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Amacg: Bu calismada Stage II kolorektal kanserli
hastalardan alinmus tiimorlii ve normal kolon/rektum
dokularinda Onkogenik mikroRNA (miRNA) olan
miR-92, miR-21 ve miR-155’in  ekspresyon
seviyelerinin qRT-PCR ile tespit edilmesi ve elde
edilen verilerin karsilastirilmasi amag¢lanmustir.
Materyal ve Metod: Bu c¢alisma Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan
laboratuar ve patalojik bulgular ile klinik
degerlendirme sonucunda kolorektal kanser tanisi
konmus 9 hastanin tiimérlii ve normal (kontrol-temiz
cerrahi smirlari) kolon/rektum dokular ile ¢aligilmustir.
gRT-PCR uygulamasi i¢in miRNeasy mini kit ile izole
edilen miRNA’lar kullanildi. Izole edilen miRNA’lar
miScript RT-PCR ticari kit ile cDNA’ya doniistiiriildi.
Doku 6rneklerindeki miRNA ekspresyon seviyeleri ile
cDNA ornekleri RT- SYBR Green ¢PCR Kiti
kullanilarak Rotor Gene RT-PCR sistemi ile belirlendi.
Bulgular: Kolorektal kanser teshisi konulmus 9
hastanin ortalama miRNA-21 ekspresyon seviyesi
normal doku ve tiimérlii doku karsilagtirildiginda 2.09
kat arttigi, miR-155’in ise 2.22 kat arttifi tespit
edilmigtir. Bu artis istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0.05). onkogenik miRNA olmasina
ragmen miR-92 ekpresyon miktar1 normal ve timor
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dokusu fold change degerleri karsilastirildiginda 1.37
kat azaldigi tespit edilmistir. Ancak bu azalmanin
istatiksel bakimdan anlamli olmadigi bulunmustur
(p>0.05).

Sonu¢: Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara goére
kolorektal kanserde onkogenik miRNA olan miR-21
ve miR-155’in hastalarm tiimorli kolon dokularinda
ekspresyon seviyeleri artmugtir. Son yillarda yapilan
arastirmalarin sonuclar1 Hiicresel bir¢ok temel islevin
diizenlenmesinde gorev alan miRNA’larin kanserin
tani  ve tedavisi i¢cin  biyobelirtegc  olarak
kullanilabilecegi fikrini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: miRNA, onkogenik miRNA,
Kolon kanseri, Biyobelirteg.

ABSTRACT

Background: In this study, we aimed to detect the
expression levels of miR-92, miR-21 and miR-155 in
tumor and normal colon and rectum tissues with
oncogenic microRNA (miRNA) obtained from
patients with Stage Il colorectal cancer using qRT-
PCR and to compare the obtained data.

Material and Method: This study was carried out
with the clinical, laboratory and pathological findings
of the tissues obtained from patients diagnosed with
colorectal cancer at Gaziantep University Medical
Faculty Research and Training Hospital -General
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Surgery Department. miRNeasy mini kit-isolated
miRNAs were used for qRT-PCR implementation.
The isolated miRNAs were converted into cDNA via
the miScript RT-PCR commercial kit. The cDNA
samples with miRNA expression levels in tissue
samples were identified via Rotor Gene RT-PCR
system using RT-SYBR Green gPCR kit.

Result: The mean level of miIRNA-21 expression in 9
patients diagnosed with colorectal cancer appears to
have increased 2.09 fold compared to normal tissue
and tumor tissue, while miR-155 increased 2.22 fold.
This increase was considered as statistically significant
(p <0.05). When the fold chance values of normal and

