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OZET

Gizem CALIBASI KOCAL, MSc
Yazisma adresi: Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii,

Temel Onkoloji Anabilim Dal1, IZMIR

Kanserin olusumu ve metastatik fenotip kazanarak ilerlemesi, sadece genetik mutasyonlarin
olusumuna bagli olmayan kompleks bir siirectir. Peritoneal sivi akiglari, sivi gerilimleri,
mikrogevrenin asiditesi veya asir1 proliferasyon gosteren tiimor Kkitlesinin etkisiyle degisen
anormal intertisyel sivi paternleri gibi tiimor mikrocevresinin fiziksel Ozellikleri, kanser
hiicresinin proliferasyonu, immiin sistemden kacisi, epitelyal-mezensimal transisyon ve metastaz
gibi patofizyolojik fonksiyonlar: etkilemektedir. Tiimor mikrocevresinin fiziksel parametreleri ile
degisiklik gosteren fenotipik degisiklikler mikrofluidik sistemler ile hedeflenebilmektedir. Bu
arastirmanin amaci, mikrofludik kiiltiir teknikleri kullanarak viicuttaki siirekli s1v1 akiginin ve sivi
geriliminin kolorektal kanserin metastatik davranigi lizerine olan etkisini post-genomik diizeyde
anlamaktir.

Calismada, siirekli s1vi akisina maruz kalan kolorektal kanser hiicreleri (HCT-116 ve HT-
29) iizerinde E-kaderin, N-kaderin ve vimentin belirteclerine ait boyamalar ile epitelyal ve
mezengimal fenotipler karakterize edildi. Stirekli sivi akigimin etkisiyle istatistiksel olarak
anlamlilik gostren transkriptom ve miRNA analiz sonuglari ile hedef molekiil ve yolak analizleri
gerceklestirildi.

Stirekli sivi  akisina maruz kalan kolorektal kanser hiicrelerinde, E-kaderin
ekpresyonundaki azalma, N-kaderin ve vimentin ekpresyonundaki artig (p 0.05) ile EMT-benzeri
fenotip gosterildi. Siirekli siv1 akisinin ve sivi gerilimin etkisiyle degisim gosteren miRNA ve
mRNA ekspresyon profilleriyle gerceklestirilen gen ontolojianalizlerinde, anjiyogenez, apoptoz
ve antijen sunumu proseslerinin EMT ile indiiklenen metastazi destekleyecek sekilde degistigi
saptandi.

Stirekli sivi akimiyla dinamizm kazanan mikrocevre, epitelyal-mezensimal transisyon,
anjiyogenez, apoptozun diizenlenmesi ve antijen sunumu gibi kanserin ilerlemesini saglayan

fonksiyonlar1 etkilemektedir. Hiicrenin biyolojik siireclerine etki ederek terapotik sonuglarr da



etkileyebilme yetisi olan intertisyel s1v1 akist ve sivi gerilimin her kanser tipine baglh olarak sebep
oldugu degisiklikler ve bunlara at molekiiler mekanizmalarinin ag¢ifa cikarilmasi ile potansiyel

terapotik hedeflerin olugsmasi sz konusudur.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, epitelyal-mezengimal transisyon, metastaz,

mikrofluidik hiicre kiiltiirii



ABSTRACT
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The formation and progression of cancer with a metastatic phenotype, have a complex
matter, which is not simply based upon genetic mutations. Dynamic physical conditions, such as
peritoneal fluid flow, shear forces, asidity of microenvironent or aberrant interstitial fluid flow
patterns driven by un-controlled tumor bulk; impose significant pathophysiologic functions, such
as proliferation, immune-escaping, epithelial-mesenchymal transition and metastasis. Hence
novel microfluidic strategies can target phenotypic changes driven by physical parameters of
tumor microenvironment. The aim of this study, to understand the effect of continuous fluid flow
on metastatic behaviour of colorectal cancer cells in terms of post-genomic regulations.

First, we characterized the epithelial and mesenchymal phenotypes (with E-cadherin, N-
cadherin and Vimentin markers) of colorectal cancer cells (HCT-116 and HT-29) under
continuous flow. Target prediction and pathway analysis were further performed to better
understand the effect of continuous flow at trancriptome and miRNA level.

Cancer cells under flow condition demonstrated EMT-like phenotype, with a statistically
significant decrease in E-cadherin and increase in N-cadherin and vimentin expressions. It was
observed with mRNA and miRNA expression profiles analysed by bioinformatic analysis;
angiogenesis, apoptosis and antigen presentation proceses were altered by the effect of
continuous fluid flow and shear stress in support of EMT-induced metastasis.

Continuous fluid flow driven dynamic microenvironment, affects main processes of cancer
cell such as epithelial-mesenchymal transition, angiogenesis, apoptosis and antigen presentation.
Although the effects of interstitial fluid flow, that can effect the biological behaviour of cancer
cell and therapeutic results; is not fully understood; determination of interstitial fluid flow driven
alterations and mechanisms can be positive therapeutic targets.

Keywords: Colorectal cancer, epithelial-mesenchymal transition, metastasis, microfluidic

cell culture



1.GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Kanserin molekiiler genetigini ilgilendiren calismalar aracilifiyla, karsinogenez, invazyon,
EMT ve metastaz siireclerindeki genomik degisiklikler bilinmektedir, ancak DNA’dan sonraki
mRNA’nin ve protein sentezine kadar igleyen mekanizmalar silsilesi ve aktif-inaktif yolaklar
hakkinda bilgilerimiz yeterli degildir. Bu nedenle genomikten fenomige kadar ilerleyen;
epigenomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomikten olusan post-genomik siirecler
hakkinda da bilgi sahibi olunmalidir. Ozellikle kanserin terapotik yonetimi ve ilerleyisi
hakkindaki ongoriilerin dogrulugu agisindan, cogu kanserde 6liim nedeni olarak kargimiza ¢ikan
metastazin olusumu ve ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi olunmalidir. Metastazin gerceklesebilmesi
icin, kanser hiicrelerinin epitelyal fenotipten mezensimal fenotipe gecisi olarak tanimlanan
epitelyal mezensimal transizyon (EMT) oldukca Onemlidir. Bu fenotip gecisinde hiicreler
arasindaki baglantilarin  kopmasi, apiko-bazal polaritenin kaybolmasi, matriksin yeniden
modellenmesi, motilitenin artmasi ve invazyonun indiiklenmesi gereklidir.

EMT siirecinde, kanser hiicresinde biyokimyasal ve biyolojik degisikliklerin gozlenmesinin
yanisira morfolojik degisiklikler de gozlendigi icin, fiziksel tiimor mikrogevresi faktorlerinin
EMT siirecine etki etmesi kacimilmazdir. Ornegin tiimér proliferasyonu ve gelisimi ile dokular
cevresinde artan basing, neoplastik progresyonda, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonunda, ve
EMT’de kanser hiicresine avantaj saglamaktadir. Bu siiregte tiimor cevresindeki ekstraseliiler
matriksin (ECM) mekanik 0Ozelliklerinde de degisiklikler gozlenir. ECM’nin yeniden
diizenlenmesi, ECM proteinlerinin birikmesi ve stromal fibroblastlarin aktivasyonu sonucu artan
matriks sertlifi, integrin aktivasyonu ile tlimoriin invaziv davranisinda da gozlenen degisikleri
beraberinde getirmektedir. Temel sebebi ECM’deki biyolojik ve mekanik degisimler olan tiimor
mikrogevresinin dinamizminin bir diger sebebi de interstisyel yani dokular arasi sivi akiminin
artmasidir. Temel olarak vaskiiler, lenfatik ve ¢ogalma paternlerindeki farkliliklar interstisyel siv1
akiminda, miktarinda ve basicinda degisiklik gostermektedir. Bu nedenle her tiimériin kendine
Ozgii bir interstisyel siv1 paterni vardir (78). Bu noktada intertisyel sivinin, tiimoriin biyolojik

stireclerinde olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.



Mikrofluidik teknolojilerinin (microfluidics) ve hiicre analiz sistemlerinin gelismesiyle
interstisyel s1v1 akig1 gibi mikrocevrede bulunan fiziksel etkenlerin kanser hiicresine olan etkileri
ortaya cikartilmaya baglanmistir (83). Kolon ve rektum hiicreleri, anatomisi ve siirekli peristaltik
hareketler geregi de sivi akimina ve sivi akim gerilimine maruz kalmaktadir. KRK tiimoriin
yerlesim gosterdigi kolorektal anatomisi, olusan asidik akimlar ve tiimoriin kendi
mikrogevresinde artan interstisyel sivi akimi sebeplerinden dolay1 olduk¢a dinamik bir fiziksel
mikrocevre olugsmaktadir. KRK’de mikrocevrenin fiziksel dinamizminin EMT ile iligkili
metastaza olan etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle EMT biyolojisinin anlagilmasina ve siireci
tanimlayan biyobelirteclerin acia cikarilmasma yonelik caligmalara gereksinim siirmektedir
(82).

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismada KRK fiziksel mikrogevresindeki intertisyel sivi akiminin mikrofluidik
teknolojileri aracilifiyla taklit edilmesi sonucu, indiiklenen metastatik hiicre fenotipindeki post-
genomik degisikliklere epigenomik ve transkriptomik acidan odaklanmigtir. Viicudun dogasi
gereg8i sonsuz olan ve kanser hiicresine agresif karakter kazandiran intertisyel sivi akiminin ve bu
stvi akiginin olusturdugu sivi geriliminin (shear stress) indiikledigi EMT siirecinde etkin olan
mRNA ve mikro-RNA profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Mikrofluidik dinamik hiicre kiiltiir tekniklerinin kullanilmasi ile, intertisyel siv1 akigimnin ve
bu s1v1 akiginin olusturdugu sivi geriliminin indiikledigi EMT ve metastaz siirecinde etkin olan
mRNA ve mikro-RNA profillerinin belirlenmesinin hedeflendigi bu c¢alisma tanimlayict bir
caligmadir. Viicudun dogal ve dinamik fiziksel mikrogevresinin kanser hiicresine kazandirdig:
ozellikler hakkinda bilgi sahibi olunarak, olduk¢a karmagik, cok parametreli olan metastaz ve

EMT mekanizmasina yonelik yeni ajanlarla kanserin yonetimi desteklenebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Kolorektal Karsinoma

2.1.1. Epidemiyoloji

Kanser tiim diinya genelinde 6liim sebepleri arasinda kalp damar hastaliklarindan sonra
ikinci sirada yer almaktadir (1). Kolorektal kanserler (KRK), Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa iilkelerinde, kanserle iligkili morbidite ve mortalitenin en onemli sebeplerinden biridir.
KRK’ nin, ABD’de tiim kanserler arasinda, erkeklerde akciger ve prostattan; kadinlarda da meme
ve akciger kanserinden sonra en sik goriilen kanser oldugu bilinmektedir (2). Tiirkiye 2012
kanser insidanslar1 verilerine gore de erkeklerde akciger ve prostat kanserinden; kadinlarda ise
meme ve tiroid kanserinden sonra en sik gozlenen kanser olarak kayitlara gecmistir (3). KRK’nin
insidans ve mortalite oranlarinin gelismis lilkelerde ve kentsellesmenin yogun oldugu bolgelerde
daha fazla oldugu gozlenmektedir ve tiim kanser ¢esitlerinde oldugu gibi KRK’de de beklenen
olgu sayist hizla artmaktadir. KRK acisindan Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya yiiksek
riskli; Afrika, Asya ve Giiney Amerika ise diisiik riskli bolgeler olarak belirlenmigtir. Avrupa

kitasinda ise, Bat1 Avrupa, Giiney Avrupa’ya gore daha ¢ok riskli bolge olarak ifade edilmektedir
CF

2.1.2.Etyoloji
KRK gelisiminde etkli oldugu diisiiniilen ¢ok sayida risk faktorii tanimlanmigtir. (Tablo 1).
Bu faktorlerin belirlenmesi tarama ve takip programlar: acisindan 6nem tegkil etmektedir.

Tablo 1. KRK gelisiminde etkili olan faktorler

Risk Faktorii

Yas 50 tizeri

Diyet Yagdan zengin, posadan fakir beslenme

Kisisel oykii Kolorektal adenomlar

Aile oykiisii Polipozis sendromlar1, herediter non-polipozis

KRK, birinci dereceden KRK’li aile yakinlari

Inflamatuar bagirsak hastaliklart ~ Ulseratif kolit, Crohn hastalig1




KRK agisindan diisiik insidansli bolgelerden, yiiksek insidansin gézlendigi bolgelere goc
sonrasinda; KRK insidanslarindaki artis, cevresel faktorlerle birlikte diyet aliskanliklarinin ve
hayat tarzinin kanser gelisiminde 6nemli oldugunu gostermektedir. Diyet ve yasam seklinin
yaninda Amerika Birlesik Devletleri’nde siyahilerin ve Askenazi Yahudi’lerindeki kalitimsal
mutasyonlarin aktarilmasi da kanser gelisme riskini yiikseltmektedir (5). Onceleri daha gok sol
kolon yerlesimli tiimorler fazla gozlenirken, son yillarda sag kolon ve proksimal yerlesimli

tiimorlerin artig1 bildirilmistir (6).

2.1.3. Kolon ve Rektumun Anatomisi

Kalin bagirsak hatt1 ortalama 150 cm uzunlugunda olup, duedonum 6niinden gecen dikey
bir diizlemle sag kolon ve sol kolon olacak sekilde ikiye ayrilir. Sol kolon; ¢ekum, ¢ikan
kolondan; sag kolon ise transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve aniis
boliimlerinden olusur (Sekil 1). Kolon duvarinin katlar1 mukoza submukoza, sirkiiler kas

tabakasi, longitudinal kas tabakasi ve serozadir (7).

‘Transvers Kolon’

‘Hepatik Fleksur’ - ‘Splenik Fleksur’

‘Inen Kolon’

‘Apendiks’
‘Sigmoid Kolon’

‘Rektum’

Sekil 1. Kolon ve rektum anatomisi

2.1.4. Kolorektal Kanser Tanis1 ve Evrelemesi
Klinikte KRK varligmi disiindiiren semptomlar arasinda; alt gastrointestinal sistem
kanamasi, karin agrisi, barsak aligkanliginin degismesi veya tikanmasi, istah azalmasi, kilo kaybi

yer almaktadir. Hastali§in tanisinda Oykiiniin dikkatli alinmasi ve dijital rektal muayenenin de



oldugu oldugu fiziksel muayene onemlidir. Fiziksel muayene sirasinda karinda ele gelen kitle,
karaciger metastazina bagli hepatomegali, sarilik diger fizik muayene bulgularidir. Laboratuar
testlerinin yorumlanmasindan sonra gaytada gizli kan varligi, demir eksikligi anemisi, karaciger
fonksiyon bozukluklar1 da KRK varliginda saptanabilir. Biitiin degerlendirmelerden sonra
kolonoskopi ve bilgisayarli tomografi ile tiim viicut tarama yapilmalidir.

KRK tedavilerinin diizenlenmesi ve prognozlarin belirlenmesi amaciyla, histolojisi,
makroskopisi, metastaz gibi kriterler géz oOniline alinarak cesitli evrelendirmeler yapilmistir.
KRK’de patolojik evreleme sistemi ilk kez 1929 yilinda kanserin yayilimi1 ve lenfatik tutulumuna
bagli olarak Cuthbert Dukes tarafindan yapilmistir. Ancak 1954 yilinda Astler-Coller’in timdr
derinliginin 6énemini vurgulamasiyla Dukes evrelemesi seklinde revize edilmistir. Glinlimiizde
KRK evrelemesinde, 2010 yilinda Amerikan Kanser Birligi (American Joint Committee on
Cancer- AJCC) tarafindan Onerilen ve primer tiimor yayilimi- bolgesel lenf nodu tutulumu ve
intratorasik veya uzak metastaz varligina gore yapilan TNM (Tumor, Nodes, Metastasis)

evreleme sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2) (8).

Tablo 2. Kolorektal kanserler TNM evreleme sistemi

Evre T N M
0 Tis NO MO
I T1-T2 NO MO
ITA T3 NO MO
1B T4a NO MO
IIC T4b NO MO
1A T1- T2 NI1-Nlc MO
T1 N2a MO
111B T3- T4a NI1-Nlc MO
T2- T3 N2a MO
T1- T2 N2b MO
1IcC T4a N2a MO
T3- T4a N2b MO
T4b NI1- N2 MO
IVA Herhangi T Herhangi N Mla
IVB Herhangi T Herhangi N M1b




Kisaltmalar: Primer Tiimor Boyutu (T): Tx- Primer timor hakkinda herhangi bir bilgi yok; TO-
Primer tiimor gosterilemedi; Tis- Karsinoma insitu; T1- Submukoza tutulmus; T2- Muskularis
propria tutulmus; T3- Tiimor muskularis propriadan perikolorektal dokulara uzanim gostremekte;
T4a- Timor visseral periton ylizeyine kadar uzanmis (seroza tutulmus); T4b- Timoér komsu
organ ve dokulara invaze. Bélgesel Lenf Nodlar: (N): Nx: Bolgesel lenf bezi hakkinda herhangi
bir bilgi yok; NO: Bolgesel lenf bezi metastazi gosterilemedi; N1: Bir-ii¢ lenf bezi metastazi;
Nla: Bolgesel bir lenf bezi metastazi; N1b: Bolgesel iki-li¢ lenf bezi metastazi; N1c: Bolgesel
lenf bezi metastazi olmadan non-peritonize perikolik veya perirectal dokularda veya subserozal,
mezenterik tiime¢r depozit(ler)i; N2: Dort veya daha fazla lenf bezi metastazi; N2a: Bolgesel dort-
alt1 lenf bezi metastazi; N2b: Bolgesel yedi veya daha fazla lenf bezi metastazi. Uzak Metastaz
(M): Mx- Uzak metastaz hakkinda herhangi bir bilgi yok; M0- Uzak metastaz yok; M1- Uzak
metastaz var; Mla- Bir organ veya bolgede (6rnegin; bolgesel olmayan lenf nodu) metastaz;

M1b- Birden fazla organ veya bolge metastazi

2.1.5. Histolojik Tip

KRK histolojik tiplerine gore epitelyal tiimorler, lenfoid doku tiimdrleri, stromal tiimorler,
adenomalar ve adenokarsinomlar olarak simniflandirilirlar. Adenokarsinomalar, tiim KRK’lerin
%90-95’ini olustururlar. Adenokarsinomalarin alt tipi olan, miisindz adenokarsinomda tiimor
dokusunun  %50’sinden daha fazlasinda miisin  goriilmektedir. Bazi miisindz
adenokarsinomalarda, taghh yiizlik hiicreleri de bulunabilir. Tagh yiizik hiicreli
adenokarsinomlarda, miisindz adenokarsinomlardan farkli olarak tiimor hiicrelerinin
sitoplazmasinda artmis miisin yapimi bulunur. Bu tiimoérlere az rastlanmakla birlikte, genellikle
genclerde teshis edilen ileri evre adenokarsinomalardir. Mediiller kanserde, lenfosit infiltrasyonu
gosteren timor hiicreleri bulunur. MSH ve MLH yanlis eslesme tamir gen proteinlerinin kayb1
sonucu gelisen mediiller kanser, herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromunda sik
gozlenir. Bazi adenokanserler miisin iiretimi, daginik Paneth hiicreleri, endokrin hiicreler ve
kiigiik odaklar halinde yassi hiicreler igerirler. Cok nadir goriilen indiferansiye kanserlerin; az
diferansiye noroendokrin neoplazi (kiiglik hiicreli karsinom), lenfoma veya 16semi

infiltrasyonundan ayirt edilmesi zor olabilir (9, 10).



2.1.6. Tedavi

Giliniimiizde KRK dahil olmak iizere neredeyse biitiin kanserler multidisipliner yaklagim
icerisinde tedavi planlanmasini gerektirmektedir. Metastatik odagi bulunmayan KRK’de cerrahi
operasyon kiiratiftir. 1zole karaciger metastazi olan hastalarda da cerrahi yine 6nemli bir secenek
olup; cerrahi rezeksiyon icin karacigerden baska metastaz saptanmamasi, karacigerdeki
metastatik odaklarin tek bir lobda yerlesim gostererek, dortten az sayida olmasi ve tiimor
boyutunun 5 cm’den kiigiik olmasi gerekmektedir. Izole karacier metastazi olan KRK
hastalarinda, cerrahi rezeksiyon ile 5 yillik sag kalim %350’lere ulasmaktadir ancak metastaz
aninda hastalarin sadece %Z20-25’1 cerrahiye uygun bulunmaktadir (11). Cerrahi Oncesinde,
kemoterapotik ajanlar ve lokal tedavilerle (neoadjuvan kemoterapi) cerrahi uygulanamayan
hastalarin %10-30’unda hastalik geriletilerek, cerrahiye uygun hale getirilmektedir. Bu amacla
kullanilan iki grup kemoterapi (KT) mevcuttur:

a. Konvansiyonel- sitotoksik kemoterapi: Bu grupta 5-Fluorourasil (5-FU), irinotekan,
oksaliplatin, kapesitabin (oral 5-FU analogu) bulunmaktadir. Bu ajanlar, hizli boliinen tiim
hiicreleri hedefler ve hiicrelerin DNA sentezini bloke ederler.

b. Hedefe yonelik ajanlar — sitostatik terapi: Bu grupta bulunan ajanlar, boliinen hiicrelere,
spesifik reseptdr ve proteinlere baglanarak etki eder. Ornek olarak epidermal bilyiime faktorii
reseptorlinii (epithelial growth factor receptor- EGFR) hedefleyen setuksimab ve panitumumab,
tirozin kinaz inhibitdrii regorafenib ve vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii (vascular
endothelial growth factor- VEGF) hedefleyen bevacizumab ve aflibercept bunlara 6rnek
verilebilir.

Cerrahi sonrasi birinci ve ikinci basamak tedavilerde sitotoksik ajanlar kendileri tek olarak
veya kombinasyonlar halinde kullanilmaktadir. Bu tek veya kombinasyon halinde kullanimlara,

hedefe yonelik ajanlardan bevacizumab ve setuksimab da dahil edilebilmektedir (12).

2.2. Kolorektal Kanser Gelisiminin Molekiiler Genetik Temeli

2.2.1. Kolorektal Kanserde Cok basamakh Karsinogenez Modeli

Tiimdr hiicrenin kontrol mekanizmalaria yanit olusturmak yerine, biiyiime sinyallerinden
bagimsiz bir sekilde kontrolsiiz olarak biiyiimesi olarak tanimlanabilir. Bir tiimoér iyi huylu-

benign ya da koti huylu- malign olabilir. Malign tiimoérlerin yani kanserlerin iyi huylu
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tiimorlerden ayrilmasini saglayan 6zellikleri invaziv olmalar1 ve metastaz yapmalaridir (13, 14).
Kanserin molekiiler mekanizmalar1 ile ilgili yapilan ¢alismalar sonrasinda, karsinogenezin ¢ok
basamakli ve karmasik bir siire¢ oldugu goézlenmistir. Bu ¢alismalarla, normal bir dokunun,
kanserlesebilmesi i¢in; hiicrenin genetik degisiklikler sonucu 6 temel Ozellige sahip olmasi
gerektiginin alt1 ¢izilmistir. Bunlar; otokrin uyarim ile biliylimeye devam etme, biiyiimeyi
baskilayan sinyallere duyarsizlik, programli hiicre Oliimiinden kacis, limitsiz yenilenme
potansiyeli, anjiyogenez yetenegi, invazyon ve metastaz olarak smiflandirilir (15). Gegtigimiz
yillarda kolorektal kanserin genetik mekanizmalarinin anlasilmasina yonelik yapilan ¢alismalarla,
kolorektal kanserin genetik olarak oldukca heterojen ve karmasik bir hastalik oldugu
gosterilmistir (16). Sayisal veya yapisal kromozomal anormalliklerin (andploidi) artmasi ile
olusan kromozomal dengesizlik (chromosomal instability, CIN), CpG =zengin bdlgelerin
hipermetilasyonu ile olusan epigenetik dengesizlikler, ve  DNA yanlis eslesme tamirindeki
bozukluklarla olugan mikrosatellit dengesizligi (microsatellite instability, MSI) KRK gelisiminde
tanimlanan temel degisimlerdir (17). MSI, kolorektal kanser olgulariin yaklasik %13’{ine neden
olmaktadir. MSI, HNPCC sendromlarinin %90’1nda, sporadik kolorektal kanserlerin %20’sinde
goriilmektedir. MSI, ¢cogunlukla hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 ve hMSH6’y1 iceren DNA
yanlis eslesme tamir enzimlerinde olmak iizere ve TGF BRII, PTEN, BAX, IGFIIR, hMSHS6,
hMSH3, E2F- 4 gibi MSI yolagindaki genlerin mikrosatellitlerindeki mutasyonlar tanimlanmigtir
(16, 17).

Epigenetik dengesizlikler, KRK’lerin yaklagsik % 40’inda etkili olmaktadir. Epigenetik
mekanizma ile kodlayan DNA dizisinin 5’ ucunda yer alan CpG zengin bdlgeler
hipermetilasyona giderek timor baskliayici genler gibi bazi genlerin sesizlesmesine neden
olmaktadir. hMLHI1, P16INK4A, MGMT, ER, APC, COX2 genlerinin insan kolorektal
kanserlerinde hipermetile olarak sessizlestigi rapor edilmistir (16, 17). Kromozomlarda biiyiik ya
da kiigiik pargalarinin kazanimi veya kaybina neden olan CIN de, KRK’lerin % 47’sinde ise
etkili olmaktadir. CIN, sporadik kolorektal kanserlerinin yaklasik olarak %80’ninde etkindir ve
CIN yolaginda, tiimér baskilayict genlerden (tumour suppressor genes- TSG) APC, P53,
SMAD2, SMAD4, DCC ve onkogenlerden ise KRAS, B-katenin rol oynamaktadir (17, 18). KRK,
yapilan molekiiler genetik tabanli c¢aligmalar sayesinde tiimor baskilayici genler ve

onkogenlerdeki ¢esitli mutasyonlarin birikimi ile 20- 40 yilda gelisim gosteren kanserin,
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multistep karsinogenezine iyi bir 6rnek model olmustur (Sekil 2). KRK’deki CIN yolagi, normal
epitel hiicresinde APC geninin kayb1 ile hiicre ¢ogalmasindaki artis ve DNA hipometilasyonu
takip etmektedir. APC geninin her iki allelinin kaybi ya da inaktivasyonu erken adenom
olusumuna neden olmaktadir. Erken adenom hiicrelerindeki 12p (KRAS), 18q (DCC-Smad), 17p
(p53) kromozom bolgelerinde daha sonra olusan mutasyonlar kolon kanserine neden olacak

malignant transformasyona yol agmaktadirlar.

Yanhs Eslesme Onaruminmin inaktivasyonu
BAT26-Mikrosatellit instabilite

APC KRAS Smad2!4 P53
Mutasyon/Kayip Mutasyon Kayip Mutasyon/Kavip

‘Normal epitel” ‘Erken ‘Orta ‘Geg adi * “Karsi 2 “Metastaz®
adenoma’ adenoma®

DNA Metilasyonunda Diger Genetik ———
Degisiklikler Degisiklikler

Kan dolusimma Katilma
ve uzak dokuya ulasma

Sekil 2. Kolorektal kanserde multi-step karsinogenez (Kaynak-19’dan modifiye edilmistir.)

APC geni: Adenomatdz polipozis koli (APC) geni 5q21-22°de yerlesimli bir timor
siipressor gen olup, hiicre biiylimesini tetikleyen sinyalleri baskilama mikrotiibiil demetlerini
baglama ve hiicre gocii ile adezyonunu kontrol etme gibi hiicre agisidnan ¢ok 6nemli gorevlere
sahiptir (Sekil 3). Aym1 zamanda APC, kolorektal karsinomalarin gelismesinde 6nemli rol
oynayan Wnt/B-katenin sinyal yolaginda etkin bir molekiil olan B-katenin diizeyini kontrol
etmektedir. APC geninde tanimlanan missense mutasyonlar ve delesyonlar ile kisalmis APC
proteininin {retimi sonucu APC inaktivasyonu gergeklesir. KRK’lerin %80’inden fazlasinda
APC inaktiftir. Hiicre-hiicre adezyonunda rol aldiginda APC; aksin, GSK-3 ve B-kateninden
olusan sitoplazmik bir degradasyon kompleksin olusumunu yoOneterek P-katenin’in
degradasyonuna yol agar. B-katenin, kaderin temelli hiicre adezyon kompleksinin bir iiyesidir ve
hiicre disindan gelen uyarilarin hiicre igine iletilmesini saglar. APC’de meydana gelen mutasyon
sonucu fonksiyon kaybi gelistiginde, B-catenin birikimi ve nukleus proteinlerinin birikimi ile
hiicre ¢ogalmasinda artis ve azalmis apoptoz séz konusu olur. APC geninde fonksiyon kaybi,

aynt zamanda hiicreler arasi adezyonda etkin transmembran proteini E-kaderin iizerinden
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adezyonda degisiklikler gozlenir. Ciinkii E-kaderinin sitoplazmik boliimii B-catenine baglanir, bu

komplekte alfa-catenine ve aktine baglanarak adezyon olusumunda rol oynar.

Plizima

Proteozomal
degradasyon

Niskleis ~E Nuklen

T T
repressor

g 7 repressor
/NN f52 S/NTNTNT AFMFARY,

[S Cate m\

Sekil 3. Wnt/ B-catenine sinyal yolagi (Kaynak-20’den modifiye edilmistir.)

p53 geni: 17. kromozomun kisa kolunda (17p) yer alan p53 geni, bir timor baskilayic
gendir ve hiicre fosfoproteini olan p53 proteininin sentezinden sorumludur. p53 geni hiicre
siklusunda G1-S fazlar arasindaki kontrol noktalarinda, hiicrenin DNA hasarlanmalarina karsi
korunmasini saglayan bir kontrol noktasi proteinidir ve bdylece hiicrenin ¢ogalmasinda ve
farklilagsmasinda gorev alir (Sekil 4). pS3 kaybi hasarli hiicrenin apoptozdan kagis sebebidir.
Kolorektal karsinogenezin ge¢ donemlerinde olusan p53 inaktivasyonu, adenomun karsinoma
doniislimiinii  yonetir. p53 geninin yerlesim gosterdigi, kromozom 17p’ nin delesyonuna
KRK’lerin %75 inde rastlanmaktadir. KRK’lerde metastaz varligi ile 17p ve 18q yerlesimli

allelik kayip ve delesyonlar arasinda anlamli bir iligki gézlenmistir (21).

Stres-indiikleyen terapotikler

(Genetik materyale hasar veren terapiler \ / Loz \

\

/ \ K \;\ﬁa HLCR:_}T
benesens

Sekil 4. p53 yolagi (Kaynak-22’den modifiye edilmistir.)

Stres-indiikleyen terapotikler ile

p53’iin yeniden aktivasyonu

p53’iin yeniden aktivasyonu

DCC geni: Onsekizinci kromozomunuzun kolunda (18q21) yerlesmis olan DCC (Deleted

in colorectel carcinogenesis) tiimdr baskilayict geninin delesyonu KRK’lerin %70’inde ve ileri
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derecede displazi gozlenen adenomlarin yarisinda gozlenmistir. DCC geni, yapisal olarak hiicre
adezyon molekiillerine benzeyen bir proteinin sentezini diizenlenmektedir, adezyon molekiiliine
benzer bu protein sentezlenemediginde hiicreler arasi etkilesimin neoplazik transformasyonla
sonuclanacak yonde degistigi diisiiniilmektedir. DCC varligi, 2 ve 3. evredeki KRK’lerde kotii
prognozun oldukca kuvvetli bir belirleyicisidir. Ayni kromozomun degisik bir bolgesinde
yerlesim gosteren ve diger bir tiimor siipresdr gen olan DPC4/Smad4’iin de kolorektal kanser
vakalarmin iicte birinde delesyona ugradigi gosterilmistir. DPC4 uyar iletimini transforme edici
biiytime faktorii (Transforming growth factor-beta, TGF-beta) reseptorleri araciligi ile saglayan
SMAD gen ailesi i¢inde yer alir. TGF-beta epitel hiicresinde biiylimeyi Onleyici etki
gostermektedir ve kolon adenokarsinom hiicreleri genellikle TGF-beta’ nin hiicre iizerindeki bu
etkisine direng gostermektedir. APC geni kaybi ile ailesel adenomatéz polipozis modeli
olusturulan farelerde DPC4’lin deneysel olarak inaktivasyonu adenomatdz poliplerin kansere

doniisiimiine yol agmaktadir (23).

2.2.2. Onkogenlerin ve Sinyal Yolaklarinin Aktivasyonu

Onkogenler hiicrede sinyallerin iletiminde ve buna bagli olarak da hiicre biiylimesinin
kontroliinde rol oynayan genlerdir. Bu genlerdeki DNA diizeyindeki degisiklikler genlerin asir1
aktivasyonuna neden olarak mesajlarin hiicre yiizeyinden hiicrenin nukleusuna gegisine, artan
hiicre proliferasyonuna ve timor biiyimesine yol agar. KRK’de onkogenlerdeki aktivasyonlar
aracilifiyla aktivitesi artan sinyal yolaklari: RAS/RAF/MAPK sinyal iletim yolagi, PI3K sinyal
iletim yolagi, WNT/APC/CTNNBI1 sinyal iletim yolagi ve TGFB1/SMAD sinyal iletim
yolagidir.

2.2.2.1. EGFR Sinyal Yolagi ve Aktivasyonu

Epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR, ERBBI1 veya HER1), ERBB ailesi i¢inde yer
alan bir tirozin kinaz reseptoriidiir (RTK). Hiicre membrani yerlesimli, EGFR fosfotidilinozitol-
3-kinaz (phosphatidylinositol 3 kinase, PI3K)/Akt ve RAS/RAF/ Mitojen active edici protein
kinaz (mitogen-activated protein kinase, MAPK) gibi proliferatif ve anti-apopitotik sinyal

arayollarint aktive ederek, hiicreye gelen prolifeasyon sinyalinin niikleusa iletilmesini saglar

(Sekil 5) (24).
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Sekil 5. EGFR aracili sinyal yolagi (Kaynak-24’ten modifiye edilmistir.)

KRK karsinogenezinde gelisen asir1 EGFR aktivasyonu, EGFR overekspresyonu veya
EGFR yolagindaki diger molekiillerde bulunan mutasyonlar sonucu sinyal yolagi alti
molekiillerinin kontrolsiiz aktivasyonuna bagl olarak da gelisebilir. Ozetle EGF aracili RAS-
MAPK yolunun aktivasyonu, niikleusta, siklin bagimli kinazlar1 (CDK4 ve CDK6) aktive eden,
siklin D birikimiyle sonucu hiicre G1 fazindan S fazina geger. PI3K/Akt yolu araciligiyla da artan
Akt fonksiyonu ile, CDK-siklin kompleksine baglanip, G1 fazinda hiicre boliinmesini durduran

p27’nin transkripsiyon seviyesi azalir ve hiicre boliinmesi artis yoniinde uyarilir.

