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1. GIRIS

Biitiin canlilar hiicrelerden olusmus ve en temel hayat formu olan tek
hiicrenin ikiye boliinmesi ile gogalan hiicre veya hiicre topluluklaridir. Insan gibi
kompleks organizmalar hiicrelerin olusturdugu doku ve organlardan meydana gelir
ve hiicreler birbirlerine belli bir program c¢ercevesinde birbirleri ile bilgi aglar
vasitasiyla baglidirlar. Normal olarak hiicre bdliinmesine eslik eden biliylime ve
gelisme belirli bir program ve denetim igerisinde gerceklesir. Embriyonik evreden
itibaren organizmalarin yasamlarinda doku ve organlarin gelismesi, hiicre boliinmesi
ve farklilasmasi s6z konusudur. Yasam boyu bu siire¢ ayni dongiliyle devam eder.
Hayatin farkli donemlerinde organizmada tek bir hiicrede de olsa bu dongiide
aksamalar ortaya c¢ikabilmektedir. Ortaya ¢ikan bu degisiklik canlida farkl

fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olur.

1.1. Kanser

Normal viicut hiicreleri belirli bir program ¢er¢evesinde biiylir, gelisir,
boliiniir ve &liir. Insan hayatimin ilk dénemlerinde viicuttaki hiicrelerin biiyiik
cogunlugu, birey yetiskin oluncaya kadar oldukg¢a biiylik bir hizla boliiniirken daha
sonraki donemlerde ise Olen hiicrelerin yerini doldurmak veya sinirli da olsa
yenileme amaciyla boliiniir. Kanserli hiicreler ise herhangi bir ihtiyag olmaksizin
viicudun herhangi bir bolgesinde kontrolsiiz olarak ¢ogalan hiicrelerdir. Birgok
kanser tiirli olmasina ragmen biitiin kanser gesitleri temel olarak program dis1 ve

kontrolsiiz hiicre boliinme esasina dayalidir.

Yapilan arastirmalar 1s1ginda kanserin genetik temelli bir hastalik oldugu
tartismasiz  kabul edilmektedir. Kanser; proto-onkogenlerin, tiimor baskilayici
genlerin, DNA tamir mekanizmasi genlerinin ve hiicre dongiisiinii kontrol eden
genlerin mutasyona ugramastyla ortaya ¢ikan bir siiregtir. Deoksiriboniikleik asit
(DNA)’te mutasyonlarin olugsmasindan sonra: tiimor baslangici, tiimor gelisimi,

malignansi donemi ve tiimdriin yayilmasi olmak tizere belli bagh 4 farkl siire¢ ortaya



¢ikar (Hahn ve Weinberg 2002). Fiziksel veya kimyasal faktorler ile DNA arasindaki
etkilesimden kaynaklanan DNA’daki genetik degisim tiimor baslangici olarak tarif
edilir. Bu degisim geri doniisiimsiiz olup bu degisiklige sahip hiicrelerin malin olma
olasilig1 normal hiicrelerden ¢ok daha fazladir. Bolinme dongiisii devam ederken
mutasyon tasiyan bu hiicrelerde; onkogenlerin aktiflestirebilecek, tiimor baskilayici
genleri veya DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan genleri de
inaktif hale doniistiirecek yeni mutasyonlarin olusma ihtimali oldukga yiiksektir.
Olusan bu mutasyonlar, genomik stabilitenin bozulmasina ve sonu¢ olarak kanser

olusumuna neden olabilmektedirler (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanserli olgular ¢cok eski zamanlardan beri bilinmesine ragmen etkin bir
tedavisinin bulunamamis olmasi, glinlimiizde binlerce insanin oliimiine neden
olmaktadir. Her gegen yil kanser vakalarinda da artig kaydedilmektedir. 2006 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilmis bir arastirmada kalp rahatsizliklarina bagl
Olimlerden sonra diinyada en fazla 6liime neden olan hastaligin kanser oldugu

belirlenmistir (Heron MP 2009).

1.1.1. Kanserin Tarihcesi

Kanser Kkelimesinin kokeni Yyunanca olup “yenge¢” kelimesinden
tiiretilmistir. Ik olarak Hipokrat ortaya atmistir. Kansinos ve karsinom kelimelerini
tiimorlerin iilseratif olup olmamasma bagli olarak kullanmustir. Insanoglunun
kanserle bilimsel olarak tanismasi 17. yiizyil1 bulmustur ve bu yiizyil insanoglunun
kanserle alakali bilgiler edinme siirecine hiz katmigtir. Giovanni Morgagni yaptigi
otopsilerde Oliime neden olan patolojik degisiklikleri kesfederek onkoloji
calismalarinin temelini atmistir (Hunt 2000). Unlii Iskog bilim adami John Hunter
bazi kanserlerin cerrahi miidahale ile diizeltilebilecegini ortaya koymustur (Nutton
1988). Cerrahi miidahalelerin kesfinden bir yiizy1l sonra anestezideki gelismeler
cerrahi miidahalelerde de ilerlemeler kaydedilmesine yol acgti ve mastektomi
gelistirildi (Mansi ve ark 1989).



19. yiizyilda mikroskop teknolojisindeki gelismelere bagli olarak onkoloji
bilimi dogdu. Hiicresel patolojinin kurucularindan sayilan Rudolf Virchow modern
patolojiyle onkolojiyi birlestirdi. Bu sayede, sadece kanser patolojisinin tespitinde
degil, ayn1 zamanda kanser cerrahisinde de yeni bir ¢igir agti. Ameliyatla ¢ikarilan

viicut dokularindan hastaligin kesin tanis1 konulmaya baslandi (RATHER 1957).

Bununla birlikte, 18. yiizyil boyunca ii¢ Onemli gozlem Kkanser
epidemiyolojisinde one cikt1. Italyan Doktor Bernardino Ramazzini 1713 yilinda
rahibelerdeki serviks kanseri orani ve gogiis kanseri oranimni kiyasladiginda hayat
stilinin de kansere etkisi oldugunu ortaya koydu. Bu bulgu hamilelik ya da
enfeksiyon gibi hormonal faktorlerin kanser olusumu iizerine etkilerinin
anlasilmasinda kilometre tast olmustur (Felton 1997). Bu doénemlerdeki
aragtirmacilar timorli dokunun almmamasi durumunda hastalifin ¢ok fazla
ilerleyecegini gdrmiisler ve timor kitlesinin alinmasina yonelik bir takim yontemler
ve cerrahi miidahaleler denemislerdir. Anestezi ve kan naklinin kesfinden Once
birgok cerrahi operasyon yapilmis, anestezinin de kesfiyle bu ylizyil ameliyat yiizyili
olarak tarihe kaydedilmistir (Felton 1997).

1.1.2.Kanserin Molekiiler Biyolojisi ve Mekanizmalari

Ilk olarak 1914 yilinda Boveri genomik yapidaki anomalilerin kanser
olusumunda etkili olabilecegini sdylemis ve yillar sonra yapilan arastirmalarda bu
hipotezi hakli ¢ikarmistir (Descamps ve Prigent 2002, Sathananthan ve ark 2006).
Teknolojinin ilerlemesi ve yeni buluslarla beraber kanserin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasinda ¢ok 6nemli gelismeler yasanmigtir. Mutasyonlar
kanser hiicrelerine; apoptoz sinyallerine duyarsizlik ve kendi kendine biiyiime
faktorii tiretebilme gibi normal hiicrelerde mevcut olmayan 6zellikler kazandirir ve
bu 6zellikleri kazanan kanser hiicreleri kontrolsiiz olarak ¢ogalir. Tabi ki hiicrelerde
olusan her tiirlii mutasyon kansere sebebiyet vermez, fakat bir takim genler vardir ki
bu genler iizerindeki mutasyonlar kanser ile sonuglanir. Bu gen gruplari; proto-

onkogenler, timor baskilayict ve DNA tamir mekanizmasi1 genlerdir. Proto-



onkogenler hiicre boliinmesinde, biiylimesinde ve farklilasmasinda 6nemli roller
iistlenen proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Proto-onkogenler iizerinde
meydana gelen mutasyonlar genellikle bu genlerin fonksiyonun artmasiyla
sonuclanir. Timor baskilayict genler ise hiicre boliinmesini ve farklilagsmay1
baskilayan proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Timor baskilayici genler
izerinde meydana gelen mutasyonlar ise genellikle bu genlerin inaktivasyonuna yol
acarlar. Bu mutasyonlar baskin veya cekinik 6zellik gosterebilirler. Bu genlerdeki
mutasyonlarin haricinde genomik dengesizlik olusturabilecek mutasyonlar da
kansere sebebiyet vermektedir. Yine ¢ok dnemli bir grup gen vardir ki bu genler
tizerindeki mutasyonlarda kanser olusumunda rol oynar. Bu genler DNA tamir
mekanizmalarinda gorev alan proteinlerin  kodlanmasindan sorumlu genlerdir.
Kanserin olusumu kadar ilerlemeside genetik ac¢idan oldukc¢a 6nemlidir. Bu yiizden
hiicrelerdeki  mutasyonlarin  birikmesi  kanSer olusumunu ve  gelisimini
desteklemektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar kanserin olusumunda epigenetik
faktorlerin O6nemli rol oynadigini gostermistir. DNA’nin  belirli bdlgelerinin
metillenmesi veya metillenmemesi de kanser olusumunda olduk¢a 6nemli sonuglar
dogurur (Zhu ve Yao 2007).

Yapilan ¢aligmalarda kanserin kalitildigi gosteren kanitlar oldugu gibi ¢ogu

kanserin sporadik mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktigi da bilinmektedir.

Aragtirmalar sonucu kanser hiicrelerinin belirli  6zellikleri paylastig:

gorilmiistiir;

» Kanser hiicreleri, disaridan bir uyartya gerek duymaksizin siirekli

olarak boliiniip ¢ogalirlar.

» Kanser hiicreleri, biiylime baskilayict sinyallere karsi duyarsizlik

kazanmiglardir.



» Kanser hiicreleri sinirsiz boliinme kapasitesine sahip oldugu igin

O0lumsiiz olarak kabul edilmektedirler.

» Timor olusumu igerisinde yeni damar yapilanmasi yetenegine

sahiptirler (angiogenez).

» Diger dokulara niifuz edebilme yetenekleri mevcuttur.

Hiicre dongiisii ve kanser

Mitotik hiicre dongiisii, birbirinin ayni olan iki ogul hiicre olusumu igin
gereklidir. Normal hiicre dongiisii diisiiniildiiglinde son derece korunakli olarak

yiiriitiilen bu islem kanser hiicreleri i¢in ayn1 hassaslikta ilerlemez.

Temel hiicre dongli mekanizmast G1 S, G, ve M (mitoz) olarak 4 ana baslikta
incelenir. Bu asamalarda sirasiyla hiicre biiyiime ve boliinme igin gerekli proteinleri
tiretir, DNA replikasyonu gergeklesir, mitoz i¢in hazirlik yapilir ve mitotik proteinler
tiretilir ve son olarak hiicrede mitoz boliinme gerceklesir. Bu asamalarin haricinde
hiicrenin boliinme dongiisiine girmeden duragan olarak kalabildigi Go denilen bir

donem de mevecuttur.

Kanser hiicresi mutasyonlar sonucu kontrolsiiz olarak bdliiniir. Hiicre
dongiisiinde gerek tiimor baskilayici proteinler ve gerekse proto-onkogenler cesitli
fonksiyonlar istlenirler. Bu durumda hiicre; bdliinme veya duragan olarak kalma
veya apoptoza gitme gibi kararlar1 alirken gerek hiicre i¢i gerek hiicre disi
sinyallerden faydalanir. Kanser hiicrelerinde sinyalizasyondan sorumlu olan genler
lizerinde mutasyonlar olustugu i¢in hiicre boliinme programina saglikli olarak karar
veremez. Hiicre kontrolsiiz olarak boliinme karari aldiginda ise hiicre dongiisiindeki
proteinler devreye girer. Kanser olgusunda hiicre dongiisiinde rol oynayan siklin
bagiml kinazlar (CDK-cyclin dependent kinase), CDK genlerini aktif veya inaktif

(CKI-Cyclin kinase inhibitor) eden enzimleri sentezleyen genler {izerinde de



mutasyon olusumu s6z konusudur. Hiicre dongiisiinlin her bir basamagi bu genlerle
sik1 sikiya kontrol edilmekte iken kanserli hiicre, bu kontrollerden yoksun olarak

hiicre dongiisiinii gergeklestirmektedir.

G, fazinda hiicre, biiylime sinyallerini alarak boliinme hazirliklarina baslar.
Fakat normal hiicrelerde G; fazindan S fazina gecerken gerceklesen kontrol, kanser
hiicrelerinde genellikle bozulmustur. Gi/S faz1 arasinda kontrolde en 6nemli
noktalardan birisi olan retinoblastoma (RB) genin fosforlanmasi, E2F transkripsiyon
faktoriinlin serbest kalmasi ve bunun sonucu olarak DNA replikasyonun baglamasidir
(Umemura ve ark 2009). CDK’lar {izerinde olusacak mutasyonlar tiimor baskilayici
genlerin aktive edilmesini engelleyebilir. CDK4 ve CDKG6 iizerinde olusan bazi
mutasyonlarin bu proteinleri CKI’lere karst duyarsiz hale getirdigi bazi melanom,
sarkom ve gliomalarda goriilmiistiir (Della Torre ve ark 2001, Flores ve ark 1997,
Kanoe ve ark 1998, Tsao ve ark 1998). Ayrica bazi kolon kanserlerinde hiicre
dongiisiinde onemli rolleri olan CDK1 ve CDK2’nin ¢ok fazla sentezlendigi
gosterilmistir (Salh ve ark 1999a, Seabra ve Warenius 2007, Walker ve Hayward
2001). G1/S faz1 aras1 gegis i¢in 6nemli olan CDC25 (cell division cycle 25 -hiicre
bolinme dongiisii-25)’in de kanserlerde rol oynadigi gosterilmistir (Boldrini ve ark
2007, Fraczek ve ark 2007, Guo ve ark 2004, Laezza ve ark 2006, Molinari 2000).
Buna gore CDC25 proteinindeki mutasyonlar sonucu CDK’lar yeteri miktarda aktive
olamaz ve hiicre dongiisiinde bozulmalara yol agar (Molinari 2000, Tang ve ark
1999).

Bircok kanser tiiriinde yliksek miktarda sentezlendigi gosterilen Siklin DI
proteini CDK4 ve CDK2’yi G; erken donemimde baglayarak hiicre boliinmesini
indiikler (Abboudi ve ark 2009, Burnworth ve ark 2006, Eshkoor ve ark 2009,
Georgieva ve ark 2001, Vesely ve ark 2009, Yu ve ark 2008). t(11;14)
translokasyonu goriilen B hiicre lenfomalarinda da siklin D1’in yiiksek miktarda

sentezlendigi gosterilmistir (Gumina ve ark 2010, Gupta ve ark 2009).



Yapilan ¢alismalarda, gerek proto-onkogenler ve gerekse tiimor baskilayici
proteinlerle birlikte hareket eden CDK proteinlerindeki mutasyonlarin genellikle
hiicre dongiisiini bozdugu ve bu sebeple tiimoér olusumunda rol oynadigi
gosterilmistir (Bartkova ve ark 1996, Bishop ve Bishop 2005, Gao ve ark 1997).

Biiyiime faktorleri ve kanser

Genellikle pro-onkogenler siifinda yer almayan biiytime faktorlerinin kanser
gelisiminde 6nemli rolleri vardir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri
biiyiime faktorii (IGF-Insulin like growth factor), fibroblast biiyliime faktorii (FGF),
vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF), platelet biiyiime faktorii (PDGF), ve
doniistiiriicii bliylime faktorii (TGF-a) gibi biiyiime faktorlerinin, c¢esitli kanser
tirlerinde etkili olduklar1 gosterilmistir (Mundhenke ve ark 2002, Schimanski ve ark
2010, Tovar ve ark 2010, Youngren ve ark 2005, Zhang ve ark 2007).

Tirozin kinazlar

Insan genom projesinin tamamlanmasinin ardindan bine yakin tirozin kinaz
proteinin varhigi gosterilmistir. Tirozin kinazlar hiicre yiizey reseptorlerini
fosforilleyerek bu reseptorlere bagli biyokimyasal yolaklari aktif hale getirirler.
Tirozin kinazlar ve reseptorlerindeki mutasyonlarin birgok kanserde 6nemli rolleri
oldugu gésterilmistir (Andrechek ve Muller 2000, Castellone ve ark 2008, Frattini ve
ark 2004, Janes ve ark 1994, Meshinchi ve ark 2003, Ocal ve ark 2001, Salh ve ark
1999b, Yu ve ark 2010). Tirozin kinazlarin; reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve
reseptdr olmayan tirozin kinazlar olmak {izere iki ana grubu vardir. RTK’lar,
membrana bagli olan ve hiicre dis1 ligand baglayici domain, transmembran domain
ve oldukca iyi korunmus hiicre i¢i domain kisimlarindan olusan reseptore bagh
kinazlardir. Bunlar, ligand baglanmasi, hiicreler aras1 adezyon molekiilleri ya da G-
protein bagli reseptorlerin uyarilmasi ile aktive olurlar. Bu reseptorlerin fosforile
olmus 6zgiin domainleri, SH2 igeren sitoplazmik adaptdr ve efektor proteinler icin

yiiksek afiniteye sahiptir. RTK’lar baglica 4 ana gruba ayrilabilir. Sinif I, epidermal



bliylime faktor reseptorlerini, Smif II, insiilin benzeri biliylime faktor reseptoriinii,
simif III ise, PDGFR, makrofaj koloni uyaric1 faktér (FMS-R ya da CSF-1R), kok
hiicre faktor reseptorii (KIT) ve FLT3R, Sif IV ise FGFR reseptorlerini
icermektedir. RTK lar tiim bu sinyal yolaklar ile iliskili olarak kanser olusumunda

gorev alirlar (Zwick ve ark 2002).

v-erbB ve HER-2 gibi genler baz1 RTK ’larla birlikte onkogen olarak da gérev
yapmaktadirlar (Buhring ve ark 1995, Janes ve ark 1994, Mellinghoff ve ark 2002,
Waterhouse ve ark 2003, Xie ve ark 1999). EGFR iizerinde olusan bir mutasyona
bagli olarak ligandlardan bagimsiz olarak tirozin Kinazlarm bu yolagi aktif hale
getirildigi bildirilmistir (Jones ve ark 2001, Turbov ve ark 2002). Benzer sekildeki
aktivasyonlar MET, RET, c-KIT yolaklar i¢inde gosterilmistir (Grabellus ve ark
2010, Naka ve ark 2008a).

Yapilan kanser arastirmalarinda tirozin kinazlar hedeflenerek kanser
hiicrelerine ilaglar gelistirilmistir (Brunelleschi ve ark 2002, Carlomagno ve Santoro
2005, Melillo ve Santoro 2005, Zwick ve ark 2002).

Kanser, hiicre iletim mekanizmalarindaki bozukluklar sonucunda da ortaya
cikmaktadir. Bunlardan, RAS-RAF-MAPK, fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K),
mTOR (mammalian target of rapamycin), JAK/STAT, Wnt—3-katenin, NOTCH gibi
sinyal iletim yolaklarinin birgok kanser tiiriinde etkin oldugu gosterilmistir (Boulikas
1995, Cho ve ark 2008a, Feng ve ark 2008, Hui ve ark 2009, Maelandsmo ve ark
1996, Matsuda ve ark 2009, Nefedova ve ark 2004, Nemoto ve ark 2004, Park ve ark
2009, Shalaby ve ark 2009).

Onkogenler

Somatik hiicreler boliinme dongiisiine girmek i¢in mitojenik sinyallere ve
bliyiime faktorlerine ihtiyag duyarlar. Biiyiime faktorleri ise hiicredeki cesitli

reseptorlere baglanarak hiicre dongiisiinii baslatabilir ve hiicrenin G1/S aras1 gegisi



saglarlar (Boulikas 1995, Polsky ve Cordon-Cardo 2003, Schafer 1998). Bu karmasik
yap1 saglikli hiicrelerde son derece korunakli olmakla beraber kanser hiicrelerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucu hiicre plansiz bir sekilde hiicre dongiisiine
stirekli olarak girer ve boliinme kesintisiz bir sekilde gergeklesir (Couzin 2005,
Croce 2008, Sekido ve ark 2003). Bir¢ok kontrol noktasinin ve hiicre boliinmesinde
rol oynayan binlerce genin oldugu diistintildiigiinde kanserlerde karsilasilan farkli
mutasyonlarin ayni sonucu, yani kontrolsiiz boliinme ile sonuglanan akist daha iyi

anlasilmaktadir.

Onkogenler proto-onkogenlerin aktif hallerine denir ve genellikle hiicrenin
boliinme ve biiylime hizimi artirirlar. Onkogenler hiicre boliinmesini diizenleyen
proteinlerin sentezinden sorumlu genlerdir. Onkogenlerin biiyiik ¢ogunlugu;
transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri ve reseptorleri ve sinyal doniistiiriiciiler
olarak dort biiyiik grupta incelenir. Bu o6zelliklerinin yani sira onkogenler, hiicresel
farklilasmay1 baskilar, hiicre hareketliliginde rol oynar, hiicreyi apoptoza karsi
duyarsizlastirirlar (Colombo ve ark 2004, Gruber ve ark 2008, Janes ve ark 1994,
Krivtsov ve ark 2009, Mackinnon ve ark 2009, Malumbres ve Barbacid 2009,
Sanchez-Beato ve ark 2003, Watanabe ve ark 2009). Onkogenlerin listesi gizelge

1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. Onemli onkogenler bulunduklari kromozomal bélgeler, kanserdeki

etkileri ve ba

§l1 bulunduklar1 protein aileleri (Vogelstein ve Kinzler 1998).

Onkogen Bulundugu Etki Mekanizmasi Protein ailesi
bolge
HST 11913.3 Yapisal sentez FGFy
INT2 11913 Yapisal Aktivasyon FGF
KS3 11913.3 Yapisal Aktivasyon FGF
V-Sis 220q12.3-13.1 Yapisal Aktivasyon PDGF
HER1/EGFR 7pl.1-1.3 Gen amplifikasyonu EGF reseptor
HER2/NEU 17911.2-12 Gen amplifikasyonu EGFR
FMS 5033-34 Yapisal Aktivasyon CSF1 reseptor
KIT 4911-21 Yapisal Aktivasyon Scf reseptorii
MET 7p31 DNA diizenlenmesi/ fiizyon proteini de HGF/SF reseptorii
olusturur
RET 10q11.2 DNA diizenlenmesi GDNF reseptor
TRK 1932-41 DNA diizenlenmesi/ fiizyon proteini de NGF reseptor
olusturur
MAS 6024-27 5’-UTR bélgesinin diizenlenmesi Anjiotensin
reseptoru
ABL 9g34.1 DNA diizenlenmesi/ fiizyon proteini de Tirozin kinaz
olusturur
FGR 1p36.1 -36.2 Yapisal aktivasyon Tirozin kinaz
FES 15025-26 Yapisal aktivasyon Tirozin kinaz
SRC 20p12-13 Yapisal aktivasyon Tirozin kinaz
YES 18921-3 Yapisal aktivasyon Tirozin kinaz
H-RAS 11p15.5 Nokta mutasyonu GTPaz
RAS 12p11.1- Nokta mutasyonu GTPaz
12.1
N-RAS 1p11-13 Nokta mutasyonu GTPaz
DBL Xq27 DNA diizenlenmesi cdc42
VAV 19p13.2 DNA diizenlenmesi RAS
RAF 3p25 Yapisal aktivasyon Protein kinaz
(Ser/Thr)
PIM-1 6p21 Yapisal aktivasyon Protein kinaz
(Ser/Thr)
ETS-2 21924.3 Bozulmus aktivite Transkripsiyon
faktorii
ERBA1 17p11-21 Bozulmus aktivite T3 Transkripsiyon
faktorii
FOS 14921-22 Bozulmus aktivite Transkripsiyon
faktorii
JUN p31-32 Bozulmus aktivite Transkripsiyon
faktorii
c-MYC 8724.1 Amplifikasyon/Translokasyon Transkripsiyon
faktorii
MYB 6022-24 Bozulmus aktivite Transkripsiyon
faktorii
BCL2 18921.3 Yapisal aktivite Anti-apoptotik
protein
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Tiimor baskilayici genler

Timor baskilayic1 gen iiriinleri (proteinler) DNA hasarina karsi hiicrenin
koruyucu gii¢leridir. Yapilan arastirmalarda tiimor baskilayict genlerin tiim genlerle
kiyaslandiginda sadece % 0,001 (30) civarinda oldugu tespit edilmistir. Tiimor
baskilayict gen iirtinleri DNA’daki hasar1 tespit ederek hiicrenin kontrolsiiz ve
programsiz bir sekilde ¢ogalmasini 6nlemek i¢in boliinmenin baslangicinda hiicrenin
boliinmesini durdurup mutasyonun tamir edilmesine veya miimkiin degil ise
mutasyona ugramis bu hiicreyi apoptoza gitmesi i¢in uyarir (Auer ve ark 2007, Evan
ve di Fagagna 2009, Georges ve ark 2009, Hwang-Verslues ve ark 2008, Mannefeld
ve ark 2009, Pietenpol ve Stewart 2002, Schafer 1998, Wick ve ark 1995). Tiimor
baskilayic1 proteinler; mitotik dongii, DNA tamiri, transkripsiyon, apoptoz ve
farklilagsma gibi 6nemli asamalar1 kontrol ederler. Bazi tiimor baskilayict proteinler
ise hiicre sinyalizasyonunu aktif hale getirecek diisiik miktardaki uyaricilarin
etkilerini baskilayabilirler (Fegers ve ark 2007, Lee ve ark 2010, Qian ve Chen 2010,
Sangodkar ve ark 2009, Serrano 1997, Shamma ve ark 2009, Zabarovsky ve ark
2002, Zuckerman ve ark 2009). Kanser olusumunda timdr baskilayici genlerin
fonksiyonel olarak baskilanmasi sonucu hiicre programlanmasinda dengesizlikler
meydana gelir. Bazi ailesel kanserlerde bireyler tiimér baskilayict genlerden yoksun

veya defektli olarak hayata gelirler (Greene 1999, Negrini ve ark 2010).

