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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KOLON KANSERINDE ERKEN TANI AMACIYLA BELIRTEC POTANSIYELI
TASIYACAK EKSOZOM VE miRNA ICERIKLERININ INCELENMESI

Mehmet Sait YILMAZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Danisman: Prof. Dr. Emel EMREGUL

Kolorektal kanser (CRC), diinyada kanser baglantili dliimlerin ana nedenlerinden
birisidir. Gaitada gizli kan testi ve goriintiileme teknigi olarak esnek sigmoidoskopi ile
CRC tespit edilmektedir. Maalesef bu tekniklerin bazi1 kisitlamalar1 bulunmaktadir;
gaitada gizli kan testinin duyarliligi disiiktiir ve esnek sigmoidoskopinin incelenmesi
icin ucu 1sikl1 bir hortumla kalin bagirsagin makattan itibaren yaklasik 60 cm lik
Kisminin taranmasi hasta agisindan zorluklar yaratmaktadir. Eksozomlar, salindigi
hiicre orijinine bagli olarak protein, lipit, mRNA, miRNA’lar igeren yaklasik 100
nm’lik kiiciik membran keseciklerdir. Kan, idrar, hiicre/doku lizatlar1 gibi pek ¢ok viicut
stvisindan elde edilebilen eksozomlar; hiicreler arasi iletisim, sinyal iletimi, genetik
materyal transferi ve immiinolojik yanitin diizenlenmesi gibi farkli biyokimyasal
stireclerde gorev almaktadir. Birgok miRNAnin kanser dokularinda yiiksek ekspresyon
gostermesi, onlar1 teshis ve hastaligin seyrinin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli
kilmaktadir. Eksozomal miRNA’lar potansiyel kanser belirtecleri olarak biiyiik ilgi
¢ekmektedir. Yapilan bu tezin amaci, saglikli ve HT-29 kolon kolorektal karsinom
hiicrelerinden eksozomal mMiRNA’larin qRT-PCR ile ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi ve geleneksel kolon kanseri teshisine alternatif, pratik ve hassas bir sivi
biyopsi teknigi oOnermektir. Ancak hem yapilan deneysel verilerin hem de hasta
sayisinin az olmasi sebebiyle miR-19a-3p, miR-21 ve miR-1246’nin kolorektal kanser
tanisinda kullanilabilmesi i¢in daha kapsamli bir aragtirma yapilmasi gerektigi sonucuna
varilmistir.

Ocak 2020, 69 sayfa
Anahtar Kelimeler: Eksozom, mikroRNA, Kolorektal Kanser, gRT-PCR, Likit
Biyopsi



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF EXOSOME AND miRNA CONTENT AS A POTENT
MARKER OF COLON CANCER FOR EARLY DIAGNOSIS

Mehmet Sait YILMAZ

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

Supervisor: Prof. Dr. Emel EMREGUL

Colorectal Cancer (CRC) is one of the causes cancer and cancer-related deaths in the
World. CRC is detected by occult blood test and which of imaging techniques as
flexible sigmoidoscopy. Unfortunately, these techniques have some limitations; the
sensitivity of occult blood test is low and the screening of a portion of the intestinal
caudate about 60 cm long is difficult for the patient to illuminate the flexible
sigmoidoscopy. Exosomes are small membrane vesicles about 100 nm for protein, lipid,
MRNA, miRNA, depending on the cell culture released. Exosomes that can obtain many
body fluids such as blood, urine, cell/tissue lysates; intercellular communication, signal
transduction, genetic material transfer, and different biochemical processes. The high
expression of many miRNAs in cancer tissues makes them very important in the
identification of the diagnosis and the course of the disease. Exosomal miRNAs are of
great interest as potential cancer biomarkers. This thesis aims to propose an alternative,
practical and sensitive fluid biopsy technique to identify expression levels of exosomal
miRNAs in healthy and HT-29 colon colorectal carcinoma cells by qRT-PCR and to
diagnose traditional colon cancer. However, it was concluded that more comprehensive
research should be conducted to use miR-19a-3p, miR-21 and miR-1246 in the
diagnosis of colorectal cancer due to both experimental data and the low number of
patients.

January 2020, 69 pages
Key Words: Exosome, microRNA, Colorectal Cancer, gRT-PCR, Liquid Biopsy
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1. GIRIS

1.1 Kanser ve Kanser Arastirmalarinin Amaci

Kanser, normal hiicre dongiisiinlin bozularak o dokuda anormal biiyliyen hiicre
topluluklarmin gériilmesidir. Ozellikle Diinya niifusunun %82 sinin bulundugu az
gelismis tilkelerde 6nde gelen 6liim nedenlerinden bir tanesidir. Sigara i¢imi, yetersiz ve
kotii beslenme, fiziksel hareketsizlik gibi sosyoekonomik sebepler de bu dliim sebebini
biraz daha 6ne ¢ikarmaktadir. 2018 yilinda yayimlanan “Kiiresel Kanser Istatistigi”
baslikli makalesinde GLOBOCAN tahminlerine dayanarak, diinya ¢apinda yaklasik
18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.5 milyon 6liim gergeklesti. Yillar gectikce, yiik, su
anda vakalarin yaklasik % 57’sini ve diinya ¢apindaki kanser Sliimlerinin % 65’ini
olusturan az gelismis iilkelere kaymistir [Lindsey ve ark (2012)., Jemal A ve ark
(2009).]. Bu yiikk ve bu Olimler géz oniine alindiginda yaptigimiz bu g¢alismada
hastaligin erken teshis edilerek Oliimlerin azaltilmasi hem insani bir gérev hem de

vicdani bir sorumluluk bilincimize katki saglayacaktir.

1.2 Kolorektal Adenokarsinom

Kolorektal kanser (CRC), diinyada kanser oliimiiniin dérdiincii ve en yaygin teshisi
konan kanser hastaliginin ti¢iincii en biiyiik nedeni olup, 2018’de yaklasik 1.85 milyon
yeni vaka ve yaklasik 550.000 6lim meydana gelmistir [Globocan (2018)]. CRC
yiikiiniin dagilimi, tiim vakalarin {igte ikisinden fazlasi ve insan 6liim endeksinin (HDI)
yiiksek veya cok yiiksek oldugu iilkelerde meydana gelen 6liimlerin yaklasik % 60’1inda
goriilmektedir [Bosetti vd. (2011)]. CRC, kanser gegisinin en belirgin belirteclerinden
biri olarak kabul edilmekte olup, hastaliga maruz kalan {ilkelerdeki enfeksiyonla iliskili
kanserlerin yerine gecmektedir. Bu sebeple de yiiksek gelirli lilkelerde siklikla bulunan
Bat1 yasam tarzlariyla baglantili, diger kanserlerle birlikte toplumsal ve ekonomik
degisiklikler hem CRC insidansinda hem de mortalitede hizli artiglar goriilmektedir.
Buna karsin, CRC insidansi1 ve mortalite oranlari, HDI endeksi yiiksek olan {ilkelerde
istikrarli bir diisis gOstermistir. Son zamanlarda diisen endeks bu iilkelerdeki

egilimlerinin sebepleri agik¢a tanimlanmamis ancak poliplerin endoskopi yardimiyla



cikarilmasi olan polipektomi yoluyla erken teshisin kolaylasmasi ve dnlenmesinin bu
durumu meydana getirdigi éne siiriilmiistiir. insidans: diisiiren faktorlerle birlikte CRC
mortalitesinde esit oranda diislis, perioperatif bakimin yani sira kemoterapi ve
radyoterapi gelisiminin de etkisi ile meydana gelmektedir [Bosetti vd. (2011), Bray F.
vd.(2014)]. Demografik projeksiyonlar g6z Oniine alindiginda, CRC’nin kiiresel
yiikiiniin % 20 artigla 2.2 milyondan fazla yeni olguya ve 2030 yilina kadar 1.1 milyon
kanser Olimiine kadar artmasi beklenmektedir [Lindsey vd.(2012)]. Bu nedenle,
CRC’nin mevcut kaliplarin1 ve uluslararasi bir perspektiften evrimini anlamak zorunlu
hale gelmis olup bu c¢alismada da CRC’nin erken teshisi ile bu 6liim oranlarinin

artmasinin oniine gecilmesi amaglanmstir.

1.2.1 Etiyolojik ve risk faktorleri

1.2.2.1 Risk faktorleri

Kolorektal kanser en yaygin olarak idiopatiktir ve olgularin sadece %5 inde genetik
yatkinliga rastlanmistir [Kwak E. Vd. (2007)]. G6¢ arastirmalari, niifusun Japonya gibi
diisiik riskli bir alandan ABD gibi nispeten daha riskli bir bolgeye gectiginde, birinci
nesil gd¢menlerin kolorektal kanser insidansi hizla artmakta ve ABD’de dogan
Japonlarin beyaz niifustan daha yiliksek bir risk oranina sahip oldugu gosterilmistir
[Tomatis L. vd.(1990)]. Diyet kolorektal kanser etiyolojisinde simdiye kadar tespit
edilen en o6nemli dis faktordiir. Son zamanlarda, Diinya Kanser Arastirma Fonu ve
Amerikan Kanser Arastirmalar1 Enstitiisi [WCRF&AICR (2007)], diyet, fiziksel
aktivite ve kanseri 6nlemeye iliskin bilimsel literatiir hakkindaki kapsamli raporunda,
kolorektal kanserin ¢cogunlukla uygun diyetler ve iligkili faktorler tarafindan 6nlenebilir
oldugu sonucuna varmistir. Kanitlarin kolondan rektum kanserinden daha giiglii
olmasina ragmen, fiziksel aktivitenin kolorektal kansere kars1 korunduguna dair kanitlar
inandiric1 gelmektedir. Kirmizi et, islenmis et, alkollii i¢eceklerin (erkekler tarafindan
ve muhtemelen kadinlar tarafindan) yaklasik 30 g’dan fazla tiiketimi (viicut yorgunlugu
ve abdominal yaglanma) ve yetiskin erigkin yiiksekligine neden olan faktorlerin veya
bunun sonuglari, kolorektal kanserin nedeni olmasi daha inandiric1 gelmektedir. Diyet

lifi ve sarimsak, siit ve kalsiyum iceren gidalar muhtemelen bu kansere karsi koruma



sagladigi disiiniilmektedir. Narkastasiz sebzeler, meyveler, folat iceren gidalarin yani
sira balik, D vitamini igceren gidalar ve ayrica selenyum ve bunlar igeren gidalarin
kolorektal kansere karsi korundugunu gosteren sinirli kanitlar olmasinin yani sira, demir
iceren gidalar, peynir, hayvansal yag igeren gidalar ve seker igeren gidalar bu kanserin

nedenleri arasinda sayilmaktadir.

1.2.2.2 Diyet icermeyen faktorler

Tiitiin triinleri, non-steroid antiinflamatuvar ilaglarin (NSAID’ler) ve aspirin’in kronik
kullanimi ile bazi kolorektal hastaliklar, genetik yatkinliklar ve metabolik sendrom gibi
bazi durumlar, kolon kanserinin diyet disi risk faktorlerini olusturur [Stewart vd
(2003)]. Sigara, stirekli olarak kolorektal kanser i¢in oncii lezyonlar olarak kabul edilen
genis kolorektal adenomlarla pozitif olarak iligkilendirilmistir. Bu nedenle, tiitiin
bilesenlerine maruz kalma, kolorektal karsinogenezde baslatici bir faktor olabilecegi
literatiirde belirtilmistir [Giovannuci vd (2001)]. Giincel derleme makalesinde,
genotoksik maruz kalma ile kolorektal kanser tanist arasinda ti¢ ila dort dekad arasinda
bir indiikksiyon periyoduyla tutarli gegici bir model Onermistir. ABD’de her bes
kolorektal kanser vakasindan birinin potansiyel olarak tiitiin kullanimi sebebiyle oldugu
diistiniilmektedir.. Kolorektal adenomlarin ve kanserin dnlenmesi ya da regresyonu igin
nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin etkisini belirlemek i¢in sistemik olmayan bir
inceleme yapilmis ve bu incelemelerin sonuglari, ii¢ randomize ¢alismanin aspirinin,
sporadik adenomatdz poliplerin rekiirrensini 6nemli Olciide azalttigmma dair kanitlar
oldugu yoniinde kaniya varilmistir. Kisa vadeli denemelerden ailesel adenomatdz
polipozide kolorektal poliplerin regresyonu desteklemeye, ancak ortadan kaldirilmasina
veya Onlenmesine yonelik olmadigina dair bulgulara variimistirfAsano TK. vd.(2004)].
Inflamatuar bagirsak hastaligi (Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit) kolon kanseri riskini
arttirmaktadir. Yeni bir meta-analiz, Crohn hastaligindan etkilenen kisilerde kolon
kanseri gelisme riskinin arttigini bildirmistir (goreli risk, 2.6;% 95 giiven araligi, 1.5
4.4) [Von Roon AC. Vd. (2007)]. Eaden ve ark.nin meta-analizi; [Eaden vd. (2001)]
iilseratif kolit ile kolorektal kanser arasinda pozitif bir iliski bulmustur. Ulseratif kolit
icin on yillar boyunca ve pankolitik risk s6z konusudur. Daha 6nce malign timori olan

hastalar ikinci bir kolorektal timor geligsme riski altindadir [Cali vd. (1993)]. Metabolik



sendrom (asagidaki bilesenlerin >3’ii: yiiksek tansiyon, artmis bel c¢evresi,
hipertrigliseridemi, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol diizeyi veya seker hastaligi/
hiperglisemi), Retrospektif toplum ateroskleroz risk calismalarinda kolorektal kanser
insidansiyla erkekler arasinda pozitif ve az bir iligki bulunmasina ragmem kadinlar
arasinda bu iligskinin bulunmadig1 ancak mevcut bilesenlerin sayisina gore bir doz yaniti
oldugu kamisina varilmistir [Ahmed vd. (2006)]. Onemli bulgulara dayanarak,
postmenapozal dstrojen Ve progesteron hormonu kullanimi kolorektal tiimér insidansini
azaltmis, ancak Ostrojen tek basma istihdam igin karsilastirilabilir olmayan fayda

gosterilmistir[Chlebowski vd. (2004)].

1.2.2.3 Genetik etmenler

Kolon kanserine karsi genetik agidan yatkinlik, polipozis veya nonpolipoz
sendromlarina atfedilmistir. Ana polipozis sendromu, mutasyon veya FAP kaybi
(adenomatdz polipozis coli (APC) olarak da adlandirilir) ile iliskili ailevi adenomatdz
polipozis (FAP) genidir. Herediter nonpolipozisli kolorektal kanser (genellikle HNPCC
olarak anilir) sendromu, altt DNA uyusmazlig1 tamir geninde germline mutasyonlari ile
iligkilidir [Stewart vd. (2003)]. Kolorektal kanser insidansi Finlandiya Kanser
Kayitlarinda 70 yasina kadar olan HNPCC gen tasiyicilarinda saptanmistir. 70 yasina
kadar kiimiilatif kolorektal kanser insidansi1% 82°dir [Aarnio vd. (1999)].

1.2.3 Teshisi

1.2.3.1 Aletli ve patolojik degerlendirme

Kolonoskopi, Kalin bagirsagin incelenmesi amaciyla, ucunda kamera ve 1518in oldugu,
biikiilebilen, yaklasik bir insan parmagi kalinliginda tibbi bir cihaz (kolonoskop) ile
makattan baglayarak yapilan muayene islemine denmektedir. Bagirsak ile ilgili
yakinmalar ya da bulgularin incelenmesinde kolon ve rektum kanseri taramasinda
kullanilmaktadir. Kolonoskopi isleminden bir-iki giin 6ncesinde (uzmanin karina gore),

hastanin sulu, yumusak bir diyeti ile beslenmesi gerekiyor ve ayn1 zamanda bagirsak



temizligi yapacak (miishil) ilaglarini da hekiminin belirttigi gibi islem 6ncesinde almasi

gerekmektedir.

