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. GIRIS VE AMAG

Kolesistektomi, safra kesesinin c¢ikariimasi iglemidir. Ac¢ik veya kapali
yontem (laparoskopi) ile yapilabilir. Her ne kadar hastanin durumuna, yapilma
kosullarina ve igslemi yapacak kiginin deneyimine bagl olsa da son yillarda
gelisen teknoloji ve yeni aletler sayesinde daha ¢ok laparoskopik olarak
yapilmaktadir [1]. Kolesistektomi sonrasi safra salgisinin depolanacagi bir
kese kalmayacagindan salgilanan safra sivisina mide mukozasi daha sik ve
uzun sureli sekilde safra reflisi olarak maruz kalabilir. Bu da mide
mukozasinda ciddi hasara sebep olabilir [2, 3].

Mide sivisinda yuksek safra asidi konsantrasyonu olan hastalarda daha
siddetli intestinal metaplazi gelistigi tespit edilmistir [4]. Mide kanseri gelisimi
ise genellikle kronik mide inflamasyonu, atrofik gastrit ve intestinal metaplazi
yoluyla meydana gelir [5].

TUm kanser turlerinde oldugu gibi mide kanserinde de zemin olusturan risk
faktorlerinin belirlenmesi, biyobelirtegler kullanilarak erken teshis ve hedefe
yonelik tedavi agisindan hasta yararina olacaktir. Yapilan ¢alismalarda mide
kanseri sikligi hem kolelitiazislilerde hem kolesistektomililerde kontrol
gruplarina goére artmis olarak tespit edilmistir [6, 7]. Buna sebep olabilecek
yolaklarda safra asitlerinin mide hicrelerinde zaman ve doz bagimli sekilde
CDX2 ve intestinal belirteclerinin ekspresyonunu indukledigi, SOX2
ekspresyonunu ise inhibe ettigi gorulmuistir. Ek olarak SOX2, CDX2 ‘ nin
islevini de baskilayabilir. Ayrica safra asidi maruziyeti sonucu FXR yolagi
Uzerinden metaplazi gelisebilir [8, 9].

Bu baglamda kolesistektominin mide kanserine zemin hazirlayisinin
arastiriimasinda kullanilabilecek biyobelirteclerden biri de miRNA
(mikroRNAY'lardir. MiRNA'’ lar 3’-¢evrilmemis bolgelere (3’-UTR’ler)
baglanarak hedef mesajin translasyonunu inhibe eden veya bozunmasini

tetikleyen kigtk kodlanmayan RNA’lardir [10]. Son yapilan ¢alismalarda



midedeki intestinal metaplazinin ve mide kanserinin patogenezinde rol
oynayan birkag diizensiz miRNA tespit edilmistir [11,12]. Bu bilgiden yola
cikarak calismamizda kolesistektomi gegirmis vakalarda ve mide kanser
olgularinda miRNA-92a-1-5p, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-155’ in

ekspresyon degisimlerinin arastirilmasi amacglanmistir.



Il. GENEL BILGILER

2.1 Safra Kesesi ve Yollari Anatomisi

Safra kesesi, karacigerin fossa vesica biliaris adi verilen kismina oturmus
vaziyette 40-70 ml hacminde olup fundus vesica biliaris, corpus vesica biliaris
ve collum vesica biliaris olmak Gzere 3 bélimden olusur. Collum vesica
biliaris kisminda heister adi da verilen plica spiralis’ ler bulunur ve bu kisim
dustus cysticus ile devam eder. Safra kesesi, karacigerde Uretilen safrayi
depolar ve konsantre edilmesini saglar. Karacigerde Uretilen safra, ductus
hepaticus sinister ve dexter’ in birlestigi ductus hepaticus communis’ ten
gecer. Ardindan ductus hepaticus communis ile ductus cysticus ile birlestigi
ductus choledochus’ tan ilerler. Ductus choledochus genellikle caput
pancreatis’ in arka béluminde ductus pancreaticus (wirsung kanali) ile
birleserek ampulla hepatopancreatica denilen bir genisleme olusturur ve
papilla duodeni major’ da (papilla vateri) pars descendes duodeni’ ye agilir
[13, 14, 15].
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Sekil 1. Safra Kesesi ve Safra Yollari Anatomisi [16]



2.2 Safra Asitleri

Safra sivisi yaglarin sindiriminde yer alir ve yapisini safra tuzlari,
kolesterol, lesitin, bikarbonat, safra pigmentleri, eser elementler, bilirubin,
elektrolitler olusturur [15]. Safra tuzlarinin yapisini ise glisin ve taurin
aminoasitleri ile konjuge edilen, hepatositlerde kolesterolden sentezlenen
primer safra asidi olarak adlandirdigimiz kenodeoksikolik asit ve kolik asit ile
bunlara eklenen sodyum olugturur [14, 17].

Safra asitleri primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer safra asitleri
kenodeoksikolik asit ve kolik asittir. Sekonder safra asitleri ise bu ikisinin
intestinal bakterilerce dekonjuge ve dehidroksile edilmesiyle olusturulur.
Sekonder safra asitleri deoksikolik asit ve litokolik asittir [14, 15, 17]. Primer
safra asitleri karacigerde kolesterolden 7-a hidroksilaz enzimi araciligiyla
uretilir. Karacigerde gunlik yaklasik 500 mg safra asidi Uretilir. Ardindan
glisin ve taurin ile konjuge edilerek yapisina sodyum eklenmesiyle safra
tuzlar olusur. Safra tuzlari glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit, taurokolik
asit, taurokenodeoksikolik asittir_[14, 17]. Bu safra tuzlari karacigerden
ductus hepaticus’ lar araciligiyla ¢ikarak safra kesesinde safra sivisi igerigine
dahil olarak depolanir ve safra kesesinin kasilmasiyla ductus choledocus’ tan
gecerek duodenum pars descendens’ teki papilla duodeni major’ dan
bagirsaga sekrete olur. Duodenuma gelen safra sivisi igerigindeki safra
tuzlari bakteriler tarafindan glisin ve taurin’ den ayrilarak dekonjuge olur.
Dekonjuge olan bu safra asitleri sekonder safra asitlerini olusturmus olur.
Safra asitlerinin blyuk bir kismi ileumdan geri emilerek enterohepatik
dolasimla karacigere geri doner. Enterohepatik dolagima katilmayan kismi
ise fecesle atilir [14, 15, 17].
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Sekil 2. Safra Sivisi Dolasimi ve Safra Reflist [18]

2.3 Mide Kanseri

Mide kanseri, dliinyada yaygin olarak goérilen multifaktoriyel ve kompleks
bir malign hastaliktir [19]. Dinyada en sik teshis edilen besinci kanser olup
kansere bagli 6limlerin dordiinct 6nde gelen nedenidir. En sik Asya
(%75,3), ikinci olarak da Avrupa (%12,5) kitasinda goérular. Ayrica erkek

cinsiyette gortlme sikligi daha fazladir [20].



Tablo 1. Dunyada Kanser Tiplerinin Gorulme Sikligi [20]

Number of new 0, both se3

Breast
2261 419(11.7%)

A
»

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers

8275 743 (42.9%) Colorectum

1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)

Stomach

Oesophagus
1 089 103 (5.6%)

604 100 (3.1%)

Total: 19 292 789 cases
Tablo 2. Diinyada Kanser Tiplerine Gére Oliim Sayi ve Oranlari [20]

Number of deaths in 2020, both

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3557 464 (35.7%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Prostate Liver
375 304 (3.8%) 830 180 (B.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) T6E 793 (7.7%)
Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 deaths



Tablo 3. Mide Kanseri Goriilme Sikhgi ve Oliim Oranlarinin Cografi Dagilimi

[20]
Incidence, both sexes Mortality, both sexes
N.America* MN.America*
(2.7%) {1.7%) ‘
Africa ‘ Africa \
(33) | (3.6%)
LAE-I-* LM**
(6.23) (6.9%)
Europe : Europe Asi
(2% 7533 (12.6%) (r48%)

Mide kanseri gortulme sikliginda H.pylori eradikasyonu, artan hijyen,
bilincli beslenme gibi faktorler sayesinde genel anlamda bir disus
gorulmektedir [21].

