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ÖZET 

Doktora Tezi 

İnsan Kemik İliği Kaynaklı-Mezenkimal Kök Hücre Eksozomlarının Kolorektal Kanser 

(KRK) Hücre Hatları Üzerindeki Etkisinin Araştırılması 

Öznur Coşkun 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Kâmil Can Akçalı 

Kanser; insidansı ve mortalitesinin yüksek olması nedeniyle dünyanın en önemli halk 

sağlığı problemlerinden biridir. Kanserin progresyonu ve yayılımına etki eden faktörleri 

saptamak, kanser araştırmalarının en önemli hedeflerinin başında gelmektedir. Bu doktora 

tezinin amacı, dünyada en sık görülen kanser tiplerinden biri olan kolorektal kanserde (KRK) 

Mezenkimal Kök Hücre (MKH) eksozomlarının progresyon ve yayılıma nasıl etki ettiğinin 

saptanmasıdır.  

Bu tez çalışmasında, insan kemik iliği kaynaklı MKH (primer ve hücre hattı) 

eksozomları izole edilip karakterize edilmiştir. MKH eksozomları kolorektal kanser 

hücreleri içinde görüntülenmiş ve ardından HT29 hücre hatlarına uygulanarak yara 

iyileşmesi deneyi, MTT deneyi ve invazyon-metastaz deneyi gerçekleştirilmiştir. Daha 

sonra biyoinformatik analizle KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile ilişkilendirilmiş 

miRNA’lar tespit edilmiştir. Eksozom uygulaması yapılmış HT29 hücrelerinde, EMT-

transkripsiyon faktörlerinin ve EMT ilişkili miRNA’ların ekspresyon düzeyleri 

incelenmiştir. Daha sonra HT29 hücreleri miR126 mimikleri ile transfekte edilmiş ve 

transfeksiyon sonrası HT29 hücrelerinin yara iyileşmesi ve MTT deneyi ile EMT-

transkripsiyon faktörlerinin ekspresyon düzeyleri saptanmıştır. Son olarak miR126’nın 

yolak analizi yapılmış ve kolorektal kanserle bağlantılı muhtemel hedeflerine ulaşılmıştır.  

Bu tez çalışması ile, Ki-MKH eksozomlarının kolorektal kanser progresyonunu 

artırdığı ve ayrıca invazyon ve metastaz yeteneğini artırıcı yönde etkisi olduğu gösterilmiştir. 

Bu etki, yapılan moleküler deneyler ile desteklenmiştir. Çalışmanın devamında, bu etkiye 

sebep olan eksozom kargolarına odaklanılması planlanmaktadır.  

2022, 181 sayfa 

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kök hücre, kolorektal kanser, eksozom, 

ekstraselüler veziküller, hücresiz tedavi, miRNA 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

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

Derived Exosomes on Colorectal Cancer (CRC) Cell Lines  

Öznur Coşkun 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Kâmil Can Akçalı 

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 



iii 

 

TEŞEKKÜR 

Mesleğimde ustalaşmak için başladığım doktora eğitimimin sonuna gelmiş bulunuyorum. 

Engebeli bir arazide keşfe çıkmış gibi bazen heyecanlı ve umutlu, bazen yolun sonunu 

bulamayacak gibi umutsuz ilerlediğim bu yolun sonunda hayata ve bilime bakış açım değişti. 

Başıma ne gelirse gelsin yaptığım işten her zaman keyif alarak ilerledim ve doğru yolda 

olduğuma inandım. 

 Öncelikle doktora eğitimimin ortalarında tanıştığım, bilgi ve tecrübeleri ile bana yol 

gösteren, kendimi geliştirmem için fırsatlar sunan, iyi bir bilim insanı olmam için engin 

bilgilerini esirgemeyen çok değerli hocam ve danışmanım Prof. Dr. Kamil Can 

AKÇALI’ya,Tezimin gelişim sürecinde sağladıkları olumlu katkılar ve benden 

esirgemedikleri engin tecrübeleri için saygıdeğer TİK üyesi hocalarım Prof. Dr. Hakan 

AKBULUT’a ve Prof. Dr. Hilal ÖZDAĞ SEVGİLİ’ye, 

Laboratuvar çalışmalarımı yürütürken tüm imkanlarından faydalanmamı sağladıkları için 

başta Enstitü müdürümüz Prof. Dr. Günhan GÜRMAN olmak üzere tüm Kök Hücre 

Enstitüsü idarecilerine ve çalışanlarına, 

Labaratuvar çalışmalarımda ne zaman sıkıntıya düşsem kapısını çaldığım, her zaman güler 

yüzü ve samimiyeti ile yardım elini uzatan sevgili çalışma arkadaşım Dr. Öğr. Gör. Ceylan 

Verda BİTİRİM’e ve biricik dostum Dr. Öğr. Gör. Cansu ÖZDEMİR SAKA’ya, 

Biyonformatik çalışmalarında verdiği destek ve içten, samimi arkadaşlığı için Mol. Bio. 

Dünya AYDOS’a,  

Beraber çalışmaktan keyif aldığım, her zaman manevi desteğini üzerimde hissettiğim çok 

sevgili çalışma ve oda arkadaşım Blm. Uzm. Meltem BAY’a,  

Doktora tez çalışmama finansal katkılarından dolayı Ankara Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri (BAP) birimine,   

Bu hayatta sahip olduğum en değerli varlıklar olan AİLEME,  



iv 

 

Öncelikle bana dürüstlüğü, çalışkanlığı ve her koşulda iyiliği öğreten canım annem Arzu 

ERDOĞAN’a, doktoramın ortalarında aramızdan ayrılan canım babam Rüştü ERDOĞAN’a 

(beni mutlaka duyduğunu hissediyorum),  

Her zaman, her koşulda bana sonsuz destek veren, bitip tükenmek bilmeyen sabrı ve sevgisi 

ile hayatımı kolaylaştıran ve güzelleştiren sevgili eşim Ümit Güven COŞKUN’a, 

Biri doktoramın başında, biri sonunda dünyaya gelen ve bana dünyadaki en mükemmel 

duygunun annelik olduğunu anlamamı sağlayan biricik oğullarım Ömer Faruk COŞKUN ve 

Mete COŞKUN’a  

Sonsuz teşekkürlerimi sunarım… 

Düşe kalka ilerlediğim ve hayatımın dokuz yılını içine alan doktora sürecimde öğrendiğim 

şu ki; yaşamımızı değerli kılan şey sevdiklerimizin varlığı ve kaybettiklerimizin zihnimize 

kazınan anıları. Onlara hep sahip çıkabilmem dileğiyle… 

 

 

 

Öznur Coşkun 

Ocak 

2022 



v 

 

İÇİNDEKİLER DİZİNİ 

ÖZET ..................................................................................................................................... İ 

ABSTRACT ........................................................................................................................ İİ 

TEŞEKKÜR ...................................................................................................................... İİİ 

İÇİNDEKİLER DİZİNİ ..................................................................................................... V 

ŞEKİLLER DİZİNİ ........................................................................................................... İX 

ÇİZELGELER DİZİNİ ..................................................................................................... Xİ 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ ................................................................. Xİİİ 

1. GİRİŞ ............................................................................................................................... 1 

2. KURAMSAL TEMELLER ............................................................................................ 2 

2.1. KOLOREKTAL KANSER .......................................................................................... 3 

2.2. KÖK HÜCRELER ........................................................................................................ 4 

2.2.1. MEZENKİMAL KÖK HÜCRELER (MKH) .............................................................. 4 

2.3. KOLON DOKUSU GELİŞİMİ VE MKH .................................................................... 6 

2.4. KOLOREKTAL KANSER VE MKH ......................................................................... 6 

2.5. EKSTRASELÜLER VEZİKÜLLER .......................................................................... 8 

2.5.1. EKSOZOMLAR .......................................................................................................... 8 

2.5.2. EKSOZOM BİYOGENEZİ ......................................................................................... 9 

2.5.3. MKH EKSOZOMLARI ............................................................................................. 11 

2.5.4. MKH KÖKENLİ EKSOZOMLARIN TÜMÖR GELİŞİMİNDEKİ ROLÜ ............. 12 

2.6. KANSER VE EPİTELYAL-MEZENKİMAL GEÇİŞ (EMT) ................................. 15 

2.7. KANSER VE MİRNA ................................................................................................... 17 

2.7.1. KOLOREKTAL KANSERDE EMT’DE ETKİLİ MİRNA’LAR .............................. 18 



vi 

 

2.7.2. KOLOREKTAL KANSERDE EKSOZOMAL MİRNA ÇALIŞMALARI ................ 23 

3. GEREKÇE VE AMAÇ ................................................................................................. 25 

4. MATERYAL VE YÖNTEM ........................................................................................ 26 

4.1. MATERYAL ............................................................................................................... 26 

4.2. YÖNTEM .................................................................................................................... 27 

4.2.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ .................................................................................................. 27 

4.2.2. EKSOZOM İZOLASYONU ..................................................................................... 28 

4.2.3. EKSOZOM KARAKTERİZASYONU ..................................................................... 30 

4.2.4. EKSOZOM UYGULAMASI İLE YARA İYİLEŞMESİ DENEYİ........................... 32 

4.2.5. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MTT DENEYİ .................................................... 33 

4.2.6. EKSOZOM UYGULAMASI İLE HÜCRE İNVAZYON DENEYİ ......................... 34 

4.2.7. RNA-SEQ METAANALİZİ ...................................................................................... 35 

4.2.8. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MİRNA VE EMT-TF GEN EKSPRESYON 

DEĞİŞİMLERİNİN SAPTANMASI .................................................................................. 35 

4.2.9. HT29 HÜCRELERİNDE MİRNA TRASFEKSİYON ÇALIŞMASI ........................ 42 

4.2.9.3. MİR126-5P’NİN YOLAK ANALİZİ....................................................................... 43 

5. ARAŞTIRMA BULGULARI ....................................................................................... 44 

5.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ ................................................................................................... 45 

5.1.1. ATCC PCS-500-012 (İNSAN Kİ-MKH HÜCRE HATTI) KÜLTÜRÜ SONUÇLARI

 ............................................................................................................................................. 45 

5.1.2. HT29 (KOLOREKTAL KANSER HÜCRE HATTI) KÜLTÜRÜ SONUÇLARI .... 45 

5.2. EKSOZOM İZOLASYON VE KARAKTERİZASYON SONUÇLARI ................. 46 

5.2.1. EKSOZOM BOYUT DAĞILIMININ TRPS İLE ANALİZ SONUÇLARI .............. 46 

5.2.2. FLOW SİTOMETRİ İLE EKSOZOMAL BİYOBELİRTEÇLERİN ANALİZ 

SONUÇLARI ...................................................................................................................... 49 



vii 

 

5.2.3. EKSOZOMLARIN HT29 HÜCRELERİ İÇİNDE GÖRÜNTÜLENMESİ .............. 51 

5.3. EKSOZOM UYGULAMASINDA ETKİN DOZ VE SÜRE TAYİNİ İÇİN 

OPTİMİZASYON ÇALIŞMASI ...................................................................................... 51 

5.4. EKSOZOM UYGULAMASI İLE YARA İYİLEŞMESİ DENEYİ SONUÇLARI 54 

5.5. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MTT DENEYİ SONUÇLARI .......................... 55 

5.6. EKSOZOM UYGULAMASI İLE HÜCRE İNVAZYON DENEYİ SONUÇLARI

 56 

5.7. METAANALİZ SONUÇLARI .................................................................................. 58 

5.8. EKSOZOM UYGULAMASI SONRASI RNA İZOLASYON SONUÇLARI ....... 69 

5.9. EKSOZOM UYGULAMASI İLE EMT-TF  EKSPRESYON SONUÇLARI ........ 71 

5.10. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MİRNA EKSPRESYON SONUÇLARI ........ 72 

5.11. HT29 HÜCRELERİNDE MİR126 TRANSFEKSİYON ÇALIŞMASI 

SONUÇLARI ..................................................................................................................... 73 

5.11.1. TRANSFEKSİYON SONRASI HT29 HÜCRELERİNDE EMT-TF GEN 

EKSPRESYON SONUÇLARI ............................................................................................ 74 

5.11.2. TRANSFEKSİYON SONRASI HT29 HÜCRELERİNDE YARA İYİLEŞMESİ 

DENEYİ SONUÇLARI ....................................................................................................... 74 

5.11.3. MİR126-5P’NİN YOLAK ANALİZİ........................................................................ 75 

6. TARTIŞMA VE SONUÇ.............................................................................................. 80 

6.1. TARTIŞMA ................................................................................................................. 80 

6.2. SONUÇ ........................................................................................................................ 95 

KAYNAKLAR ................................................................................................................... 97 

EKLER ............................................................................................................................. 147 

EK2: KULLANILAN HÜCRE HATLARININ ÖZELLİKLERİ ............................... 147 

ÖZGEÇMİŞ ..................................................................................................................... 150 



viii 

 

TEZDEN ÇIKAN YAYINLAR ...................................................................................... 159 

 



ix 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 2.1. 2020 yılında Dünya Sağlık Örgütü kanser ölüm istatistikleri ............................... 2 

Şekil 2.2. 2020 yılında Dünya Sağlık Örgütü kanser yeni tanı istatistikleri ......................... 3 

Şekil 2.3. Eksozomların biyogenez ..................................................................................... 10 

Şekil 4.1. Eksozom izolasyon kolonları .............................................................................. 29 

Şekil 4.2. Flow sitometride eksozom analizi için hazırlanan bead-eksozom-antikor 

komplexinin yapısı .............................................................................................................. 31 

Şekil 4.3. MTT Deney Görüntüsü ....................................................................................... 33 

Şekil 4.4. Transwell İnvazyon deneyi ............................................................................... 344 

Şekil 5.1. ATCC PCS-500-012 (insan Ki-MKH hücre hattı) hücreleri ............................ 455 

Şekil 5.2. HT29 (insan kolorektal kanser) hücreleri ......................................................... 466 

Şekil 5.3. İzole edilen eksozomların boyut ve miktar dağılım grafikleri ............................ 47 

Şekil 5.4. Latex boncuk-CD9-eksozom kompleksinin (PE-CD81 içermeyen boyasız işaretli 

örnek)  flow sitometri ile okuması ile kaydedilen taslak ..................................................... 49 

Şekil 5.5. Elde edilen eksozomların flow sitometri sonuçları ............................................. 50 

Şekil 5.6. MKH eksozomlarının HT29 hücre içinde görüntülenmesi ................................. 51 

Şekil 5.7. 6-kuyucuklu plakada eksozom etkin doz tayini için optimizasyon deney tasarımı

 ............................................................................................................................................. 52 

Şekil 5.8. Kontrol ve eksozom uygulaması yapılan gruplara ait yara iyileşmesi deneyi 

analizleri .............................................................................................................................. 53 

Şekil 5.9. Eksozom Uygulamasında Konsantrasyon ve Süre Optimizasyon Analiz Sonuçları

 ............................................................................................................................................. 54 



x 

 

Şekil 5.10. MKH eksozom uygulaması ile yapılan yara iyileşmesi analiz sonuçları .......... 55 

Şekil 5.11. MKH eksozom uygulaması ile yapılan MTT deneyi analiz sonuçları .............. 56 

Şekil 5.12. Eksozom uygulaması ile transwell kuyucukları görüntüsü ............................... 57 

Şekil 5.13. MKH eksozom uygulaması ile yapılan hücre invazyon deneyi analiz sonuçları

 ............................................................................................................................................. 57 

Şekil 5.14. KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile ilişkili miRNA’lar ........................... 67 

Şekil 5.15. Eksozom uygulaması yapılan HT29 hücrelerinin RNA jel görüntüsü ............. 71 

Şekil 5.16. Eksozom uygulaması ile EMT-TF ekspresyon düzeyleri ................................. 71 

Şekil 5.17. Eksozom uygulaması ile miRNA ekspresyon düzeyleri ................................... 72 

Şekil 5.18. miR126 mimik transfeksiyon kontrolü ............................................................. 73 

Şekil 5.19. miR126 mimik transfeksiyonu sonrası EMT-TF ekspresyon düzeyleri ........... 74 

Şekil 5.20. miR126 mimik transfeksiyonu sonrası yara iyileşmesi analiz sonuçları .......... 75 

Şekil 5.21. hsa-miR-126-5p'nin öngörülen hedeflerinin KEGG yolak analizi……………..76 

Şekil 5.22. KEGG veri tabanına göre kolorektal kanser yolağının şeması…………………79 

 

 



xi 

 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge 2.1. Kolorektal kanserde proliferasyonla ilişkili bazı mikroRNA’lar .................... 19 

Çizelge 2.2. Kolorektal kanserde metastazla ilişkili bazı mikroRNA’lar ........................... 21 

Çizelge 2.3. Kolorektal kanserde eksozomal mikroRNA çalışmaları ................................. 23 

Çizelge 4.1. Kullanılan hücre hatları ve üretim koşulları.................................................... 26 

Çizelge 4.2. EMT-TF için kullanılan cDNA protokolü ...................................................... 37 

Çizelge 4.3. cDNA sentezinde kullanılan miRNA stem-loop primerleri ............................ 38 

Çizelge 4.4. miRNA’lar için kullanılan cDNA protokolü................................................... 39 

Çizelge 4.5. Kantitatif PCR’da kullanılan tüm primer dizileri ........................................... 39 

Çizelge 4.6. EMT-TF için kullanılan Q-PCR protokolü ..................................................... 41 

Çizelge 4.7. miRNA’lar için kullanılan Q-PCR protokolü ................................................. 42 

Çizelge 5.1. İş Akış Şeması ................................................................................................. 44 

Çizelge 5.2. İzole edilen eksozomların boyutlara göre dağılımları ..................................... 48 

Çizelge 5.3. Metaanalize göre KRK’da farklı eksprese olan miRNA’lar ........................... 59 

Çizelge 5.4. dbEMT 2.0 veritabanında EMT ile ilişkilendirilmiş miRNA’lar.................... 65 

Çizelge 5.5. KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile direk ilişkili miRNA’lar ................ 68 

Çizelge 5.6. Metaanaliz sonucunda seçilen miRNA’ların listesi ........................................ 69 

Çizelge 5.7. Eksozom uygulaması yapılan HT29 hücrelerinin RNA spektrofotometre ölçüm 

sonuçları .............................................................................................................................. 70 

Çizelge 5.8. miR126-5p yolak analizi sonuçları…………………………………………..77 

Çizelge 5.9. "Kolorektal Kanser" yolağında zenginleştiği öngörülen hedef genler………78 



xii 

 

 

Çizelge 6.1. MKH kaynaklı eksozomların fonksiyonları .................................................. 855 



xiii 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ  

ATCC American Type Culture Collection 

Bp Baz çifti 

BSA Bovin Serum Albumin 

CAF Kanser ilişkili fibroblast 

CD Cluster of differentiation 

ddH2O Double distile su 

DMEM Dublecco’s Modified Eagle Medium  

dk dakika 

ECM Ekstraselüler Matrix 

EMT Epitelial-Mezenkimal Geçiş 

ER Endoplazmik Retikulum 

EV  Ekstraselüler Vezikül 

FBS Fetal Bovine Serum 

Hsp Heat Shock Protein 

Ig İmmünoglobulin 

IL İnterlökin 

ILV Lümen içi vezikül 

ISCT Uluslararası Hücresel Terapi Derneği 

kDA kilodalton 



xiv 

 

Ki-MKH Kemik iliği kökenli Mezenkimal Kök Hücre 

KRK Kolorektal kanser 

MAPK Mitogen activated protein kinaz 

MET Mezenkimal-Epitelial Geçiş 

MHC Major Histocompatibility Complex 

MKH Mezenkimal Kök Hücre 

ml mililitre 

MMP Matrix Metalloproteinaz 

mRNA Messanger ribonükleik asit 

miRNA Mikro ribonükleik asit 

MVB Multiveziküler cisim 

µg mikrogram 

µl mikrolitre 

µM mikromolar 

nm nanometre 

PE Fikoeritrin 

PBS Fosfat buffer salin 

TNF-α Tümör nekrosis faktör-alfa 

TRPS Ayarlanabilir direnç darbe algılama 

VEGF Vasküler endotelial büyüme faktörü 
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1. GİRİŞ  

Kanser; insidansı ve mortalitesinin yüksek olması nedeniyle dünyanın en önemli halk sağlığı 

problemlerinden biridir. Ülkemizde 2020 TÜİK verilerine göre kanser; nedeni bilinen ölümler 

arasında kardiyovasküler hastalıklardan sonra ikinci sırada yer almaktadır (1).  Dünya Sağlık 

Örgütü verilerine göre 2020 yılında 19,3 milyon yeni kanser tanısı konulmuş ve 10 milyon 

kanser hastası yaşamını yitirmiştir. Ülkemizde ise 2020 yılında; 233 bin yeni kanser tanısı 

konmuş olup, 126 bin kişi ise kanser nedeniyle hayatını kaybetmiştir. Tüm dünyada kanser 

yükü her geçen yıl artış göstermekle birlikte Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC) 

tahminlerine göre 2040 yılına kadar kanser vakalarının %47 artış göstereceği öngörülmektedir 

(2,3).  

Kansere bağlı ölümlerin çok önemli bir kısmını oluşturan kolorektal kanser, tüm dünyada 

olduğu gibi ülkemizde de oldukça sık görülmektedir. Yeni tanı sayısında, meme ve akciğer 

kanserinden sonra üçüncü sırada yer alan kolorektal kanser; kanser kaynaklı ölümlerde de 

akciğer kanserinden sonra ikinci sırada yer almaktadır. Dünya genelinde 2020 yılında 1,9 

milyon kolorektal kanser tanısı konmuş iken bu sayı ülkemizde 21 bindir (2).  Yeni tanı alan 

hastaların çoğu, ileri evrelerde hekime ve hastaneye başvurmaktadır. Bu durumda erken tedavi 

şansları azalmaktadır.  

 

Kanser istatistikleri değerlendirildiğinde; tüm dünyada milyonlarca insanı etkileyen bu 

hastalığın yayılımını azaltacak, kanserin gelişimi, tanısı ve tedavisine yönelik her türlü çalışma 

son derece değerlidir. Kanser araştırmalarının hedeflerinden biri de, kanserin progresyonu ve 

yayılımına etki eden faktörleri saptamaktır. Bu doğrultuda; bu doktora tezi kapsamında 

kolorektal kanser progresyonu ve yayılımına etki eden bir faktör olarak, insan primer kemik 

iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre (Ki-MKH) eksozomları incelenmiştir.  İnsan Ki-MKH 

eksozomları kolorektal kanser üzerinde bir model olarak uygulanmış ve pro ve/veya antitümör 

etkisi ile EMT profilinde oluşturduğu değişim değerlendirilmiştir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Kanser hem çevresel hem de kalıtsal etkenlerden kaynaklı, çok genli, çok faktörlü ve çok 

basamaklı gelişim gösteren bir hastalıktır (4). Kanser, kontrolsüz hücre bölünmesiyle iyi huylu 

bir lezyondan kötü huylu bir tümöre ilerleyen çok aşamalı bir süreçte, normal hücrelerin tümör 

hücrelerine dönüşmesi ile ortaya çıkar (3). Bu dönüşüm süreci; hücre proliferasyonu, 

diferansiyasyonu ve ölümünü regüle eden genlerde mutasyon, epigenetik değişiklikler, DNA 

replikasyon hataları, serbest radikallerin bazı DNA bazları üzerinden hasar oluşturması, iyonize 

radyasyon, UV ve kimyasal karsinojen gibi ajanların etkileşimi gibi birçok nedenden 

kaynaklanabilir (4). 

Kanser nedeniyle hayatını kaybedenlerin sayısı 2020 yılında yaklaşık 10 milyon olmakla 

birlikte kanserden ölümlerin birincil nedeni metastazlardır (3). Kanser istatistikleri 

değerlendirildiğinde, dünyamızda kolorektal kanser (935 000 ölüm), akciğer kanserinden (1,80 

milyon ölüm) sonra en çok ölüme neden olan kanser tipidir (Şekil 2.1.). Bununla birlikte 

kolorektal kanser (1,93 milyon vaka), meme (2,26 milyon vaka) ve akciğer kanserinden (2,21 

milyon vaka) sonra en çok tanı alan kanser olarak karşımıza çıkmaktadır (Şekil 2.2.)  (3).  

 

Şekil 2.1. 2020 yılında Dünya Sağlık Örgütü kanser ölüm istatistikleri (2) 
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Şekil 2.2. 2020 yılında Dünya Sağlık Örgütü kanser yeni tanı istatistikleri 

 

2.1. KOLOREKTAL KANSER 

Kolorektal kanser, normal kolon mukozasından tek bir kript epitelindeki değişikliklere, küçük 

iyi huylu tümörlerden (adenomatöz polipler) adenokarsinomlara kadar uzanan bir dizi 

morfolojik değişimle oluşan bir kanser tipidir (5).  

