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OZET
Doktora Tezi

Insan Kemik Iligi Kaynakli-Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarmin Kolorektal Kanser

(KRK) Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi
Oznur Coskun
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. Kamil Can Akgali

Kanser; insidans1 ve mortalitesinin yiiksek olmasi nedeniyle diinyanin en 6nemli halk
saglig1 problemlerinden biridir. Kanserin progresyonu ve yayilimina etki eden faktorleri
saptamak, kanser arastirmalarinin en 6nemli hedeflerinin basinda gelmektedir. Bu doktora
tezinin amaci, diinyada en sik goriilen kanser tiplerinden biri olan kolorektal kanserde (KRK)
Mezenkimal Kok Hiicre (MKH) eksozomlarinin progresyon ve yayilima nasil etki ettiginin
saptanmasidir.

Bu tez ¢alismasinda, insan kemik iligi kaynakli MKH (primer ve hiicre hatti)
eksozomlar1 izole edilip karakterize edilmistir. MKH eksozomlar1 kolorektal kanser
hiicreleri ic¢inde goriintiilenmis ve ardindan HT29 hiicre hatlarina uygulanarak yara
iyilesmesi deneyi, MTT deneyi ve invazyon-metastaz deneyi gerceklestirilmistir. Daha
sonra biyoinformatik analizle KRK’da farkli eksprese olan ve EMT ile iliskilendirilmis
miRNA’lar tespit edilmistir. Eksozom uygulamasi yapilmis HT29 hiicrelerinde, EMT-
transkripsiyon faktorlerinin ve EMT iligkili miRNA’larin ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Daha sonra HT29 hiicreleri miR126 mimikleri ile transfekte edilmis ve
transfeksiyon sonrast HT29 hiicrelerinin yara iyilesmesi ve MTT deneyi ile EMT-
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeyleri saptanmistir. Son olarak miR126’nin
yolak analizi yapilmis ve kolorektal kanserle baglantili muhtemel hedeflerine ulasilmistir.

Bu tez ¢alismasi ile, Ki-MKH eksozomlarinin kolorektal kanser progresyonunu
artirdig1 ve ayrica invazyon ve metastaz yetenegini artirict yonde etkisi oldugu gosterilmistir.
Bu etki, yapilan molekiiler deneyler ile desteklenmistir. Calismanin devaminda, bu etkiye
sebep olan eksozom kargolarina odaklanilmasi planlanmaktadir.

2022, 181 sayfa
Anahtar kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, kolorektal kanser, eksozom,

ekstraseliiler vezikiiller, hiicresiz tedavi, mMIRNA



ABSTRACT
PhD Thesis

Investigation of The Effect of Human Bone Marrow-Mesenchymal Stem Cell (BM-MSC)-

Derived Exosomes on Colorectal Cancer (CRC) Cell Lines
Oznur Coskun
Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Dr. Kamil Can Akgali

Cancer is one of the most important public health problems in the world due to its
high incidence and mortality rates. Determining the factors affecting the progression and
metastasis of cancer is one of the most important targets of cancer research. The aim of this
doctoral thesis is to determine how Mesenchymal Stem Cell (MSC) exosomes affect
progression and spread in colorectal cancer, which is one of the most common types of
cancer in the world.

In the thesis, bone marrow-derived mesenchymal stem cell (cell line) exosomes will
be isolated and characterized and applied to HT29 cell lines to perform wound healing assay,
MTT assay and invasion-metastasis assay.

In this thesis, bone marrow-derived mesenchymal stem cell (cell line) exosomes were
isolated and characterized. MSC exosomes were viewed inside colorectal cancer cells and
then applied to HT29 cell lines to perform wound healing assay, MTT assay and invasion-
metastasis assay. Later, in the meta-analysis, different expressed miRNAs in CRC and
associated with EMT were detected. Expression levels of EMT-transcription factors and
EMT-related miRNAs were investigated in exosome-treated HT29 cells. HT29 cells were
then transfected with miR126 mimics. Wound healing assay, MTT assay and expression
levels of EMT-transcription factors were determined in the post-transfection HT29 cells.

The outcomes of this thesis study showed that BM-MSC exosomes increase
colorectal cancer progression and increase the invasion and metastasis ability of cells. This
effect of BM-MSC exosomes was supported by molecular experiments. In the continuation
of the study, it is planned to focus on the exosome cargos that cause this effect.

2022, 181 pages

Keywords: Mezenchymal stem cell, colorectal cancer, exosome, extraceluler vesicles, cell-

free therapy, microRNA
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1. GIRIS

Kanser; insidans1 ve mortalitesinin yiliksek olmasi nedeniyle diinyanin en énemli halk sagligi
problemlerinden biridir. Ulkemizde 2020 TUIK verilerine gore kanser; nedeni bilinen dliimler
arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir (1). Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore 2020 yilinda 19,3 milyon yeni kanser tanis1 konulmus ve 10 milyon
kanser hastas1 yasamini yitirmistir. Ulkemizde ise 2020 yilinda; 233 bin yeni kanser tanisi
konmus olup, 126 bin kisi ise kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. Tiim diinyada kanser
yiikii her gecen yil artig gostermekle birlikte Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
tahminlerine gore 2040 yilina kadar kanser vakalarinin %47 artis gosterecegi ongoriilmektedir
(2,3).

Kansere bagli oliimlerin ¢ok 6nemli bir kismini olusturan kolorektal kanser, tiim diinyada
oldugu gibi ililkemizde de olduk¢a sik goriilmektedir. Yeni tani sayisinda, meme ve akciger
kanserinden sonra l¢iincii sirada yer alan kolorektal kanser; kanser kaynakli 6liimlerde de
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Diinya genelinde 2020 yilinda 1,9
milyon kolorektal kanser tanis1 konmus iken bu say1 lilkemizde 21 bindir (2). Yeni tan1 alan
hastalarin ¢ogu, ileri evrelerde hekime ve hastaneye bagvurmaktadir. Bu durumda erken tedavi

sanslar1 azalmaktadir.

Kanser istatistikleri degerlendirildiginde; tiim diinyada milyonlarca insani etkileyen bu
hastaligin yayilimin azaltacak, kanserin gelisimi, tanis1 ve tedavisine yonelik her tiirlii ¢aligma
son derece degerlidir. Kanser aragtirmalarinin hedeflerinden biri de, kanserin progresyonu ve
yayilimmna etki eden faktorleri saptamaktir. Bu dogrultuda; bu doktora tezi kapsaminda
kolorektal kanser progresyonu ve yayilimina etki eden bir faktor olarak, insan primer kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre (Ki-MKH) eksozomlar1 incelenmistir. Insan Ki-MKH
eksozomlar1 kolorektal kanser {izerinde bir model olarak uygulanmis ve pro ve/veya antitimor

etkisi ile EMT profilinde olusturdugu degisim degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kanser hem cevresel hem de kalitsal etkenlerden kaynakli, ¢ok genli, ¢ok faktorlii ve ¢ok
basamakli gelisim gosteren bir hastaliktir (4). Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle iyi huylu
bir lezyondan kétii huylu bir tiimore ilerleyen ¢ok asamali bir siiregte, normal hiicrelerin timor
hiicrelerine doniismesi ile ortaya ¢ikar (3). Bu doniisiim siireci; hiicre proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve oliimiinii regiile eden genlerde mutasyon, epigenetik degisiklikler, DNA
replikasyon hatalari, serbest radikallerin bazt DNA bazlar1 {izerinden hasar olusturmasi, iyonize
radyasyon, UV ve kimyasal karsinojen gibi ajanlarin etkilesimi gibi bir¢ok nedenden

kaynaklanabilir (4).

Kanser nedeniyle hayatin1 kaybedenlerin sayis1 2020 yilinda yaklasik 10 milyon olmakla
birlikte kanserden o6liimlerin birincil nedeni metastazlardir (3). Kanser istatistikleri
degerlendirildiginde, diinyamizda kolorektal kanser (935 000 6liim), akciger kanserinden (1,80
milyon 6liim) sonra en ¢ok oliime neden olan kanser tipidir (Sekil 2.1.). Bununla birlikte
kolorektal kanser (1,93 milyon vaka), meme (2,26 milyon vaka) ve akciger kanserinden (2,21

milyon vaka) sonra en ¢ok tani alan kanser olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.2.) (3).

Akciger
1.796,144 (18%)

Diger Kanserler
3.932,768 (39.5%)

Kolokteral
935,173 (9.4%)
Karaciger
1.796,144 (18%%)
Pankreas Mide
466.003 (4.7%) 768,793 (7.7%)
Ozofagus Meme
544,076 (5.5%) 684,996 (6.9%)

Toplam : 9.958,133

Sekil 2.1. 2020 yilinda Diinya Saglik Orgiitii kanser 6liim istatistikleri (2)



Meme
2.261,419 (11.7%)

Akciger
2.206,771 (11.4%)

Diger Kanserler

8.879,843 (46%)
Kolokteral
1.931,590 (7.3%)
Prostat
1.414,259 (7.3%)
Mide
1.089,103 (5.6%)
Rahim Karaciger
604.127 (3.1%) 906,677 (4.7%)

Toplam : 19.292,789

Sekil 2.2. 2020 yilinda Diinya Saglik Orgiitii kanser yeni tan1 istatistikleri

2.1. KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser, normal kolon mukozasindan tek bir kript epitelindeki degisikliklere, kiigiik
iyi huylu tiimorlerden (adenomatdz polipler) adenokarsinomlara kadar uzanan bir dizi

morfolojik degisimle olusan bir kanser tipidir (5).

Kolorektal kanser gelisiminde hem c¢evresel hem genetik faktorler rol almaktadir. Genetik
yatkinlik kolorektal kanser gelisme riskini biiylik oranda artirsa da vakalarin %701 sporadik,
%301 kalitsal olarak ortaya ¢ikmaktadir (6,7). Kalitsal kolorektal kanserin en iyi bilinenleri
Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC, Lynch Sendromu) ve Familyal
Adenomatoz Polipozis (FAP) sendromlaridir (6). Sporadik kolorektal kanser olgularinin birinci
derece arabalarinda kolorektal kanser Oykiisii yoktur. Genellikle poliplerden koken alan ve
kalitimsal olmayan degisimlerle ortaya ¢ikmaktadir. Sporadik kolorektal kanserlerde genellikle
en onemli risk faktorii yastir (8). Sporadik kolon kanserlerde , kolon epitelinde bir dizi genetik
degisim sonucunda Once hiperplazi olusur, daha sonra adenom gelisimi, ardindan karsinom

ve metastaz ile karsinogenez siireci tamamlanir (9).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/colon-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperplasia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/adenoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metastatic-carcinoma

2.2. KOK HUCRELER

Kok hiicreler hem embriyoda hem yetigkin hiicrelerde bulunan 6zellesmemis hiicrelerdir. Bir
organizmada herhangi bir hiicreye farklilasma ve kendini yenileme 6zelligine sahiptirler

(10,11).

Yetiskin kok hiicreler, embriyo gelisimi sonrasinda tiim viicutta farklilagsmis hiicreler iginde
farklilagsmadan kalirlar. Bu hiicrelerin farklilasma potansiyeli embriyonik kok hiicrelere gore
daha sinirlidir. Mezenkimal kok hiicreler, noral kok hiicreler, hematopoietik kok hiicreler, deri

kok hiicreleri yetiskin kok hiicre ¢esitleridir (11).
2.2.1. MEZENKIMAL KOK HUCRELER (MKH)

Mezenkimal kok hiicreler (MKH)'ler ilk olarak 1960-1970'lerde Friedenstein ve arkadaslar
tarafindan izole edilmis ve Karakterizasyonu yapilmistir (12). Uluslararas1 Hiicresel Terapi
Dernegi (The International Society of Cellular Therapy, ISCT), MKH'leri ii¢ kriter ile
tanimlamaktadir: a) MKH'ler standart kiiltiir kosullar1 altinda flaska yapisabilirler b) MKH'ler,
endotel, hematopoetik veya CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR gibi
immiinolojik hiicresel biyobelirtecleri eksprese etmeyen; CD105, CD73 ve CD90 hiicre ylizey
biyobelirteglerini ifade eden hiicrelerdir ¢) MKH'ler, uygun uyaricilara maruz kaldiklarinda

osteositlere, adipositlere ve kondrositlere farklilasma yetenegine sahiptirler (13).

MKH’ler; yetigkin kok hiicre tipi olmakla birlikte genel olarak her dokuda bulunabilen ve nisi
regiile eden ana stromal hiicrelerdir. Kemik iligi basta olmak {izere bir¢ok dokudan izole
edilebilirler. MKH’ler; kolay elde edilebilir olmalari, immiin yanit olusturmayan yapilari, hizl
boliinmeleri ve kan yoluyla verildiginde yarali bolgeye go¢ edebilme 6zellikleri nedeniyle

hiicresel tedavilerde ve doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan hiicre tipi olmustur (14,15).

MKH'lerin, goreceli olarak immiin ayricaliklari ve genel immiin yanit olusturmayan yapilar
nedeniyle, allojenik olarak kullanilmalar1 miimkiindiir. Kullanima hazir bir hiicre terapotik

ajani olarak ¢ok uygundur ve bu nedenle klinikte siklikla kullanilmaktadir (16).

MKH'ler, bagisiklik hiicreleri tizerindeki parakrin etkilerinin yani sira, biiyiime faktorleri,
sitokinler ve hiicre dist matriks (ECM) dahil olmak {izere hiicrenin hayatta kalmasini

destekleyen bir salg1 repertuvarina sahiptir. MKH sekretomunun bilesenleri, yarali hiicreleri



kurtartp doku hasarini azaltabilir ve onarmmi hizlandirabilir (17). MKH'lerin kemik iligi,
adipoz, ligament, deri, plasenta, dis 6zii, sinovyum, plasenta, gobek kordonu ve diger fetal
dokular gibi ¢ok ¢esitli dokulardan izole edilebilecegi gozlemi (18), stromal destek hiicreleri

olarak islev gordiikleri kavramini desteklemektedir (17).

MKH’ler salgiladiklar ¢esitli regiilator faktorler ile inflamasyon, anjiyojenez, hiicre 6liimii,
doku rejenerasyonu ve fibroza katkida bulunurlar (19). Ayrica hiicre sag kalimi, hiicre
proliferasyonu ve doku anjiyojenezini artirabilen c¢esitli parametreler salgiladiklar1 da daha
once bildirilmistir (20-22). Ayrica periferik kan ve stromal hiicre dis1 matriks (ECM) i¢indeki
kemoatraktan gradyanlar boyunca yarali dokulara dogru go¢ edebilirler (23). Bir doku hasara
ugradiginda, cesitli sitokinler ve Toll benzeri reseptor ligandlari, MKH'leri uyarir ve doku
rejenerasyonunu artirmaya yonelik ¢ok miktarda biliylime faktoriiniin olusumu desteklenir
(24,25).

MKH’ler mitokondriyi epitel hiicreleri, endotelyal hiicreler ve kardiyak miyositler gibi birkag
farkl1 hiicre tipine transfer edebilirler (26). Bu tiir transferler, 6zellikle potansiyel hedef hiicreler
yaralandiginda veya stres altinda oldugunda yarali hiicreye fayda saglamak i¢in biiyiik bir
oneme sahiptir. Ornegin, MKH'lerin hipoksik/iskemik stres sirasinda mitokondriyi transfer

ederek endotel hiicrelerinde apoptozu 6nledigi gosterilmistir (27).

Cesitli klinik uygulamalar ve hayvan deneyleri gostermistir ki MKH’lerin tedavi edici etkisi
yalnizca viicut i¢inde farklilagsmasiyla agiklanamaz. MKH’ler bir dizi madde salgilayarak ilgili
hiicreler lizerinde regiilator parakrin etkiler olusturmaktadir. MKH tarafindan salgilanan
biyomolekiiller anjiyojenik ve anti-apoptotik etki olusturarak yaralanan bolgedeki hasarin

biiyiimesini durdurmaya yardimci olur ve bu bdlgeye olan kan akimini artirir (28).

Kemik iligi kaynakli MKH’ler ve eksozomlarinin intervertabral disk rejenerasyonu (29),
kardiyovaskiiler doku hasar1 (30), karaciger fibrozu (31) gibi bir¢cok dejeneratif hastalikta
teropatik etkinligi basarili bir sekilde gosterilmistir. Ayrica graft versus host hastaligi (GvHD)
tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir (32).

Yapilan ¢alismalarda; MKH’lerin tipk1 yaralanma bolgesine go¢ etmesi gibi tiimor bolgelerine
de gog ettigi ve timor stromasina dahil oldugu bildirilmistir (33). Bu durum tiimoér bolgesinde

bol miktarda biiylime faktori, sitokin ve matrix re-modeling proteinlerinin bulunmasini ve



tiimorlerin neden iyilesmeyen bir yaraya benzetildigini agiklayabilir. Ancak tiimor hiicresi ile
MKH’lerin arasindaki etkilesiminin yansimalar1 ve altinda yatan mekanizmalar heniiz agik
degildir (34). Yapilan c¢alismalar MKH'lerin, tiimdér invazyonu ve anjiyojenez,
immiinosiipresyon ve apoptozun inhibisyonu ile iliskili oldugunu géstermektedir (35). Ancak
son yillarda ¢ok sayida ¢alisma; MKH’lerin/MKH kaynakli sekresyonlarin gesitli kosullar
altinda tiimorijenezi artirabildigi veya azaltabildigini gostermektedir (36—40). Bu konu halen

tartismal1 olup yapilan her bir ¢caligma literatiire nemli bir katki saglamaktadir.

2.3. KOLON DOKUSU GELIiSIMi VE MKH

MKH ve tiimor hiicresi arasindaki etkilesim, kolorektal kanserin de dahil oldugu bir¢ok kanser
tipinde gosterilmistir. Kolorektal kanser ve MKH arasindaki etkilesimden once kolorektal
dokusunun embriyonik gelisim agamalar1 ve bu siiregte MKH hiicrelerinin katkisini inceleyecek
olursak; embriyonik gelisimde epitelyal mezenkimal gegis (EMT) siirecinin de dahil oldugu
birka¢ mekanizma ile ii¢ germ tabakasi (ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusur. ilkel barsak
tiipli, mezodermin (distan) altinda yer alan endodermden (igte) olusan invaginasyonlar ile
olusturulur. Epitelyal sinyallesmeye yanit olarak mezenkimal kiimelerin olusumu, villus
morfogenezinin baglangicini isaretler. Mezenkimal sinyalleme yoluyla kolumnar epitel
hiicrelerinin stereotipik villi ve proliferatif intervilli olarak progresif epitelin yeniden
sekillenmesi saglanir. Villusun tepesindeki mezenkimal kiimeler, post-mitotik sinyallesme
yoluyla daha fazla epitel proliferasyonunu engellerken, intervillilerin altindaki kiimeler,
bagirsak kok hiicrelerinin boliinmesini diizenler (41). Embriyonik gelisim sirasinda kolorektal
dokulariin olusumu bu sekildedir. Kolorektal dokusu her ne kadar epitelyal kokenli bir doku
olsa da olusum asamalarinda mezenkimal sinyallerin katkisi vardir. Bu durum embriyonik
gelisim siirecinde, EMT sirasinda, meydana gelen mutasyonlarin, parsiyel farklilagmalarin
ozellikle sporadik olgulardaki roliinii anlamamiz ag¢isindan faydali olacaktir. Buradan yola
¢ikarak KI-MKH eksozomlarini kolorektal kanser hiicreleri {izerinde uygulayarak mezenkimal

dokunun kolorektal kanser ilerlemesi ve yayilimindaki roliinii aragtirmaya odaklaniyoruz.
2.4. KOLOREKTAL KANSER VE MKH

Kolorektal kanser vakalariin biiyiik ¢ogunlugunu sporadik vakalarin olusturmasi, ¢evresel
faktorlerin bu kanser tipinin gelisiminde roliiniin biiyiik oldugunu gostermektedir. Baslik

2.2.1°de de bahsedildigi gibi MKH’lerin tiimor stromasina dahil oldugu ve ve tiimdr gelisimi



ya da ilerlemesine katki sagladigi daha 6nce bir¢ok ¢alismada bildirilmistir. Bu bilgiden yola
cikarak, MKH’leri kolorektal kanserlerin gelisimi ve yayilimina etki eden bir faktor yapilan
caligmalar1 incelemek faydali olacaktir.

MKH ve kolon kanseri hiicrelerinin ko-kiiltiire edildigi in-vitro bir ¢alismada MKH’nin kolon
kanseri hiicrelerindeki Wnt sinyal yolagini uyararak kolon kanseri hiicrelerinin metastatik
kapasitelerini arttirdig1 gosterilmistir (42). Insan kemik iligi kaynakli MKH’den salgilanan IL-
8’in kolorektal kanser gelisimi ve anjiyojenezi lizerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada
interlokin-8'in (IL-8), KRK hiicreleriyle birlikte ko-kiiltiirlenen MKH'lerde en yiiksek diizeye
¢ikartilmis pro-anjiyojenik faktor oldugu saptanmistir. MKH tarafindan salgilanan IL-8'in insan
umbilikal ven endotel hiicre (HUVEC) proliferasyonunu ve gogiinii, tiip olusum kabiliyetini ve
CRC hiicre ¢ogalmasimi arttirdig1 bildirilmistir. Ek olarak, in vivo c¢aligmalar, MKH’lerin
kismen IL-8 araciligiyla tiimor anjiyojenezisini ilerlettigini gostermistir (43). Ortotopik hayvan
modeli kullanilan bir ¢alismada MKH’lerin yalnizca primer kolon tiimoriine degil metastatik
karaciger timorlerine de gectigi gosterilmistir. Buna ek olarak, MKH’lerin kolon kanseri
biliylimesi ve metastazini tesvik ettigi ve tiimdr stromasina dahil olan MKH’lerin CAF (kanser
iliskili fibroblastlar) belirteglerini eksprese ettigi gosterilmistir (34). Bir diger ¢alismada ise
MKH’lerin direk hiicre-hiicre temast yoluyla EMT’yi indiikleyerek kolon tiimérlerinin

progresyonunu tesvik ettigi saptanmistir (44).

Tiimoriin baglatilmas1 ve progresyonunda MKH'lerin nasil etki gosterdigine dair olasi
mekanizmalar arastirilmaktadirlar. Son yillarda, parakrin etki gdsteren sitokinler ve ¢esitli
biliyiime faktorleri gibi, hiicre kaynakli eksozomlar da bir hiicre-hiicre iletigimi tiirii olarak
tamimlanmis ve kabul gormistir (45). Eksozomlarin, timorler ve MKH'ler arasindaki

crosstalkda rol oynayabildigi de daha 6nce bildirilmistir.

Literatiir bilgileri degerlendirildiginde, mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin ¢esitli kanser
tiplerinde etkisini arastiran az sayida ¢alismanin yanisira, kolorektal kanser hiicreleri tizerindeki
etkisini kismen gosteren birkag ¢alisma mevcuttur (46-48). Bu calismalardan birinde MKH
ekzosomlarinin, xenograft fare modeli ile timor olusturulmus farelere subkiitandz olarak
uygulandiginda timér yiikiiniin (“burden”) arttigi sonucuna varilmistir (49,50). Bir diger
caligmada ise; MKH eksozomlarinin kolorektal kanser hiicre hatlarinda miR142-3p araciligi ile

kanser kok hiicre profilinde artisa sebep oldugu saptanmustir (51). Bahsi gegen ¢alismalardan



MKH’lerin timorijenezi artirdigi sonucu ¢ikarilirken baska iki ¢alismada da MKH’lerin
timorijenezi azalttigi sonucuna ulasilmistir. Bu galismalarin ilkinde MKH eksozomlarinda
yiiksek eksprese olan miR-16-5p molekiiliinii kolorektal kanser hiicre hatlarina transfekte
ettiklerinde tiimor migrasyon ve invazyonunun azaldigi gosterilmistir (38). Diger ¢alismada ise
mMiR-4461 molekiiliiniin MKH eksozomlarinda yiiksek diizeyde eksprese oldugunu, kolorektal
kanser dokusunda (HCT116 hiicre hatt1) ise normal kolon dokusuna (FHC hiicre hatt1) gore
daha diisiik eksprese oldugunu gostermislerdir. Yine kolorektal kanser hiicre hatlarina miR-
4461 transfekte ettiklerinde tiimor migrasyon ve invazyonunun azaldigini géstermislerdir (37).
Ancak farkli olarak, bu iki c¢alismada, MKH eksozomlar1 kanser hiicrelerine direk
uygulanmamig, yalnizca MKH eksozomlarinda yiiksek eksprese olan miRNA’lar

uygulanmuistir.

2.5. EKSTRASELULER VEZIKULLER

Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler) ilk kez 50 y1l 6nce Wolf tarafindan plazmada gozlemlenmis
ve “trombosit tozu” olarak adlandirilmistir (52). Devam eden yillarda bir¢ok ¢alismada, tiim
biyolojik sivilarin vezikiiller igerdigi gosterilmistir (53). Saliverilme mekanizmalar1 ve
boyutlarina gore ii¢ ana EV tipi tanimlanmistir: eksozomlar (150 nm'den daha kiigiik ¢apli),
mikrovezikiiller/ektozomlar (100-1000nm) ve apoptotik cisimler (>1000nm). Mikrovezikiiller
ve apoptotik cisimcikler sirasiyla canli ve 6lmekte olan hiicrelerde dogrudan plazma zarindan
saliir. Eksozomlar, ekstraseliilar vezikiillerin (EV) en kiigiik iiyesidir. Diger EV’lerden
farklar1; kargo igerikleri, lipid kompozisyonlar1 ve kendilerine 6zgii biyogenez yolaklaridir

(52,53).
2.5.1. EKSOZOMLAR

Baslangicta yalnizca atiklarin  uzaklastirilmasinda gorevli oldugu diigiiniilen (51,54)
eksozomlarin son yillarda hiicreler arasi haberlesme, sinyal iletimi gibi onemli rollerde
kullanilmak {tizere niikleik asit, protein, mRNA, miRNA ve ¢esitli enzimler tasidiklari
gosterilmistir (55,56). Yapilan ¢alismalar, eksozomlarin, hiicresel homeostazi siirdiirmek igin
atik tirtinleri ortadan kaldirmanin alternatif bir yolu oldugu fikrini desteklemektedir (57,58). Ek
olarak, bu vezikiillerin hiicreler arasi iletisimde rol oynadigr ve ¢ok sayida fizyolojik ve
patolojik fonksiyon ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (51). Ilging bir sekilde, kanser

hiicrelerinden alinan eksozomlarin anjiyojenezi arttirdigi, bagisiklik sistemini modiile ettigi ve



cevresindeki parankimal dokuyu yeniden sekillendirdigi, dolayisiyla timor ilerlemesini

destekledigi gosterilmistir (59).

Eksozomlar hemen hemen tiim hiicrelerden salgilanabilir ve salgilandiklar1 hiicrenin plazma
membranindan koken alirlar. Hedef hiicrelerce taninmasini saglayacak serin membran lipitleri,
kolesterol, sfingolipit, gliserofosfolipit, sfingomiyelin, seramid gibi membran proteinlerinin
yani sira koken aldiklar1 hiicrenin plazma membraninda bulunan 6zgilin proteinler,
transmembran proteinleri ve reseptor molekiillerini de tasirlar (60). Eksozomlar farkli niikleik
asitler, proteinler ve lipitler icermektedir. Tasidiklar1 kargo igerikleri, hiicre tipine baglidir. Bu
kargo igerigi farkli hiicresel kosullardan veya tedavilerden etkilenebilirler. Hatta tek bir hiicre
hattindan salinan eksozomlar bile oldukg¢a heterojenlik gosterebilir (63). Birkag galisma,
eksozomlarin protein, lipit ve RNA yiikiinli tanimlamigtir, ancak ylikiin vezikiillere ayrilip

ayrilmadigi ve nasil siniflandirildigi hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcut degildir (64).

Ekzozomlar; proteinler, mMRNA ve miRNA'lar dahil olmak {izere bir¢ok biyoaktif molekiilii
tastyabilirler (15). Bu sayede bir hiicreden digerine, genetik bilgi aligverisini ve alici hiicrelerin

yeniden programlanmasini saglarlar (15).

