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OZET

Amag: Uterin leiomyomlar olduk¢a sik goriilen Ostrojen ve
progesterone bagimli benign tiimorlerdir. Ureme ¢agindaki ka-
dinlarda goriilebilir ve diizensiz uterin kanama, siddetli anemi,
tekrarlayan gebelik kaybi gibi ciddi problemlere sebep olurlar.
Her leiomyomun, tek bir mutasyona ugramis myometrial diiz
kas kok hiicresinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Bununla
birlikte dstrojen/progesteronun leiomyoma biiyiimesini nasil
diizenledigi bilinmemektedir. Bu c¢alismada Whnt, [-katenin,
TGF-p, siklin D1 genlerinin uterin leiomyom progresyoundaki
etkilerinin gosterilmesi amaglanmistir.

Gerecler ve Yontem: Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’'na basvuran ve
leiomyoma tanist alan 70 hasta ile 66 saglikli bireyden alinan
dokular ¢alismaya dahil edilmistiv. Hasta ve saglhikli gruplar
arasinda genlerin ekspresyon farkliliklar: kantitatif' Realtime
PCR ile yapilmigtir:

Bulgular: Hastalarin ortalama yasimn 44,1+6,8 yiul oldugu
bulunmustur. Sigara icen hasta sayisinin toplamda 8% oldugu
ve gruplar arasinda sigara kullanimi agisindan fark olmadig
saptanmuistir. Uterin leiomyom tanisina sahip hastalarda Wnt,
[-katenin, TGF-p, siklin D1 genlerinin ekspresyon diizeyle-
rinde saglhkly gruba gére belirgin bir artis oldugu istatistiksel
olarak tespit edilmistir.

Sonuc¢: Bu ¢calismada Wnt, -katenin, TGF—p, siklin D1 ’in dst-
rojen/progesteron ‘un leiomyoma olusumu ve biiyiimesinde kri-
tik bir parakrin rolii oldugunu ortaya konulmugtur.

Anahtar Kelimeler: leiomyom, uterus, TGF—f, Wnt; B-katenin,
siklin D1

ABSTRACT

Objective: Uterine leiomyomas are common estrogen and
progesterone-dependent benign tumors. They occur in women
of reproductive age and cause serious problems such as irregu-
lar uterine bleeding, severe anemia, recurrent pregnancy loss.
Each leiomyoma is thought to originate from a single mutated
myometrial smooth muscle stem cell. However, it is not known
how estrogen / progesterone regulates the growth of leiomyoma.
The aim of this study was to show the effects of Wnt, p-catenin,
TGF — B, cyclin D1 genes on uterine leiomyoma progression.

Material and Methods: Tissues from 70 patients and 66 healthy
individuals who were admitted to Gaziantep University Faculty
of Medicine, Department of Obstetrics andp Gynecology and di-
agnosed as leiomyoma were included in the study. Differences
in the expression of genes between patient and healthy groups
were performed by quantitative Realtime PCR.
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Results: The mean age of the patients was 44.1 + 6.8 years. The
total number of smo%’ers was 8% and there was no difference
between the groups in terms of smoking. The expression levels
of Wnt, p-catenin, TGF — f5, and cyclin D1 genes were signifi-
cantly increased in patients with uterine leiomyoma compared
to healthy group.

Conclusion: In this study, it was demonstrated that Wnt, f-ca-
tenin, TGF sik f§ and cyclin D1 play a critical role in the forma-
tion and growth of leiomyoma of estrogen / progesterone.
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GIRIS

Uterin leiomyomlarin goriilme orani, repro-
diiktif cagda %60, tim yasam dongiisii boyunca
%80° e ulasir. Leiomyomlar diizensiz kanama, ciddi
anemi, pelvik agr1, iiriner inkontinans, preterm do-
gum ve tekrarlayan gebelik kaybi1 gibi semptomlara
sebep olabilen dstrojen-progesteron bagimli benign
tiimdrlerdir [1]. Yiiksek prevalanslarina ragmen lei-
omyomlarin hiicresel ve molekiiler diizeyde olusum
mekanizmalari hala net anlagilamamistir ancak gii-
nlimtizdeki bilgiler dogrultusunda her bir myomun
mutasyona ugramis bir myometrial diiz kas kok
hiicresinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir [2].