Isleme baslamadan hastanin a¢ olmasi istenmekte ve islemden 4-5 giin ile 1 hafta
oncesinde, eger kullaniyorsa, kan sulandirict ilaglarini (aspirin, heparin, kumadin gibi)
miimkiinse kesilmesi istenir. Her iki bacak gogse dogru ¢ekilerek, sola yana yatar
pozisyonunda muayeneye baslaniyor. Hastaya anestezi hekimi esliginde, derin uyku
dalmasini saglayan yiizeyel anestezi verilir. Hasta tam olarak uyuduktan sonra, uzman
doktor, kolonoskop cihazini 6nce kalin bagirsagin son kismina (rektum) dogru ilerletir.
Bundan sonra kolonoskop ile hava verilerek, bagirsak sisirilir ve bagirsak i¢ ylizeyinin
goriiniir hale gelmesi saglanir. Kolonoskop ileri dogru itilerek, ince bagirsak ile kalin
bagirsak birlesim yerine kadar olan tiim kalin bagirsak boéliimleri incelenir. Bu islem
ortalama 20-30 dakika siirmektedir. En son kalin bagirsaktan ince bagirsaga da
gecilerek ince bagirsagin son kismi olan terminal ileum da incelenerek girisim
sonlandirilir. Doktor, kolonoskopi islemi sirasinda karsilastigi normal olmayan
olusumlar1 (polip gibi) kolonoskop yardimiyla ¢ikarabilmektedir. Uygun ve gerekli
goriildiigli durumlarda, hastanin sikayetleri de gbz oniinde bulundurularak bagirsagin
cesitli yerlerinden biyopsiler de aliabilmektedir. islem bittikten sonra verilen ilaglarm
etkisinin ge¢mesi ve hastanin bilincinin islem Oncesi hale donmesi amaciyla hasta,
dinlenme odasina alinarak istirahati saglanir [https://www.acibadem.com.tr/ilgi-

alani/kolonoskopi/#nasil-uygulanir].
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Sekil 1.1 Gaitada Gizli Kan Testi’nin sematize edilmis hali

Fecese daldirilan numune cubugu tirtikli bolge ile numuneyi ylizeyine bulagtirir.
Ardindan diliisyon tamponunun ve reaksiyon karisiminin oldugu tiipe daldirilarak 2
dakika bekletilir. Numune ekleme bolgesine karisimdan 2 damla eklenerek pad tizerinde
yiriitiilir. Numune karistminda hemoglobin varsa test boliimiinde hemoglobinin
sekonder antikoru tarafindan tutularak pozitif sonucun oldugunu gosterir.

(http://turkish.custom-monoclonalantibody.com/sale-2051941-rapid-ce-marked-fob-fecal-

occult-blood-test-kit-for-clinical-lab.html adresinde Bi-Trumed ticari isimli gaitada gizli

kan testinin tirlin tanitim recetesinden alinmistir.)

1.2.3.2 Radyolojik teknikler ve teshis sorusuna gore endikasyonlari

Ideal olarak lezyon histolojisini teyit etmek icin &nce kolonoskopi yapilmalidir.
Bununla birlikte, baryumlu bir lavman, dolambacli sigmoid kolonlarda oynamak i¢in
tamamlayici bir arastirmaci role sahiptir. Kolonoskopi, kanser siirveyans muayeneleri
ve takibi i¢in en iyl yontemdir. Tek hiikiim, anatomik nedenlerle kolonoskopi cok
zorlayan birka¢ hastanin, sinirli sol tarafli kolonoskopi (sigmoid kolondaki c¢ift
kontrastli baryum lavmanindan ¢ok daha dogru) ile birlikte proksimal kolonu gostermek

icin baryum lavman ile kombine edilmesiyle en 1iyi sekilde incelenebilmesidir. Cok
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sayida yliksek adenomu olan hastalar gibi yiiksek riskli hastalarda, ¢ift kontrastli
baryumlu lavmanin kolonoskopi ile ekstra dogrulukta olmasi uygun olabilir. Esnek
sigmoidoskopi ile yapilan siirli inceleme, sol iliyak fossa agris1 olan hastalarda veya
bagirsak aligkanliginin degistirilmesinde 6nemli bir role sahip olabilir; ancak tek basina
cift kontrast baryumlu lavman kabizligi olan hastalarda veya daha az fonksiyonel
semptomu olan diger hastalarda daha etkili ve etkilidir normal veya kiiciik divertikiiler
hastalig1 gostermek. Sanal kolonoskopi olarak da adlandirilan bilgisayarli tomografik
(BT) kolonografi ilk kez 1994 yilinda Vining ve ark. Tarafindan tanitildi. [Vining vd.
(1994)]. Bu teknik, helezonik veya spiral BT taramasi kullanarak veri alir ve 6zel post-
processing yazilimi kullanarak kolon liimeninde yiiksek kaliteli iki ve ii¢ boyutlu
goriintiiler iiretir. Invaziv olmayan bir prosediir olup, tiim kalin bagirsagm kisa bir siire
icinde taranmasini saglar ve diger organlar hakkinda ek bilgi saglar. Yakin zamana
kadar, BT-kolonografinin kullanimi, CC’nin mevcut olmadigi iist kolon muayeneleri ile
siirliydi, ancak semptomlari olmayan eriskinlerde prekanserdz adenomlarin tarama
testi olarak kullanimi giderek artti. Birka¢ calisma prekanserdéz polipler ve kolorektal
kanserlerde BT-kolonografi ve kolonoskopi karsilastirmasina ragmen [Pickhardt vd.
(1994,Cotton vd. (2004)] Son yillarda birgok arastirmaci semptomatik popiilasyonlarda
manyetik rezonans (MR) kolonografinin kullanimini arastirmis; Bu arastirmacilarin
cogu MR kolonografinin tanisal degeri olduguna karar vermistir [Lubwold vd. (2000)-
Hartmann vd. (2006)]. Bu teknikler sadece basligi olan merkezlerde uygulanmasi

gerektigi bildirilmistir.

1.2.3.3 Biyolojik belirtecler

Kolorektal kanserlerin erken taninmasi ve teshis edilmesine izin verecek serolojik
belirteglerin arastirilmasi i¢in ¢ok caba harcanmaktadir. Potansiyel tiimor belirtecleri
olarak cesitli proteinler, glikoproteinler ve hiicresel ve humoral maddeler arastirilmistir,
ancak bunlarin higbiri kolorektal kanser igin spesifik olmadigi bulunmustur [Bresaier
vd. (1989)]. En yaygin olarak calisilan belirte¢ Karsinoemriyonik antijen(CEA),
bagirsak kanseri hastalarinin preoperatif evreleme ve postoperatif takiplerinde yararl
olabilmekte, ancak asemptomatik hastada tani i¢in prediktif degeri diisiiktiir [Leung vd.

(2004)]. Testin nispeten diisiikk duyarliligi ve 6zgiinliigii, asemptomatik biiyiik hastalarin



taranmas1 i¢in uygun degildir. Erken kolorektal kanseri saptamada duyarliliginin
olmamasi1 CEA kararliligini tarama i¢in sinirlamaktadir. Dukes ‘A ve B lezyonlar1 igin
duyarlilik % 36, Dukes’ C i¢in % 74 ve Dukes ‘D hastaliginda % 83, normalin iist
smirlar1 olarak 2.5 mg / ml kullanildiginda. Karbohidrat Antijen 19-9 (CA19-9) gibi
birkag yeni karbohidrat antijeni incelenmekte ve kolonda preneoplastik ve erken
neoplastik lezyonlara 6zgiilliikk agisindan bir takim taahhiitler bulunmaktadir [Breasalier

vd. (1989)]. Tarama i¢in etkinlikleri belirlenmeye devam etmektedir.

1.3 Evrelendirme

1.3.1 Evre siniflamasi kriterleri

Tedavi kararlar1 genellikle eski Dukes veya Modified Astler-Coller (MAC)
smiflandirma semasina [Fletcher vd. (1986)] referans olarak yapilir. Evreler tercihen
TNM smiflamasina gore tanimlanmalidir [Cohen vd. (1993), Eisenberg vd. (1982),
Newland vd. (1981), Olson vd. (1980), Zinkin vd. (1983)].

1.3.2 TNM siniflamasi

TNM [Zinkin vd. (1983)], klinik (6n tedavi) ve patolojik (cerrahi sonrasi histopatolojik)
siiflandirma iceren ¢ift bir sistemdir. Farkli inceleme yontemlerine dayanan ve farkli
amaglara hizmet edeceginden ikisini ayirt etmek zorunludur. Klinik siniflandirma,
c¢TNM, patolojik pTNM olarak tasarlanmistir. TNM o6neksiz kullanildiginda, klinik
simiflandirmay1 ima eder. Genel olarak, cTNM tedavi se¢iminin temelidir ve pTNM,

prognostik degerlendirmenin temelidir.



Cizelge 1.1 Kolon Kanseri’nde ADJJ ve TNM evrelemesi ve evreleme kriterleri

ADJJ Evrelemesi | TNM Evrelemesi TNM Kriteri

Evre 0 T is NO, MO Mukozaya siirli timor

Evre 1 T1, NO, MO Tiimo6r mukozaalt epitelini istila etmis

Evre 1 T2, NO, MO Tiimor kas tabakasini istila etmis

Evre 2A T3, NO, MO Tiimor bag dokusunu istila etmis

Evre 2B T4, NO, MO Timor bitisik organi istila etmis

Evre 3A T1-2, N1, MO Tiimdr 1-3 lenf noduna metastaz yapmis

Evre 3B T3-4, N2, MO Tiimor 1-3 lenf noduna metastaz yapmis

Evre 3C T yok, N2, MO Tiumor 4°ten fazla lenf noduna metastaz
yapmis

Evre 4 T yok, N yok, M1 Baska bolgeye metastaz

TNM simiflandirmast.

Primer tiimér (T)

TX: Primer tiimdr degerlendirilemez

TO: Primer tiimor bulgusu yok

Tis: Karsinoma in situ: intraepitelyal veya lamina proprianin invazyonu *

T1: Timor submukozayi istila eder

T2: Tiimo6r muskularis invazyonlarina inversiyon yapar

T3: Tiimdr, muskularis propriadan subserosa girer,

veya peritoneal olmayan perikolik veya perirektal dokulara

T4: Tiimor dogrudan diger organlari veya yapilar istila eder ve / veya delik agar

visseral periton **, ***

Bolgesel lenf diigiimleri (N)

NX: Bolgesel diigtimler degerlendirilemiyor

NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok




N1: 1-3 bolgedeki lenf nodlarinda metastaz

N2: 4 veya daha fazla bolgesel lenf nodlarinda metastaz
Uzak metastaz (M)

MX: Uzak metastaz varlig1 degerlendirilemez

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz

* Not: Muskularis mukozasinda submukozaya hi¢ uzatilmaksizin glandiiler taban
zarinda (intra-epitel) veya lamina propriada (intramukozal) sinirlanmig kanser hiicreleri

igerir.

** Not: T4’teki dogrudan invazyon, kolorektumun diger boliimlerinin seroz yoluyla

tutulmasini igerir; 6rnegin, sigmoid kolonun ¢ekum karsinomu tarafindan isgal edilmesi.

*** Makroskopik olarak diger organlara veya yapilara yapismis olan tiimérler T4 olarak
siiflandirilir. Ancak, yapismada mikroskobik olarak hicbir tiimor mevcut degilse,
siniflandirma pT3 olmalidir. Vaskiiler veya lenfatik istilanin varligini veya yoklugunu
belirlemek i¢in V ve L altbashgi kullanilmalidir. Dukes ‘B, Dukes’ C (herhangi T, N1,
MO ve TO) oldugu gibi daha iyi (T3, NO, M0) ve koétii (T4, NO, MO) prognostik
gruplarin bir bilesimidir herhangi bir T, N2, M0).

1.3.3 Evreleme prosediirleri

1.3.3.1 Preoperatif evreleme: standart ve opsiyonel prosediirler

Asagida, potansiyel olarak iyilestirilebilen kolorektal kanserli  hastalarin
evrelendirilmesi i¢in genel kurallar bulunmaktadir: Tarihge: Kisisel tibbi ge¢mise ek
olarak, aile dykiisii olan kolorektal kanser, polipler ve diger kanserler elde edilmelidir.

Fizik muayene: Hepatomegali, asit ve lenfadenopati olup olmadigim1 kontrol edin.
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Kadinlarda, eszamanli yumurtalik patolojisi, gogiis, yumurtalik ve endometriyal kanseri

g0z ard1 et.

Laboratuvar verileri: Kan saymmi, CEA ve karaciger kimyasi. Bagirsak
degerlendirmesi: Tam kolonoskopi veya proktosigmoidoskopi ve hava kontrast
baryumlu lavman (tikaniklik veya perforasyon yoklugunda) .CT ve MR-kolonografi,
yalnizca yiiksek tecriibeli merkezlerde teshis ve evrelemede rolii vardir. Transmural
penetrasyonu belirlemek i¢in rektum kanserinde (bilgisayarli tomografi kadar iyi) eko-
endoskopi 6nemli bir role sahiptir; mevcut teknikler lenf nodu yayilimini gilivenilir
sekilde algilamaktadir: penetrasyon derinliginin siklikla bir fazla ifadesi tanimlanmigtir
ve sadece T4 olgularin 50-60 % ‘si organ sinirlarinin histolojik olarak kesistigini
gosterdi [Dershaw vd. (1990)].

Enstriimental inceleme: Preoperatif gdgiis radyografisi ve BT taramasi uygundur.
Niikleer manyetik rezonans tomografi (NMR) lokal ileri evreli olgularda yararl olabilir,
ancak goreceli rolii tam olarak saptanamamistir [Butch vd. (1986),Guinet vd. (1990)].
Pozitron emisyon tomografisi (PET) ve immunosintigrafi, degerlendirilmekte olan ve
halen cerrahi ve / veya radyoterapi sonrasi skar ve tiimor dokusunu ayirt etmek igin

Onerilen yontemlerdir.

1.3.3.2 Cerrahi evreleme

Kolorektal  kanserlerin  cerrahi  evrelendirilmesi, karaciger = metastazlarinin
degerlendirilmesi, hastaligin nodal yayilimi ve bagirsak duvari boyunca komsu yapilara
dogru tiimoriin uzatilmasmi igerir. Diizgiin pN evrelemesi i¢in en az 12 diigim
¢ikarilmalidir [Van Cutsem vd. (2002), Compton vd. (2003)]. Bu, evre II hastalar igin
ozellikle 6nemlidir. PNO hastalarinda prog-nozun> 14’iin altindaysa prognozun daha iyi
oldugu, daha az diigiim ¢ikarilmis hastalarin aksine prognozun daha iyi oldugu
gosterilmistir. Bunun bir cerrahi (daha fazla diigiimiin kesilmesi) veya patolojik (daha
fazla digiim bulma) meselesi olup olmadigi net degildir [Tepper vd. (2001)].
Intraoperatif ultrason karaciger metastazlar1 i¢in daha dogru bir degerlendirmedir.

Preoperatif ultrasonografi ve bilgisayarli tomografi ile birlikte intraoperatif inceleme ve
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palpasyon ile karsilastirildiginda, intraoperatif ultrasonografi kolorektal karsinomlarin
karaciger metastazlarinin saptanmasinda en yliksek duyarliliga sahiptir. Bu yontemle
okiilt karaciger metastazlari hastalarin% 15’inde bulunur; Bunlarin% 5’inde kolayca
cikarilan tekli metastazlardir [Holscher vd. (1995)]. Karaciger tiimorlerinin rezeksiyonu
sirasinda intraoperatif ultrasonografi, multifokal tiimoér gelisimini veya uydu
metastazlarini hari¢ tutmak i¢in kullanilabilir; Ayrica, rezeksiyon diizleminin ve uygun
emniyet marjinin planlanmas1 Snemlidir. Intraoperatif ultrasonografi yapilmadan
modern karaciger ameliyati yapilamaz. Laparoskopik ultrasonografi, kolorektal
tiimdrlerin laparoskopik evrelendirilmesi i¢in endikedir ve ayn1 zamanda okiilt karaciger

metastazlarinin saptanmasina hizmet eder.

