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OZET

Kolorektal kanser, diinyada en yaygin goriilen kanserlerden biridir. Klinik ve patolojik
gelismelere ragmen kolorektal kanserin tani ve tedavisinde kullanilan belirtegler smnirlt
kalmaktadir (1). Son yillarda mikroRNA” larin islevlerinin ve kanser gelisimindeki rollerinin
anlasilmaya baslanmasi, hem kanserin molekiiler patolojisinin anlasilmasinda hem de yeni
molekiiler hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesinde umut olusturmustur.

Calismada, Tiirk populasyonuna ait, aile hikayesi bulunmayan, 50 yas altinda kolorektal
kanser tanis1 almig bireylerin tiimor dokularinda, kolorektal kanser siirecinde etkili olabilecegi
diistiniilen 38 farklt miRNA’ nin ekspresyon profilleri incelendi. Elde edilen veriler, web
tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT? profiler PCR array data analysis version 3.5)
programindan yararlanilarak degerlendirildi. Degerlendirilen hasta grubunun tiimér dokular
ile kontrol grubu karsilastirildiginda, miR-143” {in ekspresyon seviyesinde anlamli diisiis
gozlendi (p=0.01). Ayn1 zamanda miR-143 ekspresyon seviyesinin niiks ve uzak metastaz
varliginda da diisiis gosterdigi belirlendi. Normal doku ile karsilastirildiginda, evre 4 timor
dokularinda, miR-106a ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis belirlendi (p=
0.02). Bu ekspresyon artiginin lenf nodu metastazi varliginda da anlamli oldugu gozlendi
(p=0.03).

Elde edilen bulgular 1s181nda; Tiirk populasyonuna ait, kotii prognoz potansiyeli olan,
erken yasta tan1 almis ve aile hikayesi olmayan hastalarmn tiimor dokularinda, miR-106a ve
MiR-143 ekspresyon diizeyleri degerlendirilerek tiimoriin agresivitesi ve hastada metastaz
gelisebilme riski ile ilgili bilgi edinilebilecegi diisiiniilmektedir. Mevcut bulgular, bu
hastalarmn tedavi yaklasimlarinin diizenlenmesine katki olusturarak hastalara ait yasam
stiresinin ve kalitesinin iyilestirilmesine imkan saglayacaktir. Ayrica elde edilen bulgularin
Tirk populasyonuna ait bu hastalarda, kotii prognozun takibini saglayabilecek
biyobelirte¢lerin belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatiire katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, mikroRNA, gen¢ yas, RT-PCR.



SUMMARY

Colorectal cancer is the type of cancer most frequently seen in the world. Despite clinic
and pathologic improvements, markers used in diagnosis and treatment of colorectal cancer
are still not enough (1). Recently understanding the functions of miRNAs and their roles in
cancer progression has been providing expectations for understanding the molecular
pathology of breast cancer and developing new molecular targeted therapies.

In this study, 38 different miRNAs expression profiles which thought to have effects on
colorectal cancer are investigated. Expression profiles of these miRNAs were evaluated for
non-familial and early-onset colorectal tumor and non-tumor tissues of Turkish patients. Data,
gathered from study, evaluated by web based Sabiosciences PCR-Data Analyze (RT? profiler
PCR array data analysis version 3.5). Expression levels of miR-143 is significantly reduced in
tumor samples with respect to normal tissues (p=0.01). miR-143 expression is also correlated
with the recurrence and distant metastasis. However, expression levels of miR-106a is
significantly increased in tumor tissues (p=0.02). This incensement is also correlated with the
presence of lymph node metastasis (p= 0.03).

These data will be beneficial for evaluation of miR-106a and miR-143 expression levels
to obtain information about aggressiveness of tumor and metastasis risk in early onset, non-
familial colorectal cancer patients. In addition, these results will contribute similar therapy
approaches in other colorectal cancer patients, thus, patient’s survival rates and quality of
their life may be improved. Moreover, our findings will be useful for the determination of
biomarkers on the follow-up of poor prognosis in Turkish colorectal cancer patients with earl-
onset that could contribute to the international and national literature.

Key words: Colorectal Cancer, microRNA, early onset, RT-PCR



1. GIRIS

Son yillarda yapilan kanser arastirmalarinda, protein kodlamayan kiigiik RNA molekiilleri
olan miRNA (mikroRNA)’lar tanimlanmustir (1). Okaryotik hiicrelerde bulunup, protein
kodlamayan ve gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde gorev alan
yaklasik 22 niikleotid biiytlikliiglindeki bu molekiiller miRNA olarak tanimlanmaktadir.
miRNA’ lar, mRNA’ nin 3° kodlama yapmayan bolgesinde (3° UTR) baz eslesmesi yaparak
bu bolgede bulunan transkriptlerin translasyonunu baskilamaktadirlar (2,3). miRNA’ lar bu
sekilde gorev yaparak gen diizenlenmesine etki etmektedirler. Bu diizenlenmenin ¢esitli
mekanizmalarla bozulmasi hastaliklara ve kanser olusumlarina sebep olmaktadir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda kanserde miRNA ekspresyon profilleri degerlendirilmis olup,
bazt miRNA’ larin ekspresyonlarinin azaldig1 bazilarinmn ise arttigi belirlenmistir (2-4).
Bir¢ok kanser tiirlinde bu ¢aligsmalarin tekrarlanmasi ve fonksiyonel analizler sonucu,
ekspresyonu azalan miRNA’ larin “tiimor baskilayic1” 6zellik gostererek genelde
onkogenlerin transkriptlerini hedefledigi, ekspresyonu artan miRNA’ larn ise “onkogenik”
ozellik gostererek, tiimor baskilayici genlerin transkriptlerini hedefledigi sonucuna varilmistir
(5). Basta meme, akciger ve kolorektal olmak iizere ¢esitli kanserde tiim genom incelenmis
ve bircok miRNA’ nin bu sekilde, tiimor baskilayici ya da onkogenik 6zellik gostererek timor
olusumunda gorev aldiklar1 kanitlanmistir. Yapilan caligmalar ile bir¢ok kanserde tiimor
olusumuna sebep olan miRNA’ larin ekspresyon profilleri incelenmektedir. Detayl
arastirmalar sonucunda, tanimlanan miRNA ekspresyon profillerinin, yasa, tiimor alt tiplerine
ve populasyonlara gore farklilik gosterdigi goriilmektedir (6-8).

Ulkemizde siklikla karsilasilan ve liimlere neden olan Kolorektal kanserin tan1 ve
tedavisinde kullanilabilecek biyobelirtegler yetersiz kalmaktadir. Son bes yilda elde edilen
bulgular sonucunda, mir-21, mir-145, mir-143, let-7a, mir-155 basta olmak iizere yaklagik
300 adet miRNA’ nin kolorektal kanser tiimor olusumunda etkili oldugu saptanmstir (9, 10).
Ancak kolorektal kanser gelisiminde etkisi oldugu bilinen bu miRNA’ larin Tiirk
populasyonundaki ekspresyon seviyeleri bilinmemektedir. Bu amacla planlanan ¢aligmada,
Tiirk populasyonuna ait, aile hikayesi bulunmayan geng yasta kolorektal kanser tanisi almig
bireylerin tiimdr dokularinda, kolorektal kanser gelisim siirecinde etkili oldugu belirlenen 38
farkli miRNA’ nin ekspresyon profilleri degerlendirildi. Caligmanin sonucunda, bu
populasyona 6zgii hastalara ait tiiméorlerde, degerlendirilen farkli miRNA”’ lar arasindan miR-
17, miR-145, miR-143, miR-125b ve miR-106a ekspresyon seviyelerinde farkliliklar

gozlendi. Calismanin sonucunda, mMiR-106a’ nin ekspresyon seviyesindeki artigin ve miR-
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143’ iin ekspresyon seviyelerindeki azalmanin tiimoriin metastatik potansiyeli hakkinda bilgi

verebilecek molekiiler belirtegler olabilecekleri dnerildi.



GENEL BiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanserler tiim diinyada en sik goriilen kanserler arasinda yer almakta olup
kansere bagli 6liimlerin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Akciger, meme ve prostat
kanserlerinden sonra dordiincii sirada yer almaktadir (1). Gastrointestinal sistem kanserleri
icerisinde degerlendirilen kolorektal kanser, erkek ve kadmlarda goriilen tiimorlerin %15’ ini
olusturmaktadir. Diinya saglik orgiitii kayitlaria gore, her yil teshis edilen yeni vaka sayis1
yaklasik 800.000° dir. Bununla birlikte kansere bagli 6liimlerin yaklasik %10’ nu kolorektal
kanser nedeniyle meydana gelmektedir (2).

Kolorektal kanser tlimorleri kalin bagirsakta meydana gelmektedir. Kalin bagirsagin son
15 cm’ lik kismina rektum, kalan kismina ise kolon ad1 verilmektedir. Kolonda ve rektumda
meydana gelen tiimorlerin risk faktorleri, olusum sebepleri ve tedavileri ayni oldugu igin
birlikte anilmakta ve kolorektal tiimorler olarak tanimlanmaktadirlar. Bu tiimorler bagirsagin
i¢c kisminda, genellikle polip ismi verilen yapilar seklinde meydana gelmektedir (10).
Hastaliga ait belirtiler ¢cogunlukla polip olusumundan sonra baslamaktadir. Rektumdan kan
gelmesi, gaitanin kanla bulasik olmasi, tuvalete ¢ikma aliskanliklarinda degisiklikler meydana
gelmesi, gaitanin incelmesi, kabizlik ya da ishal durumlarmin ortaya ¢ikmasi, sik sik tuvalete
gitme istegi, karinda gaz agrilari, anemi ve kilo kaybi1 kolorektal kanserin baslica belirtileri
olmakla beraber bu hastaliga spesifik degildirler (11, 12).

Kolorektal kanser genis bir cografik alanda gozlenmektedir. Kanserin goriilme orant,
Kuzey Amerika, Avrupa ve Avusturalya gibi gelismis bolgelerde; Afrika, Giiney ve Dogu
Asya’ y1 i¢ine alan orta ve disiik gelirli diger bolgelere oranla daha yiiksektir. Bu durum,
beslenme aliskanliklari ile birlikte endiistrilesmis modern yasamin gelismesine
baglanmaktadir. Kolon kanseri ve rektal kanserinin goriilme sikligi genelde paralellik
gostermekle birlikte cografi farklilik kolon kanserinde daha belirgindir. Kuzey Amerika gibi
yiiksek riskli bolgelerde kolon kanseri rektal kansere gore iki kat daha sik goriilmektedir.
Kolorektal kanser goriilme sikligi ayni iilke i¢inde de yorelere ve topluluklara gore degisim
gostermektedir. Bu farklilik diyet ve cevresel faktorlerin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Yas, aile hikayesi, diyet, sigara, asir1 alkol tiiketimi, az fiziksel hareket
kolorektal kanser tlimorlerinin olusumda etkili olan baslica risk faktorleridir. 45-50 yas {izeri
kisilerde, anne, baba, kardes gibi yakin aile bireylerinde kolorektal tiimor veya polip

olanlarda, rahim, yumurtalik ya da meme kanseri olan kadinlarda, iilseratif kolit veya Crohn



gibi hastaliklara sahip bireylerde risk ti¢ kata kadar ¢gikmaktadir (11-13). 50 yas alt1 tan1 almig
bireylerin birinci derece yakinlarinda ise risk alt1 kat artmaktadir (14).

Kolorektal kanser sporadik ya da ailesel olarak gelismektedir. Kalitimsal olarak meydana
gelen kolorektal tiimdrlerin gelisiminde, Ailesel adenomatdz poliposiz (FAP), Atentie ailesel
poliposiz (AFAP) (14, 15), Lynch sendromu (HNPCC) (14, 16), MYH ile iliskili poliposiz
(MAP) ve Hiperplaztik poliposiz gibi sendromlar rol oynamaktadir. Bu sendromlar tim
kolorektal kanserlerin yaklasik olarak %15’ ini olusmakta, bu kansere ait tiimorlerin biiytik
cogunlugu (% 80-90) sporadik olarak meydana gelmektedir (17).

Kolorektal kanser Tiirkiye’ de de en yaygin goriilen kanserlerden biri olup tani ve

tedavideki gelismelere ragmen kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir (Seik-1).

Ak s@ U N, o7
Prostat; 37,6 _ Tiroid; 16,2
Mesane; 21,7 _ Kolorektal; 13,2
Kolorektal; 20,8 — Uterin Korpus; 8,6
Mide; 15,0 [ NN ~«cicer. 8.2
tarinks; 9,1 [ ~ice: 7.7
nHL:6,9 [ overs.9
Beyin, sinir sistemi, 6,1 - MNHL; 5,0
Pankreas; 6,1 - Beyin, sinir sistemi, 4,4
Bobrek; 5,8 - Serviks; 4,1
Tiroid; 3,9 [l Mesane; 3,0

Meme 0,8 I Larinks; 0,5
Cinsiyete Gore Kanser insidanslarinin Dagilimi (Turkey,2008,ASR)

Sekil-1 Tiirkiye’de Cinsiyete Gore Kanser insidanslarinin Dagihm (15)

Kolorektal tiimorler birgok toplumda geg¢ yasta olusmaktadir ve tan1 konma yast ortalama 60°dur.
Ancak iilkemizde sporadik olarak gelisen kolorektal tlimorlerin 50 yas altinda goriilme orani
diger toplumlara gore ¢ok daha yiiksektir (18). 50 yas alt1 hastalarda gelisen kolorektal
kanserler genellikle daha ileri evrelerde tespit edilirler, musindz komponent orani daha

yiiksektir ve daha kotii prognoz gostermektedirler.

2.2. Kolorektal Kanser Tani ve Tedavisinde Kullanilan Histopatolojik Evreleme
Sistemleri

Son donemde, bir¢ok kanserin tani ve tedavi protokollerinin sekillendirilmesinde
kullanilabilecek yeni klinik yontemler ve patolojik smiflandirmalar bulunmustur.
Gastrointestinal sistem i¢erisinde molekiiler tani ile iligkili klinik testlerin biiyiik bir bolimii
kolorektal kanserlerde kullanilabilmekte ancak kesin tanida esas olarak histopatolojik

bulgulardan yararlanilmaktadir. Bu amagcla gilinlimiize kadar, Dukes, Astler Coller ve Tiimor-
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lenf nodu-metastaz (TNM) olmak iizere {i¢ farkli evreleme sistemi gelistirilmistir (19). Dukes
smiflamas1 1932°de, bir patolog olan Dukes tarafindan olusturulup, yirminci yiizyilin ikinci
yarisinda standart siiflandirma olarak kullanilmigtir. Bu siniflandirma rektal kanser i¢in
gelistirilmis olmasina ragmen kolon kanseri evrelendirilmesinde de yararlanilmistir. Dukes
sistemi, timor, bagirsak duvarinda sinirli kalmakta ise Evre A, tiimor bagirsak duvarini
penetre etmekteyse Evre B ya da lenf diigiimii metastaz varligi goriilmekteyse evre C seklinde
tanimlanmaktadir. Daha sonra ¢esitli eklemeler ile Dukes siniflandirilmasi degistirilmistir.
Degistirilen sistemde hiicrelerin yerlesiminden ¢ok farklilasan hiicre sayis1 6nemli hale
gelmistir. Yeni Dukes yaklasimi Gi¢ grade icermektedir (G1-G3). G1, ¢ok farklilagsmus tiibiiller
ile az niikleer polymorfizmi ve mitozu, G3 pleomorfik hiicre yapis1 ve yiiksek insidansl
mitozu ifade etmektedir. G2 ise G1 ve G3 arasindaki evreyi olusturmaktadir. Astler Coller
smiflandirmasi, Dukes siniflamasinin modifikasyonu ile yapilmis ve A’ dan D’ ye kategorize
edilmistir (14) A, mukozada smirli tiimorii, B1, lenf nodu metastazi olmadan muskularis
propriaya kadar timor tutulumunu, B2, lenf nodu metastazi olmadan bagirsak duvarini asan
timor tutulumunu, C1, bagirsak duvarini asmamis tiimor ile beraber lenf nodu metastazini,
C2, bagirsak duvarini agmis tiimor ile beraber lenf nodu metastazini ve D, Uzak organ
metastazini gostermektedir. Giiniimiizde kullanilmakta olan siniflandirma sistemi ise Amerika
Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan 1987°de gelistirilen ve Uluslar aras1 Kanser
Birligi (UICC) tarafindan onaylanan Tiimér-lenf Nodu-Metastaz (TNM ) sistemidir. TNM
sistemi, bagirsak duvarindaki invazyon derinligine, bolgesel lenf nodu dagilimia ve uzak
organ metastazi mevcudiyetine gore tanimlanmaktadir. Invazyon derinligi T ile
tanimlanmaktadir ve T1’ den T4’ e dogru artmaktadir. N, lenf nodu metastazini, M ise uzak
organda goriilen metastazi ifade etmektedir. Bu sistem gilinlimiizde kolorektal kanserde en

yaygin kullanilan patolojik siniflandirma yontemdir (20-22) (Tablo-1).

Tablo-1 Kolorektal Kanser Tani ve Tedavisinde En Yaygin Kullanmilan TNM Sistemi
Evre TNM

0 TONOMO

I T1INOMO, T2NOMO

I T3NOMO, T1-4NOMO
i T1-4N1MO, T4AN2MO
\Y/ TNM+




2.3. Kolorektal Kanser Olusumunda Etkili Olan Genetik ve Epigenetik
Mekanizmalar

Kolorektal kanser karmasik bir siirece sahip olup, normal dokuda biiyliimeyi kontrol eden
molekiiler mekanizmalarin bozulmasina yol agan bir seri genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimi sonucunda meydana gelmektedir (23). Degisimlerin birikimi sonucunda normal bir
hiicre kademeli olarak premalign, malign ve son olarak da metastatik tiimore donlismektedir
(24). Bu siiregte, kanser yavas ilerlemekte, bu hastaliga ait spesifik belirtilerde
gozlenmemektedir. Bu nedenle, kolorektal kanser hastalarinin %25-30 unda tan1 sirasinda
karaciger, akciger, bobrek listii bezleri, meme ve over gibi organlara uzak metastaz gelisimi
goriilebilmektedir (25).