Mide kanseri vakalarinin gogunlugu sporadik olmakla birlikte yaklagik %5-
10 kadarinda ailede mide kanseri 6ykusi mevcuttur ve kalitsal ailesel mide
kanseri sendromlarindan kalitsal yaygin mide kanseri (HDGC), mide
adenokarsinomu ve midenin proksimal polipozisi (GAPPS), ailesel bagirsak
mide kanseri (FIGC) eslik edebilmektedir [22].

Mide kanseri riskinin artmasiyla baglantili faktérler arasinda N-nitroso
bilesikleri tiketimi, sigara kullanimi, alkol tiketimi, disuk A ve C vitamini
diyeti, gok miktarda tltsilenmis veya islenmis gidalar, H.pylori, EBV, GORH,
gastrik cerrahi gecirmis olmak gibi bircok etken bulunmaktadir [22, 23, 24].
Tam bu etkenler genellikle mide kanseri gelisim basamaklarindan olan kronik
mide inflamasyonu, atrofik gastrit ve intestinal metaplaziyi tetiklemektedir [5].

Yapilan arastirmalarda goéruldigu kadariyla proksimal (kardia) mide
kanserlerinde son yillarda artis olurken, distal kanserlerde azalma
olmaktadir. Proksimal kanserler, distal kanserlere gére daha kot prognoziu
ve daha agresif seyirlidir. Proksimal kanserlerde H. pylori ve preneoplastik

atrofik gastrit, intestinal metaplazi iliskisi net degildir [21, 25].
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Sekil 3. Mide Anatomisi [26]

Gen ekspresyon ¢alismalari neticesinde 2 farkli molekuler tip mide kanseri
mevcuttur ve en yaygin kullanilan Lauren siniflamasina goére bunlar: Diffliz tip
(undifferansiye) mide kanseri ve intestinal tip (iyi differansiye) mide
kanseridir. Bu iki grup disinda kalanlar ise belirsiz tip yaygin olmayan
varyantlardir [22, 27]. Ayrica son yillarda mide kanserlerini alt tiplerine
ayirmak amaciyla kullanilan 2010 WHO siniflamasi mevcuttur. Bu
siniflamaya gore 4 ana tip mide kanseri vardir: Tubuler, papiller, misindz ve
zayIf kohezif (tasli ylzuik hicreli karsinom dahil), yaygin olmayan histolojik

varyantlar [28, 29].



2.3.1 LAUREN SINIFLAMASI

2.3.1a Diffuiz tip mide kanseri: Mide duvarinda ¢ok az bez olusumunun
oldugu veya hi¢ bez olusumunun olmadigi, mideyi diffiiz olarak infiltre eden
zayIf kohezyonlu hicreleri kapsar. Hucreler genellikle kiiglk ve yuvarlaktir.
Ayrica tasli ylizuk hicresi olusumu vardir. Temelde karsinojenik olay e-
kadherinin ekspresyon kaybidir. Daha ¢ok geng yasta ve iki cinsiyette esit
siklikta gorulur. Genellikle genetiktir [28, 30].

2.3.1b intestinal tip mide kanseri: En yaygin gériilen mide kanseri tipidir.
Mide mukozasinin bagirsak metaplazisi ve H. pylori enfeksiyonu olusumu ile
iliskili olduguna dair arastirmalar mevcuttur. Daha cok ileri yasta ve siklikla
erkeklerde gorilur. Genellikle cevresel faktorlere bagl olusur [28]. Mide
distalinde, yuksek riskli bolgelerde daha sik ortaya ¢ikma egilimindedir ve
genellikle 6ncesinde uzun suredir devam eden kanser dncesi bir lezyon

vardir. Yuksek riskli olarak kabul edilen Asya ve Avrupa’da daha sik goralur.

[ Non-infekte mukoza J

< — H. pylori

Konakgi
sntogke|: [ Kronik aktif gastritis J
polimorfizmi ‘ @ CAG island
varhagn

( Atrofik gastritis J

4=

Mikrosatellit
instabilite J

intestinal metaplazi

=

ps3 Diusuk dereceli displaza

=

lleri dereceli displazij

o g

. Gastrik kanser
APC/p katenin [ (intestinal tip) J

Sekil 4. intestinal Tip Mide Kanserinde Patogenez [31]
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Sekil 5. intestinal ve Diffiiz Tip Mide Kanseri Gelisim Siireci [31]

2.3.2. WHO SINIFLAMASI

Nadir gortlen varyantlar disinda 4 ana sinif mevcuttur:

2.3.2a Tubuler Adenokarsinom: Erken tip mide kanserlerinin en sik
gorilenidir. Polipoid veya mantara benzer seklide kitleler olusturma

egilimindedir.

2.3.2b Papiller Adenokarsinom: Erken tip mide kanserlerinde sik goérulur.

Genellikle mide proksimal bdlgesinde olusur ve metastaz egilimi yuksektir.

2.3.2c Musin6z adenokarsinom: Hucre digi misinéz komponentler
yaygindir ve tumor hucreleri bu misin6z komponentlerin arasina duzensiz,

dagilmis veya kimeli vaziyettedir.
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2.3.2d Tash Yuziik Hicreli Karsinom Ve Diger Zayif Kohezyonlu

Karsinom: Tagh yuzuk hacreleri ve bunlar digindaki tumor hicrelerinden

olusur [28].

Tablo 4. Mide Kanseri Siniflandirmalarinin Karsilagtirmasi [ 27]

diferansive: bl
Tabiller 2. orta

diferansive: b2

Laurén (19%5) |Nakamura (1968) | JGCA (2017) DS (2019)
Inpesrinal Dhferamesiye Papiller: pap Papaller
Tibiiler 1. 1va Tiibiiler, ivi diferansive

Tiibiller, ona diferansaye

Adenoskuamite karsmom
Bkuamaz hiierli
Karsmom

Andiferansive Karsimom
Lenficed strommakh
Earsmom

Hepaiodd adenolarsmmmm
Emterohlasnk
diferansivasyonlu
adenckarsinom

Fundik gland dp
adenolzrsinom

Indetermine Andifiramsiye fayaf 1 (solid tip): por]l | Tiibiler (solid), zayf
diferansiye
[hifiiz Andiferamsiye Tasly-yilziilk hiicre: sig Lanaafl kohexiv, tash
Fayal 2 (mom-sald yilziik hilcre fenotipi
nlip]: o Lzl kohexiv, difer
hilcre: tiplen
Intestinal 'diffiiz! | Duferamsiye Miismaz Miizaniiz
imdetermine andiferansiye
Makst Temumlama farkl tiplerin | Mt
oranlanna gidre
Obme #im (por E=sig>uh2 )
Tanumbansasns | Teammlanmeams ihzel tpler Digeer histalogik alt tpler

Shomarniiz hikerele
kamsanom
Andiferansiye Earsinom
Lenfond stromali
karsinom

Hepatoid adenolarsinom
Enteroblastak
diferansiyas yonba
adenokarsmom

Fendik gland tip
adenckaranom

M iropapaller
adenckaranom
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2.4 MikroRNA

MikroRNA'’ lar (MiRNA) 3’-gevrilmemis bolgelere (3'-UTR’ ler) bagdlanarak
hedef mesajin translasyonunu inhibe eden veya bozunmasini tetikleyen 20-
22 nukleotidden olusan kuguk kodlanmayan RNA’ lardir [32]. MiRNA' lar
kromatin diizenlenmesi, gen regilasyonu, transkripsiyon ve translasyonda
onemli rol oynar. Simdiye kadar arastirilan tim organizmalarda toplamda
yaklasik 38.589 olgun miRNA tanimlanmigtir [33]. MiRNA' larin memeli
genomunun %5' inden fazlasini olusturdugu tahmin edilmektedir. Simdiye
kadar yalnizca yaklagik 2654 olgun insan miRNA' sI tanimlanmig olsa da
hesaplamali genom analizi, insan genomunda 50.000 kadar miRNA' nin var
olabilecegini tahmin ediyor [33, 34, 35].