GIRIS

Watson ve Crick tarafindan DNA’nin yapisinin
kesfedilmesinden 50 yili agskin bir slire ge¢cmis
olmakla birlikte, gecen bu siirecte molekiiler
biyoloji  alaninda ¢ok hizli  gelismeler
kaydedilmistir. Klinik tip alaninda ilerleme
saglayabilmek i¢cin molekiiler biyoloji alanindaki
gelismelerin daha 1yi anlasilabilmesi
gerekmektedir (1). Arastirmalar genis Olgiide
DNA dizisinin ¢dziimlenmesine ve DNA dizisi
tarafindan kodlanan proteinlerin belirlenmesine
odaklanmistrr. Insan genomunda yer alan
DNA’nin biiyiik bir boliimii RNA kodlamasina
ragmen bu genomun cok kiigiik bir miktari
(yaklasik olarak % 1.5) fonksiyonel proteinlerin
sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Yakin
zamana kadar genomun geri kalan kisminin ¢ok az
oneme sahip oldugu diistiniilmekteydi. Fakat bu
gorlis, kiicik RNA molekiillerinin kesfi ile
ortadan kalkmis oldu. Bu grup i¢ine giren
mikroRNA’lar (miRNA’lar), RNA’larin protein
dizileri  olarak

kodlamayan  (non-coding)

tumor tissue are compared, despite being oncogenic
miRNA, miR-92 appears to have decreased 1.37 fold
and was not considered statistically significant
(p>0.05).

Conclusion: According to the findings obtained in our
study, the expression levels of oncogenic miRNA miR-
21 and miR-155 in tumor colon tissues of patients with
colorectal cancer have increased. The results of recent
studies have shown that miRNAs involved in the
regulation of many cellular functions may be used as
biomarkers for diagnosis and treatment of cancer.

Key Words: miRNA, oncogenic miRNA, colorectal
cancer, biomarker

adlandirilmaktadir. Arastirmacilar, miRNA’larin
hiicresel bir¢cok temel islevin diizenlenmesinde
gorev aldigini, dolayisiyla hiicrede miRNA
seviyelerinin normal kosullarin digina ¢ikmasimin
insanlarda kanser gelisimi ile baglantili oldugunu
rapor etmislerdir (2-5).

Kolorektal kanser, bir dizi molekiiler olay sonrasi
ortaya ¢ikan ve normal mukozadan tek bir Kkript
epitelindeki degisikliklere, kii¢iik iyi huylu
tiimorlerden (adenomatoz polipler)
adenokarsinomlara kadar uzanan bir dizi
morfolojik degisimle karakterize bir olgudur (6,7).
Kolorektal kanserin goriilme sikligi, diinyanin
farkli toplumlarma gore degismekte olup;
gelismekte olan iilkelere nazaran, Tiirkiye nin de
aralarinda bulundugu gelismis {ilkelerde daha
yiiksektir (8). Kolorektal kanser tiim diinyada 3.
siklikta goriilen kanserdir. Siegel ve ark.’nin
(2017) arastirmasma gore 2017 yilinda goriilen
600.920 kansere bagh Olimiin 157.700’{iniin

kolorektal kanserlerden oldugu bildirilmektedir

(9).
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Kolorektal kanser dahil olmak iizere biitlin kanser
cesitlerinde erken ve agrisiz tami ile teshiste
kullanilan  belirteglerin ~ duyarhliklar1  zayif
kalmaktadir. Son yillarda yapilan kanser
arastirmalarinda, kanserin olusum
mekanizmalarinda ve tedavi basamaklarinda
miRNA’larin biiylik bir 6neme sahip oldugu
tespit edilmistir.
miRNA’lar ilk kez 1993 yilinda Ambros ve ark.,
tarafindan ~ yapilmis  olan  Caenorhabditis
elegans’ta hiicrelerin gelisiminin arastirildigi
caligmalarda kesfedilmistir. Ambros ve ark.
(1993), C.

