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Kolorektal kanser (KRK), diinya ¢apinda {i¢iincii en yaygin malin tiimoér ve kanserle
iligkili 6liimiin ikinci ana nedenidir. Kolon kanserinin teshisi ve tedavisi hakkinda Tip
ve bilim alanindaki gelisime ragmen kolon kanseri halen insanlarin yasamlari i¢in
bliyiik bir tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle, KRK niiksiiniin erken teshisini
tyilestirmek i¢cin KRK’nin patogenezini anlamak ve yeni biyobelirte¢ adaylari
belirlemek olduk¢a Onemlidir. Son zamanlarda, molekiiler ve genetik tekniklerin
gelismesi  sonucunda kanser erken teshisinde Onemli gelismeler olmustur.
MikroRNA’lar, transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu diizenleyen ve Onemli
biyolojik roller oynayan kisa kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar, kolon kanseri de
dahil olmak tizere cesitli kanser formlar ile iligkilendirilmistir. Buna gore, miRNA nin
ifadesini kolorektal kanserde diagnostik bir belirte¢ olarak kullanilmas1 miimkiindiir. Bu
tez calismasinda, potansiyel biyobelirte¢ olabilecek miRNA’lar1 ve hedef genleri
belirlemek icin /n siliko kolon kanseri data setleri ve kolon kanseri hiicre hatlarini,
saglikli doku ve hiicrelerle karsilastirilmistir. Kolon kanseri ve saglikli bireylere ait
GEO data setleri arasindan GSE53592, GSE61741 mikrodizi verilerinden
faydalanilmistir. Verilerin 6n islenmesinden sonra, 11 ortak eksprese edilen miRNA
tanimlanmistir ve daha sonra hedeflenen genlerin miRNA sinyalleri ve tahminleri q-RT
PCR yontemi kullanilarak arastirilmistir. Analiz sonuglarina gore hsa-miR-93-3p, hsa-
miR-143-3p, hsa-miR-20b-3p, hsa-let-7f-1-3p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-
miR-769-5p, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-331-3p ve hsa-miR-1231’nin
kolon kanserli hastalarda anlamli olarak farkli sekilde ifade edildigi belirlenmistir. Bu
mMIRNA’larin hedefledigi mRNA’lar1 biyoinformatik analizlerle belirledikten sonra,
LAMAS ve ITGA3 gen ifadelerinin kolon kanseri hiicre hatlarindaki ifadesinin saglikli
kolon hiicre hatlarin kiyasla anlamli bir sekilde artarken COL1A2 gen ifadesinin ise
azaldig1 gozlemlenmistir. ITGAS, COL4A6 ve COL5A2 ifadelerinin ise degismedigi
bulunmustur.

Eyliil 2022, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kanser, Kolon kanseri, miRNA, qRT-PCR (Kantitatif Ger¢ek
Zamanli PCR).



ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF POSSIBLE MARKER miRNA CANDIDATES IN HUMAN
COLON CANCER WITH BIOINFORMATIC ANALYSIS METHODS AND
INVESTIGATION OF TARGET GENES IN COLON CANCER CELL LINES

Sarah AHMED TULFAH

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Pelin TELKOPARAN AKILLILAR

Colorectal cancer (CRC) is the third most prevalent malignant tumor and the second
leading cause of cancer-related death globally. Despite the scientific development and
research on diagnosing colon cancer, it still poses a significant danger to people’s lives.
Therefore, it is urgent to understand the pathogenesis of CRC and resolve new
biomarkers to improve the early diagnosis and prediction of CRC recurrence. Recent
advances in molecular and genetic techniques have resulted in significant advances in
cancer diagnosis. MicroRNAs are short non-coding RNAs that regulate gene expression
at the transcriptional level and play important biological roles. miRNAs have been
associated with various forms of cancer, including colon cancer. Accordingly, it will be
possible to use miRNA expression as a diagnostic marker in CRC. This thesis compared
in silico colon cancer datasets and colon cancer cell lines with healthy tissues and cells
to identify potential biomarker miRNAs and target genes. Among the GEO data sets of
colon cancer and healthy individuals, GSE53592 and GSE61741 microarray data were
used. After preprocessing the data, 11 standard and expressed miRNAs were identified,
and then the miRNA signals and predictions of the targeted genes were investigated
using the gRT-PCR method. Following the identification of the mRNAs targeted by
these miRNAs using bioinformatic analyses, the expression of the LAMA3 and ITGA3
genes on colon cancer cell lines increased significantly when compared to healthy colon
cell lines, while the expression of the COL1A2 gene decreased. The expressions of
ITGA5, COL4A6, and COL5A2 have not changed.
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1. GIRIS

Kanser sayisiz tanima sahiptir, ancak en temel tanimi zamanla diger organlara da
yayilabilecek tiimoérlere neden olan kontrolsiiz hiicre boliinmesidir (Pardee ve Stein
2011). Aym1 zamanda kanser kalitsal bir hastaliktir ve hiicre boliinmesi ve proliferasyon
mekanizmasindaki bozulmalarin neden oldugu anormal hiicre biiyiimesi olarak
tanmimlanir. Kanser, organizmalarda mevcut herhangi bir hiicre tiirinde meydana
gelebilir (Lengauer vd. 1998). Tarihsel kayitlara gore; bundan 5000 yi1l énce Misir’da,
kansere benzer semptomlarla ortaya ¢ikmis hastaliklar bizlere kanserin ge¢misi ile ilgili
ilk ipuglarin1 vermektedir. Yenge¢ anlamima gelen Yunanca Karkinoma’dan karsinom

terimi ilk olarak M.O. 400 civarinda kullanilmistir (Rupnarain vd. 2004).

Kanser hiicreleri; genellikle 6liimle sonuglanan, metastaz olarak adlandirilan uzak doku
ve/veya organlara gb¢ etme kapasitesine sahiptir. Giiniimiizde doktorlar, biyologlar
ve/veya kimyagerler tarafindan ¢ok sayida calisma yapilmasina ragmen, kansere bagl

olumler halen devam etmektedir.

Diinyada kanser tiirleri igerisinde insidansi ilk beste yer alan kolon kanseri
gastroinstestinal sistemde meydana gelmektedir. Diinya saglik orgiitii’niin 2018 tahmini
verilerine gore yaygin kanser tiirlerine bakildiginda kolon kanseri 1.80 milyon vakada
rastlanmistir ve 6liimle sonug¢lanan kanser vakalar1 arasinda 862 bin ile diinyada ikinci
sirada yer almaktadir (WHO 2018). Risk faktorlerine bakildiginda ilk 6nce mutasyonlar
ve bunu takiben hareketsizlik, genetik faktorler, sigara kullanimi gibi bircok farkl
sebeple ortaya cikabilmektedir. Kolon kanserinin erkek bireylerde kadinlara kiyasla
daha fazla goriildiigi tespit edilmistir. Risk faktorlerine ilaveten cevresel faktorler de
kolon kanserinin gelismesinde yas ile beraber dnemli rol oynamaktadir. Cesitli cografi
bolge ve etnik gruplar incelendiginde kolon kanseri goriilme sikliginda onemli
degisimler gozlenmektedir (Brenner vd. 2014). Amerikan Kanser Toplulugu
istatistiklerine gore 2017 yilinda 135,430 kisiye kolon kanseri teshisi konmustur. 50.260
den fazla kisinin kolon kanserine bagli nedenlerden hayatlarin1 kaybettigi belirtilmistir
(Siegel vd. 2019). Tiirkiye’de ise Tiirkiye Halk Sagligi kurumunun 2018 verilerine gore

erkeklerde kadinlara kiyasla 2 kat daha fazla kolon kanser teshisi konulmustur.



Bu durum uygulanmakta olan farkli tedavi stratejilerinin yetersizligini ifade eder
niteliktedir (T.C. Halk Saglhigi Kurumu 2018). Bu veriler kolon kanseri tedavisi i¢in
yeni terapotik ajanlarin ve kombine tedavilerin gelistirilmesi gerektigini ortaya
koymaktadir. Kolorektal kanser i¢in ana terapétik segenekler hala cerrahi, kemoterapi
ve bunlarin kombinasyonudur. Kolorektal kanser tedavisi igin erken evrede cerrahi
rezeksiyon kullanilmasina ragmen, cerrahiye siklikla adjuvan kemoterapi eslik eder
(Wang vd. 2007). Bununla birlikte, niiks, metastaz ve ila¢ direnci sebebiyle hastalarin
yaklagik olarak %50’si hayatin1 kaybetmektedir (Bray vd. 2018). Son zamanlardaki
terapotik gelismelere ragmen, 5-florourasil (5-FU), ileri evre ve metastatik kolorektal
kanserlerin tedavisinde en sik kullanilan ajandir (Webber vd. 2015). 5-FU, kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engelleyen kemoterapdtik bir ajandir. Antimetabolit bir
primidin analogu olan 5-FU, anti-neoplastik etkisini timin bazinin de-novo sentezini
katalize etmek ic¢in anahtar bir enzim olan timidilat sentazin inhibisyonu yoluyla
gostermektedir (Parker ve Cheng, 1990). 5-FU niikleozid metabolizmasina miidahale
ederek hiicre sitotoksisitesine, RNA ve DNA yapisindaki degisikliklere neden olur. 5-
FU, kolon kanseri tedavisinde tek basina veya oksaliplatin, irinotekan ve folinik asit
gibi diger kemoterapétik ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmaktadir (Noordhuis
vd. 2004).

Geride biraktigimiz son on yil igerisinde, anormal mikroRNA (miRNA) ifade
degisimlerinin kolorektal kanserin (KRK) baslamasi ve ilerlemesinde islevsel bir rolii
oldugu netlik kazanmigtir. Spesifik miRNA’larin, eksprese edildikleri hiicresel ortama
bagli olarak tiimor baskilayicilar veya onkogenler olarak islev gorebilecegi
gosterilmistir (Lopez-Camarillo vd. 2012; Pencheva ve Tavazoie 2013; Davoodian vd.
2017; Zhou vd. 2017; Wu ve Storey 2018). miRNA’lar ile ilgili kolon kanseri hiicreleri
lizerine yapilmig tiim calismalar, bu hiicrelerin kanser hiicre dizileri lizerindeki etkisine
bakmakta ve bu hiicre dizileri i¢in hedef genleri belirlemektedir. miRNA’lar, hedef
genlerin transkripsiyon sonrasi susturulmasini diizenleyen, boyutu 19 ila 25 niikleotid
olan kisa RNA molekiilleridir. Tek bir miRNA, yiizlerce mMRNA’y1 hedefleyebilir ve
genellikle fonksiyonel etkilesimli bir yola dahil olan bircok genin ifadesini etkileyebilir
(Lu ve Rothenberg 2018). Son yillarda bu arastirmalarin kolon kanseri hiicrelerinin

yayilmasini sinirlamak veya engellemek icin yapilan arastirmalar dnem kazanmaistir.



Kolorektal kanser biiylimesi ve metastazinda yer alan kritik yollardan biri, hiicre dis1
matris (ECM) ve hiicresel reseptorlerin etkilesimidir. Hiicre dist matris (ECM),
hiicreleri biyokimyasal ve yapisal olarak destekleyen hiicre dis1 bir doku bilesenidir.
ECM, kollajenler, lamininler ve fibronektinler gibi birkac¢ glikoproteinden olusur ve
entegrinler ve kaderinler gibi ECM bilesenleriyle dogrudan etkilesime giren yiizlerce
hiicresel reseptor vardir (Barczyk vd. 2010; Achilleas vd. 2016). ECM ve hiicresel
yiizeydeki reseptorler arasindaki etkilesimler hiicre davranigini etkiler ve hiicre iletisimi,
proliferasyon, yapisma ve gog¢te olduk¢a 6nemli islevlere sahiptir (Nguyen-Ngoc vd.
2012). Yapilan ¢alismalar ECM - reseptor etkilesiminin kolorektal kanserin olusumunda
ve yayilmasinda onemli bir rol oynadigini gostermistir (Stankevicius vd. 2016; Crotti
vd. 2017; Maltseva ve Rodin 2018). Bir¢ok ¢alisma, ECM-reseptor etkilesiminde yer
alan baz1 genlerin ekspresyonuna dayanan biyobelirtegleri ve kolorektal kanser
prognozu imzalarini, E- integrinlerini ve P-kaderin kodlayan genler ve gesitli lamininler

gibi tanimlanmustir (Boudjadi vd. 2013; Galatenko vd. 2018; Gong vd. 2019).

Kanserdeki immiin infiltratlar, karsinogenezden tiimor biiylimesine kadar ¢esitli tlimor
fazlarinda 6nemli bir role sahiptir. Tiimor hiicreleri ve bagisiklik sistemi hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olan yeni bir tiimor tedavisi stratejisi olan immiinoterapi, timor
hastalarina umut vermektedir (Balkwill ve Coussens, 2005; Castell ve Larsson, 2015).
Yiiksek verimli omikler, molekiiler biyoloji ve bilgisayar teknolojisi son zamanlarda
bize hesaplanabilir bir perspektif vermektedir ve KRK insidansi, ilerleme ve prognozun
molekiiler yonlerini ortaya ¢ikarmaktadir. Teoretikal ve in siliko arastirmalar ¢ogunlukla
kanser biyobelirte¢ tahmini ve tedavisi i¢in yenilik¢i bilgiler ve ¢oziimler sunmak i¢in
kullanilmistir. Klinik uygulamalarda kullanilan molekiiler biyobelirteglerin bir¢ogu
geleneksel olarak timdr orneklerinin ayni hasta gruplarinin saglikli doku 6rnekleri ile
karsilagtirilarak  bulunmustur. Ancak molekiiler biyobelirteg taramasinda ¢esitli
dezavantajlar vardir (Wagholikar vd. 2012; Wen vd. 2014). Dezavantajlarindan biri;
potansiyel hayati gostergelerin ¢cogu hem saglikli insanlarda hem de kanser hastalarinda
mevcuttur ve bu nedenle saglikli insanlar ve hastalar arasindaki ifade seviyelerindeki
farkliliklar genellikle ¢ok kiiciiktiir, bu da kanser ve diger iyi huylu yaralanmalar1 saglik
durumundan dogru bir sekilde ayirt etmek igin drnekleme yontemini goz ardi etmeyi

imkansiz hale getirmektedir (Huang vd. 2017).



Bu zayif yonlerin iistesinden gelmek ig¢in, biyobelirtegleri tanimlamak i¢in ag tabanl
algoritmalar ilgi ¢cekmekte ve iyi performans gostermektedir. Molekiiler belirtegler ve
ag tabanli belirtecler ise biyobelirtegleri normal ve malign 6rneklerden ayiran analitik
yaklasimlardir (Brown 2008). Biyobelirtegler tan1 ve/veya tedavi i¢in biyolojik siiregleri
veya farmakolojik sinyal hedeflerini belirlemek ve degerlendirmek igin kullanilabilirler
(Chen vd. 2015).

Bu ac¢idan degerlendirildiginde; bu tez c¢alismasi kapsaminda daha Onceden kolon
kanseri iizerine farkli arastirmacilar tarafindan yapilmis ve halka acik bir sekilde
paylasilmis GEO data setlerinden faydalanarak, diferansiyel olarak ifade edilen
miRNA’larim in siliko olarak analizi gerceklestirilmistir. Yaptigimiz analizler
sonucunda belirledigimiz miRNA’lar1 ve bunlarin ortak diizenleyici yollar1 arasindaki
negatif/pozitif korelasyon ve etkilesimler belirlenmistir. Devaminda ise belirlenen
miRNA hedef gen ifade degisimleri kolon kanseri ve saglikli kolon hiicre hatlari
kullanilarak dogrulanmistir. Bu tez ¢iktis1 olarak; kolon kanseri gelisiminde miRNA-
hedef mRNA iligkileri in siliko ve in vivo hiicre hatt1 ¢alismalar1 sonucu farkli hiicresel
biyolojik olaylar (6rnegin, hiicre apoptozu, biiylime, farklilasma ve cogalma ve

tiimorijenez ve ilerleme) ile iliskilendirilerek ve literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. KURUMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Kanser, insan 6liimlerinde 6nde gelen nedenleri arasinda yer alan diinyanin her yerinde
yasam kalitesini ve siiresini riske atan 6nemli bir etmendir (Bray vd. 2021). Diinya
Saglk Orgiitii’niin (WHO) 2019 yili verilerine gore kanser, 183 iilkenin 112’sinde 70
yasindan onceki 6liimlerin birinci veya ikinci 6nde gelen nedeni olurken 23 iilkede de
liglincli veya dordiincti sirada yer almaktadir (Sekil 2.1). Kanserin 6nde gelen 6liim
nedeni olarak 6ne ¢ikmasi, kismen birgok iilkede kansere gore inme ve koroner kalp
hastaligi mortalite oranlarindaki onemli diislislerden kaynaklanmaktadir (Sung vd.
2021). Diinyanin hizla biiyiiyen ve yaslanan niifusu kanser insidansindaki artisa katkida
bulunmaktadir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, giliniimiizde hem
iilkemizde hem de diinyada onde gelen ikinci mortalite nedenidir (TUIK 2020). Global
olarak her alt1 6liimden biri iilkemizdeyse her bes oliimden biri kanser sebebiyle
gerceklesmektedir (WHO 2020; TUIK 2020). Genel olarak, kiiresel kanser insidans1 ve
oliim yiikii hizla artmaktadir. Bu durum popiilasyon yaslanmasini, biiyiimesini, bazilar
sosyoekonomik gelisme ile baglantili olan kilit kanser risk faktorlerinin yayginligini ve
dagilimindaki degisiklikleri yansitir (Omran, 1971; Gersten vd. 2002). Sekil 2.1’deki
haritalarin karsilastirilmasi, erken mortalite nedeni olarak kanserin pozisyonunun sosyal
ve ekonomik kalkinmanin iilke diizeylerini ne kadar etkiledigini gostermektedir (Sung

vd. 2021).
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yilinda diinya genelinde kolon kanseri 6liim istatistikleri (Sung vd. 2021)

DSO’niin Kiiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN) istatistiklerine gére 2020 yilinda,

19.3 milyon yeni kanser vakasi tanimlanmis ve yaklasik 10 milyon 6liime neden oldugu

gosterilmistir.

