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OZET

Kolorektal Kanserli Hastalarda pre-miR-423 (rs6505162) ve pre-miR-608
(rs4919510) Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Kolorektal kanser (KRK) patogenezinde, miRNA’larin islenmesi ve
olgunlasmasinda rol oynayan pre-miRNA’lardaki polimorfizmlerin etkili oldugu
diisiiniilmektedir. pre-miRNA genlerindeki SNP’ler olgun mi-RNA olusumunu ve
ekpresyonunu etkiledigi gibi aym1 zamanda kanserin gelisiminden ve Kklinik
bulgularindan sorumlu olabilir. Bu ¢alismada Tiirk populasyonu i¢in Mersin
ornekleminde pre-miR-423 ve pre-miR-608 gen polimorfizmlerinin KRK ile
iliskisinin arastirilmas1 amaglandi. Calismaya, kontrol grubundan yas ortalamasi
52,6 olan 100 saghkh birey ile KRK grubundan yas ortalamasi 56,89 olan 100 birey
dahil edilmistir. Kontrol ve hasta grubundaki bireylerden alman kan
orneklerinden DNA izolasyonu yapilmis ve genotipler Real-Time PCR yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ‘ki-kare
trend’ testleri ile incelenmistir. Yapilan genotip ve allel dagilimlan
degerlendirmeleri sonucunda; pre-miR-423 A/C polimorfizmi i¢cin KRK hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamh bir iliski oldugu saptanmustir (p=0,039).
Hastalarda CC genotip sikhigi kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
gozlenmistir ve CC genotipinin 1.9 oraninda kolorektal kanser olma riskini
arttirdigi saptanmustir (OR=1,935 , (1,031 -3,632), p=0,040). pre-miR-608 C/G
polimorfizmi icin ise; hasta ve kontrol grubu arasinda anlamh bir iliski
bulunmamistir (p=0,395). Bu arastirma, su ana kadar pre-miR-423 ve pre-miR-
608 SNP’lerinin KRK ile olan olasi iliskisini degerlendiren ilk ¢calismadir. Daha
genis caph baska bir calismada, bulgularin tekrarlanmasi sonuclarin
dogrulanmasi acisindan 6nemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, pre-miRNA, Polimorfizm
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ABSTRACT

The Investigation of pre-miR-423 (rs6505162) and pre-miR-608 (rs4919510) Gene
Polymorphisms with Colorectal Cancer Patiens

It has been thought that the polymorphism of pre-miRNAs acting process and
maturation of miRNA effect the pathogenesis of colorectal cancers (CRC). SNPs in
pre-miRNA genes only effect on expression and formation of mature mi-RNA but
olsa it responsible for clinical findings and development of cancer. in this study
was aimed to investigate in the Turkish population to Mersin sample pre-miR-423
and pre-miR-608 gene polimorphisms in relation with CRC. The study includes
the average age is 52,6 of 100 healty individuals and the average age 56,89 of 100
individuals taking colorectal cancer diagnosis as patient group. The molecular
analysis of the blood samples which have taken from both experimental and healty
group, was performed by Real-Time PCR method. Diseases of the relationship
between genotypes and alleles were examined by chi-square trend test. As a result
of making the genotip and allel distrubitions; significant differences in the pre-
miR-423 A/C gene polimorphism, in terms of genotype distribution between the
CRC patients and control group were statistically determined (p=0.039). The
frequency of CC genotype in patients is more than compared to the control group
and CC genotype was found 1.9 percent increase the risk of colorectal cancer
(OR=1,935 , (1,031-3,632), p=0,040). For the pre-miR-608 C/G gene
polimorphismism, in terms of genotype distribution there was no statistically
significant difference between the CRC patients and control group (p=0,395). This
study is the first study evaluating the possible relationship between pre-miR-423
and pre-miR-608 SNPs with CRC until now. A large scale study from other center

Is important in order to repeat verification of results.

Key words: Colorectal Cancer, pre-miRNA, Polimorphism.
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK) gelismis iilkelerde siklikla goriilen ve 6liime yol acan
onemli bir hastaliktir (1). Diinya genelinde KRK erkeklerde 3. bayanlarda ise 2. yaygin
kanserler arasindadir. Yilda 1.2 milyon kisi bu hastaliga yakalanirken 600.000 kisi bu
hastaliktan 6lmektedir. Kolorektal kanser insidansi, gelismis tilkeler olan Bati Avrupa,
Kuzey Amerika ve Avusturalya’da yiiksek oranda goriilmektedir. Son yillarda, Dogu
Asya ve Dogu Avrupa gibi KRK riski diisiik olan tilkelerde de hizla artmaktadir (2).
Ozellikle Cin’de, kolorektal kanser goriilme oraninda ve &liimlerde artis
gozlemlenmektedir (3). Ulkemizde ise en sik goriilen 10 kanser siralamasinda 7. sirada
olup, yilda yaklagik 5000 yeni vaka goriilmekte ve yaklasik 3200 kolorektal kansere
bagl 6lim ger¢eklesmektedir (4).

KRK hastaliginin olusumunda, yasam tarzi, beslenme faktorleri, yas ve aile
hikayesi en onemli risk faktorleri arasindadir (5). Bu hastalarin % 90’indan fazlas1 40
yasin lizerinde olan kisiler olup bu yastan sonra risk, her 10 yilda ikiye katlanmaktadir.
Ulseratif kolit, ailevi polipozis veya ailevi kanser sendromlar1 gibi genetik yatkinlik
durumlarinda kanser daha erken yaslarda gozlenir ve prognozu daha siddetlidir.
Sismanlik, yagdan ve kalori agisindan zengin, posadan fakir diyetle beslenme ve sigara
igmenin risk faktoriinii arttirdig1r gézlenmistir. Sigara i¢cimi ayrica adenomatdz polip ve
yiiksek riskli polip gelisimi i¢in de risk faktoriidiir (4).

Kolorektal ~ karsinogenezisin  gelisimde, ‘Kromozomal Instabilite® ve
‘Mikrosatellit Instabilite’ olmak {izere 2 molekiiler yolak rol almaktadir (6). Hastaligin
molekiiler patogenezinin aydinlatilmasinda protein kodlamayan ve genlerin
ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen miRNA molekiilleri tanimlanmistir (7).

Insanlarda miRNA’larin prevalansi ve 6nemi son yillarda tanimlandig1 igin,
miRNA’lar ve onlarin hedef bolgeleri ile iliskili insan polimorfizmlerini gosteren kisith
sayida calisma vardir (8). Calismalarda farkli sayisal yaklasimlar ile genomdaki tahmini
miRNA hedef bolgeleri gelistirilmis ve bu tahmini hedef bdlgelerinin kiigiik bir kismi
deneysel olarakta kamtlanmistir. Insan miRNA‘lar1 baslangicta prekiisor miRNA (pre-
miRNA) olarak transkribe edilmekte ve pre-miRNA daha sonra bir takim igslemlerden

gecerek olgun miRNA’lar1 olusturmaktadir (9). miRNA’larin olgunlasmasi en az 2



asamada gerceklesmektedir. Once birkac yiiz niikleotid dizisinde olusan pri-miRNA
olarak transkribe olurlar. Daha sonra, yaklasik 70 niikleotid dizisinde meydana gelen ve
kivrimli bir yap1 olusturacak sekilde pre-miRNA olarak adlandirilan yapisal degisime
ugrarlar. Genomda pre-miRNA dizilerinin korunmus olmasi, bu biyolojik sistemin
onemini gostermektedir. pre-miRNA ve olgun miRNA polimorfizmi miRNA’nin etkin
oldugu siiregler ve hedef se¢imini etkileyerek cesitli biyolojik olaylar1 modifiye
etmektedir. miRNA ekspresyonu ve buna bagh olarak serum miRNA konsantrasyonu
tiimorler arasinda belirgin farklilik gosterir. miRNA’lar kolorektal kanser patogenezinde
rol alan bir¢ok onkogenik ve tiimor siipresor yolun diizenlenmesinde islev gortirler.
KRK gelisimesinde etkili olan sinyal yolaklarindaki proteinler (Wnt/ beta katenin,
fosfotidilinositol-3 kinaz yolagi, KRAS, p53 gibi) miRNA regiilasyonundan
etkilenmektedir (10). Wnt/beta katenin yolagi erken kolorektal tiimor gelisiminde
onemli role sahiptir. Kolorektal karsinogenezin baslamasinda en 6énemli olay olan APC
genin mutasyona ugramasi, kolorektal adenoma ve karsinomlarin %60’1nda

saptanmakta ve bu da Wnt/beta katenin yolunun aktivitesine yol agmaktadir (11).

miRNA genlerindeki SNP’ler olgun mi-RNA olusumunu ve ekpresyonunu
etkiledigi gibi aym1 zamanda kanserin gelisiminden ve klinik bulgularindan sorumlu
olabilir. miRNA’larin anormal ekspresyonlari, KRK’nin tiimoérogenezis ile prognozunda
biyomarker ve fonksiyonel diizenleyici olarak islev gordiigii gozlemlenmistir (12). Ayni
sekilde bircok yeni ¢alisma pri-miRNA’lardaki ve miRNA baglanma bolgelerindeki
SNP’lerin KRK olma riski ve hastaligin ilerlemesi ile ilgili oldugunu gdstermistir.
Ayrica Hu ve arkadaglari (13) yaklastk 400 insan pre-miRNA’lar1 ve bunlarin
cevresindeki bolgelerdeki genleri taradiklarinda, pre-miRNA genlerindeki SNP’lerin
cevresindeki bolgeye kiyasla daha az sayida oldugunu gozlemlemislerdir. Bu da pre-
miRNA’larin son derece iyi korunmus ve islevsel olabilecegini gostermistir. Yapilan
caligmalarda pre-miR-423 rs6505162 ve pre-miR-608 rs4919510 SNP bolgeleri
kolorektal karsinomla iligkili oldugu bulunmustur (13-17).

pre-miR-423, insan genomunda kromozom 17q11.2° de lokalizedir. mRNA’larin
alternatif kesimlerini igeren NSRPI(Nuclear Speckle Splicing Regulatory Protein)
geninin ilk intronunda yer alir (14). miR423 ten gelisen olgun miRNA’larin degisen
ekspresyonu bas-boyun kanseri, meme kanseri ve kolorektal kanser gibi bircok multiple

kanser tipleri ile rapor edilmistir (13-15).



Timor supressor miRNA oldugu disiiniilen miR608, kromozom 10q24’de
lokalizedir ve fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. 25bp olan sekansin 22 bp’1 olgun
miRNA’y1 olusturur (14). miR608 rs4919510 olmak tizere tek SNP boélgesi igerir. C-G
polimorfizmi bir¢cok populasyonda yaygindir. Prelokusundaki heterozigot kaybinin
kolorektal, prostat, pankreatik ve beyin gibi bir¢ok insan kanserlerine sebep oldugu
belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda miR-608 gen bolgesindeki rs4919510 SNP
hedeflerinin BCL-XL, SEPT9 ve CDK oldugu diisiiniilmektedir (16). miR-608’in hedef
bolgelerinin degismesi KRK hiicre gelismesiyle dogrudan iligkilendirilebilir. Xing ve
ark.’larmin (17) Cin populasyonunda yapmis olduklari1 ¢alismada, kolorektal kanser
tanis1 konmus hastalarda 10 farkli pre-miRNA SNP bolgesini tarayarak pre-miR-423 ve
pre-miR-608 olmak {izere 2 farkli pre-miRNA bolgesinin kolorektal kanser gelisiminde
etkili oldugunu goézlemlemislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada Afroamerikanlarda
kolorektal kanser tanisi konmus hastalarda pre-miR-608 rs4919510 SNP bdlgesinin
kolorektal kanseri gelisiminde risk faktorii olmadigi sonucunu ortaya koymuslardir (18).

Bu ¢alismanin amaci, kolorektal kanserli hastalarda, pre-miR-423 (rs6505162) ve
pre-miR-608 (rs4919510) gen polimorfizmleri ile kolorektal kanser gelisimi arasinda
bir iliski olup olmadigmni arastirmaktir. pre-miRNA genlerindeki SNP’lerin kanserle
iligkisi konusunda literatiirde yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alisma Tiirk
toplumunda kolorektal kanser ile pre-miR-423 ve pre-miR-608 gen polimorfizminin

arastirilmasi konusunda ilk ¢alisma olacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kolorektal Karsinom

Kolorektal kanser (KRK) , sindirim sisteminin bir boliimiinii olusturan kalin
barsakta meydana gelen kanserlerdir. Kalin bagirsak, kolon ve rektum olarak
adlandirilan iki kistmdan olusur. Bu bdlgelerden kolon kismi kalin bagirsagin biiytik bir
boliimiine denk gelirken, rektum kismi aniisten dnceki yaklasik 10 cm’lik kisimdir.
Kanser, rektumda goriiliirse rektum kanseri; kolonun diger kisimlarinda goriiliirse kolon
kanseri olarak adlandirilir (19). Kolorektal kanser gelistikten sonra kalin bagirsaga

yakin olan lenf diiglimlerine yerlesip metastaz yapabilir.
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Sekil 2.1 Kolona yakin lenf diigiimleri (20)

Kolorektal kanserin temel nedeni, kolon ve rektumu olusturan hiicrelerde
kontrolsiiz ¢ogalmanin meydana gelmesidir. Kolorektal kanserlerin ¢ogu kanser dnciisii
sayllan polip zemininden gelisir. Polipler, kolon ve rektumun i¢ yiizeyini déseyen
hiicrelerden olusurlar ve genellikle yakinmaya neden olmazlar ancak kanserlesme

egilimi gosterirlerse ¢esitli yakinmalara neden olurlar (21).



KRK tiim diinyada 3. siklikta goriilen kanser olup ortalama her yil yaklasik bir
milyon kolorektal kanser tanist konulurken, 500.000 hasta KRK nedeniyle
kaybedilmektedir (4). Tirkiye’de Saglik Bakanligi’nin 2007-2008 yillarinda on iki
ildeki kanser kayit merkezi verilerine gore, KRK goriilme siklig1 agisindan tiim
kanserler icinde % 7,8 ile kadinlarda ti¢lincii ve % 7,5 ile erkeklerde dordiincii sirada
yer almaktadir (22).