Kolorektal kanser gelişiminde hem çevresel hem genetik faktörler rol almaktadır. Genetik 

yatkınlık kolorektal kanser gelişme riskini büyük oranda artırsa da vakaların %70’i sporadik, 

%30’i kalıtsal olarak ortaya çıkmaktadır (6,7). Kalıtsal kolorektal kanserin en iyi bilinenleri 

Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC, Lynch Sendromu) ve Familyal 

Adenomatöz Polipozis (FAP) sendromlarıdır (6). Sporadik kolorektal kanser olgularının birinci 

derece arabalarında kolorektal kanser öyküsü yoktur. Genellikle poliplerden köken alan ve 

kalıtımsal olmayan değişimlerle ortaya çıkmaktadır. Sporadik kolorektal kanserlerde genellikle 

en önemli risk faktörü yaştır (8). Sporadik kolon kanserlerde , kolon epitelinde bir dizi genetik 

değişim sonucunda önce hiperplazi oluşur, daha sonra adenom gelişimi, ardından karsinom 

ve metastaz ile karsinogenez süreci tamamlanır (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
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2.2. KÖK HÜCRELER  

Kök hücreler hem embriyoda hem yetişkin hücrelerde bulunan özelleşmemiş hücrelerdir. Bir 

organizmada herhangi bir hücreye farklılaşma ve kendini yenileme özelliğine sahiptirler 

(10,11).  

Yetişkin kök hücreler, embriyo gelişimi sonrasında tüm vücutta farklılaşmış hücreler içinde 

farklılaşmadan kalırlar. Bu hücrelerin farklılaşma potansiyeli embriyonik kök hücrelere göre 

daha sınırlıdır. Mezenkimal kök hücreler, nöral kök hücreler, hematopoietik kök hücreler, deri 

kök hücreleri yetişkin kök hücre çeşitleridir (11).  

2.2.1. MEZENKİMAL KÖK HÜCRELER (MKH) 

Mezenkimal kök hücreler (MKH)'ler ilk olarak 1960-1970'lerde Friedenstein ve arkadaşları 

tarafından izole edilmiş ve karakterizasyonu yapılmıştır (12). Uluslararası Hücresel Terapi 

Derneği (The International Society of Cellular Therapy, ISCT), MKH'leri üç kriter ile 

tanımlamaktadır: a) MKH'ler standart kültür koşulları altında flaska yapışabilirler  b) MKH'ler, 

endotel, hematopoetik veya CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR gibi 

immünolojik hücresel biyobelirteçleri eksprese etmeyen; CD105, CD73 ve CD90 hücre yüzey 

biyobelirteçlerini ifade eden hücrelerdir c) MKH'ler, uygun uyarıcılara maruz kaldıklarında 

osteositlere, adipositlere ve kondrositlere farklılaşma yeteneğine sahiptirler (13).  

 MKH’ler; yetişkin kök hücre tipi olmakla birlikte genel olarak her dokuda bulunabilen ve nişi 

regüle eden ana stromal hücrelerdir. Kemik iliği başta olmak üzere birçok dokudan izole 

edilebilirler. MKH’ler; kolay elde edilebilir olmaları, immün yanıt oluşturmayan yapıları, hızlı 

bölünmeleri ve kan yoluyla verildiğinde yaralı bölgeye göç edebilme özellikleri nedeniyle 

hücresel tedavilerde ve doku mühendisliğinde en çok kullanılan hücre tipi olmuştur (14,15).  

MKH'lerin, göreceli olarak immün ayrıcalıkları ve genel immün yanıt oluşturmayan yapıları 

nedeniyle, allojenik olarak kullanılmaları mümkündür. Kullanıma hazır bir hücre terapötik 

ajanı olarak çok uygundur ve bu nedenle klinikte sıklıkla kullanılmaktadır (16).  

MKH'ler, bağışıklık hücreleri üzerindeki parakrin etkilerinin yanı sıra, büyüme faktörleri, 

sitokinler ve hücre dışı matriks (ECM) dahil olmak üzere hücrenin hayatta kalmasını 

destekleyen bir salgı repertuvarına sahiptir.  MKH sekretomunun bileşenleri, yaralı hücreleri 
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kurtarıp doku hasarını azaltabilir ve onarımı hızlandırabilir (17).  MKH'lerin kemik iliği, 

adipoz, ligament, deri, plasenta, diş özü, sinovyum, plasenta, göbek kordonu ve diğer fetal 

dokular gibi çok çeşitli dokulardan izole edilebileceği gözlemi (18), stromal destek hücreleri 

olarak işlev gördükleri kavramını desteklemektedir (17). 

MKH’ler salgıladıkları çeşitli regülatör faktörler ile inflamasyon, anjiyojenez, hücre ölümü, 

doku rejenerasyonu ve fibroza katkıda bulunurlar (19). Ayrıca hücre sağ kalımı, hücre 

proliferasyonu ve doku anjiyojenezini artırabilen çeşitli parametreler salgıladıkları da daha 

önce bildirilmiştir (20–22).  Ayrıca periferik kan ve stromal hücre dışı matriks (ECM) içindeki 

kemoatraktan gradyanlar boyunca yaralı dokulara doğru göç edebilirler (23). Bir doku hasara 

uğradığında, çeşitli sitokinler ve Toll benzeri reseptör ligandları, MKH'leri uyarır ve doku 

rejenerasyonunu artırmaya yönelik çok miktarda büyüme faktörünün oluşumu desteklenir 

(24,25).  

MKH’ler mitokondriyi epitel hücreleri, endotelyal hücreler ve kardiyak miyositler gibi birkaç 

farklı hücre tipine transfer edebilirler (26). Bu tür transferler, özellikle potansiyel hedef hücreler 

yaralandığında veya stres altında olduğunda yaralı hücreye fayda sağlamak için büyük bir 

öneme sahiptir. Örneğin, MKH'lerin hipoksik/iskemik stres sırasında mitokondriyi transfer 

ederek endotel hücrelerinde apoptozu önlediği gösterilmiştir (27). 

Çeşitli klinik uygulamalar ve hayvan deneyleri göstermiştir ki MKH’lerin tedavi edici etkisi 

yalnızca vücut içinde farklılaşmasıyla açıklanamaz. MKH’ler bir dizi madde salgılayarak ilgili 

hücreler üzerinde regülatör parakrin etkiler oluşturmaktadır. MKH tarafından salgılanan 

biyomoleküller anjiyojenik ve anti-apoptotik etki oluşturarak yaralanan bölgedeki hasarın 

büyümesini durdurmaya yardımcı olur ve bu bölgeye olan kan akımını artırır (28).  

Kemik iliği kaynaklı MKH’ler ve eksozomlarının intervertabral disk rejenerasyonu (29), 

kardiyovasküler doku hasarı (30), karaciğer fibrozu (31) gibi birçok dejeneratif hastalıkta 

teröpatik etkinliği başarılı bir şekilde gösterilmiştir. Ayrıca graft versus host hastalığı (GvHD) 

tedavisinde etkin olarak kullanılmaktadır (32).  

Yapılan çalışmalarda; MKH’lerin tıpkı yaralanma bölgesine göç etmesi gibi tümör bölgelerine 

de göç ettiği ve tümör stromasına dahil olduğu bildirilmiştir (33). Bu durum tümör bölgesinde 

bol miktarda büyüme faktörü, sitokin ve matrix re-modeling proteinlerinin bulunmasını ve 
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tümörlerin neden iyileşmeyen bir yaraya benzetildiğini açıklayabilir. Ancak tümör hücresi ile 

MKH’lerin arasındaki etkileşiminin yansımaları ve altında yatan mekanizmalar henüz açık 

değildir (34). Yapılan çalışmalar MKH'lerin, tümör invazyonu ve anjiyojenez, 

immünosüpresyon ve apoptozun inhibisyonu ile ilişkili olduğunu göstermektedir (35). Ancak 

son yıllarda çok sayıda çalışma; MKH’lerin/MKH kaynaklı sekresyonların çeşitli koşullar 

altında tümörijenezi artırabildiği veya azaltabildiğini göstermektedir (36–40). Bu konu halen 

tartışmalı olup yapılan her bir çalışma literatüre önemli bir katkı sağlamaktadır.  

2.3. KOLON DOKUSU GELİŞİMİ VE MKH  

MKH ve tümör hücresi arasındaki etkileşim, kolorektal kanserin de dahil olduğu birçok kanser 

tipinde gösterilmiştir. Kolorektal kanser ve MKH arasındaki etkileşimden önce kolorektal 

dokusunun embriyonik gelişim aşamaları ve bu süreçte MKH hücrelerinin katkısını inceleyecek 

olursak; embriyonik gelişimde epitelyal mezenkimal geçiş (EMT) sürecinin de dahil olduğu 

birkaç mekanizma ile üç germ tabakası (ektoderm, mezoderm ve endoderm) oluşur. İlkel barsak 

tüpü, mezodermin (dıştan) altında yer alan endodermden (içte) oluşan invaginasyonlar ile 

oluşturulur. Epitelyal sinyalleşmeye yanıt olarak mezenkimal kümelerin oluşumu, villus 

morfogenezinin başlangıcını işaretler. Mezenkimal sinyalleme yoluyla kolumnar epitel 

hücrelerinin stereotipik villi ve proliferatif intervilli olarak progresif epitelin yeniden 

şekillenmesi sağlanır.  Villusun tepesindeki mezenkimal kümeler, post-mitotik sinyalleşme 

yoluyla daha fazla epitel proliferasyonunu engellerken, intervillilerin altındaki kümeler, 

bağırsak kök hücrelerinin bölünmesini düzenler (41). Embriyonik gelişim sırasında kolorektal 

dokularının oluşumu bu şekildedir. Kolorektal dokusu her ne kadar epitelyal kökenli bir doku 

olsa da oluşum aşamalarında mezenkimal sinyallerin katkısı vardır. Bu durum embriyonik 

gelişim sürecinde, EMT sırasında, meydana gelen mutasyonların, parsiyel farklılaşmaların 

özellikle sporadik olgulardaki rolünü anlamamız açısından faydalı olacaktır. Buradan yola 

çıkarak Kİ-MKH eksozomlarını kolorektal kanser hücreleri üzerinde uygulayarak mezenkimal 

dokunun kolorektal kanser ilerlemesi ve yayılımındaki rolünü araştırmaya odaklanıyoruz.  

2.4. KOLOREKTAL KANSER VE MKH 

Kolorektal kanser vakalarının büyük çoğunluğunu sporadik vakaların oluşturması, çevresel 

faktörlerin bu kanser tipinin gelişiminde rolünün büyük olduğunu göstermektedir. Başlık 

2.2.1’de de bahsedildiği gibi MKH’lerin tümör stromasına dahil olduğu ve ve tümör gelişimi 
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ya da ilerlemesine katkı sağladığı daha önce birçok çalışmada bildirilmiştir. Bu bilgiden yola 

çıkarak, MKH’leri kolorektal kanserlerin gelişimi ve yayılımına etki eden bir faktör yapılan 

çalışmaları incelemek faydalı olacaktır. 

MKH ve kolon kanseri hücrelerinin ko-kültüre edildiği in-vitro bir çalışmada MKH’nin kolon 

kanseri hücrelerindeki Wnt sinyal yolağını uyararak kolon kanseri hücrelerinin metastatik 

kapasitelerini arttırdığı gösterilmiştir (42).  İnsan kemik iliği kaynaklı MKH’den salgılanan IL-

8’in kolorektal kanser gelişimi ve anjiyojenezi üzerindeki etkisini araştıran bir çalışmada 

interlökin-8'in (IL-8), KRK hücreleriyle birlikte ko-kültürlenen MKH'lerde en yüksek düzeye 

çıkartılmış pro-anjiyojenik faktör olduğu saptanmıştır. MKH tarafından salgılanan IL-8'in insan 

umbilikal ven endotel hücre (HUVEC) proliferasyonunu ve göçünü, tüp oluşum kabiliyetini ve 

CRC hücre çoğalmasını arttırdığı bildirilmiştir. Ek olarak, in vivo çalışmalar, MKH’lerin 

kısmen IL-8 aracılığıyla tümör anjiyojenezisini ilerlettiğini göstermiştir (43). Ortotopik hayvan 

modeli kullanılan bir çalışmada MKH’lerin yalnızca primer kolon tümörüne değil metastatik 

karaciğer tümörlerine de geçtiği gösterilmiştir. Buna ek olarak, MKH’lerin kolon kanseri 

büyümesi ve metastazını teşvik ettiği ve tümör stromasına dahil olan MKH’lerin CAF (kanser 

ilişkili fibroblastlar) belirteçlerini eksprese ettiği gösterilmiştir (34). Bir diğer çalışmada ise 

MKH’lerin direk hücre-hücre teması yoluyla EMT’yi indükleyerek kolon tümörlerinin 

progresyonunu teşvik ettiği saptanmıştır (44).  

 

Tümörün başlatılması ve progresyonunda MKH'lerin nasıl etki gösterdiğine dair olası 

mekanizmalar araştırılmaktadırlar. Son yıllarda, parakrin etki gösteren sitokinler ve çeşitli 

büyüme faktörleri gibi, hücre kaynaklı eksozomlar da bir hücre-hücre iletişimi türü olarak 

tanımlanmış ve kabul görmüştür (45). Eksozomların, tümörler ve MKH'ler arasındaki 

crosstalkda rol oynayabildiği de daha önce bildirilmiştir. 

 

 Literatür bilgileri değerlendirildiğinde, mezenkimal kök hücre eksozomlarının çeşitli kanser 

tiplerinde etkisini araştıran az sayıda çalışmanın yanısıra, kolorektal kanser hücreleri üzerindeki 

etkisini kısmen gösteren birkaç çalışma mevcuttur (46–48).  Bu çalışmalardan birinde MKH 

ekzosomlarının, xenograft fare modeli ile tümör oluşturulmuş farelere subkütanöz olarak 

uygulandığında tümör yükünün (“burden”) arttığı sonucuna varılmıştır (49,50). Bir diğer 

çalışmada ise; MKH eksozomlarının kolorektal kanser hücre hatlarında miR142-3p aracılığı ile 

kanser kök hücre profilinde artışa sebep olduğu saptanmıştır (51). Bahsi geçen çalışmalardan 



8 

 

MKH’lerin tümörijenezi artırdığı sonucu çıkarılırken başka iki çalışmada da MKH’lerin 

tümörijenezi azalttığı sonucuna ulaşılmıştır. Bu çalışmaların ilkinde MKH eksozomlarında 

yüksek eksprese olan miR-16-5p molekülünü kolorektal kanser hücre hatlarına transfekte 

ettiklerinde tümör migrasyon ve invazyonunun azaldığı gösterilmiştir (38). Diğer çalışmada ise 

miR-4461 molekülünün MKH eksozomlarında yüksek düzeyde eksprese olduğunu, kolorektal 

kanser dokusunda (HCT116 hücre hattı) ise normal kolon dokusuna (FHC hücre hattı) göre 

daha düşük eksprese olduğunu göstermişlerdir. Yine kolorektal kanser hücre hatlarına miR-

4461 transfekte ettiklerinde tümör migrasyon ve invazyonunun azaldığını göstermişlerdir (37). 

Ancak farklı olarak, bu iki çalışmada, MKH eksozomları kanser hücrelerine direk 

uygulanmamış, yalnızca MKH eksozomlarında yüksek eksprese olan miRNA’lar 

uygulanmıştır. 

2.5. EKSTRASELÜLER VEZİKÜLLER  

Ekstraselüler veziküller (EV'ler) ilk kez 50 yıl önce Wolf tarafından plazmada gözlemlenmiş 

ve “trombosit tozu” olarak adlandırılmıştır (52). Devam eden yıllarda birçok çalışmada, tüm 

biyolojik sıvıların veziküller içerdiği gösterilmiştir (53). Salıverilme mekanizmaları ve 

boyutlarına göre üç ana EV tipi tanımlanmıştır: eksozomlar (150 nm'den daha küçük çaplı), 

mikroveziküller/ektozomlar (100-1000nm) ve apoptotik cisimler (>1000nm). Mikroveziküller 

ve apoptotik cisimcikler sırasıyla canlı ve ölmekte olan hücrelerde doğrudan plazma zarından 

salınır. Eksozomlar, ekstraselülar veziküllerin (EV) en küçük üyesidir. Diğer EV’lerden 

farkları; kargo içerikleri, lipid kompozisyonları ve kendilerine özgü biyogenez yolaklarıdır 

(52,53).  

2.5.1. EKSOZOMLAR  

Başlangıçta yalnızca atıkların uzaklaştırılmasında görevli olduğu düşünülen (51,54) 

eksozomların son yıllarda hücreler arası haberleşme, sinyal iletimi gibi önemli rollerde 

kullanılmak üzere nükleik asit, protein, mRNA, miRNA ve çeşitli enzimler taşıdıkları 

gösterilmiştir (55,56). Yapılan çalışmalar, eksozomların, hücresel homeostazı sürdürmek için 

atık ürünleri ortadan kaldırmanın alternatif bir yolu olduğu fikrini desteklemektedir (57,58). Ek 

olarak, bu veziküllerin hücreler arası iletişimde rol oynadığı ve çok sayıda fizyolojik ve 

patolojik fonksiyon ile ilişkili olduğu ileri sürülmektedir (51). İlginç bir şekilde, kanser 

hücrelerinden alınan eksozomların anjiyojenezi arttırdığı, bağışıklık sistemini modüle ettiği ve 
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çevresindeki parankimal dokuyu yeniden şekillendirdiği, dolayısıyla tümör ilerlemesini 

desteklediği gösterilmiştir (59).  

Eksozomlar hemen hemen tüm hücrelerden salgılanabilir ve salgılandıkları hücrenin plazma 

membranından köken alırlar. Hedef hücrelerce tanınmasını sağlayacak serin membran lipitleri, 

kolesterol, sfingolipit, gliserofosfolipit, sfingomiyelin, seramid gibi membran proteinlerinin 

yanı sıra köken aldıkları hücrenin plazma membranında bulunan özgün proteinler, 

transmembran proteinleri ve reseptör moleküllerini de taşırlar (60). Eksozomlar farklı nükleik 

asitler, proteinler ve lipitler içermektedir. Taşıdıkları kargo içerikleri, hücre tipine bağlıdır. Bu 

kargo içeriği farklı hücresel koşullardan veya tedavilerden etkilenebilirler. Hatta tek bir hücre 

hattından salınan eksozomlar bile oldukça heterojenlik gösterebilir (63). Birkaç çalışma, 

eksozomların protein, lipit ve RNA yükünü tanımlamıştır, ancak yükün veziküllere ayrılıp 

ayrılmadığı ve nasıl sınıflandırıldığı hakkında çok fazla bilgi mevcut değildir (64). 

Ekzozomlar;  proteinler, mRNA ve miRNA'lar dahil olmak üzere birçok biyoaktif molekülü 

taşıyabilirler (15). Bu sayede bir hücreden diğerine, genetik bilgi alışverişini ve alıcı hücrelerin 

yeniden programlanmasını sağlarlar (15). 

Eksozomlar, çok miktarda biyoaktif molekül aktararak alıcı hücrede bazı fenotipik 

değişikliklere sebep olur ve rejeneratif programlamayı modüle ederler (65,66). Bu fenotipik 

değişiklikler, hedef hücrelerde apoptozun önlenmesi, hedef hücre proliferasyonunun 

indüklenmesi, immünomodülatör yanıtların uyarılması ve hedef hücrelerde oksidatif stresin 

azaltılmasından oksijen arzının arttırılmasına kadar uzanan çeşitli mekanizmaları içermektedir 

(65).  

2.5.2. EKSOZOM BİYOGENEZİ  

Hücrelerden EV salınımının evrimsel olarak iyi korunmuş bir mekanizma olduğu bilinmektedir 

(33). Eksozomlar, endozomal kaynaklı EV’lerdir. Endozomlar, membranöz veziküllerinin içe 

doğru tomurcuklanması ve bunların multivesiküler cisim (MVB) olarak bilinen bir yapı 

şeklinde salınması ile oluşmasına karşın eksozomların biyogenezi genel olarak Trans-Golgi ağı 

ve indüklenebilir salınım olmak üzere iki aşamadan oluşmaktadır (67). Taşıma için gerekli olan 

endozomal sınıflandırma kompleksi ve bununla ilişkili proteinler, multivesiküler cisimlerin 

(MVB'ler) ve lümen içi veziküllerin (ILV) oluşumunda rol oynarlar (68). Ekzozom 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/exosome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna
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membranları, ILV'lerin MVB'lere tomurcuklanmasında rol oynayan kolesterol, seramid ve 

sfingolipidler gibi lipitler bakımından zengindir (69).  ILV'ler, plazma membranı ile MVB 

füzyonu ile hücrelerden salınır ve serbest bırakıldıktan sonra eksozom adını alırlar 

(70).  Eksozomlar daha sonra doğrudan membran füzyonu, endositoz veya hücre tipine özgü 

fagositoz yoluyla kargo içeriklerini bırakmak için hedef hücreler ile etkileşime geçer. Böylece 

eksozomlar, taşıdıkları biyoaktif faktörlerin bir alıcı hücreye taşınmasına izin veren doğal nano 

taşıyıcılar olarak işlev görür (54,55) . Şekil 2.3.’de ekzozomlar ve EV'nin diğer ana alt tipleri 

ile ilişkili hücre içi kaynakları, salım ve alım mekanizmaları gösterilmektedir (70). 

 

 

Şekil 2.3. Eksozomların biyogenezi (70) 
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2.5.3. MKH EKSOZOMLARI  

MKH eksozomları ilk kez 2010 yılında miyokardiyal iskemi/reperfüzyon hasarı fare modelinde 

gösterilmiştir (69). MKH eksozomları, proliferasyonu artırmak ve hasarlı 

hücrelerin apoptozunu durdurmak suretiyle rejeneratif etkiler oluşturur. Bu nedenle, MKH 

eksozomları doku rejenerasyonu için büyük bir potansiyele sahiptirler (70).  

MKH’den türetilen eksozomların lipid tabakası yağ asidi bağlayıcı proteinlerin iletiminde rol 

oynar (71). MKH kaynaklı eksozomlar; heat shock proteinleri, MHC-I ve MHC-II antijen sunan 

proteinler, integrin, aktin, tüberin ve büyüme faktörleri gibi hücre yapısının ve bileşiminin 

korunmasında rol oynayan proteinler olmak üzere yaklaşık 2000 çeşit protein içermektedir. Ek 

olarak, sinyal molekülleri, enzimler, sitokinler ve çeşitli hücresel regülasyonları sağlayacak 

olan miRNA’ları içermektedirler (72).  

MKH eksozomları, çeşitli RNA'ların ekspresyonuna aracılık edip, doku onarımını artırır ve 

taşınmaya özgü miRNA'lar ve mRNA'ları paketleyebilir. Bu miRNA’lar, doku hasarının 

onarımında önemli bir rol oynar (70). Bir çalışmada endoteliyal projenitör hücrelerden elde 

edilen mikroveziküllerin mRNA aracılığıyla endotelyal hücrelere taşınarak doku anjiyojenezini 

desteklediği gösterilmiştir (73). RNA’ların yatay transferi ile potansiyel terapötik etki gösteren 

MKH eksozomlarının; akut akciğer hasarı fare modelinde, keratinosit büyüme faktörü 

mRNA’sı sunarak akciğer protein geçirgenliğini etkili bir şekilde düzelttiği ve alveolar 

inflamasyonu azalttığı gösterilmiştir (74). MKH eksozomlarının aktif proteinlere aracılık ettiği 

ve bu nedenle yaralanma onarımında önemli bir rol oynadığı da rapor edilmiştir.  Bununla 

birlikte, kargolarının tamamı ve işlevleri hala iyi bilinmemektedir.  

Ekzozomların karakterizasyonunun hücre orijini ile ilişkili olduğu bilinmektedir. MKH'den 

türetilen tüm eksozomlar, CD9, CD63 ve CD81 eksozomal biyobelirteçleri ifade etmektedir 

(53,75).   

Transmisyon elektron mikroskobu altında, MKH'den türetilen eksozomlar, heterojen boyuttadır 

ve karakteristik yuvarlak morfoloji sergilemektedirler (53). MKH eksozomlarının ortalama 

boyutu 48.72 ± 2.7 nm iken (76), MKH eksozomların partikül boyutundaki ana tepe 65-75 nm 

ve genel boyut dağılımı 60 ile 200 nm arasında değişmektedir (75).  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-cell-death
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tissue-regeneration
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2.5.4. MKH KÖKENLİ EKSOZOMLARIN TÜMÖR GELİŞİMİNDEKİ ROLÜ 

MKH'lerin doku iyileşmesindeki rolü ne olursa olsun, tümörijenez veya tümör regresyonundaki 

destekleyici veya baskılayıcı rolüne ilişkin bir tutarsızlık vardır (77,78). Bu sebeple MKH 

tarafından üretilen eksozomların tümör biyolojisindeki kesin rolleri ve mekanizmaları büyük 

ölçüde belirsizliğini korumaktadır.  

Tümör invazyon ve metastazındaki bir dizi anahtar adım, epitelyal-mezenkimal geçişi 

kolaylaştırmak ve kanser kök hücrelerinin dolaşım yoluyla hayatta kalımlarını artırmalarına 

izin veren kök hücre benzeri özelliklerin indüklenmesi de dahil olmak üzere MKH'lerle 

ilişkilidir (77,79). 

MKH’ler xenogenik bir ortamda hayatta kalmalarını sağlayan benzersiz immünolojik 

özelliklere sahip olmaları nedeniyle hücre ve gen terapisinin araştırılmasında ilginç bir model 

sunar. MKH’lerin terapötik potansiyellerinin yüksek olması nedeniyle tümör gelişimindeki 

rolleri de birçok araştırmaya konu olmuştur. MKH’lerin tümör mikro çevre oluşumuna katkı 

sağlayabileceği ve tümör hücre biyolojisini etkileyebileceğini bildiren çalışmalar 

bulunmaktadır. Örneğin Karnoub ve arkadaşları, kemik iliği kaynaklı insan MKH'lerinin kanser 

hücrelerinin metastatik potansiyelinde önemli bir artışa neden olabileceğini bulmuşlardır (80). 

