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KISALTMALAR

5FU: Fluorourasil

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AKT: Protein kinaz B

BAP: Bilimsel Arastirma Projesi

BCL2: B-Hucreli Lenfoma 2

cDNA: Komplementer DNA

CIMP: CpG Ada Metilator Fenotips

CIN: Kromozomal instabilite

DSO: Diinya Saglk Orgiitii

EGFR: Epidermal Buyume Faktdru Reseptoru
EMT: Epitelial Mezenkimal Transition (gecis)

ERK: Extracellular signal regulated kinase

FDA: Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration)
FFPE: Parafine géomulu formalin ile fikse edilmis doku (Formalin Fixed Paraffin
Embedded )

FOLFIRI: 5-FU, Lékoverin, irinotekan

FOLFOX: 5-FU, Lokoverin, Oksaliplatin

HCC: Hepatosellller Karsinom

HNPCC: Herediter Non-Polipozis Kolorektal Kanser
KHDAK: Kuguk Hucreli Digi Akciger Kanseri
KRAS: Kristen Rad Sarkoma

KRK: Kolorektal Kanser

KRKM: Kolorektal Kanser Karaciger Metastazi
MetastamiR: Metastazla iliskili Mikro RNA’lar
MiRNA: Mikro RNA

MKRK: Metastatik Kolorektal Kanser

MMR: Mismatch Repair

MSI: Mikrosatellit instabilite

MSS: Mikrosatellit Stabil



NRAS: Neuroblastoma Rat Sarcoma

MUTYH: Baz Eksizyon Onarim Geni (MutY Homolog Gen)
OS: Genel Sagkalim

PCR: Polimeraz Zincir Tepkimesi

RAS: Rad Sarkoma

RCC: Renal Hucreli Karsinom

RF: Radyofrekans Ablasyon

sncRNA: Kuguk Kodlama Yapmayan RNA

SYBR: Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
TAKE: Transkateter Arteriyel Kemo Embolizasyon
T-ALL: T Hucreli Akut Lenfoblastik Losemi

TGF: Transforme Edici Buylme Faktéru

TNM: TUmor Nod Metastaz

TP53: TUumor Protein 53

VEGF: Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru

VEGFR: Vaskuler Endotelyal Bliyime Faktorli Reseptoru
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OZET

Kolorektal kanser, dunyada en yaygin uglUncuU kanser turudur ve
tedavideki gelismelere ragmen kansere bagli olumlerin baglica ikinci
sebebidir. KRK hastalarinin yaklagik %70-80'inde nuks ve/veya metastaz
gelisir ve metastatik bolgelerin %50'sinden fazlasi karacigerdedir. Kolorektal
kanser karaciger metastazi, KRK'ya bagl élimlerin dnde gelen nedenidir.
KRAS mutasyonu timoér gelisimi ve metastazda énemli bir rol oynar, son
calismalar KRAS transkripsiyon dulzenleyicilerinin gen mutasyonlarinin
miRNA'larin duzensizligiyle yakindan iligkili oldugunu gostermigtir.

Calismamizda KRAS mutant kolorektal kanser karaciger metastazli
hastalarda KRAS genini hedefleyen ve kolorektal karaciger metastazinda
etkinligi bilinen 10 miRNA’nin (miR-16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543, miR-
200c, miR-622, miR-30b, miR-29b, miR-96-5p, mMiR-384-3p) ekspresyon
duzeylerini ve  hastaigin tanisinda ve ilerlemesindeki potansiyellerini
belirlemek amaciyla, KRAS geninde mutasyon saptanmis, kolorektal
karaciger metastazli 42 hastaya ait parafine gémuli (FFPE) timér dokusu ve
ilgili hastalarin 28’inin saglikh (normal) dokusu dahil edildi. Kantitatif Real
Time-PCR yontemiyle ilgili miRNA’larin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, hasta grubunda miR-16, miR-143, miR-
96-5p’nin ekspresyonunun tumorld dokularda normal dokulara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli dlizeyde azaldigi, miR-200c, miR-543, miR-622,
miR-30b, MiR-29b, ve miR-384-3p’nin ekspresyonun ise anlamli dizeyde
arttig1 tespit edilmigtir. Buna kargin, miR-193a-3p ekspresyon seviyeleri,
kontrol grubu ile hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gOstermemistir. Ayrica miR96-5p'nin ortalama sagkalim Uzerinde istatistik
olarak anlaml bir etkisi g6zlenmisgtir.

Calisilan miRNA'larin KRK’lI dokularda normal dokuya gére énemli
derecede farkli ¢ikmasi karsinomatozis ve metastazda énemli rol oynadigini
KRK' prognozunu ve gelisebilecek metastatik sureci degerlendirmede yol

gOsterici olabileceklerini ve  miRNA ekspresyon farkliliklarinin metastatik



KRK’da biyobelirteg olarak kullaniimasinin yakin gelecekte mumkun
olabilecegi ve bu dogrultuda ileri fonksiyonel analizlerin yapilmasi gerektigi
kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Metastazi, Kolorektal Kanser, KRAS, miRNA,

biyobelirtec.



SUMMARY

RETROSPECTIVE INVESTIGATION OF THE ROLE OF miRNAs IN KRAS
MUTANT COLORECTAL CANCER PATIENTS

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide
and, despite advancements in treatment, remains the second leading cause of
cancer-related deaths. Approximately 70-80% of CRC patients develop
recurrence and/or metastasis, with over 50% of metastatic sites located in the
liver. Liver metastasis from colorectal cancer is a major cause of mortality
related to CRC. KRAS mutations play a significant role in tumor development
and metastasis, and recent studies have shown that KRAS transcriptional
regulators are closely associated with the dysregulation of miRNAs.

In our study, we aimed to determine the expression levels of 10 miRNAs
(miR-16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543, miR-200c, miR-622, miR-30b, miR-
29b, miR-96-5p, miR-384-3p) targeting the KRAS gene, whose effectiveness
in colorectal liver metastasis is well known, and to assess their potential in
diagnosing and monitoring disease progression in KRAS mutant colorectal
cancer liver metastasis patients. The study included formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) tumor tissue from 42 patients with KRAS mutations and
colorectal liver metastasis, as well as healthy (normal) tissue from 28 of these
patients. The expression levels of the relevant miRNAs were determined using
quantitative Real-Time PCR.

The results indicated that in the patient group, the expression of miR-
16, miR-143, and miR-96-5p was significantly reduced in tumor tissues
compared to normal tissues, while the expression of miR-200c, miR-543, miR-
622, miR-30b, miR-29b, and miR-384-3p was significantly increased. In
contrast, the expression levels of miR-193a-3p did not show a statistically
significant difference between the patient and control groups. Furthermore,

miR-96-5p had a statistically significant impact on overall survival.

Xi



The significant differences in miRNA expression in CRC tissues
compared to normal tissues suggest that these miRNAs play important roles
in carcinomatosis and metastasis. They may serve as potential biomarkers for
assessing CRC prognosis and metastatic processes. The expression
differences in miRNAs could potentially be used as biomarkers in metastatic
CRC in the near future, highlighting the need for further functional analyses in
this area.

Keywords: Liver Metastasis, Colorectal Cancer, KRAS, miRNA, Biomarker.
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1-GIRIS VE AMAG

Kolorektal kanser, dunyada en yaygin uUguncu kanser turudur ve
kansere bagl 6lumlerin baglica ikinci sebebidir (1). Her yil 1,2 milyondan fazla
hastaya kolorektal kanser tanisi konmakta ve 600.000'den fazlasi hastaliktan
dlmektedir (2). Ulkemizde Halk Sagligi Genel Mudurligi’'nin 2018 de yaptig
calismada kolorektal kanserler hem kadinlarda hem de erkeklerde tguncu
siradaki yerini muhafaza etmektedir ve bir yilda yaklagik 18.750 kisiye
kolorektal kanser teshisi konulmustur (3).

KRK hastalarinin yaklasik %70-80'inde niiks ve/veya metastaz gelisir,
asemptomatik donemde nuksun erken saptandigl vakalarda 5 yillik sagkalim
yaklasik %20 iken, semptomatik olduktan sonra metastatik hastalik
saptananlarda 5 yillik sagkalim %5 olarak gorulmektedir(4). Ve metastatik
bélgelerin %50'sinden fazlasi karacigerdedir. Kolorektal kanser karaciger
metastazi (KRKM), KRK'ya bagl 6limlerin 6nde gelen nedenidir (5) KRK'li
hastalarda nikslerin henuz semptomatik olmadan erkenden saptanabilmesi
amaciyla tumor belirleyicileri uzun suredir arastiriimaktadir (6).

Mevcut parametrelere gore Kristen Rad Sarkoma (KRAS)
mutasyonlari, KRK'da en iyi ¢alisilan biyobelirteglerden biridir (7). Metastatik
kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %40’inda KRAS mutanttir (8). KRAS
mutasyonu tumor gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamasina ragmen,
KRAS aracili transkripsiyonel regulasyonun mekanizmasi hala tam olarak
anlagilamamakla birlikte giderek artan sayida c¢alisma, transkripsiyon
duzenleyicilerinin gen mutasyonlarinin miRNA'larin duzensizligiyle yakindan
iligkili oldugunu gostermigtir ve bazi miRNA'larin etkilerini gdstermek igin
KRK'daki mutant KRAS ile dogrudan etkilesime girdigine dair calismalar
mevcuttur (9). Cahsmalar miRNA'larin anjiyogenez, tumoér invazyonu,
epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) ve kanser hucrelerinin kok yapisi dahil
olmak uzere KRKM olusumunun tim basamaklarinda énemli bir dizenleyici

rol oynadigini géstermistir (10,11).
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Gunumuzde kolorektal kanser, hepatosellller karsinoma, pankreatik
karsinoma, meme kanseri ve akciger kanseri gibi birgok kanser turua igin farkli
mMiRNA ekspresyon profilleri tanimlanmistir (12). Artan kanitlar miRNA'larin
duzensiz ekspresyonunun, KRK'nin ilerlemesinde ve metastazinda, spesifik
mesajci RNA (mRNA) hedeflerinin ekspresyonunu duzenlemek igin tumor
baskilayicilar veya onkogenler olarak iglev goren fonksiyonel bir roli oldugunu
vurgulamaktadir (13)(14). Wnt/Bkatenin, Epidermal Blyume Faktora
Reseptori (EGFR), Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) ve Tumor
Protein 53 (TP53) gibi sinyal yolaklarinin regulasyonlarindaki bozukluklarin,
KRK'nin gelisimine, invazyon ve metastazina neden oldugu gdsterilmistir
(22,23). Bu nedenle birgok calisma, KRK gelisimi, ilerlemesi ve metastazinin
altini ¢izen molekuler bulmacaylr tamamlamada, miRNA-mRNA etkilesim
aglarini tespit etmek i¢in bu alana odaklanmigstir (11). Son yillarda miRNA’larin
tumorun baglamasi ve gelismesinde 6nemli rolleri oldugu ve KRKM'nin tim
yonlerinde miRNA’larin; tGmor gelisimi, anijiyogenez, tUmor invazyonu ve
metastazi ve Epitelial Mezenkimal Transition (EMT) sureglerinde dizenleyici
gorevler Ustlendigi saptanmistir (15).

Bu bilgilerden yola gikarak tezimizde, karaciger metastazi yapmis
KRAS mutant kolorektal kanserli 42 hastada, KRAS geninin hedefledigi 10
MiRNA’nin (miR-16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543, miR-200c, miR-622,
miR-30b, miR-29b, miR-96-5p, miR-384-3p) ekspresyon dulzeylerindeki
farkhliklarin arastirilmasi amaclanmigtir. Calismada, KRAS'I hedefleyen
miRNA’larin ekspresyon profillerindeki degisimlerin aydinlatilmasi, bu genin
anormal aktivasyonunu durdurmada ve KRK'in prognoz ve tedavisine katkida
onemli bir yol olabilecektir. Anlamli miRNA’larin KRKM'’ de tedavi stratejileri igin
de ideal potansiyel hedefler haline gelebilecegi dusunulebilir. Ayrica elde
edilen sonuglar neticesinde, ilgili miRNA’larin KRAS mutant kolorektal
karaciger metastazi olan hastalarda aday bir biyobelirteg olarak kullanilabilirligi

aciga kavusturulacaktir.
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2.GENEL BILGILER

Kolorektal kanser, kalin bagirsagin (kolon ve rektum) mukozasindan
kaynaklanan malign bir neoplazmdir. Kolorektal kanserlerin yaklagik Ugte ikisi

kolonda, geri kalani ise rektumda meydana gelir(16).

2.1.Epidemiyoloji

Kolorektal kanser, dinyada en yaygin Uguncu kanser tuarudur ve
kansere bagl élumlerin baslica ikinci sebebidir(1). Her yil 1,2 milyondan fazla
hastaya kolorektal kanser tanisi konmakta ve 600.000'den fazlasi hastaliktan
dlmektedir. insidans kiresel olarak biiyiik farkhliklar géstermektedir ve batili
yasam tarzi olarak adlandirilan unsurlarla yakindan baglantihdir (2). En ylksek
insidans Avustralya ve Yeni Zelanda' da bulunurken, Bati Afrika en disuk
insidansa sahiptir (17). Erkeklerde tum kanserlerin yaklasik %10'unu,
kadinlarda ise %9,2'sini olusturur.

Ulkemizde Halk Saghgi Genel Mudirligi'niin 2018 de yaptigi
calismada kolorektal kanserler hem kadinlarda hem de erkeklerde Uguncu
siradaki yerini muhafaza etmektedir. Sikligi erkeklerde ylz binde 24,8 iken
kadinlarda yuz binde 14,7°dir ve bir yilda yaklasik 18.750 kigiye kolorektal
kanser teshisi konulmustur (3). Sekil-1’de DSO Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi'nin en son rakamlarina gore dinya genelinde yasa standardize edilmis
kanser insidansi verilmigtir. Sekil-2'de ise Turkiye Halk Saghgi Kurumu’na ait
kanser istatistikleri verilerinden alinmig tUm yas gruplarinda cinsiyete gore en

sik gorulen bazi kanserlerin yuzde dagilimlari gosterilmistir (3).

15
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Sekil-1: DSO Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajansi'nin en son rakamlarina
gore bes kitadaki Ulkeler i¢in yasa standardize edilmis kanser insidansi (A) ve
mortalite (B) oranlari (18)
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Sekil-2: Tum Yas Gruplarinda Cinsiyete Gore En Sik Gorilen Bazi Kanserlerin
Bu Grup Igindeki Ylizde Dagilimlari (Turkiye Birlesik Veri Tabani, 2018,
melanom olmayan deri kanserleri dahil (3).
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2.2.Etiyoloji

Kolorektal kanserin etiyolojisinde hem genetik hem de cevresel risk
faktorleri 6nemli rol oynamaktadir (17) Onkogenlerde, tumoér baskilayici
genlerde ve DNA onarim mekanizmalariyla ilgili genlerde ortaya cikan
mutasyonlar, diger kanser turlerinde oldugu gibi kolorektal kanserin
baglamasina yol acabilir. Nokta mutasyonlarindan turetilen kanserlere
sporadik kanserler denir ve tim kolorektal kanserlerin %70'ini olugturur (19).
Lynch sendromu, ailesel adenomatdz polipozis, MUTYH ile iligkili polipozis ve
bazi hamartomatdz polipozis sendromlari dahil olmak Gzere iyi tanimlanmis
kalitsal sendromlar ise tim kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %5-7'sini
olusturur (20). Ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ve Lynch sendromu
(kaltsal polipozis digi kolorektal kanser (HNPCC), kalitsal kolon kanseri

sendromlarinin en yaygin olanlandir (21).

2.3.Risk Faktorleri

Kolorektal kanser risk faktorlerinin iki genis kategorisi vardir;

degistirilemeyen ve degistirilebilen risk faktorleri Tablo- 1’de verilmistir.