Biitin memeli hiicreleri en azindan birkag tiimor baskilayict proteini
sentezleyerek kanser olusumunu bir miktar onlemektedir. Kanser ¢aligmalarinda
timor baskilayict genlerin kalitm modelinin ortaya c¢ikmasina 151k tutan
hipotezlerden bir tanesi ¢ift vurus (two hit) hipotezidir. Bu hipotezi ortaya atan
Knudson retinoblastomalardan (RB) yola ¢ikarak kanser olusumu igin en az iki
mutasyonun ger¢eklesmesini 6n gormektedir. Buna gore ender olarak karsilasilan ve
cocuklukta ortaya cikan ailesel retinoblastomalarda cocuklar mutasyon tastyicisi
olarak dogarlar ve ardindan yagsamsal siire¢ i¢inde ikinci mutasyona maruz kalmalari
sonucu olarak retinoblastoma ortaya ¢ikar (Knudson 1996). Burada dikkat edilmesi

gereken Onemli noktalardan biri ise tiimor baskilayici genlerde fonksiyon kaybi
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olmasi i¢in onkogenlerin aksine tiimor baskilayici genlerde her iki allelde defektler

(homozigot mutasyon) goriilmesinin gerekliligidir.

Ik kesfedilen tiimor baskilayict gen RB genidir. RB geni DNA’s1 hasar
gormiis hiicrede E2F adi verilen transkripsiyon faktoriinii baglayarak hiicrenin S
fazina gegmesini engeller ve hiicre E2F inaktif oldugu siire i¢inde G; fazinda bekler
(Halaban 1999, Sylvestre ve ark 2007). Bunun haricinde olusan Rb-E2F kompleksi
histondeasetilaz etkisini de artirarak DNA replikasyonunu engeller (Witt ve ark
2009).

Daha sonraki yillarda birgok tiimor baskilayict gen kesfedilmistir. Bunlar
arasinda en One cikani bir transkripsiyon faktorii olan p53 genidir. ilk yapilan
calismalarda yabanil tip p53 genin hiicre boliinmesini engelledigi gosterilmistir
(Lane 1992). Bunun yani sira homozigot mutant p53 geninin etkisi bir¢ok kanser
tirtinde gosterilmistir (Arola ve ark 2000, Barnabas ve ark 1995, Hollstein ve ark
1991, Ishii ve de Tribolet 1998, Manhani ve ark 1997, Mayerhofer ve ark 1999,
Spandidos ve ark 1994, Tachibana ve ark 2000). Timoér siipresor genlerin listesi

cizelge 1.2°de verilmistir.
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Cizelge 1.2. Timor baskilayict genler, bulunduklari kromozomal bdlgeler ve
fonksiyonlar1 (Rami 2007).

Tiimor Baskilayict Gen Bulundugu Kromozomal Bolge Fonksiyonu
RB 13q14.1-q14.2 Hiicre dongii diizenleyicisi
P53/TP53 17p13.1 Apoptoz Diizenleyici
CDKN2A/INK4A 9p21 Hiicre dongii diizenleyicisi
CDKN2A/ARF 9p21 Hiicre dongii diizenleyicisi
APC 5021-922 Sinyalizasyon
BRCAl1 17921 DNA tamiri
BRCA2 13912.3 DNA tamiri
CDKN2C/INKAC 1p21 Hiicre dongii diizenleyicisi
CDKN1B/KIP1 17p Hiicre dongii diizenleyicisi
MSH?2 2p22-p21 DNA tamiri
MLH1 3p21.3 DNA tamiri
VHL 3026-p25 Transkripsiyon uzamasindan
sorumlu
PTCH 9 Gelisn.l.e ve fa¥k‘hl‘a§ma
diizenleyicisi
PTEN 10923.3 Sinyalizasyon
WT1 11p13 Transkripsiyon diizenleyicisi
NF1 17g11.2 Ras inaktivasyonundan sorumlu
NF2 22q12.2 Hiicre iskeletinden sorumlu
TSC1 9934
DPC4 18921.1 TGF-B/BMP
ATM 11g23.1 Hiicre dongii diizenleyicisi
DMP1 7921 Arf ekspresyonundan sorumlu
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1.1.3. Tarihsel Gelisim Siirecinde Kanser Tedavi Yontemleri

Hormon tedavisi

19. yiizyilda goglis kanserin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni bir kesif
yapildi. 1896 yilinda Thomas Beatson overler ile gogiiste siit {iretimi arasinda bir
bag oldugunu diisiinmiis ve bunu ortaya koymak i¢in yapmis oldugu calismalarda
tavsanlarin ovaryumlarin1 ¢ikardiginda siit Uretiminin kesildigini kesfetmistir.
Boylece bir organin kendinden ayri olan bir bagka organ {izerinde etkili olabilecegini
gostermistir. Bundan sonra, Beatson g6giis kanserli hastalarda ovaryum dokusunu
almaya (ooforektomi) basladi ve ooforektominin ardindan hastalarda belirli bir
iyilesmenin oldugunu gozlemledi. Ayrica ovaryumun gogisteki karsinomdan da
sorumlu oldugunu ve Ostrojen hormonunun gogiis kanseri lizerine olan etkisini
kesfetti. Bu kesiflerden sonra da tamoksifen gibi hormon diizenleyici ilaglarin gogiis

kanserinin tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilmasina onciiliik etti (Beatson 1983).

Beatson'un kesfinden yarim asir sonra Chicago iiniversitesinden Charles
Huggins metastatik prostat kanserinin testislerin alinmasindan sonra geriledigini
gostermistir. Daha sonralar1 erkeklik hormonunun prostat kanserinin tedavisinde
etkin oldugu bulundu (Huggins ve Hodges 2002). Bundan sonra erkeklik hormonu

saliimin baskilayan ve prostat kanserinin gelisimini durduran ilaglar gelistirildi.

Radyasyon tedavisi

19. yiizyilin sonlarina gelinirken 1896'da alman fizik profesorii Wilhelm
Conrad Roentgen X-ray'i tanitti. Bu tanitim biitin diinyada heyecanla karsilandi.
Hemen bir ka¢ ay sonra X-ray kanserin tanist i¢in kullanilmaya sonra da kanserin
tedavisi i¢in kullanilmaya baglandi. 20. yilizyilin basindan hemen sonra radyasyonun

kanseri tedavi ettigi kadar kansere neden oldugu da kesfedildi.

Ilerleyen teknoloji sayesinde radyasyonun sadece tiimér iizerine odaklanmasi

boylelikle saglikli olan hiicreler iizerine olan zararli etkisinin azaltilmasi basarildi.
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Bu metoda konformal radyasyon terapisi denildi. Giinlimiizde halen daha iyi
odaklanma ve radyasyonun yan etkilerinin azaltilmasi yoniinde bir¢ok ¢alisma
stirdiiriilmektedir. Konformal proton tanecik radyasyon tedavisi kanser iizerine en iyi
odaklanma saglayan terapi yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bu
teknikte X-ray 1sin1 kullanmak yerine proton tanecikleri kullanilmaktadir (Rossi
1999).

Sterotaktik operasyon ve sterotaktik radyasyon tedavisi kiigiik tiimorler i¢in
kullanilan ve bir kac teknigi i¢cinde barindiran genel itibart ile yliksek radyasyon
miktarmin ¢ok hassas olarak odaklanmasi ile tanimlanan bir tedavi yontemidir. Bu
teknik yaygin olarak beyin tiimorlerinde kullanilir (Bova ve ark 1991, Henderson ve
ark 2009, Lax ve ark 1994, Levine ve ark 2009).

Kemoterapi

[l. Diinya savasi sirasinda hardal gazina maruz kalan deniz piyadelerinde
kemik iliginin baskilandigi bulundu (Green ve ark 1985, Vistica ve ark 1981). Ayni
zamanlarda ABD ordusundaki bilim adamlar1 hardal gazinin etkisinin artirilmasi ve
hardal gazindan korunma gibi konular {izerinde arastirma yapiyorlardi. Bu
calismalarin kollarindan bir tanesi ise nitrojen hardal (nitrojen mustard) gazi
bilesimiydi. Bu bilesik hizla ¢ogalan kanser hiicrelerinin DNA'sina zarar vererek
kanser hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu gozlemlendi. Bu bilesik daha sonra
DNA’y1 alkilleyici ajan olarak literatiirde yerini aldi (Andersson ve ark 1994, Ozturk
ve ark 2002, Poszepczynska ve ark 2001, Smith ve Wilson 2008).

Nitrojen hardal gazinin kesfinden hemen sonra folik asit ile alakali olan
aminopterin denen bilesigin akut 16semiyi hafiflettigi gosterildi (Fraser ve ark 1950,
Hart 1949, Pierce ve Alt 1948, Seaman ve ark 1950, Stickney ve ark 1948). Yapilan
arastirmalar ilerledik¢e aminopterin’in DNA replikasyonu igin gerekli olan kimyasal
yolaklardan birkag¢in1 durdurdugu bulundu (Grignani ve ark 1974, Sirotnak ve
Donsback 1975, Vesely ve ark 1961). Bu ilag bugiin siklilikla kullanilan metotreksat
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ilactnin ilk versiyonudur (Fischer 1962). Bundan sonra arastirmacilar hiicre
biiyiimesini ve boliinmesini durduran ¢esitli ilaglar tizerinde galismaya basladilar.

Boylelikle kemoterapi kanser tedavisine dahil oldu.

Lipozomal terapi kemoterapotik ilaglarin  lipozomlarin  (sentetik  yag
kiirecikleri) i¢ine konarak kullanilmasina dair gelistirilen yeni bir tekniktir. Lipozom
sayesinde kemoterapotik ajanlar hiicrelerin igine rahatlikla niifuz ederek ilacin
etkisini artirmiglardir. Doksorubisin ve metotreksat’in lipozomlarla kapsiillendikten
sonra kullanilmas1 lipozomal terapinin 6ncii ¢alismalart olmustur (Forssen ve Tokes
1983, Gabizon ve ark 1982, Todd ve ark 1980, Woo ve ark 1983).

Cerrahi miidahalenin ardindan kalan az sayidaki kanser tiirlerinin kemoterapi
uygulanarak oldiiriillmesi yardimci tedavi olarak nitelendirilir. Yardimer tedavi ilk
olarak gogiis kanserinde denendi ve etkili oldugu gozlemlendi ardindan kolon, testis

ve diger kanser tiirlerinde de basarili sonuglar elde edilmistir.

Biyolojik tedavi

20. yy. sonlar1 ve 21. yy baslarinda artan kanser arastirmalar1 kanserin
olusumunda o6nemli rol alan biyokimyasal yolaklar1 ¢oziilmesi ile kanserin
tedavisinde; hiicrelerin biiyiime, boliinme ve apoptozu uyaran biyolojik ajanlar: taklit
eden sentetik ajanlarin kullanilmasina yol agmistir. Bu sentetik ajanlarla yapilan
tedaviye biyolojik yanit degistirici tedavi (BRM-biological response modifier) denir.
Yapilan klinik denemeler bu tedavi seklinin oldukc¢a faydali oldugunu ortaya
cikarmistir (Chauhan ve ark 2009a, Chauhan ve ark 2009b, Deodhar ve ark 1982).

Viicutta dogal olarak olusan interferonlar, interlokinler, sitokininler gibi
molekiillerin yani sira 2000’li yillardan itibaren miRNA’larinda kesfiyle kanserle
miicadelede bu biyolojik ajanlar kullanilmaya baglanmistir. Bu ajanlar kanser
hiicrelerini bertaraf etmenin yani sira saglikli hiicrelerin korunmasini saglamak

amaciyla yonlenilen alternatif tedaviler i¢in kullanilmasi hedeflenmistir.
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Monoklonal antikorlar laboratuarlarda iiretildikten sonra kemoterapdtik
ajanlara kilavuzluk yapmak i¢in kullanilmistir. Monoklonal antikorlar kanser
hiicresinde bulunan ylizey proteinlerine 0zgli iretilerek kemoterap6tik ajanlara
baglanarak ila¢ hedefleme sistemi amaciyla kullanilmistir (EIBayoumi ve Torchilin
2008, Pan ve ark 2008, Sawant ve ark 2008).

1.1.4. Kanserin Siiflandirilmasi ve Kordoma

Klinik olarak dogru kanser siniflandirilmasi tiimoriin tanimlanmasi, gelisim
basamaklarinin anlagilmasit Vve sonrasinda Uygulanacak tedavi yOnteminin

belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir.

Tiimor tiirleri

Timorler iyi ve kotii huylu olmak {izere iki sinifa ayrilir. Bunlardan iyi huylu
(Benin)tiimér, basladigi dokuda kalip oldugu bdlgede biiyiimeye devam eder. Cok
biiyiik hacimlere ulasabilir. Genellikle hayati tehlike arz etmez. Cerrahi miidahale ile
bazen de radyasyon terapisi ile tedavi edilebilir. Kotii huylu (malin) timér, ise iyi
huylu tiimore nazaran ¢ok daha tehlikeli ve oldiiriictidiir. Gelistigi dokunun haricinde
diger dokulara yayilabilir. Buradan gelisen kanser hiicreleri kan ve lenf dolasimina

gegcebilirler. Gittikleri bolgede yeni malin tiimorler olusturabilirler.

Amerikan kanser komitesi TNM siniflandirma sistemini esas kabul
etmektedir ve bu siniflama yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna gére T tedaviye
baglanmadan Onceki tiimor blyiikligini, N timorin lenf nodlarina niifuz edip
etmedigini ve son olarak M ise tiimoriin metastaz yapma durumunu izah etmek igin

kullanilmaktadir.

Bu bilgiler 1sinda yapilan degerlendirmelerde 2002 yili sonrasinda kordoma
kemik tiimorleri igerisine dahil edilmis TA T1 NO MO G1,2 disiik dereceli fakat

malin timor olarak belirlenmistir.
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1.1.5. Gen Ekspresyon Analizine Bagh Tiimor Profillemesi

Klasik olarak kanser siniflandirilmasinda ve derecelendirilmesinde timoriin
koken aldigi doku, timoriin morfolojisi ve metastaz durumuna dikkat edilirken
giinlimiizde gelisen teknolojiyle birlikte yeni yontemler kanser siiflandirilmasi i¢in
kullanilabilir hale gelmistir. Bazen benzer morfolojik verilere sahip tiimorlerin klinik
verileri ve tedaviye kars1 verdigi yanitlarlar olduke¢a farkli olabilmektedir. Mikrogip
ile yapilan protein ekspresyon analizi ve mutasyon analizlerine bagli olarak yapilan

kanser siniflandirilmasi tedaviye yonelik yeni bir bakis a¢is1 kazandirmustir.

Belirli kanser fenotiplerinin tanimlanmasi; kontrol edilemeyen bdliinme,
apoptoza karst diren¢ ve total gen ekspresyonu etkileyen degisimlerin

tanimlanmasinda gen ekspresyon analizi kullanilmaktadir.

Gen ekspresyon profiline bagli olarak patolojik alt gruplari belirlemek igin
yapilan ilk ¢aligmalar 16semi ve lenfomada gergeklestirilmistir (Golub ve ark 1999).
Golub ve arkadaslar1 (1999) akut miyeloid 16semi (AML) ve akut lenfoblastik 16semi
(ALL) hastaliklarinda mikrogip ile gen ekspresyon analizi yaptilar. Bu analize bagl
olarak AML ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) siniflarinin bilinmesine bagli olarak
iki farkl1 gruba ayirdilar. Ilaveten AML’leri ALL’lerden ayirt eden 50 tane gen tespit
edildi. Bu calisma gen ekspresyon analizinin ilk olarak kanser simiflandirilmasinda

kullanilabilecegini gosterdi.

Kanserlerin gen ekspresyonuna bagli siniflandiriimast 2000°li  yillarda
oldukga popiiler hale gelmis bununla alakali birgok ¢alisma yapilmistir (Alizadeh ve
ark 1999, Alizadeh ve ark 2001). Bu yillarda yapilan bir baska ¢alismada ise
hastalarin klinik verilerinin ve tedaviye karsi verdikleri yanitlarin ¢ok farkli oldugu
bilinen diffiiz biiyiik B hiicre lenfomasi (DLBCL) hasta gruplari iizerinde yapilmis ve
gen ekspresyon profiline bagli olarak iki farkli grup bulunmustur (Alizadeh ve ark
2000). Daha sonraki calismalar ile gen ekspresyon analizine bagl siniflandirma

16semi ve lenfomalarla sinirli kalmamis meme kanserli hasta gruplarinda da yapilmis
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ve ekspresyon analizine bagli olarak farkli gruplar ortaya ciktigir gosterilmistir

(Hedenfalk 2002, Hedenfalk ve ark 2002).

Bu yontemin kesfedilmesiyle birlikte bir¢ok arastirma grubu yonlerini ¢esitli
kanser tiirlerinin gen ekspresyon analizi ile profillenmesine cevirmistir. Yapilan
caligmalar kanserin molekiiler mekanizmasinin da daha iyi anlasilmasi saglanmistir.
Ayrica kanserde rol oynayan genlerin aydinlatilmasi ve genler arasindaki

biyokimyasal yolaklarin ortaya konmasi konusunda da ¢alismalar devam etmektedir.

Gen ekspresyon analizine bagli olarak yapilan profillemede klinik verilerle
uyumlu ¢ok basarili sonuglar elde edilmesine ragmen mikrogip yonteminde gesitli
kisitlamalar ile kars1 karsiya kalinmigtir. Ornegin heterozigotlugun kaybi (LOH-lost
of heterozygosity) durumu kanserde Onemli bir veridir ve verinin mikrogip
teknolojisiyle belirlenmesi simdilik mimkiin olmamaktadir. Diger taraftan, gen
ekspresyon analizine bagli siniflandirma ¢ok hassas olmasina ragmen DNA’s1 izole
edilen dokunun da heterojenligi bu yontemin ¢ikmazlarindan biridir. Bu tiir
problemleri asmak i¢inse DNA’s1 izole edilen dokunun siber bigak teknolojisi

kullanilarak alinmasi 6ngoriilmistiir (Maitra ve ark 2001).

1.2. Kordoma

Kordoma ilk olarak 1856 yilinda Virchow tarafindan tanimlanmis olup
Klivus’da goriilen bir tiimor olarak nitelendirilmistir. Daha sonra 1857 yilinda bu
timoriin kikirdaktan koken aldigini diistinerek Virchow bu lezyonlari ecchondrosis
physaliphora spheno-occipitalis olarak isimlendirilmistir. ilk mikroskobik bulgularda
bu tiimor hiicrelerinin vakuoller igerdigini gozlemlemistir. Ardindan Miiller 1858
yilinda bu tiimoriin embriyonik korda dorsalis’den koken aldigini gostermistir. 1894
yilinda ise Miillerin teorisini deneysel olarak gdsteren Ribbert tarafindan kordoma

olarak isimlendirilmistir (Casali ve ark 2007).
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SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results) tarafindan agiklanan
bilgilere gore yillik kordoma goriilme olasilig1r 100.000°de 0,08 olarak acgiklanmustir.
Ayrica yine ayni verilerden yola ¢ikilarak kordomanin erkeklerde goriilme sikliginin
kadinlara nazaran yaklasik olarak 2 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (McMaster
ve ark 2001). Kordomalar ender karsilasilan aksiyel iskelet iizerinde olusan bir gesit
kemik timoridiir. Kordoma aksiyel iskelet tizerinde %32 kranial %32,8 spinal ve %

29,2 oraninda sakrumda olustugu bildirilmistir (Papagelopoulos ve ark 2004).

Kordomalarm biyolojik &zellikleri degisiklik gdstermesine ragmen genellikle
geng yaslarda gorilenlerin daha hizli biylime seyri izledikleri bildirilmistir
(Mendenhall ve ark 2005). Cogunlukla kordomalar musin salgilayan lobiile, gri ve
saydam solid kitlelerdir. Bu 6zellikleriyle kikirdak tiimorlerine benzerlik gosterirler.
Kordoma yapisal 6zellikleri itibariyle kemiklesmis veya kalsifiye olmus olabilir. Bu
acidan timor kitlesi miksoid, yumusak olabildigi gibi sert yapili kitleler de
goriilmektedir. Bu tiimorler yumusak doku i¢inde olusturulan yalanci kapsiil i¢inde
olduklarindan dolay1 toplu olarak goriiliirken kemik igerisinde multifokal bir yap1
izlenir. Mikroskobik olarak fizalifer6z (sitoplazmik vakuollere sahip) hiicrelerden
olusan kordoma igsi hiicre morfolojisine sahip hiicreler de barindirirlar (Resim 1.1)

(Sundaresan ve ark 2009).

20



Resim 1.1. Primer kordoma kiiltiirlerine ait fizaliferdz hiicre yapisi (100X biiyiitme).
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Ayrica yaslilarin omurgalarinda olusan bu tiimoériin MIB-1 indeksinin diisiik
oldugu ve bu tiimorlerde apoptoz indeksinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Kilgore ve Prayson 2001, Naka ve ark 2003). Bununla birlikte tekrarlayan
timorlerde ise MIB-1 indeksinin yiiksek apoptoz indeksinin de yiiksek oldugu
gosterilmistir (Kilgore ve Prayson 2001, Naka ve ark 2003). Kordomalarin oldukga

yavas biiyliyen ve lokal invazyon gosteren bir yapisi vardir (Ahlhelm ve ark 2005).

Notokord mezodermden kdken alan ve biitiin omurgali canlilarin embriyonal
asamasinda mevcut olan fakat insan gibi yiiksek organizasyonlu canlilarda yasamsal
slireg igerisinde yerini vertebralara birakan bir yapidir (Casali ve ark 2007). Normal
olarak omurlarin Niikleus pulposus, Annulus fibrosus ve intervertebral disk olmak
tizere 3 bileseni vardir (Humzah ve Soames 1988). Notokordun niikleus pulposus
hiicrelerinden olustugu hipotezi 1950°li yillara kadar gitmektedir (Rufai ve ark
1995). Fareler iizerinde 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada niikleus pulposus
hiicrelerinin embriyonal notokord’dan koken aldigi gosterilmistir. Bu yapilan
calismada kordomanin da niikleus pulposus hiicrelerinden koken aldigini gosteren

kanitlar ortaya konmustur (Choi ve ark 2008).

Kordomalar kemoterapiye ve radyoterapiye karst oldukca direnglidir
(Carrabba ve ark 2008, Dehdashti ve ark 2008, Foweraker ve ark 2007, Hasegawa ve
ark 2007b, lgaki ve ark 2004, Karger ve ark 2006, Rhomberg ve ark 2006). Bu
yiizden kordomalarin tedavisinde radikal cerrahi yontemlerinin ¢ok daha etkili ve
tedavi edici oldugu diistiniilmektedir (Bailey ve ark 2006, Cho ve ark 2008b, Fatemi
ve ark 2008, Hasegawa ve ark 2007a, Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark
2009, Jiang ve ark 2009, Krishnan ve ark 2005, Liu ve ark 2008, Noel ve ark 2004).
Yapilan arastirmalarda kordoma hastalarinin yasam siireleri ortalama 6 yil olarak
belirlenmis olmakla beraber ilk bes yilda yasama orant %70 iken onuncu yilinin

ardinda bu oranin %40’lara kadar indigi bildirilmistir (Casali ve ark 2007).

Yapilan ¢aligmalar kordomanin molekiiler biyolojisini tam olarak ortaya

koymaya yetmemistir. In-vitro olarak kiiltiire edilebilen hiicre hatlarinin sayisinin
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¢ok az olmasi kordomay1 giiniimiizde dahi anlasilmasin giiclestirmektedir. Kordoma
hiicre hatlarinin tiretilmesi ve karakterize edilmesi kordomanin molekiiler alt
yapisinin aydinlatilmasinda olduk¢a onemli adimlar olacaktir. Kordomalar genel
itibartyla diisiik dereceli tiimorler olmasina ragmen bazi hastalarda agresif
olabildikleri gibi metastaz yapabilmektedirler. Literatiirde akcigere, kemige ve
karacigere metastaz yaptiklar1 gosterilmistir (Auger ve ark 1994, Guedes ve ark
2009, McPherson ve ark 2006, Perasole ve ark 1991).

Kordomalarin ¢ogu genellikle sporadik olmasina ragmen literatiirde ailesel
gecis oldugu gosterilen vakalar da mevcuttur (Almefty ve ark 2009, Bayrakli ve ark
2007, Bhadra ve Casey 2006, Stepanek ve ark 1998, Yang ve ark 2001, Yang ve ark
2009).

1.2.1. Kordomalarin Patolojisi

Kordoma ender karsilagilan ve tiim kemik tiimorleri arasinda goriilme orani
%24 arasinda olan birincil kemik tiimoriidiir. Biitiin intrakranial tliimorler arasinda
ise goriilme oran1 % 0,1-0,2 arasinda degismektedir. Kordoma, 2002 yilindaki diinya
saglik organizasyonunun yapmis oldugu patolojik siniflandirmada diisiik-orta
dereceli malign tiimor olarak tanimlanmistir (Mirra JM 2002). Kordoma aksiyel
iskelette ve ¢ogunlukla sakral omurlarda goriiliir. Makroskopik olarak ¢ok lobiillii
mavi-gri renkte ve jelatin yapilidir. Mikroskobik olarak muko-miksoid yapida
lobiillerden olustugu gézlemlenmistir (Romeo ve Hogendoorn 2006).

Aksiyel iskelet kemik, kikirdak, fibrokikirdak, notokord, merkezi sinir sistemi
yag dokusu ve diiz kas gibi bir¢ok dokudan olugmustur. Aksiyel iskelet iizerinde
olusan herhangi bir tiimér bu dokularin herhangi birinden kaynaklanabilir. (Chugh ve
ark 2007) Kafa ve omurlarda en sik goriilen benin kemik timorii hemanjiomadir.
Bununla birlikte en sik goriilen malin kemik tiimori ise kordomalardir. Kordoma
genellikle tiim yas gruplarinda goriilmesine ragmen 50-60’l1 yaslarda daha sik

goriilmektedir (McMaster ve ark 2001).
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Kordoma patolojik olarak klasik, kondroid ve dediferensiye olarak 3 alt gruba

ayrilir.

Klasik kordoma lobiiler bir yap1 gosterir ve etrafindaki yumusak dokudan
belirgin bir sekilde ayrilir. Timoriin biiytikligii oldukc¢a degisken olmakla birlikte en
biiyiik tiimorlere sakrumda rastlanilmistir (Jeanrot ve ark 2000, Osaka ve ark 2006,
Sung ve ark 2005). Klasik kordomalarda hiicre tipi sitoplazmik vakuol iceren
hiicrelerle kendini belli eder fakat bu hiicre morfolojisinin yani sira igsi yapida
hiicrelere rastlamakta mimkiindiir (Oconnell ve ark 1994). Mitoz orami diisiik
olmakla birlikte nekroz odaklar1 da goriilebilir. Immunohistokimyasal olarak klasik
kordoma keratin ve bazi epiteliyal belirtecleri eksprese eder. Ozellikle kalsiyum

baglama proteini olan S-100 ile boyanir (Barnes 1991, Oconnell ve ark 1994).