MKH ekzozomları, tümör bölgesine ulaşabilir ve hücre proliferasyonu, ilaç direnci, anjiyojenez 

ve metastaz, immün modülasyon gibi kanser gelişimi için uygun bir mikroçevre sağlayabilirler.  

Araştırmacılar; tümörün başlatılması ve progresyonunda, MKH'lerin nasıl etki gösterdiğine dair 

olası mekanizmalarını araştırmaktadırlar. Bu mekanizmalardan biri MKH'ler tarafından 

salgılanan parakrin faktörlerdir. De Boeck A. ve arkadaşları, MKH'lerin kolorektal kanser 

progresyonunu parakrin neuregulin 1/HER3 sinyalizasyon yoluyla teşvik ettiğini 

bildirmişlerdir (83). Parakrin etki gösteren sitokinler ve çeşitli büyüme faktörlerine ek olarak, 

hücre kaynaklı eksozomlar da bir hücre-hücre iletişimi türü olarak tanımlanmıştır (45). 

Eksozomların, tümörler ve MKH'ler arasındaki crosstalkda rol oynayabildiği daha önce 

bildirilmiştir. Örneğin adipoz kökenli MKH eksozomlarının meme kanseri hücre modelinde 

Wnt sinyal yolağı aracılığıyla migrasyonu teşvik ettiği gösterilmiştir (84). Bir çalışmada p53-

negatif Kİ-MKH'ler tarafından salgılanan eksozomların mide kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu ve göçünü artırabileceği gösterilmiştir (85). Başka bir çalışmada mide 

kanserlerinde MKH eksozomlarının ERK1/2 ve p38 MAPK yolaklarının aktivasyonu yoluyla 
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tümör hücrelerinde VEGF artışlarını teşvik ettiği, bunun da tümörün in vivo büyümesini teşvik 

eden gelişmiş tümör anjiyojeneziyle sonuçlandığı gösterilmiştir (86). Lee ve 

arkadaşları, MKH'nin miR-124 ve miR-145 mimiklerini, ekzozomlarla birlikte kültürlenmiş 

glioma hücrelerine vererek glioma hücrelerinin migrasyonunu büyük ölçüde azalttığını 

göstermişlerdir (87).  

Bir malign hücre, hayatta kalabilmek için immün sistemden kaçmayı başarabilmelidir. Vücutta 

oluşan malign hücre gibi anormal özellikteki hücreler özellikle NK hücreleri ve MHC sınıf 1 

ilişkili sitotoksik T lenfositler tarafından hızlı bir şekilde yok edilir. Sitotoksik T lenfositlerin 

kullandığı granzim/perforin ve hücre ölüm reseptör modülleri regülatör T hücreleri (Treg) 

tarafından modüle edilir (81). Bununla birlikte kanser hücreleri birkaç mekanizma ile immün 

sistemden kaçısı gerçekleştirebilirler. Örneğin hücresel immün yanıt MHC sınıf 1 ile sınırlı 

olduğu için MHC sınıf 1 gen ekspresyonunu azaltabilirler (88). Böylece immün tanımadan 

kaçabilirler. MKH’lerin bu sürece yardımcı olduğu bilinmektedir. MKH’lerin genellikle 

immünsüpresif etki oluşturarak ve anjiyojenik etki ile onarım hücrelerini çağırarak yara 

iyileşme sürecine katkı sağladığı düşünülmektedir. MKH’ler, Treg’leri destekleyip G0/G1 

fazında hücre döngüsünün durmasına yol açan siklin D2’nin inhibisyonu ile mitojenle aktive 

olan T hücre proliferasyonunu inhibe edecektir (89,90). Böylece “iyileşmeyen yara” olarak 

tanımlanan tümörlerin hem immün kaçışı hem de proliferasyonu birlikte desteklenecektir.  

Tümör proliferasyonu ve ilerleyişi için yeni kan damarlarının oluşumu gereklidir. Anjiyojenez 

süreci oldukça karmaşıktır. Bu süreç genellikle vasküler endotelyal substrat bozulması, 

vasküler endotelyal hücre göçü ve endotelyal hücre proliferasyonu, vasküler dallanmaları ve 

ayrıca yeni bir bazal membranı içerir. MKH’ler kanser hücrelerinin varlığında kümeler halinde 

organize olup kılcal damar benzeri yapılar oluşturma eğilimindedir (89). Ayrıca MKH'ler, 

vasküler endotel hücreleri gibi vaskülojenik hücreleri ortama çekmekle kalmaz, ek olarak 

apoptozu inhibe eden interlökin-6 (IL-6), vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve 

monosit kemoatraktan proteini (MCP-1) gibi çeşitli faktörler salgılarlar. Böylece MKH’ler 

sayesinde tümör mikroçevresinde oluşabilecek hipoksi etkisi azaltılarak yeni damar oluşumu 

desteklenmiş olur (79).  

MKH'lerin anjiyojenik uyarıcı etkisi, inflamatuar faktörler interferon-y (IFN-y) ve tümör 

nekroz faktörü-a (TNF-a) aracılığı ile yüksek oranda hipoksik ve inflamatuar tümör 

mikroçevresinde gösterilmiştir.  IFN-y ve TNF-a ile daha önceden uyarılan MKH'lerin BALB/c 
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farelerine deri altından enjekte edildiğinde, tümör büyümesini ve anjiyojenezi IFN-y ve TNF-a 

uyarılmayan MKH'lere göre daha yüksek derecede arttırdığı in vivo olarak gösterilmiştir.  Aynı 

çalışmada, IFN-y/TNF-a ile uyarılmış ve uyarılmamış MKH'lerden elde edilen hücre 

süpernatanı kullanılarak bir ex vivo tavuk yumurtası testi-koryoallantoik membran (HET-

CAM) deneyi ile benzer şekilde arttırılmış bir anjiyojenik etki gözlenmiştir (90).   

Eksozomlar, tümör anjiyojenezini düzenleyen bol miktarda anjiyojenik faktör içerir. Örneğin, 

MKH'den türetilen eksozomlar, tümör hücrelerinde VEGF ekspresyonunu artırarak ve ERK1/2 

ve p38 mitojenle aktive olan protein kinaz yolaklarını aktive ederek tümör anjiyojenezini 

destekler (91). Yapılan bir çalışmada, plasental MKH eksozomlarının vasküler ağ oluşumunu 

desteklediği ve oksijene bağlı bir şekilde mikrovasküler endotelyal hücre göçünü artırdığı 

gösterilmiştir (92). Ayrıca adipoz mezenkimal kök hücreler tarafından salınan EV'ler, adipoz 

mezenkimal kök hücrelerin neden olduğu anjiyojeneze katkıda bulunabilir (93). Başka bir 

çalışmada, kanser kök hücrelerinde, yalnızca CD105-pozitif kanser kök hücrelerinden türetilen 

eksozomların, normal insan endotel hücrelerine aktifleştirilmiş bir anjiyojenik fenotip vererek 

büyümeleri ve damar oluşumu uyarılmıştır. Sonuçta belirli bir kanser kök hücreden köken alan 

mikroveziküllerin tümör progresyonu sırasında anjiyojenik uyarı oluşturarak metastatik 

difüzyonu koordine etmeye katkıda bulunduğu gösterilmiştir (94). Bu sonuçlarla tezat bir 

şekilde, Lee ve arkadaşları, MKH kökenli eksozomların, anti-anjiyojenik molekülleri transfer 

ederek ve tümör mikroçevresi içinde hücreden hücreye iletişimin sağlayarak anjiyojenezi 

baskıladığını gözlemlemiştir (95). Yine başka bir çalışmada, MKH kökenli eksozomlarda 

bulunan miR-16, 4T1 hücrelerinde VEGF ekspresyon seviyesini azaltarak, miR-16'nın VEGF 

ekspresyonunu kontrol ettiği gösterilmiştir (96,97). Sonuç olarak, MKH eksozomları, tümör 

anjiyojenezi ile önemli ölçüde ilişkili olmakla birlikte literatürde gördüğümüz birbirine zıt 

sonuçlar, MKH eksozomlarının kanser ilerlemesindeki rolünün halen tartışmalı olduğunu 

gözler önüne sermektedir. 

Bu gözlemler birlikte değerlendirildiğinde, anti-anjiyojenik kanser tedavilerinin, tümörler 

içindeki MKH'ler gibi tümörle ilişkili stromal hücreleri hedef almada yararlı olabileceğini 

düşündürmektedir. MKH'ler yalnızca anjiyojenezi uyarmaya yardımcı olmakla kalmaz, aynı 

zamanda invaziv kanser kök hücrelerinin hipoksik tümör ortamından ayrılabilecekleri ve 

metastaz yapmak üzere kaçabilecekleri şekilde kan damarlarına yönlendirilmesine de yardımcı 

olabilirler.  
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MKH’ler, lösemi gibi bazı kanser türlerinde kanser hücrelerinin çeşitli tedavilerden korunma 

özelliği sağlayabilirler. Kemik iliğinde bulunan MKH'ler, hematopoietik kök hücrelerin 

(HKH'ler) kendini yenilemesi ve farklılaşmasını fizyolojik olarak desteklemektedir. Benzer bir 

ilişki MKH’ler ile malign hematopoietik hücreler arasında da vardır. MKH’lerin sağladığı bu 

mitojenik destek, teröpatik ilaçlara karşı da koruyucu etki oluşturmaktadır. Dazzi ve 

arkadaşları, MKH’lerin CXCL12/CXCR4 ekseni aracılığı ile anti-apoptotik Bcl-XL 

ekspresyonunu modüle ederek ve kaspaz-3 aktivasyonunu azaltarak kronik miyeloid lösemi 

(KML) hücrelerini imatinib tedavisinden koruduğunu ve bu ilaca KML direnci kazandırdığını 

göstermişlerdir (98). Buna ek olarak, MKH’lerin ilaçlara direnç oluşturma ve kanser hücrelerini 

koruma özelliği kemik iliği nişinde gelişen kanserler ile sınırlı değildir (99). MKH’ler 

tarafından regüle edilen çeşitli IncRNA’lar aracılığı ile çeşitli solid tümörlerde (meme, mide 

kanseri…vb) yağ asidi oksidasyonu aracılığı ile kemoresistans ve köklülüğün (stemness) 

desteklendiği gösterilmiştir (100–102). 

Mezenkimal kök hücrelerin yanı sıra; kanser kök hücresi kökenli eksozomların da tümör 

büyümesi üzerinde kayda değer bir etkisi vardır. Örneğin insan gliomalarının, tümör 

büyümesini destekleme özelliğine kök hücre popülasyonuna sahip olduğu bilinmektedir; bu 

hücrelere glioma ile ilişkili kök hücreler (GASC'ler) denir.  Bourkoula ve arkadaşları, 

GASC'lerden türetilen eksozomların tümör büyümesini desteklediğini ve tümör destekleyici bir 

fenotipe sahip olduklarını göstermiştir (103). 

2.6. KANSER VE EPİTELYAL-MEZENKİMAL GEÇİŞ (EMT) 

Embriyonik gelişim sırasında hücreler, epitelyal ve mezenkimal karakterler arasında geçiş 

yapabilir. Bu geçiş oldukça dinamik ve çoklu ilerleyen bir süreçtir. Epitelyal-mezenkimal geçiş 

(EMT) olarak adlandırılan bu süreçte, adezyon moleküllerinin ifadesinin kaybedilerek hareket 

kabiliyeti ile migrasyon ve invazyon özelliği kazanması söz konusudur. Böylece mezenkimal 

fenotipe doğru bir kayma gerçekleşir. Bu sürecin tersi olan mezenkimal-epitelyal geçiş (MET) 

ise hücrenin hareket kabiliyetinin kaybı, adezyon moleküllerinin ifadesinin artması ve apiko-

bazal polarizasyonun artması ile epitelyal karakterin ortaya çıkışına izin verir (104,105).  

EMT, embriyonik gelişimin olmazsa olmaz temel taşlarından biridir. Birçok çalışma 

göstermiştir ki embriyojenez sırasında Snail1, Twist1 ve Zeb1 gibi transkripsiyon faktörleri 

susturulursa mezoderm tabakasının yapısı bozulur, embriyonik gelişim sona erer ve bu durum 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
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embriyonun ölümü ile sonuçlanır (106–109).  Embriyonik gelişimde EMT programlaması ile 

hücrelerin epitelden mezenkimal fenotipe tam olarak geçişi kabul görmüş olsa da karsinom 

gelişiminde kısmi ya da eksik bir EMT programlaması vardır (110,111). Bir tümör hücresinde 

hem epitelyal hem mezenkimal biyobelirteçlerin ekspresyonu kısmi bir EMT sürecini 

tetiklemek için yeterli kabul edilmektedir (109,112).  

Epiteliyal-mezenkimal geçiş (EMT), bir dizi transkripsiyon faktörü (temel olarak Snail, Twist 

ve Zeb aileleri) tarafından yürütülen, kanser progresyonundan primer tümör büyümesi ve 

invazyon-metastaz basamaklarını içine alarak tüm evrelerde etkinlik gösterebilen bir süreçtir. 

Normalde EMT, embriyonik gelişim sürecinde yeri olan epitel hücrelerinin, mezenkimal 

fenotipli hücrelere geçişi ile tanımlanır. EMT süreci, embriyonik gelişimin birçok aşaması için 

son derece önemlidir. Çeşitli kanser tiplerinde yeniden aktifleşmiş olsa da EMT süreci tümör 

hücrelerinde tam olarak yürütülemez. Genellikle son dönem belirteçlerini eksprese etmezler. 

Ancak bu kısmi aktivasyon, tümör hücresinin hareketliliğini artırarak invazyon ve metastazı 

desteklemek için yeterlidir (113).  

Kanser hücrelerinde gözlenen EMT sürecinin en önemli özelliği; aktive olan EMT 

transkripsiyon faktörleri aracılığıyla hücrelere ek pleotrofik özellikler kazandırmasıdır. Bu 

özellikler; tümörijeniteyi artırması ve bunları kanser kök hücre kavramına bağlaması 

şeklindedir (114). Söz konusu özellikler, EMT transkripsiyon faktörlerinin, tümörün 

başlangıcında ve öncü lezyonların oluşum aşamalarında da aktif rol oynaması ile ilişkili 

olduğunu göstermektedir. Buna ek olarak, EMT transkripsiyon faktörleri (EMT-TF) DNA 

onarımında ve anti-apoptotik süreci indüklemede rol oynamaktadırlar. Böylece bu faktörler 

malign ilerlemeyi de desteklerler. Ek olarak pro-inflamatuar ve immünosupresif sitokinlerin 

ekspresyonunu indükleyerek tümör mikroçevresinde tümörijeniteyi artırıcı etki gösterirler 

(116).  

Karsinom gelişim sürecinde dokuya özgü farklılıklar ve ek fonksiyonları olması nedeniyle 

EMT-TF'lerin rolü oldukça karmaşıktır. Örneğin, meme kanserinde Snail (117), pankreas 

kanserinde ise Zeb1 (118) metastazı tetiklemektedir. Pankreastaki etkinliğinin tam tersi olacak 

şekilde aynı aileden olan Zeb2’nin melanomlarda tümör agresifliğini azalttığı gösterilmiştir 

(119). Ek olarak, kanser biyolojisinde kısmi EMT nedeniyle prototipik EMT biyobelirteçlerinin 

kullanımı EMT aktivasyonunu göstermek için uygun belirteçler değildir.  Ancak sonuç 
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itibariyle; EMT-TF’ler kanserin başlangıcından invazyon ve metastaz sürecine kadar epitelyal 

olan ve olmayan birçok kanser tipinde kötü klinik sonuçları yansıtmaktadırlar (114).  

2.7. KANSER VE MİRNA  

İlk kez 1993 yılında tanımlanan mikroRNA'lar (miRNA'lar), boyutları 19 ila 25 nükleotit 

arasında değişen hedef genlerin post-transkripsiyonel susturulmasını düzenleyen kısa RNA 

molekülleridir (120,121).  

miRNA'ların oluşumu için öncelikle saç tokası yapısındaki birincil RNA’ların (pri-miRNA) 

transkripsiyonu yapılır. Daha sonra pri-RNA’lar, RNA bağlayıcı protein DGCR8 ve tip III 

RNase Drosha'dan oluşan kompleks aracılığı ile yaklaşık 85 nükleotitden oluşan miRNA 

öncülü olan pre-miRNA’lara dönüştürülür. Pre-miRNA’lar Ran/GTP/Exportin 5 kompleksi 

tarafından çekirdekten sitoplazmaya taşınır. Bir RNase III enzimi olan Dicer ile kesilerek ~20-

22 nükleotid uzunluğunda miRNA/miRNA* dupleksi şeklinde işlenirler. Dubleksin 

açılmasından sonra, olgun miRNA, RNA ile indüklenen susturma kompleksi (RISC)’ne dahil 

edilir ve RISC, miRNA’yı mRNA'yı hedeflemesi için yönlendirir (122–124). miRNA’lar 

translasyon inhibisyonu, mRNA bölünmesi veya degregasyonu ile hedef proteinin 

downregülasyonunu indükleyebilirler (124,125).  Tek bir miRNA, genellikle fonksiyonel 

etkileşim yolunda yer alan birçok genin ekspresyonunu etkileyerek yüzlerce mRNA'yı 

hedefleyebilir (126). miRNA'lar, hedef mRNA'ların 3'UTR tamamlayıcı hedef bölgeleri 

tanıyarak, transkripsiyon sonrası gen ekspresyonunu baskılarlar. 

miRNA’lar kanser gelişiminde çeşitli biyolojik etkiler oluştururak malign transformasyonun 

desteklenmesine katkı sağlamaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar, DNA, RNA, protein, 

glikoprotein gibi miRNA’ların da kanserde yeni tanısal, prognostik ya da teröpatik biyobelirteç 

olabileceğini göstermektedir (127–129). miRNA profilleme ve/veya sekanslaması ile kanserde 

oluşan miRNA imzasının tümörün sınıflandırılması, teşhisi ve prognozu için bilgi 

sağlayabileceği düşünülmektedir (130).  

Kanserde miRNA deregülasyonunda overeksprese olan miRNA’lar çoğunlukla apoptoz ve 

tümör baskılayıcı genleri negatif regüle eden miRNA’lardır.  Bunlar “onkomiR” olarak 

adlandırılır. Başka bir grup miRNA ise kanserde downregüledir ve bunlar tümör gelişimini 
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baskılayarak tümör ilerlemesini durdurmaya katkı sağlarlar. Bunlar da “tümör baskılayıcı 

miRNA’lar” olarak adlandırılır (131).   

miRNA’ların kanserde deregülasyonu ilk kez, Dr.Croce ve arkadaşları tarafından B hücreli 

kronik lenfositik lösemi (KLL) hücrelerinde gösterilmiştir (132). Bu çalışmada kromozom 

13q14 bölgesinde yer alan tümör baskılayıcı bölgelerin tanımlamasında miR15a ve miR16-1’in 

susturulduğu ya da downregüle olduğunu saptamışlardır (132). Daha sonra, birçok solid tümör 

tipinde de (kolorektal kanser, akciğer kanserinde, glioblastomada..vb) miRNA ekspresyonu 

değişiklikleri bildirilmiştir (133–135).  

Kolorektal kanserdeki ilk miRNA profilleme çalışması 2006 yılında Cummins ve arkadaşları 

tarafından yapılmıştır (135). İnsan kolorektal kanserlerinden elde edilen 273.966 cDNA etiketi, 

uyumlu normal kolon dokusu ve KRK hücre hatları, miRAGE (miRNA seri gen ekspresyon 

analizi) teknolojisi kullanılarak analiz edilmiştir. Bu analiz sonucunda o güne kadar 

tanımlanmış miRNA sayısından çok daha fazla miRNA’nın var olduğu gösterilmiş ve 

miRNA'ların, normal kolon dokusu miRNA’ları ile kıyaslandığında KRK dokularında ve hücre 

hatlarında çok daha yüksek eksprese oldukları saptanmıştır. Böylece miRNA'ların kolorektal 

karsinojenezdeki rolü ilk kez gösterilmiştir (135).  

2.7.1. KOLOREKTAL KANSERDE EMT’DE ETKİLİ miRNA’LAR  

Son on yılda çok sayıda miRNA molekülünün kolorektal kanserde etkisi gösterilmiş ve 

hedeflediği genler valide edilmiştir. Bunlardan bazıları, Çizelge 2.1.ve Çizelge 2.2.’de sırasıyla 

proliferasyonla ve metastazla ilişki durumuna göre hedeflediği genler ile birlikte gösterilmiştir.  
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Çizelge 2.1. Kolorektal kanserde proliferasyonla ilişkili bazı mikroRNA’lar 

miRNA İfade düzeyi Hedefler Referans(lar) 

miR-10b ↑ KLF4 (136) 

miR‐17, miR‐20a/b, miR‐

106a/b, 

↑ GABBR1 (137) 

miR-16-5p ↓ ITGA2 (38) 

miR-17 ↑ SIK1 (138) 

miR-20a/miR-106a ↑ AMER1 (139) 

miR21 ↑ PDCD4 (140) 

miR27a ↓↑ 
Calreticulin, SGPP1, 

Smad2  

(141–143) 

miR-28-5p ↓ SSRP1 (144) 

miR-31-5p ↑ NUMB (145) 

miR-92a-3p ↑ NF2 (146) 

miR-106a ↑ PTEN  (138) 

miR-125 ↓ TAZ (149) 

miR126 ↓ 
ROCK, IRS1, 

SLC7A5 ve TOM1 

(150,151) 

miR-135a/miR-135b ↑ APC (152) 

miR-141-3p ↓ TRAF5, EGFR (153,154) 

miR-143 ↓ DNMT3A, PART1 (154,155) 

miR-143/miR-145 ↓ IGF1R (156) 

miR-143-3p ↓ CTNND1 (157) 

miR146a ↓ MDM2/p53 (158) 

miR148a ↑ ERBB3, MMP7 (159,160) 

miR150 ↓ 
VEGFA, Gli1,  

β-catenin  

(161–163) 

miR-185 ↓ WNT1  (164) 

miR-193a-3p ↓ PLAU (165) 

miR194 ↑ 
PDK1/AKT2/XIAP, 

MAP4K4 ve HMGA2 

(166–168) 
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miR-200b-3p ↓ WNT1 (169) 

miR-203a-3p ↑ PDE4D (170) 

miR-301a-3p ↑ DLC1, RUNX3 (171) 

miR-362 ↓ SIX1 (172) 

miR-410 ↑ DKK1 (173) 

miR-4319 ↓ ABTB1 (174) 

miR-452 ↑ VEGFA, GSK3β (175,176) 

miR-488 ↓ CLDN2 (177) 

miR-494 ↑ APC (178) 

miR-500a-5p ↓ HDAC2 (179) 

miR-501-3p ↑ APC (181) 

miR-519b-3p ↓ CKMT1B (182) 

miR-548c-5p ↓ PGK1 (183) 

miR582 ↓ RAB27A (184) 

miR-590-3p ↑ WIF1, DKK1 (185) 

miR-708 ↓ ZEB1 (185) 

miR-760 ↓ BATF3 (186) 

miR-873-5p ↓ JMJD8 (187) 

miR-942 ↑ APC (188) 

miR-1258 ↓ E2F8, CKS1B (189,190) 

miR-1271 ↓ MTDH (191) 

miR-6803-5p ↑ PTPRO (192) 
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Çizelge 2.2. Kolorektal kanserde metastazla ilişkili bazı mikroRNA’lar 

miRNA İfade düzeyi Hedefler Referanslar 

miR-16-5p ↓ ITGA2 (38) 

miR21 ↑ PDCD4 (193) 

miR-20a/miR-106a ↑ AMER1  (139) 

miR27a ↑ FAM172A (194) 

miR-28-5p ↓ SSRP1 (144) 

miR-31-5p ↑ NUMB (195) 

miR-32-5p ↑ TOB1 (196) 

miR-107 ↓ TFRC (197) 

miR126 ↓ CXCL4, ROCK, IRS1, 

SLC7A5 ve TOM1 

(149,150,198) 

miR-139-5p ↓ NOTCH1 (199) 

miR-141-3p ↓ 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, Gli1, MUC4  

 

(162,164,205,

206) 

miR-181a-5p ↓ MMP14 (207) 

miR-186-5p ↓ ZEB1 (207) 

miR-191 ↑ TIMP3 (208,209) 

miR194 ↑ MMP2, MMP9, Vimentin ve  

E-Cadherin 

(210) 

miR-200 ↓ ZEB1, ZEB2 (211–213) 

miR-204 ↓ CXCL8 (214) 

miR-206 ↓ TM4SF1 (215) 

miR-301a-3p ↑ DLC1, RUNX3 (171) 

miR-302a ↓ NFIB, CD44 (216) 

miR-324-5p ↓ ELAVL1 (217) 
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miR-330 ↓ HMGA2 (218) 

miR-338-5p ↑ PIK3C3 (219) 

miR-519b-3p ↓ CKMT1B (181) 

miR-520e ↓ MTDH (220) 

miR582 ↓ RAB27A (183) 

miR-590-5p ↑ RECK (221) 

miR-708 ↓ ZEB1 (185) 

miR-873-5p ↓ ZEB1 (222) 

miR-6716-5p ↑ NAT10 (223) 

Metastatik hücrelerin primer tümörden uzak metastaz bölgelerine gidişi oldukça zorlu bir 

yolculuktur. Uzak bir lokasyona gidip yeni bir koloni oluşturması için aşılması gereken 

bariyerler vardır.  Bu süreci anlamak için anahtar yol, epitelyal-mezenkimal (EMT) 

programlamasını çözümlemekten geçmektedir. EMT; primer tümör hücrelerinin primer 

tümörden ayrılarak yeni bir metastatik nişi oluşturması için geçirmesi gereken fiziksel 

değişiklikleri açıklar. Bu doğrultuda tümör hücrelerinin metastazı için mikroçevre değişikliği 

gerektiği de kabul görmektedir (224,225). Bu mikroçevre değişikliğini oluşturacak çok sayıda 

faktör tanımlanmıştır. Bunlardan biri de mikroRNA’lardır. Hücrelerin EMT geçişi miRNA’lar 

tarafından regüle edilebilir. miRNA’lar E-cadherin, N-cadherin, ZEB, SNAI1 ve TWIST1 gibi 

EMT transkripsiyon faktörlerini regüle ederek kolorektal kanserde (ve birçok kanser tipinde) 

tümör hücrelerinin invazyon ve metastazını destekleyebilir ya da inhibe edebilir (124,226–228). 