zamanlamay1 kontrol eden heterokronik lin-4 ve

elegans’ta  gelisimsel  siirecte
lin-14 genlerinden lin-4’{in lin-14’4 baskiladigini
gostermislerdir (10,11). Arastiricilar lin-4 genini
klonlarken bu genin hicbir protein
kodlamamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda
kiicik bir RNA molekiilii transkribe ettigini
bunun 22  niikleotidlik

kodlanmayan bir dizi oldugunu belirlemislerdir

raporlamiglar  ve

(11). Okaryotik hiicrelerde bulunup yiiksek
seviyede korunan DNA bdlgelerinden kodlanan
fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen ve
gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde gorev alan yaklasik 18-24
niikleotid biiyiikliigiindeki bu molekiiller miRNA
olarak  tanimlanmaktadir  (7,8).  Protein
kodlamayan bu RNA molekiilleri iki mekanizma
ile etki gosterirler: i. Kendi niikleotid dizilerinin

tamamlayicisi olan hedef mRNA’lara baglanip

translasyonel baskilama yaparlar. ii. mRNA

yikimi  ile  transkripsiyon  sonrasi  gen
ekspresyonunu engellerler.

miRNA’lar, mRNA’nin 3" kodlama yapmayan
bolgesinde (3° UTR) baz eslesmesi yaparak bu
bolgede bulunan transkriptlerin translasyonunu
baskilamaktadirlar (9,10,13,14). miRNA’lar bu
yolagi kullanarak hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilagsmas1 veya hiicre 6liimii gibi homeostatik
streglerde onemli roller oynarlar (6,7). Yakin
zamanda yapilan caligsmalarda kontrolsiiz hiicre
boliinmesinin gerceklestigi kanser hiicrelerinde
degisiklige miRNA

ugramis ekspresyonu

arastirilmustrr.  Kanserin -~ baglamasinda  ve
ilerlemesinde, miRNA’lar hedefledikleri genin
karakterine gore tiimor silipresorler veya
onkogenler gibi fonksiyon gdstermektedirler.
Dolayisiyla elde edilecek miRNA profili, kanserin
erken teshisi ve tedavisi i¢in olduk¢a Onemlidir
(4,5).

miRNA’larin  kanserlesme siirecine katkida
bulundugu konusunda yapilan ilk ¢caligma Calin ve
ark.’nin (2002) kronik lenfositik 16semi (KLL)’li
hastalar ile yaptiklar1 molekiiler bir ¢aligma ile
ortaya konmustur. Bu c¢aligma sonucunda birgok
hastada miR-15a ve miR-16-1 diizeylerinin
azalmis oldugu veya bu miRNA’larin
bulunmadig: tespit edilmistir (15). Calin ve ark.
2004 yilinda yaptiklar1 245 insan ve fare miRNA
probu igeren bagska bir miRNA mikroarray

¢alismasmda ise miR-15a ve miR-16-1"in
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ekspresyon diizeylerinin B hiicreli KLL
hastalarinda belirgin sekilde azaldigini rapor
etmislerdir. Arastiricilar, miRNA ekspresyon
profilinin, KLL hastalarinin klinik ve biyolojik
davranisiyla iligkili oldugunu gostermislerdir (16).
Normal dokularda, bazi miRNA’larin
protoonkogenlerin translasyonunu inhibe ettigi
rapor edilmistir. Fonksiyonlar1 bir onkogenin
ekspresyonunu kontrol etmek olan bu tiir
miRNA’lar “tiimor baskilayict miRNA’lar”
olarak ifade edilmektedir. Dolayisiyla timor
baskilayic1 miRNA’larin ekspresyonunun
azalmasi onkogenin ekspresyonunun artmasina ve
tiimor olusumuna sebep olmaktadir. Bunun tersi,
“onko-mir” olarak ifade edilen baz1t miRNA’larin
kanserin gelisimini arttirdigr goriilmektedir. Bu
miRNA’larin  timoér baskilayict  proteinlerin
olusumunu  engelledigi  tespit  edilmistir.
miRNA’lar, onkogen ve tiimor baskilayici
mRNA’larin her ikisini de potansiyel hedef olarak
gorebilir.