1.4 Eksozom ve Kanser iliskisi

Hemen hemen tiim biyolojik sivilarda 40-100 nm c¢apinda membrana baglh vezikiiller
olan eksozomlar bulunur [Simons vd. (2009), Mathivanan vd. (2010), Gross vd.
(2012)]. Plazma membrani ile fiizyondan sonra ¢ogu hiicre tipinden hiicre dis1 bosluga
salinirlar [Simons vd. (2009), Mathivanan vd. (2010), Gross vd. (2012)]. Lipidler ve
proteinler, lipitlerce zenginlestirilmis eksozom membranlarin ana bilesenleridir [ Simons

vd. (2009), Mathivanan vd. (2010), Gross vd. (2012)].

Sekil 1.2 de de belirtildigi gibi Proteinlere ek olarak, eksozomal liimende mRNA'lar,
microRNA'lar (miRNA'lar) ve diger kodlayici olmayan RNA'lar (ncRNA'lar) dahil
olmak {izere gesitli niikleik asitler yakin zamanda tanimlanmistir [Sato-Kuwahera vd.
(2015)]. Bu eksozomal RNA'lar, eksozomlar dolagtiginda komsu hiicreler veya uzak
hiicreler tarafindan alinabilir ve daha sonra alic1 hiicreleri modiile edebilir. Hiicreler
arasindaki genetik degis tokusdaki islevlerinin kesfi, eksozomlara olan ilgiyi artirmistir.
MikroRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'-translasyona ugramamis bolgesine (UTR) veya
acik okuma c¢ercevesi (ORF) baglanarak transkripsiyon sonrasi gen susturulmasina
aracilik eden 17-24 nt kiiciik, kodlayici olmayan RNA smifidir [Bartel vd. (2004)].
MiRNA'larin hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre goc¢ii, hastaligin
baslamasit ve hastaligin ilerlemesi gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye katilimi bir ¢ok

calisma da gosterilmistir [Png vd. (2012), Gee vd. (2008), Tay vd. (2008), Kota vd.
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(2009), Ma vd. (2007)]. Callismalar, miRNA'larin tiikiiriikk [Gallo vd. (2012), Michael
vd. (2010)], idrar [Lv vd. (2013)], anne siitii [Zhou vd. (2012)] ve kan [Hu vd. (2010),
Arroyo vd. (2011), Tabet vd. (2014)] dahil viicut sivilarinda kararli bir sekilde var
olabilecegini gostermistir. Eksozomlara veya mikro-taneciklere paketlenmesine ek
olarak, hiicre dist miRNA'lar yiiksek yogunluklu lipoproteine (HDL) [Vickers vd.
(2011), Kuroiwa vd. (1999)] yiiklenebilir veya vezikiillerin digindaki AGO2 proteini ile
baglanabilir [Harvey vd. (2014)]. Bu ii¢ etki modu da miRNA'lar1 bozulmaya karsi
korur ve kararliliklarin1 garantilemektedir. Vezikiillerin tasinabilirligi g6z Oniine
alindiginda, miRNA'larin eksozomlardaki rolii giderek daha fazla ilgi gormektedir.
Dolasimdaki vezikiiller yoluyla bilgi iletimi, hiicre-hiicre temasina bagh sinyallesme ve
¢Oziiniir molekiillerin transferi yoluyla sinyallesme kadar énemli olan hiicreler arasi
iletisimin {cilincli yolu olarak kabul edilir. Eksozomlarin olusumu ve salgilanmasi
enzimler [Kosaka vd. (2010), Kosaka vd. (2013)] ve ATP [Pan vd. (1983)] gerektirir ve
eksozomlarin miRNA ve mRNA profilleri ana hiicrelerinkinden farklidir [Valadi vd.
(2007)]. Bu nedenle hiicreler, eksozomlar ve bunlarin kargolari igin aktif bir se¢im
mekanizmasina sahip olabilir. Ayrica, alici hiicrelerdeki transfer edilen eksozomal

molekiiler bilesenlerin fonksiyonlar: aragtirilmaktadir.

Ekstraseliiler vezikiiler (eksozomlar, prostasomlar, mikrovezikiiller, ektozomlar ve
oncosomes), hiicrelerarasi iletisim ve molekiiler aktarimin bir modeli olarak islev goriir.
Bunlar, plazma membranindan (MV’ler) veya bir ekzositoz islemi yoluyla
multivesikiiler endozom olarak serbest birakilir [Cicero vd., (2015)]. ‘Ectocytosis’
terimi, plazma membranindan sag taraftaki membran vezikiilleri serbest birakmanin
baslangicin1 tanimlamak igin kullanilir, ancak ‘ektozom’ terimi daha c¢ok nétrofil
tarafindan salman vezikiiller ile ilgilidir. Ekstraseliiler vezikiiller, iki genel gruba
ayrilabilir: dogrudan hiicre zarindan salinan MV’ler ve multivezikiiler viicutlar
(MVB’ler) plazma membrani ile kaynastiginda ekzositozdan salinan eksozomlardir.
Burada ana odagi, vezikiillerin ikinci grubu, yani eksozomlardir. Eksozomlar,
genellikle, 50-100 nm ¢ap araliginda endozomlardan tiiretilen ve ekstrensek yolak
aracilifiyla aktif olarak salinabilen organellerdir ve sadece 100 000 g ultra-

santrifiijlemeden sonra pelet olusturabilmektedir.
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Sekil 1.2 Ekzosom igeriginin ve etkiledigi yolaklarin sematize hali

Derkus Burak, Cell Biology International dergisindeki “Mechanisms of exosomes by cellular pathways”
isimli yayinindan alintilanmigtir 2017.

1.4.1 Eksozomlarin olusumu ve salgilanmasi

Eksozomlar ilk kez 1983 yilinda Pan ve Johnstone tarafindan kesfedilmistir [Pan vd.
(1984)]. Koyun retikiilositlerinin olgunlasmasi sirasinda transferrin reseptorlerinin
hiicre dig1 bosluga salinmasinin bir tiir kii¢iik vezikiil ile iligkili oldugunu bildirmislerdir
[Pan vd. (1984), Pan vd. (1983)]. 1989'da Johnstone bu fonksiyonel vezikiilleri eksozom
olarak tamimlamustir [Johnstone vd. (1989)]. Bugiine kadar bir dizi hiicre dis1 vezikiil
tamimlanmistir [Cocucci vd. (2009)]. Bununla birlikte, son otuz yilda, hiicre disi
vezikiiller i¢in birlesik bir terminoloji sunulmamustir. Mikrovezikiiller, eksozomlar ve
mikropartikiiller olarak adlandirilan bu tiir hiicre dis1 vezikiillerin tanimi, farkli raporlar
arasinda kafa karistirici kalmaktadir [Hunter vd. (2008), Skog vd. (2008), Silva vd.
(2011)]. Hiicrelerden vezikiiler sekresyon yoluna gore, hiicre dis1 vezikiiller iki genel

siifa ayrilabilir. Bu siniflardan biri, dogrudan hiicre zarindan ayrilan mikrovezikiiller
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olarak bilinir. Digeri, multivesikiiler cisimler (MVB'ler) plazma membrani ile
birlestiginde ekzositoz tarafindan salinan eksozomlar olarak bilinir [Heijnen vd.
(1999)]. Burada, esas olarak ikinci vezikiill grubuna, yani eksozomlara
odaklanilmaktadir. Eksozomlar, TEM mikroskopisi kullanilarak kiiresel bir morfolojiye
sahip oldugu tespit edilmistir[Simons vd. (2009), Mathivanan vd. (2010), Gross vd.
(2012)]. Tetraspanin proteinleri, CD63, CD9 ve CD81 gibi ¢ogu ekzozomda ortak

proteinlerin varligiyla da tanimlanabilirler.

Yukarida belirtildigi gibi, eksozomlar baslangicta endositoz tarafindan olusturulur. Ilk
olarak, hiicre zar1 endozomlar iiretmek icin yeniden islenir. Daha sonra, endozom
zarlarinin pargalarini istila ederek endosom iginde birgok kiiciik vezikiil olugur. Bu tiir
endozomlara MVB'ler denir. Son olarak, MVB'ler hiicre zar1 ile kaynasir ve eksozom
haline gelmek icin intraliiminal endozomal vezikiilleri hiicre dis1 bosluga salar
[Gruenberg vd. (2006)]. Eksozomlarin salinmasina katilan diizenleyici molekiiller,
Rab27a ve Rab27b'nin eksozom sekresyonu ile iligkili oldugunu gézlemleyen Ostrowski
vd. tarafindan tanimlanmigtir. Rab27 veya bunlarin efektorleri SYTL4 ve EXPHS5'in
yikilmasi, HeLa hiicrelerinde ekzomomlarin sekresyonunu inhibe edebilecegi rapor
edilmistir [Ostrowski vd. (2010)]. Ayrica, Yu vd. hem timdr baskilayict protein pS53'in
hem de down-stream efektér TSAP6'nin eksozom iiretimini artirabildigini kesfetmistir
[Yu vd. (2006)]. Baietti ve dig. syndecan-syntenin'in, eksozom olusumunda énemli bir
adim olan endozomal membranlarin intraliiminal tomurcuklanmasini desteklemek igin
Leu-Tyr-Pro-X (n) -Leu motifi lizerinden ALIX proteini ile dogrudan etkilesime
girdigini bulmuslardir [Baietti vd. (2012)]. Bu ¢alismalarin tiimii, bir dizi molekiiliin
diizenleyici bir ag olarak hareket ettigini ve eksozomlarin seffaf hiicrelerin

olusumundan ve salgilanmasindan sorumlu oldugunu gostermektedir.

1.4.2 Eksozom trafigi

Viicut sivilarinda bulunan eksozomlar, hiicreler arasinda bilgi aligverisinde énemli bir
rol oynamaktadir. Genel olarak, eksozomlar ve alic1 hiicreleri arasinda {i¢ etkilesim
mekanizmas1 vardir. Ik olarak, eksozomlarin zar Stesi proteinleri, dogrudan hedef

hiicrelerin sinyal reseptorleri ile etkilesime girmektedir [Munich vd. (2012)]. ikinci
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olarak, eksozomlar alic1 hiicrelerin plazma membrani ile kaynasir ve igeriklerini sitozole
iletir [Mulcahy vd. (2014)]. Ugiincii olarak, eksozomlar alic1 hiicrelere igsellestirilir ve
iki akibeti bulunmaktadir. Ilkinde, kaynasan bazi eksozomlar endozomlarla birlesebilir
ve eksozomlar1 alic1 hiicreler arasinda hareket ettirecek ve komsu hiicrelere birakacak
transsitoz gegirebilir. Diger durumda, yutulan eksozomlardan kaynasmis endozomlar
lizozomlara olgunlasacak ve degradasyona ugrayacaktir [Tian vd. (2013), Koumangoye
vd. (2011)]. Baz1 yeni ¢alismalar, alici hiicrelerde eksozomlarin igsellestirilmesini
etkileyen faktorleri bildirmistir. Koumangoye vd. eksozomal lipit yiginlarinin
bozulmasinin, eksozomlarin igsellestirilmesinin inhibisyonu ile sonu¢landigini ve hiicre
yapigmasi ve biiylimesi ile iliskili olan aneksinlerin, meme karsinomu hiicre dizisi BT-
549'da eksozomlarin alinmasi i¢in gerekli oldugunu gbzlemlemistir [Koumangoye vd.
(2011)]. Escrevente vd. yumurtalik karsinomu hiicre hattt SKOV3 ve bu hiicre hatti
kaynakli eksozomlari, eksozom igsellestirmesine aracilik eden proteinlerin hem
hiicrelerin hem de eksozomlarin ylizeyinde sunuldugunu gosteren proteaz K ile tedavi
edildikten sonra eksozom aliminda bir azalmay tarif etmistir [Escrevente vd. (2011)].
Bununla birlikte, eksozom igsellestirmesinin ayrintili  mekanizmas: hala iyi

anlagilmamustir.

1.4.3 Eksozomlarin islevi

Eksozomlar kan hiicreleri, endotel hiicreleri, immiinositler, trombositler ve diiz kas
hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinden salinabilir [Liao vd. (2014), Saunderson vd. (2014),
Wieckowski vd. (2006)]. Ekzomomlarin, hiicre dis1 alanda dolasirken, lipidlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin tasinmasiyla alici hiicrelerin biyoaktivitelerini
diizenleyebilecegine inanilmaktadir. Bazi raporlar, eksozomlarin immiin cevap, timor
ilerlemesi ve norodejeneratif bozukluklarda 6nemli rol oynadigin1 gostermistir. Esther
ve dig. aktive edilmis T hiicrelerinin, T hiicrelerinin ve DC'lerin etkilesimi sirasinda
immiin yanit down-regiile etmek i¢in major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) sinif 11
iceren dendritik hiicre (DC) kaynakli ekzomomlari toplayabilecegini bildirmistir [Nolte
vd. (2009)]. Trombin ve kollajen ile tedavi edilen trombosit kaynakli eksozomlar,
akciger adenokarsinom hiicre hatti1 A549'da proliferasyonu ve artmis kemoinvaziviteyi

uyarmustir [Janowska vd (2005)]. Ek olarak, epitelyal yumurtalik kanseri hiicrelerinden
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tiretilen CD147-pozitif eksozomlar, in vitro endotelyal hiicrelerde anjiyogenezi
arttirmistir [Millimaggi vd. (2007)]. llgingtir ki, Webber vd. bir mezotelyoma hiicre
hatti, bir prostat kanseri hiicre hatti, bir mesane kanseri hiicre hatti, bir kolorektal kanser
hiicre hatti1 ve primer fibroblastlar ile bir meme kanseri hiicre hattindan in vitro
tiiretilmis inkiibe ekzozomlar ve fibroblastlarin miyofibroblastlara doniistiiriilebildigini
bulmuslardir [Webber vd. (20109]. Timoér tiirevi ekzozomlarin mezenkimal kok
hiicrelerini  timoér dokusunun stromasinda kansere bagli miyofibroblastlara
dontistiirdiigiinii agiklayan Cho vd. tarafindan da benzer bir ¢alisma gézlemlenmistir
[Cho vd. (2012)]. Her ne kadar eksozomlarin islevi yukarida belirtilen c¢aligmalarda
belgelenmis olsa da, eksozomlarda bulunan belirli molekiil sinifinin alici hiicreleri

etkiledigi acik bir soru olmaya devam etmektedir.

Yukarida belirtildigi gibi eksozomal miRNA'lar i¢in ayirma mekanizmasi, ExoCarta
veritabanina kaydedilen; proteinler, lipitler, DNA'lar, mRNA'lar ve miRNA'lar dahil
olmak iizere eksozomlarda ¢ok cesitli molekiiller bulunur [Simpson vd. (2012)]. Bu
molekiiller arasinda, miRNA'lar gen ekspresyonundaki diizenleyici rolleri nedeniyle en
¢ok dikkat cekmistir. Goldie vd. kiicik RNA'lar arasinda miRNA oraninin
eksozomlarda ana hiicrelerine gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir [Goldie vd.
(2014)]. Baz1 profilleme ¢aligmalarinin gosterdigi gibi, miRNA'lar eksozomlara rasgele
dahil edilmez. Guduric-Fuchs vd. miRNA ekspresyon seviyelerini g¢esitli hiicre
hatlarinda ve bunlardan kaynakli eksozomlarda analiz etmis ve bir miRNA alt grubunun
(6rn., miR-150, miR-142-3p ve miR-451) tercihen eksozomlara girdigini bulmustur
[Guduric vd. (2012)].

Benzer sekilde Ohshima ve arkadaglari, mide kanseri hiicre hatt1 AZ-P7a'dan tiiretilen
eksozomlardaki let-7 miRNA ailesi iiyelerinin ekspresyon diizeylerini, akciger kanseri
hiicre hatt1 SBC-3 / DMS-35 / NCI-H69 da dahil olmak tizere, kolorektal kanser hiicre
dizisi SW480 / SW620 ve mide kanseri hiicre dizisi AZ-521 gibi diger kanser hiicre

hatlarindan olanlar ile karsilastirmaktadir.

