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OZET

Tugrul Karatas, E. (2024). Metastatik Kolorektal Kanser Hastalarinda Biyobelirtegler
olarak Epigenetik Degisikliklerin Arastirilmasi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisti, Farmasotik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kolorektal kanser (CRC), en sik goriilen kanserlerden biridir ve diinya ¢apinda kansere
bagli mortalitenin ikinci 6nde gelen nedenidir. CRC’de erken evrelerde tespit iyi
prognoz ile iliskilidir. Kolonoskopi gibi mevcut tarama yontemleri invaziv ve yliksek
maliyetlidir. Bu nedenle, erken niiks veya kotii prognozlu hastalarin tanimlanmasini
kolaylastiracak ve sistemik metastazli hastalarin daha erken teshisine izin verecek
invaziv olmayan biyobelirteclere ihtiyac vardir. Epigenetik iizerine gerceklestirilen son
arastirmalar, mikro RNA (miRNA)'larin kanda bulunmasi erken teshis, risk
degerlendirmesi ve kanserlerin siniflandirilmasinda yararli biyogdstergeler oldugu
bildirilmistir. miRNA’larda epigenetik degisikliklerin incelenmesi oldukca spesifik
biyobelirteglerin ortaya ¢ikmasinda umut vericidir. Istanbul Universitesi Cerrahpasa-
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Onkoloji Anabilim Dali'na
basvuran en az 50 goniillii metastatik kolorektal kanser (mCRC) hastasindan ve hasta
olmayan control grubundan alinan periferik kan 6rneklerinden izole edilen mRNA'larda
CRC ile iligkili miRNA'larin regiilasyonunun ve bu miRNA'larin hedef genlerin
ekspresyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Elde edilen verilere
gore, kolorektal kanserde miR-21, miR-31, miR-143 ve miR196a ve bu miRNA’larin
hedef aldigit KRAS, HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A genlerinde degisiklikler gézlenmistir.
Bu projeden elde edilen sonuglar 1s1ginda; miRNA’larin, mCRC hastalarinda umut
verici  non-invaziv, prognostik ve metastaz 6ngorlicu  biyobelirte¢ olarak
kullanilmasinda katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, epigenetik, mikroRNA, kan, biyobelirtec

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2021-36935



ABSTRACT

Tugrul Karatas, E. (2024). Evaluation of Epigenetic Alterations as Biomarkers in
Metastatic Colorectal Cancer Patients. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Toxicology. Doktora Tezi. Istanbul.

Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequent cancers, and the second leading
cause of cancer-related mortality worldwide, but early detection is associated with good
prognosis. Current screening methods such as colonoscopy are invasive and costly.
Therefore, there is a need for non-invasive biomarkers that will facilitate the
identification of patients with early recurrence or poor prognosis, and permit earlier
diagnosis of the patients with systemic metastases. Recent studies have reported that the
presence of micro RNAs (miRNAs) in the blood are useful biomarkers for early
diagnosis, risk assessment and classification of cancers. Investigation of epigenetic
changes in miRNAs is promising in the emergence of highly specific biomarkers due to
their ease of obtaining. Regulation of CRC-related miRNAs in mRNAs isolated from
peripheral blood samples taken from the non-patient control group and at least 50
volunteer metastatic colorectal cancer (MCRC) patients who applied to the Department
of Internal Medicine, Department of Oncology, Istanbul University Cerrahpasa-
Cerrahpasa Faculty of Medicine, and it was aimed to investigate the effects of these
miRNAs on the expression of target genes. According to the data obtained, changes in
miR-21, miR-31, miR-143 and miR196a and in the KRAS, HK2, BCL2, PTEN,
DNMT3A genes targeted by these miRNAs were observed in colorectal cancer. In light
of the results to be obtained from the project; It is thought that miRNAs will contribute
to the use of promising non-invasive, prognostic and metastasis predictive biomarkers
in mCRC patients.

Key Words: Colorectal cancer, Epigenetic, microRNA, blood, biomarker

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanser (CRC), kanserle iligkili 6liimlerin basinda gelmektedir. CRC,
diinya ¢apinda goriilme sikliginin artmasi ve sagkalim oranlarmmin disiik olmasi
sebebiyle endise vericidir. CRC, sagliksiz yasam tarzina sahip olan kisilerde 6zellikle
sigara ve alkol kullanimi, hareketsizlik, artmig kirmiz1 et tiiketimi ve obezite gibi risk
etmenleri ile iliskilendirilmis (Siegel ve ark., 2023), duzenli fiziksel aktiviteye ve
beslenmeye sahip bireylerde ise CRC’ye karsi korumanin g6zlendigi bildirilmistir
(WCRF/AICR, 2018). CRC’nin yavas ilerleyen seyri ve prekanserdz lezyonlara
rezeksiyon uygulanabilmesi hastaligi erken donemde Onleyebilme sansi vermektedir.
Ancak, hastalarda ge¢ evreye kadar semptomlarin ortaya ¢ikmamasi sagkalim
oranlarmin diigmesine sebep olmaktadir (Rawson ve Bapat, 2012). CRC vakalarinin
%90-95’1 adenokarsinomdur. CRC’nin birincil lezyonu olan adenomlarin lokalize
olmasi, asemptomatik ozellikleri ge¢ taniya sebebiyet vermektedir. Birincil tanida
rezeksiyonla tedavi edilen hastalarin %45’i niiks yasamaktadir. Bu nedenle erken tani
icin rutin tarama yapilmasi ve CRC belirteglerinin gelistirilmesi énem kazanmistir
(Wang ve ark., 2014). Gliniimiizde kullanilan tan1 yontemlerinin invaziv olmasi, yiiksek
maliyeti ve komplikasyon gelistirme riski daha kolay kullanimi olan, maliyeti diisiik ve
hasta uyumunu arttiran spesifik biyobelirteclerin tespitini hizlandirmistir (Rawson ve
Bapat, 2012; lonescu ve ark., 2023). Ozellikle, son yillarda yapilmis caligmalarda
onemli epigenetik regilasyonlardan olan mikroRNA (miRNA)’larin  anormal
ekspresyonunun CRC’nin olusumu ve ilerlemesi iizerinde etkili oldugu kanitlanmigtir
(Lin ve ark., 2017). Epigenetik ¢alismalar; hastaligin erken evrelerde tespiti, metastazin
onlenmesi ve sagkalim oranini arttirma ile umut vaat etmektedir. Gegmisten giiniimiize
kanser epigenetigi ¢aligmalar1 kanser tiirleri i¢in yeni biyobelirtecler gelistirmeye olanak
saglamistir. Son kanitlar dolasimdaki miRNA’lar ile CRC’de gorilen fizyolojik ve
patolojik degisiklikleri invaziv bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(Wang ve ark., 2014). Doktora tez ¢alismasinda kolorektal kanserin erken tani ve
prognozuna yarar saglayacak biyobelirteglerin daha iyi anlagilarak gelecekte kullanimi
kolay, maliyeti diisiik ve hasta uyumunu kolaylastiran biyobelirteglerin gelistirilmesinde

miRNA’larin rolliniin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolorektal Kanser (CRC)

CRC, gastrointestinal sistemde kolon veya rektumdan kéken alan malignitelerdir
(Arnold ve ark., 2017). CRC, genetik ve epigenetik degisikliklerin kademeli olarak
birikimi sonucunda normal kolon mukozasinin invaziv kansere doniisiimii ile meydana
gelir (Binefa ve ark., 2014). Diinya ¢apinda kanser istatistiklerini web tabanli bir
platformda sunan Kuresel Kanser Gozlemevi (The Global Cancer Observatory,
GCO)’nin projesi olan GLOBOCAN verilerine gore 2022 yili yeni kanser vakalar
arasinda CRC 1.926.425 vaka (%9.6) ile ii¢lincii, malignitelerle iliskili 6liimler arasinda
904.019 vaka (%9.3) ile ikinci siradadir. Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore 2022
yilinda goriilen yeni kanser vaka sayilar1 Sekil 2-1°de verilmistir. GCO verilerine gore
yasa gore standardize edilmis insidans ve mortalite oranlari sirastyla Avrupa’da %27,9
ve %274, Kuzey Amerika’da %9,5 ve %7,3 ve Asya’da %50,2 ve %51,1°dir.
Uluslararas1 Kanser Ajansit (IARC) 2050 yilina kadar yeni CRC vakalarmin 3,6
milyona, CRC’ye bagli 6liim oranlarmin ise 1,83 milyona ulagacagini dngérmektedir

(Sekil 2-2) (WHO, 2024).
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Sekil 2-1: 2022 yihinda goriilen yeni kanser vaka sayilar1 (WHO, 2024).
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Sekil 2-2: TARC tarafindan hazirlanan 2050 yihna kadar tahmini CRC vaka sayilar
(WHO, 2024).

Epidemiyolojik calismalar CRC’yle ilgili degistirilebilir ve degistirilemeyen risk
faktorlerini tammlamistir. Yas, cinsiyet, boy, lynch sendromu, adenomat6z polipozis ve
inflamatuar bagirsak hastaliklarina sahip aile Oykiisii degistirilemeyen risk faktorleri;
obezite, alkol ve sigara kullanimi, islenmis et ve kirmiz: et tiiketimi gibi degistirilebilir
risk faktorleri olarak kategorize edilmistir (Fadaka ve ark., 2019; Wang ve ark., 2019).
CRC, 50 yas tstii kisilerin yani sira giinlimiizde 50 yas altinda da gorilmekle birlikte
erkeklerde daha baskindir (Brenner ve ark., 2010; Siegel ve ark., 2023). 2015 yilinda
Thrift ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada artan boy uzunlugu kadinlarda CRC
riskindeki artisla iligskilendirilmistir (Thrift ve ark., 2015). Fiziksel aktivite (Harriss ve
ark., 2009), aspirin veya diger non-steroidal antienflamatuvar ila¢ kullanimi (Rothwell
ve ark., 2010; Wang ve ark., 2018), kadinlarda postmenopozal hormon kullanimi1 (Lin
ve ark., 2012), kalsiyum (Huncharek ve ark., 2008), folat (Bouras ve ark., 2023),
meyve, sebze ve lifli gidalarin tilketimi (Park ve ark., 2005) diisiik CRC riski ile iligkili

bulunmustur.

Tumor-nod-metastaz (TNM) evreleme sisteminde timor lokalizasyonu, hiicre
tipi, timar tipi, metastaz derecesi ve timor derecesine gore siniflandirma yapilmaktadir

(Fadaka ve ark., 2019). TNM evrelemesi CRC i¢in terapotik kararlart yonlendirmeye



yardimc1 olan Onemli bir prognostik siniflandirma aracit olarak kullanilmaktadir
(Schetter ve ark., 2012). Metastatik CRC (Evre 1V) yaklasik %14°likk 5 yillik sagkalim
oranina sahiptir ve mortalite orani yiiksek bir hastalik olmaya devam etmektedir

(Rumpold ve ark., 2020; Shin ve ark., 2023).

2.2. Epigenetik

‘Epigenctik’, DNA dizisini etkilemeden kromatin yapisindaki kalitsal
degisiklikler sonucuda gen ekspresyonlarinda gozlenen degisiklikleri inceleyen bilim
dalidir (Delcuve ve ark., 2009). Conrad Waddington, ‘’epigenetik’’ terimini ilk kez,
DNA dizisinde degisiklik meydana gelmeden hiicresel fenotipde goriilen kalitsal
degisiklikler olarak tamimlamistir (Dawson ve Kouzarides, 2012). Epigenetik
mekanizmalar kromatinin yapisinda degisiklige sebep olur, ancak hiicre buyumesi
esnasinda stabil olan DNA dizisinde degisiklik gostermeden gen ekspresyonunun
diizenlenmesini saglar (Miranda Furtado ve ark., 2019). Kromatin bazli olaylarin DNA
sablonu {izerindeki siireclerini diizenleyen epigenetik modifikasyonlarin kanserin
gelisimi ve ilerlemesindeki rolii ve tersine cevrilebilir 6zellikleriyle glnimizde
genomik arastirmalarin odagi haline gelmistir (Dawson ve Kouzarides, 2012).Kanserle
iligkili baslica epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu, histonlarin post-
translasyonel modifikasyonlart ve miRNA’lardaki degisikliklerdir (Sekil 2-3) (Sawan
ve ark., 2008).
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Sekil 2-3: Epigenetik modifikasyonlar (Sawan ve ark., 2008).



Kromatin, cekirdekteki proteinlerle ilintili kromozomal DNA kompleksidir
(Rezapour ve ark., 2019). Kromatinin temel birimi olan niikleozom ¢ekirdegi 147 bp’lik
DNA ipligini dort ¢ekirdek histon proteininden (H2A, H2B, H3 ve H4) meydana gelen
bir oktomerin etrafina sarar (Sekil 2-4) (Biswas ve Rao, 2017; Mescher, 2018).

Histon Molekiilleri
(4 tiirden 2'ser adet) H1

H2A, H2B, H3, H4

Sekil 2-4: Niikleozomun yapisi (Mescher, 2018).

Kromatin, okromatin ve heterokromatin olmak iizere ikiye ayrilir. Okromatin
daha az yogulasmanin goriildigii aktif; heterokromatin ise daha fazla yogunlagmis
inaktif DNA bolgesidir. Epigenetik mekanizmalar heterokromatin ve o6kromatin
durumunu duzenleyerek genlerin transkripsiyonel olarak aktif veya inaktif olmasin
saglamaktadir (Sekil 2-5) (Mobley, 2019; Castro-Mufioz ve ark., 2023).

Gen Histon Kuyrugu

of

Histon Kuyruju
g

Metil Grubu Asetil Grubu
DNA'ya erisilemez, Gen inaktif DNA'va ulasilabilir, Gen aktif

A B
Sekil 2-5: A. Heterokromatin, B. Okromatin (Mobley, 2019).

Birbirini giliclendiren bu lic mekanizmadan birinde veya birkaginda goriilen
degisiklikler gen ekspresyonunun asir1 artmasina veya baskilanmasina neden olarak

kanser gelisimine katkida bulunmaktadir (Liu ve ark., 2014).



2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en fazla c¢alisilan epigenetik modifikasyon olmasinin yani sira
Iyi bilinen epigenetik belirteclerden biridir (Miranda Furtado ve ark., 2019). DNA
metilasyonu; bir metil grubunun (-CHs), DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri ile
sitozin-fosfat-guanozin (CpG) diniikleotidlerindeki sitozinin 5 numarali karbonuna
kovalent baglanmasi ve 5-metilsitozin (5-mC) olusumu ile gorilen tersine cevrilebilir
ana epigenetik mekanizmadir (Jones ve Baylin, 2002; Kulis ve Esteller, 2010; Park ve
Han, 2019). Kanserde; 5-mC’in genel kaybi (global hipometilasyon) ve gen
promotorleriyle iliskili CpG adalarinda goriilen hipermetilasyon olmak iizere iki farkli
anormal DNA metilasyonu gorulektedir (Gokul ve Khosla, 2012). Bu epigenetik
modifikasyon, metil saglayici S-adenosil-L-metiyonin (SAM) kullanilarak DNMT
enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2-6) (Biswas ve Rao, 2017). Besin takviyesi
olarak yaygn bir sekilde kullanilan SAM, metiyonin ve ATP’den olusmaktadir (Fandy
ve Gore, 2010). SAM, DNMT’ler tarafindan metil grubu baglanmasindan sonra S-
adenosil-homosisteine (SAH) cevrilir (Fandy ve Gore, 2010; Biswas ve Rao, 2017).
Memelilerde 5 farkli DNMT gozlenmistir. Bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve izoformu DNMT3L’dir (Han, 2010; Castro-Mufioz ve ark., 2023). DNA
metilasyonunun biiyiik bir kisminda yer alan DNMT1 tanimlanan ilk metiltransferazdir.
Yapilan ¢alismalarda 5-mC iceren DNA’ya sahip Okaryotlarin neredeyse tamaminda
DNMT1 homologlar1 tespit edilirken, 5-mC igermeyenlerde bulunmamistir (Gokul ve
Khosla, 2012). DNMT1 yari metillenmis CPG bolgelerini, de novo metil
transferazlardan DNMT3A ve DNMT3B ise metillenmemis CPG’leri hedefleyerek
metil grubu baglarlar (Kanwal ve Gupta, 2010).
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Sekil 2-6: DNA metilasyonu. A. SAM varhiginda DNMT tarafindan katalize edilen sitozinin 5
pozisyonundaki metilasyon, B. Promotor bolgedeki metillenmemis CpG'ler transkripsiyonu ortadan
kaldirmaz, gen eksprese edilir; promotor bolgedeki metillenmis CpG'ler transkripsiyonu ortadan kaldirir,
gen ekspresyonu inhibe edilir (Kulis ve Esteller, 2010).

DNA metilasyonu; transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini
engelleyerek dogrudan, metil CpG baglanma alan1 (MBD) proteinleri ile birlikte
dolayli yoldan gen ekspresyonunu inhibe eder (Sekil 2-7). CpG metilasyonunda olusan
5-mC, metil CpG baglama alan1 (MBD) proteinleri i¢in bir alan haline gelir (Biswas ve
Rao, 2017). MBD’ler gen promotorlerine karsi olduke¢a yiiksek spesifiklige sahiptir ve
hipermetilasyon ile transkripsiyonu baskilanarak susturulmus kanserle iliskili genlerin
lokuslarinda bulunmustur (Gokul ve Khosla, 2012). MBD ailesibes ¢ekirdek protein
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 ve metil CpG baglayict protein 2 (MeCP2) den
olusur(Biswas ve Rao, 2017). MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 ve MeCP2 5-mC
bolgesinde kromatin yeniden modelleme kompleksi veya histon modifiye edici
enzimlerdeki proteinlerle birlikte transkripsiyonel baskilamayi kolaylastirir (Grady,
2005; Park ve Han, 2019). MBD2’nin kolon kanseri ile iligkili tiimér baskilayici
genlerden siklin bagimli kinaz inhibitorii 24 (CDKN2A, pl4°RF  p16'™N4A gibi)
hipermetilasyona ugramis promotorlerine baglanarak bunlarin ekspresyonlarini inhibe

ettigi tespit edilmistir (Gokul ve Khosla, 2012).



Compacted chromatin
gene inhibition

Sekil 2-7: DNA metilasyonunun aracihk ettigi gen sessizlesmesi mekanizmasi. DNA
metilasyonunu MBD ve histon deasetilaz (HADC)‘larn birlesimi takip eder. Sonucunda kromatin
yogunlasmasi ve gen inaktivasyonu gériiliir (Kulis ve Esteller, 2010).

