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ABSTRACT

DETERMINATION OF miRNA EXPRESSION LEVELS IN TISSUES WITH
COLORECTAL CANCER

AVSAR, Rusen
Ph.D. in Biology
Supervisor: Assist.Prof.Dr. Turkan GURER
Co-Supervisor: Assist.Prof.Dr. Alper AYTEKIN
September 2023
134 pages

Colorectal cancer is among the most common cancer types in the world and is a
heterogeneous disease with different molecular pathways that lead to different
phenotypes. For this reason, many studies are carried out for the early diagnosis of
the disease. MicroRNAs (miRNA) show tumor suppressor and oncogenic properties
according to the molecular pathway of the target mRNA. In recent years, by
determining the functions of miRNAs and their role in cancer development, it has
supported both the understanding of the molecular pathology of cancers and the
development of new treatment approaches for molecular targets. The aim of this
thesis is to determine the expression levels of miR-639, miR-641, miR-1915-3p and
miR-3613-3p in patients with colorectal cancer and the potential of these miRNAs in
the diagnosis of the disease. For this purpose, tumor and healthy adjacent tissue
samples were collected from 59 patients with colorectal cancer. Expression levels of
miR-639, miR-641, miR-1915-3p and miR-3613-3p were determined by quantitative
Real Time-PCR method. As a result of the study, the expression of miR-639 (p =
0.000), miR-641 (p = 0.000) and miR-3613-3p (p = 0.000) was statistically
significantly decreased in tumor tissues compared to normal tissues, it was
determined that miR-1915-3p (p = 0.032) increased significantly. However, a
significant correlation was found between low expression of miR-639 and advanced
stage of the disease (p<0.05). In conclusion, it is thought that miR-639, miR-641 and
miR-3613-3p play a tumor suppressor role in the pathogenesis of colorectal cancer,
while miR-1915-3p plays an oncogenic role and may be new biomarkers that can be
used in the diagnosis.

Key Words: Colorectal cancer, miR-639, miR-641, miR-1915-3p, miR-3613-3p,

tissue, tumor, expression.



OZET

KOLOREKTAL KANSERLiIi DOKULARDA miRNA EKSPRESYON
SEVIYELERININ BELIRLENMESI

AVSAR, Rusen
Doktora Tezi, Biyoloji
Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi Tiirkan GURER
ikinci Damisman: Dr.Ogr.Uyesi Alper AYTEKIN
Eyliil 2023
134 sayfa

Kolorektal kanser diinyada en sik rastlanan kanser tiirleri arasinda yer almakta olup
farkl1 fenotiplere yol acan farkli molekiiler yolaklara sahip heterojen bir hastaliktir.
Bu nedenle hastaligin erken tanisina yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir.
MikroRNA’lar (MIRNA), hedef mRNA’nin molekiiler yolagindaki 6zelligine gore,
timor baskilayict ve onkogenik 6zellik gostermektedir. Son yillarda miRNA’larin
islevlerinin ve kanser gelisimindeki rollerinin belirlenmesiyle, hem kanserlerin
molekiiler patolojisinin anlasilmasinda hem de molekiiler hedeflere yonelik yeni
tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde destek olmustur. Bu tezin amaci kolorektal
kanserli hastalarda miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve miR-3613-3p ekspresyon
diizeylerinin ve bu miRNA’larin hastalifin  tanisindaki  potansiyellerinin
belirlenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda kolorektal kanserli 59 hastadan timérli ve
saglikli komsu doku ornekleri toplanmistir. Kantitatif Real Time-PCR yontemiyle
miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve mIiR-3613-3p ekspresyon seviyeleri
belirlenmistir. Calisma sonucunda miR-639 (p = 0.000), miR-641 (p = 0.000) ve
miR-3613-3p (p = 0.000)’nin ekspresyonunun tiimorlii dokularda normal dokulara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi, miR-1915-3p (p = 0.032)’nin
ekspresyonun ise anlamli diizeyde arttigi tespit edilmistir. Bununla beraber miR-
639’un diisiik ekspresyonu ile hastaligin ileri evresi arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur (p<0.05). Sonu¢ olarak miR-639, mMiR-641 ve miR-3613-3p’nin
kolorektal kanser patogenezinde timdr baskilayici, miR-1915-3p’nin ise onkojenik
rol oynadigmi ve tanmida kullanilabilecek yeni biyomarkirlar olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, miR-639, miR-641, miR-1915-3p, miR-
3613-3p, doku, tiimdr, ekspresyon.
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BOLUM 1
GIRIS

Kanser diinya genelinde goriilen en yaygin saglik sorunlarindandir (Bray ve ark.,
2018). Epitel hiicrelerinde ortaya ¢ikan adenokarsinomlar genellikle meme, prostat
ve kolokrektal kanser tiirlerini kapsamaktadir (Torre ve ark., 2015). Diinya genelinde
kadinlarda en fazla goriilen ikinci, erkeklerde ise {iciincii kanser tiirli iken tilkemizde
hem kadinlarda hem de erkeklerde en yaygin ii¢lincii kanser tiiridiir (Bray ve ark.,
2018; Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2016). Kolorektal kanser c¢evresel faktorler,
genetik ve ailesel yatkinlik gibi birgok etken spekturumu nedeniyle multifaktoriyel
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Haggar ve Boushey, 2009). Bu yiizden
hastaligin alt tiplere ayirilmasi gerekmektedir. Hastaliklarin teshisinde, tedavisinde
ve alt tiplere ayrilmasinda 6nem arz eden biyobelirtecler ve yeni yontem ve teknikler
sayesinde ¢ok daha kolay saptanabilmektedir. Giinlimiizde kanser biyobelirteclerinin
kesfedilmesine yonelik ¢alismalar kanser aragtirmalarinin odak noktasina doniismiis
durumdadir. Her gecen giin insidansi artan ve tedavide de hedeflenen basarinin
saglanamadig1 kolorektal kanser i¢in de yeni biyobelirteclerin kesfedilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu tez calismasinda kolorektal kanserli hastalarin tiimoérlii ve saglikli dokularinda
miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve mIiR-3613-3p’in ekspresyon diizeylerini
belirlenmis ve bu miRNA’larin ekspresyon diizeyleri ile kolorektal kanserli
hastalarin yasi, cinsiyeti, timoriin evresi, timor lokalizasyonu, tiimor boyutu,
invazyon, metastaz gibi bilinen klinik ve patolojik faktorleri ile iligkisi saptamistir.
Bu caligsma ile kolorektal kanserde yeni teshis ve tarama yontemlerinin gelistirilmesi,
kolorektal kanser olusumunun daha iyi anlagilmasina yardimci olunmasi ve bilimsel

literatiire katki saglanmas1 hedeflenmistir.



1.1. Kanser
1.1.1. Tanim

Hiicreler belli bir program dahilinde biiyliyiip gelisir ve nihayetinde de 6liir. Yasamin
ilk yillarinda viicut hiicrelerinin 6nemli bir kismu yetigkinlik donemine dek son
derece biiyiikk bir hiz ile boliinmekte iken yetiskinlik sonrasi donemde ise Olen
hiicrelerin yerinin doldurulmasi yahut yenileme amaciyla hiicreler boliiniir. Buna
karsin kanser hiicreleri herhangi bir neden olsun ya da olmasin kontrolsiiz bir sekilde
cogalirlar. Programsiz ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ¢ogu kanser tiiriiniin temelini

teskil eder (Bayrak, 2010).

Gelisen diinyada en yaygin goriilen hastalik kanserdir (Curigliano ve ark., 2020).
2020 yilinda yaklagik 20 milyon yeni kanser vakasi tespit edilmis ve bunlarin 9,9
milyonu 6liimle sonu¢lanmistir (GLOBOCAN, 2020). Kanser, olusum mekanizmasi
acisindan bireyler arasinda cesitlilik gosterdigi gibi, hiicresel ve molekiiler diizeyde
de heterojenite ve cesitlilik ile kendini gostermektedir (Tewary ve ark., 2017).
Normalde metabolizmada hiicreler belirli bir diizen dahilinde biiyliylip ¢cogalmakta
olup doku ve organlar da gdrevlerini normal bir sekilde yerine getirmektedir. Buna
karsin kanser durumunda, hiicreler anormal sekil ve hizda biiylimeye ve kontrolsiiz
sekilde ¢ogalmaya baslayarak, tiimér olusumuna neden olmaktadir (Smith ve ark.,
2019). Cesitli saglik problemlerine neden olan kanserin hala etkili bir tedavi sekli
bulunmamaktadir (Siegel ve ark., 2017). Gilinlimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra en fazla Olimle sonuglanan saglik sorunlarinin temelinde kanser
bulunmaktadir. Kanserin olugma siirecine ve gelisimine ¢evresel faktorler ve kalitsal

etmenler neden olmaktadir (Yar, 2012; Babat, 2014).

Kanserin genetik bir hastalik olarak tanimlanmasi, kanserin tanisinda, prognozunda
ve tedaviye yonelik yaklasimlarinda yeniden gozden gegcirilmeyi gerektiren yeni bir
acilima neden olmustur. Bu yeni yaklasimlar kanser biyolojisi ile ilgili ¢alismalarin
hiz kazanmasinda etkili olmaktadir. Cogu kanser tipi i¢in, tan1 kriterleri, prognozu ve
tedaviyi dogrudan etkileyen pek ¢ok genetik degisim tanimlanmistir. Ayrica kanserin
cok evreli gelisiminde agiklanmay1 bekleyen 6nemli bircok nokta bulunmaktadir

(Ay, 20086).



1.1.2. Tarihce

Kanser ve kanser tiirleriyle bilimsel manada insanoglu ilk kez 17. yiizyilda
tanismismistir. Bu ylizyilda insanoglu kanser ile ilgili bilgilere ¢cok hizli bir sekilde
ulagsmaya baslamistir. Giovanni Morgagni tarafindan gergeklestirilen otopsiler
neticesinde Oliime yol agan patolojik durumlar kesfedilmis olup bu onkolojik
calismalar kanserin kesfedilmesi bakimindan son derece onemlidir (Hunt, 2000;

Baykara, 2016).

On dokuzuncu yiizyilda mikroskop teknolojisindeki gelismeler onkoloji biliminin
ortaya ¢ikmasma zemin hazirlamistir. Hiicre patolojisi alaninda ilk c¢alismalar
gerceklestiren arastirmacilardan Rudolf Virchow tarafindan modern patoloji ile
onkoloji bilimi birlestirilmistir. Bu durum kanser tanisinin yanm sira kansere karsi
cerrahi miidahalede de yeni bir doneme gecilmesinde etkili olmustur. Bu gelismelerle
birlikte hastalardan ameliyat ile aliman dokulardan kanser tanist yapilmaya
baslanmigtir (Reese, 1998). Yasanan gelismeler neticesinde 18. yiizyilda kanser
epidemiyolojisinde {i¢ tiir gozlem one cikmistir. Diinyaca {inlii Italyan Doktor
Bernardino Ramazzini 1713 yilinda rahibelerdeki serviks ve meme kanserini
karsilastirmis ve yasam tarzinin kanserin ortaya c¢ikmasinda etkili oldugunu
belirtmistir. Bu gelisme hamilelik temelli yahut enfeksiyon nedenli hormonal
faktorlerin de kanserin olusumunda etkilerinin ortaya konmasinda énemli olmustur.
18. yiizyilda gerceklestirilen arastirmalar neticesinde tiimdrlii dokunun alinmamasi
halinde hastaligin ¢ok yiiksek diizeyde progresyon gosterecegi goriilmiis olup
tiimorlii dokunun alinmasma iliskin c¢esitli yontemler ve cerrahi girisimler
denenmistir. Kan nakli ve anestezi biliminin kesfinden 6nce de ¢ok sayida cerrahi
miidahale gergeklestirilmis olmakla beraber anestezinin kesfiyle birlikte
ameliyatlarin sayisinda ve niteliginde de artis gergeklesmistir. Bu nedenle bu yiizyil

ameliyat yiizyili olarak adlandirilmistir (Felton, 1997).
1.1.2. Kanserin Molekiiler Mekanizmalari

Boveri 1914 senesinde genom yapisindaki anormalliklerin tiimor olusumuyla iliskili
oldugunu ifade etmis olup daha sonraki siiregte ¢ok sayida arastirmada Boveri’nin bu
goriisiinii  destekleyici sonuclar elde edilmistir (Descamps ve Prigent 2002;

Sathananthan ve ark., 2006; Teker, 2018). Teknoloji alanindaki gelismeler ve yeni



kesifler sonucunda kanserin molekiiler mekanizmasina yonelik 6nemli deliller elde
edilmeye baslanmistir. Pek ¢ok hastalikta oldugu gibi kanser de genler ile iliskili
hastaliklardan birisidir. Kromozomlardaki genler paketlenmis durumdadir. Bu
genlerdeki fiziksel/kimyasal farkliliklar hiicre fonksiyonlarini dogrudan etkileyebilir.
DNA tamir sistemleri genlerin islevlerini tekrar kazandirmak igin ¢alismakla beraber
her zaman basar1 elde edemez. Bu durumda proteinler tam olmayan veya hatali

tiretilir ki bu da hiicre fonksiyonlarinda hasarlara neden olur.

Genlerin fonksiyonlarinda degisiklige yol agan faktérlerden bir digeri ise
asetillenme, metillenme, fosforillenme ve ribozillenme gibi  epigenetik
modifikasyonlar olup bunlar yalnizca belirli bir bolgede etki gdsterebilmenin yani
stra  kromozomlarin  tamamin1  yahut biiyiilk bir kismin1  etkileyen
inversiyonlar/insersiyonlar ve delesyonlar seklinde olabilir. DNA tamir genleri,
tiimdr baskilayici genler ve onkogenler kanser olusumunda en énemli role sahig ii¢
gen grubudur. Proto-onkogenler (RAS, Erk, MYC gibi) gen ekspresyonundaki artis,
mutasyonlar, gen duplikasyonlar1 ve yeniden diizenlemelerden &tiirii onkogenlere
dontisebilmektedir. Tiimor baskilayicit genler ise hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasini
kontrol eden, hasar olmasi halinde DNA tamir siirecini baglatan, tamirin basarisiz
olmast halinde de apoptozu tetikleyen gen gruplaridir. Bu genlerden en ¢ok calisilani
TPS53 genidir. Kromozomlarin diizgiin bir sekilde ayrilamamasi, delesyonlar,
epigenetik susturmalar, nokta mutasyonlart ve mitotik rekombinasyonlar tiimor
baskilayict genlerin islevlerine engel olarak onlarin hiicre dongiisiinde kontrollerini
yitirmelerine, sonu¢ olarak da karsinogeneze yol agmaktadir. Mutasyonlar kanserli
hiicrelerdeki apoptoz sinyallerinde duyarsizlagma ve biiyiime faktorii {iretebilme
fonksiyonlar1 gibi normal hiicrelerde olmayan ozellikleri kazandirmakta olup bu
Ozelliklere sahip olan tiimdrli hiicrelerde kontrol dis1 ¢ogalma gozlenmektedir.
Bununla birlikte hiicrelerdeki biitin mutasyonlar kansere yol ag¢maz. Fakat
genlerdeki mutasyonlar kanserle iligkilendirilmistir. Kanserle iliskili olan bu genler
timor baskilayic1 genler, protoonkogenler ve DNA tamir mekanizmas1 genleridir.
Kansere ¢ok sayida etken neden olmakta olup bunlar arasinda sagliksiz beslenme,
alkol, tiitlin ve {riinlerinin kullanilmasi, viriisler, iyonize i1sinlara maruz kalma,
obezite, mesleki hastaliklar, ¢evresel kirleticiler nemli rol oynamaktadir (Baykara,

2016). DNA’da mutasyonlarin meydana gelmesinden sonra tiimor baslangici, timor



gelisimi, malignans donemi ve tiimorlin yayilma donemi seklinde dort farkl siireg

s6z konusudur (Hahn ve Weinberg 2002).

Timor ¢ok asamali ve uzun bir silireg olup fenotipik ve genotipik olarak timor
gelisimini  hizlandirmaktadir (Yokus ve Cakir, 2012). Bu siiregte meydana
gelebilecek olaylarin tamami netlige kavusturulamamis olmakla beraber tlimor
olusumu agisindan 6nemli olan genlerde meydana gelebilen ve tiimorli hiicrelere
cesitli biiyiime olanaklar1 saglayan mutasyonlarin c¢ogalmasi ile bulunmustur
(Martinez ve Willett, 1998). Biitiin kanserli hiicrelerde bulunan ve onlarin normal
hiicrelerden ayrilmasini saglayan ¢esitli 6zellikler s6z konusu olup bunlar asagidaki

gibi siralanabilir (Alberts ve ark., 2003; Alberts ve ark., 2007):

- Biitlin kanserli hiicreler biiylime sinyalleri bakimindan diger hiicrelerden

bagimsiz hareket etmekte olup proliferasyonda dis sinyallere gerek duyulmaz.

- Kanserli hiicrelerin apoptoz ile olan sinavi diger hiicrelerle kiyaslandiginda
daha azdir. Kanserli hiicrelerin apoptoz sinyal mekanizmalarindan

etkilenmesine karsin normal hiicreler etkilenmezler.

- Kanserli hiicreler sinirsiz ¢cogalma egiliminde iken normal hiicreler ise sinirl

¢ogalma egilimindedir.

- Kanserli hiicrelerde mutasyon orani oldukca fazla oldugu i¢in genetik olarak

kararsiz hiicrelerdir.

- Kanserli hiicreler 6zel adhezyon molekiillerinin bulunmadigi asil yerlerinde
durmayip diger dokulara dagilirak buralarda ¢ogalmay: siirdiiriirler ve bu

durum metastaz olarak adlandirilir.
- Kanserli hiicreler antiproliferatif sinyaller karsisinda tepki vermemektedirler.
- Kanserli hiicreler beslenme i¢in damar olusumunu tetiklemektedirler.

Kanser hiicreleri ¢cok az oksijen, besin ve zor sartlara diren¢ gosteren, zamanla bu
kosullar lehlerine ¢evirerek yasayabilen oldukca zeki hiicrelerdir. Zaman igerisinde
sekillerini degistirebilme kabiliyetine de sahiptirler. Normal hiicreler bir zemine

tutunarak bliyliylip yasayabilirken kanser hiicreleri ise yasayabilmek, biylyiip



cogalabilmek i¢in herhangi bir yere tutunmaya ihtiya¢ duymazlar. Cogu kanser tiirii
baslangic donemde belirti vermemekte olup tiim kanser tiirlerinin ayni olmadigi da
unutulmamalidir. Belirtiler kanser tipine gore farklilik arz edebildiginden her bir
kanser tiiriine de farkli yaklasim s6z konusudur. Bununla birlikte erken taniyla
beraber 1yi bakimin beklenilen yagam siiresini ve kalitesini artirdigi da bir gercektir.

Bu sebepten 6tiirii de her gegen giin yeni yontemler uygulanmaktadir.
1.2. Kolorektal Kanser

Kolon ve rektum, gastrointestinal sistem (GIS) igerisinde yer almakta olan sindirim
kanalinin son kisminda bulunan ve kalin barsagi meydana getirmekte olan yapilardir.
Kalin  barsakta olusan malig neoplaziler “kolorektal kanser” olarak
adlandirilmaktadir. Histolojik olarak kolon dokusu dort tabakadan olusmaktadir.
Kolon duvarinin kesiti incelendiginde distan i¢e dogru “seroza”, “kas tabakas1”,
“submukoza” ve “mukoza” tabakalari agik bir sekilde goriilmektedir. Kolorektal
kanser emici ve salgilayic1 6zellikteki basit kolumnar epitel hiicreleri ile kapli olan
ve luminal yapilar1 kaplayan mukoza tabakasini meydana getiren epitel hiicrelerinden

meydana gelmektedir (Oztop, 2019) (Sekil 1.1).