Kolorektal kanserde miR204’ün yüksek ekspresyonu ile CXCL8’i inhibe edilerek E-cadherinin 

upregüle, N-cadherinin downregüle olduğu bildirilmiştir (214). Başka bir çalışmada, 

miR191’in ekspresyonundaki azalışın kolorektal kanserlerde migrasyonu engellediği ve N-

cadherin ile E-cadherin seviyelerini değiştirdiği gösterilmiştir (208). Ek olarak, miR-6716-

5p’in NAT10 ekspresyonunu inhibe ederek E-cadherini downregüle ettiği gösterilmiştir (224). 

Qian ve arkadaşları ise, miR141-3p’nin EGFR’yi hedefleyerek E-cadherin, N-cadherin, SNAI1 

ve Vimentin düzeylerini değiştirdiğini ve EMT sürecini desteklediğini rapor etmişlerdir (153).  

Bu tez çalışmasında EMT ile ilişkisi olan bazı miRNA’ların ekspresyon düzeyleri incelenmiştir. 

Bu miRNA’lar; miR21, miR27a, miR126, miR146a, miR148a, miR150, miR194 ve 

miR582’dir. “The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma)” 

miRNA-seq verileri kullanılarak bir biyoinformatik analiz yapılmış ve kolorektal kanserde 
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farklı eksprese olan miRNA’lar çıkarılmıştır. Daha sonra EMT ile ilişkili olanlar saptanarak 

içlerinden bir seçim yapılmıştır. 

2.7.2. KOLOREKTAL KANSERDE EKSOZOMAL miRNA ÇALIŞMALARI 

Yukarıda bahsedildiği üzere çok sayıda miRNA molekülünün kolorektal kanserde etkinliği 

gösterilmiş olmakla birlikte çok az çalışmada MKH eksozomlarının taşıdığı miRNA’ların 

kolorektal kanser üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmaların ilki 2019 yılında Xu ve 

arkadaşları tarafından yapılmıştır. Bu çalışmada MKH eksozomlarında yüksek eksprese olan 

miR-16-5p molekülünü kolorektal kanser hücre hatlarına transfekte ederek tümör migrasyon ve 

invasyonunun ITGA2’yi hedefleyerek azalttığını göstermişlerdir. MKH eksozomlarının 

taşıdığı miRNA’ların kolorektal kanserde etkinliğini gösteren çalışmalar, Çizelge 2.3.’de 

özetlenmiştir.  
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Çizelge 2.3. Kolorektal kanserde eksozomal mikroRNA çalışmaları 

exo miRNA Hedeflediği gen KRK’daki etkisi Referans 

exo miR-16 ITGA2 
Apoptozu artırırken proliferasyon, 

migrasyon ve invazyonu inhibe eder 
(38) 

exo miR-

4461 
COPB2 

Proliferasyon, migrasyon ve invazyonu 

inhibe eder 
(37) 

exo miR-

3940 

Integrin α6 

(ITGA6) 

TGF-β1 inaktivasyonu ile KRK hücrelerinin 

proliferasyonunu, EMT'sini,invazyon ve 

metastazını inhibe eder. 

(229) 

exo miR-222 ATF3 

AKT yolunu aktive ederek KRK’in 

gelişimini destekler ve tümör büyümesini 

arttırır. İmmün sistemden kaçışı destekler.  

(230) 

exo miR-22 RAP2B 

PI3K/AKT yolunu inhibe ederek KRK 

hücrelerinin proliferasyonunu ve 

invazyonuınu baskılar. 

(231) 

exo miR-424 TGFR3 

KRK’da tümör büyümesini hızlandırır. miR-

424 inhibe edilirse KRK’da tümör büyümesi 

kısıtlanır.  

(232) 

exo miR-30a 

ve  

exo miR-222 

MIA3 
KRK hücre proliferasyonunu ve metastazı 

destekler. 
(233) 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ  

İnsidansı ve mortalitesinin yüksek olması nedeniyle kanserin progresyonu ve yayılımına etki 

eden faktörleri saptamak, kanser araştırmalarının en önemli hedeflerinden biridir. Bu 

doğrultuda bu doktora tezinin konusu; dünyada en sık görülen kanser tiplerinden biri olan 

kolorektal kanserin progresyonu ve yayılımına insan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücre (MKH) eksozomlarının etkisini araştırmaktır.  

 

Bu tez çalışmasında MKH eksozomlarının kolorektal kanser gelişimi ve ilerlemesinde etkisini 

saptamak ve normal biyolojik süreçlerde MKH’nin KRK hücreleri üzerindeki etkisini 

anlayabilmek için invitro olarak insan kemik iliği kaynaklı MKH eksozomları kullanılmıştır. 

Bu eksozomlar, KRK hücre hatlarına uygulanarak proliferasyon, invazyon/metastaz/EMT 

bağlamında etkisi değerlendirilmiştir.  

 

Literatür bilgileri eşliğinde; bu tez çalışmasının hipotezi, “İnsan Ki-MKH kaynaklı 

eksozomların, kolorektal kanser hücrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon yeteneğini 

artırır” şeklinde ifade edilebilir. Buna ek olarak, EMT transkripsiyon faktörlerinin ve EMT 

ilişkili miRNA’ların ekspresyon seviyelerinde de EMT’yi artırma yönünde bir değişim olacağı 

öngörülmüştür. Bu tez çalışmasından elde edilen veriler ile kolorektal kanser progresyonunda 

ve yayılmasında, MKH’lerin salgıladığı ve parakrin etki gösterdiği bilinen çeşitli sitokinlere 

(örn IL-8) ek olarak eksozomların rolü incelenmiş ve Başlık 2.4.5’de bahsi geçen ve literatürde 

halen çelişkili görünen MKH-kolorektal kanser ilişkisinde MKH eksozomlarının pro ve/veya 

anti-tümör etkisine dair bir yorum yapılmıştır.  

 

MKH eksozomlarının pro ve/veya anti-tümör etkisi, EMT sürecindeki etkisi saptandıktan sonra 

bunun ilişkili olduğu moleküler mekanizmalar ile ilgili çalışmalar yapılmış ve fonksiyonel 

olarak saptanan sonuçlar, biyoinformatik ve moleküler deneylerle de desteklenmiştir.  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM  

4.1. MATERYAL  

Çalışmada 22 Ocak 2018 tarih ve 02-61-18 karar nolu ile Ankara Üniversitesi Etik kurulu izni 

ile 5 ayrı sağlıklı donörden elde edilen Ki-MKH süpernatanı ve bir adet Ki-MKH hücre hattı 

süpernatanı kullanılmıştır. Bu süpernatanlardan elde edilen eksozomların uygulanması için de 

kolorektal kanser hücre hattı kullanılmıştır.  Kanser hücre hattı Ankara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Onkoloji ABD’ndan Prof. Dr. Hakan AKBULUT’tan, Ki-MKH hücre hattı ise 

ATCC’den temin edilmiştir. Kullanılan hücre hatları ve üretim koşulları Çizelge 4.1.’de 

verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Kullanılan hücre hatları ve üretim koşulları 

Tarih Pasaj 

no 

Hücre 

hattı 

Hücre adı Kullanılan 

besiyeri 

katalog 

numaraları 

Ortam içeriği 

19.02.2018 12 ATCC 

HT29 

Kolorektal 

Kanser 

(insan) 

Gibco Cat No: 

16600082 

Lot No: 

2120383 

McCoy’s 5A 

(Modified) Medium 

+%10FBS* 

+Penisilin/Streptomisin 

21.05.2019 5 ATCC 

PCS-

500-012 

Ki-MKH 

Hücre Hattı 

(insan) 

Biological 

Industries  

Cat.No: 05-

200-1A 

Lot.No: 

1610177 

MSC Nutristem Media 

XF + MSC Nutristem 

XF Supplement Mix 

+%10FBS* 

+Penisilin/Streptomisin 

 

* Hücrelerin çoğaltılması için bir süre FBS kullanılmıştır. Ancak süpernatan toplanmasında ve 

eksozom uygulaması yapılacak deneylerde (yara iyileşmesi deneyi…vs) FBS kullanılmamıştır.  

Kullanılan başlıca kimyasallar; Sodyum klorür (NaCI, molekül ağırlığı, 58.44, Sigma-

Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD), Potasyum klorür (KCI, molekül ağırlığı, 74.55, Sigma-
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Aldrich-250g, Alabaster, AL, ABD), Sodyum fosfat dibasik heptahidrat (Na2HPO4.7H2O, 

molekül ağırlığı, 268.07, Sigma-Aldrich-250g, Alabaster, AL, ABD), Potasyum fosfat 

monobasik (KH2PO4, molekül ağırlığı, 136.09, Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD), 

Sodyum azide (NaN3, molekül ağırlığı, 65.01, Sigma-Aldrich-100g, Alabaster, AL, ABD), 

Sodyum hidroksit (NaOH, molekül ağırlığı, 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 (molekül ağırlığı, 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), Pürifiye anti-human CD9 antibody (Biolegend, San 

Diego, CA, ABD), Dimetilsülfoksit (DMSO, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

ABD), Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT, molekül ağırlığı, 414,32, 

Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, ABD), Matrigel Matrix (Corning Life Sciences, New 

York, ABD), Paraformaldehit (moleküler ağırlığı 30, Sigma-Aldrich-500g, Alabaster, AL, 

ABD) 

4.2. YÖNTEM  

4.2.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ  

4.2.1.1. Kİ-MKH KÜLTÜRÜ  

İnsan Ki-MKH hücre kültürü için “Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells; Normal, 

Human (ATCC® PCS-500-012™)” hücre hattı kullanılmış ve ATCC’den temin edilmiştir.  

Kİ-MKH Hücre hattı %10 fetal bovin serum (FBS), MSC Nutristem Media XF + MSC 

Nutristem XF Supplement Mix +%10FBS +Penisilin/Streptomisin ile kültüre edilmiştir (235).  

. 

Hücreler %80-90 konfluent olduğunda %10 FBS içeren besiyeri uzaklaştırılmış ve PBS’le 

hücreler yıkandıktan sonra FBS içermeyen besiyeri ile inkübe edilmiştir. Daha sonra 

süpernatanlar toplanıp -80 0C’de saklanmıştır.  
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https://www.google.com/search?sa=X&rlz=1C1FKPE_trTR971TR971&biw=1536&bih=722&sxsrf=AOaemvJy1CGz_Hi3ARIhO2__M1rLEY4TSA:1643104645530&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKmqSInPVeIAsYtMyvO0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmcE4tyipMSU3awMgIAMQ3irFIAAAA&ved=2ahUKEwigsObl0cz1AhXsQvEDHdghDioQmxMoAXoECA4QAw
https://www.google.com/search?rlz=1C1FKPE_trTR971TR971&biw=1536&bih=722&sxsrf=AOaemvK_eCNY8-mXF0u17JxSkv84glScGQ:1643104700208&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7AyAgDThZNCUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiB9-__0cz1AhWWS_EDHcy3DU0QmxMoAXoECBUQAw
https://www.google.com/search?rlz=1C1FKPE_trTR971TR971&biw=1536&bih=722&sxsrf=AOaemvK_eCNY8-mXF0u17JxSkv84glScGQ:1643104700208&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7AyAgDThZNCUQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiB9-__0cz1AhWWS_EDHcy3DU0QmxMoAXoECBUQAw
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Not: Hücrelerin FBS içermeyen ortamda strese girme ihtimali vardır. Bu durum eksozom 

içeriğinde değişikliğe sebep olabilir. Bunun önüne geçmek için “GMP grade insan büyüme 

faktörleri içeren bir supplement mix” kullanılmıştır.  

Primer Ki-MKH hücreleri için kültür işlemi yapılmamıştır. Ankara Üniversitesi Kök Hücre 

Enstitüsü Doku ve Hücre Üretim Merkezi bünyesinde klinik için üretilmiş olan primer Ki-MKH 

hücrelerin süpernatanları etik kurul onayı ile kullanılmıştır.  

4.2.1.2. HT29 (KOLOREKTAL KANSER HÜCRE HATTI) KÜLTÜRÜ 

 “HT29 (ATCC HTB-38) kolorektal kanser hücre hattı kullanılmış ve hücreler Ankara 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Onkoloji ABD’ndan Prof. Dr. Hakan AKBULUT’tan temin 

edilmiştir. HT29 hücre hattı %10 fetal bovin serum (FBS), McCoy’s 5A (Modified) Medium 

+Penisilin/Streptomisin ile kültüre edilmiştir (235). 

4.2.1.3. TRİPSİNİZASYON ve HÜCRE SAYIMI  

HT29 hücreleri yaklaşık %90 konfluent olduğunda süpernatan uzaklaştırılıp 1xPBS ile 

yıkanmış ve ardından 2X Tripsin EDTA tampon eklenerek 37 0C’de 4-5 dakika bekletilmiştir. 

Tripsin inaktivasyonu için 1X Tripsin İnhibitörü kullanılmıştır. Hücreler 200 g’de 3 dakika 

santrifüjlenip %10 FBS’li besiyeri ile resüspanse edilmiştir. Hücre sayımı için 10 µl hücre 

süspansiyonu hemasitometreye alınıp 4 büyük alan sayılmıştır. Buna göre aşağıdaki formül ile 

hücre sayısı hesaplanmıştır (236). 

1 ml’deki toplam hücre sayısı  =  (Sayılan hücre/4)  x Dilüsyon faktörü   x   104 

4.2.2. EKSOZOM İZOLASYONU  

Ki-MKH hücre süpernatanlarından eksozom izolasyonu yapılmıştır. İzolasyonlar için güncel 

literatürün tavsiye ettiği şekilde iki ayrı yöntemin kombinasyonu (size exclusion kromotografi 

ve ultrasantrifüjasyon) kullanılmıştır (237). Size exclusion kromotografi için “İzon Science 

qEV10 Size Exclusion” kolonları kullanılmış (238) ve Şekil 4.1.’de kullanılan kolonlar 

gösterilmiştir. Kullanıcı talimatına uygun olarak eksozom izolasyonu yapılmıştır (240). 

Protokole göre; süpernatanlar bir gece önceden -800C’den çıkarılıp +40C’ye alınmış ve gece 

boyu yavaşça çözünmesi sağlanmıştır.  Öncelikle süpernatanlar, hücre debrislerinin ve olası 

büyük partiküllerin uzaklaştırılması için 10.000 g’de 10 dk santrifüjlenmiştir. Her izolasyon 
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için yaklaşık 10 ml süpernatan temiz bir tüpe alınmış ve kolonlar yaklaşık 1 saat önceden 

+40C’den çıkarılarak oda ısısına gelmesi sağlanmıştır. Kolon, dik ve sabit durması için bir 

standa sabitlenmiş, üst hazne önce PBS ile ıslatılıp akış sağlandıktan sonra kolonun üst ve alt 

vidası çıkarılıp buraya yerleştirilmiştir. Haznenin hacmi kadar (yaklaşık 70 ml) PBS eklenip 

kolonun yıkanması sağlanmış, ardından 10 ml hücre süpernatanı eklenmiştir. Bu aşamadan 

hemen sonra akan ilk 25 ml sıvı daha atıldıktan sonra alta temiz bir 15ml’lik falkon konmuş ve 

15 ml eksozom toplanmıştır. Kolonun tamamen temizlenmesi için (yeni örneğe geçebilmek 

için) 120 ml (1.5 hacim) daha PBS kolondan geçirilmiş ve izolasyonlar tamamlandıktan sonra 

1 hacim %0.05 Na Azide geçirilip ve hazne boşalır boşalmaz alt ve üst vidalar kapatılarak kolon 

+40C’ye kaldırılmıştır. 

 

Şekil 4.1. Eksozom izolasyon kolonları 

 

Size exclusion kromotografi ile elde edilen 15 ml eksozomun saflığının ve konsantrasyonunun 

artırılması amacıyla örnekler ultrasantrifüjasyona tabi tutulmuştur (237). Eksozomlar 

ultrasantrifüj tüpüne aktarılıp 100.000 g’de 1 saat santrifüjlenip fazla süpernatan uzaklaştırılmış 

ve dipte kalan PBS ile tekrar resüspanse edilmiştir. Böylece her örneğin hacmi yaklaşık 1.5 ml-

3 ml aralığına indirilmiştir.  
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4.2.3. EKSOZOM KARAKTERİZASYONU  

4.2.3.1. EKSOZOM BOYUT DAĞILIMININ TRPS ile ANALİZİ  

Elde edilen eksozomların partikül büyüklüğü ve gerçek dağılım ile konsantrasyon verilerini 

elde etmek amacıyla ayarlanabilir direnç darbe algılama (Tunable Resistive Pulse Sensing, 

TRPS) mekanizmasına dayanan bir sistem olan qNano cihazı (Izon Sciences, Birleşik Krallık, 

teknik özellikler için bk.: https://www.izon.com/) kullanılarak izole edilen eksozomların 

analizleri gerçekleştirilmiştir. (240,241). Partikül büyüklüğü ve konsantrasyon kalibrasyonu 

için Izon CPC100B boncukları kullanılmış ve analiz aralığı 50-330 nm olan 100 nm'lik bir por 

büyüklüğüne sahip bir membran kullanılmıştır. Minimum 500 veri noktası toplanıp sonuçlar 

analiz edilmiştir. Bunun için NP100 poru cihaza yerleştirip kullanıcı talimatına uygun olarak 

önce wetting solüsyonu ile ıslatılmış, daha sonra da eksozomun resüspanse edildiği tampon 

(1xPBS) ile ayarlamalar yapılmış ve 40 µl örnek yüklenerek 500 veri sayıldıktan sonra 

kalibrasyon boncukları ile kalibre edilip sonuçlar analiz edilmiştir.  

4.2.3.2. FLOW SİTOMETRİ ile EKSOZOMAL BİYOBELİRTEÇLERİN ANALİZİ  

Eksozomlar çok küçük yapılar olduğu için flow sitometri ile direkt saptanabilmeleri çok güçtür. 

Flow sitometride görünür olabilmelerini sağlayabilmek için karboksil latex boncuklar 

kullanılmaktadır (237). Şekil 4.2.’ de görüldüğü üzere latex boncukların üzeri bir eksozom 

biyobelirteci olan CD9 antikoru ile kaplanmıştır. Daha sonra BSA ile bloklanıp eksozomlarla 

inkübe edilerek bead-CD9-eksozom komplexi oluşması sağlanmıştır. Son olarak PE işaretli 

CD81 antikoru (eksozom biyobelirteci) ile inkübe edilerek boyanması sağlanmış ve PE 

kanalında analiz edilmiştir (242).  
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Şekil 4.2. Flow sitometride eksozom analizi için hazırlanan bead-eksozom-antikor 

komplexinin yapısı (244) 

 

Yukarıdaki kompleksin hazırlığı için öncelikle 200 µl latex boncuk, 100 µl PBS ile karıştırılıp 

max. rpm’de santrifüj edilmiş, süpernatan uzaklaştırılıp 20 µg pürifiye CD9 antikoru eklenmiş 

ve 50 µl PBS eklenip 30 dk rotatorda inkübe edilmiştir. Daha sonra hacmi PBS ile 500 µl’ye 

tamamlanıp rotatorda gece boyu +40C’de inkübe edilmiştir. 10 dk. max.rpm’de santrifüjlenip 

süpernatanı uzaklaştırılmış ve 1 ml %5 BSA (PBS ile hazırlanmış)’da çözülüp rotatorda 4 saat 

inkübe edilmiştir. Tekrar santrifüjlenip süpernatanı uzaklaştırılmış ve 200 µl %1 BSA içinde 

çözülmüştür. Bu tüp “bead coating” olarak işaretlenmiştir.  

Analizi yapılacak her bir örnek için 2 tüp hazırlanmış, bunlardan biri CD81-PE boyalı, biri 

boyasız (negatif kontrol) olarak işaretlenmiştir. Her tüp için 1 µg eksozom ve 1 µl bead coating 

karıştırılmış. 50 µl PBS eklenerek oda ısısında 30 dk döndürülmüştür. PBS ile hacmi 500 µl’ye 

tamamlanıp rotatorda gece boyu +40C’de inkübe edilmiş, 10.000 g de 5 dk santrifüjlenip 

süpernatanı uzaklaştırılmıştır. Her tüp için 50 µl olucak şekilde PBS ile çözülmüş, boyalı olarak 

işaretlenen tüpe 5 µl PE-CD81 antikoru eklenmiş, boyasız olarak işaretlenen tüpe bir şey 

eklenmeden tüpler 1 saat karanlıkta rotatorda inkübe edilmiştir. Üzerlerine 100 µl PBS 

eklenerek flow sitometride okuması yapılmıştır. Okuma öncesinde flow sitometride bir taslak 

hazırlanmış, bunun için fazladan hazırlanan bir boyasız tüp kullanılmıştır. Boyasız tüpün 

okutulması ile boncukların nerede konumlandığı anlaşılıp kapı alınarak bir taslak 
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kaydedilmiştir. Analizler PE kanalındaki sayımlara göre boyalı tüpün boyasız tüpe göre en az 

1 birim yüksek sayım verdiğinin gösterilmesi ile tamamlanmıştır.  

 

4.2.3.3. EKSOZOMLARIN HÜCRE İÇİNDE GÖRÜNTÜLENMESİ  

İzole edilen eksozomlar bir membran boyası olan ile Dil boyası ile işaretlenip HT29 hücreleri 

içinde konfokal mikroskopi ile görüntülenmiştir (244). Bunun için 48x1010 partikül eksozom 

son hacmi 1 ml olacak şekilde süspanse edilmiştir. Daha önce DMSO ile çözülerek son 

konsantrasyonu 2,5 mg/ml olan Dil boyasından 4 µl eklenip karanlık ortamda ve oda ısısında 1 

saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda üzerine son hacmi 6 ml olacak şekilde PBS 

eklenip 100.000 g’de 1 saat santrifüj edilmiştir. Süpernatan uzaklaştırılıp PBS ile tekrar 

çözülmüştür.  

HT29 hücreleri 5x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 kuyucuklu plakalara steril lamel üzerine 

ekilip 24 saat inkübe edilmiştir ve eksozomlar 4x1010 partikül/ml konsantrasyonda olacak 

şekilde HT29 hücrelerine uygulanmıştır. Hücreler Dil işaretli eksozomlar ile 24 saat inkübe 

edildikten sonra %100 metanol ile fikse edilip DAPI’li mounting besiyeri ile kapatılmış ve 

konfokal mikroskopta incelenmiştir. Negatif kontrol olarak işaretsiz eksozomlar kullanılmıştır. 

Hücre içine alınan eksozomlar 63X büyütme ile görüntülenmiştir.  

4.2.4. EKSOZOM UYGULAMASI İLE YARA İYİLEŞMESİ DENEYİ  

Eksozom uygulamasının HT29 hücreleri üzerinde migrasyon yeteneği açısından etkisini 

incelemek için yara iyileşmesi deneyi yapılmıştır (245). Bir hücre tabakasının hücre göçünü 

yarı kantitatif olarak ölçmek için kullanılan bu yaklaşımda %70-80 konfluent olan hücrelere 

pipet ucu ile bir çizik atılarak oluşan boşluğa hücrelerin göç etmesini ve boşluğu kapatması 

beklenmektedir (246).  

Yara iyileşmesi deneyi için öncelikle HT29 hücreleri 2x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 

kuyucuklu plakalara ekilmiş, 24 saat sonra besiyeri uzaklaştırılıp 200 µl’lik pipet ucu ile 

çizilmiştir. Daha sonra hücre kalıntılarının uzaklaştırılması için 1xPBS ile yıkanmıştır. 2 ml 

FBS içermeyen besiyeri eklenip her bir eksozom için 2x1010 partikül/ml olacak şekilde 

eksozom uygulaması ile 3’lü tekrarlar yapılmıştır. Kontrol grubuna eş hacimde PBS 

eklenmiştir. Eksozom uygulaması yapıldıktan hemen sonra fotoğraflanmış ve 0. saat olarak 
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kaydedilmiştir. Hücreler 37 0C’de hücre inkübatörüne alınıp 48 saat inkübe edildikten sonra 

tekrar fotoğraflanmış ve ZEN 2012 (blue edition) programı aracılığıyla yara kapanma oranları 

ölçeklendirilmiş ve sonuçlar two-way ANOVA testi kullanılarak “GraphPad” istatistik 

programı ile analiz edilmiştir.  

