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OZET
Bashk: Direncli akciger kanser kok hiicrelerine molekiiler miihendislik ile
hedeflendirilmis eksozom-enkapsiile siRNA’larla hiicrelerdeki ila¢ direncinin

Onlenmesi

Amac¢: Bu tez caligmasinda Gemsitabin ile direngli hale getirilen
A549’1ardan izole edilen kanser kok hiicreleri (AKKH; CD326°CD133°CD44") ile
ko-kiiltiire edilen siRNA (KKH’de yiiksek diizeyde eksprese olan coklu ilag
diren¢ genlerinden ABCBI1 genine 0zgii) transfekte ve Hyaluronik asitle(HA)
enkapsiile edilmis insan sinoviyal sivi kokenli mezenkimal kok hiicre
eksozomlarimin dKKH’lerdeki MDR1 susturulmasi-aracili etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.

Yontem: Gemsitabin direngli A549 hiicrelerinden CD326"CD133°CD44*
Hiicre izolasyonlar1 gergeklestirildikten sonra CFU analizi, 3 Boyutlu sfer
olusturabilme yetenekleri, MTT yontemiyle sitotoksisite analizi, biiylime egrisi,
immunofloresan isaretleme ve flow sitometri yontemleriyle pozitiflikleri
karakterize edildi. MKH’lerden eksozom izolasyonlarindan sonra flow sitometri
ve TEM analizleriyle karakterizasyon analizleri gerceklestirildi. MDRI-
siRNA’lar eksozomlara transfekte edilerek yiiklenme kapasiteleri arastirildi. HA-
kaplanmis-siRNA-transfekte-eksozomlarin KKH’lerdeki basarisi flow sitometri
ve PCR analizleriyle gosterildikten sonra IF isaretlemeyle Aktif Kaspaz-3
boyamasi, flow sitometri ile Annexin V/PI ve bazi apoptoz genleri icin qPCR ile
apoptotik analizler gergeklestirildi. Ayrica flow sitometriyle hiicre dongiisi

analizi ile tedavi stratejilerinin etkileri arastirilmustir.

Bulgular: A549 hiicrelerine Gemsitabin direnci kazandirilarak sitotoksisite
analizi ile ICso degerlerinin yiikseldigi ve hiicrelerin belirgin, canlilik oram
ylksek ve iki boyutlu koloni olusturma yetenekleri gosterildi. d-A549’lardan
CD326°CD133"CD44"  izolasyonlar1  gergeklestirildi ~ ve  izolasyonlarin
verimliliginin yiiksek saflik ve canlilikta oldugu belirlendi. siRNA transfekte
eksozomlarin A549, KKH ve dKKH gruplarindaki MDRI1 seviyelerindeki
azalmalar belirlendi. Apoptotik ve hiicre dongiisii analizlerinde KKH’lerdeki
Gemsitabin direncinin  kirildigr ve hiicrelerin apoptoza yoOnlendirilebildigi

belirlendi.



Sonu¢: Bu tez calismasindan elde edilen verilere gore d-KKH’lerde
eksozom aracili siRNA’larin hedef genleri basariyla sessizlestirebilecegi ve
ABCBI1 gen ekspresyonunun azalmasi ile KKH’lerde kemodirencin azalarak
kemoterapoétiklerin yeniden kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Coklu ilag direnci, Kanser Kok Hiicre, Eksozom,
Gemsitabin, RNAi, MDR
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ABSTRACT

Title: Prevention of resistance by targeting exosome-encapsulated siRNAs
to Resistant lung cancer stem cells by molecular engineering

Objective: In this thesis study, it was aimed to investigate the MDRI
silencing-mediated effect on lung resistant CSC (1t-CSC;D326+CD133+CD44+),
which is isolated from Gemsitabine-resistant A549 cells. For this purpose, MDR1
spesific siRNA (specific to ABCBI1 gene, one of the multidrug resistance genes
highly expressed in CSC) were transfected to exosomes and were coated with
Hyaluronic acid(HA) and this combinations were co-cultured with rt-CSC.

Methods: After isolation of CD326+CD133+CD44+cells from
Gemsitabine-resistant-A549 their positivity was characterized by CFU analysis,
ability to form 3D (3D) spheres, cytotoxicity analysis, growth curve,
immunofluorescence labeling and flow cytometry methods. After MSC-derived-
exosome isolations, characterization analyzes were performed with flow
cytometry and TEM analyzes. MDR1 siRNAs were transfected into exosomes
and their loading capacity was investigated. After the success of HA-coated-
siRNA-transfected-exosomes in CSCs was demonstrated by flow cytometry and
PCR analysis, Active Caspase-3 staining with IF labeling, Annexin V/PI with
flow cytometry, and apoptotic analyzes with qPCR were performed. In addition,
the effects of cell cycle analysis and treatment strategies were investigated.

Results: Gemcitabine resistance was proven in A549 cells, with
cytotoxicity analysis were increased and the cells were prominent, viable, and had
the ability to form two-dimensional colonies. CD326+CD133+CD44+ isolations
from resistant-A549 were performed and it was determined that the efficiency of
the isolations was of high purity and viability. Decreases in MDRI1 levels in
A549, CSC and rt-CSC groups of siRNA-transfected exosomes were determined.
In apoptotic and cell cycle analyzes, it was determined that Gemcitabine tolerance
was re-established in rt-CSCs and cells could be directed to apoptosis.

Conclusions: According to the data obtained from this thesis study, it was
concluded that exosome-mediated siRNAs can successfully silence target genes in
rt-CSCs and that chemotherapeutics can be reused by decreasing chemoresistance

in rt-CSCs with decreased ABCBI1 gene expression.
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Keywords: Multi Drug Resistance, Cancer Stem Cell, Exosome, Gemcitabin,

MDRI1 siRNA
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dk:
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Kanser Kok Hiicre

Direncli Kanser Kok Hiicre
RNA interferans
Gemsitabin

Eksozom
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Mezenkimal Kok Hiicre
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Uc Boyutlu

Ekstraseliiler Matriks
2-Phospho-L-ascorbic Acid
4’°,6-Diamidino-2-Fenilindol
Dakika

Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetil Stilfoksit

Etilendiamin Tetraasetik Asit

Fetal Sigir Serumu

Fibroblast Biiylime Faktorii-1
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FN: : Fibronektin

IGF-I: : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii (Insulin-Like Growth
Factor-I)

ITS: : Insulin/Transferin/Serin Soliisyonu

IF : Immunofloresan

uM : Mikromolar

ml veya mL: : Mililitre

mm: : Milimetre

mM: : Milimolar

PBS: : Fosfat Tamponu

PCR: : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PDMS: : Polidimetilsiloksan

Sn : Saniye

pm: : Mikrometre
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimilizde kanser alt tiplerinden bagimsiz olarak diger hastaliklar arasinda en
yiiksek mortalite oranina sahiptir. Ustelik tiim diinya ¢capinda insidans1 ve mortalitesi
hizla artmaktadir. Globacan’in verilerinde 2018 yilinda 18.1 milyon yeni vaka ve 9.6
milyon 6liim oranlar1 2020°de yeni vaka sayist 19.3 milyon ve 6liim sayist ise 10
milyon seklinde belirtilmistir (Ferlay vd., 2020, Bray vd., 2018). Bu oranlara
bakildiginda kanserin tiim diinyayr maddi ve manevi olarak yiiksek diizeyde
etkileyen bir hastalik oldugu gercegi kaginilmazdir. Diinya saghk oOrgiitiiniin

tahminleri ise bu oranlarin kiiresel diizeyde artmaya devam edecegi yoniindedir.

Kanser, farkli fenotip hiyerarsisine sahip heterojen hiicre toplulugu ile kendini
gosteren bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Heterojenik bir doku olan tiimor
kitlesindeki sadece bazi alt grup hiicre popiilasyonu tiimdriin baglamasi, biiylimesi,
invazyon ve metastazinda sorumlu olmaktadir. Son yillarda bu 6zellismis hiicreler
kanser kok hiicresi (KKH) olarak kabul edilmekte ve yapilan onkolojik arastirmalar
bu alan iizerinde yogunlagmaktadir. Gegtigimiz son on yilda hizla 6énem kazanan
KKH hipotezi, tiimoér dokusundaki baz1 alt grup popiilasyonlarinin mezenkimal kdk
hiicreler (MKH) ile benzerligi ile ortaya cikmistir. KKH’lerin mezenkimal kok
hiicrelerin sahip oldugu “kendini yenileyebilme” ve “farklilagabilme” potansiyeli
gibi temel Ozelliklere sahip olmasi bu hiicre grubunu 6zel kilmaktadir (Reya vd.,

2001).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) verilerine gore 2020 yilinda 1.80 milyonluk
bir mortalite oran1 ile tiim diinya ¢apinda en ¢ok Oliime sebep olan kanser tipinin
akciger kanseri oldugu belirtilmistir. Ayrica 2020 yilinda Akciger kanserinden 2.21
milyon kisi tan1 alarak meme kanserinden sonra (2.26 milyon tanili hasta) ikinci en
yliksek insidansa sahip kanser tiirii oldugu belirtilmistir. Erkeklerde en sik tan1 alan
kanser tipi iken kadinlarda tigiincii sirada yer almaktadir (Ferlay vd., 2020; Bade vd.,

2020).

Akciger kanseri, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiiciik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olmak iizerere iki ana tipi bulunmaktadir. KHDAK tiim
akciger kanserlerinin yaklasik olarak %80-85’ini olusturmaktadir (Chen vd., 2014).
Tim kanser tiplerinde oldugu gibi akciger kanserinde de KKH’ler ana rolii

istlenmektedir. Akciger tiimor dokusundaki heterojenik hiicre popiilasyonu



igerisinde yer alan alt hiicre popiilasyonunda bazi belirteclere sahip olanlarin yeniden
timdr olusturabilme, sessizlesme, niiks ve kanser biiyiimesi gibi agresif 6zelliklerde
daha etkili olduklar1 6ne siiriilmiistiir. John Dick ve arkadaglarinin 1994 yilinda
yayinladiklar1 ¢aligma, miyeloid 16semi hiicrelerinin alt popiilasyonu olan CD34+,
CD38- hiicre grubunun SCID farelerde yiiksek oranda tiimor hiicre kolonisi
olusturdugu gosterilen ilk calisma olmustur (Lapidot vd., 1994). Boylece kanser
calismalar1 hizli bir sekilde KKH’lerin kesfine dogru yonelmistir. Akciger kanserinin
alt popiilasyonlariyla yapilan c¢aligmalarda akciger kanser kok hiicrelerinin
yiizeylerinde CD326 (EpCAM), CD133 (prominin-1), CD44 (Hiicre ylizey adezyon
molekiilii) molekiillerini eksprese ettigi ve ALDHI1 (Aldehit dehidrojenaz 1)
aktivitesinin arttigr bulunmustur (Kim vd., 2021). Bunlar gibi kanser kok hiicre
ozelligi sergileyen hiicre belirteglerine sahip hiicre gruplarinin hedeflendirilerek
tedavi edilme protokollerinin gelistirilmesiyle kanser tedavisinde daha basaril

sonugclar elde edilebilecegine inanilmaktadir.

Giliniimiizde solid tiimdrlerin kanser tedavisinde siklikla; cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi olmak iizere iic ana tedavi yontemi ve bu tedavi yOntemlerinin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi yontemlerinin higbiri kanser kok
hiicreler iizerinde etkili degildir. Bu nedenle tedavi sonrasi direngli olan KKH’ler
yok olmamakta ve kanser tedavisi igin siirekli olarak kemoterapi ilaglari
degistirilmekte ancak buna ragmen kemoterapotik yaniti iyi olan hastalarda bile niiks

izlenmektedir.

Giliniimiizdeki kemoterapotik yontemler i¢in farkli kanser tiirlerine karsi her
giin yeni bir ilag modeli {izerinde ¢alisilmaktadir. Bu yeni ila¢ kesfinin altinda yatan
ana sebelerden biri etkili kemoterapotiklerin  hiicrelerin  diren¢ gelistirme
mekanizmalarindan dolay1 artik etkisini kaybetmesidir. Dogal olarak bu direng
mekanizmasina sahip olan KKH’lerde klasik kemoterapoétikler ise yaramamaktadir.
Hiicrelerin gelistirdikleri bu 6zel ila¢ diren¢ mekanizmalar1 nedeniyle kullanim dis1
olan etkili ilaglar yerini yeni ila¢ kesiflerine birakmaktadir. Ancak yeni bir ilacin
kesif siireci zannedildigi kadar ucuz ve kolay degildir. Ustelik bazi durumlarda klinik
kullanima gecen bir ila¢ belirli bir siire sonra ortaya c¢ikan yan etkilerinden dolay1
piyasadan cekilebilmektedir. Bu nedenlerle ortalama 13-14 yil gibi bir siire
sonucunda 500-2000 milyon dolar gibi bir maliyetle iiretilen kemoterapdtik ilaglarin

kullanilamamasi tiim diinya i¢in ciddi bir problemdir (Adams ve Brantner., 2006).



Multi ilag direnci (MDR) hiicre membraninda ilaglarin girisine karsi bulunan
savunma hattidir. Kanser hiicrelerinde yaygin olan MDR mekanizmasi, 6zellikle
karaciger hiicrelerinde olmak iizere viicudumuzda kan beyin bariyeri hiicreleri gibi
ozellikli hiicrelerde siklikla eksprese olmaktadir (Cojoc vd., 2015) MDR’ler
Adenozin trifosfat (ATP) baglayici kaset (ABC) tasiyicilar1 adi verilen enerji bagimlh
pompa siifina ait proteinlerdir. Bu protein ailesi, lipidlerin, sterollerin, peptidlerin,
toksinlerin ve iyonlarin tasinmasi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara katilan liyelere
sahiptir. Bu iiyeler arasinda yer alan; P-glikoprotein (P-gp; MDR1, ABCB1 olarak da
adlandirilir), MDRI1 iligkili protein (MRP1), meme kanseri diren¢ proteinleri
(BCRP1) MDR proteinleri olarak karakterize edilmistir. Bu ii¢ tasiyict sistem ilag
Ozgiilliigiine sahiptir ve hiicrelerin i¢inde azalan ila¢ birikimine ve dolayisiyla ilag
etkinliginin azalmasina neden olan bir dizi yapisal bilesikler tasimaktadirlar (Deepali

vd., 2018, Giindiiz vd., 2012).