Sekil 1. 1 Neoplastik olmayan kolon dokusu histolojisi

A: Kolon duvari tam kat hematoksilen eozin (H ve E, x40) kesiti
B: Kolon mukozasi (H ve E, x100) kesiti (Dog. Dr. Aytekin Akyol’un
arsivinden; Oztop, 2019)
Kolon mukozasmin {izerinde hiicre yiginlarinin sekillendirmis oldugu farkh
biiyiikliige sahip kabarikliklar polip olarak adlandirilmakta olup yastaki artisa bagh

olarak insidansi da artmakta olan bu lezyonlar neoplastik ve neoplastik olmayan

polipler seklinde ikiye ayrilabilir (Shinya ve ark., 1979). Bunlardan neoplastik



polipler kolorektal kanserin &nciil lezyonlar1 olup Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
tarafindan histomorfolojik o6zelliklerine gore “tubular adenom”, “villoz adenom”,
“tubulovilloz adenom” ve “serrated adenom” seklinde siniflandirilmistir (Westhues,
1934; Arthur, 1968; Muto ve ark., 1973; Williams ve ark., 1982). Neoplastik
olmayan polipler ise “inflamatuvar poli (IP)”, “inflamatuvar fibroid polip (IFP)” ve
“hamartomatdz polip (HP)” seklinde smiflandirilirlar. Bunlardan HP’ler timor
benzer yapisal gelisime sahip olabilen, buna karsin malign olmayan poliplerdir
(Campos ve ark., 2015). Kronik inflamatuvar barsak hastaligi (KIBH) ve divertikiilit
gibi kronik inflamatuvarlarda goriilmekte olan inflamatuvar polipler reaktif
epitelyum, fibréz doku ve graniilasyon dokusundan meydana gelmektedir (Hamilton

ve Aaltonen, 2006).

Uluslararast Kanser Ajansi (International Agency for Research on Cancer-lARC)
tarafindan gercgeklestirilen GLOBOCAN 2020 projesi sonuglart incelendiginde
kolorektal kanserlerin erkekler arasinda diinya genelinde 3., kadinlar arasinda ise 4.
en yaygin kanser tiirii oldugu, diinya genelinde kansere bagl dliimlerde erkeklerde
4., kadinlarda ise 3. sirada yer aldig1 goriilmektedir. Diinya genelinde 2020 yih
icerisinde 1.931.590 yeni kolorektal kanseri tanisit konmus olup 935.173 kisi de
kolorektal kanserden otiirii hayatim1 kaybetmistir. Tiirkiye’de 2020 yilina iliskin
veriler incelendiginde kolorektal kanserin biitiin yas gruplar icerisinde {igiincii sirada
yer aldigi, kadinlarda meme ve tiroid kanserinin, erkeklerde de akciger ve prostat
kanserinin ardindan en yaygin lgcilincii kanser tiirii oldugu goriilmektedir. Aym
zamanda kanserle iligkili 6liimler arasinda hem kadin hem de erkeklerde kolorektal

kansere bagl 6liimler ii¢iincii sirada yer almaktadir.

Diinya genelinde kanserle iliskili 6liim oran1 2012°de %21.7 (8.2 milyon) iken bu
oranin 2030°da %24.2’ye (12.6 milyon) ¢ikacagi ongoriilmektedir (Emiral ve ark.,
2018). Ulkemizde ise biitiin kanser tiirleri icerisinde kolorektal kanserlerin orani
%7.6 olup kanser oliimleri icinde ise %7.4’likk bir mortaliteye sahiptirler (Okyay,
2013). Saglik Bakanligi 2018 yili Saghk Istatistikleri Yillig1 incelendiginde
kolorektal kanserler kadin (%27.4) ve erkeklerde (%16) en yaygin goriilen 3. kanser
tiirtidiir (Saglik Istatistikleri Y1lligi, 2018).



1.2.1. Epidemiyoloji

Kolorektal kanser en yaygin kanser tiirlerinden olup diinya genelinde her yil 500 bin
dolayinda yeni kolorektal kanser olgusu bildirilmektedir. Bunlarda ayni1 zamanda
morbidite ve mortalite oranlar1 da oldukca yliksektir. Kolorektal kanser ¢ogunlukla
beslenme aligkanliklar1 ve ileri yas ile iliskili olmakla beraber sosyoekonomik agidan
geligsmis olan iilkelerde daha yaygindir (Liu ve ark., 2014; Bray ve ark., 2017;
Ucgiincii, 2019).

Tiim kolorektal kanserlerin yaklasik %63 kolonda ve %281 rektumda
bulunmaktadir. Cevresel ve genetik faktdrler kolon kanserinin patogenezinde etkili
olmaktadir. Etkili kanser tarama testleri sayesinde kolorektal kanser insidansi ve
Olim orant azalmaktadir (Thanikachalam ve Khan, 2019). Ancak diinyada 2018
yilinda yeni tespit edilen 1,8 milyon vaka bulunmakta olup bu sayisinin neredeyse
yarisi O0limle sonu¢lanmaktadir (Bray ve ark., 2018). Kolorektal kanser molekiiler
stiregler sonrasi meydana gelen ve normal hiicreden tek bir kript epitelindeki
farkliliklara, birkag¢ benign (adenomat6z polipler) adenokarsinomlar1 da kapsayan bir
dizi morfolojik degisimle ortaya ¢ikmaktadir (Glingdrmez ve ark., 2017). Kolorektal
kanser yayginlik ve 6liim orami agisindan kadinlarda ve erkeklerde benzer orana
sahiptir (Sharma, 2020). Hastaliga yakalanma riski iilkeler arasinda farklilik arz
etmektedir (Martinez ve Willett 1998). Yapilan arastirmalar sosyoekonomik olarak
gelismis olan Kuzey Amerika, Bati Avrupa ve Avustralya’da kolorektal kanserin
daha yaygin oldugunu gostermistir (Jemal ve ark., 2011). Buna karsin
sosyoekonomik ac¢idan daha diisiik diizeyde olan Dogu Avrupa ve Orta Afrika

iilkelerinde kolorektal kanser orani diisiiktiir (Edwards ve ark., 2002).

Erkeklerde kolorektal kanserin goriilme siklig1 prostat ve akciger kanserinin ardindan
iciincli sirada iken kadinlarda ise meme kanserinin ardindan ikinci sirada yer
almaktadir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2016). Kolorektal kanser insidansi
giinlimiizde 40 ila 50 yas arasina kadar diismiis durumdadir. Erkeklerde progresyonu
yasa bagli olarak kadinlara kiyasla daha fazla artmaktadir. 2009 yilinda ABD’de
70.223’1 erkek, 66.494’1 kadin olmak tizere toplam 136.717 kisi kolorektal kanser
tanis1 almigken 2013°te bu say1 142.820’ye ulagsmistir (DeSantis ve ark., 2013).
Avrupa genelinde kolorektal kanser tiim kanser tiirleri igerisinde ikinci sirada

bulunmaktadir (Ferlay ve ark., 2018).
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Sekil 1. 2 Erkeklerde en yaygin olarak goriilen 10 kanser tiiriiniin yasa gore
standardize edilmis hizlar1 (Tiirkiye birlesik veri tabani, 2016) (Diinya
standart niifusu, 100.000 Kiside) (Tiirkiye kanser istatistikleri, 2016)

Bevin. Sinir Sistenu [N 4
Uterus Serviksi ‘_ 43
Non-Hodgkin Lenfoma - 5.1
Over ‘_ 64
Mide [N 6.6
Trakea, Brons, Akciger —_ 98
Uterus Korpusu —_ 10.5
Kolorektal —_ 142
Twoud —_ 229
Meme -_ 456

0 5 10 15 20 25 30 35 40 43 50
Sekil 1. 3 Kadinlarda en yaygin olarak goriilen 10 kanser tiiriiniin yasa gore

standardize edilmis hizlar1 (Tiirkiye birlesik veri tabani, 2016) (Diinya
standart niifusu, 100.000 Kiside) (Tiirkiye kanser istatistikleri, 2016)

2018 yilinda yaklasik 2 milyon yeni kolorektal kanser vakasinin yani sira 881 bin
kisinin hayatin1 kaybettigi rapor edilmistir (Sekil 1.4). Degerlendirmeler neticesinde

kolorektal kanserin insidans bakimindan 3., mortalite bakiminda da 2. sirada yer




aldig1 bildirilmistir (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-
fact-sheet.pdf)
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Sekil 1. 4 2018 yilinda diinyada yeni vaka ve 6liim sayilar1 (Her iki cinsiyet, tim
yaslar) (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-
fact-sheet.pdf).

Kolorektal kanser insidansi diinya genelinde kolon kanserinde 8, rektal kanserde ise
6 kat farkli olacak bigimde 6nemli oranda degismektedir. Hastaligin sosyo-ekonomik
gelisimin gostergelerinden birisi oldugu, gelisme siirecindeki iilkelerde insidansinin
insani gelisme indeksi (HDI) artisiyla orantili olarak arttigr bildirilmistir (Fidler ve
ark., 2016). Ulkemizde 2018°de 210.537 yeni kanser vakasi bildirilmis olup bunlarin
200311 (%9.5) kolorektal kanser vakasidir (Sekil 1.5)
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf).
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Toplam: 210.537

Sekil 1. 5 Tiirkiye’de 2018 yil1 yeni kanser vakasi sayilar1 (Her iki cinsiyet-tim
yaslar) (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-turkey-
fact-sheets.pdf).
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Insidanstaki artisin nedenleri {izerine yapilan calismalarda diyet oriintiiler, obezite ve
yasam tarzi gibi faktorlerin son derece etkili oldugu, gelismis iilkelerde mortalitedeki
diisiisiin temel nedenlerinin de kanser tedavi ve yonetimiyle ilgili uygulamalarda en
iyl olanin benimsenmesi oldugu belirtilmistir. Mortalitedeki diistislerde 1990’h
yillarda uygulanmaya baslanilan tarama ve erken tani programlarinin etkili oldugu

ifade edilmektedir (Siegel ve ark., 2019).
1.2.2. Etiyoloji
1.2.2.1. Yas

Diinyada gelismis iilkelerde kolorektal kanser sikligi kadinlarda ve erkeklerde
ortalama 20-30 yasindan sonra artmaktadir. Yastaki artisla beraber kolorektal kanser
riski de artmakta olup 50 yas ve lizerinde bu risk %90’1n {izerindedir. 65-85 yas
arasindaki kisilerde 50 yas altindakilere kiyasla kolorektal kanser riski 6 kat daha
fazladir (Bray ve ark., 2018) (Sekil 1.6). 85 yasin lizerindeki kisiler kolorektal kanser
taramasi yaptirmamalidir (Wolf ve ark., 2018).

" 100.000 kiside

el Hiz

Td

Sekil 1. 6 Kolorektal kanserin yasa gore hizi (Semi-Log) (Tirkiye birlesik veri
tabani, 2016) (Tirkiye kanser istatistikleri, 2016).

1.2.2.2. Diyet ve Yasam Tarz

Kolorektal kanser olusumu kisiye iliskin yapisal farkliliklarin yani sira gevresel
faktorler ile siki iligki icerisindedir. Diinya genelinde kolorektal kanserli hastalardaki

farkliliklar ve ABD’deki gogmenler arasindaki riskte bariz degisiklikler sz konusu
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olup bu durumun ortaya ¢ikmasinda beslenme aliskanliklarinin etkili oldugu ileri
stiriilmektedir. Kolorektal kanser olusumunda riski artirici besin maddelerinin
tiikketilmesi veya asir1 beslenmeyle obezite durumunun ortaya ¢ikmasi onemli etkiye
sahiptir. Aym1 zamanda diyet ile alinan gidalar kolondaki mikroorganizmalar
tizerinde de Onemli etkiye sahiptir (O'keefe, 2016). Kolon ortaminin
kompozisyonunun immiin yanit ve enflamasyon etkisi ile timor gelisimi agisindan

olumlu ve olumsuz fonksiyona sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Brennan ve Garrett,
2016).

Yapilan aragtirmalarin biiyiik kisminda siit ve siit {iriinleri ile takviyelerinden elde
edilmekte olan kalsiyum alimi ile kolorektal kanser gelisimi arasinda negatif yonde
bir iliski oldugunu gostermistir. Yeterli diizeyde kalsiyum aliminin kolorektal

kanserden korunma sagladig1 gosterilmistir (Aune ve ark., 2012).

Diyetteki lif orani, yliksek diski hacmi ve daha hizli gecis siiresinden Gtiirii
kanserojenlere maruziyet de dahil pek ¢ok sebep nedeniyle kolorektal kanser riskinin
azalmasi miimkiin olmakla beraber randomize kontrollii ¢alismalar sonucunda bu
hususlarla ilgili anlamli bir farklilik olmadigr bildirilmistir (Song ve ark., 2015).
Buna karsin Amerikan Kanser Toplulugu ve Diinya Kanser Arastirma Fonu yiiksek
lif igerigine sahip olan gidalarin saglik acisindan faydali oldugunu ve kanseri
Oonlemede tam tahillarin, meyvelerin ve sebzelerin olduk¢a Onemli paya sahip

oldugunu ifade etmektedir (Kushi ve ark., 2012).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst 2009 yilinda sigara kullanimiyla kolorektal
kanser gelisimi arasinda iligki oldugunu bildirmistir. Genel itibariyle aktif sigara
kullananlarda ve sigaray1 birakmig olanlarda hi¢ sigara igmemis olanlara oranla daha

kotii prognoz s6z konusudur (Walter ve ark., 2014).

Orta ve agir alkol kullanimi ile kolorektal kanser insidansinda hafif artig goriilmiistiir
(Choi ve ark., 2018). Giinliik ortalama 2-3 alkollii icecek tiiketen kisilerde ara sira
alkol kullananlara gore kolorektal kanser riskinin %20 daha yiiksek oldugu, giinde
3’ln iizerinde alkollii icki tiiketenlerde bu oraninin %40’a ¢iktig1 bildirilmistir

(Bagnardi ve ark., 2015).

Yapilan arastirmalar uzun siireli ve diizenli aspirin ve diger non-steroidal

antiinflamatuvar ila¢ (NSAIDS) kullaniminin kolorektal kanser gelisim riskini
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disiirdiigiine yonelik sonuglar ortaya koymustur (Bosetti ve ark., 2020). Aspirin
kullanan kolorektal kanserli hastalarda aspirin kullanmayan kolorektal kanserli
hastalara kiyasla daha az agresif tiimor ve daha iyi sagkalim oldugu bildirilmistir
(Lin ve ark., 2020). ABD Onleyici Hizmetler Go&rev birimi tarafindan
kardiyovaskiiler hastalik riski bulunan 50’lili yaslardaki hastalarin kalp damar
hastaligi ve kolorektal kanserden korunmak igin her giin diisiik dozlarda aspirin

kullanmalarin1 6nermektedir (Chubak ve ark., 2015).

Yukaridaki acgiklamalardan da agik bir sekilde goriilecegi tizere kolokrektal
kanserlerin genellikle bati tarzi beslenme ve sedanter yasam birlikteligiyle iliskili
oldugu goriilmektedir. Bu baglamda kirmizi et tiiketimi, obezite, sigara, alkol
tilketimi 6nemli degistirilebilir risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Buna karsin
tam tahilli diyetle beslenme, yeterli kalsiyum ve D vitamini alimi, meyve ve sebze
tiiketimi, aspirin ve NSAID kullammi gibi durumlarin ise kolorektal kanser

gelisimini azaltic1 etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kune ve Watson, 2006).
1.2.2.3. Cinsiyet

Kolorektal kanserli geng kadinlar geng erkeklerden daha uzun siire hayatta kalmakta
olup, bu durum hormonal acidan kolorektal kanserin gelisimi ve patogenezinde
onemli bir rol oynamakla kalmiyor, ayn1 zamanda prognostik olarak da 6nem tasiyor
(Hendifar ve ark., 2009). Kolorektal kanser erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek

bir insidans gosterir ve daha erken yasta ortaya ¢ikar (Douaiher ve ark., 2017).
1.2.2.4. Genetik Faktorler

Kolorektal kanser oénemli Ol¢iide sporadik gelisim gostermekle beraber hastalarin
yaklasik olarak %30’unun ailesinde hastalik Oykiisii s6z konusudur. Bunlarin da
yaklasik %5’inin kalitsal genetik anomaliden kaynakli oldugu bildirilmistir (Patel ve
Ahnen, 2012). Kolorektal kanser tanil1 birinci dereceden akrabasi bulunan hastalarda
bu tan1 Oykiisiine ve ayni zamanda kolorektal kanser tanili akraba sayisina bagh
olarak kolorektal kanser tanili aile Oykiisii bulunmayanlara gore kolorektal kanser
gelisme riskinin yaklagik 2 kat fazla oldugu, birden ¢ok kolorektal kanser tanili
akrabaya sahip olmanin ve daha gen¢ olmanin da bu riski artirdigi bildirilmistir
(Butterworth ve ark., 2006). Yakin tarihli aragtirmalar aile riskinin birinci dereceden

akrabalarin da Otesine gectigini gostermistir (Samadder ve ark., 2014). Adenom
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tanis1 konulan hastalarla birinci ya da ikinci dereceden akraba olan bireylerde de
kolorektal kanser riskinin biraz arttig1 bildirilmistir. Kolorektal kanser olgularinin
oldugu ailelerin biiyiik boliimiinde riski bariz bir sekilde artirmakta olan etkenin
ender kalitsal sendromlardan ziyade hastalik riskinde artisa yol agan ve nispeten daha
yaygin olan genetiksel varyasyonlarin yasam tarziyla iliski etkenlerle beraber
kiimiilatif etkisinden kaynakli oldugu ifade edilmektedir (Peters ve ark., 2012).
Karakterize edilmis olan kalitsal sendromlar biitiin kolorektal kanserlerin yaklagik
%5’1ni1 teskil etmekte olup spesifik gen mutasyonlariyla iliskili oldugu bildirilmistir
(Patel ve Ahnen, 2012).

En yaygin kalitsal kolokrektal kanser tiirli olan herediter non-polipoid kolorektal
kanserler (HNPCC) otozomal dominant kalitim neticesinde meydana gelmektedir
(Yeginboy ve ark., 1995). Yapilan ¢aligmalar sonucunda Lynch sendromlu bireylerin
endometrium, over, ince barsak ve mide kanseri de dahil pek ¢ok baska organ

kanserleri agisindan da risk altinda oldugu saptanmistir (Bonadona ve ark., 2011).

