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OZET

Kolorektal Kanser Tanili Hastalarda IncRNA SNHG22 /| miR-4492 /| FOXK1

Ekspresyon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Giris-Amac: Kolorektal kanserler (KRK), diinya genelinde en sik goriilen
tictincii kanser tiirli olup, kansere bagl 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Son yillarda, kodlamayan RNA’larin (ncRNA) kanser biyolojisindeki rolleri giderek
daha fazla ilgi gormektedir. KRK patogenezinde yer alan ncRNA’lar hem prognoz
belirteci hem de potansiyel tedavi hedefleri olarak 6nemli bir yere sahiptir. Bu
calismada, KRK’li hastalardan elde edilen tiimor ve komsu saglikli doku 6rneklerinde
IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI’in ekspresyon diizeyleri ile aralarindaki olasi
etkilesimler degerlendirilmistir. Bildigimiz kadariyla calismamiz KRK’de IncRNA
SNHG22, miR-4492, FOXKI ekspresyon seviyelerini birlikte degerlendiren ilk

calisma olacaktir.

Gerec-Yontem: Genel Cerrahi klinigine KRK tanisi ile bagvuran 50 hasta
calismaya dahil edilmistir. Ameliyat sirasinda bu hastalardan alinan tiimorlii ve cerrahi
siirlar1 negatif saglikli komsu doku orneklerinden total RNA izolasyonu yapilmis;
elde edilen RNA ornekleri kullanilarak kantitatif real-time PCR (qPCR) yontemiyle

hedef genlerin ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir.

Bulgular: KRK dokularinda IncRNA SNHG22 ekspresyon diizeylerinin
anlaml diizeyde azaldigi (p = 0,0021), miR-4492 ekspresyonunun arttig1 ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p = 0,1236) ve FOXK1 ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 (p = 0,1038) tespit edilmistir. Tiimor dokularinda IncRNA SNHG22 ve
FOXK]1 ekspresyon diizeyleri, histopatolojik alt tipler agisindan anlamli farklilik
gostermistir (sirastyla p = 0,029 ve p = 0,030). Ayrica, IncRNA SNHG22 ile FOXK1
arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon saptanmistir (p = 4,70 x 107'°, r = 0,747). Buna
karsin, IncRNA SNHG22 ile miR-4492 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmamastir (p = 0,973, r =-0,005). miR-4492 ile FOXK arasinda ise orta diizeyde
pozitif bir korelasyon gozlemlenmistir (p = 0,0017, r = 0,432).
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Sonug: Bu ¢alisma IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXK1'in KRK ile iliskili
molekiiler mekanizmalardaki potansiyel rollerine dair yeni ve 6nemli bulgular ortaya
koymustur. Elde edilen veriler, bu molekiillerin KRK patogenezinde 6nemli
diizenleyici islevlere sahip olabilecegini diistindliirmektedir. Ancak, bu iligkilerin
molekiiler diizeyde daha ayrintili bicimde ortaya konulmasi ve bulgularin
dogrulanmas1 amaciyla ileri diizey, fonksiyonel ve genis dlgekli ¢alismalara ihtiyag
vardir. Gelecekte yapilacak kapsamli arastirmalar, bu molekiiler yolaklarin daha iyi
anlasilmasini saglayarak IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI’in tani, prognoz ve

tedavi agisindan klinik kullanim potansiyelini ortaya koyabilir.

Anahtar Kelimeler: FOXKI, Gen Ekspresyonu, Kolorektal Kanser, IncRNA
SNHG22, miR-4492.
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ABSTRACT

Evaluation of IncRNA SNHG22 / miR-4492 / FOXK1 Expression Levels in

Patients Diagnosed with Colorectal Cancer

Introduction-Aim: Colorectal cancers (CRCs) are the third most commonly
diagnosed cancer type worldwide and the second leading cause of cancer-related
deaths. In recent years, the roles of non-coding RNAs (ncRNAs) in cancer biology
have gained increasing attention. ncRNAs involved in CRC pathogenesis are
considered to be important both as prognostic markers and as potential therapeutic
targets. In this study, the expression levels of IncRNA SNHG22, miR-4492, and
FOXK1, as well as their possible interactions, were evaluated in tumor and adjacent
normal tissue samples obtained from CRC patients. To the best of our knowledge, this
is the first study to jointly evaluate the expression levels of the IncRNA SNHG22, miR-
4492, and FOXK] in colorectal cancer.

Materials-Methods: Fifty patients diagnosed with CRC who presented to the
General Surgery clinic were included in the study. Tumor and adjacent healthy tissue
samples with negative surgical margins were obtained during surgery. Total RNA
isolation was performed on these samples, and the expression levels of target genes

were analyzed using quantitative real-time PCR (qPCR).

Results: In CRC tissues, the expression levels of IncRNA SNHG22 were
significantly decreased (p = 0.0021), while the expression of miR-4492 was increased
but not statistically significant (p = 0.1236), and the expression levels of FOXK1 were
reduced (p = 0.1038). In tumor tissues, the expression levels of IncRNA SNHG22 and
FOXK] differed significantly among histopathological subtypes (p = 0.029 and p =
0.030, respectively). Furthermore, a strong positive correlation was observed between
IncRNA SNHG22 and FOXKI (p =4.70 x 107° r=0.747). In contrast, no statistically
significant relationship was found between IncRNA SNHG22 and miR-4492 (p =
0.973, r = —0.005). A moderate positive correlation was observed between miR-4492

and FOXKI (p = 0.0017,1r=0.432).
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Conclusion: This study presents novel and significant findings regarding the
potential roles of IncRNA SNHG22, miR-4492, and FOXKI in the molecular
mechanisms associated with CRC. The data suggest that these molecules may have
important regulatory functions in CRC pathogenesis. However, furta her detailed
investigation at the molecular level and validation of these findings are required
through advanced, functional, and large-scale studies. Comprehensive future research
may enhance the understanding of these molecular pathways and reveal the potential
roles of IncRNA SNHG22, miR-4492, and FOXKI as diagnostic, prognostic, or

therapeutic targets in clinical practice.

Keywords: Colorectal Cancer, FOXKI, Gene Expression, IncRNA SNHG22,
miR-4492.



1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK), 2022 Kiiresel Kanser Gozlemevi (Global Cancer
Observatory — GLOBOCAN) verilerine gore diinya genelinde her iki cinsiyette de en
sik goriilen tiglincii kanser tiirtidiir ve kanserden 6liimlerin ikinci en sik sebebidir (1,2).
Erken tani1 ve tedavi KRK o6liimlerinin azalmasini saglamaktadir. Bununla beraber
¢ogu vakanin gec tani aldigi bilinmektedir. KRK'nin molekiiler mekanizmalarinin

tanimlanmasi bu sorunun ¢dziimii i¢in anahtar bir rol tistlenebilir.

Yakin zamana kadar normal gelisim ve hastaliklardaki rolleri bilinmeyen
kodlamayan RNA’lar (non-coding RNA; ncRNA), insan genomunun biiyilik
cogunlugunu olusturan, protein sentezine katilmayan ancak gen ekspresyonu ve gesitli
hiicresel siireclerde 6nemli rolleri olan RNA molekiilleridir. ncRNA’larin kanser
olusumunda ve ilerlemesinde 6nemli roller oynadig: bilinmektedir ve ncRNA-kanser
iligkisi son yillarda popiiler bir arastirma konusu haline gelmistir. Uzun kodlamayan
RNA (long non-coding RNA; IncRNA) ve mikroRNA (miRNA) tiimdrogenezde

onemli rolleri olan ncRNA molekilleridir.

Genellikle 200 niikleotitten daha uzun olan IncRNA’larin anormal profili
kanser baglangici, progresyonu ve metastazi gibi kanser siireclerinde yer almaktadir.
IncRNA’lar karsinogenez siireclerinde onkojenik veya tiimor baskilayici olarak rol
alabilmektedirler ve kanser hiicrelerinde artmis veya azalmis ifade diizeyleriyle
iligkilidirler. IncRNA'lar, mikroRNA'lar (miRNA'lar) ve messenger RNA’lar
(mRNA'lar) ile etkilesime girerek tiimorogenezde rol alirlar. KRK ile iligkili
olabilecek IncRNA’lardan biri olan IncRNA SNHG22; over kanseri, gastrik kanser,
0zefagus karsinomu, hepatoseliiler karsinom, meme kanseri, renal hiicreli karsinom,

kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve kolorektal kanserde arastirilmistir (3—13).

Kii¢iik ncRNA molekiilleri olan miRNA’larin ifadesindeki diizensizlikler de
cesitli tlimorogenez siireclerinde rol almaktadir. KRK ile iliskili olabilecek
miRNAlardan biri olan miR-4492 kanser ¢alismalarinda yeterince arastirilmamastir.

Literatiirde over kanseri, meme kanseri, mesane kanseri, glioblastoma multiforme,



akciger kanseri, melanoma, osteosarkom ve KRK gibi bazi kanserlerdeki rolii

degerlendirilmistir (14-21).

Forkhead box (FOX) proteinleri, genis bir biyolojik siire¢ yelpazesini kontrol
eden evrimsel olarak korunmus bir transkripsiyon faktorleri ailesidir (22,23). Bu
ailenin 6nemli bir tiyesi olan FOXK'in bir¢ok malign dokuda up-regiile oldugu, timor
proliferasyonu ve metastazim indiikledigi bilinmektedir (23,24). Ozefagus kanseri,
over kanseri, gastrik kanser, KRK, meme kanseri ve prostat kanseri dahil ¢esitli kanser

tiirlerinde onkojenik rolleri oldugu gosterilmistir.

Ozetle, kodlamayan RNA’lar ve IncRNA - miRNA - mRNA iliskileri kanserin
molekiiler diizeyde patogenezinin anlasilmasinin yani sira hedefe yonelik tedaviler ve
prognoz tayini i¢in ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu molekiiler biyobelirteglerin
tam fonksiyonlarinin anlasilmasi ve kanser tedavisindeki potansiyel kullaniminin

belirlenmesi i¢in daha fazla arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu ¢alismadaki amacimiz, KRK ve komsu saglikli doku drnekleri arasindaki
IncRNA SNHG22/miR-4492/FOXK1 ekspresyon seviyelerininin karsilagtirilmasit ve
birbirleriyle olan iliskilerini arastirmaktir. Literatiirde, IncRNA SNHG22/miR-4492
iligkisi osteosarkomda ve miR-4492/FOXK]I 1iliskisi KRK’de ayr1 ayr1 olarak
degerlendirilmis olmakla birlikte, bildigimiz kadariyla c¢aligmamiz IncRNA
SNHG22/miR-4492/FOXK1 ekseninin birlikte calisildigi ilk calisma olacaktir.
IncRNA'lar, miRNA'lar ve protein kodlayan genler kanserde biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilir ve hedefe yonelik tedavilerin potansiyel hedefleri olabilirler.

Calismamizin ilerde bu alanda yapilacak ¢alismalara da 151k tutacagi dngoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanser

2.1.1. Epidemiyoloji

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) tarafindan olusturulan
GLOBOCAN verilerine gore 2022 yilinda yaklasik 20 milyon yeni kanser vakasi ve
kansere bagli 9,7 milyon 6liim gerceklesmistir (1,2). Bu verilere gore tiim kanserlerin
yaklasik %10’unu olusturan KRK her iki cinsiyette de en sik goriilen ii¢ilincii kanserdir
ve kansere bagli 6liimlerin ikinci en sik sebebidir (1,2). KRK’nin hem insidans1 hem
de mortalitesi, erkeklerde kadinlara gore fazladir (25). Farkli tilkeler ve bolgeler
arasinda cografi farkliliklar olabilmektedir. Bu farklilik daha sonra tartigilacak olan
risk faktorlerinden kaynaklanabilmektedir (1,25). Sekil 1 GLOBOCAN 2022

verilerini gostermektedir.

Halk Sagligi Genel Miidiirliigii'niin 2018 y1li Tiirkiye Kanser Istatistiklerine
gore lilkemizde de KRK her iki cinsiyette en sik goriilen {igiincii kanserdir ve sikligi

erkeklerde daha ytiksektir (26).

Incidence Mortality
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Sekil 1. GLOBOCAN 2022 verilerini gdsteren pasta grafikleri. Grafikler 2022 yilina ait diinya
genelindeki kanser insidansini (sag) ve mortalitesini (sol) gostermektedir. Tiim yas gruplar ve her iki
cinsiyet birlikte degerlendirilmistir (1).



2.1.2. Risk Faktorleri

KRK multifaktoriyel bir hastalik olup kanser gelisiminde kalitsal faktorler,
cevresel faktorler ve yasam tarzi gibi degiskenler birlikte rol almaktadir. Risk faktorleri
degistirilebilenler ve degistirilemeyenler olarak ikiye ayrilmaktadir (25,27,28). Sekil 2°de

KRK’nin degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri 6zetlenmistir.

Hereditary factors
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« Low intake of vegetables chnrfg:a *Male gender
and fruits ) «Type 2 diabetes

risk factors

« Body fat and obesity «Inflammatory bowel disease

+ Physical inactivity

Sekil 2. KRK risk faktorleri (29)

2.1.2.1. Degistirilemez Risk Faktorleri

Tleri yas: En 6nemli degistirilemez risk faktoriidiir. Ozellikle 50 yas tizerinde
risk onemli bir sekilde artmaktadir (27,30). Ancak giinlimiizde daha geng¢ yaslarda
KRK vakalariin insidansi artmaktadir (30,31).

Cinsiyet: Yas ve etnik kokenden bagimsiz olarak KRK riski erkeklerde
kadinlardan yaklasik 1,5 kat ytiksektir (1,32).

Irk ve Etnik Koken: Siyah irkta beyaz irka gore daha yiiksek risk mevcuttur

(28). Afroamerikalilar ve Alaska yerlileri gibi baz1 irklarda daha yiiksek risk oldugu
belirtilmistir (27).

Aile dyKkiisii: KRK hastalarinin %10-20 kadarinda ailede kanser dykiisii vardir
(25). Birinci derece akrabasinda KRK Oykiisii olan kisilerde 2-4 kat daha yiiksek



kanser riski vardir (32). 60 yasindan once tani konulan akraba olmasi ve tani alan

akraba sayisinin artmasi kanser riskini artirmaktadir (33).

Herediter KRK Sendromlari: KRK vakalarinin biiylik ¢cogunlugu sporadik
olarak gelismektedir. Ancak vakalarin %5-7 kadar1 germ-line patojenik varyantlardan
kaynaklanan herediter kanser sendromlariyla iligkilidir (33,34). Bu sendromlarda
erken yaglarda baslayan ve artmis kanser riski vardir (25). Bu sendromlar polipozis
sendromlar1 ve non-polipozis sendromlari olarak iki genel gruba ayrilabilir (25). Sekil
3’te herediter KRK sendromlarmin siniflandirilmasi gosterilmistir. Herediter non-
polipozis kolorektal kanser sendromu (HNPCC) yada diger adiyla Lynch sendromu
(LS) en sik goriilen herediter KRK sendromudur (%3-5) (34,35). Mismatch repair
(MMR) genlerindeki (MLHI, MSH2 (EPCAM), MSH6 ve PMS?2) germ-line patojenik
varyantlardan kaynaklanan bu sendrom otozomal dominant (OD) kalitim paternine
sahiptir (34,36). HNPCC'li hastalarda KRK gelisme riskinin 50 yasina kadar yaklagik
%20 ve 85 yasima kadar yaklasik %80 oldugu kabul edilmektedir (32,33). Familyal
Adenomatdz Polipozis (FAP) ikinci en sik goriilen herediter KRK sendromudur (%1)
(37). APC genindeki germ-line patojenik varyantlardan kaynaklanan bu sendrom da
OD kalitim paternine sahiptir (37). FAP cocukluk doneminden itibaren baslayan
ylizlerce hatta binlerce prekanserdz polip ile karakterize bir sendromdur (32,37). 35
yasina kadar neredeyse tiim hastalarda polipler gelisir ve miidahale edilmezse 40

yasina kadar KRK gelisme riski neredeyse %100°diir (32,38).
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Sekil 3. Herediter KRK yatkinlik sendromlari ve ilgili genler (39).



Inflamatuar Barsak Hastaliklar1 (iBH): Ulseratif kolit (UK) ile KRK risk
artist arasinda 6nemli bir iliski vardir (40,41). Kronik inflamasyon durumlari tiimér

bliyiimesi ve ilerlemesini desteklemektedir (41,42).

Kistik Fibrozis (KF): CFTR genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanan
KF hastaliginda sindirim sistemi mukozasi da etkilenmektedir. KF tanisi olan

hastalarda KRK riskinin 10 kat arttig1 gosterilmistir (43).

Radyasyon Oykiisii: Radyoterapi dykiisii olan hastalarda GIS kanserlerinin
riskinin arttig1 bildirilmistir (28,44,45).

2.1.2.2. Degistirilebilir Risk Faktorleri

Yasam Tarzi: Degistirilebilir risk faktorlerinden en Onemlisi yasam tarzi
degisiklikleridir. Sigara ve alkol tiiketimi bilinen risk faktorlerindendir (46—49).
Obezite ile KRK arasinda onemli bir iligki vardir, bel cevresinde artis goriilen
hastalarda ¢esitli malignitelerin goriilme riski artmaktadir (50-52). Kirmiz: et tiikketimi
ve iglenmis gidalarla beslenmenin de KRK ve diger GiS kanserlerinin riskini artirdig
bilinmektedir (27,53,54). Diizenli olarak yapilan fiziksel aktiviteler KRK riskini
onemli oranda azaltmaktadir (55). Meyve-sebze tiiketimi gibi yiiksek lifli diyetlerin

koruyucu oldugu diisiiniilmektedir (27,56).

Diabetes Mellitus (DM): Fiziksel aktivite, viicut kitle endeksi (VKI)
yuksekligi ya da sigara igme durumlarindan bagimsiz olarak KRK i¢in bir risk

faktoridiir (57,58). Ayrica KRK’de kotii prognozla da iliskilendirilmistir (59).

Tlaclar: Aspirin, NSAID'ler ve hormon replasman tedavisi alan kisilerde KRK
riskinin azaldigi bildirilmistir (27,32).