P-gp, ilk tanimlanmis ve en ¢ok karakterize edilen MDRI1 tastyict proteinidir
ve kanser tedavisinde onemli bir hedef protein olarak kabul edilmektedir. Kanser
hiicrelerinde yiiksek P-gp ekspresyonu, kematerapdtik etkinin azalmasina ve pozitif
klinik sonuglarinda azalma ile baglantili olarak bulunmustur. Ozellikle baslangicta
disiik seviyede eksprese olan P-gp’ler de tedavi ilerledik¢e artis gozlenmistir.
Glinlimiizde rutin olarak kullamilan bircok kematerapdtik ajan P-gp’lere karsi
direnglidir. Bu nedenle son yillarda bu énemli ila¢ kesiflerine ek olarak tiim diinya
gen terapi yontemlerine odaklanmis durumdadir (Deepali vd., 2018, Giindiiz vd.,

2012)

Son zamanlarda direncli kanser tiirlerine karst yeni tedavi stratejileri KKH
hedefli nanoteknolojik iriinlerin gelistirilmesi ve gen tedavi yontemleri {izerine
yogunlasmaktadir. Gen tedavi metodlar1 arasinda transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasi en ¢ok dikkat ¢ekenler arasindadir. Anti-sens RNA molekiili
veya bir baska deyisle RNAi; cift sarmal RNA’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya
iletilmesine ve mRNA’nin endojenik komplementer mRNA dizisinin parcalanmasina
yol acan, transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir. Bu mekanizma ile
ABCBI1, ABCCI (MRPI1) gibi direng genleri hedeflenerek sessizlestirilmeye
calisilmaktadir. (Chalbatani vd., 2019). Ancak siRNA’larin ¢iplak bir sekilde hiicre
membranindan penetrasyonu oldukga diisiiktiir, endoniikleazlar tarafindan hizlica

yikilirlar. Bu nedenle hiicrelere siRNA’lar ¢esitli dogal veya yapay vektorler ile



enkapsiile edilerek hiicrelere verilirler. Bu amacla adenoviriis, retroviriis gibi viral ya
da katyonik lipit, lipozom, polimer gibi viral olmayan vektorler in vivo / in vitro
aktarim icin kullanilmaktadir. Viral vektorler en yiiksek verimlilige sahiplerdir ve
glinimiizde hala gen transfeksiyonu ic¢in en giiglii araglardir ancak c¢esitli
dezavantajlara sahiptir. Bazi viral vektorlerin sinirli yiikleme kapasitesine sahip
olmasi, biiylik Olgekte iiretilmesinin zorlugu ve en Onemlisi olduklar1 onkojenik
potansiyel, enflamatuvar ve immunojenik etkileri nedeniyle ciddi giivenlik riskleri
tasimalar1 viral vektorlerin baglica dezavantajlar1 olarak sayilabilir. Non-viral
vektorler verimliligi viral vektorler kadar yiiksek olmamasina ragmen viral
vektorlerin sahip olduklart problemlerin iistesinden gelebilen alternatif bir yontemdir.
En c¢ok arastirilan non-viral vektorler katyonik lipozomlar ve nanopartikiiler
sistemlerdir (Biiylikkoroglu vd., 2016; Duan vd., 2021). Giiniimiizde siklikla
kullanilan sentetik polimer ve lipid bazli non-viral yontemlerin giivenilirlikleri viral
yontemlere gore daha yliksek olmasina ragmen az da olsa toksik etkiye sahiptirler.
Onemli avantajlarindan birisi non-viral yontemler ile dokulara kesin olarak
hedeflendirme yapilabilmesidir. Eksozomlar da bu sentetik ve dogala yakin lipid

bazli non-viral vektorlere arasindadir (Duan vd., 2021).

Eksozomlar tiim viicut hiicrelerinde dogal olarak olustuklarindan ve bir¢ok
biyolojik ve patolojik proseste yer aldigindan toksik degildirler. Bu nedenle doku
veya organda uzun siireli birikim gosterebilir ve hiicresel uptake/igeri alimlar1 dogal
olarak ve kolay gerceklesmektedir. Eksozomlar ylizeylerinde eksprese ettikleri CD47
gibi protein profilleri nedeniyle dolasimdaki monositlerin fagositoz 6zelliklerinden

kacimabilmektedirler (Kim vd., 2012, Kaur vd., 2014, Kamerkar vd., 2017).

Eksozomlar; fibroblastlar, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, néronal hiicreler,
bagisiklik hiicreleri ve ayrica kanser hiicreleri de dahil olmak iizere hemen hemen
biitiin hiicre tipleri tarafindan aktif olarak salgilanan nanovezikiillerdir. Boyutlar1 20-
150 nanometre arasinda degismekle birlikte, niikleik asitler ve proteinler gibi bir¢cok
biyoaktif molekiille zenginlestirilmis, lipitler ve metabolitleri, hiicreler arasi transfer
ederek hiicre-hiicre iletisiminde aktif rol oynamaktadirlar. Eksozomlar salgilandiklar
hiicrenin tipine gore salgi materyalleri ve ylizey ekspresyon modelleri
degisebilmektedir (Dziato vd., 2019). Ayrica eksozomlar igeriklerinde barindirdiklari
protein ve karbonhidrat molekiilleri ile kanserlerle dogal olarak savasmaktadirlar.

Mikrovezikiillerin aksine biitlin islevlerini; ayrica sahip olduklar1 organotropizm



ozellikleri sayesinde sadece lokal hiicre-hiicre iletisiminde degil, baz1 durumlarda,
daha uzakta bulunan hiicreler ile iletisimi saglayarak ger¢eklestirebilmektedir. Sahip
olduklar1 bu muazzam 6zellikleri sebebi ile ila¢ tasima sistemlerinin de ana hedefi

haline gelmistir (Sophia vd., 2018, Faruqu vd., 2018, Alvarez-Erviti vd., 2011).

Eksozomlarin, yaygin olarak kullanilan nanopartikiiller ile karsilastirildiginda
daha yiiksek ilag dagitim etkinligi gosterdigi gosterilmistir. Bu da onlar1 ilag ve
genleri sunmak icin uygun bir aday olarak 6n plana ¢ikarmistir (Sophia vd., 2018,
Faruqu vd., 2018, Kim vd., 2016). Ustiin hedefleme kabiliyeti ve giivenlik profili
dahil olmak iizere elverisli 6zellikleri nedeniyle, halihazirda faz II testine giren iki
calisma ile baz1 klinik ¢aligmalarda yeni ortaya cikan bir kanser terapotik sinifi
olarak arastirilmaktadirlar (NCT01854866) (Besse vd., 2016). Hedeflendirme igin
secilen ligandlar molekiiler miihendislik ile istenildigi gibi zenginlestirilebilmektedir.
Kisaca eksozomlar, hiicresel terapilerinde ister gen tiriinleri ister ilag iirlinleri iletmek
icin kullanilsin hem tasima hem de hedefe 6zgii kullanilmasi i¢in ¢ok uygun

sistemlerdir.

Hyaluronik asit (HA), dogal olarak hiicreler tarafindan sentezlenen bir
molekiildiir ve tiimor bolgesinde siklikla gordiigiimiiz CD44 ile etkilesime gecen
ekstraselliiler matriks (ECM) glikozaminglikan komponentidir. Hyaluronik asitin
timor ortaminda yarattigi hidrasyonla ECM’in gevsemesine sebep olarak
migrasyonda onemli rol oynamaktadir. HA, adezyon molekiilleriyle etkilesimiyle
hiicre migrasyonlar1 stimiile olmaktadir. CD44 ise hiicreler arasinda ve hiicre ile
ECM arasinda siki bir iliski saglayan transmembran glikoproteinleridir. CD44’iin
artmis ekspresyonu tiimor hiicrelerin Hyaluronik asite daha iyi baglanmasim
saglayarak, tiimor implantasyonunda oOnemli bir gorev yapmaktadirlar. Yapilan
arastirmalarda akciger, kolon, meme, karaciger gibi kanser tiirlerinde CD44
ekspresyonunun artmasi tiimor ilerlemesi ve metastazinda énemli oldugu sonucuna
varilmistir (Sneath vd., 1998, Khoursheed vd., 2002, Visca vd., 2002, Castella vd.,
1998). Ayrica sinoviyal sivi mezenkimal kok hiicreler diger hiicrelere nazaran dogal
olarak daha fazla hyaluronik asit sentezleyen hiicrelerdir. Sinoviyal sivi kok
hiicrelerinden elde edilen eksozomlar ise gevresinde daha fazla hyaluronik asit ile
kapli oldugu diisiiniilmektedir. Bu amacla sinoviyal sivi mezenkimal kok hiicreleri
bu doktora tez kapsaminda eksozom eldesi i¢in kullanilmistir (Jung vd., 2011,

Chijimatsu vd., 2019). Hyaluronik asit CD44 ile olan bu etkilesimlerinden dolay1



biyoteknolojik iiriinlerin kansere hedeflendirilmesinde sikliklikla kullanilan bir
molekiil haline gelmistir. Ancak eksozomlarin HA ile kaplanmasi heniiz ¢cok yeni bir

konu oldugundan iizerinde arastirilma yapilmasi gerekmektedir (Kim vd., 2019).
Bu doktora tez ¢alismasinin temel amaci;

Gemsitabin ile direngli hale getirilen kiigiik hiicreli dist akciger kanser (A549)
ve direngsiz A549 hiicrelerinden izole edilen CD326+CD133+CD44+ kanser kok
hiicrelerinin ¢oklu ilag diren¢ genlerinden ABCBI1’e 06zgii siRNA’larin insan
sinoviyal sivi kokenli mezenkimal kok hiicrelerden (iSS-MKH) elde edilen
eksozomlar ile enkapsiile edilerek susturulmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda Gemcitabin direnci kazandirilan ve direngsiz A549 hiicrelerinden
CD326+CD133+CD44+ KKH izolasyonu ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis ve
in vivo ortami daha 1yi taklit edebilmeleri i¢in tiimorsferik olarak 3 Boyutlu(3B)
kiiltiire edilmislerdir. ABCB1 (MDR1) geni hedefli siRNA yiiklenmis MKH
eksozomlar  Hyaluronik asit (HA) ile kaplanarak CD44+ hiicrelere
hedeflendirilmistir. HA kapli siRNA enkapsiile eksozomlarm A549 ve
CD326+CD133+CD44+ kanser kok hiicreleri tarafindan uptake etmeleri
saglanmistir. ABCB1 geni sessizlesen kanser kok hiicrelerin ilag direngleri kirilarak
kemoterapoétik tedaviye agik hale gelmeleri saglanmistir. Direngli ve direngsiz kanser
ve kanser kok hiicrelerin ilag direnglerinin kirilmasi ile direngli olduklar ilaca olan

apoptotik yanitlar1 da molekiiler diizeyde arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tarihcesi ve Kanser Tanimi

Tip tarihinde kanserin ilk kez M.0O. 3000°de bir erkek hastanin meme tiimdriine
sahip oldugundan bahseden Edwin Smith papiriisiinde gectigi diistiniilmektedir. Bu
papiriiste bu hastaligin 6liimciil oldugundan ve tedavisinin miimkiin olmadigindan
bahsedilmistir. Misir papiriisleri disinda Babil ¢ivi yazisi tabletleri ve eski Hint
yazmalarinda da malign timdrlerle ilgili tanimlamalara rastlanmaktadir ancak kanser
terimi ilk kez Hipokrat tarafindan M.O. 460-375 yy. da kullandig1 goriilmektedir.
Kanserli dokularin yayilis sekilleri Hipokrat’a hareket eden bir yengeci
hatirlattigindan ~ “karkinoma” “crab (cangrejo)” terimlerinde ilham alarak
“karsinoma” ve “kanser” kaliplarin1 ilk kez kullanan kisi olmustur. Kanser
dendiginde akla gelen onkoloji terimi ise “oncos” kelimesinden tiiremis ve hem
benign hem de malign tiimor kavramlarini kapsayan bir terim haline gelmistir (Hajdu

vd., 2011; Hanahan vd., 2000).

Kanser basit bir tanimla hiicrelerin bdliinme olgusundaki ¢esitli dis veya
genetik faktorler sonucu gelisen bir kontrol kaybidir. Bu kontrol kaybi neticesinde
gelisen “kontrolsiiz boliinme” kanserin Onciil 6zelliklerinden biri olmakla birlikte
kanser; essiz salgt materyalleri ve genetik Ozellikleriyle kontakt inhibisyondan
kacabilme, sessiz forma gegerek yillarca immun sistemden kacabilme, telomer
stabilitesi saglayarak senesensi (yaslanmayi) engelleyebilme, kemoterapi ve
radyoterapiye direng gelistirebilme, ¢ogalmay1 inhibe eden i¢ ve dis sinyallere karsi
duyarsizlik, apoptozis gibi onemli O6liim yolaklarindan kagabilme, anjiyogenezi
uyararak invazyon ve metastaz yapabilme 6zelliklerine sahip multifonksiyonel bir

hastaliktir (Croce vd., 2008; Alberts vd., 2015; Hanahan vd., 2000).

