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TURKCE OZET

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde en yaygin Uglincu kanser tirddar.
Son yillarda, dolasimdaki mikroRNA (miRNA) profillerinin dolasimdaki timor
hicreleri (CTC) durumunu ile iliskili biyobelirte¢ 6zelligine dair veriler elde
edilmistir. Bu kapsamda metastatik kanser risk degerlendirmesi i¢in bu iki
biyobelirtecin kombine analizlerinin kullanim potansiyeli umut vericidir. Bu tez
caligmasinda, metastatik KRK (mKRK) hastalarinda CTC durumu ile iligkili
dolagimdaki miRNA imzalar1 arastirilmistir.

Tez gcalismasinda mKRK hasta drneklerinde (n=48) tumaor hcrelerini kolon-
spesifik belirteclere gore tespit eden immuinomanyetik temelli AdnaTest ColonCancer
teknolojisi ile CTC analizi yapilmistir. Saglikli kontrol (n=8), mKRK-CTC negatif
(n=8) ve mKRK-CTC pozitif (n=8) hasta gruplarindan segilmis orneklerde Agilent
miRNA mikroarray platformu ile miRNA profillemesi ger¢eklestirilmistir. Gruplar
arasinda yapilan karsilagtirmalar ve istatistiksel analizler sonucunda CTC durumu ile
potansiyel iliskili aday iki farkli diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA (DEM)
grubu belirlenmistir (p<0,05). CTC durumu ve metastaz ile anlamli iligkisi bulunan ve
aday biyobelirte¢ 6zelligi gosteren DEM'lerin etkilesimde oldugu biyomolekiiller ve
molekdiler yolaklar tespit edilmistir. Ek olarak, tim DEM grubunda yer alan
miRNA'lar ve hedef genlerin The Cancer Genome Atlas (TCGA) ve Genotype-Tissue
Expression (GTEX) veri tabanlarinda anlatimlari kiyaslanmistir. DEM gruplari
arasinda yer alan hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-500b-5p ve hsa-miR-
769-5p ile ilgili kanser tirlerine ait TCGA ve GTEX veri setleri ile karsilastirildiginda
sonuglarimiz ile uyumlu ve anlamli bulunmustur (p<0,05).

Sonug olarak, bulgularimiz mKRK risk degerlendirmesinde ve mKRK iliskili
CTC tespitinde kullanim potansiyeli olan yeni aday biyobelirtecleri ortaya ¢ikarmistir.
Ileri ve genis validasyon calismalar1 ve fonksiyonel analizlerle, elde edilen sonuglarin
mKRK yonetiminde kullanilacak yeni translasyonel tip uygulamalarina yol agma
potansiyeli yuksektir.

Anahtar Kelimeler: Metastatik kolorektal kanser, likit biyopsi, biyobelirteg,
mikroRNA mikroarray, dolasimdaki tiimor hiicreleri.
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF CANDIDATE BIOMARKERS ASSOCIATED WITH
CIRCULATING TUMOR CELL STATUS IN METASTATIC COLORECTAL
CANCER

Colorectal cancer (CRC) ranks as the third most prevalent cancer worldwide.
In recent years, evidence suggests that circulating microRNA (miRNA) profiles may
have biomarker properties to be associated with circulating tumor cells (CTC) status.
In this context, the potential of utilization of these two biomarkers for metastatic cancer
risk assessment is promising. The dissertation aims to investigate the circulating
miRNA signatures associated with CTC status in metastatic CRC (mCRC) patients.

In this dissertation, the CTC status of mMCRC samples was determined using
AdnaTest ColonCancer technology which detects tumor cells by immunomagnetic
approach and characterises them based on colon-specific surface markers. MiRNA
expression profiling was performed using the Agilent miRNA microarray platform in
24 selected individuals from healthy individuals (n=8), mCRC-CTC negative (n=8)
and mCRC-CTC positive (n=8) groups. As a result of the statistical comparison
between groups, two different candidate differentially expressed miRNA (DEM)
groups were identified that were associated with CTC status and metastasis (p<0.05).
The related biomolecules and molecular pathways analysis that interact with DEMs,
which have been associated with CTC status and metastasis and evaluated as candidate
biomarkers, were performed. The Cancer Genome Atlas (TCGA) and Genotype-
Tissue Expression (GTEX) databases were also used to compare the expressions of
DEM groups and their target genes. Comparison of hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-199a-
5p, hsa-miR-500b-5p and hsa-miR-769-5p expression among the DEM groups in
TCGA and GTEX datasets of related cancer types were found to be significant (p<0.05)
and compatible with our findings.

In conclusion, our findings reveal candidate biomarkers with potential for use
in mCRC risk assessment and mCRC-associated CTC detection. The results have a
high potential to lead to new translational medicine applications for mCRC
management after further extensive validation and functional studies.

Keywords: Metastatic colorectal cancer, liquid biopsy, biomarker, microRNA
microarray, circulating tumor cells.
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelinde tiim kanser vakalarinin %10'unu
olusturmaktadir (Sung ve ark., 2021). Mevcut tan1 yontemlerinin limitasyonlar
nedeniyle metastaz siirecinin degerlendirilmesi i¢in yeni biyobelirteclerin belirlenmesi
KRK sagkalimi i¢in oldukc¢a onemlidir. Bu nedenle, son yillarda likit biyopsi ile
saptanabilen biyobelirteglerin [dolagimdaki tiimor hicreleri (circulating tumor cells,
CTC), serbest tiimor DNA's1 (cell free tumor DNA), mikroRNA (miRNA) vb.]
analizleri ile KRK'e yonelik translasyonel kanser aragtirmalart hiz kazanmistir (Ding
ve ark., 2020; Niu ve ark., 2021; Petrik ve ark., 2022; Wen ve ark., 2020).

Likit biyopsi analitlerinden biri olan CTC'ler uzak dokulara ekstravazasyon
yaparak koloni olusturmaktadirlar. CTC'lerin dolasimda sag kalabilmesi ve uzak
dokulara ulasip lokalize olabilmeleri, mikrogevresinde bulunan bir¢cok faktér ve
mekanizmanin etkilesimleri ile ger¢eklesmektedir (Heeke, Mograbi, Alix-Panabieres,
& Hofman, 2019). CTC'ler metastaz siirecinde kilit bir rol oynadigindan dolay1 kanser
tanis1 ve takibinde tiimor dokularindan dolasima katilan ve sag kalan bu hiicrelerin
hassas ve Ozgul tespitleri i¢in farkli teknolojiler gelistirilmistir. Bu metotlarin her
birinin spesifik limitasyonlar1 ve giicli yonleri oldugu bilinmektedir (Habli,
AlChamaa, Saab, Kadara, & Khraiche, 2020; Petrik ve ark., 2022).

Yapilan bir arastirmada, metastatik KRK (mKRK) hastalarin ¢ogunda tespit
edilen CTC'lerin metastatik hicrelerin  molekuler 6zelliklerini primer timaor
hlcrelerine gore daha iyi yansittiklar1 gosterilmistir ve bu dogrultuda likit biyopsi
analizleri i¢in 6nemi vurgulanmistir (Onstenk ve ark., 2016). Ayrica, non-metastatik
KRK (nmKRK) hastalarinda CTC varligmmin kotii prognoz ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Y. J. Lu ve ark., 2017). Buna ek olarak, CTC spesifik gen anlatim
dinamiklerinin ve CTC sayilarindaki degisikliklerin mMKRK prognuzu igin biyobelirteg
potansiyelleri gosterilmistir (Barbazan ve ark., 2014). Ilgili ¢ahsmada, mMKRK
hastalarinin doku 6rneklerinde EMT (Epithelial Mesenchymal Transition) sireci ile
ilgili genler dahil olmak Uzere CTC spesifik belirteclerin ekspresyon dizeyi
belirlenmistir. Calismada, tedavi sirasinda CTC belirteglerinin ekspresyonu azaldigi
ve ilgili hastalarda daha iyi bir prognoz gozlemlenmistir (Barbazan ve ark., 2014).
CTC'ler periferik kanda nadir olarak (108 kan hticresinde 1 CTC) bulunmaktadirlar ve



bu da CTC'lerin tespit ve karakterizasyonlarinda zorluklara neden olarak
arastirmalarda yanlig-negatif sonuclara yol acabilmektedir (Nelson, 2010). Bu
dogrultuda, CTC analizlerine tamamlayici olarak kullanilma potansiyeli olan CTC
varligi/yoklugu ile iligkili tiimor biyobelirteglerinin arastirilmasi literatiirdeki bu
konudaki eksikliklerin giderilmesine 151k tutabilecek potansiyeldedir.

Diger bir likit biyopsi analiti olan miRNA'lar dolasimda bol miktarda
bulunarak yiiksek derecede stabil kaldiklar1 i¢in kanser arastirmalarinda biyobelirteg
potansiyelleri oldukca yiksek olan molekullerdir (Rapado-Gonzalez ve ark., 2019).
Yiksek ¢iktili (high-throughput) teknolojilerinin gelisimiyle miRNA anlatim
analizleri i¢in sayida yontem gelistirmistir ve bdylece miRNA'larin sistematik
degerlendirilmesi miimkiin hale gelmistir. Dolayisiyla, miRNA'larin yakin gelecekte
kisisellestirilmis tipta koklii degisikliklere neden olabilecegi on goriilmektedir
(Vishnoi, & Rani, 2023). Literatiirde metastazla iliskili miRNA 'lar arastirilmis olsa da
heniiz rutin kullanima yonelik mKRK risk degerlendirilmesine uygun bir miRNA
paneli gelistirilmemistir. Giiniimiizdeki klinik yaklagimlarda KRK'l1 hastalarin
klinikopatolojik karakteristikleri ile bilinen epigenetik ve genetik biyobelirtecler
analiz edilerek tiimoriin metastatik potansiyeli degerlendirilmektedir (Filip ve ark.,
2020). Bu yaklasimlar, intertiimor ve intratiimor heterojenitesini yansitmakta yetersiz
kaldig1 icin mKRK hastalarinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi ve hastalarin risk
durumlarina goére dogru tedaviye yonlendirilmesi translasyonel kanser aragtirmalari
icin hala énemli bir konudur (Niu ve ark., 2021; Wen ve ark., 2020). KRK ile ilgili
giincel caligmalar, miRNA anlatim profillerinin olusturulmasina ve periferik kan
kokenli miRNA'larin dolagimdaki yeni biyobelirteclerin olarak tanimlanmasina
odaklanmistir (Niu ve ark., 2021; Wen ve ark., 2020). Farkli biyolojik yolaklardaki
islevlerine dayanarak bazi miRNA'larin timér progresyonunda ve kanser
patogenezinde gorev aldigi tespit edilmistir (Rapado-Gonzalez ve ark., 2019).

Likit biyopsi analizleri ile tespit edilen CTC ve miRNA ekspresyon profilleri
KRK metastaz gelisim riskini degerlendirmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir (de
Miguel Perez ve ark., 2020). Perez ve arkadaslar1, Bevacizumab ile tedavi uygulanan
mKRK'li hastalardan tedavinin farkli zamanlarinda hiicre dis1 vezikiillerden RNA
izolasyonu yaparak, literatiirde KRK ile iligkisi gosterilen 10 miRNA'y1 gqRT-PCR

yontemi ile analiz etmislerdir. Sonugta, hsa-miR-21'in ekspresyon seviyesi ile CTC



varlig1 arasinda korelasyon (p=0,023) bulunmustur (de Miguel Perez ve ark., 2020).
Bahsedilen c¢alismada, miRNA profillemesi yerine literatirden se¢ilmis olan
miRNA'larin gRT-PCR analizine dayandigi igin CTC durumu ile iliskili olabilecek
diger miRNA'lar ve dolasimdaki serbest miRNA 'larin ekspresyonu g6z ardi edilmistir.

Bu tez g¢aligmasinin amaci, mKRK’l1 hastalarda metastaz gelisim riskini
degerlendirme potansiyeli olan CTC durumu ile iliskili miRNA imzalarini
aragtirmaktir. Tez ¢aligmasinin hedefleri;

1. mKRK hastalarinda CTC analizi gergeklestirerek hastalar1 CTC durumlarina
(CTC pozitif ve CTC negatif) gore siniflandirmak,

2. MKRK-CTC negatif (n=8) ve mKRK-CTC pozitif (n=8) hasta gruplar1 ve
saglikli kontrol (SK) 6rnek grubu (n=8) dahil olmak {izere toplam 24 6rnege
miRNA mikroarray analizi ile miRNA profillemesi gerceklestirerek gruplar
aras1 diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA'lar1 (DEM) belirlemek,

3. Istatistiksel olarak anlamli, metastaz ve CTC durumu ile iliskili ve grup
kiyaslamalarinda CTC ayirim giicii en yiiksek olan miRNA'lar1 belirlemek,

4. Belirlenen aday DEM'lerin etkilesimde oldugu biyomolekiiller ve molekiiler
yolaklardaki fonksiyonel Onemlerini biyoinformatik araglar ile arastirmak
seklinde Ozetlenebilir.

Ozetle, mKRK hastalarmin metastaz riskinin tespitinde ve prognoz takibinde
girisimsel olmayan yontemlerle dolasimda yer alan CTC ve miRNA'larin kombine
biyobelirte¢ olarak kullanilmasi olduk¢a onemlidir. EK olarak, daha 6nce CTC
durumuna gore smiflandirilmis mKRK hastalarinda miRNA mikroarray yontemi ile
miRNA profillemesi gergeklestirilmemistir. Bu noktada, literatiirde sinirli olan CTC
ve MiRNA'larin kombine analizleri seklinde tasarlanmis arastirmamizda metastaz
stirecini daha hassas bir sekilde predikte edebilme potansiyeli olan miRNA'larin
belirlenmesi  hedeflenerek, hastalara yonelik yeni bir teranostik yaklasim
saglayabilecektir. Metastaza 6zgii ve CTC tespitinde potansiyel biyobelirteg 6zelligi
tastyan ve anlamli bulunan miRNA'larin mKRK degerlendirmesinde klinikte rutin
olarak kullanimi1 i¢in non-invaziv, hassas, 6zgil ve maliyeti diisiik miRNA paneli
tasarlanmasi ic¢in genis Ornek gruplarinda validasyonlar1 gerekmektedir. Boylece,
hastaligin molekiiler mekanizmasinin belirlemesinde ve translasyonel tip

uygulamalariin gelistirilmesinde bizleri bir adim daha yaklastiracaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kolorektal Kanser

KRK gelismis iilkelerde kanser kaynakli 6liimler arasinda ikinci sirada yer alan
ve en sik goriilen tigiincii kanser tiiridiir (Sung ve ark., 2021). Genel populasyonda
yasam boyu KRK riski yaklasik %4,1'dir. 2020 yilinda 1,9 milyondan fazla yeni KRK
vakasi ve yaklasik 930.000 6liim oraninin yani sira 2040 yilina kadar 3,2 milyon yeni
vakaya ve 1,6 milyon 6liime yiikselecegi tahmin edilmektedir (Morgan ve ark., 2023).

KRK, kanserli olmayan poliplerden gelismektedir ve bu gelisim genellikle 10-
15 y1l siirmektedir. Bu uzun preklinik faz, KRK'yi taramaya uygun hale getirmektedir.
KRK'ye bagli insidans ve mortalite oranlarindaki diisiisiin onemli bir kismi, tarama ve
erken teshis ile iligkilendirilmistir (Wagner, 2017).

KRK, kalin bagirsak (large intestine, large bowel) olarak da adlandirilan kolon
ve rektumun her bélgesinde gelisebilmektedir. Kalin bagirsak ¢ekum, apendiks, ¢ikan
kolon, transver kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum, anal kanal ve aniisten
olugsmaktadir. Rektum ise yaklasik 10-14 cm uzunlugunda, sigmoid kolonun devami
olarak baglayarak sakrum ve koksiks egriligini izleyerek diyafram ve pelvisi gegip anal
kanal ile devam etmektedir (Sekil 1) (Baran ve ark., 2018).
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Sekil 1. Kolon anatomisi (Healy, 2022).

KRK, kolonun epitel tabakasinda kontrolsiiz hiicresel bolinmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu sure¢ hiperplazi ile bagslamakta ve kotu huylu hale gelmeden

once de polip olarak bilinmektedir. Polipler kolonoskopi (lokal eksizyon) sirasinda



cikarilabilmektedir. Bununla birlikte, tedavi edilmezse, adenomattz polipler displastik
hale gelerek daha sonra bir karsinoma doniisebilmektedir (Ramzy ve ark., 2023).

KRK 4 evreden olusmaktadir. Belirli evrelerde, KRK hastalarinin hayatta
kalma oran1 6nemli 6l¢iide degisiklik gostermektedir. Bes yillik sagkalim, evre I i¢in
%093, evre Il i¢in %78, evre 111 igin %64 (bolgesel lenf bezlerine yayilmis) ve evre IV
icin %8'dir (uzak bolgelere metastaz yapmis bolgeler). KRK hastalarinin %20'sinde
tan1 aninda metastaz saptanirken, %50'sinde de metastaz gelismektedir (\Wagner,
2017) (Sekil 2). Kanserin lokalize oldugundaki evrelerde (evre I-Ill) cerrahi
rezeksiyon temel tedavi yontemidir. Evre 11 (yUksek riskli) ve evre I11 hastalarinda ise
niks riskini azaltmak icin genellikle 3-6 ay slreyle adjuvan kemoterapi
onerilmektedir. Erken evre KRK ve onciileri olan adenomattz polipler ve adenomlar
asemptomatik oldugundan ancak tarama yontemleri ile saptanabilmektedir.
Kolonoskopi ile rutin taramanin KRK insidansini %80'e kadar azaltabilecegi tahmin
edilmektedir (Ramzy ve ark., 2023).

/ Spread to other organs
(

Normal
Lymph Blood
node =z

Sekil 2. Kolorektal kanseri evreleri ve kanser gelisim siireci (National Institutes of Health, 2015).

2.1.1.Kolorektal kanserin epidemiyolojisi

Ulusal Kanser Enstitisi'niin (National Cancer Institute, NCI) yiiriittiigii SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) baslikli arastirma verilerine
gore 2023 yilinda tahmini yeni 153.020 vaka ve 52.550 &liim beklenmektedir. Tlgili

yilda yeni vaka sayisi1 tiim yeni kanser vakalarimin ylizde %7,8'sini olustururken, 6liim



orani ise tim kanser turlerinin %08,6's1n1 olusturmaktadir
(https://seer.cancer.gov/statfacts/html/colorect.html).

Yapilan istatistiksel analizlerle tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi KRK hasta
grubunda da gelecek yillarda insidans ve mortalite oranlarinda artis beklenmektedir.
Global Cancer Observatory verilerine gore, lilkemizde 2020 yilinda tiim yas
araliklarinda her iki cinsiyete ait bireylerde insidans orani 21.000 ve mortalite orani
10.700 olmas1 6ngoriiliirken 2040 yilinda ise insidans orani 36.600 ve mortalite orant
20.300'a ¢ikmas1 beklenmektedir. Ayn1 veri tabanindaki verilerine gore, KRK diinya
genelinde en sik goriilen dordiincii, mortalite oran1 en yuksek olan uguncl kanser
turtdur. Ulkemizde ise insidans1 ve mortalite orani en yiiksek dordiincii kanser turtdur
(Siegel, Miller, Wagle, & Jemal, 2023) (Sekil 3).
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Sekil 3. Dinya genelinde ve ulkemizde goriilen kanser tiirlerinin insidans ve mortalite oranlarinin
karsilastirilmasi (http:/globocan.iarc.fr adresinden alinmistir).

KRK tedavisindeki gelismeler, artan vakalara ragmen gelismis Ulkelerde KRK
mortalitesinin azalmasina yol agmistir. Hayatta kalma oranlarindaki bu artis poliplerin
cikarilmasi ve erken tespit yontemlerinin gelistirilmesi ile saglanmistir. Gelisen tarama
testlerinin rutin uygulamalar1 ile daha Once teshis edilmemis hastalar nedeniyle
insidans oranlar1 artmig olabilir, ancak uzun vadede kanser dncesi veya metastaz
yapmamis poliplerin ¢ikarilmasi sayesinde mortalite oran1 azalmistir (Arnold ve ark.,
2017; Rawla, Sunkara, & Barsouk, 2019).

Birgok arastirma, KRK insidans oraninin artisinin hareketsiz bir yasam tarzi,

obezite, yiiksek oranda iglenmis gida tiiketimi, alkol, kirmiz1 et tiiketimi ve genel



yasam sUresinin artmasi gibi cevresel degisikliklerin de bir sonucu oldugunu

vurgulamaktadir (Sawicki ve ark., 2021).

2.1.1.1. Kolorektal kanserin risk faktorleri

KRK gelisiminde kalitsal faktorlerin yani sira gevresel risk faktorleri de rol
oynamaktadir (Dekker ve ark., 2019) (Sekil 4). Epidemiyolojik ¢alismalar, kadinlara
gore erkeklerde ve artan yas ile KRK insidansi arasinda gii¢lii korelasyon oldugunu
gostermistir. Ailede KRK 0ykust bulunmasinin tiim hastalarin yaklasik %10-20'sini
etkilemektedir. Ek olarak, ikiz bireyler ve aile ¢aligmalarina dayali olarak, KRK
kalitsalligi %12-35 arasinda degismektedir (Czene, Lichtenstein, & Hemminki, 2002;
Lichtenstein ve ark., 2000). Etkilenen akrabalarin sayisina, derecesine ve tani yasina
bagl olarak degisen risk faktorleri de KRK gelisiminde dnemlidir (Henrikson ve ark.,
2015).

Modifiable risk factors T risk

+ Smoking
« Processed meat
« Alcohol intake

Hereditary factors

« Hereditary colorectal cancer « Red meat
syndromes Colorectal cancer « Low intake of vegetables
« Positive family history risk factors and fruits
« Body fat and obesity

Other factors

Modifiable risk factors | risk

« Aspirin or NSAID use

« Menopausal hormone therapy « Physical activity
« Statin use «Whole grains

« Dietary fibre
« Ethnicity « Dairy products
* Male gender « Fish intake
«Type 2 diabetes «Tree nuts

« Inflammatory bowel disease «Vitamins (D, C, and others)

« Calcium supplements

Sekil 4. Kolorektal kanser gelisiminde etkili olan kalitsal ve ¢evresel risk faktorleri (Dekker ve ark.,
2019).

Sigara kullanimi1 (Botteri ve ark., 2020), asir1 alkol tiikketimi (Cai, Li, Ding,
Chen, & Jin, 2014), obezite (Kyrgiou ve ark., 2017) ve kirmizi ve islenmis et tiketimi
(Chan ve ark., 2011) gibi degistirilebilir yasam tarzi faktorleri KRK olusum riskini

artirmaktadir. Guncel mikrobiyom c¢alismalari, Fusobacterium nucleatum ve



Bacteroides fragilis gibi spesifik turlerin KRK riskini artirabilecegini belirtmistir
(Kwong ve ark., 2018).

2.1.1.2. Kolorektal kanserin etiyolojisi

Epidemiyolojik ¢alismalar, Ulkeler arasindaki KRK insidansindaki farkliliklari
cevresel ve yasam tarzi iligkilerine bagl oldugunu gostermektedir. KRK, sporadik
(%70), ailesel kiimelenme (%20) ve kalitsal sendromlar (%10) seklinde ortaya
cikabilmektedir. Sporadik KRK igin ortalama tani yasi 50 iizerindedir ve ¢ogunlukla
cevresel faktorlerle baglantilidir. En yaygin kalitsal KRK sendromlar1 familyal
adenomatdz polipozis koli (familial adenomatous polyposis coli, FAP) ve Lynch
(hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC) sendromudur. KRK tirlerinin
yaklasik %5'i bu iki alt tir olarak ortaya ¢iksa da gruplandiriimamis KRK hastalarinin
%10-15'1 FAP velveya HNPCC ile iliskili olmayan yiiksek riskli mutasyon
tagimaktadir (Lotfollahzadeh, Recio-Boiles, & Cagir, 2023).

Ulseratif kolitin yan sira inflamatuvar bagirsak hastaliginm (inflammatory
bowel disease, IBD) KRK ile bilinen bir iliskisi bulunmaktadir. IBD tanisindan sonraki
10-20 y1l i¢inde tahmini KRK insidans1 yilda %0,5 ve bundan sonraki yillarda %1'dir.
Instlin direnci, diyabet gibi hastaliklar ve bdbrek nakli olan hastalarm uzun sireli
immunosupprese tedavi almasi gibi durumlar da KRK riskini artiran diger etkenlerdir
(Lotfollahzadeh ve ark., 2023).

Buna karsilik, giincel popiilasyon calismalari, fiziksel aktivite, beslenme
(meyve ve sebze, lif, direngli nisasta, balik agirlikli), vitamin takviyeleri (Folat, Folik
asit, Piridoksin B6, Kalsiyum, Magnezyum, Vitamin D), sarimsak, kahve ve bazi
ilaclarin [aspirin, non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAID), menopoz sonrasi
hormon replasman tedavisi, statinler, bifosfonat ve anjiyotensin inhibitorleri] KRK

icin koruyucu rol oynadigini saptanmistir (Lotfollahzadeh ve ark., 2023).

2.1.2. Kolorektal kanserin patolojisi

KRK kalin bagirsagin her yerinde gelisebilmektedir. Sag tarafli tiimorlerin

(¢cikan kolonda) ve sol tarafli tiimorlerin (inen kolonda ve sigmoid kolonda)



prognozlar1 ve kemoterapiye verdikleri yanitlar agisindan farklilik géstermektedir. Sag
ve sol kolon tiimérleri arasindaki farkliliklar molekiiler alt tiplerin farkli dagilimlar
ve patogenezleri altinda yatan birgcok molekiler mekanizma ile agiklanmaktadir (Sekil
5) (Schulz, 2023).
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Sekil 5. Sag kolon ve sol kolon timdorlerindeki molekiler mekanizma farkliliklar1 (Dekker ve ark.,
2019).

KRK, birka¢ 6ncu (precursor) asama ile gelismektedir ve genellikle polip
kokenlidir. Bu sure¢ anormal bir kript olusumuyla baslamakta, neoplastik onci
lezyona (polip) doniismekte ve yaklagik 10-15 yil igerisinde KRK gelismektedir. KRK
alt tirlerinin gogunun kokeninin su anda bir kanser kok hiicresi ya da kdk hiicre benzeri
hiicre oldugu diistiniilmektedir. Kanser kok hicreleri, onkogenleri aktiflestiren ve
tiimor baskilayict genleri etkisizlestiren genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi
ile olugmaktadir. Kanser kok hucreleri kolonik kriptlerin taban kisminda
bulunmaktadir ve timdér olusumunda, biiyiimesinde rol oynamaktadir. Kanser kdk
hicrelerinin  proliferasyonunu dizenleyen mekanizmalarin incelenmesi, olasi
terapdtik ajanlar ve Onleyici tedaviler icin Umit verici bir arastirma konusudur
(Medema, 2013; Nassar, & Blanpain, 2016).

Bagirsagin i¢ yilizeyinde veya disa dogru meydana gelen poliplerin
kontrolsuizce buytumesi durumunda kansere doniismesi her zaman s6z konusu degildir.
Poliplerin tlriine gore bazi polipler uzun yillar sonra kansere doniisebilmektedir
(Markowitz, & Bertagnolli, 2009). Kolorektal polipler histolojik olarak neoplastik
veya neoplastik olmayan olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 1). Cogu polip tarama

sirasinda veya diger tanisal nedenlerle (gastrointestinal kanama gibi) bulunan kiguk,



neoplastik olmayan lezyonlardir. Malignite potansiyeli ve sonraki tarama sikliklar
polip tipine bagh degismektedir. Ek olarak, polip icindeki vill6z doku ylzdesinin
artmas1 ve polip ¢apinin 1 cm'den blylk olmasi artan malignite riski ve displazinin
daha yuksek dereceleri ile iliskilidir (Colucci, Yale, & Rall, 2003).

Tablo 1. Kolorektal poliplerin histolojik siniflandirilmas1 ve malign profilleri (Colucci ve ark., 2003).

Histolojik Simiflandirma Polip Tipi Malign Profil
Hiperplastik polipler

Non-Neoplastik Hamartomlar Yok

Polipler Lenfoid agregatlar1
Inflamatuar polipler
Tubuler adenomlar (%0-25 villoz doku)

Neoplastik Polipler

(Adenomlar) Tubilovilloz adenomlar (%0-25 villoz doku) Var

Vill6z adenom (%75-100 vill6z doku)

Adenomatdz poliplerin %75-85'lik kismini tubtler adenomlar olustururken,
bu adenomlarin malign olma ihtimali %5'ten azdir. Tiibiilovilloz adenomalar ise
poliplerin yaklasik %15'ini temsil eder ve %20-25'lik bir kism1 malign 6zelliktedir.
Villoz adenomlar ise yaklasik %10'Tuk kismini olusturur ve KRK poliplerin en ¢ok
malignite gosteren turl %40 ile villoz adenomlardir (Amersi, Agustin, & Ko, 2005).

2.1.2.1. Kolorektal kanserin histolojik siniflandirilmasi

Kolorektal poliplerin 2 ana farkli 6ncii lezyon yolagi vardir. Bunlar:

I. %70-90 oraninda KRK gelisimine yol agan adenom-karsinom yolagi
(kromozomal instabilite dizisi, chromosomal instability sequence) ve

Il. %10-20 oraninda KRK gelisimine yol acan tirtikli neoplazi (serrated neoplasia)
yolagidir (Dekker ve ark., 2019).