Tablo-1: Kolorektal kanser igin risk faktorleri (22)

Degistirilemeyen Risk Faktorleri Degistirilebilir Risk Faktorleri

Irk Sedanter Yasam

Cinsiyet Diyet

Yas Obezite

Herediter Mutasyonlar Sigara

inflamatuar Bagirsak Hastaliklari Alkol Kullanimi
Abdominal Radyasyon Diyabet ve insiilin Direnci
Kistik Fibrozis Bagirsak Mikrobiyatasi
Akromegali

Kolesistektomi
Androjen Tedauvisi
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Kolorektal kanser igin ana risk faktoru yastir. Epidemiyolojik calismalar
erkek cinsiyet ve artan yas ile hastalik insidansi arasinda guglu iligkiler
oldugunu gdstermistir (18). Yasamin besinci on yili sonrasinda KRK gelisme
riski belirgin sekilde artarken, elli yagin altinda kolorektal kanser tanisi kalitsal
kanserler disinda nadirdir. Yasin yani sira baska dogal risk faktorleri de vardir
(19). Bunlar arasinda erkek cinsiyet, Afro-Amerikan etnik kdkeni, inflamatuar
badirsak hastaligi (6zellikle Ulseratif kolit), obezite, hareketsiz yasam tarzi,
yogun islenmis kirmizi et tUketimi, sigara igme, alkol tiketimi, ge¢gmiste batin
bdlgesine radyoterapi oykusu, akromegali, immunosupresif ilag kullanimi,
bobrek transplantasyon oykusu, diyabetes mellitus ve insulin direnci, androjen
tedavisi, kolesistektomi, koroner arter hastaligi ve Ureterokolik anastomoz
bulunmaktadir (23).

2.4.Kolorektal Kanser Karsinogenezi

Normal mukozada proliferasyonu arttiran, dogal olarak olusan ve
normal sekilde calisan onkogenler (proto-onkogenler) ile proliferasyonu
azaltan tumor baskilayici genler arasindaki dengenin bir sonucu olarak
proliferasyon hizi sabittir. Genlerin fonksiyonel DNA dizileri (ekzonlar),
metilasyon gibi degisiklikler ve yluzey reseptorlerinden gelen asagi akis sinyal
proteinleri tarafindan duzenlenir (24). Bu DNA dizilerindeki degisiklikler ailesel
ya da sporadik tum kolorektal kanserlerde, adenomdan kansere giden sureci
baglatan temel mekanizmadir (25). Ug molekller karsinogenez yolu
tanimlanmistir:

1. Kromozomal instabilite (CIN),
2. Mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve
3. CpG adasi metilator fenotipi (CIMP)
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2.4.1. Kromozomal instabilite (CIN): CIN yolu tim KRK vakalarinin %80-
85'inin nedenini temsil ettiginden klasik yol olarak kabul edilir (19). Bu yolakta
cesitli onkogen ve tumor supressor genlerde gorulen seri mutasyonlarin ardi
ardina kimulasyonu sonucu kromozomal instabilite ortaya ¢gikmaktadir. Bu ara
yolda, molekuler degisliklerle tanimlanabilen bir dizi morfolojik degisiklik eglik
etmekte ve lezyonlarin progresyonu sonucu kolorektal karsinoma
gelismektedir. En erken lezyon lokalize epitelyal proliferasyonlar seklindedir.
Bunu kuguk adenoma olusumu ve daha sonra bunlarin buyimesiyle displastik
degisikliklerin ortaya c¢ikmasi ve sonunda da invaziv kanserin gelisimi
izlemektedir (26).

Kromozomal instabilite tipik olarak timoér baskilayici genler APC ve
TP53'te ve onkogen KRAS'ta mutasyonlarla sonucglanir. APC'deki
mutasyonlar, Wnt sinyal yolunun aktivasyonuna neden olur ve bu kromozomal
instabilite yolunda adenomlarin baglangicindaki en erken olaydir (27).

CIN timorleri en sik gérulen timorlerdir (%70) ve sayisal (andploidiler)
veya yapisal kromozomal anormalliklerin toplamini temsil eder, kolonik
mukozada karyotipik degisikliklere neden olur. Tumor baskilayici lokuslarda
tekrarlayan heterozigotluk kaybi ve kromozomal yeniden organizasyonlarla
karakterizedir. Bu genetik degisiklikler, timor baskilayici genler ve iyi bilinen
onkogenler APC, KRAS ve TP53 gibi DNA homeostazisinin kontrolinde énemli

rollere sahip birgok genin mutasyona ugramasindan kaynaklanmaktadir (28).

2.4.2. Mikrosatellit instabilite (MSI): Mikrosatellitler hem kodlayan hem de
kodlamayan bdlgelerde insan genomu boyunca dagitilan birden tetraya kadar
baz ciftinden olusan kisa tandem tekrarli DNA dizileridir. Tekrarlanan yapilari
nedeniyle mikrosatellitler, kopyalama hatalarina 6zellikle yatkindir bu nedenle
uyumsuz baz dizilerinin tanimlanip onarilmasi agisindan Uyumsuzluk Onarimi
(MMR) sistemi tarafindan ylksek diizeyde korunmustur (29).

Uyumsuzluk onarimi (MMR) sistemi, genomik batunlugin en énemli
koruyucularindan biridir. DNA replikasyonunun aslina uygunlugunu artirir,
mesru olmayan rekombinasyonu iptal eder ve DNA metabolizmasinin diger

bircok igleminin etkiler (30). MMR sistemindeki proteinler arasinda MLH1,

19



PMS2, MSH2, MSH6, MLH3, MSH3, PMS1 ve Exo1 bulunur. Bu proteinler,
DNA hasarini onaran heterodimerler olusturur. Yeterli MMR (pMMR) ile normal
DNA replikasyonu sirasinda, kiguk DNA uyumsuzlugu hatalari baslangigta
MSH2/MSH6 ve MSH2/MSH3 heterodimerleri tarafindan tespit edilir ve
baglanir. MLH1/PMS2 heterodimerleri daha sonra yeni, duzeltilmig bir ipligin
eksizyonu ve yeniden sentezi icin gorevilendirilir. Bununla birlikte, yetersiz
MMR (dMMR), DNA polimeraz kaymasina bagli olarak mikrosatellit dizilerinin
yaygin uzunluktaki polimorfizmleri ile karakterize edilen, mikrosatellit
instabilitesi (MSI) olarak bilinen gugli bir mutator fenotipiyle sonuglanir (29).

MSI, kolorektal kanserin (KRK) baslica karsinogenetik yolaklarindan
biri olarak kabul edilmektedir: Lynch sendromu (LS) olarak da bilinen kalitsal
polipozis disi kolorektal kanserin (HNPCC) molekdler bir 6zelligini temsil eder
ve genellikle bir kolorektal hucrede germ hatti mutasyonuyla baglantilidir.
MMR genlerinin; ayrica sporadik kolorektal kanserlerin %15'inde, daha siklikla
MLH1'in epigenetik inaktivasyonuna bagl olarak tespit edilir.

MSI timodrleri kolonun sag tarafinda goérinme egilimindedir,
genellikle yuksek histolojik derecelere sahiptir, musindz bir fenotipe sahiptir ve
CIN kaynakli kanserlerle karsilasgtirildiginda siklikla daha erken evrelerde
teshis edilir(28).
2.4.3.CpG Adasi Metilator Fenotipi (CIMP): CpG adaciklarinin anormal DNA
metilasyonu, insan kolorektal tumorlerinde yaygin olarak gozlemlenmistir ve
promotdr alanlarda meydana geldiginde gen susturulmasi ile iligkilidir.
Metilasyon, CpG dinukleotidleri icinde meydana gelen sitozinlere bir metil
grubunun (CH3) kovalent olarak eklenmesidir. CpG agisindan zengin bdlgeler
(CpG adalari), hemen hemen tim temel genlerin destekleyici dizenleyici
bdlgelerinin yani sira dokuya 6zgl promotdr genlerin de yaklasik yarisinda
bulunur. Tumoér baskilayici gen promotorlerinin CpG adalarindaki yuksek
yogunluktaki metillenmis sitozin, transkripsiyonun tamamen bloke edilmesine
yol acgabilir ve bircok kanser turu, tumor baskilayici genleri etkisiz hale
getirmek icin bu mekanizmay! kullanir (31).

CIMP timorleri CpG adaciklarinin yaygin hipermetilasyonundan

kaynaklanir ve %40'a kadari kolonun proksimal segmentinde yerlesir. Bunlar,
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CIMP-yuksek (BRAF mutasyonlari ve MLH1 metilasyonu barindiran) ve CIMP-
dusuk (KRAS mutasyonlari olan) olarak boltunebilir. CIMP yuksek tumaorlerdeki
kotl prognoz sebebi BRAF mutasyonlarina atfedilebilir (28).

2.5.KRK Karsinogenezinde Rol Oynayan Genlerden KRAS

Kromozom 12 Uzerinde yer alan bir sican sarkom virlst onkogeni
olan KRAS, insan tumodrleriyle iligkili RAS gen ailesinin bir Gyesidir (32).
KRAS, birgok hicre digi uyarana hucresel tepkinin dizenlenmesinde rol
oynayan, 21 kilo dalton (kD)luk kuguk bir guanozin trifosfat/guanozin difosfat
baglayici proteini kodlayan bir proto-onkogendir (4). KRK'de en sik mutasyona
ugrayan onkogenlerden biridir. KRK hastalarinin yaklasik %40'' KRAS'ta
yanlis aktive edici mutasyonlara sahiptir ve bu mutasyonlarin cogunlugu 12,
13 ve 61 kodonlarinda meydana gelir (33).

En yaygin KRAS nokta mutasyonu 12. pozisyondaki (G12) glisindedir,
bunu 13. pozisyondaki (G13) glisin ve 61. pozisyondaki (Q61) glutamin takip
eder. G12 kodonu, G12A, G12D, G12F, G12K, G12N, G12S, G12V, G12Y,
G12C, G12E, G12I, G12L, G12R, G12T ve G12W dahil olmak tGzere 15 farkh
nokta mutasyonuna sahiptir. Yaklasik %41 ile G12D mutasyonu tum G12
mutasyonlarinin en yaygin gorulenidir, G12V yaklasik %28'ini ve G12C ise
yaklasik %14'UnU olusturur (32).

KRAS mutasyonlari duzensiz hicre blyumesine katkida bulunur ve
sonugta tumodr hdcresinin - blyldylp genislemesine yol acar. KRAS
mutasyonlari, kanser hdcrelerinin, normal hucrelerin  buyumesi igin
gerekenden daha dusuk glikoz konsantrasyonlarinda budyUmesine olanak
saglar (34). Klinik kanitlar, KRAS mutasyonlarinin kot prognoz, anti-EGFR
antikor tedavisine direng ve karaciger metastazi ile iligkisini ortaya koymustur.
Bununla birlikte, timor agresifligini ve kolorektal karaciger metastazini tegvik
eden mekanizma henuz tanimlanmamistir ve bu da etkili bir terapotik
stratejinin gelistiriimesinin dnunde bir engeldir (35). Halen metastatik olmayan
KRK'larda prognozu veya adjuvan tedaviyi yonlendirmek igin

kullanilmamaktadir (34).
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2.6.KRK Karaciger Metastazi

KRK hastalarinin yaklasik %70-80'inde nlks ve/veya metastaz geligir
ve metastatik bolgelerin %50'sinden fazlasi karacigerdedir. Kolorektal kanser
karaciger metastazi (KRKM), KRK'ya bagh 6lumlerin 6nde gelen nedenidir. Bu
nedenle, ana arastirma odaklarindan biri KRKM mekanizmalarinin
aydinlatimasi ve KRKM'nin hem tahmini hem de yonetimi i¢in potansiyel
biyobelirteglerin belirlenmesidir (36).

intravazasyon olarak adlandirilan kanser hiicrelerinin kan damarlarini
istila ederek dolasim sistemine yaylimasi sureci, KRK metastazinin dnemli bir
parcasidir. Daha sonra kan damarlarindan disari ¢ikarak hedef organlara
saldirarak yerlesirler. Kolon ve rektumu karacigere baglayan portal damar
sisteminden dolayr KRK'da dolagimdaki tumor hucreleri agirlikh olarak
karacigere yerlesir, ancak nispeten nadir olarak kemik veya beyine yerlesir. Bu
surecte miRNA’larin  timoér gelisimi, anijiyogenez, tiumor invazyonu ve
metastazi sureclerinde dizenleyici goérevler ustlendigi saptanmistir (15).
Primer kolorektal timor ile eslestiriimis karaciger metastazini karsilastiran
Cellura ve ark. miR-19'un TG2 ekspresyonunu 6nemli dlgude inhibe ettigini ve

ardindan KRK hucrelerinin istilaci yetenegini degistirdigini buldu (37).

2.7.Mikro- RNA’lara Genel Bakis

Ekspresyonununkugik kodlayici olmayan RNA'larin (sncRNA'larin)
gen ekspresyonunun duzenlenmesinde etkili oldugu ve timor olusumu ve
gelisiminde rol oynadigi gosterilmisti. Bu sncRNA'larin, en kapsamli ve
Uzerinde en c¢ok arastirma yapilani, miRNA'lardir (36). miRNA’lar, hicre
farkhlasmasi, gelisim, hicre dongusu dizenlemesi ve apoptoz gibi énemli
fonksiyonlara sahip olan, yaklasik 21-24 nukleotid uzunlugunda kuguk,
kodlama yapmayan RNA'lardir. Tumor olusumunda, bazi onkogenleri ve tumor
baskilayici genleri diizenleyerek rol oynarlar (38). insan genomunda yaklasik
1900 miRNA kodlayan gen mevcuttur (28).
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2007 yilinda Ma ve ark. (39) ilk olarak miR-10'un meme kanserinde
hdcre istilasini ve metastazi duzenledigini bildirdi; daha sonra giderek daha
fazla galisma, bir grup miRNA'nin timoér metastazina dahil oldugunu anti- veya
pro metastatik etkilere sahip olduklarini gOsterdi ve
"metastamiR'ler"(metastazla  iligkili  miRNA'lar)  olarak  adlandirildi.
MetastamiR'ler, apoptoz, epitelyal-mezenkimal gecis, kacgis, gog, istila,
proliferasyon ve anjiyogenez gibi kanserin metastatik kademesini genis dl¢lide
etkiler. 250 kadar miRNA, KRK'da ekspresyon ve/veya fonksiyonda
degisiklikler gostermektedir (15,39).

miRNA'larin  dizensizligi, KRK’'nin baglatilmasi, ilerlemesi ve
gelisiminin her asamasinda gorulebilir. Let-7, miR-18a ve miR-30 ileri evre
KRK'da bulunabilirken, miR-193a daha siklikla erken evre KRK ile
iligkilidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda dokudaki miRNA'larin serum, kan
ve plazmadaki miRNA'larin ekspresyonuyla uyumlu oldugu rapor edilmistir.
miR-193a-3p, miR-23a ve miR-338-5p'nin doku ve kan orneklerinde mevcut
oldugu bulundu. Bu nedenle, miRNA'lar potansiyel bir molekuler siniflandirici,
erken tespit biyobelirtegleri ve KRK’nin gelecekteki tedavisi ve tanisi igin
terapotik hedefler olabilir (11).