Somatik kok hiicreler; dokularda bulunan,
onarim ve yenilemede rol oynayan bir hiicre guru-
budur [3, 4] ve bu hiicre gurubu bir tiimore ait oldu-
gunda da ayn1 boliinme ve biiylime mekanizmasiyla
ait oldugu dokunun devamliligini saglar [5, 6] Myo-
metrium dokusu Ostrojen-progesteron ve biiyiime
faktorii bagimli somatik kok hiicreler igerir. Normal
myometrium dokusu ve leiomyom Kkarsilastirildi-
ginda, kok hiicrelerinin oldukga diisiik seviyelerde
Ostrojen ve progesteron reseptorii eksprese ettikleri
gorlilmustiir. Leiomyom kok hiicreleri iizerindeki
Ostrojen-progesteron ve biiylime faktorii etkisinin
parakrin yolla oldugu gosterilmistir [7, 8].

Sinyal iletimini igeren Wnt gen ailesi, Miiller
gelisiminde bir etkiye sahiptir. Bu genin triinleri,
beta-katenin vasitasiyla uterusun dogum Oncesi
ve dogum sonrasi gelisimini diizenler. Miilleran
duktus mezenkimasindan kaynaklanan miyojenik
progenitor hiicreler normalde diiz kasa dogru fark-
lilagir, ancak beta-katenin yoklugunda adipositlere
gecerek farklilagma izlerler. Wnt/B-katenin, hiicre
siklusu ve fibroz ile iligkili protein ekspresyonunun
modiilasyonu yoluyla hiicre ¢ogalmasinin diizen-
lenmesinde 6nemli bir rol oynadigini diislindiirmiis-
tiir. Hiicre sikliistine bagl siklin D1, Cdk1 ve Cdk2
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proteinlerinin azaltilmis seviyelerinin yani sira
p-hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz, p-protein
kinaz B ve transforme edici biiylime faktorii TGF-3
sinyalizasyonunun azaltilmis aktivasyonlar1 bildi-
rilmistir [9-11].

Bu c¢aligmada cerrahi sonrasi patolojide lei-
omyom tanisi konmus hasta grubu ile saglikli myo-
metrium dokusu i¢eren kontrol grubu arasinda Wnt,
B-katenin, TGF-B, siklin D1 genlerinin ekspresyon
diizeylerindeki degisimlerin tespit edilmesi amag-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

1. Hasta secimi: Gaziantep Universitesi, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde May1s 2018-Ni-
san 2019 tarihleri arasinda leiomyom On tanisiyla
ameliyat edilen ve post-operatif histopatolojik tani-
lar1 sonrasi ¢aligma kriterlerine uyan 136 hasta galis-
maya dahil edildi. 136 hastanin 70 tanesi leiomyom
tanist netlesen, 66 tanesi histopatolojik olarak lei-
omyom izlenmeyen saglam uterin dokusundan olu-
san kontrol grubunu igermektedir. Cerrahi sirasinda
alian parafine gomiilii uterin doku 6rnekleri iki gu-
ruba ayirildi (Grup 1: Leiomyoma grubu, Grup 2 :
Kontrol grubu). Hastalarin demografik 6zellikleri,
ameliyat sekli ve histopatolojik tanilar1 kaydedildi.
Hastalardan alinan onam formunun ve etik kurul
onaymin ardindan doku 6rnekleri uygun kosullar-
da transfer edilerek calismanin deneysel asamalari
Saglhk Bilimleri Universitesi, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik laboratuvarinda gergeklestirildi.

2. Total RNA izolasyonu: 1 mL TrizoL (Invitrogen,
USA) igerisinde pipet ile homojenize edilen doku
orneklerinden total RNA’lar, iireticinin protokolii
dogrultusunda ekstrakte edildi. RNA’larin safiik ve
niikleik asit konsantrasyonlar1 spektrofotometre-
de Sl¢timleri NanoDrop ND-2000 (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Wilmington, DE) ile yapildi.