2.2. Kok Hiicreler ve Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreler tarihte ilk kez 1924 yilinda Alexander Maximow
tarafindan kanda farklilasabilen oncii hiicreler olarak kesfedilmis ve tanimlanmuistir.
Daha sonrasinda 1961 yilinda Till ve McCulloch, normal kok hiicrelerin varligim
gosteren ilk deneysel model {izerinde arastirmalar yapmislardir. Bu deneysel
modelde hematopoietik sistemden gelen multipotent kok hiicrelerin varhiginin
belirlenmesi tizerine bir sistem gelistirilmistir. Farelerde iyonlastiric1 radyasyon ile

kemik iligi sistemi baskilanarak kan iiretimini durdurulmustur. Daha sonrasinda



yeniden kan tliretimini saglamak i¢in farkli bir vericinin kemik iligi hiicrelerini farkl
sayilarda damar i¢ine enjekte etmisler ve {iretilen hiicre kiimelerini incelemislerdir.
Yapilan incelemelerde bu kiimelerin sadece tek bir hiicreden tiiredigini ve bu
klonlarin farkli bir alictya nakledildiginde farkli olgun kan hiicreleri dahil olmak
iizere bir¢ok hiicre grubunu da meydana getirebilme o6zelligine sahip oldugunu
gbzlemlemislerdir. Boylece ilk kez hematopoetik kok hiicrelerinin (HKH) varlig
deneysel olarak kanitlanmistir. Ayrica bu ¢alisma ile beraber kok hiicre hiyerarsisi de
kanitlanmis bulunmaktadir. Kok hiicre hiyerarsisinin kesfi kanser kok hiicre

hiyerarsisini anlamak i¢in 6nemli bir adimdir (Till ve Mcculloch., 1961).
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Sekil 2. 1. Kok hiicrelerin self-renewal ve farkli dokulara farklilagabilme

ozelliklerinin sematik goriintiisii

Bir organizmanin olusumu zigot dahil olmak iizere tiim doku ve organlarin
gelisimini saglayan hiicre toplulugunun sahip oldugu genetik 6zellikler sayesindedir.
Bu hiicreler DNA’larinda gizli olan genetik sifreler sayesinde bdliinme, ¢ogalma,
farklilagabilme ve hatta  6lim gibi hayati fonksiyonlar icin
programlanabilmektedirler. Tiim doku ve organlarda yer alan bu hiicrelerden bazilar1
kendilerini yenileyebilme (self renewal), gerektiginde farklilagabilme ve klon

olusturabilme gibi temel yeteneklere sahiptir. Bu essiz 6zellikleriyle dikkat ¢eken



kok hiicreler olgun, dokuya spesifik hiicreleri iireten ve diger bir yandan da sinirsiz
kendini yenileyebilme 6zelligi olan hiicre olarak tanimlanmaktadirlar (Sekil 2.1.).
Kok hiicreler simetrik ve asimetrik boliinme o6zellikleriyle doku ve organlarin
ithtiyacina gore yanit vermektedir. Asimetrik boliinebilme yetenekleri sayesinde
dokudaki kok hiicre havuzu korunmaktadir. Asimetrik boliinmenin bir diger avantaji
da olas1 mutasyonlara karst DNA’nin koruma altina alinmis olmasidir (Sekil 2.2.).
Smirli boliinme kapasitesine sahip somatik hiicrelere nazaran kok hiicreler ve
progenitdr hiicreler {stlin telomerik aktiviteleri sayesinde daha fazla boliinme
yetenegine sahiptirler. Doku hasar1 sirasinda sayilari hizla artarak hiicresel onarimda
gorev almaktadirlar (Zakrzewski vd., 2019; Tang vd., 2012; Liv d., 2005; Shahriyari
vd., 2013; Knoblich vd., 2008) Kok hiicrelerin klon olusturma yetenekleri yani
klonalite, bir hiicreden ¢ok sayida yeni hiicre kiimesinin olusturulmasi anlamina

gelmektedir.

Kok hiicreler hem yetiskin hem de embriyolarda bulunmaktadir. Embriyonik
kok hiicreler bir organizmanin olusumunun ana sorumlu hiicre grubu olan ve sadece
zigot i¢ hiicre kitlesinden elde edilebilen pluripotensi 06zelligine sahip essiz
hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicrelerin farklilagsmalar1 sonucu multipotensi
ozelligine sahip olgun kok hiicreler meydana gelir. Bu olgun kok hiicreler ise
yetiskin doku ve organlarda bulunan ve bu organlarin yenilenmesi ve onarilmasinda

gorev alan hiicreler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Poulsom vd., 2002).
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Sekil 2. 2. Kok hiicrelerde yasam dongiisii



Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society of Cellular
Therapy, ISCT) tarafindan 2006 yilinda MKH siniflandirmasi belirli kosullara
baglanmistir. Bu kosullardan birincisi fibroblastik morfolojiye sahip olmalar1 ve
plastik yiizeylere yapisabilmeleridir. Bir diger 6n kosula goére; MKH’ler CD90,
CD105, CD73 yiizey belirteglerini pozitif eksprese ederken; CD34, CD45, CD14,
CD79a, CD11b, CD19 ve HLA DR ylizey belirteglerini negatif eksprese etmelilerdir.
Ayrica adiposit, osteoblast ve kondblast hiicrelerine in vitro farklilasma
yapabilmesidir. MKH ¢alismalarinda asgari olarak bu kosullar1 saglayan hiicrelerin
MKH 6zelliginde oldugu kabul gérmektedir (Thomson vd., 1998; Ozen vd., 2014;
Karaéz vd., 2014).

2.3. Kanser Kok Hiicreler ve Kanser Kok Hiicre Teorisi

1977 yilinda Hamburger ve Salmon tarafindan yapilan c¢alismada timor
hiicrelerinin sadece belirli bir kisminin in vitro koloni olusturma yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarinin Till ve McCulloch’un kok
hiicrelerle yaptig1 calismadaki sonuglarla benzerlikleri nedeniyle bu klonojenik
hiicrelerin kanser kok hiicre (timor kok hiicre) olabilecekleri yoniinde Onerilerde
bulunmuslardir. 1970 yilinda ise Pierce ve Wallace tiimorlerde de kok hiicre
hiyerarsisinin var oldugunu deneysel kanitlarla gdstermislerdir (Hamburger ve

Salmon., 1977; Pierce ve Wallace 1971).

40 yili askin bir siiredir kanserlerin normal dokularla aynmi hiicre
popiilasyonlarin1 igerdigi varsayilmistir. Kanserin kok hiicrelerden ortaya ¢iktigi
fikri, kanserin embriyonal dinlenme teorisi olarak 1800'lerin ortalarina kadar uzanir.
Germinal hiicre kanserleri (teratokarsinomalar) hakkinda yaklasik 50 yil once
baslayan caligmalar, kanserlerin kok hiicrelerden kaynaklandigini ve kanserlerin kok
hiicre icerdigini ortaya koymustur. Bir siiredir teratokarsinomlarin, kok hiicrelerden
koken almalar1 bakimindan diger kanserlerden farkli olduguna inaniliyordu. Ancak
olgun hepatositlerin dediferansiyasyonundan kaynaklandigina inanilan karaciger
kanseri lizerine yapilan arastirmalar karaciger kanserlerinin de kok hiicrelerden
kaynaklandigini1 ortaya koymustur. Daha yakin zamanlarda kan hiicresi kanserlerinin
(16semiler) cogalmaya devam etmesinin ve 6lmemesinin (olgunlagsmanin durmasi)
nedeni olarak spesifik farklilasma saglayan genetik faktorlerden kaynaklandigi

gosterilmistir (Sell., 2009).
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Kanser kok hiicreler heterojen tiimdr dokusu igerisinde kok hiicre 6zelligi
tasiyan alt soy hiicre popiilayonu olarak tanimlandirilmaktadirlar. Timér dokulari
farklr alt grup hiicrelere sahip heterojenik bir dokudan olusur ve bu dokunun i¢inde
somatik kanser hiicrelerine ek olarak kendilerine de ait immun hiicrelere,
fibroblastlar gibi stroma hiicrelerine ve invaziv, metastatik gorev alan kanser kok
hiicrelere (KKH) sahiptirler. Timor dokusu etrafinda kanser ve kanser kok
hiicrelerinin gelisimi ve direncliliginden sorumlu olan kanserle ilgili fibroblastlar
(CAF; Cancer associated fibroblasts) ve kanser immiinolojisinden sorumlu olan
timor ile ilgili makrofajlar (TAM; tumor associated macrophages) yer almaktadir.
(Win Sen Heng vd., 2019). Tiimoér dokusundaki tiim bu hiicreler cesitli salgi
mekanizmalariyla timoriin devamlilig i¢in KKH’lerin gelisimini

desteklemektedirler.

Timo6r numunelerindeki kiiciik bir hiicre alt poplilasyonunun ge¢miste
aragtirmacilar1 sasirtan bir sekilde in vitro Kkiiltiirlerde veya in vivo transplant
modellerinde klonal biiylimeyi baslatma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu
paradoksun nasil oldugunu aciklamak i¢in stokastik ve hiyerarsik olmak tizere iki
teori One siirtilmiistiir (Sekil 2.3.). Bunlardan birincisi olan stokastik teori, tiim kanser
hiicrelerinin esit derecede koétii huylu oldugunu, ancak yalnizca uygun biyolojik
ozelliklere rastgele sahip olan klonlarin nakil sirasinda biiyliyecegini 6ne siirmiistiir.
Yani kisaca her hiicre ¢ogalma potansiyeline sahip ve kok hiicre gibi davranmakta
oldugu 6ne siiriilmektedir. Ikinci teori olan hiyerarsik teori ise (kanser kok hiicre
teorisi), hiicre grubunda yer alan yalnizca alt popiilasyonunun tiimér olusturma
yetenegine ve kendi kendini yenileme kapasitesine sahip oldugu onerilmistir. Bu alt
popiilasyon kanser kok hiicre olarak adlandirilmaktadir (Odoux vd., 2008; Wilson
vd., 1992).

11



Stokastik Model Kanser Kok Hiicre Modeli

(»'e

A

/N N /o

{ "‘ * o ]
W Sinirsiz bélinme ve %8
farklilagsma N
Sinirsiz béliinme ve farklilagsma Sinirl bolinme ve
l farklilagsma

LD S B

} / > ) ¢ ;‘3 TUMOR OLUSUMU YOK

Sekil 2. 3. Kanser olusumunda 6ne stiriilen teoremlerin sematik gésterimi

Kanser kok hiicreler temel olarak kendini yenileyebilme, radyoterapi ve
kemoterapiye Ustiin diren¢c mekanizmalarii aktiflestirebilme hem kendi hem de
baska dokularda koloni olusturabilme, tiimor olusturabilme, iistiin telomerik stabilite,
invazyon ve metastaz yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Biitiin bu 06zelliklerine
bakildiginda normal kok hiicreler ile olan benzerlikleri sebebiyle “kanser kok hiicre”
ismini almislardir. Kok hiicrelerin sahip oldugu temel o6zelliklerin bazi kanser
hiicrelerinde goriilmesi KKH’lerin olusumu 1ile ilgili hipotezlerin 6ne siiriilmesine
neden olmustur. Bu hipotezler temelde KKH’lerin normal kok veya progenitor
hiicrelerden ya da olgun dokulardaki farklilasmis kok hiicre kaynakli olabilecegi

yoniinde olmak iizere ii¢ farkli varsayim one siiriilmiistiir (Soltanian vd., 2011).
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Sekil 2. 4. Kanser kok hiicrelerin tiimor gelisimindeki roliiniin sematik gosterimi

Son yirmi yi1lda KKH hipotezi, hem tiimor konsepti hem de terapdtik agidan
oldukca ilgi ¢ekici bir hale gelmistir. KKH’lerin koken aldiklar1 kanser tipine gore
ylizeylerinde eksprese ettikleri belirte¢ler bulunmaktadir. Ancak bu belirtecler her
kanser tipi i¢in heniliz tamamen kesfedilmis degildir. Yiiksek tiimorjenik bir alt
popiilasyonu temsil eden KKH’ler; tiimor bliylimesine, tedaviye dirence (ilag direnci)
ve muhtemelen epitelyal mezenkimal gegiste (EMT) yeniden programlama yoluyla
metastaz olusumuna ve hatta niiksetmeye neden olmaktan sorumlu olarak kabul
edilmektedir. Kok hiicre karakterinde olan bu hiicreler; tiimoriin baslamasi ve
devamini sagladiklar1 gibi sessiz olmalari, etkin DNA onarimi yapabilmeleri, yiiksek
oranda coklu ila¢ diren¢/MDR transporterlarina sahip olmalar1 ve hipoksik nis
ortaminda korunuyor olmalart nedeniyle kemoterapi ve radyoterapiye de
direnglidirler. Ayrica giliniimiizde kullanilan kemoterapdtik ilaglar  genellikle
boliinmekte olan hiicreleri hedef almaktadirlar ancak KKH’ler genellikle sessiz
durumda olduklarindan bu ilaglardan etkilenmemektedirler. Bu durumlar giiniimiizde
kanser tedavi yontemlerinin neden tiimorii tamamen yok edemedigini agiklamaktadir.
Bu nedenle, KKH’lerin dolayisiyla tiimorlerin tamamen yok edilmesi i¢in KKH’lerin
korunmasinda kritik rol oynayan molekiillere hedefli ¢alisma fikirleri niiks ve
metastazin Onlenebilmesi i¢in dncelikli stratejilerdendir (Win Sen Heng vd., 2019;

Takahiko vd., 2016; Chakraborty vd., 2016; Won-Tae K vd., 2017).

Yapilan c¢alismalar neticesinde bu hiicrelerin iirettikleri biiyiime faktorleri,

interlokin gibi sitokinler ve kodlanmayan RNA’lar aracilifiyla kanserlerin
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kokliiliigiinli korumada etkili olduklar1 gosterilmistir Ayni sekilde TAM’lardan M2
makrofajlar araciligr ile iiretilen sitokinlerin KKH’lerin kokliiliigiinii sagladigi ve
EMT de (Epitelyal Mezenkimal Gegis) 6nemli rol oynadig1 goézlenmistir. (Zhou vd.,
2015).