Let-7 ailesi; Lethal-7 kesfedilen en eski miRNA'lardan biridir. Let-7,
KRK'da KRAS ifadesi ile negatif olarak dizenlenir. Let-7'nin asiri ifadesi,
KRAS'I ve RAD51, CDC25 gibi DNA hasar onarim genlerini azaltir. Su anda
let-7 ailesinde dokuz farkli lokasyonda yer alan bilinen on u¢ Uye
bulunmaktadir. Let-7 ailesi Gyelerinin timu oldukg¢a benzer bir diziye sahiptir
ve RNA kaynakli susturma kompleksi hedef tanima igin 6nemli bir bilesen olan
bir nikleotid motifi bolgesini (GAGGUAG) paylasir (11).
miR-143: Meme kanseri hicre hatlarinda northern blot teknigi kullanilarak
yapilan calismalarda asagi regule oldugu bulunmustur. KRK hastalarinin
dokularinda da ekspresyon seviyesinin azaldigi gozlenerek, tumor baskilayici
miRNA olarak gorev yaptigl ve asagi regule oldugu bildirilmistir. Ayrica insan,
fare ve sigan beyin timoér drneklerinde ve hicre hatlarinda yukari regtle
olmaktadir. Prostat kanseri ilerlemesi sirasinda miR-143 ekspresyonunun

acikca agagi regule edildigi gorulmektedir (40).
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miR-193: Son zamanlarda bir¢gok calisma, miR-193a-3p, miR-193a-5p, miR-
193b-3p ve miR-193b-5p'den olusan miR-193 ailesinin, esas olarak tumor
baskilayici olarak katkida bulunan 6zel hedefleme ve sinyalleme ile etkilesim
yoluyla saglik ve hastalik biyolojik sureglerinde onemli rol oynadigini
gostermistir (41).

miR-16: MiRNA'larin insan kanserlerinde rol oynadiginin dogrudan ilk kaniti,
miR-16 iceren miRNA kiimesinin, kronik lenfositik Idsemi vakalarinin énemli bir
boliumunde ekspresyon kaybi oldugunun gosterilmesidir. MiR-16 ekspresyonu,
osteoklast farklilagsmasi ve kemik metastazinda yukseldigi igin potansiyel bir
terapotik hedef ve kemik metastazinin biyobelirteci olabilir ayrica asagi regule
edilmektedir (42). KRK'da asagl regulasyonuyla proliferasyonu
engelleyebilecegi ve p53 sinyal yolunu duzenleyerek KRK hucrelerinin
apoptozunu indukleyebilecegi bildirilmistir.

miR-543: Prostat kanserinde asagl regulasyonu metastazi ve hucre
proliferasyonunu baskilayarak, kok hticre 6zelliklerini destekledigi gértlmusttr
(43). Ayrica meme kanseri hucrelerinde asagi regtile olarak ERK/MAPK sinyal
yolu aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (44). KRK dokularinda yapisal olarak
yukari regule edildigi ve asiri ekspresyonunda tumor hicresi ve istilasini
destekledigi gorulmustuar (45).

miR-200c: Akciger kanserinde asagl regule edilip hlucre migrasyonunu
engellemektedir (46). Meme kanserinde de yukari regulasyon gostererek;
migrasyon ve invazyonu engelledigi gorulmuastir (47). Ayrica miR-200c’nin
onkojenik olabilecedini ve KRK ilerlemesinde rol oynayabilecegdi gosterilmigtir
(48).

miR-622: Meme karsinomunun yeni bir biyobelirtegi olup, meme kanseri
hdcrelerinin hareketliligini bozmaktadir ve asagi reguledir (49). Ayrica prostat
kanserinde hucre apoptozunu indiklemede ve metastazi inhibe etmekte bir
tumor baskilayici olarak iglev gérmektedir ve asagi regile olmaktadir (50).
KRK tumoér dokularinda ve hucre dizilerinde ise asagi regule edildigi
gorulmektedir. Bir galisma da ise miR-622 ekspresyonunun papiller tiroid
kanseri dokularinda ve hicre dizilerinde asagi regule edildigi ve digtsin TNM

evresi ve lenf nodu metastazi ile iligkili oldugu gosterilmigtir (51).
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miR-30b: Coklu kemik metastazi ile iligkili genleri dogrudan hedefleyerek
meme kanseri invazyonunu, ve kemik yikimini engeller (52). Pankreas kanseri
kOk hucrelerinin migrasyon ve invazyonu uzerinde duzenleyici bir etkisi vardir
ve asagl regule edilir (53). KRK dokularinda énemli dlgide asagi regule
edildigi gorulmastur. Dustik bir miR-30b ekspresyon seviyesinin, zayif
farklilagsma, ileri TNM agamasi ve KRK'nin kotu prognozu ile yakindan iligkili
icinde oldugu bildirilmistir (54).

miR-29b: Prostat kanserinde asagi regule edilir ve prostat buyumesini
engeller (55). Meme kanserinde tumorigenez, metastaz ve immin
mikrogevresinin  yeniden sekillenmesine katkida bulunur ve yukari
dizenlenmektedir (56). Ayrica KRK'da asagi regule oldugu bildirilmistir (57).
miR-96: Epitelyal-mezenkimal gecigli meme kanserinde hicre buyumesi ve
migrasyonunu duzenleyerek asagi regule oldugu gosterilmistir .Prostat
kanserinde androjen sinyalini ve kanser ilerlemesini yonetir ve asagi reguledir
(58). KRK dokularinda bu miRNA’nin ekspresyonunun yukari regtile oldugu
gorulmustir. MiR-96-5p'nin KRAS mRNA'y1 hedefledigi ve bu nedenle KRK
hicrelerinde RAS sinyal yolunu etkiledigi gosterildiginden, KRAS'iIn miR-96-5p
tarafindan duzenlenmesi, tumor ilerlemesine ve EGFR hedefleme ajanlarina
kars! dirence katkida bulunabilmektedir (59).

miR-384: Girtlak kanserinde asagi regule edilerek hicre ¢ogalmasini ve
apoptozu duzenler. Kuguk hucreli olmayan akciger kanser hucrelerinin
apoptozunu ve otofajisini indukler (60). KRK dokularinda asagi regule oldugu

ve KRK ilerlemesini baskilayabilecedi gosterilmistir (61).

2.8.KRK Tani Ve Ayirici Tanisi

Baslangicta asemptomatik olup gec¢ belirti veren bir hastaliktir.
Semptom ve bulgular ilk diskida kan gérme ve anemi ile baslar, daha sonra
bagdirsak hareketlerinde dedisiklik (ishal, kabizlik, diski 6zelliklerinde
degisiklik) olarak ilerler. Nonspesifik karin agrisi, mide bulantisi, tenesmus gibi
sikayetler ve kilo kaybi eklenebilir. Daha ileri evrelerde ileus ile acile bagvuran
hasta sayisi tan1 yontemlerinin etkin kullanimiyla azalsa da halen ciddi bir

dusus s6z konusu degildir (62).
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KRK ile iligkili belirti ve semptomlar spesifik olmadigi i¢in 6zellikle karin
agrisi ve rektal kanama ile bagvuran hastalarda diger malignitelerin yani sira
ayirici tani pek cok hastaligi icerir, hemoroit, divertikllit, enfeksiyon veya
inflamatuar bagirsak hastaligi gibi benign hastaliklar da benzer belirti veya
semptomlara neden olur (63).

Kolorektal kanserin tanisi endoskopi sirasinda alinan biyopsi
drneklerinden histolojik olarak konur (2). ilerlemis lezyonlarin kolonoskopik
tanimlanmasi nispeten basittir, ancak erken kolorektal kanserler ¢ok ince
mukozal benign lezyonlar olarak gorulebilir, bu lezyonlarin tespitini saglamak
icin dikkatli ve eksiksiz mukozal inceleme ve optimal bagirsak hazirhdi gerekir.
Ayrica endoskopistin deneyimi de basariyi etkiler (18). Asemptomatik hastalar
arasinda, deneyimli operatorlerin elindeki KRK'lar i¢in kolonoskopinin taniyi
g6zden kacgirma orani yuzde 2 ila 6 arasinda degismektedir ve gbézden kagan
kanserler en sik kolonun sag tarafindadir. Semptomatik hastalar arasinda
pubmed uUzerinden 9223 hastayl kapsayan bir meta-analiz ¢alismasinda
kolonoskopinin KRK'yl saptanmadaki duyarhligi yuzde 94,7 atlama orani
yuzde 5,3 bulunmustur (64). BT kolonografi, poliplerin ve kolorektal kanserin
(6rnegin eksik veya yetersiz kolonoskopi sonrasi) tanisinda tamamlayici bir
goruntileme yontemi olarak kullaniir. Ancak goruntileme yodntemleri
cogunlukla dogru lokalizasyon ve uzak metastaz icin kullanilir. Rektum
kanserinde lokorejyonel evreleme rutin olarak MRI ile yapilir ve ileri tedavi

kararinda yol gosterir (18).

2.9.KRK Evreleme

KRK tanisini takiben oncelikle klinik ve patolojik evreleme yapmak,
hastaligin lokal ve uzak yayilimini belirlemek takibinde prognoz tahmini ve
tedavi secimi icin gereklidir. Uluslararasi Kanser Kontrolu Birligi (UICC) ve
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) TNM evreleme sistemini altin
standart kabul eder (34).

TNM sistem siniflandirmasi, prognozun belirlenmesi ve adjuvan tedavi

secimi icin en sik kullanilan sistemdir. Erken (evre I) ve geg (evre IV) hastaligi
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olan hastalar icin gugli prognoz tahmini saglarken evre Il ve Ill hastaligi olan
hastalarda prognoz ve sonuglarda heterojenite mevcuttur (34).

TNM evrelemesi en son 2017 de revize edilmisg ve guncel olarak;
peritoneal karsinomatozis kotu bir prognostik faktér olarak M1c seklinde
evrelemeye eklenmigtir (63). N kategorisi de degismemistir ancak lenf
nodlarinda 20 veya daha fazla hicreden olugan kimeler veya> 0,2 mm ve <2
mm capindaki mikrometastazlar barindiran lenf dagumleri pozitif kabul
edilmistir (65) (Tablo-2).

Tablo-2: Kolon Rektum Tumorleri Patolojik Evreleme Sistemi (66).

Aciklamasi
Primer Tumor(T)
TX Primer tumor degerlendirilemedi
T0 Primer timor izlenmedi
Tis Karsinoma insitu (intramukozal karsinom;

lamina propria veya tam kat gecmeksizin

muskularis mukoza invazyonu)

T Submukoza invazyonu yapmis timor
T2 Muskularis propria ivazyonu yapmis tUmor
T3 Tumoér  muskularis propriay! gecerek

perikolorektal yagli doku invazyonu yapiyor.

T4 TUmor visseral periton veya komsu organ veya
yapilara yapigik ya da invaze ediyor

T4a Tamor visseral periton invazyonu
yapiyor(timdér  makroskopik  perforasyon
yapiyor veinflamasyonla birliktedirekt tUmor
invazyonu)

T4b TUmor direkt olarak komsu organ veya yapilara
yapisik veya invaze ediyor.

Bolgesel Lenf Nodlari(N)
NX Degerlendirilemedi

NO Lenf nodu metastazi yok
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N1 1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz var(lenf
nodu igindeki tumo6r0.2 mm) veya tum lenf
nodlarinin negatifligi halindehethangi sayida
tumor depoziti varhgi

N1a 1 bolgesel lenf nodu pozitif

N1b 2-3 lenf nodu pozitif

N1c Pozitif lenf nodu yok, ancak asagidaki
alanlarda tUmor depoziti var

e Subseroza

e Mezenter

e Veya peritonla kapli olmayanperikolik
veya perirektal/mezorektal dokular

N2 24 bolgesel lenf nodunda metastaz var

N2a 4-6 lenf nodu pozitif

N2b 7 ve Uzeri lenf nodu pozitif

Uzak Metastaz
(M)

MO Goruntuleme yontemleri ile uzak metastaz yok;
orn. Uzak bodlge ve organlarda metastaz
bulgusu yok (bu kategori patologlar tarafindan
verilmemelidir)

M1 Bir veya daha fazla bolge veya organda veya
peritonda metastaz varlgi

M1a Peritoneal metastaz olmaksizin bir bolge veya
organda metastaz

M1b Peritoneal metastaz olmaksizin iki veya daha
fazla bolge veya organda metastaz

M1c Tek basina veya uzak organ metastazi ile
periton metastazi

EVRELEME SISTEMI
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Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
T2 NO MO
Evre IIA T3 NO MO
Evre IIB T4a NO MO
Evre IIC T4b NO MO
Evre IlIA T1-T2 N1 MO
T1 N2a MO
Evre IIIB T3-T4a N1 MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
Evre llIC T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
Evre IVA Herhangi T Herhangi N M1a
Evre IVB Herhangi T Herhangi N M1b

2.10. Metastatik KRK da Tedavi

Kolon ve rektum kanserinin tedavisi ancak tumoérun tamamen
ctkariimasiyla mumkundur ve bu nedenle tedavinin temelini cerrahi olusturur.
Cerrahinin amaci, temiz cerrahi sinirlarla, tam veya kuratif rezeksiyon ile
timorin ortadan kaldirnlmasidir (67). Ancak sadece ¢ok erken evredeki
hastalarda tek basina cerrahi yeterli olabilmektedir. Lokal ileri evre rektum
kanserlerinde uygulanan neoadjuvan radyoterapi lokal yinelemeyi anlaml

olarak azaltmaktadir. Radyoterapiye, kemoterapi eklenmesi ile patolojik tam

yanit ve lokal kontrol oranlari artmaktadir (68).

Sitotoksik kemoterapi, metastatik KRK (mKRK) igin standart tedavi

stratejisi olmaya devam etmektedir. Kemoterapi ve hedefe ydnelik tedaviyle
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ilgili olarak, birkag¢ birinci basamak terapotik segenek vardir ve KRK’daki gen
mutasyon durumunu ve diren¢ mekanizmalarini anlamak, en iyi tedavi
segenegini segmek igin ¢ok onemlidir, bazi nadir durumlarda neoadjuvan
tedavi, timorin evrelemesini kolaylastirabilir ve bdylece rezeksiyon firsatini
artirabilir (69).

MKRK igin kemoterapinin hedefleri klinik senaryoya goére farklihk
gOstermekle birlikte ¢odu hasta igin tedavi kuratif degil palyatif olmaktadir,
tedavide temel hedef genel sag kalimi uzatmak ve yasam kalitesini mimkin
oldugunca uzun sure korumaktir (1,68).

2.10.1. Neoadjuvan Tedavi

Kolon kanseri i¢in kabul edilmis bir neoadjuvan tedavi yoktur. Bununla
birlikte, rektum kanseri i¢in, orta ve ileri evre kanserlerde neoadjuvan
radyoterapi veya kemoradyoterapi onerilmektedir; drnegin, ¢ok dusuk kanalli
anterior yerlesimli cT2 lezyonlar, cogu T3 lezyon, sinirli peritoneal tutulumu
olan bazi T4a lezyonlar, N+ lezyonlar, cT3, lokal nuks oranini azaltmak igin
mezorektal fasyayi istila eden lezyonlar ve pozitif lateral digimlere sahip cT4a
ve cT4b lezyonlarda dusuntlebilir. Neoadjuvan tedavi, kisa sureli radyoterapi
ve ardindan cerrahi olarak veya 5-florourasil veya kapesitabin (oral
floropirimidin) ile kemoradyoterapi olarak verilebilir. Her ne kadar preoperatif
(kemo-)radyoterapi, lokal niksu azaltmada postoperatif tedaviden daha etkili
olsa da genel sagkalimi iyilestirmez (70).
2.10.2. Cerrahi Yaklagim

Evre IV kolorektal kanserle basvuran hastalarda, kolorektal cerrahin
tibbi onkologla birlikte degerlendirdigi tedavilerin se¢imi ve sirasi, buyuk
oranda primer tumorden kaynaklanan semptomlara ve metastazlarin rezeke
edilebilirligine baglidir. Metastatik veya rezeke edilemeyen tumoru olan ancak
asemptomatik hastalar, genellikle primer tUmoérin cerrahi rezeksiyonundan
genel sagkallm agisindan fayda gormezler. Kanama, perforasyon ve
obstriksiyon olarak tanimlanan semptomatik hastalik, acil mudahale
endikasyonlaridir ve bagvurularin %16'sini olusturur (71). Cerrahi segenekler
arasinda primer anastomoz veya ug¢ stoma ile rezeksiyon; rezeksiyonsuz

proksimal saptirma veya bypass ya da endoskopik stentleme ve lazer
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fulgurasyon gibi diger yontemler mevcuttur. Spesifik se¢im, hastanin genel
tibbi durumunun yani sira mevcut semptomlara gore belirlenir (72).

Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik yarisi bir agsamada karaciger
metastazi ile bagvurur. Karaciger rezeksiyonu su anda literatirde %25 ile %39
arasinda degisen oranlarla uzun sureli hayatta kalma sansi sunan tek tedavi
seklidir. Ancak mevcut cerrahi endikasyonlar kullanilarak karacigere kolorektal
metastazi olan tium hastalarin yalnizca %10'unda kuratif bir operasyonun
yapilabilecegi tahmin edilmektedir (72). Senkron, rezeke edilebilir karaciger
metastatik hastaligi olanlarda, cerrahinin zamanlamasi, siralamasi ve sistemik
tedavi son zamanlarda tartisma konusu olmustur. Sinirda rezeke edilebilir
karaciger metastazlari olan (metastazlarin boyutunda veya sayisinda hafif bir
azalmanin rezeksiyonu mumkun kilabilecegi) hastalar icin, lezyonlarin evresini
dusurmek igin agresif kemoterapatiklerin kullanildigi konversiyon kemoterapisi
ile bir miktar basari elde edilmigstir. Bizmut ve ark. ve Adam ve ark. baslangi¢ta
rezeksiyonu mumkdn olmayan, kemoterapiye tumor yanitinin ardindan
rezeksiyon uygulanan bir grup hastanin %13-16'sinin, primer karaciger
rezeksiyonu uygulanan hastalarla kargilastirilabilir 5 yillik sagkalim
gosterdigini bildirmigtir (73).

Rezeke edilebilir karaciger metastatik hastaligi igin mevcut cerrahi
secenekler U¢ ana stratejiyi igerir: ilk primer tUmor rezeksiyonu, es zamanli
kolon ve karaciger rezeksiyonu ve "0nce karaciger" rezeksiyonu. Lykoudis ve
ark. bu U¢ stratejinin sistematik bir incelemesini yapmis ve mevcut verilere
dayanarak higbir stratejinin digerlerinden daha asagi olmadigi sonucuna
varmistir. Ancak bu sonug, herhangi bir randomize veri icermeyen mevcut

literatttrle sinirlidir (74).
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Sekil-3: Metastatik kolorektal kansere cerrahi yaklasimi (72)

2.10.3.Kemoterapi

5-Florourasil: Basariyla kullanilan ilk kemoterapdétik ajan, folinik asit (FA) ile
kombinasyon halinde intravendz floropirimidin 5 Florourasil(5FU) idi. 5FU,
pirimidinlerin sentezinde anahtar bir enzim olan timidilat sentazi inhibe eder,
bdylece DNA replikasyonu icin mevcut olan pirimidinleri azaltir.5FU/FA'yi
palyatif bakimla karsilastiran bir dizi randomize kontrolli ¢galigma, kemoterapi
ile yasam kalitesinde ve ortalama sagkalimda 6 aydan 1 yila kadar iyilesme
oldugunu gostermigtir. 5FU/FA tedavisinin yan etkileri genellikle iyi tolere edilir
ve yorgunluk, bulanti, ishal ve mukozit igerir (75).

Kapesitabin: Oral floropirimidinlerden olan kapesitabin 5FU'nun floropirimidin
karbamat oncusudur. Bir dizi enzimatik adimla 5FU'ya katalize edilir. 5FU'ya
son donusumde rol oynayan enzim, timidin fosforilaz, timor hicrelerinde
normal hucrelere gore daha yuksek seviyelerde bulunur, bdylece tumor
hicrelerine daha yuksek dozlarda ulagir ve 5FU'ya sistemik maruziyet azalir.

Kapesitabin ile intraven6z 5FU'yu karsilastiran iki blyuk randomize klinik
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calismanin her ikisi de kapesitabin ile bolus 5FU'ya gore tedaviye daha yuksek
bir yanit alindigini gostermigtir. Progresyona kadar gecen sure ve genel
sagkalim her iki tedavi icin de benzerken en 6nemli fark kapesitabinin, 5FU ile
karsilastirildiginda tolere edilebilirlik agisindan klinik olarak anlamh faydalar
gOstermesidir. Kapesitabin, 5FU'ya gére 6nemli dlglide daha az ishal, febril
notropeni ve stomatit ile sonuglanir, ancak daha yuksek oranda el-ayak
sendromu ve asemptomatik hiperbilirubinemi ile iligkilidir (75).

irinotekan: irinotekan, topoizomeraz | inhibitérii olarak gérev yapan bir
kamptotesin tUrevidir. Topoizomerazlarin inhibisyonu, DNA iplikgiklerinin
kirllmasina, replikasyonun basarisiz olmasina ve ardindan hicre olumuine
neden olur. Topoizomeraz | enziminin kolorektal kanserde asiri eksprese
edilmesi onu cekici bir ilag hedefi yapar. irinotekan in vivo olarak daha aktif
bilesik SN38'e metabolize edilir. Bu bilesik safrayla atilir ve enterohepatik
dolasima girer. Bu ilacin temel doz kisitlayici toksisitesi, muhtemelen
kolondaki yiikksek SN38 dozuyla iligkili olan diyaredir. irinotekanin ilk faz Il
calismalari, 5SFU/FA ile birinci basamak tedavi sonrasinda nukseden hastalar
uzerineydi. Cunningham ve ark. (76) irinotekani en iyi palyatif bakimla
kargilastirirken, Rougier ve ark. irinotekani 5FU'nun surekli inflzyonuyla
kargilagtirmistir.  Her iki c¢alismada irinotekanin genel sagkalimi,
progresyonsuz sagkalimi ve yagsam kalitesini iyilestirdigini gostermesi Uzerine
sonraki ¢alismalar irinotekan/5FU'yu (FOLFIRI olarak bilinir) birinci basamak
tedavi olarak tek basina 5FU ile karsilastirmistir, yapilan G¢ énemli calisma da
kombinasyon koluyla yanit oraninda yaklasik %20'lik bir iyilesme gostermistir.
irinotekan alan hastalarda toksisite olarak genellikle yasam Kkalitesini
bozmayan diyare gorulmektedir. Klinik uygulamada, irinotekan iceren
kombinasyon kemoterapisi alan hastalar, diyare hakkinda bilgilendirilip
gerektiginde kullanmak tzere onleyici tedavi regetesi duzenlenir (76).
Oksaliplatin: Oksaliplatin, platin atomunun 1,2-diaminosikloheksan ile
kompleks olusturdugu Uguncu nesil bir platin bilesigidir, platin-DNA capraz
baglari olusturarak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe eder ve
hicre 6limune sebep olur. Bu ilagla yapilan ilk in vitro ¢alismalarda, 5FU ile

sinerji gostermesi Uzerine oksaliplatin ve 5FU'nun kombinasyon halinde
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verildigi klinik uygulamaya donugmustur. Oksaliplatin ve 5FU kombinasyonuna
FOLFOX adi verilmektedir. FOLFOX'un (oksaliplatin/5FU) tek basina 5FU
monoterapisi ile karsilastirildigi ilk fazlll ¢alisma sonuglarinda 5FU
monoterapisindeki yanit oranlari %16-22 ile gegmis verilerle uyumluyken,
FOLFOX ikilisi %50 civarinda bir yanit oranina ulasmis ve progresyonsuz
sagkalimin, kombinasyon lehine 6 aydan 8-9 aya uzadigi gorulmustar.
FOLFOX kemoterapisi, toksisite olarak tek basina 5FU ile karsilastirildiginda
daha yuksek nétropeni, ishal ve periferik duyusal nérotoksisite insidansi ile
iligkilidir, ancak genel olarak yasam kalitesinde belirgin bir azalma ile
iliskilendirilmemistir. Klinik pratikte doz kisitlayici toksisite, kimulatif olan ve
genel olarak ilacin kesilmesiyle geri dontsumlu olan periferik nérotoksisitedir,

bazi nadir durumlarda kalici fonksiyon kaybina neden olabilir (77).

2.10.4.Hedefe Yonelik Tedaviler

Oldukgca etkili olmalarina ragmen, sistemik kemoterapétik ilaglar
DNA'ya zarar veren maddelerdir ve bu nedenle hizla bolinen tim hucreleri
etkileyerek Onemli toksisiteye yol acarlar bu durum kullanim sudrelerini
sinirlandirir. Ayrica, KRK hucreleri kaginilmaz olarak kemoterapi ajanlarina
karsi direng geligtirir ve bu noktada ek tedavi yontemlerine ihtiya¢c duyulur.
Sistemik tedaviden farkli olarak hedefe yénelik ajanlar, timaor hticrelerini hiicre
zari reseptorleri veya tumor hiucrelerine 6zgu sinyal yollari araciligiyla tanir ve
hedefler; dolayisiyla hedefe yonelik ilaclar saglkli dokularin yalnizca ktguk bir
alt kimesini etkileyerek yan etkileri en aza indirir (78).
Bu hedefe yonelik ilaglar 6zellikle tGi¢ ana grubu igerir;
1.EGFR'ye karsi monoklonal antikorlar (cetuximab ve panitumumab), VEGF-
A'ya karsi monoklonal antikorlar (bevacizumab)
2. Coklu proanjiyogenik buylume faktorleri (6rnegin aflibersept)
3. Kliguk molekilleri hedef alan flizyon proteinleri bazli multikinaz inhibitérleri

(6rnegin regorafenib (17).

Setuksimab; epidermal buylme faktora reseptorini (EGFR) inhibe eden,

¢oklu kinazlarin aktivasyonunu bloke ederek hiicre buyuamesinin inhibisyonuna

34



ve apoptoza yol agcan monoklonal bir immunoglobulin G (IgG) antikorudur.
Trastuzumab ve rituksimab gibi setuksimab da tumor buylimesini ve
ilerlemesini tesvik eden sinyal yollarini inhibe eder ve apoptozu indikler. Gida
ve ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanan ilk KRK hedefli ajan 2004 yilinda
Setuksimab olmus, bunu ayni yil bevacizumab izlemistir. Setuksimab,
irinotekan tedavisine direngli mMKRK hastalarinda hem tek ajan olarak hem de
irinotekan ile kombinasyon halinde anlamli antitUmor aktivitesi gostermistir
(79).

Panitumab; setuksimabin yaptigi gibi antikora bagimh hicre aracil
sitotoksisiteyi tetiklemeyen ve daha dusuk bir asiri duyarlilik reaksiyonu riski
sergileyen tamamen humanize antikor olarak gelistirilmistir. Panitumumabin
KRK'ya karsi etkinligi, PRIME c¢alismasinda (80) degerlendiriimis ve
kombinasyon rejimi tek basina FOLFOX'tan daha iyi bir PFS (Progresyonsuz
Yasam Suresi) ve OS (Ortalama Sagkalim) elde etmistir. Faz IIl ASPECCT (81)
calismasinda setuksimab ve panitumumab arasinda herhangi bir Gstunltuk
tespit edilmemis ve derece 3 veya 4 hipomagnezemi insidansi disinda higbir
belirgin yan etki gdozlenmemistir. Bu ayni zamanda antikora bagimli hucre
aracil sitotoksisitenin bu ajanlar i¢cin dnemli bir mekanizma olmadigini da
goOstermistir (82).

Bevacizumab; VEGF reseptorini aktive eden ligandlar ailesinin bir Gyesi olan
vaskuler endotelyal biyime faktori-A'yi (VEGF-A) hedef alan FDA onayl,
himanize bir monoklonal antikordur. KRK, randomize ¢alismalarda anti-VEGF
stratejisinin etkinligine dair acik kanitlarin gosterildigi ilk malignitedir. Birinci
basamakta bevacizumabli ve bevacizumabsiz kemoterapiyi kargilastiran
calismalarin derlendigi bir analizde, bevacizumabin eklenmesi 6lum riskinde
yuzde 19'luk anlamli bir azalma ile iligkilendirilmistir (83). Bevacizumab ayni
zamanda hastaligin ilerlemesinden sonra bile tedaviye devam edildiginde
hastalara hayatta kalma avantaji saglayan az sayidaki biridir (17).
Aflibersept; VEGF-A, VEGF-B ve PIGF'yi bloke eden anjiyogenezin benzersiz
ve tam inhibisyonuna sahip, dnceki anjiyojenik tedaviye karsi direncin biyolojik
mekanizmalarini hedef alan rekombinant bir proteindir. Oksaliplatin tedavisine

dayali olarak birinci basamak tedaviye ilerleyen mKRK hastalarinda FOLFIRI
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ile kombinasyon halinde gugli kanitlarla desteklenen bir secenektir.
Aflibersept'in klinik faydasi, molekuler durum, yas, potansiyel olarak rezeke
edilebilir hastalar veya ilk basamaktan sonra progresyona kadar gecgen
sureden bagimsiz olarak tim hasta profillerinde gézlemlenmigtir (84).
Regorafenib; standart kemoterapiye direngli metastatik kolorektal kanser
hastalarinin tedavisi i¢in onaylanmig c¢ok hedefli bir kinaz inhibitoradar.
Anjiyogenez, metastaz, hlcre proliferasyonu ve immunosupresyon ile ilgili
genis bir yelpazedeki aktive edilmis yollari inhibe eder. Bunun sonucu olarak
genis aralikta ilag duyarhligina neden olur. Bu ajanin ana terapdtik etkileri, anti-
anjiyogenez ve cesitli etki mekanizmalari yoluyla timér mikro ortaminin
yeniden sekillendiriimesidir. VEGF reseptorlerinin ve TIE2'nin ikili blokaji, hem
ilave anti-anjiyogenez etkilerine hem de damar stabilitesinin dugunduricu
benzersiz dizenlemesine yol agabilir. Ek olarak VEGF inhibisyonuna giden
molekuler kagis yollarini inhibe ederek VEGF inhibitorlerine direncli timorlerde
bile surekli antianjiyojenik etkisini mimkuin kilar. Ayrica regorafenib, makrofaj
modulasyonu yoluyla anti-tumor bagisikhgini artirma yonunde onemli bir
etkiye sahiptir (85).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismaya, 2012-2023 vyillari arasinda Bursa Uludag Universitesi
(BUU) Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Anabilim Dali’na bagvuran, KRAS geninde
mutasyon saptanmis, kolorektal karaciger metastazli 42 hastaya ait parafine
gomulu (FFPE) tumor dokusu ve ilgili hastalarin 28’inin saglikh (normal)
dokusu dahil edildi. Calismaya alinan hastalarin normal ve tumorli
materyallerin temini; Bursa Uludag Universitesi Tip Fakultesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi alindiktan sonra baglandi (Karar No: 2023-
9/5). Degerlendirilen hastalara ait klinik 6zellikler, tumdorlerine ydnelik patolojik
bilgiler, tani, tedavi ve takip bilgileri istatistiksel analizlerde kullaniimak tzere
toplandi. Planlanan caligma ile ilgili olarak olugturulan tipta uzmanlk tez
projesi, Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (BAP) tarafindan TTU-2024-1437 sayili proje ile desteklendi.