3. cDNA eldesi ve qRT PCR: Wnt, B-katenin,
TGF-B ve Cyclin-1 genlerin ifade diizeylerinin in-
celenmesi icin elde edilen RNA orneklerinden esit
miktarlarda kullanilarak “Transcriptor High Fi-
delity cDNA Synthesis Kit” (Roche, Switzerland)
kitiyle tretici firmanin protokolii izlenerek cDNA
sentezi yapildi. Gen ifade analizleri gercek-zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu SYBR Green metodu
ile tretici firmanin protokoliine gore Biorad CFX
Connect™ Real-Time PCR cihazi kullanilarak ger-
ceklestirildi. GAPDH internal kontrol olarak kul-
lanildi. Calismada kullanilan primer listesi Tablo
1’deki gibidir.

Tablo 1: Genlere ait primer dizileri.

Gen Ad1 Primer Dizisi 5°-3°

WNTI-F GCAGTGACAACATCGATTTTGG
WNTI-R TCTTGGCGCATCTCAGAGAAC
Cyclin DI-F TGCATGTTCGTGGCCTCTAA
Cyclin DI-R TCGGTGTAGATGCACAGCTT
TGF-f -F CCCAGCATCTGCAAAGCTC
TGF-f -R GTCAATGTACAGCTGCCGCA
J3-catenin-F AAAATGGCAGTGCGTTTAG
J3-catenin-R TTTGAAGGCAGTCTGTCGTA

CILT: 50 YIL: 2019 SAYI: 3

Elde edilen sinyaller kontrol sinyallerine oranla
normalize edilerek ve rolatif kantitesi hesaplandi.
Rolatif kantitasyon analizi delta delta CT metodu
kullanilarak yapildi. Deneyler {i¢ tekrarli olacak se-
kilde gergeklestirildi.

4. Istatistiksel Analiz: Istatistiksel analizler log-do-
niistliriilmis veriler {izerinde “two-sided Student’s
t-test” ile yapilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak an-
laml1 olarak kabul edildi.

Sonuglar: Calismaya dahil edilen gruplar arasin-
da yas bakimindan farklilik yoktu (p>0,05). Her
iki grupta gravite ve parite sayilart agisindan da
anlamli fark yoktu (p=0,06, p=0,08; sirayla). Her
iki grupta sigara icen hasta sayis1 toplamda 12 idi
(8%) ve gruplar arasinda sigara kullanimi agisindan
fark yoktu (p=0.08). Olgularin %52.9’u myomekto-
mi, %5.1°1 laparoskopik total histerektomi, %42’si
abdominal histerektomi ameliyati oldu. Hastalarin
sosyodemografik 6zellikleri Tablo 2’de belirtilmis-
tir. Grup 1°de cikarilan leiomyomlarin histopatolo-
jik tanilar1 Tablo 3’ de 6zetlenmistir.

il‘ablo 2: Calismaya dahil edilen hastalarin sosyodemografik 6zellik-
eri.

Grup 1 Grup 2 | Toplam degperi
Say1 (%) 70 (%51,5) | 66 (%48,5) 136 0,12
Ortalama yas 43,547.1 | 44,1+6,8 |43,846,9| 0,07
Ortalama Gravida 4,242 3,942 4,142 0,06
Ortalama Parite 3,842 2,8+1,6 | 3,3+1,8 | 0,08
Ca 125 2743,1 28+2,8 | 27,5+2,8 | 0,27
Hemoglobin 10,1£2,4 | 10,5+2,1 | 10,3+2,5| 0,07
Kronik hastalik varligr * | 4,1£2,1 3,842,3 3,9£2,2 | 0,23

* Diabetes mellitus, kronik kalp hastaligi, kronik bobrek hastaligi,
kronik karaciger hastaligi, otoimmiin ya da romatolojik hastaliklardan
herhangi birinin varlig1.

Tablo 3: Leiomyomlarin histopatolojik tanilart.