2.1.3. Molekiiler Patogenez

KRK, normal kolon veya rektum epitelinin adenokarsinoma doniigmesine
neden olan genetik ve epigenetik degisikliklerin ilerleyici birikimiyle meydana gelir
(60,61). Bu siiregte onkogenlerde aktivasyon ve tiimor baskilayici genlerde
inaktivasyon gibi sirasiyla meydana gelen birtakim degisiklikler olmaktadir (25,61).
KRK, adenomatdz polipler veya sesil serrated lezyonlar olarak baslayip kademeli
olarak invazif kansere kadar ilerlemektedir (61,62). KRK’lerin biiyliik ¢ogunlugu
(%80-85) klasik adenom-karsinom yoluyla olusurken %15 kadar1 ise serrated
poliplerle baslayan bir yolakla meydana gelir (63,64). Klasik KRK olusum modelinde
anormal kript->polip>erken adenom—>ileri adenom—>invaziv kanser seklinde bir
siralama izlenir. Bu siire¢ mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin birikimiyle
ilerler ve yaklasik 10-15 yil kadar siirer. Lynch sendromu gibi baz1 durumlarda ise bu
siire¢ ¢ok daha hizl ilerler (61). Klasik modelde olaylar1 baslatan ilk adim APC
geninin susturulmasidir, sonraki asamalarda bunu sirayla RAS ve SMAD4 genlerindeki
mutasyonlar takip eder ve nihayetinde 7P53 mutasyonlariyla invaziv kanser gelismis
olur (61). Daha sonra tanimlanan serrated poliplerle baslayan alternatif modelde de
polipten kansere giden yolda benzer bir siralama izlenir. Bu yolakta ilk mutasyon
CTNNBI geninde olusmaktadir, bunu sirasiyla KRAS/BRAF genleri, PIK3CA geni ve
nihayetinde 7GFBR2 genindeki mutasyonlar izlemektedir (61). Sekil 4’te KRK

progresyon asamalari iki 6nemli yolak {izerinden 6zetlenmistir.
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Sekil 4. KRK progresyonu (65)

2.1.3.1. Genomik instabilite Mekanizmalar:

Adenomdan karsinoma giden yolda Onemli bir olay genomik ve/veya
epigenetik stabilitenin kaybidir. Genomik instabilite erken neoplastik lezyonlarin
cogunda gozlenmistir ve KRK patogenezinde Onemli bir olaydir (61). KRK’de
genomik instabilite ve patogenezde dnemli 3 farkli yol tanimlanmistir: Kromozomal
instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI) ve CpG adas1 metilatér fenotipi
(CIMP) (66).

Kromozomal instabilite (CIN): CIN sporadik KRK’de en sik goriilen (%80-
85) genomik instabilite sekli oldugu i¢in klasik yol olarak da kabul edilir (63).
Kromozom yap1 ve sayisinda degisikliklerle karakterizedir, andploidik tiimdrlere ve
heterozigotluk kaybina (LOH) neden olur (60). Timor baskilayici genlerde
delesyonlara (APC, TP53, 18q LOH) ve protoonkogenlerde aktivasyona (KRAS) sebep
olmaktadir (67). CIN’den kaynaklanan KRK’ler daha kotli prognoza sahiptirler (68).

Mikrosatellit instabilite (MSI): MSI, HNPCC sendromunun ayirt edici bir
ozelligidir ve vakalarin %95 ‘inden fazlasinda goriiliir; ancak sporadik KRK
vakalarinin yaklasik %15 kadarinda goriiliir (69). MMR genlerindeki islev kaybindan
kaynaklanmaktadir (66). Bu durum genellikle MMR genlerinin (vakalarin >%80’1



MLH|1 geninde) promotor hipermetilasyonu ile susturulmasina neden olur ve genomda
mikrosatellit bolgelerinde mutasyonlarin birikmesine sebebiyet verir (60). Bu tiimorler
cogunlukla diploiddir ve daha az LOH barindirir. MSI iligkili KRK genelde 50 yas
altinda goriiliir ve prognozlar1 daha iyidir (63,67).

CpG adas1 metilator fenotipi (CIMP): Tiimor baskilayict genlerin promotor
bolgelerindeki CpG adalarinda yogun metilasyon sonucu genlerin transkripsiyonel
olarak susturuldugu bir fenomendir. Bu durumun varligi CIMP+ olarak ifade edilir.
Bu gruptaki tiimorler genellikle BRAF (V600E) mutasyonlariyla iliskilidir (67). Bu
fenomen daha ¢ok proksimal (sag) kolon kanserleriyle iligkilidir (62).

Genomik instabilite mekanizmalar1 farkli olsa da KRK patogenezinde siklikla
birlikte bulunurlar; 6rnegin, CIMP ve MSI siklikla birbiriyle iliskilidir, ¢linkii CpG
adalarinin hipermetilasyonu MMR genlerini inaktif hale getirerek MSI'ya yol agabilir.
Sporadik KRK’lerde, bu mekanizmalar farkli siklikta gorilirler; %85 CIN, %20
CIMP+ ve %15 MSI (66).

2.1.3.2. KRK’de Sinyal Yolaklar1

KRK gelisimi en erken lezyonlardan karsinoma giden yolda olduk¢a karmagik
ve ¢ok asamal1 bir siirectir. Bu sliregte cesitli genler ve sinyal yolaklari kompleks bir
sekilde beraber hareket etmektedir. Sinyal yolaklari hiicre biiylimesinde, ¢ogalmasinda

ve homeostazinda 6nemli bir rol oynarlar (66).

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, anormal hiicre farklilasmasi, apoptozdan kagis ve
invazyon gibi kansere neden olan biyolojik siire¢lerden sinyal yolaklarinin anormal
aktivasyonuna yol acan genetik ve epigenetik degisiklikler sorumludur. Bir¢ok sinyal
yolaklar1 KRK ile iliskilendirilmistir ancak bu karmasik siire¢ halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Adenomdan karsinoma giden bu yolda sinyal yolaklarinin
anlasilmas1 KRK nin tani ve tedavisinde yeni potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesi

acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.



KRK genellikle WNT/B-katenin sinyal yolagini etkileyen mutasyonlarla baglar
ve olusan neoplastik hiicrelerde PI3K/Akt, EGFR/MAPK, TGFp dahil diger sinyal
yolaklarinin da  etkilenmesiyle kanser ilerlemeye devam eder (61).
PI3K/Akt yolagindaki mutasyonlar Akt’nin asir1 ekspresyonuyla iligkilidir ve KRK
vakalarmin yaklasik %70’inde mevcuttur. CREB transkripsiyon faktdriinii diizenleyen
EGFR/MAPK yolaginin asir1 aktivasyonu KRK’de gozlenir. WNT yolagi, hiicredeki
B-katenin seviyelerini diizenler ve MYC, CCND1 ve AXIN2 gibi hedef genleri aktive
eder (70). KRK patogenezinde rol oynayan cesitli sinyal yolaklar1 Sekil 5°te

gosterilmistir.
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Sekil 5. KRK’de rol oynayan ¢esitli sinyal yolaklar1 (66)

2.1.3.3. KRK’de Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ifadesinde kalitsal
degisikliklerle sonuglanan modifikasyonlar1 tanimlar (71,72). KRK’de epigenetik
genetige kiyasla nispeten yeni ve az ¢aligilmis bir alandir. Epigenetik modifikasyonlar
KRK patogenezinde rol alan 6nemli olaylardir ve genetik mutasyonlarla etkilesim
halindedir (73). Genetik mutasyonlar epigenetik diizenlemeyi etkileyerek genomik
instabiliteye ve mutageneze neden olur. Aymi sekilde MMR genlerini etkileyen
epigenetik faktorler de genomik instabiliteye ve proto-onkogen/tiimdr baskilayic
genlerde disregiilasyona neden olur (71). Epigenetik degisikliklerin karsinogenezisin

erken donemlerinden itibaren meydana geldigi ve genetik degisikliklerden daha sik
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olarak ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir (71,74). Epigenetik degisiklikler potansiyel
olarak geri dondiiriilebilir hedefler oldugu i¢in kanser tedavileri i¢in ilgi ¢ekici
olmaktadirlar  (72,75). KRK patogenezinde DNA  metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 gibi onemli epigenetik modifikasyonlar ve kodlamayan RNA’lar
[0zellikle de mikroRNA (miRNA) ve uzun kodlamayan RNA (IncRNA) ] gibi
epigenetik diizenleyiciler rol almaktadir (75).

DNA metilasyonu: KRK patogenezinde metilasyon profili ile ilgili iki temel
degisiklik vardir. Genlerin promotorlerindeki CpG adalarinin hipermetilasyonu timor
baskilayic1  genleri susturur; genomda tekrarlayan genetik elementlerin

hipometilasyonu ise genomik instabilite ve onkogen aktivasyonuna neden olur (61).

Histon modifikasyonlar:: Histon asetilasyonu ve histon metilasyonu gibi
modifikasyonlarin anormal diizenlenmesi tiimor baskilayici genlerin ve onkogenlerin
ekspresyonunu etkileyerek KRK’de tiimor olusumu, ilerleme ve metastaz gibi olaylari

baslatabilir (73).

Kodlamayan RNA’lar: miRNA ve IncRNA gibi protein kodlamayan
RNA’lar; diger kodlamayan RNA’lar, kodlayan RNA’lar, proteinler ve DNA ile
etkileserek gen ekspresyon aglarini diizenlemektedir (72). Kanserde ¢ok dnemli rolleri

olan bu grup ilerde tartisilacaktir.
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2.1.4. Klinik Bulgular

KRK’ler erken donemlerde ¢ogunlukla asemptomatiktirler (76). Hastaligin
ilerlemesiyle birlikte ¢esitli klinik bulgular ortaya c¢ikabilmektedir. Hastalar gaitada
kan, bagirsak aliskanliklarinda degisiklik, karn agrisi, anemi ve kilo kaybi gibi
sikayetlerle basvurabilirler (25). Tiimoriin anatomik yerlesimi de klinik bulgulari
etkilemektedir. Genellikle sag kolondaki tlimorlerde abdominal kitle ve anemi, kaseksi
gibi sistemik semptomlar daha sik goriiliirken, sol kolondaki tiimorlerde gaitada kan
ve obstriiksiyonlar daha sik goriiliir. Rektal kanserlerde ise digkilama aliskanliginda
degisiklik gibi bulgular sik goriiliir (76). Hastalarin %20-25 kadarinda tan1 aninda
metastaz durumu mevcuttur ve bu hastalar1 metastatik bulgular agisindan

degerlendirmek onemlidir (77).

2.1.5. Tan1 ve Tarama

KRK tanist genellikle kolonoskopi sirasinda alinan biyopsi ya da cerrahi
sirasinda alinan O6rnegin histopatolojik incelemesi ile konulur. Vakalariin ¢gogunlugu
adenokarsinom morfolojisindedir. Yukarda bahsedilen klinik bulgular1 olan kisilerde
ya da asemptomatik olup rutin tarama testlerinde veya goriintiileme testlerinde tesadiifi
bir bulgu goriildiigiinde KRK tanisindan siliphelenilmelidir. Taniya yardimci olan
baska yontemler olsa da kolonoskopi neoplastik lezyonlara tan1 koymada halen altin
standart yontemdir (78). Kolonoskopi; lezyonlarin anatomik lokalizasyonun
yapilabilmesine, senkron neoplazmlarin tespitine, polipektomi yapilmasimna ve
histopatolojik olarak kesin tani konulmasi i¢in gereken biyopsi Orneklerinin

alinmasina olanak saglar.

Hemogramda demir eksikligi anemisi ve karaciger metastazlarina baglh
karaciger fonksiyon testlerinde (KCFT) degisiklik gibi laboratuvar degerleri kanser
tanis1 desteklese de tanit testi olarak kullanilamazlar (79). Aymi sekilde
karsinoembriyonik antijen (CEA) ve CA 19-9 gibi tiimor belirtegleri de prognoz ve
hastalik takibinde 6nemli belirtecler olmasina ragmen tani ve tarama testi olarak

kullanilamazlar (79).
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KRK’lerin %60-70 kadarina ileri evrelerde tan1 konulmaktadir (80). Saglikl
toplumlarin diizenli bir sekilde taranmasi erken tani ve kanserin 6nlenmesinde biiyiik
onem arz etmektedir. Diinya genelinde yapilan tarama programlar1 genellikle 50-75
yas araligindaki bireyleri kapsamaktadir ve programlar arasinda gesitli farkliliklar
mevcuttur (33). Ancak farkli risk grubundaki kisilerde farkli stratejiler dnerilmektedir.
Ornegin; ortalama riske sahip bireylerde 45 yasindan sonra tarama onerilirken, yiiksek
risk grubundaki FAP hastalarinda 10-12 yaslarindan itibaren yillik sigmoidoskopi
onerilir, ayn1 sekilde HNPCC hastalarinin 20°li yaslardan itibaren yillik ya da iki yilda
bir taranmasi Onerilmektedir (81). Ayrica 60 yasindan dnce KRK tanisi alan birinci
derece akrabasi olanlarda ya da herhangi bir yasta KRK tanisi olan ikiden fazla
akrabas1 olanlarda taramanin 40 yasinda veya ailede en erken yasta tan1 alan kisinin

baslangi¢ yasindan 10 sene dncesinde baglanmasi 6nerilmektedir (81).

KRK taramasinda kullanilan testler ii¢ ana kategoriye ayrilabilir. Gaitadan
bakilan Guaiac gaitada gizli kan testi (gFOBT), fekal immunohistokimyasal test (FIT)
ve ¢ok hedefli gaita DNA testi (mt-sDNA); periferik kan 6rneginden bakilan Epi
proColon ve Guardant Shield testleri; dogrudan viziializasyona yonelik kolonoskopi,
flexible sigmoidoskopi, bilgisayarli tomografi (BT) kolonografisi (sanal kolonoskopi)
ve kapsiil endoskopi ornek verilebilir (82,83).

2.1.6. Evreleme ve Prognoz

Evreleme hem prognoz tayini hem de hastalara uygulanacak tedavinin se¢imi
icin biiyilk 6nem arz etmektedir (77). Bu amagla kullanilan TNM (Tiimér, Nod,
Metastaz) evreleme sistemi uluslararasi kabul goriilmiis standartlar1 saglamaktadir.
TNM sistemi kanserin anatomik yayilimini belirler ve T: tiim6r boyutu ve bagirsak
duvarina invazyon derecesi N: lenf nodu tutulumu ve M: metastaz gibi 3 faktdriin
birlesimi evreyi belirlemek i¢in kullanilmaktadir (84). KRK genel olarak 5 evreye

ayrilabilir;

Evre 0: Karsinoma in-situ (Tis, NO, MO).
Evre 1: (T1-T2, NO, MO).
Evre 2: (T3-T4, NO, MO).
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Evre 3: Lenf nodu tutulumu mevcut (Herhangi bir T, N1-N3, MO0).
Evre 4: Metastatik kanser (Herhangi bir T, Herhangi bir N, M1).

Yeni tanm1 konulan KRK olgularinda TNM evresi prognoz tayininde altin
standarttir. TNM evresi Ozellikle erken (evre 1) ve ileri (evre 4) hastalikta giiglii bir
prognostik belirtectir (85). 5 yillik sagkalim orani cerrahi olarak rezeke edilebilen lokalize
kanserlerde %90’n istiinde iken cerrahi tedavi sanst olmayan metastatik hastalarda
%14’lere kadar diismektedir (76,86). Histolojik derece, lenfovaskiiler invazyon, perindral
invazyon ve tlimoriin yerlesimi gibi histolojik belirtecler ve MSI, KRAS, BRAF gibi
molekiiler biyobelirtegler nemli prognostik bilgi saglamaktadir (77,85).

2.1.7. Tedavi Stratejileri

KRK’de hastanin klinik durumuna, kanser evresine, timoriin anatomik
lokalizasyonuna, tiimoriin molekiiler 6zelliklerine ve metastaz olup olmamasina gore
hastaya uygun bir tedavi stratejisi ¢izilmektedir. Hastaligin evresine bagli olarak verilen
tedaviler onemli ol¢lide farkliliklar gostermektedir. Tedaviler tek basina uygulanabildigi

gibi kombine olarak da uygulanabilmektedir. Baglica tedavi segenekleri sunlardir;

Cerrahi tedavi: Kiiratif amaglh tedavilerin temelini cerrahi tedaviler olusturur.

Metastatik olmayan KRK’li hastalar i¢in temel tedavi yontemidir (61).

Radyoterapi (RT): RT niiksleri azaltmak ve cerrahiden 6nce tiimoér boyutunu
kiicliltmek i¢in kullanilmaktadir (87). KRK vakalarmin ticte birini olusturan rektal
kanserde tek basina ya da kombine RT iceren neoadjuvan tedaviler 6nerilmektedir ve bu

tedaviler orta ve ileri evre kanserlerde tiimor yiikiinii 5nemli oranda azaltmaktadir (87,88).

Kemoterapi (KT): KT de kanser hiicrelerini yok etmek veya ¢ogalmalarini
engellemek amaciyla kullanilan sitotoksik ilaglar hastaligin ilerleyisini yavagslatarak
bireyin yagam siiresinin uzamasina yardimer olmaktadir. Cerrahi dncesinde neoadjuvan
olarak veya sonrasinda adjuvan olarak kullanilabilmektedir (87,88). KRK’de kullanilan
sitotoksik 1ilaglara 5-florourasil (5-FU), kapesitabin, oksaliplatin ve irinotekan Grnek

verilebilir.
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Hedefe yonelik tedaviler: Bu tedaviler belirli bir yolagi hedef alarak dogrudan
kanser hiicrelerini 6ldiiriir. Bu sayede hem tiimor hem de saglikli hiicrelerin 6liimiine
neden olan KT ye kiyasla daha az yan etkilere sebep olmaktadirlar (87). Bu amagla kiigiik
molekiil agirlikli monoklonal antikorlar kullanilmaktadir (89). Kanserde bir sinyal
yolunun bloke edilmesi bazen kanser hiicreleri tarafindan baska yollarin aktive edilmesine
yol agarak tlimdriin tedaviden kagmasina neden olmaktadir. Bu nedenle genellikle birden
fazla inhibitoriin kombine edilmesi daha iyi sonuglar vermektedir ancak kombine
tedavilerde de toksisite ve yan etkiler artmaktadir (90). R4S mutasyonu olmayan
hastalarda kullanilabilen anti-EGFR antikorlar1 (cetuximab, panitumumab), anjiyogenezi
engelleyen anti-VEGF antikorlar1 (bevacizumab, aflibercept), KRAS G12C mutasyonu
varliginda kullanilabilen sotorasib/adagresib ve BRAF V600E mutasyonu varliginda
kullanilan encorafenib + cetuximab kombinasyonu KRK’de kullanilan hedefli tedavilere

ornek olarak verilebilirler (91,92).