Bu istatistikler sonucunda kansere bagli oliimler, kardiyovaskiiler

hastaliklar1 geride birakarak ilk defa kiiresel olarak olimiin 6nde gelen nedenini

olusturmustur

(Sung vd. 2021). Ayrica, meme kanseri insidanst su anda genel yiikiin

%11.7’sini kapsayarak, sirasi ile akciger (%11.4) ve prostat (%7.3) kanserlerine gére en

sik goriilen kanser ¢esididir. Toplam mortalite s6z konusu oldugunda, akciger kanseri

hala en yiiksek oranda (%]18), ardindan karaciger (%8.3) ve mide (%7.7) oranlarina
sahiptir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 2020°de en yaygin ilk on kanser tipi i¢in kiiresel insidans ve mortalite oranlart.
(A) Kanser tiiriine gore toplam yiik yiizdesi, (B) 6liim yiizdesi (Sung vd. 2021)

Ayni caligmaya gore kanser insidansinin 2040 yilina kadar 28,5 milyon olguya
yiikselmesi beklenmektedir. Ayrica her ii¢ kiginin hayatlariin bir noktasinda kansere
yakalanacag1 ongoriilmektedir (Sung vd. 2021). Kanser, her biri benzersiz ozelliklere
sahip ve benzersiz bir tedavi stratejisi gerektiren 200°den fazla tiire sahip ¢ok karmasik

bir hastaliktir. Bununla birlikte, genellikle ii¢ temel tipte siniflandirilabilir:

- Tim malignitelerin %90’nindan fazlasim1 olusturan karsinomlar, epitelyal
hiicrelerden gelisen kati tiimorlerdir.
- Sarkomalar, kemik ve kasli bag dokularindan gelisen kat1 timdrlerdir.

- Beyaz kan hiicreleri 16semi ve lenfomalarin kaynagidir.

Ayrica, timorler de yaygin olarak kaynaklandiklar1 organlar tizerinde isimlendirilir.
Kadinlarda kolorektal kanserler, akciger, servikal ve tiroid kanserlerine oranla olasiligi
daha yiiksektir (Pardee ve Stein, 2011).

Kanser, DNA molekiiliindeki mutasyonlarin ve diizensiz hiicre biiytimesindeki fiziksel
degisiklikleri ile ard arda eklenmesi olarak da nitelendirilir (Kreuser 1986; Pienta vd.
1989). Kanser genellikle bir hiicrede baslar, ancak normal bir hiicrenin mutasyon sayisi
arttikca malign bir fenotip ortaya ¢ikabilir (Hanahan ve Weinberg 2000). Kanser

hiicreleri, uzak dokulara ve / veya organlara yayilarak, siklikla 6liime yol acan
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metastaza neden olabilir. Hanahan ve Weinberg (2011) kanser i¢in 10 temel ozellik
Onermistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011)

2.1.1 Kolon kanseri

Kolon kanseri, akciger, prostat ve meme kanseri ile birlikte en Olimciil kanserler
arasinda sayillmaktadir (Labianca vd. 2010). Kansere bagli oliimler arasinda %55

sagkalim orani ile ikinci sirada yer almaktadir (Bray vd. 2018). Kadinlarda ikinci,
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erkeklerde ise li¢lincli kanser tiirii iken kadinlardaki insidans ve 6liim orani erkeklere
gore yaklasik olarak %25 daha disiiktir (IARC 2018). Cinsiyet ayrimi olmaksizin
ilkemizde en sik goriilen tl¢lincti kanser tiriidiir (Sung vd. 2021). Kolorektal kanser,
diinyada tiim kanser 6liimlerinin %10’unu olusturur (Bray vd. 2018). Avrupa’da her yil,
yaklasik 250.000 yeni kolon kanseri tanis1 konulmaktadir (Dyba vd. 2021). Bu kanser
gelisimi  sanayilesme ve kentlesme ile tandemde yiikselir. Kolorektal kanser
sosyoekonomik gelisimin bir isaretidir ve insidans oranlari, onemli Ol¢liide degisen
tilkelerde artan HDI ile siirekli olarak tirmanma egilimindedir (Bray 2014; Fidler vd.
2016). Hastaligin insidansindaki dengeleyici ve azalan egilimler giiniimiizde yalnizca
cok gelismis iilkelerde goriilmektedir. Bu egilimler oncelikle iilke ¢apinda tarama
programlari ve kolonoskopi taramasmin artmasiyla iliskilendirilmis olmasina ragmen
yasam tarzi ve diyet degisiklikleri de buna katkida bulunabilmektedir (Ouakrim vd.
2015). Kolon kanseri vakalarinin sayisindaki goriiniir artis esas olarak cevresel ve
kalitsal nedenlere baglanir. Ancak, bu artisin kesin nedenleri bilinmemektedir (Dekker
vd. 2019). Epidemiyolojik c¢alismalar erkek cinsiyeti ve artan yasin, hastalik
insidansiyla baglantili oldugunu gostermektedir. Pozitif aile 6ykiisiiniin, tiim kolorektal
kanserli hastalarin yaklasik %10-20’sinde hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir rolii
oldugu goriilmektedir (Henrikson vd. 2015). Kolorektal kanser mortalite oranlarindaki
farkliliklar kismen yasam tarzi risk faktorlerinin yayginligi ile iliskili olabilir. Ornegin
birka¢ calisma, alkol alimindaki akut bir artisin, kolorektal kanser insidansi ve 6lim
oranlarinin artmasina neden olabilecegini gostermistir (Rehm ve Gmel 2007; Zaridze
vd. 2009). Benzer sekilde, geng yas gruplarinda kolorektal kanser 6liim oranlarindaki
azalma, daha ¢esitli diyet (6rnegin daha az yag iceren) ve daha az alkol tiiketimi gibi
onleyici yasam tarz1 faktorlerine baglanabilir (Zatonski ve Bhala 2012). Kolon kanseri

riskini artiran veya azaltan en 6nemli faktorler asagida listelenmistir.

2.1.2 Kolon kanseri risk faktorleri

Kanser, giinlimiizde yiiksek sayida Oliimle insan saghigmmi etkileyen en ciddi
hastaliklardan biridir (Pacal vd. 2020). Bir¢ok c¢alismalar, asir1 alkol alimina ek olarak,
sigara, artan viicut agirligi, kirmizi ve islenmis et tiiketimi gibi ek cevresel risk

faktorlerinin kolon kanserinin tesvik edilmesi ve gelistirilmesi lizerinde biiyiik bir etkiye



sahip oldugunu gostermistir (Botteri vd. 2008; Chan vd. 2011; Cai vd. 2014; Kyrgiou
vd. 2017). Insan kanserinden tiiretilen hiicre dizileri, kanser biyolojisini arastirmak ve
kanser tedavisinin etkinligini artirmak i¢in hipotezleri test etmek i¢in en yaygin
kullanilan modellerdir (Ko 2008). Kolon kanseri i¢in risk faktorleri {i¢ ana faktore

ayrilamaktadir:

2.1.2.1 Yas

Ileri yas kolon kanseri gelisimi icin bir risk faktoriidiir, kolon kanseri hastalarinin %
90’1 elli yasin tlizerindedir. Ancak genglerde ortaya ¢ikabilir. Daha 6nce adenomatdz
polip veya kalict bagirsak iltihabi dykiisii olan kisilerde risk de yiikselir. Birinci derece
akrabalar arasinda aile kolorektal kanser Oykiisii, ilk gebelikte gec yas, diizensiz adet
dongiileri ve ilerlemis yas faktorii yiiksek kolorektal kanser riski ile iligkili 6nemli

degiskenleridir (Yoo vd. 1999).

2.1.2.2 Diyet

Bagirsak mikroflora ortami ve gida alimi kolon hiicre farklilagsmasini etkiler (Bry vd.
1996; Yang vd. 1996). Yapilan aragtirmalara gore, diisiik folat ve metiyonin alimu ile
birlikte yiiksek alkol tiiketimi kolon kanser riskini arttirabilir (Giovannucci vd. 1995).
Bunun yaninda, rafine tahil ve kirmizi et tiiketiminin de kolorektal kanser riskini
arttirdigini ortaya koyulmustur (Levi vd. 1999). Balik yagi ve lifli besin (6rnegin
seliiloz) tiikketiminin hiicre boliinmesi, biiylimesi ve 6liim dengesini etkileyerek kolon
timorlerinin olusumuna karsi koruma sagladigi gosterilmistir (Heitman ve Cameron,
1990; Lindner 1991). Ornegin; bugday kepegi, gelisimin erken ve ge¢ asamalarinda
kolon kanserine karsi koruma saglarken (Alabaster vd. 1995), balik, karbonhidratlar ve
B-karoten bakimindan zengin bir diyet de kript boyunca azalmis kolorektal mukoza
proliferasyonuna ve normal bir hiicre proliferasyon paternine yol agar (Caderni vd.
1999). Yogurt, hiicresel apoptozu arttirarak kolon kanseri hiicrelerinde mitoz ve apoptoz
arasindaki dengeyi etkiledigi gosterilmistir (Rachid vd. 2002). Epidemiyolojik, in vitro
arastirmalar ve insan denemeleri, yiiksek kalsiyum tiiketiminin kolonik karsinogenezi

diistirdiigiinii  gostermistir (Buset vd. 1986; Slattery vd.1988; Thomas vd. 1993).
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Calismalara gore; asir1 diyet ve enerji tiikketimi, insiilin direncinin gelisimine ve sonug
olarak insiilin, trigliserit ve esterlestirilmemis yag asitlerinin dolasim seviyelerinde
artisa yol acar. Bunlar kolon epitel hiicreleri i¢in proliferatif bir uyaran gorevi goriir ve
oksijen ara maddelerinin birikmesini tesvik eder. Uzun siireli maruziyet kolon kanseri

risikini arttirir (Bruce vd. 2000).

2.1.2.3 Genetik ve genler

Dekker vd. gore, hem kalitsal hem de gevresel risk faktorlerinin kolorektal kanserin
gelisiminde rolii vardir (Sekil 2.4). Ikiz ve aile ¢alismalarma gére, kolorektal kanserin
kaliim1%12 ila %35 arasinda degismektedir (Lichtenstein vd. 2000; Czene vd. 2002).
Coklu kolorektal kanser genom ¢apinda iliski ¢caligmalarinin, kolorektal kanser riski ile
iligkili olan kanser duyarlilik genlerini (yaygin tek niikleotid polimorfizmleri) etkili bir
sekilde tanimlamasina ragmen (Jiao vd. 2014) . Ayrica, uzun siiredir devam eden
inflamatuar bagirsak hastalig1 olan bireylerin yani sira kolorektal kanser veya adenom
Oykiisii olan bireyler yiiksek kolorektal kanser riski altindadir ve yakin izleme gerektirir

(Cottet vd. 2012).
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Sekil 2.4 Kolorektal Kanser Risk Faktorleri (Dekker vd. 2019)
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2.1.3 Kolon kanseri epidemiyolojisi

Kolon ve rektumda birka¢ kanser tiirii vardir. Bunlar arasinda, bagirsaktaki spesifik
hormon iireten hiicrelerden gelisen karsinoid tiimorler ve Cajal’in interstisyel hiicreleri
olarak bilinen kolon duvarindaki 6zel hiicrelerden gelisen gastrointestinal stromal
timorler vardir (Kindblom vd. 1998). Bu tiimoérler iyi huylu ya da malign olabilir ve
sindirim sistemi boyunca her yerde bulunabilirler. Lenfomalar lenf nodlarinin yaninda,
kolonda da baslayabilirler (Ponz ve Roncucci, 2000). Sarkomalar, kan damarlarinda,
bag dokusuna veya kolonun ve rektumun duvarlarinda baslayabilen tiimdorlerdir.
Sarkomalar, kolonda ve rektumda nadirdir (Koch vd. 2008). Genomik instabilite,
normal kolonik veya rektal mukozanin kansere gecisinde rolii mevcuttur (Rupnarain vd.
2004).

Farkli insan malignitelerinde en mutasyona ugramis ikinci gen siiriiciisii olan Ras (H-
Ras, K-Ras ve N-Ras), uzun zamandir kritik bir kanser arastirmasit odagi olmustur
(Chen vd. 2019). RAS aktivasyonu, hiicresel gelisimi, farklilasmayi, hayatta kalma,
apoptoz, sitoskeleton orgiitii, hiicre hareketliligi, proliferasyon ve iltihab1 yoneten ¢esitli
hiicresel yollar etkiler. Timor baskilayici genlerinde bulunan mutasyonlar, genellikle
kromozom 18’in uzun kolunda bulunur, daha da biiyiimeye yonlendirmek i¢in adenom

gelisimi yapilarak ortaya ¢ikar (Lanza vd. 1998; Wang vd. 2010).

KRK’de 17p’nin alelik kayb1 genellikle ikinci aleldeki p53°teki mutasyonlarla iligkilidir
ve bu mutasyon adenomun karsinoma gegisine aracilik edebilir (Grady ve Markowitz
2002). Diger tiimor baskilayict genlerinde daha fazla inaktivasyon mutasyonlarmin
varliginda, bu karsinom hiicreleri diger organlara da go¢ edebilir. P53 tiimdr baskilayici
genindeki mutasyonlar, kolon kanserinde prevalendir, ancak kanserojenez evresinde
daha geg gortlirler (Al-Sohaily vd. 2012). P53’{in, DNA-hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini
siirlandirmadigi, ancak tiimor biiyiimesinin ge¢ bir asamasinda etkisizlestirilen APC
(Adenomatdz Polipozis Gen) ve RAS ve P53 mutasyonlarina yanit olarak apoptozu

indiiklemesi 6nerilmektedir (Al-Sohaily vd. 2012).
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Sekil 2.5 Kolon kanseri ilerlemesi (Correa ve Montero, 2013)

2.1.4 Kolon kanseri molekiiler mekanizmasi

Kolorektal kanser (KRK), genis bir yayilmaya sahiptir ve diinya ¢apinda kanserle
iligkili 6liim oranlarinin artirilmasinin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilir (Rawla
vd. 2019). Kolorektal kanserlerden iki tanesi ¢cok agresif ve yaygin maligniteler icerir;
bunlar kolon ve rektal kanserleridir. Mevcut arastirmalarin KRK’nin patofizyolojisi ve
gelistirilmis tarama prosediirleri hakkinda fikir vermesine ragmen, KRK prevalansi hala
artigtadir. Birkag hiicresel sinyal yolunun KRK’de diizensiz oldugu gosterilmistir, bu da
malign fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
KRK’nin heterojen bir hastalik oldugunu ve tiimoriin molekiiler ve genetik
ozelliklerinin tedavi prognozu ve yanitini belirledigini gostermektedir (Prenen vd. 2013,;
Almeida vd. 2022). KRK ig¢in iki molekiiler patolojik siniflandirma tarif edilmistir.
Kanser genom atlas1 (TCGA) projesi, KRK’yi entegre molekiiler analiz (array-bazli ve
sekanslama teknolojileri) kullanarak iki gruba ayirdi (Muzny vd. 2012). Ik grup, DNA
hasarli eslesme onarimi eksikligi (MMR) (~%13) veya DNA polimeraz epsilon veya
delta Ekzoniikleaz alan mutasyonlar1 (EDM) (~%3) , Mikrosatellit instabilite (MSI) ve
hipermutasyonlu tiimérlerden (%16) olusur (Muzny vd. 2012). Ikinci grup,
hipermutasyona ugramamis tiimorler (%84), DNA somatik kopya sayisi degisiklikleri
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(SCNAs) ve Adenomatous polipozis koli (APC) dahil olmak {izere genlerde sik
mutasyonlara sahip diizensiz Wnt yolundan olusmaktadir. Kirsten Ras (KRAS),
fosfatidilinositol- 4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa (PIK3CA), SMAD4
olarak da adlandirilan Smad aile elemani 4 ve tiimor proteini 53 (TP53) bu gruba
dahildir (Muzny vd. 2012).

Ote yandan Guinney ve ark. tarafindan 18 farkli KRK dokularindan elde edilmis gen
ekspresyonu veri kiimeleri kullanilarak, KRK’nin dort konsensiis molekiiler alt tipini
(CMS) tanimlanmistir: CMS1 (MSI bagisikligr), CMS2 (kanonik), CMS3 (metabolik)
ve CMS4 (mezenkimal) (Guinney vd. 2015). Amerikan Kanser Ortak Komitesi’ne gore,
KRK evrelemesi, KRK yayilim miktarini tanimlamak i¢in timor-diiglim metastazi
(TNM) yaklasimi kullanilarak yapilir (O’Connell vd. 2004). KRK patogenezi oldukc¢a
karmasik ve ¢esitlidir ve sporadik, ailesel ve kalitsal dahil olmak iizere ¢esitli risk
faktorleri tarafindan indiiklenir (Akbani, 1997). Ailesel KRK vakalari, vakalarin
%25’ini olusturur ve ailesinde KRK 06ykiisii olan bireyleri etkiler (Bogaert ve Prenen,
2014). Son olarak, genetik veya kalitsal vakalar vakalarindan sadece %5-10’unu
olusturur ve kolon poliplerinin varligina veya yokluguna gore kategorize edilir (Bogaert

ve Prenen, 2014).