KRK goriilme sikligi, gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere goére daha
yiiksektir. Asya ve Afrika’da siklik batiya oranda daha diisiiktiir. Ancak dogu Avrupa
ve Japonya’da son yillarda belirgin artis gozlenmektedir. Amerika’da ise siklik ve
mortalite oranlarinin zencilerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (23).

Yas, sporadik KRK i¢in major risk faktoriidiir. Kolorektal kanser goriilme sikligi
40-45 yasindan itibaren artar. Her 10 yilda ikiye katlanarak 75 yas civarinda en yiiksek
diizeyine ulasir. Ulseratif kolit, ailevi polipozis veya ailevi kanser sendromlar1 gibi
genetik yatkinlik durumlarinda kanser daha erken yaslarda gozlenir ve prognozu daha
siddetlidir (5).

Sismanlik, yagdan ve kalori agisindan zengin, posadan fakir diyetle beslenme ve
sigara igmenin risk faktoriinii arttirdigr goézlenmistir. Sigara icimi ayrica adenomatdz
polip ve yiiksek riskli polip gelisimi i¢in de risk faktoridiir (23).

Kolorektal kanserler yaklasik %35 oraninda kalitsal, %95 oraninda sporadik
olarak ortaya cikar. Bu kanserlerin etyolojisinde genetik faktorler, ¢evresel faktorler ve

prekanseroz hastaliklar rol oynamaktadir (24).

2.2 Genetik Faktorler

Kolorektal kanserlerin ortaya c¢ikisinda genetik degisiklikler o6nemli rol
oynamaktadir. Hastalarin biiylik ¢ogunlugunda kolon kanseri bir seri somatik mutasyon
sonucunda gelisir ve bu mutasyonlar, gerceklestikleri genler ve birikim mekanizmalari
sonucunda farklilik gosterirler (6). Kolorektal kanser normal dokuda biiylimeyi kontrol
eden molekiiler mekanizmalarin bozulmasina yol acan bir seri genetik degisiklerin
birikimi sonucunda olusmaktadir. Karsinogenezde ilk degisiklikler hiicre biiylimesi ve
programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) arasindaki normal dengeyi etkileyen ve
histopatolojik incelemelerle tesbit edilemeyen olduk¢a hassas olaylardir. Epitel

hiicresinin neoplazik siirece girmesi i¢in gerekli olan genetik degisimler temelde
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birbirinden farkli olan iki mekanizma ile acgiklanmistir (25). Bunlardan biri allelik
kayiplar ve anoploidi ile karakterize olan kromozomal kararsizliklar (Genomik
instabilite), digeri de bazi karmasik DNA mutasyonlar1 ve diploidinin artmasi ile
kendisini gdsteren degisikliklerdir (Mikrosatellit Instabilite-MSI). Genomik kararsizlik
yeterince mutasyona ugramis bir hiicrenin kanser hiicresine donilisiimiine miisait bir
durum olusturarak adenom ve karsinomlarin olusumunda 6nemli rol oynar (26). Ayrica
KRK’in molekiiler patogenezinin aydinlatilmasinda protein kodlamayan, ancak protein
kodlayan genlerin ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen miRNA molekiilleri de

tanimlanmustir (7).

Kolorektal kanser gelisimine sebep olan genetik degisiklikler {ic temel gurupta
incelenebilir:

1- Timor supresor gen aktivitesinin azalmasi veya kaybolmasi.

2- Protoonkogenlerde olusan degisiklikler.

3- DNA onarimi (mismatch repair) ile ilgili genlerdeki degisiklikler

2.2.1. Tiimor Supresor Genlerdeki Degisimler

Timor supresor genler ancak her iki allel gende mutasyon veya kayip
olustugunda aktivitelerini kaybetmekte ve hiicrenin programlanmig 6liimii olan apoptoz
engellenmektedir. Bir tiimdr siipresor gen olan APC geninin (Adenomatous polyposis
coli) inaktivasyonu ile baslayan bu yol kolorektal kanserlerin yaklasik %70- 80’ nin
patogenezinde rol oynamaktadir ve heterozigozite kaybi olarak adlandirilir (Loss of
heterozygosity-LOH ).

APC geni fonksiyonunun kaybi1 displazik aberan kript odag: olarak tanimlanan
ilk adenomatoz degisikliklerin olusumuna yol agar. Daha sonra bir dizi baska genetik
degisikliklerin de eklenmesiyle degisik derecede displazi gosterebilen orta ve geg

donemdeki adenom ve sonugta karsinom olusur (7).



2.2.1.1. Adenomatoz polipozis Geni (APC)

Familyal adenomatoz polipozisli (FAP) hastalarda 5. kromozomun 5g21
bolgesinde olusan delesyon bu kromozomun uzun kolundaki APC geninin
tanimlanmasina yol agmistir. APC geninin iiriinii olan APC proteini, 2843 aminoasitten
olusmaktadir ve yaklasik 310 kD molekiil agirligina sahiptir. APC geni mutasyonunun
kolorektal Kkarsinogenezin erken donemlerinde olustugu disiiniilmektedir (27). APC
geni mutasyonu kolorektal kanserin oncli lezyonu olarak kabul edilen aberran kript
odaklariyla karakterize mikroskopik adenomlarda gosterilmistir. APC gen mutasyonuna
bagli FAP’da klasik goriiniim kolonlarin yiizlerce bazen binlerce poliple kaplanmis
olmasidir. Kolon kanserinin 6ncii lezyonu polipler oldugundan bunlarin bir ya da bir
kagindan kanser gelisme olasiligi c¢ok yiiksektir ve APC gen mutasyonu tasiyan
bireylerde profilaktik olarak kolonlar ¢ikarilmadigi takdirde kanser riski %100’e
yaklagmaktadir (7).

APC, hiicrede bircok biyomolekiil ile etkilesim halinde bulunmaktadir. Bu
ozelligi nedeniyle “multidomain” bir proteindir. Bircok baglanma bélgesi iceren bu
proteinin Wnt/B-katenin sinyal yolunda goérev alan B-katenin ve yikict kompleksi
olusturan GSK3f enzimi ile Axin proteinine baglandigi belirlenmistir (28). APC
proteininin  Axin proteinine  baglandigt  bolge  “serin-alanin-metionin-prolin”
aminoasitlerinden olugsmustur ve bu bolgeye kisaca “SAMP domaini” adi verilmistir.
APC proteini, yapisinda 3 adet korunmus SAMP tekrari igerir ve bu tekrar bolgeleri
mutasyonlara olduk¢a acik bir konumda bulunmaktadir. Bu bélgede olusan
mutasyonlarin “Axin-APC” etkilesimini ortadan kaldirdigr ve bu durumun da sinyal
yolunun kontrolsiiz aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (29). APC geninde
meydana gelen mutasyonlar sonucu sentezlenen bozuk APC proteinine [-katenin
baglanamaz. Boylece sinyal yolu inaktif durumda olmasina ragmen yikict kompleks
dagilarak inhibe olur ve bunun sonucunda da B-kateninin sitoplazmadaki miktarinda
artts meydana gelir. Sitoplazmada miktar1 artan p-katenin cekirdege girerek hedef
genlerin kontrolsliz transkripsiyonuna neden olur (30). Sinyal yolunun kontrolsiiz
aktivasyonuyla sitoplazmada birikerek ¢ekirdege giren - katenin proteini ile
sitoplazmadan cekirdege giren APC proteininin birleserek birlikte tekrar sitoplazmaya

tasindig1 hipotezi one stiriilmektedir (31). Boylece APC tarafindan B-katenin proteininin



fazlas1 cekirdekten disar1 ¢ikarildigi icin bu sinyal yolunun hedef aldigi genlerin
kontrolsiiz transkripsiyonunun da onlendigi bildirilmektedir (30). APC proteininin,
Whnt/B-katenin sinyal yolunda {istlendigi gorevlerin yani sira in vitro kosullarda
sitoplazmadaki hiicre iskeleti elemanlarindan mikrotiibiillere baglandigi ve tiibiilin
polimerizasyonunu uyardigi gozlenmistir. Ayrica embriyonik kok hiicrelerle yapilan
deneylerde APC proteininin mitotik ig iplikleri ve kinetokorlar ile iliskili oldugu ve bu
proteinin fonksiyon kaybiyla sonu¢lanan mutasyonlarda, kromozomlarin ayrilmasinda
da ¢esitli bozukluklar meydana geldigi ifade edilmistir (32). APC’nin ayrica nérogenez
ve ostogenezde de dnemli roller tistlendigi bildirilmistir (33).

Timdr baskilayict bir gen olan APC geninin mutasyon sonucu hastalik
olusturabilmesi i¢in her iki allelde de bozukluk olmasi gerektigi ifade edilmektedir (34).
Bu mutasyonlar sonucu APC proteini islev yapamadigi icin yikici kompleksin
B-katenin’i fosforilleme etkisi ortadan kalkmakta ve sinyal yolunun kontrolsiiz

aktivasyonu gerceklesmektedir. Boylece Erken adenom evresine gecilmis olunur.

2.2.1.2. DCC Geni (Deleted in Colorectal Cancer)

DCC, bir tiimér siipresor gen olup hepatik metastazlari olan kolorektal kanserlerin
hemen hepsinde tespit edilmistir (35). Kromozom 18q21° de heterozigot gen kaybi
sonucu adenomlara donisim olur. Bu mutasyonun saptanmasi 2 ve 3. evredeki
kolorektal kanserlerde kotii prognozun oldukga kuvvetli bir belirleyicisidir.

Ayn1 kromozomun degisik bir bolgesinde yerlesim gdsteren ve timdr supresor 6zellikte
olan SMAD2 ve SMAD4 genleri de heterozigot gen kaybi sonucu kolorektal
karsinomda etkisini gosterirler. Bu genler normal hiicre biiylimesini baskilayip kontrol
altinda tutan TGF-B (Transforming growth factor beta) ara yolunda etkindir. Bu ara
yolunun devreden ¢ikmasi ile tiimor gelisimi hizlanir ve ge¢ doénem adenomlar

gelismeye baglar (36).



2.1.1.2. p53 Geni

p53 geni 17. kromozomun kisa kolunda lokalize olup (17p) hiicre cogalmasi ve
farklilasmasinin diizenlenmesinde rol oynayan bir hiicre fosfoproteini olan p53
proteininin sentezinden sorumludur. Hiicre boliinmesinin baskilandigi, hiicrenin hasara
ve strese ugradigi durumlarda p53 geni hiicreyi apoptoza ugratmakta gorevlidir (35).
P53 geninin inaktivasyonu adenomun karsinoma doniisiimiine aracilik etmektedir. Bu
olay kolorektal karsinogenezin nisbeten ge¢ donemlerinde ortaya g¢ikan Onemli bir
basamaktir. Kolon kanserinde kromozom 17p nin delesyona ugrayan kismi p53 geni
iceren kismidir ve siklikla pS3 geninin bir alleli delesyona ugramisken diger allelde

nokta mutasyonu bulunmaktadir (37) .

2.2.2. Protoonkogenlerin Aktivasyonu

2.2.2.1. Ras Onkogeni

Protoonkogenler hiicrede uyari iletiminde ve hiicre biiylimesinin kontroliinde rol
oynayan genlerdir. Bu genlerin uygunsuz aktivasyonlar1 hiicre ylizeyinden niikleusa
gelecek mesajlarin anormal iletisine, anormal hiicre proliferasyonuna ve sonugta timor
olusumuna yol acar (35). Ras geni bugiine kadar {izerinde en ¢ok durulmus olan
onkogendir. 12 nolu kromozomun kisa kolunda (p) yer alir. Kitsen ve Harvey tarafindan
ilk defa farelerde tanimlanan ve intermediate asamada kolorektal adenomdan karsinoma
donilisim asamasinda kullanilmis bir onkogendir (37). Daha sonra KRAS (Kirsten
RAS) ve NRAS (neuroblastom RAS) 1 cm ‘den biiyiik poliplerde % 50 den fazla
oranda tespit edilmistir.  Genellikle K-ras mutasyonlari, nadir olarakta N-ras
mutasyonlar1 adenomlarda gozlenlenir. KRAS geni GTP baglayici proteini kodlar. Bu
protein hiicre membranindaki mitojenik sinyal degisimini saglar. KRAS aktivasyonu ile
GDT den GTP olusur. Bu sekilde spesifik transkripsiyonel faktorler kaskadi baslar (38).
Ras onkogenindeki mutasyonlar ile APC genindeki mutasyonlar ard arda gelince polip
giderek biiyiir ve parmaksi uzantilara sahip bir hal alir. Bu asama intermediate adenom

agsamasidir.