DNA metilasyonunun tersine gevrilebilirligi birkag yolla gerceklesir (Park ve
Han, 2019). On-onbir translokasyon (TET) enzimleri kromatin yapisini diizenleyerek
gen ifadesinde degisikliklere sebep olur (Castro-Mufioz ve ark., 2023). TET1, TET2 ve
TET3 sirali oksidasyonlarla 5-mC’yi 5-hidroksimetilsitozine (5-hmC) cevirerek 5-
karboksilsitozin (5-caC) ve 5-formilsitozin (5-fC) ara riinlerini olusturur. 5-caC ve 5-
fC, baz eksizyon onarimi yoluyla DNA onarim proteini timin glikozilazlar tarafindan
uzaklastirilarak TET hedef bolgelerde metillenmemis sitozinler olusturur. Bir diger yolu
ise hiicre boliinmesi esnasinda 5-hmC kaybi ile pasif olarak demetilasyon gerceklesir
(Park ve Han, 2019; Castro-Mufioz ve ark., 2023). 5-hmC bir epigenetik belirte¢ olarak
kabul edilmistir. DNA demetilasyon ara iriinii olarak bilinen 5-hMC, DNA’ya bagh
belirli proteinleri iterek veya cekerek transkripsiyonel olarak etkili olmaktadir. En
onemli 6rnegi Chapman ve ark. (2015), 5-hmC’nin CRC’de kolonosit farklilagsmasinda
ve CRC’deki gen ifadesinde spesifik bir rolii oldugunu kanitlamistir (Rezapour ve ark.,
2019). Kanser tiirlerinde azalmis TET gen ekspresyonu ve sonucunda daha diisiik

hidroksimetilasyon diizeyleri tespit edilmistir (Miranda Furtado ve ark., 2019).



Genom Capinda (Global) Hipometilasyon

DNA metilasyonunu kanserle iliskilendiren 6nemli biyogostergelerden biri
genom capinda global hipometilasyondur (Gokul ve Khosla, 2012). insanda CPG
bolgelerinin (dindkleotidlerinin) yaklasik %70’1i metillenmistir (Kanwal ve Gupta, 2010;
Rezapour ve ark., 2019;). Kanserdeki ilk epigenetik modifikasyon normal dokularda,
tiimorlere gore DNA metilasyon diizeyinin daha diisiik bulunmasiyla tespit edilmistir.
Bu metilasyon kayb1 tekrarlayan bolgelerdeki hipometilasyondan kaynaklanarak
onkogenlerin transkripsiyonunu arttirarak onkogenezin olusumuna sebep olmustur (Das
ve Singal, 2004; Esteller, 2008).

Yiiksek verimli genom c¢apinda DNA metilasyon c¢aligmalari hipometilasyona
ugrayan bolgelerin sikliginin tiimorde daha fazla goriildiigiinii tespit etmistir (Adorjan
ve ark., 2002; lacobuzio-Donahue ve ark., 2003). CRC’de genomik hipometilasyon tiim
evrelerde ilk gorilen anormal metilasyondur. HRas proto-onkogen (HRas), proto-
onkogen c-myc (MYC) gibi onkogenlerin hipometilasyonu ve tekrarlayan elementler
(LINE1l-uzun dagilmis niikleer eleman ve makrosatellitler gibi) genomik stabiliteyi
bozarak timor gelisimine neden olur (Moreta-Moraleda ve ark., 2023). Global
hipometilasyonun en iinlii 6rnegi LINE1 tekrar dizisi CRC’de zayif sagkalima sebep

olmustur (Rezapour ve ark., 2019).
Gene Ozgli Hipermetilasyon

CpG adalan, daha yiiksek oranda CpG diniikleotidleri iceren promotor
bolgelerdir (Grady, 2005). Tim gen promotorlerinin %60’1 CpG adaciklari
icermektedir. Bunlarn biiyiik bir kismi normal gelisimde veya yetiskin hucrelerin
yenilenmesinde DNA metilasyonuna ugramamistir (Baylin ve Jones, 2016). Genellikle
genler arasinda ve intragenik bolgede bulunan metillenmemis Cpg dintkleotidleri gen
sessizlestirme ve kromozomal stabilitenin kontroliinde kritik bir role sahiptir (Kanwal
ve Gupta, 2010; Rezapour ve ark., 2019). Promoter bolgedeki Cpg adalarinin
hipermetilasyonu, DNA onarim genlerinin ve tiimor baskilayict genlerinin
transkripsiyonel inaktivasyonuna neden olur.(Moreta-Moraleda ve ark., 2023). Genlerin
transkripsiyonel olarak baskilanmasi kanser tiirlerinde en ¢ok calisilan epigenetik
modifikasyonlardan biridir (Gokul ve Khosla, 2012). CpG adalarindaki promotor

hipermetilasyon kanser gelisiminde rol oynayan hiicre dongusu, apoptoz, hiicre-htcre



etkilesimi, anjiyogenez, DNA onarimi mekanizmalarinda rol oynayaen genleri etkiler

(Esteller, 2008).

Gunumuze dek farkli kanser tiirlerinde siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
(CDKN2A), tumor proteini P53 (TP53), siklin bagimli kinaz inhibitérii 14 (p21),
metalloproteinaziarin doku inhibitori 3 (TIMP3), ‘ras association domain family
member 1’ (RASSF1A), kanserde hipermetilasyon 1 (HIC1), BCL2 apoptoz dizenleyici
(BCL2), ‘ECRG4 augurin precursor’ (ECRG4) ve e-cadherin dahil olmak tizere birgok
timor baskilayict genin DNA hipermetilasyonuna ugradig: tespit edilmistir (Gokul ve
Khosla, 2012). DNA onarim genlerinden mutL homolog 1 (MLH1), metilguanin-DNA
metiltransferaz (MGMT), meme kanseri 1 (BRCA1) ve Werner sendromu ile ilgili
genlerin promotoriinde hipermetilasyona rastlanmistir (Esteller, 2008; Gokul ve Khosla,
2012). CRC hastalarinda ise adenomattz poliposiz koli (APC), MLH1, TIMP3, GATA
baglayict protein 4 (GATA4), GATA baglayict protein 5 (GATA5), CDKN2A, p16'NK4,
RASSF1A, glutatyon S-transferaz pi 1 (GSTP1), trombospondin 1 (THBSL), salgilanan
apoptoz iliskili protein % (SFRP1/2) ve ‘dickkopf WNT sinyal yolu inhibitorii 2’
(DKK2) promotor bolgelerinin hipermetilasyonu sonucunda gen ekspresyonlarinin
azalarak sag kalim oranini azalttig1 tespit edilmistir (Grady, 2005; Biswas ve Rao, 2017;
Rezapour ve ark., 2019). Yapilan c¢alismalarda MLH1’in inaktivasyonu CRC’de
karsinojenezin bir sonucu degil nedeni oldugu saptanmistir (Grady, 2005). TUmor
baskilayici genlerden pl6, insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict protein 7 (IGFB7)
promotor hipermetilasyonunun CRC’de polipin ilerlemesine, lenf diiglimlerine ve uzak
organ metastazina sebep olduguna iligskin veriler bulunmaktadir (Rezapour ve ark.,
2019).

2.2.2. Histon Modifikasyonlari

Kromatin yapisi, DNA metilasyonunun yani sira gen regiilasyonunda ve
karsinojenezde rol oynayan histon modifikasyonlarindan da etkilenmektedir (Kanwal ve
Gupta, 2010). Histonlarin  posttranslasyonel ~ modifikasyonlar1  sonucunda
niikkleozomlarin ii¢ boyutlu yapilari degisir ve DNA’ya ulasilabilirlik etkilenir (Han,
2010).

En iyi bilinen histon modifikasyonlari; metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,
ADP-ribosilasyon ve ubiquitinasyondur (Sekil 2-8). Bu modifikasyonlar, gen

ekspresyon seviyelerini degistirir ve kromatin bagimli siire¢lerin diizenlenmesinde etkili
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olmaktadir (Moreta-Moraleda ve ark., 2023). Histon modifikasyonlar1 gesitli histon
proteinleri, varyantlar1 ve kalintilarinda meydana gelmektedir. Farkli kimyasal gruplar
(metil, asetil, fosfat gibi) ve farkliseviyeleri (mono-, di-, tri-metilasyon gibi)
icermektedir (Biswas ve Rao, 2017; Castro-Mufioz ve ark., 2023). Bu modifikasyonlar
tersine cgevrilebilir olup biiyiik bir kism1 H3, H4 ¢ekirdek proteininin histon kuyrugunda
ve lizin, arginin, serin kalintilarinda gerceklesmektedir (Kanwal ve Gupta, 2010).
Histonlarin asetilasyon ve metilasyonu gen transkripsiyonu sonucunda gen ifadesinin
diizenlenmesinde, DNA onarim1 ve replikasyonunda, kromozomlarin organizasyonu

gibi nukleer sureclerle dogrudan iliskilidir (Esteller, 2008).
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Sekil 2-8: Histon modifikasyonlari. Histon N-terminal kuyrugu niikleozom yapisini ve
fonksiyonunu modiile etmede ¢ok énemli bir rol oynar. Histon kuyrugunun farkli kalintilar1 {izerindeki
cesitli modifikasyonlar burada gosterilmektedir; S, T, K ve R, sirasiyla serin, treonin, lizin ve arginini
temsil eder (Biswas ve Rao, 2017).

Histon Asetilasyonu

Lizin (K) kalintilarinda gériilen histon asetilasyonunun histonlar ve DNA’nin
etkilesiminin tizerinde {izerinde kritik bir rolii vardir (Biswas ve Rao, 2017). Bu
modifikasyonda lizin kalintilar1 negatif yiiklenir ve negatif ylike sahip DNA’nin
itilmesine sebep olmaktadir. Bunun sonucunda kromatin yogunlagmasini azaltir ve
enzimatik aktivitelerin gerceklesmesi igin baglanma bdlgeleri olusturur (Moreta-
Moraleda ve ark., 2023). Histon lizinlerinde gorilen asetilasyon transkripsiyonel

aktivasyonla ilgilidir (Esteller, 2008). Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu



sirasiyla histon asetiltransferaz (HAT)'lar ve histon deasetilaz (HDAC)’lar tarafindan
katalize edilir (Jung ve ark., 2020). HAT'ler ve HDAC'ler tarafindan meydana gelen
histon asetilasyonundaki epigenetik degisikliklerin karsinojenezde 6nemli etkileri
bulunmaktadir (Moreta-Moraleda ve ark., 2023). Histon asetilasyon durumunun
karsinojenezin gelisimi ve ilerlemesinde ©nemli iki rolii bulunmaktadir. Proto-
onkogenlerle iligkili histonlarin hiperasetilasyonu, gen ekspresyonunu aktive ederken,
tiimor baskilayic1 genlerle iligkili histonlarin hipoasetilasyonu, ilgili genleri susturur
(Jones ve Baylin, 2002; Jung ve ark., 2020; Castro-Mufoz ve ark., 2023; Moreta-
Moraleda ve ark., 2023).

Histon Metilasyonu

Histon kuyruklar1 K, arginin ve histidin gibi kalintilarda metilasyona
ugramaktadir. Bu epigenetik modifikasyonda asetilasyonun tersine DNA yogunlasmasi
Uzeinde dogrudan etkili degildir. Farkli protein komplekslerine spesifik alanlar agarak
gen ifadesinde degisikliklere sebep olur (Moreta-Moraleda ve ark., 2023). Histon
metilasyonu ile goriilen fonksiyonel farkliliklar kalintinin tiirii ile metilasyonun
degistirdigi spesifik alanla ilgilidir (Esteller, 2008) Histon metiltransferaz ve histon
demetilazlar tarafindan katalize edilir (Park ve Han, 2019). Onkogenlerin aktivasyonu,
tumor baskilayict genlerin inhibisyonu ile tiimor gelisimine katki saglamaktadir

(Moreta-Moraleda ve ark., 2023).

Arginin kalintilarindaki metilasyon transkripsiyonel aktivasyonu arttirirken, K
kalintilarinda goriilen metilasyon gerceklestigi bolgeye bagli olarak transkripsiyonel
aktivasyon veya inhibisyona sebep olabilir. Ornegin, histon 3 (H3)’ iin K4
trimetilasyonu (H3K4me3) transkripsiyonel aktivasyonla iliskiliyken; H3K9me3
transkripsiyonel inhibisyonla iliskili bulunmustur. Yine, H3K27 ve H4K27
metilasyonunun da transkripsiyonel inhibisyonla iligkili olduguna dair veriler mevcuttur

(Esteller, 2008; Biswas ve Rao, 2017).

2.2.3. Mikro RNA’lar

Kodlayict olmayan RNA (ncRNA)’lar son yillarda gen ekspresyonunu kontrol
eden ¢esitli mekanizmalardaki etkileri sebebiyle ilgi odagidir. ncRNA’lar uzunluklarina
gore temelde ikiye ayrilir. Bunlar miRNA (19-31 nikleotid) ve uzun ncRNA
(INcRNA>200 nikleotid)‘dir (Miranda Furtado ve ark., 2019). MiRNA’lar kiigiik

kodlanmayan RNA’lardir ve mRNA’nin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde kritik



bir role sahiptir (Hussen ve ark., 2021). “Ulusal insan Genomu Arastirma Enstitiisii”
tarafindan olusturulan GENCODE gen setleri Kanser Genom Atlasi dahil olmak {izere
bircok proje tarafindan kullanilmaktadir. GENCODE (v.45) verilerinde, insan
genomunda toplam 20.424 IncRNA kodlayan gen ve 1879 miRNA kodlayan gen
listelenmistir (GENCODE v45., 2024)

MiRNA’lar gen ifadesindeki degisiklikler ile oksidatif stres, hipoksi, DNA
hasarma hiicresel yanit ve karsinojeneze sebep olur (Ali Syeda ve ark., 2020).
Onkogenik miR (onko-miR) ve tumor baskilayict miR (onkosupresér- miR) olarak islev
gorurler. Karsinojenezde onko-miR’lerin ekspresyonu artarken onkosupressor-

miR’lerin ekspresyonu azalmaktadir (Fandy ve Gore, 2010; Hussen ve ark., 2021).

Spesifik miRNA’larin kanserdeki roliine iligkin ilk calisma 2002’de Calin ve
ark. tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmada kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarindan
alinan 6rneklerde miR-15 ve miR-16’nin ekspresyonunun baskilandigina iliskin veriler
mevcuttur (Calin ve ark., 2002). Cimmino ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise
KLL hastalarinda miR-15 ve miR-16’nin ekspresyonunun baskilandigi ve bu miR’lerin

BCL2 ekspresyonuyla ters iliskili oldugu bulunmustur (Cimmino ve ark., 2005).

Lu ve ark. tarafindan 2005°te yapilan bir ¢alismada kanserli hastalardan alinan
toplam 334 ornekte 217 memeli miRNA’siin normal dokulara gore baskilandig tespit
edilmistir (Lu ve ark., 2005). 2006’da Volinia ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
ise; akciger, mide, meme, pankreas, prostat ve kolon kanseri hastalar1 ve saglikli
kisilerden alinan 540 ornekle yapilmis buyik 6lgekli miRNome analizinde de normal
dokulara kiyasla ekspresyonu anormal artis gosteren miRNA verisine ulagilmistir. Bu
calismada miRNA’lardan 6zellikle miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92 ve miR-
155’in kanserle iliskisi agiklanmaya ¢alisilmigtir(Volinia ve ark., 2006).

Normal sartlarda miRNA’lar hiicre metabolizmasi, hiicre proliferasyonu ve
protein sentezi gibi streclerin diizenlenmesinde gerekliyken bunlarin serbest kalmasi ve
ekspresyonlarindaki degisikliklikler karsinojenezin baslangici, ilerlemesi ve metastazi

ile iliskilidir (Hussen ve ark., 2021).
MiRNA Biyosentezi

MiRNA’lar yeni ortaya ¢ikan birincil miRNA (pri-miRNA) transkriptlerinin iki
kere ardigik boliinmesi sonucu olusur (Sekil 2-9) (Ali Syeda ve ark., 2020). Bu slrecte
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Argonaute protein ailesinden RNA polimeraz 1l ve RNaz Il enzimleri (Drosha ve
Dicer) gorev alir (Hussen ve ark., 2021). Pri-miRNA o6ncelikle ¢ekirdekteki Drosha
tarafindan kopyalanarak oncii miRNA (pre-miRNA)’y1 olusturur (Rezapour ve ark.,
2019). Pre-miRNA Dicer tarafindan katalize ugrayarak kiigiik olgun miRNA’dan
olusan RNA dubleksini meydana getirir (Ali Syeda ve ark., 2020). Bu olgun gift
sarmallt RNA ise olgun miRNA’nin tek ipligini tutan Argonaute proteinlerine baglanir
ve diger kofaktorlerle birleserek RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC)’i olusturur.
Olusan miRNA susturma kompleksi (miRISC), 3’ ¢evrilmemis bolgesindeki (3°-UTR)
tamamlayict dizilerle hedef gen mRNA’smin translasyonel baskilamayi indiikler (Ali

Syeda ve ark., 2020; Hussen ve ark., 2021).
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Sekil 2-9: miRNA biyogenezi. Cogu miRNA, pri-miRNA olarak bilinen baslangi¢ transkriptini
olusturmak i¢cin RNA polimeraz II enzimi tarafindan kopyalanir. Pri-miRNA’dan, pre-miRNA’nimn
meydana gelmesinde Drosha ve DGCRS igeren bir kompleks gorev alir. Pre-miRNA, Ran-GTP ile
birlikte Exportin 5 tarafindan sitoplazmaya gecer. Pre-miRNA, Dicer tarafindan ¢ift sarmalli RNA’y1
olusturur. Cift sarmalli RNA, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) ile birlesen olgun bir miRNA
olusturmak {izere boliiniir. Olgun miRNA, RISC'yi hedef mRNA'y1 tanimasi igin ydnlendirerek mRNA
bozulmasina veya translasyonun baskisina yol agar (Biswas ve Rao, 2017).



2.2.3.1. CRC’deki miRNA’lar

MiRNA ekspresyonlarindaki degisiklikler karsinojenezle iliskilendirilmis olup
farkli miRNA profillerinin insan kanserlerinin smiflandiriimasinda  kullanildigi
gorulmektedir (Ng ve ark., 2009). MiRNA’larin CRC goriilme siklig1 ve karsinojenezin
ilerlemesi tizerinde 6nemli bir rolii olduguna dair veriler mevcuttur (Han ve ark., 2021;
Hishida ve ark., 2022; Mahmoud ve ark., 2022; Zhao ve ark., 2022; Abo-Elela ve ark.,
2023; Liu ve ark., 2023; Yoshikawa ve ark., 2023). CRC hastalarinda anormal
ekspresyon gosteren miRNA’lar arasinda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-145
bulunmaktadir(Lin ve ark., 2017; Rezapour ve ark., 2019).

MiRNA ekspresyon seviyelerinde goriilen degisiklikler CRC ve diger kanser
tirlerine onemli bir katki saglamaktadir. MiRNA’lar normal sartlarda stabildir.
Hastalarin plazma veya serumunda kolaylikla saptanabilmesi onlart minimal invaziv
biyobelirte¢ haline getirir (Hofsli ve ark., 2013). CRC’de ckspresyonlar1 degisiklige
ugrayan miRNA’lar ve hedef genleri Tablo 2-1’de gésterilmistir.

