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OZET

Kanser, bircok genetik degisimlerin birikimi sonucunda olusan bir hastaliktir.
Bu genetik degisimlerin basinda proto-onkogen, ve/veya tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlar, heterozigosite kaybi1 (LOH) ya da mikrosatellit kararsizligimmi (MSI)
etkileyen faktorler gelmektedir. Bu genetik degisimler sonucunda, hem niiklear hem
de mitokondriyal genomda genomik instabilite (GI) olusmaktadir. Genomik
instabilitenin en 1yi gostergesi ise mikrosatellit kararsizligidir.

Gelismis iilkelerde over kanseri, kadinlarda 6liime sebebiyet veren kanserler
arasinda besinci sirada yer almaktadir. Over kanserine erken evrede tani konmasi
oldukca giictiir. Bu nedenle ¢ogu hastaya (%90) hastaligin ileri evresinde tani
konmakta ve bes yillik yasam siirelerinin %30' dan daha az oldugu belirtilmektedir.

Borderline over tiimorleri, over neoplazilerinin %10-15" ini olusturmaktadir.
Diisiik potansiyelli malign tiimorler (LMP) olarak da adlandirilan bu grup,
histopatolojik ve biyolojik 6zellikleri bakimmdan benign ve malign tiimorler arasinda
gecis Ozelligi gostermektedir. Bu nedenle epitel over tiimorlerinin patogenezinin
aydinlatilmasi ag¢isindan 6nem tasimaktadir.

Projemizin amaci LCM (lazer mikrodiseksiyon) sonucunda toplanan spesifik
borderline yiizey epitel over tiimor dokularinda, jinekolojik kanserlerde degisimin sik
gozlendigi D-loop bolgesinin 303, 514, 16184 ve 12S rRNA bolgesinde 956 niikleotit
pozisyonlarindaki (np.) mikrosatellit bolgelerinde meydana gelen 6zgiin degisimleri
saptamaktir. Calismamizda ser6z ya da miisindz borderline tiimor tanist almis, 16
olgunun spesifik tiimor ve normal dokusu ile spesifik 8 tiimor ve 1 normal dokuda
ilgili bolgelere yonelik dizi analizi gerceklestirilmistir. Ser6z borderline timor
grubundaki olgularin %65’ inde D-loop 303 bdlgesinde [m.309_310insC(8),
m.309_310insCC(1)], %32’ sinde 514 bolgesinde [m.523_524insCA(6)], %14’ iinde
12S rRNA geni 956 niikleotit pozisyonunda [m.961delTinsC(1)] mutasyonlar
saptanmistir. Miisindz borderline tiimor grubundaki olgularin ise, %67’ sinin D-loop
303 bolgesinde [m.309_310insC(15), m.309_310insCC(2), m.309_310insCCCC(1)],
%37 sinin 514 bolgesinde [m.523_524insCA(8), m.522delCA(2)], %3’ iiniin 16184
bolgesinde [m.16189delTinsC] mutasyonlar1 saptanmistir. Serdz borderline olgularin
16184 np. ve miisindz borderline olgularin 956 np.” da herhangi bir degisim
saptanmamistir.

Bugiine kadar spesifik borderline over tiimorlerinde mitokondriyal genom
caligmast bulunmamaktadir. Calismamiz sonucunda ilk kez borderline tiimér tanisi
almis dokularin spesifik tiimor ve normal hiicre populasyonlarinda ilgili mikrosatellit
bolgelere ait Ozgiin degisimler ortaya konmustur. Ayrica elde ettigimiz veriler,
epiteliyal over tiimorlerinin patogenezinde mitokondriyal genomun roliine yonelik
caligmalara da destek saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Borderline epitel over tiimorleri, mtDNA ve kanser,
mitokondriyal mikrosatellit instabilizasyonu, mitokondriyal genom, LCM
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ABSTRACT

Cancer is a disease consisted of the accumulation of genetic changes, such as
activation of oncogenes, inactivation of tumor suppressor genes, loss of heterozygosity
and microsatellite instability. All of these changes cause mitochondrial and nuclear
genomic instability. Microsatellite instability is a major sign of the genomic
instability.

In developed countries, cancer of the ovary is among the five leading sites for
cancer mortality in women. Ovarian cancer is difficult to diagnose in its early stages.
Thus, most of the patients (90%) is diagnosed at the advanced stages, and the survival
rate in these patients are less than 30%.

Borderline ovarian tumors account for 10-15% of all ovarian tumors. Ovarian
tumors of low malignant potential (LMP) exhibit histopathologic features and biologic
behavior between benign and malign tumors. Consequently, borderline ovarian tumors
is important for clarifying the pathogenesis of epithelial ovarian tumors.

The goal of our project, is to identify the unique changes in four microsatellite
regions (303 np., 514 np., 16184 np. and 956 np.) which exhibited instability in
common female cancers in pure cell population of borderline ovarian tumors and their
matched normal tissues collected by laser capture microdissetion. Four microsatellite
regions were sequenced in a series of sixteen tumors and with their matched normal
tissues, eight tumor tissues and one normal tissue which were diagnosed as mucinous
and serous borderline tumors. We found mutations in D310 region 65%
[m.309_310insC(8), m.309_310insCC(1)], 514 np. 32% [m.523_524insCA(6)] and
956 np. 14% [mM.961delTinsC(1)] of the serous borderline tumors group. Furthermore,
for the mucinous borderline tumors group the mutation rate in detected as 67% for
[m.309_310insC(15), m.309_310insCC(2), m.309_310insCCCC(1)], 37% for 514 np.
[m.523_524insCA(8), m.522delCA(2)] and 3% [m.16189delTinsC] for 16184 np. We
did not detect any genomic changes in 16184 np. of the serous borderline tumors
group and 956 np. of the mucinous borderline tumors group.

Up to date, there is not any research about the microsatellite regions in the pure
cell populations of tumor and normal tissues in the borderline ovarian tumors. Besides,
our data will support the mitochondrial genome studies in the field of pathogenesis of
epithelial ovarian tumors.

Key words: Borderline epithelial ovarian tumors, mtDNA and cancer, mitochondrial
microsatellite instability, mitochondrial genome, LCM
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GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimeleri sonucunda olusan multifaktoriyal
genetik bir hastaliktir. Genetik degisimler sonucunda hiicreler farkli morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler kazanmaktadirlar (1). Bu 6zelliklerin basinda
apoptozise diren¢ ve solunum hasar1 gelmektedir (2). Mitokondri, hiicresel enerjinin
tiretimi, serbest radikallerin olusumu, yag oksidasyonunda, iire dongiisiinde ve
apoptozisin diizenlenmesinde gorevli organel olmast nedeni ile mitokondriyal
degisimler tiim kanserlerde onem tagimaktadir (3).

Giinlimiizde yapilan molekiiler diizeydeki temel arastirmalarda mtDNA
genomunda pek cok tiimoral doku ve kanser hiicre hatlarinda somatik mutasyonlar
saptanmistir. Bundan dolayr niiklear genomda gerceklestigi gibi mitokondriyal
genomda da meydana gelebilecek genomik instabilitenin tiimor gelisiminde rol
oynayabilecegi disiiniilmiistiir (4). Jinekolojik kanserlerdeki (serviks, over,
endometrium ve meme tiimorlerinde) mitokondriyal mikrosatellit instabilitesine ait
caligmada 6zellikle, D-loop bolgesinin 303, 514, 16184 ve 12S rRNA bdlgesinde 956
niikleotid pozisyonlarindaki mikrosatellit bolgelerindeki degisimlerin, primer
tiimorler agisindan 6nem tasidigi vurgulanmustir (5).

Over kanseri, hastalarda 6liim orami olarak kadinlarda besinci sirada yer
almaktadir (6). Yiizey epitel over tiimorleri, over neoplazilerinin %90’ lik kismini
olugturmaktadirlar (7). Borderline over tiimorleri, biitiin epiteliyal over
neoplazilerinin %10-15’ ini olusturmaktadir (8). Bu grup, histopatolojik ve biyolojik
ozellikleri bakimindan benign ve malign tiimorler arasinda gecis 6zelligi gostermesi
sebebiyle patogenezin agiklanmasinda ©nem tasimaktadir (9, 10). Giiniimiizde
borderline over tiimorlerinde LCM uygulanarak mitokondriyal mikrosatellit bolge
degisimlerini irdeleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada borderline epitel over tiimor tanist almis 25 olgunun spesifik
timOr ve normal dokularinda LCM yontemi kullanilarak elde edilen primer tiimor
hiicrelerinden elde edilen mtDNA Orneklerinde ©Onem tasidigi vurgulanan
mitokondriyal mikrosatellit bolgelerine yonelik molekiiler genetik calismalar
gergeklestirilmistir.

Spesifik borderline over tiimér ve normal hiicre topluluklarindan elde
edilecek mitokondriyal genoma ait veriler ile, tiimorlerin ilgili bdlgeye ait 6zgiin
genetik profilleri ortaya konacaktir. Arastirmamiz, bu alanda yapilan ilk ¢alisma
olmasinin  yam1 swra epitel over tiimorlerinin mitokondriyal patogenezini
aydmlatmaya yonelik diger ¢alismalara da ek veriler saglayacaktir.



GENEL BIiLGIiLER

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimeleri sonucunda olusan multifaktoriyal
genetik bir hastaliktir. Genetik degisimler sonucunda hiicreler farkli morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler kazanmaktadirlar (1). Bu 6zelliklerin basinda
apoptozise diren¢ ve solunum hasar1 gelmektedir (2). Mitokondri, hiicresel enerjinin
tiretimi, serbest radikallerin olusumu, yag oksidasyonunda, iire dongiisiinde ve
apoptozisin diizenlenmesinde gorevli organel olmast nedeni ile mitokondriyal
degisimler tiim kanserlerde ©nem tasimaktadir (3). Memeli hiicreleri enerji
gereksinime bagli olarak ortalama 1000’ in iizerinde mitokondriye , 10000’ in
tizerinde de mitokondriyal DNA kopyasina sahiptirler (11, 12).

