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ENDOMETRIOZIS ZEMININDE GELISMiS OVER KANSERLERINDE
MIKRORNA’LARIN KARSINOGENEZIS UZERINDEKI ETKISI VE
KLINIKOPATOLOJIiK PARAMETRELER iLE ILISKISI

Doktora Tezi
Esra Canan KELTEN TALU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Molekiiler Patoloji Anabilim Dal
OZET

Endometriozis, endometriyal gland ve stromanin uterin kavite disinda
bulunmasidir. Reprodiiktif ¢agdaki kadinlarin %5-15’ini  etkiler. Endometriozisli
olgularin yaklasik %1’inde over kanseri gelismektedir. Endometriozisli olgular arasinda
over kanseri gelisecekleri onceden belirleyebilecek biyobelirte¢ calismalar1 giincel
arastirma konular1 arasindadir. Bu ¢alisma ile mirna 200b ve mirna 21’in EIOK’de roliinii
aciga ¢ikarmay1 amagladik. Mirna 200b, endometriozis olgularinda ekspresyon diizeyi
degisiklikleri 6nceki calismalarda gdsterilmis, tiimor supresor etkili mirna 200 ailesi
tiyelerindendir. Mirna 21 ise epitelyal over kanserleri dahil pek cok solid organ
kanserinde ekspresyon diizeyi artan onkojenik etkili mirna’larin basinda gelmektedir. Bu
amagla, calismaya, 2015-2023 yillar1 arasinda EIOK tanis1 almis 13 hasta ve bu hastalara
ait endometriozis ve otopik endometriyum dokular1 (Grup 3: 13 hastaya ait 39 doku
ornegi) alinmistir. Bu olgularla karsilastirmak iizere iki ayr1 grup daha olusturulmustur.
Buna gore, EIOK olmayan, sadece tuba-ovaryan endometriozis iceren 10 olgu ve bu
olgulara ait 6topik endometiryum dokusu (Grup 2: 10 olguya ait 20 doku 6rnegi) yan sira
endometriozisi de olmayan 10 olguya ait 6topik endometriyum dokusu (Grupl) dahil
edilmistir. Bu hastalara ait Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyali doku kesitleri
degerlendirilerek, Grup 1 icin 6topik endometriyum; Grup 2 icin 6topik endometriyum
ve endometriozis odaklar1 ve Grup 3 i¢in 6topik endometriyum, endometriozis ve over
karsinomu odaklar1 isaretlenmistir. H&E kesitlerde isaretlenen odaklar, ilgili parafin
bloktaki izdiisiim alanindan belirlenerek kiigiik bir doku o6rnegi Real-Time PCR ile

calismak tizere tiiplere alinmistir. Analizler sonucunda over kanseri olgular (Grup 3) kendi



icinde degerlendirildiginde, Gtopik endometriyum, endometriozis ve kanser odaklar1 arasinda
mirna 21 ve mirna 200b ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmadi. Bununla birlikte,
over kanserli olgularm 6topik endometriyum dokusundaki mirna 21 ve mirna 200b ekspresyon
diizeyleri, endometriozisi olan ve olmayan olgulardaki &topik endometriyum dokularindan
anlamli olarak daha yiiksekti.

Bu ¢alisma, endometriyozisli olgularin 6topik endometrium dokusunda saptanan
artmis mirna 200b ve mirna 21 ekspresyon diizeylerinin EIOK gelisebilecek olgular

belirlemede katki saglayabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: endometriozis, endometriozis-iliskili over kanserleri,

mirna 200b, mirna 21
Tez Sayfa Adedi: 66
Damisman: Do¢ Dr Merih GURAY DURAK



THE EFFECT OF MICRORNAS ON CARCINOGENESIS IN
ENDOMETRIOSIS-ASSOCIATED OVARIAN CANCERS
ANDRELATIONSHIP WITH CLINICOPATHOLOGICAL PARAMETERS

PhD Thesis
Esra Canan KELTEN TALU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Molecular Pathology
ABSTRACT

Endometriosis is the presence of endometrial gland and stroma outside the uterine
cavity. It affects 5-15% of women of reproductive age. Ovarian cancer develops in
approximately 1% of cases with endometriosis. Biomarker studies that can predict those
with endometriosis who will develop ovarian cancer are among the current research topics.
With this study, we aimed to reveal the role of miRNA 200b and miRNA 21 in EAQC.
Mirna 200b is a member of the miRNA 200 family with tumor suppressor effect, whose
expression level changes in endometriosis cases have been shown in previous studies.
Mirna 21 is one of the miRNAs with oncogenic effects, whose expression level increases
in many solid organ cancers, including epithelial ovarian cancers. For this purpose, 13
patients diagnosed as EAOC between the year of 2015 and 2023 were collected with their
endometriosis and eutopic endometrium tissues (Group 3: 13 patients with 39 tissue
samples). Two separate groups were then constituted to compare with these cases. Group
2 composed tuba-ovarian endometriosis with its eutopic endometrium (10 patients with 20
tissue samples) and Group 1 composed eutopic endometrium only (10 patients with 10
tissue samples). Hematoxylin and Eosin (H&E) stained tissue sections of these patients
were evaluated and then eutopic endometrium was determined for Group 1; eutopic
endometrium and endometriosis foci were marked for Group 2, and eutopic endometrium,
endometriosis and ovarian carcinoma foci were marked for Group 3. The foci marked on
H&E sections were determined from the projection area on the relevant paraffin block and
a small tissue sample was taken into tubes to be studied with Real-Time PCR. As a result
of the analyses, when ovarian cancer cases (Group 3) were evaluated within themselves,

no significant difference was detected for miRNA 21 and miRNA 200b expression levels
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among eutopic endometrium, endometriosis and cancer foci. However, miRNA 21 and
miRNA 200b expression levels in the eutopic endometrial tissue of cases with ovarian cancer were

significantly higher than the eutopic endometrial tissues of cases with and without endometriosis.

This study suggests that increased miRNA 200b and miRNA 21 expression levels
detected in eutopic endometrial tissue of patients with endometriosis may contribute to

identifying cases that may develop EIOC.

Keywords: endometriosis, endometriosis-associaed ovarian cancer, mirna,
clinicopathological findings

Page Number: 66

Advisor: Dog¢ Dr Merih GURAY DURAK
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1.AMAC

Over kanserleri klinik semptomlara neden oldugunda genellikle ileri evrededir. Bu
nedenle over kanseri erken tanisina yardimci olacak biyobelirteglerin tanimlanmasi 6nem

kazanmaktadir. Endometriozli olgularun yaklasik %1’inde over timori gelismektedir.
Bu projenin amaci,

Endometriozisli hangi olgularda over kanseri gelisebilecegini mirna’lar lizerinden

arastirmak.

Bu amacla;

o Endometriozis iliskili over kanseri gelismis olgulari saptamak, bu
olgulara ait 6topik ve ektopik endometriyum dokulari ile kanser dokusu
arasindaki mirna 200b ve mirna 21 ekspresyon diizeyi farkliliklarini

ortaya koymak (Kanserli olgular1 kendi i¢inde karsilastirmak)

¢ Endometriozisi olan olgularda, 6topik ve ektopik endometriyal dokular
arasindaki mirna 200b ve mirna 21lekspresyon diizeyi farkliliklarini
gostermek (kanserli olmayan olgular1 kendi i¢inde 6topik ve ektopik

endometriyal dokulari ile karsilastirmak)

e Over kanseri ya da endometriyozisi bulunmayan olgulardaki 6topik

endometriyumda mirna 200b ve mirna 21 diizeylerini belirlemek



2. GIRIS VE GENEL BILGILER

2.1.Endometriozis Zemininde Gelismis Over Karsinomlari

Endometriozis, endometriyum benzeri dokularin (endometrial gland epiteli
ve stromal doku) uterin korpus disinda bir bolgede bulunmasidir. Reprodiiktif
¢agdaki kadinlarin %5-15’ini etkileyen endometriozis, kronik pelvik agri,
dismenore ve infertilite gibi ¢esitli klinik sorunlara neden olarak hayat kalitesini
o6nemli 6lgiide diistirebilmektedir (1). Endometriozis odaklari, % 2 — 30 oraninda
pelvik bolgede izlenirken, %4’ten az oranda ekstrapelvik bolgede lokalizedir (2).