Karsinogenezde (kanser olusumunda) ilk degisiklikler, hiicre biiyiimesi ve
programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve histopatolojik
incelemelerle tespit edilemeyen molekiiler olaylardir. Kanser olusumundaki bu degisimler
onkogenler, timor baskilayici genler ve DNA tamir genlerinde meydana gelen delesyonlar,
insersiyonlar ya da mutasyonlar sonucunda olusmaktadir (19,20). Kolorektal kanserin
molekiiler mekanizmasinin arastirildig ilk ¢alismalarda, bagirsak tabanindaki bir epitel
hiicresinin neoplazik siirece girmesine neden olan genetik degisimler temelde birbirinden
farkli olan iki mekanizma ile agiklanmustir (24, 25). Bu mekanizmalar, allelik kayiplar ve
anoploidi ile karakterize olan kromozomal kararsizliklar (genomic instability) ve bazi
karmagik DNA mutasyonlar1 ve diploidinin artmasi ile kendisini gosteren degisiklikler

(Microsatellite instability-MSTI) seklindedir (26) (Sekil-2).

Kolorektal K:anser

CIN CIN CIN MSI MSI
Sporadik FAD MUTYH LYNCH Sporadik
APC APC MUTYH MSH2 Epigenetik Susturma
TP33 MLHI
DccC MSH6
KRAS PMS2
LOH

Sekil-2 Kolorektal Kanser Olusumunda Etkili Olan CIN ve MSI Mekanizmalarinin

Goriilme Oranlan (2)



Daha sonraki donemde yapilan ¢aligmalar ise kolorektal kanser olusumunun daha

karmasik bir siire¢ icerdigini ve normal epitel doku hiicresinin tlimorlii hiicreye doniisiimiine

neden olan genetik ya da epigenetik degisimlerin, kromozomal instabilite (CIN), MSI ve

kolorektal tiimor olusumunda etkili olan belirli genlerdeki CpG adalarinda metilasyonu olmak

tizere Ui¢ farkli mekanizma ile meydana geldigini ortaya koymustur (27).

2.3.1. Genetik Degisimler

Kolorektal kanser olusum siirecinde gozlenen genetik degisimler CIN ve MSI

mekanizmalari ile meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar, 3-katenin, KRAS gibi

onkogenlerin aktivasyonu, APC, DCC gibi tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu ve

MLH1, MSH2 gibi DNA tamir genlerindeki bozulmalar sonucunda olugmaktadir (Sekil-3).

| Kolorektal Kanser |
CIN Yola‘ﬁ_;t Genetik Degisimler
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Sekil-3 Kolorektal Kanser Olusumunda Meydana Gelen Genetik Degisimler (28)
Ancak son donemde yapilan array ¢aligmalari ile genlerde meydana gelen yapisal

degisimlerin yani sira gen ekspresyon profillerinde de farkliliklar oldugu belirlenmistir.



2.3.1.1. Kromozomal Kararsizhik (CIN) Yolagi

Sporadik kokenli kolorektal tiimorlerin biiytlik bir kismi kromozomal kararsizlik (CIN)
sonucunda olugsmaktadir (27). Bu tiimérlerde sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve flow
cytometric olarak tanimlanabilen g¢esitli kromozomal degisiklikler ve ¢oklu yapisal
aberasyonlar gozlenmektedir. CIN kokenli kolorektal tiimorlerin biiyiik bir kisminda, APC,
DCC ve TP53 gibi tiimdr baskilayici genlerin kaybi ile bazi onkogenlerin aktivasyonu timor
gelisiminde rol oynamaktadir (28). CIN tiimorlerinde etkili sinyal yolaklari, 5q, 18q ve 17p
kromozomal kayiplar1 ile KRAS ve BRAF genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda
aktive olmaktadir (29, 30).

2.3.1.1.1. Besinci Kromozomdaki Delesyonlar

Kolorektal kanserlerde gozlenen 5. Kromozomun uzun kolunda meydana gelen
delesyonlar ile APC geni kayba ugramaktadir (31, 32). Tiimor baskilayici 6zellik gosteren
APC geni, 2483 aminoasitten olusan ve B-katenin, glikojen sentez kinaz 38 ve Bub kinaz gibi
cesitli proteinlerle etkileserek bircok biyolojik siirecte gorev alan bir protein kodlamaktadir
(26). APC geninin kodladig1 bu sitoplazmik protein, etkisini, aralarinda cMYC onkogeninin de
bulundugu, kanser siirecinde etkili olan baz1 6nemli genlerin transkripsiyonunu aktive eden -
katenin tizerinden géstermektedir (29). Hiicre proliferasyonunun gerekli olmadigi durumlarda,
APC gen triinii sitoplazmadaki serbest -kateninin fosforilasyonunu uyarmakta ve degrade
olmasini saglamaktadir (28, 29). APC yoklugunda sitoplazmada serbest f3-katenin miktar1
artmakta ve niikleusa gegerek hiicre ¢ogalmasinda rol oynayan MYC gibi genlerin
transkripsiyonunu aktive etmektedir (31).

APC geni sporadik kolorektal kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (32). Bu
gende meydana gelen somatik mutasyonlar, adeno-karsinoma siirecini baslatan en 6nemli
genetik olaylardir (30). Ayni zamanda APC’ de meydana gelen kalitsal tipteki mutasyonlar
sonucunda otozomal dominant gegisli, bagirsak tabaninda binlerce polip ile karakterize

edilen, FAP sendromu meydana gelmektedir (32-37).

2.3.1.1.2. Onyedinci Kromozomdaki Delesyonlar

Kolorektal kanser olusunda meydana gelen genetik olaylardan bir digeri 17. kromozomun
delesyonlaridir. 17. kromozomun kisa kolunda TP53 lokalizedir. Bu gen tiimor baskilayici
ozellige sahiptir (38).

Hiicre, DNA hasar1 gibi bir durumla karsilastiginda bu hasar ¢ok ¢esitli mekanizmalarla

giderilmeye ¢alisilmaktadir. DNA hasar1 s6z konusu oldugunda TP53 tiimor baskilayict gen
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tirtinii olan p53 aktive edilmekte ve bu da hiicre siklus inhibisyonu, apoptozis, DNA tamiri ve
yaglanmay1 igeren antiproliferatif bir etkiye neden olmaktadir (39).

Bir transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan p53 (39), DNA hasari, hipoksi, viral
transformasyon, onkogen aktivasyonu, ig hasari, niikleotid diizensizligi gibi hiicrede meydana
gelen bir cok bozukluk sonrasi aktive edilerek hasarli hiicrenin proliferatif yayilimini
engelleyecek olan gen ekspresyon programini baslatmaktadir. Boylece organizmay1 kanser
gelisimine karsi korumaktadir.

TP53 mutasyonlarina kolorektal kanserin ge¢ evrelerinde rastlaniimaktadir. Bu gende
meydana gelen degisimlerin belirlenip prognostik bir belirteg olarak kullanilmasi hala

tartigma konusudur (39, 40).

2.3.1.1.3. Onsekizinci Kromozomdaki Delesyonlar

18. kromozomun uzun kolunda meydana gelen kolorektal kanserlerin yaklagik %60’ inda
gozlenmektedir. DCC (Deleted in colorectel carcinogenesis) bir tiimor baskilayici gendir ve
18. Kromozomun uzun kolunda lokalizedir (18g21). Bu genin delesyonu kolorektal
kanserlerin %70’ inde ve ileri derecede displazi gosteren adenomlarin da yaklasik olarak
yarisinda saptanirken hafif displazi gosteren adenomlarda goriilmemektedir. Kolorektal
kanser vakalarinin ¢ogunda DCC ekspresyonu ¢ok azalmistir ve bu diisiik ekspresyon seviyesi
metastaz ve kotii prognozla iligkilendirilmektedir. DCC geni normal kolon mukozasinda da
varlig1 gozlenen ve hiicre adezyon molekiillerine benzer bir yap1 gésteren bir proteinin
sentezini diizenlemektedir. Adezyon molekiiliine benzer bu protein sentezlenemediginde
hiicreler aras1 etkilesimin neoplazik transformasyonla sonuglanacak yonde degistigi
diistiniilmektedir. DCC gen kayiplar1 6zellikle apoptotik yolakta dnem tasimaktadir (41, 42).

DCC genindeki delesyonlarm varlig1 2. ve 3. evredeki kolorektal kanserlerde kotii
prognozun oldukca kuvvetli bir belirleyicisidir. 18q alel kayb1 sonucu olarak DCC kayb1 daha
fazla kemoterapi direnci ile sonug¢lanan apoptoz bozukluguna neden olmasi beklenir. Yapilan
calismalar, 18q alel kaybinin hastaliksiz ve genel sag kalimda 6nemli bir prognostik faktor
olabilecegini gostermektedir (42, 43).

18. kromozomda yerlesim gosteren ve tiimor baskilayici genler olan DPC4/Smad4 ve
SMAD?Z genlerinin, kolorektal kanser vakalarinin iigte birinde delesyona ugradigi
gosterilmistir. Bu genler, hiicre biliylimesini kontrol eden TGFf sinyal yolaginda gorev
almaktadirlar. TGFf yolagi, epitel hiicresinde bilyilimeyi dnleyici etki gdstermektedir ve kolon
adenokarsinom hiicreleri genellikle TGFf yolaginin hiicre tizerindeki bu etkisine direng

gostermektedir. SMAD4’ te meydana gelen mutasyonlar sonucunda kolorektal kanserle iligkili
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juvenile polip sendromu olusmaktadir (43). SMAD4 geni, pankreas kanserlerinin %90’ inda,
Kolorektal kanserlerin ise %10-15" inde kromozomal kararsizliga neden olmaktadir. APC
geni kayb1 ile FAP modeli olusturulan farelerde SMADA4’ {in deneysel olarak inaktivasyonu
adenomatoz poliplerin kansere doniisiimiine yol agmaktadir (44, 45).

2.3.1.1.4. KRAS ve BRAF genlerindeki Mutasyonlar

Proto-onkogenler, hiicrede sinyal uyari iletiminde ve hiicre biiyliimesinin kontroliinde rol
oynamaktadirlar ve bu genlerin aktivasyonlar1 sonucunda hiicre proliferasyonu artmaktadir.
RAS gen ailesi icerisinde yer alan KRAS geni, kromozom 12’ nin kisa kolunda lokalizedir.
KRAS proto-onkogeni, EGFR sinyalinin BRAF araciliklit MAPK sinyal mekanizmasinda yer
alan ve bir molekiildiir. 21 kda biiyiikliiglinde bir protein kodlayan bu gen hiicresel
proliferasyonda rol oynamaktadir (46).

KRAS proteini, MAPK sinyal yolaginda ekstraselliiler sinyallarin iletiminde rol alan,
GTP baglayabilen bir membran proteinidir. Bu gen, sitoplazma zarinin i¢cinden efektor
molekiillere sinyal iletimini saglayan GTP-az aktivitesine sahip bir protein kodlamaktadir.
Hiicre biiylimesini ve boliinmesini uyaran herhangi bir dis uyar1 ile KRAS geni GTP'ye
baglanir ve aktif hale gecerek uyariy hiicre ici ileti yollarina aktararak hiicre biiyiime ve
boliinmesinde fizyolojik rol oynar. KRAS mutasyonu ile GTP-az aktivitesi ortadan kalkar ve
hiicre proliferasyonun diizeni bozulur (47, 48).

Kolorektal kanserlerin yaklasik %20-50" inde KRAS genine ait kodon 12, 13 veya 61’ de
mutasyonlar gozlenmektedir. Bu mutasyonlar; RAS proto-onkogenlerinin onkogenlere
doniismesine neden olur ve bu kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasiyla sonuglanir (46).
Yapilan ¢alismalarda, KRAS proto-onkogeninin tek basina aktivasyonu, karsinom olusumu
icin yeterli goriinmemekle birlikte adenom biiyiikliigiiniin artis ile ilgili siiregte rol
oynayabilecegi tartisilmistir (49).

7. kromozomun uzun kolunda yer alan BRAF, EGFR sinyal yolaginda yer alan diger
onemli bir gendir. Kolorektal kanserlerin %10-15’inde BRAF geninde V600E mutasyonu
saptanmustir (50). KRAS ve BRAF mutasyonlarindan herhangi birinin varhigi MAPK yolaginin
aktivasyonu ile tiimor olusumunun baglamasi igin yeterlidir. BRAF mutasyonuna MSI igeren
timorlerde siklikla rastlanilmaktadir (51). Giinimiizde BRAF mutasyon analizi kolorektal
kanser taramalarinda, tanisinda ve prognozunda kullanilmaya baglanmustur.

Kolorektal kanser olusumuna neden olan tiim bu genetik degisimler incelendiginde,
normal kolon mukozasindan adenom gelisiminde kromozom 5q” daki allelik kayip en erken

meydana gelen degisiklikler arasinda oldugu goriilmektedir. Ras geni mutasyonu kiigiik
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adenomun ortaya ¢ikisi siirecinde olusmaktadir. Kromozom 18q’ daki allelik kayiplar siklikla
biiyiik ve displazik adenomlarda goriiliirken kromozom 17p” deki allelik kayiplar ise sadece
ileri evre tiimorlerde bulunmakta olup ileri derecede displazik adenom olusumunda ve

karsinoma doniigsiimiinden sorumludur (52) (Sekil-4).

\ /

Sekil-4 Kolorektal Kanser Gelisiminin Molekiiler Modeli (52)

le/’

Normal 5 Kripta Tabaninda
Epitel Doku l';egi;imler

2.3.1.2. Mikrosatellit Kararsizhk (MSI) Yolag:

Kolorektal kanserlerin %15’ 1 MSI mekanizmasi ile meydana gelmektedir ve bu sekilde
olusan tiimorlerin biiytlik bir kismi sporadik kokenlidir (14).

Mikrosatellitler; genom icerisinde dagilmis tekrar eden kisa dizilerdir. Bir ya da daha
fazla bazin yiiz defaya kadar tekrar etmesi sonucunda olusan bu bolgelerde meydana gelen
delesyon ya da insersiyonlar, ilgili bdlgenin uzunlugunu degistirerek MSI” ye neden
olmaktadir. MSI, DNA replikasyonuna bagli hatalar sonucunda olugsmaktadir. Bu hatalarin
tanimlanmasinda ve diizenlenmesinde MSH2, MSH6, MLH1, MSH3 ve PMS2 gibi bir¢ok
DNA tamir geninin (MMR) gérev aldig1 mismatch tamir mekanizmasi rol oynamaktadir.
MSI, DNA mismatch tamir genlerinin metilasyon ya da somatik mutasyonlar ile
inaktivasyonu sonucunda olusmaktadir. MSI gosteren kolorektal tiimorlerin ¢ok az1 ailesel
olup Lynch sendromu ile iligkilidir (53). Lynch sendromlu (hereditar non-polyposis kolorektal
kanser, HNPCC) bireylerde, MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 genlerinde var olan germ-line
mutasyonlarin varligi nedeniyle genellikle MSI goriilmektedir. Bunun yaninda MLH1 geni
promotdr bolge metilasyonlart sonucunda meydana gelen MSI durumu sonucunda sporadik
kolorektal kanserlerde goriilmektedir (54).

MSI durumu, kolorektal kanser hastalarinin tiimdr alt tiplerinin siniflandirilmasinda
yardimci olabilmektedir. MSI pozitif tiimorlii hastalarin mikrosatellit karasizlik gdstermeye
(MSS) tiimdre sahip hastalara oranla daha iyi prognoza sahip olduklar1 gosterilmistir. Yiiksek

hasta sayisina sahip ¢aligmala ise sag kalim oraninin MSI hastalarinda daha yiiksek oldugunu
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gosterilmistir. Giinlimiiz rutin uygulamalarda MSI durumunun varligi, MMR proteinlerinin
immiinohistokimyasal analizleri ile ve PCR tabanli testler ile belirlenen MSI durumu

prognostik belirte¢ olarak kullanilmaktadir (55).

2.3.1.3. Gen Ekspresyon Degisimleri

Giliniimiizde teknolojinin gelismesiyle beraber kanser aragtirmalarinda, birgok genin
ekspresyon profillerinin incelenmesine olanak saglayan array sistemleri kullanilmaya
baslanmistir. Yapilan caligmalar ile gen ekspresyon diizeylerinin farkl kanser tiplerinde ve
ayn1 kanser farkli tiimor alt tiplerinde de degisimler gosterdikleri belirtilmektedir. Bati
toplumlarinda yapilan ¢alismalarla (56) farkli kanserlere ait tiimor dokularda gen ekspresyon
profilleri tanimlanmis ve tan1 ve tedavide biyobelirte¢ olarak kullanilmaya baglanmastir.
Bununla birlikte, gen ekspresyon profillerinin etnik kdkene gore degisimler gosterdikleri
saptanmustir. Bat1 toplumlarinda STAT3, RASSC1, DOKS ve ERBB2 gen ekspresyon
degisimleri kolorektal kanser ila¢ direncliligi ile iliskilendirilmistir (57). Kolorektal
tiimorlerde CK20, MAP3K8 ve EIF5A genlerinin yiiksek ekspresyon seviyelerinin ise Tiirk
populasyonuna ait erken yasta tan1 almis hastalar i¢in birer kotii prognoz belirtegi
olabilecekleri belirtilmistir (58). Mevcut ¢alismalarm bu bulgular1 etnik kokeni farkl
popiilasyonlara ait hastalarin gen ekspresyon profillerinin degisiklik gosterdigini ve farkl
hasta popiilasyonlar1 i¢in degisik biyobelirteglerin belirlenmesine ihtiya¢ duyuldugunu

gostermektedir.

2.3.2. Epigenetik Degisimler

2.3.2.1. CpG Adalarinda Meydana Gelen Metilasyon Mekanizmalar1 (CIMP)

Kolorektal kanser patogenezinde en yaygin goriilen olay genomik kararsizlik olmasina
ragmen, 6zellikle DNA metilasyonu gibi epigenetik degisimlerde bu malignansinin
olusumunda yer alan 6nemli mekanizmalardir (55). Genomik kararsizlik igerisinde yer alan
MSI durumunun temel olusum sebeplerinden biri aslinda MMR genlerinde meydana gelen
metilasyonlardir. MLH1 gibi tlimor baskilayict genlerin CpG adalarinda metilasyonlarin
olusmasi sonucunda transkripsiyonel inaktivasyon gézlenmektedir. Toyota ve arkadaslari, bu
gibi genlerin promotdr bolgelerindeki CpG adalarinda meydana gelen metilasyonlart CIMP

mekanizmasi olarak tanimlamiglardir (59).