2.1. Mitokondriyal Genom Yapisi

Mitokondri, evrimsel agidan korunmus, bir ¢ok hayvan ve metazoanda gen
icerigi ile boyutu ayni, ancak genlerin organizasyonu agisindan farkli olan bir
genoma sahiptir (3). Mitokondriyal genom, 16.569 baz ciftinden olusan, halkasal ve
cift sarmal bir yapidadir (13). Sarmaldaki zincirlerden bir tanesi piirinlerin yogun
olmas1 nedeni ile agir zincir (H zincir) digeri ise pirimidinleri yogun olmasindan
dolay1 hafif zincir (L zincir) olarak adlandirilmaktadir (14). Her bir mitokondri
genomu, oksidatif fosforilasyon sisteminde gorevli 13 polipeptit, mitokondride
protein sentezinden sorumlu 22 tRNA ve 2 rRNA molekiilii olmak iizere toplam 37
geni kodlamaktadir (15). Mitokondriyal genomda genler arasinda intronik bolge
bulunmamakla beraber, iki kodlanmayan bolge mevcuttur. Bu bolgeler
mitokondriyal genomun replikasyon ve transkripsiyon orijini olan 1122 baz
uzunlugundaki D-loop bdlgesi ve yaklasik 30 bazlik bir bolgeye sahip olan hafif
zincirin replikasyon baslangic noktasidir (16). Niiklear genomda oldugu gibi
mitokondriyal genomda da mikrosatellit dizileri yer almaktadir. Mitokondriyal
genomda, genomun %0,7° lik kismmi olusturan 12 mikrosatellit bolge
bulunmaktadir. Bunlardan 3 tanesi D-loop bdlgesinde, 6 tanesi NADH (nikotinamid
diniikleotit dehidrogenaz) komplekslerinde, birer tane olmak iizere de 12S rRNA,
ATP sentaz 6 ve sitokrom C oksidaz 1 geninde lokalizedir. (Cizelge 2.1) (4, 5).
Oksidatif fosforilasyon ile iliskili diger polipeptidler ise niiklear genom tarafindan
kodlanmaktadir (4).

2.2. Kanserde Mitokondriyal Genom Degisimlerinin Onemi

Mitokondri genomu, histonlarn  bulunmayisi, tamir mekanizmasinin
yetersizligi, oksidatif stresin oldukca yogun olmasi ve toksik kimyasal birikimine
yatkinlig1r nedeni ile mutasyonlara oldukca acik bir yapiya sahiptir (17, 18). Son
yillarda yapilan arastirmalarda da mitokondriyal mutasyonlar, mitokondriyal



bozukluklar ve apoptozis kontroliiniin bozulmas: ile kanserin de i¢inde bulundugu
pek cok hastalik arasinda yakim iligki oldugu gosterilmistir (6). Halen kanserin
prognozu ve ilerlemesi sirasinda mitokondriyal proteinlerin ifadesinde, yapisinda
meydana gelen 0zgiin degisimler hakkindaki bilgiler sinirli ve arastirmaya acik bir
alandir.

Giinlimiizde yapilan molekiiler diizeydeki temel arastirmalarda, pek c¢ok
timoral doku ve kanser hiicre hatlarinda mitokondriyal genomda somatik
mutasyonlar saptanmistir (19). Bunun yani sira, mitokondrinin apoptozisdeki gorevi
nedeniyle de kanser alanindaki arastirmalar mitokondriyal genom {izerinde
yogunlagmustir (20).

Bugiine kadar yapilan calismalar sonucunda D-loop, kanser agisindan
mutasyonlarin en sik gozlendigi bolge olarak belirtilmistir (19, 21, 22). Kanser
olgularindaki nokta mutasyonlar1 D-loop bdlgesinde yogunlagsmaktadir. D-loop
bolgesinde, 16024-16383 niikleotit pozisyonu (np.) ile 57-372 np. arasinda kalan
bolgeler degisken bolgeler olarak tanimlanip adli tip ve hastaliklarin tanisinda
kullanilmaktadir (23). Bu bolgede saptanan degisimlerin hiicresel DNA hasar1 ve
kanser gelisiminde bir belirte¢ olabilecegi belirtilmektedir (24).

Kanser hiicrelerinde, D-loop degisimlerininin yaninda diger mitokondriyal
genlerde de degisimler saptanmistir. Ornegin; renal karsinom i¢in mtDNA’da NADH
dehidrogenaz altiinite III geninin kayb1 ve COX I (sitokrom oksidaz I) geninde
meydana gelen 40 bg (baz ¢ifti) uzunlugundaki insersiyon, spesifik degisimler olarak
belirtilmistir (11). Liu ve arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda yapilan ¢alismada, over
tiimorlerinde D-loop bolgesinin disinda 12S rRNA ve 16S rRNA genlerinde de
degisimler saptanmistir. Bu degisimlerin tiimor gelisiminde Onemli olabilecegi
diistiniilmektedir (25).

D-loop, mtDNA’ nin replikasyon ve transkripsiyon orijini olmasinin yaninda
genomun mitokondri membranina bagli oldugu bdlgede bulunarak lipid
peroksidazlara yogun bir sekilde maruz kalmasi ve replikasyon sirasinda bu bolgede
olusan tiglii zincir yapisinin oksidatif strese olduk¢a hassas olmasi bdlgenin
mutasyon oranini oldukca arttirmaktadir (4). Lee ve arkadaslari tarafindan 2005
yilinda yapilan ¢aligmada bu bdlgede meydana gelen mutasyonlarin mitokondriyal
genomun kopya sayisini ve gen ifadesini etkileyebilecegi belirtilmistir (11, 19, 21).

Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, pek ¢ok kanser tipinde tanimlanan
mutasyonlarin yaninda mtDNA kopya sayisinda da degisimlerin oldugu saptanmistir
(26). Bas ve boyun, tiroid, endometrium kanserlerinde mtDNA kopya sayisinda artis
saptanirken, meme kanseri olgularinda kopya sayisinda azalism oldugunu
g6zlenmistir (11, 27). Over kanseri gelisimi ile mtDNA igeriginin iliskisini ortaya
cikarmak amaciyla 2006 yilinda Wang ve arkadaslar1 tarafindan 38 primer over
timOrii ve 4 borderline over tiimorii lizerinde yapilan caligmada, tiimorlerde
mitokondriyal DNA iceriginin esdeger normaline kiyasla azalma gosterdigi
belirtilmistir. Ayrica ¢alismada borderline tiimorler ile de iliski kurularak mtDNA



iceriginin invaziv karsinomdan farkli olmadig1 ve histolojik siniflamada da anlaml
bir degisimin olmadig1 belirtilmistir (28).

Bu degisikliklerin belirlenmesi ve tanimlanmasi, genotipik biyomarker
niteligi tasiyan verilerin elde edilebilmesi ve yeni tedavi metodlarinin
gelistirilmesinde 6nem tagimaktadir (29, 30).

2.2.1. Kanserde Mitokondriyal Genom Kararsizhd

Niiklear genomdaki proto-onkogen, ve/veya tiimor baskilayict genlerdeki
degisimler, heterozigosite kaybi1 (LOH) ya da mikrosatellit instabilitesini (MSI)
etkileyen faktorler bu mutasyonlara neden olarak genomik instabiliteyi (GI)
olugturmaktadir (31, 32). Niiklear genom kararsizlig1 (NGI), bir veya daha ¢ok yanlig
eslesme tamir genindeki mutasyonlar1 ve epigenetik degisimleri kapsamaktadir (33).
1993 yilindan bu yana yapilan molekiiler arastirmalarda bir c¢ok kalitsal ve
kendiliginden olugsmus kanser tiirlerinde bu tip degisimler gosterilmistir (32). Bundan
dolayr mitokondriyal genomda da meydana gelebilecek instabilitenin timor
gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (4). Ancak mtDNA’ daki degisimler
ve sorumlu olan mekanizma tam olarak aydmlatilmig degildir (5).

Genomik instabilitenin, en iyi gostergesi hem niiklear hem de mitokondriyal
genomda olan mikrosatellit bolgelerin kararsizligidir (5). Giiniimiizde, her iki genom
arasindaki iletisim iizerine yapilan caligmalar artis gostermekle beraber ozellikle
timOr olusum mekanizmasmda iki genom aras1 etkilesim yolaklar: tizerinde yogun
istatistiki ve molekiiler ¢caligmalar gelisen teknoloji ile devam etmektedir (12, 34).

Bilindigi gibi, mikrosatellit bolgeler, genellikle bir ile bes arasinda degisen
tekrar dizilerinden olugmakta olup mitokondrideki mikrosatellit dizileri Cizelge 2.1
goriilmektedir. Bu dizilerde tiimor olusumuna bagli olarak insersiyon ve delesyonlar
sonucunda normal dokuya kiyasla meydana gelen somatik mutasyonlar mikrosatellit
instabilizasyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4, 35).

Cizelge 2.1. Mitokondriyal mikrosatellit dizilimleri (4)

Mikrosatellit dizisi Dizi Pozisyonu Bolge Adi
CCCCCCccTCceccec 303-315 D-loop
(CA)s 514-523 D-loop
CCCCCTCCCC 956-965 12S rRNA
CCCCccTceccc 3566-3576 NADH dehidrogenaz 1
Ay 4605-4611 NADH dehidrogenaz 2
Ay 6692-6698 Sitokrom C oksidaz 1
T 9478-9484 ATP Sentaz 6
Cs 12385-12390 NADH dehidrogenaz 5
Ag 12418-12425 NADH dehidrogenaz 5
(CCT) 3 (AGO) 3 12981-12998 NADH dehidrogenaz 5
Ay 13231-13237 NADH dehidrogenaz 5
CCCCCTCCCC 16184-16193 D-loop




Hemen hemen tiim calisilan kanserlerde D-loop bolgesindeki degisimlerin stk
gozlemlenmesi ve burada meydana gelebilecek bir degisimin mitokondrinin kopya
sayis1 ile metabolik fonksiyonlar1 acisindan onem tasidiginin diisiiniilmesi nedeni ile
mitokondriyal mikrosatellit instabilizasyonuna yonelik caliymalar da bu bolge
tizerine yogunlasmustir (Cizelge 2.2)(32, 36). 2006 yilinda Wang ve arkadaslari
tarafindan yapilan kadimnlarda sik goriilen kanserlerdeki (serviks, over, endometrium
ve meme tiimorlerinde) mitokondriyal mikrosatellit instabilitesine ait caliymada
ozellikle, D-loop bolgesinin 303, 514, 16184 ve 12S rRNA bolgesinde 956 niikleotid
pozisyonlarindaki mikrosatellit bolgelerindeki degisimlerin, primer tiimorler
agisindan O6nem tasidigi vurgulanmustir (5). Bu calismada primer ve metastatik
tiimoral alanlarin analizinde servikal kanserli hastalarin %25.4' i, meme Kkanserli
hastalarin %29.4° i, endometrium kanserli hastalarin %48.4° ii ve over kanserli
hastalarin %21.9° unda bir veya birden fazla bolgede mtMSI instabiliteye rastlandig:
belirtilmistir (5).