Tablo 2-1: CRC’de ekspresyonlar1 degisiklige ugrayan miRNA’lar ve hedef genleri

MikroRNA Hedef Gen Referans
Onkogen miRNA’lar
miR-9 E-cadherin Lu ve ark., 2012
miR-17 Rho GTPaz ailesi 3 (RND3) Luo ve ark., 2012
miR-18a ‘Ataxia telangiectasia mutated’ (ATM) Wu ve ark., 2013
miR-19a Transferrin (TF) Yu ve ark., 2013
Programlanmz;hucre oluinu 4 (PDCD4), Meng ve ark., 2007: Zhu ve
fosfataz ve tensin homologu (PTEN), ) .
. ) ark., 2007; Asangani ve ark.,
kirsten sican sarkoma viral onkogen . .
. : 2008; Fujita ve ark., 2008;
homologu (KRAS), RAS p21 protein ! .
Lo . Gabriely ve ark., 2008; Lu ve
aktivatori 1 (RASAL), Ras homolog aile :
Lo AP ark., 2008; Sayed ve ark.,
uyesi B (RhoB), doniistiiriicii biiyiime 2008; Zhu ve ark., 2008; Wang
miR-21 faktpr_u beta r.esef’t.or 2 (T GFﬁ 1.%2 ) " kazal ve ark., 2009; Cottonham ve
motifli reversiyon indukleyici sistein ark. 2010° Hatlev ve ark
(RECK), niikleer faktor 1 B (NF1B), o <00 Hatley n
A . ; 2010; Chang ve ark., 2011; Liu
tropomiyozin 1 (TPM1), ‘sprouty 2 _ S
LR, e ve ark., 2011; Horiuchi ve ark.,
(SPRY2), TIMP3, maspin, hiicre béltinme _ o
R 2012; Yu ve ark., 2012; Xiong
dongust 25 homolog A (CDC25A), T- ,
. S ve ark., 2013; Gong ve ark.,
lenfoma invazyon ve metastazi indiikleyen 2015: Shi ve ark. 2016
protein 1 (TIAM1), BCL2 ’ B
miR-22 B hiicresi translokasyon geni 1 (BTG1) Zhang ve ark., 2015
miR-26b Siklin D1 baglay:c: protein 1 (DIP1) Benderska ve ark., 2015
o Ist soku protein ailesi A (Hsp70) tiyesi 5
miR-30 (GRP78) Su ve ark., 2013
miR-31 RASA1L, TIAM1, SFRP1, ‘SATB homeobox  Bandrés ve ark., 2006;

2’ (SATB2), KRAS, ‘forkhead box C2°

Cottonham ve ark., 2010; Sun




(FOXC2), forkhead box P3’ (FOXP3), axis ve ark., 2013; Kent ve ark.,

inhibisyon proteini 1 (AXIN1) 2016; Lundberg ve ark., 2018;
Li ve ark., 2024
miR-32 PTEN Wou ve ark., 2013
MiR-92a BCL2, PTEN Tsuchida ve ark., 2011; Zhang
ve ark., 2014
. o A Huang ve ark., 2011; Qin ve
miR-95 Sorting nexin 1’ (SNX1) ark., 2015
miR-106a RB transkripsiyonel korepresor 1 (RB1), Feng ve ark., 2012; Ivkovic ve
TGFpR2 ark., 2013
miR-106b PTEN, p21 Zheng ve ark., 2015
miR-135a APC, metastaz supresér 1(MTSS1) al:lrakgelz,o\iezark., 2008; Zhou ve
o MLH1, mutS homolog 2 (MSH2), mutS .
miR-155 homolog 6 (MSH6) Valeri ve ark., 2010
. ‘CCAAT enhancer binding protein beta’
miR-191 (C/EBP) Zhang ve ark., 2015

Homeobox A7 (HoxA7), homeobox B8
(HoxB8), homeobox C8 (HoxC8) homeobox
D8 (HoxD8), NFKB inhibitori alfa (IxkBca),

Schimanski ve ark., 2009;
Fawzy ve ark., 2017; Pao ve

miR-196a bityume inhibitori aile tyesi 5 (ING5), AKT Ei'fe'fovlfgrﬁ'”zvoeﬁfkg,’. ;?rl.géi
Serin/Treonin Kinaz 1 (AKT1), PDCD4, (¢ arE oo ]
‘Annexin A1’ (ANXAL) B
miR-214 I(:I;t();rlc:)télf)st blytme faktori reseptoru 1 Chen ve ark., 2014
p21, MBD2, ‘PH domain and leucine rich
repeat protein phosphatase 1 (PHLPP1), Liao ve ark., 2013; Olaru ve
miR-224 ‘PH domain and leucine rich repeat protein ark., 2013; Yuan ve ark., 2013;
phosphatase 2’ (PHLPP2), SMAD aile Zhang ve ark., 2013
tyesi 4 (SMAD4)
miR-449-5p ‘forkhead box 04’ (FOX0O4), PDCD4 Liu ve ark., 2011
miR-675 RB1 Tsang ve ark., 2010
Tumor Baskilayicr miRNA’lar
miR-7 YY1 transkripsiyon faktori (YY1) Zhang ve ark., 2013
MiR-16 Siklin bagimli ki_nc_zz 6 (CDK®), siklin D1 Ma ve ark., 2013; Liu ve ark.,
(CCND1), ‘survivin’ (BIRC5) 2008
miR-22 p21 Tsuchiya ve ark., 2011
miR-28-5p CCND1, ‘homeobox B3’ (HOXB3) Almeida ve ark., 2012
miR-29 Matriks metallopeptidaz 2 (MMP2) Ding ve ark., 2011
miR-30a ‘Denticleless Homolog’” (DTL) Baraniskin ve ark., 2012
miR-33a Pim-1 onkogen (PIM) Thomas ve ark., 2012
miR-34 Axis inhibisyon proteini 2 (AXIN2), snail Kim ve ark., 2011; Kim ve

ailesi transkripsiyonel represér 1 (SNAIL1) ark., 2013

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii Yamakuchi ve ark.. 2008:

reseptori alfa (PDGFRa), laktat .
. A Mandke ve ark., 2012; Wu ve
miR-34a dehidrojenaz A (LDHA), MDM4 p53 ark., 2012: Li ve ark., 2015: Li

regulatori (MDM4), sirtuin 1 (SIRT1), FOS
benzeri antijen 1 (FRAL, FOSL1), BCL2 V& &K 20152

Siklin B1 (CCNBL1), Erb-B2 reseptoru _
miR-93 tirozin kinaz 2 (ERBB2), SMAD aile (iyesi 7 ;(rakngz\(l)elgrk., 2012; Tang ve
(SMAD7) B '

miR-100 ‘Leucine rich repeat containing G protein-  Zhou ve ark., 2015




coupled receptor 5’ (LGR5)

miR-101 Siklooksijenaz 2 (COX-2) Strillacci ve ark., 2009
DNMT1, DNMT3B, p53 apoptoz uyarict

miR-124 proteinin inhibitori (IASPP), sinyal Zhang ve ark., 2013; Liu ve
doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 3 ark., 2013; Chen ve ark., 2015
(STAT3)

miR-126 C-X-C motif kemokin reseptori 4(CXCR4), Guo ve ark., 2008; Li ve ark.,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) 2013

miR-127 BCL6 transkripsiyon represér (BCL6) Saito ve ark., 2006

miR-133b '(I'_:I_Ag?l:li);)x baglayici protein benzeri 1 Xiang ve Li, 2014
RAP1B RAS onkogen aile Uyesi (RAP1B), .

miR-139 instlin benzeri buylme faktori 1 reseptor Guo ve ark., 2012; Shen ve

ark., 2012
(IGF-IR)
. Insulin reseptér substrati 1 (IRS1), notch .

miR-139-5p reseptorii 1 (Notch1) Mi ve ark., 2015
KRAS, DNMT3A, hekzokinaz 2 (HK2), Akao ve ark., 2007; Slaby ve
IGF-IR, kolon kanseriyle iligkili metastaz 1 ~ ark., 2008; Chen ve ark., 2009;
(MACC1), integrin alfa 6 (ITGA6), PH Ng ve ark., 2009; Gregersen ve
domain 3 (ASAP3), BCL2, MYC, matriks ark., 2012; Zhang ve ark.,

miR-143 metallopeptidaz 9 (MMP9), matriks 2012; Qian ve ark., 2013; Bai
metallopeptidaz 7 (MMP7), Fos benzeri ve ark., 2016; Yu ve ark.,
antijen 2 (FOSL2), epidermal biyume 2016; Li ve ark., 2018; Guo ve
faktor reseptorii 3 (ERBB3), hiicre dist ark., 2019; Karimi ve ark.,
sinyalle dizenlenen kinaz 5 (ERK5) 2019

. ‘Rho associated coiled-coil containing .

miR-144 orotein kinase 1’ (ROCK1) Cai, ve ark., 2015
DNA'yt par¢alara ayiran faktor 45
(DFF45), “friend leukemia integration 1"~
(FL11), IRS1, NRAS proto-onkogen
(NRAS), p21 ile aktive edilen kinaz 4 Shen ve ark., 2009; Xu ve ark.,
(PAK4), ribozomal protein S6 kinaz B1 2009; Zhang ve ark., 2010;
(p70S6K1), paksillin (PXN), sinyal Gregersen ve ark., 2010;
doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori 1 Ibrahim ve ark., 2011; Zhang

miR-145 (STAT1), yamaguchi sarkomu ve ark., 2011; Wang ve ark.,
onkogeni homolog 1(YES), E3 ubiquitin 2012; Xu ve ark., 2012; Yin
protein Ligaz (RAD18), oktamer 4 (OCT4), ve ark., 2013; Panza ve ark.,
SRY-box transkripsiyon faktori 2 (SOX2), 2014; Qin ve ark., 2015; Liu
SRY-box transkripsiyon faktorii 9 (SOX9),  ve ark., 2015;
ERKS, kriippel-like faktor 4 (KLF4), twist
ailesi BHLH transkripsiyon faktori 1
(TWIST1)

miR-148a,b BCL2, kolesistokinin B reseptdri (CCK2R) Zhang ve ark., 2011; Song ve

ark., 2012

Q!Eigéi-sp GRP78 Su ve ark., 2013

miR-195 BCL2 Liu ve ark., 2010

MiR-203 Cbl proto-onkogen benzeri 1 (CBLL1), Abella ve ark., 2012; Li ve
timidilat sentetaz (TYMS) ark., 2015

MiR-204 (TTrlzinAsl\ljlr)lpswon faktori A mitokondriyal Wu ve ark., 2015

miR-215 DTL Song ve ark., 2010

miR-218-5p Polycomb grubu ‘ring finger’ 4 (BMI1) Ma ve ark., 2015




miR-221 MBD2 Yuan ve ark., 2013

miR-320a [S-catenin, neuropilin 1(NRP1) Zhang ve ark., 2012; Sun ve

ark., 2012
miR-339-5p Pleiotropik regilator 1 (PRL1) Zhou ve ark., 2013
miR-342 DNMT1 Wang ve ark., 2011

E2F transkripsiyon faktoru 1 (E2F1),
miR-362-3p protein tirozin fosfataz reseptdr olmayan tip  Christensen ve ark., 2013
1 (PTPNLY), c-fos etkilesimli protein (USF2)

miR-365 BCL2, CCND1 Nie ve ark., 2012

miR-375 Fosfoinositid 3-kinaz alfa (PIK3CA) Wang ve ark., 2014

miR-381 Karaciger reseptorii homolog-1 (LRH1) Liang ve ark., 2015

miR-451 Makrofaj migrasyon faktori (MIF) Bandres ve ark., 2009

MiR-455 ?s’:él[;roto—onkogen, serin/treonin kinaz Chai ve ark., 2015

miR-497 IGF-IR Guo ve ark., 2013

miR-506 ‘Enhancer Of Zeste Homolog 2 Chen ve ark., 2015; Zhang ve
(Drosophila)’ (EZH2), DNMT1, DNMT3A  ark., 2015

miR-622 KRAS Fang ve ark., 2016

miR-627 Lizin Demetilaz 3A (KDM3A, JMJD1A) Padi ve ark., 2013

miR-675 Retinoblastoma (RB) Tsang ve ark., 2010

miR-1915 BCL2 Xu ve ark., 2013

Let-7 KRAS, matriks metalopeptidaz 11 Chen ve ark., 2009; Han ve
(MMP11), ‘PBX homeobox 3’ (PBX3) ark., 2012

Tez galismasinda calisilan CRC’de 6nemli rolii olan miR-21, miR-31, miR-143,
miR-196a miRNAlar ve bu miRNA’larin hedef aldigi KRAS, HK2, BCL2, PTEN,

DNMT3A genlerinin dzellikleri ve kanserdeki roll hakkinda bilgi asagida verilmistir.

MiR-21 onkogeni

CRC’de en ¢ok calisilan miRNA’lardan biri miR-21°dir. CRC hastalarindan
alinan serum, diski ve doku orneklerinde ekspresyonu artis gostermektedir (Shibuya ve
ark., 2011; Kanaan ve ark., 2012; Wu ve ark., 2012). MiR-21 ekspresyonundaki artis
karsinojenez, niiks, uzak metastaz ve zayif sagkalimla iligkili bulunmustur (Rawson ve
Bapat, 2012). MiR-21’in ekspresyon seviyesi, lenf nodu metastazi ve TNM
evrelemesiyle pozitif olarak iligkili bulunmustur (Xu ve ark., 2012). Schetter ve ark.
tarafindan kolon adenokarsinomuna sahip hastalardan alinan Orneklerde yapilan
calismada miR-21, miR-20a, miR-106a, miR-181b ve miR-203’te yiiksek ekspresyon
seviyeleri tespit edilmis olup kotii prognoz, artan klinik evre ve zayif sagkalimla
iligkilendirilmistir (Schetter ve ark., 2008). Erken evre CRC (¢ogunlukla evre II) ve

normal doku drneklerinde yapilan bir ¢aligmada CRC’de normal dokuya kiyasla miR-



21’in ekspresyon seviyesinin artis gosterdigi saptanmistir (Arndt ve ark., 2009). MiR-
21’in CRC’de onkomir olarak gorev alarak tiimor ilerlemesi, anjiyogenez ve invazyonu
baskilayan genlerin transkripsiyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Slaby ve ark.,
2008). MiR-21’in hiicre invazyon, proliferasyon ve apoptozunda gorev alan bir onkogen
olduguna iliskin gesitli raporlar mevcuttur (Lu ve ark., 2008; Han ve ark., 2012; Zhang
ve ark., 2012).

miR-21, CRC tan1 ve prognozunda da umut verici bir biyobelirtegtir (Lin ve
ark., 2017). Lawrie ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
hastalarindan alinan 6rneklerde serumda miR-21, miR-155 ve miR-210 gibi timorle
iligkili ¢esitli miRNA seviyeleri saglikli kontrollerle karsilagtirilmis ve bu hastalarin
kontrollere gore daha yiiksek serum miRNA seviyelerine sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu c¢alismayla dolasimdaki ilk mikroRNA'lar tanimlanmis olup, bu mikroRNA'larin
diger kanser tiirleri i¢in invaziv olmayan potansiyel tani belirtecleri olarak
kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir (Lawrie ve ark., 2008). Plazmadaki miR-21 ekspresyon
artis1 CRC tespitinde gii¢lii bir biyobelirte¢ olsa da CRC'yi ayirt etmek i¢cin CRC’de
ekspresyonu degisiklige ugrayan diger miRNA belirtegleri ile olusturulan bir panelin

Ozgulligi arttiracagi diisiiniilmektedir (Kanaan ve ark., 2012).

MiR-21’in PDCD4, PTEN, KRAS, RASAl, RhoB, TGFBR2, RECK, NF1B,
TPM1, SPRY2, TIMP3, maspin, CDC25A, TIAM1, BCL2’yi hedefledigine iliskin
kanitlar mevcuttur (Meng ve ark., 2007; Zhu ve ark., 2007; Asangani ve ark., 2008;
Fujita ve ark., 2008; Gabriely ve ark., 2008; Lu ve ark., 2008; Sayed ve ark., 2008; Zhu
ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009; Cottonham ve ark., 2010; Hatley ve ark., 2010;
Chang ve ark., 2011; Liu ve ark., 2011; Horiuchi ve ark., 2012; Yu ve ark., 2012; Xiong
ve ark., 2013; Gong ve ark., 2015; Shi ve ark., 2016).

PTEN

MiR-21’in hedef genleri arasinda yer alan PTEN timor baskilayic1 gendir ve
CRC’de proliferasyon, invazyon ve metastazda dnemli bir rolii vardir (Yazdani ve ark.,
2016). MiR-21, PTEN hedef geni Uzerinden PI3K/AKT sinyal yolunun negatif
dizenleyicisidir (Xiong ve rk., 2013). Hem fosfataza bagimli hem de bagimsiz isleve
sahip olan PTEN, en yaygin timdr baskilayici genlerden biridir (Stefano ve Giovanni,
2019). PTEN/PI3K/AKT yolunda énemli bir rolii bulunmaktadir (Wang ve ark., 2017).
PI3K aktivasyonu sonucunda fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfat (PIP2), fosfatidilinositol



(3,4,5)-trifosfata (PIP3) cevrilir. PIP3 ise AKT’ye baglanir ve fosfoinositide bagimli
kinaz yolu ile fosforilasyonu gergekleserek aktive olur (Molinari ve Frattini, 2014; Fang
ve ark., 2021).

PTEN ekspresyon kaybi1 PIP3 ekspresyonunu arttirmaktadir (Wang ve ark.,
2017). PI3K aktivasyonu sonucunda AKT’nin aktivasyonu artarken, PIP3
defosforilasyonu ile azalmaktadir (Saavedra ve ark., 2015). PTEN’in diger islevi 3-
fosfoinositide bagimli kinaz 1 (PDK1) ve AKT'nin gucli bir aktivatéridir. AKT; hicre
transkripsiyonu, proliferasyonu, apoptoz ve migrasyon gibi hucresel aktivitelerde
onemli bir rol oynamaktadir (Coffer ve ark., 1998). AKT nin aktivasyonunun anormal
artist kanserli hastalarda tiimor olusumu ve diisiik hayatta kalma ile iliskilendirilmistir
(Liu ve ark., 2014). CRC’li hastalarda PI3K/AKT sinyal yolunda aktivasyon artis1 ile
AKT’nin negatif diizenleyicisi olan PTEN’in ekspresyon seviyelerinde anormal azalma
tespit edilmistir (Colakoglu ve ark., 2008). PTEN ekspresyon seviyelerinin CRC’li
hastalarda sagliklilara gore azaldigi, miR-21 ekspresyon seviyelerinin ise arttigina
iliskin bir¢cok kanit bulunmaktadir (Bakirtzi ve ark., 2011; Xiong ve ark., 2014; Yang ve
ark., 2015; Yazdani ve ark., 2016; Wu ve ark., 2017).