2.2.2.2. RAS/RAF/MEK Sinyal Yolag

RAS: EGFR aktivasyonu ile, RAS sinyal iletim arayolu baslatilmaktadir. RAS protein
insanda guanine baglayan proteinin sentezleyen RAS geni tarafindan kodlanir. KRAS, NRAS ve
HRAS olmak iizere 3 ras geni mevcuttur ve 12.kromozomun kisa kolunda yerlesmistir. Inaktif
durumda guanozin difosfat-GDP ile bagli olan RAS, biiyiime faktorii- reseptor etkilesimi sonucu
fosforile olup, guanozin trifosfat- GTP ile baglh duruma gegerek aktiflesir. KRK’lerin %65 inde
RAS geninde (genellikle KRAS) nokta mutasyonu saptanmaktadir ve KRK gelisiminin orta
donemlerinde olusmaktadir. RAS proteinleri ile; ardisik olarak birbirleri tarafindan aktiflenen
RAS- RAF- MAPK molekiillerinden olusan sinyal yolagi ve PI3K ile bunun aktive ettigi PDK1-
AKT molekiillerinden olusan sinyal ara yolaklar1 aktiflenir (Sekil 6).
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Sekil 6. RAS/RAF/MEK sinyal yolag1 (Kaynak-25’ten modifiye edilmistir.)

RAS proteinlerinden, KRAS birinci arayolda, HRAS ise ikinci arayolda daha etkin olarak
rol alir. RAS ve PI3K arayollarmin aym1 zamanda ya da birbirini tamamlayacak sekilde
calistiklar1 ve bu nedenle kanser tedavisinde basarmin her iki arayolun inhibisyonu ile
saglanabilecegi diistinlilmektedir. Bu nedenle, ara yollardaki molekiillere ait molekiiler
bozukluklar, kanser gelisimi ve progresyonu agisindan onemlidir. KRK’lerin %40’inda izlenen
ve ekzon 2’ye ait kodon 12 ve 13’teki nokta mutasyonlar: ile olusan KRAS aktivasyonu, alt
yolagin aktivasyonu ile tiimorlerin anti-EGFR tedavisine yanitsiz olmasma neden olur. Bu
nedenle KRAS geninin mutasyon analizi énemlidir, ¢linkii KR4S mutasyonlari, EGFR inhibitor
tedavisine yanitsizlik durumu ile iligkilidir.

BRAF: RAS proteinleri, MAPK ve PI3K arayollarini iceren ¢ok sayida sinyal kaskadi
iizerinden de etki gosterir. Bu nedenle bu ara yollara ait molekiillerde de mutasyon izlenmesi
onemlidir. MEK1 ve MEK2 gibi MAPK efektorlerini aktive eden bir protein kinazi kodlayan
BRAF genine ait mutasyonlar, KRK’lerin %5-10 unda gozlenir. K&tii prognozla iligkilendirilen
bu mutasyonlar genellikle, 15. ekzonda kodon 600 bdlgesinde (V600A, V600D, V60OE ve
V600KRM) ve 11. ekzonda gozlenir. Hastalarda en sik VO60OE mutasyonu gozlenir. BRAF

mutasyonlarmma sahip KRK’li hastalarda, setuksimab ve panitumumab gibi monoklonal
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antikorlara kars1 direng gelisimi gozlenir. Bu hastalarda, V60OE mutasyona spesifik kiiciik
inhibitorler ve MEK inhibitorleri kullanilmasi onerilmektedir (26).

MEK: MAPK/ERK Kinaz (MEK1), tirozin ve S/T-dual protein kinazdir. MEK in aktivitesi,
RAF’taki (BRAF > CRAF >ARAF) katalitik bolge S rezidiilerinin fosforilasyonu ile diizenlenir
MEK1’in ana hedefi ERK, bunun aksine ERK’in ¢ok sayida hedefi vardir (27).

ERK-1,2: Ekstraselliiler sinyal diizenleyen kinazlar 1,2 (ERK 1,2), MEK1 ve MEK2’ nin
aracilik ettigi fosforilasyon ile diizenlenir. ERK’ler Ets-1, c-Jun ve c-Myc gibi transkripsiyon
faktoriinii aktive edebilir ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesine katilan ¢ok sayida proteini
fosforile edebilir. ERK2 proliferasyonu pozitif olarak diizenlerken, ERK1 bazi hiicrelerde
ERK2’nin etkilerini inhibe edebilir (28).

2.2.2.3. PI3K/AKT/mTOR Yolag

Fosfatidilinozitol 3-kinazlar / AKT / Rapamisinin memelilereki hedefi (mammalian target
of rapamycin, mTOR) (PI3K/AKT/mTOR) yolaginda meydana gelen bozukluklar, migrasyon ve
invazyonu etkilediginden, arayoldaki kilit molekiiller, potansiyel tedavi hedeflerini olusturur
(Sekil 7). PI3K/AKT/mTOR yolagi, RAS/RAF yolag ile etkilesim i¢inde olduklarindan tiimoriin
EGFR tedavisine verecegi yanitinin belirlenmesinde yardimci olabilirler (29).
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Sekil 7. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 (Kaynak-30’dan modifiye edilmistir.)
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PI3K: PI3K proteinleri, fosfoinozitidlerin 3’hidroksil grubunu fosforile ederek,
fosfatidilinozitol-4,5-bifosfatin (PIP2), fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3) doniistimini
saglar. Sekonder haberci olan PIP3, hiicrenin biiyiimesi, ¢ogalmasi, yagami iizerinde etkili olan
protein kinaz B olarak da bilinen AKT’1, fosforilasyon yoluyla aktive eder. KRK’lerin, %15-
25’inde PI3KCA geninde kinaz aktivitesini arttirarak PIP3 olusumunun artmasina neden olan
somatik mutasyonlar gézlenmistir (29).

PTEN: Yine bu alt yolakta yer alan, tiimor baskilayici etkiye sahip PTEN proteini, PIP3’ten
PIP2 defosforilasyonunu ydneterek, hiicre dongiisili, apoptoz, hiicre gogii ve genomik stabilite
iizerine etki etmektedir. PTEN inaktivasyonuna yol acan somatik mutasyonlar, KRK’lerde %10
oraninda goriilmektedir. PTEN ekspresyon kaybi, hem KRAS mutasyonu bulunan, hem de
bulunmayan vakalarda gézlenmektedir (31).

AKT: AKT’1n aktivasyonu ¢ok basamakli bir siire¢ olup; platelet kokenli biiyiime faktorii
(platelet derived growth factor, PDGF), insiilin, epidermal biiylime faktorii (epidermal growth
factor, EGF), fibroblast biiylime faktorii (Fibroblast growth factor, bFGF) gibi ayni kokene sahip
proteinlerin membran reseptorlerine baglanmasi sonucunda, RTK’larin fosforilasyon yoluyla
aktive olmalar1 saglar. Fosforile aktif AKT, membrandan ayrilarak nukleus ve sitosolde bulunan
hedeflerini fosforiller. Ayrica AKT, ribozom sentezi, protein sentezi regiilasyonu ve mRNA
translasyonunu kontrol eden molekiiller {izerinden hiicre boyutunu diizenleyen mTOR’u fosforile
ederek aktive eder (29).

mTOR: PI3K sinyal arayolunda rol oynayan mTOR, okaryotik hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunun temel kontrol noktasidir. mTOR arayolunun aktivasyonu ve mTOR asir1
ekspresyonu, prostat, hepatosleiiler karsinom ve meme karsinomlar1 dahil olmak iizere birgok
kanserde gosterilmistir. mTOR, mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks 2
(mTORC2) olmak iizere iki multiproteinden olusur. mTORC1 mitojenlere cevap olarak, S6K1 ve
4E-BP1’1 fosforilleyerek translasyonu baglatir. mTORC2 ise, AKT ve protein kinaz C yi
aktifleyebilir (32).
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2.3. Kolorektal Kanser Metastazi ve Molekiiler Genetik Temeli

2.3.1. Epitelyal-Mezenkimal Transisyon ve Mezenkimal-Epitelyal Transisyon
Kavramlan

Karsinogenez siireci, yukarida anlatildigi gibi hiicre sayisinin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasini yoneten genetik ve epigenetik degsiklikleri icermektedir. Ancak olusan kanserin
ilerlemesinde temel neden, go¢ kabiliyetini kazanan hiicrelerin ikincil biiyiime odaklarina gidip
biliylimesidir. Buna metastaz denmektedir ve kanserli hastalarin temel 6liim sebebidir. KRK’de
de cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi se¢eneklerinde gelismeler ve artiglar olmasina ragmen,
hastalarin %40-50’si tan1 aninda metastatik hastaliga sahiptir. Cogu metastatik KRK (mKRK)
hastas1 da klasik tedavi segeneklerine uyumlu degildir ve <%10 kadar1 5 yillik sagkalim sans1
verilmektedir. Bu nedenle invazyon ve metastaza dair genomik, post-genomik ve fiziksel olmak
tizere tiim bilgilerin artmasi gerekliligi ka¢inilmazdir.

Metastatik kaskad, primer timor odagindan kagis (a), bolgesel stromaya penetrasyon (b),
bolgesel vaskiiler ve lenfatik sisteme gecis (intravazasyon) (c), ikincil metastaz odaklariyla
etkilesime girebilmek icin reseptdr ekspresyonu (d), plateletlerle kiime olusturarak immun
hiicrelerde kagis (e), endotelle etkilesime gecme ve adezyon (f), ekstravazasyon (g), uzak bolgede

koloniler olusturma ve bu yerde prolifere olup biiyiime gibi ¢esitli basamaklardan olusur (33).
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Sekil 8. Metastazin basamaklar1 (Kaynak-33’ten modifiye edilmistir.)

Yukarida tanimlanan ardil basamaklarda kanser hiicresinin epitelyal ve mezenkimal

fenotipleri arasindaki doniistimler s6z sahibidir. Son yillarda invazyon ve metastazin gelisiminde
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epitel fenotipten, mezenkimal fenotipe doniisiimiin gerceklestigi epitelyal-mezenkimal
transisyonun (epithelial-mesenchymal transition, EMT) anahtar oldugu gosterilmistir. EMT,
cesitli molekiiler baglantilar ile birarada tutulan, bazal yiizeyleri ile bazal membranla etkilesim
halinde olarak apikal-bazal polaritesini barindiran epitelyal hiicrelerin; bir seri biyokimyasal
degisim ile hiicreleras: baglantilarin1 ve apikal-bazal polaritesini kaybedip, mezenkimal karakter
kazanarak invaziv 0zellk kazanmasi, apoptoza direng gelistirmesi olarak tanimlanabilir. EMT
stirecinin biyokimyasal ve morfolojik olarak tersi olarak tanimlanan mezenkimal-epitelyal
transizyonda (mesenchymal-epithelial transition, MET) tiimor hiicrelerinin primer odaktan
ayrilip, uzak yere metastaz yapmasindan sonrasi (teorik olarak ekstravazasyondan sonra) siireg
olarak tanimlanir. Ancak MET hakkinda elde edilen bilgiler EMT’ye gore daha sinirlidir ve

EMT nin daha ayrintili anlasilabilir olmasindan sonra artis gdsterebilecektir (34).

Basamak 3: Sistemik transportation
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Basamak 1: Lokal invazyon
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hiicresi Basamak 4: Ektravazyon Basamak 5: Kolonizasyon
Primer tiimor ?
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Tiimor hiicre dagilim Tiimor hiicre ekimi |
EMT Aktif EMT Inaktif ve/veya MET Aktif

Sekil 9. Metastaz siirecinde, epitelyal- mezenkimal transisyon ve mezenkimal-epitelyal

transisyon (Kaynak-34’ten modifiye edilmistir.)

2.3.2. Kolorektal Kanserde EMT Siirecinin Transkripsiyonel Diizenlenmesi

EMT, KRK metastazinda olduk¢a onemlidir. KRK hastalarinda, E-kaderinin azalan
ekspresyonu ve vimentinin artan ekspresyonu lenf nodu metastazi, zayif tiimor diferansiyasyonu
ve kot prognoz ile iligkilendirilmistir (35, 36). EMT prosesi ii¢ grup transkripsiyon diizenleyici
tarafindan yonetilmektedir. Bunlardan ilki SNAI1 ve SNAI2 (Slug)’ in dahil oldugu Snail ¢inko-
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parmak ailesi; ikincisi ZEB ailesi ZEB1 ve ZEB2 (SIP1); ve iiciinciisii ise TWIST1, TWIST2 ve
E12/E47° dahil oldugu bHLH ailesi (Sekil 10, Tablo 3). KRK hastalarindan elde edilen
rezeksiyon dokularinin  %85’inde kuvvetli TWIST1 ekspresyonu goézlenmigtir. TWISTI
ekspresyonu lenf nodu invazyonu, erkek cinsiyet ve kotii sonugla iliskilendirilmistir (37). SLUG1
ve ZEBI1 ekspresyonu, E-kaderin ekspresyonunun azalmasi ile korele bulunmus ve ZEB1, ZEB2
artist azalan sagkalimla iliskilendirilmistir (38).  Ayrica ZEBI1, -ekstraseliiler matriksin
(Extracellular matrix- ECM) EMT aracili degradasyonu aktifledigi gibi ve plazminojen aktivator
inhibitoriiniin inhibisyonunu da gergeklestirir. SLUG ve vimentin ekspresyonlar1 arasinda da bir
iliski saptanmistir. KRK’li hastalarda SLUG ekspresyonu lenf nod metastazi ve anjiyogenez ile
iligkili bulunmustur (39). Son zamanlarda yapilan arastirmalar dogrultusunda KRK EMT’sinde
etkin olan bagka transkripsiyon faktor ailelerinin oldugu bildirilmistir. Bunlar Brachyury, AP4,
fork-head box protein C2 (FOXC2), E2-2 (TCF4 olarak bilinir), SOX2, OCT4, Nanog, prospero
homeobox1 (PROXT1), homeobox protein SIX1, paired related home-obox 1 (PRRX1), HMGAI,
Fra-1, ve ZNF281/ZBP99’dur (34).

Biiyiime faktorleri Sitokinler

P Y N Y -
| g D,
k. X. * . ° l EMT diizenleyiciler & &
)\ ) 3
—— P
> Y@
‘A {
<
~ EMT e
Epitelyal hiicreler Mezensimal hiicreler
Epitelyal Belirtecler Mezengimal Belirtecler Invazyon
5 Metastaz
| E-kaderin N-kaderin
v Laminin - jimentin Anti-apoptoz
. . Tip 1 kolajen i
Tip 4 kolajen Lamini \ Ilag direnci
Klaudinler - -
Fibronectin T T
Okkludinler Alfa-5-beta-1 integrin Kék hitcre dzellit
Dezmoplakinler Alfa-v-beta-6 integrin \‘ Kanser kik hiicre

Sekil 10. Epitelyal-mezenkimal transisyon diizenleyicileri (Kaynak-40’tan modifiye edilmistir.)
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Tablo 3. EMT ve kolorektal kanser metastazinin diizenlenmesinde gorev alan transkripsiyon

faktorleri

Molekiiller

KRK’de klinik 6nemi

Transkripsiyon faktorleri: CDH promotor bélgesine baglanan

SNAI1

Metastaz, ilag direnci, kotii prognoz

SLUG

Metastaz, kisa  sagkalim, koti

prognoz, anjiyogenez, ilag direnci

ZEBI

Invazyon, metastaz, kisa sagkalim

ZEB2

Progresyon, kisa sagkalim

Brachyury

Kot prognoz

AP4

Karaciger metastazi, kisa sagkalim

EMT ile iliskili digger transkripsiyon faktorleri

TWISTI

Lenf nodu invazyonu, kotii prognoz, kisa

sagkalim

FOXC2

Lenf nodu metastazi

SOX2

Karaciger ve lenf nodu metastazi

OCT4

Karaciger metastazi

Nanaog

Lenf nodu metastazi, kotii prognoz

PROX1

Ileri timor evresi, lenf nodu metastazi

PRRX1

Metastaz ve kotii prognoz

Fra-1

Kisa rekiirrenssiz sagkalim, yiiksek T evresi

Transkripyon diizenleyiciler

FLH2

Invazyon, metastaz

Kisaltmalar: EMT: Epitelyal mezenkimal transisyon, KRK: Kolorektal kanser, FOXC2:
Forkhead box C2, SOX2: SRY box 2, OCT4: Octamer-binding transcription factor 4,
PROX1:prospero homeobox 1, PRRX1: paired related homeobox 1, FHL2: four and a hald LIM

protein 2.
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2.3.3. Kolorektal Kanserin EMT Siireci ile iligkili Sinyal Yolaklar

Kanser hiicreleri tlimoér mikrogevresinden gelen bir seri ekstraseliiler sinyale yanit olarak
EMT siirecine girer. TGF-beta, Wnt ve biiylime faktor reseptorlerinin dahil oldugu sinyal
yolaklar1 KRK’inde dahil oldugu bir¢ok kanserdeki invazyon ve metastazda oldukg¢a aktiftir.
TGF-beta/Smad sinyal yolagi KRK’de EMT’nin gelisiminde olduk¢a onemlidir. TGF-beta
ligandlari, membranda bulunan TPR1 ve TPR2 reseptorlerinin dimerizasyonu ile Smad’in
fosforillenmesini yonetir. Aktiflenen Smad2 ve Smad3, niikleusta Smad4 ile birlikte lokalize
olur. TGF-beta reseptorlerindeki ve Smad sinyalizasyondaki degisiklikler, KRK’lerin %40-
50’sinde saptanmistir ve KRK proliferasyonunun en temel sebeplerindendir. Smad4’iin kayb1
KRK metastazlarinin %30’unda saptanmis ve E-caherin kaybi ile artan -catenin ekspresyonu ile
iligkili bulunmustur. Smad4, SW480 KRK hiicre hattinda invazivligi baskilar ve mezenkimal
benzeri fenotipten, polarize epitelyal fenotipe gegisi indiikkler ve EMT de etkin olan endojen
TGF-beta’inin azalmas ile iliskilidir (41). Ayrica Smad4’iin kayb1t EMT’de dogrudan etkisi olan
ve ZEBI1 ekspresyonunu arttirararak KRK progresyonunda rol alan STAT3 aktivasyonu ile
sonuclanir (42). Smad4 kaybi KRK hastalarinda, metastazin ongoriilmesi agisindan umut
vadeden bir belirte¢ olarak goriilmektedir (43). Smad4’iin kayb1 BMP’nin aktiflenmesi {izerinden
EMT’nin indiiklenmesi ile, Rho ve ROCK’in aktiflenmesini saglamaktadir (44). Wnt sinyal
mekanizmasi KRK progresyonu ve EMT i¢in 6nemlidir. APC ve (-catenin mutasyonlar1 bu
yolagin aktiflenmesini saglar. Niikleer B-catenin artig1 hiicrenin mezenkim-benzeri yapidan EMT
siirecine gegisini destekler.Wnt nin inhibitorii olan DKKI1 (dickkopf-1), EMT’ yi inhibe ederek
KRK’nin ilerlemesini durdurur. Diger bir Wnt inhibitérii Axin2, SNAI1 iizerinden EMT’yi
indiikleyerek hem in vitro hem in vivo metastatic aktiviteyi ilerletir (45). RAS/ERK1/2 yolaginin
KRK’de EMT’yi destekledigine dair sonuglar bulunmaktadir. CaCo2 hiicrelerinde RAS’1n artan
ekspresyonu, histon modifikasyonlar ile Siklin D1 ve E-kaderin’nin diizenlenmesini saglar. Slug,
RAS yolag: ile diizenlenir ve mutant RAS ile EMT’ ye giden KRK’erde yeni bir hedef haline
gelebilir. BRAF ve RAS onkogenleri, TGF-beta ile birlikte yada tek baslarina hiicre migrasyonu
ve invazyonunu yoneten Rho GTPaz’lar1 diizenler (46).

Bagirsak kokenli epitelyal hiicrelerde MEK1 aktivasyonu EMT’yi indiiklemektedir. Egr-1,
Fra-1 ve AP-1, MEKI tarafindan indiiklenen SNAIl ve SLUG ekspresyonlarindan
sorumludurlar. AP-1, ERK/AKT yolaklar: le aktiflenir ve integrin alfa2’yi hedef alarak EMT yi
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indiikleyen EZH2’yi aktifler. RAF1 ve RAF/MEK/ERK yolaginin negetif diizenleyicisi PHLLP,
KRK’de EMT’yi baskilayarak hiicrenin motilitesini ve tlimor ilerlemesini durdurur. KRK’lerin
%?2-3’tinde PHLLP geninde mutasyonlar saptanmigtir (47).

PIK3C mutasyonlart veya PTEN kaybi ile PI3K/AKT yolaginin aktiflenmesi, KRK
ilerlemesinden sorumludur. EMT ve anjiyogenezi diizenleyen AKT sinyal yolagt SNAI1 ve
SLUG gibi EMT ile iliskili transkripsiyon faktdrlerinin ekspres olmasindan sorumludur.

Metastaz iliskili fosfataz olan PRL-3 AKT’1 aktifleyerek PTEN’I baskilayarak EMT’yi
indiikler. PI3K/AKT alt yolaginin bulunan mTOR1 ve mTOR2’de Rho A ve Rac-1 araciligiyla
KRK’de EMT, motilite ve metastazi indiikler (48, 49).
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Sekil 11. Kolorektal kanserde EMT iliskili sinyal yolaklar1 ve tiimdr mikrogevresi

2.3.4. Kolorektal Kanserin EMT Siirecinde Etkili Olan Kodlamayan RNA’lar

Kisa kodlamayan RNA’lar ve mikro-RNA’lar (miRNA, miR), 19-24 niikleotid
uzunlugunda olup, gen ekspresyonunu post-transkripyon seviyesinde hedef mRNA’y1 degrade
ederek veya protein translasyonunu inhibe ederek etkilerler. miRNA’larin  kanserde
diizenlenmelerinde problemler olmaktadir. Son yillarda EMT ile direk veya dolayli olarak iliskili

miRNA’lar Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. EMT ile iliskili mikro-RNA’lar

Molekiil Ust diizenleyicileri Hedef Gen KRK’deki 6nemi
EMT inhibisyonunda etkili miRNA’lar
miR-200 ailesi P53/TGF- ZEBI/ETS1/FLTI1 Kot sagkalim  ve
beta/ZEB1/SNAI1/SI prognozun
X1 baskilanmasi
miR-34 P53/SNAI1/ZEBI/IL-  Fra-1/ZNF281/SNAI1 Lenf node ve wuzak
6 metastazin
baskilanmasi
miR-15a/16-1 P53/AP4 AP4 Uzak metastazin ve
kot prognozun
baskilanmasi
miR-183-96-  p21-ZEB1 SLUG/ZEB1 Belirlenmemis
182
miR-137 HMGALI FMNL2 Belirlenmemis
miR-138 Belirlenmemis TWIST2 Lenf nodu ve wuzak
metastaz  ile  kotii
prognozun
baskilanmasi
miR-212 Belirlenmemis MnSOD Agresif timor
fenotipinin ve
ilerlemesinin
baskilanmasi
miR-30b Belirlenmemis SIX1 Karaciger metastazi ve
kisa sagkalimin
baskilanmasi
miR-320a Belirlenmemis Racl Metastazin
baskilanmasi
miR-101 HIF-1 alfa Beta-catenin Belirlenmemis
EMT’nin indiiklenmesinde etkili miRNA’lar
miR-21 TGF-beta/TNF- TIAMI1/RECK Integrin- Kotii prognoz
alfaAP1/ETS1 beta4
miR-31 TGF-beta/TNF- alfa TIAM1/SATB2 Kotii prognoz
miR-9 PROX1 E-kaderin Belirlenmemis
miR-130b Belirlenmemis PPAR Y Uzak metastaz, kisa
sagkalim, kotii prognoz
miR-29a Belirlenmemis KLF4 Metastaz ~ ve  kotii
prognoz
miR-103/107  Belirlenmemis DAPK/KLF4 Lenf nodu ve wuzak

metastaz, kisa sagkalim
ve kdtil prognoz

Kisaltmalar: EMT: epitelyal-mezenkimal transisyon; KRK: kolorektal kanser; miR: mikroRNA;
TGF-beta: transforming growth factor- beta; SIX1: SIX homeobox 1; FLT1: fms-related tyrosine
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kinase 1; ZNF281: finger protein 281; MMP: matrixks metalloproteinaz; PBX3: pre-B-cell
leukemia homeobox 3; HMGAI1, high-mobility group Al; FMNL2, formin-like 2; MnSOD,
manganese superoxide dismutase; Racl: ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; HIF-1 alfa:
Hipoksi indiikleyen factor 1- alfa; TNF-alfa: Tiimor nekrozis factor-alfa; TIAM1: T-cell lenfoma
invazyon metastaz 1; AP1: activator protein 1; RECK: reversion-inducing-cysteine-rich protein
with kazal motifs; SATB2: special AT-rich sequence-binding protein 2; PROXI1: prospero
homeobox 1; PPAR Y, peroxisome proliferator-activated receptor Y'; KLF4: kruppel-like factor
4; DAPK: death-associated protein kinase.

miR-200 ailesi (miR-200a/b/c, miR-141 and miR-429), ile yapilan caligmalar bu ailenin
ekspresyonundaki azalmalarin EMT i¢in 6nemli oldugunu ve ZEB1 ile ZEB2’nin miR-200c ile
miR-200b’nin hedefleri oldugunu ortaya koymustur. Tiimor baskilyic1 gen olan p53’iin kaybi,
miR-200c’nin promotdr bolgelere baglanmasi ile miR-200c ekspresyonunun azalmasi ile
EMT nin indiiklenmesini aktive eder. Ayrica miR-200 ailesi ile miR-205 EMT’de etkili TGF-
beta yolaginin alt iiyeleridir. Bu miRNA’larin yeniden ekspresyonlar1 MET siirecinde
goriilmektedir. ZEB1, miR-141 ve mir-200c’nin ekspresyonunun baskilayarak KRK hiicrelerinin
epitelyal doniisiimiinii indiikler. Bu denge, EMT- EMT arasindaki gecigleri destekler. miR-
200a/200b/429 ve miR-200c/141’in epigenetik regiilasyonu EMT ve MET arasindaki diizeni
destekler. miR-200 ailesindeki metilasyon ile epigenetik susturulma EMT-MET fenotipleri
araindaki gecisi, kanser progresyonu ve metastazi indiikledigide gosterilmigtir. Karaciger
metastazlarinda miR-200 ve miR-141’in, primer tiimor dokusuna gore daha fazla eksprese oldugu
ve bunun miRNA promotor bolgesi hipometilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmis. Bu nedenle
primer tiimordeki diisiik miR-200c ekspresyonunun kotii prognostik  faktor olarak
gosterilmektedir (50, 51).
miR-200’iin diginda bagka miRNA’larin da ekspresyonlart KRK metastazinda azalmustir,
p53’iin hedefi olan miR-34a bunlardan biridir. miR-34a, Fra-1 ilizerinden MMP1 ve MMP9’un
ekspresyonunu azaltir. miR-34a ekspresyonunun azalmasi, c-Met, SNAII ve beta-catenin’in artan
diizeyleri ve KRK metastazi ile iligkilidir. ILR-6R/STAT3/miR-34a geri doOniisiim

mekanizmasinin da EMT iizerinde etkisi vardir ve p53’lin miR-34a’yr arttirmast bunu
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bozmaktadir. Ayn1 zamanda p53, miR-15a/16-1 ve AP4’yi de indiikleyerek EMT’yi indiikleme
yoniinde etki eder (52).

Bir diger tiimor baskilayici olan p21-ZEB1 kompleksi, miR-18-96-182 birlesimi ile
EMT’yi inhibe eder. P53’iin p21’i dogrudan kontrol etmesine ragmen, bu komplekste etkisi
yoktur (53).

Diger bir tiimor baskilayict miRNA olan Let-7c, MMP11 ve PBX3 mRNA’larim stabilize
ederek EMT’yi inhibe eder. KRK’de Let-7¢’nin azalan ekspresyonu, metastaz, ileri TNM evresi
ve kotii prognoz ile iligkilidir (54).

HGMAI1 hedefi olan miR-137, TGF-beta ile indiiklenen EMT’de yer alan FMNL2’yi
hedefleyerek KRK’de EMT siirecini baskilar. miR-138/212/30b/320a/101’de  KRK
metastazindaki EMT siirecinde rol alan Oonemli miRNA’lardir. EMT aktivatorii olan TGF-
beta’daki artiglarin, miR-21 ve miR-31’in ekspresyonlarini arttirdifi gozlemlenmis. miR-21"in
ekspresyon artist KRK’de kotii prognostik faktor olarak goriilmektedir. miR-31’inde lenf nodu
olan KRK’lerde arttirdig1 gosterilmistir. miR-31 KRK metastaz: ile iligkili olan SATB2’yi hedef
alarak EMT’yi indiikler (55).

PROX1, miR-9-2 ile birlikte E-kaderin ekspresyonunu azaltir. Ayrica miR-140b, miR-29a,
miR-103/107 de tiimor gelisimi ile metastazi destekleyici yonde etkisi olan miRNA’lardir (56).

2.3.5. Kolorektal Kanserin EMT Siirecinde Mikrocevre

Kanser hiicreleri ile kanserin olusum gosterdigi mikrocevre arasindaki etkilesimler,
kanserin ilerlemesi ve metastazi agisindan ¢ok 6nemlidir. Tiimor mikrogevresi imflamatuar ve
immiin hiicreler ile, karsinoma iligkili fibroblastlar (carcinoma associated fibroblasts- CAF),
hipoksi, c¢oziinen faktorler, sinyal molekiilleri ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olusan
olduk¢a kompleks bir cevredir (Sekil 12). Tim bu karmasik igerikle birlikte, kompleks
etkilesimler araciliiyla tiimor mikrogevresi EMT siirecinde tahmin edildigi olduk¢a sz sahibidir

(57).
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Sekil 12. Tiimor mikrocevresi bilegenleri (Kaynak-58’ten modifiye edilmisgtir.)

CAF’lar tiimor hiicreleri ile, tiimor mikrocevresindeki diger hiicreler arasindaki
etkilesimlerin  bir parcasidir ve mikrocevreyi matriks metalloproteinazlar  (matrix
metalloproteinase, MMP), MMP inhibitorleri, ECM bilesenleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler
tireterek modiile ederler. Baz1 calismalarda CAF’larin, EMT, hipoksi ve TGF-beta yolaginin
aktivasyonunda gen ekspresyon diizeylerini arttirdigina yonelik sonuclar agiga ¢ikarilmistir (59).

Inflamatuar bilesenlerde tiimoriin progresyonu ve metastazi i¢in olduk¢a Onemlidir. IL-
Ibeta, EMT araciligiyla KRK progresyonunu indiikler. IL-8 (CXCL8) ve CXCL20 sinerjistik
etkileriyle PI3K/AKT-ERK1/2 arscilifiyla EMT’yi indiikleyerek KRK progresyonunu ve
metastazimi arttirirlar.  1IL6, p53’iin ribozom biyogenezini arttirarak, p53 aktivitesini ve
ekspresyonunu azaltir. P53 ekspresyon ve fonksiyon kaybi, E-kaderinin azalmasi, SLUG 1
artmast sonucu EMT-benzeri hiicresel fenotipik degisikliklere sebep olur.

TNF-alfa, KRK’de SNAI1’in AKT/GSK-3beta aracil1 stabilizasyonu ile EMT’yi indiikler.
Bu sonu¢ EMT ile inflamasyon arasindaki iligkiyi acik¢a ortaya koymaktadir. Ayrica TNF-alfa,
TGF-beta ile indiiklenen EMT’y1 IL-8 ve CXCR iizerinden hizlandirir. CAF’lara yonelik olarak
yapilan proteom profilleme c¢alismalarinda, TGF-beta yolag: ile iligskili olan LTBP2, CD11,

OLFML3 ve FSTL1 gibi proteinlerin ekspresyonu, kanser stromasina yonelik yeni molekiiler
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belirteclerin ortaya ¢ikigini gostermistir. TGF-beta ile uyarilan CAF’lardan, IL-11 salgilanmasi
GP130/STAT3’lin tetiklenmesini saglar, bu da metastazin baglamasini uyarir (60, 61).

Tiimor mikrocevresinde bulunan bagka tip hiicrelerde metastaz siirecine katilmaktadir.
Epitel ve kolon tiimor dokularmin ko-kiiltiirlerinden hiicre siipernatantlar1 ile yapilan sekretom
analizlerinde, IGFBP6 tiimor baskilayicimin azaldii gozlemlenmis. Ayni degisiklik EMT

hiicrelerinde de gozlenmistir (62).

2 4. Fiziksel Mikrocevrenin EMTye Etkisi

2.4.1. Fiziksel Mikrocevre

Kanser hiicrelerinin ¢evresindeki dokunun kanser hiicresinin davranigina, sagkalimina,
biliylimesine, invazyon ve metastazina etki ettigini gosterecek sekilde molekiiler kanitlar
mevcuttur. Her kanserin temelinde yatan problem kontrolsiiz biiylime olsa bile, kanser
cesitlerinde hiicresel olarak farkliliklar oldugu gibi mikrogevreleri de farklidir. Bu degisiklikler,
kanserin fenotipinden terapi sonucglarina kadar etki etmektedir. Mikrogevredeki farkliliklar
biyokimyasal, biyolojik veya biyofiziksel/fiziksel olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kanser ve kanser
iligkili hiicrelerin tiimoriin biiyiimesi ve gelisimini destekleyecek sekilde salgiladiklari sitokin
paternlerindeki farkliliklar biyokimyasal degisiklikler; fibroblast ve immiin hiicreler gibi kanser
iligkili hiicrelerin kanser davranisin1 ve terapotik yanitlarim degistirmesi biyolojik degisiklikler;
stromanin sertlesmesi, interstisyel basing, sivi akimimin degismesi de biyo-fiziksel ya da fiziksel
degisiklikler olarak seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (63).

Bir tiimor kitlesel olarak biiylimeye bagladiginda, hiicrede, salgilanan molekiillerde ve
ECM’de bir seri degisiklikler olusur. Ancak tiimoriin etrafini saran fiziksel mikrocevrede de ¢ok
biiytik degisiklikler gelisir. Tlimoriin biiylimesine ve ilerlemesine eglik eden, normal olmayan
basin¢ ve sivi akim artiglar1 gozlemlenir. Giintimiizde, bu biyomekanik giiclerin tiimor
mikrogevresini sekillendiren faktorler oldugu kabul edilmektedir. Bu fiziksel degisiklikler
tiimoriin biiylimesinden ileri gelen cevre dokulara dogru giden basing, doku sertliginin ve dokular

arasindaki sivi akimin artmasi olarak siniflanabilir (Sekil 13) (64).
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Sekil 13. Tiimor mikrocevresinde, hiicre fenotipini degistiren biyomekanik giicler (Kaynak-
64’ten modifiye edilmigtir.). 1) Tiimor hiicreleri proliferasyonun artmasiyla epitele dogru basing
olusturur. 2) Bu stress ECM’de basmg farkliligi olusmasim saglar. 3) ECM yogunlagir ve
sertlesir. 4) Invazyonun olusacag:i lokasyonda matrix yeniden organize olur ve invazyonun
olugsmasina yardimci olur. 5) Tiimor iligkili anjiyogenezin artmasi, dokular arasi sivinin ve
lenfatik drenajin artis1 sonugu sivi akimi artar. 6) Timor hiicreleri bu sivi akimim gradiyent

olusturmak icin kullanir. 7) Dokular arasi sivi miyofibroblast diferansiyasyonu indiikler. 8)

Lenfatik kemokin salinimi artar.

