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OZET

Amag: Gemsitabin, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde (KHDAK) birinci basamak tedavilerden biridir; ancak
kazanilmis direng, uzun siireli tedavi yanitlarini sinirlandirmaktadir. Eksozomlar ve mikroRNA'lar (miRNA'lar),
kemorezistansla iligkili hiicreler arasi sinyal iletiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, gemsitabine
duyarli ve direncli A549 modellerinden elde edilen kanser kok hiicreleri (CSC) ile bu hiicrelerden tiiretilen
eksozomlarda miR-221/222 kiimesi ve direng genlerinin profili incelenmistir.

Yontem: Gemsitabine direngli A549 hiicreleri ile bunlardan tiiretilen eslesmis CSC ve gemsitabine direngli CSC
(Gr-CSC) popiilasyonlar1 olusturulmus ve akig sitometrisi, qRT-PCR ve immiinofloresan yontemleriyle
karakterize edilmistir. CSC ve Gr-CSC sferoidlerinden elde edilen eksozomlar izole edilmis; miktarlar
belirlenmis, boyut dagilimlar1 analiz edilmis ve A549 hiicreleri tarafindan alimlar1 degerlendirilmistir. Eksozomal
miR-221/222 ailesi tiyeleri ile MDR1, ABCG2 ve BCL2 genlerinin ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir.

Bulgular: Gr-CSCl'ler, artmis sferoid olusturma kapasitesi, ylikselmis MDR1 ekspresyonu ve gemsitabine karsi
azalmis duyarlilik gostermistir. Gr-CSC kaynakli eksozomlar daha yiiksek protein verimi saglamis ve
transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) eksozomlara 6zgii tipik morfolojiyi (yaklasgik 30-150 nm)
sergilemistir. Hem CSC hem de Gr-CSC kaynakli eksozomlarin A549 hiicreleri tarafindan etkin sekilde
i¢sellestirildigi ve bu alimin zamana bagli olarak arttig1 belirlenmistir. Gr-CSC eksozomlarinda miR-221-3p,
miR-222-3p ve ozellikle miR-222-5p diizeyleri artarken, MDR1 ve BCL2 ekspresyonlarinin da yiikseldigi
saptanmistir. Buna karsin miR-221-5p diizeyinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.

Sonu¢: Direncli CSC'ler, ozellikle ila¢ secilimiyle olusan kok hiicre benzeri durumda, miR-221/222—
MDR1/BCL?2 yiikiinii eksozomlara segici olarak paketlemektedir. /n vitro A549 KHDAK modeli kullanilarak
gelistirilen bu sferoid tabanli yaklasim, direngle iligkili eksozomal RNA yiikiiniin standartlastirilmis sekilde
profillenmesine olanak saglamaktadir. Ancak bu bulgularin translasyonel biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi i¢in
farkli deneysel modellerde ve klinik 6rneklerde dogrulanmasi gerekmektedir.

Bu c¢aligma Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenen TYL-2022-2473 kodlu proje kapsaminda gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri; A549; gemsitabin direnci; kanser kok hiicreleri; sferoid
kiltiirli; eksozomlar; eksozom alimi; miR-221/222.
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ABSTRACT

Background: Gemcitabine is a first-line therapy for non-small cell lung cancer (NSCLC), yet acquired resistance
limits durable responses. Exosomes and microRNAs (miRNAs) contribute to chemoresistance-associated
intercellular signaling. We profiled the miR-221/222 cluster and resistance genes in cancer stem cells (CSCs) and
CSC-derived exosomes from gemcitabine-sensitive and -resistant A549 models.

Methods: Gemcitabine-resistant A549 cells and matched CSC and gemcitabine-resistant CSC (Gr-CSC)
populations were generated and characterized by flow cytometry, qRT-PCR, and immunofluorescence. Exosomes
from CSC and Gr-CSC spheroids were isolated, quantified, size-profiled, and assessed for uptake by A549 cells.
Exosomal miR-221/222 family members and MDR1, ABCG2, and BCL2 were quantified.

Results: Gr-CSCs showed enhanced spheroid formation, increased MDR1, and reduced gemcitabine sensitivity.
Gr-CSC exosomes yielded higher protein and displayed typical exosome morphology (=30—150 nm) by TEM.
Both CSC and Gr-CSC exosomes were efficiently internalized with time-dependent accumulation. Gr-CSC
exosomes were enriched in miR-221-3p, miR-222-3p, and especially miR-222-5p, together with MDR1 and
BCL2, while miR-221-5p was unchanged.

Conclusions: Resistant CSCs preferentially package a miR-221/222-MDR1/BCL2 cargo into exosomes in an in
vitro A549 NSCLC system, particularly under drug-selected stem-like states. This spheroid-based workflow
enables standardized profiling of resistance-associated exosomal RNA cargo; translational biomarker use will
require validation in additional models and clinical specimens.

This study was conducted within the scope of project TYL-2022-2473, supported by the Scientific Research
Projects Coordination Unit of Eskisehir Osmangazi University.

Keywords: Non-small cell lung cancer; A549; gemcitabine resistance; cancer stem cells; spheroid culture;
exosomes; exosome uptake; miR-221/222
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