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OZET

KOLOREKTAL KANSERLERDE SiRKULE LNCRNA’LARIN
PROGNOZA ETKIiSIiNIN DEGERLENDIRILMESI

Amag¢: Bu calismanin amaci, ARHGAPS- AS1, LOC152578, SNHG16,
ZNRF3-1T1, CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile IncRNA genlerinin
kolorektal kanserde non-invaziv bir biyobelirte¢ olarak kullanilma olasiliklarini
tartigmaktir. Bir diger amaci ise ileri evre olgularinda aday sirkiile INCRNA’lar ile
KRAS, NRAS ve BRAF genlerindeki sik gozlenen somatik varyantlar arasindaki

iligkinin incelenmesidir.

Kapsam: Calismada 50 evre III/IV ve 15 evre I/Il olmak {izere 65 KRK hastasi
ile kontrol grubunu olusturan 31 bireyin plazma Ornegi incelenmistir. Ayrica ileri
evre grubundaki 50 hastanin FFPE doku orneklerinde KRAS, NRAS ve BRAF

somatik varyantlari ve CEA ve CA 19-9 tiimér belirtegleri incelenmistir.

Yontem: Total RNA izolasyonu ve cDNA eldesinden sonra, 7 aday sirkiile
InNcRNA geninin (ARHGAP5-AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-1T1, CCAT],
CRNDE ve XLOC 000303) ekspresyon analizi yapilmistir. Referans gen olarak (-
actin kullanilmistir. Ayrica ileri evre grubunda FFPE o6rneginden DNA eldesi
yapilarak Real-Time PCR yontemi ile KRAS, NRAS ve BRAF somatik varyantlari

incelenmistir.

Bulgular: Calismaya kolorektal kanser tanisiyla tedavi géren 65 hasta ve 31
kontrol dahil edilmistir. Hastalarin % 61,531 kolon % 38,46’s1 rektum kanseri tanisi
almis ve olgularin % 93,81 adenokarsinom olarak tespit edilmistir. Hastalarin
%6,15°1 evre I, %16,92°si evre 11, %9,23’1 evre III ve %67,69°u evre IV olarak tani
almistir. Elde edilen verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programui ile yapilmis olup,

p<0,05 olan durumlar anlamli kabul edilmistir.

Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda, ZNRF3-1T1(p=0,012; AUC:0,660),
CCAT1 (p=0,007; AUC:0,672), CRNDE (p=0,002; AUC:0,700), XLOC_000303
p=0,001; AUC:0,706) sirkiile IncRNA genleri arasinda anlamli farklilik saptanmuistir.
Evrelere gore ise sadece XLOC 000303’de anlamhi farklilik saptanmistir (p=0,001).



Ayrica, XLOC 000303’{in metastaz olusumuna kars1 koruyucu bir faktér (p=0,045,
HR:0,90, 1,111 kat) oldugu bulunmustur.

lleri evre olgularda en sik KRAS somatik varyantlar1 (%34) gdzlenmistir.
KRAS geninde sik gozlenen somatik varyantlar ile CRNDE geni (p=0,031) arasinda

anlamli bir farklilik saptanmaigtir.

ARHGAP5-AS1 geni ile CA 19-9 tiimor belirtecinin tant (p=0,014) ve

prognozdaki (p=0,036) serum seviyeleri arasinda anlamli farklilik saptanmustir.

Klinik parametreler degerlendirildiginde, CRNDE ile tiimor farklilasmasi
(p=0,023), primer timor yerlesim yeri (p=0,009) ve tiimor boyutu (p=0,010) arasinda
iligki oldugu belirlenmistir. CCAT1 (p=0,021) ve SNHGI16 (p=0,023) ile timor
boyutu arasinda ve metastaz olusumu ile XLOC 000303 (p=0,016) arasinda iliski

oldugu saptanmustir.

Sonu¢: Bulgularimiz, ZNRF3-IT1,CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303
circincRNA genlerinin kolorektal kanser prognozunda potansiyel bir non invaziv
biyobelirteg olarak  kullanilabilecegini  diisiindiirmektedir. Ayni  zamanda
XLOC 000303 ekspresyon artist metastaz olusumuna karst koruyucu bir faktor
olabilir. Ayrica bu veriler, sirkiile IncRNA’larin KRAS somatik varyantlari iizerine
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunun yani sira verilerimizin CEA ve CA 19-
9 ile aday sirkiile IncRNA’lar arasinda iligki olabilecegini gdstermesi agisindan

o6nemli oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: KRK, sirkiile IncRNA, Real-Time PCR, ARHGAP5-AS],
CCATL1, CRNDE, LOC152578, XLOC 000303, SNHG16 ZNRF3-IT1, CEA, CA
19-9, KRAS, NRAS ve BRAF



SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECT OF CIRCULATING LNCRNAs
ON PROGNOSIS IN COLORECTAL CANCERS

Objective: The aim of this study is to discuss the possibilities of using the
ARHGAP5-AS]1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-IT1, CCAT1, CRNDE, and
XLOC_000303 circulating INCRNA genes as a non-invasive biomarker in colorectal
cancer. Another aim is to examine the relationship between candidate circulating
InNcRNA and frequently observed somatic variants in KRAS, NRAS, and BRAF
genes in advanced stage cases.

Content: In this study, plasma samples of 65 CRC patients (50 stages Il / IV
and 15 stages | / 1) and plasma samples 31 individuals in the control group were
examined. In addition, KRAS, NRAS, and BRAF somatic variants were investigated
in FFPE tissue samples of 50 patients in the advanced stage group and CEA and CA

19-9 tumor markers in their serum were studied.

Methods: After total RNA isolation and cDNA were obtained, expression
analysis was performed in terms of 7 candidate circulating IncCRNA genes
(ARHGAP5-AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-1T1, CCAT1, CRNDE, and
XLOC 000303). B-actin was used as the housekeeping gene. In addition, somatic
variants of KRAS, NRAS,and BRAF were examined by Real-Time PCR method by

obtaining DNA from FFPE tissue samples in the advanced stage group.

Results: Sixty-five patients treated with the diagnosis of colorectal cancer and
thirty-one controls were included in this study. 61.53% of the patients were
diagnosed with colon cancer, 38.46% with rectal cancer, and 93.8% of the patients
were diagnosed as adenocarcinoma. Of the patients, 6.15% were diagnosed as stage
I, 16.92% as stage |1, 9.23% as stage 11l and 67.69% as stage V. The analysis of the
obtained data was made with the IBM SPSS 21 package program, and the cases with

p<0.05 were considered significant.

Comparing the patient and control groups, ZNRF3-1T1(p=0.012, AUC:0.660),
CCAT1 (p=0.007, AUC:0.672), CRNDE (p=0.002, AUC:0.700), XLOC_000303
p=0.001, AUC: 0.706) circulating IncRNA genes between were detected a

statistically significant difference. According to the stages, a significant difference



was found only in XLOC_000303 IncRNA (p = 0.001). Moreover, XLOC_000303
was found to be a protective factor against metastasis formation (p=0.045, HR:0.90,
1.111 fold).

The most common KRAS somatic variants (34%) were observed in the
advanced cases. A significant difference was found between the frequently observed
somatic variants in the KRAS gene and the INcRNA CRNDE gene (p = 0.031) in this
study.

A significant difference was found between the serum values of the CA 19-9
tumor marker of the IncRNA ARHGAP5-AS1 gene in diagnosis (p= 0.014) and
prognosis (p=0.036).

When clinical parameters were evaluated, there was a relationship between the
CRNDE and tumor differentiation (p=0.023), primary tumor location (p=0.009) and
tumor size (p=0.010). A correlation was found between the CCAT1 (p=0.021) and
the SNHG16 (p=0.023) and tumor size and between metastasis formation and the
XLOC_000303 (p=0.016).

Conclusions: Our findings suggest that ZNRF3-1T1, CCAT1, CRNDE, and
XLOC_000303 circulating IncRNA genes can be used as a potential non-invasive
biomarker in colorectal cancer prognosis. Also, increased expression of
XLOC 000303 may be a protective factor against metastasis formation. In addition,
these data suggest that circulating IncRNAs may act on KRAS somatic variants.
Besides, we think that our data is important in terms of showing that there may be a
relationship between CEA and CA 19-9 and candidate circulating InCRNAs.

Keywords: KRK, circulating IncRNA, Real-Time PCR, ARHGAP5-AS1, CCATL,
CRNDE, LOC152578, XLOC 000303, SNHG16, ZNRF3-IT1, CEA, CA 19-9,
KRAS, NRAS, and BRAF
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (KRK) en yaygin goriilen kanser tiplerindendir. Aymi
zamanda kanser nedenli 6liimlerin basinda yer almaktadir (Aykan vd., 2015; J. Shi
vd., 2015). Global Kanser (GLOBOCAN) veri tabanina gore; diinya ¢apinda tiim
kanserli yeni olgularda %10 (1,9 milyon) insidans orani ile en sik goriilen 3. kanser
tipidir. Tiim kanserden Oliimlerde ise %9,4 (935.000) 6lim orani ile 2. siradadir
(derived from GLOBOCAN, 2018). Erkeklerde goriilme oranmi kadinlardan daha
fazladir. Gelismis llkelerde gelismekte olan iilkelere gore 3-4 kat daha yiiksek
insidans orani gostermektedir (Abedini vd., 2019). KRK vakalarinin %90°1 50 yas
tizerindedir. Bu oran yasla birlikte artis gdstermekte olup 60-79 yas araliginda
yogunlagsmaktadir (Edwards vd., 2010; Giiltekin ve Boztas, 2014). Hastalarin
yaklasik %40°1 erken evrede %601 ileri evrede tan1 almaktadir (Granados-Romero
vd., 2017). ileri evrelerde tespit edilen hastalarin %25’i tan1 sirasinda, %50’si ise
takip sirasinda gelisen metastazlar nedeniyle kaybedilmektedir (Kemeny,
Niedzwiecki, Shurgot ve Oderman, 1989; Granodos-Romero vd., 2017).

KRK, gelisimine gevresel ve genetik faktorlerin eslik ettigi multifaktdriyel bir
hastaliktir. Vakalarin %60-65°1 sporadik, %25’inde aile dykiisii, %5’inde ise genetik
yatkinlik s6z konusudur (Kuipers vd., 2015).

KRK gelisiminde etkili genetik faktorlerin molekiiller mekanizmalarin
aydinlatmaya yonelik son yillarda oldukga fazla calisma yapilmistir. Yapilan
calismalardan elde edilen veriler, miRNA ve IncRNA gibi sirkiile InCRNA’larin
karsinomlarda tiimor olusumu, invazyon ve metastazin ilerlemesinde rol oynadigini
gostermistir (Chandra Gupta ve Nandan Tripathi, 2017). Ayrica ¢ok sayida kanit,
bazi sirkiile INCRNA'larin insan viicut sivisinda kararli bir sekilde var olabilecegini
desteklemektedir. Tiim bu veriler 1s181nda, sirkiile INCRNA'larin kanserin teshisi ve
prognozu i¢in umut verici bir biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini
gostermektedir (J. Li, Ni, Zhou ve Ye, 2018). Kolorektal kanser ile ilgili yapilan
calismalarda, ekspresyon seviyeleri farklilik gosteren sirkiile IncRNA'lar
tanimlanmis ve tiimor gelisiminde etkili olduklarina dair 6nemli bulgular elde
edilmistir (J. Shi vd., 2015). Bu degisken ekspresyon seviyeleri sirkiile INCRNA'larin,
hastaligin prognozunda ve sag kaliminda yeni bir biyobelirte¢ olarak kullanilma
olasiligimi ortaya ¢ikarmistir (Abedini vd., 2019; Ferracin, Lupini, Mangolini ve
Negrini, 2016).



Kolorektal kanserde hastaligin izleminde CEA ve CA 19-9 monokonal
antikorlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Mevcut kilavuz Onerilerine gore
KRK’lerin tiim evrelerinde, CEA ve CA 19-9 bireysel prognozda, hastalik tekrariin
tespiti ve tedavi sirasinda izleme agisindan Onemli tiimor belirteglerindendir
(Chiorean vd., 2020). Yaptigimiz ¢alismada KRK’li olgularin serum o6rneklerinde
ilgili antikorlarin seviyeleri ve aday sirkiille INCRNA’lar ile iliskisi de prognostik

acidan degerlendirilmistir.

Mevcut tez c¢alismasinda, KRK’de etkili olabilecek sirkiile INCRNA’lar
belirlemek amaciyla gesitli IncRNA in silico veri tabanlar1 (LNCipedia version 5.2
ve NONCODE v5, LncRNADisease v2.0 gibi) ve literatiirde yapilan ilgili caligmalar
taranmis ve aday sirkiile INCRNA genleri saptanmistir (Dong Lab, 2021; University,
2021). Bu sirkiile InNcRNA genleri; ARHGAPS- AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-
IT1, CCAT1, CRNDE ve XLOC_ 000303 olarak belirlenmistir. Belirlenen aday
sirkiile INCRNA genlerinin KRK’de non-invaziv bir biyobelirte¢ olarak kullanilma
olasiliklar1 ve bu sirkiile IncRNA’larin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme giicii
tartisilmistir. Bu kapsamda temelde 4 farkli soruya cevap aranmistir. 1) KRK olgulari
ile saglikli kontroller arasinda belirlenen aday sirkiile INCRNA’lar arasinda
ekspresyon profili agisindan anlamli bir farklilik var midir? 2) KRK olgularinda
erken evreden ileri evreye geciste aday sirkiile INCRNA’larin rolii nedir? Erken evre
ve ileri evre olgular1 arasinda ekspresyon profili acisindan anlamli bir farklilik var
midir? 3) KRK ileri evre olgularinin tiimdr dokularinda sik gézlenen KRAS, NRAS ve
BRAF genlerindeki somatik varyantlar ile aday sirkiile INCRNA ekspresyonu arasinda
anlaml bir iligki var midir? 4) KRK ileri evre olgularinda yaygin olarak kullanilan
non-invaziv timor belirteglerinden CEA ve CA 19-9 ile aday sirkiile INCRNA

ekspresyon seviyesi arasinda bir iligki var midir?

Calismada 50 ileri (evre III/IV) ve 15 erken evre (evre I/Il) olmak iizere 65
KRK hastasinin plazma 6rnegi ile kontrol grubunu olusturan 31 bireyin plazma
ornegi incelenmistir. Her bir ornekten total RNA izolasyonu yapilarak, cDNA
eldesinden sonra Real-Time PCR yontemi kullanilarak belirlenen 7 aday circulating
INcRNA’nin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Olgu ve kontrol grubu bireylerinde,
aday circulating INCRNA’lar ekspresyon seviyesi agisindan analiz edilmis olup, erken
evreden ileri evreye gecgiste non-invaziv bir biyobelirte¢ olarak kullanilma olasiliklar

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon ve Rektum Anatomisi

Gastrointestinal sistemin ileogekal valv ile rektum arasindaki kalan kismina
kolon ad1 verilir. Kolon baslica ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolon bdliimlerinden olusur. Karaciger, dalak, mide, ince bagirsaklar,
bobrekler ve mesane gibi pek ¢ok organ ile komsudur. Kolonun bdéliimlerinden
cekum, kolonun en genis ve en ince kas tabakasina sahip kismidir. Cikan kolon,
cekumdan baslayarak karaciger sag lobunun alt yilizeyine kadar uzanir. Transvers
kolon, kolonun en uzun kismidir. Inen kolon ise kolonun en dar liimen ve kalin kas
tabasina sahip kismidir. Kolonun son kismi olan sigmoid kolon, inen kolonun pelvise
dogru kivrilarak rektumda sonlanmasi ile olusan ve peritonla kapli kolonun en dar
boliimiidiir. Kolonun obstriiksiyona en az yatkin bdlgesi ¢ekum, en yatkin bolgesi ise
sigmoid kolon segmentidir. Kalin bagirsagin son kismi olan rektum, aniis ile
sonlanir. Erkeklerde; prostat ve mesane, kadinlarda ise uterus ve vagina’nin
arkasinda yer alir (Brunicardi ve Schwartz, 2005). Kolon ve rektum anatomisi sekil
2.1°de gosterilmektedir (Levine ve Haggitt, 1989).
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Sekil 2.1 Kolon ve rektum anatomisi. A) Kolon anatomik olarak 4 boliimden olusur. 1) Cikan
kolon (Sag kolon) 2) Transvers kolon 3) inen kolon (Sol kolon) 4) Sigmoid kolon B) Rektum ise
transverse rektal kivrim, levator ani kasi, i¢ anal sfinkter kas1 ve dis anal sfinkter kasindan

olugmaktadir (Levine ve Haggitt, 1989).



2.2. Kolon Histolojisi

Kolon histolojik olarak mukoza, submukoza, muskularis propria ve seroza
tabakalarindan olusur. Mukoza tabakasi ¢ok sayida goblet hiicresi ve az sayida
entroendokrin hiicre igerir. Submukoza tabakasi damar yapilart agisindan zengin bir
tabakadir. Seroza tabakasi ise kolonun dis yiizeyini olusturur. Kolonun ¢ekum,

transvers kolon ve sigmoid kolon kismini tamamen orter (Levine ve Haggitt, 1989).
2.3. Epidemiyoloji

Kolorektal kanser (KRK) en yaygin goriilen kanser tiplerindendir. Kanser
nedenli 6liimlerin basinda yer almaktadir (Aykan vd., 2015; J. Shi vd., 2015). Global
Kanser (GLOBOCAN) veri tabanina gore; diinya capinda tiim kanserli yeni
olgularda %10 (1,9 milyon) insidans orani ile en sik goriilen 3. kanser tipidir. Tiim
kanserden 6liimlerde ise %9,4 (935.000) 6liim orani ile 2. siradadir (derived from
GLOBOCAN, 2018) (Sekil.2.2). Her yil yaklasik 1 milyon kisinin yeni tani aldigi
bildirilmistir (Zhai vd., 2016). Gastrointestinal sistem i¢inde en yaygin malign kanser
turtidiir (Granados-Romero vd., 2017). Erkeklerde goriilme orani kadinlardan daha
fazladir. Gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore 3-4 kat daha yliksek
insidans orani gostermektedir (Abedini vd., 2019). Gelismekte olan {ilkelerde
gelecekte, diinya ¢apinda KRK insidansinin 2035 yilinda 2-5 milyon yeni vakaya
yiikselecegi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte son on yildaki verilere
bakildiginda, tanmi1 testleri, sigmoidoskopi ve kolonoskopi gibi tarama
programlarindaki artis nedeniyle gelismis lilkelerdeki insidans ve mortalite oranlar
azalma egilimi gostermektedir. Buna karsilik, 50 yasin altinda KRK ile basvuran
hastalarda, 6zellikle rektal kanser ve sol tarafli kolon kanserinde endise verici bir
artis gozlenmistir (Dekker, Tanis, Vleugels, Kasi ve Wallace, 2019). Kolon kanseri
icin, Giiney Avrupa, Avustralya/Yeni Zelanda Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika,
rektal kanser icin ise Dogu Avrupa, Avustralya/Yeni Zelanda, Kuzey Avrupa ve
Dogu Asya en yiiksek insidansa sahip bolgelerdir. En diisiik insidans oranlari ise
Afrika ve Giiney-Orta Asya’da gbzlenmektedir. Her 100.00 kisi basina en yiiksek
KRK insidansina sahip iilke, erkeklerde Macaristan (70,6) ve kadinlarda Norvec'tir
(29,3). KRK mortalite oran1 her 100.000 kiside erkeklerde (31,2) ve kadinlarda
(14,8) ile en yiiksek iilke Macaristan’dir (Rawla, Sunkara ve Barsouk, 2019a).



Hastalarin yaklagik %40°1 erken evrede, %60°1 ileri evrede tani almaktadir
(Bakanligi, 2014; Granados-Romero vd., 2017). lleri evrelerde tespit edilen
hastalarin %25’1 tan1 sirasinda, %50’si ise takip sirasinda gelisen metastazlar
nedeniyle kaybedilmektedir (AYDIN vd., 2015; Kemeny vd., 1989). Amerika
Kanser Derneginin (AKD) 2020 tahminlerine gore 147,950 kisinin KRK yeni tani
almasi ve 53,200 kisinin 6lmesi beklenmektedir. Bu yeni tanilarin %70,7‘inin kolonu
%29,29’nun rektal kanseri olusturmasi 6n goriilmektedir (Siegel, Jakubowski,

Fedewa, Davis ve Azad, 2020).

AKD’nin istatistiklerine gore, kolon kanseri 5 yillik sag kalim orani %63
olarak bildirilmistir. Bununla birlikte 6zellikle hastaligin evresine bagli olarak bu
oran bireylere gore degiskenlik gosterebilmektedir. Kanser lokalize bir asamada
teshis edilirse, hayatta kalma oran1 %90 olarak bildirilmis olup, bu olgularin %39’u
erken tan1 alir. Kanser ¢evredeki dokulara, organlara veya bolgesel lenf diigiimlerine
metastaz yaptiginda, 5 yillik sag kalim orani %71 iken uzak bolge metastazi varsa bu
oran %]14'e kadar diismektedir (Provenzale vd., 2020; Siegel vd., 2020; Benson, Al
B. vd., 2021).

Rektal kanserlerde 5 yillik sag kalim orami1 %67 olarak belirtilmistir. Kanser
lokalize bir asamada teshis edilirse, hayatta kalma oran1 %89 olarak bildirilmektedir.
Kanser ¢evredeki dokulara, organlara veya bolgesel lenf diigiimlerine yayilmissa, 5
yillik sag kalim oram1 %71, viicudun uzak bdlgelerine yayilmigsa %15 olarak

bildirilmistir (Provenzale vd., 2020; Siegel vd., 2020; Benson, Al B. vd., 2021).
2.4. Etiyoloji

KRK, gelisimine ¢evresel ve genetik faktorlerin eslik ettigi multifaktoriyel bir
hastaliktir. Vakalarin %60-65°1 sporadik, %25’inde aile dykiisii, %5’inde ise genetik
yatkinlik s6z konusudur. Ailesel gegisli vakalarin %1’ini familyal adenomatoz
polipozis (FAP) ve %4’linli herediter nonpolipozis kolorektal kanser (HNPKK)
olusturmaktadir (Kuipers vd., 2015).

2.4.1. Yas

Sporadik KRK insidansinda yas en onemli risk faktoriidiir. KRK vakalarinin
%0901 50 yas lizerindedir. Bu oran yasla birlikte artis gostermekte olup 60-79 yas
araliginda yogunlasmaktadir (Bakanlhigi, 2014; Edwards vd., 2010; Giiltekin ve
Boztas, 2014). Bu artis ozellikle gelismekte olan iilkelerde daha belirgindir. Daha
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geng yastaki bireylerde de hastalik ortaya cikabilmektedir. Sporadik KRK riski 60-79
yas arasindaki bireylerde 50 yas alt1 bireylere gore elli kat daha fazladir (Thélin ve
Sikka, 2015). Yas risk faktorii olarak kadinlarda ve erkeklerde esit derecede
onemlidir. Rektal kanserli hastalarin %75°1 ile kolon kanserli hastalarin %85’inin
yas1 tan1 aninda 60 yas ve tizeridir (Kuipers vd., 2015). Kolon kanserinde hastalarin
ortalama tan1 alma yasi1 erkeklerde 68 iken kadinlarda 72 olarak bildirilmistir. Rektal
kanserde ise tani alma yasinin her iki cinsiyette ortalama 63 oldugu belirtilmektedir

(Howlader vd., 2013).

Vakalarin ¢ogunlugu 50 yas iizeri olmasina ragmen, gelecekte tani alan
olgularin %12’sinin ve Olimlerin %7’sinin 50 yas altinda olacagr tahmin
edilmektedir. Literatiir verilerine bakildiginda ortalama tan1 yas1 giderek
diismektedir. Ornegin; Amerika’da 2000°li yillarin basinda ortalama tani1 yas1 72 iken
2015-2016 yillarinda ortalama tan1 yas1 66 olarak belirlenmistir (Siegel vd., 2020).

2.4.2. Cinsiyet

Diinya capinda her iki cinsiyette goriilme orani 19,7/100.000 ve erkeklerde
23,6/100.000 kadinlarda ise 16,3/100.000’diir (Rawla, Sunkara, ve Barsouk, 2019b).
Tiirkiye’de ise bu oranlar, erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla 17,1/100.000 ve
11,7/100.000 insidans oran1 gostermektedir (S. Eser vd., 2010; S. Y. Eser, 2007).
KRK insidansi erkeklerde kadinlara gore %25 daha yiiksektir (Jemal, Siegel, Xu ve
Ward, 2010).

KRK insidans ve mortalite oranlar1 erkeklerde kadinlardan sirasiyla 1,4 (%30)
ve 1,5 (%40) kat daha fazladir. Bu farkliligin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte
erkeklerde sigara kullanim oraniin fazla olmasi ve cinsiyet hormonlarinin etkileri
gibi risk faktorlerine maruziyetten kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir (Murphy
vd., 2011).