2.4. Kanser Kok Hiicrelerin Kokeni

Kanser kok hiicreler daha 6ncede bahsedildigi gibi kendini yenileme ve birgok
soya farklilagsabilme gibi temel 6zellikleri nedeniyle kok hiicrelere benzer 6zellikler
gostermektedirler. KKH’ler bir tiimor hiicre grubunda alt popiilasyon olarak kabul
edilmelerinden dolay1 kok hiicrelerden ayrilmaktadirlar (Ayob vd., 2018). KKH’lerin
kokeni ile ilgili ii¢ farkli hipotez ortaya atilmistir. Bunlar baslica; 1) KKH’ler kok
hiicrelerden  kaynaklanmaktadir, 1) KKH’ler = progenitér  hiicrelerden
kaynaklanmaktadir,  1i1) KKH’ler  farklilagmig  hiicrelerden  (somatik)

kaynaklanmaktadir.

Birinci hipotezde; KKH kaynagimmin normal kok hiicreler oldugu ileri
striilmektedir. Kok hiicrelerin her dokuda yer almasi bu ihtimali desteklemekle
birlikte kanser kok hiicrelerde de kendini yenileyebilme 6zelliklerinin olmasi, sinirsiz
boliinebilme kapastilerinin olmasi, Oct4 (oktamer baglayici transkripsiyon faktorii
4), ALDHI (Aldehit dehidrojenaz 1) gibi kok hiicre belirteclerinin ekspresyonunun
olmasi, anjiyogenez indiiksiyonu yapabilmeleri, farklilagabilme ve tiimor
baslatabilme (doku olusturabilme) gibi temel kok hiicre 6zelliklerini sergilemesi bu

goriisii destekleyen kanitlaridir. Reya vd., 2001 (Li vd., 2011; Wang vd., 2013).

Ikinci hipotezde; KKH kaynaginin progenitdr hiicreler oldugu ileri
stiriilmektedir. Progenitér hiicreler her dokuya o6zgii kismen farklilasmis kok
hiicrelerdir. Bulunduklar1 dokunun gelisimini desteklemek amaci ile somatik
hiicreleri olusturmak tizere boliiniirler. Her dokuya 6zgii bulunmasi, farklilagabilme
ve kismen c¢ogalabilme yeteneklerinin olmasi KKH kaynagi olabilecegini

diisiindiirmiistiir (Reya vd., 2001; Li vd., 2011; Wang vd., 2013).

Uciincii hipotez ise; KKH’lerin farklilasmis ve sl émrii olan somatik
hiicrelerden koken aldig1 yoniindedir. indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin kesfi
ile somatik hiicrelere genetik miidahaleler sonucu pluripotensi 6zelligi
kazandirilabildigi goriilmiistiir. Bu 6nemli kesif sonucunda somatik hiicrelerin geriye

farklilasarak kok hiicre Ozelligi tastyabilecegi ileri siiriilmiis ve kanmitlanmistir
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(Takahashi vd., 2007). KKH teorisine gore, /n vivo ortamda geriye farkhilasma
sirasinda meydana gelen genetik mutasyonlar sebebiyle bu kanser hiicre grubunun
olustugu ileri siiriilmektedir. Bu hipotezi destekleyecek bir mekanizma heniiz

gosterilememistir (Li vd., 2011; Wang vd., 2013).
2.5. Kanser Kok Hiicrelerin Kimliklendirilmesi

Tiimor hiicrelerinin aksine tiimdrgenezi baslatabilen, kendini yenileyebilen ve
farklilasabilen kanser kok hiicrelerin identifikasyonu i¢in kok hiicrelerde oldugu gibi
bir standardizasyon bulunmamaktadir. Yillar igerisinde yapilan c¢alismalar
neticesinde kanser kok hiicre 6zellikleri daha i1yi anlasilmaktadir. Yapilan KKH
caligmalarinda temel olarak multiseliiler sferoid olusturma yetenekleri Onem
tagimaktadir. Sferoid tiimorlerin 2B (iki boyutlu) kiiltiire edilen kanser hiicrelerine
gore daha fazla kemoterapiye direng gelistirdiklerine dair veriler bulunmaktadir
(Shehzad vd., 2019). Hiicre yiizey belirteglerine gore floresan aktif hiicre ayirimi
(FACS) gibi yontemler ile izole edilen hiicrelerin tiimodrjenik kapasiteleri in vivo
ortamda arastirilmaktadir. Bu arastirmalar neticesinde sadece bazi spesifik hiicre
ylizey belirteclerini eksprese eden hiicrelerin tiimdr baslatabilme, gelistirebilme gibi
ozellige sahip olduklar1 gosterilmektedir. Losemi (Bonnet vd., 1997), melanoma
(Schatton vd., 2008), prostat kanseri (Patrawala vd., 2007), over kanseri (Szotek vd.,
2006), akciger kanseri (Kim vd., 2005), meme kanseri (Ponti vd., 2005), beyin
timori (Galli vd., 2004) gibi bircok farkli kanser tiirlinde kok hiicreler ile ortak
belirtecleri eksprese edilen KKH’leri izole ederek tiimérjenik kapasitelerini

gosterilmistir.

KKH’lerin varligina dair ilk kanitlar Bonnet ve Dick’in 1997 yilinda akut
miyeloid 16semi (AML) hiicreleri tarafindan yapilan caligmada sunulmustur.
Yaymlanan caligmada AML hiicrelerinin alt popiilasyon hiicreleri izole edilmis
ancak sadece CD34"/CD38" ekspresyonuna sahip hiicre grubunun tiimérjenik aktivite
sergiledigi gosterilmistir. Aym1 grup CD34/CD38" ve CD34" alt popiilasyonlarinin
NOD/SCID  farelerde 16semi baslatamadigi ama CD34/CD38" hiicre
popiilasyonlarinin da 16semi baslatabildigi tespit edilmistir. (Bonnet vd., 1997).

Hematopoietik tiimorlere gore solid tlimorlerdeki KKH’lerin kesfi daha zor
oldugundan solid tomorlere spesifik KKH c¢alismalar1 halen gilincel bir konudur.

Solid tiimér KKH’leri ilk kez 2003 yilinda Al-Hajj ve calisma arkadaslar: tarafindan
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multiple meme tiimoriinden elde edilmistir. Bu arastirma sonucunda CD44%/CD24-
flow eksprese eden alt popiilasyon hiicrelerinin KKH niteliginde oldugu
vurgulanmistir (Dontu vd., 2003). Bu kesifin {izerine meme kanser kok hiicreleri
lizerine calismalar yogunlasmis ve ALDHI1, CD133 (Prominin-1) gibi ekspresyon
profilleri eklenerek meme KKH c¢ergevesi zenginlestirilmistir (Shipitsin vd., 2007;
Ginestier vd., 2007; Pece vd., 2010). Solid tiimorlerdeki KKH kesfi ile ¢alismalar
diger solid dokular iizerine yogunlagmistir. Beyin tiimorlerinde kok hiicre ekspresyon
profiline ortak olarak CD133, SSEA-1(Stage spesifik embriyonik antijen-1), EGFR
(Epitelyal biiylime faktorii reseptorii) ve CD44 gibi belirtecler tanimlanmistir (Son
vd., 2009; S Steelman vd., 2016). Tiim bu ¢alismalar neticesinde farkli dokulara ait
KKH’ler i¢in ortak belirteclerde tanimlanmistir. CD133, CD44, ALDHI eksprese
eden hiicrelerin meme, prostat ve over kanserlerinde ortak oldugu bulunmustur
(Croker vd., 2009). Tablo 2.1°de dokuya 0zgii olarak belirlenmis bazi KKH
belirtegleri yer almaktadir (Ayla vd., 2013).

Tablo 2. 1. Bazi kanser tiplerine spesifik olarak belirlenen kanser kok hiicre yiizey

belirteclerinin listesi (Ayla vd., 2013)

TUMOR CESIDI TUMOR TIPINE OZGU HUCRE YUZEY
BELIRTECLERI

Akut Miyeloid Lésemi (AML) | CD34, CD38, CD96, CD90

Multiple Myeloma CD138

Akciger CD45, CD31, CD34

Hepatoselliiler CD133

Meme CD44/CD24

Prostat CD44/CD133, B integrin

Pankreas CD44, CD24, ESA

2.6. Kanser Kok Hiicrelerinin Diren¢ Mekanizmalari

Kanser tedavisinde siklikla hormonal terapi, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi
yontemler tek basina ve/veya bu tedavilerin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Son
yillarda, hastalar baslangicta tedaviye olumlu yanit verirken tiimériin invaziv ve

metastatik durum kazandig1 asamalarda terapiye yliksek direng gelistirmektedirler.
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Bu asamada kanserli hastalarda geri dondiiriilemeyen niiks siklikla izlenmektedir. Bu
durum hem genetik hem de epigenetik mekanizmalardan kaynaklanabilmekte ve

gitgide daha karmasik bir hal almaktadir (Donnenberg ve Donnenberg., 2005)

Kanserde tedaviye diren¢ mekanizmalar1 ana olarak ikiye ayrilabilir; icsel ve
edinilmis. I¢sel mekanizmalar ana olarak genetik kodlamalar tarafindan kanser
olmadan 6nce var olan faktorlerden kaynaklanmaktadir. Edinilmis mekanizmalar ise;
tedavi sirasinda gelisen diren¢ anlamini tagimaktadir. Kok hiicre belirteglerini
eksprese eden hiicre gruplarinin tedaviye direng gostermekte aracilik ettigi bircok
calisma ile kanitlanmistir. Tiimor dokusundaki direngli bir KKH’nin gelisimi ¢ogu
durumda tiimor niiksii, sferoid olusumu, kendini yenileme ve invazyon metastaz ile
sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle tiimor dokusundaki KKH oranindaki artis koti

prognoz ile iliskilidir. (Zhou vd., 2021; Najafi vd., 2019; Cojoc vd., 2015)

Kanser kok hiicreler dogal olarak kemoterapiye ve radyoterapiye direnglidirler
ve tedavi sonrasinda yeni bir timor gelistirerek ortaya ¢ikmaktadirlar. KKH’ler DNA
hasar yanit (DDR), ABC tastyict ailesi kaynakli gelisen ¢oklu ilag direng (MDR),
hiicre i¢i sinyal yolak mekanizmalar1 ve sessizlesme (quiescence) gibi Ozelliklere
sahiptir. Tedaviye karsi gelisen bu direng, kanser kok hiicrelerin sahip olduklar1 bu
essiz mekanizmalardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle kanser tedavi stratejilerinde
KKH’lerin hedeflenmesi tedavi basarisini artiracak en 6nemli etmenlerden biridir.
Bunun i¢in kanser kok hiicrelerin temel mekanizmalarinin dafa fazla

aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir (Zhou vd., 2021; Najafi vd., 2019; Cojoc vd., 2015).
2.6.1. ABC tasiyicilar ile ilac¢ eflaks mekanizmasi

Timo6r dokusundaki kanser kok hiicreler CD133, CD44, CD24, a2pB1 integrin
gibi KKH-spesifik hiicre ylizey belirte¢lerinin ekspresyonu ile dedekte
edilebilmektedirler (Peitzsch vd., 2018). Ek olarak ALDH1 gibi proteinlerin
biyokimyasal aktivitelerinden yararlanilarak KKH’ler belirlenebilirler. KKH’lerde
ALDH1’in yiiksek enzimatik aktivitesi sayesinde lipofilik floresan boyasi olan
Hoechst 33342 boyasini hizla disar1 eflaks edebilmislerdir. Hoechst boyamasinda
negatif olan hiicreler kuyruk (tail) benzeri bir yap1 sergilemislerdir. Bunun nedeni
sahip olduklari ABCG2 tasiyic1 sistemlerinin etkili bir Hoechst 33342 eflaks
pompasina sahip olmasidir (Scharenberg vd., 2002). Bu negatif hiicre popiilasyonu

yan popiilasyon (SP; Side popiilasyon) olarak adlandirilmaktadir (Golebiewska vd.,
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2011). SP hiicreleri 1996 yilinda hematopoietik kok hiicrelerde kesfedilmistir
(Goodell vd., 1996). Bu SP fenotipi, ATP-Baglayic1 Kaset (ABC) tasiyict {ist
ailesinin proteinlerine baglidir ve bunlar, gastrointestinal sistemdeki epitel hiicreleri,
kan-beyin bariyerini olusturan kapiller endotel hiicreleri, plasenta ve normal kok
hiicre popiilasyonlar1 gibi bir¢cok farkli dokuda kimyasal homeostazin korunmasina
ve gevresel zararlara karst savunmaya katkida bulunurlar (DeGorter vd., 2012; Mo
vd., 2012). Esas olarak ABC tasiyic1 proteinler birgok kanser tiiriinde ¢oklu ilag
direncindeki (MDR: Multi Drug Resistance) fizyolojik fonksiyonlar1 ile katki
saglamaktadirlar. ABC tasiyici protein ailesi (ATP baglayici kaset transporterlart) 49
proteinden olusur ve bunlardan ii¢ii timorlerde ¢oklu ilag direncinin diizenleyicileri
olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bunlar; p-glikoprotein (P-gp, MDRI,
ABCBI1), coklu ilag diren¢ protein 1 (MRP1, ABCC1) ve meme kanseri direng
proteini (BCRP, ABCG2)’dir. Bu ii¢ tasiyic1 sistem ilag Ozgiilliigline sahip olup,
taksanlar, antimetabolitler, topoizomeraz inhibitorleri de dahil olmak iizere baslica
kemoterapétik ilag smiflarina ve ayrica Sorafenib, Imatinib, Nilotinib, Gefitinib,
Erlotinib gibi molekiiler olarak hedeflenmis tirozin kinaz inhibit6rlerinin kullanildig:
tedavilere kars1 tiimor direnci saglar. Farkli tiimor tiirlerinin KKH popiilasyonlarinin
ilag direnci saglayan ABC tasiyicilar1 yiiksek diizeyde eksprese ettikleri
gosterilmistir. (Cojoc vd., 2015). Ozellikle primitif hiicrelerin daha yiiksek eflaks

mekanizmasina sahip oldugu gosterilmistir (Zhou vd., 2021)
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Cancer

Sekil 2. 5. Kanser kok hiicrelerin tedaviye olan direnglerine aracilik eden

mekanizmalarin sematik gdsterimi

KKH’lerde tedaviye direncine aracilik eden mekanizmalar, hiicre sagkaliminda
etkili olan birgok igsel ve dissal etkenlerden kaynaklanmaktadir. Bu direng
mekanizlar1 tedavi siirecinde ya da tedaviden sonra KKH’lerde ¢esitli ozellikler
gostermektedir. Bunlar baslica; daha yiiksek derecede ilag eflaks aktivitesi, aktif
DNA onarimi, yiiksek ROS seviyeleri, VM (Vasculogenic mimicry) egilimidir. EMT
stireci desteklenerek, mikrogevre, otofaji ve EMT deki rolii, mikrogevre, otofaji ve
hiicre dis1 vezikiiller yoluyla KKH o6zelliklerini yeniden kazanabilir (Sekil 2.5.)
(Zhou vd., 2021).