Polipozisli hastaliklar ailesel adenomat6z polipozis (FAP), MUTYH ile iliskili polipozis
(MAP), hamartomatéz polipozis sendromlarimi (Peutz-Jeghers, juvenil polipozis ve
Cowden sendromu) igerirken, polipozisi olmayan hastaliklar kalitsal nonpolipoz KRK
olarak (HNPCC; Lynch sendromu) bilinir (Wirtzfeld vd. 2001; Bogaert ve Prenen,
2014). Diger risk faktorleri, Crohn veya iilseratif kolit gibi uzun siiredir devam eden
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBD) gibi mevcut hastaliklarin varligini igerir (Xie ve
Itzkowitz, 2008).

Bu baglamda, KRK olusumu i¢in iki ana yol tanimlanmustir. Bir yol, timor baskilayici
genlerin (TSG’ler) ekspresyonunu ve adenomatdz polipozis koliyi (APC) inhibe etmeyi
igerir. Bu tim KRK’nin %85’ini olusturur ve FAP’li hastalarin germ hattinda
mutasyona ugrar. Alternatif yol, tim sporadik vakalarin ve HNPCC sendromunun

yaklasik %15’ini olusturan MMR (MSH2, MLH1 ve PMS2) ‘de yer alan proteinlerin
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mutasyonel inaktivasyonudur (Fearon ve Vogelstein, 1990; Grady ve Markowitz, 2002).
Farkl1 yollar, farkli genetik kararsizlik modelleri, miiteakip klinik belirtiler ve patolojik
Ozellikler ile karakterize edilir (Grady ve Markowitz, 2002; Grady 2005). Bununla
birlikte, KRK vakalarinin ¢ogu, genis bir heterozigoz (LOH) kaybi ve biiyilik
kromozomal anormallikler ile karakterize edilen kromozomal kararsizlik (CIN) yolunu
takip eder (Lin vd. 2003; Parsons vd. 2008). KRK’nin genetik kararsizligi ve
patogenezinde rol oynayan {li¢ ana yol vardir: kromozomal kararsizlik (CIN), mikro

uydu kararsizligi (MSI) ve CpG adasi metilator fenotipi (CIMP) yollar1 (Sekil 2.6).

: > Erken Adenom
(displastik epitel)
BRAF/KRAS K-ras
_> L Ara Adenom J

LOH 18q SMAD4, CDC4

cDC4

Geg Adenom ‘

TGF- BR2
Bax
IGF-2R Karsinom J

Sekil 2.6 Kolorektal karsinoma olusumunun izledigi genetik yol (Pino ve Chung, 2010)

2.1.5 Kolon kanseri evreleri

Teshis siireci, tanmin Oneminin, tiimoriin yayilmast ve gelisiminin kapsamini
belirlemede yatan ve tedavi olasilifina yardimci olan ciddi hastaliklar durumunda
onemlidir. Kolon kanseri, komsu organlara veya lenfatik veya hematojen yayilim
yoluyla ilerler. Yiiksek dereceli displazi olarak da bilinen in situ karsinom, mukoza ile
sinirlidir ve muscularis mukozasina niifuz etmeyen karsinomdur. Lenfatik ve vaskiiler
kanallar muscularis mukozasinin altinda bulundugundan, bu malignitenin yayilmasi

olasi degildir. Diiklerin siniflandirmasina gore, invaziv kolon kanseri tipik olarak A’dan
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D’ye siniflandirilir. Muscularis mukoza asamalari; B1 evresi submukoza ve muscularis
propria; B2 evresi muscularis propria ve seroza; C evresi, bolgesel lenf diigiim
metastazlarim icerir ve D evresi uzak metastazlar1 icerir. Kanserin son zamanlarda
yogunlugu ve viicuttaki yayilmasi esas olarak evreleme siireci ile belirlenir (AJCC
2018). TNM sistemi en ¢ok kullanilan kolorektal kanser evreleme yontemidir ve
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) tarafindan belirtilen ii¢ temel faktore
dayanmaktadir: diigiim, primer tiimoriin (T) duvar derinligine, lokal lenf nodu
metastazlarinin (N) varligiyla ve uzak metastazlarin (M) varligiyla smiflandirilir
(Sandhu ve Bhutani, 2002; AJCC 2018). Kolorektal kanser, hastaligin biiyiimesine ve
yayllmasimna dayanarak Amerikan Ortak Kanser Komitesi tarafindan bes asamaya

ayrilir: 0,1, 11, 11 ve V.

Evre 0: Erken evrelerinde kolorektal kanserler evre 0 olarak adlandirilir. Bu kanser
veya kanserli hiicreler bu agamada teshis edilebilir. Kolon Mukozada anormal hiicreler
veya polipler kesfedildiginde, in situ olarak da bilinen kolorektal kanserin ilk
asamasidir. Hiicreler bu asamada iiretilir, ancak goriindiikleri alanlarla sinirhdir ve
kolon, rektum, lenf diigiimleri veya diger organlara tasindiklarinin bir isareti yoktur.
Kanser teshisi sonrasinda cerrahi olarak c¢ikarilmasiyla kanser gelisimi kolayca

onlenebilir (Brenner vd. 2014).

Evre I: Bu asamada kanserli hiicreler bagirsak duvarina ve submukoza doniismiis
olabilir. Kanser komsu lenf diiglimlerine veya daha uzaklara go¢ etmedi. Malign doku,
bu asamada kesfedilen bireylerde cerrahi olarak cikarilir ve sagkalim orani kabaca

%90’dir (Dekker vd. 2019).

Evre IlI: Bu asama, malign hiicrelerin ¢oklu kolon, kas dokusu veya tiim kolon
katmanlar1 katmanlarma yayilip yayilmadigina bagli olarak iki kategoriye ayrilmistir
(HA, 1IB). Hastalik heniiz bu asamada lenf diiglimlerine veya bitisik organlara
yayllmamustir. Cerrahi ¢ikarildiktan sonra kemoterapi teshisi konan hastalarin sagkalim

orani %80’e kadar vardir.
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Evre 1ll: Bu noktada kanserli hiicreler kolon duvarinda yayilmistir. Cevredeki lenf
diigiimlerine ve organlara yayilmasina dayanarak IITA, IIB veya IIIC olarak
siniflandirilir. Malignite, IIIA ve IIIB’deki ana timdriin yakininda en fazla ii¢ lenf
diiglimiine ilerlemistir. IIIC’de ana konuma ve komsu organlara yakin dort veya daha
fazla lenf digiimiine genislemesi miimkiindiir. Hayatta kalma oranlar1 alt asamalara
bagli olarak% 30-60 arasinda degismektedir. Tan1 takiben, hastay1 tedavi etmek igin

cerrahi prosediirlerin yani sira adjuvan kemoterapi kullanilir (Brenner vd. 2014).

Evre IV: Evre IV’teki kolorektal kanser, metastazlarin birden fazla organi etkileyip
etkilemedigine bagli olarak iki bolime siniflandirilir. Kanser bagka bir organa
yayilmissa, evre IVA olarak tanimlanir; Birden fazla organa yayilmissa, Asama IVb
olarak etiketlenir. Tiimorlerin cerrahi eksizyonunu takiben kemoterapi saglanmasina
ragmen, bu asamada tespit edilen hastalarin sagkalim yiizdesi%6’ya diiser (Rawla vd.
2019).

2.1.6 Kanser histolojisi tiirleri

- Adenokarsinomlar; Yiiksek diferansiyel, orta diferansiyel ve diisiik diferansiyel.

- Musin6z adenokarsinomlar; taglt ytliziik hiicreli karsinom, lenfangiotik ve skir6z
tip.

- Skuamoz diferansiyasyon gosteren karsinom; adenoskuamoéz, saf skuamoz,
saydam hiicre komponentli karsinom, bazaloid karsinom.

- Koryokarsinomatoz diferansiyasyon gosteren adenokarsinom.

- Noroendokrin diferansiyasyon gosteren adenokarsinom.

- Noroendokrin tiimorler; 1iyi diferansiye (karsinoid tiimor), ndroendokrin

karsinom, kiigiik hiicreli karsinom.

2.1.7 Tiimér yayilimi ve metastazi

Tiim kolon tiimorleri, dogrudan komsu yapilara, lenfatikler ve kan damarlar1 yoluyla

uzak organlara yayilabilirler. Metastatik yayilim en sik bolgesel lenf nodlari ve
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karacigere olur. Diger sik goriilen metastaz yerleri; periton, akciger ve overlerdir. Daha
nadir metastaz bolgeleri ise santral sinir sistemi, kemik, testis, uterus ve oral kavitedir
(kumar vd. 2000).

2.1.8 Kolon kanseri tan1 ve tedavi stratejileri

Kolorektal kanseri hastalarinin kurtulma oraninin 6ngdriilmesi, hastanin hangi evrede
olduguyla yakindan ilgilidir. Dolayisiyla, her kanserde oldugu gibi kolorektal kanserde
de evre teshisi tedavi yaklasimlarinin belirlenmesi ve tedavinin hastaliga olan etkisi
acisindan oldukca onemlidir. Bugiin itibariyle farkli kimyasal, fiziksel ve biyolojik
kaynaklardan yiizlerden fazla kanserojen tanimlanmistir. Alman patolog Johannes
Miiller, malign dokuyu ilk kez 1836’da mikroskopi ile tanimladi ve bu hiicrelerin
normal hiicrelere kiyasla daginik, anormal 6zelliklerini not edilmistir (Rupnarain vd.

2004).

Patofizyolojik anlayistaki ilerlemeler, bireysel tedavi planlarina yol acan lokal ve ileri
hastalik i¢in tedavi segenekleri dizisini artirmistir. Cesitli gevresel karsinojenler (sigara
dumani, endiistriyel emisyonlar, benzin buharlar1 gibi), enflamatuar ajanlar (tiimor
nekroz faktorii (TNF) ve H202 gibi), timor promotorleri (phorbol esterleri gibi)
karsinogenezi aktive edebilirmistir (Vickers, 2000; Aggarwal ve Shishodia, 2006).
Cerrahi, radyasyon tedavisi, immiinoterapi ve/veya kemoterapi siklikla kanser tedavileri

kullanilir (Chau ve Cunningham, 2006).

Son caligmalar, uygun tarama ve tedavi yontemlerinin kolorektal kanser 6liim oranlarini
azalttigin1 gostermistir. Kolorektal kanser ilerlemesi, adenomatdz poliplerin saptanmasi
ve ortadan kaldirilmasiyla yavaslatilabilir. Bu kolorektal kanser mortalitesi erken tespit
ve tedavi ile azalir. Asemptomatik polipler ve erken evre kanserler olduk¢a yaygindir
(Fenoglio-Preiser vd. 1999; Rosai, 2004; Christine vd. 2005). 50 yasin iizerindeki ¢ogu
kisinin ortalama kolorektal kanser riski oldugundan, diizenli olarak malignite ve polipler

acisindan kontrol edilmelidir. Asagidaki tarama prosediirleri onerilir:
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- Yilda bir kez diski gizli kan testi etmektedir.
- Her 5 yilda bir esnek sigmoidoskopi etmektedir.

- Her 5-10 yilda bir ¢ift kontrastli baryum lavman ve kolonoskopi yapilmaktadir.

Diski gizli kan testi, bircok kiigiik tiimorii ve prekanserdz lezyonu tespit etmek icin
spesifik olmayan ve yetersizdir. Bazi doktorlara gore, bu yillik test her bes yilda bir
esnek bir sigmoidoskopi ile desteklenmelidir. Esnek sigmoidoskopi ile kesfedilen
adenomat6z polip, tiim bagirsagi kontrol etmek icin kolonoskopi gerektirir (Read ve
Kodner 1999).

2.1.8.1 KRK tamisinda kullanilan cerrahi yontemler

Kolorektal kanser i¢in yaygin olarak yayilmayan ve metastaz kanit1 gdstermeyen en sik
tedavi ameliyattir. Cerrahi tedavi, ana lezyon ile birlikte lenf nodlarinin da
uzaklastirllmasini saglayabilen tek yontemdir. Lenf nodlarinin ¢ikarilmasi tedavinin
iyilestirilicigi agisindan oldukga kritiktir (Moss ve Nalankilli, 2017). Buna ek olarak
bazi erken evre kolon kanser tiimoérleri ve polipleri minimal invaziv teknikler
kullanilarak cikarilabilir. Malignite orani diisiikse, lokalize olmus, polip olusturmus ve
erken asamada olan kanserlerde kolonskopi yaklasiminda elektrokoter kullanilir. Bu
yontemde, bir elektrik akimi yardimiyla kolon duvarindan polip kesmek ig¢in tel

kullanilir (Feagins 2019).

Polipektomi, histolojik inceleme i¢in eksize edilmis polipin ¢ikarilmasinin yani sira
kapsamli ve giivenli polip eksizyonunu gerceklestirmeyi amaglamaktadir (Rutter ve
Jover, 2020). Her ne kadar yaygin olarak giivenli bir operasyon olarak kabul edilmesine
ragmen, tehlikesiz degildir. Polipektomi olan hastalarin perforasyon veya kanama
yasama olasilig1 daha yiiksektir. Kanama ameliyat sirasinda veya tamamlandiktan sonra

(1-2 hafta iginde) meydana gelebilir (Feagins 2019).

Kolonoskop, kolonun i¢ astarindaki kii¢iik malignitelerin ve kolon duvarindaki

poliplerin etrafindaki saglikli dokularin aniis i¢ine bir tiip yerlestirerek ve daha sonra bu
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tiipten hastaliklt bolgeye cerrahi aletler yerlestirerek minimal invaziv bir yaklagimdir.
Aniisten 15 cm’ye kadar olan tiimorlere ulasilabilir (Althumairi ve Gearhart, 2015).
Lokal eksizyon, hereketli olan ve bagirsak ortamimin % 30’undan fazlasini isgal

etmeyen tiimorler i¢in kullanilabilir (Nastro vd. 2005).

Genellikle orta derecede farklilasan ve diisiik riskli histolojik ozelliklere sahip
submukozdan (T1) ayrilmis timorler i¢in kullanilir. Amerika Birlesik Devletleri’nde,
T2 rektal kanserin tedavisinde lokal eksizyon kullanimi 1989 ve 2003 arasinda yaklasik
% 50 artmustir. Lokal eksizyon artik T1 tiimdrleri i¢in yaygin olarak kabul gérmiis bir
tedavi iken, T2 tiimdrlerine de uygulanmistir. Bununla birlikte, T1 lezyonlarina kiyasla,
T2 timorlerinin transsanal eksizyonu, lokal niiks olasiligini kabaca iki katina ¢ikarmigtir

(Park vd. 2018; Rutter ve Jover 2020). Bu oran tiimériin eksik ¢ikarilmasi ile ilgilidir.

Laparoskopik kolektomi; Erken evre maligniteler i¢cin kolektomi sirasinda kolonun
kiiciik bir bolimii ¢ikarilir. Minimal invaziv kolektomi olarak da bilinen laparoskopik
kolektomi, karinda bir dizi kii¢lik insizyonla gerceklestirilir. Cerrahin kolonun bir kesi
yoluyla ¢ikarildigr ve bir insizyondan kiiciik bir video kamera ve diger yaralardan
spesifik cerrahi ekipman yerlestirerek viicut disindaki kolonda tedaviyi gergeklestirdigi
bir ameliyattir. Kolon onarimimi takiben, cerrah kesi boyunca kolona yeniden

yerlestirilir. Bu ameliyattan sonra bildirilen niiks oran1 disiiktiir (Group 2004).

Daha ileri metastaz belirtileri olmayan derin invaziv polipler i¢in, yukarida tarif edilen
minimal invaziv prosediirler yetersizdir ve cerrahi veya agik kolektomi gibi diger lokal
tedaviler gereklidir. invaziv cerrahi prosediirler; A¢ik kolektomi Daha ileri kanserler,
kolonun daha fazla ¢ikarilmasini gerektirebilir. Laparoskopik kolektomi su anda cok iyi
sonuglar vermiyor. Laparoskopik kolektomi ile karsilastirildiginda, agik kolektomi agik
cerrahi gerektiren daha miidahaleci bir prosediirdiir. Cerrahin gébekte kolona ulagsmak
icin daha biiyilik bir insizyon yaptigi, daha sonra kanseri ¢ikarmak i¢in kolonun veya
kolonun tamaminit kestigi bir tekniktir (Group 2004; Cirocchi vd. 2017). Birkag agik

kolektomi prosediirii vardir :

- Total kolektomi sirasinda tiim kolon ¢ikarilir.
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- Kolonun bir kisminin ¢ikarilmasini i¢eren kismi kolektomi (subtotal kolektomi).
- Hemikolektomi, kolonun sag veya sol tarafinin ¢ikarilmasidir.

- Proctokolektomi hem kolonun hem de rektumun cerrahi olarak ¢ikarilmasidir

(Haller vd. 2005).

Potansiyel olarak tedavi edilebilir kolorektal kanserden etkilenen hastalar i¢in cerrahi
birincil tedavidir. Lokalize maligniteler i¢in, ana ve bolgesel lenf diiglimlerinin agik
cerrahi eksizyonu esastir. Cerrahi, sadece karacier ve akcigerde rezektabl (ekstrakte
edilebilir) metastaz gelistiren ve ileri metastaz semptomlar1 gostermeyen hastalarin %25

ila %40’1nda iyilestiricidir (Board 2020).