Kondroid kordoma, klasik kordoma gibi benzer O6zellikler gostermesine
ragmen bazi bolgelerde diisiik dereceli kondrosarkom 6zelliklerini de tasir. Bu a¢idan
klasik kordomaya nazaran daha 1liml1 prognozu gdsterir. Kondroid kordoma daha sik

olarak kafa tabaninda gorilir (Wenig ve ark 1985, Wojno ve ark 1992).

Dediferensiye kordoma en az goriilen kordoma tiirtidiir. Klasik kordoma ve
yiiksek dereceli igsi hiicre sarkom bolgeleri icerir. Cogunlukla sakrokoksiyal bolgede
goriiliir. Rekiirens oran1 daha yiiksektir (Bisceglia ve ark 2007, Ridenour ve ark
2010).

1.2.2. Kordomalarin Tanis1

Kordomalar sitokeratin 8, 18 ve 19, ayrica epiteliyal membran antijeni ve S-
100 proteinlerini tiretirler (Hayashi ve ark 1991, Johnson ve Nagle 1984, Nakamura
ve ark 1983, Walker ve ark 1991). Bununla birlikte bu veriler kordomalarin
kondrosarkomlardan ayrilmasi i¢in yeterli olmamistir. Mezenkimal tiimdrlerin gen
ekspresyonu analizi ic¢in yapilan bir c¢alismada arastirmacilar kordomalarin

digerlerinden farkli olarak notokordda sentezlendigi bilinen bir proteinin
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kordomalarda da sentezlendigini gosterdiler (Henderson ve ark 2005). Yapmis
olduklar1 bu ¢alismanin ardindan 2006 yilinda Brachyury geninin kordomalarda
olduk¢a fazla ~miktarda sentezlendigini gerek mikrogip Vve  gerekse
immunohistokimyasal olarak gosterdiler. Elde edilen bu bulgular sayesinde kikirdak
tiimorleri ile kordomalar net bir sekilde ayrildigi gibi kordomalarin notokordal
kokenli oldugu ispat edilmistir (Romeo ve Hogendoorn 2006, Vujovic ve ark 2006).
Brachyury Yunancadan koken alir ve kisa kuyruk anlamina gelir (Kavka ve Green
1997). Brachyury T-kutusu transkripsiyon ailesinin bir iiyesi olup embriyonal
devrede mezoderm gelisimde 6nemli roller iistlenir (Beddington ve ark 1992, Fehling
ve ark 2003). ilk olarak 1991 yilinda klonlanmustir (Herrmann, 1991). Brachyury’nin
farelerde kuyruk olusumunda o©nemli roller {istelendigini gosteren c¢alismalar
yapilmistir (Beddington ve ark 1992, Herrmann 1991, Stott ve ark 1993). Son
yillarda, Brachyury’nin embriyonik kok hiicrelerde varligi tizerinde durulmus ve kok
hiicreler tizerindeki etkileri arastirilmistir (Christoforou ve ark 2008, Paige ve ark
2010, Schubert ve ark 1995). Tiim bunlarin haricinde diger bazi teratomlarda da
Brachyury ekspresyonuna rastlanmistir (Park ve ark 2008, Sangoi ve ark 2009, Takei
ve Powell 2010).

Kordomalar ve niikleus pulposus hiicreleri iizerinde yapilan bir baska
calismada ise CD24 antijenin yiiksek miktarda tiretildigi gosterilmistir (Fujita ve ark
2005). Bu ¢alisma ile kordomanin kdken aldigi hiicrelerin niikkleus pulposus hiicreleri
oldugu hipotezi biraz daha gii¢ kazanmistir. Tiim bu bulgularin ardindan daha 6ncede
bahsedildigi iizere 2008 yilinda yaymmlanan calisma kordomanin kdken aldigi

hiicreler hakkinda kusku gotiirmeyecek bilgiler ortaya koymustur (Choi ve ark 2008).

Yapilan tiim bu ¢alismalar sayesinde kordomanin molekiiler tanisi i¢in yeni
belirleyici proteinler ortaya konulmus ve bu sayede literatiirde kondrosarkomlar gibi
kordomalarin siklikla karigtirildigi vakalar azalmistir. Kordomalarin tanisi igin

kullanilan belirteclerin listesi ¢izelge 1.3’te verilmistir.
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Cizelge 1.3. Kordomalarda yiiksek ekspresyon gosteren genler, bulundugu

kromozomal bolgeler ve bu genlerin kordomalardaki varligini gosteren kaynaklar.

Gen Ismi

MRNA mRNA niikleotit Krompzomal Literatiir
kodu Bolge
kodu
1921 (Walker ve ark
EMA NM_002456 1991)
Galektin-3 |  NM_002306 14922.3 (Gotz ve ark 1997)
E-kaderin NM_004360 16g22.1 (Naka ve ark 2001)
Vimentin NM_003380.2 10p13 (Niwa ve ark 1994)
cD24 NM_013230 621 (Oakley ve ark 2008)
11p13 (Saad ve Collins
CD44 NM_000610.3 2005)
Sitokeratin- 17g21.2 (Walker ve ark
19 NM_002276 1991)
7931
c-met NM_001127500 (Naka ve ark 1997)
Brachyury NM_003181 6927 (Romeo ve

Hogendoorn 2006)




1.2.3. Kordoma Sitogenetigi

Kordomalar sitogenetik agidan incelenmis ve klasik G bantlama yontemi,
genomik kiyaslama (CGH) ve floresan in-situ hibridizasyon teknikleri de
kullanilarak kromozomal seviyedeki anomaliler ortaya konmustur (Bayrakli ve ark
2007, Hallor ve ark 2008, Kuzniacka ve ark 2004, Scheil ve ark 2001). Yapilan bu
calismalarda yaklagik 100 kadar vaka kullanilmistir. Literatiirde kordomalardaki
sitogenetik anomali ilk olarak Persons tarafindan gosterilmistir (Persons ve ark
1991). Bu calisma igin sadece iki vaka kullanilmis olup her ikisinde de gesitli
kromozomal anomaliler gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda kromozomlarda bir¢ok
anomali gosterilmesine karsin  kordomalar igin belirleyici bir anomali
saptanamamigtir. En tutarli sonucglar olarak 2001 yili igerisinde yapilan CGH
caligmasi ile gosterilmistir (Scheil ve ark 2001). Bu g¢alismada CGH ydntemi ile
karyogrami yapilmis 16 vakanin bulgularina gére kordomaya spesifik bir bolge tespit
edilememistir (Scheil ve ark 2001). Diger taraftan, 2000 yili igerisinde yapilan 5
sporadik ve 4 ailesel gegis izleyen vaka lizerinde yapilan ¢alismada 1p36 bolgesinde
dublikasyonlarin oldugu gosterilmistir (Miozzo ve ark 2000). 2005 yilinda 6
kordoma vakasi lizerinde yapilan diger bir ¢alismada ise CGH ve interfaz FISH
yontemi kullanilarak elde edilen sonugta 3 tiimoérde 1q23~q24, 7p21~p22, 7q ve
19p13  bolgelerinde duplikasyonlar gozlemlenmistir. Bunlardan sadece 7.
Kromozomlar iizerindeki anomaliler interfaz FISH yontemi kullamilarak

dogrulanmistir (Brandal ve ark 2005).

1.2.4. Kordomanin Ailesel Gegisi

Literatiirde kordomanin ailesel gegis izleyebildigi yoniinde yapilan cok az
sayida ¢alisma mevcuttur. Bu konuda ilk bulgular, 1998 yilinda rapor edilmis
Iskogyal1 bir ailenin iki kusaginda rastlanan 4 vaka (Stepanek ve ark 1998) ve 1999
yilinda ailesel kordoma oldugu sOylenen 2 vaka flizerinde yapilan sitogenetik
arastirmalardir (Dalpra ve ark 1999, Stepanek ve ark 1998). Bu ¢alismalarin ardindan
2001 yilinda linkage analizi kullanilarak yapilan bir caligmada kordomalardaki
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ailesel gecis i¢in 7p33 bolgesinin Onemli olabilecegini belirten bir calisma
yayimlanmistir (Kelley ve ark 2001, Yang ve ark 2001). Buna ilave olarak ailesel
gecis izleyen kordomalar icin 7p33 ve 1p36 bolgeleri {lizerinde c¢aligsmalar
yogunlagmistir (Kelley ve ark 2001, Yang ve ark 2001). Mevcut bulgular 1s1ginda

kordoma ile iliskilendirilmis spesifik bir kromozomal bélge tanimlanmamustir.

1.2.5. Kordomalarin Tedavisi

Kordomalar kemoterapilere karsi oldukga direnglidirler. Literatiirde agresif
kordomalara kars1 kullanilan bazi kemoterapotik ajanlarin kiigiik capli etkileri
gosterilmesine karsin yapilan ¢alismalarda incelenen vaka sayisi oldukga azdir. Bu
nedenle elde edilen bu bulguya siiphe ile bakilmaktadir (Fleming ve ark 1993).
Yapilan calismalarda bu tiimoérden alinan dokularda yiiksek miktarda platelet
bliylime faktorii reseptoriiniin (PDGFR) ve onun aktif formu olan fosforlanmig
seklinin oldugunu gosterilmistir (Tamborini ve ark 2006). Bu sonuglardan yola
¢ikilarak halen daha faz ¢aligmalar1 devam eden tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib
kordomanin tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmistir (Casali ve ark 2004, Orzan ve
ark 2007). Yapilan bu c¢alismalarda, imatinibin kordomalarin en azindan metastaz
yapma oranini diisiirdiigiinii ve prognozu daha iyi hale getirdigini gostermislerdir
(Casali ve ark 2005). Bunun haricinde kordomalarda setuksimab, gefitinib ve
talidomid kullanilmig fakat hasta sayisi az oldugu igin giivenilir sonuglar elde
edilememistir (Hof ve ark 2006, Schonegger ve ark 2005). 2009 yilinda kordomanin
molekiiler temellerinin aydinlatilmast i¢in yapilan diger bir c¢alismada ise
kordomalarda mTOR (mamalian target of rapamycin) yolaginin aktive edildigi
bunun sonucu olarak da rapamisin veya analoglarinin kordomanin tedavisinde rol
oynayabilecegi savunulmustur (Presneau ve ark 2009). Fakat bu fikri destekleyen

caligmalar literatiirde bulunmamaktadir.

Kordomalar {izerinde sadece kemoterapétik ajanlar degil ayn1 zamanda ¢ok
cesitli radyoterapiler de uygulanmustir. Literatiire bakildiginda sakral ve kafa

tabaninda olusan kordomalar i¢in karbon iyon radyoterapi uygulamalari mevcuttur
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(Brackmann ve Teufert 2006, Combs ve ark 2009, Schulz-Ertner ve ark 2007).
Sonug olarak bu g¢alismalarda varilan nokta tiimoriin biiytimesi durdurulsa bile yok
edilmesinin miimkiin olmadigidir (Mizoe ve ark 2009). Karbon iyon radyoterapinin
haricinde proton tedavi ve varyasyonlari da hastalar tizerinde uygulanmigtir (Cho ve
ark 2008b, Foweraker ve ark 2007, Jereczek-Fossa ve ark 2006, Noel ve ark 2005,
Weber ve ark 2007). Bu alanda odaklanmis siber bigak (cyber knife), gamma bigak
(gamma knife) (Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark 2009, Hug ve ark 2002,
Liu ve ark 2008, Marucci ve ark 2004) radyoterapi uygulamalar1 da kordomalar
tizerinde denenmis ve umut vadeden sonuglar elde edilmistir. Yapilan tim bu
calismalarda varilan ortak sonu¢ kordomalar iizerinde yiiksek dozlarda uygulanan
radyoterapilerin etkinligi s6z konusu olmakla birlikte fayda-zarar denge verileri

1s181nda vakaya yonelik uygulamalarin daha dogru olacagi yoniindedir.

Tiim bu gelismeler ¢ercevesinde kordomanin en etkin tedavisinin cerrahi

yontemlerle (en bloc) tiimoériin alinmasi oldugu diistiniilmektedir.

1.2.6. Kordomanin Molekiiler Biyolojisi

Kordoma ¢ok eskiden beri bilinmesi karsin diger kanser tiirlerinin aksine
tizerinde yapilan molekiiler biyoloji temelli ¢alismalar olduk¢a azdir. Giiniimiize
kadar yapilan aragtirmalardan yola c¢ikilarak kordomalarin olusumundaki temel

yapilar ortaya net olarak ortaya konmamustir.

Kordomalar iizerinde yapilan ilk molekiiler temelli ¢alisma 1997 yilinda
yapilmis olup 7 vakadan elde edilen dokulardan DNA izolasyonu yapilarak tiimor
baskilayici bir gen olan RB genindeki mutasyonlar arastirilmis ve sonug olarak iki
vakada RB genin 17. Intron bdlgesinde heterozigotlugun kaybi (LOH-Loss of
Heterozygosity) belirlenmistir (Eisenberg ve ark 1997). Yine ayni yil yapilan, fakat
bu defa bir onkogen olan c-Met (karaciger biiyime faktorii) ilizerinde yapilan
caligmada kordomalarda c-Met genin fazla eksprese oldugu gosterilmistir (Naka ve

ark 1997). 2001 yilinda yapilan bir ¢aligmada, yilizey tutunma proteinleri (CAM-cell
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adhesion molecule) olan E-kaderin, alpha-katenin, beta-katenin, gamma-katenin ve
noral hiicre tutunma molekiilii olan NCAM’in kordomalarda biiylik 6l¢lide eksprese
edildigi gosterilmistir (Naka ve ark 2001). Bu asamadan sonra kordomalarda malign
timor olusumunda 6nemli bir etken olarak goriilen galektin-3 proteinin varligi da

baska bir ¢aligmada ortaya konmustur (Juliao ve ark 2002).

Kordomalarda goriilen lokal invazyonu agiklayan bir ¢alisma yapilmis ve bu
calismalarda kordoma dokularinda yiikksek miktarda MMP-1(matriks metallo
proteinaz), MMP-2, TIMP-1 ve Kkatepsin-B’nin varligima rastlanmistir. Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak kordomanin bulundugu bélgede hiicre digi ortami yikarak

hiicrelerin hareketliligini sagladigi gosterilmistir (Naka ve ark 2008b).

Kordoma iizerine yapilan ¢alismalar arttik¢a hiicre dongiisii lizerinde etkili
olan proteinlerin ekspresyonu arastirtlmaya baglams, ilk olarak da hiicre dongiisii
tizerindeki etkisi daha 6nce bahsedilen siklin D1 proteinin yiiksek miktarda oldugu
gosterilmistir (Kilgore ve Prayson 2001). Timor baskilayici genlerin kordomalardaki
durumlariin arastirildigr bir ¢alismada ise TSC1 (tuberosklerosis kompleks) ve
TSC2 genlerinin kordomalarda inaktif oldugu gosterilmistir (Lee-Jones ve ark 2004).

Bir¢cok kanserde varligi gosterilen c-Met, ve epidermal biiyiime faktor
reseptoriniin  (EGFR) kordomalarda yiiksek miktarda sentezlendigi c-Erb-b2
(HER2/neu)’nin ise farkli seviyelerde sentezlendigi gosterilmistir (Weinberger ve ark
2005). Bu c¢alismadan yola ¢ikilarak kordomanin tedavisinde erlotinib (tarceva)
kullanilmistir (Loehn ve ark 2009, Singhal ve ark 2009).

Tirozin kinazlar anlatilirken bahsedilen platelet biiyiime faktor reseptdriiniin
(PDGFR) kordomalarda yiiksek miktarda hem de fosforile edilmis (aktif) olarak
bulundugunun tespiti kordomalarin tedavisi i¢in yeni kemoterapotik ajanlarin
kullanilmasina yol agmistir (Casali ve ark 2004, Lagonigro ve ark 2006, Negri ve ark
2007, Tamborini ve ark 2006).
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Daha 6nce de bahsi gectigi ilizere epidermal biiyiime faktorii ve reseptori
oldukca fazla miktarda kordomalarda sentezlendigi gosterilmisti. Arastirmacilar bu
sonuglardan yola ¢ikarak EGFR’in uyardigi yolaginin kordomalardaki durumuna
bakmiglar ve sonu¢ olarak Akt-mTOR-S6K/4E-BP1 biyokimyasal yolagin
kordomalarda oldukga aktif oldugunu géstermislerdir (Dobashi ve ark 2009, Schwab
ve ark 2009).

Son on yilda kordomanin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi tizerine
yapilan ¢aligmalarda 6nemli yol kat edilmesine ragmen giiniimiizde halen net olarak

bu mekanizma ¢6ziilmemistir.

1.3. MikroRNA

Gen ekspresyonunun translasyon sonrasi diizenlenmesinde kiiciik RNA
parcalari tarafindan miidahale edilerek genlerin baskilanmasinin tanimlanmasi hiicre
biyolojisi tarihinin en &nemli kesiflerinden biridir. ilk olarak bu kiigiik RNA
pargalarinin bir genin baskilamasinin gosterilmesi petunya bitkilerinde olmustur. Bu
calismada petunya hiicrelerine, disaridan verilen niikleik asit dizilerinin aktarimi
(transfeksiyon) sonucunda, aktarilan bu niikleik asit dizisinin benzeri dizilimi igeren
genin baskilandig1 gosterilmistir (Napoli ve ark 1990). Andrew Fire ve Rob Mello,
Ceanorhadbitis elegans iizerinde yaptiklar ¢caligmada translasyon sonrast meydana
gelen gen ekspresyon diizenlenmesinin mekanizmasini buldular. Bu sonuglara goére
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde RNA interferansi (RNAi) adimi verdikleri
kiiciik RNA pargalarinin sorumlu oldugunu gosterdiler (Fire ve ark 1998). RNAi’nin
mekanizmasinin agiklandigi bu ilk ¢alismada, ¢ift zincirli RNA tasiyan viriislere
kars1 bir hiicresel immiin tepki oldugu ongoriiliiyordu. Buna gore, hiicreye disaridan
gelen bu cift sarmal RNA yabanci olarak goriiliiyor; islenerek kisa pargalara ayriliyor
ve RNAi’lere (siRNA) doniistiiriiliiyordu. RNAi’ler daha sonra kendi dizilimine
benzer dizilime sahip mRNA’lara baglanarak onlarin par¢alanmasini sagliyorlardi.
Bu mekanizma sayesinde viriis replikasyonunun gergeklesmesi igin gerekli

proteinlerin sentezlenmesi 6nleniyordu.
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mikroRNA’lar, 20-25 niikleotid uzunlugunda, i¢ kaynakli kiiciik RNA
molekiillerinin genis bir sinifin1 olustururlar (Ambros 2001, Bartel 2007, Carrington
ve Ambros 2003). Tim oOnciil miRNA’lar yiiksek minimal katlanma serbest
enerjisiyle (MFEI) (Zhang ve ark 2006e), ikincil sag tokasi yapisinda bulunur
(Ambros 2001, Bartel 2007, Carrington ve Ambros 2003). Hayvanlarin (Pasquinelli
ve ark 2000) ve bitkilerin (Floyd ve Bowman 2004, Zhang ve ark 2006c) baz: tiirleri

arasinda miRNA’lar olduk¢a korunmustur.

Yapilan arastirmalarda kodlanmayan kiiciik RNA parcalarinin baz1 genler
tizerinde baskilayici etkileri gosterilmistir. Lee ve arkadaslar1 1993 yilinda tarafindan
kesfedilen kiiciik bir RNA parcasinin, lineage-deficient-4 (lin-4), gen sekansina
neredeyse miikemmel bir benzerlik gosterdigini buldular. C. elegans iizerinde
yapilan bu ¢alismada i¢ kaynakli (endojenik) kii¢iik bir RNA pargasinin (lin-4); post-
embriyonik gelisme igin gerekli bir proteini kodlayan lin-14" genin translasyonunu
genin 3’ bolgesinde bulunan ve translasyona ugramayan bolgesiyle (3"-UTR) RNA-
RNA etkilesimi sayesinde translasyonu diizenledigi gosterilmistir (Lee ve ark 1993).
O zamanlarda bu ¢alisma bilim adamlarin fazla ilgisini ¢ekmemis, cogu arastirmaci
bu bulgularin solucan genetigindeki bir gariplik olarak degerlendirmistir. Daha sonra
bu c¢aligmay: destekler nitelikte olan ve yine C. elegans iizerinde yapilan bir baska
caligmada ise let—7 genini baskilayan kiigciik kodlanmayan RNA pargalarinin varlig
gosterilmistir (Reinhart ve ark 2000). Endojen kii¢iik RNA’larin, haberci RNA’larin
(mMRNA) translasyonunu baskiladigi hipotezi yapilan arastirmalarla desteklenmis ve
“mikroRNA” terimi Science dergisinde yayinlanan bir dizi makalede Onerilmis ve
kabul gormiistiir (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros,
2001).

mMiRNA’lar, genomdan kodlanan ve iiriin olarak bir polipeptidi sifrelemeyen,
yeni kiiglik RNA ailesinin bir liyesidir. Kodlanmayan RNA’lar ailesinin Piwi-
interacting RNA (Aravin ve ark 2007) ve endojen siRNA (Lee ve ark 2006) gibi

transpozonlari mutasyonu 6nlemek amaciyla susturan yeni iiyeleri de kesfedilmistir.
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Hizla gelisen miRNA arastirmalarinin bir gostergesi miRBase isimli miRNA

girislerinin ve bilgilerinin tutuldugu dizi veritabanidir (Griffiths-Jones ve ark 2008).

miRNA'lar gen ekspresyonunu hedef mRNA’lara direk baglanarak ya da
hedeflenmis mRNA’larin hayvanlardaki 3’-UTR bdolgelerinde miikemmel ya da
miilkemmele yakin eslenmesi sayesinde translasyonunu inhibe ederek diizenler (de
Moor ve ark 2005, Lai 2002, Robins ve Press 2005, Stark ve ark 2005, Sun ve ark
2005).

miRNA’larin hedef genlerinin; hayvanlarda gelisimsel zamanlama, kok hiicre
boliinmesi, apoptoz, ¢esitli hastaliklar ve kanserde dahil olmak tizere birgok biyolojik
islemleri kontrol eden genler oldugu gosterilmistir (Abelson ve ark 2005, Alvarez-
Garcia ve Miska 2005, Cheng ve ark 2005a, Cheng ve ark 2005b, Cimmino ve ark
2005, Hatfield ve ark 2005, Houbaviy ve ark 2003, Lee ve ark 1993, Meltzer 2005,
Miska ve ark 2004, Reinhart ve ark 2000, Suh ve ark 2004, Tanno ve ark 2005,
Volinia ve ark 2006, Zhang ve ark 2006b). Giiniimiizde tanimlanmis binlerce
mIiRNA; deneysel metotlar, biyoinformatik yaklasimlar, yazilmis dizi etiketleri
(EST-expressed sequence taq) ve genomik kesif dizisi (GSS-genetic survey
sequence) analizleri kullanilarak tespit edilmistir (Brown ve Sanseau 2005, Lee ve
ark 1993, Zhang ve ark 2006a, Zhang ve ark 2006d, Zhang ve ark 2005). Ancak,
deneysel metotlarin haricinde bulunan miRNA’larin yalnizca bir kisminin varliklari
laboratuar ortaminda ispatlanmistir (Griffiths-Jones ve ark 2006). Biyoinformatik
yazilim ve teknikler kullanilarak belirlenen miRNA’larin yine yazilimlar kullanilarak
mevcut mRNA’larin ancak %30 civarindakileri hedefleyebildigi gosterilmistir
(Berezikov ve ark 2005, Lai ve ark 2003, Lewis ve ark 2005, Lim ve ark 2003a, Lim
ve ark 2003b).

1.3.1. miRNA Sentezi

Literatirde miRNA’larin sentezi ile ilgili yogun caligmalar bulunmaktadir
(Bartel 2007, Chen 2005, Kim 2005, Tomari ve Zamore 2005). Mevcut ¢alismalara
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gore; miRNA’larin genlerden kodlandigi, i¢ kaynakli siRNA’larin ¢ift yonli
transpozon transkripsiyonundan olustugu ve dis kaynakli siRNA’larin ise ¢ift sarmal
RNA viriislerinden (dsRNA) ya da deneysel miidahalelerden kaynaklanan RNA’lar
oldugu gosterilmistir (Chua ve ark 2009, Davis ve Hata 2009, Winter ve ark 2009).

miRNA sentezi miRNA genlerinden RNA polimeraz 1l (RNA pol I1) enzimi
ile tiretilen oncti miRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baslar. Bu oncii miRNA
RNA pol II’nin imzas1 olan 5’-metil guanozin sapkast ve 3’ poli A kuyrugu tasir ve
yiiz ile binlerce sayida niikleotid igeren bir poliniikleotitdir (Ambros 2004, Cai ve ark
2004, Lee ve ark 2002b, Lee ve ark 2004, Zeng ve ark 2005). Oncii miRNA’lar (pri-
mMiRNA) sa¢ tokas: sekilli ilmek ve/veya sap yapilardan olusmustur. Oncii miRNA
sentezinin ardindan niikleusta bulunan Drosa (bir RNaz III endoniikleazi) ve
DGCR&8/Pasa’dan (iki protein igeren ¢ift zincirli RNA baglama noktas1 500-600kDa)
olusan ve mikroislemci kompleksi de denilen yapiya baglanir ve 60-70 niikleotidli 5°
ucunda fosfat ve 3’ ucunda 2 niikleotidlik ¢ikint1 olacak sekilde 60 ila 70 niikleotidlik
pargalar haline getirilerek pre-miRNA haline doniistiiriiliir. pre-miRNA sitoplazmaya
eksportin 5 (bir gen tasima reseptorii ailesi) tarafindan tasinir (Bartel 2007, Bohnsack
ve ark 2004, Lund ve ark 2004, Yi ve ark 2003). Sitoplazmaya gecen pri-miRNA
yine RNA-pol III’tin bir tiirii olan dicer tarafindan kesilerek 20 ila 25 niikleotidlik bir
dubleks yapida olan olgun miRNA ve onun biitlinler miRNA* ¢ift sarmal halini alir
(Grishok ve ark 2001, Hutvagner ve ark 2001, Ketting ve ark 2001). En sonunda
miRNA:miRNA* ikilisi helikaz tarafindan c¢oziilerek olgun bir miRNA ve
miRNA*ya dontisiir (Olgun miRNA’nin tamamlayict dizisi olan kiiciik RNA parcasi
miRNA* olarak gosterilir). Genellikle dubleksin bir iplik¢igi yikima ugrar; bazi
durumlarda ise iki iplikgikten de olgun miRNA’lar iiretilebilir (Gregory ve ark 2007,
Lin ve ark 2005). Dicer’e baglanan olgun miRNA daha sonra argonat (Ago)
proteinlerine baglanir ve RNA-indiiklenmis susturma kompleksini (RISC) olusturur
(Morris 2008, Tang 2005, van den Berg ve ark 2008). I¢ kaynakli ve dis kaynakli
siRNA’lar da paralel yolaklarla tiretilir, fakat ayr1 Dicer ve Ago protein izoformlari

mRNA yikiminda kullanilir(Morris 2008, Tang 2005, van den Berg ve ark 2008).
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Sekil 1.1. miRNA, i¢ kaynakli siRNA, ve dis kaynakli siRNA’larin iglenme
asamalar1 (Saugstad 2010 degistirilerek alinmistir).
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1.3.2.mRNA Hedeflerinin mikro RNA’lar Tarafindan Diizenlenmesi

RNA ile uyarilmis susturma kompleksi (RNA Induced Silencing Complex-
RISC) igindeki miRNA’lar hedef mRNA’lar1 3' UTR bolgelerindeki baz eslesmesine
gore belirlerler (Bartel 2007, Pillai 2005). Hedef se¢iminde baglanmayi saglayan
kisim ise “gekirdek-seed” ad1 verilen sinirli bir bolgedir (Ghildiyal ve Zamore 2009).
Bunun yani sira, miRNA ya da mRNA’lara baglanan proteinler de hedef se¢imini
etkiler (Forman ve Coller 2010). miRNA’lar genel olarak posttranskripsiyonel
diizenlenmeyi; translasyonu baskilayarak veya mMRNA hedeflerinin  yikimini

saglayarak yapar (Gebauer ve Hentze 2004, Meister 2007).