2.2.3. DNA Onarim Genlerindeki Degisiklikler (Mismatch Repair Gens)

Hiicre boliinmesi sirasinda spontan ya da c¢evresel etkilerle bir ok DNA hasari
olusur. Replikasyon hatalart DNA polimerazin 3°-5° eksoniikleaz aktivitesi ile hemen
diizeltilirken bu onarimdan kagan hatalar ise DNA onarim (MMR: mismatch repair)
sistemi yoluyla diizeltilir (35). DNA mismatch tamir genlerinin kaybi sonucu
‘mikrosatellit’ ad1 verilen tekrarlayan kisa DNA dizileri, DNA replikasyonu sirasinda
dengesizlesir ve bu durum tekrarlayan dizilerde devam ederek mikrosatellit dengesizligi
olusturur (7). Mikrosatellit dizilerinin ¢ogu genlerin kodlayic1 bdolgeleri iizerinde
bulunduklarindan bu genlerde meydana gelen mutasyonlar sessizdir. Fakat bazilari
hiicre biiyiime regiilasyonu ile iligkili genlerin kodlayici bdlgelerinde yer alir.
Tekrarlayan iinitelerde insersiyon veya kaybolmaya neden olur. TGF-f sinyalizasyonu
kolon epitelyum hiicrelerinde biiylimeyi engeller. MMR genlerinin kaybi bu genlerde ve
diger genlerde mutasyonlarinin birikmesine ve KRK yol acar (37). MMR genleri
hMLH1 (Human MutL homolog 1), hMSH2, hMSH6, hPMS1, hPMS2’dir. hMLH1
kromozom 3p, hMSH2 kromozom 2p’de iizerinde yer almaktadir. Klinik tanist HNPCC
(Herediter nonpoliposis colorectal cancer) olan ailelerin %15-60’inda bu genlere ait
mutasyonlar saptanmistir. Diger daha az rastlanan mutasyonlar ise hPMS1, hPMS2 ve
hMSH6 genlerinde izlenmektedir (7). HNPCC hastalarindaki tiimor dokularinda
karakteristik olarak mikrosatellit instabilite (MSI) izlenir. HNPCC‘de kolorektal
kanserli vakalarin %90°’ninda ve adenomali vakalarin %80’inde MSI tesbit edilmistir
(37).
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DNA onarim genlerindeki mutasyonlar

Kromozom 5q 12p 18q21 17p

Degisim Mutasyon veya delesyon Mutasyon Delesyon Delesyon Mutasyon (MSI)

Gen APC COX-2 k-ras DCC/Smad4 p53  TGFBRII
Normal J|Kﬂipcrpmliferatif | Erken | \ | Intermediate | | Geg ‘ , | Karsinom l
epitel epitel adenom adenom - adenom

»le 253 yil II >|4
Genetik faktorler <o = = - - - - - - - - - =p Cevresel faktdrler

Sekil 2.2: Kolon Kanser Gelisiminin Molekiiler Temeli (39)

Adenom — karsinoma sekansinin asamalari su sekilde sematize edilebilir:

Normal epitel — Kromozom 5q iizerinde APC ve MCC lokusunun kaybi veya mutasyonu —
Hiperproliferatif epitel — DNA metilasyon kayb1 — Erken evredeki adenom — Kromozom 12p
lizerindeki ras geninin mutasyonu — Orta evredeki adenom — Kromozom 18q iizerindeki DCC geninin
kayb1 — Geg evredeki adenom — Kromozom 17p iizerindeki p5S3 geni kayb1 — Karsinom

2.3. Kalitsal Kolorektal Kanser Sendromlari

2.3.1. Familyal Adenomatoz Polipozisler (FAP)

FAP, otozomal dominant kalitilan bir hastalik olup kalin bagirsakta yerlesmis
yiizlerce adendmatdz polip olusumu ile karakterizedir. Olusan bu polipler normalde
malign Ozellik tasimamasina ragmen zamanla invaziv kansere doniisme olasiligi
yiiksektir. Hastalik 5 numarali kromozomun uzun kolunda (5q21) lokalize olmus bir
tiimor baskilayici gen olan Adenomatdz polipozis genindeki (APC geni) mutasyonlar
sonucu olusmaktadir (32). Hastalarda, kolon disinda mide polipleri, osteoma, dental
anomaliler, yumusak doku tiimoérleri ve desmoid timérler gozlenir (40).

Gardner Sendromu, Turcot Sendromu, Oldfield Sendromu ve Peutz Jeghers

Sendromlar1 FAP’ 1n varyantlaridir.
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2.3.2. Gardner Sendromu :

Gardner Sendromu, otozomal dominant kalitim gdsterir. Nadir goriillen bir
hastalik olup kolon polipleri ile birlikte, ¢ok sayida osteom ve cilt ve yumusak dokuda
mezengimal timor varligi ile tammlanmstir (41). Ik defa 1952 yilinda Elton Gardner
ailevi polipozis koli hastaligi bulunan bir hastada bu sendromu tespit etmistir. Polipozis
koli malign transformasyon i¢in ¢ok yliksek risk tasir. Bu nedenle erken tani1 ve tedavisi

onemlidir (42).

2.3.3.Turcot Sendromu :

1959°da Turcot ve arkadaglar1 tarafindan kolonda familyal adenomatdz
polipozisle beraber, santral sinir sisteminin noroepiteliyal tiimoriiniin birlikteligini
bulmuslar ve bu sendromu Turcot Sendromu olarak adlandirmislardir (43).
Turcot sendromu otozomal dominant olarak gecis gosterir. Bu sendromda; glial
timorler ve medulloblastomalar santral sinir sisteminde en sik goriilen timorleridir
(43). Hastalar, genellikle hastaligin birinci veya ikinci evresinde tani alirlar ve
cogunlukla multipl adenomatdz kolorektal poliplerden birkag yil sonra santral sinir
sisteminde neoplazma bagli bulgular gelisir (44). Bu kolorektal polipler adenomatéz
tiptedir ve malignlesme insidanst % 100°diir. Kolorektal adenoma (non-polipozis) ve
glioma birlikteligi olan (tip I) ve adenomatdz polipozis ve beyin tiimorii birlikteligi olan

(tip 1) iki ayr1 tipi tanimlanmugtir (45).

2.3.4.Familyal Hamartomat6z Polipozis

Bu grupta, Peutz-Jeghers sendromu (PJS), Jiivenil polipozis, Cowden sendromu,
Bannayan-Riley- Ruvalacaba sendromu, Cronkhite-Canada Sendromu bulunur (46).
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2.3.5.Peutz-Jeghers Sendromu:

1921 yilinda Peutz, 1949 yilinda Jegher tarafindan tanimlanmistir. Otozomal
dominat gec¢is gosterir. Spesifik gen mutasyonu, 19p13.3 kromozomunda lokalizedir.
Bu gendeki mutasyon (LKB1=serin-throzin kinaz proteini), hamartoma yapisina meyil
olusturur. Agi1z, géz, bukkal mukoza, parmaklar, burun deligi, ayak parmagi, perianal
bolge ve ayak tabaninda mavi veya siyah pigmente lekeler bulunur. Kii¢iik intestinal
hamartomat6z polipler vardir, ince barsak % 96, kolon % 27, mide % 24, rektum % 24

oraninda hastaliga katilmustir (47).

2.3.6.Cowden Sendromu (Multipl Hamartoma Sendromu):

Herediter otozomal dominant bir sendromdur. 10g23 kromozomunda PTEN
(protein-throzin phosphatase homologu kodlar) gen mutasyonu gozlenir. Deri ve mukus
membranlarin diffiiz hamartomalart ile karakterize bir hastaliktir. Santral sinir sistemi
bulgulart (makrosefali, mental retardasyon) % 10 oraninda gorilir. 1/3 vakada

gastrointestinal hamartomalar vardir. Tiroid, meme malignitelerinin insidansi artmistir

(48).

2.3.7.Bannayan-Riley-Ruvalacaba Sendromu (BRRS):

Otozomal dominant bir hastaliktir. 10923 kromozomunda PTEN gen mutasyonu
vardir. Karakteristik dermatolojik bulgular1 vardir. Santral sinir sistemi anormallikleri

(hipotoni, felg, mental gerilik, gecikmis psikomotor gelisme) % 50 oraninda bulunur
(49).
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2.3.8.Cronkhite-Canada Sendromu:

Mide, ince barsak ve kolon boyunca, jiivenil tipte jeneralize gastrointestinal
polipozis ile karakterdir. Bu poliplerde adenomatéz degisiklikler ve kolon kanseri
geligebilir. Hastalarda, kutan6z hiperpigmentasyon, sagkiran (alopesi), diyare, kanama,
kilo kayb1 gozlenir (50).

2.3.9.Kalitsal (Herediter) Non-polipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)

KRK’ler i¢inde en sik gozleneni kalitsal (herediter) non-polipozis kolorektal
kanserdir (HNPCC) . Tiim kalin bagirsak kanser hastalarinin % 5 nin olusum sekli bu
gruba girer (7). Ailesel adenomatéz polipozis sendromundan (FAP) farkli olarak bu
hastalarda FAP’daki gibi ylizlerce polip olugsmaz. Hastalik; DNA tamir genlerindeki
(MMR-mismatch repair) germline mutasyonlardan veya MSI instabilitesine (MSI) sahip
timorlerden kaynaklanir. Sonucta, MMR genlerindeki mutasyon veya metilasyon
degisikligine bagli ortaya ¢ikan inaktivasyon DNA tamir mekanizmasinin bozulmasina
neden olur. Bu da mutasyonlarin temizlenememesi ve MSI sonucunu dogurur.

Temeldeki etken MMR gen mutasyonlari iken kanser gelisiminin nedeni MSI'dir (37).

Hastalik tanisi, Amsterdam Klinik Kriterleri kullanilarak veya molekiiler genetik
testler ile MMR genlerinin bir veya birkaginda germline mutasyonlarin saptanmasi

yoluyla konur.

Amsterdam kriterleri (51);

1) Ug veya daha fazla yakin akrabalarinda kalin bagirsak kanseri olmasi
2) En az iki nesli etkileyen familyal kolorektal kanser ortaya ¢ikmasi

3) En az bir vakanin 50 yas altinda tan1 almasi
Bu hastalik, genellikle sag kolon kanseriyle karekterizedir ve erken yasta ortaya cikar.

Lynch Sendromlari olarak da bilinmektedirler.
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Bu sendromlar;
Lynchl: Kolon ve rektumda kanserler olugsmasi ile bilinir. Genellikle ortalama 45°1i

yaslarda baslayip %70 oraninda proksimal kolonu tutar.

Lynch2: Bu sendrom kolorektal kanserler yaninda endometrium, overler, iiriner sistem,

ince barsaklar, mide kanserleri, beyin ve cilt kanserleri birlikte goriilebilir (51).

2.4 MikroRNA

MikroRNA’lar okaryotik hiicrelerde bulunan, yiiksek seviyede korunan DNA
bolgelerinden kodlanan proteine traslasyonu yapilmayan ortalama 18-23 niikleotidten
olusan tek iplikli kisa RNA molekiilleridir (52).

miRNA’lar gen ekspesyonun posttranskripsiyonel diizenlenmesinde kritik
oneme sahiptir. Insan hiicrelerinde tanimlanmis yaklasik 1000 miRNA’ nin = % 60’
indan fazlasi protein kodlayan genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu RNA molekiilleri
kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicist olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel
baskilama veya mRNA yikimi ile transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun
diizenlenmesini gerceklestirirler. miRNA’lar bu yolagi kullanarak hiicre proliferasyonu,
hiicre farklilagmasi ve hiicre o6limi gibi homeostatik siireclerde 6nemli roller
oynamaktadir. Insan kanserlerinde, miRNA siklikla genomik kirilma noktalarinda bir
onkogen yada tiimor supressor gen gibi tiimor gelisiminde rol alirlar. Cesitli biyolojik
stirecte rol alan miRNA’ larin ekspresyonlari, kanser de dahil olmak {izere genis bir
hastalik grubunda gozlenmektedir (53).

miRNA’lar dokuya 6zgii olup insanlarda biitiin hiicre tipinde bulunurlar ve farkl
hiicrelerde farklit miRNA ‘lar eksprese edilirler ve kan dolasiminda saptanabilirler. Tek
miRNA, farkli fonksiyonlar1 olan yaklasitk 200 hedef gene baglanmaktadir.
miRNA’larin  fonksiyonlar1 arasinda; gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel
diizenlenmesi, metabolik regiilasyon, hafiza ve sinaptik gelisim organizmanin gelisimi
icin embriyogenez, organogenez, farklilagma ve biiylimenin kontrolii gibi kritik rollere
sahip olmalari, konak¢1 patojen etkilesimi, anjiogenez, tiimdrogenez, apopitozis ve
onkogenlerle iligkili olmalar1 yer almaktadir. Bu nedenle miRNA’lar bir¢ok hastalik ile

baglantilidir. Ozellikle kolon, meme, over, prostat, beyin kanserlerinde anormal
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eksprese edilirler (17). Ayrica miRNA genlerin %50’den fazlas1 kanser ile iliskili
genomik bolgelere yerlesmistir (10).

2.4.1.miRNA’larin Tarihsel Gelisimi

miRNA’lar, 1993 yilinda Ambros laboratuvarinda Lee ve ark. tarafindan
C.clegans’ta kesfedilmislerdir. Lee ve ark. yuvarlak solucan olan Caenorhabditid
elegans’t gen icerigi bakimindan taramislar, Lin-4 ismini verdikleri genin higbir proteini
kodlamayip 22 niikleotid wuzunlugunda kiigiik bir RNA transkribe ettigini
raporlamiglardir (54). 2000 yilinda Reinhart ve arkadaglar1 C.elegans’da 22 niikleotit
uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen
farkli bir mikroRNA kesfetmiglerdir. Let-7’nin insanlart da i¢ine alan tiirler arasinda da
korunmus oldugu kesfedilmis olup, bu durum let-7 nin 6nemli bir biyolojik fonksiyona
sahip oldugunu gostermistir (55). Tanimlanan bu RNA molekiilleri gegici RNA’lar
olarak tanimlanmistir. Ancak mikroRNA terimi ilk olarak 2001°de kullanima girmistir
ve ayni y1l miRNA olusumunda rol alan DICER enzimi kesfedilmistir. 2002 yilinda ise
MIRNA- kanser iliskisi belirlenmistir. miR-15 ve 16’nin kronik lenfositik 16semide
down-regiile oldugu ya da hi¢ sentezlenmedigi belirlenmistir. 2003 yilinda matiir
miRNA‘nin niikleusta basladigi gézlenmis, ayrica Pasquinelli ve ark. Let-7’nin tiim
organizmalarda oldugunu kesfetmistir. 2004 yilinda virlislerinde miRNA kullandig
belirlenmistir. Su ana kadar (Aralik 2013) insan genomunda 1048 adet mikroRNA

tanimlanmustir (56).

2.4.2.MikroRNA Olusum Basamaklari

mMIRNA genlerinin biiyiik ¢ogunlugu (%61) protein kodlayan genlerin intronik
bolgelerindedir, ancak eksonlarda veya genler arasi boélgelerde de bulunabilir.
miRNA’larin biyogenezi niikleusta baslar ve sonrasinda sitoplazmada adim adim devam
eder. Hedef genler iizerinde diizenleme etkisine sahip olan miRNA’larn islevsel formu,
olgun miRNA’lardir. mikroRNA'lar, birbirini izleyen ili¢ adimlik islem siireci sonucunda

meydana gelir. Ilk adimda miRNA genlerinden primer miRNA(pri-miRNA)'larin
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transkripsiyonu gergeklesir. Ikinci adimda pri-miRNA'lar prekiirsér miRNA(pre-
miRNA)'lara niikleus i¢inde déniistiiriiliir. Uglincii ve son adimda olgun miRNA'larin

sitoplazma iginde olusumu gergeklesir (57).