Immiinoterapi: immiinoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek i¢in immiin sistemin
uyarilmasi sonucu artmis immiinite ile iligkili farkli tedavi stratejilerinin tiimiine verilen
addir (87,93). Bu tedavi alan1 immiin hedefli tedavi, immiin checkpoint blokaji (ICB),
bispesifik antikorlar, asilar, onkolitik viriisler, kimerik antijen reseptorii (CAR) T ve NK
hiicresi gibi gesitli yaklagimlari igerir. Immunoterapiye 6rnek olarak; MSI-H veya dMMR
KRK hastalarinda anti-PD1 ilaglar1 (Pembrolizumab, Nivolumab) immiin checkpoint

blokaji ile oldukca etkili tedavilerdir (91-93).

Bahsedilen tedavilerle birlikte potansiyel yeni tedavi hedefleri arastirilmaya
devam etmektedir. Ornegin; miRNA, IncRNA, small-interfering RNA (siRNA) gibi
kodlamayan RNA’lar KRK’de tanisal biyobelirte¢ ve tedavi hedefi olma yolunda biiytik

umut vaat etmektedir ve bu alanda sayisiz ¢aligmalar yapilmaktadir (66).
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2.2. Kodlama Yapmayan RNA’lar (ncRNA’lar)

Insan genomunun %2’den daha az kismi protein kodlayan genlerden
olusmaktadir. Genomun biiyiik cogunlugunu olusturan kodlama yapmayan bolgelerin
normal gelisim ve hastaliklardaki rolii yakin zamana kadar bilinmemekteydi. Dizileme
teknolojileri, transkriptomik ve biyoinformatik alanlarindaki ilerlemeler
transkripsiyona ugrayan ancak protein kodlamayan ncRNA genlerinin varligini ortaya
koymustur. Bu minvalde yapilan FANTOM ve ENCODE projeleri genomun %80
kadarinin RNA’ya transkribe edildigini ancak biiylik ¢ogunlugunun ncRNA genleri
oldugunu gostermistir (94,95). Binlerce ncRNA tanimlanmasina ragmen halen
cogunun islevi bilinmemektedir. Oldukca heterojen bir grup olan ncRNA’lar;
uzunluklarina,  sekillerine, konumlarma ve  biyolojik  rollerine  gore

siiflandirilabilmektedir. Sekil 6’da ncRNA’larin 6nemli bir grubu gosterilmektedir.

mRNA
(coding RNA)

Noncoding

Housekeeping
RNA

Long
noncoding RNA

sense antisense bidirectional
IncRNA IncRNA IncRNA

[ snoRNA ] [ snRNA ] [ long intergenic ] [ long intronic ]

(piwi- interacting RNA) (microRNA) (small interfering RNA)

(small nucleolar RNA) (small nuclear RNA) RNA (lincRNA) RNA

\ 4

Noncoding RNA of
variable lengths

circRNAs eRNAs
(circular RNAs) (enhancer RNAs)

Sekil 6. RNA’larin siniflandirilmasi (96). ncRNA’lar housekeeping RNA’lar ve diizenleyici RNA’lar
olarak iki gruba ayrilabilir. Diizenleyici RNA’lar da uzunluklarina goére kisa ncRNA’lar (<200
niikleotit) ve uzun ncRNA’lar (>200 niikleotit) olarak iki ana gruba ayrilabilir. Sirkuler ve enhancer
RNA’lar degisken uzunluklarda olabilir, bu nedenle iki gruptan ayr1 tanimlanir.
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Uzun kodlamayan RNA (IncRNA), mikroRNA (miRNA), PIWI-interacting
RNA (piRNA), sirkiiler RNA (circRNA) ve kiiciik niikleer RNA'lar (snRNA) gibi
ncRNA’lar hiicrelerde yaygin olarak bulunurlar. ncRNA genleri tiimor baskilayici
veya onkogen olarak gorev alabilirler ve kanserle iliskili genleri etkileyerek kanser
olusumunda 6nemli rol alirlar (97,98). Farkli mekanizmalarla karsinogenezde rol

aldiklarindan dolay1 ncRNA’lar potansiyel tan1 ve tedavi hedefi olmaktadirlar (98).

2.2.1. Uzun Kodlamayan RNA’lar (IncRNA’lar)

Protein kodlamayan RNA’larin en biiyiik alt grubu olan IncRNA’lar 200
niikleotidden daha uzun RNA’lardan olusmaktadir. GENCODE veritabani insanlarda
20.000’in tizerinde IncRNA rapor etmektedir, bazi kaynaklara gére de insanlarda
IncRNA sayisinin 100.000’in tizerinde oldugu tahmin edilmektedir (99,100). Oldukca
heterojen bir grup olan IncRNA’lar, siklikla genomda protein kodlayan genlerin
konumuna gore siniflandirilmaktadirlar (sense, antisense, intergenik, intronik, c¢ift

yonlii, enhancer) (101).

IncRNA’larin hiicresel lokalizasyonlar1 iglevlerini dogrudan etkilemektedir
(102). Niikleusta yer alan IncRNA'lar kromatin modifikasyonu, epigenetik ve
transkripsiyonel diizenlemede gorev alirken, sitoplazmadaki IncRNA'lar genellikle
post-transkripsiyonel diizenlemede gorev alir ve bdylece mRNA stabilitesini,
translasyonu ve rekabetci endojen RNA (ceRNA) agini diizenler (99,103). IncRNA’lar
gen ifadesini ¢esitli diizeylerde etkileyebilirler (99). DNA’yla, diger RNA’larla veya
proteinlerle dogrudan ya da dolayl etkilesime girerek iglev gortirler. Transkripsiyonel
ve post-transkripsiyonel siireglerde rol alan IncRNA’larin 6nemli bazi islevleri Sekil

7’de gosterilmistir.
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Sekil 7. IncRNA’larin fonksiyonel mekanizmalari (104). A Cesitli stimiilanlara yanit olarak
transkripsiyon faktorlerine baglanarak sinyal yolaklarini diizenler. B miRNA siingeri olarak davranarak,
hedef mRNA degredasyonunu engeller. C Iskele gorevi gorerek protein kompleksleri olusturmaya
yardimct olur ve bdylece hedef genin transkripsiyonunu diizenler. D Riboniikleoprotein komplekslerini
spesifik DNA dizilerine yonlendirerek gen ekspresyonunu etkiler.

En 6nemli fonksiyonlarindan biri, miRNA siingeri olarak hareket ederek
miRNA’lar1 hedef mRNA'lardan izole etmeleridir ve bdylece hiicre i¢i hedef mRNA
seviyesini diizenlerler (105,106). mRNA degredasyonunu engelleyerek hiicre ici
seviyelerini  yiikseltirler. Yani IncRNA’lar miRNA fonksiyonunun negatif

diizenleyicisi ve hedef gen ifadesinin pozitif diizenleyicisi olarak gorev yaparlar.

Hiicrede ¢ok sayida onemli biyolojik islevin diizenlenmesinde rol alan
IncRNA’larin anormal profili; hiicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon, epitelyal-
mezenkimal gegis (EMT), apoptoz gibi kanser siireglerinde yer almaktadir.
IncRNA’larin karsinogenez siireclerinde onkojenik veya tiimor baskilayici olarak rol
aldiklar1 gosterilmistir (107). MALATI, H19 ve PCA3 kanserde asir1 ekspresyon artisi
gosterdigi bulunan ilk IncRNA’lardandir ve daha sonrasinda 6nemli onkojenik rolleri
oldugu gosterilmistir. Ayrica HOTAIR, epigenetik diizenlemelerle kanser

progresyonunda rolii gosterilen ilk IncRNA oldugu i¢in 6nemlidir (108).
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KRK gelisiminde prekanserdz polipten uzak metastaza kadar uzanan yolda ¢ok
cesitli IncRNA’lar, farkli evrelerde, farkli rollerde ve farkli mekanizmalarla kanser
progresyonunda rol almaktadirlar (109). KRK’de IncRNA’larin rolii halen tam olarak
bilinmemektedir ancak bu konuda yapilan ¢alismalar IncRNA’larin kanserdeki
rollerine 151k tutmaktadir. IncRNA’lar prognostik belirte¢ ve terapotik hedef olabilme
potansiyellerinden dolayr son yillarda ilgi c¢eken molekiiller olmuslardir

(96,99,104,109).
2.2.2. MikroRNA’lar (miRNA’lar)

2024 Nobel Tip Odiiliiniin konusu da olan miRNA’lar, post-transkripsiyonel
gen diizenlenmesinde gorev alan ~22 niikleotid uzunlugundaki kiiciik kodlamayan
RNA grubudur (110,111). Tiirler arasinda olduk¢a korunan miRNA’lar ¢ogalma,
farklilasma, metabolizma, apoptoz ve hayatta kalma gibi temel hiicresel biyolojik
siireglerde 6nemli rollere sahiptirler (111-113). Ik tanimlanan miRNA olan lin-4 1993
yilinda, ilk insan miRNA’s1 let-7 ise 2000 yilinda kesfedilmistir; glinlimiizde ise
2000’in tizerinde farkli insan miRNA’s1 tanimlanmstir (114,115).

miRNA genleri protein kodlayan genlerin intron veya ekzonlarinda
(intragenik) ya da intergenik konumlarda lokalizedir (116). Cogu miRNA, DNA
dizilerinden primer miRNA'lara (pri-miRNA) transkribe olur ve once prekiirsor
miRNA'lara (pre-miRNA) daha sonra ise olgun miRNA'lara islenir (116,117). Olgun
miRNA’lar RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) olarak bilinen efektor
komplekse entegre olarak hedef mRNA’larin 3" untranslated bolgesinde (UTR)
tamamlayict dizilerine baglanir ve translasyonel baskilama ya da mRNA
degredasyonu gibi iki temel yoldan biriyle gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (114,117). Sekil 8’de miRNA biyogenezi ve temel fonksiyonel etkileri

gosterilmistir.
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Sekil 8. miRNA biyogenezi ve fonksiyonel etkileri (117)

Ayrica miRNA’larin belirli kosullarda gen ifadesini aktive ettigi de
gosterilmistir (116). Tek bir miRNA’nin 200 kadar farkli mRNA hedefi olabilir, ayrica
birbirinden farkli miRNA'lar ayn1 hedef mRNA’y1 modiile edebilir. Bu durum miRNA
aginin genis kapsamini ve karmagikligini gostermektedir (110,111,118,119).

miRNA  genlerindeki  amplifikasyonlar ve  delesyonlar, miRNA
biyogenezindeki kusurlar ya da miRNA genlerini etkileyen epigenetik degisiklikler
gibi durumlar miRNA ifadesinde diizensizliklere sebep olmaktadir (117,119). miRNA
ifadesinin diizensizligi, anormal gen ifadesiyle iliskilidir ve metabolik hastalik,
kardiyovaskiiler hastalik, ndrodejeneratif hastalik ve kanser dahil ¢ok ¢esitli patolojik

stireclerle iliskilendirilmistir.
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Kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde miRNA’larin 6nemli rolleri
bulunmaktadir. miRNA ifadesindeki degisiklikler, tiimor baslangici, ilerlemesi ve
metastaz dahil tlimorogenezisin tiim asamalarinda meydana gelebilir. Belirli kanser
tipleri onlar1 normal kdken dokudan ve diger kanser tiplerinden ayiran bir miRNA
imzas1 gosterebilir (113). Diizensiz miRNA ifadesi proliferatif sinyali siirdiirmek,
biiylime baskilayicilardan kaginmak, hiicre 6liimiine direnmek, invazyon ve metastazi
aktive etmek ve anjiyogenezi aktive etmek dahil tiimorogenezisteki olaylarda 6nemli
roller oynamaktadir (117). Bu degisikliklere neden olan miRNA’lar hiicresel sartlara
bagli olarak onkogen veya timor baskilayici olarak davranabilirler (110,111,113).
Ornegin KRK’de miR-21 gibi miRNA’lar PI3K/Akt sinyal yoluyla tiimdr baskilayic
genleri hedefleyerek hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi icin onkomiR olarak
davranirken; miR-296 ve miR-145 gibi miRNA’lar Wnt/B-katenin sinyal yolunu hedef
alarak hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve metastaz inhibisyonuyla tiimor baskilayict miR
olarak davranirlar (120). KRK’de miRNA’lar erken tani, prognoz tayini, terapdtik
hedef ve ila¢ direnci i¢in 6nemli potansiyel belirtecler olabilirler ve bu nedenle son

yillarda arastirmalarin odagi olmuslardir.
2.2.3. Rekabetci Endojen RNA (ceRNA) Hipotezi

miRNA'lar hedef RNA transkriptlerinin 3'UTR bdlgelerinde tamamlayict olan
dizilere parsiyel olarak baglanir, bu dizilere mikroRNA tanima elemanlari (MRE)
denilmektedir ve baglanma genellikle hedef gen ifadesinin baskilanmasiyla sonuglanir
(121). Hedef mRNA’lar1 baskilayan miRNA’lar genel olarak gen ifadesinin negatif

diizenleyicileri olarak kabul edilirler.

miRNA molekiilleri ¢ok sayida MRE’yi hedefleyebilir ve yiizlerce transkripti
baskilayabilir. Insanlarda protein kodlayan genlerin %60’tan fazlasinin miRNA’larin
potansiyel hedefi olabilecegi ve kanser dahil bir¢cok patolojik siirecte miRNA-mRNA

etkilesiminin 6nemli rol oynadig1 diistiniilmektedir (109).
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Ik olarak Salmena ve arkadaslari tarafindan ortaya atilan rekabetci endojen
RNA (ceRNA) hipotezi; MRE’leri igeren ¢esitli kodlayict ve kodlayici olmayan
endojen RNA molekiillerinin miRNA’larin mRNA ’lar {izerindeki etkisini rekabetci bir
sekilde engelleyebilecegini 6ne siirmektedir (122,123). IncRNA’lar, circRNA’lar ve
diger ncRNA’lar gibi kodlamaya yapmayan RNA’lar, diger mRNA’lar ve psddogenler
MRE bdolgeleri sayesinde miRNA’lari kendilerine ¢ekerek ceRNA fonksiyonu
gosterebilirler ve boylece miRNA-mRNA etkilesimini engellerler (123,124). Sekil
9’da ceRNA hipotezi gosterilmistir.
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Sekil 9. ceRNA hipotezi (124). MRE bdlgelerini tasiyan ¢esitli endojen RNA molekiilleri sinirhi bir
miRNA havuzu icin rekabet ederler ve boylece mRNA baskilanmasini engelleyerek gen ekspresyonunu
pozitif yonde etkilerler. IncRNA ve circRNA gibi kodlamayan RNA’lar birden fazla miRNA igin
MRE’ler tasiyabilirler (farkli renklerde gdsterilmistir).

Iki ayrt RNA molekiilii ortak MRE’yi paylastiklarinda, aym1 miRNA igin
rekabet edeceklerdir. Yani bir ceRNA up-regiile oldugunda daha fazla miRNA’y1
baglayacaktir ve ortamdaki serbest miRNA havuzu azalacaktir dolayisiyla miRNA
stingeri olarak fonksiyon gosterecektir. Aynt MRE’yi paylasan hedef mRNA’ya daha
az miRNA baglanacag1 i¢cin miRNA baskilanmasindan kurtulmus olacaktir ve gen
ekspresyonu pozitif yonde etkilenecektir. Cesitli ceRNA aglarinin karsinogenez,
metastaz ve tedavi direnci gibi kanser siireclerinde rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica

ceRNA aglar1 yeni tedavi hedeflerinin bulunmas firsati da saglamaktadir; drnegin
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ceRNA fonksiyonlarini taklit eden yapay miRNA siingerleri, kanser tedavisinde RNA

tabanl terapotik uygulamalara zemin hazirlamaktadir (125).

2.3. IncRNA SNHG22 | miR-4492 | FOXK1 RNA’lar1

2.3.1. IncRNA SNHG22

Kiiciik niikleolar RN A konak genleri (SNHG), IncRNA ’larin 6zel bir grubudur.
Niikleusta yer alan SNHG’ler primer transkriptlere doniistiikten sonra farkli ekzon ve
intronlara ayrilirlar. Splicinge ugrayan ve sitoplazmaya yonlendirilen ekzonlar,
mRNA ya da IncSNHG olarak islev goriirken, intronik bolgeler niikleusta kalarak
snoRNA’lara iglenir (126,127). Kii¢iik niikleolar RNA’lar (snoRNA) 60-300 nt
uzunlugunda olup rRNA ve diger RNA’larin modifikasyonunda gorev alan
kodlamayan RNA’lardir (126). IncSNHG’ler ise diger IncRNA’lar gibi fonksiyon
gosterip tiimor baskilayict ya da onkojenik goérev yapabilirler. Sekil 10°da SNHG,
snoRNA ve IncSNHG arasindaki iligki gosterilmistir.
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Sekil 10. SNHG, snoRNA ve IncSNHG arasindaki iliski (127)
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IncSNHG ailesinin 32 iiyesi tanimlanmistir (128). Bu ailenin bir {iyesi olan
SNHG22 kromozom 18qg21.1 de bulunmaktadir. IncRNA SNHG22nin g¢esitli
kanserlerde onkojenik 6zellikleri bildirilmistir. Over kanseri, gastrik kanser, 6zefagus
karsinomu, hepatoseliiler karsinom, meme kanseri, renal hiicreli karsinom, kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri ve kolorektal kanserdeki etkisi arastirilmistir (3—13).
IncRNA SNHG2?2 kanserlerde genel olarak ¢esitli spesifik miRNA’lar1 siingerleyerek
hedef genlerin ekspresyonlarini artirma yoniinde bir etki gostermektedir. Yapilan
arastirmalarda yliksek IncRNA SNHG2?2 diizeyleri ileri kanser evresi, kotii prognoz ve
kemoterapi direnci gibi durumlarla iliskilendirilmistir. Ayrica yapilan bir ¢alismada
IncRNA SNHG22’nin osteosarkomda anti-timoral etkiler gosterdigi bildirilmistir
(15). Cesitli sinyal yolaklar iizerinden etki gostererek onkogenezde rol alan IncRNA
SNHG22, KRK dahil cesitli kanserlerde prognostik belirteg ve terapotik bir hedef
olarak ilgi ¢ekici hale gelmistir.