Kanserin baglangic gosterdigi yerde, hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile birlikte kanser
kitlesinin merkezinden cevredeki komsu hiicrelere dogru basing olusur. Bu artan basincin
terapOtik yenilginin sebeplerinden bir olmasi, ¢esitli ¢alismalarin ¢ikis noktasini olusturmugtur
(63). Tiimor proliferasyonu ve gelisimi ile dokular c¢evresinde artan basing, epitelyal
homeostazda, hiicresel davranis degisikliklerinin olusmasinda, neoplastik progresyonda, hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks adezyonunda, ve EMT de oldukca onemlidir (65). EMT siirecinde, kanser
hiicresinde biyokimyasal ve biyolojik degisikliklerin gozlenmesinin yanisira morfolojik
degisiklikler de gozlendigi icin, fiziksel tiimor mikrogevresi faktorlerinin EMT siirecine etki
etmesi kacinilmazdir. Ancak, artan basing¢ sadece tlimoriin proliferasyonu ve biiytimesi ile iligkili
degildir, ayn1 zamanda tiimoriin ¢evresindeki ECM’ye ait mekanik 6zelliklerin degismesiyle de

iligkilidir.
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Tiimor mikrogevresi mekanik olarak ECM’nin yeniden diizenlenmesi, ECM proteinlerinin
birikmesi ve stromal fibroblastlarin aktivasyonu sebeplerinden dolay1 dinamiktir ve bu dinamizm
tliimoriin, normal dokulara gore daha sert olmasina olanak tanimaktadir. Matriks sertligi ve
yogunlugundaki degisimler, integrin aktivasyonu ile tiimoriin davraniginda da degisikleri
beraberinde getirmektedir. Integrinlerin biraraya toplanmasi, ERK aktivitesindeki artis,
Rho/ROCK tarafindan iiretilen hiicre kasilmalar1 tiimoriin epitelyal organizasyonunu bozarak
progresyonu ve invazyonu arttirir. Matriks sertlifini arttiran, artmig yogunluk adezyon
yogunlugunun da artmasma sebep olarak FAK-Rho-ERK sinyalini arttirir. Ancak matriks
sertliginin hiicredeki metastatik fenotiple iligkili olabilecegi yoniinde elde edilen verilere ragmen,
sertligin HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde metastatik fenotipi arrtirdig1 bulunmustur (66,
67). Sonu¢ olarak, tiimor dokusunun sertligi kotii prognoz ile iligkili bulunmugtur; timor
dokusunun yumusamasi metastazi ve hastaligin ilerleyisini azaltacak bir belirte¢ olarak
goriilmiigtiir (68).

Tiimor mikrocevresinde gozlenen bir diger fiziksel degisiklik ise interstisyel yani dokular
aras1 s1vi akiminin artmasidir. Interstisyel sivi, stromay1 olusturan dokular arasindaki sivi olarak
tanimlanir. Normal dokuda, bu sivi stromal dokuda dagilmis olarak bulunan ve hiicreler
tarafindan kullanilan besin bilegenleri ve oksijenin kan damarlarindan plazma olarak akimudir.
Kan damarlarindan sizan bu sivinin ¢ogu kapiller tarafindan geri emilir, bir kismu1 dokular
tarafindan filter edilir ve lenfatik akima dogru bosaltilir. Normal dokuda bu sistem, interstisyel
stvinin artigint engeller. Ancak tiimor dokusunda bu sistem zayiftir ve sivi artisina neden
olmaktadir (64).

Kanser hiicrelerinin ihtiyaglarim1  karsilayabilmek adimna, tiimor mikrogevresinde
anjiyegenez ve anjiyogeneze gore daha nadir olsa da lenf anyjiyogenezi uyarilir. Sayica artan
damarlarin ve lenfatiklerin, damar duvarindan cevre dokulara sivi akigi artar. Diizensiz ancak
yeni damar sistemlerinin olusumu da artan interstisyel sivinin en temel sebeplerindendir (69).
Kanserli hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile dokuda artan basing ile cevredeki normal dokularda
gozlenen normal basing arasindaki gardiyent farkindan dolayr da tiimor stromasi boyunca,
interstisyel siv1 artig1 aciga ¢ikar. Bu sivi artigint Butler ve arkadaglari ilk kez meme tiimorlerinde
gostermigtir (70). Sonug olarak artan sivi akisi ile, tiimor hiicreleri sivi akis gerilimine (shear

stress) maruz kalir. Degisen sivi akimi ve akim gerilim paternleri ile ¢oziinen molekiillerin
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dagiliminda farkliliklar olusturdugu gibi hiicrelerin fenotipinde ve davramislarinda degisim
goriilmektedir.

Iki-boyutlu veya ii¢-boyutlu hiicre kiiltiir tekniklerinin kullanilmas1 ile sivi akiminin
hiicreye etkisini aragtirmak {iizere cesitli calismalar yapilmistir. Hoffman ve arkadaslarinin,
interstisyel s1vi akiminin hiicrenin proliferasyonunu arttirdig1 yoniinde caligmalar: vardir. Akciger
kanseri hiicreleriyle yapilan caligmada, interstisyel sivi akiminin azalmasi ile hiicrenin
fosforilasyonuna olumlu yonde etki eden p44/42 MAPK fosforilasyonunun azaldigr gbzlenmis
(71). Fosforilasyon siireclerindeki aksamalar hiicrenin proliferasyon siireclerinde temel olarak
etki eden faktorlerdendir. Hiicrenin proliferasyonuna etki etmesinin disinda, interstisyel sivi
akimimin ila¢ direncinin sebeplerinden biri oldugu savunulmaktadir. Tiimor ortaminda degisen
insterstisyel sivi akimindan dolayr moekiillerin transferinde olusan degisikliklerin ila¢ direnci
olusumuna etki ettigi bilinmektedir (72).

Rofstad ve arkadaglar tarafindan da, interstisyel sivi akiminin terapétik direncin diginda
radyasyon direncinde de etkili oldugu gosterilmis. Normoksik kosullar altinda olmamasi
beklenen radyasyon direncinin, sivi akiminin artmasiyla arttigi, ve bunun tiimor hiicre
klonojenitesi ve VEGFR-A ekspresyonunun ilgili olabilecegi savunulmus (73).

Polacheck ve arkadaglarida, MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri ile yaptiklar1 ¢calismalar
da, interstisyel s1vi akiminin bulundugu hat iizerinde migrasyonun olustugunu gostermisler. Bu
sekilde sivi akiminin migrasyon yoniinde etki edece8i yorumu yapilmis ancak, sivi akiminin
kuvveti ve hiicre yogunlugun degigmesiyle migrasyon yoniiniin degisebilecegi de bilinmektedir
(74).

Interstisyel sivi, sadece tiimér hiicrelerini etkilemez. Tiimér mikrogevresinde bulunan
fibroblast ve bagisiklik sistemi kokenli hiicreleri de etkiler. Shieh ve arkadaslarinin MDA-MB-
423S meme kanseri hiicreleriyle ko-Kkiiltiir edilen fibroblastlar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda,
timOr invazyonunu yiiriiten fibroblast aracili stromal diizenlenmelerin interstisyel sivi ile
yiiriitiildiigli yoniide bilgi saglamistir. Bu ¢alismada, kanser hiicreleri ile fibroblastlarin invazyon
stirecinde birlikte ¢alistig1, sivi akiminin fibroblastlarin hareketlenme ve invazyon kabiliyetine
olumlu yonde etki ettigi gozlenmis. Ayrica interstisyel sivi akimimnin TGF-beta 1 ve kollajenaz-

bagimli invazyonu tetikledigi gosterilmis (75).

32



Rofstad ve arkadaslarinin, insan melanoma zenograft modellerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda,
kanser tedavisinde onemli parametreler olan hipoksi ve lenf nodu metastazina intertisyel sivi
akiminin etki ettigi gosterilmis. Lenf nodu metastazi yapan tiimorlerde interstisyel sivi akimi ve
basincinin, yapmayanlara gore daha fazla oldugu ve yine interstisyel sivi basinicinin fazla oldugu
tiimorlede hipoksi oraninin daha fazla oldugu sonuclarina ulagilmis (76).

Rizvi ve arkadaglari, over kanseri hiicrelerinde interstisyel sivi akimi varliginda E-kaderin
ekspresyonunun azalmasi ve vimentin ekspresyonunun artmasi sayesinde gosterilen EMT nin
indiiklendigi gostermisler. Bu gecis sirasinda, over kanseri igin kotii prognostik faktor olan
EGFR ekspresyonunun EMT nin indiiklenmesini yonettigi gosterilmis (77).

Literatiir esliginde verilen bilgiler dogrultusunda, interstisyel sivi akimimin ve sivi akig
geriliminin  kanser hiicresini proliferasyon, migrasyon, invazyon ve metastaz yoOniinde
indiikleyerek hiicreye agresif fenotip kazandirdid1 gosterilmistir. Bir tiimor kitlesinin hiicreleri
kendi icinde bile farklilik gosterirken, cesitli tipteki tiimorler arasindaki davranig, ¢ogalma,
biliylime, metastaz ve hatta anjiyogenez paternlerindeki farkliliklarin gozlenmesi normaldir.
Temel olarak vaskiiler, lenfatik ve cogalma paternlerindeki farkliliklar interstisyel sivi akiminda,
miktarinda ve basicinda degisiklik gostermektedir. Bu nedenle her tiimoriin kendine 6zgii bir
interstisyel sivi paterni vardir (78). Bu nedenle tiimoriin davranisindan, c¢ogalmasina,
anjiyogenezine ve invazyon metastaz siirecine kadar etki ettifi yoniinde kanitlar bulunan,
interstisyel stvinin her tiimorde olusturdugu degisikliklerin a¢i8a ¢ikarilmasi oldukca 6nemlidir.

Interstisyel sivi akimmin KRK’deki metastazi yiiriiten EMT siirecine etkisi yoniinde
calisma bulunmamaktadir. Kolorektal kanserlerde hematojen ve lenfatik yollarla metastazin
yaninda, peritoneal dagilim yoluyla gerceklesen metastaz goriilmektedir (%10-25). Bu tablo
erken miidahaleyi gerektiren, erken miidahale s6z konusu olmadiginda cerrahi ve kemoterapi
acisindan hastanin fayda gormedigi hizla mortaliteye dogru giden bir durum olarak karsimiza
ctkmaktadir. KRK’nin peritoneal yayiliminda IGF-1, HIFla, VEGF, EGFR ve ITGBI1 en ¢ok
ad1 gecen potansiyel hedeflerdir. Ancak peritoneal yayilimda, tiimor hiicrelerinin dokiilmesi ile
invazyon ve metastazda soz konusudur. Ozellikle hiicrelerin dokiilmesi ile peritoneal kaviteye
yayiliminda yer ¢ekiminin etkisi ve ortamdaki sivi akiminin varlig1 (asit, mukus, interstisyel sivi,
kan akimi) onemli fiziksel faktorlerdir (79, 80, 81). Kolon ve rektum hiicreleri, anatomisi ve

stirekli peristaltik hareketler geregi de sivi akimina ve sivi akim gerilimine maruz kalmaktadir.
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Sonug olarak KRK tiimdriin yerlesim gosterdigi kolorektal anatomisi, olugan asidik akimlar ve
tiimoriin kendi mikrocevresinde artan interstisyel sivi akimi sebeplerinden dolay:r oldukca
dinamik bir fiziksel mikrogevre olugmaktadir. KRK’de mikrogevrenin fiziksel dinamizminin
EMT ile iligkili metastaza olan etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle EMT biyolojisinin
anlagilmasina ve siireci tanimlayan biyobelirteclerin aciga c¢ikarilmasina yonelik caligmalara
gereksinim siirmektedir (82).

Mikrofluidik teknolojilerinin (microfluidics) ve hiicre analiz sistemlerinin gelismesiyle
interstisyel s1v1 akig1 gibi mikrocevrede bulunan fiziksel etkenlerin kanser hiicresine olan etkileri
ortaya cikartilmaya baslanmistir (83). Mikrofluidik teknolojileri, 1ul- 1000wl arasinda sivi
hacmine sahip olan, kontrol edilebilen laboratuvar metodolojileri sunmaktadir. Cip
teknolojilerinin mikrofluidik teknolojileri ile birlestirilmesiyle, kanser basta olmak iizere bir¢cok
sorun tegkil eden hastalik hakkinda ileri analizler yapilabilmektedir. Mikrofluidik teknolojileri ile
kanser alaninda, hastalifa yonelik biiyiik Olcekli tarama ve teshis calismalari (¢ip tabanlh
mutasyon taramalar1 gibi), ileri tiimor biyolojisi ¢alismalar1 (migrasyon, metastaz, proliferasyon
calismalar1 gibi) ve dolagimdaki tiimor hiicresine yonelik arastirmalar yapilabilmektedir (Sekil
14) (84).

DOLASIMDAKI TUMOR MOLEKULER TESHIS
HUCRELERININ [ZOLASYONU
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Sekil 14. Mikrofluidik teknolojilerinin kanser alanindaki rolii (Kaynak-84’ten modifiye

edilmistir.)

Mikrofluidik teknolojilerinin kullanilmasiyla tiimor biyolojisi alanindaki c¢aligmalarda,

kanserin biiyiimesi, EMT, invazyon, dolasimdaki tiimor hiicreleri, MET dahil olmak iizere bir
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cok temel konu iizerinde arastirma yapilabilmektedir. Tek hiicre fenotipik tanimlama, tic-boyutlu
anjiyogenez ¢aligmalart gibi mikrofluidik teknolojilerinin kullanilmasiyla gergeklestirilen ¢esitli

kanser aragtirmalart Sekil 15°de gosterilmisgtir.
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Sekil 15. Kanser aragtirmalarinda kullanilan mikrofluidik teknolojilerinin gosterimi (Kaynak-

83’ten modifiye edilmistir.)

Kanserin molekiiler genetigini ilgilndiren caligmalarda, daha ¢ok DNA diizeyinde elde
edilen bilgilerin fazlaligi sayesinde kanser genomigi hakkinda konusabiliyoruz. Ozellikle
kolorektal, meme ve akciger kanserleri gibi sik rastalanan kanser tiirlerinin daha ¢ok calisiimasi
nedeniyle bunlarin karsinogenez, EMT, invazyon, metastaz siireclerindeki genomik degisiklikler
bilinmektedir. Ancak hiicrede DNA’dan sonra mRNA’nin ve ardindan proteinin sentezine kadar
isleyen mekanizmalar silsilesi kanserin kaderini degistirebilecegi gibi yOnetimini de
degistirmektedir. Bu nedenle genomikten fenomige kadar ilerleyen; epigenomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomikten olusan post-genomik siirecler hakkinda da bilgi sahibi olunmalidir

(Sekil 16).
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Sekil 16. Biyolojik sistemlerde coklu-omiks teknolojileri ile genomdan fenomige (Kaynak-

85’ten modifiye edilmisgtir.)

Ancak kanserin olusumundan sonraki EMT nin baglamasiyla devami gelen olaylar zinciri
metastaz hakkindaki bilgiler azdir. Bu ¢alismada kolorektal kanser fiziksel mikrogevresindeki
intertisyel s1vi akimmin mikrofluidik teknolojileri araciligiyla taklit edilmesi sonucu, indiiklenen
metastatik hiicre fenotipindeki post-genomik degisikliklere epigenomik ve transkriptomik agidan
odaklanmigtir. Viicudun dogasi geregi sonsuz olan ve kanser hiicresine agresif karakter
kazandiran intertisyel sivi akiminin ve bu s1v1 akiginin olusturdugu sivi geriliminin (shear stress)
indiikledigi EMT siirecinde etkin olan mRNA ve mikro-RNA profillerinin belirlenmesi
hedeflenmigtir. Viicudun dogal ve dinamik fiziksel mikrogevresinin kanser hiicresine
kazandirdig1 ozellikler hakkinda bilgi sahibi olunarak, olduk¢a karmagik ve ¢ok parametreli olan
metastaz ve EMT mekanizmasina yoOnelik yeni ajanlarla kanserin yoOnetimi desteklenebilir.
Boylece kolorektal kanserin cerrahi ve klinik olarak oldukca sorunlu hale gelen metastaz

tablosunda daha uzun sagkalim siireleri elde edilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi

Bu caligma tanimlayici bir aragtirma olarak gergeklestirilmigtir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma Eyliil 2011- Haziran 2016 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji
Enstitiisii’nde laboratuvarlari ile Amerikada Harvard Univeristesi- Harvard MIT Health Sciences
& Technology (Boston, Massachusetts) ve Stanford Universitesi- Canary Cancer Center (Palo

Alto, California) laboratuvarlarinda yiirtitiilmiistiir.

3.3. Arastirmanm Orneklemi
Caligsma, ticari hiicre hatlarinin kullani1ldig1 in vitro bir arastirma olarak gerceklestirilmistir.

Insan ya da hayvan materyali kullanilmamustir.

3.4. Cahsma Materyali
Bu calismada, kolorektal kanser hiicre hatlar1 kullamlmigtir. HT-29 (ATCC® HTB-38™) ve
HCT-116 (ATCC® CCL-247) hiicre hatlari, American Type Culture Collection (ATCC)’den satin

alindi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu calisma kolorektal kanser metastazi agisindan tanimlayict bir calisma oldugu igin
kolorektal kanser metastaz siirecinin varlifi bagimli degisken; analizi yapilan 44,699 geni
tanimlayan mRNA, 30,424 mikro-RNA, mikrofluidik siirekli s1v1 akig1 ve hiicre tipi ise bagimsiz
degiskendir.

3.6. Veri Toplama Araclari

3.6.1. Hiicre Hatlar: ve Statik Hiicre Kkiiltiirii

Kullanilan Malzemeler- Cihazlar
o Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco by Life Technologies, NY, USA)
o Fotal sigir serumu (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

37



. Penisilin- Streptomisin (10,000U/ml) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, Katalog
no: 15140-122,NY, USA)
. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi pH 7.4 (1X) ([-] kalsiyum kloriir [-] Magnezyum kloriir)
(Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
. Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, USA)
. Mikropipet set (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
o Kimwipes (Kimtech Science Brand, Kimberly-Clark Worldwide, Inc, USA)
. 0.05% Tiripsin-EDTA (1X), Fenol-Kirmiz1 (Gibco by Life Technologies, Grand Island,
NY, USA)
. Tripan mavisi (Sigma Aldrich, USA)
. 25cm’ hiicre kiiltiir flaski (MedSupply Partners, USA)
. 75cm” hiicre kiiltiir flask1 (MedSupply Partners, USA)
. 50 mililitre (ml) tiip (MedSupply Partners, USA)
. 15 ml tiip (MedSupply Partners, USA)
. Serolojik pipet-10 ml (MedSupply Partners, USA)
. Serolojik pipet-5 ml (MedSupply Partners, USA)
. Etanol (MedSupplyPartners, USA)
o Karbondioksit inkdbatdr (Thermo Scientific, USA)
Deneysel Uygulama
Deneysel kolorektal karsinoma hiicre hatlar1 olan HT-29 (ATCC® HTB-38™) ve HCT-116
(ATCC® CCL-247), American Type Culture Collection (ATCC)’den satm alindi. HT-29 hiicre
hatt1, 44 yasinda bayandan (beyaz 1rk) izole edilen, epitelyal morfolojiye sahip sahip hiicrelerdir.
HT-29 hiicrelerinde p53 geninin 273. kodunda G -> A mutasyonu ile Arg -> His doniisiimii
bulunmaktadir. Ayrica, c-myc, KRAS, HRAS, NRAS, Myb, sis ve fos oncogenlerinin ekspresyonu
ile p53’iin agir1 ekspresyonu gozlenmektedir. HCT-116 hiicreleri ise erkek hastadan izole edilmig
olup epitelyal morfolojiye sahiptirler. RAS proto-onkogeninin 13. kodonunda mutasyon
barindirmaktadirlar (86, 87).
HCT-116 ve HT-29 hiicreleri deneyde kullanilmak iizere flasklarda cogaltildi. Hiicrelerin

cogaltilmas: icin ve deneylerde %10 fotal sigir serumu (Fetal bovine serum- FBS) ve %1
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Penisilin-streptomisin ile desteklenmis Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM 4 g/L
glucose, 4.0 mM L-Glutamine)’den olusan kiiltiir ortam1 kullanildi. Hiicreler 37°C’de 5% CO,

iceren inkiibator ortaminda ¢ogaltildi.

3.6.2. Mikrofluidik Ciplerin Dizaym ve Uretimi
Kullanilan Malzemeler- Cihazlar
. 1.5-milimetre (mm) kalinliginda polimetilmetakrilat (PMMA) (McMaster Carr, Santa Fe
Springs, CA, USA),
. 3.175-mm kalinlifinda polimetilmetakrilat (PMMA) (McMaster Carr, Santa Fe Springs,
CA,USA),
. 80-mikrometre (um) kalinliginda ¢ift tarafli adeziv film (double-sided adhesive- DSA film)
(iTapeStore, Scotch Plains, NJ, USA)
o Polistiren petri dish (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA)
o Lazer kesici (VersaLASER; Universal Laser Systems Inc., Arizona, USA).
d Etanol (MedSupplyPartners, Katalog No: EK-4085-1GL/CS, USA)
o Kimwipes (Kimtech Science Brand, Kimberly-Clark Worldwide, Inc, USA)
Deneysel Uygulama
Mikrofluidik cipler 1.5 and 3.175-mm kalinhiginda polimetilmetakrilat (polymethyl
methacrylate -PMMA) (McMaster Carr, Santa Fe Springs, CA, USA), 80-um kalinliginda cift
tarafli adeziv film (double-sided adhesive- DSA film) (iTapeStore, Scotch Plains, NJ, USA) ve
polistiren petri dish kullanilarak (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) yapilmistir (77).
Mikrofluidik ¢ipin tiim bilesenleri 25 x 41 mm Olciilerinde olacak sekilde lazer kesici
(VersaLASER; Universal Laser Systems Inc., Arizona, USA) kullanilarak kesilmistir (Sekil 17).
Her cip, hiicre kiiltiirii i¢in 3 kanal (Genislik: 4 mm, Boy: 27 mm) icerecek sekilde
tasarlanmistir. Cipin iist bilegseni 3.175-mm kalinligindaki PMMA katmanlarindan, orta kesimi,
1.5-kalinligindaki PMMA katmanlardan, en alt kesimi ise petri dishlerden elde edilmigtir. En alt
katmanin, polistiren petri kaplarindan kesilmesinin amaci hiicrelerin etkin bir sekilde yiizeye

yapismalarii saglamaktir (Sekil 18).
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Sekil 17. Mikrofluidik ¢ipin dlciileri

Sekil 18. Mikrofluidik ¢ipin bilesenleri

Mikrofluidik ¢ipin tiim bilesenlerinin kesilmesinin ardindan, bilesenlerin birlestirilerek
cipin elde edilme asamasi steril kosullaraltinda gerceklestirildi. Cipin tiim bilesenleri oncelikle
%70’1ik etil alkol ile temizlendi ve 1 saat siireyle ultra violet- UV altinda steril edildi. Daha sonra

laminar akigh biyogiivenlik sinif II kabinet i¢inde tiim birlestirme islemleri yapildi.

3.6.3. Hiicrelerin Mikrofluidik Cipe Ekilmesi ve Tiip Baglantilarimin Yapilmasi
Kullanilan Malzemeler- Cihazlar

4 Gaz gecirgen tiipler (Saint-Gobain PPL Corp., OH, USA)

. Epoksi yapistirict (Devecon, Danvers, MA, USA
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4 8 kanalli siringa pompasi (New Era Pump Systems Inc., Farmingdale, NY, USA)
o 3 mililitrelik steril siringa (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)
4 26-G kiit uclu igne (SAI Infusion Technologies Inc., Baltimore, MD, USA)
. Karbondioksit inkdbator (Thermo Scientific, USA)

Deneysel Uygulama

Mikrofluidik ¢ipin birlestirilme ve sterilizasyon islemlerinden sonra, ¢ipin kanallariin
icine, giris ve ¢ikis deliklerini kullanarak yogunlugu 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Kanal basma 1,8 x 10° hiicre icerecek sekilde, 180u1 hiicre siispansiyonu ekildi (Sekil
19). Hiicrelerin kanala tamamen yapigmasi amaciyla 12 saat beklenildi ve sonra akim i¢in gerekli
olan tiip baglantilar1 yapildi (Sekil 20). Gaz gecirgen tiipler ¢ipin giris ve ¢ikis deliklerine, 5
dakikada (dk) kuruyan epoksi yapistirict kullanilarak sabitlendi. U¢ mililitrelik siringalar 26-G
kalinligindaki igneler takili hiicre kiiltiir ortami ile dolduruldu. Siringa cipin icine giris deligine
sabitlenen tiiplere baglandi. Cikis deliginden c¢ikan tiipler, 50 ml’lik tiiplere sabitlenerek, deney
stiresince kullanilan ortamin toplanmasi saglandi. Siringalar, otomatk siringa pompasina baglandi
ve istenilen akim hizi ayarlanarak deneye baglanildi (Sekil 21). Kontaminasyon riskini 6nlemek

amacliyla, ¢ipler ve media hergiin degistirildi.

Sekil 19. Mikrofluidik c¢iplerin i¢ine hiicre ekilmesi. A) Mikrofluidik ¢iplerin hazirlanmasi, B)
Ekimi yapilacak hiicrelerin elde edilmesi, C) Hiicrelerin ¢ip i¢ine ekilmesi, D) Tiip ve siringa

baglantilarinin yapilmasi, E) Dinamik kiiltiir i¢cin s1vi akiminin baglatilmasi.
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Sekil 20. Gaz gegirgen tiip baglantilarinin yapilmasi. A) Siringa uclarinin gaz gecirgen tiiplere
baglanmasi, B) Tiiplerin ¢iplerin giris ve cikis deliklerine baglanmasi. C) Epoksi yapistirici ile

tiiplerin deliklere sabitlenmesi, D) Tiim baglantilarla birlikte ¢iplerin goriintiisii.

Sekil 21. Karbondioksit inkiibator icinde mikrofluidik ¢ip platformu. A) Cipler baglantilar1 hasar
gormeyecek sekilde inkiibatoriin iist rafina konulur. B) Siringa pompalar1 baglantilarin hasar

gormesini engelleyecek sekilde inkiibatoriin iisttiine konulur.
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3.6.4. Mikrofluidik Ciplerle Dinamik Kiiltiir Deneylerinin Optimizasyonu

Kullamlan Malzemeler- Cihazlar
o Fibronektin (Sigma-Aldrich, USA)
. Laminin (Sigma-Aldrich, USA)
o Matrigel Matrix (BD Biosciences, MA, USA)
. Cover Slips 40 x 4 mm (Fischer Scientific Catalog # 12-545-87, USA)
o Polistiren petri dish (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA)

Deneysel Uygulama

Optimizasyon siirecinde asil hedef hiicrelerin, ¢ipler icinde uygun kosul ve zaman ic¢inde
yasatilmast ve planlanan deneylerin yapilabilmesi ic¢in eksikliklerin veya problemlerin
giderilmesiydi. Bu siirecte kargilagilan en 6nemli sorun, ciplerin deneylerin baglatildiktan sonra
sizdirma yapmas1 olarak gozlemlendi. Bu durumu agsmak amaciyla, ciplerin birlestirilme siireci
mengene ile yapilmaya basland1 ve ciplerin hava kabarcigi kalmayacak sekilde birbirine
yapismasi saglandi. Hiicrelerin ¢ip yiizeyine etkili birgekilde yapismasi i¢in polistiren petrilerden
ciplerin en alt tabakasi kesildi ve hiicrelerin yapigmasi saglandi. Deneyler icin optimum sivi akisg
hizinin bulunabilmesi i¢in 2-4-6 ul/dk hizlar sirasiyla denendi. Her bir sivi akim hizi sonrasinda
canlilik analizleri yapildi. Optimum hiz her iki hiicre hatt1 icinde 2 u1/dk olarak belirlendi. Deney
planinin uzunluguna goére ve deneyin sonlandirilmasindan sonra gerekli analizlerin
yapilabilmesine olanak saglayacak sekilde hiicre konsantrasyonu belirlendi. Hiicre
konsantrasyonlari, immiinohistokimya deneylerinde hiicrelerin kalkmasini engelleyecek sekilde;
post-genomik analizlerde yeterli hiicre sayisina erisilebilecek sekilde HCT-116: 0.3 milyon/ml,

HT-29 ise 0.8 milyon/ml ayarlandu.

3.6.5. Dinamik Kiiltiir Optimizasyonunda Canhlk Analizi

Kullamlan Malzemeler- Cihazlar

. Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells (Molecular Probes, Cat no: L-
3224, USA)

. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi pH 7.4 (1X) (PBS) ([-] kalsiyum kloriir [-] Magnezyum
kloriir) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
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o Floresans mikroskop (Zeiss, Axio Observer, USA)

Deneysel Uygulama

Optimizasyon siirecinde farkli hizlarm denenmesinin ardindan (2-4-6 ul/dk), hiicre
Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, Cat no: L-3224, USA) kullanilarak
canlilik analizleri yapildi. Bu kit iki prob kullanilmasi ile canli ve 6lii hiicrelerin iki renkli
floresan ile ayrilmasini saglar. 20 ul, konsantrasyonu 2 mM etidium homodimer-1 (EthD-1) stok
soliisyonu 10 mL steril hiicre kiiltiiriine uygun fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi ile karistirilarak 4 pM
EthD-1 soliisyonu elde edildi. Daha sonra 5 pl, konsantrasyonu 4 mM olan calcein AM stok
soliisyonu da onceden hazirlanan 10 mL EthD-1 soliisyonuna eklendi ve ¢aligma soliisyonu (veya
son adiyla LIVE/DEAD® assay reagent- 2 uM calcein AM ve 4 uM EthD-1) elde edildi.
Canlilik anlizi yapilacak olan hiicrelerin kiiltiir ortam1 aspire edildi ve steril PBS ile yikanarak
hiicreler kiiltiir ortamindan arindirildi. Hiicrelerin tizerine 100-150 xLL caligma soliisyonu eklendi
ve 37°C’de 20 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda floresan mikroskop ile goriintiileme

yapild1 (Zeiss, Axio Observer, USA).

3.6.6. Mikrofluidik Cip Platformundaki Sivi Akisinin Bilgisayar Modellemesi
3.6.6.1 Siv1 Akag Geriliminin Teorik Olarak Hesaplanmas
Aderan hiicreler iizerinde mikrofluidik sivi akimi ile olugan sivi geriliminin teorik olarak

analizi yapildi. Mikrofluidik kanal i¢cindeki Reynold sayis1 asagidaki denklem ile hesaplandi.

_ QDup
UA

Denklemdeki Q sivi akiginin hacim cinsinden degeri (2 uL min"), D,, tiipiin hidrolik ¢ap1, @

Re

stvinin yogunlugu, g sivimin dinamik viskozitesi, A ise tiiplin capraz alamdir. Dikdortgen
seklindeki kanalin boyu (h) ve genisligi (w) kullanilarak, hidrolik ¢ap1 asagidaki denklemle
hesaplandi.
D, — 2hw
7 (h+w)

Ortam sicakhiginmn 37°C oldugu kosullarda, sivi yogunlugu 1000 kg m~, dinamik

viskozitesi 0.000692 kg m''s" olarak kabul edildi. Tiim bu veriler dogrultusunda laminar sivi
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akiminin oldugu bolgedeki Reynold sayisi, 0.0173 olarak hesaplandi. which belongs to laminar
flow region.
Laminar sivi akimindaki ortalama sivi akim gerilimi- shear stress asagidaki formiille

hesaplandi.

_ouQ
h2w

Kanalin orta uzunlugundaki sivi akim gerilimi- shear stress, 7 1.44x10” Pa (or 14.4x107

T

dyne cm?) olarak hesaplandi. Kanalin orta uzunlugundaki (L/2) sivi sisteminin smr katman

kalinlig1 agagidaki denklem ile 41 mm olarak hesaplandi.

hL/2
pQ

Mikrofluidik kanal icindeki sivi olarak sivi akim gerilimi- shear stress, laminar akig
icindeki tiim Newton tipi akigkanlar i¢cin asagidaki denklemle hesaplandi. u kanal boyunca (x
diizlemi) sivi velositesi; y ise mikrofluidik kanal duvarindan tabana kadar olan uzaklik olarak

alindi.
T=Uu @

3.6.6.2. Stvi Akim Geriliminin- ‘Shear stres’ Numerik Simiilasyonu

Bolgesel sivi akim geriliminin-shear stress dagiliminin degerlendirilmesi icin ii¢-boyutlu
numerik simiilasyon yazilimi Comsol Multiphysics™ kullanildi. Newton tipi akigkanlar igin
stirekli durumun denklemi Navier-Stokes denklemi, simiilasyon icin kullanildi. Modelde
mikrofluidik kanalin gercek boyutlar1 kullanildi. Perfiize olan kiiltiir ortam: yani sivi homojen
sikigtirilamayan ve yogunlugu 1000 kg m”, viskozitesi 0.000692 kg m's" olan Newton tip
akigkanlar olarak modellendi. Mikrofluidik kanalin girisi siv1 akiginin hacimsel birimi 2 yL min™
ile laminar girs olarak modellendi, kanalin ¢ikigindaki basing ise O kPa olarak modellendi. Simiile
edilen akimlar, tiim kanal boyunca ve hiicrelerin yapigmis oldugu tiim alan boyunca Reynold
sayisinin hesaplanmasiyla tahmin edildigi gibi diizlemsel akim olarak gosterildi (Sekil 22a).
Mikrofluidik kanalin orta katmanindaki velosite alaninin 10 zm s (Sekil 22b) olmasina ragmen,

hiicrelerin yapismis oldugu alanda bu yaklagik 0.12 um s™ (Sekil 22¢) olacak sekilde ¢ok kiigiik
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olarak hesaplandi (Sekil 22d). X-Y, Y-Z and Z-X diizlemlerinde simiile edilen velosite alan1 ve
stvi akim gerilimi- shear stress, hiicrenin yaismig oldugu alan iizerinde esit dagilim

gostermektedir (Sekil 22¢.d).

a b x-y section: middle plane
= — =\
E =N <. ).
N = 20 15 10 5 0
= [ |
C Streamlines (Velocity field) Velocity fi field (pm/m)
x-y section: 5 um from the bottom y-z section y saction 5 um from the bottom y-z section
C ) [ j ) P —
 —
016 012  0.08 _ 0.04 0 10 0 5 iy T '0
Velocity field (um/m i L E
. y (pm/m) Velocity field (um/m) Shear stress (uPa) e (Pa)
x-z section X-z section
120 80 40 0 350 300 250 200 150 100 50 0
| : i . : |
Velocity field (um/m) Shear stress (uPa)

Sekil 22. Numerik sivi dinamizm simiilasyonu. A) Akim cizgileri; B) Mikrofluidik ortasindaki
velosite alani, C) XY, YZ ve ZX diizlemlerindeki velosite alani; D) XY, YZ and ZX

diizlemlerinde s1v1 akim gerilimi- shear stress.

3.6.7. Deney Kosullariin Belirlenmesi

Mikrofluidik ¢ip ile dinamik hiicre kiiltiir optimizasyonu ve tiim yazilimsal modellemelerle
sivi akiminin ve sivi geriliminin-shear stress kanalin heryerinde esit dagilima sahip oldugu
gosterildikten sonra, deneylere baglamildi. Mikrofluidik c¢iplerin iretilip steril edilmesinden
sonra, hiicreler kanallara ekildi ve hiicrelerin kanal yiizeyinde tamamen yapigsmas1 amaciyla 24
saat beklenildi. Hiicrelerin tamamen yapigmas: gerceklesmeden, tiiplerin baglantilarinin
yapilmasi baglatilan akim ile yapismayan hiicrelerin ¢ipten ¢ikmasina neden olacagindan bu siire
olduk¢a ©nemlidir. Hiicrelerin tamamen yapistif1 gozlenip, mikrofluidik akim baglantilar
yapildiktan sonra 48 saat boyunca hiicreler laminar s1v1 akigina ve bununla olusan sivi gerilimine-
shear strese maruz birakildilar. 48 saat sonunda sivi akisi sonlandirilip, immiinositotokimya
boyamalar1 ve post-genomik analizler yapildi (Sekil 23). Laminar sivi akisinin ve sivi
geriliminin-shear stress KRK EMT’si iizerindeki olas1 pozitif etkisini gdzleyebilmek icin, pozitif
kontrol olarak EMT’yi indiikleyen TGF-beta kullanildi. TGF-betanin, hiicre kiiltlir ortamindaki
konsantrasyonu 10 ng/ml olacak sekilde ayarlandi (88, 89). TGF-beta grubuna, TGF-beta
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eklenmesinden 12 saat Once FBS’siz kiiltiir ortam1 (0.5% FBS, 1% penisilin-streptomisin
eklenmis DMEM) verilmesi ile FBS-aclhigi uygulandi. Negatif kontrol olarak, mikrofluidik
dinamik s1v1 akiginin olmadigi, hiicrelerin manuel olarak kiiltiir edildigi geleneksel statik hiicre
kiiltiirii yapildi. Statik hiicre kiiltiir deneylerinde, ¢ip i¢inde hiicrelerin yeterli kiiltiir ortamina

ulagabilmesi ve olas1 hipoksiyi ortadan kaldirmak i¢in 12 saatte bir kiiltiir ortam1 degistirildi.