Tiim bu c¢aligmalar, ana hiicrelerin, spesifik hiicre i¢i miRNA'lar1 eksozomlara girmeye

yonlendiren bir siralama mekanizmasina sahip oldugunu gostermektedir.
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Biitiin bu ¢alismalar, bir dizi molekiiliin anne hiicrelerinde eksosom olusumundan ve
salgilanmasindan sorumlu diizenleyici bir ag olarak hareket ettigini gostermektedir
[Zhang vd. (2015)]. Eksozomlarin tam giris mekanizmasi belirsizdir. Bununla birlikte,
reseptOr aracili endositoz (6rnegin, LFA 1, TIM 1 ve TIM 4), fagositoz ve plazma
membrant ile dogrudan fiizyon Onerilmektedir. Tiimoér mikro-ortaminda diisik pH
degerinin, in vitro kosullarda insan metastatik melanomuna eksozomlar ¢ekmek igin
sarttir oldugu gosterilmistir. Bu durum, asidik bir ortamda ekzozomal membranin
stabilitesinde ve lipid / kolesterol iceriginde bir artisin eksozomlarin gelisi ile iliskili
oldugunu gostermektedir [Greening vd.(2015)]. Farkli hiicre tiplerinin eksozom
bilesikleri, ExoCarta veritabanindan toplanmaktadir. Vesikiil pedia ve ekstraseliiler
vesikiil pedi, eksosomlar ve MV’ler hakkinda yayinlanmis karmasik bilgileri iceren iki
veri tabaninda bulunmaktadir. Eksosomlarin i¢ muhteviyati ile ilgili bilgiler, kiitle
spektrometrisiyle incelenebilir. Az miktarda izole edilmis eksosomlarin incelenmesi igin
gecerli bir yontem fliioresan problarla salinan vezikiillerin etiketlenmesine dayanan
fliioresanla aktive edilmis hiicre ayirma optimal metodudur. Daha detayli ¢aligsmalar,
eksozomlarin yiiksek cesitlilik gosteren kodlamayan RNA pargalarini tasidiklarim
gostermektedir [Cicero vd. (2015)]. Ekzozomlarin T-hiicresi aktivitesinde roli oldugu
ve muhtemelen immiinosupresif aktiviteleri oldugu goriilmektedir. Bunlar,
sfingomiyelin, kolesterol ve GM3 glikolipidinden zengin olan spesifik bir lipid
kompozisyonunun iki katmanli zar tarafindan olusturulmustur [Shih vd. (2008)]. Cesitli
raporlar, fosfatidilinositol, serin ve prostaglandinler gibi bazi lipid bilesenlerinin
eksosomlarin fonksiyonunu diizenlediklerini gostermektedir. Yiiksek frekans ile
tanimlanan proteinler, flizyon proteinleri, zar nakil proteinleri (GTPazlar, anneksinler ve
flotilin), 1s1 soku proteinleri (6rnegin HSC70), tetraspaninler (6rnegin CD9, CD63 ve
CD81), MVB biyo-proteinleri (6rnegin, Alix ve TSG101), lipoproteinler ve
fosfolipidlerdir ve bu proteinler eksozom belirtecleri olarak bilinir. Bunlarin arasinda
tetraspaninler, CD63 ve CD81 en sik kullanilan belirteglerdir. Giiniimiizde,
eksozomlarin protein, lipid, mRNA ve miRNA gibi farkli ana hiicre materyalleri
tagidigin1 bilmekteyiz. Ekzozomlar; CD’ler, lenfositler, trombositler, mast hiicreleri,
epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve noronlar gibi farkli hiicrelerden salinirlar. Kan,
idrar, tiikkriik, amniyotik sivi, anne siitii, hidrotermal s1vi1, asitik sivi ve ¢ogu hiicrenin

kiiltiir ortam1 da dahil olmak f{izere tiim viicut sivilarinda bulunur [Lin vd. (2015)].
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Ilging bir sekilde, plazma zarmdan eksozomlarin salinmas: sadece bir dzellik degildir
(MVB igerisindeki) intramuminal vezikiiliin in vitro olarak degil, mikrobiyal yasam,
bakteri, viriis, mantar ve parazitler tarafindan da enfeksiyon esnasinda in vivo olarak
ortaya ¢iktigr goriilmektedir [Silverman vd. (2011)]. On yillar boyunca, memeli
hiicrelerinin plazma membranlarinin MV’leri seklindeki parcalarini atarlar [Trams vd.
(1981)]. Bu nedenle, eksozomlarin miRNA’s1 kanser gelisimiyle iliskili olabilir. Yeni
caligmalar, belirli eksozomlarin tanimlanmasinin yeni bir tan1 araci saglayabilecegini
gostermektedir. Aslinda, ¢ok sayida caligsma, icerigi iletmek ve ilag tedavisi aktarmak
icin biyobelirtegler ve kapsiiller olarak eksozomlarin kullanimini arastiriyor. Bu
nedenle, eksozomlardaki miRNA’lar biyobelirte¢ saglayabilir ve terapétik potansiyel
hedeflerine ulasabilir. Ekzosomlarin islevine gore, eksozomlar yoluyla hiicre-hiicre
iletisimi kanser gelisiminde 6nemli bir role sahip olabilir. Cesitli raporlar, belirli
ekzozomal miRNA’larin bazi kanser fenotipleri ile iligkili oldugunu ve dolayisiyla
onemli biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir. Buna ek olarak, bir¢ok
calisma, Gastro Intestinal kanserlerin molekiiler seviyesinin tedavisinde miRNA
kullanimin1 incelemistir. Kanser hiicrelerinin kanda yayilmasi yoluyla kanserin uzak
bolgelere metastazi, GIS kanseri hastalarinda kotii prognoza dogrudan baglidir. Dahast,
GI kanseri hiicreleri eksozomlar1 kan dolasimina salarlar. Bu nedenle serum
eksozomlar1 i¢indeki miRNA’larin teshisi, Gastrointestinal kanserlerde niiksiin

biyolojik belirtecleri bigimindedir.

1.5 miRNA ve Gorevleri

MikroRNA (miRNA), ¢oklu metabolik siire¢lerde ©nemli rol oynayan kiigiik
kodlamayan RNA grubudur. 1993’teki kesfinden bu yana [Lee vd. (1993)] sayisiz
calisma, capraz tiir arastirmalart bagslangigta sitoplazmada translasyonel baskiya
odaklanan, miRNA biyogenezi ve islevleri ile ilgili bir dizi teori ortaya atmis ve
kurulmustur. Transkripsiyon, bolinme ve isleme sonrasinda olgun miRNA
cekirdeginden sitoplazmaya tasinir ve RNA ile indiiklenen sessizlestirme kompleksine
(RISC) yiiklenir. Sitoplazmada giiglii inhibitdr fonksiyonlara ek olarak, 2008’deki
arastirmalar, miR-373’iin ve prekiirsoriiniin (pre-miR-373) sokulmasinin soguk sok etki

alanini iceren protein C2 (CSDC2) ve E- kadherin [Place vd.(2008)]. Bu, miR-373’{in
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dizi tamamlayicilifina ve bu genlerin hizlandiricilarina atfedilir. 2004°te, kodlayici
olmayan kiigiik RNA {iyesi olan kiigiik interfering RNA’nin (siRNA), promotor
etkilesimi olsa da uzama faktor 1 alpha (EF1A) transkripsiyonunu inhibe ettigi
gbzlenmistir [Morris vd. (2004)]. Bunlar takiben, promotor-hedefleyen siRNA’daki
arastirma ilgi 6nemli 6l¢iide artmistir [Ross vd. (2014)]. Mikroarray ve RNA-seq gibi
yeni gelistirilen teknikler kullanima girdiginde cekirdekte zenginlesmis birgok olgun
miRNA bulunmustur; bu da niikleer miRNA’larin diisiindiigiimiizden daha yaygindir
oldugunu gostermektedir. Bu arada, promotor etkilesimi, kodlamayan RNA baglama,
RNA-DNA tripleksi ve arttirict etkilesimi igeren transkripsiyonel gen susturma (TGS)
ve transkripsiyonel gen aktivasyonu (TGA) gelistiren birka¢ model olusturuldu. Buna
ek olarak, son zamanlarda, RNA etkilesimindeki (RNAi) kilit katilimcilarin ¢ekirdek-
sitoplazmas1 mekikasyonuna aracilik eden birkag protein teyit edilmistir [Schraivogel
vd. (2014)].

MIRNA’nin biyogenezisi hem niikleer hem de sitoplazmik makinelerin yer aldigi ¢ok
adimli bir siirectir. Ik olarak, miRNA geni RNA polimeraz II ile transkribe edilerek
uzun bir pri-miRNA [Bartel vd. (2009)] iiretilir ve daha sonra RNA baglayici protein
DGCRS8 ve RNase Il Drosha’dan olusan mikro isleme kompleksine baglanir [Kwon vd.
(2016)]. Drosha pri-miRNA’y1 sa¢ tokast yapili pre-miRNA’y1 olusturmak iizere
pargalayarak miRNA olgunlasmasini baslatir [Lee Y. vd.(2003)]. Daha sonra iiretilen
pre-miRNA, olgunlagmanin tamamlandig1 Exportin 5 araciligiyla sitoplazmaya aktarilir
[Yi vd. (2003)]. Sitoplazmada, 6n miRNA, pre-miRNA’nin sa¢ tokasinin terminal
halkasini kesen ve bir miRNA dupleks iireten Dicer [Park vd. (2011)] tarafindan
karakterize edilen 2-nt 3 ‘cikintis1 ile taninir. TRBP proteini, Dicer’1 stabilize eder ve
saperonlari, dicing fonksiyonlartyla dengeler [Wilson vd. (2015)]. Son olarak, miRNA
dubleks, sitoplazmik Argonaute proteini (Ago) tarafindan taginir ve agilir. Bir iplik¢ik
fonksiyonel miRNA-kaynakli sessizlestirme kompleksi (miRISC) olusturmak igin
tutulurken diger iplik¢ik degrade olur [Kwak vd. (2012)]. Sitoplazmada transkripsiyon
sonrast gen susturulmasi (PTGS), miRISC ile miRNA’nin aracilik ettigi klasik bir
islevdir. Ornegin, miR-139-5p ve miR-144, hem mRNA hem de protein seviyesinde
TET2 ve TET3 ekspresyonunu azaltabilir [Jia vd. (2017)]. PTGS’in ilk adim1 tanimanin

yapilmasidir. Bazalama temel prensipleri kanonik Watson Crick A-U, G-C eslestirme
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ve kanonik olmayan G-U eslestirmesini igerir. MiRNA tanima ve baglama i¢in hedef
mRNA iizerinde miRNA yanit elementi (MRE) olarak adlandirilan 6zel bir sekans
vardir. MRE tET2 ve TET3 mRNA gibi ¢ogunlukla mRNA’nin 3’-UTR’sinde bulunur
[Jia vd. (2017)]. Fakat baz1 ¢alismalar, bunun 5’-UTR’de ve hatta protein kodlayici
dizilerde [Friedman vd. (2009), Subramanian vd. (2010), Yvonne vd. (2008)]
gerceklestigini ileri stirmektedir. Memeliler i¢in, baz eslestirme her zaman kusurludur.
Bir 6rnek let-7 ve lin-41 arasindaki temel eslestirmedir. Lin-41’de iki MRE vardir, buna
ragmen let-70’in 5’-ucuyla higbiri milkemmel tamamlayicilik géstermez [Friedman vd.
(2009)]. Buna ek olarak, son ¢aligmalar, ¢evirinin ii¢ yol ile engellenecegini belirtti: (i)
CAF1 / CCR4 / NOT1 kompleksinin aracilik ettigi deadenilasyon ve bozunma; (ii) Dcpl
/ 2 dekapping kompleksi tarafindan kolaylastirilan 5°-dekapping; (iii) Hedef mMRNA’dan

ribozom ayrilmasi (Sekil 1).

1.5.1 Cekirdekte MikroRNA’nin kaniti

Kanitlar1 biriktiren, ¢ekirdekte miRNA’lar bulundugunu diisiindiirse de, miRNA’nin
biyogenezinden sonra sitoplazmada kalmasi disiiniilmektedir [Weinberg vd. (2016),
Catalanotto vd. (2016), Calantari vd. (2015), Rasko vd. (2017), Huang vd. (2017),
Ramchandran vd. (2017)]. Mikro RNA ilk olarak Hela hiicre ¢ekirdeginde
tanimlandigindan [Meister vd. (2004)], niikkleer olgun miRNA’larin varligi, mikroRNA
profillerini sitoplazmik ve niikleer fraksiyonlara ayiran birka¢ calisma tarafindan daha
da desteklenmistir. Mikroarray ve derin dizilim gibi yiiksek verimli profil olusturma
teknolojileri ile, cesitli hiicre ¢izgilerinde yiizlerce ¢ekirdek zenginlestirilmis mikro
RNA’s1 belirlenmistir (Tablo 1) [Politz vd. (2009), Liao vd. (2010), Park CW vd.
(2010), Khudayberdiyev vd. (2013), Li vd. (2013), Chen vd. (2012),Wong vd. (2014)].
Bu sonuglardan bazilar1 oncii sinyalleri ortadan kaldirmak i¢in Northern Blot, qRT-
PCR, RT-PCR ve in situ hibridizasyon (ISH) ile teyit edilmistir. MikroRNA ’nin niikleer
lokalizasyonu nispeten genel bir fenomen iken, ¢ekirdegin i¢cindeki mikroRNA profili,
doku tipleri arasinda degismekte oldugunu belirtmek ilgingtir. Ornegin, insan miR-
29b’nin niikleer zenginlestirmesi HeLa hiicrelerinde [Hwang vd. (2007)] bildirilmistir,
ancak diger hiicre dizilerinde [Yvonne vd. (2008)] bildirilmemistir. Ozellikle miRNA

niikleer sitoplazmik orani, ii¢ farklt meme kanseri hiicre hattin1 ayirt etmek i¢in 6nemli
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bir Ozellik olarak tanimlanmaktadir [Kalantari vd. (2015)]. Buna ek olarak, web
erisilemeyen bir veritabant RNALocate (http: /www.rna society.org/rnalocate/), Mayis
2016’dan 6nce PubMed veritabaninda yaymlanan makalelerden manuel olarak elde

edilen RNA hiicre alt1 lokalizasyon bilgisi saglar. Niikleer lokalizasyonu olan bazi

miRNA’lar RNALocate’de [RNA Locate, 2017)] bulundu.