Polipozis sendromlarinda kolon ve diger organ kanserlerine yakalanma riski
yiiksektir. Polip tipleri (adenomatdz, tirtikli) ¢esitlilik gostermekte olup, goriilen
polip tipine, ortaya ¢ikma yasina, poliplerin {ist/alt gastrointestinal sistem dagilimina,
polip sayisina ve bagirsak dis1 bulgulara gore kategorize edilmektedir (Konishi ve
Morson, 1982; Boland ve Kim, 1983; Dolek ve ark., 2013; Itzkowitz ve Potack,
2016). Bu sendromlar otozomal dominant kalittim gosterirken, MUTHY -iliskili
polipozis (MAP) otozomal resesif kalittim gostermektedir (Van ve ark., 2008; Valle,
2014). Polipozis sendromlar1 kalitsal (adenomatéz polipozis sendromlari,
hamartomatdz polipozis sendromlar1 vb.) ve kalitsal olmayan polipozis sendromlari
seklinde gruplandirilabilir. Adenomatdz poliplerin bulunmadigi gastrointestinal
polipozis sendromlarinda genellikle hiperplastik, hamartomatdz veya inflamatuar
tipte polipler bulunur (6rn. "Tirtikli" polipozis sendromu, Peutz-Jeghers sendromu).
Cogunlukla hiperplastik, hamartomat6z veya inflamatuar tipteki poliplerin displazi
veya karsinom gelistirmesi beklenmez ancak polipozis sendromuna eslik eden

vakalarda goriilebilmektedir (Rawla ve ark., 2019) (Tablo 1.1).
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Tablo 1. 1 Herediter kalitim bulunduran kolorektal kanser sendromlari

SENDROMLAR

Otozomal dominant kalitiml kolorektal kanser

Polip bulundurmayan veya birkac adenomatéz polip igeren
- Lynch Sendrom

Adenomatdz polip bulunduranlar

-FAP ve Atenue FAP (AFAP)

-Gardner Sendromu, Turcot Sendromu’

Hamatomatdz / mikst /hiperplastk polipler bulunduran
-Peutz-Jeghers Sendromu (PJS)

-Jivenil Polipozis Sendromu (JPS)

-Herediter hemorajik telenjicktazi sendromu (HHT)*
-“Serrated” polipozis sendromu®

-Herediter mikst polipozis sendromu (HMPS)*

-PTEN hamartoma sendrom (Cowden Sendrom/ Bannayan-Ruvalcaba — Riley Sendromlar)®
-Birt-Hogg-Dube Sendromu*

Otozomal resesif kaliuml kolorektal kanser
Adenomatdz, serrated adenoma ve hiperplastik polipler
-MUTHY iligkili polipozis (MAP)*

"Turcot sendromu: Lynch Sendromu varyanti veya beyin tiimorlerinin FAP’e eslik etmesi
2Muir-Torre Sendromu: Lynch Sendromu varyanti veya sebase gland tiimdrlerinin MAP’e eslik etmesi
*Kolorektal kanser riski belli degil (Jasperson ve ark., 2010)

1.2.2.5. Adenomlar

Tek yahut birden ¢ok sayida goriilebilen, kolon kanseri gelisiminin habercisi olabilen
benign glandular neoplazilerdir (Colucci ve ark., 2003). 40 yas Oncesinde
adenomatdz polip prevalanst %20-30 arasinda degigsmekte iken bu oran 60 yas
tizerinde %40-50’ye kadar ¢ikmaktadir (Hamilton ve Aaltonen, 2006). Kadinlarda ve
erkeklerde esit oranlarda olup adenomatdz polipler histolojik acidan epitelde
hiperseliilarite, hiperkromatik niikleus, farkli diizeyde stratifikasyon ve polarite
kaybiyla karakterizedir (Burgart, 2002; Hamilton ve Aaltonen, 2006; Savas ve ark.,
2007). Makroskobik olarak pedikiillii, sesi veya sapli adenomlar seklinde {ige
ayrilmakta iken yapilarina gore ise tubular, villoz ve tubuvilloz olmak iizere lige
ayrilirlar (Savas ve ark.,, 2007). Tanimlanmis genetik yatkinligt bulunan
sendromlarin haricinde bile aile 6ykiisii onemli risk faktorlerindendir. Birinci derece
yakininda kolorektal kanser Oykiisii bulunanlarda yaklasik iki kat risk artis1 soz

konusudur (Tuohy ve ark., 2014; Ercolak, 2016).
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1.2.2.6. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorlere bagli olarak gelisen ¢cogu hastalikta oldugu gibi kolorektal kanser
gelisiminde de yasam tarzi, maruziyet hikayesi 6nem tasimaktadir (Liithy, 2001;
Tasc¢ioglu ve ark., 2006). Diisiik ve orta gelir dlizeyine sahip tilkelerde niifus artis1 ve
6lim yasinin artmasina bagli olarak niifusun yaslanmasi, yasam tarzinin batili yasam
tarzina evrilmesi ve tiitiin tiiketimindeki artigla beraber kanser yiikiinde ciddi artig

oldugu bildirilmektedir (Haggar ve Boushey, 2009).
1.2.2.7. Sigara

Kolorektal kanser sikligi ve yliksek mortalitesi sigara i¢imi ile Onemli Olglide
iligkilidir (Botteri ve ark., 2008). Kiigiik yaglarda sigaraya baglama ve uzun siireli
sigara kullaniminin kolorektal kanseri a¢isindan 6nemli risk faktorlerinin basinda yer
aldigi bildirilmektedir (Giovannucci ve ark., 1994). Hem erkeklerde hem de
kadinlarda giinde bir paket sigaradan kaynaklanan kolon kanseri riskinde yaklasik
%50 artig goriilmekte olup sigaray: birakanlar, 10 yildan fazla bir siire 6nce birakmis

olsalar bile risk altindadir (Slattery ve ark., 1997).
1.2.2.8. Alkol

Diinya Kanser Arastirma Fonu (WCRF) / Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii
(AICR) tarafindan yapilan en son literatlir taramasi, alkollii iceceklerin kolorektal
kanser i¢in bir risk faktorii olduguna dair kanitlarin, giinde yaklagik 30 g'in
tizerindeki alimlar i¢in kanitlara dayali olarak ikna edici oldugu sonucuna varmistir.
Yapilan bir meta-analiz caligmasinda, giinliikk alkol tiiketiminde 10 g'lik bir artigin,
kolorektal kanser riskini genel olarak %7, erkekler icin %8 ve kadinlar icin %4
artirdigr goriilmiistiir. Cografi konumlarda (Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya),
anatomik tiimor alt bolgelerinde (kolon ve rektum) ve alkollii icecek tiirlerinde
(sarap, bira ve alkollii igkiler) alkol tiiketimiyle ilgili artan risk de gézlenmistir. Bira
ve sarap tiikketimi kolorektal kanser riskiyle pozitif olarak iligkili bulunmustur (Park

ve ark., 2019; https://www.wecrf.org/sites/default/files/Colorectal-cancer-report.pdf).
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1.2.2.9. Obezite

Asirt kilo ve obezite, her yil en az 2,8 milyon yetigskin 6liimiine neden olan genel
O0lim orami icin besinci ana riski olusturmaktadir. Ayrica, kolorektal kanser
vakalarinin yaklasik %11'i, Avrupa'da asir1 kilo ve obeziteye baglanmistir.
Epidemiyolojik veriler, erkeklerde obezitenin %30-70 oraninda kolon kanseri
riskinde artisa neden oldugunu, kadinlarda ise bu iligkinin daha az tutarli oldugunu
gostermektedir. Risk daha diisiik goriinsede, kolorektal adenom i¢in benzer egilimler
mevcuttur. Obeziteyi kolorektal kansere baglayan mekanizmalar hala tartisma
konusudur, ancak metabolik sendrom, insiilin direnci ve adipositokin diizeylerindeki

degisiklikler biiyiikk 6nem tasiyor gibi goriinmektedir (Bardou ve ark., 2013).
1.2.2.10. Fiziksel Aktivite

Yapilan diizenli fiziksel aktivite kolorektal kanserden korumaktadir. Daha yiiksek
fiziksel aktivite seviyesi kolorektal kanser riski arasinda potansiyel olarak nedensel
bir iligskiyi desteklemektedir. Bu verilere dayanarak, fiziksel aktivitenin tesvik
edilmesi, bu yaygin olarak teshis edilen kanserlerin birincil Onlenmesinde

muhtemelen etkili bir stratejidir (Papadimitriou ve ark., 2020).
1.2.2.11. Tiimoriin Evrelenmesi

Hastaligin evresi kolorektal kanser tedavisinde sagkalim iizerinde etkili olan en
onemli faktordiir (Akkoca ve ark., 2014). Tanilama yontemleriyle timdr evresi ve
derecesinin belirlenmesi hedefe yonelik tedavi yaklasimlariin planlanmasi agisindan
onemlidir (Oztop, 2019). Tiimériin evrelemesi igin ¢ok sayida siniflama ydntemi
kullanilmis olmakla beraber giliniimiizde Amerikan Kanser Ortak Komitesi (The
American Joint Commitee On Cancer —AJCC) ve Ulusal Kanser Birligi
(International Association of Cancer -UICC) tarafindan olusturulmus olan TNM
siiflama sistemi en yaygin olarak kullanilan tiimor siniflama sistemidir (Tablo 1.2).
Tedaviye karar vermede giliniimiizde bu smiflama sistemi kullanilmaktadir
(Fenoglio-Preiser ve ark., 1999; Ballinger ve Anggiansah, 2007; Akkoca ve ark.,
2014). Siniflandirmada yasam siiresiyle iligkili olan tiimoriin barsak duvarindaki
penetrasyon derinligi ile lenf nodu tutulum sayisi iki 6nemli faktdr olarak One

cikmaktadir (Compton ve Greene, 2004).
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Tablo 1. 2 AJCC kolorektal kanser evreleme sistemi

T Primer Timaor

Tx Yayilim derinliginin belirlenemedigi tiimor

TOKlinik olarak tiimdr yok

Tis Karsinoma insitu ve intramukozal (lamina propria icinde)

T1 Tiimér submukozaya invaze

T2 Muskularis propria tutulumu

T3 Seroza ve adventisya tutulumu

T4 Periton boslugu ve komsu organlara invazyon varlig:

N Bélgesel LenfBezi Tutulumu

Nx Lenf bezi tutulumu degerlendirilmemis

NO Lenf bezi tutulumu yok

N1 Perikolik veya perirektal lenf bezlerinde 4°iin altinda tutulum varlig:.

N2 Perikolik veya perirektal lenf bezlerinde 4 ve tizerinde tutulum varligs.

M: Uzak Metastaz

Mzx: Degerlendirilmemis

MO: Bilinen uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

Evrelendirme;

Evre 0: Tis NO MO

Evrel: T1-2 N0 MO

EvreIIA: T3 NO MO

EvreIIB: T4 NO MO

EvreIITA: T1-2 N1 MO

EvreIIIB: T3-4 N1 MO

Evre ITIIC: Herhangi T N2 MO

EvreIV: Herhangi T Herhangi N, M1

TNM smiflandirma sistemi cerrahi rezeksiyonla alinip incelenen numuneyle
belirlenen patolojik evrelemeye iligkin bilgileri, hastaligin boyutuyla ilgili en dogru
ve glivenilir sekilde evreleme olarak kabul edilir. Bu evreleme sistemi ayn1 zamanda
adjuvan tedavinin operasyondan sonra dogru olarak uygulanabilmesine dair de yol
gostericidir. Siniflandirma sistemiyle tespit edilen patolojik veriler ve tanilayici
ozellikler tiimorlerin farkl risk kategorilerine ayrilmasina katki saglayabilmektedir.
Tim kanser tilirlerinde oldugu gibi kolorektal kanserde de dogru evreleme hastaligin
belirtisi, tedavi yaklagimlar1 ve klinik uygulama sonuglarinin anlasilmasinda temel

teskil etmektedir (Compton ve Greene, 2004).

Kolorektal kanser evrelerinin ylizde dagilimlart Sekil 1.7°de verilmistir.
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= Lokalize
# Bolgesel

# Uzak

Sekil 1. 7 Kolorektal kanserler evrelerinin yiizde dagilimlar (Tiirkiye birlesik veri

tabani, 2016) (Tiirkiye kanser istatistikleri, 2016)
1.3. Kolorektal Kanserin Molekiiler Mekanizmasi
1.3.1. Adenom-Karsinom Ardisikhg:

Kolorektal kanser normal glandiiler epitelin invaziv kanser haline geldigi genetik ve
epigenetiksel degisikliklerin birikimi seklinde ifade edilebilir. Vogelstein ve Fearon
normal kolon epitelinin adenoma, invaziv kansere ve metastatik kansere
dontisiimiinli iceren asamalar1 tanimladilar (Sekil 1.8) (Vogelstein ve ark., 1988;
Canbay ve Bugra, 2011). Model ilk tanimlandigi zaman tiibiiler ve tiibiilovilloz
adenomlarin kansere ilerledigi bildirilmis olup sonrasinda ise sesil serrated
adenomlar ve klasik serrated adenomlarin da kansere yol agma potansiyelinin oldugu
belirtilmistir (Jass, 2004; Goldstein, 2006).

PREEEE el U “ ARE & u:z;nnu » - Jros

Normal Aberan Kript Erken Evre Heri Evre
Kolon Odags l=>' Adenom =2 Adenom =>>| Kanser
Epitel

Sekil 1. 8 Kolorektal karsinogenezisde adenom-karsinom ardisikligi (Canbay ve
Bugra, 2011)
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Konu fizerinde gergeklestirilen aragtirmalar neticesinde klasik ve sesil serrated
(sapsiz testereli) poliplerin kanser doniisiimiiniin mikrosatellit kararsizligi (MSI),
CpG adaciklarinda yogun DNA metilasyonu (CIMP) ve BRAF V600E mutasyonu ile
tiibiiler adenomatoz poliplerin kansere doniistimiiniin ise adenomat6z polipoizis koli
(APC) gen inaktivasyonu ve kromozom kararsizligi (CIN) ile iliskili oldugu
saptanmistir (Tablo 1.3) (Noffsinger, 2009; Canbay ve Bugra, 2011).

Tablo 1. 3 Kolorektal karsinogenezisde serrated ve tiibiiler adenomat6z poliplerin
kansere doniisiimiinde rol oynayan genetik degisiklikler (Canbay ve

Bugra, 2011)

Genetik Degisiklikler Serrated Polipler Tiibiiler Adenomatoz
Polipler
MSI + -
CIMP +
BRAF V600E Mutasyonu +
APC Gen Inaktivasyonu Sonucu Gelisen - +
CIN

1.3.2. Genomik ve Epigenomik Instabilite ve Kromozomal Degisiklikler

Kolorektal karsinogenezin en 6nemli basamagi genomik ve epigenomik instabilitedir
(Sekil 1.9). CIN, CIMP, MSI ve yaygin DNA hipometilasyonu seklinde 4 tip
genomik ve epigenomik instabilite tanimlanmistir (Little ve ark., 2008; Hanahan ve
Weinberg, 2000; Canbay ve Bugra, 2011).
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Sekil 1. 9 Kolorektal karsinogenezisde epigenetik ve genetik instabilite ve kansere

doniisiim basamaklar1 (Canbay ve Bugra, 2011)
1.3.2.1. Kromozomal Instabilite

Kolorektal kanser vakalarinin %85’inde en yaygin goriilen durumlardan birisi
kromozomal instabilite olup CIN’nin klonal farklilikta artisa neden olarak kansere
sebep oldugu ileri siiriilmektedir. Konu iizerine gergeklestirilen calismalarda da
CIN’nin kolorektal kanserin kotii prognostik faktorlerden birisi oldugu gosterilmistir
(Popat ve Houlston 2005; Grady ve Carethers, 2008; Walther ve ark., 2008; Canbay
ve Bugra, 2011).

1.3.2.2. Mikrosatellit instabilite

Mikrosatellitler insan genomundaki 1-6 baz ¢ift uzunluga sahip diziler olup, insan
genomunda 100.000’in iizerinde mikrosattellite sahip oldugu bilinmektedir.
Kolorektal kanser vakalarinin %15’inde mikrosatellit instabilitesi (MSI) goriilmekte
olup MLH1, MSH2, PMS2 ve MSH6 genlerinin inaktivasyonuna bagl olarak olusur.
Replikasyon esnasinda DNA’da yanlis eslesme hatast MMR genleriyle tespit edilir.
MLHI ve/veya PMS2 heterodimeri de belirlenen bu hatayr kesmek suretiyle DNA

zincirinin diizeltilmesine katkida bulunur. MMR sisteminde meydana gelen hatalar
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MMR aktivite kaybina yol agar ki bu da hipermutator fenotip olan MSI olusumuna
neden olur. Sporatik kolorektal kanser olgularinda MSI epigenetik degisikliklere
bagli olarak olusur. MLH1 promotorundaki metilasyon genin sessizligine yol agarak

MSTI’ye neden olur (Gupta ve ark., 2018; Satorres ve ark., 2020).
1.3.2.3. CpG Adacik Hipermetilasyonu

CpG adaciklari, genellikle 500 bp'den uzun tekrarlayan sitozin-guanozin
kalintilarindan olusan DNA boélgeleridir ve promotorlerin, insan genomunun
%50'sinde CpG adaciklarma gomiilii oldugu bulunmustur. CpG adaciklarinimn
promotorlerinin anormal metilasyonu, tiimor genlerinin inaktivasyonuyla ilgili en
onemli epigenetik mekanizmalar arasinda yer alir ve bu epigenetik degisiklik, DNA
onarim sistemi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, anjiyogenez inhibisyonu
gibi mekanizmalarin inaktivasyonuna yol agar. Yapilan caligmalar sonucunda
kolorektal kanser alt grubunda birgok metillenmis CpG adaciklarinin ayni anda
karakterize edildigi ve bir¢ok tiimoér geninin inaktif oldugu belirlendi. CIMP olarak
adlandirilan bu alt grup, cinsiyet, kolonik baskinlik, zayif ve miisindz histoloji ve sik
KRAS veya BRAF mutasyonlar1 dahil olmak {iizere benzersiz klinikopatolojik ve
molekiiler o6zelliklere sahiptir. CIMP-pozitif kolorektal kanserin ¢ogunlukla
istenmeyen prognozla iliskili oldugu ve bu o6zelligin MSI ve KRAS veya BRAF
mutasyonlarinin varligindan bagimsiz oldugu belirlenmistir (Jia ve ark. 2016). CIMP
pozitif kolorektal kanserlerin biiyiik kismu bir MSI fenotipi sergiledigi i¢in CIMP
pozitif kolorektal kanserlerin klinopatolojik 6zellikleri ile MSI kolorektal kanserleri
birbiriyle c¢akisir. CIMP pozitif MSS kolorektal kanserleri CIMP pozitif MSI
kolorektal kanserlere benzer sekilde yiiksek BRAFV600E mutasyonu frekansiyla
karakterize edilirler. APC mutasyonlar1 ve WNT/CTNNBI1 sinyal yolagini
aktivasyonu ile CIMP arasinda negatif yonlii bir iligki sz konusudur (East ve ark.,
2017). Konu iizerine gerceklestirilen arastirmalarda sporadik kanser gelisiminde
etkili olan MSI ve CIMP arasindaki iligkiyi destekler nitelikte sonuglar elde
edilmistir (Tablo 1.4) (Weisenberger ve ark., 2006; Barault ve ark., 2008; Canbay ve
Bugra, 2011).
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Tablo 1. 4 Herediter ve sporadik kolorektal kanserlerdeki genetik ve epigenetik
degisiklikler (Canbay ve Bugra, 2011)

Genetik/Epigenetik HNPCC (Lynch Familyal Adenomatoz | Sporadik Kolorektal
Degisiklikler Sendromu) Polipozis Koli Kanserler

MMR inaktivasyonu F - -
ile MMR protein kayb1
MLH1, MSH2, MSH6 + - -
PMS 2 germline
mutasyonu
MLH1 - - +
hipermetilasyonu
BRAF V600E + - -
mutasyonu
APC gen mutasyonu - + -
CIN - + -

1.4. Kolorektal Kanserde Biyobelirtecler

Kolorektal kanser diinya genelinde en fazla goriilen 3. kanser tipi olmasina karsin
hastalarin %10’undan fazlasina tan1 konuldugunda genellikle hastalarin ileri evrelere
ulastig1 ve diger doku ya da organlara metastaz yaptig1 goriilmektedir. Dolayisiyla
kolorektal kanser mortalitesindeki artista erken donemde teshis edilememesi biiyiik
rol oynamaktadir. Bu nedenle biyobelirtecler erken tani ve kisisellestirilmis tedavi
yaklagiminin seg¢ilmesi acisindan son derece oOnemlidir (Yiu ve Yiu, 2016;

Aghagolzadeh ve Radpour, 2016).

Kanser biyobelirtecleri tiimor hiicrelerince veya tiimore karsi yanit olarak diger viicut
hiicrelerince iiretilmekte olan biyomolekiillerdir. Bunlar kanser taramalari, erken
tani, prognostik veya genel sonucun Ongérillmesinde kullanilan O6nemli
biyomolekiillerdir. Ayn1 zamanda belli bir tedaviye olumlu yanit verme ihtimali en
yiiksek hasta alt populasyonlarinin belirlenmesinde de katki saglamaktadirlar.
Biyobelirtegler, kanda, idrarda, dokularda veya diger viicut sivilarinda tespit
edilebilen spesifik hiicreler, hormonlar, enzimler, molekiiller, genler ve/veya gen
liriinlerini igeren son derece genis bir biyomolekiil grubudur. Ozellikle goriilme
siklig1 ve 6liim orani yiiksek olan kanser tiirleri acisindan biyobelirteg tanimlama
asamasinda ilgili kriterlerin dogru degerlendirilmesi ve hedefe en uygun
biyobelirteclerin tanimlanmasi olduk¢a dnemlidir. ideal biyobelirteg, kanserli ve iyi
huylu vakalar arasinda ve agresif tiimorler ile agresif olmayanlar arasinda iyi ayrim

yapma potansiyeline sahip olmalidir. Bununla birlikte, ideal bir biyobelirtecin
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ozellikleri farklilik gosterir ve bu da onlarin siniflandirilmasini ve uygulanmasini
smirlar. Ideal bir biyobelirtecin sahip olmasi gereken ozellikler su sekilde

siralanabilir (Kamel ve Al-Amodi, 2016):

e Yiiksek klinik duyarlilik: Ilgili spesifik kansere sahip olan biitiin hastalarca
tiretilmelidir.

e Yiiksek klinik spesifiklik: Yanlis negatiflik oraninin diisiik olmasi gerekir.
e Organ/dokuya 6zgii sentezlenmelidir.

o Kantitatif olarak tiimoér hacmi yahut hastaliin progresyonuyla dogru orantili
olmalidir.

e Yart Oomrii kisa olmali: Tedavinin uygun olarak takibi acisindan timor
yiikiindeki herhangi erken bir degisikligi hizlica yansitabilmelidir.

e Saglikli bireylerin ve 1yi huylu hastaliklar1 olan kisilerin serumunda (varsa)
diisiik diizeyde bulunmalidir.

e Metastatik tiimorler i¢in ayirt edici olmalidir.

o Kantitatif, standartlastirilmis, tekrarlanabilir ve dogrulanmis testler mevcut
olmalidir.

e Ucuz bir tespit yontemine sahip olmalidir.
e Non-invaziv olarak elde edilmelidir.

