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1. GIRIS

1.1 Uterin Fibroid (Uterin leiomiyom, miyom)

Uterin leiomiyomlar1 (UL'ler) veya uterin fibroidleri, uterusun diiz kas bélmesi olan
miyometriyumun steroid hormona duyarli, iyi huylu monoklonal tiimoérleridir (Walker
ve ark., 2005).

Kadinlarin yaklagik %77 sinin yasamlar1 boyunca fibroid gelistirecegi ve bunlarin
yaklasik %15- 30'unun ise pelvik agri, asir1 kanama, menoraji, anemi, {iriner
inkontinans gibi semptomlar gosterecegi; yine bu kadinlarda tekrarlayan gebelik
kaybi, erken dogum ve bazi durumlarda kisirlik gésterdigi bilinmektedir (Catherino ve
ark., 2013).

Fibroidler bulunduklar1 yere gore subserozal, intramural, submukozal veya

pedunkiile olarak siniflandirilir (Sekil 1).
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Sekil 1.1 Uterin fibroid i¢in FIGO (Federation of gynecology and obstetrics) sistemi siiflandirma (Munro ve
ark., 2011).

1.2. Uterin Fibroid i¢in Risk Faktorleri

1.2.1. Yas

Yas ile birlikte uterin fibroid goriilme olasilig1 da artar. Ozellikle 50°li yaslarda bu
oran maksimum seviyeye ulagmaktadir. Yas, fibroidlerin gelisimi i¢in 6nemli bir risk
faktoriidiir. Patolojik olarak teshis edilen fibroidlerin insidansi yasla birlikte artar ve

50 yasinda zirveye ulasir. Miyomlar ergenlikten once ortaya ¢ikmaz ve menopozla

birlikte siklig1 azalir (Marshall ve ark., 1997; Laughlin ve ark., 2009).



1.2.2. Irk

Siyahi kadinlarda; Hispanik, Asya ve Beyaz kadinlara gore 2-3 kat fazla fibroid
insidans1 bulunurken, Hispanik, Asya ve Beyaz kadinlar arasinda fibroid insidansi

benzerdir (Marshall ve ark., 1997; Laughlin ve ark., 2009).

1.2.3. Hormonal faktorler

Fibroid gelisimi iizerindeki hormonal etkilerle ilgili kapsamli klinik kanitlara
ragmen, Ostrojenlerin ve progesteronun fonksiyonel rolii belirsizligini korumaktadir
(Lethaby ve ark., 2015; Marsh ve ark., 2006; Deng ve ark., 2012; Tristan ve ark., 2012
ve Sangkomkamhang ve ark., 2020).

Miyometrival dok

R

Sekil 1.2. Miyometriyal dokunun fibroide déniismesinde Ostrojen ve Progesteronun rolii (Machado ve ark.,
2021).

Ostrojen, ostrojen reseptorii-a (ERa) ile birlikte, progesteron reseptdrii (PR)

ekspresyonunu indiikleyerek fibroidleri progesterona duyarli hale getirir.



Progesteron reseptorii PR, birden fazla geni diizenlemek; proliferasyonu, hayatta
kalmay1 ve hiicre digt matrisin anormal ¢ogalimini desteklemek icin fibroid diiz kas
hiicrelerinde on binlerce DNA bolgesine baglanir (Maruo ve ark., 2004; Sabry ve ark.,
2012).

Progesteron ve Ostrojenler, ilgili reseptorleri ve diger parakrin sinyalleri arasindaki
etkilesim fibroid etyopatogenezinde anahtar rol almaktadir. Progesteron; &strojen
reseptOrlerini  baskilayabilir, ancak Ostrojen bozulmalari hem Ostrojen hem de

progesteron ile iligkili genlerin ve yollarin iglevini degistirebilir.

Ostrojenin ana formu olan dstradiol, MAPK-PKC yolu boyunca PDGF basta olmak
tizere spesifik biiylime faktorlerinin iiretimini tetikleyebilir ve bu da proliferasyon

veya oliimsiizlesmenin artmasina neden olabilir.

Ostradiol ayrica proliferasyonu tesvik etmek icin ERa yoluyla Wnt / B-Katenin
yolunu aktive edebilir. Boylece; 6strojen, progesteron, gibi hormonlar uterin fibroid

gelisiminde rol oynar.

1.2.4. Genetik

Cogu tiimor gibi, fibroid de germline degisiklikleri ve somatik mutasyonlar (nokta
mutasyonlar1 ve kromozomal anormallikler) dahil olmak tizere kompleks genetik arka

planlara sahiptir.
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Sekil 1.3. Fibroid hiicrelerinde en sik goriilen molekiiler degisiklikler (Machado-Lopez ve ark., 2021).

1.2.5. Kalitsal Duyarhhk

Fibroidler siklikla kendiliginden ortaya ciksa da kalitsallik degerleri %8 ile %70
arasinda degisir (Luoto ve ark., 2000; Ge ve ark., 2017 ve Bray ve ark., 2019).

Fibroid gelisimine kalitsallik atfeden ilk ¢alismalardan bazilari, monozigotik ikizler
arasinda dizigotik ikizler arasinda oldugundan daha yiiksek uyum diizeyleri

gozlemleyen ikiz ¢aligmalar idi (Luoto ve ark., 2000; Sneider ve ark., 1998).



Herediter dayanakli ¢alismalar da birinci derece akraba kadinlar arasinda fibroid

insidansinin akraba olmayan bireylere gore daha yiliksek oldugunu bulmustur

(Vikhlyaeva ve ark., 1995, Sato ve ark., 2002, Voorhis ve ark., 2002).

Ayrica, fibroidlerin ailesel prevalansi, spesifik semptomatolojisinden daha yiiksek

siklik ile anlamli olarak iligkili bulunmustur.

Genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS), kadinlar1 fibroide yatkin hale
getirebilecek genetik varyantlar aramistir. Bazi ¢alismalar, hastalarin irkina / etnik
kokenine bagli olarak farkli duyarlilik lokuslart bulmustur, bu da Afrika kokenli
kadinlarda fibroid riskinin artmasi1 gibi popiilasyonlar arasindaki insidans
oranlarindaki farkliliklar1 agiklamaktadir (Cha ve ark., 2011; Wise ve ark., 2012;
Bondagji ve ark., 2017 ve Eggert ve ark., 2012).

1.2.6. Nokta Mutasyonlari

Bireyleri fibroide yatkin hale getirebilecek germline mutasyonlarinin yani sira, bu
timorler genellikle genlerin ve genomik bolgelerin yaygin olarak arastirilan bir alt
kiimesini etkileyen birka¢ somatik mutasyon biriktirir. Somatik mutasyonlardan
etkilenen en alakali genlerden biri, MED12'dir (Makinen ve ark., 2011; Lee ve ark.,
2018; Park ve ark., 2018 ve Aiabnoor ve ark., 2018).

MEDI2 mutasyonlarinin arkasindaki mekanizmalardan biri, degistirilmis
transkripsiyon regiilasyonu nedeniyle birgok genin degismis ekspresyon profillerine
yol agabilen MED12-CDKS& etkilesiminin bozulmasidir (Park ve ark., 2018).



1.2.7. Kromotripsis

Crasta ve arkadaslar1 tarafindan gézlemlenen kromozom pargalanmasi kromotripsis
olarak adlandirilir. Kromotripsis, kromozomlarin bir veya birka¢ bolgesinde onlarca

ila ylizlerce genomik yeniden diizenlemenin elde edilmeyi tanimlar.

Fibroiddeki kromozomal yeniden diizenlemeler bazen homolog kromozomlardan
sadece birinde sinirli genomik bolgeleri etkileyen bir¢ok kirilma noktasina sahip
sayisiz delesyon olarak ortaya ¢ikar. (Stephens ve ark., 2011).

Bu tiir karmasik kromozomal yeniden diizenlemenin arkasindaki nedenler

belirsizligini korumaktadir (Koltsova ve ark., 2019).

Kromotripsis baslangigta malign siireglerle iliskili olmasina ragmen, fibroidde ¢ok
sayida genomik bdlgede yeniden diizenlemelerin saptanmasi, bu tiimoriin
etiyopatolojisindeki  mekanizmalardan  biri  olabilecegini  diisiindiirmektedir
(Markowski ve ark., 2013).

1.2.8. Kromozomal degisikliklerin hedef genleri

Kromozomal anormallikler fibroiddeki genomun herhangi bir yerinde meydana
gelebilirken, spesifik genler siklikla bu tiir olaylardan etkilenir ve tiimorigenezi

yonlendirebilecek bozulmus biyolojik siireclere yol agar.

Fibroidlerde 12914-15 bolgesindeki yeniden diizenlemelerin HMGA2 geninin
ekspresyonunu arttirdig bildirilmistir (Gross ve ark., 2003; Klemke ve ark., 2009).

Transkripsiyon regiilasyonunda yer alan bu HMGAZ proteinin artmis ekspresyonu,
anjiyogenez, ERa aracili hiicre proliferasyonu ve homolog rekombinasyon, DNA

onarimi dahil olmak tizere farkli mekanizmalar yoluyla fibroid gelisimi ile



iliskilendirilmistir (Li ve ark., 2020; Schoenmakers ve ark., 1999 ve Mehine ve ark.,
2016).

Kromozomun 722 bolgesindeki delesyonlar fibroid ile iliskilendirilirken, etkilenen
hedef gen kesin olarak tanimlanmamistir. Bu delesyonlar LHFPL3, LAMBI veya
HPB1 gibi cesitli genlerin ekspresyonunu degistirirken, en ¢cok kabul géren hedef
genlerden biri CUX1'dir.

7q delesyonlari, CUX1'in hem artmis hem de azalmis ekspresyonuna neden olabilir,
bu da RAD51B'ye benzer bir siiregte fibroid gelisimine neden olabilecek bir timor
baskilayici veya onkojenik rol aldigi disiiniilmektedir (Vanni ve ark., 1999;
Vanharanta ve ark., 2007; Saito ve ark., 2005; Ptacek ve ark., 2007; Hodge ve ark.,
2009; Zeng ve ark., 1997 ve Moon ve ark., 2002).

Son olarak, Alport sendromu ile iligkili Kolajen IV genleri COL4AS ve COL4A6'y1
etkileyen X kromozomundaki delesyonlar, fibroidler de dahil olmak iizere diiz kas
timorlerinin (diffiiz leiomiyomatoz) gelisimi ile iliskilendirilmistir (Zhou ve ark.,

1993; Heidet ve ark., 1995 ve Nozu ve ark., 2017).

1.2.9. Epigenetik

Insanlarda, gen ekspresyonunu etkileyen epigenetik mekanizmalar, fibroid
olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Yang ve ark., 2016; Lagana ve ark.,
2017).

Baslica epigenetik mekanizmalar DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
mikroRNA'lar (miRNA'lar) ve uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) ile

diizenlemeyi igerir.



DNA metilasyonu normal gelisim i¢in gereklidir ve bu siirecte, tiimor baskilayict
genlerin hipermetilasyonu ve / veya onkogenlerin hipometilasyonu ile iligkili olan
FOXO1, TERT ve WNT4 gibi anahtar embriyonik gelisim genlerini etkileyen
anormallikler timorgeneze yol agabilir. (Védlimaki ve ark., 2018; Martinez ve ark.,
2015 ve Miozzo ve ark., 2015).

Spesifik olarak, DNA metilasyonunun degisiklikleri, ESR1 (Gstrojen reseptorii 1)'in
artmis mRNA ekspresyonu ile iligkilidir. (Asada ve ark., 2008).

Son zamanlarda, HMGA2 ekspresyonunun yukari regiilasyonunun her zaman
translokasyona bagl goriinmedigi, ancak HMGA2 genindeki hipometilasyon ile de
iliskili oldugu gosterilmistir. (George ve ark., 2019).

Ek olarak, DNA metilasyonu ve MEDI2 mutasyonu birlikte, kok hiicre
proliferasyonunu ve fibroid gelisimini aktive etmede Onemli bir rol oynayan
progesteron / PR aracii RANKL gen ekspresyonunu etkileyen karmasik bir
diizenleyici ag olusturur (Kol’tsova ve ark., 2017; Liu ve ark., 2017).

Bu bulgularla birlikte, DNA metilasyonunun normal miyometriyal mRNA
ekspresyon profilini degistirerek  fibroid patogenezinde anahtar bir rol

oynayabilecegini diisliniilmektedir.

1.2.10. Yasam tarzi ve beslenme

Fiziksel aktivite azlig1, stres, sigara, alkol, kafein kullanimi1, kirmizi et, D vitamini

eksikligi fibroid gelisiminde rol oynar.



1.2.11. Endokrin sistemini etkileyen faktorler

llaglarda bulunan zararli kimyasallar, dioksitler, poliklorinlenmis bifeniller,

organoklorin gibi kimyasallar fibroid formasyonuna yol agar.

1.2.12 Obezite

Obezite, insiilin direnci, hiperlipidemi fibroid olusumunda etkilidir.

1.3 Miyom nasil olusur?

Fibroidler tipik fibrotik dokular olarak tanimlanirlar. Hiicre dis1 matriks (ECM)
proteinleri olan; Kolajen 1A1, Fibronektin ve Versikan proteinlerinin fibroidlerde

yiiksek eksprese oldugu bildirilmektedir. (Gelse ve ark., 2003).

Yine yapilan birgok arastirma, fibroidlerinin normal miyometriyumdan yaklagik
%50 daha fazla hiicre dis1 matriks (ECM) igerdigini gostermistir (Fujita ve ark., 1985;
Arici ve ark., 2000; Norian ve ark., 2009; Stewart ve ark., 1994 ve Giuliani ve ark.,
2019).

Hiicre dis1 matriks (ECM)’in, fibroid olusumu ve gelisiminde rol oynadigi
diisiiniilen molekiiller olan biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler, anjiyojenik ve
enflamatuar yanit mediatorleri ve proteazlar i¢in bir kaynagi temsil ettiZi One
stiriilmiistiir (Malik ve ark., 2010; Walker ve ark., 2005; Hulboy ve ark., 1997; Ohara
ve ark., 2009 ve Protic ve ark., 2016).

