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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KOLON KANSERINDE ONKOGENIK MiIKRORNA’LARIN ARASTIRILMASI

Sema ATMANOGLU
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Faruk SUZERGOZ
Yil:2018, Sayfa:66

Kolon kanseri, diinyada en yaygin goriilen kanser tiirlerinden biridir. Kolon kanserinde, protein
kodlamasina katilmayan fakat protein kodlayan genlerin protein ifadelerini diizenleyen, miRNA' larin
rolii oldugu bildirilmektedir. MikroRNA’lar, hedef mRNA’ nin molekiiler yolagindaki 6zelligine
gore, timor siipressor ve onkogenik 6zellik tagimaktadirlar. Son yillarda mikroRNA’ larin islevlerinin
ve kanser gelisimindeki rollerinin anlagilmasiyla, hem kanserlerin molekiiler patolojisinin
anlagilmasinda hem de molekiiler hedeflere yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi i¢in
umut olusturmaktadir. Calismamizda, kolon kanserinde saglikli ve tiimorli dokularda onkojenik
miRNA ekspresyonlar1 ve bunlarin erken teshis amaciyla kullanilabilme kapasiteleri arastirilmistir.
Kolon kanseri teshisi konulmug 6 hastadan alinan saglikli ve tiimoér doku 6rnegi kullanilmistir. Doku
orneklerinden total RNA izolasyonundan sonra, mikroRNA expresyon seviyeleri microarray analiz
sistemi kullanilarak belirlenmistir. Mikroarray analizleri sonucunda, kolon kanserinde onkogenik
karakrerli olabilecegi diisiiniilen 10 adet mikroRNA (mir-224, mir-1290, mir-27a, mir-543, mir-18b,
miR-3180-3p, mir-1292, mir-191,mir-196) belirlenmistir. Belirlenen mikroRNA’larmn saglikh
dokulardakine oranla ile tiimorlii dokularda ekspresyon seviyelerinin artmis oldugu gézlenmistir.
MikroRNA ekspresyon analizleri ile elde edilecek veriler, kolorektal kanserler igin erken teshis
belirteci olarak kullanilabilme olanagi olusturabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Kolon Kanseri, MikroRNA, Onkogenik mikroRNA, MikroRNA
Ekspresyonu, Mikroarray yontemi
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Colon cancer is one of the most common types of cancer in the world. It has been reported in colon
cancer that the role of miRNAs, which do not participate in protein coding, but which regulate protein
expression in protein-encoding genes. MicroRNAs carry tumor suppressor and oncogenic properties
according to the molecular pathway of the target mMRNA. In recent years, with the understanding of
the functions of microRNAs and their role in the development of cancer, new expectations have
emerged for both the understanding of molecular pathology of cancers and the development of new
therapeutic approaches to molecular targets. In our study, oncogenic miRNA expressions in healthy
and tumorous tissues in colon cancer and their capacity to be used for early diagnosis were
investigated. Healthy and tumor tissue samples from 6 patients diagnosed with colon cancer was used.
After isolation of total RNA from the tissue samples, microRNA expression levels were determined
using a microarray analysis system. As a result of the microarray analysis, 10 microRNAs (mir-224,
mir-1290, mir-27a, mir-543, mir-18b, miR-3180-3p, mir-1292, mir-191,mir-196) that are thought to
be oncogenic in colon cancer have been identified. It has been observed that the expression levels of
the identified microRNAs are increased in tumor tissues compared to healthy tissues. The data
obtained with the analysis of microRNA expressions may be used as an early diagnosis marker for
colorectal cancers

KEY WORDS: Colon cancer, MicroRNA, Oncogenic MicroRNA, Expression of microRNA,
Microarray
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1. GiRiS Sema ATMANOGLU

1. GIRIS

Giliniimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan kanser, siklikla goriilmesi
hastalik ve oliim oranlarinin yiiksek olmasi, tedavisinin yiiksek maliyetli olmasi,
siiresi ve yan etkileri sebebiyle biiyiik tehdit olusturmaktadir. Kanser hastaligini
tamimlayacak olursak; milyonlarca yildir insanlar1 Oldiiren, gliniimiizde ve
ontimiizdeki yillarda da Oldiirmeye devamedecegi Ongoriilen ¢agimizin en ciddi
saglik problemleri arasinda yer almaktadir.Sadece hastalia yakalanan kisiyi degil
ayni zamanda yakin ¢evresini de etkileyerek bir sosyal sorun olarak ortaya

cikmaktadir (izmirli ve ark., 2007; Arslan, 2000).

Hiicrenin ¢ogalma hizinin artmasi, apoptozisin yavaslamasi veya ortadan
kalkmas1 sonucunda kontrolsiiz sekilde hiicre biiylimesi ile ortaya ¢ikan siire¢ genel
olarak “kanser” olarak adlandirilir. Kanser; hastalarin fiziksel, psikolojik, manevi ve
sosyal durumlarin1 etkileyerek kisisel yasaminda Onemli degisimlere sebep
olmaktadir (Kelleci, 2005; Lin ve ark., 2003). Kanser; kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve
anormal bi¢cimde yayilimi ile karakterize olan hastaliklar grubu arasindadir (Arslan,

2003).

Kolon kanseri, gastrointestinal sistemin en sik goriilen kanseridir. Erigkinlerde kolon
kanseri tiim kanser tiirlerinin yaklasik % 10’nunu olusturmaktadir. Kolon kanseri
kadin ve erkeklerde tiim kanser gesitleri igerisinde tgiincii sirada yer alan kanser
tirtiidiir. Kansere bagli 6lim nedenleri arasinda erkeklerde prostat ve akciger
kanserinden sonra kadinlarda ise meme ve akciger kanserlerinden sonra igiincii

siradadir. Kolon kanserine kadin ve erkeklerde esit siklikta rastlanmaktadir.

Genetik ve cevresel etkenler kolon kanseri gelisim riskini artirmistir. Kolon
kanserinin goriilme siklig1 yasa bagli olarak degismektedir. 50 yasindan sonra
hastaligin olusma riski diizenli sekilde artar. hastalarin % 90 civar1 50 yas ustiidiir.
Yiiksek risk tasimayan vakalarda tarama yasinin 50 olusunun nedeni budur (Tarhan

ve Saricik, 2015). Kolon kanserinin goriilme sikligi 50 yasindan sonra belirgin olarak
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artar ve her 10 yil gectikge iki katina ¢ikar. 75 yasina yakin ise en yiiksek seviyeye
ulagir. Kolon kanseri risk faktorleri igerisinde diyet, genetik yatkinlik, ileri yas,
sigara, alkol, inflamatuar barsak hastaligi ve gevresel faktorler gibi gesitli etkenler

yer alir.

MikroRNA (miRNA)’lar DNA {izerinde bulunan ekzon ve intron bolgeleri ile
protein kodlayamayan bdlgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu gerceklesen
ancak proteine doniisemeyen 18-24 niikleotid uzunlugunda islevsel RNA
molekiilleridir. MIRNA’lar protein translasyon gelisiminin engellenmesi ile mMRNA
yikimina sebep olurlar. Birgok ¢alisma mikroRNA’larin hematopoezinde farklilasma,
apoptoz ve ¢ogalma benzeri hiicresel olaylarda hayati fonksiyonlara sahip olduklarini
gostermistir. Maling hastalardaki rolleri birden ¢ok arastirmanin konusu olmaktadir.
miRNA’larin hedefi bir veya birden fazla gen olabilir. Hedef aldiklar1 genlerin
mRNA’larim1 baskilayarak gelisim, ¢ogalma, farklilasma, ve apoptoz gibi hiicresel
olaylarda rol almaktadirlar. MikroRNA’larin hedef aldiklari genlerin % 50’sinden
fazlas1 kanserle iligkilendirilmis genom iizerinde yer almaktadir. Yapilan bilimsel
caligmalar; mikroRNA’larin onkogen baskilayan bir gen sinifi olusturulabilecigini
gostermistir. Normal ve tiimorli dokular karsilastirildiginda farkli diizeyde ekspre
olan miRNA’lar belirlenerek, kanser hastaliginin teshis ve tedavisinde etkili olacagi

diistiniilen birden ok miRNA belirlenebilecektir.

Oligoniikleotid miRNA mikroarray analizi gilinlimiizde kanserde miRNA
ekspresyon profillinin belirlendigi etkili bir molekiiler tekniktir. Gliniimiizde
miRNA’larin kanser ve normal dokularda farkli diizeylerde eksprese olduklart bir
cok caligmada gosterilmistir. Bu farkliliklar tiimor tiiriine 6zgiidiir ve bazi tiirlerde

prognozla iliskilendirilmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda galismamizda kolon kanseri ve normal kolon
dokusunda onkogenik mMiRNA’larin belirlenmesi ve normal doku ile timorlii
dokudaki onkogenik mMIiRNA seviyelerinin mikroarray teknigi kullanilarak
karsilagtirilmas1 amaglanmistir. Kolon kanseri patogenezinde etkili olabilecek

mikroRNAlar belirlenmeye ¢alisilmistir.  MiRNAlarin  hedef mRNA’larinin
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bioinformatik acidan degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica kolon kanserinin

histopatojik 6zellikleri ve miRNA ekspresyon diizeyi arasindaki iligki belirlenmeye

calisiimustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kanser

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 c¢alismadiginda ve hiicre apoptozis
fonksiyonlarini yitirdiginde kanserlesme siirecine geger. Kanser viicuttaki hiicrelerin
kontrolsiiz olarak asir1 sekilde ¢cogalmasi ve kontrolsiiz sekilde cogalan bu hiicrelerin
viicudun ¢esitli bolgelerine dagilmasi olayidir. Genellikle organizma gerekli gordigii
zaman hiicreler ¢ogalir. Normal olarak ¢ogalan bu hiicreler, organizmanin diizenli
calismasini ve saglikli kalmasimi saglar. Organizmada ihtiyagtan fazla hiicre
cogalmasi goriilityorsa bu bolgede bir kitle olusur ve bu kitle tumor (ur) olarak
isimlendirilir. Olusan kitleler selim (benign) veya habis (malign) tiimor olabilir.
Benign tiimorler iyi huylu ozellik gosterdikleri i¢in kanser degildirler. Benign
timorler komsu doku ve viicudun diger organlarina yayilmaézelligi gostermezler.
Nadiren zararlidirlar. Benign tiimoérler genellikle viicuttan rahatlikla alinabilirler.
Habis (maling) ise kanserli tiimor olarak isimlendirilir. Habis tiimorler bulunduklar
dokudan viicudun diger doku ve organlarina gegerek bulunduklari yerde zarara neden
olurlar. Kanserli hiicreler bulunduklar1 dokudan ayrilabilir, dolasima karigabilir veya
lenf yollarina gecebilirler. Kanserli hiicrelerin yayilmasi ve viicudun farkl
bolgelerinde tiimdriin olusmast bu sekilde gergeklesir. 100°den fazla degisik tilirde
kanser c¢esidi vardir. Bu kanser tiirleri viicudumuzun herhangi bir bolgesinde

olusabilecegi gibi rektum ve kolon tizerinde de goriilebilir.
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2.2. Kolon Kanseri

Kanser biitiin diinya iizerinde genellikle artis goteren bir hastalik tiiriidiir.
Giliniimiizde kanser toplum ve bireyler arasinda hem manevi hemde sosyoekonomik
yonden kayiplara ve birden ¢OKk probleme neden olmaktadir. Diinya tizerinde
toplamda 14,1 milyon kiside gelismis yeni kanser vakasi ve bunlar igerisinde 8,2
milyon kisi kanser hastaligindan 6lmistiir. Kanser, diinyada ve iilkemizde nedeni
bilinen Oliimler arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siralarda yer
almaktadir (Anonim, 2017a). Kanserde benzer gidisat siirdiigii takdirde 2030’lu
yillarda ortalama her yi1l 22 milyon yeni kanserli vakanin olugsmasi beklenmektedir.
Bu olusacak olan yeni kanserli vakalar 2008 yil1 verileri ile karsilastirildiginda % 75
civarinda artig olacagi diistiniilmektedir (Anonim, 2017a). Gelecekte olusacak yeni
kanserli vakalarin bir ¢ogunun az gelismis {ilkelerde meydana gelmesi
beklenilmektedir (Ferlay ve ark., 2012). Diinya iizerinde 100°den fazla degisik tiirde
kanser ¢esidi vardir. Bu kanser tiirleri viicudumuzun herhangi bir bolgesinde
olusabilecegi gibi rektum ve kolon iizerinde de goriilebilir. Kolon kanseri tiim
diinyada kanser tiirleri arasinda 3.sirada goriilen bir kanser tiirtidiir. 1 yilda yaklasik 1
milyon insanda goriilmekte ve 500 bin kisinin 6liimiine sebep olmaktadir (Luk,
1999). Diinya lizerinde ve iilkemizde gastrointestinal sistemin en ¢ok goriilen kanser
turtidiir (Tarhan, 2015). Kolorektal kanser erkeklerde (Cizelge 2.1) ve kadinlarda
(Cizelge 2.2) 3. sirada yer alir. Kolorektal kanser erkeklerde yiiz binde 22,8 siklikla
goriiliirken kadinlarda yiiz binde 13,8 siklikla goriiliir (Anonim, 2018a).

Cizelge 2.1. Uluslararast Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yayinlanan Globocan 2012 Verilerine
Gore Erkeklerde En Sik Gériilen ilk Bes Kanser Tiiriiniin Dagilimi

Tiirkiye* Diinva IARC’a iiye 24 AB (28 iilke) ABD
1 Akeiger Akeiger Prostat Prostat Prostat
2 Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4  Mesane Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Babrek Babrek
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Cizelge 2.2. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yayinlanan Globocan 2012 Verilerine
Gore Kadinlarda En Stk Gériilen ilk Bes Kanserlerin Dagilini

Tiirkiye* Diinya TARC’a iiye 24 AB (28 iilke) ABD
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2 Tirod Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akeiger
3  Kolorektal Uterus serviksi Akeiger Akciger Kolorektal
4  Uterus korpusu  Akciger Uterus serviksi Uterus korpusu ~ Tiroid
5  Akcger Uterus korpusu Uterus korpusu Uterus servikst ~ Uterus

2.2.1. Kolon kanserinin olusumu

Kolon kanseri, gastrointestinal sistemin en ¢ok rastlanan kanseridir. Kolon
kanserinin olusumu ayrintili olarak arastirilmis ve detayli olarak ortaya konmustur.
Kolon kanseri bagirsak i¢i duvarinda iyi huylu kiigiik polipler seklinde olusmaya
baglar (Anonim, 2016). Polip, bagirsagin i¢ yiizeyini Orten tabakadan olusan ve
bagirsak i¢ine dogru biiyiiyen kabarti seklinde olan sislige verilen isimdir. Zaman
icinde, polibi olusturan hiicrelerde degisimler meydana gelir. Polipler giderek biiyiir
ve kanser kitlesi haline gelir ve olusan kitle kalin bagirsak duvarini isgal eder.
Kontrolsiiz bir sekilde cogalmaya devam eden kanserli hiicreler belli bir donem sonra
bagirsakta tikanikliga yol acabilir (Kuzu, 2015). Tiim bu siire¢ 10-15 yil i¢inde yavas
yavas gelisir. Ardindan iyice biiyliyen tiimor bagirsak katlarimi gegerek viicuda

yayilir (Anonim, 2016).