1.4.1. Klasik Tiimor Belirtecleri

Karsinoembriyonik antijen (CEA) pek c¢ok epitelyum tiimoriinde eksprese edilmekte
olan serum glikoproteinlerinden birisidir. Fetal gelisim esnasinda iiretilen CEA hiicre
adhezyonunda rol oynar. Dogum ile birlikte {iretimi ¢ogunlukla durmaktadir. Dogum
sonrasinda saglikli bireylerde CEA ekspresyonu 6nemli oranda inhibe edilmis olup
olduk¢a diisiikk plazma CEA diizeyleri Ol¢iiliir. Fakat akciger, meme, pankreas ve
kolorektal kanserli bireylerde, sigara kullananlarada, akciger sirozu, diyabet, sarilik,
kronik bobrek yetmezligi gibi hastaligr olanlarda yiiksek diizeyler saptanabilmektedir
(Nicholson ve ark., 2015).

Ilk kez 1965°’te tanimlanmis olan CEA bilhassa kolon ve rektum dokularinda ve
adenokarsinomlarda fazla eksprese edilir. Tan1 konulmasi esnasinda kolorektal

kanser hastalarinin yaklasik %70’inde CEA degeri yiiksek olup bu da CEA’nin iyi
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bir biyobelirte¢ oldugunu gosterir. CEA, kolorektal kanser hiicrelerinin akciger ve
karacigere metastaz yapmasini kolaylastirabilmektedir. Ameliyat sonrasindaki CEA
diizeyleri 6nemli prognostik gostergelerden birisi olup ameliyattan sonraki yiliksek
CEA diizeylerinin 4-6 hafta igerisinde normale donmesi gerekir. Normale donmeyen
CEA diizeyi olumsuz prognostik bir belirtegtir (Quentmeier ve ark., 1987; Bolocan
ve ark., 2015; Jelski ve Mroczko, 2020).

CA 19-9 (Karbonhidrat Antijeni), kolorektal kanser teshisinde kullanilan ve kana
salinabilecek  yiiksek molekiil agirhikla Kkarakterize bir  glikoproteindir.
Adenokarsinomlarca tiretilmekte olup kolon, mide, endometrial epitelyum ile insan
pankreas ve safra kanali hiicreleri tarafindan sentezlenir. Saglikli bireylerin serum
orneklerinde diisiik diizeyde bulunmasina karsin gastrointestinal hastaliklar ve
pankreatit gibi durumlarda asir1 eksprese edilmektedir. Bu baglamda da
gastrointestinal kanserlerde kullanilan 6nemli prognostik belirteclerden birisi olarak

degerlendirilmektedir (Scara ve ark., 2015).

Fekal gizli kan testi (FOBT) kolorektal kanser taramalarinda kullanilmakta olan en
onemli digki testi olup tarama protokollerinin ilk asamasinda kullanilir. Uygulanmasi
kolay, ucuz ve ozgilligl yiiksek (%98-99) bir testtir. Bu testin kolorektal kanser
mortalitesinde %311-33, insidansinda ise %17-20’lik bir azalma sagladigi
bildirilmistir. Spesifikligi yliksek olmakla beraber duyarliligr diisiiktiir. Kirmiz1 et ve
C vitamini gibi besin kaynaklar1 testin pozitif ¢ikmasina yol acabilmektedir. Diger
bir dezavantaji ise adenomlarin biytkligi ile ilgilidir. Celigkili olarak kolon
bolgesinden bagimsiz bir sekilde 1 cm’den kiiclik adenomlar 1.5-2 cm boyutlarindaki
adenomlara gore daha sik kanamaya yol actifindan kolon adenomlu hastalarin
%40’indan azinda FOBT sonucu pozitif ¢ikmaktadir (Dickinson ve ark., 2015;

lannone ve ark., 2016).
1.4.2. Molekiiler Biyobelirtecler

Insan RAS (Resistance to Audiogenic Seizures) gen ailesi noroblastom RAS viral
onkogen homologu (NRAS), Kirsten RAS (KRAS) ve Harvey sican sarkol viral
onkogen homologu (HRAS) seklinde 3 iiye igermekte olup bunlar da NRAS,
KRAS4A-B ve HRAS isimli 4 protein tretir (Hobbs ve ark., 2016). Belirtilen

proteinler GTPaz enzim aktiviteleriyle hiicre dis1 sinyalleri (Biiylime ve farklilasma
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gibi) ¢ekirdekdeki hiicre siklusu proteinlerine ileterek hiicre biiylimesi, farklilagmasi,
¢ogalmasi ve hayatta kalmasinda rol oynarlar (Quinlan ve Settleman, 2009; Prior ve
ark., 2012). RAS gen ailesi liyelerindeki islev kazandiran (Gain of Function) yanlis
anlam (Missense) mutasyonlar1 biitiin insan kanserlerinin yaklasik “4’linde tespit
edilmis olup bu mutasyonlar ¢ogunlukla tek niikleotid nokta mutasyonlaridir ve
birkag¢ hotspot bolgede (ekzon 2'deki 12 ve 13. kodonlar, ekzon 3'teki 59-61 kodonlar
ve ekzon 4'teki 117 ve 146 kodonlar) bulunurlar (Maffeis ve ark., 2019).

KRAS biitlin kanser tiirlerinin yaklasik %20’sinde goriilen en yaygin mutasyona
ugramis izoform iken NRAS ve HRAS mutasyonlar1 ise tim kanserlerin sirasiyla
%8’inde ve %3’linde bulunur. Kolorektal kanserde KRAS mutasyon orani %30-50
arasinda degismektedir (Bos, 1989; Edkins ve ark., 2006; Santini ve ark., 2008; Van
Cutsem ve ark., 2016). KRAS mtuasyonunun prognostik degeri tizerine yapilan ¢ok
sayida caligmada metastatik kolorektal kanserlerde KRAS mutasyonuyla koti

prognoz arasinda iliski oldugu saptanmistir (Peluso ve ark., 2017).

RAF (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) gen ailesi ARAF, BRAF ve RAF1 olmak
lizere 3 adet serin/treonin kinaz igerir. Bunlardan BRAF bir serin/treonin protein
kinaz1 kodlamakta olup RAS/RAF/MEK/ERK mitojen ile aktive edilen protein kinaz
(MAPK) sinal yolaginda farklilasma, proliferasyon ve sagkalim mekanizmalarinin
yonetiminde sorumludur (Aghagolzadeh ve ark., 2016). BRAF mutasyonu kolorektal

kanser vakalarinin %7-10"unda bulunur (Strickler ve ark., 2017).

APC (Adenomatozis polipozis koli) geni, kolorektal kanser karsinogenez siirecindeki
onemli tiimor genlerden birisidir. Hiicreler arast iletisim, proliferasyon ve
transkripsiyon gibi islevleri bulunmakta olup temel islevi protein beta-katenin
interaksiyonuyla Wnt sinyal yolaginin regiilasyonudur (Raskov ve ark., 2014; Zhang
ve Shay, 2017).

TP53 geni bir transkripsiyon faktoriinii kodlamakta olup DNA onarimi, hiicresel
stres, apoptoz ve anjiyogenezden sorumlu gendir. Insan malignitelerinin yaklasik
%50’si timor p53 geninde mutasyon icermekte olup bu oran kolorektal kanserler
vakalarinda %50-70 arasindadir. Tiimor genlerdeki siiriicii (Driver) mutasyonlar
protein fonksiyonunun veya ifadesinin kaybolmasina yol agar. TP53 fonksiyon kaybi1

timor olusumunda 6nemli bir role sahip olup bu gende meydana gelen degisiklikler
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kolon kanserinde sik¢a CIN fenotipiyle iligkili ve MSI tiimér fenotipiyle de ters
iliskiye sahiptir. Yapilan caligmalar sonucunda TPS53 genindeki mutasyonlarin
kolorektal kanserlerde kotii prognoz ile iliskili oldugu saptanmustir (Tejpar ve ark.,
2010; Li ve ark., 2015; Cuyle ve Prenen, 2017).

1.5. MikroRNA

1.5.1. Tanmim ve Tarihce

MikroRNA’lar (miRNA), 19-23 niikleotid uzunlugunda, kii¢iik RNA’larin (small
RNA) bir iiyesi olup, protein kodlamayan, tek iplikli, transkripsiyon sonrasi gen
ekspresyonunu diizenleyen kiiciik endojen RNA'lardir (Lu ve Rothenberg, 2018).
miRNA’ larin biiyiik cogunlugu protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde
bulunmaktadir, ancak genler arasi bolgelerde veya eksonlarda da bulunabilirler.
miRNA’lar, DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak proteine g¢evirisi yapilmayan
genler tarafindan kodlanmaktadir. 271 organizmada yaklasik 40.000 miRNA tespit
edilmis olup insanlarda yaklasik 20.000 miRNA tanimlanmigtir. miRNA’larin ¢esitli
biyolojik ve patolojik durumlarda diizenleyici olarak fonksiyon gordiikleri

bilinmektedir (Kozomara ve ark., 2019).

miRNA ailesinin ilk tiyesi, 1993 yilinda Lee ve arkadaslarinin C. elegans iizerinde
yaptiklar1 calismalar sirasinda  kesfedilen lin-4> tiir. Ilk kesfedildiklerinde
fonksiyonlar1 anlasilamayan, sadece nematodlara 6zgii olduklar: diisiiniilen, kiiciik ve
gecici RNA’lar olarak tanimlanmislardir. miRNA’larin  temel islevleri D.
melanogaster ve insanda let-7’nin kesfedilmesinden sonra anlasilmaya baslanmuistir.
miRNA terimi ise ilk olarak 2001 yilinda kullanima girmistir. Sonraki ¢aligmalarda
miRNA’larin hayvan, bitki ve virlislerde de bulundugu ve gen ekspresyonu
diizenlenmesinde fonksiyonlart oldugu gosterilmistir (Bartel, 2004). Kanser ile
iliskilendirilmeleri ise ilk olarak 2002 yilinda miR-15 ve miR-16’da meydana gelen
bozukluklarin, 13ql4 kromozom delesyonuna neden olarak kronik lenfositik

16semisiye yol actiginin gosterilmesiyle olmustur (Calin ve ark., 2002).
1.5.2. miRNA’larin Biyogenezi

miRNA’lar 3 asamalik bir siire¢ sonunda meydana gelmektedir. ilk asamada primer

miRNA’larin (pri-miRNA) transkripsiyonu olur. ikinci asamada pri-miRNA’lar
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cekirdek icerisinde prekiirsér miRNA’lara (pre-miRNA) déniistiiriiliir. Ugiincii

asamada ise olgun miRNA’lar sitoplazma igerisinde olusur (Kwak ve ark., 2010).

miRNA’lar primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il enzimi
tarafindan genomik DNA’dan sentezlenmektedir. Pri-miRNA “cap” ve “poli A”
kuyruguna sahip sap-ilmik yapisinda olup ¢ekirdekte RNAaz III enzim ailesinin
endoniikleaz1 olan Drosha ile kofaktorii olan Pahsa (yahut DGCRS) tarafindan
yaklasik 70 nukleotid uzunluktaki pre-miRNA’ya dontstiirilmektedir (Lee ve ark.,
2003; Denli ve ark., 2004). Olusan pre-miRNA molekiili bir niiklear tasima
reseptorli olan Exportin 5 ve bir niiklear protein olan RAN-GTP’ye bagimli olarak
sitoplazmaya taginir. Daha sonra pre-miRNA’lar RNAaz III enzim ailesi igerisinde
yer alan Dicer endonukleazi ile kesilerek 18-24 nukleotid uzunlukta cift zincirli
miRNA’ya déniistiiriiliir (Karagiin ve ark., 2014). Ayrica Dicer, RNA ile tetiklenmis
olan susturma kompleksinin (RISC = RNA-induced silencing complex) olusumunu
baslatir. Dicer tarafindan pre-miRNA’nin sap ilmigi kesildikten sonra miRNA
dubleksinden yalnizca birisi RISC kompleksine katilir. Bu iplik kilavuz iplik (Guide
Strand) olarak adlandirilmakta iken diger iplik ise anti-kilavuz yahut yolcu iplik
olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. miRNA’lar aktif
RISC kompleksine entegre olduktan sonra ya argonaute proteinleri araciligr ile
mRNA’nin yikimina yahut protein translasyonunun baskilanmasina yol agarlar (Sekil

1.10) (Garzon ve ark., 2009).

28



Sitoplazma
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mRNA hedef kesimi Translasyon baskilamasi

Sekil 1. 10 miRNA olusumu (Yang ve Lai, 2011; Hitit ve ark., 2015).
1.5.3. miRNA’larin Fonksiyonu

miRNA’lar hedefledikleri genlerin ekspresyonlarini azaltmak suretiyle protein
sentezinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadirlar. Kendine uygun niikteotid
dizilerini ve komplementer hedef genleri tanima 6zelligine sahip olan miRNA’lar
RISC ile birlesmek suretiyle bir kompleks olustururlar. Baz esleme 6zelligi ile de
mRNA’ya baglanarak protein translasyonunun baskilanmasina ve/veya mRNA

yikimina yol agarlar (Rothschild, 2014).

miRNA’lar hedefledikleri mRNA’nin 3' ucundaki translasyonunun olmadigi bolgeye
yahut hedef aldigt mRNA’nin ORF boélgesine baglanmaktadir. Baglanma pozisyonu
miRNA komplekslerinin mRNA ile nasil komplementer olduklari ile iliskilidir.
miRNA’lar mRNA’nin 3' UTR boélgesine baglanirsa kusurlu, eksik ya da tam
olmayan komplementerlik denilen durum gergeklesir ki bu durum da translasyonun
inhibisyonuna yol agar. Baglanma ORF bolgesinin igerisine olursa kusursuz, tam
komplementerlik denilen durum s6z konusu olup bu durumda da Ago2 tarafindan

mRNA yikimi gerceklesmektedir. Ayni zamanda miRNA’larin her birinin birden ¢ok
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mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve her bir mRNA’nin da birden fazla
miRNA tarafindan hedef alinabilecegi saptanmustir (Sekil 1.11) (Hayes ve ark.,
2014).
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Sekil 1. 11 miRNA fonksiyonu (Hayes ve ark., 2014)

miRNA’larin her biri hedef genlerin yiizlercesini kontrol etmek suretiyle farkl

biyolojik siire¢leri diizenlemektedirler.
1.5.4. miRNA’larin Hastaliklarla Tliskisi

Calismalar miRNA'larin 0karyotik hiicrelerdeki bazi hastaliklarla iligkili oldugunu
gostermistir. Onkoloji, noroloji, kardiyoloji ve viroloji gibi bir¢ok alanda ¢alismalar
devam etmekte ve elde edilen sonucglara gore de tedavi stratejileri degismektedir
(Care ve ark. 2007; Cameron ve ark. 2008). Huntington hastalifi ve Alzheimer,
belirli bir gene bagli ve baskin olarak kalitsal olan norodejeneratif hastaliklarin
ornekleridir. Bu nedenle bu gen {irtiniinlin RNAI ile sessizlestirilmesi sonucunda bu
tarz hastaliklarin 6nemli oranda tedavi edilebilecegi diisiiniilmektedir (Gonzalez-
Alegre, 2007). Benzer sekilde diinyanin %3'linii enfekte eden hepatit C viriisii

tizerinde yapilan bir arastirmada fare hepatositlerindeki siRNA'larin HCV dizisinin
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gen {riiniini dogrudan sessizlestirdigi saptanmistir (McCaffrey ve ark. 2002).
miRNA fonksiyonunun kalpteki roliiniin arastirildigi deneylerde miRNA'larin
olgunlagmasi engellenmis ve deney sonucunda miRNA'larin kalp gelisiminde 6nemli
bir rol oynadigi goriilmiistiir (Abdellatif, 2010). miRNA'lardaki bozukluklar
mRNA'nin fonksiyonunu etkileyerek genetik ve epigenetik degisikliklere neden olur
(Tablo 1.5). Ayn1 zamanda proliferasyon, morfogenez, apoptoz ve farklilasma gibi
cok sayida hiicresel aktivite de miRNA'larca diizenlenmektedir. miRNA
mutasyonunun veya ekspresyonunun cesitli insan kanserleri ile iligkili oldugu ve
miRNA'larin tiimor baskilayici veya onkogen olarak islev gorebildigi bilinmektedir
(Karagiin ve ark. 2014).

Tablo 1. 5 miRNA’lardaki bozukluklarin miRNA ve mRNA islevine etkisi
(Cowland ve ark., 2007)

Genetik/epigenetik yeniden | Etki miRNA mRNA
diizenlemeler etkinligi ilizerindeki etki
Delesyon ! 0
Amplifikasyon 0 l
Translokasyon 1 1
Tek baz mutasyonu/polimorfizm
Pri-/pre-miRNA Siiregte bozulma l 0
Olgun miRNA Hedefin degistirilmis | 1] T
baglanmasi
Yeni hedefe baglanma 1 l
Hedef mRNA- baglama bolgesi miRNA’nin degistirilmis | 1| T
baglanmasi
Non-target mMRNA miRNA’nin hedef olmayana | 1 !
baglanmasi
Epigenetik Olaylar
mRNA promotoriiniin | MiRNA transkripsiyonu | | 0
metilasyonu downregiile
Kapali kromatin yapisi miRNA transkripsiyonu | | 1
downregiile

1.5.5. miRNA’lar ve Kanser

Bundan 20 yil oOncesine kadar sadece onkogenler ile tiimor genlerindeki
bozukluklarin kanser olusumuna neden oldugu diisiiniilmekteydi. Fakat miRNA’larin
kesfiyle birlikte kansere kars1 diagnostik, prognostik ve terapotik yaklasimlarda yeni
bir boyuta gec¢ilmistir (Wijnhoven ve ark., 2007; Saydam ve ark., 2011).
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Pek cok tiimor dokusunda miRNA’larin diizensiz eksprese oldugu bildirilmistir
(Ruan ve ark., 2009). OnkomiRNA’lar gibi bazt miRNA’lar tiimorlii dokularda
upregiile olmakta iken bazilar1 ise downregiile olmaktadir. Onkojenik miRNA’larin
upregiilasyonu ve downregiilasyonu malign proliferasyon, metastaz ve invazyon gibi
kanserin ayirt edici 6zelliklerine katkida bulunmak suretiyle kanser olusumunu tesvik
eder (Esquela-Kerscher ve Slack, 2006; Reichek ve ark., 2011; Xing ve ark., 2014;
Yavuzsen ve ark., 2019; Cinar ve Dursun, 2016).

Kanser ve miRNA’lar arasindaki ilk bulgular kronik lenfositik 16semi (KLL)
hastalar1 iizerinde gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda saptanmistir. Calin ve ark
(2002) B hiicreli KLL hastalarinda miR-15a ve miR-16-1 kodlayan gen bdlgesinin
sitkca delesyona yahut translokasyona ugradigini bildirmislerdir. Delesyon
neticesinde miRNA’larin hedefi olan anti-apoptotik BCL-2 (B-cell lymphoma 2)
proteinin ekspresyon diizeyi artmakta, hiicreler bu nedenle apoptoza gitmemektedir.
Bu bulgudan hareketle konu tizerine gergeklestirilen diger calismalar sonucunda da
miRNA’larin kanser patobiyolojisinde etkili oldugu bildirilmistir (Melo ve Esteller,
2011). miRNA’larin kanser olusumunda bu denli etkili olmalarindan otiirii timor
miRNA’larin islevlerinin taklit edilmesi yahut onkogenik miRNA’larin islevlerinin
inhibisyonu kuvvetli bir terapdtik potansiyel ortaya koymaktadir. Giiniimiize dek bu
konuya dair 6nemli ilerlemeler saglanamamis olsa da bu yonde calismalar umut

vericidir (Petrocca ve Lieberman, 2009).
1.5.5.1. Tiimor Baskilayict miRNA’lar

Bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etme islevi bulunan miRNA'lar timor
baskilayict miRNA'lar (TSmiRNA) olarak adlandirilirlar. miRNA'larin kanserlesme
tizerindeki etkisi ilk olarak miR-15a ve miR-16-1'in 2001'de kesfedilmesi sonucunda
ortaya konmus olup belitilen bu miRNA'larin etki mekanizmasi ise 2005 yilinda
belirlenmistir. Bu miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin, KLL hiicrelerinde anti-
apoptotik B hiicreli lenfoma proteini Bcl-2'nin iiretimi ile negatif bir iliskiye sahip
oldugu gosterilmistir. Boylelikle miR-15a ve miR-16-1'"in tiimor baskilayicr etkilere
sahip oldugu tespit edilmistir. Bu miRNA'larin diisiik seviyelerinin (timor
baskilayici fonksiyon kaybi) yiiksek seviyelerde Bel-2 proteini ile iliskili oldugu, bu
nedenle de anormal hiicre biiyiimesine yol agtig1, yliksek seviyelerinin (normal timor

baskilayic1 aktivite) ise apoptoz ile iligkili oldugu belirlenmistir. Normal
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seviyelerinin kontrolsiiz hiicre biiylimesini inhibe ettigi bildirilen miR-15a ve miR16-

1'in timor baskilayict aktiviteleri saptanmistir (Calin ve ark., 2008).