Olgun mRNA'’larda translasyonun baglatilmasinda elF4E (6karyotik baslatim
faktorli 4E) ile 7-metilguanozin dizilimi arasinda dogrudan bir etkilesim gereklidir
(Gebauer ve Hentze 2004, Merrick 2004, Richter ve Sonenberg 2005). miRNA’lar
mRNA’nin 3'-UTR bolgesine baglandiginda, RISC’teki Ago proteinleri mRNA’ nin
7-metilguanozin bolgesiyle etkilesime girerek elF4E’nin mRNA’ya baglanmasini
bloke eder ve bdylece translasyonun baslamasini engeller (Kiriakidou ve ark 2007).
flgili MiRNA’nm baglanmasini takiben MRNA yikimi gerceklestirilerek MRNA yok
olmasiyla ile sonuglanir (Mathonnet ve ark 2007). miR-124’tiin mRNA hedefleri
lizerine yapilan arastirmalar; miRNA’larin hedefi olan mMRNA’larin  hem
translasyonunu hem de varligmmi azalttigini, translasyonun baslangi¢ asamasinda
sonlandirildigini veya translasyonun oldugu boélgede ribozom sayisinin azaltildigini
gostermistir (Hendrickson ve ark 2009). Bu yiizden hedef mRNA’larin ¢ogu ayni

anda hem translasyonel baskilandirma hem de yikima maruz kalirlar.

miRNA islevi mRNA’nin tek bir belirli bolgesine baglanmaya endeksli
degildir. Caligmalarda miRNA-riboniikleoprotein birlesmesinin hedef mRNA’nin
herhangi bir bolgesine baglanarak baslamis olan translasyonu mekanik olarak
engelleyebildigi gosterilmistir (Lytle ve ark 2007). Yapilan arastirmalarda
miRNA’nin reseptor etkilesimli protein 140°1n 5’-UTR bolgesine baglanmasiyla ve

3'-UTR bolgelerinde gosterdigi etkinligiyle kiyaslandiginda daha az etkin olsa da
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miRNA’larin mRNA’da kodlanan bolgeleri de hedefleyebildigini ortaya koyan

sonuglar alinmistir (Forman ve Coller 2010, Tsai ve ark 2009).

miRNA’lar ve ilgili RISC bir mRNA hedefine baglandiginda, RISC
kompleksinde bulunan ve mitojen aktive edici bir kinaz olan P38 ile fosforile olan
argonat proteini-2 (Ago2)’nin hedef mRNA’y1 islevsel pargalara ayirdigini gésteren
calismalar yapilmstir (Pillai ve ark 2005, Sheth ve Parker 2003, Zeng ve ark 2008).
Bazi mRNA’larin yikim sonrast RISC olusumundan ayrildiktan sonra ribozomlara
baglanip translasyona ugradig1 da gosterilmistir (Bhattacharyya ve ark 2006).

1.3.3. miRNA Hedef Ongoriisii

miRNA hedef 6ngoriisiinde ilk agik-kaynakli yazilim olan miRanda 2005’in
yardimiyla yiiksek ihtimalli olarak Ongoriilen miRNA hedef gruplarimin,
transkripsiyon faktorler, miRNA mekanizmasi ve translasyonel diizenlenmesinde rol
oynayan proteinlerle ilgili mRNA’lar1 igerdigi gosterilmistir (John ve ark 2004).
Buna karsin, temel hiicre siireglerinde rol oynayan proteinlerin genlerinin biiytlik bir
kism1 ¢ok kisa 3°-UTR’lere sahiptir ve spesifik olarak miRNA baglanma bdlgeleri
yoktur (Stark ve ark 2005). Omurgalilarda miRNA’larin her biri yaklasik 200
transkript hedefler (Krek ve ark 2005), ancak miRNA basina 6ngoriilen tahmini
hedef sayis1 birka¢ taneden, 800’e kadar ¢ikabilir. Birkag miRNAnin aynt mRNA’y1
hedef olarak tanimasi miimkiin olmaktadir bu durumda hedef belirlenmesi igin
kullanilan yazilimlar MiRanda 2005 ve 2008 (Betel ve ark 2008, John ve ark 2004)
ve PicTar (Krek ve ark 2005) ortak hedefler i¢in birlesimsel miRNA ¢oziimlemeleri
sunmaktadir. Ciinkii ¢oklu miRNA’lar tarafindan hedeflenen mRNA’larda
giiclendirilmis bir translasyonel baskilandirma gozlenmektedir (Doench ve Sharp
2004).

miRNA’larin hedeflerinin belirlenmesinde ilk yaklasim, hedefteki mRNA ile
miRNA’lardaki ¢ekirdek bolge arasindaki dizilim benzesmesini incelemektir.

Bununla birlikte, miRNA’larin baglanmasindaki afinite nedenlerinin artmasi i¢in
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MRNA iizerindeki baglanma bolgelerindeki yapisal 6zellikler ve baglanma bolgesi
de biiyiik 6nem arz eder (Alexiou ve ark 2009). Konu ile ilgili en yaygin kullanilan
veri tabanlar1 Tarbase (Sethupathy ve ark 2006), Ago (Shahi ve ark 2006), ve
mMIRNAMAP’dir (Hsu ve ark 2006, Hsu ve ark 2008) .

miRNA’lar ve kanser

Kanser gelisiminde ¢evresel faktorlerin yani sira ¢ok sayida genetik faktorler
de rol oynamaktadir. Bu genetik faktorlerin bazilar1 timor gelisimini baskilamakta
bazilar1 ise kanser gelisimi uyarmaktadir. Bunlardan onkogen ve timdr baskilayici
(tumor suppressor) genler dahil olmak {izere insan veya diger model hayvan
genomlarinda ¢esitli genler tespit edilmistir. Yakin bir tarihte kesfedilen miRNA,
kanser arastirmalarina yeni bir bakis agis1 getirmistir. 2004’te yapilan bir ¢alismada
miRNA’y1 kodlayan genlerin %50’sinden fazlasinin kanserle iliskilendirilmis
genomik alanlar ya da frajil bolgelerde yer aldigimi gosterilmistir (Calin ve ark
2004b). Bu bulgu miRNA’larin kanserin patojenezinde ¢ok énemli oldugunu ortaya

koymustur (Calin ve ark 2004b).

Glinlimiizde miRNA’larla ilgili ¢aligmalarin neredeyse tiimii kanser
hiicreleriyle normal hiicreler arasindaki ekspresyon profili farkina dayanmaktadir
(Ozen ve ark 2008, Ozen ve Pathak 2000, Zhou ve ark 2010). Bununla birlikte
MRNA ekspresyon profilini belirlemede kullanilan yontemler ayni1 zamanda
miRNA'larin  kanserdeki potansiyel roliinii/rollerini tespit etmek igin yapilan

caligmalarda da kullanilmaktadir.
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Onkogen ve tiimor baskilayici olarak miRNA’lar

Bir hiicre anormal biiylime gosterdiginde ve apoptoz yetenegini yitirdiginde
genellikle kanser olusumuna neden olur. Yapilan bir¢ok g¢alismada miRNA’larin
hiicre bliylimesi ve apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde rol aldiklari
gosterilmistir (Cheng ve ark 2005a, Tanno ve ark 2005). Ornegin, miR-15 ve miR-
16, 16semi, lenfoma ve epitelyum hiicre kanseri dahil olmak iizere ¢ofu insan
kanserinde anahtar rol gérevi goren anti-apoptotik gen B hiicresi Lenfoma 2 (BCL2)
mRNA’sin1 hedefleyerek apoptozu indiiklemektedir (Cheng ve ark 2005a, Sanchez-
Beato ve ark 2003, Tanno ve ark 2005).

Diger bir ¢alismada ise miR-278 geninin yanlis eksprese edilmesinin gozleri
gelismekte olan Drosophila’larda devasa biiyiimelere sebep oldugu gosterilmistir
(Nairz ve ark 2006). Bu bulgular, miRNA’larin baz1 kanserlerin olusumunda, hiicre
biiylimesi ve apoptoz mekanizmasi yoluyla patogenezde yer aldigini akla

getirmektedir.

miRNA’larin kanserlerdeki varligina dair ilk kanit en ¢ok karsilasilan yetiskin
16semi tipi olan insan kronik lenfositik 16semide (KLL) karakterize edilen 13q14
delesyonuyla ilgili bir ¢alismaya dayanmaktadir (Calin ve ark 2002, Dohner ve ark
2000). B-hiicresi kronik lenfositik 16semi (B-KLL) vakalarinin yarisindan fazlasinda
delesyona ugramis bir bélge olan, kromozom 13q14’te bulunan bu bolgede miR-15a
ve miR-16a isimli iki miRNA’nin sentezlendigi genleri icerdigi gosterilmistir.
Detayl1 delesyon analizleri bu iki miRNA’nin KLL hastalarinda kayip ya da ¢ok az

sentezlendigini gostermistir (Calin ve ark 2002).

Tiimor dokulart ve normal dokularda farkli seviyelerde ifade edilen
miRNA’larin  taninmasi, bu miRNA’larin insan kanserlerindeki gorevlerin
belirlenmesi miRNA’larin kanserlerdeki zaten asikar olan patojenik roliiniin daha
fazla aydinlatilabilmesi igin yararli olabilir (lorio ve ark 2005). Bir aragtirmada 245

insan ve fare miRNA geniyle ilgili 368 probu igeren bir mikro dizi ¢caligmasiyla insan
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B hiicresi KLL’lerindeki miRNA’larin genom genelindeki ekspresyon profilleri
belirlenmistir (Calin ve ark 2004a). Mikro RNA mikro dizi analizleri ayn1 zamanda
mIiRNA ekspresyon modelinin KLL nin biyolojik ve klinik davranislariyla da iligkili
oldugunu ortaya konmustur (Calin ve ark 2004a). Bununla birlikte diger ¢aligmada
BCL’nin miR-15a ve miR-16-1’in hedeflerinden biri oldugunu ortaya konmustur
(Cimmino ve ark 2005). Burada KLL’de miR-15a ve miR-16-1’in ekspresyonunun
BCL2’nin ekspresyonuyla ters orantili oldugunu; iki miRNA’nin da post-
transkripsiyon sirasinda BCL2’yi negatif yonde diizenledigini gostermistir (Cimmino
ve ark 2005). Bu durum, bir 16semi hiicre hatt1 modelinde de dogrulanmustir. Bu
bulgular ile miR-15a ve mir-16-1’in fazla eksprese olan BLC2 tiimérlerinin

tedavisinde kullanilabilecegi ileri stiriilmiistir (Cimmino ve ark 2005).

let-7 mikroRNA ailesi insanlarda bulunan ilk miRNA’lardir ve 12 farkl tiirii
mevcuttur. Cogu let—7 geninin bircok kanser tiirlinde delesyona ugradig: veya daha
az sentezlendigi gosterilmistir elde edilen bu bulgular bu aileye mensup genlerin
tumor baskilayici genlerden oldugu diisiincesini akla getirmektedir (Calin ve ark
2004Db).

Akciger kanseri, yetiskinler arasinda en sik rastlanan kanser tiplerinden
biridir. Takamizawa ve arkadaglar1 (2004) in vivo ve in vitro akciger kanseri
caligmalarinda let-7'nin ekspresyon seviyesinin ani bir diigiis gosterdigini tespit
etmislerdir. Azalmig let-7 ekspresyonunun, hastaligin evresinden bagimsiz olarak,
cerrahi operasyon sonrasi hayatta kalma siiresinin kisalmasiyla belirgin bir sekilde
iligkili oldugu rapor edilmistir (Takamizawa ve ark 2004). Ayni zamanda A927
(akciger adenokarsinomu) hiicre hattindaki miRNA let-7’nin asir1  eksprese
edilmesinin kanserli hiicrelerin biiyiimesini engellendigi belirlenmistir (Takamizawa
ve ark 2004). RAS ve MYC ekspresyonunu, translasyonu baskilamak i¢in, onlarin
mRNA’larin1 hedef alarak negatif sekilde diizenlemektedirler (Johnson ve ark 2005).
RAS ve MYC’nin, p53 ile birlikte, akciger kanserinde anahtar onkogen oldugu
vurgulanmaktadir. 3’-UTR'lerinde c¢ok sayida let-7’yi tamamlayan bolge bulundugu
bildirilmektedir (Johnson ve ark 2005).
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Johnson ve arkadaslar1 (2005) akciger timorii dokusunun, normal akciger
dokusuna kiyasla, let-7 seviyesinde belirgin miktarda azalma ve RAS proteini
miktarinda dikkat ¢ekici bir artis sergiledigini gostermislerdir. Burada RAS’in let-7
ile diizenlenmesinin akciger onkogenezindeki bir mekanizma oldugunu ileri

siirmiislerdir.

Akciger kanserinin haricinde let-7’nin meme kanserinde de etkili oldugu
gosterilmistir ve artan let-7 miktarinin memede kanserli hiicrelerin artisini

yavagslattigini ortaya koymustur (Yu ve ark 2007).

Omurgalilarda miR-34’tin {i¢ farkli formu vardir. Bunlar miR-34a, miR-34b
ve miR-34c’dir. miR-34’lin noroblastomlarla ilgili oldugu miR-34 transfeksiyonu
sonucu ndroblastom hiicrelerindeki kaspaz yolagimni aktif ederek hiicre canliligini
diisirdiigi gosterilmistir (Welch ve ark 2007). Daha sonra ise miR-34’tin P53
yolaginda etkili oldugu gosterilmistir (Bailey ve ark 2010, Boominathan 2010,
Ichimura ve ark 2010, Vilborg ve ark 2010). Biyoinformatik analizlerden ve yapilan
caligmalardan yola ¢ikarak miR-34’{in hiicre dongiisiinde ve apoptozda rol oynadigi
bilinen E2F3, CDK4, CDK6, CCNE2, BIR3, DCR3 ve BCL2 gibi genler iizerinde de
etkili oldugu gosterilmistir (Bommer ve ark 2007, Tazawa ve ark 2007).

miR-17-92 ekspresyonu, let-7’nin tersine, akciger kanserlerinde, 6zellikle en
agresif sekli olan kiiciik hiicreli akciger kanserleri formunda, kayda deger bir artig
gostermektedir (Hayashita ve ark 2005). miR-17-92 ayni zamanda akciger kanseri
hiicrelerinin gelisimini de arttirir (Hayashita ve ark 2005).

mMiR-17-92 kiimesinin tahmin edilen hedefleri arasinda PTEN ve RB2 adli iki
timor baskilayict genin de yer almasina ragmen higbir zaman kanitlanmamustir
(Lewis ve ark 2003). Yapilan aragtirmalar miR-17-92 kiimesiyle kiiglik hiicreli
akciger kanserlerinde asir1 miktarda sentezlendigi bilinen c-myc onkogeni arasinda

bir baginti oldugunu gostermistir (O'Donnell ve ark 2005).
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Onkogen olarak miRNA’lar

Cesitli deneyler ve klinik analizler miRNA’larin yeni bir onkogen sinifi ya da
timor baskilayict gen simifi olarak nitelendirilebilecegini ileri siirmektedirler (Xiang
ve Wu 2010, Zhang ve ark 2010b).

Tiimorlerde miktar1 artan miRNA’lar onkogen olarak diisiiniilebilir. Bu
onkogen miRNA’lara “onkomir” adi verilmektedir. Genellikle timor gelisimini;
apoptozu ve tiimor baskilayici genler iizerinde negatif etki yaparak patogenezde rol

alirlar.

miR-17-92 onkogen miRNA igin iyi bir 6rnektir. 13931 bolgesine yerlesmis
olan polisistron bir miRNA olan miR-17-92 kiimesi, lenfoma'nin birkag tipi ve diffiiz
biiyiik hiicreli B lenfomay1 kapsayan akciger kanserleri tiplerinde miktarlarinin
arttigr gosterilmistir (Hayashita ve ark 2005, He ve ark 2005b). Normal dokularla
karsilastirildiginda akciger kanseri ve lenfomalarda, oOzellikle bunlarin agresif
formlar1 olan Kiiciik hiicreli akciger kanseri ve B hiicreli lenfoma gibi birkac kanser
tipinde miR-17-92 ekspresyonu 6nemli dlgilide artis gostermektedir (Hayashita ve ark
2005, He ve ark 2005b). miR-17-92’nin asir1 eksprese edilmesinin transgenik
farelerde (hematopoetik kok hiicreler) lenfomoid maligniteleri belirgin olarak

hizlandirdig1 belirlenmistir (He ve ark 2005b).

c-Myc en iyi tanimlanmis onkogenlerden biridir. Bu genin ya fazla eksprese
edilmesi ya da fonksiyon kaybi insanlarda kansere sebep olur (Cole ve McMahon
1999). Heliks-loop-heliks- 16sin fermuar formunda bir transkripsiyon faktorii olan bu
gen, insan ve hayvan genlerin % 10-15’ini hedefleyerek hiicre boliinmesi, biiyiimesi
ve apoptoz’a bagli hiicre 6liimlerini yonetir (Fernandez ve ark 2003, Levens 2002, Li
ve ark 2003, Orian ve ark 2003). c-Myc ekspresyonunun miR-17-92 ekspresyonuyla
iliskili oldugu ortaya konmustur (O'Donnell ve ark 2005). c-Myc iizerinde yapilan bu
caligmada; c-Myc’in, E2F1 ve miR-17-92’nin transkripsiyonunu es zamanli aktive
ettigi belirlenmistir. Ayrica, miR-17-92 kiimesine dahil iki miRNA olan miR-17-5p
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ve mMiR-20a, E2F1 translasyonunu baskiladigida gosterilmistir (O'Donnell ve ark
2005). Yapilan bu arastirma c-Myc tarafindan diizenlenen miR-17-92’nin E2F]1

ekspresyonunu diizenledigini ileri siirmektedir (O'Donnell ve ark 2005).

Onkogenik miRNA’lara (germ hiicreli testis tiimorii onkogenlerine) ilaveten
verilebilecek iki 6rnek de miR-372 ve miR-373"diir (Voorhoeve ve ark 2006). Bu iki
miRNA hiicre proliferasyonunu ve tiimor gelisimini ve p53 aracili CDK inhibisyonu
ve muhtemelen timdr baskilayict LATS2 geninin ekspresyonunu direkt olarak
baskilama yoluyla arttirir (Voorhoeve ve ark 2006).

Kanserdeki miRNA fonksiyonuyla ilgili arastirmalar mikrogip analizlere
dayanmaktadir. Bu teknoloji ile bir 6rnek iizerinde yiizlerce miRNA’nin ekspresyon
miktar1 tayin edilebilmektedir. Insan genomunda bu giine kadar 1048 miRNA
tanimlanabilmistir. (Griffiths-Jones 2004, Griffiths-Jones ve ark 2006). Tanimlanan
bu miRNA’larin biiylik ¢ogunlugunun heniiz tam olarak fonksiyonlar1 ve hangi

genler tizerinde etkili oldugu konusunda net veriler yoktur.

1.3.4. miRNA calismalarinda kullanilan temel yontemler

miRNA calismalarinda, temel molekiiler biyolojik teknikler kullanilmaktadir
(Lee ve ark 1993, Schmittgen ve ark 2004). Bununla birlikte, miRNA ekspresyon
profili, miRNA’larin kanser patogenezindeki fonksiyonunu arastirmak i¢in iyi bir
baslangi¢ noktasidir. Belirli bir miRNA’nin kanserli hiicredeki yoklugu ya da fazla
sentezlenmesi miRNA’nin kanser baglangici ve gelisimindeki 6zel roliinii ¢alismaya

imkan vermektedir.

miRNA aragtirmalarinda kullanilan birgok metot bulunmaktadir. Bu
yontemler; tamamlayici (antisense) inhibitorler, transgenik canli ve hiicre
olusturulmasi, 6zel dizayn edilen promotor bdlgeler ve nokta mutasyonlar
olusturarak miRNA ekspresyon seviyesinde farklilik olusturacak deney

diizenekleridir. Hedeflenmis miRNA nin islevini bloke etmek i¢in antisens inhibitor
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kullanmak iyi bir O6rnek sayilabilir. Bu yontemde yapay antisens RNA hiicresel
mRNA’larla miRNA’ya baglanabilmek ic¢in rekabete girer. Antisens RNA,
miRNA’larla bir araya gelir ve miRNA’nin fonksiyonunu inhibe ederler. Bu durum
iki bagimsiz arasgtirma grubu tarafindan dizi spesifik baskilama ve siRNA ile
indiiklenmis RNA susturulmasi (silencing) olarak basartyla kullanilmistir (Hutvagner
ve ark 2004, Meister ve ark 2004). Bu calismalarin ardindan bu yontem

arastirmalarda sikc¢a kullanilabilir hale gelmistir.

miRNA’lardaki ya da hedeflerindeki nokta mutasyonlart ayni zamanda
miRNA’larin  kanserdeki fonksiyonunu belirlemede kullanilmaktadir. Nokta
mutasyonlarindaki bir bariz avantaj da miRNA’larin ve hedef genlerin direkt
etkilesimlerinin bu yontemle belirlenebiliyor olusudur. Yapilan ¢alismalarda
“cekirdek dizisi” miRNA’larin hedeflerini tanimalarinda onemli bir faktér ve
cekirdek dizilerindeki hatali esleme oraninin artmasit miRNA’larin  gen
diizenlenmesindeki islevini de dikkat ¢ekici bir bigimde diistiriir (Lewis ve ark 2005).
Bu teknik miRNA’lar ve hedeflerinde nokta mutasyonlar1 tasarlamakta
kullaniimaktadir. Bélgeye has bir miRNA adayi igin “gekirdek bolge”deki bir ya da
iki niikleotidlik degisimler miRNA’nin hedefine baglanmasi olasiligint 6nemli
oOl¢lide azaltacak, bu miRNA’larin hedef bolgelerinde (overexpression) ¢ogalmasiyla
sonuglanacaktir. Eger bu miRNA’lar ya da hedefleri kanser olusumunda yer

aliyorlarsa, bu nokta mutasyonlar kanser olusumunu etkileyecektir.

1.4. Mikrocip

Mikrogip (microarray) yontemi, ayni anda binlerce niikleik asit diziliminin
tamamlayici dizileri ile olan etkilesimini analiz etme esasina dayanmaktadir. Bugiine
kadar ticari olarak farkli yontemler kullanilarak c¢esitli mikrogipler iiretilmistir.
Yapilan g¢aligmalarda mikrogip yontemi kullanilarak doku olusumu, gelisimi ve
kanserin de dahil oldugu birgok durumun ve gen ekspresyon profilinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir (Bignell ve ark 2004). Mikrogip’lerden

44



elde edilen yiiksek miktardaki bilgilerin analizi i¢in yeni yazilimlar ve bu tarz

bilgilerin analiz edilmesi i¢in biyoinformatik denilen bilim dali ortaya ¢ikmustir.

Gen ekspresyonu i¢in kullanilan mikrogip’te haberci RNA’lar tarafindan
hazirlanan floresansli problar, iizerinde belli genlere 6zgii binlerce DNA dizisinin
bulundugu yiiksek yogunluklu matrikse hibridize edilir. Bir RNA ornegindeki
transkripte olmus genler arasindaki ifade seviyeleri ise hibridizasyon yogunluguna

gore sayisal olarak kiyaslanir.

Tamamlayict DNA mikrogipleri; DNA’nin tamamlayici zincirleri arasindaki
karsilikl afinite esasina dayanan bir mikrogip yontemidir. Cipin biiytikliigii 500 gen
ile 30000 gen arasinda degisebilmektedir. Arzu edilen genler segildiginde her bir gen
i¢in bir klon segilir ve bu klonlar1 taniyacak evrensel primerler elde edilir. Bun genler
polimeraz zincir reaksiyonu sayesinde cogaltilarak agaroz jel elektoforezinde
goriintlilenir ve bir sonraki adim olan saflastirma islemine hazir hale getirilirler.
Saflastirilmis O6rnekler hazirlandiktan sonra giftler halinde dnceden belirlenmis cam
lamlar iizerine konumlandirilir (Liu ve ark 2010). Basili lamin iizerinde her bir gene
tekabiil edecek iki nokta bulunmaktadir. Baski ii¢ yoldan biriyle yapilabilir:
fotolitografi, mekanik, ya da miirekkep jeti’dir.(Lee ve ark 2002a). Fotolitografi
yontemi DNA’y1 kovalent olarak lama baglamak icin ultraviyole 1sik kullanir,
mekanik noktalama DNA taginmasi i¢in kilcal eylem ve igneler kullanmaktadir ve
miirekkep jeti uygun miktarda DNA’y1 dagitmak i¢in elektrik akimini kullanir.
Lamlara konumlandirma yapildiktan sonra ultraviyole c¢apraz baglama DNA’y1
denatiire eder ve sonra DNA’min bu cam yilizey iizerinde sabit kalmasim

saglar.(Arslan ve Laurenzi 2009)

Mikrogipler, gen ekspresyon farkliliklar1 i¢in kullanilir. Bu farkliliklar
vurgulamak amaciyla, uygun kontrollerin kullanilmasi hayati énem tagimaktadir.
mRNA’lar kontroliin yanmi1 sira deney Orneklerinden elde edilmeli ve dizi deney
kullanim i¢in saflastirilmalidir. Bu RNA, bir¢cok kaynaktan elde edilebilir; 6rnegin

hayvan modellerinden, klinik hastalarindan ve histoloji olarak arsivlenmis doku
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orneklerinden hazirlanabilmektedir mRNA’nin ¢ikarilmasinin ardindan, ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyon yontemiyle mRNA’ya uygun tamamlayici
DNA’lar sentezlenir (Foglieni ve ark 2010). Aktif olarak transkripte edilecek
genlerin kopyalarinin olmasi gerekir ve daha sonrasinda bu MRNA’larin tamamlayici
DNA’lara (cDNA) gevrilmesi gerekmektedir. Kontrol ve deney mRNA igin ters
transkripsiyon olayi birebir ayn1 olup tek fark kontrol ve 6rnek RNA farkli floresans
boya ile isaretlenmesidir. Yesil floresan veren boya olan Cy3 ile etiketlenmis
niikleotidler kontrol tamamlayict DNA’ya yapistirilirken, kirmizi floresan veren
boya olan Cy5 ile etiketlenmis niikleotidler deneysel DNA’ya yapistirilmistir
(Borden ve ark 2005). Bundan sonra her iki prob karistirilir ve cam lama melezleme
(hibridizasyon) yontemiyle baglanir. Hibridizasyon tamponuyla iyice yikanan lamlar

bir gece boyunca inkiibasyona birakilir ve tarama igin hazir hale getirilir.