Pelvik bolgede en sik goriildiigii lokalizasyon overlerdir.

Endometriozis patogenezi tartismali olsa da, multifaktoriyel olduguna
yoOnelik goriisler agirlik kazanmaktadir (3). Endometriozis gelisimi i¢in en
olas1 mekanizma, endometrial kavitedeki dokularin, transtubal yayilim ile
periton bosluguna dokiilmesi ve peritona implante olabilmesidir. Bu
mekanizmay1 destekleyen bir bulgu, endometriozisli hastalarin 6topik
endometriyumlarinda, implantasyon kapasitesini arttiracak ve anjiogenezi
uyaracak degisiklikler yani sira hiicre siklusu diizeninde de degisiklikler
saptanmis olmasidir (1,4). Ozellikle overi tutan endometriozis odaklarinda
monoklonalite saptanmis olmasi, monoklonalite karsinogenezisin 6nemli bir

bulgusu oldugu i¢in dnem kazanmaktadir(5).

Endometriozisli olgularin  yaklasik %1’inde neoplastik doniisim
goriilmektedir. Bu zemininde sik gelisen over karsinomlarinin basinda

endometrioid karsinom ve berrak hiicreli karsinom gelir (3). Bu iki karsinomun
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goriilme sikligi  bati  iilkeleri ve wuzak dogu iilkelerinde farklilik
gosterebilmektedir. Endometriozis iligkili over kanserlerinin az bir kismi1 Lynch
Sendromu ile iliskilidir. Endometriozis zemininde en ¢ok gelisen tiimorler g6z
oniine alindiginda, sik saptanan molekiiler degisikliklerin basinda ARID1A
mutasyonlar1 gelmektedir. Daha az siklikta PTEN, PIK3CA, CTNNBLI,
BRCA1/BRCA2, TP53 ve KRAS mutasyonlar1 goriilebilmektedir (3,4,6).
Endometriozis zemininde gelisen diger over tiimorleri arasinda serdmiisindz
timorler, adenosarkom, karsinosarkom ve endometrial stromal sarkomlar
bulunmaktadir(2,3). Atipik endometriozis, endometriozis ve endometriozis
zemininde gelisen over karsinomlar1 arasinda bir geg¢is basamagini olusturur
(7). Atipik endometriozis odaklari, morfolojik, immiinhistokimyasal ve
icerdikleri molekiiler degisiklikler bakimindan, endometriozis zemininde

gelismis kanserlerde izlenen bulgulara benzerlik gostermektedir (3,7).

Endometriozis tanisinda giintimiizde altin standart halen invaziv cerrahi
prosediirler ve histopatolojik 6rneklemedir (8). Bu nedenle endometriozis
tanisim1 koymak ve tedaviye yaniti degerlendirmek i¢in, 6l¢timii kolay ve
gereksiz invaziv yoOntemlerin kullanimini 6nleyecek yeni biyobelirteclere
ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu amagla, serum ve/ya plazma diizeyleri
degerlendirilen pek ¢ok molekiil mevcuttur (9). Bu molekiiller arasinda rutin
pratikte en sik kullanilani, bir glikoprotein olan Cal25°dir. Cesitli mirna’larin,
endometriozisli olgularda serum /plazma diizeyleri arastirilmis ve normal

endometriyum dokusundan farkli diizeyde oldugu bildirilmistir (1).

2.2. MikroRNA (Mirna)

Mirna’lar, tek iplikli, 21-23 niikleotid  uzunlugunda, DNA’dan
transkripsiyonu yapilan ancak proteine g¢evirisi yapilmayan (kodlanmayan) bir
RNA molekiiliidiir (1). Ik kez 1993 yilinda Lee ve ark. tarafindan, Ambros
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laboratuvarlarinda Caenorhabditis elegans nematodunun gelisimi arastirilirken
kesfedilmis, 2001 y1linda terim olarak kullanima girmistir. Bu kii¢iik molekiillerin
temel gorevi mesajct  RNA’lannt  etkilemek yoluyla gen ifadesinin
postranskripsiyonel diizenlenmesini saglamaktir (1). Bir miRNA, birden fazla
mesajct RNA’y1 etkileyebilecegi gibi, birden fazla miRNA da ayni mesajcit RNA
iizerinde etkili olabilmektedir. MiRNA’lar, karsinogenezis siirecindeki temel
etkilerini, onkogen ve tiimor siipresor genlerin ekspresyon diizeylerini etkilemek
yoluyla gostermektedir (10,11). Bununla birlikte, karsinogenezisin pek ¢ok
basamaginda (biiylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik, biiytime sinyallerinde
kendine yeterlilik, apoptozisten kaginma, sinirsiz hiicre ¢ogalmasi, invazyon,
metastaz, anjiogenez ve genomik instabilite vb gibi) etkili olduklar1 bilinmektedir
(10).

Mirna’lar, tek iplikli, 21-23 niikleotid uzunlugunda, DNA’dan
transkripsiyonu yapilan ancak proteine gevirisi yapilmayan (kodlanmayan) bir
RNA molekiiliidiir (1). Ik kez 1993 yilinda Lee ve ark. tarafindan, Ambros
laboratuvarlarinda Caenorhabditis elegans nematodunun gelisimi arastirilirken
kesfedilmis, 2001 yilinda terim olarak kullanima girmistir. Bu kii¢iik molekiillerin
temel gorevi mesajct  RNA’larnt  etkilemek yoluyla gen ifadesinin
postranskripsiyonel diizenlenmesini saglamaktir (1). Bir miRNA, birden fazla
mesajc1 RNA’y1 etkileyebilecegi gibi, birden fazla miRNA da ayni mesajc1 RNA
tizerinde etkili olabilmektedir. MiRNA’lar, karsinogenezis siirecindeki temel
etkilerini, onkogen ve timor siipresor genlerin ekspresyon diizeylerini etkilemek
yoluyla gostermektedir (10,11). Bununla birlikte, karsinogenezisin pek c¢ok
basamaginda (biiylimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik, biiylime sinyallerinde
kendine yeterlilik, apoptozisten kaginma, sinirsiz hiicre ¢ogalmasi, invazyon,
metastaz, anjiogenez ve genomik instabilite vb gibi) etkili olduklar1 bilinmektedir
(112).



Mirna’lar, hedef aldiklar1 mesajc1t RNA’nin molekuler ozelliklerine
gOre, timor siipresor veya onkogenik etki goOsterebilir. Bazi miRNA’lar
protoonkogen translasyonunu inhibe ederek, onkogenlerin ekspresyonunu
sinirlar. Bu tip mirna’lar timor stipresor etki gosterdigi i¢in ‘timor siipresor
mirna’lar’ olarak adlandirilir. Tersine, timoér siipresér genlerin
translasyonunu inhibe eden mirna’lar ise onkogenik etki gdsterdigi igin
onkogenik mirna’lar olarak adlandirilir (10,11). Baz1 mirna’lar pek ¢ok solid
timorde daha genel bir onkojenik veya tiimor stipresor etkiye sahiptir. Daha ¢ok
onkojenik etki gosterdigi bilinen mirna’larin basinda miR-21 ve miR-155
gelirken, timor supresor etki gosterdigi bilinen miRNA’larin basinda miR-200

ve miR-let 7 aileleri gelmektedir (10,11).

Mirna’larin karsinogenezis siireci ile iliskisinin ortaya konmasi, ekspresyon
seviyelerinin doku ve tlimore 6zgili olmasi, degisen ortam kosullarina direngli ve
stabil olmalari, plazma ve seruma gecebilmeleri ve minimal invaziv islemler ile
saptanabilmeleri, bir biyobelirte¢ olarak kullanilmalarimi elverisli hale
getirmektedir (1,12). Ideal bir biyobelirtecin, kanser tanisi, tedavisi vel/ya
prognoz tayininde kullanilabilmesi, non-invaziv yontemlerle saptanabilmesi,
fiyat/performans oraninin diisiik olmasi, tekrarlanan 6l¢iimlerde benzer sonuglar
vermesi, yiiksek sensitivite ve spesifite gostermesi beklenmektedir. Rutin kanser
arastirmalarinda tercih edilen biyobelirtecler, oncelikle kanserin erken tanisi,

rekiirrens tespiti ve prognoz tayini gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir.