Eksozomlar, ¢ok miktarda biyoaktif molekiil aktararak alic1 hiicrede bazi1 fenotipik
degisikliklere sebep olur ve rejeneratif programlamayi1 modiile ederler (65,66). Bu fenotipik
degisiklikler, hedef hiicrelerde apoptozun Onlenmesi, hedef hiicre proliferasyonunun
indiiklenmesi, immiinomodiilatér yanitlarin uyarilmasi1 ve hedef hiicrelerde oksidatif stresin

azaltilmasindan oksijen arzinin arttirilmasina kadar uzanan ¢esitli mekanizmalar1 igermektedir

(65).
2.5.2. EKSOZOM BiYOGENEZI

Hiicrelerden EV saliniminin evrimsel olarak 1y1i korunmus bir mekanizma oldugu bilinmektedir
(33). Eksozomlar, endozomal kaynakli EV’lerdir. Endozomlar, membran6z vezikiillerinin ige
dogru tomurcuklanmasi ve bunlarin multivesikiiler cisim (MVB) olarak bilinen bir yap1
seklinde salinmasi ile olugmasina karsin eksozomlarin biyogenezi genel olarak Trans-Golgi ag1
ve indiiklenebilir salinim olmak iizere iki asamadan olusmaktadir (67). Tasima i¢in gerekli olan
endozomal siniflandirma kompleksi ve bununla iligkili proteinler, multivesikiiler cisimlerin

(MVB'ler) ve liimen igi vezikiillerin (ILV) olusumunda rol oynarlar (68). Ekzozom
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membranlari, ILV'lerin MVB'lere tomurcuklanmasinda rol oynayan kolesterol, seramid ve
sfingolipidler gibi lipitler bakimindan zengindir (69). ILV'ler, plazma membrani ile MVB
flizyonu ile hiicrelerden salinir ve serbest birakildiktan sonra eksozom adini alirlar
(70). Eksozomlar daha sonra dogrudan membran fiizyonu, endositoz veya hiicre tipine 6zgii
fagositoz yoluyla kargo igeriklerini birakmak i¢in hedef hiicreler ile etkilesime gecer. Boylece
eksozomlar, tagidiklari biyoaktif faktorlerin bir alict hiicreye tasinmasina izin veren dogal nano
tastyicilar olarak islev goriir (54,55) . Sekil 2.3.”de ekzozomlar ve EV'nin diger ana alt tipleri

ile iligkili hiicre i¢i kaynaklari, salim ve alim mekanizmalar1 gosterilmektedir (70).

a) Endositoz
A

£ 1
Donér hiicresi Klatrin kaph cekirdek Kaveola kapli gekirdek

Zara bagh protein

«

Erken endozomlar

\

l ® g) Fagositoz

Multivezikiilet cisimcik @

c) Ektozomlar
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retikulum

b) Ekstraseliilar vezikiiller

d) Apoptatik cisimcikler
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Hedef hiicre
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Sekil 2.3. Eksozomlarin biyogenezi (70)
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2.5.3. MKH EKSOZOMLARI

MKH eksozomlari ilk kez 2010 yilinda miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasar1 fare modelinde
gosterilmistir  (69). MKH  eksozomlari, proliferasyonu  artirmak  ve hasarli
hiicrelerin apoptozunu durdurmak suretiyle rejeneratif etkiler olusturur. Bu nedenle, MKH

eksozomlar1 doku rejenerasyonu i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptirler (70).

MKH’den tiiretilen eksozomlarin lipid tabakasi yag asidi baglayici proteinlerin iletiminde rol
oynar (71). MKH kaynakli eksozomlar; heat shock proteinleri, MHC-1 ve MHC-11 antijen sunan
proteinler, integrin, aktin, tiiberin ve biliylime faktorleri gibi hiicre yapisinin ve bilesiminin
korunmasinda rol oynayan proteinler olmak tizere yaklasik 2000 ¢esit protein icermektedir. Ek
olarak, sinyal molekiilleri, enzimler, sitokinler ve ¢esitli hiicresel regiilasyonlar1 saglayacak

olan miRNA’lar1 igermektedirler (72).

MKH eksozomlari, ¢esitli RNA'larin ekspresyonuna aracilik edip, doku onarimini artirir ve
tasinmaya 6zgii miRNA'lar ve mRNA'lar1 paketleyebilir. Bu miRNA’lar, doku hasarinin
onariminda 6nemli bir rol oynar (70). Bir ¢alismada endoteliyal projenitor hiicrelerden elde
edilen mikrovezikiillerin mRNA araciligiyla endotelyal hiicrelere taginarak doku anjiyojenezini
destekledigi gosterilmistir (73). RNA’larin yatay transferi ile potansiyel terapotik etki gosteren
MKH eksozomlariin; akut akciger hasari fare modelinde, keratinosit biiylime faktorii
mRNA’s1 sunarak akciger protein gecirgenligini etkili bir sekilde diizelttigi ve alveolar
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (74). MKH eksozomlarinin aktif proteinlere aracilik ettigi
ve bu nedenle yaralanma onariminda dnemli bir rol oynadigi da rapor edilmistir. Bununla

birlikte, kargolarinin tamami ve islevleri hala iyi bilinmemektedir.

Ekzozomlarin karakterizasyonunun hiicre orijini ile iligkili oldugu bilinmektedir. MKH'den
tiiretilen tiim eksozomlar, CD9, CD63 ve CD81 eksozomal biyobelirtecleri ifade etmektedir
(53,75).

Transmisyon elektron mikroskobu altinda, MKH'den tiiretilen eksozomlar, heterojen boyuttadir
ve karakteristik yuvarlak morfoloji sergilemektedirler (53). MKH eksozomlarinin ortalama
boyutu 48.72 + 2.7 nm iken (76), MKH eksozomlarin partikiil boyutundaki ana tepe 65-75 nm
ve genel boyut dagilimi 60 ile 200 nm arasinda degismektedir (75).
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2.5.4. MKH KOKENLI EKSOZOMLARIN TUMOR GELISIMINDEKi ROLU

MKH'lerin doku iyilesmesindeki rolii ne olursa olsun, timdrijenez veya tiimor regresyonundaki
destekleyici veya baskilayict roliine iligkin bir tutarsizlik vardir (77,78). Bu sebeple MKH
tarafindan iiretilen eksozomlarin tiimdr biyolojisindeki kesin rolleri ve mekanizmalari biiyiik

olgtide belirsizligini korumaktadir.

Timor invazyon ve metastazindaki bir dizi anahtar adim, epitelyal-mezenkimal gecisi
kolaylastirmak ve kanser kok hiicrelerinin dolasim yoluyla hayatta kalimlarini artirmalarina
izin veren kok hiicre benzeri 6zelliklerin indiiklenmesi de dahil olmak tizere MKH'lerle

iliskilidir (77,79).

MKH’ler xenogenik bir ortamda hayatta kalmalarin1 saglayan benzersiz immiinolojik
ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle hiicre ve gen terapisinin arastirilmasinda ilging bir model
sunar. MKH’lerin terapétik potansiyellerinin yliksek olmasi nedeniyle tiimor gelisimindeki
rolleri de bir¢ok aragtirmaya konu olmustur. MKH’lerin tiim6r mikro ¢evre olusumuna katki
saglayabilecegi ve tiimor hiicre biyolojisini etkileyebilecegini bildiren c¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin Karnoub ve arkadaslari, kemik iligi kaynakli insan MKH'lerinin kanser
hiicrelerinin metastatik potansiyelinde dnemli bir artisa neden olabilecegini bulmuslardir (80).
MKH ekzozomlari, timor bolgesine ulasabilir ve hiicre proliferasyonu, ilag direnci, anjiyojenez

ve metastaz, immiin modiilasyon gibi kanser gelisimi i¢in uygun bir mikrogevre saglayabilirler.

Arastirmacilar; timoriin baslatilmasi ve progresyonunda, MKH'lerin nasil etki gosterdigine dair
olasi mekanizmalarin1 arastirmaktadirlar. Bu mekanizmalardan biri MKH'ler tarafindan
salgilanan parakrin faktorlerdir. De Boeck A. ve arkadaslari, MKH'lerin kolorektal kanser
progresyonunu parakrin neuregulin  1/HER3 sinyalizasyon yoluyla tesvik ettigini
bildirmislerdir (83). Parakrin etki gosteren sitokinler ve gesitli biiyiime faktorlerine ek olarak,
hiicre kaynakli eksozomlar da bir hiicre-hiicre iletisimi tiirli olarak tanimlanmistir (45).
Eksozomlarm, tiimorler ve MKH'ler arasindaki crosstalkda rol oynayabildigi daha once
bildirilmistir. Ornegin adipoz kdkenli MKH eksozomlarinin meme kanseri hiicre modelinde
Whnt sinyal yolagi araciligiyla migrasyonu tesvik ettigi gosterilmistir (84). Bir ¢alismada p53-
negatif KI-MKH'ler tarafindan salgilanan eksozomlarin mide kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gogilinii artirabilecegi gosterilmistir (85). Baska bir ¢alismada mide

kanserlerinde MKH eksozomlarinin ERK1/2 ve p38 MAPK yolaklarinin aktivasyonu yoluyla
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timor hiicrelerinde VEGF artiglarini tesvik ettigi, bunun da timoriin in vivo biiylimesini tesvik
eden gelismis timor anjiyojeneziyle sonuglandigi gosterilmistir (86). Lee ve
arkadaslari, MKH'nin miR-124 ve miR-145 mimiklerini, ekzozomlarla birlikte kiiltiirlenmis
glioma hiicrelerine vererek glioma hiicrelerinin migrasyonunu biiyiik Olc¢lide azalttigim

gostermislerdir (87).

Bir malign hiicre, hayatta kalabilmek i¢in immiin sistemden kagmay1 basarabilmelidir. Viicutta
olusan malign hiicre gibi anormal 6zellikteki hiicreler 6zellikle NK hiicreleri ve MHC smif 1
iligkili sitotoksik T lenfositler tarafindan hizli bir sekilde yok edilir. Sitotoksik T lenfositlerin
kullandig1 granzim/perforin ve hiicre 6liim reseptdr modiilleri regiilator T hiicreleri (Treg)
tarafindan modiile edilir (81). Bununla birlikte kanser hiicreleri birka¢ mekanizma ile immiin
sistemden kagis1 gergeklestirebilirler. Ornegin hiicresel immiin yanit MHC smif 1 ile sinirh
oldugu i¢cin MHC smuif 1 gen ekspresyonunu azaltabilirler (88). Boylece immiin tanimadan
kagabilirler. MKH’lerin bu siirece yardimci oldugu bilinmektedir. MKH’lerin genellikle
immiinsiipresif etki olusturarak ve anjiyojenik etki ile onarim hiicrelerini ¢agirarak yara
iyilesme siirecine katki sagladigi diistiniilmektedir. MKH’ler, Treg’leri destekleyip GO/G1
fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina yol acan siklin D2’nin inhibisyonu ile mitojenle aktive
olan T hiicre proliferasyonunu inhibe edecektir (89,90). Boylece “iyilesmeyen yara” olarak

tanimlanan tiimorlerin hem immiin kag¢is1 hem de proliferasyonu birlikte desteklenecektir.

Timor proliferasyonu ve ilerleyisi i¢in yeni kan damarlarinin olusumu gereklidir. Anjiyojenez
stireci oldukca karmagiktir. Bu siire¢ genellikle vaskiiler endotelyal substrat bozulmasi,
vaskiiler endotelyal hiicre gogii ve endotelyal hiicre proliferasyonu, vaskiiler dallanmalar1 ve
ayrica yeni bir bazal membrani i¢erir. MKH’ler kanser hiicrelerinin varliginda kiimeler halinde
organize olup kilcal damar benzeri yapilar olusturma egilimindedir (89). Ayrica MKH'ler,
vaskiiler endotel hiicreleri gibi vaskiilojenik hiicreleri ortama ¢ekmekle kalmaz, ek olarak
apoptozu inhibe eden interlokin-6 (IL-6), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve
monosit kemoatraktan proteini (MCP-1) gibi ¢esitli faktorler salgilarlar. Boylece MKH’ler
sayesinde tiimor mikrogevresinde olusabilecek hipoksi etkisi azaltilarak yeni damar olusumu

desteklenmis olur (79).

MKH'lerin anjiyojenik uyarici etkisi, inflamatuar faktorler interferon-y (IFN-y) ve timor
nekroz faktorii-a (TNF-a) araciligi ile yiiksek oranda hipoksik ve inflamatuar timor

mikrogevresinde gosterilmistir. IFN-y ve TNF-a ile daha 6nceden uyarilan MKH'lerin BALB/c
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farelerine deri altindan enjekte edildiginde, timor biiylimesini ve anjiyojenezi IFN-y ve TNF-a
uyarilmayan MKH'lere gore daha yiiksek derecede arttirdigi in vivo olarak gosterilmistir. Ayni
caligmada, IFN-y/TNF-a ile uyarilmig ve uyarilmamig MKH'lerden elde edilen hiicre
stipernatan1 kullanilarak bir ex vivo tavuk yumurtas: testi-koryoallantoik membran (HET-

CAM) deneyi ile benzer sekilde arttirilmis bir anjiyojenik etki gdzlenmistir (90).

Eksozomlar, tiimér anjiyojenezini diizenleyen bol miktarda anjiyojenik faktor icerir. Ornegin,
MKH'den tiiretilen eksozomlar, tiimor hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu artirarak ve ERK1/2
ve p38 mitojenle aktive olan protein kinaz yolaklarini aktive ederek tiimdr anjiyojenezini
destekler (91). Yapilan bir ¢alismada, plasental MKH eksozomlarinin vaskiiler ag olusumunu
destekledigi ve oksijene bagh bir sekilde mikrovaskiiler endotelyal hiicre gociinii artirdigi
gosterilmistir (92). Ayrica adipoz mezenkimal kok hiicreler tarafindan salinan EV'ler, adipoz
mezenkimal kok hiicrelerin neden oldugu anjiyojeneze katkida bulunabilir (93). Baska bir
caligmada, kanser kok hiicrelerinde, yalnizca CD105-pozitif kanser kok hiicrelerinden tiiretilen
eksozomlarin, normal insan endotel hiicrelerine aktiflestirilmis bir anjiyojenik fenotip vererek
biiylimeleri ve damar olusumu uyarilmistir. Sonugta belirli bir kanser kok hiicreden kdken alan
mikrovezikiillerin tiimor progresyonu sirasinda anjiyojenik uyar1 olusturarak metastatik
diflizyonu koordine etmeye katkida bulundugu gosterilmistir (94). Bu sonuglarla tezat bir
sekilde, Lee ve arkadaslari, MKH kokenli eksozomlarin, anti-anjiyojenik molekiilleri transfer
ederek ve tiimor mikrogevresi i¢inde hiicreden hiicreye iletisimin saglayarak anjiyojenezi
baskiladigini gézlemlemistir (95). Yine baska bir ¢alismada, MKH kokenli eksozomlarda
bulunan miR-16, 4T1 hiicrelerinde VEGF ekspresyon seviyesini azaltarak, miR-16'nin VEGF
ekspresyonunu kontrol ettigi gosterilmistir (96,97). Sonug olarak, MKH eksozomlari, timor
anjiyojenezi ile énemli olgiide iliskili olmakla birlikte literatiirde gordiigiimiiz birbirine zit
sonuglar, MKH eksozomlariin kanser ilerlemesindeki roliiniin halen tartismali oldugunu

gozler oniine sermektedir.

Bu gozlemler birlikte degerlendirildiginde, anti-anjiyojenik kanser tedavilerinin, tlimorler
icindeki MKH'ler gibi tiimdrle iliskili stromal hiicreleri hedef almada yararli olabilecegini
diigiindiirmektedir. MKH'ler yalnizca anjiyojenezi uyarmaya yardimci olmakla kalmaz, ayni
zamanda invaziv kanser kok hiicrelerinin hipoksik tiimor ortamindan ayrilabilecekleri ve
metastaz yapmak iizere kacabilecekleri sekilde kan damarlarina yonlendirilmesine de yardimci

olabilirler.
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MKH’ler, 16semi gibi bazi1 kanser tilirlerinde kanser hiicrelerinin ¢esitli tedavilerden korunma
ozelligi saglayabilirler. Kemik iliginde bulunan MKH'ler, hematopoietik kok hiicrelerin
(HKH'ler) kendini yenilemesi ve farklilasmasini fizyolojik olarak desteklemektedir. Benzer bir
iliski MKH’ler ile malign hematopoietik hiicreler arasinda da vardir. MKH’lerin sagladig1 bu
mitojenik destek, teropatik ilaglara karsi da koruyucu etki olusturmaktadir. Dazzi ve
arkadaglari, MKH’lerin CXCL12/CXCR4 ekseni araciligi ile anti-apoptotik Bcl-XL
ekspresyonunu modiile ederek ve kaspaz-3 aktivasyonunu azaltarak kronik miyeloid 16semi
(KML) hiicrelerini imatinib tedavisinden korudugunu ve bu ilaca KML direnci kazandirdigini
gostermislerdir (98). Buna ek olarak, MKH’lerin ilaglara direng olusturma ve kanser hiicrelerini
koruma oOzelligi kemik iligi nisinde gelisen kanserler ile siirli degildir (99). MKH’ler
tarafindan regiile edilen ¢esitli IncRNA’lar aracilig1 ile ¢esitli solid tiimdrlerde (meme, mide
kanseri...vb) yag asidi oksidasyonu araciligi ile kemoresistans ve kokliiliigiin (stemness)

desteklendigi gosterilmistir (100-102).

Mezenkimal kok hiicrelerin yani sira; kanser kok hiicresi kokenli eksozomlarin da tiimor
biiyiimesi iizerinde kayda deger bir etkisi vardir. Ornegin insan gliomalarinm, tiimor
biiytimesini destekleme 6zelligine kok hiicre popiilasyonuna sahip oldugu bilinmektedir; bu
hiicrelere glioma ile iliskili kok hiicreler (GASC'ler) denir. Bourkoula ve arkadaslari,
GASC'lerden tiiretilen eksozomlarin tlimor biiytimesini destekledigini ve tiimdr destekleyici bir

fenotipe sahip olduklarini gostermistir (103).

2.6. KANSER VE EPITELYAL-MEZENKIMAL GECIS (EMT)

Embriyonik gelisim sirasinda hiicreler, epitelyal ve mezenkimal karakterler arasinda gecis
yapabilir. Bu gecis oldukga dinamik ve ¢oklu ilerleyen bir siirectir. Epitelyal-mezenkimal gegis
(EMT) olarak adlandirilan bu siirecte, adezyon molekiillerinin ifadesinin kaybedilerek hareket
kabiliyeti ile migrasyon ve invazyon 6zelligi kazanmasi s6z konusudur. Boylece mezenkimal
fenotipe dogru bir kayma gergeklesir. Bu siirecin tersi olan mezenkimal-epitelyal gecis (MET)
ise hiicrenin hareket kabiliyetinin kaybi, adezyon molekiillerinin ifadesinin artmasi ve apiko-

bazal polarizasyonun artmasi ile epitelyal karakterin ortaya ¢ikigina izin verir (104,105).

EMT, embriyonik gelisimin olmazsa olmaz temel taslarindan biridir. Birgok c¢alisma
gostermistir ki embriyojenez sirasinda Snaill, Twistl ve Zebl gibi transkripsiyon faktorleri

susturulursa mezoderm tabakasinin yapisi bozulur, embriyonik gelisim sona erer ve bu durum
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embriyonun 6liimii ile sonuglanir (106-109). Embriyonik gelisimde EMT programlamasi ile
hiicrelerin epitelden mezenkimal fenotipe tam olarak gegisi kabul gérmiis olsa da karsinom
gelisiminde kismi ya da eksik bir EMT programlamasi vardir (110,111). Bir tiiméor hiicresinde
hem epitelyal hem mezenkimal biyobelirteclerin ekspresyonu kismi bir EMT siirecini

tetiklemek icin yeterli kabul edilmektedir (109,112).

Epiteliyal-mezenkimal gecis (EMT), bir dizi transkripsiyon faktorii (temel olarak Snail, Twist
ve Zeb aileleri) tarafindan yiiriitiilen, kanser progresyonundan primer tiimor biiylimesi ve
invazyon-metastaz basamaklarini igine alarak tiim evrelerde etkinlik gosterebilen bir siiregtir.
Normalde EMT, embriyonik gelisim siirecinde yeri olan epitel hiicrelerinin, mezenkimal
fenotipli hiicrelere gecisi ile tanimlanir. EMT siireci, embriyonik gelisimin bir¢ok agamasi igin
son derece onemlidir. Cesitli kanser tiplerinde yeniden aktiflesmis olsa da EMT siireci timor
hiicrelerinde tam olarak yiiriitiilemez. Genellikle son donem belirteglerini eksprese etmezler.
Ancak bu kismi aktivasyon, tiimdr hiicresinin hareketliligini artirarak invazyon ve metastazi

desteklemek i¢in yeterlidir (113).

Kanser hiicrelerinde gozlenen EMT siirecinin en Onemli Ozelligi; aktive olan EMT
transkripsiyon faktorleri araciligiyla hiicrelere ek pleotrofik ozellikler kazandirmasidir. Bu
ozellikler; tiimorijeniteyi artirmast ve bunlari kanser kok hiicre kavramina baglamasi
seklindedir (114). S6z konusu oOzellikler, EMT transkripsiyon faktorlerinin, tiimoriin
baslangicinda ve Oncii lezyonlarin olusum asamalarinda da aktif rol oynamasi ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, EMT transkripsiyon faktorleri (EMT-TF) DNA
onariminda ve anti-apoptotik siireci indiiklemede rol oynamaktadirlar. Boylece bu faktorler
malign ilerlemeyi de desteklerler. EK olarak pro-inflamatuar ve immiinosupresif sitokinlerin
ekspresyonunu indiikleyerek timor mikrogevresinde tiimdrijeniteyi artirict etki gosterirler
(116).

Karsinom gelisim siirecinde dokuya 6zgii farkliliklar ve ek fonksiyonlari olmasi nedeniyle
EMT-TF'lerin rolii olduk¢a karmasiktir. Ornegin, meme kanserinde Snail (117), pankreas
kanserinde ise Zeb1 (118) metastazi tetiklemektedir. Pankreastaki etkinliginin tam tersi olacak
sekilde ayn1 aileden olan Zeb2’nin melanomlarda tiimor agresifligini azalttigi gosterilmistir
(119). Ek olarak, kanser biyolojisinde kismi EMT nedeniyle prototipik EMT biyobelirteclerinin

kullanirmi EMT aktivasyonunu gostermek icin uygun belirtegler degildir. Ancak sonug
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itibariyle; EMT-TF’ler kanserin baslangicindan invazyon ve metastaz siirecine kadar epitelyal

olan ve olmayan bir¢ok kanser tipinde kotii klinik sonuglar1 yansitmaktadirlar (114).

2.7. KANSER VE MiRNA

Ilk kez 1993 yilinda tanimlanan mikroRNA'lar (miRNA'lar), boyutlar1 19 ila 25 niikleotit
arasinda degisen hedef genlerin post-transkripsiyonel susturulmasini diizenleyen kisa RNA

molekiilleridir (120,121).

miRNA'larin olusumu i¢in Oncelikle sag¢ tokasi yapisindaki birincil RNA’larin (pri-miRNA)
transkripsiyonu yapilir. Daha sonra pri-RNA’lar, RNA baglayici1 protein DGCRS8 ve tip III
RNase Drosha'dan olusan kompleks araciligi ile yaklasik 85 niikleotitden olusan MiRNA
onciilii olan pre-miRNA’lara doniistiiriiliir. Pre-miRNA’lar Ran/GTP/Exportin 5 kompleksi
tarafindan ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir. Bir RNase Il enzimi olan Dicer ile kesilerek ~20-
22 nikleotid uzunlugunda miRNA/miRNA* dupleksi seklinde islenirler. Dubleksin
acilmasindan sonra, olgun miRNA, RNA ile indiiklenen susturma kompleksi (RISC)’ne dahil
edilir ve RISC, miRNA’y1 mRNA'y1 hedeflemesi igin yonlendirir (122-124). miRNA’lar
translasyon inhibisyonu, mRNA bodlinmesi veya degregasyonu ile hedef proteinin
downregiilasyonunu indiikleyebilirler (124,125). Tek bir miRNA, genellikle fonksiyonel
etkilesim yolunda yer alan bir¢cok genin ekspresyonunu etkileyerek yiizlerce mRNA'y1
hedefleyebilir (126). miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'UTR tamamlayict hedef bolgeleri

tantyarak, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu baskilarlar.

miRNA’lar kanser gelisiminde gesitli biyolojik etkiler olustururak malign transformasyonun
desteklenmesine katki saglamaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, DNA, RNA, protein,
glikoprotein gibi miRNA’larin da kanserde yeni tanisal, prognostik ya da terdpatik biyobelirteg
olabilecegini gostermektedir (127-129). miRNA profilleme ve/veya sekanslamasi ile kanserde
olusan MIRNA imzasinin timoriin siniflandirilmasi, teshisi ve prognozu igin bilgi

saglayabilecegi disiiniilmektedir (130).

Kanserde miRNA deregiilasyonunda overeksprese olan miRNA’lar ¢ogunlukla apoptoz ve
timor baskilayict genleri negatif regiile eden miRNA’lardir. Bunlar “onkomiR” olarak

adlandirilir. Bagka bir grup miRNA ise kanserde downregiiledir ve bunlar timdér gelisimini
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baskilayarak timor ilerlemesini durdurmaya katki saglarlar. Bunlar da “tliimér baskilayici

miRNA’lar” olarak adlandirilir (131).

miRNA’larin kanserde deregiilasyonu ilk kez, Dr.Croce ve arkadaslari tarafindan B hiicreli
kronik lenfositik 16semi (KLL) hiicrelerinde gosterilmistir (132). Bu ¢alismada kromozom
13q14 bolgesinde yer alan tiimor baskilayici bolgelerin tanimlamasinda miR15a ve miR16-1’in
susturuldugu ya da downregiile oldugunu saptamislardir (132). Daha sonra, bir¢ok solid tiimor
tipinde de (kolorektal kanser, akciger kanserinde, glioblastomada..vb) miRNA ekspresyonu
degisiklikleri bildirilmistir (133-135).