Timor stipresor ozellige sahip bir diger miRNA let-7 ailesinin tiyeleridir (let-7b, let-
7c, let-7d, let-7f ve let-7g). Takamizawa ve ark (2004) tarafindan yapilan ¢alismada
akciger kanseri hastalarmin akciger dokusunda normal akciger dokusuyla
karsilagtirildiginda genellikle diisiik let-7 diizeyleri oldugu tespit edilmistir. Ayni
calismada akciger kanseri hiicre kiiltiirii modelindeki Let-7 diizeyleri normal akciger
dokusundaki Let-7 diizeylerinden daha yukarilara ¢ikdiginda kanser hiicrelerinin

biiylimesinde 6nemli diisiis oldugu bildirilmistir (Takamizawa ve ark., 2004).

Johnson ve ark (2005) tarafindan yapilan c¢alismada Let-7’nin insanlarda Snemli
onkogenlerden olan RAS proteinin aktivitesini kontrol ettigi tespit edilmistir. Ayni
calismada diisiik Let-7 diizeyine sahip akciger tiimor dokularinin 6nemli diizeyde
artmis RAS protein diizeyine sahip oldugu saptanmistir. RAS onkogeninin mRNA
dizisi let-7’nin bu mRNA’ya baglanmasini, boylelikle proteine translasyonunu
engellemesini saglayan bolgeleri igerir. Disiik let-7 diizeyleri RAS geninin
kontrolsiiz fonksiyon gostermesine neden olmaktadir. Lee ve Dutta (2007) yapmis
olduklar1 ¢alismada let-7 tliyelerinin HMGA2 mRNA’sin1, Sampson ve ark. (2007) da
yapmis olduklar1 ¢galismada c-Myc mRNA’sin1 inhibe ettigini bildirmislerdir.

miR-29a, MiR-29b, MiR-29¢ olmak iizere li¢ tane izorformu olan miR-29 tiimoér
baskilayic1 6zellikteki miRNA’lardandir. Izoformu bulunan miR-29 ailesinin
tiyelerinin kronik lenfositer 16semi (KLL) (Calin ve ark., 2005), akciger kanseri (Lin
ve ark., 2010), invaziv meme kanseri (Iorio ve ark., 2005), akut myeloid 16semi
(AML) (Garzon ve ark., 2008) ve kolanjiyokarsinom (Mott ve ark., 2007)

hiicrelerinde aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda miR-143"iin pek ¢ok histolojik tlimor tiirlinde anormal
bliylimeyi baskiladigi gosterilmistir (Slaby ve ark., 2007; Lin ve ark., 2009; Amaral
ve ark., 2009).

1.5.5.2. Onkogenik miRNA’lar

Tiimdr baskilayict miRNA'lardan farkl islev goren onkogenik miRNA'lar, kanserde

genellikle kontrolsiiz biliylimeyi tesvik edici ve/veya antiapoptotik islev gosterir.
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miR-155, ilk kez kesfedilen ve protein eksikligi olan BIC geni ile birlikte eksprese
edilen onkogenik miRNA'lardan biridir. miR-155'in hedefledigi mRNA'lar tam
olarak belirlenememistir ve ekspresyon diizeyinin tavuklarda 16semi ve lenfoma
olusumunu arttirdig1 bulunmustur (Kluiver ve ark. 2005). Caligmalarin ¢ogunda miR-
155'in B hiicreli lenfoma, akciger, meme, pankreas ve Hodgkin lenfoma gibi kanser

tiirlerinde yiiksek ekspresyona sahip oldugu belirlenmistir (Saydam ve ark. 2011).

miR-21'in onkogen ailesine ait bir miRNA olarak gorev yaptigi belirlendi. miR-21'in
AML, KLL ve glioblastoma gibi hematolojik timorlerde ve mide, pankreas, prostat,
meme, akciger ve kolon kanserleri gibi bir¢ok kanser tiiriinde yliksek diizeyde
eksprese edildigi gdzlemlenmistir. miR-17-92 gen kiimesi alt1 farkli miRNA'y1 (miR-
17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1) kodlar. C-Myc onkogeninin
asirt ceksprese edildigi transgenik farelerde miR-17-19 gen kiimesinin yiiksek
ekspresyonuna neden olan B hiicreli lenfoma gelisimini arttirdigr bulunmustur. miR-
19-92 gen kiimesi iiyelerinin bazi solid tiimdrlerde, hematolojik malignitelerde,
meme, akciger, mide, pankreas, prostat, kolon ve lenfomalar dahil kanser tiirlerinde
yiiksek oranda eksprese edildigi rapor edilmistir (Gebeshuber ve digerleri, 2009).
Onkojenik  miRNA'larin 6rnekleri miR-17-92, miR-372, miR-373, miR-2'dir
(Saydam ve ark., 2011).

Onkogenik ve tiimor baskilayict miRNA’larin etki mekanizmasi Sekil 1.12°de

goriilmektedir.
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Sekil 1. 12 Onkogenik ve tiimdr baskilayict miRNA’larin etki mekanizmasi (Teker,
2018).

1.6. Arastirmanin Amaci

Kolorektal kanser gelisiminde genetik ve g¢evresel faktorler onemli rol oynar. En
belirgin risk faktorii diger pek cok hastalikta oldugu gibi kanserde de genetik
yatkinlik olmakla beraber kolorektal kanserler genellikle sporadik olarak
gelisebilmektedir. Hiicresel onkogenler, tiimor baskilayci genler, DNA tamir genleri,
biiytime faktorleri ve ¢esitli biiyiime reseptorleri kolorektal kanserin gelisimi ve

biiylimesinde rol almaktadirlar.

Tedavi basarisindaki en Onemli unsur erken tani ve uygun tedavi ydnteminin
seciminde kullanilmakta olan biyobelirteclerdir. Klinikte rutin olarak kullanilan ve
yapilan calismalarda bildirilmis olan biyobelirtegler hastaligin heterojen yapist ve
timor gelisiminde gorevli kompleks siireglerden 6tiirii  yetersiz kaldigindan

kolorektal kanser gelisim siirecinde gorevli olan molekiiler yolaklarin/genlerin sistem
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biyolojisine uygun entegre yaklasimlar ile ortaya ¢ikarilmasi ve bunlarin biyobelirteg
potansiyellerinin belirlenmesi énemlidir. Kolorektal kanserin molekiiler patolojisinin
belirlenmesi tan1 ve prognoza iliskin gilivenilir sonuglara ulasmayir saglayan
biyobelirte¢lerin tanmimlanmasi uygun tedavi rejimlerinin izlenmesinin yani sira
tedaviye yanitin artirllmasina da katkida bulunmaktadir. Bu c¢alisma ile kolorektal
kanserde yeni teshis ve tarama yoOntemlerinin gelistirilmesi, kolorektal kanser
olusumunun daha iyi anlasilmasina yardimci olunmasi ve bilimsel literatiire katki

saglanmas1 hedeflenmistir.

Bu c¢alismanin amaci; kolorektal kanserli hastalarin saglikli ve tiimorlii dokularindaki
miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve mIiR-3613-3p’in ekspresyon diizeylerini
arastirmak, tiimor dokusundaki ekspresyonlarin kolorektal kanserde yas, cinsiyet,
evre, timor lokalizasyonu, timor boyutu, invazyon, metastaz gibi bilinen klinik ve

patolojik faktorlerle iliskisini saptamaktir.
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Lee ve arkadaslar1 (1993) C. elegans’ta yaklasik 22 ve 61 nt’nin iki kii¢iik lin-4
transkriptini tespit ettiler ve lin-14 mRNA’nin 3' kodlanmayan UTR bélgesinde bir
tekrarlt sekans elementini tamamlayici sekanslar igerdigini buldular. Bu durum lin-
4’lin bir antisens RNA-RNA etkilesimiyle lin-14 translasyonunu diizenledigini

destekler niteliktedir.

Calin ve ark. (2004), miRNA'larin kanser biyolojisinde rol oynadigina iliskin
bulgular ile, miRNA genlerinin %50" sinden fazlasinin kirilgan bolgeler ve insan
kanserinde degistirilen delesyon veya amplifikasyon bolgeleri gibi kromozomal

bolgelerde bulunmasi gergegiyle desteklendigini bildirmislerdir.

Guo ve arkadaglar1 (2008) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ilk kez miRNA
mikroarray yOntemiyle kriyopreserve Ozofagus kanserli dokularda miRNA
ekspresyon diizeyi incelenmistir. Calismadaki mikroarray analizleri neticesinde
0zofagus kanserine neden olan 7 miRNA saptanmistir. Calismadan elde edilen
sonuglar 6zofagus kanser tanisi ve etkilerinin arastirilmasinda diisiik maliyetli ve
uyulmasi kolay PCR yonteminin miRNA ekspresyonuna yonelik ¢alismalar

acisindan dnemini ortaya koymustur.

Ak (2013) tarafindan kolorektal kanserli hastalar {izerinde gerceklestirilen ¢alismaya
Tiirkiye’de yasayan ve ailesinde kolorektal kanser dykiisii bulunan, kolorektal kanser
tanist almis 50 yas alti bireyler dahil edilmistir. Calisman1 amaci dogrultusunda
hastalardan alinan tiimorlii dokularda kolorektal kanser gelisiminde etkili olabilecegi
diistiniilmiis olan 38 miRNA’nin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Caligsma
sonucunda tiimorli dokularda miR-143 ekspresyon diizeyinin normal dokulara
oranla anlamli sekilde diisiik oldugu, bunun yani sira 4. evredeki tiimorlii dokularda
miR-106a ekspresyon diizeyinin de normal dokularla karsilastirildiginda anlamh

sekilde yiiksek oldugu saptanmaistir.
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miR-639

Li ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarinda miR-639 seviyesinin metastatik meme
kanseri dokularinda ve yiiksek oranda invaziv hiicre hatlarinda yiiksek oranda artis
gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica, meme Kkanseri hiicre hatlarinda miR-639
mekanizmasi arastirtlmistir. Bu sonuglar, miR-639'un asir1 ekspresyonunun, meme

kanseri hiicrelerinin in vitro invazyonunu ve gogiinii arttirdigini gostermistir.

Lin ve ark. (2014), miR-639'un, FOXCL1'i hedef alarak insan dilindeki kanser
hiicrelerinde  TGFb'nin neden oldugu epitelyal-mezenkimal gegisi diizenledigi

saptanmistir.

Insan tiroid kanserinde yapilan baska bir arastirmada Lei ve ark. (2016), miR-639'un
fonksiyonel roliinli arastirmis, tiroid kanseri hiicre hatlar1 ve klinik dokularinda miR-
639’un ekspresyonunun arttifini goézlemislerdir. miR-639’un asir1 ekspresyonunun,
CDKNI1A genini in vitro hedefleyerek hiicre proliferasyonunu ve hiicre dongiisiinii
onemli Glglide artirdigi bulunmustur. Calisma sonucunda, miR-639 'un tiroid kanseri

hiicre hatlar1 i¢in potansiyel bir terapotik hedefi temsil edebilecegi belirlenmistir.

2018 yilinda Wang ve ark. 139 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, miR-639'un
daha yiiksek ekspresyonu, metastaz, daha ileri kanser agsamalar1 ve diislik hastaliksiz
sag kalim oranlar ile iligkilendirmiglerdir. Ayrica insan NPC C666-1 ve NPC/HK1
hiicre hatlarinda miR-639 taklitleri ve antagomir ile transfekte edilmesini iceren in
vitro deneylerde, miR-639'un asir1 eksprese edilmesinin, hiicre ¢ogalmasini ve
goclinli  arttirdigini, miR-639'un baskilanmasinin proliferasyon ve gogii inhibe
ettigini gostermektedir. Bu calisma, miR-639'un degisen kanser agamalarinin NPC
dokularinda farkli sekilde ifade edildigine dair kanit saglar ve dolasimdaki miR-639
miktarinin Ol¢iilmesinin non-invaziv tani ve prognostik degerlendirme i¢in 6nemli
olabilecegini, ayni zamanda potansiyel terapotik faydaya sahip olabilecegini

gostermektedir.

Ismail ve ark. (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada miR-639’un meme kanserinde

onkojenik miRNA oldugunu bildirmislerdir.
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Tang ve ark. (2019), miR-639’un, MAPK/RTK, Ras ve PI3K-Akt sinyal
yolaklarinda etkili olup meme kanseri hastalar1 i¢in prognostik gostergeler arasinda

yer aldigini belirlemislerdir.

Bai ve arkadaslar1 (2020) miR-639'un ekspresyonunun, hepatoseliiler karsinomlu
dokularda normal karaciger dokularma kiyasla ©nemli Ol¢iide azaldigim

saptamiglardir.

Ozofagus skuaméz hiicreli karsinomda (ESCC) miR-639’un downregule oldugu

goriilmiistiir (Yang ve ark., 2020).

Xiao ve arkadaslar1 (2020) miR-639 ekspresyonunun karaciger kanseri dokularinda
baskilanmasini promoter bolgesinde hipermetilasyon ile iliskilendirmis ve DNA
metiltransferazin (DNMT3A) bu hipermetilasyona aracilik ettigini bildirmislerdir.
Ayni ¢aligmada miR-639’un MYST2 and ZEB1’in 3’-UTR bolgelerine baglandigi ve

bu genlerin ekspresyonlarini baskiladigi belirlenmistir.

Liu ve arkadaslar1 (2021) tarafindan akciger kanserli hastalar {izerinde
gerceklestirilen calismada ZNF674-AS1 regiilasyonunun TNM evresi ve genel sag
kalim ile onemli Olgiide iliskili oldugu bildirilmistir. Calismada ayn1 zamanda
ZNF674-AS1°deki asirt ekspresyonunun miR-639 ekspresyonunda diislise neden
oldugu tespit edilmistir.

Carron ve ark. (2021), bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom hastalar1 i¢cin miR-
639’un azalan ekspresyonunun genomik stabiliteyi azalttigini ve zayif prognozunu

destekledigini bulmusglardir.

Wu ve ark. (2021), yumurtalik kanseri dokularinda yaptiklari ¢alismada miR-639
ekspresyonunun hiicre proliferasyonu ve gocii ile negatif korelasyon gosterdigini,
FOXC1'in mRNA seviyesinin ise bu proseslerle pozitif korelasyon gosterdigini

bildirmislerdir.

Jo ve ark. (2021), sereblon (CRBN)'nin glukoneojenik uyaranlar altinda hepatik
hepsidin gen ekspresyonu ve tiretimi iizerindeki ¢alismada miR-639 ekspresyonunda

onemli bir azalma oldugunu gostermislerdir.
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miR-641

Yao ve ark.’nin (2013) yaptiklar1 ¢alismada, miR-641 hipermetilasyonunun servikal
hiicre hatlarinda HPV enfeksiyonu ile bir iligkisi oldugu tespit edilmis olup
eslestirilmis normal dokuya sahip primer serviks tiimorlerinde, miRNA’larin
ekspresyon seviyeleri, 5-AZA ile tedavi edilen servikal kanser hiicre dizilerindeki
DNA metilasyon durumlar1 ile ters orantili olarak belirlenmistir. Ayrica
miRNA’larin HPV ile insan servikal kanserinin patogenezinde rol oynayabilecegini
ve degistirilmis miRNA metilasyonunu, anormal ekspresyonlarinda yer alan olas1 bir

epigenetik mekanizma olabilecegini diistinmektedir.

Akciger kanseri olan dokularda yapilan baska bir calismada miR-641 hiicrelerinin
proliferasyonunu, metastazini inhibe ettigi gozlemlenmis ancak PDCD4 genini
hedefleyen hiicrelerde  apoptozisi artirmistir.  Ayrica miR-641’in  asin
ekspresyonunun hiicre canliligini, gogiinii ve invazyonunu inhibe ettigi bildirilmistir

(Zhou ve ark., 2017).

Kong ve ark. (2018), akciger kanseri dokularinda miR-641’in MDMZ2'yi hedefleyerek
tiimor baskilayici rol iistlendigi ve antiproliferasyon ve antimetastaz etki gosterdigi

saptanmistir.

Zhu ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, TUSCS8'in asir1 ekspresyonunun,
PTEN’i miR-641 yoluyla upregiile ederck servikal kanserde hiicre gdg¢iinii inhibe

ettigi sonucuna varilmstir.

Zhang ve ark. (2019), DLX6-AS1'in kemik tiimoriinde miR-641/HOXA9 sinyal
yolunu hedefleyerek hiicre proliferasyonu ve metastazinda etkili oldugunu

belirlemislerdir.

Wang ve ark. (2019), miR-641 ekspresyonunun mide kanserinde diisiik oldugunu

gostermislerdir.

Zhao ve ark. (2020), akciger kanseri hiicrelerinde miR-641’in, DDP

kemoresistansinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigin tespit etmislerdir.
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Meng ve ark. (2020), akciger kanserli hastalar lizerinde gergeklestirdikleri ¢alismada
mMiR-641’in hiicre proliferasyonunun hastaligin metastazint inhibe ettigini

gozlemlemislerdir.

Li ve ark. (2020) tarafindan yapilan arastirmada miR-641’in pankreas karsinomunun

ilerlemesini inhibe ettigini ortaya konulmustur.

Wu ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢alismada YAP1’in ekspresyonunun miR-641’1
downregiile ederek kemik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1i ve metastazini inhibe

ettigi bildirilmistir.

Li ve ark (2020) tarafindan yapilan calismada cirRNA, CDRlas ve miR-641’i
adsorbe ederek AKT/mTOR yolunu aktive ettigi ve karaciger kanserinin ilerlemesini

artirdig1 bildirilmistir.

Zhang ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ZEB1 ve MDM2 aracili EMT'yi
diizenleyerek yumurtalik kanserinde hiicre biiylimesini ve metastazi destekledigi ve

miR-641 endojen RNA olarak gorev yaptigi bildirilmistir.

Liu ve ark (2021) tarafindan yapilan ¢alismada hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde

mMiR-641 ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir.

Ma ve Zhang (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada vaskiiler diiz kas hiicrelerinde

miR-641’in downregiile oldugu bildirilmistir.

Niu ve ark (2021) tarafindan yapilan calismada circCDR1as/miR-641/XIAP nin
prostat kanseri PC-3 hiicre hattinda proliferasyon ve yayilim fiizerindeki etkisi
incelenmistir. Calisma sonucunda normal prostat epitel hiicre hattina kiyasla prostat
kanserli hiicre hattinda circCDR1as ve XIAP’nin yiiksek, miR-641 ekspresyonunun

ise diisiik oldugu bildirilmistir.

Tian ve ark (2021) tarafindan yapilan calismada miR-641’in mesane kanserli
hastalarin mesane dokularinda ve hiicre hatlarinda yiiksek diizeyde eksprese oldugu

bildirilmistir.
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Liu ve ark (2021) tarafindan yapilan calismada COX10-ASl'in gliomada COX10-
AS1/miR-641/E2F6 ile kombinasyon halinde bir onkogen olarak hareket ettigi ve

bunun gliomanin tan1 ve tedavisi i¢in faydali olabilecegi bildirilmistir.

Zhao ve ark (2021) tarafindan yapilan ¢alismada cisplatin direngli kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde circRNA CDRlas ve HOXA9’un yiiksek
diizeyde, miR-641’1n ise diisiik diizeyde eksprese oldugu bildirilmistir.

miR-1915-3p

Xu ve ark (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada miR-1915-3p’nin insan kolorektal
kanserli hiicrelerin ¢oklu ilag direncini modiile ettigi ve BCL-2 genini hedefledigi

bildirilmistir.

Budak ve ark (2016) tarafindan akut ve kronik bruselloz hiicrelerinde perifer kan
ornekleri kullanilarak yapilan ¢alismada miR-1915-3p’nin ekspresyonu downregiile

oldugu tespit edilmistir.