miRNA’larin  ekspresyon profilleri  bir¢ok
kolorektal kanser hiicre hattinda, normal ve
dokuda

karsinomunda

timorli incelenmis olup  kolon

MiRNA ekspresyonunun
diagnostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
cesitli calismalarla belirtilmistir (17, 18, 19). ik
olarak 2003 yilinda Michael ve ark. yaptiklari
calismada miR-143 ve mIiR-145 diizeyinin
adenomlu ve Kkolorektal kanserli hastalarda

azaldigmi tespit etmislerdir (20). Farkh

ekspresyon seviyeleri gosteren miRNA’lar ile
timoriin  evresi, molekiiler alt tipi ve klinik
Ozellikleri arasinda iliski kurulmus bdylece
kolorektal tiimorlerde ekspresyon degisimleri
belirlenen miRNA’larin bu kanserin tant ve
tedavisinde birer

kullanilabilecekleri belirtilmistir (21,22). Son

biyobelirteg olarak

zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar miRNA’larin
kanda ve serumda sirkiile halde bulunduklarini
(22,23). birlikte
miRNA’larm  digkida da  varliklart  tespit

gostermektedir Bununla
edilmistir. Caligmalar sonucunda miR-92 ve miR-
21 gibi bazt miRNA’larin kan ve diskidaki
varliklarina bakilarak kolorektal kanserlerde erken
tan1 belirteci olarak kullanilabilecekleri rapor
edilmistir (18). Baska bir arastirmada, sporadik
gelisen kolorektal kanser hastalarina ait normal ve
timorlii dokularin array calismasi ile miRNA
profili ¢ikartilip ekspresyon miktarlar1 belirlenmis
ve miRNA’larin diagnostik bir biyobelirteg
olacag1 one siirlilmiistiir (23,24). Ye ve Cao
(2014),  kolorektal kanserde One c¢ikan
miRNA’larin hedef genlerinin belirlenip terapide
kullanilabilecegini ifade etmislerdir (24).

Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda miR-92, miR-
21ve miR-155’in kolorektal kanserde onkogenik
miRNA olduklar1 ve bunlarm kolorektal kanserin
erken tanisinda

biyobelirteg olarak

kullanilabilecekleri belirtilmistir. Literatiir
incelendiginde, Tiirkiye’deki kolorektal kanserli

hasta dokularindaki miRNA’lar {izerinde yapilmis
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birka¢ c¢aligmanin belirli bir differansiyasyon

derecesi dikkate alinmadan genel ekspresyon

dokularinda onkogenik miRNA’larm varligi ve

miktarinin  belirlenmesiyle bu miRNA’larin

calismast seklinde gergeklestirildigi  dikkati kanser teshisinde bir biyobelirteg olarak
cekmektedir. Bu  nedenle  caligmamizda, kullanilabilme  potansiyelinin  test  edildigi
metastazin heniiz baslamadig1 Stage II derece caligmalara katki saglanabilecegi
dikkate alinarak hasta se¢imi yapilmistir. Boylece diistiniilmektedir.
metastatik evreye ge¢memis kolorektal kanser
Tablo 1:Dokuz hastanmin klinopatolojik bilgileri
Ozellikler . . .
o Timorin Patolojik T Patolojik N Metastatik AJCC
(n=9, Cinsiyet
| Yas lokasyonu siniflandirma | siniflandirma | Siniflandirma | Simiflandirma
norma
o ortalamasi
ve tumor
Erkek | Kadin Kolon | Rektum | T2 T3 NO | N1 | N2 | MO M1 Stage Il
dokusu)
Say1 7 2 47 8 1 0 9 9 0 0 9 0 9

MATERYAL VE METOD

Doku Orneklerinin Toplanmasi: Bu ¢alisma,
Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalr’nda laboratuar ve patolojik bulgular ile klinik
degerlendirme sonucunda kolorektal kanser tanisi
konmus 9 hastanin tiimérli ve normal (kontrol-
temiz cerrahi smirlar1) kolon/rektum dokular1
kullanilarak yapilmistir. Timor Ornekleri i¢in
belirli  bir dikkate
alinmis olup Stage II kapsamindaki ilgili kriterlere

differansiyasyon derecesi

sahip kolorektal karsinomlar c¢alismaya dahil
edilmigtir. Hastalara ait patolojik bulgu raporlar1

ve smiflandirilmast  Tablo 1’de verilmistir.