Kolorektal kanserdeki ilk miRNA profilleme c¢alismasi 2006 yilinda Cummins ve arkadaglari
tarafindan yapilmustir (135). Insan kolorektal kanserlerinden elde edilen 273.966 cDNA etiketi,
uyumlu normal kolon dokusu ve KRK hiicre hatlari, miRAGE (miRNA seri gen ekspresyon
analizi) teknolojisi kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda o giline kadar
tanimlanmis miRNA sayisindan c¢ok daha fazla miRNA’nin var oldugu gosterilmis ve
miRNA'larin, normal kolon dokusu miRNA’lar1 ile kiyaslandiginda KRK dokularinda ve hiicre
hatlarinda ¢ok daha yiiksek eksprese olduklari saptanmistir. Boylece miRNA'larin kolorektal

karsinojenezdeki rolii ilk kez gosterilmistir (135).
2.7.1. KOLOREKTAL KANSERDE EMT’DE ETKILI miRNA’LAR

Son on yilda ¢ok sayida miRNA molekiiliiniin kolorektal kanserde etkisi gosterilmis ve
hedefledigi genler valide edilmistir. Bunlardan bazilari, Cizelge 2.1.ve Cizelge 2.2.’de sirasiyla

proliferasyonla ve metastazla iliski durumuna gore hedefledigi genler ile birlikte gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Kolorektal kanserde proliferasyonla iligkili baz1 mikroRNA’lar

miRNA Ifade diizeyi | Hedefler Referans(lar)
miR-10b 1 KLF4 (136)
miR-17, miR-20a/b, miR- 1 GABBR1 (137)
106a/b,
miR-16-5p | ITGA2 (38)
miR-17 1 SIK1 (138)
miR-20a/miR-106a 1 AMER1 (139)
miR21 1 PDCD4 (140)
iR27a It Calreticulin, SGPP1, (141-143)
Smad2
miR-28-5p ! SSRP1 (144)
miR-31-5p 1 NUMB (145)
miR-92a-3p 1 NF2 (146)
miR-106a 1 PTEN (138)
miR-125 | TAZ (149)
19 | ROCK, IRS1, (150,151)
SLC7A5 ve TOM1
miR-135a/miR-135b 1 APC (152)
miR-141-3p | TRAF5, EGFR (153,154)
miR-143 l DNMT3A, PART1 (154,155)
miR-143/miR-145 | IGF1IR (156)
miR-143-3p | CTNND1 (157)
miR146a | MDM2/p53 (158)
miR148a 1 ERBB3, MMP7 (159,160)
iR | VEGFA-\, Gli1, (161-163)
[-catenin
miR-185 | WNT1 (164)
miR-193a-3p ! PLAU (165)
o . PDK1/AKT2/XIAP, (166-168)

MAP4K4 ve HMGA2
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miR-200b-3p ) WNT1 (169)
miR-203a-3p 1 PDE4D (170)
miR-301a-3p 1 DLC1, RUNX3 (171)
MiR-362 ) SIX1 (172)
miR-410 1 DKK1 (173)
miR-4319 ) ABTB1 (174)
MiR-452 1 VEGFA, GSK3p (175,176)
miR-488 ) CLDN2 (177)
miR-494 1 APC (178)
miR-500a-5p ) HDAC2 (179)
miR-501-3p 1 APC (181)
miR-519b-3p ! CKMT1B (182)
MiR-548¢-5p ! PGK1 (183)
miR582 ) RAB27A (184)
MiR-590-3p 1 WIF1, DKK1 (185)
miR-708 ! ZEB1 (185)
miR-760 ! BATF3 (186)
MiR-873-5p ! JMID8 (187)
MiR-942 1 APC (188)
miR-1258 ) E2F8, CKS1B (189,190)
miR-1271 ! MTDH (191)
MiR-6803-5p 1 PTPRO (192)
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Cizelge 2.2. Kolorektal kanserde metastazla iligkili bazt mikroRNA’lar

MiRNA Ifade diizeyi |Hedefler Referanslar
mMiR-16-5p | ITGA2 (38)
miR21 1 PDCD4 (193)
miR-20a/miR-106a 1 AMER1 (139)
miR27a 1 FAM172A (194)
miR-28-5p | SSRP1 (144)
miR-31-5p 1 NUMB (195)
miR-32-5p 1 TOB1 (196)
miR-107 | TFRC (197)
miR126 | CXCL4, ROCK,  IRSL,[(149,150,198)
SLC7A5 ve TOM1
miR-139-5p | NOTCH1 (199)
miR-141-3p l TRAF5, EGFR (152,153)
miR-143-3p ! ITGA6, ASAP3 (200)
miR-145 | TWIST1 (201)
miR146a ! Carboxypeptidase M (CPM) (203)
miR-148a ! WNT10B (204)
miR150 ! TP53, VEGFA, Glil, MUC4  |(162,164,205,
206)
miR-181a-5p ! MMP14 (207)
miR-186-5p | ZEB1 (207)
miR-191 1 TIMP3 (208,209)
miR194 1 MMP2, MMP9, Vimentin ve (210)
E-Cadherin
miR-200 | ZEB1, ZEB2 (211-213)
miR-204 | CXCLS8 (214)
miR-206 | TMA4SF1 (215)
miR-301a-3p 1 DLC1, RUNX3 (171)
miR-302a ! NFIB, CD44 (216)
miR-324-5p ! ELAVL1 (217)
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miR-330 | HMGA?2 (218)
miR-338-5p 1 PIK3C3 (219)
miR-519b-3p l CKMT1B (181)
miR-520e | MTDH (220)
MiR582 | RAB27A (183)
MiR-590-5p 1 RECK (221)
miR-708 l ZEB1 (185)
miR-873-5p | ZEB1 (222)
MiR-6716-5p 1 NAT10 (223)

Metastatik hiicrelerin primer tiimdrden uzak metastaz bolgelerine gidisi oldukca zorlu bir
yolculuktur. Uzak bir lokasyona gidip yeni bir koloni olusturmasi igin asilmasi gereken
bariyerler vardir. Bu siireci anlamak icin anahtar yol, epitelyal-mezenkimal (EMT)
programlamasin1 ¢oziimlemekten ge¢cmektedir. EMT; primer tlimor hiicrelerinin primer
timorden ayrilarak yeni bir metastatik nisi olusturmasi i¢in gegirmesi gereken fiziksel
degisiklikleri agiklar. Bu dogrultuda tiimor hiicrelerinin metastazi i¢in mikrogevre degisikligi
gerektigi de kabul gormektedir (224,225). Bu mikrogevre degisikligini olusturacak ¢ok sayida
faktor tanimlanmigtir. Bunlardan biri de mikroRNA’lardir. Hiicrelerin EMT gecisi miRNA’lar
tarafindan regiile edilebilir. miRNA’lar E-cadherin, N-cadherin, ZEB, SNAI1 ve TWIST1 gibi
EMT transkripsiyon faktorlerini regiile ederek kolorektal kanserde (ve bir¢ok kanser tipinde)
timor hiicrelerinin invazyon ve metastazini destekleyebilir ya da inhibe edebilir (124,226-228).
Kolorektal kanserde miR204’iin yiiksek ekspresyonu ile CXCL8’i inhibe edilerek E-cadherinin
upregiile, N-cadherinin downregiile oldugu bildirilmistir (214). Baska bir ¢alismada,
MiR191’in ekspresyonundaki azalisin kolorektal kanserlerde migrasyonu engelledigi ve N-
cadherin ile E-cadherin seviyelerini degistirdigi gosterilmistir (208). Ek olarak, miR-6716-
5p’in NAT10 ekspresyonunu inhibe ederek E-cadherini downregiile ettigi gosterilmistir (224).
Qian ve arkadaslar1 ise, miR141-3p’nin EGFR’yi hedefleyerek E-cadherin, N-cadherin, SNAI1

ve Vimentin diizeylerini degistirdigini ve EMT siirecini destekledigini rapor etmislerdir (153).

Bu tez ¢aligmasinda EMT ile iliskisi olan bazt miRNA’larin ekspresyon diizeyleri incelenmistir.
Bu miRNA’lar; miR21, miR27a, miR126, miR146a, miR148a, miR150, miR194 ve
miR582’dir. “The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma)”

mMiRNA-seq verileri kullanilarak bir biyoinformatik analiz yapilmis ve kolorektal kanserde
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farkli eksprese olan miRNA’lar ¢ikarilmistir. Daha sonra EMT ile iliskili olanlar saptanarak

iclerinden bir se¢im yapilmistir.
2.7.2. KOLOREKTAL KANSERDE EKSOZOMAL miRNA CALISMALARI

Yukarida bahsedildigi iizere ¢ok sayida miRNA molekiiliiniin kolorektal kanserde etkinligi
gosterilmis olmakla birlikte ¢ok az calismada MKH eksozomlariin tasidigt miRNA’larin
kolorektal kanser iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu c¢alismalarin ilki 2019 yilinda Xu ve
arkadaglari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada MKH eksozomlarinda yiiksek eksprese olan
mMiR-16-5p molekiiliinii kolorektal kanser hiicre hatlarina transfekte ederek tiimor migrasyon ve
invasyonunun ITGA2’yi hedefleyerek azalttigint gostermislerdir. MKH eksozomlarinin
tasidigt miRNA’larin kolorektal kanserde etkinligini gosteren c¢aligmalar, Cizelge 2.3.’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.3. Kolorektal kanserde eksozomal mikroRNA caligmalari

exo mMiRNA | Hedefledigi gen KRK’daki etkisi Referans
] Apoptozu artirirken proliferasyon,
exo miR-16 ITGA2 _ _ o (38)
migrasyon ve invazyonu inhibe eder
exo miR- Proliferasyon, migrasyon ve invazyonu
COPB2 o (37)
4461 inhibe eder
. TGF-B1 inaktivasyonu ile KRK hiicrelerinin
exo miR- Integrin 06 ] o
proliferasyonunu, EMT'sini,invazyon ve (229)
3940 (ITGAG)
metastazini inhibe eder.
AKT yolunu aktive ederek KRK’in
exo miR-222 ATF3 gelisimini destekler ve tiimor biiytiimesini (230)
arttirir. Immiin sistemden kacis1 destekler.
PI3K/AKT yolunu inhibe ederek KRK
exo miR-22 RAP2B hiicrelerinin proliferasyonunu ve (231)
invazyonuinu baskilar.
KRK’da tiimor biiyiimesini hizlandirir. miR-
exo miR-424 TGFR3 424 inhibe edilirse KRK’da tiimor bitytimesi (232)
kisitlanir.
exo miR-30a
KRK hiicre proliferasyonunu ve metastazi
ve MIA3 (233)
_ destekler.

exo miR-222
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3. GEREKCE VE AMAC

Insidans1 ve mortalitesinin yiiksek olmas1 nedeniyle kanserin progresyonu ve yayilimma etki
eden faktorleri saptamak, kanser arastirmalarinin en Oonemli hedeflerinden biridir. Bu
dogrultuda bu doktora tezinin konusu; diinyada en sik goriilen kanser tiplerinden biri olan
kolorektal kanserin progresyonu ve yayilimina insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok

hiicre (MKH) eksozomlarinin etkisini arastirmaktir.

Bu tez ¢alismasinda MKH eksozomlarinin kolorektal kanser gelisimi ve ilerlemesinde etkisini
saptamak ve normal biyolojik siireglerde MKH’nin KRK hiicreleri tizerindeki etkisini
anlayabilmek i¢in invitro olarak insan kemik iligi kaynakli MKH eksozomlar1 kullanilmistir.
Bu eksozomlar, KRK hiicre hatlarina uygulanarak proliferasyon, invazyon/metastaz/EMT

baglaminda etkisi degerlendirilmistir.

Literatiir bilgileri esliginde; bu tez c¢alismasinmn hipotezi, “Insan Ki-MKH kaynakl
eksozomlarin, kolorektal kanser hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon yetenegini
artirir” seklinde ifade edilebilir. Buna ek olarak, EMT transkripsiyon faktorlerinin ve EMT
iligkili miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde de EMT’yi artirma ydniinde bir degisim olacagi
ongorilmistiir. Bu tez calismasindan elde edilen veriler ile kolorektal kanser progresyonunda
ve yayilmasinda, MKH’lerin salgiladig1 ve parakrin etki gosterdigi bilinen ¢esitli sitokinlere
(6rn IL-8) ek olarak eksozomlarin rolii incelenmis ve Baslik 2.4.5’de bahsi gecen ve literatiirde
halen ¢eliskili goriinen MKH-kolorektal kanser iliskisinde MKH eksozomlarinin pro ve/veya

anti-tiimor etkisine dair bir yorum yapilmustir.
MKH eksozomlarimin pro ve/veya anti-tiimor etkisi, EMT siirecindeki etkisi saptandiktan sonra

bunun iligkili oldugu molekiiler mekanizmalar ile ilgili ¢alismalar yapilmisg ve fonksiyonel

olarak saptanan sonuglar, biyoinformatik ve molekiiler deneylerle de desteklenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL

Calismada 22 Ocak 2018 tarih ve 02-61-18 karar nolu ile Ankara Universitesi Etik kurulu izni
ile 5 ayr1 saglikli donérden elde edilen Ki-MKH siipernatani ve bir adet Ki-MKH hiicre hatti
stipernatani kullanilmistir. Bu siipernatanlardan elde edilen eksozomlarin uygulanmasi i¢in de
kolorektal kanser hiicre hatti kullanilmistir. Kanser hiicre hatti Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Onkoloji ABD’ndan Prof. Dr. Hakan AKBULUT tan, Ki-MKH hiicre hatt1 ise

ATCC’den temin edilmistir. Kullanilan hiicre hatlar1 ve tretim kosullar1 Cizelge 4.1.’de

verilmistir.
Cizelge 4.1. Kullanilan hiicre hatlar ve liretim kosullari
Tarih Pasaj | Hiicre | Hiicre adi Kullanilan Ortam icerigi
no hatti besiyeri
katalog
numaralari
19.02.2018 12 ATCC | Kolorektal | Gibco Cat No: McCoy’s 5A
HT29 Kanser 16600082 (Modified) Medium
(insan) Lot No: +%10FBS*
2120383 +Penisilin/Streptomisin
21.05.2019 5 ATCC Ki-MKH Biological MSC Nutristem Media
PCS- | Hiicre Hatt1 Industries XF + MSC Nutristem
500-012 (insan) Cat.No: 05- XF Supplement Mix
200-1A +%10FBS*
Lot.No: +Penisilin/Streptomisin
1610177

* Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in bir siire FBS kullanilmigtir. Ancak siipernatan toplanmasinda ve

eksozom uygulamasi yapilacak deneylerde (yara iyilesmesi deneyi...vs) FBS kullanilmamustir.

Kullanilan baglica kimyasallar; Sodyum Kloriir (NaCl, molekiil agirligi, 58.44, Sigma-
Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD), Potasyum Kloriir (KCI, molekiil agirligi, 74.55, Sigma-

26



Aldrich-250g, Alabaster, AL, ABD), Sodyum fosfat dibasik heptahidrat (NazHPO4.7H-0,
molekil agirligi, 268.07, Sigma-Aldrich-250g, Alabaster, AL, ABD), Potasyum fosfat
monobasik (KH2PO4, molekiil agirligi, 136.09, Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD),
Sodyum azide (NaNs, molekiil agirhigi, 65.01, Sigma-Aldrich-100g, Alabaster, AL, ABD),
Sodyum hidroksit (NaOH, molekiil agirligi, 40, Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD),
Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich-50g, Alabaster, AL, ABD), Metanol (CH4O,
Invitrogen LifeTechnologies,), Karboksil Latex Bead (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kaliforniya, ABD), Mounting Medium (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
ABD), Tween 20 (molekiil agirhigi, 1228, Sigma-Aldrich-100 ml, Alabaster, AL, ABD), Dil
stain (('Dil"; DilC18(3)1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate),
Invitrogen Life Technologies, katalog no:D3911, Carlsbad, Kaliforniya, ABD), DAPI (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD), PE anti-human CD81 (TAPA-1) antibody
(Biolegend, San Diego, CA, ABD), Piirifiye anti-human CD9 antibody (Biolegend, San
Diego, CA, ABD), Dimetilsiilfoksit (DMSO, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
ABD), Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT, molekill agirhigi, 414,32,
Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD), Matrigel Matrix (Corning Life Sciences, New
York, ABD), Paraformaldehit (molekiiler agirligi 30, Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL,
ABD)

4.2. YONTEM

4.2.1. HUCRE KULTURU
4.2.1.1. Ki-MKH KULTURU
Insan Ki-MKH hiicre kiiltiirii i¢in “Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells; Normal,

Human (ATCC® PCS-500-012™)” hiicre hatt1 kullanilmis ve ATCC’den temin edilmistir.

Ki-MKH Hiicre hatt1 %10 fetal bovin serum (FBS), MSC Nutristem Media XF + MSC
Nutristem XF Supplement Mix +%10FBS +Penisilin/Streptomisin ile kiiltiire edilmistir (235).

Hiicreler %80-90 konfluent oldugunda %10 FBS igeren besiyeri uzaklastirilmis ve PBS’le
hiicreler yikandiktan sonra FBS igermeyen besiyeri ile inkiibe edilmistir. Daha sonra

siipernatanlar toplanip -80 °C’de saklanmustir.
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Not: Hiicrelerin FBS igcermeyen ortamda strese girme ihtimali vardir. Bu durum eksozom
iceriginde degisiklige sebep olabilir. Bunun 6niine gegmek i¢in “GMP grade insan biiyiime

faktorleri igeren bir supplement mix” kullanilmistir.

Primer Ki-MKH hiicreleri icin kiiltiir islemi yapilmamistir. Ankara Universitesi Kok Hiicre
Enstitiisii Doku ve Hiicre Uretim Merkezi biinyesinde klinik i¢in iiretilmis olan primer Ki-MKH
hiicrelerin siipernatanlari etik kurul onayi ile kullanilmstir.

4.2.1.2. HT29 (KOLOREKTAL KANSER HUCRE HATTI) KULTURU

“HT29 (ATCC HTB-38) kolorektal kanser hiicre hatti kullanilmis ve hiicreler Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji ABD’ndan Prof. Dr. Hakan AKBULUT’tan temin
edilmistir. HT29 hiicre hatt1 %10 fetal bovin serum (FBS), McCoy’s 5A (Modified) Medium
+Penisilin/Streptomisin ile kiiltiire edilmistir (235).

4.2.1.3. TRIPSINIZASYON ve HUCRE SAYIMI

HT29 hiicreleri yaklasik %90 konfluent oldugunda siipernatan uzaklastirilip 1xPBS ile
yikanmis ve ardindan 2X Tripsin EDTA tampon eklenerek 37 °C’de 4-5 dakika bekletilmistir.
Tripsin inaktivasyonu igin 1X Tripsin Inhibitérii kullanilmistir. Hiicreler 200 g’de 3 dakika
santrifiijlenip %10 FBS’li besiyeri ile resiispanse edilmistir. Hiicre sayimi1 i¢in 10 pl hiicre
slispansiyonu hemasitometreye alinip 4 biiyiik alan sayilmistir. Buna gore asagidaki formiil ile

hiicre sayis1 hesaplanmistir (236).

1 ml’deki toplam hiicre sayis1 = (Sayilan hiicre/4) X Diliisyon faktorii x 10

4.2.2. EKSOZOM iZOLASYONU

Ki-MKH hiicre siipernatanlarindan eksozom izolasyonu yapilmstir. Izolasyonlar igin giincel
literatiiriin tavsiye ettigi sekilde iki ayr1 yontemin kombinasyonu (size exclusion kromotografi
ve ultrasantrifiijasyon) kullanilmistir (237). Size exclusion kromotografi icin “Izon Science
qEV10 Size Exclusion” kolonlar1 kullanilmig (238) ve Sekil 4.1.’de kullanilan kolonlar

gosterilmistir. Kullanici talimatina uygun olarak eksozom izolasyonu yapilmistir (240).

Protokole gdre; siipernatanlar bir gece 6nceden -80°C’den cikarilip +4°C’ye alinmis ve gece
boyu yavasca ¢dziinmesi saglanmustir. Oncelikle siipernatanlar, hiicre debrislerinin ve olasi

biiytlik partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in 10.000 g’de 10 dk santrifiijlenmistir. Her izolasyon
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icin yaklagik 10 ml siipernatan temiz bir tiipe alinmis ve kolonlar yaklasik 1 saat 6nceden
+4°C’den ¢ikarilarak oda 1sisina gelmesi saglanmistir. Kolon, dik ve sabit durmasi igin bir
standa sabitlenmis, {ist hazne 6nce PBS ile 1slatilip akis saglandiktan sonra kolonun iist ve alt
vidas1 ¢ikarilip buraya yerlestirilmistir. Haznenin hacmi kadar (yaklasik 70 ml) PBS eklenip
kolonun yikanmasi saglanmis, ardindan 10 ml hiicre siipernatani eklenmistir. Bu asamadan
hemen sonra akan ilk 25 ml s1vi daha atildiktan sonra alta temiz bir 15ml’lik falkon konmus ve
15 ml eksozom toplanmistir. Kolonun tamamen temizlenmesi i¢in (yeni drnege gecebilmek
icin) 120 ml (1.5 hacim) daha PBS kolondan geg¢irilmis ve izolasyonlar tamamlandiktan sonra
1 hacim %0.05 Na Azide gegirilip ve hazne bosalir bosalmaz alt ve {ist vidalar kapatilarak kolon
+4°C’ye kaldirilmustir.

Sekil 4.1. Eksozom izolasyon kolonlar1

Size exclusion kromotografi ile elde edilen 15 ml eksozomun safliginin ve konsantrasyonunun
artirilmast amaciyla Ornekler ultrasantrifiijasyona tabi tutulmustur (237). Eksozomlar
ultrasantrifiyj tiiptine aktarilip 100.000 g’de 1 saat santrifiijlenip fazla siipernatan uzaklastirilmig
ve dipte kalan PBS ile tekrar restispanse edilmistir. Boylece her 6rnegin hacmi yaklagik 1.5 ml-

3 ml araligina indirilmistir.
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4.2.3. EKSOZOM KARAKTERIZASYONU
4.2.3.1. EKSOZOM BOYUT DAGILIMININ TRPS ile ANALIZi

Elde edilen eksozomlarin partikiil biiylikliigii ve gercek dagilim ile konsantrasyon verilerini
elde etmek amaciyla ayarlanabilir direng darbe algilama (Tunable Resistive Pulse Sensing,
TRPS) mekanizmasina dayanan bir sistem olan gNano cihazi (Izon Sciences, Birlesik Krallik,
teknik Ozellikler igin bk.: https://www.izon.com/) kullanilarak izole edilen eksozomlarin
analizleri gerceklestirilmistir. (240,241). Partikiil biiyiikliigii ve konsantrasyon kalibrasyonu
icin 1zon CPC100B boncuklari kullanilmis ve analiz araligi 50-330 nm olan 100 nm'lik bir por
biiytlikliigiine sahip bir membran kullanilmistir. Minimum 500 veri noktasi toplanip sonuglar
analiz edilmistir. Bunun i¢cin NP100 poru cihaza yerlestirip kullanici talimatina uygun olarak
once wetting soliisyonu ile 1slatilmis, daha sonra da eksozomun resiispanse edildigi tampon
(1xPBS) ile ayarlamalar yapilmis ve 40 pl 6rnek yiiklenerek 500 veri sayildiktan sonra

kalibrasyon boncuklart ile kalibre edilip sonuglar analiz edilmistir.

4.2.3.2. FLOW SITOMETRI ile EKSOZOMAL BiYOBELIRTECLERIN ANALIZI

Eksozomlar ¢ok kiiciik yapilar oldugu icin flow sitometri ile direkt saptanabilmeleri ¢ok giictiir.
Flow sitometride goriiniir olabilmelerini saglayabilmek icin karboksil latex boncuklar
kullanilmaktadir (237). Sekil 4.2.” de goriildiigi iizere latex boncuklarin {izeri bir eksozom
biyobelirteci olan CD9 antikoru ile kaplanmigtir. Daha sonra BSA ile bloklanip eksozomlarla
inkiibe edilerek bead-CD9-eksozom komplexi olusmasi saglanmistir. Son olarak PE isaretli
CD81 antikoru (eksozom biyobelirteci) ile inkiibe edilerek boyanmasi saglanmis ve PE

kanalinda analiz edilmistir (242).
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Sekil 4.2. Flow sitometride eksozom analizi i¢in hazirlanan bead-eksozom-antikor
komplexinin yapis1 (244)

Yukaridaki kompleksin hazirlig1 i¢in 6ncelikle 200 pl latex boncuk, 100 ul PBS ile karistirilip
max. rpm’de santrifiij edilmis, stipernatan uzaklastirilip 20 pg piirifiye CD9 antikoru eklenmis
ve 50 ul PBS eklenip 30 dk rotatorda inkiibe edilmistir. Daha sonra hacmi PBS ile 500 ul’ye
tamamlanip rotatorda gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. 10 dk. max.rpm’de santrifiijlenip
stipernatani uzaklastirilmis ve 1 ml %5 BSA (PBS ile hazirlanmis)’da ¢oziiliip rotatorda 4 saat
inkiibe edilmistir. Tekrar santrifiijlenip slipernatani uzaklastirilmis ve 200 pl %1 BSA icinde

¢oziilmiistiir. Bu tiip “bead coating” olarak isaretlenmistir.

Analizi yapilacak her bir 6rnek i¢in 2 tiip hazirlanmis, bunlardan biri CD81-PE boyali, biri
boyasiz (negatif kontrol) olarak isaretlenmistir. Her tiip i¢in 1 pg eksozom ve 1 pl bead coating
karistirilmis. 50 pl PBS eklenerek oda 1sisinda 30 dk dondiiriilmiistiir. PBS ile hacmi 500 pl’ye
tamamlanip rotatorda gece boyu +4°C’de inkiibe edilmis, 10.000 g de 5 dk santrifiijlenip
stipernatani uzaklastirilmistir. Her tiip i¢in 50 pl olucak sekilde PBS ile ¢oziilmiis, boyali olarak
isaretlenen tiipe 5 pl PE-CDS81 antikoru eklenmis, boyasiz olarak isaretlenen tiipe bir sey
eklenmeden tiipler 1 saat karanlikta rotatorda inkiibe edilmistir. Uzerlerine 100 pl PBS
eklenerek flow sitometride okumasi yapilmistir. Okuma 6ncesinde flow sitometride bir taslak
hazirlanmig, bunun igin fazladan hazirlanan bir boyasiz tiip kullanilmistir. Boyasiz tiipiin

okutulmasi ile boncuklarin nerede konumlandigi anlasilip kapt alinarak bir taslak
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kaydedilmistir. Analizler PE kanalindaki sayimlara gore boyali tiipiin boyasiz tlipe gore en az

1 birim yiiksek sayim verdiginin gosterilmesi ile tamamlanmustir.

4.2.3.3. EKSOZOMLARIN HUCRE iCINDE GORUNTULENMESI

Izole edilen eksozomlar bir membran boyasi olan ile Dil boyasi ile isaretlenip HT29 hiicreleri
icinde konfokal mikroskopi ile goriintiilenmistir (244). Bunun igin 48x10%° partikiil eksozom
son hacmi 1 ml olacak sekilde siispanse edilmistir. Daha 6nce DMSO ile ¢oziilerek son
konsantrasyonu 2,5 mg/ml olan Dil boyasindan 4 pl eklenip karanlik ortamda ve oda 1sisinda 1
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iizerine son hacmi 6 ml olacak sekilde PBS
eklenip 100.000 g’de 1 saat santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirilip PBS ile tekrar

¢Ozllmiistiir.

HT29 hiicreleri 5x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara steril lamel iizerine
ekilip 24 saat inkiibe edilmistir ve eksozomlar 4x10%° partikiil/ml konsantrasyonda olacak
sekilde HT29 hiicrelerine uygulanmistir. Hiicreler Dil isaretli eksozomlar ile 24 saat inkiibe
edildikten sonra %100 metanol ile fikse edilip DAPI’li mounting besiyeri ile kapatilmis ve
konfokal mikroskopta incelenmistir. Negatif kontrol olarak isaretsiz eksozomlar kullanilmistir.

Hiicre igine alinan eksozomlar 63X biiyiitme ile goriintiilenmistir.
4.2.4. EKSOZOM UYGULAMASI iLE YARA IYILESMESI DENEY1

Eksozom uygulamasmin HT29 hiicreleri iizerinde migrasyon yetenegi agisindan etkisini
incelemek igin yara iyilesmesi deneyi yapilmistir (245). Bir hiicre tabakasinin hiicre gogiinii
yar1 kantitatif olarak 6l¢gmek i¢in kullanilan bu yaklasimda %70-80 konfluent olan hiicrelere
pipet ucu ile bir ¢izik atilarak olusan bosluga hiicrelerin go¢ etmesini ve boslugu kapatmasi

beklenmektedir (246).

Yara iyilesmesi deneyi i¢in &ncelikle HT29 hiicreleri 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekilmis, 24 saat sonra besiyeri uzaklastiritlip 200 ul’lik pipet ucu ile
cizilmistir. Daha sonra hiicre kalintilarinin uzaklastirilmasi igin 1xPBS ile yikanmigtir. 2 ml
FBS igermeyen besiyeri eklenip her bir eksozom igin 2x10° partikiil/ml olacak sekilde
eksozom uygulamasi ile 3°’li tekrarlar yapilmistir. Kontrol grubuna es hacimde PBS

eklenmistir. Eksozom uygulamas1 yapildiktan hemen sonra fotograflanmis ve 0. saat olarak
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kaydedilmistir. Hiicreler 37 °C’de hiicre inkiibatdriine alinip 48 saat inkiibe edildikten sonra
tekrar fotograflanmig ve ZEN 2012 (blue edition) programi araciligtyla yara kapanma oranlari
Olceklendirilmis ve sonucglar two-way ANOVA testi kullanilarak “GraphPad” istatistik

programi ile analiz edilmistir.
4.2.5. EKSOZOM UYGULAMASI iLE MTT DENEYI

Eksozom uygulamasinin HT29 hiicreleri iizerinde proliferasyon agisindan etkisini incelemek
icin MTT deneyi yapilmistir. Temel ¢aligma prensibi; proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT, Metiltiazol difenil tetrazolyum: sar1
renkli) kullanarak formazan (mor) boya tiretmesi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans

olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile dl¢iilmesine dayalidir.

NAD(P)H bagimli hiicresel oksirediiktaz + Tetrazolyum = Formazan (mor renkli)

Boylece hiicresel biiylimeyi ve canliligl yansitan mitokondrinin aktivitesi Olgiilerek hiicre
proliferasyonu hakkinda bilgi saglanmaktadir (247). Seki 4.3.’de formazan kristallerinin

olusturdugu renk degisimi temsili olarak gdsterilmistir.