Hasta sayis1 | Yiizde (%)
Leiomyoma 66 94
Atipik leilomyoma 1 1,4
Selliiler leiomyoma 2 2,8
Yiiksek mitotik aktiviteli leiomyoma 1 1,4

Incelenen doku orneklerinde Cyclin-1, TGF
B ve Wnt, B-katenin gen diizeylerinde hastalarla
saglikli bireyler karsilastirildiginda belirgin artig
gozlendi (sirastyla p degerleri; p<0.001, p<0.01,
p<0.05) (Sekil 1).
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erinin leiomyom ve saglam uterin dokusu olan hastalarda gosterimi

CILT: 50 YIL: 2019 SAYI: 3

TARTISMA

Leiomyom olugsumu ve bilylimesinde rol alan
mekanizmalar hala netlesmemistir. Bu iyi huy-
lu tiimoriin gen ekspresyon profilini tanimlamak
icin ¢esitli caligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda
WNT/B-katenin yolunun 6strojen ve progesterona
bagimli timorogenez hiicrelerini igeren kritik bir
parakrin rolii oldugu gosterilmistir [15]. Wnt/Be-
ta-katenin yolagini etkileyen somatik mutasyonlarin
uterin leiomyomlarda %85 oraninda saptandigi ve
bu yiizden bu yolagin leiomyom patogenezinde kri-
tik rol oynayabilecegi belirtilmistir [12, 13] ancak
bu mutasyonlarin myom ya da timor olusumundaki
rollerinin aydinlatilmasinda ileri ¢aligmalarina ihti-
ya¢ duyulmaktadir [14].

Cesitli arastirmacilar, timor icindeki hiicre-
sel gdcte anahtar faktdr olan TGF-f izoformlarinin
varligini uterin fibroidslerin patofizyolojisinde var-
ligin1 dogrulayarak, timor biiytimesini uyardiguin
ve timor metabolizmasini arttirdigimi gostermistir
[16]. Fibroid ile dogrudan temas halindeki uterusun
diiz kasinda TGF-f ekspresyonunun énemli dlgiide
arttig1, uterin fibroidslerin biiyiimesini diizenledigi
bildirilmistir [17]. TGF— sinyalinin de leiomyom-
da aktif oldugu ve patogenezinde rol oynadigi gos-
terilmistir [18]. Wnt/Beta-katenin yolunu etkileyen
TGF-p arasindaki iligki ise heniiz dogrulanmamis-
tir [19].

Hiicrelerde G1 fazi icin gerekli olan ve hiic-
re dongiisii diizenleyici protein olan Siklin D1’in
ekspresyon seviyelerinin yiikselmesi, tiimdrijenezi
etkileyebilmektedir. Bu geninin artan ekspresyonun
normal hiicre dongiisii kontroliinii bozabildigi ve
hiicrelerde tiimdr olusumuna neden oldugu bilin-
mektedir [20]. Baska bir ¢alismada uterin leiomyo-
sarkom hastalarinin %90'mda siklin D1'i kodlayan
CCNDI ve siklin D3"i kodlayan CCND3 genlerin-
de defekt oldugu bildirilmistir. Ayrica, bu yoldaki
bir anormalliklerin k&tii prognoz ile ilgili 6nemli bir
faktor oldugu da bilinmektedir [21].

Bu ¢aligmanin amact Wnt, -katenin, TGF-,
Siklin D1’in gen ekspresyon seviyelerinin uterin
leiomyom hiicrelerinde saptanmasi ve uterin lei-
omyomlarda cerrahi iglemler disindaki potansiyel
terapotik seceneklerin  gelistirilmesine yardim-
¢t olmaktir. Calismamizin bulgularina gére Wnt/
Beta-katenin, Siklin D1 ve TGF—f’nin leiomyom
olusumu ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde
kritik éneme sahip oldugu belirlenmistir. Ilerleyen
zamanda bu kaskatin diizenlenmesi belki de leiom-
yomun cerrahisiz tedavisine 6nemli bir katki sagla-
yacaktir. Bununla birlikte leiomyom olusumu mul-
tifaktoriyel bir sistem zemininde gerceklesmekte
olup bu durumu tetikleyen diger mekanizmalarin da
ortaya konulmasi gerekir.

SONUC

Wnat, B-katenin, TGF—, Siklin D1 degerlerinin
uterin leiomyom hastalarinda yiikseldigi ve prog-
nostik bir faktér olarak kullanilabilecegi bazi ca-
ligmalarda gosterilmistir. Ancak bu parametrelerin
erken evre uterin leiomyom hastalarinda arasinda
gosterimi ve bu genlerdeki degisimlerin etkiledigi
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yolak caligmalarinin net olarak ortaya konabilmesi
icin genis kapsamli yeni ¢alismalara gerek duyul-
maktadir.
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