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OZET

Mikrosatellit instabilite (MSI), DNA tamir genlerindeki hatalardan kaynaklanan ve kolorektal kanserin (KRK) olusmasina neden olan gene-
tik bir durumdur. Sporadik KRK’larda MSI gériilme sikligi, prognoza olan etkisi literatiirde geliskilidir. Bununla birlikte MSI’ya sahip
KRK’larda standart kemoterapi yetersiz kaldigi i¢in yeni tedavi seceneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir. micoRNA’lar (miRNA) kanserlesme
siirecinde gorev alan ve tanida, prognozda ve tedavide belirteg olarak kullanilan kiigiik RNA molekiilleridir. Mevcut ¢alismada, Tiirk popii-
lasyonuna ait sporadik gelisen KRK’larda MSI’nin gériilme sikliginin tanimlanmast ve bu tiimorlerde miRNA’larin ekspresyon farkliliklari-
nin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada, sporadik KRK tanisi almis 63 hasta degerlendirildi. Hastalara ait arsiv tiimor ve normal dokula-
rindan DNA ve RNA izolasyonlar1 yapildi. DNA 6rneklerinden fragment analizine dayali MSI testi gerceklestirildi. qRT-PCR kullanilarak
38 farkli miRNA’nin ekspresyon profili incelendi. 63 hastada MSI goriilme oran1 %23.8 olarak belirlendi. MSI ve mikrosatellit stabil (MSS)
tiimorler karsilastirildiginda, MSI tiimérlerde, miR-124 ve miR-106a’nin yiiksek ve miR-145’in ise diisiik ekspresyon gosterdigi belirlendi
(p<0.05). Bununla birlikte miR-106a’nin yiiksek ekspresyonunun cerrahi sonrasi niiks gelisimi ile iligkili oldugu saptandi (p=0.002). Elde
edilen bulgular 1s18inda miR-106a’nin 6zellikle MSI genotipine sahip KRK tiimérlerde hedeflenmesi ile KRK hastalarinda yeni tedavi
protokollerinin olusturularak niiks olusumunun engellenebilecegini ongoriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sporadik Kolorektal Kanser. Mikrosatellit instability. MikroRNA. miR-106a.

Upregulation of Microrna-106a is Associated with Microsatellite Instability Status in Colorectal Cancer

ABSTRACT

Microsatellite instability (MSI) is a genetic condition that results from errors in DNA repair genes and causes colorectal cancer (CRC). The
incidence of MSI in sporadic CRCs and its effect on prognosis are contradictory in the literature. However, since standard chemotherapy is
insufficient in CRCs with MSI, new treatment options are needed. micoRNAs (miRNAs) are small RNA molecules that take part in the
cancer process and are used as markers in diagnosis, prognosis and treatment. In the study, it is aimed to define the prevalence of MSI in
sporadically developing CRCs belonging to the Turkish population and to determine the expression differences of miRNAs in these tumors.
63 patients diagnosed with sporadic CRC were evaluated in the study. DNA and RNA isolations were made from archive tumor and normal
tissues of the patients. MSI test was performed based on fragment analysis from DNA samples. The expression profiles of 38 different
miRNAs were examined using qRT-PCR. In 63 patients, the incidence of MSI was determined as 23.8%. When MSI and microsatellite
stable (MSS) tumors were compared, it was determined that miR-124 and miR-106a showed high expression and miR-145 low expression in
MSI tumors (p <0.05). However, high expression of miR-106a was found to be associated with postoperative recurrence (p=0.002). In the
light of the findings obtained, we think that by targeting miR-106a especially in CRC tumors with MSI genetype, recurrence can be preven-
ted by creating new treatment protocols in these tumors.
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Kolorektal kanserler (KRK), kalinbagirsak boyunca
olusan agresif gastrointestinal sistem tiimorleridir.
KRK, Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ve Diin-
ya genelinde en yaygin igiincii kanser olup, yilda

690.000'den fazla 6limiiniin sebebini olusturmaktadir™.

Saglik Bakanlig1 2014 verilerine gore de KRK, Tiirki-
ye’de hem kadin hem de erkekler arasinda en sik g6z-
lenen tigiincii kanserdir?.