Lam iizerinde tek zincirli tamamlayict DNA problar eslenik tek zincirli
tamamlayict DNA’larina denk gelirse iki prob arasinda bir bag olusmaktadir. Lazer
tarama, yapistirtlmig olan floresan boyalar1 etkinlestirir ve melezlesmis problu
lamlarin {izerindeki alanlar, kirmiz1 veya yesil lekeler olarak taranarak goriintiilenir.
Problanmamis gen noktalari karanlik olarak goriinmektedir. Kirmizi noktalar Cy5 ile
isaretlenmis deneysel Ornekte ifade edilen gene karsilik gelirken, yesil noktalar Cy3
ile igaretlenmis kontrol ornekte ifade edilen gene karsilik gelirler. Eger bir gen iki
kosul altinda da ifade ediliyorsa, her iki prob da melez olarak baglanir ve 0 nokta sar1
olarak goriiniir. Gelismis lazer tarama donanimlari 151k yogunlugu temeline gore
sayilabilen verileri bilgisayara almak i¢in kullanilir. Oranlar1 karsilastirarak Cy5 ve
Cy3 siddetleri, kantitatif gen ekspresyonu degerlendirmek icin kullanilabilir. Farkli
kosullar altinda, bireysel genler yukar1 veya asag1 diizenlenmis olarak diizenlenebilir
ve bu degisiklikleri belirteglerin floresan sinyalleri yansitir. Ornegin Cy5’in Cy3’ e
orani bir ise bu bir degisiklik olmadigini, birden az bir degerse azalan (kontrol olan
Cy3’de daha biiyiik bir yogunluk oldugunu gosteren) ve bu deger birden daha fazla
ise bir artan (deneysel olan Cy5’de daha fazla yogunluk gosteren) miktarlarda

oldugunu gostermektedir.
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Bir mikrogip deneyinin en karmasik kismi verilerin degerlendirilmesidir. Cip
format1 genom etkilesimlerini incelemek i¢in uygun formatta dizayn edilmistir. Fakat
bu durum karmasiklig1 basitlestirememektedir. Ornegin 10.000-gen dizisi igin
10.000°den fazla veri noktast mevcuttur ve sonuglarin gecerliligi replikasyon yoluyla
miimkiin kilinmistir. Tipik bir mikrogip deneyi, on, yirmi hatta otuz tane lamin
kullanilmasiyla ortaya ¢ok biiyiik miktarlarda veri tiretilmesini ve analizi sayesinde
bir sistemi en genis haliyle resmedilmesini saglamaktadir. Veriler ¢esitli sekillerde
analiz edilebilmektedir. Analizin ilk asamasi olan normalizasyon hayati 6neme
sahiptir. Normalizasyon sayesinde mikrogip’teki 1simalar daha anlamli hale getirilir.
Biyoteknoloji endiistrisi, deneyleri karsilastirmak ve istatistiki degerlendirmeye
dayali kiime diyagramlart olusturmak ic¢in yazilim paketler gelistirmistir
(Cunningham 2000). Bu gelisimler genel kaliplari tespit etmede yararli olup baska

deneyleri yonlendirmek adina kullanilabilir.

Ham sayisal verilerin analizi ifade diizeylerinde anlamli degisim gdsteren
belirli genleri tanimlamak ig¢in yararlidir. Anlamlilik sinirlart gesitli matematiksel
testler tarafindan belirlenir. Faydali veri analizi deney odaginin dogru anlasilmasi
tizerine baghdir. Bir mikrogipten gelistirilen muazzam hacmi basariyla kullanmak

i¢in, deneyin 6zgiin amaglarini belirlemek 6nemlidir.

Mikrogip teknigi kapsaminda ¢ok cesitli deneysel durumlar uygulanabilir hale
getirilmigtir. Temel olarak bilinir ki gen ifadesindeki degisiklikler neticesinde
gelisim ve hastaliklar meydana gelir. Mikrogip sayesinde normal ve anormal doku
arasindaki ifade farkliliklar1 karsilastirilmaktadir ve birinin neden gergekten normal

digerinin ise anormal oldugu belirlenebilir.

1.5. Mikrocip, miRNA ve Kordoma

Mikrogip teknolojisi gelistikce kanser ¢alismalari i¢in kullanim potansiyeli de
artmistir. Kanserli ve normal hiicrelerdeki bilinen tim MRNA ve miRNA’larin

ekspresyon modellerinin karsilastirilabilmesi 6nemlidir. Bu sebeple ekspresyon
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profilini tek bir zamanda tespit edecek bir metot olarak mikrogip teknolojisi
kullanilir. ki renkli floresana dayali mikrocip teknolojisi (DNA mikrogip) anlik gen
ekspresyonunu saptamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Birkag laboratuar DNA
mikrogip teknolojisini kullanarak miRNA mikrogip teknolojisini olusturmustur
(Babak ve ark 2004, Barad ve ark 2004, Liang ve ark 2005, Liu ve ark 2004, Nelson
ve ark 2004a, Nelson ve ark 2004b, Thomson ve ark 2004). Thomson ve arkadaslari
(2004), 1smarlanabilir iki kanall1 bir miRNA mikrogip platformu gelistirmis ve 124
memeli mIRNA’simin ekspresyon seviyelerini goriintiileyebilmek i¢in kullanmistir

(Thomson ve ark 2004).

miRNA mikro dizi analizleri kanser dokular1 ve normal dokular arasindaki
iliskinin daha iyi anlasilmasinda kapsamli bir teknoloji haline gelmistir (Liang ve ark
2005, Liu ve ark 2004). Buna ek olarak, birkagc miRNA onkogen ve ya timor
baskilayict genin belirlenmesiyle miRNA’larin kanserlerdeki roliinii arastirmada,
siklikla miRNA mikrogip kullanilmistir (Calin ve ark 2005, lorio ve ark 2005, Lu ve
ark 2005).

Mikrogip teknolojisi kordomalarda ilk olarak 2005 yilinda kullanilmistir. Bu
calismada klasik mikrogipler yerine doku ¢ipleri kullanilmistir (Oakley ve ark 2008).
llerleyen dénemlerde klasik mikrogip yéntemi kullanilarak karsilastirmali genomik
hibridizasyon ¢ipleri kullanilarak kordomalarda molekiiler karyotipleme yapilmistir
(Brandal ve ark 2005, Hallor ve ark 2008, Yang ve ark 2009). 2006 yilina
gelindiginde ise Londra’da bir ekip ilk defa kordomalarda mikrogip teknolojisini
kullanilarak mRNA ekspresyon analizini yapmistir (Vujovic ve ark 2006). Son
olarak bu tez c¢aligmasmin yapildigi esnada 2009 yilinda 2 doku iizerinde yapilan

miRNA ekspresyon profil ¢alismasi yaymlanmistir (Duan ve ark 2010).

Bu tez ¢alismasinda insan kordomalarindaki miRNA profili niikkleus pulposus
dokusuyla kiyaslanarak belirlenecegi i¢in kordomanin molekiiler patogenezinin

belirlenmesinde 6nemli bir katki yapacagmi ayrica kordomanin molekiiler tabanli
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tedavisinde potansiyel ajanlarin belirlenmesinde etkin bir ¢alisma olacagini

distinilmiistiir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Selguk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali ve Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ve Beyin
Cerrahisi Anabilim Dallarinda gergeklestirilmistir. Calismanin etik kurul onami
Yeditepe Universitesi Kurulundan alinmistir (Bkz. EK-A). Calisma kapsaminda
kullanilacak doku 6rneklerinin alindigr goniillilerden bilgilendirilmis (Bkz. EK-B)
ve aydinlatilmig (Bkz. EK-C) onamlar1 alinmstir.

Calisma kapsamina iki goniillii grup alinmustir. Birinci grup Beyin Cerrahisi
Anabilim dalinda ameliyat edilen kordoma tanisit konmus 12 hasta ve ikinci grup
olarak disk hernisi tanis1 konmus 12 hastadan olugsmaktadir. Kordoma hastalarindan
ameliyatla alinan tiimoér dokusu ve disk hernisi hastalarindan ise alinan niikleus

pulposus dokusu kullanilmistir

Calismada kordoma hiicre hatt1 olarak UCH-I hiicre hatt1 kullanilmistir ve bu

hiicre kiiltiirii Amerikan Kordoma Dernegi tarafindan hediye edilmistir (Scheil ve ark
2001).

2.1. Dokudan RNA izolasyonu

Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA ekspresyon profili igin

bu dokulardan trizol yontemi kullanilarak RNA izolasyonu yapildu.

Ameliyat sonrasi temin edilen kordoma dokularit yeterli miktarda olanlar
steril ortamda bistiiri ile kesilerek 4 parcaya ayrildi. Birinci parca hiicre kiiltiirtinde
kullanildi. kinci parcadan RNA izolasyonu gergeklestirildi (bkz. Protokol 1). Diger

iki parca ise -80°C’de uzun siireli muhafaza edilmek iizere saklandi.

Disk hernisi hastalarindan alinan niikleus pulposus dokularindan primerler

hiicre kiiltiirleri hazirland1 (Bkz. Protokol 2). Hazirlanan hiicre kiiltiirlerinden her biri

50



igin 3 adet kriyo tiip donduruldu ve ayrica bu hiicrelerin primer kiiltiirlerinden trizol

metodu kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.

Protokol 1. Trizol yontemi kullanilarak doku ve hiicre kiiltiirlerinden RNA

izolasyonu

X/
L X4

*
L X4

X/
L X4

50-100 mg agirhigindaki doku 6rnekleri steril bisturi kullanilarak laminar flov

igerisinde kiiciik parcalara ayrilir.

Niikleus pulposus hiicreleri igin; T25 hiicre flaski (nunc kat no: 136196) %80-90
yogunluga geldiginde (yaklasik olarak 1x10° hiicre) tripsin-EDTA (Gibco kat
n0:25200-056) ile muamele edilerek hiicreler kaldirilir. Kaldirilan hiicreler 15
ml’lik falkon tiiplere (BD kat no:352097) aktarilarak 2000 RPM’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan st faz atilarak hiicre pelleti tizeri 3 ml PBS
(fosfat tampon soliisyonu- Gibco kat no:10010-015) soliisyonu eklenerek
hiicreler yikandi. Tekrar 2000 RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Bu asamadan sonra
iist faz atilarak dokularla birlikte ayn1 protokol uygulandi.

Trizol uygulamasi i¢in hazirlanan ve 1,5 ml’lik tiiplere (Axygen kat no: MCT-
150) konan ornekler iizerine 1 ml trizol soliisyonu (Invitrogen kat no: 15596-
026) eklendi. 30-45 sn siddetli ve darbeli vorteks yapildiktan sonra érnekler 5 dk
oda sicakliginda bekletildi.

Beklemenin ardindan her bir 6rnege 0,2 ml kloroform (sigma kat no:25690)

eklenir ve yine 30-45 sn vorteks veya pipetaj yapildi.

Bu asamanin ardinda hiicreler 5 dk oda sicaklifinda bekletildikten sonra daha

onceden +4° C’ye kadar sogutulmus 12.000 g’de 20 dk santrifiij edildi.
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X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Santrifiijiin ardindan iist faz ¢cok dikkatli bir sekilde alinarak bir bagka 1,5 ml’lik
tiipe aktarildi ve her bir 6rnek i¢in 0,5 ml izopropil (sigma kat no: 19516) alkol
eklendi.

Bu asamadan sonra drnekler 20 dk oda sicakliginda bekletildikten (problem
oldugunda ise biitiin bir gece -20 ° C’de bekletilebilir) sonra yine sogultulmus

santrifiijde 12.000 g’de 15 dk santrifiij edildi ve {ist faz dikkatli bir sekilde atildi.

Pellet % 75’lik etanol (Sigma kat no: 51976) ile yikand1 ve tekrar sogutulmus
santrifiij’de 5 dk santrifiij edildi.

Ust faz dikkatli bir sekilde atildiktan sonra pellet kurumaya birakilds.

Pellet kuruduktan sonra distile suyla pelletin biiyiikliigiine bagli olarak distile

suyla sulandirildi

RNA izolasyonundan sonra her bir drnek i¢in UV. Spektrofotometre (Implen

NanoPhotometer™ UV/Vis spectrophotometer) ile RNA miktar1 ve iirlin safligi

ol¢iildii. Miktar tayini yapilan RNA’lar MOPS soliisyonu kullanilarak agaroz jelde
yiiriitiildii (Bkz. Protokol 3).

Protokol 3. MOPS Tamponu Agaroz Gel Hazirlanmasi

X/
o

DS

*,

X/
°

X/
°

%1’lik agaroz jel icin 100 ml 1X MOPS (sigma kat no: M5755) tamponunun
icine 1 gr agaroz (sigma kat no: A4718) kondu.

Agaroz tamamen ¢oziiliinceye kadar mikrodalga’da kaynatildi

Kaynatildiktan sonra i¢ine 4ul Etidyum bromid (sigma kat no:E1510) eklendi

Jel tablasina dokiildiikten sonra uygun taraklar takilarak sogumaya birakildi.
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X/

¢ Jel polimerizasyonu gergeklestikten sonra 1X MOPS tampon soliisyonu ile dolu

olan jel tankina kondu.

¢ Jelin her bir kuyucuguna 300-500 ng RNA yiiklenerek 80 V 45 dk yiiriitildi

>

¢ Yiiriitmeden sonra jel U.V. transliminator’de goriintiilendi.

2.2. Primer ve UCH-I Hiicrelerinin Kiiltiirii

Calisma kapsaminda kordoma ve niikleus pulposus dokusundan direkt olarak
RNA izolasyonu yapilmaya ¢alisildi. Kordoma dokularindan saglikli RNA izole
edilmesine ragmen niikleus pulposus dokularindan yeteri miktarda ve saglik RNA
izolasyonu yapilamadi. Yapilan literatiir arastirmalarinda niikleus pulposus
dokularindaki hiicre dis1 matriksin ¢ok ve yogun olmasindan dolayr dokulardaki
birim hacim basina diisen hiicre sayisinin ¢ok az oldugu bildirilmektedir (Ahn ve ark
2002, Miyamoto ve ark 2002, Oguz ve ark 2007, Seguin ve ark 2006). Bu asamadan
sonra, niikleus pulposus dokularindan saglikli RNA izolasyonu i¢in elde edilen
dokunun enzimatik pargalanmaya maruz birakildiktan sonra hiicre kiiltiiriniin

yapilmasinin gerekliligine karar verildi (Bkz. Protokol 2).

Protokol 2. Dokulardan primer hiicre kiiltiirii hazirlanmasi

% Hastalardan ameliyat esnasinda alinan doku 6rnekleri daha 6nceden igine 5 ml;
%89 DMEM (Gibco kat n0:31966-021), %10 FBS (Fetal Bovine Serum-Gibco
kat no: 10500-064) ve %1 penisilin streptomisin soliisyonu (Gibco kat
n0:15070-063) igeren biiylime besiyeri konulmus 15 ml’lik tiipler igine

konularak en gec 1 saat i¢erisinde laboratuara ulastirild.

X/

¢ Laboratuvara gelen doku ornegi PBS soliisyonu ile yikandiktan sonra daha
onceden kollojenaz enzimlerinin oldugu soliisyona konularak ¢alkalayicili
etiiv’de 37°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi en az 4 saat olmak {izere doku

biiyiikliigiine ve tiiriine gore biitiin bir geceye kadar uzatilabildi
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o0

X/
L X4

Kollojenaz Soliisyonun Hazirlamsi: 200ml DMEM/F12 (Gibco kat no: 31331-
028) besiyeri igine 0,05’er gr kollojenaz tip I, tip I, tip IV ve tip V kondu.
Kollojenazlar besiyerinde ¢oziildiikten sonra 0.22 um’lik enjektor filtrelerinden
(millipore millex Gp kat no:SLGP033RS) gegirildikten sonra belirli hacimlere
boliinerek -20°C’de saklandi.

Inkiibasyonun ardindan tiipler 2000 RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz
atildiktan sonra ¢ogaltma besi yeri eklendi. Hiicre kiiltiir flaskina aktarildi ve %5

CO;, hiicre kiiltiirii i¢in uygun etiive kiiltiire birakildi.

Ik besi yeri hiicrelerin flask yiizeyine tutunmasina bagl olarak 3-7 giin sonra

degistirildi.

Hiicre kulturleri elde edildikten sonra daha sonra kullanilmak izere sivi azota

konuldu (Bkz. Protokol 4).

Protokol 4. Hiicre Dondurulmasi

X/
L X4

X/
°

Kiiltiire edilen hiicreler hiicre flask yogunlugu %=80-90’a ulastiginda tripsin

EDTA ile kaldirilarak 15 ml’lik tiiplere kondu.

2000 RPM’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist faz atildi.

Kalan hiicre pelleti lizerine 1 ml hiicre dondurma besiyeri (Gibco kat no: 12648-
010) eklenir ve 500 pl’lik hacimlerde kriyo tiiplere (Corning kat no:430499)
aktarildi.

Kriyo tiipler mr frosty (nalgene kat no:5100-0001) konularak -80°C’ye kaldirild

-80°C’ye konulduktan 48 saat sonra s1v1 azota aktarildi.
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Protokol 5. UCH-I Hiicre Hattinin Kiiltire Edilmesi

UCH-I hiicre hatt1 icin ylizeyi % 0.1 jelatinle (Sigma kat no:G1393)

kaplanmis T75 hiicre flaski kullanilmistir.

X/
L X4

X/
L X4

%2’lik jelatin soliisyonu oda sicakligina varincaya kadar 1sitild1.

Her bir T75 hiicre flaski i¢in PBS ile seyreltilmis 3ml %0.1lik jelatin soliisyonu
hazirlandi1 ve T75 hiicre flaskinin i¢ ylizeyini tamamen kaplayacak sekilde

kondu. Bu sekilde T75 hiicre flaski 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

Inkiibasyonun ardindan %0.1°lik jelatin soliisyonu gekilerek T75 hiicre flaski iki
defa PBS ile yikandiktan sonra yine oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Hazirlanan bu T75 hiicre flasklarma 4x10° kordoma hiicresi 12ml’lik besiyeri

icerisinde eklenerek %5 CO;’li etiivde inkiibasyona birakildi.

Hiicre yogunlugu T75 flaskin %80°’ni kaplayacak duruma gelene kadar her 3
giinde 1 besiyeri degisimi yapildi.

UCH-I hiicre besiyeri: %70 IMDM (Gibco kat no:31980-022), %19 RPMI
(Gibco kat no:11875-093), %10 FBS ve %1 PSA soliisyonlar1 karistirtlarak

hazirlandi.

UCH-I hiicreleri %0,05°1lik tripsin-EDTA soliisyonu(Gibco kat no:25200-056)

kullanilarak pasajlandi.
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2.3. Klasik PCR Cahsmasi

Sagliklit RNA’s1 elde edilen her bir kordoma ve niikleus pulposus drnegi i¢in
Klinik bilgilerin haricinde literatiir taramalarinda kordoma ve niikleus pulposus
dokularinin dogrulanmasi igin belirlenen bu genlerin klasik PCR (Polymerase Chain
Reaction) ile ekspresyonuna kalitatif olarak bakildi (Bkz. Protokol 6). PCR’da

kullanilan gen ve primer bilgileri ¢izelge 2.1’de verilmistir.

Protokol 6. cDNA sentezi (Qiagen kat no: 205311) ve Klasik PCR protokolii

cDNA sentezi:

Her bir 6rnek icin, asagidaki verildigi gibi karigim-A hazirlandi.

Miks A

Soliisyon Miktar (ul)
gDNA uzaklastiric1 tampon 2

RNA (500ng- 50ng/ul) 10

dH,0 2

Toplam hacim 14.0

¢ Bu 14 pl karisim hazirlandiktan sonra Ornekler 1s1 blogunda 42°C’de 2 dk
bekletildi.
% Is1 blogundan alinan 6rnekler bir an dnce buz igerisine konularak burada da 2 dk

bekletildi.

Miks B

Soliisyon Miktar (ul)
Quantiscript reverse transcriptase 1
Quantiscript RT Buffer 5X 4

RT Primer Miks 1

Toplam hacim 6.0
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¢ Karisim A ve B birlestirilerek 42°C’de 30 dk bekletildi

¢ En son olarak enzim inaktivasyonu i¢in 95°C’de 3 dk tutuldu.

Klasik PCR Karisimi hazirlanmasi: Her bir 6rnek i¢in son hacim 20 pl

Miks

Soliisyon Miktar (ul)
2X PCR soliisyonu (fermentas kat no: K1071) 10

Ornek cDNA’s1 (1/30 sulandirilmis cDNA’dan) 4

Primer F/R (10uM) 0.3

dH,0 5.7
Toplam 20

Karigimlar hazirlandiktan sonra o6rnekler PCR cihazina yerlestirilerek PCR

programi uygulandi. Kullanilan gen ve primer listesi ¢izelge 2.1°de verilmistir.

s PCR Program

95°C  5dk 1 dongi

95°C 45 sn
68°C-1 30sn » 15 dongii

95°C 30 sn
95°C 45 sn
52°C 30sn » 30 dongii
72°C 30 sn

72°C 5dk 1 dongii
Kullanilan PCR cihazi Bio-Rad MyCycler
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Cizelge 2.1. Kordoma ve Niikleus pulposus dokularinin dogrulanmasi i¢in kullanilan

genlere 6zel primer dizilimleri. (Kisaltmalar CH: Kordoma dokusu, NP: Niikleus
pulposus dokusu)

Gen Ismi Primer Dizilimi Uriin Primer Doku
mRNA kodu Biiyiikliigii | Tasarimi
F 5 CTCAGACGTCAGCGTGAGTG 3' Ter CH/NP
EMA 277bg hibi
R 5 GGGGCTACGATCGGTACTGC 3' sanii
F 5 TCTTCTGGACAGCCAAGTGC 3' ; CH
Galektin-3 204b¢ saheifai
R 5 GTGGAAGGCAACATCATTCC 3'
F5 GTCACGCTGAATACAGTGGG 3 CH
E-kaderin 251bg s;rrfif)i
R5 GCTCCTTGGCCAGTGATGCT 3'
H/NP
F 5 CTCTACGAGGAGGAGATGCG 3' ez CHI
Vimentin 220bg Sahibi
R 5 GTTCAAGGTCAAGACGTGCC 3'
cD24 F 5° GCCAGTCTCTTCGTGGTCTC 3’ Te CH/NP
142bg -
R 5° CCTGTTTTTCCTTGCCACAT 3’ Sahibi
F 5> ACTGCAGCCAACTTCCGAGG 3’ Tez CH
CD44 260 Sahibi
R 5’GGAATACACCTGCAAAGCGG
_ _ F5 CTGGTACCAGAAGCAGGGGC 3' 1oy | CH/NP
Sitokeratin-19 190bg Sahibi
R 5’ CATGCGCAGAGCCTGTTCCG 3’ anibi
F5 GGCTGGTGCCACGACAAATG 3' T CH
c-met 276bg Sar?izbi
R5 CATGGCAGGACCAACTGTGC 3'
F5 TGCTTCCCTGAGACCCAGTT 3' T CH
Brachyury - 121bg o
R5 Sahibi
GATCACTTCTTTCCTTTGCATCAA 3'
F 5' CCATCTTCCAGGAGCGAGATC 3 Tez CH/NP
GAPD R 5 GGCATTGCTGATGATCTTGAGG | 2270¢ Sahibi

3|
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2.4. Mikrogip Cahismasi

Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA ekspresyon profilinin
belirlenmesi i¢in agilent marka mikrogipler (Agilent Human miRNA Microarray Kit
Ver. 3.0, 8x15K, 3 slides/kit kat no: AGT-G4470C) kullanildi. Mikrogiplere
orneklerin hibridizasyonlar1 i¢in yine tiretici firmanin sarf malzemeleri (Agilent
miRNA Complete Labeling Reagent and Hybridization kat no:AGT-5190-0456)
kullanild1 (Bkz. Protokol 7).

Calisma kapsaminda Agilent firmasi tarafindan oldukca hassas bir teknoloji
kullanilarak hazirlanan mikrogipler kullanilmis olup bu mikrogipler 962 insan ve 69
insan viral miRNA’larin1 igermektedir. Bu mikrogiplerde 40-60 mer oligoniikleotit
problar SurePrint teknolojisi ile 6zel olarak kodlanmis cam lamlar {izerine hassas bir
sekilde basilmistir. Ayrica problarin 5’ ucuna G ve hibridizasyon sirasinin 3’ ucuna
da C residiisii isaretleme sirasinda ilave edilerek dogru miRNA ya baglanma 6zelligi
artirtlmistir. Bu durum 1 niikleotidden fazla degisiklik gosteren miRNA’larda yanlis
pozitif baglanma ihtimalini anlaml olarak azaltmistir (<1%). Ustelik her probdan
birden fazla basili olmasi ve kontrol problarinin varligi tek niikleotid degisiklik
gosteren miRNA'larin bile ayrimini analiz sirasinda yapabilme yetene§i vermistir.
Kontrol problart sayesinde veri normalizasyonu ve deneyler arasindaki sonuglari
karsilastirmada kolaylik saglanmistir. Cift kanalli Axon lazer tarayici ile isaretlenen
ve hibridize olan mikrogipler tarandiktan sonra her noktadaki sinyal yogunlugu

GenePix (Axon GenePix 2010) yazilimi kullanilarak hesaplanmustir.