Cizelge 2.2. Mikrosatellit bolge degisimleri saptanan kanser tiirleri ve mutasyon oranlari

Mikrosatellit Bolgesi Kanser tipi Saptanan mutasyon
oranlari
D-loop 303 np Mide kanseri %62.5
Kolorektal kanser %38.6
Safra kesesi kanseri %38.2
Serviks Kanseri %35.7
Hepatoselliiler karsinom %26.1
Prostat kanseri %25
Mesane Kanseri %?22.6
Meme Kanseri %20
Endometrium Kanseri %32.3
Ozefagus Kanseri %16
Akciger Kanseri %16
Glioblastoma %11.8
Tiroid Kanseri 9%11.1
Barrett Tiimorleri %10
Astrokistoma %10
Over Kanseri %17.9
D-loop 514 np Meme Kanseri %42.5
Tiroid Kanseri %25.4
Mide kanseri %15.6
Glioblastoma %35.9
Over Kanseri %6.4
Serviks Kanseri %?2.8
Endometrium Kanseri %1.6
D-loop 16184 np Glioblastoma %23.5
Astrokistoma %10
Prostat Kanseri 9%9.4
Meme Kanseri %13.7
Endometrium Kanseri %14.5
12S r RNA 956np Endometrium Kanseri %6.5




577 b—— D-loopbilgesi — |15 028
H2 H1

J mt TFBS mt3 mi4 OH mt5
12SRNA | mNAT ] J‘\_\ [ = 1 zincir 2
L zincir 2 ] [ ] [] ] [ Trro
|_> CSB3 CsB1 mt3 S tRNA
16184 np.
CCCCcTCCcce
956 np. -
D310 bolgesi
ceeeereeee CCCCCCCTCCCCC S1anp
CACACACACA

Sekil 2.1. Calismaya alinan mikrosatellit bolgeleri (CSB: Korunmus dizi bloklari, OH: Agir zincir
replikasyon orijini, TAS: sonlandirma iliskili dizi, mt3-4-5: kontrol elementleri, H1-2: transkripsiyon
orijinleri)(37)

Mitokondriyal genomda, D-loop bdlgesindeki tekrar dizileri arasinda
tizerinde en ¢ok calisilan bolgelerden biri D310 bolgesidir. D310 bolgesi, 303 np.
baslayan ve timin (T) bazi ile kesintiye ugrayan sitozin (C) tekrarlaridir. Bu bolgenin
yabanil motifi C;TCs seklindedir (38). D310, agir zincirin replikasyon orijininin
guanin (G) ve sitozin (C) niikleotitlerince zengin olan korunmus dizi bloklar1 II
(CSBII)’ de lokalizedir (Sekil 2.1)(35, 39). Korunan bu bolge, replikasyon sirasinda
RNA-DNA hibridini olusturmakta ve yapmnimn kararhligina katkida bulunmaktadir
(40). Ancak, giiniimiize degin yapilan caligmalarda meydana gelen kararsizligin
mtDNA replikasyonundaki etkisi tam olarak aydinlatilmis degildir (35).

2005 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada 54
hepatoselliiler karsinom, 31 mide, 31 akciger ve 25 kolorektal kanser olgularinda
ozellikle D310 bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin tiimor olusumunun
ilerleyisine paralel olarak tiimoriin ileri evrelerinde artig gosterdigi ortaya konmus ve
bu bolgedeki kararsizligin kanser olusumunda roliiniin olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(21).

2006 yilinda Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan kolorektal kanser
olgularinin epitel hiicrelerinde saptanan mitokondriyal mikrosatellit degisimlerine ek
olarak stromadaki mitokondriyal mikrosatellit degisimlerini irdeleyen caliymada, tiim
mikrosatellit bolgeleri arasinda D310 bolgesi ‘hot spot’ olarak belirtilmektedir (41).

Yapilan bir diger ¢caligmada ise, over tiimorlerinin alt tiplerinde mitokondriyal
DNA degisimlerini saptamak amaciyla yapilan calismada 16 erken evre serdz over
timOr olgusu degerlendirilmistir. Olgularm % 81 inin D-loop bolgesinde TC
insersiyonunun gergeklestigi gozlemlenmis ve degisimin epiteliyal over timor
olusumu asamasinda gerceklesen mikrosatellit instabilizasyonunun temel faktorii
olabilecegi belirtilmistir (42).



Mitokondriyal genom boyunca ikili tekrar dizilerinden olusan tek
mikrosatellit bolgesi 514. np baslayan CA tekrarlaridir (Cizelge 2.1) (35). Bu
bolgede de yaygin olarak delesyon ve insersiyonlara rastlanmis ve tiroid, mide
kanserleri, glioblastomalar ile iliskilendirilmistir (24, 35). Ayrica, Yu ve arkadaslari
tarafindan 2008 yilinda yapilan calismada, kalitsal meme kanseri olgularinda 522 np.
CA delesyonunun ve m.527C>G mutasyonuna siklikla rastlandigi belirtilmektedir
(43).

Mitokondriyal mikrosatellit instabilitesinde en kararsiz bolgelerin ikincisi
16184 np.’ daki tekrar dizisidir. Tekrar dizisi, D310 bolgesi ile benzerlik gdstermekte
olup, yabanil motifi CsTC4 seklindedir (38). Bu mikrosatellit bolgesi, D-loop’ un
cok degiskenli bolgesinde yer alan, 3’ sonlandirma iligkili dizinin sonunda ve 7S
DNA baglanma bolgesinde bulunmaktadir (35). Yapilan ¢alismalarda, bu bolgedeki
delesyon ve insersiyonlar ile germ line olarak aktarilan timin sitozin transisyonu
arasinda siki bir iliskinin oldugu ve meydana gelen mutasyonlarin yiiksek oranda
mikrosatellit instabilizasyona neden oldugu belirtilmektedir (4). Bu bolgenin mtDNA
genom replikasyonu ve mitokondriyal tek zincir DNA-baglayici proteinler agisindan
onemli oldugu belirtilmektedir. Bu bolgede en sik degisim meme kanserli olgularda
bulunmustur. Bu yonde yapilan caligmada olgularin %47,5’ inde instabilitenin varligi
belirtilmis, meme kanseri gelisimine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (24).
Ayrica, endometrium kanseri ve tip II diyabet olgularinda da olusan polisitozin
dizisinin metabolik risk faktorii olabilecegi diistintilmiistiir (5).

D-loop bolgesinin yani sira 12S ribozomal RNA’ y1 kodlayan bolgede 956
np. da, CsTC4 yabanil motife sahip mikrosatellit dizisindeki degisimler de
mitokondriyal genom instabilitesine yol agmaktadir (38). Bu bolgede meydana gelen
degisimlerin jinekolojik kanserler arasinda endometrium kanseri i¢in 6zgiin oldugu
belirtilmistir (5). Tekrar dizisinde, en sik meydana gelen degisim, sitozin
tekrarlarinin ilk kisminda ve T>C transisyonu seklinde olmaktadir (44). Bu sekilde
olusan homopolimerik sitozinler kararsizliga sebep olmaktadir. Bu yOnde
endometrium kanseri tizerinde yapilan calismada %8 oraninda degisimlerin meydana
geldigi belirtilmistir (44).

2.3. Over Kanseri

Gelismis iilkelerde, over kanseri, kadinlarda oliime sebebiyet veren kanserler
arasinda besinci swrada yer almaktadir (6). Over kanserine erken evrede tani
konulamamasinin nedeni, goriintiileme sistemlerinin yetersizligi, abdominal bolgede
sisligin olusmasi, sislik hissi ve karin agris1 gibi hastaliga spesifik olmayan
semptomlarmin bulunmasidir (45). Bu sebeple ¢ogu hastaya (% 90) hastaligin ileri
evresinde tan1 konmakta ve bes yillik sagkalim oraninin % 30' dan daha az oldugu
belirtilmektedir (6, 42). Erken evrede tani konabilen hastalarin ayni siireye ait
sagkalim orani % 80 olarak bildirilmistir (46).



2.3.1. Over Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

2.3.1.1. Tiimoriin Koken Aldig1 Dokuya Gore Simiflandiriimasi

Overler, embriyolojik donemde farkli dokulardan kdken almasi nedeni ile
farkli hiicre gruplarmi i¢cinde bulundurmaktadir. Dolayisiyla over tiimorleri de koken
aldiklar1 dokuya gore Sekil 2.2 de goriildiigii gibi ii¢c temel gruba ayrilmaktadir.

= \ A

< 1‘
Koken Yiizey Epitel Germ Hiicre Seks Kord-Stroma Overlere
Hiicreleri Metastaz

Sekil 2.2. Orijin aldig1 dokuya gore over tiimorlerinin siniflandirilmast (7)

Yiizey epitel over tiimorleri, yiizey epitelinden kdken almaktadir. Malign
tiimorlerin %90’ ik kismimi olusturmaktadirlar. Histolojik olarak oldukg¢a heterojen
bir grubu temsil etmektedirler. Bu grup tiimorler genellikle 20 yasin lizerindeki
bireylerde gozlenmektedir (7).

2.3.1.2. Over Tiimorlerinin Evrelendirmesi
Tiim over tiimorlerinin evrelendirilmesi, FIGO (Uluslararas: Jinekolojik ve
Obstetrik Federasyonu) ve TNM’ e gore yapilmaktadir (47).

2.4. Epiteliyal Over Tiimorleri

2.4.1. Over Yiizey Epitelinin Yapisi

Over yiizey epiteli, pelvik mezotelinden degisime ugrayarak overleri saran bir
yapidir. Bu yapi, ¢ok az ozellikle birbirinden ayrilan tek kath yassi, kiiboidal ve
silindirik epitelden olusmustur. Son yillarda, over kanserlerinin artmast ve olgularin
% 90’ nm yiizey epitel hiicrelerindeki morfolojik degisimlerden kaynaklandigi
diisiincesinin ortaya c¢ikmasi nedeni ile calimalar bu yapmin orijini ve
karsinogenezis asamasindaki hem morfolojik hem de molekiiler degisimleri iizerine
yogunlagmustir (48).



2.4.2. Yiizey Epitel Over Tiimorlerinin Simiflandirilmasi

Histolojik olarak ttimorler, neoplastik degisim sonucunda benzerlik gosterdigi
epitel hiicre tipine gore serdz, miisindz, endometrioid, berrak hiicre, degisici hiicreli,
karisik tip, farklilagsmamis ve tanimlanamayan tiimorler olarak smiflandirilmaktadir
(9, 49).