Xu ve ark (2016) tarafindan yapilan ¢alismada miR-1915-3p'nin kemoterapétik ilag
ile indiiklenen akciger kanseri hiicrelerinin apoptozundaki rolii arastirilmig, miR-
1915-3p ile kemoterapdétik ilag ile indiiklenen hiicre apoptozunu 6nlemekte olup GTP
baglayict protein 2 (DRG2) ve B hiicresi 16semi homeobox 2 (PBX2) genlerini
diizenledigi ve bu genlerin miR-1915-3p'min fonksiyonel hedefleri oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle miR-1915-3p'nin, akciger kanserinin tedavisi ig¢in

varsayilan bir terapotik ajan oldugu bildirilmistir.

Guo ve ark. (2018) tarafindan yapilan calismada meme kanserli hastalarin serum
orneklerinde miR-1915-3p’nin ekspresyon seviyesi arastirilmistir. Meme kanseri
hastalariin serumlarinda saglikli bireylerin serumlarina kiyasla miR-1915-3p
ekspresyonunda artig oldugu gozlenmistir. Calismanin sonucunda miR-1915-3p' nin
meme kanseri i¢in umut verici bir serum tan1 ve prediktif biyobelirte¢ olma

potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Shi ve ark. (2019) ¢alismalarinda miR-1915-3p’nin diffuse large B-cell lenfomada
upregiile oldugunu bildirmislerdir.
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Kim ve ark (2020) tarafindan yapilan caligmada miR-1915-3p’nin ekspresyonu
meme kanserinde 6nemli Olgiide diisiik regiile oldugu bildirilmistir. Bu sonuglarla
benzer olarak gastrik kanserde de diisiik ekspresyon gosterdigi saptanmistir (Cui ve
ark., 2019).

Su ve ark (2020), calismalarinda miR-1915-3p’nin akut miyokardiyal enfarktiis

hastalarinda diisiik ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2021), miR-1915-3p ckspresyonunun karaciger kanseri doku

orneklerinde ve hiicre dizilerinde 6nemli dlgiide arttigini tespit edilmistir.

Pan ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, miR-1915-3p’nin akciger kanseri
dokularinda ve hiicre dizilerinde down regiile oldugu ve klinik TNM evresi ve genel
sagkalim ile ters orantili oldugu bildirilmistir. Ayrica, miR-1915-3p'nin akciger
kanseri hiicrelerinde gociinli, metastazi ve epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT)

onemli dl¢iide bastirdig tespit edilmistir.

Xiao ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada stabil oksaliplatine direngli
kolorektal kanser hiicre hatlarinda miR1915-3p yiiksek ekspresyon gosterdigi, ayrica
miR-1915-3p'nin eksozomal verilmesinin EMT'yi tesvik eden onkogenler PFKFB3
ve USP2'yi baskilayarak kolorektal kanser hiicrelerinde oksaliplatinin kemoterapotik

etkinligini iyilestirebildigi bildirilmistir
miR-3613-3p

Kiziltug (2016) alzheimer hastas1 bireylerde kan Orneklerinin materyal olarak
kullanildigr bazt miRNA’ larin ekspresyonlarint arastirdigi ¢alismada kontrollerle
karsilagtirilan alzheimer hastalarinda miR-3613-3p'nin ekspresyonunun anlamli bir
bicimde arttirdigin1 bildirmistir. Ayrica miR-3613-3p'nin alzheimer hastalarinda

ndrodejenerasyonuna katki saglayabildigini ispatlamistir.

Kumar ve ark, (2017) tarafindan serum o6rnekleri kullanilarak Alzheimer hastaliginin
erken teshisinde biyobelirteg olarak miRNA'larin kullanildig1 ¢alismada miR-3613-

3p’nin regiilasyonunu artirdig1 gérilmiistiir.

Zhang ve ark. (2017) tarafindan miR-3613-3p’nin hepatoselliiler kanserde hiicre

cogalmast ve dongiisii ilizerinde etkili olup olmadigmin belirlenmesi amaciyla
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gerceklestirilen caligmada miR-3613-3p’nin hepatoseliiler kanser ile iliskisi ortaya

konmustur.

Fricke ve ark. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada iyi ve kotii lipomatéz timori
arasindaki ameliyat oncesi farklilasma manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarl
tomografi ve biyopsi ile sinirli oldugundan liposarkom hastalarimi saglikli
kontrollerden ayirmak i¢in miRNA dizisi kullanilmistir. Materyal olarak kan
orneklerinin kullanildigir ¢calismanin sonucunda liposarkomali hastalarda miR-3613-
3p ekspresyon diizeyinin saglikli kontrollerle karsilastirildiginda artmis oldugu
goriilmiistiir. Liposarkom hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda ayrim yapmak igin
spesifik bir tam kan miRNA (miR-3613-3p) tanimlanmis olup liposarkom igin

potansiyel bir biyobelirte¢ olarak gérev yapabilecegi ortaya konmustur.

Yan ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, birincil insan kolon adenokarsinom
hiicrelerinde (SW480) ve lenf nodu metastatik tiirevlerinde (SW620) 13 farkhi
miRNA ekspresyonun diizeyleri arastirilmis ve bu c¢alisma sonucunda bu

miRNA’lardan, miR-3613-3p’nin ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir.

Gad ve ark, (2019) tarafindan yapilan ¢alismada melonoma hiicre hatlarinda miR-

3613-3p’ni downregiile oldugu ve CD7’yi hedef aldig1 belirlenmistir.

Li ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada miR-3613-3p'nin deri kanseri i¢in tani

ve prediktif biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Liu ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada mide kanserinde, miR-3631-3p'nin
upregiile oldugu ve QKI, TRIM67 ve HMGA2 genlerini hedef alarak bu genlerin

ekspresyonlarinin azaldig goriilmustiir.

Liu ve ark. (2020) tarafindan yapilan calismada meme kanseri hiicrelerinde miR-

3613-3p“nin up regiile oldugu tespit edilmistir.

Yu ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada iiclii negatif meme kanseri (TNBC)
hastalarinda, TNBC tiimoérlerinde ve hiicrelerinde miR3613-3p ekspresyonunun asagi
regiile edildigi belirlenmistir. Ayrica in vitro, miR-3613-3p'nin asir1 ekspresyonunun
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, G1 hiicre dongiisii durmasini indiikledigi ve

TNBC hiicrelerinin Palbociclib tedavisine duyarliliini arttirdig tespit edilmistir.
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Chen ve ark. (2021) tarafindan yapilan c¢alismada miR-3613-3p’nin, tiimor

dokularinda 6nemli dlgiide diisiik ekspresyon gdostermistir.

Li ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada miR-3613-3p'nin, hipertrofik skar
yonetimi i¢in potansiyel terapotik hedefler saglayabilen ARGLUL'I hedefleyerek

hipertrofik skar olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir.

Rassoulzadegan ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada otizm spektrum

hastalarinda miR-3613-3p’nin diisiik ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir.

Rezaei ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada noéroblastom hastalarinda miR-

3613-3p up-regule oldugu tespit edilmistir.

Singh ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada hepatoseliiler karsinom da miR-

3613-3p’nin saglikli kontrol ile karsilastirildiginda asagi regiile oldugu goriilmiistiir.

Xie ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada kemoterapinin neden oldugu coklu
ilag direnci (MDR), Wnt/B-katenin yolunu inaktive etmek ve P-gp ekspresyonunu
baskilamak i¢in AXIN2 ve GSK-3P'yi negatif olarak diizenledigi, ayn1 zamanda

16semi hiicrelerinde miR-3613-3p diisiik ekspresyona sahip oldugunu bildirmislerdir.

Duca ve ark. (2021) tarafindan yapilan calismada prostat kanseri tanist konulan

hastalarda miR-3613-3p ekspresyonu 6nemli 6l¢iide upregiile oldugu goriilmiistiir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’'nda
opere edilen ve kolorektal kanser tanisi konulan 59 hasta dahil edilmistir. Bu
hastalara ait saglikli ve tiimorlii kolon ve/veya rektum dokulari ¢alisma materyalini
olusturmaktadir. Arastirma icin goniillii olan hastalar bilgilendirilip, bilgilendirilmis
goniillii olur formlart okutulup imzalatildiktan sonra ¢aligmaya baslanmistir. Her bir
bireyden alinan doku oOrnekleri RNAlater (Thermo Fisher Scientific) soliisyonu
bulunan eppendorf tiiplerde ¢alismanin yapilacagt zamana kadar -80°C’de

saklanmistir.

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu’nun 23.10.2019
tarihli, 2019/420 ve 2019/421 say1l1 kararlar ile uygun gortilmdistiir.

3.2. Metod
3.2.1. miRNA izolasyonu

Kolorektal kanserli hastalarin normal ve tiimorlii doku Orneklerinden miRNA
izolasyonu, mirVana™ miRNA izolasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific) ile ticari
firmanm belirledigi protokol uygulanarak yapilmistir. Elde edilen RNA o6rnekleri

kullanilacag1 zamana kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Revers Transkriptaz PCR

Normal ve tiimorli dokulardan izole edilen miRNA oOrnekleri kullanilarak Revers
Transkriptaz PCR metodu ile cDNA sentezi, miScript Il RT Kit (Qiagen)
kullanilarak  gercgeklestirilmistir. Protokol iiretici firmanin tavsiyesine gore

yapilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3. 1 cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Miktar
5x miScript HiFlex tamponu 4 ul
10x miScript Niikleik karigimi 2 ul
RNA icermeyen su 10.5 ul
miScript RT karisimi 2 ul
MIiRNA Ornegi 1.5ul
Toplam hacim 20 pl

cDNA sentezi i¢in Tablo 3. 2’de verilen sicaklik ve siireler uygulanmistir.

Tablo 3. 2 cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon kosullar

Basamak 1 Basamak 2
Sicaklik (°C) 37 95
Zaman 60 dakika 5 dakika

3.2.3. Kantitatif- Real Time (Ger¢cek Zamanh) Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QRT-PCR)

Giliniimlizde niikleik asitlerin miktarlarin1  belirlemek icin kullanilan etkili
metotlardan birisi Real-Time PCR yontemidir. 59 kolorektal kanserli hastanin
normal ve tiimorlii dokularindan elde edilen cDNA ornekleri kullanilarak, qRT-PCR
metodu ile miR-639, miR-641, mMiR-1915-3p ve mIiR-3613-3p’nin ekspresyon
diizeyleri belirlenmistir. Real-time PCR analizi miScript SYBR Green PCR Kkiti
(Qiagen) kullanilarak yapilmistir. Internal kontrol olarak RNU6 kullanilmistir.
Ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde 222" metodu kullanilmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001). Elde edilen sonuglar, timéorlii dokuda miRNA ekspresyonunun
timorsiiz dokuya gore (rolatif) kag kat degistigini ifade etmektedir. qRT-PCR
sirasinda her ornegin amplifikasyonunun eksponansiyel faza gectigi an ‘esik siklus’
(tresholdcycle, Ct) degeri olarak alinmis ve asagida belirtilen formiildeki yerine

konularak hesaplamalar yapilmistir.

2-AACt = 9~ (ACt tiimér-ACt kontrol)

9-AACt = [(Ct tiimor- Ct referans)-(Ct kontrol —Ct referans)]
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Tiimdrli dokulardaki ekspresyon normal dokulardaki ekspresyon ile kiyaslanmigtir

ve 24CT degeri 1°den biiyiik olanlar yiiksek ekspresyon seviyesi, 1’den kiigiik

olanlar ise diisiik ekspresyon seviyesi olarak gruplandirilmistir.

RT-PCR’da kullanilan miR-639, miR-641, miR-1915-3p, miR-3613-3p ve RNU6’nin

primer sekanslar1 Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3. 3 miRNA’larin primer dizileri

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-

GCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-

>

miRNA | Ileri Primer Sekanslari Geri Primer Sekanslari
miR-639 5’-ATCGCTGCGGTTGCGAGCGCTGT-3’ | 5>-CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT-
37
miR-641 5’-AAAGACATAGGATAGAGTCACCTC- | 5>-CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT-
3’ 3
miR- 5’-CCCCAGGGCGACGCGGCGGG-3 5’-CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT-
1915-3p 3
miR- 5’- 5’-CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT-
3613-3p ACAAAAAAAAAAGCCCAACCCTTC-3’ | 3°
RNU6 5’- 5’-
3

3

Real-Time PCR ig¢in kullanilan reaksiyon igerigi Tablo 3.4’ de verilmistir.

Tablo 3. 4 gRT- PCR igin hazirlanan reaksiyon igerigi

Reaksiyon Icerigi Miktar
2X SYBR GreenPCR Master Karigimi 12.5pl
10X miScript Universal Primer 2.5ul
10X miScriptPrimerAssay 2.5ul
RNA igermeyen su Sul
cDNA 0Ornegi 2.5ul

Toplam Hacim: 25ul

Buz iizerinde tepkime bilesenleri hazirlanip miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve

miR-3613-3p ve referans olarak RNUG6 ifade seviyelerini tespit etmek i¢in 7500 Fast

Real-Time PCR sistemi (AppliedBiosystems, Singapore) kullanilmistir. Tablo

3.4.°de qRT-PCR tepkime kosullar1 verilmistir.
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Tablo 3. 5 gRT-PCR i¢in kullanilan sicaklik ve siireler

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
95°C 15 dakika 1

94°C 15 saniye

55°C 30 saniye 40

70 °C 30 saniye

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (siirim 22.0; IBM Corp.) istatistik yazilimi ile
yapilmistir. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Timdr ve komsu
timor olmayan dokulardaki miRNA ekspresyonundaki fark, ACtiimor Ve ACtkontrol
degerleri karsilastirilarak belirlenmistir. ki grubun ortalama degerleri arasindaki
farklilik Paired t-testi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica miRNA ekspresyon
seviyeleri ile klinikopatolojik parametreler arasindaki iliski Pearson ki-kare (y2) ve

Fishers' Exact testleri ile analiz edilmistir. p degeri 0,05’den kiiclik olanlar

istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1. Kolorektal Kanser Hastalarimin Ozelliklerine Iliskin Bulgular

Bu ¢alismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’na
basvuran kolorektal kanser tanis1 almis 59 hasta birey dahil edilmistir. Calismadaki
orneklerin %62,7’si kolon, %37,3’1 rektum dokularindan alinmistir. Calismaya dahil
edilen kolorektal kanserli hastalarin yas ortalamasi 55.06+11.89 olarak belirlenmistir.
Bu hastalarin %66,1’1 55 yas ve lizeri iken, %33,9’u 55 yas alti bireylerden
olugsmaktadir.  Hastalarin  %59,3’tnti  kadin, %40,7’sini  erkek  bireyler
olusturmaktadir. Bu bireylerin 9%8,5’1 alkol kullanmakta, 9%28,8’1 sigara

kullanmakta, %71,2’si ise sigara kullanmamaktadir.

Kolorektal kanserli hastalarin %16,9’unda metastaz varken, %83,1’inde metastaz
saptanmamis; %40,7’sinde lenf nodu tutulumu goézlenmis, %59,3’linde lenf nodu
tutulumu goriilmemistir. Bu bireylerin %22’sinde mukoza ve submukozaya invazyon
saptanmis, %78’inde ise seroza ve subserozaya invazyon tespit edilmistir. The
American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM sistemine gore hastalarin
%50,8’1 evre I ve II’de, %49,2’si ise evre III ve IV’de tespit edilmistir. Histolojik
olarak degerlendirildiginde dokularin %72,9’u adenokarsinom, %27,1’1 miisindz
adekarsinom olarak tanimlanmistir. Calisma Orneklemini olusturan kolorektal

kanserli hastalarin demografik, klinik ve patolojik verileri Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. 1 Kolorektal kanser hastalarinin demografik, klinik ve patolojik 6zellikleri

Karakterler Hasta (%)
Yas

>55 39 (66.1)
<55 20 (33.9)
Cinsiyet

Erkek 35 (59.3)
Kadin 24 (40.7)
Sigara

Kullaniyor 17 (28.8)
Kullanmryor 42 (71.2)
Alkol

Kullaniyor 5 (8.5)
Kullanmiyor 54 (91.5)
Tiimor lokalizasyonu

Kolon 37 (62.7)
Rektum 22 (37.3)
invazyon

T1+T2 13 (22)
T3+T4 46 (78)
Noral invazyon varhgi

Evet 11 (18.6)
Hayir 48 (81.4)
Lenfovaskiiler invazyon varhg:

Evet 16 (27.1)
Hayir 43 (72.9)
Uzak metastaz

MO 49 (83.1)
M1 10 (16.9)
Lenf nodu metastaz

NO 35 (59.3)
N1+N2 24 (40.7)
Tiimor evresi

I-11 30 (50.8)
Hi-1v 29 (49.2)
Tiimor boyutu (cm)

<6 33 (55.9)
>6 26 (44.1)
Tiimoriin histolojik tipleri

Adenokarsinom 43 (72.9)
Miisindz adenokarsinom 16 (27.1)

(T1: Submukoza invazyonu yapmig tiimér, T2: Muskularis propriya invazyonu yapmis timor, T3:
Tiimoér muskularis propiay1 gegerek perikolorektal yagl doku invazyonu yapiyor, T4: Tiimor visseral
periton veya komsu organ veya yapilara yapisik veya invazyon yapiyor, M0: Uzak metastaz yok, M1:
Bir veya daha fazla bolge veya organda veya peritonda metastaz varligi, NO: Lenf nodu metastazi yok,
N1: 1-3 perikolik lenf tutulumu, N2: 2-4 perikolik ve perirektal tutulum)
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4.2. Tiimorlii ve Komsu Saghkh Dokularda miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve
mMiR-3613-3p Ekspresyon Diizeylerine Iliskin Bulgular

Bu ¢alismada, 59 kolorektal kanserli hastanin tiimorlii ve komsu saglikli dokularinda
4 miRNA’nin ekspresyonlart Real Time-PCR metodu kullanilarak belirlenmistir.
MiR-639’un tiimorlii dokulardaki ACt degeri (ortalamatstandart sapma) -20.1342.32
iken, normal dokularda ise -21.08+£2.58 olarak hesaplanmigtir. mMiR-639’un
ekspresyon diizeyi tiimorlii dokularda normal dokulara kiyasla istatistiksel agidan

anlamli derecede azalis gostermistir (p=0.000; Fold change=0.20+0.26) (Sekil 4.1).