Fibroid fizyolojisinde; Epidermal biiyiime faktorii (EGF), heparin baglayici
epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF), trombosit kaynakli bliytime faktorii (PDGF),
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insiilin benzeri bitytime faktorii (IGF), transforme edici biiytime faktorii-alfa (TGF-a),
doniistiiriicii biiytime faktorii-beta (TGF-B), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), asidik fibroblast biiylime faktorii (asidik-FGF), bazik fibroblast biiyiime
faktorii (bazik-FGF), aktivin ve miyostatin, uterus i¢indeki dstrojenlere ve progesteron
etkisine aracilik eden en 6nemli biiyiime faktorleridir (Flake ve ark., 2003; Ciarmela
ve ark., 2008; Ciarmela ve ark., 2009; Ciarmela ve ark., 2011 ve Sozen ve ark., 2002).

Buna ek olarak, interlokin IL-1, IL-6, IL-11, IL-13, IL-15, timor nekroz faktorii-
alfa (TNF-a), graniilosit makrofaj-koloni-stimiile edici faktér (GM-CSF) ve
eritropoietin (EPO), Ostrojenler ve progesteron ile etkilesime giren ve fibroid
biiylimesinde 6nemli bir rol oynayan sitokinlerdir (Hatthachote ve ark., 1999; Litovkin
ve ark., 2007; Kurachi ve ark., 2001 ve Syssoev ve ark., 2008).

| Epicenetikfaktrler

5 ) Ostrojen }'
"
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| Rl |
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Sekil 1.4. Miyometriyumun fibroide dontismesinde etkili faktorler (Zannotti ve ark., 2021).
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1.4 Miyom olusumundaki sinyal yolaklar:

PIBK/AKT-mTOR sinyal yolagi, protein ve insan fibroidinin transkripsiyonel
profillemesinden elde edilen kanitlara ve ayrica Eker sigan hayvan modeline
dayanarak yapilan arastirmada, fibroidde yukar1 regiile sinyal yolaklarindan biri olarak
tanimlanmustir (Crabtree ve ark., 2009). Protein diizeyinde, fibroidde PTEN, p-AKT,
p-GSK3 ve CD2 proteinleri de dahil olmak iizere PI3K/AKT yolak proteinlerinin ve
hedeflerinin  normal miyometriyuma kiyasla artmis aktivasyonu, fibroid
patogenezinde PI3K/AKT sinyalizasyonunun aktivasyonunu gostermektedir (Kovacs
ve ark., 2003; Karra ve ark., 2010).

Ras / Raf/ MEK (mitojen ile aktive edilmis protein kinaz) / ERK (hiicre dis1 sinyal-
regiile edilmis kinaz) sinyal yolagt, hiicre proliferasyonunun, farklilagsmasinin ve hiicre
sagkaliminin diizenlenmesinde rol oynar (Kolch ve ark., 2000). Ras / Raf / MEK /
ERK yolu tarafindan aktive edilen AP-1 ailesi transkripsiyon faktorlerinin iki iiyesi, c-
Fos ve c-Jun, saglikli miyometriyuma kiyasla fibroidde daha diisiik mRNA seviyeleri
gostermektedir (Gustavsson ve ark., 2000; Lessl ve ark., 1997). Shc, Grb2 ve ERK ve
15 farkli RTK proteinleri, saglikli miyometriyuma kiyasla fibroidde daha yiiksek
oranda eksprese edilir (Yu ve ark., 2008).

WNT Sinyal Yolagmin da fibroid tiimér etiyolojisinde sinyal verdigine dair bazi
kanitlar vardir. Kanonik WNT sinyallemesinde, B-katenin cekirdekte birikir ve
spesifik transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol acar (Ono ve ark., 2014).
Wnt5b de dahil olmak tizere WNT sinyal genleri, fibroidde asir1 eksprese edilir
(Mangioni ve ark., 2005). Ono ve arkadaslarinin ¢alismalart WNT ve [-katenin
inhibitorlerinin ~ fibroid biiylimesini ve proliferasyonunu engelleyebilecegini
gostermistir, bu da kanonik WNT sinyallemesinin fibroidde rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Son olarak, Tanwar ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢calismalar, yapisal olarak aktif

[-kateninin fare uterusunda fibroid benzeri tiimérleri yonlendirdigini ve bu timdrlerde
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TGF-B ve mTOR sinyallemesinin aktivasyonuna katkida bulunabilecegini gostermistir

(Tanwar ve ark., 2009).

Fibroid hiicre proliferasyonu ve tiimor biiyiimesinde ¢esitli bitytime faktérlerinin rol
oynadig1 goriilmektedir. Fibroidde asir1 eksprese edilen baslica biiylime faktorleri,
Transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-B), epidermal biiyiime faktorii (EGF),
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) ve insiilin biiyiime faktérii (IGF)'dir (Parker ve ark., 2007). TGF-$
sinyalizasyonunun aktivasyonu, diiz kas hiicresi proliferasyonu ve hiicre dis1 matriks
(ECM) birikimi yoluyla fibroid etiyolojisine 6nemli bir katkida bulunmustur (Borahay
ve ark., 2015; Ciarmela ve ark., 2011). TGF-B ii¢ ayr1 izoformu (TGF-B1, 2 ve 3)
miyometriyumda mevcuttur. TGF-1 ve 2, normal miyometriyum ve fibroid dokusu
arasinda benzer seviyelerde eksprese edilirken, TGF-3 UL'de oldukga fazla eksprese
edilir (Ciarmela ve ark., 2011). TGF-B3 ekspresyon seviyeleri, adet dongiisiiniin her
asamasinda dalgalanir, salg1 fazinda zirveye ulasir, bu dalgalanmada progesteron ve

Ostrojen hormonlarinin etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Ciarmela ve ark., 2011).

Fibroid dokusunun mRNA ve protein analizi, fibroid hasta drneklerinin yaklagik
licte birinin, MAPK sinyalini aktive ederek mitogenezi uyardigi gosterilen Insiilin
Biiyiime Faktorii (IGF-1) seviyelerinin arttigini1 gostermektedir (Parker ve ark., 2007,
Borahay ve ark., 2015).
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Sekil 1.5. Sinyal yolaklarinin biyolojik siireglerdeki etkisi (Navarro ve ark., 2021).

Uterus fibroidlerinin varligi, adet dongiisiinde yer alan endometriyal yollara
miidahale edebilir ve agir adet kanamasina neden olabilir. Hormonlar, biiyiime
faktorleri, sitokinler ve diger faktorler arasindaki denge, siklik endometriyal biiyiimeyi
ve kanamay1 diizenler. Transforme edici bilylime faktorii-beta (TGF-B), reseptorleri
(TGF-BR) ve asag1r yonli SMAD'leri, adetler sirasinda endometriyal yeniden
sekillenme i¢in 6nemlidir ve bu faktorlerin asir1 seviyeleri, fibrinolitik ve antikoagiilan
bilesenlerin gen ekspresyonlarini baskilayabilir. Prostaglandin F2a (PGF2a) ve
endotelin-1 (ET-1), menstriiasyon doéneminde spiral arter vazokonstriksiyonu ve
miyometriyal daralmada rol oynar. En spesifik endotel hiicre biiyiime faktorii olan
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve trombosit kaynakli biiylime faktorii
(PDGF), endometriyal yenilenmenin o©nemli bir siireci olan endometriyal
anjiyogenezde rol oynamaktadir. Nitrik oksit (NO), ET-1 ve VEGF sinyalizasyonunun

c¢ikis yoniinde iiretilir ve giiclii bir vazodilatordiir.
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Sekil 1.6. Uterus fibrozunda mekanotransdiiksiyon ve hiicre dis1 matris (ECM) degisikliklerinde Wnt
sinyalinin rolii (Sabeh ve ark., 2021).
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Sekil 1.7. Uterin fibroidde Wnt ve diger ana sinyal yollar1 arasindaki etkilesimin sematik gdsterimi
(Sabeh ve ark., 2021).

Yukarida Wnt/ B -katenin sinyallesmesinde birkac sinyal yolu gosterilmistir
Ostrojen ve progesteron, kok hiicreler iizerinde pro-proliferatif bir etki uygulayan
olgun miyometriyal hiicrelerde Wnt ekspresyonunu indiikler. Wnt, progesteron ve

IGF'nin, Ser552'de B -katenin'i fosforile eden Akt'yi aktive ettigi, onu aktive ettigi ve
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hedef genlerinin ekspresyonunu indiiklemesine izin verdigi gosterilmistir. Akt
aktivasyonu ayrica C-MYC ve siklin D1 dahil olmak tizere -katenin yolu gibi Wnt/

B'nin asag1 akis sinyalleme hedeflerinin ifadesini de arttirir.

1.5. Miyom ve genler arasindaki iliski

Fibroidin ana genetik etmenleri MED12, HMGA2, FH ve COL4A5- COL4A6
genlerini i¢erir (Mehine ve ark., 2014).

MED12 geni, anahtar transkripsiyon enzimi olan RNA polimerazin aktivitesinin
diizenlenmesinde yer alan araci kompleksin proteinlerinden birini kodlar. MED12
geninin somatik mutasyonlari, LM'li hastalarin %70-75'inde saptanir (Makinen ve
ark., 2011, Osinovskaya ve ark., 2016).

Fumaratehidrataz geni (FH), trikarboksilik asit dongiistindeki bir enzimi kodlar ve
kalitsal leilomyomatozis gelisimi ile iliskilidir. FH, klasik bir tlimor baskilayict gendir.
FH genindeki mutasyonlar, bialelik inaktivasyonu durumunda tiimér LM gelisimini
uyarir; LM’ye sahip hastalarda bu genin mutasyon orani, bialelik FH kaybi olan

%10,5'tir (Lehtonen ve ark., 2004; Mehine ve ark., 2016).

COL4A5-COL4A6 genleri, X kromozomunun uzun kolunda haritalanir. Kollajen
genlerinin spesifik delesyonlarimin varligi, yaygin leiomyomatozis ile iligkilidir.
(Mehine ve ark., 2016). COL4A5 ve COL4A6 genlerindeki delesyonlarini IRS4
geninin etkiledigi varsayilmaktadir (Mehine ve ark., 2016).

Gelisim agamasina, lokalizasyonuna ve tlimoriin tipine bagl olarak, ana biiylime
faktorlerinin (EGF, HB-EGF, VEGF, bFGF, PDGF, TGF-b ve ADM) gen ekspresyonu
onemli dlglide degisir (Tal ve ark., 2014). Epidermal biiyiime faktorii (EGF), heparin

16



baglayic1 epidermal biiylime faktérii (HB-EGF), asidik fibroblast biiyiime faktorii
(aFGF), doniistiiriicti biilyiime faktorleri-o ve -f (TGF-a ve TGF-f), ana fibroblast
bliylime faktorii (FGF) ve reseptorleri de LM'nin gelisiminde onemli bir rol
oynamaktadir. FGF-B, VEGF ve TGF-B proteinlerinin izoformlari, diisiik

konsantrasyonlarda bile, LM hiicrelerinin proliferasyonunu énemli 6l¢giide giiclendirir.

LM hacminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol, doniistiiriicii biiyiime faktorii

(TGF-B3) tarafindan gergeklestirilir.

Normal miyometriyum ve LM dokularinda, anjiyogenez genlerinin ekspresyonu
onemli Olciide farklilik gosterir. Boylece, TGFB1 geni i¢in LM dokularinda normal
miyometriyum ile karsilastirildiginda artan ekspresyon gozlemlenir (Tal ve ark.,
2014).

Tiimdr nekroz faktorii (TNF-a), interlokinler (IL-1 ve 1L-6) ve ayrica kemokinler
ve bunlarin reseptorleri (MIP-1 o, MIP-1B, RANTES, eotaksin, eotaksin-2, IL) dahil
olmak tizere bir¢ok sitokin -8, CCR1, CCR3, CCR5, CXCR1 ve CXCR2), LM'nin

gelismesinde rol alir (Ciavattini ve ark., 2013).

LM'nin biiylimesinde 6nemli bir faktor, daha once de belirtildigi gibi, hiicre disi
matristir. Hiicre dis1 matrisin biiytimesini belirleyen daha 6nce bahsedilen faktorlere
ek olarak, D vitamini gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Feofilova ve ark., 2017). LM
hiicreleri tarafindan ECM'nin ana bilesenleri (kollajenler, fibronektin ve
proteoglikanlar) normal miyometriyum hiicrelerinden ¢ok daha aktif olarak tretilir
(Malik ve ark., 2010). ECM olusumunda 6zellikle 6nemli bir rol, profibrotik aktiviteye
sahip biiylime faktorii-dontstiiriicti biiytime faktorii B tarafindan oynanir. TGF-f3 alt
tinitesinin TGFB3 geni (sinyal aracis1 TGF-B), LM hiicrelerinde asir1 eksprese edilir
(Norian ve ark., 2009).
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Let-7 ailesi gibi mikroRNA'lar, fonksiyonel gen aktivitesine katildigi bilinen 6nemli
kiiglik molekiillerdir (Peng ve ark., 2008). HMGAZ2'nin ayrica Let-7 ailesi tarafindan
hedeflenen genlerden biri oldugu tahmin edilmektedir ve leiomyoma hiicrelerinde Let-

7b'nin asir1 ekspresyonu, HMGA2 ekspresyonunun baskilanmasiyla sonuglanmistir

(Wang ve ark., 2007).

HMGAZ?2, Let-7 mikroRNA'larinin ana hedeflerinden biridir, bu nedenle Let-7:
HMGA?2 diizenleyici mekanizmasinin diizensizliginin leiomyom biiylimesini

destekleyen anahtar genetik olaylardan biri olabilecegi tahmin edilmektedir.

14923-24'e eslenen rekombinasyon ailesinin bir iiyesi olan RAD51B1, HMGAZ2 i¢in

translokasyon ortagi olarak giiclii bir adaydir.

Insan PCPE geni (PCOLCE), uterus leiomyomatasinda (Xing ve ark., 1997)
kromozomun 7g22' de meydana gelen degisiklikler ile bagdastirilmistir (Tahakara ve
ark., 1994).