12



2.3.2.2. mikroRNA (miRNA) ’ lar
Son yillarda, molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler ile hiicre biyolojisinde

etkili olan yeni molekiiller tanimlanmaya baslanmistir. 2000’ 1i yillarin baslarindan itibaren,
yiiksek seviyede korunan DNA bdlgelerinden kodlanan fakat protein doniistimii
gerceklesmeyen RNA molekiilleri kesfedilmistir. 20-24 niikleotid biiyiikliigiindeki bu kiigiik
RNA molekiilleri mikroRNA (miRNA) olarak tanimlanmaktadir (2-5). Giiniimiizde 5922 adet
miRNA tanimlanmistir ancak yeni tanimlanan miRNA” lar ile beraber bu say1 her gecen giin
artig gostermektedir (60). Yapilan ilk ¢calismalarda, bu molekiillerin hiicre bliylimesi ve hiicre
olimiinde etkili olduklar1 belirlenmis ve bunun {izerine miRNA’ larin kanser dokularinda
arastirilmasi s6z konusu olmustur. Arastirmacilar bu kiiciik RNA molekiillerinin hiicresel
bircok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldigini, bununla birlikte, hiicrede miRNA
ekspresyonunun normal seviyelerinin disina ¢ikmasinin insanlarda kanser gelisimi ile
baglantili oldugunu rapor etmislerdir (4). miRNA’ lar, RNA interferansi olarak adlandirilan
gen susturma mekanizmasinda yer almakta ve fonksiyonel olarak gen ekspresyonunun

transkripsiyon sonrasi (post-transkripsiyonel) diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (61).

2.3.2.2.1. miRNA’ larin Yapisi ve Biyogenezi

miRNA’ larin olusumu, ¢ekirdek icerisinde, genomik DNA tizerindeki ilgili genlerden
primer miRNA’ nin (pri-miRNA) transkripsiyonu ile baglamaktadir. 500 ile 3000 aras1 baz
ciftine sahip olan pri-miRNA, “sa¢ tokasi; hairpin” olarak adlandirilan, “cap” ve “Poli A”
uzantilarina sahip bir yapidan olusmaktadir (3, 62).

Pri-miRNA, RNAaz II enzimi tarafindan genomik DNA’ dan sentezlenmektedir.
Cekirdek igerisindeki bu yapi, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve
kofaktorii Pasha (DGCRS) tarafindan kesilerek yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-
miRNA’ ya doniistiiriilmektedir. Bu molekiil, niiklear tagima reseptdrii olan Exportin 5 ve
niiklear bir protein olan RAN-GTP’ ye bagimli sekilde stoplazmaya taginmaktadir. Pre-
miRNA” lar, sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden Dicer adli niikleaz ile kesilerek 18-24
niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA:miRNA dubleksine ¢evrilmekte ve ayn1 zamanda
RISC yapismin olusumunu baglatmaktadir (63). Dicer, pre-miRNA’ nin “sa¢ tokasi” yapisini
kesmektedir. Bu dubleks ayrilmakta ve iki iplikten sadece biri RISC kompleksi ile
etkilesmektedir. RISC kompleksinin iginde yer alan ve bir RNAaz olan Argonaute’ nin
(Ago2) etkisiyle bu iki iplikten 5’ ucu daha kararli olan se¢ilmekte ve klavuz iplik olarak
adlandirilmaktadir. Diger iplik anti-klavuz yada yolcu iplik olarak tanimlanmakta ve RISC
kompleksi tarafindan sindirilmektedir. Olgun miRNA’ y1 da igerisine alan RISC kompleksi,
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hedef mRNA’ nin 3 translasyona ugramayan (3’UTR) bdlgesiyle baz eslesmesi yaparak bu
mRNA’ nin yikimini saglamakta yada protein sentezlemesine engel olmaktadir (64) (Sekil-5).

miRNA geni
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Sekil-5 Normal Bir Hiicrede miRNA’ larin Sentezi ve Islevi (64)

2.3.2.2.2. miRNA’ larin Kanserlesme Siirecindeki Rolleri

miRNA’ lar, transkripsiyon sonrasi, genlerin ekspresyonlarini azaltarak gen ifadesini
kontrol eden RNA molekiilleridir. Insan miRNA” larmin yaklasik %50’ si, DNA iizerinde
kanserle iliskili genomik bolgelerden veya frajil bolgelerden kodlanmaktadir. Kromozomlar
iizerinde yer alan frajil bolgeler, kromozomlarda bosluklar, kiriklar olugsmasi ve
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi sonucu meydana gelen hassas ve kirilgan bolgeler
olarak tanimlanmaktadir. Frajil bolgeler iizerine yapilan calismalar (65, 66) ile bu bolgelerin,
bazi kanser tiirlerinde delesyon, duplikasyon ve/ veya translokasyon ile iliskili kromozom
kiriklarina yatkinligi arttirdig: belirtilmektedi. Son yillarda elde edilen deneysel veriler,
kirilma bolgelerinde veya yakin bolgelerinde bulunan genlerin tiimér olusumunda rol
oynadigimi gostermektedir. 1990 yilinda Yunis’ in (67), 16 farkli mutajen ve kanserojen
kullanarak gerceklestirdigi ¢alismada, 110 frajil bolge tespit edilmistir. Bu bdlgelerden 73"
kanser kromozom kiriklari ile 21'1 belli kromozomlarin bant ve subbantlarinda haritalanmis
olan onkogenler ile ayn1 bolgede olduklar1 gozlenmistir. Calismanin sonucunda, frajil
bdlgelerin, ¢esitli mutajenik etkenlerin hedef bdlgeleri oldugu, mutajen ve kanserojenlerin

nokta mutasyonlar1 seklinde genomik degisikliklere yol agtig1 ileri stirtilmiistiir.

14



Insan genomunda sik gozlenen bir frajil bolge olan FRA3B (3p14.2) bdlgesinde yapilan
molekiiler analizler, bu bolgenin bazi kanser tiplerinde yatkinlig1 arttirdigini ortaya
cikarmistir. Basta akciger kanserleri olmak iizere bir¢ok kanser tiiriinde etkili oldugu bilinen
FHIT tiimor stipressor geni FRA3B bolgesi igerisinde yer almaktadir ve bu gende meydana
gelen bir frajilite ve/veya delesyon, genin inaktive olmasina sebep olmaktadir (68). Yapilan
caligmalar (69, 70) ile sik gdzlenen diger bir frajil bolge olan FRA7G (7q31.2)' nin; kolon
karsinomalar1, ovaryum adenokarsinomalari, renal hiicre karsinomalari, bas ve boyun hiicre
karsinomalarinda oldugu kadar akciger ve prostat kanserlerinde de sik gdzlenen 1 Mb' lik
delesyon bolgesi igerisinde olustugu gosterilmistir. FRA7G, insan kanserlerinde yiiksek
siklikta delesyona ugrayan bir bdlge olup, caveolin 1 ve 2 genlerinin (CAV1 ve CAV2) bu
bdlgenin ¢evresinde yerlesik oldugu ve bunlarin tiimor baskilayici 6zellikte olduklari
bilinmektedir. Tunca ve arkadaslar1 (71) 1999 yilinda, rektum kanseri tanis1 almig 36 hastada,
aphidicolin (Apc), 5-bromodeoxyuridine (BrdU) ve kafein mutajenlerini kullanarak 17 farkli
frajil bolge tespit etmisler ve rektum kanserlerinde frajil bolge ekspresyon artiginin, dnemli bir
genetik yatkinlik biyobelirteci olabilecegini vurgulamiglardir. Ayrica rektum kanserli
hastalarda belirlenen bu 17 frajil bolge icerisinde, kolorektal kanser olusum siirecinde 6nemli
role sahip olan APC ve MCC genlerinin lokalize oldugu 5q21 ve DNA mismatch tamir
genlerinden ~ZPMS1’ in lokalize oldugu 2q31-31 frajil bolgesi de yer almaktadir. Tunca ve
arkadaslar1 (72) 2000 yilinda ayn1 mutajenleri kullanarak, 30 normal bireyden olusan kontrol
grup ile karsilastirdiklarinda, 32 kolon kanseri hastasinda frajil bolge miktarinda artis
oldugunu gézlemlemislerdir. Calisma sonucunda, yapilan arastirmalar ile ¢esitli kanserlerde
yaygin goriilen frajil bolgelerin basta kolon kanseri olmak iizere bir¢ok kanser i¢in belirteg
olabilecegi belirtilmistir. Benzer sekilde, bu caligmanin bulgulari, belirlenen frajil bolgelerde
kolorektal kanserin gelisim siirecinde 6nemli oldugu bilinen genlerin yerlesik oldugunu ifade
etmektedir.

miRNA’ larin, kanser olusumuyla iliskilendirilen frajil bolgelerden kodlanmalar1
neoplazi patogenezinde dnemli rolleri olduguna isaret etmektedir. Bazt miRNA’ larn hiicre
proliferasyonunu arttirirken, digerlerinin azalttig1, boylece bu molekiillerin kanser gelisiminde
onkogenler ya da tiimor baskilayici genler gibi gorev aldiklari goriilmektedir (75). Normal
dokularda miRNA’ lar, biiyiime, gelisme, farklilagma ve hiicre ¢ogalmasi gibi 6nemli
biyolojik siireglerin diizenlenmesini kontrol etmektedirler (76). Bu siire¢clerde miRNA” larin
bir kism1 onkogenik bir kismi ise tiimdr baskilayici etkiye sahiptir. Onkogenik miRNA’ lar,
normal dokuda hiicre ¢gogalmasini baskilayan proteinlerin mRNA' larina baglanip onlarin

etkinligini azaltmaktadirlar. Bu miRNA’ larin miktarinda anormal bir artig oldugunda ise
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baskilayici proteinlerin ekspresyonlari ¢cok azalmakta ve sonug olarak hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmaktadir. Tiimdr baskilayict miRNA” lar ise saglikli dokularda hiicre
cogalmasini uyaran ya da hiicre 6liimiinii baskilayan proteinlerin mRNA’ larma baglanarak
bunlarin ekspresyon seviyelerini azaltmaktadirlar. Boylece hiicre ¢ogalmasi kontrolsiiz bir

sekilde uyarilmakta ya da hiicre 6limii ger¢ceklesememektedir (Sekil-6).
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Sekil-6 Tiimor Hiicrelerinde, Timor Baskilayici ve Onkogenik Ozellik Gosteren
miRNA’ larin Islevleri (64)

miRNA’ larin birden fazla potansiyel hedefleri vardir, hiicresel durumuna gore bir
miRNA, tiimor baskilayict miRNA (TS-miR) ya da onkogenik miRNA (onko-miR) 6zelligi
gosterebilmektedir.

Son donemlerde miRNA ekspresyon seviyelerinin tiimorlii dokularda degisiklikler
gosterdigini agiklayan bir¢ok calisma bulunmaktadir. miRNA” larin kanserle iligkisini ilk
olarak kronik lenfositik (KLL) hastalarda gézlemlenmistir (75). KLL’ li hastalarin %50’ sinde
13q14 delseyonu mevcuttur. Yapilan ¢calismada (76, 77) 13q14 bolgesinde sadece mir-15a ve
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mir-16-1 genlerinin bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra 245 insan ve fare miRNA probu
iceren miRNA microarray ¢aligmasi ile miR-15a ve miR-16-1" in ekspresyon diizeylerinin B
hiicreli KLL hastalarinda belirgin sekilde azaldig1 gézlenmis ve boylece miRNA ekspresyon
profillerinin KLL hastalarinin klinik ve biyolojik davranisiyla iliskili oldugu gosterilmistir.

Calin ve ark. (76) 2004 yilinda yayinladiklar1 diger bir ¢alismada, insan miRNA
genlerinin kanser ile iligkisini arastirmak i¢in 186 adet miRNA geninin DNA {izerindeki
pozisyonunu haritalandirmiglardir. Bu genlerin kromozomal pozisyonlari, daha 6nceden
belirli kanserlerin gelisimi ile iligkili oldugu bilinen genetik degisiklikler ile karsilastirilmistir.
Calismanin sonucunda, miRNA genlerinin ¢ogunlukla heterozigotinin kayboldugu bolgeler
olarak tanimlanan, amplifikasyonun en az oldugu ve kanser olusumunda etkili olan, kirilgan
(frajil) kisimlara yerlesik olduklar1 gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalar (77, 78) ile solid tiimorlerde, miRNA ekspresyonlarini incelemisler ve
ekspresyon seviyeleri degisen miRNA’ lar1 tanimlamislardir. Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarla miRNA ekspresyonlarinin, farkl tiimor tiplerinde degiskenlik gosterdikleri

belirlenmistir (79, 80).

2.3.2.2.3 Kolorektal Kanserde Rol Oynayan miRNA’ lar

miRNA’ larin ekspresyon profilleri bir¢cok kolorektal kanser hiicre hattinda, normal ve
tiimor dokuda incelenmistir (80). Farkli ekspresyon seviyeleri gosteren miRNA” lar ile
tiimoriin evresi, molekiiler alt tipi ve klinik 6zellikleri arasinda iliski kurulmus boylece
kolorektal timérlerde ekspresyon degisimleri belirlenen miRNA” larin bu kanserin tani ve
tedavisinde birer biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir (81). Calismalar (82,
83) miRNA’ larin kanda ve serumda sirkiile halde bulunduklarni géstermektedir. Bununla
birlikte miRNA’ larin diskida da varliklar1 tespit edilmistir. Calismalar sonucunda miR-92 ve
miR-21 gibi bazt miRNA’ larin gibi kan ve diskidaki varliklarina bakilarak kolorektal

kanserlerde erken tani belirteci olarak kullanilabileceklerini vurgulanmaktadir (Sekil-7).
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Sekil-7 Kolorektal Kanser’ in Tam ve Tedavisinde miRNA’ larin Kullanimm (83)

Flow sitometri teknigi ile yapilan ¢alismalarda, kolon ve rektum kanserlerini de igine alan
farkl1 tiimor tiplerinde miRNA ekspresyon profilllerini degerlendirerek miRNA ekspresyon
diizeylerinin, normal dokulara kiyasla tiimorlerde genel olarak diisiik seviyelerde olduklarini
belirlenmistir.

Kolorektal kanser olusumunda etkili oldugu belirlenen ilk miRNA” lar, miR-143 ve miR-
145’ tir. Michael ve arkadaslarmin (84) 2003 yillinda gergeklestirdikleri ¢alisma ile bu iki
miRNA’ nm, tiimor dokuda, normal mukozaya gore diisiik seviyelerde eksprese olduklar1
gbzlemlenmistir. Akao ve arkadaslar1 (85), kolorektal kanser hiicre hatti olan SW480°de, mir-
143’ iin KRAS genini, miR-145" in ise cMYC genini hedef alarak bu genleri baskiladiklarini
bildirmiglerdir. Daha sonraki yillarda yapilan bir¢ok arastirma ile bu miRNA’ larin kolorektal
kanser gelisimde tiimor baskilayici rol istlenerek tiimdriin klinopatolojik 6zellikleri ile
iliskilendirilebilecekleri gosterilmistir (86).

Let-7 ailesi, ilk kesfedilen miRNA ailelerinden biridir. Bu grup icerisinde yer alan
miRNA’ larin ekspresyonlar1 bircok kanserde anlamli degisimler gostermektedir. Akao ve
arkadaglarinm (85) gerceklestirdikleri ¢alismada, let-7” nin korektal kanser tiimorlerinde
diisiik seviyede eksprese oldugu ve tiimor baskilayici rol oynadigi belirtilmistir. Let-7 ailesi
tiyesi olan let-7¢’ nin MMP1 ve PBX3 genlerini hedef alarak kolorektal tiimorlerin

biiylimesini ve metastaz olusumunu engelledigi bilinmektedir.
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Kolorektal kanser gelisimiyle iliskilendirilen 6nemli bir diger miRNA ailesi miR-200’
diir. Bu aile igerisinde yer alan miR-200c, kolorektal tiimorlerde ZEB1 genini hedef alarak
kanser hiicrelerinin metastaz yapma 6zelliklerini engellemektedir. Bununla birlikte, miR-499-
5p ekspresyonu, kolorektal kanser hiicre hatlarinda yiiksek goriilmektedir. Bu miRNA
FOXOS ve PDC4 genlerini hedef alarak akciger ve karaciger metastazina neden olmaktadir
(87).

Mir-34a, kolorektal kanser tiimorlerinde hiicre proliferasyonunu inhibe eden miRNA’
lardan biridir. HTC116 ve RKO kolon kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalar ile bu
miRNA’ nin E2F ve TP53 genlerini hedef aldigini ve hiicre siklusuna etki ettigini
gostermislerdir (88). miR-365, CCND1 ve Bcl-2 genlerini etkileyerek hiicre siklusunda rol
oynayan diger bir miRNAdir. miR-192 ve miR-215’ te TP53 gen fonksiyonunu baskilayarak
hiicre siklusuna etki etmektedirler (89).

Mikroarray analizleri kullanilarak yapilan ¢alismalar, kolorektal kanser olusum stirecinde
etkili farkli miRNA’ lar1 tanimlanmaktadir. Slaby ve arkadaslar1 (90), miR-21
ekspresyonunun kolorektal tiimor gelisim siireci ile iliskili oldugunu belirmislerdir. Bu
calismada miR-21" in, kolorektal kanserde uzak metastaz ve lenf nodu pozitifligi ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Ayrica, miR-21’ in, tiimor baskilayici bir gen olan PDCD4’ i
etkileyerek tiimorde hiicre invazyonunu artirarak metastaz olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda, kolorektal tiimorlerde yiiksek miR-21
ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu ortaya konmaktadir (91).

Timor gelisim siirecinde 6nemli bir miRNA olan miR-155 ise kolorektal kanser
tiimorlerinde siklikla up-regiile olup TCL1, BCL2, TP53, PTEN gibi tiimor baskilayict genleri
hedef almaktadir (92). Kolorektal tiimorlerde, miR-155 ekspresyon seviyesinin normal
dokulara kiyasla tiimérlii dokularda 6nemli derecede yiiksek bulunmasi, ilerlemis timor
evresi ve lenf nodu metastazi ile korelasyon gostermektedir. miR-155 ekspresyon durumunun,
kolorektal kanserli hastalar i¢in terapdtik hedef ve bagimsiz bir prognostik faktor olarak kabul
edilebilecegi ifade edilmektedir. Bununla birlikte bu miRNA’ nin yiiksek ekspresyonunun
bazi 16semi tiplerinde ve akciger adenokarsinomlarinda tiimériin agresifligi ve kisa yasam
siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir. MiR-155" in kat1 timorlerde ve hematolojik
malignaninsiler ile bir¢ok malign olmayan hastalikta da regiilasyonunda bozukluk
goriilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda (93, 94) miR-155" in ekspresyonundaki
artigin malignansilerin birkag tipinde kotii genel sagkalim ve gec evre ile iliskili oldugu

gosterilmistir. MiR-155’ in pediatrik Burkitt lenfoma, Hodgkin hastaligi, DLBCL (diffiiz
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biiyiik B hiicreli lenfoma), kolon ve pankreas kanserlerinde overeksprese oldugu
belirlenmistir (93).