Kolon kanseri; genetik yatkinlik, ileri yas ve gevresel faktorler gibi sebeplerle
geligebilmektedir. Kolon kanserinin goriilme siklig1 yasa bagli olarak degismektedir.
50 yasindan itibaren hastaligin olusma riski diizenli sekilde artar. Hastalarin % 90
civar1 50 yas ustiidiir. Yiiksek risk tasimayan vakalarda tarama yasinin 50 olusunun
nedeni budur (Tarhan, 2008). Kolon kanserinin goriilme sikligi 50 yasindan itibaren
belirgin sekilde artar ve her 10 yillik dilimde iki katina ¢ikar. 75 yasina yakin ise en
yiiksek seviyeye ulasir. Kolon kanserinin nedenleri tam olarak belirlenmemistir
ancak olusumunda etkisi oldugu diisiiniilen birtakim genetik ve cevresel faktorler
mevcuttur. Aile dykiisiinde kolon kanseri bulunan kisilerin kansere yakalanma riski

kalitsal yatkinlig1 olmayan bireylere oranla fazladir. Ek olarak, yumurtalik ile meme
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kanseri gecirmis kisilerin ve ailelerinin kolon kanserine yakalanma ihtimali

normalden yiiksektir (Anonim, 2017b).

Genetik ¢alismalarda kolon tiimdrlerinin yaklasik % 10°nun kalitsal olarak
yatkinlik gosteren bireylerde gelistigi belirlenmistir. Ailesel polipozis, Ulseratif kolit
ve Crohn hastalig1 gibi sendromlar tasiyan bireyler kalitsal benzerlik gosterdikleri
durumlarda kanser cok erken yasta niiks eder iistelik hastaligin seyri normalden
kotiidiir. Ayrica, kolon kanserinde genetik egilimi artiran durumlarda baskin olarak
gecen Familyal Adenomatdz Polipozis (FAP) ile Herediter Nonpolipozis Kolorektal
Kanser (HNPCC) sendromlarindandir (Edwards ve ark., 2006).

Eskiye bakildiginda kolon kanserinin lokalizasyonu saga dogru yonelmistir. Bu
yonelim sigmoidoskopi ve polipektominin daha fazla uygulanmasi ile rektum ve
sigmoid kolon kanserlerinde azalis gostermesiyle agiklanir (Sekil 2.1). Amerika’da
ve bir¢ok bati iilkesinde 1980’lerden sonra kolon kanserinden kaynakli oliimler
azalmaktadir. Bunun nedeni ise kolonda olusan poliplerin erken dénemde tespit
edilmesi ve endoskopik yardimiyla ortaya c¢ikarilmasi, kolon kanserinin erken

evresinde teshis konulmasi, daha etkili tedavi tekniklerinin katkis1 bulunmaktadir.

200105 arasinda KRK tanisi alan ve KRK'yabadh dlen
hastalann yaslara gore dagihmi
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Sekil 2.1. 2001-05 arasinda KRK tanisi alan ve KRK’ye bagli 6len hastalarin yas araliklarina
gore dagilimi
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2.2.2. Kolon kanserinin risk faktorleri

Sekil 2.2. Kolon kanserinin risk faktorleri semasal gekli

Kolon kanserinin olusum nedenleri tam anlamiyla belirlenmemistir.
Aragtirmalar, birgok risk faktoriiniin kolon kanseri olma ihtimalini yiiksettigini
gostermistir (Sekil 2.2). Kolon kanserlerinin % 95’ni polipler olusturur. Bagirsagin i¢
yiizeyini doseyen polipler mukoza olarak isimlendirilen yapilardan ¢ikan minik
tomurcuklardir. Bir¢ok polip iyi huylu olup kansere doniismez, fakat kolonoskopi
yardimiyla alinmalari, kolon kanserini bariz sekilde azaltmaktadir. Bu yiizden kolon

kanseri onlem alinabilecek bir hastaliktir (Anonim, 2017c).

Normalde polipler 50 yas civarinda bulunan kisilerin yaklasik % 20’sinde
vardir. Yagin ilerlemesiyle birikte poliplerin goriilmesinde ¢ok sayida artis yasanir.
Vucutta olusan poliplerin kanserlesmesi 8 yilda oldugu tahmin edilmektedir. Bu
stire¢ olusabilecek hastaliga tan1 koymak i¢in tarama testlerinin zamanini ve sikligini

belirleme konusunda fayda saglamistir (Anonim, 2014).
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Caligmalar sonucunda risk faktorlerinin kolon kanserinin gelisimini etkiledigi
belirlenmistir. Bu faktorler arasinda basta inflamatuar bagirsak hastaligi olmak tizere
beslenme, aile Oykiisli, genetik yatkinlik gdsteren hastaliklar ve cevresel faktorler

sOylenebilir (Kusakgioglu, 2003; Gonen, 2004).

2.2.2.1. Yas

Kolon kanserine yakalanma riski yas ilerledikge artar. Bu hastaliga
yakalananlarm % 90’nindan fazlasina teshis Ozellikle 50’li yasindan itibaren
konulmustur. Ortalama teshis yas1 72 olarak kabul edilir. Ancak ailede daha 6nceden
kolun kanseri Oykusu var ise hastaligin daha erken yasta goriilme riski artar.

(Kusakgioglu, 2003; Gonen, 2004).

2.2.2.2. Aile oyKkiisii

Kolon kanseri dykiisii goriilen kisilerin (iistelik kanser erken yasta olmussa)
yakin akrabalarda o6zellikle (anne-baba, kardes veya c¢ocuklarda) bu hastaliga
yakalanma riski yiiksektir. Sayet yakin akrabalarin bir ¢ogunda kolon kanseri

gegmisi var ise bu bireylerde kolon kanseri riski katlanarak artmistir (Anonim, 2014).

2.2.2.3. Polipler

Polipler kalin bagirsagin i¢ duvarindan kaynaklanir. Polip, bagirsak i¢ yilizeyini
orten tabakadan olusan, bagirsak i¢ine dogru biiyliyen kabart1 seklinde olan sislige
verilen isimdir. 50 yasindan sonra daha yaygin goriiliir. Baslangicta iyi huylu timor
olmalarma ragmen zaman gectikge bu iyi huylu tiimdrlerin kansere doniisme
ihtimalide olusabilir. Kalin barsagin polip gelisimine olan kalitsal yatkinligi,
kolorektal kanserin olusmasi riskini artirdigi belirlenmistir. Kanserlesme riski
sebebiyle poliplerin kolonoskopi yontemiyle alinmali ve sik sik hastarin kontroli
yapilmalidir. Poliplere erken siirede teshis konulmasi ve olusan poliplerin alinmasi,

kolon kanserine yakalanma riskini azaltir (Yokus ve ark., 2012).
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2.2.2.4. inflamatuar bagirsak hastahklari ile iliskisi

Yaklasik 10 yil inflamatuar bagirsak hastalig1 (Ulseratif kolit veya Crohn gibi)
gecirmis bireylerin kolorektal kanserlere yakalanma riski yaklasik 2 ile 3 kat artar.
Ulseratif kolit ile kanser arasinda bulunan iliski hastaligin kolon bélgesindeki
uzunlugu, aktivitesi ve siiresiyle iliskilidir (Ekbom ve ark., 1990). Ulseratif kolit icin
kullanilacak tedaviler kolorektal kanser gelisim riskini azaltmaktadir (Ekbom ve ark.,
1990). Geng yasta Crohn hastalig1 goriilen bireylerde CRC riski ¢ok daha yiiksektir.
Crohn sebebiyle CRC’ye yakalanan bireylerin % 50’sinde crohn hastaligi
bulunmayan kisimlarda CRC’nin goriildiigii ve yayildigi belirlenmistir (Dobrucali,

2003).

2.2.2.5. Genetik

Kolon kanserinin miRNA’larin aktive ve inaktive seklinde sentezlenmeleri
sonucu olustugu disiiniilmektedir. Hastaligin olusumuna neden olan birden fazla
kalitsal bozukluk tanimlanmustir. Bitiin kolon kanseri vakalarinin % 5 kalitimsal
gecis gosterir (Vasen ve ark., 1999). Giincel galismalarda kolon kanserinin kalitimsal
olarak belirlenmis iki tipi bulunmaktadir. Bunlar ailesel adenomatdz polipozis

sendromu (FAP) ile kalitsal nonpolipozis kolorektal kanseridir (HNPCC).

FAP ve HNPCC ailesel kolon kanseri sendromlari olmalarina karsin biitiin
CRC vakalarinin sadece % 5’ini olusturmaktadirlar (Vasen ve ark., 1999). HNPCC’i
sporadik kanserlerden ayiran 6zellik hastalik erken yasta niiks eder ve basta kolonun
sag tarafina yerlesmektedir (Christine ve ark.,, 2005). HNPCC’yi ‘‘Ailesel
Adenomatoz Polipozis Sendromun’’dan (FAP) ayiran 6zellik ise bu hastalarin FAP’
ta oldugu gibi ¢ok sayida polip olusmaz (Christine ve ark., 2005). Hastaligin HNPCC
kaynakli oldugunu soylemek igin ¢esitli kriterlerden faydanalinir. Bunlar, aile
Oykiisiinde en az 3 kisiye kesin olarak CRC tanis1 konulmus olmali ve bunlar 1.
dereceden yakin akraba olmali, iki veya daha fazla neslide goriilmiis olmasi ve 50

yasindan once iki veya daha fazla kisiye ailevi CRC tanis1 konulmus olmalidir.
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Ailesel polipozis koli (FAP), otozomal dominant olarak gecer. Biitiin kolonda
birden fazla adenomatdz polip olusmasiyla gelisen bir hastaliktir. Tim kolon
kanselirinin % 0.5’nin FAP kaynaklidir. Adenomatoz Polipozis Koli (APC) geni
mutasyonludur. APC geni 5g21°re yerlesmis bulunmaktadir. Cogunlukla yasamin
ikinci on yillik diliminde kendini gosterir. FAP’dan kaynakli oldugunu sdylemek i¢in
100 veya daha fazla polip belirlenmelidir. Erken teshis ile belirlenip tedavi edilmez
ise siirekli kalin barsakta bir veya birden ¢ok karsinom gelisebilir. Cogu karsinom
hayatin ii¢lincii on yilinda baslayacagindan korunma amagl yapilacak islemler
(Ploflaktik kollektomi) en ge¢ 20 ile 25 yaslari arasinda yapilmalidir (Spirio ve ark.,
1993; Meyskens ve ark., 2008).

Ailesel adenomat6z polipozis (FAP) sendromu tasiyanlarin ilerleyen yaslarda
kanser gelisme ihtimali % 100’e¢ yakindir. Bundan dolay: kalin bagirsak tarama
testlerine 10 yasinda baslanmalidir. Ayrica mide ve duodenumda endoskopi
yontemiyle taranmalidir. Buna ek olarak tani konuldugunda, koruma amaci ile kalin
bagirsagin tamamini almak gerekmektedir. Cerrahi bir islemle ince bagirsak aniise
baglanir ve hastalarin yasam kalitesinin ayni sekilde devam etmesi saglanmaya

calisilir.

2.2.2.6. Diyet

Kolon kanserine, diyetinde yag miktar1 diisik olan toplumlarda daha az
rastlanmaktadir. Bat1 iilkelerinde kolon kanseri goriilme orani yiiksek oldugundan bu
tilkelerde ortalama yag miktari, toplam kalorinin % 40-50’sini olusturmaktadir.
Kolon kanseri diisiik oranda goriilen toplumlarda ise toplam kalorinin sadece % 10-
15’in1 olusturmaktadir. Yiksek yag barindiran besinlerin tiiketimi ile karaciger
kolesterol ve safra aside sentezini artirir. Safra asitleri ile serbest yag asitlerinin
kolon mukozasinda tahrip olusturdugu ve epitel hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik edip
artislarina neden oldugu gosterilmistir. Beyaz et tiikketimi yerine kirmizi et
tiketiminin fazla olmasi kolon kanseri artis hiziyla iliskili bulunmustur (Go6nen,
2014). Meyve ve sebzeden fakir beslenmek de kolon kanseri riskini artirir. Yag

oran1 diisiik olan balik ve kiimes hayvanlar1 gibi {irlinlerin tiikketimi tavsiye
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edilmektedir. Lif oran1 yiiksek besinler, yesil yaprakli sebzeler ve meyvelerin
icerdigi vitaminler antioksidan kaynagi olup kolon kanserinin oluguma riskini
engellemektedir. Strohle ve ark. (2007) ¢alismalarinda giinliik 800 gr’dan daha fazla
meyve ve sebze tikketen grup ile 200 gr’dan daha az bu besinleri tiiketen grup
karsilagtirildiginda kolon kanseri artis hizinda azalma saptanmig (Strohle ve ark.,
2007). Cok az ¢aligmada A ve C vitamini bakimindan zenginlestirilmis diyetin kolon
kanserinden korunmada antioksidan etkilerinin oldugu gosterilmistir (Stréhle ve ark.,
2007). D vitamini kolon kanserinin gelisimini onlediginine dair ¢alismalarda
bulunmaktadir. Kalsiyum ile vitamin D biiyiik ihtimalle birlikte hareket ederler bu

birliktelik sonucunda kolon kanserinin niiks etme riski azalmistir (Y1ldiz, 2008).