Sekil 4.3. MTT Deney Goriintiisii

MTT deneyi icin dncelikle HT29 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekilmis, 24 saat sonra besiyeri uzaklastirilip 1xPBS ile yikanmuistir. 100 pul FBS

icermeyen besiyeri ve 2x10%° partikiil/ml konsantrasyonda eksozom uygulamasi yapilmis ve
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24, 48, 72 saat olarak 3 ayr plate’de 37 °C’de inkiibe edilmistir. Kontrol grubu igin es hacimde
1xPBS uygulanmus, blank kontrol igin hiicresiz 3 kuyucuk ayrilmistir. inkiibasyon siiresi
dolunca 10 pl MTT reaktifi eklenip 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve besiyeri uzaklastirilip 50
ul DMSO ile formazan kristalleri ¢6ziilmiis ve son hacmi PBS ile 100ul’ye tamamlanip 590
nm multiplate okuyucuda absorbans degerleri okunmustur. Blank kontrol degerleri ile
normalizasyon yapildiktan sonra sonuglar two-way ANOVA testi kullanilarak GraphPad

programi ile analiz edilmistir.
4.2.6. EKSOZOM UYGULAMASI iLE HUCRE INVAZYON DENEYi

Eksozom uygulamasinin HT29 hiicreleri lizerinde invazyon ag¢isindan etkisini incelemek i¢in
transwell matrigel temelli hiicre invazyon deneyi yapilmigtir. Temel ¢alisma prensibinde,
gozenekli bir membran ile iki ayr1 ortam olusturulur. Gozenekli membran, zardaki gézenekleri
bloke etmesi i¢in ekstraseliiler matristen (ECM) olusan bir jel ile bloke edilir. ECM, zar
gozeneklerini tikar ve invaziv hiicreler matrisi bozabilir ve ECM katmanindan gegebilir, oysa
non-invaziv hiicreler ECM katmanindan gecemez. Daha sonra invaziv hiicreler boyanip

sayilarak invazyon yetenegi hakkinda bilgi alinmis olur (246,248).

Serumsuz Serumsuz

—| —————— _—

besi yeri ln '| besi yer l,'r“ —

Plaka kuvucugu / Ekilen hiicreler plaka kuyucugu l' !‘( | . .
o0 C' -\\ \ Mon - Invaziv hiirceler
D Cl Tek katmanl hiicre (e Tek katmanl hiicre
Yan gegirgen—— formasyonu Yan gecirgen f"'bﬁm - formasyonu
membran membran invaziv hiicreler

Sekil 4.4. Transwell invazyon deneyi (250)

Transwell invazyon deneyi i¢in 6ncelikle 8 pm porlu transwell kuyucuklari 24 kuyucuklu plaka
icerisine yerlestirilmistir. Bir gece dnceden yavasca ¢oziinmesi i¢in +4 °C’ye ¢ikarilan Matrigel
Matrix, FBS igermeyen besiyeri ile uygun konsantrasyonda (250ug/ml) diliie edilerek transwell
kuyucuklarma 100 ul olarak eklenip jellesmesi icin gece boyu 37 °C’de inkiibe edilmistir. Daha
sonra HT29 hiicreleri 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde transwellin iist haznesine 200 pl FBS
icermeyen besiyeri ile ekilmis, ayrica deney gruplari icin 2x10%° partikiil/ml konsantrasyonda
eksozom ilave edilmistir. Alt hazneye ise 750 ul %10 FBS iceren besiyeri eklenmistir. Ardindan

hiicreler 48 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri uzaklastilip
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transwell kuyucuklari 1xPBS ile iki kez yikanmis ve %3,7 paraformaldehit ile fikse edilip %100
metanol ile permabilize edilmistir. Daha sonra %2 Giemsa ile 10 dakika boyanip {ist
katmandaki non-invaziv hiicreler swab ile silinip 2 kez 1xPBS ile yikanmis, por kuruduktan
sonra temiz bir bistiiri ucu ile kesilip lam iizerine alinip 151k mikroskobunda goriintiilenmistir.
5 ayn alandan cekilen fotograflarda invaze hiicreler sayilmis ve sonuglar two-way ANOVA

testi kullanilarak GraphPad programu ile analiz edilmistir.
4.2.7. RNA-SEQ METAANALIZI

“The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma) ” miRNA-seq verileri
ve ilgili klinik bilgiler, R istatistik yazilimi (siiriim 4.0.3) kullanilarak Pan-Cancer Atlas
tizerinden (https://portal.gdc.cancer.gov/) alinmistir (249). Bu veri, 463 6rnekten (455 primer
timor ve 8 normal kontrol) olusuyordu. miRNA ekspresyon matrisi, 1881 miRNA’dan

olusmaktadir.

Diferansiyel miRNA ifadesi, DESeg2 ve IHW paketleri kullanilarak analiz edilmistir. Farkli
timor ve normal kontrol dokulari arasindaki anlamli ekspresyon farkliligr icin mutlak log2 kat

degisimi >1 ile ayarlanmig p degeri < 0,05 olarak kabul edilmistir (250).

EMT ile ilgili genler ve kodlayic1 olmayan RNA'lar i¢in kapsamli literatiir aragtirmasi ve
islevsel agiklama igeren bir veritabani olan dbEMT 2.0 kullanilarak EMT ile iliskili miRNA’lar
saptanmistir (251). Bu iki verinin (kolorektal kanserde farkli eksprese olan miRNA’lar ve
dbEMT f{izerinde tanimli EMT iliskili miRNA’lar) kesisimi i¢in Venn diyagrami olusturmak
icin “InteractiVenn” aract kullanilmistir (252). Bu miRNA’lar i¢inden bazilar1 segilerek

caligmaya dahil edilmistir.

4.2.8. EKSOZOM UYGULAMASI iLE MIiRNA VE EMT-TF GEN EKSPRESYON
DEGIiSIMLERININ SAPTANMASI

4.2.8.1. Total RNA izolasyonu (Trizol ile)

HT29 hiicreleri, 6-kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat
inkiibasyondan sonra (%70-80 konfluensi) DPBS ile yikanip 2x10'° partikiil/ml
konsantrasyonda FBS icermeyen besiyeri ile eksozom uygulamas1 yapilmistir. Kontrol grubuna

eksozomlar ile es hacimde PBS eklenmistir. 48 saat inkiibasyonun sonunda RNA izolasyonu
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icin “RiboEX total RNA isolation solution” kullanilarak trizol temelli bir RNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

Her kuyucuga 750 pl trizol eklenerek hiicreler pipetaj ile kaldirilip 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine almir. 5 dk oda 1sisinda beklenip 12.000 g’de 4°C’de 10 dk. santrifiijlenmistir.
Siipernatan temiz tiipe alinmuistir 200 pl kloroform eklenip 12.000 g’de 4°C’de 15 dk.
santrifiijlenmis ve ayrilan iist faz temiz tiipe alinmistir. Uzerine 1 ml isopropil alkol eklenip alt
iist edilmis ve 12.000 g’de 4°C’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Siipernatan atilip 1 ml 750 ul %75
etanol eklenip 7500 g’de 4°C’de 5 dk. santrifiijlenmistir. siipernatan atilip tiip kurutulmus ve .
50 ul RNAaz free su eklenip 56 °C’de 10 dk bekletilip buza alinmistir.

= RNA’nin spektrofotometrik analizi ve miktar tayini

Izole edilen RNA’larin saflig1 ve konsantrasyonunun tespiti i¢in spektrofotometre (ePoch,
BioTek Instruments, Winooski, Vermont, ABD, teknik oOzellikler ic¢in  bk.:
https://www.biotek.com/) ile iki tekrarli olarak RNA’lar 6l¢tilmistiir. Niikleik asitler 260 nm
dalga boyunda, protein ise 280 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. RNA’nin
saflig1 degerlendirilirken 260/280 oraninin ~2 olmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda da

miimkiin oldugunca bu orana uygun araliklar dikkate alinmistir.
= Agaroz Jel Elektroforezi

RNA’larin biitiinliik kontrolii ve DNA kontaminasyonu tespiti i¢in %1 agaroz jel ile yatay
elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Ornekler 100 bp DNA ladder esliginde yiiriitiilmiistiir. RNA’lar
65°C°de 3 dk. inkiibe edilip, daha sonra 6x yiikleme boyast ile karistirilip jele yiiklenmistir. 80
voltta 1 saat yiritilip UV transilluminator (Biorad Chemidoc Imaging Systems, Hercules,

Kaliforniya, ABD, teknik 6zellikler igin bk.: https://www.bio-rad.com/) ile goriintiilenmistir.

4.2.8.2. cDNA Sentezi

EMT-TF ekspresyonlar: icin, baslangic RNA miktar1 1000 ng olacak sekilde hesaplamalar
yapilip “EntiLink cDNA sentez kiti” kullanilarak kullanici talimatina uygun olarak cDNA

sentezlenmistir.
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https://www.google.com/search?rlz=1C1FKPE_trTR971TR971&sxsrf=AOaemvJp_vmm6Oq8DaiZxL6wG6dHX6a51w:1643106159598&q=Hercules+Contra+Costa+County,+CA,+Amerika+Birle%C5%9Fik+Devletleri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWO08UouSS3NSixWc8_NKihKBVHEJiCzNK6nUUXB21FFwzE0tysxOVHDKLMpJPTo_M1vBJbUsJ7UkByi8g5URADGkVLOIAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi4zOG318z1AhW9R_EDHYNADSIQmxMoAXoECCUQAw

Buna gore cDNA sentezi igin kullanilan protokol ve PCR programi Cizelge 4.2.°de

gosterilmigtir.
Cizelge 4.2. EMT-TF i¢in kullanilan cDNA protokolii
1. asama 5x gDNA eraser buffer 2 ul
gDNA eraser 1 ul
RNA + RNAase free su 7 ul
Toplam hacim 10 pl
Program: 42 °C’de 2 dk.
2. asama 1. asama mix 10 pl
dNTP 1 pl
RT primer mix 2 ul
RNAase free su 2 ul
Toplam hacim 15 ul
Program: 70 °C’de 5 dk. Buzda beklet
3. asama 2. asama mix 15 pl
5x RT buffer 4 ul
RTase 1 ul
Toplam hacim 15 ul
Program: 37 °C’de 60 dk.
95 °C’de 5 dk.
Buzda bekilet.

miRNA ekspresyonlari i¢in baslangic RNA miktar1 3000 ng olarak belirlenmis ve spesifik stem-

loop primerler kullanilarak gen spesifik cDNA sentezi kullanici talimatina uygun olarak

yapilmistir . Kullanilan miRNA stem-loop primerleri Cizelge 4.3.’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. cDNA sentezinde kullanilan miRNA stem-loop primerleri

miRNA Primer dizisi (Stem-loop)

let7a 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG ACAACTAT 3

U6 (kiiclik niiklear|5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’

RNA, snRNA)

hsa-miR21-5p 5'-GTCGTATCC AGT GCAGGG TCCGAG GTATTCGCACTG

GAT ACG AC TCA ACA -3’

hsa-miR27a-5p 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG AC TGCTCA-3°

hsa-miR126-5p 5’-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG ACCGC GTA-3

hsa-miR146a-5p 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG AC AACCCA-3’

hsa-miR148a-5p 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG ACAGT CGG- ¥

hsa-miR150-5p 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG AC CACTGG- 3’

hsa-miR194-5p 5'-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCACTG
GAT ACG AC TCCACA-3’

hsa-miR582-5p 5’-GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA
CTG GAT ACG AC AGT AAC-3’

miRNA’lar i¢in kullanilan ¢cDNA sentezinde kullanilan protokol ve PCR programi Cizelge
4.4.°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. miRNA’lar i¢in kullanilan cDNA protokolii

1. asama Stem-loop primer mix 10 ul
dNTP 1ul
RNA + RNAase free su 4 ul
Toplam hacim 15 ul
Program: 70 °C’de 5 dk.
2. asama 1. asama mix 15 pl
5x RT buffer 4 ul
RTase I ul
Toplam hacim 15 pl
Program: 42 °C°de 60 dk.
95 °C’de 5 dk.
Buzda beklet

4.2 .8.3. Kantitatif Real time PCR

Gen ekspresyon degisimlerini saptamak i¢in Q-PCR yapilmistir. EMT -TF’ler i¢in GAPDH,
miRNA’lar i¢in let7a ve U6 housekeeping gen olarak kullanilmigtir (253,254).

Kullanilan miRNA ve EMT genlerinin primerleri Cizelge 4.5.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Kantitatif PCR’da kullanilan tiim primer dizileri

Genler Primer dizileri (forward ve reverse)
GAPDH F: 5’- CTGGGCTACACTGAGCACC-3’

R: 5’- AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG-3’
E-Cadherin F: 5>-TTGACGCCGAGAGCTACAC-3’

R: 5’>-GTCGACCGGTGCAATCTT-3’
N-Cadherin F: 5°- TCCAGACCCCAATTCAATTAATATTAC-3’

R: 5’>-AAAATCACCATTAAGCCGAGTGA-3’
Twistl F: 5’-GGAGTCCGCAGTCTTACGAG-3’

R: 5>-TCTGGAGGACCTGGTAGAGG-3’
Slug (Snail2) F:5-CTTTTTCTTGCCCTCACTGC-3’

R: 5>-AGCAGCCAGATTCCTCATGT-3’
Universal primer F:5-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3'
let7a F: 5 AGG CAG TGA GGT AGT AGG 3'
U6 F:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’

R: 5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’
miR21 F: 5- TAGCTTATCAGACTGATGTTGTCCGCT -3’
miR27a F: 5’ -CAC CAG AGG GCTTAG CTG -3’
miR126 F.5-GCA GCG CAG CATTATTACTTT-3’
hsa-miR148a-5p F:5-GCG CAG TGAGAACTGAATT-3
hsa-miR148-5p F: 5 -GCG CAG AAAGTTCTGAGA -3
miR150 F:5-GCAGTC TCCCAACCCT-3’
miR194 F: 5’ -GCG CAG TGT AAC AGC AAC -3
miR582 F:5-AGC GCAGTT ACAGTT GTT C-3°
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Kantitatif PCR i¢in Promega GoTaq® Green Master Mix, (2X) kullanilmis olup ilgili protokol
ve PCR programi EMT-TF’ler i¢in Cizelge 4.6.’da, miRNAlar i¢in Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.6. EMT-TF i¢in kullanilan Q-PCR protokolii

Promega GoTaq® Green Master Mix, (2X) | 5 ul
Forward Primer (10 pmol) 0,5 ul
Protokol Reverse Primer (10 pmol) 0,5 ul
RNAse free su 3ul
cDNA 1 pl
Pre-inkiibasyon 95 °C 5 dk.
Amplifikasyon 95 °C 15 sn.
Program (40 dongii) 60 °C 60 sn
72°C 30 sn
Melting Curve 95°C 10 sn
65 °C 60 sn
95 °C bekleme
Soguma 40 °C 30 sn.
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Cizelge 4.7. miRNA’lar i¢in kullanilan Q-PCR protokolii

Promega 8 ul
GoTaq® Green Master Mix, (2X)
Protokol Forward Primer (10 pmol) 1 ul
Universal Primer (10 pmol) 1 ul
RNAse free su 4,5 ul
cDNA 1,5 ul
Pre-inkiibasyon 95 °C 5 dk.
Amplifikasyon 95 °C 15 sn.
Program | (40 dongii) 59 °C 60 sn
72°C 30 sn
Melting Curve 95°C 10 sn
65 °C 60 sn
95 °C
bekleme
Soguma 40 °C 30 sn.

4.2.9. HT29 HUCRELERINDE miRNA TRASFEKSIYON CALISMASI

Yapilan QPCR analizinde HT29 hiicrelerinde diisiik eksprese oldugu goriilen miR126’nin
overekspresyonunu saglamak icin lipozomal bazli gegici transfeksiyon yapilmistir.
Transfeksiyon i¢in miRIDIAN microRNA mimikleri ve Dharmafect transfeksiyon ajanlari
kullanilmistir. Bu teknikte miRNA mimiklerinin konak hiicreye girisini saglayacak hiicrenin
fosfolipit tabakasi ile sorunsuz birlesebilen pozitif yiikli lipid agregatlarimin olusumunu

saglayan bir reaktif kullanilmistir (255,256).

Her bir mimik igin 3 tekrarli olarak deney planlanmis olup hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 2x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip 24 saat inkiibe edildikten sonra (%40-50 konfluent olmali)
besiyerleri transfeksiyondan en az 12 saat 6nce antibiyotiksiz besiyeri ile degistirilmistir. Her
kuyucuga 50um mimik ve transfeksiyon ajani eklenip 24 saat inkiibe edilmistir. Mevcut

besiyeri, antibiyotikli besiyeri ile degistirilip hiicreler 48 saat daha inkiibe edildikten sonra RNA
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izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu i¢in “RiboEX Total RNA izolation solution”
kiti kullanilarak trizol temelli bir RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA’larin biitiinliik
kontrolii ve DNA kontaminasyonu tespiti i¢cin %1 agaroz jel ile agaroz jel elektroforezinde

yliriitiilmistiir. RNA’larin konsantrasyonu spektrofotometre ile iki tekrarli 6l¢iilmiistiir.

Baslik 4.2.9.2 ve 4.2.9.3 de tarif edildigi gibi cDNA sentezi ve qPCR’lar1 yapilarak miR126
icin ekspresyon artis1 analiz edilerek transfeksiyonun basarist kontrol edilmistir. Kontrol
mimiklere gore istatistiksel olarak anlamli ekspresyon artisinin saglanmasit durumunda

transfeksiyon basarili kabul edilip ileri deneylere devam edilmistir.

4.2.9.1. TRANSFEKSIYON SONRASI YARA iYILESMESI DENEYI]

Transfeksiyon sonrast HT29 hiicrelerinin migrasyon yetenegi agisindan degisimini incelemek
icin yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. miR126 overeksprese hiicrelerde, overeksprese
olmayanlara goére yara kapanma oran1 hesaplanmistir. Baglik 4.2.5.’deki protokole gore yara
iyilesmesi deneyi yapilmig ve two-way ANOVA testi kullanilarak “GraphPad” istatistik
programu ile analiz edilmistir.

4.2.9.2. TRANSFEKSiYON SONRASI EMT-TF GEN EKSPRESYON DEGIiSiMi

Transfeksiyon sonrast HT29 hiicrelerinin EMT profilindeki degisimi gostermek i¢in qPCR
yapilmigtir. Bunun igin Baglik 4.2.9.2 ve 4.2.9.3’deki protokole gore cDNA sentezi ve
qPCR‘lar gerceklestirilmistir.

4.2.9.3. miR126-5p’NIN YOLAK ANALIZi

DIANA-mirPath v.3 web sunucusu (257) araciligi ile “pathway union”, TarBase v7.0 (P-degeri
esigi 0.05, mikroT esigi 0.7 ve Fisher'm dogruluk testi (Hipergeometrik dagilim)) kullanilarak
KEGG yolak analizi ger¢eklestirilmistir. Bu analiz sonucuna gore kolorektal kanserde etkinligi

ongoriilen hedef genler listelenmis ve miR126-5p’nin belirtilen hedefleri sematize edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez kapsaminda yapilan tiim deneyler Cizelge 5.1.’de gruplandirilmis ve ilgili baslik altinda
sonuglart paylasilmistir.

Cizelge 5.1. Is Akis Semas1

Deney grubu Deney adi Kullanmilan yontem
Eksozomlarin Ki-MKH’lerden siipernatan Ki-MKH primer ve hiicre hattt
hazirlanmasi toplanmasi kiiltiirt
Eksozom izolasyonu Size exclusion kromotografi
Ultrasantrifiijasyon
Q Nano Gold ile konsantrasyon ve
Eksozom karakterizasyonu boyut dagilimi analizi
Flow sitometri ile biyobelirteg tayini
MKH Eksozomlarinin KRK Floresan boyama
Hiicre i¢inde ve
Gorlintiilenmesi konfokal mikroskopi
Fonksiyonel Hiicre Proliferasyon Deneyi MTT deneyi
deneyler Hiicre Migrasyon deneyi Yara iyilesmesi deneyi

Hiicre Invazyon deneyi

Transwell invazyon deneyi

Biyoinformatik

Kolorektal kanserde farkli

Metaanaliz:

R yazilimi, Deseq2 paketi

Calismalar eksprese olan ve EMT dbEMT veritabani

iligkili miRNA’larin tespiti InteractiVenn araci

EMT-TF gen ekspresyonu analizi

EMT iligkili EMT iligkili miRNA ekspresyon

gen ekspresyon degisimleri analizi
miR126 mimik transfeksiyonu
Transfeksiyon sonrast EMT-TF gen

Molekiiler Deneyler | miRNA overekspresyonu ekspresyon degisimi

Transfeksiyon sonras1 yara

lyilesmesi deneyi
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5.1. HUCRE KULTURU

5.1.1. ATCC PCS-500-012 (INSAN Ki-MKH HUCRE HATTI) KULTURU SONUCLARI

Pasaj 5-7 arasi ¢ogaltilan hiicreler, %80-90 konfluent oldugunda besiyeri uzaklastirilip 1xPBS
ile yikanmis ve FBS igermeyen besiyeri ile 48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra toplanan

besiyeri (siipernatanlar) -80 °C’de saklanmustir.

Primer Ki-MKH’lerin siipernatanlari ise Ankara Universitesi Kok Hiicre Enstitiisii biinyesinde
yer alan Doku ve Hiicre Uretim Merkezi’nde iiretimi yapilan hiicrelerden temin edilmis ve -
80°C’de saklanmistir. Hiicre hattindan cogaltilan insan Ki-MKH hiicreleri, 10x objektif ile

fotograflanmis ve Sekil 5.1.°de gosterilmistir.

Sekil 5.1. ATCC PCS-500-012 (insan Ki-MKH hiicre hatt1) hiicreleri

5.1.2. HT29 (KOLOREKTAL KANSER HUCRE HATTI) KULTURU SONUCLARI

“HT29 (ATCC HTB-38) kolorektal kanser hiicre hatt1 %10 fetal bovin serum (FBS), McCoy’s
5A (Modified) Medium +Penisilin/Streptomisin ile kiiltiire edilmistir. Yeteri kadar pasajlanarak
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tim deneylerde kullanilmak iizere sivi azotta %5 DMSO ve %95 FBS ile dondurularak
saklanmistir. HT29 hiicreleri ¢ogaltilip, 10x objektif ile fotograflanmis ve Sekil 5.2.°de

gosterilmistir.

SN e ol o

Sekil 5.2. HT29 (insan kolorektal kanser) hiicreleri

5.2. EKSOZOM iZOLASYON VE KARAKTERIZASYON SONUCLARI

5 ayr1 donorden elde edilen Ki-MKH siipernatanlarindan ve insan Ki-MKH hiicre hattindan
eksozom izolasyonu gergeklestirilmistir. Karakterizasyon i¢in asagidaki basamaklar takip

edilmistir:
5.2.1. EKSOZOM BOYUT DAGILIMININ TRPS iLE ANALIZ SONUCLARI

Elde edilen eksozomlar; boyut ve miktar tayini i¢in Q-Nano Gold cihazinda analiz edilmistir.
Sekil 5.3.’de eksozomlarin boyut ve miktar dagilim grafikleri yer almaktadir. MKH
eksozomlarimin kodlar1 Sekil 5.3.°de, grafik {izerinde gosterilmistir. Partikiil biiytikligii ve

sayilarinin detayl analizi Cizelge 5.2.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 5.3. izole edilen eksozomlarin boyut ve miktar dagilim grafikleri
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Q-Nano Gold cihazinda analizi yapilan eksozomlarin; boyut ve miktar tayin grafikleri
incelendiginde, eksozom boyut dagiliminin 70-350 nm bandinda yer aldig1 goriilmektedir. Sekil
5.3.’de, srastyla ilk 5 grafik primer MKH eksozomlarini, 6.s1 ise ATCC Ki-MKH hiicre
hattindan elde edilen eksozomu gostermektedir. Eksozom boyutlarinin literiiratiirde 150
nm’den kiigiik oldugu bilinmekle birlikte MISEV kilavuzu (Minimal information for studies of
extracellular vesicles) eksozomlarin tek baslarina izole edilemedigini ve onlara bir miktar da
daha biiylik boyutta olan mikrovezikiillerin eslik ettigini bildirmektedir (237). Biz yaptigimiz
ek analizler ile Cizelge 5.2.’de ayrintili olarak boyut dagilimini verdigimiz izolasyonlarimizi
degerlendirdik ve izole ettigimiz tiim drneklerde yaklasik %80 oraninda partikiil boyutlarinin

80-160 nm aralig1 i¢inde ve eksozom boyutlar1 ile uyumlu oldugunu saptadik.

Cizelge 5.2. izole edilen eksozomlarin boyutlara gére dagilimlari

MEKH EV 1{primer) 7,89E+12 5,25E+12 1,29E+12 4,58E+11 2,14E+11 1,14E+11
201117H12 66,54% 16,35% 5,80% 2,71% 1,44%
MKH EV 2{primer) 6,54E+12 4,10E+12 1,01E+12 3,71E+11 1,35E+11 1,24E+11
270319H19 62,69% 15,44% 5,67% 2,06% 1,89%
MKH EV 3(primer) 4,52E+12 2,98E+12 8,11E+11 1,97E+11 9,01E+10 9,01E+10
180418H15 65,92% 17,94% 4,36% 1,99% 1,09%
MKH EV 4(primer) 1,22E+12 7,37E+11 2,25E+11 6,23E+10 3,65E+10 1,72E+10
231019H23 60,40% 18,44% 5,10% 2,99% 1,40%
MKH EV 5(primer) 1,87E+12 1,02E+12 3,64E+11 1,73E+11 7,96E+10 6,58E+10
061119H24 54,50% 19,46% 9,26% 4,25% 3,51%
MKH EV 6 (hiicre

hatti) 1,39E+12 8,05E+11 2,62E+11 8,00E+10 4,45E+10 2,80E+10
ATCC PCS-500-012 57,91% 18,84% 5,75% 3,20% 2,08%
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5.2.2. FLOW SITOMETRI ile EKSOZOMAL BIiYOBELIRTECLERIN ANALIZ
SONUCLARI

Oncelikle boyasiz isaretli tiipiin okutulmast ile boncuklarin nerede konumlandig1 anlasilmis ve

kap1 alma yapilarak bir taslak kaydedilmistir. Tlgili taslak Sekil 5.4.” de gdsterilmistir:

SSC-H (107%)
640

482.3

800 858.7

720

560

FSC-H (103)

680

760

640

8048

720

Count

120

60

o

240 274
"

180
"

C

5196

650 700 750 800 837!
FSCH (10%)

595

FSC-A (10%)

1845 200 210 220 230 240 2511

100 104 10% 108 1072
PEH

Sekil 5.4. Latex boncuk-CD9-eksozom kompleksinin (PE-CDS81 igermeyen boyasiz isaretli
ornek) flow sitometri ile okumasi ile kaydedilen taslak

Sekil 5.4.’de kap1 alma yapilarak analizler gerceklestirildi. Oncelikle drnekler a) ileri sagilim
(forward scatter, FSC) ve yana sagilim (side scatter, SSC) grafigi ile kap1 alinarak boyutlarina
gore ayirt edilmistir. Daha sonra b) boncuga bagli eksozomlarin tekli olarak dedektérden
gecenleri (singlet) secilmistir. Son olarak ¢) boncuga bagh eksozomlar PE kanalinda analiz

edilerek PE 1s1ma miktar1 saptanmustir.

Literatiire uygun olarak CD81 boyali tiiplerin PE kanalinda kontrole gore (PE-CDS81 igermeyen
boyasiz isaretli 6rnek) en az bir birim yiiksek sinyal okuma vermesi ile CD81 pozitifligi
gosterilmektedir. Buna gore 6 eksozom o6rnegi igin de eksozomlarmm CD9 ve CD81 pozitif
olarak karakterize oldugu gosterilmistir. Ilgili veriler Sekil 5.5.’de gosterilmistir. Grafikte
kirmiz1 pikler anti-CD81-PE boyamasi i¢eren eksozomlari, yesil pik ise ayn1 6rnegin negatif
tiiplinii (anti-CD81-PE antikoru igermeyen ornegi) temsil etmektedir. CD81 antikoru ile
boyanan eksozomlar, boyanmayanlara gore farkli bir profil olugturmustur. Negatif 6rneklerle

cakisma olmamasi, 6rnek iginde CD81 negatif partikiillerin olmadigini da kanitlamaktadir.