KRK, bir dizi genomik ve epigenomik degisiklik ile
karakterize  olan  heterojen  bir  hastaliktir.
KRK’nin %75-80’ninde germline mutasyonlardan
bagimsiz olarak sporadik formda timor gelisir-
ken %20-25’nin ailesinde KRK 6ykiisii bulunmakta-
dir®,

Sporadik KRK'lerin yaklasitk % 70'i kromozomal
instabilite (Chromosomal Instability; CIN) yolu ile
gelismektedir. CIN yolu ile meydana gelen KRK lar,
anoploid karyotip, tiimdr baskilayict gen lokuslarinda
sik heterozigotluk kaybi1 (LOH) ve kromozomal yeni-
den diizenlemelerle sonuglanan sayisal veya yapisal
kromozomal anormalliklerin birikimi ile karakterize
edilmektedir’. Ayrica, CIN tiimérleri, spesifik onko-
genler ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlarin
birikmesi ile ayirt edilmektedir [6rn., APC, KRAS,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat  3-kinaz, Katalitik alt
birim alfa (PIK3CA), B-Raf proto-onkojen, serin /
treonin kinaz (BRAF), SMAD4 ve TP53]°°. KRK
olusumunda diger bir 6nemli yol, DNA yanlis eslesme
(MMR) genlerinin islev bozuklugunun neden oldugu
mikrosatellit instabilite (MSI) yoludur. MSI, toplum-
sal diizeyde farklilik gosterse de, sporadik KRK'larin
yaklasik %15'inde goriilmektedir’.

Mikrostaellitler, bir ya da birden fazla bazin gesitli
tekrarlar1 ile genomun belli bolgelerinde goriilen kisa
baz dizi tekrarlaridir. DNA replikasyonuna bagli hata-
lar sonucunda mikrosatellitler bolgelerinde delesyon-
lar veya insersiyonlar meydana gelmekte, bu durum
MSI olarak isimlendirilmektedir®®. MSI olusumunda
DNA tamirinde gorev alan MMR genlerindeki kayip-
larin etkili oldugu bilinmektedir. Bu mekanizma,
MMR genlerinde meydana gelen metilasyonlar ya da
bu genlerin somatik mutasyonlar sonucu inaktivasyon-
lar1 ile meydana gelmektedir. MLH1, MSH2, MSH6 ve
PMS2 adli MMR genlerindeki germ-line mutasyonla-
rin varligi nedeniyle olugsan MSI, Lynch Sendromu ile
iligkilendirilirken, MLH1 geni promotor bolge meti-
lasyonlar1 sonucunda meydana gelen MSI durumu
biiyilk ¢ogunlukla sporadik KRK olusumuna neden
olmaktadir™®. MSI, sporadik olarak meydana gelen
KK’larin yaklasik %15’inden sorumludur. MSI geno-
tipine sahip KRK’larin prognozlar ile ilgili celiskili
sonuglar bulunmaktadir™. Bir meta-analiz, yiiksek
frekanslt MSI (MSI-H) KRK’larin, tiimér evresinden
bagimsiz olarak daha iyi bir prognoza sahip oldugunu
ileri stirmektedir. MSI tiimérleri olan hastalar, gele-
neksel tedavinin bagarisizligina karsilik immiinoterapi
yapildiginda anti-PD-1 inhibitorlerine iyi yanit olus-
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turmaktadir. Baska bir meta-analiz, MSI durumunun
5-FU tabanli kemoterapinin metastatik KRK {izerin-
deki etkisini tahmin etmede yetersiz kaldigini ortaya
koymaktadir. Evre II ve evre III KRK hastalar1 arasin-
daki MSI durumunun farkl etkisi ve evre II KRK MSI
hastalarinda 5-FU tedavisinin potansiyel zarart gibi
bekleyen sorular hala mevcut olup biiyiik dlgiide ce-
vapsiz kalmaktadir12,13. Evre II KRK hastaliginin bu
tartismali alaninda uygulanmasi kolay ve nispeten
ekonomik bir biyobelirtecin prognostik ve prediktif
gecerliligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle MSI
durumunun prognoz iizerine etkilerinin arastirilacagi
kapsamli ¢aligmalarin planlanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle MSI durumunun prognoz iizerine etkilerinin
aragtirtlmasi ile ilgili kapsamli g¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

MSI  varligi immiinohistokimyasal yontemler ile
MMR proteinlerinin analiz edilmesi ile degerlendiril-
mekte ya da altin standart olarak kabul edilen DNA
dizi analizi temelli fragment analizleri ile direkt olarak
MSI bolgelerindeki tekrar sayilarinin incelenmesi ile
degerlendirilebilmektedir®®. MSI bélgelerinin deger-
lendirilmesinde 1997 yilinda olusturulan Bethesda
kriterleri kullanilmaktadir. Giiniimiizde onlarca mik-
rosatellit bolgesi belirte¢ olarak tanimlanmis olsa da
D5S346, D2S123, D17S250, BAT25 ve BAT26 en sik
takip edilen belirteglerdir™.