2.2.2.7. Sigara ve alkol tiiketimi

Titin kullanimi1 kolon kanseri riskini biiyiik oOlgiide arttirmistir. Sigara
kullanim yasinin erken olmasi ve yil igerisinde tiiketilen miktar1 kanserin olusma
riskini artirir  (Botteri, 2008). Alkoliin ¢ok az miktarda alimmi bile kansere
yakalanma riskini arttirabilir. Alkol tiiketen tiim bireylerde kanser olusmayabilir.
Fakat bilim insanlarmin yaptiklar1 ¢aliimalarda genellikle bazi kanserlerin alkol
kullanan kisilerde kullanmayanlara oranla ¢ok daha yaygin olabilecegini

gostermistir. Alkol ile sigaranin beraber tiikketimi ¢ok daha kotiidiir (Anonim, 2015).

2.2.2.8. Obezite ve diyabet

Obezite iskemik kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, hipertansiyon, meme,
endometriyum, over, prostat ve kolon kanseri gibi yagami tehdit eden hastaliklar igin
bir risk faktoriidiir (Bahgeci ve ark., 2009). Kadinlarda kanser 6liimlerinin % 20’sine
erkeklerde ise % 14’ne obezite ve kilolu olma sebep olmaktadir. Obezite ve diyabet
ozellikle, kolorektal, meme, pankreas, endometriyum, renal ve karaciger kanser
riskini artirmaktadir (Balkan ve ark., 2015).

12
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Bilimsel calismalarda viicut kitle indeksi 40 kg/m’ iizerinde olan kisilerde
kolon kanserinin olusma riski, normal agirliga sahip kisilere oranla ¢ok daha fazla

oldugu belirlenmistir (Anonim, 2017d).

Tip 2 (insiilin bagimli olmayan) diyabet hastalarinda kolorektal kanser gelisme
riski yliksektir. Aslinda her 2 hastaligin asir1 kilo ve obezite gibi ortak risk faktorleri
vardir. Ancak bu yiiksek risk ortak faktorlerden bagimsiz olarak da mevcuttur ve Tip
2 diyabet hastalarinda tan1 sonrasi tedavi sonuglar1 da biraz daha kotidiir (Anonim,
2018Db).

Yapilan bir ¢alismada kolon kanseri ile obezite arasindaki iligkiyi irdeleyen ve
onemli goriilen hipotezlerden biri; obeziteye yakalanan bireylerde insiilinin yiiksek
olmasi ve insiilin baglimli biiyiime faktorlerinin timoér gelisimini destekledigine

dairdir (D6nmez ve ark., 2012).

2.2.2.9. Cevresel faktorler ve diger faktorler

Kanserden korunmada beslenme aliskanliklar ile ¢evresel faktorlerin olumlu
sekilde ilerlemesi 6nemli goriiliir. Birgok bilimsel veri meyve ve sebze agirlikli
diyetin mide, akciger, meme, kalin bagirsak, pankreas, yemek borusu ve girtlak
kanserleri gibi bircok kanser tiirlinii 6nledigini gostermistir. Sebze ile meyvelerin
posali yapilar1 ve igermis olduklari antioksidan bilesiklerden dolayr koruyucu etki
gosterdikleri belirlemistir (Yokus ve ark., 2012).

Asya, Giliney Amerika Afrika ve Afrika gibi kolon kanserinin az goriildiigii
bolgelerden, kolon kanserinin sik goriildiigii bolgelere goc edenlerde kolon kanseri
gorilme sikhiginin gog ettikleri bolgede yasayanlarin diizeyine ¢ikmasi, cevresel
faktorlerin etiyolojide dnemli rolii oldugunu gostermektedir. Cok az siklikta kolon
kanseri goriilen Japonya'dan ABD'ye go¢ edenlerde kolon kanseri goriilme riskinin

2,5-3 kat artt1g1 belirlenmistir (Norat ve ark., 2005).
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Akromegalia kolon karsinomu ile adenom riskini arttimistir. Geng akromegalialarda
kolonik neopaziler daha ¢cok bulunmaktadir.

2-38 yil sonrasindada lireterosigmoidostomide adenoma gelisebilir (Stewart ve Ark.,
1982).

CRC ile yetersiz hodgkin lenfoma tedavisi arasinda risk varligi belirlenmis.

Yapilan ¢alismada prostat kanseri i¢in RT alan hastalarda rektum kanseri hizinda
artis gorilmustiir (Baxter ve Ark., 2005).

HIV (+) hastalarda kolon kanser insidansinda artis saptanmis (Benni ve Ark., 2006).
Uterus, yumurtalik ve meme kanserlerinden sonra CRC gelisme riski iki kat artig

saptanmustir (Rosen ve Ark., 1986).

2.2.3. Koruyucu faktorler

e 40 yasindan sonra diizenli olarak digkida gizli kan testi (yi1lda en az bir kez), kalin
bagirsak rontgeni, 5 yilda bir sigmoidoskopi, 10 yillik araliklarla kolonoskopi
yada sanal kolonoskopi gibi tarama testlerinin yaptirilmasi fayda saglayacaktir.

e Ailerinde kalin bagirsak polibi yada kolon kanseri Oykiisii bulunanlar igin
genetik danismanlik gereklidir.

e Hergiin diizenli sekilde 30-60 dakika spor yapmak CRC riskini % 40 oraninda
diistirtr.

e Kalsiyum, vitamin D ve folik asit barindiran multivitaminleri diizenli kullanmak.

e Kadmlarda menapoz sonras: hormon (Ostrojen ve progesteron) tedavisi gedrmesi
(Chlebowski ve ark., 2004).

e Sigara ve alkolden uzak durmak fayda sagliyacaktir.

e Diyet icerisinde yiiksek miktarda posa igeren meyve, sebze, baklagiller, siit ve
asirt yag iceren gidalardan uzak durulmasi, beyaz et tiiketilmesi ve kirmizi et
tilketiminin ise en ¢ok bir avug biiyiikliigiinde olmas1 CRC riskini % 40 azaltir.

e Probiyotik iceren gidalarin tiikketilmesi. Bagirsakta bulunan yararli bakterileri
cogaltmak, bagirsak kanserini Onlediklerine dair ¢ok az sayida ¢alisma olmakla
beraber, bu etki bilimsel agidan tam bir kesinlik kazanmamustir.

e Diisiik miktarda magnezyum alimmin rektum ve kolon kanserinde koruyucu

etkisinin oldugu belirtilmistir (Larsson ve ark., 2005).
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o Fiziksel aktivite olmadan dahi kilo veren kisilerde CRC hizinda hem kadinlarda
hem erkeklerde azalis belirlenmistir (Wolin ve ark., 2009).

e Folat destegi, selenyum destegi, diyette fiber destegi ve vitamin B6 (piridoksin)
destegide yararlidir.

e Aspirin ile diger NSAID’lerin etki mekanizmalar1 tam anlamiyla bilinmemesine
ragmen Siklooksijenaz 2 inhibisyonu ile apoptozun artis1 ve tiimorlii hiicrerin

biiyiimesini azaltmaya ¢alisarak etki gostermektedir (Thun ve ark., 1991).

2.3. miRNA

Insan genomunda bulunan DNA’nin biiyiik bir kismi, RNA’y1 kodlamasina
ragmen genomun ¢ok kiigiik bir bolimi (yaklasik % 1.5) fonksiyonel proteinlerin
sentezlenmesinde gorev almaktadir. Yakin déneme kadar genomun gok kiigiik olan
boliimiiniin ¢ok az 6nem tasidigi disiiniilmekteydi. Ancak bu goriis kiigiik RNA
molekiillerin kesfiyle ortadan kalkmis. Bu gurupta bulunan miRNA’lar yiiksek
seviyede korunan, genom {izerindeki protein kodlayan intron ve/veya ekzon
bolgelerinden RNA sentezleyen genlerden sentezlenen fakat proteine doniismeyen
RNA molekiilleridir.

2.3.1. miRNA’larin kesfi

MiRNA'lar genom {iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bolgeleri ile
protein kodlayamayan boélgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu gergeklesen,
ancak proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir. Insan
genomu iizerinde miRNA'larin kodlanmasini saglayan yiiksek seviyede korunan

yiizlerce gen bolgesi kesfedilmistir (Shenoouda, 2009).

Su an itibariyle, miRbase (http://www.mirbase.org) sayfasinda en son

aciklanan verilerine gore insanda 38589 adet miRNA tanimlanmuigtir.

Ilk olarak miRNA’lar, Lee ve ¢alisma arkadaslarn tarafindan 1993 yilinda

Victor Ambros laboratuarinda yuvarlak solucanda (Caennorhabditis elegans) lin-4
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olarak adlandirilan genin herhangi bir protein kodlamamasina karsin 22 niikleotid
uzunlugunda kiigiik bir RNA transkripsiyonuyla tespit edildi (Lee ve ark., 1993;
Wightman ve ark., 1993). Fakat belirlenen genetik materyale mikroRNA tanimi ilk
defa 2001 yili itibari ile kullanilmaya baslanmistir (Lee, 1993).

2.3.2. miRNA’larin yapisi
miRNA’lar yaklasik 18-24 nukleotit uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilii
cesididir. Pre-miRNA olarak isimlendirilen primer traskriptler islenerek, basta pre-

mIRA adli kisa sap-ilmik yapisina daha sonradan ise fonksiyonel miRNA’ya
doniistirler (Sekil 2.3 ) (Lagos, 2001).

{

pri-miRNA
pre-miRNA

€.~

Dicer = mMIRNA

RNase
R = -
RISC
LA
(C

Sekil 2.3. miRNA yapisi

2.3.3. miRNA’larin olusumu

MicroRNAlar, birbirini takip eden ii¢ adimlik islem sonucu olusurlar.

1. Birinci adimda miRNA genlerinden primer miRNA’larin transkripsiyon iglemi
gergeklesir.

2. lkinci adim ise primiRNA’lar ¢ekirdek igerisinde pre-miRNA (prekiirsor
miRNA)’ya doniistiirtiliir.

3. Son adimda ise ¢ekirdek igerisinden ¢ikan MiRNA’larin sitoplazmada olusumu
gerceklesir.
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MikroRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il
enzimi yardimiyla genomik DNA iizerinden sentezlenirler. Pri-miRNA (500-3000
baz), cap ve poli A kuyruguna sahip sap-ilmik yapidadir (Sekil 2.3) (Hayes ve ark.,
2014). Cekirdek igerisinde pri-miRNA, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi
olan Drosha ve kofaktorii Pasha (veya DGCRS), tarafindan yaklasik 70 niikleotitlik
uzunlugunda olan pre-miRNA’ya doniistiiriiliir (Hayes ve ark., 2014). Endoniikleaz
olan Drosha ile ¢ift iplikli RNA’y1 baglayici bir protein olan Pasha’nin olusturdugu
komplekse mikroislemci kompleks (Microprocessor complex) olarak isimlendirilir
(Esquala, 2006).

Pre-miRNA molekiilii bir ¢ekirdek tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear
bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli olarak sitoplazma igerisine tasmnir. Daha
sonrada, pre-miRNA’lar sitoplazmada bulunan RNAaz 1l enzim ailesiden Dicer adi
verilen endoniikleazla kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA’ya
dontstirilir (Lund ve ark., 2004). Dicer, ayn1 anda RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksinin (RISC) olusumunuda baglatir. Pre-miRNA’nin sap-ilmigi Dicer
tarafindan Kkestikten sonra, miRNA dubleksinden yanlizca biri RISC kompleksine
dahil olur. RISC kopleksinin igerisinde bulunan bir RNAz olan argonaute’un
yardimiyla bu iki iplikten 5’ucu daha kararli olani se¢ip kompleks igerisine dahil
eder. Komplekse dahil edilen iplik, kilavuz iplik olarak isimlendirilir. Digeri ise,
antikilavuz veya yolcu iplik olarak isimlendirilir ve RISC kompleksinin substrati
olarak sindirilir. miRNA’lar, aktif RISC’e dahil olduktan sonra iki sekilde etki
gosterirler. Bunlar ya argonaute proteinleri yardimi ile mRNA’nin yikimma neden
olurlar ya da protein translasyonunun baskilanmasina sebep olurlar (Gregory ve ark.,
2005).
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Sekil 2.4. miRNA olusumu

2.4.2. miRNA’larin fonksiyonu

MikroRNA’lar hedef aldiklar1 genlerin ekspresyonlarini azaltip protein
sentezinin diizenlenmesine yardimci olurlar. miRNA’larin kendine uygun niikleotid
dizilerini ve komplementer hedef genleri tanima 6zelligi vardir. miRNA’lar, RISC ile
birleserek kompleks olustururlar, baz eslesme 6zelligiyle ise mRNA’ya baglanirlar
ve sonrasinda protein translasyonunun baskilanmasina ve/veya mRNA’nin yikimina

sebep olurlar (Rothschild, 2014).

MIRNA, hedef aldiklart mRNA’nin 3’ucundaki translasyon gerceklesmeyen
bolgeye veya hedefledigi mRNA’nin ORF kismina baglanir. Baglanma pozisyonu
miRNA komplekslerinin mRNA’ya nasil komplementer olduklarina baghdir.
MiRNA’lar eger mRNA’nin 3 UTR bolgesine baglanma gergeklestirise kusurlu,
eksik veya tam olmayan komplementerlik olusur ve bunun sonucunda translasyonun

inhibisyonu gerceklesir. ORF bolgesinin icine dogru baglanma gerceklesir ise
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kusursuz, tam komplementerlik olusur ve Ago2 tarafindan mRNA’nin yikimi
gerceklesir. Ayrica, her bir miIRNA’nin birden fazla mRNA’nin ekspresyonlarini
diizenleye bildigi ve her bir mRNA’nin da birden fazla miRNA tarafindan hedef
alinabilecegi gosterilmitir (Sekil 2.5) (Hayes ve ark., 2014).

RISC complex

Sa 3 8

RISC
SUTRC 7 S’UTI} & R\
Hedef mRNA l\_—-/_, AAAAAY @ AAAAY :
Translasvonel baskilama mRNA vikimi Translasyonel aktivasyon

Sekil 2.5. miRNA fonksiyonu.