Kolorektal kanserlerde regiilasyonunda diizensizlik belirlenen miRNA’ lardan biri miR-
125b’ dir. miR-125b ekspresyonu, kolon ve rectum tiimdrlerinde down-regiiledir ve
kolorektal kanser hiicre hatlarinda ekspresyon seviyesi azalmistir. Yapilan mikroarray
analizleri sonucunda (93-95), miR-125b ekspresyon diizeyinde azalma oldugu yapilan
caligmalar ile ifade edilmistir. Bir tiimor baskilayict gen fonksiyonu ile uyumlu olan miR-
125b’ nin hedefleri arasinda ovaryum kanserinde proto-onkogen olan BCL3 ve E2F3, meme
kanserinde ise ETS1 ve kolorektal kanser siirecinde etkili bir onkogen olan MUC1

bulunmaktadir.

2.3.2.2.4. Kolorektal Kanser Olusumunda Etkili Olan Sinyal Yolaklarinda miRNA’
larin Rolii

Kolorektal kanser ¢esitli genetik ve epigenetik degisimler sonucunda meydana gelmekte
olup tiimor olusumu karmasik bir siirece sahiptir. WNT/B-katenin, EGFR, P53 ve EMT
(Epiteryal-mezensimal gecis) sinyal yolaklari kolorektal kanser gelisim siirecinde etkili olan
baslica mekanizmalardir (14, 95). miRNA’ lar, bu sinyal yolaklarinda bulunan genleri hedef

alarak kolorektal kanser gelisiminde gorev almaktadirlar (Sekil-8)
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Sekil-8 Kolorektal Kanser Olusum Basamaklari ve Bu Basamaklarda Gorev Alan

2.3.2.2.4.1. WNT/B-katenin Simyal Yolaginda miRNA’ larin Rolii
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Wnt/B-katenin sinyal yolu, hiicre siklusunun diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonu,

farklilagsmas1 ve hiicre-hiicre adezyonunda, tiimor olusumunda ve sinaps olusumu, adipogenez

ve anjiogenez gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol almaktadir. Bu sinyal yolagi erken

kolorektal tiimor gelisiminde 6nemli ve merkezi bir role sahiptir (94).

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi1 Wnt proteininin hedef hiicre zarina ulasarak, burada

bulunan reseptorlerine (Fz ve LRP5/6) baglanmasi ile baslamaktadir. Wnt proteininin

reseptorlerine baglanmasi ile hiicre zarimda konformasyonel degisimler meydana gelmektedir

(31). Boylece hiicre zarinin i¢ kismi ile etkilesmesi gereken proteinler yerine farkli proteinler

baglanmakta ve yeni bir sinyal aktarimi olugsmaktadir. Bu aktarim bazi proteinlerin (Dv1 ve

LRP5/6 ) fosforillenmesi ile gerceklesmektedir.

Wnt sinyal yolagindaki en 6nemli molekiiller - katenin ve APC proteinleridir. Normal

hiicrelerde APC proteini Axin, GSK3f ve CKI ile etkileserek yikict kompleksi

olusturmaktadir. Bu kompleks saglikl hiicrelerde -kateninin yikimini saglamaktadir. Wnt

sinyal yolag1 aktif oldugunda yikict kompleks olusamamakta ve hiicrede 3-katenin
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birikmektedir. Biriken B-katenin niikleusa gegmekte ve MYC, Cyclin D1 gibi onkogenlerin

transkaripsiyonunun artmasina sebep olmaktadir (32) (Sekil-9).
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Sekil-9 Wnt Sinyal Yolag: (32)

APC hiicrede bir¢cok biyomolekiil ile etkilesim halinde bulunmakta ve bu 6zelligi
nedeniyle “multidomain” bir protein olarak kabul edilmektedir. Birgok baglanma bdlgesi
iceren bu protein, wnt sinyal yolaginda B-katenin, GSK3f ve Axin proteinleri ile
etkilesmektedir.

APC proteininin, Wnt/B-katenin sinyal yolunda tistlendigi gérevlerin yani sira in vitro
kosullarda sitoplazmadaki hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiillere baglandig1 ve tiibiilin
polimerizasyonunu uyardigi gézlenmistir. Ayrica embriyonik kok hiicrelerle yapilan
deneylerde APC proteininin mitotik ig iplikleri ve kinetokorlar ile iliskili oldugu ve bu
proteinin fonksiyon kaybiyla sonuglanan mutasyonlarda, kromozomlarm ayrilmasinda da
cesitli bozukluklar meydana geldigi ifade edilmistir (33, 34).

Kolorektal karsinogenezin baglamasinda major olay olan APC gen inaktivasyonu,
kolorektal adenoma ve karsinomlarm %60’ inda saptanmakta ve bu da Wnt/beta katenin yolu
aktivasyonunan neden olmaktadir. Nagel ve arkadaslarinin (96) son donemde yaptiklar
calisma ile, miRNA’ larin, kolorektal kanserde, APC mRNA’ sin1 hedef alarak Wnt/3-
katenin sinyal yolaginin regiilasyonunda rol oynadiklar1 belirtilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
(92-94), gastrointestinal kanserlerde, miR-221" in APC genini hedef aldigini
gozlemlemisleridir. Nagel ve arkadaslarinin (96) yaptiklari caligma ile miR-135a ve miR-

22



135b’ nin APC mRNA’ sinin translasyona ¢evrimini baskiladiklar1 gdsterilmis ve in vitro

deneyler ile bulgular desteklenmistir.

2.3.2.2.4.2. EGFR (Epidermal Biiyiime Faktorii) Sinyal Yolaginda miRNA’ larin
Rolii

EGFR sinyal yolagi, kanser olusum siirecinde meydana gelen temel hiicresel olaylarin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. EGFR proteini, akciger, bas ve boyun, pankreas, meme,
over ve kolon gibi bir¢ok tiimorde yiiksek seviyede ekspresyon gostermektedir. EGFR sinyal
yolaginda meydana gelen mutasyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve ¢esitli proteinlerin yliksek
ekspresyonlari sadece kanser olusumunu baslatmamakta bunun yaninda hastaligin
prognozunu ve hedefe yonelik ilag tedavisini de etkilememektedir (11, 97).

EGFR sinyal yolag1 hiicre i¢i sinyal tasiniminda 6nemli olan iki sinyal yolagmm (MAPK
ve PI3K) aktivasyonunu saglayarak kolorektal kanser olusumunda etkili olmaktadir (Sekil-
10).
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Sekil-10 EGFR Sinyal Yolag (98)

Chen X ve arkadaglar1 (92) 2009 yilinda yaptiklar1 galigma ile kolorektal kanserlerde
EGFR sinyal yolagmi hedef alan miRNA” lar1 belirlemislerdir. Calismada 200 adet miRNA’
nin ekspresyon profilleri degerlendirilip, EGFR sinyal yolaginda yer alan genler iizerindeki

etkileri incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda (100), miR-143’ iin KRAS geninin 3 UTR
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bdlgesini hedef alarak bu gene ait translasyonu baskiladigi ve bdylece EGFR sinyal yolaginin
alt basamaginda yer alan RAS/RAF/MEK/ERK yolagmi etkiledigi gozlemlenmistir.
Yukihiro Akao ve arkadaslari (101), kolon kanser hiicre hatlarinda gergeklestirdikleri
caligmalar ile let-7a’ nin KRAS genini hedef alarak metastaz1 engelledigini gostermislerdir.
Son déonemde HTC-116 hiicre hattinda yapilan ¢alismalarla (100) kolorektal kanser
olusumunda etkili oldugu bilinen miR-34a’ nin RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolaginin

baskilanmasinda rol oynadig1 belirtilmistir.

2.3.2.2.4.3. P53 Yolaginda miRNA’ larin Rolii

Kanser olusum siirecinde hiicrede meydana gelen en etkili ve temel mekanizma
apoptozdan kagistir. Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozda en 6nemli
molekiil p53 proteinidir. p53, 17. kromozomun p13-1 bolgesine lokalize olan TP53 geni
tarafindan kodlanmaktadir. 11 ekzondan olusmakta olup 20kb’ 1 kapsamaktadir. Sirasiyla
p63 ve p73’ 1 kodlayan, TP63 ve TP73 genlerinin de dahil oldugu biiyiik 6l¢iide korunmus
gen ailesi sinifina aittir (102). TP53 geninin her iki alleldeki kayb1 (heterozigotluk kaybr)
veya nokta mutasyonlar1 basta kolorektal kanser olmak iizere bir¢ok tiimorde gosterilmistir.
Kolorektal kanserlerin yaklasik %50-75" inde TP53 inaktivasyonu gozlenmektedir (103).

TP53 geninin allelik heterozigosite kaybina (LOH) yol acan mutasyonlara insan
kanserlerinin yaklasik olarak %50’sinde rastlanilmaktadir (32). TP53 geninde saptanan bu
mutasyonlar, genin timor baskilayici iglevini ortadan kaldirmaktadir. Ancak TP53
mutasyonlari ile histolojik timor evreleri arasinda anlamli istatistiksel iliski kurulamamakta
ve bu konuda yapilan arastirma sonuglari birbirleriyle ¢elismektedir (55). Literatiirde,
kolorektal kanserlerdeki TP53 ekspresyon diizeylerinin arastirildigi ¢alismalardan elde edilen
sonuglar da, mutasyon analizi sonuglar1 gibi birbirleriyle uyumsuzluk géstermektedir.
Immiinhistokimyasal yontemlerin kullanildig1 bu ¢alisma sonuclarma gére, TP53 ekspresyon
diizeyi ile klinik ve patolojik 6zellikler arasinda anlaml istatistiksel iliski kurulamamaktadir.
Bununla birlikte, son dénemde yapilan gen ekspresyon ¢alismalari, TP53 ekspresyon
diizeyinin kolorektal kanserde yiiksek proliferasyon indeksi ve migrasyon ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Bu parametreler kisa omiir ile iligkili oldugundan TP53 mutasyon varlig:
kotii prognoz ile de iliskilendirilmistir. Yine TP53 ekspresyon diizeyleri ile hastalara ait
patolojik evreler arasinda saptanilan istatiksel korelasyon, bu gen ekspresyon diizeyinin
hastalarin patolojik evrelerinin belirlenmesinde de bir belirte¢ olarak kullanilabilinecegini

diistindiirmektedir. Yapilan bu ¢aligmalarda hastaligin ilerlemesi, hastalik sonucu, tedaviye
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yanit, timor gelisimi ile mutant TP53 ekspresyonu arasindaki iliskilere bakilarak TP53’ {in
potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabildigi belirtilmektedir (23).

Son donemde yapilan ¢aligmalar ile TP53 genini hedef alan miRNA’ lar tanimlanmaya
baslanilmistir. miR-34-a-c ailesinin, transkripsiyon sonras1 TP53 genini etkiledigi ve
apoptotik hiicre olusumunu engelledigi gosterilmistir. Bu miRNA ailesi dikkate alinarak
yapilan ¢alismalar ile 6zellikle miR-34a’ nin hiicre dongiisii iizerine etkili oldugu ve basta
TP53 olmak iizere CDK4/6, cyclin E2, E2F5, BIRC3 ve Bcl-2 genlerini hedef aldig1
gosterilmistir (104).

2.3.2.2.4.4. Hiicre Dis1 Matriksin Bozulmasi ve Epitelyal Hiicreden Mezensimal
Hiicreye Gecisinde miRNA’ larin Rolii

Bir tiim6r 2—3 mm ¢apia ulasinca, gereken besin maddelerini alarak biiyiiyebilmek igin
damarlara gereksinim duymaktadir. Kanser hiicreleri kan damarlarin1 kendilerine
¢ekerek, yeni kan damarlarmin olusumunu uyarmaktadirlar. Bu olay anjiyogenez olarak
tanimlanmaktadir (105).

Tiimor hiicrelerinden, ‘ligand’ ad1 verilen maddeler salgilarlar ve bu molekiiller kan
damarlarmin ylizeyinde ince bir tabaka olusturan endotel hiicrelerini hedef almkatadirlar.
Salgilanan ligandlarin VEGFR-1, VEGFR-2 ve PDGFR gibi endotel hiicre zar1 reseptorlerine
baglanmasi, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir; bu da damar endoteli hiicrelerinin
hayatta kalmasini, go¢iinii, invazyonunu ve cogalmasini kolaylastirir.

Hiicre dis1 matriks, tiimor hiicrelerinin biiyiimesinde ve kana gegerek metastaz
olusturmasinda etkili olan ana elemandir. Hiicre i¢inde kanser siirecini tetikleyen sinyal
yolaklarmin aktivasyonu sonucunda yapisal degisime ugramis proteinler tiretilmektedir. Bu
proteinlerin hiicre zariyla etkilesmeleri sonucunda ise hiicre dig1 matriks yapis1 bozulmakta ve
invazyon, migrasyon ve metastaz olusumu gergeklesmektedir (106, 107).

Yapilan ¢aligmalar (107), birgok tlimoriin olusumunda etkili oldugu bilinen miR-21" in
cesitli genleri hedef alarak hiicre dis1 matriks yapisinin degisime ugramasina katki sagladigini
gostermektedir. Kolorektal kanser hiicre hatlarinda yapilan aragtirmalar ile miR-21" in bir
tiimor baskilayici gen olan PCDC4’ ii hedef alarak hiicre dis1 matriks yapisi etkiledigi ve
bunun sonucunda invazyon olusumu varhigi gosterilmistir.

Epitel hiicreden mezensimal hiicreye gesim olarak tanimlanan EMT, hiicrede 6nemli bir
biyolojik siiregtir. EMT morfolojik olarak, e-kaderanin artmasi, hiicre adhesyon kayb1 ve
hiicrenin motilite kazanmasidir. Hiicre kazandig1 bu 6zellikler sonucunda metastaz olusumu

meydana gelmektedir. ZEB1 geni EMT mekanizmasindaki en 6nemli elemanlardan biridir.
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Ozellikle kolorektal kanser ve meme kanserlerinde miR-200 ailesinin {iyelerinden olan miR-
141 ve miR-200c bu geni hedef alarak EMT aktivasyonunu baslatmaktadirlar. Yine yapilan
son ¢aligmalarda let-7 ailesininde ZEB1 genini etkileyerek hiicrenin invazyon 6zelligi
kazanmasina yol actig1 gosterilmistir (107).

Sonug olarak bugiine kadar yapilan arastirmalar ve elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak,
miRNA ekspresyon profillerindeki degisimlerin kolorektal kanserinde i¢inde bulundugu
birgok kanser tiiriinde tani, takip ve tedavisinde biyobelirteg olarak yararlanilabilecegi
gosterilmistir. MIRNA” larin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler tek bir gen iiriiniinii
etkilemekten ziyade biitiin gen diizenleyici sistemini degistirebilmektedirler. Bu molekiillerin
her biri cok sayida geni hedef alarak birden fazla sinyal yolagini aktif hale getirebilmekte ya
da baskilayabilmektedir. Kanser gelisim siirecinde bir biyobelirteg veya terapotik ajan olarak
miRNA’ lardan yararlanilmasi igin elde edilen bilgilerin belirli standartlara getirilmesi
gerekmekte ve yeni arastirma bulgularina ihtiya¢ duyulmaktadir. Simdiye kadar elde edilmis
veriler 1s1gmda ¢alismamizda, Tiirk popiilasyonuna ait, aile hikayesi bulunmayan, geng yasta
tan1 almis bireylerin tiimdr doku 6rnekleri kullanilarak kolorektal kanser gelisiminde onemli
oldugu belirlenen 38 miRNA’ nin ekspresyon analizlerinin gerceklestirilmesi amaglanmistir.
Boylece, kolorektal kanser gelisiminde etkili oldugu bilinen bu miRNA’ larin, kotii prognoz
potansiyeli yiiksek, erken yasta tani almis Tiirk popiilasyonuna ait kolorektal kanserli
hastalarda rolleri belirlenerek bu popiilasyona 6zgii biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek
miRNA’ larin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu sayede ilgili miRNA’ larin prognoz, diagnoz ve
ilag direngliligi konusundaki rolleri daha iyi anlagilarak yeni tedavi hedeflerinin ortaya

c¢ikarilmasima katki saglanabilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu ve Klinik Ozellikler

Bu c¢alismada, 50 yasin altinda kolorektal kanser tanis1 almis, aile oykiisii bulunmayan 40
hastaya ait tiimor dokuda miRNA ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Calisma grubu,
Uludag Universitesi, T1p Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali’ da 1996- 2011 yillar1
arasinda ameliyat olan ve tedavi altina alinan hastalardan olusturuldu. Belirlenen hastalara ait
klinik bilgiler ve lenf nodu metastazi, timor lokalisazyonu, patolojik evresi gibi timor
ozellikleri yine Genel Cerrahi Boliimiine ait arsivden temin edildi. Timor evresi,
gastrointestinal patolojisinde uzmanlasmis bir patolog tarafindan WHO kriterlerine gore
olusturuldu. Hasta grubu; cerrahi miidahale dncesi radyoterapi ve kemoterapi tedavisi
gormemis bireylerden secildi.

Belirlenen hastalarin parafine gémiilii normal ve tiimoér doku materyallerinin temini i¢in
Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Etik Kuruluna bagvuruldu. 17 Ocak 2012 tarihli
2012-2/20 numarali etik kurul izni ile hastalara ait parafin bloklar Patoloji Anabilim Dali
arsivinden temin edildi.