2.3.2. miR-4492

Diizensiz miRNA profillerinin apoptoz, proliferasyon, invazyon ve metastaz
gibi kanser siireglerinde yer aldigi bilinmektedir. KRK ile iligkili olabilecek
miRNAlardan biri olan miR-4492 kanser ¢alismalarinda yeterince arastirilmamastir.
Literatiirde over kanseri, meme kanseri, mesane kanseri, glioblastoma multiforme,
akciger kanseri, melanoma, osteosarkom ve KRK gibi bazi kanserlerdeki rolii
degerlendirilmistir (14-21). miR-4492 ile ilgili mevcut veriler ¢cogunlukla timor
baskilayic1 rol sergiledigi yonilindedir ancak literatiirde meme kanserinde,
osteosarkomda ve glioblastoma multiforme’de onkojenik rolleri olabileceginden
bahsedilmektedir (15,19). Sekil 11°de miR-4492’nin iliskili oldugu bazi kanserler

gosterilmistir.
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Sekil 11. miR-4492’nin iligkili oldugu bazi kanserler ve ceRNA aglar1 (129)

ceRNA aglarina dahil olarak karsinogeneziste gorev alan mir-4492’nin
genellikle kanserlerde down-regiile olmasi tiimor baskilayici roliinii desteklemektedir.
Literatiirde mir-4492°nin KRK 1ile iligkisinin gdsterildigi tek bir caligsma vardir ve bu
calismada da mir-4492’nin onkojenik Forkhead box protein Kl (FOXKI)
ekspresyonunu azalttig1 ve tiimor baskilayici olarak gorev yaptigi one siiriilmiistiir

(18).
2.3.3. FOXKI

Forkhead box (FOX) proteinleri, genis bir biyolojik silire¢ yelpazesini
(embriyogenez, organogenez, hiicre sinyalizasyonu, hiicre dongiisii, metabolik
stirecler) kontrol eden evrimsel olarak korunmus bir transkripsiyon faktorleri ailesidir
(22,23). FOX ailesinin 100’den fazla iiyesi vardir. Bu ailenin 6nemli bir {iyesi olan
FOXK]I geni (OMIM * 616302) kromozom 7p22.1 de bulunmaktadir. FOXK/; hiicre
cogalmasi, farklilagma, hiicre dongiisii ilerlemesi, otofaji, glikoliz ve DNA hasar yaniti

dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde rol oynar.
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FOXKI'in birgok malign dokuda up-regiile oldugu, tiimor proliferasyonu ve
metastazini indiikledigi bilinmektedir (23,24). Ozefagus kanseri, over kanseri, gastrik
kanser, KRK, meme kanseri ve prostat kanseri dahil ¢esitli kanser tiirlerinde onkojenik
rolleri oldugu gosterilmistir. Cesitli kanserlerde arastirilan FOXKI’in KRK’de
EMT’yi, proliferasyonu, invazyonu ve metastazi artirdigi gosterilmistir (18,130-133).
FOXK1 cesitli sinyal yolaklari tarafindan diizenlenir ve FOXK1 aktivitesini kontrol
eden bu karmasik diizenleyici yolaklar KRK dahil kanserlerde onemli Olgiide
degisimlere ugrar. Bu nedenle FOXK]I terapotik hedef olarak biiyiik potansiyel
tagimaktadir (134).

Kanser siireglerinde IncRNA, miRNA ve mRNA’lar arasinda yiizlerce hatta
binlerce etkilesim meydana gelebilir (Sekil 12). Bu molekiiller, genis ve karmasik bir
regiilasyon ag1 olusturarak cesitli ceRNA eksenlerinde yer almakta ve kanserin
gelisiminde kritik roller tistlenmektedir. Kanser patogenezinin daha iyi anlagilmasi
amaciyla, bu potansiyel ceRNA aglarinin kapsamli bir sekilde arastirilmast biiyiik

Onem tasimaktadir.

miR-4492

Sekil 12. Kanser siireclerinde IncRNA-miRNA-mRNA etkilesimleri. Bu c¢alismanin odagi olan
potansiyel molekiiller ve diger molekiiller arasindaki sayisizca iliski sematize edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Calisma Plam

Calismamiz vaka-kontrol c¢alismast olarak planlanmistir ve Atatiirk
Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Etik Kurul’undan 29.03.2024 tarihinde etik kurul
onay1 alinmistir (Sayt: B.30.2.ATA.0.01.00/164, Karar No: 101). Calismaya KRK
tanist almis ve 35-80 yas aralifinda 50 hastanin dahil edilmesi planlanmistir.
Calismaya dahil olan tiim hastalardan yazili sekilde aydinlatilmis onam alinmistir.
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi kliniginde 2024 Mart ay1 ile 2025
Subat ay1 arasinda KRK tanisi kesinlesmis olan ve cerrahi miidahaleye giden
hastalardan miidahale esnasinda alinan kanser dokular1 ve cerrahi sinir negatif komsu
saglikli dokular alinarak toplanmaistir. 50 adet kanserli doku ve 50 adet komsu saglikli
doku miidahale sonrasinda Eppendorf tiipiine alinarak, total RNA izolasyonu yapilana

kadar -80 C°’de saklanmustir.
Calismaya Alinma Kriterleri

1. Kolorektal kanser tanis1 almis olmasi
2. Caligmaya katilmay1 kabul etmesi ve onam formunu imzalamis olmasi

3. Sonuglarn etkileyecek herhangi bagka bir kronik hastaliginin olmamasi
Dislanma Kriterleri

1. Kemoterapi almis olmasi
Kolorektal kanser haricinde baska bir neoplazi 6ykiisii olmasi

Herhangi bir genetik hastaligi olmasi

> » b

RNA diizeylerini etkileyebilecek uzun siireli tedavi almis olmast

Hastalarin dahil edilme ve diglanma kriterleri g6z 6niinde bulunduruldu ve
caligmaya alinmasi uygun olan hastalardan alinan kanserli ve komsu saglikli dokular
{ic asamal1 bir siiregten gecti. Oncelikle total RNA izolasyonu yapildi, daha sonra

komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi ve en son kantitatif real-time polimeraz
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zincir reaksiyonu (qPCR) ile hedef IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI
ekspresyon diizeyleri 0l¢iildii. Ekspresyon analizlerinde normalizasyon amaciyla
IncRNA ve mRNA i¢cin GAPDH ve miRNA i¢in RNU6 genleri kontrol gen olarak
kullanildi. Hastalarin laboratuvar ve 6l¢iim parametreleri klinik bilgileri ile birlikte

kaydedildi.
3.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Hybrid-R™ (GeneAll®, Korea; Katalog No: 305-101)
kiti kullanilarak gerceklestirildi. Bu kit, giiclii bir lizis yetenegine sahip olan
RiboEx™in lizis 6zelligini ve glassfiber membran teknolojisine dayali purifikasyonu
kullanir. Doku 6rnekleri, hiicreleri hizla lizise ugratan ve niikleazlari inaktive eden
fenol ve guanidin tuzu iceren monofazik bir ¢dzelti olan RiboEx™ i¢inde homojenize
edilir. Lizata kloroform eklenmesi homojenatin sulu ve organik fazlara ayrilmasinm
saglar. DNA ve proteinler interfaz ve organik fazda kalirken, RNA sulu fazda bulunur.
RNA igeren sulu faz, RNA baglama tamponu olan RBI1 ile karistirilir ve ardindan bir
mini kolona baglanir. SW1 ve RNW tamponlar1 ile yikandiktan sonra, RNA niikleaz

icermeyen suda eliie edilir.

Kit treticinin talimatlart dogrultusunda kullanildi. Kitin igerigi Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Hybrid-R™ Kkitinin igerigi (100 reaksiyonluk)

Hybrid-R™ 100p Kiti (GeneAll®)

RiboEx™ 100 ml
RB1 Tamponu (konsantre) 15 ml
SW1 Tamponu 55 ml
RNW Tamponu (konsantre) 12 ml
Niikleaz icermeyen su 20 ml
Tip F kolon (mini) (collection tiipii ile birlikte) 100
1.5 ml mikrosantrifiij tlipti 100
Protokol kitapgig1 1
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Total RNA izolasyon protokolii asagidaki agamalardan olusmaktadir;

1. 100 mg doku 6rnegi 1 ml RiboEx™ i¢inde homojenize edildi.

2. Homojenat oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

3. (Opsiyonel) 4 C°’de 10 dakika boyunca 12000 xg’de santrifiij yapildi ve
slipernatant yeni bir tiipe aktarildi.

4. 1 ml RiboEx™’¢ karsilik 200 pl kloroform eklendi, 15 saniye boyunca
kuvvetlice ¢calkalandiktan sonra oda sicaklifinda 2 dakika inkiibe edildi.

5. 4 C°de 15 dakika boyunca 12000 xg’de santrifiij yapildi ve bu asamadan
sonra karisim 3 faza ayrildi. En {istte kalan sulu faz yeni bir tiipe aktarildu.

6. Alman numuneye 1 voliim kadar RB1 tamponu eklendi ve iyice karistirildi.

7. Bu karisimin 700 pl kadari collection tiipiindeki Tip F kolona (mini)
aktarildi.

8. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca >10000 xg’de santriflij yapild.
Collection tiipii bosaltilip, mini kolon collection tiipiine geri yerlestirildi.

9. Karisimin geriye kalani kullanilarak 7. ve 8. adimlar tekrarlandi. Collection
tiipii bosaltilip, mini kolon collection tiipiine geri yerlestirildi.

10. Mini kolona 500 pul SW1 tamponu eklendi.

11. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca >10000 xg’de santrifiij yapildi.
Collection tiipii bosaltilip, mini kolon collection tiipiine geri yerlestirildi.

12. Mini kolona 500 ul RNW tamponu eklendi.

13. Oda sicakliginda 30 saniye boyunca >10000 xg’de santriflij yapildi.
Collection tiipii bosaltilip, mini kolon collection tiipiine geri yerlestirildi.

14. Kalan yikama tamponunun ¢ikmasi i¢in oda sicakliginda 1 dakika daha
>10000 xg’de santrifiij yapildi. Mini kolon yeni bir 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

15. Mini kolondaki membranin ortasina 50~100 pl niikleaz igermeyen su
eklendi ve 1 dakika bekletildi.

16. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca >10000 xg’de santrifiij yapilda.

Izolasyon islemleri bittikten sonra elde edilen RNA’larm konsantrasyon
Olctimleri Maestro Nano spektrofotometre cihazi (Sekil 13) ile dl¢iildi. A260/A280

oranina bakilarak total RNA’larin saflig1 ve kalitesi belirlendi. Yiiksek verimlilik ve
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saflikta (A260/A280 oran1 1.8 ile 2.2 arasinda) olan total RNA ornekleri cDNA

sentezinde kullanilana dek -80 C°’de saklandi.

Sekil 13. Maestro Nano spektrofotometre cihazi

3.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezinden dnce ilk agsamadaki tiim total RNA’lar konsantrasyonlari
100 ng/ul olacak sekilde standardize edildi. cDNA sentezleri A.B.T.™ miR cDNA
Synthesis Kit (Atlas Biyoteknoloji, Tiirkiye; Katalog No: C04-01-20) kullanilarak
gerceklestirildi.

Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda bu ¢alisma i¢in her érnekten ii¢ ayr1 cDNA
sentez islemi gerceklestirildi (IncRNA, mRNA ve GAPDH igin ayr1 bir cDNA,
miRNA i¢in ayr1 bir cDNA ve RNUG6 igin ayr1 bir cDNA). Kitin igerigi Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. A.B.T.™ miR ¢cDNA Synthesis Kitinin igerigi (200 reaksiyonluk)

A.B.T.™ miR ¢DNA Synthesis Kiti (Atlas Biyoteknoloji)
Reverse Transkriptaz (200 U/pl) 200 pl
10X Reaksiyon tamponu 1000 pl
RNase inhibitdr (40 U/ul) 100 pl
20x dANTP karigimu (her biri 2.5 mM) 200 pl
RNaz igermeyen su 2 ml
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Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda sirasiyla asagidaki islemler yapilds;

1. Kalip olan total RNA’lar ve diger tiim reaktifler buz lizerinde ¢6zdiiriildi,
daha sonra hafifce vortekslenerek karistirildi. Ardindan tliplerdeki siviyi
toplamak i¢in kisa bir santrifiij islemi yapildi.

2. Tablo 3’te gosterildigi gibi 3 ayr1 reaksiyon karisimi buz iizerinde
hazirlandi. Her bir reverse transkriptaz (RT) reaksiyon karigiminin total
hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon bilesenlerinin karigmasi

icin yavasea pipetleyerek kisa santrifiij yapildi.

Tablo 3. Ug ayri reverse transkriptaz reaksiyonu icin karisim bilesenleri ve miktarlar:

IncRNA, mRNA, miRNA - RNUG6 - cDNA

GAPDH - cDNA cDNA
10X Reaksiyon tamponu 2l 2l 2ul
20X dNTP karigimi 1wl 1wl 1wl
Stem-loop miRNA primer - 2 ul -
Stem-loop RNU6 primer 5 - 2ul
Reverse Transkriptaz 1wl 1wl 1wl
RNase inhibitor 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
RNaz igermeyen su 5.5u 3.5u 35u
RNA 6rnegi 10 wl 10 wl 10 wl
Total hacim 20 20 pl 20 pl

3. Hazirlanan karisimlarin oldugu tiipler Tablo 4’te gosterilen ayarlarda PCR-
thermal cycler Labcycler Basic (SensoQuest) cihazinda inkiibe edildi
(Sekil 14).

4. Elde edilen cDNA’lar daha sonraki Real-time qPCR asamasina kadar -20
C°’de saklandu.
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Tablo 4. RT reaksiyonu i¢in PCR-thermal cycler cihazinin program ayarlari

RT Basamaklari Sicaklik (C°) Siire Siklus Sayisi
1. Basamak 25 10 dakika 1
2. Basamak 37 120 dakika 1
3. Basamak 85 5 dakika 1
4. Basamak 4 o0 1

g g Labcycler
e liad

e BB

Sekil 14. PCR-thermal cycler Labcycler Basic (SensoQuest) cihazi

3.4. Real-Time PCR (qPCR) Asamasi

3.4.1. mRNA, IncRNA ve GAPDH qPCR Cahismasi

Bu ¢alisma A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix (with ROX) (Atlas
Biyoteknoloji, Tirkiye; Katalog No: Q03-02-05) kiti kullanilarak gergeklestirildi.

Ayrica bu calismadaki IncRNA, mRNA ve GAPDH primerleri Atlas Biyoteknolojiden

temin edildi. Kullanilan primerler Tablo 5’te gdsterilmistir.
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Tablo 5. IncRNA, mRNA ve GAPDH primer dizileri (5°— 37)

IncRNA SNHG22 forward | CTAAGAGTGGCCTCTGCGTG
reverse | CAAGGCACCTAACAGGGGAG

FOXK1 forward | TTCCACACGACCCTGAGTTT
reverse | TGCTGTGAGGTTACGATGGA

GAPDH (referans gen) forward | GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
reverse | GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

mRNA, IncRNA ve GAPDH ekspresyon diizeylerinin 6l¢limii i¢in tiretici
talimatlar1 dogrultusunda gerekli islemler asagidaki gibi yapildi;

1. Oncelikle tarafimiza liyofilize olarak teslim edilen primerler niikleaz
icermeyen su eklenerek reaksiyon i¢in hazir hale getirildi.

2. gPCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve cDNA o6rnekleri buz iizerinde
¢Ozdiiriildii, daha sonra hafifce vortekslenerek karistirildi. Ardindan
tiiplerdeki siviy1 toplamak i¢in kisa bir santrifiij islemi yapildi.

3. Reaksiyon karigimai iiretici firmanin protokoliine uygun sekilde Tablo 6’da
gosterildigi gibi yapildi. Toplam voliim 20 pl olacak sekilde reaksiyon

karisimlar1 hazirlandi.

Tablo 6. mRNA, IncRNA ve GAPDH igin qPCR reaksiyon karisimi bilesenleri ve voliimleri

Bilesenler Voliim

A.B.T.™ 2X qPCR SYBR-Green MasterMix 10 ul

Forward Primer 02-2ul

Reverse Primer 02-2ul

cDNA 0Ornegi Degisken

RNaz igermeyen su Total hacim 20 pl olacak kadar ekle

4. Pipetleme ve mikrosantrifiijle reaksiyonlarin iyice karigmasi saglandi.

5. 0.1 ml hacmindeki strip tiiplerde yer alan reaksiyon karisimi QIAGEN
Rotor-Gene Q (Sekil 15) real-time PCR cihazina yiiklendi. Cihaz 72’°lik
platform kullanilarak calistirildi. Cihaz kit protokoliine uygun olarak Tablo

7’de yer alan basamaklara gore ayarlandi.
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Tablo 7. Real-Time PCR (qPCR) Déngii Basamaklar1 (IncRNA, mRNA ve GAPDH igin)

0, Sicaklik (C°) Siire Siklus Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 300 saniye 1
Denatiirasyon 95 10-30 saniye
Baglanma 55-68 10-60 saniye 25-40

| N

Rotor-Gene Q QIAGEN

e

Sekil 15. QIAGEN Rotor-Gene Q Cihazi

3.4.2. miRNA ve RNU6 qPCR Calismasi

Bu calisma A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix (with ROX) (Atlas
Biyoteknoloji, Tiirkiye; Katalog No: Q04-02-05) kiti kullanilarak gerceklestirildi.
Ayrica bu calismadaki miRNA ve RNU6 primerleri Atlas Biyoteknolojiden temin

edildi. Kullanilan primerler Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. miRNA ve RNUG6 primer dizileri (5°— 37)

miR-4492 forward | AAGCAGCTGCCTCTGAGGC
reverse | CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT
RNUG (referans gen) forward | GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT
reverse | CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

miRNA ve RNUG6 ekspresyon diizeylerinin 6l¢iimii icin {retici talimatlar

dogrultusunda gerekli islemler agagidaki gibi yapildi;
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1. Oncelikle tarafimiza liyofilize olarak teslim edilen primerler niikleaz
icermeyen su eklenerek reaksiyon i¢in hazir hale getirildi.

2. gPCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve cDNA oOrnekleri buz tizerinde
¢Ozdiiriildii, daha sonra hafifce vortekslenerek karistirildi. Ardindan
tiiplerdeki siviy1 toplamak i¢in kisa bir santrifiij islemi yapildi.

3. Reaksiyon karigimi iiretici firmanin protokoliine uygun sekilde Tablo 9’da
gosterildigi gibi yapildi. Toplam voliim 20 pl olacak sekilde reaksiyon

karisimlar1 hazirlandi.