Histolojik smiflamanin yanmda tiimorlerin davranist goz Oniine alinarak
benign, borderline ve malign tiimorler olmak iizere patolojik siniflama yapilmaktadir.
Histopatolojik ~smiflama WHO (Diinya Saghk Orgiitii) kriterlerine gore
yapilmaktadir (Cizelge2.3) (50).



Cizelge 2.3. WHO kriterlerine gore yiizey epiteliyal over tiimorlerinin histolojik siniflandirilmasi

1. Seroz tiimérler
(1) Malign
a. Adenokarsinom
b. Yiizey papiller adenokarsinom
¢. Adenokarsinofibrom (malign adenofibrom)
(2) Borderline
a. Papiller kistik tiimor
b. Yiizey papiller timor
c. Adenofibrom, kistadenofibrom
(3) Benign
a. Kistadenom
b.Papiller kistadenom
c. Yiizey papilloma
d Adenofibrom ve kistadenofibrom

2. Miisinoz tiimorler
(1) Malign
a. Adenokarsinom
b. Adenokarsinofibrom (malign adenofibrom)
(2) Borderline
a. Intestinal tip
b. Endoservikal benzeri
(3) Benign
a. Kistadenom
b. Adenofibrom ve kistadenofibrom
(4) Mural nodiil ile miisin6z kistik timor
(5) Psodomyxoma pertonei ile musindz kistik timor
3. Endometrioid tiimorler
(1) Malign
(2) Borderline
(3) Benign
4. Berrak hiicre tiimorleri
(1) Malign
(2) Borderline
(3) Benign
5. Degisici hiicreli tiimorler
6. Yassi hiicreli tiimorler
7. Karisik epitelival timorler
8. Farklilasmamis karsinom

2.5.Borderline Yiizey Epiteliyal Over Tiimorleri

Borderline over tiimorleri histolojik ve klinik olarak 1929 yilinda ilk kez
Taylor ve arkadaslar1 tarafindan “overin yar1 malign tiimorleri” olarak tanimlanmigtir
(8, 51). Daha sonraki donemlerde bu tiimérler i¢in “diisiik dereceli invaziv olmayan

2

karsinom”, “diisiik malign potansiyelli tiimorler” gibi tanimlamalar yapilmstir (8,
52). 1971 yilinda FIGO (The International Federation of Gynecology and
Obstetrics), 1973 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan “Borderline, diisiik malign

potansiyelli timorler” olarak siiflamaya alinmigtir (52).
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Borderline over tiimorleri, biitiin epiteliyal over neoplazilerinin %10-15" ini
olusturmaktadir (Cizelge2.3)(53).

Borderline over tiimorleri kendi aralarinda serdz, musindz, endometrioid,
berrak hiicre, degisici ve karigik tip epiteliyal tiimorler olmak iizere
smiflandirilmaktadir. Ancak smiflamada yaygmliklar1 sebebiyle ser6z ve musindz
borderline tiimérler temel alinmaktadir (10, 51, 54).

Diisiik potansiyelli malign tiimorler (LPM) ya da borderline olarak da
adlandirilan bu grup, histopatolojik ve biyolojik 6zellikleri bakimindan benign ve
malign tiimorler arasinda gegis 6zelligi gostermektedir (50, 54).

Histolojik olarak borderline over tiimorlerinde, epitelde genis ve kiigiik
papiller gelisim ile yalanci cok kath tabakalanma, papillayr ¢evreleyen epitelde
proliferasyon, mitotik aktivitede artis gozlenmekle beraber, malignden farkli olarak
doku harabiyeti ve gergek stromal invazyon bulunmamaktadir (8, 52).

Borderline over tiimorleri, malign over tiimorlerine gore daha geng yaslarda
goriilmesinin yami swra prognozu da olduk¢a iyidir (55). Tiumor over disina
yayllmamis ise tiimore bagli 6lim olmayacagi ve yiiksek evreli olgularda bile
tanidan sonra uzun bir yasam siiresi vardir. Borderline tiimorler olgularindan evre I’
de tani alan hastalarmm bes yillik sagkalim siirelerinin % 99 oraninda oldugu
belirtilirken evrenin ilerlemesine bagli olarak sagkalim oraninin gittikce diisiis
gosterdigi belirtilmektedir (54).

Borderline timor tanili olgularda periton implantlar1 gelisebilmektedir (52).
Peritondaki implantlar benign ya da invaziv 6zellikte karsimiza ¢ikmaktadir (10).
Genellikle borderline vakalarinda mortalite bu tip over dis1 yayilimi olan hastalar ile
smnirhidir. Ancak bu over dis1 yayilimlarin ayirt edilmesi ve tedavisi konusunda hala
tartismalar siirmektedir (52, 56).

2.5.1. Borderline Seroz Epiteliyal Over Tiimorleri

2.5.1.1. Patolojisi

Geligmis iilkelerde, serdoz tiimorler tiim over neoplazilerinin % 80-85 ini
olusturmaktadir (57). Ser6z neoplazilerinin % 9-15" ini de borderline tiimérler
kapsamaktadir. Olgularin ortalama yaslar1 38 olup goriildiigii yas araligi 17-77’ dir.
FIGO smiflamasina gore olgularin, % 68’ ini evre I, % 11’ ini evre II, % 21’ ini evre
III ve % 1’ lik kismimni da evre IV olusturmaktadir. Serdz over tiimorlerinde % 40
oraninda bilaterite gozlenmektedir. Morfolojik olarak genellikle kistik ya da papiller
yapidadirlar. Dolayisiyla papiller serdz kistadenokarsinom ya da papiller
kistadenomdan ayirt edilmesi giigtiir (10).
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Histolojik olarak, tipik borderline serdz tiimor karmasik ve hiyerarsik
dallanmalar gosteren cok odakli fibroz papiller yapilariyla invazyon yapmayan
proliferatif neoplaziler olarak adlandirilmaktadir. Papillalardan hiicrelerin ayrilmasi
ve dokiilmesi karakteristik 6zelligi olarak belirtilmektedir (10, 58).

2.5.1.2. Molekiiler Genetik Degisimler

Literatiirde yapilan ¢aligmalardan elde edilen verilere gore niiklear genomda
benign ve borderline tiimorlerde kompleks kromozomal aberasyonlar goriilmezken,
invaziv over kanserlerinde kompleks kromozom aberasyonlar1 saptanmistir (erken
lezyonlarda 3q26, 8q24,ve 20ql3 duplikasyonlar1). 4, 13, 16, 18 ve X
kromozomlarinin par¢ca kaybi1 timdr progresyonunu ve kotii  prognozu
gostermektedir. Ayrica, hiicre proliferasyonu ve apoptozisi regiile eden regiilator
genler (pl6, siklin DI, Rb, p53, myc, bcl-2) ve tirozin kinaz reseptorlerinde
degisimler goriilmektedir. (Her-2/neu, dab-2, K-ras, P13-K, PTEN) (8, 59, 60).

Borderline over tiimorlerini ileri derece serdz tiimorlerden ayiran diger bir
ozellik ise p53 mutasyonlarmmn olduk¢a nadir gozlenmesidir. Ileri derece seroz
karsinomlarda bu mutasyonun goériillme orami % 61-67 olarak belirtilmistir (61).
Dolayisiyla tiimor olusum yolaginda serdz borderline tiimérler (SBT) icin ileri
derece ser6z karsinomun Onciilii demek yanlig olacaktir (9, 52, 58).

2005 yilmda Shih Ie ve arkadaslar1 tarafindan SBT’ lerden elde edilen
molekiiler genetik veriler, KRAS sinyal yolagina dikkat cekilmesi gerektigini
gostermektedir. KRAS ve mediyatorii olan BRAF mutasyonlart bir ¢ok timor
grubunda tanimlanmis mutasyonlardir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
RAS/RAF/MEK/MAPK sinyal yolagmin siirekli aktivasyonuna sebep olmaktadir
(52).

Bu iki gen ve SBT olgularim iligkilendirmek amaciyla yapilan caligmalarda
KRAS” m 12. ve 13. kodonundaki mutasyon ile BRAF’ 1 600. kodonunda valinin
glutamik asite degisimine sebep olan yanlis anlamli mutasyona erken evre
vakalarinin yaklagik iicte ikisinde rastlanmistir. Buna karsin, ileri derece serdz
karsinom vakalarinda bu mutasyonlara rastlanmamistir (58). Aymi zamanda
arastirmacilar bu iki mutasyonun ayni vakada gozlenmesinin olduk¢a nadir oldugunu
belirtmektedirler (9, 61).

Cheng ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda, 30 ser6z kistadenom vakasi
tizerinde yapilan caligmada, kistadenomlarda BRAF ve KRAS mutasyonlarinin
saptanmadig1 ancak pozitif kontrol olarak kullandiklar1 borderline tiimor olgusunda
BRAF mutasyonuna rastlandigi belirtilmistir (62).
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Niiklear genoma bagl olarak serdz over tiimorlerinin molekiiler patogenezini
aydmlatmak amaciyla 8 borderline tiimér odakli kistadenom olgusunda lazer
mikrodisseksiyon ile yapilan KRAS ve BRAF mutasyon analizi ¢aligmasinda,
borderline odaklarda ve oOnciilleri olan kistlerde % 88 oraninda KRAS ve BRAF
mutasyonlar1 saptanmustir (61). Buna bagl olarak da bu mutasyonlarin borderline
tiimor gelisiminde 6nemli 6nciil olduklarini belirtmislerdir (61).

Over tiimorlerinde mitokondriyal genom iizerinde yapilan caligmalar
mevcuttur. 2007 yilinda Aikhionbare ve arkadaslar: tarafindan over tiimorlerinin alt
tiplerinde mitokondriyal genom degisimlerini saptamak amaciyla yapilan ¢caligmada
serdz tiimorlerin erken evresi olan 3 benign kistadenom, 4 borderline timor ve 5 evre
I timor olgusunda 303 np. pozisyonunda instabilitenin gerceklestigi belirtilmistir
(42).

2.5.2. Borderline Miisinoz Epiteliyal Over Tiimorleri

2.5.2.1. Patolojisi

Miisinoz over tiimorleri, over neoplazilerinin %12 -15" ini olusturmaktadir
(63). Diger hiicre gruplarma oranla farkli klinik 6zellikleri bulunmaktadir. Miisindz
tiimorlerin borderline ve malign grubu oldukca agresif 6zellik tasimakta ve siklikla
gastrointestinal bolgeye metastaz gostermektedir (63). Miisindz borderline tiimor
vakalarina serdz borderline tiimorlere gére daha nadir rastlanmaktadir. Bu grup temel
olarak; endoserviks benzeri ve intestinal tip olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (10).