Mikrofluidik siv1 akis W 1
— —
Mikrofluidik sivi akisinin modellenmesi

“ o

Floresan immiinositokimya

arTat)

-3
Kanaldan alman
hiicreler

mRNA-miRNA transkriptom

Sekil 23. Projenin deneysel semasi

Deney Gruplari
1- Mikrofluidik dinamik kiiltiir grubu

2- Statik hiicre kiiltiir grubu (Negatif kontrol)
3- TGF-betanin kullanildig: statik kiiltiir grubu (Pozitif kontrol)

Deney Plani Ozeti
1. GUN:

*  Mikrofluidik ¢iplerin hazirlanmasi-sterilizasyonu, hiicrelerin ekilmesi
* Mikrofluidik dinamik kiiltiir grubu i¢in tiip baglantilarinin yapilmasi

e Statik grubun, kiiltiir ortaminin 24 saat sonunda degistirilmesi
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TGF-beta grubunun kiiltiir ortaminin hiicrelerin ekiminden 24 saat sonra 10 ng/ml TGF-
beta iceren kiiltiir ortamu ile degistirilmesi (TGF-beta eklenmesinden 12 saat Oncesinde

hiicreler FBS’siz kiiltiir ortam1 eklenmesi)

2. GUN:

Mikrofluidik dinamik kiiltiir grubunda, siirekli s1vi akiminin devam etmesi i¢in platforma

yeni kiiltiir ortamlarinin yiiklenmesi
Statik grubun, kiiltiir ortaminin 12 saatte bir manuel olarak pipetaj ile degistirilmesi

TGF-beta grubunun, kiiltiir ortaminin TGF-beta iceren taze media ile 12 saatte bir manuel

olarak pipetaj ile degistirilmesi

3. GUN:

Mikrofluidik dinamik kiiltiir grubunda, siirekli s1vi akiminin devam etmesi i¢in platforma

yeni kiiltiir ortamlariin yiiklenmesi
Statik grubun, kiiltiir ortaminin 12 saatte bir manuel olarak pipetaj ile degistirilmesi
TGF-beta grubunun, kiiltiir ortaminin TGF-beta iceren taze media ile 12 saatte bir manuel

olarak pipetaj ile degistirilmesi

4. GUN:

Dinamik Kkiiltiir deneylerinin sonlandirilmast ve ilgili deneylerin (Canlilik, floresan

immiinositokimya, mRNA-mirNA transkriptom analizleri) yapilmasi

3.6.8. Proliferasyonu Belirlemek icin Canlilik Analizi

Kullamlan Malzemeler- Cihazlar

Presto Blue Viability Reagent (Invitrogen, Frederick, MD, USA).

Coklu plaka okuyucu (BioTek Instruments, Inc., Synergy 2 Multi-mode-microplate reader,
USA)

96 kuyucuklu plate (MedSupply Partners, Katalog no: BTS-781962, USA

Deneysel Uygulama

Hiicrelerin proliferasyonlarini takip etmek amaciyla, Presto Blue Cell Viability Reagent

kullanilarak canlilik analizi yapildi. Presto Blue resazurin tabanl bir canlilik analizi saglar. Canli

olan hiicrelerin metabolik aktivasyonu sonucu mavi olan reaktifin rengi pembe-kirmiziya doner
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(Sekil 24). Kolorimetrik degisim, florometrik olarak 560nm (eksitasyon) ve 590nm (emisyon)
dalga boylarinda ¢oklu plaka okuyucu (BioTek Instruments, Inc., Synergy 2 Multi-mode-
microplate reader, USA) ile okundu. Hiicre sayisinin belirlenebilmesi icin seri diliisyon ile 0,25-
2x10*hiicre (0,25x10* 0,5 x10*- 0,75 x10*-1 x10*- 1,5 x10*- 2 x10” olan kuyucuklardan, standart
egri cikartildi. Presto blue reaktifi hiicre kiiltiir ortamima %10 oraninda eklendi. Elde edilen
reaktif iceren kiiltiir ortami hiicrelere verildi ve 30 dk inkiibatorde inkiibe edildi. Renk degisimi

plaka okuyucu ile okundu ve hiicre sayilar1 standart egrilerden elde edildi.

Presto Blue
Reaktifi

Reaktifin
hiicreler iizerine

eklenmesi

vvvvvv

Floresans l¢ciim

560/590nm

Florometre

Sekil 24. Presto Blue canlilik/proliferasyon deneyi

3.6.9. Floresan Immiinositokimya
Kullanilan Malzemeler- Cihazlar
o E-kaderin primer antikor (Abcam, ab1416, Cambridge, MA, USA)
o N-kaderin primer antikor (Abcam, ab12221, Cambridge, MA, USA)
o Vimentin primer antikor (Novus Biological, NB300-223, Littleton, CO, USA)
. 4% Para-formaldehit (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA)
o S1g1r serum albiimin (Sigma Aldrich, Cat no: A2153, St. Louis, MO, USA)
. Triton X-100 (Sigma Aldrich, Cat no: T9289, St Louis, MO, USA)]
o Alexa Fluor-488-goat anti-mouse (Life Technologies, A-10667, Carlsbad, CA, USA)
o Alexa Fluor-568 goat anti-rabbit (Life Technologies, A-11011,Carlsbad, CA, USA)
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o Alexa Fluor-647 donkey anti-chicken (Jackson ImmunoResearch Lab, 703-606-155, West

Grove, PA, USA)

. 4’ ,6-Diamidino-2-Phenylindole ,Dihydrochlroride (DAPI) (Invitrogen Molecular Probes,

D1306, Eugene, OR, USA)

. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi pH 7.4 (1X) (PBS) ([-] kalsiyum kloriir [-] Magnezyum
kloriir) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
o Floresans mikroskop (Zeiss, Axio Observer, USA)

Deneysel Uygulama

TGF-beta’nin uygulandigi grup, EMT nin indiiklendigi pozitif grup olarak kabul edildi. Bu
grupta, EMT’yi gosteren epitelyal protein olan E-kaderin, mezenkimal proteinler olan N-kaderin
ve Vimentine floresans immiinositokimya aracilifiyla bakildi. Mikrofluidik dinamik kiiltiir grubu
ile TGF-beta grubunun benzerliginin gosterilmesi yani dinamik kiiltiir grubunda EMT siirecinin
mikrofluidik siv1 akigt ile indiiklendigini gostermek amaciyla immiinohistokimya boyamalari
yapildi. EMT pozitif TGF-beta grubunda, statik gruba gore rolatif E-kaderin ekspresyon
azalmasi, N-kaderin ve vimentinde ise ekspresyon artig1 goriilmeliyken; TGF-beta ile dinamik
kiiltiir grubunda boyama paternlerinin ayni1 olmasi beklenmektedir.

Hiicrelerin ortami hiicrelere zarar vermeden aspire edilip atildi ve hiicreler PBS ile
dikkatlice yikandi. Ardindan, %4 para-formaldehit (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
USA) ile 20 dk oda sicakliginda inkiibe ederek hiicrelerin fikse olmasi saglandi. Fiksasyondan
sonra hiicreler boyama tamponu (PBS icinde %1 sigir serum albiimini ve %0.3 Triton X-100)
icinde diliie edilmis E-kaderin (diliisyonl:250), N-kaderin (diliisyon 1:500) ve Vimentin
(dilisyon1:250) antikorlar1 ile gece boyunca 4°C’de inkiibe edildiler. Gece boyunca siiren
inkiibasyondan sonra, primer antikor kalintisinin kalmamasi i¢in hiicreler iki defa PBS ile
yikandi. Yikama basamaklarindan sonra, hiicreler Alexa Fluor-488 (diliisyon 1:1000), Alexa
Fluor-568 (diliisyon1:500) ve Alexa Fluor-647 (diliisyon 1:500) sekonder antikorlari ile oda
sicakliginda hafif calkalama egliginde 2 saat inkiibe edildi. Sekonder antikorlarin
uygulanmasindan sonra DNA, nukleus boyasi 4’,6-Diamidino-2-Fenilindol, Dihidrokloriir
(DAPI) (diliisyon 1:1000) ile oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Tiim boymalarin ardindan
hiicreler dikkatlice yikandi ve floresans mikroskop ile uygun dalga boyu segilerek (E-kaderin i¢in

488, N-kaderin i¢in 568, Vimentin i¢in 647) goriintiilendi.
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3.6.10. miRNA Ekspresyon Analizi
Kullanilan Malzemeler-Cihazlar
. miRNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
. Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).
o Affymetrix Fluidics station 450 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
. Affymetrix gene chip scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
o Affymetrix® miRNA QC tool 1.1.1.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
. Affymetrix Expression Console Summarization algorithm (Affymetrix, Santa Clara, CA,

USA)

Deneysel Uygulama

miRNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. cDNA
sentezi Oncesinde her Ornek icine kontrol olarak sentetik miRNA eklenerek (spike- miRNA).
mirNAekspresyonu icin mikro-array Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Arrays kiti (Affymetrix,
Santa Clara, CA) kullanilarak gerceklestirildi. Kit, miRBase Release 20 versiyonunu kullanarak
30,400 olgun miRNA probe setini (2,578 insan miRNA prob) taramaktadir. Kaullanilan array’in
yikanma ve boyanma islemleri Affymetrix Fluidics station 450, tarama iglemleri Affymetrix gene
chip scanner 3000 7G, analiz islemleri ise data normalizasyonu ve kalite kontroliiniin de
yapildig1, cihazin kendi yazilimi olan Affymetrix® miRNA QC tool 1.1.1.0 (Affymetrix, Santa
Clara, CA) kullanilarak gerceklestirildi. Ekspresyon degerleri ise mirNA i¢in RNA ve belirleme
limitleri kullanilarak, Affymetrix Expression Console Summarization probe-set algoritmasi

araciligiyla elde edildi. Tiim transkriptom deneyleri, duplike olacak sekilde gerceklestirildi.

3.6.11. mRNA Transkriptom Analizleri

Kullanilan Malzemeler-Cihazlar
. RNeasy mini-prep (Qiagen, Valencia, CA, USA)
o NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA)
. Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies Inc, Palo Alto, CA, USA)
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. Affymetrix GeneChip Human Transcriptome Arrays (HTA) 2.0 (Affymetrix, Santa Clara,
CA,USA)
o Affymetrix Fluidics Station 450 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
o GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
Deneysel Uygulama
Hiicrelerden total RNA, kolon tabanli RNA izolasyon kiti ile elde edildi (RNeasy mini-
prep, Qiagen, Valencia, CA, USA). 1zolasyondan sonra RNA konsantrasyonu spektorofotometrik
olarak, (ND-1000 spectrophotometer, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE); kalitesi de
Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi (Agilent Technologies Inc, Palo Alto, CA) kullanilarak test

edildi (Sekil 10).
A
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Sekil 25. Agilent Bioanalyzer ile RNA kalitesinin kontrol edilmesi

Her bir ornekten 250 nanogram total RNA, cDNA eldesi icin kullanildi (GeneChip WT
Plus Reagent Kit, Affymetrix Inc., Santa Clara, CA). Elde edilen cDNA’lar 45°C’de 60 rpm hizla
calkanarak 16 saaat boyunca inkiibe edilerek, GeneChip Human Transcriptome Arrays (HTA)
2.0’e hibridize edildi. Transkriptom array 44,699 geni tanimlayan mRNA’y1 icermektedir. Daha
sonra array Affymetrix Fluidics Station 450 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) ile yikandi ve
GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) kullanilarak tarandi.
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3.6.12. miRNA Ekspresyon ve mRNA Transkriptom Analizlerinin Dogrulanmasi
Yapilan miRNA ekspresyon ve mRNA transkriptom analizleri gercek zamanli-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile dogrulandi.
miRNA dogrulama reaksiyonlar: i¢in mirlOa-5p, mirlOb-5p, mir320e ve mir4419a
miRNA’lar secildi. Cogaltma islemleri icin Qiagen Miscript Precursoy Assays, miRNA
primerleri kullanildi (mir320e: cat no. MPO0009072; mir4419a: cat no. MPO0010577; mir10b-
Sp: cat no. MP00000168; mirl0a-5p: cat no. MPO0000161). Master miks hazirliginda, miScript
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, catNo: 218073, Berlin, Germany) kullanildi. Reaksiyon
hazirhiginda, kullanilan reaktif, primer, kalip miktarlar1 agagidaki gibidir.
= 2x miscript SYBR green master mix: 12,5 ul
= ]Oxmiscript primer (forward-reverse): 2,5 ul
= RNAse —free water: 5 ul
= Kalip miRNA CDNA’s1: 5 ul
mRNA dogrulama ¢alismasi icin AKR1B10  (aldo-keto reductase family 1, member B10-
aldose reductase), CYP1B1 (cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1),
TP53INP1 (tumor protein p53 inducible nuclear protein 1), IFI6 (interferon, alpha-inducible
protein 6) genleri secilmigtir. Secilen genler icin ileri ve geri olacak sekilde iki primer kullanildi.
Kullanilan primerler asagidaki gibidir.
AKR1B10: For-ACGGATCAGAACCTGGGCTG, Rev-ACGGATCAGAACCTGGGCTG;
CYPI1B1: For-GTCTTGCCCTAGGCAAAGGTC, Rev-GGATGGACAGCGGGTTTAGC;
IF16: For-CGCGCGCGGCGCCACCATGC, Rev-GGGCCTTCCAGAACCCGGAG;
TP53INP1: For-CGCCCCGCCCGCGTCCTTC, Rev-CCTTGTCTTTAGTTGGCCCAATG.
mRNA calismasinda pcr reaksiyon hazirhig: icin, Light Cycler Faststart DNA Master™
SYBR Green I (Qiagen, Cat no. 03515885001, Berlin, Germany) kit kullanildi. Reaksiyon
hazirliginda, kullanilan reaktif, primer, kalip miktarlar1 agagidaki gibidir.
= 5x SYBR green master mix: 4 ul
= primer (forward-reverse): 2 ul
= RNAse —free water: 11 ul
= Kalip mRNA CDNAsi: 3 ul
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
1) Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 02.06.2011
tarihinde 228-GOA protokol numarasi ve 2011/18-04 karar numarasiyla etik kurul onay1 alinmasi
(Haziran 2011) ve Eyliil 2011 itibariyle literature taramalar1 ve deney planlamalarinin yapilmasi
O
2) Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma Fon Saymanlig1 tarafindan arastirma biitgesinin kabulii ve
malzemelerin temin edilmesi (2012.KB.SAG.003) (Haziran 2012- Haziran 2013)
O

3) Kolorektal kanser hiicrelerinin ¢ogaltilmasi (Haziran —Ekim 2013)

X

4) Mikrofluidik dinamik kiiltiiriin yapilabilmesi i¢in gereken mikrofluidik ciplerin dizayni,
tiretilmesi ve optimizasyonu (Kasim 2013- Haziran 2014)

O
5) Mikrofluidik ciplerde, dinamik hiicre kiiltiirliniin gerceklestirilmesi (Haziran 2014- Subat
2015)

O
6) Floresans immiinositokimya deneylerinin optimizasyonu ve epitelyal mezenkimal
transisyonun gosterilmesi (Haziran 2014- Subat 2015)

X
7) mRNA ve mikro-RNA transkriptom analizleri ile verilerin elde edilmesi (Kasim 2014-Mart
2015)

O
8) Transkriptom analizlerinden elde edilen verinin biyoinformatik ve istatistik tabanli
yazilimlarla analizi (Nisan 2015- Ocak 2016)

O
9) Literatiir taramast, tezin, tezden elde edilen yayinin yazilmasi ve bilimsel dergiye gonderilmesi

(Subat 2016- Haziran 2016).
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

3.8.1. Immiinositokimya Degerlendirmesi ve Istatiksel Analiz

Calismada  dogrultusunda  gerceklestirilen tiim deneyler 3 kez tekrarlandi.
Immiinositokimya fotograflarindan goriintii analizleri Image J programu ile gergeklestirildi ve
elde edilen piksel degerleri anlamlilik agisindan istatistiksel olarak degerlendirildi. Dinamik ve
statik olmak iizere, iki deney grubu arasindaki anlamlilifin degerlendirilmesi Non-parametrik
Mann Whitney U testi ile yapildi. Istatiksel analiz SPSS V.21.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA)
ile gerceklestirildi. Istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak degerlendirildi.

3.8.2. mRNA Transkriptomik Veri Analizi

Ham veriler, ilk kez Li and Wong in 2001 tarafindan 6nerilen, ‘Robust multi-array average
(RMA)’ yontemi ile, Affymetrix tarafindan saglanan Expression Console’da normalize edildi
(90, 91). Gruplar arasindaki ekspresyon farklili§1 olan genleri belirlemek icin tek yonlii ANOVA
(One-Way Between-Subject ANOVA, Unpaired) analizi uygulandi. Her genin gorevi ve kanserde

rolii Pubmed veritabani iizerinden arastirildi.

3.8.3. miRNA’lara Ozgii Hedef Tahmini

miRNA diizeyindeki farkliliklar Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 array kullanilarak elde
edildi. Gruplar arasindaki ekspresyon farklili1 olan genleri belirlemek i¢in tek yonli ANOVA
(One-Way Between-Subject ANOVA, Unpaired) analizi uygulandi. Hedef olma potansiyeli olan
miRNA’larin gen hedeflerinin belirlenmesi icin miRBase mirNA veritaban1 kullanild:

(http://www .mirbase.org/) (92).

3.8.4. Sicaklik Haritas1 (Heat Map) Analizi
Iki 6rnek arasindaki farkliliklar1 ortaya koyabilmek adina, sicaklik haritalari-heatmap
cizildi. Veri normalizasyonu ic¢in Z-skor diizeltmesi uygulandi. Daha sonra goriintii elde

edbilmek i¢in R-Bioconductor kullanildi.
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3.8.5. Yolak Analizi

KRK’nin EMT siirecinde etkin olan yolaklar1 bulabilmek amaciyla, anlamli olarak
ekspresyon diizeylerinde degisiklik saptanan miRNA ve mRNA’larin baglantili oldugu yolaklar
tizerinden analizler yapildi. Yolak topolojisi, insan protein etkilesim veritabani ile STRING
(Versiyon 10.0, erisim tarihi Temmuz 2015) olarak isimlendirilen protein-protein etkilesim
agindan elde edildi (93). Metastaz ve EMT siirecinin i¢inde olan yolaklara odaklanilmistir.
Yuvarlak ve baklava bicimindeki sekiller eksprese olmus gen ve miRNA hedeflerini temsil

etmektedir.

3.8.6. Gen Ontoloji Analizi

Biyolojik siirecleri ve genleri iceren sinyal yolaklarini anlamlandirabilmek i¢in gen ontoloji
analizi uygulandi. Bu amag¢ i¢in ana yolaktaki gen adlari, DAVID internet sitesinden input veri
olarak alind1 (94). Anlamli GO terimleri (BP = Biological process; CC = Cellular component;
MF = Molecular function) ve ulasilan yolaklarin anlamli olabilmesi i¢in p degeri 0.05 (Benjamini
FDR) smir olarak kabul edildi. Baz1 biyolojik proseslerin metastaz ve hiicre dliimiiyle ayrintili
oldugu goriildii. Bu sonuglar ana yolakta farkli renklerle isaretlendi. Ornegin, anjiyogenez iligkili

genler mavi olarak isaretlendi, diger genler gri olarak isaretlendi.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Bu calismada mikrofluidik dinamik hiicre kiiltiir teknikleri kullanilmistir. Deneyler
stiresince karsilagilan en Onemli sorun, mikrofluidik dinamik kiiltiir platformunda karsilasilan
sizint1 problemleridir. Sizinti problemlerinin biiyiilk cogunlugu deneylerin optimizasyonu
stiresince agilmig olmasina ragmen, sivi dinamizmine ve manuel ¢ip iiretimine dayanan bir
platform olmasindan otiirli sizinti problemleri tamamen sifira indirilememektedir. Sizintinin
gozlendigi her deney setinde, ¢ipler yeniden yapildi ve deney seti yenilendi. Bu tiir durumlar,
deney planlari icerisinde zaman kayb1 olusmasina neden olmaktadir. Mikrofluidik c¢ip igerisinde
yapilan floresans immiinositokimya deneylerinde, boyama, inkiibasyon, yikama gibi ardil
islemler sonucu yiizeye yapismis hiicrelerin bir kismi1 veya tamami yiizeyden kopabilmektedir.
Bu durum yiizeydeki tiim hiicrelerin boyanamamas: veya deney setinin kaybedilmesi ile

sonug¢lanabilmektedir.
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3.10. Etik Kurul Onay1

Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 02.06.2011 tarihinde 228-GOA protokol numaras: ve 2011/18-04 karar numarasiyla
etik kurul onay1 almigtir (Ek 1).
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4.BULGULAR

4.1. Kolorektal Kanser Hiicrelerinin Cogaltilmasi
Deneylerin yapilmasi i¢in se¢ilen HCT-116 ve HT-29 ve hiicre hatlar1t ATCC’den temin
edildikten sonra, deneylerde kullanilmak iizere uygun kiiltiir ortami i¢cinde ¢ogaltildilar (Sekil 26,

27).

Sekil 26. HCT-116 hiicrelerinin kiiltiir siirecince gézlenen mikroskobik goriintiileri. (Bar 6lgegi:

20pm)

Sekil 27. HT-29 hiicrelerinin kiiltiir siiresince gozlenen mikroskobik goriintiiler. (Bar olgegi:

50um)
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4.2. Mikrofluidik Cipte Dinamik Kiiltiir Optimizasyonu

Mikrofluidik dinamik kiiltiir deneylerine baslamadan 6nce hiicre tipi, hiicre sayisi, ylizey
materyali, sivi akis hizive ¢ip bilesenleri agisindan dinamik kiiltiir modelinin optimizasyonu
yapildi.

Daha sonra ilk olarak ¢ipten iyi goriintii alabilmek i¢in, ¢ipin en alt tabakasinda cam lamel
kullanilmas: hedeflendi. Hiicrelerin lamel iizerine verimli yapisabilmesi i¢in, fibronektin (1-
5ul/cm?), laminin (3ul/cm®) ve matrigel (1%) bilesenleri lamel yiizeyinin hiicre yapismasia
uygun hale getirilmesi i¢in kullanildi. Ancak MatriGel’den daha az hacimlerde kullanabiliyor
olmamizdan o6tiirti MatriGel kullanimu tercih edildi.

Ancak daha sonra dinamik Kkiiltiir siiresince devam eden sivi akisindan dogan sizinti
problemlerini gidermek adina, c¢ip bilesenlerini mengene tarzi sikistirict  kullanarak
sikigtirabilmek i¢cin lamel kullammmi yerine petri Kkiiltlir kaplarindan kesilen plakalarin

kullanilmasina baslandi (Sekil 28).

Sekil 28. Sizint1 problemleri

Mikrofluidik dinamik hiicre kiiltiir modellerinde deney ve hiicre tipine gore farkli siv1 akig
hizlar secilebilir. S1v1 akis hiz1 2-4-6 ul/dk olacak sekilde farkli hizlar denendi. 4ul/dk ve 6ul/dk
hizlar1 altinda, hiicreler iigiincii deney giiniinden Once konflue olduklari ve dolayisiyla 6liim

oranlari artti81 icin; 2 ul/dk sivi akis hizinin kullanimina karar verildi (Sekil 29).
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HCT-116 hiicreleri

HT-29 hiicreleri

Sivi akig hzi: 2 udk Sm akis hizi: l/dk V ' Sivi akis hizi: 6 pl/d
Sekil 29. Farkli sivi akis hizlart uygulanan HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin goriintiileri. (Bar
Olcegi: 100pm)

Siv1 akig hizinin artmast ile hiicre yogunlugunun artmasi, ¢ipteki hiicrelerin biiyiiyebilecegi
uygun ylizey alaninin ve besin ortamin hizla azalmasina; ve olen hiicre sayisinin da buna bagh
olarak artmasina neden olmaktadir. Hiicre canlilifinin goriintiilenebilmesi icin Live/Dead canlilik
analizi yapildi. 2ul/dk sivi akig hizinin 6len hiicre sayisinin azli1 ve deney plani agisindan en

uygun hiz oldugu mikroskobik olarak da gozlendi (Sekil 30).

Sivi akis huzi 2 pl/dk Sivi akis izt 2 pl/dk Siv1 akis huzi 2 pl/dk

@

HCT-116 Hiicreleri

HT-29 Hiicreleri

Sekil 30. HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin Live (Yesil)- Dead (Kirmizi1) Viability Assay floresans
mikroskobi goriintiileri. A ve D- Sivi akig hizi: 2 ul/dk; B ve E- Sivi akis hiz1 4 pl/dk; C ve F-
s1vi akig hiz1 6 ul/dk. Bar dlgegi: 20um.

60



4.3. Mikrofluidik Sivi Akisinin ve Sivi Geriliminin Hesaplanmasi

Mikrofluidik ¢ip kanalimin i¢indeki siv1 gerilimi teorik olarak hesapland: (Sekil 31). Sistem
icindeki Stokes siv1 akim rejimine ait olan Reynold sayis1 0.0173 olarak hesaplandi. Stokes s1v1
akiginda, kanalin orta uzunlugunda duvar sivi gerilimi asagidaki denklemle 1.44x107 Pa olarak
hesaplandi.

.=
h?w
(Denklemdeki y sivinin dinamik viskozitesi (0.000692 kg m''s™), Q hacimsel olarak s1v1 akis hizi
(2 uL min™), h mikrofludik ¢ip kanalinin yiiksekligi (1.55 mm) ve w’de genisligi (4 mm)).

Sivi  gerilim dagilminin  degerlendirilmesi i¢in, Comsol Multiphysics™ yazilimi
kullanilarak sivi dinami8i hesaplandi. Sikistirilamayan Newton akigkanlari i¢in Navier-Stokes
denklemi hesaplandi. Mikrofluidik sistemin orta noktasindaki (L/2) baglanti diizlemlerindeki
kalinlik, mikrofluidik kanalin yiiksekliginden daha fazladir. Sivi igindeki gerilim asagidaki

formiille aciklandi.

(Formiildeki # kanal boyunca sivinin velositesi, y kanalin tabaninda itibaren uzaklik olarak
alindi.)
Siv1 velositesi ve sivi gerilimi ‘Materyal-Metot’ kismindaki sekilde aciklandi. Sonuglar

aderan hiicrelerin 25 yPa degerinde uniform bir gerilime maruz kaldiklarin1 gostermekte.

a b 20

x-y section: 5 um from the bottom

25 20 15 10 5 0
[ . B "
Shear stress (uPa) T 7 z z T

Coordinate (mm)

Shear stress (uPa)

Sekil 31. Mikrofluidik ¢ipte sivi gerilim dagilimlari. A) Kanaldan 5 gm uzakliktaki sivi gerilim

kuvveti. B) Mikrocip kanalinin orta diizleminden kesit alindig1 zaman gézlenen sivi gerilimi.
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4.4. Proliferasyon Deneyleri ve Standart Egriler

Hiicrelerin proliferasyonu hakkinda yorum yapabilmek icin Presto Blue canlilik reaktifi ile
canlilik analizi yapildi. Oncelikli olarak hiicre sayis1 bilinen deney ortamlari iizerinden yapilan
florometrik analizlerle hiicre tipine gore standart egri grafikleri ¢ikartildi (Sekil 32, 33).

Grafiklerden elde edilen egri denklemleri kullanilarak, sonraki deneylerdeki hiicre sayilar

hakkinda bilgi sahibi olundu.
HCT-116 Hiicre Hath

£ 6000 v = 0.2769x + 410.89
b3 R2 = 0.9943

0 5000 10000 15000 20000 25000
Hiicre Sayisi

Sekil 32. HCT-116 hiicre hattina ait standart egri grafigi

HT-29 Hiicre Hath

5000 y =0.2548x + 314.03
R?2=0.9351

Floresans (560/590nm)

0 5000 10000 15000 20000 25000

Hiicre Sayisi

Sekil 33. HT-29 hiicre hattina ait standart egri grafigi

4.5. Dinamik Hiicre Kiiltiirii

Kolorektal kanser metastazina, vuciit icindeki interstisyel sivi akisinin dolayisiyla

peritoneal sivi akisinin etkisini incelemek amaciyla mikrofluidik dinamik Kkiiltiir platformu
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olusturuldu ve optimizasyonlar1 yapildi. Kolorektal kanser hiicrelerinin mikrofluidik c¢ipler icine
ekilmesinden 24 saat sonra mikrofluidik dinamik hiicre kiiltiirii baglatildi ve hiicreler 48 siiresince
s1v1 akigina ve buna bagli olarak sivi gerilimine maruz kaldi. Negatif kontrol olarak mikrofluidik
akisin olmadigr statik hiicre kiiltiirii, pozitif kiiltiir olarak da EMT indiikleyici TGF-betanin
10ng/ml olarak uygulandigir statik kiiltlir uygulamalar1 yapildi. 48 saatlik sivi  akisi
maruziyetinden sonra floresans immiiniisitokimya boyamalar1 ve molekiiler analizler

gercgeklestirildi. Deney gruplari ve deney planina ait sema asagidaki gibidir (Sekil 34).

HCT-116 Hucreleri HT-29 Hiicreleri
1) Mikrofluidik dinamik kaltar 1) Mikrofluidik dinamik kaltar
2) Statik kaltir grubu (Negatif kontrol) 2) Statik kilttr grubu (Negatif kontrol)
3) TGF-beta grubu (Pozitif kontrol) 3) TGF-beta grubu (Pozitif kontrol)
0 24 48 72
L W
* * *
Hiicrelerin mikrofluidik Mikrofluidik sivi Mikrofluidik s1vi akigmnin

ciplere ekilmesi akiginin baglatilmasi sonlandirilmasi

Sekil 34. Deney gruplari ve deney plant

4.5.1. Mikrofluidik Dinamik Kiiltiir Etkisiyle Hiicre Proliferasyonunda Olusan
Farkhhiklar

Mikrofluidik s1v1 akisi ile elde edilen dinamik kiiltiiriin baglatilmasindan sonra hiicrelerin
mikroskobik goriintiileri alindi (Sekil 35). Deney sonunda, dinamik ortamda bulunan hiicrelerde
morfolojik olarak degisimler oldugu saptandi. Dinamik ortamdaki hiicrelerin hacimsel olarak

daha az yer kaplay1p, igsi bir goriiniim kazanma egiliminde oldugu gozlemlendi.
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HCT-116- STATIK HCT-116- DINAMIK HT-29- STATIK HT-29- DINAMIK

D P

Giin

3;

Sekil 35. HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin 72 saat sonra dinamik ve statik kiiltiir goriintiileri.
(Bar ol¢cek: 100pm)

Deney planini kapsayan, dinamik kiiltiir sonunda ¢ipin tiim goriintiisii mozaik mikroskobik
cekimlerle yapildi ve tiim c¢ip icerisindeki hiicre dagilimlar1 gozlemlendi (Sekil 36). Cip kanalim

kapsayan goriintiilerden, dinamik grupta hiicre konsantrasyonunun daha fazla oldugu
gozlemlendi.

HCT-116; Statik

HCT-116,Dinamik

HT-29, Statik

HT-29, Dinamik

Sekil 36. Dinamik ve statik kiiltiir altinda bulunan HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin bulundugu

ciplerin 72 saat sonraki mozaik goriintiileri (Bar dl¢cek: 100pm)
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Dinamik kiiltiirlin, hiicrelerin proliferasyonuna olan etkisini gérmek i¢in, deney sonunda
canlilik analizleri ile hiicre sayilar1 belirlendi (Sekil 37). Mikrofluidik sivi akiginin hiicrede
proliferasyonu arttirdig1 gézlemlendi.

7000
6000
5000 *

4000

H

Ostatik

Hiicre Sayisi

3000 B Dinamik

2000

1000

0
HCT-116 HT-29

Sekil 37. Mikrofluidik dinamik ve statik kiiltiirlerde HCT-116 ve HT-29 hatlarina ait hiicre

sayilari

4.5.2.Mikrofluidik S1iv1 Akisinin Etkisiyle Kopan Hiicreler

Mikrofluidik ¢ip platformu ile hiicreler 48 saat boyunca 2 pl/dk s1v1 akisina maruz kaldilar.
Stirekli s1v1 akist ile mikrofluidik ¢ipin i¢inden gecen ve hiicrelerin tarafindan kullanilan kiiltiir
ortami1, mikrofluifik ¢ipin ¢ikis deliklerinden ¢ikan ince tiipler sayesinde, deney platformunun
sonunda 50ml’lik tiipler i¢inde toplanildi. Bu tiipler i¢inde toplanilan kiiltiir ortami, siv1 akisi ile
kopmus olabilme ihtimali olan hiicreleri yakalayabilmek amaciyla alindi ve kuyucuklu plate’lere
ekildi (Sekil 38). Toplanan kiiltiir ortamlarinin ekilmesinin ardindan ortamda biiyliyen hiicre
kolonilerinin  goriilmesi, mikrofluidik sivi akist ile hiicrelerin ortamdan koptugunu
gostermektedir. Bu hiicreler sonraki ¢caligmalar da MET siirecine 1s1k tutabilmesi agisindan énem

icermektedir.
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HCT-116 hiicreleri

Santrifij <& 4 &)

Sekil 38. Mikrofluidik dinamik kiiltiirde sivi akist etkisiyle kopan hiicrelerin olusturdugu
koloniler. (Siv1 akis hizi: 2 pl/dk. HCT-116 hiicreleri- Bar 6lgek:10 um-, HT-29 hiicreleri- Bar
Olcek: 20 um.)

4.6. Floresan Immiinositokimya

Mikrofluidik dinamik kiiltiir kullanarak, interstisyel vuciit sivilarmni taklit ederek KRK
metastazinin EMT siirecine odaklanilan bu projede, sivi akisina maruz kalan hiicrelerde epitel
karakterden mezensimal karaktere gecisin varligi gosterildi. Bunun i¢in E-kaderin (yesil), N-
kaderin  (kirmizi) ve Vimentin (cyan) ekspresyonlarindaki  degisiklikler  floresan
immiinositokimyasal tekniklerle gosterildi (Sekil 39, 40). TGF-beta kullanilarak EMT-pozitif

gruplar ile s1vi akisina maruz birakilan hiicreler karsilagtirildi.

Statik

Dinamik

Statik + TGFbeta

Sekil 39. HCT-116 hiicrelerinin floresans immiinositokimya goriintiileri.