2.6.1.1. P-glikoprotein

P-glikoprotein (P-gp) ilk tanimlanan ve en ¢ok karakterize edilen MDR tasiyici
proteinidir ve substratlarin zar boyunca tasinmasindan sorumludur. P-gp’ler ATP
hidrolizine bagimli olarak calisirlar. P-gp’lerin ilag eflaks mekanizmasina ek olarak
antiapoptotik molekiill olarak islevlere sahip oldugu da bircok c¢alismada
gosterilmistir (Sekil 2.6). Bu calismalarda P-gp’nin tiimor hiicresinin hayatta
kalmasini tesvik etmede ilagtan bagimsiz bir roli oldugu belirtilmistir. P-gp’nin Fas-
indiiklemis apoptoz yolagini1 inhibe eden prosurvival molekiilii gibi gorev yaptigi

belirlenmistir (Smyth vd., 1998; Johnstone vd., 1999; Gollapudi vd., 2001).
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P-gp’lerin ekspresyon diizeylerinin kanser hiicrelerinde artmasi kanser
tedavisinde Onemli bir hedef protein olarak kabul edilmektedir. Pgp'nin hiicre
sagkaliminm tesvik ettigi One siiriilen mekanizmalar, iyon pompas1 aktivitesinin ve
endojen substrat translokasyonunun modiilasyonunu igerir. Bu mekanizmalar, P-gp-
lipid etkilesimleriyle meydana geldigi one siiriilmektedir. Kanser hiicresi zarlarinin
lipid bilesimi, saglikli hiicre muadillerinden farkli olma egilimindedir. Ozellikle,
MDR ekspresyonu yiiksek olan tiimor hiicrelerinde kolesterol ve sfingolipid
konsantrasyonlar1 yiikselmektedir (Pallis vd., 2004). Kanser hiicrelerinde yiiksek P-
gp ekspresyonu, kematerapdtik etkinin azalmasina ve pozitif klinik sonuglarinda
azalma ile baglantili olarak bulunmustur. Ozellikle baslangigta diisiik seviyede
eksprese olan P-gp’ler de tedavi ilerledik¢e artis gozlenmistir. Giinlimiizde rutin
olarak kullanilan bir¢cok kematerapdtik ajan P-gp’lere karsi direnglidir. Bu ajanlardan
bazilari; mikrotiibiil hedefleyen vinka alkaloitleri (vinblastin ve vinkristin gibi),
taksanlar (paklitaksel ve doketaksel gibi), antrasiklinler (doksorubisin ve
daunorubisin gibi), deoksisidin analogu (gemcitabin) ve tirozin kinaz inhibitorleridir
(dasatinib ve gefitinib gibi). Bunlarin disinda yillardir bir¢ok inhibitér o6zellikte
ilaglar P-gp’yi inhibe etmek i¢in klinik olarak denenmis ancak yine de istenilen
verimlilikte bagar1 elde edilememistir. (Deepali vd., 2018; Gilindiiz vd., 2012; Onsun
vd., 2016).

P-gp inhibitorleri gegmisten giinlimiize geliserek ve iyilestirilerek kesfedilmis
ve klinik olarak da kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilan inhibitor 1. Kusak
Analoglarindan Siklosporin A’dir. Ancak Siklosporin A gibi inhibitorlerin bir¢ok
yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan etkilerinin basinda toksisitesi gelmektedir.
Terapotik dozlarinda inhibisyon saglayamamakta inhibisyon dozlari ise oldukca
toksiktir. Siklosporin esasinda bir immunosupresordiir. Bu nedenle de en 6nemli yan
etkileri nefrotoksisite, hipertansiyon ve immunsupresyondur. Bunlara ek olarak
hiperlipidemi, gingival hiperplazi, hipertrikoz, bulanti, kusma, karin agrisi, bas
agrisi, enfeksiyon ve malinite gelisimi goriilmektedir. Siklosporin, bdbreklerde
afferent arteriollerde vazokonstriksiyona neden olarak glomeriil filtrasyon oranim
azaltir ve serum ltire, kreatinin diizeyleri ylkselir. Sebep oldugu hipertansiyon
tedavisinde anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri gibi bazi ilaglar ile
Siklosporin beraber kullanilamamakta ve bu nedenle de tedavi kisitlanmaktadir.

Siklosporin bazen kalsiyum kanallarin1 da etkilemektedir bu nedenle Siklosporin
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tedavisi sirasinda Mg™? ve K* diizeyleri izlenmelidir. Immunosupresif etki gosteren
Siklosporin enfeksiyon ve malignite riskini de bir yandan arttirabilimektedir.
Genellikle siklosporin kullanilan hastalar cilt kanserleri ve lenfoproliferatif
hastaliklar acisindan takip edilmesi Onerilmektedir. Yeni inhibitor ilag ve
kemoterapoétik ilag kesfi siklikla denenmektedir ancak daha 6nce de bahsettigimiz
lizere yeni bir ilag kesfi ve sentezi ve daha sonrasinda klinik olarak giivenli bir
sekilde kullanimi ¢ok uzun yillar alan ve yiiksek maliyetli siireclerdir. Bu nedenle
son yillarda bu 6nemli ilag¢ kesiflerine ek olarak tiim diinya gen terapi yontemlerine

odaklanmis durumdadir (Deepali vd., 2018; Giindiiz vd., 2012; Onsun vd., 2016).

e %, 0 ©
o oo
N7
0000000000 e00
YIYIYYYYY) ) o00
ATP 1 o
P-gparacili o ®e L
ilag eflaks1 ®e

itoplazma

Sekil 2. 6. P-glikoprotein substrat transportunun modellenmesi.

2.7. Kanser Kok Hiicrelerde Etkili Sinyal Yolaklari

Kanser kok hiicrelerin kendini yenileme, farklilasabilme, klon olusturabilme
gibi temel hayati Ozellikleri sinyal yolaklar1 tarafindan da kontrol edilmektedir.
Tiimoér mikrocevresinde kanser kok hiicre devamliliginda etkili olan sinyal
yolaklarinin  Notch, Wnt/ /B-katenin, Hedgehog (Hh), JAK/STAT, NF-«kB,
PI3K/Akt/mTOR oldugu bilinmektedir (Zhou vd., 2021).

Kok hiicre homeastazinda rol alan sinyal yolaklart KKH’de de yiiksek oranda
gorev almaktadir. WNT geni ilk kez 1980’lerde tanimlanmis ve B-katenin araciligi
ile gen aktivasyon siire¢lerini kontrol ettigi bildirilmistir. Ortamda B-kateninin

olmadig1 durumda APC (Adenomatdz polipoz koli), GSK-3 B (Glikojen sentaz Kinaz
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3 B), Axin ve CKI1 (Kazein Kinaz 1) molekiillerinin olusturdugu bir kaskat sistemi
tarafindan susturulur. Frizzled gibi antijenler WNT reseptorlerine baglandiginda
kaskat aktifleserek KKH’lerde kendini yenileme, farklilasma, doku gelisimi ve
korunmasinda etkili olurlar. WNT/B-katenin sinyal yolagi embriyonik gelisim
sireglerinde, hiicre gogiinde, hematopoez, yara onariminda etkili sinyal
yolaklarindan biridir. Hayati goérevlerde yer alan bu sinyal yolaginda meydana
gelebilecek bir disregiilasyon kanser gibi patolojilerle sonuglanabilir. WNT/B-katenin
yolag1 normal dokudadaki etkinligine oranla onkogonez siireglerinde daha aktif
oldugu belirlenmistir. KKH’lerde WNT B-katenin yolagi PI3K/mTOR ile etkilesime
gecerek farklilasma veya tiimor kararliliginda 6nemli oldugu gosterilmistir (Matsui

vd., 2016; Gajos vd., 2020; Lindvall vd., 2007; Polakis vd., 2012; Benoit vd., 2014).

Fosfatidilinositol3-kinazlarin (PI3K) aktivasyonu reseptor tirozin kinazlar
(RTK) tarafindan fosforlanarak gergeklesmektedir. Intrasesliiler PI3K fosforilatlar:
lipid fosfatidilinozitol (3,4)-bis-fosfat (PIP2) fosfatidilinozitol (3.,4,5)-tris-fosfata
(PIP3) doniisiir. Boylece bir dizi kaskat aktifleserek hiicre yasaminda 6nemli
proseslerde gorev alir. Bu prosesler baslica hiicre dongii siiregleri, hiicre biiyiimesi,

sagkaliminin diizenlenmesi ile ilgilidir (Matsui vd., 2016).

Yapilan caligmalarla kanser ile iligkisi kesin olarak tanimlanan sinyal
yolaklarinin basinda Notch sinyal yolagi gelmektedir. Notch sinyal yolagi bircok
doku ve organ gelisiminde rol almaktadir. DLL1, DLL3, DLL4, JAGI ve JAG2
ligandlar1 Notch reseptoriine baglandiginda sinyal yolagi aktive olarak Notch
proteolitik bir yikima ugrar. Bu yikim sonucunda aktif hale gelen NICD (Notch
Intraseliiler Domain) ile sinya yolag1 kaskat siireci baslar. Notch sinyal yolag: kanser
metastazinda, anjiyogenezinde, KKH’lerin kendini yenilemesinde ©nemli rol
oynamaktadir (Christensson vd., 1993; Matsui vd., 2016). Notch sinyal yolag:
normal kok hiicre havuzunun korunmasinda da oldukga etkili oldugu gibi tiimor
olusumunda da karsimiza ¢ikmaktadir. Oyle ki Notch sinyal yolag: hedefli pre-klinik
ve klinik caligmalar bulunmaktadir. Glioblastoma hiicrelerinde siRNA’lar araciligi
ile Notchl geninin sessizlestirilmesinin timoér timor olusturma yeteneklerinde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2012). Ayrica Notch’un
blokasyonu ilag direnci ve metastazinda dnemli bir tedavi stratejisi olarak karsimiza

cikmaktadir (Matsui vd., 2016).
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Son yillarda kanser gelisiminde Hedgehog (Hh) sinyal yolaginin 6nemi
oldukca dikkat ¢ekmektedir. Hh proteinleri hiicre membraninda yer alan Patchedl
(Ptch) reseptorlerine baglandiginda aktifleserek bir dizi prosesi baslatmaktadir. Sonik
Hedgehog sinyal yolagi multiple miyelema, glioma ve kronik miyeloid 16semi, kolon
kanseri gibi bir¢ok kanserin hayatta kalim, metastazinda gorev aldigin1 gosteren

caligmalar bulunmaktadir. (Matsui vd., 2016; Scales ve ark., 2009).
2.8. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

2.8.1. Akciger kanser kok hiicre ozellikleri

Akciger kanseri, 2020 yilinda 2.2 milyon yeni vaka ile en sik teshis edilen
ikinci kanserken 1.8 milyon 6lim oram ile en ¢ok Oliime sebep olan kanser tiirii
olmustur. Erkeklerde kadinlara gore insidans ve mortalite oranlar1 acgisindan daha
ylksektir. Kadinlarda meme ve kolorektal kanserinden sonra {i¢iincli sirada teshis
edilirken, mortalite agisindan meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.

(Sung vd., 2021).

Akciger kanseri ge¢ evrelere kadar semptom vermemekle birlikte erken teshis
edilmesi zordur. Hastalarda devam eden oksiiriik, kanli balgam, gdgiis ve sirt agrisi,
seste degisiklik, nefes diizensizligi ve kronik pnoémoni (zatiirre) baslica semptomlar

arasindadir (Erbaycu vd., 2020).

Tiitiin kullanimi, alkol tiiketimi, obezite, mutajenik ajanlar, hava kirliligi
kontrolsiiz diyet, radyason ve gilines 1s1n maruziyeti gibi bircok etmenin akciger
kanserinde etkili oldugu vurgulanmigstir. Tiitlin kullaniminin kanser olusumundaki
etkisi uzun zamandir bilinmektedir. Sadece ABD’de akciger kanseri oliimlerinin
%80’i tiitiin kaynaklidir. Ozellikle akciger kanserinde &zellikle tiitiin kullaniminin
etkisi oldukca yiiksek orandadir. Tiitliin grubunda en ¢ok tiiketilen sigaraya ig¢enlerin
%24’tinlin %11’inde kanser gelismektedir. Sigara akciger basta olmak iizere oral
kavite, nazofarenks, larenks, nazal kavite, Ozefagus, mide, bdbrek, pankreas,
kolorektal, karaciger, mesane, over kanseri ve akut myeloid l6semi gibi kanser
tirlerine neden olmaktadirAyrica kalitimsal olarak akciger rahatsizligt olan
hastalarin daha fazla kanser olma riski tasidiklar1 belirlenmistir (Freedman vd., 2020;

Erbaycu vd., 2020).

1981 yilinda DSO tarafindan olusturulan “Akciger Tiimorleri smiflandirmasi”

2020 yilinda giinlimiizdeki son haline getirilmistir (Travis vd., 2015; Nicholson vd.,
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2021). Son giincel halinde yeni tiimor tipleri eklenmistir. Son gilincel halini de baz
alarak akciger kanserini temelde Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik

hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak tizere iki ana gruba ayrilabilir.