PCPE geni, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinin kontroliinde rol oynamistir ve
PCOLCE'nin 7g22'deki kromozomal konumu, onu kromozomal yeniden

diizenlemelerin leiomyomata ile iliskili oldugunu gosterir (Xing ve ark., 1997).
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Sekil 1.8. Uterin fibroidlerde artan ve azalan genler (Navarro ve ark., 2021).

1.6. HMGAZ2 gen ve proteinleri

Yiiksek Hareketlilik Grubu proteinleri; (HMG) histon olmayan proteinlerdir. HMG
proteinleri ailesinin tiyeleri daha 6nce sirasiyla HMGI/Y, HMG1-2 ve HMG14/17
olarak adlandirilirken, giinimiizde HMGA, HMGB ve HMGN olarak adlandirilip ti¢
grupta toplanmaktadir (Bustin ve ark., 2001). Bu proteinler; niikleozom ve kromatin
yapisinin modiile edilmesinde, transkripsiyon, replikasyon ve DNA onarimi gibi
onemli niikleer aktivitelere diger proteinlerin etkin katiliminin diizenlenmesinde rol

oynayan yardimci “mimari faktorlerdir”.

“Yiiksek Hareketlilik Grubu" terimi, jel elektroforetik ayirmalar sirasinda diger
kromatin proteinlerine gore olagandis1 ¢oziiniirliikk 6zellikleri, kii¢iik boyutlar1 ve hizl

hareketlilikleri nedeniyle HMG proteinleri i¢in kullanilmistir.
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Sekil 1.10. HMGA proteinlerinin kromatin mimarisindeki rollerinin sematik gosterimi. (Parisi ve ark., 2020)

HMGAZ2 geni, insan kromozomu 12g13-15'te bulunan 140 kb'den fazla genomik
alana dagilmis bes ekzon igerir. Ilk ii¢ ekzon, AT-baglanma alan1 bolgesini kodlarken,
ekson 4 bir protein baglayicisini kodlar ve ekson 5, transkripsiyonu aktive etmeyen

asidik alani kodlar.
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HMGA2 proteini, DNA'nin minér olugundaki AT agisindan zengin bolgelere
baglanir ve daha sonra DNA'da konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek

transkripsiyonu diizenler.

Lokalizasyonlarina ve niikleer islevlerine ek olarak, bu proteinler ayrica mitokondri

icine girebilir mitokondriyal DNA'ya baglanabilir.

HMGA proteinlerinin AT kancasi dedigimiz bodlgenin aminoasit sekansi igeren
BBXRGGRPBB (B = K veya R residue, X = G veya P residue) bolge bu proteinlerin
DNA ‘ya baglanmasini saglar.

HMGA proteinleri ayn1 zamanda aktivitelerini diizenlemeye yardimci olan asidik
bir kuyruga (HMGA1 ve HMGA?2 arasinda farkl sirayla) sahiptir.
AT kancalar ve asidik kuyrugun yani sira, iki protein herhangi bir 6zel {i¢ boyutlu alan
veya herhangi bir diizenli yap1 gostermez. Bu iki protein; diizensiz proteinler olarak
kabul edilirler ve genellikle bunlarin ’serbest yapisal proteinler" oldugu varsayilir. Bu
da proteinlerin DNA'y1 baglamasina, konformasyonel durumunu degistirmesine ve

diger birkag proteinle etkilesime girmesine izin verir.

Bu “’serbest yapisal proteinlerin’® ¢ogu, HMGA1 ve HMGA2'nin gii¢lendirici

(enhancer) ad1 verilen diizenleyici kompleksler halinde birlesmeyi tercih eder.

HMGA proteinleri, bir¢ok transkripsiyon faktorii ile etkilesime girme yetenekleri
nedeniyle, farkl niikleer islevler icin bir tiir ’molekiiler yapistiric1’” olarak goriilmiis,

gen diizenlenmesi ve hiicre biyolojisi siire¢lerinin bir¢ok yoniiyle iligskilendirilmistir.

Cesitli biyolojik olaylarda, makromolekiiller kompleksleri degistirir veya bu

kompleksleri birlestirir.
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Bunu vyaparak, bu proteinler DNA’ya direkt olarak baglanir. DNA’nin
konformasyonunu degistirir. Boylece, Transkripsiyon Faktorlerinin (TF), DNA’ya

baglanmasini kolaylastirir.

Sonug olarak, HMGA proteinleri, hem DNA’ya hem de transkripsiyon faktorlerine

baglanarak multiprotein kompleksini olusturur.

1.7. Fibroid ve HMGAZ2 geni arasindaki iliski

HMGAZ2 geni, Siklin genleri ile iliskilendirilmistir. Siklin D, Siklin E, Siklin A ve
Siklin B2 genleri hiicre dongiisiinde rol alir. Ayni zamanda hiicre proliferasyonunda
da rol alan bu genler, S fazindan meydana gelen proliferasyondan sorumludur. Ayrica
HMGAZ2 kanser hiicresi proliferasyonunu desteklemektedir. Kanserde son zamanlarda
yapilan calismalar, HMGA2 proteininin, epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) ve
anjiyogenez gibi karakteristik tiimorijenez siire¢lerinde énemli rol oynayabilecegini
ve endotel hiicrelerinde, endotel progenitor hiicrelerinde anjiyogenezi diizenlemek igin
HGMA2min gerekli oldugunu gostermisti. HMGA2'nin oral skuamdz hiicreli
karsinomda asir1 eksprese edildigi ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)-A,
VEGF-C ve fibroblast biiyiime faktorii-2 gibi anjiyojenik genlerin bu tiimorde arttig
ve yiiksek damarlanma orani rapor edilmistir (Sakata ve ark., 2019).

UL'lerde anjiyogenezin diizenlenmesi tizerindeki HMGAZ2 rolii, olagan tip leiomyoma
ile karsilagtirldiginda hidrofik leiomyom (HLM) olarak bilinen alisilmadik bir
leiomyom tipinde tanimlanmistir (Griffin ve ark., 2019). Bu ¢alisma, HMGA2'nin
HLM'lerin %76'sinda asir1 eksprese edildigini ve olagan tip leilomyoma kiyasla bu
timorlerde artmis bir vaskiiler yogunluk bildirilmistir. Vaskiilarizasyonun timor
hacminde 6nemli bir rol oynadig1 diisliniildiigiinde, bu tiimoérlerde HMGA2 asir
ekspresyonu ile birlikte daha yiiksek damar yogunlugu, UL'de asir1 eksprese edilen
HMGA?2 ile gozlenen biiyiik hacmi agiklayabilir. Bu bulgular, HMGA2 asiri

ekspresyonunun, anjiyogenezi tesvik ederek ve sonug olarak vaskiilariteyi artirarak,
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tiimorlerin biiyiik boyutlarda biiytimesine izin vererek HLM'in tiimdrijenezinde rol
oynadigimi gostermektedir (Griffin ve ark., 2019).

UL'de anjiyogenezin desteklenmesinde HMGA2'nin rolii konusunda histolojik
arastirmada HMGAZ2-UL'nin bitisik miyometriyum ile karsilastirildiginda artmis
vaskiilarizasyon yogunlugu gosterdigini ve HMGA2-UL'deki bu damar yogunlugunun
MED12-UL'den 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Li ve ark., 2020).
Ek olarak, miyometriyumlar MED12-UL karsilastirildiginda anjiyojenik faktor IGF2,
B—fibroblast biiyiime faktorii (B—FGF), tiimor nekroz faktorii—a (TNF—a), VEGF-A,
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii reseptorii 1 ve 2'nin (VEGFR1-VEGFR2) 6nemli
yiiksek ifadelenmesi HMGAZ2-UL'de gozlenmis ve bu anjiyojenik faktorler 6zellikle
HMGAZ2 yiiksek ifadelenmesi ile pozitif korelasyon gostermistir. Bu bulgular,
HMGA?2 geninin, proanjiyogenik faktorlerin yukar1 regiilasyonunu ve ayrica
antianjiyogenik faktorlerin asagi regiilasyonunu uyardigi belirlenmistir (Li ve
ark.,2020). Bu arastirmada ayrica, leiomyom ve miyometriyal hiicrelerde HMGA?2
asir1 ekspresyonunun, endotel hiicrelerinde hiicre hareketliligini ve gogiinii artiran,
anjiyogenez ve vaskiilogenezi artiran belirli faktorlerin salgilanmasini diizenledigi de
gosterilmistir. HMGA2 giidiimlii UL'de anjiyogeneze aracilik eden faktorlerden biri,
HMGA?2 asirt eksprese edildiginde leiomyom ve miyometriyal hiicrelerde
ekspresyonu artan ve susturuldugunda endotel hiicrelerinin zayiflatilmis bir gogii
gozlenen IGF2BP2 olabilecegi de onerilmistir. (Li ve ark., 2020). Son olarak, in vivo
analiz, HMGAZ2 geninin asir1 eksprese edildigi miyometriyal hiicrelerin, HMGA?2 agir1
ekspresyonu olmayan miyometriyal hiicrelerden gelen greftlere gore daha biiyiik
hacimli, daha yiiksek proliferasyona ve daha fazla damar yapisina sahip greftlere yol
actigmi gosterdi ve HMGA2'nin anjiyogenez uterus diiz kas hiicrelerinin ve sonug
olarak tliimdr boyutunda diizenleme ve aktivasyonda Onemli bir rol oynadigim

gostermistir.

Bununla birlikte, HMGA2'min UL'de anjiyogenezi tesvik ettigi molekiiler
mekanizmalar ve bunlarin UL gelisimi ve biiyiimesine etkisinin daha fazla

arastirtlmasi gerektigi belirtilmistir (Ferroro ve ark., 2020).
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HMGAZ?2; Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT) olusumunda kritik 6neme sahiptir.
HMGAZ2 mezenkimal protein ekspresyonunu dogrudan veya dolayl olarak indiikler.

Fibroidde de normal miyometriyuma gore %50 daha fazla Epitelyal Mezenkimal
Gegigin var oldugu bilindigi i¢in, HMGA2 geninin fibroidde etkili olacagi
distiniilmektedir (Ozturk ve ark., 2014).
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Sekil 1.11. HMGA genlerinin etkili oldugu biyolojik siiregler (Ozturk ve ark., 2014)

E2F]1, hiicre dongiisiinde rol alan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. E2F1’in
HMGA? tarafindan aktivasyonunda, HMGA2 pRB’ ya baglanir. HMGA2 ve pRB
arasindaki etkilesim sonucu histon deasetilazl (HDAC1) kompleksten uzaklastirilir.
HDACT1 in uzaklagtirilmasi sonucu, histon asetilaz (pCAF/p300) onun yerine geger.
Histon asetilaz, E2F1’ e baglanarak aktif hale getirir. Boylece, birbirine bagli halde
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bulunan HMGAZ2 ve pRB da kompleksten ayrilir. HMGA2, pRB’yi kendine bagladigi
icin hiicrenin S fazina girmesi engellenemez. E2F1 de salinim (release) formda oldugu

i¢in, hiicre proliferasyonu devam eder.

HMGA proteinlerinin Aktivator protein 1 (AP1) kompleksi lizerindeki etkisi ise
sOyle aciklanir. Aktivator protein 1 (AP1), sitokinler, bliyiime faktorleri, stres ve
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar dahil olmak {izere ¢esitli uyaranlara yanit olarak gen

ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.

AP1 kompleksi: JUN, JUNB, JUND, FOS, FOSB, FRA1, FRA2 proteinlerini igerir.
Bu kompleks, aynt DNA dizisine baglanir, ¢esitli hetero ve homodimer yapisinin
ortaya ¢ikmasina yol agar. Yine bu kompleks, hiicre proliferasyonu, timoérgenez ve
metastazda yer alan ¢esitli hedef genlerin aktivasyonundan sorumludur. HMGA2, AP1
transkripsiyon faktoriine baglanir. HMGAZ2, bu transkripsiyon faktoriine baglanarak
normal hiicreleri transforme hiicrelere gevirir. Bu doniisiim de hiicre proliferasyonu ve

timorgenezi etkiler.

HMGA proteinleri transkripsiyon faktorleri ile etkileserek, DNA’ya baglanir. Bu

kompleks afiniteyi arttirir. Kompakt olan kromatin yapisi, acilir.
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Dtk afinite |

Lommpaie kromase Gengetioyg omaon

DA

Sekil 1.12. HMGA proteinlerinin kromatin kompaktligin1 degistirmesi (Fusco ve ark., 2007)

1.8. HMGB1 geni ve proteinleri

Insan HMGBI proteini, iki homolog DNA baglama alan1 (A-box, 1-79 aa; B-box,
89-162 aa) olusturan 215 amino asit (aa) kalintisina (MW: 25-30 kDa) sahiptir.

Histonlar gibi HMGBI1 de en 6nemli kromatin proteinleri arasindadir. Cekirdekte
HMGBI, niikleozomlar, transkripsiyon faktorleri ve histonlarla etkilesime girer
(Bianchi ve ark., 2005). Bu niikleer protein, DNA'y1 organize eder ve transkripsiyonu
diizenler (Klune ve ark., 2008). Baglandiktan sonra, HMGBI1, diger proteinlerin
baglanmasinm1 kolaylagtiran DNA'y1 biiker (Murugesapillai ve ark., 2017). HMGBI,
bircok transkripsiyon faktorii ile etkilesim halinde bir¢cok genin transkripsiyonunu

destekler. Ayrica paketlenmis DNA'y1 gevsetmek ve kromatini yeniden modellemek
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icin niikleozomlarla etkilesime girer. Cekirdek histonlarla temas, niikleozomlarin
yapisini degistirir. Cekirdekte HMGB 1'in varligi, ¢eviri sonrasi degisikliklere baglidir.
Protein asetillenmediginde ¢ekirdekte kalir, ancak lizin iizerindeki hiperasetilasyon,

sitozole yer degistirmesine neden olur (Klune ve ark., 2008).