MiRNA' larin sentez surecinde olgunlasmamis miRNA’ lar RNA polimeraz
2 enzimi tarafindan hicre nukleusunda 6nce pri-miRNA ardindan pre-miRNA
olarak sentezlenerek sitoplazmaya tasinirlar. Sitoplazmada gectigi
islemlerden sonra 20-22 nikleotidlik son hallerini alirlar [36, 37]. Daha sonra
sitoplazmada serbest haldeki miRNA kendi zincirine tamamlayici baz dizisine
sahip hedef mMRNA molekulinu ortadan ayirir. Ayrilan bu mRNA nikleazlar
tarafindan yikima ugratilir. Sonugta bu mRNA’ nin kalip olarak kullanilacagi
protein sentezi ve bu mRNA’ yiI Ureten genin ekspresyonu da sona ermis
olur. Dolagimdaki diger hicre bagimsiz kanser iligkili ntkleik asitlere benzer
sekilde, miRNA’ lar da kanser hastalarinda periferik dolagima salinir ve non-
invaziv gen ekspresyonunu dizenlerler. Kanser prognozu ve teshisi igin
miRNA’ lar hem invaziv hem non-invaziv olarak kullanilabilecek
biyobelirteclerdir [37, 38, 39, 40, 41]. Bu baglamda 6érnegin son yapilan
calismalarda midedeki intestinal metaplazinin ve mide kanserinin
patogenezinde rol oynayan birkac dizensiz miRNA tespit edilmistir [11, 12 ].
Bu miRNA’ lar safra asitlerine maruziyet sonucu up regile olan miR-21, miR-
155, miR -192, miR-92a-1-5p CDX2’ yi artirarak; miR-221 ve miR-222 ise
CDX2’ yi azaltarak karsinogenez yolagina katkida bulunur [10, 42, 43].
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MiR-92a-1-5p, kromozom 13g31.3‘ te (chrl3), miR-221 ve miR-222
kromozom Xp11.3’ te (chrX) lokalizedir [44]. MiR-155-5p kromozom 21921.3’
te (chr21) lokalizedir ve CDX2’ yi artirmanin yani sira mide kanser

patogenezine NF- kB aktivasyonu ile de katkida bulunur [42].

2.5 Kolesistektomi

Kolesistektomi, safra kesesinin ¢ikariimasi islemidir. Agik veya kapali
yontem (laparoskopi) ile yapilabilir. Her ne kadar hastanin durumuna,
yapilma kosullarina ve islemi yapacak kisinin deneyimine bagli olsa da son
yillarda gelisen teknoloji ve yeni aletler sayesinde daha cok laparoskopik
olarak yapilmaktadir [1]. GUnumuzde kolesistektomiyi endike kilan durumlar
genel olarak: Akut/kronik kolesistit, semptomatik kolelitiazis, diskinezi,
akalklloz kolesistit, safra yolu tagsina bagli pankreatit ve safra kesesi
kitleleridir [1, 45].

Kolesistektomi sonrasi safra salgisinin depolanacagi bir kese
kalmayacagindan salgilanan safra sivisina mide mukozasi daha sik ve uzun
sureli sekilde safra reflisl olarak maruz kalabilir. Bu da mide mukozasinda
ciddi hasara sebep olabilir [2, 3]. Ozellikle safra asitleri arasinda hidrofobikligi
en yiksek olan sekonder safra asitleri litokolik asit ve deoksikolik asit
oksidatif DNA hasari, enflamasyon ve NF-kB aktivasyonu yoluyla epitelyal
hasara ve sonucta metaplaziye sebep olabilir [46, 47].

Mide sivisinda ylksek safra asidi konsantrasyonu olan hastalarda daha
siddetli intestinal metaplazi gelistigi tespit edilmistir [4]. Ayrica mide kanseri
gelisme surecinin intestinal metaplaziden gectigi bilinmektedir. Yapilan
calismalarda mide kanseri sikligi hem kolelitiazislilerde hem
kolesistektomililerde kontrol gruplarina gére artmis olarak tespit edilmistir [6,
7].
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lll. GEREC VE YONTEM

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Bilim Dalina Kasim
2021 ile Mart 2023 arasinda bagvuran 62 kisi calismaya dahil edildi. Bu
calisma ile ilgili etik kurul onayi, Celal Bayar Universitesi Tip Fakuiltesi
Dekanligi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul Bagkanliginin 16.09.2021 tarihli ve
94062 sayil onayi ile gergeklestirilmistir Olgular; endoskopide mide kanseri
saptanan hastalar (n=20), kolesistektomi gecirmis hastalar (n=22) ve
kontrol hasta grubu (n=20) olarak Ug¢ gruba ayrild1.

Calismaya alinacak hastalar islem éncesinde bilgilendirilip hasta gonulli
onam formu ve sonrasinda periferik kandan 1 adet EDTA’ I tip alindi. Tum
kan ornekleri ¢calisma protokoline uygun olarak testler ¢alisilincaya kadar -80
9C’ de saklandi. Calisma Helsinki Deklarasyonu prensipleri dogrultusunda
yurutaldd. Calismaya katilmayi kabul eden olgulara, klinisyen tarafindan
olusturulmus sosyodemografik veri formu uygulandi. Calismanin deneysel
asamalari Aydin Adnan Menderes Universitesi’nde gerceklestirildi.
istatistiksel degerlendirme icin Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi
Halk Sagligi Anabilim Dali’ndan destek alindi.

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakliltesi Gastroenteroloji
poliklinigine bagvuran endoskopi ile alinan 6rnegin patoloji sonucuna gore
mide kanseri tanisi alan 18 yas Uzeri olgular ve kolesistektomi oykusu
bulunan olgular hasta grubu olarak dahil edildi. Mide kanseri tanisi ya da
baska bir malignite nedeni ile herhangi bir zamanda kemoterapi ya da
radyoterapi alanlar, herhangi bir malignite tanisi almis olanlar ¢alismanin
disinda birakildi. Saglikli kontrol grubuna ise poliklinige basvuran rutin
olgulardan mide kanseri diginda farkli bir sebeple endoskopisi yapiimis,
patoloji sonucuna gore sonucu olagan olarak sonuglanmis ve kolesistektomi
Oykusu olmayan 18 yas Uzeri olgular dahil edildi. Calismaya katilmayi kabul

etmeyen ve onam formunu imzalamayan olgular ¢alismanin diginda birakildi.
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MiRNA izolasyonu

Arastirmamizda olgularin taze biyopsi 6rneklerinden miRNA izolasyonu

ticari olarak saglanacak miRNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi.

CDNA Hazirlanmasi

Asagidaki karisim hazirlanir. Bu karisim 62 6rnegin cDNA reaksiyonu

icin yeterlidir
85.0ul5xReactionBuffer 42.5ul
Enzymemix 21.25

L Spike in Kontrol Karigimi

RT

TOPLAM 148.75 ul
Bu karigim bir 8 li strip tlpin tim kuyularina 18 er pl olarak transfer
edildi. Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 1.75 er ul alinarak temiz bir 96 lik

Plate’in tum kuyularina pipetlendi. RNA ornekleri de her kuyuya, yukarida

transferi yapilan karisimlarin Gzerine 3.25 er ul olmak tzere pipetlendi.
Plate film ile kaplanarak, plate karistiricida elle bastirilarak 10 saniye
karistinldi. Plate santriflij de 1 dakika santriftij edildi ve Thermal Cycler da
asagidaki program calistinidi.