Her bir miRNA hedef genlerin yiizlercesini kontrol ederek farkli biyolojik
stirecleri diizenler. miRNA’lardaki bozukluklarin mRNA’y1 islevini etkileyerek
genetik ve epigenetik degisikliklere neden olmaktadir (Sekil 2.6). Ayrica
poliferasyon, morfogenez, apoptoz ve farklilagma gibi birgok hiicresel aktivite
miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir. miRNA mutasyonu ya da yanlis
ekspresyonun degisik insan kanserleriyle iliskili oldugu miRNA’larin timor
stipressor ya da onkogen olarak fonksiyon gdsterebildigi bilinmektedir (Karagiin ve
ark., 2014).
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Bozukluk miRNA islevi  mRNA iglevi
Genetik defisililer
Delesyon fadenin azamasi
Amplfikasyon fade
Translokasyon Normalden farkl fade
mIRNA dizisinde mutasyon Hatal islenme
Hedefe baglanmada farkllk
mANA dizisinde mutasyon Normalden farki miRNA baglanma pateri
Epigenetk dedisk!iler

Promotor metifasyonu veya kapal kromatin -~ fade azalmas

Sekil 2.6. miRNA’lardaki bozukluklarin miRNA ve mRNA islevine etkisi.
2.4. Kanser ve miRNA

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalari c¢alismadiginda ve hiicre, apoptoz
fonksiyonlarni yitirdiginde kanserlesme siirecine geger. Son yillarda timor
olusumunda miRNA’larin fonksiyonlarmin etkili oldugu anlasilmasiyla kanserin
genetik nedenlerinin ¢ok daha karmasik oldugu belirlenmistir (Karagiin ve ark.,
2014). Kanserle iliskilendirilmis genomik bolgelerin % 50’den fazlasinin miRNA’y1
kodlayan genlerden olusmast miRNA’larin kanser patogenezinde etkili oldugunu
ortaya koymustur (Karagiin ve ark., 2014).

Pek ¢ok caligma miRNA’larin hiicre poliferasyonu ve 6liim mekanizmalar
gibi birden c¢ok biyolojik olayda anahtar molekiiller olduklarmi gostermistir.
mMIiRNA’larin karsiyogenezde etkili olabilineceginin anlasilmasiyla birlikte, farkli
kanser tiirlerinde spesifik hiicre tiplerinde miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin
tespit etmek icin kullanilan teknikler ayrica ¢alsimalarda miRNA’larin kanserdeki
potansiyel fonksiyonlarini belirleyebilmek icinde kullanilmaktadir. ilave olarak
MiRNA’larin bir¢ok hastaligin olusumunda rol oynadiklar1 belirlenmistir (Akman ve
ark., 2014).
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mMiRNA’larin kanserlesme siirecine olan katkisi ile ilgili yapilan ilk ¢alisma
Calin ve ark. (2001) yilinda KLL’li hastalar {izerine yapilan molekiiler ¢alisma ile
tespit edilmistir. Birden ¢ok hasta {lizerinde yapilan ¢alismada miR-15a ve miR-16-1
diizeylerinin azalma gosterip yada gostermedigi belirlenmistir (Calin, 2002). KLL
olan hastalarin yaklasik % 50°sinde 13ql14 bolgesinde delesyon gergeklestigi tespit

edilmistir.

Michael ve ark. (2003) yaptiklar ilk ¢alismada insanlardaki kati tiimorler
(rektal ve kolonik adenom karsinomlar) normal dokular ile kiyaslandiginda
ekspresyon diizeylerinin degismis oldugu miRNA’lar tespit edildi (Michael ve ark.,
2003).

miRNA’lar, hedef aldiklar1 genlerin mRNA’nin molekiiler yolaklardaki
ozelligiklerine gore onkogenik yada timor siipresor olarak fonksiyon kazanirlar
(Rothschild, 2014). Bazi miRNA’larin normal dokularda protoonkogenlerin
translasyonunu baskiladiklar: tespit edilmistir. islevi bir onkogenin ekspresyonunu
kontrol etmek olan bu miRNA’lara timor siipresér miRNA’lar (TS-mir) denir.
Dolayisi ile tiimor suppressor miRNA’larin ekspresyonlarinin azalmasi onkogenik
mMIiRNA’larin ekspresyon diizeylerinin artmasina ve timdr olusumuna neden olur.
Bunun tam tersi olarak, onko-mir’lerin ise kanser gelisimini arttirdigi belirlenmistir.
Onkogenik miRNA’lar ise tiimor siipresor miRNA’larin baskilanmasina neden
olurlar. miRNA’lar, tiimor siipresor veya onkogenlerin mRNA’larin ikisini de hedef
olarak segebilirler. Bundan dolay1, belirli bir miRNA’nin asil islevi tiimor siipresor
veya onkogenik hiicresel miRNA’larin hiicresel 6zelligine baglidir (Cowland ve ark.,
2007).
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2.4.1. Timor suppressor miRNA’lar

Fonksiyonlar1 bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan miRNA’lara
Tiimor-siipresér miRNA’lar (TSmiRNA) denir (Rothschild, 2014).

mikroRNA'larin kanserlesme siirecinde etkili olduklarina dair ilk veri 2001
yilinda miR16-1'in  ve miR-15a'nin kesfedilmesiyle raporlandi. Ancak bu
mMiRNA'larin kanserlesme siirecinede nasil etki gosterdikleri 2005 yilinda Cimmino
ve arkadaslarinin KLL hastalikli kisilerde yaptiklari ¢alisma ile tespit edildi. MiR16-
1 ve miR-15a'nin sentezlenme diizeylerinin KLL’li hiicrelerinde, anti-apoptotik B
hiicreli lenfoma proteini olan Bcl-2’nin {iretimi ile ters yonde iliski gosterdikleri
belirlendi. Boylece Cimmino ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada miR-15a ve miR16-
1’in tiimor siipresor fonksiyona sahip olduklarini rapor etmislerdir (Calin, 2002). Bu
iki miRNA’nin diisiikk ekspre olmalari tiimor stipresor fonksiyon kaybi ile yiiksek
seviyede Bcl-2 proteinyle baglantili oldugu ve bundan dolayr hiicrelerin anormal
biiylimesini gerceklestirdigi belirlenmistir. Bu miRNA’larin yiiksek seviyelerinin ise
apoptoz ile iligkili oldugu ortaya konmustur. Calisma sonucunda miR-15a ve miR16-
I’in ekspresyon diizeylerinin KLL hiicrelerinde, anti-apoptotik B hiicreli lenfoma
proteini olan Bcl-2'nin iiretimi ile ters fonksiyon gosterdigi tespit edildi. Akciger
kanseri hastalarin normal dokusu ile normal akciger dokusu karsilastirildiginda
genellikle let-7 seviyelerinin diisiik oldugu belirlenmistir (Madhu ve ark., 2008).
Ayrica timor slipresér mikroRNA’lara 6rnek olarak miR-15a, miR16-1, miR-143,
miR-27b, miR-125a, miR-29, let-7 ailesi gosterilebilir (Saydam ve ark., 2010).

Johnson ve ark. (2005) yilinda yaptiklari ¢alismada let-7’nin insanlarda
bulunan etkili bir onkogen olan RAS’mn aktivitesini kontrol ettigi rapor edilmistir
(Johnson ve ark., 2008). Yapilan bu calismada, diisiik diizeyde let-7 sentezleyen
akciger timor dokularinda yiiksek diizeyde artmis RAS protein seviyeleri
belirlenmis. RAS onkogeninin mRNA dizisi, let-7’nin bu mRNA’ya baglanmasina
ve dolayis1 ile hedef proteinin translasyonun baskilanmasini saglayan let-7’ye
komplementer baglanma bolgeleri bulundurmaktaydi. let-7’nin diisiik ekspresyonlari,

RAS geninin Kontrolsiiz bir bigimde islev gostermesine olanak tanimistir (Johnson ve

22



2. ONCEKIi CALISMALAR Sema ATMANOGLU

ark., 2008). Sonug olarak yapilan g¢alismalarda let-7 ailesine ait {iyelerin, RAS
onkogenin mRNA’sin1 hedefleyerek TS-mir olarak islev gosterdikleri belirlenmistir.

Timor siipresor Ozellik gosteren miRNA’lar arasinda Mir-29 ailesi tiyeleride
vardir. Ug farkli izoformu bulunan miR-29 (miR-29a, miR-29b, miR-29c) tiimor
stipresor fonksiyon sergileyen miRNA’lar igerisindedir. Mir-29 ailesinin iiyelerinin
KLL, invaziv meme Kkanseri, akut miyeloid l6semi, akciger kanseri ve
kolanjiyokarsinom hiicrelerini baskilayarak fonksiyon gosterdikleri yapilan

calismalar ile tespit edilmistir (lorio ve ark., 2005).

Bir¢cok histolojik tiimor cesitlerinde miRNA-143’1lin, kontrolsiiz biiyiimeyi
baskilama fonksiyonunun oldugu sergilenmistir. B-hiicreli kanserler,kolorektal,
mesane, hipofiz ve serviks tiimorlerinde, miR-143’{in timor slipresor gibi islev

gordiikleri tespit edilmistir.

2.4.2. Onkogenik miRNA’lar

Timor siipressor miRNA'lardan farkli seklinde islev gosteren, onkogenik
miRNA'lar genellikle kanserde kontrolsiiz sekilde biiyiimeyi arttirict ve/veya anti-

apoptotik yonde fonksiyon gosterirler.

miRNA-155, ilk kesfi gergeklesen ve protein ihtiva edemeyen gen olan BIC ile
birlikte eksprese olan onkogenik miRNA'lardan bir tanesidir. miRNA-155'in hedef
aldig1t mRNA’lar tam olarak belirlenememis ve ekspresyon diizeyinin tavukta l6semi

ve lenfoma olusumunu artirdig1 tespit edilmistir (Eis ve ark., 2005).

mMIRNA-21 ise onkogen ailesine ait bir mikroRNA olarak fonksiyon gosterdigi
tespit edilmistir. miRNA-21’in KLL, AML ve glioblastoma gibi hematolojik
timorlerde mide, prostat, pankreas, akciger, meme ve kolon kanseri gibi birgok
kanserde yiiksek diizeyde ekspre edildigi goriilmiistiir.

MIRNA-17-92 gen kiimesi, insan genomu iizerinde kromozomun 13931.3

bolgesine yerlesiktir. Bu gen ailesi alt1 farkli miRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a,
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miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1) kodlamaktadir. C-Myc onkogeninin fazla sentezinin
gerceklestigi transgenik farelerde miR17-19 gen kiimesinin yiiksek seviyede
ekspresyona neden olan B hiicreli lenfomanin gelisimini artirdigi belirlenmistir.
MIRNA-17-92 gen kiimesi liyelerinin gok ¢esitli kat1 timorlerde, meme, hematolojik
malignensilerde, akciger, pankreas, prostat, mide, kolon ve lenfomalari da igine alan
kanser ¢esitlerinde yiiksek seviyede ekspresyonlarinin gergeklestikleri belirlenmistir.
MIRNA-17-92 gen kiimesinin kanser gelisimine katkis1 iki farkli mekanizma ile
gerceklestigi diistiniilmistiir. Bunlardan birinci mekanizma birkag lenfoma ve kanser
tirtinde goriilen 13q31 lokusunun amplifikasyonu, diger mekanizma ise miRNA-17-
92 gen kiimesinden kodlanan pri-miRNA’nin transkripsiyonel aktivasyon
seklindedir. Bu da bir tumor suppressor miRNA’nin baska dokuda onkogenik
mMIRNA olabilecegidir. Bazt miRNA’lar bulunduklar1 kosullara bagli olarak hem
timor stipresér hem de onkogenik fonksiyon sergileyebilir. Bu gruba 6nemli bir
ornek olarak kronik lenfosittik 16semi ve akciger kanserinde bir timdr siipresor,

meme kanserinde ise bir onkogen olarak islev gosteren miRNA-29a’dir.

Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda, miRNA-155'in B hiicreli lenfoma,
akciger, meme, pankreas ve Hodgkin lenfoma gibi kanser tiirlerinde yiiksek seyiyede
ekspresyon sergiledigi belirlenmistir. Onkogenik miRNA’lara 6rnek olarak miR17-
92, miR-372, miR-373, miR-2 gosterilebilir (Saydam ve ark., 2010).

2.4.3. miRNA’larin tiimor siipressor ve onkogenik olarak islevi

MikroRNA’lar, normal dokularda transkribe edilip olgun mikroRNA’ya
doniistiikten sonra gidip hedef mRNA’ya baglanip translasyonu bloke eder.
Translasyonun baskilanmasi sunucu hiicrede normal oranda; ¢ogalma, farklilasma ve

hiicre 6limii gergeklesir (Rothschild, 2014).

miRNA bir tiimor silipressor miRNA gibi davranirsa ve hedef aldigi gen
onkogen ise miRNA gidip hedef genin mRNA’sina baglanamayip traslasyonel
baskilama gerceklesemiyor. Onkogenik protein sentezleniyor ve sonucgta timor

formasyonu olusuyor. Tiimor formasyonu olusumu ile birlikte hiicre gogalmasi,
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farklilasma, anjiyogenez ve invazyon arttyor hiicre 6liim orani azaliyor (Rothschild,
2014).

mMiRNA’lar onkogen gibi davranirsa ve hedef aldigi gen bir timér siipressor
gen ise gidip hedef genin mRNA’sina baglanip translasyonel baskilama
gerceklesiyor ve sonugta yine tiimor formasyonu olusuyor. Tiimdr formasyonu
olusumu sirasinda hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, anjiyogenez ve invazyon artiyor

hiicre 6liim oran1 azaliyor (Sekil 2.7) (Rothschild, 2014).

a Normal dokularda b miRNA tiimér baskilayici gibi davranirsa € miRNA onkogen gibi davranirsa
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Sekil 2.7. miRNA’larin islevi
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2.5. Microarray Yontemi