49



= . ry B
: g 201117H12
21 E
2B % B aF s 2
' g3 ; 5]
& - 2
-
ﬁ * o it v - - - .
aTag D o0 TR BOO BITH Lo 200 0 230 T 240 IW AgTe LR W W Wt gt
FESH (18%) PECA (167) PEH
B ]
g 270318H1S
A
£F '
dey ¥ o 8
1 g
-
2 = 4 - -
S 200 20 I 23 240 Apis w0 et e wpd ™
FEC-A (107) PE-H
F E
1BDA1EHIS
g %
<= B .
= ‘ 3 5
PR ; 8
- 8
-
g = =
5T L] O 70 BOO 3T s I00 W 20 2I0 240 IS g s et wt ek et g
FBCH (10%) FEC-A (10%) FE
r. -
]
2 e 231018H23
g ™ g
-i -5 B . E ]
§e g8 ; 8
] g &
-
¥ ® -
STRE [ o0 780 BOG BT 1845 00 TG II0  II0  I40 IS s w wt  wd w®  ptE
FBC-H {197 FEC-A (10%) PE-H
= - ]
g # 051119H24
g1 E g
= B =
£ e B g ! ]
1 3 8
=
g B o o
LT [t T 8 B0 B 1S 00 0 I I 240 IS - e w0 wt wd wp® aptE
FEC-H (107) FRC-A (107 P-4
[ -
g 2] =
g1 g ATCC PCS-500-012
E 4
R T 4 g
; £ 281 8 g
g 5 g
-
b B " ————— - —
STRE (5] o0 Sy BOG 837 TS 200 M0 20 I 240 2810 ApTE 1w 1wt 1wt 1wt T
FBC-H (1075 FBCA (107 PEH

Sekil 5.5. Elde edilen eksozomlarin flow sitometri sonuglari
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5.2.3. EKSOZOMLARIN HT29 HUCRELERI iCINDE GORUNTULENMESI

Dil C3(18) boyast ile boyanip HT29 hiicrelerine verilen eksozomlar, konfokal mikroskobi ile
63X biiylitme ile goriintiilenmistir. Negatif kontrol olarak isaretsiz eksozomlar kullanilmistir.
Hiicre ¢ekirdegi DAPI boyasi ile boyanmis ve Image J programu ile birlestirilen goriintiiler Sekil

5.6.’da gosterilmistir.

C

Sekil 5.6. MKH eksozomlarinin HT29 hiicre i¢inde goriintiillenmesi.

Konfokal mikroskobi ile yapilan goriintiillemelerde, (a) kirmizi renk Dil C3(18) ile boyanmis
eksozomlari, (b) mavi renk DAPI ile boyanmig HT29 hiicre ¢ekirdegini gostermektedir. Image
J ile yapilan analizle goriintiler birlestirilmis ve (c) HT29 hiicresi iginde eksozomlar

goriintiilenmis ve resimde ok ile isaretlenmistir.

5.3. EKSOZOM UYGULAMASINDA ETKIN DOZ VE SURE TAYINI ICiIN
OPTIMIZASYON CALISMASI

Eksozom uygulamast ile yara iyilesmesi deneyi igin literatiir taramasi yapilarak uygun bir etkin
doz tayini i¢in optimizasyon deneyi tasarlanmistir. Literatiir bilgileri incelendiginde; hiicreye
eksozom uygulamasinda farkli konsantrasyonlarda eksozom uygulamasi ile etkin doz tayin
edilmektedir (96,257). Buna gore HT29 hiicrelerine 72 saat boyunca 1x10%°, 2x10%° V¢ 4x10%°
partikiil/ml olmak tizere 3 farkli dozda eksozom uygulamasi yapilmis ve her 24 saatte bir (0,
24, 48 ve 72. saatlerde), 10X objektif ile fotograflar1 ¢ekilmistir. “ZEN 2012 (blue edition)”
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programi araciligiyla yara kapanma oranlari 6l¢geklendirilmis ve sonuglar “GraphPad” istatistik
programu ile analiz edilmistir. Protokol soyle gerceklestirilmistir: Oncelikle HT29 hiicreleri
2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekilmis, 24 saat sonra besiyeri
uzaklastirilip 200 ul’lik pipet ucu ile ¢izilmis ve PBS ile yikanmistir. FBS icermeyen besiyeri
eklenip eksozom uygulamasi yapilmistir. Kontrol grubuna es hacimde PBS eklenmistir. 0. saat
olarak fotograflari ¢ekilmistir. Her 24 saatte bir fotograflanarak 72 saat boyunca inkiibasyona
devam edilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde, kontrole gore anlamli fark saptanan

eksozom dozu ve siiresi tayin edilmistir.

Kontrol Kontrol Kontrol 2x10e10 2x10e10 210210
(PBS) (PBS) ‘ (PBS) part/ml part/ml part/ml
eksozom eksozom eksozom

1x10e10 1x10e10 a0 gatoels 4x10e10 4x10e10
part/ml part/ml | part/mi patt ol part/mi part/ml
eksozom eksozom Seeccam eksozom eksozom eksozom

Sekil 5.7. 6-kuyucuklu plakada eksozom etkin doz tayini i¢in optimizasyon deney tasarimi

Yara kapanma oranlar1 1x10%°, 2x10%° ve 4x10% partikiil/ml uygulama yapilan gruplar arasinda
sirastyla kontrole gore kiyaslama yapilarak GraphPad programi kullanilarak Anova testi ile
sonuglar analiz edilmistir. Temsili deney fotograflari Sekil 5.8.’de ve analiz grafigi Sekil 5.9.’da

gosterilmistir.

Sekil 5.8.’de, a) Eksozom uygulamasi yapilmayan (PBS uygulanmig) kontrol gruplarini, b)
1x10'% partikiil/ml eksozom uygulamasi yapilan grubu, ¢) 2x10'° partikiil/ml eksozom
uygulamasi yapilan grubu ve d) 4x10%° partikiil/ml eksozom uygulamas: yapilan grubu temsil

eden fotograflar 10x objektif ile ¢ekilmistir.
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1E+10 part/ml eksozom
uygulamasi

2E+10 part/ml eksozom
uygulamasi

Sekil 5.8. Kontrol ve eksozom uygulamasi yapilan gruplara ait yara iyilesmesi deneyi
analizleri
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Sekil 5.9. Eksozom Uygulamasinda Konsantrasyon ve Siire Optimizasyon Analiz Sonuglari

Yapilan optimizasyon ¢alismasi sonuglarina gore Sekil 5.9.’da gosterildigi tizere her ti¢ dozda
da kontrole gore daha hizli yara kapanma profili goriilmiis ve sonuglarin istatistiki olarak
anlamli oldugu saptanmistir (p<0.0001). EK olarak, dozlar arasi karsilastirma yapildiginda,
1x10% ve 2x10%° eksozom uygulanan gruplar arasinda ve analiz saatleri arasinda karsilastirma
yapildiginda 24 ila 48. saatler arasinda anlaml fark saptanmistir (p<0.001). Bu sebeple tiim
deneylerde kullamilmak iizere 2x10'° partikiil/ml eksozom konsantrasyonu ve 48 saat

uygulamasi siiresinin uygun oldugu saptanmustir.

5.4. EKSOZOM UYGULAMASI iLE YARA IYILESMESI DENEYI SONUCLARI

Yara iyilesmesi deneyi i¢in eksozom uygulamasi yapilan hiicreler eksozom uygulamasinin
yapildig1 0. ve 48. saatlerde fotograflamis, “Zen 2012” programi kullanilarak her fotograf
alanindan 6 Olgiim yapilarak ortalamalar1 kaydedilmistir. Sonuglar two-way ANOVA testi
kullanilarak Graphpad programi ile analiz edilmistir. Analiz grafigi Sekil 5.10." da

gosterilmistir.
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Sekil 5.10. MKH eksozom uygulamasi ile yapilan yara iyilegsmesi analiz sonuglari

Analiz sonuglarina gére hem primer hem hiicre hattindan elde edilen MKH eksozomlarinin
uygulandigr HT29 hiicrelerinde, eksozom uygulanmayanlara gore yara kapanma hizinin daha
yiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum MKH eksozom uygulamasinin HT29 hiicrelerinde

migrasyon yetenegini arttigin1 gostermektedir.

5.5. EKSOZOM UYGULAMASI iLE MTT DENEYI SONUCLARI

Hiicre proliferasyon deneyi i¢in eksozom uygulamasi yapilan hiicreler uygulama yapildiktan
sonra 24., 48. ve 72. saatlerde MTT reaktifi ile muamele edilmis, inkiibasyon siiresinden sonra
olusan formazan kristalleri c¢oziilerek mikroplate spektrofotometrede (ePoch, BioTek
Instruments) absorbans degerleri dlgiilmiistiir. Oncelikle blank kontrollere gore normalizasyon

yapilmis ve sonuglar Graphpad programi ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmistir. Analiz
grafigi Sekil 5.11.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.11. MKH eksozom uygulamasi ile yapilan MTT deneyi analiz sonuglari

Analiz sonuglarma gore hem primer hem hiicre hattindan elde edilen MKH eksozomlarinin
uygulandigi HT29 hiicrelerinde, eksozom uygulanmayanlara gore proliferasyon hizinin daha
yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu durum MKH eksozom uygulamasinin HT29 hiicrelerinde

proliferasyon hizinin arttigin1 gostermektedir.

5.6. EKSOZOM UYGULAMASI iLE HUCRE INVAZYON DENEYi SONUCLARI

Hiicre invazyon deneyi i¢in HT29 hiicreleri transwell kuyucuklarina ekilerek eksozom
uygulamasi yapilmis, 48 saat inkiibasyondan sonra uygun sekilde boyanmistir. Sekil 5.12.°de
boyanan transwell kuyucuklarina ait temsili fotograf gosterilmistir. 5 farkli alandan 20x
objektif ile fotograf ¢ekilmis ve yapilan hiicre sayimlarinin ortalamasi alinmistir. Sonuglar

Graphpad programu ile analiz edilmis olup, analiz grafigi Sekil 5.13.” de gosterilmistir.

56



Sekil 5.13. Eksozom uygulamasi ile transwell kuyucuklar1 goriintiisii
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Sekil 5.14. MKH eksozom uygulamasi ile yapilan hiicre invazyon deneyi analiz sonuglari
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Analiz sonuglarma gore hem primer hem hiicre hattindan elde edilen MKH eksozomlarinin
uygulandigit HT29 hiicrelerinde, eksozom uygulanmayanlara gore invaziv hiicre sayisinin
arttig1 gozlenmistir. Bu durum MKH eksozom uygulamasinin HT29 hiicrelerinde invazyon

yetenegini arttigini goéstermektedir.

5.7. METAANALIZ SONUCLARI

“The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma) ” tizerinden ¢ekilen
MiRNA-seq verileri, 1881 miRNA ve 463 6rnekten (455 primer tiimor ve 8 normal kontrol)
olusuyordu. Bu miRNA ekspresyon matrisi R yaziliminda DESeq2 ve IHW paketleri

kullanilarak analiz edildi.

Analiz sonucunda 159 upregiile ve 318 downregiile olmak {izere toplam 477 farkli eksprese

olan miRNA (DEMI) saptanmistir. Bu miRNA’lar Cizelge 5.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.3. Metaanalize gore KRK’da farkli eksprese olan miRNA’lar

KRK’da upregiile miRNA’lar

KRK’da downregiile miRNA’lar

hsa-let-7f-1 hsa-let-7b hsa-mir-4664
hsa-let-7f-2 hsa-let-7¢c hsa-mir-4665
hsa-let-7g hsa-let-7d hsa-mir-4674
hsa-mir-1-1 hsa-let-7e hsa-mir-4676
hsa-mir-1-2 hsa-mir-1180 hsa-mir-4683
hsa-mir-101-1 hsa-mir-1181 hsa-mir-4685
hsa-mir-101-2 hsa-mir-1224 hsa-mir-4687
hsa-mir-106a hsa-mir-1226 hsa-mir-4700
hsa-mir-10a hsa-mir-1227 hsa-mir-4707
hsa-mir-10b hsa-mir-1228 hsa-mir-4717
hsa-mir-1245a hsa-mir-1229 hsa-mir-4728
hsa-mir-126 hsa-mir-1234 hsa-mir-4732
hsa-mir-1277 hsa-mir-1248 hsa-mir-4733
hsa-mir-130a hsa-mir-1249 hsa-mir-4738
hsa-mir-135b hsa-mir-1254-1 hsa-mir-4742
hsa-mir-136 hsa-mir-1254-2 hsa-mir-4745
hsa-mir-141 hsa-mir-125a hsa-mir-4746
hsa-mir-142 hsa-mir-125b-1 hsa-mir-4749
hsa-mir-143 hsa-mir-125b-2 hsa-mir-4754
hsa-mir-144 hsa-mir-1260b hsa-mir-4758
hsa-mir-146a hsa-mir-1266 hsa-mir-4768
hsa-mir-147b hsa-mir-127 hsa-mir-4780
hsa-mir-148a hsa-mir-1270 hsa-mir-4787
hsa-mir-151a hsa-mir-1271 hsa-mir-4800
hsa-mir-152 hsa-mir-1275 hsa-mir-484
hsa-mir-153-1 hsa-mir-1287 hsa-mir-485
hsa-mir-153-2 hsa-mir-129-1 hsa-mir-486-1
hsa-mir-15a hsa-mir-129-2 hsa-mir-486-2
hsa-mir-16-1 hsa-mir-1291 hsa-mir-487a
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hsa-mir-16-2 hsa-mir-1292 hsa-mir-490
hsa-mir-17 hsa-mir-1295a hsa-mir-491
hsa-mir-181d hsa-mir-1296 hsa-mir-497
hsa-mir-182 hsa-mir-1301 hsa-mir-5001
hsa-mir-183 hsa-mir-1306 hsa-mir-500a
hsa-mir-185 hsa-mir-1307 hsa-mir-501
hsa-mir-188 hsa-mir-132 hsa-mir-5010
hsa-mir-18a hsa-mir-133a-1 hsa-mir-504
hsa-mir-190a hsa-mir-133a-2 hsa-mir-505
hsa-mir-192 hsa-mir-133b hsa-mir-5090
hsa-mir-194-1 hsa-mir-1343 hsa-mir-5091
hsa-mir-196a-1 hsa-mir-138-1 hsa-mir-5187
hsa-mir-196a-2 hsa-mir-139 hsa-mir-5193
hsa-mir-196b hsa-mir-140 hsa-mir-543
hsa-mir-199a-1 hsa-mir-145 hsa-mir-550a-2
hsa-mir-199a-2 hsa-mir-1468 hsa-mir-550a-3
hsa-mir-199b hsa-mir-149 hsa-mir-5571
hsa-mir-19a hsa-mir-150 hsa-mir-5588
hsa-mir-19b-1 hsa-mir-151b hsa-mir-5690
hsa-mir-19b-2 hsa-mir-1538 hsa-mir-5698
hsa-mir-203a hsa-mir-15b hsa-mir-574
hsa-mir-203b hsa-mir-181a-1 hsa-mir-579
hsa-mir-20a hsa-mir-181a-2 hsa-mir-589
hsa-mir-21 hsa-mir-181b-1 hsa-mir-605
hsa-mir-215 hsa-mir-181b-2 hsa-mir-6087
hsa-mir-216a hsa-mir-187 hsa-mir-6125
hsa-mir-217 hsa-mir-191 hsa-mir-615
hsa-mir-218-1 hsa-mir-1914 hsa-mir-618
hsa-mir-218-2 hsa-mir-193a hsa-mir-625
hsa-mir-22 hsa-mir-193b hsa-mir-632
hsa-mir-223 hsa-mir-197 hsa-mir-639
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hsa-mir-224 hsa-mir-1976 hsa-mir-642a
hsa-mir-2355 hsa-mir-200c hsa-mir-6501
hsa-mir-24-1 hsa-mir-2110 hsa-mir-6503
hsa-mir-24-2 hsa-mir-2116 hsa-mir-6507
hsa-mir-26a-1 hsa-mir-214 hsa-mir-6509
hsa-mir-26a-2 hsa-mir-219a-1 hsa-mir-6510
hsa-mir-26b hsa-mir-2277 hsa-mir-6511b-1
hsa-mir-27a hsa-mir-28 hsa-mir-6511b-2
hsa-mir-29b-1 hsa-mir-296 hsa-mir-6514
hsa-mir-29b-2 hsa-mir-3074 hsa-mir-652
hsa-mir-29c hsa-mir-30c-2 hsa-mir-658
hsa-mir-301a hsa-mir-30d hsa-mir-659
hsa-mir-301b hsa-mir-3127 hsa-mir-664a
hsa-mir-3065 hsa-mir-3130-1 hsa-mir-664b
hsa-mir-30b hsa-mir-3130-2 hsa-mir-668
hsa-mir-30e hsa-mir-3131 hsa-mir-671
hsa-mir-31 hsa-mir-3138 hsa-mir-6715b
hsa-mir-32 hsa-mir-3150b hsa-mir-6716
hsa-mir-335 hsa-mir-3154 hsa-mir-6720
hsa-mir-337 hsa-mir-3155a hsa-mir-6726
hsa-mir-338 hsa-mir-3157 hsa-mir-6727
hsa-mir-33a hsa-mir-3158-1 hsa-mir-6730
hsa-mir-33b hsa-mir-3158-2 hsa-mir-6734
hsa-mir-340 hsa-mir-3173 hsa-mir-6741
hsa-mir-34a hsa-mir-3177 hsa-mir-6747
hsa-mir-3613 hsa-mir-3183 hsa-mir-6748
hsa-mir-3662 hsa-mir-3188 hsa-mir-6749
hsa-mir-3677 hsa-mir-3190 hsa-mir-6750
hsa-mir-3682 hsa-mir-3191 hsa-mir-6751
hsa-mir-369 hsa-mir-3193 hsa-mir-6762
hsa-mir-374a hsa-mir-3199-2 hsa-mir-6763
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hsa-mir-374b

hsa-mir-3200

hsa-mir-6766

hsa-mir-376a-1

hsa-mir-320a

hsa-mir-6769a

hsa-mir-376a-2

hsa-mir-320b-1

hsa-mir-6769b

hsa-mir-376b hsa-mir-320b-2 hsa-mir-6777
hsa-mir-376¢ hsa-mir-320c-1 hsa-mir-6779
hsa-mir-379 hsa-mir-320c-2 hsa-mir-6783
hsa-mir-380 hsa-mir-323a hsa-mir-6784
hsa-mir-3913-1 hsa-mir-324 hsa-mir-6788
hsa-mir-411 hsa-mir-326 hsa-mir-6793
hsa-mir-412 hsa-mir-328 hsa-mir-6797
hsa-mir-421 hsa-mir-330 hsa-mir-6798
hsa-mir-424 hsa-mir-331 hsa-mir-6802
hsa-mir-429 hsa-mir-339 hsa-mir-6803
hsa-mir-4444-2 hsa-mir-342 hsa-mir-6805
hsa-mir-450a-1 hsa-mir-346 hsa-mir-6806
hsa-mir-450a-2 hsa-mir-3605 hsa-mir-6807
hsa-mir-450b hsa-mir-3609 hsa-mir-6808
hsa-mir-451a hsa-mir-361 hsa-mir-6810
hsa-mir-452 hsa-mir-3614 hsa-mir-6812
hsa-mir-454 hsa-mir-3615 hsa-mir-6820
hsa-mir-4662a hsa-mir-3620 hsa-mir-6821
hsa-mir-4668 hsa-mir-3622a hsa-mir-6824
hsa-mir-4677 hsa-mir-363 hsa-mir-6833
hsa-mir-4791 hsa-mir-3651 hsa-mir-6837
hsa-mir-493 hsa-mir-3652 hsa-mir-6842
hsa-mir-494 hsa-mir-3653 hsa-mir-6851
hsa-mir-495 hsa-mir-365a hsa-mir-6852
hsa-mir-496 hsa-mir-365b hsa-mir-6853
hsa-mir-499a hsa-mir-3678 hsa-mir-6871
hsa-mir-5000 hsa-mir-3680-1 hsa-mir-6875
hsa-mir-508 hsa-mir-3690-1 hsa-mir-6877

62




hsa-mir-514a-1 hsa-mir-370 hsa-mir-6879
hsa-mir-514a-2 hsa-mir-375 hsa-mir-6882
hsa-mir-514a-3 hsa-mir-377 hsa-mir-6885
hsa-mir-542 hsa-mir-378a hsa-mir-6887
hsa-mir-548f-1 hsa-mir-383 hsa-mir-6891
hsa-mir-549a hsa-mir-3909 hsa-mir-6892
hsa-mir-552 hsa-mir-3917 hsa-mir-6894
hsa-mir-556 hsa-mir-3928 hsa-mir-6895
hsa-mir-5586 hsa-mir-3934 hsa-mir-7110
hsa-mir-5683 hsa-mir-3940 hsa-mir-7114
hsa-mir-570 hsa-mir-3944 hsa-mir-7155
hsa-mir-576 hsa-mir-409 hsa-mir-744
hsa-mir-577 hsa-mir-423 hsa-mir-760
hsa-mir-582 hsa-mir-4286 hsa-mir-7641-1
hsa-mir-584 hsa-mir-431 hsa-mir-7641-2
hsa-mir-590 hsa-mir-432 hsa-mir-766
hsa-mir-592 hsa-mir-4326 hsa-mir-7702
hsa-mir-598 hsa-mir-433 hsa-mir-7706
hsa-mir-627 hsa-mir-4433a hsa-mir-7845
hsa-mir-628 hsa-mir-4433b hsa-mir-7846
hsa-mir-643 hsa-mir-4442 hsa-mir-7854
hsa-mir-651 hsa-mir-4443 hsa-mir-8072
hsa-mir-653 hsa-mir-4446 hsa-mir-874
hsa-mir-655 hsa-mir-4449 hsa-mir-877
hsa-mir-660 hsa-mir-4453 hsa-mir-885
hsa-mir-7-1 hsa-mir-4479 hsa-mir-887
hsa-mir-7-2 hsa-mir-4521 hsa-mir-891a
hsa-mir-7-3 hsa-mir-4522 hsa-mir-92a-1
hsa-mir-708 hsa-mir-4525 hsa-mir-92a-2
hsa-mir-7705 hsa-mir-455 hsa-mir-92b
hsa-mir-889 hsa-mir-4632 hsa-mir-937
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hsa-mir-9-1 hsa-mir-4638 hsa-mir-939
hsa-mir-9-2 hsa-mir-4640 hsa-mir-940
hsa-mir-9-3 hsa-mir-4646 hsa-mir-99b
hsa-mir-95 hsa-mir-4651
hsa-mir-96 hsa-mir-4658
hsa-mir-98 hsa-mir-4660

dbEMT 2.0 veritabaninda EMT ile ilgili genler ve kodlayict olmayan RNA'lar i¢in kapsamli
literatiir aragtirmasi ve islevsel agiklama kullanilarak EMT ile iliskili 149 miRNA saptandi.
Veritabaninda EMT ile iligkilendirilmis miRNA’larin listesi Cizelge 5.4.’de verilmistir.
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Cizelge 5.4. dbEMT 2.0 veritabaninda EMT ile iliskilendirilmis miRNA’lar

dbEMT 2.0 veritabanindan alinan miRNA’lar

hsa-mir-101-1 hsa-mir-190A hsa-mir-31
hsa-mir-101-2 hsa-mir-191 hsa-mir-326
hsa-mir-106A hsa-mir-193A hsa-mir-331
hsa-mir-106B hsa-mir-194-1 hsa-mir-33A
hsa-mir-10A hsa-mir-196B hsa-mir-345
hsa-mir-10B hsa-mir-199A-1 hsa-mir-34A
hsa-mir-1181 hsa-mir-199A-2 hsa-mir-34C
hsa-mir-122 hsa-mir-19A hsa-mir-361
hsa-mir-1236 hsa-mir-200A hsa-mir-373
hsa-mir-124-1 hsa-mir-200B hsa-mir-375
hsa-mir-124-2 hsa-mir-200C hsa-mir-381
hsa-mir-124-2HG hsa-mir-203A hsa-mir-382
hsa-mir-124-3 hsa-mir-204 hsa-mir-424
hsa-mir-125B-1 hsa-mir-205 hsa-mir-429
hsa-mir-1271 hsa-mir-206 hsa-mir-449A
hsa-mir-128-1 hsa-mir-208A hsa-mir-452
hsa-mir-129-1 hsa-mir-20A hsa-mir-454
hsa-mir-130A hsa-mir-21 hsa-mir-485
hsa-mir-130B hsa-mir-211 hsa-mir-487B
hsa-mir-132 hsa-mir-214 hsa-mir-489
hsa-mir-134 hsa-mir-216A hsa-mir-491
hsa-mir-135A-1 hsa-mir-217 hsa-mir-494
hsa-mir-135B hsa-mir-218-1 hsa-mir-497
hsa-mir-136 hsa-mir-218-2 hsa-mir-506
hsa-mir-137 hsa-mir-221 hsa-mir-517C
hsa-mir-141 hsa-mir-222 hsa-mir-520G
hsa-mir-143 hsa-mir-223 hsa-mir-522
hsa-mir-144 hsa-mir-224 hsa-mir-573
hsa-mir-145 hsa-mir-23A hsa-mir-590
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hsa-mir-146A hsa-mir-23B hsa-mir-612
hsa-mir-148A hsa-mir-24-1 hsa-mir-616
hsa-mir-149 hsa-mir-24-2 hsa-mir-630
hsa-mir-150 hsa-mir-25 hsa-mir-638
hsa-mir-152 hsa-mir-26A-1 hsa-mir-639
hsa-mir-153-1 hsa-mir-26A-2 hsa-mir-646
hsa-mir-153-2 hsa-mir-26B hsa-mir-655
hsa-mir-155 hsa-mir-27A hsa-mir-663A
hsa-mir-15A hsa-mir-29A hsa-mir-675
hsa-mir-15B hsa-mir-29B-1 hsa-mir-7-1
hsa-mir-16-1 hsa-mir-29C hsa-mir-802
hsa-mir-17 hsa-mir-300 hsa-mir-875
hsa-mir-181A-1 hsa-mir-301A hsa-mir-888
hsa-mir-181A-2 hsa-mir-302A hsa-mir-9-1
hsa-mir-181B-1 hsa-mir-30A hsa-mir-92B
hsa-mir-182 hsa-mir-30B hsa-mir-93
hsa-mir-183 hsa-mir-30C-1 hsa-mir-96
hsa-mir-185 hsa-mir-30C-2 hsa-LET-7B
hsa-mir-186 hsa-mir-30D hsa-LET-7D
hsa-mir-187 hsa-mir-30E hsa-LET-7G

Tespit edilen DEMI’ler iginde EMT ile iliskili olan miRNA’larin tespiti i¢in InteractiVenn araci
kullanilarak Venn diyagrami olusturuldu. Ven diyagrami Sekil 5.14’de gosterilmistir. Buna

gore 477 farkli eksprese olan miRNA arasindan 93’1, EMT ile direk iligkili olarak saptanmistir.
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dbEMT2.0
(149)

Sekil 5.15. KRK’da farkli eksprese olan ve EMT ile iligkili miRNA’lar

Buna gore Venn diyagraminda kesisimi gosterilen miRNA’lar Cizelge 5.5.’de listelenmistir.
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Cizelge 5.5. KRK’da farkli eksprese olan ve EMT ile direk iliskili miRNA’lar