42° C 60 dakika

959C 5 dakika

4°C [

Thermal programin sonunda plate’ in oda sicakhgina gelmesi
beklenerek (deney bitiminde yuzeyi sicak olabilir) plate santrifij de 1

dakika santriftj edildi.
PreAmplifikasyon Hazirlanmasi

Preamplifikasyon primer karigimi (Pool Primer Mix) tim assayler icin bir

kez asagidaki sekilde hazirlandi.
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Primer tlpleri) mikro santrifijde maksimum hizda 2 dakika santrifuj edildi.
Tupler acgilarak her tipe 55 pyl DNase, RNase Free su eklendi. Tupler
kapatilip sallanarak karistirildi. Tpler 4 °C de 30 dakika bekletilerek mikro
santrifijde maksimum hizda 2 dakika santriflj edildi. Temiz bir tup icerisine
her bir primerden 4,5 er yl primer konularak hepsi birbirine karigtirildi. Primer
sayisi ile 4,5 carpilinca elde edilen rakam 450 den ¢ikarilarak elde edilen
rakam kadar DNase, RNase Free su bu karigima eklendi. lyice karistirilip
150 ser yl olacak sekilde 3 ayri SafeLock Eppendorf tipline konularak uygun
sekilde etiketlendi. Bu tuplerin her biri 1 adet 96 lik 6rnegin
preamplifikasyonu igin yeterlidir. Primer tipleri Dynamic Array hazirlanmasi
kismina kadar 4 °C de sakland..

cDNA plate’ i bir plate tasiyici Gzerine konularak (plate’in kaymamasi ve
kipirdamamasi igin gereklidir) film agildi. Piko plate in tim kuyularindan 1 er
Ml yeni temiz bir Piko plate’ e cDNA konuldu. Bir reservuara 5 mL kadar
DNase, RNase-free su konuldu ve bu yeni Piko Plate’ in her kuyusuna 9 ar
ul bu sudan eklendi. Yeni bir film ile plate kaplanarak plate karistiricida 2000
rom de 3 dakika karistirildi ve plate santrifijde 1 dakika santrifiij edildi.

Preamplifikasyon deneyi icin asagidaki karigsim hazirlandi. Bu karigim 62

ornegin PreAmplifikasyon reaksiyonu icin yeterlidir.

—Pre-Amp-Master-MixReagentKit————  85.0 pl
(Fluidigm, 100-5580 veya 100-5581)

Pool Primer Mix 106.25 i
DNase, RNase Free su 127.50 pl
TOPLAM 318.75 pl

Bu karigsim bir 8 li strip tipin tim kuyularina 39 ar pl olarak transfer
edildi. Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.75 er ul alinarak temiz bir Piko
plate’ in tum kuyularina pipetlendi. Sulandiriimis olan cDNA 6rneklerinden
her kuyuya 1.25 er ul olmak Gizere pipetlendi. Plate, film ile kaplanarak plate
karigtirncida 3000 rpm de 3 dakika karnigtirildi. Plate santrifijde 1 dakika
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santrifij edilerek Plate Thermal Cycler a yerlestirildi ve asagidaki PreAmp
Protokoli caligtirildi.
PreAmp Protokoli

95 °C 10 dakika Baslangi¢ Dentlirasyonu
95°C 15 sani

60°C 4 dakik:F ' 15 déngil

4°C [

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenerek
(deney bitiminde ytizeyi sicak olabilir) plate santrifijde 1 dakika santrifuj
edildi.

Dynamic Array ile MiRNA Ekspresyonlarinin Tespiti
Exonuclease Adimi

Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim 70 érneg@in exonuclease

reaksiyonu icin yeterlidir.

Exonuclease | Reaction Buffer 17 pl

Exonuclease | 34 pl

Nuclease Free Water 119 pl
TOPLAM 170 pl

Bu karigim bir 8 li strip tipun tim kuyularina 20 ser ul olarak transfer
edildi. Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 2,0 ser pl alinarak preamplifiye
ornek plate in timine pipetlendi. Plate, film ile kaplanarak karistiricida
3000 rpm de 3 dakika karistirildi. Plate santrifijde 1 dakika santrif(j
edilerek 384 Ik Thermal Cycler da asagidaki Exonuclease Protokol(

calistiriidi.
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Exonuclease Protokoll

37°C 30 dakika
80°C 15 dakika
4°C o0

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenerek
(deney bitiminde ytizeyi sicak olabilir) plate santrifijde 1 dakika santrifij
edildi. Her kuyuya 18 er ul ul DNase, RNasefree su eklendi. Yeni bir film ile
plate kaplanarak karistiricida 3000 rpm de 3 dakika karistirildi ve santrifijde 1
dakika santrifij edildi.

Dynamic Array Hazirlanmasi

Bu asama da 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’ in PRIME edilmesi,

2. Assay Plate’ inin hazirlanmasi,

3. Orneklerin hazirlanmasi,

4. Dynamic Array’ e pipetlemelerin yapilmasi,

5. IFC Controller da Dynamic Array’ in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’ in BioMark da calisiimasi.

Dynamic Array’ in PRIME Edilmesi

Bir adet Dynamic Array’ e control fluid lar enjekte edilerek Dynamic Array
IFC Controller da PRIME edildi. Bu islem tam 20 dakika surdi ve PRIME

islemi devam ederken asagidaki asamaya gecildi.

Assay Plate’ inin Hazirlanmasi

Her bir primerden bos bir Piko plate in kuyularina 1.75 ul pipetlenerek

Uzerine 3.50 ul Assay

Loading Reagent (Fluidigm, PN: 100-7611) ve 1.75 pl DNase, RNase Free su
eklendi. Plate film ile kaplanarak karigtiricida 2000 rpm de 3 dakika karisgtirildi
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ve santrifijde 1 dakika santrifij edildi. Hazirlanan bu karigim chipe

pipetlemeye hazirdir ve 1 adet Flexsix chip igin yeterlidir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Asagidaki karisim hazirlanir. Bu karisim bir set (62 6rnek) icin
yeterlidir

2x TagMan Gene Expression Master Mix 255 pl
(Cat.N0:4369016,Thermo Fisher)

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 25.5 pl
(Cat.N0:100-7609, Fluidigm) 20x EvaGreen

25.5 ul

(Cat.No: 31005, Biotium)

RNase-free water 76,5 ul

TOPLAM 382,5 ul

Bu karigim bir 8 li strip tipun tim kuyularina 47 ser ul olarak transfer
edilerek bu karigsimdan 4,5 er ul temiz bir Piko plate in tim kuyularina
pipetlendi. Sulandiriimis olan preamplifiye Grtinlerin Gzerindeki film acgildi. Her
bir preamplifiye 6érnekten 1,5 er ul bu plate’ e transfer edildi. Plate yeni bir
film ile kaplanarak karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirildi. Plate

santrifijde 30 saniye santriftij edildi.

Dynamic Array’ e Pipetlemelerin Yapilmasi

Assay pipetlemeleriicin Viaflo Voyager (12.5 ul) de su program yapildi:.
Aspirate
4.75 pl, Dispense 4.50 ul. Tim kuyularda ki Assayler bu sekilde
Dynamic Array e transfer edildi. Ornek pipetlemeleri igin Viaflo Voyager
(12,5 pl) de Assay icin yapilan program kullanildi. Tim kuyularda ki

ornekler bu sekilde Dynamic Array e transfer edildi.
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IFC Controller da Dynamic Array’ in Load Edilmesi

Dynamic Array IFC Controller’a yerlestirilerek LOAD secenegi secildi ve
LOAD iglemi baslatildi. Bu islemi baglattiktan sonra BioMark Data
Collection yazilimi baglatilarak “Double Click to Turn Lamp On” kismina gift

tiklanarak BioMark’in lambasi ¢alistitildi.