DNA, RNA, protein fonksiyon ve bilesenlerinin gdzlemlenmesinde,
kesfedilmemis gen tiplerinin bulunmasinda ayrica transkripsiyon varyantlari ile canli
tirlerinin farkli bigimlerinin saptanmasinda aktif sekilde kullanilmakta olan
biyoinformatiksel yaklasimlardan biridir. Genel olarak mikroarray cam levha, naylon
ve silikon benzeri sert yiizeylerin iistiinde bulunan minyatiirize bolgelere
yerlestirilmis birbiriyle 6zdes, tek iplikcikli DNA parcaciklarinin antikor ve
antijenik  determinatlar yardimiyla genom igerisinde depolanmis verilerin
hibridizasyon gibi kendine 6zgli kimyasal baglanma temeline dayali bir prensip ile
gozlemlenmesi yontemidir. Sadece bir DNA/RNA mikroarray analizinde cam
membrana tutturulmus DNA pargaciklarinin (Niikleotid uzunlugu 20 ile 100 veya
daha da ¢ok olabilmektedir) binden fazlas1 kullanilabilir (Ipekdal, 2006). Niikleik
asit bilesiklerinin diizenli sekilde dizilmesiyle bir array olusmaktadir. Kesfedilmis ve
kesfedilmeyi bekleyen DNA ve RNA bilesiklerinin baz eslesmesi 6zelligi dikkate
aliarak hibridizasyona makul bir alan saglanarak, kesfedilmeyi bekleyen RNA ve
DNA’larin  kesfedilip tamimlanmasinda kullanilmaktadir. Ozetle mikroarray
tekniginin en mithim 6zelligi, dar bir alanda birden ¢cok genomik gbzlemin yapilisina
imkan vermesidir. Kiiciik bir alana bir mikroorganizmaya ait biitlin genler
yerlestirilebilir. Ayrica binden fazla genin ekspresyonlar1 aym1 anda yalniz bir
deneyde caligilabilir. Mikroarray yonteminin en heyecan veren tarafi, ilerleyen
donemlerde ufak bir cihaz yoluyla, kiiclik miktarlarda 6rnekler kullanmak suretiyle,
yalniz bir deneyle mikroarrayler, SNP’lerin normal veya hastalik tasiyan gen
ekspresyonlarinin (mRNA’ da artis veya azaliglar) seri bir sekilde c¢alisilmasina
olanak saglayacak ve boylelikle hasta basinda ¢ok sayida hastalik ve hastaliga neden
olan etken arasinda ayirict bir tam1 yapilmasmma ve tedavi sonucunun

degerlendirilmesinde 6nemli bir rol oynayacaktir (Choi, 2004).
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2.5.1. Microarray teknolojisinin gelisimi

Mikroarray gelisimi 1869 yilinda Miescher’in  DNA  izolasyonunu
gerceklestirmesi, 1975°de ise Southern blotting hibridizasyon ile 1985°de PCR
teknolojisinin kesfedilmesiyle beraber molekiiler ve mikrobiyolojik ¢aligmalar kayda
deger gelisim gostermekteydi. Onceden yapilan biitiin yaym kaynaklar1 yalniz bir
genin veya operonun sekans analizi lizerinde yogunlasmisken bundan boyle sadece
bir yaymin ve biitiin bir genoma ait sekans analizinin yapildig1 zamana gelinmistir
(Cucchini ve ark., 2001). Mikroarray yonteminin baslangi¢ girisimleri Schena ile
Shalon tarafinca gerceklestirilmistir (Savli, 2003). Ciplerin bulundugu yiizeyleri
hazirlamak i¢in ilk ekip Brown ve arkadaglarinca olusturulmus sonrasinda ise

calismalara yeni ekipler de eklenmistir.

Mikroarray teknolojisi’nin gen ekspresyonunun kullanimiyla alakali ¢aligmalar
ilk defa 1995°te Science Dergisi’nde yaymlanmistir (Schena ve ark., 1995). Bu
yontemle bulunan ilk 6karyotik genom ise Saccharomyces cerevisiae’ninki olmustur.
Ayrica bu konuyla iliskili ¢alisma ise yine Science Dergisi’nde, 1997 senesinde
yaymlanmustir (Ipekdal, 2006). Genleri tanimlayabilmek i¢in UniGene ve GenBank
benzeri birden fazla bilgi kaynagi kullanilir (Savli, 2003).

2.5.2. Mikroarrayin kullanim ve uygulama alanlari

[k array yontemi 1980°1i yillarin ortasinda kesfedilmis ve mikroarray seklinde
adlandirilmigtir. Cihaz iiretiminde ilk olarak 300 mikronmetrelik DNA problartyla
baglanmis ve spot biiyiikliikleri 300 mikronmetre olarak ayarlanmistir. Genel olarak
DNA klonlama, PCR firtinleri veya oligonukleotidlerde ayrica radyoaktif nitelikte
etiketlenmis olan hedeflerde de kullanilmistir. Bu teknoloji ile olusturulan cihaz
ilkkez tip alanlarinda kullanildi. Daha sonra gelistirilen mikroarray cihazlar ise ig
ne uglu yiizeyler (pin spotter) kullanilarak tasarlanmistir. Bu igne temelli robotik
sistemde bir cam yiizeye yaklasik 150 mikronluk DNA solusyonlar1 homojen bir

sekilde dagitilmistir. 1990’11 yillarda ise, arastirmacilar microarray yontemini farkli
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profiller gdsteren doku cesitleri ve farkli siireglerde bulunan bakteriyel hiicreleri

degerlendirmek ve tespit etmek i¢in kullanmiglardir.

Insan genom projesiyle birlikte ortaya cikarilan gen dizilerinden sonra, yeni
olusturulan amag: bu genlerin nasil ifade gosterdiklerini bulmak (yani mRNA
profillerini ¢ikarmak), diger genlerle beraber nasil bir iliski kurduklarini géstermek
ve boylece belirli hastaliklarda hangi genlerin rol oynadigini ortaya ¢ikarmak
olmustur. Bir hiicrenin karekteri veya i¢inde bulundugu evre o hiicrenin mRNA
ifadesi ile ilgilidir. Daha 6nceden ifadesi tanimlanmamis genlerin ifade seviyeleri
incelenerek ve diger bilinen genlerin mRNA ifadeleri ile karsilastirilarak o genlerin
fonksiyonlar1 hakkinda bilgiler edinilmeye ¢alisilmistir. Fakat tiim genleri es zamanl
olarak inceleyebilmek; oldukga zor, uzun zaman ve emek isteyen, 6zen gerektiren bir
stiregtir. Geleneksel molekiiler biyoloji yontemleri ile (6rnegin Northern Blotting) bir
deneyde sadece tek bir gen incelenebilmekte, bu ise ilgili genin islevi ve diger
genlerle/hastaliklarla iliskisinin belirlenip agiga ¢ikarilmasi konusunda yeterli bilgiyi
saglayamamaktadir. Yakin zamanda gelistirilen ve lilkemizde sayili laboratuarlarda
bulunan Mikrodizin cihazi ile; yaklasik 1.8x1.8 cm ebatlarindaki bir cam {izerinde
neredeyse tiim bir genomu bir seferde yliksek hassasiyette inceleme olanagi
mevcuttur. Bu da bize ayni anda binlerce genin birbirleriyle olan iligkisi hakkinda
gorsel ve matematiksel sonuclar elde etmenin miimkiin odugunu gostermistir

(Anonim, 2007).

Mikroarray teknolojisinin uygulama alanlar1 giin gegtik¢ce daha da artmaktadir.
Birden fazla DNA molekiillerinin lam veya naylon membranlar iizerine nokta
seklinde yerlestirilmesi ile microarray c¢ipler olusturulur. Kullanim alanlari, gen ifade
profillerinin  belirlenmesi, gen mutasyonlarmin belirlenmesi ve analizinde,
genotiplemede, gen ve klonlarmin haritalanmasi, kromozomal aberasyon
belirlenmesi mikrodelesyon tespiti olarak siralanabilir (Karaca ve ark., 2004). Ayrica

kullanim ve uygulama alanlart:

o Hastaliklara yatkinligin ¢ok daha once belirlenmesinde,

o Kisiye 6zel ilag ve tedavi belirlemede,
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o Gen’e uygun tedavi ve 6zgiil ilag tasarlanmasinda,

o Adli tip ¢aligmalarinda,

o Genetik olarak yapilan testler,

o Tarim alanlarinda daha saglikli ve verimi yiiksek olan ¢iftlik hayvanlarinin
gelistirilmesinde,

o Besin kalitesi yiiksek olan yiiksek olan tiriinlerin gelistirilmesinde,

o Islah caligmalarinin daha kisa siirede yapilmasi yani zaman kazanilmasinda,

vb. bir¢ok uygulamada kullanim1 mevcuttur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hasta secimi

Calismada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama
Hastanesine basvuran, patolojik olarak kolon kanseri teshisi konmus hastalardan
alinan ornekler kullamldi. Calisma igin etik kurul onay: alind1 (Harran Universite,
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Rapor No: 2014/020). Hastalarin; yasi, cinsiyeti, iletisim
bilgileri alindi. Calismada 4 erkek ve 2 kadin hastanin kolon doku materyali
kullanildi. Calisma i¢in kolon kanserli hastalarin hem kontrol dokusu hem de tiimor
dokusu 200 ml RNA later soliisyonu igerisine konularak laboratuvarimiza getirildi ve
toplamda 12 6rnek olacak sekilde c¢alisildi. Dokular -80 °C de muhafaza edildi.
Calismada RNA later soliisyonu ile fikse edilmis kolon kanserine sahip hastalarin
normal ve timérlii kisimlarindan alinan doku 6rnekleri (0.5 cm®) kullamildi. Her bir
hastanin normal ve tiimoér dokularinda bulunan onkogenik miRNAlar1 belirlemek
tizere mikroarray yontemi ile ¢alisildi ve bu calisma i¢in GeneChip miRNA 2.0

Array (Affymetrix) protokolii kullanildi.

3.2.Yontem

3.2.1. Mikroarray yontemi

Total RNA Hazirlanmast,
Poly (A) Kuyrugu Eklenmesi,
Ligasyon Asamasi,
Hibridizasyon,

Yikam-Boyama-Tarama,

I T o

Analiz olmak tizere alt1 basamaktan olugmaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Mikroarray cihazi

3.2.1.1. Total RNA izolasyonu

Calismada, -80 °C de mufaza edilen normal ve timorlii kolon dokularindan
Qiagen miRNeasy Mini Kit kullanilarak total RNA’lar1 izolasyonu gergeklestirildi.
Normal ve tiimérlii kolon dokularindan yeterli miktarda doku pargasi (0.5 cm’)
alinip 2 ml’lik tiiplere aktarild. Igerisinde toplamda 10 manyetik top bulunan tiiplere
alman doku pargalarmin 1.5 kati kadar Qiazol ilave ediltikten sonra tiipler
homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Homojenizasyon cihazi 7600 RPM de 3
dongiide ve her bir dongii 30 sn olacak sekilde proglamlandi. islem sonucunda elde
edilen doku sivist tiiplerden alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi. Tiiplere
140 pl Kloroform ilave edilerek 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 12 000g
/15 dk/+4 °C de santrifiij edildi. Ust faz yeni tiiplere alinarak tiiplerdeki drneklerin
tizerine 1.5 kati kadar % 100 ethanol eklendi. Her seferinde 700 pl 6rnek her
seferinde 2 mI’lik miRNeasy spin kolonlara eklendikten sonra 8000 g/15 sn santrifiij
yapild1 ve kolonlarin altinda bulunan toplama tiiplerindeki siv1 atildi. Bu islem 6rnek

bitinceye kadar devam ettirildi. Islem sonunda spin kolonlar yeni eppendorf tiiplere
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alindi. 700 ul RWT spin kolonlara eklendi ve 8000g de 15 sn santrifiij edildi. Daha
sonra spin kolonlar yeni eppendorf tiipe alinarak {izerine 500 nl RPE eklendi. 8000 g
de 15 sn santrifiij edildikten sonra 500 pl RPE tekrar eklenerek 8000g de 2 dk
santrifiij edildi. Yeni tiiplere transfer edilen spin kolonlar 13 000g de 1 dk santrifiij
edildikten sonra Spin kolonlar yeni eppendorf tiiplere alindiktan sonra 30 ul RNease
free water eklendi. 8000g de 1 dk santrifiij edildi. Bu iglem iki iki defa tekrarlandu.
Santrifiij sonunda eppendorf tiiplerdeki total RNA -80 °C de muhafaza edildi (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Doku homojenizatdr cihazi

3.2.1.2. RNA kalitesinin ve miktarmmin belirlenmesi
3.2.1.2.1. Nanodrop ol¢iimii

Total RNA igeren orneklerinin Nanodropta Slglimii i¢in -80 °C den alinarak
oda kosullarina getirildi. Ornekler 5 sn vortexlendi. Nanodrop cihazinda ilk olarak
referansimiz RNease free water dan 2 ml alinarak okutuldu. Daha sonra her bir

ornekten 2 ml alinarak total RNA miktar1 6l¢iildii. Her bir RNA 6rnegi i¢in, OD260
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(niikleik asit optik dansite) ve OD280 (protein optik dansite) degerleri UV-VIS
spektrofotometrede (Implen) belirlendi. Mikroarray asamasinda saf RNA eldesi igin

260/280 oraninin 1.7 ile 2 degerleri arasinda olmasi gerekmektedir.