Insan genom projesi ile DNA baz dizilimi ortaya ¢1-
kartilarak, genomun sadece %2-3’lik kisminin
mRNA’ya gevrildigi, %10-18’lik kismindan protein
sentezine yardimct RNA’larin transkribe edildigi
belirlenmis olup genomun geriye kalan yaklasik %80-
87’lik kismu ise ¢op DNA olarak adlandirilmistir'.
Cop olarak adlandirilan bu bolge lizerine yapilan ¢a-
lismalarda, protein kodlamayan ancak transkripsiyon
sonrasi gen diizenlenmesinde gorev alan RNA’lar
kesfedilmistir’’. Giincel arastirmalarda kodlama yap-
mayan kiigiik RNA’larin (microRNA:miRNA), KRK
basta olmak flizere bir¢ok kanserin olusumunda ve
gelisiminde gorev aldiklart  belirlenmistir. miR-
NA’larin hedeflerini transkripsiyon sonrasi baskilaya-
rak veya tesvik ederek bir ¢ok tiimér hiicresinin fizyo-
lojik ve patolojik siireglerinde anahtar rol oynadiklar
kanitlanmistir. miRNA’larin anormal ekspresyonlari
birgok onkogenik ve timor baskilayict genin regiilas-
yonunda gérev aldiklari i¢in tiimor baskilayict veya
onkogenik o0zellik gostermektedirler. Giinlimiizde
devam eden ¢aligmalarla, KRK’da hiicre proliferasyo-
nunu, hiicre dongiisiinii, metastaz siirecini ve apoptozu
yoneten miRNA’lar tanimlanmaktadir™®*,

Sporadik KRK’larda MSI durumu popiilasyonlar
arasinda farklilik gostermektedir. Bununla birlikte
sporadik KRK’larda miRNA’lar ve MSI ile yapilmis
sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Mevcut ¢aligma-
da Tiirk popiilasyonuna ait sporadik KRK tiimérlerin-
de MSI frekansim belirleyerek bu genotipe sahip tii-
morlerdeki miRNA degisimlerini ve prognoza olan
etkilerinin saptanmasi amaglanmaktadir.



Mikrosatellit instabilite Tiimorlerde mikroRNA’lar

Gereg ve Yontem

Hasta Secimi

Calismada, sporadik KRK tanis1 almig 63 hasta deger-
lendirildi. Neadjuvan tedavi alan, {i¢c yildan az takip
stiresine sahip, primer KRK olmayan veya ailesinde
kanser Oykiisii bulunan hastalar ¢aligma dist birakildi.
Calismaya ait etik kurul Uludag Universitesi Tip Fa-
kiiltesi klinik arastirmalar etik kurulu tarafindan onay
(2011-2/7) alindu.

DNA Izolasyonu

Timor ve normal olarak isaretlenen parafilme gomdii-
riilmiis doku drneklerinden igaretli alanlar 15 numara
bistiiri ucu ile kesildi ve {izeri etiketli 1.5 ml ependorf
igerisine aktarildi.

Kesilen dokularin her biri 1ml Ksilen (Sigma Aldrich,
ABD) ve 1 ml Ethennol %99 HPLC Grage (Sigma
Aldrich, ABD) ile muamele edildi. High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Isvicre) kiti kullani-
larak genomik DNA elde edildi. DNA Kkalitesi ve
miktar1 UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beck-
man Coulter, ABD) cihazinda 280/260 nm dalga bo-
yundaki optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina
bakilarak 6l¢tildii.

DNA Fragment Analizi

MSI analizi floresan igaretlemeye dayanan bir yon-
temdir. Bu analiz, Bethesda kriterlerine uygun olarak
secilen, 5’ucu floresan isaretli D2S123, D5S346,
D17S250, BAT25 ve BAT26 primerleri ile kapiller
elektroforez sisteminde (Beckman Coulter, Inc., Ful-
lerton, ABD) fragment yontemi ile gerceklestirildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kalitesi ve miktar1 olgiilen DNA’larin her birinden
100 ng olacak sekilde ara stok hazirlandi. Multi HS
Prime Premix (GeNET Bio, Kore) kit iceriginde yer
alan Multi HS Prime Taq Premix (2X)’ten 10 pl,
dH20’dan 4.5 pl, her bir primer ¢iftinin her birinden

1uM olacak sekilde toplamda 2.5 pl eklenerek PCR
karisimi olusturularak primerlerin baglanma 1sisina
gore uygun programlarda PCR amplifikasyonu ger-
ceklestirildi.