KRK’da downregiile ve EMT ile iliskili

KRK’da upregiile ve EMT ile iliskili

miRNA’lar miRNA’lar
hsa-let-7b hsa-let-7g hsa-mir-21
hsa-let-7d hsa-mir-101-1 hsa-mir-216a
hsa-mir-1181 hsa-mir-101-2 hsa-mir-217
hsa-mir-125b-1 hsa-mir-106a hsa-mir-218-1
hsa-mir-1271 hsa-mir-10a hsa-mir-218-2
hsa-mir-129-1 hsa-mir-10b hsa-mir-223
hsa-mir-132 hsa-mir-130a hsa-mir-224
hsa-mir-145 hsa-mir-135b hsa-mir-24-1
hsa-mir-149 hsa-mir-136 hsa-mir-24-2
hsa-mir-150 hsa-mir-141 hsa-mir-26a-1
hsa-mir-15b hsa-mir-143 hsa-mir-26a-2
hsa-mir-181a-1 hsa-mir-144 hsa-mir-26b
hsa-mir-181a-2 hsa-mir-146a hsa-mir-27a
hsa-mir-181b-1 hsa-mir-148a hsa-mir-29b-1
hsa-mir-187 hsa-mir-152 hsa-mir-29c
hsa-mir-191 hsa-mir-153-1 hsa-mir-301a
hsa-mir-193a hsa-mir-153-2 hsa-mir-30b
hsa-mir-200c hsa-mir-15a hsa-mir-30e
hsa-mir-214 hsa-mir-16-1 hsa-mir-31
hsa-mir-30c-2 hsa-mir-17 hsa-mir-33a
hsa-mir-30d hsa-mir-182 hsa-mir-34a
hsa-mir-326 hsa-mir-183 hsa-mir-424
hsa-mir-331 hsa-mir-185 hsa-mir-429
hsa-mir-361 hsa-mir-190a hsa-mir-452
hsa-mir-375 hsa-mir-194-1 hsa-mir-454
hsa-mir-485 hsa-mir-196b hsa-mir-494
hsa-mir-491 hsa-mir-199a-1 hsa-mir-590
hsa-mir-497 hsa-mir-199a-2 hsa-mir-655
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hsa-mir-639 hsa-mir-19a hsa-mir-7-1

hsa-mir-92b hsa-mir-203a hsa-mir-9-1

hsa-mir-20a hsa-mir-96

Yukarida listelenen KRK’da farkli eksprese olan ve EMT ile iliskilendirilen miRNA’lar
arasindan birkac tane miRNA secilmis ve qPCR ile ifade diizeylerine bakilmistir. Bu listede yer
almayan miR126’nin da gen ekspresyon profiline bakilmistir. Bu miRNA her ne kadar dbEMT
veri tabaninda EMT ile iliskili miRNA olarak bulunmasa da literatiir taramasinda ¢ok sayida
yayinda KRK’de EMT, metastaz ve invazyon ile iligskilendirilmis bir miRNA olmas1 sebebiyle
secilmistir (150,199,258-261). Yapilan metaanaliz sonucunda segilen ve bu tez ¢aligmasinda

ekspresyon diizeylerine bakilan miRNA’lar Cizelge 5.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 5.6. Metaanaliz sonucunda sec¢ilen miRNA’larin listesi

Secilen EMT ile iliskili miRNA’lar
hsa-miR21-5p
hsa-miR27a-5p
hsa-miR126-5p
hsa-miR146a-5p
hsa-miR148a-5p
hsa-miR150-5p
hsa-miR194-5p
hsa-miR582-5p

5.8. EKSOZOM UYGULAMASI SONRASI RNA iZOLASYON SONUCLARI

EMT-TF ve miRNA ekspresyon degisimini saptamak i¢in eksozom uygulamasi yapilan
hiicrelerden, uygulama yapildiktan 48 saat sonra RNA izolasyonu yapildi. RNA’lar
konsantrasyon ve saflik tayini i¢in spektrofotometre (ePoch, BioTek Instruments) ile iki tekrarli

olarak Ol¢lilmiistiir. Cizelge 5.7.de RNA’larin 6l¢iim sonuglar1 gosterilmistir.
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Cizelge 5.7. Eksozom uygulamasi yapilan HT29 hiicrelerinin RNA spektrofotometre 6lgiim

sonugclari
Grup 260/280 oram Kons. Ortalama
(ng/pL) konsantrasyon
Eksozom 2,015 788,221 779,56 ng/uL.
uygulanan grup 2,011 770,899
1
Eksozom 2,018 503,12 517,032 ng/uL
uygulanan grup 2,029 530,944
2
Eksozom 1,961 748,252 742,972 ng/uL
uygulanan grup 1,956 737,693
3
Kontrol 1 2,041 482,88 489,229 ng/uL
2,047 495,579
Kontrol 2 2,019 339,764 353,585 ng/uL
2 367,406
Kontrol 3 1,97 746,435 739,289 ng/uL
1,928 732,144

RNA’lar biitiinliik kontrolii i¢in %1 agaroz jelde yiiriitilmistir. RNA 260 nm dalga boyunda,
protein 280 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. RNA’nin safligi
degerlendirilirken 260/280 oranmnin yaklasik 2 civarinda olmas1 gerekmektedir. Izolasyonu
yapilan RNA’larin hepsinin 260/280 oran1 beklenen araliktadir. RNA jel goriintiisii
incelendiginde; DNA kontaminasyonu ve RNA degregasyonunu gosteren smear goriintiisii
yoktur. Beklenildigi iizere 18S ve 28S ribozomal RNA’lar1 gosteren iki bant gozlenmistir. Sekil

5.15.’de RNA’larin agaroz jel goriintiisii verilmistir.
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Sekil 5.16. Eksozom uygulamasi yapilan HT29 hiicrelerinin RNA jel goriintiisii

5.9. EKSOZOM UYGULAMASI iLE EMT-TF EKSPRESYON SONUCLARI

Eksozom uygulamasi yapilan ve yapilmayan (kontrol) HT29 hiicrelerinden elde edilen RNA’lar

kullanilarak cDNA ve qPCR yapilmistir. Housekeeping gen olarak kullanilan GAPDH genine

2-AACT

gore yontemi kullanilarak verilerin normalizasyonu yapilmistir (262). Sonuglar

Graphpad programi ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmistir. Analiz grafigi Sekil
5.16.’da gosterilmistir.

*

*
| I ns = Kontrol
m 1

ns -

i

=
== =&
11

B Eksozom uygulamasi

0.01+

GADPH'ye gore
Gen ekspresyon seviyeleri

0.001 -
Ncadherin  Slug Twist1! Ecadherin

Sekil 5.17. Eksozom uygulamasi ile EMT-TF ekspresyon diizeyleri
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Analiz sonuglarina gore; N-cadherin ve Slug genlerinin ekspresyon diizeyleri MKH eksozom

uygulamasi yapilan HT29 hiicrelerinde, yapilmayanlara gore istatistiki olarak anlamli artis

gostermistir (*p<0.05). Bu artis, N-cadherin ve Slug’in mezenkimal biyobelirtecler olmasi

sebebiyle MKH eksozomlar1 uygulanan HT29 hiicrelerinde EMT’nin indiiklendigini

gostermektedir.

5.10. EKSOZOM UYGULAMASI iLE MIRNA EKSPRESYON SONUCLARI

Eksozom uygulamasi yapilan ve yapilmayan (kontrol) HT29 hiicrelerinden elde edilen RNA’lar

kullanilarak gen spesifik cDNA ve qPCR yapilmistir. Housekeeping gen olarak kullanilan let7a

genine gore 2"24CT yontemi kullanilarak verilerin normalizasyonu yapilmistir (262). Sonuglar

Graphpad programi ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmistir. Analiz grafigi Sekil

5.17.de gosterilmistir.

Let7a'ya gére
miRNA ekspresyon seviyeleri

ok
[
1uu_ * % %
1 Kontrol
104 * ns - I Eksozom uygul
r * ygulamasi
01l i N NP .
017 N [
0.01- M
0.001- I
0.0001- T T T T T T T

Sekil 5.18. Eksozom uygulamasi ile miRNA ekspresyon diizeyleri

Analiz sonuglarina gore; miR21, miR27a, miR126, miR150 ve miR194’{in ekspresyon

diizeyleri eksozom uygulamas1 yapilan HT29 hiicrelerinde, yapilmayanlara gore istatistiki

olarak anlamli azalis, miR148a’da ise artis gostermistir (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001).
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Bu durum, MKH eksozomlarinin HT29 hiicrelerinde EMT siire¢lerinde iligskili miRNA’larin

reglilasyonlarina etki ettigini gostermektedir.

5.11. HT29 HUCRELERINDE MiR126 TRANSFEKSiYON CALISMASI SONUCLARI

Yapilan eksozom uygulamasi sonrasinda miR 126 ’nin ekspresyonunun azaldigi1 gozlenmisti. Bu
sebeple HT29 hiicrelerinde miR126’nin nasil bir etki olusturdugunu test etmek icin bu
hiicrelerde miR126’nin overkespresyonu hedeflenmistir. Hiicrelerin transfeksiyonun basarisini
gostermek icin transfeksiyon yapilan hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak, miR126
ekspresyonuna bakilmistir. Veriler let7a’ya gore normalize edilip Graphpad ile student’s t testi

uygulanmistir.

HE mimik control
Bl mimik miR-126

Ekspresyon artisi: 14 kat

let7a'ya gore
miR-126 ekspresyon seviyesi

Sekil 5.19. miR126 mimik transfeksiyon kontrolii

Analiz sonucunda miR126 mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerin miR126 ekspresyon
seviyesi, yapilmayanlara gore 14 kat artis gostermistir (**p<0.001). Ekspresyon artisi, miR126

mimik transfeksiyonunun basarili bir sekilde yapildigini gostermektedir.
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5.11.1. TRANSFEKSIiYON SONRASI HT29 HUCRELERINDE EMT-TF GEN
EKSPRESYON SONUCLARI

mMiR126 mimik transfeksiyonu yapilan hiicrelerin EMT-TF agisindan ekspresyon degisimi
incelendiginde E-cadherin ekspresyonunun miR 126 mimik transfeksiyonu yapilmayanlara gére

istatistiksel olarak anlamli olarak arttig1 gozlenmistir (*p<0.05).

0.020

= ns Il Kontrol

]

- * I_I . .
g-d—;‘ 0.015- . B miR126 mimik
> I I ns |
o m
S 00104 1
Qa
Qo
& 8 0.005-

L 4

3]

0.000-

Ecadherin Ncadherin  Slug Twist1

Sekil 5.20. miR 126 mimik transfeksiyonu sonrast EMT-TF ekspresyon diizeyleri

Analiz sonuglarina gére, miR126 overeksprese edilen HT29 hiicrelerinde epitelyal biyobelirteg
olan E-cadherin ekspresyonunun artmasi, hiicrelerin MET siirecine ydnlendigini, yani

miR 126 nin tiimdr siipresor olarak gorev yapan bir miRNA oldugunu gostermektedir.

5.11.2. TRANSFEKSIYON SONRASI HT29 HUCRELERINDE YARA IYILESMESI
DENEYI SONUCLARI

miR126 mimik transfeksiyonu sonrasi hiicrelerin migrasyon yetenegindeki degisimi
gozlemlemek ic¢in yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. miR126 mimik transfeksiyonu
yapilanlarin, yapilmayanlara gore yara kapanma hizinin istatistiksel olarak anlamli olarak

azaldig1 gozlenmistir (*p<0.05).
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Sekil 5.21. miR126 mimik transfeksiyonu sonrasi yara iyilesmesi analiz sonuglari

Analiz sonuglarina gore, miR 126 overeksprese edilen HT29 hiicrelerinde yara kapanma hizinin
azalmasi, hiicrelerin migrasyon yeteneginin azaldigin1 gostermektedir. Bu durum yine

miR 126’ nin timor siipresor olarak gorev yapan bir miRNA oldugunu gostermektedir.
5.11.3. miR126-5p’NIN YOLAK ANALIZi

KEGG yolak analizi sonucunda tespit edilen iliskili yolaklar Cizelge 5.8.’de ve Sekil 5.21.’de
gosterilmigtir. Sekil 5.21.°de de goriildiigli lizere kanser, viral karsinojenez, kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanseri, endometriyal kanser, renal hiicreli karsinom, FoxO sinyal yolu ve
kolorektal kanserde, proteoglikanlari igeren birgok yolakda hsa-miR-126-5p, 6nemli 6lgiide
zenginlesmistir. Buna gore Sekil 5.21.de dikey eksen, yolak kategorisini, yatay eksenler,
zenginlestirme puanini [—log(P-value)] ve her yolak i¢in zenginlestirilmis hedeflenen genlerin
sayisin1 temsil etmektedir (P <0,05). Veriler DIANA-mirPath v.3 web sunucusu tarafindan
analiz edilmistir.
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Fc epsilon Rl sinyal yolagl = 10 B No. of genes
HepatitB = 1%
insiilin sinyal yolag) == % L -|091 0 (P—value)
Sirkadiyen ritim == L3
Fc gamma R-aracili fagositoz = 12
AMPK sinyal yolagi == 1%
Ostrogen sinyal yolag == 10
Yag asidi degredasyonu == 1
Melanom = 10
Tiroid horumonu sinyal yolag = 17
Akut miyoleid 6semi == 9
PI3K-Akt sinyal yolagl ==
Kanser yolaklar =

Fokal adezyon = 23

Sfingol

id sinyal yolagl == 13
Nérotrofin sinyal yolag == 17
Prolaktin sinyal yolag == )
Epitelyal hiicrelerin bakteriyel invazyonu = 12

sodyum geri emilimi = 9
mTOR sinyal yolag = 12
p53 sinyal yolag = 13
Prostat kanseri = 16
Musin tip O-Glycan biosentez = 3
Kk hiicrelerin pluripotansisini regiile eden sinyal yolaklari = 17
Pancreatik kancer =] 12
Khronik miyeloid ldsemi = 14
Glioma ™ n
Kolorektal kanser = "
FoxO sinyal yolag ™ 22
Renal hiicreli karsinom
Endometriyal kanser = n
Kiigiik hiicreli digi akciger kanseri ™ "
Viral karsinojenez ™ 2

Kanserde proteoglikanlar = 2

Sekil 5.21. hsa-miR-126-5p'nin 6ngoriilen hedeflerinin KEGG yolak analizi.
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Cizelge 5.8. miR126-5p yolak analizi sonuglari

KEGG yolaklan

Kanserde proteoglikanlar

Viral karsinojenez

Kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri
Endometriyal kanser

Renal hiicreli karsinom

FoxO sinyal yolag:

Kolorektal kanser

Glioma

Khronik miyeloid 16semi

Pancreatik kancer

Kok hiicrelerin pluripotansisini regiile eden sinyal yolaklar1
Musin tip O-Glycan biosentez

Prostat kanseri

p53 sinyal yolagi

MTOR sinyal yolagi

Aldosteron tarafindan diizenlenen sodyum geri emilimi
Epitelyal hiicrelerin bakteriyel invazyonu
Prolaktin sinyal yolagi

Norotrofin sinyal yolagi

Sfingolipid sinyal yolag:

Fokal adezyon

Kanser yolaklari

P13K-Akt sinyal yolagi

Akut miyoleid 16semi

Tiroid horumonu sinyal yolag:

Melanom

Yag asidi degredasyonu

Ostrogen sinyal yolagi
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P degeri

1,071127E-06
1,760756E-06
3,076149E-06
1,047558E-04
2,707590E-04
2,756600E-04
2,756600E-04
2,756600E-04
2,756600E-04
3,012736E-04
4,036501E-04
6,042454E-04
8,755590E-04
9,076332E-04
2,244049E-03
3,457811E-03
3,457811E-03
6,417650E-03
9,999778E-03
1,638371E-02
1,638371E-02
1,638371E-02
2,379470E-02
2,379470E-02
2,720379E-02
3,213075E-02
3,575913E-02
3,575913E-02

Gen
sayisi
22
23
11
11
14
22
11
11
14
12
17
3
16
13
12
9
12
9
17
13
23
28
28
9
17
10
1
10



AMPK sinyal yolagi 3,951185E-02 16

Fc gamma R-aracili fagositoz 3,951211E-02 12
Sirkadiyen ritim 3,951211E-02 5

Insiilin sinyal yolag1 4,107658E-02 16
Hepatit B 4,797315E-02 16
Fc epsilon RI sinyal yolagi 4,921655E-02 10

hsa-miR-126-5p i¢in yapilan KEGG yolak analiz sonuglar incelendiginde, kolorektal kanser
yolaklart ile baglantili oldugu goriilmektedir. 'Kolorektal kanser' yolaginda (hsa05210) yer alan
ve TarBase v7.0 tarafindan tahmin edilen hedef genler Cizelge 5.9.'da listelenmis ve Sekil

5.22.°de ilgili yolaklar lizerinde sematize edilmistir.

Cizelge 5.9. "Kolorektal Kanser" yolaginda zenginlestigi 6ngoriilen hedef genler

Gen ismi Gen Ensembl Kimligi
GSK3B ENSG00000082701
PIK3R2 ENSG00000105647
BCL2 ENSG00000171791
KRAS ENSG00000133703
PIK3CD ENSG00000171608
CCND1 ENSG00000110092

CTNNB1 ENSG00000168036

AKT1 ENSG00000142208
PIK3CA ENSG00000121879
MAPK1 ENSG00000100030

TGFBR2 ENSG00000163513
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http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000082701
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http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000100030
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000163513
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Sekil 5.22. KEGG veri tabanina gore kolorektal kanser yolaginin semasi.

KEGG veri tabanma gore kolorektal kanser yolaginin semas1 Sekil 5.22.°de gosterilmistir.

TarBase v7.0 tarafindan tahmin edilen miR-126-5p'nin belirtilen hedefleri

sari

ile

vurgulanmistir. Bu sonuglar, miR126’nin kolorektal kanserlerdeki roliiniin anlasilmasinda

biiyiik 6neme sahiptir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Kolorektal kanser, yiiksek insidans ve mortaliteye sahip baslica kanserlerden biridir. 2020
yilinda, 1,9 milyondan fazla yeni kolorektal kanser vakas1 saptanmstir ve Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan kolorektal kanser kaynakli 935.000 6liim oldugu bildirilmistir (3). Bu nedenle,

kolorektal kanser i¢in yeni tan1 ve tedavi stratejilerini arastirmak hala son derece dnemlidir.

Yapilan ¢aligmalar, mezenkimal kok hiicrelerin, genetik bilgi aligverisinde bulunarak parakrin
aracilar olarak hareket edebilecek ekzozomlar tirettigini gostermistir. Bu sebepledir ki MKH-
eksozom aracili mekanizmalar1 anlamak, kansere yeni terapotik yaklasimlar getirebileceginden

kritik 6neme sahiptir.

Bu tez ¢alismasinda; ekSozomlarin hiicre-hiicre etkilesimlerindeki rolii ve MKH'lerin 6nceki
caligmalarda gosterilen timor biiylimesi lizerindeki etkileri goz ontine alinarak insan Ki-MKH-

eksozomlarmin kolorektal kanserde tiimor biiyiimesi ve yayilimindaki roliinii arastirmaya

odaklandik.

Bu tez ¢calismasinda, kolorektal kanser hiicre hatti olarak HT29 kullanilmistir. HT29 hiicre hatti;
primer tiimdrden (kolon) izole edilmis, iyi diferansiye bir adenokarsinoma ornegidir. MKH
eksozomlari ise primer insan Ki- MKH hiicre siipernatanlarindan ve insan Ki-MKH hiicre hatti

siipernatanlarindan izole edilmistir.

Bu ¢alismada i1zole edilen MKH eksozomlar1 kolorektal kanser hiicre hatt1 olan HT29 hiicreleri
iizerinde denenmistir. Oncelikle, HT29 hiicreleri floresan isaretli MKH eksozomlari ile
muamele edilip eksozomlarin hiicre igine girisi konfokal mikroskopi ile gdsterilmistir. Daha
sonra proliferasyon ve viyabilitedeki etkisini gostermek i¢cin MTT deneyi, metastazdaki etkisini
gostermek ic¢in yara iyilesmesi deneyi ve invazyondaki etkisini gdstermek i¢in transwell
matrigel deneyi yapilmistir. Bu deneyler sonucunda; insan kemik iligi kaynakli MKH
eksozomlarmin kolorektal kanser progresyonu ve yayilimini artirict yonde etkisi oldugu
gosterilmigtir. Daha sonra bu fonksiyonel sonuglar1 molekiiler diizeyde desteklemek i¢in insan
Ki-MKH eksozomu uygulanmis, HT29 hiicrelerinden RNA izole edilmis ve EMT-

transkripsiyon faktorlerinin ve EMT ile iliskili miRNA’larin (metaanalizle belirlendi)
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ekspresyon degisimlerine bakilmistir. Elde edilen sonuglar, fonksiyonel deneyleri destekler

niteliktedir.

Tiimdr proliferasyonu, viyabilitesi, metastazi ve invazyonunu artiran spesifik bir mikrogevre
olusumu igin uygun bir nis gerckmektedir (263). Bir¢cok ¢alismada, MKH kaynakli
eksozomlarin metastaz, invazyon ve metastaz dncesi nis olusumundaki rolii incelemistir. Cesitli
kanserlerde Ki-MKH eksozomlarimnin etkisini gosteren birkag ¢aligma mevcuttur. Mao ve ark.,
p53-negatif KI-MKH'ler tarafindan salgilanan eksozomlarn mide kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gogiinii artirabilecegini gostermistir (83). Baska bir ¢alismada, mide
kanserlerinde MKH eksozomlarinin ERK1/2 ve p38 MAPK yolaklarinin aktivasyonu yoluyla
tiimor hiicrelerinde VEGF artislariniuyardigi, bu sekildetiimdriin in vivo biiylimesini tesvik
eden, gelismis timdr anjiyojeneziyle sonuglandigi gosterilmistir (264). Meme kanseri hiicre
hatti MCF7'de, MKH eksozomlar1 ile muameleden sonra, MCF7 meme kanseri hiicrelerinin
migrasyon yeteneginin arttigi gosterilmistir. Ayrica, MKH eksozom uygulamasi, B-katenin
MRNA ve protein seviyelerinde, ayrica Axin2 ve DKKI1 gibi Wnt hedef genlerinin
ekspresyonununda 6nemli bir artisa sebep olmustur. Bu sonuglar, MKH eksozomlarinin, Wnt
sinyal yolaginin aktivasyonu yoluyla MCF7 hiicre go¢iinii artirdigini géstermistir. Bu, MKH
eksozomlarmin tiimor migrasyonunu artirdigini gosteren ilk rapordur (48). Bundan sonra Wang
ve ark., miRNA'larin MKH tarafindan salgilanan eksozomlar halinde paketlendigini ve mide
kanseri hiicrelerine verildiginde mide kanseri metastazini artirdigini gostermistir(265). Bu
durum, miR-221 overekspresyonunun, gelismis tiimor-lenf nodu-metastaz evresi, lokal
invazyon ve lenfatik metastaz ile dnemli bir korelasyon iginde oldugunu géstermektedir(266).
Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler, insan Ki-MKH eksozomlarinin KRK’de invazyon ve
metastazi artirdigi yoniindedir ve bu sonuglar yukarida bahsettigimiz ¢aligmalarla uyumlu

gorinmektedir.

Ote yandan literatiir incelendiginde baska bir grup ¢alismada, MKH eksozomlarmin kanser
biliyiimesini inhibe ettigi, metastaz ve invazyonu azalttig1 yoniinde sonuglar goriilmektedir. Bir
caligmada MKH'lerin miR-146b'yi salgilanan eksozomlara paketlendigini, daha sonra miR-
146b tasiyan MKH eksozomlarinin miRNA'y1 glioma hiicrelerine verdigini, bu da MKH
eksozomlarin anti-tiimér miRNA'lar1 (miR-146b) transfer etmek i¢in bir ara¢ olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir (267). Lee ve ark., MKH'nin sentetik miR-124 ve miR-145

mimiklerini, ekzozomlarla birlikte kiiltiirlenmis glioma hiicrelerine vererek glioma hiicrelerinin
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migrasyonunu biiyiik 6l¢iide azalttigin1 gostermislerdir (85). Ayrica MKH eksozomlar:t miR-
143'i osteosarkom hiicrelerine aktarabilir ve bu da osteosarkom hiicrelerinin migrasyon
yetenegini 6nemli Ol¢lide azaltabilir (154). Meme kanserinde ise, Ki-MKH eksozomlarinda
artmis miR-23b ve azalan MARCKS ekspresyonu meme kanserinde migrasyon ve invazyonun
inhibisyonu ile sonuglanan mekanizmalardan biri olan hiicre donglisii baskilanmasina ve

dormansiye katkida bulunmaktadir (39,268).

Kolorektal kanser hedefli ¢alismalar incelendiginde benzer birkag ¢alisma mevcuttur. Bunlarin
ilkinde Xu ve ark.lart MKH eksozomlarinda yiiksek eksprese olan miR-16-5p molekiiliinii
kolorektal kanser hiicre hatlarina transfekte ederek tiimor migrasyon ve invasyonunun
azaldigin gostermislerdir (269). Digerinde ise Chen ve ark.lart miR-4461 molekiiliiniin MKH
eksozomlarinda yiiksek diizeyde eksprese oldugunu, kolorektal kanser dokusunda (HCT116
hiicre hatt1) ise normal kolon dokusuna (FHC hiicre hatt1) gore daha diisiik eksprese oldugunu
gostermislerdir. Yine kolorektal kanser hiicre hatlarina miR-4461 transfekte ettiklerinde timor
migrasyon ve invasyonunun azaldigini gostermislerdir (37). Son olarak Li ve ark.’nin yaptigi
calismada kordon kami kaynakli MKH eksozomlarinin miR-3940-5p’yi KRK hiicrelerine
tasidig1 ve miR-3940-5p’nin yiiksek ekspresyonunun EMT ve invazyonu inhibe ederek tiimor
metastazini ve invazyonunu baskiladigi gosterilmistir (229). Sonuglarimiz, bu ¢aligmalarin
sonuclart ile farklilik/uyumsuzluk gdstermekle birlikte, literatiirde bu konuda bir
celigkinin/tartigmanin oldugunu da goz Oniine sermektedir. Ek olarak, bu g¢aligmalarda tek
basina MKH eksozomlarinin etkisi degil onlarin tagidigi molekiiller (miRNA’lar) iizerinden
caligmalar planlanmigtir. Bu durum daha sonra ayrintili olarak bahsedecegim “miRNA-kanser

iliskisi”’nin karmasiklig1 nedeniyle olduke¢a ¢eliskilidir.

Yukaridaki bilgiler 1s18inda goriiyoruz ki mevcut cok sayida c¢alisma; MKH’lerin/MKH
kaynakli sekresyonlarin ¢esitli kosullar altinda tiimorijenezi artirabildigi veya azaltabildigini
gostermektedir (36). Tiumorler, mikrogevresi i¢inde inflamatuar mediyatorler salgilayarak
immiin sistem tarafindan taninmay1 engelleyen stabil bir inflamatuvar ortam olustururlar (270).
Kanser hiicreleri, normal hiicreler ve timdr mikrogevresi arasinda bir etkilesim olusur. Bu
etkilesimler anjiyojenez, immiinomodiilasyon, metastaz ve invazyonun yani sira apoptotik
direng gibi kanser gelisiminin Onemli basamaklarina katkida bulunur (271,272). Bazi
caligmalar, MKH’lerin kanser mikrogevresine girerek tiimor vaskiiler sisteminin olusumunu

destekledikleri ve immiin reaksiyonlar1 baskiladiklarini gdstermistir (273-277). Solid
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tiimorlerde ortaya ¢ikabilen oksidatif stres, 1s1 soku, hipoksi ve besinden yoksun kosullar altinda
MKH’nin, timdriin sagkalim oranlarini artirdigi saptanmistir. Bunu, sitoprotektif genlerin
ekspresyonunu indiikleyerek saglamaktadirlar (278-281). Bu bilgi ile uyumlu olarak MKH'ler,
uzun siireli sagkalim igin gerekli besinleri saglamada bir otofajik metabolizma kullanirlar.
Sagkalim faktorlerinin salgilanmasi, MKH'lerin ve cevresindeki diger hiicrelerin sagkalim
oranini artirmaya katki saglar (282). Tiumoér gelisimini artiran bunca oOzelligin aksine
MKH’lerin ayrica anjiyojenezi baskilayarak, PI3K, Wnt ve AKT gibi proliferasyonla iliskili
sinyal yolaklarini inhibe ederek ve hiicre dongiisii ilerlemesini durdurarak tiimor biiylimesini

kisitlayabildigi de bildirilmistir (283-288).

MKH eksozomlar1 ayn1 kanser tiplerinde dahi farkli etkiler olusturabilmekte ve g¢esitli timor
hiicre tiplerinde MKH eksozomlarinin mekanizmasinin izlenmesi gerektigini gostermektedir.
Gorildugi tizere MKH’ler ve MKH kaynakli eksozomlarin tiimor lizerindeki etkileri halen
tartigmalidir (36). Bunun en 6nemli nedeni, MKH’lerin ve MKH kaynakli eksozomlarin
heterojenitesi olabilir (289). Teorik olarak; yeni elde edilen bir MKH, morfolojik homojenlige
ve ¢esitli pasajlar i¢in belirli yiizey antijenlerinin tekdiize ifadesine sahiptir (290,291). Bununla
birlikte, elde edilen MKH genellikle fenotipik, fonksiyonel ve biyokimyasal olarak farkli
hiicrelerin bir karisimini temsil eder (292,293). Pasaj ilerledikge MKH'lerin klonojenitesi azalir
ve proliferasyon yavaslar (294,295). Ancak yapilan ¢alismalar, insan MKH'sinin tek hiicreden
tiiretilmis kolonilerinin morfolojik olarak en az ti¢ farkli hiicre tipi igerdigini gostermistir: (a)
son derece kiigiik ve hizla kendi kendini yenileyen hiicreler; (b) uzun ig seklindeki fibroblast
benzeri hiicreler ve (c) biiyiik, kiibik sekilli ve yavas ¢ogalan hiicreler (296,297). Ek olarak,
hiicre farklilasmasinda, proteomik, transkriptomik ve epigenetik durumda acik bir klonal
degiskenlik vardir. Klonlarmn farklilasma potansiyeli (osteo-kondro, osteo-adipo veya
osteoprojenitdrler) gosterdigi gozlenmistir (298). Ote yandan, MKH'nin hizl1 ve yavas biiyiiyen
klonal popiilasyonlarinin, ara filamentler, kalsiyum baglayici proteinler ve glikolitik proteinler

dahil proteinlerin farkli ekspresyonu ile proteomik olarak farkli oldugu gosterilmistir (299).