Ameliyat sonrasi hastaligin tekrarlamasi olarak tanimlanan niiks ve metastaz varligii
gozlemleyebilmek i¢in hastalar, tan1 sonrasi en az 2 yillik siire ile takibe alindi. Niiks
olusumuna kadar gecen siire hastaliksiz sag kalim olarak ifade edildi. Klinik takip, ameliyat
sonras1 biyokimyasal analizler ve goriintiileme teknikleri ve periyodik polikinlik kontrolleri
ile yapildi. Hastalar 1 y1l boyunca her {i¢ ayda bir, bir yildan sonra 6 ayda bir kontrole
cagrilarak ve kolonoskopi yapilarak takibe alindi. Lokal ilerleme ve uzak metastaz durumu
bilgisayarli tomografi / manyetik rezonans goriintiilleme cihazlari ile radyolojik olarak
degerlendirildi. Periyodik olarak fiziksel muayene, rutin kan analizleri ve karaciger fonksiyon
testleri yapilmis olan hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin, hastalikli ve hastaliksiz
ortalama yasam siireleri hesaplandi. Elde edilen klinik verilerden yararlanilarak hastalar,
niiks, lenf nodu metastazi ve uzak metastaz varligina ve tani aldiktan sonra hayatta kalma

stirelerine gore gruplara ayrilarak degerlendirildi (Tablo-2).
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Tablo-2 Hastalara ait kliniksel 6zellikler

No | Cinsiyet | Yas | Evre c:? B g’é S é Niiks : ?Zlg E ;5 gm;
£ 2827 = SE 2| g |25 _|SE
< |E5E3 = 2T | 3| 2 |225E:2%
3 E¥35 5 = e = | S [Z=20x=2

1 |E 18 |1 Kolon |- |- |- |- 20.02.2009 | - - 3 3

2 |K 44 |1 Kolon - - - 14.07.2008 | - - 4 4

3 |E 34 |1 Kolon - - - - 27.09.1997 | - - 15 15

4 |E 38 |1 Kolon |+ |- |- |+ 14.10.2009 | 2011 - 2 3

5 |K 42 |1 Rektum | - - - + 23.06.2001 | 2009 | - 8 11

6 |K 40 |1 Rektum| - | - | + | - 08.07.2009 | 2011|2011 |2 2

7 |E 39 |1 Rektum| - |- |- - 06.04.2009 | - - 3 3

8 |K 43 |2 Rektum |- |- |- |- 07.06.2010 |- - 2 2

9 |E 34 |1 Rektum | + | - | - | - 18.09.1997 | - 2001 | 4 4

10 |E 47 |1 Rektum | - |- - - 18.05.2010 | - - 2 2

11 | K 38 |2 Kolon |- - - - 10.12.2010 | - - 2 2

12 | K 33 |2 Kolon | - |- |- - 01.04.2009 | 2011 - 2 3

13 |E 36 |2 Kolon - |- + | - 02.01.2009 | 2010 - 1 3

14 | K 33 |2 Kolon | - |- |- - 23.03.2010 | - - 1 2

15 | E 36 |2 Kolon |- |- [+ |- 20.10.1997 | 1999 | 2002 5

16 |E 30 |2 Kolon - - + |+ 1992 1996 | 2000 | 4 8

17 | K 32 |2 Rektum | - |- + |+ 24.11.1996 | 2010|2010 | 14 14

18 | E 41 |2 Rektum |- |- |- [+ 01.05.2009 | 2011 |- 2 1

19 |E 35 |2 Rektum | + |- - |- 01.06.2010 | - - 2 2

20 |E 38 |2 Rektum| - | + | - | + 02.11.2007 | 2009 | 2009 | 2 2

21 |E 28 |3 Kolon - + |+ |+ 19.01.1998 | 2004 | 2004 | 6 6

22 |E 44 |3 Kolon - + |+ |- 26.07.2010 | 2009 | 2011 | 0,25 0,25

23 | K 39 |3 Kolon - + | - + 2005 2009 | - 4 7

24 |E 28 |3 Kolon | - [+ |- |- 22.11.2010 | - - 2 2

25 | K 41 |3 Rektum | - | + [- |- 25.10.2009 | - - 3 3

26 | K 47 |3 Rektum| - | + | + | - 27.08.2008 | 2009 | - 1 4

27 | K 35 |3 Rektum | - |- |- |- 27.03.1997 UN | UN UN

28 | K 30 |3 Rektum |- [+ |- |- 30.06.1995 | - - 17 17

29 | K 30 |3 Rektum | - + |- - 13.01.1995 | - - 17 17

30 | K 33 |3 Rektum | + | + | - - 20.05.1997 | - - 15 15

31 |E 33 |3 Rektum | + | + |- - 09.12.2010 | - - 2 2

32 |E 37 |4 Kolon - |- + |- 19.11.2009 | 2009 | - 0.1 3

33 | K 43 |4 Kolon - |- + |- 28.12.2009 | 2009 | - 0.1 3

34 |E 45 |4 Kolon EO S I 31.01.2008 | 2008 | 2011 | 0.1 3

35 | K 46 |4 Kolon - |- + | - 12.12.2010 | 2010 - 0.1 2

36 | E 34 |4 Rektum | + | - | + | - 25.11.1996 | 1996|1997 | 0.1 1

37 |E 35 |4 Rektum | + | - + |- 24.09.2009 | 2009 |2011|0.1 2

38 | E 44 |4 Rektum | - + |- - 19.09.2010 | - - 2 2

39 | E 48 |4 Rektum | - + |+ |- 08.03.2011 | 2011 | - 0.1 1

40 | E 33 |2 Rektum | - + |+ | - 23.02.2011 | 2011 |2011|0,5 05
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3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan Aletler

PCR (GeneAMP 9700) (USA)

o LightCycler 48011 (Roche Diagnostics, USA)

o Istticili blok (DB-2A) (Techne, England)

. Su banyosu (BM 302) (Niive, Istanbul, Turkey)
J Santrifiij (Z-23), (Hermle, Germany)

. Santrifiij (22R) (Beckman Coulter, Germany)

o Plate santrifiijii (Thermo, USA)

o Manyetik Karistirict (Vorteks) (Velp Scientifica, Italy)
. + 4°C Buzdolab1 (Alaska, Istanbul, Turkey)

. - 20°C Buzdolab1 (Bosch, Istanbul, Turkey)

. - 80°C Buzdolab1 (Niive, istanbul, Turkey)

o PCR UV kabini (Biosan, Latvia)

o Nanodrop (2000) (Thermo, USA)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

RNeasy FFPE kiti (50 orneklik) (Qiagen, USA)

o Biostic Paraffin Removal Reagent (MO BIO, USA)

o RT? Profiller PCR Array (SABioscience, USA)

. RT? miRNA First Strand Kiti (Qiagen, USA)

o RT?SYBR Green Mastermix Kiti (Sabioscience, USA)
o Etanol (Merck, Germany)
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3.3. Yontemler

3.3.1. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Ameliyat sonrasi ¢ikartilarak formalin ile fiske edilip parafin icerisine gémdiiriilen ve
Patalog tarafindan degerlendirilen dokular ¢alismaya dahil edildi. Normal ve tiimdr doku
olarak tanimlanmis hastaya ait parafin blok igin ependorf tiipler olusturuldu ve parafin
bloklardan 0.2-0.4 cm kesilerek bu ependorflar igerisine alindi. Materyaller, BIOstic (MO
BIO Laboratories, Carlsbad, CA) ile 2 kez muamele edilerek parafinden arindirildi. BIOstic
ile doku iizerindeki parafin ¢ozdiiriildiikten sonra materyaller, %100-%70 ve %40’ lik alkol
asamalarindan gecirildi ve alkol oda 1sisinda uguruldu. Bu asamalardan sonra 40 hastaya ait
tiimor doku ve 8 hastaya ait normal dokudan, parafin bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari
kit (Qiagen RNeasy FFPE kit) kullanilarak prosediire uygun sekilde RNA izolasyonu
gergeklestirildi.

3.3.2. Elde Edilen RNA’ larin Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen RNA’ larin miktar1 ve kalitesi NanoDrop 2000 Spektrometre (Thermo
scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi kullanilarak 6lgiildii (Tablo-3).
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Tablo-3 Hastalara Ait Orneklerin RNA Konsantrasyonlari ile flgili Nanodrop Ol¢iimleri

) Niikleik ) Ornek

Ornek ID Asit kons. Unite A260 A280 260/280 tipi Faktor
1 883,1 ng/ul 22,077 11,542 1,91 RNA 40
2 13,1 ng/ul 0,327 0,184 1,78 RNA 40
3 52,3 ng/ul 1,307 0,682 1,91 RNA 40
4 151,2 ng/ul 3,779 2,069 1,83 RNA 40
5 56,9 ng/ul 1,423 0,733 1,94 RNA 40
6 485,6 ng/ul 12,141 6.370 1,91 RNA 40
7 526,5 ng/ul 13,161 6,818 1,93 RNA 40
8 218,2 ng/ul 5,455 2,826 1,93 RNA 40
9 16,9 ng/ul 0,422 0,255 1,65 RNA 40
10 2135 ng/ul 53,375 28,862 1,85 RNA 40
11 304,8 ng/ul 7,621 4,278 1,78 RNA 40
12 28,2 ng/ul 0,563 0,315 1,78 RNA 40
13 32,2 ng/ul 0,643 0,327 1,97 RNA 40
14 48,8 ng/pl 0,977 0,493 1,98 RNA 40
15 24,7 ng/ul 0,494 0,303 1,63 RNA 40
16 235 ng/pl 0,588 0,314 1,88 RNA 40
17 49 ng/pl 1,225 0,651 1,88 RNA 40
18 177,5 ng/pl 4,436 2,272 1,95 RNA 40
19 119,8 ng/ul 2,396 1,243 1,93 RNA 40
20 16,4 ng/ul 0,327 0,173 1,89 RNA 40
21 82,9 ng/ul 2,073 1,109 1,87 RNA 40
22 1714 ng/ul 4,285 2,17 1,97 RNA 40
23 153,1 ng/ul 3,827 2,2 1,74 RNA 40
24 26,6 ng/ul 0,665 0,379 1,75 RNA 40
25 13,9 ng/ul 0,349 0,188 1,85 RNA 40
26 119,2 ng/ul 2,979 1,581 1,88 RNA 40
27 90,7 ng/ul 2,268 1,205 1,88 RNA 40
28 17,2 ng/ul 0,429 0,221 1,94 RNA 40
29 2249 ng/ul 5,622 2,991 1,88 RNA 40
30 29,2 ng/ul 0,729 0,414 1,76 RNA 40
31 86,3 ng/ul 2,158 1,124 1,92 RNA 40
32 12,9 ng/ul 0,323 0,189 1,71 RNA 40
33 110,2 ng/ul 2,756 1,412 1,95 RNA 40
34 453 ng/ul 1,131 0,581 1,95 RNA 40
35 224 ng/ul 0,56 0,297 1,89 RNA 40
36 177,2 ng/ul 4,431 2,365 1,87 RNA 40
37 81,8 ng/ul 2,045 1,193 1,71 RNA 40
38 136,5 ng/ul 3,414 1,777 1,92 RNA 40
39 100 ng/ul 25 1,422 1,76 RNA 40
40 453 ng/ul 1,131 0,581 1,95 RNA 40
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RNA 6rneklerinin 260 ve 280 nm’ deki dalga boylarinda yapilan 6l¢timleri ve bu dalga
boylarindan elde edilen degerlerin birbirlerine olan oranlari, miktar ve kalite konusunda bilgi
verdi.

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon
ozelligi gosterirler. Bu nedenle 260 nm’ de 6lgiilen absorbsiyon degerleri oldukca saf olarak
izole edilen niikleik asitlerin ng/uL veya pg/mL diizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilir.  RNA’ nin konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik
yontemler DNA’ nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA’ nin
miktarinin belirlenmesinde kullanilan formiil farklidir.

Total RNA (ng/ul) = 260 nm’ deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktorii

RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40 pg/mL’ ye karsilik geldigi bilinmektedir.
Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik
asitlerin saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. Proteinlerde bilindigi gibi 280 nm’ de
absorbsiyon 6zelligi gosterirler. Bu nedenle 280 nm’ de dlgiilen bir degerdeki artig
A260/A280 oraninda diismeye neden olur. izole edilen total RNA 6rneklerinin safligindan

bahsetmek i¢in bu oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir.

3.3.3. RNA’ lardan ¢cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’ nin 5 ng’ ndan RT? miRNA First Stand Kit MA03 (QIAGEN,
Germantown, Maryland, USA) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) elde edildi. izole
edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR karisimi ve programi Tablo-4

ve Tablo-5’ te verildi.

Tablo-4 ¢cDNA Sentezi icin Hazirlanan Reaksiyon Karisim

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon

RNA 50 ng-200 ng (0.5 ng— 2 ug RNA)
MIRNA RT Primer & ERC Miksi (M1) 1.0 uL

5X miRNA RT Buffer 2 (M5) 2.0 uL

MIRNA RT Enzim Miksi (M3) 2.0 uL

Niikleotid Miksi 1.0 uL

RNase-free H,O Toplam hacim 10.0 uL olacak sekilde

dH-0 ile tamamlanir
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Tablo-5 cDNA sentezi icin kullanilan PCR Program

PCR Programi

16 °C’de — 30 dakika
42 °C' de — 30 dakika
85°C’ de — 5 dakika
4 °C’de —

Calisilmas1 hedeflenen her bir 6rnek i¢in 0,2 pl’ lik PCR tiipii i¢erisine Tablo-5’ te
verilen malzemelerden reaksiyon karigimi olusturuldu. Elde edilen miks pipetaj yapilarak
karistirild1 ve santrifiije alinarak spin atildi. PCR tiipii icerisindeki miks, 37°C’ de 2 saatlik
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasi elde edilen cDNA’ lar iizerine reaksiyon karigimi
bulunan her bir PCR tiiptine 90 pl dH2O ilave edilerek karistirildi ve {iriinler bir sonraki

asamaya kadar -20°C’ de sakland1.

3.3.4. Real-Time PCR ile miRNA Expresyon Analizleri

Caliymada, Kolorektal kanser gelisiminde diagnostik ve prognostik 6neme sahip, ayn
zamanda ila¢ direnci iizerine etkisi belirlenen miRNA’ larin degerlendirilmesi amaglanmaistir.
Calismamizda degerlendirilen miRNA’ lar bu amag dogrultusunda yapilan litaratiir
arastirmasi sonucu belirlendi. Segilen 38 farklt miRNA’ nin tiimdr dokularindaki ekspresyon

durumlari, kromozomal lokalisazyonlar1 ve hedef genleri ile ilgili bilgiler Tablo-6’ da verildi.

33



Tablo-6 Kolorektal Kanser Gelisiminde Diagnostik, Prognostik ve ila¢ Direnci ile iliskili

miRNA’ lar ve ozellikleri (50-62)

mivaaa | TANeeson | Sepremon | oneion | ecet e
PDCD4, PTEN, RECK, NFIB, TPM1, SPRY2,
i 17923.1 RHOB, TIMP3, maspin, CDC25a, TIAM1,
hsa-miR-21 MIMATO0000076 MSH2
hsa-miR-143 MIMATO0000435 l 5932 KRAS, DNMT3A, ERK5
hsa-miR-145 MIMATO0000437 l 5032 IRS-1, c-Myc, YES1, STAT1, OCT4,
hsa-miR-19a MIMATO0000073 1 13931.3 MYC, PTEN
hsa-let-7a MIMATO0000062 | 13 c-MYC, DLD-1, Ras
hsa-let-7b MIMATO0000063 i 22 MYC, PTEN, BRCAL, NRAS
hsa-let-7c MIMATO0000064 | 21 E2F3, DICER1, KRAS, MYC
hsa-miR-17 MIMATO0000070 1 13931.3 THBS1, c-MYC, CDKN1A, E2F1
hsa-miR-155 MIMATO0000646 1 21 MLH1, MSH2, MSH6
hsa-miR-29b MIMATO0000100 1932.2 IGF1, PTEN, IL4
hsa-miR-106a MIMATO0000103 1 Xq26.2 PTEN, E2F1, RB1
hsa-miR-139-5p MIMATO0000250 11 PTEN, CD44
hsa-miR-191 MIMATO0000440 ! 3p21.31 DICER1, NRAS
hsa-miR-221 MIMATO0000278 1 X AKT1, PTEN
hsa-miR-223 MIMATO0000280 i Xql2 SOX2, E2F1
hsa-miR-148a MIMATO0000243 i 7 IL6, CD44
hsa-miR-200a* MIMATO0001620 i 1 MAP3K10, ZEB1, MET, MYC, PTEN
hsa-miR-15b MIMATO0000417 l 3 CD44, EIF5
hsa-miR-15a MIMATO0000068 i 13 RB1, IL3, TP53
hsa-miR-16 MIMATO0000069 13q14.2 E2F1, PIK3CA
hsa-miR-181b MIMATO0000257 i 9033.3 PTEN, TNS3, E2F5, GATAG6, ELF5
hsa-miR-200c MIMATO0000617 i 12p13.31 ZEB1, ZEB2
hsa-miR-139-3p MIMATO0004552 119134 c-MYC, CD44
hsa-miR-26a MIMATO0000082 i 3p21.31 CDKNL1A, IL6, MAP2
hsa-miR-27a MIMATO0000084 1 19 PTEN, TP53
hsa-miR-30a MIMATO0000087 1 6913 DTL
hsa-miR-34a MIMATO0000255 1g36.22 FRA1, SIRT1, MYC, BCL2
hsa-miR-96 MIMATO0000095 i 7932.2 KRAS
hsa-miR-133b MIMATO0000770 | 6 c-MET
hsa-miR-135b MIMATO0000758 il 1g32.1 MSH2
hsa-miR-125b MIMATO0000423 | 11923 TP53, AKT1, E2F1
hsa-miR-137 MIMATO0000429 | 1p22 Cdc42, LSD-1
hsa-miR-20a MIMATO0000075 il 13931.3 PDCD4, PTEN, RECK, NFIB, TPM1
hsa-miR-99a MIMATO0000097 21g21.1 CCND1, DICERL, IGF1, c-MYC
hsa-miR-498 MIMAT0002824 19913.41 MAX, FAF1, CD4
hsa-miR-320 MIMATO0000510 l 8 CD71, POUR3D
hsa-miR-183 MIMATO0000261 T 7932.2 SOX2, KLF4
hsa-miR-124 MIMATO0000422 l 8 AKT1, MAP14, E2F5
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Niikleik asit ekspresyon analizleri i¢in olusturulmus en giincel ve giivenilir diizeneklerden
biri olan RT?> miRNA PCR Array, real-time PCR, revers transkripsiyon PCR ya da gRT-PCR
kullanilarak yiizlerce miRNA’ nin ekspresyonlarini analiz etmek i¢in diyazn edilen bir plate
sistemidir. Calismamizda kullanilmak {izere belirledigimiz genler igin dizayn ettirilmis olan
her biri 384 kuyucuklu PCR array 8 farkli 6rnegin degerlendirilmesine uygun olarak
diizenlendi. PCR arraylar icerisinde, 8 farkl her bir 6rnek i¢in 3 adet PCR array kontrolii
(miRTC, PPC, U6), 3 adet housekeeping gen (SNORD44, SNORDA47, SNORDA48) ve 42
MIRNA (38 farkli, 4 tanesi 2 tekrar olucak sekilde) yer almaktaydi (Tablo-7).
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Tablo-7 Calismada Kullanilan 384 Kuyucuklu Array Diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a miR- miR- 20a
21 200a 21 200a 21 200a 21 200a 21 200a 21 200a 21 200a 21 200a
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 99a miR- miR- 99 miR- miR- 99a miR- miR- 99 miR- miR- 99 miR- miR- 99 miR- miR- 99 miR- miR- 99
143 15b 143 15b 143 15b 143 15b 143 15b 143 15b 143 15b 143 15b
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498 miR- miR- 498
145 15a 145 15a 145 15a 145 15a 145 15a 145 15a 145 152 145 152
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320 miR- miR- 320
19a 16 19a 16 19a 16 19a 16 19a 16 19a 16 19a 16 19a 16
Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR- Hsa- hsa- hsa-miR-
let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183 let7a miR- 183