BCL2

BCL2’nin, apoptoz yolunda 6nemli bir iglevi bulunmaktadir. Bcl-2 proteinlerinin
2 sinifi bulunmaktadir. Pro-apoptotik proteinlerden olan Bax, mitokontriyal membran
gecirgenligini arttirarak sitokrom C salinnmina ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden
olmaktadir. Anti-apoptotik proteinlerden olan Bcl-2, BAX inhibisyonu ile sitokrom
C’nin mitokondriden salinimini engelleyerek kaspaz 3 aktivasyonunu inhibe etmektedir
(Buscaglia ve Li, 2011; Brzozowa-Zasada ve ark., 2018). Bcl-2 proteini apoptozun
6nemli bir inhibitortdir. BCL2 nin anormal ekspresyonu CRC dahil olmak iizere ¢esitli
timorlerde goriilmiistiir. 81 kolorektal kanser doku orneginde BCL2’nin roliiniin
arastirildigr ¢aligmada tiimor dokularinda BCL2 ekspresyon seviyelerinde anormal artis
gOzlenmistir (Han ve ark., 2006). Caligmalarda BCL2 yiiksek ekspresyon seviyeleri
diisiik timor derecesi iliskili bulunmustur. BCL2 anormal aktivasyonunun erken
karsinojenezde rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (Ofner ve ark., 1995; Baretton ve

ark., 1996; llyas ve ark., 1998; Leahy ve ark., 1999).

MiR-21 ekspresyon seviyelerindeki artis, BAX inhibiyonu BCL2 ekspresyon
seviyelerindeki artigla iligskilendirilmistir (Shi ve ark., 2010). 2007 yilida Si ve ark.



tarafindan yapilan ¢alismada anti-miR-21 oligonikleotidlerinin hem in vitro hiicre
bliylimesini hem de in vivo tiimor biiylimesini baskiladig1 saptanmis olup artan apoptoz
ve BCLZ2’nin ekspresyon seviyelerindeki azalma ile iligkilendirilmistir (Si ve ark.,
2007). 2016 yilinda Shi ve ark. tarafindan yapilan 62 CRC’li, 22 kolit iligkili kolon
kanserli (KAK) neoplastik dokuda ve KAK fare modelinde miR-21 ekspresyon
seviyelerinin anormal artis goOsterdigi tespit edilmistir. MiR-21 ekspresyon
seviyelerindeki kaybin BCL2 aktivasyonunu azaltarak KAK farelerinin timor

hlcrelerinin apoptozunda bir artisa sebep oldugu bulunmustur (Shi ve ark., 2016).

MiR-21 hedef genlerinin tanimlanmasi, miR-21’in BCL2 dahil apoptoz
yollarinda goérev alan genlerin ekspresyon seviyelerini nasil etkiledigine dair yeni

bilgiler saglayacagi diisiiniilmektedir (Si ve ark., 2007).
KRAS

Moghadamnia ve ark. tarafindan 74 CRC’li hastada yapilan ¢alismada evre III
ve IV CRC’li doku orneklerinde KRAS mRNA ve miR-21 arasinda pozitif bir
korelasyon goriilmiistiir. KRAS gen ekspresyonu CRC’li hastalarda hiicre dongiisiiniin
GO ve G1 fazinda en yiiksek oldugu tespit edilmistir (Moghadamnia ve ark., 2020).
MiR-21’in onkogenik RAS tarafindan MAPK yoluyla ekspresyon seviyelerinin arttigi
ve miR-21in inhibisyonu KRAS kaynakli tiimorleri baskiladigi gozlenmistir (Hatley ve
ark., 2010).

MiR-31 onkogeni

MiR-31’in CRC’de hiicre proliferasyonu, invazyon ve migrasyonunda
karsinojenez olusumu ve metastazinda etkili oldugu goriilmiistiir (Yang ve ark., 2016).
MiR-31 CRC'de, ileri TNM evresi ve daha derin invazyonu olan kanserlerde anormal
artan ekspresyon seviyeleri gostermistir (Wang ve ark.,, 2009). MiR-31’in
klinikopatolojik ozelliklerle iligkisi inceleyen bir diger calismada CRC’li hastalarda
MiR-31’in yiiksek ekspresyonu ve miR-143’lin azalmis ekspresyonu agresif miisindz
fenotip ile iligkilendirilmistir (Chang ve ark., 2011). CRC’li hastalarda 760 miRNA’nin
incelendigi ¢alismada yliksek miR-31 ekspresyonu mortaliteyle iligkili bulunmus olup,
miR-31 inhibitérinin anti-timor erkisi oldugu tespit edilmistir (Nosho ve ark., 2014).
MiR-31’in CRC’de tanisal bir biyobelirte¢ ve umut verici bir terapotik hedef olacagi
diistiniilmektedir (Lin ve ark., 2017). 2006’da Bandres ve ark. tarafindan yapilan



calismada CRC’li hastalardan alinmis doku orneklerinde 156 miRNA ekspresyonu
incelenmistir ve CRC’li hastalarda miR-31’in artan ekspresyonu raporlanmistir. MiR-
31’in anormal ekspresyonu IV. evre CRC hastalarinda II. evreye gore dnemli seviyede
daha yiiksek bulunmustur (Bandrés ve ark., 2006). 2008 yilinda Slaby ve ark.
tarafindan CRC ve tiimor olmayan komsu doku orneklerinde yapilan ¢alismada miR-
31’in ekspresyon seviyesinin arttigt gozlenmistir (Slaby ve ark., 2008). Farkli
evrelerdeki CRC dokularinin kullanildig: bir diger calismada geg evre (III ve IV) CRC
hastalarindan alinan 6rneklerde, erken evre (I ve II) CRC hastalarindan alinan 6rneklere
kiyasla miR-31 ekspresyon seviyelerinin arttigi saptanmistir (Arndt ve ark., 2009).
Kolorektal mukozaya sahip 55 hastadan alinan 6rneklerde yapilan calismada kontrol
grubuna gére CRC’de miR-31’in artan ekspresyonu, miR-143{in ise azalan ekspresyon

seviyeleri gozlenmistir (Earle ve ark., 2010).

MiR-31’in hedef genleri arasinda RASALl, TIAM1, SFRP1, SATB2, KRAS,
FOXC2, FOXP3, AXIN1 bulunmaktadir (Bandrés ve ark., 2006; Cottonham ve ark.,
2010; Sun ve ark., 2013; Kent ve ark., 2016; Lundberg ve ark., 2018; Li ve ark., 2024).

KRAS

MiR-31 ekspresyon seviyesi ve KRAS mRNA diizeylerinin CRC’li hastalarda
arttigr tespit edilmistir (Moghadamnia ve ark., 2020). MiR-31’in ekspresyonu,
onkogenik KRAS ekspresyonu ve MAPK yolunun aktivasyonu ile korele bulunmustur
(Kent ve ark., 2016). KRAS ve diger RAS ailesi iiyelerinin mutasyonlar1 CRC dahil
olmak tizere ¢esitli insan kanserlerinde rol almaktadir ve RAS sinyallemesi tumor
gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili bulunmustur (Prior ve ark., 2012). Onkogenik KRAS n,
MAPK yoluyla transkripsiyonel diizenlenmesi ve ELK1 transkripsiyon faktdriiniin miR-
31 promotoriine alinmasi yoluyla miR-31 ekspresyon seviyelerini arttirdigi tespit

edilmistir (Kent ve ark., 2016).
MiR-143 tiimor baskilayici geni

MiR-143, tiimor baskilayict bir miRNA olarak CRC’li hastalarin serum, diski ve
tiimor dokularinda ekspresyon seviyelerinin azaldigina iligskin veriler mevcuttur (Kulda
ve ark., 2010; Li ve ark., 2012; Hofsli ve ark., 2013). MiR-143"{in azalan ekspresyonu
artan klinik evre ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Chang ve ark., 2011; Qian ve ark.,
2013).



CRC’de miRNA ekspresyon profilini inceleyen ve CRC igin spesifik
miRNA’larin islevini analiz eden bir calismada, CRC’li doku Orneklerinde siirekli
olarak azalmig miR-143 ekspresyon seviyeleri goriilmiistiir (Arndt ve ark., 2009). MiR-
143’iin anormal artan ekspresyonunun metastatik olmayan CRC hiicrelerinde timor
baskilayici olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir (Akao ve ark., 2006). MiR-143
ekspresyon artiginin e-cadherin ekspresyonunu arttirdigi, hiicre proliferasyonu ve hiicre
metabolizmasini azalttig1 goriilmiistiir (Arndt ve ark., 2009). 2009 yilinda Motoyama ve
ark., tarafindan yapilan ¢calismada 69 CRC’li hastadan alinan doku 6rneklerindeki miR -
143 ekspresyon seviyeleri saglikli dokulara kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmustur
(Motoyama ve ark., 2009).

2013 yilinda Qian ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada CRC’li hastalarin plazma
orneklerindeki miR-143 ekspresyon seviyerinin saglikli kontrollere goére Onemli
derecede azaldig1 ve miR-143 seviyelerinin CRC hastalarinin klinik evreleri ile iligkili
oldugu tespit edilmistir. Ge¢ evre CRC hastalarinda (evre III, IV) erken evre (LII) CRC
hastalarina gore daha diisiik miR-143 ekspresyon seviyelerine rastlanmistir. Geg evre
CRC hastalarinda genellikle goriilen lenf nodu metastazina sahip kisilerde, metastaz
bulunmayanlara gore miR-143 seviyelerinde belirgin bir diisiis gozlenmistir. MiR-
143’{in artan ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu, tiimdr biiytimesini

Ve anjiyogenezi inhibe ettigi tespit edilmistir (Qian ve ark., 2013).

KRAS, DNMT3A, HK2, IGF-IR, MACC1, ITGA6, ASAP3, BCL2, MYC, MMP9,
MMP7, FOSL2, ERBB3, ERK5 miR-143’{in tespit edilen hedef genlerindendir (Akao ve
ark., 2007; Slaby ve ark., 2008; Chen ve ark., 2009; Ng ve ark., 2009; Gregersen ve
ark., 2012; Zhang ve ark., 2012; Qian ve ark., 2013; Bai ve ark., 2016; Yu ve ark.,
2016; Li ve ark., 2018; Guo ve ark., 2019; Karimi ve ark., 2019).

KRAS

KRAS onkogeni, miR-143’lin hedef genlerinden biridir (Chen ve ark., 2009).
MiR-143"tiin KRAS 3°’UTR’yi hedefledigi tespit edilmistir (Kent ve ark., 2016). KRAS
gen aktivasyonu RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolunu aktive eder. Bununla birlikte artan
hiicre proliferasyonu, azalan hiicre apoptozu ve CRC’de malign sonuclar ortaya
¢ikmaktadir (Fang ve Richardson, 2005; Michor ve ark., 2005). CRC’de KRAS proteini
ile miR-143 arasinda ters bir korelasyon bulunmustur. MiR-143 ekspresyon artisiyla
KRAS ekspresyonunu inbibe olmaktadir. MiR-143 tarafindan KRAS ekspresyonunun



inhibisyonu, ERK1/2'nin yapisal fosforilasyonunu inhibe eder ve CRC hiicre
biiyiimesini baskilamada rol oynadigi tespit edilmistir (Chen ve ark., 2009) . MiR-
143’1in ekspresyon artisi, KRAS translasyonunu inhibe ederek MAPK fosforilasyonunu
bloke ettigi ve CRC hiicre proliferasyonunu baskiladigi raporlanmistir (Chen ve ark.,
2009).

KRAS, epidermal buyume faktori reseptori (EGFR) sinyallemesinde dnemli bir
faktordiir. EGFR’nin uyarilmasiyla birlikte RAS/MAPK sinyal yolunun aktivasyonuna
ve hiicre dongiisiinliin progresyonu ve proliferasyonun artmasiyla karsinojenezin
baglamasina neden olmaktadir (Slaby ve ark., 2009). MiR-143’lin hedef geni olan
KRAS’1n ekspresyon seviyesindeki kaybin CRC’yi kontrol etmek i¢in potansiyel bir

tedavi stratejisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Karimi ve ark., 2019).
HK2

MiR-143’iin hedef geni olan HK2 CRC hiicrelerinde glikoz metabolizmasinda
etkilidir (Gregersen ve ark., 2012). HK2, glikozun glikoz-6-fosfata fosforilasyonu
yoluyla glikolizin ilk adimini katalize etmektedir. HK2 ekspresyon seviyeleri kanserde
artis gostererek, tiimor biiyiimesi i¢in gerekli olan glikoz metabolizmasini
kolaylastirmaktadir (Mathupala ve ark., 2006). MiR-143’lin artan ekspresyonu,
glikolitik enzim HK2’yi hedefleyerek HK2 ekspresyonunu inhibe ettigi gozlenmistir.
MiR-143"{in aracilik ettigi HK2’nin ekspresyon seviyelerindeki kaybin laktat salgisinda

azalma ile sonuglandigi tespit edilmistir (Gregersen ve ark., 2012).

Kanser hiicrelerinde miR-143 kaybinin, HK2 ekspresyon seviyelerindeki artisla,
glikolizi tesvik ederek kanser hiicrelerinin biiylimesini destekleyecegi diisiiniilmektedir

(Gregersen ve ark., 2012).
DMMT3A

MiR-143 DNMT3A’y1 hedefleyerek DNA metilasyonu diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. MiR-143 ekspresyon seviyelerinin CRC’li hastalarda azaldigi ve
DNMT3A mRNA ve protein ekspresyon seviyeleri ile ters korelasyon gosterdigi tespit
edilmistir (Ng ve ark., 2009). DNA metilasyonu onkogenezde énemli bir role sahiptir.
Karsinojenezde timor baskilayict genlerin hipermetilasyon yoluyla inhibisyonu
gozlenmektedir (Jones ve Baylin, 2007). Genomdaki metilasyon degisiklikleri,
DNMT’ler tarafindan kontrol edilmektedir (Jeltsch, 2002). Yapilan ¢alismalarda



DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B mRNA seviyelerinin CRC dahil olmak {izere cesitli
kanserlerde arttig1 tespit edilmistir (Eads ve ark., 1999; Oh ve ark., 2007; Ding ve ark.,
2008).

BCL2

MiR-143, CRC’de ekspresyon seviyesi azalan tiimor baskilayict miRNA’dir.
MiR-143, timor biliylimesi ve metastaz1 ile iliskili olan BCL2 geninin negatif
duzenleyicisidir. MiR-143’in anormal ekspresyon gosterdigi hiicrelerde BAX/BCL2
oraninda 6nemli bir artis gézlenmistir (Karimi ve ark., 2019). BCL2 nin CRC’de 6nemli
bir rolii bulunmaktadir (Karimi ve ark., 2017). Bel-2 proteini mitokondrinin dis zarinda
bulunur ve apoptozun baslamas1 i¢in gerekli olan sitokrom C’nin salinimini
engellemektedir (Jafarlou ve ark., 2018). MiR-143 tarafindan hedeflenen BCL2
ekspresyon seviyeleri ve BAX/BCL2 orani 6nemli bir tedavi goOstergesi olarak
kullanilmaktadir (Al-Qathama ve ark., 2017).

MiR-196a onkogeni

MiR-196 gen ailesi miR-196a-1, miR-196a-2 ve miR-196b olmak Uzere (¢
tiyeden olusmaktadir (Mehrjoei ve ark., 2024). MiR-196a, karsinojenezde proliferasyon,
invazyon, metastaz ve apoptoz gibi siireclerde yer almaktadir (Liu ve ark., 2013; Ge ve
ark., 2014; Chen ve ark., 2016). CRC’li hastalarin serum, plazma ve doku 6rneklerinde

miR-196a ekspresyon seviyelerinde artig gozlenmistir. (Mehrjoei ve ark., 2024).

Yapilan bir ¢alismada 126 CRC’li doku Orneginde miR-196a ekspresyon
seviyelerinin anormal artig gosterdigi gozlenmistir. MiR-196a’nin yiiksek ekspresyonu
lenf nodu metastazi ve CRC’de ileri TNM evresi ile pozitif olarak iliskili bulunmustur

(Ge ve ark., 2014).

HoxA7, HoxB8, HoxC8, HoxD8, IxkBa, ING5, AKT1, PDCD4, ANXAl1 miR-
19a’nin tespit edilen hedef genlerindendir (Schimanski ve ark., 2009; Fawzy ve ark.,
2017; Pao ve ark., 2018; Xin ve ark., 2019; Zheng ve ark., 2022; Mehrjoei ve ark.,
2024).

AKT1

MiR-196a, CRC hiicrelerinde invazyon ve migrasyona sebep olmaktadir. MiR-
196a ekspresyon seviyelerindeki artisin CRC’deki pulmoner metastazlarla iligkili

oldugu diislintilmustiir. MiR-196a’nin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu indiikledigi



gozlenmistir. CRC’de  miR-196a ekspresyon seviyelerindeki artisin AKT1

fosforilasyonunu arttirdig: tespit edilmistir (Schimanski ve ark., 2009).

188 CRC’li hastadan alinan kan 6rnekleriyde yapilan in silico analizde miR-
196a’nin hedef geni olan AKT1’in artan ekspresyon seviyeleri CRC progresyonuyla
onemli Olclide korele bulunmustur. CRC hastalarinda goriilen anormal AKT1
ekspresyon seviyeleri diisiik sagkalimla birlikte goriilmiistiir. Gen Ontolojisi ve Kyoto
Genler ve Genomlar Ansiklopedisi zenginlestirme analizleri miR-196a’nin hiicresel
protein modifikasyon siireci, adherens junction, mitotik hiicre dongiisii ve hiicre dis1
matriks reseptor etkilesim yollar1 gibi onkogenik yollarla iligkili bulunmustur (Pao ve

ark., 2018).



3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasi, Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

miRNeasy Mini Kit Qiagen 217004
Eritrosit Liziz Tamponu 2x ¢Ozeltisi Biobasic PL012
MiRCURY LNA Ters Transkriptaz (RT) Kit Qiagen 339340
miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit Qiagen 339347

hsa-miR-21 miRCURY LNA miRNA PCR Assay Qiagen 339306
hsa-miR-31 miRCURY LNA miRNA PCR Assay Qiagen 339306
hsa-miR-143 miRCURY LNA miRNA PCR Assay  Qiagen 339306

hsa-miR-196a-5p miRCURY LNA miRNA PCR

Assay Qiagen 339306

Gen ekspresyonu syber green karigimi

. ) Bioline BIO-98050
SensiFAST SYBR® No-ROX Kit

BCL2 primer Sentebiolab
PTEN primer Sentebiolab
DNMT3A primer Sentebiolab
KRAS primer Sentebiolab
HK2 primer Sentebiolab
Beta-actin primer Sentebiolab
GAPDH primer Sentebiolab

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5 pL; 0,5-10 pL; Eppendorf
2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 pL)

Derin dondurucu (-20 °C) Arcelik 2041 D

Derin dondurucu (-80 °C) Daihan-Scientific Wisecry
Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre Epoch Biotek
Mikrosantrifiij Hettich Micro 120
Otoklav Hirayama HV-50L

Otomatik pipetor Eppendorf



Gergek zamanli termal dongii cihazi Roche Life Science Lightcycler

(‘Real-time PCR’, RT-PCR) 480-11

Sogutmali mikrosantrifj Hettich Micro 200R
Sogutmali santrifij Hettich Micro Universal 32R
Spin santrif{j Labnet C1301B

Termal dongii cihazi-Altin blok Applied Biosystems 9700
Termal dongii cihazi-Gradient Axygen Therm-1000
Vorteks NC 28405-1ka

3.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Falkon tup (15 mL; 50 mL) Citotest

Falkon tupler i¢in uygun portup Greiner bio-one
Ince duvarli RT-PCR tiipti (0,2 mL) Greiner bio-one
Lateks eldiven Broche
Mikrottp (0,5 mL; 1,5 mL) Greiner bio-one
Mikrotupler igin uygun portup Greiner bio-one
Nitril eldiven Broche
Otoklav band1 Sussex

Pipet ucu (0,1-10 uL) Eppendorf

Pipet ucu (0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000 uL)  Nest

3.4. Hasta ve Kontrol Orneklere ait Bilgiler

Tez calismasinda metastatik CRC hastalifinin erken tani ve prognozuna yarar
saglayabilecek biyobelirteglerin taranmasi hedeflendi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji Anabilim Dali polikliniklerine bagvuran metastatik
kolorektal kanser tanist konulmus 51 hasta ve kontrol grubu olarak kanser tanisi
bulunmayan 14 saglikli goniilliden kan ornekleri alindi. Tim ¢alisma materyalleri
21/08/2020 tarih ve 19 sayili Istanbul Universitesi-Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu kararina uygun olarak toplandi. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri,
telefon numaralari, tani tarihleri kaydedildi. Hastalarin tamamindan EDTA iceren
vakumlu tiplere 10 ml tam kan alindi. Kan Ornekleri hastalarin kendilerinin veya

yakinlarinin rizasi ile alindi. Aliman kanlar +4°C’de saklanarak miRNA izolasyonu



yapildi. Arastirilacak hastalar ¢alisma konusunda bilgilendirilerek onaylari ile birlikte

riza formlar1 alindi.