2.1.8.2 KRK tamisinda kullanilan ablatif yontemler

Ablatif tedavi teknikleri, genellikle karaciger ile sinirli kolorektal metastazlar1 olan
insanlar icin bir segenektir. En iyi, bireylerin karacigerlerinde her biri {i¢ milimetreden
fazla olmayan li¢ veya daha az lezyona sahip oldugunda kullanilir. Radyofrekans
ablasyonu, mikrodalga ablasyonu ve kriyoablasyon ablatif tedavinin Ornekleridir
(Nosher vd. 2015). Radyofrekans ablasyonu (RFA), karaciger kanserlerini tedavi etmek
icin kullanilabilen bir bagska minimal invaziv tedavidir (Nosher vd. 2015; Gruber-Rouh
vd. 2016). RFA, Boyutu <3 cm olan kolorektal karaciger metastazlarinda da birinci
basamak tedavi olarak kullanilabilirmistir (Kennedy vd. 2006). 900 kHz’den az
rezonans frekansi ile elektromanyetik radyasyon kullanir. Pihtilasma nekrozu, bir
elektrot hedef lezyona yerlestirilerek ve yiliksek frekansli bir akim saglanarak
gerceklestirilir. Sonug olarak iyonizasyon ve siirtiinme neden olur. 100 °C’yi asan
sicakliklar elektrik empedansini artirarak teslim edilebilecek enerji miktarini sinirlar.
Bu, sogutulmus 1slak elektrotlar ve salin inflizyonu kullanilarak 6nlenebilir. RFA probu,
ultrasonografi veya BT gibi goriintii rehberligi ile birlikte siklikla kullanilir (Gruber-
Rouh vd. 2016).

2001 yilinda Gida ve llag Idaresi tarafindan onaylanan RFA tedavi ydntemi, capi 3
cm’den kiigiik, 3 veya daha az lezyona sahip 1yi secilmis bireylerde 5 yillik sagkalim
oranlarin %33’e kadar ulastigin1 bildirmistir. Tiimoér boyutu, RFA’y1 takiben lokal
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niikstin en kritik belirleyicidir ve daha biiyiik lezyonlarin yerel olarak basarisiz olma
olasilig1 daha yiiksektir (Nosher vd. 2015). Mikrodalga ablasyonu (MWA), son yillarda
kolorektal karaciger metastazlarinin tedavisi i¢in potansiyel bir ablatif terapotik secenek
olarak ortaya c¢ikmustir (Lauby-Secretan vd. 2018). Lezyona implante edilen igne
benzeri problardan 900 ila 2450 MHz aralifinda elektromanyetik radyasyon iireterek
calisir. MWA, RFA gibi diger ablatif yontemlerle karsilastirildiginda, daha biiyiik
lezyonlar1 birka¢ igne probu ile tedavi etme kapasitesinden dolayr daha homojen doku
1sinmasina neden olabilir. Ayrica doku karbonizasyonunu azaltir. Mikrodalga ablasyonu
ayrica, cilt yaniklarina neden olabilecek topraklama pedlerinin gereksinimini ve
operasyon siirelerinin azalmasma da sahiptir (Simon vd. 2005). MWA genellikle

ultrasonografi veya BT yoniinde gergeklestirilir (Gruber-Rouh vd. 2016).

Kriyoablasyon, artik yaygin olarak kullanilmasa da, malign tlimorlerin tedavisinde
kullanilan ablatif prosediirlerin en eskisidir. Kriyoablasyon tiimorii dondurmak i¢in sivi
oksijen veya azot kullanir (Haller vd. 2005). Kriyoablatif tedaviler, dokulardan termal
enerjinin (1s1) uzaklastirilmasiyla indiiklenen kontrollii, lokal dondurmaya dayali
tedavilerdir; bu nedenle, bir enerji yoksunlugu yaklagimi uygulanir (Baust vd. 2014).
Kriyoablasyon, argonun infiize edildigi doku sicakliklarinin -40 °C diisiirtildiigii ve prob
konfigiirasyonuna bagli olarak cesitli boyutlarda bir buz topu olusturuldugu lezyon
icinde bir prob kullanilarak gerceklestirilir. Buz topunda termal sensorii kullanilarak -40
ile 0 °C arasindaki sicakligi dlgiilebilir. Bu yontemde, dokularin 6limii tahmini -20 ila -
40 °C arasinda gergeklestirilir (Pathak vd. 2011). Yasayabilir hiicreler,
kriyoablasyondan sonra yakindaki vaskiiler yapilarda hayatta kalir ve ek yayilma ve
hasta hasarina neden olur. MWA ve RFA gibi diger ablasyon tekniklerinde durum boyle
degildir. Yerel bir ablatif islem gerekiyorsa, kriyoablasyon yerine termal ablasyon

yontemleri yapilmalidir (Guinney vd. 2015).

2.1.8.3 Embolizasyon

Embolizasyon, 5 cm’den fazla olan ve ablasyon ile tedavi edilemeyen tiimoérleri tedavi
etmek i¢in kullanilabilir. Ayrica ablasyon ile birlikte kullanilabilir. Maddeler, bir

embolizasyon operasyonu sirasinda kan arterlerine enjekte edilir ve karacigerdeki
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kanser hiicrelerine kan akisini Onlemeye veya sinirlamaya calismak. Embolizasyon
tedavisi, karacigere yayilmis kolorektal kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan ii¢ tipe

ayrilir.

TAE (transarteriyel embolizasyon) kateter bazli bir lokalizasyon tedavisidir. Kateter, i¢
uyluktaki kiigiik bir insizyonla artere konulduktan sonra karacigerdeki hepatik arter
icine gegirilir. Boylece, hepatik artere embolize malzemelerin uygulandig: bir terapidir.

TAE’nin amaci, tiimor nekrozuna yol agan tam bir arteriyel tikanikliga neden olmaktir

(Gruber-Rouh vd. 2016).

Kemoembolizasyon (TACE), mikrokiirelere gomiilii kemoterapotik ilaglarin hepatik
arter yoluyla uygulanan embolizasyon malzemeleri ile birlestiren bir lokal tedavi
tiriidiir. TACE, kemoterapiyi dogrudan tiimorii besleyen arter icine enjekte edilerek,

ardindan arter okliizyonu ile de yapilabilir (Nosher vd. 2015).

TACE’in fizyolojik Onciisii radyoembolizasyon da kullanilan bir yontemdir.
Radyoembolizasyon, dogrudan tiimore radyasyon vermek icin regine veya cam
mikrokiirelere implante edilmis bir radyoaktif beta yayr kullanilan lokal bir tedavi
tiiriidiir. Bu tedavi tiirii ile daha yiiksek radyoaktif dozajlar elde edilebilmektedir. Bunun
sonucunda radyasyon uygulamasi daha kisa bir mesafe gegirdiginden, saglikli dokular
tarafindan daha az emilir (Solbiati vd. 2012; Nosher vd. 2015).

2.1.8.4 Kemoterapi

Kemoterapi, giiclii kimyasallar kullanarak malign hiicreleri 6ldiiren tibbi bir tedavidir.
Sistemsel, intravendz olarak veya oral olarak uygulanir. Ayrica, dogrudan bedensel bir
bolgeye, timore, dogrudan maligniteye veya dogrudan cerrahi takiben kanserin
bolgesine lokal olarak enjekte edilebilir (Prasad vd. 2016; Board 2020). Kemoterapi
ilaclart oldukga gii¢lii oldugundan, viicudun iyilesmesine izin vermek i¢in bir dinlenme
donemi ile uygulanirlar. Bulanti, kusma, istah eksikligi, tiikenme ve rahatsizlik dahil

olmak tizere kisinin yasam kalitesini diisliren bir takim olumsuz etkileri vardir. Klinikte
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siklikla kullanilan kolorektal kanser kemoterapisi ilaglar1 arasinda 5-florourasil (5-FU),
kapesitabin (Xeloda), irinotekan (Camptosar), oksaliplatin (eloksatin), trifluridin ve
tipracil (Lonsurf) bulunur. Kullanilan kemoterapi ilaglar1 kanser tipi, asamasi, genel

saglik ve gecmis kanser tedavileri ile belirlenecektir (Goyle ve Maraveyas, 2005).

2.1.8.5 Radyoterapi

Kolon kanseri tedavisinde kullanimi nadirdir, ancak ameliyattan Once timori
kiigiiltmek, ameliyat sirasinda tiimor bolgesinde geride birakilabilecek herhangi bir
kanser hiicresini 6ldiirmek ve ameliyattan sonra timorii kiigiiltmek ic¢in kullanilabilir.
Kanser, i¢ bir organa veya karnin astarina bagh kalmistir. Ayrica, hareketsiz bolgelerde
timor lokalizasyonu, lokal perforasyon ve T4 veya T3 asamasi (N1-N2 artan ve/veya
azalan kolon) dahil olmak tizere yiiksek riskli durumlarda da kullanilir (Board, 2020).

Radyasyon tedavisi, tiimor konumundaki kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak icin
yiiksek enerjili radyasyon (X-1sinlar1 gibi) kullanan bir kanser tedavisi prosediiriidiir.
Bazi kolon ve rektal timdrler igin eszamanli kemoterapi radyasyon tedavisinin
etkinligini  artirabilir ~ (Haddock 2017). Bu iki tedavinin  kombinasyonu
‘kemoradyoterapi’ olarak bilinir (Zenda 2018).

2.1.8.6 Immiinoterapi

Viicudun kansere karsi dogal savunmalarimi artirmayr amaglamaktadir. Kimyasallar,
bagisiklik sisteminin iglevini gliclendirmek, hedeflemek veya eski haline getirmek i¢in
viicuttan veya laboratuvarda iretilen kimyasallar1 kullanilir. Kontrol noktasi
inhibitorleri, kolorektal kanseri tedavi etmek i¢in yaygmn olarak kullanilan bir
immiinoterapi bi¢imidir. Bir kontrol noktasi inhibitorii olan pembrolizumab, timor
hiicrelerinin bagisiklik sisteminden saklanmasini onleyen bir tiimor hiicresi reseptorii
olan PD-1’i inhibe ederek metastatik kolorektal maligniteleri tedavi etmek igin
kullanilir. Nivolumab, bir dizi kanser tiiriinii tedavi etmek i¢in ve tedaviden sonra

ilerlemis veya kolorektal kanser yayilmis olan kisiler i¢in kullanilir. Nivolumab ve
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ipilimumab (Yervoy) da anti-kanser tedavisi olarak kullanilmaktadir. Nokta inhibitorleri
ve kemoterapi kombinasyonu ile tedaviyi gelistiren veya yayilan metastatik kolorektal
kanserli bireylerin tedavisi igin lisanslanmistir (Ganesh vd. 2019). immiinoterapi, daha
Ozel, belki daha az zararli bir tedavi olarak umut veriyor gibi gériinmektedir (Bever ve

Le 2017).

Cizelge 2.1 KRK’nin tradisyonel tedavi yontemlerinin 6nemli semptomlart (ACS 2020)

Geleneksel Tedavi Semptomlar:
yontemleri

Karaciger enfeksiyonu

Karin veya gogiis boslugunda kanama

Ameliyatin potansiyel | Diger organlara yayilmak
semptomlar: Bacak damarlarindaki kan pihtilari

Miyde ve karin agrist

Kanama

Cilt alerjisi

Safra kesesi iltihabi

Mide bulantis1 ve Ishal

Ablasyon ve Karacigerin damarlarinda kan pihtilar

2 Embolizasyon Ciddi derecede komplikasyonlarin olusumu
semptomlar

Radyasyon ameliyetten 6nce verilirse hastanin
yara iyilesmemesine sebeb olabilir

Diskidaki kan veya agrili bagirsak hareketleri
rektal inflamasyonuna yol agabilir.
Rahatsizlik

Istifra ve ishal

3 Kemoterapi Diger organlara yayilmak

Kolayca viicut morarma veya kanama
Halsizlik

Mesane iltihab1

Diski kacagi

Ag1z yaralar

Tedavi edilen bolgedeki dokularin birbirine
yapismasina neden olan adezyonlar

Istah, kilo ve sa¢ kayb1

4 Radyoterapi

Diger organlara yayilmak

Kasint1 yani sira deri dokiintiisii
Ishal

5 Immiinoterapi
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2.2 miRNA ve Gorevleri’nin Arastirilmasi

miRNA’lar, kodlayict olmayan fakat DNA’nin kodlayict bolgesinden ¢evrilmeyen kisa
RNA molekiilleridir (yaklasik 20-22 niikleotit) ve gen ekspresyonunu etkiler (Wang vd.
2017). miRNA adlandirmasi ve fonksiyonu 2001 yilinda tamamen kabul edilmistir
(Lagos-quintana vd. 2001). miRNA’lar, 3 " UTR bolgelerindeki hedef genlerinin
MRNA’larina baglanarak transkripsiyonu veya translasyonu inhibe edelir (Lee vd.
1993). Normalde gen ekspresyonunu azaltan miRNA’lar, son zamanlarda ER
homeostazinin kritik diizenleyicileri ve UPR bagimli sinyallemede 6nemli katilimeilar

olarak ortaya ¢ikmistir (Byrd ve Brewer 2013; Maurel ve Chevet 2013).

Biriken kanitlar, mikroRNA ekspresyon paternlerinin bazi kanserlere 6zgii oldugunu ve
klinik olarak prognostik faktorler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. miRNA’lar1

biyobelirtegler olarak kullanmanin bircok avantaji vardir:

- miRNA’lar tiimorigenez siirecine katilir.

- miRNA’lar kemoterapiye spesifik yukar1 veya asagi regiilasyon yaniti gosterir.

- Bazi miRNA paternleri hastalarin sagkalimu ile iligkili olabilir (Calin vd. 2005;
Yanaihara vd. 2006).

Cok sayida malignitedeki miRNA ekspresyon profilleri, kronik lenfositik 16semi, meme
kanseri, pankreas kanseri ve akciger kanseri dahil olmak iizere klinik ozelliklere
dayanan farkli ekspresyon paternleri ortaya ¢ikarir, bu da belirli miRNA’larin tani ve
prognostik gostergeler olarak kullanilabilecegini gosterir (Takamizawa vd. 2004; Calin
vd. 2005; lorio vd. 2005; Roldo vd. 2006; Yanaihara vd. 2006). Ozellikle, Lu vd.
miRNA ekspresyon profili olusturmanin, zayif farklilagsmis numunelerin kategorize
edilmesinde mRNA ekspresyon profilini daha iyi performans gosterdigini kesfetti.
Potansiyel biyobelirtegler olarak aday miRNA’larin artan raporlari oldugundan, bu,
kolon kanseri i¢in ortak miRNA biyobelirteglerini kesfetmeyi énemli kilmaktadir.Bu
mMiRNA’lar ve hedefleri, nihayetinde yeni terapotik hedefler gelistirme potansiyeli ile

birlikteliklerinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla degerlendirme gerektirir. Sonug
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olarak, miRNA profil olusturma 6nemli terapdtik uygulamalara sahip olabilir (Lu vd.

2005).

2.3 miRNA’larin Kolon Kanseri Tam ve Tedavisindeki Rolii

Molekiiler biyoloji arastirmasi, kolon kanseri patogenezi anlayisimizi gelistirmistir.
Genom ¢apinda mikroRNA’lar (miRNA’lar) ve mikrodizi bazli mRNA ekspresyon
profili olusturma, kolon kanserinin fenotipik yonleri hakkinda hayati bilgiler
sunmustur.Birincil 6nleme, diinya ¢apinda artan kolorektal kanser yiikiinii azaltmak i¢in
en etkili tekniktir.Teshis kritiktir, ¢linkii hastaya kolorektal kanseri Onlemek igin
optimal bir siirveyans stratejisi, uygulanabilirse ekstrakolonik kanserler i¢in optimal bir
siirveyans stratejisi, olay kolorektal kanser durumunda optimal tedavi ve risk altindaki

akrabalar igin uygun siirveyans tavsiyesi saglar (Jess vd. 2012).

2.4 Tezin Amaci

KRK metastazinda yer alan sinyal yollarinin analiz edilmesi, KRK gelisimi ve
tedavisinin altinda yatan mekanizmayr anlamak icin kritiktir. KRK gelisimi ve
metastazla iligkili hedef genlerin yani sira KEGG yolak analizi aract yardimiyla cesitli
hiicresel sinyal yollarina odaklanmigstir. Bu arastirmanin amaci, insan kolon kanserinde
biyoinformatik analiz yontemlerinin kullanilarak potansiyel miRNA adaylarin1 ve
in siliko/in vitro kosullarda bu miRNA’larin hedef genleri belirlemektir. Kolon kanseri
hiicre hatlarinda miRNA’nin hedeflerini belirledikten sonra, bu genlerin ifadelerini
belirlemek i¢in HT-29 (ATCC HTB-38) ve normal hiicre ¢izgisi CCD-18CO (ATCC-
CRL-1459 ) kullanilmistir.

27



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alisma, kamuya agik Kolorektal kanser hasta dokularindan elde edilmis GEO data
setlerinin in siliko analizi ve kolon kanseri hiicre serilerinde gergeklestirdigimiz in vitro
calismalara dayanmaktadir. Bir sonraki boliimde bildirilen sonuglari iiretmek icin veri
madenciligi, isleme ve istatistiksel analizde kullanilan yontemleri ve parametreleri

detayli bir sekilde agiklanmistir.

Calismada etanol (TEKKIM, TK.200650.05001), metanol (Sigma-Aldrich, 67-66-3),
fetal bovin serum (FBS) (SERENA, S-FBS-SA-025) , fosfat tamponlu salin (PBS)
(BDL-001-500ML), kloroform (Tekkim, TK.911019.01000), L-glutamin (Serena, RGL-
001-100ML), MEM-Eagle (Non-essential amino acid solution) (BI-Biological
industries 01-340-1B 100 ML), Tripsin/EDTA (SERANA, RTL-005-100ML),
penisilin/streptomisin  (P/S) (Serana 01070121RAL), dimetil siilfoksit (DMSO)
(SIGMA-ALORICH, SHBJ7919), niikleaz icermeyen su (THERMO SCIENTIFIC,
R0582), cDNA sentez kiti (Thermo Fisher, 00698681), SYBR Green (WizPure,
2C0721-36), TRIsure reagent (Mrcgene, TR118), izopropil Alkol (Sigma, 650447),
Aquaguard-1(BI-Biological industries, 01-867-1B), falkon tiipleri (ABDOS), pipet
uclari (ABDOS), PCR tiipleri (ABDOS), santrifiij tiipleri (Isolab), PCR plakalari
(costar, 3598), cryo vial (ABDOS), hiicre kiiltiirii flasklari (EURUCLONE), hiicre
kiiltirii plaklart (Abdos) ve serolojik pipetler (NEST) kimyasal ve sarf malzeme olarak

kullanilmastir.