4.2.5. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MTT DENEYİ  

Eksozom uygulamasının HT29 hücreleri üzerinde proliferasyon açısından etkisini incelemek 

için MTT deneyi yapılmıştır. Temel çalışma prensibi; proliferasyona uğrayan hücrelerin artan 

dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (MTT, Metiltiazol difenil tetrazolyum: sarı 

renkli) kullanarak formazan (mor) boya üretmesi sonucu görülen renk değişiminin absorbans 

olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile ölçülmesine dayalıdır.  

NAD(P)H bağımlı hücresel oksiredüktaz     +   Tetrazolyum → Formazan (mor renkli) 

Böylece hücresel büyümeyi ve canlılığı yansıtan mitokondrinin aktivitesi ölçülerek hücre 

proliferasyonu hakkında bilgi sağlanmaktadır (247). Şeki 4.3.’de formazan kristallerinin 

oluşturduğu renk değişimi temsili olarak gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.3. MTT Deney Görüntüsü 

 

MTT deneyi için öncelikle HT29 hücreleri 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu 

plakalara ekilmiş, 24 saat sonra besiyeri uzaklaştırılıp 1xPBS ile yıkanmıştır. 100 µl FBS 

içermeyen besiyeri ve 2x1010 partikül/ml konsantrasyonda eksozom uygulaması yapılmış ve 
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24, 48, 72 saat olarak 3 ayrı plate’de 37 0C’de inkübe edilmiştir. Kontrol grubu için eş hacimde 

1xPBS uygulanmış, blank kontrol için hücresiz 3 kuyucuk ayrılmıştır. İnkübasyon süresi 

dolunca 10 µl MTT reaktifi eklenip 2 saat 37 0C’de inkübe edilmiş ve besiyeri uzaklaştırılıp 50 

µl DMSO ile formazan kristalleri çözülmüş ve son hacmi PBS ile 100µl’ye tamamlanıp 590 

nm multiplate okuyucuda absorbans değerleri okunmuştur. Blank kontrol değerleri ile 

normalizasyon yapıldıktan sonra sonuçlar two-way ANOVA testi kullanılarak GraphPad 

programı ile analiz edilmiştir.  

4.2.6. EKSOZOM UYGULAMASI İLE HÜCRE İNVAZYON DENEYİ 

Eksozom uygulamasının HT29 hücreleri üzerinde invazyon açısından etkisini incelemek için 

transwell matrigel temelli hücre invazyon deneyi yapılmıştır. Temel çalışma prensibinde, 

gözenekli bir membran ile iki ayrı ortam oluşturulur. Gözenekli membran, zardaki gözenekleri 

bloke etmesi için ekstraselüler matristen (ECM) oluşan bir jel ile bloke edilir. ECM, zar 

gözeneklerini tıkar ve invaziv hücreler matrisi bozabilir ve ECM katmanından geçebilir, oysa 

non-invaziv hücreler ECM katmanından geçemez. Daha sonra invaziv hücreler boyanıp 

sayılarak invazyon yeteneği hakkında bilgi alınmış olur (246,248). 

 

Şekil 4.4. Transwell İnvazyon deneyi (250)  

Transwell invazyon deneyi için öncelikle 8 µm porlu transwell kuyucukları 24 kuyucuklu plaka 

içerisine yerleştirilmiştir. Bir gece önceden yavaşça çözünmesi için +4 0C’ye çıkarılan Matrigel 

Matrix, FBS içermeyen besiyeri ile uygun konsantrasyonda (250µg/ml) dilüe edilerek transwell 

kuyucuklarına 100 µl olarak eklenip jelleşmesi için gece boyu 37 0C’de inkübe edilmiştir. Daha 

sonra HT29 hücreleri 5x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde transwellin üst haznesine 200 µl FBS 

içermeyen besiyeri ile ekilmiş, ayrıca deney grupları için 2x1010 partikül/ml konsantrasyonda 

eksozom ilave edilmiştir. Alt hazneye ise 750 µl %10 FBS içeren besiyeri eklenmiştir. Ardından 

hücreler 48 saat 37 0C’de inkübe edilmiş ve inkübasyon süresi sonunda besiyerleri uzaklaştılıp 
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transwell kuyucukları 1xPBS ile iki kez yıkanmış ve %3,7 paraformaldehit ile fikse edilip %100 

metanol ile permabilize edilmiştir. Daha sonra %2 Giemsa ile 10 dakika boyanıp üst 

katmandaki non-invaziv hücreler swab ile silinip 2 kez 1xPBS ile yıkanmış, por kuruduktan 

sonra temiz bir bistüri ucu ile kesilip lam üzerine alınıp ışık mikroskobunda görüntülenmiştir. 

5 ayrı alandan çekilen fotoğraflarda invaze hücreler sayılmış ve sonuçlar two-way ANOVA 

testi kullanılarak GraphPad programı ile analiz edilmiştir. 

4.2.7. RNA-SEQ METAANALİZİ 

“The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma)” miRNA-seq verileri 

ve ilgili klinik bilgiler, R istatistik yazılımı (sürüm 4.0.3) kullanılarak Pan-Cancer Atlas 

üzerinden (https://portal.gdc.cancer.gov/) alınmıştır (249). Bu veri, 463 örnekten (455 primer 

tümör ve 8 normal kontrol) oluşuyordu. miRNA ekspresyon matrisi, 1881 miRNA’dan 

oluşmaktadır.  

Diferansiyel miRNA ifadesi, DESeq2 ve IHW paketleri kullanılarak analiz edilmiştir. Farklı 

tümör ve normal kontrol dokuları arasındaki anlamlı ekspresyon farklılığı için mutlak log2 kat 

değişimi ≥1 ile ayarlanmış p değeri ≤ 0,05 olarak kabul edilmiştir (250).   

EMT ile ilgili genler ve kodlayıcı olmayan RNA'lar için kapsamlı literatür araştırması ve 

işlevsel açıklama içeren bir veritabanı olan dbEMT 2.0 kullanılarak EMT ile ilişkili miRNA’lar 

saptanmıştır (251). Bu iki verinin (kolorektal kanserde farklı eksprese olan miRNA’lar ve 

dbEMT üzerinde tanımlı EMT ilişkili miRNA’lar) kesişimi için Venn diyagramı oluşturmak 

için “InteractiVenn” aracı kullanılmıştır (252). Bu miRNA’lar içinden bazıları seçilerek 

çalışmaya dahil edilmiştir.   

4.2.8. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MİRNA VE EMT-TF GEN EKSPRESYON 

DEĞİŞİMLERİNİN SAPTANMASI 

4.2.8.1. Total RNA izolasyonu (Trizol ile) 

HT29 hücreleri, 6-kuyucuklu plakalara 2x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiş ve 24 saat 

inkübasyondan sonra (%70-80 konfluensi) DPBS ile yıkanıp 2x1010 partikül/ml 

konsantrasyonda FBS içermeyen besiyeri ile eksozom uygulaması yapılmıştır. Kontrol grubuna 

eksozomlar ile eş hacimde PBS eklenmiştir. 48 saat inkübasyonun sonunda RNA izolasyonu 
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için “RiboEX total RNA isolation solution” kullanılarak trizol temelli bir RNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir.  

Her kuyucuğa 750 µl trizol eklenerek hücreler pipetaj ile kaldırılıp 1.5 ml’lük mikrosantrifüj 

tüpüne alınır. 5 dk oda ısısında beklenip 12.000 g’de 40C’de 10 dk. santrifüjlenmiştir. 

Süpernatan temiz tüpe alınmıştır 200 µl kloroform eklenip 12.000 g’de 40C’de 15 dk. 

santrifüjlenmiş ve ayrılan üst faz temiz tüpe alınmıştır. Üzerine 1 ml isopropil alkol eklenip alt 

üst edilmiş ve 12.000 g’de 40C’de 10 dk. santrifüjlenmiştir. Süpernatan atılıp 1 ml 750 µl %75 

etanol eklenip 7500 g’de 40C’de 5 dk. santrifüjlenmiştir. süpernatan atılıp tüp kurutulmuş ve . 

50 µl RNAaz free su eklenip 56 0C’de 10 dk bekletilip buza alınmıştır.   

▪ RNA’nın spektrofotometrik analizi ve miktar tayini 

İzole edilen RNA’ların saflığı ve konsantrasyonunun tespiti için spektrofotometre (ePoch, 

BioTek Instruments, Winooski, Vermont, ABD, teknik özellikler için bk.: 

https://www.biotek.com/) ile iki tekrarlı olarak RNA’lar ölçülmüştür. Nükleik asitler 260 nm 

dalga boyunda, protein ise 280 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. RNA’nın 

saflığı değerlendirilirken 260/280 oranının ~2 olması gerekmektedir. Bu tez çalışmasında da 

mümkün olduğunca bu orana uygun aralıklar dikkate alınmıştır. 

▪ Agaroz Jel Elektroforezi 

RNA’ların bütünlük kontrolü ve DNA kontaminasyonu tespiti için %1 agaroz jel ile yatay 

elektroforezde yürütülmüştür. Örnekler 100 bp DNA ladder eşliğinde yürütülmüştür. RNA’lar 

650C’de 3 dk. inkübe edilip, daha sonra 6x yükleme boyası ile karıştırılıp jele yüklenmiştir. 80 

voltta 1 saat yürütülüp UV transilluminator (Biorad Chemidoc Imaging Systems, Hercules, 

Kaliforniya, ABD, teknik özellikler için bk.: https://www.bio-rad.com/) ile görüntülenmiştir.  

 

4.2.8.2. cDNA Sentezi 

EMT-TF ekspresyonları için, başlangıç RNA miktarı 1000 ng olacak şekilde hesaplamalar 

yapılıp “EntiLink cDNA sentez kiti” kullanılarak kullanıcı talimatına uygun olarak cDNA 

sentezlenmiştir.  

https://www.google.com/search?rlz=1C1FKPE_trTR971TR971&sxsrf=AOaemvIUyBRm4hradkX0FcXUX_aYDUdndA:1643106055995&q=Winooski,+Vermont&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SDJLz0kxUuIEsQ0NssxLtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1gFwzPz8vOLszN1FMJSi3Lz80p2sDICAGF91SRcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiBsq6G18z1AhWBQvEDHeqcCPMQmxMoAXoECBUQAw
https://www.biotek.com/
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
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
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Buna göre cDNA sentezi için kullanılan protokol ve PCR programı Çizelge 4.2.’de 

gösterilmiştir.  

 

 

Çizelge 4.2. EMT-TF için kullanılan cDNA protokolü 

1. aşama 5x gDNA eraser buffer 2 µl 

gDNA eraser 1 µl 

RNA + RNAase free su 7 µl 

Toplam hacim 10 µl 

Program: 42 0C’de 2 dk.  

2. aşama 1. aşama mix 10 µl 

dNTP 1 µl 

RT primer mix 2 µl 

RNAase free su 2 µl 

Toplam hacim 15 µl 

Program: 70 0C’de 5 dk. Buzda beklet 

3. aşama 2. aşama mix  15 µl 

5x RT buffer 4 µl 

RTase  1 µl 

Toplam hacim 15 µl 

Program: 37 0C’de 60 dk. 

95 0C’de 5 dk.  

Buzda beklet.  

 

miRNA ekspresyonları için başlangıç RNA miktarı 3000 ng olarak belirlenmiş ve spesifik stem-

loop primerler kullanılarak gen spesifik cDNA sentezi kullanıcı talimatına uygun olarak 

yapılmıştır . Kullanılan miRNA stem-loop primerleri Çizelge 4.3.’de verilmiştir.  
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Çizelge 4.3. cDNA sentezinde kullanılan miRNA stem-loop primerleri 

miRNA Primer dizisi (Stem-loop) 

let7a 5ʹ-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC AAC TAT 3' 

U6 (küçük nüklear 

RNA, snRNA) 

5′-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′ 

hsa-miR21-5p 5′- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC TCA ACA -3′   

hsa-miR27a-5p 5′-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC TGCTCA- 3’ 

hsa-miR126-5p 5’-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG ACCGC GTA-3’ 

hsa-miR146a-5p 5′-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC   AAC CCA- 3’ 

hsa-miR148a-5p 5′-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG ACAGT CGG- 3’ 

hsa-miR150-5p 5′-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC CACTGG- 3’ 

hsa-miR194-5p 5′-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG AC TCCACA- 3’ 

hsa-miR582-5p 5’-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA 

CTG GAT ACG AC AGT AAC-3’ 

 

miRNA’lar için kullanılan cDNA sentezinde kullanılan protokol ve PCR programı Çizelge 

4.4.’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.4. miRNA’lar için kullanılan cDNA protokolü 

1. aşama Stem-loop primer mix  10 µl 

dNTP 1 µl 

RNA + RNAase free su 4 µl 

Toplam hacim 15 µl 

Program: 70 0C’de 5 dk.  

2. aşama 1. aşama mix 15 µl 

5x RT buffer 4 µl 

RTase  1 µl 

Toplam hacim 15 µl 

Program: 42 0C’de 60 dk.  

95 0C’de 5 dk.  

Buzda beklet 

 

4.2.8.3. Kantitatif Real time PCR 

Gen ekspresyon değişimlerini saptamak için Q-PCR yapılmıştır. EMT -TF’ler için GAPDH, 

miRNA’lar için let7a ve U6 housekeeping gen olarak kullanılmıştır (253,254).  

Kullanılan miRNA ve EMT genlerinin primerleri Çizelge 4.5.’de verilmiştir.  
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Çizelge 4.5. Kantitatif PCR’da kullanılan tüm 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’ 

Twist1 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 GCT TAG CTG - 3’ 

miR126 F: 5’-GCA GCG CAG CAT TAT TAC TTT-3’ 

hsa-miR148a-5p F: 5’ - GCG CAG TGA GAA CTG AAT T - 3’  

hsa-miR148-5p F: 5’ -GCG CAG AAA GTT CTG AGA - 3’ 

miR150 F: 5’- GCA GTC TCC CAA CCC T- 3’  

miR194 F: 5’ -GCG CAG TGT AAC AGC AAC - 3’ 

miR582  F: 5’-AGC GCA GTT ACA GTT GTT C-3’ 
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Kantitatif PCR için Promega GoTaq® Green Master Mix, (2X) kullanılmış olup ilgili protokol 

ve PCR programı EMT-TF’ler için Çizelge 4.6.’da, miRNA’lar için Çizelge 4.7.’de verilmiştir.  

Çizelge 4.6. EMT-TF için kullanılan Q-PCR protokolü 

 

 

Protokol 

Promega GoTaq® Green Master Mix, (2X)  5 µl 

Forward Primer (10 pmol) 0,5 µl 

Reverse Primer (10 pmol) 0,5 µl 

RNAse free su 3 µl 

cDNA 

 

1 µl 

 

 

 

Program 

Pre-inkübasyon 95 0C 5 dk. 

Amplifikasyon 

(40 döngü) 

95 0C 15 sn.  

60 0C 60 sn 

72 0C 30 sn 

Melting Curve 95 0C 10 sn 

65 0C 60 sn 

95 0C bekleme 

Soğuma 40 0C 30 sn.  
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Çizelge 4.7. miRNA’lar için kullanılan Q-PCR protokolü 

 

 

Protokol 

Promega 

GoTaq® Green Master Mix, (2X) 

 8 µl 

Forward Primer (10 pmol) 1 µl 

Universal Primer (10 pmol) 1 µl 

RNAse free su 4,5 µl 

cDNA 1,5 µl 

 

 

 

Program 

Pre-inkübasyon 95 0C 5 dk. 

Amplifikasyon 

(40 döngü) 

95 0C 15 sn.  

59 0C 60 sn 

72 0C 30 sn 

Melting Curve 95 0C 10 sn 

65 0C 60 sn 

95 0C 

bekleme 

Soğuma 40 0C 30 sn.  

 

4.2.9. HT29 HÜCRELERİNDE miRNA TRASFEKSİYON ÇALIŞMASI 

Yapılan QPCR analizinde HT29 hücrelerinde düşük eksprese olduğu görülen miR126’nın 

overekspresyonunu sağlamak için lipozomal bazlı geçici transfeksiyon yapılmıştır. 

Transfeksiyon için miRIDIAN microRNA mimikleri ve Dharmafect transfeksiyon ajanları 

kullanılmıştır. Bu teknikte miRNA mimiklerinin konak hücreye girişini sağlayacak hücrenin 

fosfolipit tabakası ile sorunsuz birleşebilen pozitif yüklü lipid agregatlarının oluşumunu 

sağlayan bir reaktif kullanılmıştır (255,256).  

Her bir mimik için 3 tekrarlı olarak deney planlanmış olup hücreler 6 kuyucuklu plakalara 2x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilip 24 saat inkübe edildikten sonra (%40-50 konfluent olmalı) 

besiyerleri transfeksiyondan en az 12 saat önce antibiyotiksiz besiyeri ile değiştirilmiştir. Her 

kuyucuğa 50µm mimik ve transfeksiyon ajanı eklenip 24 saat inkübe edilmiştir. Mevcut 

besiyeri, antibiyotikli besiyeri ile değiştirilip hücreler 48 saat daha inkübe edildikten sonra RNA 
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izolasyonu gerçekleştirilmiştir. RNA izolasyonu için “RiboEX Total RNA izolation solution” 

kiti kullanılarak trizol temelli bir RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. RNA’ların bütünlük 

kontrolü ve DNA kontaminasyonu tespiti için %1 agaroz jel ile agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüştür. RNA’ların konsantrasyonu spektrofotometre ile iki tekrarlı ölçülmüştür.  

Başlık 4.2.9.2 ve 4.2.9.3 de tarif edildiği gibi cDNA sentezi ve qPCR’ları yapılarak miR126 

için ekspresyon artışı analiz edilerek transfeksiyonun başarısı kontrol edilmiştir. Kontrol 

mimiklere göre istatistiksel olarak anlamlı ekspresyon artışının sağlanması durumunda 

transfeksiyon başarılı kabul edilip ileri deneylere devam edilmiştir.  

4.2.9.1. TRANSFEKSİYON SONRASI YARA İYİLEŞMESİ DENEYİ 

Transfeksiyon sonrası HT29 hücrelerinin migrasyon yeteneği açısından değişimini incelemek 

için yara iyileşmesi deneyi yapılmıştır. miR126 overeksprese hücrelerde, overeksprese 

olmayanlara göre yara kapanma oranı hesaplanmıştır. Başlık 4.2.5.’deki protokole göre yara 

iyileşmesi deneyi yapılmış ve two-way ANOVA testi kullanılarak “GraphPad” istatistik 

programı ile analiz edilmiştir.  

4.2.9.2. TRANSFEKSİYON SONRASI EMT-TF GEN EKSPRESYON DEĞİŞİMİ 

Transfeksiyon sonrası HT29 hücrelerinin EMT profilindeki değişimi göstermek için qPCR 

yapılmıştır. Bunun için Başlık 4.2.9.2 ve 4.2.9.3’deki protokole göre cDNA sentezi ve 

qPCR‘ları gerçekleştirilmiştir.  

4.2.9.3. miR126-5p’NİN YOLAK ANALİZİ 

DIANA-mirPath v.3 web sunucusu (257) aracılığı ile “pathway union”, TarBase v7.0 (P-değeri 

eşiği 0.05, mikroT eşiği 0.7 ve Fisher'ın doğruluk testi (Hipergeometrik dağılım)) kullanılarak 

KEGG yolak analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analiz sonucuna göre kolorektal kanserde etkinliği 

öngörülen hedef genler listelenmiş ve miR126-5p’nin belirtilen hedefleri şematize edilmiştir.  
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI  

Bu tez kapsamında yapılan tüm deneyler Çizelge 5.1.’de gruplandırılmış ve ilgili başlık altında 

sonuçları paylaşılmıştır.  

Çizelge 5.1. İş Akış Şeması 

Deney grubu Deney adı Kullanılan yöntem 

Eksozomların 

hazırlanması 

Ki-MKH’lerden süpernatan 

toplanması 

Ki-MKH primer ve hücre hattı 

kültürü 

Eksozom izolasyonu Size exclusion kromotografi 

Ultrasantrifüjasyon 

 

Eksozom karakterizasyonu 

Q Nano Gold ile konsantrasyon ve 

boyut dağılımı analizi 

Flow sitometri ile biyobelirteç tayini 

 

 

 

Fonksiyonel 

deneyler 

MKH Eksozomlarının KRK 

Hücre İçinde 

Görüntülenmesi 

 Floresan boyama  

ve  

konfokal mikroskopi 

Hücre Proliferasyon Deneyi MTT deneyi 

Hücre Migrasyon deneyi Yara iyileşmesi deneyi 

Hücre İnvazyon deneyi Transwell invazyon deneyi 

 

Biyoinformatik 

Çalışmalar 

 

Kolorektal kanserde farklı 

eksprese olan ve EMT 

ilişkili miRNA’ların tespiti 

Metaanaliz: 

R yazılımı, Deseq2 paketi 

dbEMT veritabanı 

İnteractiVenn aracı 

 

 

 

 

 

Moleküler Deneyler 

 

EMT ilişkili 

gen ekspresyon değişimleri 

EMT-TF gen ekspresyonu analizi 

EMT ilişkili miRNA ekspresyon 

analizi 

 

 

miRNA overekspresyonu 

miR126 mimik transfeksiyonu 

Transfeksiyon sonrası EMT-TF gen 

ekspresyon değişimi 

Transfeksiyon sonrası yara 

iyileşmesi deneyi 
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5.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ  

5.1.1. ATCC PCS-500-012 (İNSAN Kİ-MKH HÜCRE HATTI) KÜLTÜRÜ SONUÇLARI  

Pasaj 5-7 arası çoğaltılan hücreler, %80-90 konfluent olduğunda besiyeri uzaklaştırılıp 1xPBS 

ile yıkanmış ve FBS içermeyen besiyeri ile 48 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra toplanan 

besiyeri (süpernatanlar) -80 0C’de saklanmıştır. 

Primer Ki-MKH’lerin süpernatanları ise Ankara Üniversitesi Kök Hücre Enstitüsü bünyesinde 

yer alan Doku ve Hücre Üretim Merkezi’nde üretimi yapılan hücrelerden temin edilmiş ve -

800C’de saklanmıştır. Hücre hattından çoğaltılan insan Kİ-MKH hücreleri, 10x objektif ile 

fotoğraflanmış ve Şekil 5.1.’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 5.1. ATCC PCS-500-012 (insan Ki-MKH hücre hattı) hücreleri 

 

5.1.2. HT29 (KOLOREKTAL KANSER HÜCRE HATTI) KÜLTÜRÜ SONUÇLARI  

“HT29 (ATCC HTB-38) kolorektal kanser hücre hattı %10 fetal bovin serum (FBS), McCoy’s 

5A (Modified) Medium +Penisilin/Streptomisin ile kültüre edilmiştir. Yeteri kadar pasajlanarak 
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tüm deneylerde kullanılmak üzere sıvı azotta %5 DMSO ve %95 FBS ile dondurularak 

saklanmıştır. HT29 hücreleri çoğaltılıp, 10x objektif ile fotoğraflanmış ve Şekil 5.2.’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 5.2. HT29 (insan kolorektal kanser) hücreleri 

 

5.2. EKSOZOM İZOLASYON VE KARAKTERİZASYON SONUÇLARI  

5 ayrı donörden elde edilen Ki-MKH süpernatanlarından ve insan Ki-MKH hücre hattından 

eksozom izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Karakterizasyon için aşağıdaki basamaklar takip 

edilmiştir: 

5.2.1. EKSOZOM BOYUT DAĞILIMININ TRPS İLE ANALİZ SONUÇLARI 

Elde edilen eksozomlar; boyut ve miktar tayini için Q-Nano Gold cihazında analiz edilmiştir. 

Şekil 5.3.’de eksozomların boyut ve miktar dağılım grafikleri yer almaktadır. MKH 

eksozomlarının kodları Şekil 5.3.’de, grafik üzerinde gösterilmiştir. Partikül büyüklüğü ve 

sayılarının detaylı analizi Çizelge 5.2.’de özetlenmiştir.  
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Şekil 5.3. İzole edilen eksozomların boyut ve miktar dağılım grafikleri 

 

201117H12 

061119H24 ATCC PCS-500-012 

180418H15 231019H23 

270319H19 
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Q-Nano Gold cihazında analizi yapılan eksozomların; boyut ve miktar tayin grafikleri 

incelendiğinde, eksozom boyut dağılımının 70-350 nm bandında yer aldığı görülmektedir. Şekil 

5.3.’de, sırasıyla ilk 5 grafik primer MKH eksozomlarını, 6.sı ise ATCC Ki-MKH hücre 

hattından elde edilen eksozomu göstermektedir. Eksozom boyutlarının literüratürde 150 

nm’den küçük olduğu bilinmekle birlikte MISEV kılavuzu (Minimal information for studies of 

extracellular vesicles) eksozomların tek başlarına izole edilemediğini ve onlara bir miktar da 

daha büyük boyutta olan mikroveziküllerin eşlik ettiğini bildirmektedir (237). Biz yaptığımız 

ek analizler ile Çizelge 5.2.’de ayrıntılı olarak boyut dağılımını verdiğimiz izolasyonlarımızı 

değerlendirdik ve izole ettiğimiz tüm örneklerde yaklaşık %80 oranında partikül boyutlarının 

80-160 nm aralığı içinde ve eksozom boyutları ile uyumlu olduğunu saptadık.  