181b 181b 181b 181b 181b 181b 181b 181b
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124 let7b miR- 124

200c 200c 200c 200c 200c 200c 200c 200c
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-21 hsa- hsa- hsa-miR-21 hsa- hsa- hsa-miR-21 hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
let7c miR- 21 let7c miR- let7c miR- let7c miR- let7c miR- 21 let7c miR- 21 let7c miR- 21 let7c miR- 21

133b 133b 133b 133b 133b 133b 133b 133b
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143 miR- miR- 143
17 26a 17 26a 17 26a 17 26a 17 26a 17 26a 17 26a 17 26a
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- miR- 145 miR- | miR- | 145
155 27a 155 27a 155 27a 155 27a 155 27a 155 27a 155 27a 155 27a
hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR- hsa- hsa- hsa-miR-
miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- miR- 139-3p miR- | miR- | 139-3p
29 30a 29 30a 29b 30a 29b 30a 2% 30a 2% 30a 2% 30a 2% 30a
hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD 47 hsa- hsa- SNORD
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- | miR- | 47
106a 34a 106a 34a 106a 34a 106a 34a 106a 34a 106a 34a 106a 34a 106a | 34a
hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48 hsa- hsa- SNORD48
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- | miR-
139- 96 139- 96 139- 96 139- 96 139- 96 139- 96 139- 96 139- 96
5p 5p 5p 5p 5p 5p 5p 5p
hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44 hsa- hsa- SNORD44
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- | miR-
191 133b 191 133b 191 133b 191 133b 191 133b 191 133b 191 133b 191 133b
hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC hsa- hsa- miRTC
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR-
221 135b 221 135b 221 135b 221 135b 221 135b 221 135b 221 135b 221 135b
hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6 hsa- hsa- U6
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR-
223 125b 223 125b 223 125b 223 125b 223 125b 223 125b 223 125b 223 125b
hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC hsa- hsa- PPC
miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR- miR-
148a 137 148a 137 148a 137 148a 137 148a 137 148a 137 148a 137 148a | 137

1.  Ornek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek 5. Ornek 6. Ornek 7. Ornek 8. Ornek
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RT? SYBR Green gPCR Master Mixes (Qiagen-USA) kiti kullanilarak Real-time PCR
reaksiyonunda SYBR® Green’in floresan 6zelliginden yararlanildi. SYBR Green boyas: ¢ift
sarmal DNA’ nin kii¢iik girintisine baglanarak az miktarda fluoresans yaymakta ve daha
sonraki bilgisayar analizleri i¢in gerekli olan fluoresans sinyalini olusturmaktadir.
Cogaltilmig hedef cDNA’ya baglanan SYBR Green boyasi ile elde edilen erime egrisi
sayesinde spesifik hedef cDNA’nin varligi analiz edilmektedir (Sekil-11).

1. Total RNA" dan cDNA Eldesi

2. r1? qPCR Master Miksin Hazirlanmast ve Her Kuyuya ¢DNA Eklenmesi

a Sil
.",u"' -',10"'

B A N

3. Real-Time PCR Cihazinda Programin Baglatilmas

Sora e
~

e G e

4, Verilerin Analiz Edilmesi

PSS I—

Ao Ol Rt (g, Somrtes

Sekil-11 RNA’ dan Verilerin Analiz Edilmesine Kadar Gerceklestirilen Asamalar

MiRNA ekspresyonlarmin Ct degerleri, Lighy Cycler480II cihazinin veri tabanindan
yararlanilarak elde edildi. Esik deger (Threshold) olarakta tanimlanan CT degeri, floresan
is1mada (ARn) artigi bagladigi ilk siklusu ifade eder. Rn(+), yiiklenen drnegin reaksiyona
giren tiim komponentlerin floresan emisyonu, Rn(-) ise negatif kontroliin ve reaksiyonu
gerceklesmeyen orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn, Rn(+) ve Rn(-)
arasindaki fark olup, CT degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel gostergedir. Caligmada,
SNORD46, SNORD47 ve SNORD48’ in ortalama Ct degerleri belirlenerek PCR Array’ den

elde edilen verilerin normalisazyonu yapild1.
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3.4. Istatistiksel Analiz
MIRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimleri inceleyebilmek icin ncelikle

LightCycler 480 II cihazinin veri tabandan, yliklenen 6rneklerin Row Data ve CT degerleri
elde edildi (Sekil-11).

HRn —
1000000 — Flato Cizzisi
—
Yiklenen Ornele 1
2,000,000 —
Artan Faz
Thrashold
“ - - -
Bazzline Yiildenen Ornelc 2
| |
0 20 40

PCER Siklis Savis

Sekil-12 Lightcycler LC 480 II Cihazinda Orneklerin Ct Degerlerinin Elde Edilmesi

Hastalar, klinik 6zelliklerine gore gruplara ayrildi ve Sabioscience sitesinde yer alan PCR
Array Veri Analizi sayfasina yiiklendi (http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).
Evrel-2 tiimorleri grupl, evre 3 tiimorleri grup2, evre 4 tiimorleri grup 3 ve normal dokudan
elde edilen 6rnekler ise kontrol grubu olarak siniflandirilarak istatistiksel analizler
gergeklestirildi.

Web tabanli Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT? profiler PCR array data analysis version
3.5) programindan yararlanilarak, evreler arasinda miRNA ekspresyon diizeyindeki
degisimleri ifade eden kat degisimi (fold change) grafikleri ve degerlendirilen gruplara gore
miRNA’ larin hangilerinin yiiksek eksprese (up-regiile) hangilerinin diisiik eksprese (down-
regiile) oldugunu gosteren Clustrogram goriintiisii olugturuldu. Sabiosciences PCR-Data
Analiz sisteminde 2’ deltact degerlerinden Student T testi yapilarak her bir miRNA’ nin p
degeri belirlendi. Sonuglar % 95’ lik giiven araliinda ve anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi. miRNA ekpresyon seviyelerindeki farkliliklarin, hastalarn klinik 6zellikleri
ile iligkili olup olmadigini ortaya koymak i¢in ise Sabiosciences PCR-Data analiz
programimdan yararlanildi.

[lk tani ile hastaligin ilk yinelemesi arasinda gegen siire hastaliksiz sagkalim, ilk tani ile
Oliim tarihi arasinda gecen siire genel sagkalim siiresi olarak hesaplandi. Takip siiresi ilk tan1

tarihi ile son kontrol veya dliim tarihi arasindaki siireler dikkate alinarak belirlendi. MIRNA
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ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim siireleri ile
hastalarm almis oldugu tedaviler tizerine 6nemliliklerinin incelenmesi i¢in MedCalc

programina ait Kaplan Meier Analizi uyguland1.
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4. BULGULAR

Calismamizda, 2005-2011 yillar1 arasinda kolorektal kanser tanisi almis, operasyon

oncesi radyoterapi ya da kemoterapi almamis, 50 yas alt1, 40 hasta degerlendirildi.

Hastalarin yas araligi 18-48 arasinda olup ortalama yag 36 olarak belirlendi. Caligmaya

dahil edilen hastalarin 23’ i erkek, 17’ si kadindir. 18 vakada primer tiimériin rektumda,

22 vakada ise kolonda lokalize oldugu saptandi. Kirk hastanin yedisinde miisindz

kompanent varhigi belirlendi. 15 hastada lenf nodu metastazi belirlendi. Secilen hastalar en

az iki yil takibe alind1 ve 19 hastada ise uzak metastaz ya da niiks varligi gézlendi.

Degerlendirilen hastalarm klinik ve patolojik 6zellikleri Tablo 8” de verilmektedir.

Tablo-8 Hastalara Ait Klinik Ozellikler

Degerlendirilen parametreler

Hasta Sayis1 (%)

Hasta

Yas

18-29

30-39

40-48

Cinsiyet

Kadm

Erkek

Tiimoér Biiyiikliigii
<3

>3

Miisin6z Kompanent Varhgi
Yok

Var

Tiimér Lokalisazyonu
Kolon

Rektum

Evre

|

I

1]

v

Niiks ve Uzak Metastaz Varhg:

Yok
Var
Lenf Nodu Metastaz Valigi

Var
Yok

40

3(7.5)
23(57.5)
14(35)

17 (42.7)
23 (57.3)

14 (35)
26 (65)

33 (82.5)
7(17.5)

18 (45)
22 (55)

10 (25)
10 (25)
9 (225)
11 (27.5)

19 (47.5)
21 (57.5)

15 (37.5)
25(62.5)
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Real-time PCR Array sistemleri kullanilarak, 40 kolorektal tiimorde 38 farkli
miRNA’ nin ekspresyon profilleri analiz edildi. Ilk olarak tiimér dokudaki miRNA
ekspresyon seviyeleri normal dokudaki ekspresyon seviyeleri ile, web tabanli
Sabiosciences PCR-Data Analiz (RT? profiler PCR array data analysis version 3.5)

programindan yararlanilarak karsilastirildi ve istatistiki degerler bu programda yer alan

Student T testi ile elde edildi (Sekil-13)

mik-1%
miRk-17
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miR-27a
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miR-99%
miR-26a
miR-125b

miR-20a
miR-320
miR-200a
miR-221
let-7c
miRk-34a
miR-135b
miR-183
miR-96
miR-498
miR-137
miR-181b
miR-124
miR-139-3p
miRk-133b
miRk-133b

min avg max

Magnitude of gene expression

Sekil-13 Belirlenen Hasta Grubunda Degerlendirilen miRNA’ larin Clustergram

Goriintiileri

Tiim6r ve normal dokulardaki miRNA ekspresyon profilleri karsilastirildiginda, 17
miRNA’ nin ekspresyon seviyelerinde, bu iki grup arasinda farkliliklar oldugu belirlendi.

12 miRNA’ nin (miR-200a, miR-20a, miR-15a, miR-183, miR-21, miR-17, miR-155,
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miR-106a, miR-96, miR-135b, miR-223 ve miR-148a) ekspresyon seviyesinin timdor
dokularda normal dokulara gore artig gosterdigi, S miRNA’ nin (miR-143, miR-145, miR-
125b, miR-124 ve miR-133b) ekspresyon seviyelerinin ise tiimor dokularda normal
dokulara gore azalma gosterdigi belirlendi. Bu miRNA” lar arasinda miR-143’ {in diisiik

ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlamli sekilde degerlendirildi (p= 0.01) (Tablo-9).

Tablo-9 Tiimor Doku ve Normal Dokuda miRNA Ekspresyonlarimin Karsilastiriimasi

Normal Doku Tiimor Doku

miRNA 2(-Avg.(Delta(Ct)) 2(-Avg.(Delta(Ct)) Kat Degisimi p Degeri
miR-96 0.149 0.227 1.514 0.541
miR-223 1.892 6.487 3.428 0.503
miR-21 7.707 13.746 1.783 0.580
miR-200a 0.337 0.464 1.37 0.274
miR-20a 0.929 1.102 1.71 0.636
miR-183 0.149 0.251 1.676 0.50
miR-17 0.609 0.891 1.4621 0.297
miR-155 0.301 0.564 1.8735 0.478
miR-15a 0.416 0.463 1.111 0.449
miR-148a 0.533 0.677 1.269 0.530
miR-145 5.296 2.007 0.379 0.318
miR-143 2.297 0.917 0.399 0.011
miR-135b 0.170 0.271 1.597 0.471
miR-133b 0.527 0.346 0.656 0.734
miR-125b 9.334 5.056 0.541 0.904
miR-124 0.465 0.332 0.714 0.104
miR-106a 0.353 0.760 2.153 0.303

Normal kolon mukozasi ile evrelere ayrilarak gruplanan tiimor dokular karsilastirilarak
miRNA’ larin ekspresyon seviyeleri incelendi. Histopatolojik evreleme sistemine gore
timor dokular 3 gruba ayrilarak degerlendirildi. Evrel-2 tiimérleri grup 1, evre 3
timorleri grup 2 ve evre 4 tiimérleri de grup 3 olarak tanimlandi. Normal dokular ise
kontrol grup olarak alindi. Evreler arasinda miRNA ekspresyon diizeylerindeki degisimler
web tabanli PCR-Data Analiz programindan yararlanilarak belirlendi. Farkli evrelere ait
kolorektal tiimorlerin normal doku ile karsilastirilmasi sonucu miR-17, miR-145, miR-143,
miR-125b ve mR-106a’ nin ekspresyon seviyelerinde ki farkliliklarin diger miRNA’ lardan
daha fazla oldugu belirlendi (Tablo-10).
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Tablo-10 Normal Doku ile Evre 1-2, Evre 3 ve Evre 4’ iin Karsilastirilmasi ile
Farkhlik Belirlenen miRNA’ larin Ct Degerleri, P Degerleri ve Degisim Oranlarn

Normal Doku Tiimér Doku Evre 1-2 Tiimér Doku Evre 3 Tiimér Doku Evre 4
2/\(- 2= Kat 27(- Kat 27(- Kat
miRNA | Avg.(Delta(Ct)) | Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p Degeri | Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p Degeri | Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p Degeri

miR-17 0.609 0.603 0.989 0.558 0.96 1.585 0.188 1.925 3.158 0.074
miR-145 5.296 2.369 0.448 0.596 1.487 0.280 0.203 2.004 0.378 0.461
miR-143 2.618 0.947 0.361 0.064 0.704 0.268 0.079 0.629 0.240 0.312
mR-125b 9.334 5.703 0.611 0.783 3.175 0.340 0.092 6.835 0.732 0.631
miR-106a | 0.353 0.558 1.578 0.454 0.745 2.110 0.083 1.555 4.403 0.026

Erken yas hastalarda sporadik gelisen kolorektal tiimorlerde miR-17 ve miR-106a’ nin

ekspresyon seviyelerindeki artigin ve miR-125b, miR-143 ve miR-145’ nin ekspresyon

seviyelerindeki diisiisiin evreler arasinda farkliliklar gosterdigi belirlendi (Sekil-14).

Fold Change

L R T R = ¥ = =~ T ¥ = T )

1w

e

i}

WNormal Dol

Sekil-14 Kolorektal Kanser Tiimor Dokularmin Normal Dokular ile
Karsilastirilmasi Sonucunda Evre 1-2, Evre 3 ve Evre 4 Arasinda Farkhihiklar
Belirlenen 5 miRNA’ nin Ekspresyon Seviyeleri. (*; p<0.05)

Timér Dol Timér Dol Timér Dol
Exra 1-2 Ewxre 3 Evr= 4
mik-143 mik-145% miE-17 M miE-10ca m miR—125.|

Degerlendirilen miRNA’ lardan miR-106a’ nin ekspresyon seviyesi ge¢ evre olarak

tanimlanan ve uzak metastaz varlig1 ile karakterize edilen evre 4 tiimorlerde 4.4 kat artarak

istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (p= 0.02) (Sekil-15).
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Sekil-15 Kolorektal Kanser Tiimor Dokularinin Normal Dokular ile
Karsilastirilmasi Sonucunda Evre 1-2, Evre 3 ve Evre 4 Arasinda Istatistiki Olarak
Anlamhlik Gosteren miR-106a’ mn Ekspresyon Seviyesi (p= 0.026)

Farkli evrelere ait tiimor dokular birbirleri ile karsilastirildiginda miR-106a’ nin

evre 4 timorlerde, diger tiim evrelere gore artis gosterdigi belirlendi. Evre 3 ve evre 4
arasindaki farklilik istatistiki olarak anlamli olarak degerlendirildi (p=0.04) (Tablo-11).

Tablo-11 Farkh Histolojik Evrelere Ait Tiimor Dokularinda miRNA Ekspresyon
Seviyelerinin Birbirleri ile Karsilastirnlmasi: Sonucunda Elde Edilen Degerler

Evre 1-2 ve Evre 3 Evre 1-2 ve Evre 4 Evre 3 ve Evre 4
miRNA Kat Degisimi | p-Degeri Kat Degisimi | p-Degeri Kat Degisimi | p-Degeri
miR-17 1.6 0.986 3.194 0.096 1.991 0.096
miR-145 -1.59 0.447 -1.125 0.749 1.348 0.296
miR-143 -1.15 0.371 -1.504 0.626 1.772 0.291
mR-125b -1.8 0.148 1.198 0.375 2.153 0.260
miR-106a 1.34 0.610 2.789 0.503 2.087 0.040

Normal dokular ile karsilastirildiginda geng yasta, sporadik olarak gelisen timor
dokularda ekspresyonlarinda farkliliklar gézlenen 5 miRNA’ nin hedef genleri web tabanl

miRWalk programi (http://www.umm.uni heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) kullanilarak

belirlendi. Etkili oldugu sinyal yolaklar1 ise KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) ve

BioCarta (http://www.biocarta.com/) veritabanlarindan yararlanilarak tespit edildi. Tablo-
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12’ de miRNA’ larin hedef genleri, Tablo 13’ de ise miRNA’ larn etkili oldugu sinyal

yolaklar1 ve bu yolaklarda gorev alan temel genler verildi.