66



Statik

E-cadherin

Dinamik

E-cadherin

Statik + TGFbeta

E-cadherin

Sekil 40. HT-29 hiicrelerinin floresans immiinositokimya goriintiileri

Elde edilen floresans immiinositokimya goriintiilerinden, E-kaderin, N-kaderin ve vimentin
ekspresyonlarina ait kantitatif veri etmek i¢in, goriintii analiz programu ile piksel analizi yapildi
(Sekil 41, 42). Olusturulan grafiklerle ve yapilan istatikstik analiz sonucu, HCT-116 ve HT-29
hiicrelerinde, siirekli s1v1 akigina maruz kalan hiicrelerle, statik kontrol grubundaki ekspresyonlar
karsilagtirildiginda; siirekli sivi akisina maruz kalan hiicrelerdeki E-kaderin ekspresyonundaki
azalma, N-kaderin ve vimentin ekspresyonlarindaki artiglar istatistiksel olarak anlamli saptandi (p
degeri < 0,05). TGF-beta kullanilmasi ile olusturulan EMT-pozitif gruptaki ekspresyon
degisikliklerinin de statik kosullarda altindaki hiicrelerle kiyaslanmasi sonucu; TGF-beta
grubundaki E-kaderin ekspresyonundaki azalma ile N-kaderin ve vimentin ekspresyonlarindaki
artiglar istatistiksel olarak anlamli saptandi (p degeri < 0,05). Ancak siirekli sivi akigina maruz
kalan hiicrelerdeki ekspresyonlar ile TGF-beta grubundaki ekspresyonlar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. Bu durum, iki grubun benzer ekspresyon paterni sergiledigini
gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak, siirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan HCT-116
ve HT-29 hiicreleri; E-kaderin, N-kaderin ve vimentin ekspresyonlari ile EMT-benzeri bir fenotip

sergiledigi saptandi.

67



E-Cadherin N-Cadherin Vimentin

>
2

2 10 10 10 " A
g T
E s 8 g

o

e A

§ 6 6 . 6

n €L

5 4 5 4 4

= A

s H o . i

S

£ o o +1—1 g

& Static  Dynamic TGF-beta Static  Dynamic TGF-beta Static Dynamic  TGF-beta

Sekil 41. HCT116 hiicrelerinde floresans immiinositokimya ile saptanan E-kaderin, N-kaderin ve

vimentin ekspresyonlarmin yogunluklarina ait grafikler
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Sekil 42. HT-29 hiicrelerinde floresans immiinositokimya ile saptanan E-kaderin, N-kaderin ve

vimentin ekspresyonlarmin yogunluklarina ait grafikler

Kanallarin ¢esitli yerlerinden alinan goriintiilerle birlikte, kanallar bir biitiin olarak da
degerlendirildi. Bunun i¢in floresans mikroskobun mozaik c¢ekim 6&zelligi kullanilarak tim
kanalin parga parca goriintiileri alinda ve birlestirildi (Sekil 43, 44). Kanalin her yerinde E-

kaderin, N-kaderin ve vimentin i¢in ayn1 degisim paternlerinin oldugu goriildii.

68



Static

Flow

Static-
TGFbeta

Sekil 43. HCT-116 hiicrelerinin oldugu mikrofluidik kanalin floresans mikroskobi goriintiisii [E-
cadherin(yesil), N-cadherin (kirmizi), Vimentin (cyan), DAPI (mavi)]

Statik

Dinamik

Statik- TGFbeta

Sekil 44. HT-29 hiicrelerinin oldugu mikrofluidik kanalin floresans mikroskobi goriintiisii [E-
cadherin(yesil), N-cadherin (kirmizi), Vimentin (cyan), DAPI (mavi)]

4.7. miRNA Ekspresyon Analizi
Dinamik kiiltlir altinda siirekli sivi kis1 ve buna bagli olarak sivi gerilime maruz kalan
hiicrelerde miRNA ekspresyon paternlerindeki degisikliklerin ve olasi yolaklarin belirlenmesi

icin Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array kullanildi. HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin,
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dinamik ve statik kiiltlirlerdeki miRNA ekspresyon degerlerinin kirmizi ve yesil renklerle temsil
edildigi sicaklik haritalar1 (Heat Map) cizildi (Sekil 45 ve 47). HCT-116 hiicre hattinda hem
dinamik kiiltiir ortaminda hem de statik kiiltiir ortamindaki, mirNA’larin ifade degisikliklerine
0zgii olan sicaklik haritasi Sekil 45°de verilmistir. HCT-116 hiicre hatt1 ile yapilan deneylerde, 12
miRNA’da istatistiksel olarak anlamli degisim gdzlendi. Bunlardan 2’sinde ekspresyon artis
(mir-320e, miR-4419a), 10’unda ise ekspresyon azalis1 (miR-1255a, miR-331-3p, miR-10b-5p,
miR-181d-5p, miR-501-3p, miR-192-5p, miR-10a-5p, miR-375, miR-625-5p, miR-324-3p)
gozlendi (Sekil 46).

Sample
z-score

hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-625-5p
hsa-mir-320e
hsa-miR-375
Us1
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-331-3p
uUs3
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-4419a
HBII-295
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-1255a

Dinamik Statik

Sekil 45. HCT-116 hiicreleriyle uygulanan dinamik ve statik kiiltiir ortamlarindaki miRNA
ekspresyon analizine ait sicaklik haritasi
3.
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Sekil 46. HCT-116 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasinda istatistiksel olarak

degisim gosteren miRNA’lar ve degisim katsayilari
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HCT-116 hiicre hattinda degisimi gézlenen miRNA’larin ifadelerine ait ortalama sinyaller,

degisim katsayilar1 ve p-degerleri Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 5. HCT-116 hiicrelerinde dinamik kiltiir ile statik kiltir arasinda istatistiksel olarak

degisim gosteren miRNA’larin sinyal degerleri, degisim katlar1 ve p-degerleri

mikroRNA- Gen ID Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim | p-degeri
Ortalama Sinyal Ortalama Sinyal Kati
hsa-mir-320e 2,18 0,023875
(Gen ID:100422913) | 7.95 6.83
hsa-miR-4419a 2,1 0,034385
(Gen ID: 100616177) | 1.65 0.58
hsa-miR-1255a -2,03 0,016593
(Gen ID: 100302193) | 0.73 1.75
hsa-miR-331-3p -2,12 0,033685
(Gen ID: 442903) 2.71 3.80
hsa-miR-10b-5p -2,15 0,004215
(Gen ID: 406903) 2.31 341
hsa-miR-181d-5p -2,17 0,043195
(Gen ID: 574457) 2.32 3.44
hsa-miR-501-3p -2,28 0,016357
(Gen ID: 574503) 2.20 3.38
hsa-miR-192-5p -2,34 0,036722
(Gen ID: 406967) 0.86 2.08
hsa-miR-10a-5p -2,36 0,009895
(Gen ID: 406902) 5.59 6.83
hsa-miR-375 -2,87 0,001235
(Gen ID: 494324) 2.78 4.31
hsa-miR-625-5p -2,91 0,009473
(Gen ID: 693210) 4.13 5.67
hsa-miR-324-3p -2,95 0,003143
(Gen ID: 442898) 2.65 4.21

HT-29 hiicre hattinda hem dinamik kiiltiir ortaminda hem de statik kiiltiir ortamindaki,
mirNA’larmn ifade degisikliklerine 6zgii olan sicaklik haritas1 Sekil 47°de verilmistir.

HT-29 hiicre hatt1 ile yapilan deneylerde, dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasinda 14
miRNA’da istatistiksel olarak anlamli degisim gdzlendi. Bunlardan 12’sinde ekspresyon artist

(miR-1244, miR-4286, miR-338-5p, miR-4461, miR-3613-5p, miR-1972, miR-3065-5p, miR-
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4458, miR-6744-5p, miR-21-3p, miR-378f, miR-3651); 2’sinde ise ekspresyon azalisi (miR-
4649-5p, miR-3178) gozlendi (Sekil 48).

Sample
z-score

hsa-miR-3651
hsa-miR-378f
hsa-miR-3178
hsa-miR-4649-5p
U38B(c1)
hsa-miR-1972
hsa-miR-1244
hsa-miR-4286
U38B(c2)

snR38A
hsa-miR-21-3p
hsa-miR-338-5p
hsa-miR-3613-5p
HBII-95
hsa-miR-4461
hsa-miR-3065-5p
hsa-miR-6744-5p
hsa-miR-4458

T

=1

Statik Dinamik

Sekil 47. HT-29 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltlir arasindaki miRNA ekspresyon

analizine ait sicaklik haritasi
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Sekil 48. HT-29 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasinda istatistiksel olarak degisim

gosteren miRNA’lar ve degisim katsayilari

HT-29 hiicre hattinda degisimi gézlenen miRNA’larin ifadelerine ait ortalama sinyaller,

degisim katsayilar1 ve p-degerleri Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. HT-29 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasinda istatistiksel olarak degisim

gosteren miRNA’larin sinyal degerleri, degisim katlar1 ve p-degerleri

mikroRNA- Gen ID Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim | p-degeri
Ortalama Sinyal Ortalama Sinyal Kati

hsa-miR-1244
(Gen ID: 100302285) 3,55 1,62 3,82 0,020052
hsa-miR-4286
(Gen ID: 100422982) 3,4 1,81 3,02 0,045569
hsa-miR-338-5p
(Gen ID: 4429006) 3,05 1,46 3,01 0,028168
hsa-miR-4461
(Gen ID: 100616209) 2,4 1 2,65 0,010171
hsa-miR-3613-5p
(Gen ID: 100500908) 2,75 1,39 2,57 0,008343
hsa-miR-1972
(Gen ID: 100302243 3,62 2,3 2,51 0,000683
hsa-miR-3065-5p
(Gen ID: 100422915) 1,67 0,35 2,5 0,026867
hsa-miR-4458
(Gen ID: 100616142) 1,9 0,7 2,3 0,029568
hsa-miR-6744-5p
(Gen ID: 102466725) 1,98 0,85 2,19 0,019278
hsa-miR-21-3p
(Gen ID: 406991) 3,05 1,97 2,11 0,028699
hsa-miR-378f
(Gen ID: 100616492) 4,89 3,83 2,07 0,007671
hsa-miR-3651
(Gen ID: 100500918) 5,76 4,73 2,05 0,006061
hsa-miR-4649-5p
(Gen ID: 100616346) 2,02 3,22 -2,29 0,027645
hsa-miR-3178
(Gen ID: 100422974) 3,28 5,65 -5,16 0,010016

4.8. mRNA Transkriptom Analizi

Dinamik kiiltlir altinda siirekli sivi kis1 ve buna bagli olarak sivi gerilime maruz kalan
hiicrelerde mRNA transkriptom analizi acgisindan farkliliklarin ve olasi yolaklarin belirlenmesi

icin Affymetrix GeneChip Human Transcriptome Array (HTA) 2.0 kullanildi. HCT-116 ve HT-
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29 hiicre hatlarmin dinamik ve statik kiiltiirlerdeki mRNA ekspresyon degerlerinin kirmizi ve

yesil renklerle temsil edildigi sicaklik haritalar1 (Heat Map) grafikleri ¢izildi (Sekil 49 ve 50).

Sample

R HSPA1B(c5)

HSPA1B(c4)
HSPA1B(c2)
HSPA1B(c3)
HSPA1B(c1)
EGR1
CYP24A1
HMGCS1
NR4A1
CYR61
ATF3
SNORD14E
SNORD41
ANGPTL4
GCLC
MIR221
RNYS5
MIR626
MIR181B1
MIR29A
NR4A3
RGS2
THBS1
NAV3
MIR590
FRK
SNORD85
KLRC4
VTRNA1-2

Statik Dinamik

Sekil 49. HCT-116 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasindaki mRNA transkriptom

analizine ait sicaklik haritasi
HCT-116 hiicre hattinda degisimi gozlenen mRNA’larin ekspresyon ifadelerine ait

ortalama sinyaller, degisim katsayilari, p-degerleri, gen sembolii, gen agiklamasi, genin kodlanan-

kodlanmayan bdlgede oldugu gibi bilgiler Tablo 7°da verilmistir.
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Tablo 7. HCT-116 hiicrelerinde dinamik ve statik kiiltireler arasindaki istatistiksel olarak

anlamlilik gosteren mRNA ekspresyonlari

Dinamik Kiiltéir ~ [Statik Kiiltiir Degisim
Transcript Cluster ID Ortalama Sinyal |Ortalama Degeri p-degeri Gen Sembolii |Gen Agiklamasi Grup
TC07001869.hg.1 5,01 3,1 3,76 0,017791|MIR29A microRNA 29a Coding
TC07000452.hg.1 6,47 4,83 3,12 0,015975[MIR590 microRNA 590 Coding
TC01000013.hg.1 8,15 6,82 2,53 0,007389 M37726,uc001abb.3 Coding
TC19000147.hg.1 8,48 7,25 2,34 0,001327|ANGPTL4 angiopoietin-ike 4 Coding
TC12000656.hg.1 6,9 5,75 2,23 0,000665 [NAV3 neuron navigator 3 Coding
ncrna:snRNA chromosome:GRCh37:17:56756888:56757051:-1 gene:ENSG00000200997
TC17001742.hg.1 7.3 6,14 2,23 0,001547 gene_biotype:snRNA transcript_biotype:snRNA Coding
TC22000758.hg.1 53 4,15 2,23 0,011003 DQ574091,uc021wpc.1 Coding
TC02000467.hg.1 4,58 3,46 2,16 0,047422 uc021vjo.1 Coding
TC08001607.hg.1 2,59 15 2,13 0,020841 DQ585837,uc022baq 1 Coding
TC01003671.hg.1 53 4,22 2,12 0,017977|MIR181B1 microRNA 181b-1 Coding
TC03001179.hg.1 2,32 1,26 2,1 0,020705 DQ579436,uc003bxq.1 Coding
accn=AB114414 TncRNA name=NULL ref=F V75
transcriptld=HIT000242351 cpcScore=1.7915100 cnci=-0.2853270 | accn=AB114415
class=mRNAIike IncRNA name=NULL ref=H-invitational v7.5 transcriptld=HIT000242352
TC03002840.hg.1 5,25 4,17 2,1 0,009047 cpeScore=1.0034400 cnci=-0.2518230 NonCoding
TCOX000985.hg.1 7,39 6,33 2,08 0,026529[MIR221 microRNA 221 Coding
TC22000751.hg.1 4,42 3,39 2,04 0,01978 DQ576685,uc003arw.1 Coding
accn=AF147436 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA ref=JounralRNA
TC08001845.hg.1 5,94 4,91 2,03 0,010158 transcriptld=3935 cpcScore=-1.2396000 cnci=-0.3250389 NonCoding
TC06004051.hg.1 7,72 6,72 2,01 0,000913|GCLC glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit Coding
TC19001207.hg.1 6,76 7,77 -2,01 0,023429|SNORD41 small nucleolar RNA, C/D box 41 Coding
TC20000962.hg.1 79 8,91 2,02 0,001692|CYP24A1 Cytochrome P450, family 24, subfamily A, polypeptide 1 Coding
TC15000312.hg.1 3,26 4,28 2,03 0,014481|MIR626 microRNA 626 Coding
TC09000232.hg.1 7,64 8,67 -2,04 0,003232 DQ586551,uc004abg.1 Coding
TC01001624.hg.1 6,36 7,39 -2,05 0,002472|RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa Coding
TC06002043.hg.1 55 6,2 -2,06 0,002733 |FRK fyn-related kinase Coding
TC17001281.hg.1 2,28 3,32 -2,06 0,03962 DQ592978,uc021tt).1 Coding
TC07001081.hg.1 6,02 7,08 -2,08 0,007102 AK123998,uc021zyp.1 Coding
TC12001420.hg.1 1,14 2,2 2,08 0,017267|RNY5 RNA, Ro-associated Y5 Coding
TC05000735.hg.1 4,44 5'5] -2,09 0,000695 | VTRNA1-2 vault RNA 1-2 Coding
TC01002448 hg.1 5,09 6,16 2,11 0,009775 | SNORD85 small nucleolar RNA, C/D box 85 Coding
cdna:known chromosome:GRCh37:9:47295879:47314322:-1 gene:ENSG00000236029
gene_biotype:protein_coding transcript_biotype:protein_coding | cdna:known
chromosome:GRCh37:9:47304013:47305485:-1 gene:ENSG00000236029
gene_biotype:protein_coding transcript_biotype:processed_transcript | cdnazall
chromosome:VEGAS0:9:47295879:47314322:-1 Gene:0TTHUMG00000066812 | cdnazall
chromosome:VEGAS0:9:47304013:47305485:-1 Gene:OTTHUMG00000066812 | cdna:all
958! 14222:-1 Gene:OTTHL | cdnazall
10639:47314322:-1 Gene:OTTHL | cdnazall
10494:47312525:-1 Gene:OTTHL | cdnazall
chromosome:VEGAS0:9:47304037:47311881:-1 Gene:OTTHUMG00000066812 | cdnazall
18211 Gene:OTTHL | cdnazall
TC09001141.hg.1 6,52 7,62 2,14 0,00568 chromosome:VEGAS0:9:47299315:47314148:-1 Gene:0TTHUMGO00000066812 Coding
TC12000414.hg.1 7,39 8,5 -2,16 0,003593 |NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 Coding
Killer cell lectin-Tike receptor subfamily C, member 4; KLRCA-KLRK1 readthrough; killer cell
TC12001222.hg.1 4,52 5,63 2,16 0,012952|KLRC4 lectin-like receptor subfamily K, member 1 Coding
TC06000385.hg.1 9,15 10,27 -2,17 0,000522 |HSPA1B heat shock 70kDa protein 1B; heat shock 70kDa protein 1A Coding
TC15001370.hg.1 2,37 3,49 -2,18 0,047956 DQ595419,uc021slh.1 Coding
accn=NULL name= iptId=ENSTO0000544685
cpcScore=0.5532060 cnci=-0.3469069 | accn=NULL class=lincRNA name=Human lincRNA
p LincRNAs By Luo p _luo_340 cpcScore=-
TC15002325.hg.1 4,68 5,81 -2,18 0,021229 1.3225700 cnci=-0.4024593 | linc-WHAMM-1 chr15:+:83419350-83424082 NonCoding
TC05000701.hg.1 9,12 10,26 -2,2 0,000461|EGR1 early growth response 1 Coding
cdna:putative chromosome:GRCh37:9:40028620:40032417-1 gene ENSGO0000227921
gene_biotype:protein_coding transcript_biotype:protein_coding | cdnazall
TC09000231.hg.1 4,96 6,11 -2,21 0,008763 : 417:1 Gene:OTTl Coding
TC09000274.hg.1 7,08 8,25 -2,25 0,00325 BX538190,uc004ady.3 Coding
ncrna:snoRNA chromosome:GRCh37:14:77932627:77932779:1 gene:ENSGO0000212371
TC14000492.hg.1 3,21 4,37 -2,25 0,026049 gene_biotype:snoRNA transcript_biotype:snoRNA Coding
TC06001605.hg.1 1,19 2,37 -2,26 0,043108 DQ595963,uc021ywv.1 Coding
TC09001960.hg.1 7,12 8,32 2,29 0,00295 linc-ANKRD20A1-12 chr9:+:65629314-65635808 NonCoding
TC6_dbb_hap3000070.hg.1 88 9,99 -2,29 0,000603 [HSPA1B heat shock 70kDa protein 1B; heat shock 70kDa protein 1A Coding
TC6_apd_hap1000040.hg.1 8,76 9,96 23 0,000709 |HSPA1B heat shock 70kDa protein 18; heat shock 70kDa protein 1A Coding
TC6_cox_hap2000079.hg.1 8,83 10,04 2,31 0,000701[HSPA1B heat shock 70kDa protein 1B; heat shock 70kDa protein 1A Coding
TC6_qbl_hap6000070.hg.1 8,84 10,05 2,31 0,000983[HSPA1B heat shock 70kDa protein 18; heat shock 70kDa protein 1A Coding
TC01001777.hg.1 6,8 8,03 -2,34 0,000303 [ATF3 activating transcription factor 3 Coding
TC09001921.hg.1 6,19 7,44 -2,38 0,012104 linc-FAM75A3-1 chr9:+:40332916-40337603 NonCoding
havana:sense_intronic chromosome:GRCh37:5:139579748:139582772:1
gene_t »_intronic transcript_t »_intronic
| cdnazall chromosome:VEGAS0:5:139579748:139582772:1
TC05000724.hg.1 5,57 6,83 2,4 0,003322 Gene:0TTHUMG00000163412 Coding
TC11002391.hg.1 6,99 8,25 -2,41 0,008369|SNORD14E small nucleolar RNA, C/D box 14E Coding
ncrna:snRNA chromosome:GRCh37:10:1088233:1088295:-1 gene:ENSG00000238924
TC10000968.hg.1 4,48 5,76 -2,42 0,002939 gene_biotype:snRNA transcript_biotype:snRNA Coding
TC15000270.hg.1 5,79 7,07 -2,43 0,000201 [THBS1 thrombospondin 1 Coding
TC01001388.hg.1 6 7,29 -2,44 0,002033 uc021pby.1 Coding
havana:sense_intronic chromosome:GRCh37:10:75764895:75787673:1
gene_t :_intronic transcript_t :_intronic
TC10000477.hg.1 5,46 6,76 -2,46 0,011084 | cdnazall 10:75764895:75! 1 Gene:OTT! Coding
Tinc-FAM75A3-2 chr9:+:40308215-40322860 | linc-FAM75A3-2 chrd:+:40308742-
TC09001920.hg.1 743 8,75 -2,5 0,004927 40324812 NonCoding
TC01000818.hg.1 6,78 8,1 2,51 0,00264 | CYR61 Cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 Coding
TC05001316.hg.1 7,67 9,01 -2,53 0,000299 [HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (soluble) Coding
accn=AL357202 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA ref=JounralRNA
TC06003829.hg.1 3,33 4,7 2,58 0,047732 transcriptld=4597 cpcScore=-1,1288800 cnci=-0.4123882 NonCoding
accn=BC042028 class=mRNATke IncRNA name=Human INCRNA ref=JounralRNA
TC07002185.hg.1 3,59 5,06 -2,77 0,018644 p cpcScore=-1.1 =-0.5145587 NonCoding
accn=CR605684 TncRNA name= TncRNA
TC05002982.hg.1 4,69 6,68 3,95 0,01123 transcriptld=2906 cpcScore=-1.1790800 cnci=-0.3504249 NonCoding
accn=540832 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA ref=JounralRNA
TC08002253.hg.1 4,87 6,91 4,13 0,006241 transcriptld=3932 cpcScore=2.3176100 cnci=-0.1444044 NonCoding
TC09000508.hg.1 4,99 7,91 -7,57 0,000472 [NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 Coding
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Dinamik Statik
Sekil 50. HT-29 hiicrelerinde dinamik kiiltiir ile statik kiiltiir arasindaki mRNA transkriptom

analizine ait sicaklik haritasi

HMGCS1
IFITM3
INSIG1
PARP14
GDA
IFI27

IFI6
AKR1B10
ASNS
CYP1B1
TPPP3
SLFNS
ITGA1
SAMHD1
SAMDS
GABRP
LGRS
MIR3189
KCNE3
HERC6E
FGF9
PARP9
IFIT3
TRIM2
TNFSF10
IFl44
OAS2
NOX1
DDXE0
EPSTI1
PGM2L1
AKR1C2
IFl44L
MIR581
KLRC2
XXYLT1-AS2
TP53INP1
LHFPL3-AS2
KLRC3
RSAD2

HT-29 hiicre hattinda degisimi gézlenen mRNA’larin ekspresyon ifadelerine ait ortalama

sinyaller, degisim katsayilari, p-degerleri, gen sembolii, gen aciklamasi, genin kodlanan-

kodlanmayan bdlgede oldugu gibi bilgiler Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. HT-29 hiicrelerinde dinamik ve statik kiltiireler arasindaki istatistiksel olarak anlamlilik

gosteren mRNA ekspresyonlari

Transcript Cluster | Dinamik Kultdr Statik Klttr Degisim
1D Ortalama Sinyal | Ortalama Deger Katsayisi p-degeri  |Gen Semboli Aciklama Grup

accn=CR541801 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA

ref=JounralRNA transcriptld=5325 cpcScore=7.3858300 cnci=-
TC07002600.hg.1 9,4 7,8 3,05 0,001624 0.0951388 NonCoding
TC07000834.hg.1 9,19 7,67 2,86 0,005705|AKR1B10 aldo-keto reductase family 1, member B10 (aldose reductase) Coding

aldo-keto reductase family 1, member C2 (dihydrodiol

dehydrogenase 2; bile acid binding protein; 3-alpha hydroxysteroid

dehydrogenase, type Ill); aldo-keto reductase family 1 member C2-
TC10000986.hg.1 6,38 511 2,41 0,000263 | AKR1C2 like Coding

ncrna:snRNA chromosome:GRCh37:12:51407917:51408024:-1

gene:ENSG00000206830 gene_biotype:snRNA
TC12001500.hg.1 7,77 6,52 2,38 0,005875 transcript_biotype:snRNA Coding

accn=NR_038064 class=IncRNA name= ref=RefGeneNoncode
TC09002418.hg.1 8,24 7,09 2,22 0,03657 transcriptld=NR_038064 cpcScore=4.5302500 cnci=-0.2145143 NonCoding
TC07001630.hg.1 8,06 6,99 2,1 0,01155 |ASNS asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) Coding

cdna:all chromosome:VEGA50:2:38294116:38297840:-1
TC02001749.hg.1 7,3 6,26 2,06 0,035929 Gene:0TTHUMG00000100970 Coding
TC15001892.hg.1 6,64 5,61 2,05 0,020476 DQ586064,uc002bsw.1 Coding
TC02001750.hg.1 7,59 6,56 2,04 0,044987 [CYP1B1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 Coding

accn=AF086429 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA

ref=JounralRNA transcriptld=4038 cpcScore=-1.1569400 cnci=-
TC08002448.hg.1 5,85 4,83 0,01315 0.3882638 NonCoding
TC03001082.hg.1 4,18 5,2 0,009969 [XXYLT1-AS2 |XXYLT1 antisense RNA 2 (non-protein coding) Coding
TC08001440.hg.1 4,75 5,78 0,03695 | TP53INP1 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 Coding
TC13000037.hg.1 6,28 73 0,024039|FGF9 fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor) Coding
TC05001347.hg.1 3,98 5,01 0,035881 |MIR581 microRNA 581 Coding
TC15001370.hg.1 2,77 3,8 0,042494 DQ595419,uc021slh.1 Coding
TC19000357.hg.1 6,67 7,69 0,005471 [MIR3189 microRNA 3189 Coding
TC05001316.hg.1 8,08 9,13 0,028389 [HMGCS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (soluble) Coding

accn=AB370195 class=mRNAlike IncRNA name=NULL ref=H-

invitational v7.5 transcriptld=HIT000409808 cpcScore=1.6810300

cnci=-0.1326172 | accn=AB370194 class=mRNAlike IncRNA

name=NULL ref=H-invitational v7.5 transcriptld=HIT000409807
TC08001847.hg.1 7,97 9,02 -2,07 0,007574 cpcScore=1.1046800 cnci=-0.2689832 NonCoding

accn=NULL class=IncRNA name= ref=UCSCGeneNoncode
TC05002373.hg.1 4,24 5,29 -2,08 0,043432 transcriptld=uc003jox.1 cpcScore=-0.9847360 cnci=-0.3244947 NonCoding
TC12003272.hg.1 4,3 5,36 -2,09 0,007068 |KLRC2 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2 Coding

killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 3; killer cell
TC12003271.hg.1 4,52 5,59 -2,1 0,03041 |KLRC3 lectin-like receptor subfamily C, member 2 Coding
TC03000634.hg.1 8,19 9,28 -2,12 0,024917 [PARP14 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 Coding
TC17000396.hg.1 7,04 8,13 -2,12 0,040027 [SLFNS schlafen family member 5 Coding
TC07001726.hg.1 4,71 5,81 -2,13 0,037419 [LHFPL3-AS2  |LHFPL3 antisense RNA 2 (non-protein coding) Coding

accn=CR618823 class=mRNAlike IncRNA name=Human IncRNA

ref=JounralRNA transcriptld=5171 cpcScore=-1.2730500 cnci=-
TC17002115.hg.1 6,35 7,44 -2,13 0,023957 0.3617070 | linc-DHRS7B-5 chr17:+:20691696-20692707 NonCoding
TC16001187.hg.1 7,16 8,26 -2,14 0,014634 [TPPP3 tubulin polymerization-promoting protein family member 3 Coding
TC04000770.hg.1 6,02 7,13 -2,16 0,031316|TRIM2 tripartite motif containing 2 Coding
TC10000637.hg.1 6,03 7,16 -2,18 0,014958 [IFIT3 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 Coding
TC11001230.hg.1 7,97 9,1 -2,18 0,007527|IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 Coding
TC11002082.hg.1 6,48 7,62 -2,2 0,017533 |KCNE3 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 3 Coding
TC03001705.hg.1 6,13 7,3 -2,26 0,018929 | PARP9 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 9 Coding
TC04000120.hg.1 3,63 4,81 -2,26 0,017614 DQ584082,uc021xmd.1 Coding
TC09000330.hg.1 7,72 8,93 -2,31 0,022272 |GDA guanine deaminase Coding

cdna:all chromosome:VEGAS50:5:53582024:53582161:-1
TC05001349.hg.1 2,76 4 -2,36 0,049762 Gene:0TTHUMG00000162284 Coding
TC07001605.hg.1 6,46 7,78 -2,5 0,047124 [SAMD9 sterile alpha motif domain containing 9 Coding
TC02000034.hg.1 4,38 571 -2,51 0,009568 |[RSAD2 radical S-adenosyl methionine domain containing 2 Coding
TC13000612.hg.1 5,39 6,73 -2,53 0,016417 |EPSTI1 epithelial stromal interaction 1 (breast) Coding
TC05003439.hg.1 6,83 8,19 -2,56 0,041047|ITGAL integrin, alpha 1 Coding
TC07001039.hg.1 7,82 9,18 -2,56 0,04513|INSIG1 insulin induced gene 1 Coding

accn=AJ303364 class=mRNAlike IncRNA name=NULL ref=H-

invitational v7.5 transcriptld=HIT000246888 cpcScore=1.6105800
TC11003279.hg.1 6,13 7,5 -2,59 0,021263 cnci=-0.3331473 NonCoding
TC11002081.hg.1 5,29 6,71 -2,68 0,045498 [PGM2L1 phosphoglucomutase 2-like 1 Coding
TC20000821.hg.1 6,71 8,14 -2,68 0,042919 [SAMHD1 SAM domain and HD domain 1 Coding
TC05000937.hg.1 6,35 7,81 -2,75 0,006745 | GABRP gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, pi Coding
TC12000624.hg.1 6,51 8 -2,81 0,030354 (LGRS leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5 Coding
TC07000215.hg.1 3,82 5,35 -2,88 0,043492 DQ584906,uc022abp.1 Coding

HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase family
TC04000484.hg.1 6,16 7,7 0,02316 [HERC6 member 6 Coding
TC03002006.hg.1 5,49 7,13 0,032744 [TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 Coding
TC04001718.hg.1 5,11 6,86 0,03447 | DDX60 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60 Coding

accn=AJ294851 class=mRNAlike IncRNA name=NULL ref=H-

invitational v7.5 transcriptld=HIT000246658 cpcScore=-0.8530460

cnci=-0.2424470 | accn=AY126456 class=mRNAlike IncRNA

name=NULL ref=H-invitational v7.5 transcriptld=HIT000250729
TC14001821.hg.1 7,55 9,33 -3,45 0,014729 cpcScore=-0.7976560 cnci=-0.1799725 NonCoding

accn=NR_033994 class=IncRNA name= ref=RefGeneNoncode
TC03003211.hg.1 7,36 9,15 -3,47 0,043196 transcriptid=NR_033994 cpcScore=3.1503400 cnci=-0.3031873 NonCoding
TC14000584.hg.1 7,38 9,2 -3,53 0,024012|IFI27 interferon, alpha-inducible protein 27 Coding
TCOX001211.hg.1 5,1 7,02 -3,78 0,024871 [NOX1 NADPH oxidase 1 Coding
TC01000795.hg.1 5,37 7,31 -3,83 0,022113|IFI44 interferon-induced protein 44 Coding

accn=AY186254 class=mRNAlike IncRNA name=NULL ref=H-

invitational v7.5 transcriptld=HIT000085081 cpcScore=0.8460430
TC21000739.hg.1 56 7,68 0,01432 NonCoding
TC12000886.hg.1 5,2 7,3 0,001131|0AS2 synthetase 2, 69/71kDa Coding
TC01002412.hg.1 7,73 10,15 0,00784 [IFI6 interferon, alpha-inducible protein 6 Coding
TC01000794.hg.1 3,21 6,16 0,006161 [IFI44L interferon-induced protein 44-like Coding
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4.9. miRNA Ekspresyon ve mRNA Transkriptom Analizlerinin Dogrulanmasi

Gergeklestirilen miRNA ve mRNA analizlerinin dogrulanmasi amaciyla, 4 adet mRNA ve
miRNA’nin (AKR1B10, IF16, TP53INP1, mir-10a-5p) ger¢ek zamanli-polimeraz zincir
reaksiyonu esliginde ekspresyonlari kontrol edildi. miRNA kontrolii i¢in HCT-116 hiicreleri,
mRNA kontrolleri i¢in de HT-29 hiicreleri kullanildi. AKR1B10’iin, mikro-dizin sonuglarinda
oldugu gibi dinamik kiiltiir ortaminda, statik kiiltlir ortamina oranla daha ¢ok eksprese oldugu
belirlendi (Sekil 51).

Amplification curves
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Sekil 51. AKR1B10 ve TP53INP1’in ekspresyon durumlarina ait amplifikasyon egrileri

TP53INPI’iin statik kosullar altinda ekspresyonunun belirlenmesine ragmen, dinamik
kosullar altindaki ekspresyonuna ait gilivenilir veri alinamadi (Sekil 51). Bunun igin bir diger
reaksiyon da yeniden kontrol gergeklestirildi (Sekil 52). Diger reaksiyonda TP53INP1-negatif
olan HL-60 hiicre hattinda da degerlendirme yapildi. Bu sonuglar esliginde, dinamik kosullar
altinda TPS53INP1 ekspresyonunun yok denecek kadar azaldigi sdylenebilir. Mikro-dizi
sonuclarinda da, dinamik kosullar altinda TP53INP1’in azaldig1 belirlendi.