 

Çizelge 5.2. İzole edilen eksozomların boyutlara göre dağılımları 
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5.2.2. FLOW SİTOMETRİ ile EKSOZOMAL BİYOBELİRTEÇLERİN ANALİZ 

SONUÇLARI  

Öncelikle boyasız işaretli tüpün okutulması ile boncukların nerede konumlandığı anlaşılmış ve 

kapı alma yapılarak bir taslak kaydedilmiştir. İlgili taslak Şekil 5.4.’ de gösterilmiştir:  

 

Şekil 5.4. Latex boncuk-CD9-eksozom kompleksinin (PE-CD81 içermeyen boyasız işaretli 

örnek) flow sitometri ile okuması ile kaydedilen taslak 

Şekil 5.4.’de kapı alma yapılarak analizler gerçekleştirildi. Öncelikle örnekler a) ileri saçılım 

(forward scatter, FSC) ve yana saçılım (side scatter, SSC) grafiği ile kapı alınarak boyutlarına 

göre ayırt edilmiştir. Daha sonra b) boncuğa bağlı eksozomların tekli olarak dedektörden 

geçenleri (singlet) seçilmiştir. Son olarak c) boncuğa bağlı eksozomlar PE kanalında analiz 

edilerek PE ışıma miktarı saptanmıştır.  

Literatüre uygun olarak CD81 boyalı tüplerin PE kanalında kontrole göre (PE-CD81 içermeyen 

boyasız işaretli örnek) en az bir birim  yüksek sinyal okuma vermesi ile CD81 pozitifliği 

gösterilmektedir. Buna göre 6 eksozom örneği için de eksozomların CD9 ve CD81 pozitif 

olarak karakterize olduğu gösterilmiştir. İlgili veriler Şekil 5.5.’de gösterilmiştir. Grafikte 

kırmızı pikler anti-CD81-PE boyaması içeren eksozomları, yeşil pik ise aynı örneğin negatif 

tüpünü (anti-CD81-PE antikoru içermeyen örneği) temsil etmektedir. CD81 antikoru ile 

boyanan eksozomlar, boyanmayanlara göre farklı bir profil oluşturmuştur. Negatif örneklerle 

çakışma olmaması, örnek içinde CD81 negatif partiküllerin olmadığını da kanıtlamaktadır.  
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Şekil 5.5. Elde edilen eksozomların flow sitometri sonuçları 
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5.2.3. EKSOZOMLARIN HT29 HÜCRELERİ İÇİNDE GÖRÜNTÜLENMESİ  

Dil C3(18) boyası ile boyanıp HT29 hücrelerine verilen eksozomlar, konfokal mikroskobi ile 

63X büyütme ile görüntülenmiştir. Negatif kontrol olarak işaretsiz eksozomlar kullanılmıştır. 

Hücre çekirdeği DAPI boyası ile boyanmış ve Image J programı ile birleştirilen görüntüler Şekil 

5.6.’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 5.6. MKH eksozomlarının HT29 hücre içinde görüntülenmesi. 

Konfokal mikroskobi ile yapılan görüntülemelerde, (a) kırmızı renk Dil C3(18) ile boyanmış 

eksozomları, (b) mavi renk DAPI ile boyanmış HT29 hücre çekirdeğini göstermektedir.  Image 

J ile yapılan analizle görüntüler birleştirilmiş ve (c) HT29 hücresi içinde eksozomlar 

görüntülenmiş ve resimde ok ile işaretlenmiştir.   

 

5.3. EKSOZOM UYGULAMASINDA ETKİN DOZ VE SÜRE TAYİNİ İÇİN 

OPTİMİZASYON ÇALIŞMASI  

Eksozom uygulaması ile yara iyileşmesi deneyi için literatür taraması yapılarak uygun bir etkin 

doz tayini için optimizasyon deneyi tasarlanmıştır. Literatür bilgileri incelendiğinde; hücreye 

eksozom uygulamasında farklı konsantrasyonlarda eksozom uygulaması ile etkin doz tayin 

edilmektedir (96,257). Buna göre HT29 hücrelerine 72 saat boyunca 1x1010, 2x1010 ve 4x1010 

partikül/ml olmak üzere 3 farklı dozda eksozom uygulaması yapılmış ve her 24 saatte bir (0, 

24, 48 ve 72. saatlerde), 10X objektif ile fotoğrafları çekilmiştir. “ZEN 2012 (blue edition)” 
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programı aracılığıyla yara kapanma oranları ölçeklendirilmiş ve sonuçlar “GraphPad” istatistik 

programı ile analiz edilmiştir. Protokol şöyle gerçekleştirilmiştir: Öncelikle HT29 hücreleri 

2x105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 kuyulu plakalara ekilmiş, 24 saat sonra besiyeri 

uzaklaştırılıp 200 µl’lik pipet ucu ile çizilmiş ve PBS ile yıkanmıştır. FBS içermeyen besiyeri 

eklenip eksozom uygulaması yapılmıştır. Kontrol grubuna eş hacimde PBS eklenmiştir. 0. saat 

olarak fotoğrafları çekilmiştir. Her 24 saatte bir fotoğraflanarak 72 saat boyunca inkübasyona 

devam edilmiştir. Analiz sonuçları incelendiğinde, kontrole göre anlamlı fark saptanan 

eksozom dozu ve süresi tayin edilmiştir.  

 

Şekil 5.7. 6-kuyucuklu plakada eksozom etkin doz tayini için optimizasyon deney tasarımı 

 

Yara kapanma oranları 1x1010, 2x1010 ve 4x1010 partikül/ml uygulama yapılan gruplar arasında 

sırasıyla kontrole göre kıyaslama yapılarak GraphPad programı kullanılarak Anova testi ile 

sonuçlar analiz edilmiştir. Temsili deney fotoğrafları Şekil 5.8.’de ve analiz grafiği Şekil 5.9.’da 

gösterilmiştir.  

Şekil 5.8.’de, a) Eksozom uygulaması yapılmayan (PBS uygulanmış) kontrol gruplarını, b) 

1x1010 partikül/ml eksozom uygulaması yapılan grubu, c) 2x1010 partikül/ml eksozom 

uygulaması yapılan grubu ve d) 4x1010 partikül/ml eksozom uygulaması yapılan grubu temsil 

eden fotoğraflar 10x objektif ile çekilmiştir. 
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Şekil 5.8. Kontrol ve eksozom uygulaması yapılan gruplara ait yara iyileşmesi deneyi 

analizleri  
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Şekil 5.9. Eksozom Uygulamasında Konsantrasyon ve Süre Optimizasyon Analiz Sonuçları 

 

Yapılan optimizasyon çalışması sonuçlarına göre Şekil 5.9.’da gösterildiği üzere her üç dozda 

da kontrole göre daha hızlı yara kapanma profili görülmüş ve sonuçların istatistiki olarak 

anlamlı olduğu saptanmıştır (p<0.0001).  Ek olarak, dozlar arası karşılaştırma yapıldığında, 

1x1010 ve 2x1010 eksozom uygulanan gruplar arasında ve analiz saatleri arasında karşılaştırma 

yapıldığında 24 ila 48. saatler arasında anlamlı fark saptanmıştır (p<0.001). Bu sebeple tüm 

deneylerde kullanılmak üzere 2x1010 partikül/ml eksozom konsantrasyonu ve 48 saat 

uygulaması süresinin uygun olduğu saptanmıştır. 

5.4. EKSOZOM UYGULAMASI İLE YARA İYİLEŞMESİ DENEYİ SONUÇLARI  

Yara iyileşmesi deneyi için eksozom uygulaması yapılan hücreler eksozom uygulamasının 

yapıldığı 0. ve 48. saatlerde fotoğraflamış, “Zen 2012” programı kullanılarak her fotoğraf 

alanından 6 ölçüm yapılarak ortalamaları kaydedilmiştir. Sonuçlar two-way ANOVA testi 

kullanılarak Graphpad programı ile analiz edilmiştir. Analiz grafiği Şekil 5.10.’ da 

gösterilmiştir.  
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Şekil 5.10. MKH eksozom uygulaması ile yapılan yara iyileşmesi analiz sonuçları 

 

Analiz sonuçlarına göre hem primer hem hücre hattından elde edilen MKH eksozomlarının 

uygulandığı HT29 hücrelerinde, eksozom uygulanmayanlara göre yara kapanma hızının daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir. Bu durum MKH eksozom uygulamasının HT29 hücrelerinde 

migrasyon yeteneğini arttığını göstermektedir.  

 

5.5. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MTT DENEYİ SONUÇLARI  

Hücre proliferasyon deneyi için eksozom uygulaması yapılan hücreler uygulama yapıldıktan 

sonra 24., 48. ve 72. saatlerde MTT reaktifi ile muamele edilmiş, inkübasyon süresinden sonra 

oluşan formazan kristalleri çözülerek mikroplate spektrofotometrede (ePoch, BioTek 

Instruments) absorbans değerleri ölçülmüştür. Öncelikle blank kontrollere göre normalizasyon 

yapılmış ve sonuçlar Graphpad programı ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmiştir. Analiz 

grafiği Şekil 5.11.’de gösterilmiştir.  
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Şekil 5.11. MKH eksozom uygulaması ile yapılan MTT deneyi analiz sonuçları 

 

Analiz sonuçlarına göre hem primer hem hücre hattından elde edilen MKH eksozomlarının 

uygulandığı HT29 hücrelerinde, eksozom uygulanmayanlara göre proliferasyon hızının daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir. Bu durum MKH eksozom uygulamasının HT29 hücrelerinde 

proliferasyon hızının arttığını göstermektedir.  

5.6. EKSOZOM UYGULAMASI İLE HÜCRE İNVAZYON DENEYİ SONUÇLARI 

Hücre invazyon deneyi için HT29 hücreleri transwell kuyucuklarına ekilerek eksozom 

uygulaması yapılmış, 48 saat inkübasyondan sonra uygun şekilde boyanmıştır.  Şekil 5.12.’de 

boyanan transwell kuyucuklarına ait temsili fotoğraf gösterilmiştir.  5 farklı alandan 20x 

objektif ile fotoğraf çekilmiş ve yapılan hücre sayımlarının ortalaması alınmıştır. Sonuçlar 

Graphpad programı ile analiz edilmiş olup, analiz grafiği Şekil 5.13.’ de gösterilmiştir.  
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Şekil 5.13. Eksozom uygulaması ile transwell kuyucukları görüntüsü  

 

 

 

Şekil 5.14. MKH eksozom uygulaması ile yapılan hücre invazyon deneyi analiz sonuçları 
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Analiz sonuçlarına göre hem primer hem hücre hattından elde edilen MKH eksozomlarının 

uygulandığı HT29 hücrelerinde, eksozom uygulanmayanlara göre invaziv hücre sayısının 

arttığı gözlenmiştir. Bu durum MKH eksozom uygulamasının HT29 hücrelerinde invazyon 

yeteneğini arttığını göstermektedir.  

5.7. METAANALİZ SONUÇLARI 

“The Cancer Genome Atlas (TCGA) COAD (colorectal adenocarcinoma)” üzerinden çekilen 

miRNA-seq verileri, 1881 miRNA ve 463 örnekten (455 primer tümör ve 8 normal kontrol) 

oluşuyordu. Bu miRNA ekspresyon matrisi R yazılımında DESeq2 ve IHW paketleri 

kullanılarak analiz edildi. 

Analiz sonucunda 159 upregüle ve 318 downregüle olmak üzere toplam 477 farklı eksprese 

olan miRNA (DEMI) saptanmıştır. Bu miRNA’lar Çizelge 5.3.’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 5.3. Metaanalize göre KRK’da farklı eksprese olan miRNA’lar 

KRK’da upregüle miRNA’lar KRK’da downregüle miRNA’lar 

hsa-let-7f-1 hsa-let-7b hsa-mir-4664 

hsa-let-7f-2 hsa-let-7c 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 



60 

 

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-376c 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 
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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 



64 

 

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 veritabanında EMT ile ilgili genler ve kodlayıcı olmayan RNA'lar için kapsamlı 

literatür araştırması ve  işlevsel açıklama kullanılarak EMT ile ilişkili 149 miRNA saptandı. 

Veritabanında EMT ile ilişkilendirilmiş miRNA’ların listesi Çizelge 5.4.’de verilmiştir.  
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Çizelge 5.4. dbEMT 2.0 veritabanında EMT ile ilişkilendirilmiş miRNA’lar 

dbEMT 2.0 veritabanından alınan 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 içinde EMT ile ilişkili olan miRNA’ların tespiti için InteractiVenn aracı 

kullanılarak Venn diyagramı oluşturuldu. Ven diyagramı Şekil 5.14’de gösterilmiştir. Buna 

göre 477 farklı eksprese olan miRNA arasından 93’ü, EMT ile direk ilişkili olarak saptanmıştır.  
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Şekil 5.15. KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile ilişkili miRNA’lar 

 

Buna göre Venn diyagramında kesişimi gösterilen miRNA’lar Çizelge 5.5.’de listelenmiştir.  
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Çizelge 5.5. KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile direk ilişkili miRNA’lar 

KRK’da downregüle ve EMT ile ilişkili 

miRNA’lar 

KRK’da upregüle ve EMT ile ilişkili 

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 

 

Yukarıda listelenen KRK’da farklı eksprese olan ve EMT ile ilişkilendirilen miRNA’lar 

arasından birkaç tane miRNA seçilmiş ve qPCR ile ifade düzeylerine bakılmıştır. Bu listede yer 

almayan miR126’nın da gen ekspresyon profiline bakılmıştır. Bu miRNA her ne kadar dbEMT 

veri tabanında EMT ile ilişkili miRNA olarak bulunmasa da literatür taramasında çok sayıda 

yayında KRK’de EMT, metastaz ve invazyon ile ilişkilendirilmiş bir miRNA olması sebebiyle 

seçilmiştir (150,199,258–261). Yapılan metaanaliz sonucunda seçilen ve bu tez çalışmasında 

ekspresyon düzeylerine bakılan miRNA’lar Çizelge 5.6.’da gösterilmiştir.  

 

Çizelge 5.6. Metaanaliz sonucunda seçilen miRNA’ların listesi 

Seçilen EMT ile ilişkili 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 İZOLASYON SONUÇLARI  

EMT-TF ve miRNA ekspresyon değişimini saptamak için eksozom uygulaması yapılan 

hücrelerden, uygulama yapıldıktan 48 saat sonra RNA izolasyonu yapıldı. RNA’lar 

konsantrasyon ve saflık tayini için spektrofotometre (ePoch, BioTek Instruments) ile iki tekrarlı 

olarak ölçülmüştür.  Çizelge 5.7.’de RNA’ların ölçüm sonuçları gösterilmiştir.  
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Çizelge 5.7. Eksozom uygulaması yapılan HT29 hücrelerinin RNA spektrofotometre ölçüm 

sonuçları 

Grup 260/280 oranı Kons. 

(ng/µL) 

Ortalama 

konsantrasyon 

Eksozom 

uygulanan grup 

1 

2,015 788,221 779,56 ng/µL 

2,011 770,899 

Eksozom 

uygulanan grup 

2 

2,018 503,12 517,032 ng/µL 

2,029 530,944 

Eksozom 

uygulanan grup 

3 

1,961 748,252 742,972 ng/µL 

1,956 737,693 

Kontrol 1 2,041 482,88 489,229 ng/µL 

2,047 495,579 

Kontrol 2 2,019 339,764 353,585 ng/µL 

2 367,406 

Kontrol 3 1,97 746,435 739,289 ng/µL 

1,928 732,144 

 

RNA’lar bütünlük kontrolü için %1 agaroz jelde yürütülmüştür. RNA 260 nm dalga boyunda, 

protein 280 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. RNA’nın saflığı 

değerlendirilirken 260/280 oranının yaklaşık 2 civarında olması gerekmektedir. İzolasyonu 

yapılan RNA’ların hepsinin 260/280 oranı beklenen aralıktadır. RNA jel görüntüsü 

incelendiğinde; DNA kontaminasyonu ve RNA degregasyonunu gösteren smear görüntüsü 

yoktur. Beklenildiği üzere 18S ve 28S ribozomal RNA’ları gösteren iki bant gözlenmiştir. Şekil 

5.15.’de RNA’ların agaroz jel görüntüsü verilmiştir. 
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Şekil 5.16. Eksozom uygulaması yapılan HT29 hücrelerinin RNA jel görüntüsü 

 

5.9. EKSOZOM UYGULAMASI İLE EMT-TF  EKSPRESYON SONUÇLARI 

Eksozom uygulaması yapılan ve yapılmayan (kontrol) HT29 hücrelerinden elde edilen RNA’lar 

kullanılarak cDNA ve qPCR yapılmıştır. Housekeeping gen olarak kullanılan GAPDH genine 

göre 2-ΔΔCT yöntemi kullanılarak verilerin normalizasyonu yapılmıştır (262). Sonuçlar 

Graphpad programı ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmiştir. Analiz grafiği Şekil 

5.16.’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 5.17. Eksozom uygulaması ile EMT-TF ekspresyon düzeyleri 
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Analiz sonuçlarına göre; N-cadherin ve Slug genlerinin ekspresyon düzeyleri MKH eksozom 

uygulaması yapılan HT29 hücrelerinde, yapılmayanlara göre istatistiki olarak anlamlı artış 

göstermiştir (*p<0.05). Bu artış, N-cadherin ve Slug’ın mezenkimal biyobelirteçler olması 

sebebiyle MKH eksozomları uygulanan HT29 hücrelerinde EMT’nin indüklendiğini 

göstermektedir. 

5.10. EKSOZOM UYGULAMASI İLE MİRNA EKSPRESYON SONUÇLARI 

Eksozom uygulaması yapılan ve yapılmayan (kontrol) HT29 hücrelerinden elde edilen RNA’lar 

kullanılarak gen spesifik cDNA ve qPCR yapılmıştır. Housekeeping gen olarak kullanılan let7a 

genine göre 2-ΔΔCT yöntemi kullanılarak verilerin normalizasyonu yapılmıştır (262). Sonuçlar 

Graphpad programı ile two-way ANOVA testiyle analiz edilmiştir. Analiz grafiği Şekil 

5.17.’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 5.18. Eksozom uygulaması ile miRNA ekspresyon düzeyleri 

 

Analiz sonuçlarına göre; miR21, miR27a, miR126, miR150 ve miR194’ün ekspresyon 

düzeyleri eksozom uygulaması yapılan HT29 hücrelerinde, yapılmayanlara göre istatistiki 

olarak anlamlı azalış, miR148a’da ise artış göstermiştir (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001). 
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Bu durum, MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde EMT süreçlerinde ilişkili miRNA’ların 

regülasyonlarına etki ettiğini göstermektedir.  

 

5.11. HT29 HÜCRELERİNDE MİR126 TRANSFEKSİYON ÇALIŞMASI SONUÇLARI 

Yapılan eksozom uygulaması sonrasında miR126’nın ekspresyonunun azaldığı gözlenmişti. Bu 

sebeple HT29 hücrelerinde miR126’nın nasıl bir etki oluşturduğunu test etmek için bu 

hücrelerde miR126’nın overkespresyonu hedeflenmiştir. Hücrelerin transfeksiyonun başarısını 

göstermek için transfeksiyon yapılan hücrelerden RNA izolasyonu yapılarak, miR126 

ekspresyonuna bakılmıştır. Veriler let7a’ya göre normalize edilip Graphpad ile student’s t testi 

uygulanmıştır.  

 

Şekil 5.19. miR126 mimik transfeksiyon kontrolü 

 

Analiz sonucunda miR126 mimik transfeksiyonu yapılan hücrelerin miR126 ekspresyon 

seviyesi, yapılmayanlara göre 14 kat artış göstermiştir (**p<0.001). Ekspresyon artışı, miR126 

mimik transfeksiyonunun başarılı bir şekilde yapıldığını göstermektedir.  
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5.11.1. TRANSFEKSİYON SONRASI HT29 HÜCRELERİNDE EMT-TF GEN 

EKSPRESYON SONUÇLARI 

miR126 mimik transfeksiyonu yapılan hücrelerin EMT-TF açısından ekspresyon değişimi 

incelendiğinde E-cadherin ekspresyonunun miR126 mimik transfeksiyonu yapılmayanlara göre 

istatistiksel olarak anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir (*p<0.05).  

 

Şekil 5.20. miR126 mimik transfeksiyonu sonrası EMT-TF ekspresyon düzeyleri 

 

Analiz sonuçlarına göre, miR126 overeksprese edilen HT29 hücrelerinde epitelyal biyobelirteç 

olan E-cadherin ekspresyonunun artması, hücrelerin MET sürecine yönlendiğini, yani 

miR126’nın tümör süpresör olarak görev yapan bir miRNA olduğunu göstermektedir.  

5.11.2. TRANSFEKSİYON SONRASI HT29 HÜCRELERİNDE YARA İYİLEŞMESİ 

DENEYİ SONUÇLARI 

miR126 mimik transfeksiyonu sonrası hücrelerin migrasyon yeteneğindeki değişimi 

gözlemlemek için yara iyileşmesi deneyi yapılmıştır. miR126 mimik transfeksiyonu 

yapılanların, yapılmayanlara göre yara kapanma hızının istatistiksel olarak anlamlı olarak 

azaldığı gözlenmiştir (*p<0.05).  
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Şekil 5.21. miR126 mimik transfeksiyonu sonrası yara iyileşmesi analiz sonuçları 

 

Analiz sonuçlarına göre, miR126 overeksprese edilen HT29 hücrelerinde yara kapanma hızının 

azalması, hücrelerin migrasyon yeteneğinin azaldığını göstermektedir. Bu durum yine 

miR126’nın tümör süpresör olarak görev yapan bir miRNA olduğunu göstermektedir.  

5.11.3. miR126-5p’NİN YOLAK ANALİZİ 

KEGG yolak analizi sonucunda tespit edilen ilişkili yolaklar Çizelge 5.8.’de ve Şekil 5.21.’de 

gösterilmiştir. Şekil 5.21.’de de görüldüğü üzere kanser, viral karsinojenez, küçük hücreli 

olmayan akciğer kanseri, endometriyal kanser, renal hücreli karsinom, FoxO sinyal yolu ve 

kolorektal kanserde, proteoglikanları içeren birçok yolakda hsa-miR-126-5p, önemli ölçüde 

zenginleşmiştir. Buna göre Şekil 5.21.’de dikey eksen, yolak kategorisini, yatay eksenler, 

zenginleştirme puanını [−log(P-value)] ve her yolak için zenginleştirilmiş hedeflenen genlerin 

sayısını temsil etmektedir (P <0,05). Veriler DIANA-mirPath v.3 web sunucusu tarafından 

analiz edilmiştir.  
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Şekil 5.21. hsa-miR-126-5p'nin öngörülen hedeflerinin KEGG yolak analizi. 
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Çizelge 5.8. miR126-5p yolak analizi sonuçları 

KEGG yolakları P değeri Gen 

sayısı 

Kanserde proteoglikanlar 1,071127E-06 22 

Viral karsinojenez 1,760756E-06 23 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri 3,076149E-06 11 

Endometriyal kanser 1,047558E-04 11 

Renal hücreli karsinom 2,707590E-04 14 

FoxO sinyal yolağı 2,756600E-04 22 

Kolorektal kanser 2,756600E-04 11 

Glioma 2,756600E-04 11 

Khronik miyeloid lösemi 2,756600E-04 14 

Pancreatik kancer 3,012736E-04 12 

Kök hücrelerin pluripotansisini regüle eden sinyal yolakları 4,036501E-04 17 

Musin tip O-Glycan biosentez 6,042454E-04 3 

Prostat kanseri 8,755590E-04 16 

p53 sinyal yolağı 9,076332E-04 13 

mTOR sinyal yolağı 2,244049E-03 12 

Aldosteron tarafından düzenlenen sodyum geri emilimi 3,457811E-03 9 

Epitelyal hücrelerin bakteriyel invazyonu 3,457811E-03 12 

Prolaktin sinyal yolağı 6,417650E-03 9 

Nörotrofin sinyal yolağı 9,999778E-03 17 

Sfingolipid sinyal yolağı  1,638371E-02 13 

Fokal adezyon 1,638371E-02 23 

Kanser yolakları 1,638371E-02 28 

PI3K-Akt sinyal yolağı 2,379470E-02 28 

Akut miyoleid lösemi 2,379470E-02 9 

Tiroid horumonu sinyal yolağı 2,720379E-02 17 

Melanom 3,213075E-02 10 

Yağ asidi degredasyonu 3,575913E-02 1 

Östrogen sinyal yolağı 3,575913E-02 10 
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AMPK sinyal yolağı 3,951185E-02 16 

Fc gamma R-aracılı fagositoz 3,951211E-02 12 

Sirkadiyen ritim 3,951211E-02 5 

İnsülin sinyal yolağı 4,107658E-02 16 

Hepatit B 4,797315E-02 16 

Fc epsilon RI sinyal yolağı 4,921655E-02 10 

hsa-miR-126-5p için yapılan KEGG yolak analiz sonuçları incelendiğinde, kolorektal kanser 

yolakları ile bağlantılı olduğu görülmektedir. 'Kolorektal kanser' yolağında (hsa05210) yer alan 

ve TarBase v7.0 tarafından tahmin edilen hedef genler Çizelge 5.9.'da listelenmiş ve Şekil 

5.22.’de ilgili yolaklar üzerinde şematize edilmiştir.  