2.4.3. Irk ve etnik koken

AKD verilerine gore, KRK insidans ve mortalite oranlarinin irk ve etnik
kokene gore farklilik gosterdigi ve bu oranlarin Hispanik olmayan siyahlarda ve
Kizilderililer/Alaska Yerlilerinde en yliksek, Asyali Amerikalilar/Pasifik Adalilarda
ise en diisiik oldugu belirtilmistir. Geligsmis tilkelere giden gogmenlerin yasam tarzi

degisikliklerine bagl olarak zamanla insidans oranlar1 yasadiklar1 bolge ve iilkenin



oranlari ile ayni seviyeye ulastigt belirtilmistir. Bu durum KRK gelisiminde cografik

ve etnik farkliliklarin etkili oldugunu gostermektedir (Siegel vd., 2020).
2.4.4. Kolonik adenomatoz polip oykiisii

Sporadik KRK gelisiminde en onemli etkenlerden biri de kolon ve rektumda
olusan poliplerdir. Literatiirdeki son verilere gore sporadik KRK’lerin %95’
adenomlardan gelismektedir. Aile Oykiisii pozitif olan vakalar KRK’lerin %10-
20’sini olusturmaktadir. Bu tiir vakalarda en az bir ailesi liyesi tipik KRK’den
etkilenmistir. Ozellikle 50 yas iizeri kisilerde, birinci derece yakin aile bireylerinde
tiimér veya polip dykiisii olanlarda risk 2-3 kat daha fazladir. Iki veya daha fazla
akrabada KRK Oykiisii varsa ve bu aile iiyeleri 50 yasin altinda hastaliktan
etkilendiginde bu risk daha da artar (Butterworth, Higgins ve Pharoah, 2006).

Kolorektal karsinomlar genellikle displazik adenomatdz poliplerden koken alir.
Poliplerin ¢cogunlugu sag kolon yerlesimlidir. Adenomlar erkeklerde kadinlara gore
daha sik gozlenir. Adenomlar siklikla <50 yas hastalarda sol kolon yerlesimli iken,
>65 yas hastalarda sag kolon yerlesimlidir. Adenomlar sapli, sapsiz ve yasst olmak
tizere 3 makroskopik yapiya ayrilir ve yapisal olarak da tiibiiler (%75), tubulovilloz
(%15) veya villoz (%10) seklinde gruplandirilir (Fenoglio-Preiser vd., 1999; Kumar,
Abbas, Fausto ve Aster, 2014). Adenomat6z poliplerin histolojik yapisi, biiyiikligi
ve sayisina bagh olarak KRK riskine etkisi farklilik gostermektedir. Ozellikle villoz
veya tubiilovilloz histolojiye sahip, yiiksek dereceli displazi ve birden fazla biiylik
adenomato6z polip (>1-2 cm) bulunduran bireylerde KRK riskinin arttig1 bildirilmistir
(Schoenfeld vd., 2005). Cap1 >2cm poliplerin maligniteye doniisme orani yaklagik
%50’dir (Levin vd., 2008).

2.4.5. Yasam tarz1

Cevresel risk faktorlerin basinda, kirmizi etten zengin beslenme, asir1 alkol
tiikketimi, sigara kullanimi ve viicut kitle indeksinin yiiksek olmasi sonucu ortaya
cikan obezite, diisiik kalsiyum alimi, ¢ok diisilk meyve-sebze ve tam tahilli lif alimi
gibi yagsam tarzi ve aligkanliklar gelmektedir. Lifin kolon pH’sim1 degistirdigi ve
karsinogenez olusumunu engelleme kabiliyeti oldugu diistiniilmektedir. Bati tipi
beslenme aliskanliklari, yliksek yag orami igerir. Bunun sonucunda yag hepatik
kolesterolii ve safra asidi sentezini artirarak kolonda sterollerin artmasina neden olur.

Bu steroller daha sonra ikincil safra asitlerine, kolesterol metabolitlerine ve



potansiyel olarak toksik metabolik bilesiklere doniistiiriilir. Bu steroller ve safra
asidi metabolitleri kolon mukozasina zarar vererek displaziye yol agabilecek

proliferatif aktiviteyi arttirir (Feldman, Friedman ve Brandt, 2020).

Bagirsak hareketliliginde azalma, insiilin direncinde artma, metabolik hizin
daha diisiik olmasi1 ve dolasimdaki Ostrojenlerin artmasi gibi etkenler KRK riskinde

rol oynayan mekanizmalar arasindadir. (Feldman vd., 2020).

Diizenli sigara ve asir1 alkol tiiketimi KRK’de daha yiiksek bir riskle
iliskilendirilmistir. Hayvanlarda yapilan deneysel ¢alismalara gore hem tiitiin hem de
alkolde bulunan kanserojen metabolitlerin, timdr bliylimesini destekledigi yoniinde
veriler bulunmustur (Poschl ve Seitz, 2004). Sigara icimi KRK o6liimlerinin
%12'sinden sorumlu iken, alkol tiiketimi erken baslangicli KRK ile 6zellikle de distal
kolonda tiimorler ile iliskilendirilmistir (Botteri, lodice, Raimondi, Maisonneuve ve
Lowenfels, 2008; Haggar ve Boushey, 2009; Zisman, Nickolov, Brand, Gorchow ve
Roy, 2006). Yapilan ¢alismalarda aktif sigara igenlerde rektal kanser gelisme riskinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Haggar ve Boushey, 2009).

2.4.6. Diger faktorler

Inflamasyon kokenli hastaliklarda displazi gelisme olasilig1 oldukea yiiksektir.
Bu displazilerin malign forma doniisme egilimleri oldugundan bu tip hastalik dykiisii
olan bireylerde kanser riski séz konusudur. Ulseratif colit (%3,7) ve Chron (%2,5)
gibi gastrointestinal sistem hastalig1 ve tip 2 diyabeti olan bireylerde risk artmaktadir

(Haggar ve Boushey, 2009).
2.4.7. Kalitsal faktorler

Kalitsal polipozis sendromu tastyan bireylerde KRK riski ¢ok yiiksektir. Bunlar
arasinda; FAP ve HPNKK gibi kalitsal gecis gosteren hastaliklar yer alir. Bu kalitsal
hastaliklar erken yasta ve daha siddetli ortaya c¢ikmalariyla karakterizedirler.
HPNKK'in tiim KRK’lerin yaklasik %1-6'sin1 olusturdugu diistiniilmektedir. Yasam
boyu KRK gelisme riski %70-80 kadar yiiksektir. Bunun yani1 sira endometriyal
kanser olmak tizere diger kanser tiirlerinin gelisme riski de oldukg¢a yiiksektir.
HPNKK’nin en belirgin 6zelligi ylizden fazla polip varligi ve bu poliplerin genellikle
sag (proksimal) kolonda yerlesik olmasidir. HPNKK'nin altinda yatan molekiiler
mekanizma ise MLH1, MSH2, MSH6, PMS1 ve PMS2 gibi DNA yanlis eslesme
tamir genlerindeki (MMR) mutasyonlar sebebiyle Mikrosatellit kararsizligi (MSI)

8



olusumudur (Kuipers vd., 2015). FAP ve varyantlari, tiim KRK vakalarinin %1'inden
daha azmi olusturur. FAP’1in temelindeki molekiiler mekanizmayi, Wnt sinyal
yolunun aktivitesini kontrol eden adenomatdz polipoz koli (APC) genindeki
varyantlar olusturur. FAP’l1 olgularin ¢ogunda geng¢ yasta ¢ok fazla sayida polip
(kolorektal adenom) olusumu ve ardindan KRK gelisimi séz konusudur. KRK
olusumuna eslik eden diger kalitsal sendromlar ise Gardner sendromu (yiiksek riskli),
Turcot sendromu (yiiksek riskli) ve Peutz-Jeghers sendromudur (diisiik-orta risk)
(Feldman vd., 2020).

2.5. Histopatoloji

Bagirsak duvar1 3 tabakadan olusur. Bunlar; mukoza, submukoza ve
muskularis propria’dir. Kolon ve rektumdaki kanser genellikle mukozadaki epitel
hiicrelerinden kaynaklanir ve diizensiz hiicreli bir polip (adenom) olarak baglar.
Hiicreler kontrolsiiz ¢cogalma, damarlanma, invazyon ve migrasyon dzelliklerini elde
ettiklerinde artik cevre dokulara yayillmaya baglar ve bdylece malignite gelisir

(Fleming, Ravula, Tatishchev ve Wang, 2012).

Histopatolojik olarak KRK olgularinin  %90'indan fazlasi, kolorektal
mukozanin epitel hiicrelerinden kaynaklanan adenokarsinomlardir. Bunun yaninda
lenfoma, karsinoid ve sarkoma tiimor tilirleri de kolonda karsinogeneze sebep
olabilmektedir. Diger nadir kolorektal karsinom tiirleri arasinda ndroendokrin,
skuamoz hiicreli, adenoskuamdz, igsi hiicreli ve farklilasmamis karsinomlar bulunur.
Adenokarsinom, histolojik tiimor derecelendirmesinin temeli olan glandiiler olusum
ile karakterizedir. Iyi diferansiye adenokarsinomda timériin %95’inden fazlasi
glandiiler olusum gosterirken, orta derecede diferansiye adenokarsinomda tiimoriin
%50-95’inde glandiiler olusum gozlenir. Koti diferansiye adenokarsinomda
glandiiler olusum orant %350°den azdir. Adenokarsinomlarin  %20’si  "iyi
diferansiye", %60°’1 "orta diferansiye" ve %15-20’si "az difarensiye adenokarsinom"
olarak siniflandirilir. Kolorektal adenokarsinomlarin %70°1 orta diferansiye (Grade
IT), %10’u 1yi diferansiye (Grade I) ve %20’si de kotii diferansiye (Grade I11) olarak
tan1 almaktadir (Fleming vd., 2012). Kolon ve rektum kanserinin Diinya Saglik
Orgiiti'ne (DSO) gore histolojik siniflandirmasi tablo 2.1°de ayrintili olarak
gosterilmistir (Odze, Cree ve Klimstra, 2019).



Tablo 2.1 Kolon ve rektum tiimérlerinin histolojik stmflamasi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) NOS:
not otherwise specified; PP: pancreatic polypeptide; PYY: peptide YY (Odze, Cree ve Klimstra,

2019).
Benign epitel tiimorler ve prekiirsorler Malignant epitelyal tiimorler
Tirtikh displazi, diisiik dereceli Adenokarsinoma NOS
Tirtkh displazi, yiiksek dereceli -Adenoma-benzeri adenokarsinom
-Hiperplastik polip, mikrovesikiiler tip -Mikropapiller adenokarsinom
-Hiperplastik polip, goblet hiicre -Miisinéz adenokarsinom

-K6tii baglanan karsinom
Adenomatoz polip, diisiik dereceli displazi
-Taslt yiiziik hiicreli karsinom
-Mediiler adenokarsinom
-Adenoskiiaméz karsinom

-Karsinoma, farklilasmamis, NOS

-Sarkomatoid bilesenli karsinom

Adenomatoz polip, yiiksek dereceli displazi Noroendokrin tiimér NOS
-Tubiiler adenoma, diisiik dereceli -Noroendokrin tiimor, grade 1
-Tubiiler adenoma, yiiksek dereceli -Noroendokrin tiimdr, grade 2
-Villoz adenoma, diisiik dereceli -Noéroendokrin tiimor, grade 3
-Villoz adenoma, yiiksek dereceli -L hiicre timor
-Tiibiilovillsz adenoma, diisiik dereceli -Glukagon-benzeri peptid- lireten timor
-Tiibtilovilloz adenoma, yiiksek dereceli -PP/PYY- iireten timor
-Gelismis adenoma -Enterokromaffin hiicre karsinoid

-Serotonin tireten karsinoid

Glandiiler intraepitelyal neoplazi, diisiik dereceli Noroendokrin karsinoma NOS
-Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom

-Kiigiik hiicreli néroendokrin karsinom

Glandiiler intraepitelyal neoplazi, yiiksek dereceli Karisik noéroendokrin-néroendokrin olmayan

neoplazma (MiNEN)

DSO’niin son siniflandirmasinda KRK’larm histolojik varyantlari, miisindz,

tagl yiiziikk hiicreli, mediiller, mikropapiller, tirtikli kriproform komedo tip,
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adenoskuamoz, igsi hiicreli ve farklilagmamis olarak gruplandirilmistir. Miisindz
karsinom, yaklagik %10 oran1 ile KRK’de en yaygin goriilen ikinci karsinom tipidir.
Bu tip genellikle sag kolonda yerlesim gosterdigi ve MSI ve BRAF, KRAS ve
PIK3CA genlerinde mutasyonlarin yiiksek oranda goézlendigi bildirilmistir. Tash
yiiziik hiicreli karsinom KRK’in nadir histolojik alt tiplerinden biridir (%1,1).
Genellikle daha geng hastalarda ve sag kolonda sik gézlenmektedir. Miisin agisindan
zengin tas hiicreli karsinomlar, vakalarin %40'ma kadar MSI ile iligkilidir ve miisin
acisindan fakir tiirlere gore daha iyi bir genel sag kalim sergiler. Lenf nodlari,
peritoneal ylizey ve overlerde metastaz yapma egilimi gosterir (Sagaert, Vanstapel ve
Verbeek, 2018). Mediiler tip nadir goézlenir, ¢ogunlukla kadinlarda, proksimal
kolonda yerlesiktir. Olgularin %60’ imndan fazlasinda MSI ve yaklasik %85’inde
BRAF varyantlar1 gozlenmektedir. Mikropapiller adenokarsinomda, lenf nodu
metastaz riski yiiksektir ve siklikla lenfatik ve wvaskiiler invazyon gibi koti

prognostik faktorlerle birlikte goriiliir (Kim vd., 2020).

2.6. Kolorektal Kanserin Lokalizasyonu

KRK’lerin yaklasik %45-60’1 rektosigmoidal kolonda, %15-30 ¢ikan kolon ve
¢ekumda, %35-10 transvers kolonda ve %10-15 inen kolonda yerlesim gosterir (Sekil
2.2). Ancak son yillarda gaitada gizli kan, kolonoskopi ve sigmoidoskopi gibi tan1 ve
tarama testlerinin yayginlasmasi ve toplumsal farkindalik sonucu karsinomlarin
yerlesim yerinde kaymalar s6z konusu oOzellikle de proksimale dogru kayma
gozlenmektedir. KRK insidansinin az oldugu bélge ve iilkelerde karsinomlar ¢ekum
ve cikan kolonda daha fazla gelisirken, insidansin yiiksek oldugu yerlerde
rektosigmoid bolgede daha sik olustugu gozlenmektedir. Sag kolon yerlesimli
karsinomlarin biiyiik cogunlugu kadinlarda gozlenirken yasla birlikte artma egilimi
gosterir ve tan1 anindaki ortalama yas sol kolon yerlesimlilere gore daha yiiksektir.
Sag kolon tiimdrleri daha ¢ok yiiksek dereceli histolojiye sahip olma ve ileri evrede
olma egilimi gosterebilirler ve tiim kolon karsinomalarinin %33-63,4’linli
olustururlar. KRK'nin birincil konumuna bagli olarak metastatik yayilma farklilik
gosterir. Sag kolon kanseri daha sik peritona metastaz yaparken, sol kolon kanserinin
daha biiyiikk bir kismi karacigere ve akcigere metastaz yapar (Stintzing, Tejpar,
Gibbs, Thiebach ve Lenz, 2017). Ozellikle >70 yas her iki cinsiyette de proksimal

yerlesimli kolon kanserleri gozlenir (Bruckner, Pitrelli ve Merrick, 2000; Libutti,

11



Saltz, Willett ve Levine, 2015). Ayn1 zamanda olgularin %3-6’sinda birden fazla
odakl1 karsinomlar da goriilebilmektedir (Rosai, 2004).

symploms,
overt
Liooding)

Sekil 2.2 KRK’de tiimériin yerlesim yerine gore dagilimu gosterilmektedir (Johns Hopkins
Medicine, 2013).

2.7. Sporadik Kolorektal Kanserlerin Molekiiler Patogenezi

Kolorektal kanser, farkli fenotiplere yol acan, farkli molekiiler mekanizmalara
sahip heterojen bir hastaliktir. Kolorektal karsinomalar, sporadik, kalitsal ve ailesel
gecisli olabilir. Genetik ve epigenetik degisiklikler, hiicresel metabolizma,
proliferasyon, farklilasma, sag kalim ve apoptozla ilgili sinyal yollarina etki eder.
Kolorektal karsinogenezin molekiiler temelinin anlasilmasi, KRK'nin hem prognozu
hem de tedavisi acisindan 6nemlidir. Hastalik evresinin daha iyi degerlendirilmesi ve
tiimorlerin patolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore tedavinin bireysellestirilmesinin
hastaligin seyrinde etkili sonuglar dogurabilecegi one siiriilmektedir (Al-Sohaily,
Biankin, Leong, Kohonen-Corish ve Warusavitarne, 2012; Marmol, Sanchez-de-
Diego, Pradilla Dieste, Cerrada ve Rodriguez Yoldi, 2017).

Kolorektal karsinogenez ile farkli gen mutasyonlari iliskilendirilmistir. Bu
genlerden oOzellikle APC, KRAS ve TP53'lin, KRK'de olduk¢a biiyiik bir oranda
degisiklige ugradigi bulunmustur (Smith vd., 2002). Kolorektal kanser, normal
mukozanin adenoma ve ardindan karsinomaya doniismesine yol acan bir dizi olayla
geligir. Genomik kararsizlik, bu doniisiim siirecinin ayrilmaz bir pargasidir. Fearon

ve Vogelstein 1990 yilinda, normal kolon dokularindan KRK'nin agamali olusumunu
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aciklamak i¢in genetik bir model tanimlamislardir. Bu modelde KRK olusumu igin 3
onemli Ozellik s6z konusudur. Birincisi KRK, hiicre cogalmasinm1i veya DNA
hasarlarinin onarimini diizenlemede nemli islevlere sahip genlerdeki degisikliklerin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar, ikincisi birden fazla gende mutasyon olusumu gerekli,
liclinciisii ise tiimdriin biyolojik davranisinin belirlenmesinden genetik degisikliklerin
sirast ve birikimi sorumludur. Kolorektal kanser olusumundaki bu asamali siireg
"Adenom-Karsinom Sekans1" olarak tamimlanmistir (Fearon ve Vogelstein, 1990).
Kolorektal kanser olusumu sekil 2.3’de gdsterilmektedir. Bu kavram normal epitel
dokudan displastik epitel dokuya sonrasinda da ¢oklu klonal adenométéz poliplerde
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu karsinomaya kadar giden
asamal1 bir siireci ifade eder. Bu siire¢ yaklasik 10-15 yillik bir zamanda asamali
olarak gergeklesir (Hisamuddin ve Yang, 2006). Bugiine kadar, ti¢ farkli molekiiler
yolak tanimlanmistir. Bunlar Kromozomal Kararsizlik (CIN) yolagi, Mikrosatellit
Kararsizlik (MSI) yolag1 ve CpG Adas1 Metilator Fenotipi (CIMP) yolagidir. Baz1
timorler birden fazla yolagin 6zelliklerini sergileyebilir (Goel vd., 2003; Yamagishi,
H., Kuroda, H., Imai, Y vd., 2016).

Karsinogenez siireci Oncelikle adenokarsinom poliplerde APC geninde
mutasyon olusumu ile baglar. APC mutasyonlar1 f-katenin molekiiliiniin nukleusa
gecisini saglayarak tiimorogenez ve invasyonda etkili genlerin ifade edilmesine
sebep olur. Sonrasinda KRAS ve PI3K’deki degisimler ise MAPK yolaginin aktive
ederek hiicre proliferasyonuna sebep olur. En son olarak TP53 geninde fonksiyon
kayb1 mutasyonlar1 gelisir ve bu durum hiicrenin kontrolsiiz biiyiimesi ile sonuglanir.
Bu asamali karsinogenez uzun yillar sonra KRK ortaya cikmasina neden olur

(Marmol, Sanchez-de-Diego, Pradilla Dieste, Cerrada ve Rodriguez Yoldi, 2017).

Sporadik KRK’lerin %80’inde APC geninde genetik bir degisim soz
konusudur. Bu degisim CIN’e sebep olur ve erken adenom evresi gelisir. Sonrasinda
hiicreler ge¢ adenom evresine gegis gosterir. Bu evrede APC mutant adeno poliplerde
KRAS mutant varyantlari ortaya ¢ikar. Klonal hiicrelerde son asama olarak displazi
evresinde olusan APC/KRAS mutasyonuna ek olarak TP53 ve DCC geninde
degisimler ortaya ¢ikar (Ewing, Hurley, Josephides ve Millar, 2014).
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Sekil 2.3 KRK progresyonu ile siklikla iligkilendirilen genetik degisiklikler gosterilmektedir
(Hisamuddin ve Yang, 2006).

2.7.1. Kromozomal instabilite yolagi (CIN)

Kromozomal kararsizlik, KRK'deki genomik dengesizligin en yaygin
nedenidir. Sporadik KRK'in %85'inde bu mekanizma gozlenir. Kromozomal
kararsizlik, kromozom kopya sayisindaki yapisal degisiklikler sonucu ortaya c¢ikar.
Kolorektal karsinogenez siirecinde etkili genleri barindiran biitiin kromozomlarin
veya kromozomal bolgelerin kazanimi veya kaybi ile karakterizedir. Bu mekanizma,
kromozom segregasyonu, telomer disfonksiyonu ve DNA hasarina yanitta ortaya
cikan degisiklikler sonucu hiicresel fonksiyonlarda gorevli APC, KRAS, TP53 ve
PIBK gibi kritik genleri etkiler. Bunun sonucunda da kromozom sayisinda
(anoploidi) bir dengesizlik, kromozomal genomik amplifikasyonlar ve yiiksek bir
heterozigotluk kayb1 (LOH) frekansi ortaya ¢ikar (Pino ve Chung, 2010; Yamagishi,
H., Kuroda, H., Imai, Y vd., 2016).

Kromozomal instabilite yolaginda etkili olan, 7., 8q, 13q, 20. ve X
kromozomlarinda genis (bir kromozal kolun yarisindan fazla) amplifikasyonlar ve 1.,
4., 5., 8p, 14q, 15q, 17p, 18., 20p ve 22q. kromozomlarda genis delesyonlar
tanimlanmistir. Ek olarak, VEGF, MYC, MET, LYN, PTEN gibi 6nemli kanser
genlerini igeren bolgelerde kazanglar veya kayiplar bildirilmistir. Ayrica 1., 5., 8., 17.
ve 18. kromozomlarda yiiksek allel kaybi sikligi gozlenebilmektedir (%46-78).
Bunlar arasinda tiim kromozom kaybi, kromozom 18 i¢in daha sik goriiliirken, diger
kromozomlar agirlikli olarak kismi kayiptan etkilenir. Bu karyotipik anormalliklerle
birlestiginde, onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde mutasyonlarin birikimi s6z
konusudur. En yaygin tek gen degisiklikler, APC ve KRAS genlerindeki varyantlardir
(J.-Y. Wang vd., 2006).
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KRAS protoonkogeni KRK ve adenomlarin %30-60’1nda degisime ugramstir.
Aktive edilmis, KRASn, BCL-2, H2AFZ, RAP1B TBX19, E2F4 ve MMP1 dahil
olmak tizere down regiile hedef genlerin aktivasyonu yoluyla adenomdan
karsinomaya geciste Onemli bir rol oynayabilecegi One siiriilmektedir. Sinyal
transdiiksiyonunda yer alan 21 kDa'lik bir membran bagli protein olan KRAS, hiicre
dis1 sinyallere yanit olarak aktive edilir. Degisime ugramis protein, GTP'yi GDP'ye
hidrolize eden bozulmus GTPaz aktivitesi nedeniyle siirekli aktif formda kalir.
Aktive edici varyantlarin %90’dan fazlasi, KRAS geni ekzon 2in 12. ve 13.
kodonlarinda bulunur. Kodon 12'deki varyantlar, kodon 13'teki varyantlardan daha
onkogenik bir fenotip gosterir. Kodon 13 varyantlarinin, adenom-karsinom gecisinde
daha fazla rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Kodon 12 varyantlari ise KRK tiimor
hiicrelerinin lokal invazyon ve metastaza ugramasina yol acar. RAS aktivasyonu,
hiicresel biiyiimeyi, farklilasmayi, sag kalimi, apoptozu, hiicre iskeleti
organizasyonunu, hiicre hareketliligini, proliferasyonu gibi ¢oklu hiicresel yollar
etkiler (Brink vd., 2003; Malki A vd., 2021).

Sporadik KRK'in %20-50'sinde 5q kromozomunun allelik kayb1 bildirilmistir.
Kromozom 5'in uzun kolunda iki Onemli gen bulunur; bunlar APC ve MCC
genleridir. Somatik APC varyantlari, KRK'nin %60-80'inde ve ayrica kolorektal dncii
lezyonlarin (adenomlar) ¢ogunlugunda goriilmekte olup, bu da APC’de ortaya ¢ikan
varyantlarin KRK tiimorogenez siirecinde erken bir olay oldugunu desteklemektedir.
APC geni, kanonik WNT/p-katenin yolaginda yer alan, igsi yapidaki mikrotiibiillerin
diizenlenmesinde gorevli bir tiimor baskilayict gendir. Bu yolakta; APC proteini, /-
katenin, aksin ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) ile birlikte yikici kompleksi
olusturur. Bu kompleksin yikim1 yolagin aktif hale gelmesine sebep olur. APC geni
bir tlimor baskilayici gen oldugundan, fonksiyon kaybi i¢in Knudson’un iki vuruslu
hipotezine uygun olarak, her iki allelin de kaybi gereklidir (Kolligs, Bommer ve
Goke, 2002). Fonksiyonel olmayan giidiik bir proteine yol acan varyantlar, hiicrede
p-katenin birikimine ve kolorektal tiimér olusumunu tetikleyen bir dizi genin

diizensiz ekspresyonuna neden olur (Ewing vd., 2014; Malki A vd., 2021).

MCC geni 5qg21'de bulunur. DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisii
durdurulmasina neden olan bir hiicre dongiisii diizenleyici proteindir. Genellikle
KRK’de MCC geninin promotdr bolgesi hipermetilasyon yoluyla susturulur. Son

zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, MCC'nin APC'den bagimsiz olarak WNT/f-katenin
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sinyal transdiiksiyonunu da inhibe edebilecegi ileri siiriilmistir (Fukuyama vd.,
2008; Malki A vd.,2021).