Tablo 9. miRNA ve RNUG6 i¢in gPCR reaksiyon karigimi bilegenleri ve volimleri

Bilesenler Voliim

A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix 10 pl

Forward Primer 1w

Reverse Primer 1wl

cDNA 6rnegi (miRNA-cDNA / RNU6-cDNA) 2 ul

RNaz igermeyen su Total hacim 20 pl olacak kadar ekle

4. Pipetleme ve mikrosantrifiijle reaksiyonlarin iyice karismasi saglandi.

5. 0.1 ml hacmindeki strip tiiplerde yer alan reaksiyon karisimi QIAGEN
Rotor-Gene Q real-time PCR cihazma yiiklendi. Cihaz 72’lik platform
kullanilarak ¢alistirildi. Cihaz kit protokoliine uygun olarak Tablo 10°da yer

alan basamaklara gore ayarlandi.

Tablo 10. Real-Time PCR (qPCR) dongii basamaklart (miRNA ve RNU6 igin)

PCR Adim1 Sicakhik (C°) Siire Siklus Sayisi
Baglangic denatiirasyonu 95 300 saniye 1
Denatiirasyon 95 10-30 saniye

Baglanma 55-68 10-60 saniye 25-40

PCR verilerinin rdlatif kuantifikasyon ile normalizasyonu i¢cin GAPDH
(IncRNA ve mRNA i¢in) ve RNU6 (miRNA i¢in) referans genleri secildi ve referans
genlerin de qPCR ¢alismalar1 yapildi.
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qPCR calismalarindan sonra, her bir 6rnek i¢in erime egrisi ve reaksiyon egrisi
incelendi, sonrasinda 1s1ma miktarmi gosteren Ct (Cycle of threshold; dongii esigi)
degerleri hesaplandi. Daha sonrasinda her bir 6rnegin Ct degeri veri analizlerinde

kullanilmak tizere Excel dosyas1 olarak kaydedildi ve saklandi.

3.5. Verilerin Analizi

Calismamizda tiretici firmanin talimatlari dogrultusunda 50 adet kanserli doku
ve 50 adet komsu saglikli dokudan toplamda 500 reaksiyon gergeklestirildi. Her bir
ornekten IncRNA SNHG22, miR-4492, FOXKI ekspresyon diizeyleri ve
normalizasyon i¢in GAPDH ve RNUG6 ekspresyon diizeylerine bakildu.

Her 6rnegin Ct degeri qPCR cihazi tarafindan otomatik olarak kaydedildi ve
Rotor-Gene yazilim programinda 50 ¢ift 6rnegin Ct degerleri ve Ct analiz egrileri

analiz edilip kaydedildi.

Elde edilen veriler kullanilarak IncRNA, miRNA ve mRNA ekspresyon
degisiklikleri Livak (22" yontemiyle hesaplandi. Livak yontemi qPCR verilerinin
analizinde genlerin rolatif ekspresyon farklarini karsilastirmak ic¢in kullanilmaktadir.
Ct degeri ise, genin ekspresyon seviyesinin bir gostergesidir; diisik Ct degerleri
yuksek gen ekspresyonunu, yiiksek Ct degerleri ise diisiik gen ekspresyonu
gostermektedir. Bu yontemde, once ACt (ACt =hedef genin Ct degeri - kontrol geninin
Ct degeri) hesaplanir. Daha sonra AACt (AACt = 6rnegin ACt degeri - kontrollerin
ortalama ACt degeri) hesaplanir ve 222" formiiliiyle iki grup arasindaki kat degisimi

(fold change) elde edilir.

Calisma kapsaminda veriler tanimlayici istatistiklerle 6zetlendi ve hedef RNA
ekspresyon diizeyleri i¢in ortalama degerler hesaplandi. Hasta verileri IBM SPSS

Statistics 30.0 programu kullanilarak analiz edildi.

Tiimorli dokulardaki ve komsu saglikli dokulardaki kat degisim degerleri
normal dagilima uymadigi i¢in non-parametrik yontem olan Wilcoxon testi

kullanilarak analizler yapildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlaml1 olarak kabul edildi.
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Hastalarin demografik ve klinik parametreleri arasindaki ifade degisikliklerini
gruplar halinde karsilastirirken non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi

kullanildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

IncRNA, miRNA ve mRNA ifadelerinin korelasyon analizi i¢in non-
parametrik bir test olan Spearman korelasyon testi kullanildi. Istatistiksel olarak

p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

37



4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubunun Ozellikleri

Calismaya KRK tanisi ile takip edilen 50 hasta dahil edildi. Hastalarin 17’si
(%34) erkek ve 33’1 (%66) kadin cinsiyetteydi ve ortalama yaslar1 64.8 (£ 11,04) idi
(en geng hasta 35 yasinda ve en yasli hasta 80 yasindayd).

Histopatolojik olarak hastalarin 45’1 (%90) adenokarsinom tipindeydi, diger 5

hasta (%10) miisindz adenokarsinom alt tipindeydi.

MSI durumuna gore hasta 6rneklerinin 41°1 (%82) MSS, 6’s1 (%12) MSI-H
(yuksek instabilite) ve kalan 3’ii (%6) MSI-L (diisiik instabilite) gostermekteydi.

Klinik evreye gore hastalarin 8’1 (%16) evre I, 16°s1 (%32) evre 11, 1471 (%28)

evre III ve 12’si (%24) uzak metastazi olan evre I'V’tii.

Ayrica tiimor lokalizasyonu agisindan bakildiginda 28’1 (%56) sol/distal kolon,
17°s1 (%34) sag/proksimal kolon ve 5’1 (%10) rektum yerlesimliydi.

Calismaya alinan hastalarin demografik, klinik ve patolojik verileri Tablo

11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Calismaya alinan hastalarin demografik, klinik ve patolojik verileri

No | Yas | Cinsiyet | Tiimor Yeri | Patolojik Tam | TN* M[eJtZazl:az Igi,l:_lek dul\;[uslilu
1 64 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T4aN2a + 4 MSS
2 | 71 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T4bNO - 2 MSI-H
3] 42 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T3N2b - 3 MSS
4 | S8 K Sol Kolon Miisindz T3N2b - 3 MSS

Adenokarsinom
51179 K Sol Kolon Miisindz T4aNO0 + 4 MSS
Adenokarsinom
6 | 56 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
7 | 66 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3Nlc - 3 MSS
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Tablo 11. (Devami)

8 | 61 K Sol Kolon Miisindz T3NO - 2 MSS
Adenokarsinom
9 | 76 K Sag Kolon Miisindz T4aN1 - 3 MSS
Adenokarsinom
10 | 71 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
11| 62 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
12 | 35 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
131 79 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
14 | 64 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T4bN2a + 4 MSS
15| 67 E Rektum | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
16 | 80 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aN1b + 4 MSS
17 | 80 K Rektum | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSS
18 | 61 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSI-L
19 | 66 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
20| 75 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aNla - 3 MSS
21| 60 K Rektum | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSS
22 | 66 E Rektum | Adenokarsinom | T3Nlc - 3 MSS
23| 70 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSI-L
24 | 64 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aNO + 4 MSS
25| 67 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
26 | 80 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSS
27 | 80 K Rektum | Adenokarsinom | T2Nl1 - 3 MSI-L
28 | 61 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T3N1 + 4 MSS
29 | 66 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aN1la - 3 MSI-H
30| 75 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
31| 60 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T3N1b + 4 MSS
32| 66 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSS
33| 77 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3Nla - 3 MSS
34| 65 E Sol Kolon | Adenokarsinom | TINO - 1 MSS
351 65 K Sol Kolon Miisindz T4aN2b + 4 MSS
Adenokarsinom
36 | 74 E Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
37 1 80 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3N1b - 3 MSS
38 | 35 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4bNQ + 4 MSI-H
39 | 64 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aNlc - 3 MSS
40 | 58 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T3Nla - 3 MSS
41 | 58 K Sol Kolon | Adenokarsinom | TINO - 1 MSS
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Tablo 11. (Devami)

42 | 68 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSI-H
43 | 48 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO + 4 MSS
44 | 69 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T3N2b + 4 MSS
45 | 51 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
46 | 64 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4NO + 4 MSS
47 | 41 K Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aN2b - 3 MSI-H
48 | 62 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T2NO - 1 MSI-H
49 | 71 K Sag Kolon | Adenokarsinom | T3NO - 2 MSS
50 | 64 E Sol Kolon | Adenokarsinom | T4aNla - 3 MSS

*Patolojik evreleme AJCC'nin 8. versiyonuna gore degerlendirilmistir.
E: Erkek, K: Kadin, T:Tiimor N: Lenf nodu, MSI: Mikrosatellit Instabilitesi, MSS: Mikrosatellit Stabil,
MSI-H: Yiiksek Mikrosatellit Instabilitesi, MSI-L: Diistik Mikrosatellit Instabilitesi.

4.2. Ekspresyon Analizi Bulgular:

Calismaya dahil edilen hastalarin hem tiimoér dokularindan hem de komsu
saglikli doku orneklerinden IncRNA SNHG22, miR-4492, FOXK1 ve normalizasyon
icin GAPDH ile RNU6 genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. IncRNA
SNHG22 ve FOXKI i¢in GAPDH, miR-4492 i¢in ise RNU6 housekeeping gen olarak
kullanildi. Sekil 16’da qPCR c¢alismalarindan birine ait amplifikasyon egrisi

gosterilmistir.

Norm. Fluoro,

Sekil 16. Bir ¢aligmaya ait 6rnek qPCR amplifikasyon egrileri

gqPCR ¢alismalari sonucunda tiimor dokularindan ve komsu saglikli dokulardan

elde edilen Ct degerleri Tablo 12 ve Tablo 13’te gosterildi.
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Tablo 12. Tiimorli (T) dokulardan elde edilen Ct degerleri

Ornek IncRNA SNHG22  miR-4492 FOXK1 GAPDH RNU6
T1 19,50 21,04 26,44 20,88 15,33
T2 24,31 20,56 26,91 23,57 18,10
T3 20,21 22,67 26,36 21,62 15,05
T4 23,04 20,70 26,64 23,37 16,75
TS 28,64 21,71 26,85 28,73 22,51
T6 29,52 19,22 27,05 24,54 21,68
T7 25,58 22,09 26,76 25,92 19,28
T8 24,36 24,25 26,84 24,70 17,32
T9 20,43 23,67 25,85 20,18 14,13

T10 27,66 20,13 27,46 22,63 19,02
T11 19,85 22,38 26,43 19,75 14,49
T12 24,23 23,47 27,23 23,39 18,50
T13 25,46 20,60 31,79 22,04 17,96
T14 20,23 17,96 26,85 16,04 13,59
T15 20,77 22,24 26,33 20,44 14,31
T16 25,96 23,10 27,25 21,03 18,38
T17 25,04 22,56 27,13 20,83 17,78
T18 24,97 21,40 27,19 24,16 18,87
T19 25,19 21,20 27,27 23,45 18,97
T20 26,18 24,72 27,34 27,90 19,95
T21 22,61 22,67 26,84 23,26 16,57
T22 18,42 19,46 24,68 18,75 13,17
T23 23,22 21,85 27,07 20,27 16,50
T24 22,82 21,57 26,97 21,14 17,02
T25 23,80 19,18 27,01 22,61 17,89
T26 25,20 21,56 28,90 23,94 18,38
T27 22,99 22,77 28,60 22,56 17,13
T28 27,10 22,11 29,45 24,25 20,97
T29 27,76 19,88 29,29 23,25 19,81
T30 26,93 22,43 29,45 23,30 20,12
T31 24,93 22,31 28,84 24,69 19,33
T32 26,29 19,89 28,90 26,52 19,96
T33 28,20 19,53 29,44 23,48 20,49
T34 31,10 19,45 33,69 24,72 21,40
T35 25,94 22,48 31,75 25,59 19,20
T36 26,14 22,31 32,93 23,11 17,93
T37 26,46 24,19 32,12 27,88 22,82
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Tablo 12. (Devami)

T38 23,90 23,76 29,50 25,76 17,59
T39 25,62 22,77 31,70 26,77 18,87
T40 25,31 21,40 32,49 23,00 17,90
T41 27,35 22,02 33,41 22,95 19,43
T42 25,74 20,38 31,80 20,25 16,71
T43 24,45 21,09 31,79 19,51 16,56
T44 25,38 21,19 32,25 18,50 15,58
T45 23,95 18,65 30,75 19,31 16,02
T46 25,24 21,18 32,15 20,47 16,70
T47 29,77 19,58 33,54 20,69 17,63
T48 29,54 20,96 34,15 24,59 20,29
T49 31,68 17,84 34,06 24,55 20,74
T50 26,75 20,66 32,51 20,58 16,43

Tablo 13. Komsu saglikli (S) dokulardan elde edilen Ct degerleri

Ornek IncRNA SNHG22  miR-4492 FOXK1 GAPDH RNU6
S1 17,85 20,23 26,10 19,52 15,23
S2 22,21 24,21 26,77 24,58 17,75
S3 19,01 21,05 26,45 19,42 14,19
S4 19,73 22,42 26,42 21,73 15,33
SS 23,18 22,28 26,65 23,54 17,86
Sé 25,68 24,53 26,84 25,51 19,67
S7 25,47 24,78 26,76 25,31 19,08
S8 23,06 24,69 26,65 20,13 16,65
S9 21,14 23,77 25,70 19,88 14,98

S10 22,50 24,32 26,97 22,04 14,96
S11 23,00 24,32 27,07 23,76 16,80
S12 22,70 24,61 26,68 21,70 15,56
S13 25,14 19,47 30,17 24,82 18,10
S14 22,63 24,32 26,78 21,38 17,32
S15 24,43 24,19 27,28 21,81 16,85
S16 28,84 21,87 27,19 27,11 22,79
S17 24,23 23,32 27,12 25,94 19,04
S18 24,62 22,57 27,47 24,35 18,00
S19 26,38 23,60 27,17 23,31 19,71
S20 26,43 24,46 27,22 27,86 20,76

42



Tablo 13. (Devami)

S21 18,69 19,87 24,72 20,01 14,10
S22 18,28 19,83 24,32 17,83 12,97
S23 25,29 20,45 27,02 24,64 19,15
S24 23,53 17,87 27,25 21,82 17,76
S25 22,94 20,30 26,95 22,54 16,96
S26 24,51 17,73 28,67 24,30 17,31
S27 24,50 23,89 29,57 24,91 19,34
S28 26,31 20,38 29,20 27,15 20,47
S29 26,12 23,36 29,08 26,52 16,82
S30 23,89 21,95 28,63 20,57 16,35
S31 25,63 23,14 29,01 26,58 20,00
S32 28,74 23,56 29,31 24,09 21,32
S33 22,29 22,60 27,29 20,77 15,63
S34 27,53 22,04 33,53 24,94 20,41
S35 25,89 22,75 31,72 24,00 17,93
S36 27,55 23,18 33,09 27,39 21,67
S37 28,19 22,36 33,44 21,47 18,71
S38 24,08 24,27 29,78 26,99 17,44
S39 25,68 25,36 30,87 27,65 19,11
S40 25,14 21,28 30,96 24,31 18,32
S41 26,29 21,73 33,24 22,41 18,39
S42 25,98 21,72 32,61 23,17 18,39
S43 24,78 21,06 31,07 21,32 15,11
S44 24,77 23,99 30,12 26,63 19,82
S45 22,62 23,19 28,60 22,44 17,85
S46 26,20 21,62 30,27 22,75 18,87
S47 26,71 21,12 3331 23,72 19,83
S48 23,80 22,59 30,31 19,61 16,63
S49 2522 19,93 31,30 24,68 18,55
S50 27,69 19,06 32,51 28,19 20,71

4.3. Ekspresyon Degerlerinin Karsilastirnlmasi

Livak yontemi ile IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI ekspresyon

seviyeleri degerlendirildi. Hasta verilerinden elde edilen ortalama ACt ve ortalama kat
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degisimi (fold change) degerleri Tablo 14’te gosterilmistir. p<0.05 olan Ol¢limler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 14. IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI RNA'larinin ortalama ACt ve 222t degerleri

Ortalama ACt Ortalama Fold Change (242
(izlglltlll‘;l;) (rf:l?lll(s)ll; (izlglltl:;l;) :(l)ll?lllts)ll; Dlelgil:itlif* p degeri
doku doku
IncRNA SNHG?22 0,80 2,29 1,44 1,23 0,36 0,0021
miR-4492 4,41 3,39 1,84 11,81 2,03 0,1236
FOXKI1 5,20 6,33 2,46 5,50 0,46 0,1038

* Rolatif Degisim (fold change) hesaplarken geometrik ortalama kullaniimistir.

Tiimorlii dokulardaki ve komsu saglikli dokulardaki kat degisim farklari
karsilagtirildi. Kat degisim degerleri normal dagilima uymadigi i¢in non-parametrik
yontem olan Wilcoxon testi kullanilarak analizler yapildi. IncRNA SNHG22’nin kat
degisim farklilig1 istatistiki olarak anlamli bulundu (p < 0,05) ancak miR-4492 ve
FOXKI’in kat degisim farklilig1 istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p > 0,05).

Doku

[ Kontrol {saglam) doku [ KRK timbr dokusu

10°

- " . s

- .

e - -

10°

Ralatif Ekspresyon (Fold Change)

10-2 —1

miR — 4492
Gen

INncRNA SNHG22 FOXK1

Sekil 17. KRK’li tiimor dokularinda ve komsu saglikli dokularda IncRNA SNHG22, miR-4492 ve
FOXK1 ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi. Rolatif kat degisimleri geometrik ortalama ile
hesaplanmustir.
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4.3.1. IncRNA SNHG?22 Ekspresyonu

KRK’li tiimor dokularinda eslestirilmis saglam dokulara kiyasla IncRNA
SNHG22 ekspresyonunda 0,36 kat azalma goriildii. Bu fark istatistiksel olarak
anlamlhiyd1 (p=0,0021) (Tablo 14, Sekil 17). IncRNA SNHG22 ekspresyonu hastalarin
37’sinde (%74) diisiik, 13’tinde (%26) ise yiiksekti. IncRNA SNHG22 ekspresyon
seviyeleri hastalarin yas, cinsiyet, patolojik tani, klinik evre, T-evresi, lenf nodu
metastazi, uzak metastaz, MSI durumu ve tiimor yerlesimi gibi parametrelerle

degerlendirildi (Tablo 15).