Veri analizi: Veriler elde edildikten sonra, mikrogipler normalize edilmistir.
Bu sayede ornekler arasinda kantitatif bir karsilastirma olanagi olmustur. Veri analizi
i¢in mikrogipler tizerindeki kontrol noktalarindan alinan veriler normalize edilmistir.
Mikro i¢in verileri i¢in arka plan sinyal yogunluk ortalamalar1 LOWESS
normalizasyon metodu ile GeneSpring yazilim programi (Agilent technologies, CA)
kullanilarak analiz edilmistir (Agilent GeneSpringGX10 2010).
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Protokol 7. Mikrogip hazirlanmasi ve okutulmasi

¢ 2 ul 6rnek RNA’s1 (50 ng/ul) 1.5 ml’lik tiiplere konuldu.

¢ Miks A her bir 6rnek i¢in hazirlandi ve 1.5 ml’lik 6rnek RNA’larin oldugu tiipe

eklendi.
Karisim A
Soliisyon Miktar (ul)
10X Calf Intestinal Fosfataz Buffer 0.4
Labeling Spike In 1.1
10X Calf Intestinal Fosfataz 0.5
Toplam hacim 2.0

¢ Karisim narin bir sekilde pipetlendi ve 37°C’de30 dk 1s1 blogunda bekletildi.

% Inkiibasyonun ardindan &rnek iizerine 2.8 pl %100 DMSO eklendi ve 100°C’de
7 dk bekletildi.

< Bu Inkiibasyonun ardindan 6rnekler hemen buz igerisine alindi ve 4.5 ul Miks B

eklendi.
Karisim B
Soliisyon Miktar (ul)
10X T4 RNA Ligaz Tampon 1
Cy3 3
T4 RNA ligaz 0.5
Toplam hacim 4.5

s Toplam 11.3 pl olan bu karisim narin bir sekilde pipetlenerek 16°C’de 2 saat
inkiibe edildi.

% Inkiibasyonun ardindan 6rnekler vakum kurutma cihazinda (eppendorf vakum

konsantrator) 55°C’de 3-6 saat kurumaya birakildi.
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Ornekler tamamen kuruduktan sonra 18 ul dH»O ile sulandirild.

Sulandirilan 6rnekler tizerine 4.5 pul 10X GE Bloklama Soliisyonu ve 22.5 ul 2X
Hi-RPM hibridizasyon tamponu eklendi. Karsim dikkatli bir sekilde pipetlendi.

45 ul’lik bu karigim 100°C’de 5 dk inkiibe edildi ve siire sonunda 6rnekler
hemen buz iizerine alindi. Hizli bir sekilde santrifiij edilerek buharlasarak

kapakta kalan soliisyonun indirilmesi saglandi.

Buz i¢inde bekletilen 6rnekler chamber slide (Agilent Microarray Hybridization
Chamber kat no: G2534A) igine yerlestirilmis gasket lam (Agilent Pack of 5
Backings, 8 arrays/slide kat no: AGTG2534-60014) iizerine dikkatli bir seklide

pipetlendikten sonra yine ¢ok dikkatli bir sekilde mikrogipler iizerine kapatildi
ve chamber slide kilitlendi.

Chamber Slide hibridizasyon i¢in Hibridizasyon firmina (Agilent Hybridization
Owen) konarak 55°C’de 20 saat inkiibasyona birakildi.

Hibridizasyon siiresinin sonunda chamber slide agildi.

Gasket slide ve mikrogip yikama soliisyonu I (Agilent Gene Expression Wash

Pack kat no: AGT-5188-5327) iginde dikkatli bir sekilde ayrildi.

Mikrogip baska bir yikama soliisyonu I i¢inde 5 dk bekletildi.

Yikama soliisyonu I’den ¢ikarilan mikrogip dncede 37°C’de 1sitilmis yikama

soliisyonu II i¢ine konularak 5 dk 37°C’de diislik hizda calkalanarak inkiibe .

Ikinci yikamanin ardindan mikrogip ¢ok yavas bir sekilde yikama soliisyonu Il
icinden penset yardimiyla cikarildi. Bu sekilde mikrog¢ip, mikrogip okuyucu

cihazda taranmaya hazirdu.
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2.5. Real time PCR calismasi

Mikrogipten elde edilen verilerin analizinden sonra bu verilerin dogrulugunu
belirlemek i¢in analiz sonrast kordoma dokular1 ile niikleus pulposus dokulari
arasinda ekspresyon farki oldugu bulunan 4 adet miRNA’nin ekspresyon seviyesine

bagil kantitasyon ve Sybr yesili yontemi kullanilarak incelendi (Bkz. Protokol 8).

Protokol 8. Real-time PCR
A) cDNA Eldesi
CDNA eldest igin ticari kit (Exiqon kat no: 203300) kullanildi. Bunun i¢in;

e Karisim-A soliisyonu hazirlandi.

Karisim A

Soliisyon Hacim (ul) | Son Konsantrasyon
5X Reaksiyon Tamponu 4 1X

Enzim Miksi 2 1X

RNA 14 25 ng- 1786 ng/ pl
Toplam 20

e Is1 blogunda 42°C’de 60 dk inkiibasyon edildi.

e Inkiibasyonun ardindan karisim 1s1 blogunda 95°C’de enzim inaktivasyonu

icin bekletildi.
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Real-Time PCR Protokolii

Karisim-B soliisyonu hazirlandi.

Karisim-A

Soliisyon Hacim (ul) | Son Konsantrasyon
2X Sybr Yesili Reaksiyon Tamponu 10 1X

Primer Miksi 2 1X

cDNA (1/200 sulandirilmis) 8

Toplam 20

e Hazirlanan bu karigim narin bir sekilde pipetlenerek 96 kuyucuklu PCR
pleytine (Roche kat no: 04729692001) yerlestirilerek PCR programi (Roche
480) baslatildi.

Real-Time PCR Program

95°C  10dk 1 déngi

95°C 45 sn
60°C 60 sn [ 45 dongii (her dongiide optikal okuma)

60°C’den 95°C’ye 1 dongii (erime 1s1s1 dongiisii her 0.5 derecede optikal okuma)

Real-time PCR ig¢in kullanilan primer bilgileri

e Kat no: 203300 Universal cDNA Synthesis Kit, 16-32 rxns (miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR, Polyadenylation and cDNA synthesis
Kit)

e Kat no: 203450 SYBR® Green master mix (Universal RT, 2.5ml miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR, SYBR® Green master mix, 250 rxns)
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e Kat no: 204551 hsa-miR-222, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY
LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns)

e Kat no: 204304 hsa-miR-140-3p, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY
LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns)

e Kat no: 204121 hsa-miR-148a, LNA PCR primer set, (UniRT miRCURY
LNA Universal RT microRNA PCR, microRNA primer set, 100 rxns)

e Kat no: 203906 5S rRNA (hsa) PCR primer set,

2788Ct metodu kullanilarak analiz edildi. Real-time PCR

Elde edilen veriler
islemi sirasinda PCR isleminin verimliliginin test edilmesi i¢in spike kontrolii ve

primeri kullanilmistir. Normalizasyon i¢inse hsa-miR-5S kontrol olarak eklenmistir.

2.6. [Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan mikrocip ve real-time PCR analizleri sonrasi elde edilen veriler t-test
parametrelerine gore degerlendirilmistir ve bu degerlendirmelerde GeneSpring

yazilim programindan faydalanilmistir (Agilent GeneSpringGX10 2010) .

64



3. BULGULAR

3.1. RNA izolasyon Bulgular:

Doku ve hiicre Kkiiltlirlerinden trizol yontemi kullanilarak izole edilen
RNA’larin  UV.  Spektrofotometre (Implen  NanoPhotometer™  UV/Vis
spectrophotometer) kullanilarak RNA miktart ve RNA saflig1 6lgtilmistiir. Miktar
tayini yapilan RNA’lar MOPS soliisyonu kullanilarak agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Yapilan bu deney sonuglari Cizelge 3.1 ve Resim 3.1 ve Resim 3.2°de sunulmustur.
Deney sonuglarina gore; RNA safligi, protein kontaminasyon orant ve jelde
miRNA’nin saglikli olarak goriintiilenmesi gibi parametreler géz Oniine alinarak 8
kordoma dokusu ve 8 niikleus pulposus 6rnegi ve UCH-I hiicre hattina ait RNA bir

sonraki deney olan mikrogip deneyi i¢in kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan dokular ve RNA’larina ait bilgiler.

Doku Cesidi | Isim Cinsiyet Yas Doku Mensei | Primer/ RNA miktar1 | A260/A280 | A260/A230
Rekiirens ng/ul orani orani

Kordoma CH2 Erkek 27 Klivus Primer 132 1,9 1,9

Kordoma CH5 Kadin 28 Klivus Primer 157 1,9 1,7

Kordoma CH6 Kadin 63 C2 Primer 175 1,8 1,8

Kordoma CH7 Kadin 15 Klivus Primer 169 1,9 1,9

Kordoma CHS8 Kadin 50 C1 Primer 167 1,7 1,6

Kordoma CH9 Kadin 21 Klivus Primer 321 1,8 1,9

Kordoma CH10 Kadin 28 C3 Primer 463 1,7 1,7

Kordoma CH12 Erkek 32 C2 Primer 160 1,9 1,8

Kordoma UCH-I 193 1,9 1,9

hiicre hatt1

Niikleus NP1 Kadin 67 L1 146 1,7 1,9

Pulposus

Niikleus NP4 Kadin 46 L4 52 1,7 1,9

Pulposus

Niikleus NP5 Erkek 56 L2 56 1,9 1,8

Pulposus

Niikleus NP6 Erkek 30 L4 246 1,7 1,7

Pulposus

Niikleus NP7 Erkek 42 L2 379 1,9 1,8

Pulposus

Niikleus NP9 Kadin 82 L2 147 1,8 1,8

Pulposus

Niikleus NP10 Erkek 28 L4 60 1,9 1,7

Pulposus

Niikleus NP14 Erkek 69 L1 53 19 1,7

Pulposus
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Resim 3.1. MOPS tampon ile agaroz jelde yiirtitiilmiis niikkleus pulposus RNA
ornekleri.
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Ladder I i

Resim 3.2. MOPS tampon ile agaroz jelde yiiriitiilmiis kordoma RNA 6rnekleri.
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3.2. Hiicre Kiiltiir Bulgulari

Yapilan hiicre izolasyonu yonetimi ardindan hiicre kiiltir flasklarinda
biiyiitiilen kordoma hiicreleri primer kiiltlir olarak basarili bir sekilde ¢ogaltilmistir.
Primer kiltiirlerdeki fizalifer6z hiicre yapisi mikroskopla goézlenmistir (Resim 3.3-
Resim 3.4). Primer hiicre kiiltiiriine devam edilmesinin ardindan mikroskobik olarak
fizaliferdz hiicre yapisi 4. pasajla birlikte ortadan kalktigi gbzlemlenmistir ve devam
ettirilememistir (Resim 3.5). Primer kiiltiir izolasyonlarinda kordoma hiicrelerinin
yan1 sira timor dokusundaki fibroblast hiicrelerininde dokudan izole edilmesi
nedeniyle in-vitro ortamda fibroblast hiicrelerin baskin hale gelmesiyle kordoma

hiicre hatt1 olusturulamamustir.

Niikleus pulposus dokularindan izole edilen uygulamis oldugumuz primer
kiiltiirlerde oldukc¢a basarili sonuglar alinmistir. Bu kiiltiirlerden ilk pasajin ardindan
hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmis ve basarili bir sekilde RNA’lar izole edilmistir
(Resim 3.6).
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Resim 3.3. Primer kordoma hiicrelerine ait hiicre kiiltiiriiniin 20X objektif
kullanilarak ¢ekilmis fotografi (200X biiyiitme).
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Resim 3.4. Primer kordoma hiicrelerine ait hiicre kultiirinin mikroskobun faz-
kontrast filtresiyle 20X objektif kullanilarak ¢ekilmis fotografi (200X biiyiitme).
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Resim 3.5. Kordoma hiicrelerine ait 4. pasaj (20X objektif kullanilarak 200X
biiylitme yapilmistir.).
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Resim 3.6. Primer niikleus pulposus hiicre fotografi (10X objektif kullanilarak 100X
biiylitme yapilmistir.).
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3.3. Klasik PCR Bulgular:

Klasik PCR yontemi ile yapilan kalitatif gen ekspresyon analizi bulgulari
Cizelge 3.2.’de verilmistir. Yapilan PCR isleminde kontrol gen olarak GAPDH
(Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz) geni kullanilmistir. PCR sonuglarina goére
literatiirde kordomalarda yiiksek miktarda ekspresyonu gosterilen biitiin genler ilk
defa bu calisma kapsaminda ayni anda gosterilmistir. Klasik PCR ile yapilan
calismada kontrol olarak kullanilan GAPDH geni ekspresyonu biitiin dokularda
gosterilmistir (Resim 3.7).

Literatiir ¢alismas1 sonucu belirlenen genlerin kalitatif analizi biitiin kordoma

ve niikleus pulposus dokulari i¢in ayn1 gen ekspresyon profilini vermistir.
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CHl CHS CHO CHT CHS CHO CHOCHD Ner Np4 NS Neo N7 NDY NP0 NP

Resim 3.7. Kalitatif gen ekspresyonu i¢in kullanilan cDNA’lar (GAPDH primerleri
ile PCR’da ¢ogaltildiktan sonra %2 agaroz jelde yiiklenmis 100V 45 dk yiiriiterek
U.V. transliiminator’de goriintiilenmistir).
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Cizelge 3.2. Klasik PCR tabanli yapilan ¢alismalarda gen ekspresyonlari kalitatif olarak analiz sonuglari (C.Y. ¢alisma yapilmadi).

Isim EMA Galektin-3 | E-kaderin | Vimentin CD24 CD44 Slto_klegatln c-met Brachyury
CH2 + + + + + + + + +
CH5 + + + + + + + + +
CHG6 + + + + + + + + +
CH7 + + + + + + + + +
CHS8 + + + + + + + + +
CH9 + + + + + + + + +
CH10 + + + + + + + + +
CH12 + + + + + + + + +
UCH-I + + + + + + + + +
NP1 + + C.Y. + + C.Y. C.Y C.Y. -
NP4 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP5 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP6 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP7 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP9 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP10 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
NP14 + + C.Y. + + C.Y. C.Y. C.Y. -
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3.4. Mikrog¢ip Deney Bulgular:

Cy3 floresans boyasi ile isaretlenip hibridize edilen mikrogipler ¢ift
LASER’li mikrogip okuyucu (axon 4100FA) cihazda taranmistir. Isaretli prob
uclarindaki Cy3 boya yogunluguna bagh olarak elde edilen TIFF goriintiisii mikrogip
okuyucu cihazin yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz esnasinda arka plan
sinyal yogunlugu baz alinarak sinyal normalizasyonu gergeklestirilmistir. Her bir
noktaya ait sinyal haritas1 Agilent firmasi tarafindan saglanan veri vasitasiyla
GenePix yazilimina yiiklenerek sinyal anlamlandirmalart gerceklestirilmistir.
Yapilan bu analiz ardindan sinyal temizlenmesi yapilmis ve anlamsiz sinyaller daha
sonra analiz edilmemek tizere ¢ikarilmistir. Bu islemler sonrast GPS formatinda elde
edilen veri yine GenePix yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve bu analiz sonucu
olarak her bir nokta icin Cy3 floresans boyasina bagli olarak anlamlandirilmis
noktalardaki sinyal yogunluklari belirlenerek GPR dosyalar1 elde edilmistir. Bu GPR
dosyalar1 biyoinformatik yazilim olan ve mikrogip verilerinin analizi i¢in kullanilan
agilent firmasi tarafindan gelistirilen GeneSpringGX programi kullanilmis ve belirli
istatistik degerler kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. Bu yazilim igin Oncelikle
GPR datalar1 yazilima tanitildi. Yazilimim GPR dosyalarini tanimasi i¢in mikrog¢ipin
hangi noktasinda hangi proba ait sinyal bilgisinin oldugunu gosteren ve yine Agilent
firmasi tarafindan saglanan gal formatli dosya yazilama yiiklendi. Tiim bu islemler
ardindan her bir 6rnege ait GPR formatinda olan dosyalar niikleus pulposus (kontrol
dokusu-np) ve kordoma dokusu (karsilastiracak doku-ch) olarak gruplandirildi.
Yapilan gruplandirmalar ardindan her bir GPR verisinde bulunan kontrol
noktalarindaki Cy3 floresans sinyal yogunlugu kullanilarak ornekler arasi
normalizasyonlar LOWESS yontemi kullanilarak yapildi. Bu sayede her bir 6rnek
diger orneklerle goreceli olarak kiyaslanabilme imkéan1 saglanmistir.

GeneSpring analiz yazilimi; veri analizi i¢in kullanilirken 6rnek
gruplandirmasinin ardindan ylizdelik oOrtiisme o6zelligi ve Ornek sinyal noktasi
(treshold) en az bir segilerek yapildi. Ornek analizleri gerceklestirilirken mikrogip
lizerine yazilmis problardaki tekrar noktalar1 géz Oniine alinarak her prob igin

ortalama deger analiz i¢in kullanildi. Yapilan bu analizlerde kontrol dokularindaki
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biitiin degerlerin ortalamasi alinarak kordoma dokularindaki ortalama degerlerden
¢ikarilarak sonuglar elde edildi. Elde edilen bu sonuglar kordoma dokularimin bir
grup olarak niikleus pulposus doku grubuna karst ekspresyon analizi yapilmistir.
Yapilan bu analizde dokular arasinda ki ekspresyon kat farki olarak 2 belirlenmistir.
Bu sekilde yapilan analizde kordoma ve niikleus pulposus dokular1 arasinda 2 kat
tizerinde ekspresyon seviyesi farkliligi gosteren 91 adet miRNA tespit edildi (Cizelge
3.3) (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3).

GeneSpring veri analiz programindan elde edilen sonuglar, Baylor

Universitesi 0gretim gorevlisi biyoistatistikgi Yrd. Dog. Dr. Chad Creighton

tarafindan yapilan analizlerde dogrulanmistir.
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Cizelge 3.3. GeneSpring yaziliminda kat farki 2 secildiginde belirlenen 91 adet
miRNA’ya ait kat farkin1 gdsteren sonuglar.

_ Kat Degisim Kordomalardaki
miRNA Ismi degeri([ch]/[np]) Miktari
hsa-miR-222 -46 diistik
hsa-miR-31* -38 diistik
hsa-miR-376a -35 disiik
hsa-miR-127-3p -32 diistik
hsa-miR-136 -29 diistik
hsa-miR-381 -29 distk
hsa-miR-196a -28 disiik
hsa-miR-377 -26 distk
hur 1 -26 diistik
hsa-miR-654-3p -25 diistik
hsa-miR-720 -25 diisiik
hsa-miR-409-3p -23 diistik
hsa-miR-100 -23 diistk
hsa-miR-1274b -22 diistik
hsa-miR-1274a -22 diisiik
hsa-miR-1260 -22 diisiik
hsa-miR-379 -21 diistik
hsa-miR-513c -20 diistk
hsa-miR-31 -11 disiik
hsa-miR-221 -5 diisiik
hsa-miR-138 -5 diisiik
hsa-miR-376c¢ -4 diisiik
hsa-miR-431* -2 diisiik
hsa-miR-21* -2 diisiik
hsa-miR-196b -2 diistik
hsa-miR-25 238 Yiiksek
hsa-miR-424 74 Yiiksek
hsa-miR-126 53 Yiiksek
hsa-miR-1207-5p 50 Yiiksek
hsa-miR-148a 45 Yiiksek
hsa-miR-16 42 Yiiksek
hsa-miR-630 41 Yiiksek
hsa-miR-142-3p 40 Yiiksek
hsa-miR-365 39 Yiiksek
hsa-miR-26b 38 Yiiksek
hsa-miR-150 37 Yiiksek
hsa-miR-30b 37 Yiiksek
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Cizelge 3.3 (devam). GeneSpring yaziliminda kat farki 2 segildiginde belirlenen 91
adet miRNA ya ait kat farkin1 gosteren sonuglar verilmistir.

_ Kat Degisim Kordomalardaki
miRNA Ismi degeri([ch]/[np]) Miktari
hsa-miR-483-5p 33 Yiiksek
hsa-miR-1225-5p 32 Yiiksek
hsa-miR-107 32 Yiiksek
hsa-let-7d 31 Yiiksek
hsa-miR-1202 31 Yiksek
hsa-miR-320c 31 Yiiksek
hsa-let-7i 30 Yiksek
hsa-miR-1268 30 Yiiksek
hsa-miR-134 29 Yiksek
hsa-miR-210 29 Yiksek
hsa-let-7f 29 Yiiksek
hsa-miR-1246 28 Yiksek
hsa-miR-638 26 Yiiksek
hsa-miR-26a 24 Yiksek
hsa-miR-148b 24 Yiiksek
hsa-miR-181b 24 Yiiksek
kshv-miR-K12-3 23 Yiksek
hsa-miR-342-3p 23 Yiiksek
hsa-miR-34a 23 Yiksek
hsa-miR-363 23 Yiiksek
hsa-miR-516a-5p 22 Yiiksek
hsa-miR-1224-5p 22 Yiiksek
hsa-miR-96 22 Yiiksek
hsa-miR-142-5p 22 Yiiksek
hsa-miR-204 22 Yiiksek
hsa-miR-151-5p 21 Yiiksek
hsa-miR-887 21 Yiiksek
hsa-miR-765 21 Yiiksek
hsa-miR-193b 20 Yiiksek
hsa-miR-103 20 Yiiksek
hsa-miR-1915 20 Yiiksek
hsa-miR-140-3p 15 Yiiksek
hsa-miR-140-5p 9 Yiiksek
hsa-miR-451 8 Yiiksek
hsa-miR-144 6 Yiiksek
hsa-miR-181a 6 Yiiksek
hsa-miR-195 4 Yiiksek
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Cizelge 3.3 (Devam). GeneSpring yaziliminda kat farki 2 segildiginde belirlenen 91
adet miRNA ya ait kat farkin1 gosteren sonuglar verilmistir.

_ Kat Degisim Kordomalardaki
miRNA Ismi degeri([ch]/[np]) Miktari
hsa-miR-486-5p 4 Yiiksek
hsa-miR-99a 4 Yiiksek
hsa-miR-497 3 Yiiksek
hsa-miR-223 3 Yiiksek
hcmv-miR-UL70-
3p 3 Yiiksek
hsa-miR-30c 3 Yiiksek
hsa-let-7g 3 Yiiksek
hsa-miR-15b 3 Yiiksek
hsa-miR-671-5p 3 Yiiksek
hsa-miR-340 3 Yiiksek
hsa-let-7a 2 Yiiksek
hsa-miR-331-3p 2 Yiiksek
hsa-miR-320d 2 Yiiksek
hsa-miR-29c 2 Yiiksek
hsa-miR-374b 2 Yiiksek
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[ch] (nnl

Sekil 3.1. GeneSpring yazilimindan 2 kat degisimine gore analiz edildikten sonra
ortaya ¢ikan 91 adet miRNA’nin ¢izgisel dogrular halinde diizenlenmis olarak
gosterilen sekil (Renk skalas1 kordomalardaki ekspresyon miktarini géstermektedir-
ch: kordoma, np: niikleus pulposus).
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Renk Skalas1
| T
-11 34

Sekil 3.2. GeneSpring yazilimindan 2 kat degisimine gore analiz edildikten sonra

ortaya ¢ikan 91 adet miRNA’nin verilerin noktalar halinde gosterimi (Renk skalasi
kordomalardaki ekspresyon miktarini géstermektedir- ch: kordoma, np: niikleus

pulposus).
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GeneSpring veri analiz yazilimi ile gerceklestirilen verilerin istatistiksel
anlamliligin ortaya konmasi amaciyla elde edilen 2 kat istii degerlerleri T Test
yontemi ile tekrar analizi yapildi. Yapilan bu analizde veriler P 0.05 degerine gore

smiflandirilmis bu siiflandirma ardindan 8 miRNA belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3’te gosterilen veriler P>0.05 araligindan P>0,001 araligina kadar
verilmis olup bu sonuglar elde edilen verilen giivenilirlik araliginin oldukga yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica sekil 3.3’te sol iist kosede verilen ¢izelgede kat
degerleri 1.1°de baslayip 3’e kadar devam etmektedir. Burada dikkat edilecek nokta
mikrogip tistiine yazilan 962 miRNA verisi kordomalar ve niikleus pulposus dokulart

arasindaki miRNA ekspresyon katlar1 belirlendik¢e diismiistiir.

Yapilan analizlerin sadelestirmesi ve mikrogip verilerinin dogrulanmasi
amaciyla yapilacak olan real-time PCR i¢in miRNA’larin belirlenmesi igin
GeneSpring’le yapilan analizlerde kordoma dokular1 ile niikleus pulposus dokular
arasindaki miRNA ekspresyon kat farki 4 olarak kullanilmistir. Buna gore elde

edilen veriler ¢izelge 3.4 ve sekil 3.4 te verilmistir.
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Differential Expression Analysis Report a2

Test Description

Selected Test : T Test unpaired

p-value computation: Asymptotic

Multiple Testing Correction: Benjamini-Hochberg

Result Summary

P all P < 0.0S P < 0.02 P <0.01 P < 0.0050 P < 0.0010

FC all 962 3 7 7 S 1]

FC >=1.1 795 3 7 7 S 1]

FC >1.5 255 3 7 7 S 1]

FC = 2.0 91 3 7 7 S [u]

FC > 3.0 38 6 S S 3 1]

Expected by c... 1] 1] o o o
p-values -

“Name” p-value Corrected p-value FCAbsolute - regulation

"hsa-miR-381" 1.0264839E-5 0.004270841 2.8729293|down
"hsa-miR-138" 4.1972517E-6 0.004037756 4.511496 down
“"hsa-miR-127-3p" 4.821908E-5 0.007721126 2.1658485 |down
"hsa-miR-31" 2.0575571E-5 0.0042703941 10.8927 14 |down
"hsa-miR-409-3p" 2.006634E-5 0.004270841 2.2712998|/down
"hsa-miR-222" 1.6757172E-4 0.0201505 4.5771713 |down
"hsa-miR-140-3p" 6.4348023E-5 0.0088432258 15.290545|up
"hsa-miR-181a" 2.2198237E-5 0.004270941 5.579583%up

Yolcano Plot b=
= = am =
=
=
2 - ]
=
3 15
S
&
=
a
o
Q
=
o
=
=
= =
=] 14
1

0.5 1

log2{Fold change)

Select pair

s [np] ~

Sekil 3.3. Ekspresyon farkliligi istatistiksel analiz raporu (T test analizine bagli olarak yapilan analizde sekil i¢inde FC olarak gosterilen
degerler kat degisimini [fold change] gostermektedir. Kirmizi ile belirtilen noktalarda belirlenen 8 miRNA’y1 gostermektedir.).
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Cizelge 3.4. Mikrogip verisi (GeneSpring GX yaziliminda ve miRNA ekspresyonun da kordomalar ile niikleus pulposus dokular1 arasinda 4 kat
ve lizerinde ekspresyon farki niikleus pulposus dokular1 ortalamalarina gore degerlendirildikten sonra her bir doku i¢in belirlenen verilere yer
verilmistir. Tabloda gosterilen ¢ift kalin ¢izginin iizerindeki veriler kordomalarda yiiksek miktarda sentezlenen miRNA’lar ¢ift ¢izginin altinda
ise diisiik miktarda sentezlenen miRNA’lar verilmistir.).