2.4.2.1.miRNA Transkripsiyonu ve pri-miRNA Olusumu

MikroRNA'lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz 11 enzimi
tarafindan genomik DNA'dan sentezlenir. Bazt miRNA’lar RNA polimeraz III trafindan
transkribe edilirler. Transkripsiyon sonrasi olusan triin pri-miRNA (primer transkript)
olarak adlandirilir. pri-miRNA (500-3000 baz), "cap" ve "poli A" kuyruguna sahip sap-
ilmik yapisindadir (58).

2.4.2.2.pri-miRNA’dan pre-miRNA Olusumu

Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha
ve kofaktorii Pasha (veya DGCRS8: DiGeorge Syndrome Critical Region 8), tarafindan
yaklagik olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA'ya doniistiiriiliir. Bir
niikleaz olan Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayici bir protein (dsSRNA) olan Pasha'nin
olusturdugu komplekse mikroislemci kompleks (Microprocessor complex) adi verilir
(9). Cift iplikli RNA baglayici proteinin mitokondriyal rRNA sentezinde ve miRNA
biyogenezinde rol alan iki izoformu vardir. Mikro islemci protein kompleksi, pri-
miRNA molekiiliinti, u¢ ilmikten yaklasik 22 niikleotid keser ve olusan iirlin pre-
MIRNA (prekiirsor miRNA) adin1 alir.

Pre-miRNA yaklasik 70 niikleotid uzunlugundadir. Pre-miRNA molekiilii bir
niiklear tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP'ye

bagiml sekilde sitoplazmaya taginir (59).
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2.4.2.3.miRNA Olusumu

Sitozole aktarilan pre-miRNA'lar sitoplazmada RNAaz Il enzim ailesinden
Dicer adli endontikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA:
miRNA dubleksine ¢evrilir. Dicer, 200 kDa protein agirlhiginda Rnaz III ailesinden olan
endoriboniikleazdir. Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi
(RNA induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir (60). RISC, niikleaz
aktiviteli bir RNA-multiprotein kompleksidir. 500 kDa agirhiginda olup yapisinda
endoniikleaz, helikaz ve Argonaute (Ago) ailesinden protein bulunur. Dicer, pre-
mMIRNA'nin sap-ilmigini kestikten sonra, miRNA: miRNA dubleksinden sadece biri
RISC kompleksine dahil olur. RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan
Ago'nun etkisiyle bu iki iplikten 5' ucu daha kararli olan1 se¢ilip komplekse dahil edilir.
Bu iplik kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya
yolcu iplik olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir.
MikroRNA'lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya argonaute proteinleri
yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden

olurlar (61).
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Sekil 2.3: miRNA Biyogenezi (62)

miRNA’lar1 kodlayan genlerin transkripsiyonu RNA polimeraz II (RNA Pol II) tarafindan niikleusta
gerceklestirilir. Olugan transkripte pri-mRNA ad1 verilir. Pri-mRNA’ nin Drosha ve DGCRS8 tarafindan
kesilmesi ile onciil molekiil pre-miRNA olusur. Pre-miRNA, eksportin-5 ve Ran-GTP araciligi ile
niikleustan sitoplazmaya tagnir. Sitoplazmada pre-miRNA, TRBP ve Dicer tarafindan kesilir ve sonugta
bir zinciri miRNA, diger zinciri ise miRNA’ ya eslenik diziyi barindiran ¢ift zincirli molekiil olusur. Bu
¢ift zincirli molekiil RISC ’e yiiklenir ve ¢ift zincirli molekiiliin agilmasiyla miRNA’ ya eslenik olan dizi
kompleksten ayrilarak degrade olur. Cift zincirin agilmasiyla aktif hale gelen RISC, miRNA ve hedef
arasindaki esleniklik seviyesine bagli olarak ya dogrudan hedef DNA dizisinin yikimini gergeklestirir ya
da hedef mRNA’ nin translasyonunu baskilar.

2.5.miRNA ile Hedef mRNA Arasindaki Etkilesimi

miRNA tarafindan mRNA’nin taninmast miRNA’nin mRNA ile etkin
eslesmesine dayanir. Aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra miRNA’lar kendi
tamamlayict mRNA molekiilleri ile baz eslesmesi yapar ve mRNA’nin bozulmasini
tetikler veya mRNA’nin translasyonunu inhibe eder. Bu amagla bir miRNA bir veya
birden ok mRNA’ya komplementerdir (61).

RNA iizerinde 2-8 nt’lik merkez bolge bulunur ve bu bolge miRNA davranisi
icin kritiktir. miRNA hedef etkilesiminde miRNA’nin hedef transkriptin 3'-UTR
bolgesindeki kusursuz olmayan bolgeye baglanmasi gerekir. Hedef mRNA’nin 3'-

UTR’ni hedef alan miRNA geninin 5 ucunda 7-8 nt uzunlugunda hedef mRNA’a
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komplementer bolge icerir. miRNA-hedef eslesmesinde Watson-Crick eslesmesine ek
olarak G:U baz eslesmesinin de olmas1 gerekir (9).

MIRNA-mRNA komplementerligi tama yakin ise mRNA’nin par¢alanmasi,
komplementerlik daha az ise translasyonun baskilanmasi gergeklesir. miRNA’lar
translasyonu pre ve post translasyon basamaklarda inhibe etmektedirler.

Ozgiin olarak hedefle eslesen miRNA’lar cesitli asamalarda gen ifadesini azaltir.
Genellikle translasyonun durdurulmasi, mRNA deadenilasyonu ve degradasyonu veya

daha az siklikla olmak iizere mRNA pargalanmasi ile basarilir (63).
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Sekil 2.4 : miRNA-mRNA komplementerligi (64)
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2.6.miRNA‘larm Kanser iliskisi

miRNA’lar ve kanser arasindaki ilk baglanti bazi miRNA’larin hiicre
bliylimesini ve apoptozu diizenlediginin belirlenmesi ve bu miRNA’larin bazilarinin
kanserle iligkilendirilmis gen bdlgelerinde bulundugunun anlasilmas: ile ortaya
cikmistir (65).

miRNA ekspresyonu sayesinde hiicre gelisimi ve farklilasmasi sikica diizenlenir.
Kanser hiicrelerinde anormal miRNA ekspresyonu kismen maligne transformasyonla
birlikte normal hiicrenin farklilasmasinin bir sonucu olabilir.

miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler yolaklardaki 6zelligine gore
onkogenik veya timor siipresor 6zellik kazanabilir. Kanser gelisiminde mikroRNAlar,
onkogen ve tiimor siipresér mRNA’larin her ikisini de potansiyel hedef olarak gorebilir.
Bu yiizden, belirli bir miRNA’nin ger¢ek fonksiyonu ya TS-mir (Timor siipresor

miRNA)’in veya onko-mir (Onkogen miRNA)’in hiicresel igerigine bagldir.

2.6.1. Tiimor Supressor miRNA’lar

Tiimor siipresér miRNA’larin (TS-mir) gorevleri onkogenlerin ekspresyonunu
kontrol etmektir. Timor baskilayict miRNA’lar tiimor olusumunu onkogenleri
baskilayarak ve farklilasmayi saglayan genlerin aktivitesini artirarak engel olurlar.
Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA’larin  ekspresyonunun azalmasi onkogenin
ekspresyonunun artmasina ve tiimdr olusumuna sebep olur.

Ilk kesfedilen miRNA olan let-7, ayn1 zamanda tiimor baskilayict islevi
gosterdigi belirlenen ilk miRNA’lardandir. let-7’nin kanserlerde genellikle delesyona
ugrayan bir kromozomal bolgede bulunmasi ve gen ifadesinin azalmasinin onkojenik
farklilagsma kaybina yol ac¢tiginin belirlenmesi let-7’nin tlimor baskilayici etki gosteren

bir miRNA olarak kabul edilmesine sebep olmustur (66).

2005 yilinda Johnson ve arkadaslarini (67) yaptiklar1 ¢alismada let-7 ailesinin
tiyelerinin, RAS onkogenin mRNA’si1 hedefleyen tiimdr supressor fonksiyona sahip

oldugunu bulmuslardir. Yaptiklar calismada diisiik seviyede let-7 bulunduran akciger
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tiimor dokularinda RAS protein seviyelerinin 6nemli derecede artmis oldugunu ve RAS
onkogeninin mRNA dizisinin, let-7’ye komplementer baglanma boélgeleri igerdigini
gozlemlemislerdir. Boylece RAS proteinin translasyonunun let7 tarafindan engellenerek
bastirildiginin belirlemislerdir.

Cimmino ve arkadaglarinin (68) 2005 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada miR-15a
ve miR16-1’in kronik lenfotik 16semide anti-apoptotik gen bcl-2’yi hedef alarak tiimor
stipresor aktiviteye sahip olduklarini ortaya koymuslardir. Timor siipresor karakter
sergileyen bir baska mikroRNA ise miR-29’dur. Mir-29 ailesinin {iyelerinin kronik
lenfositik 16semi (KLL), akciger kanseri, invaziv meme kanseri, akut miyeloid 16semi
(AML) ve kolanjiyokarsinom hiicrelerini baskilayici olarak aktivite gosterdigi yapilan

caligmalar ile ortaya konulmustur (69).

2.6.2.0nkogen miRNA’lar

Bazi miRNA’larin timor baskilayict genleri, hiicre farklilagsmasini1 ve apoptozu
kontrol eden genleri engelleyerek kanser gelisimini arttirdigi goriilmektedir Boyle
miRNA’lar onkogen miRNA’lar (onko-mir) olarak adlandirilirlar. Bu miRNA’lar bir
timor siipresoriin baskilanmasini saglarlar.

miR-155 ilk olarak kesfedilen onkogenik miRNA’lardan biri olup, protein
kodlamayan gen olan BIC ( B cell Integration Cluster) ile beraber eksprese edilmektedir
(70). Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda, miR-155’in B hiicreli lenfoma, meme,
pankreas, akciger gibi kanserlerde yiiksek ekspresyon sergiledigi gosterilmistir (71).
Mir-21’de onkogen olarak islev géren mikroRNA’lardan biri olup AML, KLL ve
glioblastoma gibi hematolojik malignitelerde ve pankreas, prostat, mide, kolon, akciger,
meme ve karaciger kanseri gibi bircok kanser tiirlinde yiiksek seviyede ekspresyonu
gozlenmistir (72).

miRNA transkripsiyonunun kritik diizenleyicilerinden biri proto-onkogen olan c-
Myc genidir. Bu gen, insan genlerinin %10-15’ini diizenleyerek hiicre biiylimesini ve
apoptozu kontrol eder (73). c-Myc geni ifadesi tizerindeki kontroliin kalkmasi protein
kodlayan genlerin hem aktivasyonu hem de baskilanmasi ile iliskilidir ve bu durum
bircok kanser tiirlinde gozlenir. c-Myc geni aym1 zaman da miRNA genlerinin

transkripsiyonunu da diizenler (74). c-Myc, miRNA promotorlarinda bulunan E-
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kutularma baglanir ve miR-17-92 gen kiimesinin transkripsiyonunu tetikler. miR-17-92
insan genomunda kromozomun 13q31.3 lokalizasyonunda yerlesiktir ve alti adet
miRNA (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1) kodlamaktadir.
Bunlarin hiicre dongiisiinii diizenleyen E2F1°1 baskiladigi bilinmektedir. Tiimorlerde
goriilen artmig c-Myc aktivasyonuyla tutarli olarak, miR17-92 genellikle tiimorler de
yiiksek oranda ifade edilir (75). c-Myc, mirl7-92 kiimesinden miRNA’ larin ifadesini
artirmasiin yani sira tiimor baskilayict 6zellik gosteren miR-15a-19-34 gibi bir ¢ok

miRNA’ nin ifadesini de azaltir (76).

2.7.Kolorektal Kanserde MikroRNA’nin Rolii:

miRNA’lar kolorektal kanser patogenezinde rol alan bircok onkogenik ve timdr
stipresOr yolun diizenlenmesinde islev goriirler. KRK gelisimesinde etkili olan sinyal
yolaklarindaki proteinler (Wnt/ beta katenin, fosfotidilinositol-3 kinaz yolagi, KRAS,
p53 gibi) miRNA regiilasyonundan etkilenmektedir (77). Wnt/beta katenin yolagi erken
kolorektal tiimor gelisiminde Onemli role sahiptir. Kolorektal karsinogenezin
baslamasinda en 6nemli olay olan APC genin mutasyona ugramasi, kolorektal adenoma
ve karsinomlarin %60’inda saptanmakta ve bu da Wnt/beta katenin yolunun aktivitesine

yol agmaktadir (78).

Yapilan ¢alismalarda KRK’de miRNA ekspresyonunun diagnostik bir marker
olarak kullamlabilecegi gosterilmistir. Ilk olarak Michael ve ark. 2003 yilinda yaptigi
calismada miR-143 ve miR-145 diizeyinin adenomlu ve kolorektal kanserli hastalarda

ekspresyonunun azaldigini tespit etmislerdir (79).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda Chen ve ark. (80) kolorektal kanserli
hastalarda miR-143 ve KRAS ekspresyonu arasinda zit bir iligki saptamiglardir. Bir
baska caligmada kolorektal kanserli hastalarda plazmada miR-92 diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulunmus ve kolorektal kanser tanisinda non-invaziv biomarker olarak
kullanilabilecegini belirtilmistir (7). Server ve ark.’nin (81) yaptiklart ¢alismada miR-
145 ‘in normalde kolon epitelinden eksprese oldugu, kolon kanserinde ise proksimal

kolon tiimorlerinde ve 50 mm biiylik boyutta olan tiimorlerde ekspresyon diizeyinin
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azaldig1 gozlenmistir. Svoboda ve ark. (82) yaptigi ¢alismada ise rektum kanserli
hastalarda miR-125b ve miR-137 yiiksek diizeyde ekspresyonun tedaviye yanitsizlik ile
iliskili oldugu bulunmustur.