KHAK, akciger bronslarinda bulunan, sigara ile yiiksek korelasyon gdsteren
akciger kanser tipidir. Mikroskop altindaki goriinlimlerinden dolayr bu ismi
almiglardir. Cok hizli invaziv metastatik etki yaparak viicudun diger bolgelerine
yayilirlar. En agresif akciger kanser tiiriidiir. Genellikle ge¢ teshislerinden dolay1
tespit edildiklerinde metastaz yapmis oldugu goriiliir. Genellikle beyine metastaz
yaparlar. (Pietanza ve ark., 2015; Travis ve ark., 2015; Nicholson vd., 2021; Ergelen
vd., 2013).

KHDAK, toplam akciger kanserlerinin %85’ini olusturmaktadir ve
adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom en sik gériilen

tiplerindendir.

Adenokarsinom en sik goriilen akciger kanseridir Oyle ki tiim akciger
kanserlerinin  %50’sini  olusturmaktadir (Detterbeck ve ark., 2015). Tiitiin
kullaniminin en az korele oldugu kanser tipi olmakla beraber kadinlarda daha sik
goriilmektedir. Adenokarsinom tiirevleri genellikle akcigerin periferik ve subplevral
bolgelerinde bulunurlar. Akcigerde daha onceden gelismis olan skar dokusundan
gelisebilirler ve radyolojik bulgularda keskin sinirli ve lezyonlar seklinde goriiniirler
(Sundarraj vd., 2014). Bunlara ek olarak adenokarsinomlar c¢esitli histolojik
patternlerde kendilerini gosterebilirler. Bunlar baglica asiner, papiller, mikropapiller,
solid veya lepidik patternlerdir ve hastaligin prognozunda énemlidirler (Dela Cruz

vd., 2011; Travis vd, 2015).

Skuamoz hiicreli karsinom, KHDAK tiimorlerinde ikince en sik goriilen tipidir.
Siklikla akcigerde sentral yerlesim gosterir ve histolojik kavitelesme yaparlar.
Keratinizasyon gosteren, keratinizasyon gostermeyen ve bazoloid olmak {izere ii¢

farkli alt tipi vardir. (Dela Cruz vd., 2011; Travis vd, 2015).

Biiyiik hiicreli karsinom, en az goriilen akciger kanseri olmasina ragmen koti
prognozludur. Akcigerde periferik yerlesim gosteren biiylik hiicreli karsinomlar
sigara kullanimi ile korelasyon gosterirler. (Dela Cruz vd., 2011; Travis vd, 2015;

Deniz vd., 2017).
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2.9. Akciger Kanser Kok Hiicreleri ve Belirtecleri

Bu tez kapsaminda daha onceden de bahsedildigi gibi KKH ve mezenkimal
kok hiicrelerin kendini yenileme kapasitesi, ¢ogalma yetenekleri, kokliiliiklerini
strdlirebilme gibi ozellikleriyle oldukca benzemektedirler. Akciger kanser kok
hiicrelerin sahip oldugu 06zellikler diger doku kok hiicrelerine gore farklilik
gostermesine ragmen akciger KKH’lerinin kanser kok hiicre acisindan bir farkliligi

olmadig1 one siiriilmiistiir (Maiuthed vd., 2018).

Akciger KKH biyolojisi hakkindaki mevcut bilgiler sinirli olsa da bir dizi
kanser kok hiicre belirteci tanimlanmis ve calisilmistir. Bu KKH belirtecleri genel
olarak tedavilere direng ile iliskilidir. Bunlardan birkagi; CD326 (epCAM) ALDHI,
CD133, SP’ler, CD44, CD87 ve CDI117'yi icermektedir. Essiz akciger KKH
belirteclerinin tanimlanmasi, esas olarak intratiimoral heterojenite ve KKH
fenotipinin kararsizlifina ve hiicre ylizeyi belirteglerinin tersine donmesine neden
olabilen yiiksek derecede plastisite nedeniyle hala zor olmaya devam etmektedir

(Prabavathy vd., 2018; Zheng vd., 2022).
2.9.1.CD326 yiizey belirtecinin yapisi ve ozellikleri

CD326 olarak da bilinen EpCAM, bir tip I transmembran polipeptittir ve
yaklasik 40 kDa agirligindadir. EpCAM, uzun bir hiicre dis1 N-terminali, tek yayilan
bir transmembran alanm1 ve kisa bir hiicre i¢ci C-terminali olan 314 amino asitten
olusur. Insan EpCAM geni yaklasik 14 kb'dir ve kromozom 2'de (2p21) bulunur
(Szala vd., 1990). EpCAM, epitel kokenli neoplazmalar ve homotipik kalsiyumdan
bagimsiz hiicre adezyon molekiilii i¢in potansiyel bir biyobelirtectir. Akciger
kanserinde, EpCAM'in metastazla iligkili protein 1'in (MTA1) asag1 akis hedefi
oldugu bulunmustur ve MTA1’in asir1 ekspresyonu, EpCAM seviyelerini artirabilir
ve timor metastazini artirarak kotii prognoza yol agabilmektedir (Zhou vd., 2015).
EpCAM ekspresyonu ayni zamanda CD44 ve CD166 hiicre ylizey belirtecleri ile de
iligkilidir ve KHDAK daki ti¢lii pozitif (EpCAM+/CD44+/CD166+) belirtece sahip
hiicrelerin daha yiiksek kendini yenileme yetenegi, klonal heterojenite ve sapla
iligkili gen ekspresyonunu gosterdigi belirtilmistir (Satar vd., 2018; Zheng vd.,
2022).
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2.9.2.CD133 yiizey belirtecinin yapisi ve ozellikleri

CD133 (prominin-1), ilk olarak 1997'de fare noral ve CD34" insan progenitor
ve hematopoietik kok hiicrelerden izole edilmislerdir ve kolesterol baglayici bes katl
bir transmembran glikoproteindir (Weigmann vd., 1997). CD133’iin kok veya
progenitor hiicrelerde rejenerasyon, farklilasma ve metabolizma ile iligkili oldugu
belirlenmis ancak daha sonrasinda CD133’lin tliimorjenik etkisinin kesfiyle
potansiyel bir KKH belirteci olarak tanimlanmistir. Bunun tizerine CD133 ile ilgili
aragtirmalar akciger, meme, kolon ve karaciger kanserleri lizerine de odaklanmustir.
CD133'"lin yapisi, bir hiicre dis1 N-terminali, sistein agisindan zengin iki hiicre i¢i
dongii, dokuz adet N-baglh glikosilasyon parcasina sahip iki hiicre dis1 dongii ve bir
sitoplazmik C-terminali igermektedir. Insan CD133 geni, uzunlugu 150 kb'den fazla
olan en az 37 ekson igerir ve 865 amino asitten olusan 97-120 kDa'likk bir
glikoproteini kodlayan bes promotdr tarafindan kontrol edilmektedir (Wen vd.,

2019;. Zheng vd., 2022).

Akciger kanserindeki islevi agisindan CD133, yalnizca akciger KKH'sinin
potansiyel bir biyolojik belirteci degil, ayn1 zamanda potansiyel bir terapotik hedef
ve prognostik faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CD133, metastaz, terapi direnci
ve kotii prognoz ile yakindan iligkilidir. CD133" hiicreleri kendini yenileyebilir,
cogalabilir, invazyon ve metastazda gorev alabilirken; CD133" hiicreleri akciger
kanserinde farklilagirlar (Roy vd., 2017). Bu nedenle, CD133" akciger KKH'lerini
hedeflemek ve yok etmek, tiimor hiicresi cogalmasini, gociinii ve metastazini dnemli

Olciide Onleyebilecegi diisiiniilmektedir.

Bugiine kadar kanitlar, CD133'iin Wnt sinyalini, PI3K-AKT sinyalini,
SRCFAK sinyalini, EGFR ile etkilesimi, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
otofajisini, lipid metabolizmasin1 ve diisiik reaktif oksijen tiirii seviyelerini aktive
ederek KKH'lerin biiylimesini ve kemo-direncini diizenleyebilecegini gostermistir
(Zheng vd., 2022). CXCR4 (Tu vd., 2017) ve BMI1 (Korean vd., 2016) gibi diger
KKH biyobelirtecleri ile kombinasyon halinde, CD133 ayrica EMT ile pozitif olarak
iliskilidir. Ek olarak hipoksik ortamda, OCT4 ve SOX2'nin up-regiilasyonu, akciger
kanseri hiicrelerinde CD133 ekspresyonunu indiikleyebilmektedir (Lida vd., 2012;
Zheng vd., 2022).
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2.9.3.CD44 yiizey belirtecinin yapisi ve ozellikleri

Bir tip 1 transmembran glikoprotein olan CD44 (P-glikoprotein 1), hiicre
adezyon molekiilleri ailesine aittir ve geni insan kromozomu 11'de (11pl3)
bulunmaktadir. Insan CD44'ii 85-200 kDa agirligindadir ve 742 amino asitten
olusmaktadir (Goldstein vd., 1989). Sec¢ici kesme ve translasyon sonrasi
modifikasyon yoluyla, CD44, hiicre yilizeyinde bir dizi ligandla birlesebilen ve
hiicrelerin  fizyolojik ve patolojik siireclerinde yer alan c¢esitli izoformlar
olusturabilir. CD44 bir hyaluronik asit reseptoriidiir ve CD44 ile hyaluronik asit
arasindaki iletisimin hiicre dokiilmesini, metastaz1 ve invazyonu indiikledigi tahmin
edilmektedir (Sekil 2.7.) (Caon vd., 2020). CD44 hemen hemen tiim tiimor tiplerinde
eksprese edilen ve potansiyeli kanitlanmis bir belirtectir (Ouhtit vd., 2020; Zheng
vd., 2022).

CD44Meh/CD24"% hiicrelerinde epitel hiicre belirteglerinin  ekspresyonlari
azalirkken MKH belirte¢ ekspresyonlarmmin arttigr bulunmustur. Bu hiicreler,
epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) normal ve tlimor hiicrelerinin kdk kazanmasina
yardimec1 olabilecegini  gostererek, kendini yenileme ve heterojen farklilagsma
yetenegini elde ettigi birgok c¢alismada gosterilmistir (Mani vd., 2008). Akciger
kanserinde yapilan caligmalarda CD44 ekspresyonunun KHDAK’da KHAK'a gore
daha yiiksek oldugu ve en yiiksek ekspresyon seviyesinin akciger skuamoz hiicreli
karsinomda gozlendigi gosterilmistir (Roudi vd., 2014). KHDAK hiicre hatlarindan
tiretilen hiicrelerin, 1p36'da bulunan tiimdr baskilayict gen miR-34a'nin
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide azaltan kromozomal sapmalara ve 1p36 delesyonuna
sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, miR-34a'nin asir1 ekspresyonu, CD44"
hiicrelerinin kok fenotipini zayiflatmakta oldugu da vurgulanmis ve bu gen hedefli
caligmalar da baslatilmistir (Sun vd., 2021). CD44, Notch, Hedgehog, Wnt, STATS3,
Hippo, JNK ve RhoGTPase ve reseptor tirozin kinazlar tarafindan sinyal yollarina
aracilik eden bir koreseptordiir (Zheng vd., 2022). Ayrica CD44, endotel hiicreleri
arasindaki adezyonun anahtar aracisidir ve bu nedenle patolojik anjiyogenezde
onemli bir rol oynar (Ludwig vd., 2019). CD44 reseptorii, ezrin, radixin ve moesin
proteinlerine baglanarak, hiicre zar1 ile hiicre iskeletine baglanabilir, bu da kanser
hiicresi biiylimesini ve metastazini kolaylastirmaktadir. CD44 ayrica, tiimor hiicresi
ylizeyinde PD-L1 ekspresyonunu tesvik ederek timdr proliferasyonuna ve immiin

kacisa aracilik edebilir (Kong vd., 2020). CD44 ekspresyonu, epidermal biiylime
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faktorii reseptorii (EGFR)-mutant neoplazmalarda, ozellikle erken KHDAK'da
onemli bir rol oynamaktadir (Akamine vd., 2019; Yin vd., 2020) ve CD44, akciger
kanserli hastalarda EGFR-TKI monoterapisi tizerine EMT'yi teshisinde Onemli
oldugu da vurgulanmistir (Suda vd., 2018). Akciger skuamoz hiicreli karsinomunda
daha ytiiksek olan CD44 ve ALDH'yi birlikte eksprese eden hiicreler, her zaman artan
kendini yenileme kapasitesi, gelismis migrasyon yetenegi ve tiimorijenisite

gostermektedirler. (Masciale vd., 2020; Zheng vd., 2022).
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Sekil 2. 7. Hyaluronik Asit ve CD44 reseptorlerinin etkilesiminin gosterilmesi (Akim
vd., 2021)

2.10. Gemsitabin

Gemsitabin kemoterap6tik olarak giliniimiizde ticari olarak tek basina ya da
diger kemoterapdtikler ile kombine olarak over kanseri, meme kanseri, akciger
kanseri (KHDAK), pankreas kanseri vb. gibi tiirlerinde kullanilan Gida ve llag
Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis bir molekiildiir. Gemsitabin, COH11F2N304
kimyasal formiiliine ve 263.2 g/mol molekiiler agirliga sahip bir antimetabolit ilagtir.
(Sekil 2.8). Gemsitabin, benzer yapilara sahip olmasindan dolay1 bir sitidin analogu
olarak kabul edilmektedir. Bu benzerligin avantaji Gemsitabin'in DNA replikasyonu
sirasinda niikleosid sitidin yerine geg¢mesini saglar, dolayisiyla DNA replikasyon

stirecini engeller (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi 2021).

Gemcitabin bir primidin antimetabolitidir ve hiicre igerisinde niikleozid
kinazlar 1ile aktif difosfat ve trifosfat niikleozitlere metabolize olmaktadir.