3.2. Geregler

3.2.1. Kullanilan Sarf ve Ekipmanlar

e Roche, TriPure Isolation Reagent (isvicre) 200 ml

e Merck, Isopropanol (Almanya)

e Merck, EtOH (Almanya)

e Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (ABD)

¢ Qiagen, miRCURY LNA RT Kit (Almanya)

¢ Qiagen, miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit (Almanya)

¢ Qiagen, miRCURY LNA miRNA Custom PCR Panel (Almanya)

e |SOLAB, Filtreli pipet uglari (10,100,1000 pl) pipet ucu filtreli- ISOLAB-
seffaf- 10 ul- kutu- steril 96 adet/kutu, pipet ucu- filtreli-ISOLAB- seffaf-
100 pl- kutu- steril 96 adet/kutu, pipet ucu- filtreli- ISOLAB- seffaf- 1000
pI- kutu- steril 96 adet/kutu (Almanya)
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e Thermo, 0,2 mL PCR tipU (ABD) Tubes, 0.2 mL, flat cap
e |ISOLAB, 1,5 mL steril mikrosantrifij tupu (Almanya)
e MagNA Lyser Green Beads (isvicre)

3.2.2. Kullanilan Cihazlar

e -86 °C derin dondurucu (New Brunswick Scientific- U535)
e -20 °C derin dondurucu (Argelik, Turkiye)

e Nanodorop 2000 (Thermo Scientific)

e Allegra X-15R Refrigerated Centrifuge (Beckman Coulter)
e MagNA Lyser (Roche Diagnostics)

e Thermal Block (Biosan TS100-C)

e Vorteks cihaz (Biosan V-1 Plus)

e Santrifdj (Hettich Universal 320R)

e Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied)

e LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics)

3.3. Yontemler

3.3.1. Parafin Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

FFPE doku orneklerinden RNA izolasyonu, “TriPure Isolation
Reagent” ile asagida belirtilen sekilde yapildi.
e Deparafinizasyon igin; 1.5 ml ependorf tlplerde yer alan parafin doku
ornekleri Uzerine 1 ml ksilen eklendi. 50 °C de 3 dakika parafinin erimesi
saglandiktan sonra ornekler 1 dakika 20.000x g de santrifuj edildi. Santrifyj
sonrasinda supernatant uzaklastirildi ve ksilen ile yikama islemi bir kez daha
tekrarlandi. Sonrasinda érnekler 2 kez 1 ml etanol ile yikandi.
e Orneklerin tzerine 40 pl proteinaz K ve 300 pl Lizis Buffer eklenerek mix
edildi ve 55 °C de 3 saat inkibasyona birakildi.

e inkiibasyon sonrasi tiiplere 1 ml tripure eklendi ve homojenize edildi.
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Bu asamada tiipteki doku homojen bir gériiniim alarak parcalanir ve
tripure isolation reagent etkisiyle pembe bir renk gbrinimdnd alir.
e Homojenize edilen tupler buza alinip 2 dakika bekletildi. Ardindan 5 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

Homojenizatorde o hizin ve slirenin etkisiyle isinan tiipleri soqutmak
icin bu isleme basvurulur.
e Tuplere 200 ul kloroform eklendi ve 5 dakika bekletildi.

Kloroform; homojen hale gelen dokuda faz olusumunu sadglar. Béylece
RNA, DNA ve protein ayri fazlarda elde edilmis olur.
e 12.000 rpm’ de 4 °C ‘de 20 dakika santrifuj yapildi.

Santriflj sonunda 3 faz olusur:
-1.Faz (Sulu faz): RNA igerir (Renksizdir).
-2.Faz: DNA igerir (Beyaz renklidir).

-3.Faz (Organik faz): Protein igerir (Kirmizi renktedir),

¢ RNAzolasyonu igin renksiz olan 1. faz yeni tupe aktarildi. Yeni tipe 500 pl
izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inklbe edildi.

izopropanol RNA’ yi, DNA ve diger safsizliklardan arindirmak icin
kullanilir.

12.000 rpm’ de 4°C’ de 10 dk. santrifiij edildi. Sipernatant atildi.

e Olusan ¢okelek tzerine 1 ml %75 EtOH eklendi. 7.500 x g’de 4°C’ de 5 dk.
santriflj edildi. Santriflij sonunda stpernatant atild1.

e 57°C’ de EtOH uguruldu. Kalan ¢okelege 50-100 ul RNAse free su
eklenerek pipetaj yapildi.

e Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve safliklari belirlendi.

3.3.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
izole edilmis olan RNA’larin konsantrasyonlari spektrofotometrik
yontemlerle dlclldu. Elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklari
260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslarinin dlgtiimesiyle belirlendi.
NOT: ideal safliktaki kaliteli RNA’nin A260/ A280 absorbans

oraninin 1,8-2,0 olmasi beklenir.
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3.3.3. RNA'lardan cDNA Sentezi

cDNA sentezi “Universal cDNA synthesis kit (Exiqon)” kullanilarak
asagida belirtilen sekilde gercgeklestirildi. Her drnek igin 5 ng/ul RNA stoklari
hazirlandi ve cDNA’ da bu stoklar kullanildi. 0,2 ml’ lik PCR tlplerine, kit
icerisindeki malzemeler asagidaki tabloda belirtilen sekilde kullanilarak

reaksiyon karisimi hazirlandi (Cizelge 1).

Cizelge-1: cDNA sentezi igin reaksiyon karigimi

Tek reaksiyon igin gerekli
Malzeme .
hacim

RNA 6rnegi (5ng/ul) 4 ul
Nuclease free water 9 ul
5x Reaction Buffer 4 ul
Spike in RNA 1 ul
Enzim mix 2 ul

Toplam hacim 20 pl

Hazirlanan PCR tupleri, Thermal Cycler cihazina vyerlestirilerek
asagidaki hazirlanmig programa uygun sekilde cDNA sentez iglemi

gerceklestirildi (Cizelge 2).

Cizelge-2. cDNA sentezi icin PCR kogullari

42°C 60 dk.
95 °C 5 dk. 1 dongu
cDNA sentezi 4 °C Bekleme
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3.3.4. Real-Time PCR (RT-gPCR) ile miRNA Expresyon Analizleri

Calismada, miRNA'ya 6zgul LNA temelli, Exigon firmasina ait
"MmiRCURY LNATM Universal RT microRNA system" kiti kullanildi (Sekil 4).Bu
kit ile, total RNA’dan tek sarmal cDNA sentezlemek, sentezlenen cDNA'’yI kalip
olarak kullanip, 6zel LNA primerler ve SYBR green boya esliginde secilen
miRNA’larin  gergek zamanl (Real-time) kantitatif/nicel PCR analizini
gerceklestiriimesi mimkundur. Elde edilen cDNA'lar dncelikle 80x seyreltildi (5
Ml cDNA+395 pl su). Housekeeping gen ve cDNA'lar, kontrol primerleri ile
g6zden gegcirildi. Calismada housekeeping gen olarak SNORD48 ve U6
kullanildi. SNOR48 ve U6 primerlerini iceren karisim asagidaki sekilde
kullanildi ve yine asagida belirtilen protokolle Real-Time qPCR'da yurutaldd.
Tum calismalar buz Uzerinde ve RNaz'lardan arindiriimig malzeme ile
gerceklestirildi. cDNA'larin Small Nucleolar RNA C/D Box 48 (SNORDA48),
RNA U6 Small Nuclear (U6) ve kontrol sonuglari Ct degerleri agisindan
degerlendirildiginde, Ct degerleri 15-29 arasinda olanlar, asagida belirtilen
miRNA'lar icin miRNA LNA™ primer setleri (Exiqon), (miRNA primerler; miR-
16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543, miR-200c, miR-622, miR-30b, miR-
29b, miR-96-5p, miR-384-3p) kullanilarak ve asagidaki karisim ve cihaz
protokolleri ile ¢calisildi (Cizelge 3).
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Adim 1:Birinci-iplik sentezi (RT)

Olgun microRNA

A AAAAAANANAANAANAANMAAMAANANMNANMNAAN
HJ AAAAAAARAARARAAAARAARAA

B

......

AAMMAAAAAAAAAAAAAAAAN
v AAAAAAAARAAAAAAAAAAAA

3’ dejenere

e [[TTTTTTTTITTTTT ~

5’genel kuyruk

Adim 2: Real-Time PCR amplifikasyonu

miR-spesifik ileri primer
."I"\] -

TTTTTTITTITTIITd

R

miR-spesifik geri primer

i2|

Sekil-4: RT-gPCR analizi sematik gosterimi (miRCURY LNATM Universal RT

microRNA system 2017 protokoltinden degistirilerek alinmistir)

MiRNA primerleri icin liyofilize primerleri igeren custom miRCURY LNA

miRNA custom PCR panellere (platelere) asagdida belirtilen oranlarda tek

reaksiyon icin belirtilen karigimlar eklendi.

Cizelge-3. RT-gPCR icin reaksiyon karisimi

Tek reaksiyon igin
Malzeme

gerekli hacim
cDNA 4 ul
Nuclease free water 1 ul
Enzim ve dNTP miski 5 U
(PCR Master mix) g

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon tupune, tek bir reaksiyon igin reaktiflerin her birinden eklendi ve

reaksiyon sayisi kadar konup, reaksiyon karigimi hazirlandi.

42



e Karigim spin ettirildi ve plate'lere her bir reaksiyon i¢in 6 pl reaksiyon
karisimindan transfer edildi.

e 4 yl cDNA 6rnek veya kontrol her bir kuyucuga son reaksiyon hacmi 10 pl
olacak sekilde ilave edildi. Ha

e Hazirlanan plateler (karisim ilave edildikten sonra) 2000 rpm'de 15 saniye
santrifijlendi. Ardindan asagida belirtilen cihaz protokoliine uygun olarak
LightCycler® 480 Il Real Time PCR (Roche, isvicre) cihazi ile calisma
gerceklestirildi (Cizelge 4).

Cizelge-4. RT-qgPCR kosullari

Denatiira | Amplifikasyo
Program Erime Egrisi Analizi Sogut
syon n
ma
Parametr
e
Analiz vall Kuantifikasyon Erime egrisi
o]
Modu modu modu ok
Dongii
9 1 45 1
Sayisi
Hedef
Sicaklik 95 95 60 95 60 95 40
[°C]
00:00 | 00:01: | 00:00 | 00:00 00:00:
Sire 00:10:00 00:00
10 00 10 10 30
:00
Sicaklik
Artis Hiz1 [ 4,4 44 1,6 44 1,6 0.,2 44
[°C/s]
Okuma Surek
Yok Yok Tek Yok Yok Yok
Modu li
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3.3.5. RT-gPCR Tabanlh miRNA Ekspresyon Profillerinin
Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglarda relatif kantitasyon yapilabilmek igin AACt
metodu kullanildi. Bu metod ile miRNA Ct degerleri SNORD48 ve U6
housekeeping genleri ile normalize edildi (Bu deger ACt olarak ifade edilir).
Gruplar birbirleri ile kargilastirildiktan sonra elde edilen sonuglar AACt'yi
vermektedir. Orijinal Ekspresyon Seviyesi (L) her bir miRNA i¢in asagidaki gibi
belirtilmistir.
Orijinal Ekspresyon Seviyesi (L) su sekildedir;

L=2"

Normalizasyon i¢in hedef miRNA’ nin housekeeping miRNAya oranlanmasi
gerekmektedir. Bu da;

2-Ct(GU|)
R A—— 2'|Ct(GU|)- Ci(HKG)] _ 2--_351
2-Ct(HKGl - -

seklinde betimlenir. ki farkli koguldaki ayni miRNA’ nin orani ise;

2-..\1’,‘[ ornek
= AAC,
2-.HCt kontrol = 2

Zlﬂ[: AC, (6mek) - AC, (kontrol)
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-AG{60I) 6mek
2 dG0I)

AC{HKG) {G601) - C{HKG)! Grmek A Gmek
92l Gmek ] ) ) ot

zmmwmm'zmmmmem 'Tmmm

z-lct[HKG] kDﬂtm‘

seklindedir. Buradan c¢ikan sonug iki farkl kosulda bulunan miRNA’nin ne

kadar degisim gosterdigidir. Katlik artis degerleri kontrol grubuna goére

verilmigtir.

3.3.6. istatistiksel analiz

Calismada, nominal ve ordinal veriler frekans analiziyle, dlgim ve
ekpresyon duzeyleri ise ortalama ve standart sapma degerleri ile tanimlandi.
Nominal ve ordinal veriler arasindaki fark analizlerinde Ki-Kare Benzerlik orani
ve Ki-Kare testleri kullanildi.

Ekspresyon dizeylerinin ve dlgim parametrelerinin fark analizlerinden
once, normal dagilima uygunluk igin Kolmogorov Smirnov testi yapildi. Normal
dagilima uyan ekspresyon duzeyi parametrelerinin ikili grup farklarinda
Bagimsiz Orneklem T-Testi ile Tukey testi, normal dagilima uymayan
parametrelerin ikili grup farklari icin ise Mann Whitney U testi uygulandi.
Ekspresyon duzeylerinin hasta-kontrol kiyaslamalarinda, kontrol grubunun
referans olmasi nedeniyle, hedef/referans (Target/Reference) degerleri, hasta
gruplarinin kendi aralarinda ikili kiyaslamalarinda ise fold change (degisim,
delta CT) degerleri kullanildi

Bulgular IBM Statistical Package for Social Science (SPSS) 22.0
programi vasitasi ile degerlendirildi. Hastaliksiz ve genel sagkalim analizlari
icin Kaplan-Meier yontemi, cgesitli faktorlerin hastaliksiz sagkalima etkisini
degerlendirmek icin tek yonlu degisken analizi Logrank testi ile yapildi.

Hastaliksiz sag kalim Uzerine etkili faktorler Cox regresyon analizinde tek
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degiskenli analiz ile degerlendirildi. p<0,2 olan faktorler ¢ok degiskenli
(multivariated) analize dahil edilerek bagimsiz prognostik faktorler incelendi.
Gruplar arasi karsilastirma sonuglarinda p<0,05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

Calismada, KRAS mutasyonuna sahip kolorektal karaciger metastazli
hastalarda miRNA ekspresyon seviyeleri incelendi. Bu kapsamda, 42 hastaya
ait parafine gomulmus (FFPE) timor dokulart ve 28 saglikli doku oOrnegi
kullanildi. Elde edilen dokularda miR-16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543,
miR-200c, miR-622, miR-30b, miR-29b, miR-96-5p ve mIiR-384-3p'nin
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar degerlendirildi ve hasta grubu ile kontrol

grubu arasinda istatistiksel analizler yapildi.