MiR-196a ile yapilan ¢alismada ise miR-196a’nin embriyogenez, organogenez
ve onkogenezde dnemli rol oynayan homeobox (Hox) gen kiimesi igerisinde yer alan 3
varyant geninin oldugu bulunmustur. Bunlardan miR-196a-1 geninin 17. kromozomda
lokalize olan HOX B9 ve HOX B10 genleri arasinda bulundugu, miR-196a-2 geninin
kromozom 12 {izerinde lokalize ve HOX C10 ile C9 bolgeleri arasinda bulundugu, miR-
196b geninin ise 7. kromozomda lokalize ve HOX A9 ile HOX A10 genleri arasinda
bulundugu kesfedilmistir (83). Ayrica miR-196’nin pankreas adenokarsinom tanisinda,
prognostik belirte¢ olarak ve tedavi yanitinin degerlendirilmesinde faydali olabilecegi
belirtilmis ve miR-196 diizeyinin meme ve Ozefagus kanserinde de yiiksek oldugu
saptanmigtir. Ayrica 16semili hastalarda da ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Yapilan bir baska calismada ise miR-196’nin kolon kanserinde pro-

onkogenik etkisinin oldugu saptanmistir (84).

2.8.miRNA Olusum Yolag ile fliskili Polimorfizmler

Polimorfizm, toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik
tipi ya da gen secenekleri olarak tanimlanir. Insan genomunda en ¢ok bulunan genetik
cesitlilik tipi, DNA daki tek niikleotit degisiklikleri olarak adlandirilan SNP’lerdir
(Single Nucleotide Polymorphism) (85). Genomdaki SNP’lerin pek ¢ogu translasyonu
yapilmayan intronik veya eksonik bdlgelerde bulunur. SNP’lerin cesitliligi insan
genomunda oldukga yiiksek olup genom boyunca hemen hemen her 100 baz ¢iftinde bir
meydana gelir. Bu SNP’ler bulunduklar1 yere gore gen ekspresyonunu etkileyebilir ve
cesitli hastaliklardan sorumlu olabilirler (86).

Gen ekspresyonunu etkileyen SNP’ler, miRNA’larin hedef mRNA ile
etkilesiminde temel goreve sahiplerdir. miRNA’larin baglanma boélgelerinde olabilecek
bir SNP, miRNA’nin hedefledigi genin ekspresyonunu etkiler. Bu etkinin derecesi
MIRNA-hedef iligkisinin derecesine baglidir. miRNA’nin hedefle eslesmesinde 5’

ucundaki 2-8 nt’lik merkez dizi esas oldugu i¢in hem miRNA’nin kendi dizisinde hem
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de hedefindeki dizide olabilecek SNP’ler, miRNA-hedef mRNA arasindaki eslesmenin
gerceklesememesine ve hedefteki genin regiilasyonunun yapilamamasina neden olur.
Ozellikle miRNA olgunlasma yolagindan sorumlu genlerdeki SNP’ler de ciddi sorunlar
ortaya cikarabilir. Bu sorunlar miRNA’nin ilk sentezlendigi asamadan itibaren
goriilebilir. Orn: pri-miRNA’dan pre-miRNA olusumunda gérevli DROSHA-DGCRS
kompleksinin baglandig1 dizilerde veya bu genlerin kendisinde olusabilecek SNP’ler
pri-pre miRNA doniisiimiiniin yapilamamasina neden olabilir (85).

Sonraki adimda pre-miRNA’larin sitoplazmaya taginimini saglayan Exportin-
5’de olabilecek SNP’ler ise miRNA’lar1 sitoplazmaya tasima gorevini yerine
getirmesine engel olabilir. Bu durumda miRNA’larin hiicre igerisinde birikmesi
beklenir fakat hiicrede birikemeyecek kadar kisa Omiirlii olmalarindan dolayi
parcalanarak kaybolurlar. miRNA olgunlasma mekanizmasindaki diger genlerden
DICER, RAN-GTP, AGO1, AGO2, GEMIN3, GEMIN4, TARBP2, XPO5 genlerinde
veya hedef aldiklar1 miRNA {izerinde olabilecek SNP’ler de miRNA olgunlasma
mekanizmasinin c¢aligma diizenini bozabilir. Yapilan ¢alismalarda miRNA’larin kendi
dizilerindeki SNP’lerin sikliginin olduk¢a az oldugu bulunmustur. Bu nedenle hedef

aldiklar1 gendeki SNP’lerin 6nemi artmaktadir (86).

2.9. pre-miR-423 rs6505162 (A/C)

miR-423, insan genomunda kromozom 17ql1.2’da lokalizedir. mRNA’larin
alternatif kesimlerini igeren NSRPI(Nuclear Speckle Splicing Regulatory Protein)
geninin ilk intronunda yer alir (56). miR-423’nin ilk olarak 2004 yilinda tedavi
edilemeyen HL-60 I6semi hiicrelerinde 2-O-tetradekanoylporbol-13-asetat kaynakli
farklilasma deneyleri sirasinda olgun miRNA’larin farklilasma siireclerini etkiledigi

belirlenmistir (87).

25



Chr 17

pls.3
plz.2
plz.d
pl=

pll.z
pll.d
ogqll .1
ogll .z
oql=

gzl .2
gzl .51
ozl .32
g2l .53
==

[ [
25 .3
o=d .1
og2d .2
gz5.1

25 .3

b
lq24.3

Sekil 2.5: pre-miR-423 (rs6505162) Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (56)

miR423 2008 yilinda olgun miRNA olarak néroblastoma dokularinda ve hiicre
hattinda RNA klonlama ve Northern blot yontemleriyle tespit edilmis olup, miR423’ten
gelisen olgun miRNA’larin degisen ekspresyonu bas ve boyun kanseri, meme kanseri
ve kolorektal kanser gibi birgcok multipl kanser tipleri ile rapor edilmistir (14-15).

Farazi ve ark. (88) yaptiklar1 ¢alismada meme kanserinde miR423’iin disiik
eksprese oldugunu ve miR-423{in biitiin olgun formlarin kadinlarda metastaz gelisen
duktal karsinomlarda yiiksek eksprese edildigini saptamiglardir. Bu c¢alismadan
esinlenerek Smith ve ark. (89) yaptiklari ¢alismada meme kanseri gelisiminde pre-miR-
423 gen polimorfizminin diisiik risk tasidigim1 rapor etmislerdir. Yapilan bagka
calismalarda rs6505162°nin yumurtalik kanseri riskini onemli derecede arttirdigs,
Ozefagus kanseri, renal hiicre karsinomu ve prostat kanserinde ise diisiik risk
gozlemlenmistir (90).

Xing ve ark.’larinin Cin populasyonunda yapmis olduklar1 ¢calismada, kolorektal
kanser tanis1 konmus 408 hastada farkli pre-miRNA SNP bolgesini tarayarak pre-miR-
423 ve pre-miR-608 olmak iizere 2 farkli pre-miRNA bolgesinin kolorektal kanser
gelisiminde etkili oldugunu gézlemlemislerdir (17).

2.10. pre-miR-608 rs4919510 (C/G)

Timor supressor miRNA oldugu disiiniilen miR608, kromozom 10q24°de
lokalize olup fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. 25bp olan sekansin 22 bp’1 olgun
MiRNA’y1 olusturur (14). miR608 rs4919510 olmak iizere tek SNP bolgesi igerir. C/G
polimorfizmi bir¢ok populasyonda yaygindir. miR-608’ in prelokusundaki heterozigot
kaybmin kolorektal, prostat, pankreatik ve beyin gibi bir¢ok insan kanserlerine sebep

oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alismalarda miR-608 gen bolgesindeki rs4919510 SNP
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hedef bolgelerinin BCL-XL, SEPT9 ve CDK oldugu diisiiniilmektedir, miR-608’in bu
hedef bolgelerinin degismesi KRK hiicre gelismesiyle dogrudan iliskilendirilebilir (16).

Xing ve ark.’larinin yayinladigi makalede Cin populasyonunda kolorektal kanser
tanist konmus 408 hastada rs4919510 (C/G) SNP bolgesinin kolorektal kanser ile
iligkisinin oldugunu tespit etmislerdir. C allel varyantinin hiicrenin genel sagkalimi ve
hastaligin tekrar niiksekme riskini azalttirken, G alelinin ise hastalikla iliskili olmadigini
ortaya koymuslardir (17).

Brid ve ark Afroamerikalilar ile yaptiklar1 ¢calismada kolorektal tanis1 konmus
245 hastada rs4919510 SNP bolgesinin kolorektal kanser gelisiminde risk faktori

olmadigi sonucunu ortaya koymuslardir (18).
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Sekil 2.6: pre-miR-608 (rs4919510) Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (56)
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3. GEREC VE YONTEM

‘“Kolorektal Kanserli Hastalarda pre-miR-423 (rs6505162) ve pre-miR-608
(rs4919510) Gen Polimorfizmlerinin” arastirildigt bu c¢aligmada, hasta ve kontrol
gruplarinin olusturulmasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali tarafindan gerceklestirilmistir. Molekiiler biyolojik analizler ise GEN Plaza
Biyoteknoloji Merkezi’nde yapilmistir.

Calismada; hasta ve kontrol gruplarimi olusturan bireylerden DNA izolasyonu
icin, 6-7 ml’lik vendz kan 1 ml % 2 ‘lik etilendimetiltetraasetik asit (EDTA) igeren, 15
ml’lik santrifiij tiiplerine konulmustur. DNA izolasyonuna kadar +4°C de saklanmis
olup DNA eldesi High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche marka DNA
izolasyon kiti) ile yapilmistir. Ayrilan kanlardan plazma eldesi yapilip calisma
zamanina kadar -80’de saklanmistir. Elde edilen DNA’lardan pre-miR-423 (rs6505162)
ve pre-miR-608 (rs4919510) polimorfizmlerine ait gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi,
genotiplendirilmesi ve analizleri “Bioneer Marka ExiCycler96 Model Real Time PCR”
cihaz1 ve ExiData V3.54.8 yazilimi (Bioneer) kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde

edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

3.1.1. Kullamilan Cihazlar
> ExiCycler Model Real Time PCR Cihazi (Bioneer Kat No: A-2060, Exi-05C-
1201027)

> (Dynex Tecnologies, Virginia, USA)
Santrifiij (Niive NF-800)
Etiiv (Niive EN-500)

Otoklav (Niive OT 4060 V)

vV V VY V

Vorteks (VELP)
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Mikropipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (Argelik-2031D)
Buzdolabi (Argelik-8188 NF)

Otomatik Pipet Seti (Arise, Kat No: A-Pette)

Filtreli Pipet ucu (AXYGEN, Kat No: AXT-300)

YV V V¥V V VY VY

Ependorf tiipler (AXYGEN, Kat No: AXMCT-150-C)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

> EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma E-5134)

> DNA izolasyon Kiti (Roche)

> Steril distile Su (Sigma W-3500)

> gPCR Master Mix (Bioneer, icerdikleri: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction
buffer, Dye (Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

> AccuPower GreenStar qPCR PreMix (Kat No: K-6210, Bioneer)

> Primer/Probe (Bioneer Kat No: S-1001)

A/C pre-miR-423 rs6505162 Gen Polimorfizmi igin
F: 5°- ACGTTGGATGTTTTCCAAAAGCTCGGTCTG -3’

R: 5°- ACGTTGGATGCAAGCGGGGAGAAACTCAAG -3’

C/G pre-miR-608 rs4919510 Gen Polimorfizmi i¢in
F: 5°- ACGTTGGATGAAGATCCACTGGGCCAAGGT -3’

R: 5- ACGTTGGATGATGGAAGCTCTTGGAGATGC -3'
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3.1.3. DNA izolasyonu

DNA ile ilgili yapilan molekiiler analizlerin ilk basamagmi DNA izolasyon
yontemi olusturur. Insan genomik DNA’smin ekstraksiyon, izolasyon ve
piirifikasyonuna iliskin ¢ok ¢esitli protokoller gelistirilmistir. pre-miR-423 (rs6505162)
ve pre-miR-608 (rs4919510) Genlerine ait SNP bolgelerini tespit etmek amaciyla

gerekli olan DNA ornekleri kit ile izolasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir.

DNA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen ii¢ temel asama bulunmaktadir.
1. Hiicrenin parg¢alanmasi ile yliksek molekiil agirliklt DNA’nin ag1ga ¢ikmasi.
2. Denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ayrilmasi ve
DNA’nin ¢6ziiniir duruma getirilmesi.
3. DNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve

diger makromolekiillerden ayrilmasi.

Hiicre Duvarinin Parcalanmasi

Hiicrenin c¢ekirdegindeki DNA’ya ulagsmak icin hiicre duvarimin pargalanmasi
gerekmektedir. Parcalama fiziksel ve kimyasal yollarla yapilabilir. Fiziksel olarak
1sitilan hiicreler ayn1 zamanda kimyasal karigimlara tabi tutularak duvarin pargalanmasi
saglanir. Bu kimyasal karisim i¢inde bulunan tuz, hiicre duvarindan gegerek proteinleri
DNA’dan ayirir. Deterjan ise hiicre duvarmin gecirgenligini arttirarak hiicre igeriginin
serbest kalmasini saglar. EDTA magnezyumu baglayarak DNaz aktivitesini inhibe eder
bdylece DNA stabil halde kalabilir. Protein pargalayict enzimler ise hiicre igerigindeki
proteinleri pargalayarak, sonraki asamalar agisindan homojen bir karisim olusmasini
saglamaktadirlar. Hiicre i¢inde bulunan RNA’lar tek iplik¢ik halde stabil
olabildiklerinden onlarin da ortamdan uzaklastirilmasi gerekir ve bunun igin de RNaz

enzimi kullanilir.
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DNA’nin Denatiirasyonu

Denatiirasyon, DNA-Protein kompleksinin ¢dziilmesi ve diger molekiillerden
ayrilmasidir. Denatiirasyon isleminde genellikle fenol ekstraksiyonu islemi kullanilir.
Fenol ile proteinler ve DNA fragmanlar1 birbirinden ayrilir ve uzaklagmalar1 saglanir.
Spin kolonlarinin kullandig: fiziksel ¢oziilmede ise, 6zel sollisyonlar ile DNA’nin tiipler
icine Ozel olarak yerlestirilen matriks tabakasina tutunmasi saglanir. Ayni asamada
DNA haricindeki molekiiller matrikse tutunamadigi i¢in ortamdan uzaklasir. Spin
kolonlar belirli soliisyonlar ile yine DNA harici maddelerin tamamen uzaklagmasi i¢in
“yikama” denilen isleme tabi tutulurlar. Son asamada ise DNA ile matriksi birbirinden
elimine eden soliisyonlarin kullanildigr “Eliisyon” asamasi vardir ve bu asama ile

birlikte DNA son halini almaktadir.