1.5.2 Niikleer MikroRNA’larin Fonksiyonlar:

1.5.2.1 RNA’larin diizenlenmesi

Niikleer RISC’nin ¢ekirdekte oldugu gibi sitoplazmada da miRNA ile transkripsiyon
sonrast gen susturma (PTGS) ‘ya aracilik edebilecegi uzun zamandir gézlemlendi.
Boyle bir patikada, diger endoniikleer kodlamayan RNA’lar veya miRNA Onciileri
bozunabilir. 2005 yilinda arastirmacilar niikleer lokalize 7SK snRNA’y1 miikemmel
sekilde tamamlayic1 siRNA transfeksiyonuyla etkin bir sekilde par¢alamiglardir [Robb
vd. (2005)]. Uzun olmayan kodlayict RNA (IncRNA), ayni zamanda 200 niikleotid
uzunlugunda kodlanmamis RNA’larin bir grubunun da endoniikleer PTGS kontroliine
tabi oldugu gosterilmistir. Ornegin, metastaza bagl akciger adenokarsinom transkript 1
(MALATT1), ¢ekirdekte Ago2’ye bagimli bir sekilde miR-9’un bir hedefidir [Leucci vd.
(2013)]. Cekirdekte, miR-15a / 16-1’in olgunlagmasi, miRNA-709 tarafindan pri-miR-
15a/ 16-1 ve miR-709 [Tang vd. (2012)] arasinda baglanarak inhibe edilir ve bu da bir

mMiRNA’nin sentezlenmesinin ve olgunlagmasinin bagka bir miRNA’ya tabi olmak.
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(Liu, H., Lei, C., He, Q. et al. Nuclear functions of mammalian MicroRNAs in gene regulation, immunity
and cancer. Mol Cancer 17, 64 (2018) doi:10.1186/s12943-018-0765-5)

Promotorlerle etkilesim yoluyla transkripsiyonel regiilasyon siRNA yonlendirmeli
transkripsiyonel regiilasyonun gozlemlenmesine dayanan MicroRNA-promotor
etkilesimi i¢in ti¢ model vardir [Subramanian vd. (2010), Liv d. (2017)] (Sekil 2). Bu ii¢
modelin tiimii Ago proteini ile iliskilidir, ancak Agol veya Ago2’nin dahil olup
olmamasina iliskin baz1 c¢eligkili sonuglar vardir [Liv d. (2014)]. Regiilasyon ya
aktivasyon ya da bastirma olabilir ve hangi modun olustugu hedef bolgenin konumuna
(TATA kutusu motifi ve CpG adas1 bolgesi gibi) ve promotdriin epigenetik statiisiine
(DNA metilasyonu gibi) karst duyarhidir [Li vd.(2006)]. Dahasi, hedef bolge
transkripsiyon baslatma alanindan ¢ok uzakta olabilir. Ornegin, en etkili kiigiik aktive
edici RNA hedefleme sitesi, transkripsiyon baslangic alaninin (TSS) 1611 bp iistiinde
bulunur [Meng vd. (2016)]. Bazi histon diizenleyicilerinin promotdr bolgeye dahil
edildigi kanitlanmigtir. Nazofaringeal karsinomda [He vd. (2016)] fumarat hidratazin
ekspresyonunu bastiran histometil transferaz 6kromatik histon lizin metiltransferaz 2
(EHMT?2), zeste homolog 2’nin (EZH2) arttirict ile miR-584-3p tarafindan Ago2’ye
bagli bir sekilde uyarilir ve bdylece gastrik kanserde matriks metalloproteinaz 14

(MMP-14) ekspresyonu [Zheng vd (2017)]. Kisa siire 6nce yaymlanan bir arastirma,
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RNA ile indiiklenen transkripsiyonel aktivasyon kompleksini hedefleyen genomun en
az li¢ elemandan olustugunu gosterdi: kiiciik RNA yiiklii Ago2, RHA (bir niikleer DNA
helikaz II) ve CTRY (transkripsiyon baslatmada yer alan PAF1 kompleksinin bir
bilesenidir) ve uzama). P21 promotoriinii hedefleyen kompleks RNA polimeraz II ile
etkileserek transkripsiyon baslatmayr uyarir ve p2l1 geninde histon H2B’nin
ubikitasyonu esliginde mRNA uzamasina neden olur. Bu yaygmlastirma, H3K4
metilasyonu ve asetilasyon igin bir 6n sart olarak kabul edilir ve ardindan histon
modifikasyonu izlenir [Portnoy vd. (2016)]. Bununla birlikte, diizenleme siirecinde yer
alan epigenetik modifikasyonlarin karmasikligi ile birlikte miRNA’nin DNA
metilasyonuna aracilik edip edemeyecegi siipheli kalmaktadir [Morrisvd. (2004), Li vd.
(2014), Ting vd. (2005)].

1.5.3.2 MikroRNA’lar, ¢ekirdekte arttiric1 tetikleyici gorevi goriir

Arttiricilar, gen transkripsiyonunu upregiile edebilen genetik cis diizenleyici
elementlerdir. H3K27ac de dahil olmak iizere arttirici bazi isaretleyicileri, bazit MIR’ler
ve cogalticilar Ortiistigii anlamma gelen microRNA genlerinde (MIR’ler) bulunur.
MiR-26a-1, miR-339, miR-3179, miR-24-1, miR-24-2 gibi baz1t miRNA’larin komsu
genlerin ekspresyonunu indiikleyebildikleri kanitlanmistir [Xiao vd. (2016)]. Ornegin,
miR26a-1 geni ITGA9, CTDSPL, VILL ve PLCD1 protein kodlayici genlerle ¢evrilidir.
MiR26a-1’in asir1 ekspresyonu, HEK293T’de ITGA9 ve VILL’in transkripsiyonel
aktivasyonuna yol agacaktir. MiRNA tohum bdlgesi silindiginde veya mutasyon
gecirildiginde veya arttirict lokus silindiginde, bu islevin, bu islevin miRNA-arttirici
baz eslestirmesine dayandigina isaret ettigi durumlarda bozulur. Baska bir miRNA,
miR-24-1 de komsu genlerin, FBP1 ve FANC ekspresyonunu arttirir. Artan miR-24-1,
hepsi aktif diizenleyici islevleri gosteren RNA polimeraz II, p300 / CBP, zenginlestirici
RNA’larin zenginlesmesine yol agacaktir. ilgingtir, ChIP-gPCR, Ag02’nin arttirici
lokusta oldugunu gosterir. Dahasi, Ago2 elenirse, miR-24-1 komsu genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu meydana gelmez [Xiao vd. (2016)]. Dolayisiyla,
mMIRNA’lar tarafindan indiiklenen arttirict aktivasyonun, Ago2’nin dogrudan lokusta
islev gormesini veya sitoplazmadan cekirdege kadar olgun miRNA tasidigim ileri

surulebilir.
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1.5.3.3 MicroRNA’nin niikleer ve Sitoplazmik fonksiyonlar1 arasindaki
benzerlikler ve farkhiliklar

Yiiksek verim profili sonuglarina gore, miRNA’larin biiylik bir kismi ¢ekirdek ile
sitoplazma arasinda dolagmakta ve bu da hem Liu hem de digerlerine sahip
olabileceklerini gostermektedir. Molekiiler Kanser (2018) 17:64 Sayfa 6/14 niikleer ve
sitoplazmik fonksiyonlar. Mevcut olan, miRNA niikleer ve sitoplazmik fonksiyonlar
arasindaki benzerlikler ve farkliliklar hakkindaki bilgiler su sekildedir (Tablo 2). Her iki
fonksiyon da birden fazla prosesinin diizenlenmesinde etkilidir ve miRNA niikleer ve
sitoplazmik islevlerin arabuluculari kismen ortiisiir. Niikleer RISC’nin sitoplazmik
RISC’den daha kii¢iik oldugunu gosteren kanitlar olmasina ragmen [Ohrt vd. (2008)].
Cekirdek RISC olarak Ago2 ve TNRC6’nin niikleer lokalizasyonu kanitlanmistir. Bu
nedenle, PTGS, hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada indiiklenebilir. Bununla birlikte,
benzerlikler disinda, sitoplazmik ve niikleer miRNA’lar arasindaki farkliliklar,
lokalizasyonu, hedefleri ve mekanizmalari farkli oldugu igin agiktir. Sitoplazmadaki
MiRNA’lar yalnizca olgun mRNA’ya erigebilir ancak DNA’ya erisemezler. Burada
sitoplazmik islevler, yalnizca miRNA-mRNA hibrid etkilesimi yoluyla post-
transkripsiyonel modifikasyonu igerir. Translasyon baskisina béliinme, de-adenilasyon,
5’-dekapaj veya ribozom ayrilmasi vasitasiyla aracilik edilir. Halbuki g¢ekirdekteki
miRNA, niikleoplazmada DNA ve RNA ile etkilesime girme sansina sahiptir. Bu
nedenle cekirdekte transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi regiilasyon mevcuttur.
Bununla birlikte, niikkleer miRNA sitoplazmik miRNA ile ayn1 post-transkripsiyonel gen
susturma (PTGS) mekanizmasini paylasir. Cekirdekte hedefler, kodlanmamis RNA’lar
ve mMiRNA’larin  oOnciilleri de dahil olmak tizere endoniikleer RNA’lardir.
Transkripsiyon diizenleme esas olarak miRNA-promotor etkilesimi vasitasiyla saglanir.
Ug tane miRNA-promotérii etkilesim modeli, yukarida incelendigi gibi, RNA-RNA
hibrid, RNA-DNA hibrid ve RNA-DNA tripleksidir. RNA-RNA hibrid modeli igin,
mMiRNA-Ago kompleksi kodlayici olmayan transkriptleri hedefler ve promoter
bolgedeki epigenetik modifikasyonu degistirmek igin epigenetik faktorleri alir [Lee vd.
(2003)]. MiRNA ayrica, histon modifikasyonunu degistirmek i¢in transkripsiyon
preinitiasyon kompleksi tarafindan kolaylastirilan promotérii dogrudan hedefleyebilir
[Portnoy vd. (2016)]. RNA-DNA tripleks modelinde miRNA, DNA topografisini

degistirerek transkripsiyonu etkinlestirmek veya bastirmak i¢in DNA ile ii¢lii sarmal
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yapi olusturur [Paugh vd. (2016), Toscano vd. (2014)]. Yakin zamanda, arttirict iligkili
mekanizma da kesfedilmistir [Xiao vd. (2016)]. Sonug olarak, niikleer ve sitoplazmik

fonksiyonlar arasinda hedef ve mekanizmalarin farkliliklar1 vardir.

Cizelge 1.2 MikroRNA’nin niikleer ve sitoplazmik fonksiyonlari arasindaki benzerlik

ve farkliliklar
Sitoplazmik Niikleer
Diizenlenme Transkripsiyon Transkripsiyon sonrasi veya Transkripsiyonel
diizeyi sonrast
Hedef MRNA Kodlanmamis RNA, pri-miRNA, promoter,
Mekanizma RNA-RNA hibridi | RNA-RNA hibridi, RNA-DNA hibridi,
RNA-DNA triplex

Etki Susturma Aktivasyon veya susturma

1.5.4 Kanserde MikroRNA’nin niikleer fonksiyonlar:

Kanser progresyonu, tiimoriin baslatilmasi, yiikseltilmesi, progresyonu, anjiyojenezi ve
metastazi iceren metabolik olarak dinamik bir stirectir. Klasik sitoplazmik bir bigcimde,
cok sayida calisma, miRNA’larin kanserde oynadigi roliin Onemli oldugunu
gostermektedir. Ornegin, glioma’da miR200c, moesin (MSN) mRNA’s1 ile etkileserek
timor biliyiimesini ve metastazi baski altina alir [Qin vd. (2017)]. MiR-4260 timor
siipresor kolorektal mutant kanser proteinini (MCC) ve SMAD4’ii hedef alarak
kolorektal kanserde bir onkopromoter olarak gorev yapmaktadir [Zheng vd. (2017)].
Buna ek olarak, niikleer miRNA’larin, ilgili gen lokiisiiniin promotériine etki ederek
kansere bagli cesitli tiimor ylikseltici / baskilayic1 genlerin veya transkripsiyonel
regiilasyona dahil olduklar1 bildirilmistir. Ilging olarak, miRNA’nin diger aktive
mekanizmalar1 da bildirilmistir [Cui vd. (2014)]. Son yillarda, gelisen bir literatiir
niikleer miRNA’lar ve kanser iizerine yogunlasti. Siiregelen zorluklara ragmen, oldukca
biiyliik sonuclar elde edilmistir. Tiimor baslatma, kendi kendine yetme ve apoptoz
Kanser baslangic1 ve ilerlemesinin, kendi kendine yetebilme ve otomatik yenilenme
yetenegine sahip oliimsiizlestirilmis hiicre gruplarina yol agabilecek anormal kontrol ve
biiyiime, farklilasgma ve apopitoz diizenleyici sinyallerin entegrasyonundan
kaynaklandig1 genel bir fikir birligidir [Scott vd. (1984)]. Apoptoz, hiicrelerin fizyolojik

ve patolojik kosullar altinda programlanmis hiicre 6liimii yasadigir diizenlenmis ve

26




diizenlenmis bir hiicresel siirectir. Kusurlar, apoptotik yolaklar boyunca herhangi bir
noktada ortaya cikabilir ve etkilenen hiicrelerin malign transformasyonuna, tim
metastaz ve ila¢ direncine neden olabilir [Xiao vd. (2016)]. Niikleer miRNA ve
transkripsiyonel gen susturma / aktivasyon mekanizmalariyla ilgili son zamanlarda
yapilan  aragtirmalar, tiimorigenez ve apoptoz  siireclerinde  anlayisimizi
zenginlestirebilecek bilgiler saglamistir. Kromatin immiino c¢okeltme ve RNA
taklitlerini kullanarak yapilan ¢alismalar, miR-423-5p’nin RNA polimeraz 1l doluluk
oranmni azalttigin1 ve insan meme kanseri hiicrelerinin progesteron reseptér (PR)
hizlandiricisinda histon 13’1in lisin 9 dimetilasyonunu (H3K9me?2) arttirdigini ve bunun
bir kromatin seviyesinde susturma mekanizmasin1 gosterdigini ortaya koymaktadir
meme bezi ve gogiis kanserinin gelisiminde endokrin etkilere aracilik eden PR

ifadesinin diizenlenmesi i¢in [Conneely vd. (2003)].

Onkojenik bir intronik miRNA olan MiR-483’iin en baskin imprinted insiilin benzeri
biliylime faktorii 2 (IGF2) gen promoteri P2’ye baglandigi bildirilmistir. MiR-483{in
ektopik ekspresyonu, IGF2 ekspresyonunun upregiilasyonunu, ayni zamanda timor
hiicre ¢ogalmasi, migrasyon, invazyon ve tiimor koloni olusumunda bir artisa neden
olur [Zhang vd. (2017)]. Alfa metilasil-CoA racemase (AMACR), prostat kanserinde
(PCa) asir1 miktarda asir1 eksprese edilir ve transkripsiyonel diizenleyicileri, c¢esitli
transkripsiyon faktorleri ve CTNNBI / B-katenin igerir. PCacells’de in vitro olarak
Erdmann K et al. Tarafindan yiiriitiilen ¢aligmalar [Erdmann vd. (2017)], miR-138’in
CTNNBZY’in transkripsiyonel indiiksiyonu yoluyla dolayli olarak AMACR’yi yukari-
regiile ettigini ortaya koymustur.

U¢ miRNA (miR-370, miR-1180 ve miR-1236), p21-promotdr baglanmasi yoluyla
niikleer p21 ifadesine neden olur. U¢ miRNA’nm ekspresyon seviyeleri, saglikli
kontrollerle karsilagtirildiginda mesane kanseri dokularinda azalmaktadir. Bu arada, bu
mMiRNA’larin ekspresyonu p21 mRNA ekspresyonu ile pozitif korelasyon gosterir. Bu
¢ miRNA’nin asir1 ekspresyonu esas olarak p21°i diizenleyerek mesane kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe eder [Wang vd. (2014)]. MiR-211, pro-apoptotik
transkripsiyon faktorii C / EBP-homolog proteini (CHOP) stres ve PERK’ya bagimli

sekilde asagi regiile eden bir sagkalim oncesi mikroRNA’dir. Bu, hiicrenin CHOP’un
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erken birikimini 6nlemesine ve apoptotik aktivasyondan 6nce homeostazi yeniden inga
etmesine izin verir [Chitnis vd. (2012)]. Fonksiyonel proteomik kullanan calismalar,
miR-124’tin bir RNA-aktivasyon fonksiyonu oldugunu ortaya koymustur; bunun
sonucu olarak, p27 promotérii bolgesi iizerine transkripsiyona baglanarak ve
indiikleyerek bir sonraki G1 arrestine yol acarak p27 protein ekspresyonunun dogrudan
indiiksiyonuna neden olmustur. Bir xenograft modelini kullanan in vivo ¢alismalarin
ortaya c¢ikmasi, nanopartikiil aracili MIR 124’{in verilmesinin, tiimoriin biliylimesini
azaltabilecegini ve apoptozu artirmak i¢in hiicrelerin etoposide sensitize olabilecegini
gostermistir [Seviour vd (2016)]. Benzer sekilde, miR-6734’1in, p21 gen ekspresyonunu
diizenleyerek ve daha sonra hiicre dongiisii durmast ve apoptozu indiikleyerek kolon
kanseri hiicrelerinin bilylimesini inhibe ettigi bulundu [Kang vd. (2016)]. MiR-877-
3p’nin baglanma bolgesi, timor siipresdr geni p16’nin promotdr alaninda bulundu. P16,
mesane kanserinin proliferasyonunu ve tiimorigenezisini inhibe etmek i¢in G1 fazinin
indiiksiyonu ile benzer bir fonksiyona sahiptir [Li vd. (2016)]. P16 / INK4a’nin, EPC
yaslanmasini telomeraz ile modiile ettigi varsayilmistir [ Yang vd. (2008)]. Genel olarak,
promotdr bolgeler ilizerinde esas olarak hareket eden niikleer miRNA’larin, kanser
baslatma siirecinde onkogenler, timor siipressorleri veya diger kansere bagli genlerin

ekspresyon profilini etkiledigi gozlemlenmektedir.