Tablo-12 miR-17, miR-106a, miR-125b, miR-143 ve miR-145" in MIRWALK
Programina Gore Hedef Aldiklar1 Genler

miRNA Hedef Genler

Timor

Baskilayici

miRNA’ lar

miR-143 AKT1, APC, BCL2, CCND1, FOS, JUN, KRAS, LEF1, MAPK3, MYC, PIK3CA, TGFBR2, TP53

miR-145 AKT1, BCL2, CCND1, CTNNB1, EGFR, IGF1R, JUN, KRAS, LEF1, MAPK3, MYC, PIK3CA, SMAD2, SMAD3,
SMAD4,TGFBR2, TP53

miR-125b AKT1, BAX, BCL2, CCND1, JUN, KRAS, MAPK3, MYC, TP53

OnkomiRNA’

lar

miR-106a TGFBR2, MYC, TP53

miR-17 APC, AKT, FOS

Tablo-13 miR-17, miR-106a, miR-125b, miR-143 ve miR-145’ in, KEGG ve BioCarta
veritabanlarina Gére Etkili Olduklan Sinyal Yolaklar1 ve Bu yolaklardaki Onemli
Genler

miRNA Sinyal Yolag Database Gen Adi
Apoptoz KEGG TNF
Hiicre Adezyon Molekiilleri KEGG SDC1, CD8A
Hiicre Sikliisu KEGG CDK2N1A, RB1, E2F1
Sitokin-sitokin Reseptor
miR-143 Baglantist KEGG TNF, CSF1, VEGFA, TGFBR2, IL10
JAK/STAT Yolag: KEGG STAT3, MYC, IL10
ve P53 Sinyal Yolag KEGG CDK2N1A, PTEN
miR-145 WNT Sinyal Yolag KEGG MYC
VEGF Sinyal Yolagi KEGG VEGFA
G1 Yolag Biocarta CDK2N1A, RB1, E2F1
IL10 Yolagt Biocarta 1L10, TNF, STAT3
TNFRI1 Yolag: Biocarta TNF, RB1
Apoptoz KEGG TNF
Hiicre Adezyon Molekiilleri KEGG SDC1, CD8A
miR-17 Hiicre Sikliisu KEGG CDK2N1A, RB1, E2F1
JAK/STAT Yolag: KEGG STAT3, MYC, IL10
G1 Yolag Biocarta CDK2N1A, RB1, E2F1
WNT Sinyal Yolag KEGG MYC
MiR-106 VEGF Sinyal Yolag: KEGG VEGFA
G1 Yolag Biocarta CDK2N1A, RB1, E2F1
Hiicre Adezyon Molekiilleri KEGG SDC1, CD8A
MiR-125b P53 Sinyal Yolagi KEGG CDK2N1A, PTEN
Apoptoz KEGG TNF

Lenf nodu metastaz varligina gore hastalar degerlendirildiginde lenf nodu metastazi
negatif hastalar ile lenf nodu metastazi pozitif hastalar belirlenerek normal dokuyla ve
birbirleriyle istatistiki olarak karsilastirildi (Tablo-14 ve Sekil-16).
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Tablo-14 Lenf Nodu Metastazi Durumunun Normal Doku ile Karsilastirilmasi ile
Elde Edilen Degerler

Normal Doku Tiimér dokuda lenf nodu metastaz (-) Tiimér dokuda lenf nodu metastaz (+)
Kat Kat
miRNA 2\(-Avg.(Delta(Ct)) | 2°(-Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p-degeri | 2°(-Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p-degeri
miR-17 0.609 0.719 1.180 0.415 1.273 2.088 0.096
miR-145 5.296 2.398 0.452 0.572 1.492 0.281 0.133
miR-143 2.297 0.944 0.411 0.064 0.874 0.380 0.066
miR-125b 9.334 5.948 0.637 0.805 3.858 0.413 0.063
miR-106a 0.353 0.632 1.790 0.369 1.035 2.929 0.032
5.0
4.5 T
4.0 T
3.5
3.0
2.5 %
D20
S 1.5
o101
D 0.5
[=]
Y- 0.0
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-2.51 -4
MNormal Dok Timér Dol Timir Dol
Lenf Nodo Metastaz {-) Lanf Mode Matastaz (+)

mik-142 @ mik-145 m miR-17 M miE-106a M mik-125hb

Sekil-16 Belirlenen Bes miRNA’ nin Lenf Nodu Metastaz Varhgi ve
Yoklugundaki Ekspresyon Seviyeleri. (x p<0.05)

Evreler arasinda ekspresyon seviyelerinde farklilik gézlenen 5 miRNA’ nin tiimiinde
literatiirle uyumlu sekilde ekspresyon farkliliklar1 gézlendi. miR-106a’ nin ekspresyon
seviyesi lenf nodu metastazi varliginda anlamli farklilik gésterdi (p=0.03) (Sekil-17).
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p=0.031

Niiks ve uzak metastaz goriilmeyen hastalara ait tiimor dokular ile niiks ve uzak

Mormal Doloe

Timar Dol

Lenf Node Metastaz {-)

mik-10&a

Sekil-17 Lenf Nodu Metastazi Durumu Acisindan Istatistiki Olarak Anlamhhk
Gosteren miR-106a’ nin Ekspresyon Seviyesi

Timar Dol

Lenf Nodu Metastaz (+)

metastaz goriilen hastalara ait tiimor dokular ve normal dokulara ait miRNA ekspresyon

seviyeleri birbirleri ile karsilastirildiklarinda farkli evrelere ait tiimor dokularda farkl

ekspresyon gosteren 5 miRNA’ nin ayni sekilde degisim gosterdigi belirlendi (Tablo-15 ve

Sekil-18).

Tablo-15 Uzak Metastaz ve Niiks Durumunun Normal Doku ile Karsilastirilmasi ile

Elde Edilen Degerler
Normal Doku Tiimor dokuda uzak metastaz ve niiks (-) Tiimor dokuda uzak metastaz ve niiks (+)
27(- 27\(- Kat 27\(- Kat
miRNA Avg.(Delta(Ct)) Avg.(Delta(Ct)) Degisimi p-degeri | Avg.(Delta(Ct)) Degisimi p-degeri
miR-17 0.609 1.007 1.651 0.317 0.442 0.725 0.826
miR-145 5.296 1.742 0.286 0.076 2.445 0.477 0.086
miR-143 2.297 1.044 0.454 0.076 0.593 0.258 0.086
miR-125 9.334 4.022 0.430 0.299 5.635 0.603 0.718
miR-106a 0.353 0.846 2.394 0.359 0.400 1.133 0.490
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Fold Change

MNormal Dol Timbr Dol Timbr Dol
Uzak hstastar ve Miks (-} Uzak Metastaz ve Niks (+)

| mik-143 = mik-145 m miE-17 W miR-105a M mik-125hb.

Sekil-18 Belirlenen Bes miRNA’ min Uzak Metastaz ve Niiks Varhg ve
Yoklugundaki Ekspresyon Seviyeleri

Niiks ve uzak metastaz gbzlenen hastalara ait tiimor dokularda, metastaz goriilmeyen
hastalarin tiimor dokularina gére, miR-143 ekspresyon seviyesi 2 kat, miR-145" in
ekspresyon seviyesinin ise 3 kat diistiigii gézlendi. Her iki miRNA’ ninda istatistiksel

olarak anlamliliga yakin p degerlerine sahip oldugu gozlendi (p=0.07) (Sekil-19).
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Fold Change

Mormal Dol Timir Doku Timér Dol
Uzak MMetastaz ve Miks (-} Uzak Metastaz ve Miks (<)

| miR-143 m miR-145 |

Sekil-19 Uzak Metastaz ve Niiks Durumu ile istatistiki Olarak Anlamhhga Yakin
Bir Deger Gosteren miR-143 ve miR-145’ in Ekspresyon Seviyeleri
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Degerlendirilen 38 miRNA arasindan anlamlilig1 belirlenen 5 miRNA’ nin ekspresyon

seviyelerinin, vakalarin ortalama ve hastaliksiz yasam siireleri ile karsilastiriimast,

Medcalc programinda yer alan Kaplan Meier Analizi ile ger¢eklestirildi. Hastalarin

ortalama yasam siireleri ele alinip, normal doku ile karsilastirildiginda yine 2 miRNA’ nin

ekspresyon seviyelerinde 1.5-2 kat arasi artis gézlendi fakat p degerinde anlamlilik elde
edilemedi (Tablo-17 ve Sekil-20).

Tablo-17 Ortalama Yasam Siiresi 5 Yil ve 5 Yildan Az Olan Hastalarda Farkhhk
Belirlenen S miRNA’ nin Ekspresyon Degerleri

Normal Doku Ortalama yasam siiresi 5 yil iistii Ortalama yasam siiresi 5 y1l ve 5 yildan az
miRNA 2"(-Avg.(Delta(Ct)) | Fold Change Kat degisimi p degeri 2"(-Avg.(Delta(Ct)) | Kat degisimi | p degeri
miR-17 0.609 0.538 0.882 0.646 0.927 1.521 0.384
miR-145 5.246 1.306 0.248 0.131 2.595 0.494 0.724
miR-143 2.618 0.595 0.227 0.059 1.191 0.455 0.106
miR-125b 9.334 3.447 0.369 0.1336 6.112 0.133 0.827
miR-106a 0.353 0.452 1.281 0.259 0.827 2.342 0.368
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Sekil-20 Ortalama Yasam Siiresi 5 Yildan Az olan Bireylerin Tiimor
Dokularinda Ekspresyon Seviyelerinde Farkliik Gozlenen miRNA’ lar
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mir-17 ve mir-106a’ nin yiiksek ekspresyon seviyeleri, normal doku ile

karsilastirildiginda, 5 yildan az hastaliksiz yasam siiresine sahip hastalara ait timor

dokularinda yaklasik 1.5-2 kat artig gosterdigi belirlenmesine ragmen istatistiki olarak bir

anlamliliga ulasamadigi belirlendi (Tablo-16 ve Sekil-21).

Tablo-16 Hastaliksiz Yasam Siiresi 5 Y1l ve 5 Yildan Az Olan Bireylere Ait
Tiimorlerde Farkhilik Belirlenen 5 miRNA’ min Ekspresyon Degerleri

Normal Doku Hastaliksiz yasam siiresi 5 yil iistii Hastaliksiz yasam siiresi 5 yil ve 5 yildan az
Kat Kat
miRNA | 27(-Avg.(Delta(Ct)) | 2~(-Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi pdegeri | 27°(-Avg.(Delta(Ct)) | Degisimi p degeri
miR-17 0.609 0.478 0.784 0.921 0.800 1.313 0.410
miR-145 5.246 1.303 0.244 0.303 2.065 0.431 0.714
miR-143 2.618 0.510 0.220 0.157 0.989 0.413 0.371
miR-125b 9.334 3.256 0.348 0.193 5.135 0.550 0.618
miR-106a 0.353 0.405 1.146 0.476 0.699 1.979 0.4179
- 100 100
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Sekil-21 Hastaliksiz Yasam Siiresi 5 Yildan Az olan Bireylerin Tiimor
Dokularinda Ekspresyon Seviyelerinde Farkliik Gozlenen miRNA’ lar
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolorektal kanser karmasik bir siirece sahip olan ve tiim diinyada en yaygin goriilen
kanserlerden biridir. Sporadik ya da ailesel kokenli olarak gelisen bu tlimorler kansere
bagl 6liimlerinde baglica sebepleri arasindadir (14). Glinlimiizde molekiiler biyoloji ve
genetigin gelismesiyle birlikte kolorektal kanser olusum siirecinde etkili olan genler ve bu
genlerin yer aldiklar1 sinyal yolaklar1 tanimlanmistir. KRAS, BRAF, MLH1, MSH2 ve APC
genlerinin kolorektal kanser gelisim siirecindeki etkileri belirlenmis ve rutin hasta hizmeti
dahilinde tan1 ve tedavi amagli kullanilmaya baslanmistir (17). Fakat tanimlanan bu genler
ve etkili olduklari sinyal yolaklar1 kanser gelisiminin tamamen anlagilmasinda yetersiz
kalmaktadir.

Kolorektal kanserin en 6nemli 6zelligi hastalarin ¢ogunda uzak metastaz varhigidir.
Kolorektal kanserin ilk gelisim evrelerine ait spesifik belirtiler bulunmamakta olup yavas
ilerleyen kanser tipine 6rnektir. Bu nedenle hastalarm yaklasik %60’ inda tani sirasinda
uzak metastaz gézlenmektedir. Kolorektal kanserli hastalarda tani sonrasi yasam siiresi
tani sirasindaki klinik ve patolojik evrelere baglidir. Erken evre kanser hastalarmin tani
sonrasi 5 yillik yasam siiresi %90 oraninda iken, lenf nodu olusmus hastalarda bu oran
%35-60’ a, uzak metastaz gelisen hastalarda ise %10’ a kadar diigmektedir. Evre 3
tiimorlerinde lenf nodu metastazi, evre 4 tiimorlerinde ise uzak organ metastazi goriilmekte
ancak erken tiimor evresi olan evre 1-2’ de patolojik bir belirteg bulunmamaktadir. Bu
nedenle kanserin erken evrelerinde, tiimoriin metastatik potansiyeli i¢in yardimci
olabilecek yeni belirteclere ihtiyag duyulmaktadir (21).

Son donemde yapilan arastirmalarla kanser olusumunda sadece genetik
degisimlerin degil epigenetik degisimlerinde rol aldigi gosterilmistir. Kolorektal kanserin
epigenetik temellerini arastiran ¢alismalarda, protein kodlamayan miRNA olarak
adlandirilan kiiciik RNA molekiilleri kesfedilmistir. miRNA’ larin hiicre proliferasyonu,
hiicre farklilagmasi, strese karsi cevap, apoptosis ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi gibi
bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol aldiklari, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal yolaklarinda etkili
olduklar1 saptanmistir. Genetik ve epigenetik degisimler sonucu meydana gelen kolorektal
tiimorlerin olusum siirecinde etkili olabilecek miRNA’ lar tanimlanmaya baglanmistir.
Glinlimiiz ¢aligmalari, kolorektal kanserin tan1 ve teadvisinde biyobelirtec olarak
kullanilabilecek yeni molekiillerin belirlenebilmesi tizerine yogunlagsmistir. Ayrica yapilan
caligmalarla kanser olusumunda etkili olan degisimlerin populasyonlar ve hatta bireyle

arasinda farklilik gosterdigi saptanmustir (3). Ustelik farkli yas gruplarma ait, sporadik ve
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ailesel olarak gelisen kolorektal kanserli hasta gruplarinda yapilan ¢aligmalar, kanser
olusumuna neden olan genetik ve epigenetik degisimlerin tiimor alt tiplerine gore
farkliliklar gosterdigini belirtmektedir.

Ulkemizde de en yaygin gériilen kanserlerden biri olan kolorektal kanserin bat1
toplumlarina oranla geng yasta goriilme siklig1 daha fazladir. Geng yasta olusan kolorektal
tiimorler ileri yaslarda gelisen tiimorlerden daha kotii prognoza sahiptirler ve yiliksek
oranda uzak metastaz gelisim riski tagimaktadirlar. Geligsmis toplumlarda, kolorektal
kanserin tan1 ve tedavisinde kullanilabilen belirteclerin sayisi olduk¢a azdir. Fakat Tiirk
toplumuna 6zgii biyobelirtegler ise heniiz yeni arastirilmaya baglanmistir. Kolorektal
kanser gelisim siirecinde etkili olduklar1 belirlenen miRNA’ larm Tiirk populasyonuna ait
ekspresyon seviyelerinin degerlendirildigi bir ¢alisma ise bulunmamaktadir.

Calismamizda, PCR array teknolojisinden yararlanarak, geng¢ yasta kolorektal
kanser tanis1 almig hastalarin tiimor dokularinda miRNA ekspresyon seviyelerinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda farkl histolojik evrelere ait timor
dokularda miRNA ekspresyon seviyeleri degerlendirilerek sporadik gelisen erken evreli
tiimorlerde, tiimoriin metastatik potansiyeli hakkinda belirteg olabilecek miRNA’ lar
belirlenmeye c¢alisild1.

Sporodik olarak gelisen, 50 yas alt1 kolorektal kanser tanis1 almis hastalara ait
tiimor dokular1 kontrol grubu olarak alinan normal dokular ile karsilastirildiginda,
degerlendirilen 38 miRNA arasindan, onkogenik 6zellik gosteren miR-200a, miR-20a,
miR-15a, miR-183, miR21, miR-17, miR-155, miR-106a, miR-96, miR-223, miR-148a’
nin Ve timor baskilayici 6zellik gésteren miR-143, miR-145, miR-124, miR-133b ve miR-
125b’ in ekspresyon seviyelerinde farkliliklar tanimlandi. Bu 17 miRNA arasmndan miR-
145’ in timo6r dokudaki ekspresyonunda, normal dokulara gore, 2 kat diisiis oldugu
gozlendi. miR-143 ekspresyonunda ise tiimor dokularda, normal dokulara gore
ekspresyon seviyesinin 2.5 kat azalma gosterdigi belirlendi ve bu azaligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlendi (p= 0.01).