2.3. Endometriozis Zemininde Gelismis Over Karsinomlar1 ve MIRNA
iliskisi
Endometriozis ile iliskili over kanserlerinde (EIOK), insan doku ve
biyolojik sivilarinda mirna ekspresyon diizeyi degisikliklerinin arastirildig:

calismalar literatiirde bulunmakla birlikte smirli sayidadir (Tablo 1). Bu
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calismalarda, saglikli kontrol olgulari, endometriozisli olgular yani sira bir ya da
birden fazla EIOK tipinde cesitli mirna ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.
Tablo 1, EIOK olgularinda serum/plazma, doku ya da asit sivisindaki degisen
mirna diizeylerini 6zetlemektedir. Bu ¢alismalarda 6nemli bir kisitlayict husus,
her grubun farkli hasta populasyonundan olusmasidir. Bu nedenle ayn1 hastaya
ait Ornekler arasinda mirna ekspresyon diizeyi farkliliklar1 ortaya
konulamamaktadir. mirna ekspresyon diizeylerinin dokuya 6zgii oldugu ve kisiye
Ozel faktorlerden (yas, cinsiyet, hormonal durum vb) etkilendigi goz Oniine

alindiginda bu durum 6nem kazanmaktadir.

Endometriozis ile iliskili over kanserlerinde (EIOK), insan doku ve
biyolojik sivilarinda mirna ekspresyon diizeyi degisikliklerinin arastirildig:
calismalar literatiirde bulunmakla birlikte sinirli sayidadir (Tablo 1). Bu
calismalarda, saglikli kontrol olgulari, endometriozisli olgular yani sira bir ya da
birden fazla EIOK tipinde cesitli mirna ekspresyon diizeyleri arastirilmistir.
Tablo 1, EIOK olgularinda serum/plazma, doku ya da asit sivisindaki degisen
mirna diizeylerini 6zetlemektedir. Bu ¢alismalarda 6nemli bir kisitlayici husus,
her grubun farkli hasta populasyonundan olusmasidir. Bu nedenle ayni hastaya
ait Ornekler arasinda miRNA ekspresyon diizeyi farkliliklar1 ortaya
konulamamaktadir. mirna ekspresyon diizeylerinin dokuya 6zgii oldugu ve kisiye
ozel faktorlerden (yas, cinsiyet, hormonal durum vb) etkilendigi gdz Oniine

alindiginda bu durum 6nem kazanmaktadir.

Literatiirde aym1 hastaya ait farkli doku orneklerinde (normal parankimal
doku / kontrol dokusu; endometriozis ve EIOK’deki kanser dokusu) mirna
ekspresyon diizeylerinin karsilastirildigi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
noktadan yola ¢ikarak, ¢alismamizda ii¢ ayr1 hasta grubu olusturmay1 planladik.
Boylece, hem aym hastalara ait doku Ornekleri arasinda hem de farkli hasta
gruplart arasinda belirledigimiz mirna’lar bakimindan ekspresyon diizeyi

farkliliklarin1 ortaya koyabilmeyi amagladik.



Tablo 1: EIOK olgularinda serum/plazma, doku ya da asit sivisinda bakilan
mirna diizeyleri

Otor,
Referans no

Matery

Olgu sayisi, materyal

Kanser dokusunda
saptanan mi-RNA

al ;. .
diizeyleri
Suryavansh | plazma| 14 EIOK Artmis diizeyde: miR-
i S, 2013 33 endometriozis 15b, miR-16, miR-21 ve
(13) 20 saglikli kontrol olgular: miR-195
Dong M, Serum | 12 EiOK Artmis diizeyde: miR-
2015 ve 12 endometriozis 191
(14) doku 12 saglikli kontrol olgular1
Tian X, Doku | 10 EIOK Artmis diizeyde: miR-
2015 10 overde 191
(15) endometrioma
10 saglikli kontrol
olgulari
Braicu OL, | Doku | 8 EIOK (Endometrioid Ca) Azalmig diizeyde: miR-
2017 9 endometriozis 200b
(16) 5 saglikli kontrol over
dokusu
Nakamura | Serum | 7 EIOK (4 Endometrioid Artmis diizeyde: miR-
N, ve asit Ca + | 486-5p
2020 sivist | 3 Berrak Hiicreli Ca)
(17) 34 overde endometrioma
Kumari P, | Doku | 10 Endometriozis Artmis diizeyde: miR-
2021 (18) 10 Endometrioid tip over ca | 99b, miR-125a, miR-143,

10 Saglikli kontrol dokusu

miR-145

Azalmis diizeyde: miR-16,
miR-20a




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklem se¢imi ve gruplarin olusturulmasi

Bu retrospektif kesitsel calismaya; hastane bilgisayar sisteminden taranarak 2015-
2023 yillar1 arasinda opere olan ve eksizyon materyallerinde endometriozis yani sira
endometriozise eslik eden over karsinomu (endometrioid tip karsinom, berrak hiicreli
karsinom, Yiiksek dereceli ser6z karsinom) tanis1 almis, uygulanacak analizler i¢in yeterli
timor dokusu iceren, tiim olgular dahil edilmistir (Grup 3). Benzer sekilde gecmis
kayitlar bilgisayar sisteminden taranarak ayni yil araliginda opere olmus, eksizyon
materyallerinde endometriozis tanisi almig, bununla birlikte klinik takip siireglerinde over
kanseri ya da baska tip bir kanser gelismemis olgular belirlenmistir (Grup 2). Ge¢mis
kayitlarinda endometriozis tanisi bulunmayan, tiimiiyle farkli nedenlerle opere olmus
(leiomyoma uteri vb gibi) kadin hastalara ait eksizyon materyallerindeki normal
endometriyum dokusu ise onceki iki grup ile karsilastirmak tizere ayrildi (Grup 1). Grup
1, 2 ve 3’deki tiim olgularin Kadin hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde takip edilen ve klinik

bilgilerine ulasilabilen olgular olmasina dikkat edildi.

Calisma Gruplar:

Grup 1: 6topik endometriyum (n= 10 olgu, 10 doku 6rnegi)
Grup 2: 6topik endometriyum + endometriyozis (n= 10 olgu, 20 doku 6rnegi)

Grup 3: 6topik endometriyum + endometriyozis + EIOK (n= 13 olgu, 39 doku &rnegi)

3.2. Arsiv materyallerine ulasilmasi

2015-2023 yillar1 arasinda opere olmus ve eksizyon materyallerinde tani
almis hastalar belirlenmis ve bu hastalara ait Patoloji arsivinde bulunan lam ve

ilgili bloklar toplanmastir.



3.3. Histopatolojik degerlendirme ve uygun doku alanlarinin sec¢ilmesi

Tiim olgulara ait Hematoksilen-eozin boyali doku kesitleri uzman patolog tarafindan 151k
mikroskobu altinda yeniden degerlendirilmis ve Grup 1-2 ve 3 i¢in uygun doku alanlar1
H&E kesitlerde belirlenmistir. Buna gore Grup 1 igin, histerektomi materyalinde, yeterli
miktarda ve olagan goriiniimde endometriyum dokusu iceren kesitler belirlenmistir. H&E
kesitlerde endometriyum dokusu isaretlenerek parafin blokta bu alana karsilik gelen bolge
bistiiri ucu ile kazinarak parafin dokusu itilmis ve hemen altindan ¢ok kii¢iik bir doku
parcast tiip i¢ine almmustir. Histopatolojik degerlendirmede, endometriyum dokusu
icermeyen, tiimiiyle dokiilmiis, sadece bazal endometriyum igeren ya da ek lezyon
barindiran (endometriyal polip vb gibi) olgular ¢alisma dis1 birakilmistir. Grup 2 igin,
normal endometriyal doku drneklemesi yukarida acgiklandigi sekliyle yapilmigtir. Buna
ek olarak tuba veya over bolgesindeki endometriozis odaklart H&E kesitler tlizerinde
belirlenmis, bununla uyumlu alanlar parafin bloklar iizerinde tespit edilerek uygun doku
alan1 tlip ic¢ine alinmustir. Grup 3’de her bir olgu i¢in normal endometriyum,
endometriozis orneklemesi benzer sekilde yapilmis, ek olarak tubaovaryan bolgede
gelismis over kanseri dokusundan 6rnek alinmigtir. Tiimor dokusu 6rneklemesi, nekroz

ve hemorajiden fakir, canli tiimdr hiicresinden zengin alanlardan yapilmaistir.