3.2.1.3. Elektroforez

3.2.1.3.1. Elektroforez ve jel hazirlanmasi

5 gr agar hassas terazide oOlgiilerek 50 ml’lik cam siseye konulduktan sonra
tizerine 100 ml (1X) TAE eklendi. 1.3 ml Sodyum hipoklorit (NaCIO) eklenerek
hafif¢e karistirildiktan sonra mikrodalga firinda agar ¢oziiniinceye kadar 1sitildi. Sise
oda sicakliginda sogutulmaya birakildi, oda sicakligina gelince 4 damla jelred boyasi
eklenerek hafifce karistirildi. Hazirlanan jel karisimi elektroforez tankina dokiilerek

sogutulmaya birakild1 (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Elektroforez cihazi

3.2.1.3.2. RNA orneklerinin agaroz jele yiiklenmesi

5 ul RNA 6rnegi ile 2 ul 10X yiikleme boyasi karistirildiktan sonra 1X TAE
tampon ¢ozeltisinden agaroz jel ylizeyini kaplayacak sekilde tanka eklendi. Jeldeki
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ilk kuyucuga 4 ml DNA markir yiiklendi. Diger kuyucuklara ise drnek sirasi not
edilerek hazirlanan RNA +boya karisimi eklendi. Agaroz jel elektroforez sistemi
(Cleaver) giic kaynagina baglanip, 115 volt, 110 mA, 90 dakikada Ornekler
yiriitiildii. Bu siire sonunda agaroz jel goriintiileme cihazina (Chemidoc Biorad)

yerlestirilip UV 1s181nda goriintiiler alind1 (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Agoroz jel goriintiisii

3.2.1.4. Poly (A) Kuyrugunun Eklenmesi

Bu agama RNA molelekiiliine 3’ucundan poly (A) kuyrugu ekleme asamasidir.
Poly (A) kuyrugu eklenmesi igin +4 °C muhafaza edilen Affymetrix Flash
Tag/Biotin HSR RNA Labelling kiti kullanildi. Kuyruklama igin ATP karigiminin 1
Mm’ lik TRIS ile diiile edilmis olmas1 gerekmektedir. Poly (A) Tailing Master mixde
kullanilmak tizere ATP miks (1: 500 = 1 pl stok ATP (Vial 3) +499 ul 1 Mm Tris)
hazirlandi. Tim Ornekler i¢in esit miktarda RNA ile calisilmaya baslandi. Array
caligsmasi i¢in -80 OC bekletilen drnekler ¢ozlindiikten sonra spin yapildi. Tekrar nano

spektrofotometre ile okunduktan sonra 6rnekler blok igerisine sirasiyla yerlestirildi.
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Omekler 1000 ng ve totalde 8 ul olacak sekilde, hazirlandiktan sonra ornekler
eppendorf tliplere sirasiyla 2 pl (Vial 8) eklendi. Hafif karistirilip spin yapildi.
Calismamizda 2 ornek icin X 2.5 olacak sekilde Poly (A) Tailing master mix
hazirland1 (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Poly (A) Tailing master mix

Bilesenler Ornek X 2.5 X3 X7
10X Reaction Buffer (Vial 1) 1.5l 3.75 ul 4.5 ul 10.5 ul
25Mm MnCl, (Vial 3) 1.5 ul 3.75 ul 4.5 ul 10.5 pl
SulandirilmigATP Mix(1/500)(Vial 1l 2.5l 3ul 7 ul
PAP Enz?r)n (Vial 4) 1l 2.5 ul 3ul 7 ul
TOTAL 5l 125l 15l 35l

*Bu arada PCR cihazina 37 °C ve 15 dakika olacak sekilde giris yapildi.

5 ul Poly (A) Tailing master mix’ten 10 ul, RNA spike control oligos’dan
alinarak tiiplere eklendi. Toplam 15 ul’lik karisim hafif spin yapildi. Hazirlanan
karisim 37 °C de 15 dakika olacak sekilde inkiibatiire birakildi.

3.2.1.5. Flash Tag Biotin HSR Ligasyon

Inkiibasyon sonrasinda 15 pl olan karisim soguk blok {izerinde bekletildi. 15
ul karisim tizerine 4 pl 5x Flash Tag Biotin HSR Ligation mix (Vial 5) eklendi.
Ligation mix eklendikten sonra 2 ul T4 DNA ligas (Vial 6) her 6rnege eklenek
karistirildi. Karisim oda sicakliginda (25 0C’de) 30 dk inkiibe edilmeye birakildi.
Inkiibasyon sonras1 drnekler iizerene 2,5 ul HSR Stop solution (Vial 7) ilave edildi.

Boylece toplamda 23,5 ul karisim elde edildi (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Ligasyon agamasinda kullanilan mix igerigi

Component Volume
5X Flash Tag Biotin HSR Ligation 4.0 ul
Mix Biotin (Vial 5)
T4 DNA Ligas (Vial 6) 2.0 ul
30 dakika inkiibasyon
Stop Solution 2.5 ul
TOTAL 235 pul

Toplam karigim 6 saat buz iizerinde bekletildikten sonra -20 °C’de 2 hafta

siireyle hibridizasyon islemi i¢in muhafaza edildi.

3.2.1.6. Hibridizasyon
Bu agama miRNA 2.0 ¢iplere gore hazirlandi. Hibridizasyon islemi igin -20 °c
de bekletilen o6rnekler alinip ¢alisma i¢in oda sicakliginda bekletildi. Sonraki

asamada hibridizasyon kokteyl hazirlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Hibridizasyon kokteyl

COMPONENT 1X 6.5X
2X HYBRIDIZATION 50 ul 325 ul
27.5%FORMAMIDE(vial 12) 15 ul 97.5 ul
DMSO 10 ul 65 pl
20Xhybrization 5ul 32.5 ul
Kontrol Oligo B2,3nM 1.7l 11.5 pl
Total Volume 81.7 ul

Hazirlanan kokteyl 65 °C 5 dk inkiibe edilidi. 23.5 pl olan her bir érnek iizerine
81.7 ml hibridizasyon miks ilave edildikten sonra toplam hacim volume 105.2 ml
oldu. Ornegimiz 99 °C 5 dk ve 45 °C 5 dk inkiibe edildi. Bu sirada gipler yiikleme
islemi i¢in +4 ten alinip oda sicakligma getirildi. Inkiibasyon sonunda ciplere

yiikleme yapildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mikroarray ¢ip

Cipin arka yilizeyinde capraz yerlesmis sekilde bulunan iki septadan birine
pipet ucu takildi diger septa ise Ornek yiiklemesi icin agik birakildi. Ciplere
ornegimizden 100 pl yiikleme yapildiktan sonra her iki septa yapiskan kagit ile
kapatildi. Daha sonra yiikleme yapilan gipler hibridzasyon firimina birakilip 48 °C de
60 RPM’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan alinan ¢iplerin arka septalarindaki
yapiskan kagitlar sokiilerek Fludisc cihazina yerlestirildi.

3.2.1.7. Yikama-boyama-tarama

Cipler Gene Chip Fluidics Control sistem {izerine yerlestirildi. Cihazin
kenarindaki siselere 400 ml Wash A,Wash B ve nH20 eklendi. Cihazin hortumlari
siselere yerlestirildi. Cihaz tizerinde bulunan 4’lii bélmelerdeki tutucu yerlere tiger
adet 1.5 ml lik eppendorf tiipler yerlestirildi. Yikama islemine baglamadan 6nce
Fludics System agilarak ‘‘prime’’ islemi yapildi. Prime sonrasinda yikama boyama
islemine ge¢ildi. Boyama isleminde kullanilan soliisyonlar fludisc cihazina

yerlestirildi ve “‘prime’’ yapild1 (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Boyamada kullanilan soliisyonlar

Tiip Bilesenler (1 Ornek) pl
1 Stain Buffer 1 500
2 Stain Buffer 2 500
3 Array Holding Buffer 800

Cipler cihazdan alindiktan sonra cihazin tekrar yikamasi yapildi. Fludisc
cihazindan alinan ¢iplerin arka kisimda bulunan septalara tekrar tak spotla kapatildi
ve cihaz hazir konuma geldiginde ¢ipler 6nu arkaya bakacak sekilde cihaza
yerlestirildi ve tarama islemi baslatildi. Daha Once sisteme tanitilan Orneklerin

isimleri segildiginde otomatik olarak array ile uyumlu script aktiflendi.

3.2.1.8. Analiz

Istatistiksel analiz Affymetrix Gene Chip 2.0 yazilim kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Affymetrix Gene Chip yaziliminda arraylerin ‘‘Quality Control
Metrics’” degerleri incelenerek ve uygun olmayan ornekler analiz disi birakilarak
orneklerin timér ve normal doku gruplamalari yapilarak fold change degerleri
karsilastirilak timér ve normal doku arasinda farkli eksprese olan miRNAlar
belirlendi. Ornekler tek yonlii ANOVA testi ile farkli eksprese olan miRNAlar
belirlendi. Ornekleri Tiimdr/normal seklinde gruplamalarinda farkli eksprese olan
miRNAlara yonelik kiimeleme analizi (Clustering) yapildi. Hesaplama sonuglar1 p

degerinin 0.05’ten kiigiik olmas1 durumunda istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kolorektal kanser, diinyada en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Her iKi
cinste en yaygin goriilen 3. kanser tiirli olup, tiim kansere bagli 6liimlerin igerisinde
akciger kanserinden sonra en fazla oldiiren kanser tiiridiir. Klinik ve patolojik
gelismelere ragmen kolorektal kanserin tan1 ve tedavisinde kullanilan Kriterler sinirl
kalmaktadir. Son yillarda, molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler 1s1g8inda hiicre
biyolojisinde etkili oldugu diisiiniilen yeni molekiiller tanimlanmaya baglanmistir.
2000’1 yillarin basindan itibaren, yliksek seviyede korunan DNA bolgelerinden
kodlanan fakat proteine doniisimii ger¢eklesmeyen miRNA  molekiilleri
kesfedilmistir. Yaklasik 20-24 niikleotid biiytikliigiindeki bu kiiciik RNA molekiilleri
miRNA olarak isimlendirilmektedir (Bedeir ve ark., 2005; lorio ve ark., 2005).
Yapilan ¢aligmalar sonucu, bu molekiillerin hiicre biiylimesi ve hiicre 6liimii iizerinde
etkili olduklart belirlenmis ve bunun iizerine miRNA’larin kanserli dokularda
arastirilmasi 6nem kazanmistir. Arastirmacilar bu kiigiik mikroRNA molekiillerinin
hiicresel bircok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldiklarini ve bununla birlikte,
hiicrede miRNA ekspresyonunun normal dokuda eksprese edilen seviyelerin digina
¢ikmasinin insanlarda kanser gelisimi ile baglantili oldugunu rapor etmislerdir (Pillai
ve ark., 2007). Ayrica son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucu miRNA’lar kolon
kanseri’nin erken teshis, tan1 ve tedavisinde gii¢lii bir biyobelirte¢ olabilecegini

gostermektedir.

Calismamizda cerrahi parga alma islemine girmis ve kolorektal kanser teshisi
konmus 6 hastanin, kolon bdlgesinin saglam ve tiimorlii doku kisimlarindan alinan
ornekler mikroarray yontemi kullanilarak miRNA analizleri yapilmis ve analiz
sonucu onkogenik mMIRNA’lar belirlenmistir. Hastalarin saglam ve timorli
kisimlarindan alinan orneklerin analizi sonucu 10 adet onkogenik miRNA tespit
edildi. Belirlenen miRNA’larin artan ya da azalan seklinde ekspresyonlart analiz
edildiginde 10 adetinin tiimiirli dokularda normal dokulara oranla yiiksek ifade
edildigini ve kat degisim diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edilmistir.
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Onkogenik miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla

mikroarray yontemi kullanilmistir. Mikroarrayle elde edilen Fold Change degerleri

tizerinden kat degisimi hesaplanmis ve tiimorlii dokudaki miRNA ile saglam

dokudaki miRNA’larin ekspresyon seviyeleri ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Timorlii ve normal dokuda onkogenik olarak eksprese edilen miRNA seviyelerinin

karsilastirilmasi

Onkogenik Tumor Bi- Kontrol Bi-weight | Fold Change | ANOVA p-value
MikroRNAlar weight Avg | Avg Signal (log2) (linear) (Tumor Vs,

Signal (log2) (Tumor  vs. | Kontrol)

Kontrol)

hsa-mir-1290 5,94 1,33 24,55 0,014333
hsa-mir-27a 6,67 2,37 19,63 0,002068
hsa-mir-18b 7,66 3,74 15,2 0,003125
hsa-mir-196b 8,33 5,25 8,42 0,029486
hsa-mir-224 7,32 4,79 5,81 0,018635
hsa-mir-1292 5,12 1,82 9,85 0,002905
hsa-miR-3180-3p 6,42 2,8 12,32 0,00291
hsa-mir-191 4.4 2,12 4,83 0,029834
hsa-mir-543 4 1,87 4,36 0,021473
hsa-mir-183 5,06 3,12 3,86 0,00954

Mikroarray sistemleri kullanilarak, 6 kolon tiimdrden normal dokulardaki

miRNA’lar ile timorlii dokulardaki miRNA’larin ekspresyon profilleri analiz

edilmistir. Oncelikle tiimdr dokudaki miRNA ekspresyon seviyeleri normal dokudaki

ekspresyon seviyeleri, web tabanli Mikroarray-Data Analiz (Mikroarray data analysis

version 2.0) programindan yararlanilarak karsilagtirilmistir.
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Sekil 4.1. Dendrogram

Her sira bireysel miRNA'y1 temsil etmektedir. Hiyerarsik kiimelenmede,
benzer ifade kaliplarina sahip olan genler bir araya toplanmakta ve bir dizi dal
(kiimelenme agac1 veya dendrogram) ile birbirine baglanmaktadir. Dendrogramdaki
kirmizi renkler, normalden daha yiiksek ekspresyon seviyelerine isaret ederken, yesil

renkler normalden daha diisiik ifade seviyelerini gostermektedir.
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4.1. miRNA-1290’nin Ekspresyon Profili

MiRNA-1290’nin, CRC’de Inositol fosfolipid fosfataz inositol polifosfat 4-
Fosfataz B (INPP4B)'yi hedefleyerek kolorektal kanser hiicre proliferasyonuna katki
sagliyan onkogenik bir biyobelirtectir (Qingzhu ve ark., 2017). MiR-1290, Kolon
Kanserinde KIF13B’yi  hedefleyerek sitokinezi bozdugunu ve yeniden
programlamayi etkiledigini gostermektedir (Wu ve ark., 2013).

Calismamizda miR-1290 mikroarray analiz sonucunda (Sekil4.2), timorli
dokudalarda (5,94) normal dokuya (1.33) gore daha yiiksek diizeyde eksprese
edilerek (4.466 kat) yukar1 (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (24.55, p<0.003).
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[

Sekil 4.2. miRNA-1290’nin normal ve tiimorli dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)

Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen Qingzhu ve ark. (2017)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismadakine benzer olarak INPP4B'nin miR-1290’nin
hedef geni oldugu yiiksek ekspere edilerek bu geni baskiladigi ve hiicre
proliferasyonununa katki sagladigi belirtilmistir. Wu ve ark. (2013) tarafindan
yapilan calismada ise miR-1290’nin KIF13B’yi hedefleyerek sitokinezi bozdugunu
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ve yeniden programlamay: etkiledigi belirtilmektedir. Elde ettigimiz verilerimiz
diger c¢aligmalarla paralellik gostermektedir. MiR1290’nin  tiimorlic  dokudaki
ekspresyona bakildiginda onkogenik bir miRNA olabilecegini desteklemistir.