WNT yolagi, bagirsak epitel yenilenmesini desteklemede merkezi bir rol oynar.
APC, p-katenin'e baglanir ve onun bozunmasini indiikler, boylece bir negatif f-
katenin diizenleyicisi olarak islev goriir. APC fonksiyonunun kaybi (mutasyon, LOH
veya promotdr metilasyonu yoluyla) sitoplazmik p-katenin birikimine yol agarak
niikleer translokasyona ve [-katenin'in  TCF/LEF transkripsiyon faktoriine
baglanmasina yol acar. WNT hedef genleri, hiicre dongiisii ilerlemesinin
diizenleyicileri (C-MYC ve SIKLIN DI), hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve
apoptoz dahil olmak iizere birgok hiicresel islevi etkiler. Bu nedenle, WNT sinyal
yolunun, KRK'in hem baslatilmasi hem de ilerlemesi i¢in O6nemli oldugu
gosterilmistir. APC fonksiyon kaybi, WNT aktivasyonu i¢in tek etken degildir; -
katenin'i bozunmaya direngli hale getiren p-katenin varyantlart (Tim KRK'lerin
%S5'inden daha azinda bulunur), AXIN1 ve AXIN2'deki varyantlar (f-katenin
degradasyonu i¢in Onemlidir) veya TCF-4 transkripsiyon faktoriinde aktive edici
mutasyonlar gibi alternatif mekanizmalar da s6z konusudur (Behrens, 2005; Malki A

vd.,2021). WNT/p-katenin sinyal yolaginin mekanizmasi sekil 2.4’de gosterilmistir.,

Absence of Wnt/ Ligand Presence of Wnt/ Ligand
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Sekil 2.4 Kanonik WNT/S-katenin yolagi. WNT'lerin Frizzled reseptorlere baglanmasi, iskele
proteinleri aksin / iletkenine dayali bir yikim kompleksinin iglevini bloke eden Disheveled (DSH) 'yi
etkinlestirir. WNT ’lerin yoklugunda, aksin/iletken kompleksleri, GSK3/ tarafindan S-katenin
fosforilasyonunu destekler. Fosforillenmis S-katenin, ¢oklu ubikitinle igaretlenir ve ardindan
proteozomlarda yikilir. WNTler varliginda veya APC mutasyonlarindan sonra, $-katenin'in
fosforilasyonu ve degradasyonu bloke edilir, bu da S-katenin'in niikleer transferine izin verir. TCF/f
katenin kompleksleri DNA'ya baglanir ve WNT hedef genlerini aktive eder (Al-Sohaily vd., 2012).
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Kromozom 8pmin allelik kaybi, KRK'nin %50'sinden fazlasinda goriiliir.
8p21'de lokusunda KRK’de etkili olabilecek tiimor baskilayict genlerin varligini
diisiindiiren ortak bir delesyon bolgesi tanimlanmistir. Kromozom 8p’nin kaybi, ileri
evre hastalik ve artmis metastatik potansiyel ile iligkilendirilmistir; 6zellikle 8p21-22
lokusu, tiimdr ilerlemesi i¢in 6nemli bir bdlgeyi ve bir metastatik duyarlilik lokusunu
temsil eder. Bu lokusun kaybi, metastaz potansiyelini artirir (Chughtai vd., 1999;
Mourra vd., 2008; Malki A vd.,2021).

KRK'nin %75'inde 17p kayb1 bildirilmis, ancak adenomlarda rapor
edilmemistir, bu da timor baskilayici gen 7P53%i igeren bu segmentin kaybimin KRK
tiimdr olusumu siirecinde geg bir olay oldugunu diisiindiirmektedir. KRK'de, 17p'nin
allelik kaybi, genellikle ikinci alleldeki TP53'teki mutasyonlarla iligkilidir ve bunun
adenomun karsinomaya gecisine aracilik edebilecegi ongoriilmektedir. TP53, hiicre
siklusu kontrol noktasinda, apoptoz, yaslanma, otofaji ve hiicresel metabolizmada rol
oynayan bir dizi geni aktive eden, tiimor baskilayict aktiviteye sahip bir
transkripsiyon faktoriidiir. Ek olarak, genomik stabilitenin korunmasi i¢in 6nemli
olan bir dizi transkripsiyondan bagimsiz hiicresel aktiviteye sahiptir. TP53,
mutajenler, onkojenik uyari, hipoksi ve telomer erozyonu ile DNA hasar1 dahil farkli
hiicresel streslere yanit olarak hiicresel adaptasyonu kolaylastirir (Green ve Kroemer,
2009; Malki A vd.,2021).

Kromozom 18’in uzun kolu, DCC, SMAD2 ve SMAD4 dahil olmak iizere
bircok aday tiimor baskilayict gen igerir. KRK'nin %50-70'inde 18q’da LOH gd6zlenir
ve KRK evre II ve III’de kotii prognozun bir gostergesidir. DCC, hiicre adezyonu ve
go¢iliniin diizenlenmesinde rol oynamakla birlikte ek olarak DCC, ligandinin (netrin-
1) yoklugunda apoptozu indiikler. Smad proteinleri, TGF-£ sinyal yolaginda yer alan
transkripsiyon faktorleridir. SMADA4 protein ekspresyonunun kaybi, kotii prognoz ve
ileri evre KRK ile iliskilidir. Smad proteinleri, C-MYC, CBFAL, FLRF gibi hedef
genlerin transkripsiyonunu diizenler. SMAD4 ayrica potansiyel bir metastatik
modiilator olan klaudin-1'i TGF'ye baglh bir sekilde down regiile eder (Lanza vd.,
1998; Wei Wang vd., 2010).

2.7.2. Mikrosatellit instabilitesi (MSI)

Mikrosatellitler, tim genom iizerine yayilan ve tekrarlayan ozelliklerinden

dolay1 replikasyon sirasinda hatalara yatkin olan kisa tekrar niikleotid dizileridir.
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DNA yanlis eslesme onarim (MMR) sistemi, DNA replikasyonu sirasinda meydana
gelen yanlis baz ¢ifti eslesmelerini tanir ve onarir. Mikrosatellitlerin kararsizligi,
MMR sisteminin bu hatalar1 diizeltememesinin bir yansimasidir. Mikrosatellit
kararsizlig1 sergileyen timdrler, normal bir karyotip sergiler. Mikrosatellit
kararsizligimin sebep oldugu tiimdérogenez mekanizmasi, somatik mutasyon veya
anormal metilasyon yoluyla MMR’den sorumlu genlerin inaktivasyonunu igerir.
MMR gen fonksiyonundaki kayip sonucunda niikleotid tekrarlar1 ic¢inde iplik
kaymasinin onarilamamasi, mikrosatellitlerin boyutunu degistirir. Bu mikrosatellitler
bir genin ekzonik bolgesi iginde yer aliyorsa, genin fonksiyonunda veya
ekspresyonunda degisiklige yol agabileceginden oOnemlidir. Sporadik olgularin
yaklasik %15’inin MMR genlerindeki varyantlardan kaynakli oldugu ve yas, kadin
cinsiyeti ve bu tiimorlerin proksimal dagilimu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Jass,

2004; Malki A vd.,2021).

MSI 1993 yilinda kesfedildikten sonra, HNPCC ile baglantisi ve ardindan
MMR genlerinin klonlanmasi, MSI'nin kolorektal karsinogenezde alternatif bir yol
olarak tanimlanmasina yol agmistir. MMR genlerindeki germline mutasyon HNPCC
ile sonuglanir. MMR genlerinin somatik mutasyonu veya hipermetilasyonu ise
sporadik KRK'ye neden olur. Tanimlanan MMR sistemi genleri arasinda MSH2,
MLH1, MSH6, PMS2, MLH3, MSH3, PMS1 ve EXO1 bulunur. Sporadik MSI-yiiksek
KRK fenotipi, genellikle MLHZ1'in hipermetilasyon yoluyla susturulmasindan
kaynaklanir (Al-Sohaily vd., 2012; Malki A vd.,2021).

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisi 1997'de "Uluslararast Mikrosatellit
Instabilite Calistay1" diizenlemis ve bu calistayda, MSI'nin tanimlanmas1 igin 5
mikrosatellit lokusundan olusan bir panel Onerilmistir. Panel, iki mononiikleotid
tekrarindan (BAT25 ve BAT26) ve ii¢ diniikleotid tekrarindan (D5S346, D2S123 ve
D17S250) olusur. MSI-yiiksek, en az iki belirtecin kararsizligi ile tanimlanir, MSI-
disiik tek bir belirtecdeki kararsizlikla tanimlanir ve tiimorler, goriiniirde bir
kararsizlik olmadiginda Mikrosatellit stabilitesi (MSS) olarak adlandirilir. Seg¢ilmis
tetraniikleotit tekrarlarinda (EMAST) yiikselen mikrosatellit degisiklikleri, tim
KRK'lerin yaklasik %60'inda goriilen baska bir MSI formudur. MSI-diisiik ve
EMAST"n, diniikleotid ve tetraniikleotid kararsizligiyla sonuglanan MSH3'iin asagi
yonlii regiilasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. MSI diisiik timorler, MSS
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timorleri ile karsilastirildiginda daha kotii hasta sag kalimu ile iliskilidir (Kohonen-
Corish vd., 2005; Nojadeh, J. N., Behrouz Sharif, S. ve Sakhinia, E., 2018).

MSI-yiiksek molekiiler 6zelliklere sahip sporadik KRK, farkli bir fenotipe
sahiptir. Ileri yastaki kadinlarda daha yaygindir ve agirhikli olarak sag kolonda
bulunurlar. Patolojik 6zellikler arasinda artmis lenfositik infiltrasyon (Crohn hastalig
benzeri reaksiyon), miisindz histoloji ve zayif farklilasma bulunur. MSI yiiksek
tiimorlerin olumsuz patolojik 6zelliklerine ragmen, genel sag kalimda iyilesme ile

iliskilidir (Jass, 2004; Nojadeh, J. N., Behrouz Sharif, S. ve Sakhinia, E., 2018)).

Mikrosatellit instabilitesi-yiiksek tiimorler, daha az LOH gosterme egiliminde
olup K-RAS ve TP53'te daha az varyanta sahiptirler. BRAF V600E varyantlart,
siklikla sporadik MSI-yliksek KRK'de goriiliir. 7TGFBRII genindeki fonksiyon kaybi
ve MSI ise KRK'nin %90'inda gozlenmistir. 7GFp-11 sinyal iletimi, hiicresel
cogalmayr inhibe eder ve bu nedenle gen islevindeki degisiklikler, MSI

karsinogenezinde olas1 mekanizmalardan biridir (Al-Sohaily vd., 2012).
2.7.3. CpG adast metilasyon fenotipi (CIMP)

Epigenetik  degisiklikler, genin DNA dizisini degistirmeden gen
ekspresyonundaki veya islevindeki degisiklikleri ifade eder. Insanlarda epigenetik
degisikliklere genellikle DNA metilasyonu veya histon modifikasyonlar1 neden olur.
DNA metilasyonu genellikle 5'-CG-3’ (CpG) diniikleotidinde meydana gelir. Gen
promotdr bolgesinin metilasyonu genin susturulmasiyla sonuglanir, dolayisiyla tiimor
baskilayict genlerin fonksiyon kaybi i¢in alternatif bir mekanizma saglar. Kolorektal
karsinogenezde yer alan APC, MCC, MLH1, MGMT gibi genlerin, DNA
hipermetilasyonu ile susturuldugu bildirilmistir. Bu mekanizmaya verilebilecek
klasik bir 6rnek, sporadik MSI-yiiksek KRK'de MLHZ1'in hipermetilasyon yoluyla
susturulmasidir. Sigara igme ve ileri yas gibi gevresel faktorlerin artan metilasyonla

iliskili oldugu gosterilmistir (Toyota ve Issa, 1999; Wong, Hawkins ve Ward, 2007).

CIMP, birden fazla genin es zamanli hipermetilasyonunun varligi anlamina
gelir. CIMP yiiksek KRK, sporadik KRK'nin %215-20'sini olusturur ve farkl
ozelliklere sahiptir. Kadinlarda, yash hastalarda ve proksimal yerlesimde daha
yaygindir. Patolojik olarak, CIMP-yiiksek tiimorler genellikle kotii farklilagmustir,
miisinéz veya tasli halka histolojisi gosterir, mikrosatellit kararsizdir ve BRAF

varyant: icerir (Weisenberger vd., 2006). Oncii lezyonlar genellikle sapsiz tirtikli
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adenomlardir. Bunlar kolorektal poliplerin %9'unu olusturur ve farkli 6zelliklere
sahiptir, cekum ve yiikselen kolonda yerlesim gosterir, BRAF varyantlar1 ve yaygin

DNA metilasyonu sergiler (Samowitz vd., 2006; Malki A vd.,2021).

2.8. Kolorektal Kanserlerde Tani ve Evreleme

Kolorektal kanserin klinik belirtileri lezyonun konumuna baglidir. Kolorektal
karsinomlu hastalarin yaklasik %30'u tikanma veya perforasyon semptomlari ile akut
asamada teshis edilir. Kolon kanserli hastalarin %20-25'inde ve rektal kanserli
hastalarin %18'inde ilk tan1 aninda metastaz mevcuttur. Karaciger, KRK hastalarinda
en yaygin metastaz lokalizasyonunu temsil etmesine ragmen, bu hastalarin %2,1'inde
akciger metastazlar1 gozlenir. Akciger metastazi goriilme orani, rektal kanserli
hastalarda kolon kanserli hastalara gore yaklasik 3 kat daha yiiksek sikliktadir
(Kolfschoten vd., 2012; Smothers vd., 2003).

Dogru bir tedavi stratejisi saglamak i¢in uygun teshis ve evreleme onemlidir.
Son yillarda, tani teknikleri ve cerrahideki gelismeler, adjuvan ve ayni zamanda
palyatif tedavilerin optimizasyonu nedeniyle KRK o6liim orami %20'den fazla
azalmistir. Histopatolojik inceleme i¢in biyopsi ile birlikte ¢ekuma kadar tam bir
kolonoskopi, yliksek tanisal performansi nedeniyle kolorektal lezyonlar teshis etmek
icin altin standart olarak kabul edilir. Bu prosediir, tiimor lokalizasyonuna ve
muhtemel poliplerin endoskopik eksizyonuna izin verir, boylece eszamanli olarak
tanisal ve terapotik imkan saglar. En sik kullanilan evreleme sistemi "Amerikan
Ortak Kanser Komitesi” (AJCC) ve "Uluslararasi Kanser Birligi" (UICC)’nin
kilavuzlarinin 6nerdigi timor, nod, metastaz (TNM) ve Dukes evreleme sistemidir.
Ozellikle, TNM ve UICC’ye gore siiflandirma, degerli prognostik bilgiler sunar ve
tedavi kararlarina rehberlik eder. Evreleme sistemi ile hastaligin metastaz derecesini
saptayarak tedavi ve prognoz stratejilerini belirlemek amaglanir. Kolorektal kanserler
Dukes evreleme sisteminde; evreler A, B, C ve D seklinde smiflandirilir. Bu
siniflandirmada hastaligin metastaz yapip yapmadigi ve metastazin yayilim bolgesine
gore derecelendirme yapilir. Ancak lenf nodu tutulumu yayilimi ile ilgili
degerlendirme yapilmamasi bu evrelemenin dezavantajidir. Kolorektal karsinomlar
TNM sistemine gore, lokal invazyon derinligine (T evresi), lenf nodu tutulumuna (N

evre) ve uzak metastaz varligima (M evresi) gore siniflandirilir (Tablo 2.2). TNM
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sisteminde metastatik lenf nodu sayis1 6nemlidir. Bu saymin artmasi prognozu kotii

yonde etkilemektedir (Sekil 2.5) (kumar Pandurangan vd., 2018).

*4

IVA

Growth into Growth into
nearby organs nearby organs

Tumour

Stage | Stage Il Stage Ill Stage IV

Sekil 2.5 KRK Evreleri. Evre I: Kanserin kolon duvarinin mukozasindan kas tabakasina
yayilimi, Lenf diigiimii (LN) tutulumu yoktur. Evre II: Kanserin, kolon duvarinin kas tabakasindan
serozaya (IIA) yayilimi, ve seroza yoluyla yakin organlara (IIB ve IIC) yayilimi ve Lenf digiimii
(LN) tutulumu yoktur. Evre III: Kanser kolon duvarinin mukozasindan submukozaya ve kas
tabakasina yayilmis olabilir. Bir ile ti¢ yakin lenf diiglimiine veya lenf diigiimlerine (IIIA) yakin
dokulara, seroza yoluyla yakin organlara yayilmamis olabilir (IIIB). Evre IV: Kanser, kolon veya
rektum duvarindan biiyiimiis olabilir veya olmayabilir ve kan ve lenf diigiimleri yoluyla viicudun bir
(IVA) veya daha fazla (IVB) boliimiine 6rnegin karaciger veya akciger yayilmis olabilir (Bustin ve
Murphy, 2013; kumar Pandurangan vd., 2018).
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Tablo 2.2 KRK’de TNM siiflamas1t AJCC 2017 (8.Baski)

Tis: Karsinoma in situ mevcut:intramukozal karsinoma (muskularis mukozas: yoluyla uzamasi
olmayan lamina propria tutulumu)
Tx: Timdr, saptanamiyor
Evre T N M
TO: Tiimér, meveut degil.
Evre 0 Tis NO MO
T1: Tumdr, submukozayr isgal eder(muskularis mukozas: yoluyla ancak muskularis propriaya
Evre [ T1.T2 NO MO degily
Evre II | T3 NO MO T2: Tiimér muskularis propriayr isgal eder
A
T3: Timér muskularis propriadan perikolorektal dokulara yayilir
Evre Il | T4a NO MO
B T4: Tiimér, visseral periton yoluyla komsu organ veya yaprya istila eder veya yapisir
v Tab NO MO Tda: Timor timér visseral periton yoluyla istila eder (bagirsagin timér yoluyla biiyiik gapta
Il‘Cre h delinmesi ve wisseral periton yiizeyine inflamasyon alanlanndan tiimdriin siirekli istila edilmesi
dahil)
Evre T1-T2 NI/Nlc MO T4b: Timdr dogrudan komsu organlan veya yapilan isgal eder veya bunlara yapigir
A
Evre T3-T4a NI/Nlc MO N:Bolgesel lenf nodlan
mB
T2-T3 N2; MO
a NX:Balgesel lenf nodlan degerlendirilemez
T1-T2 N2b MO
NO: Bélgesel lenf nodu metastaz yok
Evre T4a N2a MO
moc NI1: 1-3 lenf nodlan pozitifiLenf digiumlerinde timdr dleiimil =2mm) veya herhangi bir sayida
T3-Tda N2b MO tiimér birikintisi meveuttur ve tiim tamimlanabilir lenf diiglimleri negatiftir
T4b NI-N2 MO
Nla: 1 balgesel lenf nodu pozitif.
f\:’: Herhangi T | Herhangi N | Mla Nlb: 2 veya 3 bolgesel lenf nodu pozitif.
Nlec: Bélgesel lenf bezi tutulumu izlenmiyor: ancak subserosa, mezenter veya peritonealize
Evre Herhangi T Herhangi N Milb olmayan perikolik veya perirektal / mezorektal dokularda tiimér birikintileri var
VB
N2: 4 ya da daha fazla bélgesel lenf nodu pozitif
Evre Herhangi T Herhangi N Milc
vC N2a: 4, 5 veya 6 bilgesel lenf bezinde tim&ral atulum meveut.
N2b: 7 veya daha fazla sayidaki bélgesel lenf bezinde, tlimdral tutulum meveut
M: Uzak metastaz
MO: Uzak metastaz yok
Mla: 1 ya da daha fazla uzak organda metastaz meveut. Periton tutulumu olmadan
M1b: 2 ya da daha fazla uzak organ tutulumu meveut ,Periton mutulumu olmadan
Milc: Peritoneal yiizeye metastaz tek bagina veya bagka bir bélge veya organ metastazi ile
tammlanir

Son yillarda Uluslararast Kolorektal Kanser Alt Tip Belirleme
Konsorsiyumu, (CRCSC) tarafindan gen ekspresyon verileri temelinde KRK
molekiiler alt tiplerinin varligin1 degerlendirmek i¢in biiyiik 6l¢ekli bir ¢calisma grubu
olusturulmustur. Bu birlik KRK’de molekiiler alt gruplar1 (CMS) belirlemislerdir.
Buna gore; KRK’y1 4 farkli alt grupta sirasiyla CMS1, CMS2, CMS3 ve CMS4
seklinde smiflandirmislardir. CMS1’in - (MSI  %14) bagisiklik  genlerinin
upregiilasyonu, siklikla BRAF geni varyantlar1 ve MSI-yiiksek ile iligkili oldugu,
CMS2’de (kanonikal % 37) APC, TP53 RAS ve EGFR genlerindeki mutant
varyantlarinin sik oldugu ve WNT ve MYC sinyal aktivasyonu gozlendigi, CMS3’iin
(metabolik 9%13), glutaminoliz ve lipidogenezde daha yiiksek aktiviteye sahip
metabolik diizensizlik ile tanimlandigi ve KRAS varyantlar1 gézlendigi, CMS4’{in
(mezensimal %23) ise TGF- g sinyal yolagi aktivasyonu, stromal invazyon ve
anjiyogenez ile tanimlandig1 ve bu durumun kemoterapiye direng ile iliskili oldugu

tespit edilmistir. Ayrica CMSI1 sag kolon yerlesimli, CMS2 sol kolon yerlesimli iken
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CMS3 ve CMS4’iin spesifik bir anatomik yerlesim gostermedigi ve sag kalim
bakimindan CMS1 ve CMS2’nin iyi prognoz CMS4’1in ise kotii prognoz sergiledigi
bildirilmistir (Sekil 2.6) (Guinney vd., 2015; Singh MP vd., 2021).

Sekil 2.6 Kolorektal kanserin CMS siniflandirmasi. KRK'deki konsensus molekiiler alt tiplerinin
temel 6zellikleri. Her grup kendine 6zgii 6zellikleri ve klinik 6nemi ile detaylandirilmistir.
Giiniimiizde, KRK 4 ana sinifa ve bir karma alt tiire ayrilmistir. CMS1 tiimdrii; daha yiiksek bir MSI,
hipermetilasyon ve hipermutasyon yiizdesi sergiler ve daha iyi hayatta kalma ile iligkilidir. CMS2;
tiim tiimor alt tiplerinin yaklasik %37'sini olusturur. Bu tiimérlerde, mikrosatellit stabil, aktive WNT
ve MYC yolagina ve TP53 ve EGFR mutant varyantlarina sahiptir. CMS3 tiimorleri, KRAS geninde
yiiksek mutasyon barindirir ve KRAS mutasyonu, gen ekspresyon seviyesinde oldukg¢a heterojendir ve
epitelyal 6zelliklere sahiptir. CMS4; giiclii stromal infiltrasyon, up regiile edilmis anjiyogenik
ozellikler ve hiperaktive TGF-4 ile yiiksek bir CpG metilator fenotipine sahiptir (Guinney vd., 2015;
Singh MP vd., 2021).

2.9. Kolorektal Kanserde CEA ve CA 19-9 Tiimor Belirtecleri

Gastrointestinal malign tiimdrlerde karsinoma embriyonik antijen (CEA) ve
serum karbonhidrat antijen (CA 19-9) gibi tiimor belirteglerindeki yiiksek serum
seviyeleri hastaligin tan1 ve prognozunda izlenen Onemli parametrelerdendir.
Kolorektal kanserlerde, CEA ve CA 19-9 non invaziv prognostik timor belirtegleri
yaygin olarak kullanilmaktadir (S.-Y. Zhang, Lin ve Zhang, 2015).

Bir onkofetal tiimor belirteci olan CEA, 1965 yilinda Gold ve Freedman

tarafindan kesfedilmis olup, immiinglobulin siiper ailesinde yer alan bir
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glikoproteindir. Hiicre adezyonu ve apoptozda gorevli, Ozellikle metastaz
olusumunda 6nemli etkenlerden biridir. KRK olgularinin yaklasik %60-85’inde bu
antijenin serumdaki seviyesinde artis s6z konusudur. Testin KRK i¢in spesifikligi
%90 iken sensitivitesi %40-75 arasinda degismektedir. Ancak yalanci pozitiflik orani
yiiksek oldugu igin tarama testi olarak kullanilmasi 6nerilmemektedir. Bu belirtecte
aynt zamanda sigara icenlerde, {iilser kolit, karaciger sirozu ve kronik bronsit
vakalarinda da 6nemli derecede artis oldugu gézlenmektedir (Stiksma, Grootendorst
ve van der Linden, 2014). Histolojik olarak iyi diferansiye adenokarsinomlarda daha
yiikksek CEA serum konsantrasyonu eslik eder. CEA serum konsantrasyon seviyesi
timoriin boyutu ile iliskili olup, boyutu kiiciik olan tiimdrlerde normal serum
konsantrasyonu gdzlenirken, daha biiylikk boyutlu tiimdrlere yiiksek serum

konsantrasyonu eslik eder (Vukobrat-Bijedic vd., 2013).