IFI6’nin ekspresyon durumuna ait elde edilen verilerden, mikro-dizin analizlerinde de
oldugu gibi dinamik kosullar altinda IFI6 ekspresyonunun yokdenecek kadar azaldigim
gostermektedir (Sekil 52).
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Sekil 52. [F16 ve TPS3INP1’in ekspresyon durumlarina ait amplifikasyon egrileri

mir-10a-5p icin gerceklestirilen per analizde de, dinamik kosullar altinda mir-10a-5p’nin

ekspresyonunun yok denecek kadar azaldigini gostermektedir.
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Sekil 53. mir-10a-5p’nin ekspresyon durumlarina ait amplifikasyon egriler
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4.10. Biyoinformatik Analizler

Dinamik kiiltiir grubu ile statik kiiltiir grubunun mRNA ve miRNA analiz verilerinden elde
edilen sinyallerin karsilastirilmasi ile istatistiksel olarak anlamli olan (p degeri < 0,05)
degisimlerin saptanmast gergeklestirildi. Anlamli olan mirNAve mRNA degisimleri,
biyoinformatik analizler ile yolaklar, spesifik siireclere 6zgii valide edilmis gen setleri ve hedefler

acisindan analiz edildi.

mRNA Transkriptom Mikro-RNA

Analizi Ekspresyon Analizi
Kalite Kontrol
Kantitatif Verilerin Elde
Edilmesi
Ekspresyonu Istatistiksel Istatistiksel Olarak Anlamhlik Ekspresyonu Istatistiksel
Olarak Anlamh Igeren Ekspresyon Olarak Anlamh
mRNA’lar Farkhliklarm Belirlenmesi mikro-RNA’lar
Yolaklar

(Gene Set Enrichment Analysis) G Quiolojianaizee

Sekil 54. Biyoinformatik analizlerin akis1

4.10.1. Gen Ontoloji Analizleri

4.10.1.1. Anjiyogenezin Diizenlenmesi (GO:0001525)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik siire¢ler i¢inden anjiyogenez stireci, HCT-116
hiicrelerinde anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri 0.002) (Sekil 55). Anlamh
ekspresyon degisimi gézlenen mRNAve miRNA’larin, anjiyogenez siirecinde yer alan 6 geni
gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir (Tablo 9). Anjiyogenez siirecinin anlaml

cikmasinda etkili olan 6 gen sunlardir: Anjiyopoietin-benzeri- 4 (Angiopoietin-like-4,
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ANGPTL4), sistein zengin protein 61 (cysteine rich angiogenic inducer 61-CYRG61),
trombospondin-1 (Thrombospondin-1, THBS-1 or TSP-1), v-akt miirin thimoma viral onkogen
homog 1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, AKTI), alanil aminopeptidaz
(alanyl aminopeptidase, ANPEP) ve glutatyon peroksidaz- 1 (glutathione peroxidase 1, GPX1).
AKT1, ANPEP ve GPXI1 genleri; anlamli ekspresyon degisimi saptanan miR-181d, miR-
331, miR-501, ve miR-625 mikro-RNA’larinin hedefleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak
mikro-RNA’larin hedef genlerinden AKT1, ANPEP ve GPXI istatistiksel olarak anlamli gen

listesi i¢inde bulunmamaktadir.
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Sekil 55. HCT-116 hiicrelerinde gen ontoloji analizi-anjiyogenez siireci
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Tablo 9. Anjiyogenez siirecinde etkin olabilecek mRNA ve miRNA’lar

Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
Gen Gen ID
Ortalama Sinyal | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
ANGPTLA4 51129 8,48 7,25 2,34 0,001
CYR61 3491 6,78 8,1 -2,51 0,002
THBSI 7057 5,79 7,07 -2,43 0,0002
Hedef Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
miRNA
Gen -ID Ortalama Sinyali | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
miR-331-3p AKT-1 (ID: 207)
(ID:442903) 2,71 3,8 -2,12 0,033
miR-375 ANPEP (ID:290)
(ID:494324) 2,78 4,31 -2,87 0,001
miR-501-3p AKT-1 (ID: 207)
(ID: 574503) 2,2 3,38 -2,28 0,016
GPX1 (ID:2876)
miR-625-5p AKTI1 (ID:207)
(ID: 693210) 4,13 5,67 -2,91 0,009

4.10.1.2. Apoptozun Negatif Diizenlenmesi (GO:0043066)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik stirecler iginden apoptozun negatif olarak diizenlenmesi
siireci (GO:0043066), HCT-116 hiicrelerinde anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri
0.00004) (Sekil 56). Anlamli ekspresyon degisimi gézlenen mRNA ve miRNA’larin, apoptozun
negatif diizenlenmesi siirecinde yer alan 9 geni gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmigtir
(Tablo 10). Bu genler sunlardir: Anjiyopoietin-benzeri- 4 (ANGPTL4), glutamat-sistein ligaz,
katalitik alt birimi (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit, GCLC), 1s1 sok protein ailesi- A
iiye 1B (Heat shock protein family A (Hsp70) member 1B, HSPA1B), trombospondin-1 (TSP-1),
Ostrojen reseptor-2 (Estrogen receptor 2, ER-beta veya ESR2), tiimor protein 53 (TP53 tumor
protein p53, TP53), v-akt miirin thimoma viral onkogen homog 1 (AKT1), epidermal biiylime
faktor reseptorii (epidermal growth factor receptor, EGFR) ve glutatyon peroksidaz- 1 (GPX1).

ESR2, TP53, AKT1, EGFR ve GPX1 genleri; anlamli ekspresyon degisimi saptanan miR-
181d-5p, miR-324-3p, miR-331-3p,miR-375, miR-501-3p ve miR-625-5p mikro-RNA’larinin
hedefleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak mikro-RNA’larin hedef genlerinden ESR2, TP53,
AKT1, EGFR ve GPXI istatistiksel olarak anlamli gen listesi i¢inde bulunmamaktadir.
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Sekil 56. HCT-116 hiicrelerinde gen ontoloji analizi- apoptozun negatif diizenlenmesi siireci
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Tablo 10. Apoptozun negatif diizenlenmesi siirecinde etkin mRNA ve miRNA’lar

Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
Gen Gen ID
Ortalama Sinayl | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
ANGPTL4 51129 8,48 7,25 2,34 0,0013
GCLC 2729 7,72 6,72 2,01 0,0009
HSPA1B 3304 9,15 10,27 -2,17 0,0005
THBSI 7057 5,79 7,07 -2,43 0,0002
Hedef Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
miRNA
Gen -ID Ortalama Sinyali | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri

miR-181d-5p .

(ID: 574457) ESR2 (ID:1956) | 2,32 3,44 -2,17 0,0431
miR-324-3p .

(ID: 442898) TP53 (ID:7157) | 2,65 4,21 -2,95 0,0031
miR-331-3p .

(ID:442903) AKT1 (ID: 207) | 2,71 3,8 -2,12 0,0336
miR-375 .

(ID:494324) EGFR (ID:1956) | 2,78 4,31 -2,87 0,0012
miR-501-3p .

(ID: 574503) AKT1 (ID:207) | 2,2 3,38 -2,28 0,0163

. AKT1 (ID:207)
353'6692352'%) EGFR (ID:1956) | 4,13 5,67 2,91 0,0094
) GPX1 (ID:2876)

4.10.1.3. Apoptozun Diizenlenmesi (GO:0042981)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik siirecler i¢inden apoptozun diizenlenmesi siireci
(GO:0042981) HCT-116 hiicrelerinde anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri 0.004)
(Sekil 57). Anlaml ekspresyon degisimi gozlenen mRNA ve miRNA’larin, apoptozun negatif
diizenlenmesi siirecinde yer alan 12 geni gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir (Tablo
10). Bu genler sunlardir: Anjiyopoietin-benzeri- 4 (ANGPTLA4), glutamat-sistein ligaz, katalitik
alt birimi (GCLC), niikleer reseptor ailesi 4, grup A iiye 1 (nuclear receptor subfamily 4 group A
member 1, NR4AT), 1s1 sok protein ailesi- A iiye 1B (HSPA1B), trombospondin-1 (TSP-1),
Ostrojen reseptor-2 (ESR2), interferon gama (IFNG), tiimor protein 53 (TP53), v-akt miirin
thimoma viral onkogen homog 1 (AKT1), epidermal biiylime faktdr reseptdrii (EGFR), runt-
bagiml transkripsiyon faktér 3 (Runt-related transcription factor 3, RUNX3) ve glutatyon
peroksidaz- 1 (GPX1).

ESR2, IFNG, TP53, AKTI1, EGFR, RUNX3, ve GPX1 genleri; anlamli ekspresyon
degisimi saptanan miR-181d-5p, miR-324-3p, miR-331-3p, miR-375, miR-501-3p ve miR-625-
5p mikro-RNA’larinin hedefleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak mikro-RNA’larin hedef
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genlerinden ESR2, IFNG, TP53, AKT1, EGFR, RUNX3 ve GPXI1 istatistiksel olarak anlamli gen

G
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listesi i¢inde bulunmamaktadir.
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Sekil 57. HCT-116 hiicrelerinde gen ontoloji analizi- apoptozun diizenlenmesi siireci

86



Tablo 11. Apoptozun diizenlenmesi siirecinde etkin olabilecek mRNA ve miRNA’lar

G Gen ID Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
en ¢ Ortalama Sinayl | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
ANGPTL4 51129 8,48 7,25 2,34 0,0013
GCLC 2729 7,72 6,72 2,01 0,0009
NR4Al 3164 7,39 8,5 -2,16 0,0035
HSPA1B 3304 9,15 10,27 -2,17 0,0005
THBS1 7057 5,79 7,07 -2,43 0,0002
miRNA Hedef Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
Gen -ID Ortalama Sinyali | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
miR-181d-5p | ESR2 (ID:1956) )
(ID: 574457) | IFNG (ID:3458) 2,32 344 217 0,0431
miR-324-3p i
(ID: 442898) TP53 (ID:7157) 2,65 4,21 -2,95 0,0031
miR-331-3p .
(ID:442903) AKT1 (ID: 207) 2,71 3,8 -2,12 0,0336
miR-375 .
(ID:494324) EGFR (ID:1956) 2,78 4,31 -2,87 0,0012
miR-501-3p . )
(ID: 574503) AKT1 (ID:207) 2,2 3,38 2,28 0,0163
AKT1 (ID:207)
miR-625-5p | RUNX3(ID:864) )
(ID: 693210) | EGFR (ID:1956) 4,13 3,67 2,91 0,0094
GPX1 (ID:2876)

4.10.1.4. Antijen Islenmesi ve Sunumu (KEGG Pathyway- hsa04612)

Elde edilen miRNA ve mRNA verileri esliginde yapilan KEGG yolak analizinde, antijen
islenmesi ve sunumu yolagi (hsa04612) anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri 0.0007)
(Sekil 58). Anlamli ekspresyon degisimi gozlenen mRNAve miRNA’larin, antijen islenmesi ve
sunumu siirecinde yer alan 6 geni gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir (Tablo 12).
Bu genler sunlardir: Is1 sok protein ailesi- A iiye 1B (Heat shock protein family A (Hsp70)
member 1B, HSPA1B), katil hiicre lektin benzeri reseptor C4 (killer cell lectin like receptor C4,
KLRC4), major histokompatibilite kompleks, sinif 1, B (major histocompatibility complex, class
I, B; HLA-B), major histokompatibilite kompleks, sinif 1, C (major histocompatibility complex,
class I, C; HLA-C), 1s1 sok protein 90kDa alda ailesi, siif B {iye 1 (heat shock protein 90kDa
alpha family class B member 1, HSP90AB1), katil hiicre lektin benzeri reseptér D1 (killer cell
lectin like receptor D1, KLRD1).

HLA-B, HLA-C, HSP90AB1 ve KLRD1 genleri; anlamli ekspresyon degisimi saptanan
miR-181d-5p ve miR-324-3p mikro-RNA’larinin hedefleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak

mikro-RNA’larin hedef genleri istatistiksel olarak anlamli gen listesi icinde bulunmamaktadir.
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Tablo 12. Antijen islenmesi ve sunumu yolaginda siirecinde etkin olabilecek mRNA ve

miRNA’lar
Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
Gen Gen ID
Ortalama Sinayl | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
HSPAIB 3304 9,15 10,27 -2,17 0,0005
KLRC4 8302 4,52 5,63 -2,16 0,0129
miRNA Hedef Dinamik Kiiltiir Statik Kiiltiir Degisim P
Gen -ID Ortalama Sinyali | Ortalama Sinyal | Katsayis1 | Degeri
HLA-B (ID:3106)
miR-181d-5p | HLA-C (ID:3107)
(ID: 574457) | HSP90ABI 2,32 3,44 2,17 0,0431
(ID:3326)
miR-324-3p | KLRDI (ID:3824)
(ID: 442898) 2,65 4,21 -2,95 0,0031
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5. TARTISMA

5.1. Mikrofluidik Cipte Dinamik Kiiltiir Optimizasyonu

Mikrofluidik dinamik kiiltiiriin gerceklestirilebilmesi i¢in ilk olarak ¢ip tasarimi yapildi.
Hiicrelerin ¢ip icerisinde tek tabaka olarak (monolayer) biiyiitiilebilmesi i¢in c¢ipler igerisinde
kanallar tasarlandi ve hiicrelerin bu kanallara ekilerek yapismasi ve mikrofluidik akim varliginda
kiiltiirtin  gerceklestirilmesi tasarlandi. Sivi sizinti  problemleri c¢esitli ¢ip bilesenlerinin
degistirilmesi ve ¢ip birlestirme asamalarinda yapilan degisiklikler ile agildi. Kiiltiir icin uygun
ciplerin tasarimi ve iretiminin gergeklestirilmesinden sonra, ¢ip icerisinde hiicrelerin deney
kosullart ve plan1 cercevesinde idame ettirilebilir olmas1 agisindan hiicre tipi sayisi, ylizey
materyali, s1v1 akis hiz1 agisindan cesitli denemelerle optimum Kkiiltiir degerleri saptand1. Sivi1 akig
hizinin artmasi ile hiicre yogunlugunun artmasi, ¢ipteki yiizey ve besin ortaminin hizla azalmasi
ile 6len hiicre sayisinin da buna bagl olarak artmasindan otiirii, sivi akis hiz1 2ul/dk olarak

belirlendi ve deneylerde kullanildi.

5.2. Mikrofluidik Sivi Akisinin ve Sivi Geriliminin Hesaplanmasi

Mikrofluidik c¢ipin kanali i¢indeki sivi gerilimi teorik olarak hesaplandi. Mikrofluidik
sistem icin, Stokes sivi akis rejimine ait olan Reynold sayis1 0.0173 olarak hesaplandi. Kanalin
orta uzunlugu boyunca ortalama si1v1 gerilimi —shear stress, agagidaki denklemin kullanilmasiyla

1.44x107 Pa olarak hesaplandi.

_ om0
h2w

Denklemde y, siviya ait dinamik viskoziteyi (0.000692 kg m''s™); Q hacimsel s1v1 akis hizim (2

T

uL min™); A, mikrofluidik ¢ipin kanal uzunlugunu (1.55 mm) ve w ise is mikrofluidik ¢ipin kanal
genisligini (4 mm) simgelemektedir.

Bolgesel olarak sivi gerilimi-shear stress dagilimini degerlendirmek i¢in; Comsol
Multiphysics™ yazilimi kullanilarak sivi dinamikleri hesaplandi. Sikigtirllamayan Newton sivilar
icin Navier-Stokes denklemi ile hesaplamalar yapildi. Bu durumda mikrofluidik kanalin
yarisindaki (uzunlugun yaris1 olarak L/2), smir katmaninmn kalinlii, mikrofluidik kanalin

kalimligindan daha fazladir, siv1 gerilimi-shear stress asagidaki denklemle ag¢iklanabilir.
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T=Uu @
Denklemde yer alan # mikrofluidik kanal boyunca sivinin velositesini; y ise mikrofluidik kanal
duvarindan tabana kadar olan uzaklik olarak alindi. Sonuclara gore aderan hiicreler uniform bir

s1v1 gerilimine- shear strese maruz kaliyor (Sekil 31).

5.3. Mikrofluidik Dinamik Kiiltiir Etkisiyle Hiicre Proliferasyonunda Olusan Farkhiliklar

Mikrofluidik sivi akisi ile dinamik kiiltiiriin baglatilmasindan sonra, Presto Blue canlilik
analizi ve hiicrelerin mikroskobik goriintiileri ile siirekli sivi akiginin ve buna bagli sivi
geriliminin hiicre sayisinda ve morfolojisinde olusturdugu degisiklikler gozlendi. Siirekli sivi
akis1 ve s1vi gerilimi-shear stress altinda idame ettirilen HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinin hiicre
sayisinda, statik kiiltiirde ¢ogalan hiicrelere oranla anlaml artis saptand1 (p-degeri < 0,05) (Sekil
37). Dinamik kiiltiir altinda ¢ogalan hiicreler, saymin artmasindan dolayi ¢ipin tabaninda yer yer
cok katmanl goriiniim kazandilar (Sekil 35).

Literatiirde, intertisyel sivi akiginin biyomiihendislik tabanli deneysel modellerlerle taklit
edildigi cesitli ¢alismalar mevcuttur. Bu tarz caligmalar da, normal hiicreler de oldugu gibi kok
hiicreler ve kanser hiicreleri de kullanilmaktadir. Ciinkii viicutta biitliin hiicreler bir arada
bulunmaktadir ve ortamdaki fiziksel degisikliklerden biitiin yapilar etkilenmektedir. Ornegin
osteblastlarin ve mezenkimal kokenli hiicrelerin proliferasyonlarinda, ortamdaki sivi akiginin
etkisiyle artiglar oldugu saptanmistir (95, 96). Bunlarin disinda oral skuamoz hiicreli kanserlerde,
meme ve glioblastoma kanserleri ilizerinde yapilan calismalarda da, sivi akiginin ve buna bagh
s1v1 geriliminin-shear stres’in hiicrenin proliferasyonunu arttirdig: gozlenmistir (63, 97, 98).

Bizim ¢aligmamizda da, HCT-116 ve HT-29 KRK hiicrelerinin 48 saat boyunca siv1 akisina
ve buna bagli olarak siv1 gerilimine-shear stress maruz kalmasi sonucu, dinamik kiiltiir altindaki
hiicrelerin proliferasyonlarinda statik kiiltiir altinda olanlara gore istatistiksel olarak anlamli artig
gozlendi. Yerlesim yerindeki farkliliklarin olmasina ragmen sivi akisi etkisiyle proliferasyonda
degisikliklerin saptanmasi, vuciit icerisinde dogal olarak bulunan ve tiimor kitlesi cevresinde
daha cok artig1 gbzlenen sivi akigimnin ve buna bagli olarak sivi gerilimlerinin —shear stress

hiicrenin proliferasyonuna artig yoniinde etkie edecegi sOylenebilir.
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5.4. Mikrofluidik Sivi Akis1 Etkisiyle Kopan Hiicreler
Mikrofluidik s1v1 etkisiyle kopan hiicrelerin, EMT siireciyle birlikte MET siirecine de 151k
tutabilmesi acisindan 6nemlidir. Bu hiicreler MET’1 daha iyi modelleyebilen deney modellerinin

kullanilarak, cesitli ileri analizlerin yapilabilmesi agisindan saklandi.

5.5.Floresan Immiinositokimya

Tiim kanserlerde oldugu gibi metastaz siirecinin gerceklesmesi i¢in gerekli olan EMT
stirecinde, epitelyal kokenli hiicreler epitelyal karakterlerini kaybedip onu yerine mezensimal bir
karakter kazanirlar. Epitel doku, bagirsak gibi dokularin list katmanin1 olugturur. Epitel doku
patojenler icin bariyer olustururken ayni zamanda salg1 ve emilim siireclerinde de ig goriir. Epitel
dokularim bu islevlerini gorebilmesi i¢in apikal-bazal polaritesini ve siki baglantilar ile
olusturduklar1 dokular arasi1 baglantilarin1 kaybetmemesi gerekir. Bunun tersi olarak da
mezengimal hiicreler sekilsel olarak degisim gosterirlerken, migrasyon ve invazyon kapasiteleri
de artar. Embriyogenezde ¢ok onemli olan bu fenotipik doniisiim, E-kaderinin transkripsiyonel
ekspresyonunu, aktin sitoiskelet diizenlenimlerini ve membran diizenlenimlerini arttiran TGF-
beta ve Wnt sinyal yolaklarini indiikler. EMT siirecinin molekiiler belirtegleri N-kaderin,
vimentin, niikleer beta-catenin ve cesitli transkskripsiyon faktorlerinin ekspresyonunda artis, ile
E-kaderin ekspresyonunda azalmalari igerir (99, 100).

Bu nedenle KRK metastazinin EMT siirecine odaklanilan bu projede, interstisyel vuciit
stvilarint taklit etmek amaciyla kullanilan mikrofluidik dinamik kiiltiir modelinde EMT nin
molekiiler varlig1 gosterilerek, sivi akigmin hiicreleri epitel karakterden mezensimal karaktere
yonlendirdigi gosterildi. Bunun i¢in E-kaderin N-kaderin ve vimentin ekspresyonlarindaki
degisiklikler floresan immiinositokimyasal tekniklerle gosterildi (Sekil 40). EMT indiikleyen
TGF-beta kullanilarak EMT-pozitif grup ile, dinamik kiiltiirde s1vi akisina maruz kalan hiicreler
kargilagtirildi.

Dinamik kiiltiirde siirekli s1v1 akigina ve sivi gerilimine- shear stress maruz kalan HCT-116
ve HT-29 hiicrelerinde, statik kiiltiirde cogalan hiicrelere gore E-kaderin ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli azalma; N-kaderin ve vimentin ekspresyonlarinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir artig saptand1 (p-degeri <0,05) (Sekil 41, 42).
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Rizvi ve arkadaglarinin yayinladiklar1 caligmada, sivi akigt ve sivi geriliminin etkisiyle,
over kanseri hiicrelerinde EGFR ve vimentin ekspresyonu aracili EMT gozlenmistir. Grup viicut
icerisindeki dogal s1v1 akiginin over kanseri hiicrelerinde EMT yi ve heterojen yapiy1 destekledigi
yoniinde verilerini literatiire sunmugtur (77). Literatiirde siv1 akigi ile indiiklenen invazyon ve
metastazi konu alan arastirmalarda mevcuttur. Piotrowski-Daspit ve arkadaglarinin, intertisyel
stvi akiginin invaziv fenotip lizerindeki etkilerini inceledikleri caligmada, sivi akisi ve onunla
olusan basincin, meme kanseri hiicrelerinde Snail, vimentin, ve E-kaderin ekspresyonlarini
degistirerek hiicreye EMT yoniinde avantaj kazandirdigin1 gostermiglerdir (101).

Bizim calismamizda da temel EMT molekiiler belirtecleri olarak tanimlanan E-kaderin, N-
kaderin ve vimentindeki ekspresyon degisimlerinin EMT yoniinde olmasindan 6tiirii, interstisyel
stv1 akiginin hiicreye invaziv-metastatik karakter kazandirdig1 sdylenebilir.

Kanallarin cesitli yerlerinden alinan goriintiilerle birlikte, kanallar bir biitiin olarak da
degerlendirildi (Sekil 43, 44). Bunun icin floresans mikroskobun mozaik c¢ekim o0zelligi
kullanilarak tiim kanalin parca parca goriintiileri alinda ve birlestirildi. Siv1 akigi ile agiga ¢ikan
stv1 gerilimi- shear stres’in biitlin kanal boyunca ayni oldugu yapilan modellemelerle saptanmig
olmasina ragmen, bu akisin ve gerilimin kanalin her yerinde ayni etkiyi olusturdugunu gérmek,
siv1 paterninin uniform oldugunu goérmemiz acisindan 6nemliydi. HCT-16 ve HT-29 hiicrelerine
ait goriintiilerde, kanalin her yerinde E-kaderin ekspresyonundaki azalma, N-kaderin ve vimentin

ekspresyonundaki artig paternlerinin ayn1 oldugu goriildii.

5.6. miRNA Ekspresyon Analizi

Dinamik kiiltiir altinda siirekli sivi kis1 ve buna baglh olarak sivi gerilime maruz kalan
hiicrelerde EMT molekiiler belirteclerindeki degisikliklerin gosterilmesinden sonra, viicuttaki
dogal siv1 akigiin kanser hiicreleri EMT iizerindeki etkisinin miRNA ekspresyonlar1 agisindan
belirlenmesi i¢cin Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)

kullanilarak ekspresyon durumlari ve olas1 yolaklar hakkinda bilgi sahibi olundu.
5.6.1. HCT-116 Hiicrelerindeki miRNA Ekspresyonlari

HCT-116 hiicre hatt1 ile yapilan deneylerde, 12 miRNA’da istatistiksel olarak anlaml

degisim gozlendi. Bunlardan 2’sinde ekspresyon artigi (mir-320e, miR-4419a), 10’unda ise
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ekspresyon azalisi (miR-1255a, miR-331-3p, miR-10b-5p, miR-181d-5p, miR-501-3p, miR-192-
5p, miR-10a-5p, miR-375, miR-625-5p, miR-324-3p) gozlendi (Sekil 46).

KRK hasta dokulari ile metastaz ve rekiirrens biyobelirteci belirlemek amaciyla yapilan bir
caligmada, miR-320e’nin lenf nodu metastaz1 olan 3.derece ve uzak metastaz1 olan 4.derece
kanser hastalarin dokularinda, normal dokulara gore istatistiksel olarak anlamli artis1
goriilmiigtiir. Yine ayni caligmada miR-320e’nin kotii prognoz ve rekiirrens agisindan anlamli
bulundugu savunulmustur (102). Bizim caligmamizda siirekli siv1 akist ve sivi gerilimine maruz
kalan ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentindeki ekspresyon paternleri ile EMT fenotipini gdsteren
HCT-116 hiicrelerinde de miR-320e’nin eksprese olmus olmasi, miR-320e’nin metastatik
stireclerde rol aldiginin gostergesi olabilir.

Hepatoseliiler karsinoma dokularinda yapilan bir ¢calismada miR-331-3p ekspresyonundaki
artigin, proliferasyonu ve EMT aracili metastazi indiikledigi gozlemlenmistir (103). Yine
hepatoseliiler karsinoma hastalarindan alinan serumlar iizerinde yapilan calismada da serumlarda
miR-331-3p gozlenmesinden ve TNM simiflandirmasiyla korelasyon saptanmasindan 6tiirii miR-
331-3p’in diyagnostik ve prognostik belirte¢ olarak kullanilabilecegi one siiriilmiis. Ancak ayni
caligmada miR-331-3p’deki degisimin miR-182 ve alfa-fetoprotein ile birlikte degerlendirilerek
benin ya da malin karaciger hastaliklarinda diyagnostik belirte¢ olarak kullanilabilcegi
savunulmus (104). Bizim ¢alismamizda siirekli sivi akigt ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-
kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HCT-116
hiicrelerinde miR-331-3p ekspresyonunda azalma saptanmistir. Literatiirde miR-331-3p’in
hepatoseliiler karsinomada ekspresyonundaki artiglar {izerinde durulmugtur, ancak ayni
caligmalarda bu belirteglerin karaciger hastaliklarinda teshis amaciyla kullanilabilir yorumlari,
miR-331-3p ekspresyonundaki artisin karacigere 6zgii oldugunu diisiindiirmektedir. miR-331-
3p’tin KRK’deki ekspresyon durumuyla ilgili yayin bulunmamaktadir.

miR-10b invazyon ve metastaz siireclerindeki roliiyle iyi tanimlanmig bir belirtectir.
Ozellikle meme kanseri iizerinde yapilmis olan calismalarda artan ekspresyonlarinin metastazla
iligkili oldugu savunulmus. miR-10b’nin ekspresyonundaki artis, homeobox D10 mRNA’sinin
translasyonunu inhibe ederek, pro-metastatik gen olan Rhoc’un ekspresyonunda artisa sebep olur
(105, 106). KRK’de de mir-10b’nin invazyon ve metastaz siireclerindeki rolii, meme

kanserindeki gibi Rhoc ekspresyonundaki artig lizerinden yiiriidiigii yoniindedir ve miR-10b’deki
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artigin metastatik fenotip ile korele oldugu savunulmaktadir (107). Hur K ve arkadaglariin
2015’te yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, KRK’in primer tiimorlerinde miR-10b ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli artig, karaciger metastaz odaklarinda ise anlamli azalma
saptamiglardir. Buradan yola cikarak, primer tiimorde miR-10b ekspresyonundaki artigin
metastaz agisindan prognostik oldugunu raporlamiglardir (108). Bizim caligmamizda siirekli s1v1
akis1 ve siv1 gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile
EMT fenotipini sunan HCT-116 hiicrelerinde miR-10b ekspresyonunda azalma saptanmusgtir.
Literatiirdeki verilerin ¢ogunlugu KRK’de miR-10b ekspresyonlarinda artig ile oldugu
yoniindedir. Ancak Hur K ve arkadaglari 10b’nin metastazin gerceklesmesinden Once artig
gosterdigini, uzak noktaya metastazin gerceklesmesinden sonra ise metastatik odakta
ekspresyonun azaldigii gostermeleri bilgisi dogrultusunda, EMT ve MET proseslerinden sonra
miR-10b ekspresyonunda azalma olabilecegi yorumu yapilabilir. Gasch C ve arkadaslar ise,
dolagimdaki tiimor hiicrelerinde miR-10b ekspresyonlarinda heterojenite saptamislardir.
Dolagimdaki tiimor hiicrelerinin, kan damarlarindaki dolasimlar1 siiresince sivi akigina ve
gerilimine maruz kaldiklar1 ve EMT-MET siireclerini arasinda heterojen fenotipe sahip olmalarr;
miR-10b’nin ekspresyonunda etkileri olabilecegini diigiindiirmektedir (109).

miR-181d hakkindaki bilgiler genellikle glioblastoma iizerinden elde edilmisgtir. (110, 111).
Wang XF ve arkadaslari, glioblastoma hiicrelerinde miR-181d’nin ekspresyonunun
proliferasyonu baskiladigini, hiicre dongiisiinden kagis1 ve apoptozu tetikledigini bildirmislerdir
(112). KRK hiicre hatlariyla yiirtittiiglimiiz ¢calismamizda, HCT-116 hiicrelerinde miR-181d nin
ekspresyonunda azalma saptanmustir. Literatiirde miR-181d nin KRK’deki ekspresyonu hakkinda
bilgi olmamasina ragmen, glioblastoma hiicrelerinde gosterdigi etkinin HCT-116 hiicrelerinde de
gosterilebilecegi akla gelmektedir. Bu durumda, sivi akisi ve etkisiyle olusan sivi geriliminin,
kanser hiicresine EMT yoniinde avantaj kazandirmasiyla birlikte, tiimor baskilayicilarin
ifadelerine etki ederek de kanser hiicresine avantaj kazandirabilecegi diisiintilebilir.

miR-501 hakkindaki nadir bilgilerden biri Huang ve arkadaglarmin yayinlarinda, miR-
501’in hepatoseliiler kanserdeki ekspresyon artisinin proliferasyonu indiiklemesinden dolay1
terapOtik hedef olabilecegi yoniindedir. miR-501’in KRK’deki ekspresyon durumuyla ilgili bilgi
bulunmamaktadir. Bizim caligmamizda ise miR-501’in ekspresyonunda artis degil azalma

gozlenmistir. Bu durumun literatiirde bulunan tek bir yayinla yorumlanmasi zordur.
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miR-192’deki ekspresyon artisinin KRK’de karaciger metastazini baskiladigi yoniinde bilgi
mevcuttur. Bu acidan Geng L ve arkadaslar tarafindan, miR-192’nin KRK gelisimi ve ilerlemesi
yoniinde oldukca onemli bir etkisi oldugu savunulmaktadir (113). Bizim caligmada siirekli sivi
akis1 ve siv1 gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile
EMT fenotipini sunan HCT-116 hiicrelerinde miR-192 ekspresyonunda azalma saptanmugtir.
Geng L ve arkadaglarinin yayimladiklar ¢aligmalart egliginde, miR-192 ekspresyonundaki
azalmanin, karacier metastazini indiikleme yoniinde etkisi olabilir.

Serviks kanserinde ve glioblastomada, miR-10a ekspresyonlarindaki artisin invazyon ve
metastazi indiikledigi gosterilmistir (114, 115). Ancak bunun yanisira, Khan S ve arkadaslar
tarafindan meme kanserinde ekspresyonunda azalmanin raporlanmasiyla birlikte, miR-10a’nin
tiimor baskilayici olarak rol aldig1 savunulmugtur (116). Bizim ¢caligmamizda ise siirekli siv1 akisi
ve s1v1 gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT
fenotipini sunan HCT-116 hiicrelerinde miR-10a ekspresyonunda azalma saptanmistir. Khan S ve
arakadaslarinin yayinlarinda savunduklar1 gibi miR-10a’nin tiimor baskilayic1 olarak kabul
edilmesi durumunda, siirekli s1v1 akiginin ve sivi gerilimin etkisiyle tiimor baskilayicilarin ifade
paternlerinde degisiklik olusturabilecegi akla gelmektedir. Ancak literatiirde ayn1 miRNA’ya ait
farkli ekspresyon durumlarini ve farkli biyolojik fonksiyonlart savunan yayinlarin olmasi bu
konuda bilimsel ¢aligmalarin artmasi gerekliligini gdstermektedir.

Dil skuamoz hiicreli karsinom hiicre hatlarinda, miR-375 ekspresyonundaki artigin hiicre
proliferasyonunu ve hiicre siklus ilerlemesini inhibe ettigi gosterilmistir (117). Li 'Y ve
arkadaslarinin kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hasta dokularindan yiiriittiikleri ¢calismada, miR-
375 ekspresyonunda azalmanin ilerlemis hastalik ve lenf nodu metastazi varliginda istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlenmistir (118). Ancak literatiirde miR-375 ekspresyonundaki artigin
kemoterapotik direnciyle birlikte EMT yoOniinde bir gecis sagladigi yoniinde yayinlarda
mevcuttur (119). Bizim ¢alismamizda ise stirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-
kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HCT-116
hiicrelerinde miR-375 ekspresyonunda azalma saptanmigtir. Dinamik kiiltiir altindaki HCT-116
hiicrelerinde proliferasyonun artmasiyla birlikte EMT’nin de indiiklendigini gosterdiimiz
calismamizin sonuglarr, miR-375 hakkindaki kaynaklarla birlikte degerlendirildigi zaman miR-

375 azalmasinin proliferasyonu arttirarak metastazi indiikleyebilecegi yorumu yapilabilir. Ancak
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literatiirde farkli ekspresyon durumlarini ve farkli biyolojik fonksiyonlar: savunan yayinlarin
olmasi bu konuda bilimsel ¢aligmalarin artmasi gerekliligini gostermektedir.

Hepatoseliiler kanser, 6zofagus kanseri, kolorektal kanser ilizerinde yapilan caligmalarda
miR-625’in azalan ekspresyonunun invazyonu ve metastazi indiikledigi yoniinde sonuglar
raporlanmistir (120, 122). Ozellikle KRK HCT-116 hiicreleri iizerinde gergeklestirilen yayinda,
miR-625’in metastaz ve hastalifin yonetimi acisindan olduk¢a 6nemli biyobelirte¢ olabilecegi
tizerinde durulmugtur. Bizim caligmamizda ise siirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan,
ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HCT-116
hiicrelerinde miR-625 ekspresyonunda azalma saptanmigtir. Bu durumda, yukarida tanimlanan
calismalarin verileri dogrultusunda kanser hiicrelerinin siirekli sivi akigt ve gerilimine maruz
kalmasinin, hiicreye invazyon ve metastaz yoniinde avantaj saglayabilecegni diislindiirmektedir.

Hepatoseliiler kanser hiicre hatlar1 iizerinde gerceklestirilen calismada, miR-324
inhibisyonunun invazyonu indiikledigi gosterilmis (123). Bizim ¢alismamizda ise siirekli sivi
akis1 ve siv1 gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile
EMT fenotipini sunan HCT-116 hiicrelerinde miR-324 ekspresyonunda azalma saptanmigtir. Bu
durumda siirekli s1v1 akisina maruziyet durumunda gézlenen ekspresyondaki azalmanin invazyon
ve metastaz acisindan hiicreye avantaj saglayabilecegi fikri akla gelmektedir.

miR-4419a, miR-1255a kanserdeki ekspresyon durumu ve goreviyle ilgili literatiirde bilgi
bulunmamaktadir.

HCT-116 hiicre hattinin siirekli sivi akigina maruz kalmasi1 durumunda ekspresyonunda
degisimi gozlenen miRNA’larin, literatiir verileri dogrultusunda kanser hiicresine sagkalim,
proliferasyon, invazyon ve metastaz acisindan avantaj sagladig1 soylenilebilir. Ancak her biri ayr1
bir arastirma konusu olacak sekilde hem in vitro hem in vivo modeller ile bu sonuclar

dogrultusunda daha ¢ok arastirmalar yiiriitiilmelidir.