Immiinojenik PCD tarafindan salinan bir DAMP molekiilii tiirii olarak, yiiksek
mobiliteli grup kutusu 1 (HMGB1), ilk olarak 1973'te tanimlanan kromatin ile iliskili
bir proteindir (Goodwin ve ark., 1973). Kromatine siki1 bir sekilde baglandig: i¢in
ancak zar yapisit bozulmus hiicrelerden salgilanabilmektedir (Scaffidi ve ark., 2002).
Hiicre dis1 ortama salgilandiktan sonra, HMGBI, c¢esitli hiicresel reseptorlerle
etkilesime girebilir ve hem dogal hem de adaptif bagisiklik tepkilerini diizenleyerek
bagisiklik etkinlestiricilerle kompleksler olusturabilir (Kang ve ark., 2013). Ornegin,
gelismis glikasyon son iriinleri (RAGE) ve Toll benzeri reseptér (TLR)’lerine
baglanma yoluyla HMGBI1, kaspaz 1 kesimlenmesini aktive edebilir ve makrofaj
piroptozunu indiikleyebilir (Xu ve ark., 2014). HMGBI, epigenetik kromatin
remodiilasyonu yoluyla fare makrofajlarinda inflamatuar gen ekspresyonlarin
diizenleyen NF-xB i¢in de bir koaktivatordir (Ma ve ark., 2017). IL1p'ye benzer
sekilde, HMGBI1 ayrica dendritik hiicre (DC) olgunlagsmasinda, tiimor antijen
sunumunda rol oynar (Gao ve ark., 2019). HMGBI sinyali dogrudan T ve B

lenfositlerini tetikleyebilir.

Aragtirmalar ayrica HMGB1'in kompleman proteini ile birlikte anti-inflamatuar
makrofa] M2'ye monosit farklilasmasini indiikleyebilecegini ve boylece bagisiklik
homeostazini diizenleyebilecegini gostermistir (Son ve ark., 2016). Ayrica, HMGB1
ve bunun tiimor hiicreleri tizerindeki RAGE reseptoril ile etkilesimi timor hiicresi
otofajisini dogrudan diizenleyebilir ve HMGB1 aracili timorigenez ile sonuglanabilir
(Khambu ve ark., 2020). Ayrica, HGMB1 blokaji tiimor biiyiimesini inhibe edip

kontrol noktas1 immiinoterapisi ile sinerjik olarak c¢aligabilir (Hubert ve ark., 2021).
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1.9. Fibroid ve HMGBI1 arasindaki iliski

Zhang ve ark., yaptig1 calismada, Ginsenosid'in kanserin énlenmesi ve tedavisinde
onemli bir rol oynayan dogal bir fitokimyasal oldugu bildirilmistir. Yine ¢ok sayida
arastirma, ginsenosidlerin apoptozu hizlandirabilecegini, proliferasyonu, metastazi ve
anjiyogenezi engelleyebilecegini ve ¢esitli kanser hiicrelerinde bagisiklig
artirabilecegini gostermistir. Ginsenosid Rbl ile tedavi edilen uterin fibroid
hiicrelerinin hiicre canliligini saptamak i¢in MTT yontemi kullanilmis ve Ginsenosid

Rb1'in uterin fibroid hiicre proliferasyonunu engelledigi saptanmuistir.

Yukarida bahsedilen ¢alismada, rahim fibroid hiicrelerinin proliferasyon ve apoptoz
yeteneklerini tespit etmek i¢in gen miidahalesi (HMGB1'i susturma ve HMGB1'i asir1
ifade etme) yapilmistir. HMGBL'in susturulmasi sonucunda, proliferasyonun azaldigi
ve uterus fibroid hiicrelerinde apoptozunun olustugu goriilmiistir. HMGB1'in asirt
ekspresyonu ise, ginsenosid Rbl inhibisyonunu ortaya ¢ikarmis, bunun sonucunda

uterus fibroid hiicrelerinin proliferasyonun arttig1 bildirilmistir.

Ozetle, miyomda ginsenosid Rb1, HMGB1'in ifadesinin susturulmas: ile iliskilidir.
Bu iliski sonucu, uterin fibroid hiicrelerinin proliferasyonu inhibe edebilir ve apoptoza

tesvik edebilir. Bu bilgiler 1s1ginda ise uterin fibroidlerin klinik tedavisi igin bir temel
saglayabilir (Zhang ve ark., 2019).

1.10. HMGAZ2 ve Wnt/p-katenin

Hem fizyolojik ortamlarda hem de kanserde HMGA?2 ve Wnt sinyali arasinda
karmasik bir etkilesim vardir. HMGA2, Wnt sinyalinin asag1 regiilasyonu yoluyla

insan normal akciger fibroblast WI-38 hiicrelerinde yaslanmay1 tetikler (Shi ve ark.
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2017). Malignitelerde, HMGA2, Wnt/p-katenin yolunun aktivasyonu yoluyla mide
kanserlerinde epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT) uyardig: bilinmektedir (Zha ve ark.
2013). HMGA2 baskilanmasimin Wntl transgenik farelerde meme tiimorii gelisimini
bozdugu rapor edilmistir (Morishita ve ark. 2013). Ayrica WNT10B/B-katenin
yolunun tglii negatif meme kanseri hiicrelerinde HMGA2 ekspresyonunu kontrol
ettigi bildirilmistir (Wend ve ark. 2013). Kanser ilerlemesini uyarmak icin HMGA2

ve Wnt arasinda karsilikli olarak tesvik edici bir iliski bulunmaktadir.

HMGAZ2'nin EMT'yi ortaya ¢ikarabildigini ve Wnt/B-katenin yolu ile yakindan
iligkili olan birkac geni, Wnt/B-katenin yolunu aktive ederek, promotorlerine dogrudan
baglanarak ve bdylece diizenleyebildigini gostermistir. HMGAZ2 asir1 ekspresyonunun
sadece in vitro ve in vivo gastrik epitel kokenli hiicrelerin onkojenik 6zelliklerini
gelistirmekle kalmayip ayni zamanda EMT'yi de destekledigi bulunmustur. Mide
kanseri hiicrelerinde HMGA2'nin ChlIP-on-chip analizinde HMGA2'nin Wnt/B-
katenin yolunu aktive ederek TWIST1 ve AXINI {iizerinden EMT'yi uyarabilecegi
bulunmustur. HMGA2, AXINI'in ekspresyonunu baskilayabilir ve promotorlerine
baglanarak TWIST1'in ekspresyonunu artirabilir. HMGA2'in asir1 ekspresyonunun
Wnt/B-katenin yolunu aktive edip etmedigini belirlemek i¢in farkli hiicre tiplerinde -
katenin ekspresyonu incelenmistir. HMGA2'nin, AXIN1'in transkripsiyonunu
baskilayarak B-katenin'i yikimdan korudugunu ve boylece B-katenin'in ¢ekirdege

girmesini ve Wnt/B-katenin yolunu aktive ettigi belirlenmistir (Zha ve ark., 2013).

Wnt/B-katenin sinyal yolu, kolorektal adenomun karsinogenezinde kilit bir rol
oynar. Ek olarak, ¢ogalma, farklilasma, transformasyon ve metastaz gibi ¢esitli
biyolojik siireglerde yer alan yiiksek mobilite grubu AT-hook 2 (HMGAZ2) proteini,
komsu normal dokulara kiyasla kolorektal kanser dokularinda 6nemli dl¢iide yiiksek
seviyelerde eksprese edilir. HMGAZ2 ekspresyonunun pozitiflik oraninin, timor
ilerlemesi sirasinda kademeli olarak arttigi belirlenmistir. HMGAZ2 ekspresyonu,
Whnt/B-katenin sinyal protein ekspresyonu Wnt, B-katenin, sikline bagimli kinaz 4
(CDK4) ve siklin D1] ile pozitif korelasyonu belirlenmistir. HCT 116 insan kolorektal
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kanser hiicre hattinda HMGA?2 yikimi, B-katenin ekspresyonunu ve bunun asagi akis
hedefleri olan CDK4 ve siklin D1'i baskilamistir. Ayrica, Wnt veya B-katenin'in
susturulmast HMGA?2 ifadesini azaltmistir. Birlikte ele alindiginda, bu ¢alismanin
sonuglar1, sporadik kolorektal tiibiiler adenomun karsinogenezinde HMGA2 ve

Wnt/B-katenin sinyal yolunun koordineli diizenlenmesini énermektedir (Li ve ark.,
2021).

Wnt10b/B-katenin sinyali, fare meme hiicre dizilerinde HMGA?2 ekspresyonunu ve
meme tiimdri hiicre dizilerinde proliferasyonu dogrudan diizenler. WNT10B'nin
kanonik B-katenin sinyalini aktive ettigi ve HMGA2'nin TNBC'de dogrudan Wnt
kanonik sinyal yolunun bilesenleri tarafindan proliferasyonuna ve yukari
regiilasyonuna yol agtigi bildirilmistir. WNT10B'nin kanonik [B-katenin sinyalini
aktive ettigi ve HMGA2'nin yukari regiilasyonuna yol actig1 belirlenmistir (Li ve ark.,
2021).

Sitoplazmik B-katenin proteini, sinyal iletiminde rol oynar ve hem hiicre-hiicre
yapigma proteini E-cadherin hem de tiimor baskilayici gen tiriinii APC ile iligkilidir.

B-katenin insanlarda CTNNBI1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir.

1.11. Fibroid ve Wnt/p-katenin yolu

Uterin leiomyomu, kadin iireme sisteminin en yaygin tiimoriidir ve tek bir
transforme miyometriyal diiz kas hiicresinden kaynaklanir. Muazzam tibbi,
psikososyal ve finansal etkiye ragmen, leiomyom patobiyolojisinin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Sinyal yollarindaki degisikliklerin
leiomyom Dbiyolojisinde etkili oldugu distiniilmektedir. Wnt/pB-katenin yolu,
leiomyomlarm olusumunun gesitli yonlerinde yer aliyor gibi gériinmektedir. Ornegin,

Wnt5b leiomyomda asirt eksprese edilir ve Wnt/B-katenin yolu, leiomyomda en
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yaygin mutasyonlar olan MED12 mutasyonlarinin tiimorijenezdeki roliine aracilik
ediyor gibi goriinmektedir. Ayrica, Wnt/pB-katenin yolu, olgun miyometriyal veya
leiomyoma hiicrelerinin dstrojen/progesteron tedavisinin, leilomyoma kok hiicrelerinin
proliferasyonunu ve tiimor biiytimesini indiikleyen Wntl1 ve Wntl6 ekspresyonunun
artmasina yol actig1 parakrin bir rol oynar. B-katenin'in yapici aktivasyonu, hayvan
modellerinde miyometriyal hiperplaziye ve leiomyoma benzer lezyonlara yol agar.
Whnt/B-katenin sinyali ayn1 zamanda mekanik transdiiksiyon ve hiicre dis1 matris
diizenlemesi ve leiomyomdaki ilgili degisiklikler ile yakindan ilgilidir ve Wnt/j-
katenin sinyallemesi ile Ostrojen, progesteron, TGFf gibi leiomyom gelisimini ve
biiylimesini diizenledigi bilinen diger PI3K/Akt/mTOR, Ras/Raf/MEK/ERK, IGF,
Hippo ve Notch sinyal yollar arasinda iliski bildirilmektedir. Son olarak, kanitlar, b-
katenin inhibitdrleri kullanilarak kanonik Wnt yolunun inhibisyonunun leiomyoma
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermektedir. Etkili tedavi i¢in leiomyom
gelisiminin molekiiler mekanizmalarii anlamak esastir. Bu derlemede tartisilan
spesifik Wnt/B-katenin yolu molekiilleri, terapdtik hedefleme i¢in zorlayict adaylar
olusturmaktadir (Sabeh ve ark., 2021). Wnt sinyali, ¢esitli hiicresel siireglere aracilik
eden karmasik ve ¢ok diizenleyici yollardan biridir. Leiomyom hiicrelerinde upregiile

oldugu ve leiomyomatogenezde yer aldig1 bildirilmistir.

ULin monoklonal tiimérler oldugu varsayilir, bu da her tiimoriin tek bir yetiskin
miyometriyal kok hiicreden kaynaklandig1 anlamina gelir (Lobel ve ark.2006, Linder
ve ark., 1965). UL'de Wnt/B-katenin yolunun katilimi son yillarda giderek daha fazla
tamimlanmustir (Ono ve ark., 2013; Ko ve ark., 2018; Hendy ve ark., 2017 ve Bulun ve
ark., 2013). Bununla birlikte, UL'de B-katenin ekspresyonu, farkli ¢alismalar arasinda
degisiklik gostermektedir. UL'de miyometriyum ile karsilastirildiginda B-katenin asiri
ekspresyonu, insan primer UL hiicreleri (Zaitseve ve ark., 2013 ve Ono ve ark., 2014)
kullanilarak gdsterilmistir, ancak bir rapor insan UL dokusunu miyometriyum
dokusuyla karsilastirirken kayda deger bir fark gostermemistir (Tai ve ark., 2003).
Birkac Wnt ligandi UL'de asir1 eksprese edilir ve sonu¢ olarak UL olusumunu ve
biiyiimesini tesvik etmek icin Wnt/B-katenin yolunu uyarmaktadir. Ornegin, insan

primer UL'sinde Wnt4 ve Wnt5A'nin asir1 eksprese edildigi ve Wntl1 ve Wnt16'nin
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leiomyoma kok hiicrelerinde asirt eksprese edildigi bulunmustur (Markovski ve ark.,
2012; Mangioni ve ark., 2005 ve Ono ve ark., 2013). APC, DKK1 ve DKK3 gibi diger
Wnt inhibitorleri insan UL dokusunda normal komsu miyometriyuma gore yukari
regiile edilmistir (Ko ve ark., 2018). ilaveten, komsu miyometriyuma kiyasla UL
dokusunda sFRP1 mRNA ve proteinde bir artis gozlenirken, leiomyosarkom hiicre
hattinda sFRP1'in inhibisyonu apoptozun indiiklenmesiyle sonu¢lanmistir (Fukuhara
ve ark., 2002) bu da UL'de Wnt yolunun daha fazla arastirmay1 gerektiren ikili bir rolii

oldu seklinde yorumlanmustir.