3.5. Cahisma Dis1 Birakma Kriteri

Hastalarda klinik, laboratuvar ve patoloji sonucu ile kolorektal kanser tanisi
konmus hastalardan metastatik evrede olmayan hastalar ve metastatik evrede olup faz 3
ila¢ calismalarina katilmis hastalar ¢calisma dis1 birakildi.

3.6. MikroRNA’larin Tayini

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA, Eritrosit Liziz Tamponu (Buffer EL) ve miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda total kandan izole
edildi.

Kit Icerigi

50 RNeasy mini dondirme kolonu
Toplama tupleri 1,5 mL

Toplama tupleri 2 mL

QIAzol Liziz Reaktifi

Buffer RWT

Buffer RPE

RNAZz icermeyen su

Deney protokolu

1. Hasta ve kontrol grubundan alinan total kan 6rnekleri yavasca alt iist edilerek
karistir1ldr ve falkon tiiplere 7,5 mL alind1. Uzerine 15 mL Buffer EL eklendi ve hafifce
karistirildi.

2. Buziizerinde 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda iki kez kisaca vortekslendi.
3. 4°C 400 g’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant atildu.
4. Pellet lizerine 2 kat1 hacimde (yaklasik) Buffer EL eklenerek kisaca vortekslendi.

5. 4°C 400 g’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant atild1.



6. Pelletin Gzerine 700 pL QIAzol Liziz Reaktifi eklendi. Vortekslenerek pellet

cozalda.
7. Uzerine 140 pL kloroform eklendi ve tiip 15 saniye kuvvetlice sallandi.

8. 4°C 12.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra 6rnek 3 faza ayrildi;

RNA igeren iistteki renksiz sulu faz, beyaz ara faz ve kirmizi organik bir faz.

9. RNA iceren Ustteki sulu renksiz faz yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Uzerine 1,5
kat1 (yaklasik) hacimde %100 etanol eklendi. Birka¢ kez yukar1 asagi pipetlenerek iyice
karigtirildi.

10. Karisim RNeasy mini dondiirme kolonu + toplama tiipiine alindu.
11. Oda sicakliginda 8.000 g’de 15 saniye santrifiijlendi ve toplama tiipleri bosaltildi.

12. Ornekler tekrar oda sicakliginda 8.000 g’de 15 saniye santrifiijlendi. Toplama
tiipleri bosaltildu.

13. RNeasy mini dondiirme kolonuna 500 pL Buffer RPE eklendi ve 8.000 g’de 15

saniye santrifiijlendi ve toplama tiipleri bosaltildi.

14. RNeasy mini dondirme kolonuna tekrar 500 pL Buffer RPE eklendi. Kapagi
yavagga kapatildi ve RNeasy mini dondiirme kolonu membranini1 kurutmak i¢in 8.000

g’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi.

15. Santrifiijlemenin ardindan, etanoliin taginmasini engellemek igin RNeasy mini
dondiirme kolonu, toplama tiipiinden dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. Toplama tiipleri

atildi.

16. RNeasy mini dondiirme kolonlar1 yeni 1,5 mL’lik toplama tiiplerine aktarildi. 50
uL RNAz icermeyen su, RNeasy mini dondiirme kolonunun tiim membranina gelecek

sekilde pipetlendi.

17. 8.000 g’de 1 dakika santrifiijlerek elde edilen total RNA -80 °C’de saklandi.

3.6.2. RNA’min Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen RNA’nin saflifi ve miktar tayini Epoch Biotek mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede o6l¢iildii. 260 nm’deki oOl¢iimler RNA miktarinin
belirlenmesinde kullanildi. RNA’nin safliginin belirlenmesinde kullanilan A260/A280

orani ise yaklasik 1,95+ 0,1 olmalidir.



3.6.3. cDNA Sentezi

Olciim sonras1 elde edilen total RNA 6rneklerinden miRCURY LNA RT Kit
(Qiagen) kullanilarak dretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda CDNA sentezi
gerceklestirildi. RNA’nin bozulmasini engellemek igin tiim reaksiyonlar buz iizerinde
gerceklestirildi.

Kit Icerigi

5X mMIRCURY RT (‘reverse transcriptase’) Reaksiyon Tamponu
10x miRCURY RT Enzim Karigimi

RNaz icermeyen Su

Deney protokolt

1. RNA ornekleri ve kit igerigindeki 5x miRCURY RT Reaksiyon Tamponu buz
Uzerinde ¢0zuldi. RNaz igermeyen su oda sicakliginda ¢oziildii. Kullanmadan hemen
once 10x miRCURY RT Enzim Karisimi dondurucudan c¢ikarildi. Tiiplere hafifce
vurularak karistirildi ve kenardaki siviy1 toplamak i¢in kisa siire spin santrifiijlenerek

buz tzerinde tutuldu.

2. RNA 0Ornekleri 5 ng/uL’ye ayarlandi. Tablo 3-1’e gore buz iizerinde ters
transkripsiyon ana karisimi hazirlandi. Karistirilarak buz {izerinde bekletildi. Ana

karisim tiiplerdeki her bir RNA 6rnegine uygun hacimde eklendi.
3. 42°C’de 60 dk inkiibe edildi.

4. Ters transkriptaz enzim inaktivasyonu i¢in 95°C’de 5 dk inkiibe edildi ve hemen

4°C’ye sogutularak tiipler buz iizerine alindi.

5. cDNA saflagtirmaya gerek olmaksizin PCR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -

20°C’de sakland:.

Tablo 3-1: Ters transkripsiyon reaksiyon trinlerinin hazirlamsi

5 MRCURY RT _.._ . 10x mMIRCURY RT Ornek RNA 1O
. RNaz icermeyen su . reaksiyon
reaksiyon tamponu enzim karigimi (5 ng/pL) miktar

2 uL 4,5 uL lpuL 2L 9,5uL




3.6.4. miRNA Ekspresyonlarinin miRNA PCR ‘Assay’ler Kullamlarak Real-Time
PCR ile Tayini

MiRNA’larin tayini

Hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-143, hsa-miR-196a ve referens miRNA
olarak UniSp6’nin ekspresyon analizleri ‘miRCURY LNA miRNA PCR Assay’ler
(Qiagen) kullanilarak ‘miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit’ (Qiagen) ile Gretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda RT-PCR’da gergeklestirildi.

Kit Igerigi

‘miRCURY LNA miRNA PCR Assay’ler (hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-143, hsa-
miR-196a)

2x miRCURY SYBR Green Master Mix’ karigimi

RNAz icermeyen Su

Reaktiflerin Hazirlanmast

‘PCR Assay’ primerleri santrifujlendi ve 220 pul RNAz igcermeyen su primer
tiiplerinin tiim duvarma gelecek sekilde eklendi. Ug defa vortekslendi ve santrifiij
yapildi. ‘2x miRCURY SYBR Green Master Mix’ karisimi, RNAz icermeyen su ve
ornek cDNA’lar ¢ozdiiriildii, vortekslendi ve santrifiij yapildi.

Deney Protokoll

1. Ornek ¢cDNA’larm 1 pL’sine 19 uL RNAz igermeyen su eklenerek 1:20’ye
seyreltildi.

2. Tablo 3-2’ye gore mikroplakanin her bir kuyucugunda toplamda 10 pL’lik bir

reaksiyon karigim1 hazirlanda.

Tablo 3-2: mMiIRCURY LNA miRNA PCR Reaksiyon Uriinleri

‘2x  miRCURY

SYBR Green PCR primer karisim cDNA ornekleri  RNAz Total reaksiyon
Master Mix’ (1:20 seyreltilmis) icermeyen su miktari

Karisimi

5puL lpuL 3 L 1uL 10 pL




3. Mikroplakanin iizeri mikroplaka filmi ile kapatilarak oda sicakliginda kisa siire

santriftjlendi.

4. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak 6l¢iim yapildi. RT-PCR
protokolu Tablo 3-3’de gosterilmistir.

Tablo 3-3: RT- PCR protokoli

Program adi Siklus Sicaklik (°C) Sire
Baglangig 1s1 aktivasyonu 1 95 2 dk
Denattrasyon 45 95 10 sn
baglanma ve uzama asanmlar = 5 1 dk
Erime egrisi analizi 1 60 5sn
Sogutma 1 40 10 sn

Sonuclarin degerlendirilmesi

MiR-21, miR-31, miR-143, miR-196a ve referans miRNA olarak kullanilan
UniSp6 icin spesifik RT-PCR kantitatif Ct degerleri belirlendi. Genlerin relatif
ekspresyonu kontrol grubuna goére Livak ve Schmittgen'in (2001) gelistirdigi
karsilastirmali Ct yontemi (Livak yontemi) ile degerlendirildi. Bu yontemde, RT-PCR
analizinde 6rnegin ¢ogalmasinin (amplifikasyonunun) goriildiigii dongii sayisi olan Ct

degerleri kullanir:

- Bu degerler, “arastirilmak istenen genin (hedef gen) Ct degeri” ile “referans genin Ct

degeri” arasindaki fark olan ACt degeri hesaplanarak normalize edilir.
ACt= Ct (hedef genin Ct degeri)- Ct (referans genin Ct degeri)

- ACt degerleri her 6rnek i¢in hesaplandiktan sonra AACt degeri hesaplanir. Bu deger,

“hedef genin ACt degeri” ile “kontrol grubunun ACt ortalamas1” arasindaki farktir.

AACt= ACt (hedef genin ACt degeri) - ort. kont. ACt (kontrol grubunun ACt ortalamasi)
- Son olarak, standartize edilmis ekspresyon seviyesi belirlenmek icin; 2*AACt
formiili kullanilir. Bu degerler, 6rnegin kontrol gruplarina gore hasta gruplarinda

ekspresyon degisiminin kag kat oldugunu belirlemek i¢in kullanilir.



3.7. MiRNA’larin Hedef Aldig1 Genlerin Ekspresyonlarinin Tayini

BCL2, PTEN, DNMT3A, KRAS, HK2 ve referens genler olarak Beta-actin ve
GAPDH genlerinin ekspresyonlar1t BOlum 3.5.3.’de belirtildigi iizere sentezlenen
cDNA, primer ve SensiFAST SYBR® No-ROX Kit (Bioline) kullanilarak RT-PCR ile
gergeklestirildi.

Kullanilan Malzemeler

Gene 0zgu primerler (Tablo 3-4’de hedef genlerin ekspresyonunun tayininde kullanilan

primer dizileri gosterilmistir.)
PCR kalitede su

‘SensiFAST SYBR® No-ROX mix (2x)’ karisimi1

Tablo 3-4: Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile tayininde kullamlan primer dizileri

Gen ad1 Primer dizisi (5°-3°) Sicakhik (°C) Kaynak

BCL?2 F: TGTGGCCCAGATAGGCACC 58

R: ACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAG Alive ark. (2017)

PTEN F: 5-TCGACTACTTGCTTTGTAGA-3' 58
R: 5-TTTACAGCCCCGATTGGGCT-3'

Huang ve ark.
(2020)

F: GGTCACGCAAAACAGAACCC

DNMT3A R- CCTTGGTG CCCTTTGCG 58 Gu ve ark. (2017);
KRAS F: CATGGACTGTGTCCCCACG 49 Kent ve ark.
R:TGACTAACCAATGCATGACAACACT (2016)

HK2 F: CAAAGTGACAGTGGGTGTGG 55 Guo ve ark.
R: GCCAGGTCCTTCACTGTCTC (2017)

GAPDH F: GGCCTCCAAGGAGTAAGACC 55 Hao ve ark
R: AGGGGTCTACATGGCAACTG (2014)

Beta-actin F: AACTACCTTCAACTCCAT 48 Rosa ve ark.
R: TGATCTTGATCTTCATTGTG (2009)

Deney Protokoli

Asagidaki gosterildigi gibi uygun miktarlarda bilesenler ilave edilerek RT-PCR karisimi
hazirland1 ve dikkatlice pipetleme yapildi.

‘SensiFAST SYBR® No-ROX mix” karigtm1 10 pL
Forward primer: 1L
Reverse primer: 1uL



PCR kalitede su: 3 uL

Toplam hacim: 15 uL

1. Hazirlanan RT-PCR karigimindan 15 pL mikroplakanin her kuyucuguna ilave
edildi.

2. cDNA ornekleri steril su ile 1:10 oraninda seyreltildi.

3. Hazirlanan cDNA o6rneklerinden 5 pL her bir kuyucuga eklendi ve mikroplakanin

uzeri mikroplaka filmi ile kapatild:.
4. Mikroplaka 1500 x g’de 2 dk. santrifiij edildi.

5. Mikroplaka LightCycler 480 RT-PCR cihazina konularak 6l¢iim yapildi. RT-PCR
protokoll Tablo 3-5’de gosterilmistir.

Tablo 3-5: RT- PCR protokoli

Program ad Siklus Sicakhik (°C) Sire
Polimeraz aktivasyonu 1 95 2 dk
Denatlrasyon 40 95 5sn
Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasi 40 48-66 10 sn
Uzama 40 72 15sn
Erime egrisi analizi 1 95 5sn
Erime egrisi analizi 1 65 1dk

Sonuclarin degerlendirilmesi

BCL2, PTEN, DNMT3A, KRAS, HK2 ve referens genler olarak Beta-actin ve
GAPDH genlerinin icin spesifik RT-PCR kantitatif Ct degerleri belirlendi. Genlerin
relatif ekspresyonu kontrol grubuna gore Livak ve Schmittgen'in (2001) gelistirdigi
karsilagtirmali Ct yontemi (Livak yontemi) ile Bolim 3.5.4’de agiklandigi sekilde
degerlendirildi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler, IBM SPSS.25 (IBM Inc., Chicago, IL, ABD) programina aktarilarak
istatistiksel analizlerle degerlendirildi. Istatistiksel analizlere gegmeden dnce veri giris

hatasinin olmamasi1 ve parametrelerin beklenen aralikta olup olmadigr ile ilgili



kontroller yapildi. Stirekli degiskenlerin tanimlayict istatistiklerin de ortalama ve
standart sapma, kategorik degiskenlerin tanimlanmasinda ise kisi sayis1 (n) ve yiizde
(%) degerleri verildi. Kategorik degiskenler arasindaki kiyaslamalarda Ki- Kare testi
kullanildi. Siirekli degiskenlerin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogrov
Smirnov normallik testi ile, varyans homojenligi ise Levene’s testi ile kontrol edildi.
Gruplar arasindaki karsilastirmalar normal dagilim goériilmeyen durumlarda ortalama
kiyaslamasi i¢cin Mann Whitney-U testi, medyan kiyaslamasi i¢in ise Medyan testi ile
yapildi. Siirekli degiskenlerin birbiri arasindaki korelasyonun incelenmesinde ise
Spearman’s rho analizi uygulandi. Biitiin analizlerde anlamlilik diizeyi olarak p<0.05
degeri kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. CRC’li Hasta ve Kontrol Grubundan Alinan Orneklere Ait Bilgiler

Calismaya 51 patolojik olarak kolorektal kanser teshisi konmus hasta ve
herhangi bir kanser dykisi olmayan 14 birey kontrol grubu olarak alindi. Hasta ve

kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri benzer olarak secildi.

Calismaya 51°1 (%78,5) hasta, 14’1 (%21,5) kontrol grubundan toplamda 65 kisi
dahil edildi. Katilimecilarin 30’u (%46,2) erkek, 35’1 (%53,8) kadindi. En kiguk
katilimc1 18, en biiyiik katilimci ise 86 yasinda olup, hastalarin yas ortalamasi
57.05£16.78°di. Calismaya katilan kisilerden 30’u sag iken 35 kisi ex olmustur.
Hastalarim 16 (%34,37)’s1 sag iken; 35 (%68,63)’1 ex olmustur. Hastalarin 26
(%50,98)’s1 erkek; 25 (%49,02)’si kadindir. Calismaya alinan bireylerin demografik
bilgileri Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Calismaya alinan bireylerin demografik bilgileri

Grup n %
Kontrol 14 21.5
Hasta 51 78.5
Mortalite
Sag 30 46.2
Vefat 35 53.8
Cinsiyet
Erkek 30 46.2
Kadin 35 53.8
Medyan (Min.-Maks.)
Yas 57.05+16.78 61(18-86)

4.2. Hastalardan izole Edilen RNA’larin Optik Dansite Sonuglar:

Hasta ve kontrol bireylerden alinan 8-10 mL vendz kan oOrneklerinden “Qiagen
miRNeasy Mini Kit” kullanilarak izole edilen RNA’larin safligt ve miktar1 ‘Take-3
Plate’  kullanilarak  mikroplaka  okuyucu spektrofotometrede de  dlglimi
gerceklestirilmistir. Optik dansite sonucglarina gore tiim orneklerde RNA izolasyonu
gerceklesmis hem hasta hem de kontrol 6rneklerde total RNA miktarlar1 ve safliklariin

caligmaya uygun oldugu goriildii (Tablo 4-2).