5.6.2. HT-29 Hiicrelerindeki miRNA Ekspresyonlari

HT-29 hiicre hatti ile yapilan deneylerde, 14 miRNA’da istatistiksel olarak anlamli degisim
gozlendi. Bunlardan 12’sinde ekspresyon artis1 (hsa-miR-1244, hsa-miR-4286, hsa-miR-338-5p,
hsa-miR-4461, hsa-miR-3613-5p, hsa-miR-1972, hsa-miR-3065-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-
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6744-5p, hsa-miR-21-3p, hsa-miR-378f, hsa-miR-3651); 2’sinde ise ekspresyon azalis1 (hsa-
miR-4649-5p, hsa-miR-3178) gozlendi (Sekil 48).

Son iki yilda akciger kanseri lizerinde yapilan iki ¢alismada miR-1244 ile ilgili veriler
sunulmugtur. Akciger kanseri hasta dokularinda, yapilan bir ¢alismada miR-1244’teki azalmanin
proliferasyon ve invazyonu etkileyerek hasta sagkalimiyla iligkili oldugu sunulmustur. Bu veriler
dogrultusunda miR-1244’{in tiimor baskilayic1 olarak gorev aldigi yorumu yapilmistir (124).
Akciger kanseri hiicre Kkiiltiirii ilizerinde yapilan bir difer caligmada da, yine miR-1244
ekspresyonundaki azalmanin sisplatin direnciyle iligkili oldugu gosterilmistir (125).

Bizim calismamizda ise siirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-1244
ekspresyonunda literatiire zit olarak artis saptanmigtir. Literatiirdeki verilerin azlig1 nedeniyle
miR-1244 hakkinda ¢ok veril yapilamamaktadir. Daha cok bilimsel verilerle birlikte yorum
yapilabilinir.

miR-4286 ekspresyonunun 6zofagus kanserinde artig gosterdigi yoOniinde az da olsa
yayinlar mevcuttur. Drahos J ve arkadaglari tarafindan Barret’s 0zofagus ile 6zofagus kanseri
arasinda aymrict tamida kullanilabilecegi yoOniinde bilgiler sunulmustur (126). Zhai R ve
arkadaslar1 da, Helikobakter pilori kokenli 6zofagus kanserinde ise sagkalim acisindan miR-4286
ekspresyonundaki artigin kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir (127).

Bizim calismamizda ise siirekli siv1 akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4286
ekspresyonunda artig saptanmistir. Literatiirdeki 6zofagus kanseri yaymlarindan yola cikilarak,
dinamik kiiltirde EMT fenotipi sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4286 ekspresyonunda artig
goriilmesi, dinamik mikrogevrenin kanser hiicrelerinin fenotiplerini olumsuz etkiledigi yoniinde
yorum yapilabilir. Ancak literatiirdeki verilerin artis1 ile dogru yorumlamalar yapilabilir.

miR-338 ekspresyonunun akciger kanserinde ve KRK’de azaldig1 gosterilmistir. Huang N
ve arkadaglart tarafindan KRK hiicre hatlar1 iizerinde yapilan caligmada, miR-338
ekspresyonunun inhibe edilmesi ile EMT’nin indiiklendigi gosterilmistir (128). Yine KRK
tizerinde yapilmig olmasina ragmen hem tiimor dokusu hem hiicre hatlar1 ile yiiriitiilen bir
caligmada da miR-338 ekspresyonundaki azalmanin hastaliksiz sagkalim, proliferasyon ve

invazyon ag¢isindan kotii prognostik oldugu sunulmustur (129).
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Bizim calismamizda ise siirekli siv1 akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-338
ekspresyonunda artis saptanmigtir. Yukarida bahsedilen calismalardan elde edilen miR-338
ekspresyonu ve EMT iligkisi hakkindaki veri ile bizim c¢alismamizdan elde edilen veriler
tamamen zit yondedir.

Qin Y ve arkadaslarinin kolon kanseri hiicreleri iizerinde yiiriittiikleri ¢alismada, normoksik
ve hipoksik kosullar altinda miR-4458 ekspresyonundaki artigin, glikolizi ve laktat tiretimini
inhibe ederek proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmis (130).

Bizim calismamizda ise siirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4458
ekspresyonunda artis saptanmistir. Bu artisin Qin Y ve arkadaslarinin calismalarindan elde
ettikleri veri dogrultusunda proliferasyonu inhibe etmesi beklenirdi, ancak dinamik kiiltlirde
stirekli s1v1 akigina maruz kalan hiicrelerin hiicre sayilariin statik kiiltiir altindaki hiicrelere gore
daha fazla oldugu goézlenmistir. Bu nedenle dinamik kiiltiiriin proliferasyonu inhibe etmedigi
gozlemlendigi i¢in, miR-4458 iizerinden proliferasyonun inhibe edilmesi dinamik kiiltiir kogullar
altinda gerceklesmeyebilir.

miR-21 iizerine odaklanilan ¢aligmalar son yillarda oldukca artmigtir. miR-21’in kolorektal
kanserde artan ekspresyonlar1 bir ¢ok caligmada gosterilmistir. Artan ekspresyonunun
proliferasyon, invazyon ve metastazda etkili oldugu gosterilmistir. Wong ST ve arkadaslarinin
glioblastoma ve meme kanserinde miR-21’1 inhibe etmeleriyle, hiicre proliferasyonunda azalma
ve kaspaz baglantili apoptozda artig gosterilmistir (131, 132). MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismada da mir-21 baskilanmasiyla inhibe olan invazyon ve
metastazinin  gosterilmesi de miR-21’in kanser hiicresi agisinda olduk¢a ©nemli oldugu
gostermektedir (133). Xiong B ve arkadaslarinin HCT-116 KRK hiicre hattiyla yaptiklar1 bir
caligmada miR-21 baskilanmasinin hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu inhibe
ederken, apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayn1 caligmada ileri evre metastatik KRK hasta
dokularinda da miR-21 ekspresyon diizeylerinin artmig oldugu gosterilmis olup, miR-21’in
terapotik hedef olabilecegi yorumlanmustir (134). Fukushima Y ve arkadaslarinin 306 KRK hasta
dokulartyla yaptiklar: ¢caligmada miR-21 ekspresyonunu invazyon, lenfatik ve vendz invazyon,

karaciger metastazive Dukes tiimor evrelendirmesi ile korele oldugu saptanmigtir. Ayni
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caligmada miR-21 ekspresyonu fazla olan hastalarda genel sapkalim ve hastalik sagkalimin, miR-
21 ekspresyonu az olan hastalara gore daha kisa oldugu gosterilmigtir. Bu nedenle miR-21
ekspresyonunun KRK hastalar1 i¢in 1yi bir prognostik belirte¢ olacagi ilizerinde durulmugtur
(135). TGF-beta ile muamele edilen KRK hiicrelerinde, miR-21 ekspresyonunda artig ile hiicresel
motilite ve invazyonda da artis saptanmistir. miR-21 ekspresyonundaki artisla lenf nodu
tutulumunun ve uzak meta staz gelisimi iligkili olarak gosterilmistir (136). Bornachea O ve
arkadaslarinin deney hayvanlar iizerinde yaptiklar1 caligmada da miR-21 ile EMT arasinda iligki
oldugu gosterilmigtir (137).

Bizim calismamizda ise siirekli siv1 akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-21
ekspresyonunda artig saptanmustir. Literatiirdeki miR-21 ile metastaz ve EMT arasinda iligki
oldugunu savunan yayinlarindan yola c¢ikilarak, vuciit icindki siirekli s1vi akist ve buna bagh olan
s1v1 geriliminin kanser hiicresine metastatz ve EMT yoOniinde avantaj sagladig1 sOylenilebilir.

Wang C ve arkadaslari, 6zofagus kanserinde miR-3651"in ekspresyonunun azaldigini ve bu
azalmanin tlimoriin proliferasyonu ile gelisiminde rol aldigini gostermislerdir (138). Ries J ve
arkadaslarinin oral skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarin kanlar1 {izerinden yiiriittiikleri
caligmada miR-3651"in ekspresyonunda anlamli artig saptamiglardir ve bunun non-invaziv olarak
teshiste kullanilabilecegini yoniinde yorumda bulunmuglardir (139).

Bizim calismamizda ise siirekli siv1 akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-3651
ekspresyonunda artig saptanmugtir.

Pan X ve arkadaslarinin nazofarenks kanserinde yiiriitttiikleri ¢alismada, miR-4649-3p
ekspresyonundaki artigin hiicre proliferasyonunun inhibe ettigi gosterilmigtir (140).

Bizim calismamizda ise siirekli siv1 akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4649-
3p’nin ekspresyonunda anlamli azalma saptanmigtir. Pan X ve arkadaglarmin yayinlarinda
sunduklar1 veriler dogrultusunda, dinamik kiiltiir altindaki hiicrelerde proliferasyonun artmasi
beklenir. Zaten deney planlarimizda gergeklestirdigimiz  hiicre canlilik-proliferasyon
analizlerinde dinamik kosullar altindaki hiicre grubunda hiicre sayisinin statik kosullar altindaki

gruptan daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu durumda miR-4649-3p’nin proliferasyonla iligkili
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oldugu da sdylenilebilir.

Li W ve arkadaslarinin hepatoseliiler kanser iizerinde yiiriittiikleri caligmada, miR-3178
ekspresyonunun anlamli olarak azaldig1 ve tiimorogenezle metastazin inhibe oldugu raporlanmus.
Bu nedenle, yayimnda miR-3178’in terapétik bir hedef olabilecegi raporlanmis (141).

Bizim caligmamizda ise siirekli s1v1 akig1 ve siv1 gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-
kaderin ve vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-
3178’nin ekspresyonunda anlaml1 azalma saptanmugtir. Literatiirden farklilik gosteren miR-3178
ekspresyon verisi agisindan yorum yapabilmek i¢in ileri ¢calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

miR-4461°nin, miR-3613-5p, miR-1972, miR-3065-5p, miR-6744, miR-378f nin
kanserdeki ekspresyon durumu ve goreviyle ilgili literatiirde bilgi bulunmamaktadir. Bizim
caligmamizda ise siirekli sivi akisi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-kaderin, N-kaderin ve
vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4461, miR-
3613-5p, miR-1972, miR-3065-5p, miR-6744, miR-378f’nin ekspresyonlarinda artig

saptanmugtir.

5.7. mRNA Transkriptom Analizi

Dinamik kiiltiir altinda siirekli sivi kis1 ve buna bagh olarak sivi gerilime maruz kalan
hiicrelerde EMT molekiiler belirteclerindeki degisikliklerin gosterilmesinden sonra, viicuttaki
dogal sivi akisinin kanser hiicreleri EMT iizerindeki etkisinin mRNA transkriptom analizi
acisindan belirlenmesi icin Affymetrix GeneChip Human Transcriptome Array (HTA) 2.0
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) kullanilarak ekspresyon durumlar1 ve olast yolaklar
hakkinda bilgi sahibi olundu.

Dinamik mikrofluidik kiiltiirde stirekli sivi akigi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-
kaderin, N-kaderin, vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HCT-116 hiicreleri ile
statik kiiltiirde kiiltiir edilen HCT-116 hiicreleri arasindaki mRNA profilindeki degisimi
belirlemek amaciyla 67528 genin (Kodlanan: 44699, Kodlanmayan: 22829) ekspresyonu
degerlendirildi. Iki farkli grup arasinda (dinamik ve statik) 59 gende (Kodlanan: 49,
Kodlanmayan: 10) istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. Toplamda 59 genden, 16’sinin
(Kodlanan: 14, Kodlanmayan: 2) ekspresyonunda artig, 43’iiniin (Kodlanan: 35, Kodlanmayan: 8)

ekspresyonunda azalma saptandi.
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Dinamik mikrofluidik kiiltiirde stirekli sivi akigi ve sivi gerilimine maruz kalan, ve E-
kaderin, N-kaderin, vimentin boyanma paternleri ile EMT fenotipini sunan HT-29 hiicreleri ile
statik kiiltiirde kiiltiir edilen HT-29 hiicreleri arasindaki mRNA profilindeki degisimi belirlemek
amaciyla 67528 genin (Kodlanan: 44699, Kodlanmayan: 22829) ekspresyonu degerlendirildi. Iki
farkli grup arasinda (dinamik ve statik) 57 gende (Kodlanan: 47, Kodlanmayan: 10) istatistiksel
olarak anlaml farklilik saptandi. Toplamda 57 genden, 10’unun (Kodlanan: 7, Kodlanmayan: 3)
ekspresyonunda artig, 47’sinin (Kodlanan: 37, Kodlanmayan: 10) ekspresyonunda azalma

saptandi.

5.8. Biyoinformatik Analizler

Dinamik kiiltiir grubu ile statik kiiltiir grubunun mRNA ve miRNA analiz verilerinden elde
edilen sinyallerin karsilastirilmasi ile istatistiksel olarak anlamli olan (p degeri < 0,05) degisimler
saptandi. Bu anlamli olan mirNAve mRNA degisimleri biyoinformatik analizler ile yolaklar,
spesifik siireclere 6zgii valide edilmis gen setleri ve hedefler acisindan analiz edildi.

Anlamli olarak eksprese olan miRNA’larin hedefi olan proteinlerle, anlamli olarak eksprese
olan mRNA’lardan biyolojik prosesler i¢inde komsu olanlarin belirlenlenmesi gen ontoloji
analizleri gerceklestirildi. Komsguluklarin belirlenmesinin ardindan, anlamli ekspresyon
degisiklikleri iizerinden prosesler anlamlandirildi. Bu sekilde HCT-116 hiicreleri i¢in anjiyogenez
stireci (GO:0001525), apoptozun negatif diizenlenmesi (GO:0043066), apoptozun diizenlenmesi
stireci (GO:0042981), Antijen islenmesi ve sunumu yolagi (KEGG PAthway hsa04612) anlaml
olarak saptandi. HT-29 hiicre hattina ait olarak anlaml bir siire¢ ya da yolak saptanamadi. Bu

nedenle proseslere ve yolaklara 6zgii yorumlar HCT-116 hiicre hatt1 tizerinden yapildi.

5.8.1. Gen Ontoloji Analizleri

5.8.1.1. Anjiyogenezin Diizenlenmesi (GO:0001525)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik siirecler icinden anjiyogenez siireci (GO:0001525)
anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri 0.002). Anlamli ekspresyon degisimi gozlenen
mRNAve miRNA’larin, anjiyogenez siirecinde yer alan 6 geni gostermesi sonucu bu siireg
anlamli saptanmigtir. Anjiyogenez siirecinin anlamli ¢ikmasinda etkili olan 6 gen sunlardir:

Anjiyopoietin-benzeri- 4 (Angiopoietin-like-4, Angptl4), sistein zengin protein 61 (cysteine rich
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angiogenic inducer 61-CYR61), trombospondin-1 (Thrombospondin-1, THBS-1 or TSP-1), v-akt
miirin thimoma viral onkogen homog 1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1,
AKTT1), alanil aminopeptidaz (alanyl aminopeptidase, ANPEP) ve glutatyon peroksidaz- 1
(glutathione peroxidase 1, GPX1). AKT1, ANPEP ve GPX1 genleri; anlamli ekspresyon degisimi
saptanan miR-181d, miR-331, miR-501, ve miR-625 mikro-RNA’larinin hedefleri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak mikro-RNA’larin hedef genlerinden AKT1, ANPEP ve GPX1
istatistiksel olarak anlamli gen listesi icinde bulunmamaktadir.

Anjiyopoietin-benzeri- 4 (Angiopoietin-like-4, Angptl4), anjiyopoietin protein ailesine ait
bir proteindir ve siklikla nekrotik alanlarda sentezlendigi bilinir. ANGPTL4’lin ¢ogu tiimorde
artmis oldugu gosterilmistir. ANGPTL4, O(2)(-)’nin iiretimi i¢in integrinlerle birlikte NADPH
oksidazi module eder. Yiiksek O(2)(-) miktar1 Src’yi active ederak PI3K, ERK ve c-Myc
lizerinden anjiyogenez ve anoikis direnci ile sagkalimi arttirir (142, 143). Mide kanserlerinde,
artan ANGPTL4’nin vendz invazyon ve metastazda yer alan faktorlerden biri oldugu
savunulmaktadir (144). Meme kanseri hiicrelerinde de, ANGPTL4’in TGF-beta ile indiiklenmesi
sonucu meme kanseri hiicrelerinin dolagima gecerek akciger tutulumunda etkili oldugu
gosterilmis  (145).  HCT-116 KRK hiicre hattinin  kullanmildig1 ¢aligmalarda, apoptozu
indiikleyerek metastazi arttirdig1 gézlemlenmis (146). HCT-116 ve HT-29 hiicre hatlar: iizerinde
yapilan caligsmalarda, artmis ANGPTL4 ekspresyonunun hiicre migrasyonunu arttirdigi, F-aktin
orgnizasyonunu ve pseudopod olusumunu yonettigi gosterilmis. Ayrica ANGPTL4 {in azalmis E-
cadherin ekspreysonuyla da iligkisi gosterilmis. Tiim sonuglarla ANGPTL4 ekspresyonunun
kolorektal invazyon ve metastazinda etkili oldugu gosterilmis (147). Vuciit icindeki siirekli
stviakisinin HCT-116 KRK hiicre hatlarinda olusturdugu degisim iizerine odaklandigimiz bu
calismada, ANGPTL4 artis1 iizerinden anjiyogenez siirecinin indiiklendigi yorumu yapilabilir.
Ayrica literatiirde raporlanan artan ANGPTL4 ekspresyonu ve azalmis E-cadherin ekspreysonu
iligkisinin metastazdaki etkinliginin gosterilmesi de, immiinositokimya ile azaldigim
gosterdigimiz E-cadherin ve transkriptomik analiz ile arttifin1 gosterdigimiz ANGPTLA4
ekspresyonu sonuclarimizla uyusmaktadir. ANPGTL4’lin vuciittaki siirekli sivi akisi ve
olusturdugu siv1 basinci ile degisen kanser hiicre fenotipi acisindan odaklanilmasi gereken bir

belirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sistein zengin protein 61 (cysteine rich angiogenic inducer 61-CYRG61) sistein bakimindan
zengin olan ve heparine baglanan bir proteindir. Ekstraseliiler matriks olusumunda,
diferansiyasyonda, hiicre proliferasyonunda, migrasyonda, sagkalimda, anjiyogenezde ve
timorogenezde etkilidir. CYR61 literatiirde CCN1, GIG1, IGFBP10 olarak da adlandirilir.
CYR61 kolorektal kanserlerinde dahil oldugu bir¢ok grup kanserde ekspresyonu artmig olarak
bulunmustur. Ozellikle kolorektal kanserde hiicre proliferasyonunda, sagkalimda ve kotii
prognozda ekspresyonu artmis olarak bulunmustur (148, 149). Ozofagus kanserinde ise EMT
stirecinde ekspresyonu artmig olarak bulunmugtur (150). HCT-116 KRK hiicreleri ile yapilan bu
calismada, anjiyogenez ve EMT siireclerinde ekspresyonu artan CYR-61 acgisindan artig
gozlenmemigtir. Dolayisiyla vucut icindeki siirekli sivi akiginin ve sivi akigimin olusturdugu
basimncin CYR-61 ve anjiyogenez ile iligkisi agisindan net bir yargida bulunulamamaktadir.

Trombospondin-1 (Thrombospondin-1, THBS-1), matrikse bagli adeziv bir proteindir ve
timor progresyonunu module eder. THBST1; literatiirde TSP, THBS, TSP1, TSP-1, THBS-1
olarak da adlandirilir. Metalloproteinazlar (MMP) ile metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
arasindaki denge ¢ok onemlidir. TSP-1’in, meme ve prostat kanserlerinde MMP inhibitorlerinin
ekspresyonunu arttirarak invazyonda anahtar faktdr oldugu yoniinde yayinlar mevcuttur (151).
Melanoma metastatik hiicre kiiltiir modelinde ve c¢ogunlugunun kolorektal kanser oldugu
metastatik hastalardan aliman serumlar iizerinde yapilan calismalarda, VEGF’in artis gosterdigi
metastatik kanserlerde TSP-1"in azaldig1 gosterilmis. Buradan yola ¢ikarak anjitogenezin de aktif
oldugu metastaz durumunda THBS-1 ekspresyonunun azaldig1 sonucuna erisilebilir (152, 153).
THBS-1’1n metastatik siirecte ekspresyonunun arttigin1 gésteren yayinlarda literatiirde mevcuttur.
Mezensimal melanoma hiicrelerinde, THBS-1 ekspresyonlarinin artig ile EMT siirecine katkida
bulundugu savunulmugtur. Buradan THBS-1'in durumunun heniiz netlik kazanmadig1
anlagilmaktadir (154). Ancak bizim c¢alismamizda, HCT-116 KRK hiicrelerinin siirekli sivi
akisina ve sivi basmcina maruz kalmasi ile azalan TSP ekspresyonu ile anjiyogenezde artig
olabilecegi yorumu yapilabilmektedir.

Mikro-RNA’lar iizerine yapilan ¢aligmalar hizla devam etmektedir. Literatiirde mikro-
RNA’larin biyolojik siireclerdeki azalan ve artan ekspresyonlar:t hakkinda bilgiler gérmek
miimkiindiir. miR-331-3p’nin azalan ve artan ekspresyon durumlarindaki olasi hedefleri ve rolii

tizerine ¢esitli yaymlar mevcuttur. Zheng X ve arkadaglarinin KRK hiicreleri ve dokulari tizerinde
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yaptiklar1 ¢alismada miR-331-3p ekspresyonunun proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozu
indiikledigi raporlanmis (155). Leedman PJ ve arkadaslari, prostat kanseri ilizerinde yaptiklar
caligmada, miR-331-3p’in ErbB2 mRNA ve proteinini azaltarak, PI3K/AKT 1 alt yolaklarimi
blokladigin1 bildirmiglerdir (156). Mir-331-3p’in ekspresyon artisi durumunda; hiicre
dongiisiiniin ilerlemesi, apoptoz inhibisyonu, biiyiime, glukoz metabolizmasi, anjiyogenez gibi
kanser hiicresinin hayati fonksiyonlarinda gorevli AKT yolaginin inhibe olmasi kanserin gelisimi
ve ilerlemesi acisindan dezavantaj olusturmaktadir (157, 158). Boylece, miR-331-3p artisinda
kanser hiicresinde hiicre dongiisiiniin ilerleyememesi, proliferasyonda azalma, anti-apoptotik
stireclerde azalma, anjiyogenezde azalma gozlenebilir. Bu calismada, HCT-116 KRK
hiicrelerinin siirekli sivi akigina ve shear strese maruz kalmasi durumunda miR-331-3p’de
gozlenen ekspresyon azalmasi gozlenmistir. Yapilan gen ontoloji analizi ile miR-331-3p’nin
AKT-1 iizerinden anjiyogenez siirecinde etkili olabilecegi bulunmustur. Ancak veri setinde AKT-
1 de anlaml ekspresyon degisimi gozlenmemistir.

Xu H ve arkadaglarinin 2012°’de KRK tiimor dokular1 ve hiicre hatlart (HCT-116 , HT-29,
SW-40) iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, miR-375 ekspresyonunun azaldig1 raporlanmistir. Ancak
tiimoriin boyutu, histolojik derecesi, TNM smiflandirmalar ile iligkisi saptanamamugtir (159).
Zhuo W ve arkadaglarinin, 2014 yilinda mide kanseri lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada ise, miR-
375’in azalan ekspresyonlarinin JAK2 iizerinden artan invazyon, migrasyon ve metastaz ile
iligkisi saptanmigtir (160). Eberhardt NL ve arkadaglarinin, 2013 yilinda tiroid kanseri tizerinde
yaptiklar1 c¢alismada da, miR-375 ekspresyonundaki azalma ile AKT yolag1 iizerinden
anjiyogenezde artis olacagi raporlanmigstir (161). Bizim HCT-116 KRK hiicre hatlar1 iizerinde
yaptiZimiz ¢alismamizin biyoinformatik analizleri sonucunda, miR-375 ekspresyonunda
azalmanin ANPEP iizerinden anjiyogenezi indiiklenebilecegi verisi alinmistir. Ancak veri setinde
ANPEP’de anlamli ekspresyon saptanmamusgtir.

Literatiirde mir-501-3p’ye ait pek bilgi bulunmamaktadir. Jiang N ve arkadaglarmin
2015’te yayimladiklar1 ¢caligmada, hepatoseliiler karsinoma doku orneklerinde ve hiicre hatlarinda
mir-501-3p’nin ekspresyonunun arttigin1 ve proliferasyonun indiiklendigini raporlamiglardir
(162). KRK iizerinde yapilan caligmalarda da mir-501-3p ekspresyonunda artiglar raporlanmustir,
ancak biyolojk fonksiyonu hakkinda bilgi verilmemistir (163). Bu calismada HCT-116

hiicrelerinde mir-501-3p ekspresyonunda azalma saptanmistir. Ancak miR-501-3p’in hedefi
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olarak anjiyogenez siirecinde yer alan AKT-1 geninde anlamli ekspresyon degisikligi
saptanmamuigtir.

Literatiirde miR-625-5p’ye yonelik sonuclar degiskenlik gostermektedir. Tian KH ve
arkadaslarinin 2015°te yayimladig1 c¢aligmalarinda, 6zofagus kanserinde azalan mir-625-5p
ekspresyonunun kotii prognozla korele oldugu bildirilmis (164). Xie Z ve arkadaglarinin 6zofagus
kanseri lizerine yayimladiklar1 calismada ise miR-625-5p ekspresyonundaki azalmanin,
proliferasyonun ve invazyonun indiiklenmesinde etkin oldugu gosterilmistir (121). Yang J ve
arkadaslarinin 2013 yilinda yayimladiklar1 yayinlarinda, mir-625-5p ekspresyondaki azalmanin
kolorektal kanserde kotii prognozu ve metastazi isaret ettigi savunulmustur (165). Bu ¢alismada,
HCT-116 KRK hiicrelerinde miR-625-5p ekspresyonunda azalma saptanmig olup, gen ontoloji
analizinde anjiyogenez siirecinde iligkili olabilecegi goriilmiistiir. Ancak, gen ontoloji
analizindeki anjiyogenez siirecindeki goriilen ve hedefi olan AKT-1 ve GPX-1’in

ekspresyonlarinda anlamli degisiklikler saptanmamasgtir.

5.8.1.2. Apoptozun Negatif Diizenlenmesi (GO:0043066)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik siiregler iginden apoptozun negatif olarak diizenlenmesi
stireci (GO:0043066) anlamli olarak karsimiza cikmaktadir (p degeri 0.00004). Anlaml
ekspresyon degisimi gozlenen mRNAve miRNA’larin, apoptozun negatif diizenlenmesi
stirecinde yer alan 9 geni gOstermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir. Apoptozun negatif
diizenlenmesi siirecinin anlamli ¢ikmasinda etkili olan 9 gen sunlardir: Anjiyopoietin-benzeri- 4
(Angiopoietin-like-4, Angptl4), glutamat-sistein ligaz, katalitik alt birimi (Glutamate-cysteine
ligase catalytic subunit, GCLC), 1s1 sok protein ailesi- A iiye 1B (Heat shock protein family A
(Hsp70) member 1B, HSPAIB), trombospondin-1 (Thrombospondin-1, TSP-1), 0Ostrojen
reseptor-2 (Estrogen receptor 2, ER-beta veya ESR?2), tiimor protein 53 (TP53 tumor protein p53,
TP53), v-akt miirin thimoma viral onkogen homog 1 (v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1, AKT1), epidermal biiylime faktor reseptorii (epidermal growth factor receptor,
EGFR) ve glutatyon peroksidaz- 1 (glutathione peroxidase 1, GPX1). ESR2, TP53, AKT1, EGFR
ve GPX1 genleri; anlaml ekspresyon degisimi saptanan miR-181d-5p, miR-324-3p, miR-331-
3p.miR-375, miR-501-3p ve miR-625-5p mikro-RNA’larinin hedefleri olarak karsimiza
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cikmaktadir. Ancak mikro-RNA’larin hedef genlerinden ESR2, TP53, AKT1, EGFR ve GPX1
istatistiksel olarak anlamli gen listesi icinde bulunmamaktadir.

Apoptozun negatif diizenlenmesi siireci, apoptozun ve hiicre 6liimiinii durduran,6nleyen
veya hizim azaltan biyolojik siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Teorik olarak veri setimizin,
anti-apoptotik siire¢ ile apoptozun negatif diizenlenmesi siirecini etkileme olasilig1 olan genler
aynidir. Anti apoptotik siiregte bulunan 6 gen, apoptozun negatif diizenlenmesi siirecindede
bulunmaktadir. Apoptozun negatif diizenlenmesi siirecinde ANGPTL4, miR-324-3p’nin hedefi
olan ve siiredte yer aln TP53 ve miR-375’in hedeflerinden biri olup yine bu siirecte yer alan
EGFR ek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak her iki siire¢ aynmi genleri igerip ayni biyolojik
isleve sahip oldugu i¢in yoru birlikte yapilacaktir.

ANGPTLA4 nin artan ekspresyonu tiimor olusumunu, invazyonu, anjiyogenezi, anoikise
direnci ve metastaz1 arttirir. Ancak bunun yanisira melanoma, prostat ve hepatoseliiler
kanserlerde metastaz1 inhibe ettigi yOniinde yaymlarin mevcut olusu da ANGPTL4’ilin rolii
hakkinda soru isaretleri olusturmaktadir (166- 168). ANGPTL4’iin KRK iizerinde metastazi
indiikleyip, apoptozu inhibe ettigi yoniinde yayimnlarda mevcuttur (146). Bizim ¢alismamizda
HCT-116 KRK hiicrelerinde siirekli s1v1 akist ve bundan kaynaklanan sivi basincina maruz kalma
dogrultusunda ANGPTL4 ekspresyonunda artig gozlenmistir. Yapilan gen ontoloji analizleri
dogrutusunda, bu artisin apoptozun negatif regiilasyonu siireclerinde 1iligkili olabilecegi
bulunmustur.

Glutamat-sistein ligaz, katalitik alt birimi (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit,
GCLC), glutatyon sentezindeki ilk hiz sinirlandirici basamak olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
GCLC ve glutatyondaki artis, kanserde ilag direnci ve anti-apoptotoik siire¢ ile
iliskilendirilmektedir. Glutatyon reaktif oksijen tiirleri ile proteinlerin ve DNA’nmn hasar
gormesini engelleyerek veya DNA’nin onarim siirecine katilarak, direncte ve apoptozda etkin
hale gelir (169). Over kanseri ve prostat kanserinde artan GCLC ekspresyonu, anti-apoptotik
stireclerle ilgkilendirilmistir (170-172). Ancak Hyun JW ve arkadaglarinin 2015°te KRK hiicre
hatlar1 ve tiimor dokulari iizerinde yaptiklar1 calisgmada, GCLC’nin ve glutatyonun KRK’deki
sentezlerinin yliksek olduguna verileri yaymlanmis olsa da, bu artigin ila¢ direnci ve apoptozdaki

etkisi hakkinda yayimlanmig bilgi mevcut degildir (173). Bizim calisjmamizda HCT-116 hiicre
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hatlarinda, GCLC ekspresyonunda artig saptanmustir. Bu artistan dolayr apoptoik siireclerle
birlikte ila¢ direnci proseslerinde de artis olabilecegi diisiintilmektedir.

Is1 sok protein ailesi- A liye 1B (Heat shock protein family A (Hsp70) member 1B,
HSPA1B), en ¢ok calisilmis olan Hsp70 ailesindendir. Hsp’ler, glukoz metabolizmasi, protein
katlanmas: gibi farkli siireclerde rolii olan bir protein ailesidir. Hiicrelerde ani sicaklik
degisiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri ve glukoz diizeylerindeki degisiklikler gibi
cevresel faktorlerde olabilecek degisiklikler sonucu ekspresyon durumlart artar. Artan HSPA1B
ekspresyonu, HCT-116’nin da dahil oldugu cesitli hiicre hatlarinda (meme, prostat) p53’iin
aktiflenip stabilize edilmesi iizerinden hiicresel senesensin baskilanmasinda etkin bulunmugtur
(174). Yine meme kanseri hiicre hatlari tizerinde yapilan bir caligmada, HSPA1B ekspresyonunun
hiicre proliferasyonunu arttirdigr yoniinde bilgiler sunulmustur (175). Prostat kanserinde ise
HSPA1B ekspresyonunun ila¢ direncini arttirdig1 gézlemlenmis (176). Mesane kanseri lizerinde
yapilan bir c¢alismada, HSPAIB inhibisyonunun Bortezomib-aracili hiicre 6liimiinii
giiclendiridigi verisi lizerinden HSPAIB ekspresyonunun hiicre dliimiinii baskiladig1r sonucuna
varilmistir. T-hiicreli 16semi hiicre hattinda yapilan bir calisma da ise, HSPA1B ekspresyonunun
Fas-ligand aracili apoptozu inhibe ettigi ancak ayni ¢calismada SW-48 isimli KRK hiicre hattinda,
ekspresyonun apoptozu inhibe etmedi8i goézlenmis (177). Buradan yola cikilarak KRK’de
HSPA1B ekspresyonu artigi- apoptozun baskilanmasi iligkisinin literatiirdeki gibi olmadig1 veya
baska mekanizmalar iizerinden yiiriidiigli varsayimi yapilabilir (178). SW-48 isimli KRK kanser
hiicre hattinda HSPA1B ekspresyonu ile apoptoz iligkisinin diger kanserlerde gibi olmamasi
bizim calismamizdaki HSPAIB ekspresyonun siirekli sivi akisina ve basincina maruz kalan
HCT-116 KRK hiicrelerinde azalmasi ile anti-apoptotik siire¢ iligkisini agiklamasa da, KRK
kanserlerde HSP aracili ila¢ direnci ve apoptoz siireclerinin farkli olabilme ihtimali ¢ercevesinde
ek caligmalar yapilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.

THBS-1, ilk ve en c¢ok caligilan anjiyogenez inhibitoriidiir. Diger anjiyogenez
inibitorlerinde oldugu gibi, anjiyogenezin bloklanabilmesi i¢in hiicrede THBS-1 tarafindan
apoptotik bir siire¢ baglatilir (179, 180). THBS-1 ve reseptoriiniin, RAS protein eksprese eden
kanser hiicrelerinde otofaji ilizerinden hiicre Oliimiinii indiikledigi gosterilmistir (181). Bu
caligmada HCT-116 hiicre hattiyla yapilan gen ontoloji analizleri ile, THBS-1’in

ekspresyonundaki azalmanin anjiyogenik siirecte etkisi olabileceginin yani sira anti-apoptotik ve

108



apoptosun neatif diizenlenmsei siireclerinde de etkili olabilecegi gozlenmektedir. HCT-116
hiicrelerinin KRAS proteinindeki mutasyon ile artan RAS ekspresyonu sonucu, THBS-1’in otofaji
tizerinden hiicre 6liimiinii indiikledigi de diisiiniilebilir.

miR-181d-5p’nin gliomada, KRAS ve Bcl-2 ailesi iizerinden apoptozu indiikleyerek tiimor
baskilayic1 olarak gorev yaptigi gosterilmistir (112). Meme kanseri iizerinde yapilan calismada
da, miR-181d-5p’nin pre-apoptotik ve pro-apoptotik proteinleri hedefleyerek apoptozu etkiledigi
belirtilmigtir (182). HCT-116 hiicre hattindan alinan miRNA ve mRNAekspresyon verileri
tizerinden yapilan gen ontoloji analizinde, miR-181d-5p’nin hedeflerinden olan ESR2 anti-
apoptotik ve apoptozun negative diizenlenmesi siireclerinde yer alan genler arasindadir. Ancak
ESR2, HCT-116 hiicre hattinda anlamli ekspresyon farkliligi saptanmis genler arasinda
bulunmamaktadir. KRAS mutant HCT-116 hiicre hattinda, KRAS ile miR-181D-5p
ekspresyonlarindaki degisimlerin birlikte apoptotik bir etki olugturmasi s6z konusu olabilir.
Ancak siirekli s1v1 akigi ve bununla iligkili olarak artan sivi basinci durumunda, miR-181d-5p’nin
ekspresyonunda azalma ile anti-apoptotik br siire¢ olugabilir.