PCR o6rnekleri ve MSI analiz karisimi 96-kuyulu pla-
kalara hazirlandi. Reaksiyon karigimi, 22 adet (60, 80,
100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 550 ve 600 baz)
DNA fragmenti iceren 600’liik Size Standart’tan 40 pl
PCR firiinlerinden ise 1.5 pl ilave edilerek olusturuldu
ve cihaza ylikleme yapildi.

MSI analizi MSI belirteglerinin fragman yiikseltileri-
nin, her hastanin tiimér ve normal dokusunda karsilag-
tirilmast ile gergeklestirildi. Bu karsilagtirma sonu-
cunda herhangi bir belirtegte tiimor ve normal DNA
arasinda bir farklilik belirlenmezse hasta mikrosatellit
stabil (MSS), bir belirtegte farklilik belirlenirse MSI-
low (MSI-L), iki ve daha fazla belirtecte farklilik
belirlenirse MSI-high (MSI-H) olarak tanimlanmakta-
dir.

miRNA Ekspresyon Analizi

Normal ve tiimor doku olarak tanimlanmis hastaya ait
parafin blok i¢in ependorf tiipler olusturuldu ve para-
fin bloklardan 0.2-0.4 cm kesilerek bu ependorflar
igerisine alind1. Materyaller, BIOstic (MO BIO Labo-
ratories, Carlsbad, CA) ile 2 kez muamele edilerek
parafinden arindirildi. BIOstic ile doku tizerindeki
parafin ¢ozdiiriildiikten sonra materyaller, %100-%70
ve %40°lik alkol asamalarindan gegirildi ve alkol oda
1s1sinda uguruldu. Bu agamalardan sonra 63 hastaya ait
timor doku ve 8 hastaya ait normal dokudan, parafin
bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari kit (Qiagen
RNeasy FFPE kit) kullanilarak prosediire uygun sekil-
de RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen total
RNA’nin 5 ng’indan RT2 miRNA First Stand Kit
MAO3 (QIAGEN, Germantown, Maryland, USA)
kullanilarak komplementer DNA (cDNA) elde edildi.
Calismada, KRK gelisiminde diagnostik ve prognostik
Oneme sahip, aym zamanda ilag direnci tizerine etkisi
belirlenen miRNA’larin degerlendirilmesi amaglan-
migtir. Calismamizda degerlendirilen miRNA’lar bu
amag dogrultusunda yapilan litaratiir arastirmasi sonu-

Tablo I. Custom array ile ¢alisilan 38 farkli miRNA ve KRK ile iliskili hedef genleri

miRNA Hedef genleri* miRNA Hedef genleri miRNA Hedef genleri®
hsa-miR-21 KRAS, AKT, MAPK hsa-miR-16 RET, NF1 hsa-miR-137 ABCD2, CTNB1
hsa-miR-143 NRAS, STAT hsa-miR-181b IL1A, PAM2 hsa-miR-221 KRAS
hsa-miR-145 MAPK1, NF1A, MAPK14 hsa-miR-200c PMS1, IL2 hsa-miR-223 BRAF, TGFB
hsa-miR-19a PIK3CA, SOX2 hsa-miR-139-3p AKT, NF1 hsa-miR-148a ERK, RAF
hsa-let-7a KRAS, MAPK hsa-miR-26a CTNNB1, CD4 hsa-miR-200a JNK, Axin
hsa-let-7c KRAS, MYC hsa-miR-27a Twist, CHD2 hsa-miR-15b LGRS, PIK3
hsa-miR-17 MAP3K8, MYC, MLH1 hsa-miR-30a DDL-1, P53 hsa-miR-15a MEK, BCL2
hsa-miR-155 VHL, SOX4 hsa-miR-34a RET, NF1 hsa-miR-15b SMAD4, BAD
hsa-miR-29b KRAS, LGR5 hsa-miR-96 ALK, BICRAL hsa-miR-20a MEK, SOS
hsa-miR-106a RB1, CTNNB1 hsa-miR-133b P53, PMS2 hsa-miR-99a TP1, BAK
hsa-miR-139-5p ZEB1, HRAS hsa-miR-135b FOX01, CD47 hsa-miR-478 CD133
hsa-miR-191 PTEN, PIK3CA hsa-miR-124 SMAD4 hsa-miR-320 MAP3K1, PTEN
hsa-miR-181 MTOR, SMAD4 hsa-miR-155 ERBB2, SMAD2