3.1.4. DNA izolasyonunda izlenen Yol

Calismamizda hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan 6-7 ml periferik kan,
tizerinde her birey i¢in 6zel protokol numarasi kaydedilen ve igerisinde 1 ml EDTA
bulunan 15 ml’lik plastik tiiplerde -20 °C’de saklanmigtir. 1,5ml’lik steril santrifiij
tiiplerine her bireye ait 6zel protokol numaralar1 kaydedilerek iglerine 200ul periferik
kan oOrnegi pipetlenmis ve DNA izolasyonu i¢in asagida siralanan yontem

uygulanmaistir:

» Steril santrifiij tiipii igerisine pipetlenen 200ul periferik kan iizerine 400ul Lysis
Soliisyonu ve 20ul Proteinaz K Soliisyonu eklendi, dikkatlice vortekslenerek karigmasi
saglanmis,

» Ornekler su banyosunda 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmus,

» Inkiibasyonu tamamlanan 6rneklerin {izerine 200pul % 96’lik etanol eklenmis ve
vortekslenerek karistirilmis,

» Hazirlanan karisgim 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilerek kolona aktarilmig ve
6000rpm’de 1dk santrifiij edilmis, toplama tiipii atilarak kolon yeni toplama tiipiine

yerlestirilmistir,
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» Kolon iizerine 500ul Wash Buffer I pipetlenmis ve 8000rpm’de 1dk santrifiij
edilmis, toplama tiipiindeki siv1 bosaltilarak kolon tekrar yerlestirilmistir,

» Kolon tizerine 500ul Wash Buffer II pipetlenmis ve maksimum hizda (>12000rpm)
3dk santriflij edilmistir, toplama tlipii atilarak kolon 1,5ml’lik steril saklama tiipiine
yerlestirilmis,

> Kolon fizerine 200ul Elution Buffer pipetlenmis 2dk oda isisinda bekletildikten
sonra 8000rpm’de 1dk santrifiij edilmistir

» Kolon atilmis ve elde edilen DNA +4 °C’de saklanmigtir.

3.2. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Olusturulmasi

Calisma grubu Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali’nda kolorektal kanser tanisi almis, 18-65 yas araligindaki 100 Hasta ,
kontrol grubu ise herhangi bir hastaligi olmayan 100 saglikli bireyden olusturulmustur
Kontrol grubu, hasta grubuyla sayi, ve cinsiyet dagilimi agisindan uyumlu olacak
sekilde secilmesiyle olusturulmustur. Calisma i¢in Mersin Universitesi Etik Kurulundan
onay alinmistir. Hem hasta hem de kontrol grubundaki bireylerden ¢alismaya dahil
olmay1 kabul ettiklerine dair etik kurulda belirtilen yonergelere uygun bir bigimde
hazirlanmis bilgilendirilmis onam formunu doldurmalart istenmistir. Calismaya dahil
olmay1 kabul eden her bireyin onayr alindiktan sonra, 6-7 ml periferik kan alinarak 1

ml, % 2’lik EDTA igeren santrifiij tiiplerine konulmustur.

3.3. Pre-miR-423 Geninde rs6505162 Gen Polimorfizmi (A/C) ile pre-miR608
Geninde rs4919510 (C/G) Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

3.3.1. Pre-miR-423 geninin rs6505162 SNP bolgesi ile pre-miR608 geninin
rs4919510 SNP bdélgesinin 6zgiil primerlerle amplifikasyonu

pre-miR-423 genine ait rs6505162 polimorfizmi ve pre-miR608 genine ait

rs4919510 polimorfizmi “Bioneer” tarafindan iiretilen, Q-PCR Premix sistemine gore
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“Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu” (Real Time Polymerase Chain

Reaction) yontemiyle belirlenmistir.

Cizelge 3.1: pre-miR-423 ve pre-miR-608 genlerine ait primerler

Primerler Sekanslar1 Uzunluk

pre-miR-423 (A/C)
Forward Primer: |5 -ACGTTGGATGTTTTCCAAAAGCTCGGTCTG -3’

30
Reverse Primer:

5’-ACGTTGGATGCAAGCGGGGAGAAACTCAAG -3’ 30

Pre-miR-608 (C/G)
Forward Primer: | 5’- ACGTTGGATGAAGATCCACTGGGCCAAGGT -3’

30
Reverse Primer: 5- ACGTTGGATGATGGAAGCTCTTGGAGATGC -3'

30

3.3.2. SNP Ozellikleri

Cizelge.3.2 pre-miR-423 genine ait rs6505162

GEN-SNP rs | rs6505162 [Homo sapiens]

Varyant (M>m) AIC

Cogaltilan CTGAGGCCCCTCAGTCTTGCTTCCTA[A/C]JCCCGCGCTTGAGTTTCTCCCCGCTT
Sekans FAM/TAMRA
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Cizelge.3.3 pre-miR-608 genine ait rs4919510

GEN-SNP rs rs4919510 [Homo sapiens]

Varyant (M>m) | C/G

Cogaltilan Sekans | GGGCCAGGGGTGGTGTTGGGACAGCT[C/G]JCGTTTAAAAAGGCATCTCCAAGAGC
FAM/TAMRA

3.3.2.1. Real Time-PCR reaksiyon ortaminin hazirlanmasi

Polimorfizmlerin belilenmesi i¢in 6nce Real Time PCR reaksiyon miksi 96
kuyucuklu saydam polipropilen tabagin (plate) kuyucuklarina dagitilmistir. Hazirlanan
karigimin kontamine olup olmadigini belirlemek icin her bir reaksiyon tabaginda 6rnek
DNA ig¢ermeyen negatif Kontrol kuyucugu kullanilmigtir. Reaksiyon karigimi
kuyucuklara dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu plate i¢cin Real Time PCR Film ile
kuyucuklarin tizeri kaplanmaistir. Is1 bloguna yerlestirilen plate daha 6énceden hazirlanan
yiirlitme metodu sablon dosyasi agilarak reaksiyon baslatilmistir. Yaklagik iki buguk
saat siiren deneyin ardindan genotip tayini yapilmaya ¢alisiimistir. Her bir polimorfizm

icin sablon dosyada kayith asagidaki Real Time PCR sartlar1 kullanilmistir:
> 43,0 ul, PCR Grade Water

> 5,0 ul Ornek DNA’s1 (Yaklasik 50 ng/uL)

> 1,0 ul, Primer/Prob Seti (10 pmol/uL)

> ul, gPCR PreMix (Icerigi: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction buffer, Dye
(Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)
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Cizelge 3.4: Real Time PCR sartlar1, kullanilan malzemeler ve miktarlari

Q-PCR Reaksiyon Karisimi Reaksiyon Hacmi
. Negatif Kontrol 5ml
Ornek _
Ornek DNA 5ml
Forward Primer iml
Revers Primer iml
PCR Grade Su 43ml
Toplam 50ml
Basamak Sicaklik Caliyma Zamam
Linel: ilk-denatiirasyon 95 5 dakika
Line2: denatiirasyon 95 5 saniye
Line3: ayrilma ve uzama 60 40 saniye
Scan Hedef boya/filtre: FAM/TAMRA

3.4. istatistiksel Analiz

Kolorektal kanserli hastalar ile kontrol gruplari; pre-miR423 ve pre-miR-608 gen
polimorfizmlerinin KRK ile arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan
istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim
Anabilim Dali’'ndan damigmanlik alinarak yapilmistir. Hasta ve kontrol grubunun
orneklem sayisinin belirlenmesi igin ‘‘Power analizi’’ kullanilmigtir. Gruplar arasinda
yas bakimindan bir farklilik olup olmadigmin incelenmesi amaciyla “Independent
Samples t test” kullanilmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri “ki-kare”
veya “Likelihood ratio” testleri ile incelenmistir. Genotipler bakimindan hasta ve
kontrol gruplarmin “Hardy-Weinberg” dengeleri kontrol edilmistir. Siirekli degiskenler
icin tanimlayici istatistikler ortalamatstandart sapma, kategorik degiskenler i¢in ise

frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket programu ile

yapilmis, istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KRK Goriilme Oranlarinin Yas ve Cinsiyete Gore Dagilimi

Yapilan calismada KRK tanis1 konulmus olan hasta grubunu olusturan bireylerin
65’1 erkek (% 65) ve 35’1 kadin olup (% 35) yas ortalamalart 56,89+12,91 olarak
belirlenmistir (¢izelge 4.1). Saglikli kontrol grubunu olusturan 100 bireyin 58’1 erkek
(% 58), 42 si kadin (% 42), yas ortalamalar1 ise 52,600+13,73’tiir. Yas degerleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p=0,024).
Hasta grubunun yas ortalamasi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Cinsiyet

ile grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi gozlenmistir. (p=0,309)

Cizelge 4.1 KRK hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet dagilimi

Kontrol Hasta
orttst.sapma orttst.sapma P
2 +1 +12,91
Yas 52,600+13,73 56,89+12,9 0.024
Kontrol Hasta
n(%) n(%) P
Cinsiyet | Erkek | 58 (%58,0) 65 (%65,0)
Kadin | 42 (%420) | 35(%350) | 399
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4.2 pre-miR-423 (A/C) rs6505162 Gen Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarinin Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi ve KRK ile Tliskisi

Yapilan istatiksel analizde, hasta ve kontrol grubunun pre-miR-423 gen
polimorfizmi agisindan ‘Hardy Weinberg’ dengesinde olmadigi saptanmustir.

(p<0,001).

Cizelge 4.2 Hardy Weinberg Denge Kontrolii (pre-miR-423)

Genotipler Gozlenen deger Beklenen deger P degeri

Kontrol AA 48 (%48) 34,22 <0,001
CA 21 (%21) 48,56
CcC 31 (%31) 17,22

Hasta AA 36 (%36) 20,70 <0,001
CA 19 (%19) 49,60
CcC 45 (%45) 29,70

Hasta ve kontrol grubunda genotip olarak interaksiyon oldugu i¢in Chi-square
test for trend’den hesaplamalar yapilmistir.
pre-miR-423 A/C (rs6505162) polimorfizmine ait genotip sikliklar1 KRK’li hasta ve
kontrol grubundaki bireylerde incelendiginde;
AA genotipinin goriilme sikligi; KRK’l1 hastalarda % 36, kontrol grubunda % 48
olarak;
CA genotipinin goriilme sikligi; KRK’li hastalarda % 19, kontrol grubunda % 21
olarak;
CC genotipinin goriilme sikligi; KRK’l hastalarda % 45, kontrol grubunda ise % 31
olarak bulunmustur.
Sonuglar allel siklig1 bakimindan oransal olarak incelendiginde;
Kontrol grubunda
A aleli %58.5, C aleli %41.5 olarak bulunmustur.
KRK’li hastalarda
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A aleli %45.5, C aleli %54.5 olarak bulunmustur.(p=0.012). (¢izelge 4.3)

pre-miR-423 i¢in genotip dagilimlart bakimindan KRK hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmustir (p=0,039). Hastalarda CC

genotipine sahip olanlarin orani, kontrol grubunda CC genotipine sahip olanlarin

oranindan 1,935 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (OR=1,935, (1,031 -3,632),

p=0,040). Bu sonuca gore CC genotipe sahip bireylerde KRK riskinin arttig1

belirlenmistir. Alel dagilimlari bakimindan ise hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmustir (p=0.012).

Cizelge 4.3 pre-miR-423 (rs6505162) Polimorfizmi Genotip ve Alel Oranlarinin Hasta ve Kontrol Grubu

Arasindaki Dagilimi (N: alel ve genotip sayisi)

Genotip Kontrol Hasta P OR Giiven Arahgi P degeri
N (%) N (%) Degeri (%95)
AA 48 (%48) 36 (%36) Referans
CA 21(%21) 19(%19) 0,039 1,206 0,566-2,570 0,627
CcC 31 (%31) 44 (%45) 1,935 1,031-3,632 0,040
Allel
A 117 (%58,5) 91 (%45,5) 0,012 0,592 0,399-0,879 0,009
C 83 (%41,5) 109 (%54,5)
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4.3. pre-miR-608 (C/G) rs4919510 Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarinin Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihmi ve KRK 1ile iliskisi

Yapilan istatiksel analizde, hasta ve kontrol grubunun pre-miR-608 gen polimorfizmi

acisindan ‘Hardy Weinberg ¢ dengesinde olmadigi saptanmistir (p<0,001).

Cizelge 4.4 Hardy Weinberg Denge Kontrolii (pre-miR-608)

Genotipler | Gozlenen deger | Beklenen deger P degeri
Kontrol CcC 43 26,01 <0,001
GC 16 49,98
GG 41 24,01
Hasta CcC 49 31,92 <0,001
GC 15 49,16
GG 36 18,92

pre-miR-608 rs4919510 (C/G) polimorfizmine ait genotip oranlari
karsilastirildiginda; kontrol grubu ile KRK hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (p=0,395).
KRK hastalar ile kontrol grubundaki bireylere ait genotip sikliklart incelendiginde;
CC genotipinin goriilme sikligi; KRK’ 1t hastalarda % 49, kontrol grubunda % 43
olarak;
GC genotipinin goriilme sikligi; KRK’ 11 hastalarda % 15, kontrol grubunda % 16
olarak;
GG genotipinin goriilme sikligr; KRK” 11 hastalarda % 36, kontrol grubunda ise % 41
olarak bulunmustur.
Sonuglar allel siklig1 agisindan oransal olarak incelendiginde;
Kontrol Grubunda:
C aleli %51, G aleli %49 olarak
KRK’ 11 Hastalarda
C aleli %56.5 , G aleli %43.5 olarak bulunmustur.
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pre-miR-608 icin alel dagilimlari bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir (p=0,316).