Tez c¢alismasinda kullanilan biyogiivenlik kabini (Niikleon Laboratory Equipment),
inkiibator (Sanyo), sicak su banyosu (Olimpia), saf su cihaz1 (Elga), inverted
mikroskopu (Olympus), tek ve c¢ok kanalli otomatik pipetler (Eppendorf), vorteks
(Biosan), yiiksek devirli sogutmali santrifiij (Eppendorf), mikro santrifiij (Eppendorf) ,
mikro hacim spektrofotometre (Epoch tm2), RT-gPCR cihazlar1 (Corbett Research)

kullanilmistir.
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3.2 Yontem

miRNA secimi ve hedef genlerin belirlenmesi i¢in kullanilan biyoinformatik analizler
diferansiyel olarak ifade edilen mMiRNA’larin volkan grafikleri, GSE53592 ve
GSE61741 veri setine GEO2R analiz araciyla iiretilmistir. Kolon kanseri tanisinda
kullanilmak iizere yeni biyobelirte¢ bulmak amaciyla kolon kanseri doku ve serum
orneklerinde ortak olarak ifade edilen miRNA’lar1 belirlemek i¢in ¢evirimici Venn
diyagram analizi gerceklestirilmistir (https://bioinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/

Venn/calculate_venn.htpl).

Her iki veri setinde ortak olarak eksprese edilen miRNA’lar (hsa-let-7f-1-3p, hsa-miR-
143-3p, miR-330-3p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-331-
3p ve hsa-miR-1231) , DIANA-Tools’da (//www.microrna.gr/miRPathv2) mirPath V.3
cevrimigi aract kullanilarak analiz edilmistir (REFF ekle-benim makalede var). Bu
cevirimigi analiz araci hedef miRNA’lar tarafindan diizenlenen biyolojik yollart KEGG

veritabanindaki (Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi) sinyal yollariyla eslestirir.

Devaminda ise hedef miRNA’lar tarafindan ortak olarak en ¢ok hedeflenen biyolojik
yolak olan ECM-reseptor etkilesimi belirlendikten sonra bu sinyal yolaginda
diferansiyel degismis genler, in siliko web tabanli TNMplot araciyla
(https://tnmplot.com/analysis/) analiz edilmistir. Bu analiz arac1 ayni kategorideki tiim
ornekleri gruplayarak ve eslestirilmis bir Wilcoxon istatistiksel testi calistirarak bir
Mann-Whitney U testi ¢aligtirarak, tiim genlerdeki farkli platform tiirleri arasinda timor
ve normal Ornekler arasindaki gen ekspresyonu degisikliklerini karsilastirir. Sonuglar
hem kutu grafikleri hem de keman grafikleri ile gorsellestirilebilir (Cimen vd. 2016).
Sonrasinda mRNA’larin  3'UTR’st igindeki miRNA’lar arasindaki baglanma
bolgelerinin tahmini i¢in analiz, (http://www.targetscan.org) adresinde ¢evrimigi olarak
bulunan TargetScan veritabani kullanilarak yapilmistir. En son olarak ortak miRNA
hedefleri belirlendikten sonra g-PCR yontemi ile HT-29 kolon kanseri ve CCD-18Co

saglikl1 kolon hiicre serilerinde analiz edilmistir.
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3.2.1 Hiicre Kkiiltiirii

Calismamizda saglikli kolon epitel hiicreleri CCD-18Co (ATCC-CRL-1459) ve insan
kolon kanseri hiicre hattt HT-29 (ATCC HTB-38) kullanilmistir. Bu hiicrelerden CCD-
18Co, 2.5 aylik Afrika kokenli bir kiz ¢ocugunun normal kolon dokusundan izole
edilmis fibroblast morfolojisi sergileyen bir hiicre dizisidir. Bu hiicre hatt1 i¢in temel
ortam, ATCC tarafindan formiile edilmis Eagle’s Minimum Essential Mediumdur.
Hiicreler, bu medium igerisine %21 Penisilin/Streptomisin (P/S) ‘dan, 20mM  L-
glutamin, %10 fetal bovin serumu eklenerek hazirlanmistir besiyerinde biiyiitiilmiistiir.
HT-29, 1964 yilinda kolorektal adenokarsinomlu 44 yasindaki Beyaz bir kadin hastadan
elde edilen bir primer tiimorden izole edilmis epitel morfolojisine sahip bir hiicre
dizisidir. HT-29 hiicreleri dondurma tiiptindeki 1 ml besiyerinin tizerine 1 ml McCoy’s
besiyerinde ile ¢6ziildii, santrifiij yapmadan hiicreler 5 ml total besiyeri ile T25 flaskda
kiltir edildi ve %10 fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamin %1
penisilin/streptomisin igeren %1 non-esential amino asid i¢eren hiicre besiyerinde 37°C
sicaklik ve %5 CO; igeren kosullarda biiyiitiilmeye devam edildi. HT-29 epitel hiicreleri
ile CCD-18CO fibroblast hiicrelerinin morfolojik goriiniimii asagidaki sekildeki gibi
ayirt edebilebilir (Sekil 3.1).

Hiicre hatlan

HT-29
HTB-38

CCD-18Co
CRL-1459

Sekil 3.1 Insan kolon kanseri hiicreleri HT-29 ve CCD-18Co
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3.2.2 HT-29 ve CCD-18Co hiicre serilerinden pellet toplamasi ve saklanmasi

HT-29 hiicreleri flasklara ekilip %80-90 yogunluga ulastiktan sonra alt kiiltiire
edilmistir. Bunun i¢in hiicreler 2 kez 1XPBS ile yikandiktan sonra %0.25 Tripsin-EDTA
(inkiibatorde 3 dakika bekletilerek) ile muamele edilip %10 FBS iceren uygun besi yeri
igerisinde 15 ml’lik falkon tiiplerde 3000 rpm hizda 3 dk santrifiijlerek toplandi.
Sonrasinda %10 DMSO ve %90 FBS igeren 1 ml medium igerisinde dondurma
tiiplerine aktarilarak 1 giin -20°C de tutulup sonrasinda -80 0C’ye aktarildi ve son olarak
s1v1 azot tankinda saklandi. Genel olarak, CCD-18CO hiicreleri de HT-29 hiicrelerine
benzer sekilde uygun yogunluga ulastiktan sonra benzer 2 kez 1XPBS ile yikandiktan
sonra %0.25 Tripsin-EDTA damlaciklar sekilde muamele edilerek 3-5 dk inkiibatorde
beklemistir. Inkiibatérde bekledikten sonra 5 ml %10 FBS iceren DMEM de toplanip 15
ml falkon igerisinde 3 dk boyunca 3000 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij
yapildiktan sonra supernatanti atilmistir ve pelletler 1-2 ml hazir olan dondurma
mediumu (freezing media) ile ¢6ziiniip dondurma tiipleri igerisinde -80°de saklamustir.
Her iki hiicre hatt1 da sogutma iglemi i¢in -80°de 1 hafta bekletilip, sonrasinda -196 °c

olan sivi1 nitrojen tankina aktarilmstir.

Bu hiicrelerden 6 kuyucuklu plakalardan RNA izolasyon 6ncesinde pellet toplamasi i¢in
eski medium uzaklastirildiktan sonra her kuyucuk i¢cin 2 ml 1xPBS ile yikanmustir.
Sonrasinda 100 ul Tripsin damlaciklar sekilde her yere esit sekilde dagitilmis ve 3-5 dk
inkiibatorde beklemistir. Sonrasinda, tripsinin tizerine 900 pl soguk 1xPBS ile eklenerek
2-3 kez silispanse edilmistir ve her tiip tizerine (hiicre hatti, arastirmaci adi, tarih)
seklinde yazilarak 8000 rpm’de 1 dk santrifiije tabi tutularak Once siipernatant kismi
atilmistir. Devaminda ise geri kalan 1XPBS’si uzaklastirmak igin toplanan pellet 10.000
rpm’de 10-15 sn santrifiije tabi tutularak RNA izolasyon asamasia kadar -80°C de

saklanmustir.

3.2.3 CCD-18Co ve HT-29 hiicre hatlarindan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu yapmak i¢in, daha onceden -80 °C’de bekletilen HT-29 kolon kanseri
hiicre hattt ve CCD-18Co normal hiicre hatti1 pelletleri kullanmistir. Pelletler ¢ikartip
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¢ozlilmeyi beklemeden tizerlerine 1 ml TRIsure (TR 118) eklemistir ve homojenizasyon
igin pipetaj edilmistir ve lizis i¢in 20 dk oda sicakliginda (24 °C) inkiibe edilmistir.
Kullanilan 1 ml Trisure basina 200 pl Kloroform veya 500 ul trisure basma 100 pl
Kloroform eklemistir. Kapak tiipleri giivenli bir sekilde kapatip ve 15 saniye boyunca
vortex cihazi ile karistirllmis ve 3-4 dK siiresince oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ornekler inkiibasyon sonrast +4° C’de 15 dakika 12000 x g’de 15 dk santrifiij
edilmislerdir. Numune soluk yesil, organik bir faz, bir interfaz ve RNA igeren renksiz

bir iist sulu faza ayrildiktan sonra sulu faz, RNA izolasyonu i¢in kullanilmustir.

Sekil 3.2 Manual RNA izolasyonu fazlari

Faz ayirdiktan sonra RNA izolasyonu igin toplanan faz 500 pl soguk Izopropil Alkol
eklenerek vorteks ile karistirarak ¢oktiiriilmustiir. Kullanilan 1 ml trisure basina 500 pl
izopropil alkol veya kullanilan 500 pl trisure i¢in 250 pl kullanilmistir. Ornekleri oda
sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edip, ardindan +4 °C’de 20 dakika boyunca
12.000 x g’de santrifiij yapilmistir. Yikama asamasinda Siipernatanti atililip, pelletler bir
kez %75 etanol ile yikanmistir. Kalan etanol santrifiij ile uzaklastirildiktan sonra pellet

kurultuldu uygun miktarda RNAz igermeyen su iginde ¢6ziilmiis ve nanodrop ile
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konsantrasyon oOl¢iimii yapildiktan sonra ¢cDNA (komplementer DNA) hazirlama

asamasina kadar -80° C de saklanmustur.

3.2.4 RNA miktarinin ol¢iilmesi

Nanodrop ile RNA miktarin1 6lgmek i¢in -80 ° C’de bekletilen ve RNA izole edilmis
olan numuneler kullanilmistir. Nanodrop ND-1000 spektrofotometre, numunelerdeki
niikleik asitlerin kalitesini ve miktarm1 degerlendirmek i¢in kullanildi (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE). cDNA, iireticinin talimatlarina gore bir ters
transkripsiyon Kkiti (Invitrogen Corp., Grand Island, NY) kullanilarak izole edilmis
RNA’dan sentezlendi. mRNA ifade analizleri i¢in elde ettigimiz RNA miktarlar1 ve

safliklar ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 RNA olgtimleri ve Ajgo/Azgo orant

Ornek RNA (ng/ul) Aosol Ago
671.953 2.006
HT_29 565.877 1.964
1149.863 1.847
242.624 1.961
CCD_18CO 518.717 1.949
206.101 1.983

3.2.5 Komplementer/ Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi

MRNA’larin tamamlayicis1 olarak sentezlenen DNA’ya cDNA (komplamenter DNA)
denir. cDNA olusumu igin gerekli olan enzim, Revers Transkriptaz enzimidir. Tim
MRNA’larda ortak olarak polyA kuyrugu bulunmaktadir. Sadece adenozin
niikleotitlerinden olusan bu ug, cDNA sentezi i¢in gerekli olan oligo (DT) primerinin
hedefidir. PolyA Kkuyruguna baglanan oligo (DT) primerinin olusturdugu komplekse

reverse transkriptaz enzimi baglanir. Bu sayede cDNA sentezi yapilmis olur.
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Real Time PCR yontemi ile gergeklestirecegimiz MRNA ifade analizleri dncesinde
cDNA sentezi asamasi gergeklestirilmistir. Bu agsamada 500-2000 ng RNA 6rnegi’nden
“RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” kullanilarak tamamlayici DNA (cCDNA)

sentezlenmistir. Ornekler RT-PCR analizi &ncesine kadar -20 °C’de bekletilmistir.

3.2.6 cDNA sentez protokolii

1. Cizelgede yazan maddeler buz igerisinde eriyene kadar bekletilmistir (Cizelge
3.2).

2. Bu basamak istege baglidir. Eger sablon olarak kullanilan RNA ¢ok fazla GC
dizisi igeriyorsa 65°C’de 5 dakika inkiibasyon yapilir.

3. Devaminda 3.cizelgede yazan maddeler tiipe eklenir ve karistirilir (Cizelge 3.3).

4. Sonrasinda, 42°C’de 60 dakika inkiibasyon yapilir. Eger GC tekrar1 fazla olan
bir sablon ise, 45°C’ye kadar inkiibasyon i¢in sicaklik yiikseltilebilir.

5. 70°C’de 1s1tma islemi yapilir ve islem sonlandirilir. Ornekler bu haliyle RT-PCR

analizlerinde kullanilmak lizere hazir haldedir.

Cizelge 3.2 cDNA Sentezi i¢in Ilk Basamakta Gerekli Olan Maddeler

Sablon RNA Total RNA veya 0.1ng-5pug
poly(A) mRNA veya | 10 pg - 0.5 pg
spesifik RNA 0.01pg-0.5pnug

Primer Oligo (dT)18 primer | 1 ul
veya

Random  Hexamer | 1 ul

primer veya

Gen-specific primer | 15-20 pmol

Niikleaz igermeyen su 12 ul’ye tamamlayacak kadar

Total hacim 12 ul
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Cizelge 3.3 cDNA Sentezi igin Uciincii Basamakta Gerekli Olan Malzemeler

5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNaz Inhibitor (20U/uL) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 ul
Tiipte bulunan toplam karigim mikar1 20 ul

3.2.7 g-RT PCR yontemi ile gen ifade analizleri

gRT-PCR gen ifade analizlerinde kullanilan primerler NCBI primer-blast araci
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak tasarlanmistir ve ticari
olarak Sentebiolab Biyoteknoloji firmasindan temin edilmistir (Cizelge 3.4). Sonrasinda
cDNA'lar, real time (gercek zamanli) PCR ile spesifik primerler kullanilarak amplifiye
edilmistir. qRT-PCR ig¢in Roche LightCycler 480 SYBR Green | Master kullanilarak
(Corbett Research) cihazinda fireticinin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir
(Cizelge 3.3-4). mRNA ifade ol¢iimii, AACt (esik dongiisii) metodu kullanilarak

22%¢T metodu kullamilarak gliseraldehit

gerceklestirilmis ve gen ekspresyon seviyeleri
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) transkript seviyelerine gore normalize edilerek

hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan primerlerin listesi

ITGAS F-hITGA5: 5’>-TCTTCCCCGCCATGTTCAACCC-3’
R-hITGAS: 5>’ AAGGTTGATGCAGGCCACAGGG-3’
COL4A6 F-hCOL4A6: 5°-CTCC TTGCCCTCACTCATAGC-3’
R-hCOL4A6: 5°-GTCTCCCTTAGGCC CTTTAGG-3’
LAMA3 F-hLAMA3: 5°’- ACCCAGGCCAAGGACCTGAGG-3’
R-nLAMA3: 5’-GTGTTGCCCGATTAACATTG-3’
COL1A2 F-hCOL1A2: 5’-GAGGGCAACAGCAGGTTCACTTA-3’
R-nCOL1A2: 5’-TCAGCACCACCGATGTCCAA-3’
COL5A2 F-hCol5A2: 5>-GACTGTGCCGACCCTGTAAC -3’
R-hCol5A2: 5>-CCTGGACGACCACGTATGC-3’
ITGA3 F-hITGA3: 5>-GCCTGACAACAAGTGTGAGAGC-3’
R-nTGA3: 5’-GGTGTTCGTCACGTTGATGCTC-3’
GAPDH F-GAPDH: 5’-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3’
R-GAPDH: 5’- ACATCGCTCAGACACCATG -3’

35



Cizelge 3.5 gRT-PCR reaksiyon karisimi

cDNA 2 ul
Primer (F) 10mM 1l
Primer (R) 10mM 1 ul
dH20 1 ul
SYBR Green Master |5 ul
Mix

Toplam Hacim 10 pl

Cizelge 3.6 gRT-PCR reaksiyon kosullar1

Asamalar Sicaklik/Siire/Dongii
On Denatiirasyon 95°C /5dk/ 1
Denatiirasyon 95°C/10sn/40
Yapigsma 52°C-56°C/10sn/40
Uzama 72°C /30 dk /40
Erime egrisi 95°C/5sn/1
65°C/1dk/1
Bekleme 40°C/10sn/1

3.3 miRNA’larn in siliko ifade Analizleri

Bu tez g¢alismasinin ana amaci dogrultusunda KRK ile baglantili olast miRNA
biyobelirtegleri ve hedef gen ekspresyonu profilleri tanimlayabilmek i¢in halka agik gen
ekspresyonu  omnibus veritabanindan elde edilen (GEO, http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/) GSE61741 ve GSE53592 veri setleri kullanilmistir, (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7 GSE61741 ve GSE53592 veri setleri

GEO ID Platformu Ornekler iilke | yil | kaynaklar
(vakalar:kontroller)
GSE61741 GPL9040  febit Homo Sapiens miRBase 28:90 ABD | 2014 | Keller vd.
13.0
GSES53592 | Gprg7gs  [miRNA-1] Affymetrix 3:3 ABD | 2014 | Zhao vd.