Sekil 1: Grup 1: 6topik endometriyum



Sekil 2: Grup 2: endometriotik kist odagi izlenmekte (over)

Sekil 3: Grup 3: Over dokusunda endometriozis odagi (sagda follikiil yapis1 izlenmekte)
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Sekil 4: Grup 3: Berrak hiicreli over karsinomu

Sekil 5: Grup 3: Endometrioid tip over karsinom
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Sekil 6: Grup 3: Yiiksek Dereceli Seréz Over Karsinomu (sagda SET paterni)
3.4. Gercek zamanh (RT) PCR Analizi

3.4.1 Parafin Dokulardan RNA Izolasyonu (Norgen Biotek FFPE RNA
Purification Kit)

3.4.1.1.Deparafinizasyon

Mikrosantrifiyj tiiplerin i¢indeki parafin doku kesitlerinin iizerine, 1 mL ksilen eklenip vorteks ile
karigtirilldi. 50 °C ‘de 5 dakika boyunca 1siblogunda inkube edildi.Inkiibasyon sonrasinda, 2
dakika boyunca 14000 RPM’da santrifiij edildi. Mikrosantrifiijlerden dokuya degmeyecek sekilde,
ksilen uzaklagtirilir. Kalan pelletin tizerine 1 mL etil alkol (%99) eklendi ve vortekslendi. Daha
sonra, 2 dakika boyunca 14000 RPM’da santriflij edildi.Santrifiij sonrasi, etil alkol dokudan
uzaklastirildi. Bu asama iki kez tekrar edildi.Tiiplerin igersindeki etil alkoliin tamamen
uzaklasmasi i¢in 10 dakika boyunca agzi acik oalcak sekilde oda sciakliginda bekletildi.

3.4.1.2. Lizat Hazirlanmasi

Etil alkoliin tamamen uzaklastigindan emin olunca, dokularin tizerine 300 puL Digestion Buffer A
ve 10 puL proteinaz K eklendi ve vortekslendi.15 dakika boyunca, 55 °C 1s1 blogunda inkiibe edildi.
Daha sonrasinda, 15 dakika boyunca, 80 °C 1s1 blogunda inkiibe edildi. Ara sira
vortekslendi.inkiibasyon bitiminde, oOrneklerin iizerine 300 upL Buffer RL eklendi ve

vorteklendi.Sonrasinda, 6rneklerin iizerine 600 pL etil alkol (%99) eklendi ve vortekslendi.

3.4.1.3. RNA’nin Kolona Baglanmasi
Kolonlar toplama tiiplerine takildi. Her bir RNA 6rnegi i¢in, her bir kolon isimlendirildi.
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600 pL lizat kolonlara aktarildi. 8000 RPM’da santriiij edildi. Bu asama iki kez tekrar
edildi.

3.4.1.4. DNA’nin uzaklastirilmasi ve ytkama

400 uL. Wash Buffer A soliisyonu her bir kolona eklendi ve 2 dakika boyunca 14000
RPM’da santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, toplama tiipiindeki siv1 atildi1 ve kolon
toplama tiipiine geri takildi. Her bir 6rnek i¢in, 4 pL. DNase I ve 96 pL Enzyme Incubation
buffer A karisimi hazirlandi. 100 pL karisim her bir kolona eklendi.14000 RPM’da 1
dakika boyunca santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi ¢ekilerek tekrardan kolona
aklatarild1 ve 15 dakika inkiibe edildi. 400 uL. Wash Buffer A soliisyonu her bir kolona
eklendi ve 1 dakika boyunca santrifiije edildi. Toplama tiiptindeki sivi uzaklastirilip, kolon
tekrardan tiipe takildi ve tekrardan santrifiij edildi.

3.4.1.5. RNA Eliisyonu

Santrifiij sonrasi, alt tiip atilip, kolonlar eliisyon tiiplere takildi. 30 pL. Elution Solution A
kolonlara aktarildi. 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda, 2 dakika
boyunca 2000 RPM’da santrifiij edildi. 1 dakika boyunca 14000 RPM’da spin yapildu.
RNA 6rnekleri -80 °C’de saklandi.

3.4.2 MikroRNA cDNA Sentezi (Norgen Biotek MicroScript microRNA
cDNA Synthesis Kit)
RNA o6rneklerinden cDNA sentezlenmesi i¢in, Tablo 2°deki bilesenlere gore reaksiyon

kuruldu.

13



Tablo 2: cDNA reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim
2x Reaction Mix 10 uL
TruScript microRNA Enzyme Mix 1uL
RNA template (1 pg to 1 pg total x L
RNA or enriched microRNA)

Nuclease-Free Water X pL
Total Hacim 20 uL

Reaksiyon miksi hazirlandiktan sonra, termal dongli cihazinda Tablo 3’deki gibi
reaksiyon protokolii hazirlandi.

Tablo 3:cDNA reaksiyon karigimi

Sicaklik Zaman
37 °C 30 dk
50 °C 30 dk
70 °C 15 dk
4°C Hold

Protokol bitiminde, cDNA’lar 1:2 oraninda dilue edildi ve -20 °C’de sakland.

3.4.3 Ger¢cek Zamanh PCR Reaksiyonu ile Mir-21 ve Mir-200B
Ekspresyonlarinin Analizi

Her bir cDNA 06rnegi i¢in, PCR reaksiyonu Tablo 4’teki gibi hazirlandi. Hazirlanan
mikslerden her bir 6rnek igin 18 ul olacak sekilde striptlere eklendi. Daha sonra 2 ul cDNA
ornegi eklendi. Stripler spin yapildiktan sonra, Light Cycler Nano termal dongiicihazina

yerlestirildi.
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Bilegenler

Water, PCR Grade
PCR Primers

Master Mix, 2x conc.
cDNA

Total hacim

Tablo 4: PCR miksi hazirlanisi

Hacim [pL]
7.2

0,8

10.0

2.0

20.0

PCR striptleri Light Cycler Nano termal dongii cihazina yerlestirildikten sonra, Tablo 5

‘teki gibi PCR programi kuruldu.

Tablo 5: PCR asamalar1

Asama Sicaklik [°c] Ramp [°c/s] Zaman (s)
Pre-inkiibasyon | 95 4.4 600
3-asama 95 4.4 10
amplifikasyon | 53 2.2 15

72 4.4 20
Hold 40 2.2 30

PCR bitiminde, sonuglar, Light CyclerNano yazilim programiyla analiz edildi.

3.5 istatiksel Analiz

Grup 1-2 ve 3 tiimiiyle farkli hasta popiilasyonundan olusmaktadir. Gruplar arasinda mirna 21 ve

mirma 200b ekspresyon diizeyleri

degerlendirilmistir.

3.6 Etik Kurul Onay1

arasindaki

farkliliklar Mann Whitney U testi

ile

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan 11.09.2024 tarihinde 2024/30-54 karar numarasi ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinikopatolojik Bulgular
Calismamiz, Grup 1’de on kadin hasta (10 adet doku 6rnegi), Grup 2’de on kadin hasta

(20 adet doku 6rnegi) ve Grup 3’de on ii¢ kadin hasta (39 doku 6rnegi) olmak iizere
toplam 33 hasta ve bu hastalara ait 69 adet parafin blok doku 6rneginden olugmaktadir.
Parafin blok doku 6rneklerinden yapilan gergek zamanli PCR analizleriyle bu gruplardaki
mirna seviyeleri incelenmistir. Grup 1 de hastalarin ortalama yasi: 54 (ortanca yas: 51,
yas arali1 40-74), Grup 2’de hastalarin ortalama yasi: 43.6 (ortanca yas: 43, yas aralig1
39-49), Grup 3’de hastalarin ortalama yasi: 50.5 (ortanca yas: 51, yas aralig1 37-78). Grup
3’de bulunan toplam 13 over karsinomunun histopatolojik incelemesinde, 6 tiimdr berrak
hiicreli karsinom (%46.2), 4 timor endometrioid karsinom (%30.8), 3 tiimor yiiksek
dereceli serdz karsinom morfolojisinde saptanmistir (% 23.1; YDSOK). Tiimoérlerin
tamami1 tuba-over bolgesinden kaynaklanmistir. Klinikopatolojik veriler Tablo 6’de

gosterilmistir.