Isim NP1 NP4 NP5 NP6 NP7 NP9 | NP10 | NP14 | U-CHI | CH2 CH5 CHG6 CH7 CH8 CH9 CH10 | CH12
hsa-miR-140-5p 0.0 -46,05 | -0,24 | -0,66 | -2891 | -22,97 | -0,23 | -0,46 0,26 |-31,84| 32,23 | 37,22 | 28,71 | 20,21 3,21 18,84 | 16,02
hsa-miR-424 0,00 -4,39 | -1242 | 0,01 -27,28 | -22,13 | -30,23 | -15,79 | 0,36 -1,77 | 32,22 | 15550 | 18,98 | 17,85 | 18,65 | 222,37 | -21,44
hsa-miR-126 0,31 0,04 -0,9 | -0,65 | -19,34 | -0,87 | -0,42 | -0,49 0,00 -0,35 | 29,29 | 29,64 | 48,65 | 34,87 | 11,78 | 10,55 | -0,02
hsa-miR-142-3p 1,43 -0,72 | -0,10 | -10,35 0,22 -0,10 | -18,24 | -0,86 0,00 |-20,29 | 48,17 | 32,22 | 38,46 | 19,06 | 169,38 | 1452 | -0,19
hsa-miR-148a 0,28 |-2251| -0,25 | -0,57 -2,58 -2,13 | -0,83 0,00 0,71 | -29,43 | 25,44 | 20,48 2,15 | 2536 | 19,53 | -0,07 | 11,84
hsa-miR-1207-5p -10,23 | 12,99 | -17,19 | -1,30 | -13,92 | -19,28 | 27,18 | -21,51 | -11,90 | 35,02 | 18,43 0,67 41,74 | 0,00 -0,63 | 20,04 | 42,35
hsa-miR-140-3p -0,27 | -35,87 | -0,47 | -16,76 | -25,97 | -27,13 | 0,61 -0,93 0,00 -0,07 3,02 37,65 | 2447 | 4,10 35,11 | 28,49 | 270,61
hsa-miR-630 -20,98 | 19,83 | -25,18 | -22,06 | -2,80 | -24,46 | 16,10 | -27,95 | -12,11 | 3,08 0,13 0,65 16,17 | 0,11 -0,10 | 14,48 0,00
hsa-miR-451 29,09 | -33,73 | -19,92 | -2,43 | -49,71 | -25,96 | -3,53 | -27,50 | -3,04 0,00 | 63,9 | 679,07 | 754 | 70,83 | 611,37 | 38,55 | 16,93
hsa-miR-144 13,02 | -0,52 0,00 -0,96 -0,66 | -15,85 | -13,32 | -0,13 0,01 -094 | 4493 | 41,04 | 56,14 | 29,82 | 30,88 | 11,46 | -0,90
hsa-miR-181a -0,83 | -1,00 | -1587 | -1,12 | -19,42 | -14,12 | -0,44 | -1,07 0,00 0,05 | 16,46 | 22,65 1,99 | 22,73 | 26,16 0,09 0,82
hsa-miR-16 0,56 | -4568 | 0,56 -0,11 | -365,82 | -13,70 | -1465 | 0,14 | -1356 | -27,81 | 2,01 | 297,44 | 29,51 | 27,48 | 17,29 0.0 -0,91
hsa-miR-195 045 |-1441| -0,22 0,24 -20,87 | -14,21 | -0,19 0.0 -0,10 | -29,42 | 34,07 2,43 37,64 | 2,78 3,37 10,42 | -0,78
hsa-miR-138 16,57 | 0,06 | 16,79 | 13,46 | 19,34 0,98 0,75 | 1840 | -0,48 | -0,73 | -0,98 | -12,45 | 0,00 -0,89 | -043 | -22,56 | -10,10
hsa-miR-221 20,57 | -17,83 | 20,89 | 14,59 | 11,55 0,81 028 | 19,02 | -0,88 | -3,18 | -11,67 | -18,74 | -10,23 | -13,81 | 0,00 0,10 -2,37
hsa-miR-31 30,78 | 0,00 | 30,27 | 2,94 2535 | 19,97 | 20,52 | 3,61 -1,00 | -21,76 | 13,87 | -0,47 | -21,74 | -0,56 | -0,30 | -18,65 | -2,22
hsa-miR-222 0,46 0,00 0,59 | 1516 | 16,02 0,9 | 11,54 | 11,24 | -13,24 | -2550 | -0,82 | -13,89 | -15,68 | -0,67 0,36 -0,16 | -32,95
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"hsa-miR-140-5p"
"hsa-miR=424"
"hsa-miR-126"
"hsa-miR-221"
"hsa-miR-142-3p"
"hsa-miR-1483"
"hsa-miR-16"
"hsa-miR-1207-5p"
"hsa-miR-138"
"hsa-miR-195"
"hsa-miR-140-3p"
"hsa-miR-630"
"hsa-miR-451"
"hsa-miR-31"
"hsa-miR-144"
"hsa-miR-181a"
"hsa-miR-222"

Renk Skalas1

-2 0

o8]

Sekil 3.4. Sekilde kordoma(ch) ve niikkleus pulposus dokular1 (np) siniflandirilarak ve GeneSpring veri analiz yaziliminda miRNA ekspresyon
miktar1 4 kat ve tizeri olan miRNA’larin renk skalasinda verilen degerlere bagli olarak diizenlenmis sekili (Renk skalast miRNA ekspresyon

seviyesinin kat degisimini gostermektedir.).
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3.5. Real-Time PCR bulgular:

Mikrogip verilerinin dogrulanmasi i¢in mikrogiplerden elde edilen verilerin
kordoma dokulart ile niikleus pulposus dokulari arasindaki ekspresyon seviyesi 4 kati
ve iizerinde olan miRNA’lar arasindan secildi. Ornek dokulardaki miRNA
ekspresyon seviyesi doku gruplarindaki orneklerde homojen oldugu belirlenen
miRNA’lar kullanildi. Buna gore kordoma dokularinda ekspresyon seviyesi yiikselen
hsa-miR-140-3p ve hsa-miR-148a, ayrica kordoma dokularinda ekspresyonu diisen
hsa-miR-31 ve hsa-miR-222 toplam dért miRNA mikrogip verilerinin real-time PCR
ile dogrulanmasi igin belirlendi. Yapilan real-time PCR islemi sonucunda ekspresyon
seviyesi sybr-yesili yontemi kullanilarak yapilan erime sicakligi analizine bagh
olarak her bir miRNA i¢in spesifik iiriin elde edildigi gosterilmistir (Sekil 3.5, Sekil
3.6, Sekil 3.7).
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Sekil 3.5. Spike kontrol ait real-time PCR’dan elde edilen tm grafigi.
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Sekil 3.6. hsa-miR-31 ve hsa-miR-5S ait real-time PCR’dan elde edilen tm grafigi.
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Real-time PCR sonrasi yapilan analizlerde ekspresyon miktarlar
belirlenirken bagil kantitasyon yontemi (relative expression) kullanildigindan
sonuglar mikrogip verilerinde oldugu gibi kat farki olarak verilmistir. Real-time PCR
isleminin normalizasyonu i¢in Oncelikle ¢cDNA’lar igine eklenen spike kontrol
kaliplarinin  kendi primerleriyle verdigi sonuglar degerlendirildi (Cizelge 3.5).
Burada elde edilen CP degerinin tiim dokular i¢in ortalamasi alinarak standart
sapmasi hesaplandi. Hesaplanan bu standart sapma degeri daha sonra elde edilen
biitin MiRNA degerlerinden ¢ikarilarak PCR verimligini normalizasyon degerlerine
ulasildi. Bu asamadan sonra konulan cDNA miktarlarinin normalizasyonuna gegildi.
Bu normalizasyon i¢in 5S miRNA miktarlar1 kullanilarak diger miRNA oranlar

belirlendi.
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Cizelge 3.5. Yapilan real-time PCR deneyinde PCR verimligini normalize etmek
amaciyla kullanilan spike kontrol cp degerleri.

Spike

Kontrol

Ortalama
Doku | Cp
CH1 23,71
CH5 23,9
CH6 24
CH7 23,61
CHS8 23,64
CH9 23,56
CH10 |23,94
CH12 | 23,83
U-CHI | 23,53
NP1 23,67
NP4 23,71
NP5 23,62
NP6 23,88
NP7 23,59
NP9 24,22
NP10 | 23,5
NP14 | 23,39
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Belirlenen miRNA’larin ekspresyon miktarlarmm bulunmasi igin 2744
metodu kullanildi. Sonuglarin istatistiki anlamliliklarin1 degerlendirmek i¢in P<0,05
deger aralig1 alinmistir. Dokular gruplandirildiktan sonra elde edilen veriler mikrogip

verilerine yakin sonuglar vermistir (Cizelge 3.6).

Real-time PCR sonucu elde edilen kordoma dokulari ile niikleus pulposus
dokularina dair her birinin ekspresyon miktarlarindaki kat farki da ayrica
hesaplanarak degerler elde edildi (Cizelge 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil
3.11)
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Cizelge 3.6. Real-time PCR sonuglarmin 2 metodu ile analiz edildikten sonra

P<0,05 giivenlik araliginda degerleri. Sonuglar kordomalardaki miRNA
ekspresyonlarinin niikleus pulposus’a gore kat farkini ifade etmektedir.

hsa-miR-140- | hsa-miR- hsa-miR-
3p 148a 31 hsa-miR-222
Kordoma dokulan | 48,18 5,01 0,07 0,40

Cizelge 3.7. 27**“* metodu kullanilarak elde edilen sonuglarin P<0,05 giivenilirlik
degerine gore dokulardaki miRNA ekspresyon kat degerleri.

hsa- hsa-
miRNA hsa-miRNA- miRNA- hsa- miRNA-
5S 140-3p 148a miRNA-31 222

Ortalama | Kat Kat Kat Kat
Doku Cp degisimi(ch/np) | degisimi degisimi degisimi
CH1 14,73 9,71 451 0 0,03
CH5 15,91 60,9 1,83 0,02 0,94
CH6 17,65 469,92 33,3 0,31 7,67
CH7 15,96 161,74 10,5 0,14 0,58
CHS8 16,63 47,67 10,59 0,06 0,59
CH9 15,53 75,83 4,45 0,05 0,24
CH10 | 15,55 73,34 15,64 0,79 0,56
CH12 |16,03 8,71 0,12 0 0,07
U-CHI | 16,37 13,48 7,8 0,05 0,46
NP1 16,41 14,6 8,01 0,04 0,49
NP4 17,13 2,33 1,26 4,44 1,76
NP5 16,62 0,93 1,03 2,66 1,7
NP6 17 1,86 1,63 2,49 3,29
NP7 16,49 1,09 1,59 2,27 1,8
NP9 15,54 0,08 0,1 0,23 0,27
NP10 [ 15,22 0,3 0,42 0,8 0,48
NP14 16,15 0,61 0,91 1,99 0,89
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Sekil 3.8. Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA-148a ekspresyon
miktarlar1. X ekseni ekspresyon kat miktarini belirtmektedir.
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Sekil 3.9. Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA-140-3p ekspresyon

miktarlar1. X ekseni ekspresyon kat miktarini belirtmektedir.
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Sekil 3.10. Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA-31 ekspresyon

miktarlar1. X ekseni ekspresyon kat miktarini belirtmektedir.
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Sekil 3.11. Kordoma ve niikleus pulposus dokularindaki miRNA-222 ekspresyon

miktarlari. X ekseni ekspresyon kat miktarini belirtmektedir.
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4. TARTISMA

Kordomalar oldukga ender karsilagilan aksiyel iskelet {izerinde olusan diisiik-
orta dereceli malin kemik tiimoriidiir. Kordoma’larin %32’si kranial %32,8’1 spinal
ve % 29,2’si oraninda sakrumda olustugu bildirilmistir (Papagelopoulos et al., 2004).
Biitiin intrakranial tiimorler arasinda goriilme oran1 % 0,1-0,2 arasinda
degismektedir (Mirra JM, 2002). Mikroskobik olarak fizaliferoz (sitoplazmik
vakuollere sahip) hiicre yapisina sahip olmasinin yani sira makroskobik olarak ¢ok

lobiillii mavi-gri renkte ve jelatin yapilidir (Romeo and Hogendoorn, 2006).

Kordomalar kemoterapiye ve radyoterapiye karst oldukca direnclidir
(Carrabba et al., 2008; Dehdashti et al., 2008; Foweraker et al., 2007; Hasegawa et
al., 2007b; lgaki et al., 2004; Karger et al., 2006; Rhomberg et al., 2006). Bu yiizden
kordomalarin tedavisinde radikal cerrahi yontemlerinin ¢ok daha etkili ve tedavi
edici oldugu diisiiniilmektedir (Bailey ve ark 2006, Cho ve ark 2008b, Fatemi ve ark
2008, Hasegawa ve ark 2007a, Hasegawa ve ark 2007b, Henderson ve ark 2009,
Jiang ve ark 2009; Krishnan ve ark 2005, Liu ve ark 2008, Noel ve ark 2004)

Kordomanin molekiiler biyolojisini agiklamak i¢in yapilan calismalarin
varligina ragmen kordomanin altinda yatan molekiiler mekanizma heniiz net olarak
ortaya konmamistir. In-vitro olarak kiiltiire edilebilen hiicre hatlarinin sayisinin ¢ok
az olmasi kordoma tizerinde yapilan arastirmalart 6nemli 6lgiide sinirlandirmaktadir.
Kordoma hiicre hatlarinin tretilmesi ve karakterize edilmesi kordomanin molekiiler
alt yapisinin aydinlatilmasinda olduk¢a 6nemli sonuglar doguracaktir. Bu ¢alismada
kordomalarin in-vitro olarak incelenmesi amactyla mevcut UCH-I hiicre hattinin yani
sira yeni bir hiicre hatti iiretilmesine yonelik calismalar yapilmistir. Primer hiicre
kiltlirleri yapilan tim kordoma dokular1 i¢in primer hiicre kiiltiirleri basarili bir
sekilde yapilmistir. Buna karsin bu hiicrelerin pasajlanmasi sonucu kordoma
hiicrelerine 6zgli fizalifer6z hiicre yapilarinin 4. pasajdan sonra kayboldugu
gozlemlenmistir. Literatiirde kanser hiicre hatlar1 i¢in yapilan ¢alismalarda da

bildirildigi lizere kanser dokular1 heterojen dagilim gostermekte ve timor dokulari
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igerisinde fibroblast hiicreleri de yogun bir sekilde yer almaktadir (Tsunenari ve ark
2000, Welch ve ark 1995). Kordoma hiicreleri sitoplazmalarinda barindirdiklari
vakuoller sayesinde 15181 yansitirken fibroblastik hiicreler 15181 yansitmadig1 yapilan
faz kontras mikroskop taramalarinda gosterilmistir. Kordoma hiicrelerinin béliime
dongiisiiniin yavas oldugu ve fibroblastlarin boliinmesinin in-vitro sartlarda daha
hizl1 oldugu g6z oniine alindiginda ilerleyen pasajlarda fibroblast hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda daha baskin bir hale geldigi goriilmiistiir (Rajarajan ve ark 2008, Scheil ve
ark 2001). Benzer sekilde calismamizda da fibroblast hiicreleri kiiltiir ortamini
primer olarak kapladigit ve kordoma hiicrelerinin ise c¢ok az sayida olduklari
gozlenmistir. Brachyury geni ekspresyonu kordomalardaki en 6nemli belirte¢ olarak
goriilmektedir (Oakley ve ark 2008, Romeo ve Hogendoorn 2006, Tirabosco ve ark
2008, Vujovic ve ark 2006).

Kordomalar genel itibariyla diisiik dereceli tiimdrler olmasina ragmen bazi
hastalarda agresif olabildikleri gibi disik oranda metastaz yapabilmektedirler.
Literatiirde akcigere, kemige ve karacigere metastaz yaptiklarini gosteren ¢alismalar
bildirilmistir (Guedes ve ark 2009, Auger ve ark 1994, McPherson ve ark 2006,
Perasole ve ark 1991).

Genel olarak kordomalarin patolojik tayinlerinde; vimentin, sitokeratin-19 ve
s-100 gibi antikorlarla pozitif, GFAP antikoruyla ise negatif boyanma 6zellikleri ve
morfolojik 6zellikleri mikroskobik olarak degerlendirilir. Literatiirde kordomalarda
spesifik ekspresyonu gosterilen EMA, galektin-3, vimentin, brachyury, CD24,
CD44, sitokeratin-19, c-met ve e-kaderin genleri bildirilmistir. (Walker ve ark 1991,
Gotz ve ark 1997, Naka ve ark 2001, Niwa ve ark 1994, Oakley ve ark 2008, Saad ve
Collins 2005, Walker ve ark 1991, Naka ve ark 1997, Romeo ve Hogendoorn 2006).
Bu calismada ise bahsi gegen genlerin ekspresyonuna ilk defa bir arada bakildi ve bu
genler kordomanin tani degerlendirilmesinde kullanildi. Bu amagla, calisma
kapsaminda toplanan dokularin kordoma tanisinin net olarak konulmasi igin

belirlenen bu 9 genin ekspresyonu agisindan pozitif olduklar1 gosterildi.
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Kordoma olusumunda onemli roller iistlenen genlerin diizenlenmesinde rol
alan  miRNA ekspresyon profilinin  belirlenmesi  kordomanin  molekiiler
mekanizmalariin aydinlatilmasinda temel ¢alisma niteliginde olacaktir. Bu amagla
yapilan kordoma dokularinda miRNA ekspresyon profilinin belirlenmesi ve bu
ekspresyon profilinin niikleus pulposus dokulariyla kiyaslanarak ekspresyon farki 4
katin tizerinde olan 17, 2 katin {izerinde olan 91 miRNA tespit edilmistir. Belirlenen
bu miRNA’lar arasinda ekspresyonlart doku gruplarina goére homojen dagilim
gosteren hsa-miR-140-3p, hsa-miR-148a, miR-31 ve hsa-miR-222 miRNA’larin
ekspresyon seviyesi real-time PCR ile dogrulanmistir. Real-time PCR sonrasi elde
edilen bulgulara gore hsa-miR-140-3p, hsa-miR-148a’in kordoma dokularinda
ekspresyonunun arttigi, miR-31 ve hsa-miR-222 miRNA’larin ekspresyonlarin
azaldig1 gosterilmistir. Bu bulgu, bu miRNA’larin kordomalar i¢in spesifik oldugu
gostermektedir. Bu miRNA’larin daha fazla kordoma dokusunda bakilarak istatistiki
oneminin ortaya konmasi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda UCH-I hiicre hattina

ait miRNA ekspresyon sonuglari1 da kordoma dokularina paralellik gostermektedir.

Kordomalar iizerinde bugiine kadar yapilan sadece bir adet miRNA ¢aligmas1
mevcuttur. Bu calismada 2 kordoma dokusu ve UCH-I hiicre hatti kullanilmistir.
Kontrol doku olarak ise iskelet kas hiicreleri kullanilmistir (Duan ve ark 2010). Bu
calismada; miR-1’in kas hiicrelerine kiyasla kordoma dokularinda daha ¢ok eksprese
edildigi sonucuna varilmistir. Fakat yapilan bu g¢alismada goz ardi edilen nokta
kordoma dokularinin saglikli dokusu olarak kabul edilen niikleus pulposus yerine kas
hiicrelerinin kullanilmasidir. Mevcut ¢alismamizda ise sekiz kordoma dokusu ve 8
niikleus pulposus dokusu kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuclar kiyaslaninca miR-
1’in kordoma dokularinda niikleus pulposusa oranla daha farkli bir miktarda eksprese

edilmedigi goriilmiistiir.

Bu aragtirmada ayrica kordoma dokusunda rol aldig1 ortaya konan hsa-miR-
222 ve miR- 31 prostat karsinomlarinda incelenmistir. Elde edilen bulgulara goére
hsa-miR-222 ve miR-31’in normal prostat dokularina nazaran daha diisiik miktarda

eksprese edildigi bildirilmistir. Diger taraftan papiller tiroit kanserlerinde ise bu
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miRNA’larin ¢ok diisiik oranda sentezlendigi gosterilmistir (Schaefer ve ark 2010,
Tetzlaff ve ark 2007). Lenfomalar iizerine yapilan bir ¢alismada ise hsa-miR-31’in
bulundugu kromozomal bdlgenin bazi hastalarda delesyona ugradigi ve hsa-miR-31
ekspresyonunun diistiigii gosterilmistir (Schwaenen ve ark 2009). Diger taraftan lenf
diiglimlerinde metastaz yapan meme kanserleri tizerinde yapilan miRNA ekspresyon
profili ¢alismasinda hsa-mir-31 disiik miktarda cksprese edildigi gosterilmistir
(Schmittgen 2010). Ayrica VSMC (vaskiiler diiz kas hiicreleri)’nde ise hsa-miR-
31’ni yiiksek miktarda sentezlendigi de gosterilmistir (Suarez ve ark 2007, Suarez ve
Sessa 2009). hsa-mir-31’in saglikli borek dokularinda polikistik bobrek dokulari ile
kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda oldugunu gosterilmistir (Pandey ve ark 2008).
Kolon kanseri hiicre hatlar1 ve kolon kanseri dokular1 kullanilarak yapilan diger bir
calismada ise hsa-miR-31 miktarmin saglikli doku ve hiicre hatlarina nazaran ¢ok
diigik miktarda oldugu gosterilmistir (Bandres ve ark 2006).. Gliomalar iizerinde
yapilan aragtirmada ise astrositlerle kiyaslandiginda hsa-miR-31’in gliomalarda ¢ok

diisiik miktarda oldugu gosterilmistir (Wu ve ark 2009).

hsa-miR-31 c¢esitli hiicre hatlarina transfekte edilerek hiicreler tizerindeki
etkileri arastirilmis ve elde edilen sonuglara gére hsa-miR-31 p53 biyokimyasal
yolagi bozulmus olan OVCARS8, OVCA433, SKOV39 (ovaryum kanseri hiicre
hatlar1) ve PC3 (prostat kanseri hiicre hatti) hiicrelerinde proliferasyonu azalttig
gosterilmigtir  (Creighton ve ark 2010). Malin mezenteliyoma’larda yapilan
calismalarda hsa-miR-31 ekspresyonunun ¢ok diisiik oldugu ve bu kansere ait hiicre
hatlarmma hsa-miR-31 transfeksiyonu yapildiginda hiicre proliferasyonun azatligi
gosterilmistir (Ivanov ve ark 2010). hsa-miR-31 ekspresyonu fludarabin'e direngli ve
tekrarlayan kronik miyeloid 16semilerde (KML) fludarabin’e hassas olan KLM’lere
nazaran daha diigiik oldugu bunu sonucu olarak fludarabin direncinde bir belirleyici
olabilecegi one siriilmistiir (Ferracin ve ark 2010). Diger taraftan akut miyeloid
l16semilerde de hsa-miR-31’in ekspresyonunun diistigii gosterilmistir (Cammarata ve
ark 2010). Literatiirdeki bu bulgular ve mevcut bulgularimiz 1s18inda hsa-miR-31
kordomalarda da ekspresyon miktarinin diisiik olmasi, hsa-miR-31’in fonksiyonel

olarak bir ¢esit tiimor baskilayict miRNA olma ihtimalini artirmaktadir.
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hsa-miR-222"nin ise KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral
oncogene homolog) ekspresyonunu hedefleyerek engellendigi ve boylelikle
eritrolosemik hiicrelerin gelisiminin durdugu gosterilmistir (Felicetti ve ark 2008,
Felli ve ark 2005). hsa-miR-222’nin PC3 (prostat kanseri hiicre hatti)’na
transfeksiyonu sonucunda bu hiicrelerdeki P27 yolagim1 bozarak hiicre
proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir. Literatiirde hsa-miR-222 ve hsa-miR-221
birlikte birgok kanserde yiiksek miktarda sentezlendigine dair birgok ¢aligma
mevcuttur. Yapilan bu arastirmalarda; bir timor baskilayict gen olan P27
mRNA’sinin 3’-UTR bolgesinde baglanma bolgesinde hsa-miR-222 ve hsa-miR-221
miRNA’larinin  baglanma boélgesi igerdigi ve bu miRNA’larin P27 yolagmi
baskilayarak hiicre proliferasyonunu artirdigi gosterilmistir (Galardi ve ark 2007,
Medina ve ark 2008, Mercatelli ve ark 2008, Miller ve ark 2008, Sun ve ark 2009,
Veerla ve ark 2009, Visone ve ark 2007, Zhang ve ark 2010a). Bu ¢alismada ise hsa-
miR-222 ve hsa-miR-221’in her ikisininde kordomalardaki miktarinin niikleus
pulposus dokularina kiyasla daha diisiik oranda ifade edildigi gosterilmistir. Diger
taraftan real time PCR ile hsa-miR-222’nin belirlenen ve dogrulanmig sonuglara gore
KIT yolagmi hedef alarak baskilamasi ve buna bagli olarak hiicre proliferasinonu
azaltmasinda rol oldugu distiniilmektedir (He ve ark 2005a). Calisma sonucu elde
edilen miR-222 verilerinin literatiirdeki verilerle ¢elismesi bu konuda yapilacak

arastirmalarin artmasiyla aydinlatilacaktir.