Kolorektal kanserde hastaligin izleminde kullanilan bir diger monokonal
antikor Koprowski tarafindan 1979 yilinda kesfedilen CA19-9’dur. Bu antijen kanser
hiicrelerinin epitel hiicrelere adezyonunu tesvik eder. ileri evre KRK olgularinin
%35-40’1nda CA 19-9’nun ekspresyon artist s6z konusudur. Yapilan ¢alismalar CA
19-9 ekspresyon artis1 olan hastalarin daha koti bir sag kalim sergiledigini
bildirmislerdir. Tarama testi olarak kullanilmas1 Onerilmemekte olup, sadece
tedaviye yanmitin takibinde kullanilmasi onerilir. Mevcut kilavuz Onerilerine gore
KRK’lerin tiim evrelerinde, CEA ve CA 19-9 bireysel prognoz, hastalik tekrarinin
tespiti ve tedavi sirasinda izleme agisindan Onemli timor belirteglerindendir

(Chiorean vd., 2020).
2.10. KRK’de Long non-coding RNA’larin Onemi

Yapilan ¢alismalar géstermistir ki, toplam insan genomunun yaklasik %90°dan
fazlas1 translasyona ugramazken sadece %?2’den daha az kismi translasyona ugrar.
Bu, genomun ¢ogunlugunun binlerce kodlamayan RNA (ncRNA) transkripsiyonu
rettigini gosterir (Tang vd., 2019; Mattick ve Makunin, 2006). Dizileme
teknolojisindeki gelismelerle birlikte transkriptlerin yiliksek dogrulukla dizilenmeleri
sonucu, c¢ok sayida fonksiyonel ncRNA'min o6zellikle kanserlerde proteinleri
kodlamak yerine transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun Vveya RNA
modifikasyonlarinin regiilasyonunda rol aldigi bildirilmistir (Chi, Wang, Wang, Yu
ve Yang, 2019; Bonasio ve Shiekhattar, 2014; Eddy, 2001). Kodlamayan RNA’lar
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boyutlarina ve iglevlerine gore iki grupta siniflandirilir; kiiciik kodlamayan RNA ve

uzun kodlamayan RNA (IncRNA) (Chi, Wang, Wang, Yu ve Yang, 2019).

Uzun kodlamayan RNA’lar biiytikliikleri 200 bp ile 100kbp arasinda degisen,
heterojen bir RNA grubunu temsil eder. Bu IncRNA’lar genomik lokalizasyonlarina,
etki sekillerine ve islevlerine gore, 5 alt grupta siniflandirilir; sense, antisense, ¢ift
yonlii (bidirectional), intronik ve intergenik (Sekil 2.7.A). Intronik IncRNA’lar,
protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde, intergenik IncRNA’lar iki protein
kodlayan genin arasinda, cift yonlii IncRNA’lar, karsi ipligin bir kodlama
transkriptinin yakininda lokalize olurken, sense IncRNA'lar, DNA'nin anlamli
zincirinde farkli protein kodlayan genlerin bir veya daha fazla intronu ve ekzonu ile
ortiigiir; antisense IncRNA'lar, DNA'nin antisense zincirinden kaynaklanir ve sense
iplik¢ikteki protein kodlama dizilerine tamamlayict olabilir veya olmayabilir.
Fonksiyonel olarak, IncRNA'lar sinyal verme (signaling), tuzak (decoy), kilavuz
(quide) ve iskele (scaffold) IncRNA'lar olarak siniflandirilir (Sekil 2.7.B).
Sinyalizasyondaki IncRNA'lar, belirli sinyal yollariyla iliskilidir ve bunlarin
ekspresyonu, sinyallesme siirecindeki rollerine (dogrudan/dolayli) bakilmaksizin
aktif bir sinyal olayin1 gosterir. Tuzak IncRNA'lar, transkripsiyon faktorleri ve
baskilayicilar i¢in molekiiler havuzlar gibi davranir. Transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girer ve gen aktivasyonunu veya gen susturulmasini kolaylastirarak hedef
geni promotorlerine baglanmaktan uzaklastirirlar. Kilavuz IncRNA'lar, diizenleyici
veya enzimatik olarak aktif protein komplekslerine baglanir ve bunlar1 asagi akis
sinyal olaylarm1 ve gen ekspresyonlarini diizenleyen spesifik hedef gen
promotdrlerine veya genomik lokuslara yonlendirir. Iskele IncRNA'lar, gesitli protein
komplekslerinin baglandigi ve gen ekspresyonunu ve kromozomal dinamikleri
diizenleyen belirli genomik konuma veya hedef gen promotoriine yonlendirildigi
merkezi bir platform gorevi goriir (Bhan, Soleimani ve Mandal, 2017; Weihong Sun,
Ren, Li, Zhang ve Song, 2019).
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Sekil 2.7 A) LncRNAlarin smiflandirilmast: a)intergenik IncRNA’lar b)intronik IncRNAlar ¢)Cift
yonlii IncRNA’lar d)Sense ve antisense IncRNA’lar B) LncRNA'larin biyolojik rolleri: a)Sinyal
molekiil:Gen ekspresyonunu aktive eder. b) Tuzak molekiil:Gen ekspresyonunu baskilar. ¢)Kilavuz
molekiil: Kromatin modifikasyonunu tesvik eder. d)iskele molekiilii: Kromatin yapisina etki eder
(Weihong Sun, Ren, Li, Zhang ve Song, 2019).

Yerlesim yeri olarak cogunlukla niikleusta bulunmakla birlikte bazilar
sitoplazmada yerlesim gosterebilir. Niikleusta, bu RNA'lar kromatinin yeniden
sekillenmesine, transkripsiyon diizenlemesine ve RNA prosesine katilabilirken,
sitoplazmada genellikle islevlerini mRNA'lar ve proteinlerle etkilesimler yoluyla
gosterirler (Sekil 2.8). Uzun kodlamayan RNA’lar hem tek zincirli hem de gift
zincirli olabilirler. Bu RNA’larin ¢ogunlugu 5'cap basligi tasirken, bazilar1 3' poly A
kuyruguna sahiptir. Genellikle RNA Polimeraz II tarafindan transkribe olmakla
birlikte RNA Polimeraz III tarafindan da transkribe olabilirler ve mRNA benzeri
post-transkripsiyonel modifikasyonlara ugrayabilirler. Birgok IncRNA, mRNA’ya
dontigen transkriptler ile RNA Polimeraz II tarafindan transkribe olmalari, splicinge
ugramalari, 3'u¢larinda poly A kuyrugu igermeleri, S'uglarinda cap bagligi igermeleri
gibi ortak ozellikler tasir (Sekil 2.9). MRNA’ya gore daha az kararlidir ve genellikle
mRNA'lardan daha kisa olup ortalama uzunluklar1 592 nt’dir. Ozellikle Alu tekrarlar:
basta olmak tizere kisa tekrar dizileri igerirler (Pecero, Salvador-Bofill ve Molina-
Pinelo, 2019). LncRNA'lar, hiicre dongiisii, apoptoz, histon modifikasyonlari,
kromozom imprinting ve hiicre farklilasmasi dahil olmak iizere ¢cok sayida biyolojik
islemin diizenlenmesinde rol oynar (Chi, Wang, Wang, Yu ve Yang, 2019; K. C.
Wang ve Chang, 2011). Yapilan galismalar, IncRNA'larin timor baskilayici gen veya
onkogen gibi davrandigini, transkripsiyonda, posttranskripsiyonda ve epigenetik

diizeylerde metastatik transformasyona katkisini ortaya koymustur. Transkripsiyonel
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diizenlemede IncRNA’lar cis ya da trans olarak etki gosterebilirler ve gen
ekspresyonunu asagi ya da yukar1 yonlii diizenleyebilir. Bu IncCRNA genlerinin cis
etkileri bulunduklar1 kromozomla sinirl iken, trans etkileri diger kromozomlardaki
genleri etkileyebilmektedir (Sun vd., 2018; Fatica ve Bozzoni, 2014). Daha ¢ok
dokuya 06zgii eksprese olan IncRNA'larin ekspresyon seviyesi tiimorlii dokunun

lokalizasyonu ve durumu ile yakin iligkilidir (Cabili vd., 2011; Gibb vd., 2011).
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Sekil 2.8 LncRNA’larin biyogenezi ve fonksiyonu (Qi, Zhou ve Du, 2016).

Hiicredeki IncRNA'larin rolii, birincil olarak niikleotid dizileri ve IncRNA'larin
yapilar1 tarafindan belirlenir. RNA molekiilleri, biiyilkk esnek yapilart nedeniyle
hiicrelerde ¢ok yonlii molekiiler islevler gosterir. Protein gibi, RNA yapisi da il
konfigiirasyon yapisina sahiptir; bunlar sirasiyla birincil, ikincil ve igiinciil
yapilardir. Birincil yapi, RNA molekiilii i¢indeki niikleik asitlerin dizisini ifade eder.
Ikincil yapi, Watson-Crick baz ciftlerini ve islevsel IncRNA motiflerinin temel
bilesenleri oldugu diisiiniilen eslesmemis bolgeleri igerir. Yaygin ikincil yapilar,
dubleksleri, sa¢ tokalarini, ¢ikintilari, i¢ halkalar1 ve baglantilar1 igerir ve bunlar
gesitli proteinler i¢in baglanma yerleri saglayabilir. Protein kodlayan RNA'lar ve
IncRNA'larin 3'UTR'si arasinda yapisal 6zellikler ve sekans kompozisyonu agisindan
onemli benzerlikler gozlenir. LnCRNA-protein etkilesimine ek olarak, IncRNA'lar
potansiyel olarak kii¢iik ligandlarla da etkilesime girer (Dahariya vd., 2019; C. H. Li
ve Chen, 2013).
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Sekil 2.9 KRK’de IncRNA'larin diizenleyici mekanizmalari. LncRNA'lar, KRK'nin proliferasyonunu,
apoptozunu, farklilagmasini, invazyonunu ve metastazini ¢esitli yollarla diizenler: a)LncRNA'lar,
kromatin modifikasyonu, DNA metilasyonu ve histon asetilasyonunu indiikler ve hedef genlerin

epigenetik susturulmasina veya aktivasyonuna katkida bulunur; b) LncRNA'lar miRNA'lara
baglanarak ve spesifik miRNA'larin hedef mRNA'larina baglanmasini 6nleyerek gen ekspresyonunu
diizenler, boylece hedef mRNA'larin ekspresyonunu diizenler; ¢) LncRNA'lar psédogen veya miRNA
onciileri olarak iglev goriir; d) LncRNA'lar yapisal bilesenler olarak hizmet edebilir, protein
aktivitesini modiile edebilir veya proteinlere baglanarak protein lokalizasyonunu degistirebilir (Xie

vd., 2016).

KRK gelisiminde etkili genetik faktorlerin molekiiler mekanizmalarini
aydinlatmaya yonelik son yillarda oldukca fazla ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar
sonucunda elde edilen bulgular ncRNA'larin, KRK hastalar1 icin potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini gostermistir (Chandra Gupta ve Nandan
Tripathi, 2017). Sirkiile long non coding RNA'lar bu anlamda KRK'li hastalarda
biyobelirte¢ olmaya aday kodlamayan RNA'larin bir alt smifidir. Yapilan
caligmalardan elde edilen veriler, miRNA ve IncRNA gibi circulating INcRNA’larin
karsinomlarda timd&r olusumu, invazyon ve metastazin ilerlemesinde rol oynadigini
gostermistir. Ayrica, ¢ok sayida kanit, bazi sirkiile INCRNA'larin insan viicut
sivisinda kararli bir sekilde var olabilecegini desteklemektedir. Tiim bu veriler
1s181nda, circulating INCRNA 'larin kanserin teshisi ve prognozu igin umut verici bir
biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini gostermektedir (J. Li vd., 2018). Son
yillardaki ¢alismalarda, KRK'de ekspresyon seviyeleri farklilik gosteren circulating
IncRNA'lar tanimlanmis ve tiimor gelisiminde etkili olduklarina dair 6nemli bulgular

elde edilmistir (J. Shi vd., 2015). Bu degisken ekspresyon seviyeleri circulating
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IncRNA'larin, KRK’lerin prognozunda ve sag kaliminda yeni bir biyobelirteg olarak
kullanilma olasiligini ortaya ¢ikarmistir (Abedini vd., 2019; Ferracin vd., 2016).

Mevcut ¢alismada incelenen aday sirkiile INCRNA genleri asagidaki boliimde

anlatilmaktadir.

2.10.1. ARHGAPS- Antisense 1 (Rho GTPase activating protein 5 antisense RNA
1) (ARHGAP5- AS1)

14q12°de lokalize 4396 bp uzunlugunda ve 6106 kDa molekiiler agirliginda ve
56 amino asitlik antisense sinifinda yeni tanimlanmis bir IncRNA’dir. Ayni zamanda
C140rf128 olarak da bilinir. Bu IncRNA geninin, 1 ekzon ve 1281 bp uzunlugunda
bir transkriptten olustugu bildirilmistir. Zhu ve ark.’nin ¢alismasinda ARHGAP5-
AS1’in mide kanseri hiicrelerinde ilaca direnci tesvik eden yeni bir kemoresistant
olarak tanimlanmistir. Ayni ¢alismada bu IncRNA geninin kemoterapiye direncli
gastrik kanser hiicrelerinde upregiile oldugu ve yiiksek ekspresyon seviyelerinin kotii
prognozla iliskili olabilecegi bildirilmistir (L. Zhu vd., 2019). Wang ve ark.,
metastatik meme kanseri hiicre hattinda ARHGAPS- AS1 geninin ekspresyonu asagi
yonlii regiile ettigini tespit etmisler ve meme kanseri metastazinda biyobelirteg

olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir (C.-L. Wang vd., 2020).
2.10.2. LOC152578 (LINC01618)

LOC152578 IncRNA 4ql12’de lokalize genomik biiytlikliigli yaklagik 25 kbp
olan bir intergenik IncRNA’dir. Ayni1 zamanda LINC01618 olarak bilinmektedir. Bu
IncRNA’nin olusturdugu transkript 5 ekzon ve 727 bp’den olusmaktadir. Shi ve ark.,
mikroarray analizi ile KRK gelisiminde etkili olabilecek 3 tane aday IncRNA
kesfetmislerdir. Biyobelirte¢ olabilecek bu 3 IncRNA; XLOC_006844, LOC152578
ve XLOC_000303’dir. Bu ii¢ yeni IncRNA geninin KRK hastalarinin plazmasinda
farkli ekspresyon seviyesi sergiledigini tespit etmiglerdir. Yaptiklart ¢aligma ile ilk
kez IncRNA LOC152578nin asir1 eksprese oldugunu ve plazmadaki IncRNA'nin
KRK i¢in yeni ve hizli bir tani biyobelirteci olarak kullanilabilecegini ileri
stirmislerdir (J. Shi vd., 2015).

2.10.3. Small nucleolar RNA host gene 16 (SNHG16)

17925.1 lokalize 235 kbp biiyiikliigiinde bir IncRNA genidir. Bu genin yirmi
altt farkli transkribi bildirilmis olup, her biri 473-3616 bp arasinda degisen
biiyiikliige sahiptir. Agresif noroblastomda eksprese olan kodlamayan bir RNA
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olarak bilinen SNHG16 meme kanseri ve KRK gibi ¢esitli kanserlerde potansiyel bir
onkogen olarak tanimlanmistir. Ayn1 zamanda erken evre pulmoner malignitede bir
biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeli olabilecegi bildirilmistir (H. Zhu vd.,
2017; Zimta vd., 2020). KRK ’nin biitiin evrelerinde ve adenomlarda upregiile oldugu
bulunmugtur. SNHG16 geninin ekspresyonunun, WNT sinyal yolagi tizerinde yer alan
cesitli transkripsiyon faktorler ile pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir
(Christensen vd., 2016). X. Cao ve ark., mesane kanseri hiicrelerinde SNHG16 nin
asirt eksprese oldugunu ve artmis timor boyutu, ilerlemis TNM evresi ve koti
prognoz ile iliskili oldugunu géstermislerdir (X. Cao, Xu ve Yue, 2018). Ozofagus
skuamo6z hiicreli karsinom hastalarinda yapilan c¢alismalarda, SNHGI16 da
ekspresyon artis1 ve timor evresi, lenf nodu metastazi ve klinik evre ile pozitif
korelasyon oldugu bulunmustur. Bu durumun da kétii tam sag kalimla iligkili oldugu
ve SNHG16 min yiksek ekspresyonunun bu hastalarda kotii prognoz biyobelirteci
olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir (G. Han vd., 2018; K. Zhang, Chen, Song
ve Chen, 2018).

2.10.4. ZNRF3 intronik transkript 1 (ZNRF3-1T1)

22ql2.1°de lokalize yaklasik 26 kbp biiyiikliiglinde ve sense intronik bir
IncRNA genidir. Su ana kadar tanimlanmis 674 bp biiyiikliigiinde bir transkripti
bildirilmistir. ZNRF3-IT1 ’in hedef genlerinden biri, transmembran E3 ubikuitin ligaz
olan ZNRF3, endojen WNT proteinleri tarafindan baglatilan f-katenin sinyalini
baskilayarak WNT sinyal yolagimin negatif diizenleyicilerinden biridir. WNT sinyal
yolaginin reseptor kompleksi ile iligkilidir. Frizzled ve LRP6 reseptorleri ile
etkilesime girerek WNT sinyalini inhibe eder. ZNRF3'iin ekspresyonu ve iglevi mide
adenokarsinomunda incelenmis ve proliferasyonu baskiladigi ve apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. Baz1 ¢alismalar, kolorektal karsinomda ZNRF3'iin
stabilizasyonunun hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegini ve ZNRF3'iin p-
katenin hedef geni olarak davrandigini ve ubikitinasyon aracili bozunma yoluyla
negatif geri besleme dongiilerinde islev gordiigiinii bulmustur (Hao vd., 2012; Wu
vd., 2014). Bir baska calismada, ZNRF3'in KRK’de WNT/p-katenin/TCF yolaginin
baskilanmasi yoluyla bir tiimor baskilayici olarak islev gorebilecegi ileri stiriilmiistiir

(Yuvd., 2016).
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2.10.5. Kolon kanseri iligkili transkript-1 (CCAT1)

[lk olarak Nissan tarafindan KRK’de bir onkogen olarak tanimlanmis, 2628
nt’lik 8q24.21°de lokalize bir IncRNA’dir (Nissan vd., 2012). Daha sonraki
calismalar ile bir¢cok genetik degisim ile ilgili bir bolge oldugu gosterilmistir (Zhao,
Song, Zhang, Kuerban ve Wang, 2015). Bir¢ok malign kanserde anormal
ekspresyonu gozlenen CCAT1l'in KRK’in de dahil oldugu malign tiimorlerin
patogenezinde rol oynadigi bildirilmis olup tiimor olusumu, metastaz gelisimi ve
hastaligin evresi ile yakin iligkili oldugu saptanmustir (Ye, Zhou, Tian, Wu ve Li,
2015). Proliferasyon, invazyon ve migrasyonda etkili oldugu ¢aligmalar ile tespit
edilmistir (Alaiyan vd., 2013). Yapilan c¢alismalarla, CCAT1 nin bir transkripsiyon
faktorii olan C-MYC’e yakin bir yerde lokalize oldugu ve transkripsiyonunun C-MYC
tarafindan uyarildigi ve bunun da kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
invazyonunu tesvik ettigi bulunmustur. Ayrica CCAT1l'in miRNA'lar araciligiyla
kanser gelisimini destekledigi bildirilmistir (C. Zhang, Wang, Lin, Xiao ve Tian,
2019). Ornegin; CCAT1'in asir1 ekspresyonunun, miR-490-3p, miR-218-5p ve miR-7
gibi miRNA'lar1 etkileyerek tiimorogenezin baslamasini ve ilerlemesini aktive ettigi
bildirilmistir (You vd., 2019). Birgok c¢alisma, yiiksek diizeylerde CCAT1
ekspresyonunun insan kanserlerinin prognozu ile iligkili olabilecegini géstermistir
(D. Shi, Wu, Gao, Qing ve Shao, 2017).

2.10.6. Diferansiyel olarak eksprese edilen kolorektal neoplazi (CRNDE)

Yaklagik 10.3 kb biyiikliigiinde, kromozom 16q12.2'de IRX5 geni yaninda
lokalize bir IncRNA geni olarak 2011 yilinda kesfedilmistir. CRNDE geni KRK,
glioma, meme kanseri ve hepatik karsinom dahil olmak iizere bazi kanserlerde bir
onkogen olarak tanimlanmistir. Daha Onceki calismalar, CRNDE'nin tiimor
hiicrelerinde hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonun tesvik edilmesiyle
iliskili oldugunu gostermistir. Cesitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese oldugu ve doku
ve zaman spesifik ekspresyon ozelligi sergiledigi saptanmistir (Ellis, Molloy ve
Graham, 2012). Liu ve ark., ekzokrin CRNDE ekspresyonunun saptanmasinin,
KRK’in teshisi ve prognozu i¢in invaziv olmayan bir serum tiimor belirteci
olabilecegini One slirmiistiir. Aym1 zamanda KRK gelisiminde énemli rolii oldugu ve
kotii prognostik etki gosterdigini bildirmistir (Liu, Zhang, Gao, vd., 2016). CRNDE
ekspresyonunun upregiilasyonu, KRK hiicrelerinde apoptozu inhibe ederken,

proliferasyon, invazyon ve migrasyonu aktive ettigi gozlenmistir (Ding vd., 2017).
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Gao ve ark yaptiklar1 ¢aligma ile CRNDE'min asir1 ekspresyonunun KRK
hiicrelerinin oksaliplatine direncini arttirdigini bildirmistir (Gao vd., 2017). X.Bai ve
ark. tarafindan CRNDE nin PI3K/AKT sinyal yolunu etkileyerek bir onkogen gibi
davrandig1 ve ekspresyon seviyesi, invazyon derecesi, timor nodu metastazi agamasi
ve mide kanserinin lenf nodu metastaz ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur.
Ayrica CRNDE 'nin miRNA’lar ile etkilesime girerek, hedef genin diizenlenmesini
ve dolayl olarak hedef genin ekspresyonunu etkileyebilecegi gosterilmistir. CRNDE
IncRNA’nin, KRK progresyonunu invitro ve in vivo olarak yonlendirmede 6nemli
bir rol oynadig1 ve gelecekte KRK tedavisi i¢cin umut verici bir tanisal biyobelirteg

haline gelebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Bai vd., 2020).
2.10.7. XLOC_000303 (LINC01507)

Yaklastk 210 kbp biiyiikliigiinde ve 9q21.31°de lokalize, IncRNA
XLOC_000303 diger adi LINC01507 olan yeni tamimlanmis bir intergenik
IncRNA’dir. Bu intergenik IncRNA’nin 8 farkli transkripti bildirilmis olup bunlarin
biiyilikliigli 446-1027 bp arasinda degismektedir. Kolorektal kanserli hastalarin
plazma Orneklerinde asir1 eksprese oldugu ve gelecekte KRK'de tiimorogenez
olusumu tahmini igin potansiyel biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (J.
Shi vd., 2015). Sun ve ark.’nin ¢alismasinda servikal kanserlerde upregiile oldugu ve
servikal kanserde tiimdrogenez olusumunu 6ngdrmede potansiyel bir biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Wenping Sun vd., 2018).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Mevcut ¢alismada ESOGU Tip Fak. Tibbi Onkoloji Bilim Dali’nda kolon
kanseri veya rektum kanseri tanistyla Subat 2007-Nisan 2021 tarihleri arasinda
takipli olan 65 hastanin plazma 6rnegi dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ESOGU
Tip Fak. Dahiliye Anabilim Dali’na basvuran ¢alisma i¢in uygun kriterleri tasiyan 31
bireyin plazma Ornegi calismaya alimmistir. Kontrol grubunda yer alanlarin
cogunlugunu kolonoskopi sonucu normal gelen hastalar olusturmaktadir. Calismamiz
ESOGU Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 almis
(Etik kurul no:2019-349) ve ESOGU BAP 202011036 nolu proje kodu ile
desteklenmistir. Caligsmada, olgu ve kontrol grubu temelinde 3 grup olarak planlama

yapilmistir. Gruplar su sekilde olusturulmustur;

1. Grup (Olgu grubu 1-Erken Evre): KRK evre I/II hastalarinin plazma ornekleri 15

hasta

2. Grup (Olgu grubu 2-ileri Evre): KRK evre III/IV hastalarmin plazma &rnekleri
50 hasta (Ayrica evre III/IV KRK 50 olgu grubundaki hastalarin formalin ile
sabitlenmis parafine gomiilii (FFPE) doku ornekleri KRAS, NRAS ve BRAF

somatik varyant analizinde kullanilmistir).
3. Grup (Kontrol grubu): Saglikli bireylerden olusan 31 kisi

Bu calismada, KRK’de etkili olabilecek sirkiile INCRNA’lar1 belirlemek
amaciyla cesitli IncRNA in silico veri tabanlari (LNCipedia version 5.2 ve
NONCODE v5, LncRNADisease v2.0 gibi) ve literatiirde yapilan ilgili ¢aligmalar
taranarak, aday sirkiile INCRNA genleri saptanmigtir (Dong Lab, 2021; University,
2021). Bu veri tabanlarinda circulating INcRNA, colorectal cancer, INCRNA, colon,
rectum gibi anahtar kelimeler girilerek tarama yapilmistir. Ayn1 zamanda belirlenen
aday genlerin kolon ya da rektum doku/ plazma/serumdaki ekspresyon seviyeleri de
gbz Oniline alinmigtir. Bu sirkiile INCRNA genleri; ARHGAPS- AS1, LOC152578,
SNHG16, ZNRF3-1T1, CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303 olarak belirlenmistir.

3.1. Plazma Eldesi

Olgu ve kontrol grubundaki bireylerden EDTA’1 tiipe 3-5 ml periferik kan
alinmistir. Alinan bu kanlar 2 saat sonrasinda 3000xrpm’de 15 dk +4°C’de santrifiij

edilmigtir. Siipernatant alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine konularak
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3000xrpm’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilmistir. Sonrasinda tiim siipernatant temiz
bir tiipe alinip porsiyonlanarak RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de
saklanmistir. Burada plazma eldesi i¢in Elyased ve ark. ve Herreeos-Villanueva ve
ark.’nin plazma elde etme yoOntemi uyarlanarak kullamilmistir (Elsayed, Salem,

Darwish ve Fayed, 2018; Herreros-Villanueva vd., 2019).
3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunda "A.B.T. Blood/Tissue RNA Purification Kit for
Leukemia" ticari kiti kullanilmistir. RNA izolasyonu islem basamaklar1 agagidaki
sekilde gergeklestirilmistir. Her bir 6rnek i¢in kullanilan; Lizis Buffer (1 6rnek icin),
Buffer L 500 pl ve Beta merkaptoetanol (14,3 M) 10 pl olacak sekilde kullanilmistir.