Dynamic Array’in BioMark’ da Caligilmasi

Dynamic Array IFC Controller dan alinarak Dynamic Array altindaki
mavi filmin uzaklastirildigindan emin olundu. Chip ytzeyinin temiz olup
olmadigi kontrol edilerek Dynamic Array BioMark’a barcode kismi disari
bakacak sekilde yerlestirildi.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array ¢alistirildi ve
verilerin kaydedilecegi yer ile dosya adi secildikten sonra diger sayfada
“Gene Expression” secildi. Passive Reference Dye olarak “ROX” secildi.
“Probe Type” kisminda “EvaGreen” segildi. Sonraki ekranda protokoller

arasindan “Exigon miRNA Protokol” secilerek program baglatildi.

Data Analiz ve istatistik Analiz

Data analiz BioMark Gene Expression Data Analysis software kullanilarak
yapildi. ( Her bir miRNA ekspresyonu icin ortalama Ct degerleri ve T test ile bir
P degeri hesaplandi. Ct>33 olanlar hesaplamaya dahil edildi. Fold-change and
fold-regulation degerleri 2 ve Uzeri olan genler up regule genler, Fold- change
degeri 0,5’ in altinda ve Fold-regulation degeri -2’ nin altinda olan genler down
regule genler olarak degerlendirildi. P degeri otomatik olarak Student T Test

kullanilarak hesaplanip p<0,05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).

Hastalarin demografik verileri SPSS 21.0 programi yardimiyla ki-kare, T

test ve tek yonlu varyans analizi (ANOVA) istatistik yontemleriyle hesaplandi.
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IV. BULGULAR

Endoskopide mide kanseri saptanan hastalar (n=20), kolesistektomi
gecirmis hastalar (n=22) ve kontrol grubu (n=20) hastalari olmak uzere u¢
ayri grupta toplamda 62 hasta ¢alismaya dahil edildi.

Mide kanseri tespit edilen olgularin yas ortalamasi 69,2 + 9,9,
kolesistektomili olgularin yas ortalamasi 60,5 = 10,2, kontrol olgularinin yas
ortalamasi 52,9 + 14,5 saptandi. Yas ortalamalari Ug grup arasinda
karsilastirildiginda mide kanseri hastalarinin belirgin sekilde daha ileri yas
olmasi nedeniyle anlamli fark (p<0,001) saptandi.

Calismamizdaki kadin cinsiyet orani %61 (n=38), erkek cinsiyet orani
%39 (n=24) olarak saptandi. Gruplar arasinda kolesistektomili olgularda

kadin cinsiyette anlaml fark (p=0,021) saptandi.

Tablo 5. Mide Kanseri, Kolesistektomi, Kontrol Olgularinin Demografik

Verilerinin Karsilastiriimasi

Mide Kanseri | Kolesistektomi Kontrol
69,2+9,9 60,5 + 10,2 529+145
Yas Ortalamasi
Kadin n 8 (%40) 18 (%81) 12 (%60)
Cinsiyet (%)
Erkek n (%) 12 (%60) 4 (%19) 8 (%40)

21



4.1. Mide Kanseri, Kolesistektomi ve Kontrol Olgularinin
Karsilagtirmasi

Calismamizda mide kanseri olgulari, kolesistektomi olgulari ve kontrol
grubu olmak Uzere U¢ grupta miR-221, miR-222, miR-155-5p, miR-92a-1-5p
ekspresyon seviyelerine bakilarak gruplar arasi ve kendi icinde istatistiksel
analiz yapiimistir. Bu bélimde mide kanseri ve kolesistektomi olgulari grup 1
olarak, kontrol olgulari grup 2 olarak temsil edilmigtir.

Mide kanseri (n=20) ve kolesistektomi (n=22) olgularinda hsa-miR-155-
5p’ nin dow regule oldugu (fold dederi< -2) izlendi. Ayrica kontrol grubu
(n=20) ile kargilastirildiginda da hsa-miR-155-5p’ nin istatistiksel olarak
anlamli dizeyde down regule oldugu izlendi. Hsa-miR-92a-1-5p, hsa-miR-
221-3p ve hsa-miR-222-3p’ nin ekspresyonunda (fold degisikligi <2 / >-2,

p>0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik izienmedi.

MR-

MamR-222

hsamR.33

min g max

Sekil 6. Mide Kanseri, Kolesistektomi ve Kontrol Olgulari Ekspresyon

Sonuglari
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Tablo 6. Mide Kanseri, Kolesistektomi ve Kontrol Olgulari Ekspresyon Analizi

Pozisyon Gen Fold Up/Down P degeri
Regulasyon
P1 hsa-miR-92a-1-5p -1.92 0.000078
P2 hsa-miR-133a-3p 1.02 0.877803
P3 hsa-miR155-5p -2.23 0.000014
P4 hsa-miR-221-3p -1.51 0.326506
P5 hsa-miR-222-3p -1.53 0.000061
P6 hsa-miR-335-5p -1.06 0.779344

s, Control Group

MiR155-5p
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Sekil 7. Mide Kanseri, Kolesistektomi ve Kontrol Olgular Ekspresyonlarinin
Karsilastiriimasi (Mide kanseri ve kolesistektomi olgulari, kontrol olgularinda
her bir miRNA’ nin ekspresyon seviyesi log 10 tabanli daginik plato sekilde
gorulmektedir. Yatay eksen kontrol grubunu, dikey eksen mide kanseri ve
kolesistektomi grubunu temsil etmektedir.)

4.2. Mide Kanseri ve Kontrol Olgularinin Karsilastiriimasi

Mide kanseri (n=20) olgularinda kontrol grubu (n=20) ile
karsilastirildiginda hsa-miR-155-5p’ nin istatistiksel olarak anlamli dizeyde
down regule oldudu izlendi. Hsa-miR-92a-1-5p, hsa-miR-221-3p ve hsa-
miR-222-3p’ nin ekspresyonunda (fold degisikligi <2 / >-2, p>0,05)

istatistiksel olarak anlamli farklilik izlienmedi.

Tablo 7. Mide Kanseri ve Kontrol Olgulari Ekspresyon Analizi

Pozisyo Mide Kanseri Olgulari

n Gen

Fold Up/Down P degeri

Regulasyon

P1 hsa-miR-92a-1-5p -1.61 0.014990
P2 hsa-miR-133a-3p -1.19 0.979073
P3 hsa-miR155-5p -2.03 0.006119
P4 hsa-miR-221-3p -1.40 0.844775
P5 hsa-miR-222-3p -1.50 0.001629
P6 hsa-miR-335-5p 1.08 0.451581
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miR155-5p

Sekil 8. Mide Kanseri ve Kontrol Olgulari Ekspresyonlarinin Kargilastiriimasi
(Mide kanseri olgulari, kontrol olgularinda her bir miRNA’ nin ekspresyon
seviyesi log 10 tabanli daginik plato sekilde gorulmektedir. Yatay eksen

kontrol grubunu, dikey eksen mide kanseri grubunu temsil etmektedir.)