UL gelisiminde Wnt/ B-katenin yolaginin etkisi embriyolojik ¢alismalarla da
desteklenmektedir. Farelerin embriyonik gelisimi sirasinda aktif  -katenin'in asiri
ekspresyonu, histolojik olarak UL'ye benzeyen tiimorlere doniisen miyometriyal

hiperplazi ile sonuglanmistir (Tanwar ve ark., 2009).

Fibroid alanindaki bir¢ok ¢alisma, anormal WNT sinyalinin uterus fibroidlerinin
gelisiminde rol oynadigi hipotezini desteklemektedir (Bulun ve ark., 2013).
Gergekten de, fare uterin mezenkiminde f-katenin'in asir1 aktivasyonunun, insan
uterin leiomyomlarina benzer mezenkimal tiimérlerinin gelismesine yol agtigi

gosterilmistir (Tanwar ve ark.,2009).

Hiicre dis1 matriks (ECM), uterus fibroidlerinin 6nemli bir bilesenidir ve ECM
proteinlerinin agir1 birikimi, fibroidlerin bitylimesinden sorumludur (Stewart ve ark.,
2016). Dokularin mekanik 6zelliklerindeki degisikliklerin organ sistemlerinin
gelisiminde, kok hiicre fonksiyonlarinda ve hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir
rol oynadigi bilinmektedir. Du ve ark., yaptig1 ¢alismada, WNT sinyallemesinde
integrin-FAK yolunun aktivasyonu yoluyla artan ECM sertligi ile birlikte B-katenin

seviyelerinde bir artis oldugunu gosteren kanitlar elde edilmistir (Du ve ark., 2016).
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Uterin leiomyomlar ¢ok sert tiimorlerdir ve hiperaktif integrin-FAK sinyaline
sahip olduklar1 bilinmektedir. Yi ve ark., hiicreleri bilinen sertlikteki hidrojeller
tizerinde kiiltiirleyerek ECM sertliginin fibroid hiicreler iizerindeki etkisini inceleyip
[B-katenin ekspresyonunun sertlikteki artisla birlikte arttigini bulmuslardir. Bu
sonuglar, miyomlarin mekanik 6zelliklerindeki degisikliklerin B-katenin gibi
biyokimyasal sinyallerin ifadesinde nasil degisikliklere yol agtigina dair yeni bir

anlayis saglamaktadir (Yi ve ark., 2017).

Bu tez projesinin amaci, HMGA2 ve HMGB1 ile beta katenin genlerinin birlikte
uterin fibroidlerinde ifadelenmesinin belirlenmesidir. Projemizde HMGAZ2 ve beta
katenin ifadelenmesinin UL gelisimine katkida bulunmas1 beklenirken, HMGB1

ifadelenmesinde azalmanin UL geligsmesini destekleyebilecegi hipotezi kurulmustur.
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2. GEREC ve YONTEM

Arastirmamizda; Ankara Universitesi Cebeci Hastanesine bagvuran 31 hasta ve 20
kontrol grubu olmak iizere, 51 kadina ait, 82 doku 6rnegi kullanilmistir. Bahsedilen 82
dokunun; 31’1 hasta grubunun miyom dokusu, 31’1 hasta grubunun miyometrium

dokusu ve 20 tanesi de kontrol gurubunun miyometriyum dokusudur.

Kontrol grubu kadinlarindan normal, fibroid i¢cermeyen, miyom dis1 nedenlerle

yapilan histerektomi sonucunda miyometriyum dokusundan 6rnek alinmistir.

Hasta grubu kadinlardan ise ¢esitli semptomlar nedeniyle (asir1 kanama, pelvik agri
vs.) yapilan histerektomi sonucunda fibroid (miyom) ve miyometriyum dokusundan

ornek alimmustir.

2.1. RNA izolasyonu

Fibroid (miyom) ve miyometriyum dokusundaki genlerin ifadelerini kantitatif es
zamanli PCR (qRT-PCR) ile belirlemek amaciyla tiim dokulardan RNA izolasyonu

yapilmistir. [zolasyon sirasinda asagidaki yontem uygulanmistir.

* Fibroid (miyom), miyometriyum dokusuna (lgr dokuya 1 ml Trizol) Trizol

eklenmis ve doku homojenizator ile homojenize edilmistir.

* Her tiipe 200 pl kloroform eklenmistir. Tiipler elle 10 sn boyunca alt iist
yapilmustir. Alt iist yapildiktan sonra oda 1sisinda 10 dk inkiibe edilmistir. 10 dk
inkiibasyondan sonra, tiipler 4°C’de 12,000 x g.’de, 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij

sonrast kirmizi fenol-kloroform fazi (alttaki faz), DNA (ara faz) ve RNA (renksiz-akici
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iist faz) olmak iizere 3 faz olusmustur. Ust fazda yer alan RNA yeni bir tiipe

aktartlmistir.

» Uzerine 500 pl izopropil alkol eklendikten sonra tiipler oda 1sisinda 10 dk inkiibe
edilip 4°C’de 12,000 x g.de 10 dk santriflij yapilmistir. Siipernatant atildiktan sonra
pellete 1 ml %75’lik etanol eklenerek RNA pelleti yikanmistir. En son asamada
ornekler 7,500 x g de 5 dk 4°C’de santrifiijlenmistir.

* RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulmus, sonrasinda RNA, DNAaz
RNAaz igermeyen su i¢inde ¢oziilmiistiir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve
saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Daha sonra %1°lik Agaroz Jel’de

yiriitiilerek RNA’larin kalitesi goriintiilenmistir.

2.2 Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen RNA ornekleri %]1°lik agaroz jelde yiriitilerek goriintiillenmistir.

%1°lik agaroz jelin hazirlanisi:

+ 100 ml 1X TBE tampon bir beher igerisine alinarak iizerine 1 gr toz agaroz tartilip

eklenmistir.

* Beher mikrodalga firinda 300°C’de yaklasik 2 dk 1sitilarak agarozun erimesi ve su

icerisinde ¢oziinmesi saglanmstir.

* Beher kabin icerisine alinarak dis yilizeyinin musluk altina tutularak el yakmayacak

kivama gelene kadar bir miktar sogumasi saglanmaistir.
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* Behere 2 pl Bio-safety boya eklenerek karistirilmis ve jel tankinda donmaya

birakilmistir.

* Donan jel, igerisinde 1X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina aktarilmistir.

* Niikleaz igermeyen sudan 8 ul, RNA oOrneklerinden 2 pl, DNA yikleme
tamponundan 2 pl karigtirilarak jeldeki kuyucuklara 10 pl yiiklenmistir.

» Ornekler 80 voltta 25 dk vyiiriitiilmiis ve daha sonra jel goriintiileme cihazinda

goriintiilenmistir.

2.3. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real
Time PCR)

* qRT-PCR yo6ntemi kullanilarak HMGA2, HMGB1, Beta-katenin ve HPRT
genlerinin ifadesi kantitatif olarak analiz edilmistir. ilk olarak dokulardan izole edilen
RNA o6rneklerinden 1000 ng kullanilarak iScript enzimi (BioRAD) ile cDNA

sentezlenmistir.

* cDNA sentezi bittikten sonra 20 pl olan hacim 80 pl niikleaz igermeyen su

eklenerek total hacim 100 pul” ye tamamlanmustir.

* qRT-PCR uygulamalarinda kullanilacak olan fibroid (miyom) dokusunda
bakilacak olan HMGA?2 ve HPRT genlerine 6zgii primerler GC igerikleri (%GC),
erime sicakliklart (Tm) ve dimer olusturup olusturmadiklar1 (dG) dikkate alinarak

PerlPrimer programinda tasarlanmaistir.
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Primerlerin Tm derecesi Gradient PCR ile tayin edilmis olup 60°C olarak
belirlenmistir. ilgili genlerin mRNA’lar1 SYBR Green floresans boyasi ve BioRad
gPCR cihaz kullanilarak kantitasyonu yapilmistir. Primer dimerizasyonu ise erime
sicakligina bakilarak kontrol edilmistir. Ilgili genlerin ifade seviyeleri hipoksantin

guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)’e normalize edilmistir.

Aragtirmamizda internal kontrol olarak Aktin ve GAPDH primerleri kullanilmistir
fakat bu primerlerin bizim dokularimizda geg siklusa girdiklerini gézlemledik. Bunun
sonucunda daha saglikli sonuglar almak i¢in daha erken siklusa giren HPRT primeri

internal kontrol olarak kullanilmistir.

HMGAZ2 Forward
AGACCCAAAGGCAGCA
HMGAZ?2 Reverse
TCCTCTTCGGCAGACTC
HMGB1 Forward
ATGGGCAAAGGAGATCCCTA
HMGBI1 Reverse
ATTCTATCATCTCTTCT
Beta-Katenin Forward
ATTACAACTCTCCACAACCT
Beta-Katenin Reverse
CAGACAGATAGCACCTTCAG
HPRT Forward
TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRT Reverse
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Cizelge 2.1 gRT-PCR Yapilan Genlerin Primer Dizileri
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2.4 Western Blot Analizi

HMGAZ2 protein tayini i¢in western blot analizi yapilmistir. Fibroid (miyom),

miyometriyum dokusundan, Bradford metoduna gore protein tayini yapilmistir.

* Bu dokularin %12’lik SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiil
biiylikliiklerine gore ayrilmalar1 saglanmistir. Bu amagla, esit miktarda protein igeren
ornekler 4X Laemni yilikleme tamponu 1X’e karsilik gelecek sekilde karistirilmis ve
95°C’de 5 dakika denatiire edilmistir. Esit miktarda protein (20 pg) iceren dokular,
%12’lik SDS-PAGE’e yiiklenerek 90 V’da yaklasik 2 saat jelde yiiriitiilmiistiir.

* PVDF membrana transfer edilerek blotlama islemi gergeklestirilmistir. PVDF
membran BIORAD marka kullanilmistir. BIORAD transfer cihazinda hizli protokol
kullanarak 3 dk 25 V’da transfer yapilmstir.

* Transfer gerceklestikten sonra, membran bloklama islemi %5 yagsiz siit tozunun
TBS’deki ¢ozeltisi kullanilarak oda sicakliginda 1 saat diisiik hizda sallanmasi ile

gerceklestirilmistir.

* Bloklama islemi gerceklestikten sonra, membran 3 kere 10 dakika araliklarla

TBS-Tween ¢ozeltisi ile yikanmigtir

* Primer antikor (Cell Signaling, Rabbit-HMGAZ2 antibody ve Cell Signaling,
Rabbit- Beta-actin antibody) ile inkiibasyon asamasinda, HMGA?2 primer antikor, PBS

igerisinde 1:1000 seyreltilmis ve membran ile +4°C’de bir gece diisiik hizda sallanarak
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inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda membran ii¢ kez PBS tween ¢ozeltisi ile, 10’ar

dakika orta hizda sallanarak yikanmistir.

* Daha sonra membran, 1:1000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor (Cell
Signaling HRP Konjuge Sekonder Antibody) ile 1 saat orta hizda sallanarak, oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

* Bu inkiibasyondan sonra membran 3 kere 10’ar dk araliklarla TBS-Tween ile

yikanmustir.

* Yikanan membran BIORAD Clarity ajani1 kullanilarak (1:1) BIORAD
goriintiilenme cihaz1 ile goriintillenmis ve Image)J programi ile analiz

gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

HMGAZ2, HMGBL1 ve beta katenin gen ifadesinin analizi toplam 82 doku tizerinde

yapilmistir. Bu 82 dokunun 31°1 hasta grubunun miyom dokusu, 31°1 hasta grubunun

miyometrium dokusu ve 20 tanesi de kontrol gurubunun miyometriyum dokusudur.

Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) i¢in CT grafikleri

Amplification b) Amplification

8

}
40
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Amplification d ) Amplification
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40

Sekil 1.13 a) HPRT geni i¢in CT grafigi, b) HMGAZ2 geni i¢in CT grafigi, ) HMGBI1 geni i¢in CT grafigi, d)

beta katenin geni i¢in CT grafigi
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Yukaridaki grafiklerde HPRT, HMGB1, HMGA2 ve Beta Katenin genleri i¢in CT
grafikleri gosterilmistir. Bu grafiklerde de goriildiigii tizere HPRT (internel kontrol)
ve HMGBI1 geni siklusa erken girerken, HMGA?2 ve Beta Katenin geni siklusa geg

girmistir.

3.1. HMGA2 Gen ifadesi (Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu)
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Cizelge 3.1. HMGAZ2 geninin saglikli miyometriyum, hasta miyom ve hasta miyometriyum dokularmdaki mRNA
ifade analizi

Arastirmamizda, saglikli 20 miyometriyum dokusundan 17 tanesinde HPRT ifadesi
gozlemledik. Internal kontroliin calistigi 17 dokudan yalmzca 7 tane saglikh
miyometriyumda HMGA?2 ifadesine rastlanirken 10 dokuda HMGA2 geni ifadesi
gozlenmemistir. Bu sonuglar dogrultusunda saglikli 20 miyometriyum dokusunda

HMGAZ? geninin ifade edilmesi ylizdesi %35 olarak goriilmuistiir.
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Hasta miyometriyumu igin; 24 hasta miyometriyumu tizerinde ¢alisilmistir. Bu 24
hasta miyometriyumunun 8 tanesinin HPRT (internal kontrol)’si ¢alismamuistir.
Internal kontrolii calisan 16 hasta miyometriyumundan ise 6 tanesinin HMGA?2 gen
ifadesine rastlanmamaistir. Bu sonuclar dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 16 hasta
miyometriyum dokusunda HMGA?2 geninin ifade edilmesi ylizdesi %62,5 olarak

gorilmiistir.

Arastirmamizda, 19 hasta miyom dokusu lizerinde c¢alisilmistir. Bu 19 hasta
miyomunun, 19 unun internal kontrolii ¢alisirken, ¢alisan 19 miyom dokusunun 9
tanesinde HMGAZ geni ifadesine rastlanmamistir. Bu sonuglar dogtultusunda internal
kontrolii ¢alisan 19 hasta miyom dokusunda HMGA?2 geninin ifade edilmesi yiizdesi
%52,63 olarak goriilmiistiir.