Adenom-karsinom ve tirtikli neoplazi yolaklari ¢ok sayida farkli genetik ve
epigenetik faktor ile diizenlenen olduk¢a karmasik yolaklardir. Kromozomal
instabilite fenotipleri tipik olarak bir APC (Adenomatous Polyposis Coli) mutasyonu
tarafindan baglayan genomik degisikliklerin ardindan RAS (Rat Sarcoma) aktivasyonu
veya TP53 (Tumor Protein 53)'Un fonksiyon kaybinin ardindan gelismektedir (Dekker
ve ark., 2019). Coklu adenomatéz polipler, kalitsal kanser sendromu olan FAP ile
karakterize edilmektedir (Schulz, 2023). Tirtikli neoplazi yolagi ise RAS ve RAF
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) mutasyonlar1 ve CIMP (CpG Island Methylator

Phenotype) ile karakterize edilen epigenetik dizensizliklerle iliskilendirilmistir
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(Dekker ve ark., 2019). Tirtikli polipler (serrated polyps), sag kolonda daha sik
bulunmaktadir ve benzer sckilde kalitsal Lynch sendromundan kaynaklanan
tiimorlerin tipik bir 6rnegidir (Schulz, 2023).

Klinikte KRK, invazyon boyutuna ve timoér Kitlesinin yayilmasina gore
evrelendirilmektedir. Metastazi olmayan lokalize karsinomlar siklikla cerrahi
islemlerle tedavi edilmektedir. Lokal lenf diigiimlerine yayilmis daha ilerlemis
timorler ek adjuvan kemoterapi gerektirmektedir. Kanser karacigere, akcigere veya
diger organlara metastazli vakalarin ¢ogunda, ameliyat ve kemoterapi yalnizca hayatta
kalma suresini uzatmaktadir ve semptomlar1 hafifletilmektedir, ancak artik hastaligin
tedavisi oldukca zordur (Jasperson, Tuohy, Neklason, & Burt, 2010; Jung, Hernandez-
Illan, Moreira, Balaguer, & Goel, 2020; Schulz, 2023).

KRK gelisiminde 3 farkli genetik degisiklik meydana gelmektedir:

I. CIN (Chromosomal Instability),

ii. MSI (Microsatellite Instability),

iii. CIMP (Pancione, Remo, & Colantuoni, 2012; Remo, Pancione, Zanella, &
Vendraminelli, 2012).

Bu degisiklikler farkli molekiiler yolaklari etkilemektedir. Bu molekiler
yolaklarin 6zellikleri asagida kisaca aktarilmigtur.

i. Geleneksel yolak: APC ve KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Proto-Oncogene)
mutasyonlarma (CIN degisiklikleriyle) dayanmaktadir. Bu neoplazmalar
genellikle sol kolonda olusmaktadir.

ii. Alternatif yolak: CIMP-diisiik fenotip, baskin KRAS ve bazen CIN igermeyen
BRAF (B-Raf Proto-oncogene, Serine/Threonine Kinase) mutasyonlar1 ile
karakterize edilmektedir. Bu yolak ile olusan KRK tiirleri daha agresiftir.

iii. Tirtikl1 yolak: BRAF mutasyonlar1 ve epigenomik dengesizlik (CIMP-yliksek) ile
karakterize edilmektedir. Bu lezyonlar esas olarak MSS (Microsatellite Stability)
ile sag kolonda bulunmaktadir (Pancione ve ark., 2012; Remo ve ark., 2019; Remo
ve ark., 2012).

2019 yilinda tamamlanan bir ¢alismadaki smiflandirmada kolorektal
karsinomlarin bir dizi histolojik varyanti listelenmistir (Sekil 6) (Remo ve ark., 2019).
Rutin klinik uygulamalarinda kolorektal timorlerin %90-95'ine klasik adenokarsinom

tanist konulmaktadir, ancak bu grup aslinda, genellikle eksik tani konulan ve
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smiflandirilmis KRK'lerin %50'sini olusturan nadir histotipleri igeren heterojen bir
popullasyondur (Remo ve ark., 2019). KRK'nin histolojik alt tiplerine gore en sik
goriilen 3 tiir sirasiyla adenokarsinoma, mikropapiller karsinoma ve misinéz (kolloid)

adenokarsinomadir.

W Adenocarcinoma, NAS 40-60%

m Cribriform comedo-type adenocarcinoma (CC-type) 7,3%

W Medullary carcinoma (MC) 2,2%

® Micropapillary carcinoma (MPA) 9-19%

® Serrated Adenocarcinoma (SA) 5,8-12%

® Mucinous (colloid) adenocarcinoma (MA) 10-15%

W Squamous/Adenosquamous carcinoma (SCC/ASC) 0,1-0,5%

m Spindle cell or mesenchymal carcinoma (SpCC) <0,1%

™ Undifferentiated carcinoma (UC) <1%
W Villous carcinoma (VC) 1%
® Lymphoepitelioma-like (LELC) <1%

 Primary Choriocarcinoma (pChC) <0,1%
W Hepatoid carcinoma (HepAC) <0,1%
™ Carcinoma with osseous metaplasia (COM) 0,15%
Pleomorphic carcinoma (PIC) <0,1%
® Clear cell carcinoma (mCCC/iCCC) <0,1%
 Rhabdoid carcinoma (RhC) <0,5%
Signet ring cell carcinoma (SRC) 0,7-1%

Low -grade tubuloglandular carcinoma (LGTGA) <1%

Neuroendocrine neoplasms <1%

Mixed (MINEN) <1%

Sekil 6. Diinya genelinde histolojik tipe gére KRK alt tipleri ve insidanslari (Remo ve ark., 2019).

2.1.2.2. Kolorektal kanserin molekuler siniflandirmasi

KRK grubuna ait kohort farkliliklar1 i¢in bir altin standart olusturmaya yonelik
tamamlanan bir ¢alisma sonucunda CMS (Consensus Molecular Subtypes) olarak
bilinen 4 alt tipe ayrilmistir: CMS1, CMS2, CMS3 ve CMS4. Alt tiplere 0zgi
Ozellikler ve klinik 6nemleri Sekil 7'de verilmistir (Guinney ve ark., 2015). KRK alt
tiplendirilmesi yalnizca kanser gelisiminde rol oynayan yolaklar1 ve mekanizmalari
tanimlamamaktadir. Bu alt tipler prognoz ve tedaviye yanmit acisindan farklilik
gosterme egilimindedir. Bu nedenle, MSI ve CIN kokenli KRK alt tirlerinin
geleneksel kemoterapiye ve hedefe yonelik tedavilere verdikleri yanitlarda farklilik
gorulmektedir. CIMP (+) kanserlerinin epigenetik inhibitorlere karst 6zellikle duyarlt
oldugu tahmin edilmektedir ancak bu fikir hentiz klinik bir uygulama ile

sonuglanmamustir (Schulz, 2023).
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Sekil 7. KRK molekiiler alt tiplerinin insidanslar ve 6zellikleri (Cervena, Siskova, Buchler, Vodicka,
& Vymetalkova, 2020).

2.1.3. Kolorektal kanserin tanisi

2.1.3.1. Kolorektal kanserin semptomlari

Erken evrede KRK asemptomatiktir ve genellikle ileri evrelere kadar fark
edilmemektedir. Bazt KRK semptomlar: kanser kokenli olmayan baska bir fizyolojik
durumdan da IBS (Irritable Bowel Syndrome), gastrit, peptik iilser, gida intoleransi
veya IBD) kaynaklanabilmektedir. KRK'in olas1 semptomlart:

- Diskida kan veya anal kanama,

- Anal mukus salgist,

- Birkag hafta i¢inde bagirsak hareketlerinde degisiklik (kabizlik veya ishal)
- Karinda veya aniis ¢evresinde agr1 veya kramplar,

- Istenmeyen kilo kaybu,

- Yorgunluk ve fiziksel zayifliktir (IQWIiG, 2017).

MKRK semptomlari ise timorin/timorlerin boyutuna ve kanserin kolon veya
rektum disinda yayildigi bélgeye baglidir. mKRK'in olas1 semptomlarinda;

- Kemikler etkilenirse semptomlar arasinda agri, kiriklar, kabizlik ve/veya
yiiksek Kalsiyum seviyesi,

- Akcigerler etkilenirse semptomlar arasinda nefes darligi, oksiiriik, agr1 ve/veya
yorgunluk,

- Karaciger etkilenirse belirtiler arasinda mide bulantisi, yorgunluk, ayaklarda

ve ellerde sisme, karin ¢evresinde artis ve/veya sarilik,
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- Karindaki lenf diiglimleri etkilenirse karin sigligine ve/veya istah kaybina,
- Beyin ve/veya omurilik etkilenirse belirtiler arasinda agri, biling bulanikligi,
hafiza kaybi, bas agrisi, bulanik veya cift gorme, konusma giicliigli ve/veya nobetler

gorulebilmektedir (Markman, 2022).

2.1.3.2. Kolorektal kanserin tan1 yontemleri

KRK tanisinda kullanilan bir¢ok yontem vardir ve uygulanacak tani yontemi
slphelenilen kanser tiirline, semptomlara, yasa ve fiziksel duruma, aile dykustne ve
daha 6nce gergeklestirilen tibbi testlerin sonuglarina bagli olarak degismektedir
(American Cancer Society, 2023). KRK tanis1 igin fiziksel muayenenin yani sira
asagidaki tan1 yontemleri de kullanilmaktadir:

Kolonoskopi: Kolon ve rektum kontrolii, 6rnek almak veya polip gibi siipheli
goriinen alanlar1 ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir.

Biyopsi: Kesin tan1 i¢in uygulanir ve kolonoskopi veya ameliyat sirasinda
cikarilan herhangi bir dokudan yapilmaktadir.

Kan Testleri: Karsinoembriyonik Antijen (Carcinoembryonic Antigen, CEA)
diizeyini tespit etmek i¢in uygulanmaktadir.

Fekal Immiinokimyasal Test: Digkida gizli kan analizi kontroliinde
basvurulmaktadir.

CT (Computed Tomography) Taramasi: Genellikle ameliyattan 6nce diger
organlara yayilimini kontrol etmek icin kullanilmaktadir.

Manyetik Rezonans Goruntileme (Magnetic Resonance Imaging, MR): Tumor
boyutunu 6l¢mek ve nerede gelistigini saptamak igin en iyi goriintiileme yontemidir.

Ultrason: Kanserin yayilip yayilmadigin1 anlamak amaciyla i¢ organlarin bir
resmini olugturmak i¢in ses dalgalarin1 kullanmaktadir.

PET (Positron Emission Tomography) veya PET-CT Taramasi: Organ ve
dokularin az miktarda radyoaktif seker maddesi enjeksiyonu ile goriintiisiini
olusturarak kanserin yayilim siirecini kontrol etmektedir.

Anjiyografi: Kan damarlarina bakmak i¢in ve tedavi planlanmasina da
yardime1 kullanilan bir rontgen testidir. Kanser karacigere yayilmigsa, tiimord

besleyen arterleri gosterebilmektedir.
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Gogiis Rontgeni: Kanserin akcigerlere yayilip yayilmadigini gérmek igin
uygulanmaktadir.

Tumorin Molekuler Testi (TUmor Biyobelirtecleri): Timore 6zgu spesifik
genleri, proteinleri ve diger faktorlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (American
Cancer Society, 2023). KRK i¢in CEA ve CA19-9 (Carbohydrate Antigen 19-9,
Cancer Antigen 19-9) prognoz takibini, tedavi cevabimi ve yasam siiresine etkisini
degerlendirmektedir (Lakemeyer ve ark., 2021). CA19-9, E-Selektinin bir ligandi olan
monoklonal bir antikordur (Nakayama ve ark., 1997). Malign ve benign sireclerde
serum CA19-9'da bir artis bulunabilmektedir. TUmor belirteci olarak pankreas, mide,
akciger, safra yollar1 ve KRK gibi kanser tirlerinde genellikle fazla tretilmektedir.
Bununla birlikte, siroz, akut kolanjit, diyabet, endometriozis veya bronsektazi tanisi
almis hastalarda CA19-9 seviyelerinde de artis goriilmektedir (Kim ve ark., 2020).
CEA, fetal bagirsak dokusunda ve epitelyal tiimor hiicreleri tarafindan {iretilen,
anjiyogeneze yardimci olan, yarilanma émri 1-3 gln olan hicre ici bir adezyon
molekilidir (Hammarstrom, 1999). Yiiksek CEA seviyeleri, kanserin viicudun diger
bolgelerine yayildigimi gosterebilmektedir. CEA, mKRK hastalarinin yalnizca
%60'inda seviyeleri yiksek halde bulundugundan ve farkli fizyolojik durumlarda da
artmasindan dolay1 hassasiyet ve 6zgiillik bakimindan zayiftir (American Cancer
Society, 2023). Kolorektal, meme, mide, akciger, yumurtalik ve pankreas kanseri gibi
malignitelerde serum CEA seviyesinde artis bulunmustur (Sisik, Kaya, Bas, Basak, &
Alimoglu, 2013). Bununla birlikte, sigara ve alkol kullanimi, kronik inflamatuar
bagirsak hastaligi, pankreatit ve karaciger hastaligi gibi malign olmayan birgok
durumda da CEA seviyesinde bir ylkselme gorilebilmektedir (Lakemeyer ve ark.,
2021). Calismalar, KRK hastalarinda CEA igin %65-74 arasinda degisen bir duyarlilik
seviyesi sunarken, CA19-9'un duyarlilig1 yalnizca %26-48 arasinda degismektedir.
CA19-9'un tek basina diisik duyarlilifina ragmen, calismalar CA19-9'un tumor
belirteci CEA ile korele oldugunu ve dolayisiyla CEA'nin duyarliligini artirabilecegini
tespit etmistir (Bagaria, Sood, Sharma, & Lalwani, 2013; Lakemeyer ve ark., 2021,
Yakabe ve ark., 2010).
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2.1.3.3. Kolorektal kanser tanisinda kullanilan likit biyopsi temelli teknolojiler

Birincil tiimor ve/veya metastaz bolgelerinden salinan tiimor materyallerini
tespit etmek i¢in dolagimdaki biyobelirteglerin arastirilmasi likit biyopsi kavramani
olusturmustur (Fernandez-Lazaro ve ark., 2020). Biyobelirtecler, normal biyolojik ve
patojenik siireclerin veya terapdtik bir miidahaleye verilen farmakolojik yanitlarin
guvenilir bir gostergesi olarak objektif olarak 6l¢iilen ve degerlendirilen molekiillerdir.
Bu biyomolekdiller, tiimor tarafindan veya viicut tarafindan iretilir ve kanda, idrarda
veya vicut sivilarinda veya dokularinda normalden yiiksek miktarlarda -omik temelli
yontemlerle analiz edilebilmektedir (Ghosh, & Srivastava, 2017).

Likit biyopside hedeflenen primer timor imzalart CTC, EVs (Extracellular
Vesicles), ctDNA (circulating tumor DNA), ctRNA (circulating tumor RNA),
ncRNAs (non-coding RNAs) molekillerinden olusmaktadir. Likit biyopsi non-
invaziv, hizli, maliyeti az ve gergeklestirilmesi kolay bir yontemdir. Doku biyopsisi
yerine likit biyopsi yapilmasi hastalar igin gereksiz saglik risklerini 6nlemektedir
(Fernandez-Lazaro ve ark., 2020).

KRK, intratimor heterojeniteligi ile bilinmektedir (Schulz, 2023). Bu
heterojenitenin invaziv doku biyopsi yontemiyle tespit edilmesi zordur, fakat likit
biyopsi yoluyla herhangi bir evrede KRK'nin molekiiler durumu hakkinda kapsamli
bilgi saglayabilmektedir. KRK'ya yonelik likit biyopsi analizlerinde hedeflenen
biyobelirtecler Sekil 8'de gosterilmistir (Mazouji, Ouhajjou, Incitti, & Mansour, 2021).
Cesitli genetik ve epigenetik degisikliklerin, KRK tlimorlerinde bazi hiicresel sinyal
yolaklar1 aktiflestirildigi gosterilmistir. Likit biyopsi yOntemine tedavi sirasinda
meydana gelen degisiklikleri izlemek, tedavi stratejisini uyarlamak, ilerletmek veya
degistirmek amaciyla tiimor niiksiiniin, ilag direncinin veya metastazin erken bir

gostergesi olarak tekrarli sekilde bagvurulmaktadir (Mazouji ve ark., 2021).
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Sekil 8. Kolorektal kanseri hastalarinda likit biyopsi temelli biyobelirteg tirleri (Ding ve ark., 2020).

Likit biyopsi analizlerde yaygim olarak kullanilan yontemler akis sitometrisi
(flow cytometry), PCR (Polymerase Chain Reaction), NGS (Next Generation
BEAMing (Beads,
Amplification, Magnetics) olusmaktadir (Sekil 9) (Mazouji ve ark., 2021).
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Sekil 9. Likit biyopsi temelli biyobelirte¢ analizlerinde kullanilan teknikler ve 6zellikleri (Ma ve ark.,
2023).
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2.1.3.4. Kolorektal kanserin molekiiler tanisi

KRK, CIN, MSI ve CIMP dahil olmak {izere farkli molekiiler yolaklarla
gelisen kalitsal veya sporadik olarak olusabilmektedir. Hastaligin prognozunu
belirlemek, belirli kemoterapotik ilaglara verilen yaniti tahmin etmek, hastaligi
smiflandirmak amaciyla KRK vakalarmin tanisi i¢in farkli molekiler teknikler
uygulanmaktadir (Agrawal, Bhattacharya, Manhas, & Sen, 2019).

CIN, kromozomal kopya sayisindaki veya yapisindaki degisiklikler ile
karakterize edilmektedir. Tim KRK ve adenom vakalarinin yaklasik %80-85'inde
bulunur. Bu degisiklikler APC, TP53 gibi tiimor baskilayict genlerin fonksiyon
kaybma ya da KRAS gibi belirli onkogenlerin aktivasyonuna neden olmaktadir.
Baylelikle, hiicrelerin hayatta kalim1 ve proliferasyonu indiiklenmekte ve apoptozun
inhibisyonu yol agmaktadir (Fearon, & Vogelstein, 1990). CIN genellikle KRK'nin
kotli prognozu ile iligkilidir. Bu molekiler yolagin analizleri igin DNA temelli
dizileme teknikleri ve alel spesifik PCR yontemleri kullanilmaktadir (Agrawal ve ark.,
2019).

MSI, DNA dizilerinde tekrarlayan mikrosatellit bolgelerindeki hatal
eslesmeleri ifade etmektedir (Agrawal ve ark., 2019). MMR (Mismatch Repair)
genlerindeki [MLH1 (MutL Homolog 1), MSH2 (mutS Homolog 2), MSH6 (mutS
Homolog 6) ve PMS2 (PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System Component)]
mutasyonlar, tekrarlanan DNA dizilerinde anormalliklerin birikmesine yol
a¢cmaktadir. MSI, Lynch sendromu olarak adlandirilan otozomal dominant kalitilan
kanser sendromunun veya MMR genindeki germ hatti mutasyonu ve ardindan her iki
alelin de kaybina yol agan somatik bir mutasyonla iligkili olan HNPCC vakalarinin
cogunda goOrtlmektedir. MSI ayrica sporadik KRK vakalarmm %30’unda
g6zlenmektedir (Michael-Robinson ve ark., 2001). MSI, bes mononiikleotid tekrarlari
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO27) belirtecinden olusan bir PCR paneli
ile tanimlanmaktadir. PCR ile ¢ogaltildiktan sonra kapiler elektroforez ile analizi veya
immiinohistokimya yontemleri ile tespit edilmektedir. Iki veya daha fazla belirtecin
mutasyona ugradigi tespit edilirse tiimor MSI yiiksek (MSI-H) olarak, yalnizca biri
mutasyona ugramigsa MSI disik (MSI-L) olarak kabul edilmektedir. Hichir
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mikrosatellit mutasyonu gOstermeyen timorler MSS olarak
smiflandirilmaktadir (Michael-Robinson ve ark., 2001).

CIMP ise genlerin inaktivasyonu ile kanser hiicrelerinde gen ekspresyonunun
dizenlenmesinden sorumlu epigenetik temelli bir kontrol mekanizmasidir. Cok sayida
gen promotorundaki anormal hipermetilasyonun derecesine gére KRK'ler iki gruba
ayrilabilmektedir: CIMP (+) ve CIMP (-). Sporadik KRK vakalarinin yaklasik %35-
40k kism1 CIMP (+)tr (Kanwal, & Gupta, 2012; Legolvan, Taliano, & Resnick,
2012). Anormal CIMP hipermetilasyonu, p16, pl4, MGMT (O-6-Methylguanine-
DNA Methyltransferase) ve MLH1 gibi baz kritik tiimor baskilayici genleri susturarak
KRK ile sonuglanmaktadir (Kanthan, Senger, & Kanthan, 2012). DNA'nin bisiilfit
konversiyonu ve metilasyon spesifik PCR yontemleri ile tespit edilmektedir. KRK
hastalarinda CIMP analizi 6nemli bir tan1 ve prognostik aragtir (Agrawal ve ark.,
2019).

Molekiiler tan1 yontemleri ile saptanan veya takip edilen biyobelirtecler, tanisal
ve prognostik dneme sahip olmasinin yani sira belirli bir tedaviye verilen yanit1 da
tahmin edebilmektedir. Guniimiizde, KRK igin molekiiler belirteclerin gelistirilmesi
icin kapsaml1 ¢alismalar artarak devam etmektedir. Ozellikle KRK'nin erken tanis1 igin
mevcut tiimor belirtegleri duyarlilik ve 6zgiilliikk agisindan elverisli degildir. Kantitatif
PCR, mikroarray, NGS ve MS (mass spectrometry) gibi genomik, transkriptomik ve
proteomik tekniklerindeki ilerlemeler, yeni, non-invaziv, duyarli ve spesifik

belirteglerin gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir (Agrawal ve ark., 2019).

2.1.4. Metastatik kolorektal kanser

MKRK, 5 yillik sagkalim oraninin yaklasik %14 oldugu 6liimciil bir hastaliktir.
Erken evre KRK, adjuvan kemoterapiyle veya adjuvan kemoterapi olmadan ameliyatla
tedavi edilebilirken; mKRK, tedaviye diren¢li metastaz yetenegine sahip yayilmis
kanser hiicresi yiikii nedeniyle ortadan kaldirilamaz. Yapilan son ¢aligmalar kolorektal
metastazin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 daha fazla aciklanmasina ve
mevcut terapdtik miidahalelerin - smirlamalarinin  tanimlanmasina  odaklanmustir.
Ozellikle, genetik mutasyonlar, metastaz baslatan hiicreler (metastasis-initiating cells),

EMT'nin (Epithelial Mesenchymal Transition) ve tumor mikrogevresi gibi
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kavramlarin tanimlanmasi ile uzak organlarin kolonizasyon ve hiicre invazyon
stireclerinin ag¢iklanabilecegi diisiiniilmektedir (Shin, Giancotti, & Rustgi, 2023).

mKRK'e yonelik kesfedilen biyobelirteglerin sayisi arttik¢a, kanser gelisim
stirecindeki degisiklikleri tanimlamak i¢in uygun yontemlerin anlasilmasini giderek
daha onemli hale gelmektedir. Lokalize KRK tedavisi cerrahi ve kemoterapiye
dayanirken, metastatik durumda terapoétik stratejiler, EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) inhibitorleri, BRAF inhibitorleri, HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) inhibitorleri, immiin kontrol noktasi inhibitérleri veya NTRK
(Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase) inhibitorleri gibi hedefe yonelik tedaviler
uygulanmaktadir (Lee, & Loree, 2019).

mKRK igin prediktif biyobelirtecler olarak RAS ve BRAF mutasyonlari, MSI
ve dMMR (mismatch repair deficiency) eksikligi, HER2 amplifikasyonlari ve NTRK
fiizyonlan tespit edilmektedir (Cohen, Pudlarz, Delattre, Colle, & Andre, 2020). Bu
biyobelirtecler, FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) ve immunohistokimya gibi
geleneksel yontemlerin yan1 sira NGS gibi likit biyopsi temelli ylksek kapasiteli
teknikler ile analiz edilmektedir (Lee, & Loree, 2019).

2.2. Dolasimda Bulunan TUmor Belirtecleri

Kanserin erken tespiti hastaligin tedavi sonuglarni ve prognozunu onemli
olgiide iyilestirebilmektedir ancak erken evredeki tiimorlerin genis ¢apli taranmast igin
uygun tekniklerin bulunmamasi nedeniyle halen miimkiin degildir. Doku biyopsisi,
timor tespiti ve teshisinde altin standart olmasina ragmen doku 6rneklerinin elde
edilmesindeki zorluklar, diigiik oranda hassasiyet ve dogruluk, yiiksek islem
maliyetleri, heterojen timor profillerinin mevcudiyeti ve invaziv olmasi nedeniyle
sinirhidir. Buna karsilik, likit biyopsi analizi ile son yillarda erken kanser taramasi,
tiimor ilerlemesinin izlenmesi, terapotik yanitin ve klinik prognozun degerlendirilmesi
ve tekrarlayan ve direngli tiimorlerin saptanmasi i¢in bilylk ilgi gormistiir (Wu ve
ark., 2020). Dolasimdaki tiimor niikleik asitleri (ctDNA ve ctRNA), CTC'ler, tdEVs
(tumor-derived Extracellular Vesicles) ve TEPs (Tumor Educated Platelets), CECs
(Circulating Endothelial Cells), bagisiklik hiicreleri, proteinler ve kanserle iligkili

fibroblastlar dahil olmak uzere likit biyopsi belirtegleri dogrudan veya dolayli olarak
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kanser biyobelirtegleri olarak da kullanilabilmektedir. Bir kan 6rneginde, dolasimdaki
farkli biyolojik belirtegler tespit edilebilir, izole edilebilir ve karakterize
edilebilmektedir. Plazma veya serumda eksozomlar, proteinler, ctDNA, ctRNA ve
TEP'ler analiz edilebilmektedir. Kanin tumor kdkenli hiicresel fraksiyonunda CTC'ler
(tek CTC'ler ve yalnizca CTC'lerden veya nétrofiller gibi bagigiklik hiicrelerinin eslik
ettigi CTC kiimeleri) ve timor kokenli olmayan hiicre fraksiyonunda ise bagisiklik
hicreleri, CEC'ler veya CA fibroblastlar1 tespit edilebilmektedir (Sekil 10) (Alix-
Panabieres, & Pantel, 2021).

Sekil 10. Likit biyopsi temelli analizlerde plazmada/serumda ve hiicresel fraksiyonda yer alan
biyobelirtecler (Alix-Panabieres, & Pantel, 2021).

Likit biyopsi, minimal invaziv, maliyeti diisiik, biyolojik sivilardan elde
edilmesi kolay, diisiik basarisizlik orani, kisa islem siiresi, tekrarlanabilir, timor
heterojenitesinin degerlendirilmesi, tedaviye yanitin izlenmesi, tedaviye yliksek
tolerans ve uygulanabilirliginin kolay olmasi gibi ¢esitli faydalar saglayan bir
yontemdir. Ek olarak, dolasimdaki tiimor kaynakli faktorlerin veya likit biyopsi ile
timor sirkiilomunun analizi, doku biyopsilerinden farkli olarak bu timdrlerde klonal
heterojenligi analiz edilebilmektedir. Ayrica, ilk tedaviden sonra MRD (Minimal
Residual Disease) tespiti ve karakterizasyonu da likit biyopsilerin analiz edilmesiyle
gelistirilebilmektedir. Otomatik ¢ip tabanli cihazlar, tam kan ve diger viicut
stvilarindaki biyobelirteglerin yiiksek verimli analizi i¢in uygundur ve zaman alict,

maliyetli saflagtirma adimlarini ortadan kaldirmaktadir. Ancak standartlastirilmig pre-
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analitik ve analitik degiskenlerin eksikligi bu alanda 6nemli bir sinirlamadir ve likit
biyopsilerin genis 6lgekli klinik uygulamalarini engellemektedir. Sonug olarak, likit
biyopsi kanser tanisi, takibi ve kigisellestirilmis tedavi i¢in gii¢lii bir arag olabilecegi
ve mevcut kanser yoOnetimi paradigmalarini tamamen degistirebilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, dolagimdaki biyobelirteglerin izolasyonunu,
zenginlestirilmesini ve analizini gelistirmek i¢in halen ¢ok sayida arastirmaya ihtiyac

vardir (Wu ve ark., 2020).

2.2.1. Serbest nukleik asitler

Dolasimdaki veya hiicre dis1 tiimor niikleik asitleri, apoptoz veya nekroz
sonras1 primer veya metastatik kanser hiicrelerinden salinmaktadir (Wu ve ark., 2020).
Bir¢ok calisma, farkli kanser hastalarma ait serum ve plazma Orneklerinde exDNA
(extracellular DNA) tespit etmistir (Valpione ve ark., 2018; Wu ve ark., 2020).

Kanser teshisinde CFDNA'nin (cell free DNA) bir diger dnemli 6zelligi DNA
metilasyon profilindeki degisikliklerdir. Tiimorle iligkili genlerin DNA metilasyon
dizeyindeki degisikligi timor olusumunu 6nemli 6lgiide etkilemektedir. Kana salinan
cfDNA orani, timaor boyutu, lokasyonu ve vaskiilaritesi gibi gesitli faktorlere baglhidir.
cfDNA konsantrasyonu saglikli kisilerde 100ng/ml civarinda, kanser hastalarinda ise
1000ng/ml'ye esit veya daha yiiksek bulunmaktadir (Cheng, Su, & Qian, 2016;
Elazezy, & Joosse, 2018). cfDNA ile tumor profili analizleri kolaydir ¢linkii glivenilir
ve kolay erisilebilir bir biyobelirtegtir. Buna ragmen, cfDNA'nin en biiyiik sinirlamast,
yarilanma 6mriiniin yaklasik 16 dakika kadar kisa olmasidir, bu nedenle cerrahi islem
sirasinda hizla yok olmaktadir ve hassasiyet oranini diigiirmektedir (Qin, Ljubimov,
Zhou, Tong, & Liang, (2016). Bu nedenle, cfDNA tespiti i¢in oldukga hassas ve dogru
yontemler gerektirmektedir.