Tablo 6: Olgularin klinikopatolojik 6zellikleri ve RT-PCR molekiiler analiz sonuglari

2 47 endometriozis 1 2E1 0,102 0,088
2 45 endometriozis 2 2E2 0,123 0
2 42 endometriozis 3 2E3 0,122 0
2 44 endometriozis 4 2E4 0,08 0,002



NN NN N DN DN DD DNDDND DD DNDDNDDNDDN

endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis
endometriozis

© 0 N o O

(BN
o

© 0O N o O A W DN B

2E5 0,146
2E6 0,241
2E7 0,047
2E8 0,958
2E9 0,009
2E10 0,014
2H1 0,144
2H2 23,388
2H3 1,065
2H4 24,602
2H5 15,781
2H6 35,013
2H7 3,372
2H8 calisiimadi

2H9 calisiimadi

2H10 calisilmadi

0,015
0,042
0,013
0,238
0,043
0,021
0,011
calisilmadi
calisilmadi

calisilmadi




Sample: Gruplara gore doku 6rnekleri kodlamalari, PCR: polimeraz zincir reaksiyonu,
YDSOK: Yiiksek dereceli Ser6z Over Karsinomu, STD: Standart

4.2. RT-PCR mirna 21 ve mirna200b Analizi Bulgular

Grup 1’deki otopik endometriyum dokusu ile Grup 3’deki kanserli olgularin normal
endometriyum dokulari arasinda her iki mirna ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark saptandi
(mirna 21 igin p degeri: 0.010, mirna 200b i¢in p degeri: 0.036). Buna gore Grup 3’deki kanserli
olgularm normal endometriyum dokusunda mirna 21 ve mirna 200b ekspresyonu daha yiiksekti.
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Grup 1°deki 6topik endometriyum dokusu ile Grup 2’deki endometriozisli olgularn normal
endometriyum dokular arasinda her iki mirna ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark saptandi
(mirna 21 icin p degeri: 0.011, mirna 200b icin p degeri: 0.007). Buna gére Grup 1 Gtopik
endometriyum dokularmda mirna 21 ve mirna 200b ekspresyonu daha ytiksekti.

Grup 2’°deki endometriozisli olgularin normal endometriyum dokusu ile Grup 3’deki kanserli
olgularin normal endometriyum dokulart arasinda her iki mirna ekspresyon diizeyleri arasinda
anlaml fark saptandi (mirna 21 igin p degeri: 0.0001, mirna 200b icin p degeri: 0.002). Buna gore
Grup 3’deki kanserli olgularin normal endometriyum dokusunda mirna 21 ve mirna200b
ekspresyonu daha ytiksekti.

Grup 2 olgularinda normal endometriyum dokusu aym gruptaki endometriozis dokulart ile
karsilastinldiginda, her iki mirna ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml fark saptandi (mirna 21
icin p degeri: 0.001, mirna 200b igin p degeri: 0.003). Buna gére Grup 2’deki endometriozis
odaklarinda ayni olgularm normal endometriyum dokusuna goére mirma 21 ve mirna 200b
ekspresyon diizeyleri daha ytiksekti.

Grup 3’deki kanserli olgular kendi i¢inde degerlendirildiginde, normal endometriyum dokulari ile
ayn1 olgularin endometriozis odaklari arasinda her iki mirna ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml
fark saptanmadi (mirma 21 icin p degeri: 0.648, mima 200b i¢in p degeri: 0.376). Normal
endometriyum dokulari ile ayni olgularin kanser odaklar1 arasinda her iki mirna ekspresyon
diizeyleri arasinda anlamlh fark saptanmadi (mirna 21 i¢in p degeri: 0.225, mirna 200b i¢in p
degeri: 0.852). Endometriozis dokular ile kanser odaklari arasinda her iki mirna ekspresyon
diizeyleri arasinda anlamh fark saptanmadi (mirna 21 i¢in p degeri: 0.539, mirna 200b i¢in p

degeri: 0.228).

Grup 1°deki 6topik endometriyum dokusu ile Grup 2°deki endometriozisli olgularin endometriozis

dokular1 arasinda mira ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark sadece mirna 200b i¢in
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saptandi (mirna 21 i¢in p degeri: 0.133, mirna 200b igin p degeri: 0.001). Buna gore Grup 2’deki
endometriozis odaklarmda mima 200b ekspresyon diizeyi, endometriozis icermeyen Grup 1

Otopik endometriyum dokusundan daha yiiksekti.

Grup 1’deki 6topik endometriyum dokusu ile Grup 3’deki kanserli olgularin endometriozis
dokular arasinda her iki mira ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml saptandi (mirna 21 igin p
degeri: 0.029, mirna 200b icin p degeri: 0.023). Buna gore Grup3’deki kanserli olgularin
endometriozis odaklarmda mirna21 ve mira 200b ekspresyon diizeyleri 6topik endometriyum

dokusundan daha yiiksekti.

Grup 2’deki endometriozisli olgularin endometriozis dokulari ile Grup 3’deki kanserli olgularin
endometriozis odaklari arasinda anlamli fark sadece mirna 200b i¢in saptandi (mirma 21 igin p
degeri: 0.230, mirna 200b igin p degeri: 0.010). Buna gore mirna 200b diizeyleri kanser
gelismemis Grup 2 olgularmdaki endometriozis odaklarida daha ytiksekti.

Grup 3’deki kanserli olgularin kanser dokular1 ile Grup 1°deki 6topik endometriyum odaklart
arasinda mirna ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml fark sadece mirna 200b i¢in saptandi (mirna
21 i¢in p degeri: 0.228, mirna 200b igin p degeri: 0.014). Buna gore mirna 200b diizeyleri Grup
3’deki kanserli olgularin kanser dokusunda daha yiiksekti.

4.3. Bulgularmn Ozeti
- Over kanserli olgular (Grup 3) kendi i¢cinde degerlendirildiginde, 6topik endometriyum,

endometriozis ve kanser odaklari arasinda mirna 21 ve mirna 200b ekspresyon diizeyleri

arasinda anlaml fark saptanmadi.

- Over kanserli olgularin 6topik endometriyum dokusundaki mirna 21 ve mirna 200b
ekspresyon diizeyleri, endometriozisli olgularm (Grup 2) 6topik endometriyum
dokusundan daha ytiksekti.

- Over kanserli olgularmn 6topik endometriyum dokusundaki mirna 21 ve mirna 200b
20



ekspresyon diizeyleri, endometriozis igermeyen olgularin (Grup 1) 6topik endometriyum
dokusundan daha yiiksekti.

Over kanserli olgularn endometriozis odaklarmdaki mirna 21 ve mirna 200b diizeyleri
endometriozis icermeyen olgularin (Grup 1) 6topik endometriyum dokusundan daha
yiiksekti.

Over kanserli olgularin kanser odaklarinda yalnizca mirna 200b diizeyleri, endometriozis

icermeyen olgularn (Grup 1) 6topik endometriyum dokusundan daha yiiksekti.

Over kanserli olgularm endometriozis odaklarindaki mima 200b diizeyleri,
endometriozisli olgularin (Grup 2) endometriozis odaklarindan daha yiiksekti.
Endometriozisli olgularin (Grup 2) endometriozis odaklarindaki mirna 21 ve mirna 200b

ekspresyon diizeyleri aym olgularn 6topik endometriyum dokusundan daha yiiksekti.