4.1. Kolorektal Kanser Hastalarinin Demografik, Klinik Histopatolojik

Ozelliklerine iligkin Bulgular

Hastalarin yas dagilim araligi 23 yil ve 90,5 yil arasinda degiskenlik
gOsterirken tani yasi medyan 671’idi. Calismaya dahil edilen hastalarin
%29(n=12)'unun kadin, %71(n=30)'inin erkek oldugu gorulmektedir.
Hastalarin %33,3(n=14)’Unun tumoru sol kolon, %33,3(n=14)4nun sag kolon,
%33,3(n=14)’Unun de rektum yerlesimliydi. Hastalarin %59,5(n=25)'i grade 2,
%11,9(n=5)'u grade 3 timdre sahipti %28,6(n=12)"' sinin ise grade bilgisine
erisilemedi. Calismaya dahil edilen hastalarin %81(n=34)'i adenokarsinom,
%19(n=8)'u ise musindz histolojiye sahipti. Calismaya dahil edilen hastalarin
%69(n=29)’'u tani aninda metastatik, %29,6(n=12)’si non metastatik idi,1
hastanin metastaz zamanina erigilemedi. Tablo-3’te hastalarin demografik ve

histopatolojik 6zelliklerine iligkin bulgular verilmistir.
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Tablo-3: Calismaya dahil edilen hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

N=42 %
Yas Medyan (min-max), yil 61 (23-90,5)
. Kadin 12 29
Cinsiyet
Erkek 30 71
Sag Kolon 14 33,3
Tumor Lokalizasyonu | Sol Kolon 14 33,3
Rektum 14 33,3
1 25 59,5
Grade 1" 5 11,9
Bilinmeyen 12 28,6
i< to I ST p Adenokarsinom 34 81
MuUsinoz 8 19
Kodon 12 15 35,7
Mutant Kras Kodonu KeoPn 12 18 2 4.8
Kodon 13 4 9,5
Bilinmeyen 21 50
Tani Ani Hastalik Non-metastatik 12 28,6
Metastatik 29 69,0
Durumu —
Bilinmeyen 1 2,4

Calismaya dahil edilen hastalarin Karaciger metastazlarina yonelik;
%23,8(n=10)’ine metastazektomi, %26,1(n=11)'ine TAKE, %11,9(n=5)'una ise
RF iglemi uygulanmigti. Sistemik tedavi olarak ¢alisma hastalarinin
%100(n=42)"G FOLFOX, %33(n=14)"l FOLFIRI, %35,7(n=15)’si
Bevacizumab, %26,19(n=11)'u da Regorafenib almigsti. Hastalarin tedavi

modalitelerine iligkin veriler Tablo-4’te verilmigtir.
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Tablo-4: Calismaya dahil edilen hastalarin tedavi modaliteleri

N=42 %
Metastazektomi var 10 23,8
Yok 32 76,1
Kc Yonelik Lokal
' TAKE Var 11 26,1
Tedavi Yok 31 73,8
RE Var 5 11,9
Yok 37 88,09
Floropirimidin+ Var 42 100.0
Oxaliplatin Yok 0 0
Floropirimidin+ Var 14 33,3
Sistemik Tedavi Irinotekan Yok 28 66,6
: Var 15 35,7
Bevacizumab
Yok 27 64,28
. Var 11 26,19
Regorafenib
Yok 31 73,80

4.2.Tumorli ve Komsu Saghkh Dokularda miRNA Ekspresyon
Diizeylerine iligkin Bulgular

Elde edilen sonuglara gore, hasta grubunda miR-16 (p<0,0001), miR-
143 (p<0,0001), miR-200c (p<0,0001), miR-543 (p=0,0116), mMiR-622
(p<0,0001), miR-30b (p<0,0001), miR-29b (p<0,0001), miR-96-5p (p<0,0001)
ve miR-384-3p (p<0,0001)'nin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna
kiyasla anlamli farkhliklarin oldugu belirlendi. Buna karsin, miR-193a-3p
(p=0,0573) ekspresyon seviyeleri, kontrol grubu ile hasta grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermedi.

MiR-16 ekspresyon duzeyi hasta grubunda, kontrol grubuna
kiyasla belirgin sekilde daha dusik seviyede gorildu. Bu, miR-16'nin hasta
grubunda asag regule edildigini gosterdi (p<0,0001). Ekspresyon duzeyindeki
bu dusus, miR-16'nin gen regulasyonundaki potansiyel roltyle ilgili olabilir.

Ayrica, miR-16 ekspresyon seviyesinin hasta grubunda dlsuk olmasi
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hastaligin molekuler ve biyolojik mekanizmalarinda 6nemini belirtmektedir
(Sekil 5).
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Sekil-5: Hasta ve kontrol grubunun miR-16 ekspresyon dagilimlari

Hasta grubunda miR-143 ekspresyonunun kontrol grubuna goére daha
dusuk oldugu goruldi (p<0,0001). Bu durum, miR-143'Un hasta grubunda
asag! regule edildigini gostermektedir. Bu bulgu, miR-143'Un hasta grubunda

ekspresyon dizeyinin baskilandigini belirtmektedir (Sekil 6).
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Sekil- 6: Hasta ve kontrol grubunun miR-143 ekspresyon dagilimlari
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Bir diger sonugta, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda miR-193a-3p
'nin ekspresyon seviyelerinde dikkate deder bir fark olmadidi gértldi. Bu da
mir-193a-3p'nin  hastalik Uzerinde Onemli bir etkisinin olmadigini
gostermektedir (p=0,0573) (Sekil 7).

ns

40

30

20+

miR-193a-3p

Sekil-7: Hasta ve kontrol grubunun miR-193a-3p ekspresyon dagilimlari

Hasta grubundaki miR-543 ekspresyon seviyesi, kontrol grubuna
kiyasla belirgin bir sekilde daha yuksek goruldi (p=0,0116). Bu da, hasta
grubunda miR-543'Un asin regulasyonunun (yuksek ekspresyonunun)
oldugunu, hastaldin ilerlemesine ve gelisiminde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir (Sekil 8).

51



Sekil-8:

anlamlihk gosterdi. Bu, hasta grubunda miR-622'nin ekspresyon seviyesinde
onemli bir artis oldugunu veya kontrol grubuna gére dikkate deger bir farklilk
oldugunu ifade etmektedir. Elde edilen bu sonug¢, miR-622'nin hastalik

prognozunda rol oynadidini, hastalikla iligkili biyolojik mekanizmalarda yer

miR-543

5- %ele

Hasta ve kontrol grubunun miR-543 ekspresyon dagilimlari

Hasta ve kontrol grubu arasindaki p<0,0001 degeri istatistiksel olarak

aldigini gostermektedir (Sekil 9).

Sekil-9:
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Hasta ve kontrol grubunun miR-622 ekspresyon dagilimlari
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MiR-30b'nin ekspresyon seviyesi, hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha yuksek bulundu (p<0,0001). Eldeki bu sonug, miR-30b'nin hasta
grubunda daha yuksek seviyede ifade edildigini ve ekspresyon seviyesindeki
bu ylkseklik ilgili miRNA’'nin potansiyel olarak hastalik sureciyle iligkili

olabilecegini gostermektedir (Sekil 10).
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Sekil-10: Hasta ve kontrol grubunun miR-30b ekspresyon dagilimlari

MiR-29b'nin ekspresyon duzeylerinin, hasta grubunda kontrol grubuna
goOre daha yuksek oldugu gozlemlendi (p<0,0001), (Sekil 11).
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Sekil-11: Hasta ve kontrol grubunun miR-29b ekspresyon dagilimlari
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MiR-96-5p'nin hasta grubuna kiyasla kontrol 6rneklerinde daha
yuksek duzeyde ifade edildigini tespit edildi (p<0,0001), (Sekil 12).
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Sekil-12: Hasta ve kontrol grubunun miR-96-5p ekspresyon dagilimlari

MiR-384-3p'nin ekspresyon seviyeleri kontrol ve hasta gruplari
arasinda anlamh farkhlik gostermektedir. Ekspresyon seviyesinin hasta
grubunda yuksek olmasi (p<0,0001), ilgili miRNA'nin hastalik slirecine katkida
bulundugu ya da hastaligin bir gostergesi olabilecegi yonunde
degerlendirilebilir (Sekil 13).
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Sekil-13: Hasta ve kontrol grubunun miR-384-3p ekspresyon dagilimlari

Hasta grubundaki miR-200c'nin ekspresyon seviyesinin kontrol

grubuna kiyasla anlamli sekilde daha yuksek oldugu bulundu (p<0,0001)
(Sekil 14).
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Sekil-14: Hasta ve kontrol grubunun miR-200c ekspresyon dagilimlari



Her bir miRNA'nin hasta gruplarindaki ifade seviyeleri i1si haritasi ile
gosterildi. Belirli miRNA'lar bazi hastalarda asiri sekilde yukari regule edilirken
(kirmiz1), bazi hastalarda disuk dizeyde ifade edildi (mavi). Kirmizi gortlen
miRNA'lar hastaliga 6zgu regulasyon gosterdi. Bu miRNA'larin asiri derecede
yukari regulasyonu, hastalikla iligkili biyolojik sureglerde yer aldigini
vurgulamaktadir. Ozellikle miR-622 gibi miRNA'lar, bazi hastalarda énemli
derecede vyukari regile olmustur (kirmizi). Bu miRNA’lar hastaligin
ilerlemesinde veya patogenezinde kritik rol oynar. miR-143, miR-200c, miR-
193a-3p gibi miRNA’lar da hastalar arasinda bazi farkliliklar gésterdi. Ozellikle
bu miRNA'larin bazi hasta gruplarinda artmis, bazi hasta gruplarinda ise
dusuk dizeyde oldugu goriuldid. miR-16, miR-143, miR-622 ve miR-96-5p gibi
miRNA’lar hasta grubunda gugcla farkliliklar gosterdi (Sekil 15).
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17— 242 [352 [PBEEN| -1.26 | -1.42 204 | 371 | 018 | -1.67
18— 3.16 | 3.78 | 120 |-1547 | 21.80 1833 | -1150 | 123 | -6.27
19— 275 | 233 [2128 -19.24 536 |-14.61 [ -15.18 [ -19.27
20— 640 [ 157 | 3.8 212 | 376 [Nl 271 | 297 | 374
21 905 | -1.10 | 411 | 253 [-17.42] -1070 | 220 | 558 [2400] 2.8
22— 142 | -3.07 [-15.40 | -3.83 | -7.36 [-14.55 | -0.27 [-1694| 221 [-17:31
23— 332 | -128 | 213 [-1422 128 | -3.60 [-14.97 [ -10.00
24— 267 | 543 | -697 | 281 | -2.81 [-11.18| -1.86 | 913 | -1.01 [ -1.98
25— 559 | 111 [2185(-1319 583 [ 270 | 132 | -124 | 232 [-1085
26— 364 | 177 | -151 | 324 | -633 |-1104| 1.14 | -190 | 920 | -1.08
27— 113 | 453 [ 205 | 152 [F2809 430 | -112 | -144 | 272 | -858
28— 236 | 143 [2207 -1024| 2901 1031 186 | 374 | -1.13 [ -a66
29— 141 [ 420 | 224 | -1.02 [-1616 | 814 | -124 | 770 | 1.41 [-13.46
30 624 | 342 | 156 | -8.70 [-1696| 312 | -1.12 | 282 | 803 | -1.08
31— 100 | 330 | -827 | 258 |-11.05| 597 | 250 | 121 -E
32— 486 | 169 | 105 [ -5.83 | -6.59 | -10.16 | -4.02 | 600 | 133 [ -1.32
33— 433 | 406 | 795 [ 348 [ 2080 3.74 | -1.51 | -7.07 | -6.80 | -425
34— 159 [ -127 [ 218 | -6.11 [-14.87 | -1.98 | 2.04 [-16.26 2.01
35— -146 | -796 | -1.13 | -1.95 2027 | 225 | -451 | 913 [-13.24
36— 842 | 149 [-13.00| 145 [-1041| 183 | 3.9 | 611 | -415 | 1.8
37 416 | 248 | 336 [ 9.44 F28 | 242 |ETAIEREE -1.53
38— -1.11 | 469 | 119 [-1152]-1530[ 1214 | 351 | -a86 | 228 | 258
39— 194 | 168 | -420 | 114 | -5.49 [-1863 | -3.28 |-1008 | -850 | -1.37
40— 217 | -a61 | -118 | -90.87 2105 | 597 | 689 [ 261 [-15.09
41 272 | 770 | -750 | 285 | 146 | 3.45 | -410 | 380 | -1.70
42 296 | -197 | -1.52 | 901 | 3.69 | -4.48 | 3.45 | -3.65 [-10.53

Sekil-15: Hasta bazli miRNA ifade dizeylerinin 1si haritasi
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4.3. miR-16, miR-143, miR-193a-3p, miR-543, miR-200c, miR-622, miR-
30b, miR-29b, miR-96-5p ve miR-384-3p Gen Ekspresyonlarn ile Bazi
Klinikopatolojik Ozellikler Arasindaki iliskiye Yénelik Bulgular

Calismaya dahil edilen hastalarin miRNA gen ekspresyonlarinin artip azalma
sikliklari ile cinsiyet, timor lokalizasyonu ve metastaz durumu arasindaki
iligkiler incelendi. Hastalarin miRNA ekspresyon seviyeleri ile cinsiyet
arasindaki iligki incelendiginde; miR-543 kadinlarin %75,0’'inde, erkeklerin ise
%30,0’'unda azalmisti. Kadinlarin ve erkeklerin miR-543 gen ekspresyon
sikliklarindaki  farklihk
degerdi(p=0,057). Diger miRNA’ larin cinsiyet ve gen ekspresyon

azalma/artma istatistiksel olarak dikkate

artma/azalma sikliklari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(Tablo-5).

Tablo-5: Hastalarin Cinsiyetine Goére miRNA Ekspresyon Seviyelerinin

Kargilastiriimasi

Kadin Erkek

Artti 4 (%33,3) 8 (%26,7)

miR-193a Azald| 8 (%66,7) 22 (%73,3) | 0,715
Artti 3 (%25) 19 (%63,3)

miR-543 Azaldi 9 (%75) 11 (%36,7) | 0,057*
Artti 8 (%66,7) 21 (%70)

miR-200c Azald 4 (%33,3) 9 (%30) >0,999
Artti 10 (%83,3) | 27 (%90)

miR-622 Azald 2 (%16,7) 3 (%10) 0,613
Artti 12 (%100) | 29 (%96,7)

miR-30b Azaldi 0 (%0) 1(%3,3) >0,999
Artti 9 (%75) 26 (%86,7)

miR-29b Azald 3 (%25) 4 (%13,3) 0,387
Artti 10 (%83,3) | 28 (%93,3)

miR-96-5p Azald 2 (%16,7) 2 (%6,2) 0,565
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Artti 12 (%100) | 27(%90)
miR-384-3p Azald 0 (%0) 3(%10) 0,545
Artti 10 (%83,3) | 23 (%76,7)
miR-143 Azald 2 (%16,7) 7 (%23,3) >0,999
Artti 10 (%83,3) | 26 (%86,7)
Azald 2 (%16,7) 4 (%13,3) >0,999
miR-16

Hastalarin tani aninda metastatik olup olmama durumuna gére miRNA
ekspresyonlarinin artip azalma arasindaki iliski incelendiginde; miR-143
ekspresyonu tani aninda metastatik olan hastalarin %68‘inde artarken, %32’
sinde azaldigi goruldu, tani aninda metastazi olmayan hastalarin ise
%94,11’'inde artarken %5,88’ inde azalmisti ve aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p=0,043). Diger miRNA’larin metastaz durumuna goére gen
ekspresyon artma/azalma sikliklari istatistiksel olarak anlamli sekilde farkhlik

gOstermedi (Tablo-6).
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Tablo-6: Hastalarin

Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Metastaz Durumuna Gore miRNA Ekspresyon

Metastatik Non-
metastatik
Artti
miR-193a Azald 18 (%72) 12 (%70,5) >0,999
Artti 13 (%52) 9 (%52,94)
miR-543 Azald 12 (%48) 8 (%47,05) |>0,999
Artti 18 (%72) 11 (%64,70)
miR-200c Azaldi 7 (%28) 6 (%35,29) 0,871
Artti 21 (%84) 16 (%94,11)
miR-622 Azald 4 (%16) 1 (%5,88) 0,632
Artti 24 (%96) 17 (%100)
miR-30b Azaldi 1 (%4) 0 (%0) >0,999
Artti 19 (%76) 16 (%94,11)
miR-29b Azaldi 6 (%24) 1 (%5,88) 0,210
Artti 23 (%92) 2 (%11,76)
miR-96-5p Azaldi 2 (%8) 15 (%88,23) | >0,999
Artti 23 (%92) 16 (%94,11)
miR-384-3p Azaldi 2 (%8) 1 (%5,88) >0,999
Artti 17 (%68) 16 (%94,11)
miR-143 Azaldi 8 (%32) 1 (%5,88) 0,043*
Artti 21 (%84) 15 (%88,23)
Azaldi 4 (%16) 2 (%11,76) >0,999
miR-16

Calismaya dahil edilen hastalarin timor lokalizasyonunun sag kolon

ve sol kolon olma durumuna goére miRNA ekspresyonlarinin artma/azalma

sikhiklari arasindaki iligki incelendiginde istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (Tablo-7).
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Tablo-7: Tumor Lokalizayonuna Gore miRNA Ekspresyon

Karsilastiriimasi

_

Sag Kolon

Sol Kolon

Seviyelerinin

Artt
Azaldi 10 (%71,42) | 20 (%71,42) | >0,999
miR-193a
Artti 9 (%64,28) 13 (%46,42)
miR-543 Azald 5 (%35,71) 15 (%53,57) | 0,444
Artti 11 (%78,57) | 18 (%64,28)
miR-200c Azald 3 (%21,42) 10 (%35,71) | 0,485
Artti 11 (%78,57) | 26 (%92,85)
miR-622 Azald 3 (%21,42) 2 (%7,14) 0,313
Artti 14 (%100) 27 (%96,42)
miR-30b Azaldi 0 (%0) 1 (%3,57) >0,999
Artti 12 (%85,71) | 23 (%82,14)
miR-29b Azaldi 2 (%14,28) 5 (%17,85) >0,999
Artti 13 (%92,85) | 25 (%89,28)
miR-96-5p Azald 1(%7,14) 3(%10,71) >0,999
Artti 13 (%92,85) | 26 (%92,85)
miR-384-3p Azald 1(%7,14) 2 (%7,14) >0,999
Artti 10 (%71,42) | 23 (%82,14)
miR-143 Azald 4 (%28,57) 5(%17,85) | 0,451
Artti 13 (%92,85) 23 (%82,14)
Azaldi 1(%7,14) 5 (%17,85) 0,645
miR-16
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4.4. Sagkalim Verileri

Hastalarin ortalama sagkalim slresi 22.5 ay olarak hesaplandi (Sekil 16).