Çizelge 5.9. "Kolorektal Kanser" yolağında zenginleştiği öngörülen hedef genler 

Gen ismi Gen Ensembl Kimliği 

GSK3B ENSG00000082701 

PIK3R2 ENSG00000105647 

BCL2 ENSG00000171791 

KRAS ENSG00000133703 

PIK3CD ENSG00000171608 

CCND1 ENSG00000110092 

CTNNB1 ENSG00000168036 

AKT1 ENSG00000142208 

PIK3CA ENSG00000121879 

MAPK1 ENSG00000100030 

TGFBR2 ENSG00000163513 

http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000082701
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000105647
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000171791
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000133703
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000171608
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000110092
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000168036
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000142208
http://www.ensembl.org/Multi/Search/Results?species=all;idx=gene;q=ENSG00000121879
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


79 

 

 

 

Şekil 5.22. KEGG veri tabanına göre kolorektal kanser yolağının şeması. 

 

KEGG veri tabanına göre kolorektal kanser yolağının şeması Şekil 5.22.’de gösterilmiştir. 

TarBase v7.0 tarafından tahmin edilen miR-126-5p'nin belirtilen hedefleri sarı ile 

vurgulanmıştır. Bu sonuçlar, miR126’nın kolorektal kanserlerdeki rolünün anlaşılmasında 

büyük öneme sahiptir.  
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ   

6.1. TARTIŞMA 

Kolorektal kanser, yüksek insidans ve mortaliteye sahip başlıca kanserlerden biridir. 2020 

yılında, 1,9 milyondan fazla yeni kolorektal kanser vakası saptanmıştır ve Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından kolorektal kanser kaynaklı 935.000 ölüm olduğu bildirilmiştir (3).  Bu nedenle, 

kolorektal kanser için yeni tanı ve tedavi stratejilerini araştırmak hala son derece önemlidir.  

Yapılan çalışmalar, mezenkimal kök hücrelerin, genetik bilgi alışverişinde bulunarak parakrin 

aracıları olarak hareket edebilecek ekzozomlar ürettiğini göstermiştir. Bu sebepledir ki MKH-

eksozom aracılı mekanizmaları anlamak, kansere yeni terapötik yaklaşımlar getirebileceğinden 

kritik öneme sahiptir.  

Bu tez çalışmasında; eksozomların hücre-hücre etkileşimlerindeki rolü ve MKH'lerin önceki 

çalışmalarda gösterilen tümör büyümesi üzerindeki etkileri göz önüne alınarak insan Ki-MKH-

eksozomlarının kolorektal kanserde tümör büyümesi ve yayılımındaki rolünü araştırmaya 

odaklandık.  

Bu tez çalışmasında, kolorektal kanser hücre hattı olarak HT29 kullanılmıştır. HT29 hücre hattı; 

primer tümörden (kolon) izole edilmiş, iyi diferansiye bir adenokarsinoma örneğidir. MKH 

eksozomları ise primer insan Kİ- MKH hücre süpernatanlarından ve insan Kİ-MKH hücre hattı 

süpernatanlarından izole edilmiştir.  

Bu çalışmada izole edilen MKH eksozomları kolorektal kanser hücre hattı olan HT29 hücreleri 

üzerinde denenmiştir. Öncelikle, HT29 hücreleri floresan işaretli MKH eksozomları ile 

muamele edilip eksozomların hücre içine girişi konfokal mikroskopi ile gösterilmiştir.   Daha 

sonra proliferasyon ve viyabilitedeki etkisini göstermek için MTT deneyi, metastazdaki etkisini 

göstermek için yara iyileşmesi deneyi ve invazyondaki etkisini göstermek için transwell 

matrigel deneyi yapılmıştır. Bu deneyler sonucunda; insan kemik iliği kaynaklı MKH 

eksozomlarının kolorektal kanser progresyonu ve yayılımını artırıcı yönde etkisi olduğu 

gösterilmiştir. Daha sonra bu fonksiyonel sonuçları moleküler düzeyde desteklemek için insan 

Ki-MKH eksozomu uygulanmış, HT29 hücrelerinden RNA izole edilmiş ve EMT-

transkripsiyon faktörlerinin ve EMT ile ilişkili miRNA’ların (metaanalizle belirlendi) 
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ekspresyon değişimlerine bakılmıştır. Elde edilen sonuçlar, fonksiyonel deneyleri destekler 

niteliktedir.  

Tümör proliferasyonu, viyabilitesi, metastazı ve invazyonunu artıran spesifik bir mikroçevre 

oluşumu için uygun bir niş gerekmektedir (263). Birçok çalışmada, MKH kaynaklı 

eksozomların metastaz, invazyon ve metastaz öncesi niş oluşumundaki rolü incelemiştir. Çeşitli 

kanserlerde Ki-MKH eksozomlarının etkisini gösteren birkaç çalışma mevcuttur. Mao ve ark., 

p53-negatif Kİ-MKH'ler tarafından salgılanan eksozomların mide kanseri hücrelerinin 

proliferasyonunu ve göçünü artırabileceğini göstermiştir (83). Başka bir çalışmada, mide 

kanserlerinde MKH eksozomlarının ERK1/2 ve p38 MAPK yolaklarının aktivasyonu yoluyla 

tümör hücrelerinde VEGF artışlarınıuyardığı, bu şekildetümörün in vivo büyümesini teşvik 

eden, gelişmiş tümör anjiyojeneziyle sonuçlandığı gösterilmiştir (264). Meme kanseri hücre 

hattı MCF7'de, MKH eksozomları ile muameleden sonra, MCF7 meme kanseri hücrelerinin 

migrasyon yeteneğinin arttığı gösterilmiştir. Ayrıca, MKH eksozom uygulaması, β-katenin 

mRNA ve protein seviyelerinde, ayrıca Axin2 ve DKK1 gibi Wnt hedef genlerinin 

ekspresyonununda önemli bir artışa sebep olmuştur. Bu sonuçlar, MKH eksozomlarının, Wnt 

sinyal yolağının aktivasyonu yoluyla MCF7 hücre göçünü artırdığını göstermiştir. Bu, MKH 

eksozomlarının tümör migrasyonunu artırdığını gösteren ilk rapordur (48). Bundan sonra Wang 

ve ark., miRNA'ların MKH tarafından salgılanan eksozomlar halinde paketlendiğini ve mide 

kanseri hücrelerine verildiğinde mide kanseri metastazını artırdığını göstermiştir(265). Bu 

durum, miR-221 overekspresyonunun, gelişmiş tümör-lenf nodu-metastaz evresi, lokal 

invazyon ve lenfatik metastaz ile önemli bir korelasyon içinde olduğunu göstermektedir(266). 

Bu tez çalışmasında elde edilen veriler, insan Ki-MKH eksozomlarının KRK’de invazyon ve 

metastazı artırdığı yönündedir ve bu sonuçlar yukarıda bahsettiğimiz çalışmalarla uyumlu 

görünmektedir.  

Öte yandan literatür incelendiğinde başka bir grup çalışmada, MKH eksozomlarının kanser 

büyümesini inhibe ettiği, metastaz ve invazyonu azalttığı yönünde sonuçlar görülmektedir. Bir 

çalışmada MKH'lerin miR-146b'yi salgılanan eksozomlara paketlendiğini, daha sonra miR-

146b taşıyan MKH eksozomlarının miRNA'yı glioma hücrelerine verdiğini, bu da MKH 

eksozomların anti-tümör miRNA'ları (miR-146b) transfer etmek için bir araç olarak 

kullanılabileceğini göstermişlerdir (267). Lee ve ark., MKH'nin sentetik miR-124 ve miR-145 

mimiklerini, ekzozomlarla birlikte kültürlenmiş glioma hücrelerine vererek glioma hücrelerinin 
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migrasyonunu büyük ölçüde azalttığını göstermişlerdir (85). Ayrıca MKH eksozomları miR-

143'ü osteosarkom hücrelerine aktarabilir ve bu da osteosarkom hücrelerinin migrasyon 

yeteneğini önemli ölçüde azaltabilir (154).  Meme kanserinde ise, Ki-MKH eksozomlarında 

artmış miR-23b ve azalan MARCKS ekspresyonu meme kanserinde migrasyon ve invazyonun 

inhibisyonu ile sonuçlanan mekanizmalardan biri olan hücre döngüsü baskılanmasına ve 

dormansiye katkıda bulunmaktadır (39,268).  

Kolorektal kanser hedefli çalışmalar incelendiğinde benzer birkaç çalışma mevcuttur.  Bunların 

ilkinde Xu ve ark.ları MKH eksozomlarında yüksek eksprese olan miR-16-5p molekülünü 

kolorektal kanser hücre hatlarına transfekte ederek tümör migrasyon ve invasyonunun 

azaldığını göstermişlerdir (269). Diğerinde ise Chen ve ark.ları miR-4461 molekülünün MKH 

eksozomlarında yüksek düzeyde eksprese olduğunu, kolorektal kanser dokusunda (HCT116 

hücre hattı) ise normal kolon dokusuna (FHC hücre hattı) göre daha düşük eksprese olduğunu 

göstermişlerdir. Yine kolorektal kanser hücre hatlarına miR-4461 transfekte ettiklerinde tümör 

migrasyon ve invasyonunun azaldığını göstermişlerdir (37). Son olarak Li ve ark.’nın yaptığı 

çalışmada kordon kanı kaynaklı MKH eksozomlarının miR-3940-5p’yi KRK hücrelerine 

taşıdığı ve miR-3940-5p’nın yüksek ekspresyonunun EMT ve invazyonu inhibe ederek tümör 

metastazını ve invazyonunu baskıladığı gösterilmiştir (229). Sonuçlarımız, bu çalışmaların 

sonuçları ile farklılık/uyumsuzluk göstermekle birlikte, literatürde bu konuda bir 

çelişkinin/tartışmanın olduğunu da göz önüne sermektedir. Ek olarak, bu çalışmalarda tek 

başına MKH eksozomlarının etkisi değil onların taşıdığı moleküller (miRNA’lar) üzerinden 

çalışmalar planlanmıştır. Bu durum daha sonra ayrıntılı olarak bahsedeceğim “miRNA-kanser 

ilişkisi”nin karmaşıklığı nedeniyle oldukça çelişkilidir. 

Yukarıdaki bilgiler ışığında görüyoruz ki mevcut çok sayıda çalışma; MKH’lerin/MKH 

kaynaklı sekresyonların çeşitli koşullar altında tümörijenezi artırabildiği veya azaltabildiğini 

göstermektedir (36). Tümörler, mikroçevresi içinde inflamatuar mediyatörler salgılayarak 

immün sistem tarafından tanınmayı engelleyen stabil bir inflamatuvar ortam oluştururlar (270). 

Kanser hücreleri, normal hücreler ve tümör mikroçevresi arasında bir etkileşim oluşur. Bu 

etkileşimler anjiyojenez, immünomodülasyon, metastaz ve invazyonun yanı sıra apoptotik 

direnç gibi kanser gelişiminin önemli basamaklarına katkıda bulunur (271,272). Bazı 

çalışmalar, MKH’lerin kanser mikroçevresine girerek tümör vasküler sisteminin oluşumunu 

destekledikleri ve immün reaksiyonları baskıladıklarını göstermiştir (273–277). Solid 
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tümörlerde ortaya çıkabilen oksidatif stres, ısı şoku, hipoksi ve besinden yoksun koşullar altında 

MKH’nin, tümörün sağkalım oranlarını artırdığı saptanmıştır. Bunu, sitoprotektif genlerin 

ekspresyonunu indükleyerek sağlamaktadırlar (278–281). Bu bilgi ile uyumlu olarak MKH'ler, 

uzun süreli sağkalım için gerekli besinleri sağlamada bir otofajik metabolizma kullanırlar.  

Sağkalım faktörlerinin salgılanması, MKH'lerin ve çevresindeki diğer hücrelerin sağkalım 

oranını artırmaya katkı sağlar (282). Tümör gelişimini artıran bunca özelliğin aksine 

MKH’lerin ayrıca anjiyojenezi baskılayarak, PI3K, Wnt ve AKT gibi proliferasyonla ilişkili 

sinyal yolaklarını inhibe ederek ve hücre döngüsü ilerlemesini durdurarak tümör büyümesini 

kısıtlayabildiği de bildirilmiştir (283–288).  

MKH eksozomları aynı kanser tiplerinde dahi farklı etkiler oluşturabilmekte ve çeşitli tümör 

hücre tiplerinde MKH eksozomlarının mekanizmasının izlenmesi gerektiğini göstermektedir. 

Görüldüğü üzere MKH’ler ve MKH kaynaklı eksozomların tümör üzerindeki etkileri halen 

tartışmalıdır (36). Bunun en önemli nedeni, MKH’lerin ve MKH kaynaklı eksozomların 

heterojenitesi olabilir (289). Teorik olarak; yeni elde edilen bir MKH, morfolojik homojenliğe 

ve çeşitli pasajlar için belirli yüzey antijenlerinin tekdüze ifadesine sahiptir (290,291). Bununla 

birlikte, elde edilen MKH genellikle fenotipik, fonksiyonel ve biyokimyasal olarak farklı 

hücrelerin bir karışımını temsil eder (292,293). Pasaj ilerledikçe MKH'lerin klonojenitesi azalır 

ve proliferasyon yavaşlar (294,295). Ancak yapılan çalışmalar, insan MKH'sinin tek hücreden 

türetilmiş kolonilerinin morfolojik olarak en az üç farklı hücre tipi içerdiğini göstermiştir: (a) 

son derece küçük ve hızla kendi kendini yenileyen hücreler; (b) uzun iğ şeklindeki fibroblast 

benzeri hücreler ve (c) büyük, kübik şekilli ve yavaş çoğalan hücreler (296,297). Ek olarak, 

hücre farklılaşmasında, proteomik, transkriptomik ve epigenetik durumda açık bir klonal 

değişkenlik vardır. Klonların farklılaşma potansiyeli (osteo-kondro, osteo-adipo veya 

osteoprojenitörler) gösterdiği gözlenmiştir (298).  Öte yandan, MKH'nin hızlı ve yavaş büyüyen 

klonal popülasyonlarının, ara filamentler, kalsiyum bağlayıcı proteinler ve glikolitik proteinler 

dahil proteinlerin farklı ekspresyonu ile proteomik olarak farklı olduğu gösterilmiştir (299). 

Benzer şekilde farklı dokulardan izole edilen MKH kaynaklı sekretomların/eksozomların 

heterojenliği de gösterilmiştir.  Diğer MKH’lere kıyaslandığında adipoz kökenli MKH’lerin 

daha yüksek miktarlarda hücre dışı matriks bileşenleri ve metaloproteinazlar (MMP'ler) (300)  

veya vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi pro-anjiyojenik moleküller salgıladığı 

gösterilmiştir (301).  Bu, adipoz kökenli MKH’lerin, anjiyojeneze bağlı terapötik yaklaşımları 
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arttırmak için diğer MKH popülasyonlarına göre tercih edilebileceğini gösterir. Kordon kanı 

kökenli MKH’ler ise, IL-6, IL-7 ve IL-10 ile PDGF-AA ve TGF-α gibi immünomodülatör 

faktörleri yüksek düzeyde salgılamaktadır (300).  Yukarıdaki bilgilere ek olarak MKH kaynaklı 

eksozomların fonksiyonları ve kanserdeki etkinliğini gösteren bazı çalışmalar ayrıca Çizelge 

6.1.’de özetlenmiştir. 
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Çizelge 6.1. MKH kaynaklı eksozomların fonksiyonları 

Ekzozom Kaynağı Fonksiyon Hedef/ Yolak Referans 

İnsan kemik 

iliğinden türetilmiş 

MKH'ler 

↑ In vivo meme tümörü 

büyümesi 

miRNA-21 ve 

34a 

(302)  

Fare kemik 

iliğinden türetilmiş 

MKH'ler 

↓ İn vitro ve in vivo 

anjiyojenezi baskılama 

miRNA-16, 

VEGF 

(96) 

İnsan kemik 

iliğinden türetilmiş 

MKH'ler 

↑ In vivo olarak tümör 

büyümesini uyarma 

VEGF, 

ERK1/2 

(303)  

Mezenkimal stromal 

hücre 

 

İn vitro tümör 

hücrelerine temozolomide 

kemosensitivite kazandırma Anti-miRNA-9 

(304) 

Mezenkimal stromal 

hücre ekzozomları 

↓ İn vivo olarak azaltılmış 

intrakraniyal tümör hacmi miRNA-146b 

(267) 

Multipl miyelom kaynaklı 

MKH'ler 

↑ in vitro MM hücre 

büyümesi 

↑ in vivo tümör büyümesi 

↑ BM homing 

MM BM-MSC 

kaynaklı 

eksozomlar 

(46) 

İnsan göbek kordonu MKH 

↓ Önemli ölçüde tümör 

boyutu 

↑ Apoptoz 

hWJMSC-

EV'ler + 

hWJMSC'ler 

(305) 

İnsan yetişkin karaciğer 

kök hücresi; 

↓ Önemli ölçüde tümör 

boyutu 

↑ Apoptoz 

HLSC 

kaynaklı 

eksozomlar 

(306)  

Kemik iliği MKH (Ki-

MKH) 

↓Proliferasyon 

↓ Tümör oluşumu 

Ki-MKH 

ekzozomu 

uygulanmış  

hücreler 

(268)  

Glioma İlişkili insan MKH 

↑ glioma kök benzeri 

hücrelerin tümörijenitesini 

arttırır 

↑ glioblastomun agresifliğini 

arttırır miR-1587 

(307)  

MKH 

↓ Mide kanseri 

hücrelerinde ilaç direnci 

yaratır 

CaM-Ks / Raf 

/ MEK / ERK 

(50) 

Murin veya insan Ki- MKH 

↓ in vivo ve in vitro murin 

kemik iliğinde ters radyasyon 

hasarı 

↓ Apoptoz FDC-P1 

(308)  

 

 



86 

 

KRK ve EMT-TF’ler  

Metastatik hücrelerin primer tümörden uzak metastaz bölgelerine gidişi oldukça zorlu bir 

yolculuktur. Uzak bir lokasyona gidip yeni bir koloni oluşturması için aşılması gereken 

bariyerler vardır.  Bu süreci anlamak için anahtar yol, epitelyal-mezenkimal (EMT) 

programlamasını çözümlemekten geçmektedir. EMT; primer tümör hücrelerinin primer 

tümörden ayrılarak yeni bir metastatik nişi oluşturması için geçirmesi gereken fiziksel 

değişiklikleri açıklar. Bu doğrultuda tümör hücrelerinin metastazı için mikroçevre değişikliği 

gerektiği de kabul görmektedir (225,226). Bu mikroçevre değişikliğini oluşturacak çok sayıda 

faktör tanımlanmıştır. Bunlardan biri de MKH eksozomlarıdır. MKH eksozomlarının taşıdığı 

kargo içerikleri ile tümörlerde farklı etkiler oluşturabilmektedir.  

Söz konusu etkinin EMT sürecindeki yansımasını gözlemlemek amacıyla bu tez çalışmasında, 

insan Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde EMT-TF ekspresyon değişimi 

incelenmiştir. Buna göre; N-cadherin ve Slug gen ekspresyonlarının eksozom uygulanan 

hücrelerde, uygulanmayanlara göre artmış olduğu gözlenmiştir.  

Kadherinler, hücre-hücre adezyonunu ve normal doku mimarisini korumayı sağlayan 

transmembran glikoproteinlerdir. Kateninlerle etkileşime giren ve bir adhezyon molekül sınıfı 

olan kadherinler, birçok alt gruptan oluşmaktadır (309). Bu tez çalışmasında, kadherin 

ailesinden olan N-cadherin (nöral cadherin, CDH2) ve E-cadherin (epitelyal kadherin, CDH1) 

molekülleri incelenmiştir.  

Çeşitli kanser tiplerinde EMT’nin başlatılması ya da desteklenmesi, hipoksi ve tümör 

mikroçevresinin sinyalleri dahil olmak üzere birçok onkojenik sinyal yolu ile olabilmektedir. 

Bu sinyallerin devamında, epitel hücreleri hücre polaritelerini ve hücre-hücre adezyonunu 

kaybederler ve metastatik özellikler kazanırlar. Bu durum, kadherin değişimi ("kadherin-

switch") olarak ifade edilen durum ile hücrelerde E-cadherin kaybı ve tümör ilerlemesi sırasında 

artan N-kadherin ekspresyonu olarak tanımlanmaktadır (310). Bu değişim ile, kanser 

hücrelerinin metastatik kapasitesi indüklenir.  

N-cadherin, EMT sürecinde etkili, iyi bilinen bir mezenkimal biyobelirteçtir. N-cadherin nöral 

hücreler, endotelyal hücreler, stromal hücreler ve osteoblastlar gibi epitelyal olmayan birçok 

hücre tipinde yüksek eksprese olan bir adezyon molekülüdür (311). N-cadherin, nörülasyon 
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sırasında E-Cadherin ile yer değiştirir. Böylece nöral progenitör hücrelerin proliferasyonu ve 

farklılaşmasını regüle edecek bağlantılar oluşturur (312). N-cadherin, fibroblast büyüme 

faktörü reseptörü 1 (FGFR1) aktivitesini uyarır (313). Epitel kökenli bir hücrede N-cadherinin 

uyarılması, heterotipik bir hücre-hücre adezyon moduna geçişi ile tıpkı normalde N-cadherin 

eksprese eden stromal ve endotelyal hücreler gibi diğer hücre tiplerine bağlanma yeteneği 

kazanmalarını sağlar. Bu durumun, tümör hücresinin lokal invazyon ve metastatik yayılımına 

katkıda bulunacağı düşünülmektedir (314). Ek olarak N-kadherin, mikrodamarların 

stabilizasyonu için endotel hücrelerini ve duvar hücrelerini kaplayarak anjiyojenezi destekler 

ve kan damarlarının bütünlüğünü korur (315). 

N-cadherin, devam eden bir EMT sürecinin temel göstergelerinden biridir. N-kadherinin 

ekspresyon artışı, başta akciğer kanseri, karaciğer kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri 

gibi diğer birçok kanserde gösterilmiş ve kanser gelişimi, invazyon, metastaz, anjiyojenez ile 

ilişkilendirilmiştir (317–321).  N-cadherin, KRK’da bağımsız bir prognostik biyobelirteç olarak 

tanımlanmıştır (317). N-cadherin ekspresyonunun artması KRK’de malign ilerlemeyi 

artırmasının yanı sıra, tümör boyutu, lenf nodu ve metastaz ve kötü prognoz ile ilişkili olduğu, 

HT29’larda direk olarak migrasyonu ve proliferasyonu artırdığı gösterilmiştir (317). Bu tez 

çalışmasında HT29 hücrelerinde Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde N-cadherin 

ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara göre artmış olduğunu gözlemledik (p<0.05). Bu 

durum, Ki-MKH eksozomlarının EMT sürecinin ilerlemesine katkı sağladığını, doğrudan ya da 

dolaylı olarak N-cadherin ekspresyon artışına sebep olduğunu göstermektedir. Çalışmamızda 

kadherin değişimi göstermek için E-cadherin ekspresyon düzeyine de bakılmış, Ki-MKH 

eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde E-cadherin ekspresyonunun eksozom 

uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. Ancak E-cadherin ekspresyon azalışı, 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  

Öte yandan kadherin değişimi, SNAI1, SLUG, TWIST, ZEB1 ve ZEB2 gibi birçok çinko 

parmak ailesine bağlı transkripsiyon faktörleri (TF) aracılığı ile kadherin ekspresyonunun 

transkripsiyonel regülasyonunun bir sonucudur (322). Temel olarak, bu TF’ler, E-cadherin 

promotoruna bağlanarak E-kadherin ekspresyonunu negatif olarak regüle ederler (310). 

EMT’nin transkripsiyonel aktivasyonu için ana sinyal yolakları, Wnt/β katenin, TGF-β, Notch 

ve Hedgehog’dur (310,323,324). TGF- β, Ras ile iş birliği halinde çalışarak Snail ve Slug'ı 

indükler ve bu durum desmozomların bozulmasına, daha sonra hücre hareketliliğine, sitokeratin 
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ekspresyonunun inhibisyonuna yol açar. Nihai olarak, hücre-hücre bağlantılarının ayrılması ile 

hücre invazyonu ortaya çıkar (310). Bu tez çalışmasında kadherin moleküllerine ek olarak 

yukarıda EMT ilişkisi özetlenen Slug ve Twist1 ekspresyon düzeyleri de incelemiştir.  

Slug, embriyonik gelişim sürecinde mezoderm oluşumu, nöral krest hücre oluşu ve göçüne, 

hücresel farklılaşma, adezyon, metastaz, hücre döngüsü ve apoptozun regülasyonuna katıldığı 

gösterilen Snail çinko parmak ailesine ait bir transkripsiyon faktörüdür (326).  