4.3. Mide Kanseri Olgularinin Metastaz Durumuna Goére
Karsilagtiriimasi

Mide kanseri olgularinin (n=20) %30’ unda (n=6) metastaz varhgi
saptanmistir. Metastaza sahip hastalarin 3’ U kadin 3’ U erkektir. Metastazi
olan ve olmayan mide kanseri hastalarinin miRNA ekspresyonlari arasinda

anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 8. Mide Kanseri Metastazi Olan Olgularin Ekspresyon Analizi

Mide Kanseri
Pozisyo Gen Metastazi Olan Olgular

n

Fold Up/Down P degeri

Regulasyon
P1 hsa-miR-92a-1- 1.11 0.370823
Sp

P2 hsa-miR-133a-3p 1.22 0.140065
P3 hsa-miR155-5p -1.00 0.451832
P4 hsa-miR-221-3p -1.15 0.258137
P5 hsa-miR-222-3p 1.01 0.494428
P6 hsa-miR-335-5p -1.11 0.279103

4.4. Kolesistektomi ve Kontrol Olgularinin Karsilagtiriimasi
Kolesistektomi (n=22) olgularinda kontrol grubu (n=20) ile
karsilastirildiginda hsa-miR-155-5p ve hsa-miR-92a-1-5p’ nin istatistiksel

olarak anlamli dizeyde down regule oldugu izlendi. Hsa-miR-221-3p ve hsa-

miR-222-3p’ nin ekspresyonunda (fold degisikligi <2 / >-2, p>0,05)

istatistiksel olarak anlamli farklilik izlienmedi.

Tablo 9. Kolesistektomi ve Kontrol Olgulari Ekspresyon Analizi

Kolesistektomili
Pozisyo Gen Olgular
n

Fold Up/Down P degeri

Regulasyon
P1 hsa-miR-92a-1- -2.24 0.000217

op

P2 hsa-miR-133a-3p 1.21 0.784221
P3 hsa-miR155-5p -2.44 0.000008
P4 hsa-miR-221-3p -1.61 0.003400
P5 hsa-miR-222-3p -1.56 0.001111
P6 hsa-miR-335-5p -1.19 0.242622
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miR155-5p

Sekil 9. Kolesistektomi ve Kontrol Olgulari Ekspresyonlarinin
Karsilastiriimasi (Kolesistektomi olgulari, kontrol olgularinda her bir miRNA'’
nin ekspresyon seviyesi log 10 tabanli daginik plato sekilde gértlmektedir.
Yatay eksen kontrol grubunu, dikey eksen kolesistektomi grubunu temsil

etmektedir.)

4.5. Tum Olgularin H. Pylori Pozitifligi Durumuna Gore Karsilastiriimasi

Tam hastalarin (n=62) %22’ sinde (n=14) h. pylori pozitif olarak
saptanmistir. Ug grup arasinda h. pylori pozitifli§i agisindan anlamli fark

(p=0,061) saptanmamistir.
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Tablo 10. H. Pylori Pozitifligi Oranlari

Mide Kolesistektomi | Kontrol Total
Kanseri n (%) n (%)
n (%)
H. Pylori 2 (%10) 5 (%22) 7 (%35) 14 (%22)
Pozitif
H. Pylori 18 (%90) 17 (%78) 13 (%65) 48 (%78)
Negatif
Total 20 22 20 62

H. pylori pozitif ve negatif hastalarin miRNA ekspresyonlari arasinda

anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Tablo 11. H. Pylori Pozitif Olgularin Ekspresyon Analizi

H. Pylori Pozitif

Pozisyo Gen Olgular
n

Fold Up/Down P degeri

Regulasyon
P1 hsa-miR-92a-1- -1.10 0.230886

op

P2 hsa-miR-133a-3p 1.25 0.342459
P3 hsa-miR155-5p 1.14 0.287236
P4 hsa-miR-221-3p -1.03 0.395195
P5 hsa-miR-222-3p 1.10 0.109063
P6 hsa-miR-335-5p -1.11 0.156094
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V. TARTISMA

Calismamizdaki mide kanseri olgularinda tumor %55’ inde (n=11)
corpus, %30’ unda ( n=6) antrum , %15 ‘ inde (n=3) kardia bdlgesinde olacak
sekilde Sahintlrk Y ve arkadaslarinin yaptigi calismadakine benzer
saptanmistir [48]. Fakat son yillarda distal bolge kanserlerinda azalma,
proksimal bolge kanserlerinde artis gorilmesine ragmen ¢alismamizda distal
kanser orani halen yuksektir. Ayrica olgularin patolojileri yine literaturle
uyumlu sekilde; %75’ i (n=15) tubuler adenokarsinom, %25’ i (n=5) tasli
yuzuk hicreli ve az koheziv karsinom olarak sonuglanmistir.

Mide kanseri genellikle kronik inflamasyon, atrofik gastrit ve intestinal
metaplazi yoluyla gelismektedir [5]. Kolesistektomi sonrasi mide mukozasinin
safra sivisina daha sik ve uzun sireli maruz kalmasi sonucu da mide
mukozasinda daha siddetli intestinal metaplazi gelistigi tespit edilmistir. Bu
da mide kanseri gelismini kolaylastirmaktadir [2, 3, 49, 50]. Fracchia M ve
arkadaslarinin 1999 yilinda yayimladigi ¢galismada sekonder safra asitleri
kanserojen kabul edilmesine karsilik mide kanseri hastalarinda kontrol
grubuna gore safra asidi bilesenleri agisindan anlamli fark bulunmamisti [51].
Safra reflisinin mide kanserine zemin hazirlayabilecegine dair sonrasinda
yillar icinde yeni ¢alismalar yapildi ve farkh sonuglar elde edildi. 2008 yilinda
Min Jung Park ve arkadaslarinin yaptigi calismada deoksikolik asidin CDX1
aracigilyla COX2 ekspresyonunu artirarak mide kanseri gelisim sirecine
katkida bulundugu tespit edilmis. Yine ayni caligmada kenodeoksikolik asidin
ekspresyonda herhangi bir degisiklige yol agmadigi saptanmis [52]. Aydin
MF ve arkadaslarinin 2020’ de 134’ U safra refllist bulunan toplam 217
gastrit tanili hasta Uzerinde yapti§i calismada safra reflist bulunan ve
bulunmayan gastrit hastalari arasinda H. Pylori pozitifligi, intestinal metaplazi
ve gastrik atrofi oranlarinin benzer oldugu saptanmistir. Fakat patolojik olarak
dogrulanan safra reflisine bagli gastriti bulunan hastalarda H. Pylori,
metaplazi ve atrofi sikliginin daha az oldugu saptanmistir [53]. Calismamizda

Aydin MF ve arkadasglarinin ¢calismasina benzer sekilde mide kanseri,

29



kolesistetomi ve kontrol olgularinda h. Pylori pozitifligi agisindan anlamli fark
saptanmamistir. Li D ve arkadaslarinin 2020’ de 27. 807’ si kronik gastrit,
1.943’ U prekanser6z lezyon, 715’ i mide kanseri olan toplam 30.465 hasta
Uzerinde yaptigi calismada mide kanseri olan hastalarda safra reflisu
mevcudiyet orani daha yuksek ve safra reflisu daha ileri derecede saptandi
[54]. 2020 yilinda Ni Z ve arkadaslarinin yaptigi calismada TGR5/HNF4a
yolagi, 2021 yilinda Wang N ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada ise
HDACG6/HNF4a yolagi araciligiyla safra asitlerinden deoksikolik asidin
intestinal metaplaziyi artirdigi saptanmis. 2022 yilinda ise Duochen Jin ve
arkadaslarinin yayimladigi ¢alismada deoksikolik asidin TGR5/STAT3/KLF5
yolagini aktive ettigi ve bu yolagin intestinal metaplaziye gidisi kolaylastirdigi
saptanmistir [55, 56, 57].