1. 10-20 mg dokuya 200 pul PBS (Ca Mg free), 10 pl Proteinaz K (20mg/ml), 500 pl
LIZIS buffer ve 60 mg zirkonyum bead eklenmistir ve homojenizatorde

homojenize edilmistir.

2. Homojenizat yeni bir 2 ml'lik santrifiij tlipline aktarilarak 3 dk oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

3. Uzerine 500 pl Buffer P eklenerek vortekslenmis ve 3 dk oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

4. Karisgimin iizerine 200 pl Kloroform izoamilalkol (49:1) karisimi eklenmistir.

Alt-iist edilerek karigtirilmistir ve oda sicakliginda 2 dk daha bekletilmistir.

5. Karisim 4°C'de 12000xg'de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi en listte
bulunan s1v1 fazdaki siipernatant (yaklasik 600 pl) yeni bir tiipe aktarilmistir.

6. Uzerine 1.25 kat etanol (%96-100) eklenmistir (yaklasik 800 pl ) ve pipetlenerek

karistirilmistir.

7. 700 pl lizat kolona transfer edilmistir ve oda sicakliginda 12000xg’ de 20 sn
santrifiij edilmistir. Tiip dokiilerek kolon tekrar tiipiin igerisine yerlestirilmistir.

Tiim lizatlar kolona transfer edilinceye kadar bu basamak tekrarlanmaigstir.

8. Kolonun fiizerine 700 pl wash bufferl solusyonu eklenmistir, oda sicakliginda
12000xg’ de 20 sn santrifiij edilmistir. Tiip dokiilerek kolon tekrar tiipilin iizerine

yerlestirilmistir.
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9. Kolonun tizerine 600 pl Wash Buffer 2 soliisyonu eklenmistir, oda sicakliginda
12000xg’ de 20 sn santrifiij edilmistir, tiip dokiiliip kolon tekrar tiiplin {izerine
yerlestirilmistir.

10. Kolonun tizerine 600 pul Wash Buffer 2 soliisyonu eklenmistir, oda sicakliginda
12000xg’ de 20 sn santrifiij edilmistir. Tlp dokiilmiis ve kolon tekrar tiipiin
iizerine yerlestirilmistir.

11. Kolon tekrar 1 dakika maksimum hizda santrifiij edilmistir ve kolon 1,5 ml'lik

eppendorf tiiplin lizerine yerlestirilmistir.

12. Kolonun merkezine 50-100 pl, 65-70 C'de bekletilmis niikleaz free, ultra distile
su veya DEPC’li su eklenmistir, oda sicakliginda 12000xg’ de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

13. Elde edilen RNA kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

3.3. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’larin nanodrop cihazinda Sl¢iimii yapilmistir. Her bir 6rnek
20 ng olacak sekilde gerekli hesaplamalar yapilarak reaksiyon kurulmustur. Elde
edilen total RNA 6rneklerinden cDNA sentezi i¢in "RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit" ticari kiti kullanilmistir. cDNA sentez asamalar1 asagidaki gibi
gerceklestirilmistir (Tablo 3.1 ve 3.2).

3.3.1. Total RNA érneklerinden genomik DNA'nin uzaklastirilmast

RNase-free tiipiin igerisine asagidaki tabloda 3.1°de gosterilen reaksiyon
bilesenleri eklenerek 37°C 30 dk inkiibe edilmistir. Uzerine 1 pl 50 mM EDTA
eklenmis ve 65°C 10 dk inkiibe edilmistir. Hazirlanan RNA, reverse transkriptaz

islemi i¢in kullanilir haldedir.
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Tablo 3.1 Total RNA 6rneklerinden genomik DNA’nin uzaklastirilmasi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

RNA 1ul

MgCl, igeren 10X Reaction | 1 pl

Buffer

DNase |, RNase-free 1l

Nukleaz free su Uzeri 10 pl olacak sekilde tamamlanir
Total volume 10 pl

3.3.2. First Strand cDNA sentezi

Kit bilesenleri ¢ozilindiikten sonra miks kisa siire santriftij edilmis ve buz

izerine alinmistir. Sonrasinda asagida anlatilan islem basamaklar1 uygulanmistir.

1. Asagidaki tablo 3.2°de belirtilen reaktifler belirtilen sirada buz iizerinde steril,

niikleaz free bir tiipe eklenmistir.

Tablo 3.2 First strand cDNA sentezi asama 1 kurulum bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Miktar

Template RNA (total RNA) 0,1 ng-5 pg

Random Hexamer primer 1l
Nukleaz free su 12 pl olacak sekilde miksin tizerine eklenir.
Toplam volume 12 pl

2. Miks yavasca pipetaj yapilarak kisa bir santrifiij edilmis ve 65°C 5 dk inkiibe

edilmistir. Sonrasinda bu miks buz iizerine alinmistir.

3. Uzerine asagidaki tablo 3.3’deki bilesenler sirasiyla eklenmistir. Reaksiyona
girilen ornek sayisi ile bilesenler ¢arpilarak 1.5 mL lik ependorf tiipte 9 pl miks

hazirlanmistir. Hazirlanan 9 pl miks esit bir sekilde kuyucuklara dagitilmistir.
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Tablo 3.3 First strand cDNA sentezi asama 2 kurulum blesenleri

Reaksiyon bilesenleri Miktar (pl)
5x Reaksiyon Buffer 4ul
Ribolock RNAse inhibitor (200/U/ pl) 1 ul

10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT(200/U/ pl) im

Total volume 20 ul

4. Miks yavasca pipetaj ve kisa bir santrifiij edilmistir.Random hexamer primeri
kullanilarak 25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk 70°C’de 5 dk ve 4°C oo inkiibe

edilmisgtir.

5. Elde edilen reverse transkripsiyon {iriinii kullanilincaya kadar -80°C’de

saklanmuistir.

6. Kullanilan primerler {iretici firmanin 6nerdigi sekilde sulandirilmis ve hazirlanan

stok primerler 10 uM olacak sekilde diliisyon edilmistir.

3.3.3. First Strand cDNA iiriinlerinin kontrol reaksiyonlari

First strand ¢cDNA sentezi iiriinlerinin sonuglarin1 dogrulamak i¢in pozitif ve
negatif kontrol reaksiyonlar1 kullanilmistir. Bu asamada kullanilan negatif kontrol
first strand cDNA {iriiniiniin genomik DNA kontaminasyonunu degerlendirmek icin
kullanilmistir. Kullanilan bir diger kontrol ise NTC (DNA igermeyen Ornek)’dir.
NTC first strand cDNA iiriiniindeki reaktif kontaminasyonunu degerlendirmek i¢in
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak da kitin igerisinde yer alan GAPDH kontrol
RNA’s1 kullanilmistir. First strand cDNA sentez reaksiyonu kontrolii asagidaki tablo
3.4’de belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

1. Steril nukleaz free bir tiipiin igerisine reaktifler belirtilen sirayla eklenmistir. Bu

islem buz iizerinde yapilmustir.
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Tablo 3.4 First strand cDNA sentezi kontrol reaksiyonu kurulum bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Miktar (ul)
Kontrol GAPDH RNA (50 ng/ul) 2 ul
Random Hexamer primer 1l
5x Reaksiyon Buffer 4ul

RiboLock RNAse inhibitor (20 U/ul) 1ul

10 mM dNTP miks 2 ul
RevertAid RT (200 U/ul) 1ul
Nukeaz free su 9l
Toplam hacim 20 pl

2. Miks yavasca pipetaj yapilarak kisa bir santrifiij edilmistir. Sonrasinda PCR
amplifikasyon kontrol reaksiyonu gergeklestirilmistir. PCR kosullar1 25°C’de 5
dk 42°C’de 60 dk 70°C’de 5 dk

3. Kontrol first strand cDNA sentez iirinii 1:1000 nukleaz free su ile dilusyon
edilmistir. Reaktifler ¢oziindiikten sonra yavasca vorteks ve kisa bir santrifiij

edilmistir.

4. Reaksiyon bilesenleri asagidaki tablo 3.5°deki gibi bir tiiplin icerisinde

birlestirilmistir. Bu islem buz lizerinde yapilmistir.
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Tablo 3.5 PCR amplifikasyon iiriiniin kontrol edilmesi

Reaksiyon bilesenleri Miktar (ul)
Kontrol RT reaksiyon driinii ¢cDNA (1:1000 dilsyon | 2 pl
edilmis)

10x PCR buffer Sul

10 mM dNTP miks 1 ul (0,2 mM)
25 mM MgCl, 3ul
GAPDH forward primer 1,5 ul
GAPDH reverse primer 1,5 ul

Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,5 ul
Nukleaz free su 35,5 ul
Toplam hacim 50 pl

5. Olusturulan miks PCR cihazinda asagidaki protokol ile kurulum yapilarak
reaksiyon gerceklestirilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 PCR amplifikasyon kontrol PCR kurulum sartlar1

Asama Sicaklik (°C) Zaman | Dongii sayist
Baslangi¢ denatiirasyonu | 94 3dk 1x
Denatiirasyon 94 30sn

. 35x
Annealing 58 30sn
Extension 72 45sn

3.4. Ekspresyon Analizi

cDNA eldesi yapilan 6rnekler CFX96 Real-Time PCR cihazinda ekspresyon
calismasina alinmistir. Her bir 6rnek, belirlenen 7 aday sirkiile InCRNA ve 1
housekeeping gen acisindan degerlendirilmeye alinmistir. Orneklerin her biri

duplike olarak g¢alisilmis olup ¢ikan sonuglarin ortalamasi alinmistir. Gen ekspresyon
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durumlar; 2724

hesaplama yontemine gore degerlendirilmistir. EKspresyon
analizinde kullanilan primer ¢iftleri tablo 3.7’de gosterilmistir. Kullanilan primerler
firmanin 6nerdigi sekilde sulandirilmistir. Hazirlanan stok primerler 10 uM olacak
sekilde diliisyon edilmistir. Ekspresyon c¢alismasinda izlenen protokol tablo 3.8’de
anlatildigr gibi her bir 6rnek i¢in uygun miktarlar kullanilarak miks hazirlanmig ve
96 kuyucuklu plate konularak iizeri sealing ile kapatilmistir. Sonrasinda tablo 3.9’da

gosterildigi sekilde PCR kosullar1 cihaza tanimlanarak reaksiyon baglatilmistir.

Ayrica CEA ve CA 19-9 tiimor belirteglerinin serum Orneklerindeki antikor
seviyelerini degerlendirmek i¢in Elektro-Kemiliiminesans Immunoassay (ECLIA)

yontemi kullanilarak rutin olarak ¢alismalart yapilmistir.

Tablo 3.7 Kullanilan primer dizileri

Gen Ad: Forward Primer Dizisi (5'—3') Reverse Primer Dizisi (5'—3")
CCAT1 CCTGGGCCACAAATCAACAA TTGAGAAGGGGTGAAGGGAC
CRNDE TTTCCGGAGTAGAGCCCTTG CTCCTCCTTCCAATAGCCAGT
LOC152578 AGCTCCTCACTTCTTGGCTT AGAGCCGGTATTGCAGTTCA
(LINC01618)

XLOC_000303 ACCTTGCAACACTCTCTGGA TCCAACCTCTTCAGCTCCAG
(LINC01507)

ARHGAP5-AS1 TCAGCTTCCCTCTTTCTCCG GTTCCTTTGCAGTACGGTGG
(C140rf128)

SNHG16 TGCGTTCTTTGGGCTTCATC CAATCCTTGCAGTCCCATCG
ZNRF3-IT1 GATGTGGAGAGAGGAAGGGG TCATCTCTAGCCCTGACCCT
BETA-ACTIN GCCAACTTGTCCTTACCCAGA AGGAACAGAGACCTGACCCC
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Tablo 3.8 Real-Time PCR reaksiyon kurulum bilesenleri

Kimyasal Bilesenler Miktar(ul)
SYBR Green Master | 10

mix

c¢DNA {iriinii 2

Primer 2

ddH,0 6

Toplam miktar 20

Tablo 3.9 Real-Time PCR kurulum sartlari

Asama Sicaklik degeri (°C) Zaman | Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 10 dk 1x
Denatiirasyon 95 15sn

. . 40x
Annealing/Extension 60 60 sn

3.5. FFPE Dokulardan KRAS, NRAS ve BRAF Somatik Varyant
Analizi
3.5.1. FFPE dokudan DNA izolasyonu

Parafinli tiimdrlii doku kesitlerinden (FFPE) DNA izolasyon islem basamaklari
asagidaki gibi gerceklestirilmistir. Izolasyon islemi sirasinda "QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit-50 Test (QIAGEN, Hilden, Germany)" ticari kiti kullanilmistir.

1. Parafinli doku ornegi ependorf tiipe konulmustur. Uzerine 1200ul ksilol
eklenmistir. 15 sn vorteks yapilmistir ve 14.000xrpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Stipernatant kismi atilmistir.

2. Dokunun iizerine 1200ul ksilol eklenmistir. 15 sn vorteks yapilmistir ve

14.000xrpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 atilmastir.

3. Pelet iizerine siiziilmiis 1200ul  %70°lik etanol eklenip vorteks yapilmistir ve

14.000x rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi atilmistir.
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10.

11.

12.

Pelet iizerine siiziilmiis 1200pnl  %70’lik etanol eklenip vorteks yapilmistir ve
14.000xrpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 atilmistir. Bu sekilde

deparafinize islemi gerceklestirilmistir.

Peletin iizerindeki alkol tamamen alinmis ve alkoliin giderilmesi i¢in 6rnek oda

1s1sinda inkiibe edilmistir.

Sonrasinda peletin iizerine 180 ul buffer ATL ve 20 ul Proteinaz K eklenmistir,
vorteks yapilmistir, 56°C’de su banyosunda pelet lizat olusturuncaya kadar

inkiibe edilmistir. Gerektignde bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda 200 ul buffer AL eklenmistir ve 70°C’de 10 dk inkiibe
edilmistir.

Ornegin iizerine 200 ul %96-100’liik etanol eklenmis ve 15 sn vortekslenmistir.

Ependorftaki 6rnek spin kolona aktarilmistir.

10.000xrpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Alttaki toplama tiipii atilmistir. Spin

kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Uzerine 500 ul buffer AW1 eklenmistir. 10.000xrpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Alttaki toplama tiipii atilmistir. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine

yerlestirilmistir.

Uzerine 500 ul buffer AW2 eklenmistir. 14.000xrpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.
Alttaki toplama tlipii atilmistir. Spin kolon yeni bir ependorf tiipiine

yerlestirilmistir.

Uzerine 200 pl buffer AE eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.
10.000xrpm’de 1 dk santrifij edilmistir. Spin kolon atilmistir. Ependorf
icerisindeki DNA kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.5.2. FFPE dokulardan KRAS ve NRAS somatik varyant analizi

FFPE dokulardan elde edilen DNA’lar KRAS ve NRAS genlerindeki somatik

varyantlar agisindan "EntroGen RAS Mutation Screening Panel Real-Time PCR"

ticari kiti (EntroGen) kullanilarak degerlendirilmistir. FFPE dokudan Real-Time

PCR islem basamaklar1 su sekilde gergeklestirilmistir;

1.

Real-Time PCR (RT-PCR) reaksiyon i¢in miks hazirlama kurulumu tablo 3.10°

da verilmistir. Her bir Ornek icin 8 ayri reaksiyon miksi hazirlanmistir.
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Hazirlanan bu miksler 96’lik plate icerisine her bir 6rnek i¢in 8 kuyucuk olacak
sekilde toplam 21 pl olarak dagitilmistir. Bu kuyucuklarin iizerine 9 pl 6rnek
(DNA) eklenmistir. Calisma icin kullanilan DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari
10-30 ng arasina ayarlanmistir. Her bir reaksiyonda ayni zamanda Pozitif ve

Negatif Kontrol kullanilmistir. Plate iizeri sealing ile kapatilmistir.

Tablo 3.10 KRAS ve NRAS geni RT-PCR reaksiyon kimyasal bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Volume

2x PCR reaction mix 15l

Primer mix (1-8) 6 ul
DNA brnegi 10-30 ng (9 pl)
ddH.0 Toplam reaksiyon miktari 30 pl olacak sekilde eklenir.

2. Olusturulan plate RT- PCR LightCycler 480 I (Roche) cihazinda PCR islemi igin
asagidaki tablo 3.11°de belirtilen PCR programi uygulanmaistir.

Tablo 3.11 KRAS ve NRAS geni RT- PCR kurulumu

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
95°C 10 dk 1x
95°C 15sn

40 x
60°C 60 sn

3. Kullanilan ticari kit 8 ayr1 primer prob miksinden olugmaktadir. Bu primer prob
mikslerin 5 tanesi KRAS ve 3 tanesi de NRAS genindeki somatik varyantlara
ozgiidiir. KRAS ve NRAS genlerinde bakilan ilgili ekzon ve kodon bélgeleri ve

somatik degisimler agsagida tablo 3.12°de verilmistir.
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Tablo 3.12 KRAS ve NRAS somatik varyantlarin lokalizasyonlari

Gien Ekzon | a.adegisimi | nt Cosmic

\o@iy D Cie Ek nt Cosnic D
fcgis degis
GIZA 35G=C 5
Gizn asG=A | 564
Gl1zp CISG=A 521
Grac 1aG>T | s62
Gi2R c3aG-C | s18
Glzv e 3SG>T 520
Gi2s I4G>TA 63
G1an cARGRA | $32
G120 . 34G=T 516 GI3R e 3TG=C 569
KRAS Gl12s . 34G=A 517
Glav CARG>T 574
Q61H CARIA>T 555
NRAS
Q611 cA8IASC | S54
4 KIITR C.350A>G
Q611 cAB2AST | 553
) Q61R cIR2ASG | §52 Qern cABIAC | 58S
(CAC)
AS9E e 176C=A 547
Q61H CARIAST 586
ASOG e 1 760G 28518 (CAT)Y
ASOT . 175G=A 546
Q6ll . IR2A>T 583
KI117N CcASIA=C 19940
(AAC) 3
Q61K CcABIC=A 580
KI17N e 3SIA=T | 28519
(AAT)
QaIR CABZA=G | S84
KII7TR €. IS0A=CG 1178068
4 KI117E . I40A=C 1360831 Al4aT c.AI6G=A 1237325
AlasT CA3GG=A 19404
As9D e 176C=A | 253327
AldaoP © A36G=C 19905
3 ve 4
A5 c175G=A | 578
Aldav e A3TOC=T 19900

3.5.3. KRAS ve NRAS somatik varyant analizinde kullanilan testin analitik

prensibi

Ras somatik varyant analizi RT-PCR testi Allel spesifik PCR (ASO-PCR)
temeline dayanilarak yapilmistir. ASO- PCR’de, genin mutant varyantlarina % 100
komplementer olan primerler kullanilmistir. DNA polimeraz, yalnizca tamamen
komplementer olan sablon DNA igeren bdlgeleri ¢ogaltir. Cogu timdr numunesi,
genin yabanil ve mutant varyantlarmin bir karisimini igerir (6rn; KRAS ve NRAS
gibi). Yapilan test ayni zamanda, amplifikasyon i¢in yeterli miktarda DNA'nin
mevcut olup olmadigini kontrol etmek i¢in bir endojen kontrol genini de (GAPDH)

cogaltir.

Amplifikasyon {irlinliniin tespiti, floresan hidroliz problar1 kullanilarak yapilir.
Her prob, 5’ ugta bir florofor (FAM veya VIC) ve 3’ ucta bir sondiiriicii igerir.
Problar ilgili bolgelere tamamlayicidir ve sablon DNA'ya hibridize olur.
Amplifikasyon islemi sirasinda, DNA polimeraz floroforu ve sondiiriiciiyii probdan
ayirir. Sondiiriiciden ayrildiktan sonra, floresan sinyalinde artis olur ve bu sinyal

RT-PCR cihazinin dedektorleri tarafindan algilanir.
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KRAS ve NRAS genlerine komplementer olan problar, FAM florofor ile
isaretlenirken, endojen kontrol genini tamamlayici prob VIC florofor ile isaretlenir.
VIC isaretli probdan gelen sinyal, reaksiyonda yeterli amplifiye edilebilir DNA
sablonu oldugunu gosterirken, FAM floroforundan gelen bir sinyal, bir mutasyonun

varligin1 gosterir. Kullanilan testin analizi ve yorumlanmasi asagidaki tablo 3.13’de

gosterilmektedir.
Tablo 3.13 KRAS ve NRAS geni RT-PCR sonuglarinin analizi
VIC Ct Degeri FAM Ct Degeri Sonug ve Yorum
<25 ve 0 degil ise Deger yok ya da | Ilgili varyant agisindan negatif
>38,5
<25 ve 0 degil ise <375 Ilgili varyant agisindan pozitif
25-30 arasinda Deger yok ya da | Ilgili varyant agisindan negatif
>38,5
25-30 arasinda <38,5 Tlgili varyant agisindan pozitif
>30 ya da deger yok | <38,5 Ilgili varyant agisindan pozitif

3.5.4. FFPE dokulardan BRAF somatik varyant analizi

FFPE dokulardan elde edilen DNA’lar BRAF genindeki somatik varyantlar
acisindan "EntroGen BRAF Mutation Screening Panel Real-Time PCR" ticari Kiti
(EntroGen) kullanilarak degerlendirilmistir. FFPE dokudan RT- PCR islem

basamaklari su sekilde gerceklestirilmistir;

1. RT-PCR reaksiyon i¢in miks hazirlama kurulumu tablo 3.14’de verilmistir. Her
bir ornek icin 5 ayr1 primer i¢in reaksiyon miksi hazirlanmistir. Hazirlanan bu
miksler 96’11k plate igerisine her bir 6rnek i¢in 5 kuyucuk olacak sekilde toplam
21 pl olarak dagitilmistir. Bu kuyucuklarin {izerine 9 ul o6rnek (DNA)
eklenmistir. Calisma i¢in kullanilan DNA 6rneklerinin konsantrasyonlar: 10-20
ng arasina ayarlanmigtir. Her bir reaksiyonda ayni zamanda Pozitif ve Negatif

Kontrol kullanilmigtir. Plate iizeri sealing ile kapatilmistir.
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Tablo 3.14 BRAF geni RT-PCR reaksiyon kimyasal bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Volume

2x PCR reaction mix 15l

Primer mix (V600E/D/K/M/R) | 6 ul

DNA 6rnegi 10-20 ng (9 pl)

ddH,0 Toplam reaksiyon miktar1 30 pl olacak sekilde eklenir.

2. Olusturulan plate RT- PCR LightCycler 480 I (Roche) cihazinda PCR islemi igin
asagidaki tablo 3.15°de belirtilen PCR programi uygulanmastir.

Tablo 3.15 BRAF geni RT-PCR kurulumu

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
95°C 10 dk 1x
95°C 15sn

40 x
60°C 30 n

3. Kullanilan ticari kit 5 ayr1 primer prob miksinden olugmaktadir. Bu primer prob
miksler BRAF genindeki V600E/D/K/R/M somatik varyantlarina 6zgiidiir. BRAF
geninde bakilan ilgili ekzon ve kodon bdlgeleri ve somatik degisimler asagida
tablo 3.16’da verilmistir.

Tablo 3.16 BRAF genindeki somatik varyantlarin lokalizasyonlari (COSMIC ID:Catalogue Of

Somatic Mutations In Cancer Identity)

Gen Ekzon | aa Degisimi nt Degisimi Cosmic ID
V600E c.1799T>A 476
V600D €.1799_1800TG>AT | 477

BRAF | 15
V600K €.1798_1799GT>AA | 473
V600M c.1798G>A 1130
V600R €.1798_1799GT>AG | 474
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3.5.5. BRAF somatik varyant analizinde kullanilan testin analitik prensibi

Bu analizde BRAF geninin ekzon 15'indeki somatik varyantlari tespit etmek
icin RT- PCR kullanilmistir. Test, mutant ve yabani tip DNA'nin bir karigimin
iceren Orneklerde mutanta 0zgii dizileri amplifiye ederek calisir. Testte ayrica,
amplifikasyon igin yeterli miktarda DNA'nin mevcut olup olmadigini tespit etmek

icin bir internal kontrol geni (GAPDH) de amplifiye edilir.

Amplifikasyon iirliniiniin tespiti, floresan hidroliz problar1 kullanilarak yapilir.
Her bir prob, 5’ ugta bir florofor (FAM veya VIC) ve 3’ ugta bir sondiiriicli igerir.
Problar ilgili bolgelere komplementerdir ve sablon DNA'ya hibridize olur.
Amplifikasyon islemi sirasinda, DNA polimeraz floroforu ve sondiiriiciiyii probdan
ayirir. Sondiiriiciden ayrildiktan sonra, floresan sinyalinde artis olur ve bu sinyal

RT- PCR cihazinin dedektorleri tarafindan algilanir.

BRAF genine komplementer (tamamlayici) olan problar FAM florofor ile
isaretlenirken, internal kontrol genine komplementer (tamamlayici) prob VIC
florofor ile isaretlenir. VIC isaretli probdan gelen sinyal, reaksiyonda yeterli
amplifiye edilebilir DNA sablonu oldugunu gosterirken, FAM florofordan gelen
sinyal, bir mutasyonun varligini gosterir. Kullanilan testin analizi ve yorumlanmasi

asagidaki tablo 3.17°de gosterilmektedir.