Tablo 4-2: Kontrol ve hasta grubundan alinan érneklerde total RNA miktarlari ve

safliklar:
RNA Ornekleri
Ornek Gruplari Azeol Azgo Miktar1 (ng/uL)
1 1,885 55,685
2 1,944 43,584
3 1,887 34,949
4 1,95 72,228
5 1,849 40,5
6 1,878 53,071
Kontrol | 7 1,891 39,655
Grubu | 8 1,971 110,059
9 1,953 30,567
10 2,067 37,947
11 1,929 60,789
12 1,843 33,743
13 1,394 20,515
14 1,941 64,025
1 2,029 219,158
2 1,982 96,5345
3 1,932 26,996
4 1,996 151,3515
5 2,022 129,452
6 1,927 25,887
7 1,996 135,191
8 2,021 126,546
9 1,990 51,477
10 1,998 105,5935
11 2,009 164,95
12 1,924 19,1495
13 1,988 55,602
14 2,004 64,2195
15 1,801 2,4325
Hasta 16 1,77 15,6005
Grubu | 17 1,797 11,535
18 1,982 128,4615
19 1,981 124,4455
20 1,966 120,034
21 1,964 64,101
22 2,011 199,466
23 1,985 122,8015
24 2,007 130,689
25 1,813 91,4225
26 1,989 135,674
27 1,995 162,0365
28 1,991 73,869
29 1,924 22,195
30 1,864 28,675
31 1,913 49,186
32 1,973 54,8045




33 1,959 49,716
34 1,99 80,674
35 1,933 39,46
36 1,957 80,358
37 2,015 76,1465
38 2,004 19,066
39 1,989 47,727
40 1,974 38,8505
41 2,02 9,637
42 1,997 99,7625
43 1,994 42,9605
44 1,996 133,4885
45 1,987 81,127
46 1,943 39,816
47 2,033 68,142
48 2,042 77,074
49 1,926 20,337
50 1,981 47,926
51 1,977 39,604

4.3. MiRNA Sonuglar:

Calisma kapsaminda hasta ve kontrol grubu bireylerde hsa-miR-21, hsa-miR-31,
hsa-miR-143 ve hsa-miR-196a ekspresyon seviyeleri referans miRNA olarak UniSp6
kullanilmastyla ve RT-PCR reaksiyonu sonucu elde edilen Ct degerleri kullanilarak
hesaplandi. Asagida elde edilen bulgular her bir hedef miRNA igin ayri ayr1 verilmistir.
Calismaya alinan bireylerin miR-21, miR-31, miR-143, miR-196a sonuglar1 Tablo 4-

3’te verilmistir.

Tablo 4-3: Calismaya alinan bireylerin miR-21, miR-31, miR-143, miR-196a sonuc¢lar:

Grup No Yas Mortalite Cinsiyet mir-21  mir-143  mir-31  mir-196
K 3 68 Sag K 3,34 1,66 2,19 0,50
K 4 19 Sag K 0,47 0,57 0,11 0,13
K 5 60 Sag E 4,17 2,75 0,54 0,53
K 6 31 Sag K 0,71 2,48 0,54 0,13
K 7 23 Sag K 0,91 2,62 0,19 0,16
K 8 72 Sag E 0,25 0,86 0,06 0,13
K 9 40 Sag E 1,17 1,10 0,28 0,18
K 10 21 Sag K 3,58 1,07 0,44 0,52
K 11 60 Sag K 2,06 1,56 0,39 0,18
K 12 18 Sag K 0,02 0,86 0,54 0,13
K 17 18 Sag K 3,97 6,49 0,54 0,52




K 18 40 Sag K 0,36 0,52 0,10 0,13
K 19 28 Sag E 0,93 0,44 0,44 0,13
K 20 42 Sag K 4,86 2,85 0,54 1,05
H 1 49 Vefat E 0,13 0,06 0,10 0,03
H 2 65 Vefat E 0,16 0,12 0,29 0,13
H 4 65 Sag K 1,29 0,02 0,02 0,00
H 5 45 Vefat K 0,05 0,04 0,06 0,13
H 6 73 Vefat E 0,03 0,06 0,06 0,00
H 7 69 Sag K 0,00 0,03 0,03 0,00
H 8 58 Vefat E 0,09 0,08 0,06 0,13
H 9 54 Sag K 0,01 0,03 0,03 0,00
H 10 71 Sag K 0,08 0,11 0,08 0,00
H 11 4 Vefat K 0,18 0,10 0,04 0,00
H 12 64 Vefat K 0,09 0,03 0,07 0,00
H 13 76 Vefat E 0,00 0,00 0,03 0,00
H 14 41 Vefat K 0,04 0,08 0,02 0,00
H 15 58 Vefat K 1,88 0,26 0,13 0,01
H 16 67 Sag E 0,03 0,10 0,15 0,13
H 17 69 Sag E 0,12 0,33 0,11 0,13
H 18 69 Vefat K 0,40 0,19 0,04 0,00
H 19 65 Vefat E 0,16 0,38 0,22 0,00
H 20 66 Sag E 0,09 0,12 0,10 0,02
H 21 72 Vefat K 1,19 0,33 0,04 0,13
H 22 64 Vefat K 0,39 0,48 1,98 0,11
H 23 52 Sag E 0,06 0,06 0,18 0,01
H 24 52 Vefat E 0,03 0,01 0,03 0,00
H 26 63 Vefat E 0,04 0,01 0,07 0,01
H 27 61 Sag E 1,29 0,86 0,54 0,13
H 29 45 Vefat K 5,58 3,50 2,11 0,13
H 30 28 Vefat E 0,66 0,84 0,26 0,04
H 31 72 Sag K 0,95 1,12 0,29 0,02
H 32 70 Vefat E 0,24 0,10 0,12 0,01
H 33 65 Vefat K 0,86 0,46 0,22 0,02
H 34 55 Vefat E 4,29 4,08 3,34 0,30
H 35 65 Vefat K 1,29 0,86 0,54 0,13
H 36 76 Vefat E 4,57 1,55 0,99 0,14
H 37 38 Vefat K 2,79 2,77 2,99 0,02
H 38 61 Sag K 1,00 0,83 0,71 0,01
H 39 51 Sag E 0,40 0,14 0,22 0,01
H 40 86 Vefat K 2,43 1,80 1,37 0,04
H 41 74 Vefat E 1,28 0,63 0,14 0,01
H 42 58 Sag K 3,30 0,38 3,89 0,29
H 44 54 Vefat E 2,91 2,75 0,72 0,27
H 45 69 Vefat E 7,11 2,71 1,56 1,05




H 46 64 Vefat E 0,32 0,05 0,17 0,02
H 47 76 Vefat E 4,83 0,55 1,49 0,28
H 48 67 Sag K 0,28 0,16 0,44 0,13
H 49 85 Vefat E 1,69 0,45 0,65 0,02
H 50 69 Sag E 0,23 0,09 0,20 0,03
H 51 65 Sag K 0,37 0,14 0,24 0,01
H 52 55 Vefat K 0,35 0,17 0,33 0,02
H 53 59 Vefat K 0,07 0,09 0,07 0,01
H 54 52 Vefat K 0,19 0,09 0,19 0,13
H 55 80 Vefat E 1,29 0,11 0,27 0,01

Referans miRNA UniSp6 kullanilarak miR-21, miR-31, miR-143, miR-196 igin
elde edilen verilere gore gen ekspresyonlart hesaplandiginda; bireylerin miR-21 geni
icin ortalamasit 1,29+1,67 olup medyan degeri 0,40; miR-31 geni i¢in ortalamasi
0,54+0,81 olup medyan degeri 0,22; miR-143 geni icin ortalamas1 0,86+1,22 olup
medyan degeri 0,38; Mir-196a geni i¢in ortalamasi 0,13+0,21 olup medyan degeri 0,04

idi (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: MiR-21, miR-31, miR-143, miR-196a icin ortalama ve medyan degerleri

Ort. SS Medyan Min. Maks.
miR-21 1.29 1.67 0.40 0.00 7.11
miR-31 0,54 0,81 0.22 0.02 3.89
miR-143 0,86 1,22 0.38 0.00 6.49
miR-196a 0,13 0,21 0.04 0.00 1.05

4.4. GAPDH Referans Gene Gore Gen Ekspresyonu Sonuglari

Calismaya alinan bireylerin GAPDH referans gene gore gen ekspresyonu

sonuglar1 Tablo 4-5’te verilmistir.

Tablo 4-5: Calismaya alinan bireylerin GAPDH referans gene gore gen ekspresyonu

sonuclan
Grup No Yas Mortalite Cinsiyet KRAS HK2 BCL2 PTEN DNMT3A
K 3 68 Sag K 1,13 1,46 0,03 0,42 0,23
K 4 19 Sag K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
K 5 60 Sag E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
K 6 31 Sag K 7,43 1,62 0,38 2,76 7,17




K 23 Sag K 0,19 043 0,04 0,46 0,59
K 72 Sag E 2,19 1,11 0,18 0,35 0,91
K 40 Sag E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
K 10 21 Sag K 1,96 296 0,33 5,67 2,70
K 11 60 Sag K 1,04 050 011 0,60 0,92
K 12 18 Sag K 0,98 748 0,18 3,20 7,24
K 17 18 Sag K 0,65 0,69 0,02 1,07 0,23
K 18 40 Sag K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
K 19 28 Sag E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
K 20 42 Sag K 0,22 0,87 0,15 1,52 1,93
H 1 49 Vefat E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 2 65 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 4 65 Sag K 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 5 45 Vefat K 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 6 73 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 7 69 Sag K 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 8 58 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 9 54 Sag K 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 10 71 Sag K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 11 41 Vefat K 0,48 6,39 0,08 3,51 1,85
H 12 64 Vefat K 0,43 0,03 0,05 0,23 0,95
H 13 76 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 14 41 Vefat K 3,61 8,73 0,19 17,66 2,99
H 15 58 Vefat K 0,65 1,75 011 1,83 1,17
H 16 67 Sag E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 17 69 Sag E 0,09 0,03 0,07 4,35 0,57
H 18 69 Vefat K 0,67 10,82 0,23 1,14 1,57
H 19 65 Vefat E 0,98 7,48 0,65 5,47 4,17
H 20 66 Sag E 0,26 13,89 0,08 1,56 3,74
H 21 72 Vefat K 0,45 545 0,18 3,20 7,24
H 22 64 Vefat K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 23 52 Sag E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 24 52 Vefat E 0,04 021 0112 0,51 1,16
H 26 63 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 27 61 Sag E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 29 45 Vefat K 0,43 7,48 0,11 1,88 1,77
H 30 28 Vefat E 0,89 33,50 1,16 10,57 153,41
H 31 72 Sag K 0,30 1,57 0,03 0,96 1,02
H 32 70 Vefat E 0,32 50,08 0,29 5,87 4,73
H 33 65 Vefat K 0,71 3,60 0,04 0,74 1,82
H 34 55 Vefat E 0,37 0,94 0,05 0,51 0,56
H 35 65 Vefat K 0,71 8,49 0,10 3,92 1,48
H 36 76 Vefat E 0,35 31,48 0,11 9,60 1,73
H 37 38 Vefat K 0,22 3,85 0,04 1,98 0,36




51 65 Sag

52 55 Vefat
53 59 Vefat
54 52 Vefat
55 80 Vefat

0,98 748 0,18 3,20 7,24
0,98 748 0,18 3,20 7,24
0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
0,98 748 0,18 3,20 7,24
0,98 7,48 0,18 3,20 7,24

H 38 61 Sag K 1,09 458 0,04 1,96 0,63
H 39 51 Sag E 0,30 6,80 0,20 2,42 2,25
H 40 86 Vefat K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 41 74 Vefat E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 42 58 Sag K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 44 54 Vefat E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 45 69 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 46 64 Vefat E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 47 76 Vefat E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 48 67 Sag K 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H 49 85 Vefat E 0,98 748 0,18 3,20 7,24
H 50 69 Sag E 0,98 7,48 0,18 3,20 7,24
H K

H K

H K

H K

H E

GAPDH referans genine gore; bireylerin gen ekspresyonlart KRAS geni igin ortalamasi
0,98+0,96 olup medyan degeri 0,98; HK2 geni i¢in ortalamas1 7,48+7,66 olup medyan
degeri 7,48; BCL2 geni i¢in ortalamasi 0,18+0,15 olup medyan degeri 0,18; PTEN geni
igin ortalamasi 3,20+2,53 olup medyan degeri 3,20 idi; DNMT3A geni igin ortalamasi
7,24+18,63 olup medyan degeri 7,24 idi (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: GAPDH referans genine gére KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve DNMT3A i¢in
ortalama ve medyan degerleri

Ort. SS Medyan Min. Maks.
KRAS 0.98 0.96 0.98 0.04 7.43
HK2 7.48 7.66 7.48 0.03 50.08
BCL2 0.18 0.15 0.18 0.02 1.16
PTEN 3.20 2.53 3.20 0.23 17.66
DNMT3A 7.24 18.63 7.24 0.23 153.41

4.5. Beta-actin Referans Gene Gore Gen Ekspresyonu Sonuclari

Calismaya alinan bireylerin beta-actin referans gene gore gen ekspresyonu

sonuglar1 Tablo 4-7’de verilmistir.

Tablo 4-7: Calismaya ahinan bireylerin beta-actin referans gene gore gen ekspresyonu
sonuclar



Grup No Yas Mortalite Cinsiyet KRAS HK2 BCL2 PTEN DNMT3A
K 3 68 Sag K 0,53 0,68 0,01 0,19 0,11
K 4 19 Sag K 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 5 60 Sag E 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 6 31 Sag K 4,07 0,89 0,21 1,51 3,93
K 7 23 Sag K 0,40 091 0,09 0,98 1,25
K 8 72 Sag E 2,20 1,12 0,18 0,35 0,92
K 9 40 Sag E 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 10 21 Sag K 1,33 2,01 0,22 3,85 1,83
K 11 60 Sag K 0,74 0,36 0,07 0,42 0,66
K 12 18 Sag K 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 17 18 Sag K 0,94 0,99 0,03 1,54 0,34
K 18 40 Sag K 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 19 28 Sag E 0,81 1,15 0,18 2,56 2,61
K 20 42 Sag K 0,57 2,28 0,38 3,99 5,08
H 1 49 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 2 65 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 4 65 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 5 45 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 6 73 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 7 69 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 8 58 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 9 54 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 100 71 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 11 41 Vefat K 0,35 456 0,06 2,51 1,32
H 12 64 Vefat K 1,70 0,12 0,18 0,91 3,77
H 13 76 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 14 41 Vefat K 2,90 7,01 0,15 14,17 2,40
H 15 58 Vefat K 1,05 2,83 0,18 2,96 1,90
H 16 67 Sag E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 17 69 Sag E 0,23 0,08 0,16 10,67 1,39
H 18 69 Vefat K 0,43 6,91 0,15 0,73 1,00
H 19 65 Vefat E 0,05 2,85 0,13 1,12 0,85
H 20 66 Sag E 0,40 4,85 0,07 1,39 3,33
H 21 72 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 22 64 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 23 52 Sag E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 24 52 Vefat E 0,74 3,63 2,00 8,78 19,89
H 26 63 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 27 61 Sag E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 29 45  Vefat K 1,12 2,67 0,29 4,91 4,61
H 30 28 Vefat E 0,06 2,34 0,08 0,74 10,73
H 31 72 Sag K 0,43 2,28 0,04 1,40 1,49




H 32 70 Vefat E 0,03 506 0,03 0,59 0,48
H 33 65 Vefat K 0,48 2,46 0,02 0,51 1,24
H 34 55 Vefat E 0,76 1,92 011 1,05 1,14
H 35 65 Vefat K 0,24 2,81 0,03 1,30 0,49
H 36 76 Vefat E 0,02 1,94 0,01 0,59 0,11
H 37 38 Vefat K 0,16 2,81 0,03 1,44 0,26
H 38 61 Sag K 0,38 1,60 0,01 0,69 0,22
H 39 51 Sag E 0,29 6,67 0,20 2,37 2,21
H 40 86 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 41 74 Vefat E 0,81 2,67 018 2,56 2,61
H 42 58 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 44 54 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 45 69 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 46 64 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 47 76 Vefat E 0,81 2,67 018 2,56 2,61
H 48 67 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 49 85 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 50 69 Sag E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 51 65 Sag K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 52 55 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 53 59 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 54 52 Vefat K 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61
H 55 80 Vefat E 0,81 2,67 0,18 2,56 2,61

Beta-actin referans genine gore; bireylerin KRAS geni i¢in ortalamasi 0,81+0,60 olup
medyan degeri 0,81; HK2 geni icin ortalamasi 2,53+1,36 olup medyan degeri 2,67,
BCL2 geni i¢in ortalamasi 0,18+0,24 olup medyan degeri 0,18; PTEN geni igin
ortalamas1 2,56+2,18 olup medyan degeri 2,56; DNMT3A geni icin ortalamasi
2,61+2,62 olup medyan degeri 2,61 idi (Tablo 4-8)

Tablo 4-8: Beta-actin referans genine gore KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve DNMT3A i¢in
ortalama ve medyan degerleri

Ort. SS Medyan Min. Maks.
KRAS 0.81 0.60 0.81 0.02 4.07
HK2 2.53 1.36 2.67 0.08 7.01
BCL2 0.18 0.24 0.18 0.01 2.00
PTEN 2.56 2.18 2.56 0.19 14.17
DNMT3A 2.61 2.62 2.61 0.11 19.89
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4.6. Kontrol ve Hastalarin miRNA Sonuglar:

Hastalarda miR-21 geni icin ortalama 1,12+1,64 olup medyan degeri 0,35°di.
MiR-31 geni icin ortalama 0,55+0,88 olup medyan degeri 0,19’du. MiR-143 igin
ortalama 0,59+0,95 olup medyan degeri 0,14 ‘dii. MiR-196a i¢in ortalama 0,08+0,16
olup medyan degeri 0,02 idi.

Hastalarin miR-21, miR-143 ve miR-196a medyan degerinin kontrol
grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu elde edildi
(p<0.05). MiR-31 medyan degerinin hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedigi gortildi (p>0.05) (Tablo 4-9; Sekil 4-1).

Tablo 4-9: Kontrol ve hasta grubunda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a ekspresyon
seviyelerinin ortalama ve medyan degerleri

Ort. SS Medyan p
Kontrol 1.91 1.70 1.05
D *
miR-21 Hasta 112 1.64 0.35 0.029
Kontrol 0.49 0.52 0.44
iR-31 .
miR-3 Hasta 0.55 0.88 0.19 0.088
. Kontrol 1.85 1.59 1.33
- <0. *
MiR-143 Hasta 0.59 0.95 0.14 0.001
miR-196a Kontrol 0.32 0.27 0.17 <0.001*
Hasta 0.08 0.16 0.02
Medyan test
1,20
1,00
f ol
[=]
Z 0,80
o
(=1
2 0,60
2
® 0,40
&
0,20
0,00

mir-21 mir-31 mir-143 mir-196

@Kontrol @Hasta

Sekil 4-1: Kontrole kiyasla kontrol ve hasta grubunda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-
196a relatif ekspresyon seviyelerinin ortalama degerleri



4.7. GAPDH Referans Gene Gore Kontrol ve Hastalarin Gen EKspresyonu
Sonuclar

Hastalarda GAPDH referans gen olarak alindiginda KRAS geni i¢in ortalamasi
0,84+0,50 olup medyan degeri 0,98’di. HK2 geni i¢in ortalamas: 8,46+8,23 olup
medyan degeri 7,48°di. BCL2 geni i¢in ortalamas1 0,18+0,17 olup medyan degeri 0,18
idi. PTEN geni icin ortalamasi 3,45%2,70 olup medyan degeri 3,20 idi. DNMT3A geni
i¢in ortalamasi 8,09£20,94 olup medyan degeri 7,24 idi.