*miRBAase, KEGG
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cu belirlendi. Secilen 38 farkli miRNA’nin timor
dokularindaki ekspresyon durumlari, kromozomal
lokalizasyonlar1 ve hedef genleri ile ilgili bilgiler
Tablo I’de verildi. Caligmamizda kullanilmak {izere
belirledigimiz miRNA’lar icin dizayn ettirilmis olan
384 kuyucuklu PCR arrayler diizenlendi. PCR arraylar
igerisinde, her bir 6rnek i¢in 3 adet PCR array kontro-
li (miRTC, PPC, U6), 3 adet housekeeping gen
(SNORD44, SNORD47, SNORD48) ve 42 miRNA
(38 farkli, 4 tanesi 2 tekrar olacak sekilde) yer verildi.

Istatistiksel Analiz

Hastalara ait klinik ve patolojik ozelliklerin niikse
olan etkileri Bagimsiz T, Ki-kare ve Tek yonlii var-
yans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak belir-
lendi. miRNA’larin ekspresyon diizeyleri web-tabanli
“RT2 Profiler PCR Array Data Analysis v3.5” prog-
ramindan yararlanilarak degerlendirildi. Tan1 anindan
niikse kadar gegen siire hastaliksiz sag kalim (Disease
free survival- DFS) olarak tanimlandi ve degerlendiri-
len tiim parametrelerin DFS’ye olan etkileri Kaplan
Meier Analizi ile belirlendi. Tiim istatistiksel analiz-
lerde SPSS (20.0) ve Graphpad Prism 16.0 programla-
rindan yararlanildi. Parametrelerin DFS’ye olan etkile-
rinin degerlendirildigi Kaplan Meier analizi MedCalc
16.0 programu ile gergeklestirildi. Tiim istatistik ana-
lizlerinde p degerinin 0.05’ten kiigiik olmas: istatistik-
sel olarak anlaml1 kabul edildi.

Bulgular

Calismada degerlendirilen 63 hastanin 35’1 (%55.6)
erkek, 28’1 (%44.4) kadindi. Ortalama yag 52.2 (42-
64) olarak belirlendi. Evre 1 ve evre II hastalarina
sadece cerrahi rezeksiyon uygulanirken, evre Ill ve
evre IV hastalarinin uygun goriilenlerine 5 Fluoroura-
sil bazli adjuvan kemoterapi (KT) ve gerekli goriilen
rektum tiimorlerine ise ilave olarak radyoterapi (RT)
uygulandi. RT alan hasta sayisi sinirli oldugunda bu
parametre ¢alisma dig1 birakildi. Degerlendirilen has-
talarin %65’inin (n=26) KT aldig: tespit edildi. Hasta-
larin ortalama takip siiresi 56 ay olup takip siiresinde
11 (%17.4) hastada sistemik veya lokal niiks gelisimi
belirlendi. Hastalara ait klinik ve patolojik 6zellikler
Tablo II’de verildi. KT tedavisi géren 26 hastanin ise
5’inde (%19.2) niiks gelisimi gozlendi. Niiks gelisimi
gozlenen 5 hastanin 1 (%20)’inde MSI pozitifligi
belirlendi.

D2S123, D17S250, D5S346, BAT25 ve BAT26 belir-
tegleri kullanilarak gergeklestirilen MSI analizlerinde;
63 KRK tiimériiniin 48’si (%76.2) MSS, 1571 ise
(%23.8) MSI olarak tamimlandi. MSI tiimorle-
rin %60°1 (n=9) MSI-L, %40’1 (n=8) ise MSI-H olarak
belirlendi (Sekil 1). KT tedavisi sonrasi niiks ile MSI
durumu arasinda herhangi bir anlamlilik belirlenmedi

(p>0.05).
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Tablo Il. Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Ozellkiler Say1 (%)
Cinsiyet

Kadin 28 (%44.4)
Erkek 35 (%55.6)
Yas 52.2 (42-64)
Tiimor Lokalizasyonu

Sag Kolon 23 (%36.5)
Sol Kolon 28 (%44.4)
Rektum 12 (%19.1)
Tiimor Evresi

Evre | 5(%7.9)
Evre Il 18 (%28.6)
Evre Il 21(%33.3)
Evre IV 19 (%30.2)
Niiks

Var 11 (%17.4)
Yok 52 (82.6)

L \J\/_\AJ.\J_\/L,_

A

T

Sekil 1.
MSI belirtegleri. (A) D2S123 normal, (B) D2S123
pozitif, (C) D17S250 normal, (D) D175250 pozitif, (E)
D5S346 normal, (F) D5S346 pozitif, (G) BAT25 nor-
mal, (H) BAT25 pozitif, (I) BAT26 normal, (J) BAT26
pozitif.