Benzer sckilde, MRNA (messenger RNA), miRNA ve IncRNA (long non-
coding RNA) dahil olmak tizere exRNA'nin (extracellular RNA) varligi da son yillarda
potansiyel non-invaziv kanser biyobelirtecleri olarak dikkat cekmektedir (Wu ve ark.,
2020). MiRNA'larla karsilastirildiginda, dolasimdaki mRNA'lar RNazlara kars1 daha
kirilgandir ancak RNA baglayic1 proteinler ve lipitlerle kompleks olduklarinda
nispeten stabildir (Deligezer, Erten, Akisik, & Dalay, 2006). Dolasimdaki mRNA'lar
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hiicresel protein mekanizmasinda yer aldigindan hucresel yolaklar hakkinda bilgi
vererek kanser i¢in tanisal biyobelirtecler olarak hizmet edebilmektedir. Dolasimdaki
MRNA'lar yillar 6nce kesfedilmis olmasina ragmen, kanda az miktarda bulunmasi,
instabilitesi ve. mRNA seviyelerinin bireyler arasi degiskenlikleri nedeniyle bu
alandaki caligmalar Klinik uygulamalara ge¢ememistir (Junqueira-Neto, Batista,
Costa, & Melo, 2019).

2.2.2. Hiicre dis1 vezikiiller

Hiicre dis1 vezikiiller, eksozomlar1 (30-100nm), salinan mikrovezikdlleri veya
mikropartikilleri (100-1000nm) ve apoptotik vezikilleri (1000-5000nm) iceren
membrana bagli yapilardan olusmaktadir. Bu vezikiiller biyogenezlerine, biyofiziksel
ozelliklerine, yiizey belirteglerine ve islevlerine gore smiflandirilmaktadir (van der
Pol, Boing, Harrison, Sturk, & Nieuwland, 2012).

Eksozomlar, her tiirlii hiicreden membran kesecikleri olarak aktif salinan hiicre
dis1 keseciklerdir. Boyutu 40-120nm'dir ve beyin omurilik sivisi, idrar, kan, serum gibi
biyolojik sivilarin ¢ogunda ve ayrica anne siitiinde bulunmaktadir (Yu, Cao, Shen, &
Feng, 2015). DNA, RNA, lipitler, enzimler ve proteinler gibi farkli kargo
molekillerinin transferi ile hiicreler arasi iletisimde araci olarak gorev yapmaktadir
(Al-Nedawi ve ark., 2008). Eksozomlar, kanser tespiti icin non-invaziv biyobelirtecgler
olarak kullanilacak tiim spesifik kriterleri karsilamaktadir. Eksozomlarin biiylik bir
hacimden izolasyonu ve saflastirilmasina yonelik geleneksel yontem, hiicrelerin ve
diger bilesenlerin kontaminasyonu olmadan eksozomlarin toplanmasina yardimc1 olan
ultrasantrifujlemedir. Ayrica, kiigiik bir hacimden belirli bir eksozom popiilasyonunun
izolasyonu, eksozomal belirteclerine [Cluster of Differentiation 147 (CD147), Cluster
of Differentiation 9 (CD9) ve Cluster of Differentiation 63 (CD63)] spesifik
antikorlarla kaplanmis manyetik boncuklar kullanilarak elde edilebilmektedir (Jia ve
ark., 2017). Eksozomlarin tespiti ve karakterizasyonu; ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), Western Blot, akis sitometrisi, MS, nanopargacik izleme
(tracking) analizi, tarama ve transmisyon elektron mikroskobu dahil olmak (zere
cesitli biyokimyasal tekniklerin kullanilmasi yoluyla gerceklesmektedir (Lotvall ve

ark., 2014). Izolasyon, saflastirma ve eksozomlarin tespiti igin az sayida etkili ve
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hassas yontemler nedeniyle yalnizca birkag eksozomal biyobelirteg, potansiyel kanser
biyobelirtegleri olarak tanimlanmaktadir (Jia ve ark., 2017). Daha hassas yaklasimlarin
gelistirilmesi  eksozomal  biyobelirteglerin - rutin  klinige uygulanabilirligini

saglayacaktir.

2.2.3. Dolagimdaki proteinler

Proteomik analizler, dolasimdaki proteinleri bir biyobelirteg¢ olarak
degerlendirerek, non-invaziv bir sekilde timoriin prognozu ve tanisi igin yeni bir alan
acmistir (Di Meo, Pasic, & Yousef, 2016). Dolasimdaki protein belirtegleri kanser igin
en iyi bilinen tani araglaridir. Prostat kanseri taramasinda PSA (Prostate Specific
Antigen) (Pinsky, Prorok, & Kramer, 2017), meme kanseri postoperatif takibinde CA
15-3 (Cancer Antigen 15-3), CA 19-9, intrahepatik kolanjiyokarsinom igin CEA, AFP
(o—fetoprotein) ve ¢oklu malignitelerin taranmasi i¢in farkli karbonhidrat antijenlerini
icermektedir (Feng ve ark., 2017; Qiu ve ark., 2018). Ancak, tekli protein belirtecleri
duyarlilik ve 6zgiilliikk agisindan 6nemli miktarda sinirhidir ve yiiksek yanlis pozitiflik
oranlartyla iligskilendirilmistir. Coklu protein biyobelirteglerinden olusan bir panel hem
yanlig pozitiflerin hem de yanlis negatiflerin sayisini azaltarak tanisal ve prognostik
dogrulugu artirabilecegi diistiniilmektedir (Surinova ve ark., 2015). Ek olarak, son
yillarda kanser taramasi i¢in dolasimda birden fazla protein belirtecinin kullanildigi
tan1 platformlart olusturulmustur. MALDI-TOF MS  (Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization-time of Flight Mass Spectrometry) teknigi yalnizca yeni timore
0zgii belirtecleri tanimlamakla kalmay1p ayni zamanda tiimdrlerin erken taranmasini
ve teshis edilmesini saglayan yiiksek verimli, son derece hassas bir proteomik
platformudur (Long ve ark., 2019). Birlikte ele alindiginda, dolasimdaki belirteglere
dayali teshis platformlari, cesitli kanserler ve diger hastaliklara yonelik etkili, yiiksek
verimli tarama i¢in kullanilabilmektedir. Bu yeni platformlarin daha fazla klinik 6rnek

tizerinde test edilerek dogrulanmasi gerekmektedir (Wu ve ark., 2020).
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2.2.4. Dolagimdaki timor hiicreleri

CTC'ler, primer timorden ve/veya metastatik tumor bolgelerinden salinan
periferik kanda dolasan metastaz slrecinde rol oynayan timor hicreleridir. Bu
nedenle, kanser metastazinin giivenilir biyobelirtegleridir (Wu ve ark., 2020). Thomas
Ashworth tarafindan 1869 yilinda Kanser hastalarinda CTC'lerin varlig: ilk kez tespit
edilmistir (Ashworth, 1869). CTC'ler, periferik kanda yaklasik 108 kan hiicresinde 1
CTC gibi bir oranda bulunan oldukca nadir saptanan hicrelerdir (Nelson, 2010).
CTC'ler kanda nadir bulunmalarina ragmen kanser biyobelirtecleri olarak potansiyel
kullanimi biiytiik ilgi gormektedir (Maltoni, Gallerani, Fici, Rocca, & Fabbri, 2016;
Nagrath ve ark., 2007).

2.2.4.1. Dolasimdaki tiimor hiicrelerin metastaz siirecindeki rolleri

CTC'ler, periferik dolasimda birkag yil boyunca dormant halde
kalabilmektedir. Ancak her giin kan dolasimma giren 10 CTC'nin yaklasik %85'i ilk
5 dakika icinde yok olurken, yalnizca %2,5'i mikrometastaza neden olmaktadir ve
%0,01'i ise makroskopik metastaz olusturmaktadir (Park, Kitahara, Urita, Yoshida, &
Kato, 2011).

CTC'ler bir dizi biyolojik strecle metastatik sirecini tetiklemektedir.
Baslangigta CTC birincil tiimorden ayrilarak kan ve lenf dolasimina salinmaktadir ve
kayma gerilimine (shear stress) maruz kalmaktadir. Daha sonra, CTC'nin periferik
kanda dolasip uzaktaki bir dokunun mikrodamarlarina sizarak uzak dokunun
mikrogevresinde hayatta kalmasi gerekmektedir. Son asama olarak, CTC'nin metastaz
stirecini tamamlamasi i¢in kolonize olmaktadir (EI-Kenawi, Hanggi, & Ruffell, 2020;
Joshi, Kumar, Tuli, & Mittal, 2022). CTC'ler, potansiyel organlara giderken EMT
stirecini tamamlamaktadir ve boylece damar invazyonunu kolaylastiran gelismis
hareketlilik ve go¢ yetenegi kazanmaktadir. Uygun bir nise ulastiktan sonra, CTC'ler,
MET (Mesenchymal Epithelial Transition) surecine ugrayarak ardindan kok hiicre
oOzelliklerini yeniden kazanmaktadir. Daha sonra metastatik bolgelerde kolonilesmek
icin proliferatif yetenegi yeniden etkinlestirmektedir (Ocana ve ark., 2012; Tam, &
Weinberg, 2013).
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CTC'lerin dolagimda sag kalabilmesi ve uzak dokulara ulasip lokalize
olabilmeleri, dolasimdaki kan mikrocevresinde bulunan bir¢ok faktér ve
mekanizmanin etkilesimleri ile gergceklesmektedir. Primer timor dokusundan ayrilan
hiicrelerin biiylik bir cogunlugu dolasimda anoikis etkisiyle yok olmaktadirlar veya
kayma gerilimi etkisiyle mekanik par¢alanmaya ugramaktadirlar (Heeke ve ark., 2019;
Wang ve ark., 2018). Anoikise direng gosteren ve immdin faktorlerden kacan CTC'ler,
biyolojik karakteristik 6zelliklerine ve bulunduklari kan mikrogevresinin 6zelligine
gore uzak dokulara yayilmaktadirlar (Heeke ve ark., 2019). Dolayisiyla, dolasimda sag
kalan CTC'ler metastaz stirecinde kilit bir role sahiptir.

CTC'ler meme, prostat, akciger, mesane, mide ve diger kanser trleri dahil
olmak Uzere ¢ogu solid timore sahip hastalarda saptanmaktadirlar. Guncel bircok
calisgma, CTC'lerin kanser olmayan bireylerde de gozlemlenebilecegini bildirmistir.
Ancak sayis1 son derece nadirdir ve kullanilan CTC tespit yontemlerinin yanlig pozitif
olabilecegi diistiniilmektedir (Yap ve ark., 2019). Metastaz siirecinin ger¢eklesmesi
CTC'lerin hedef dokularda uyum saglama, hayatta kalma ve neoanjiyogenezi tetikleme
yetenegine baghdir (Bulfoni ve ark., 2016). CTC arastirilmalarinda fenotipik
heterojenitesi ve dolasiminda nadir bulunmalar1 nedeniyle hassas ve spesifik
yontemlerin kullanilmasint gerektirmektedir (Tayoun ve ark., 2019). CTC'ler
hastalarin ¢ogunda tespit edilememektedir veya tespit edildiginde sayisi genellikle
diistiktiir (7,5ml basina <5 hiicre) (Bidard ve ark., 2021). CTC heterojenligine iligskin
sonuclar goz oniine alindiginda, genellikle en agresif timarlere sahip olan hastalardan
en fazla sayida CTC elde edilmektedir (Menyailo, Tretyakova, & Denisov, 2020).

Tumor heterojenitesi, bir primer timor ve ilgili metastazlar1 kapsayan veya
ayni histopatolojik alt tipteki tiimorler arasinda (intratiimor ve intertiimdr) farkl
biyolojik davranis ozellikleri gosteren genotiplere ve fenotiplere sahip hicre alt
popiilasyonlarini ifade etmektedir (Martelotto, Ng, Piscuoglio, Weigelt, & Reis-Filho,
2014). Bu poptlasyon icerisinden CTC'ler tek basina ya da farkli kombinasyonlar
halinde bulunabilmektedir. Genel olarak, CTC'ler epitelyal kokenli, mezenkimal
kokenli ve koklulik (stemness) benzeri olmak lizere 3 sinifa kategorize edilmektedir.
CTC'lerde tek basina veya farkli kombinasyonlarda bulunabilen ve antijen 0zellikleri
en iyi bilinen ¢ belirteg sinif epitelyal, mezenkimal ve kokllik benzeri belirteclerdir
(Barriere ve ark., 2014).
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Epitelyal kokenli CTC'ler, primer tumdrden veya metastatik bolgeden
dolasima katilan hiicrelerden olusmaktadirlar. Bu kategorideki CTC'ler epitelyal
Ozelliklerini kaybetmedikleri igin "metastaz baslatici hiicreler” olarak bilinmektedirler
(Barriere ve ark., 2014).

Mezenkimal kokenli CTC'ler, EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) ve
CK gibi hiicre yiizey belirtecleri disinda EMT belirteclerini eksprese eden EMT
geciren hucrelerdir. Bu belirtecler biyokimyasal yolaklarin aktivasyonu ve degismis
metabolizmanin diizenlenmesinde gorev almaktadirlar (Barriere ve ark., 2014).

Kokliluk benzeri CTC'ler, kanser olusumunu baglatan veya niiks etmesine
neden olan progenitér hiicrelerdir ve metastazda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Dolasimdaki bu hticrelerin kdkenini anlamak icin iki hipotez 6nerilmektedir. EMT
geciren kanserli somatik kok hiicreler birincil timoérden kana go¢ etmektedirler ve
mezenkimal CTC'ler olarak adlandirilabilir. ikinci olasiik ise EMT yolaklarmimn
gelismesiyle go¢ 0Ozelligi kazanan tam farklilasmis kanser hiicrelerinden
kaynaklanabilmeleridir (Barriere ve ark., 2014).

Yukarida bahsedilen 3 tipteki CTC'lerin tespitinde ve karakterizasyonunda
kullanilabilecek belirtecler ve rolleri Tablo 2'de anlatilmistir.

Tek halde bulunan CTC'lerin yani sira, g¢esitli malign neoplazmalar1 olan
hastalarin kaninda, 2-50 hiicreden olusan gruplar1 veya mikroembolileri (sferoidler)
temsil eden CTC kimeleri (CTC cluster) de bulunabilmektedir (Aceto ve ark., 2014).
CTC'lere benzer sekilde, birincil timoérden kaynaklanan bu kiimeler orijinal bolgeye
donebilmektedir veya diger organlara (potansiyel metastatik bolgelere)
yerlesebilmektedir. Metastazlardan kaynaklanan kiimeler aym1 zamanda primer
timore, orijinal metastatik bolgeye geri donebilmektedir veya diger doku ve
organlarda "self-seed" ozelligi gostermektedir (Giuliano ve ark., 2018). CTC
kiimelerinin olusumunda, tiimor hiicrelerinin birbirine bagli gruplarinin kolektif
invazyonu, bozulmus endotel bolgelerinde tiimoér kiimelerinin pasif olarak dokiilmesi
(passive sheeding, hicrenin hipoksi, asidite, tiimoriin asirt biiylimesi, besin eksikligi
vb. nedeniyle anabiyoza girdigi pasif bir siire¢ olarak tanimlanabilir) veya invazyon
ve dolasimda tekli tiimor hiicrelerinin toplanmasiyla iliskili oldugu varsayilmaktadir
(Aceto ve ark., 2014; Giuliano ve ark., 2018). CTC kiimelerinin dolasimda kalmalar1

otokrin pro-migrasyon faktorleri, MMPs (Matrix Metalloproteinases) fazla sentezi ve
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immiin kacis ile ilgili oldugu distiniilmektedir. CTC kumelerinin metastatik

potansiyeli, tekli CTC'ler ile karsilastirildiginda 23-50 kat daha yuksektir (Aceto ve
ark., 2014; Menyailo ve ark., 2020).

Tablo 2. Kdkenlerine gore dolasimdaki timdér hiicrelerin belirtegleri ve rolleri (Barriere ve ark., 2014).

Epitelyal Belirtecler

EpCAM

Epitelyal kanser hiicrelerinde yiuksek oranda eksprese edilen bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir.
Kandaki bir hiicrenin yiizeyinde bulunmasi, yabanci kokenli oldugunun kanitidir ve hiicresel
Ozelliklerine gore kanser hiicresi olarak kabul edilebilmektedir.

E-Cadherin

Hiicrelerdeki adherens junctions bilesenidir. Epitel hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden
biridir. Bu molekiil, aktin ile is birligi i¢inde ¢aligmaktadir ve hiicre gogiine neden olan
kuvvetlere karsi direng saglamaktadir. Epitelyal doku mimarisini destekledigi belirtilen
proteinlerden biridir ve EMT ilerlemesinde 6nemli bir rolii vardir.

Sitokeratinler

Hucre iskeleti bilesenleri olan ara filamentlerin en bilyiik ve en gesitli sinifidir. Normal
epitelyal farklilagmasinin belirtegleridir, ancak dolasimdaki farkli karsinom hiicrelerini tespit
etmek i¢in teshis araci olarak kullanilabilmektedirler.

Z0 (Zonula Occludens)

ZO siki baglanti proteinleridir (ZO-1, ZO-2 ve ZO-3) ve epitelyal doku mimarisinin
korunmasinda rol oynamaktadirlar.

ESPR1 (Epithelial Splicing
Regulator 1)

EMT siirecinin ana diizenleyicisidir ve en dnemli epitelyal spesifik genler arasindadir. Kanser
gibi patofizyolojik durumlarda, artan ESPR1 ekspresyonu epitelyal fenotipin ayirt edici
ozelligidir.

Mezenkimal Belirtecler

N-Cadherin

Adherens junction proteinlerinde bulunmaktadir ve birgok hiicrede ve 6zellikle mezenkimal
hiicrelerde eksprese edilmektedir. EMT'min bir belirteci olarak kullanilmaktadir. EMT
sirasinda E-Cadherin baskilanirken N-cadherin promote edilmektedir.

Vimentin

Vimentin, mezenkimal hiicrelerde eksprese edilen ve genellikle EMT'nin bir belirteci olarak
kabul edilen bir proteindir. Hlcrelerin mezenkimal seklini indiiklemekte ve hareketliligini
arttirmaktadir.

TWIST1

TWIST1, embriyogenezde yer alan ve EMT'ye yol agan kanserlerde yeniden etkinlestirilen
temel bir helix-loop-helix transkripsiyon faktoridiir. Tiimor gelisiminde ve ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Bu transkripsiyon faktorii, E-Cadherinin E Kkutusu Uzerinde olumsuz etki
gOstermektedir.

AKT ve PIBK

Cok sayida sinyal iletim yolagi, EMT i¢in E-Cadherinin temel dizenlemesini
etkileyebilmektedir. PI3K'in downstream efektorii olan onkogenik serin/treonin kinaz AKT, E-
Cadherin geninin bir transkripsiyon baskilayicisidir. Kanser hiicrelerinin hareketliliginde
onemli rol oynayan PI3K/AKT/mTOR yolaginin bir parcasidir.

Zebl (Zinc Finger E-Box
Binding Homeobox 1)

ZEBI1, DNA baglayici bir transkripsiyon faktériidiir. E-Cadherinin dogrudan transkripsiyonel
baskilayicisidir. Bu protein, EMT'nin bir aktivatoriidiir.

Alternatif Splicing
Proteinleri (FGFR2llIc,
Mena, p120 Katenin)

Fibroblast biytime faktori reseptorii 2 (FGFR2), transmembran reseptor tirozin kinaz ailesine
aittir. mRNA seviyesindeki alternatif splicing olay1, FGFR2 IIIb (epitel) veya Illc izoformunu
(mezenkimal) retmektedir. Mena ise aktin diizenleyici bir proteindir. AMENAAv6, hAMENA
alternatif splicing sonucu tiiretilen izoformdur. Bu protein, EMT 6zellikleri ve go¢ davranist
sergileyen kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Kateninler, transmembran kaderinlerin
sitoplazmik alanina bagli proteinlerdir. Splice varyantlar mezenkimal hiicrelere kars: epitelyal
hiicrelerde baskindir. Mezenkimal p120 katenin izoformu EMT sirasinda indiiklenmektedir.

PLS3 (Plastin-3)

PLS3, KRK hiicrelerinde EMT siirecini indiikleyebilmektedir ve karisik profile sahip epitelyal
mezenkimal hiicrelerini tanimlamada kullanilabilmektedir.

Koklilik Benzeri Belitecler

ALDH1 (Aldehyde
dehydrogenase-1)

ALDHZ1 normal meme epitel hiicrelerinin %1-2'sinde tanimlanmistir. ALDH1'in in vivo ve in
vitro meme kanser kok hiicre 6zelliklerini tanimladigi gosterilmistir. Bu sonuglar ALDH1
pozitif CTC'lerin metastaz yapma kapasitesini ortaya koymaktadir.

CD44

CD44, hiicre gocii ve metastazinda rol oynayan bir hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Bu proteinin
kok hiicrelerin epitelyal ve mezenkimal 6zelliklerini tespit edebildigi ileri siiriilmiistiir.

Gangliosides (GD2, GD3 ve
GD1a)

Bazi glikosfingolipidler hiicre biiylimesinde ve hareketliliginde rol oynamaktadir. Bu tiir
gangliositler, CTC koklulik belirtegleri olarak kullanilabilmektedir.

ABC Proteinleri (Xenobiotic
Extrusion Pump Proteins)

Kok hiicre fenotipinin ABCG2 tastyicisinin yiiksek diizeyde ekspresyonuyla baglantili
oldugunu ileri siiriilmiistiir. Bircok ksenobiyotigi ve ozellikle kemoterapi ilaglarmi disari
atabilen bir sistem olarak islev gormektedir ve kemorezistans ile yakin bir baglant1 oldugunu
bilinmektedir.

CTC kiimeleri trombositler ve bagisiklik hiicreleri i¢erebilmektedir (Menyailo

ve ark., 2020). Bu tiir bir is birligi, tiimor hiicrelerinin kan dolagimindaki hayatta kalma
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sanslarimi arttirmaktadir (Giuliano ve ark., 2018). Nétrofiller, hiicre dongusunin ve
DNA replikasyon genlerinin asirt ekspresyonu ile timor hicrelerinin metastatik
potansiyelini arttirmaktadir. Her 7,5ml kanda en az bir nétrofil iceren CTC kiimesi
bulunan hastalar, ayn1 kan hacminde bes veya daha fazla tekli halde CTC'ye sahip
hastalara kiyasla 6nemli 6lglide daha kotii PFS (progression-free survival) gostermistir
(Szczerba ve ark., 2019).

Metastazli karsinomun gelisimini 6nlemek ve gozlemlemek igin, CTC'lerin
tespiti ve karakterizasyonu bilim insanlarinin biiyiik ilgisini ¢ekmektedir. Buna
ragmen, CTC biyolojisi, CTC salinimi, dolasimda stabilizasyonlari, bagisiklik
sistemden kagislar1 ve metastaz sireci heniiz agikliga kavusturulmamustir (Joshi ve
ark., 2022).

2.2.4.2. Dolasimdaki tiimdr hiicreleri belirleme teknolojileri

Son yillarda yapilan giincel ¢aligmalarla CTC'lerin tespiti ve zenginlestirmesi
icin farkli teknikler gelistirilmistir. Bu izolasyon ve tespit yontemleri hedef CTC'ler
ile kan hiicreleri arasindaki farkliliklara dayanmaktadir. Bu farkliliklar arasinda
fiziksel Ozellikler (boyut, yogunluk, elektrik yiikii ve deformasyon) ve spesifik
biyolojik 6zellikler (yuzey protein belirteclerinin anlatimi ve viyabilite) yer almaktadir
(Petrik ve ark., 2022).

CTC tespit ve analiz metodolojilerin odak noktasi CTC'lerin klinik, hizli ve
yuksek hassasiyet, secicilik ve 6zgillukle minimal invaziv olarak saptanmasidir. CTC
ile normal kan hiicreleri arasindaki gen/protein ekspresyonu, morfoloji, hacim ve
biyofiziksel 6zellikler arasindaki farklarin belirlenmesi gegtigimiz on yilda ¢esitli CTC
saptama ve sayim cihazlarmin olusturulmasina ve ticarilestirilmesine yol agmistir. Bu
ticarilestirilmis teknolojiler, CTC tanimlama yontemine dayali olarak etikete bagh
(afinite temelli) veya etiketten bagimsiz olarak kategorize edilebilmektedir. Buna ek
olarak, her kategori fonksiyonel tespit yaklasimmna gore farkli siniflara ayrilmistir
(Habli ve ark., 2020) (Sekil 11).
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Sekil 11. Dolagimdaki tiimér hiicrelerinin tespit yontemleri (Habli ve ark., 2020).

CTC'ler icin en sik kullanilan izolasyon prensibi immiinoafinitedir.
Immiinoafinite ydntemleri, hiicre yiizeyindeki spesifik antijenlerin tespitini
icermektedir. Kandaki CTC'lerin sayisi, metastatik meme, prostat ve KRK
hastalarinda OS (overall survival) ve PFS belirleyicisidir (Petrik ve ark., 2022).
CellSearch® teknolojisinin gelistirilmesi ile CTC ¢alismalar1 umut verici hale
gelmistir. CellSearch®, periferik kandan CTC analizinin gergeklestirilmesi igin klinik
olarak dogrulanmis ve onaylanmus ilk likit biyopsi teknolojisidir. Bu teknoloji
imminomanyetik analiz prensibini ve floresan gorintileme teknolojisini kullanarak
ornek toplanmasini, hazirlanmasini ve analizini icermektedir. Bu yontem, 2004 yilinda
metastatik meme kanseri, 2007 yilinda KRK ve 2008 yilinda metastatik prostat
kanserinin izlenmesi icin FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmistir. CellSearch® sistemi yar1 otomatik bir cihaz ve ilgili bilesenlerden
olusmaktadir. Teknoloji, EpCAM (+) hiicrelerin santrifiijlemeden sonra diger kan
bilesenlerinden manyetik olarak ayrilmasmi saglayan EpCAM antikorlartyla
islevsellestirilmis  ferroakiskan nanopartikiilleri kullanilmaktadir. Daha sonra
CTC'lerin immunofloresan etiketlemesi, timaor epitel hiicrelerine 6zgi sitokeratinlere
(CK 8, 18 ve 19) kars1 antikorlar ve ortak bir 16kosit antijeni olan CD45'e (Lymphocyte
Common Antigen) kars1 antikorlar kullanilarak gergeklestirilmektedir. Son olarak,
hicre  cekirdekleri DAPI  (4',2'-diamidino-2-fenilindol  dihidroklordir) ile
boyanmaktadir. Manyetik alan hiicrelerin ayrilmasini saglanmaktadir, bdylece her
hiicre bir floresans sinyal detektoriinden ayri ayri1 gegmektedir. Sistem, potansiyel
CTC adaylar1 olarak EpCAM (+)/CK (+)/CD45 (-)/DAPI (+) hiicrelerini segmektedir.
Sonuglar CTC sayis1/7,5ml total kan olarak kaydedilmektedir (Swennenhuis, Dalum,
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Zeune, & Terstappen, 2016). Bu teknoloji, CTC canliligini, ¢ogalma ve invazyon
potansiyellerini korumaktadir. Boylece, CTC alt popiilasyonlarinin genisletilmesine
ve ex vivo karakterizasyonuna olanak saglamaktadir (Petrik ve ark., 2022).

Bu izolasyon teknolojisine ek olarak, timorle iliskili proteinlerin tespitine
dayali olarak canli CTC'leri secen EPISPOT (Epithelial ImmunoSPOT) adi verilen
fonksiyonel bir test kullanilabilmektedir (Mazard ve ark., 2021). EPISPOT analizi,
EpCAM anlatimmdan bagimsiz olarak yalnizca canli CTC'leri analiz ederek, l6kosit
deplesyonu ile birlestirilmis bir teknolojidir (Soler, Cayrefourcq, Mazel, & Alix-
Panabieres, 2017). Ayrica, metastatik olmayan KRK'de, CK19-EPISPOT testi daha
once tedavi edilmemis tiimorleri olan hastalarin kan orneklerinde CellSearch®
sisteminden daha fazla CTC tespit etmistir (Deneve ve ark., 2013). Son olarak,
EPISPOT testi mKRK'li hastalarda dolasimdaki hayatta kalan timaor hdcrelerinin
klinik 6nemini basarili bir sekilde izlemek i¢in de kullanilabilmektedir (Mazard ve
ark., 2021).

CTC tespiti igin kullanilan yontemlerden biri de AdnaTest'dir. AdnaTest
immunomanyetik temelli yontemle, timor ile iliskili antijenlere spesifik tasarlanmig
antikorlarla isaretlenmis manyetik boncuklar1 kullanarak CTC'leri zenginlestiren bir
teknolojidir. Yalnizca anti-EpCAM antikorunu kullanan CellSearch yontemine gore
AdnaTest bir antikor kokteyli kullanmaktadir. Farkli kanser turlerine (meme, prostat,
yumurtalik, akciger veya kolon kanseri) spesifik antikorlarla yakalanan CTC'ler elde
edilmektedir (Ferreira, Ramani, & Jeffrey, 2016; Raimondi ve ark., 2014).

Bir immiinomanyetik izolasyon ve zenginlestirme teknolojisi olan
MagSweeper CTC'leri yiiksek saflikta izole edebilmektedir. Cihazin islevsel kismu,
CTCl'leri izole eden ve robotik olarak kontrol edilen bir manyetik cubuktur. Numune,
timor antikorlariyla kapli manyetik pargaciklarla karistirilmaktadir. Manyetik cubuk
numunelerin Gzerinden dairesel hareketlerle gegerek, manyetik olarak etiketlenmis
CTC'leri izole etmektedir. Izolasyon prosediirii, istenen etiketli tiimér hiicrelerinin
yakalanmasini, diger hiicrelerin ise serbest birakilmasini ve yikanmasini igermektedir.
Yiiksek saflikta CTC'ler elde edilene kadar islem tekrarlanmaktadir (Talasaz ve ark.,
2009).