Endometriozisli olgularm (Grup 2) endometriozis odaklarmdaki mirna 200b ekspresyon
diizeyi, endometriozis icermeyen Grup 1 6topik endometriyum dokusundan daha yiiksek
idi.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar asagidaki gibidir;

- Over kanseri olgular1 (Grup 3) kendi i¢inde degerlendirildiginde; Gtopik endometriyum,
endometriozis ve kanser odaklari arasinda mirna 21 ve mirna 200b ekspresyon diizeyleri

arasinda anlamh fark yoktu.

- Over kanserli olgularm (Grup 3) 6topik endometriyum dokusundaki mirna 21 ve mirna
200b ekspresyon diizeyleri, endometriozisi olan (Grup 2) ve olmayan (Grup 1) olgularin
6topik endometriyum dokularidan anlamli olarak daha yiiksekti.

- Over kanseri olmayan endometriozisli olgulara ait (Grup 2) endometriozis dokularindaki
mima 200b ekspresyon diizeyi, endometriozisi olmayan Grup 1 6topik endometriyum
dokusundan daha yiiksek idi.

Endometriozis gelisimi ile ilgili pek c¢ok teori bulunmaktadir. Bununla birlikte
endometriozis odaklarinin goriildiigii lokasyonlar géz 6niine alindiginda, bu teorilerden
higbiri endometriozis gelisimini tek basina agiklayamamaktadir (1). Konuyla ilgili
molekiiler caligmalar, hipotezler arasindan daha ¢ok ‘retrograd menstrasyon’ ve ‘kdk
hiicre orjini’ iizerinde yogunlagmistir (1,6). Bunun disinda, endometriyal hiicrelerin
hemotajen veya lenfatik kanal ile yayilmasi, peritoneal mezotel hiicrelerinin
transformasyonu ve miillerian kalintilardan gelisme gibi diger teoriler de mevcuttur.
Retrograd menstriiasyon teorisi, menstriiel siklus boyunca 6topik endometrial dokularin
tuba uterina yoluyla peritona dokiildiigiiniin saptanmasiyla ifade bulmustur. Kok hiicre
teorisinde ise, iki odak, kok hiicre icin rezerv olarak goriilmektedir; 1) uterin
endometriyum (6topik endometriyum) ve ii) kemik iliginden koken alan hiicreler (4).
Ostrojen hormonu etkisinde proliferatif faz boyunca yetiskin kok hiicrelerin katkistyla
bazal endometriyal tabaka rejenere olur. Menstiirel siklus boyunca yetiskin kok hiicreleri
de i¢eren fonksiyonel tabaka atilmaktadir. Bu asamada, tuba uterina araciligiyla retrograd

menstrasyona ugrayan dokularin dagilarak ektopik bolgelerde lokalize oldugu kabul
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edilir (4). Calismamizda, tuba-over kaynakli endometriozisleri olan ve EIOK gelismis
olgularda, arastirdigimiz her iki mirna diizeylerinin 6topik endometriyum-ektopik
endometriyum ve kanser dokular1 arasinda anlamli fark gOstermeyisi, yukarida
acikladigimiz retrograd menstrasyon ve kok hiicre teorisini desteklemektedir. Her iki
mirna diizeyinin over kanseri gelismemis diger iki gruptaki Otopik endometriyum
dokularinda diisiik olmasinin da bununla uyumlu bir bulgu oldugu diisiincesindeyiz. Bu
durum, over kanseri gelisecek olgularin belirlenmesinde asil bilginin Gtopik

endometriyumda sakli olabilecegini akla getirmektedir.

Dolasimdaki miRNA’larin heterojen orjini goz Oniline alindiginda, timor
kaynakli bir miRNA’y1, diger timor dis1 hiicre kaynakli (kan hiicreleri gibi)
miRNA’lardan ayirt etmek sorun olusturabilir (1). Bununla birlikte, kanser
hiicrelerinden salinan miRNA’lar, genellikle ekstraseliiler vezikiiller i¢inde
bulunur ve bu miRNA’lar, icerik ve yiizey belirleyicileri bakimindan normal
hiicrelerden farkli, spesifik bir molekiiler profile sahiptir. Dolasimdaki
miRNA’lar ile ilgili kisitlayic1 bir durum, miRNA ekspresyon diizeylerinin yas,
cinsiyet, etnik koken ve oOrnek tipinden (tam kan, serum, plazma gibi)
etkilenebilmesidir. Bununla birlikte, mirna’lar, normal doku ve o dokunun
neoplastik formunda farkli diizeylerde eksprese edildikleri i¢in giivenilir bir
tanisal biyobelirteg olarak goriilmektedir. Bu nedenle, tamami kadin hastadan
olusan bu c¢alismay1 planlarken, oncelikle ayni1 hastalara ait doku 6rneklerinde
mirna 200b ve mirna 21 diizeylerini degerlendirmeyi, bdylece, hasta yasi, doku ve
hormonal diizeyden kaynaklanabilecek mirna diizeyi farkliliklarint minimalize etmeye
calistik. Ardindan gruplar aras1 mirna ekspresyon diizeyi farkliliklarin1 gosterdik.
miRNA’lar PCR disinda yeni gelisen in situ hibridizasyon teknikleri ile doku
diizeyinde de gosterilmeye baslanmistir (19). Bu durum, 1sik mikroskobik
incelemelerde H&E kesitlerde tiimor morfolojisi ile es zamanli mirna

ekspresyonu degerlendirme avantaji saglayabilir.
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Mirna 200 ailesi, mirna 200a, 200b, 200c, mirna 141 ve mirna 429’u iceren bes mirna
tiyesini kapsar ve tiimdr supresor etki gosterdigi iyi bilinen mirna ailelerinin baginda gelir
(12). Bu nedenle bu grup mirna diizeylerinde azalma tiimor progresyonunu uyarmaktadir.
Buna ek olarak bu mirna grubu, cesitli ¢calismalarda, hiicre biiylimesi, apopitozis ve
epitelyal mezensimal transizyon ile iliskili olarak bildirilmistir (12). EIOK’ni de
kapsayan ¢esitli over kanserlerinde, Mirna 200 ailesi liyelerinden bagta mirna 200a, 200b
ve 200c diizeyleri arastirilmistir (16,20-23). Meng ve ark ait ¢alismada, mirna 200b’nin
icinde bulundugu dortlii mirna paneli (mirna 200a, mirna 200b, mirna 200c ve mirna 373),
EIOK’in tamisinda 0.882 duyarlilk ve 0.90 spesifite gdstermistir (22). Baska bir
calismada, Mirna 200b’nin, ayn1 zamanda kok hiicre fenotipini diizenleme, proliferasyon
ve ZEB1, ZEB2 ve KLF4’ii hedefleyerek endometriotik hiicrelerde invaziv uzantilar
olusturmak yoluyla endometriozis patogenezinde rol oynadigi bildirilmistir (24). Biz de,
calismamizda, over kanseri olmayan endometriozisli olgulara ait (Grup 2) endometriozis
dokularindaki mirma 200b ekspresyon diizeyini, endometriozisi olmayan Grup 1 o&topik
endometriyum dokusundan daha yiiksek saptadik. Bu bulgudan sonugla mirna 200b’nin bir
endometriozis belirteci olabilecegini diistinmekteyiz. Szubert ve ark., endometriozis ve farkli
tiplerde over karsinomu (EIOK ve Yiiksek dereceli serdz over karsinomu) nedeniyle
opere olan toplam 135 hastaya ait doku 6rneginde 7 ayr1 mirna diizeyini degerlendirmistir
(25). Kontrol dokusu olarak saglam over parankimi kullanilmistir. Buna gére, mirna 200b
ekspresyonu, over kanseri dokusunda, normal over parankimi ve endometriozis
odaklarina gore daha az diizeyde saptanmistir. Bununla birlikte mirna 200b diizeyi over

kanseri histolojik tipleri arasinda bir ayrim gostermemistir (25).