3,00

2,50

2,00

a0

miR-639’un Relatif Ekspresyon

.00
MNarmal Dokular Kolorektal Kanserli Dokular

Dokular

Sekil 4. 1 miR-639’un relatif ekspresyon diizeyleri

MiR-641in timorli dokulardaki ACt degeri (ortalamatstandart sapma) -18.46+2.94
iken, normal dokularda ise -22.21+2.89 olarak hesaplanmistir. mMiR-641’in
ekspresyon diizeyi tiimorlii dokularda normal dokulara kiyasla istatistiksel agidan

anlaml derecede azalis gostermistir (p=0.000; Fold change=0.17+0.22) (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2 miR-641’in relatif ekspresyon diizeyleri

mMiR-1915-3p’nin tiimorlii dokulardaki ACt degeri (ortalamazstandart sapma) -
18.46+2.18 iken, normal dokularda ise -17.75+£2.47 olarak hesaplanmistir. mMiR-
1915-3p’nin ekspresyon diizeyi tliimorli dokularda normal dokulara kiyasla
istatistiksel agidan anlamli derecede upregiile oldugu goriilmiistiir. (p=0.032; Fold

change=4.48+5.01) (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3 miR-1915-3p’nin relatif ekspresyon diizeyleri

mMiR-3613-3p’nin tiimorlii dokulardaki ACt degeri (ortalamazstandart sapma) -
18.13£1.94 iken, normal dokularda ise -22.33+£3.03 olarak hesaplanmigtir. miR-
3613-3p’nin ekspresyon diizeyi tiimorlii dokularda normal dokulara kiyasla
istatistiksel agidan anlamli derecede azalis goOstermistir (p=0.000; Fold

change=0.2620.48) (Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4 miR-3613-3p’nin relatif ekspresyon diizeyleri

4.3. miR-639, miR641, miR-1915-3p ve mIiR-3613-3p Ekspresyonu ve
Klinikopatolojik Ozellikler Arasindaki fliskiye Yonelik Bulgular

4.3.1. miR-639 Ekspresyonunun Klinikopatolojik Faktorlerle Iliskisi

Sekil 4. 5°de verildigi gibi 37 kolon dokusunun 19’un da diisiik, 18’in de ise yliksek
ekspresyon gozlenmistir. Toplamda 22 tane olan rektum dokusunun ise 17 tanesinde
diisiik, 5 tanesinde ise yiikksek miR-639 ekspresyonu gozlenmistir. miR-639’un
azalan ekspresyonu, artan ekspresyona kiyasla hem kolon hem de rektum

dokularinda istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,049).
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miR-639 Ekspresyvonu (*p=0.049 (Pearsen Chi Square Testi))

Sekil 4. 5 miR-639 ekspresyonu ile doku tipi arasindaki iliski

Orneklerin ~ %40,7’sini  olusturan kadin  hastalarm  %350’sinde  miR-639
ekspresyonunun diisiik, geriye kalan diger yarisinda ise yiiksek oldugu saptanmustir.
Toplam orneklerin %59,3’linii ise erkek hastalar olusturmaktadir. Bu hastalarin
%68,6’sinda diisiik, geriye kalan %31,4’linde ise yiiksek ekspresyon bulunmustur.
miR-639 ekspresyon diizeyi ile cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

tespit edilmemistir (p=0.151) (Sekil 4. 6).
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miR-639 Ekspresyvonu (p=0.151 (Pearson Chi Square Test1))

Sekil 4. 6 miR-639 ekspresyonu ile cinsiyet arasindaki iligki

Sigara kullanan 17 hastanin 5’inde yiiksek, 12’sinde ise miR-639 ekspresyonu diisiik
olarak saptanmistr. Hastalarin geriye kalan 42 tanesi sigara kullanmamakta ve
bunlarin %57,1’inde diisiik, %42,9’unda yiiksek miR-639 ekspresyonu gozlenmistir.
miR-639 ekspresyonu ile sigara kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunmamustir (p=0,338) (Sekil 4. 7).
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Sekil 4. 7 miR-639 ekspresyonu ile sigara kullanimi arasindaki iliski

Alkol kullanan 5 hastanin 1’inde yiiksek, 4’iinde ise miR-639 ekspresyonu diisiik
olarak saptanmistr. Hastalarin geriye kalan 54 tanesi alkol kullanmamakta ve
bunlarin %59,3’iinda diisiik, %40,7’sinde yiiksek miR-639 ekspresyonu gozlenmistir.
mMiR-639 eskpresyonu ile alkol kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunmamustir (p=0,639) (Sekil 4. 8).
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Sekil 4. 8 miR-639 ekspresyonu ile alkol kullanimi arasindaki iliski

Calismamizda, 11 hastada noéral invazyon varligi tesit edilmistir. Bu kisilerin %
45,5’inde diisiik % 54,5’inde ise yiiksek ekspresyon tespit edilmistir. 48 hastada ise
noral invazyon bulunmamaktadir. Bu hastalarinda % 64,6’sin da diisiik, % 35,4’ tinde
yiiksek ekspresyon gézlenmistir. Kolorektal kanserli hastalarda miR-639 ekspresyon
diizeyi ile noral invazyon arasinda istatistiksel olarak bir iliski goriilmemistir

(p=0,310) (Sekil 4. 9).
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Sekil 4. 9 miR-639 ekspresyonu ile ndral invazyon arasindaki iliski

Sekil 4. 10°da verildigi gibi 43 lenfovaskiiler invazyon bulunmayan hastanin 28’inde

diisiik, 15’inde yiiksek ekspresyon bulunmustur. Lenfovaskiiler invazyonlu hastalarin

%S50’sinde diisiik, geriye kalan %50’sinde ise yiiksek ekspresyon saptanmigtir. miR-

639 ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iligki bulunmamastir (p=0,290).
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Sekil 4. 10 miR-639 ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iliski

Calismaya dahil edilen hastalarin 24 tanesinde lenf tutulumu gozlenirken, 35
tanesinde lenf tutulumu gozlenmemistir. Lenf tutulumu bulunanlarin %54,2’sinde
diisiik ekspresyon, %45,8’inde yiiksek ekspresyon goriilmiistiir. Lenf tutulumu
olmayan hastalarin %65,7’sinde diislik, %34,3’inde yiiksek ekspresyon saptanmustir.
Kolorektal kanserli hastalarda miR-639 ekspresyon diizeyi ile lenf nodu metastazi

arasinda istatistiksel olarak bir iligki goriilmemistir (p=0,372) (Sekil 4.11).
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Sekil 4. 11 miR-639 ekspresyonu ile lenf nodu metastaz arasindaki iliski

Calismada 55 yas ve lizerinde 39 hasta bulunmakta olup miR-639 i¢in bu hastalarin
% 48,7’sinde diisiik, geriye kalan % 51,3’linde ise yiiksek ekspresyon gozlenmistir.
55 yas alti 20 hastanin ise % 85’inde diisiik, % 15’inde yliksek ekspresyon
saptanmistir. miR-639 ekspresyonu ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunmamustir (p=0,07) (Sekil 4. 12).
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Sekil 4. 12 miR-639 ekspresyonu ile yas arasindaki iliski

Kolorektal kanserli 10 hastada metastaz varlig1 gézlenmistir. Bu bireylerin % 40’1nda
diisiik, % 60’1nda ise yiiksek ekspresyon tespit edilmistir. 49 hastada ise metastaz
bulunmamaktadir. Bu hastalarinda % 65,3’tin de disik, % 34,7’inde yiiksek
ekspresyon gozlenmistir. miR-639 ekspresyonu ile metastaz arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=0,166) (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13 miR-639 ekspresyonu ile metastaz arasindaki iliski

TNM evrelendirilmesine gore 59 kolorektal kanserli hasta 2 grup altinda
toplanmistir. Evre I ve II bir grup, Evre III ve IV diger grubu temsil etmektedir. 59
hastanin 30’u Evre I ve Il i¢inde degerlendirilirken 29’u Evre III ve IV igerisinde yer
almaktadir. Bu ¢alismada, hem birinci grupda hem de ikinci grupda miR-639’un
azalan ekspresyonu artan ekspresyona kiyasla istatistiksel agidan anlamli derecede

yiiksek bulunmugstur (p=0.049) (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14 miR-639 ekspresyonu ile tiimor evresi arasindaki iliski

Tiimor ¢apt 6 cm ve altt olan kisilerin %57,6’sinda diisiik, %42,4’linde yiiksek;
tiimdr ¢ap1 6 cm istii olanlarin %65,4’linde diisiik, %34,6’sinda yiiksek ekspresyon
saptanmistir. miR-639 ekspresyonu ile timor ¢apr arasindaki iligkide istatistiksel bir

anlamlilik belirlenmemistir (p=0,541) (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15 miR-639 ekspresyonu ile tiimor gapr arasindaki iliski

Calisma grubumuzda iki histolojik tip gozlenmis olup adenokarsinom 43’inii (%
72,9), miisindz adenokarsinom ise 16’sin1 (% 27,1) olusturmaktadir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda miR-639 ekspresyon diizeyi ile hastalarin timor
histolojik tipleri arasinda istatistiksel bir iligskiye rastlanilmamistir (p=0,458) (Sekil
4.16).
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Sekil 4. 16 miR-639 ekspresyonu ile tiimor histolojik tipleri arasindaki iliski

TNM siniflandirmasina gore invazyon T1+T2’ deki 13 hastanin 4’iinde yiiksek,
9’unda ise miR-639 ekspresyonu diisiik olarak saptanmustir. Hastalarin geriye kalan
46 tanesi invazyon T3+T4’de tespit edilmis olup bunlarin % 58,7 sinde diisiik, %
41,3’linde yiiksek miR-639 ekspresyonu gozlenmistir. miR-639 ekspresyonu ile
invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,492)
(Sekil 4.17).
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miR-639 Ekspresvonu (p=0.492 (Pearson Chi Square Test1))

Sekil 4. 17 miR-639 ekspresyonu ile invazyon arasindaki iligki

4.3.2. miR-641 Ekspresyonunun Klinikopatolojik Faktorlerle Iliskisi

Calismaya dahil olan biitiin hastalarin tiimorlii dokularinda normal dokularina kiyasla
mMiR-641’in ekspresyonu azalis gosterdigi i¢in, miR-641 ekspresyon diizeyi ile

hastalarin klinikopatolojik karakterleri arasindaki iliski degerlendirilmemistir.

4.3.3. miR-1915-3p Ekspresyonunun Klinikopatolojik Faktorlerle iliskisi

55 yas ve ilizerinde 39 hastanin 26’inda yiiksek, 13’linde ise miR-1915-3p
ekspresyonu diisiik olarak saptanmistir. Hastalarin geriye kalan 20 tanesi 55 yas alti
ve bunlarin %45’inde disiik, %55’inde yiiksek miR-1915-3p ekspresyonu
gbzlenmistir. miR-1915-3p ekspresyonu ile yas arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligki bulunmamaistir (p=0,380) (Sekil 4.18).
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Sekil 4. 18 miR-1915-3p ekspresyonu ile yas arasindaki iligki

44,1

Toplam (26)

B Yag =55
B Yag <55

Sekil 4.19°da verildigi gibi 37 kolon dokusunun 12’sinde diisiik, 25’in de ise yiiksek

ekspresyon gozlenmistir. Toplamda 22 tane olan rektum dokusunun ise 10 tanesinde

diigiik, 12 tanesinde ise yiiksek miR-1915-3p ekspresyonu gozlenmistir. miR-1915-

3p ekspresyonu ile hem kolon hem de rektum dokulari arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki bulunmamistir (p=0,317).
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miR-1915-3p Ekspresyonu(p=0.317 (Pearson Chi Square Testi))

Sekil 4. 19 miR-1915-3p ekspresyonu ile doku tipi arasindaki iliski

24 kadin hastanin %50’ sinde miR-1915-3p ekspresyonunun diisiik, geriye kalan
diger yarisinda ise yiiksek oldugu saptanmistir. Toplam O6rneklerin %59,3’iinii ise
erkek hastalar olusturmaktadir. Bu hastalarin %31,4’linde diisiik, geriye kalan
%68,6’s1nda ise yiiksek ekspresyon bulunmustur. miR-1915-3p ekspresyon diizeyi
ile cinsiyet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir
(p=0.261) (Sekil 4.20).
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Sekil 4. 20 miR-1915-3p ekspresyonu ile cinsiyet arasindaki iliski

Sigara kullanan 17 hastanin 12’sinde yiiksek, 5’inde ise miR-1915-3p ekspresyonu
diistik olarak saptanmigtir. Hastalarin geriye kalan 42 tanesi sigara kullanmamakta ve
bunlarin  %40,5’inde  disiik, %59,5’inde yliksek miR-1915-3p ekspresyonu
gozlenmigtir. miR-1915-3p ekspresyonu ile sigara kullanimi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p=0,426) (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 21 miR-1915-3p ekspresyonu ile sigara kullanim1 arasindaki iligki

Alkol kullanan 5 hastanin 1’inde diisiik, 4’iinde ise miR-1915-3p ekspresyonu

yiiksek olarak saptanmigtir. Hastalarin geriye kalan 54 tanesi alkol kullanmamakta ve

bunlarin  %38,9’unda diisiik, %61,1’inde yiiksek miR-1915-3p ekspresyonu

gozlenmigtir. miR-1915-3p ekspresyonu ile alkol kullanimi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunmamustir (p=0,614) (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22 miR-1915-3p ekspresyonu ile alkol kullanimi arasindaki iliski

TNM smiflandirmasina gore invazyon T1+T2’ deki 13 hastanin 8’inde yiiksek,
5’inde ise miR-1915-3p ekspresyonu diisiik olarak saptanmistir. Hastalarin geriye
kalan 46 tanesi invazyon T3+T4’ de tespit edilmis olup bunlarin %37’sinde diisiik,
%63’inde yiksek miR-1915-3p ekspresyonu gozlenmistir. miR-1915-3p
ekspresyonu ile invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamustir

(p=1,000) (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23 miR-1915-3p ekspresyonu ile alkol kullanim1 arasindaki iliski

Sekil 4.24°de belirtildigi gibi 59 hastanin 11’inin noéral invazyona sahip oldugu,
48’inde ise noral invazyon bulunmadigi goriilmektedir. Noral invazyon bulunan
kisilerin %45,5’inde diisiikk, %54,5’inde yiiksek; ndral invazyon bulunmayanlarin
%35,4’linde diisiik, %64,6’sinda ise yiiksek ekspresyon saptanmistir. miR-1915-3p
ekspresyonu ile noral invazyon arasindaki iligkide istatistiksel bir anlamlilik

belirlenmemistir (p=0,731).
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Sekil 4. 24 miR-1915-3p ekspresyonu ile noral invazyon arasindaki iliski

43 lenfovaskiiler invazyon bulunmayan hastanin 18’inde diisiik, 25’inde yiiksek
ekspresyon bulunmustur. Lenfovaskiiler invazyonlu hastalarin %75’inde yiiksek,
geriye kalan %5’inde ise diisiik ekspresyon saptanmistir. miR-1915-3p ekspresyonu
ile lenfovaskiiler invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmamistir (p=0,234) (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25 miR-1915-3p ekspresyonu ile noral invazyon arasindaki iliski

Kolorektal kanserli 24 hastada lenf tutulumu varlig: tespit edilmistir. Bu bireylerin

%33,3’iinde diisiik, %66,7’sinde ise yliksek ekspresyon bulunmustur. 35 hastada ise

lenf nodu metastazi bulunmamaktadir. Bu hastalarinda %40’1n da dusiik, %60’inda

yiksek ekspresyon goézlenmistir. Kolorektal kanserli hastalarda miR-1915-3p

ekspresyon diizeyi ile lenf nodu metastaz arasinda istatistiksel olarak bir iliski

goriilmemistir (p=0,603) (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 26 miR-1915-3p ekspresyonu ile lenf nodu metastaz arasindaki iligki

Evre I ve II hastalarin %40’inda miR-1915-3p ekspresyon diizeyi diisiik, %60’1nda

ise yiiksek bulunmustur. Evre III ve IV’deki 29 hastanin ise %34,5’inde diisiik,

%65,5’inde yiiksek ekspresyon saptanmistir. miR-1915-3p ekspresyonu ile timor

evresi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki bulunmamistir (p=0,653) (Sekil

4.27).
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Sekil 4. 27 miR-1915-3p ekspresyonu ile tiimor evresi arasindaki iliski

Tiimor ¢apt 6 cm ve altt olan kisilerin %39,4linde diisiik, %60,6’sinda yiiksek;
timdr ¢ap1 6 cm istii olanlarin %34,6’sinda diisiik, %65,4’linde yliksek ekspresyon
saptanmistir. miR-1915-3p ekspresyonu ile tiimdr ¢ap1 arasindaki iliskide istatistiksel

bir anlamlilik belirlenmemistir (p=0,706) (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 28 miR-1915-3p ekspresyonu ile tiimor ¢api arasindaki iliski

Calisma grubumuzda iki histolojik tip gozlenmis olup adenokarsinom 43’iinii
(%72,9), miisin6z adenokarsinom ise 16’sm1 (%27,1) olusturmaktadir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda miR-1915-3p ekspresyon diizeyi ile hastalarin timor

histolojik tipleri arasinda istatistiksel bir iligskiye rastlanilmamistir (p=0,218) (Sekil
4.29).
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Sekil 4. 29 miR-1915-3p ekspresyonu ile tiimor histolojik tip arasindaki iliski

Kolorektal kanserli 10 hastada metastaz varligi gozlenmistir. Bu bireylerin %
30’unda diisiik, %70’inde ise yiiksek ekspresyon tespit edilmistir. 49 hastada ise
metastaz bulunmamaktadir. Bu hastalarinda %38,8’in de diisiik, %61,2’sinde yiiksek
ekspresyon gozlenmistir. miR-1915-3p ekspresyonu ile metastaz arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=0,729) (Sekil 4.30).
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Sekil 4. 30 miR-1915-3p ekspresyonu ile metastaz arasindaki iliski

4.3.4. miR-3613-3p Ekspresyonunun Klinikopatolojik Faktorlerle iliskisi

Sekil 4.31°de verildigi gibi 55 yas ve iizeri 39 hastanin 34’lin de diisiik, 5’in de ise
yiiksek ekspresyon gozlenmistir. Toplamda 20 tane olan 55 yas alt1 hastanin ise 19
tanesinde diisiik, 1 tanesinde ise yiiksek miR-3613-3p ekspresyonu goézlenmistir.
miR-3613-3p ekspresyonu ile hem 55 yas ve lizeri hem de 55 yas alti arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p=0,653).
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Sekil 4. 31 miR-3613-3p ekspresyonu ile yas arasindaki iliski

Doku tipi kolon olan 37 hastanin %86,5’inde diisiik miR-3613-3p ekspresyonu
gozlenirken, %13,5’inde yiiksek ekspresyon saptanmistir. Rektum dokusu alinan 22
hastada ise, diisiik ekspresyon hastalarin %95,5’inde, yiiksek ekspresyon ise
%4,5’inde tespit edilmistir (p=0.396) (Sekil 4.32).
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miR-3613-3p Ekspresvonu(p=0.396 (Fisher's Exact Test))

Sekil 4. 32 miR-3613-3p ekspresyonu ile doku tipi arasindaki iligki

24 kadin hastanin %87,5” inde miR-3613-3p ekspresyonunun diisiik, geriye kalan
%12,5” inde ise yiiksek oldugu saptanmistir. Toplam 6rneklerin %59,3’iinii ise erkek
hastalar olusturmaktadir. Bu hastalarin %91,4’linde diisiik, geriye kalan %38,6’sinda
ise yiiksek ekspresyon bulunmustur. miR-3613-3p ekspresyon diizeyi ile cinsiyet
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=0.679) (Sekil
4.33).
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Sekil 4. 33 miR-3613-3p ekspresyonu ile cinsiyet arasindaki iliski

Sigara kullanan 17 hastanin 2’sinde yiiksek, 15’inde ise miR-3613-3p ekspresyonu
diisiik olarak saptanmistir. Hastalarin geriye kalan 42 tanesi sigara kullanmamakta ve
bunlarin  %90,5’inde  diisiik, %9,5’inde yiiksek miR-3613-3p ekspresyonu
gozlenmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile sigara kullanimi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p=1,000) (Sekil 4.34).
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Sekil 4. 34 miR-3613-3p ekspresyonu ile sigara kullanim1 arasindaki iligki

Alkol kullanan 5 hastanin 4’tinde diisiik, 1’inde ise miR-3613-3p ekspresyonu
yiiksek olarak saptanmigtir. Hastalarin geriye kalan 54 tanesi alkol kullanmamakta ve
bunlarin  %90,7’sinde  diisiik, %9,3’linde yiikksek miR-3613-3p ekspresyonu
gozlenmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile alkol kullanimi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (p=0,427) (Sekil 4.35).
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Sekil 4. 35 miR-3613-3p ekspresyonu ile alkol kullanim1 arasindaki iligki

Sekil 4.36’da belirtildigi gibi 59 hastanin 11’inin noéral invazyona sahip oldugu,
48’inin ise ndral invazyon bulunmadigr goriilmektedir. Noral invazyon bulunan
kisilerin %81,8’inde diisiik, %18,2’sinde yiiksek; noral invazyon bulunmayanlarin
%91,7’sinde diisiikk, %38,3’linde yiiksek ekspresyon saptanmistir. miR-3613-3p
ekspresyonu ile noéral invazyon arasindaki iligkide istatistiksel bir anlamlilik

belirlenmemistir (p=0,731).
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Sekil 4. 36 miR-3613-3p ekspresyonu ile noral invazyon arasindaki iliski

43 lenfovaskiiler invazyon bulunmayan hastanin 39’unda diisiik, 4’linde yiiksek
ekspresyon bulunmustur. Lenfovaskiiler invazyonlu hastalarin %12,5’inde yiiksek,
geriye kalan %87,5’inde ise diisiik ekspresyon saptanmistir. miR-3613-3p
ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunmamstir (p=0,658) (Sekil 4.37).
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Sekil 4. 37 miR-3613-3p ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasindaki iliski

Kolorektal kanserli 24 hastada lenf nodu tutulumunun varlig: tespit edilmistir. Bu
bireylerin %83,3’linde diisiik, %16,7’sinde ise yliksek ekspresyon bulunmustur. 35
hastada ise lenf nodu metastazi bulunmamaktadir. Bu hastalarinda %94,3’tin de
diisiik, %5,7’sinde yiiksek ekspresyon gozlenmistir. Kolorektal kanserli hastalarda
miR-3613-3p ekspresyon diizeyi ile lenf nodu metastaz arasinda istatistiksel olarak

bir iliski goriilmemistir (p=0,212) (Sekil 4.38).
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Sekil 4. 38 miR-3613-3p ekspresyonu ile lenf nodu metastaz arasindaki iligki