Hasta miyom ve miyometriyum dokularinda saglikli miyometriyum dokusuna gore
HMGA2 gen ifadesinin kat artiglar1 hesaplanmigtir. Hasta miyom ve
miyometriyumunda saglikli miyometriyumuna gore bir artis tespit edilmis olup,

istatiksel anlam yakalanamamugtir.

HMGAZ2 geninin mRNA ifadelenmesi saglikli miyometriyum dokularinda ortalama
0,84 iken (std+1,82); hasta miyom dokusunda ortalama 2,30 (std+4,28); ve hasta
miyometriyum dokusunda ortalama 2,47 (std+6,49) olarak tespit edilmistir.

HMGA2 geninin hasta miyom ve miyometriyum dokusunda mRNA ifadesinde
saglikli miyometriyum dokusuna gore onemli bir artig saptanmasina ragmen bu fark

“’ki kare testi’” sonucu istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0,593).
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Report

qrup real_time protein
saglhkh N 13 13
Mean 8450510424 ,0000
Std. Deviation 1,824720227 ,00000
Median 0E-10 ,0000
Minirmum OE-8 J00
Maximum 537321023 J00
hasta miyom N 19 19
Mean 2,305719951 11099
Std. Deviation 4 281301299 33776
Median 0126983450 ,0000
Minirmum OE-8 J00
Maximum 15,78830385 1.43
hasta miyometrium N 13 13
Mean 2 479659996 4839
Std. Deviation 6,491104540 49885
Median 0E-10 A164
Minirmum OE-8 J00
Maximum 22 63972116 1,29
Total N 45 45
Mean 1,934258539 1862
Std. Deviation 4 516098199 39176
Median 0E-10 ,0000
Minirmum OE-8 J00
Maximum 22 63972116 1.43

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of real_time is gg;;;;:sdem- Retain the
1 the same across categories of Kruskal-Wallis 593 null .

grup. Test hypothesis.

Cizelge 3.2. HMGAZ2 geninin ifadesinin istatistik analiz sonug tablosu
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3.2. HMGBI1 Gen ifadesi (Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu)
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Cizelge 3.3. HMGBL1 geninin saglikli miyometriyum, hasta miyom ve hasta miyometriyum dokularindaki mRNA

ifade analizi

Arastirmamizda, 16 hasta miyom dokusu iizerinde calisilmistir. Bu 16 hasta
miyomunun, hepsinde hem HPRT hem de HMGB1 geni ifadelenmistir. Bu sonuglar
dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 16 hasta miyom dokusunda HMGB1 geninin

ifade edilmesi yilizdesi %100 olarak goriilmiistiir.

Hasta miyometriyumu i¢in ise; 19 hasta miyometriyumu iizerinde ¢alisilmigtir. Bu
19 hasta miyometriyumunun 19 unda da internal kontrol ¢alisirken, 1 tanesinde HPRT
(internal kontrol) ifadesi goriildiigii halde, HMGBL ifadesi goriillmemistir. Bu sonuglar
dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 19 hasta miyometriyum dokusunda HMGB1

geninin ifade edilmesi ylizdesi %94,7 olarak goriilmiistiir.
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Saglikli  miyometriyumda 18 doku {izerinde ¢alisilmistir. Bu 18 saglikli
miyometriyumunun 18’inde de internal kontrol ¢alisirken, internal kontrolii 18
dokunun 2 tanesinde HPRT (internal kontrol) geni ifadesi oldugu halde HMGB1
ifadesi goriilmemistir. Bu sonuglar dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 18 hasta
miyometriyum dokusunda HMGB1 geninin ifade edilmesi yiizdesi %88,88 olarak

gorilmiistiir.

HMGBI geninin mRNA ifadelenmesi saglikli miyometriyum dokularinda ortalama
367482(std+12841,67); hasta miyom dokusunda ortalama 25129(std+57172,79); ve

hasta miyometriyum dokusunda ortalama 26983(std+6,49) olarak tespit edilmistir.

HMGB1 geninin saglikli miyometriyumunda, hasta miyom ve hasta
miyometriyumuna goére daha fazla mMRNA ifadesine rastlanmistir. Hasta
miyometriyumunda ise hasta miyomuna gore daha fazla mRNA ifadesine
rastlanmistir.  Bu kat artis1 ‘Independent-Samples Kruskal-Wallis Testi’ yapilarak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p <0,704).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig.
1 The distribution of HMGB1 is the Independent-Samples Kruskal- 704
same across calegories of grup. Wallis Test

Cizelge 3.4. HMGBI geninin ifadesinin istatistik analiz sonug tablosu
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3.3. Beta Katenin Gen ifadesi (Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu)
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Cizelge 3.5. Beta katenin geninin saglikli miyometriyum, hasta miyom ve hasta miyometriyum dokularidaki
mRNA ifade analizi

Arastirmamizda, 8 hasta miyom dokusu iizerinde c¢alisilmigtir. Bu 8 hasta
miyomunun, 2 tanesinde Beta katenin ifadesi goriilmemistir. (HPRT ifadesi oldugu
halde) Bu sonuglar dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 8 hasta miyom dokusunda

Beta katenin geninin ifade edilmesi ylizdesi %75 olarak gorilmiistiir.

Hasta miyometriyumu i¢in ise; 12 hasta miyometriyumu iizerinde ¢alisilmistir. Bu
12 hasta miyometriyumunun hepsinde internal kontrol ¢alisirken, internal kontrolii
calisan 12 miyometriyumun 4 tanesinde HPRT ifadesi oldugu halde Beta katenin
ifadesi goriilmemistir. Bu sonuglar dogtultusunda internal kontrolii ¢aligan 8 hasta
miyom dokusunda Beta katenin geninin ifade edilmesi yiizdesi %66,66 olarak

gorilmiistiir.
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Saglikli miyometriyumda 4 doku {izerinde calisilmistir. Bu 4 saglikli
miyometriyumunun, 4’tinde de Beta Katenin ifadesi goriilmiistiir. Bu sonuglar
dogtultusunda internal kontrolii ¢alisan 4 saglikli miyometriyum dokusunda Beta

katenin geninin ifade edilmesi ytizdesi %100 olarak goriilmiistiir.

Beta katenin geninin mRNA ifadelenmesi saglikli miyometriyum dokusunda
ortalama 11,13; hasta miyom dokusunda ortalama 82.975 ve hasta miyometriyum

dokusunda ortalama 3,29 olarak tespit edilmistir.

Beta katenin geninin hasta miyometriyum dokusunda mRNA ifadesi saglikli
miyometriyum dokusuna gore dnemli bir diisiis saptanmustir, yine bu analizde hasta
miyometriyumuna gore hasta miyomunda bir artig goriilmektedir. Fakat dokular
arasindaki gen ifadesinin artis veya azalist “’Ordinary one-way ANOVA testi®’
yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir

(p =0,2575).

3.4 Protein ifadesi (Western Blotting)

Protein ifadesi diizeyi ImageJ analiz programina gore kontrol ve saglikl
dokulardaki protein bant kalinliklarina gére yapilmistir. Bant kalinliklar1 her dokuda
HMGA?2 /Beta Aktin orani olarak birbirine gore kiyaslanmistir. Beta aktin antikoru
burada internal kontrol olarak kullanilmustir. Istatiksel analiz ise bu verilere gore

yapilmistir.
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Cizelge 3.6. Protein ifade diizeyinde saglikli miyometriyum (Kontrol), hasta miyom ve hasta miyometriyum
arasindaki kat artiglari.

Yukaridaki ¢izelgede protein ifade diizeyinde saglikli miyometriyum, hasta miyom
ve hasta miyometriyum arasindaki kat artiglar1 verilmistir. Bu sonuglara gore saglikli
miyometriyumunda 18 kDa agirhiginda HMGAZ2 proteinin ifadesine rastlanmazken,
HMGAZ2 protein ifadesi hasta miyom ve miyometriyumu kiyaslandiginda hasta

miyometriyumunda hasta miyomuna gore daha fazla ifade edildigi saptanmustir.

HMGA2 proteinin beklenen agirliginin yaklagitk 12 kDa olmasmna ragmen,
gozlemlenen protein agirliginin 18 kDa oldugu bilinmektedir. Bu farkliligin sebebinin
post translaslasyonel modifikasyonlar, post translasyonel bdoliinmeler, protein
yiiklerinin degismesi ve baska deneysel faktorler olacagi bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2022).
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Bagka marka antikorlar (Abcam, Sigma) ve bu tez ¢alismasinda kullanilan (Cell
Signaling 5269) HMGAZ2 antikorunun protein agirligr 18 kDa olarak bildirilmistir.
Membranimizda hem 12 kDa hem de 18 kDa ait bantlar goriilmiistiir, fakat kullanilan

antikorumuzdaki protein agirlig1 18 kDa olarak belirlendigi i¢in hesaplamalar ona gore

yapilmaigstir.
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Cizelge 3.7. Bir membrandaki hasta miyom, hasta miyometriyum ve saglikli miyometriyumdaki HMGA2 ve

Beta Aktin protein bantlari
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Cizelge 3.8. Hasta miyom ve miyometriyum dokusundaki 18 ve 12 kDa agirligindaki HMGAZ protein bantlari

Cizelge 3.9. Saglikli miyometriyum dokusundaki 18 ve 12 kDa agirligindaki HMGA?2 protein bantlari
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Yukarida gizelge 3.5, cizelge 3.6 ve 3.7°de goriildigi tizere HMGA2 protein
bantlarinin bazi dokularda 12 kDa agirliginda, bazilarinda 18 kDa agirliginda ve

bazilarinda ise her ikisinde de oldugu gozlemlenmistir.

Bu sonuglara gore HMGAZ2 protein ifadesi olan 19 hasta miyom dokusunun 13
tanesi 12 kDa agirliginda bant verirken, 6 tanesi ise 18 kDa agirliginda bant vermistir.
12 kDa’ da bant veren miyom dokusu oran1 %68,41 iken 18 kDa’da bant veren miyom
dokusu orani ise %31,57°dir. Miyom dokusu i¢in 12 kDa agirliginda bant verip
MRNA transkript diizeyinde HMGAZ ifadesi olan dokularin orani ise %42,1 iken 18
kDa agirliginda bant verip mRNA transkript diizeyinde HMGAZ2 ifadesi olan

dokularin oranm1 %31,57’dir.

HMGAZ2 protein ifadesi olan 13 hasta miyometriyum dokusunun 9 tanesi 12 kDa
agirliginda bant verirken, 4 tanesi ise 18 kDa agirliginda bant vermistir. 12 kDa’ da
bant veren hasta miyometriyum dokusu oran1 %69,20 iken 18 kDa’da bant veren
miyom dokusu orani ise %30,76°dir. Hasta miyometriyum dokusu igin 12 kDa
agirhiginda bant verip mRNA transkript diizeyinde HMGA?2 ifadesi olan dokularin
orani ise %46,15 iken 18 kDa agirliginda bant verip mRNA transkript diizeyinde
HMGA?2 ifadesi olan dokularin oram1 %23,07°dir.

HMGAZ2 protein ifadesi olan 13 saglikli miyometriyum dokusunun 7 tanesi 12
kDa agirliginda bant verirken, 18 kDa agirliginda bant veren saglikli miyometriyum
dokusu gozlemlenmemistir. 12 kDa’ da bant veren saglikli miyometriyum dokusu
orani %53,84 iken 18 kDa’da bant veren saglikli miyometriyum dokusu orani ise
%0’d1r. Saglikli miyometriyum dokusu i¢in 12 kDa agirliginda bant verip mRNA
transkript diizeyinde HMGA?2 ifadesi olan dokularin orani ise %30,76’dur.

HMGAZ2 proteinin Western analizinde saglikli miyometriyumda 18 kDa’ da

HMGA?2 ifadesine rastlanmamistir. Hasta miyom dokusunda ortalama 0,109
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(std+0,337) tespit edilirken; ve hasta miyometriyum dokusunda bu ortalama 0,483
(std+ 0,498) olarak tespit edilmistir. HMGAZ2 proteinin hasta miyom ve miyometriyum
dokusunda saglikli miyometriyum dokusuna gore istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (p < 0,001).

Western blotting icin HMGA?2 proteinin bulunup bulunmamasina gore; saglikli
miyometriyumu 14, hasta miyomu 19 ve hasta miyometriyumu 13 doku iizerinde

analiz yapilmistir.

HMGAZ2 proteininin dokularda bulunup bulunmadigini belirten analizde saglikli
miyometriyumunda 18 kDa’da ifade edilmedigi gézlenen ¢alismada, hasta miyomu ve
hasta miyometriyumu analizlendiginde proteinin ifade edildigi dokularin ytizdeleri
strastyla %0; %27,3 ve %72,7 olarak belirlenmistir. Bu degerler i¢in farklilik olusturan
grup hasta miyometriyumu olarak saptanmistir. ‘ki kare testi’’ sonucunda p=0,021
degerine gore HMGA?2 proteininin hasta miyom ve miyometriyumunda ifade edilmesi

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. TARTISMA

Uterin miyomlar, genital bolgenin sik goriilen iyi huylu timdrleridir. Dogurganlik
cagindaki kadinlarin yaklasik %80'inde kadinlarin fiziksel ve zihinsel sagligini ciddi
sekilde tehlikeye atan rahim miyomlar1 vardir. Fibroid olarak da bilinen uterin
leiomiyomlar (UL), miyometriyum olarak adlandirilan diiz kas katmanindan
kaynaklanan benign tiimorlerdir. Fibroid olusumunda bir¢ok faktor etkilidir. Bu
etmenlerden biri de genetik mekanizmalardir. Somatik alterasyonlar altinda yapisal
kromozomal degisikliklikler fibroid olusumunu ya da gelisimini yaklasik olarak %40
oraninda etkilerken, niikleotid diizeyde mutasyonlar fibroid olusumunu ya da

gelisimini yaklagik %70 oraninda etkilemektedir (Z. Ordulu, 2016).