CTC'ler ayrica CTC Chip, GEDI (Geometrically Enhanced Differential

Immunocapture) ve OncoCEE gibi platformlar ile analiz edilebilmektedir. Analitik
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"¢ip Uzerinde laboratuvar" sistemleri olan mikroakiskan cihazlar, numune analizi igin
gerekli tiim bilesenler entegre edilmistir. CTC izolasyonu igin tasarlanan ilk CTC-Chip
mikroakiskan cihazi 2007 yilinda gelistirilmistir. Anti-EpCAM antikorlar1 ile
kimyasal olarak islevsellestirilmis bir mikroarray sisteminden olusmaktadir. Cihaz
yiizeyinde etkili CTC yakalama i¢in cihaz yiizeyinin geometrik diizeni ve sivi akis
kontrolli optimize edilmistir. Bu teknoloji ile CTC'ler akciger, meme, prostat, kolon
ve pankreas gibi kanser hastalarmin periferik kanindan basariyla izole edilmistir
(Ferreira ve ark., 2016).

Kandaki diisik CTC konsantrasyonuna ek olarak, hastalarda CTC analizinin
zorlugu, yetersiz CTC tespiti veya yetersiz kan hacmi de olabilir. Bu nedenle, GILUPI
nanodetektort gibi CTC'lerin dogrudan in vivo izolasyonuna yonelik cihazlar
gelistirilmistir. Cihazin 6n kol toplardamarma 30 dakika silireyle uygulanmasi
sirasinda cihazdan biiyik miktarda kan gegmektedir. Cihazin iginde, EpCAM
antikorlartyla kapl "tarama” alanindan 1,5 litreye kadar kan gecebilmektedir ve bu da
CTC'lerin basarili bir sekilde baglanmasiyla sonuglanmaktadir. Nanodetektorin
ylizeyi spesifik timor antikorlari ile kaplanabilmektedir ve CTC'ler,
immuinositokimyasal veya molekiler analiz icin elde edilebilmektedir. Cihaz
biyouyumlu olup uygulama sonrasi bilinen yan etkisi bulunmamaktadir (Saucedo-Zeni
ve ark., 2012).

CTC izolasyonundan sonra lokositleri ortadan kaldirmak ve hiicresel diizeyde
CTC validasyonu igin ¢esitli CTC saptama stratejileri bulunmaktadir. CTC'lerin tespiti
ve karakterizasyonu i¢in iki temel yaklagim bulunmaktadir. Bunlar; protein bazli ve
niikleik asit bazl1 yontemlerdir. Immiinofloresan ve akis sitometrisi, protein bazli CTC
saptama ve karakterizasyon yontemleridir. CTC'lerin protein bazli tespitine yonelik en
yaygin yontem, antikor bazli immiinofloresandir. Immiinofloresansin avantajlari,
protein ekspresyonunun ve lokalizasyonunun gorsel olarak dogrulanmasi, birden fazla
proteinin eszamanli analizinin miimkiin olmas1 ve protein ekspresyonunun miktarinin
belirlenmesidir. Dezavantajlar1 ise CTC'lere yonelik spesifik antikorlarin diisiik
hassasiyeti ve ticari olarak bulunabilirliginin diisiik olmasidir. Akis sitometrisinde ise,
floresan etiketli CTC'ler bir lazer 15181 1s1nindan gegirilerek hiicrenin sekli, boyutu ve
ayrimi 1s1k dagilimi ve floresana bagl olarak tek bir hiicre hakkinda bilgi elde

edilmektedir. Akis sitometrisinin avantajlari, tek hiicre diizeyinde ¢oklu belirteg
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analizi, CTC'leri alt popiilasyonlara ayirma olanagi ve yontemin kullanilabilirligidir.
Ote yandan dezavantajlari ise nadir CTC popiilasyonlarina ydnelik duyarlihigin diisiik
olmasi ve CTC'ler ile 16kositler arasinda ayrim yapilamamasidir (Lowes, & Allan,
2018; Petrik ve ark., 2022).

Dizileme, RT-PCR, FISH tekniklerini iceren niikleik asitlere dayali yontemler,
Molekiiler Biyoloji alaninda standarttir. Bu yontemler, kanda CTC'lerin varligini
dogrulayabilen spesifik timor transkriptlerini tespit etmeyi amaglamaktadir. RT-PCR,
hedef transkriptleri tespit etmek ve CTC'leri karakterize etmek icin kullanilmaktadir.
Ornek olarak, meme kanserinde HER2, ER (Estrogen Receptor) ve PR (Progesterone
Receptor) durumunun belirlenmesi verilebilir. Bu yontemlerin avantaji, CTC
arastirmasi i¢in gerekli olan diisiik Ornek miktarindan birka¢ genin ayni anda analiz
edilebilmesidir. FISH, genlerdeki veya kromozomlardaki degisiklikleri analiz ederek
CTC'leri tespiti ve karakterizasyonunda kullanilmaktadir (Krebs ve ark., 2015).
Dizileme, CTC karakterizasyonu igin ideal bir yontem olarak kabul edilmektedir
cunku genomik DNA ve cfDNA'y1 kullanabilmektedir ve ayn1 anda gok sayida hedef
geni analiz edebilmektedir. Buna ek olarak, tek nikleotid seviyesindeki
degisikliklerini de tespit edebilmektedir. Bu tur mutasyonlar farkli hastalik
fenotiplerine yol acabilmektedir ve tedaviye verilen yaniti degistirebilmektedir.
Dizilemenin dezavantaji, gecerli bir sonug i¢in en az 50 CTC olmasi gereklidir (Lowes,
& Allan, 2018; Petrik ve ark., 2022).

2.2.4.3. Metastatik kolorektal kanser ve dolasimdaki tiimor hiicreleri

CTC'lerin tiim6r metastazinda dnemli roller oynadigi iyi bilinmektedir (Gao ve
ark., 2021). SK, non-metastatik KRK (nmKRK) ve mKRK hastalarin1 igeren ¢ok
kohortlu bir ¢alismada, CTC'leri tespit etmek ve sayisini belirlemek icin antikorla
konjuge mikroakiskan cihaz ile neoplazmin ilerlemesi ve CTC arasindaki korelasyonu
aragtirllmigtir. Bu ¢aligmada yiiksek CTC sayisinin, nmKRK hastalarinda tiimoriin
ilerlemesi ve uzak bélgelere metastaz olusumu ile anlamli sekilde iliskili oldugunu

gosterilmistir (Tsai ve ark., 2016).
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Giincel literatiirde CTC pozitiflik oranindaki farkliliklar calismalara dahil
edilen hastalarin klinik karakteristiklerine, uygulanan tedavi tiirline ve basamagina
gore degismektir (Tablo 3).

Calismalarda KRK'l1 hastalarda CTC durumu ve tedavi basamagi ile iligkisi
tartisitlmaktadir (Gorges ve ark., 2016; Lankiewicz, Zimmermann, Hollmann,
Hillemann, & Greten, 2008). Tedaviye diren¢ durumunda ileri tedavi basamaklarinda
CTC pozitiflik oranlar1 yiiksek olmasia ragmen tedaviye cevap gosteren hastalarda
ilk tedavi basamaklarinda ise CTC tespit edilme oranlar1 diisliktiir. Gorges ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, KRK'l1 hastalarin ileri tedavi basamaklarinda
(>4. Basamak) CTC pozitiflik oranlarinin, tedavinin ilk basamaklarinda olan hastalara

gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Gorges ve ark., 2016).

Tablo 3. KRK hasta gruplarinda AdnaTest yontemi ile CTC analizi yapilan aragtirmalar.

Referans Hasta Sayist CTC Porzitiflik Orani (%) Tedavi Durumu (n)
Tedavi almamis (n=6)
Raimondi ve ark., 2014 40 mKRK %81 1. Basamak (n=20); 2. Basamak (n=10); 3.
Basamak (n=4)
A %59 Kemoterapi éncesi
Lankiewicz ve ark., 2008 34 mKRK %31 Kemoterapi sonrast (3 ay)
Musella ve ark., 2015 38 mKRK %47,4 Anti-EGFR tedavisi (n=38)

1. Basamak (n=4); 2. Basamak (n=9); 3.
Basamak (n=9); 4. Basamak (n=6); 5.

Gorges ve ark., 2016 47 mKRK %30 Basamak (n=9): 6. Basamak (n=4): 7.
Basamak (n=2); 8. Basamak (n=1)
Caligmada kan 6rnekleri tedavi 6ncesi veya
Mourtzikou ve ark., 2012 8 mKRK ve %38 sonrast alinmugtir. Belirli bir oran ve detay
42 nmKRK verilmemistir.
_ 9 MKRK ve Son medikleltl tedavinin tamaml{mmasmdan
Vojtechova ve ark., 2016 %11 en az 5 gin sonra ve cerrahi uygulama
21 nmKRK = .
Oncesi kan alinmigtir.
2.2.5. MiRNA'lar

Kisa NcRNAS simifi i¢inde en ¢ok incelenen sinifi miRNA'lardir. Bitkilerden
hayvanlara kadar gesitli organizmalarin genomlarinda kodlanmaktadir. MiRNA'lar,
hedef mMRNA'lara baglanarak gen susturma ve translasyonel baskilamada rol oynayan
kisa kodlama yapmayan RNA molekulleridir. Gen regiilasyonundaki rolleri nedeniyle
hiicresel farklilagsma, proliferasyon, apoptoz ve gelisme gibi bir¢ok fizyolojik siiregte
yer almaktadirlar (Catalanotto, Cogoni, & Zardo, 2016; Vishnoi, & Rani, 2023; Wang,
Young, & Srivastava, 2017).

Insan genomu yaklasik 2000 anote edilmis miRNA genine sahiptir ve genomun
%1-5'ini olusturmaktadir (Kozomara, & Griffiths-Jones, 2011). insan miRNA'larinn,
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insan genomunda kodlama yapan genlerin yaklasik %60'lik kisminin epigenetik olarak
regiile ettigi bilinmektedir. Birden fazla miRNA aynm1 mRNA'y1 hedeflediginden,
mMIRNA ile mMRNA ekspresyonlari arasinda dogrusal bir korelasyon bulunmamaktadir
(Saetrom ve ark., 2007).

MiRNA'arin gen anlatimini dizenlenmesi, biyolojik streglerdeki rollerinin
yani sira kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser dahil olmak
iizere ¢esitli insan hastaliklarinin gelisimi ve ilerlemesindeki rolleri agisindan kapsamli
bir sekilde arastirilmistir (Vishnoi, & Rani, 2023). MiRNA'lar molekiler
biyobelirteglerin en umut verici smifin1 temsil etmektedir ve c¢esitli hastalik
modellerinde potansiyel terap6tik ve prognostik 6neme sahiptir (Catalanotto ve ark.,
2016; Vishnoi, & Rani, 2023).

MiRNA'lar, yaklasik 18-25 nt (nukleotid) uzunlugundadir. MiRNA'larn 5'
ucunda bir Gridin bulunur ve mRNA'larim 3' UTR (Untranslated Regions) bolgelerine
kismen tamamlayicidir. MiIRNA'lar, Argonaute (AGO) proteinleri olusturduklari
kompleks ile tamamlayici bolgesine baglanarak hedef MRNAnin translasyonunun
baskilanmasina, degredasyonu veya deadenilasyonuna yol agmaktadirlar (Wu, Fan, &
Belasco, 2006).

2.2.5.1 MiRNA biyogenezi

Insanlarda miRNA biyogenezi, niikleer ve sitoplazmik béliinmeden (clivage)

olusan iki agamali bir suregtir (Sekil 12).
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Sekil 12. Insanlarda miRNA biyogenezi (Vishnoi, & Rani, 2023).



Cekirdekte miRNA'lar ya kendi promotorleri tarafindan ya da konakg1
genlerinin promotorlerini paylagarak primary miRNA (pri-miRNA) adi verilen uzun
bir transkript olarak kopyalanmaktadir (Lee, Jeon, Lee, Kim, & Kim, 2002).
Transkripsiyon faktorleri, transkripsiyon baslangi¢ bélgesine (transcription start site)
baglanmaktadir ve gen transkripsiyonu hizlandiricilar (enhancer), RNA polimerazin
baglanmasini kolaylastirmaktadir (Dexheimer, & Cochella, 2020). Cogu miRNA igin
RNA pol II'nin pri-miRNA transkripsiyonundan sorumlu oldugu disiiniilmektedir.
Bunun nedeni, pri-miRNAnin 1 kb'den (kilobase) uzun transkriptidir. Bu transkript,
RNA pol I11'den olduk¢a uzundur ve RNA pol III transkripsiyonunu sonlandiran iiridin
kalintilar1 (residue) dizilerini i¢ermektedir (Chen, Li, Lodish, & Bartel, 2004).
Belirtilen 0zelliklere ek olarak, transkripsiyon baslangi¢ bolgesi genlerden uzakta yer
almaktadir ve promotorler, RNA pol Il'ye 6zgi 6zellikler icermektedir (Monteys ve
ark., 2010). Pri-miRNA yaklasik 3-4 kb boyutundadir ve 3' poli (A) kuyruguna ve 5'
sapka yapisina sahiptir. MiRNA 'larin transkripsiyonel regiilasyonu, bazen miRNA'nin
pozitif veya negatif regiilasyonunun kendi ekspresyonunu regiile ettigi kisaca geri
bildirim dongiisti ile gergeklestigi bilinmektedir (Martinez ve ark., 2008).

Pri-miRNA'nin niikleer boliinmesi Drosha Rnaz III endoniikleaz tarafindan
gergeklestirilmektedir. RNAaz 111 ailesi iiyesi olan Drosha, endoniikleaz aktivitesi ile
pri-miRNA'y1 keserek ~60-70 nt uzunlugunda onciil miRNA'ya (pre-miRNA)
donistirmektedir (Lee ve ark., 2002). Rnaz Il endonukleaz aktivitesine Drosha ve
Pasha olarak da bilinen ¢ift sarmalli RNA baglayicit protein DGCR8 (DiGeorge
Syndrome Critical Region 8 Protein) aracilik etmektedir. Drosha enzimi pri-miRNA
icin katalitik bilesen olarak rol oynarken, DGCR8 proteini RNA molekilinu
tanimaktadir (Romero-Cordoba, Salido-Guadarrama, Rodriguez-Dorantes, &
Hidalgo-Miranda, 2014). Pre-miRNA, 5' fosfat ve 3' ucunda 2 nt ¢ikintiya sahiptir (Lee
ve ark., 2003). Pre-miRNA'lar, Exportin 5 ve Ran-GTP (Ras-related Nuclear Protein)
etkilesimi yoluyla sitoplazmaya tasinmaktadir (Romero-Cordoba ve ark., 2014).

Sitoplazmadaki sag tokas1 (hairpin) seklindeki pre-miRNA'lar ayrica Rnaz 11
endoniikleaz Dicer tarafindan tekrar kesilmektedir. Kesim sonrasi 22 nt uzunlugunda
cift iplikli, kisa, olgun miRNA olugsmaktadir ve miRNA-miRNA kompleksi olarak
bilinmektedir (Romero-Cordoba ve ark., 2014). Farkli biyolojik yolaklar, hucredeki

miRNA miktarini diizenleyen Dicer enzimini duzenlemektedir. Birgcok protein
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etkilesimi ayn1 zamanda Dicer'in verimliligini de etkilemektedir (Forman, Legesse-
Miller, & Coller, 2008). TRBP (Human Immunodeficiency Virus Transactivating
Response RNA Binding Protein) ve bir dsSRNA baglayici protein olan PACT (Protein
Activator of Protein Kinase R), helikaz baglanmasi yoluyla Dicer'in stabilitesini ve
aktivitesini arttirmaktadir (Lee ve ark., 2003; Ma, MacRae, Kirsch, & Doudna, 2008;
Romero-Cordoba ve ark., 2014). Ek olarak, Zc3hl2a (Zinc-finger CCCH-type
Containing 12A) olarak da bilinen MCPIP1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1-
induced Protein 1), miRNA 6ncusinl degrede etmektedir. MCPIP1, Dicer'in tersine
calisan, miRNA Onciiliiniin loop bdlgesini pargalayan ve bunun hizli bozulmasina
neden olan bir niikleazdir (Suzuki ve ark., 2011).

Cift iplikli pre-miRNA bir helikaz ile yaklasik 20 nt uzunlugunda olgun tek
zincirli miRNA'lara dontismektedir. Bu ¢ift zincirden biri kilavuz zincir digeri ise
tamamlayic1 (komplementer) zincir olarak adlandirilmaktadir. Kilavuz zincir, ¢ift
iplikli RNA'ya baglanan proteinlerin yardimiyla ATP bagimlh sekilde RISC (RNA-
Induced Silencing Complex) kompleksine baglanmaktadir (Romero-Cordoba ve ark.,
2014; Sanghvi, & Steel, 2011). RICS yapis1 Dicer, TRBP, Argonaute 2 proteini (Ago2)
ve GW182 proteininden olugsmaktadir. GW182, Argonat kararliligin1 diizenlerken,
Ago2 proteini ise endoniikleaz aktivitesi ile hedef mRNA 3' UTR ucunda RISC
kompleksinin stabil olmasini saglayarak hedef mRNA'nin degradasyonundan sorumlu
olan katalitik enzimlerdir. Ek olarak, Ago2, Dicer tarafindan islenmeden Once
MiRNA'nin 3' ucunu ayirmaktadir. Bu da olgun miRNA zincirinin belirlenmesine
yardimci olabilmektedir (Diederichs, & Haber, 2007; Romero-Cordoba ve ark., 2014;
Sanghvi, & Steel, 2011).

Ek olarak, miRNA'larin olgunlasmasi1 RLC (RISC Loading Complex)
tarafindan gergeklestirilmektedir (Sanghvi, & Steel, 2011). Kilavuz zincir ile RICS
yapisinin  birlesmesiyle olusan bu susturucu kompleks hedef geni anlatimim
baskilamaktadir. Genellikle tamamlayici zincir bu yapiya katilmaz ve pargalanir, fakat
baz1 caligmalar tamamlayic1 zincirin par¢alanmadigint ve kilavuz zincirle ayni
seviyede anlatim yaptigini géstermistir (Romero-Cordoba ve ark., 2014).

Hedef MRNA'nin miRNA tarafindan taninmasi, miRNA'nin korunmus bolgesi

tarafindan belirlenmektedir. insan miRNA'lardaki gibi, bu korunmus bolgedeki 2-8
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kalinti, transkripsiyon sonrasi baskilamaya aracilik ettigi bilinen 3" UTR motiflerine

tamamlayici olarak baglanir (Romero-Cordoba ve ark., 2014; Vishnoi, & Rani, 2023).

2.2.5.2. MiRNA'larin fonksiyonu ve regiilasyonu

MiRNA'lar hemen hemen tim hiicresel sureclerde yer almaktadir. MiRBase
veri taban1 giincel olarak Homo sapiens tirtine ait 1917 pre-miRNA ve 2654 olgun
mMiRNA'y1 icermektedir (Gebert, & MacRae, 2019). Hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasi, hiicre 6limii ve apoptoz, immin yanit, viral replikasyon, homeostazis
ve sirkadiyen ritim gibi énemli biyolojik yolaklarda rol oynamaktadir (Bartel, 2009;
Chen, Liang, Zhang, Zen, & Zhang, 2012). MiRNA'lar, apoptoz ve doku hasari
durumunda hiicreler arasi iletisim amaciyla hiicre disina ¢ikmaktadirlar ve aktif veya
pasif yolla dolasima gegmektedirler. Dolasimdaki miRNA'lar; serbest, spesifik
proteinlere bagimli, lipoproteinlere iliskili ve hiicre dis1 vezikiillerde paketlenmis
halde olmak Uzere 4 farkli formda bulunmaktadir. MiRNA'larin dolasimda farkl
proteinlerle iliskili ya da hiicre dis1 vezikiillerle tasinmasi, miRNA'lar1 endojen
RNaz'larin parcalama etkisinden korumaktadir ve dolagimdaki diger biyobelirteglere
gore daha stabil kilmaktadir (Rapado-Gonzalez ve ark., 2019).

MiRNA'lar timor gelisimi, ilerlemesi ve metastaz dahil olmak iizere ¢esitli
molekiler sirecin baglatilmasinda ve gelistirilmesinde Onemli  Olctde rol
oynamaktadir (Ding ve ark., 2018; Vafaee ve ark., 2018). Kanser surecinde yer alan
miRNA'lar duzenleyici rollerine gore ,timéor baskilayict miRNA'lar ve onkomiR
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 13). Bu kapsamda, dolasimdaki miRNA
ekspresyonlar1 primer tlimoriin veya metastatik lezyonun miRNA profilini yansitabilir
ve girisimsel olmayan yaklasimlarla farkli evrelerde timor tespitine olanak
saglayabilmektedir (Ding ve ark., 2018; Dogan, Gumusoglu, Ulgen, Sezerman, &
Gunel, 2022; Gumusoglu-Acar ve ark., 2023; Zhang, Hu, Du, & Du, 2021).
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Inhibit cell proliferation Increase the chemosensitivity

Block colony formation

Sekil 13. Kanserle iligkili miRNA'larin timéor baskilayici ve onkogenik rolleri (Ding ve ark., 2018).

Son zamanlarda, plazma ve kan hiicreleri de dahil olmak tzere tam kandan elde
edilen miRNA'larin, farkl kanser tiirlerinin erken tespiti i¢in biyobelirtecler oldugu
rapor edilmistir (Wen ve ark., 2019; Gyoba, Shan, Roa, & Bedard, 2016). Beyaz kan
hicreleri (notrofiller, eozinofiller, bazofiller, monositler ve lenfositler) dahil olmak
uzere tam kanda bulunan hiicrelerden kaynaklanan miRNA'larin, bagigiklik sisteminin
bir pargasi olarak hastalarin fizyolojik ve patolojik durumunu izleme potansiyelleri
yiksektir (Frampton ve ark., 2013). Tam kan miRNA analizinin avantajlart sunlardir:
Yiksek miRNA verimi elde edilmesi, metodolojik olarak serum veya plazma
orneklerine gore daha az hata orani ile saptanmasi ve ekstraselliiler s1vi, kan hucreleri,
CTC'ler ve timor dokular1 gibi gesitli kaynaklara 6zel miRNA profillerinin tespit
edilebilir olmasidir. Bu nedenle, tam kandaki miRNA'lar serum, plazma veya beyaz
kan hicrelerindeki miRNA'lardan daha kapsamli bilgi saglamaktadir (We ve ark.,
2019).

MiRNA'larin hedef mRNA'lar1 regiile etme mekanizmalar1 farkli sekillerde
olabilmektedir. miRISC yapis1 hedef mMRNA'lar1 negatif olarak diizenlemek igin
tamamlayicilik (complementarity) kurallarina dayali olarak mRNA hedeflerini
tanimaya yonelik bir kilavuz olarak islev gormektedir. Bu islem sirasinda, RNA klevaj
(cleavage) aktivitesine sahip bir protein olan Ago2, PABP [Poly (A) — binding
Protein], PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT (Carbon Catabolite Repressor 4-Negative on
TATA) deadenilaz ile etkilesime giren GW182 ile 6nemli bir rol oynamaktadir
(Eulalio, Huntzinger, & lzaurralde, 2008; Hutvagner, & Simard, 2008; Romero-
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Cordoba ve ark., 2014). MiRNA'larin gen ekspresyonunu baskilanmasina aracilik
ettigi 4 farkli mekanizma bulunmaktadir (Sekil 14):

I. Translasyon baskilanmasi ile regiilasyon,

ii. Ribozom alt {initelerinin salinimi ile regiilasyon,

iii. MRNA degredasyonu ile regulasyon,

iv. P cisimcigi ile mRNA hedeflerinin bozulmasi veya P cisimciginde

depolanmasi ile regiilasyon.
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Sekil 14. MiRNA'larmn post-transkripsiyonel mMRNA diizenlenme mekanizmalari (Romero-Cordoba ve
ark., 2014).

2.2.5.3. Metastatik kolorektal kanser ve miRNA'lar

MiRNA'lar, KRK proliferasyonu, metastaz, anjiyogenez, otofaji, apoptoz ve
kemoradyoterapide sistematik bir rol oynamaktadir. Buna ek olarak, Wnt/p-katenin,
PIBK/AKT/mTOR, Notch, Hippo ve ERK-MAPK gibi biyolojik yolaklari
dizenlemektedir (Zhang ve ark., 2021). Literatiirde ¢esitli miRNA'lar mKRK ile
iliskilendirilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. KRK metastazinda rol oynayan ¢esitli miRNA'lar ve anlatimlar1 (Zhang ve ark., 2021).

MiRNA Anlatim
hsa-miR-107, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-141-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-145, hsa-miR-
148a, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-200, hsa-miR-204, hsa-

MiR-206, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-302a, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-330, hsa-miR-519b-3p, **721m1$
hsa-miR-520e, hsa-miR-708, hsa-miR-873-5p
hsa-miR-191, hsa-miR-20a/ hsa-miR-106a, hsa-miR-301a-3p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-32- Artmis

5p, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-590-5p, hsa-miR-6716-5p

EMT, kanser hicrelerinde ektopik bolgelere go¢ ederken gorilebilen temel bir
gelisimsel diizenleme siirecidir ve miRNA'lar tarafindan diizenlenebilmektedir (Zhang
ve ark., 2021). MiRNA'lar, E-Cadherin, N-Cadherin, ZEB, SNAI1 (Snail Family
Transcriptional Repressor 1) ve TWIST1 gibi EMT transkripsiyon faktorlerini

40



diizenleyerek, KRK dahil olmak tizere invazyonu ve migrasyonu tesvik veya inhibe
edebilmektedir. Hsa-miR-141-3p'nin EGFR'yi hedef alarak, E-Cadherin, N-adherin,
SNAI1 ve Vimentin seviyesini degistirdigi saptanmustir (Ning, Wang, Zhang, &
Wang, 2019; Vu, & Datta, 2017). KRK metastazini ilerleten hsa-miR-6716-5p'nin,
NAT10'u inhibe ederek E-Cadherini baskiladigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2019).
ZEB1, kanser hucrelerinde EMT'yi indiikleyen bir transkripsiyon faktoérudir (Zhang
ve ark., 2021; Zhang, Sun, & Ma, 2015). ZEB1, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-708 ve hsa-
miR-873-5p'nin hedefidir ve bu miRNA'larin yakin zamanda KRK metastazinda rol
oynadig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2019; Li ve ark., 2018; Sun ve ark., 2019). Hsa-
miR-708, AKT/mTOR yolag: araciligiyla ZEB1'i baskilayabilmektedir. Hsa-miR-708
ve hsa-miR-873-5p KRK'nin invazyonunu ve migrasyonunu engelleyebilmektedir.
hsa-miR-186-5p, KRK dokularinda normal dokulara kiyasla daha az eksprese olur ve
anlatiminin azalmasiyla, ZEB1'i hedef alarak KRK gdciinii ve istilasini arttirmaktadir
(Live ark., 2019; Li ve ark., 2018; Sun ve ark., 2019). MMP'ler, memelilerde 24 lyeli
bir aile olusturan ¢inko bagimli endopeptidaz ailesidir ve uzun siredir kanser
hicrelerinin gogl ve metastaz1 ile yakindan iligkili oldugu distinilmektedir
(Vandenbroucke, & Libert, 2014; Zhang ve ark., 2021). MMP'ler ayrica invazyonla
iliskili proteinler (invasion-associated protein) olarak da bilinmektedir. hsa-miR-139-
5p'nin MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9) ve MMP-7'yi (Matrix Metalloproteinase-
7) baskiladigin1 ve hsa-miR-301a-3p'nin MMP-2 (Matrix Metalloproteinase-2) ve
MMP-9'un anlatimini arttirdig1 saptanmustir (L. Zhang ve ark., 2014; Zhang, ve ark.,
2019; Zhu ve ark., 2019).

Ozetle, giincel galismalar mKRK'nin klinik yénetiminde likit biyopsinin umut
verici rollerini dogrulamistir. Gegtigimiz yillarda, mKRK'de likit biyopsi ile tespit
edilen cesitli biyobelirteclerin, metastaz tanisi, prognoz tahmini ve tedavi yanitinin
izlenmesi dahil olmak iizere birgok alanda potansiyel olarak yararli oldugu
bulunmustur. Ancak, bu biyobelirteclerin mMKRK'de ve diger kanserlerde pratik klinik
uygulamalari ¢ok sinirlidir. Bunun nedenlerinden biri, bu biyobelirte¢lerin potansiyel
uygulamalarina iligkin ¢alismalarin ¢cogunun kiiglik gruplara sahip olmasidir. Bu
nedenle, bu likit biyopsi bazli biyobelirteglerin klinik senaryolarda uygulanmasi igin
kapsamli, gok merkezli ve prospektif validasyon caligsmalarina ihtiya¢ vardir (Gao ve
ark., 2021; Zhang ve ark., 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornekler

mKRK hastalarinda CTC durumu ve miRNA ekspresyonlari arasindaki
iligkinin arastirildigr tez calismasinin gergeklestirilmesi i¢in Bursa Uludag
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan (26.11.2021 tarihli Etik Kurul Karar
No: 2011-KAEK-26/681) etik kurul onay1 almmustir. Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan Oncelikli Alan
Arastirma Projesi (Proje Kodu: FOA-2021-625) olarak "Metastatik Kolorektal
Kanserde Dolasimdaki Tiimér Hiicresi Durumuyla Iliskili Aday Biyobelirteclerin
Arastirilmast” baslikli projemiz desteklenmistir.

Tez ¢alismasina destek veren ve arastirma kapsaminda 6rnek toplama islemleri
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana Bilim Dalma ve I¢
Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Tibbi Onkoloji Bilim Dal1 tarafindan gergeklestirilmistir.
Ilgili kliniklere bagvuran mKRK hastalar1 ve SK arasinda arastirmaya goniillii olarak
katilmak isteyen bireylerin kan Ornekleri olmak {izere 2 arastirma grubuyla
calistlmistir. Arastirmaya katilan tim goniilliillere aragtirmaya katilmaya razi
olduklarini bildiren yazili bilgilendirilmis onam formlar1 imzalatilmistir. EK olarak,
ornek takip listesi olusturularak tim orneklerin gerekli klinik bilgileri kayit altina
alinmustir.