Hastalarin medyan KRAS degerinin, kontrol grubundakilere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalma oldugu elde edildi (%43,24, p=0,004). Hasta
grubundakilerin ortalama HK2 ve PTEN degerinin, kontrol grubundakilere gore
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artis (2,17-kat, p=0,005; 1,51-kat, p=0,040, sirasiyla)
oldugu goriildii. Ortalama ve medyan BCL2, DNMT3A gen degerlerinin hasta grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4-10;
Sekil 4-2).

Tablo 4-10: Kontrol ve hasta grubunda GAPDH referans genine gore KRAS, HK2, BCL2,
PTEN ve DNMT3A ekspresyon seviyelerinin ortalama ve medyan degerleri

ort. SS Medyan p
Kontrol 1.48 1.80 0.98 xa
KRAS Hasta 0.84 0.50 0.98 0.004
Kontrol 3.89 3.28 2.29
*b
HiK2 Hasta 8.46 8.23 7.48 0.005
Kontrol 0.17 0.10 0.18 b
BCL2 Hasta 0.18 0.17 0.18 0,068
Kontrol 2.29 1.57 2.98 *b
PTEN Hasta 3.45 2.70 3.20 0.040
DNMT3A Kontrol 4.15 3.26 4.94 0,485°
Hasta 8.09 20.94 7.24

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi



Relatif ekpsresyon
(GAPDH'e gorre)

1,00
0,00

KRAS HK2 BCL2 PTEN DNMT3A

@Kontrol @ Hasta

Sekil 4-2: Kontrole kiyasla kontrol ve hasta KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve DNMT3A relatif
ekspresyon seviyelerinin (GAPDH’e gore) ortalama degerleri

4.8. Beta-actin Referans Gene Gore Kontrol ve Hastalarin Gen Ekspresyonu

Sonuglari

Hastalarda Beta-actin referans gen olarak alindiginda KRAS geni igin ortalamasi
0,72+0,44 olup medyan degeri 0,81’di. HK2 geni i¢in ortalamast 2,91+1,27 olup
medyan degeri 2,67°ydi. BCL2 geni i¢in ortalamasi 0,19+0,27 olup medyan degeri 0,18
idi. PTEN geni i¢in ortalamasit 2,71%2,36 olup medyan degeri 2,56 idi. DNMT3A geni
i¢in ortalamasi 2,74+2,87 olup medyan degeri 2,61 idi.

Ortalama ve medyan KRAS, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin hasta
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi tespit edildi (p>0.05).
Hasta kisilerin ortalama HK2 degerinin, kontrol grubundaki kisilere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artis (2,53-kat, p=0,001) oldugu bulundu (Tablo 4-11; Sekil 4-
3).

Tablo 4-11: Kontrol ve hasta grubunda Beta-actin referans genine gére KRAS, HK2,
BCL2, PTEN ve DNMT3A ekspresyon seviyelerinin ortalama ve medyan

degerleri
Ort. SS Medyan p
Kontrol 1.12 0.95 0.81
KRAS
Hasta 0.72 0.44 0.81 0,103?
HK2 Kontrol 1.15 0.48 1.15 0,001*®




Hasta 2.91 1.27 2.67
Kontrol 0.16 0.09 0.18
BCL2 Hasta 0.19 0.27 018 | 0,208
Kontrol 201 122 2.56
PTEN HZ:taro 2.71 2.36 2.56 0,406"
DNMT3A EZ::;OI ;:;31 ;:gg 321 0,994° |

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

Relatif ekpsresyon
(Beta-actin'e gorre)

I |

ol o

KRAS HK2

BCL2

@Kontrol @ Hasta

PTEN

DNMT3A

Sekil 4-3: Kontrole kiyasla kontrol ve hasta KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve DNMT3A relatif
ekspresyon seviyelerinin (beta-actin’e gore) ortalama degerleri

4.9. Demografik Kosullarimna Gore Kontrol ve Hasta Gruplarinin Karsilastirilmasi

Olen hastalarin tamaminin hasta grubundan oldugu gozlendi (p<0.05). Kisilerin

cinsiyeti ile hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedigi

saptand1 (p>0.05) (Tablo 4-12).

Tablo 4-12: Yas, mortalite ve cinsiyete gore kontrol ve hasta gruplarimin karsilastirilmasi

Grup
Kontrol \ Hasta
Yas n(%o) p
50 yas altl.. _ 10(71.4) 7(13.7) <0.001*
50 yas ve istii 4(28.6) 44(86.3)
Mortalite
Sag 14(100.0) 16(31.4) <0.001*




50

EX 0(0.0) 35(68.56)
Cinsiyet
Erkek 4(28.6) 26(51.0)
| Kadin 10(71.4) 25(49.0) 0.226 |
Ki kare testi

4.9.1. Yasa gore Kontrol ve Hasta Gruplarinin Karsilastirilmasi

Hasta grubundakilerin %86.3’linlin 50 yas ve {iistii oldugu goriildi. Kisilerin

yaslari artis gosterdiginde hasta olma ihtimalinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢giide fazla

oldugu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4-4).

50

40

30

20

50 yas alti

Yas

Grup

EH
L 178

50 yas ve Ustd

Sekil 4-4: Yasa gore kontrol ve hasta gruplarinin karsilastirilmasi

Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin, yas

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi elde edildi (p>0.05)

(Tablo 4-13).

Tablo 4-13: Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin yas
gruplarina gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 |Yas ort. SS Medyan p
1 1. 2.11 1
miR-21 SVyasaltt 35 0.18 0,955
50 yas ve iistii 1.08 1.58 0.36
MiR-143 50 yas alti 1.06 1.46 0.10 0.955
50 yas ve iistii 0.52 0.85 0.15
. 50 yas alt1 0.80 1.23 0.10
miR-31 0,955
50 yas ve iistii 0.51 0.83 0.20
miR-196a 50 yas alti 0.05 0.06 0.03 0,693
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Medyan test

GAPDH referans gen olarak alindiginda hastalarin ortalama ve medyan KRAS,
HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin yas grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gostermedigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4-14).

Tablo 4-14: Hasta grubunda GAPDH referans genine gére KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin yas grubuna gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 |Yas Ort. SS Medyan p
50 It 1.08 1.15 0.89

KRAS yasam 0,636
50 yas ve iistii 0.80 0.30 0.98
50 yas alt1 10.70 10.17 7.48

HK2 0,620°
50 yas ve iistii 8.11 7.97 7.48 ’
50 It 0.28 0.39 0.18

BCL2 b R 0,393*
50 yas ve iistii 0.17 0.09 0.18
50 yas alt1 6.00 5.94 3.20

PTEN 0,299°
50 yas ve iistii 3.04 1.52 3.20
50 yas alt1 24.98 56.70 2.99

DNMT3A 0,2872

| 50 yas ve iistii 5.40 2.70 7.24

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

Beta-actin referans gen olarak alindiginda hastalarda ortalama ve medyan KRAS,
HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin yas grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gostermedigi elde edildi (p>0.05) (Tablo 4-15).

Tablo 4-15: Hasta grubunda Beta-actin referans genine gére KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin yas grubuna gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Yas ort. SS Medyan p
1 . 97 81
KRAS 50 yas a tl" _ 0.89 0.9 0.8 0.150°
50 yas ve iistii 0.70 0.30 0.81
It 3.53 1.70 2.67
HK2 > yay 8 — 0,325°
50 yas ve iistii 2.81 1.18 2.67
50 yas alti 0.14 0.09 0.15
BCL2 0,879?
50 yas ve iistii 0.19 0.28 0.18
PTEN 50 yas alt1 4.13 4.61 2.56 0,265
50 yas ve iistii 2.48 1.77 2.56 ’




DNMT3A

50 yas alt1

3.51

3.45

2.61

0,265%

50 yas ve iistii

2.62

2.79

2.61

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

4.9.2. Cinsiyete gore Hasta Grubunun Karsilastirilmasi

Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin,

cinsiyete gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi tespit edildi (p>0.05)

(Tablo 4-16).

Tablo 4-16: Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin

cinsiyete gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Cinsiyet Ort. SS Medyan p
MiR-21 Erkek 1.23 1.91 0.24 0.713
Kadin 1.00 1.33 0.39
MiR-143 Erkek 0.62 1.03 0.12 0.777
Kadin 0.56 0.89 0.17 '
Erkek 4 72 1
miR-31 e Ll 0 i1 0.624
Kadin 0.64 1.03 0.19
. Erkek 0.11 0.21 0.03
R-196a 0.189
™ Kadmn 0.05 0.07 0.02 |
Medyan testi

GAPDH referans gen olarak alindiginda hastalarin ortalama ve medyan KRAS,

HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin cinsiyete gore istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik géstermedigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: Hasta grubunda GAPDH referans genine gére KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin cinsiyete gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Cinsiyet Ort. SS Medyan p
Erkek 0.78 0.34 0.98

KRAS K:‘d(in 0.90 0.62 0.98 0.839°
Erkek 10.45 11.01 7.48

HK2 K:‘d?n 6.40 2.50 7.48 09557
Erkek 0.22 0.22 0.18

BCL2 K;dem 0.14 0.06 0.18 0.095°




Erkek 3.66 2.20 3.20 .
PTEN Kadin 3.22 3.17 3.20 0.171
Erkek 11.36 29.07 7.24 .
| DNMT3A Kadimn 4.68 2.99 7.24 0.984 |

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

Beta-actin referans gen olarak alindiginda hastalarda ortalama ve medyan KRAS,

HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin cinsiyete gore istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik géstermedigi elde edildi (p>0.05) (Tablo 4-18).

Tablo 4-18: Hasta grubunda Beta-actin referans genine gére KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin cinsiyete gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Cinsiyet Ort. SS Medyan p
Erkek 0.63 0.30 0.81
KRAS 0.109°
Kadin 0.82 0.53 0.81
Erkek 2.87 1.17 2.67
HK2 0.837
Kadin 2.94 1.39 2.67
BCL2 Erkek 0.23 0.37 0.18 0,972
Kadin 0.15 0.07 0.18
Erkek 2.72 2.20 2.56
b
PTEN Kadin 2.69 2.57 2.56 0.949
Erkek 3.25 3.86 2.61
DNMT3A 9632
| 3 Kadin 2.21 1.02 2.61 0.963 |

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

4.9.3. Mortalite gore Hasta Grubunun Karsilastirilmasi

Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin,

mortalite durumuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi tespit

edildi (p>0.05) (Tablo 4-19).

Tablo 4-19: Hastalarda miR-21, miR-31, miR-143 ve miR-196a medyan degerlerinin,
mortaliteye gore karsilastiriimasi

Hastalarda n=51 Mortalite Ort. SS Medyan p
. Sag 0.59 0.85 0.26
R-21 .
m Vefat 1.36 1.85 0.39 0836
. Sag 0.28 0.34 0.13
R-143 0.417
m Vefat 0.74 1.10 0.19




. Sag 0.45 0.94 0.19

R-31 0.836
Ml Vefat 0.59 0.87 0.19

. Sag 0.06 0.08 0.02

R-106 0.807
Mik-196a Vefat 0.10 0.19 0.02
Medyan testi

Beta-actin referans gen olarak alindiginda hastalarda ortalama ve medyan KRAS,

HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin mortalite durumuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik géstermedigi elde edildi (p>0.05) (Tablo 4-20).

Tablo 4-20: Hasta grubunda Beta-actin referans genine gore KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin mortaliteye gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Mortalite Ort. SS Medyan p

KRAS Sag 0.67 0.23 0.81 0.704°
Vefat 0.75 0.51 0.81
Sag 2.80 1.38 2.67

HK2 0.343"
Vefat 2.95 1.24 2.67
Sag 0.15 0.06 0.18

BCL2 0.5722
Vefat 0.20 0.32 0.18

PTEN Sag 2.79 2.18 2.56 0.712°
Vefat 2.67 2.47 2.56 '
Sag 2.33 0.73 2.61

DNMT3A 0.800°
Vefat 2.93 3.43 2.61

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

GAPDH referans gen olarak alindiginda hastalarin ortalama ve medyan KRAS,

HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A gen degerlerinin mortalite durumuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4-21).

Tablo 4-21: Hasta grubunda GAPDH referans genine gore KRAS, HK2, BCL2, PTEN ve
DNMT3A gen degerlerinin morteliteye gore karsilastirilmasi

Hastalarda n=51 Mortalite Ort. SS Medyan p

KRAS Sag 0.80 0.34 0.98 0.564"
Vefat 0.86 0.56 0.98 '

HK2 Sag 6.82 2.98 7.48 054
Vefat 9.21 9.69 7.48 '

BCL2 Sag 0.15 0.06 0.18 0.653"
Vefat 0.20 0.19 0.18 '




STEN Sag 2.90 0.81 3.20 Js100
Vefat 3.70 3.20 3.20 '

ONMTAA Sag 5.49 2.77 7.24 .
Vefat 9.27 25.23 7.24 '

a: Medyan test, b: Mann Whitney-U testi

4.10. MiRNA ve Gen Ekspresyonlar1 Arasinda Korelasyon Varhgi

Hasta grubunda miR-21, miR-31, miR-143, miR-196a ve GAPDH referans gen
olarak alinan KRAS, HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A genleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir korelasyona rastlanmadi (p>0.05) (Tablo 4-22).

Tablo 4-22: Hasta grubunda miR-21, miR-31, miR-143, miR-196a ve GAPDH referans gen
olarak alinan KRAS, HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A genleri arasinda korelasyon varhgi

Hastalarda mir21 mirl43 mir31 mirl96
KRAS r -0.188 -0.243 -0.030 -0.052
p 0.186 0.086 0.833 0.717
HK2 r -0.050 -0.047 -0.023 0.056
p 0.728 0.743 0.871 0.698
BCL2 r -0.203 -0.253 -0.209 -0.150
p 0.153 0.073 0.142 0.294
PTEN r -0.124 -0.064 -0.082 0.082
p 0.385 0.654 0.567 0.567
DNMT3A r -0.171 -0.273 -0.076 0.128
p 0.230 0.052 0.595 0.370

Spearman’s rho testi

Tablo 4-23’de goriildiigii tizere hasta grubunda miR-21 ve beta-actin referans
alman KRAS, HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A genleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir korelasyon gortlmedi (p>0.05).

Tablo 4-23: Hasta grubunda miR-21, miR-31, miR-143, miR-196a ve Beta-actin referans
gen olarak alinan KRAS, HK2, BCL2, PTEN, DNMT3A genleri arasinda
korelasyon varh@

Hastalarda mir2l mirl43 mir31 mirl96
KRAS r -0.115 -0.308" -0.148 -0.015
p 0.422 0.028 0.300 0.914




HK2 r -0.145 -0.193 -0.276" -0.344"
p 0.310 0.174 0.050 0.013
BCL2 r -0.154 -.0355" -0.127 -0.007
p 0.282 0.011 0.375 0.959
PTEN r -0.195 -0.284" -0.202 0.040
p 0.169 0.043 0.154 0.782
DNMT3A r -0.236 -0.331" -0.153 0.032
p 0.095 0.018 0.285 0.822

Spearman’s rho testi

Hasta grubunda miR-143 ile beta-actin referans alinan KRAS, BCL2 ve
DNMT3A arasinda negatif orta derecede’® istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu
elde edildi (Tablo 4-23; Sekil 4-5). Hasta grubunda miR-143 ile beta-actin referans
alman PTEN arasinda negatif diisiik derecede? istatistiksel olarak anlamli bir iliski

oldugu tespit edildi (Tablo 4-23; Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: MiR-143 ve Beta-actin referans genine gore genlerin ekspresyonlari arasinda
korelasyon

! negatif orta derecede korelasyon: r=(-0,49) - (-0,30)
2 negatif diisiik derecede korelasyon: r=(-0,29) - (-0,10)



Hasta grubunda miR-31 ile beta-actin referans olarak alinan HK2 arasinda

negatif diisiik derecede? istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu gozlendi (Tablo 4-
23; Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: MiR-31 ve beta-actin referans referans genine gore HK-2 ekspresyonlari
arasinda korelasyon

Hasta grubunda miR-196a ile beta-actin referans olarak alinan HK2 arasinda

negatif orta derecede istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu goriildii (Tablo 4-23,
Sekil 4-7).

3 negatif diisiik derecede korelasyon: r=(-0,29) - (-0,10)
4 negatif orta derecede korelasyon: r=(-0,49) - (-0,30)
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Sekil 4-7: MiR-196 ve beta-actin referans referans genine gore HK-2 ekspresyonlari
arasinda korelasyon

Sonu¢ olarak; CRC’li hastalarda kontrol grubuna gore calisilan dort
miRNA’lardan (¢ tanesinin (miR-21, miR-143 ve miR-196a) ekspresyon seviyelerinin
anlamli diizeyde azaldig1 goriilmektedir. Aralarinda en fazla azalmanin miR196a (%74
azalma) ve mirl43’te (%68 azalma) oldugu goriilmektedir (Tablo 4-9; Sekil 4-1).
MiRNA seviyelerinin ¢alisilan tiimor baskilayict ve onkogenlerin ekspresyonlari
arasinda korelasyon incelendiginde (Tablo 4-23) miR-143 ekspresyonu ile KRAS,
BCL2 ve DNMT3A, PTEN genleri arasinda negatif korelasyon; miR-31 ve miR196

ekspresyonunun da HK2 geni arasinda negatif korelasyon gézlenmistir.



5. TARTISMA

CRC, onemli bir saglik sorunu olarak 6ne c¢ikmakta, diinya c¢apinda en sik
goriilen tglincli ve kansere bagli 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (WHO,
2024). 5 yillik sagkalim orani evre II’de (lokalize evre) %91°den, evre III’de (bolgesel
evre) %73’e ve uzak metaztaz gdsteren CRC’1i hastalarda %14’e diismektedir (Siegel
ve ark., 2023). Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN), CRC hastalarinin taramasi igin
kilavuzlar saglamaktadir. CRC hastalarinin taramasi icin NCCN kilavuzlar1 ortalama
riskli bireyler i¢in taramanin 50 yasinda baglamasini 6nermektedir (Provenzale ve ark.,
2020). Mevcut CRC tarama yontemleri invaziv ve non-invaziv testler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Gilinlimiizde endoskopik yontemlerin yani sira digski ve kan bazli non-
invaziv testler de taramada kullanilmaktadir (Jayasinghe ve ark., 2023). Ancak ideal
tarama yoOntemi non-invaziv, duyarliligi, etkinligi ve ozgilligi yiksek, kolay
ulagilabilir, giivenli, kullanish ve ucuz olmalidir (Carroll ve ark., 2014; Jayasinghe ve
ark., 2023). CRC hastalarinin yaklasik %50’sinde karaciger metastazi gelisir (Tauriello
ve ark., 2017). Ancak kemoterapi alan uzak metastazi olan CRC hastalarinda tedaviye
direnc gorilebilmektedir (Zhou ve ark., 2022). Bu sebeple metastatik potansiyelin erken
teshisi veya saptanmasi, daha erken miidahale sansin1 ve muhtemelen daha iyi prognozu
saglar (Casadaban ve ark., 2016). Metastatik CRC mortalite oran1 yiliksek olan bir
kanser tirudir. Metastatik CRC prognozunu 6n gérmek ve tedavi sansini arttirabilmesi
sebebiyle miRNA ve miRNA’larin hedef genleri iizerinde ¢alismalar son dénemde
hizlanmistir. Tez ¢aligmasinda CRC’nin erken tani ve prognozuna yarar saglayabilecek,
kullanim1 kolay, maliyeti diisiik ve hasta uyumunu kolaylastiran biyobelirteclerin
gelistirilmesinde miRNA’larin rolii arastirilmistir. En ¢ok calisilan miRNA’lardan olan
miR-21 seviyelerinin CRC’li hastalardan alinan serum, diski ve doku orneklerinde
anlamli bir artis gosterdigi goriilmistiir (Lu ve ark., 2008; Shibuya ve ark., 2011;
Horiuchi ve ark., 2012; Kanaan ve ark., 2012; Wu ve ark., 2012).