Calisma i¢in gerekli olan Etik Kurulu onayi,
Tip Etik
Kurulu’ndan 74059997.050.01.04/126 sayisi1 ile

Harran  Universitesi Fakiltesi
alinmistir. Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan
aliman dokular, igerisinde RNA’nin bozulmasini

(Qiagen)

bulundugu vida kapakl tiiplere alinarak calisma

Onleyen RNALater solusyonunun
yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

miRNA izolasyonu: qPCR uygulamasi ig¢in
RNALater soliisyonunda saklanan yaklasik 30 mg
doku 1-2 ml Qiazol (Qiagen)
homojenize edildi (Bertin Precell Homojenizator).

MiRNA kit

icerisinde
izolasyonu miRNAeasy mini
(Qiagen) kullanilarak prosediire uygun sekilde
gerceklestirilerek miRNA’larin miktar1 ve kalitesi
kontrol edildi (NanoDrop 2000 Spektrometre
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Implen). Izole edilen miRNA’lar1 cDNA’ya
doniistiirmek i¢in miScript RT-PCR ticari kit ile
miRNA HiSpec Tampon kullanilarak ters
transkripsiyon reaksiyonu gerceklestirildi.

Real Time PCR: Sentezlenen cDNA’lara RT-
SYBR  Green qPCR  kiti  kullanilarak

denatiirasyon (94 °C’ de 15 saniye), hibridizasyon

(55 °C’ de 30 saniye) ve polimerizasyon (70 °C’
de 30 saniye) basamaklarindan olusan 40 tekrarlik
PCR protokolii uygulandi (Rotor-gene Q 5 PLEX
HRM Qiagen). Referans gen olarak RNUG6
kullanild.

Tablo 2: Kullanilan miRNA bilgileri

MicroRNA adi Ulasim Tiiri miRNA’nin Yaygin olarak
Numarasi Kullandig1 Yolaklar

Hs-miR-21-2 MS00009079 Onkogen PDCD4, PTEN, RECK,
NFIB,TPM1, SPRY2, RHOB,
TIMP3, maspin, CDC25a, TIAML1,
MSH?2

Hs-miR-92-1  MS00006594 Onkogen E2F1, HBP1, CDKN1A, NCOAS3,
ERa, PTEN, MECP2, HOXAS5,
VPS4B, MYCN, RAB14, DPYSL2,
TGFBR2, TSG101, ARHGAP12,
BACE1l

Hs-miR-155-2  MS00031486 Onkogen MLH1, MSH2, MSH6

Hs-RNUG6-2-11  MS00033740 Referans

Istatiksel Analiz: Normal ve tiimérlii kolorektal
dokulardaki onkogenik miRNA’larin ekspresyon
farkinin belirlenmesi i¢in normal ve tiimdorli
dokulara ait ACt ve fold change degerleri
hesaplandi. Sayisal degiskenlerin ortalamalarmnin
karsilagtirilmasinda  Student-t testi  kullanild1
Anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kolorektal kanserli 9 hastanin normal ve tiimorlii
dokularinda olgiilen ACt degerleri kullanilarak
fold change hesaplanmis ve Tablo 3’te
gosterilmistir.

miR-21 i¢in ortalama ACt degeri normal dokuda
3.03 iken tiimorlii dokuda 5.07 olarak tespit
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edilmistir (Sekil 1). miR-21’in normal dokuya
gore tiimorli dokuda yaklasik 2 kat fazla eksprese
edildigi goriilmiistiir. Benzer sekilde miR-155"in
ortalama ACt’si normal dokuda 6.01 iken tiimdrli
dokuda ise 7.48 olarak saptanmistir (Sekil 1). Bu
artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<
0.05). miR-155’in tiimorli dokuda ekspresyon
seviyesinin normal dokudakinden 2.22 fazla
oldugu belirlenmistir. Veriler istatiksel olarak
degerlendirilmis ve hem miR-21 hem de miR-155
Tablo 3: miRNA ekspresyon sonucu kat degisim
(fold chance) degerleri

miRNA Fold SH(t) p-
Change degeri
miR-92-1 -1,370 1,420 0,820
miR-21-2 2,091* 0,045 0,039
miR-155-2 2,221* 0,630 0,047
*p<0.05
TARTISMA