Slug’ın çeşitli kanserlerde, tümör hücrelerinin epitelyal biyobelirteçleri downregüle ederek ya 

da mezenkimal biyobelirteçleri upregüle ederek tümör hücrelerinin mobilite kazanmasını ve 

invaziv hale gelmesini sağladığı daha önce bildirilmiştir (326,327).  Ayrıca birçok çalışma 

göstermiştir ki Slug'ın overekspresyonu meme, mide, kolorektal, yumurtalık gibi çeşitli insan 

kanserlerinde artan metastatik kapasite ve azalmış postoperatif sağkalım ile ilişkilidir (328–

331).  

Kolorektal kanserlerde Slug ekspresyonunun artışı, kötü prognozla ilişkili bağımsız bir 

parametre olarak tanımlanmıştır.  Slug pozitif ekspresyonu olan hastaların genel sağkalımının, 

negatif ekspresyonu olanlara göre daha kötü olduğu görülmüştür (332). Başka bir çalışmada 

benzer şekilde, artmış Slug ekspresyonunun KRK hastalarında bağımsız bir prognostik faktör 

ve lenf nodu metastazının öngörücü bir biyobelirteci olduğu gösterilmiştir (325).  

Buna göre çalışmamızda Slug ve Twist1 ekspresyon düzeyine de bakılmış, Ki-MKH eksozomu 

uygulanan HT29 hücrelerinde Slug ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara göre artmış 

olduğu gözlenmiştir. Slug ekspresyonunun artışı, fonksiyonel deneyler ile gösterdiğimiz, Ki-

MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinin EMT sürecini artırdığı verileri destekler nitelikte olup 

ana hatları ile literatür ile uyumlu olarak yorumlanmıştır. Dolayısıyla Slug ekspresyon artışı ile 

birlikte Ki-MKH eksozomlarının HT29 hücrelerini daha agresif bir karaktere dönüştürdüğü 

söylenebilir.  

KRK ve EMT ilişkili miRNA’lar  

miRNA’ların keşfinden sonra, kanser ile olan ilişkisini inceleyen çok sayıda çalışmada, 

miRNA'ların ekspresyonunun farklı tümörlerde değişkenlik gösterdiği gösterilmiştir. Bu 

değişkenlik, miRNA genlerinin amplifikasyonu veya silinmesi/susturulması, miRNA'ların 

anormal transkripsiyonel kontrolü, deregüle epigenetik değişiklikler ve miRNA biyogenez 
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sürecindeki defektler olmak üzere birçok mekanizmadan kaynaklı olabilir. Anormal miRNA 

ekspresyonuna sahip kanser hücreleri, proliferatif sinyal oluşturma ve sürdürme, tümör 

baskılayıcılardan ve apoptozdan kaçış, invazyon ve metastaz aktivasyonu ve anjiyojenezi 

indükleme yeteneklerini geliştirirler. Buna göre miRNA’lar belirli koşullar altında kanserde 

gösterdiği işleve göre tümör baskılayıcı veya onkogen olarak adlandırılabilirler. Bu oncomiR 

ya da tümör baskılayıcı miRNA'ların sırasıyla inhibe edilmesi veya uyarılması durumunda, 

kanser tipine ve etkilenen spesifik miRNA'ya bağlı olarak kanser hücresi proliferasyonu, 

metastazı ve/veya sağkalımı büyük ölçüde azalabilir.  

Literatürde miRNA’ların kanserdeki etkinliği incelendiğinde, spesifik miRNA'ların onkojenik 

mi yoksa tümör baskılayıcı mı olduğu konusu son derece çelişkilidir (332). Çok sayıda raporda, 

belirli miRNA'ların bir çalışmada onkojenik olduğu, ancak diğerinde tümör baskılayıcı olduğu 

gösterilmiştir.  Belirli bir miRNA'dan etkilenen çok sayıda hedef/gen/yolak göz önüne 

alındığında, etkilerin çeşitli olması beklenti dahilindedir. Bu tez çalışmasında yer alan 

miRNA’lar için bu çelişkiyi gözler önüne seren ayrıntılı bir analiz aşağıda verilmiştir: 

miR-21, proliferasyon, apoptoz ve metastaz ile ilişkili çok sayıda tümör baskılayıcı geni hedef 

alan, erken dönemde kanseri teşvik eden 'oncomiR'lerden biridir (121). miR-21 meme, 

kolorektal, akciğer, pankreas kanseri, glioblastoma, nöroblastom, lösemi ve lenfomada aşırı 

eksprese edilir (333). miR-21, tümör hücrelerinin proliferasyonunu, apoptozu, göçünü, 

invazyonunu artırır. KRK’de miR21 ekspresyonunun Spry2 ve PTEN ekspresyonu ile ters 

ilişkili olduğu ve kanser progresyonunun artmasına neden olduğu gösterilmiştir (334). 

Kolorektal kanserlerde miR21, bir tümör baskılayıcı olan PDGD4’ü hedefleyerek (negatif 

regüle ederek) invazyon, intravazasyon ve metastazı uyarır (195).  Benzer bir sonuç, eksozomal 

miR21 için de gösterilmiştir (335).  

Başka bir çalışmada miR-21'in kolon kanseri dokularındaki ekspresyon seviyesinin, bitişik 

dokulardakinden önemli ölçüde daha yüksek olduğu ve yüksek miR-21 ekspresyonuna sahip 

hastaların hayatta kalma süresinin, miR-21'in düşük ekspresyonuna sahip hastalardan önemli 

ölçüde daha kısa olduğunu saptanmıştır. Böylece miR-21, kolon kanseri dokularında yüksek 

ekspresyonlu hastaların malignite derecesi ile pozitif, sağkalım ile negatif olarak ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (336).  
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miR-21’in, PTEN ekspresyonunu downregüle ederek proliferasyon, anti-apoptoz, hücre 

döngüsü progresyonu ve KRK hücrelerinin invazyonu gibi malign fenotipleri modüle 

edebileceği bildirilmiştir (337). Başka bir çalışmada, miR-21'in, Sec23A ekspresyonunu 

downregüle ederek in vitro SW-480 ve DLD-1 KRK hücrelerinin proliferasyonunu, göçünü ve 

invazyonunun desteklediği gösterilmiştir (338).  

Yukarıda bahsi geçen çok sayıda çalışma miR21’i “onkomir” olarak tanımlarken güncel başka 

bir çalışmada, miR21’in programlı hücre ölümünü artırdığı bildirilmiş olup, miR21-5p’nin 

overekspresyonunun TGFβ1’i downregüle ederek piroptoza yol açtığı saptanmıştır (339). 

Piroptoz, ökaryotik hücrelerde programlı hücre ölümünün farklı bir şekli olup plazma zarından 

ayrılan büyük kabarcıklarla hücrelerin şişmesi ile karakterizedir (340,341).  

Bizim çalışmamızda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR21 

ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. miR21 

downregülasyonu, mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde uyumlu ya da uyumsuz 

olarak değerlendirilebilir. Fakat bu değerlendirme yapılırken fonksiyonel deneylerimizin 

sonuçları da dikkate alındığında MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde 

invazyon/metastaz/EMT profilinde artış sağladığı ve bu artışa miR21 ekspresyon değişikliğinin 

de doğrudan ya da dolaylı olarak katılım sağladığı söylenebilir. Ancak miR21’in mevcut 

senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için ek deneylere ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

Çalışmamızda incelediğimiz EMT ilişkili miRNA’lardan olan miR-27a, bazı çalışmalarda 

onkomiR, bazılarında tümör supresör olarak ifade edilmiştir. miR27a, FAM172A 

ekspresyonunu inhibe ederek KRK hücre hatlarının metastazını destekler (342). miR-27a, bir 

onkomiRNA gibi davranarak kalretikülini downregüle ederek MHC sınıf I yüzey maruziyetini 

baskılar. Böylece anti-tümör bağışıklık tepkisini etkileyerek kolon kanserinde tümörijenezini 

destekler (143). Başka bir çalışmada miR-27a, AMPK'yi negatif, mTOR'u ise pozitif olarak 

modüle ederek otofajiyi ve apoptozu azaltır.  Ayrıca mir27a, kemoterapiye karşı artan direnç 

ile ilişkili aerobik bir glikolitik metabolizmayı zorlayarak onkogenler ve tümör hücresi 

metabolik düzenleyicileri ile uyum içinde çalışır (343). Bir diğer çalışmada, miR-27a-3p'nin 

KRK'de yine bir onkogen olarak görev yaptığı, miR-27a-3p'nin ekspresyonun, KRK’de 

eşleştirilmiş tümör olmayan dokulara kıyasla önemli ölçüde arttığı gösterilmiştir. miR-27a-
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3p’nin B hücresi translokasyon geni 1 (BTG1)’i hedefleyerek, HCT-116 (KRK hücre hattı) 

hücrelerinin çoğalmasını desteklediği ve miR-27a-3p mimik ile transfeksiyonu ile, HCT-116 

hücrelerinde erken apoptozu indüklediği saptanmıştır (344).  

Öte yandan, başka bir çalışmada tümör süpresor olarak işlev gördüğü bildirilen miR27a’nın 

downregülasyonu, KRK patolojik evreleri ve uzak metastaz ile de ilişkilendirilirken, in vitro 

çalışmalarda miR-27a'nın artan ekspresyonunun kolorektal kanser hücresi proliferasyonunu 

inhibe ettiği, apoptozu teşvik ettiği ve kanser hücresi migrasyonunu azalttığı gösterilmiştir. 

Daha sonra tümörlü fare modelinde tümöre direk miR27a enjeksiyonu yapıldığında, 

miR27a’nın tümör büyümesini baskıladığı görülmüştür. Bu çalışmada miR-27a’nın bir tümör 

supresör gibi davranarak KRK progresyonununda teröpatik etki oluşturduğu gösterilmiştir. 

MiR27a, bu etkiyi SGPP1 ve Smad2'yi hedefleyerek, STAT3 ile bağlantılı olarak gerçekleştirir 

(142). 

Bizim çalışmamızda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR27a 

ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. miR27a 

downregülasyonu, mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde uyumlu ya da uyumsuz 

olarak değerlendirilebilir. Fakat bu değerlendirme yapılırken fonksiyonel deneylerimizin 

sonuçları da dikkate alındığında MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde 

invazyon/metastaz/EMT profilinde artış sağladığı ve bu artışa miR27a ekspresyon 

değişikliğinin de doğrudan ya da dolaylı olarak katılım sağladığı söylenebilir. Ancak 

miR27a’nın mevcut senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için ek deneylere 

ihtiyaç duyulmaktadır.  

Tez çalışmasında analiz edilen bir diğer EMT ilişkili miRNAolan miR-148a, tümör baskılayıcı 

olarak görev yapan bir miRNA olarak tanımlanmaktadır. Birkaç çalışma, miRNA-148a'nın 

KRK hücrelerinde downregüle olduğunu ve kötü prognozla ilişkili olduğunu bildirmiştir (345–

348). miR148a, BCL2’yi posttranskripsiyonel olarak susturarak apoptozu indüklemektedir 

(349). miR-148a, ErbB3'ün ekspresyonunu doğrudan regüle ederek kolorektal kanser 

hücrelerinde proliferasyon ve migrasyonu baskılanmasını sağlar (160). Ayrıca, miR148a’nın 

downregülasyonun EMT geçişine aracılık ettiği düşünülen tümör tomurcuklanmasını artırdığı 

saptanmıştır (350). Kolorektal kanser hastalarında hsa-miR-148a-3p'nin hipoksik 

downregülasyonu, ITGA5 ve PRNP’yi hedefleyip upregüle ederek tümör progresyonu ve zayıf 
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sağkalıma katkıda bulunmuştur (351). miR-148a, NF- κ B ve STAT3 tarafından yürütülen 

sinyalleri ve bunların proinflamatuar sonuçlarını baskılayarak kolit ve kolit ile ilişkili 

tümörijenezi modüle eden dolaylı bir tümör baskılayıcı olarak görev yapmaktadır (352).  

Bu tez çalışmasında, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR148a 

ekspresyonunun eksozom uygulanmayanlara göre artmış olduğu gözlenmiştir. miR148a 

upregülasyonu, mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde EMT sürecinin baskılanması 

beklenmektedir. Ancak bizim fonksiyonel deneylerimiz bunu doğrulamamakta ve dolayısıyla 

sonuçlarımızın literatür ile uyumsuz olduğu görülmektedir. Ancak miR148a’nın mevcut 

senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için ek deneylere ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

Çalışmamızda analiz ettiğimiz bir diğer miRNA olan miR150, KRK’de tanısal bir biyobelirteç 

olarak tanımlanmıştır (353). KRK hastalarında serumdan elde edilen eksozomal miR-150-5p 

seviyesinin sağlıklı donörlerle karşılaştırıldıında önemli ölçüde downregüle olduğu ve 

miR150’nin KRK hastalığında tanısal biyobelirteç olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (354).  

miR-150’nin literatür taraması yapıldığında, yine hem onkogen hem tümör supresör olarak 

işlev gören bir miRNA olduğu görülmektedir. Bir çalışmada, onkomiR olarak görev yapıp 

TP53’ü hedefleyerek proliferasyon, hücre döngüsü ilerlemesi, hücre apoptozu ve KRK 

hücrelerinin invazyon ve metastazını desteklediği gösterilmiştir (206).   

Öte yandan başka bir grup çalışmada miR-150, tümör supresör gibi davranıp β-katenin'i in vivo 

modüle ederek kolorektal kanser büyümesini baskılamıştır. miR-150’nin, β-katenin yolunu 

inaktive ederek kolorektal kanser ilerlemesini engellediği gösterilmiştir (163). Bir diğer 

çalışmada miR-150’nin, KRK'da VEGFA/VEGFR2/Akt/mTOR sinyali aracılığıyla KRK 

başlatma ve ilerlemesini baskılayarak tümör büyümesini, metastazı ve anjiyojenezi inhibe ettiği 

gösterilmiştir (164). Benzer şekilde, miR-150, Gli1'i inhibe ederek KRK’da EMT'yi, 

proliferasyon ve invazyonu azaltmıştır (163). miR-150-5p, MUC4'ü hedefleyerek KRK 

hücrelerinin metastazını baskıladığı da gösterilmiştir (355). 

Bizim çalışmamızda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR150 

ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. miR150 

downregülasyonu, mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde uyumlu ya da uyumsuz 
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olarak değerlendirilebilir. Fakat bu değerlendirme yapılırken fonksiyonel deneylerimizin 

sonuçları da dikkate alındığında MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde 

invazyon/metastaz/EMT profilinde artış sağladığı ve bu artışa miR150 ekspresyon 

değişikliğinin de doğrudan ya da dolaylı olarak katılım sağladığı söylenebilir. Ancak 

miR150’nin mevcut senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için ek deneylere 

ihtiyaç duyulmaktadır.  

Bu tez çalışmasında incelemesi yapılan bir diğer miRNA olan miR-194, yine hem onkomiR 

hem de tümör supresör olarak işlev gören bir miRNA olarak tanımlanmıştır.  

Yapılan bir çalışmada bir tümör supresör gibi görev yaparak, hücre proliferasyonunu ve tümör 

büyümesini in vitro ve in vivo azalttığı gösterilmiştir (169). MiR194 doğrudan 

PDK1/AKT2/XIAP 3'UTR'yi hedeflediği ve AKT2 yolu aktivasyonunu engelleyerek hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (167). Başka bir çalışmada miR194, MAP4K4/c-

Jun/MDM2 sinyal yolağını regüle ederek KRK hücre hatlarında hem in vitro hem de in vivo 

olarak hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini gösterilmiştir (356). miR194’ün 

downregülasyonunun KRK’de kötü prognoz ile ilişkili olduğu saptandığı bir çalışmada KRK 

dokularında FoxM1 ekspresyonunun miR-194-5p ekspresyonu ile negatif korelasyon 

gösterdiği, FoxM1’in, miR-194-5p'nin KRK hücrelerinin invazyon ve metastaz ile EMT 

sürecindeki inhibisyon etkisini tersine çevirebileceği gösterilmiştir (357). 

Öte yandan, başka bir çalışmaya göre, miR-194'ün KRK progresyonunda bir tümör promotörü 

olarak görev yaptığı düşünülmektedir. Bu çalışmada, miR-194 overekspresyonu ile MMP2, 

MMP9, Vimentin ve E-Cadherini hedeflenerek EMT’nin indüklendiği gösterilmiştir  (211).   

Bu tez çalışmasında, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR194 

ekspresyonunun, eksozom uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. miR194 

downregülasyonu, mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde uyumlu ya da uyumsuz 

olarak değerlendirilebilir. Fakat bu değerlendirme yapılırken fonksiyonel deneylerimizin 

sonuçları da dikkate alındığında MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde 

invazyon/metastaz/EMT profilinde artış sağladığı ve bu artışa miR194 ekspresyon 

değişikliğinin de doğrudan ya da dolaylı olarak katılım sağladığı söylenebilir. Ancak 

miR194’ün mevcut senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için ek deneylere 

ihtiyaç duyulmaktadır.  



94 

 

Bu tez çalışmasında incelenen son miRNA olan miR-126’nın çalışmalarda bir tümör supresör 

olarak işlev gördüğü saptanmıştır. Buna göre, metastatik KRK’deki ifadesi, lokalize KRK’deki 

ifadesinden farklı olduğu gözlenmiş olup metastatik dokuda downregüledir (150).  Bu nedenle 

serumda erken evre karaciğer metastazının klinik teşhisi için yeni bir imza olarak 

önerilmektedir (258). miR-126 ekspresyonu, farklı histolojik alt tiplerde, kanser evreleri ve 

metastaz durumu ile değişkenlik göstermiş olup, mikrosatellit instabilite (MSI) ve hasta 

sağkalımı ile de korele olduğu bulunmuştur (358). 

KRK’de miR126’nın overekspresyonu CXCR4 ekspresyonunun negatif regülasyonu ile tümör 

hücresi invazyon ve metastaz kapasitesini azalttığı bulunmuştur (199). Başka bir çalışmada 

kolon kanserinde miR-126’nın, hücre proliferasyonu ve metastazı inhibe etmek için RhoA/Rho 

ile ilişkili protein kinaz (ROCK) sinyal yolunu baskıladığı gösterilmiştir (150). Bir diğer 

çalışmada miR126’nın KRK hücrelerinin proliferasyonu, invazyon ve metastazı inhibe ettiği, 

ancak in vitro hücre apoptozunda etkili olmadığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada endojen miR-

126 ve eksojen miR-126 mimiklerinin IRS-1 ekspresyonunu engelleyebileceği 

saptanmıştır. Ayrıca miR-126'nın downregülasyonunun IRS-1'i hedefleyerek AKT ve ERK1/2 

aktivasyonunu destekleyebileceği de gösterilmiştir (261). miR-126, BCL-2 ve p53 gibi birçok 

yolu hedefleyerek KRK’de potansiyel bir tümör baskılayıcı olarak hareket etmektedir.  

miR-126'nın upregülasyonu ile hücre apoptozu hızlandığı, IRS1 , SLC7A5 ve TOM1 genlerini 

hedefleyerek kolon kanseri büyümesini ve migrasyonu baskıladığı ve kolon kanseri 

hücrelerinin oksaliplatin gibi kemoterapi ilaçlarına duyarlılığı artırdığı saptanmıştır (359). miR-

126'nın upregülasyonu ile LC3-I/II transformasyonu ve p62 degradasyonu ile birlikte hücre 

otofajisinde artış ve apoptoz indüksiyonu gözlenmiştir. HCT116 hücreleri miR-126 mimik ile 

transfekte edildiklerinde, mTOR ekspresyonunun azaldığı gözlenmiştir. Ek olarak, mTOR'un 

overekspresyonu, miR-126'yı otofaji ve apoptoz üzerinde etkisiz hale getirmiştir (360). 

Benzer şekilde başka bir çalışmada, HCT116, SW620 ve HT-29 gibi metastastatik kolorektal 

kanserlerde miR-126 ekspresyonu diğer hücre hatlarına göre çok daha düşük olduğu görülmüş 

ve miR-126’nın HT-29 hücre proliferasyonunu, hücre döngüsü ilerlemesini ve invazyon 

yeteneğini RhoA/ROCK sinyal yolunu bloke ederek inhibe etttiği gösterilmiştir (150). 

Çalışmamızda, Ki-MKH eksozomu uygulanan HT29 hücrelerinde miR126 ekspresyonunun, 

eksozom uygulanmayanlara göre azalmış olduğu gözlenmiştir. miR126 downregülasyonu, 
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mevcut literatür ile birlikte değerlendirildiğinde uyumlu olarak değerlendirilebilir. MKH 

eksozomu uygulaması sonrası miR126 downregülasyonu -bir tümör süpresör miRNA’sının 

kaybı olarak- değerlendirdiğinde fonksiyonel deneylerimizin sonuçları da uyumluluk içindedir 

ve MKH eksozomlarının HT29 hücrelerinde invazyon/metastaz/EMT profilinde artış sağladığı 

ve bu artışa miR126 ekspresyon değişikliğinin de doğrudan ya da dolaylı olarak katılım 

sağladığı söylenebilir. Bu aşamada incelediğimiz miRNA’lar içinde ekspresyonu en düşük 

miRNA olan miR126’ün mevcut senaryo içindeki etkisini net bir şekilde yorumlayabilmek için 

miR126 mimikleri kullanılarak HT29 hücrelerinde miR126 overeksprese edilmiştir. miR126 

overeksprese HT29 hücrelerinde, overeksprese olmayan HT29 hücrelerine göre 

kıyaslandığında, hücrelerin migrasyon yeteneklerinin azaldığı (yara iyileşmesi deneyi ile) ve 

MET sürecinin göstergesi olan kadherin değişimi ile E-cadherin ekspresyon artışı saptanmıştır. 

Elde edilen bu veriler, miR126’nın upregülasyonun HT29 hücrelerinde 

invazyon/metastaz/EMT profilinde azalma sağladığı, dolayısıyla çalıştığımız hücre grubunda 

miR126’nın tümör supresör olarak işlev gösterdiğini de doğrular niteliktedir.   

6.2. SONUÇ 

Bu tez çalışmasında, insan Ki-MKH eksozomlarının HT29 kolorektal kanser hücreleri 

üzerindeki etkisi, invazyon/metastaz/EMT bağlamında incelenmiştir. Yapılan deneyler 

sonucunda; insan Ki-MKH eksozomlarının KRK’de invazyon ve metastazı artırdığı, Ncadherin 

ve Slug ekspresyonlarını artırarak EMT sürecine destek sağladığı ve EMT ile ilişkisi 

metaanalizle ve literatür desteği ile gösterilen miRNA’ların ekspresyon seviyelerini değiştirdiği 

gösterilmiştir. Ek olarak, incelenen miRNA’lardan biri olan ve tümör süpresör gibi davrandığı 

düşünülen miR126, HT29 hücrelerinde miR126 mimikleri ile transfekte edilerek overeksprese 

edildiğinde, MET sürecine destek sağlayacak şekilde E-cadherin ekspresyonlarını artırdığı ve 

hücrelerin migrasyon yeteneğinin azalttığı saptanmıştır.  

Son yıllarda birçok araştırmacı, MKH eksozomlarının in vivo ve in vitro olarak kanser hücresi 

ile etkileşiminde giderek daha önemli bir rol oynadığını göstermiştir. MKH’den alıcı hücrelere 

birçok molekül türünü transfer etmek için taşıyıcı olabilirler ve ardından kanser hücresinde bir 

dizi etkiyi aktive edebilirler. Kanser gelişimini baskılamanın ya da desteklemenin ana yolu 

olarak, MKH eksozomlarının lökomonosit proliferasyonu gibi bağışıklığı etkileyebileceği 

durumlarla benzer şekilde kanser tedavisi için de gelecekte iyi birer araçolacağı 

düşünülmektedir. Bununla birlikte, kanser hücreleri arasında MKH eksozomlarının potansiyeli 
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daha derinlemesine araştırılarak gelecekte yüksek güvenlikli, etkili tedaviler oluşturulacağı 

umulmaktadır.  

Elde edilen veriler ışığında; bu çalışma ile halen literatürde tartışmalı görünen MKH 

eksozomları kanseri nasıl etkiliyor? sorusunun cevabı için in vitro çalışmalarla küçük bir 

pencere açılmıştır. Bir sonraki aşamada ise bu eksozomların hangi kargoları taşıdığı, bu 

kargolar ile hangi yolakların/moleküllerin aktivasyonu ile EMT sürecinin indüklendiği 

sorgulanacaktır.   
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EKLER     

 

EK2: KULLANILAN HÜCRE HATLARININ ÖZELLİKLERİ  

 

Cell Line-1 HT29 (HTB-38™) 

Species Human (Homo sapiens) 

Morphology Epithelial 

Tissue Colon 

Disease Adenocarcinoma, colorectal 

Growth properties Adherent 

Derivation 
The HT-29 line was isolated from a primary 

tumor in 1964 by J. Fogh using the explant 

culture method. 

Age 44 years 

Ethnicity 
White 

Gender 
Female 

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

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;?), t(10q;?), i(13q), 19q+a; M6, 

?t(8q;9q-), ?Xp, M9, 6q+, t(13;?)a, t(13;?)b, 

19q+b, M14, M15, 15p+, and Xq-. 

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 I); tumors also form in 

steroid treated hamsters 

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

ros-; src- 

Antigen expression Blood Type A; Rh+; HLA A1, 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: A1; A3; B12; B17; Cw5); 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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