Tez c¢alismasinda ilk olarak 48 mKRK'li hasta orneginde CTC analizi
yapilmistir. Daha sonra, bu hasta goniilliilerden CTC durumlarina gore belirlenmis iki
gruptan [(CTC (+), CTC (-)] 8 6rnek ile SK olarak se¢ilmis 8 goniilliiden kan 6rnekleri
alinarak mikroarray yontemi ile miRNA profillemesi gergeklestirimistir. SK grubu
herhangi bir kanser Oykiisti, siiphesi ve sikayeti olmayan hasta goniilliillere yas
araligiyla uyumlu 18 yas tistii herhangi bir kronik hastaliga sahip olmayan bireylerden
olusmaktadir. Hasta grubu icin ilgili kliniklere mKRK tanisi ile bagvuran 18 yas tstii
goniilliiler dahil edilmistir. Ek olarak, ¢alismaya dahil edilen hastalardan 6rnek cerrahi
tedavi uygulanmadan once veya en son medikal tedavi lizerinden en az 5 giin ge¢cmis

olma sarti1 ile alinmustir.
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SK'lerin yas, boy, kilo, ailede kanser Oykiisii, ek hastalik, sigara ve alkol
kullanim1 gibi gerekli bilgileri toplanmustir. Hasta gondllilerin ise yas, boy, kilo,
sigara ve alkol kullanimu, ilk tan1 tarihi, 6rnek alinmadan 6ncesi aldig1 kiir sayisi, en
son tedavi tarihi, timor lokasyonu, tiimor histolojik tipinin yani sira evre, metastaz
yeri, CEA dizeyi, KRAS durumu, ek hastalik ve tedavi tiirii bilgileri de kayit altina
alimustir.

Arastirmamiza gonulli olarak katilan SK'den Ethylenediaminetetraacetic Acid
(EDTA)l1 kan toplama tiiplerinde (10ml) kan &rnekleri toplanmistir. Hasta
goniillilerden ise calismamizda uygulanacak 2 farkli yontemin hassasiyeti
dogrultusunda BD Vacutainer ACD-A (Anticoagulant Citrate Dextrose Solution A)
tipunde 8,5ml ve EDTA'l1 kan toplama tiiplerinde yaklagik 7-8ml olmak Uzere her
hastadan yaklasik 16-17ml kan 6rnegi toplanmustir. Toplanan kan ornekleri ivedi bir
sekilde soguk zincir ile laboratuvara ulastirilarak 4 saat igcinde AdnaTest yontemi igin
isleme alinmustir veya tiretici firmanin Onerisi iizerine maksimum 30 saat 4°C'de
muhafaza edilerek analiz edilmistir. Ornekler, gerekli etiketleme islemi yapilarak

RNA izolasyonuna hazir sekilde -20°C'de saklanmistir.

3.2. Total RNA Izolasyonu

Kan orneklerinden total RNA izolasyonu miRNeasy Serum/Plazma
Adavanced Kiti (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) ile firmanin 6nerdigi protokol
takip edilerek gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda baslangi¢ miktar1 600ul ve
elue edilen RNA miktari ise 30ul'dir

Saglikli ve hasta orneklerinden izole edilen RNA'arin konsantrasyonunu
6lcmek icin her bir 6rnekten 2ul alinarak Qubit™ RNA High Sensitivity (HS) assay
ile Qubit 4 Fluorometer cihazinda 6lgiim yapilmistir ve sonuglar kaydedilmistir.

Ikinci asama olarak, total RNA'larm yogunluk, saflik ve RIN degerleri (RNA
Integrity Number) saptamak i¢in Small RNA ve RNA 6000 Nano Kit (Agilent, Santa
Clara, CA, USA) kullanilmistir. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) cihazinda Agilent 2100 Expert Software hesaplanmistir. Bu analizlerden sonra
mikroarray analizine uygun kalitedeki 6rneklerle  mikroarray ¢alismasi

gerceklestirilmigtir.
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3.3. AdnaTest Protokolu

Tez kapsaminda hasta bireylerden BD Vacutainer ACD-A tiiplerinde toplanan
periferik kan orneklerinde CTC analizi gergeklestirilmistir. Timor hiicrelerini
imminomanyetik temelli ve kolon-spesifik belirteclere gore tespit eden AdnaTest
ColonCancer teknolojisi kullanilmistir. AdnaTest yontemi 2 asamadan (periferik
kandan CTC zenginlestirilmesi ve Multipleks PCR yontemiyle timér ile iligkili
mRNA analizi) olusmaktadir. SK kan 6rneklerine bu islem uygulanmamistir. Sekil

15'te AdnaTest protokolii detayl sekilde gdsterilmistir.

AdnaTest
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Sekil 15. Dolagimdaki timor hiicrelerinin analizleri igin gerceklestirilen AdnaTest Select ve AdnaTest
Detect protokollerinin agamalari.

3.3.1. TUmor hicresi segimi

Periferik kandan CTC zenginlestirilmesinde AdnaTest EMT-2/StemCell Select
kiti kullanilarak CTC'lerin immiinomanyetik temelli yontemle zenginlestirilmesi
saglanmistir. Bu kit, epitelyal ve tiimor ile iligkili antijenlere spesifik tasarlanmis
antikorlarla isaretlenmis manyetik boncuklari (ColonSelect Beads) ve AdnaTest
Lysis/Binding tamponunu igcermektedir. AdnaTest EMT-2/StemCell Select kitinde
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timor hiicrelerinin ayrimi i¢in kullanilacak manyetik boncuklarla konjuge edilen
antikorlar; EpCAM, Her2 ve EGFR'dir. Orneklerde CTC zenginlestirme hassasiyetini
arttirmak i¢in ve kan hiicresi kontaminasyonunu dnlemek igin literatiirde de birgok
AdnaTest ¢alismasinda kullanilan AdnaWash Leukocyte Reducer tamponu érneklere
uygulanmistir. AdnaTest prosedirtine gore tumoér hicreleri spesifik antikorlarla
isaretlenmis manyetik boncuklarla inkiibe edilmis ve isaretlenmistir. Isaretlenmis
hiicreler manyetik boncuk ayiricilar (AdnaMag-L ve AdnaMag-S) ile izole edilerek
hiicre lizatlar1 olusturulmustur. Bu islemin ardindan hiicre lizatlar1 hemen veya iiretici
firmanmn Onerisine gore en fazla 2 hafta —20°C'de muhafaza edilerek AdnaTest
yonteminin sonraki asamasinda kullanilmistir. Bu asamadaki uygulanan prosediirler
tiretici firmanin 6nerdigi timor hicrelerinin se¢imi ve zenginlestirme protokollerinin
asamalar1 gergeklestirilmistir.

AdnaTest EMT-2/StemCell Select kiti ile hazirlanan hiicre lizatlarindan
Oligo(dT)2s boncuklar araciligiyyla mRNA izolasyonu saglanmistir. Elde edilen
MRNA'lardan {iiretici firmanmn Onerdigi protokol takip edilerek Sensiscript RT
(Reverse Transcription) kiti (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) ile PCR cihazinda
cDNA (complementary DNA) sentezi gergeklestirilmistir. Reaksiyonda negatif
kontrol (RT Kontrol) icin RNaz igermeyen su kullanilmistir. Elde edilen cDNA'lart
iceren reaksiyon tiipleri buzda muhafaza edilerek veya tiretici firmanin dnerisine gore
en fazla 4 hafta —20°C'de muhafaza edilmistir. Sensiscript RT Kit ile RT asamasinin
reaksiyon kosullar1 Tablo 5'teki gibidir. Daha sonra molekiiler karakterizasyon icin

Multipleks PCR protokoliine gegilmistir.

Tablo 5. Sensiscript Reverse Transcription kiti ile gergeklestirilen ters transkripsiyon reaksiyon
kosullart.

Asama Sire Sicakhk
RT 60 dakika 37°C
Denatiirasyon 5 dakika 93°C
Soguma o0 4°C

3.3.2. Tiimdr hiicresi ayirimi
Ikinci asama olan Multipleks PCR yéntemi ile timér ile iliskili mRNA

analizinde ise AdnaTest ColonCancer Detect kiti kullanilarak kolon kanseri spesifik
CTC'ler tespit edilmistir. Bu kit Oligo(dT)2s boncuklari, AdnaTest Lysis/Binding
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tamponu, RNA saflastirma soliisyonlari, Tris-HCL tamponu (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific, Inc.) ile PCR reaksiyonu icin AdnaTest PrimerMix ve AdnaTest
pozitif kontrolinu icermektedir. AdnaTest PrimerMix igeriginde kolon-spesifik
MRNA belirteclerine (CEA, EGFR, EpCAM) ve internal PCR kontroli olarak
kullanilacak olan 3-Aktin genine ait primerler bulunmaktadir.

Multipleks PCR asamasi tiimor iliskili gen ekspresyonlarinin analizi igin
yapilmistir. Bu asamada, AdnaTest PrimerMix, B-Aktin geni primeri, HotStarTaq
Master Mix ve cDNA orneklerimiz kullanilarak bu asama gergeklestirilmistir.

Multipleks PCR asamasinin reaksiyon kosullar1 Tablo 6'da sunulmustur.

Tablo 6. Kolon kanseri spesifik mRNA analizleri igin gergeklestirilen Multipleks PCR reaksiyon
kosullart.

Asama Sure Sicakhik
Aktivasyon 15 dakika 95°C
Denatiirasyon 45 saniye (38 dongl) 94°C
Baglanma 45 saniye (38 dong) 58°C
Uzama 45 saniye (38 dong) 72°C
Son Uzama 10 dakika 72°C
Soguma 0 4°C

Multipleks PCR yontemi ile elde edilen PCR trtinleri %3'ltik Etidyum bromur
ile boyanmig, SYBR Safe boya kullanilmis agaroz jel elektroforezinde ytiriitiilerek
fragman analizi yapilmistir. Bu asamadaki uygulanan prosediirler iiretici firmanin
onerdigi protokol takip edilmistir.

Jel elektroforez sonuglarinda CEA, EGFR ve EpCAM genlerinden en az birine ait
fragman tespit edildiginde 6rnekler CTC pozitif [CTC (+)], hicbir fragman tespit
edilmeyen ornekler ise CTC negatif [CTC (-)] olarak kabul edilmistir. Ayrica, CTC
ayrimi  ve molekiiler karakterizasyonun basarili bir sekilde yapildiginin
degerlendirilmesinde;

- Jel elektroforezinde, internal kontrol olan [-Aktin geninin tim &rneklerde
saptanmasi1 orneklerden hiicre izolasyonun basarili oldugunu gostermektedir.

- Jel elektroforezinde AdnaTest pozitif kontrolinde 4 gene (CEA, EGFR, EpCAM
ve R-Aktin) ait bandin gozlenmesi, Multipleks PCR asamasmin basarili
gergeklestigini gostermektedir.

- Negatif kontrol ve RT kontroliiniin 80 bazdan biiylik (primer dimerleri diginda)
bandin gézlenmemesi ve genomik DNA kontaminasyonunu isaret edebilecek 1

kb'dan biiyiik bantlarin gézlenmemesi dl¢iitleri de géz 6niine alinmaktadir.
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3.4. MiRNA Mikroarray Yontemi

Tez galismasi kapsaminda SK ve AdnaTest sonuglarina gére CTC (+) mKRK ve
CTC (-) mKRK olarak hasta gruplari olmak iizere 3 grup mikroarray uygulamasina
dahil edilmistir. MiRNA mikroarray uygulamasi arastirma kapsaminda, her bir
gruptan 8 Ornek olmak iizere toplamda 24 Ornege Agilent miRNA mikroarray
platformu (SurePrint Human G3 Unrestricted miRNA 8x60K) (Agilent, Santa Clara,
CA, USA) ile miRNA profillemesi yapilmistir. Orneklerde SureScan Microarray
Scanner (Agilent, Santa Clara, CA, USA) ile miRNA taramas1 yapilarak bilinen tim
mIRNA transkriptlerinin anlatim seviyeleri incelenmistir. MiRNA Complete Labeling
& Hybridization Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) mikroarray protokoll takip
edilmistir. Bu protokolde baslangig materyali olarak 100ng total RNA
kullanilmaktadir ve RNA molekdlinin 3" ucuna bir Siyanin 3-pCp molekdlinin
eklenmesiyle floresan isaretli miRNA iretilmektedir. Mikroarray asamalar1 Sekil
16'da gosterilmistir. MIRNA mikroarray basamaklar: asagidaki gibidir:

1. Ornek Hazirlig1 ve Etiketleme
Bu asama spike-in soliisyonu hazirlama, 6rneklerin defosforillemesi, 6rneklerin
denatiirasyonu, ligasyon, etiketlenmis RNA'larin piirifikasyonu ve orneklerin
kurutulmasi basamaklarindan olusmaktadir.
2. Mikroarray Hibridizasyonu
Bu basamak 10x Blocking Agent hazirlanmasi, hibridize edilecek 6rneklerin
hazirlanmasi, hibridizasyon i¢in kurulum ve hibridizasyon kisimlarindan
olusmaktadir.
3. Yikama
4. Tarama ve Verileri Analiz Etme
Olusturulan ham veri Agilent Feature Extraction (v.12.2.0.7) (Agilent, Santa Clara,
CA, USA) yazilimu ile kalite kontrol asamasindan gegirilip ve GeneSpring GX (v.14.9)
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) yazilim1 ile veri analizi gerg¢eklestirilmistir.
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Sekil 16. Agilent miRNA mikroarray platformu ile miRNA mikroarray yonteminin farkli asamalari.

3.5. Veri Analizi

3.5.1. DEM analizi

Mikroarray  veri analizi GeneSpring GX (v.14.9) yazilm ile
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda karsilastirilan gruplar arasinda [Fold Change
(FC)]=2 veya <-2, ve p<0,05 olan miRNA'lar istatistiksel olarak anlamli DEM olarak
kabul edilmistir. Ttiim gruplar 6nce ikiserli ardindan (cerli olmak tizere 5 farkli sekilde
miRNA'larin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir:

- CTC(+)veCTC (-)

- CTC (+) ve SK

- CTC(-)veSK

- mKRK [CTC (+)&CTC (-)] ve SK

- CTC (+) ve CTC (-) ve SK (Uglii Analiz)

3.5.2. Istatistiksel analizler

Mikroarray calismasina dahil edilen iki grubu karsilastirirken; istatistiksel
analizlerinden Moderate t Test ve Multiple Testing Correction Method: No Correction
(p<0,05 ve FC>2 veya <-2) testini gegen anlamli DEM'ler belirlenmistir. Yapilan
analizlerde her bir grup i¢in heatmap, clustering yani sira volcano plot, box-plot, mVVa
(Missing Value Analysis) plot, scatter plot gibi farkli raporlamalar yapilmistir. Ugli
grup degerlendirilmelerinde ise ANOVA (Analysis of Variance) testi uygulanmistir.
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Post-Hoc olarak herhangi bir se¢im yapilmamistir. Yapilan ii¢lii grup analizinde
sadece heatmap ve clustering raporlari olusturulmustur. Yapilan tiim analizlerde

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
3.5.3. Biyoinformatik analizler

Arastirmamizda mikroarray sonucu anlamli bulunan DEM'lerin biyoinformatik
analizlerinde farkli veri tabanlar1 ve lisansli bir yazilim kullanilmistir (Sekil 17).
Potansiyel biyobelirteg 6zelligi gosteren DEM'lerin hedef genleri, biyolojik yolaklart,
regiilator transkripsiyon faktorleri, iliskili oldugu IncRNA'lar tespit edilmis ve
fonksiyonel analizleri yapilmistir. Ek olarak, tim DEM grubunda yer alan miRNA'lar
ve hedef genleri The Cancer Genome Atlas (TCGA) ve (Genotype-Tissue Expression)

GTEX veri tabanlar ile kiyaslanmustir.
Hedef Gen Anahtar Regiilatér Molekiil Fonksiyonel ve Yolak ‘ TCGA & GTEx Veri
Analizi Etkilesimlerinin Analizi Zenginlestirme Analizleri 1 Karsilastirilmasi
I : | | ; | | : | DIANA- | l Cancer- |
mirDIP RNAInter TransmiR IPA miRNet miRPath GEPIA MIRNome

Sekil 17. Diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA'larin biyoinformatik analizleri ve kullanilan
araclar.

3.5.3.1. Hedef gen analizleri

DEM'lerin hedef genleri mirDIP (MicroRNA Data Integration Portal) veri
tabaninda arastirilmustir  (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/). mirDIP, 30 farkh
algoritma degerlendirilerek yaklasik 152 milyon insan miRNA-hedef etkilesimini
belirli bir skorlama yontemi ile kullanicilara saglamaktadir. Ayrica, ilgili veri taban
200'den fazla miRNA'nin ayn1 anda analizini saglamaktadir (Tokar ve ark., 2018). Ek
olarak, DEM gruplarina ait ortak hedeflenen genlere ait TCGA ve GTEX verilerinde
ekspresyon analizi GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) veri
taban1 kullanilarak gerceklestirilmistir (http://gepia.cancer-pku.cn/). GEPIA, RNA
dizileme verilerinde standart bir pipeline ile TCGA ve GTEXx veri tabanlarindan alinan
9736 tiimor ve 8587 kontrol 6rnegine dayanan gen ekspresyonu analizine yonelik bir

web aracidir (Tang ve ark., 2017). Ek olarak, veri setlerinde ekspresyon analizlerinde
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anlamli bulunan hedef genlerin patolojik evre (pathological stage plot) ve OS analizleri

de tamamlanmustir.

3.5.3.2. DEM'lerin ileri analizleri

DEM'lerin TF (transcription factors) ile arasindaki regiilator iligkileri
TransmiR veritaban1 (v.2.0) ile belirlenmistir (https://www.cuilab.cn/transmir).
TransmiR, literatiirde derlenmis kaynaklardan veri alarak UCSC (University of
California, Santa Cruz) genom tarayicisindan TF baglama motiflerini ¢ikarmaktadir.
Ek olarak, ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) ve transkriptom
caligmalarindan elde edilen deneysel verileri igermektedir (Tong, Cui, Wang, & Zhou,
2019). TransmiR'deki analizler, en giiclii filtreleme kullanilarak hipergeometrik testle
gerceklestirilmistir ve p degeri Bonferroni ve Benjamini-Hochberg yontemi (False
Discovery Rate, FDR) kullanilarak hesaplanmistir.

DEM'lerin iliskili oldugu IncRNA'lar ise RNAlInter (RNA Interactome
Database) (v.4.0) veritabani ile tespit edilmistir (http://www.rnainter.org). RNAInter
veri tabanininn son versiyonunda literatiirdeki giincel verilerin yani sira doku/hiicre
tirlerini de entegre edilerek yeni bir puanlama sistemi olusturulmustur (Kang ve ark.,
2022).

3.5.3.3. DEM'lerin yolak, fonksiyonel ve zenginlestirme analizleri

DEM'lerin molekiler yolaklardaki rolleri miRNet (v.2.0) veri tabani ile
arastirtlmigtir - (https://www.mirnet.ca). miRNet, miRNA'larim KEGG ve GO
molekiiler yolak kategorilerine gére zenginlestirme analizlerini saglamaktadir (Chang,
Zhou, Soufan, & Xia, 2020). BP (Biological Process), CC (Cellular Component) ve
MF (Molecular Function) alt kategorileri ile GO, DEM'lerin zenginlestirilme analizini
saglamaktadir.

Bununla birlikte, DEM gruplarinda yer alan miRNA'larin KEGG yolak
zenginlestirme analizlerinde DIANA-miRPath (v.3.0) veri tabani kullanilmigtir
(http://lwww.microrna.gr/miRPathv3).  Giincellenmis miRPath web sunucusu

hipergeometrik dagilimlari, tarafsiz ampirik dagilimlar1 ve/veya meta-analiz
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istatistiklerini kullanarak bir veya daha fazla miRNAnm islevsel agiklamasini
miimkiin kilmaktadir (Vlachos ve ark., 2015).

Ek olarak, miRNA'larin fonksiyonel zenginlestirme analizleri lisansli bir
yazilim olan IPA (Ingenuity Pathway Analysis) yazilimi (QIAGEN GmbH, Hilden,
Germany) ile tamamlanmistir. IPA biyomolekiillerin downstream etkilerinin tahmin
edilmesini ve gorsellestirilmesini, yeni hedef veya aday biyobelirteglerin
belirlenmesini saglayarak karmasik-omik verilerinin anlasilmasini kolaylastiran bir
yazilimdir. Tez calismasi kapsaminda "Disease & Functions" analiz segenegi ile

iliskili oldugu hastaliklar ve fonksiyonel rolleri belirlenmistir.

3.5.3.4. DEM'lerin TCGA verileri ile karsilagtirilmas1

DEM gruplarma ait miRNA'larin TCGA veri tabanina ait COAD (Colon
Adenocarcinoma) (hasta dokusu n=444, normal doku n=8) ve READ (Rectum
Adenocarcinoma) (hasta dokusu n=161, normal doku n=3) veri setlerindeki RNA
dizileme verileri ile CancerMIRNome veri tabaninda karsilastirilmistir
(http://bicinfo.jialab-ucr.org/CancerMIRNome). CancerMIRNome, 33 TCGA
projesinden 10.554 6rnege ve 40 miRNome veri kiimesinden 28.633 6rnege dayanan
mMIRNA anlatim profillerinin etkilesimli analizi ve goérsellestirilmesi igin kapsamli bir
veri tabanidir. CancerMIRNome veri tabani birden fazla kanser turtinde ilgilenilen bir
mMiRNA'nin pan-kanser analizi ve tanisal veya prognostik potansiyellerini belirlemek
icin miRNome profillerinin kapsamli analizi i¢in biyoinformatik araglari ve makine

ogrenmesi algoritmalarini kullanmaktadir (Li ve ark., 2022).
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4. BULGULAR

4.1. Ornekler

Arastirma kapsaminda uygun Orneklerin belirlenmesi ve kan alim islemleri
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ana Bilim Dali ve Tibbi
Onkoloji Bilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir. Calismamizda 48 mKRK hasta ve
50 SK grubuna ait kan 6rnekleri toplanmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan mMKRK ve

SK 6rnek gruplarmin klinik 6zellikleri Tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. Tez ¢aligmasina dahil edilen 6rnek gruplarinin klinik zellikleri.

Klinik Ozellikler mKRK (n=48) SK (n=50)
Cinsiyet 34 Erkek (%70,8) 17 Erkek (%34)
Yas Ortalamasi 59,375 (37-74) 34,04 (21-56)
BMI (kg/m?) 26,6 22,9

Sigara 30 (+) (%62,5) 17 (+) (%34)
Alkol - 16 (+) (%32)
Histolojik Tip

Kolon Adenokarsinoma 34 (%70,8)

Rektum Adenokarsinoma 10 (%20,8)

Diger 4 (%8,4)

Lokasyon

Sigmoid Kolon 20 (%41,7)

Rektosigmoid Kolon 12 (%25)

Rektum 8 (%16,7)

Sag Kolon 4 (%8,3)

Diger 4 (%8,3)

Metastaz Bolgesi

Karaciger 39 (%81,25)

Karaciger + Akciger 3 (%6,25)

Akciger 2 (%4,2)

Diger 4 (%8,3)

KRAS Durumu

Wild Tip 24 (%50)

Mutant Tip 20 (%41,7)

Belirlenmeyen 4 (%8,3)

Kiir Sayis1

0 3 (%6,25)

1-5 23 (%48)

6-10 10 (%21)

11-20 3 (%6,25)

21-30 1(%2)

31-40 3 (%6,25)

41-50 5 (%10,25)
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4.2. Orneklerin Kalite Kontroli

Izole edilen RNA'larin konsantrasyonunu dlgmek igin Qubit 4 Fluorometer
cihazi ve kalite kontrolii icin Agilent Bioanalyzer 2100 cihazi kullanilmustir. I1k olarak,
Qubit dl¢limii 6rneklerden 2ul alinarak yapilmistir ve 6rneklerde konsantrasyon araligi
16ng/ul-Too High (>100ng/ul) seklinde bulunmustur. Daha sonra, Small RNA kit ile
total RNA'larin konsantrasyonlar1 degerlendirilmis, miRNA bdlgesinde istenilen pik
gorulen 6rnekler daha sonra RNA 6000 Nano kit ile RIN degerleri belirlenmistir.
Analizi yapilan 6rnekler yurtdisinda ilgili firma ile goriisiilerek mikroarray ¢aligmasi

i¢in se¢ilmistir.

4.3. AdnaTest Protokolinin Sonuglar:

Tez kapsaminda hasta bireylerden toplanan periferik kan 6rneklerinde CTC
analizi gergeklestirilmistir. Tium Orneklerde beklenildigi gibi [R-Aktin bandi
gozlenmistir. Ayrica Orneklerle birlikte yirGtulen negatif kontrol ve pozitif kontrol
orneklerinde de beklenen sonuglar alinmistir. Ek olarak, AdnaTest protokoliinde yer
alan Multipleks PCR asamasi Oncesi adimlarin kontrolii i¢in RT kontrolii de
yiirlitiilmiistiir ve herhangi bir bant gézlenmemistir. Jel elektroforez sonuglarinda
KRK ile iliskili CEA, EGFR ve EpCAM genlerinden en az birine ait fragman tespit
edildiginde 6rnekler CTC (+), hi¢bir fragman tespit edilmeyen 6rnekler ise CTC (-)
olarak kabul edilmistir. Sekil 18'de 6rneklerden elde edilen jel goriintiisii verilmistir

Sekil 18. AdnaTest sonucu amplifiye edilmis fragmanlarin %3'liik jel goriintiisii. Ornek 1 negatif ve
ornek 5 ise EGFR pozitif; 6rnek 2, 6rnek 3, 6rnek 4 EGFR ve CEA pozitiftir. B-Aktin tlim 6rneklerde
tespit edilmigtir. DNA Ladder (50 bp) ilk seritte, gosterilmistir. En alt kisimda primer dimerleri
g6zukmektedir.
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Tez kapsaminda dahil edilen 48 hastanin CEA, EGFR ve EpCAM belirteg
dagilimi Sekil 19'da verilmistir. AdnaTest yontemi sonucunda 18 érnek negatif, 30
ornek ise pozitif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bu sonuglarla pozitiflik
oranimiz %62 olarak saptanmistir. CTC (+) olarak belirlenen 6rneklerde sadece EGFR
belirtecine ait bant gdzlemlenen 6rnek sayisi1 7 iken, sadece CEA belirtecine ait bant
gozlemlenen 6rnek sayisi 1'dir. CEA ve EGFR belirteglerine ait bantlarin birlikte
gozlemlendigi 6rnek sayisi 22 olmasina ragmen calisma kapsaminda higbir drnekte

EpCAM belirtecine ait bant gézlenmemistir.

‘ s
W

EGFR & CEA E"OC.,;‘M
73% ’ a

A B

Sekil 19. AdnaTest sonuglar1 (A) mKRK hastalarinda CTC pozitiflik oran1 (B) CTC (+) olan 6rneklerde
KRK iligkili belirteglerin tespit orani.

Tez ¢aligmasina dahil edilen tiim hastalarin sagkalim bilgileri ilgili kliniklerden
Mart 2024 itibariyle alinmistir. CTC (+) ve CTC (-) olarak bulunan hastalarin klinik

ozellikleri ile biyobelirteglerin dagilimi Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 8. Hasta drneklerinin klinik 6zellikleri ile KRK ile iligkili belirteglerin dagilimi.

L Aa(TH EGFR (+) CEA (+) EGFR&CEA (+) CTC (-)
Klinik Ozellik (n=7) (n=1) (n=22) (n=18)
Histolojik Tip
Kolon Adenokarsinoma 34 (%70,8) 4 (%57) 1 (%100) 15 (%68,2) 13 (%72,2)
Rektum Adenokarsinoma 10 (%20,8) 2 (%28,5) - 7 (%31,8) 2 (%11,1)
Diger 4 (%8,4) 1(%14,5) - - 3(%16,6)
KRAS Durumu
Pozitif, n (%) 20 (%41,7) 2 (%28,5) 1 (%100) 10 (%45,5) 7 (%38,9)
Negatif, n (%) 24 (%50) 4 (%57) - 10 (%45,5) 10 (%55,5)
Bilinmeyen 4 (%8,3) 1 (%14,5) - 2 (%9) 1 (%5,5)
Metastaz
Karaciger, n (%) 39 (%81,25) 7 (%100) - 17 (%77,4) 11 (%61,2)
Karaciger + Akciger, n (%) 3 (%6,25) - 1 (%100) 2 (%9) 1 (%5,5)
Akciger, n (%) 2 (%4,2) - - 1 (%4,5) 1 (%5,5)
Diger, n (%) 4 (%8,3) - - 2 (%9) 5 (%27,8)
Lokasyon
Sigmoid, n (%) 20 (%41,7) 2 (%28,5) 1 (%100) 11 (%50) 6 (%33,4)
Rektosigmoid Kolon, n (%) 12 (%25) 2 (%28,5) - 6 (%27,2) 4 (%22,2)
Rektum, n (%) 8 (%16,7) 2 (%28,5) - 4 (%18,2) 2 (%11,1)
Sag Kolon, n (%) 4 (%8,3) - - - 4 (%22,2)
Diger, n (%) 4 (%8,3) 1(%14,5) - 1 (%4,5) 2 (%11,1)
Sagkalim
Hayatta, n (%) 32 (%66,7) 5 (%71,5) - 16 (%72,8) 11 (%61,1)
Hayatin1 Kaybeden, n (%) 16 (%33,3) 2 (%28,5) 1 (%100) 6 (%27,2) 7 (%38,9)
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4.4. VVeri Analizi

MiIRNA mikroarray analizinde CTC (+) ve CTC (-) gruplarindan secilen 8'er
ornege ait klinik bilgileri Tablo 9'da 6zetlenmistir.