Cizelge 4.5 pre-miR-608 (rs4919510) Polimorfizmi Genotip ve Alel Oranlarinin Hasta ve Kontrol Grubu
Arasindaki Dagilimi

Genotip Kontrol Hasta P OR Giiven Araligi | P degeri
N (%) N (%) Degeri (%95)
CC 43 (%43,0) 49 (%49,0) Referans
GC 16 (%16,0) 15 (%15,0) 0,395 0,823 0,364-1,858 0,639
GG 41 (%41,0) 36 (%36,0) 0,770 0,420-1,413 0,399
Allel
C 102 (%51,0) 113 (%56,5) 0,316 1,248 0,842-1,850 0,270
€ 98 (%49,0) 87 (%43,5)
50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
X 25 Hasta @ Kontrol
20 -
15
10
5 |
0
cc GC GG
mir-608

Sekil 4.3. pre-miR-608 C/G (rs4919510) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarimin Kontrol grubu ile KRK
Hasta Grubu Arasindaki Dagilimi
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Sekil 4.4. pre-miR-608 C/G (rs4919510) Polimorfizmine Ait Genotip Oranlarinin Kontrol Grubu ile KRK
Hasta Grubu Arasindaki Dagilim

4.4 KRK Gelisiminde pre-miR-423 ve pre-miR-608 Genlerinin Ortak Etkisi

pre-miR-423 ve pre-miR-608 genotiplerinin ortak etkisiyle KRK gelisme
olasiligmmi saptamak i¢in, her iki genin hasta ve kontrol gruplarindaki genotip
kombinasyonlar1 ile KRK olusumu arasindaki iliski kiyaslanmistir. Her iki gruptaki
yabanil (wild) tiplerin kombinasyonu referans grup olarak kabul edilerek homozigot ve
heterozigot bireylerde pre-miR-423 AA, CA, CC ile pre-miR-608 CC, CG, GG
genotipleri kombine edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak her iki pre-miR
genlerindeki SNP’lerin genotip kombinasyonlarinda anlamli bir fark gdzlenmemistir.
Yapilan calismaya gore bu iki genin birlikte etkisinin KRK gelisiminde bir risk

olusturmadig1 saptanmustir.
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Cizelge 4.6: pre-miR genotip sikliklar1 ile kolorektal kanser gelisme riski arasindaki iliski

Pre-miR Pre-miR Kontrol Hasta OR p
423 608 n(%o) n(%o) (Giiven Arahgy)
cC %14 % 17 1 (Referans) -
AA CG %4 % 5 1,029(0,231-4,581) 0,969
GG %15 % 23 1,263(0,483-3,301) 0,634
CA cC %10 % 6 0,494(0,144-1,698) 0,263
CA CG %3 % 4 1,098(0,209-5,750) 0,912
CA GG %7 %9 1,059(0,314-3,568) 0,926
cC cC %19 %13 0,563(0,207-1,530) 0,260
CcC CG %9 % 6 0,549(0,157-1,920) 0,348
CcC GG %19 %17 0,737(0,281-1,931) 0,534
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5. TARTISMA

KRK, tim diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni olup, gliniimiizde
gastrointestinal sistem kanserleri arasinda goriilme siklig1 agisindan ilk sirada yer
almaktadir (2). Kolon kanserleri, kansere bagl 6liim nedenleri agisindan 6n siralarda
yer almasina ragmen, erken tani ile tedavisi yapilabilecek timorlerdendir (91). Son
yillarda tanida kullanilan yontemler gelismekte olup tarama programlari da yaygin
sekilde uygulanmaya baslanmistir. Ayrica yeni cerrahi tekniklerle radyoterapi ve
sistemik tedavide yeni yontemlerin kullanilmasi ile kolon kanserinin daha erken
evrelerde yakalanmasi ve daha yiiksek sagkalim oranlarinin elde edilmesi saglanmistir
(92).

KRK’nin molekiiler patogenezinin aydinlatilmasinda protein kodlamayan ve
genlerin ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen miRNA molekiilleri tanimlanmuistir.
pre-miRNA’lardaki SNP’ler, miRNA’larin islenmesini ve olgunlagsma siirecini
etkilediginden hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siiregte etkili olan
onemli molekiillerdir. Kolorektal kanser patogenezinde rol alan miRNA’lar bir¢ok

onkogenik ve tiimor siipresor yolun regiile edilmesini saglamaktadir (93).

Yapilan bir arastirmada, pre-miRNA’larin mutasyon agisindan son derece iyi
korunmus ve islevsel olabildigi gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore Hu ve ark. (13) pre-
miR-423’iinde i¢inde bulundugu yaklagik 400 insan pre-miRNA’larin1 ve bunlara yakin
bolgelerdeki genleri taramislardir ve pre-miRNA genlerinin ¢evrelerindeki bdlgeye

kiyasla daha az sayida SNP’ e sahip oldugunu saptamigslardir.

pre-miRNA’lardaki SNP’lerin meme, prostat, akciger, 6zofagus ve karaciger
kanseriyle iliskili oldugu gozlenmistir (94). Ayrica birgok yeni ¢alisma, pri-miRNA ve
miRNA baglanma boélgelerindeki SNP’lerin KRK olugma riski ve hastaligin ilerlemesi
ile ilgili oldugunu gostermistir. Calin ve ark. (95) kronik lenfosit l6semi hiicre
transformasyonu ve kanser gelisiminde etkili mutasyonlarda pri ve pre-miRNA

bolgelerini  tanimlamiglardir. Lee ve ark.’lart (96) 426 Koreli KRK hasta
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populasyonunda pre-miR-423 ve pre-miR-608 ‘inde iginde bulundugu yaklasik 40
miRNA SNP boélgesini ¢alismislar ve bu polimorfizmlerin KRK gelisiminde iligkili
olmadigin1 saptamislardir. Bir baska calismada Boni ve arkadaslar1 5-Fluorasil ve
irinotekan ile tedavi edilen 61 metastatik kolon kanserli hastada pri-miR-26al ve pri-
miR-100 gen bolgesine ait SNP’lerin tedavide klinik yanit ile iligkili oldugunu
bulmuslardir (97). Xing ve ark.’lart (17) Cin populasyonunda yapmis olduklari
calismada, kolorektal kanser tanisi konmus 408 hastada 7 farkli pre-miRNA SNP
bolgelerini tarayarak pre-miR-423 ve pre-miR-608’tin kolorektal kanser gelisiminde
etkili oldugunu saptamislardir. Calisilan bu iki SNP’nin  sonuglart  diger
calismalarinkinden farklidir. Ornegin pre-miR-423 rs6505162’nin ovaryum kanseri
riskini arttirabilecegi rapor edilmistir (90). Ayrica {i¢ farkli ¢aligmada ise Ozefagus
kanseri, prostat kanseri ve renal hiicre karsinomu riskini azalttig1 raporlanmigtir (94-96).

Literatiir taramas1 sonuglarina gore Tirk toplumunda KRK’li hastalarda pre-
miR-423 (rs6505162) ve pre-miR-608 (rs4919510) polimorfizimlerini inceleyen bir
caligmaya ulasilamamustir. Bu ¢aligmada; KRK ile iliskili oldugu diisiiniilen pre-miR-

423 ve pre-miR-608 gen polimorfizminin hastalikla iligkisi incelenmistir.

pre-miR423’teki A’nin C’ye doniisiimii, pre-miRNA’lardaki SNP’lerin, olgun
miRNA iizerine etkileri temel alindiginda, miR423’iin islenmesi ve ekspresyonunda
etkili olmast miimkiindiir. Gilinlimiizde yapilan bir¢ok calismaya gdére miR-423’iin
olgun formlarinin ekspresyon degisimi birgok hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve kanser
olusumunda rapor edilmistir (87-101).

Ilk olarak 2004 yilinda, tedavi edilemeyen HL-60 Idsemi hiicrelerinde 2-O-

tetradekanoylporbol-13-asetat ile yapilan farklilasma deneyleri sirasinda miR-423’nin
olgun miRNA’larin farklilasma siireglerini etkiledigi gosterilmistir (87).
2008 yilinda ise miR423 olgun mMiRNA olarak noroblastoma dokularinda ve hiicre
hattinda RNA klonlama ve Northern blot yontemleriyle tespit edilmis olup, miR423’ten
gelisen olgun miRNA’larin degisen ekspresyonu bas ve boyun kanseri, meme kanseri
ve kolorektal kanser gibi birgok multipl kanser tiplerinde rapor edilmistir (14-15).

Yaptigimiz calismada kolorektal kanser olusumunda iliskili oldugu diisiiniilen
pre-miR-423 rs6505162 (A/C) polimorfizmi i¢in genotip oranlar1 degerlendirildiginde;
KRK hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,039).
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Hastalardaki mutant CC genotipine sahip olanlarin oraninin kontrol grubundakilere gore
1,935 kat daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonuca gore CC genotipine sahip
bireylerde KRK gelisme riski artmaktadir.

Xing ve ark.’lar1 (17) Cin populasyonunda yapmis olduklar1 c¢alismada,
kolorektal kanser tanisi konmus 408 hastada farkli pre-miRNA SNP bolgelerini
tarayarak rs6505162 (A/C) polimorfizminin kolorektal kanser gelisiminde etkili
oldugunu bulmuslardir (p=0.001).

Hastalarda AA, CA, CC genotip oranlarini sirastyla % 59.3, % 34.5, % 6.1,
kontrol grubunda ise % 50, % 42.5, % 7.4 olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise
AA, CA, CC genotip oranlar hastalarda sirastyla % 36, % 19, % 45 olarak, kontrol
grubunda ise % 48, % 21, % 31 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglarla Xing ve
ark.’larinin sonucglart uyumlu olarak rs6505162 SNP’sinin KRK gelisme riskini
arttirdig1 saptanmistir (p=0.040).

Lee ve ark. (96) KRK tanis1 konmus 426 Koreli hastada, miRNA biyogenez
yolaginda rol alan 23 SNP, 7 pre-miRNA ve 10 pri-miRNA SNP’si olmak iizere 40
miRNA polimorfizmi ile KRK arasindaki iliskiyi arastirmislardir. rs6505162 A/C,
rs4919510 C/G polimorfizimleri dahil olmak {izere caligsmasi yapilan tim SNP’lerin
KRK gelisiminde etkili olmadigini saptamislardir. KRK ile rs6505162 polimorfizmi
arasindaki iliskiyi inceleyen ulasabildigimiz iki c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan iki
caligmada farkli sonuglar elde edilmistir. Bir ¢alisma bizim ¢alisma sonug¢larimizi
desteklerken diger ¢aligmada sonuglarimizi desteklemeyen bulgular elde edilmistir.
Yapilan her iki calismada etnik kokenlerinin ve c¢alisma gruplarinin ayni olmasina
ragmen birbirini desteklememektedir. Bu konudaki celiskileri gidermek amaciyla farkl
populasyonlarda ve ¢ok sayida ¢alismalara gereksinim vardir.

Farkli kanser tiirlerinde 6zellikle yumurtalik meme ve 6zofagus kanserlerinde
yapilan calismalarda rs6505162°nin kansere yatkinlikta etkili oldugu saptanmustir.
Bununla ilgili calismalar Ye ve arkadaslari (98) tarafindan yapilmig, 346 Kafkas
populasyonunda 6zofagus kanseri tanis1t konmus hastalarda C allelinin hastalik riskini
onemli derece azalttigini saptamislardir.

Kontorovitch ve ark. (90) Askenazi Yahudi populasyonunda yaptiklari
calismada rs6505162°nin CC genotipinin meme kanserinde BRCA2 mutasyonu tagima

riskini arttirdig1 ve ovaryum kanseri riskini yiikselttigini saptamiglardir. Ayrica miR423
46



ve BRCA2’nin interaksiyonun fakli genotip etkilerini yansitabilecegini rapor
etmislerdir.

Smith ve arkadaslarimin (89) Kafkas populasyonunda 193 meme kanseri tanisi
konmus kadin hasta ve 193 saglikli bireyden olusan kontrol grubunda pre-miR-423
1s6505162 polimorfizmini incelemisler ve ¢alisma sonucunda rs6505162 (A/C) C alleli
insidansinin kontrol grubunda hasta grubuna kiyasla daha fazla oldugunu bulmuslardir.
AA ve AC genotipinin meme kanseri gelisme riskini artirirken CC genotipinin hastalik
riskini azalttigin1 saptamiglardir. Smith ve ark.’larmin calistiklar1 populasyon ile
Kontrovitch ve ark.’larininki farkli oldugu i¢in benzer sonuglar elde edilmemis olabilir.

Wang ve ark. (101) miRNA ile ilgili polimorfizmlerin 6zofagus hiicre
karsinomundaki etkisini arastirmiglardir. Calisma gruplart 1565 Giiney Afrikah
bireyden olusup, bunlarin 565’1 6zofagus kanserli hasta, 1000’1 kanser tanis1t konmamis
saglikli bireyden olugmaktadir. Yaptiklar: ¢alisma sonucunda miR-423 gen bdlgesine ait
rs6505162 polimorfizminde C alel sikligin1 hastalarda % 22,8, kontrolde % 18,2 olarak
belirlemis olup C allleli tasiyan bireylerde 6zofagus kanser gelisme riskinin arttigin
saptamislardir (p=0.012).

miR608’in, fonksiyonu tam olarak bilinmemekte olup tiimor supressor miR
oldugu disiiniilmektedir. pre-miR-608 rs4919510 SNP bolgesindeki C-G polimorfizmi
bir¢cok populasyonda yaygin olarak bulunmaktadir (16). pre-miR-608, kromozom 10qg24
lokusundaki heterozigotluk kaybi sonucu olusan kolorektal, prostat, pankreas ve beyin
gibi birgok insan kanserlerinde rapor edilmistir.

miR608’in ayrica kolorektal kanserin seyrinde etkili olan ACDC (Adiponectin
and Collagen domain containing), CD4 (CD4 antigen), GHR (Growth hormone receptor
), RXRB (retinoic X receptor-b) ve TP53 (tumor protein p53)’iin hedef bolgelerine
baglandigr tahmin edilmektedir. TP53 mutasyonu tasiyan ve 3. evrede olan KRK
hastalarinin, 5-Fu’e dayali kemoterapiden faydalandiklari bildirilmistir (102).