Mirna 200b’nin i¢inde oldugu mirna panelleri (6zellikle mirna 200a ve mirna 200c ile
birlikte), metaanalizlerde ve in silico temelli (GEO: Gene Expression Omnibus database)
cesitli arastirmalarda, yiiksek spesifite ve sensitivite degerleri nedeniyle klinik
uygulamalarda over karsinomu tanisinda bir biyobelirteg olarak 6nerilmistir (12). Mirna

200b, diger baz1 calismalarda, yine belirli mirna panellerine dahil edilerek, EIOK de, kétii
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sagkalimi gosteren prognostik bir belirte¢ olarak da bildirilmistir(21,22). Bir baska
calismada, mirna 200b diizeyindeki artisin, DNA Metiltransferazi hedefleyerek sisplatin
tedavisine olan direnci azalttigi ve kanser hiicresi oliimiinii uyardigina dair bulgular

mevcuttur (26).

Mirna 21, karsinogenezis siireci en ¢ok arastirilan ve onkojenik etki gosterdigi iyi bilinen
mirnalarin baginda gelir. Epitelyal over kanserlerinde de serumda mirna 21 ekspresyon
diizeyinde artis bildirilmistir(13,27,28). Xu ve ark ait ¢alismada, serum mirna 21 diizeyi,
epitelyal over kanserlerinde saglikli kontrol hasta grubuna gore daha yiiksek diizeyde
saptanmigtir. Artmis serum mirna 21 diizeyi, daha kisa toplam sagkalim, ileri FIGO evresi
ve yiiksek tiimor derecesi ile iliskili bildirilmistir. Bu bakimdan tanisal ve prognostik
degeri nedeniyle mirna 21, epitelyal over kanserlerinde bir biyobelirte¢ olarak
onerilmistir (29). Over kanserleri ile ilgili diger ¢aligsmalar, mirna 21 ekspresyonunun,
PTEN’in negatif regiilasyonu ve sisplatin tedavisine direng ile iliskisine dairdir (27,30).
Mirna 21 doku diizeyi ile EIOK arasinda spesifik bir bulgu, bilgimiz dahilinde literatiirde
bildirilmemistir. Biz, c¢alismamizda, over kanseri olgularinda, O6topik endometriyum,
endometriozis ve kanser odaklart arasinda mirna 21 ve mirna 200b ekspresyon diizeyleri arasinda
anlamli bir fark saptamadik. Bununla birlikte, kanserli olgularin 6topik endometriyumundaki
mima 21 ve mirna 200b diizeyleri, kanseri olmayan olgularmn 6topik endometriyumundan daha
yiiksekti. Bu bulgu, 6topik endometriyumdaki artrms mima 21 ve 200b diizeylerinin,
endometriozis zemininde over kanseri geligebilecek olgular belirlemede yardimer olabilecegini

diistindiirmektedir.

Hastaliklarin erken dénem tespitinde kullanilmak amaciyla, giiniimiizde mirna-temelli
biyosensor’lerin gelistirilmesi lizerine ¢alismalar yogunlasmistir (12). Over kanserleri
genellikle ileri evrede tan1 aldi81 i¢in erken donemde tantya katki saglayacak aragtirmalar
onem kazanmaktadir. Epitelyal over kanserlerinin erken tanisinda, tek basina veya panel
halinde, serum ya da doku diizeyinde bakilabilen, 6zellikle mirna 21°1 igeren ¢esitli

biyosensor tipleri tanimlanmistir (12,31). Biyosensorler, kanser tanisinda kullanilan,
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mirna diizeylerinin tespiti i¢in kullanim alan1 hizla gelisen, hizli ve giivenilir sonug verme

kapasitesine sahip cihazlardir (12).

Bu ¢aligmanin kisitlayici yanlari; retrospektif dizayni, az sayida hasta ve az sayida mirna
icermesidir. Bununla birlikte, bu retrospektif ¢alismanin metodolojisinde, gruplari
olustururken, ayni hastalara ait doku Orneklerinde mirna ekspresyon diizeylerini
karsilagtirmay1 amagladik. Boylece 6topik endometriyum - ektopik endometriyum -
kanser dokusu arasindaki mirna ekspresyon diizeyi farkliliklarini gosterebildik. Bu
calisma icin iki mirna belirledik. Mirna 200b’yi, arastirma konumuzla ilgili etkileri daha
onceki ¢aligmalar ve in silico incelemelerde ortaya kondugu i¢in tercih etik. Mirna 21’1
ise epitelyal over kanserleri dahil ¢ok sayida solid organ tiimériinde onkojenik etkisi
gosterildigi icin, 6zellikle mirna 21’1 saptamaya yonelik biyosensorler gelistirildigi igin,
over kanserlerinin genellikle ileri evrede tani almasi ve agresif seyretmesi bakimindan
erken donem tanisinin Onemli olmasi nedeniyle belirledik. Bu calisma, bilgimiz
dahilinde, ayn1 bireylere ait 6topik endometriyum, ektopik endometriyum ve over kanseri
dokularinda mirna diizeylerini karsilastiran literatiirdeki ilk calismadir. Buna gore, mirna
200b ve mirna 21 diizeyleri, EIOK olgularindaki 6topik endometriyumda, kanser
olmayan olgularin 6topik endometriyumundan daha yiiksek diizeyde idi. Bu durum,
endometriyozisli olgularda 6topik endometrium dokusunda saptanan artmis mirna 200b
ve mirna 21 ekspresyon diizeylerinin EIOK gelisebilecek olgulart belirlemede katki

saglayabilecegini diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda vaka sayist ¢ok olmamakla birlikte, olusturulan gruplar ile ayn1 hastalara
ait otopik endometriyum, ektopik endometriyum ve endometriozis iliskili over kanseri
dokularinda mirna diizeylerini degerlendirme olasilifi saglamistir. Bu bakimdan
bulgularimiz literatiire 6nemli katki saglamaktadir. Mirna se¢imi, 6nceki ¢alismalar géz
Oniine alinarak, endometriozis yani sira epitelyal over kanseri ile iligkisi ortaya konmus
mirna’lar arasindan yapilmistir. Buna gore endometriozis zemininde gelisebilecek over
kanserlerinin erken tanisinda, endometriozisli olgularin 6topik endometriyal dokularinda
mirna 200b ve mirna 21 diizeylerinin dl¢iimii katki saglayabilir. Benzer metodolojiye
sahip, daha fazla sayida vakayi kapsayan, mirna panelleri esliginde uygulanan ek

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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' ™
Abstruct: Rupidly sccemulsting preclinics] and clinicsl studics hasve helped us 1o unveil underdying mechasnisms of colorectal cancer developisent and progres-
siom. Deregalsed signaling pathways play i | role i carcinogenesis, dng nesi and iz. Wit signaling cescade his stracted considersble
mitention in colorecial cancer & muany growsd-breaking researches bave highlightsd central role of Wit pathwey in pathogenesis of colorecial cancer. T-Cell
Transcription Factors {TCFs) bave bezn shown to work synehrosnoesly with fl-catenin 1o ezl col | cancer devel ard ion. Ch in G-
precipiation coupled with high-throughput sequescing (ChiP-5eq) data sets has deepened our knowledge about critical role of nsk. iated SNPs. ingly
i is b pepeonted that msny risk-sssocinted SNPs are located within binding sises for trassoription factors med conseguently nisk status of these SNPs may modify
bimding patiern of ranscriptional foctors ssd s rewire the transcrigtional regulation. DA was evtracted from peripheral blood samples of 117 colorsctsl cancer
paticnis and 127 bealhy sebjects. TCFTL2 vonants (6983267, rs7903 146) were examined by the PCR-RFLP method. Tumsor and the surmossding tissues were
dissected from 37 CRC patents and RNA solition was performed. The gese expression of c-mye wis detemuined by RT-BPCE. T allele camage of 6983267
wariant wes found o be essociaed with CRC (p=hd 2} TT gesotype of e 7905 146 was associaied with lae tumor siage (T3+T4) (p=0.037) and presence of
nwscinous component (0 1), TTCT haplotyps wes found to be smtistically higher in CRC compared 1o the control group (p=0.007). There wis no statistically
significsnt difference in camye gene expression. TCFTLY gene varianis nay play sn importas role in histopathologic aspects sssocinted with CRC ond it is inde-
pendent of camye gene expression.