Kordomalarda belirlenen miRNA ekspresyon profillerine bagli olarak hsa-
miR-31’in diistik miktarda sentezlenmesinin kordomalardaki E2F biyokimyasal
yolagin daha aktif olmasini ve bu sayede kordoma hiicrelerinin apoptozdan kagma ve
stirekli olarak S fazina girme dongiisiinii kolaylastirdigi diistiniilebilir. Hsa-miR-31
haricinde hsa-miR-222"de diisiik miktarda sentezlenmesi hedefledigi bir onkogen
olan ¢c-KIT ve kanserlerde miktarinin oldukga arttig1 gosterilen ARF4 geninin yiiksek
miktarda iretilmesine sebep olacagi icin kordomalarin patogenezinde oldukca

onemli oldugu diisiiniilebilir (Creighton ve ark 2010).
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Kanser hiicrelerine c¢esitli kemoterapotik ajanlar  verilerek telomer
bolgelerinin kisalmasi saglanmaktadir. Uziel ve ark. (2010) yaptig1 bir ¢alismada
kemoterapotiklerin verilmedigi grupla verilen grup arasinda miRNA ekspresyon
farklar1 belirlemis ve sonuglara gore telomer bolgesinde kisalma olan hiicrelerde hsa-
miR-148a’nin yiiksek miktarda eksprese oldugu gosterilmistir (Uziel ve ark 2010).
Diger taraftan, kolon kanseri hiicre hatlar1 ve kolon kanseri dokular1 kullanilarak
yapilan bir c¢alismada hsa-miR-148a miktarinin saglikli doku ve hiicre hatlarina
nazaran ¢ok yiiksek miktarda oldugu gosterilmistir (Bandres ve ark 2006). AML
hastalar1 lizerinde yapilan bir ¢alismada normal karyotipe sahip AML hastalarinda
hsa-miR-148a’nin yiiksek miktar sentezlendigi gosterilmistir (Cammarata ve ark
2010). Diger taraftan hepatoseliiler karsinomlarda yapilan bir arastirmada metastatik
karsinomlarla olmayanlar arasindaki miRNA ekspresyon seviyesinin kiyaslanmasi
sonucu hsa-miR-148a’nin metastatik olmayan karsinomlardaki ekspresyon seviyesi
yiksek ¢ikmistir. Mevcut caligmamizda ise hsa-miR-148a’nin ekspresyon seviyesi
yiikksek bulunmustur. Bu bulgu, kordomalarda metastaz oranin diisiik oldugu

diisiniildiigiinde literatiirdeki verilerle uyumludur.

Calismamizda kordoma dokusunda rol aldig1 ortaya konan hsa-miR-181a’nin
prostat kanseri miRNA ekspresyon profil c¢aligmasinda normal dokularla
kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica hsa-
miR-181a’nin  multipl  miyelomlarda, pankreas kanserinde, 16semilerde,
retinoblastomlarda ve B hiicreli kronik lenfositik losemilerde yiiksek miktarda
sentezlendigi bildirilmistir (Lee ve ark 2007, Pichiorri ve ark 2008, Wang ve ark
2008a, Yu ve ark 2006, Zhao ve ark 2009).

mMiR-140-5p’nin damak olusumunda gorev aldig1 ortaya konmustur (Eberhart
ve ark 2008). Bu ¢alismanin ardindan sendromik olmayan yarik damak hasta
gruplarinda yapilan bir aragtirmada mir-140-5p’de bulunan bir polimorfizmin
hastaligin ortaya ¢ikmasinda etken oldugu gosterilmistir (Li ve ark 2010). 2010
yilinda yayinlanan bir ¢alismada ise hipofarinks skuaméz hiicre karsinomunda mir-

140-5p’nin saglikli dokularla kiyaslandiginda daha diisiik miktarda sentezlendigi
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gosterilmistir (Kikkawa ve ark 2010). miRNA’larin ekspresyon profili yapilan diger
bir ¢alismada ise endometriyal karsinomlarda miR-140-5p’nin miktarinin normal
dokulara kiyasla daha az oldugu bildirilmistir(Hiroki ve ark 2010). Bulgularimiza
gore kordomalarda miR-140-5p miktarinin niikleus pulposuslarla kiyaslandiginda
yiiksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir. Fakat literatiirde bu bulgumuzu
destekleyecek miR-140-5p’nin kordomada ve diger kanserlerde farkli miktarlarda
sentezlendigini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bulgu bizim ¢alismamiz

ile literatiirde ilk bulgudur.

Literatiire bakildiginda, miR-16 ve kanserlerdeki ekspresyon profiline dair
yapilan caligmalar, miR-16"nin kanserlerde ekspresyon seviyesinin diisiik oldugunu
gostermistir (Calin ve ark 2002, lorio ve ark 2005). miR-16’nin belirlenen hedefleri
arasinda BCL2’yi olmas1 ve bu yonde yapilan c¢alismalarda miR-16’nin apoptozu
uyardigint gosterilmistir (Cimmino ve ark 2005). Literatiirde yapilan ¢alismalardan
elde edilen veriler cogunlukla kanserlerde miR-16’nin daha disiik miktarda
sentezlendigi gosterilmis, fakat mevcut ¢alismamizda ise artigi gézlenmistir. Benzer
sekilde literatiirde bazi tiimorlerde miR-16’nin miktarinin artigini gésteren ¢aligmalar
mevcuttur (Wang ve ark 2008c). Bu ¢eligkili sonuglara, miRNA’larin kesfinin yeni
olmasi, deney sistemlerinin belli standartta optimize edilmemis olmas1 ve heniiz bu
miRNA’larn etkiledigi yolaklarin net olarak bilinmemesi yol agmaktadir. Mevcut
caligmada da oldugu gibi elde edilen verilerin hepsi beraber degerlendirildiginde
mevcut veriler {izerinden yapilacak sonraki caligmalar ilerleyen zamanlarda bu
alandaki soru isaretlerinin azalmasina ve mekanizmalarin aydinlatilmasina neden

olacaktir.

Literatiirde miR-126 ile mikrogip ¢alismalart yapilmistir. Bunlardan gogiis
kanserinde miR-126’nin  go6glis kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azatligi
gosterilmistir (Tavazoie ve ark 2008). Akciger ve prostat kanserleri tizerinde yapilan
diger bir ¢aligmada ise tiimor dokularinda normal dokulara nazaran daha diisiik
miktarda miR-126’nin sentezlendigi gosterilmistir (Ambs ve ark 2008, Yanaihara ve

ark 2006). Ayrica miR-126’nin vaskiiler gelisim {izerinde olumlu etkiler yaptigini
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gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Fish ve ark 2008, Wang ve ark 2008b). Buna ilave
olarak son zamanlarda yapilan bagka bir ¢alismada ise miR-126’nin mesane timor
dokularinda normallerine kiyasla yiiksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir (Baffa
ve ark 2009). Kolorektal kanserde ise miR-126 ile birlikte miR-451’in yiiksek
miktarda sentezlendigi grubun survisinin daha uzun oldugu gosterilmistir (Valeri ve
ark 2009). Mevcut ¢alismamizda hastalarin survisi ile miRNA arasindaki iliski
calistimamistir.  Bununla birlikte, kordoma vakalarinin diger kanserli vakalar ile
kiyas edildiginde survisinin daha uzun oldugu bilinmektedir. Diger taraftan, miR-126
ve mMIiR-16’nin kordomalarda yiiksek miktarda sentezlenmesinin kordomalarin
oldukca yavas biiyliyen tiimorler olmasindaki kordoma hiicre hatti olan UCH-I’nin
hiicre sayisinin ikiye katlanma siiresinin 14 giin olmasi beraber degerlendirildiginde
bu miRNA’larin kordomanin diisiik dereceli bir tiimor olmasinda etkilerinin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

miR-424’tin pankreas kanserlerinde, AML’lerde, metastatik olmayan
karaciger ve 6zefagus skuamoz hiicre karsinomlarinda yiiksek miktarda sentezlendigi
gosterilmistir (Guo ve ark 2008, Langer ve ark 2009, Lee ve ark 2007, Li ve ark
2008). Ayrica prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerinde yapilan bir ¢alismada miR-424
hormona bagimli olmayan prostat kanseri hiicrelerinde androjen bagimli hiicrelere
nazaran daha fazla sentezlendigi gosterilmistir (Lin ve ark 2008). Ovaryum ve gogiis
kanserlerinde de diisiik miktarda sentezlendigi gosterilmistir (Camps ve ark 2008,
Yang ve ark 2008). Bu sonuglar; diger kanserlerde oldugu kordomalarda da artan
MiR-424 miktarin1 anlamli kilmakla beraber hormon bagimli olan kanserler i¢in
ortak bir yol gostermektedir. Bu verilerden yola ¢ikilarak kordomalarda mir-424’iin
yiiksek miktarda sentezlenmesi kordomalarin hormon bagimli olmadigint gdsteren

bir veri olarak da diisiiniilebilir.

miR-142-3p’nin KLL’lerde, kolorektal ve skuaméz hiicre karsinomlarinda
yiiksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir (Chang ve ark 2008, Chen ve ark 20009,
Fulci ve ark 2007, Mascaux ve ark 2009, Zanette ve ark 2007). Bununla birlikte,
miR-142-3p’nin T lenfositlerinde de yiiksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir
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(Merkerova ve ark 2008). Mevcut ¢alismamizda ise kordomalarda niikleus pulposus
dokusuna nazaran mMiR-142-3p’nin daha yiiksek miktarda eksprese edildigi
gosterilmistir. Bu bulgu literatiirde diger kanser dokularindan elde edilen veriler ile

uyumluluk goéstermektedir.

miR-195 kardiyak hipertrofilerinde yiiksek miktarda sentezlendiginin
gosterilmistir (van ve ark 2006). Bununla birlikte KLL’lerde yiiksek miktarda
sentezlendiginin gosterilmesine karsin hepatoseliiler karsinomlarda, gastrik ve
mesane kanserlerinde diisiik miktarda sentezlendigi gosterilmistir (Guo ve ark 2009,
Ichimi ve ark 2009, Murakami ve ark 2006, Zanette ve ark 2007). Mevcut
caligmamizda, kordomalarda ise miR-195 niikleus pulposus dokusundan daha yiiksek
sentezlendigi gosterilmistir. Elde ettigimiz bulgu literatiirdeki diger kanserlerde
gozlenen diisik miktarda sentezi uyumlu olmakla beraber literatiirle ¢elisen
sonuclarda goriilmektedir buradaki farklilik ¢esitli kanserlerde farkli sinyal

yolaklarinin aktive olmasiyla ilgili olabilir.

mMiR-138’in tiroid kanserlerinde diisik miktarda sentezlendigi ve bunun
sonucu olarak telomeraz enziminin miktarinin artigi gosterilmistir (Mitomo ve ark
2008). miR-138’in akciger ve kolon kanserleri gibi daha birgok kanserde diisiik
miktarda sentezlendigini gosteren ¢alismalar yapilmistir (Baffa ve ark 2009, Liu ve
ark 2009, Lu ve ark 2005). Calismamizdan elde edilen sonuglar literatiirle uyumluluk

gostermektedir.

miR-140-3p, miR-1207-5p, miR-630 ve miR-144 ile alakali literatiir bilgileri
oldukga kisith olmakla beraber herhangi bir kanserde farkli miktarlarda ekspresyona
ugradigini gosteren net veriler su ana kadar gosterilmemistir. Calismamizda elde
edilen sonuglarda ise miR-140-3p, miR-1207-5p, miR-630 ve miR-144 miktarlarinin
kordomalarda niikleus pulposus dokusuyla kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda

oldugunu gosterilmistir.
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Kordoma dokularinda belirlenen miRNA ekspresyon profili niikleus pulposus
dokulariyla kiyaslandiginda kordomalarda belirlenen bazi miRNA’larin diisiik
bazilarimin ise yiiksek miktarda sentezlenmesi literatiirdeki diger kanserlerde de
benzer sonuglarin goriilmesi kordomalarin olusumundaki biyokimyasal yolaklara ait

miRNA ekspresyon profillerine benzemektedir.

Yapilan deneyler sonucunda ortaya ¢ikan miRNA ekspresyon profili

arasindaki farklarin kordomalarin patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

mIiRNA ekspresyon profilleri genel olarak epitelyum kaynakli tiimorler ve
onlarin sagliklt dokularmin kiyaslanmasi ile olusan veriler olmasi ve niikleus
pulposus dokusuna dair daha 6nce hi¢ miRNA ekspresyon verisinin olmamasi
calismamizda elde edilen verilerin sagliklt bir sekilde literatiir verileri ile
kiyaslanmasini zorlastirmaktadir. Kordomalarin patolojik olarak kemik tiimorleri
oldugu ve kemik tiimorlerine dair miRNA ekspresyon profilerininde kisitli olmasi bir
bagka dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica kordoma vakalarinin nadir
karsilagilan vakalar olmasi galisilan vakalarin az olmasi nedeni ile kordomalar

tizerinde yapilan ¢alismalarin istatistiksel anlamliligini diisirmektedir.

Mevcut ¢alisma ile belirlenen miRNA’lar, kordoma patogenezindeki rollerini
fonksiyonel olarak arastiracak daha kapsamli ¢alismalara onciilikk edecektir. Daha
ileri ¢aligmalar ile ilgili miRNA’larin kordomanin tani ve tedavisindeki rollerinin

belirlenmesi ve sonraki yapilacak ¢alismalara yon verecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Niikleus pulposus dokularindan saglikli hiicre izolasyonu basarilmis ve
yapilan primer hiicre kiiltiirleri daha sonra RNA izolasyonlari i¢in kullanilmustir.
Buradan hareketle niikleus pulposus dokularindan direkt olarak RNA izolasyonun
cok saglikli olmadig1 bu dokulardan RNA izolasyonu i¢in bu dokulardan izole edilen

hiicre kiiltlirlerinden RNA izolasyonunun daha saglikli oldugu goriilmiistiir.

Kordoma’nin patogenezinde rol oynayan miRNA’larin belirlenmesi igin
mevcut calisma yapilmistir. Mikrogip kullanilarak elde edilen verilerden 4 kat ve
tizerinde ekspresyon kat farki olan 17 miRNA tespit edilmistir. Bunlardan 13
mMIRNA kordomalarda arttig1 belirlenmistir. Bu miRNA’lar; hsa-miR-140-5p, hsa-
miR-424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-
miR-140-3p, hsa-miR-630, hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a, hsa-miR-16,
hsa-mir-195°dir. Ayrica kordomalarda ekspresyonu azaldigi gosterilen 4 miRNA
tespit edilmistir. Ekspresyonu azalan bu miRNA’lar; hsa-miR-138, hsa-miR-221,
hsa-miR-31, hsa-miR-222°dir. Elde edilen bu primer bulgularin istatistiki

anlamliligini giiglendirmek i¢in daha genis hasta ve kontrol serilerine ihtiyag vardir.

Mikrogip ile elde edilen bulgularin real-time PCR ile dogrulanmasi yapilan
ve kordomalarda diisik miktarda bulunan hsa-miR-31 ile hsa-miR-222 kordoma
hiicrelerine transfekte edilerek bu miRNA’larin yoklugu ile regiilasyonu bozulan
biyokimyasal yolaklar aktif hale getirilerek kordoma hiicrelerinin proliferasyonun
azaltilmasi s6z konusu olabilir. Diger taraftan, kordomalarda hsa-miR-140-3p ve hsa-
miR-148a gibi yiiksek miktarda sentezlendigi tespit edilen miRNA’larin anti-
miRNA’lar1 kordoma hiicrelerine transfekte edilerek kordomalarda bu yiiksek
miktardaki miRNA’larin fonksiyonlarin1 kaybetmeleri saglanabilir. Bu sayede
miRNA’larin degradasyonunda rol oynadigi genler aktif hale getirilerek kordoma
hiicrelerinde bozuk olan apoptoz yolaklarmi tekrar fonksiyonel hale getirilebilir.

Yapilan bu g¢alisma sayesinde kordomalarda bozuk olan biyokimyasal yolaklarin
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belirlenmesi  farkli miktarlarda sentezlenen miRNA’larin  hedef genlerinin

belirlenmesiyle de miimkiin olabilir.

108



6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Insan Kordomalarinda Ekspresyon Farklihklari olan mikroRNA ’larin ve llgili
Transkriptlerin incelenmesi ve Bunlarin Kordomalarin Patogenezindeki
Oneminin Belirlenmesi

Omer Faruk Bayrak

TIBBi GENETIK ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi / KONYA-2010

Kanserin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan proteinlerin ve onlarin gorev aldigi biyokimyasal
yolaklarin nasil ve hangi sekilde degistigini gdstermek kanser molekiiler biyolojisinin anlagilmasinda
olduk¢a 6nemlidir. Hiicre ve dokulardaki biyokimyasal yolaklarin degisimini gézlemlemek igin gen
ekspresyonun belirlenmesi son derece 6nemli olmakla beraber gen ekspresyonunu diizenledigi son
yillarda gosterilen ve gen diizenleyici olarak 6nemli rolii oldugu bildirilen mikroRNA’larin kanserli
hiicrelerdeki seviyelerinin normal hiicrelerle kiyaslanarak arastirilmasi kanserin tani, takip ve
tedavisinde son derece Onemlidir. MikroRNA’lar timor baskilayici genleri yikimina sebep
olabilecekleri gibi onkogenlerin de yikimindan sorumlu olabilirler.

Kordomalar embriyonal notokord kalintilarindan kaynaklanan, genellikle diisiik dereceli,
nadiren karsilagilan ve kalsifiye olmus ve lobiillerden meydana gelmis bir kemik timor tiirtidiir.
Boliinme hizlar1 diisiik olmakla birlikte metastaz yapabildikleri ve bolgesel yikim giiciiniin olduk¢a
yiiksek oldugu gosterilmistir. Kemoterapi ve radyoterapiye karst oldukg¢a direngli olmalarinin yani sira
timoriin tekrarlanma oraninin da ¢ok yiiksek olmasi kordomay1 6liimeiil kilmaktadir.

Bu c¢aligmada kordomalardaki miRNA ekspresyon profili mikrogip kullanilarak
belirlendikten sonra saglikli kontrol olarak kullanilan niikleus pulposus dokusundaki miRNA
ekspresyon profili ile kiyaslandi. miRNA ekspresyon analizi i¢in kullanilan dokularda toplam 962
miRNA’nin ekspresyonlarina bakildi. Mikrogip kullanilarak elde edilen verilerden 4 kat ve tizerinde
ekspresyon kat farki olan ve kordomalarda arttigi belirlenen 13 miRNA (hsa-miR-140-5p, hsa-miR-
424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-630,
hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a, hsa-miR-16, hsa-miR-195) ayrica kordomalarda azaldig:
gosterilen 4 miRNA (hsa-miR-138, hsa-miR-221, hsa-miR-31, hsa-miR-222) tespit edildi. Elde edilen
mikrogip verilerinin dogrulanmasi i¢in kordomalarda ekspresyonu artan hsa-miR-140-3p ve hsa-miR-
148a ayrica kordomalarda ekspresyonu diisen hsa-miR-31 ve hsa-miR-222’nin ekspresyonlar1 real-
time PCR ile konfirme edildi. Sonug olarak tespit edilen bu miRNA’larin kordomanin patogenezinde
onemli biyokimyasal yolaklarda rol oynadiklari diistiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: miRNA; kordoma; mikrogip.
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7. SUMMARY

Evaluation of Differentially Expressed miRNAs, and Their Related Transcripts
in Human Chordomas and Detection of the Role of miRNASs in Chordoma
Pathogenesis

Showing the way where the proteins play a role in cancer occurrence and the biochemical
pathways they take part in, is very important in understanding the molecular biology of cancer. In
order to determine gene expression levels, monitoring the changes in biochemical pathways in cells
and tissues is equally important by comparing the level of microRNAs, which have been recently
shown to be gene expression regulators, in tumor and in normal cells, in order to diagnose, monitor
and cure cancer. MicroRNAs can down-regulate tumor suppressor genes as well as oncogenes.

Chordomas are a rare type of bone tumor originating from remnants of embryonic notochord,;
they are generally low degree tumors, which are, rare, calcified and made up of lobules. Their
proliferation rate is low, but has proven to be metastatic and highly destructive locally. Their high
resistance to chemotherapy and radiotherapy, in addition to as well as, their high recurrence rate
makes these chordomas lethal.

In this study, the miRNA expression profile of chordomas has been compared to that of the
healthy control cells (nhucleus pulposus cells) by using microarray technique. In the tissues used for
this expression analysis, a total of 962 miRNAs have been analyzed for their expression levels. In the
data obtained by using microarray, 13 miRNAs that have been to have a four fold or above up-
regulated in chordomas (hsa-miR-140-5p, hsa-miR-424, hsa-miR-126, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-
148a, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-630, hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-181a,
hsa-miR-16, hsa-miR-195) and 4 miRNAs that showed down-regulated in chordomas (hsa-miR-138,
hsa-miR-221, hsa-miR-31, hsa-miR-222) were detected. To validate the data obtained from the
microarray experiment, the expression levels of the over-expressed hsa-miR-140-3p and hsa-miR-
148a and the down-regulated hsa-miR-31 and hsa-miR-222 miRNAs were confirmed by real-time
PCR assay. As a result, the detected miRNAs are thought to be playing important roles in the
biochemical pathways of chordoma pathogenesis.

Key Words: miRNA; chordoma; microarray.
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7.2. EK-B Bilgilendirilmis Goniillii Onay Formu

Ad Soyadi

BILGILENDIRILMig |22«

Tedavi No

GONULLU OLUR |vats Tarini
FORMU Cinsiyeti
Doktor Adi
Dogum Tarihi :
Servis/oda No :

Sayin Prof. Dr. Hasan Acar, Prof Dr. Ugur Tire, Dog. Dr. Mustafa Ozen, Dog Dr. Bagar Atalay ve Ars. Gor. Omer Faruk Bayrak
tarafindan Yeditepe Universitesi Tip Fakltesi Norosirirji ve Tibbi Genetik Anabilim dalarinda ve Selguk Universitesi Selguklu Tip
Fakilltesi Tibbi Genetik A.B.D’da “insan Kordomalarinda Ekspresyon Farkliliklari olan mikroRNAlarin ve ilgili Transkriptlerin
incelenmesi ve Bunlarin Kordomalarin Patogenezindeki Oneminin Belirlenmesi” baslikli tibbi bir arastirma yapilacadi belirtilerek
bu arastirma ile ilgili bilgiler bana aktarildi. Bu arastirma kapsaminda beyin timérlerinden ameliyat sonrasi elde edilecek timér
materyalinden gerekli tibbi testler (patoloji, biyokimya vs) i¢in alinan miktardan geriye kalan kisim ileride genetik ve etiyolojik
arastirmalarda kullaniimak ve DNA, RNA, miRNA yada protein vb. eldesi i¢in uygun kosullarda saklanacak, gerekli goriildigi taktirde
bu dokulardan hiicre kiltiri yapilacak ve izole edilen DNA ve RNA mutasyon ve gen ekspresyon analizi igin kullanilacaktir. Bu
bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimci” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biyik
6zen ve sayg! ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yuritilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda
birakmamak igin arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme
yapllmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk
sorunumun ortaya g¢ikmasi halinde, her turli tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli glvence verildi. (Bu tibbi
muidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir sadlik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof Dr Ugur Tiire; Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Beyin Cerrahisi Ana bilim dali devlet yolu Ankara cad. no:102 Kozyatagi-istanbul (0216) 578 40 00 — 4838’ten veya 0 532
313 6625 arayabilecegdimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabiliim. Arastirmaya katiimam konusunda zorlayici bir davranigla
karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siresi sonunda adi gegen
bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biyik bir memnuniyet ve
gonulluliik igerisinde kabul ediyorum. Ameliyatim sonunda elde edilen her tiirli materyalin yukarida izah edilgi ve tarafima detaylari ile
acikindigi sekilde kullanilmasini onayliyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLUNUN

Adi, soyadi: Tarih
Adres:

Tel. imza

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iGiN VELI VEYA VASININ

Adl, soyadi: Tarih
Adres: _
Tel. Imza

AGIKLAMAYI YAPAN ARASTIRMACININ

Adi, soyadi: Tarih
Adres: )
Tel. Imza

RIZA ALMA ISLEMINDE BASTAN SONA TANIKLIK EDEN KURULUS GOREVLISININ

Adi, soyadi: Tarih
Adres: )
Tel. Imza
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7.3. EK-C Aydinlatilmis Goniillii Onay Formu

Ad Soyadi :
Protokol No :

AYDINLATILMIS  [reéavino
ONAM FORMU ohs Terinl

Cinsiyeti
Doktor Adi :
Dogum Tarihi :
Servis/oda No :

Kordomalarin olugumunda rol oynadigi digiiniilen mRNA ve microRNA’larin ekpresyon profillerinin ortaya
konmasimi ve bu molekiillerin potansiyel terapotik etkilerinin aragtirilmasini ongoren bir ¢alisma planlamaktayiz.
Arastirmanin ismi “insan Kordomalarinda Ekspresyon Farkhhklar olan mikroRNAlarin ve ilgili Transkriptlerin
incelenmesi ve Bunlarin Kordomalarin Patogenezindeki Oneminin Belirlenmesi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu arastirmaya katilip katilmamakta
serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliilik esasina dayalidir. Kararmizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni sizin/cocugunuzun/yakininizin kordoma timérii veya Disk hernisi
sikayetinin bulunmasidir. Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji ve Tibbi Genetik A.B.D ve Selguk
Universitesi Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalimin ortak katilimi ile kordomanin
nedenlerini ortaya gikaracak bir arastirma gergeklestirilecektir.

Eger arastirmaya katilmay:1 kabul ederseniz Prof Dr. Ugur Tiire, veya Dog¢ Dr. Basar Atalay veya onlarin
gorevlendirecegi bir hekim tarafindan ameliyat esnasinda alman dokunun bir kismi arastirma laboratuarimizda sivi azot
icerinde saklanacak. Bu arastirma kapsaminda ameliyat sonrasi elde edilecek materyalden gerekli tibbi testler (patoloji,
biyokimya vs) i¢in alinan miktardan geriye kalan kisim ileride genetik ve etiyolojik arastirmalarda kullanilmak ve DNA,
RNA, miRNA yada protein vb. eldesi i¢in uygun kosullarda saklanacak, gerekli goriildiigii taktirde bu dokulardan hiicre
kiiltiirii yapilacak ve izole edilen DNA ve RNA mutasyon ve gen ekspresyon analizi i¢in kullanilacaktir. Bu arastirma
kapsaminda elde edilen bilgiler kimliginiz belirtilmeden bilimsel nitelikte yayilarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda
bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu c¢alismay1 yapabilmek i¢in ameliyat esnasinda alinan tiimdr dokusunun bir kismini daha once belirtilen
nedenlerden otiirii saklayacagiz.

Bu ¢aligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caliymaya katildiginiz igin size ek bir
6deme de yapilmayacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve
psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak
hemen belirtmemiz gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik
hastaliktan etkilenebilecegini ortaya ¢ikarabilir. Bu bilginin kotii yonde kullanilmast sizi ekonomik ve sosyal yonden
etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin
anormal bir gen tasidigimizi saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir iicret talep etmeden size bildirecegiz. Ancak
bdylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin diginizda
birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya
da babanin biyolojik kimliginin de saptanmasidir. Bu durumlarda gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar
gbrmenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz. Caligmanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler
katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik hastaligin nedeninin
ogrenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu caligmanin hemen size veya cocugunuza bir fayda olarak doéniip
dénmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin &grenilmesi ileride ilgili hastaliktan
etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size

uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢gekmek
hakkina da sahipsiniz.
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7.4. EK-D miRNA Hedef bilgileri
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