Bu baglamda kolesistektominin metaplaziye zemin hazirlayarak mide
kanseri gelisimine sebep olmasinin aragtirilmasinda kullanilabilecek
biyobelirteclerden biri de miRNA (mikroRNA)’ lardir. Son yapilan
calismalarda midedeki intestinal metaplazinin ve mide kanserinin
patogenezinde rol oynayan birka¢ dizensiz miRNA tespit edilmigtir [11, 12].
Bu bilgiden yola ¢ikarak galismamizda kolesistektomi gegirmis vakalarda ve
mide kanser olgularinda miR-92a-1-5p, miR-221, miR-222, miR-155-5p’ nin
ekspresyon degigimlerinin arastiriimasi amaglanmistir.

Calismamiza katilan 62 olgudan %61’i (n=38) kadin, %39’u (n=24)
erkekti. Olgularin 20’si mide kanseri, 22’si kolesistektomili, 20’si ise kontrol

grubuydu.

5.1. MiRNA-92a-1-5p Ekspresyon Diizey Degigimi
MiR-92a-1-5p, kromozom 13g31.3‘ te (chrl3) lokalizedir [44]. Safra
asitlerine maruziyet sonucu yukari regile olan miR-92a-1-5p CDX2’ yi

artirarak karsinogenez yolagina katkida bulunur [10, 42, 43].

2018’de Vivian Yvonne Shin_ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
EP4/Notch 1 sinyal yolagdi araciligiyla mide kanseri olgularinda miR-92’ nin
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asagi regule, NF-kB yolagi araciligiyla ise miR-92’ nin yukari regule oldugu
saptanmistir [58]. Ting Li ve arkadaglarinin 2019°'da yayimladigi ¢alismada
safra asidi maruziyetiyle miR-92a-1-5p'nin yukari regulasyonu, CDX2'’ nin
yukari regulasyonu ve gastrik hucrelerde FOXD1' in baskilandigi goralmas.
Ayrica intestinal metaplazili dokularda da bu duruma rastlanmis [10].
Calismamizda, Ting Li ve arkadaslarinin yaptigi calismanin aksine miR-92a’
nin kolesistektomili olgularda kontrol grubuna gére asagi regule oldugu
saptandi. 2021 yilinda Hanxu Guo ve arkadaslarinin yaptigi meta-analiz
¢alismasinda mide kanseri olgularinda miR-92a’ nin yukari regule oldugu,
sagkalimin daha kisa oldugu saptanmis [43]. Wang M ve arkadaslarinin
2023 Subat’ ta yayimladigi calismada miRNA-92a-1-5p’ nin hem mide
kanseri hem intestinal metaplazili dokularda hem de safra asiti maruziyeti
sonrasi yukari regule oldugu saptanmis [59]. Calismamizda mide kanseri
olgularinda miR-92a-1-5p’ nin anlamli ekspresyon degisimi olmadigi gorulda.
Bu durum, Vivian Yvonne Shin_ve arkadaslarinin yaptigi calismadaki gibi
farkl yolaklarin farkli gen ekspresyon degisimlerine sebep olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ek olarak ¢calismamizda h. pylori pozitifliginin ve mide
kanseri olgularinda metastaz varliginin miR-92a-1-5p’ nin ekspresyonlarinda
anlamli fark olusturmadigi saptanmistir.

Sonug olarak yapilan ¢alismalar gosteriyor ki; miR-92a-1-5p’ nin
kolesistektominin mide kanserine zemin hazirlayabilecedine ve miRNA’ larin
mide kanserinde belirte¢ olarak kullanilabilmesine dair daha fazla ¢calismaya

ihtiyag vardir.

5.2. MiRNA-221 ve MiRNA-222 Ekspresyon Dlizey Degisimi
MiR-221 ve miR-222 kromozom Xp11.3’ te (chrX) lokalizedir [44]. Safra

asitlerine maruziyet sonucu yukari regile olan miR-221 ve miR-222 CDX2'’ yi

azaltarak karsinogenez yolagina katkida bulunur [10, 42, 43].

2010 yihinda Zhang Chun-zhi ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada
mMiR-221 ve miR-222’ nin PTEN geni Uzerinde etkin rol oynadigi ve PTEN
ekspresyonunu baskilayarak mide kanseri geligimini kolaylastirdigi, ayni
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zamanda radyoterapiye direnci artirdigi gorulmuis [60]. K Liu ve
arkadaglarinin 2012’ de yayimladigi calismaya gore miR-221" nin ylksek
ekspresyon degerleri mide kanseri prognozunda lokal invazyon, lenf nodu ve
uzak metastaz agisindan kotu prognoz gostergesi olarak bulunmus [61].
Calismamizda mide kanseri hastalarinda metastaz varligina gore miRNA
ekspresyonlarinda anlamli fark saptanmamamistir. Yine 2012’ de N. Li ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada h.pylori ile enfekte mide dokusunda miR-
222’ nin yukari regule oldugu, ayrica RECK genini baskiladigi ve mide
kanseri olgularinda yuksek seviyelerde eksprese edildigi gorulmustir [62].
Ek olarak galismamizda h. pylori pozitifliginin ve mide kanseri olgularinda
metastaz varliginin miR-221 ve miR-222’ nin ekspresyonlarinda anlamli fark
olusturmadigl saptanmigtir.

Yapilan galigsmalar gosteriyor ki; miR-221 ve miR-222’ nin
kolesistektominin mide kanseri ne zemin hazirlayabilecedine ve miRNA’ lari
mide kanserinde belirte¢ olarak kullanilabilmesine dair daha fazla ¢alismaya
ihtiyag vardir [63].

Calismamizda yapilan degerlendirmelerde miR-221 ve miR-222 agisindan
anlamli bir sonug saptanmamasinin nedeni doku yerine periferik kan
orneklerinin kullanilmasina, ¢alismaya katilan kisi sayisinin azligina
baglanmistir. Olgu sayisinin artirildig1 daha genis ¢apli ¢calismalarla daha

anlamli verilere ulasabilecegimiz dusunmekteyiz.

5.3. MiRNA-155-5p Ekspresyon Dlzey Degisimi

MiR-155-5p kromozom 21g21.3’ te (chr21) lokalizedir ve CDX2’ yi
artirmanin yani sira mide kanser patogenezine NF- kB aktivasyonu ile de
katkida bulunur [42]. Safra asitlerine maruziyet sonucu up regile olan miR-
155 CDX2’ yi artirarak karsinogenez yolagina katkida bulunur [10, 42, 43].

2014 yilinda Li H ve arkadaslarinin, 2018’ de Shiqing Li ve arkadaslarinin
14 mide kanseri olgusu Uzerinde yaptigi calismada miR-155-5p’ nin agsagi
regule oldugu gosterilmistir [64, 65]. 2018’ de Qu Y ve arkadaglarinin yaptigi
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¢alismada mide kanseri olgularinda TGFBR2' nin asagi regule oldugu, buna
karsilik miR-155’ in yukari regule oldugu saptanmis. MiR-155" in hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu artirdigi tespit edilmis [66].
2019'da Zare A ve arkadaslarinin 29 normal mide dokusu, 45 mide displazisi
ve 39 mide kanseri dokusu Uzerinde yaptigi arastirmada miR-155-5p’ nin
mide kanseri dokularinda belirgin sekilde asagi regule oldugu saptanmis.
Calismamizda Li H ve arkadaslarinin, Shiging Li ve arkadaslarinin, Zare A
ve arkadaslarinin calismalarina benzer sekilde miR-155-5p’ nin mide kanseri
ve kolesistektomi olgularinda asagi regule oldugu saptanmistir. Ayrica Zare
A ve arkadasglarinin galismasinda mide kanseri evresi ilerledikce ekspresyon
dizeyinin daha da azaldidi tespit edilmis. H.pylori pozitif olgularda da miR-
155-5p’ nin asagi regule oldugu bulunmus [67]. 2020’ de Yin L ve
arkadaslarinin, 2022’ de Nana Su ve arkadaslarinin yaptigi ¢calimalarda mide
kanseri dokularinda miR-155’ in ekspresyon diuizeyinin arttigi tespit edilmis
[68, 69]. Chakrabortty ve arkadaslarinin 2023 Haziran’ da yayimladigi
calismada miR-155’ in yukari regule olmasinin nuks, metastaz ve kanser
tedavisine direncte rol oynadigi saptanmigstir [70]. Calismamizda h.pylori
pozitifliginin ve mide kanseri hastalarinda metastaz varliginin miRNA
ekspresyonlarinda anlamli fark olusturmadigi saptanmigtir.