Benzer sekilde farkli dokulardan izole edilen MKH kaynakli sekretomlarin/eksozomlarin
heterojenligi de gosterilmistir. Diger MKH’lere kiyaslandiginda adipoz kokenli MKH’lerin
daha yliksek miktarlarda hiicre dig1 matriks bilegenleri ve metaloproteinazlar (MMP'ler) (300)
veya vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi pro-anjiyojenik molekiiller salgiladigi
gosterilmistir (301). Bu, adipoz kékenli MKH’lerin, anjiyojeneze bagl terapotik yaklagimlar
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arttirmak i¢in diger MKH popiilasyonlarina gore tercih edilebilecegini gosterir. Kordon kani
kokenli MKH’ler ise, IL-6, IL-7 ve IL-10 ile PDGF-AA ve TGF-a gibi immiinomodiilator
faktorleri yliksek diizeyde salgilamaktadir (300). Yukaridaki bilgilere ek olarak MKH kaynakli
eksozomlarin fonksiyonlar1 ve kanserdeki etkinligini gosteren bazi ¢alismalar ayrica Cizelge

6.1.’de Ozetlenmistir.
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Cizelge 6.1. MKH kaynakli eksozomlarin fonksiyonlari

Ekzozom Kaynagi Fonksiyon Hedef/ Yolak | Referans
Insan kemik (302)
iliginden tiiretilmis 1 In vivo meme timori miRNA-21 ve
MKH'ler biiylimesi 34a
Fare kemik (96)
iliginden tiiretilmis | In vitro ve in vivo miRNA-16,
MKH'ler anjiyojenezi baskilama VEGF
Insan kemik (303)
iliginden tiiretilmis 1 In vivo olarak timor VEGF,
MKH'ler biiylimesini uyarma ERK1/2
(304)
In vitro timor
Mezenkimal stromal hiicrelerine temozolomide
hiicre kemosensitivite kazandirma | Anti-miRNA-9
Mezenkimal stromal | In vivo olarak azaltilmis (267)
hiicre ekzozomlari intrakraniyal timor hacmi miRNA-146b
1 in vitro MM hiicre (46)
biiytimesi MM BM-MSC
Multipl miyelom kaynakh 1 in vivo timor bliyiimesi kaynakl
MKH'ler 1 BM homing eksozomlar
| Onemli 6l¢iide timodr hwJMSC- (305)
boyutu EV'ler +
Insan gobek kordonu MKH 1 Apoptoz hWJMSC'ler
| Onemli 6lgiide timor HLSC (306)
Insan yetiskin karaciger boyutu kaynakli
kok hiicresi; 1 Apoptoz eksozomlar
Ki-MKH (268)
ekzozomu
Kemik iligi MKH (Ki- | Proliferasyon uygulanmis
MKH) | Timor olugumu hiicreler
1 glioma kok benzeri (307)
hiicrelerin tiimdrijenitesini
arttirir
1 glioblastomun agresifligini
Glioma iliskili insan MKH arttirir miR-1587
| Mide kanseri (50)
hiicrelerinde ilag direnci CaM-Ks / Raf
MKH yaratir /| MEK / ERK
| in vivo ve in vitro murin (308)
kemik iliginde ters radyasyon
hasar1
Murin veya insan Ki- MKH | Apoptoz FDC-P1
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KRK ve EMT-TF’ler

Metastatik hiicrelerin primer tiimorden uzak metastaz bolgelerine gidisi oldukga zorlu bir
yolculuktur. Uzak bir lokasyona gidip yeni bir koloni olusturmasi i¢in asilmasi gereken
bariyerler vardir. Bu siireci anlamak i¢in anahtar yol, epitelyal-mezenkimal (EMT)
programlamasini ¢Oziimlemekten ge¢mektedir. EMT; primer tiimor hiicrelerinin primer
timorden ayrilarak yeni bir metastatik nisi olusturmast igin gegirmesi gereken fiziksel
degisiklikleri agiklar. Bu dogrultuda tiimor hiicrelerinin metastazi i¢in mikrogevre degisikligi
gerektigi de kabul gérmektedir (225,226). Bu mikrogevre degisikligini olusturacak ¢ok sayida
faktor tanimlanmistir. Bunlardan biri de MKH eksozomlaridir. MKH eksozomlarimin tagidigi

kargo igerikleri ile timorlerde farkli etkiler olusturabilmektedir.

S6z konusu etkinin EMT siirecindeki yansimasini gézlemlemek amaciyla bu tez ¢alismasinda,
insan Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde EMT-TF ekspresyon degisimi
incelenmistir. Buna gore; N-cadherin ve Slug gen ekspresyonlarinin eksozom uygulanan

hiicrelerde, uygulanmayanlara gore artmis oldugu gézlenmistir.

Kadherinler, hiicre-hiicre adezyonunu ve normal doku mimarisini korumayi saglayan
transmembran glikoproteinlerdir. Kateninlerle etkilesime giren ve bir adhezyon molekiil sinifi
olan Kkadherinler, birgok alt gruptan olusmaktadir (309). Bu tez g¢alismasinda, kadherin
ailesinden olan N-cadherin (ndral cadherin, CDH2) ve E-cadherin (epitelyal kadherin, CDH1)

molekiilleri incelenmistir.

Cesitli kanser tiplerinde EMT’nin baslatilmast ya da desteklenmesi, hipoksi ve tiimor
mikrogevresinin sinyalleri dahil olmak tizere bir¢ok onkojenik sinyal yolu ile olabilmektedir.
Bu sinyallerin devaminda, epitel hiicreleri hiicre polaritelerini ve hiicre-hiicre adezyonunu
kaybederler ve metastatik ozellikler kazanirlar. Bu durum, kadherin degisimi (“kadherin-
switch") olarak ifade edilen durum ile hiicrelerde E-cadherin kaybi ve tiimor ilerlemesi sirasinda
artan N-kadherin ekspresyonu olarak tanimlanmaktadir (310). Bu degisim ile, kanser

hiicrelerinin metastatik kapasitesi indiiklenir.

N-cadherin, EMT siirecinde etkili, iyi bilinen bir mezenkimal biyobelirtegtir. N-cadherin noral
hiicreler, endotelyal hiicreler, stromal hiicreler ve osteoblastlar gibi epitelyal olmayan birgok

hiicre tipinde yliksek eksprese olan bir adezyon molekiiliidiir (311). N-cadherin, nériilasyon
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sirasinda E-Cadherin ile yer degistirir. Boylece noral progenitor hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilagmasini regiile edecek baglantilar olusturur (312). N-cadherin, fibroblast biiyiime
faktorii reseptorii 1 (FGFR1) aktivitesini uyarir (313). Epitel kokenli bir hiicrede N-cadherinin
uyarilmasi, heterotipik bir hiicre-hiicre adezyon moduna gegisi ile tipki normalde N-cadherin
eksprese eden stromal ve endotelyal hiicreler gibi diger hiicre tiplerine baglanma yetenegi
kazanmalarini saglar. Bu durumun, timor hiicresinin lokal invazyon ve metastatik yayilimina
katkida bulunacagi diisiiniilmektedir (314). Ek olarak N-kadherin, mikrodamarlarin
stabilizasyonu i¢in endotel hiicrelerini ve duvar hiicrelerini kaplayarak anjiyojenezi destekler

ve kan damarlarinin biitiinliigtini korur (315).

N-cadherin, devam eden bir EMT siirecinin temel gostergelerinden biridir. N-kadherinin
ekspresyon artisi, basta akciger kanseri, karaciger kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri
gibi diger bir¢ok kanserde gosterilmis ve kanser gelisimi, invazyon, metastaz, anjiyojenez ile
iliskilendirilmistir (317-321). N-cadherin, KRK’da bagimsiz bir prognostik biyobelirteg olarak
tanimlanmistir  (317). N-cadherin ekspresyonunun artmasi KRK’de malign ilerlemeyi
artirmasinin yani sira, timor boyutu, lenf nodu ve metastaz ve kotii prognoz ile iligkili oldugu,
HT29’larda direk olarak migrasyonu ve proliferasyonu artirdigi gosterilmistir (317). Bu tez
caligmasinda HT29 hiicrelerinde Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde N-cadherin
ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara gore artmis oldugunu gézlemledik (p<0.05). Bu
durum, Ki-MKH eksozomlarinin EMT siirecinin ilerlemesine katki sagladigini, dogrudan ya da
dolayl1 olarak N-cadherin ekspresyon artisina sebep oldugunu gdstermektedir. Caligmamizda
kadherin degisimi gostermek i¢in E-cadherin ekspresyon diizeyine de bakilmig, Ki-MKH
eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde E-cadherin  ekspresyonunun  eksozom
uygulanmayanlara gore azalmis oldugu gozlenmistir. Ancak E-cadherin ekspresyon azalisi,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Ote yandan kadherin degisimi, SNAI1, SLUG, TWIST, ZEB1 ve ZEB2 gibi bir¢ok ¢inko
parmak ailesine bagli transkripsiyon faktorleri (TF) araciligi ile kadherin ekspresyonunun
transkripsiyonel regiilasyonunun bir sonucudur (322). Temel olarak, bu TF’ler, E-cadherin
promotoruna baglanarak E-kadherin ekspresyonunu negatif olarak regiile ederler (310).
EMT nin transkripsiyonel aktivasyonu i¢in ana sinyal yolaklari, Wnt/f katenin, TGF-f, Notch
ve Hedgehog’dur (310,323,324). TGF- B, Ras ile is birligi halinde ¢alisarak Snail ve Slug'

indiikler ve bu durum desmozomlarin bozulmasina, daha sonra hiicre hareketliligine, sitokeratin
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ekspresyonunun inhibisyonuna yol agar. Nihai olarak, hiicre-hiicre baglantilarinin ayrilmasi ile
hiicre invazyonu ortaya ¢ikar (310). Bu tez calismasinda kadherin molekiillerine ek olarak

yukarida EMT iliskisi 6zetlenen Slug ve Twist1 ekspresyon diizeyleri de incelemistir.

Slug, embriyonik gelisim siirecinde mezoderm olusumu, noral krest hiicre olusu ve gogiine,
hiicresel farklilasma, adezyon, metastaz, hiicre dongiisii ve apoptozun regiilasyonuna katildigi

gosterilen Snail ¢inko parmak ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (326).

Slug’in gesitli kanserlerde, tiimor hiicrelerinin epitelyal biyobelirtegleri downregiile ederek ya
da mezenkimal biyobelirtecleri upregiile ederek tiimdr hiicrelerinin mobilite kazanmasini ve
invaziv hale gelmesini sagladigi daha 6nce bildirilmistir (326,327). Ayrica bir¢ok calisma
gostermistir ki Slug'in overekspresyonu meme, mide, kolorektal, yumurtalik gibi ¢esitli insan
kanserlerinde artan metastatik kapasite ve azalmis postoperatif sagkalim ile iliskilidir (328—

331).

Kolorektal kanserlerde Slug ekspresyonunun artigi, kotii prognozla iliskili bagimsiz bir
parametre olarak tanimlanmistir. Slug pozitif ekspresyonu olan hastalarin genel sagkaliminin,
negatif ekspresyonu olanlara gore daha kotii oldugu goriilmiistiir (332). Baska bir ¢alismada
benzer sekilde, artmig Slug ekspresyonunun KRK hastalarinda bagimsiz bir prognostik faktor

ve lenf nodu metastazinin 6ngoriicii bir biyobelirteci oldugu gosterilmistir (325).

Buna gore ¢alisgmamizda Slug ve Twist1 ekspresyon diizeyine de bakilmig, Ki-MKH eksozomu
uygulanan HT29 hiicrelerinde Slug ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara gore artmis
oldugu gozlenmistir. Slug ekspresyonunun artigi, fonksiyonel deneyler ile gosterdigimiz, Ki-
MKH eksozomlarmin HT29 hiicrelerinin EMT siirecini artirdig verileri destekler nitelikte olup
ana hatlar ile literatiir ile uyumlu olarak yorumlanmistir. Dolayisiyla Slug ekspresyon artisi ile
birlikte Ki-MKH eksozomlarimin HT29 hiicrelerini daha agresif bir karaktere doniistiirdiigi

sOylenebilir.
KRK ve EMT iliskili miRNA’lar

miRNA’larin kesfinden sonra, kanser ile olan iliskisini inceleyen ¢ok sayida calismada,
miRNA'larin ekspresyonunun farkli tiimorlerde degiskenlik gosterdigi gosterilmistir. Bu
degiskenlik, miRNA genlerinin amplifikasyonu veya silinmesi/susturulmasi, miRNA'larin

anormal transkripsiyonel kontrolii, deregiile epigenetik degisiklikler ve miRNA biyogenez
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stirecindeki defektler olmak iizere bircok mekanizmadan kaynakli olabilir. Anormal miRNA
ekspresyonuna sahip kanser hiicreleri, proliferatif sinyal olusturma ve siirdiirme, timor
baskilayicilardan ve apoptozdan kagis, invazyon ve metastaz aktivasyonu ve anjiyojenezi
indiikleme yeteneklerini gelistirirler. Buna gore miRNA’lar belirli kosullar altinda kanserde
gosterdigi isleve gore tiimor baskilayici veya onkogen olarak adlandirilabilirler. Bu oncomiR
ya da tiimor baskilayicti miRNA'larin sirasiyla inhibe edilmesi veya uyarilmasi durumunda,
kanser tipine ve etkilenen spesifik miRNA'ya bagli olarak kanser hiicresi proliferasyonu,

metastazi ve/veya sagkalimi biiyiik 6l¢iide azalabilir.

Literatiirde miRNA’larin kanserdeki etkinligi incelendiginde, spesifik miRNA'larin onkojenik
mi yoksa tiimdr baskilayict m1 oldugu konusu son derece ¢eliskilidir (332). Cok sayida raporda,
belirli miRNA'larin bir ¢alismada onkojenik oldugu, ancak digerinde tiimér baskilayici oldugu
gosterilmistir.  Belirli bir miRNA'dan etkilenen ¢ok sayida hedef/gen/yolak g6z Oniine
alindiginda, etkilerin c¢esitli olmasi beklenti dahilindedir. Bu tez g¢alismasinda yer alan

miRNA’lar i¢in bu ¢eliskiyi gozler oniine seren ayrintili bir analiz asagida verilmistir:

miR-21, proliferasyon, apoptoz ve metastaz ile iliskili cok sayida tiimor baskilayict geni hedef
alan, erken donemde kanseri tesvik eden 'oncomiR'lerden biridir (121). miR-21 meme,
kolorektal, akciger, pankreas kanseri, glioblastoma, ndroblastom, l6semi ve lenfomada asiri
eksprese edilir (333). miR-21, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu, apoptozu, gogilni,
invazyonunu artirir. KRK’de miR21 ekspresyonunun Spry2 ve PTEN ekspresyonu ile ters
iligkili oldugu ve kanser progresyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir (334).
Kolorektal kanserlerde miR21, bir tiimor baskilayici olan PDGD4’li hedefleyerek (negatif
regiile ederek) invazyon, intravazasyon ve metastazi uyarir (195). Benzer bir sonug, eksozomal

miR21 i¢in de gosterilmistir (335).

Bagka bir calismada miR-21'in kolon kanseri dokularindaki ekspresyon seviyesinin, bitisik
dokulardakinden 6nemli dlgiide daha yiiksek oldugu ve yiiksek miR-21 ekspresyonuna sahip
hastalarin hayatta kalma siiresinin, miR-21'in diisiik ekspresyonuna sahip hastalardan énemli
Olclide daha kisa oldugunu saptanmistir. Boylece miR-21, kolon kanseri dokularinda yiiksek
ekspresyonlu hastalarin malignite derecesi ile pozitif, sagkalim ile negatif olarak iligkili oldugu

gosterilmistir (336).
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miR-21’in, PTEN ekspresyonunu downregiile ederek proliferasyon, anti-apoptoz, hiicre
dongiisii progresyonu ve KRK hiicrelerinin invazyonu gibi malign fenotipleri modiile
edebilecegi bildirilmistir (337). Baska bir c¢alismada, miR-21'in, Sec23A ekspresyonunu
downregiile ederek in vitro SW-480 ve DLD-1 KRK hiicrelerinin proliferasyonunu, gogiinii ve

invazyonunun destekledigi gosterilmistir (338).

9 6
1

Yukarida bahsi gecen ¢ok sayida ¢alisma miR21°1 “onkomir” olarak tanimlarken giincel baska
bir ¢alismada, miR21’in programli hiicre olimiinii artirdigi bildirilmis olup, miR21-5p’nin
overekspresyonunun TGFB1’i downregiile ederek piroptoza yol agtigi saptanmustir (339).
Piroptoz, okaryotik hiicrelerde programli hiicre 6liimiiniin farkl1 bir sekli olup plazma zarindan

ayrilan biiyiik kabarciklarla hiicrelerin sismesi ile karakterizedir (340,341).

Bizim c¢alismamizda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde miR21
ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara gore azalmis oldugu gozlenmistir. miR21
downregiilasyonu, mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde uyumlu ya da uyumsuz
olarak degerlendirilebilir. Fakat bu degerlendirme yapilirken fonksiyonel deneylerimizin
sonuclart da  dikkate alindiginda MKH eksozomlarinin  HT29  hiicrelerinde
invazyon/metastaz/EMT profilinde artig sagladig1 ve bu artisa miR21 ekspresyon degisikliginin
de dogrudan ya da dolayl olarak katilim sagladigi sdylenebilir. Ancak miR21’in mevcut
senaryo ig¢indeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek ic¢in ek deneylere ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda inceledigimiz EMT iligkili miRNA’lardan olan miR-27a, bazi ¢alismalarda
onkomiR, bazilarinda timor supresor olarak ifade edilmisti. miR27a, FAM172A
ekspresyonunu inhibe ederek KRK hiicre hatlarinin metastazini destekler (342). miR-27a, bir
onkomiRNA gibi davranarak kalretikiilini downregiile ederek MHC sinif I ylizey maruziyetini
baskilar. Boylece anti-tiimor bagisiklik tepkisini etkileyerek kolon kanserinde tiimorijenezini
destekler (143). Baska bir calismada miR-27a, AMPK'yi negatif, mTOR'u ise pozitif olarak
modiile ederek otofajiyi ve apoptozu azaltir. Ayrica mir27a, kemoterapiye karsi artan direng
ile iliskili aerobik bir glikolitik metabolizmay1 zorlayarak onkogenler ve tiimor hiicresi
metabolik diizenleyicileri ile uyum iginde ¢alisir (343). Bir diger ¢alismada, miR-27a-3p'nin
KRK'de yine bir onkogen olarak gorev yaptigi, miR-27a-3p'min ekspresyonun, KRK’de

eslestirilmis tiimor olmayan dokulara kiyasla dnemli Olcilide arttigi gosterilmistir. miR-27a-
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3p’nin B hiicresi translokasyon geni 1 (BTG1)’i hedefleyerek, HCT-116 (KRK hiicre hatt1)
hiicrelerinin ¢ogalmasini destekledigi ve miR-27a-3p mimik ile transfeksiyonu ile, HCT-116

hiicrelerinde erken apoptozu indiikledigi saptanmistir (344).

Ote yandan, baska bir ¢alismada tiimor siipresor olarak islev gordiigii bildirilen miR27a’nin
downregiilasyonu, KRK patolojik evreleri ve uzak metastaz ile de iliskilendirilirken, in vitro
caligmalarda miR-27a'nin artan ekspresyonunun kolorektal kanser hiicresi proliferasyonunu
inhibe ettigi, apoptozu tesvik ettigi ve kanser hiicresi migrasyonunu azalttigi gosterilmistir.
Daha sonra tiimorlii fare modelinde tiimore direk miR27a enjeksiyonu yapildiginda,
miR27a’nin timor biiylimesini baskiladigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada miR-27a’nin bir timor
supresOr gibi davranarak KRK progresyonununda terdpatik etki olusturdugu gosterilmistir.
MiR27a, bu etkiyi SGPP1 ve Smad2'yi hedefleyerek, STAT3 ile baglantili olarak gergeklestirir
(142).

Bizim g¢alismamizda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde miR27a
ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara gore azalmis oldugu gozlenmistir. miR27a
downregiilasyonu, mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde uyumlu ya da uyumsuz
olarak degerlendirilebilir. Fakat bu degerlendirme yapilirken fonksiyonel deneylerimizin
sonuclart da  dikkate alindiginda MKH eksozomlarinin  HT29  hiicrelerinde
invazyon/metastaz/EMT profilinde artis sagladigi ve bu artisa miR27a ekspresyon
degisikliginin de dogrudan ya da dolayli olarak katilim sagladigi sOylenebilir. Ancak
miR27a’nin mevcut senaryo i¢indeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek i¢in ek deneylere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez ¢alismasinda analiz edilen bir diger EMT iligkili miRNAolan miR-148a, tiimor baskilayict
olarak gorev yapan bir miRNA olarak tanimlanmaktadir. Birka¢ ¢alisma, miRNA-148a'nin
KRK hiicrelerinde downregiile oldugunu ve koétii prognozla iligkili oldugunu bildirmistir (345—
348). miR148a, BCL2’yi posttranskripsiyonel olarak susturarak apoptozu indiiklemektedir
(349). miR-148a, ErbB3'in ekspresyonunu dogrudan regiile ederek kolorektal kanser
hiicrelerinde proliferasyon ve migrasyonu baskilanmasini saglar (160). Ayrica, miR148a’nin
downregiilasyonun EMT gecisine aracilik ettigi diisliniilen tiimor tomurcuklanmasini artirdigi
saptanmistir  (350). Kolorektal kanser hastalarinda hsa-miR-148a-3p'nin  hipoksik
downregiilasyonu, ITGAS5 ve PRNP’yi hedefleyip upregiile ederek tiimor progresyonu ve zayif

91



sagkalima katkida bulunmustur (351). miR-148a, NF- x B ve STAT3 tarafindan yiiriitiilen
sinyalleri ve bunlarin proinflamatuar sonuglarini baskilayarak kolit ve kolit ile iliskili

tiimdrijenezi modiile eden dolayli bir tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir (352).

Bu tez c¢alismasinda, Ki-MKH ¢ksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde miR148a
ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara gore artmis oldugu gozlenmistir. miR148a
upregiilasyonu, mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde EMT siirecinin baskilanmast
beklenmektedir. Ancak bizim fonksiyonel deneylerimiz bunu dogrulamamakta ve dolayisiyla
sonuglarimizin literatiir ile uyumsuz oldugu goriilmektedir. Ancak miR148a’nin mevcut
senaryo i¢indeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek icin ek deneylere ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda analiz ettigimiz bir diger miRNA olan miR150, KRK’de tanisal bir biyobelirteg
olarak tanimlanmistir (353). KRK hastalarinda serumdan elde edilen eksozomal miR-150-5p
seviyesinin saglikli donoérlerle karsilastirildunda onemli oSlgiide downregiile oldugu ve

miR150’nin KRK hastaliginda tanisal biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (354).

mMiR-150’nin literatiir taramas1 yapildiginda, yine hem onkogen hem tiimér supresor olarak
islev goren bir miRNA oldugu goriilmektedir. Bir ¢alismada, onkomiR olarak gorev yapip
TP53°1i hedefleyerek proliferasyon, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre apoptozu ve KRK

hiicrelerinin invazyon ve metastazini destekledigi gosterilmistir (206).

Ote yandan baska bir grup ¢alismada miR-150, tiimor supresér gibi davranip p-katenin'i in vivo
modiile ederek kolorektal kanser biiylimesini baskilamigtir. miR-150"nin, B-katenin yolunu
inaktive ederek kolorektal kanser ilerlemesini engelledigi gosterilmistir (163). Bir diger
caligmada miR-150"nin, KRK'da VEGFA/VEGFR2/Akt/mTOR sinyali araciligiyla KRK
baglatma ve ilerlemesini baskilayarak tiimdor bitylimesini, metastazi ve anjiyojenezi inhibe ettigi
gosterilmistir  (164). Benzer sekilde, miR-150, Glil'i inhibe ederek KRK’da EMT'yi,
proliferasyon ve invazyonu azaltmistir (163). miR-150-5p, MUC4'i hedefleyerek KRK

hiicrelerinin metastazini baskiladig1 da gosterilmistir (355).

Bizim c¢alismamizda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde miR150
ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara gore azalmis oldugu goézlenmistir. miR150

downregiilasyonu, mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde uyumlu ya da uyumsuz
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olarak degerlendirilebilir. Fakat bu degerlendirme yapilirken fonksiyonel deneylerimizin
sonuglari da  dikkate alindiginda MKH  eksozomlarmin  HT29  hiicrelerinde
invazyon/metastaz/EMT profilinde artis sagladigt ve bu artisa miR150 ekspresyon
degisikliginin de dogrudan ya da dolayli olarak katilim sagladigi sdylenebilir. Ancak
miR150’nin mevcut senaryo igindeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek i¢in ek deneylere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda incelemesi yapilan bir diger miRNA olan miR-194, yine hem onkomiR

hem de tiimdr supresor olarak iglev goren bir miRNA olarak tanimlanmustir.

Yapilan bir ¢alismada bir timdr supresor gibi gorev yaparak, hiicre proliferasyonunu ve timor
biiylimesini in  vitrove in vivo azalttigi  gosterilmistir  (169). MIiR194 dogrudan
PDK1/AKT2/XIAP 3'UTR'yi hedefledigi ve AKT2 yolu aktivasyonunu engelleyerek hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (167). Baska bir ¢alismada miR194, MAP4K4/c-
Jun/MDM2 sinyal yolagini regiile ederek KRK hiicre hatlarinda hem in vitro hem de in vivo
olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini  gosterilmistir  (356). miR194’iin
downregiilasyonunun KRK’de kétii prognoz ile iliskili oldugu saptandigi bir ¢alismada KRK
dokularinda FoxM1 ekspresyonunun miR-194-5p ekspresyonu ile negatif korelasyon
gosterdigi, FoxM1’in, miR-194-5p'nin KRK hiicrelerinin invazyon ve metastaz ile EMT

stirecindeki inhibisyon etkisini tersine ¢evirebilecegi gosterilmistir (357).

Ote yandan, baska bir ¢alismaya gére, miR-194'iin KRK progresyonunda bir tiimor promotdrii
olarak goérev yaptigi disiiniilmektedir. Bu caligmada, miR-194 overekspresyonu ile MMP2,
MMP9, Vimentin ve E-Cadherini hedeflenerek EMT’nin indiiklendigi gosterilmistir (211).

Bu tez c¢alismasinda, Ki-MKH eksozomu wuygulanan HT29 hiicrelerinde miR194
ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara gore azalmis oldugu gozlenmistir. miR194
downregiilasyonu, mevcut literatiir ile birlikte degerlendirildiginde uyumlu ya da uyumsuz
olarak degerlendirilebilir. Fakat bu degerlendirme yapilirken fonksiyonel deneylerimizin
sonuglart da  dikkate alindiginda MKH eksozomlarmin  HT29  hiicrelerinde
invazyon/metastaz/EMT profilinde artis sagladigt ve bu artisa miR194 ekspresyon
degisikliginin de dogrudan ya da dolayli olarak katilim sagladigi soylenebilir. Ancak
miR194’{in mevcut senaryo igindeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek i¢in ek deneylere

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu tez ¢alismasinda incelenen son miRNA olan miR-126’nin ¢alismalarda bir tim&r supresor
olarak islev gordiigii saptanmistir. Buna gore, metastatik KRK’deki ifadesi, lokalize KRK’deki
ifadesinden farkli oldugu gozlenmis olup metastatik dokuda downregiiledir (150). Bu nedenle
serumda erken evre karaciger metastazinin klinik teshisi ig¢in yeni bir imza olarak
onerilmektedir (258). miR-126 ekspresyonu, farkli histolojik alt tiplerde, kanser evreleri ve
metastaz durumu ile degiskenlik gostermis olup, mikrosatellit instabilite (MSI) ve hasta

sagkalimi ile de korele oldugu bulunmustur (358).