Endoserviks benzeri tiimorler, klinik ve patolojik olarak serdz borderline
tiimorlerle oldukga benzerlik gostermekte ve genellikle serdz borderline tiimorler ile
karisik halde bulunmaktadirlar. Bu tip borderline tiimorler endometriozis ile
yakindan iligkilidirler. Olgularin olduk¢a diisiik bir kismini1 olusturmasi nedeni ile
caligmalar daha yaygin goriilen intestinal tip miisindz borderline tiimorler iizerine
yogunlagmustir (64).

Intestinal tip miisindz borderline tiimorlerin %80’ nini olusturmaktadir.
Ortalama goriilme yas1 35’ tir. Miisindz borderline tiimorler tipik olarak diiz yiizeyli
benign miisindz kistadenoma benzer multikistik yapilar tiretmektedirler. Vakalarin
%90’ 1 unilateraldir. Bilateratenin varligr apendiks ya da gastrointestinal bolgeden
overlere metastaz yapmis bir odagin varligini diistindiirmektedir (10).
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2.5.2.2. Molekiiler Genetik Degisimler

Seroz tiimorlerden farkli olarak, musindz tiimorlerin benign, borderline ve
malign asamalarinda proto-onkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin ifade
diizeylerinde ve mutasyon oranlarinda yakin benzerlikler gozlenmistir (63).
Dolayisiyla borderline tiimdrlerin malign ile benign arasinda gecis asamasini temsil
ettigi diigiiniilmektedir (50).

Bugiine degin yapilan tiim caligmalarda miisindz tiimorlerin patolojik ve
histolojik alt gruplarinda % 33 ile % 86 oranlar1 arasinda degisim gosteren KRAS
mutasyonlar1 saptanmistir. KRAS mutasyonlart miisindz tiimorlerin olusumunda
erken evrede olduk¢a Onem tagimaktadir (64). Ser6z tiimorlerden farkli olarak
musinoz tiimorlerde BRAF mutasyonlarina rastlanmamustir (8, 52, 58).

2007 yilinda Aikhionbare ve arkadaslar: tarafindan 17 miisindz over timori
olgusu iizerinde mtDNA degisimlerini saptamaya yonelik yapilan caligmada,
olgularn tiimiinde tRNA™ geninde TI1653A degisimi saptanirken, diger
mutasyonlarin 12s TRNA, ATP6 ve D-loop bdlgesinde yogunlastigi bildirilmistir
(42).

Bugiine kadar ser6z ve miisindz over tiimorlerinde lazer mikrodisseksiyon
yontemi ile toplanmis saf tiimor hiicreleri ve normal hiicrelerin mtDNA mikrosatellit
verilerinin karsilastirildig: bir calisma mevcut degildir.
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MATERYAL VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dalma bagvuran olgulardan cerrahi miidahale sonucunda Patoloji Anabilim Dali
tarafindan Epiteliyal Borderline Over Tiimor tanisi konan 25 olgu c¢alisma
kapsaminda degerlendirilmis, bu olgularin cerrahi miidahale sonunda tiimoral doku
ornekleri ile periferal kan ornekleri alinmistir .

3.1. Periferal Kan Orneklerinin Alnim

Yiizey Epiteliyal Borderline Over Tiimor tanist almis olgulardan Sml. olacak
sekilde periferal kan ornekleri KsEDTA’ 11 steril tiiplere (Venoject®) alindi. DNA
izolasyon islemine kadar +4 °C’ de sakland1.

3.2. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lari, periferal kandan modifiye non-enzimatik
metod ile izole edildi. DNA izolasyonu i¢in kullanilan c¢ozeltiler ve islem
basamaklar1 asagidaki gibi uygulandi.

3.2.1. Kullamilan Soliisyonlar
CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)

0.32 M Sukroz (Merck)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)
SmM MgCl, (Merck)
%1 Triton-X (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan CLB 1X
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra +4 °C’ de saklandh.

TKM1 (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)
2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derigimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKMI1
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.
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TKM2 (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)

10mM Tris HCl1pH 7.6 (Sigma)

10mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)

0.4mM NaCl (Carlo Erba)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM2
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi

1 gram SDS (Q-Bio gene) 10ml distile suda ¢oziildiikten sonra filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

6 M NaCl (Sodyum Kloriir)

35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml distile suda ¢oziilerek otoklavda
sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%70’lik Etanol (C,HsOH)
70 ml %99 luk etanol, 30 ml distile su ile karistirildi ve +4 °C’ de sakland.

3.2.2. islemler

K3EDTA’]1 steril tiiplere alman kan alt tist edilerek homojenize edildi. Kan
orneginden 3 ml alinarak 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 3 kat1
hacim kadar CLB 1X eklendi ve yavasca karistirildi. Oda sicakliginda devir sayisi
(rpm) dakikada 2200 olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti
elle vurularak homojenize edildikten sonra iizerine 5 ml TKMI solusyonundan
eklendi. Vorteksde karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicakliginda 2200
rpmde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize
edildikten sonra iizerine 1.5 ml TKM2 ve 100ul %10 SDS soliisyonlarindan
eklendi. Tiip alt iist edilerek karigmas1 saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana
kadar 65°C’de 30-60 dakika siireyle su banyosunda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra tiipe 570 ul 6M’lik NaCl eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriiniim
elde edene kadar vorteksde karigtirildi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Dokelti icinde 4.5 ml %99 etanol bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipiine
transfer edildi. Tiip alt iist edilerek DNA’nin kondanse olmast saglandi. Tiip 2900
rpm’de santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti iizerine 5 ml  %70’lik etanol ilave
edilerek DNA’nin yikanmasi saglandi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek dokelti atildi. Tiip icerisinde c¢okelti halinde bulunan DNA 10-15
dakika kurutuldu. Uzerine 300u1 Tris EDTA soliisyonu (Fluka) eklendi ve etiivde 37
°C’de 1 saat veya 4 °C’de gece boyu birakilarak DNA’nin ¢oziilmesi saglandi.
Coziinen DNA 1.5 ml'lik ependorf tiiplere alindi. Elde edilen DNA 6rneklerinin
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optik dansite Ol¢timleri spektrofotometre ile yapildiktan sonra, konsantrasyonlar: 50
ng/ul olacak sekilde sulandirilip uzun siireli -20 °C’de, kisa siireli +4 °C’de sakland1

3.3. Doku Orneklerine Uygulanan islemler

Epiteliyal borderline over tiimorii tanist alan olgularin  ameliyat
materyallerinden geriye kalan dokular1 rutin parafin bloklara aktarilarak, standart
doku takibi yapildi. Sekil 3.1° de sunuldugu gibi, parafin bloklardan 5 1’ luk kesitler
almarak lazer mikrodiseksiyon cihazinda normal ve borderline tiimor alanlarmna ait
hiicre gruplar1 topland:1 (Islem 1). Toplanan spesifik hiicrelerden genomik DNA
izolasyonu Qiangen mikrokit (Qiagen, USA) ile yapildi (Islem 2). Tiimor ve normal
doku Orneklerine ait gDNA’ lar ilgili mikrosatellit bolgelere ait oligoniikleotitlerle
amplifikasyon sonucu amplikonlar1 olusturularak (islem 3) ardindan dizi analizi
yapildi (Islem 4).
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Islem 1. LCM cihaz ile spesifik hiicre
gruplarinin toplanimi

§

] LCM Sonraél dOkil i(eéiti

Sekil 3.1. Calismamizda izlenen islemler semast
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Islem 2.

gDNA izolasyonu

Islem 3. Tlgili bolgelerin amplifikasyonu

Islem 4. Amplikonlarin dizi analizi

ACCCCTCACCCACTAGG AT ACCAACAS
130 140 150

TETCCCCATGGEG AT GACCCCCCTCAGAT
230 240 250

TAACACTTGGGGGTAGC TALAGT GAL
1 340 350




3.4. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve saflik derecelerini belirlemek igin
spektrofotometre ile Ol¢iimler yapildi. Optik dansite Slgiilerini belirlemek amaciyla
ornekler 1/200 oraninda sulandirildi. Sul DNA 6rnegi 995 ul dH,O ile sulandirilarak
1000 ul’ye tamamlandi. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
orneklerin 6lctiimii yapilarak DNA miktarlari,

DNA miktar1 = Optik Dansite (O.D.)(260 nm) x Sulandirma Faktorii (S.F.) x 50

formiilii ile hesaplandi. Hesaplanan degerlere gore DNA ornekleri 50ng/ul olacak
sekilde sulandirild1.

3.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
PCR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp ®)
marka thermal cyclerlarda gerceklestirildi.

3.5.1 PCR reaksiyonu icerigi

PCR icerigi; dH,O, 10X tampon (Fermentas), 25mM MgCl, (Fermentas),
dNTP (10mM) Karisimu, Ileri ve Geri primer (10uM), Taq DNA polimeraz (5ii/ul)
(Fermentas) ve genomik DNA (50ng/ul) konularak 20 pl olacak sekilde hazirlandi.

D-loop 303 ve 514 niikleotid pozisyonlarina ait primer dizileri

Ileri primer: 5> TATCGCACCTACGTTCAATA 3° (20 mer; Tm: 56°C)
Geri primer: 5> AGGAGGTAAGCTACATAAAC 3°  (20mer; Tm: 56°C)

D-loop 16184 niikleotid pozisyonuna ait primer dizileri

Tleri primer: 5° ATTACTGCCAGCCACCAT 3’ (18 mer; Tm: 54°C)

Geri primer: 5° CGTGTGGGCTATTTAGGC 3’ (18 mer; Tm: 56°C)

12S rRNA bolgesi 958 niikleotid pozisyonuna ait primer dizileri

[leri primer: 5> CAATGCAGCTCAAAACGC 3’ (18 mer; Tm: 54 °C)

Geri primer: 5> ATCCACCTTCGACCCTTA 3° (18mer; Tm: 54 °C)
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3.5.2. PCR programi

Baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C” de 8 dakika; denatiirasyon 95°C’ de 45
saniye, birlesme 55°C’de 45 saniye, uzama 72°C’ de 45 saniye olacak sekilde 35
dongii; son uzama ise 72°C’de 5 dakika olarak ayarlandh.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

3.6.1. % 1.8’lik agaroz jelin hazirlanmasi

1.8 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE tamponu i¢inde (Tris-
Borat-EDTA) (Dr. Zeydanl) ¢oziildii. 50-55 °C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5 pg/ml
etidyum bromiir ilave edildi. Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz
jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi
icin beklendi. Jel polimerize olduktan sonra taraklar jelden alindi1 ve agaroz jel,
elektroforez tankina yerlestirildi.