{q words: TCFTLY: Coloreoal Cancors: Tumos stage: Gene expression: Signaling.
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Abstract

Background The dysfunctions in the metabolism of iron have an important role in many pathological conditions, ranging
from disease with iron deposition to cancer. Studies on malignant diseases of the breast reported irregular expression in
genes associated with iron metabolism. The vanations are related to findings that have prognostic significance. This study
evaluated the relationship of the expression levels of transferrin receptor | (TFRC), ivon regulatory protein | (IRP1), hep-
cidin (HAMP), ferropovtin [ (FENT). hemojuvelin (HFE2), matriptase 2 { TMPRSS6), and mif-!22 genes in the normal and
malignant tissues of breast cancer patients.

Methods & Results The normal and malignant tissues from 75 women with breast malignancies were used in this study. The
paticnts did not receive any ircatment previously. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR)
was used in figuring the levels of gene expression assoctated with iron metabolism. When the malignant and normal tissues
gene expression levels were analyzed, expression of TFRC increased (1.586-fold); [RPS (0.594 fold) and mif-122 (0,320
fiold) expression decreased; HAMP, FPNI, HFEZ, and TMPRSSE expressions did not change. FPNY and [R5 had a positive
association, and this association was statistically significant (r=0.266; p=0.022). /&P and mif-/22 had a positive associa-
tion, and this association had statistical significance (r=0231; p=(L(048).

Conclusions Our study portrayed the important association between genes invelved in iron hemostasis and breast malig-
nancy. The results could be used to establish new diagnostic techniques in the management of breast malignancies. The
alterations in the metabolism of malignant breast cells with normal breast cells could be utilized to achieve advantages in
treatment.

Keywords Iron homeostasis genes - Breast cancer - Gene expression - TFRC - IRP1 - miR-122
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Abstract

Background Signal recognition particle (SRP) promotes co-translational translocation of the proteins through or into the
endoplasmic reticulum membrane and it also has elongation arrest function. SRPY is one of the six protein subunits of SEP
and functions in elongation arrest activity by forming a heterodimeric structure with SRP14. It is one of the substrates of
ADAR, which has been found to have a role in breast cancer. This study was conducted to investigate the SEPY protein
expression in normal and tumor tissues of patients with breast cancer and determine its prognostic significance.

Methods and results A total of 32 female patients who were diagnosed as having primary breast cancer and underwent
surgery were included in the study. Western Blotting was performed to detect SEPY protein expression levels in normal
and tumeor tissue samples. Clinical and pathologic characteristics were analyzed to assess the prognostic significance. SRP9
protein expression was stafistically higher in the breast cancer tissue samples compared to normal matched tissue, and the
mean SRPY protein expression levels of breast cancer tissue normal tissue samples were 1.0194 1011 and 0.551 +0.456,
respectively (p=0.001). SRP% proicin expression levels in tumor tissuc of paticnts with lymph node metastasis, tumor
size > 2 cm, eSirogen receplor-positive, progesterone receptor-positive, and HER-2 negative were statistically higher than
in normal tssue (p < 0.03).

Conclusions It is vital to clarify the roles of molecules such as SRPY in understanding the pathogenesis of breast cancer. In
our study, we showed that SRPY expression increased in breast cancer and was associated with disease-related parameters.

Keywords Signal recognition particle 9 - Breast cancer - Western blodting - Protein expression
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Abstract. Breast cancer is the most common type of cancer
in women worldwide. Triple methylation of H4 lysine 20
(HA4K20me1), a key component of epigenctic regulation of
genomic imlegrity, is catalyred by the methyliransferase,
SUVENIHE. Diata on the expression staius of SUVA20H2 in
breast cancer are limited. In the present study, the infloence
of SU/W420H2 suppression on the proliferation of breast
cancer cells was experimentally investigated. Subszquenily,
SUNVANH2 expression was assessed in resectable breast
cancer along with H4K Xhmed staius. SUTVA20H? expression
wis knocked down in breast cells using small imerfering
EMA oligonucleotides. SUTW420HD expression was deter-
mined semi-quantitatively ai the mENA level. HIK20me3
was measured on extracted histone proleins using an approach
similar o ELI®A. Suppression of the SUV42I0H2 gens
resubted in increased cell proliferation. Although the median
SUWL2DH? expression valses were similar in tamar tissues
and mon-cancerous regions in the entire cohort (00022 and
DODLS, respactively; P=0.46), there was o notable differ-
ence in expression between tumor tissues and the adjacent
nom-cancenous region in the majority of patients. Increased
SUWANH2 expression in tumors compared with healthy
tissue was predominantly observed in patienis with early-stage
breast cancer, whereas redoced SUTVANIH2 expression was
obsarved in tumars meare frequently in patienis with advanced
stape diseases. There was no association betoesn SUTVANH2
expression and the tissee levels of H4K 20mel. The resulis
showed that SUVA20H? exhibited ami-proliferative activiey

in vitre, and exhibits o belerogensous expression pattern in
breast cancer iissues.

Introductiocn

Breast cancer i the most common type of imasive malignancy
in women warldwide. sccounting for ~25% of all types of
cancer, and ranking sscond afier lung cancer in cancer-relabed
dizaths in women (1) Deaths from breast cancer are typically
lower in developed comntries, bt the mortality is relatively
hagher in Turkey {2) and other developing countries (3). Despite
substantial research «fforts and improvements in personalized
treatment., including targeted therapies, breast cancer remains
a major health ohstacle worldwide. This is panly associsled
with the heterogenecus nature of breast tumors, and hence a
lack of appropriate and reliable bBomarkers for early detection,
prediction of therapy outcomes and disease recurmence (4).
Epigensiic changes are involved in the development of
cancer. Alterations in post-translational histone modifica-
tion pathways {FTHMs) are common in the development
and progression of several iypes of cancer, including breast
cancer (5). The methylation of histone profeins is vital for
cells 1o perform their phvsiological fanctions; hisione proteins
serve several regulatory functions in dhromatin formation,
DA damage repair, DNA replication and pene expression ().
Methylation of hisiones usaally occurs.on the lysine residues in
the tails of histone H3 and H4 (7). Methylatson of H4 lysine 20
(HAK 2 is evolutionarily conserved in mammalian cdls, and
occurs al three different levels as mono-, di- and iriple-meth-
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Abstract

Breast cancer is one of the most common types of cancer among women worldwide. The TMPRSS6 (Transmembrane Serine
Protease 6) gene encodes matriptase-2, which plays an important role in iron hemostasis as the hepcidin regulator and may
play a role in breast cancer susceptibility. In this study. we examined the expression levels of the TMPRSS6 gene in healthy
tissues and tumor tissues of breast cancer patients: and the relationship between these levels and pathological findings. The
relationship between TMPRSS6 polymorphisms (rs733655, rs5756506, rs2413450, rs855791, rs2235324, rs4820268) and
patients’ hematological parameters. The gene expression study encomg d 47 breast cancer patients and the gene poly-
morphism study consisted of 181 breast cancer paticnts and 100 healthy controls. Gene expression analysis was performed
by gqRT-PCR. The genotyping of TMPRSS6 polymorphisms was performed by RT-PCR. TMPRSS6 gene expression levels
in tumor tissues were found to be 1.88 times higher than the expression levels in the control tissues. We examined the rela-
tionship between TMPRSS6 gene expression levels and pathological data, statistically significant relationship was found
between patient’s estrogen receptor (ER) and HER2 findings and TMPRSS6 gene expression (respectively p=0.02, p=0.002).
When the relationship between TMI’RSSé gene polymorphisms related genotypes distributions and hematological findings
was investigated, a significant relati p was identified between mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC)
parameter and the polymorphism of only lhc rs733655. According to our findings, the increase in THPRSS6 gene expression
in cancerous tissues shows that matriptase-2 may be effective in the cancer process. Thus TMPRSS6 gene polymorphisms
may affect the discase process by affecting the blood parameters of patients.

Keywords TMPRSS6 - Matriptase-2 - Breast cancer - Polymorphisms - Gene expression
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Bu tez calismas1 herhangi bir kurum tarafindan fonlanmamustir.
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