Tablo 9. MikroRNA mikroarray analizinde hasta 6rneklerinden segilen alt gruplarin klinik bilgileri.

Klinik Ozellikler CTC (+) (n=8) CTC (-) (n=8)
Cinsiyet 5 Erkek, 3 Kadin 5 Erkek, 3 Kadin
Yas Ortalamast 59,375 (55-79) 54,75 (40-74)
BMI (kg/m?) 24,5 30,2

Sigara 4 (%50) 5 (%62,5)
Histolojik Tip

Kolon Adenokarsinoma 4 (%50) 5 (%62,5)
Rektum Adenokarsinoma 3 (%37,5) 2 (%25)
Diger 1 (%12,5) 1(%12,5)
Lokasyon

Sigmoid Kolon 3 (%37,5) 4 (%50)
Rektosigmoid Kolon 3 (%37,5) 1(%12,5)
Rektum 2 (%25) 2 (%25)

Sag Kolon - 1 (%12,5)
Metastaz Bolgesi

Karaciger 7 (%87,5) 7 (%87,5)
Karaciger + Akciger 1 (%12,5) -

Akciger - 1 (%12,5)
KRAS Durumu

Wild Tip 5 (%62,5) 6 (%75)
Mutant Tip 2 (%25) 2 (%25)
Belirlenmeyen 1(%12,5) -

CTC Belirteci

EGFR 3 (%37,5)

CEA 1 (%12,5)

EGFR & CEA 4 (%50)

SK grubundan mikroarray igin secilen 8 6rnegin cinsiyet dagilimi esit iken, yas
ortalamas1 43,25; boy ortalamas1 167,8; kilo ortalamas1 73,625; sigara ve alkol

kullanim orani sirasiyla %37,25 ve %25'tir.

4.4.1. DEM analizi

Analize uygun DEM'ler, Agilent SureScan Scanner cihazi ile Agilent Feature
Extraction (v.12.2.0.7) yazilimi kullanilarak taranmustir. Kullanilan SurePrint G3
Human miRNA r21 8x60K isimli ¢ip Gzerine 60.000 adet insana ait farkli miRNA'y1
hedefleyen problar sabitlenmistir. GeneSpring GX (v.14.9) yaziliminda istatistiksel
analizlerden once kalite kontrollerden toplam 2570 miRNA gec¢mistir ve tiim

istatistiksel analizler bu miRNA'lar ile yapilmstir. Istatistiksel analizlerde ikili grup
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kiyaslamalar1 CTC (+)/SK, CTC (-)/SK, CTC (+)/CTC (-) ve mKRK/SK seklinde
olmak iizere 4 farkli gruplandirma ile tamamlanmustir. Uglii grup kiyaslamasinda ise
CTC (+)/ICTC (-)/SK seklinde olmak {izere birbiri ile kiyaslanmistir. Yapilan
istatistiksel analizlerde her bir grup kiyaslamalarinda farkli p degerlerine gore

belirlenen istatistiksel olarak anlamli DEM sayilar1 agagidaki tabloda aktarilmigtir
(Tablo 10).

Tablo 10. Deney gruplarinin ikili ve {igli sekilde degerlendirilmesiyle elde edilen diferansiyel olarak
eksprese edilen miRNA sayilar.

Moderate T Test
CTC (+)/ICTC () p<0,05 p<0,01 p<0,005 p<0,001
Kat Deisimi FC>2 34 10 3 1
ategisimi FC<-2 3 0 0 0
CTC (H)/SK p<0,05 p<0,01 p<0,005 p<0,001
o FC>2 0 0 0 0
Kat Degisimi
FC<-2 41 6 1 0
CTC (-)/SK p<0,05 p<0,01 p<0,005 p<0,001
b FC>2 9 0 0 0
Kat Degisimi
FC<-2 317 84 20 6
mMKRK [CTC (+)&CTC (-)]/SK p<0,05 p<0,01 p<0,005 p<0,001
L FC>2 252 36 27 8
Kat Degisimi
FC<-2 10 0 0 0
CTC (#)/CTC (-)/SK p<0,05 p<0,01 p<0,005 p<0,001
L FC>2 113 22 9 1
Kat Degisimi
FC<-2 18 0 0 0

Yapilan ikili grup analizlerinde en fazla sayida DEM (n=328) saptanan grup
CTC (-)/SK olurken en az sayida DEM (n=37) tespit edilen grup ise CTC (+)/CTC (-)
olmustur. CTC (+)/SK ve CTC (-)/SK gruplarinda ise DEM sayilar sirasiyla (n=41)
ve (n=262) olarak bulunmustur. Grup kiyaslamalarinda kesisen ve farklilik gosteren
DEM'ler Sekil 20'de gosterilmistir.
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hsa-miR-520b
hsa-miR-6071

CTC(+) ve SK CTC(-) ve SK

hsa-miR-181¢-5p
hsa-miR-497-5p
hsa-miR-520e
hsa-miR-769-5p
hsa-miR-4754
hsa-miR-5697
mKRK vs SK

hsa-miR-199a-5p

hsa-miR-326

hsa-miR-378g

hsa-miR-500b-5p

hsa-miR-4737

A
CTC(+) ve CTC(-) CTC(+) ve SK

CTC(-) ve SK

B

Sekil 20. Mikroarray analizinde tespit edilen DEM'lerin (FC>2 veya <-2 ve p<0,05) ve kesisen
DEM'lerin Venn diyagramu ile gosterilmesi (A) CTC (+)/CTC (-), CTC (+)/SK, CTC (-)/SK ve
mKRK/SK gruplarinin kiyaslamas1 (B) CTC (+)/CTC (-), CTC (+)/SK ve CTC (-)/SK gruplarinin
kiyaslamasi.

Dort gruba ait elde edilen mikroarray verilerinin ikili analizlerinde belirlenen
DEM'lere ait volcano plot grafikleri Sekil 21'de gosterilmistir. Kirmizi renk anlatimi

artan, mavi renk ise anlatimi1 azalan DEM'leri gostermektedir.
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Sekil 21. Dort grubun ikili kargilagtirilmalart ile p<0,05 ve FC>2 veya <-2 olan DEM'lerin anlatim
oranlarini gosteren volcano plot gortintuleri (A) CTC (+)/CTC (-) (B) CTC (+)/SK (C) CTC (-)/SK (D)
mKRK/SK.

Mikroarray veri analizlerinde 4 grupta tespit edilen ilk 10 DEM'e ait miRNA
bilgisi, p degerleri, FC ve logFC degerleri Tablo 11'de gosterilmistir. flgili tablodaki
gruplar arasinda yer alan baz1 DEM'ler kesismektedir. Her grupta istatistiksel olarak p
degeri en anlamli olan DEM'ler koyu renkle gosterilmistir. MKRK/SK ve CTC (+)/SK
gruplarinda kesisen en anlamli ve ilk sirada yer alan miRNA hsa-miR-141-3p olarak
tespit edilmistir. Ug grupta ilk 10 DEM arasinda bulunan ve en fazla kesisen DEM'ler
ise hsa-miR-15b-3p, hsa-miR-141-3p ve hsa-miR-190a-5p olarak belirlenmistir.
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Tablo 11. Dort grup igin tespit edilen ilk 10 DEM'e ait p degerleri, FC degisimleri ve logFC degerleri.
[CICEHICTEEIII cc ¢ysK c1e oK

DEM miRBase ID p Degeri  FC LogFC p Degeri  FC LogFC p Degeri FC LogFC  p Degeri  FC LogFC
hsa-nR-15b-3p MIMATO0004586 §8,50E-03  -17,120 -4.098 752E-04 -23,605 -4.561 4,79E-04  -20,103 4,329
hsa-nmR-22-5p MIMAT0004495 1,29E-02  -13.081 -3.709 2.0GE-03 -16,990 -4,087

hsa-nmR-98-3p MIMAT0022842 1,31E-02  -10,039 -3.327

hsa-miR-106a-3p MIMATO0004517 8, 11E-03  -13,212 -3.724 9,74E-04  -12,183 -3.607
hsa-miR-126-5p MIMATO0000444 1.67E-03  -19,242 4,266

hsa-miR-136-5p MIMATO0000448 1,97E-04  -27.460 -4.779  8,56E-04 -13.603 -3.766
hsa-miR-141-3p MIMATO0000432 4,21E03 -18,579 4,216 326E-04 -23.847 -4.576  9,79E-05 -21,049 4,396
hsa-miR-190a-5p MIMATO0000458 8,07E-03  -24.023 -4.586  9.24E-04 -26,717 -4.740  598E-04 -25.334 -4.663
hsa-miR-219a-5p MIMATO0000276 1,57E-02  -12,753 -3.673

hsa-miR-378g MIMATO0018937 2.69E-03  8.663 3,115 2,69E-03  -16,454 4,040

hsa-miR-409-3p MIMAT0001639 1,07E-03  -10,766  -3.428
hsa-miR-432-5p MIMATO0002814  5.28E-03  7.832 2,969

hsa-miR-449a MIMATO0001541 1,57E-02  -10.029 -3.326 9,66E-04  -10,990 -3.458
hsa-miR-500b-5p  MIMATO0016925 1,03E-04  -30,922 4,951

hsa-miR-548am-5p  MIMAT0022740 2,34E-04  -23,789 4,572 6,62E-04  -12,637  -3.660
hsa-miR-548d-5p MIMATO0004812 2,19E-03  -14,217 -3.830

hsa-miR-942-3p MIMATO0026734 8.44E-03  6.286 2,652

hsa-miR-1261 MIMATO0005913  9.76E-03  5.680 2.506

hsa-miR-1470 MIMATO0007348 8.31E-03  -12.148 -3.603 8,95E-04  -10.695 -3.419
hsa-miR-2467-3p MIMAT0019953  591E-03 6,592 2,721

hsa-miR-3938 MIMATO018353 9,01E-03  -11,724 -3551 1,02E-03  -10,322 -3.368

hsa-miR-6795-5p MIMAT0027490 5 88E-03 8,081 3,015
hsa-nR-6797-5p MIMAT0027494  6.62E-03 6,139 2,618
hsa-nR-6855-5p MIMAT0027610 3.55E-03 8,227 3,040
hsa-miR-6890-5p  MIMATO0027518  4,47E-04 9,024 3,174
hsa-miR-9500 MIMATO0035542 7,78E-03 7,692 2,943

Farkl1 sekilde yapilan grup analizlerinde belirlenen ilk 10 DEM'e ait kesisimler
ve farkliliklar Sekil 22'de gosterilmistir. DEM'ler CTC (+)/CTC (-) grubuna ait 9 DEM
higbir grupta kesismemistir, bu yiizden CTC (+)/CTC (-) grubu en az DEM kesisimi
gosteren gruptur. Birbiriyle en fazla DEM kesisimi (n=7) gdsteren gruplar ise
mKRK/SK ve CTC (+)/SK olmustur.

hsa-miR-126-5p
hsa-miR-500b-5p
hsa-miR-548d-5p

hsa-miR-98-3p hsa-miR-22-5p
hsa-miR-219a-5p hsa-miR-136-5p
CTC(+) ve SK CTC(-) ve SK hsa-miR-548am-5p
2 3
hsa-miR-409-3p
0 1 2
9 1
0 3
- 1 a hsa-miR-15b-3p

hsa-m!R-432-5p hsa-miR-141-3p
hsa-miR-942-3p hsa-miR-190a-5p
hsa-miR-1261
hsa-miR-2467-3p
hsa-miR-6795-5p CTC(+) ve CTC() mKRK ve SK

hsa-miR-6797-5p )
hsa-miR-6855-5p PEe——
hsa-miR-6890-5p hsa-miR-378 -miR- -
o
sa-miR-
hsa-miR-3938
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hsa-miR-432-5p
hsa-miR-942-3p
hsa-miR-1261 hsa-miR-98-3p
hsa-miR-2467-3p hsa-miR-106a-3p
hsa-miR-6795-5p CTC(+) ve CTC(-) CTC(+) ve SK hsa-miR-219a-5p
hsa-miR-6797-5p hsa-miR-449a
hsa-miR-6855-5p hsa-miR-1470
hsa-miR-6890-5p hsa-miR-3938
hsa-miR-9500

0 6

0

1 4
5
hsa-miR-378g hsa-miR-15b-3p
hsa-miR-22-5p

hsa-miR-141-3p
hsa-miR-190a-5p

CTC(-) ve SK

hsa-miR-126-5p
hsa-miR-136-5p
hsa-miR-500b-5p
hsa-miR-548am-5p
hsa-miR-548d-5p

Sekil 22. Mikroarray analizinde 4 grup igin tespit edilen ilk 10 DEM'in ve kesisen DEM'lerin (FC>2
veya <-2 ve p<0,05) Venn diyagrami ile gosterilmesi (A) CTC (+)/CTC (-), CTC (+)/SK, CTC (-)/SK
ve mKRK/SK gruplarinin kiyaslamasi (B) CTC (+)/CTC (-), CTC (+)/SK ve CTC (-)/SK gruplarinin
kiyaslamasi.

4.4.1.1. KEGG ve GO yolak zenginlestirme analizi

CTC (+) ve CTC (-) grup kiyaslanmalarinda p<0,05 altinda ve FC>2 veya <-2
araliginda ve anlamli bulunan DEM'lerin hedef genleri ile KEGG ve GO
zenginlestirme  analizleri  gerceklestirilmistir.  Kesisen DEM'lerin  (n=37)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli ilk 10 KEGG yolagi Tablo 12'de ve ilk 10
GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri Tablo 13'te gosterilmistir.

Tablo 12. CTC (+) ve CTC (-) gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=37) kiimelendikleri istatistiksel olarak
anlamli ilk 10 KEGG terimi (p<0,05).

KEGG Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Cell cycle 98 7,75E-12 7,75E-10
Focal adhesion 143 1,07E-10 5,35E-09
Pathways in cancer 206 4,32E-10 1,44E-08
HTLV-I infection 140 1,06E-09 2,65E-08
RNA transport 95 1,78E-09 3,56E-08
Small cell lung cancer 65 3,54E-09 5,90E-08
Protein processing in ER 96 4,81E-09 6,87E-08
Chronic myeloid leukemia 60 6,14E-09 7,68E-08
ErbB signaling pathway 69 8,16E-09 9,07E-08
Prostate cancer 68 3,15E-08 3,15E-07
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Tablo 13. CTC (+) ve CTC (-) gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=37) kiimelendigi istatistiksel olarak
en anlaml ilk 10 GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri (p<0,05).

GO:BP Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Interphase of mitotic cell cycle 292 2,78E-13 2,27E-11
Interphase 296 4,54E-13 2,27E-11
Viral reproductive process 378 2,57E-11 8,57E-10
Interaction with host 279 6,40E-11 1,60E-09
G1/S transition of mitotic cell cycle 148 7,95E-10 1,59E-08
S phase 113 1,54E-09 2,57E-08
Golgi vesicle transport 145 2,30E-09 2,91E-08
S phase of mitotic cell cycle 107 2,33E-09 2,91E-08
Protein transport 806 3,39E-09 3,77E-08
Intracellular protein transport 476 5,92E-09 5,64E-08
GO:MF Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Nucleotide binding 1450 2,09E-29 2,09E-27
ATP binding 921 1,08E-28 5,40E-27
Adenyl ribonucleotide binding 934 1,05E-26 2,88E-25
Adenyl nucleotide binding 936 1,15E-26 2,88E-25
Purine ribonucleotide binding 1110 9,09E-23 1,64E-21
Purine nucleotide binding 1120 9,86E-23 1,64E-21
Enzyme binding 734 6,35E-21 9,07E-20
RNA binding 583 9,52E-14 1,16E-12
Chromatin binding 230 1,04E-13 1,16E-12
Protein kinase binding 250 4,95E-13 4,95E-12
GO:CC Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Cytosol 1540 3,60E-35 3,60E-33
Nucleoplasm part 567 4,92E-22 2,46E-20
Nucleoplasm 1030 8,56E-19 2,85E-17
Cell leading edge 198 1,96E-15 4,20E-14
Nucleolus 404 2,10E-15 4,20E-14
Nuclear body 203 1,33E-14 2,22E-13
Centrosome 265 4,10E-13 5,86E-12
Spindle 179 7,77E-13 9,71E-10
Nuclear membrane 145 9,74E-12 9,90E-11
Organelle lumen 1760 9,90E-12 9,90E-11

CTC (+) ve SK grup kiyaslanmalarinda p<0,05 altinda ve FC>2 veya <-2
araliginda anlamli bulunan DEM'lerin hedef genleri ile KEGG ve GO zenginlestirme
analizleri gergeklestirilmistir. Kesisen DEM'lerin (n=41) kimelendikleri istatistiksel
olarak anlamli ilk 10 KEGG yolagi Tablo 14'te ve ilk 10 GO:BP, GO:MF ve GO:CC

terimleri Tablo 15'te gosterilmistir.

Tablo 14. CTC (+) ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=41) kiimelendikleri istatistiksel olarak
anlaml ilk 10 KEGG terimi (p<0,05).

KEGG Terimi Molekiil Sayist p degeri Adjusted p degeri
Pathways in cancer 248 1,21E-15 1,21E-13
Small cell lung cancer 7 1,47E-14 7,35E-13
Cell cycle 109 1,62E-12 5,40E-11
Protein processing in ER 112 5,08E-12 1,27E-10
Chronic myeloid leukemia 68 5,73E-11 1,15E-09
HTLV-I infection 160 9,35E-11 1,56E-09
Renal cell carcinoma 56 2,59E-09 3,70E-08
Neurotrophin signaling pathway 103 3,35E-09 4,19E-08
Bacterial invasion of epithelial cells 52 1,63E-08 1,67E-07
Pancreatic cancer 62 1,78E-08 1,67E-07
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Tablo 15. CTC (+) ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=41) kiimelendigi istatistiksel olarak en
anlamli ilk 10 GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri (p<0,05).

GO:BP Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Interphase of mitotic cell cycle 334 9,82E-13 9,82E-11
Interphase 338 3,10E-12 1,55E-10
Viral reproductive process 441 9,73E-12 3,24E-10
S phase of mitotic cell cycle 124 2,64E-11 6,60E-10
Interaction with host 323 3,64E-11 7,28E-10
Cell division 377 7,72E-11 1,29E-09
S phase 129 2,35E-10 3,36E-09
G1/S transition of mitotic cell cycle 167 2,90E-09 3,62E-08
G2/M transition of mitotic cell cycle 124 6,63E-09 7,37E-08
Protein polyubiquitination 143 1,01E-08 1,01E-07
GO:MF Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Nucleotide binding 1720 5,60E-33 5,60E-31
ATP binding 1070 1,78E-27 8,90E-26
Purine nucleotide binding 1320 5,26E-26 1,72E-24
Adenyl nucleotide binding 1090 7,95E-26 1,72E-24
Purine ribonucleotide binding 1320 1,00E-25 1,72E-24
Adeny!l ribonucleotide binding 1080 1,03E-25 1,72E-24
Zinc ion binding 1340 2,44E-15 3,49E-14
Enzyme binding 824 1,41E-13 1,76E-12
Chromatin binding 260 1,27E-12 1,41E-11
RNA binding 667 1,82E-10 1,82E-09
GO:CC Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Cytosol 1780 6,71E-29 6,71E-27
Nucleoplasm part 647 2,09E-19 1,04E-17
Nuclear body 231 9,35E-15 3,12E-13
Nucleolus 464 2,62E-14 6,55E-13
Spindle 202 3,45E-12 6,90E-11
Nuclear speck 126 8,93E-12 1,49E-10
Perinuclear region of cytoplasm 340 2,52E-11 3,60E-10
Nucleoplasm 1170 3,07E-11 3,84E-10
Cell leading edge 212 2,33E-10 2,59E-09
Ubiquitin ligase complex 132 3,71E-10 3,71E-09

CTC (-) ve SK grup kiyaslanmalarinda p<0,05 altinda ve FC>2 veya <-2
araliginda ve anlamli bulunan DEM'lerin hedef genleri ile KEGG ve GO
zenginlestirme  analizleri  gergeklestirilmistir.  Kesisen DEM'lerin  (n=328)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli ilk 10 KEGG yolagi Tablo 16'da ve ilk 10
GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri Tablo 17'de gosterilmistir.

Tablo 16. CTC (-) ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=328) kiimelendikleri istatistiksel olarak
anlamli ilk 10 KEGG terimi (p<0,05).

KEGG Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Transforming Growth R signaling pathway 85 0 0

Chagas disease (American trypanosomiasis) 90 0 0
Pathways in cancer 305 6,27E-14 2,09E-12
MAPK signaling pathway 258 1,05E-09 2,63E-08
HTLV-I infection 194 1,01E-07 2,02E-06
Protein processing in ER 128 2,06E-07 3,43E-06
Focal adhesion 194 4,77E-07 6,81E-06
Wht signaling pathway 141 2,36E-06 2,95E-05
ErbB signaling pathway 87 4,20E-06 4,20E-05
Prostate cancer 87 4,20E-06 4,20E-05

62



Tablo 17. CTC (-) ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=328) kiimelendigi istatistiksel olarak en
anlamli ilk 10 GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri (p<0,05).

GO:BP Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Positive regulation of cell cycle 112 1,10E-04 1,10E-02
Post-translational protein modification 189 8,04E-04 4,02E-02
Interaction with host 401 2,17E-03 7,23E-02
Regulation of cell shape 103 5,66E-03 1,16E-01
G1/S transition of mitotic cell cycle 199 5,82E-03 1,16E-01
Activation of MAPK activity 126 8,84E-03 1,23E-01
Cellular protein complex disassembly 153 8,87E-03 1,23E-01
S phase of mitotic cell cycle 138 9,87E-03 1,23E-01
Post-Golgi vesicle-mediated transport 77 1,31E-02 1,37E-01
S phase 146 1,37E-02 1,37E-01
GO:MF Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Transmembrane receptor protein phosphatase activity 19 0 0
3-tubulin binding 27 0 0

ATP binding 1390 1,03E-13 3,43E-12
Adenyl nucleotide binding 1420 3,19E-12 7,98E-11
Adenyl ribonucleotide binding 1420 4,14E-12 8,28E-11
Nucleotide binding 2260 1,47E-11 2,45E-10
Purine nucleotide binding 1740 4,00E-09 5,71E-08
Purine ribonucleotide binding 1730 5,44E-09 6,80E-08
Zinc ion binding 1830 1,65E-06 1,83E-05
Protein domain specific binding 523 5,06E-06 5,06E-05
GO:CC Terimi Molekiil Sayisi p Degeri Adjusted p Degeri
Perinuclear region of cytoplasm 449 1,53E-08 1,53E-06
Nuclear speck 149 8,94E-07 4,47E-05
Nucleolus 601 6,06E-06 2,02E-04
Nuclear body 276 1,16E-04 2,90E-03
Transcription factor complex 282 3,02E-04 6,03E-03
Lamellipodium 122 3,92E-04 6,03E-03
Nuclear matrix 85 4,22E-04 6,03E-03
Focal adhesion 125 2,38E-03 2,98E-02
Cell body 267 2,92E-03 3,08E-02
RNA polymerase complex 101 3,34E-03 3,08E-02

MKRK [CTC (+)&CTC (-)] ve SK grup kiyaslanmalarinda p<0,05 altinda ve
FC>2 veya <-2 araliginda ve anlamli bulunan DEM'lerin hedef genleri ile KEGG ve
GO zenginlestirme analizleri gergeklestirilmistir. Kesisen DEM'lerin  (n=262)
kiimelendikleri istatistiksel olarak anlamli ilk 10 KEGG yolagi Tablo 18'de ve ilk 10
GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri Tablo 19'da gdsterilmistir.

Tablo 18. mKRK ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=262) kimelendikleri istatistiksel olarak
anlaml ilk 10 KEGG terimi (p<0,05).

KEGG Terimi Molekiil Sayist p Degeri Adjusted p Degeri
Pathways in cancer 301 8,11E-15 8,11E-13
HTLV-I infection 192 7,04E-09 3,52E-07
MAPK signaling pathway 251 1,74E-08 5,80E-07
Neurotrophin signaling pathway 121 7,44E-08 1,86E-06
Protein processing in ER 125 1,59E-06 2,62E-05
Focal adhesion 189 1,98E-06 2,62E-05
Chronic myeloid leukemia 73 2,04E-06 2,62E-05
Chagas disease (American trypanosomiasis) 88 2,10E-06 2,62E-05
Endocytosis 99 2,81E-06 3,12E-05
Pancreatic cancer 69 4,21E-06 4,21E-05
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Tablo 19. mKRK ve SK gruplarinda kesisen DEM'lerin (n=262) kiimelendigi istatistiksel olarak en
anlaml ilk 10 GO:BP, GO:MF ve GO:CC terimleri (p<0,05).

GO:BP Terimi Molekiil Sayis1  p Degeri Adjusted p Degeri
Teraction with host 394 6,81E-05 2,96E-03
Positive regulation of cell cycle 110 8,29E-05 2,96E-03
G1/S transition of mitotic cell cycle 198 8,87E-05 2,96E-03
S phase of mitotic cell cycle 138 1,89E-04 4,72E-03
S phase 146 2,52E-04 4,92E-03
Post-translational protein modification 185 2,95E-04 4,92E-03
G2/M transition of mitotic cell cycle 142 1,02E-03 1,46E-02
Activation of MAPK activity 124 2,17E-03 2,71E-02
Cellular protein complex disassembly 150 2,77E-03 3,08E-02
Macromolecular complex disassembly 176 3,08E-03 3,08E-02
GO:MF Terimi Molekiil Sayis1  p Degeri Adjusted p Degeri
MAPK activity 20 0 0
Transmembrane receptor protein phosphatase activity 19 0 0

ATP binding 1370 4,31E-22 1,44E-20
Adenyl ribonucleotide binding 1400 1,71E-20 4,28E-19
Adenyl nucleotide binding 1400 2,58E-20 5,16E-19
Nucleotide binding 2220 1,70E-19 2,83E-18
Purine ribonucleotide binding 1700 4,28E-16 6,09E-15
Purine nucleotide binding 1710 4,87E-16 6,09E-15
Zinc ion binding 1770 7,92E-08 8,80E-07
Chromatin binding 315 2,49E-07 2,49E-06
GO:CC Terimi Molekiil Sayis1  p Degeri Adjusted p Degeri
Nucleolus 588 3,63E-08 3,63E-06
Perinuclear region of cytoplasm 431 4,16E-07 1,59E-05
Nuclear speck 146 4,78E-07 1,59E-05
Nuclear body 271 4,50E-06 1,12E-04
Transcription factor complex 277 1,05E-05 2,10E-04
Nucleoplasm part 797 2,64E-05 4,40E-04
Lamellipodium 120 7,39E-05 9,99E-04
Nuclear matrix 84 7,99E-05 9,99E-04
Focal adhesion 124 1,28E-04 1,42E-03

4.4.2. Biyoinformatik analizler

Tez c¢alismas1 kapsaminda ikili grup kiyaslamalarinda kesisen iki DEM
grubuna ait miRNA'lar ile ileri biyoinformatik analizler tamamlanmigtir. CTC
(+)/CTC, CTC (-)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamasinda kesisen 5 farkli DEM tespit
edilmistir. Bu miRNA'lar; hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-378g, hsa-miR-
500b-5p ve hsa-miR-4737'dir (Tablo 20).

Tablo 20. CTC (+)/CTC (-), CTC (-)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamasinda kesisen ve CTC durumu
ile iligkili bulunan 5 DEM'in p degerleri, FC ve logFC degerleri.

Grup Kiyaslamasi CTC (+)/CTC () CTC (-/SK _

DEM miRBase ID p Degeri FC  LogFC p Degeri FC LogFC p Degeri FC LogFC
hsa-miR-199a-5p MIMAT0000231 1,84E-02 7,362 2,880 4,25E-03 -15,106 -3,917 2,92E-02 -5,567 -2,477
hsa-miR-326 MIMATO0000756 3.06E-02 5,693 2,509 8,08E-03 -11,763 -3,556 3,30E-02 -4.930 -2,302
hsa-miR-378g MIMATO0018937 2,69E-03 8,663 3,115  2,69E-03 -16,454 -4,040 2,23E-02 -5,590 -2,433
hsa-miR-500b-5p  MIMATO0016925 1,39E-02 6,344 2,665 1,03E-04 -30,922 -4,951 1,10E-03 -12,276 -3.618
hsa-miR-4737 MIMATO0019863 3.56E-02 7.164 2,841 5,08E-03 -14,278 -3,836 4.93E-02 -5.334 -2.415
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CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamasinda kesisen 6 farkli DEM olarak
hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-4754
ve hsa-miR-5691 miRNA'lar1 saptanmistir (Tablo 21). Grup kiyaslamalarinda kesisen
yukaridaki iki DEM grubu CTC tespiti i¢in aday miRNA'lar niteligindedir ve ileri

validasyon ¢aligmalari i¢in 6ncelikli miRNA'lar olarak belirlenmistir.

Tablo 21. CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamasinda kesisen ve CTC durumu ile iligkili bulunan
6 DEM'in p degerleri, FC ve logFC degerleri.