3.6.2. islemler

%1.8’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE tamponu bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. PCR iiriini ve 50b¢’lik marker yiikleme tamponu kullanilarak
kuyucuklara mikropipet yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagl gii¢ kaynagi
ile 120 voltta 30 dakika yiiriitiildii. Siire sonunda Ornekler UV 151k veren
transilluminator Syngene (Ingenius) yardimiyla incelendi.

3.7. Amplikonlarin temizlenmesi
Amplifikasyon iiriinlerinin temizlenmesi, PCR {iriin piirifikasyon kiti (Roche)
kullanilarak gergeklestirildi.

3.7.1. islemler

PCR iiriinii steril distile su eklenerek 100 ul’ye tamamlandi. Uzerine 500 ul
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karisim piirifikasyon filtresinin
tizerine bosaltildi. Oda sicakliginda 14000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Tiipiin
dibine biriken dokelti atildi. Piirifikasyon filtresinin {izerine 500 pl yikama soliisyonu
eklendi. Oda sicakliginda 13000rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Dokelti atild1. Tkinci
yikama 200 pl yikama soliisyonu ile yapildi. Tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi ve dokelti atild1. Piirifikasyon filtresi temiz 1.5 ml’lik ependorf
tiipe aktarild1. Uzerine 50 ul eliisyon soliisyonu ilave edildi. Oda sicakliginda 13000
rpm’de 1dakika santrifiij edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

3.8. DNA Dizi Analizi
Dizi analizi reaksiyonlar1 PCR System 9700 (Gene Amp ®) marka Thermal
Cycler kullanilarak agagidaki programa gore yapildi.

3.8.1. Dizileme Reaksiyonu
5X Tampon, Big Dye v3.1, primer (10uM), kalip DNA ve H,O konularak
final hacmi 10ul olacak sekilde hazirlandi.
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3.8.2. Dizileme PCR Programi
Denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme, 50°C’de 5 saniye, uzama,
60°C’de 4 dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlandi.

3.9. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Temizlenmesi

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2ul 3.2M sodyum asetat
(Mallinckrodt) (pH:4.6) konuldu. Uzerine 30ul %99 soguk etanol ilave edildi. Bu
karisimin iizerine amplifikasyon iirliniiniin tamami eklendi ve vorteksde karistirildi.
20 dakika buz iizerinde bekletildi. Siire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20
dakika santrifiij edildi. Pipetle dokelti alinarak atildi. Cokelti iizerine 250ul %70
etanol ilave edildi. Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar
dokelti pipetle alinarak atildi. Tiiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumasi beklendi.
Tiipler kuruduktan sonra iizerine 25ul formamid ilave edildi. Tipler hafifce
vurularak karistirildi ve dizi analizi tiiplerine aktarildi. ABI 3130 dizileme cihazina
konulmadan énce ornekler 94 °C’de 5 dakika denatiire edilerek cihaza yiiklendi.

3.10. DNA Dizi Analizi
Denatiire edilen PCR iiriinleri ABI 3130 dizileme cihazina yiiklenerek
sonuglar ABI sequence analysis v3.1 yazilim programinda degerlendirildi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dal1 ve Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan borderline ylizey epitel over timorii tanisi
konmus 25 olgu degerlendirilerek aydinlatilmis onam formlar1 alindiktan sonra
caligma kapsamima almmustir. (Etik Kurul Ononay1 Say1:346 Tarih: 18.08.08)

4.1. Patolojik Bulgular
Calisma kapsamina alinan olgularin yas ve patolojik tanilar1 Cizelge 4.1 de
sunulmustur.

Borderline yiizey epitel over tiimorii tanili olgularin yas ortalamalar1 41
olarak belirlenmistir. Olgularmm 9’ u serdz borderline tiimér, 16’ s1 miisindz
borderline timor tamsi almistir. 18 olgunun FIGO/TNM degerlendirmesi
bulunurken, 7 olgunun degerlendirmesi cerrahi nedenler ile bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.1. Olgularin klinik 6zellikleri

Olgular | Yas Tam Implant FIGO TNM
1 44 Borderline seroz kistadenom (+) ITA pT2a pNO
2 36 Borderline miisinoz timor (-) IA pTla pNO
3 53 Borderline seroz papiller kistik timor (-) IC pTlc pNO
4 43 Borderline miisinoz kistik tiimor (-) 1B pT1b pNO
5 44 Borderline miisindz timor (-) IA pTla pNO
6 55 Borderline miisin6z tiimor (intestinal tip) (-) 1A pTla pNO
7 42 Borderline miisin6z tiimor (endoservikal ) 1A pTlapNO
benzeri)
8 43 Borderline miisin6z tiimor (endoservikal ) 1A pTlapNO
benzeri)
9 30 Borderline miisin6z tiimor (endoservikal
benzeri)
10 38 Miisin6z borderline tiimor (intestinal tip) (-) 1A pTla pNO
11 20 Miisindz borderline tiimor (+) IITA pT3a pNO
12 47 Ser6z borderline tiimor (+) IC pT3a pNI1
13 6 Borderline miisin6z timor
14 34 Borderline ser6z tiimor
15 60 Borderline seroz kistadenofibrom (-) IA pTla pNO
16 39 Borderline miisinoz timor (-) IA pTla pNO
17 41 Borderline musinoz timor (-) IA pTla pNO
18 Borderline seroz papiller kistik timor
19 50 Borderline miisindz adenofibrom ) IA pTla pNO
(endoservikal benzeri)
20 38 Sertz borderline tiimor
21 55 Borderline seroz tiimor (-) IA pTla pNO
22 20 Borderline miisin6z tiimor (intestinal tip) (-) 1A pTla pNO
23 68 Borderline papiller ser6z kist adenofibrom
24 44 Borderline miisin6z tiimor (endoservikal () 1A pTla NO
benzeri)
25 28 Borderline miisin6z tiimor (intestinal tip)
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4.2.Molekiiler Genetik Analizler

4.2.1. Lazer Mikrodiseksiyon (LCM)

Olgularin, parafine gomiilii normal ve tiimor dokusu Orneklerinden 5Sp
kalinliginda kesitler alinarak lazer mikrodiseksiyon yontemi ile hiicreler toplanildi.
Su parafin doku kesitlerinden LCM uygulama dncesi, sonrasi ve bagliklarda toplanan
hiicre goriintiilerine 6rnekler sekil 4.1° de sunulmustur.

BO9-LCM Oncesi Normal Doku Kesiti

BO9-LCM Sonrast Normal Doku Kesiti BO9-LCM Sonrasi Tiimor Doku Kesiti

BO9-Bagslikta Toplanan Normal Doku Kesiti BO9-Baglikta Toplanan Tiimor Doku Kesiti

Sekil 4.1. Tiimor ve normal dokulardan elde edilen 6rnek LCM goriintiileri
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4.2.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuclan

Borderline yiizey epiteliyal over tiimor tanis1 almig olgularda, mitokondriyal
mikrosatellit profilinin degerlendirilmesi amaciyla D-loop bolgesinin 303 np., 514
np., 16184 np. ve 12S rRNA geninin 956 np.” de bulunan tekrar dizilerine yonelik
molekiiler genetik caligmalar yapilmistir. Mikrosatellit dizileri, bu bdlgelere ait
O0zgiin primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi ile
cogaltilmustir. Ilgili amplikonlar %1.8" lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiileri
Sekil 4.1’ de sunulmustur. PCR ile amplifiye edilen, 303 np ve 514 np. mikrosatellit
bolgelerini iceren D-loop III bolgesinin amplikon biiyiikliigii 460 baz cifti (bg),
16184 np. iceren D-loop I bolgesinin amplikon biiyiikligii 444 bc. ve 12S rRNA
bolgesinin amplikon biiyiikliigii 655 bg.” dir.

ekil 4.2. Ilgili amplikonlarin jel gériintiileri. r geni — np)., -loop 1 bolgesi-

Sekil 4.2. Iigil likonl 1 leri. A)12S rRNA (956np)., B) D-1 I bol
(16184 np.), C) D-loop 3 bolgesi- (303 np., S14np.) (M: Marker, N: Normal doku, T:
Tiimor doku, (-): Negatif kontrol )
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25 olgunun D-loop I, D-loop III ve 12S rRNA bolgelerinin amplifikasyon
sonrast amplikonlari, piirifiye edilerek DNA dizi analizine alinmistir. Her
mikrosatellit bolgesinin referans DNA dizisi sekil 4.3., 4.4., 4.5. ve 4.6’ da
sunulmustur.

Fae - b b LWL R BB ll-l-l-l—-l-l I I l SHNNRSNEENE NS
A AT T T o CAaC Ca a8 C CCC oo o TCC CC cT coT GC oA A G T AC T TA
100 110 120 130 140

i) VT e

Sekil 4.3. 303 np. mikrosatellit bolgesi referans dizisi (D-loop 3 bolgesi — [C;TCs])

Sekil 4.4. 514 np. mikrosatellit bolgesi referans dizisi (D-loop 3 bolgesi — [CA]s)

H - Ig 1 gl l- g-TI-I-I-I--é-l-l-l--l-l-!-!-I-I-é-l!-l-I-I-g-!-l-l--!-I-!-{!-I-I-!—H-I-!-é-l-

e A B

Sekil 4.5. 956 np. mikrosatellit bolgesi referans dizisi (12s rRNA geni- [CsTC,])

e T N N G EET N NN NNEEIEEEEINERERNEE
ACCCAAT CCACAT CAAAACCCCC TCCCOCATGCT TACALA GCAAGTACAGCAAT CAACCC
40 a £ 70 an a0

Sekil 4.6. 16184 np. mikrosatellit bolgesi referans dizisi (D-loop 1 bolgesi- [C5TCq4])
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DNA dizi analizi sonucunda, ¢alisilan 16 olguya ait tiimdr ve normal doku
cifti ile 8 tiimor ve 1 normal dokuda farkli mikrosatellit bolgelerine ait degisimler
saptanmugtir.