4.2. miR-27a’min Ekspresyon Profili

miR-27anin HLEC'lerde asir1 ekspresyonu, lenfatik tiip formasyonunu ve
goclinii artirirken, miR-27a'nin inhibisyonu lenfatik tiip formasyonunu ve gdocinii
azaltigl. MiR-27a'nin, TGF-y yolunun 6nemli bir bileseni olan SMADA4'ii dogrudan
hedefledigini ve miR-27a’nin SMADA4'i hedefleyerek lenfanjiyogenezi tesvik ettigini
gosterdi. Calisma sonucu miR-27a'nin kolon kanserinde yeni antikanser tedavileri
icin potansiyel bir hedef olabilecegini gostermistir (Xu ve ark., 2017). miRNA-
27a’nin hedef geni SFRP1 oldugu bulunmustur. miR-27a’nin yiiksek ifadesi Wnt / 3-
Katenin Sinyal yolu ile SFRP1'i hedefleyerek bu genin diisiik ifadesine neden oldugu
ve bunun sonucunda kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazyonunu

artirdigi goriilmustiir (Ba ve ark., 2017).

Calismamizda miR-27a’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil4.3), tiimorli
dokularda (6.67) normal dokuya (2.37) gore daha yiiksek diizeyde eksprese edilerek
(2.814 kat) yukar1 (up) regiilasyona ugradig: ve kat degisim diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlenmistir (19.63, p<0.003).
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Sekil 4.3. mMiIRNA-27a’nin normal ve timorlii dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel

grafigi (*p<0.05)

Calismamizda ile ilgili elde edilen veriler, yukarida bildirilen Xu ve ark.
(2017) tarafindan yapilan ¢alismada miR-27a’nin SMADA4'ii dogrudan hedefledigini
ve miR-27a’nin SMADA4'i hedefleyerek lenfanjiyogenezi tegvik ettigini gosterdi. Ba
ve ark. (2017) tarafindan bildirilen ¢alismada ise MiR-27a’nin yiiksek ifadesi
SFRP1'1 hedefleyerek bu genin diisiik ifadesine neden oldugunu ve proliferasyonla
invazyonun artigr belirlendi. Verilerimiz c¢alismalarla paraleldir. miRNA-27a’nin
timorlii  dokulardaki  yiiksek ekspresyonu hedef — genlerin inhibisyonu ile
sonuglandigi ve timor olusumunu desteklediginden dolayr onkogenik bir miRNA

olabilecegini desteklemistir.

4.3. miR-18b’nin Ekspresyon Profili

miR-18b'nin CDKN2B'yi hedefleyerek CRC karsinojenezinde rol oynadigini
gostermektedir. miR-18b'nin upregiilasyonu, CDKN2B'yi inhibe ederek Kolorektal
Kanserin gelisimine katkida bulundugu ve miR-18b'nin asir1 ekspresyonu, hiicre
dongiisii ilerlemesini kolaylastirarak hiicre proliferasyonunu arttirmistir (Li ve ark,

2017).
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Calismamizda miR-18b’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.4), timorli
dokularda (7.66) normal dokuya (3.74) gore daha yiiksek diizeyde eksprese edilerek
(2.048 kat) yukar1 (up) regiilasyona ugradig1 ve kat degisim diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlenmistir (15.2, p<0.003).
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Sekil 4.4. miRNA-18b’nin normal ve tiimorlii dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)

Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen Li ve ark. (2017)
tarafindan gerceklestirilen caligma ile miR-18b’nin tiimorli dokulardaki ekspresyonu
paralellik gostermektedir. miR18b’nin tiimorlii dokudaki ekspresyona bakildiginda
onkogenik bir mikroRNA olabilecegini desteklemistir.

4.4. miR-196b’nin Ekspresyon Profili

MiR-196b’nin hedef geni GATA6 oldugu belirlenmistir. GATA6, GATA
ailesinin transkripsiyon faktorlerinin bir iiyesi olup, CRC hiicrelerinde miR-196b'nin,
GATA6'nin intestinal epitelyal hiicrelerin homeostazi ve farklilasmasinda rol
oynayan bir transkripsiyon faktorii ve Wnt/y-katenin yolaginin pozitif bir
diizenleyicisi oldugunu gosterdik. MiR-196b, GATAG6 bagirsak transkripsiyon
faktoriinii inhibe eder ve kolon kanseri hastalarinda yukar1 regiile edilir (Fantini ve
ark., 2017). MiR-196a ve miR-196bmin CRC'li genis bir hasta grubuna uygulanan
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verilerimiz, komsu normal kolorektal mukozaya kiyasla CRC dokularinda hem miR-
196a hem de miR-196b'nin yukari dogru diizenlendigini dogrulamistir. CRC’li
hastalarda miR-196a ve miR-196b'nin upregiilasyonu, tiimor olusumuna ve timor
progresyonuna dahil olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular, miR-196a ve miR-
196b'min anormal ekspresyonunun daha agresif timor niiksetmesine ve metastaz
olusumuna daha egilimli hale getirebilecegi hipotezi ile uyumludur. CRC'li genis bir
hasta serisinde miR-196a ve miR-196b ekspresyonunun klinik degerini gosteren ilk
calismadir (Ge ve ark., 2014).

Calismamizda miR -196b’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.5), tiimorli
dokularda (8.33) normal dokuya (5.25) oranla daha yiiksek diizeyde eksprese
edilerek (1.586 kat) yukar1 (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (8.42, p<0.003).
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Sekil 4.5. miRNA-196b’nin normal ve tiimorli dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)

Calismamizda miR-196b ile ilgili elde edilen veriler, yukarida bildirilen
caligmalarla paralel olup miRNA-196b’nin tiimorlii  dokulardaki  yiiksek

ekspresyondan dolay1 onkogenik bir miRNA olabilecegini desteklemistir.
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4.5. miR-224’iin Ekspresyon Profill

mMiR-224"{in hedef genleri SMAD4 ve CDHI1 olarak tanimlanmistir. SMAD4
ve MiR-224 ekspresyonu arasinda negatif korelasyon gézlemledik. MiR-224"in asir1
ekspresyonu, hem gecici hem de kararli miRNA transdiiksiyonu iizerinde sirasiyla
CDHI1 ve SMAD4'lin mRNA's1 ve protein ekspresyonunu azaltmistir (Ling ve ark.,
2016).

Bu ¢alismada, CRC kanseri ilerlemesini diizenleyen miR-224"in biyolojik rolii
arastirildi. SMADA4, sitokinlerin transforme edici biiylime faktorii-y (TGF-y) siiper
familyasindan sinyal vericileri olan evrimsel olarak korunmus SMAD protein ailesi
tiyesi olup mIiR-224’tin  hedef geni oldugu tahmin edilmistir. Sonuglarimiz,
SMAD4'in miR-224 tarafindan translasyonal inhibisyon yoluyla baskilandig:
vemiR-224'tin CRC hiicrelerinin biiylimesini, gdo¢linii ve invazyonu gelistirdigini

ortaya koymustur (Zhang ve ark., 2013).

miR-224"in hedef geni p21 oldugu tanimlanmistir. MiR-224'in p21 ile
dogrudan etkilesip etkilesmedigini arastirmak igin, bir miR-224 mimik sentetik
miRNA’lar kullanilmigtir. Analizlerimizde p21, eszamanli olarak miR-224 tarafindan
downregiile edilen, hiicre dongiisiinii kontrol eden ve 3'UTUTR'si i¢inde bir miR-224
baglanma alanina sahip olan tek mRNA aday:1 olarak tanimlanmustir. p21, sikline
bagimli kinazlar1 2 ve 4 inhibe ederek G1'den S'ye hiicre dongiisii ilerlemesinin ana
regiilatorii olarak gdrev yapan bir tiimor siipresor genidir. Calismamiz p21 mRNA'y1
iyi bir miR-224 hedef geni olarak dogruladi ve bu da miR-224'{iin timér olusumuna
katkida bulunabilecegi olasi bir mekanizma oldugunu disiindiirdii (Olaro ve ark.,
2014).

Calismamizda miR-224’{in mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.6), timorli
dokularda (7.32) normal dokuya (4.79) gore daha yiiksek diizeyde eksprese edilerek
(1.528 kat) yukar1 (up) regiilasyona ugradig1 ve kat degisim diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlenmistir (5.81, p<0.003).
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Sekil 4.6. miRNA-224’{in normal ve timorlii dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)

Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen referanslar tarafindan
gerceklestirilen  galismada  bildirilen  MIRNA-224’tin  timorlii  dokudaki
ekspresyonlariyla paralel oldugu belirlenmistir. miRNA-224’tin SMAD4, CDHI1 ve
p21 gibi bircok hedef geninin oldugu ve miRNA-224’lin yiiksek ekspre edilerek
hedef genleri baskilandigini ve timdr olusumuna neden oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda mMIRNA-224’{in tiimorlic  dokudaki ekspresyonuna bakildiginda
onkogenik bir miRNA olabilecegini desteklemistir.

4.6. miR-1292’nin Ekspresyon Profili

mMiR-1292’nin CRC’li hastalarda ekspresyonu anlamli olarak daha kéti
sonuglarla iliskilendirilmistir. miR-424-3p, miR-503 ve miR-1292'nin asir1 ekspre
edildigi ve bu ii¢c miRNA’nin CKB ve UBA2'nin dogrudan hedefi oldugu fikrini
dogrulamistir. miR-1292 ve diger iki miRNA’larin asir1 ekspresyonu CKB ve
UBA2'nin baskilamasina ve kolorektalizasyonda proliferasyon, adhezyon ve

metazdazda rol aldiklarini belirlenmistir (Torres ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalara
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gore MiR-1292’in asir1 ekspreoldugu ve birkag tiimorsupresor geni hedefledigini

diistindiirmiistiir (Zahang ve ark., 2014).

Calismamizda miR -1292’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.7), timorli

dokularda (5.12) normal dokuya (1.82) gore daha yiiksek diizeyde eksprese edilerek

(2.813 kat) yukar (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlenmistir (9.85, p<0.003).
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Sekil 4.7. miRNA-1292’nin normal ve tiimorli dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel

grafigi (*p<0.05)

Calismamizda miR-1292 ile ilgili elde edilen veriler, yukarida bildirilen

caligmalarla paralel olup mMiR-1292’nin CRC’li hastalarda ekspresyonu anlamli

olarak kotii sonuglarla iliskilendirilmistir. miR-1292’nin tiimo6rlic  dokulardaki

yiiksek ekspresyonu calismamizla paralel oldugundan dolayr onkogenik bir miRNA

olabilecegi desteklemistir.
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4.7. miR-3180-3p’nin Ekspresyon Profili

miR-3180-3p’nin ekspresyonu ile yapilan ¢alismalar sinirlidir. Yeni deregiile
edilmis metastatik transkriptler, IGKV1 ¢kspresyonunun azalmasiyla birlikte
APOAL, HRG, UGT2B4, RBP4 ve ADH4 mRNAS ve miR-3180-3p, miR-3197,
miR-3178, miR-4793 ve miR-4440 miRNA'larin asir1 ekspresyonunu igermistir.
Kolorektal kanser hastalarindan alinan karaciger metastazlarinin genomik
karakterizasyon ¢alismasinda miR-3180-3p’nin asir1 ekspre edildigi (up) reiile
edildigi belirlendi (Sayagues ve ark., 2016). Baska bir calismada CRC de
miRNA’larin  diferansiyel  ekspresyonu normal ve tiimdrli  mukozda
karsilastorildiginda miR-3180-3p’nin ekspresyonun artmis (up) oldogu tespit edildi
(Hamjiord ve ark., 2012). Kolorektal kanserde miRNA'larin ve ROS'un potansiyel
rolleri: tanisal biyobelirte¢ler ve terapotik hedefler c¢alismasindada miR-3180-3p
timor dokusunda asir1 ekspre edildigi belirlenmistir (Lin ve ark., 2017).

Calismamizda miR-3180-3p’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.8),
timorlii dokularda (6.42) normal dokuya (2.8) gore daha yiiksek diizeyde eksprese
edilerek (2.292 kat) yukari (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (12.32, p<0.003).
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Sekil 4.8. miRNA-3180-3p’nin normal ve tiimorlii dokudaki Linear kat degisimlerinin
istatiksel grafigi (*p<0.05)
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Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen g¢alismalarla paralel
oldugu desteklenmistir. miR-3180-3p’nin fonksiyonu hakkinda c¢ok az referans
olmasma ragman timorlii  dokulardaki  ekspresyonu ile  galismamizdaki
ekspresyonuna bakildiginda miR-3180-3p’nin yliksek seviyede ekspre oldugundan
onkogenik bir miRNA olabilecegini tahmin etmekteyiz.

4.8. miR-191’in Ekspresyon Profili

miR-191'in kolorektal kanserde nasil isledigi hala biiylik Ol¢iide belirsizdir.
Calismalar, miR-191'in dogrudan C/EBPy mRNA'nin 3'UTR'sine baglandigini ve
mRNA ve C/EBPf'nin protein ifadesinde bir azalmaya aracilik ettigini gostermistir.
Bu c¢aligmada kolon tiimdr dokularinda miR-191'in asir1 ekspresyonu, hiicre dongiisii
ilerlemesini ve 5-Fu indiiklii hiicre apoptozuna karsi hiicre direncini degistirir. MiR-
191'in inhibisyonunun ise bir ksenograft modelinde hiicre biiyiimesi, proliferasyon ve
tlimdrijenisitenin azalmasina yol acgtigin1 gostermekteyiz. Sonug olarak asir1 ekspre
olan miR-191, C/EBPp hedefleme yoluyla insan kolorektal kanserinin tiimorijenezini
artirir (Zhang ve ark., 2015).

Bu calismada, 24 normal ve kolorektal kanser hastasi 6rneginde 10 olgun
miRNA'nin in vivo 6nemi degerlendirildi. Bu on miRNA’nin p53 ile iliskili oldugu
ve p53 delesyonunu sergileyen tiimorlerde yiiksek ekspresyon seviyelerine sahip
oldugu tespit edilmistir. Hsa-miR-15b, hsa-miR-181b, hsa-miR-191 ve hsa-miR-
200c'nin ekspresyonu kolorektal kanser hastalarinda anlamli sekilde fazla
sentezlenmistir ve bunlar hastaligin gelisimi ile iliskili olabilir. Bizim sonug¢larimiza
dayanarak, bu miRNA'larin bazilari, tiimorlerde asir1 ekspresyonu nedeniyle

onkogenler olarak islev gorebilir (Xi ve Ark., 2006).

Calismamizda miR-191’in 3p’nin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.9),
timorliic dokularda (4.4) normal dokuya (2.12) gore (2.075kat) yukari (up)
reglilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (4.83, p<0.003).

51



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Sema ATMANOGLU

25,04
20,04

-

2 150-

L}

!