63 tiimor doku 15 normal doku ile karsilastirildiginda,
38 farkli miRNA arasinda miR-143’{in, miR-145’in
diisiik ekspresyonlari, ile miR-155’in, miR-106a ve
miR-124"{in yiiksek ekspresyon seviyeleri istatistiksel
olarak anlaml belirlendi (Tablo I11).
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Tablo I11. Normal dokuya gore tiimor dokuda eksp-
resyon farklilig1 belirlenen miRNA'lar.

MiRNA 2DeltaCT  2'DeltaCT  Kat Degisimi P Degeri
miR-143 0.2349 0.0364 -3.245 0.001
miR-145 0.3848 0.1374 -2.938 0.023
miR-155 0.8374 2,9283 2.094 0.036
miR-106a  0.7348 2.3948 3.0293 0.001
miR-124 0.9384 1.9484 2.3449 0.042

Timorlerdeki MSI durumu ile miRNA ekspresyon
seviyeleri birlikte degerlendirildiginde, normal dokuya
gore timor dokuda anlamli seviyede farkli ekspresyon
gosteren 5 miRNA arasindan miR-124, miR-106a ve
miR-145 MSS tiimoérleri ile karsilagtirildiginda MSI
tiimorlerinde istatistiksel olarak anlamli ekspresyon
farkliliklar: gosterdi (Sekil 2). Bununla birlikte miR-
106a ekspresyonu MSI-H tiimérlerde MSS tiimorleri-
ne gore 3.1, MSI-L tiimorlere gore ise 2 kat artis gos-
terdi (Sekil 3; p=0.0001, p=0.034, sirastyla).

MSI durumu ve miRNA ekspresyon degisimleri niiks
gelisimi agisindan degerlendirildiginde, MSI durumu
ile niiks gelisimi arasinda bir iliski saptanmazken
yiiksek miR-106a ekspresyonu kisa hastaliksiz yagsam
stiresi arasinda anlaml istatistiksel iliski oldugu belir-
lendi (Sekil 4, p=0.002).
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Sekil 2.
Normal doku ile karsilastirildiginda MSS ve MSI
tiimor dokularinda (4) miR-124, (B) miR-145, (C)
MiR-106a nin ekspresyon degisimleri.
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Sekil 3.

MSI-L ve MSI-H tiimérlerinde (A) miR-124, (B) miR-
145, (C) miR-106a ’nin ekspresyon
degisimleri.
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Sekil 4.
Kaplan Meier analizi. (A) MSI durumunun hastaliksiz
sag kalim ile, (B) miR-106a ekspresyonunun hastalik-
siz sag kalim ile iligkisi.

Tartisma ve Sonug

Mikrosatellitler, insan genomu boyunca dagilmis
tekrarlayan DNA dizileridir®. Yapilan calismalar, MSI
tiimorii olan erken evre KRK hastalarinin genellikle
daha iyi bir prognoza sahip oldugu ve SFU bazli ke-
moterapiye daha az yanit verdiklerini gostermektedir™.
Ancak son yapilan meta-analiz ¢alismalarinda bu
konuda celiskiler bulunmaktadir’*®®. Bunun temel
sebepleri arasinda MSI durumunun popiilasyonlar
arasinda farklilik g6stermesinin olabilecegi diigiiniil-
mektedir. Bu giine kadar yapilan calismalarda Tiirk
popiilasyonuna ait sporadik KRK hastalarinda MSI
frekanst net olarak ortaya konulamamistir. Mevcut
calismamiz sonucunda sporadik KRK’larda MSI fre-
kans1 %23.8 olarak belirlendi. MSI durumu ile KT
sonrasi niiks gelisimi degerlendirdiginde istatistiki bir
anlamlilik gézlenmedi. Caligmada degerlendirilen
hastalarda kisitli KT tedavisi bulundugu i¢in SFU-
tabanli KT ve MSI durumu ile ilgili daha kapsamli
caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte,
MSI durumu ve kisa hastaliksiz sag kalim siiresi ara-
sinda da anlamli bir iliski saptanmadi.