Tiimoriin evre I ve II’si bir grup olup, bu grupta 30 hasta bulunmaktadir. miR-3613-
3p’nin bu hastalarin %93,3’linde diisiik, geriye kalan %6,7’sinde ise yiiksek
ekspresyonu gozlenmistir. Evre III ve IV’deki 29 hastanin ise %86,2’sinde diisiik,
%13,8’inde yiiksek ekspresyon saptanmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile timor
evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,424) (Sekil
4.39).
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Sekil 4. 39 miR-3613-3p ekspresyonu ile tiimor evresi arasindaki iliski

Tiimor ¢ap1 6 cm ve alt1 olan hastalarin %90,9’unda diisiik, %9,1’inde yliksek; timor
capt 6 cm {stii olanlarin %88,5’inde diisiik, %11,5’inde yiiksek miR-3613-3p
ekspresyonu saptanmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile tiimdr c¢api arasindaki

iligkide istatistiksel bir anlamlilik belirlenmemistir (p=1,000) (Sekil 4.40).
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Calisma grubumuzda iki histolojik tip gozlenmis olup adenokarsinom 43’iinii

(%72,9), miisinéz adenokarsinom ise 16’sin1 (%27,1) olusturmaktadir. Yapilan

istatistiksel analiz sonucunda miR-3613-3p ekspresyon diizeyi ile hastalarin timor

histolojik tipleri arasinda istatistiksel bir iligskiye rastlanilmamistir (p=0,176) (Sekil

4.41).
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Sekil 4. 41 miR-3613-3p ekspresyonu ile tiimér histolojik tip arasindaki iligki

TNM siniflandirmasina gore invazyon T1+T2’° deki 13 hastanin hepsinde miR-1915-

3p ekspresyonu diisiik olarak saptanmustir. Hastalarin geriye kalan 46 tanesi

invazyon T3+T4’ de tespit edilmis olup bunlarin %87’sinde diisiik, %13’iinde

yiikksek miR-3613-3p ekspresyonu gozlenmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile

invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,322)

(Sekil 4.42).
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Sekil 4. 42 miR-3613-3p ekspresyonu ile invazyon arasindaki iliski

Kolorektal kanserli 10 hastada metastaz varligi gdzlenmistir. Bu bireylerin %90’ inda
diisiik, %10’unda ise yiiksek miR-3613-3p ekspresyonu tespit edilmistir. 49 hastada
ise metastaz bulunmamaktadir. Bu hastalarinda %89,8’in de diisiik, %10,2’sinde
yiikksek ekspresyon goézlenmistir. miR-3613-3p ekspresyonu ile metastaz arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=1,000) (Sekil 4.43).
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Sekil 4. 43 miR-3613-3p ekspresyonu ile metastaz arasindaki iliski
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BOLUM 5
TARTISMA

Kolorektal kanser tiim diinyada kanser kaynakli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada
yer almaktadir. Diger tiim hastaliklarda oldugu gibi kolorektal kanserde de erken
teshis tedavi basarisi ve sagkalim siiresi tizerinde etkilidir. Bu baglamda kolorektal
kanserin erken teshis edilmesine iligkin spesifik ve gii¢lii biyobelirteclerin kesfi son
derece onemlidir (Ghareib ve ark., 2019). Son donemlerde kolorektal kanserin de
aralarinda yer aldigi insan malignensilerinin hemen hemen tamaminda bazi
miRNA’larin onkogen bazilarinin ise tiimor siipresor etki gostermek suretiyle timor
olusumu ve progresyonu lizerinde etkili olduklar1 ve prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanildiklarina yonelik pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir (Zhang ve ark., 2017; Yao
ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019; Cui ve ark., 2020). Bu bilgi de miRNA’larin
disregiilasyonlarinin tiimoér olusumundaki Onemini ortaya koymaktadir. Yapmis
oldugumuz caligmada kolorektal kanserli dokularda miR-639, miR-641, miR-1915-
3p ve miR-3613-3p’nin ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir.

Calismamizda miR-639’un kolorektal kanserli doku oOrneklerinde saglikli doku
orneklerine gore anlamli diizeyde downregiile oldugu goriilmiistiir. Calismamizla
paralellik arz edecek sekilde Yang ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢alismada miR-
639un Ozofagus skuamoz hiicreli kanser dokularinda downregiile oldugu
bildirilmistir. Liu ve ark (2021) akciger kanserli hastalar {izerinde yapmis oldugu
calismada ZNF674-AS1 regiilasyonunun TNM evresi ve sagkalim siiresiyle anlamli
diizeyde iliskili oldugunu, ayrica ZNF674-AS1 nin asir1 ekspresyonunun miR-639
ekspresyonunda diisiise yol actigini bildirmistir. Carron ve ark (2021) tarafindan
yapilan arastirmada skuamoz karsinom hastalarinda miR-639’un azalan
ekspresyonun genomik stabiliteyi azalttigi ve zayif prognozu destekledigi
bildirilmistir. Bai ve ark (2020) tarafindan hepatoselliiler kanser dokulari iizerinde
yapilan ¢alismada da miR-639’un tiimor siipresor gorev yaptigi saptanmistir. Xiao ve
ark (2020) karaciger kanserli hastalar {izerinde bir arastirma yapmis ve

arasgtirmalariin sonucunda miR-639 ekspresyonun kanserli dokularda azaldigi, bu
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azalisin miR-639’un promoter bolgesinin DNMT3A geni tarafindan hipermetilasyona
ugramasina bagli olarak meydana geldigi saptanmistir. Caligmada ayni zamanda
miR-639’un MYST2 and ZEB1’in 3’-UTR bolgelerine baglanarak bu genlerin

ekspresyonlarini baskiladigi tespit edilmistir.

Calismamizda TargetScan (Release 7.2, Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, MA, USA) ve miRDB (http://mirdb.org) ile miR-639’un hedef
aldig1 genleri taradik ve bu genler arasinda FOXC1’in yer aldig1 tespit edildi. Lin ve
ark (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada miR-639’un insan dil kanseri hiicrelerinde
diisiik ekspresyona sahip oldugunu ve FOXC1 genini hedef aldigini gostermislerdir.
Pek cok calismada transkripsiyon faktdrii olan FOXC1’in hiicre proliferasyonu,
apoptosisi ve farklilasmasinda rol oynadigi ve pek c¢ok farkli kanser tiirlinde
invazyon ve metastazla iligkili oldugu gosterilmistir (Xu ve ark., 2012; Wang ve ark.,
2013; Wei ve ark., 2013; Xia ve ark., 2013). Yine bazi ¢alismalarda FOXC1’in
kolorektal kanserli dokularda yiiksek ekspresyon diizeyine sahip oldugu bildirilmistir
(Liu ve ark., 2018; Li ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2020). Bu bilgiler dogrultusunda
calisgmamizda downregiile oldugu tespit edilen miR-639’un hedefledigi genler
arasinda FOXC1’in bulunma olasiliginin son derece yiiksek oldugu goriinmektedir.
Bunlarin yani sira miR-639’un FGF-BP1 ve Zikl genlerini hedefledigini ve bu
genlerin kolorektal kanser riskiyle iliskili oldugunu gosteren ¢aligmalar da

bulunmaktadir (Tassi ve ark., 2006; Borinstein ve ark., 2010; Kim ve ark., 2014).

Calismamizda kolorektal kanserin ileri evresiyle (TNM-III ve IV) diisitk miR-639
ekspresyonu arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski oldugu tespit edildi. Bu
veriler géz Oniinde bulunduruldugunda miR-639’un kolorektal kanser tanisi ve
prognozunda kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.
Buna karsin meme (Li ve ark., 2014; Ismail ve ark., 2019), tiroid (Lei ve ark., 2016)
ve mesane kanserinde (Scheffer ve ark., 2014) miR-639’un onkogenik etki gosterdigi

bildirilmistir.

Bu tez c¢aligmasinda miR-641 ekspresyon diizeyinin kolorektal kanserli dokularin
tamaminda normal dokulara gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Kong ve ark
(2018) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sekilde miR-641’in karaciger kanserli
dokularda ve hiicre hatlarinda downregiile oldugu ve onkogen olarak tanimlanan

MDM2’yi hedefledigi tespit edilmistir. Yao ve ark (2018), serviks kanserli dokularda
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mMiR-641"in diisiik ekspresyon diizeyine sahip oldugunu ve iki elli ¢inko parmak
faktorlerinin delta EF1 ailesinin (the deltaEF1 family of two-handed zinc-finger
factors) bir iiyesi olan ZEB1’in 3’-UTR bdlgesine dogrudan baglandigini tespit
etmislerdir. Zhu ve ark (2019) TUSCS8’in asir1 ekspresyonunun miR-641 yoluyla
PTEN’i inhibe ederek servikal kanserde hiicre gd¢ilinil inhibe ettigini bildirilmistir.
Zhang ve ark (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada DLX6-AS1’in kemik tiimdriinde
miR-641/HOXA9 sinyal yolunu hedeflemek suretiyle hiicre proliferasyonu ve
metastazinda etkili oldugu saptanmistir. Wang ve ark (2019) mide kanseri dokulari
tizerinde gerceklestirdikleri c¢alismada miR-641’in ekspresyon diizeyinin diisiik
oldugunu bildirmislerdir. Zhao ve ark (2020) tarafindan yapilan calismada miR-
641’in akciger kanseri hiicrelerinde DDP kemoresistansinin regiilasyonunda 6nemli
rol oynadig1 bildirilmistir. Akciger kanserli hastalar {izerinde yapilan bagska
caligmalarda miR-641’in hiicre proliferasyonunun metastazini inhibe ettigi
gosterilmistir (Fan ve ark., 2019; Meng ve ark., 2020). Liu ve ark (2020) yapmis
olduklar1 ¢aligmada miR-641’in pankreas karsinomunun ilerlemesini inhibe ettigini
tespit etmislerdir. Wu ve ark (2020) yapmis olduklar1 c¢alismada YAP1’in
ekspresyonunun miR-641’1 downregiile etmek suretiyle kemik kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve metastazin1 engelledigini bildirmislerdir. Niu ve ark (2021),
prostat kanserinde circCDR1as/miR-641/XIAP diizenleyici eksenin PC-3 hiicre
hattinin istilasinda ve goglinde 6nemli rol oynadigini bildirmistir. Li ve ark (2020)
yapmis olduklar1 calismada cirRNA CDRlas’nin miR-641’1 adsorbe ederek
AKT/mTOR yolunu aktive ettigini ve karaciger kanserinin progresyonunu artirdigini
bildirmislerdir. Zhao ve ark (2021) miR-641 inhibisyonunun, LINCO00173’deki
diistislin karaciger kanser hiicrelerinde cisplastinin etkisini artirdigini, ayn1 zamanda
miR-641’in RAB14’{i hedefledigi ve RAB14 asir1 ekspresyonu, LINC00173'tin HCC
hiicresi DDP duyarlilig iizerindeki indiikleyici etkisini azalttigini tespit etmislerdir.
Zhang ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢alismada miR-641’in ZEB1 ve MDM?2
aracilii EMT’yi diizenlemek suretiyle yumurtalik kanserinde hiicre biiylimesini ve
metastaz1 destekledigi, boylelikle endojen RNA olarak goérev yaptigr bildirilmistir.
ZEB1’in kolorektal kanserin (Zhang ve ark., 2013) de i¢inde bulundugu tiroid (Zhang
ve ark., 2016), karaciger (Larsen ve ark., 2016) ve endometrial (Singh ve ark., 2008)
kanserler gibi bir¢ok kanser tiiriinde upregiile oldugu rapor edilmistir. miR-641’in
hedef aldig1 genlerden bir digeri LIN28B’dir (http://mirdb.org). LIN28B basta kolon

kanseri (Pang ve ark., 2014) olmak {izere hepatoselliiler karsinom (Guo ve ark.,
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2006; Viswanathan ve ark., 2009), Wilm’s timor (Viswanathan ve ark., 2009) ve
ovaryum kanseri (Helland ve ark., 2011) gibi pek ¢ok kanserde asir1 eksprese oldugu
bildirilmistir. Bizim analizlerden elde etti§imiz sonuglarin aksine, Li ve ark (2020)
CDRlas’nin safra yolu kanserinde miR-641’1 diizenlemek suretiyle kismen
onkojenik 6zellikler gosterdigini ve bu baglamda da miR-641’in safra yolu kanseri
icin terapdtik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Liu ve ark (2021)
mMiR-641’in hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese oldugunu
bildirmislerdir. Chen ve ark (2021) tarafindan yapilan ¢calismada da miR-641’in safra
yolu kanserinde yiikksek ekspresyon diizeyine sahip oldugu saptanmistir. Bizim
bulgularimiz1 destekleyen ¢aligmalarla beraber, miR-641’in hedefledigi baz1 genlerin
dogrudan kolorektal kanser ile olan iliskisini de dikkate aldigimizda, miR-641’in
kolorektal kanserde tiimor baskilayici rol oynadigi ve kolorektal kanser tanisinda

kullanilabilecek giiclii bir belirteg olabilecegi soylenebilir.

Calismamizda miR-1915-3p’inin kolorektal kanserli dokularda saglikli dokulara gore
upregiile oldugu goriilmiistiir. Calismamizla paralellik arz edecek sekilde Borrelli ve
ark (2017) miR-1915-3p’nin papiller tiroid karsinomun foliikiiler varyantinda, Guo
ve ark (2018) meme kanserinde, Shi ve ark (2019) diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada
miR-1915-3p’nin upregiile oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin Cui ve ark (2019)
gastrik kanserde, Kim ve ark (2020) meme kanserinde, Xu ve ark (2016) apoptotik
hiicre hatlarinda miR-1915-3p’nin downregiile oldugunu bildirmislerdir. miR-1915-
3p’nin hedefledigi ¢ok sayida gen bulunmaktadir (TargetScan; http://mirdb.org).
Yapilan literatlir taramasi sonucunda bu genler arasinda yer alan CA7 ve TUSC5’in
kolorektal kanserle iligkili oldugu goriilmiistiir. Yang ve ark (2015) caligsmalarinda
CA7’nin, Yue ve ark. (2020) ise TUSC5’in kolorektal karsinomada down regiile
oldugunu bildirmislerdir. Yumurtalik kanserinde miR-1915-3p’nin GSK3B’yi
hedefledigi calismada hiicre gogiinde, FAIM2 ve BCL2’yi hedefledigi ¢alismada ise
hiicre 6liimii ve apoptotik stiregte etkili oldugu gosterilmistir (Vallino ve ark., 2020).
Huang ve ark (2021) tarafindan yapilan g¢alisgmada miR-1915-3p ekspresyonun
karaciger kanseri dokularinda ve hiicre dizilerinde Onemli oranda arttig1
bildirilmistir. Su ve ark (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ise miR-1915-3p’nin
akut myokardial enfarktiis hastalarinda diisiik eksprese oldugu tespit edilmistir. Bu

calismalar dikkate alindiginda calismamizda miR-1915-3p’nin kolorektal kanserli
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dokularda yiiksek diizeyde eksprese olmasinin CA7 ya da TUSC5’yi hedef alarak bu

genlerin downregiile olmasina neden olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda, diger bir ekspresyon diizeyi arastirilan miRNA miR-3613-3p idi ve
miR-3613-3p kolorektal kanserli dokularda downregiile olmustur. Calismamizdan
elde edilen sonugla benzerlik gosterecek sekilde Yan ve ark (2018) tarafindan
yapilan ¢alismada farkli metastatik ozellikle sahip kolon kanser hiicre hatlar1 olan
SW480 and SW620’da miR-3613-3p’nin ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir.
Bununla beraber gastrik kanserde (Bibi ve ark., 2016) timdr siipresor olarak
tanimlanan miR-3613-3p’nin, melonoma hiicre hatlarinda da downregiile oldugu ve
CD7’yi hedef aldig1 gosterilmistir (Gad ve ark., 2019). Yu ve ark (2020) tarafindan
yapilan c¢aligmada miR-3613-3p'nin meme kanserinde tiimor baskilayici gorev
iistlendigi saptanmistir. Li ve ark (2020), miR-3613-3p'nin deri kanseri i¢in tani ve
prediktif biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir. Bununla
beraber, miR-3613-3p'min hepatoselliiler karsinomda saglikli kontrollere gore
downregiile oldugu tespit edilmistir (Singh ve ark., 2021). Rassoulzadegan ve ark
(2021) miR-3613-3p’nin otizm spektrum hastalarinda diisikk eksprese oldugunu
bildirmislerdir. Li ve ark (2021) tarafindan yapilan c¢alismada miR-3613-3p’nin
hipertrofik skar yontemi i¢in potansiyel terapotik hedefler saglayabilen ARGLU1
genini hedefleyerek hipertrofik skar olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir. Chen ve
ark (2021) miR-3613-3p’nin meme kanserli dokularda 6nemli oranda diisiik eksprese
oldugunu bildirmislerdir. Xie ve ark (2021), miR-3613-3p’nin 16semi hiicrelerinde
diisiik eksprese oldugunu saptamislardir. Calismamizdan elde edilen sonuglarin
aksine meme kanseri hiicrelerinde (Liu ve ark., 2020), farklilagmis lipokarsinomada
(Fricke ve ark., 2018) ve ndroblastom hastalarinda (Rezaei ve ark., 2021) miR-3613-
3p’nin upregiile oldugu bildirilmistir.

mMiR-3613-3p’nin hedef aldig1 genlerin sayist oldukg¢a fazladir (TargetScan;
http://mirdb.org). Bu genler arasinda yer alan TBL1XR1, EIF5A2, Siklin D2 ve
SATB nin kolorektal kanser ile iliskili olduguna dair daha once yapilan bir¢cok
arastirma s6z konusu olup bu aragtirmalar sonucunda TBL1XRI1’in yiiksek
ekspresyonu ile kolorektal kanser arasinda iligki oldugu gosterilmistir (Liu ve ark.,
2017). Zhu ve ark (2012) kolorektal kansere EIF5A2’nin onkojenik rol oynadigini,
Mermelshtein ve ark (2005) Siklin D2’nin, Liu ve ark (2019) da SATB2’nin yiiksek
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diizeyde eksprese olduklarini gostermislerdir. Bu sonuglardan hareketle miR-3613-
3p’nin kolorektal kanserde timor baskilayict rol oynadigi ve kolorektal kanser i¢in
miR-3613-3p’nin TBL1XR1, EIF5A2, Siklin D2 ve SATB2’yi hedef alabilecegi

olasidir.

Literatiirde yer alan miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve miR-3613-3p’nin farkli
kanser tiirleri ile olan iligkilerini belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda,
calismamizdan elde edilen sonuglarla benzerlik gosterenler oldugu gibi farklilik
gosterenlerde mevcuttur. Bu celiskili sonuglarin kanserin heterojenlik gostermesiyle
ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte miRNA’lar genomda pek cok
farkli mRNA molekiiliinii hedeflemekte olup bu hedef molekiillerin bazilari
onkogen, bazilar1 ise tiimor siipresor etkiye sahiptir. Aynt miRNA’larin hedef
aldiklar1t mRNA molekiiliine bagli olarak farkli kanser tiirlerinde farkli roller

tistlenmesi de kaginilmazdir.
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BOLUM 6
SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda, kolorektal kanserli
hastalarin saglikli dokularina kiyasla timorlii dokularinda miR-639, miR-641, ve
miR-3613-3p’nin  ekspresyon diizeylerinin  azaldigi, miR-1915-3p’nin ise
ekspresyonun arttigi  saptanmistir. Bu  sonuglardan  hareketle  kolorektal
karsinogeneziste miR-639, miR-641, ve miR-3613-3p’nin timor baskilayici, miR-
1915-3p’nin ise onkojenik rol oynadigi sdylenilebilir. Bu c¢aligmadan elde edilen
veriler dikkate alinarak, miR-639, miR-641, miR-1915-3p ve mIiR-3613-3p’nin
kolorektal kanserde etkili olabilecek hedef genlerinin tanimlanmasi bundan sonra
yapilacak olan c¢alismalar arasinda yer alabilir. Hedef mRNA molekiillerinin
tanimlanmasina yonelik yapilacak ¢alismalar, kolorektal kanserde bu miRNA’larin
oynadiklari rollerinin altinda yatan mekanizmalarinin arastirilmasi agisindan 6dnemli
olacaktir. Bununla beraber, bu miRNA’larin disregiilasyonlariin fonksiyonel olarak

degerlendirilmesi gelecekte yapilacak calismalar igerisinde degerlendirilebilir.
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