Gemcitabin iki ayr1 mekanizma ile DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etki
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yaratmaktadir. Bunlardan biri, DNA sentezi i¢in deoksiniikleosid trifosfat olusturan
reaksiyonlar1 katalizleyen riboniikleotid rediiktaz, aktif difosfat tarafindan inhibe
edilir.  Aktif difosfat riboniikleotid rediiktazi inhibe etmesi sonucunda
deoksiniikleozid konsantrasyonlarinda azalmaya neden olur. Ikincisi ise trifosfat
niikleozitler DNA’da yer almak i¢in deoksiniikleosid trifosfat ile yaris ig¢ine girer.
Boylece Gemsitabin hiicre icersinde kalir ve uzaklastirilamaz. Gemcitabinin DNA
yapisina katilmasiyla beraber, DNA zincirine bir niikleotid eklenir ve DNA sentezi
inhibe olur. Bu inhibisyonla beraber hiicreler apoptotik siirece girerler (Capella vd.,

2001; Toschi vd., 2009).

Gemsitabinin yapilan bir¢ok ¢alismada insan tiimdr hiicrelerine sitotoksik etki
gosterdigi bulunmustur. Solid tiimorlerin ¢oguna karsi pozitif etkilidir. Gemsitabinin
etki mekanizmasi faz spesifiktir ve DNA sentez doneminde ( S fazi) olan hiicreleri
oldiiriir ve belirli kosullarda hiicre siklusunda G1/S faz1 gecisini bloke eder. Yapilan
caligmalarda gemsitabinin in vitro sitotoksik etkisinin konsantrasyona ve zamana
bagimli oldugu belirlenmistir (Sandoval vd., 2012; Csako vd., 1995; Capella vd.,
2001).
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Sekil 2. 8. Gemcitabinin kimyasal yapis1 (National Center for Biotechnology

Information)

2.10.1. Akciger kanserinde Gemcitabin direnci

KHDAK hiicreleri, Gemsitabin'e 3 ana mekanizma nedeniyle direng
kazanmaktadir. Bunlardan biri, Gemsitabin metabolik yolaklarinda hRENT1 eksikligi,
hiz smirlayict enzimin (dCK) asagi regiilasyonu ve RRMI1/RRM2'nin yukari

regiilasyonu gibi proteinlerdeki disregililasyon sebebiyle diren¢ meydana
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gelebilmektedir. Post-transkripsiyonel olarak dCK'yi diizenleyen bir RNA baglayici
protein olan Hu antijeni R (HuR) de Gemsitabin etkinligi ile iliskilendirilmistir.
Yiiksek HuR seviyeleri, Gemsitabin ile tedavi edilen hastalarda daha iy1 bir genel

sagkalim ile sonuglanmistir (Jia vd., 2015).

Diger bir Gemsitabin direng mekanizmasi, (ABC) tasiyici aile proteinleri gibi
ilag akis pompalarmin yiiksek ekspresyonundan kaynaklanmaktadir. Bu proteinler,
kanser kok hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilerek KKH’leri kemoterapotik
ajanlara kars1 korudugu gosterilmistir. Son kanitlar, Gemsitabin direnci ve EMT ile
kok hiicre fenotipi arasindaki baglantiy1r da oldukca destekler niteliktedir (Jia vd.,
2015).

Ucgiincii direng mekanizmas: ise, Gemsitabin direnci ayrica ¢oklu genetik ve
epigenetik anormallikler ile yakin korelasyon gostermektedir. Bir veya birkag
gendeki degisiklikler, ilag direncli hiicre sagkalimini ve malign fenotipi siirdiirmek
icin 6nemli oldugu gosterilmistir. NF-xB, AKT, MAPK, HIF-la27 yolaklarinin in
vitro ve bazi in vivo modellerde Gemsitabin direncine neden oldugunu gosteren

kanitlar bir¢ok ¢alismada sunulmustur (Jia vd., 2015).
2.11. Kanser Tedavisinde Tasiyic1 Sistem Olarak Eksozomlar

Ozellikle son yirmi yildir nanoteknolojik ilag dagitim sistemleri iizerindeki
caligmalar 6nem kazanmistir. Gen ve ilag tirlinlerin nano bazl sistemler ile enkapsiile
edilerek tedavi protokoliinde uygulanmasi 6zellikle hedeflendirme i¢in biiyiik bir
avantaj saglamaktadir. Nanoteknolojik sistemler boyutlar1 1-100 nm boyutundaki
parcaciklari igeren sistemlerdir ve bu sistemler ilk kez 1957 yilinda Amerikali Nobel
fizik 6diillii Richard Feynman tarafindan gosterilmistir (Strambeanu vd., 2015; Junk

vd., 2006).

Nanopartikiiller ~ (Np) iiretilebilecekleri malzemelerden, hedeflenecek
organizmanin yapisina, istenilen boyutlarda modifiye edilebilmesi sebebiyle essiz
iirtinlerdir. Bu avantajlartyla sadece medikal ve tedavi siireglerinde degil, giinliik
hayatimizda gida, kozmetik, tekstil, elektronik ve uzay endiistirisinde de

kullanilmasiyla karsimiza ¢ikmaktadir (Behzad vd., 2020; Strambeanu vd., 2015).

Nanopartikiillerin modifiye edilerek farkli sekillerde iiretilebilme avantajiyla
olduke¢a dikkat cekmektedir. Nanopartikiiller genellikle 1-100 nm boyutlarina sahip

oldukca kii¢iik parcaciklardir. Yiizey alanlari, kimyasal yapilari, yiizey reaktiviteleri,
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ylizeye bagli grup ve ylizey kapamalar, kristallik ve elektronik 6zellikleri,
coziinebilirligi, sekilleri ve kiimelenme yeteneklerine gore nanopartikiil 6zellikleri
degisebilmektedir. Bu 0Ozellikleri baz alindiginda Np’ler farkli katagorilerde
incelenmektedir. Bu kategorilerde genel olarak en sik karsimiza ¢ikan Np’ler; metal
nanopartikiiller, metal oksit nanopartikiiller, karbon temelli nanopartikiiller, yar1
iletken nanopartikiiller, polimer temelli nanopartikiil ve lipid bazli nanopartikiillerdir

(Hulkoti vd., 2014; Mauter vd., 2018; Kolahalam vd., 2019; Naseem vd., 2021).

Tiim bu nanopartikiiller arasinda klinik olarak kullanim i¢in onay alan ilk Np
lipid pazli olan lipozomlardir (Antimisiaris vd., 2018). Genel olarak emiilsiyon
ortaminda kendi kendine bir araya gelerek fosfolipid membranli sentetik vezikiillere
lipozom denmektedir. Lipozomlar; ila¢ ve gen iirlinlerin tasinmasini saglayabilen,
toksik olmayan ve biyouyumlu yapiya sahip, ilag¢ stabilitesini uzun siire korunmasini
saglayabilen ve birkag¢ ila¢ yliklenmesine miisait olan nanopartikiiler sistemlerdir.
Doxil™ gibi su an klinik ¢alisma asamasinda olan kanser basta olmak tiizere bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan ila¢ i¢eren lipozomal nanopartikiiller bulunmaktadir
(Strambeanu vd., 2015). Lipozomlarin sahip oldugu avantajlarin yaninda uzun
dolasim kabiliyeti, stabiliteleri ve az da olsa toksisiteleriyle konak¢i immun
sisteminden kagma yetenekleri konusu hala arastirilmasi ve gelistirilmesi gereken
ozellikleridir. Tastyict sistemlerin sahip olmasi beklenilen cogu 6zellige sahip olan
eksozomlar gelecekte Np sistemler yerine kullanilabilecek bir segenek olarak dikkat

cekmektedir (Ha vd., 2016).

Hiicreler hem yakinda hem de uzaktaki diger hiicrelerle protein, lipid, genomik
DNA, RNA gibi cesitli organik bilesikleri tasiyan hiicre dis1i vezikiiller (EV)
araciligiyla iletisim kurarlar. Bu vezikiiller boyut ve biyogenezlerine gore
siiflandirilirlar. EV’ler boyutlar1 1-1000 nm arasinda degisen, hiicreler tarafindan
hiicre zarindan koparak olusan vezikiillerdir ve 3 alt gruba ayrilmaktadirlar.
(Yamashita vd., 2018; Chung vd., 2019; Fang ve Vangsness, 2020). Bunlar;
apoptotik vezikiiller, mikrovezikiiller/ektozomlar ve eksozomlardir. (Sciences,

2020).

Eksozomlar, heterojen vezikiil koleksiyonlar1 olarak bilinir ve {iretildigi
hiicrenin fenotipik durumunu tasir. Eksozomlar organizmadaki immun sistem
hiicreleri, kanser gibi patolojik hiicreler de dahil olmak iizere tiim hiicreler tarafindan

sentezlenirler ve lenf, amniyotik sivi, meme bezi, kan, anne siitii, gdzyasi, beyin
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omurilik sivisi, tiikiiriik, burun mukusu ve idrar gibi gibi tiim viicut sivilarinda
bulunmaktadirlar. Spesifik ylizey belirtecleri, boyutlar1 ve kusuruz yapilar sayesinde
dolasim sisteminde serbestge dolasabilmektedirler (Faruqu vd., 2018; Sharma vd.,

2020; Baig vd., 2020; Wang vd., 2020).

[k baslarda eksozomlarin sadece hiicre atiklarii tasiyan mekanizmasi oldugu
distiniilmekteydi ancak arastirmalar sonucunda eksozomlarin hiicreler arasi kargo
molekiilii gorevi gorerek hiicreler arasinda molekiil transfer yapabildigi
gosterilmistir. (Zhao vd., 2020). Hatta uzak hiicreler arasindaki temel iletisimin
eksozomlar aracilifiyla gerceklestigi bir¢ok calisma nihayetinde kanitlanmis

durumdadir (Harris vd., 2015).

Eksozomlar bir lipit ¢ift tabakasindan olusurlar ve kdken aldiklar1 hiicreye
benzerler (Kalluri, 2016; Yin vd., 2019). Boyutlar1 20-150 nm arasinda
degismektedir. Eksozomlarin plazma zarlari, seramidler, fosfatidilserin, doymus yag
asitleri, kolesterol ve sfingomyelin gibi ¢esitli lipitlerden olusur (Logozzi vd., 2018;
Xunian ve Kalluri, 2020). Eksozomun etrafindaki lipit c¢ift tabakasi, eksozom
icerigini RNAz ve proteazlara karsi koruyarak tedavide uygun bir tasiyict haline
getirmektedir (Zheng vd., 2019). Eksozomlar (mRNA, rRNA, tRNA, vaka RNA, Y-
RNA, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), mikroRNA (miRNA) ve proteinler
(Kim vd., 2018; McAndrews ve Kalluri, 2019) gibi ¢esitli RNA'lar igerirlerler.
Eksozomdaki proteinler, eksozom biyogenezi (ESCRT kompleksi, ALIX, TSG101
ve sintenin), zardan taginma ve fiizyonu (anneksinler, flotillinler ve Rab GTPazlar),
tetraspaninler (6rnegin, CD9, CD63, CD81 ve CDS82) integrinler, major
histokompatibilite kompleksi (MHC) smif II proteinleri ve 1s1 soku proteinleri
(HSP70, HSP90) gibi cesitli islevlere sahiptir (Olejarz vd., 2020).

Eksozom biyogenezi, tasima i¢in gerekli olan endozomal siralama kompleksi
(ESCRT) tarafindan diizenlenmektedir. ESCRT, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II ve
ESCRTH-III olmak iizere 4 kompleksten olusurlar. Bu kompleksler, ALIX, VPS4 ve
VTAI1 gibi eksozoma yonelik hedefleme proteinlerinin taninmasina ve MVB
vezikiillerinin olusumuna katkida bulunur. Baz1 calismalar ESCRT bagimsizliginin,
kargo yiikleme ve eksozom i¢ine siralamadan sorumlu tetraspanin proteinleri (CD81,
CD9, vb.) icin 6nemli oldugunu gostermistir. Tetraspaninler, c¢esitli reseptorlerle
etkilesime girebilen eksozom yiizey belirtegleri ve transmembran proteinlerdir.

ESCRT'ye bagimli ve ESCRT'den bagimsiz yollar, farkli eksozom biyogenezinde
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farkli yollar olusturarak sinerjik olarak ¢alismaktadirlar (Mashouri vd., 2019; Xunian
ve Kalluri., 2020).

Eksozomlar tasidiklar1 biyomolekiiller araciligiyla bircok biyolojik olay1
tetikler. Calismalar, eksozomlarin kanser, Alzheimer ve diyabet gibi birgok hastalikta
hiicreler aras1 bilgi transferinde ©nemli roller oynadigin1 gostermistir. Bu
ozelliklerinden baz alinarak hasta tanilarinda kullanimlarinin yaninda terapétik ajan
olarakta kullanilabilmeleri dikkat c¢ekicidir (Yamashita vd., 2018). Eksozomlar,
dolasimdaki stabiliteleri, hiicre hedefleme yetenekleri ve nano tastyicilardan daha az
toksisite gostererek bagisiklik sistemine adaptasyonlar1 nedeniyle g¢esitli farmasotik
molekiilleri ve ilaglar1 tasimak icin dogal nano tastyicilar olarak kullanilmistir
(Naseri vd., 2020). Eksozomlarin yiiksek biyouyumlulugu, organizmada ve kiiltiir
ortamindaki yiiksek stabilitesi, non toksik olmasi sentetik Np’lerden ayiran en temel
ozelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dogal eksozomlar diger Np’lere kiyasla diisiik

immunojeniteye sahiptir (Jiang ve Gao, 2017; Pullan vd., 2019).