Borderline ser6z tiimor grubunda, 5 normal dokunun % 60 (3/5)’ min D310
bolgesinde mutasyonlar saptanmistir.  Bunlar m.309_310insC (n=2) ve
m.309_310insCC (n=1) mutasyonlaridir. Ayrica normal dokularin, % 20 (1/5)’ sinin
514 np. bolgesinde m.523_524insCA, % 20 (1/5)’ sinin 956 np. bdlgesinde
m.961delTinsC mutasyonlar1 saptanmistir. Toplanan 9 serdz tiimor dokusunun ise,
% 67 (6/9)" sinin D310 bolgesinde m.309_310insC, % 56 (5/9)’sinin 514 np.
bolgesinde m.523_524insCA, % 11 (1/9)’inin 956 np. bolgesinde m.961delTinsC
mutasyonlaria rastlanmistir. Ser6z tiimor ve normal dokularlarda 16184 np.
bolgesinde herhangi bir mutasyon saptanmamustir. (Cizelge 4.2.)

Serdz borderline tiimdr grubunda 5 olgunun tiimor ve normal doku ciftlerinin
degisimleri karsilastirilmistir. BO21 nolu olgunun D310 ve 514 np. bolgesinde
somatik mutasyonlar saptanirken; BO12 ve BO20 nolu olgularin D310 ve 514 np.
bolgesinde, BO3 nolu olgunun ise 956 np. bolgesinde germ line mutasyon
belirlenmigtir. Ser6z borderline tiimor tanili olgularin normal ve tiimor ciftlerinde
dizi elektroferogram 6rnekleri Sekil 4.7’ de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Borderline Ser6z Epiteliyal Over Tumorii tanist almis olgularin normal-timor
dokularindan elde edilen mitokondriyal genom degisimleri

303 np. 514 np. 956 np. 16184 np.

OlguNo | Doku C,TC;s (CA)s CsTC, CsTC,
BO1 ™ C,TCq (CA)s CsTC, GsTC,
BO3 NL C,TCq (CA)s m.961delTinsC CsTC,
™ C,TCq (CA)s m.961delTinsC GsTC,

BO12 NL m.309_310insC (CA)s CsTC, CsTCy
™ m.309_310insC (CA)s CsTC, CsTCy

BO14 NL C,TCs (CA)s CsTC, CsTCy
™ CiTCs (CA)s CsTC, CsTCy

BO15 ™ m.309_310insC | m.523_524insCA CsTC, GsTC,
BOI8 ™ m.309_310insC | m.523_524insCA CsTC, GsTC,
BO20 NL m.309_310insC | m.523_524insCA CsTCy GsTC,
™ m.309_310insC | m.523_524insCA CsTC, CsTCy

BO21 NL m.309_310insCC (CA)s CsTC, CsTCy
™ m.309_310insC | m.523_524insCA CsTC, CsTCy

BO23 ™ m.309_310insC | m.523_524insCA CsTC, GsTC,
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Sekil 4.7. Ser6z borderline timor tanili olgularin normal/tiimér ¢iftlerinde dizi elektroferogram
ornekleri
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Borderline miisindz tiimor grubunda, 12 normal dokunun % 67 (8/12)’sinin
D310 bolgesinde mutasyonlar saptanmistir. Bunlar m.309_310insC (n=7) ve
m.309_310insCC (n=1) mutasyonlaridir. Ayrica normal dokularin % 25 (3/12)’ inin
514 np. bolgesinde m.523_524insCA mutasyonu saptanmistir. 956 ve 16184 np.
mikrosatellit bolgelerinde herhangi bir mutasyon saptanmamigstir. Toplanan 15
borderline musindz timér olgusunun ise, % 67 (10/15)’sinin D310 bdlgesinde
mutasyonlar saptanmistir. Bunlar m.309_310insC (n=8), m.309_310insCC (n=1) ve
m.309_310insCCCC (n=1) mutasyonlaridir. Olgularm % 44 (7/16)’sinm 514 np.
bolgesinde mutasyonlar saptanmistir. Bunlar m.523_524insCA (n=5) ve
m.522delCA (n=2) mutasyonlaridir. Miisindz tiimor dokularinin % 6 (1/16)’ sinin
16184 np. bolgesinde m.16189delTinsC mutasyonu saptanmistir. Miisindz timor
dokularinin 956 np. bolgesinde mutasyon saptanmamustir. (Cizelge 4.3.)

Miisindz borderline tiimor grubunda 11 olgunun normal ve timor
dokularindaki degisimler karsilastirilmistir. BO4, BO6, BO7, BO8, BO13, BO19
nolu olgularin D310 bdlgesinde, BO4, BO6, BOS, BO16, BO19, BO25 nolu
olgularin 514 np. bolgesinde ve BOS nolu olgunun 16184 np. bolgesinde somatik
mutasyonlar saptanirken, BO10, BO16, BO25 nolu olgularin D310 bdlgesinde,
BO10 nolu olgunun 514 np. bolgesinde germline mutasyonlar belirlenmistir.
Miisindz borderline tiimor tanili olgularin normal ve tiimor ciftlerinde dizi
elektroferogram ornekleri Sekil 4.8 ve 4.9’ da sunulmustur.

29



Cizelge 4.3. Borderline Miisinoz Epiteliyal Over Timorii tanist almis olgularin normal-timor
dokularindan elde edilen mitokondriyal genom degisimleri

303 np. 514 np. 956 np. 16184 np.

OlguNo | Doku C,TC;s (CA)s CsTC, CsTC,

BO2 ™ m.309_310insC (CA)s GsTC, GsTC,

BO4 NL m.309_310insC. m.523_524insCA | CsTC, CsTC,

™ m.309_310insCC (CA)s CsTC, CsTC,

BO5 NL C,TC, (CA)s CsTC, CsTC,
™ C,TC, (CA)s CsTC, | m.16189delTinsC

BO6 NL m.309_310insCC. | m.523_524insCA | GCsTCy GsTC,

™ m.309_310insC m.522delCA GsTC, GsTC,

BO7 NL m.309_310insC (CA)s GsTC, CsTC,

™ m.309_310insCCCC (CA)s CsTC, CsTC,

BOS NL C;TCs (CA)s CsTC, CsTC,

™ m.309_310insC m.523_524insCA | GCsTCy CsTC,

BO9 NL C;TCs (CA)s CsTC, CsTC,

™ C;TCs (CA)s CsTCy CsTC,

BO10 NL m.309_310insC m.523_524insCA | GsTCqy GsTC,

™ m.309_310insC m.523_524insCA | GCsTC, CsTCy

BO11 ™ C,TCq (CA)s GsTC, GsTCy

BO13 NL m.309_310insC (CA)s GsTC, CsTC,

™ C;TCs (CA)s CsTCy CsTC,

BO16 NL m.309_310insC (CA)s GsTC, CsTC,

™ m.309_310insC m.522delCA CsTCy CsTCy

BO17 ™ m.309_310insC m.523_524insCA | GsTCq GsTC,

BO19 NL C;TCq (CA)s CsTC, CsTC,

™ m.309_310insC m.523_524insCA | GCsTGC, CsTCy

BO22 ™ C,TCq (CA)s GsTC, GsTC,

BO24 NL m.309_310insC (CA)s GsTC, GsTC,

BO25 NL m.309_310insC (CA)s CsTC, CsTC,

™ m.309_310insC m.523_524insCA | GCsTGC, CsTCy
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Sekil 4.8. Miisinoz borderline tiimor tanili olgularin normal/tiimér ciftlerinde dizi elektroferogram
ornekleri
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Sekil 4.9. Miisinoz borderline tiimor tanili olgularin normal/tiimér ciftlerinde dizi elektroferogram
ornekleri
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TARTISMA ve SONUCLAR

Over kanseri, diinyada 5. iilkemizde ise 2005 yili Saglik Bakanlhigi Kanser
istatistikleri verilerine gore 7. sirada yer almaktadir. Bu sonucglar onceki yillara ait
istatistikler ile karsilastirildiginda over kanseri olgularmin gittikge artis gosterdigi
g6zlenmektedir (65).

Over neoplazilerinin % 90’ 1n1 epiteliyal over tiimorleri olusturmaktadir.
Epiteliyal over kanserinin etiyolojisi ve patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber
tiimorlerin orijini lizerine kurulmus birbiriyle iligkili hipotezler bulunmaktadir. Bu
hipotezlerden bir tanesi over epitelinin ovulasyona bagli olarak tekrarlayan
travmalara maruz kalmasidir (46). Bu durum toplam ovulasyon siklusu ve over
kanseri gelisim riski arasindaki iliski ile desteklenmektedir. ileri siiriilen bir diger
hipotez tiimOr orjininin epitelin stromaya yaptig1 invaginasyon sonucu olusan
inkliizyon kisti olduguna yoneliktir (48). Bu durumda inkliizyon kistinin bulundugu
mikrogevrenin de neoplastik transformasyonda 6nem kazandigi bildirilmistir (66).
Over timor gelisimine etkisi olan hormonal faktorler de tiimoriin etiyolojisinde
onemli rol oynamaktadir (67). Over tiimdrlerinin patogenezinin bir ¢ok faktore
dayandirilmasi sebebiyle tiimor orneklerinde ¢aligmamizda uygulandig: gibi spesifik
hiicre populasyonlar1 iizerinde yapilan arastirmalar bu alanda ©Onemli veriler
saglamaktadir.

Borderline over tiimorleri, epiteliyal over tiimdrlerinin % 10-15 lik kismimi
olusturmaktadir . Giiniimiize kadar yapilan ¢caligmalar halen kanserin tiimiiyle nasil
gelistigine dair, Ozellikle molekiiler patogenezisine ait detayli bir bilgi
saglamamaktadir. Bilindigi gibi kanserli hiicrelerde, genomlarindaki degisim sonucu
pek cok dolayli ya da dolaysiz olarak kendini gosteren Ozellik mevcuttur.
Histopatolojik ve biyolojik o©zellikleri bakimindan benign ve malign tiimorler
arasinda gecis 0zelligi gostermesi nedeni ile borderline over tiimorleri, timor gelisim
yolaginin aydinlatilmasi agisindan onem tasimaktadir (50, 54).

Son yillarda borderline over tiimorlerinde niiklear genom iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda histopatolojik alt gruplara bagh olarak, BRAF, K-ras, PTEN, [
katenin mutasyonlar:1 ile mikrosatellit bolgelerinde kararsizliklar saptanmustir (58,
68).

