendirilmesinde potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Ayrica HE-4 ve SOD molekdllerinin ayirt edici glct arttirabilecegi de gosterilmistir.

Ancak bu ¢alismanin kiiclik bir hasta grubuyla yapilmasi ve analizlerde non-

parametrik yontemler kullanilmasi ulasilan sonuglarin sahip oldugu kisithiliktir.
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Calismamiz genel olarak literatiirle uyumluydu. Ozellikle serum miRNA-186
duzeyleri arasinda anlamli fark bulunmamasi beklenenden farkli bir sonuctu ve bu
durumun birgok nedeni olabilir. Bu sebebler, kan tiiplerinin tipi, santrifiijleme adimlari,
toplama, saklama suresi, sicaklik gibi preanalitik sebepler, analitik yontemler
(izolasyon, kontaminasyon, amplifikasyon vb.) ve veri yorumlamada meydana

gelebilecek hatalar olarak siniflandirilabilir.

Ayrica simdiye kadar yapilan ¢alismalar arasinda tutarsizliklar olmasinin sebebi
miRNA izolasyonu, kantitasyonu ve veri analizinde standart yontemlerin bulunmamasi

olarak soylenebilir.
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VII. OZET

ENDOMETRIYUM KANSER VAKALARINDA HE-4 ve KALPROTEKTIN
SEVIYELERI ile miRNA-9 ve miRNA-186 SEVIYELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Amag: Endometriyum kanserleri tiim diinyada jinekolojik kanserler i¢inde en sik
gorulen ve en fazla 6lime sebep olan sekizinci kanser turadur. Yiksek riskli vakalarda
biyopsi veya dilatasyon-kiretaj ile endometriyal rnekleme tanida altin standartdir. Bu
girisimler invaziftir ve morbidite riskini tasir. Bu sebeble yiiksek riskli vakalari
belirlemek icin non-invazif guvenilir yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ginimuzde
EK i¢in yiiksek risk tasiyan vakalari ayirt etmede etkili non-invazif bir yontem olmayip
calismamiz yeni ortaya c¢ikan belirteglerin ayirt edici giiclinii ortaya koymay1

amaglamaktadir.

Metod: Calisma Prospektif olarak dizayn edilerek Endometriyum kanser tanisi alip
histerektomi yapilan 20 vaka ile, bening hastalik tanisi alip histerektomi yapilan 22
kontrolden olusmustur. miRNA-9 ve miRNA-186 kendilerine 6zgl kitle doku ve
serumdan izole edilmis ve QRT-PCR yontemi ile analiz edilmistir. Kalprotektin, HE-4,
SOD, MDA, GSH serum seviyeleri ise ELISA yontemi kullanilarak kolorimetrik
olarak analiz edilmistir. miRNA molekiillerinin ayirt edici glici ROC egrileri ile
belirlenip serum belirtegleriyle birlestirildiginde tan1 giiciinii ne kadar arttirabilecegi

gosterilmistir.

Bulgular: Doku miRNA-9 ve miRNA-186 duzeyleri vaka grubu kontrole gore anlaml
olarak farkliydi (p=0.011, p=0.03; sirasiyla), ROC analizinde AUC degerleri sirasiyla
0.737 ve 0.715 olarak hesaplandi. Serum miRNA-9 diizeyleri vaka grubu kontrole gére
anlamli olarak farkliydi (p=0.047). Serum miRNA-186 diizeylerinde vaka grubu
kontrole gore anlaml farkli degildi (p=0.077). Serum miRNA-9 ve miRNA-186 igin
yapilan ROC analizinde AUC degerleri sirasiyla 0.696 ve 0.703 olarak hesaplandi.
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Serum HE-4 ve SOD vaka grubu kontrole gore anlamli fark vardi (p=0,023, p= 0,008;
sirasiyla), ROC analizindeki degerleri sirasiyla 0,745 ve 0,724 olarak hesaplandi.
Serum kalprotektin, GSH, MDA diizeylerinde vaka grubunda kontrole gore anlamli
fark yoktu (p=0.156, p=0.140, p=0.256; sirasiyla), ROC egrisi AUC degerleri ise
sirastyla 0.608, 0.361, 0.525 olarak hesaplandi. Doku ve serum miRNA-9 seviyeleri
arasinda anlaml iliski olup gii¢lii korelasyona sahipti (p=0.001, r=0.751; sirasiyla).
Ay sekilde doku ve serum miRNA-186 diizeyleri arasinda anlamli iligki olup, gucli

korelasyon mevcuttu (p=0.001, r=0,789).