MikroRNA’larin kesfinden sonra, fonksiyonlari
hakkinda yapilan bir¢ok calisma, miRNA’larin
kanser gelisiminde anahtar rol oynadiklarini
ortaya ¢ikarmistir. MiRNA’lar hedefledikleri
mRNA’lara bagli olarak kanser gelisiminde timor

stipresor veya onkogen olarak fonksiyon

icin normal ve tiimorli dokular arasindaki farkin
anlamli oldugu (p< 0.05) tespit edilmistir.

Onkogenik miRNA olmasina ragmen miR-92’nin
normal dokuda 5.48 olan ortalama ekspresyon
miktarinin timorli dokuda azaldigi ve 3.13
oldugu (Sekil 1) goriilmekle birlikte yapilan
istatiksel degerlendirmede aradaki farkin (Fold
change -1.37) anlamli olmadigi  (p>0.05)

bulunmustur.

10 4

mKontrol = Tdmor

ACt

miR-21 miR-92 miR-155

Sekil 1: Kontrol ve tiimor gruplar1 i¢cin ACt

ortalamalarinin gore grafiksel gosterimi.

Kolorektal kanserlerde diizeyleri artan veya
azalan cesitli miRNA’lar tanimlanmis olup bir ¢ok
calismada miRNA ekspresyonunun diagnostik bir
biyobelirteg
edilmistir (6,7,13,25).

Slaby ve ark. (2008) yaptig1 ¢alismada kolorektal

olarak  kullanilabilecegi ifade

kanserli hastalarda plazmada miR-92 diizeyi

gostermektedirler. anlamli olarak yiiksek bulunmustur ve miR-92’nin
kolorektal kanser tanisinda non-invaziv
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biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(26). Huang ve ark. (2004) ise yaptiklar
calismada miR-29a ve 92a diizeylerini anlamli
derecede yiiksek bulmuglardir (27). Bagka bir
miR-21’in  yliksek

aragtirmada diizeydeki

ekspresyonunun kolorektal kanserli hastalarda

Kolon kanserinde onkogenik miRNA olmasma

ragmen miR-92°nin  timorli  dokulardaki
ekspresyon miktarinin normal dokuya gore
azalmakla birlikte aradaki farkin istatiksel
bakimdan anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Calisma
sonucumuzdaki ekspresyon farkindaki azalmanin
ameliyat sirasinda normal doku ile tiimorli doku
ayrimmin  tam  yapilamama  ihtimalinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

miRNA tedavi yonteminin uygulanabilmesi i¢in
beklemektedir.

bazi sorular cevaplanmay1

Biyobelirteg  olarak  kullanilmak  istenen
miRNA’lar tek bir gen iirliniinii etkilemekten
ziyade biitiin gen diizenleyici sistemine etki
edebilmektedir. miRNA’larm her biri, cok sayida
hedef genin ekspresyonunu diizenler ve bir
miRNA’nin  ekspresyonunun  degistirilmesi
umulmadik birgok geni hedef alabilir. Bu
durumun tersi olarak, tek bir gen birgok miRNA
tarafindan diizenlenebilir, belirli bir miRNA’nin
ekspresyonunun degistirilmesi spesifik bir gen
hedefini verimli sekilde etkileyebilir. miRNA
sekilde

tedavi yonteminin basaril

uygulanabilmesi i¢cin bu tirli problemlerin

lenf nodu metastazi, uzak metastazlar ve koti
prognoz ile iligkili oldugu tespit edilmistir (28,29).
Kolorektal kanserli 9 hastanin kolon/rektum
dokular1 ile yaptigimiz ¢alismada da miR-21 ve
MiR-155’in normal ve tiimorli dokulardaki
ekspresyon seviyesi artmis olup sonuglar istatiksel
olarak anlamli bulunmustur.

listesinden gelmeye yonelik yeni arastirma
bulgularma ihtiyag vardir.
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