Grup Kiyaslamas: CTC (+)/sK CmMKRK/SK
DEM miRBase 1D p Degeri FC LogFC p Degeri FC LogFC
hsa-miR-181c-5p MIMATO0000258 2,78E-02 -10,979 -3,457 1,74E-02 -8,354  -3,063
hsa-miR-497-5p MIMATO0002820 4,28E-02 -8,502 -3,088 1,08E-02 -7,485  -2,904
hsa-miR-520e MIMATO0002825 2,26E-02 -8,684 -3,118 1,06E-02 -6,990  -2,805
hsa-miR-769-5p MIMATO0003886 3,36E-02 -8,389 -3,069 1,75E-02 -7,264  -2,861
hsa-miR-4754 MIMATO0019894 4,94E-02 -6,831 -2,772 1,42E-02 -6,014  -2,588
hsa-miR-5691 MIMAT0022483 4,54E-02 -7,193 -2,847 1,24E-02 -6,332  -2,663

4.4.2.1. CTC durumuyla iligkili DEM'lerin hedef gen analizleri

Tez galismasinda CTC (+)/CTC, CTC (-)/SK ve mKRK/SK kiyaslamasinda
bulunan 5 farkli DEM ve CTC (+)/SK ve mKRK/SK kiyaslamasinda 6 farkli DEM
gruplarinda yer alan miRNA'larin hedef mRNA'larinin belirlenmesinde mirDIP veri
tabam kullamlmistir. Tlgili DEM gruplarinda en az 3 miRNA tarafindan hedeflenen
genler Tablo 22'de gosterilmistir. 5 DEM grubunda hsa-miR-199a-5p ve hsa-miR-326;
6 DEM grubunda hsa-miR-181c-5p en fazla geni hedefleyen miRNA'lar olarak

bulunmustur.

Tablo 22. CTC durumu ile iligkili DEM'lerin ortak hedef gen analizleri.

Gen Ortak DEM Sayisi 5 DEM Grubu

GPD2 3 hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-500b-5p
OXSR1 3 hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-378g

Gen Ortak DEM Sayist 6 DEM Grubu

AKT3 3 hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-769-5p
BRWD1, KMT2A 3 hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-769-5p
CREBRF, NFIB 3 hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-691
PLAG1 3 hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, has-miR-520e
PLEKHA5 3 hsa-miR-497-5p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-5691
PTBP3 3 hsa-miR-181cl, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-5691
RPS6KA3 4 hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-5691

Yukarida iki ayr1t DEM grubu i¢in ortak hedef olarak bulunan genlerin TCGA
ve GTEx veri tabanlarina ait COAD ve READ veri setlerinde saglikli kontrollerle
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kiyaslanarak hasta

(Sekil 23).

grubunda ekspresyon profillerine yonelik analizleri yapilmistir
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Sekil 23. DEM gruplarina ait ortak hedeflenen genlerin TCGA ve GTEx verilerinde ekspresyon
grafikleri. Kirmiz1 renk timor 6rnek grubunu, gri renk ise saglikli 6rnek grubunu temsil etmektedir.
Istatistiksel anlamlilik kirmiz1 y1ldiz ile gdsterilmistir (p<0,05).
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Al DEM grubu icinde ortak hedeflenen genler arasinda AKT3 (AKT
Serine/Threonine Kinase 3), CREBRF (CREB3 Regulatory Factor) ve PTBP3
(Polypyrimidine Tract Binding Protein 3) genleri anlamli bulunurken 5 DEM grubu
icinde yalmizca GPD2 (Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 2) geni anlamli
bulunmustur.

Ek olarak, hastalarin patolojik evrelerine dayali olarak diferansiyel
ekspresyonlarin1 hesaplayan patolojik evre analizlerinde 6 DEM grubu iginde
hedeflenen AKT3 ve PLAG1 (Pleiomorphic Adenoma Gene 1) genlerinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlenmistir. (p<0,05) (Sekil 24).

F value = 2.85 o F value = 9.05
Pr(>F) = 0.0373 Pr(>F) = 8.8e-06

e Al

Stage | Stage Il Stage il Stage IV Stage | Stage Il Stage Iil Stage IV
AKT3 PLAGI

Sekil 24. TCGA ve GTEX veri setlerinde anlamli bulunan genlerin patolojik evre grafikleri (A) AKT3
geni (B) PLAG1 geni.

Son olarak, hastalarm DEM gruplari tarafindan ortak hedeflenen genlerin
TCGA ve GTEXx veri tabalarina ait hastalarin aylik sagkalim siirelerine gére OS analizi
yapilmistir. Yapilan OS analizlerinde 6 DEM grubu i¢inde hedeflenen PLAG1 geni
istatistiksel olarak anlamli (log-rank p=0,0052) oldugu gozlenmistir (Sekil 25).
Patolojik evre ve OS analizlerinde ortak istatistiksel olarak anlamli bulunan tek gen

PLAG1 geni olarak saptanmigtir.

67



Overall Survival

2 — Low PLAG1 TPM
—— High PLAG1 TPM
Logrank p=0.0052
o | HR(high)=1.9
o “uL L p(HR)=0.0059
= n(high)=178
O N n(low)=180
S o |
5° | &L
m .....
T
Q =
S S
1)
a
o
(=]
o |
o
T T T
0 50 100 150

Months

Sekil 25. PLAG1 geninin TCGA ve GTEX veri tabalarma ait verilerle KRK'e yonelik sagkalim analizi.

4.4.2.2. DEM'lerin transkripsiyon faktdrleri ile regiilator etkilesimleri

Belirlenen 2 DEM grubunun TF ile etkilesimlerinin belirlenmesinde TransmiR
veri tabani kullanilmistir. TransmiR veri tabaninda iki grupta yer alan miRNA'lar ayn1
anda analiz edilmistir. Ilgili DEM gruplarinda hedeflenen TF'ler hipergeometrik test
uygulanarak bulunan p degeri, Bonferroni ve FDR degerleri Tablo 23'te gosterilmistir.

Tablo 23. CTC durumu ile iliskili DEM'lerin transkripsiyon faktor etkilesimleri ve p degerleri,
Bonferroni ve FDR analizi degerleri.

Transkripsiyon

Faktori 5 DEM Grubu p Degeri Bonferroni FDR
BRD2 hsa-miR-326, hsa-miR-4737 3,65E-03 0,4485 0,409
CBX5 hsa-miR-4737 8,25E-03 1 0,409
CRY1 hsa-miR-4737 1,23E-02 1 0,409
MBD2 hsa-miR-4737 1,64E-02 1 0,409
PRDM5 hsa-miR-326 1,85E-02 1 0,409
CLOCK hsa-miR-4737 2,46-02 1 0,409
BRD3 hsa-miR-500b-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-4737 2,59E-02 1 0,409
NR1H4 hsa-miR-199a-5p 2,66E-02 1 0,409
TWIST1 hsa-miR-199a-5p 4,87E-02 1 0,648
Z;irggl:élpswon 6 DEM Grubu p Degeri Bonferroni FDR
AKT1 hsa-miR-181c-5p 1,54E-02 1 0,837
hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e, has-
RAD21 miR-769-5p, hsa-miR-4754 2,18E-02 ! 0,837
ZNF750 hsalR-181c-5p, hsa-miR-4754 2,57E-02 1 0,837
CEBPZ hsa-miR-769-5p 3,82E-02 1 0,837
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4.4.2.3. DEM'lerin IncRNA analizleri

Grup kiyaslamalar ile elde edilen 5 DEM ve 6 DEM gruplarinda yer alan
miRNA'larla interaksiyonu olan IncRNA'larin belirlenmesinde RNAInter veri tabani
kullanilmistir. RNAInter veri tabaninda miRNA'lar tekli olarak analiz edilmistir. Ilgili
veri tabaninda hedef IncRNA'larin belirlenmesinde giincel literatiirde elde edilen giiglii
ve zay1f deneysel verilere gore bir skor hesaplanmistir. En fazla sayida miRNA (n=4)
tarafindan hedeflenen IncRNA SNHG16 (Small nuclear RNA host gene 12) olarak
tespit edilmistir. Ilgili DEM'lerin IncRNA etkilesimleri ve skorlar1 Tablo 24'te

gosterilmistir.

Tablo 24. CTC durumu ile iligkili DEM'lerin IncRNA etkilesimleri ve filtrelenen deneysel kanit tiiriine
gore ilgili skorlari. Skor 1 sayisina ne kadar yakinsa IncRNA-miRNA interaksiyon tahmini o kadar
gucluddr.

MiRNA Grubu MiRNA Gi¢li Deneysel Kanit Zayif Deneysel Kanit
IncRNA Skor IncRNA Skor
CDKN2B-AS1 0,5235 SNHG29 0,2129
CT70 0,476 MIR600HG 0,2129
hsa-miR-199a-5p SNHG12 0,4605 RRN3P2 0,2129
PVT1 0,3829 TUG1 1E-10
DNM30S 0,3274 - -
JPX 0,2129 - -
TUGL 1E-10 - -
5 DEM HOTAIR 0,6343 MRPL20-AS1 0,2129
Grubu SNHG1 0,5241 SNHG29 0,2129
hsa-miR-326 EWSAT1 0,5221 - -
SNHG1 0,4608 - -
H19 0,3878 - -
. HOXA101 0,1611 C170rf102 0,2136
hsa-miR-378g LINC00324 0,1611 - -
. MEG3 0,3126 SNHG16 0,3118
hsa-miR-500b-5p SNHG16 0.3118 i i
hsa-miR-4737 - - RAD51-AS1 0,3024
MiRNA Grubu MiRNA Giiclii Deneysel Kanit Zayif Deneysel Kanit
IncRNA Skor INcCRNA Skor
. - - RRN3P2 0,2129
hsa-miR-181c-5p - - PW 0.2129
PVT1 0,4648 PVT1 0,4648
XIST 0,4613 SNHG16 0,4109
SNHG16 0,4109 EPB41L4A-AS1 0,2129
GACAT3 0,3688 MCM3AP-AS1 0,2129
hsa-miR-497-5p MALAT1 0,1611 LINC00339 0,2129
- TEX41 0,2129
- LINC02035 0,2129
gzﬁﬂ" - CTBPL.DT 0,2129
- MRPL20-AS1 0,2129
SNHG16 0,5521 SNHG16 0,5521
hsa-miR-520e MIR17HG 0,4041 MIR17HG 0,4041
LINC00598 0,2114
hsa-miR-769-5p SNHG16 0,2328 SNHG16 0,2328
. NORAD 0,3693
hsa-miR-4754 ) ) LINCO1551 0,1174
hsa-miR-5691 - - - -

69



4.4.2.4. DEM'lerin KEGG yolak zenginlestirme analizleri

Belirlenen 2 DEM grubunda yer alan miRNA'larin KEGG yolak
zenginlestirme analizlerinde DIANA-miRPath (v.3.0) veri tabani kullanilmustir (Sekil
26).
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Sekil 26. DEM gruplarinin KEGG yolak zenginlestirme analizi (A) 5 DEM grubu (B) 6 DEM grubu.
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4.4.2.5. DEM'lerin IPA ile fonksiyonel zenginlestirme analizi

Iki DEM grubunda yer alan miRNA'larin fonksiyonel zenginlestirme analizleri
IPA yazilimi (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) ile tamamlanmistir. Ilgili DEM
gruplarindaki en az 3 miRNA'nin dahil oldugu hastalik veya fonksiyon anotasyon
sonuglari, p degerleri ve ilgili miRNA'lar Tablo 25'te verilmistir. 6 DEM grubunda 3
miRNA'nn dahil oldugu hastalik yalnizca KRK olarak bulunmustur (p=4,03E-02).
Bununla birlikte, iki DEM grubunda kesisen tek hastalik "KRK" olarak saptanmustir.

Tablo 25. CTC durumu ile iligkili DEM'lerin IPA lisansli yazilimi ile fonksiyonel analiz sonuglari.

DEM Hastalik/Fonksiyonel Anotasyon p Degeri  MiRNA

5 DEM  Colorectal cancer 1,22E-02  hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-500-5p
Cervical squamous cell carcinoma 2,42E-05  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e
ﬁﬁé’spm“fem'on of carcinoma cell 4 97E.04  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e
Chronic inflammatory disorder 1,01E-03  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-769-5p

6 DEM Apoptosis of tumor cell lines 3,96E-03  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e
Inflammation of organ 4,26E-03  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-769-5p
:ggli%r;]wmatlon of absolute anatomical 6,87E-03  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-769-5p
Prostate cancer 1,22E-02  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e
Colorectal cancer 4,03E-02  hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e

Bes DEM grubundaki miRNA'lar igin etkilesim sayis1 44 olarak bulunmustur.
Molekiil sayisina gore siraladigimizda 3 miRNA (hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-362-5p
ve hsa-miR-500-5p) tarafindan hedeflenen tek etkilesim "KRK" olarak bulunmustur
(p=1,22E-02) Buna ek olarak, hsa-miR-497-5p'nin Dukes evreleme sistemine gore
ileri evre KRK (p=1,95E-03) ve evre Il KRK (p=1,48E-05) ile anlaml1 bir iliski tespit
edilmistir.

Alt1 DEM grubundaki miRNA'lar i¢in etkilesim sayist 122 olarak bulunmustur.
Molekiil sayisina gore siraladigimizda en az 3 miRNA tarafindan hedeflenen kanserle
iligkili 8 farkli etkilesim bulunmustur (p<0,05). Sekizinci sirada yer alan KRK ile
etkilesimde yer alan 3 miRNA hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e'dir
(p=4,03E-02). Ek olarak, hsa-miR-520e ile Dukes evreleme sistemine gore ileri evre
KRK arasinda anlamli bir iligki saptanmustir (p=1,46E-03) (Sekil 27).
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Sekil 27. IPA lisansli yazilimi ile fonksiyonel zenginlestirme analizleri (A) 5 DEM grubu (B) 6 DEM
grubu.

4.4.2.6. DEM'lerin TCGA verileri ile karsilastiriimasi

Mikroarray veri analizlerinde tespit edilen 2 farkli DEM grubuna ait
miRNA'larin ekspresyon profilleri TCGA veri tabanina ait COAD ve READ veri
setlerindeki RNA-seq verileri ile CancerMIRNome veri tabaninda karsilastirilmastir.
Bes DEM grubuna ait hsa-miR-378g ve hsa-miR-4737 ve 6 DEM grubuna ait hsa-
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miR-520e, hsa-miR-4754 ve hsa-miR-5691'in ilgili veri setlerinde ekspresyon
degerlerine ulasilamamistir. Diger tiim miRNA'lara ait analiz sonuglar1 Tablo 26'da
sunulmustur. Bes DEM grubunda yer alan hsa-miR-199a-5p ve hsa-miR-500b-5p ve
6 DEM grubunda yer alan hsa-miR-181c-5p ve hsa-miR-769-5p COAD ve READ veri

setleri ile karsilastirildiginda sonuglarimiz ile uyumlu bulunmustur (p<0,05).

Tablo 26. DEM gruplarinda yer alan miRNA'larin ekspresyon profillerinin TCGA veri setlerinde yer
alan RNA-seq verileri ile karsilagtirilmasi.

Colon Adenocarcinoma (COAD)

DEM MIRNA logFC p Degeri Adj p Degeri AUC ROC p Degeri
hsa-miR-199a-5p -0,812 1,23E-02 1,56E-02 0,79 9,5146

5 DEM hsa-miR-326 2,690 2,21E-06 3,75E-06 0,9 1,72E-98
hsa-miR-500b-5p -1,333 3,67E-03 4,87E-03 0,71 4,16E-25
hsa-miR-181c-5p -0,025 9,40E-01 9,46E-01 0,52 4,12E-01

6 DEM hsa-miR-497-5p 0,467 1,84E-01 2,03E-01 0,66 1,54E-14
hsa-miR-769-5p -1,062 1,60E-06 2,74E-06 0,93 1,52E-104

. Rectum Adenocarcinoma (READ)

DEM MIRNA logFC p Degeri Adj p Degeri AUC ROC p Degeri
hsa-miR-199a-5p -0,641 2,68E-01 3,0101 0,72 1,10E-11

5 DEM hsa-miR-326 3,605 1,09E-06 2,46E-06 1 1,60E-57
hsa-miR-500b-5p -3,051 1,34E-06 2,98E-06 0,95 4,82E-46
hsa-miR-181c-5p -0,594 2,35E-01 2,74E-01 0,74 1,95E-13

6 DEM hsa-miR-497-5p 0,714 1,31E-01 1,59E-01 0,79 5,56E-19
hsa-miR-769-5p -1,436 2,08E-04 3,62E-04 0,98 5,89E-54

p<0,05 degeri anlamli olan sonuglar tabloda koyu renkle gosterilmistir (AUC: Area Under the Curve; ROC:
Receiver Operating Characteristic).

Bununla beraber, veri setlerinde bulunan ayni miRNA'larin Kaplan Meier
(KM) Survival Analysis analizleri tamamlanmistir. Fakat, herhangi bir miRNA

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

KRK diinya genelinde kansere bagli 6liimler arasinda ikinci ve en sik goriilen
Uclinct kanser turudar (Sung ve ark., 2021). KRK gelisiminde, benign adenomlar
araciligiyla normal epitel hiicrelerin malign karsinoma doniismesi ve metastazla
sonuglanmasi ¢ok basamakli bir siiregtir (Dekker ve ark., 2019).

Likit biyopsi, kanserin klinik yonetiminde son yillarda tercih edilen 6nemli bir
hassas tip yaklasimidir (Imamura ve ark., 2016). Doku biyopsi yontemine gore
avantajlar1 olan likit biyopsi yontemi ile dolasimdaki tiimor belirteclerinin analizleri
kanser aragtirmalar1 i¢in 6nem kazanmistir (Joshi, 2023).

Giiniimiizde, klinikte mKRK risk degerlendirilmesi ve buna bagli olarak tedavi
yonetimi igin gelistirilen molekiiler imzalarmin saptanmasi, spesifik hasta alt
gruplarina yonelik yeni tedavi yaklasimlarmin belirlenmesini kolaylagtirmaktadir.
Genetik ve epigenetik analizler ile kisiye 6zgili tedavi se¢imine ve daha az sayida
hastanin etkisiz tedavilerden toksisiteye maruz kalmamas: amaglanmaktadir (Filip ve
ark., 2020). Buna bagli olarak, mKRK i¢in 6nemli bir likit biyopsi belirteci olan
CTC'lerin rutin kullanimlarinin asagida bahsedilen ve klinikte bosluk bulunan 6nemli
kisimlart doldurma potansiyeli yiiksektir (Petrik ve ark., 2022). Bu klinik uygulamalar;

- Hastalara uygulanacak tedavinin secimi ve bu tedavi sdrecinin izlenmesi,

- Kemoterapi yanitinin izlenmesi ve CTC sayisi ile kemoterapinin duyarliliginin
tespiti,

-  CTC'lerin EGFR ve KRAS durumlari ile hedefe yonelik tedavilerin
belirlenmesi,

- CTC (+) olan hastalarda daha kisa PFS'nin belirlendigi i¢in hastanin takibi,

- Cerrahirezeksiyondan sonra CTC (-) olan hastalarin tedavi yanitinin izlenmesi,

- CTC'lerin tek veya CTC kumeleri olarak analizleri ile heterojenitenin
belirlenmesi,

- CTCl'lerin, ctDNA ve primer timor dokusu ile genetik profillerinin
karsilastirilmasi ile heterojenitenin belirlenmesi seklinde siralanabilir.

Diger bir likit biyopsi analiti olan dolagimdaki miRNA ekspresyonlarinin
metastatik stlireci predikte etme potansiyelleri gosterilmis olsa da henliz KRK

metastazini predikte edebilecek ve risk degerlendirmesinde kullanilabilecek hassas ve
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6zgiil miRNA kombinasyonlar1 gelistirilememistir (Niu ve ark., 2021; Wen ve ark.,
2020). Giincel literatiirde KRK hastalarinin serum 6rneklerinde hsa-miR-29, hsa-miR-
200c, hsa-miR-203 gibi farkli miRNA ekspresyon seviyelerinin karaciger metastazi ve
ileri timor evreleri ile anlamli derecede iliskilendirilmistir (Hur ve ark., 2017;
Toiyama ve ark., 2014; Wang, & Gu, 2012). Dolayisiyla, literatiirdeki bu ¢alismalarin
sayis1 artarak mevcut eksiklikler tamamlandiginda, KRK hastalarinin  miRNA
analizleri ile mevcut klinik yaklagimlara tamamlayici bir yaklasim saglanacaktir.

Tez calismasinda CTC durumuna gore smiflandirilmis mKRK'l hasta
gruplarinin ve SK'lerin kan drneklerinde mikroarray analizi ile miRNA profillemesi
gerceklestirilmis ve CTC varlhigi/yoklugu ile dolasimda ekspresyonu degisen miRNA
imzalart arastirilmigtir. Calismaya dahil edilen 48 hastanin CTC durumlar1 CEA,
EGFR ve EpCAM belirteclerine gore AdnaTest yontemi ile tespit edilmis ve 18 drnek
CTC (-), 30 ornek ise CTC (+) olarak degerlendirilmistir. CTC arastirmalarinin en
biiyiik zorlugu olarak bilinen CTC'lerin tespiti ve izolasyonu goz Oniine alindiginda,
CTC varhigini isaret eden dolasimdaki miRNA'larin timdr agresifligini ve metastazi
daha hassas bir sekilde predikte edebilecegi diisiiniilmektedir. Aragtirma kapsaminda
gruplandirma CTC (+) ve CTC (-) ve SK olmak (zere toplam 3 farkli sekilde
tasarlanmistir. Gruplar aras1 degerlendirmeler yapilarak DEM'ler belirlenmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen mikroarray verisinin istatistiksel
analizlerinde CTC (+)/CTC (-), CTC (+)/SK, CTC (-)/SK ve mKRK/SK ikili grup ve
CTC (+)/CTC (-)/SK iiglii grup olmak tizere 5 farkli sekilde birbiri ile kiyaslanmustir.
Yapilan analizlerde her bir grup kiyaslamasi i¢in ilk 10 DEM belirlenmistir. CTC
(+)/CTC (-) grubunda p degeri en anlamli miRNA hsa-miR-6890-5p (p=4,47E-04)
olarak bulunurken CTC (-)/SK grubunda ise hsa-miR-500b-5p (p=1,03E-04) olarak
saptanmistir. CTC (+)/SK ve mKRK/SK gruplarinda kesisen p degeri (sirasiyla
p=4,21E-03, p=9,79E-05) en anlamli ve ilk sirada yer alan miRNA hsa-miR-141-3p
olarak tespit edilmistir. Ug farkl1 grupta ilk 10 DEM arasinda en fazla kesisim gdsteren
DEM'ler ise hsa-miR-15b-3p, hsa-miR-141-3p ve hsa-miR-190a-5p olarak
belirlenmistir. Ikili grup kiyaslanmalarinda p<0,05 altinda ve FC>2 veya <-2
araliginda ve anlamli bulunan DEM'lerin hedef genleri ile KEGG ve GO
zenginlestirme analizleri gerceklestirilmis ve anlamli ilk 10 KEGG ve GO terimleri

listelenmistir. Tiim gruplarda ilk 10 KEGG terimi iginde yer alan 3 terim; "Pathways
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in cancer”, "HTLV-1 (Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1) infection”, "Protein
processing in ER™ olarak bulunmustur. Bu yolaklar iginde HTLV-I enfeksiyonu gibi
onkojenik viral enfeksiyonlar diinya ¢apinda kanser turlerinin yaklasik %10-15'inden
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu virtsler kronik inflamasyon, hiicresel
transformasyon ve immiin baskilama gibi c¢esitli mekanizmalarla karsinogenezi
tetikleyebilmektedir (Koya ve ark., 2021).

Ikili grup kiyaslamalarinda kesisen iki DEM grubuna ait miRNA'lar ile ileri
biyoinformatik analizler tamamlanmistir. CTC (+)/CTC, CTC (-)/SK ve mKRK/SK
kiyaslamasinda 5 DEM olarak hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-378g, hsa-
miR-500b-5p ve hsa-miR-4737 tespit edilirken CTC (+)/SK ve mKRK/SK
kiyaslamasinda 6 DEM olarak hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520¢g,
hsa-miR-769-5p, hsa-miR-4754 ve hsa-miR-5691 saptanmistir. Bu 2 DEM
grubundaki miRNA'lar CTC tespiti i¢in aday niteligindedir ve ileri validasyon
caligmalari i¢in 6ncelikli miRNA'lardir.

Bununla birlikte, belirlenen DEM gruplarinda yer alan miRNA'larin hedef
genleri in silico analizlerle belirlenmistir. 6 DEM grubunda yer alan 4 miRNA
tarafindan hedeflenen ve en yiiksek sayida miRNA'nin hedefledigi gen RPS6KA3
(Ribosomal Protein S6 Kinase A3) olarak bulunmustur. Cai ve arkadaslari, KRK'de
RPS6KAG geninin ekspresyonun azaldigini ve bu degisikligin Klinik-patolojik
ozellikler ve genel sagkalim ile iliskili oldugunu bildirmistir (J. Cai ve ark., 2014).

Iki DEM grubu icin ortak hedef olarak bulunan genlerin TCGA ve GTEXx veri
tabanlarma ait COAD ve READ veri setlerinde ekspresyon profilleri belirlenmistir.
Alt1 DEM grubu i¢inde ortak hedeflenen genler arasinda AKT3, CREBRF ve PTBP3
genleri anlamli bulunurken 5 DEM grubu i¢inde yalnizca GPD2 geni anlamli
bulunmustur. Ilgili veri setlerinde GPD2 ve PTBP3 ekspresyonlar: artarken; AKT3
CREBRF genlerinin ekspresyonlar1 azalmistir.

Ek olarak, hedef genlerin patolojik evre analizlerinde AKT3 (Pr(>F)=0,0373)
ve PLAG1l (Pr(>F)=8,8E-06) genlerinin diferansiyel ekspresyonunun istatistiksel
olarak anlamli oldugu gézlenmistir (p<0,05). AKT3 geni bir onkogen olarak fonksiyon
gostermektedir ve AKT3'lin asir1 ekspresyonu, p53, p2l ve p27 regilasyonun
azalmasina ve Cyclin D1, Bcl2 ve XIAP regulasyonun artmasina yol agmaktadir (Li ve
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ark., 2017). PLAG1 geni, farkli kanser tirleriyle iliskili bir onkogen olarak
bilinmektedir (Juma ve ark., 2016).

Hedef genlerle ilgili son olarak, TCGA ve GTEx veri tabalarina ait hastalarin
aylik sagkalim siirelerine gore OS analizi yapilmistir. Yapilan OS analizlerinde 6 DEM
grubu iginde hedeflenen PLAGL1 geni istatistiksel olarak anlamli (log-rank p=0,0052)
oldugu gozlenmistir. Patolojik evre ve OS analizlerinde ortak istatistiksel olarak
anlamli bulunan tek gen PLAG1 geni olarak saptanmuistir.

DEM gruplarinda yer alan miRNA'larin transkripsiyon faktor etkilesimleri
analiz edilmistir. Sonugta, 5 DEM grubuna ait 9 TF, 6 DEM grubuna ait 4 TF
istatistiksel olarak anlamli TF bulunmustur (p<0,05). BET (Bromodomain and Extra-
Terminal Domain) protein ailesinde yer alan BRD2 (Bromodomain Containing 2)
niikleozomal histonlardaki asetillenmis lizin kalintilar1 gibi epigenetik belirtegleri
tanimaktadir ve ¢esitli insan kanserlerinin olusumu ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir
(Doroshow, Eder, & LoRusso, 2017). Cesitli calismalar BET proteinlerinin kromatini
yeniden diizenlemesi ile hiicre dongusun, proliferasyonu ve metastazi regiile ettigini
bildirmistir (Tian ve ark., 2020).

Buna ek olarak, 5 DEM ve 6 DEM grubunda yer alan miRNA'larla
interaksiyonu olan IncRNA'larin belirlenmistir. En fazla sayida miRNA (n=4)
tarafindan hedeflenen IncRNA SNHG16 olarak bulunmustur. Wang ve arkadaslari,
SNHG12'nin KRK hiicrelerinde hiicre biiyiimesini arttirdigint ve hiicre apoptozunu
inhibe ettigini kesfederek KRK i¢in yararl bir biyobelirte¢ olabilecegini gostermistir
(Wang, Xu, Wu, & Shen, 2017).

Gruplardaki miRNA'lara yo6nelik tamamlanan fonksiyonel zenginlestirme
analizinde ECM-reseptor etkilesimi, kanserde proteoglikanlar, Hippo sinyal yolag1 iki
DEM grubu iginde ortak bulunmustur. ECM-reseptor etkilesim yolagi, tlmor
sheeding, timor adhezyonu, timoOr degredasyonu, migrasyon ve hiperplazi
sureclerinde 6nemli rol oynamaktadir (Bao ve ark., 2019). Hiicre yiuzeyinin ve hiicre
mikrogevresinin temel molekiler efektorleri olan proteoglikanlar, neoplastik
blylmeyi ve neovaskiilarizasyonu diizenleyen ligandlar ve reseptorlerle etkilesime
girme yetenekleri sayesinde kanserde ve anjiyogenezde bir¢ok islevi yerine
getirmektedir (lozzo, & Sanderson, 2011). Hippo sinyal yolagi, proliferasyon ve

apoptoz da dahil olmak iizere tiimor olusumunda gorevli birgok hiicresel streci kontrol
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ederek farkli kanser tlrlerinde siklikla disregule oldugu bilinmektedir (Harvey, Zhang,
& Thomas, 2013). Bununla birlikte, iki DEM grubunda yer alan miRNA'larin
fonksiyonel zenginlestirme analizlerinde en az 3 miRNA'nin dahil oldugu kesisen tek
hastalik KRK'dir. Tez ¢alismas1 kapsaminda mKRK hasta orneklerinde mikroarray
analizi tamamlandig1 icin miRNA fonksiyonel analizlerinde 2 DEM grubu i¢in kesisen
tek hastaligin KRK olmasi sonuglarimizla uyumlu oldugunu géstermektedir.

Son olarak, tespit edilen 2 farkli DEM grubuna ait miRNA'larin TCGA veri
tabanina ait COAD ve READ veri setlerindeki doku drneklerine ait RNA-seq verileri
ile karsilagtirilmistir. Bes DEM grubunda yer alan hsa-miR-199a-5p ve hsa-miR-500b-
5p'in ekspresyonu veri setleri ile uyumlu iken hsa-miR-326'in ekspresyonu veri
setlerinde yer alan ekspresyon durumu ile zit bulunmustur. Alti DEM grubunda yer
alan hsa-miR-181c-5p ve hsa-miR-769-5p'nin ekspresyonu veri setlerinde ile
paralellik gosterirken hsa-miR-497-5p'nin ekspresyonu veri setlerinde ile ters oldugu
saptanmistir.