Multispecies miRNA-1 Array

GSES53592 ve GSE61741 mikrodizi veri kiimelerini hasta ve kontrol doku/ serum
orneklerini karsilastirarak farkli sekilde ifade edilen miRNA GEOZ2R biyoinformatik
analiz araci kullanarak belirlenmistir. GSE53592 veri seti 28 Nisan 2022 tarihinde GEO
veritabanindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE53592)
indirilmistir ve 3 kolorektal kanser 6rnegi ve 3 saglikli/normal doku 6rnegi icermektedir
(Zhao vd. 2014). GSE61741 veri kiimesi de doku 6rneklerine benzer sekilde GEO veri
tabant iizerinden  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE61741)
indirilerek GEOZ2R ile analiz edilmistir. Bu data seti 28 hasta ve 94 saglikli bireylerden
alinan serum Orneklerini icermektedir (Keller vd. 2014). Farkli sekilde ifade edilen
mIiRNA’lar bir P<0.05 kriteri ve log kat degisimi (FC)> 0.58 kullanilarak segilmistir.

3.4 istatistiksel Analiz

Tez caligmas1 kapsaminda mRNA ekspresyon analizi AACt yontemi ile gerceklestirildi
(Livak ve Schmittgen, 2001).Veri analizi ve grafikler (GraphPad Prism 8) yazilim
programi1 kullanilarak gerceklestirildi (La Jolla, CA, ABD). Gruplar arasinda
karsilagtirmalar yapmak i¢in Student t-test ve tek-yonli ANOVA kullanilmistir.
Tekrarlanan {i¢ deneyin ortalama + standart sapmasi elde edilen bulgularda ifade

edilmistir. P <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 GEO Data Setlerinin Se¢ilmesi ve in siliko Analizi

Bu tez c¢alismasinda halka a¢ik GEO veri deposundan kolon kanseri ve saglikli bireyle
doku ve serum ornekleri lizerinde gergeklestirilmis miRNA ekspresyonu omnibus data
setlerinin ~ mikrodizi  (GEO,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)  verilerinden
faydalanilmistir (GSE53592, GSE61741) (Keller vd. 2014; Zhao vd. 2014).
Kullandigimiz GEO veri setleri ile ilgili detayli bilgiler GSE53592 ve GSE61741
cizelge 4.1-4.2°de verilmistir ve klinik ve patolojik verilerine de orijinal data tizerinden
ulagilabilir. GSE53592 data seti 3 tane kolon kanseri ve 3 tane saglikli doku 6rnegi
icerirken, GSE61741 data seti 28 kolon kanseri hasta serumu ve 90 saglikli bireylerden
alinmis serum Orneklerini icermektedir. Bu veri setlerindeki miRNA ifade degisim
analizleri GEO2R c¢evirim i¢i analiz platformu {izerinden gergeklestirilmistir. GEO2R
ile gergeklestirdigimiz analizler sonucunda GSE53592 data setinde 122 miRNA’nin
ifadesi anlamli sekilde degisirken GSE61741 data setinde 441 miRNA’nin ifadesi
anlamli sekilde degismistir. GSE53592 ve GSE61741 veri setlerine ait diferansiyel
olarak degisen ilk 20 miRNA’nin listesi Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2 ‘de gosterilmistir.
Calismamizda farkli ifade edilen miRNA’lar igin anlamli degisim p<0.05 esigine gore
log kat degisimi (FC)> 0.58’¢e olarak belirlenmistir. GSE53592 data setinden elde edilen
kolon kanseri doku orneklerinin saglikli doku ornekleri ile karsilastirmali olarak
miRNA degisimlerinin Volkan grafigi Sekil 4.1’de, GSE61741 kolon kanseri
hastalarinin serum Orneklerinin saglikli bireylerin serum 6rneklerine gore miRNA ifade

degisimleri ise Volkan grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 GSE53592 en ¢ok artan ve azalan miRNA’lar

miRNA_ID_LIST P.Value logFC
hsa-mir-182 3.19E-07 -2.99959
hsa-mir-195 2.06E-06 1.952579
hsa-mir-18a 1.32E-05 -1.40413
hsa-mir-181a-1 1.33E-05 1.557043
hsa-mir-1308 1.37E-05 -1.91075
hsa-mir-552 2.56E-05 -1.38637
hsa-mir-93 3.01E-05 -1.52409
hsa-mir-503 3.88E-05 -1.22777
hsa-mir-106b 4.13E-05 -1.20106
hsa-mir-132 4.36E-05 1.402346
hsa-mir-30a 4.81E-05 1.546431
hsa-mir-93 5.85E-05 -1.11964
hsa-mir-886 6.95E-05 -1.32744
hsa-mir-1307 7.00E-05 -1.30023
hsa-mir-181c 9.47E-05 1.462918
hsa-mir-128-1 1.21E-04 -1.2177
hsa-mir-422a 1.48E-04 1.042891
hsa-mir-18b 1.80E-04 -1.2852
hsa-mir-663b 2.04E-04 -1.26674
hsa-mir-21 2.04E-04 -1.07933
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Cizelge 4.2 GSE61741 en ¢ok artan ve azalan miRNA’lar

miRNA_ID_LIST P.Value logFC
hsa-miR-34a* 3.01E-24 4.83866
hsa-miR-934 1.69E-18 3.96762
hsa-miR-20b 6.17E-16 1.68206
hsa-miR-20a 1.91E-15 1.81852
hsa-miR-214* 3.22E-15 3.16534
hsa-miR-1251 4.12E-14 2.40975
hsa-miR-1324 8.42E-14 2.44363
hsa-miR-596 2.46E-13 2.50747
hsa-miR-216b 5.04E-12 2.69804
hsa-miR-545 5.21E-12 2.54652
hsa-miR-135a* 5.58E-12 -3.59863
hsa-miR-106a 6.75E-12 1.25565
hsa-miR-604 8.6E-12 2.7607
hsa-miR-640 9.34E-12 3.0417
hsa-miR-107 1.04E-11 1.27527
hsa-miR-1247 1.08E-11 2.83539
hsa-miR-17 3.64E-11 1.19421
hsa-miR-1246 5.89E-11 -3.58782
hsa-miR-892a 6.32E-11 -3.23171
hsa-miR-720 7.46E-11 -1.22119
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Sekil 4.1 Volkan grafigi

GSEG61741: Hastalar ve kontrollerde miRNA profilleri, kolon kanseri serum 6rnekleri vs normal, p <0.05
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Sekil 4.2 Volkan grafigi

GSE53592: Kolon kanseri 6rneklerinden ekspresyon verileri, kolon kanseri (serum ornekleri) doku vs
Tespit kontrol dokusu, p <0.05
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4.2 miRNA Biyoinformatik Analizleri

4.2.1 GSE53592 ve GSE61741 veri setlerinde ortak diferansiyel olarak ifade edilen
MiRNA’larin tanimlanmasi

In siliko miRNA ifade analizi sonucu GSE53592 ve GSE61741 data setlerine ait
anlaml ifade degisimi gosteren miRNA’lar1 belirledikten sonra kanser dokusu ve serum
orneklerinde ortak olarak degisen miRNA’lar1 belirlemek icin ¢evirimi¢i analiz
metodlart yardimiyla Venn semasi olusturmustur (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/
venny/). Venn semasi analiz sonucuna gore kolon kanseri doku ve serum orneklerini

iceren her iki veri setinde ortak olan ve potansiyel kolon kanser biyobelirteci olarak

kullanilabilecek 67 miRNA belirlemistir (Sekil 4.3).

GSES53592 GSE61741

374
(75.4%)

Sekil 4.3 Venn semas ile gosterilen ortak degisen miRNAlar

4.2.2 Belirlenen potansiyel biyobelirtec mMiRNA’larin hedefledigi sinyal yollarinin
in siliko analizi

Kolon kanseri doku ve serum orneklerinde saglikli bireylerde gergeklestirdigimiz
in siliko analizlerinden elde edilen ve diferansiyel olarak ortak ifade edilen
MiRNA’larin biyolojik roliinii degerlendirmek i¢in, yol zenginlestirme analizi igin

DIANA mirPath V.3 web tabanli arac1 kullanilmistir
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(https://dianalab.e-ce.uth.gr/html/mirpathv3/index.php?r=mirpath) (loannis vd. 2017).

DIANA-mirPath, DIANA-microT-CDS algoritmast tarafindan saglanan tahmini
miRNA hedeflerini (CDS veya 3’-UTR bolgelerinde) veya hatta DIANA-TarBase’den
tiretilen ve deneysel olarak dogrulanmis miRNA etkilesimlerini dogru istatistiksel
analiz metotlarin1 kullanarak gosterebilen ¢evirim i¢i bir analiz aracidir. Venn semasi
analizi sonucu belirledigimiz 67 miRNA ile iligkili sinyal yolaklarin1 analiz ettigimizde
toplamda ortak diferansiyel olarak ifade edilen miRNA’larla ilgili 5 sinyal yolu ortaya

cikarildi. Bu yollar Sekil 4.4°te bir Is1 haritas1 olarak gosterilmistir.
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cDIDr Key hsa-mif-132-3p/TargetScan
hsa-mif-106b-3p/TargetScan
hsa-mif-1307-2p/microT-CDS
hsa-miR-863b/ TargetScan
hsa-mifR-5S8s-3p/ TargetScan
hsa-mif-497-3p/TargetScan
hsa-miR-106a-3p/TargetScan
hsa-mif-17-3p/TargetScan
hsa-mif-183-3p/microT-CDS
hsa-miR-454-3p/TargetScan
hsa-miR-487b-3p/TargetScan
hsa-miR-345-3p/TargetScan
hsa-miR-421,/TargetScan
hsa-mif-584-3p/TargetScan
hsa-mif-126-3p/TargetScan
hsa-miR-598-3p/TargetScan
hsa-miRk-378a-3p/TargetScan
hsa-mifR-874-3p/Tarbase
hsa-miR-1814d-3pTarpase
hsa-mif-210-3p/Tarbase
hsa-mifR-125b-1-3p/Tarbase
hsa-mifR-653-3p/Tarbase
hsa-miR-889-3p/Tarbase
hsa-miRk-939-3p/Tarbase
hsa-miRk-215-3p/Tarbase

hsa-miR-625-3p/ Tarbase

hsa-miRk-1296-3p/Taroase
hsa-mif-1207-Sp/Tarbase

hsa-mik-411-3p/Tarpase

hsa-miRk-18a-3p/TargetScan

hsa-miRk-128-1-5p/TargetScan
hsa-miR-30c-1-3p/Tarbase
hsa-miR-374a-3pmicroT-CDS

hsa miR-552-3p/TargetScan

hsa-miRk-24-1-SpvTarbase
hsa-mif-151a-3p/Tarbase
hsa-miR-363-3p/ Taroase
hsa-miRk-1246/Tarbase
hsa-miRk-140-3p/Tarbase
hsa-miR-744-3p/Tarbase
hsa-miR-663aTarbase
hsa-mif-629-3p/Tarbase
hsa-miRk-491-Sp/'Tarbase

oagl

hsa-miR-1268a/Tarbase
- hsa-miR-30a-3p/microT-CDS
hsa-miR-145-3p/Tarbase
hsa-miR-455-3p/Tarbase
hsa-miR-143-3p/TargetScan
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hsa-mif-93-3p/TargetScan
hsa-miR-123 1/ Tarbase
hsa-mif-422aTargetScan
hsa-miR-532-5p/Tarbase
hsa-miR-769-5pTarbase
hsa-miR-20b-3p/Tarbase
hsa-mif-331-3p/Tarbase
hsa-let-71-1-3p/Tarbase

hsa-miRk-20a-3p/Tarcase
hsa-miRk-320-3p/Tarbase
hsa-miRk-22b-3p/ Taroase

hsa miRk-548|- 3p/microT-CDS
hsa-miRk-103a-2-Sp'Tarbase

hsa-miR-107/Tarbase

hsa-miRk-342-5p/ Tarpase
hsa-miRk-199b-3p/Tarbase
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Sekil 4.4 Farkli olarak eksprese edilen miRNA'larin 1s1 haritas1 vs KEGG yollar1

Is1 haritast Diana-Mirpath V3.0 analiz araci ile olusturulmustur. Diisiik zenginlestirme p-degerleri
turuncu ve kirmizi ile temsil edilirken, daha biiyiik zenginlestirme p-degerleri sar1 renklerle temsil
edilir
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Daha sonra mirPath V.3 Diana-Tools iizerinden 67 miRNA ile baglantili olarak KEGG
yollarini analiz edilmistir. Bu program sorgulanan miRNA’larin ifadesinden etkilenen
biyolojik yollar1 bulmak i¢in KEGG veri tabanindan yararlanir (https://www. genome.
jp/kegg/pathway.html) (genlerin kyoto ansiklopedisi ve Genomlar) (Vlachos ve
Hatzigeorgiou 2017). Elde ettigimiz bulgular sonucunda; Yag asidi biyosentezi, Yag
asidi metabolizmasi, ECM-reseptor etkilesimi, Prion hastaliklar1 ve Lizin bozulmasi
yolaklarinin bu miRNA degisimlerinden anlamli sekilde etkilenebilecegini belirlemistir.
Cizelge 4.3 KEGG yolaklart ve miRNAlar tarafindan hedeflenen genlerin listesi
verilmistir. ECM-reseptdr etkilesimi sinyal yolagi analiz sonuglarimiza gére hem en ¢ok
mMiRNA’lar tarafindan hedeflenen hem de istatistiksel olarak da anlamli olmasi

agisindan ileri analizlerimizde kullanilmak iizere secilmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.3 KEGG analizi sonucu en ¢ok miRNA tarafindan hedeflenen yolaklar ve

genler
KEGG yolag: p-degeri #genler #miRNAlar
hsa-miR-103a-2-5p, hsa-miR-342-5p,
Yag asidi biyosentezi <le-325 ;’éSST’AfA:CS:IS‘E’lACSBGL hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-1999b-3p,
' hsa-miR-107
FASN, ACADSB, ACSL3, hsa-miR-552-3p, hsa-let-7f-1-3p, hsa-
PTPLB, ACOX1, ACSBG1, miR-363-3p, hsa-miR-103a-2-5p, hsa-
Yag asidi metabolizmas: <16-325 HADH, ACAAL, HADHA, CPT2, | miR-342-5p, hsa-miR-199a-3p, hsa-
ACADVL, SCD, ACSL4, ACSL1, | miR-24-1-5p, hsa-miR-199b-3p, hsa-
EHHADH, HSD17B12, ECHS1, miR-107
ACATICDS, TECR, MECR
LAMB2, ITGB1, LAMAS,
LAMB1, SDC1, THBS1,
COL4A5, COL24A1, AGRN, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-143-3p, hsa-
ITGAS5, ITGA3, HSPG2, miR-20b-3p, hsa-let-7f-1-3p, hsa-
@ ThoreBiead] COL6AL, LAMCS3, ITGAV, miR-532-5p, hsa-miR-330-3p, hsa-
ECM-reseptor etkilesimi <1e-325 | CoL4A, COL6A2, COLBAL, miR-769-5p, hsa-miR-455-3p. hsa-
COL1A1, DAGL, COL1A2, miR-145-3p, hsa-miR-331-3p, hsa-
LAMC1, COL6A3, COL4AS, miR-1231
FN1, TNC, ITGA4, ITGAS,
TNN,COL5A2, CD47, COL4A1
Prion hastaliklari 0.000664796 | PRNP hsa-miR-30a-3p
WHSCL1L1, SETD7, SETD1B,
PLOD3, HADH, SETD2, NSD1,
ASH1L, HADHA, SETDBL1, hsa-miR-548j-3p, hsa-miR-92b-3p,
SETDS8, KMT2D, SUV420H1, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-342-5p,
Lizin bozulmasi 0.01092594 | DOTI1L, WHSC1,SUV420H2, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-20a-3p,
KMT2A, ALDH9AL, ECHS1, hsa-miR-107, hsa-miR-629-3p, hsa-
ACAT1, KMT2E, PLOD1, miR-663a
KMT2C, SETD1A, COLGALT],
ALDH2, EHMT1, KMT2B
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Kanser gelisimi siiresince kanser hiicrelerinin diger doku ve organlara metastaz yaparak
yayilabilmesi icin ekstraselliiler matriksin (ECM) degisime ugrayarak ve ECM-hiicre
iliskilerin zayiflatilmas1 gerekmektedir. Bu islem olduk¢a karmasiktir ve hem
translasyonel hem de transkripsiyonel olarak diizenlenmektedir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda ECM-reseptor etkilesimi sinyal yolagi lizerine odaklanilmistir (Sekil 4.5).
Oncelikle Cizelge 4.3’de gosterilen ortak miRNA hedef genlerinin TNMplot gevirimici
analiz araci yardimiyla kolon kanser dokular1 ve kontrol/saglikli dokulardaki ifadelerini
degerlendirilmistir (Sekil 4.6 A ve B, Cizelge 4.4).
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(c) Kanelisa Laboratories

Sekil 4.5 ECM Reseptor etkilesim yolaginin Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi
KEGG yolak haritasi

Yolak haritast KEGG veri tabanindan indirilmistir (https://www.kegg.jp/)
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TNM c¢izgi analiz araci, halka acik RNA-Seq tabanli veriler kullanilarak segilen bir
doku tipinde segilen bir gen i¢in ayrintili analiz saglar. TNMplot diferansiyel gen analizi
verilerine gore normal ve kolon kanseri tumor dokularinda LAMA3, ITGA5 ve
COL4AG6 genlerinin sirayla 0.53, 0.65 ve 0.42 kat ifadeleri azalirken, ITGA3, COL1A2
ve COL5A2 gen ifadelerinin de sirayla 1.96, 8.7 ve 4.62 kat arttigin1 bulgulamistir

(Cizelge 4.4).
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Sekil 4.6 Normal ve Kolon Kanseri Dokularinda diferansiyel gen ekspresyon analizinin
TNM ¢izim analizi
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Cizelge 4.4 Mann-Whitney analizine gore, TNM ¢izim analizine gore ekspresyon
degisiklikleri goriintiilenen ECM-Reseptor Etkilesim yolaginda yer alan
genlerin kat degisimlerinin sayisal verileri

GEN Mann_Whitney.p. Fold.change..median.