Tablo 15. IncRNA SNHG22 ekspresyonunun hastalarin klinik parametreleri ile iliskisi

IncRNA SNHG22

Parametreler n=50 Diisiik Yiiksek p-degeri

Cinsiyet Kadin 33 25 8 0,539
Erkek 17 12 5

Yas <65.5 25 20 5 0,907
>65.5 25 17 8

Patolojik tan1 Adenokarsinom 45 35 10 0,029
Miisindz tip 5 2 3

Klinik evre Erken (I-1I) 24 19 5 0,831
fleri (III-1V) 26 18 8

T-evresi T1-2 9 8 1 0,658
T3-4 41 29 12

Uzak metastaz Var 12 10 2 0,742
Yok 38 27 11

LN metastazi Var 21 14 7 0,898
Yok 29 23 6

MSI durumu MSS 41 28 13 0,193
MSI (L/H) 9 9 0

Tiimor yerlesimi Kolon 45 34 11 0,400
Rektum 5 3 2

LN: Lenf nodu, MSI: Mikrosatellit fnstabiljtesi, MSS: Mikrosatellit Stabil, MSI-H: Yiiksek Mikrosatellit
Instabilitesi, MSI-L: Diisiik Mikrosatellit Instabilitesi.
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Cinsiyete gore bakilirsa IncRNA SNHG22’nin diisiikk ekspresyonu hem
erkeklerde hem de kadinlarda daha yaygindi. Ancak iki cinsiyet arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,539). Hasta yaslar1 ortanca degere (65.5) gore iki
gruba ayrildiginda her iki yas grubunda da diisiik IncRNA SNHG22 ekspresyonun
daha yaygin oldugu goriildii ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,907).

Tiim hastalar patolojik olarak adenokarsinom tipindeydi, ancak bes hasta
miisinéz adenokarsinom alt tipindeydi. Patolojik tan1 agisindan anlamli bir farklilik
olup olmadigini test etmek i¢in, hastalar adenokarsinom ve miisindz adenokarsinom
olarak iki gruba ayrildi. Adenokarsinomlu hastalarda IncRNA SNHG22’nin diisiik
ekspresyonu yayginken, miisindz alt tipindeki hastalarda yiiksek ekspresyon daha

coktu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,029)

TNM evrelemesine gore degerlendirme yapildi. T-evresine gore T1-2 ve T3-4
seklinde iki grup degerlendirildiginde de her iki grupta da IncRNA SNHG22 nin diisiik
ekspresyonu yaygindi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,658). Ayn
sekilde LN metastazi ve uzak metastaz varligina/yokluguna gore degerlendirildiginde
her iki parametrede de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(strasiyla p=0,898, p=0,742) ve IncRNA SNHG22’nin disiik ekspresyonu yaygindi.
Klinik evreye gore de hastalar erken evre (I-II) ve ileri evre (III-IV) olarak
degerlendirildiginde her iki grupta da IncRNA SNHG22’nin diisiik ekspresyonu
yaygind1 ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,831).

MSI durumuna gore hastalar degerlendirildiginde MSS hasta grubunda
IncRNA SNHG22’nin diisiik ekspresyonu yaygindi, MSI (L/H) grupta ise tiim
hastalarda diisiik ekspresyon vardi, ancak iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark yoktu (p=0,193).
Son olarak tiimdr yerlesimine gore degerlendirildiginde hem kolon hem de

rektum kanserlerinde IncRNA SNHG22nin diisiik ekspresyonu yaygindi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,400).
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4.3.2. miR-4492 Ekspresyonu

KRK’li tiimor dokularinda eslestirilmis saglam dokulara kiyasla miR-4492
ekspresyonunda 2,03 kat artis goriildii. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,1236) (Tablo 14, Sekil 17). miR-4492 ekspresyonu hastalarin 28’inde (%56)
yiiksek, 22’sinde (%44) ise diisiiktli. miR-4492 ekspresyon seviyeleri hastalarin yas,
cinsiyet, patolojik tani, klinik evre, T-evresi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz, MSI

durumu ve tiimor yerlesimi gibi parametrelerle degerlendirildi (Tablo 16).

Tablo 16. miR-4492 ekspresyonunun hastalarin klinik parametreleri ile iligkisi

miR-4492

Parametreler n=50 Diisiik Yiiksek p-degeri

Cinsiyet Kadin 33 12 21 0,239
Erkek 17 10 7

Yas <65.5 25 10 15 0,961
>65.5 25 12 13

Patolojik tam Adenokarsinom 45 21 24 0,400
Miisindz tip 5 1 4

Klinik evre Erken (I-1I) 24 9 15 0,111
Ileri (I1I-1V) 26 13 13

T-evresi T1-2 9 4 5 0,870
T3-4 41 18 23

Uzak metastaz Var 12 6 6 0,086
Yok 38 16 22

LN metastazi Var 21 11 10 0,219
Yok 29 11 18

MSI durumu MSS 41 18 23 0,733
MSI (L/H) 9 4 5

Timor yerlesimi Kolon 45 18 27 0,265
Rektum 5 4 1

LN: Lenf nodu, MSI: Mikrosatellit fnstabiljtesi, MSS: Mikrosatellit Stabil, MSI-H: Yiiksek Mikrosatellit
Instabilitesi, MSI-L: Diisiik Mikrosatellit Instabilitesi.

Cinsiyete gore bakildiginda kadinlarda miR-4492°nin yiiksek ekspresyonu
yayginken, erkeklerde diisiik ekspresyon yiiksek ekspresyondan daha fazlaydi. Ancak
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iki cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,239). Hasta yaslar1
ortanca degere (65.5) gore iki gruba ayrildiginda her iki yas grubunda da yiiksek miR-
4492 ekspresyonun daha yaygin oldugu goriildii ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktu (p=0,961).

Patolojik tan1 agisindan hem adenokarsinomlu hastalarda hem de miisindz alt
tipteki hastalarda miR-4492’nin yiiksek ekspresyonu daha ¢oktu ve istatistiksel olarak
anlaml bir fark yoktu (p=0,400).

TNM evrelemesine gore degerlendirme yapildi. T-evresine gore T1-2 ve T3-4
seklinde iki grup degerlendirildiginde de her iki grupta da miR-4492’nin yiiksek
ekspresyonu yaygindi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,870). LN
metastazi olan grupta miR-4492’nin diisiik ekspresyonu daha ¢ok iken, LN metastazi
olmayan grupta yiiksek ekspresyon daha yaygindi, ancak bu iliski anlamli degildi
(p=0,219). Aym sekilde uzak metastazi olan grupta yiiksek ve diisiik ekspresyon esit
sayida iken, uzak metastazi olmayan grupta yiiksek ekspresyon daha yaygindi, ancak
yine bu iliski anlamli degildi (p=0,086). Klinik evreye goére de hastalar
degerlendirildiginde erken evre hastalarda miR-4492’nin yliksek ekspresyonu
yayginken, ileri evre hastalarda yiiksek ve diisiik ekspresyon esit sayida goriildii, ancak

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,111).

MSI durumuna gore hastalar degerlendirildiginde hem MSS hasta grubunda
hem de MSI (L/H) hasta grubunda miR-4492’nin yiiksek ekspresyonu yaygindi ve iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,733).

Son olarak tiimdr yerlesimine gore degerlendirildiginde kolon kanserlerinde
miR-4492’nin  ylksek ekspresyonu yaygin iken rektum kanserlerinde diisiik
ekspresyon daha yaygin bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu

(p=0,265).
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4.3.3. FOXK]1 Ekspresyonu

KRK’li timor dokularinda eslestirilmis saglam dokulara kiyasla FOXK]I
ekspresyonunda 0,46 kat azalma goriildii. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,1038) (Tablo 14, Sekil 17). FOXKI ekspresyonu hastalarin 29’unda (%58)
diisiik, 21’inde (%42) ise yiiksekti. FOXKI ekspresyon seviyeleri hastalarin yas,
cinsiyet, patolojik tani, klinik evre, T-evresi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz, MSI

durumu ve tiimor yerlesimi gibi parametrelerle degerlendirildi (Tablo 17).

Tablo 17. FOXK1 ekspresyonunun hastalarin klinik parametreleri ile iligkisi

FOXK1

Parametreler n=50 Diisiik Yiiksek p-degeri

Cinsiyet Kadin 33 16 17 0,143
Erkek 17 13 4

Yas <65.5 25 15 10 0,907
>65.5 25 14 11

Patolojik tam Adenokarsinom 45 29 16 0,030
Miisindz tip 5 0 5

Klinik evre Erken (I-1I) 24 13 11 0,741
Ileri (I1I-1V) 26 16 10

T-evresi T1-2 9 4 5 0,240
T3-4 41 25 16

Uzak metastaz Var 12 9 3 0,203
Yok 38 20 18

LN metastazi Var 21 12 9 0,753
Yok 29 17 12

MSI durumu MSS 41 22 19 0,331
MSI (L/H) 9 7 2

Timor yerlesimi Kolon 45 26 19 0,948
Rektum 5 3 2

LN: Lenf nodu, MSI: Mikrosatellit fnstabiljtesi, MSS: Mikrosatellit Stabil, MSI-H: Yiiksek Mikrosatellit
Instabilitesi, MSI-L: Diisiik Mikrosatellit Instabilitesi.

Cinsiyete gore bakildiginda kadinlarda FOXK’in yiiksek ekspresyonu diisiik
ekspresyondan fazla iken, erkeklerde diisiik ekspresyon daha yaygindi. Ancak iki
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cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,143). Hasta yaslar
ortanca degere (65.5) gore iki gruba ayrildiginda her iki yas grubunda da diisiik
FOXK] ekspresyonun daha yaygin oldugu goriildii ve istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktu (p=0,907).

Patolojik tan1 acisindan adenokarsinomlu hastalarda FOXKI’in diisiik
ekspresyonu yayginken, miisindz alt tipindeki tiim hastalarda yiiksek ekspresyon vardi

ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,03).

TNM evrelemesine gore degerlendirme yapildi. T-evresine gore T1-2
grubunda yiiksek FOXKI ekspresyonu daha fazla iken, T3-4 grubunda diisiik
ekspresyon daha yaygindi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,240). Ayni
sekilde LN metastaz1 ve uzak metastaz varligina/yokluguna gore degerlendirildiginde
her iki parametrede de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(swrastyla p=0,753, p=0,203) ve FOXKI’in disik ekspresyonu yaygindi. Klinik
evreye gore de hastalar degerlendirildiginde her iki grupta da FOXKI’in disiik
ekspresyonu yaygindi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,741).

MSI durumuna gore hastalar degerlendirildiginde hem MSS hasta grubunda
hem de MSI (L/H) hasta grubunda FOXK’in diisiik ekspresyonu yaygind1 ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,331).

Son olarak tiimor yerlesimine gore degerlendirildiginde hem kolon hem de
rektum kanserlerinde FOXK’in diisiik ekspresyonu yaygindi ve istatistiksel olarak
anlaml bir fark yoktu (p=0,948).

4.4. Korelasyon Analizi

IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI genleri arasinda olas1 etkilesimler
hakkinda Ongoriide bulunmak icin korelasyon analizi gerceklestirildi. IncRNA
SNHG22 ve FOXK1 arasinda gii¢lii bir pozitif iliski saptand1 ve istatistiksel olarak ¢ok
anlaml1 bulundu [p=4,70 x 10°"°, korelasyon katsayis1(r)=0,747]. IncRNA SNHG22 ve
miR-4492 arasinda anlaml bir iliski gozlemlenmedi (p=0,973, 1=-0,005). miR-4492
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ve FOXK] arasinda ise orta diizeyde pozitif bir iliski saptand1 (p=0,0017, 1=0,432).
Sekil 18’de bu korelasyonlar grafiklerle gosterilmistir.
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Sekil 18. IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI arasindaki korelasyon analizleri ve Spearman
korelasyon matrisi
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5. TARTISMA

KRK, diinya genelinde hem erkeklerde hem de kadinlarda en sik rastlanan
maligniteler arasinda yer almakta olup, kansere bagli 6liimlerin baslica nedenlerinden
biridir (1,2). Son yillarda tedavi stratejilerinde Onemli ilerlemeler kaydedilmis
olmasina ragmen, KRK'ye bagli mortalite oranlari halen yiiksek seyretmektedir.
Ozellikle gec¢ evrede tani alan hastalar, giiniimiizde hald 6nemli bir sorun teskil
etmektedir; ileri evrelerde hastaligin seyri kotii olmakta ve mortalite oranlar1 belirgin
sekilde artmaktadir. Bu baglamda, KRK'nin baglangicinda ve ilerleyisinde etkili olan
potansiyel molekiiler mekanizmalarin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi, yeni
prognostik belirteglerin ve terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi agisindan biiyiik
Oonem tasimaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar, ncRNA'larin kanser siireclerinde
onemli roller iistlendigini ortaya koymustur (97,98). Ozellikle IncRNA'lar ve
miRNA'lar, hiicresel siireclerin diizenlenmesinde kritik islevlere sahiptir. IncRNA'lar,
miRNA'lara baglanarak onlarin hedef mRNA'lar1 baskilamasini engelleyebilir ve
bdylece ceRNA aglar1 olusturabilirler (105,106). Bu molekiiler etkilesimler, kanser
hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve metastazi gibi siireclerde onemli rol
oynamaktadir. Kanser hiicrelerinde bu karmasik etkilesimlerin anlasilmasi, yeni
terapotik hedeflerin tanimlanmasina ve yenilik¢i tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

zemin hazirlamaktadir.

IncRNA'lar, protein kodlamamalarina ragmen, gen ekspresyonunun
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel diizeyde diizenlenmesinde kritik roller
istlenmektedirler (99,103). Karsinogenez slireglerinde, onkojenik veya timor
baskilayict etki gosterebilirler (107). IncRNA’larin farkli dokularda ve farkli
kosullarda sergiledikleri 6zgiin ekspresyon paternleri, kanserde potansiyel biyobelirte¢

ve terapotik hedefler olarak 6ne ¢ikmalarini saglamaktadir.

IncRNA’lardan birisi olan IncRNA SNHG22, son yillarda cesitli kanser
tiirlerinde potansiyel bir tedavi hedefi ve prognostik biyobelirteg olarak dikkat
cekmistir. Yapilan calismalar over kanseri, gastrik kanser, 6zefagus karsinomu,
hepatoseliiler karsinom, meme kanseri, renal hiicreli karsinom, kiiciik hiicreli dis

akciger kanseri ve kolorektal kanser gibi malignitelerde IncRNA SNHG22'nin islevsel
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roller iistlendigini ortaya koymustur. IncRNA SNHG22'nin, diger IncRNA'lar gibi,
kanser hiicrelerinde belirli miRNA’lar siingerleyerek hedef genlerin ekspresyonunu
artirdig1 ve boylece hiicre proliferasyonu, apoptoz, migrasyon ve metastaz gibi kanser

siireclerinde onemli rol oynadig1 gosterilmistir (3—13).

Bildigimiz kadariyla IncRNA SNHG22’nin kanserle iligkili ilk ¢aligmalari,
epitelyal over kanseri lizerine gerceklestirilmistir. Zhang ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada, epitelyal over kanseri hiicre hatlarinda ve hasta dokularinda IncRNA
SNHG22 ekspresyonunun timor hiicrelerinde anlamli diizeyde artis gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, yiiksek IncRNA SNHG22 diizeylerinin kemoterapi direnci ve
kotii prognoz ile iligkilendirildigi rapor edilmistir. Calismada, IncRNA SNHG22'nin
miR-2467'yi hedef alarak Gal-1 ekspresyonunu diizenledigi ve bu mekanizma
tizerinden ceRNA islevi gosterdigi ortaya konulmustur (8). Bu calismayla IncRNA
SNHG22’nin kanserde onkojenik rol aldig ilk kez gosterilmistir. Guan ve arkadaslari
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da epitelyal over kanseri hiicre hatlarinda ve
hasta dokularinda IncRNA SNHG22 ekspresyonunun tiimdr hiicrelerinde belirgin
sekilde arttig1 gosterilmistir. Arastirmacilar ayrica, SP/ transkripsiyon faktoriiniin
IncRNA SNHG22'in promotor bolgesine baglanarak bu IncRNA'min ekspresyonunu
artirdigint  ortaya koymuslardir. Calismada, IncRNA SNHG22'nin  asir1
ekspresyonunun hiicrelerde glukoz alimi, laktat iiretimi ve ATP seviyelerini
yiikselterek glikolizi ve hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi ve bdylece tiimor

gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (7).

Yang ve arkadaslarinin berrak hiicreli renal hiicreli karsinom (ccRCC) hastalari
tizerinde gercgeklestirdikleri calismada, IncRNA SNHG22 ekspresyonunun timor
dokularinda anlamli diizeyde artt1g1 belirlenmistir. Aragtirma sonuglarina gore, yiiksek
IncRNA SNHG22 ekspresyonu kotii prognoz ile iligkili bulunmusg ve bu IncRNA'nin
prognostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (13).

Fang ve arkadaslarinin triple negatif meme kanserinde (TNBC) yiirtittiikleri
calismada, IncRNA SNHG22 ekspresyonunun hem hasta dokularinda hem de hiicre
hatlarinda anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada, IncRNA SNHG22'nin
miR-324-3p'yi siingerleyerek SUDS3 ekspresyonunu artirdigt ve bu mekanizma
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aracilifiyla tiimor hiicrelerinin proliferasyon ve go¢ yeteneklerini gii¢lendirdigi ortaya
konmustur. lging bir sekilde, hormon reseptérii pozitif veya HER2 pozitif meme
kanseri hiicre hatlarinda IncRNA SNHG22 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
tespit edilmedigi rapor edilmis. Bu baglamda, IncRNA SNHG22'nin oOzellikle
TNBC’de 6nemli bir biyolojik rol oynayabilecegini ve potansiyel bir terapotik hedef
olabilecegini belirtmisglerdir (11).

Zheng ve arkadaslarinin osteosarkom hiicre hatlar1 lizerinde gergeklestirdigi
calismada, IncRNA SNHG22'nin ekspresyon diizeylerinin osteosarkomda belirgin
sekilde azaldigi gosterilmistir. Bu g¢alismada IncRNA SNHG22’nin, miR-4492'yi
siingerleyerek NKIRAS2'min transkripsiyonel aktivitesini destekledigi ve bu
mekanizma iizerinden rol aldig1 gosterilmistir. Ayrica, IncRNA SNHG22 nin hiicre
dongiisiinde G1 fazinda duraksamaya yol agarak hiicre proliferasyonunu baskiladigy;
VEGF diizeylerini azaltarak anjiyogenezi engelledigi, hiicre go¢li ve invazyonunu
azalttig1 ve epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) siireglerini inhibe ettigi gosterilmistir.
Ote yandan, IncRNA SNHG22'nin susturulmasi durumunda bu etkilerin tersine
dondiigiic ve timor ilerlemesini destekleyici bir hiicresel yanit gelistigi
gbzlemlenmistir. Tiim bu bulgular, IncRNA SNHG22'nin osteosarkomda potansiyel

bir timor baskilayic1 molekiil olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir (15).