Calismamizdaki 42 hastadan 8 hasta yasarken, 34 hasta ex oldu.

0,8

0,6

04

Sagkahm Olasihgi

0,2

0,0

0 20,0 400 0,0 80,0 100,0

Genel Sagkalim (Ay)

Sekil-16: Hastalarin genel sagkalimlari.

Calismamizdaki 14 hasta sag kolon tUmorine, 28 hasta sol kolon
timorune sahipti. Tumorl sag kolonda lokalize olan hastalarin ortalama
sagkalim suresi 19,8 ay iken tumoru sol kolonda lokalize olan hastalarin
ortalama sagkalim suresi 22,6 ay olarak hesaplandi (Sekil 17) ve aralarindaki

fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,665).
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Sekil-17: Hastalarin timor lokalizasyonuna gore ortalama sagkalim sureleri

Calismaya dahil edilen hastalarin 25’i tani aninda metastatik iken,17
hastada sonradan metastaz gelisti. Tani aninda metastatik olan hastalarin
ortalama sagkalim suresi 24 ay, tani aninda metastazi olmayan hastalarin
ortalama sagkalim suresi ise 21 aydi ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi(p=0,772) (Sekil 18).
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Sekil-18: Hastalarin tani ani metastaz durumuna goére ortalama sagkalim

sureleri

Calismadaki 10 hastaya karacigere yonelik metastazektomi yapilirken
32 hastaya yapilmamigti. Karacigere metastazektomi yapilan hastalarda
ortalama sagkalim sidresi 24 ay, metastazektomi yapilmayan hastalarda
ortalama sagkalim siresi 21 ay olarak bulundu ve aralarinda anlamli
istatistiksel fark goézlenmedi (p=0,484) (Sekil 19).
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Sekil-19: Hastalarin karacigere metastazektomi yapilma durumuna goére

ortalama sagkalim sureleri

Calismaya dahil edilen hastalardan 11'ine  TAKE, 10'una
metastazektomi ve 5'ine RF olmak Uzere toplamda 22 hastaya karaciger
metastazina yonelik lokal tedavi uygulanmisti, 20 hastanin karaciger
metastazina ise lokal tedavi uygulanmamisti. Karacigere lokal tedavi
uygulanan hastalarin ortalama sagkalim sudresi 35,5 ay iken, lokal tedavi
uygulanmayan hastalarin ortalama sagkalim suresi 19,3 aydi ve aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,947) (Sekil 20).
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Sekil-20: Hastalarin Karacigere lokal tedavi alma durumuna gore ortalama

sagkalim sureleri

Hastalarin tumor derecesine gore sagkalimlari incelendiginde; grade
2 timore sahip hastalarin ortalama sagkalim suresi 35,5 ay grade 3 tiumore
sahip hastalarin ortalama sagkalim suresi 13,2 aydi ve aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,002) (Sekil 21).
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Sekil-21: Hastalarin timor grade durumuna goére ortalama sagkalim sureleri

Hastalarin miRNA gen ekspresyonundaki artma/azalma ve ortalama
sagkalim suresi arasindaki iliski incelendiginde, miR-96-5p ekspresyonu artan
hastalarin ortalama sagkalim suresi 24,1 ay iken miR-96-5p ekspresyonu
azalan hastalarin ortalama yasam suresi 7,8 ay olarak bulundu ve aralarinda
istatistiksel agidan énemli 6lgtide fark mevcuttu (p=0,02) (Tablo-8). Hastalarda
miR-96-5p ekspresyonu artip azalmasina iligkin ortalama sagkalim sureleri

Sekil 22’de verilmisgtir.
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Tablo-8: miRNA ekspresyonlarinin artip azalma durumuna goére ortalama

sagkalim sureleri

Artti Azaldi

miRNA Alt Tipi (mOS) (mOS)

miR-193a 19,6 22,6 p=0,430
(0,0-40,1) (0,0-46,2)
22,5 21

miR-543 (176-27,3) (12,0-29,9) p=0,417
19,3 35,9

miR-200c (9,8-28,7) (12,2-59,5) p=0,546
22,5 51,3

miR-622 (17,2-27,7) (1,3-101,2) p=0,382
22,5 241

miR-30b (6,03-38,9) * p=0,813
22,5 51,3

miR-29b (17,3-27,6) (0,0-129,6) p=0,321
241 7,8

miR-96-5p (7,6-40,5) (0-19,2) p=0,02*
21 51,3

miR-143 (16,6-25,3) (8,8-93,7) p=0,170
19,6 42

miR-16 (16,3-22,8) (29,5-54,4) p=0,116
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Sekil-22: miR-96-5p ekspresyonu artan ve azalan hastalarda ortalama

sagkalim sureleri.

Calismamizda OS'yi etkileyen faktorlerin analiz sonuclari Tablo-9’da
verildi (Survival analizi ve Log-rank testi). Burada goéruldigu gibi; tani yasi,
cinsiyet, tumor lokalizasyonu ve karacigere lokal tedavinin OS Uzerinde
istatistik olarak anlamli bir etkisi gézlenmedi. Bunun yaninda grade in OS
Uzerinde istatistik olarak anlamli bir etkisi gbézlendi (p=0,005). Yine miRNA
ekspresyonlarinda miR96-5p'nin OS Uzerinde istatistik olarak anlamli bir etkisi
g6zlendi (p=0,05),miR-16 nin OS Uzerinde istatistik olarak anlamli bir etkisi
g6zlendi (p=0,126), miR-143 ekspresyonunda OS lzerinde istatistiksel olarak
anlaml dlgude etkisi gdzlendi (p=0,170).
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Tablo-9 : Kras mutant karaciger metastazli kolorektal kanserli hastalarda OS'yi etkileyen tek degiskenli ve gok degiskenli analiz
degerlendirmesi

Faktor Tek Degiskenli Analiz Cok Degiskenli Analiz
GA p

Tani Yasi Yil| 1,005 1,005-0,971 | 0,782

Cinsiyet Kadin(R) 0,692 |0,334-1,434 | 0,322

Tumor Lokalizasyonu Sag (R) vs. Sol | 0,855 | 0,420-1,740 | 0,665

Grade 2(R)vs.3| 5,123 1,619- 0,005 | 4,198 | 1,266- 0,019

Karacigere Lokal Var (R) 0,977 0,487-1,956 | 0,947

miR-193a Artti (R) vs. | 1,349 | 0,640-2,844 | 0,431

miR-543 Artti (R) vs. Azaldi | 1,331 | 0,666-2,661 | 0,419

miR-200c Artti (R) vs. Azaldi | 1,258 | 0,596-2,655 | 0,547

miR-622 Artti (R) vs. Azaldi | 1,693 | 0,514-5,582 | 0,514

miR-30b Artti (R) vs. Azaldi | 0,785 | 0,106-5,841 | 0,813

miR-29b Artti (R) vs. Azaldi | 0,701 | 0,589-4,910 | 0,326

miR-96-5p Artti (R) vs. Azaldi| 0,188 | 0,059-0,601 | 0,05 | 0,141 | 0,023-0,878 | 0,036

miR-16 Artti (R) vs. Azaldi | 2,2777 | 0,794-6,529 | 0,126 | 2,047 | 0,582-7,207 | 0,265

miR-143 Artti (R) vs. Azaldi| 2,780 | 17,052- 0,170 | 0,974 | 0,384-2,729 | 0,961

Kisaltmalar: HR, hazard ratio; GA, glven araldi; R, referans;
*Kalin yazi tipi istatistiksel anlamliigi ortaya koymaktadir.**Cox regresyon modeli istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0001)
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5.TARTISMA VE SONUG

Kolorektal kanser, dinya genelinde en sik gorulen tGguncu ve en sik
O0lume neden olan dordincu kanser turu olup, yilda yaklagik 1,2 milyon yeni
vakaya ve 600.000 6lime neden olmaktadir (2). KRK hastalarinin yaklasik
%70-80'inde nuks ve/veya metastaz gelisir, metastazlar siklikla izole olarak
meydana gelmektedir. Bu metastazlarin %80-90’1 ilk 2-3 yil iginde, %5’inden
azi ise 5 yildan sonra gorulmektedir (86). Metastatik bdlgelerin %50'sinden
fazlasi karacigerdedir. Kolorektal kanser karaciger metastazi (KRKM), KRK'ya
bagli 6limlerin 6nde gelen nedenidir (6). Mevcut parametrelere gére KRAS
mutasyonlari, KRK'da en iyi c¢aligilan biyobelirteglerden biridir ve siklikla
somatik mutasyonlardan olusur (7). KRAS mutasyonu timor gelisimi ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamasina ragmen, KRAS aracili transkripsiyonel
regulasyonun mekanizmasi hala tam olarak anlasiimamistir. Cok sayida
calisma, transkripsiyon duzenleyicilerinin gen mutasyonlarinin miRNA'larin
duzensizligiyle yakindan iligkili oldugunu ve bazi miRNA'larin etkilerini
gostermek icin KRK' daki mutant KRAS ile dogrudan etkilesime girdigini
gOstermistir (9). MiRNA'lar stabildir ve RNaz aracili bozunmadan korunur,
bdylece biyolojik sivilarda ve arsiv dokularinda biyobelirte¢ galismalar igin
tespit edilebilir(87). Artan kanitlar, duzensiz miRNA'larin ifadesinin, tumor
baskilayicilarin veya belirli miRNA hedeflerinin ifadesini dizenlemek igin
onkogenler olarak hareket ederek KRK’ nin ilerlemesinde ve metastazinda
islevsel bir role sahip oldugu ve ylksek stabiliteleri nedeniyle, degerli bir
biyobelirte¢ sinifi olabileceklerini gostermektedir (88).

Bu dogrultuda, mevcut tez ¢alismasinda Bursa Uludag Universitesi
Hastanesi Onkoloji Bilim Dal’'nda takipli KRAS mutasyonuna sahip kolorektal
karaciger metastazli 42 hasta retrospektif olarak incelendi. Calismaya dahil
edilen hastalara ait tumorlu ve tumore bitisik saglikh dokularda miR-16, miR-
143, miR-193a-3p, miR-543, miR-200c, miR-622, miR-30b, miR-29b, miR-96-

5p ve miR-384-3p'nin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar degerlendirildi,
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miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin ve olasi etkilerinin agiga
cikariimasi amaglandi.

Calismaya dahil edilen hastalarin ortalama tani yasi 61 idi ve
cogunlugu erkekti. Calismamizla uyumlu olarak, ABD Ulusal Kanser
Veritabani'nda 2005 ile 2019 yillari arasinda kolorektal kanserli 775.000
hastanin retrospektif kohort analizinde; KRK’'nin en sik 50-79 yas arasinda
goruldugu ve erkeklerde daha sik goruldigu tespit edilmistir (89). Hastalarin
ortalama sagkalim slresi 22,5 ay olarak hesaplandi. 2004'ten 2019'a kadar
Teksas Universitesi Anderson Kanser Merkezinde (UTMDACC) de novo
metastatik KRK'll 1420 hastayi retrospektif olarak incelenmesinde medyan
0S, 22,6 ay olarak bizim calismamizla benzer bulunmustur (90). Calisma
hastalarinin tumor derecesine gore sagkalimlari incelendiginde; grade 2
tumore sahip hastalar ile grade 3 timadre sahip hastalarin ortalama sagkalim
suresi aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,002) . TUmor
derecesi veya histolojik derece, KRK’'da evreden bagimsiz olumsuz bir
prognostik faktordir azalmis sagkalim ve artmis tekrarlama riski ile birliktedir
(34).

MiRNA ekspresyonlar ile ilgili yapilan analizlerden elde edilen
sonuglara goére, hasta grubunda miR-16 (p<0,0001), miR-143 (p<0,0001),
miR-200c (p<0,0001), miR-543 (p=0,0116), miR-622 (p<0,0001), miR-30b
(p<0.0001), miR-29b (p<0.0001), mMiR-96-5p (p<0.0001) ve miR-384-3p
(p<0,0001)'nin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli
farklihklarin oldugu belirlendi. Calismamiz miR-16 ekspresyon duzeyinin
kolorektal kanserli doku 6rneklerinde, saglikli doku 6rneklerine kiyasla belirgin
sekilde daha duslik seviyede oldugu goéruldi. Calismamiza benzer sekilde
2017 yilinda Tian ve ark. 132 glioblastoma multiforme (GBM) hastasi Uzerinde
yaptigi c¢alismada glioblastoma hucrelerinde miR16 ekspresyon kaybi
oldugunu ve miR16’nin glioma hucrelerinin gogunu ve invazyonunu engelledigi
bildirmistir (91). Ekspresyon duzeyindeki bu dusus, miR-16'nin gen
regulasyonundaki potansiyel roltyle ilgili olabilir. Ayrica, miR-16 ekspresyon
seviyesinin hasta grubunda duslk olmasi hastaligin molekuler ve biyolojik

mekanizmalarinda 6nemini belirtmektedir.
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Elde ettigimiz bir sonugta timor dokularinda miR-143 ekspresyonunun
kontrol grubuna gore daha dusuk olmasiydi. 2009 yilinda Clape ve ark. prostat
kanserine yonelik saglikli ve tumorll dokular Uzerinde yaptigi galismada
timorli dokularda miR-143 ekspresyon seviyesi normal dokulara kiyasla
onemli dlgide daha dusuktu (92). Yine Pichler ve ark. 2013 yilinda 77 KRK
hastasinda yaptigi calismada; 77 tumorun 47'sinde (%61) miRNA-143'Un
asagl regulasyonu gozlendi ve vyapilan analizlerle dusuk miRNA-143
ekspresyon seviyelerinin kansere 6zgl sagkalimda bagimsiz bir prognostik
faktor olabilecegi gosterilmisti (93). miRNA ekspresyon duzeylerine iligkin son
calismalar, miR-143’Un kanser dokularinda siklikla azaldigini gostermistir. Bu
nedenle, miR-143’Un insan kanserlerinde 6nemli bir timoér baskilayici iglevi
oldugu ileri surtlmektedir.