1.5.5 Metastaz ve Anjiyogenez

Tiimdr metastazi malign hiicrelerde genetik ve epigenetik degisikliklerin olugsmasini
igerir ve bu da kanser hiicrelerinin kiiresel yayilimina ve hastalarda yagami tehdit eden
kosullara neden olabilir. Metastatik kaskadin ani bir basamaginda anjiyogenezis ve
primer tiimoriin vaskiilatiir vasitasiyla tasinmasi ig¢in ana giizergahi saglar [Valatsyan
vd. (2011)]. Son yillarda, matriks metalloproteinaz (MMP) [Qu vd.(2015), Xiang vd.
(2015), Zheng vd. (2016)], protokadherin 9 (PCDH9) [Jingting vd. (2007)], E-cadherin
[Place vd. (2008)], soguk sok alan adi da dahil olmak iizere, miRNA endoniikleer
mekanizmalarin hedefleri olan bir dizi metastaz regiilatorii kesfedilmistir Bunlarin
bir¢ogu, epitelial mezensimal gegisin ekstraselliiler matriks (ECM) biitiinliigliniin veya

efektorlerinin diizenlenmesinde yer alan C2 (CSDC2) [Place vd. (2008)] vb.
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E-cadherin, cadherin siiper familyasina aittir ve hiicreler arasinda adezyon diizenleyicisi
olarak islev goriir. Bu gen tiimor baski geni olarak diisiiniiliir ve kayb1 bircok malign
timorde gozlenir. MiR-373, promoter baglanmasi yoluyla E-cadherin ve CSDC2
ekspresyonunu indiiklemektedir [Place vd. (2008)]. MiR-205, prostat kanserinde 1L24
ve IL32 tiimor baskilayict genlerin ekspresyonunu arttirir. MiR-205 transfeksiyonu,
hiicre biiylimesi, metastaz ve prostat kanseri hiicrelerinin invazivitesinde azalmaya

neden olur [Majid vd. (2010)].

Matris metalloproteinaz 14 (MMP-14), gesitli tiimorlerde gog ve invazivligi arttiran bir
membranonlasmis MMP’dir. Hem miR-337-3p hem de miR-584-5p, insan
nevroblastomasinda MMP-14 transkripsiyonunu inhibe eder. Her iki miRNA’nin asiri
ekspresyonu in vitro ve in vivo insan nevroblastomunun biiylimesi, metastazi ve
anjiyogenezinde azalmaya neden olur [Xiang vd. (2015), Wang vd. (2017)]. Gastrik
kanserde, miR-337-3p, Ag02’yi ise almak ve mide-bagirsak baskilayici kromatin
yeniden modellenmesini saglayarak, miyeloid zink parmak 1°i (MZF1) indiiklenen
transkripsiyonal aktivasyonu MMP-14’ti inhibe eder. MiR-337-3p gastrik kanser
hiicrelerinin biiylimesini, gogiinii ve anjiyogenezini in vitro ve in vivo zayiflatir [Zheng
vd. (2017)]. MiR-558, Heparanaz (HPSE) promotoriine baglanabilir ve Ago-l-bagimli
bir tarzda ekspresyon etkinligini arttirir. Heparanaz polimerik heparan siilfat
molekiillerini pargalayan ve koryokarsinomadaki gibi tiimoriin go¢ ve invazivitesi ile
iligkili olan bir endoglikosidazdir [Jingting vd. (2007)]. Tutarli bir sekilde, miR-558’in
knockdown ve asir1 ekspresyonu, noroblastoma hiicrelerinde tlimorojenez ve

saldirganlik tizerindeki pozitif fonksiyonunu gostermektedir [Qu vd. (2015)].

Kaderin siiper ailesi iiyesi olan Protokadherin 9 (PCDH9), hiicre-hiicresi yapismasini
kolaylastirir ve glioma’da asagi regiile edilir. MiR-215-5p, PCDH9’un hem
promotoriine hem de 3’UTR’ye baglanir ve glioma’da PCDH9 ekspresyonunu inhibe
eder [Wang vd. (2017)].

Niikleer uzunluktaki kodlamayan bir RNA olan Metastazla Iliskili Akciger
Adenocarcinoma Transkript 1 (MALAT-1), kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomasinda
(KHDAK) metastazda énemli bir rol oynamaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda, miR-9
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post-transkripsiyonel olarak MALATYL’i ¢ekirdekte Ago2’ye bagl olarak regiile eder
[Leucci vd. (2013)]

1.6 Kolon Kanserinde Eksozomal miRNA’larin Roli

miRNA’lar biyolojik siireglerin diizenlenmesi {izerinde biiylik bir etkiye sahiptir ve
mMiRNA’larin anormal ifadesi farkli kanserlerle iliskilidir [Lu vd. (2005)]. CRC’nin
gelisimi, gen mutasyonunun ve anormal metilasyonun biiyiik bir kismimni olusturdugu
ilerleyici bir olay olarak kabul edildiginden, miRNA’larin bu karmasik aglarda yer
aldigi bulunmustur [Faber vd. (2009)]. CRC’nin gelisimindeki miRNA’lara iliskin
mekanizmalar, CRC’nin tam1 ve prognozunda biyobelirtegler olarak potansiyel
miRNA’lar1 ve bunlarin molekiiler diizeyde kanser tedavisinde iimit verici etkilerini

kapsayan ilgili bulgular asagida 6zellikle ele alinacaktir.

Sekil 1.3 de sematize edilen bir ¢alismada, ii¢ liyeli miR-34 ailesinin hiicre ¢izgileri ve
dokularinda p53 tarafindan dogrudan diizenlendigini ve hiicre dongiisii diizenleyici
genlerin mikrodiziler ve algoritma tahminlerine dayanarak dogrudan miR-34 tarafindan
diizenlendigini bulmustur. Fonksiyonel kanitlar, Bcl-2 proteininin, antisens
oligoniikleotid transfeksiyonuna dayanan miR-34a fonksiyon kaybi ile fare embriyonik
kok hiicrelerinde miR-34 tarafindan dogrudan diizenlendigini gosterdi. MiR-34 ailesinin
iki liyesinin ifadesi, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin (KHDAK) 14’tinde (% 43)
onemli 6lciide azalirken, miR-34 ekspresyonunun restorasyonu, KHDAK hiicrelerinin
biiylimesini inhibe etti [Bommer vd. (2007)]. Ek olarak miR-34a’nin iki insan kolon
kanseri hiicre c¢izgisine (HCT 116 ve RKO) gecici olarak sokulmasi, hiicre
proliferasyonunu tamamen bastirdi ve E2F yolunun asagi regiilasyonu ve p53 yolunun
yukar1 regiilasyonu yoluyla yaslanmaya benzer fenotipleri indiikledi. Ayrica miR-
34a’nin 25 insan kolon kanseri dokusunun 9’unda eslesen normal dokulara kiyasla
azaldig1 bulunmustur [Tazawa vd. (2007)]. Ote yandan Sekil 1.4 ve 1.5 de de
gosterildigi  gibimiR-34a ayrica SIRT1 ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmiis ve
asetillenmis p53 seviyesini arttirmaktadir.. SIRT1’in miR 34a tarafindan baskilanmasi
eninde sonunda genis tip insan kolon kanseri hiicrelerinde apoptoza yol agmis, ancak

p53 igermeyen insan kolon kanseri hiicrelerinde bu durum s6z konusu olmamistir. miR-
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34a geninin kendisi p53’iin bir hedefi oldugundan, p53 ve miR-34a arasinda pozitif bir
geri besleme dongiisii oldugunu ve miR-34a’nin SIRT1-p53 yolu boyunca bir timdr
baskilayici olarak islev gorebilecegi one siiriilmistiir ['Yamakuchi vd. (2008)]. Makrofaj
migrasyon inhibitor faktorii (MIF), inflamasyon ve bagisikligin konak¢1 kontroliinde
kritik bir rol oynayan dogal bir sitokindir ve MIF, p53 tiimor baskilayici aktivitesini
inhibe edebilir [Hudson vd. (1999)]. ilging bir sekilde, MIF nin kolorektal karsinogenez
ve hipoksiye bagli apoptozda 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur [Ohkawara vd.
(2005), Wilson vd. (2005), He vd. (2009)]. MIF, CRC’nin tan1 ve prognozunda umut
verici bir biyobelirte¢ olarak kabul edilirken, miR-451’in asag1 regiilasyonu, mide
kanseri olan hastalarda daha kétii prognoz ile iligkili bulunmustur [Legendre vd. (2003),
Yasasever vd. (2007), Lee vd. (2008)]. Biyoinformatik analiz, MIF’nin miR 451’in
potansiyel bir hedefi oldugunu gostermistir. Mide kanseri ve CRC hiicrelerinde miR-
451°in asir1  ekspresyonu, hiicre proliferasyonunun azalmasiyla sonuglanmis,
radyoterapiye yatkinliklarini arttirmis, hem mRNA’da MIF’nin asag regiile ifadesi hem
de protein seviyesinde azalma gozlemlenmistir. Ayrica, mide tiimorlerinin
biyopsilerinde miR-451 ile MIF ekspresyonu arasinda, timor baskilayici olarak miR-
451’in roliinli 6neren ters bir baglanti gozlenmistir [Bandres vd. (2009b)]. Bir biitiin
olarak, miRNA’lar enflamasyon ve timor olusumunu baglayan sinyal yolunda rol

oynamaktadir.
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Sekil 1.4 Sinyal yollari, miRNA’larin genis fonksiyonlar sergiledigi kolorektal kanser
mekanizmasini inceleyen ¢esitli gruplardan tiretildi

A: MIF, goc engelleyici faktor; SIRT, sessiz bilgi diizenleyici iki protein. B: DCAMKL-1, ¢iftkortin ve
CaM kinaz benzeri-1; DNMT3A, DNA metiltransferaz 3A; 5-FU, florourasil; Tsp-1, trombospondin 1;
CTGF, bag dokusu biiyliime faktorii ve “a”, “b” ve “c” sirasiyla “let-7a” tarafindan “c-Myc”, “KRAS” ve
“kaspaz-3” {in baskilanmasini ifade eder. C: miR-200 ailesi miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve
miR-429’u igerir; TGF-B, donistliriicii biyiime faktori--; ZEBI1, ¢inko parmak E-kutusu baglayici
homeobox 1; ZEB2, ¢inko parmak E-kutusu baglayict homeobox 2; Bmi-1, B-hiicresine 6zgii moloney
murin [6semi virlisii yerlestirme yeri 1. D: APC, adenomatoz polipozis coli geni; ADAM17,
metallopeptidaz domen 17; Bcl-w, Bcl-2 ailesinin bir iyesi. E: COX-2, siklooksijenaz-2. F: Cdc25A,
hiicre bdliinme dongiisii 25 homolog A. “” ve “” sirasiyla “stimiilasyon” ve “supresyon” anlamina gelir ve
kesik ¢izgi CRC’de hala kanitlanmay1 bekleyen olasi bir iligkiyi temsil eder.Cdc25A, hiicre bdliinme
dongiisii 25 homolog A. “” ve “” sirasiyla “stimiilasyon” ve “supresyon” anlamina gelir ve kesik ¢izgi
CRC’de hala kanitlanmay1 bekleyen olasi bir iligkiyi temsil eder.sirasiyla “stimiilasyon” ve “supresyon”
anlamina gelir ve kesik ¢izgi CRC’de hala kanitlanmay1 bekleyen olasi bir iligkiyi temsil eder. [133]
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Sekil 1.5 Kolorektal kanserde sinyallesme yolaklari
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Sekil 1.6 Kolon Kanseri gelisiminde rol oynayan miRNA’lar

1.7 Eksozomal miRNA’lar ve kanser iliskisi

Kolorektal kanser, gastrointestinal sistemde en sik rastlanan habis tiimordiir. Kolorektal
kanserin ortaya ¢ikma sikligi son 10 yilda diinya ¢apinda yaklasik 2 ila 4 kat artmistir.
Erkeklerde CRC, akciger kanseri ve prostat kanseri sonrasinda 3. Sirada gelirken
kadinlarda akciger ve meme kanserinden sonra yine 3. Sirada en ¢ok goriilen kanser
tiirtidiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil ortalama 140.000 vakaya kanser teshisi
konulmakta ve bu tiir kanserler tiilkede 2. En ¢ok oliim sebebi olarak
gozlemlenmektedir. Eger hastaligin patofizyolojisi tam olarak belirlenir ve erken evrede
hastalara sistemik bir tani konulabilirse mortalite oranit diismiis olacaktir. Tarama
yontemi olarak Gaitada Gizli Kan Testi ve Kolonoskopi gibi agrili ve rahatsiz

yontemlerin haricinde rutinde kandan Karbonhidrat Antijen 19-9 (CA19-9) ve
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Karsinoemriyonik Antijen (CEA); Kolon, Karaciger, Pankreas ve Mide Kanseri dahil
pek c¢ok kanser tlirlinlin  tanisi igin tiimoOr biyobelirteci olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ancak bu belirteclerin CRC igin tamis1 i¢in duyarliligi o6zellikle
hastaligin erken asamalarinda diisiiktiir. Bu nedenle; CRC i¢in yiiksek duyarlilik, daha
az agr1 ve daha hizli tam1 i¢in spesifik belirte¢lerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Pek ¢ok calismada CRC’nin gelisimi ile ve prognozu ile iliskili
mMiRNA’larin kullanilabilecegi belirtilmistir. Tiimor dokularinda biiyiik oranda artan
birkag miRNA’larin kan, idrar, siit, tikriikk gibi viicut sivilar1 i¢inde de eksozomlar
yoluyla saptanabilecegi One siiriilmiistiir. Hiicreler arasi iletisimde rol oynayan
eksozomlarin igerisinde protein, lipit, karbonhidrat, miRNA da igeren niikleik asit
materyali bulundurmaktadir. Dolayisiyla; viicut sivilarindaki eksozomlarin miRNAlar1,
kanser tanis1 icin yararli biyobelirtecler olarak kullanilabilir. Tiimor hiicreleri,
mMiRNA’larin transferi de dahil olmak iizere genetik bilginin timdr biiylimesini ve
ilerlemesini destekleyen cevre hiicrelere aktarilmasi i¢in eksozom dahil pek ¢ok farkli
yontem kullanmaktadir. Huang ve Ark., CRC’nin erken evrelerinde kan dolagimindaki
mMiRNA’larin dolasimdaki profillerini arastirmistir. Arastirma neticesi olarak
dolasimdaki miRNA profillerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla adenomu olan
hastalarda %73 duyarlilik ve %79 ozgiilliikkle bulduklarini belirtmislerdir. Bu veriler,
ekstraseliiler miRNA’larin tiimorlerin erken tespiti i¢in gilivenilir gostergeler oldugunu
gostermektedir. miR-17-3p, kolon kanserinin tanisal bir markeri olarak
dogrulanmaktadir. Bu miRNA, patojenik kanserde rolii olan miRNA-17-92 gen
kiimesine aittir. Buna ek olarak, diski, icindeki miRNA’larin muhafaza edilmesiyle
incelenebilecek bagka bir biyolojik materyaldir. Diskida artan bir ekspresyon ile
tanimlanan en 6nemli miRNA’lar, miR-218, miR-203, miR-126 ve miR-16"dir; burada
miR-320 ve miR-192’nin ekspresyonu azalmistir.48,49 % 91 duyarlilik ve% 72
ozgiillik ile diskidaki miR-16 ve miR-126b’nin diisiikk ekspresyonu CRC varligini
saptamak i¢in kullanilabilir. Farkli asamalarindaki kanser hastalarinda eksozom varhigi
mutlaka incelenmelidir ¢ilinkii muhtemelen Bu popiilasyonda eksozomlar yiiksek
siklikta tespit edilebilir. Dahasi, dolagimdaki kinetik miRNAlar, bulasici hastaliklarin
veya yasam bi¢iminin degisiminin eksozomlar i¢inde dolasan gesitli miRNA’larda
degisiklige neden olup olamayacagini belirlemek i¢in ayrintili olarak analiz edilmelidir.