Yapilan galismalar gosteriyor ki altta yatan mekanizmalari anlayip tani ve

tedavide ilerleyebilmek i¢in bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢alismalarda biyobelirteg olarak kullanilabilecegi
dusundlen miRNA ekspresyon degisimlerini, kolesistektominin mide
kanserine zemin hazirlayabilecegini arastirmak amaciyla galistik.

Mide kanseri olgularinin yas ortalamasi kolesistektomi ve kontrol
olgularina gore anlamli derecede ileri saptandi. Bu da endoskopik
taramalarin daha ileri yaslarda yapilarak tani kondugunu dusundirmektedir.

MiR-92a-1-5p ekspresyon diizeylerinde mide kanseri ve kontrol grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi fakat kolesistektomili hastalarda kontrol
grubuna gore ekspresyonun azaldigi géraldu.

MiR-133a-3p ekspresyon dizeylerinde mide kanseri, kolesistektomi ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

MiR155-5p ekspresyon dizeylerinin mide kanseri ve kolesistektomililerde
kontrol grubuna gdre anlamli derecede azaldid1 gorildi. Bu da
kolesistektominin mide kanserine zemin hazirliyor olabilecegini
dusundirmektedir. Yapilan yurt disi ¢galismalarda miR-155-5p’ nin yukari
regule olmasi, hasta grubunun etnik kékenine bagli olarak veya farkli sinyal
yolaklari olmasi nedeniyle farkli sonuglar ortaya c¢ikarabilecegini
dusundurmektedir.

MiR-221-3p ekspresyon diizeylerinde mide kanseri, kolesistektomi ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

MiR-222-3p ekspresyon dizeylerinde mide kanseri, kolesistektomi ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

MiR-335-5p ekspresyon dizeylerinde mide kanseri, kolesistektomi ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

Calismamizda H.pylori pozitifliginin ve mide kanseri hastalarinda
metastaz varliginin miRNA ekspresyonlarinda kontrol gruplarina gére anlamli

fark olusturmadigi saptanmistir.
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Yapmis oldugumuz galismada kullanilan veriler Glkemizde ilk kez
kullanildidr i¢in alaninda oncu bir galismadir. Genis sayili ve birka¢ merkezin

ortak calismasi ile daha anlamli verilere ulasabilecegimizi dUgunmekteyiz.
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VIl. OZET

Safra Kesesi Operasyonu Gegirmis insanlarda Mide Mukozasindaki
MikroRNA (MiRNA) Seviye Degisimi

Giris ve Amag: Mide kanseri gelisiminde miRNA' lari igeren yolaklari ve safra
asitleriyle baglantisini anlamak mide kanseri patogenezine dair daha fazla bilgi
sahibi olmamizi saglayacaktir. Bu ve benzeri ¢alismalarla mide kanseri gelisim
riski yuksek bir hastayr tanimlamak igin yeni bir marker kesfedilebilir. Bu
sebeple projemizde kolesistektomili hastalarda ve mide kanser olgularinda
MIRNA ekspresyon degisimlerinin mide kanseri patogenezindeki iligkisinin
arastiriilmasi amaglanmigtir.

Gerecg ve Yontem: 20 Mide kanseri hastasi, 22 kolesistektomili hasta ve 20
kontrol hastasi olmak Uzere toplamda 62 kisi calismaya dahil edildi. Olgularin
periferik kan ornekleri EDTA’ I tipe alindi. Alinan kan drneklerindeki miRNA’
lar miR-92a-1-5p, miR-221, miR- 222 ve miR- 155-5p ekspresyon degisimleri
Biomak 96.96 Dynamic Array kullanilarak saptandi. Data analiz

BioMark Gene Expression Data Analysis software kullanilarak yapildi.
Hastalarin demografik verileri SPSS 21.0 programi yardimiyla ki-kare, T test
ve tek yonlu varyans analizi (ANOVA) istatistik yontemleriyle hesaplandi.

Bulgular: Mide kanseri olgularinda miR155-5p’ nin (p=0,006119) kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli dizeyde down regtle
oldugu izlendi. MiR-92a-1-5p, miR- 221 ve miR- 222’ de ise kontrol grubuna
g6re anlamli fark saptanmadi (p=0,05).

Kolesistektomi olgularinda miR-155-5p (p=0,000008) ve miR-92a-1-
5p’nin (p=0,000217 ) kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli dliizeyde down regule oldudu izlendi. MiR-221, miR- 222’ de ise
kontrol grubuna gére anlamli fark saptanmadi (p=0,05).

Sonu¢: MiR-155-5p’ nin hem mide kanseri hem kolesistektomi olgularinda
kontrol grubuna goére anlamli sekilde down regule olmasi kolesistektominin
mide kanserine zemin hazirliyor olabileceg@ini dusunudurmektedir. 62 hasta
ile yapilan bu ¢alisma, bu noktada yeterli olmayip altta yatan mekanizmalarin
anlasiimasi, tani ve tedavide ilerleme saglanmasi i¢in daha fazla hasta ile
yapilan ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, safra asitleri, miRNA, kolesistektomi
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VIIl. ABSTRACT

The Level Change Of MicroRNA (MiRNA) In Gastric Mucosa In People
Having Undergone Gallbladder Surgery

Introduction and Aims: Understanding the pathways containing miRNAs
and their connection with bile acids in gastric the progression of cancer will
provide us with more information about gastric cancer pathogenesis. In this
study and similar studies, a new marker can be discovered to identify a
patient at high risk of having gastric cancer. Therefore, this project aimed to
investigate the relationship between the expression on changes of miRNA in
gastric cancer pathogenesis in patients with cholecystectomy and gastric
cancer.

Matherials and Methods: In this study, 62 people, including at least 20
gastric cancer patients at least 22 cholecystectomy patients and 20 control
cases, were included. Peripheral blood samples of the all cases were taken
into EDTA tube. MiRNA’s in the blood samples, including miRNA-92a-1-5p,
MIiRNA- 221, miRNA-222 and miRNA-155-5p were analysed using Biomak
96.96 Dynamic Array . Data analysis was made using BioMark Gene
Expression Data Analysis Software. Demographic data of the patients were
calculated by the SPSS 21.0 program, using chi-square, T test an done-way
analysis of variance (ANOVA) statistical methods.

Results: It was observed that miR-155-5p (p=0,006119) was significantly
down-regulated in gastric cancer cases when compared with the control
group statistically. There was no significant difference in miR-92a-1-5p, miR-
221 and miR- 222 compared to the control group (p=0,05).

It was observed that miR155-5p (p=0,000008) and miR-92a-1-5p
(p=0,000217) were significantly down-regulated in cholecystectomy cases
when compared with the control group statistically. There was no significant
difference in miR-221 and miR-222 compared to the control group (p=0,05).

Conclusions: The significant down regulation of miR-155-5p in both gastric
cancer and cholecystectomy cases compared to the control group suggests
that cholecystectomy may predispose to gastric cancer. This study with 62
cases are not sufficient at this point and studies with more cases are needed
in order to understand the underlying mechanisms and advance in diagnosis
and treatment.

Key Words: Gastric cancer, bile acids, miRNA, cholecystectomy
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