Sonug: Elde edilen bulgulara goére doku ve serum miRNA-9 ve miRNA-186 duzeyleri
EK’1i vakalarda anlamli olarak yiiksek bulundu. ROC analizine gore ise orta derecede
ayirt edici giice sahip olarak degerlendirildi. miRNA-9 ve miRNA-186 doku ve serum
diizeyleri arasinda ayr1 ayr1 anlamh ve yliksek derecede korelasyon saptandi. ROC
analizinde Serum HE-4 ve SOD dizeylerinin EK’li vakalarda ayirtedici giici
yukselttigi belirtildi. Sonu¢ olarak, serum miRNA-9, miRNA-186, HE-4 ve SOD
molekullerinin EK i¢in yiiksek risk tagiyan vakalarin ayirt edilmesinde yeri olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: miRNA-9, miRNA-186, Endometriyum Kanseri, Kalprotektin,
HE-4, SOD, GSH, MDA.
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VIII. ABSTRACT

EVALUATION OF HE-4 AND CALPROTECTIN WITH miRNA-9
AND miRNA-186 LEVELS IN ENDOMETRIUM CANCER CASES

Objective: Endometrium cancers are the most common type among gynecological
cancers and the eighth cancer type that causes the death worldwide. In high-risk cases,
biopsy or dilatation-curettage are the gold standard in diagnosis. These interventions
are invasive and carry the risk of morbidity. Therefore, to distinguish the cases that
have high risk for EC, non-invasive reliable methods are needed. Hence there is no
effective non-invasive method to distinguish cases today, our study aims to reveal the

effectiveness of emerging markers to distinguish cases that have high risk for EC.

Method: The study was designed prospectively and consisted of 20 cases diagnosed
with endometrium cancer underwent hysterectomy, and 22 controls with benign
disease underwent hysterectomy. miRNA-9 and miRNA-186 were isolated from their
tissue and serum, after that analyzed by the gRT-PCR method. Calprotectin, HE-4,
SOD, MDA, GSH serum levels were analyzed colorimetrically using ELISA method.
The effectiveness of miRNA molecules in early diagnosis has been shown by ROC

curves and combined with serum markers to increase the diagnostic effectiveness.

Results: Tissue miRNA-9 and miRNA-186 levels were significantly different between
case and control group (p=0.011, p=0.03; respectively), AUC values in ROC analysis
were calculated as 0.737 and 0.715, respectively. There was significant difference in
serum miRNA-9 levels between case and control group (p = 0.047), no significant
difference in serum mMIRNA-186 levels between case and control group (p =
0.077). AUC values in ROC analysis of serum miRNA-9 and miRNA-186 levels, were
calculated as 0.696 and 0.703, respectively. There was a significant difference in serum
HE-4 and SOD levels between case and control group (p = 0.023, p = 0.008;
respectively), AUC values in ROC analysis were calculated as 0.745 and 0.724,
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respectively. There was no significant difference in serum calprotectin, GSH, MDA
levels between case and control group (p = 0.156, p = 0.140, p = 0.256; respectively),
AUC values in ROC analysis were calculated as 0.608, 0.361, 0.525, respectively.
mMiRNA-9 levels was significantly correlated between tissue and serum and had a strong
correlation (p = 0.001, r = 0.751). In the same way, there was a significant relationship
between tissue and serum miRNA-186 levels and there was a strong correlation (p =
0.001, r =0.789).

Conclusion: According to the findings in EC cases, miRNA-9 and miRNA-186 have
a significant increase in tissues and serum. According to the ROC analysis, it was
evaluated as a moderately distinctive effectiveness. There was a significant correlation
between miRNA-9 and miRNA-186 levels in tissue and serum separately. In ROC
analysis, serum HE-4 and SOD levels were shown to increase the discriminative
effectiveness. Therefore, we consider that; serum miRNA-9, miRNA-186, HE-4 and

SOD analyses could be useful for cases that have high risk for EC.

Key words: miRNA-9, miRNA-186, Endometrial Cancer, Calprotectin, HE-4, SOD,
GSH, MDA.
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