KRK’de miR126’nin overekspresyonu CXCR4 ekspresyonunun negatif regiilasyonu ile tiimor
hiicresi invazyon ve metastaz kapasitesini azalttigi bulunmustur (199). Baska bir ¢alismada
kolon kanserinde miR-126"nin, hiicre proliferasyonu ve metastazi inhibe etmek i¢cin RhoA/Rho
ile iliskili protein kinaz (ROCK) sinyal yolunu baskiladigi gosterilmistir (150). Bir diger
calisgmada miR126’nin KRK hiicrelerinin proliferasyonu, invazyon ve metastazi inhibe ettigi,
ancak in vitro hiicre apoptozunda etkili olmadig1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada endojen miR-
126 ve eksojen miR-126 mimiklerinin IRS-1 ekspresyonunu engelleyebilecegi
saptanmigtir. Ayrica miR-126'nin downregiilasyonunun IRS-1'i hedefleyerek AKT ve ERK1/2
aktivasyonunu destekleyebilecegi de gosterilmistir (261). miR-126, BCL-2 ve p53 gibi bir¢ok
yolu hedefleyerek KRK’de potansiyel bir tiimor baskilayici olarak hareket etmektedir.

mMIiR-126n upregiilasyonu ile hiicre apoptozu hizlandigi, IRS1, SLC7A5 ve TOM1 genlerini
hedefleyerek kolon kanseri biiyiimesini ve migrasyonu baskiladigi ve kolon Kkanseri
hiicrelerinin oksaliplatin gibi kemoterapi ilaglarina duyarlilig: artirdig: saptanmistir (359). miR-
126'nin upregiilasyonu ile LC3-I/11 transformasyonu ve p62 degradasyonu ile birlikte hiicre
otofajisinde artis ve apoptoz indiiksiyonu gézlenmistir. HCT116 hiicreleri miR-126 mimik ile
transfekte edildiklerinde, mTOR ekspresyonunun azaldigi gézlenmistir. EK olarak, mTOR'un

overekspresyonu, miR-126'y1 otofaji ve apoptoz lizerinde etkisiz hale getirmistir (360).

Benzer sekilde baska bir ¢calismada, HCT116, SW620 ve HT-29 gibi metastastatik kolorektal
kanserlerde miR-126 ekspresyonu diger hiicre hatlarina gore ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiis
ve mMiR-126’nin HT-29 hiicre proliferasyonunu, hiicre dongiisii ilerlemesini ve invazyon

yetenegini RNOA/ROCK sinyal yolunu bloke ederek inhibe etttigi gosterilmistir (150).

Calismamizda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hiicrelerinde miR126 ekspresyonunun,

eksozom uygulanmayanlara gore azalmis oldugu gozlenmistir. miR126 downregiilasyonu,
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mevcut literatlir ile birlikte degerlendirildiginde uyumlu olarak degerlendirilebilir. MKH
eksozomu uygulamasi sonrast miR126 downregiilasyonu -bir tiimdr siipresér miRNA’sinin
kaybi olarak- degerlendirdiginde fonksiyonel deneylerimizin sonuglari da uyumluluk i¢indedir
ve MKH eksozomlarinin HT29 hiicrelerinde invazyon/metastaz/EMT profilinde artis sagladigi
ve bu artisa miR126 ekspresyon degisikliginin de dogrudan ya da dolayli olarak katilim
sagladig1 soylenebilir. Bu asamada inceledigimiz miRNA’lar i¢inde ekspresyonu en diisiik
mMIRNA olan miR126’{in mevcut senaryo igindeki etkisini net bir sekilde yorumlayabilmek igin
miR126 mimikleri kullanilarak HT29 hiicrelerinde miR126 overeksprese edilmistir. miR126
overeksprese HT29 hiicrelerinde, overeksprese olmayan HT29 hiicrelerine gore
kiyaslandiginda, hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin azaldigi (yara iyilesmesi deneyi ile) ve
MET siirecinin gostergesi olan kadherin degisimi ile E-cadherin ekspresyon artisi saptanmistir.
Elde edilen bu veriler, miR126’nin  upregiilasyonun = HT29  hiicrelerinde
invazyon/metastaz/EMT profilinde azalma sagladigi, dolayisiyla calistigimiz hiicre grubunda

miR 126’ nin timor supresor olarak islev gosterdigini de dogrular niteliktedir.
6.2. SONUC

Bu tez calismasinda, insan Ki-MKH eksozomlarmin HT29 kolorektal kanser hiicreleri
iizerindeki etkisi, invazyon/metastaz/EMT baglaminda incelenmistir. Yapilan deneyler
sonucunda; insan Ki-MKH eksozomlarinin KRK’de invazyon ve metastazi artirdigi, Ncadherin
ve Slug ekspresyonlarini artirarak EMT siirecine destek sagladigi ve EMT ile iliskisi
metaanalizle ve literatiir destegi ile gosterilen miRNA’larin ekspresyon seviyelerini degistirdigi
gosterilmistir. Ek olarak, incelenen miRNA’lardan biri olan ve tiimor siipresor gibi davrandigi
diistiniilen miR 126, HT29 hiicrelerinde miR126 mimikleri ile transfekte edilerek overeksprese
edildiginde, MET siirecine destek saglayacak sekilde E-cadherin ekspresyonlarini artirdigi ve

hiicrelerin migrasyon yeteneginin azalttig1 saptanmistir.

Son yillarda bir¢ok arastirmaci, MKH eksozomlarinin in vivo ve in vitro olarak kanser hiicresi
ile etkilesiminde giderek daha dnemli bir rol oynadigini gostermistir. MKH’den alict hiicrelere
bir¢cok molekiil tiirlinii transfer etmek i¢in tastyici olabilirler ve ardindan kanser hiicresinde bir
dizi etkiyi aktive edebilirler. Kanser gelisimini baskilamanin ya da desteklemenin ana yolu
olarak, MKH eksozomlarinin 16komonosit proliferasyonu gibi bagisikligi etkileyebilecegi
durumlarla benzer sekilde kanser tedavisi i¢in de gelecekte iyi birer aragolacagi

diistiniilmektedir. Bununla birlikte, kanser hiicreleri arasinda MKH eksozomlarinin potansiyeli
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daha derinlemesine arastirilarak gelecekte yiiksek giivenlikli, etkili tedaviler olusturulacagi

umulmaktadir.

Elde edilen veriler 1s18inda; bu calisma ile halen literatiirde tartismali gorinen MKH
eksozomlar1 kanseri nasil etkiliyor? sorusunun cevabi i¢in in vitro ¢alismalarla kiigiik bir
pencere acilmistir. Bir sonraki asamada ise bu eksozomlarin hangi kargolar1 tasidigi, bu
kargolar ile hangi yolaklarin/molekiillerin aktivasyonu ile EMT siirecinin indiiklendigi

sorgulanacaktir.
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EKLER

EK2: KULLANILAN HUCRE HATLARININ OZELLIKLERI

Cell Line-1 HT29 (HTB-38™)

Species Human (Homo sapiens)
Morphology Epithelial

Tissue Colon

Disease Adenocarcinoma, colorectal

Growth properties

Adherent

The HT-29 line was isolated from a primary

Derivation tumor in 1964 by J. Fogh using the explant
culture method.

Age 44 years

N White

Ethnicity
Female

Gender
modal number = 71; range = 68 to 72.

Karyotype The stemline chromosome number is

hypertriploid with the 2S component
occurring at 2.4%. Seventeen marker
chromosomes are found in most
metaphases, generally in single copy per
chromosome. The marker designations are:
M1p-(=t(3p-;?) with a deleted short arm),
t(7q;?), 1(10q;?), i1(13q), 19g+a; M6,
?t(80;99-), ?Xp, M9, 6q+, t(13;?)a, t(13;?)b,
19g+b, M14, M15, 15p+, and Xg-.
Chromosome 13 is nullisomic and
chromosomes 8 and 14 are generally
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monosomic. No Y chromosome was
detected by QM band analysis.

Tumorigenic

Yes;

Yes, in nude mice; forms well differentiated
adenocarcinoma consistent with colonic
primary (grade 1); tumors also form in

steroid treated hamsters

; myc+; ras+; myb+; fos+; sis+; p53+; abl-;

ros-; src-

Antigen expression

Blood Type A; Rh+; HLA Al, A3, B12,
B17, Cw5

Genes expressed

ecretory component of IgA;
carcinoembryonic antigen (CEA);
transforming growth factor beta binding
protein; mucin; myc+; ras+; myb+; fos+;
sis+; p53+; abl-; ros-; src-; blood type A,
Rh+; (HLA: Al; A3; B12; B17; Cwb); cells
CD4 negative; cell surface expression of
galactose ceramide (a possible alternative
receptor for HIV)

Isoenzymes

AK-1,1
ES-D, 1
G6PD, B
GLO-I, 1-2
Me-2, 1
PGM1, 1-2
PGM3, 1-2
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Cell Line-2

Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem
Cells; Normal, Human (PCS-500-012™)

Species Human (Homo sapiens)
Morphology spindle shaped, fibroblast-like
Tissue Bone

Disease Normal

Growth properties Adherent

Cell Type Mesenchymal stem cell
Age Adult
Gender Lot-spesific
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Evaluation of epidermal growth factor receptor mutations and thyroid
transcription factor-1 status in Turkish non-small cell lung carcinoma patients:
A study of 600 cases from a single center

Kugdk hicreli aig akciger karsinomiu Turk hastalarda epidermal baytme faktdr resepitdr mutasyonian
ve tirold transknjpsiyon faktér-1 durumunun degeriendinimesi:
Tek merkezli 600 hastalik calsma
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Lung carcinoma is the leading cause of cancer
deaths worldwide.""* The majority of lung carcinomas
are non-small cell lung carcinomas (NSCLC), and
adenocarcinoma is the most frequent type**! An
important proportion of NSCLC cases is diagnosed at
advanced stage and a candidate for chemotherapy and/or
personalized therapies.™*! The epidermal growth factor
receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitors (TKls) are
important tools in the treatment of NSCLC patients
whose tumors show mutations in the EGFR gene!'”!
Therefore, molecular testing for EGFR mutation has
become an essential part of pathological examination
in the last decade. The EGFR mutation is more
frequent in female and non-smoker patients ' The
mutation rate also shows variation between different
ethnic groups, being higher in Asians'*"! and lower
in Europeans!**" Although there arc some reports
regarding EGFR mutations from Turkey, most of these
are smaller series, and targeted methods are used in
larger series.**"™ As a result, little is known about
the exact profile of EGFR mutations in the Turkish
NSCLC patients.

Thyroid transcription factor-1  (TTF-1), a
transcription factor mvolved in normal thyroid and
lung development, plays an active role in sustaining
lung cancer and has been proved to be a highly
specific and sensitive immunohistochemical marker
for lung adenocarcinomas.'™ The TTF-1 expression
has been shown to be associated with female gender,
never-smoking  status, and presence of EGFR
mutations."*™ Napsin A is an aspartic protease
presenting in the epithelial cells of the lung and is
expressed in type 2 pncumocytes and also in alveolar
macrophages'™ Napsin A staining is associsted with
TTF-1 expression and presence of EGFR mutations. "

In the present study, we aimed to investigate
the frequency and distribution of EGFR mutations
in the Turkish population with NSCLC and to
identify relationship between the TTF-1 and napsin
A staining and EGFR mutations.

PATIENTS AND METHODS

This single-center, retrospective  study  was
conducted at Ankara University Faculty of Medicine
between September 2012 and December 2015, A total
of 600 consecutive, treatment-naive patients (437 males,
163 females; mean age 61 years; range, 30 to 84 years)
with primary or metastatic NSCLC who underwent
EGFR mutation testing using the Sanger sequencing
method in our pathology lab, irrespective of the tumor
stage, were retrospectively analyzed. The specimens
were obtained by resection (n=212), biopsy (n=196),
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and cytology (n=192). Of the tumors, 397 were primary
and 203 were metastatic tumors. The primary source
of the material was onc of the two hospitals of
our university in 409 paticnts and specimens were
consultation materials sent for EGFR mutation analysis
in the remaining 191 patients.

All hematoxylin and cosin (H-E) stained slides
of 600 paticnts were retricved from archives and
reclassified according to the 2015 World Health
Organization (WHO) classification of lung tumors.
Carcinomas with adequate tumor tissues were
reevaluated for the tumor patterns (i.c., acinar, lepidic,
papillary, micropapillary or solid) using a cut-off value
of 5%.

A written informed consent was obtained from
cach patient. The study protocol was approved by the
Ankara University Medical School Human Research
Ethics Committee (20* April 2015). The study was
conducted in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki.

Immunochistochemistry

The TTF-1 and/or napsin A stained slides were
reviewed, when available. Tissue array blocks were
prepared for 57 cases, which were not evaluated
for TTF-1 and/or napsin A at the time of the initial
diagnosis. Four-micrometer-thick sections  were
stained for TTF-1 (8G7GY1, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) and napsin A (TMU-AD2,
Biocare Medical, Pacheco, CA, USA) by streptavidin-
biotin peroxidase method using the UltraView Universal
DAB Detection Kit on 8 Ventana (BenchMark XT,
Woonsocket, RI, USA) stainer and evaluated on the
light microscope (Olympus BX50, Olympus Inc.,
Tokyo, Japan). For stained cases for TTF-1 and/or
napsin A at the time of the initial diagnosis (TTF-1
n=320; napsin A n=293), immunohistochemically
stained sections were retrieved and reevaluated with
the same criteria. In consultation cases, whose slides
and paraffin blocks were not avalable for tissue
array preparation, pathology reports from the external
institutions were examined and the TTF-1 and/or
napsin A staining results were recorded, if available
(TTF-1 n=100; napsin A n=53),

Sequencing

The EGFR mutations in exons 18, 19, 20, and 21 were
detected by polymemse chain reaction-based direct
Sanger sequencing. Deoxyribonucleic acid (DNA) was
extructed from the formalin-fixed, paraffin-embedded
(FFPE) ussue obtained from resection or biopsy
specimens. For cytological materials, wir dried and
May Grimwald Giemsa (MGG) stained slides were
preferred, when cellularity was adequate: however,
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Table 1. Sequences of the primers for EGFR exon 18, 19, 20, and 21

Exon  Forward primer Reverse primer
18 §'-getgaggtgacectigiete-3' §'-acagettgeaaggactetgg-3’
19 §'-getggtaacatccacccaga-3’ §'-gagaasaggiggeccigag-3'
20 §'-catgigocecteetietg-3 §-gatcetggeteettatetee -3
21 §'-ccteacageagggtettete-3° §-cotggrgtcagganaatget-3°
EGFR: Epidermal growth factor receplor.
Statistical analysis

sections from the FFPE cell blocks were also used,
where applicable. The DNA extraction was performed
using & commercial kit (QIAamp DNA FFPE tissuc
kit, Qiagen, Hilden, Germany) in accordance with
the manufacturer’s instructions. Sequencing was
performed on an automated single-capillary genetic
analyzer (ABI 310; Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) with forward and reverse primers (Table 1)
scparately, and final nucleotide changes were detected
by comparing the sequence with the National Center
for Biotechnology Information database (reference
sequence: NM_005228.2),

Statistical analysis was performed using the
SPSS for Windows version 15.0 software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Descriptive data were
expressed in mean + standard deviation (SD), median
(min-max), or number and frequency. The EGFR
status and clinicopathologic features were analyzed
using the chi-square or Fisher's exact test. Pearson
correlation analysis was performed to analyze possible
correlations between variables. A p value of <0.05
was considered statistically significant.

Table 2. Clinical characteristics and results of EGFR mutation testing (n=499)

EGER wild type (n=429) EGFR mutated (n=70)
n K3 Means SD n % MeansSD p
Age (year) 6224106 60,6103 >0.08
Gender <0001
Female 98 6.5 43 3.5
Male kel 923 pa) 75
Histologscal diagnosis =0.001
Adenocarcinoma 320 829 o6 171
NSCLC-NOS 78 951 ) 49
Others 3l 100 0 0
Material type >0.08
Biopsy 128 86.5 2 135
Resection 3 846 26 154
Cytology 158 868 b2} 132
Site »>0.08
Primary 276 844 51 156
Metastatic 152 889 9 1N}
Histological subty pe =0.029
Lepidic 16 64 9 16
Acinar 64 821 " 179
Papillary Kl 8O I 2
Micropapillary k) 60 2 40
Sold 35 M6 2 S4
FOFR: Egadermal growth facsor recepton. SD: Standard deviation; NSCLO-NOS Now-ssall cell ling carcinoms. oot otherwise specified
148
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RESULTS
EGFR mutations

Of a total of 600 patients included in the study, the
EGFR mutation testing was successful in 499 patients.
Clinical charactenistics and the outcome of EGFR
mutation analysis of successful cases are shown in
Table 2. In 495 cases, analyses of all four exons were
successful. In additional four cases, an EGFR mutation
was detected in one exon, while the analysis of one
or more of the remaining exons were unsuccessful.
The overall mutation rate was 14% in this series, and
of 141 women, 43 (30.5%) showed EGFR mutation,
which was more frequent than men (27/358, 7.5%)
(p<0.001). The EGFR mutations were more frequent
in adenocarcinomas (33,9% in women, 9.4% in men),
compared to NSCLC-not otherwise specified cases
(p=0.001). In 67 cases, cither DNA extraction was
unsuccessful or we were unable to obtain any amplicon.
Mutation analysis was able to be performed for only
one, two, and three exons; in one, seven, and 30 cases,
respectively (n=4 among 38 cases who showed EGFR
mutation in one exon and were considered successful
per protocol).

Regarding the specimen type, cytological
specimens showed the best DNA quality, median
DNA fragment length being 600 bp, 400 bp, and 400
bp in cytological, resection and biopsy specimens,
respectively  (p<0.001), Analytical success was
higher in cytological specimens (p<0.001); 94.8%
of cytological specimens, 77.8% of resectional
specimens, and 75.5% of biopsy specimens were
examined for all four exons. However, analytical
success was poor in decaleified specimeny (p<0.001)
and in consultation cases (p=0.02).
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In this series, a total of 75 mutations were detected
i 70 of 499 cases (14%); 5 mutations in exon 18 (6.7%),
40 mutations in exon 19 (53.3%), seven mutations in
exon 20 (9.3%), and 23 mutations in exon 21 (30.7%).
Of 75 mutations including double mutations in five
patients arc documented in Table 3 and Figure 1. In
addition, 79.6% of our cases showed heterozygous or
homozygous single nucleotide polymorphism (SNP)
Q787Q in exon 20.

In 179 cases, a predominant adenocarcinoma
pattern was evaluated. The most frequent primary
pattern was acinar pattern (51.4%), followed by
solid (22.9%), lepidic (17.9%), papillary (4.5%), and
micropapillary (3.4%) patterns. The EGFR mutations
were the most frequently detected in micropapillary
adenocarcinomas and rare in solid adenocarcinomas,
indicating a significant correlation between the EGFR
mutation status and dominant pattern (p=0.029), In 11
of 14 (78.6%) EGFR-mutant acinar adenocarcinomas,
mutation was located on exon 19; however, it did not
reach statistical significance,

TTF-1 and napsin A

The TTF-1 and napsin A expressions were detected
in 477 and 403 cases, respectively. In 757% and
72.5% of the cases, TTF-1 and napsin A were positive,
respectively. Among 57 EGFR-mutant cases, whose
TTE-1 expression was also detected, 56 (98.2%) were
positive and only one case was negative for TTF-I
Among 48 EGFR-mutant cases, whose napsin A
expression was detected, 46 (95.8%) were positive and
only two cases were negative for napsin A, The TTF1
positivity and nuspsin A staining were strongly correlated
with the presence of EGFR mutations (p<0.001),
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Table 3. Genomic alterations in tyrosine kinase domain (exons 18-21) of EGFR gene

Exon Mutation type  Amino acid change Diagnosis Gender No (%)
18 Missense pGT198 ADC F 1(L4)
p.P699S ADC M
19 Deletion/ p.ET46_ATS0 22ADC 12F10M 22 (31.6)
insertion pET47_S732 3ADC; INSCLC-NOS 2F2M 4(58)
pET47_T751 2ADC IFIM 229
p-EM7_P733 2ADC 2F 229
pET46_TT51>VAins 2ADC 1M 229
p-K745_E™M9 ADC F 1(1L4)
pET46_T751insl ADC F (L4
pL747_ATS50 insP ADC F 1(L4)
p-ET46_P753>VSins ADC M 1(L4)
p.S752_17%9 ADC F L(Ls)
pK745_E750 ADC F 1(14)
P.746_TS3insATAT ADC M L(L4)
pT751_A755insAT ADC F 1(L4)
20 Missense p.ST681 NSCLC-NOS M 1(L4)
Deletion/ p-HT73_774 insH ADC M LLd)
insertion/ pV769_D770insASV ADC F 1(L4)
duplication p-DT0_N7T1insAWT ADC F L4
p.S768_D770 dupSVD ADC F 1(L4)
21 Missense p-LBSSR 17TADC 13FSM 18(25.9)
INSCLC-NOS
Doublets
I18+18 Missense PET09A+p.GTI9A ADC M L4
18420 p.GTI9C+p.ST6S1 ADC M L&)
20421 pI790M+p LESER NSCLC-NOS F 1(L4)
21421 p-HETOR+p. LESSR (Figure 1) ADC F Lis
21421 pVEIL+p LBSSR ADC M 1 (14
Al AL ADC: Ad 12 Aspartic acd; E: Clutansic scad; G Glycine, B Hbsidine, | Isalescine: K: Lysine. L Leucing, N Asparagine;
NSCLC-NOS: Non-small cell lung carcinonss-Not otherwise specified; I Proline; R: Arglaine; 8. Sering, T Threonise. V. Valine, EGFR. Epidermal growsh
fctor roceptor,
DISCUSSION series reporting the highest (48.1%, 37.5%, and 44%,

The role of EGFR in carcinogenesis clarified in the
1980s and the first EGFR-TKIs were synthesized in the
1990s. The EGFR somatic mutation frequencies differ
among cthnic groups and geographic regions, and
Asians show the highest EGFR mutation prevalence
worldwide ranging from 337 to 59%.7 followed
by Latin Americans (26%).*" and it is the lowest in
Europeans (5.4 to 15%)." 4

Our study represents the largest, single-center
experience on EGFR mutation status of the Turkish
NSCLC patients as assessed by a screening method.
We found EGFR mutation m 14% of our patients,
which is consistent with the results of other studies
from Europe® The results of studies on the Turkish
NSCLC patients show a great variation and ranges
from 4 w0 481%™ The number of cases in the

respectively) and lowest (4%, 7.1%, 8%, respectively)
frequency of EGFR mutations varies between 40 and
52,0000 Larger series from Turkey including 122, 218,
300, and 959 cases showed an EGFR mutation rate of
14.39%, 28.9%, 15%, and 16,7%, respectively. 7w
This discrepancy may be related with small sample
size and different methods used in these studies, Even
in some of these studies, different methods were used
for EGFR mutation testing within the same study,*™
and all of four exons were not examined in some
others,™ """ In our study, the Sanger sequencing
method, which has a low sensitivity, was used, and
tumor concentration increased by dissection of tumor
from slides, As a result, we believe that 14% EGFR
mutation frequency represents the Turkish NSCLC
patients successfully. We also believe that using a
screening method, which investigate both known and

w
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unknown mutations, is more uscful than the targeted
methods to detect all mutations present in a newly
studied population similar to ours. However, this rate
can be expected to increase with a more sensitive
analysis method. Similar to previous studies. the
most common EGFR mutations were short, in-frame
deletions in exon 19, and L858R point mutation in exon
211471 The mutations observed in exon 19 are ranked
first in terms of the frequency of EGFR mutations and
are reported to be associated with a good response
to EGFR-TKIs""* Among all EGFR mutations, the
exon 19 mutation mate was found to be 3155 two
67.8% in European™*® and 394 w 48% in Asian
populations./"** [n this study, EGFR mutations in exon
19 represented 53.3% of all EGFR mutations, and 55%
of exon 19 mutations were p.E746_A750del, similar to
a previous study.” In our study, we detected very rare
mutational events in exon 19 (p.746_753insATAT and
pT751_AT755insAT), which has not been reported in
the literature to date.

Exon 21 mutations are the second most common
type of mutations among EGFR mutant cases,
p.L.85SR being the most frequent. "™ Accordingly,
the frequency of exon 21 mutations was 30.7% in
this study, while the exon 21 mutation rate was 27.04
to 46.4% in Europcan'** and 43 to 49.8% in Asian
cohorts**")

Mutations observed in exon 20 are mainly observed
as insertion or point mutations and associated with de
novo resistance to EGFR-TKI1s." The exon 20 mutation
rate was reported to be 1.29 to 10.3% in Europeant*4
and 3.4 10 9.3% i Asian cohorts.!'*7 In our study, we
observed that EGFR mutations in exon 20 constituted
9.3% of all EGFR mutations.

Mutations in exon I8 are relatively rare and most
are point mutations,””! Frequency of mutations in exon
I8 are reported to be 1.29 to 3.2% in European ¥
and 3 to 6.5% in Asian populations.*"! In our study,
EGFR mutations in exon 18 represented 6.7% of all
EGFR mutations, and we identified five patients
(7.1%) with complex mutations (p/T790M+p.L858R,
pL8SSR+p. HR70R, p.E709A+p.GT719A, p.L8SSR+p.
VEML, pGT19C+p.S7681),

In previous studies investigating the relationship
between the dominant adenocarcinoma pattern and
EGFR mutations, solid adenocarcinomas were mostly
associated with the wild-type EGFR.™™' Similarly,
the lowest EGFR mutation rate was observed in solid
adenocarcinomas in the present study. In addition,
micropapillary adenocarcinomas showed the highest
incidence of EGFR mutations consistent with some
previous reports.* !
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On the other hand, there is a limited number
of studies evaluating the relationship between the
mutation types and dominant pattern. As shown
in a previous study, reporting exon 19 mutations
were more common in acinar adenocarcinomas, and
11 of 14 cases (78.6%) showed mutations in exon 19
with an acinar pattern* This rate is of relevance,
when compared to 53.3% overall frequency of exon
19 mutations in this serics. Despite this, it did not
reach statistical significance (p>0.05). However,
further studies with larger series may be useful to
reveal a significant relationship.

In previous studies, TTF-1 positivity was observed
in 894 10 9% of EGFR-mutant tumors, whereas
TTF-1 was negative in only | to 10.6% of cases.t™
Our study results showed a significant correlation
between the EGFR mutational status and TTF-1
protein expression, indicating that patients with
TTF-1-negative adenocarcinomas had at least a 99%
chance of being wild-type EGFR. Although TTF-]
status should not be used to include or exclude cases
for EGFR testing, it may be used for prioritizing
molecular tests in resource-poor settings or when the
available tissue is not adequate for all molecular tests,

Lee et al""™ and Jie-Liu et al.™ reported that napsin
A positivity rate was 94.6%, and 72.3%, respectively
in EGFR mutant cases. Our study results demonstrated
u significant association between napsin A expression
and EGFR mutation, consistent with the results of Lee
et al' and Jic et al.*

Furthermore, in our study we observed a high
frequency (79.6%) of SNP Q787Q in the EGFR gene
which is more common in Caucasians (23 to 28, 3%y
than in Asians (70.6 to 82.7%),**** This SNP frequency
was 79% in the EGFR-mutant cases and 80% in wild-
type cases, probably due to ethnic origin, rather than a
discase-related phenomenon.

In the present study, we also showed that cytological
materials were highly reliable for EGFR mutation
testing. Cytological specimens showed a higher DNA
fragment length, compared to surgical and biopsy
specimens, showing a higher DNA quality, which can
be attributed to the lack of damaging effect of formalin
fixation on DNA. Analytical success rate was also
higher in cytological specimens.

The main limitation of the study is the low
sensitivity of Sanger sequencing, Variants with low
allele frequency were unable to be detected in the
FFPE blocks or cytological specimens which had
limited tumor cells (>20%).
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In conclusion, the frequency and distribution of
cpidermal growth factor receptor mutations in the
Turkish patients with non-small cell lung cancer are
similar to the European populations. These results
also demonstrate that cytological materials are
highly reliable for epidermal growth factor receptor
mutation testing, and thyroid transcription factor-1
negativity appears to be a good predictor of wild-
type mutations. Further large-scale, prospective
studies are needed to gain a better understanding of
this issue.
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