Tablo 3.17 BRAF geni RT-PCR sonuglarinin analizi

VIC Ct | FAM Ct Degeri Sonug

Degeri

0< Ct <26 Ct>37,0 flgili varyant agisindan negatif
0< Ct <26 0< Ct <36,5 flgili varyant agisindan pozitif

26< Ct<31 37,0< Ct; Ct=0 Ilgili varyant agisindan negatif

26<Ct<3l1 Ct<37,0 ilgili varyant agisindan pozitif

Ct>31;Ct=0 | Ct<37,0 Tgili varyant agisindan pozitif
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3.6. Kullamlan Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

>

>

vV VvV VY V V¥V

A\

-20°C buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

-80°C buzdolab1 (Panosonic MDF-U5386S-PE, Ultra- Low Tempature Freezer,
Panosonic Healthcare Co, Ltd, Sakata, Oizumi, Machi, Japan)

+4°C buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Real-Time PCR cihazi-LightCycler 480 | Authorized Thermal Cycler (Roche
Diagnostics, Applied Science, Roche, Switzerland) ve CFX96 Real-Time System
(BIO-RAD, C1000 Touch Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc,
California, USA)

Mikrosantrifiij (MIKRO 120, Hettich Zentrifugen, Germany)
Sogutmali santrifiij (AllegraX-30R Centrifuge, Beckman Coulter,USA )
Su banyosu (NB9, Niive, Tiirkiye)

Vorteks (Heidolph Reax Control, Germany)

Nanodrop spektrofotometre (NANODROP 1000 Spectrophotometer, peQLab

Biotechnologie, GmbH, Erlangen, Germany)
Qubit 3 Fluorometer (Invitrogen, by Thermo Fisher Scientific, Malaysia)

PCR Cihazi (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, Singapore ve
Applied Biosystems™ MiniAmp™ Thermal Cycler, California, USA)

Plate santrifiij (Laboratory Centrifuge, LMC-3000, Biosan, Latvia)

Mikropipet seti (10-100-200-1000 ul) (Corning Lambda Plus, Merck, KgaA,
Darmstadt, Germany)

Mikrosantrifijj tiipleri (2,0 ml) (Qiagen, Hilden, Germany)
PCR tiipleri (0,5 ml) (Treff Lab,Switzerland)

Proteinaz K (Thermo Scientific™ Proteinase K, recombinant, PCR grade,
EO0491,Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lithuania)

Beta Merkaptoetanol (M3148 Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol, Merck KGaA,

Darmstadt, Germany)
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A\

vV V VYV V

Kloroform Izoamilalkol (Merck Isoamyl Alcohol, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit-100 rxns (Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, Vilnius, Lithuania)

RAS-RT50 kit (TagMan probe seti) (EntroGen,Woodland Hills, CA, USA)
BRAFX-RT64 kit (TagMan probe seti ) (EntroGen,Woodland Hills, CA, USA)

Steril mikro pipet uglar1 (10-100-200-1000 ul) (BIOFIL, ZEROTIP, Guangzhou,
China)

96 kuyucuklu PCR plate (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white, USA)
PCR plate uygun optikal sealing film (LightCycler 480 Sealing Foil, USA)
%70 ve %100 etanol (Tarimsal amagl etil alkol, Antalya, Tiirkiye)

Steril tek kullanimlik eldiven (Beybi, Power-Free Nitrile Examination Gloves,

Istanbul, Turkey)

Distile su (Thermo Scientific™ Water, Nuclease-free, Molecular Biology Grade,
Ultrapure, Thermo Fisher Scientific Inc, California, USA)

Ksilol (p-Xylene, Merck KGaA, Darmstadt, Germany )

PBS (Gibco PBS, pH 7.2, Thermo Fisher Scientific Inc, California, USA)

FFPE dokudan DNA izolasyonunda QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Buffer
ATL, Proteinaz K, Buffer AL, Buffer AW1, Buffer AW2, Buffer AE) (Qiagen,
Hilden, Germany)

RNA izolasyon kiti- A.B.T.™ Blood/Tissue RNA Purification Kit for Leukemia,
104-01-10 100 preps ( Atlas Biyoteknoloji Laboratuvar Malzemeleri San. Ve
Tic. Ltd. Sti, Ankara, Tiirkiye)

Spin kolon filtreler ve toplama tiipleri (2ml) (Qiagen, Hilden, Germany)

Real Time PCR Master Mix-SYBR Green primer seti (Thermo Scientific™
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), Thermo Fisher Scientific
Inc, California, USA)
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4. BULGULAR

Calismaya ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim dalinda kolon ve
rektum kanseri tanisiyla tedavi géren 65 hasta ve 31 kontrol dahil edilmistir. Bu
hastalarin yas ortalamast 62,6 (25-80) idi. Hastalarin % 61,531 kolon kanseri %
38,46’s1 rektum kanseri tanis1 almis ve % 83,07’si opere edilmis iken % 16,92’si
opere edilmemistir. Histopatolojik ozelliklerine gore hastalarn % 93,8’
adenokarsinom, % 3,1°1 tagh yiiziik komponentli adenokarsinom ve % 3,1’ miisindz
komponentli adenokarsinom olarak saptanmistir. TNM Evreleme sistemine gore ise
hastalarin, %6,15°1 evre I, %16,92’si evre 11, %9,23°1 evre III ve %67,69°u evre IV
olarak tani almistir. Cinsiyet dagilimi agisindan olgu grubunun %61,5’1 erkek ve
%38,5’1 kadin, kontrol grubunun ise %51,6’s1 erkek ve %48,4’1 kadin idi. Caligmaya
dahil edilen hasta ve kontrol grubunun klinik karakteristikleri tablo 4.1°de

gosterilmektedir.

Calismaya dahil edilen 65 hasta ve 31 kontrolden alinan plazma o6rnekleri 7
aday sirkiile INCRNA agisindan ekspresyon analizine tabi tutulmustur. Bu sirkiile
INCRNA genleri sirasiyla, ARHGAP5-AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-IT1,
CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303°diir. Referans gen olarak S-actin kullanilmstir.
Her oOrnek duplike olarak calisilmistir. Ekspresyon calismasinda relatif gen

-AACT
2 C

ekspresyon metodu kullanilarak hedef genlerin referans gene kiyaslanarak

ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).
4.1. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programi ile yapilmustir. Nitel
degiskenlere ait Ozet degerler frekans ve yiizde, nicel degiskenlerde ise
ortalamatstandart sapma ya da medyan (QI1-Q3) olarak gosterilmistir. Nicel
degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile degerlendirilmistir.
Normal dagilan degiskenlerde iki grup karsilastirilmas: t testi ile, dagilmayan
durumlarda ise Mann Whitney U testi ile yapilmistir. Nitel degiskenler arasindaki
iligki Ki Kare analizleri, nicel degiskenler arasindaki iliski ise Spearman korelasyon
analizi ile degerlendirilmistir. CEA ve CA 19-9 serum seviyelerinin tani ve
prognozda elde edilen nitel degiskenler arasindaki farklilik McNemar testi ile
incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplarini ayirsamada kullanilmasi 6nerilen IncRNA

ekspresyonlarinin ayirsama giicleri olan egri altinda kalan alanlar (AUC), duyarlilik
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(sensivite) ve ozgiilliik (spesifite) degerleri Receiver Operating Characteristic (ROC)

analizi ile degerlendirilmistir. Tan1 siiresine ait sag kalim analizi degerlendirmeleri

ve yasam fonksiyonlar1 grafikleri Kaplan-Meier yontemi ile elde edilmistir. Analiz

sonucu istatistiksel olarak p<0,05 olan durumlar anlamli kabul edilmistir.

Tablo 4.1 Kolorektal kanserli hastalar ve kontrol grubunun klinik karakteristikleri. Ki-Kare analizi ile

degerlendirilmistir.*p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Degisken Klinik Parametre Hasta Grubu (n) (%) Kontrol Grubu (n) (%) P Degeri
Cinsiyet Erkek 40 (%61,5) 16 (%51,6) 0,483
Kadm 25 (%38,5) 15 (%48,4)
Yas <50 9 (%13,8) 4 (%12,9) 0,343
>50 56 (%86,2) 27 (%87,1)
Tan1 Yasi <50 11 (%16,92) 0,5
>50 54 (%83,08)
TNM Evresi | 4 (%6,2)
Il 11 (%16,9)
I 6 (%9,2)
v 44 (%67,7)
Tumor Grade Koétii Differansiye 1(%1,5)
Orta Differansiye 57 (%87,7)
Iyi Differansiye 7 (%10,8)
Histolojik Tip Adenokarsinoma 61 (%93,8)
Tash Yiiziik Komponentli 2 (%3,1)
Adenokarsinom
Miisinéz Komponentli 2 (%3,1)
Adenokarsinom
Tanm Kolon 40 (%61,5)
Rektum 25 (%38,5)
Metastaz Yeri Akciger 23
Karaciger 25
Peritonitis Karsinomatoza 3
Lenf Nodu 17
Beyin 1
Kemik 6
Metastaz Yok 24
Lenfovaskiiler Var 28 (%43,1)
Invazyon (LVI) Yok 34 (%52,3)
Bilinmeyen 3 (%4,6)
Perinoral Invazyon Var 15 (%23,1)
(PNI) Yok 47 (%72,3)
Bilinmeyen 3 (%4,6)
Primer Tiimoriin Sag Kolon 17 (%26,2)
Lokalizasyonu Sol Kolon 48 (%73,8)
Primer Timor Opere Evet 53 (%81,5)
Hayir 12 (%18,5)
Timor Size <5cm 59 (%90,8)
>5cm 6 (%9,2)
Tedaviye Yanit Tam Yanit 1(%1,5)
Parsiyel Yanit 57 (%87,7)
Stabil Hastalik 5(7,7)
Progrese 2 (%3,1)
Neo Adjuvan Tedavi Hayir 27 (%41,54)
Evet 38 (%58,46)
Sag Kalim Sag 60 (%92,3)
Olii 5 (%7,7)
Aday  sirkile IncRNA  genleri  klinik  parametreler  agisindan

degerlendirdigimizde, tiimor farklilasmasi ile CRNDE IncRNA ekspresyon seviyesi

(p=0,023) arasinda iliski oldugu saptanmistir. Primer tiimor yerlesim yeri ile CRNDE
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INcCRNA ekspresyon seviyesi (p=0,009) arasinda iligski oldugu bulunmustur (Tablo
4.2). Tumor boyutu ile CCAT1 (p=0,021), CRNDE (p=0,010) ve SNHG16
(p=0,023) IncRNA ekspresyon seviyesi arasinda iliski oldugu goézlenmistir.
Metastaz varligi ile XLOC_000303 IncRNA ekspresyon seviyesi arasinda (p=0,016)

giicli bir iliski oldugu gosterilmistir. Calismada yer alan 65 olgunun neo/adjuvan

tedavi alma durumlan ile aday sirkiile INCRNA genlerin ekspresyon seviyeleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (Tablo

4.3).

Tablo 4.2. Olgu grubunda yer alan KRK hastalarinin, primer timor yerlesim yeri ile aday

IncRNA’larim ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi (p<0,05). Analizler t testi ve Mann-Whitney

testi ile degerlendirilmistir.

PRIMER TUMOR LOKALIZASYONU

SAG KOLON (n=17) SOL KOLON (n=48)
circulating Ortalama+SS Median (%625-%75) Ortalama+SS Median (%625-%75) P degeri
INcRNA Adi
ARHGAP5-AS1 -11,98+37,67 -19,36 (-29,41-6,54) -3,09+40,66 5,66 (-33,67-26,49) 0,433
LOC152578 -1,93+11,86 -3,50 (-6,61-6,74) -0,60+13,06 -0,29- (5,49-8,50) 0,550
SNHG16 -4,53+5,17 -5,09 (-8,72-1,86) -3,67+5,16 -3,20 (-7,19-0,21) 0,558
ZNRF3-IT1 2,27+0,92 2,40 (1,91-2,63) 2,40+1,10 2,62 (1,72-3,10) 0,659
CCAT1 2,08+0,35 2,12 (1,79-2,37) 2,23+0,46 2,21 (1,88-2,71) 0,213
CRNDE 3,84+26,15 10,38 (-9,14,21,81) 20,17+19,58 19,64 (4,47-32,73) 0,009
XLOC_000303 11,37+£2,85 10,59 (10,16-12,85) 11,23+3,91 10,84 (8,60-13,80) 0,887
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Tablo 4.3. Olgu grubunda yer alan KRK hastalarmin, neo adjuvan tedavi durumlari ile aday

IncRNA’larin ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi (p<0,05). Analizler t testi ve Mann-Whitney

testi ile degerlendirilmistir.

NEO/ADJUVAN TEDAVI DURUMU
HAYIR (n=27) EVET (n=38)
circulating Ortalama+SS | Median (%625-%75) Ortalama+SS | Median (%625-%75) | P degeri
KEEQQPB-ASl -8,84+33,53 17,16(-34,13-15,15) -2,984+43,99 11,00(-31,41-32,83) 0,562
LOC152578 0,11£11,06 0,57(-5,55-7,28) -1,70+13,81 -2,39-(-6,41-8,72) 0,573
SNHG16 -3,04+3,97 -3,23(-5,43-1,00) -4,49+5,80 -3,42(-9,35-0,60) 0,237
ZNRF3-IT1 2,50+0,97 2,62(1,91-3,08) 2,27+1,10 2,44(1,68-3,02) 0,384
CCAT1 2,27+0,38 2,23(1,96-2,47) 2,16+0,47 | 2,13(1,78-2,60) 0,609
CRNDE 14,01+24,92 13,01(1,30-32,70) 17,24+20,78 18,18(4,97-32,10) 0,571
XLOC_000303 12,114£3,48 11,63(9,76,63-14,87) 10,66+3,66 10,17(8,76-12,33) 0,115

4.2. KRK’li Hastalarda, Aday Genlerin Plazma Ekspresyon Seviyesi
ve KRAS, NRAS ve BRAF Mutanth Arasindaki Iliski

KRK’li ileri evre hasta grubu igerisinde KRAS, NRAS ve BRAF somatik
mutasyon varligi degerlendirilmistir. Olgularin %34’iinde KRAS varyant1, %12’sinde
NRAS varyanti, %6’sinda BRAF varyanti goriilmekte olup %48’inde ise herhangi bir
somatik degisim gozlenmemistir (Tablo 4.4). Ileri evre grubundaki 50 olguda en sik
kodon 12-13 ve kodon 61°de KRAS varyant1 gézlenmistir. Calismada degerlendirilen
aday 7 sirkiile INCRNA ekspresyon seviyesi ile KRAS, NRAS ve BRAF genlerinde sik
gozlenen somatik varyantlar arasindaki iliski degerlendirildiginde istatistiksel olarak
sadece KRAS somatik varyantlar1 ile CRNDE geni (p=0,031) arasinda anlamli bir
farklilik saptanmis olup, diger aday 6 sirkiile INCRNA geni arasinda ise anlamli

farklilik saptanmamistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.4 KRAS, NRAS ve BRAF genlerinde sik gozlenen somatik varyantlar. Ki-Kare analizi ile

degerlendirilmistir.

KRAS-NRAS-BRAF somatik varyant durumu Frekans (n) Yiizde (%)
KRAS mutasyonu toplam 17 34
Kodon 12-13 11 22
Kodon 61 3 6
Kodon 146 3 6
NRAS mutasyonu toplam 6 12
Kodon 61 6

BRAF mutasyonu toplam 3 6
Kodon 600(V600D) 3

Negatif 24 48

Tablo 4.5 KRAS somatik varyant varligi ile ilgili circlncRNA’lar arasindaki iligki. Student t testi ile

analiz edilmistir. " p degeri: p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

KRAS VARYANT POZITIF (n=17) KRAS VARYANT NEGATIF (n=33)
circulating IncRNA | Ortalama Standart sapma Ortalama Standart sapma p degeri
ARHGAP5-AS1 -19,9234 33,5810 -5,5848 35,5899 0,269
LOC152578 -4,6196 7,1035 0,8081 11,8304 0,180
SNHG16 -5,3139 4,4137 -2,8499 4,5827 0,144
ZNRF3-IT1 1,9590 0,9314 2,4296 0,9510 0,179
CCAT1 2,0159 0,3025 2,2463 0,4244 0,121
CRNDE 8,9010 9,7280 19,6629 20,4280 0,031"
XLOC_000303 9,7693 2,5665 11,0793 3,0971 0,234
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4.3. KRK’li Hastalarda Aday circincRNA Genlerindeki Ekspresyon

Seviyesinin Degerlendirilmesi

Calismamizdaki ana hipotezlerden biri olan "Kolorektal kanserli hastalar ile
kontrol grubu arasinda ARHGAP5-AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-1T1, CCATL,
CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile IncRNA genleri acisindan ekspresyon farklilig
var m1?" sorusunu degerlendirmek icin KRK’li 65 hasta ile kontrol grubundaki 31
birey arasindaki ekspresyon farkliligi incelenmistir. Yapilan RT-PCR ekspresyon
analizi sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda hasta ve kontrol grubu arasinda ZNRF3-I1T1,
CCAT1, CRNDE, XLOC_000303 sirkiile INcRNA genleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmis olup, bu iligki tablo 4.6’da gosterilmistir (Bu farkliliklar
strastyla, p=0,011, p=0,007, p=0,002 ve p=0,001 seklinde idi).

Tablo 4.6 KRK’li hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki ekspresyon seviyesinin karsilastirilmast.
Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir. P degeri: p<0,05 anlamli kabul edilmistir. SS: Standart

Sapma
Kontrol Grubu Hasta Grubu

circulating Ortalama+SS Median (%25-%75) Ortalama+SS Median (%625-%75) P degeri
IZ(I:?IT-II\‘G)?\APS-AM -4,02+25,48 0,00(-2,17-3,44) -5,42+39,80 -0,33(-33,54-26,19) 0,909
LOC152578 -3,33+13,50 0,00(0,00-0,00) -0,95+12,69 -0,86(-5,55-7,78) 0,984
SNHG16 2,87+5,02 0,00(-5,73-0,00) -3,80+5,14 -3,31(-8,09-0,58) 0,226
ZNRF3-IT1 1,39+1,77 1,58(0,00-2,84) 2,37+1,05 2,49(1,76-3,044) 0,011"
CCAT1 3,05+1,28 2,73(1,93-4,30) 2,19+0,43 2,18(1,84-2,53) 0,007
CRNDE 2,80+21,40 0,00(0,00-9,26) 15,89422,47 17,39(3,55-32,11) 0,002
XLOC_000303 5,67+7,84 5,89(0,00-12,48) 11,26+3,64 10,73(9,17-13,53) 0,001"
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Sekil 4.1 KRK hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki ekspresyon seviyesi gosterilmektedir. A)7 tane
aday sirkiile INCRNA 'nin birlikte ekspresyon diizeyi B)YARHGAP5-AS1 C) SNHG16 D) LOC152578
E) ZNRF3-IT1 F)CCAT1 G) CRNDE H) XLOC_000303

Kontrol ve hasta grubunun ARHGAP5-AS1, LOC152578, SNHG16, ZNRF3-
IT1, CCAT1, CRNDE, XLOC_000303 sirkiile INcRNA ekspresyon seviyesi 244"

metodu ile degerlendirilmis ve relatif hesaplama yapilmistir. Bunun sonucunda
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kontrol grubu ile hasta grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olan 4
sirkiile INCRNA degerlendirildiginde sirastyla, ZNRF3-1T1 geninde ortalama 0,22 kat
artis ve 3 hastada degisiklik olmamis, CCAT1 geninde ortalama 0,006 kat artis ve 6
hastada degisiklik olmamis, CRNDE geninde ortalama 0,008 kat artis ve 9 hastada
degisiklik olmamig ve XLOC_000303 geninde ortalama 0,25 kat artis ve hastalarin
hepsinde ekspresyon degisimi gozlenmistir (Sekil 4.1).

Calismadaki bir diger hipotezimiz olan "KRK hastalarinda erken evre ve ileri
evre arasinda ARHGAPS5-AS], LOC152578, SNHG16, ZNRF3-IT1, CCAT1, CRNDE
ve XLOC_000303 sirkiile INCRNA genleri agisindan ekspresyon farkliligi var mi1?"
sorusunu degerlendirmek icin 50 ileri evre ve 15 erken evre KRK olgulari
karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular, evrelere gore degerlendirildiginde, bu 7 aday
sirkiile INCRNA gen igerisinde sadece XLOC_000303 geninin istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gostermistir (p=0,001). Ayrica Cox Regresyon analizine gore
XLOC_000303 geninin metastaz olusumuna karst koruyucu bir faktor oldugu tespit
edilmistir (p=0,045, HR=0,90, %95CI1=0,812-0,997). Incelenen diger genlerde ise
evreler agisindan istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamustir (Tablo 4.7). Tablo
4.8’de Cox Regresyon analizi ile aday genlerin metastaz olusumunda risk faktori
olma olasilig1 gosterilmektedir.

Tablo 4.7. KRK’li hasta grubunun evreler arasindaki ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmast.

Student t testi ve Mann-Whitney testi ile analiz edilmistir. SS: Standart Sapma “p degeri: p<0,05

Erken Evre Grubu (Evre I-11) ileri Evre Grubu (Evre ITI-1V)
circulating Ortalama+SS Median (%625-%75) Ortalama+SS Median (%625-%75) p degeri
INcRNA Adi
ARHGAP5-AS1 11,90+51,85 32,83(-23,41-37,44) -10,61+£34,37 -8,75(-33,80-15,15) 0,054
LOC152578 -2,45+18,96 4,59(-6,60-11,62) -0,49+10,32 -1,57(-5,55-6,73) 0,554
SNHG16 -4,93+7,00 -7,58(-10,57-1,72) -3,58+4,47 -3,20(-6,55-0,60) 0,491
ZNRF3-1T1 2,50+1,46 2,43(1,82-3,92) 2,32+0,91 2,53(1,74-3,02) 0,544
CCAT1 2,27+0,54 2,42(1,81-2,73) 2,16£0,40 2,17(1,85-2,43) 0,501
CRNDE 16,10+29,81 20,77(4,97-32,57) 15,83+20,13 16,46(2,70-30,36) 0,968
XLOC_000303 13,99+3,71 14,07(11,45-17,03) 10,44+3 22 10,21(8,76-12,33) 0,001
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Tablo 4.8. KRK’li hasta grubunun metastaz durumuna gore evreler arasindaki aday genlerin risk
olugturma olasiliginin kargilagtirilmasi. Cox Regresyon testi ile analiz edilmistir. HR: Hazard ratio, CI:

Confidence interval, p degeri: p<0,05.

circulating Ortalama | p degeri | HR HR %95 ClI
IncRNA

ARHGAP5-AS1 -7,409 0,494 0,998 0,990-1,005
LOC152578 -1,266 0,352 1,011 0,988-1,035
SNHG16 -4,293 0,189 1,046 0,978-1,119
ZNRF3-1T1 2,313 0,716 0,948 0,711-1,263
CCAT1 2,167 0,631 1,181 | 0,599-2,326
CRNDE 15,125 0,851 1,001 0,989-1,014
XLOC_000303 10,990 0,045~ | 0,900 | 0,812-0,997

4.4. Ekspresyon Seviyesinin ROC ve AUC Analizleri

KRK hasta (65 olgu) ve kontrol (31 olgu) grubu olarak toplamda 96 olgunun
incelenen 7 aday sirkiile INCRNA geni agisindan ROC ve AUC analizleri yapilmistir.
Bu analizlere gore ilgili aday circlncRNA genlerin bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmesi icin testin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri hesaplanmistir. Calisma
sonucunda aday sirkiile INcRNA genlerinde, elde edilen ROC ve AUC degerleri tablo
4.9, sekil 4.2 ve sekil 4.3°de gosterilmistir.

Tablo 4.9 KRK hasta ve kontrol grubunda incelenen circulating INcRNA genlerinin ROC ve AUC
degerleri. CI: Confidence interval, AUC: Area Under the Curve, P degeri: "p<0,05.

circulating Sensivite Spesifite AUC %095 CI p Degeri
INcRNA Ad1 (Duyarhhk) (Ozgiilliik)

ARHGAP5-AS1 49,2 59,2 0,507 0,389-0,625 0,910
LOC152578 52,3 83,9 0,501 0,378-0,624 0,984
SNHG16 75,4 58,1 0,577 0,452-0,701 0,226
ZNRF3-IT1 92,3 45,2 0,660 0,531-0,790 0,012"
CCAT1 100,0 45,2 0,672 0,534-0,810 0,007
CRNDE 81,5 64,5 0,700 0,586-0,814 0,002"
XLOC_000303 93,8 51,6 0,706 0,579-0,833 0,001
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Sekil 4.2 incelenen genlerin ROC analizleri gosterilmektedir.
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Area Under the Curve Area Under the Curve
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Sekil 4.3 Incelenen genlerin AUC analizleri gosterilmektedir.

Ayrica KRK hastalarinin toplam sag kalim ve metastaz tanisi aldiktan sonraki
sag kalim analizleri sekil 4.4 ve sekil 4.5°de gosterilmistir. Toplam sag kalim analizi
ile ilgili ise medyan degeri hesaplamas1 yapilamadigindan bu acidan degerlendirme
yapilamamigtir. Metastaz tanisi aldiktan sonraki sag kalim siiresi ortalama 69,95+
14,528 ay (%95 Cl:41,480-98,429) ve medyan 39,00+3,968 ay (%95 CI: 31,223-

46,777) olarak bulunmustur (Sekil.4.4). Progresyonsuz sag kalim siiresi ise ortalama

60



86,864+17,564 ay (%95 CI:52,439-121,289) ve medyan 39,00+5,544 ay

Cl:28,134-49,866) olarak saptanmistir (Sekil 4.6).