Li ve arkadaslar1 IncRNA SNHG22’yi yassi hiicreli 6zefagus karsinomunda
(ESCC) incelemislerdir. Hiicre hatlarinda yapilan bu ¢alismada IncRNA SNHG22
ekspresyonunun tiimorlii hiicre hatlarinda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir.
Arastirmada IncRNA  SNHG22'nin, miR-429'ua  siingerleyerek  SESN3'lin
ekspresyonunu artirdigt ve bu mekanizma araciligiyla tiimor hiicrelerinin
proliferasyon, invazyon ve goc yeteneklerini destekledigi belirlenmistir. Calismanin
sonuglari, IncRNA SNHG22'nin ESCC'de onkojenik bir rol oynadigini ve tiimor

ilerlemesinde 6nemli bir katki sagladigini ortaya koymustur (10).

Zhang ve arkadaglar1 IncRNA SNHG22nin hepatoseliiler kanserdeki (HCC)
roliinii incelemislerdir. Hasta dokular1 ve hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmada, IncRNA
SNHG22 ekspresyonunun tiimor hiicrelerinde belirgin sekilde arttigini ve yiiksek
IncRNA SNHG22 ekspresyonun kotii prognozla iliskili oldugunu gostermislerdir.
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Calismada, IncRNA SNHG22'min susturulmasinin hiicre proliferasyonu, gogii,
invazyonu ve in vitro ortamda anjiyogenezi baskiladigi gozlemlenmistir. Ayrica,
IncRNA SNHG22'nin EZH? araciligiyla DNMTI'" miR-16-5p geninin promotor
bolgesine ¢ekerek, miR-16-5p'in transkripsiyonunu DNA metilasyonu yoluyla inhibe
ettigini ve bu mekanizma ile HCC’de tiimorogenezi ve anjiogenezi kolaylastirdigini

ortaya koymuslardir (5).

Yakin zamanda Cheng ve arkadaslarinin kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(NSCLC) iizerinde gergeklestirdigi calismada, hasta serumlarinda IncRNA SNHG22
ekspresyonunun saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde arttig1 ve bu artigin koti
prognozla iligkili oldugu gozlemlenmistir. Calismada ayrica, miR-128-3p seviyesinin
IncRNA SNHG22 tarafindan baskilandigi ve bu iki molekiil arasindaki iligkinin tiimor
gelisimiyle baglantili oldugu ortaya konmustur. IncRNA SNHG22'nin up-regiilasyonu,
lenf nodu metastazi, TNM evresi ve hastalarin genel prognozu ile yakindan iliskili
bulunmustur. Bu bulgular, serum IncRNA SNHG22 diizeylerinin NSCLC hastalarinda

prognostik bir belirte¢ olarak 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir

(4).

Gastrik kanserde (GC) IncRNA SNHG22min rolii lic ayrn caligmada
arastirilmistir. Cui ve arkadaslarinin calismasinda hem hasta dokularinda hem de hiicre
hatlarinda IncRNA SNHG22 ekspresyonunun anlamli sekilde arttigi gosterilmistir.
Arastirmaya gore IncRNA SNHG22, miR-361-3p'yi silingerleyerek HMGAI
ekspresyonunu artirmakta ve bu durum Wht/f-catenin sinyal yolunun aktivasyonuna
katkida bulunmaktadir. Ayrica IncRNA SNHG22'nin baskilanmasi, timor
hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon, invazyon ve anjiyogenezi azaltmistir (12). Mao
ve arkadaslarinin ¢alismasinda da hem hasta dokularinda hem de hiicre hatlarinda
IncRNA SNHG22 ekspresyonunun anlamli derecede arttigt ve bu artisin koti
prognozla yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. Caligsmada, transkripsiyon faktorii
ELK4%Un IncRNA SNHG22'nin promotor bolgesine baglanarak ekspresyonunu
artirdig1 ortaya konmustur. Ayrica, IncRNA SNHG22'min EZH?2 ile dogrudan etkilesim
kurarak tiimdr baskilayict genlerin ekspresyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Bunun
yani sira, IncRNA SNHG22'nin miR-200c-3p'yi siingerleyerek Notchl ekspresyonunu

artirdig1 ve bu mekanizma lizerinden tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazyon
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kapasitesini giiclendirdigi gosterilmistir (6). Li ve arkadaglari tarafindan yapilan
calismada da GC hasta dokular1 ve hiicre hatlarinda IncRNA SNHG22 ekspresyonunun
anlaml diizeyde artti§i ve bu artisin kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir.
Calismada, IncRNA SNHG22'nin miR-101-3p'yi siingerleyerek bu miRNA'nin hedefi
olan E2F2 geninin ekspresyonunu dolayli olarak artirdigi belirlenmistir. Bu
mekanizma {iizerinden IncRNA SNHG22, GC hiicrelerinde proliferasyonu ve
invazyonu desteklemektedir, buna karsin IncRNA SNHG22'nin susturulmasi bu
onkojenik 6zelliklerin azalmasina yol agmaktadir (3). Bu ¢alismalardan elde edilen
veriler, IncRNA SNHG22'min GC ilerleyisinde kritik bir rol oynadigini ve potansiyel
bir prognostik biyobelirteg¢ veya terapotik hedef olarak degerlendirilebilecegini

diistindiirmektedir.

KRK’de IncRNA SNHG22’nin arastinildign  simmirlh  sayida  calisma
bulunmaktadir. Yao ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada KRK hasta dokular1 ve hiicre
hatlarinda IncRNA SNHG22 ekspresyonunun anlamli diizeyde arttig1 gosterilmis ve
bu artig kotii prognozla iligkilendirilmistir. Arastirmada, IncRNA SNHG22'nin miR-
128-3p'yi siingerleyerek E2F3 ekspresyonunu artirdigi, boylece tiimor olusumu ve
metastaz siireglerini destekledigi ortaya konmustur. Ayrica in-vivo modellerde
IncRNA SNHG22'nin baskilanmasi, tiimor biiylimesini anlamli sekilde yavaglatmastir.
Bu bulgular, IncRNA SNHG22'nin KRK'de 6nemli bir onkojenik rol iistlendigini ve
gelecekte potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini diislindiirmektedir (9).

Sonug olarak, mevcut literatiir verileri IncRNA SNHG22’nin birgok solid
timorde genellikle onkojenik bir rol {istlendigini gdstermektedir. Bununla birlikte,
yalnizca osteosarkom iizerine yapilan bir calismada IncRNA SNHG22'min timor
baskilayici ozellikler sergiledigi bildirilmistir (15). LncRNA SNHG22’nin, ¢esitli
miRNA’lar1 “siingerleyerek” bir ceRNA gibi islev gordiigi ve bu mekanizma
araciligiyla hiicre proliferasyonu, invazyon, metastaz ve anjiyogenez gibi timor
ilerlemesiyle iliskili biyolojik siireclere katki sagladigi ortaya konmustur. Klinik
diizeyde, artmis IncRNA SNHG22 ekspresyonu genellikle kotii prognoz, ileri evre
hastalik ve metastatik yayilim ile iliskilendirilmistir. Bu kapsamda IncRNA SNHG22
hem prognostik bir biyobelirte¢ hem de kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak

dikkat ¢gekmektedir.

56



Calismamizda yapilan analizler sonucunda, KRK dokularinda IncRNA
SNHG22 ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrol dokularina kiyasla anlamli sekilde
diisiik oldugu saptanmustir (p=0,0021). Bu bulgu, IncRNA SNHG22'nin KRK'de
down-regiilasyona ugradigimi ve potansiyel olarak timor baskilayici bir rol
istlenebilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen sonuglar, osteosarkom {izerine
yapilmis ve IncRNA SNHG22’nin tiimor baskilayict etkilerini ortaya koyan literatiir
bulgulartyla uyumluluk géstermektedir. S6z konusu ¢alismada, IncRNA SNHG22'nin
G1 fazinda hiicre dongiisiinii duraksatarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, VEGF
diizeylerini diisiirerek anjiyogenezi engelledigi, hiicre gocli ve invazyonunu azalttigi,
ayrica epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) siireglerini inhibe ettigi bildirilmistir. Bu
anti-tiimoral etkiler, ¢alismamizda elde edilen bulgular1 desteklemektedir (15).
Bununla birlikte, literatiirde farkli kanser tiirlerinde IncRNA SNHG22nin onkojenik
etkilerine dair bulgularin da yer almasi, IncRNA’larin biyolojik rollerinin kanserin
gelistigi dokuya ve tiimor tipine 6zgii olarak degisebilecegini ortaya koymaktadir.
Nitekim, Fang ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da goriildiigii tizere, TNBC dokularinda
IncRNA SNHG22 ekspresyonunun artig gostermesi, ancak hormon reseptorii pozitif
ya da HER2 pozitif meme kanseri hiicre hatlarinda anlamli bir degisiklik
gozlenmemesi de bu durumu destekler niteliktedir (11). Bu durum, IncRNA
SNHG22’nin baz1 kanser tiirlerinde timor baskilayici, bazi kanser tiirlerinde ise
onkojenik etkiler gdosterebilecegi, yani c¢ift yonlii (dual) fonksiyonlara sahip
olabilecegi olasiligini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu baglamda, IncRNA SNHG22’nin KRK
patogenezindeki roliinii ve iligkili molekiiler mekanizmalar1 daha net ortaya koymak
amaciyla, genis orneklem gruplariyla desteklenmis, fonksiyonel ve translasyonel

diizeyde kapsamli ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda, KRK’1i hastalarda IncRNA SNHG22 ekspresyon diizeyleri ile
cesitli klinik ve patolojik parametreler arasindaki iliski degerlendirildiginde, IncRNA
SNHG22 ekspresyon diizeylerinin klinik degiskenlerle anlamli bir iligki gostermedigi
goriilse de bazi parametrelerde gdzlemlenen egilimler biyolojik olarak dikkat ¢ekicidir
ve daha ileri aragtirmalar1 gerektirmektedir. En dikkat ¢eken bulgu, histopatolojik alt
tip ile IncRNA SNHG22 ekspresyonu arasindaki anlamli iliskidir (p=0,029).
Adenokarsinom tipinde IncRNA SNHG22 ekspresyon diizeyleri cogunlukla diisiik
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seviyede izlenirken, miisindz karsinom alt tipinde yiiksek ekspresyon oranlarinin daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum, IncRNA SNHG22’nin tiimor histolojisine 6zgl
farkl1 biyolojik roller iistlenebilecegini ve 6zellikle miisindz tiimorlerde potansiyel bir
biyobelirteg olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak miisinéz alt tipteki Ornek
sayisinin gorece diisiik olmasi nedeniyle bu sonucun dikkatle degerlendirilmesi
gerekmektedir. Hastalarin cinsiyeti, yasi, klinik evresi, T-evresi, uzak metastaz, LN
metastazi ve MSI durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir
(p>0,05). Sonug¢ olarak, calismamizda IncRNA SNHG22’nin oOzellikle timor
histolojisi gibi parametrelere gore farklilik gosterebilecek sekilde ekspresyon profili
sergiledigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, IncRNA SNHG22min KRK’de potansiyel
dokuya 6zgii biyolojik roller iistlenebilecegini ve belirli alt gruplarda prognostik ya da
terapotik hedef olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Bu nedenle,
IncRNA SNHG22'nin molekiiler mekanizmalarinin daha ayrintili olarak ortaya
konulabilmesi amaciyla, daha genis 6rneklem gruplarin1 kapsayan, fonksiyonel ve

translasyonel diizeyde ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

miRNA’lar, post-transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu diizenleyen ~22
niikleotid uzunlugundaki kii¢iik RNA molekiilleridir (110,111). Son yillarda yapilan
caligmalar, miRNA’larin kanser gelisiminde Onemli roller iistlendigini ortaya
koymustur. Kanser dokularinda anormal sekilde ifade edilen miRNA’lar, onkojenik
veya tiimor baskilayic1 olarak rol alabilirler (110,111,113). Ayrica cesitli sinyal
yolaklarim1 hedefleyerek hastalik progresyonu, tedavi yaniti ve kemoterapi direnci
tizerinde belirleyici etkiler gosterebilirler. Bu nedenle, miRNA’larin KRK gibi solid
tiimorlerdeki islevlerinin daha iyi anlasilmasi, tanisal biyobelirteclerin gelistirilmesi
ve hedefe yonelik tedavi stratejilerinin olusturulmasi agisindan 6nemli bir potansiyel

tasimaktadir.

KRK’de etkili olabilecegi diisliniilen miRNA’lardan birisi olan miR-4492,
kanser c¢alismalarinda yeterince arastirllmamustir. Literatiirde over kanseri, meme
kanseri, mesane kanseri, glioblastoma multiforme, akciger kanseri, melanoma,

osteosarkom ve KRK gibi bazi kanserlerdeki rolii degerlendirilmistir (14-21).
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Bildigimiz kadariyla miR-4492°nin kanserle iligkili ilk ¢aligmalari, meme
kanseri lizerine gergeklestirilmistir. Boo ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, meme
kanseri sferoid zenginlestirilmis MCF-7 hiicre hattinda miR-4492’nin yiiksek
ekspresyon gosterdigi bildirilmistir. Bu durum, miR-4492°nin 6zellikle timor kokenli

hiicrelerde aktif olabilecegini diisiindiirmektedir (19).

Ahn ve arkadaglarinin Glioblastoma multiforme (GBM) iizerinde
gergeklestirdikleri ¢alismada, CRT-MG hiicre hattinda nekroz kosullarinda miR-
4492’nin ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgu, miR-4492'nin nekrozla
iligkili olarak GBM'de 6nemli bir rol oynayabilecegini ve bu miRNA'nin GBM igin

potansiyel bir prognostik biyomarker olabilecegini diistindiirmektedir (20).

Zheng ve arkadaslarinin osteosarkom hiicre hatlari tizerinde gerceklestirdikleri
calismada, miR-4492'nin onkojenik Ozellikler sergiledigi ortaya konmustur.
Arastirmada, miR-4492"nin hiicrelerin canlilik ve invazyon kapasitelerini artirdigi ve
bu etkilerle, IncRNA SNHG22'nin etkilerine karsit koydugu gosterilmistir. Ayrica,
SNHG22 nin miR-4492°yi “siingerleyerek” NKIRAS2 geninin ekspresyonunu artirdigi
ve bu ceRNA mekanizmasi lizerinden osteosarkom progresyonuna katkida bulundugu

belirlenmistir (15).

Su ana kadar bahsedilen ii¢ calismanin da ortak ozelligi miR-4492’nin
onkojenik roller iistlenmesidir (15,19,20). Ancak miR-4492°nin tiimor baskilayici
roliinii vurgulayan g¢alismalar da vardir. Ornegin Yang ve arkadaslari, mesane
kanserinde (BCa) miR-4492’nin roliinii incelemislerdir. Calismalarinda, mesane
kanseri dokular1 ve hiicre hatlarinda miR-4492'nin ekspresyonunun belirgin sekilde
azaldigim tespit etmislerdir. miR-4492’nin, ROMOI genini hedef alarak timor
baskilayict bir rol oynadigim1 ve bdylece kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve

invazyonunu engelledigini gostermislerdir (16).

Gao ve arkadaslarinin over kanseri iizerine gerceklestirdigi calismada, miR-
4492’nin tiimor dokularinda ve kanser hiicre hatlarinda anlamli sekilde azalmis
ekspresyon gosterdigi belirlenmistir. Arastirma bulgulari, IncRNA FOXD2-AS1’in
miR-4492°y1 hedef alarak ekspresyonunu baskiladigini ve bu yolla hiicre
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proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu tesvik ettigini ortaya koymustur. Bu
sonuglar, miR-4492'nin over kanserinde tiimor baskilayici bir rol iistlenebilecegini

diistindiirmektedir (17).

Chakraborty ve Nath’in yaptiklar1 bir ¢aligmada, akciger kanserinde asiri
eksprese olan genleri hedefleyen miRNA’lar sistematik olarak analiz edilmistir.
Yapilan biyoinformatik degerlendirmeler sonucunda, CELSR2 geninin potansiyel
hedeflerinden birinin miR-4492 oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, miR-4492’nin
CELSR?2 ekspresyonunu diizenleyerek akciger kanseri patogenezinde timor
baskilayici bir rol iistlenebilecegini diisiindiirmektedir (135). Liu ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi baska bir calismada da akciger kanseri dokulari ve hiicre hatlarinda
yapilan analizler sonucunda, miR-4492'nin timor baskilayici ozellik gosterdigi
belirlenmistir. Arastirmada, /Asa_circ_0000043’in  miR-4492'y1  slingerleyerek
diizenleyici etkisini azalttigin1 ortaya koymuslardir. Bu etkilesim sonucunda, miR-
4492'nin hedefi olan BDNF ve STAT3 genlerinin ekspresyonu artmakta, bu durum da
hiicre proliferasyonu, invazyon ve migrasyonu destekleyerek tiimor progresyonuna
katki saglamaktadir (136). Bu bulgular miR-4492"yi, akciger kanserinde potansiyel bir

molekiiler belirte¢ ve terapotik hedef adayi olarak gostermektedir.

Ding ve arkadaglart miR-4492nin melanomadaki roliinii incelemistir.
Melanomlu hasta 6rnekleri ve hiicre hatlar1 iizerinde yapilan ¢alismada, miR-4492'min
timor baskilayici islev gordiigli belirlenmistir. Calismada, LINC01214tn miR-
4492’y1 siingerleyerek fonksiyonel olarak inaktive ettigi ve bunun sonucunda
PPPIRI1 geninin ekspresyonunun arttig1 ortaya konmustur. Bu mekanizma, CD8+ T
hiicre aktivitesinin baskilanmasina ve bdylece timdr mikro-¢evresinde immiin
yanittan kacisa neden olmaktadir. Elde edilen bulgular, miR-4492’nin melanoma
patogenezinde immiin baskilayici siiregleri regiile eden énemli bir molekiiler hedef
olabilecegini ve potansiyel bir prognostik biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegini

diistindiirmektedir (21).