Yaptigimiz ¢alismada, kolorektal kanser olusumunda iliskili oldugu diisiiniilen
pre-miR-608 rs4919510 (C/G) polimorfizmi igin genotip oranlar1 degerlendirildiginde;
KRK hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,395). Allel
frekanslari ise C alleli igin hastalarda % 56.5, kontrol grubunda % 51 olarak, G alleli
i¢cin hastalarda % 43.5, kontrol grubunda ise % 49 olarak belirlenmistir ve anlamli bir

iliski bulunmamsgtir (p=0,316).
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Ryan ve arkadaglarinin (18) Afro-Amerikanlar ve Kafkaslari iceren KRK tanisi
konmus 245 hasta ve 446 kontrolde yaptiklari ¢alismada, rs4919510 polimorfizminin
kolorektal kanser olusumunda risk olusturmadigini belirlemislerdir. Yaptiklari
calismada hastalarda CC, CG ve GG genotip oranlar sirasiyla % 52, % 40, % 8, kontrol
grubunda ise sirastyla % 53, % 38, % 8 olarak bulmuslardir. Bu calisma bizim
bulgumuzu destekler niteliktedir. Ancak hastalardaki sagkalim oranlarina baktiklarinda
mutant GG genotipinin Afro-Amerikalilarda yasam siiresini kisalttigimi (p=0.059)
Kafkaslarda ise artirdigini tespit etmislerdir (p=0.046).

Xing ve ark.’lar1 (17), Cin populasyonunda 408 kolorektal kanser hastasinda
rs4919510 (C/G) SNP’nin kolorektal kanser ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir
(p=0.027). Yaptiklar1 ¢alismada hastalarda CC, CG ve GG genotip oranlarini sirasiyla
% 30, % 52.2, % 17.6, kontrol grubunda ise % 35.3, % 47.3, %17.2 olarak bulmuslardir.
Yaptigimiz ¢alismada ise CC, CG ve CG genotipleri hastalarda sirasiyla % 49, % 15,
%36, kontrol grubunda ise % 43, %16, %41 olarak bulunmustur ve hastalikla bir iligkisi
olmadig1 saptanmistir (p=0.39). Ayrica Xing ve ark. C allel varyantinin, hiicrenin genel
sagkalimini ve hastaligin tekrar niiksekme riskini azaltirken, G alelinin hastalikla iligkili
olmadigin1 belirlemislerdir.

Lin ve ark. (103), 1097 kolorektal adenokarsinomlu hastalarda 26 miRNA’da 41
SNP bolgesini arastirdiklar: calismada, miR608 rs4919510 SNP bolgesinde CG ve GG
genotiplerinin KRK‘de tekrarlama ve 6liim riskini artirdigini saptamislardir (p=0.004).
Caligmamizdaki Orneklem biiyiikligiiniin daha az olmasi, Lin ve ark.’nin
caligmalarindan farkli sonuglar elde etmemize neden olmus olabilir.

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda rs4919510 SNP bolgesi ile kolorektal
kanser arasindaki iliskiyi arastiran baska bir calismaya ulasamadigimizdan farkl
kanserlerdeki etkisi agisindan bakildiginda;

Horikawa ve ark. (104) Kafkas populasyonunda 278 kontrol ve 279 renal
karsinomlu hastada miRNA biyogenezinde rol alan 11 gen bdlgesine ve 15 miRNA’ a
ait toplam 40 farkli SNP’ e bakmuglar ve pre-miR-608 rs4919510 (C/G) bdlgesinin renal
karsinom gelisiminde risk faktorii olmadigini saptamislardir.

Ye ve ark. (98) Katkas populasyonunda 6zofagus kanser tanisit konmus 346

hasta ve 346 kontrolle yaptiklari galismada 26 miRNA’da 41 SNP bolgesi arastirmislar
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ve 154919510 (C/G) SNP’sinin 6zofagus kanser gelisiminde anlamli olmadigini
bulmuslardir.

Ji Huang ve ark. (105) yaptiklar1 ¢alismada miRNA608’deki rs4919510 C/G
polimorfizminin, Her2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2)’yi etkileyerek
meme kanseri ve tiimor olusum riskini artirdigini saptamislardir. CG ve GG genotip
varyantlarin1  tagityan hastalarda HER2 kaynakli tiimér olusumuna daha sik
rastlamiglardir. Bu calismadan yola ¢ikarak Ma ve ark. (106) Cin Populasyonunda
yaptiklar1 ¢alismada HER2 (Human Epideryal Growth Faktor Reseptor), progesteron
reseptor (PR) ve Ostrojen reseptorlerinin (ER) yoklugunda gelisen meme kanserinde
miRNA’larin etkisini arastirmiglardir. 191 meme kanseri hasta ve 192 kontrol bireyinde
yaptiklart ¢alismada 22 miRNA SNP boélgesine bakmislardir, pre-miR-423 rs6505162
ve pre-miR-608 rs4919510 dahil olmak iizere diger biitin miRNA SNP’lerin hastalikla
iligkili olmadigin1 saptamislardir.

Calismamizda rs6505162 ve rs4919510 SNP’lerinin KRK olusumunda ortak
etkilerini saptamak amaciyla kombinasyon analizi yapilmistir. Yapilan analizde
homozigot ve heterozigot bireylerde pre-miR-423 ve pre-miR-608 polimorfizimleri i¢in
sirasiyla CC, CG, GG genotipleri ile AA, CA, CC genotipleri kombine edilmistir.
Homozigot yabanil genotipler referans grup olarak belirlenmis ve her iki genin birlikte
etkisi sonucu KRK gelisiminde risk olusturmadiklart saptanmistir. Xing ve ark.’lar1 (17)
da bu iki SNP’nin KRK olusumu {iizerindeki ortak etkisini arastirmiglardir. Homozigot
yabanil genotipleri referans grup kabul etmisler ve yaptiklari analiz sonucunda
rs6505162 i¢in AC-CC ve rs4919510 i¢in CG-GG genotiplerinin kombine etkilerinin
KRK olusma riskini arttirdigim1 saptamiglardir (p=0.001). Xing ve ark.’larinin ¢alisma
grubundaki birey sayisinin bizim ¢aligmamizdaki birey sayisindan daha fazla olmasi
farkli sonuclar elde etmemize neden olmus olabilir.

pre-miR-423 rs6505162 ve pre-miR-608 rs4919510 SNP’lerinin KRK ile
iliskisini inceleyen literatiir bilgisi sinirhdir, fakat farkl kanserlerle yapilan ¢ok sayida
calisma vardir. Bu ¢calismalarin ¢ogunda birbiriyle ¢eligkili sonuglar gézlenmektedir. Bu
celiskili sonuglardan, yapilan ¢aligmalardaki populasyon farkliliklari, Orneklem
biytikliikleri ve farkli kanser tiplerine 6zgii biyolojik fonksiyonlar sorumlu olabilir.

KRK’larin genetik ve g¢evresel faktorlerin rol aldigi multifaktoriyel kanserler

olmasi nedeniyle bu faktorlerin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ne derecede etkili
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oldugu bilinmemektedir. Bunun yani sira sadece pre-miR-423 ve pre-miR-608
polimorfizmleri degil KRK etiyolojisinde rol alan diger genlerle birlikte daha kapsamli
bir ¢calisma yapilirsa daha anlamli sonuglar elde edilebilir.

Calismamizda degerlendirmeye aldigimiz Orneklem genisliginin  bliyiik
olmamasi, allel frekans1 ve genotip dagilimlar ile hastalik arasindaki iliski popiilasyonu
yansitmayabilir. Bu nedenle anlamli buldugumuz iligkilerin dogrulanmasi i¢in bu
arastirmadan bagimsiz daha genis bir 6rneklem grubunda yapilacak ¢alismalar literatiire

onemli katki saglayacaktir.
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Cizelge.5.1.Yapilan Caligmalarda pre-miR-423 ve pre-miR-608 Gen Polimorfizmlerinin Kolorektal

Kanser ve Diger Kanserlerle Iliskisi.

Yazar ve Yil Calisma SNP’ler Sonug¢
Populasyonu
Lee ve ark-2010 426 KRK Hasta 40 miRNA ile ilgili pre-miR-423 ve pre-miR-608
(Koreli) polimorfizm KRK gelisiminde anlamsiz.

Xing ve ark- 2012

408 KRK Hasta
(Cin)

7 farkli pre-miR-SNP

pre-miR-423( p=0.001)

C alleli hastalik riskini artirdig
saptanmig
pre-miR-608 (p=0.001)

G alelilin hastali riskini artirdigt

saptanmis

Ryan ve ark -2012

446 kontrol,
245 KRK’li hasta
(Afro-Amerikan ve Beyaz
Irk)

miR-608 rs4919510

pre-miR-608 KRK gelisiminde
anlamsiz ( p=0.831)

Lin ve ark.-2012

1097 KRK Hasta
(Amerika)

26 miRNA ile ilgili 41
SNP bolgesi

pre-miR-608 CG ve CC genotipleri
hastalik tekrar riskini artryor
(p=0.004)

Diger Kanserlerle fliskisi

Ye ve ark- 2008

346 kontrol ve 346

26 miRNA ile ilgili 41

pre-miR423 rs6505162 (A/C) C

Ozofagus Kanserli Hasta SNP bolgesi alleli hastalik riskini azalltig
(Beyaz Irk) saptanmis ( p<0.0001)
Wang ve ark- 2013 1000 kontrol ve 193 3 miRNA SNP pre-miR423 rs6505162 (A/C) CC

Ozofagus Kanserli Hasta

(Beyaz irk)

genotipinin hastalik riskini artirdig1

gozlenmis (p=0.012)
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Smith ve ark -2012

193 Kontrol ve 193 Meme
kanserli hasta
(Beyaz Irk)

miR-423 rs6505162

rs6505162(A/C) AA ve AC
genotipleri meme kanseri riskini
artirirken CC genotipiin azalltigt

gozlenmis (p=0.035)

Ji- Huang ve ark-2012

1434 kontrol ve 1138

meme kanserli hasta

pre-miR-608 rs4919510

rs4919510polimorfizminin
HER2(Human Epidermal Growth
Faktor Reseptor-2)‘yi etkileyerek
meme kanseri ve timor olugsma
riskini artirdigint saptamiglar

(p=0.006)

Ma ve ark-2013

192 Kontrol ve 191 meme
kanserli hasta

(Cin Populasyonu)

22 miRNA ile ilgili 23
SNP

pre-miR-608 rs4919510
polimorfizminin meme kanseri ile

iligkili olmadig1 gézlenmis.

Horikowa ve ark-2008

346 Kontrol ve 346 Renal
Hiicre Karsinomlu

Hasta(Beyaz 1rk)

11 miRNA olusum
genleri ve 15 miRNA
genleri ile ilgili 40 SNP

pre-miR-423 ve pre-miR-608 ‘in
Renal hiicre karsinomu ile iligkili

olmadig1 gézlenmis.
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6. SONUC VE ONERILER

Kolorektal kanser, tiim diinyada yaygin goriilen kanserler arasinda olup, yiiksek
oranda Oliimle sonuclanmaktadir. Kolon tiimorleri yavas biiyiimekte olup semptomatik
hale geldiklerinde genellikle hastalik ileri evreye varmis durumdadir. Hastalarin sadece
% 40’1mmda KRK tanis1 erken evrede (lokalize hastalik evresi) konulmaktadir. KRK’deki
prognoz ise tani konuldugunda hastaligin evresiyle yakindan iligkilidir. Cevresel ve
genetik faktdrler KRK’nin gelisme olasiligint arttirmaktadir. KRK’lerin ¢ogunlugunu
sporadik vakalar olusturmaktadir. Erken tani ve tedavi yontemlerinin gelismesi ile kolon

kanserlerinden 6liim oranlar1 giderek azalmaktadir.

Yapilan bu caligmada, kolorektal kanser patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen
olgun miRNA’larin islenmesini ve olgunlasma siirecini etkileyen pre-miRNA’lardan
pre-miR-423  (rs6505162) ve pre-miR-608 (rs4919510) gen bolgesindeki
polimorfizmlerin KRK ile iliskisi arastirilmistir. Calisma sonucunda pre-miR-423 A/C
polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilastirildiginda; KRK hastalar ile kontrol grubu
arasinda genotip dagilimlar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu
saptanmistir (p=0,039). Hastalarda CC genotipine sahip olma olasilig1 kontrol grubuna
gore 1,9 kat daha fazladir (OR=1,935, (1,031 -3,632), p=0,040). pre-miR-608 C/G
polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilagtirildiginda ise; kontrol grubu ile KRK
hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenmemistir ve dolayisiyla
pre-miR-608 C/fG degisiminin kolorektal kanser riskini arttirmadigi belirlenmistir
(p=0,395). Ayrica 156505162 ve rs4919510 SNP’lerinin KRK olusumunda ortak
etkilerini saptamak i¢in kombinasyon analizi yapilmigtir. Homozigot ve heterozigot
bireylerde pre-miR-423 polimorfizmi icin AA, CA, CC genotipleri ile pre-miR-608
polimorfizmi i¢in CC, CG, GG genotipleri kombine edildiginde her iki genin birlikte

etkisi sonucu KRK geligsme riskinin olmadigi saptanmustir.

Calismamiz, Tirk toplumunda kolorektal kanser ile pre-miR-423 ve pre-miR-
608 gen polimorfizminin arastirilmasi konusunda ilk c¢alismadir. Bu arastirmadan

bagimsiz daha genis Orneklem grubunda ve farkli populasyonlarda bulgularin
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tekrarlanmasi faydali olacaktir. Ayrica KRK’lerin olusumu multifaktoriyel oldugundan
genetik faktorlerin ne derecede 6nemli oldugu bilinmemektedir. pre-miR-423 ve pre-
mMiR-608 polimorfizmlerinin disinda KRK etiyolojisinde rol alan diger genlerle birlikte

kapsamli ¢caligma yapildiginda daha anlamli sonuglar elde edilebilir.
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