Calismamizda ikinci agsamada MSS tiimoérler ile MSI
timorler arasinda farkli ekspresyona sahip miR-
NA’larin belirlenmesi amaglandi. Bu kapsamda KRK
gelisiminde rol oynayan 38 farkli miRNA ekspresyo-
nu incelendi. i1k olarak miRNA ekspresyonlart normal
doku ile karsilagtirilarak tiimor dokuda incelendi. 38
farkli miRNA arasinda miR-143’lin, miR-145’in dii-
stik ekspresyonlari, ile miR-155’in, miR-106a ve miR-
124°1in yiiksek ekspresyonlar1 tiimor dokuda istatistik-
sel olarak anlaml bulundu.

miR-143 ve miR-145’in diisiik ekspresyonlar1 birgok
kanserde kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir®.
Brinza ve ark. 82 KRK tanili hastada ger¢eklestirdik-
leri ¢alisma ile miR-143 ve miR-145’in birbirlerinden
bagimsiz olarak uzak metastaz ile iliskili oldugunu
belirlemislerdir®. Bai ve ark., in-vitro ortamda KRK
hiicrelerinde miR-143’lin ekspresyonu arttirildiginda,
ERBB3’nin inhibe edilerek hiicrelerin invazyon ve
metastaz kabiliyetlerinin baskilandigini gdstermistir®.
Bununla birlikte birbirinden bagimsiz gergeklestirilen
caligmalarda miR-143 ve miR-145 KRK gelisimi ile
iliskili bulunmamustir™™®®. Literatiirde, bu geliskili
sonuglarin nedeni farkli 6rneklem biyiklikleri ve
etnik grup farkhliklar ile agiklanmustir®®, Bizim ger-
ceklestirdigimiz mevcut ¢alismada miR-143 ve miR-
145 normal doku ile karsilastirildiginda tiimor dokuda
istatistiksel olarak anlamli diisiis gdstermis ancak uzak
metastaza katkilar1 belirlenmemistir. Bununla birlikte
mevcut ¢alismamizda miR-145 MSI timoérlerde MSS
tiimorlere gore daha diisiik ekspresyon gostermistir.
Ancak literatiirde miR-145"in MSI durumu ile iligkisi-
ni gosteren bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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mMiR-155'in anormal ekspresyonu daha 6nce KRK'lar-
da belirlenmistir®. Ancak bazi calismalarda miR-
155'in timor baskilayict 6zellikte, bazi ¢aligmalarda
ise onkogenik ozellikte oldugu belirtilmektedir® *.
Mevcut c¢aligmamizda ise miR-155 normal dokuya
gore timor dokuda yiiksek eksprese bulunmus, bu
nedenle bu miRNA'nin Tiirk popiilasyonuna ait KRK

tiimorlerinde onkogenik 6zellikte oldugu gdsterilmistir.

Fakat bulgularimiz miR-155'in yiiksek ekspresyonu-
nun uzak metastaz veya MSI durumu ile iliskisini
tanimlamamaktadir. Literattirde ise farkli popiilasyon-
larda yapilan iki aragtirmada miR-155in ekspresyonu,
MSI-H tiimorlerde MSS tiimorler ile karsilagtirildi-
ginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bu-
lunmustur. Ancak miR-155’inde dahil oldugu miRNA
ekspresyon profillerinin degerlendirildigi farkli ¢alig-
malarda bu miRNA MSI durumu ile iligskilendirilme-
mistir®®?’. Bu farkliliklarin nedeni etnik kokene ve
calismalarin bir kismi THC bir kismi ise fragmant
analizi ile gergeklestirildiginden, metot farkliligina
dayandirilmigtir. Mevcut bulgular miR-155’in KRK
timorlerinde onkogenik 6zellikte oldugunu goster-
mektedir.

miR-124, kanser gelisiminde belirlenen ve hedeflenen
miRNA’lar arasinda yer almaktadir®. Bu miRNA nin
diizensiz ekspresyonu, Notch sinyalinde, noron farkli-
lagsmas1 ve aktivasyonunda yer alan diger genleri he-
defleyerek noéronal gelisimi ve noral plastisiteyi dii-
zenledigi sinir sistemini etkilemektedir®., miR-124,
medulloblastom ve servikal kanserde diisiik ekspres-
yon gosterirken KRK’larda ekspresyon durumu net
bilinmemektedir.