Yapilan arastirmalarda CRC’de miR-21 tarafindan timoér ilerlemesini,
anjiyogenezi ve invazyonunu baskilayan genlerin transkripsiyonunun inhibisyonu
gozlenmistir. Bu sonuglar miR-21’in CRC’de hiicre invazyonu, proliferasyonu ve
apoptozunda onkogen olarak gorev aldigma iliskin raporlart desteklemektedir (Lu ve

ark., 2008; Slaby ve ark., 2008; Han ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2012). 84 CRC



dokusunda (Schetter ve ark., 2008); 29 CRC dokusunda (Slaby ve ark.,2008); 156 CRC
dokusunda (Shibuya ve ark., 2011) ve 7 karaciger metastazli ve 45 metastaz
bulunmayan CRC dokusunda (Xu ve ark., 2012) yapilan ¢alismalarda miR-21 ve miR-
31 ekspresyon seviyeleri anlamli olarak yiiksek bulunmus olup, miR-21 ve miR-31
ekspresyon seviyelerinin evre III ve IV’de evre I ve II’ye gore anlamli derecede daha
yuksek oldugu tespit edilmistirr Bu miRNA’larin CRC’de hiicre proliferasyonu,
invazyon, migrasyon, ileri TNM evresi ve metastazla iliskilendirildigi bildirilmistir
(Schetter ve ark., 2008; Slaby ve ark., 2008; Wang ve ark., 2009; Shibuya ve ark., 2011,
Kanaan ve ark., 2012; Xu ve ark., 2012; Yang ve ark., 2016).

Plazma miRNA'larinin, CRC i¢in giivenilir ve noninvaziv belirtegler saglayacagi
ongoriilerek 30 CRC’li doku ve 30 CRC plazma 6rneginde yapilan ¢alismada; miR-21
ve miR-31’in hem doku hem de plazmada ekspresyon seviyelerinde anormal artis
saptanmis olup, plazmada miR-21’in CRC hastalarmi %90 6zgiillik ve duyarlilikla
kontrollerden ayirdigi gozlenmistir (Kanaan ve ark.,2012). CRC’li 40 hastadan alinan
serum ve digki Orneklerinde yapilan c¢alismada; CRC’li hastalarin serum ve
digkilarindaki miR-21 ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 12,1 ve 10 kat artig
gostermistir (Bastaminejad ve ark., 2017). Serum miR-21’in sirasiyla %86,05 ve
%72,97 duyarlilik ve 6zgiillikle CRC tanist i¢in umut verici bir biyobelirte¢ olarak
degerlendirilirken, serum miR-21’in %88,10 duyarlilik ve %73,68 ozgiilliikle TNM
evre Il ve IV'li evre I ve IT'den giivenilir bir sekilde ayirt edebildigi gézlenmistir (). Son
yillarda yapilmis 41 CRC’li hastanin doku ve plazmasinda miR-21 ekspresyon
seviyelerinin incelendigi ¢alismada; CRC dokularinda miR-21 ekspresyonu (r=0.33,
p=0.049) zayif pozitif korelasyon gostermistir (Fellizar ve ark., 2023). CRC
dokularindaki miR-21 relatif ekspresyonlarinda erken evre ile ileri evre arasinda anlaml
bir fark gdzlenmezken, plazmada miR-21 relatif ekspresyonlari erken evrede (p =
0.006) ileri evreye kiyasla 6nemli dl¢iide yiiksek bulunmustur (Fellizar ve ark., 2023).
113 CRC hastasinin plazmasindaki (Hao ve ark., 2022) miR-21, ge¢ evrede (p = 0.1425)
medyan ekspresyonlart ile erken evrelerdekilerden daha diisiik bulunmustur. Evre IV ve
yuksek dlzeyde plazma miR-21 igceren evre I ve III’deki CRC hastalarmin 6nemli
olglide daha kotii sagkalim sonuglar1 gosterdigi tespit edilmistir. BOylelikle, dolasimdaki
miR-21’in CRC hastalarinda erken niiksii 6ngorebilmek igin 6nemli bir biyobelirteg
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tez ¢alismasinda hastalarin miR-21 medyan degerinin

kontrol grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu elde



edilmistir (%41,36 azalma, p=0.029). Hao ve ark., (2022) calismasinda da belirtildigi
gibi tez calismasindaki CRC hastalariin ileri evre olabilecegi diistiniilmektedir. Tez

calismasinda miR-21 sonuglar1 bakimindan anlamlilik gériilmemistir.

20 CRC doku ve plazma Orneklerinde genom c¢apinda miRNA ve mRNA
ekspresyon analizi yapilan c¢alismada; normal dokuya kiyasla en yiiksek miRNA
ekspresyon degisikliginin CRC’li dokuda yiksek ekspresyon gosteren miR-31’de (8
kat, p<0.001) goriilmiis olup, bu durum plazma 6rneklerinde de miR-31 ekspresyon
artisginin yiiksek olmasi ile desteklenmistir (Nagy ve ark., 2017). CRC metastazi igin
tanisal bir biyobelirteg olarak miRNA’larin kullanilabilecegini 6ngoren calismada; 28
lenf nodu metastazina sahip evre III ve IV ve 28 metastaz bulunmayan evre 1 ve II
CRC’li hastadan alinan plazma 6rneklerinde miR-31 metastazdan bagimsiz olarak tiim
CRC hastalarinda anlamli derecede yiiksek bulunurken, miR-31’in metastatik CRC
hastalarini, metastaz bulunmayan CRC hastalarindan ayirt etmek i¢in kullanilabilecegini
ortaya koymustur (p < 0.001) (Zhangve ark., 2019). 74 evre II ve IV CRC’li plazma ve
doku o6rneginde miR-21 ve miR31'in ekspresyon seviyeleri plazmada (p<0.05) ve
dokuda (p<0.001) anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Eslamizadeh ve ark., 2018).
144 CRC hastasindan alinan plazma orneklerinde yas, cinsiyet, timor evresi arasinda
anlamli bir iliski bulunmamakla birlikte yliksek miR-31 ekspresyon seviyeleri niks
riskinde artig (p=0.001) ile iliskilendirilmistir (Yuan ve ark., 2017). Tez ¢alismasinda
ise ilging olarak hastalarin miR-31 medyan degerinin kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik géstermedigi saptanmistir (p>0.05).

Qian ve ark. (2013) tarafindan CRC’li hastalarin plazma 6rneklerinde yapilan
calismada miR-143 ekspresyon seviyerinin saglikli kontrollere goére onemli Olgiide
azaldig1 gozlenmis ve evre 11l ve evre IV’de evre | ve evre II’ye gore gore daha diisiik
miR-143 ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. MiR-143’lin azalan ekspresyonunu
artan klinik evre ve metastaz ile iliskilendiren ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Chang
ve ark., 2011; Qian ve ark., 2013). 31 metastatik CRC’li hastanin plazma 6rneginde
miR-143’tin kemosensitivite ve sagkalim ftizerine prediktif degerinin arastirildigi
caligmada; miR-143 ile birinci basamak kemoterapi alimi sirasinda ilerlemesiz sagkalim
arasinda anlamli bir iligki goriilmemis (baslangi¢ p=0.06, kemoterapi sonrast p=0.699)
olup, baslangigtaki miR-143 (p = 0.009) ekspresyon seviyelerinin kotii genel sagkalimla
iligkili oldugu tespit edilmistir (Gherman ve ark., 2023). Tez calismasinda hastalarin



mMiR-143 medyan degerinin kontrol grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli

derecede diisiik oldugu elde edildi (%68,10 azalma; p<0.001).

CRC’de proliferasyon, invazyon, metastaz ve apoptoz gibi siireglerde onkogen
olarak yer aldig:1 bilinen miR-196a’nin ekspresyon seviyeleri CRC’li hastalarda anlamli
bir sekilde yiiksek olarak bulunmustur (Liu ve ark., 2013; Ge ve ark., 2014; Chen ve
ark., 2016). CRC’li hastalarin serum, plazma ve doku Orneklerinde miR-196a
ekspresyon seviyelerinde artis gézlenmis olup, miR-196a’nin yiiksek ekspresyonu lenf
nodu metastaz1 ve CRC’de ileri TNM evresi ile pozitif olarak iligkili bulunmustur (Ge
ve ark., 2014; Mehrjoei ve ark., 2024). 55 CRC dokusu ve 55 CRC’li plazma 6rneginde
yapilan caligmada; CRC’li doku orneklerinde miR-196a ekspresyon duzeylerinin
normal dokulara kiyasla 11.426 kat 6nemli 6l¢iide arttig1 (p < 0.001), CRC hastalarinin
plazma orneklerinde ise 11.655 kat arttig1 (p <0.0001) gozlenmistir (Mehrjoei ve ark.,
2024). Tez calisgmasinda MiR-196a medyan degerinin kontrol grubundakilere gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu elde edildi (%75 azalma, p=<0.001).

Aragtirmalara gore; PTEN, CRC ile iliskili 6nemli bir miR-21 hedef genidir
(Xiong ve ark., 2013; Yazdani ve ark., 2016). Yu ve ark. (2012) CRC hucrelerinde miR-
21 ekspresyon seviyesinin artarken PTEN hedef geninin ekspresyonunun azaldigini
tespit ederek miR-21’in onkojenik bir rolii olduguna ve miR-21’in hedef geni olan
PTEN’in ekspresyonunu baskilayarak apoptozu inhibe ettigine dikkat ¢ekmistir. Yapilan
calismalarda CRC’de anormal ekspresyon gosteren miR-21’in hedef geni PTEN
arasinda negatif bir korelasyon gozlenmistir. Bu calismalarda CRC’de anormal artis
goOsteren miR-21 ekspresyonu lenf nodu metastazi, uzak metastaz gelisimi ve ileri TNM
evresi ile iliskilendirmistir (Slaby ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2012; Xiong ve ark.,
2013). 30 CRC dokusunda yapilan ¢alismada miR-21'in ekspresyonunun adenomlar ile
normal dokularla karsilastirildiginda 6nemli Olciide arttigr (p<0,01) gortilmiis olup,
miR-21 ile PTEN arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon (r=—0,396,
p<0,05) tespit edilmistir (Xiong ve ark., 2013). Ayrica, yuksek miR-21 ve diisiik PTEN
ekspresyonlarinin invazyon, lenf nodu metastaz1 ve ileri TNM evresi (III, IV) ile
anlamli diizeyde iliskili oldugu goézlenmistir (). 125 CRC’li dokuda yapilan ¢alismada
da miR-21 ekspresyon seviyesinin CRC’de anlamli derecede yiiksek oldugu (p =0,014)
gozlenmis olup, PTEN mRNA ve miR-21 ekspresyon seviyeleri arasinda negatif
korelasyon oldugu (r =—0.595, P <0.001) anlasilmistir (Yazdani ve ark., 2016).



Calismamizda GAPDH referans gen olarak alindiginda hastalardaki PTEN ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla CRC’li hastalarda anlamlhi 6l¢lide bir artig
gosterdigi gorilmiistiir (1,51-kat, p=0,040). Beta-actin referans gen olarak alindiginda
hastalarda PTEN ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir (p>0.05). GAPDH referans gen olarak
alindiginda hasta grubunda PTEN ile miR-21 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyona rastlanmamustir (p>0.05). Beta-actin referans gen olarak alindiginda hasta
grubunda PTEN ile miR-21 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

goriilmemistir (p>0.05).

Arastirmalara gore KRAS, miR-21, miR-31 ve miR-143’iin hedef genleri
arasinda yer almaktadir (Chen ve ark., 2009; Kent ve ark., 2016; Moghadamnia ve ark.,
2020). MiRNA’larin ekspresyonlarint CRC ile iligkili genlerden KRAS mMRNA
seviyeleriyle iliskilendiren 72 CRC’li dokuda (Moghadamnia ve ark., 2020) yapilan
caligmada miR-21 ve miR-31’in ekspresyon diizeyi agisindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001). Ayn1 zamanda miR-21 ile KRAS
arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir (p<0,001). 48 CRC’li dokuda (Sun ve ark.,
2016) yapilan c¢aligmada miR-21’in (p=0.0000) ekspresyonu anlamli bir artig
gosterirken, miR-143 (p=0.0028) anlamli bir azalis gostermistir. MiR-21 ile KRAS
ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon gozlenmistir. Calismamizda CRC’li hastalarda
GAPDH referans gen olarak alindiginda KRAS ekspresyon seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla anlaml 6l¢iide azaldigi gozlenmistir (%43,24, p=0,004). Beta-actin
referans gen olarak alindiginda hastalarda PTEN ekspresyon seviyelerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir
(p>0.05). GAPDH referans gen olarak alindiginda hasta grubunda KRAS ile miR-21,
miR-31 ve miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlanmamaistir
(p>0.05). Beta-actin referans gen olarak alindiginda hasta grubunda KRAS ile miR-21
ve miR-31 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlanmamistir
(p>0.05). Beta-actin referans gen olarak alindiginda KRAS ile miR-143 arasinda negatif

orta derecede istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu gozlenmistir (p>0.05).

Arastirmalara gore HK2, CRC ile iliskili 6nemli bir miR-143 hedef genidir
(Gregersen ve ark., 2012; Jahangiri ve ark., 2022; Chen ve ark., 2023). 215 CRC’li
dokuda (Zhu ve ark., 2017) yapilan calismada normal dokulara kiyasla CRC



dokularinda HK2’nin 6nemli 6l¢iide artis1 gézlenmistir. Bu artigin ileri klinik evrelerde
(ITI ve IV) erkem klinik evrelere (I ve II) gore ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Hiicre kiiltiiri ve mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilen CRC iizerinde yapilmis
calismada (Jahangiri ve ark., 2022), miR-143 seviyelerinde artisa rastlanmis olup, HK2
ekspresyon seviyelerinde azalma goézlenmistir. Son yillardaki bir diger arastirmada
(Chen ve ark., 2023) CRC’de HK2’nin artan ekspresyonu ve CRC’nin 5-Fluorourasil
direnci ile pozitif korelasyon gosterdigi gozlenmistir. 5-Fluorourasil ‘e direncli CRC
hastalarinda ve kolon kanseri hiicrelerinde miR-143 ekspresyonu belirgin sekilde
baskilanmigtir. CRC hiicrelerinde ise HK2 ile miR-143 ekspresyonlari ters korelasyon
gostermistir. 113 prostat kanseri dokusunda (Peschiaroli ve ark., 2013) yapilan
calismada prostat kanserli dokuda miR-143 ekspresyon seviyeleri azalmis olup 6zellikle
metastatik vakalarda daha ¢ok azaldigi tespit edilmistir. Prostat kanserli dokularda
normal dokulara kiyasla HK2 ekspresyon seviyelerinde anlamli artis goriilmistiir
(8,68'e kars1 8,93; P =0,0002). Calismamizda CRC’li hastalarda GAPDH referans gen
olarak alindiginda HK2 ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamh
Olgiide artig gosterdigi goriilmiistiir (2,17-kat, p=0,005). Beta-actin referans gen olarak
alindiginda hastalarda HK2 ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli
Olglide artis gosterdigi gozlenmistir (2,53-kat, p=0,001). GAPDH referans gen olarak
alindiginda hasta grubunda HK2 ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyona rastlanmadi (p>0.05). Beta-actin referans gen olarak alindiginda hasta
grubunda HK2 ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona

rastlanmamistir (p>0.05).

Aragtirmalara gore BCL2, miR-21 ve miR-143’lin hedef genleri arasinda yer
almaktadir (Han ve ark., 2006; Karimi ve ark., 2019). 24 CRC’li dokuda (Liu ve ark.,
2021) yapilan c¢alismada BCL2'nin  ekspresyon seviyeleri normal doularla
kiyaslandiginda CRC’li dokularda 6nemli Olgiide arttigir gozlenmistir (p<0,001).
Yapilan hiicre kiiltiirii calismasinda (Karimi ve ark., 2019) miR-143 degisiminin BCL2,
BAX ve BAX/BCL2 oraninin ifadesi tlizerindeki etkisi incelenmis olup miR-143 ile
BCL2’nin 6nemli dl¢iide negatif korelasyonu saptanmistir. MiR-143 transfekte edilmis
hicrelerde BCL2 mRNA’sinda anlamli bir azalma (0,278-kat) goriilmiis olup BAX
degisiklige ugramamistir (1,16-kat). BAX/BCL2 orani ise miR-143 uygulanan hiicre
dizilerinde 4,17 kata ¢ikmistir (p < 0.01). Calismamizda CRC’li hastalarda GAPDH

referans gen olarak alindiginda BCL2 ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla



istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi saptanmistir (p>0,05). Beta-actin
referans gen olarak alindiginda hastalarda BCL2 ekspresyon seviyelerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermedigi saptanmistir
(p>0,05). GAPDH referans gen olarak alindiginda hasta grubunda BCL2 ile miR-21 ve
BCL2 ile miR-143 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlanmadi
(p>0.05). Beta-actin referans gen olarak alindiginda hasta grubunda BCL2 ile miR-143
ve BCL2 ile miR-21 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir korelasyona rastlanmamuistir

(p>0.05).

Arastirmalara gore DNMT3A, CRC ile iliskili nemli bir miR-143 hedef genidir
(Ng ve ark., 2009; Kutilin, 2020). 50 CRC’li dokuda (Ng ve ark., 2009) yapilan
calismada miR-143 ekspresyon seviyeleri normal dokulara kiyasla anlamli olarak
azaldig1 (p<0,0001) goézlenmis olup miR-143 ve DNMT3A ekspresyon seviyeleri
arasinda negatif korelasyon saptanmistir (p=0.048) (Ng ve ark.,, 2009). Yapilan
calismalarda miR-143"iin c¢esitli kanser tiirlerinde DNMT3A ekspresyon seviyeleri
arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir (Zhang ve ark., 2019; Zhang ve
ark., 2017, Han ve ark., 2021). CRC’li hastalarda GAPDH referans gen olarak
alindiginda DNMT3A ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptanmistir (p>0,05). Beta-actin referans gen
olarak alindiginda hastalarn DNMT3A ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi saptanmistir (p>0,05).
GAPDH referans gen olarak alindiginda hasta grubunda DNMT3A ile miR-143 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlanmadi (p>0.05). Beta-actin referans gen
olarak alindiginda hasta grubunda DNMT3A ile miR-143 arasinda negatif orta derecede

istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu elde edilmistir.
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