HMGB1'in ifadesi pankreas kanseri, rektum kanseri, midede timor gelisimi, timor
boyutu, invazyon ve lenfatik metastaz ile iligkili bulunmustur (Goodwin ve ark., 1973
ve Bianchci ve ark., 2009). HMGB1'in baskilanmasi 6nemli 6l¢iide yumurtalik kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu ve in vitro invazyonunu inhibe eder. Uterus
fibroidlerinde HMGBI ekspresyonu, paraneoplastik dokulardakinden énemli 6lgiide
daha yiiksek bulunmus, bu da HMGB1'in uterine fibroid olusumuyla yakindan iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

HMGB1 hem pro- hem de anti-tiimorijenik biyoaktivitelere sahiptir. HMGB1, p53,
p73 ve RB gibi tiimoér baskilayict genlerle etkilesime girerek timor olusumunu
baskilar.16,17 Ayrica, HMGBI, sinirsiz replikasyon potansiyeli, stirekli anjiyogenez,
apoptozdan kaginma, biliylimede kendi kendine yeterlilik gibi Sinyaller, biiylime
inhibitorlerine duyarsizlik ve doku invazyonu ve metastazi kanserin ayirt edici
ozellikleri tizerinde karmasik etkilere sahiptir (Yang ve ark.,2014; Xie ve ark.,2016 ve
Zuo ve ark., 2014). Bununla birlikte, HMGB1'in endometriyal kanserin invazyon ve
metastazindaki  roliinii  belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, HMGB1

ekspresyonunun normal endometriyal hiicrelerde endometriyal kanser hiicrelerine
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gore ¢cok daha yiiksek ifadelendigi bulunmus ve 6zellikle yiiksek metastatik hiicre
dizilerinde HMGBI1 ekspresyon seviyelerinin azaldigi gézlenmistir. HMGB1 hedefli
SiRNA ile supresyon endometriyal kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, istilasini ve

metastazini 6nemli 6l¢iide arttirmis ve EMT siirecini uyarmistir.

Calismamizda saglikli miyometriyumda yliksek miktarda HMGBI1 ifadesi
goriilmiistiir. Fakat hasta miyom ve miyometriyumunda HMGBI ifadesi yakin olarak
bulunup, bu ifadeler istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da saglikli miyometriyuma
gore oldukea diisiik saptanmistir. Ozellikle uterin fibroidlerde HMGB1in ifadesinin
diisiik olmasinin miyom gelisimine katkida bulundugu seklinde yorumlanmistir. Bu da
literatiirdeki Zhang ve ark., ¢alismalariyla uyumlu bir sonugtur. 2019’da yapilan bu
calisma HMGB!’in ifadesinin diisiikliigliniin fibroid hiicrelerinin proliferasyonu
inhibe ettigi ve apoptoza tesvik ettigi gorilmistiir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise
HMGB1 geninin ifadesinin saglikli miyometriyumunda yiiksek olmasi, hasta
miyomunda saglikli miyometriyumuna gore azalmasinin fibroid gelisimini
destekledigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore fibroid tedavisinde 6zellikle HMGB1’in

hedeflenmesinin etkili olacagi goriisiinii desteklemektedir.

Hem transkript hem protein diizeyinde HMGA2 gen ifadelenmesi dikkate
alindiginda bu genin 6zellikle hasta miyometriyumunda sagliklt miyometriyum ve
hasta miyomuna gore ¢ok daha fazla ifade edildigi kesfedilmistir. Yaptigimiz protein
diizeyi ekspresyon ¢aligmalarinda ise hasta miyometriyumunda, saglikli
miyometriyum ve hasta miyomuna gére HMGA2 proteinin ifadesinin oldugunu
bulduk. Bu da literatiirde yer alan uterin fibroidlerdeki HMGA2 geninin ifadesinin
aciklandig1 az sayida ¢alismaya karsilik hasta miyometriyumunda HMGAZ ifadesinin
fazla oldugunu bildiren ilk ¢aligmadir. Protein diizeyi ekspresyon c¢aligsmalarimizda
saglikli miyometriyumda HMGA?2 ifadelenmesi goriilmemistir. Transkript diizeyinde
HMGA? ifadesinin olup, protein diizeyinde bu ifadenin goriilmemesinin nedeninin
posttranskripsiyonel modifikasyonlar, kesimlenme (splice) varyantlar1 veya

miRNAlar olabilecegi diisiiniilmektedir.
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HMGAZ2'nin gelisim siirecindeki dokulardaki bir roliiniin, ¢ogalma veya farklilasma
icin ekzojen sinyallere duyarliligi modiile etmek oldugunu diisiiniilmektedir. Bu islev,
steroid hormon reseptorleri tarafindan transaktivasyonu arttirdigi gosterilen baska bir
DNA mimari faktorii olan HMGB1'in roliine benzerdir (Romine ve ark., 1998 ve
Boonyaratanakornkit ve ark., 1998). Bu islev, gelismekte olan embriyoda veya belki
de hasar onarimi sirasinda kritik olabilir, ancak ¢ogu normal yetiskin dokusunda

gerekli olmayabilir.

Kanserle ilgili son calismalar, HMGA?2 proteininin, epitelyal-mezenkimal gecis
(EMT) ve anjiyogenez gibi karakteristik tiimorgenez siireglerinde 6nemli bir rol
oynayabilecegini bildirmistir (Sakata ve ark., 2019). Bu calismalar, endotelyal
hiicrelerde ve endotel progenitor hiicrelerinde anjiyogenezi diizenlemek igin

HGMAZ2'nin gerekli oldugunu gostermistir.

HMGA?2 geninin anjiyogenez diizenlemesinde dnemli bir rol oynadigini, bu genin
asirt ekspresyonunu artmig damar yogunlugu ve dolayisiyla timor gelisimi ile
iliskilendirdigini ortaya koymustur. Bu baglamda, UL'lerde anjiyogenezin
diizenlenmesi tizerindeki HMGAZ2 rolii, olagan tip leiomiyom ile karsilagtirildiginda
hidrofik leiomyom (HLM) olarak bilinen alisilmadik bir leiomiyom tipinde
tanimlanmustir (Griffin ve ark., 2019). Griffin ve ark. yaptigi ¢alismada HMGAZ2'nin
hidrofik leiomiyomlarinin (HLM) %76'sinda asir1 eksprese edildigini ve olagan tip
leiomiyoma kiyasla bu tiimoérlerde artmig bir vaskiler yogunlugun gozlendigi
bildirilmigtir.  Vaskiilasyonun tiimoér hacminde Onemli bir rol oynadigi
diisiiniildiiglinde, bu tiimorlerde HMGAZ?2 asir1 ekspresyonu ile birlikte bu ¢alismada
gbzlemlenen Onemli Olclide daha yiliksek damar yogunlugu, asir1 eksprese edilen
HMGA? ile UL'de gozlenen biiylik hacmi agiklayabilir. Bu bulgular, HMGA?2 asir
ekspresyonunun, anjiyogenezi tesvik ederek ve sonug olarak vaskiilariteyi artirarak,
timorlerin biiyiikk boyutlara biiylimesine izin vererek hidrofik leiomiyomlarinin

tiimorijenezinde rol oynadigini gostermektedir (Griffin ve ark., 2019).
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Vaskiilarizasyonun timdr hacminde 6nemli bir rol oynadig1 goz oniine alindiginda,
HMGA?2 asir1 ekspresyonuna sahip UL'ler daha biiyliik olma egilimindedir, ¢tlinkii
HMGAZ2 anjiogenezi artiran anjiyojenik faktorleri tesvik eder ve sonug olarak hiicre
proliferasyonunu ve endotel hiicrelerinin gogiinii arttirarak UL bliylime hizinin

artmasina neden olur.

Leiomiyomda neoplazmanin diiz kas yapisinda baz1 6zellikler mevcuttur. Bunlar,
histolojik olarak heterojendir ve ¢oklu varyantlar mevcuttur. Hidrofik leiomiyom
(HLM), en son Diinya Saglik Orgiitii'niin uterus mezenkimal tiiméorleri
smiflandirmasinda yer alan yukarida belirtilen varyantlardan biridir (Kurman ve ark.,
2014). Hidrofik degisiklik, uzun yillardir leiomiyomlarin bir alt kiimesinin bilinen bir
ozelligi olmasina ragmen, Clement ve arkadaslarinin ve Diinya Saglik Orgiitii'niin
(WHO 2014) makalesi, tiimore 6zgii histolojinin net bir tanimin1 agiklamistir (Clement
ve ark., 1992). Bu antite karakteristik olarak sulu 6dem, artmis vaskiilarite ve nodiiller
veya kordonlar halinde diizenlenmis timor hiicreleri gosterir. Tiim bu 6zellikler zonal
dagilimlarda goriiliir ve bu nedenle 6zellikle yaygin hidrofik degisikligin ve ayni
zamanda olagan tip leiomiyom (ULM) mimarisinin kaybinin oldugu durumlarda

tanisal zorluklara neden olabilir.

Hidrofik leiomyom (HLM) ile ilgili literatiirden elde edilen bilgilerin ¢ogu,
patolojiye Ozel dergilerde yayinlanmis ¢ok azi iSe vaka raporlarindan ve serilerden
gelmektedir. Bu gozlem, HLM tanis1 ile ilgili farkindalik ve netlik eksikligini
vurgulamaktadir. HLM'nin patolojik olarak anlagilmasi, timorigenezin bilinmeyen bir

etiyolojisi nedeniyle ek olarak karmasiktir.

Dolayisiyla bizim galismamizda kullanilan dokular normal miyom dokusu olarak
kabul edildiginde HMGAZ2 geninin mRNA diizeyinde transkript iadelenmesi
istatistiksel olarak anlamli ¢gikmamasinin nedeni bu miyomlarim hidrofik miyom olarak

tanimlanmamasindan kaynaklantyor olabilir.
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Mas ve ark., yaptigi ¢aligmada, insan miyometriyal hiicrelerinde Yiiksek Mobilite
Grubu A proteinlerinin (HMGA2) kesilmis formunun asir1 ekspresyonunun,
leiomiyom benzeri doku olusumunu indiikledigi bulunmustur. HMGA2'nin kesik/kisa
formunun, varsayilan tiimor baslatan leiomiyom hiicrelerine dogru miyometriyal hiicre
donligimiinii  indikledigini ve leiomiyomlarm kokenini ve yeni terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesini anlamak i¢in yeni olanaklar acgtigin1 gdstermektedir

(Mas ve ark., 2015).

Yukarida bahsedilen sonuglar dogrultusunda HMGAZ2 geninin alternatif
kesimlenme (alternative splicing) formunun oldugu diistiniilmektedir. Dolayisiyla
HMGAZ2 primeri tasarlanirken bu 6zelligin géz oniinde bulundurulmast HMGA2
geninin mRNA ifadesinde degisiklige neden olabilir.

Bu tez kapsaminda uterin fibroidde HMGA2 ve HMGBL1 genlerinin birlikte
calisilmasiyla, bu genlerin fibroid gelisimine katkis1 arastirilmistir. Uterin fibroidde
HMGA?2 ve HMGBI1 genleri birlikte ilk defa incelenmistir. Sonu¢ olarak HMGB1’in
ekspresyonunun fibroid gelisimini engelledigi ve HMGAZ2 ekspresyonunun fibroid
olusumuna katkida bulundugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu bulgular literatiirle uyumlu
bulgulardir. Yine arastirmamizda beta katenin gen ifadesinin Zha ve ark., caligsmalar

ile uyumlu olarak fibroid dokusunda ytiksek ifade edildigi bulunmustur.

Fibroid patogenezinde bir¢ok sinyal yolag: yer almaktadir. Bunlardan biri de Wnt/
B -katenin yolagidir. Wnt /B-katenin yolunun bazal benzeri tiimérlerde aktive oldugu
gosterilmistir (Khramtsov ve ark., 2010). Wnt /B-katenin sinyali, Wnt ligandlarinin
reseptorleri ile etkilesimi ile aktive edilir ve ardindan B-katenin stabilizasyonuna yol
acar. Stabilize edilmis B-katenin ¢ekirdege yer degistirir ve hiicresel cogalma, gelisme,
farklilasma, neoplazi ve kok hiicre bakimi dahil ancak bunlarla sinirli olmamak iizere
hiicresel tepkileri etkileyen spesifik transkripsiyonel programlari indiikler (Moon ve

ark., 2004; Nusse ve ark., 2005 ve Wend ve ark., 2010).
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Wnt/B-katenin  yolagi, miyometriyum  veya  leiomiyom  dokularinin
Ostrojen/progesteron tedavisinin, leiomiyom kok hiicrelerinin proliferasyonunu ve
tiimor biiylimesini indiikleyen Wntl1 ve Wntl6 ekspresyonunun artmasina yol agan
bir parakrin rolii oynar. Wnt/B-katenin yolu, hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini
etkileyen transkripsiyonel etkinlige sahiptir. Arastirmalar, Wnt/B-katenin yolunun
mekanik transdiiksiyon ve hiicre dis1 matriks (ECM) iiretimi dahil olmak iizere UL'nin

patogenezinde kritik bir rol oynadigini gostermektedir.

Zha ve ark., yaptigi calismada HMGAZ2'nin sadece kanser ilerlemesini ve EMT'yi
desteklemekle kalmayip ayni1 zamanda kok hiicrelerin farklilasma potansiyelini ve
kendi kendini yenileme kapasitesini de siirdiirdiigiinii gostermektedir. Wnt/p-katenin

yolunun kok hiicreler kadar EMT ile de bir baglantis1 vardir. (Zha ve ark., 2013).

HMGA2'nin asir1 ekspresyonunun onkojenik 6zellikleri gelistirebilecegini ve hem
in vitro hem de in vivo olarak kanitlanmistir. HMGAZ2'nin sadece TWIST1 tarafindan
B-katenin translokasyonu yapmakla kalmayip, AXINI'in transkripsiyonunu
baskilayarak B-katenin'i fosforilasyon bozulmasindan korudugunu da bulunmustur.
HMGA?2 boylece Wnt/B-katenin yolunu aktive eder ve EMT'yi ortaya cikarir.
HMGA2'nin EMT ve kanser kok hiicreleri iizerindeki etkileri ile birlikte ¢calismalarin
sonuglar1 gbz oniine alindiginda, EMT'nin kanser kok hiicrelerinin baska 6zelligi
olabilecegini veya kanser kok hiicrelerinin kanser hiicrelerinin siire¢ i¢inde kaginilmaz

bir asamasi olabilecegini tahmin edilmektedir.