Calismada, farkli evrelere ait tiimorlerin birbirleri ve kontrol grup ile
karsilastirilmasi sonucunda 38 miRNA’ dan 5’inde (miR-17, miR-106a, miR-125b, miR-
143 ve miR-145) ekspresyon seviyelerinde farkliliklar belirlendi. Onkogenik 6zellik
gosteren miR-17’ nin normal dokuya gore timor dokudaki ekspresyonunda yaklagik olarak
2 kat artis gdzlendi. leri evre tiimdrlerde miR-125b, miR-143 ve miR-145" in
ekspresyonlarinin, normal ve diisiik evreli tiimor dokulara gore 1-1.5 kat azaldig:

belirlendi. Bu miRNA’ lar arasindan miR-106a’ nin ekspresyonunun, normal dokuya gore
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evre 1-2 tiimdrlerinde 1.5, evre 3 tiimorlerinde 2.1, evre 4 tiimorlerinde ise 4.4 kat artis
gosterdigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p= 0.02).

miR-17-92 ailesinde yer alan miR-17, 13g31.3 kromozom bdlgesinde lokalizedir.
Bu aile icerisinde yer alan miRNA’ lar E2F gen ailesindeki genleri hedef alarak hiicre
dongiisiine etki etmektedirler (108-110). ilk olarak 16semide tanimlanan miR-17,
kolorektal kanser tlimorleri basta olmak tizere birgok tiimorde yliksek seviyede eksprese
olarak E2F1 ve ctMYC genlerini baskilamakta, hiicre dongiisiine ve hiicre 6liimiine etki
etmektedir. Diosdado ve arkadaslar1 (109) 2009 yilinda yaptiklari galisma ile miR-17’ nin
kolon epitelyumunun embriyonik gelisiminde ve neoplazik doniistimiinde gorev aldigini
ifade etmislerdir. 2012 yilinda Shengkui ve arkadaslar1 (111) glioama hiicrelerinde miR-
17’ nin ekspresyon seviyesini degerlendirmislerdir. Caligmanin sonucunda miR-17’ nin
beyin tiimorlerinde yliksek seviyede ekspresyon gosterdigini ve bu yiiksek ekspresyonu
agresif klinopatolojik 6zelliklerle iliskili oldugunu belirlemislerdir. Ayn1 ¢aligmada,
yiiksek seviyede eksprese olan miR-17’ nin kisa yasam siiresi ile iliskili oldugu
bulunmustur. Mevcut tez ¢alismasinda, miR-17 ekspresyonu, normal doku ile
karsilastirildiginda tiimor dokuda 1.4 kat artis gésterdi. miR-17 ekspresyon diizeyinde,
uzak metastaz varligi ile karakterize edilen evre 4 lerde 3 kat ylikselme belirlendi (p=
0.07). Bu bulgulara paralellik gosteren 2012 yilinda Ge Yu ve arkadaslarmin (108)
caligmalarinda da, miR-17" nin ekspresyonu, normal doku ile karsilastirildiginda,
kolorektal tiimorlerde yiiksek seviyelerde goriilmiis ve bu ekspresyon seviyesinin
kolorektal tiimorler i¢in prognostik bir belirteg olabilecegi belirlenmistir. Mevcut
caligmada, miR-17 ekspresyon seviyesi, lenf nodu metastazi varliginda ise 2 kat artis
gosterdi. Ge Yu ve arkadaslarinin (108) yukarida bahsi ge¢en ¢alismalarinda, miR-17’ nin
yiiksek ekspresyonu kolorektal kanser hastalarinda kisa yasam siiresi ile iliskilendirilmis ve
kotii prognoz biyobelirteci olarak kullanilabilecegi diistiniilmistiir. Mevcut ¢alismada da,
gerceklestirilen Kaplan Meier analizleri ile miR-17 ekspresyon seviyesinin, hastalarin
ortalama ve tani sonrasi hastaliksiz yasam siireleri ile iliskisi degerlendirildiginde miR-17
ekspresyonunun 5 yildan kisa hastaliksiz yasam siiresine sahip hastalarda 1.5 kat (p=0,9),
5 yildan kisa ortalama yasam siiresine sahip hastalarda ise 1.3 kat artig gosterdigi belirlendi
(p=0,6). Daha yiiksek vaka sayisi ile ¢aligildiginda istatistiki anlamliliga ulagilabilecegi
diistiniilmektedir. Kisa yasam stiresine sahip hastalarin tiimoér dokularindaki miR-17’ nin
yiiksek ekspresyonu ile ilgili bulgular, Tiirk populasyonuna ait kolorektal kanser hastalar1
icin de bu miRNA’ nin kotii prognoz belirteci olabilecegini diisiindiirmektedir. miR-17

ekspresyonunun normal dokuya gore evre 4 tiimorlerinde 3 kat artmasi ve anlamliliga
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yakin bir p degeri vermesi, sporadik olarak gelisen bu tiimorlerde metastatik bir
biyobelirteg olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalar, 11q23-24 de lokalize olan miR-125b’ nin, ¢esitli hiicre
tiplerinde, proliferasyon, farklilagma ve hiicre 6liimii gibi biyolojik siireclerde gorev aldigi
ve bir¢ok kanserin gelisiminde etkili bir miRNA oldugunu gostermistir. Ayrica, miR-125b
ekspresyonunun farkli kanserlerde, onkogenik ya da timdr baskilayici olarak degistigini
gostermektedir. Ayrica miR-125b’ nin ekspresyon seviyesinde tiimor alt tiplerine ve hatta
hiicre tiplerine gore de farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Ornegin tiroid kanserlerde,
tiroid folikiiler adenomlarda ve popiller tiroid tiimorlerde yiiksek ekspresyon gosterirken
anaplastik troid tiimorlerde diisiik seviyede eksprese olmaktadir (112, 113). miR-125b
ekspresyonu basta hepatoseliiler ve kolorektal kanser olmak {izere bir¢cok kanserde hiicre
proliferasyonunu ve tiimér olusumunu inhibe etmektedir. 2010 yilinda Naohiro ve
arkadaslarinin (112) Japon populasyonuna ait 89 tiimor dokuda yaptiklari calismada, miR-
125b ekspresyonunun 44 hastada diisiik, 45 hastada ise yliksek oldugu gosterilmistir. Bu
iki hasta grubunun karsilastirilmasi sonucunda, tiimor dokularinda miR-125b yiiksek
ekspresyonunun belirlendigi hastalarin daha kotii prognoza sahip olduklar1 gdsterilmistir.
Ayrica bu hastalarm tiimor biiytikliigii ve yayiliminin, tiimoér dokularmda miR-125b
ekspresyonu diisiik hastalara gore ¢ok daha biiyiiktiir. Yapilan ¢alismada miR-125b
ekspresyon seviyesinin, cinsiyet, yas, lenf nodu metastazi, uzak organ metastazi ve niiks ile
iligkisinin olmadig1 agiklanmistir. Mevcut tez ¢calismasin da, normal doku ile
karsilastirildiginda, tiimér dokuda miR-125b ekspresyonunda diisiis gozlendi. Ayrica lenf
nodu metastazi gozlenmeyen hastalarla, lenf nodu metastazi gézlenen hastalar
karsilastirildiginda, lenf nodu metastazinin gozlendigi hastalara ait tiimoér dokularda miR-
125b seviyesinde yaklagik 1.5 kat azaldig1 belirlendi (p= 0,8). Elde edilen bulgular, ¢esitli
tiimorlerde, tiimor baskilayici ya da onkogenik olarak gorev aldigi bilinen miR-125b’ nin,
sporadik olarak geng yasta gelisen kolorektal tiimdrlerde de ekspresyon seviyesindeki
azalmanin tiimdr olusumunda goérev alabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte daha
yiiksek vaka sayisi ile calisildiginda istatistiki anlamliliga ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.

miR-143 ve miR-145 kolorektal tiimorlerde tanimlanan ilk miRNA” lardir. 5q32°
de lokalize olan bu miRNA” lar kolorektal kanserde tiimor baskilayict 6zellik
gostermektedirler. Micheal ve arkadaslar1 (84) 2003 yilinda normal kolon dokusu ile farkli
evrelere ait kolorektal tiimorlerdeki miRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirildiklarinda,
miR-143 ve miR-145’ in tiimor dokularda diisiik seviyede eksprese olduklarini

belirlemislerdir. Giiniimiize kadar farkli populasyonlar ile yapilan ¢aligmalarla da bu iki
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miRNA’ nin kolorektal tiimdrlerdeki diisiik ekspresyon seviyeleri dogrulanmistir (116-
118). Bir¢ok kanserde tiimor baskilayici 6zellik gosteren miR-145, kolorektal tiimorlerde,
AKT ve ERK sinyal yolaklarinda yer alan IRS-1, cMYC, YES1, STAT1, OCT4 genlerini
hedef alarak hiicre biiyiimesini ve proliferasyonu baskilamaktadir. miR-145 ile ayn1
bolgede lokalize olan miR-143’ de kolorektal kanser gelisim siirecindeki en etkili miRNA’
lardan biridir. miR-143 hiicre i¢i ve disinda etkili bir¢ok sinyal yolagimni etkilemektedir.
Kolorektal kanserde tiimor baskilayici 6zellikte olan bu miRNA, KRAS, DNMT3A ve ERK
genlerini hedef alarak hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir. Ancak bu miR-143” iin
ekspresyon seviyesindeki diisme ile hedef aldig1 genlerin ifadelerinde yiikselme meydana
gelmekte ve hiicre proliferasyonunda artig goriilmektedir. Bu durum kolorektal timor
gelisiminin baglamasina neden olmaktadir (116, 117). Mevcut ¢alismada, Tiirk
populasyonuna ait hastalarda gelisen kolorektal tiimérlerde normal mukozaya gore miR-
143 ve miR-145’ in ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu gozlendi. Ayni zamanda
mevcut ¢caligmada, ¢alismada, niiks ve uzak metastaz durumu ele alinip kontrol grup ile
karsilastirildiginda miR-145 ve miR-143’ iin ekspresyon seviyelerinde 1.5-2 kat arasi
diistis gozlendi (MiR-143" iin p degeri 0,4, miR-145’ in p degeri 0,2 olarak belirlendi).
Mevcut ¢alismada istatistiksel olarak anlamliliga ulasilamamis olsa da degerlendirilen vaka
sayisinin arttirilmasi durumunda anlamlr istatistiksel degere ulasilacagi diisiiniilmektedir.
Niiks ve uzak metastaz varlhigi yliksek evreli tlimorler i¢in histopatolojik belirteglerdir.
Fakat diisiik evreli timorlerde bu belirteglerin varliklar1 tespit edilememektedir. Elde
edilen bulgular sonucunda diisiik evreli timorlerde miR-143 ve miR145’ in ekspresyon
seviyelerinin niiks ve uzak metastaz olusum riski hakkinda bilgi verebilecek birer
biyobelirte¢ olabilecekleri diistiniilmektedir.

Mevcut ¢alismada bu iki miRNA’ nin Tiirk populasyonuna ait geng yasta sporadik
olarak gelisen, erken evreli kolorektal tiimorlerin hastaligin seyri konusunda bilgi edinmek
amaci ile kullanilabilecekleri gésterilmektedir. Litaratiirde sporadik olarak gelisen geng
yasta tan1 almig hasta tiimorlerinde miR-143 ve miR-145 ekspresyon seviyelerinin klinik
ozellikler ile beraber degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Xq26.2’ de lokalize olan miR-106a, miR-106a-92 miRNA ailesi igerisinde yer
almakta ve onkogenik 6zellik gostermektedir. miR-106a ilk olarak 2005 yilinda Croce ve
arkadaglarinm (118) yaptiklar1 ¢alisma ile kanserle iliskilendirilmistir. Calismada meme,
kolon, akciger, prostat, pankreas ve cilt kanserlerine ait 540 tiimor dokuda 228 farkli insan
miRNA’ smin ekspresyon profilleri incelenmistir. Arastirmanin sonucunda, miR-106a’ nin

kolon kanserlerinde yiiksek seviyede eksprese oldugu ve RB1 genini (119) hedef alarak
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kolon kanseri olusumunda etkili oldugu belirlenmistir. 2008 yilinda Shetter (120) ve
arkadaslar1 sporadik ya da ailesel olarak gelisen kolorektal tiimdrlerin farkl evrelerinde
miR-106a’ nin ekspresyon seviyesini incelemisler ve evre 1-2 tiimorlerinde yiiksek
ekspresyon, evre 3-4 tiimorlerinde ise diisiik seviyelerde ekSpresyon gozlemlemislerdir.
Mevcut galigmada ise miR-106a ekspresyon seviyesinin, tiimor dokuda, normal dokuya
gore daha yiiksek oldugu, uzak organ metastazi ile karakterize edilen ve ge¢ evre olarak
tanimlanan evre 4 timdrlerinde ise yaklasik 4.5 kat artig gosterdigi belirlendi. Caligmada
tiim evreler goz Oniine alindiginda, miR-106a’ nin ekspresyon seviyesindeki artisin TNM
evreleme sistemi ile korelasyon gosterdigi saptandi. Caligsma ile paralel olarak, Xiao ve
arkadaglarinm 2010 yillinda yaptiklar1 arastirma ile, miR-106a ekspresyon seviyesinin
gastrit kanserlerde TNM evreleme sistemi ile korelasyon gdsterdigini ve yine ayni
kanserde lenf nodu ve uzak organ metastazi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Monzo ve
arkadaslar1 da (121) miR-106a’ nin yiiksek ekspresyonunun kolon tiimériinde koti
prognozla iliskili oldugunu vurgulamiglardir. Mevcut ¢alismada da miR-106a ekspresyon
seviyesi, lenf nodu metastaz durumunun normal doku ile karsilastirilmasi sonucunda 1.6
kat artig belirlendi ve istatistiki anlamlilik gosterdi. Daha 6nce Tiirk populasyonunda miR-
106a’ nin ekspresyonunun incelendigi herhangi bir kanser aragtirmasi bulunmamaktadir.
Mevcut ¢aligsmanin bulgulari, miR-106a yiiksek ekspresyon seviyesinin, Tiirk
populasyonunda, sporadik olarak gelisen, geng yas hastalara ait tiimorlerde, metastatik
potansiyel hakkinda bilgi verebilecek molekiiler bir belirte¢ olabilecegini
desteklemektedir.

Mevcut ¢alismanin siirlamalari; Vaka sayisinin azligi (Tiirk populasyonunda erken
yasta tani1 almis, aile hikayesi olmayan, her evreye ait 10 kolorektal tiimor olacak sekilde,
40 hastaya ait tiimor doku ve kontrol grubu olusturan 8 kolon mukozasi ele alindi. )
sebebiyle farklilik belirlenen tiim parametrelerde istatistiksel anlamliliga ulagilamadi.
Bugiine kadar tanimlanmig tiim miRNA’ lar1 kapsayan mikroarray sistemi ile
calisilamadigindan (Kolorektal kanser olusum siirecinde rol oynadig1 bilinen 38 farkl
miRNA degerlendirilmistir.) Tiirk populasyonuna ait kolorektal kanser hastalarina 6zgii
farkli biyobelirtegler tanimlanamadi.

Sonug olarak, mevcut ¢aligma Tiirk populasyonuna ait, aile hikayesi bulunmayan ve
geng yasta kolorektal kanser tanisi almig hastalara ait timo6r dokularda; miRNA
ekspresyon degisimlerinin tani, tedavi ve hasta takibinde etkili biyobelirte¢ olarak
yararlanilabilecegi fikriyle kurgulanmus literatiirdeki ilk aragtrmadir. Caligmada, Tiirk

populasyonuna ait geng yasta gelisen tiimorde, miR-106a’nimn yiiksek, miR-143’ {in diisiik
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seviyelerdeki ekspresyonlarmin bu hasta grubu i¢in belirleyici oldugu bulunmustur. Elde
edilen bulgular 1s1g1nda; sporadik olarak gelisen bu tiimorlerde miR-143 ve miR-106a
ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar degerlendirilerek, tiimoriin agresivitesi ve hastada
metastaz gelisebilme riski ile ilgili bilgi edinilebilecegi diisiiniilmektedir. Boylece diger
kolorektal kanser hastalar1 ile benzer tedavi yaklasimlar1 uygulanarak takip edilen bu hasta
grubunda, etkin tedavi yaklagimlarmin diizenlenmesinde katki olusturarak hastalarin yagsam
sliresinin ve kalitesinin iyilestirilebilmesine imkan saglanabilecektir. Bu 6zellikteki
tiimorlerin tedavisinde, miR-106a ekspresyonunu diigiirecek ya da miR-143 ekspresyonunu
arttiracak yeni molekiillerin ve yontemlerin bulunmasinda, ¢galismanin kaynak
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada elde edilen bulgular; geng yasta tani almus,
aile hikayesi olmayan hastalarda kotii prognozun takibini saglayabilecek biyobelirteglerin
belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatiire katki saglar niteliktedir.

Calismada elde edilen bulgular ile yapilacak bundan sonraki ileri fonksiyonel

calismalar i¢in yol gosterici olmasi diisiiniilmektedir.
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7. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢calismam siiresince bilimsel ve manevi destegini
gordiigiim; bilgisi, karakteri ve yardimseverligi ile bana ¢ok sey 6grettigine inandigim,
karsilastigim her tiirlii sorunda benden, hosgdrii ve sabrini esirgemeyen, bilgi ve
tecriibeleriyle yetismemi saglayan ¢ok degerli hocam, danismanim Prof. Dr. Berrin
TUNCA'’ ya, egitimime katk1 saglayan, yakin ilgi ve sabirlarint benden esirgemeyerek;
bilgi ve tecriibelerini hosgori ile aktaran, degerli hocam Dog Dr. Giilsah CECENER’ e,
egitime ve bilime dnem veren, egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan,
her zaman sevgi ve saygi ile anacagim degerli hocam, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
baskani Prof. Dr. Unal EGELI’ ye ve ayrica Uludag Universitesi’nde 6grencilik yasamim
boyunca bana emegi gecen degerli hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamda emegi gecen, her zaman yakin ilgi ve destegini goérdiigiim Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Ogretim Uyesi ¢ok degerli hocam
Prof. Dr. Tuncay YILMAZLAR’ a tesekkiir ederim.

Egitimim boyunca birlikte ¢calismaktan her zaman onur duydugum, zorluklara
birlikte gogiis gerdigimiz, birgok sikintili andan hosluklar yaratmaya ¢alistigimiz; destek
ve dostluklarmi her zaman minnetle anacagim ¢ok degerli ¢alisma arkadaglarim Ars. Grv.
Giilgin TEZCAN?” a, yiiksek lisans 6grencileri Elif ERTURK, Elif DEMIRDOGEN ve
Adem ALEMDAR’ a, biyolog Géorkem UMUT’ a ve ayrica desteklerini hissettigim tiim
arkadaslarima, tezimin kaynaklar kisminda yer alan tiim arastirmaci ve yazarlara tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca birbirimize karsi saygi, sevgi ve yardimlarimizi
hi¢cbir zaman esirgemedigimiz, bana verdikleri destek ve dostluklarin1 minnetle anacagim
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nin tiim personeline, Saglik Bilimleri Enstitiisii sekreteri
Liitfullah FICICI” ya, 6grenci isleri sefi Emine OZGURGEN’ e, Goniil ISIK’ a ve tiim
personele tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde destekgilerim olan, beni yetistirip maddi ve manevi her
sikintimda yardimima yetisen, hayatimin bugiiniinii onlara bor¢lu oldugum sevgili aileme,

sonsuz tesekkiir ederim.
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