Survival Function
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69,954 14,528 41,480 98,429 39,000 3,968 31,223 46,777

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored.
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Sekil 4.4 Metastaz tan1 durumuna gore sag kalim analizi gosterilmektedir. Kaplan-Meier analizi ile

yapilmustir.
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221,645 19,636 183,158 260,132

a. Estimation is limited to the largest survival time if it is censored

Sekil 4.5 Toplam sag kalim analizi gosterilmektedir. Kaplan-Meier analizi ile yapilmustir.” Olii say1s1

az oldugundan medyan siiresi hesaplanamamustir.
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a. Estimation is limited to the largest survival ime if it is censoned

Sekil 4.6 KRK’1i hastalarin progresyonsuz sag kalim analizi gosterilmektedir. Kaplan-Meier analizi ile

yapilmustir.

4.5. KRK’li Hastalarin CEA ve CA 19-9 Tiimor Belirteclerinin

Serum Seviyesinin Degerlendirilmesi

KRK’li hastalarin serum 6rneklerinde CEA ve CA 19-9 tiimor belirteglerinin
serum seviyelerinin hastanin tan1 ve prognozdaki degerleri McNemar testi ve
Spearman korelasyon testi ile karsilagtirillmistir. Hastalar arasinda Ki kare testi ile
yapilan istatistiksel analiz sonucunda CEA tanida ve prognozda anlamli farklilik
olmadig1 (p=0,388), yine CA 19°da da tam1 ve prognozda anlamli bir farklilik
olmadig1 saptanmigtir (p=1,00). Yapilan Spearman korelasyon analizine gore, CEA
tiimor belirtecinin tan1 ve prognostik zamandaki serum seviyesi arasinda anlamli ve
pozitif yonlii bir iliski oldugu bulunmustur ( rP*®™"= 0,490, p<0,001). Aym
zamanda, CA 19-9 tiimor belirtecinin tan1 zamaninda ve prognostik zamandaki
serum seviyesi arasinda anlaml ve pozitif yonlii iliski oldugu gézlenmistir (rP*™"=
0,609, p<0,001). CEA ile CA 19-9’un tan1 zamanindaki serum seviyesi arasinda
anlamli ve pozitif yonlii bir korelasyon oldugu, (r***™*"= 0,309, p=0,029) ve yine
CEA ve CA 19-9’un prognoz zamanindaki serum seviyesi arasinda anlaml1 ve pozitif
korelasyon oldugu goriilmiistiir (r****™"= 0,496, p<0,001). Ayrica 7 aday genin

ekspresyon seviyesi ile CEA ve CA 19-9 serum seviyesi arasindaki iliski
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incelenmistir. Istatistiksel olarak sadece ARHGAP5-AS1 geni ile CA 19-9 tiimér
belirtecinin tan1 (p=0,014) ve prognozdaki (p=0,036) serum degerleri arasinda
anlaml farkliik saptanmistir (Tablo 4.10). Aymi zamanda ARHGAP5-AS1

spearman_

ekspresyonu ile CA 19-9 tiimér belirtecinin tani ( = -0,344) ve prognozdaki

(r*PMa="_0,297) degerleri arasindaki negatif korelasyon oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.10 CEA ve CA 19-9 tiimér belirtecinin tan1 ve prognozdaki serum seviyesi ile ilgili 7 aday
genin ekspresyon seviyesi arasindaki iligki. Spearman korelasyon analizi ile degerlendirilmistir.

“p<0,05 anlamli kabul edilmistir.

circulating INcRNA | CEA Tamda | CEA Prognozda CA 19-9 Tamda CA 19-9 Prognozda
p Degeri p Degeri p Degeri p Degeri

ARHGAP5-AS1 0,863 0,261 0,014 0,036

LOC152578 0,757 0,574 0,232 0,067

SNHG16 0,282 0,210 0,590 0,857

ZNRF3-IT1 0,404 0,411 0,106 0,938

CCAT1 0,488 0,536 0,110 0,119

CRNDE 0,192 0,883 0,33 0,209
XLOC_000303 0,822 0,075 0,068 0,087

63



5. TARTISMA

Kolorektal kanser en yaygin goriilen kanser tiplerindendir ve kanser nedenli
Olimlerin basinda yer almaktadir (Aykan vd., 2015; J. Shi vd., 2015). KRK,
gelisimine ¢evresel ve genetik faktorlerin eslik ettigi multifaktoriyel bir hastaliktir.
KRK gelisiminde etkili genetik faktorlerin molekiiler mekanizmalarini aydinlatmaya
yonelik son yillarda oldukca fazla ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda elde
edilen bulgular ncRNA'larin, KRK hastalar1 i¢in potansiyel biyobelirtecler olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Chandra Gupta ve Nandan Tripathi, 2017).

ESOGU Tip Fak. Tibbi Onkoloji Bilim Dali’nda kolorektal kanser tanis alarak
tedavi goren 65 hasta ve 31 kontrol grubunun plazma 6rnegi ile yapilan mevcut
calismada, KRK tanili hastalarda aday circlncRNA genlerinin hasta ve kontrol grubu
arasindaki ekspresyon profili karsilastirilmis ve erken evreden ileri evreye gegisteki
rolii incelenmistir. Aday sirkiile INCRNA genlerinin non-invaziv bir biyobelirteg
olarak kullanilma olasiliklar1 tartisilmigtir. Ayni zamanda aday sirkiile INCRNA
genlerindeki ekspresyon profilinin hastalarin timorli FFPE doku o6rneklerinde
KRAS, NRAS ve BRAF somatik varyantlar1 ile olan iliskisi de degerlendirilmistir. Ek
olarak CEA ve CA 19-9 tiimor belirteci ile aday sirkiile IncRNA genleri arasinda

iliski de incelenmistir.

5.1. ARHGAP5-AS1 LncRNA Ekspresyon Profilinin

Degerlendirilmesi

ARHGAPS5-AS1'in (C140rf128) tiimor ilerlemesini ve metastazi tesvik etmede
onkogenik bir rol oynayabilecegini gosteren c¢aligmalar yapilmistir. Zhu ve ark.,
kemoterapiye direncli mide kanseri hiicrelerinde = ARHGAP5-AS1'in upregiile
oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan c¢alismada, ARHGAP5-ASL'in, hedef geni
ARHGAPS'in ekspresyonunu arttirdigr ve mide kanseri hiicrelerinde kemodirengliligi
tesvik ettigi gosterilmistir. ARHGAPS-ASL'i nukleusta ve sitoplazmada ARHGAPS
mRNA'nin hem olusumunu hem de stabilitesini diizenlemek i¢in gerekli olan bir
molekiil olarak tanimlamislardir. Bu nedenle, mide kanserinde kemoterapiye direncin
klinikte takipi icin ARHGAP5-AS1/ARHGAPS’i birlikte hedef almanin yeni bir

potansiyel terapdtik strateji olabilecegini 6ne siirmiislerdir (L. Zhu vd., 2019).
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Fang ve ark., nazofarenks karsinomlu hastalarda ARHGAP5 mRNA
seviyesinin, klinik evre ve lenfatik metastaz ile pozitif korelasyon gosterdigini ve
ARHGAP5S'in ektopik ekspresyonunun, nazofarenks karsinom hiicrelerinin invaziv ve

migrasyon kabiliyetini arttirdigin1 gostermislerdir (Fang vd., 2015).

Wang ve ark., metastatik meme kanseri hiicre hattinda ARHGAP5- AS1 geni
ekspresyonunun down regiile oldugunu tespit etmisler ve meme kanseri metastazinda

biyobelirteg olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (C.-L. Wang vd., 2020)

Yaptigimiz c¢alismada KRK hastalarinda ARHGAP5-AS1 IncRNA geninin
ekspresyonunun upregiile oldugu ancak, KRK’li hasta ve  kontrol grubu
karsilastirilldiginda ise ARHGAPS5-AS1 IncRNA’nin  ekspresyon seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi goriilmistiir (p=0,909). Ayrica
ARHGAP5-AS1 agisindan evreler arasinda da bir farklilik gbézlenmemistir (p=0,054).
ARHGAP5-AS1 IncRNA ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda, ¢esitli kanser
tiirlerinde hem upregiile hem de down regiile bir ekspresyon profili sergiledigi ve bu
degisken ekspresyon seviyelerinin hastaligin metastaz durumu ve koétii sag kalimi ile
iliskili olabilecegi 6ne siiriilmektedir (L. Zhu vd., 2019; C.-L. Wang vd., 2020).
Bizim yaptigimiz ¢alismada ise ARHGAP5-ASL ile hem metastaz durumu hem de
neo adjuvan tedaviye yanitta her hangi bir iligki saptanmamistir. Daha Onceki
caligmalarda mide kanserinde kemoresistant etkisi oldugu yoniindeki bulgularla
bizim sonuglarimiz ¢elismektedir. Sonuglarimiz, bu konuda net bir yargiya
varabilmek icin ileri fonksiyonel calismalar  yapilmasinin gerekli oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak KRK hastalarinda yaygin olarak kullanilan CA 19-9 timor
belirtecinin tan1 ve prognoz zamanindaki serum seviyeleri ile ARHGAP5-AS1
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ve aralarinda negatif bir
korelasyon oldugu saptanmistir. ARHGAP5-AS1 IncRNA’nin yaygin kullanilan
tiimor belirtegleri ile birlikte kullanilabilmesi i¢in daha fazla sayida caligmaya ihtiyag
oldugunu diistinmekteyiz. ROC analizi sonucunda ARHGAP5-AS1’in duyarliligi 49,2
ve ozgilligi 59,2 ve AUC degeri ise 0,507(%95 CI: 0,389-0,625; p=0,910) olarak
saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular 1518inda, IncRNA ARHGAP5-AS1’i bir
prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilma olasiligi agisindan degerlendirdigimizde,
testin 0zgiilliik ve duyarlilik bakimindan diisiik oldugu goriilmektedir. ARHGAP5-
ASI’in hasta ve kontrol grubu arasinda ayirt etme giiciiniin zayif oldugu

gozlenmistir.
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5.2. LOC152578 LncRNA Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

Shi ve ark.’nin, iki yiiz doksan insan plazma 6rnegi ile yaptiklari tiim genom
calismasinda KRK’de biyobelirte¢ olabilecek 3 yeni IncRNA tanimlamiglardir.
Bunlar sirasiyla, XLOC_006844, LOC152578 ve XLOC_000303 genleridir. Bu
genlerin saglikli kontrollerle karsilastirildiginda KRK hasta grubunda Onemli
derecede upregiile oldugu gdsterilmistir. Arastirmacilar bu 3 genin KRK hastalarinda
erken tanida bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir (J. Shi vd.,
2015).

Sun ve ark.’nin, servikal kanserli li¢ yliz hastanin plazma 6rnegi ile yaptiklar
calismada LOC152578’nin ekspresyon seviyesinde bir farklililk olmadig
gosterilmistir (Wenping Sun vd., 2018).

Calismamizda KRK hastalarinda LOC152578’nin upregiile oldugu gozlenmis,
ancak ekspresyon seviyesinin KRK ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farklilik gostermedigi gozlenmistir (p=0,984). Aynm1 zamanda hastalar
evreler acisindan degerlendirildiginde de anlamli bir farklilik gozlenmemistir
(p=0,554). ROC analizi sonucunda LOC152578’in duyarlilig1 52,3 ve 6zgiilligi 83,9
ve AUC degeri ise 0,501(%95 CI:0,378-0,624; p=0,984) olarak saptanmistir. Elde
ettigimiz bulgular 151¢1nda, IncRNA LOC152578’1 bir prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilma olasilig1 acisindan degerlendirdigimizde, testin 6zgiilliik olarak yiiksek,
duyarlilik bakimindan ise diisiik oldugu goriilmektedir. Bu da bize IncRNA
LOC152578’in hasta ve kontrol grubu arasindaki ayirt etme giiciiniin zayif oldugunu
gostermis olup, KRK’de bir prognostik biyobelirtec olma olasiliginin diisiik

oldugunu diisiindiirmektedir.

5.3. SNHG16 LncRNA Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

Daha once yapilan ¢aligmalarda, SNHG16 IncRNA’nin glioma, meme kanseri
ve servikal kanser gibi ¢esitli kanser tiirlerinde upregiilasyon sergiledigi ve malignite

tiimor drneklerinde potansiyel bir onkogen gibi davrandig: bildirilmis olup, metastaz
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ve proliferasyonu diizenlemede 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (C. Zhu, Cheng,

Qiu, Zhuang ve Liu, 2018).

Han ve ark.’1, yiiz yirmi sekiz 6zefagus karsinomlu hastadan aldiklar1 taze
doku oOrneklerini normal doku oOrnekleri ile karsilastirmiglardir. Calismada ayrica
tiimdrli hiicre hatti ve taze dokunun birlikte ekspresyon seviyesi Ol¢iilmiis olup,
normal hiicre hatt1 ve normal dokulara gére daha yiiksek oranda upregiile eksprese
olduklar1 gozlenmistir. SNHG16 ekpresyon artisinin, timor evresi, lenf nod
metastazi ve klinik evre ile gliclii sekilde korelasyon gosterdigini bildirmislerdir.
Ayrica fonksiyon kaybi deneylerinde SNHG16’nin tiimorlii hiicrelerde apoptozu
indiikledigi, invazyon ve proliferasyonu baskiladigi ortaya konulmustur (G. Han vd.,
2018).

Cao ve ark.’1, mesane kanserli kirk alt1 hastanin doku 6rnegi ile normal doku
ornegini karsilastirdiklarinda SNHG16 geninin énemli derecede eksprese oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica ¢alismalarinda mesane kanseri hastalarinda artan SNHG16
ekspresyonunun, artmis tiimor boyutu, ileri TNM evresi ve kotii prognoz ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra yaptiklar1 fonksiyon kaybi calismalari,
SNHG16'nin inhibe edilmesinin, SNHG16'in hiicre dongiisii ve apoptoz iizerindeki
etkisi sonucu, tiimorli hiicrenin proliferatif yetenegini zayiflattigini gostermislerdir.
Bu gozlemler sonucunda, SNHG16'nin mesane kanseri hastalariin prognozu igin

yeni bir klinik molekiiler belirte¢ olabilecegini 6ne stirmiislerdir (X. Cao vd., 2018).

Zhu ve ark.’1, yirmi osteosarkoma tiimor dokusu ve hiicre hatt1 ile yaptiklari
calismada SNHG16'nin yiiksek derecede ekprese oldugunu ve bu ekspresyon
profilinin osteosarkom hiicrelerinin proliferasyon yetenegini Onemli o&lgiide

arttirabilecegini ileri siirmiislerdir (C. Zhu vd., 2018).

Cristensen ve ark.’1, iki yliz seksen bir KRK hastasinin taze dokusu ile
yaptiklar1 ¢alismada, SNHG16mim WNT yolu tarafindan diizenlendigini ve KRK’de

erken evrede upregiile oldugunu gostermislerdir (Christensen vd., 2016).

Zhang ve ark.’1, yaptiklar1 bir sistematik ve meta analiz ¢aligmasinda insan
kanserlerinde  SNHG16’nin prognostik 6nemini incelemislerdir. Bu ¢aligmada
toplamda 8 arastirma ¢alismasindan bes yiiz altmis sekiz hasta 6rneginin ekspresyon
profili degerlendirilmis olup, IncRNA SNHG16'nin anormal ekspresyonunun, g¢esitli

kanserlerde sag kalim sonuglariyla giiclii bir sekilde iligkili oldugu ve bu nedenle
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insan kanserlerinin prognozu i¢in umut verici bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Chenghao Zhang vd., 2019).

Yaptigimiz ¢alismada, KRK ve kontrol grubu karsilastirildiginda SNHG16’nin
upregiile oldugu ancak ekspresyon seviyesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig1 gozlenmistir (p=0,226). Yine KRK hastalarinda evreler arasinda da
anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,491). Timor boyutu ile SNHG16
IncRNA’nin ekspresyon seviyesi arasinda gii¢li bir iliski oldugu gozlenmistir
(p=0,023). Bu veri Cao ve ark.’nin mesane kanserli hastalarla yaptiklari ¢alisma
sonuglar1 ile uyumluluk gostermekle birlikte, hem evreler arasi1 hem de hasta ve
kontrol grubu arasinda farklilik olmamasi, SNHG16’nin biyo belirte¢ olarak
kullanilabilecegi kanisina varabilmek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini
diisiindiirmektedir. ROC analizi sonucunda SNHG16’nin duyarlilign 75,4 ve
ozgilligi 58,1 ve AUC degeri ise 0,577 (%95 CI.0,452-0,701; p=0,226) olarak
saptanmigtir. Elde ettigimiz bulgular 1s18inda, IncRNA SNHG16’1 bir prognostik
biyobelirte¢ olarak kullanilma olasilig1 agisindan degerlendirdigimizde, testin hem
duyarlilik hem de o6zgiillik bakimindan diisiik oldugu goriilmektedir. LncRNA
SNHG16’nin hasta ve kontrol grubunu ayirt etme Ozelliginin diisikk oldugu
gozlenmigtir. Calismamizdaki veriler, IncRNA SNHG16’nin KRK’de prognostik bir

biyobelirte¢ olma olasiliginin zayif oldugunu diistindiirmektedir.

5.4. ZNRF3-1T1 LncRNA Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

ZNRF3-IT1, bir sense intronik ncRNA sinifinda yer alan IncRNA’dir.
LNCipedia version 5.2 ve LncRNADisease v2.0 gibi ¢esitli ncRNA veri tabanlarinda
bu genin hedef genleri arasinda ZNRF3, C220rf31 ve KREMENL1 gibi genlerin yer
aldig1 bildirilmektedir (Dong Lab, 2021; University, 2021). KRK, meme kanseri,
hepatoseliiler karsinoma gibi ¢esitli malign kanser tiirlerinde hiicresel proliferasyona
sebep oldugu yine ayni veri tabanlarinda yer almaktadir (Bao vd., 2019). Hedef
genlerinden biri olan ZNRF3 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, WNT/f-katenin sinyal
yolaginin negatif regiilatorlerinden biri oldugu gosterilmistir (D.-L. Chen ve Xu,
2018).

Bir baska c¢alismada KRK hastalarinda, ZNRF3'lin daha yiiksek

ekspresyonunun, kanser hiicresi biiyiimesini baskilayarak ve apoptozu indiikleyerek
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kolorektal karsinomun iyi prognoz sergilemesine katkida bulundugu gosterilmistir
(Yu vd., 2016). Ayrica ensembl veri tabaninda yapilan RNA seq verilerinde bu genin
ekspresyon profilinin ¢esitli kanser tiirlerinde down regiile yonde oldugu ve yaklasik

5,6 kat azalig gosterdigi bildirilmistir (How vd., 2020).

Yaptigimiz ¢alismada, ZNRF3-IT1 IncRNA geninin, KRK hasta grubunda
kontrol grubuna gore ortalama 0,23 kat upregiile oldugu tespit edilmistir. Bu genin
ekspresyon profilinin hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
farkliik  gosterdigi  bulunmustur  (p=0,011). ZNRF3-1T1’in evrelere gore
karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,544). ZNRF3-1T1’in
hedef geni olan ZNRF3’iin, WNT/f-katenin yolaginda bir timdr baskilayici olarak
islev gordiigii yoniindeki bilgiler 1s18inda, kontrollere kiyasla farklilik olmasi,
ZNRF3-1T1’in ZNRF3’iin  timo6r baskilayict  islevini  degistirebilecegini
diistindiirmektedir. Bu konuda net bir yargiya varabilmek icin bu iki gen igin
fonksiyonel ¢aligmalar yapilmasi uygun olacaktir. ROC analizi sonucunda ZNRF3-
ITLin duyarliligr 92,3 ve ozgilligii 45,2 ve AUC degeri ise 0,660 (%95 CI:0,531-
0,790; p=0,012) olarak saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular 1s18inda, IncRNA
ZNRF3-IT1’1 bir prognostik biyobelirteg olarak kullanilma olasiligi agisindan
degerlendirdigimizde, testin duyarlilik olarak yiiksek, 6zgiilliikk bakimindan ise diisiik
oldugu goriilmektedir. Ancak hasta ve kontrol grubu arasindaki ayirt etme 6zelliginin
gliclii oldugu bulunmustur. Bu veriler, ZNRF3-1T1 INcCRNA’nin KRK hastalarinda bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

5.5. CCAT1 LncRNA Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

[k kez Nissan ve ark.’1 tarafindan tanimlanan IncRNA CCAT1’in, primer KRK
timorlerinin  biiylik cogunlugunda, prekanser6z poliplerde (adenomlar), lenf
diigiimlerinde, kanda ve uzak KRK metastazlarinda normal dokulara kiyasla ytliksek
oranda eksprese edildigi bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, yirmi sekiz KRK tiimor
ornegi normal doku ornekleri ile karsilastirildiginda CCAT1 ekspresyonunun 30 kat
daha fazla oranda upregiilasyon gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu c¢alismadaki
onemli bulgulardan biri, CCAT1 ekspresyon artisinin bolgesel nod, uzak karaciger
metastazi ve KRK hastalarmin periferik kan orneklerinde de gdzlenmis olmasidir.

Arastirmacilar, bu bulgular sonucunda CCAT1’in KRK’li hastalarin tani, tedavi,
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evreleme ve genel prognostik durumu hakkinda bilgi elde etmeyi saglayabilecek bir
biyobelirteg olarak kullanilma potansiyeli olabilecegini ileri siirmislerdir (Nissan
vd., 2012). Daha sonra yapilan ¢alismalarda, CCAT1 IncRNA’nin kolon kanseri, oral
skuamo6z hiicreli karsinom, epitel yumurtalik kanseri, renal hiicreli karsinom,
hepatoselliiler karsinom, rahim agzi kanseri, safra kesesi kanseri, mide kanseri ve
meme kanseri gibi bir ¢ok malignitede anormal sekilde eksprese edildigi ve bu kotii
huylu tiimérlerin patogenezinde rol oynadigi bildirilmistir (Y. Cao, Shi, Ren, Jia ve
Zhang, 2017; S. Chen vd., 2017; Lai, Chen, Lin ve Yeg, 2018).

Zhang ve ark.’1, otuz dort mesane kanserli hastanin timor dokusunda normal
doku orneklerine kiyasla 6nemli oranda CCAT1 ekspresyon artis1 tespit etmiglerdir.
Bu ekspresyon artisinin ayni zamanda tiimdr evre, derece ve biiyiikligi ile pozitif
korelasyon gosterdigi bulunmustur. Yine ayn1 ¢alismada CCAT1 ekspresyonunun
downregiilasyonunun mesane kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu

ve invazyonunu inhibe ettigi gézlenmistir (Caixiang Zhang vd., 2019).

Shi ve ark.’1, bin bes yliz seksen yedi kanser hastasi ile yaptig1 bir meta analiz
calismasinda elde edilen sonuglarda, CCAT1'in artan ekspresyon seviyesinin kotii
prognozla iliskili oldugunu ve prognozu degerlendirmek i¢in bagimsiz bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir. Ayni zamanda CCAT1
ekspresyon seviyesinin, ilgili kanserlerde klinikopatolojik 6zelliklerle iliskili oldugu

gosterilmistir (D. Shi vd., 2017).

Ye Zhenyu ve ark.’1, otuz yedi KRK’li hastanin timor 6rnegi ile yaptiklari
calismada, kolorektal kanser dokularinda CCAT1 ekspresyonunun upregiile oldugunu
ve ekspresyon seviyesinin, evreleme, vaskiiler invazyon ve CA19-9 seviyesiyle

onemli 6l¢iide iliskili oldugunu belirlemislerdir (Ye vd., 2015).

He ve ark.’1, CCAT1 ekspresyonunun upregiilasyonunun kolon kanseri hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu tesvik ettigini gostermislerdir.
Ayrica, artan CCAT1 ekspresyonunun, kolon kanseri hastalarinin klinik evresi, lenf
nodu metastazi ve sag kalim siiresi ile iligkili oldugunu gozlemlemislerdir. Elde
edilen bulgularla, IncRNA CCAT1'in kolon kanseri tedavisinin onemli bir hedefi

olabilecegini ileri stirmiislerdir (X. He vd., 2014).

Abedini ve ark.’1 tarafindan, yetmis dort kontrol ve yetmis dért KRK hastanin
plazma Orneginde, [Inc-ATB, Inc-CCATI ve Inc-OCC-I’nin kontrollere kiyasla
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Oonemli oranda upregiile oldugu ve /nc-ATB ve CCAT1’in istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur. Klinik evreler arasinda ise anlamli farklilik saptamamiglardir.
Inc-ATB (AUC = 0.78; p < 0.001) ve /nc-CCATI’in AUC degeri 0,64 (95% CI:
0.811-0.94; p = 0.024) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore /nc-ATB ve CCAT1’in

ayirt etme gilictiniin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (Abedini vd., 2019).

Zhao ve ark.’1 otuz ikiser KRK ve kontrol grubundan elde ettikleri plazma ve
serum Orneklerinde CCAT1 ve HOTAIR IncRNA’nin ekspresyon seviyelerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda kontrollere gére KRK’li hastalarin plazma ve
serumlarinda CCAT1 ve HOTAIR’de onemli oranda ekspresyon artigi tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglarla, KRK ile iliskili IncRNA'larin dolagima
girebilecegini ve plazmadaki farklilagsmis ekspresyonunun KRK i¢in tanisal
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir. Yapilan ROC ve AUC
analizleri ile, CCAT1 ve HOTAIR IncRNA’nin KRK hastalar1 ve kontrol grubu
arasinda gii¢lii bir ayrim yapabildigi gozlenmis olup, CCAT1 i¢cin AUC degeri 0,836
(%95 CI:0,739-0,934; p<0,001 ve HOTAIR IncRNA i¢in AUC degeri ise, 0,777
(%95 CI:0,663-0,891; p<0,001 olarak bulunmustur. Ayrica HOTAIR ve CCAT1
kombinasyonunun, tek bagina HOTAIR veya CCAT1'den daha yiiksek pozitif KRK
tanisal oran1 oldugu ileri stirilmistiir (Zhao vd., 2015).