mMiR-106a, farkl kanserlerde farkli ekspresyon profili
gosterirken KRK’larda onkogenik 6zellige sahiptir
Calisma ekibimiz tarafindan 6nceki yillarda gercekles-
tirdigimiz arastrmamizda, erken evre KRK’larda
miR-106a’nin KRK gelisimi ve kisa sag kalim ile
iligkili oldugu bulundu. Mevcut ¢alismamizda da miR-
106a normal doku ile karsilastirildiginda tiimér doku-
larda yiiksek ekspresyon gosterirken, bu miRNA’nin
yiiksek ekspresyonunun niiks ile de iliski oldugu belir-
lenmistir. Calismamizla benzer olarak Liu H ve ark.
Yaptiklar1 arastirmada miR-106"nin KRK’larda niiks
gelisimine katki sagladigini hasta-tabanh ve in-vitro
caligmalar ile géstermistir33. Mevcut g¢alismamizda
miR-106a ekspresyonunun MSI-H tiimorlerde, MSS
ve MSI-L timérlere gore istatistiksel olarak anlamli
arttig1 sekilde belirlendi. Literatiirde MSI durumunda
miR-106a ekspresyonunda anlamli degisim saptayan
bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Sporadik KRK’larda MSI frekans1 toplumlar arasinda
farklilik gostermektedir. Tiirkiye’de bu oran ise bilin-
memektedir. Bununla birlikte, MSI ve MSS durumla-
rinda miRNA’larin ekspresyon degisimleri de etnik
koken ve cografyaya gore degisiklik gosterdigi igin
literatiirde ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir. Gergek-
lestirdigimiz calismada sporadik KRK’larda MSI
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frekans1 %23.8 olarak belirlenirken, miR-106a’nin
MSI-H tiimorlerde yiiksek eksprese oldugu ve bu
durumun niiks olusumuna katki sagladig belirlendi.

Calismamiz sinirl sayida hastadan olusan retrospektif
bir ¢aligma olmasina ragmen Tiirk popiilasyonunda
sporadik olusan KRK tiimdrlerinde MSI goriilme
sikligimin ve MSI durumunda miRNA degisimlerinin
belirlendigi ilk c¢alismadir. Bununla birlikte miR-
106a’nin MSI-H tiimoérlerde prognostik 6nemini gos-
teren ve bu timorlerde miR-106a’nin terdpatik bir
hedef olabilecegi kullanilabilecegine dair katki sagla-
yan ilk arasgtirmadir.

Giintimiizde MSI tiimorlerinin goériilme sikligi, prog-
noza etkisi ve bu tiimorlerde uygulanmasi gerekilen
tedavi protokolleri net olarak ortaya konmamistir. Son
calismalarda MSI ve ozellikle MSI-H tiimorlerde
immiinoterapinin kullanilabilirligini gostermektedir.
Pembrolizumab MSI tiimoérlerde kullanilan en yaygin
immiinoterapi ilacidir ancak bu ilaca karsi heniiz yiik-
sek basar1 oranlar1 gdzlenememektedir. Ozellikle MSI
timorlerde SFU tabanli standart tedaviye de basari
orani diisiik oldugu igin bu timérlerde yeni terdpatik
hedeflerin tanimlanmasina ve hedeflenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Caligmamizda Tiirk popiilasyonuna ait
sporadik KRK’larda MSI goriilme siklig1 belirlenmis
olup bu tiimoérlerde terdpatik hedef olabilecek miR-
NA’lar arastirilmistir. Calismanin sonucunda miR-
106a’nin MSI ve 6zellikle MSI-H tiimorlerde yiiksek
eksprese oldugu, bu miRNA’nin yiiksek ekspresyonu-
nun niiks ile iliskili oldugu belirlenmistir. Ileri analiz-
ler gerekmekle birlikte calismamizda miR-106a’nin
ozellikle MSI genotipine sahip KRK tiimorlerinde
hedefe yonelik tedavide kullanilabilecek terdpatik bir
hedef olabilecegi belirlenmistir. miR-106a’nin hedef-
lenmesi ile MSI alt grubuna sahip KRK’larda yeni ve
yiiksek basari oranma sahip tedavi protokollerinin
olusturulabilmesine imkan saglayabilecegi Ongoriil-
mektedir.
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