LAMB2 3.14e-09 1.42
ITGB1 1.24e-06 1.07
LAMA3 1.86e-29 0.54
LAMB1 1.58e-65 1.93
SDC1 3.99e-09 0.85
THBS1 3.09e-07 1.28
COL4A5 5.82e-17 0.55
AGRN 5.91e-03 1.23
ITGA3 9.26e-09 1.96
ITGAS 1.91e-22 0.65
HSPG2 1.53e-09 1.66
COL6A1 5.4e-07 1.46
LAMC3 7.73e-05 0.82
ITGAV 1.21e-29 1.5
COL4A1 1.94e-103 4.06
COL6A2 5.22e-03 0.95
COL5Al 3.81e-56 2.39
COL1Al 9.21e-90 6.27
DAG1 3.33e-03 0.95
COL1A2 5.22e-136 8.7
LAMC1 1.67e-36 1.68
COLG6A3 2.89e-64 3.57
COL4AG6 1.21e-35 0.42
FN1 4.91e-30 2.69
TNC 2.98e-25 2.92
ITGA4 3.44e-01 0.92
ITGAG 5.75e-20 1.43
TNN 2.04e-04 0.85
COL5A2 6.4e-110 4.62
CDA47 9.05e-02 1.1
COL4A1 1.94e-103 4.06

Tez ¢alismasinin devaminda TNM ¢izgi analizine paralel olarak her iki data setinde

ortak olarak degisen miRNA’larin KEGG yolag1 analiz sonuglarina gore ECM-reseptor
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interaksiyon yolaginda ifade edilen genlerin 3’UTR (3’kodlanmayan bolge,
Ing:Untranslated Region)’larina baglanip baglanmadigini tahmin etmek igin gevirim igi
analiz araci olan Targetscan (http://www.targetscan.org) programini kullandik. Elde
ettigimiz sonuglara gére TNM ¢izgi analizine gore ECM-reseptor interaksiyon yolagi ile
ilgili ve anlamli ifade degisimi gordiigiimiiz genlerin (LAMA3, ITGA3, ITGAS,
COL1A2, COL4A6, COL5A6) 3’UTR bolgelerinin ortak ifade edilen miRNA’lardan
bazilar1 ile (hsa-miR-331-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-1231, hsa-let7f-3p, hsa-miR-
769-5p, hsa-miR-331-3p) etkilesime girip bu genleri transkripsiyonel seviyede
diizenleyebilecegini gostermistir (Sekil 4.7 A ve B).

Predicted consequential pairing of Context+
target region (top) and miRNA Site type ontex
(bottom) score
Position 151-157 of ITGAS 3' UTR 5' . ..CUUGAAGGGCCAGAGCCAGGGEGE. .- .
A 1 Tmer-ma -0.03
hza-miR-331-3p 3° AAGAUCCUAUCCRGEUCCCCG
Position 598-604 of ITGAS 3' UTR 5' . ..AGCCCAGCUCCAAGGGGAAUCAG. . .
LT Tmer-Al -0.02
hza-miR-145-3p 3 UCUUGUCAUAAAGGUCCULAGG
Position 347-353 of ITGAS 3' UTR 5' .. .UCACAGUUCUUUGGGECCAGACAU. . .
LT Tmear-ms -0.06
hsa-miR-1231 3" CGUCGACAGGCGGEUCUGLG
Position 820-826 of ITGAS 3' UTR 5' .. .GGAACCUCAGCCUGGCCAGACAC. ..
RN Tmear-ms -0.02
hsa-miR-1231 3" CGUCGEACAGGLGGEEUCUGUG
Position 954-960 of ITGAS 3' UTR 5' . ..UCCCUCACCUUGGCACCAGACAC. ..
LT Tmear-ms -0.08
hsa-miR-1231 3" CGUCGACAGECEGEGUCUGLG
Position 1280-1286 of COL4AB 3' UTR 5' . ..UAAACUGUGCCAAUACAGACAAA. . .
|11 1111 Tmer-A1 -0.12
hsa-miR-1231 3° CEUCEACAGGLGEGE- -GUCUGUG
Position 102-108 of LAMA3J 3' UTR 5' ...CACUCAGGACACAAACCAGACAG. ..
ARRRRL Tmear-mi -0.04
hsa-miR-1231 3" CGUCGACAGGCGEGEUCUGUG
Position 765-771 of COL1A2 3' UTR 5 . . . UAAAUUGUACCUAUUUUGUAUAU. . .
(ARRREN! 7mer-m8 002
hsa-let-7f-1-3p 3 CCCUUCCGUUAUCUAACAUAUC
Position 122-128 of COL5A2 3' UTR 5' ...GAUCCUGCAUCAGCAUUGUAUAU. ..
111 (ARARER 7mer-m8 -0.04
hsa-let-7f-1-3p 3' CCCUUCCGUUAUCU-AACAUAUC

Sekil 4.7 GSE53592 ve GSE61741 data setlerinde ortak ifade edilen miRNA’larin
ECM-Reseptor Interaksiyon yolag: ile iliskili genlerin 3> UTR dizileri
arasindaki ongoriilen baglanma bolgelerinin TargetScan analizi

A) hsa-miR-331-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-1231, hsa-let7f-1-3p miRNA’larinin ITGAS5, COL4A6,
LAMA3, COL1A2 ve COL5A2 genleri arasindaki olas1 baglanma bolgeleri
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Predicted consequential pairing of Site type Context++
target region (top) and miRNA (bottom) typ score
Position 3369-3375 of ITGA3 3' UTR 5" « . UUUUUUUUGAGACCGGGUCUCAG. . .
B 111 Tmer-A1 -0.03
hsa-miR-769-5p 3° UCGAGUCUUGEGUCUC CAGAGU
Position 4251-4257 of ITGA3 3' UTR 5' . . .GEAAGAAAGAAUGAUCCAGACAG. . .
LILTLEL Tmer-m8 -0.04
hsa-miR-1231 3 CGUCGACAGGCGGEGUCUGUG
Position 1687-1693 of ITGA3 3' UTR 5' ...CUGGCCCCUGCUCUCAGGAAUCC. . .
LT Tmer-m8 -0.02
hza-miR-145-3p 3’ UCUUGUCAUAAAGGUC CUUAGG
Position 3450-3456 of ITGA3 3 UTR 5' . ..GACCUCUGGGGCUCAAGGAAUCU. . .
LTI Tmer-ma -0.02
hsa-miR-145-3p 3’ UCUUGUCAUAAAGGUC CUUAGG
Position 765-771 of COL1A2 3' UTR B2 . . . UAAAUUGUACCUAUUUUGUAUAU. . .
(RN 7mer-m8 0.04
hsa-let-7f-1-3p 3 CCCUUCCGUUAUCUAACAUAUC
Position 122-128 of COL5A2 3' UTR 5' ...GAUCCUGCAUCAGCAUUGUAUAU...
111 (RRAREN 7mer-m8 -0.04
hsa-let-71-1-3p 3! CCCUUCCGUUAUCU-AACAUAUC

Sekil 4.7 GSES3592 ve GSE61741 data setlerinde ortak ifade edilen miRNA’larin
ECM-Reseptor Interaksiyon yolagi ile iligkili genlerin 3° UTR dizileri
arasindaki ongoriilen baglanma bolgelerinin TargetScan analizi (devam)

B) miR-769-5p, hsa-miR-1231, hsa-miR-145-3p, hsa-let7f-1-3p miRNA’larinin ITGA3, COL1A2 ve
COLSA2 genleri arasindaki olas1 baglanma bdlgeleri

4.3 g-RT PCR Yéntemi ile ECM-Reseptor interaksiyon Yolaginda ifade Edilen
Baz1 miRNA Hedef Genlerinin in vitro Analizi

In siliko TNM ¢izim analizi ve Targetscan miRNA-mRNA baglanma tahmin analiz
verilerini g6z 6niine alarak, hsa-miR-331-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-1231, hsa-let7f-
3p, hsa-miR-769-5p, ve hsa-miR-331-3p MiRNA’larinin hedefledigi ve ECM-Reseptor
Interaksiyon yolu ile ilgili genlerinin ekspresyonlarini arastirmak igin ITGA5, COL4AS,
LAMA3, COL1A2 ve COLS5A2 gen ifadelerine kolon kanseri hiicre hattt HT-29 ve
CCD18-co saglikli kolon hiicrelerinde q-RT PCR yontemi ile analiz edilmistir. LAM3
ve ITGA3 gen ifadelerin kolon kanseri hiicre hatlarindaki ifadesinin saglikli kolon hiicre
hatlarin kiyasla anlamli bir sekilde artarken COL1A2 gen ifadesinin ise onemli Olciide
azaldig1 gozlemlenmistir. ITGAS, COL4A6 ve COLSA2 ifadelerin ise 6nemli oranda
degismedigi bulunmustur. Bu sinyal yolaginda yer alan genlerin kanserdeki rolleri

cizelge 4.5°de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.8 ITGAS5, COL4A6, LAMA3, COL1A2 ve COL5A2 miRNA hedef genlerinin
HT-29 kolon kanseri hiicrelerindeki ifadelerinin ve CCD-18Co saglikli kolon
hiicrelerine gore olan nispi ifade degisimlerinin q-RT-PCR yontemi ile analizi
(* P <0.05).
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Cizelge 4.5 Hedef genlerin hiicresel islevleri

Kaynaklar1

Islevleri

(Li vd. 2016; Niu
vd. 2021)

COL1A2, kolon kanserinde anahtar gen
olarak davranir. CRC dokularindaki
COL1A2 mRNA ekspresyonu, timor
farklilagsmasi, invazyon derinligi ve lenf
nodu metastaz1 ile pozitif korelasyon
gosterilmistir.

(Ikeda ve lyama,
2006)

Hiicre davranisginda tip IV kollajenin
a6(lV) (COL4A6) anjiyogenez, hiicre
biiyiimesi, hiicre yapismasinda ve tiimor
hiicre istilasinda aktif rol oynadigi
bilinmektedir.

(Fischer vd. 2001,
Chen vd. 2018;
Zeng vd. 2018)

Kollajen Tip V o2 zinciri (COL5A2),
kolorektal kanser, meme timori ve
osteosarkom  gelisiminde rol  alir.
Gorevleri arasinda bagisiklik sistemi
regiilasyonu, anjiyogenez ve tiimor
metastazini diizenleme vardir.

(Denadai vd. 2013;
Lustosa vd. 2014)

ITGA3 geni ile lenf nodu ve uzak
metastaz arasinda bir baglanti vardir.
(TNM 111 ve IV).

(Yu vd. 2019)

Integrin a5 (ITGAS) Integrin ailesinin bir
tiyesidir. Hiicre dist matris (ECM) ile
farkli hiicreler arasinda veya hiicreler
arasindaki iletisimi indiikleyerek kanser
hiicresi metastazini ve istilasini tesvik
etmede 6nemli bir rol oynar.

Genler
1 | COL1A2
2 | COL4AG6
3 | COL5A2
4 | ITGA3
5 | ITGA5S
6 | LAMAS3

(Parsons vd. 2008)

LAMAS3 geni, hiicre yapigmasi, sinyal
transdiiksiyonu ve hiicre farklilagsmasinda
rol oynar ve mutasyonlar1 daha once
beyin kanserinde bildirilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kolon kanseri, kiiresel olarak erken 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Yeni
tedavi segenekleri ve hastaligit 6nleme konusundaki Onemli arastirmalara ragmen,
Oliimlerin sayis1 artmaya devam etmektedir. 2020 verilerine gore, kolorektal kanser, tiim
diinyada erkeklerde kanser mortalitesinin ikinci, kadinlarda ise tgiincii nedenidir (Dyba
vd. 2021). Diinyada ve ililkemizde toplam oliim sayisinda da ikinci sirada yer
almaktadir. Diinyadaki her alt1 6liimden yaklasik birinden ve toplulugumuzdaki her bes
o6liimden birinden sorumludur (TUIK 2016; WHO 2018). 2020°de 1.9 milyondan fazla
kolorektal kanser vakasi tespit edilirken ve ayrica kolon ve rektum kanseri nedeniyle
935,000 oliim bildirilmistir (WHO 2020). Kolorektal kanser en sik goriilen
gastrointestinal kanserdir. Kanserle iliskili 6liimlerde iiciincii sirada, ortalama %55
sagkalim oranina sahiptir (IARC 2018). Sebze ve meyve icermeyen gidalarin tiiketimi,
fiziksel aktivite/egzersiz eksikligi, tiitlin Urtinleri, asir1 alkol tiiketimi ve tehlikeli
kimyasallara maruz kalma gibi degisen cevresel faktorler nedeniyle kolon kanseri
insidans1 gliniimiizde siirekli artmaktadir. Bu faktorler en biiyiik ¢evresel kanser risk
faktorlerinden bazilaridir (Ouakrim vd. 2015). Bununla ek olarak, kanser insidansinin
2040 yilina kadar 28,5 milyon olguya yiikselmesi beklenmektedir. Ayrica her ii¢ kisinin

hayatlarinin bir noktasinda kanser yakalanmasi1 dngdriilmektedir (Sung vd. 2021).

Teshis siireci oldukga kritiktir, ¢linkii hastaya kolorektal kanseri 6nlemek igin optimal
bir silirveyans stratejisi uygulanabilirse ekstrakolonik kanserler igin optimal bir
slirveyans stratejisi ve risk altindaki akrabalar i¢in de uygun siirveyans tavsiyesi saglar.
IARC, halihazirda mevcut diski bazli testler (guaiac testi ve fekal immiinokimyasal test
[FIT]) ve diisiik endoskopi (sigmoidoskopi ve kolonoskopi) ile kolorektal kanser
taramasiin kolorektal kanserden oliim riskini azalttig1 ve faydalarin risklerden daha

agir bastigi sonucuna varmistir (Lauby-Secretan vd. 2018).

Cogu hasta genellikle hastalik orta veya gec¢ asamalardayken tibbi yardim almaktadir ve
bu nedenle tedavi ve prognoz siireci kasvetlidir (Barton vd. 2007). Kolon kanseri

hastalarimin 6liimlerinin ¢gogu tiimor metastazinin bir sonucudur (RI vd. 2017).

54



Semptomlar ortaya ¢iktiktan sonra kolon kanseri olan kisilerin ¢ogunlugu kolayca teshis
edilir. Kolon kanseri siiphesi olan hastalarda asemptomatik veya siipheli mide
rahatsizligi, meteorizm, degisken bagirsak hareketleri ve erken evrelerde rektal kanama
semptomlar1 olabilir (Ozbal vd. 2003).

Uygun tarama yontemiyle erken evrelerde tespit edilecek birgok KRK vakasi ve sebep
olacagi olumler onlenebilirdir (Fenoglio-Preiser vd. 1999; Rosai 2004; Christine vd.
2005). Yapilan ¢alismalar, uygun tarama yontemleri ve tedavi ile kolorektal kanserden
kaynakli 6liim sayilarinin azaltilabilecegini gostermistir. 50 yas ve tizerindeki bireyler
ortalama kolorektal kanser riskine sahip oldugundan, diizenli olarak malignite ve
polipler igin taranmalidir (Read ve Kodner, 1999). Meester ve arkadaslari, KRK tarama
prevalansinin 2018 yilina kadar % 80’e ¢ikarilmasi durumunda, 2030 yilina kadar da
277.000 KRK vakasini ve 203.000 o6liimii 6nleyecegini dngérmiislerdir (Meester vd.
2015).

Kolorektal kanser, baslica ii¢ primer molekiiler gruplara sahip heterojen bir hastaliktir
(Prenen vd. 2013). En yaygin tiir, belirli onkogenlerde ve timor baskilayici genlerde
mutasyonlarin birikimi ile tanimlanan kromozomal instabilitedir (Lengauer vd. 1997,
Pino ve Chung 2010). ikincisi, genetik hipermutabiliteye yol acan DNA uyusmazlig
onarim genlerinin disfonksiyonunun neden oldugu Mikrosatellit Instant grup’dur. CpG
adas1 (C;sitozin-P;fosfat-G;Guanin) metilasyon fenotipe ise hipermetilasyon ile ayirt
edilen ti¢lincii gruptur. Kolorektal kanser alt tipi, genom c¢apinda gen ekspresyon profili
kullanilarak biiyiik hasta kohortlarinda da incelenmis ve ¢ok sayida molekiiler
simiflandirma semas1 gelistirilmistir (Chan vd. 2002). 2012 yilinda, Kanser Genom
Atlas1 (TCGA) projesi kapsaminda gergeklestirilen ekzom sekanslamasi sonucunda,
DNA kopya sayisi, promotdr metilasyonu, mRNA ve miRNA ekspresyonu dahil olmak
tizere 276 kolorektal kanser Orneginin tam genomik profillemesinin sonucunu

yayinlanmistir (Muzny vd. 2012).

miRNA’lar, gen ekspresyonunu diizenleyen, kodlayict olmayan ve DNA’nin kodlayici

bolgesinden ¢evrilmeyen yaklastk 20-22 niikleotit uzunlugunda kisa RNA
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molekiilleridir (Wang vd. 2017). miRNA adlandirmasi ve fonksiyonu 2001 yilinda
kabul edilmis ve gliniimiizdeki halini almigtir (Lagos-quintana vd. 2001).