Siddique ve ark, altmis tic KRK hastas1 ve kirk kontrol grubu ile yaptiklart
calismada, plazma 6rneklerinde belirledikleri 8 aday IncRNA (PANDAR, MALAT1,
PCAT6, CCAT1, UCAl1l, MEG3, CCAT2 ve BCAR4) genindeki ekspresyon
farkliliklarint incelemislerdir. Bu aday genlerden, MALAT1, CCAT1 ve PANDAR
IncRNA genlerinin énemli oranda upregiile olduklarini (sirasiyla 1.86, 4.54 ve 4.68
kat) ve bunun da istatistiksel olarak farklilik gosterdigini bulmuslardir. Elde ettikleri
bulgularin, MALAT1, CCAT1, ve PANDAR IncRNA ekspresyonunun KRK
prognozunda potansiyel bir biyomarker olabilecegini destekledigini vurgulamislardir
(Siddique vd., 2019).

Yaptigimiz ¢alismada CCAT1 IncRNA geninin, KRK hasta grubunda kontrol
grubuna gore ortalama 0,0059 kat upregiile oldugu tespit edilmistir. Bu genin
ekspresyon profilinin hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
farklilk  gosterdigi  bulunmustur  (p=0,007). CCAT1’in  evrelere  gore
karsilagtirildiginda ise anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,501). CCAT1’in

ekspresyon seviyesi ile tiimdr boyutu arasinda gii¢lii bir iligki oldugu saptanmistir
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(p=0,021). CCAT?2’in, C-MYC araciligiyla proliferasyon ve invazyonu tesvik ettigi
bilinmektedir. Bizim sonuglarimiz da KRK’de CCAT1’in proliferasyon ve invazyonu
arttirdig1 yoniindeki bilgileri desteklemektedir. ROC analizi sonucunda CCAT1’in
duyarliligt 100 ve ozgiilligi 45,2 ve AUC degeri ise 0,672 (%95 CI:0,534-0,810;
p=0,007) olarak saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular 15181nda, IncRNA CCAT1’i bir
prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilma olasilig1 agisindan degerlendirdigimizde,
testin duyarlilik olarak yliksek, 6zgiilliik bakimindan ise diisiik olmakla birlikte hasta
ve kontrol grubu arasinda gii¢lii bir ayirt etme 0Ozelligi oldugu gézlenmistir. Bu
veriler, CCAT1 IncRNAnin KRK hastalarinda bir biyobelirteg  olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

5.6. CRNDE LncRNA Ekspresyon Profilinin Degerlendirilmesi

CRNDE, baslangicta normal kolon epitel hiicrelerinde diisiik veya sifir
ekspresyon ile kolorektal kanserlerde asir1 regiile edilmis bir IncRNA olarak
tamimlanmistir (W Wang, Yuan ve Xu, 2019). CRNDE IncRNA’nin ¢esitli kanser
tiplerinin tlimorogenezinde, progresyonunda ve prognozunda onemli role sahip
oldugunu gosteren bir ¢ok calisma bildirilmistir. Ozellikle KRK, mide kanseri,
glioma ve hepatoseliiler karsinom gibi kanser tiirlerinde yiiksek oranda ekspresyon
profili sergiledigi gosterilmistir (Ding vd., 2017; Hu, Du, Zhang ve Huang, 2017;
Jiang vd., 2017; Zheng vd., 2016). Bu yiiksek orandaki ifadelenme, CRNDE
INCRNA’nin kanser prosesinde hiicre proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu,
anjiyogenezis, apoptozun baskilanmasi ve timor olusumu ve gelisimi gibi siireclere
dahil olabilecegini diisiindiirmektedir. Doku veya serum kaynakli g¢aligmalarda
CRNDE’nin, yiiksek oranda duyarlilik ve ozgiillik ile bir biyobelirteg gorevi
gorebilecegi ileri siiriilmiistiir (Liu, Zhang, Gao, vd., 2016). CRNDE, kanser hiicresi
biiylimesini ve metastazi tesvik ettigi diisiiniilen bir onkogendir ve ayrica oksaliplatin

bazli kemoterapi direncinde rolii olduguna inanilmaktadir (Gao vd., 2017).

Wang ve ark.’1, gesitli kanser hastalarinda CRNDE ile ilgili yapilmis kirk
dokuz c¢alismay1 taramiglar ve iglerinden on {i¢iinli secerek, yaptiklart meta analiz
calismasinda CRNDE’nin bir onkogen gibi davrandigini ve ekspresyonunun upregiile
olmasinin kotii prognoz ve ilerlemis tiimor progresyonu ile giiclii bir korelasyon

sergiledigini bildirmislerdir (W Wang vd., 2019).
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He ve ark.’1, 1053 gastrointestinal malignite hastasi ile yaptiklar1 bir meta
analiz ¢alismasinda, gastrointestinal kanserde, yliksek CRNDE ekspresyonu ve zayif
genel sag kalim arasinda onemli bir iliski oldugu gozlenmistir. CRNDE nin,
gastrointestinal kanserli hastalarda erken teshis, hedefe yonelik tedavi ve prognozun
degerlendirilmesi icin potansiyel bir kanser biyobelirteci olarak uygulanabilecegi

yoniinde goris bildirilmistir (T.-Y. He, Li, Huang, Gong ve Li, 2019).

Han ve ark.’1, altmis dort KRK hastasi ile yaptiklar1 ¢alismada, CRNDE
ekspresyonunu upregiile oldugunu saptamiglardir. CRNDE'nin KRK gelisiminin
diizenlenmesinde rol oynayabilecegini One siirmiislerdir KRK hiicrelerinde,
CRNDE’nin miR-181a-5p’nin ekspresyonunu tesvik ettigi ve bu yolla Wnt/B-katenin
sinyalini inhibe ettigi gosterilmistir (P. Han vd., 2017).

Ding ve ark.’nin ¢alismasinda, CRNDE'in KRK dokularinda ekspresyonunun
yiiksek oldugu bulunmus ve CRNDE'nin KRK'de 6nemli bir rol oynadigin1 ve KRK
prognozu ve tedavisinde bagimsiz bir klinik belirte¢ olabilecegini ileri siirmiislerdir.
CRNDE asir1 ekspresyonunun, ilerlemis patolojik evre ve daha biiylik timor
boyutlari ile pozitif bir sekilde iliskili oldugunu bulmuslardir. Ek olarak, CRNDE'i
knockdown edip, hiicreleri G1 evresinde durdurarak, apoptozu tesvik etmisler ve
hem in vitro hem de in vivo KRK hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide

baskiladigini gostermislerdir (Ding vd., 2017).

Liu ve ark.’1, yliz kirk sekiz KRK hastasinin serum oOrneklerindeki
ekzozomlarda CRNDE’nin yiiksek oranda eksprese oldugunu bulmuslardir.
Ekzozomal CRNDE’nin, agresif tiimor davranist ve kotii prognoz ile dnemli 6lgiide

iliskili oldugunu bildirmislerdir (Liu, Zhang, Gao,vd., 2016).

Liu ve ark.’1, yliz kirk iki KRK hastasinin tiimoér doku 6rneginde, CRNDE nin
yiksek oranda eksprese oldugunu gostermislerdir. CRNDE’nin upregiile
ekspresyonunun, timor biiyiikligii, bolgesel lenf nod metaztazi ve uzak metastaz ile
onemli Olgiide iliskili oldugunu gozlemlemislerdir. CRNDE IncRNA yiiksek
ekspresyonunun, KRK dokularinda IRX5 mRNA ile pozitif korelasyon gosterdigini
tespit etmislerdir. Bu sonuclarin KRK gelisim ve progresyonunda CRNDE’nin
onemli bir rol oynayabilecegi ve biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ileri

stirmiislerdir (Liu, Zhang, Yang, Du ve Wang, 2016).
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Yaptigimiz ¢aligmada, CRNDE IncRNA geninin, KRK hasta grubunda kontrol
grubuna gore ortalama 0,0081 kat upregiile oldugu tespit edilmistir. Bu genin
ekspresyon profilinin, hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
farkliik  goOsterdigi  bulunmustur  (p=0,002). CRNDE, evrelere  gore
karsilagtirildiginda ise anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=0,968). CRNDE’ nin
ekspresyon seviyesi ile tiimor boyutu (p=0,010), tiimor farklilasmasi (p=0,023) ve
primer tiimor yerlesimi (p=0,009) arasinda giiclii bir iliski oldugu goézlenmistir.
Verilerimiz literatiirle uyumlu olup, CRNDE 'nin proliferasyon, migrasyon, invazyon
ve apoptozun baskilanmasi gibi  siireclerde etkin oldugu yoniindeki bilgileri
destekledigi goriilmektedir. Ancak yapilan ¢alismada CRNDE’nin, neoadjuvan tedavi
ile iliskisi incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bu
bulgu CRNDE’nin, oksaliplatin bazli kemoterapi direncinde rolii oldugu yoniindeki
bilgiler ile ¢elismektedir. Kemoresistant etkisini degerlendirebilmek igin daha fazla
sayida galisma yapilmasi gerektigi kanisindayiz. ROC analizi sonucunda CRNDE 'nin
duyarlilig1 81,5 ve ozgiilligi 64,5 ve AUC degeri ise 0,700 (%95 CI:0,586-0,814;
p=0,002) olarak saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular gore, IncRNA CRNDE’yi bir
prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilma olasiligi agisindan degerlendirdigimizde,
testin hem duyarlilik hem de 6zgiilliilk bakimindan yiiksek oldugu, hasta ve kontrol
grubu arasinda giiclii bir ayirt etme 6zelligi oldugu gézlenmistir. Bu veriler, CRNDE
IncRNAnin KRK hastalarinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi hipotezini

destekledigini gostermektedir.

5.7. XLOC_000303 LncRNA Ekspresyon Profilinin

Degerlendirilmesi

LINC01507 olarak da bilinen XLOC 000303 IncRNA ilk kez Shi ve ark.
tarafindan kesfedilmistir. Shi ve ark.’nin yaptiklar1 calismada, saglikli kontrollere
kiyasla 290 KRK hastalarinin plazmasinda farkli sekilde eksprese edilen 3 IncRNA
(XLOC_006844, LOC152578 ve XLOC_000303) belirlenilmistir. Bu bulgular ilk kez
plazmadaki IncRNA'min KRK i¢in yeni ve hizli bir tan1 biyobelirteci olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada pozitif prediktif deger: 0,80, negatif
prediktif deger: 0,84, AUC = 0.975 olarak saptanmistir (J. Shi vd., 2015).
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Sun ve ark. tarafindan {i¢ yiiz servikal kanser hastalarinin plazmasinda farkli
sekilde eksprese edilen 4 IncRNA (HOTAIR, PVT1, XLOC_000303 ve AL592284.1)
belirlenmistir. Bu IncRNAlarin upregiile oldugu bulunmustur ve bu genlerin servikal
kanserde tiimorogenezisin gelisiminde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir (Wenping Sun vd., 2018).

Yaptigimiz ¢alismada, XLOC_000303 IncRNA geninin, KRK hasta grubunda
kontrol grubuna gore ortalama 0,25 kat upregiile oldugu tespit edilmistir. Bu genin
ekspresyon profilinin hasta grubunda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosterdigi bulunmustur (p=0,001). Yine IncRNA XLOC_000303 evrelere
gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmigtir
(p=0,001). XLOC_000303’nin ekspresyon seviyesi ile metastaz durumu arasinda
gliclii bir iligki oldugu bulunmustur (p=0,016). Aday genleri sag kalim analizlerinde
metastaz olusturma riski acisindan degerlendirdigimizde, XLOC_000303’de
(p=0,045, HR=0,90) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu ve metastaz
olusumuna kars1 koruyucu bir faktdér oldugu (1,111 kat) tespit edilmistir.
XLOC_000303’nin evreler arast ekspresyon farkliligi gOstermesi ve metastaz
olusumunda koruyucu faktor olmasi, bu genin KRK hastalarinda tiimorogenezis
gelisiminde ve hastalik progresyonunda etkin rolii oldugunu diisiindiirmektedir. ROC
analizi sonucunda XLOC_000303’iin duyarliligi 93,8 ve ozgiilligi 51,6 ve AUC
degeri ise 0,706 (%95 CI:0,579-0,833; p=0,001) olarak saptanmistir. Elde ettigimiz
bulgular 1s181inda, IncRNA XLOC_000303’i bir prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilma olasilig1 agisindan degerlendirdigimizde, testin duyarlilik olarak yiiksek,
ozgiillik bakimindan ise diisiik olmakla birlikte hasta ve kontrol grubu arasinda
giclii bir ayut etme oOzelligi oldugu gozlenmistir. Elde ettigimiz bulgular,
XLOC_000303 IncRNA’nin KRK’de prognostik faktdr olarak kullanilabilecegi
hipotezini desteklemektedir. Ayn1 zamanda bu gendeki ekspresyon artiginin, erken
evreden ileri evreye geciste Ongorilebilir koruyucu bir faktor olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak bu verinin hastalarin tiimorli doku

orneklerinde yapilan ekspresyon ¢alismalari ile desteklenmesi gerektigi kanisindayiz.
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5.8.  KRAS, NRAS ve BRAF Somatik Varyantlarinin Aday Genler
Ile iliskisi

de Bony ve ark., bes yliz altmis altt KRK 6rnegini mikroarray ¢aligmasina dahil
etmigler ve dort bin sekiz yliz doksan sekiz IncRNA genini taramiglardir. Bunlar
icerisinde iki yiiz seksen ikisinin KRK ile iligkili oldugunu saptamislardir.
Sonrasinda WNT/g-catenin, TGF-£ sinyal yolagi, immiinite ve epitelyal mezensimal
dontisim (EMT) yolaginda bu genlerin etkisini degerlendirmislerdir. Burada KRK
orneklerinde somatik TP53, BRAF ve KRAS varyantlari ile IncRNA’larin ekspresyon
seviyesi arasindaki iliskiye bakildiginda, Inc-multi POTEM-2 nin, TP53-mutant
tiimdrlerde upregiile oldugu, ancak KRAS-mutant tiimorlerde ise downregiile edildigi
bulunmustur. Calisma sonucunda, bir BRAF mutasyonu mevcut oldugunda, Inc-
ITGB8-4’nin en giiglii asag1 yonli diizenlemeyi ve INCRNA HAGLR'nin de en giiglii
yukar1 yonlii diizenlemeyi gosterdigini belirlemislerdir (de Bony vd., 2018).

Yaptigimiz caligmada ise ileri evre KRK hastalarinda KRAS, NRAS ve BRAF
somatik varyantlar1 agisindan ilgili aday circlncRNAlar arasinda iliski incelenmis
olup, sik gozlenen KRAS somatik varyantlar1 ile CRNDE IncRNA (p=0,031) arasinda
anlaml bir iliski oldugu saptanmistir. Bildigimiz kadartyla ilgili aday 7 circlncRNA
geninin KRAS, NRAS ve BRAF somatik varyantlari ile iligkisini inceleyen bir
calisma yapilmamistir. Elde edilen bulgular, KRK’de yaygin olarak gozlenen
somatik varyantlar ile circlncRNA arasinda iliski olabilecegini ortaya koymustur. Bu
da  somatik  varyantlar iizerine circlncRNA’larin  etkili  olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu hipotezi agiklayabilmek icin daha fazla sayida g¢alismaya
thtiyag¢ oldugu goriilmektedir.

5.9. KRK’de Aday Genlerin CEA ve CA 19-9 Tiimor Belirtegleri
fle iliskisi

Ye Zhenyu ve ark., otuz yedi KRK tiimér dokusunda IncRNA-CCAT1, E-
cadherin ve N-cadherin genlerinin ekspresyon seviyesi ile CEA ve CA 19-9 tiimor
belirtecleri arasindaki korelasyonu incelemislerdir. Caligmalarinin  sonucunda,
INCRNA-CCAT 1 nin tiimor dokularinda normal dokulara oranla daha yiiksek oranda
ekprese oldugunu saptamislardir. Ayni zamanda yiiksek INCRNA-CCAT1 ekspresyon
profilinin tiimor evresi, lokal invazyon, vaskiiler invazyon ve CA 19-9 ile korelasyon
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gosterdigi ancak tiimor lokasyonu, timor farklilasma seviyesi, primer lezyonun
biiyiikliigii ve CEA seviyesi ile korelasyon gostermedigi bulunmustur (Ye vd.,
2015).

Jing Fangyuan ve ark., 6 KRK hastasindan alinan tiimoér Ornegi ile bir
mikroarray calismasi yapmislardir. Sonrasinda doksan bes KRK hastasinin tiimor
ornegi ile Real-Time PCR c¢alismasi yapilmig olup, calisma sonucunda farkli
ekpresyon profili sergileyen 10 tane IncRNA geni tespit etmislerdir. Bu genler
arasinda anlamli farklilik tespit edilen UCAL IncCRNA geni ekspresyonu ile CEA ve
CA 19-9 serum seviyesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptamamiglardir (Jing vd., 2017).

Ozawa ve ark., iki yiiz seksen KRK tiimér dokusu ve yirmi normal doku ile
calisma yapmuslardir. Calismada CCAT1 ve CCAT2 IncRNA genlerinin ekspresyon
seviyesi ile CEA serum seviyesi arasindaki iliskiyi incelemis olup, her iki gen ile
CEA arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugunu saptamislardir (Ozawa

vd., 2017).

Yaptigimiz c¢alismada, KRK hastalarinda yaygin olarak kullanilan tiimor
belirtegleri CEA ve CA19-9 serum seviyeleri ile ilgili 7 aday sirkiile IncCRNA
ekspresyon seviyesi arasindaki iliski degerlendirilmistir. Bu analiz sonucunda sadece
ARHGAP5-AS1 IncRNA’nin CA 19-9 tiimor belirtecinin tant ve prognozdaki
degerleri ile anlaml1 iligkisi oldugu ve aralarinda negatif yonlii bir korelasyon oldugu
saptanmistir. Bu verilerin, tiimor belirtecleri ile aday sirkiile IncRNA’lar arasinda

iliski olabilecegini géstermesi acisindan 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde kanserin patogenezini aydinlatmaya yonelik 6zellikle IncRNA’lar
lizerine caligsmalar yogunlagsmis durumdadir. Bu baglamda KRK hasta grubunda da
IncRNA’lar {lizerine c¢aligmalar yapilmaktadir. Yapilan bu calisma ile KRK
hastalarinda sirkiile IncRNA’larin non invaziv bir biyobelirte¢ olarak kullanilma
potansiyeli degerlendirilmistir. Bu amagla "KRK hasta ve kontrol grubu plazma
ornekleri arasinda ekspresyon profili agisindan anlamli bir farklilik var midir?"
hipotezi tartisilmigtir. Yine ayni olgularda erken evre ve ileri evre arasinda
ekspresyon farkliligi degerlendirilmistir. KRK hastalart ile saglikli kontroller
karsilastirildiginda ZNRF3-1T1, CCAT1l, CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile
INcRNA’da istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu saptanmistir (sirasiyla
p=0,011, p=0,007, p=0,002 ve p=0,001). Diger sirkiile INCRNA ARHGAP5-AS1,
LOC152578 ve SNHG16 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamugstir (sirastyla p=0,909, p=0,984 ve p= 0,226). KRK hastalarinda evreler
arasindaki ekspresyon farkliligini karsilastirdigimizda ise sadece XLOC_000303
sirkiile IncRNA’da istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlenmistir
(p=0,001). Istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanan ZNRF3-1T1, CCATI,
CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile INCRNA’larin ekspresyon seviyeleri relatif olarak
incelediginde, ekspresyon profilinin upregiile oldugu gozlemlenmistir (Sirasiyla
ortalama 0.22, 0.0059, 0.0081 ve 0.25 kat artis). Istatistiksek olarak anlamli farklilik
saptanan ZNRF3-1T1, CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile INcRNA genlerinin
Klinikte prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilma olasiligint degerlendirdigimizde,
bir indikatdr olarak ayirt etme gliclerinin yiliksek oldugu gozlemlenmistir. Bu
genlerin ayirt etme giicli sirastyla AUC:0,660 (p=0,012), AUC:0,672 (p=0,007),
AUC: 0,700 (p=0,002), AUC: 0,706 (p=0,001) olarak bulunmustur. Ayrica
XLOC_000303 sirkiile INCRNA’daki ekspresyon artiginin metastaz olusumuna karsi
1,111 kat koruyucu bir faktor oldugu tespit edilmistir (p=0,045, HR=0,90).

KRK olgularint klinik parametreler agisindan degerlendirdigimizde, CRNDE
sirkiile INCRNA ekspresyon seviyesi ile timor farklilagsmasi (p=0,023), primer timor
yerlesim yeri (p=0,009) ve tiimoér boyutu (p=0,010) arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik saptanmistir. CCAT1(p=0,021) ve SNHG16 (p=0,023) sirkiile
INCRNA ekspresyon seviyesi ile tiimor boyutu arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmustur.
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KRK ileri evre grubu olgularinda, CRNDE sirkiile IncRNA (p=0,031)
ekspresyon seviyesi ile stk gozlenen KRAS somatik varyantlari arasinda anlamli
farklilik oldugu belirlenmistir. KRK vakalarinda yaygin olarak kullanilan CEA ve
CA 19-9 tiimor belirtecleri arasinda hem tanmi (p=0,029) aninda hem de prognoz
zamaninda (p<0,001) anlamli ve pozitif yonlii bir korelasyon oldugu bulunmustur.
CA 19-9 ile ARHGAP5-ASL sirkiille IncRNA geni (tanida p=0,014, prognoz
zamaninda p=0,036) arasinda anlamli farklilik gézlenmistir.

Elde ettigimiz bulgular 1s18inda, KRK hastalarinin plazma orneklerinde
ZNRF3-IT1, CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile IncRNA genlerinde
ekspresyon farkliliginin saptanmasi, aday genlerin hastaligin prognozunda potansiyel
bir non invaziv biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bu
genlerdeki ekspresyon degisikliginin tiimoér boyutu, tiimor farklilagmasi, primer
timor yerlesim yeri ile iliskili bulunmasi, sirkiile INCRNA’larin KRK’de tiimor
geligimi, proliferasyon, invazyon ve migrasyonunda etkili genetik faktorler arasinda
yer aldigr yoniindeki verileri desteklemektedir. Ayni zamanda XLOC_000303
IncRNA’nin evreler arasinda ekspresyon degisikligi sergilemesi erken evreden ileri
evreye geciste metastaz olusumunda koruyucu faktor olarak kullanilabilecegini
gostermistir. Bu veriler, ZNRF3-IT1,CCAT1, CRNDE ve XLOC_000303 sirkiile
INcRNA’larn, klinikte prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermekle
birlikte, KRK hastaliginda aday tani ve terapotik hedef olarak kullanilma
olasiliklarini ortaya koyacak daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ oldugu da bir gergektir.

Calisma sonuglarina gore, KRAS geninde sik gozlenen somatik varyantlar ile
CRNDE sirkiile INCRNA arasinda ve tiimor belirteci CA 19-9 ile ARHGAP5-AS1
sirkiile INCRNA arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu anlaml
farklilik, aday olarak belirledigimiz sirkiile IncCRNA genlerinin ekspresyon
seviyelerinin de ileride KRK hastalarinin prognozunu takip ederken kullanilabilecek
biyobelirtegler arasinda yer alabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle elde
ettigimiz bu verilerden yola ¢ikarak, 6zellikle hastaligin patogenezinde etkili olan
sinyal yolaklar lizerinde bu aday sirkiile INCRNA’larin etkisini ortaya koyabilmek

i¢in ileri fonksiyonel ¢calismalar yapmay1 planlamaktayiz.

Sonug¢ olarak ¢alismadan elde edilen verilerin KRK hastalarinda molekiiler
etiyopatogenezi agiklamaya katkida bulunabilecegini ve ileride bu konuda yapilacak

caligmalara 151k tutabilecegi kanaatindeyiz. KRK’de prognostik faktor olarak yaygin
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kullanilan timoér belirteglerinin 6zgiilliigii ve duyarliligi oldukca diisiik ve KRK’ye
spesifikligi zayiftir. Non invaziv bir biyobelirte¢ olarak sirkiile IncRNA’larin
kullanim1 ise 6zgillik ve duyarlilik agisindan daha etkili goriinmektedir. Bu da
sirkiile INCRNA’larin ay1rt edici bir indikator olarak kullanilma potansiyelinin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz c¢aligmanin bazi sinirhiliklar1 mevcuttur. Bunlar su sekilde

siralanabilir;

1) Calisma oOrnekleminin nispeten kiiglik olmasi. Gelecekte Ornek sayisi
arttirllarak daha genis ¢apli populasyon ile calisiimasi, ilgili IncRNA genlerinin

tanisal ve prognostik dogrulugunu arttirabilir.

2) Sadece plazma oOrnekleri ile c¢alisma yapilmustir. Ileride yapilacak
calismalarda, plazma Orneklerinin yani sira doku ornekleri ile ¢alisilarak sonuglarin

dogrulanmasina ihtiyag vardir.

3) Hastalarda toplam sag kalim analizinde takip siiresi ve olii sayis1 yeterli

olmadigindan medyan degerleri hesaplanamamistir.

4) Planladigimiz ¢alismada, bu genlerdeki somatik varyantlar incelenmemistir.
Ekspresyon profilinin yaninda ek olarak polimorfik ve mutant varyantlar iizerine

caligmalar yapilmast molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina katki saglayabilir.
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