Mikroarray veri analizinde CTC (+)/CTC, CTC (-)/SK ve mKRK/SK
kiyaslamasinda belirlenen 5 DEM (hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-326, hsa-miR-378g,
hsa-miR-500b-5p ve hsa-miR-4737) ve CTC (+)/SK ve mKRK/SK kiyaslamasinda
saptanan 6 DEM (hsa-miR-181c-5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-769-
5p, hsa-miR-4754 ve hsa-miR-5691) gruplarinda yer alan miRNA'larin
ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmistir.

Bes DEM Grubundaki MiRNA'lar

hsa-miR-199a-5p ile ilgili yapilan ¢alismalar farkli kanser tlrlerinde bir timor
baskilayici olarak islev gordiigiinii gostermistir. hsa-miR-199a-5p'nin, oral skuamdéz
hicreli karsinomda IKBKB'y1 (Inhibitor of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit
Beta) hedefleyerek NF-xB (Nuclear Factor kappa B) yolaginin diizenlenmesi ile bir
timor baskilayici olarak rol oynadigi tespit edilmistir (Wei ve ark., 2019). Pek ok
calisgmada farkli kanser tlrinde hsa-miR-199a-5p'nin ekspresyonunu azaldigini ve
buna bagl olarak timor baskilayict fonksiyonlarini tanimlamistir (Q. Wang ve ark.,
2019; Wei ve ark., 2019; Ye ve ark., 2015). Hu ve arkadaslari, KRK dokularinda ve
hiicre hatlarinda hsa-miR-199a-5p ekspresyonun azaldigini ve timdr progresyonu ile
iliskili hedefledigi DDR1'in (Discoidin Domain Receptors 1) buna bagli olarak

ekspresyonun 6nemli miktarda arttigini tespit etmiglerdir. hsa-miR-199a-5p'nin asir1
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ekspresyonuyla DDR1'in inhibisyonu, KRK hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin,
migrasyonun ve invazyonun azalmasiyla sonuglanmistir. Bu nedenle, DDR1
ekspresyonu, EMT surecini destekleyerek KRK ilerlemesine yol acabilecegini
Onermislerdir (Hu ve ark., 2014). Bununla beraber, son yillarda hsa-miR-199a-5p'nin
KRK neoplazisi i¢in umut verici bir biyobelirte¢ oldugu belirtilmistir (Coleman, &
Kuwada, 2024; Zhao ve ark., 2022). Tez c¢alismasinda tamamlanan mikroarray
sonucunda mKRK/SK grup kiyaslamasinda hsa-miR-199a-5p anlatiminin azaldigi
(logFC=-2,477) ve CTC (+)/CTC (-) grup kiyaslamasinda ise CTC (+) grubunun
ortalamasmin CTC (-) grubunun ortalamasina gére anlatimin arttigi (logFC=2,88)
bulunmustur.

hsa-miR-326 ile ilgili yapilan arastirmalarda bu miRNA'nin disik
ekspresyonun kotu progresyon, timor gelisimi, metastaz ile 6nemli olgiide iligkili
oldugu raporlanmistir (Pan, Wan, & Wang, 2019). Buna ek olarak, azalmis hsa-miR-
326 ekspresyonunun, farkli kanser tiirlerinde metastaz riski ile pozitif bir iliskisi
oldugu belirtilmistir (Pan ve ark., 2019). Literatirde hsa-miR-326'nin bir timor
baskilayici gen olarak gorev yapabilecegine ve bircok kanser tiiriinde tiimor prognozu
ile iliskili olduguna dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Liang ve ark., 2018; Pan ve
ark., 2019; Wu ve ark., 2015). Buna ek olarak, KRK'da hsa-miR-326'nin, E2F1'i (E2F
Transcription Factor 1) dogrudan inhibe ederek KRK hiicrelerinin gogalmasini tersine
cevirebildigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Bao ve ark., 2021). Tez
calismasinin mikroarray sonucunda mKRK/SK grup kiyaslamasinda hsa-miR-326
anlatiminin azaldig1 (logFC=-2,302) ve CTC (+)/CTC (-) grup kiyaslamasinda ise
CTC (+) grubunun ortalamasmin CTC (-) grubunun ortalamasina gore anlatimin arttigi
(logFC=2,509) bulunmustur.

hsa-miR-378¢g ile yapilan ¢alismalarda miR-378 ailesine ait miRNA'larin
anlatimin azalmas: ile hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi birgok hiicresel
yolag etkiledigi gosterilmistir (Cui, Dai, Liu, & Cao, 2021; W. Li ve ark., 2020;
Zhang, Zhou, Xiao, Li, & Zhou, 2014). Bu miRNA'nin KRK dokusunda tan1 ve tedavi
icin non-invaziv bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (G. J. Zhang ve
ark., 2014). Bu aile tyelerinden biri olan hsa-miR-378g'nin larinks kanseri ve oral
skuamoz hucreli karsinom dahil olmak tzere farkl: tiirde kanserlerde timér baskilayict

bir rol oynayabilecegi bildirmistir (Cui ve ark., 2021; W. Li ve ark., 2020). Gungormez
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ve arkadaslari, evre II KRK hastalarinin doku orneklerinde yaptiklart miRNA
mikroarray ¢alismasinda literatiirde ilk kez KRK hasta grubunda hsa-miR-378g'in
ekspresyonunun KRK hasta orneklerinde azaldigmi tespit etmislerdir (Gungormez,
Gumushan Aktas, Dilsiz, & Borazan, 2019). Tez ¢alismasinin mikroarray sonucunda
mKRK/SK grup kiyaslamasinda hsa-miR-378¢g anlatiminin azaldig1 (logFC=-2,483)
ve CTC (+)/CTC (-) grup kiyaslamasinda ise CTC (+) grubunun ortalamasinin CTC (-
) grubunun ortalamasma gore anlatimin arttigr (logFC=3,115) bulunmustur. Bu
kapsamda, Gungormez ve arkadaslarinin sonuglar1 ile arastirma sonuglarimizin
uyumlu oldugu tespit edilmistir.

hsa-miR-500b-5p ile ilgili yapilan kanser ¢aligmalar1 diger miRNA'lara goére
olduke¢a sinirlidir. Rong ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada hsa-miR-500b-
5p'nin oral skuaméz hiicreli karsinom gelisimini inhibe ettigi ilk kez dogrulanmistir
(Rong ve ark., 2022). ilgili ¢alismada hsa-miR-362-5p ve hsa-miR-500b-5p'nin oral
skuamoz hucreli karsinom hicrelerinde RNF145'i (Ring Finger Protein 145) dogrudan
hedefledigi gosterilerek ve bu hicrelerde yuksek RNF145 ekspresyon seviyesi
dogrulanmustir. Ayrica, RNF145 anlatimmin azalmasmin oral skuamdéz hicreli
karsinomu inhibe ettigi kanitlanmigtir (Rong ve ark., 2022). Tez caligmasinin
mikroarray sonucunda mKRK/SK grup kiyaslamasinda hsa-miR-500b-5p'nin
anlatiminin azaldig1 (logfFC=-3,618) ve CTC (+)/CTC (-) grup kiyaslamasinda ise
CTC (+) grubunun ortalamasmin CTC (-) grubunun ortalamasina gore anlatimin arttig1
(logFC=2,665) bulunmustur. Boylece, glincel literatiire gére hsa-miR-500b-5p'nin ilk
kez bu calismada KRK ile iliskili aday miRNA oldugu sunulmustur. Ek olarak,
MKRK/SK grup kiyaslamasinda 5 DEM grubunda logFC degerlerine gore anlatimi en
cok azalmig miRNA'dr.

hsa-miR-4737 ile ilgili yapilan arastirmalarda kanser tiiriine gore anlatim
profili degiskenlik gostermistir. Gaballah ve arkadaglari, prostat kanseri hiicre
hattindan koken alan kiigiik hiicre dis1 vezikiillerde hsa-miR-4737'nin anlatimin
arttigini tespit etmistir (Gaballah ve ark., 2022). 2021 yilinda Stang ve arkadaslari
KRK hasta grubuna ait kan 6érneklerinde miRNA mikroarray analizi gergeklestirmistir.
Ilgili ¢aligma kapsammda tamamlanan biyoinformatik analizlerde mKRK hasta
grubunda hsa-miR-4737'nin anlatimin azaldig: tespit edilmistir (Stang ve ark., 2021).

Tez calismasmin mikroarray sonucunda mKRK/SK grup kiyaslamasinda hsa-miR-
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4737'nin  anlatimmin azaldigt (logFC=-2,415) ve CTC (+)/CTC (-) grup
kiyaslamasinda ise CTC (+) grubunun ortalamasinin CTC (-) grubunun ortalamasina
gore anlattimin arttigr (logFC=2,841) bulunmustur. Buna bagh olarak, Stang ve
arkadaglarinin sonuglari ile arastirma sonug¢larimizin uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Bes DEM grubuna ait miRNA'larla ilgili glncel literatirde tamamlanan
calismalarin sonuglar ile tez ¢alismasinda anlatimi azalmis olarak bulunan DEM
grubu sonuglar1 ile paralellik gostermektedir. mKRK/SK grup kiyaslamasinda
anlatimlar1 azalmis olan bu miRNA'lar CTC (+)/CTC (-) grup kiyaslamasinda ise CTC
(+) grubunun CTC (-) grubuna gore ekspresyon degerlerinin goreceli olarak arttigi
gozlenmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda tamamlanan biyoinformatik analizlerde hsa-
miR-326'nin COAD ve READ veri setlerinde anlatimmin arttign gozlenmis
(logFC=2,69 ve logFC=3,605) ve 5 DEM grubu iginde anlatimi sonuglarimiz ile zit
olan tek miRNA olarak belirlenmistir. Buna ragmen, literatiirde hsa-miR-326'nin
tiimor baskilayici olarak rol oynadigi ve sonuglarimizin uyumlu oldugu bulunmustur.
Altt DEM Grubundaki MiRNA'lar

hsa-miR-181c-5p ile ilgili yapilan arastirmalarda bu miRNA'nin miR-181
ailesinin bir (yesi oldugu ve ¢esitli kanser tlrlerinde tumor baskilayict olarak rol
oynadigi saptanmistir. Slattery ve arkadaslari, kolon adenokarsinoma ait doku
orneklerinde hsa-miR-181c-5p'nin normal kolon dokusuna gore anlatiminin anlamli
derecede azaldigini tespit etmislerdir (p<0,001) (Slattery ve ark., 2016). Abd ElAziz
ve arkadaslar1, hepatoselliler karsinomda in vitro ve in vivo olarak hsa-miR-181c-
5p'nin anlatimin arttigint ve onkogenik ozellik gosterdigini bulmuslardir. Buna
ragmen, hsa-miR-181c'nin metastatik néroblastom, meme kanseri, glioblastoma ve
mide kanserinde anlatiminin azaldigi ve bir timor baskilayici olarak iglev gordiigiini
gosterilmistir (Abd Elaziz, Mabrouk, Dahou, & Chelloug, 2022). Li ve arkadaslari,
hsa-miR-181c-5p'nin, laringeal skuaméz hicreli karsinom hiicre hatlarinda
SERPINE1'nin (Serpin Family E Member 1) anlatimmi baskilayarak, bir EMT
baskilayict miRNA rolii oynadigint ve metastazi onlemek igin yeni stratejiler
sunabilecegini gostermislerdir (X. Li ve ark., 2020). Tez calismasinin mikroarray
sonucunda CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamalarinda hsa-miR-181c'nin
anlattminin azaldigi (sirasiyla logFC=-3,457; logFC=-3,063) bulunmustur. CTC
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(+)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamalarinda 6 DEM grubunda logFC degerlerine gore
anlatimi1 en ¢ok azalmis miRNA'dir.

hsa-miR-497-5p ile yapilan ¢alismalar sonucunda bu miRNA kuguk hicreli
olmayan akciger kanseri ve KRK tirlerinde tiimor baskilayicit bir miRNA olarak
onerilmistir (Huang, Wang, Liu, & Li, 2019; Xu ve ark., 2017). Xu ve arkadaslar1, hsa-
miR-497'nin, IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) inhibisyonu ile KRK hicre
biiytimesinin baskilanmasinda 6nemli bir rol oynadigina dair ilk kanitt sunmustur (Xu
ve ark., 2017). Guo ve arkadaslari, hsa-miR-497'nin, IGF1-R (Insulinlike Growth
Factor 1 Receptor) anlatiminin inhibe edilmesinde ve PI3K/Akt aktivasyonunda, buna
bagh olarak, insan kolon kanseri hiicrelerinde proliferasyonun, hayatta kalmanin ve
invazyonun baskilanmasinda 6nemli bir role sahip olduguna dair kanitlar sunmustur
(Guo ve ark., 2013). Fridrichova ve arkadaslari, endometriyal kanserin ileri
evrelerinde hsa-miR-497-5p'nin ekspresyonun azalmasinin hastaliga daha agresif bir
ozellik kazandirdigini saptamiglardir (Fridrichova ve ark., 2020). Tian ve arkadaslari,
hsa-miR-497-5p'nin hepatoselltler karsinomda anlatiminin arttigini ve hsa-miR-497-
5p'nin yiiksek ekspresyonunun tiimor boyutunun ve sayisinin artmasina yol agtigini
bildirmistir. Bu nedenle, hsa-miR-497-5p'nin hepatoselliler karsinomda onkomiR ya
da timor baskilayict miRNA olarak rol oynadigi hala tartigmalidir (Tian ve ark., 2021).
Tez ¢alismasinin mikroarray sonucunda CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup
kiyaslamalarinda hsa-miR-497-5p'nin anlatimimin azaldig1 (sirasiyla logFC=-3,088;
logFC=-2,904) bulunmustur.

hsa-miR-520e ile ilgili yapilan KRK ¢alismalar1 olduk¢a smirhdir. Lv ve
arkadaglari, hsa-miR-520e'nin AEG-1'i (Astrocyte Elevated Gene 1) baskilayarak
KRK hicre buylmesini ve invazyonu baskiladigini tespit etmislerdir (Lv ve ark.,
2020). Ji ve arkadaslari, hsa-miR-520e'nin kolon kanseri doku drneklerinde qRT-PCR
yontemi ile anlatimin arttigini saptamislardir (Ji, Gu, Zhang ve Xu, 2023). Zhang ve
arkadaglar1, glioma hiicrelerinde hsa-miR-520e'nin ekspresyonun azaldigini ve hiicre
cogalmasimi ve invazyonu baskiladigini gostermislerdir (Zhang, Cao, Jia, & Wei,
2019). Tez galismasmin mikroarray sonucunda CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup
kiyaslamalarinda hsa-miR-520e'nin anlatiminin azaldig1 (sirastyla logFC=-3,118;
logFC=-2,805) bulunmustur.
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hsa-miR-769-5p ile yapilan arastirmalar incelendiginde bu miRNA'nin
onkomiR veya tiimor baskilayict 6zelligi oldugu gosterilmistir. Xian ve arkadaslari,
hsa-miR-769-5p ekspresyonu hepatoseluler karsinomda ekspresyonu arttigini ve bu
yuksek ekspresyonun kotii prognoz ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Ek olarak,
hsa-miR-769-5p'nin hepatoselller karsinom hicrelerinin blyimesini ve metastazi
tesvik ettigi bulunmustur (Xian ve ark., 2019). 2021 yilinda hsa-miR-769-5p'nin
prostat kanserinde bir onkogen olan ARHGAP10'u (Rho GTPase Activating Protein
10) hedefleyerek tiimor baskilayici rollind ortaya koymustur (Lee, 2021). Han ve
arkadaglari, KRK dokularinda hsa-miR-769 ekspresyonun azaldigin1 ve anlatim
seviyesinin  KRK hastalarinin prognozu ile negatif korelasyon gosterdigini
bulmuslardir. Ek olarak, hsa-miR-769'un, HEY1'l (Hairy/Enhancer-Of-Split Related
with YRPW Motif 1) hedefleyerek KRK hiicrelerinin ¢ogalmasini ve istilasini
baskiladigini gostermislerdir (Han, Song, & Lian, 2018). Tez ¢alismasinin mikroarray
sonucunda CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup kiyaslamalarinda hsa-miR-769-5p'nin
anlatiminin azaldig (sirastyla logFC=-3,069; logFC=-2,861) bulunmustur.

hsa-miR-4754 ile yapilan ¢alismalar oldukca kisithdir. Slattery ve arkadaslari,
kolon adenom doku 6rneklerinde hsa-miR-4754'nin normal kolon dokusuna gore
anlatiminin anlamli derecede azaldig: tespit edilmistir (p<0,001) (Slattery ve ark.,
2016). Ek olarak, Yang ve arkadaslar1, hsa-miR-4754'nin akciger adenokarsinomanin
patolojik evrelemesinde tanisal bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermistir
(Yang, Yin, Shi ve Qian, 2020). Tez ¢alismasinin mikroarray sonucunda CTC (+)/SK
ve MKRK/SK grup kiyaslamalarinda hsa-miR-4754'Un anlatimimin azaldig (sirasiyla
logFC=-2,772; logFC=-2,588) bulunmustur.

hsa-miR-5691 ile yapilan kanser aragtirmalar1 da oldukga sinirlidir. Watahiki
ve arkadaslari, metastatik ve non-metastatik prostat kanseri hasta érneklerine ait RNA
sekans kutlphanelerinin karsilastirmali analiz sonuglarinda, hsa-miR-5691'i anlaml
diferansiyel ekspresyon gosteren miRNA'lar arasinda tespit etmislerdir (Watahiki ve
ark., 2011). Lai ve arkadaslarinin tamamladig1 biyoinformatik ¢alismada meme
kanserinin niiksii i¢in potansiyel bir DEM olabilecegini raporlamiglardir (Lai ve ark.,
2019). Tez galismasmin mikroarray sonucunda CTC (+)/SK ve mKRK/SK grup
kiyaslamalarinda hsa-miR-5691'in anlatimmin azaldig1 (sirasiyla logFC=-2,847;
logFC=-2,663) bulunmustur.
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Alti DEM grubuna ait miRNA'larla ilgili literatirde tamamlanan giincel
calismalarin sonugclari ile tez calismasinda anlatimi azalmis olarak bulunan bu DEM
grubu sonuglar1 ile paralellik gostermektedir. CTC (+)/SK ve mKRK/SK
kiyaslamasinda saptanan 6 DEM grubuna ait miRNA'larin anlatimlar1 azalmistir. Tez
caligmas1 kapsaminda tamamlanan biyoinformatik analizlerde hsa-miR-497-5p
COAD ve READ veri setlerinde anlattmmin arttigi gézlenmis (logFC=0,467 ve
logfC=0,714) ve 6 DEM grubu i¢inde anlatimi sonuglarimiz ile zit olan tek miRNA
olarak belirlenmistir. Literatirde hsa-miR-497-5p'nin farkli kanser tiirlerinde
onkomiR ya da tumor baskilayict miRNA olarak rol oynadig: hala tartismalidir. Bu
nedenle literatiir, veri setleri ve c¢alisma sonuglarimiz arasindaki farkliliklar ileri
validasyon ¢aligmalarini gerektirmektedir.

Calismamizda elde edilen 2 DEM grubuna ait sonuglar, KRK patogenezindeki
karmagik diizenleyici rollerini vurgulayarak kanser yoOnetiminde hem tanisal bir
biyobelirte¢ hem de terap6tik hedef olarak kullanim potansiyellerini vurgulamaktadir.
Yapilan istatistiksel ve biyoinformatik analizlerin sonucuna gore CTC durumu ile
iliskili miRNA'lar ileri arastirmalarimiz ig¢in aday olarak belirlenmistir. Aday
miRNA'lar mKRK risk degerlendirmesinde ve mKRK iliskili CTC tespitinde kullanim
potansiyeli yiiksek olarak degerlendirilmistir.

Yukarida belirtilen iki 2 DEM grubuna ek olarak, sadece CTC (+) ve SK
gruplarinda kesisen 2 DEM (hsa-miR-520b ve hsa-miR-6071) saptanmustir (p=4,93E-
02 ve p=4,35E-02). hsa-miR-520b ve hsa-miR-6071 miRNA'larin CTC durumu ile
iliskili olabilecegi 6n goriilmektedir. Mikroarray verilerinde anlatimi SK grubuna gore
anlatimi azalmis bu miRNA'larin logFC degerleri sirasiyla logFC=-2,65 ve logFC=-
2,97 olarak bulunmustur. Lu ve arkadaslari, hsa-miR-520b'yi, EMT mekanizmasi
yoluyla hiicresel gogii ve istilay inhibe ettigi igin bas ve boyun kanserini baskilamada
yeni bir molekiiler hedef olarak tanimlamislardir. Caligma sonuglart hsa-miR-520b'nin
timor olusumunda ve metastazi baskilamada yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir (Y. C. Lu ve ark., 2017). 2020 yilinda Zhou ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan g¢alismada glioblastoma hiicre hatlarinda hsa-miR-6071'nin ULBP2 (UL16
Binding Protein 2)'ye baglanarak PI3K/Akt/mTOR yolagmin inhibisyonu ile hicre
cogalmasini, gociinii ve istilasin1 baskilamanmn yami sira apoptozu tesvik etme

potansiyeline sahip oldugu gostermistir. Boylece, hsa-miR-6071'in glioblastomada
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timor baskilayan bir gen olabilecegi diisiinilmektedir (Zhou, An, & Wu, 2020). Tez
calismasinda hsa-miR-520b ve hsa-miR-6071'in anlatimi azalmasi1 ile EMT
yolagindaki potansiyel rolleri arasinda iliski kurulabilir. Bu kapsamda bahsedilen iki
mMiRNA da ileri arastirmalarla validasyonu gereken diger aday miRNA'lardir.

Tez calismasinda elde edilen ve ileri arastirmalarla desteklenmesi gereken
veriler CTC (+) ile CTC (-) gruplarinin SK ile karsilastirilmasi sonucu CTC (+)
grubunda anlamli olarak degisen miRNA'lardir. Bu bulguya gére CTC (+) KRK
hastalarinda hastaligin kotii seyri ile iliskili olabilecegi diisiintilmektedir. Tez
ciktilarinin genis capli validasyon c¢aligmalari ve fonksiyonel analizlerle ileri
calismalarla kapsamli olarak arastirilmasi planlanmaktadir. Ozetle, anlamli anlatim
degisikligi gosteren bu miRNA'larin validasyonu ile gen hedefleri, bu genlerin protein
urdinleri ve biyolojik yolaklardaki rolleri incelenerek desteklenmesi gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasinin bazi limitasyonlar1 bulunmaktadir. ilk olarak, caligmada
mKRK spesifik CTC durumu ile iliskili DEM gruplarinda yer alan miRNA'larin biitce
kisitlamas1 nedeni ile validasyonlar1 gerceklestirilmemistir. Ikinci olarak, AdnaTest
yonteminde sadece 3 kolon-spesifik MRNA belirtecine (CEA, EGFR, EpCAM) gore
CTC tespit ettigi igin CTC heterojenitisine yonelik farkli profile sahip CTC'ler tespit
edilememistir. Ugiincii olarak, ¢alismada nmKRK hasta grubunun dahil edilmemesi
ve CTC durumunun analiz edilmemesidir. Son olarak, belirlenen DEM'lerin
ekspresyon profillerinin spesifik 6rnek tirlerinde (serum, plazma, doku gibi)
belirlenmemis olmasidir.

Sonug olarak, ¢alisma sonuglarimiz dolasimdaki miRNA'larin, hastalarin CTC
durumunu ayirt etmede tamamlayic1t bir yaklasim olarak kullanilabilirligini
onermektedir. Sonuglarimizin ileri ¢aligmalarla desteklenmesi ile KRK'l1 hastalarda
metastaz riskinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi, hastalarin risk durumlarma gore
dogru tedaviye yonlendirilmesi ve mKRK'ya yonelik translasyonel tip

uygulamalarinin gelistirilmesi icin umut vaat etmektedir.
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Tez projemin ilerlemesinde tibbi olarak destek aldigim ve uzun 6rnek toplama
siirecinde bana yardime1 olan Tez izleme Komitesi'nde yer alan Prof. Dr. Tirkkan
Evrensel'e ve proje ekibinde yer alan Dog. Dr. Ozgen Isik'a,

Tez doneminde her zaman yardimci olan, degerli bilgilerini paylasan diger Tez
Izleme Komitesi Uyesi olan Prof. Dr. Ferda Art'ya,

Tum akademik surecimde yanimda olan, deneysel siirecimi gerceklestirmem
icin izin veren ve akademik faaliyetlere katilmama onay veren basta Prof. Dr. Sehime
Gulsiin Temel'e ve Dog. Dr. Sebnem Ozemri Sag'a,

Projemizin gerceklesmesinde emegi gegen Omik Analiz ve Arastirma
Laboratuvari ekibine,

Projemize destek veren Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne,

Ormnek toplama siiresince birlikte ¢alistigimiz Tibbi Onkoloji Bilim Dali'nda
gorev alan Saliha Macun ve Mine Taylan'a,

Tez calismamda uyguladigim AdnaTest teknigini gozlemleme ve uygulama
sansi sunan Almanya'da bulunan QIAGEN GmbH'i iki kez ziyaret etmemi kabul eden
ve her konuda destek veren bunyesindeki Dr. Siegfried Hauch, Dr. Constanze Kindler
ve Dr. Thorsten Singer'a,

Doktora egitiminin ilk senelerinde Istanbul Universitesi'nde danismanhigini
ylriten, akademik ve sosyal hayatimda her zaman destek¢im ve g¢aligmalarimiza
araliksiz devam ettigimiz, yiiksek lisans tez danismanim Prof. Dr. Tuba Ginel'e,

Son olarak ve en ¢ok, zorlu egitim ve mesleki hayatimda hi¢bir zaman sevgi ve
destegini esirgemeyen, sabir ve anlayisla yanimda olan, umut veren, sahip oldugum en
degerli hazinelerim ve destekcilerim anneme, babama ve kiz kardesime,

Sonsuz sevgi ve saygilarimi, tesekkiirlerimi sunarim.

Siz olmasaydiniz bu tez de olamazdi.
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10. OZGECMIS

Berkcan DOGAN, Lisans egitimini Hacettepe Universitesi Fen-Edebiyat
Fakultesi Biyoloji Bolumi'nde tamamlayarak 19 Ocak 2015 tarihinde mezun
olmustur. Lisans egitimi sirasinda Ingiltere'de yabanci dil egitimi aldiktan sonra,
Erasmus Staj Programi ile Italya'da CIBio (Centre for Integrative Biology) merkezinde
5 ay egitim alarak kanser aragtirmalarina baglamistir.

2015 yilinda Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolumi'nde basladigi Yiksek Lisans egitimini 17 Mayis 2018 tarihinde
tamamlamistir. Yiiksek Lisans tezinde over kanserinin erken tanisina yonelik miRNA
temelli aday biyobelirteclerin validasyonunu tamamlamistir. Egitimimin tez
asamasinda, Istanbul'da bir Biyoteknoloji firmasinda Ar-Ge sorumlusu olarak gorev
almistir.

24 Agustos 2018 tarihinde Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Boltimi'nde Doktora egitimine baslamistir. 14 Mayis
2019 tarihinde ise Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim
Dalinda Translasyonel Tip Oncelikli Alaninda Arastirma Gérevlisi olarak atanmustir.
YOK100/2000 bursiyeri olarak Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde basladigi Doktora egitimine Bursa Uludag
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Translasyonel Tip Ana Bilim Dalma yatay
gecis yapmistir. Doktora egitimi sirasinda Erasmus programi kapsaminda
desteklenmeye hak kazanarak Almanya'da bulunan QIAGEN isimli firma bunyesinde
tez ¢alismasinda kullandigi metodolojileri uygulamak i¢in staj yapmustir. Ek olarak,
2022-2024 yillar1 arasinda Translasyonel Tip Ana Bilim Dali 6grenci temsilciligi
gorevini iistlenmistir.

2021 yilindan beri Molekiiler Kanser Arastirma Dernegi (MOKAD) mevcut
Yonetim Kurulu Gyesidir. MOKAD disinda British Association for Cancer Research,
International Society of Liquid Biopsy, European Association for Cancer Research,
Tibbi Biyoloji ve Genetik Dernegi gibi farkli ulusal ve uluslararasi dernek dyelikleri
bulunmaktadir.

Akademik yasami boyunca cesitli kanser arastirma projelerinde arastirmact
olarak gérev almistir. Ars. Gor. Berkcan DOGAN'I toplam 15 uluslararasi yaymi
(SCI-E ve SCI), 4 ulusal yayini, 2 kitap bolimi ve Google Scholar verilerine goére
yaklasik 89 atifi bulunmaktadir (Google Scholar h-index: 6). Bununla birlikte, ulusal
ve uluslararasi kongrelerde pek ¢ok poster ve sozlii sunum ile akademik ¢aligmalarini
aktarmistir. Ek olarak, bir¢ok ulusal ve uluslararasi gerceklesen bilimsel kongrelerin
dizenleme kurullarinda ve bilimsel komitelerinde gorev almistir.

2023 yilinda TEKNOFEST festivali kapsaminda Biyoteknoloji Inovasyon
Yarismas1 Universite ve Uzeri Seviyesi Fikir Kategorisi'nde "Gozyas1 Kokenli
Eksozomal MikroRNA'lar ile Kanser Hastalarmin Kemoterapi Yanitlarinin
Degerlendirilmesi" baslikli gelistirdigi proje fikri 3. olarak dereceye almaya hak
kazanmuistir.

Ars. Gor. Berkcan DOGAN, kanser biyobelirtegleri, likit biyopsi, kodlama
yapmayan RNA'lar, dolasimdaki tiimor htcreleri, mikroarray ve biyoinformatik
analizler ile ilgili alanlarda arastirma projelerine ve bilimsel ¢alismalarina devam
etmektedir.
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