KRK’de miR-4492’nin arastirildigi sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. Lu ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, KRK’li hasta 6rnekleri ve hiicre hatlarinda miR-

4492'nin  baskilandigimi gostermislerdir. Calismada, LINC01503'tin miR-4492’yi
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stingerleyerek baskiladigi ve bunun sonucunda miR-4492°nin hedefi olan FOXKI
geninin asir1 eksprese oldugu ortaya konmustur. FOXK1'in artan ekspresyonu hiicre
proliferasyonu ve invazyonunu destekleyerek tiimor progresyonuna katki
saglamaktadir. Bu bulgular, miR-4492’nin KRK’de tiimor baskilayict bir islev
iistlenebilecegini ve hem prognostik biyobelirteg hem de potansiyel terapdtik hedef

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (18).

miR-4492 {izerine yapilan g¢alismalar timor dokulari ile sinirli degildir.
Pratama ve arkadaslari, hepatoseliiler karsinom (HCC) hastalarinda dolasimdaki
miRNA’larin tedavi yanit1 ve hastaliksiz sagkalim iizerindeki olasi belirleyici rollerini
incelemiglerdir. Calisma bulgularina gore, miR-4492’nin ekspresyon diizeyinin yiiksek
olmasi, transarteriyel kemoembolizasyon (TACE) tedavisine verilen tam yanitla
anlamli diizeyde iligkilendirilmistir. Bu sonuglar, miR-4492°nin HCC’de tedavi
yanitint  0ngérmede kullanilabilecek potansiyel bir prognostik biyobelirteg

olabilecegini diisiindiirmektedir (137,138).

Calismamizda yapilan analizler sonucunda, KRK dokularinda miR-4492’nin
ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrol dokularina kiyasla artis gosterdigi
gbzlemlenmis, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,1236).
Her ne kadar istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagmamis olsa da elde edilen bu bulgu,
miR-4492’nin  KRK’de up-regiilasyona ugrayabilecegini ve potansiyel olarak
onkojenik bir rol {iistlenebilecegini diigiindlirmektedir. Bu yondeki varsayimimiz,
literatiirde yer alan bazi calismalarla da ortiismektedir. Ozellikle meme kanseri,
osteosarkom ve GBM {izerine yapilan ¢calismalarda, miR-4492°nin artmis ekspresyon
diizeyleri ile tiimor progresyonunu destekledigi bildirilmistir (15,19,20). Literatiirde
mesane kanseri, over kanseri, akciger kanseri ve melanomada miR-4492 {izerine
yapillan c¢aligmalarda ise tlimor baskilayict iglevine vurgu  yapilmistir
(16,17,21,135,136). Bu calismalar biitiinliyle degerlendirildiginde, bu miRNA'nin
farkli kanser tiirlerinde ¢esitli biyolojik roller iistlenebilecegi ve tek bir islev yerine,
tiimoriin gelistigi dokuya 6zgili olarak onkojenik ya da tiimor baskilayici sekilde
davranabilecegi anlasilmaktadir. Bu nedenle, KRK'deki roliiniin daha net bigimde
ortaya konabilmesi icin daha genis 6rneklem gruplarinda ve fonksiyonel deneylerle

desteklenmis ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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Calismamizda, KRK’li hastalarda miR-4492 ekspresyon diizeyleri ile gesitli
klinik ve patolojik parametreler arasindaki iliski degerlendirildiginde; cinsiyet, yas,
patolojik tani, klinik evre, T evresi, uzak metastaz ve lenf nodu metastazi, MSI durumu
ve timor yerlesimi gibi parametrelerle miR-4492 ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p>0,05). Bununla birlikte, bazi
egilimler dikkat cekicidir. Ozellikle cinsiyet agisindan, kadin hastalarda yiiksek miR-
4492 ekspresyonunun daha sik gozlenmesi, erkeklerde ise diisiik ekspresyonun baskin
olmasi, cinsiyete bagli epigenetik ya da hormonal regiilasyon mekanizmalarinin miR-
4492 ekspresyonunu etkileyebilecegine isaret etmektedir. Timor yerlesimi agisindan
da benzer sekilde bir egilim s6z konusudur; kolon yerlesimli tiimdrlerde yiiksek
ekspresyon daha yayginken, rektum yerlesimli timorlerde diisiik ekspresyon daha
baskindir. Bu durum, miR-4492'nin tiimoriin lokalizasyonuna bagli olarak farkl
biyolojik roller tistlenebilecegini ve kolorektal tiimor alt tiplerinde farkli diizenleyici
aglara entegre olabilecegini akla getirmektedir. Ayrica, ileri evre hastalarda diisiik ve
yiiksek ekspresyonun esit dagilmasi, miR-4492'nin hastalik progresyonuyla dogrudan
iligkili olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Uzak metastaz varliginda da diisiik ve
yiiksek ekspresyon diizeylerinin esit olmasi benzer sekilde belirgin bir baglantinin
olmadigint gostermektedir. Ancak bu egilimlerin anlamliligr sirli 6rneklem
bliyiikliigli nedeniyle istatistiksel olarak gosterilememis olabilir. Dolayisiyla, bu 6n
bulgularin dogrulanmasi ve miR-4492'nin klinik parametrelerle iligskisini daha net
ortaya koyabilmek adina daha biiyiik kohortlarla yapilacak ileri caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

FOXK]I cesitli hiicresel stireglerin diizenlenmesinde gorev alan 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre proliferasyonu, farklilagsma, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi, otofaji, enerji metabolizmasi1 ve DNA hasaria verilen yanit gibi temel
biyolojik siireclerin kontroliinde rol oynamaktadir. Literatiirde, FOXKI’in bir¢ok
malign timdrde artmis ekspresyon gosterdigi ve bu artisin hiicre proliferasyonu ile
metastatik kapasitenin artistyla iliskili oldugu bildirilmistir (23,24). Ozefagus kanseri,
over kanseri, gastrik kanser, KRK, meme kanseri ve prostat kanseri dahil ¢esitli kanser
tiirlerinde onkojenik rolleri oldugu gosterilmistir. Ozellikle KRK baglaminda,

FOXKI’in EMT, hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve metastaz siireclerini destekleyerek
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tiimdr progresyonuna katki sagladigi belirlenmistir (18,130—133). Ayrica FOXK!’in,
Wnt/B-katenin, PI3K/AKT ve TGF-B gibi kritik sinyal yolaklar1 tarafindan regiile
edildigi ve bu yolaklardaki diizensizliklerin FOXKI'in fonksiyonel aktivitesini
artirarak malign davraniglar1 tetikleyebilecegi One siiriilmektedir. Bu baglamda
FOXK1, kolorektal kanserde hem tanisal hem de terapétik agidan potansiyel bir hedef

olarak degerlendirilmektedir.

Calismamizda yapilan analizler sonucunda, KRK dokularinda FOXK]I
ekspresyon diizeylerinin saglikli kontrol dokularmma kiyasla diisiik oldugu
gbzlemlenmistir; ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p=0,1038).
Bu durum, FOXKI’in KRK'de down-regiilasyona ugradigina ve potansiyel olarak
tiimdr baskilayict bir rol {istlenebilecegine isaret etse de anlamlilik diizeyinin altinda
kalmasi, bu iliskinin netlestirilmesi i¢in daha genis 6rneklem gruplartyla yapilacak
caligsmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Literatiirde ise FOXKI’in birgok farkli
kanser tiirlinde artmig ekspresyon gosterdigi ve timor hiicrelerinin proliferasyon,
invazyon ve metastaz gibi onkojenik 6zelliklerini destekledigi raporlanmistir. Bu
baglamda, elde ettigimiz bulgu literatiirde yaygin olarak bildirilen FOXKI’in
onkojenik etkileriyle uyumlu degildir. S6z konusu farklilik, FOXKI’in biyolojik
fonksiyonlarmin kanserin gelistigi doku mikrosistemine, genetik ve epigenetik
baglama ya da hastaya 0Ozgii molekiiler ozelliklere bagli olarak degiskenlik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle FOXK/'in, farkli kanser tiirlerinde
bulundugu biyolojik ve molekiiler baglama gore hem tiimor baskilayici hem de
onkojenik roller iistlenebilecegi; yani kanserin gelistigi dokuya ve ¢evresel faktorlere
bagl olarak farkli islevler gosterebilecegi diisiiniilmelidir. Bu sonuclar, FOXKI’in
KRK'deki kesin roliiniin belirlenebilmesi icin daha kapsamli, fonksiyonel ve

molekiiler diizeyde ileri ¢aligmalar yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Calismamizda, KRK’li hastalarda FOXKI ekspresyon diizeyleri ile ¢esitli
klinik ve patolojik parametreler arasindaki iliski degerlendirildiginde; FOXKI
ekspresyon diizeylerinin klinik degiskenlerle anlaml1 bir iliski gdstermedigi goriilse de
bazi parametrelerde gozlemlenen egilimler biyolojik olarak dikkat ¢ekicidir ve daha
ileri aragtirmalar1 gerektirmektedir. En dikkat ¢eken bulgu, histopatolojik alt tip ile
FOXK]1 ekspresyonu arasindaki anlamli iliskidir (p=0,03). Adenokarsinom tipinde
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FOXK]1 ekspresyonu ¢ogunlukla diisiikkken, miisindz alt tip timdrlerin tamaminda ise
daha oOnce yapilan c¢aligmalar gibi FOXKI ekspresyonunun yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ancak literatiirdeki ¢calismada histopatolojik ayrim yapilmamistir (18).
Bu bulgu, FOXKI’in timdr histolojik alt tiplerine gore farkli sekilde regiile
edilebilecegini ve belirli alt tiplerde biyolojik olarak daha aktif olabilecegini
diistindiirmektedir. Cinsiyet dagiliminda, erkek hastalarda FOXKI ekspresyonunun
daha belirgin sekilde diisiik olmasi1 ve kadinlarda daha dengeli dagilmasi, her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da (p=0,143), FOXKI ekspresyonunun cinsiyete
0zgl epigenetik veya hormonal mekanizmalarla etkilenebilecegi yoniinde ipuglari
sunmaktadir. Diger klinik parametreler olan yas, klinik evre, T-evresi, lenf nodu
metastazi, uzak metastaz varligi, MSI durumu ve timor yerlesimi ile FOXKI
ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Ancak Orneklem
biiyiikliigiiniin simirli olmasi, baz1 potansiyel iliskilerin istatistiksel olarak ortaya
konmasini gili¢lestirmis olabilir. Bu nedenle daha biiylik hasta gruplariyla yapilacak

ileri diizey calismalarla bu iliskilerin daha net ortaya konmas1 gereklidir.

Bu calismada korelasyon analizi sonuclarina gore, IncRNA SNHG22 ile
FOXK]I arasinda istatistiksel olarak oldukca anlamli ve giiclii bir pozitif iligki
saptanmistir. Bu bulgu, IncRNA SNHG22nin FOXK 1 ekspresyonunu dogrudan veya
dolayl bir mekanizma araciligtyla diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir. S6z konusu
iki molekiiliin yiiksek korelasyon diizeyi, ayni biyolojik yolak icinde yer
alabileceklerini veya birbirine bagl diizenleyici aglarda islev gorebileceklerini ortaya
koymaktadir. Literatiirde FOXKI’in ekspresyonunun c¢esitli IncRNA’lar tarafindan
post-transkripsiyonel diizeyde kontrol edildigi gosterilmis olup, bu c¢alismadaki
bulgular IncRNA SNHG22’nin benzer bir diizenleyici rol iistlenebilecegine isaret
etmektedir (18,134). Bu nedenle, IncRNA SNHG22-FOXK1 etkilesiminin molekiiler
diizeyde daha ayrintili bicimde arastirilmasi, KRK’nin patogenezine 151k tutabilecek

onemli veriler saglayabilir.

Ote yandan, IncRNA SNHG22 ile miR-4492 arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamustir. Literatiirde osteosarkom iizerine yapilan c¢alismada, IncRNA
SNHG22'nin miR-4492 igin siinger gorevi gordiigli ve bu iki molekiil arasinda negatif
bir iliski oldugu bildirilmistir (15). Ancak, mevcut calismada bodyle bir iliski
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gozlemlenmemesi, bu iki molekiil arasinda dogrudan bir diizenleyici etkilesimin
bulunmadigini ya da bu iliskinin 6rneklem biiyiikliigiintin sinirliligi nedeniyle tespit
edilemeyecek kadar zayif oldugunu distindiirmektedir. miR-4492 ile FOXK arasinda
ise orta diizeyde pozitif bir korelasyon saptanmistir. Oysa literatiirde KRK iizerine
yapilan ¢aligmada, bu iki molekiil arasinda negatif bir korelasyon rapor edilmistir (18).
Bu farklilik, miR-4492°nin FOXKI ekspresyonunu dogrudan baskilamak yerine,
dolayli mekanizmalar yoluyla etkiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim Hill
ve Tran, miRNA’larin yalnizca dogrudan hedef mRNA’lar1 degil, ayn1 zamanda
transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve miRNA biyogenez bilesenleri
araciligiyla diger genleri dolayli olarak etkileyebilecegini ortaya koymustur (139). Bu
baglamda, miR-4492'nin FOXK] ile olan iligkisi, bir transkripsiyonel diizenleyici veya
baska bir miRNA {izerinden dolayli bicimde gerceklesiyor olabilir. Ayrica, bu iki
molekiiliin birbirinden bagimsiz sekilde diizenleniyor olabilecegi olasiligi da goz
oniinde bulundurulmalidir. Bu ¢ercevede, miR-4492 ve FOXKI arasindaki pozitif
korelasyon, klasik miRNA-hedef gen etkilesimlerinden farkli bir diizenlenme
biciminin s6z konusu olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, korelasyon
analizinin yalnizca iki degisken arasindaki dogrusal iliskiyi ortaya koydugu ve
nedensel bir iliskiyi kamitlamadigi unutulmamalidir. Bu nedenle, bu molekiiller
arasindaki 1iliskilerin biyolojik temellerini daha iyi anlamak i¢in ileri diizey
fonksiyonel analizlere ihtiya¢ vardir. Gelecekte yapilacak caligmalar, bu molekiillerin

biyolojik ve klinik rollerini daha kapsamli bir sekilde ortaya koyabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. IncRNA SNHG22 ekspresyonunun, KRK’li tiimoér dokularinda kontrol olarak
kullanilan komsu saglikli dokulara kiyasla anlamli diizeyde down-regiile
oldugu saptanmustir (p=0,0021). Ayrica, tiimorlii dokularda histopatolojik alt
tipe gore IncRNA SNHG22 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmustur (p=0,029). Adenokarsinom alt tipinde IncRNA
SNHG22 ekspresyon diizeyleri genellikle diisiik seviyelerde izlenirken,
misindz karsinom alt tipinde yiliksek ekspresyon oranlarinin daha yaygin
oldugu gdzlemlenmistir. Ote yandan, hastalarin cinsiyeti, yas1, klinik evresi, T-
evresi, uzak metastaz, LN metastazi ve MSI durumu ile IncRNA SNHG22
ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir
(p>0,05).

2. miR-4492 ekspresyonunun, KRK’li tiimoér dokularinda kontrol olarak
kullanilan komsu saglikli dokulara kiyasla up-regiile oldugu belirlenmis
olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,1236).
Hastalarin cinsiyeti, yasi, patolojik tanisi, klinik evresi, T-evresi, uzak metastaz
ve LN metastazi, MSI durumu ve tiimor yerlesimi gibi parametrelerle miR-
4492 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmamistir (p>0,05). Bununla birlikte bazi dikkat c¢ekici egilimler
gdzlemlenmistir. Ozellikle kadm hastalarda yiiksek ekspresyonun daha sik
izlenmesi, erkek hastalarda ise diisiik ekspresyonun baskin olmasi dikkat
cekicidir. Benzer sekilde, kolon yerlesimli tiimorlerde yiiksek ekspresyon orani
daha fazla iken, rektum yerlesimli timorlerde diistik ekspresyon 6n plandadir.
Ayrica, ileri evre hastalarda diisiik ve yiiksek ekspresyonun esit dagilmas ile
uzak metastaz varliginda da benzer bir dagilim gosterilmesi, miR-4492
ekspresyonunun hastalik progresyonu ile dogrudan iliskili olmayabilecegini
diistindiirmektedir.

3. FOXK1 ekspresyonunun, KRK’li tlimor dokularinda kontrol olarak kullanilan
komsu saglikli dokulara kiyasla down-regiile oldugu belirlenmis olmakla
birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,1038). Ote
yandan, ttimorlii dokularda histopatolojik alt tipler dikkate alindiginda, FOXK
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ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmistir (p=0,03).
Adenokarsinom alt tipinde FOXKI ekspresyonu ¢ogunlukla diisiik diizeyde
iken, miisin6z karsinom alt tipine sahip tiimérlerin tamaminda FOXK]I
ekspresyonunun  yiiksek  oldugu  goézlenmistir.  Cinsiyet ag¢isindan
degerlendirildiginde, erkek hastalarda FOXKI ekspresyonunun belirgin
sekilde diisiikk seyretmesi ve kadin hastalarda daha dengeli bir dagilim
gostermesi dikkat ¢ekici olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0,143). Diger klinik parametreler olan yas, klinik evre, T-evresi,
LN metastazi, uzak metastaz varligi, MSI durumu ve tiimor yerlesimi ile
FOXK]1 ekspresyonu arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamustir (p>0,05).

4. IncRNA SNHG22 ile FOXK1 arasinda giiclii bir pozitif korelasyon saptanmis
olup, bu iliski istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli bulunmustur [p =
4,70 x 1071, r = 0,747]. Ote yandan, IncRNA SNHG22 ile miR-4492 arasinda
anlamli bir iliski gézlemlenmemistir (p = 0,973, r = —0,005). miR-4492 ile
FOXK1 arasinda ise orta diizeyde pozitif bir korelasyon saptanmis ve bu iligki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0,0017, r = 0,432).

Sonug olarak, bu ¢alisma IncRNA SNHG22, miR-4492 ve FOXKI'in KRK ile
iligkili molekiiler aglardaki potansiyel rollerine dair yeni ve Onemli ipuglar
sunmaktadir. Elde edilen bulgularin dogrulanmasi ve s6z konusu molekiiler iliskilerin
altinda yatan mekanizmalarin ayrintili bi¢imde aydinlatilmasi i¢in ileri diizey ve
kapsamli calismalara ihtiyag vardir. Gelecekte gergeklestirilecek kapsamli
arastirmalar ile bu molekiiler yolaklarin daha 1y1 anlagilmasi, IncRNA SNHG22, miR-
4492 ve FOXKI’in tamisal, prognostik ya da terapétik hedefler olarak klinik

uygulamalarda degerlendirilebilmelerinin 6niinii agabilir.
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