Dolayisiyla Wnt/B-katenin yolagmin arastirilmasi, bu yolagi inhibe eden ilaglar
tizerinde caligsmalar1 gelistirmeye de devam etmektedir. Bu gelismelerin de fibroid

gelisiminin olugmas1 veya engellenmesi iizerinde etkili olacagi ongoriilmektedir.
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Rahim miyomlari, kadin genital sisteminin etiyolojisi hala bilinmemektedir.
Sitogenetik anormallikler, miyomlarin biiyiidiigii ve gelistigi farkli genetik yollar
gosterir. Uterus leiomyomlarinin ¢cogu normal bir karyotipe sahip olsa da, arastirmalar
bu tiimorlerin kromozom 3, 6, 7, 13, trizomi 12, kromozom 12 ve 14 arasinda karsilikl
translokasyon ve monozomi 22 gibi spesifik kromozomal anormallikler tasidigini
gostermektedir. Bu tiir kromozomal yeniden diizenlemeler bu tiimorlerin

bliylimesinden oldugu kadar baglamasindan da sorumlu olabilir.

Bugline kadar belirtilen sitogenetik anormallikler, bu tiimorler arasinda genetik
heterojenite gostermektedir. Daha ileri molekiiler analizler, fibroid olusumunda
varsayilan aday genlerin belirlenmesine oncii olacaktir. Ilgili genlerin tanimlanmasi,
durumun genetik teshisine, genetik risklerin tahmin edilmesine ve durumun uygun

terapotik dnlemlerle yonetilmesine yardimer olabilir.

Mikrodizi teknolojisinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte sitogiplerin gelisiminin,
anormallikleri ¢cok daha biiyiikk bir ¢ozliniirliikle tespit etmeye yardimci olacagini
ortaya koymaktadir. Genomik degisiklikleri tanimlamaya ek olarak, sitokinlerin
kullanilmasi, UL'min patogenezinde yer alan genlerin daha iyi anlasilmasini
saglayacaktir. Bu bilginin, genotip fenotip korelasyonlarinin belirlenmesine yardimet

olacagi beklenmektedir.

Onemli bir arastirma alam ise fibroid hastasi kadimnlarin herediter yapisinin
incelenmesi ve fibroid gelisimine katkida bulunan genetik lokuslarin tanimlanmasidir.
Rahim miyomlarinin gelisimi, genler ve ¢evre arasindaki karmasik etkilesimi igerir;
Uterus leiomyomundan sorumlu genetik ve cevresel mekanizmalarin daha fazla
anlasilmasi ve ortaya ¢ikarilmasi, rasyonel gen tedavisi protokollerinin tasarlanmasina

yardime1 olacaktir.

Fibroid gelisiminde molekiiler siireclerin dnemi goz oniine alindiginda, daha iyi

tespit, siiflandirma ve tedavi yontemleri gelistirmek i¢in kullanilabilecek genis bir
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molekiiller ara¢ ve kaynak yelpazesi vardir. Bu umut verici yaklagimlar,
semptomatolojik hastalarin sonuglarini ve yasam kalitesini iyilestirmeye, maliyetleri

ve olas1 komplikasyonlar1 azaltmaya fayda saglayabilir.

Genomik ve transkriptomik yaklagimlara dayanan son molekiiler ¢aligmalar, major
insan miyometriyal tlimorleri igin siiriici mutasyonlari, anormal diizenleyici
programlar ve hastalik alt tiplerini ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu ¢aligsmalar
tiim tiimar kiitlesine odaklanmistir, bu da popiilasyonlardaki hiicreler arasindaki kritik
farkliliklar1 gizleyebilir. Bu anlamda, intratiimoral heterojenite, tliimor biyolojisi ve
onkolojisindeki en biiylik zorluklardan birini temsil etmektedir. Aslinda, hiicreler
arasindaki etkilesimlerin yani sira timor mikrocevresi icindeki lokal ve ozerk
mekanizmalar, uterus fibroidlerinin kdkenini ve evrimini daha iyi anlamak i¢in gerekli
olabilir. Ek olarak, hiicrelerin lokal ve ozerk mekanizmalari timdr gelisimi ve

biiylimesinde 6énemli bir rol oynayabilir.

Bu hiicre popiilasyonlarinin iglevini ve diizenlemesini daha fazla incelemek igin,

gen ekspresyonlarinin tarafsiz genom capinda ¢aligmalarina ihtiyag vardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligsmasinda, uterin leiomyoma (UL) gelisiminde HMGA2, HMGBI1 ve beta

katenin gen ifadelenmesinin etkinligi arastirilmistir.

UL hastalarinin miyom ve miyometriumu ile saglikli myometrium dokularinda
HMGAZ2 gen ifadelenmesi transkript ve protein diizeyinde arastirilmis, HMGB1 ve

beta katenin ifadesi ise RNA diizeyinde analiz edilmistir.

HMGA?2 geninin, hasta miyometriyumunda; hasta miyomuna ve saglikli
miyometriumuna gore transkript diizeyinde daha fazla ifade edildigi tespit edilse de bu

artis istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir.

Western analizi sonucunda saglikli myometriyumunda HMGAZ2 proteini
ifadelenmesi gozlenmezken, hasta miyom ve miyometriyumunda HMGA2 protein
diizeyinin saglikli miyometriyumuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1

tespit edilmistir.

Embriyonal donemde ifadesi yiiksek olan ve eriskinde pek cok dokuda ifade
edilmeyen HMGAZ2 nin timorigenezdeki etkinligi birgok yolak ile iliskilendirilmistir.
Ancak, Tiirk popiilasyonunda Leiomiyomda HMGAZ2 ifadelenmesi ilk kez bu proje

kapsaminda arastirilmisgtir.

Projemizin bulgulari miyom dokusuna ilaveten hasta miyometriyum dokusunun da
saglikli miyometriyuma gore ¢ok yiiksek HMGAZ2 protein ifadelenmesine sahip
oldugunu gostermistir. Protein fonksiyonel iiriin oldugu icin elde edilen Western

blotting sonuglar1 en giivenilir datay: olugturmaktadir.
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Uterin leiomiyomlu hastalarin miyometriyumunun normal miyometriyumdan
farkli/yiiksek HMGAZ protein ifade profiline sahip oldugu ilk kez bu arastirma ile
belirlenmistir. Projemizin bu ¢iktilar1 ile hipotezimizi destekleyecek 6nemli ve 6zgiin

sonuclar elde edilmistir.

Saglikli miyometriyum dokusunda HMGB1 gen ekspresyonu, hasta miyom ve
miyometriyumu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamli olmasa da daha yiiksek ifade
edildigi goriilmiistiir. Diger bir UL ve hasta miyometriyum dokusunda HMGBL1 gen
ifadelenmesinin azaldigi goézlenmis ve bu sonu¢ HMGB1’in proliferasyonu inhibe

edip, apoptoz aktivesini arttirdigi hipotezini desteklemektedir.

B-katenin gen ifadelenmesinin hasta miyomunda saglikli miyometriyumuna gore
daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Yine hasta miyom ve hasta miyometriyumunun -
katenin gen ekspresyonu kiyaslandiginda miyom dokusunda, hasta miyometriyumuna
gore de yiiksek ekspresyon belirlenmistir. Ancak, istatistiksel analiz sonucunda
dokular arasindaki bu artis ve azaliglar Orneklem sayist nedeniyle anlaml

bulunmamastir.

Fibroid karakterizasyonunun net ayriminin yapildigi ¢aligmalarin artmasi, 6zellikle
hidrofik tiirde miyomlarin kesin olarak tanimlanmasi, HMGA?2 geninin alternatif
kesimlenmis formuna gore primer olugturmast, hasta sayisinin arttirilip daha ¢ok 6rnek
tizerinde calisilmast ve miRNA’larin fibroid tlizerindeki etkisini anlamak i¢in daha

genis arastirma yapilmasinin gelecekteki calismalara yon verecegi diisiiniilmektedir.

Insan normal miyometriyumunda ve fibroidde bulunan bireysel hiicre tiplerinin tam
karakterizasyonu, fibroidde yer alan temel fizyolojik ve patolojik siirecleri agikliga

kavusturmaya ve hastalikla iligkili tan1 ve tedaviyi daha da iyilestirmeye yardimci
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olacaktir. Bu baglamda daha fazla genom ¢aligmalarina yon verip, fibroid altinda yatan

mekanizmalar daha detayli agiklanmalidir.
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OZET

Uterin Fibroidi Olan ve Olmayan Olgularda HMGA2 (Yiiksek Hareketli Grup A2)
Geninin Ekspresyon ve Protein Diizeyi Profillerinin Degerlendirilmesi

Fibroid olarak da bilinen uterin leiomiyomlar (UL), miyometriyum olarak adlandirilan diiz
kas katmanindan kaynaklanan benign tiimdrlerdir. Fibroid olusumunda birgok faktor etkilidir.
HMG (Yiiksek Hareketli Grup) proteinleri histon olmayan proteinler olup, yapisal faktorler
olarak iglev goriirler. Uterus fibroidlerinde HMGB1 ekspresyonu, paraneoplastik
dokulardakinden 6nemli Olciide daha yiiksek bulunmus, bu da HMGB1'in uterine fibroid
olusumuyla yakindan iligkili olabilecegi 6nerilmistir. HMGA2 geninin dogrudan veya dolayli
olarak fibroid olusumunu etkileyebilecegi ongoriilmektedir, fakat konuyla ilgili ¢aligmalar
devam etmekte olup, kesin bir yargi yoktur.

Fibroidlerin patogenezinin kesin olarak bilinmemesi invaziv olmayan yeni tedavilerin
gelisimini sinirlamaktadir.

Bu tez kapsaminda uterin fibroidli hastalarda HMGA2, HMGBL1 ve beta katenin genlerinin
birlikte ¢alisilmasiyla, bu genlerin fibroid gelisimine katkisi ilk Kez arastirilmustir.

Projemizin bulgulart miyom dokusuna ilaveten hasta miyometriyum dokusunun da saglikli
miyometriyuma gore c¢ok yiiksek HMGA2 protein ifadelenmesine sahip oldugunu
gostermistir. Protein fonksiyonel iiriin oldugu i¢in elde edilen Western blot sonuglar1 en
giivenilir veriyi olusturmaktadir. Uterin leiomiyomlu hastalarin miyometriyumunun normal
miyometriyumdan farkli/yiiksek HMGA2 protein ifade profiline sahip oldugu ilk kez bu
arastirma ile belirlenmistir.

Saglikli miyometriyum dokusunda HMGBI1 gen ekspresyonu, hasta miyom ve
miyometriyumu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamli olmasa da daha yiiksek ifade edildigi
goriilmustiir. Diger bir deyisle UL ve hasta miyometriyum dokusunda HMGBI1 gen
ifadelenmesinin azaldigi gozlenmis ve bu sonu¢ HMGBI1’in proliferasyonu inhibe edip,
apoptoz aktivesini arttirdigi hipotezini desteklemektedir.

Sonug olarak HMGB1’in ifadelenmesindeki azalmanin fibroid gelisimini destekledigi ve
HMGA?2 ekspresyonunda ise artisin fibroid olusumuna katkida bulundugu seklinde
yorumlanmistir. Beta katenin ifadelenmesi ise literatiirle uyumlu olarak miyom dokusunda
daha yiiksek bulunmus ve HMGA?2 yiiksek ifadelenemesine benzer sekilde, yiiksek beta
katenin ifadesinin UL gelisimini destekledigi belirlenmistir. Projemizin bu c¢iktilart ile
hipotezimizi destekleyecek dnemli ve 6zgiin sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Beta-Katenin, Fibroid (miyom), gen ekspresyonu, HMGA2, HMGB1
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SUMMARY

Evaluation of Expression and Protein Level Profiles of HMGAZ2 (Highly Mobility Group
A2) Gene in Subjects with and Without Uterine Fibroid

Uterine leiomyomas (UL), also known as fibroids, are benign tumors that arise from the
smooth muscle layer called the myometrium. Many factors are effective in the formation of
fibroids. HMG (Highly Mobility Group) proteins are nonhistone proteins and act as structural
factors. HMGB1 expression was found to be significantly higher in uterine fibroids than in
paraneoplastic tissues, suggesting that HMGB1 may be closely associated with uterine fibroid
formation. It is predicted that the HMGAZ2 gene may directly or indirectly affect fibroid
formation, but studies on the subject are ongoing and there is no definite judgment.

The exact pathogenesis of fibroids is unknown, limiting the development of new non-
invasive treatments.

In this thesis, the contribution of these genes to fibroid development was investigated for
the first time by studying the HMGA2, HMGBL1 and beta catenin genes in patients with uterine
fibroids.

The findings of our project showed that in addition to myoma tissue, patient myometrium
tissue also has very high HMGA2 protein expression compared to healthy myometrium. Since
the protein is a functional product, the Western blot results obtained constitute the most
reliable data. In this study, it was determined for the first time that the myometrium of patients
with uterine leiomyoma had a different/higher HMGA2 protein expression profile than the
normal myometrium.

HMGBL1 gene expression was found to be higher in healthy myometrial tissue when
compared to patient fibroids and myometrium, although it was not statistically significant. In
other words, decreased HMGB1 gene expression was observed in UL and patient myometrium
tissue, and this result supports the hypothesis that HMGB inhibits proliferation and increases
apoptosis activity.

As aresult, it was interpreted that the decrease in the expression of HMGB1 supports fibroid
development and the increase in the expression of HMGAZ2 contributes to fibroid formation.
Beta catenin expression was found to be higher in myoma tissue in accordance with the
literature, and it was determined that high beta catenin expression supported the development
of UL, similar to the high expression of HMGAZ2. With these outputs of our project, important
and original results have been obtained to support our hypothesis.

Key Words: Beta-Catenin, Fibroid (myoma), Gene Expression, HMGA2, HMGB1
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