Bu, ilerdeki ¢aligmalarda eksozomlarin biyolojik belirte¢ potansiyelinin diizeltilmesine
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yol agar. Primer CRC hastalarmin serumunda mikro-dizilimli ekzozomal miRNA
profillemesine dayanan ¢aligmalarda, sekiz miRNA (let-7a, miR-1224-5p, miR- 1229,
miR-1246, miR-150, miR-21, miR-223 ve miR-23a) serum exozomlarinda Onemli
Olclide artmis ve ameliyattan sonra asagi diizenlenmistir. CRC hiicreleri sirasiyla kan
akisina miRNA’lar iceren eksozomlar salmaktadir alict hiicrelere sinyal gonderir. Serum
eksozomlarindaki miR-19a CRC’nin tekrarin1 6ngérmek i¢in potansiyel bir biyolojik
belirteg olabilir. Serum miR-19a ekzozomlarinin ekspresyonu, CRC’li hastalarda
saglikli kontrol grubuna gére daha yiiksekti. Ustelik, miR-25-106b ve miR-17-92a
kiimeleri, malignite derecelerini yiikseltmede etkilidir. Ozellikle, tiimdr yapimcisi
miRNA kiimesi olarak bilinen miR-17-92a’nin, kolon kanseri, akciger kanseri ve
lenfoma gibi farkli kanser tilirlerini arttirdign gosterilmistir. Bu bulgular, CRC
hiicrelerinin hayatta kalabilmek i¢in ekzozomal miRNA’lar saldigin1 diisiindiirmektedir.
Genomik degisiklikler igin miR-19a’nin asin ekspresyonu olan hiicreler, miR-19a’dan
zengin  eksozomlar1  serbest birakabilir. MiR-19a’nin  kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu ve istilasini arttirdigi veya islev kaybi ile sagladigi bildirilmektedir.
MiR-19a’nin islevi heniliz tamamen net degildir. Bununla birlikte, ¢esitli raporlar,
lenfoma hiicrelerinde, gastrik kanser hiicrelerinde ve mesane kanseri hiicrelerinde timor
biliyiimesini baskilayan baskilayict gen PTEN’li miR-19a’nin tiimor olusumunda rol
oynadigimi  gostermistir. Eksozomal miR-19a yiiksek ekspresyonu CRC’de Kkoti
prognozun potansiyel belirleyicisiyle iligkilendirilmistir. Genel olarak, CRC hastalarinin
serumunda biiyiik miktarda miR-19a eksozomu tiimor rekiirrensi ile iligkilidir. miR-19a,
CRC’nin erken ve ileri evrelerinde hastalarda artar. Elde edilen sonuglar, miR-19a’nin
kolorektal onkogenezin erken evrelerinde kullanilabilecegini gostermektedir. Diger
calismalar, MV’lerdeki proteaz yiikiiniin islevsel olarak saglam oldugunu ve matris
bozunumunu arttirdigin1  belirtmektedir. Bu c¢alismalarin  ilging kismi, tiimor
hiicrelerinden salinan MV’lerin proteolitik aktivitelerinin malignite ve invazivlik ile
dogrudan iligkili oldugunu gosterdiklerini gostermektedir [Lee vd. (2003)]. Ancak
kanser hiicrelerinin ve diger hiicrelerin hem MV’lar1 hem de eksozomlar: ilgili
Ozelliklerle serbest biraktiklari inkar edilemez. Bu durum trombositlerde, endotel
hiicrelerinde ve diger bazi hiicrelerde de goriilebilir [Lee vd. (2003)]. Ekzozomlarin
molekiiler kompozisyonu fizyolojisi, orijin dokusu veya hiicredeki patofizyolojik

degisiklikler oldugunu gostermekte; bu da, hastalik teshisi i¢in biyolojik belirte¢ olarak
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eksozomlarin belirgin potansiyelinden kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar, en azindan
bagisiklik sisteminde, hiicrelerarasi eksozom iletisiminde etkin bir role sahip olan bir
hipotezin temeli olup, ilk klinikte onlar1 eksozom-bazli hiicre igermeyen yeni bir tip
olarak kullanmaya tesvik etmektedirler. Bunlar, timdr biiyiimesini baskilamak ig¢in

dendritik hiicrelere alternatif tedavi olarak atfedilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Yapilan bu tez calismasi kapsaminda kolon kanseri eksozomal miRNA’lariin hiicre
kiiltiirti boyutunda incelenebilmesi i¢in HT-29 kolon adenokarsinom ve FCH normal
kolon hiicreleri kiiltiir edilmis ve atik vasatlar1 eksozom izolasyonu amaciyla
saklanmistir. Epitelyal morfolojideki FCH hiicrelerinin kiiltiiri 10 mM HEPES, 10
mg.mL-1 kolera toksini, 0.005 mg.mL-1 insiilin, 100 ng.mL-1 hidrokortizon, %10 fetal
bovin serum (FBS) iceren DMEM:F12 kiiltiir ortaminda (tam vasat, TV) yapilmistir.
DMSO’nun uzaklagtirilmasi i¢cin TV eklenerek 300 g’de 5 dakika santrifiijlendikten
sonra slipernatant atilmistir. Pellet 4 mL TV ile restispanse edilip, T25 kiiltiir kabina
yaytlmistir. 1 hafta siiren kiiltiirasyon isleminin 4. glinlinde medium ¢ekilerek atilmais,
hiicreler soguk PBS ile 3 kez yikanmis ve taze besi yeri ilave edilerek kiiltiir edilmeye
devam edilmistir (Sekil 2.1). Kiiltlirasyon igslemi %95 bagil nem, %5 karbon dioksit ve
37°C sicakliktaki Panasonic marka inkiibatorde gerceklestirilmistir. 7. giinde besi yeri
cekilip atilmig, soguk PBS ile 3 kez yikama yapilmigs ve ardindan 1 mL 9%0.25
Tripsi/EDTA ile inkiibator ortaminda 5 dakika etkilestirilerek hiicrelerin kiiltiir
plastiginden kalkmalar1 saglanmustir. Invert faz/kontrast mikroskobu (Leica DM 1IL) ile
hiicrelerin yiizeyden ayrildiklarinin belirlenmesinin ardindan kiiltiir kabina 9 mL TV
ilave edilerek tripsin aktivasyonu inhibe edilmis ve ardindan 300 g’de 5 dk
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiirlilmiistiir. Hiicre pelleti 12 mL TV’de resiispanse
edilerek 3 T25’¢ dagitilmis ve bagil bolluga ulagincaya dek kiiltiirasyon devam
ettirilmigtir. 1. pasajdan sonraki her asamada atik vasat 50 mL’lik Falcon tiiplerine

alinarak eksozom izolasyonuna kadar -20°C’ta saklanmustir.

HT-29 Insan Kolorektal Kanser Hiicre Hatti ATCC firmasindan temin edilmistir.
Kiiltiirasyon islemi i¢in 5SA McCoy’s, 2mM Glutamin ve %10’luk FBS ile resilispanse
edilerek hiicrelerin Freezing Medium’undan kurtulmalar1 saglanmistir. Karigim 13000
g’de 5 dk santrifiijlenmis ve tekrar resiispanse edilerek T25 kiiltiir kabina alnmistir.

Ancak hiicre yogunlugundan dolay1 T75 e aktarilmistir. T75 kiiltiir mediumunda alinan
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hiicrelerin canliligi, yapiskanlig1 ve ¢ogalmalar1 incelenmistir. Hiicre ekiminden sonraki

6. Giin kiiltiir mediumunun yarisi ¢ekilerek atik vasat olarak -20 °C’ da saklanmustir.

Hiicre sayim1 hemasitometre ile yapilmistir. Bu amagla santrifiijleme isleminin ardindan
1 mL TV’de resiispanse edilen hiicrelerden 10 uL alinarak 10 uL trypan blue ile
karistirllmis ve hemasitometre’nin 2 bolmesine 10’ar uL enjekte edilmistir. Sayim

islemi faz/kontrast mikroskobu altinda yapilmigtir. Laboratuvar kurallarinca iist-sol

kenardaki hiicreler sayilirken sag-alt kenardakiler hesaba katilmamustir.

.'/GOH/

OQ'JT-ZQ Passage 2 Day 0

Sekil 2.1 FCH normal kolon hiicrelerinin ve HT-29 hiicre hattinin Invert faz/kontrast
mikroskobu ile ¢ekilmis goriintiileri

Eksozom izolasyonu amaciyla hiicre kiiltiir vasatlari i¢in 1:1 oraninda %30 ‘luk Poli
Etilen Glikol c¢ozeltisi (Mw: 6000) eklenerek alt-list edilerek homojen karisim

saglandiktan sonra 1 gece +4 °C’de bekletilmistir.
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Ertesi giin bekletilen 6rneklerden eksozomlarin izolasyonu i¢in masaiistii EPPENDORF
Mini Spin mikrosantrifiij ile 13400 rpm de 15 dk santrifiijlenerek tlip dibinde ¢okelti
gozlemlenmistir. Siipernatant hiicre debrisleri igerdiginden atilmistir. Deneye eksozom

pelleti iizerinden devam edilmistir.

Sekil 2.2 24 saat inkiibasyondan sonra ¢oken eksozomlarin toplanmasi i¢in santrifiij
edilmesi

Elde edilen ¢okelti 400 uL. pH 7.4 sterilize edilmis PBS ile resiispanse edilerek mikro
RNA da iceren Total RNA izolasyonuna gegilmistir.

2.2 Serum/Plazmadan Eksozom izolasyonu

Serum ve plazma ayrildiktan sonral,5 ml’lik santrifiij tiipiine alinir ve asagidaki tabloda
verildigi gibi ExoQuick™ Eksozom Coktiirme Soliisyonu ( Cat# EXOQ5A-1 Cat#
EXOQ20A-1) ile 250 uL serum/plasma Ornegi basma 67 ulL Eksozom Coktiirme
Soliisyonu olacak sekilde ve hiicre kiiltiir vasatlari igin de 1:1 oraninda %30’luk Poli
Etilen Glikol ¢ozeltisi (Mw: 6000) eklenerek alt-iist edilerek homojen karisim

saglandiktan sonra 1 gece +4 °C’de bekletilmistir.
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Sekil 2.3 Serum/Plazma’nin mikrosantrifiij tiipiine alinarak (A,B) {iizerine eksozom
coktiirme reaktifi (C, D) ilave edilerek bir gece +4 °C’de inkiibe edilmesi
(E).

Ertesi giin bekletilen 6rneklerden eksozomlarin izolasyonu i¢in masaiistii EPPENDORF
Mini Spin mikrosantrifiij ile 13400 rpm de 15 dk cevrilerek tiip dibinde cokelti
gozlemlenmistir. Siipernatant hiicre debrisleri i¢erdiginden atilmistir. Deneye ¢okelti

tizerinden devam edilmistir.

Sekil 2.4 1 gece inkiibasyondan sonra ¢oken eksozomlarin toplanmasi igin santrifiij
edilmesi
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Cizelge 2.1 Hasta, saglikli kan 6rnekleri ve saglikli-HT-29 Hiicre hatlari iizerine ilave
edilen ¢oktlirme reaktifleri

Tiip Igerigi Tiip Kodu Eklenen Serum/Plasma/ Hiicre | Eklenen Exoquick Eksozom
Kiiltiirii Atik Vasati Coktiirme Soliisyonu ve PEG
hacmi

Saglikli 1. Goniillii S1 500 uL 134 uL Exoquick
Saglikli 1. Goniilli S2 500 uL 134 uL Exoquick
Saglikli 1. Goniilli S3 500 uL 134 uL Exoquick
Saglikli 1. Goniilli S4 500 uL 134 ulL Exoquick
Saglikli 1. Gontilli S5 500 uL 134 uL Exoquick

1. Hasta H1 500 uL 134 uL Exoquick

2. Hasta H2 500 uL 134 uL Exoquick

3. Hasta H3 500 uL 134 uL Exoquick

4. Hasta H4 500 uL 134 uL Exoquick

5. Hasta H5 500 uL 134 uL Exoquick

6. Hasta H6 500 uL 134 uL Exoquick

7. Hasta H7 500 uL 134 uL Exoquick

8. Hasta H8 500 uL 134 uL Exoquick

9. Hasta H9 500 uL 134 uL Exoquick
HT-29 Kolorektal HT-29 16 mL 16 mL Poli Etilen Glikol
Adenokarsinom Hiicre
Hatt1 Atik Vasati
Saglikli Kolon Hiicre Hatt1 | Co-Epi 50 mL 50 mL Poli Etilen Glikol

Atik Vasati

Elde edilen ¢okelti 400 uL pH 7.4 sterilize edilmis PBS ile resiispanse edilerek mikro

RNA da iceren Total RNA izolasyonuna gegilmistir.

2.3 RNA izolasyonu

Bu calisma i¢in 400 uL de resiispanse edilen eksozom c¢dzeltilerinden 200 ‘er upL

alarak QIAGEN miRNeasy Serum / Plasma Kit protokolii ile asagida verildigi sekilde

izolasyon yapilmistir.
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200 uL eksozom c¢ozeltisi 2 mL’lik DNaz ve RNaz igermeyen santrifiij tiipiine
alinmistir. Her birinin lizerine 60 uL RPL tamponu ( hiicre lizisini saglayan deterjan
coOzeltisi) eklendikten sonra 5 sn vortekslenmistir. Ardindan 3 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra tizerine 20 uL RPP ( Asetik Asit ve Cinko Kloriir igeren Protein
coktiirme reaktifi) tamponu eklenerek 20 sn vorteklenmistir. Tekrar 3 dk oda
sicakliginda  inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 12.000 g’de 3 dk
santrifiijjlenmistir. Bu sayede RPL ile hiicre lizis edilerek RPP ile proteinler
coktiiriilerek tiip dibinde beyaz ¢okelti gozlemlenmistir. Elde edilen siipernatant ( =230
uL) yeni bir mikro santrifiij tiipiine almarak iizerine %100 derisimdeki izopropanol
cozeltisi ile DNA’ larin ¢okmesi i¢in dnce vortekslenmistir. Ardindan ¢6zelti miRNeasy
Spin Kolon tiipiine alinarak kapag: kapali bir sekilde 8.000 g’de 15 sn santrifiijlenmistir.
Spin kolonunun i¢inde bulundugu toplama tiipiiniin i¢erisindeki sivi atilmistir. Ardindan
Spin kolonuna 700 uL RWT tamponu eklenerek 15 sn 8.000 g’de santrifiijlenmis ve
toplama kabindaki sivi atilmistir. Spin Kolonu’nun tizerine 500 uL % 80’lik Etanol
cozeltisi eklenerek 2 dk maksimum hizda santrifiijlerek kolon membrani yikanmistir.
Santrifiijden sonra spin kolonu yeni 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alinarak kapagi agik
sekilde maksimum hizda membrant kurutmak icin 5 dk santrifiijlenmistir. Toplama
tiiptindeki siv1 tiip ile beraber atilarak spin kolonu 1,5 mL’lik yeni tiipiine alinmis ve
tizerine memranin merkezine gelecek sekilde 20 uL RNaz icermeyen su eklenerek oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir. Ardindan RNA’y1 eliie etmek i¢cin maksimum hizda
1 dk santrifiijlenmis ve spin kolonu atilmistir. Toplama tiipiinde 18 uL RNA iceren eliiat
bulunur. Bu eliiattan 2 pL alinarak NanoDrop Cihazinda RNA miktarlar asagidaki gibi

Olgtilmiistiir:

S1-5 ve H1-5 deneylerinde RNA igerikleri 10 ng/ uL olacak sekilde H6-10 ve hiicre
kiiltiir vasatlarinin RNA igerikleri 3,5 ng/ uL olacak sekilde cDNA sentezi dizayn

edilmistir.
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Sekil 2.5 RNA izolasyon goriintiileri

2.4 cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in yukarirda RNA igerikleri belirlenen o6rneklerden miScript Ters
Transkripsiyon kiti kullanilarak asagidaki miktarlarda alinarak deney dizayn edilmistir:

Cizelge 2.2 S1-5 ve H1-5 numunelerinin cDNA sentez tasarimi

Tiip Kodu S1 |S2 |S3 |S4 |S5 |H1I |H2 |[H3 |H4 |H5
Alinan miktar (uL) | 3,22 [ 0,88 | 6,25 | 1,45 | 4,54 | 1,72 | 1,12 | 4 1,69 | 3,3
5x Reaction Buffer | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
(uL)

10x Enzim Mix 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(uL)

RNaz igermeyen 3,78 16,12 10,75 | 555 | 2,46 | 5,28 | 5,88 | 3 531 1| 3,7
su (uL)

Toplam Hacim 10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10
(uL)

Cizelge 2.3 H6-10 ve Hiicre Kiiltiir Atiklarinin cDNA sentez tasarimi

Tiip Kodu H6 H7 H8 H9 HT-29 Co-Epi
Alinan miktar (uL) | 7,00 5,00 1,60 4,38 0,92 2,50
5x Reaction Buffer | 2 2 2 2 2 2

(uL)

10x Enzim Mix 1 1 1 1 1 1

(uL)

RNaz igermeyen su | - 2 5,40 2,72 6,08 4,50
(uL)

Toplam Hacim 10 10 10 10 10 10
(uL)
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Buz iizerinde hazirlanan bu karisimlar BIORAD Thermal Cycler cihazinda 60 dk
boyunca 42°C ‘de inkiibe edilerek igeriginde bulunan ters transkiptaz enzimi ile mikro
RNA’lar dahil olmak iizere toplam RNA igerigi cDNA’ya ¢evrilmistir. Inkiibasyondan
sonra ters transkripsiyonu inhibe etmek i¢in 95 °C’ de 5 dk sitilarak Kantitatif Real-

Time PCR boliimiine gecilmistir.