Calismamizdaki sonuglardan birisi de hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda miR-193a-3p 'nin ekspresyon seviyelerinde dikkate deger bir fark
olmadidiydi. Birgok calismada miR-193a-3b'nin meme kanseri, gliyoma,
prostat kanseri, pankreas kanseri, melanom, serviks kanseri ve Hepatosellller
kanser (HCC) gibi timorlerde baskilama fonksiyonu vurgulanmistir (94,95).
Buna karsilik, bazi arastirmacilar da miR-193b'nin bir onkogen olarak gorev
yaptigini agiklamis ve bu miRNA'nin asiri ekspresyonunun serviks kanseri ve
kolorektal karsinomla iligkili kanserlerde oldugunu bildirmistir (96). Yapilan
bircok calismada miR-193a-3p nin daha ¢ok erken evre KRK tumdrleri ile iligkili
oldugu vurgulanmistir, calismamizda miR-193a-3p ekspresyon seviyelerinde
anlamli fark bulunmamasi hasta grubumuzun evre 4 hastalardan olusmasi ile
iligkili olabilir.

Calismamizda hasta grubumuzdaki miR-543 ekspresyon seviyesi
kontrol grubuna kiyasla belirgin bir sekilde daha yuksek goruldi. Chuannan ve
ark. Mart 2015 ile Subat 2016 arasinda Dalian Tip Universitesi Hastanesinde
primer KRK cerrahisi gegiren 92 hastanin tumor dokusu ve bu hastalardan
20'sinin tumor digi dokulari ile yaptiklari ¢alismada, miR-543'Un insan KRK
dokularinda agiri ifade edildigine dair sonuglar elde ettiler (97). Yine 2016
yihinda Glnes ve ark. da miR-543'Un KRK dokularinda surekli olarak yukari

regule edildigini ve asir ifadesinin tUmor hdcresi goguni ve invazyonunu

73



destekledigini bulmustur (98)(98)Bu veriler miR-543'Un KRK hastalari igin
hematojen metastazin prognostik bir gostergesi oldugunu ve KRK'da
onkojenik bir miRNA olarak hareket ettigini guglu bir sekilde gostermektedir.

Elde ettigimiz bir diger sonugta hasta grubunda miR-622'nin
ekspresyon seviyesinde onemli bir artis oldugunu ve kontrol grubuna gore
dikkate deger bir farkhlik gosterdigi yonundeydi. Disi ve ark. 2015 yilinda miR-
622'nin ifade duzeyinin kolorektal timodr dokularinda timoére bitisik doku
orneklerine goére ¢ok daha dusik oldugunu bulmanin yaninda miR-622'nin
ekspresyon duzeyinin metastatik KRK dokularinda metastatik olmayan
orneklere kiyasla anlamli sekilde azaldigini gosterdiler. Ayrica galismanin
devaminda ratlar ile in vivo ortamda yaptiklari deneylerle KRK dokularinda
miR-622 ve KRAS ekspresyonunun korelasyonunu incelediler sonugcta
KRAS'In miR-622'nin KRK hucre gogu uzerindeki inhibe edici etkisini onemli
Olcude tersine gevirdigini gosterdiler (51). Buna karsi 2017 yilina Wang ve ark.
ise Shenyang Tip Fakiiltesi'ne bagli Merkez Hastanesi'nde 119 KRK tanil
hasta ile yaptiklari ¢alismada tam aksine miR-622 ekspresyonunun KRK
dokularinda ve hicre hatlarinda, KRK olmayan dokulara ve normal insan kolon
epitel hicre hattina kiyasla ylksek oldugunu buldular (99). MiR-622'nin meme
kanseri, glioma, kolorektal kanser, hepatosellller karsinom (HCC), akciger
kanseri, mide kanseri, melanom , yumurtalik karsinomu , prostat kanseri ve
pankreas kanseri gibi gesitli kanserlerde tumor baskilayici veya destekleyici
olarak hareket ettigine dair artan kanitlar bulunmaktadir. miR-622 ekspresyonu
bu timédrlerin klinik 6zellikleriyle iligkilidir ve EGF/ERK sinyallemesi ve KRAS
sinyallemesi dahil olmak Uzere molekuler yollari duzenleyerek hucre
¢cogalmasini, apoptozu, gocu ve metastazi etkileyebilir (100). Elde edilen bu
veriler, miR-622'nin hastalik prognozunda rol oynadigini, hastalikla iligkili
biyolojik mekanizmalarda yer aldigini gdstermektedir.

Calismamizda MiR-30b'nin ekspresyon seviyesi, hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha yuksek bulundu. 2013 yilinda Zhong ve ark. yapmig
oldugu ¢alisma miR-30b'nin metastatik KRK hlcre hatlarinda ve metastatik
dokularda 6nemli dlgide asagi dizenlendigini géstererek miR-30a'nin insan

KRK metastazindaki biyolojik rolune dair ilk kaniti sagladi ve ayni zamanda
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PIK3CD'yi KRK hucre gogu ve invazyonunun miR-30a aracili baskilanmasinda
potansiyel olarak rol oynayan bir hedef olarak tanimladi (101). Ayni yil, Wen
ve ark. (102) Cin Giney Tip Universitesi'nde retrospektif olarak 40 KRK
patoloji dokusu Uzerinde, miR-30b'nin kolorektal tumor olusumunun
kontroliindeki klinik patolojik korelasyonlari ve biyolojik iglevleri ortaya koyma
amaci ile yaptiklari ¢alisma;miR-30b'nin asiri ekspresyonunun in vitro KRK
hicre proliferasyonunu ve in vivo timoér biaylimesini baskiladigini gosterdi
.Bunun yaninda miRNA-30b ile onkogen KRAS, PIK3CD ve BCL2 arasinda
KRK patogenezinde iglevsel ve mekanik baglantilar ortaya koydu (102). miR-
30b ile ilgili arastirmalar arttikkca, KRK'da hicre c¢ogalmasi ve tumor
buyumesinin dizenlenmesinde oynadigi 6nemli roller daha aydinlatilacaktir.
Ayni zamanda KRK icin potansiyel bir prognostik belirte¢ veya tedavi hedefi
olabilecegini miR-30b ekspresyonunun yeniden arttirilmasi, kot prognoziu
KRK'yI hedeflemek icin umut vadeden bir tedavi yaklasimi olabilecegine dair
kanitlarda artacaktir.

Bizim c¢alismamizda MiR-29b'nin ekspresyon duzeyleri, hasta
grubunda kontrol grubuna goére daha yuksek bulundu. MiR-29 ailesi (miR-29a,
miR-29b ve miR-29c), EMT'yi duzenleyerek tumor ilerlemesinde rol oynar.
Ozellikle, miR-29¢'nin agag! diizenlenmesi, in vitro EMT'yi baskilayarak KRK
hlcre invazyonunda hayati bir role sahiptir. Ayrica, miR-29b, EMT'yi baskilar
ve MAPK/ERK ve PI3K/AKT vyollarini negatif olarak dizenleyerek hicre
invazyonunda hayati bir rol oynar (103). 2019 da Sur ve ark. miR-29b
ekspresyonunun prostat kanserinde dnemli dlgide daha dusuk oldugunu ve
prostat kanseri metastazini engelledigini gosterirken (55) 2020 yilinda Yin ve
ark. miR-29b ve miR-30d'nin meme tumor olugsumundaki iglevsel rollerini
arastirmak igin yaptiklari deneysel ¢alismada meme kanseri hicrelerinin miR-
29b, miR-30d ve kontrol grubu hicreleriyle transfekte ederek miR-29b ve miR-
30d asiri ekspresyonunu dogruladilar (56). Bu sonugclar, metastatik kolorektal
kanser icgin etkili terapdtik stratejileri kesfetmede potansiyel yeni yollar agabilir.

Calismamizdaki sonuglardan birisi de miR-96-5p'nin hasta grubuna
kiyasla kontrol érneklerinde daha ylksek dizeyde ifade edilmesiydi. Ayrica

calismamizin sagkalim analizlerinde de miR-96-5p ekspresyonu artan
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hastalarin ortalama sagkalim suresi ile miR-96-5p ekspresyonu azalan
hastalarin ortalama sagkalim suresi aralarinda istatistiksel agidan anlaml
derecede fark mevcuttu. Calismamiza benzer sekilde Ress ve ark. 80 KRK
hastasindan alinan verilerle yapilan retrospektif bir calismada da tumor
dokusundaki dusuk miR-96-5p ekspresyon seviyeleri uzak metastaz ile
iliskilendirildi ve dusik miR-96-5p ekspresyonunun Kkolorektal kanser
hastalarinda kansere 6zgl sagkalim igin negatif bir bagimsiz 6ngoricu
oldugunu dogruladi (59). Yine Xiaogin ve ark. 2020 yilinda miR-96-5p'nin in
vivo tumor bluyumesi Uzerindeki etkisini degerlendirmek igin nazofarenk
kanserli hastalarin timor dokusundan elde edilen miR-96-5p transfekte edilmis
erkek fareler tUzerinde yaptigi deneysel ¢alisma sonuglari miR-96-5p'nin asiri
ifadesinin timor tasiyan farelerde tumaor agirligini ve boyutunu azalttigini ve
kok hucre benzeri belirteg proteinlerin ve apoptozla iligkili proteinlerin ifadesini
inhibe ettigini gosterdi (104). 2020 yilinda Xu ve ark. gercek zamanh kantitatif
PCR kullanilarak 30 T-ALL hastasinin periferik kanindaki [6semik hticrelerde
miR-96-5p'nin hiicre canhlli§i ve ¢ogalmasi tzerindeki etkilerini arastirdigi bir
calismada miR-96-5p, saglikh gonullilerle karsilastirildiginda T-ALL
hastalarinin periferik kaninda qPCR ile diguk ekspresyon seviyeleri gosterdigi
ve miR-96-5p taklit transfeksiyonu ile yukari regule edildiginde Jurkat
hacrelerinin canlihdini ve ¢ogalmasini 6nemli Olgude engelledigi gosterildi
(105). miR-96-5p ekspresyonu cesitli kanser tlrlerinde siklikla degisir ve
KRAS onkogeni mMiR-96-5p’nin potansiyel hedeflerinden biri olarak
tanimlanmistir. KRK'da daha o6nce bildirilen miR-96-5p ekspresyonunun
degismesi ve KRAS ekspresyonu Uzerindeki etkisi gbz énune alindiginda,
prognoz tzerindeki potansiyel etkisinin ve EGFR hedefli ajanlarla tedavi edilen
KRK hastalarinda terapdtik yaniti tahmin etmedeki olasi rolinin
degerlendiriimesi buyuk ilgi gérmektedir (59).

Elde ettigimiz bir diger sonugta miR-384-3p'nin ekspresyon
seviyesinin hasta grubunda kontrol gruba kiyasla daha yuksek olmasiydi. 2018
yiinda Yan ve ark. ise miR-384 ekspresyonunun timoér disi Orneklerle
kargilastirildiginda RCC oérneklerinde asagi duzenlendigini gosterdiler (106).

Wang ve ark. ayni yil miR-384'Un mide kanseri hicre hatlarinda ve normal bir

76



mide hdcre hattinda ifade dizeylerini dl¢tu, miR-384, normal mide hicrelerine
kiyasla kanserli hicre hatlarinda énemli 6lgude asagi duzenlenmistir (107).
2016 yilinda Wang ve ark. miR-384 ekspresyonu 100 primer KRK biyopsisi
dokusunda ve bunlarin eslestiriimis bitisik normal dokularinda gergek zamanli
PCR ile tespit ettiler ve miR-384'Un eslestirilmis bitisik normal dokulara kiyasla
KRK doku orneklerinde belirgin asagi duzenlendigini gosterdiler (61).
Calismalar, miR-384’ln bazi insan timaorlerinde tUmor baskilayici olarak gérev
yapabilecegini ima etmistir. Ancak miR-384'Un KRK karsinogenez ve gelisim
surecindeki klinik patolojik korelasyonlar ve biyolojik iglevierdeki rolleri
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (59).Ayrica miR-384 icin klinik ¢caligma olsa
da miR-384-3p 6zelinde daha da kisitli arastirma mevcuttur, ¢calismamiz bu
yonuyle de literatirde 6nem arz edecektir.

Son olarak ¢alismamizda hasta grubundaki miR-200c'nin ekspresyon
seviyesinin kontrol grubuna kiyasla anlamh gekilde daha yuksek oldugunu
bulduk. Son zamanlarda, c¢esitli miR-200 Uyelerinin inaktivasyonuyla iligkili
varsayimsal DNA metilasyonu, kanserde tanimlanmistir. 2014 yilinda Mi ve
ark. Kuguk Hucreli Digi Akciger Kanseri (KHDAK) hastalari ile yaptigi
calismada kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda, miR-200c ekspresyonu,
KHDAK’li hastalarda 6nemli dl¢cude yukari regile edildi (108). Kan ve ark.
yuksek dereceli seroz epitelyal over kanserli hastalarin ve saglikli bireylerin
serum plazma o6rnekleri ile yaptigi bir calismayla miR-182, miR-200a, miR-
200b ve miR-200c, normal insan over yuzey epitel hicrelerine kiyasla kanserli
hiicre hatlarinda oldukga agiri ifade edildigini gésterdi (109). insan kolorektal
kanser metastazinin miR-200c ile iligkisini inceleyen Kun Hur ve arkadaglari,
metastazsiz erken evre KRK'lar ile bitisik normal kolon mukozasinin benzer
miR-200c ekspresyonu gosterdigini 6te yandan, metastazli ge¢ evre KRK'larin
bitisik normal kolon mukozasina kiyasla dusik miR-200c ekspresyonu
gOsterdigini ayrica karacigere metastaz yapmis KRK dokulari, bitisik
hepatositlerle karsilastirildiginda ¢cok yuksek miR-200c ekspresyonu gosterdi
ve bu da yluksek miR-200c ekspresyonunun uzak metastatik bdlgelerdeki
tumor hicrelerinin konsolidasyonu ve kolonizasyonu igin gereken aktif hticre

¢ogalmasina izin verdigini dustundurdu (110). Roh ve ark. kolorektal timorlerin
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epitel bilesenlerinin segici miR-200 hiper metilasyonuna ugradigini ortaya
koydu (48). Bu bulgular 1siginda miR-200 ailesinin insan tumorlerinin
fenotiplerinin evrimlesmesine ve uyum saglamasina katkida bulundugunu ve
mMiR-200c nin kolonda EMT ve metastatik davranisin aracilik edilmesinde
onemli bir rol oynayarak KRK’lI hastalar igin potansiyel bir tani belirteci ve
tedavi hedefi olarak hizmet edebilicegini sdylemek mumkuin gorinmektedir.
Tum veriler bir araya getirilerek degerlendirildiginde, 6zellikle miR-16,
mMiR-96-5p, MiR-143, mMiR-384, miR-29b, miR-30b, miR-622, miR-200c'nin
p<0,0001 degerleri ile hastalik Uzerinde gugli bir anlamhlik tasidigini
gOstermektedir, elde edilen bu bulgular, miRNA ekspresyon duzeylerinde
olusan bu farkhliklarin hastaligin agresivitesi ile iligkili olabilecegini ve hastalik
prognozunda potansiyel birer biyobelirte¢ veya terapdtik hedefler olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu sonuglar klinik anlamda hastanin
takip ve tedavisine etki etme potansiyeli bulunan yararli bir bilgidir ancak
miRNA'larin klinik kullanima girebilmesi ve tedavi hedefi olabilmesi icin bu
konuda daha fazla sayida ve uzun takipli calismalara da ihtiya¢ duyulmaktadir.
Arastirmadan elde edilen bulgular, gerceklestirimesi planlanan ileri
calismalara yol gostericidir. Alinan bu veriler dogrultusunda hasta ve kontrol
sayisinin arttirlarak daha ileri fonksiyonel analizlerin yapilmasi gerektigi

kanaatine variimigtir.
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