2005 yilinda Dana Farber Harvard Kanser merkezi tarafindan yapilan
calismada over kanserinin histolojik olarak c¢ok heterojen bir hastalik oldugunu
vurgulamuglardir (40). Dolayisiyla kanserde, mikrodiseksiyon ile spesifik hiicre
populasyonlar1 ilizerinde yapilacak caligmalar farkli histolojik hiicre tiplerindeki
molekiiler profilin ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Giintimiize kadar borderline over tiimorlerinde tek hiicre klonal populasyonu
ile niiklear genom degisimlerine yonelik caligmalar bulunurken, mitokondriyal
genom degisikliklerini irdeleyen ¢alismalar olduk¢a smirhidir (61, 69). Bugiine kadar
yapilan borderline yiizey epitel over tiimorleri ile mitokondriyal genom iligkili
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caligmalar bir tiimoOr alaninda bulunan degisik Ozelliklere sahip bazen de farkli
tanilari oldugu alanlar iizerinde gerceklestirilmistir.

2006 yilinda Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada,
mikrodiseksiyon yapilmaksizin over tiimorlerinde D310 bolgesinde % 19.2’sinde,
514 np. bolgesinde % 6.8’ inde mutasyon saptanirken, 956 np. ve 16184 np.” nunda
herhangi bir degisimin saptanmadigi belirtilmistir (5). Ancak bugiine kadar spesifik
borderline over tiimor hiicrelerinde mtDNA genom degisimlerinin belirtildigi bir veri
halen mevcut degildir. Calismamizda gerceklestirdigimiz mutasyon analizi
sonuclarinda, borderline serdz tiimor dokularinin % 67’ sinde D310, % 56’ sinda 514
np., % 11’ inde 956 np. bolgesinde degisim saptadik. Miisindz borderline timor
dokularmin ise % 67’ sinde D310, % 44’ tinde 514 np. ve % 6’ sinda 16184 np.
bolgesinde mutasyonlar belirledik. Bu degisimler spesifik borderline tiimor hiicre
gruplarinda 4 mikrosatellit bolgeye ait genetik profili ortaya koymaktadir. Dolayis1
ile literatiirde heterojen hiicre populasyonlar: iizerinde yapilan ¢aligmalar, tek hiicre
klonal populasyonlarinin genetik profillerinden farkl verilerin elde edilmesine sebep
olmakta ve tiimorigenezin genetik profili  hakkinda Ozgiin  bilgiler
saglanamamaktadir.

2006 yilinda Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada, D310
bolgesinin kanserde “hot-spot” oldugu belirtilmistir (41). Literatiir ile uyumlu olarak
calismamizda da en yiiksek mutasyon orant D310 bolgesinde saptandi. Giliniimiize
kadar yapilan ¢alismalarda bu bolgede meydana gelen mutasyonlarin mitokondriyal
genomun kopya sayis1 ve gen ifadesini etkileyebilecegi belirtilmistir (11, 19, 21).
Ayrica, tiimorlerde bu bolgede degisimlerin sik gozlemlenmesi nedeni ile hiicresel
DNA hasar1 ve kanser gelisiminde de genotipik bir belirtec olabilecegi
belirtilmektedir (24).

2006 yilinda Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, 514 CA
tekrar degisimlerini over tiimorlerinde % 6.8 oraninda saptanmis ve degisimi over
tiimorleri icin nadir gozlenen bir degisim olarak belirtmislerdir (5). Bu ¢alismanin
aksine 2007 yilinda Aikhionbare ve arkadaslar1 tarafindan epiteliyal over
timorlerinin alt tiplerinde ve evrelerinde mitokondriyal DNA’ da meydana gelen
degisimleri saptamaya yonelik yapilan calismada ilgili bolgedeki degisimlerin
normal dokuya kiyasla anlamli bir degisim olmadigi belirtilmis ve mikrosatellit
bolgesindeki degisimler ¢ogunlukla meme kanseri ile iligkilendirilmistir. (42, 44).
Ancak bu verilerden farkli olarak calismamizda, hem miisin6z hem de serdz
gruplarda bu bolgede % 37 ve % 43 oranlarinda degisimler saptadik. Bu
mutasyonlar, m.522delCA(2) ve m.523_524insCA (14) degisimleridir.

Over tiimorleri ve mtMSI (mitokondriyal mikrosatellit instabilizasyonu)
izerinde yapilan caligmalarda over tiimorlerinde 956 ve 16184 np. mikrosatellit
bolgelerinde bir degisim saptanmadigi belirtilmistir (5). 12S rRNA bolgesinin 956
np. mikrosatellit bolge degisimi 6zellikle jinekolojik kanserler arasinda endometrium
kanseri i¢in spesifik olabilecegi ileri siiriilmiigtiir (5). Bugiine kadar yapilan
caligmalardan farkli olarak calismamizda olgularm 16184 np. ve 956 np.
bolgelerinde de degisimler saptadik. Bunlar 956 np. icin ser6z borderline timor
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grubunun BO3 nolu olguda saptanan germ line m.961delTinsC mutasyonu ile
miisindz borderline tiimor grubunda BOS5 nolu olgunun 16184 np. bolgesinde
saptanan m.16189delTinsC somatik mutasyonudur. m.16189delTinsC degisiminin
yarattigl uzun sitozin tekrarlarinin instabilizasyonun artmasmda temel rol oynadigi
belirtilirken, degisim en sik meme kanseri olgularinda saptanmaktadir (24).

Elde edilen veriler arasindaki temel farklilik calismalarin heterojen doku
ornekleri lizerinde yapilmasidir. Buradan da anlasilacag: lizere kanserde, spesifik
hiicre populasyonlarinda yapilan mutasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler
gercek tiimor profilini ortaya ¢ikarmaktadir.

Heterojen tiimOr dokularinda 0zellikle mitokondriyal genom mutasyon
analizlerinde 6zgiin degisimler saptanamamaktadir. Ciinkii memeli hiicreleri enerji
gereksinime bagl olarak 1000’ in iizerinde mitokondriye, 10000’ in iizerinde de
mitokondriyal DNA kopyasma sahiptirler (11, 12). Dolayis1 ile nuklear genomda
meydana gelen bir mutasyon homozigot ise % 100 mutant, heterozigot ise % 50
mutant oranlari ile gosterilebilirken, mtDNA kopya sayisinin fazlaligina bagh olarak
bu oran % 0-100 arasinda herhangi bir degeri alabilmektedir. Boyle bir durumda,
bireyin tiim mitokondriyal genom dizilerinin ayni olmasi homoplazmi, bireyin
mtDNA dizilerinin yasa, mutasyona ya da polimorfizme baghh olarak farkli
varyantlara sahip olmasi durumu ise heteroplazmi olarak adlandirilmaktadir (70).
Boylece heterojen tiimor grubunda kontaminasyon sonucunda esik degeri altindaki
heteroplazmik mitokondriyal genomlardaki mutasyonlar saptanamamaktadir.

Amerika’ da yer alan Atlanta Morehouse Tip Fakiiltesinde erken evre
epiteliyal over tiimorlerinin heterojen doku Orneklerinde mitokondriyal genom
degisimlerine yonelik ¢alismada, erken serdz epiteliyal over tiimorii olgularinin %
81’ inin D310 bolgesinde TC insersiyonunu saptanmustir (42). Ayni ¢alismada
tiimorlerde, D310 bolgesindeki sitozin instabilizasyonunun germ line Ozellik
gosterdigi belirtilmistir (42). Borderline serdz over tiimor ve normal hiicreler
izerinde yaptigimiz mutasyon analizi sonucunda tiimor dokularinda m.309_310insC
mutasyonu saptadik. Bu mutasyon heteroplazmik olmakla beraber, spesifik seroz
borderline tiimor hiicrelerinde belirlenen orani (9/5) % 67’ dir. Degisimin saptandigi
borderline serdz tiimor dokularindan 4 olgunun 3’ {iniin esdeger normal dokularinda
da benzer degisim saptanmis ve germ line olarak adlandirilmistir. BO21 nolu
olgunun timor dokusunda m.309_310insC degisimi gozlemlenirken, normal
dokusunda m.309_310insCC degisimi belirlenmistir. Her iki degisim de
heteroplazmiktir.

Literatiirde, spesifik miisindz borderline tiimor hiicrelerinde mitokondriyal
genomda ilgili bolgelerdeki degisimleri irdeleyen bir ¢calisma mevcut degildir. Ancak
Aikhionbare ve arkadaslari, miisindz tiimor grubunda mitokondriyal genomda D310
bolgesinde m.309_310insC ve m.309_310insCC degisimlerini gozlediklerini
belirtmislerdir. Calismamizda spesifik borderline miisinéz tiimor dokularinin D310
bolgesinde benzer degisimlerin yani sira BO7 nolu olgunun tiimér dokusunda
m.309_310insCCCC degisimi gozlenmistir. Saptanan degisimler heteroplazmik
durumundadir. Bugiine kadar kanserde bulunan mitokondriyal genom degisimleri
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homoplazmik olarak belirtilmistir (6, 25). 2007 yilinda Trappen ve arkadaslari
tarafindan yapilan caligmada tiimor hiicrelerinde heteroplazmik degisimlerin sebebi
olarak stromal hiicrelerin kontaminasyonu sonucunda homoplazmik yapiy1
maskeledigini belirtmistir (6). Ancak calismamizda bu yorumun aksine saf hiicre
populasyonlar1 kullanilarak elde edilen verilerde heteroplazminin varligr s6z
konusudur. Dolayist ile stromal hiicrelerin kontaminasyonu ya da farkli tani almis
timOr gruplarmi iceren doku oOrneklerinden elde edilen verilerin tiimoriin gercek
profilini yansitmadig1 gozlenmektedir.

Calismamizda, miisindz ve serdz tiimor gruplarinda D310 bolgesinde C;TCs
ortak degisimi saptanmustir. Bu dizide ikinci sitozin tekrarindaki degisim literatiirde
nadir polimorfizmler arasinda belirtilmektedir (38, 42).

Epiteliyal over tiimorlerinin patogenezinin aydinlatilmasinda, benignden
malign asamaya gecisi temsil eden borderline over tiimorlerinde meydana gelen
niikklear ve mitokondriyal genom degisimleri olduk¢a Onem tasimaktadir. Bu
asamada ise tiimorlerin gercek genetik profillerinin aydinlatilmasmmda LCM
sonucunda elde edilen spesifik hiicre populasyonlar: iizerinde yapilan ¢aligmalar
Oonemli rol oynamaktadir.

Calismamizda tek hiicre klonal populasyonlarindan elde ettigimiz veriler,
onemli olup borderline epitel over tiimorlerinde mitokondride ‘“hot-spot” olarak
belirtilen 4 mikrosatellit bolgedeki genetik profili ortaya koymaktadir. Elde edilen
veriler spesifik benign ve malign over tiimorlerinde mitokondriyal genoma yonelik
caligmalara destek saglamasmin yaninda, over tiimorlerinin patogenezinin
aydinlatilmasinda da yararh olacaktir.
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