2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Reaksiyonun baslamamasi ve degredasyonu 6nlemek igin karigimlar hazirlanirken buz
tizerinde ¢alisilmistir. S1-5 ve H1-5 te cDNA miktarlar1 10 ng/ uL ve H6-9 ile Co-Epi
ve HT-29 da 3,5 ng/ uL numune igermektedir. PCR igin yapilacak olan seyreltmede S1-
5 ile H1-5 numuneleri 1/40 oraninda H6-9 ile Co-Epi ve HT-29 numunelerinde 1/13
oraninda numuneler diliie edilerek ¢alisilmistir. PCR igin 2 ml’lik tlipte asagidaki gibi

primerler ve SYBER GREEN fliioresans boyasi igeren master mix’lerden eklenmistir.

60 uL SYBR 60 uL SYBR 60 uL SYBR 60 uL SYBR 60 uL SYBR
Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim
Karigim Karigim Karigim Karigimi Karigimi
+ + + + +
12 uL U6 12 uL miR- 12 puL miR-21 12 uL miR-92a 12 pL miR-

primeri 19a-3p primeri orimeri orimeri 1246 primeri

Hazirlanan bu enzim ve primer karisimlar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun yapildig
96 kuyucuklu tabakalara her kuyucuga toplam hacim 10 uL olacak sekilde her kuyucuk
icin enzim karisimindan 6 plL ve cDNA’dan da 4 ul eklenmistir. Tabaka asagida

verildigi gibi tasarlanmistir:
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Cizelge 2.4 Hasta-goniillii ve hiicre hatt1 atik vasatlarinin PCR i¢in eklendigi tabakanin
varsayimsal goriintiisii

S1|S2 |S3 |S4 |S5 |Bos|Hl |H2 | H3 H4 H5 Bos
U6
MiR-19a-3p

miR-21

miR-92a
miR-1246

I ® T

S2 1S4 |S5 [H6 |H7 |H8 |H9 |SU | BOS | Co-Epi | HT-29 | SU
u6

MiR-19a-3p
miR-21

miR-92a
miR-1246

I ® m

Cizelge 2.4’de verildigi sekilde tasarlanarak kuyucuklara eklenen enzim karigimlari ve
cDNA ornekleri asagida yazilimi iizerinden reaksiyon kosullarinin fotografi verilen

BIORAD CFX-96 qRT-PCR cihazi ile analizler yapilmustir.
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for 0:05 + Flate Read

END

Sekil 2.6 Uygulanan polimeraz zincir reaksiyon protokolii

Yukarida cihaz yazilimi tizerinden verilen protokol su sekildedir:

1- 95 °C © de 3 dk isitilarak DNA’nin denatiire edilerek zincirlerinin ayrilmasi

saglanmstir.

2- 95 °C * de 10 sn bekleme basamaginda dongii tekrarinda primerlerin baglanmasi

saglanmistir.

3- 60 °C “ de 30 sn bekletilerek Taq Polimeraz enzimi ile zincirlerin uzamasi
saglanmistir. Ve bu baglanma sebebiyle enzim karisiminda bulunan SYBR
Green boyasi yapilan ayrilarak fliioresan 151ma meydana getirmistir. Bu is1manin
kaydedilmesi ile de baglanmanin gerceklestigi ve dolayisiyla ekspresyonlari

Olgtilmiistiir.

4- Bu basamakta dongii tekrar 2. Basamaga giderek 44 defa ayni isleme tabi

tutulmustur.
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5-

95 °C ¢ ye tekrar isitilma ile Taq Polimeraz inaktive edilerek reaksiyon

sonlandirilmistir.

6. Basamakta sicakligin 65 °C’ye indirilip 0,5 °C’lik artiglarla tekrar 95 °C’ye
cikarilmasit Melting Curve (Erime egrisi) olarak adlandirilmaktadir. Bu asama
cogalan DNA bolgesinin hedef bolge oldugunu kesinlestirmek igin yapilmistir.
Erime egrisinin analizinde SYBR-Green gibi, floresan boyalarin kullanildigi
analizlerde ikili sarmal DNA Orneginin sicaklig1 yavas yavas artirilarak floresan
sinyalin sicakliga bagli degisimini gosteren bir grafik olusturulur. Floresan
sinyalin ani distiigii tepecikler sayesinde DNA iplikgiklerinin birbirinden

ayrilmalar1 gosterilir.
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3. ANALIiZ VE BULGULAR

3.1 Eksozomlarin Karakterizasyonu

3.1.1 Western Blot analizi

Eksozom izolasyonu sonrasi western blotlama icin jellere 30 pL eksozom
reslispansiyonu yiiklenmistir. Yiiklenecek eksozom resiispansiyonu 6X Laemmli (10
ml i¢in; 1.2g SDS, 6mg bromfenol mavisi, 4.7 ml gliserol, 1.2 ml 0.5M Tris pH 6.8)
tamponu ile 5:1 oraninda karistirilip; 95°C’de 5 dakika kaynatilip, proteinlerin denatiire
olmasi saglandiktan sonra jellere yiiklenmistir. %5°lik ayirma ve %10’luk kosturma jeli
kullanilmistir. Ornekler PVDF membrana transfer edildikten sonra %3’lik Bovin
Serum Albiimin (BSA)’da bloklanmistir. Bloklamay1 takiben membran primer antikora

alinmustir.

Primer antikorlar +4C’de gece boyu birakildiktan sonra 3 kez 10 dk PBS (Fosfat
tamponu) -Tween’de yikanmistir. Sekonder antikorlar primer antikorlara uygun olarak 1
saat oda sicakliginda ve 1:5000 diliisyonda uygulanmis ve devaminda 3 kez PBS-Tween
ile yikanmigtir. Sekonder antikorlar Horse Radish Peroksidaz (HRP) konjuge olarak

alindig1 icin ECL (Gelistirilmis Kemiliiminesans) ile goriintiileme yapilmaistir.
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CoEpi HT-29

CD9 24 kDa

CD63 30-65 kDa

Sekil 3.1 CoEpi ve HT-29 hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin CD9 ve CD63
eksozom yiizey belirteclerinin varligini gésteren Western Blot analizi

3.1.2 Yiiksek kontrasth transmisyon emisyon mikroskopisi analizi

3.1.2.1 TEM icin 6rnek hazirlanmasi

Eksozom resiispansiyonu sonrast numuneden 5 pL alinarak %4’liikk Paraformaldehit ile
grid lizerinde inkiibe edilmistir. Ardindan grid {izerine yapismayan fazla numune ve
safsizliklar1 ortamdan uzaklastirmak icin saf su ile 3 defa yikama yapilmistir. Capraz
baglayici olarak %1°lik Gluteraldehit ile 5 dk muamele edilmis ve yine saf su ile 2 defa
yikama yapilmistir. Eksozom zarlarinin boyanmasi i¢in %0,5°lik 5 pL Uranil Asetat ile
boyama islemi gerceklestirilmistir (Bu asama TEM analizi alinmadan yarim saat once
yapilmistir). TEM goriintiisi FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM Mikroskop ile

alinmustir.

50



Sekil 3.2 lizole edilen eksozomlarm Yiiksek Kontrastli Transmisyon Emisyon
Mikroskopisi goriintiileri

Sekil 2.4°de de goriindiigii gibi izole edilen pelletlerde eksozom varligi Western Blot
analizinde eksozom yiizey belirtecleri olan CD9 ve CD63 antikorlar1 isaretlenip ayni
bantta goriintiilendigi ve TEM analizinde de elde edilen keseciklerin literatiire gore 50-

200nm capinda olan eksozomlar oldugu ve bu sonuglarla uyustugu gézlemlenmistir.
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3.2 RNA Miktarlar1 Ol¢iim Sonuglar

Cizelge 3.1 Nanodrop Cihazi ile eksozomlardan izole edilen RNA miktarlar

TUP KODU RNA MIKTARI (ng/ uL)

S1 31

S2 22,6 (cDNA i¢in 1:1 diliie edilmistir = 11,3)
S3 1,6

S4 6,9

S5 2,2

H1 58

H2 18,2 ( cDNA i¢in 1:1 diliie edilmistir = 9,1)
H3 2,5

H4 5.9

H5 3,0

H6 0,5

H7 0,7

H8 2,2

HO 0.8

HT-29 14

Co-Epi 3,8
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3.3 PCR Sonuglari

Cizelge 3.2 CoEpi’ye kiyasla HT-29 hiicre hatti atik vasatindan izole edilen
eksozomlardaki ekspresyon seviyeleri

Numune Kodu
Cq Degerleri Ekspresyon Seviyeleri
u6 miR-19a-3p | miR-21 miR- miR-19a-3p | miR-21 miR-1246
1246

S1 31,11 | 31,34 - 34,96 | 22,57229 - 5,96471
S2 29,11 | N/A 36,11 N/A N/A 0,01699 N/A
S3 29,3 34,46 - 32,31 | 0,73844 - 10,6430
S4 31,67 | 36,39 34,04 38,09 | 1,00000 1,00000 1,00000
S5 30,03 | 32,33 30,85 35,29 | 5,37181 0,21980 2,24117
Ortalama 30,24 | 33,63 33,67 35,16 | 7,42064 0.41226 4,96237
H1 32,14 | 32,27 - 35,35 | 24,08517 - 9,28363
H2 32,58 | 32,59 40,36 | 26,18232 - 0,38912
H3 28,01 | 28,81 - 30,49 | 15,27717 - 15,42354
H4 30,47 | 29,56 - 34,21 | 49,84305 - 6,45138
H5 32,36 | 30,84 - 33,02 | 75,69287 - 54,48830
H7 35,17 | 28,44 27,58 34,55 | 396,66314 | 72,88626 95,12392
H8 35,14 | 36,16 34,28 38,02 | 1,84666 0,69074 8,40521
H9 30,30 | 35,48 34,76 38,83 | 0,10319 0,01730 0,16729
Ortalama 31,13 | 31,77 32,21 35,60 | 73,7116 24,5314 23,7169
Co-Epi 25,50 | 29,40 26,20 25,31 | 1,00000 1,00000 1,00000
HT-29 43,93 | N/A 33,03 36,30 | N/A N/A 172,2969

Ekspresyon i¢in asagida verilen formiiller kullanilarak cihaz yazilimi sayesinde goreceli
ekspresyonlar yukarida verilmistir. Cq degeri kantifiye olabilecek miktara gelen dongi
sayisidir. Bu degerden sonra hangi numune ile ve hangi primer ile ¢alisiyorsa o numune
ve primer ilgili gen bolgesini ¢ogaltarak sayilabilecek seviyeye getirmis olmaktadir. Bu

degere de Cq degeri yani QuantifiedCycles degeri denilmektedir. Buna gore;
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thedef -Cque = Athedef (3.1)

CQkontrol - CQU6 = Aquontrol (3-2)

2_(ACQhedef_ACQRontrol) = AACCI = Ekspresyon (33)

Denklemlerinden 1.sinde hedef genin quantifiye edilebilen dongii degeri ile
housekeeping gen arasindaki farkliligi 6lgmek icin bu deger kullanilmistir. 2.
denklemde ise kontrol grubu olarak kullanilan goniillii sagliklilarda bu denklem
kullanilarak 3. denklem i¢in goniillii ve hasta grubu arasindaki fark ile artan ekspresyon

oranlar1 hesaplanarak biyobelirteg olarak kullanilabilecek miRNA’larin belirlenmesi

saglanmistir.
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Sekil 3.3 Saglikli ve Kolon kanserli hiicre hatlarinda miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri
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4. SONUC

Baslangigta biyobelirteg olarak kullanilabilecek 5 fakli eksozomal mikro RNA’lar olan
miR-19a-3p, miR-21, miR-92a, MiR-196b-5p ve mMIiR-1246’nin primerleri siparis
edilmistir. Ancak gelen miR-196b-5p primeri ¢alismadigi i¢in analizden ekarte
edilmistir. Kalan 4 eksozomal miRNA’dan yapilan ¢alisma sonuglar1 yukaridaki tabloda
verilmistir. Bu tabloda N/A olarak yazilan degerlerin 45 dongiide belli bir Cq degerine
ulasamadig1 gozlenmistir. Dolayisiyla saglikli kolon hiicre hattinda belirli bir Cq degeri
ve ekspresyon seviyesi olmasina ragmen kolorektal adenokarsinom hiicre hatt1 olan HT-
29 hiicre hattinda 45 dongiiden 6nce Cq degerinin olmamasi ve dolayisiyla ekspresyon
seviyelerinin Ol¢iilememesi bu hiicre hattinda miR-19a-3p, miR-21 ve miR-92a’nin
ekspresyonlarinin azaldigini ve miR-1246’nin ekspresyon seviyesinin 172 kat up regiile
oldugu gozlenmistir. Yine hasta grubunda goniillii sagliklilara kiyasla miR-1246’nin en
diisiigii 6 kat en yiikseginin 95 kat ve ortalama 24 kat up regiile oldugu gozlenmistir ( 2
hastada 1’den kiigiik olan ekspresyon seviyeleri gozardi edilmistir). Hasta grubunda
miR-19a-3p ekspresyon seviyelerinin en diisigii 2kat ve en ylikseginin 396 kat olmak
lizere ortalama 74 kat up regiile oldugu goézlenmistir. miR-21’in 3 hasta da sonug
vermesi ancak 1 hasta da 73 kat up regiile oldugu gozlenmistir. Yine miR-92a’nin
ekspresyon seviyesinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle dlgiilemedigi gézlenmistir. Buna
gore hasta gruplarinda miR-19a-3p’nin ve miR-1246’nin artan ekspresyon seviyelerine
bakarak Kolorektal Adenokarsinom hastalarinda erken biyobelirteg olabilecegini One
stirmekteyiz ancak yapilan bu calismada hasta sayisinin az olmasi sebebiyle daha
kapsamli bir ¢aligma ile bu sonuclarin valide edilmesiyle sonuglarin kesinlestirilmesi

gerektigini bildirmekteyiz.
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