Oncesinde 1993 yilinda miRNA’larin kesfedilmesi ilk kez C. elegans organizmasinda
gerceklestirilmistir (Lee vd. 1993). miRNA’lar, hiicresel gelisim ve konak¢1 patojen
etkilesimleri gibi cesitli organizmalarda faaliyet gosteren diizenleyici siireglerde 6nemli
rol oynar ve hiicre farklilasmasi, proliferasyon, apoptoz mekanizmalar1 tizerinde kanser
ile iliskili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Cai vd. 2009; Nicoloso vd. 2009).
miRNA; serum, plazma, gézyas1 veya idrar gibi viicut sivilarindan veya dokularmdan
kolaylikla izole edilebilir. miRNA’lar, kolon kanseri de dahil olmak tiizere bir dizi
kanser tiliriiyle iligkilendirilmistir. mMiRNA’lar, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyon
regiilatorleri icin gerekli olan bir tiir endojen, kiiclik protein disi kodlama RNA
molekiiliidiir. MiIRNA’larin embriyonik kok hiicrelerin ve KKH’nin regiilasyonuna
yardimci oldugu gosterilmistir (Gal vd. 2008; Shimono vd. 2009). Let-7’nin, 6zellikle
meme kanserlerinde, kendi kendini yenileme ve ¢oklu farklilasma kabiliyeti gibi meme
KKH &zellikleri icin énemli oldugu belirlenmistir (Yu vd. 2007). Onceki arastirmalar,
mMiRNA’larin  kolon KKH’lerinin gelisiminde ve devamliliginda kritik rol
oynayabilecegini gostermektedir. Kolon KKH’lerde miRNA ekspresyon paternlerinin
arastirilmasi, KKH’leri hedeflemek ic¢in ilaglarin veya diger tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yardimci olacaktir (Zhang vd. 2011).

Lawrie ve arkdaglar1 2008°de ilk kez hasta serumundan izole edilen miRNA’lar1 biiyiik
B hiicreli lenfoma analizi i¢in kullanilmistir ve hastalarin serumunda tiimorle iliskili
mikroRNA’larin yiiksek seviyelerde oldugunu saptanmislardir (Lawrie vd. 2008).
Tespit edilen her yeni miRNA’lar gesitli hastaliklarin tespitinde biyobelirteg¢ olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir. Genetik diizeyde hastalik teshisine yonelik taramalar
son yillarda aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Kansere 6zgii farkli hiicre tiplerindeki
farkli miRNA’larin ekspresyon seviyeleri, miRNA’larin karsinogenezde etkili
olabileceginin kaniti olarak tanimlanmistir. Normal ve hastalikli dokular arasindaki
mMiRNA’lardaki farkliliklar arastirildiginda kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore
farkli sekilde ifade edilen miRNA’larin timor biiyiimesi ve metastazinda belirli bir

fonksiyona sahip oldugu gésterilmistir (Lehmann vd. 2008; Saito vd. 2006; Saydam vd.
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2011). Calin ve ark. miRNA’larin kanser olusumu tizerindeki etkisi {izerine etkisini ile
kez arastirmiglar ve kronik lenfositik 16semili (KLL) hastalarda miR-15a ve miR-16-1
ekspresyon seviyelerinin azaldigimi veya bulunmadigini gostermislerdir (Calin vd.
2002). Baska bir ¢alismada, Calin ve ark. 2004 yilina 186 miRNA geninin DNA
tizerindeki yerini gostermislerdir. miRNA genleri tipik olarak heterozigotlugun
kayboldugu alanlar olan kirillgan kisimlarda bulunur. Bunlar diisiik amplifikasyonlu
veya genel kromozomal kirilma noktalarina sahip yerlerdir ve molekiiler lezyonlarin
neden oldugu genetik hasar belirli maligniteler tiretir (Calin vd. 2004). Michael ve ark.
2003 yilinda; insan solid tiimdrlerinde (kolonik ve rektal adenokarsinomlar)
mMiRNA’larin normal dokulara gore degismis ekspresyon seviyelerini ortaya ¢ikaran ilk
kisilerdir (Michael vd. 2003). Calismalarinda, miRNA diizeylerinin meme Kkanseri,
malign beyin tiimorleri, tiroid kanseri, akciger kanseri, prostat kanseri ve hepatoselliiler
karsinomda yillar iginde degistigini gostermislerdir (Michael vd. 2003). miRNA’lar,
hedefledikleri mMRNA’nin 6zelliklerine bagli olarak tiimor baskilayici 6zelliklerini
degistirebilir . Kanser genetik bir hastalik oldugu i¢in, ‘tiimdr inhibitérii” ve ‘proton
geni’ olarak adlandirilan bu genlerin uygunsuz isleyisi, kanser olusumu ve gelisiminden

sorumlu olmaya 6nemli 6l¢lide ve farkl sekillerde katkida bulunur.

miRNA’lar lizerinde yapilan son g¢aligmalarin, kanserin biyolojik siireglerinin altinda
yatan mekanizmalarin ortaya cikarilmasinda faydali olmasi oldukca dikkat cekicidir.
Yapilan ¢alismalarda, insan kolon kanserlerinde de miRNA ekspresyon profillerini
analiz edilmis ve potansiyel klinik alakalarini incelemistir. Birden fazla biyolojik
belirteci tek bir modele entegre etmek, tek bir biyolojik belirteg ile karsilastirildiginda
prognostik degeri dnemli Olclide arttiracaktir. Bu nedenle yeni biyobelirte¢ adaylarinin

ortaya c¢ikarilmasi oldukg¢a 6nem arz etmektedir.

Kolon kanserine 6zgii biyobelirteg bulma amaciyla gergeklestirdigimiz bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda 6zetle, kolon kanseri ile ilgili yapilmis ve halka acik bir sekilde yaymlanan
GEO veri deposuna GSE53592 VE GSE61741 kodu ile yiiklenen miRNA ifade veri
setleri oncelikle online analiz aract GEOZ2R ile analiz edilmistir ve kolon kanseri hasta
doku ve serum Orneklerinde ortak degisen miRNA adaylarini belirlemistir. Sonrasinda

miR-PATH, TNMplot, Targetscan gibi ¢esitli online analiz araglart ile miRNA hedef
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genleri tahmin edilerek, bu genlerin etkiledigi sinyal yolaklar1 belirlenmistir.
Belirledigimiz 6 hedef gen ifadeleri (LAMA3 , ITGAS, COL4AG6, ITGA3, COL1AZ,
COL5A2) kolon kanserini temsilen HT-29 (ATCC HTB-38) hiicre hatt1 ve saglikli
kolon epitel hiicre CCD-18Co (ATCC-CRL-1459) hatlarinda q-RT PCR yontemi ile

analiz edilmistir (Sekil 5.1 ¢alismamizi metodu ve yapilan analizleri gosterilmistir).

miRNA expresyonu ( Diferansivel olarak
profilini belirlenmesi i¢in ekspreseedilen miRNA’lar
iki datasetler kullanmistir: Il: GEOZ2R analiz araciyla

GSES53592 ve GSE61741 o iretilmistir

|

NV
.r/- -\\\ .f/" ~,
1. KEGG yolu zenginlestirme analizi.
2. TNMplot cevirimici analiz. <:| Hedef tahmini
3. Mann-Whitney analizi. (DIANA-mirPath V.3 analizi)
4. Targetscan analizi.
I\\ /"I - 4

|

N

e ™\
| miRNA hedef genleri ifadelerinin |
kolon kanseri ve kontrol hiicre
hatlarinda Q-RT PCR metoduyla

validasyonu dogrulanmasi

_ Y,

Sekil 5.1 Calisma tasariminin is akisi

Oncelikli olarak gerceklestirdigimiz analizlerde, normal kolon dokularmna kiyasla
ekspresyonu kolon karsinomunda 6nemli dlgiide degisen olan 67 miRNA belirlenmistir
(Sekil 4.3). Bu miRNA’lar1 belirlemek i¢in kullandigimiz GEO data setlerinin
(GSE53592 ve GSE61741) klinik ve patolojik verilerinde orijinal data {izerinden
ulagilabilir (Keller vd. 2014; Zhao vd. 2014). GSE53592 veri seti 3 kolon kanseri 6rnegi
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ve 3 saglikli doku 6rnegi, GSE61741 veri seti ise 28 kolon kanseri serum ve 90 kontrol
serum Ornegi igerdigi igermektedir. GEO2R ile gerceklestirdigimiz analizler sonucunda
GSE53592 data setinde 122 miRNA’nin ifadesi anlamli sekilde degisirken GSE61741
data setinde 441 miRNA’nin ifadesi anlamli sekilde degismistir. Bu ver setleri arasinda
serum ve doku Orneklerinde ortak degisen miRNA’lar1 venn diagram analizi ile
belirledikten sonra (67 mIiRNA) bu miRNA’lar ile baglantili sinyal yollarim
inceledigimizde, toplamda ortak diferansiyel olarak ifade edilen miRNA’larla ilgili
iliskili 5 sinyal yolu kesfettik. Sekil 4.4’te, bu yollar bir 1s1 haritas1 olarak
gosterilmektedir. Elde ettigimiz bulgular sonucunda; yag asidi biyosentezi, yag asidi
metabolizmasi, ECM-reseptor etkilesimi, Prion hastaliklart ve Lizin bozulmasi
yolaklarinin miRNA degisimlerinden anlamli sekilde etkilenebilecegini belirlemistir.
Calismamizi, bu yolaklar arasinda en ¢ok miRNA tarafindan hedeflenen (11 miRNA)
genlerin bulundugu ve istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde ettigimiz (p<le-325)
ECM-reseptor etkilesimi yolagi lizerine devam edilmistir. Hiicre dist matris (ECM),
hiicreleri biyokimyasal ve yapisal olarak destekleyen hiicre dis1 bir doku bilesenidir.
ECM, Kollajenler, lamininler ve fibronektinler gibi birka¢ glikoproteinden olusur ve
entegrinler ve kaderinler gibi ECM bilesenleriyle dogrudan etkilesime giren yiizlerce
hiicresel reseptor vardir (Achilleas vd. 2016; Barczyk vd. 2010). Yapilan cesitli
calismalar, kolorektal kanser gelisimi ve metastaz olusumunda ECM -reseptor

etkilesiminin 6nemli bir roliinii ortaya koymustur (Stankevicius vd. 2016).

ECM-reseptor etkilesimi sinyal yolagi ile iligkili belirledigimiz miRNAlar; hsa-miR-93-
3p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-20b-3p, hsa-let-7f-1-3p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-330-
3p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-331-3p ve hsa-miR-
1231°dir (Cizelge 4.3). Onceden yapilan ¢alismalarda, miR-143-3p ifadelerinin kolon
kanserlerinde 6nemli olgiide arttigi, miR-330-3p ise KRK doku ve hiicre hatlarinda
onemli Olgiide azaldigr gosterilmistir (Ardila vd. 2019; Huang vd. 2020). Ek olarak,
MiR-769-5p’nin malign ilerleme ve farkli tiimorlerin zayif tanist ile yakindan iligkili
oldugunu gosteren ¢ok fazla kanit vardir. Bir¢ok tiimorde miR-769-5P yukari
regililasyon bildirilmistir (Chang vd. 2019; Xian vd. 2019). Bu bulgular, ¢alismamizin
sonucunda hedef olarak belirledigimiz ve ileri analizlerle arastirdigimiz bu

MiRNA’larin serum ve dokudaki ifadelerinin belirlenmesinin mevcut KRK tarama
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yaklasimlarin1 destekleyebilecegini ve karsinogenez yollar1 hakkinda yeni bilgiler

verebilecegini gostermektedir.

Calismamizin devaminda, 11 miRNA tarafindan hedeflenen ve analiz sonuglarimiza
gore ECM- reseptor etkilesimi sinyal yolaginda gorev alan gen ifadelerini dncelikle in
siliko TNM ¢izim analizi ile incelemistir (Sekil 4.6 A ve B) devaminda ise bu genlerin
tespit ettigimiz hedef miRNA’lar ile 3’UTR bdélgelerine baglanip baglanmadigini
Targetscan MiRNA-mRNA baglanma tahmin araci ile analiz edilmistir (Sekil 4.7 A ve
B). Analiz sonucumuzda kolon kanserinde ifadesi artan ve hedef miRNA’lar ile ortak
baglanma bolgesi olan ECM-reseptor etkilesimi iligkili ITGA5, COL4A6, LAMAS,
COL1A2 ve COL5AZ2 genlerini belirlemistir.

ECM reseptoriindeki degisimler, hiicre iliskilerinin zayiflamasi ve kanserde metastaz ile
sonuglanmaktadir (Guarino vd. 2007). TNMplot analiz sonuglarina gére normal ve
kolon kanseri timor dokularindaki LAMA3 , ITGAS ve COL4A6 genlerinin
ifadelerinin sirasiyla 0.53, 0.65 ve 0.42 kat azaldigi1 , ITGA3, COL1A2, ve COL5A2
gen ifadelerinin ise sirayla 1.96, 8.7, ve 4.62 kat arttigi saptanmustir (Cizelge 4.4).
Analiz sonuglarimiza gore belirledigimiz genler ile ilgili daha Onceden yapilan
calismalar, tez bulgularimizin &nemini giiclendirmektedir. Ornegin yapilan bu
calismalardan bir tanesinde, ilk kez kolorektal bir adenom ile iliskili bazi somatik
mutasyonlar oldugunu bildirilmistir. Bu mutasyonlar arasinda, hiicre yapismasi, sinyal
transdiiksiyonu ve farklilasmasinda rol oynayan LAMAZ3’teki bir 16sinden serine
degistirilmis missense mutasyonu yer almaktadir. LAMAS3’lin ayrica beyin, over kanseri
ve melanomada rol oynadig1 daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Parsons vd. 2008;
Wei vd. 2011; Cancer ve Atlas 2011). Ek olarak, COL4A6 dahil olmak iizere kolon
kanserlerinde daha 6nce baska mutasyona ugramis genler bildirilmistir (Bass vd. 2011).
Kolon kanseri ile ilgili bagka bir ¢alismada sonuglar bu genlerin COL4A6 ve COL1A2
ekspresyonlarinda anormal degisiklikler oldugunu gostermistir; Sonuglar, COL4A6
ekspresyonunun tiimor dokularinda asag: regiile edildigini, COL1A2 ekspresyonunun

ise yukari regiile edildigini gostermektedir (Liang vd. 2020).
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Diger ¢aligsmalardan elde edilen bulgular, ITGA3 ekspresyonunun KRK dokularinda ve
hiicre hatlarinda yukari regiile edildigini ve tiimor mikro ¢evresinin diizenlenmesi ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur (Tian vd. 2020). ITGA3’in ayrica hiicre
proliferasyonu, go¢ ve invazyon ile ilgili olabilecegi bildirilmistir ve asir1 ITGA3
ifadesinin ise mide karsinomlarinda invazyon ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Ura
vd. 1998; Song vd. 2016). Ayrica, bir diger calismada, ITGA3 skuamoz hiicreli
karsinom ve servikal lenf nodu metastaz1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmistir
(Kurokawa vd. 2008). Bagirsak rejenerasyonu ve tiimor olusumunda STAT3 {in roliinii
belirlemek icin fare bagirsak epitel hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada, hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki degisiklikler incelenmistir. Ozellikle, ITGAS
ekspresyonunun izole edilmis STAT3% fare bagirsak kripterinde énemli 6lciide asag
diizenlendigi dogrulanmistir (Oshima vd. 2019). Kolorektal kanserde kollajen tip V a2
(COL5A2) artisi ile ilgili bagka bir ¢alismada, COL5A2 mRNA ve proteinin KRK’de
onemli 6lciide yukari regiile edildigi gosterilmistir (Wang vd. 2021).

Hem biyoinformatik analiz sonuclarimiz hem de yukarida bahsettigimiz literatiir
bilgisine dayanarak ECM-reseptor etkilesimi iligkili genlerden ITGAS5, COL4AG,
LAMAS3, COL1A2 ve COL5A2 ifadelerine kolon kanseri hiicre hatt1 HT-29 ve CCD18-
co saglikli kolon hiicrelerinde q-RT PCR yontemi ile analiz edilmistir. CCD-18Co
normal ve HT-29 kolon kanser hiicre hatlarindaki 6 genin ifadelerinin sonuglar
karsilagtirillmasinda gRT-PCR datalarimiza gére; LAMA3 genin HT-29 kolon kanser
hiicre hatlarinda, normal hiicreye kiyaslandiginda ifadesinin 6 kat arttig1 bulunmustur
(sekil 4.8). ITGA3 geninin ise normal hiicre hattina gére HT-29 hiicre hattindaki ifadesi
35 kat degisim gostermistir. Genlerden bir digeri olan COL1A2’nin ifadesi ise CCD-
18Co hiicre hattindaki ile kiyaslandiginda HT-29 hattinda 14 kat azalmistir. Geriye
kalan ii¢ genin (ITGAS, COL4A6 ve COL5A?2) ifadelerinde kayda deger bir istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik saptanmamustir. Elde ettigimiz q-RT PCR verileni TNM
PLOT analiz sonuglarimiz ile karsilastirdigimizda ITGA3 ifadesi benzer sekilde
artarken LAMAS3 ve ITGA3 ifade degisimlerinde tam tersi bir sonu¢ alinmistir. Bu
durumda, farkli kolon kanseri hiicre hatt1 ve kolon epitel hiicre hatti ile yeni validasyon
denemeleri yapilarak elde ettigimiz In siliko ve in vitro hiicre hatt1 verileri tekrar

karsilagtirilabilir. Elde ettigimiz sonuglara gore kolon kanserlerin ITGA3 hem in vitro
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hem de In siliko analiz sonuglarina gére anlamli sekilde degismektedir. Ileri molekiiler
analizler, hayvan deneyleri ve klinik calismalar yapilarak ITGA3’lin ve bunu
hedefleyen miRNA’larin biyobelirte¢ aday1 olarak kullanilabilirligi dogrulanabilir. Tim
bu ileri analiz sonuglar1 ile elde ettigimiz verilen dogrulanabilirse kolon kanserlerinin
erken evrede saptanmasina ve daha hizli tedavi etme stratejilerini kolaylastirilmasina

yardimci olabilecek terapotik hedefler olarak kullanilabilirler.
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