=

o 10,0~

£ . Tumor dokusu averaj sinyali (Log2)
504 e . Normal doku averaj sinyali (Log2)

I I . Linear kat degisimi (Tumor X Normal doku)

Sekil 4.9. miRNA-191 normal ve tiimorlii dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel grafigi
(*p<0.05)

Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen Zhang ve ark. (2015)
tarafindan  gergeklestirilen  ¢alismada  bildirilen  miRNA-191°in  yiiksek
ekspresyonunun proliferasyon ve tiimiirojenezi artirdigi inhibisyonun ise azaltigi
belirtilmistir. Xi ve ark. (2006) yaptigi ¢alismada ise miR-191’in p53 ile iligkili
oldugu p53 delesyonunun oldugu tiimorlerde yiiksek ekspre edildigi tespit edilmistir.
Verilerimiz yukaridaki calismalarla paralel olup miR-191’in onkogenik bir miRNA

olabilecegini desteklemistir.

4.9. miR-543’iin Ekspresyon Profili

MiR-543’lin hedef geni KLF4’tiir. MiR-543"in asir1 ekspresyonu KLF4’i
baskiladigin1 hiicre proliferasyonunu, gogiinii ve invazyonunu arttirdigini, hiicre
apoptozunu azalttigin1 gostermistir. MiR-543, CRC'de hedef gen KLF4'i inhibe
ederek bir onkojen olarak islev goriir (Zhai ve ark., 2017). PTEN'i dogrudan miR-
543 hedefi olarak tanimladik. miR-543"in, CRC dokularinda ve asir1 ekspresyonunu
destekleyen tiimor hiicresi gogli ve invazyonunda yapisal olarak yukari regiile

edildigini bulduk. Sonug olarak, ¢aligmadaki veriler miR-543"tin bir timdr promoteri
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olarak davrandigini ve CRC metastazinda hayati bir rol oynadigini gostermektedir

(Sun ve ark., 2016).

KRAS, MTAl1 ve HMGA2nin miR-543'tin dogrudan hedefleri oldugunu
gostermektedir. miR-543 seviyesi ile hedeflerinin, KRAS, MTA1 ve HMGAZ2'nin
ekspresyonu arasinda ters bir korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, miR-
543 asin1 ekspresyonu KRAS, MTA1 ve HMGAZ2'yi hedefleyerek CRC hiicrelerinin
biiylimesini ve metastazin1 inhibe ettigi belirlendi. Tersine, miR-543"in demonte
edilmesi CRC hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve metastazini arttirir.
Sonug olarak, calismamiz KRR, MTA1 ve HMGAZ2'yi hedef alarak KRC hiicre
proliferasyonu ve metastazinin regiilasyonunda tiimor baskilayici olarak miR-543'"tin

onemli bir rolii vurgulanmistir (Fan ve ark., 2016).

Calismamizda miR-543’iin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.10), timorli
dokularda (4) normal dokuya (1.87) gore daha yiiksek diizeyde eksprese edilerek
(2.139 kat) yukar (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlenmistir (4.36, p<0.003).

25,04
20,0
™
<t
0 150
<L
e
X 100-
£ .Tumor dokusu averaj sinyali (Log2)
.Normal doku averaj sinyali (Log2)
5,04
I l . Linear kat degisimi (Tumor X Normal doku)

Sekil 4.10. miRNA-543"iin normal ve timorli dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)
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Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen Zhai ve ark. (2017)
tarafindan gergeklestirilen calismada bildirilen miRNA-543’lin hedef geni KLF4
oldugu ve yiiksek ekspre edildiginde KLF4’ii inhibe ederek timdér olusumunu
destekledigi belirtilmistir. Sun ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada miRNA-
543’tin PTEN’i hedef aldig1 ytliksek ekspresyonun PTEN’nin inhibisyonuna neden
oldugu ve buda tiimiirojenezi artirdigi belirlenmistir. Fan ve ark. (2016) ¢alismasinda
ise MiIRNA-543’iin farkli bir roliiniin olabilecegini gostermistir. miR-543 asir1
ekspresyonu KRAS, MTAl ve HMGAZ2'yi hedefleyerck CRC hiicrelerinin
biiylimesini ve metastazini inhibe ettigi tespit edildi. Bu ¢alismada miRNA-543"{in
tumor supressor 6zellik gosterdigi belirtilmistir. Calismamiz ise bir¢ok caligsma ile
parallel  oldugundan miR-191’in  onkogenik bir miRNA olabilecegini

desteklemektedir.

4.10. miR-183’iin Ekspresyon Profili

ABCAL‘in, miR-183"tin hedef genidir. miR-183 asir1 ekspre edildigi ve miR-
183'tin kolon kanseri hiicrelerinde ABCA1 mRNA'smn1 bozdugunu dogruladi. Bu
nedenle miR-183'in proliferasyonu destekledigini ve kolon kanserinde ABCAT1'i
degrade ederek apoptozisi inhibe ettigi sonucuna vardik (Bi ve ark., 2016). Insan
miR-183/96/182 kiime, insan kromozomu 7q32.2 iizerinde bulunur. Bu miRNA'larin
kombine ifadesi, tiimdr patolojisi dahil fizyoloji ve patolojide islev gorebilir. Insan
miR-183/96/182 kiimelenmesinin, ¢esitli timor tiplerinde asir1 eksprese edildigi ve
bir onkogen olarak hareket ettigi gosterilmistir (Han ve ark., 2011). miR-183/96/182
kiime, insan kromozomu 7q bdlgesi lizerinde yer almaktadir. Kolon kanserinde
miRNA ekspresyonu arastirilmis, kolon kanseri dokularindaki bu iic miRNA'nin kat
degisiklikleri normal dokudakilerle karsilastirilmistir. Sonuglar, miR-183, miR-96 ve
miR-182'nin kolon kanseri dokularinda nispeten yiiksek seviyelerde ifade edildigini,
hiicre pliferasyonu inhibisyonunda iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2015).
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Calismamizda miR-183’lin mikroarray analiz sonucunda (Sekil 4.11), timorli
dokularda (5.06) normal dokuya (3.12) gore daha daha yiiksek diizeyde eksprese
edilerek (1.621 kat) yukari (up) regiilasyona ugradigi ve kat degisim diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (3.86, p<0.003).
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Sekil 4.11. miRNA-183’iin normal ve timérlii dokudaki Linear kat degisimlerinin istatiksel
grafigi (*p<0.05)

Calismamizdan elde edilen veriler, yukarida bildirilen Bi ve ark. (2016)
tarafindan gercgeklestirilen caligmada bildirilen miRNA-183’tin  hedef geni
ABCAT1’dir. miRNA-183’lin yiiksek ekspresyonu ABCAI1 genini inhibisyona
ugrattigt ve proliferasyon artisi ve apoptozisin azalmasina neden oldugu
belirlenmistir. Han ve ark. (2011) ile Zhang ve ark. (2015) tarafindan yapilan
caligmalarda da miRNA-183’{in yiiksek oranda ekspre edildigi hiicre proliferasyonu
ile inhibisyonuyla iligkili oldugu belirlenmistir. Caligmada elde ettigimiz verilerle
yapilan calismadaki veriler paralel olup miR-183’iin onkogenik bir mikroRNA

olabilecegini desteklemistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Kolon kanserli olgularda normal doku ve kanserli dokularda eksprese edilen
miRNA'lardan, mir-224, mir-1290, mir-27a, mir-543, mir-18b, miR-3180-3p, mir-
1292, mir-191, mir-196b be mir-183’iin timorlii dokularda normal dokulara goére

yukari regiile oldugunu gostermektedir.

Calismada kolon kanserli hastalardan alinan tiimorlii dokularla normal dokular
kiyaslandiginda mir-224’tin (1.528) kat yukari (up) regiilasyona ugradigi, mir-
1290’nin (4.466), kat yukari (up) regiilasyona ugradigi mir-27a’nin (2.814), kat
yukar1 (up) regiilasyona ugradigi mir-543’tin (2.139), kat yukar1 (up) regiilasyona
ugradigr mir-18b’nin (2.048), ) kat yukar1 (up) regiilasyona ugradigt miR-3180-
3p’nin (2.292), kat yukar1 (up) regiilasyona ugradigit mir-1292’nin(2.813), kat yukari
(up) regiilasyona ugradigi mir-191’in (2.075), kat yukar1 (up) regiilasyona ugradigi
mir-196b’nin (1.586), kat yukar1 (up) regiilasyona ugradigi mir-183’tin (1.621) kat
yukar1 (up) regiilasyona ugradigi tespit edilmistir. Bu da belirtilen miRNA’larin
onkogenik miRNA oldugu hakkinda fikir vermektedir. Mikroarray analiz sonucunda

kat degisim diizeyinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.

Kesfinden bu yana her gecen giin daha fazla ilgi odagi olan miRNA’lar
giiniimiizde hizla artan bir 6neme sahip hedef spesifik ila¢ tedavisi ¢alismalar i¢in
onem tagimaktadir. mRNA’y1 hedef alan terapdtik strateji, miRNA’lar {izerinden gen
spesifik tedavi yontemlerini igeren ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Son yillarda,
CRC'de anormal miRNA sentezlenmesinden sorumlu mekanizmalar1 anlamak igin
onemli gelismeler kaydedilmis ve bircok miRNA veya miRNA ailesi, CRC lehine
kilit diizenleyiciler olarak tespit edilmistir. Bazt miRNA'larin CRC hiicrelerinde asir
eksprese edildigi ve tiimor baskilayici genleri baskilayabilecegine dair bilgiler
mevcuttur. CRC teshisinden sonraki hedef miRNA’ya dayali tedaviler i¢in
onkogenik miRNA'lar1 inhibe etmek veya tiimor baskilayict miRNA'lar1 aktive
edilmisi iizerine siirdiiriilmektedir. Bunun i¢in hedef miRNA'lar ile tamamlayict baz

eslestirmesi yoluyla hareket eden tek sarmalli antisens oligoniikleotidler
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(uzunlugunda yaklasik 20-22 niikleotid) kullanilarak onkogenik miRNA’larin
inhibisyonu yonlendirilebilmesine ya da sentetik miRNA’lar veya ekspresyon
vektorleri kullanilarak istenilen tiimor baskilayict miRNA onkogenik miRNA yerine
tiretilebilir. Son olarak, onkogenik miRNA ekspresyon diizeylerini diisiiren veya
kanser 6nleme icin timor baskilayict miRNA ekspresyon diizeylerini arttiran ilaglar
gelistirilebilir (Schetter ve ark., 2013; Chi ve ark., 2016). Kolorektal kanser ve diger
kanser tiirlerinde hedeflerin  gergeklestirilebilmesi igcin RNA tabanli bu
uygulamalarin gelistirilebilmesi ve miRNA’larin nasil diizenlendiklerinin, hedeflerini
nasil belirlediklerinin ve biyogenezlerinin ¢ok daha iyi anlasilmasi gerekmektedir.
Bu sayede miRNA'larin gelecekteki kanser tedavisinde fonksiyonlarinin
arastirilmasindaki ilerlemeler ve teknolojik gelismeler ila¢c endiistrisi ve tip
diinyasinda fikir degismesine neden olacak bircok fizyolojik ve patalojik siirecin
aydinlanmas1 saglanarak, hastaliklarin tanisi, prognozu ve tedavi sonrast izlenimlerde
yenilikler getirmis olacaktir. Ayrica miRNA'lar gelecekteki kanser tedavisinde bir
hasta i¢in hangi ilaclarin segilecegine karar vermede ve hastanin ilaca nasil bir cevap
verip vermediginin belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilecektir (Hayes ve ark.,
2014). Calisma sonucunda elde edilen bulgular da miRNA profillerinin

belirlenmesine 151k tutarak bu amaglarin tiimiine hizmet edilebilecektir.

Sonug olarak, kolon kanserinde miRNA'larin biyolojik belirte¢ olarak Klinik
tani, erken teshis ve tedavisinde rol oynayabilmesi i¢in miRNA’larin rollerinin iyi
arastirilmast gerekmektedir ¢linkii miRNA’larin her biri, ¢ok sayida hedef genin
ekspresyonunu diizenlemekte ve tek bir miRNA’nin ekspresyonunun degistirilmesi
istenmeyen bir¢ok geni hedef alabilmektedir. Bu durumun tam tersi, tek bir gen
birden fazla mMIRNA tarafindan diizenlenebilmekte, belirli bir miRNA’nin
ekspresyonunun degistirilmesi  spesifik  bir gen hedefini verimli sekilde
etkileyebilmektedir. miRNA tedavi yonteminin basarili sekilde uygulanabilmesi igin
daha hassas, hizli, etkili ve maliyeti diisiikk yontemler elde edilmesine itiya¢ verdir.

Bu amacla daha fazla ¢abaya ve yeni aragtirma bulgularina ihtiyag vardir.
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Calismada elde edilen bulgular, yapilacak bundan sonraki ileri fonksiyonel
calismalar i¢cin yol gosterici olmakla birlikte, az sayidaki miRNA’ nin
degerlendirilmesinden dolay1r simirhidir. Cok sayidaki miRNA’ nin ¢ok daha fazla
sayidaki ornek ile calisilmasina olanak saglayacak daha kapsamli caligmalarin

planlanmas1 hedeflenmelidir.

4 Mevcut c¢alisma RNAlater soliisyonu igerisinde fikse edilmis taze
dokular kullanilarak yapilmistir. Calisma parafine gomiilmiis doku Ornekleri ile
gerceklestirilebilir. Boylece dokularla c¢alisma siiresinde kisitlama ortadan kalkmis

olacak farkli miRNA’nin ekspresyon seviyesi incelenecektir.

v miRNA ekspresyon profilinin belirlenmesi amaciyla kullanilan farkli
metotlarla elde edilen verilerin validasyonun yapilmasi verilerin gilivenirligini

arttiracaktir.

v Kolon dokusundan kana gegebilen bu miRNA’larla biyoposi
alinmasma gerek kalmaksizin kan ornegi alimarak CRC’ye 6zgii biyomarkirlar
bakimindan taranmsi hastalarda invazif risklerinin ortadan kaldirilmasi agisindan

daha avantajl1 olucaktir.

v (Calisma maliyetinin diistiriilmesi daha genis ¢apta tarama yapilmasina
imkan  saglayarak daha gegerli sonuglara ulagilmasina  olanak

saglayabilecektir.
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