Nazofaringeal kanser olgularinda miR-324-3’te ekspresyon artisinin  gozlemlendigi
durumlarda hiicre biiylimesinin ve apoptozisin module edildigi gézlemlenmistir (183). Fare
adrenal bez hiicreleri lizerinde yapilan bir caligmada da, miR-324-3p artisinin, kaspaz-3
tizerinden apoptozun indiiklendigi gosterilmigstir (184). Kanserli ve kanserli olmayan cesitli
dokularda artisinin apoptozu module ettigi yoniinde bilgiler, miR-324-3p artisinin apoptozda rolii
oldugunu giiclendirmektedir. HCT-116 KRK hiicreleri lizerinde yaptigimiz caligmada, siirekli
sivi akist ve sivi basinvcina maruz kalan hiicrelerde, miR-324-3p azaldig1 gozlenmektedir.
Burada vuciit icinde bulunan kanser hiicrelerinin artan interstisyel siv1 dogrultusunda apoptozun
azalmasi olasilig1 aciga cikmaktdir. miR-324-3p’nin hedeflerinden TP53’lin apoptozun negatif
diizenlenmesi siirecindeki genler arasinda olmasi, miR-324-3p’nin bu yonde etkisi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak TP53, anlamli ekspresyonu saptanan genler arasinda degildir.

miR-331-3p artisinda kanser hiicresinde hiicre dongiisiiniin ilerleyememesi, proliferasyonda
azalma, anti-apoptotik siireclerde azalma, anjiyogenezde azalma gozlenebilir. Zheng X ve
arkadaslarinin KRK hiicreleri ve dokular1 iizerinde yaptiklari caligmada miR-331-3p
ekspresyonunun proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi raporlanmig (155). Zheng X

ve arkadaglarinin, KRK iizerinde yiiriittiigii calismada HER2 nin hedeflenmesi sonucu PI3K/Akt
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ve ERKI1/2 yolaklar1 iizerinden miR-331-3p’nin proliferasyonu inhibe ederek, apoptozu
indiikledigi goriilmiistiir (155). Bu caligsmada, siirekli siv1 akig1 altinda, sivi basincina maruz
kalan HCT-116 kanser hiicrelerinde miR-331-3p’nin ekspresyonunda azalma saptanmistir. Gen
ontoloji analizlerinde bu azalmanin AKT-1 iizerinden anti-apoptotik (veya apoptozun
diizenlenmesinde negatif bir etki) bir etkiye sahip olabilecegi goriilmiistiir. Anlamli ekspresyonu
gozlenen genler arasinda AKT-1 bulunmasa da degisimlerin hepsinin birlikte anti-apoptotik bir
etki olugturabilecegi soz konusudur.

miR-375, baz1 kanserlerin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkilendirilmigtir. Prostat kansert,
larinks kanserlerindeki miR-375 artisinin hiicre proliferasyonunu inhbe ettigi raporlanmigtir.
Hiicre proliferasyonundaki azalmayla birlikte apoptozunda indiiklendigi gozlemlenmistir (185,
186). HCT-116 KRK hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, miR-375 artisinin apoptozu
indiiklendigi raporlanmis (187). Bizim calismamizda da, siirekli sivi akisinin ve sivi basincina
maruz kalan HCT-116 hiicrelerinde miR-375’te azalma saptanmistir. Bu sonucgtan viicut
icerisinde Ozellikle kanser Kkitlesi etrafinda artan sivi akisimnin ve bununla iligkili olan artan sivi
basincinin, kanser hiicrelerinde apoptozun azalmasi yoniinde eti ettigi diisiiniilebilir.

miR-501-3p ile ilgili olarak literatiirdeki kaynak sayis1 yok denecek kadar azdir. Jiang N ve
arkadaslarinin 2015 yilinda hepatoseliiler karsinoma lizerinde yaptiklar1 caligmada, artan miR-
501-3p ekspresyonunun siklin D’yi etkileyerek hiicre proliferasyonunu arttirdii raporlanmig
(162). miR-501-3p’nin kanserlerdeki genel durumu ve iligkili oldugu yolaklarla ilgili veri de
bulunmamaktadir. Bizim calismamizda, HCT-116 KRK hiicre hattinda ekspresyonun azaldigi
goriildii ve gen ontoloji analizleri sonucu bu ekspresyon azalmasinin, AKT-1 iizerinden anti-
apoptotik siirecte etkili olabilecegi sonucu gortildii.

Mide kanserinde miRNA-625deki ekspresyon artisinin, ILK’yi hedefleyerek invazyon ve
metastazi indiikledigi gozlemlenmistir (188). Ozofagus kanserinde ise ekspresyondaki azalmanin
Sox-2’yi hedefleyerek proliferasyon ve invazyonu indiikledigi gozlemlenmistir (121). Mide
kanseri ve 6zofagus kanseri her nekadar gastrointestinal sistem tiimorlerinden olsalarda miRNA
ekspresyon paternleri ve acgisindan degisiklik gozlenmektedir. HCT-116 KRK hiicre hatlar
tizerinde yapilan bir calismada ise ektopik mir-625-5p ekspresyonunun invazyon ve metastazi
inhibe ettigi raporlanmigsti (122). KRK hastalar lizerinde yapilan bagka bir ¢calismada da mir-625

ekspresyonunun metastazla iligkili olarak kotiir prognostik faktor oldugu sunulmustur (189).
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KRK hiicre hatlar1 ile hasta Ornekleri arasinda bile ekspresyon durumlart ve biyolojik
fonksiyonlar1 agisindan mir-625-5p farklilik gostermektedir. Bizim ¢alismamizda ise, HCT-116
hiicre hattindan alinan miRNa ve mRNA ekspresyon verileri egliginde yapilan gen ontoloji
analizi ile miR-625-5p ekspresyonundaki azalmasinin apoptozun negatif diizelenmesi yani anti-

apoptotik siirecle iligkili olabilecegi yargisina varilmistir.

5.8.1.3. Apoptozun Diizenlenmesi Siireci (GO:0042981)

Gen ontoloji analizindeki biyolojik siirecler i¢cinden apoptozun diizenlenmesi siireci
(GO:0042981) anlamli olarak karsimiza c¢ikmaktadir (p degeri 0.004). Anlamli ekspresyon
degisimi gozlenen mRNAve miRNA’larin, apoptozun diizenlenmesi siirecinde yer alan 12 geni
gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmistir. Bu siirecin anlamli ¢ikmasinda etkili olan 12
gen sunlardir: Anjiyopoietin-benzeri- 4 (Angiopoietin-like-4, Angptl4), glutamat-sistein ligaz,
katalitik alt birimi (Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit, GCLC), niikleer reseptor ailesi 4,
grup A iiye 1 (nuclear receptor subfamily 4 group A member 1, NR4A1), 1s1 sok protein ailesi- A
tiye 1B (Heat shock protein family A (Hsp70) member 1B, HSPAI1B), trombospondin-1
(Thrombospondin-1, TSP-1), Ostrojen reseptor-2 (Estrogen receptor 2, ER-beta veya ESR2),
interferon gama (IFNG), tiimor protein 53 (TP53 tumor protein p53, TP53), v-akt miirin thimoma
viral onkogen homog 1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, AKT1), epidermal
biiylime faktor reseptorii (epidermal growth factor receptor, EGFR), runt- bagiml transkripsiyon
faktor 3 (Runt-related transcription factor 3, RUNX3) ve glutatyon peroksidaz- 1 (glutathione
peroxidase 1, GPX1). ESR2, IFNG, TP53, AKT1, EGFR, RUNX3, ve GPX1 genleri; anlamlh
ekspresyon degisimi saptanan miR-181d-5p, miR-324-3p, miR-331-3p, miR-375, miR-501-3p ve
miR-625-5p mikro-RNA’larinin  hedefleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir.  Ancak mikro-
RNA’larin hedef genlerinden ESR2, IFNG, TP53, AKTI1, EGFR, RUNX3 ve GPX1 istatistiksel
olarak anlamli gen listesi i¢inde bulunmamaktadir.

Apoptozun regiilasyonu-diizenlenmesi siirecinde apoptoz hiicrrenin 6liimiiniin engellenmesi
acisindan negatif olarak da diizenlenebilir, ya da Olimiin artmasi yoniinde pozitif olarak da
diizenlenebilir. Yapilan GO analizleri sonucu anti-apoptotik ve apoptozun negatif diizenlenmesi
stireclerinin O0ne ¢ikmasindan sonra, apoptozun diizenlenmesi siirecininde apoptozun negatif

yoniinde diizenlenmesi beklenir bir sonu¢ olacaktir. Apoptozun diizenlenmesi siirecinde etkili
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olan genlere bakildiginda, apoptozun negatif diizenlenmesi siirecindeki genlerle hemen hemen
aynidir. Aralarindaki farklar, NR4A1, IFNG (miR-181d-5p’in hedefi) ve RUNX3 (miR-625-
Sp’in hedefi) genlerinin apoprtozun diizenlenmesi basmaginda ek olarak gozlenmesidir.

NR4A1, sinyalin iletilmesi, transkripsiyonel diizenlenme, hiicre biiyiimesinin
diizenlenmesi, apoptozun indiiksiyonu ve hiicre biiyiimesinin kontrolii gibi ¢esitli molekiiler
stireclerde gorevlidir (190). NR4A1, hiicre sagkalimmin ve apoptozun yonetildigi cesitli
yolaklarda yer alir (191). NR4A1, anti-apoptotik Bcl-2’yi pro-apoptotik sekle doniigtiiriir ve
kendisi de nukleustan mitokondri membranina transfer olur. Burada Bcl-2 ile etkilesime girerek
apoptozu indiikler. NR4A1’in B-hiicreli lenfomada apoptozu indiikledigi bildirilmigtir (192). PC-
3 prostat kanseri hiicrelerinde, NR4A1 ekspresyon azalmasinin, apoptozun azalmasiyla birlikte
dosetaksel direnci gelisiminde etkin oldugu raporlanmigtir (193). Siirekli sivi akis1 ve bununla
iligkili olarak sivi basincma maruz kalan HCT-116 KRK hiicrelerinde, NR4A1 geninin
ekspresyonunda anlamli olarak azalma kar¢cimiza ¢ikmaktadir. Bu durum, KRK hiicrelerinde
apoptozun negatif yonde diizenlenmesi ile hiicre Oliimiiniin azalmasi seklinde karsimiza
cikmaktadir.

KRK hasta dokular1 iizerinde yapilan bir calismada, tiimor baskilayic1 protein olan
mitokondriyal tiimor baskilayici-1 (mitochondrial tumor suppressor 1, MTUS1) ekspresyonun
artmig oldugu orneklerde miR-181d-5p’de de artan bir ekspresyon profili gozlenmis (194).
MTUST’in ATIP ile birlikte apoptotik etki gosterdigi bilinmektedir (195). Aktarilan literatiir
esliginde, miR-181d-5p’nin ekspresyonunun azaldifi durumda anti-apoptotik etkisinin
olabilece8i yoniinde yorum yapilabilir. Siirekli sivi akimina ve buna baglh olarak gelisen sivi
basincina maruz kalan HCT-116 KRK hiicre hattindan alinan verilerde mir-181d-5p’de anlaml
azalma gozlenmis. Yapilan gen ontoloji analizlerinde miR-181d-5p’nin hedeflerinden biri olan
IFNG’nin apoptozun diizenlenmesi siirecinde yer almasindan 6tiirii bu siirecte etkili olabilecegi
yargisina varilabilir. Ancak, IFNG’de anlamli ekspresyonun saptanmamasindan dolayi, miR-
181d-5p’nin hedefi olan IFNG ile birlikte siirekli sivi akisinin olusturdugu dinamizmde etkili
olmadig1 sdylenilebilir.

miR-625’in kanserle iligkili oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin KRK
hastalarinda, miR-625’in azalan ekspresyon diizeyleri, timor metastazi ve kotii prognoz le

iliskilendirilmistir (122). Mide kanserinde ise ILK {izerinden invazyon ve metastazin baskilandig:
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gosterilmistir (188). Ozofagus kanseri dokular1 ve hiicre hatti iizerinde yapilan ¢aligmada, miR-
625 ekspresyonundaki azalmanin tliimorde proliferasyonu arttirdiginin  gézlemlenmesinin
ardindan yapilan apoptoz deneyin, miR-625 azalmasinin apoptozu inhibe etmedigi gbzlemlenmis
(121). HCT-116 KRK hiicre hattinda miR-625-5p’de azalma oldugu goriildii. Yapilan gen
ontoloji analizleri sonucu apoptozun diizenlenmesi siirecinde yer alan genlerden, miR-625-
Sp’nin, hedefi olan RUNX3’iin bulunmasi, miR-625-5p’nin RUNX3 {izerinden apoptozun
diizenlenmesinde rol alabilecegini diisiindiirliyor. Ancak elde edilen mRNA ekspresyon
verilerinde, RUNX3’de anlamli bir ekspresyon degisiminin gozlemlenmemesi, bu yargiy:

zayiflatmaktadir.

5.8.14. Antijen Islenmesi ve Sunumu Yolagi (KEGG Pathway hsa04612)

Elde edilen miRNA ve mRNA verileri esliginde yapilan KEGG yolak analizinde, antijen
islenmesi ve sunumu yolag:1 (hsa04612) anlamli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p degeri 0.0007).
Anlamli ekspresyon degisimi gozlenen mRNAve miRNA'’larin, antijen islenmesi ve sunumu
stirecinde yer alan 6 geni gostermesi sonucu bu siire¢ anlamli saptanmigtir. Bu siirecin anlaml
cikmasinda etkili olan 6 gen sunlardir: 151 sok protein ailesi- A liye 1B (Heat shock protein family
A (Hsp70) member 1B, HSPA1B), katil hiicre lektin benzeri reseptor C4 (killer cell lectin like
receptor C4, KLRC4), major histokompatibilite kompleks, sinif 1, B (major histocompatibility
complex, class I, B; HLA-B), major histokompatibilite kompleks, smif 1, C (major
histocompatibility complex, class I, C; HLA-C), 1s1 sok protein 90kDa alda ailesi, sinmif B iiye 1
(heat shock protein 90kDa alpha family class B member 1, HSP90OABI1), katil hiicre lektin
benzeri reseptdr D1 (killer cell lectin like receptor D1, KLRD1). HLA-B, HLA-C, HSP90OAB1 ve
KLRD1 genleri; anlamli ekspresyon degisimi saptanan miR-181d-5p ve miR-324-3p mikro-
RNA’larmin hedefleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak mikro-RNA’larin hedef genleri
istatistiksel olarak anlamli gen listesi icinde bulunmamaktadir.

Is1 sok proteinleri (Heat shock proteins- HSP), yiiksek diizeyde korunmus ve hasarli
proteinlerin yeniden katlanmasinda veya birikiminin Onlenmesinde hiicresel homeostazin
diizenlenmesinde Onemli role sahip proteinlerdir. Is1 sok proteinleri, HSP40, HSP70, HSP90,
saperoninler ve kiicliik HSP’ler olacak sekilde bes temel gruba sahip olan genis bir protein ailesini

olusturmaktadirlar. En ¢ok bilinen HSP’lerden biri olan HSP70’de sadece hiicresel homeostazin
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devaminda degil ayn1 zamanda da proinflamatuar sitokinlerin, antijen islenmesi ve sunulmasinin
artiginda gorevlidir. HSP70 ailesinin hiicre i¢indeki yerlesimi ve ekspresyon paternlerine bagl
olarak en az 8 olacak sekilde cesitli homolog tiyeleri mevcuttur. HSPA1A (HSP72 veya HSP70-
la) ve HSPAIB (HSP72 veya HSP70-1b) aym intronsuz genler tarafindan sentezlenen, ve
genellikle stres altinda olmayan hiicrelerde ve dokularda oldukca az miktarda sentezlenen ve
cesitli fiziksel ve kimyasal stresleri tetikleyen HSP’lerdir (195). MCF-7 meme kanseri hiicreleri
tizerinde yapilan calismalarda, HSP70 ailesinin proliferasyonu arttirict yonde caligtiklar
saptanmig ve bu nedenle iyi bir terapotik hedef olabilecegi lizerinde durulmus (175). Yine kanser
hiicrelerinde HSP70’in apoptozu ve onkogen ile indiiklenen senesensi inhibe ettii tanimlanmis
(196). HSP70’in kanser acisindan proliferasyonu arttirict ve apoptozu inhibe edici yodnde
etkilerinin olmasina ragmen; timor immiinolojisi acisindan olduk¢a onemli olan antijen islenmesi
ve sunumu basamakalrinda da etkin rol oynamaktadirlar (197).

Asagidaki sekilden de anlagilacagi gibi antijen sunumu siireci i¢in Oncelikle tlimor
hiicresinin immiin sistem hiicreleri (makrofajlar, dendritik hiicreler) ile karsilagmalari ile
baslamaktadir. Immiin sistem hiicresinin, tiimorden sunulan antijenle etkilesime gecebilmesi igin
HSP’lerin etkin olmasi gereklidir. Immiin sistem hiicreleri yabanci antijen/hiicreyi yutarlar ve
olgunlagsma fazina girerler. Boylece hareket kabiliyetleri artar ve asil gorevleri T hiicresine
antijen sunmak olan profesyonel ‘antijen sunan hiicreler’e (ASH ya da APC, 6nde gelen tipleri
dentirik hiicreler) doniisiirler. Hiicre i¢cinde proteolitik yolla parcalanan antijenler endoplazmik
retikulumda sentezlenen MHC’ler ile MHC-peptid komplexini olustururlar. Lenf noduna giden
antijen sunan hiicrelerin yiizeyinden, MHC-peptid komplexi CD4-pozitif T-hiicrelerine sunulur.
T-hiicreleri antijenleri sadece Antijen sunumu asamast T hiicre aktivitesi i¢in elzemdir, clinkii T
hiicrelerinin biiyiik bir kismi protein yapidaki antijenleri yalmz APC’ler tarafindan MHC
molekiilleri aracilifiyla sunuldugunda taniyabilirler (MHC kisitlilig1). T hiicrelerde klonal
cogalma baglar ve antijene 6zgii klonal CD4+ (Thelper 1, Thl) ve CD8+ (sitotoksik T hiicre,
CTL) hiicreler olusur (Sekil 59) (197).
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Sekil 59. Tiimor immiinolojisinde 1s1 sok proteinelrinin (HSP) rolii (Kaynak-197’den modifiye

edilmistir.)

HSP’ler tiimor tarafindan antijenlerin, immiin sistem hiicrelerine sunulmasinda etkin rol
oynarlar. HSP’ler tiimér antijenlerine baglanarak bunlarin antijen sunan immiin sistem hiicreleri
tarafindan alimmasini saglarlar. Bu noktada HSP70 miktarindaki eksiklik ya da yok olmasi
durumunda, timor antijenleri immiin sistem hiicreleri tarafindan alinamayacagi i¢in antijen
islenmesi ve sunumu siireci ilk basamaktan sekteye ugrayabilir. Tiimor antijeninin sunumundaki
azalmanin, antijen iglenmesi siirecini olumsuz olarak etkileyecegi bilinmektedir. Bu acidan
HSPA1B’in ekspresyonundaki azalmanin ve onunla iligkili olarak azalan antijen iglenmesi,
sunumu siirecine baglh olarak tlimore karsi olusturulabilecek potansiyel immiin sistem yanitinda
azalmalar olabilir. Bu da tiimériin immiin sistemden kagisina yardimci olabilirken, apoptozun
negatif diizenlenmesi siirecleriyle iligkili olarak tlimor hiicresine dolayli bir sagkalim avantaji

saglayabilir.
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ECM bilesenleri ve dokular arasi sivi akigi gibi ortamin fiziksel yapisini belirleyen
parametreler, nedeniyle immiin sistem hiiceleri ile tiimor hiicrelerinin hareketlerinde kisitliliklar
olabilmektedir. Bu da tlimoriin antijen sunumunu aksatmaktadir. Yukaridaki gibi siirekli sivi
akisinin HSPA1B ekspresyon paternleri lizerinden veya hiicre hareketindeki kisitlamalar
lizerinden tiimor antijen islenisi ve sunumu siire¢lerinde tlimoriin sagkalimi agisindan avantaj
haline gelebilecek degisiklikler olusturabilmektedir (198).

Dogal katil hiicreler (Natural killer cells, NK), lenfosit olup herhangi bir aktivasyona gerek
olmaksizin tiimor hiicrelerinin ve viriis tarafindan enfekte edilmis hiicrelerin lizis edilmesini
saglar. Hiicre aracili spesifik immiiniteyide diizenlerler. NK hiicreleri, NK fonksiyonunun
diizenlenmesinde etkin olan kalsiyum-bagimli lektinleri salgilar. KLRC4, 6ncelikli olarak NK
hiicrelerinde sentezlenen ve hedef hiicrenin taninmasinda, NK’larin aktivasyonunda ve
inhibisyonunda etkin olan NKG2 reseptor ailesine ait bir transmembran reseptor proteinidir.

HSP90 proteinleri, HSP ailesinin bir diger grubunu olusturmaktadirlar ve HSP9OAALI,
HSP90AB1, HSP90B1 ve TRAP1 (TNF reseptor iligkili protein 1) olacak seilde 4 alt grubu
bulunmaktadir. HSP9OAA1, HSP90ABI1 sitoplazma; HSP90B1 endoplazmik retikulum ve
TRAP1 ise mitokondride bulunmaktadir. Kanser hiicrelerinde HSP9OAB1 ekspresyonunda artig
ile, sagkalim ve proliferasyonda artis gézlenmistir. Bu nedenle HSP9OAB1 potansiyel terapotik
hedef olarak goriilmektedir. HSP9OAA1-knockout farede, antijen sunumunun ilk adimi olan
tiimor hiicresindeki antijen ile dentrik hiicrenin bulugsmasinda azalma oldugu gosterilmis. Ancak
antijen sunumunun HSP90OAAT araciligr ile degil de, HSPO9OAB1’den o6tiirli oldugu iizerinde
durulmus (200).

HSP90AB1’in miRNA hedefleirnden biri olan miR-181d-5p’in ekspresyonu ¢alismamizda
azalmigtir. Ancak HSPY90AB1’in  ekspresyonunda degisiklik saptanmamigtir.  Yine
gergeklestirilen biyoinformatik analizlerde, miR-181d-5p’nin hedeflerinden olan HLA-B ve
HLA-C’nin antijen iglenmesi ve sunumunda yer almasindan otiirii, antijen sunumunda mir-181d-
Sp tizerinden degisiklik olabilecegi goriilmiistiir. Ancak siirekli sivi akigina maruz kalan HCT-
116 ve HT-29 hiicrelerinde HLA-B ve HLA-C’de anlamli ekspresyon degisikligi saptanmamustir.

HCT-116 hiicre hattinin, siirekli laminar sivi akisina maruz kalmasi ardindan
gerceklestirilen mRNA ve miRNA ekspresyon analizleri sonucu, miR-324-3p’de anlamli bir

azalma goriilmiistiir. Yapilan gen ontoloji analizleriyle, antijen islenmesi ve sunumu yolaginda
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degisiklik olabilecegi yorumlanmigtir. miR-324-3p’nin hedeflerinden KLDR1 bu yolak iizerinde
gorevi olan bir protein olmasidan dolay1 siiregte ismi gegmektedir. KLRD1, CD94 tarafindan
kodlanan ve dogal katil hiicrelerin ylizeyinde bulunan hiicre bagisikliginda ve sinyalizasyonunda
gorev alan bir reseptor proteindir. Dogal katil hiicrelerin membranindaki KLRD1 ile NKG2
molekiilii heterodimer yaptig1 zaman Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen, HLA-
E) ile etkilesime girer ve antijen sunumunu iligkilendiren hiicresel bagisikligin basamaklar1 baglar
(201). KLDRTI’in bu sekilde basta HLA-E olmak tizere, HLA’lar ile iletisimi sonucu antijen

islenmesi ve sunumunda rol oynar (Sekil 61) (202).
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Sekil 60. Antijen islenmesi ve sunumu ile KLRD1 geni arasindaki iligski (Kaynak-202’den

modifiye edilmistir.)
Ancak KLRD1’in ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir. Mir-324-3p’deki

degisikligin, miR-324-3p’nin bagka hedefleri ilizerinden antijen iglenmesi ve sunumunda etki

olabilecegi de diigiiniilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

KRK tiimoriin yerlesim gosterdigi kolorektal anatomisi, olugan asidik akimlar ve tiimoriin
kendi mikrogevresinde artan interstisyel sivi akimi sebeplerinden dolay1 oldukca dinamik bir
fiziksel mikrocevre olusmaktadir. KRK’de mikrogevrenin fiziksel dinamizminin EMT ile iligkili
metastaza olan etkisi bilinmemektedir. KRK hiicre hatlariyla gerceklestirilen bu c¢alismada,
viicudun dogas1 geregi sonsuz olan ve kanser hiicresine agresif karakter kazandiran intertisyel
stvi akimimin ve bu sivi akiginin olusturdugu sivi geriliminin (shear stress) indiikledigi EMT
stirecinde etkin olan mRNA ve mikro-RNA profillerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Immiinositokimyasal boyanmadaki degisimlere bakildiginda, dinamik kiiltiirde siirekli s1v1
akisina ve sivi gerilimine- shear stress maruz kalan HCT-116 ve HT-29 hiicrelerinde, statik
kiiltiirde ¢ogalan hiicrelere gore E-kaderin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma; N-
kaderin ve vimentin ekspresyonlarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir artig saptand1 (p-degeri
< 0,05). Bu degisim paternleri, bize mikrofluidik sivi akisinin HCT-116 ve HT-29 hiicrelerine
EMT benzeri fenotip kazandirdigini gostermektedir.

EMT-benzeri fenotip kazanan KRK hiicrelerindeki miRNA degisimlerine bakildiginda;
HCT-116 hiicre hatt1 ile yapilan deneylerde, 12 miRNA’da istatistiksel olarak anlamli degisim
gozlendi. Bunlardan 2’sinde ekspresyon artis1 (mir-320e, miR-4419a), 10’unda ise ekspresyon
azaligt (miR-1255a, miR-331-3p, miR-10b-5p, miR-181d-5p, miR-501-3p, miR-192-5p, miR-
10a-5p, miR-375, miR-625-5p, miR-324-3p) gozlendi. Anlamli olarak saptanan miRNA
degisikliklerinin, literatiir verileri esliginde degerlendirilmesi sonucu, mir-320e, miR-181d, miR-
192, miR-375, miR-625, miR-324’teki degisimlerinin invazyon, metastaz ve EMT ile iligkileri
oldugu gozlendi (102, 112, 113, 117, 120, 123). Bu durum tiimér mikrogevresindeki fiziksel sivi
akis paternlerindeki degisimlerin ve bu sivi akigt ile olusan sivi geriliminin hiicreye EMT
acisindan avantaj kazandirdigin1 gostermektedir. Ancak her bir miRNA’ nin ¢ok ¢esitli hedefleri
ve fonksiyonlar1 oldugu icin, her bir miRNA’ya yonelik olan deney planlart deneyler
stirdiirtilmelidir.

Invazyon ve metastaz siireglerindeki rolii agisindan iyi tanimlanmis bir belirte¢ olan miR-
10b’nin KRK’in primer tiimorlerinde arttig1, karaciger metastazlarinda da azaldigi gosterilmistir
(108). Tiimoriin primer ya da metastaz olmasina gore degisim paterni sergiledigi gosterilen miR-

10b’nin, sivi akig1 ile indiiklenen EMT-benzeri fenotipin indiiklendigi KRK hiicrelerinde
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azalmasi literatiirii desteklemektedir. Ayrica literatiirde damar dolagimdaki tiimor hiicrelerinde
miR-10b ekspresyonu acisindan heterojenlik saptanmistir (109). Fiziksel ¢evre kosullarinin gen
ve protein ifadelerine etki ettidi goz Oniinde bulundurulursa, miR-10b gibi bir¢cok protein
ekspresyonu icin gecerli olan heterojenitenin temel sebeplerinden biri kanser hiicresinin siirekli
stvi akigina ve sivi gerilimine artan maruziyeti olabilir. Bu nedenle, siv1 akisina maruz kalan
kanser hiicelerindeki miRNAekspresyon paternlerine yonelik arastirmalara odaklanilmasi,
kanserin heterojenitesi hakkinda bilgi sahibi olmak acisindan 6nemlidir.

Stirekli s1v1 akigina ve bu s1vi akisina bagl olarak siirekli sivi gerilimine maruz kalan HT-
29 hiicrelerinde, 14 miRNA’da istatistiksel olarak anlamli degisim gozlendi. Bunlardan 12’sinde
ekspresyon artigt (hsa-miR-1244, hsa-miR-4286, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-4461, hsa-miR-3613-
5p, hsa-miR-1972, hsa-miR-3065-5p, hsa-miR-4458, hsa-miR-6744-5p, hsa-miR-21-3p, hsa-
miR-378f, hsa-miR-3651); 2’sinde ise ekspresyon azalisi (hsa-miR-4649-5p, hsa-miR-3178)
gozlendi. Anlamli olarak saptanan miRNA degisikliklerinin, literatiir verileri esliginde
degerlendirilmesi sonucu, mir-1244, miR-3178, miR-3651, miR-4458, miR-338, miR-4286’teki
degisimlerinin invazyon, metastaz ve EMT ile iligkileri oldugu saptandi (124, 127, 128, 130, 138,
141). Literatiirde, miR-4649-3p ekspresyonundaki artigin hiicre proliferasyonunun inhibe ettigi
gosterilmistir (140). Bizim c¢alismamizda siirekli siv1 akigi, sivi gerilimine maruz kalan ve EMT
fenotipini sunan HT-29 hiicrelerinde miR-4649-3p’nin ekspresyonunda anlamli azalma saptandi
Bu durum dinamik kiiltiir altindaki hiicrelerde proliferasyon yoniinde destekleyici bilgi
vermektedir. Calismamizda gergeklestirilen proliferasyon canlilik analizlerinde dinamik kogullar
altindaki hiicrelerde hiicre sayisiin arttig1 gosterilmesi de bu sonucu desteklemektedir

Literatiirde EMT deki etkinligi kanitlanmis valide miR-21, ekspresyonu bu caligmada da
gosterilmistir. Cesitli kanserler iizerinde yapilan ¢alismalarda, miR-21’in artan ekspresyonunun
hiicre proliferasyonu, apoptuzu, invazyonu ve metastazinda etkili oldugu gosterilerek terapotik
hedef olabilecegi diisiiniilmektedir (131-134). Literatiirdeki, miR-21 ile metastaz ve EMT
arasinda iligski oldugunu savunan yaymnlarindan yola ¢ikilarak, vuciit icindeki siirekli siv1 akis1 ve
buna bagl olan sivi geriliminin kanser hiicresine metastaz ve EMT y0niinde avantaj sagladigi
goriildii.

miRNA ve mRNA caligmalarindan elde edilen ekspresyon profilleri ile gerceklestirilen gen

ontoloji analizlerinden; HCT-116 hiicrelerinde anjiyogenezin diizenlenmesi (GO:0001525),
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apoptozun negatif diizenlenmesi (GO:0043066), apoptozun diizenlenmesi siireci (GO:0042981)
ve antijen iglenmesi ve sunumu yolaginda (KEGG Pathway hsa04612) anlamli degisiklikler
saptandi. Anjiyogenez siirecinin anlamli ¢ikmasim saglayan genler Angptl4, CYR61, TSP-1,
AKTI1, ANPEP ve GPX1; apoptozun negatif diizenlenmesi siirecinin anlamli olmasini1 saglayan
genler Angptl4, GCLC, HSPA1B, TSP-1, ESR2, TP53, AKT1, EGFR ve GPXI; apoptozun
diizenlenmesi siirecinin anlamli olmasim saglayan genler Angptl4, GCLC, NR4A1, HSPAIB,
TSP-1, ESR2, IFNG, TP53, AKTI, EGFR, RUNX3 ve GPXI; antijen islenmesi ve sunumu
yolaginin anlamli olmasim saglayan genler ise HSPA1B, KLRC4, HLA-B, HLA-C, HSP90AB1
ve KLRDI olarak saptandi. Bu tez caligmasinda, mikrofluidik sivi akiglarinin, anjiyegenezin
indiiklenmesine ve apoptozun negatif diizenlenmesine etki ederek EMT siireciyle metastaza
gidecek KRK hiicrelerinin proliferasyonunu ve metastatik siireclerini etkiledigi gosterilmistir.
Viicuttaki sivi akislart ve sivi akigi etkisiyle olusn sivi gerilimleri, EMT siirecinde metastaza
gidecek kanser hiicresinin canliligin1 garanti altina almaktadir. Biyoinformatik analizler sonucu
mikrofluidik sivi akisinin antijen iglenmesi ve sunumlarinda degisiklik oldugu gozlendi. Kanser
hiicresinin yiizeyi ile dogrudan iligkili olan fiizksel kosullarin degismesi sonucu hiicrenin
antijenlerinin sunumunda degisiklik olmasi beklenen bir durumdur. Bu degisiklikler, antijen
temelli metotlarla dogrulanmalidir.

Kanserin gelisimi siiresince hiicreler apoptozdan kacig, anjiyogenez, kemoterapotiklere
diren¢, invazyon, epitelyal ve mezensimal fenotipler aradindaki gecislerle metastazin
indiiklenmesi gibi fenotipik degisikliklerle fiziksel kosullardaki degisikliklere adaptasyon
sergilerler. Bu noktada, dogal dinamik mikrogevrede kanser hiicrelerinin dogasini anlamak
onemlidir. Kanser hiicresinin, intertisyel sivi akigt ve buna bagli olarak gerceklesen sivi
gerilimine adaptasyonu ile agresif, motil, invaziv ve daha metastatik bir fenotip kazandig:
literatiirde sinirli sayida yayinda gosterilmistir. Ancak bagta anatomisi geregi oldukca dinamik
olan KRK’lerdeki metastatik fenotip tlizerindeki etkisi ve bu siirecteki post-genomik degisiklikler
tizerine odaklanilmamigtir. Tanimlayic1 amagh olan bu ¢aligsmada, intertisyel siv1 akiginin ve s1vi
geriliminin KRK’lerde EMT benzeri fenotip kazandirdigi, proliferasyonu arttirdigi, apoptozu
negatif yonde diizenledigi, anjiyogenezi arttirdig1 ilk kez gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismanin en
onemli sonuclarindan biri, mikrofluidik dinamik kiiltiir altinda hiicre davraniglar1 ve buna bagh

analizler ile statik kiiltiir kosullar1 altinda gerceklestirilen deneylerin sonuglarinda farkl
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oldugudur. Bu durum, statik in vitro kiiltiirlerinde yiiriitillen ¢alisma sonuclarinin, in vivo’da
farkli ¢ikmasinin en énemli nedenlerinden biri olarak gosterilebilir. Intertisyel s1v1 akig ve buna
bagh olarak gerceklesen sivi gerilimi gibi intrinsik mekanik giicler, in vitro ve klinik aragtirmalar
arasindaki farkliliklarin temel nedenlerinden biridir. Bu nedenle, hiicre davraniginin ¢alisildigi
analizlerin dinamik kiiltiirlerde gerceklestirilmesi gereklidir. Mikrofluidik ¢ip teknolojilerinin
kullanilmas: ile dinamik tiimor mikrogevresinin taklit edilmesiyle gerceklestirilen deneyler

geleneksel kosullarda gerceklestirilen deneylere gore daha giivenilir sonuglar vermektedir.
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