Dogal tasiyict sistemlerle ilgili olan ¢alismalarin son yillarda bu alan {izerine
yogunlastigin1  gormekteyiz. Bugiline kadar epitel hiicrelerinden, lenfosit
makrofajlarindan, kanser ve MKH’lerden izole edilen eksozomlar ilag tasiyici
sistemlerde kullanilmistir. Doksurobisin, kurkumin ve paklitaksel gibi bazi
kemoterapotik ilaglar eksozomlara yiiklenerek, hedef hiicre grubuna iletiminde
pozitif sonuglar elde edilmistir (Johnsen vd., 2014; Liu vd., 2019). Eksozomlarin
dogal olarak DNA, RNA gibi gen {riinlerini tasimalar1 ve ilag tasima
yeteneklerinden dolay1 gen tirlinlerini de tasiyabilecedi One siiriilmiis ve bu konu
iizerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Eksozomlarin RNA transferinde ¢ok énemli bir
rol oynadigi one siiriilmektedir. Ozellikle gen susturmak veya gen susturmayi
indiiklemek tistiine kiiclik diizenleyici mikro RNA (miRNA) veya kiiciik interferans
RNA (siRNA) tasimak ve hedef hiicreye iletmek konusunda yetenekleri bildirilmistir
(Ratajczak vd., 2006; Baj-Krzyworzeka vd., 2006; Collino vd., 2010; Deregibus vd.,
2007; Skog vd., 2008; Pegtel vd., 2010; Yuan vd., 2009).

Gen terapisi tedavisi zor olan hastaliklarin kesin tedavisi i¢in umut vaat eden
terapdtik bir platformdur. Ciinkii hastaliga 6zgii diziyi hedef almasiyla kesin ve
kisisellestirilmis tedavi imkan1 sunmaktadir. Hastanin belirlenen niikleik asit dizine
miidahale ederek gen ekspresyonlar1 azaltilabilmekte, artirilabilmekte veya

diizeltilebilmektedir. siRNA, miRNA veya inhibitér antisens oligoniikleoitdler
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(ASO) genellikle hedef gen inhibisyonu i¢in kullanilirken; plazmit DNA, haberci
RNA (mRNA), kiiciik aktive edici RNA (saRNA) ve CRISPR (kiimelenmis diizenli
aralikli kisa palindromik tekrarlar)/Cas (CRISPR ile iligkili protein) sistemleri
genellikle hedef gen ekspresyonunu artirmak veya diizeltmek i¢in kullanilmaktadir

(Anguela vd., 2019; Weng vd., 2019; Weng vd., 2020; Li vd., 2020).

RNAI1 yani RNA interferans (fonskiyonel genomiks) bilim diinyasinda oldukca
heyecan uyandiran ve hatta Science dergisi tarafindan 2001 yilinda “yilin molekiili”
ve 2002°de “y1ilin en 6nemli bilimsel hamlesi” se¢ilen gen fonksiyonudur (Karagiizel
vd., 2007). Kanser hiicrelerindeki sinyalizasyon ve gen flriinlerinin transkripsiyon
sonrasinda RNAi teknolojisiyle susturulmasi umut vaat eden bir yaklasim olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. RNAi’de rol oynayan ii¢ gen inhibitorlerinden birisi
siRNA’lardir. (Jinek ve Doudna, 2009). ilk kez 1999 yilinda kesfedilmis olan 70-80
baz ciftinden olusan dsRNA’lar (ekzojen kaynakli ¢ift iplikli RNA) siRNA’larin
oncilisti olarak kabul edilmektedir. dSRNA’lar RNAaz III ailesinden “dicer” enzimi
tarafindan kesilerek 20-25 baz ciftindne olusan siRNA’lar1 meydana getirirler.
siRNA’lar organizmada gen transkripsiyonundan sonra mRNA’y1 parcalayarak
siRNA’ya 6zgli spesifik genlerin ekspresyonunu inhibe ederler (Jain, Pathak ve
Vaidya, 2018). Organizmada gelisim, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi

biyolojik siireclerin regiilasyonunda rol almaktadirlar.

Sitoplazmada bulunan Dicer enzimi RNA’ya ATP’ye bagiml olarak baglanir
ve RNA’nin ucundaki kivrimli bolgeyi keser (Hammond vd., 2000). Daha sonrasinda
cift sarmalli RNA molekiiliinii helikaz ile agarak 21-23 niikleotit kadar kisa RNA
parcalar1 haline gelmek iizere keser. Parcalanmis kiicik RNA’lar RISC’e (RNA-
induced silencing complex: RNA ile indiiklenen susturma kompleksi) baglanir.
Olgun siRNA ve miRNA’lar RISC kompleksi igerisinde spesifik olarak hedef
mRNA dizisiyle eslesir ve eslestigi bolgelerden endoniikleazlar ile kesilirler. Boylece
hedef gen transkripsiyondan sonra protein iiretilemeden susturulmus olur (Kumar

vd., 2022; Weng vd., 2015; Das ve Sherif, 2020).

siRNA’lar ile spesifik gen susturmanin 6zellikle direngli kanser hiicrelerinde
kemoterapoétiklere karst duyarlilign artirdigini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir.
Giin gectikge Ozellikle siRNA ve kemoterapdtiklerin kombinasyonlarinin ABCBI1
geni lizerindeki olast pozitif etkileri 6nem kazanmaktadir. (Hua, Mutch ve Herzog,

2005; Navarro vd., 2012; Susa vd., 2010; Yhee vd., 2015).
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Bircok kanser tiirlimde siRNA’larin tek veya kombine olarak kullanilmasiyla
hiicre proliferasyonunu engellendigi, apoptozun indiiklendigi ve MDR’nin ortadan
kaldirildigi, anjiyogenezin baskilanabildigi ve hatta metastazin engellenebildigi
yoniinde umut vadeden calismalar bulunmaktadir (J. Liu ve Guo, 2020; Yin vd.,

2010).
2.11.1. Eksozomlarin Hyaluronik Asit ile enkapsiilasyonu

Karl Meyer ve John Palmer tarafindan yaklasik 80 yil dnce kesfedilmis olan
HA, glikozaminglikan smifina ait bir polimerdir ve kozmetik, kimya, biyoloji ve tip
alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Hyaluronik asit (HA), ECM’in biiyiik bir
boliimiinii olusturan, D-glukronik asid ve N-asetil D-glukozaminin 1-3 ve 1-4 glikozit
baglarinin baglanmasi ile olusan bir mukopolisakkarittir. HA, Hyaluronan olarakta

bilinmektedir (Kim, Moon, Kim, Heo, & Jeong, 2018; Necas vd., 2008).

HA, hidroksil ve karboksil gruplarina ek olarak N-asetil grubuna da sahiptir ve
bu sayede farkli kimyasal modifikasyonlar icin elverislidir. HA, hiicreler tarafindan
HASI1, HAS2 ve HAS3 genleri tarafindan plazma membraninda sentezlenmektedir.
Bu ii¢ farkli izozimi farkli boyutlarda HA polimeri iiretimini saglarlar (Kogan,
Soltes, Stern, & Gemeiner, 2007). Viicutta cilt, akciger, bobrek, gébek kordonu,
sinoviyal s1vi, birgok yumusak bag dokusunda, beyin ve kas dokularinda olmak {izere
bircok dokuda bulunurlar (Necas vd., 2008). HA fragmanlar1 CD44 ile van der Waals
baglar1 ile etkilesime gegerek hiicrelerin proliferasyon, farklilasma, gocii ve
adezyonunda gorev almaktadir (Mattheolabakis vd., 2015; Huang vd., 2016).
Okaryotik hiicreler disinda baz1 bakterilerde HA sentezi gerceklestirmektedirler.

HA nonimmunojenik, biyo¢Oziiniir ve biyouyumlu yapiya sahiptir ve
hiicrelerin diger ECM bilesenleriyle etkilesim kurmasini saglar. Ayrica hiicreler i¢in
ortami hidratize ederek viskéz bir ortam saglar ve bdylece su dengesi ve filtrasyon
gibi fizyolojik etkilerde bulunur (Harris & Kerr, 2017). HA yarilanma 6mrii ortalama
olarak birka¢ giindiir. HA diger hiicrelerin CD44 reseptorleri ile etkilesime gecer.
Boylece molekiiler ve hiicresel mekanizmalar iizerinden biyolojik yanitlarin
olugmasini saglarlar. CD44 aracili haberlesme ile apoptoz ve hiicre sagkalim sinyal
yolaklar1 aktif olarak etkilenmektedir. HA tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese olan
RHAMM (Hiyaluronan aracili hareketlilik i¢in reseptér) ve CD44 reseptOriine

baglanir. Bu sayede kanser tedavi stratejilerinde siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. HA
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ailesi bir¢ok kanser tipi i¢in prognostik belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Lokeshwar,

Mirza, & Jordan, 2014).

HA’nin enfeksiyon onleyici, non-immunojenik ve biyouyumlu olmalar ilag
tastyict sistemlerle konjugasyon fikrini beraberinde getirmistir (Lokeshwar vd.,
2014). CD44 ekspresyonu fazla olan hiicrelerde HA ile konjuge edilen
nanoteknolojik sistemler bircok kemoterapotik ilaclarla kombine edilerek

formiilasyonlar hazirlanmis ve pozitif sonuglar elde edilmistir (Misra vd., 2011).

Paklitaksel (PTX) (Lee, Lee, & Park, 2008) ve sisplatin (CT) (Fan, Zhao, Qu,
& Fang, 2015) gibi kemoterapétiklerle olusturulan HA konjugatlarinin  kanser
tedavisinde daha etkin tedavi sunduklar1 ve ilaglarin stabilitesinin artti§1 ve boylece
dolasimda daha uzun siire kalmasi saglandigi belirtilmistir. (Huang & Huang, 2018).
Baska bir calismada ise CD44+ karaciger hiicrelerine hedeflendirilmek amaciyla
telomeraz hedefli siRNA iceren lipozomal formiilasyonlar HA asitle konjuge edilmis
ve siRNA’larin endoniikleazlarca yikilmalar1 engellenmistir (Taetz vd., 2009).
Bircok klinik ve preklinik caligmada farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak
iizere formile edilen nanoteknolojik tirtinlerin HA ile konjuge edilerek
uygulanmasinin pozitif sonuglarimi gérmekteyiz. (Alamgeer vd., 2018; Dobherty,
Tempero, & Corrie, 2018). Bu nedenle HA kanser tedavi protokolleri i¢in yiiksek

potansiyele sahiptir.

2.11.2. Apoptoz

(13 2 (13

Kelime anlami olarak “ayr1” “diismek™ anlamima gelen “apo” “ptosis”
kelimelerinden tiireyen apoptoz terimi 1972 yilinda ilk kez Avustralyali bir patalog
olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tanimlanmistir. Apoptoz stireci bir dizi genler
tarafindan kontrol edilen, protein sentezi ve enerji bagimli siirecleri olan
programlanmig hiicre oliimiidiir. Apoptoz organizmanin homeostazinda en onemli
rolii Ustlenmektedir. Apoptotik siirecler organizmada embriyonik doénemden
baslayarak oliime kadar bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynarlar. Doku
homeostazinin devamlilig1 fizyolojik olarak doku gelisimi siireclerinde meydana
gelen immun regiilasyon, yeni hiicre yapmmi (remodelling), normal hiicre
sirkiilasyonu (turnover) ve hiicre oliimiiniin dengesi ile iligkilidir. Bu dengede

meydana gelebilecek bozulma kanser gibi bircok patolojiye neden olabilmektedir.
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Timorgenez siireci hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ile baslamaktadir

(Pore vd., 2013).

Apoptotik mekanizmalar DNA hasari, sitotoksik molekiiller, ¢esitli i¢ ve dis
sinyallar aracilig1 ile aktive olabilirler. Apoptoz siiresince proteinler programli olarak
proteolitik aktiviteye maruz birakilirlar. Parcalanan proteinler tiim hiicre boyunca
yayilarak apoptotik sinyal olustururlar ve hiicresel yikima sebep olurlar. Apoptoz
uyarisi alan hiicre kontakt inhibisyon ile baglantisini1 keser. Apoptoz nekrozun aksine
tek bir hiicrede meydana gelmektedir ve hiicreler biizlislirler. Biiziismenin temel
nedenleri Na+, K+, CI. iyon kanallarinin kapanarak hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
molekiil gecislerinin durdurulmasi ve aktin ve lamininlerin ayrilmasi kaynakl
hiicrenin iskelet yapisinin bozulmasidir (Vercammen vd., 2001). Apoptoz sonucu
biiziisen hiicrelerde kromatin yogunlasmasit meydana gelerek piknotik bir goriinim
olusur. Hiicre membran biitiinliigii genel kapsamda korunurken, hiicre membraninda
yer alan fosfotidil serinler hiicre zar1 i¢ kismindan dis kisma dogru tasmir ve
membranda porlar olusur. Tiim hiicre organalleri kiiciilir ve parcalanarak hiicre
membraniyla birlesirler. Tomurcuklanarak koparak apoptotik body (apoptotik
vezikiil) meydana getirirler. Makrofajlar tarafindan taninan apoptotik vezikiiller
enflamasyon olusmadan fagosite edilerek ortadan kaldirilarlar (Dagdeviren vd.,

2021).

Apoptozun diizenlenmesinde kaspaz ailesi, p53, sitokrom C gibi proteinler,
Bcl-2 kalsiyum, seramid gibi molekiiller ve mitokondriler gérev almaktadir. Bu
molekiiller anti-apoptotik olabildigi gibi pro-apoptotik 6zelliklerde sergilemektedir.
Ornegin Bcl-2 ailesinin baz iiyeleri (Bax, Bid, Bad, Bcl-xs vb.) pro-apoptozda rol
alirken baz tiyeleri (Bcl-2, Bel-xL) ise anti-apoptotik olaylarda rol alilar. Kaspazlar
proteolitik kaskat sistemi halinde calisirlar. Kaspaz ailesinden Kaspaz 2,8,9 ve 10
baglatic1 olarak gorev alirlar ve efektor kaspazlari aktiflestiriler. Kaspaz 3,6,7 ise
efektor kaspaz olarak gorev alarak birgok apoptotik proteini gen diizeyinde

aktiflestirerek apoptozu baslatir (Dagdeviren vd., 2021; Arisan vd., 2010).
2.11.3. Apoptozda gorev alan molekiiller ve molekiiler diizenleyiciler
2.11.3.1.Bcl-2 ailesi

Bcl-2 geni memeli genlerinde ilk kesfedilenlerden birisidir. Agirlig1 nispeten

kiiciik olmakla birlikte 25-26 kDa’dir. Mitokondride, sitozolde ve Endoplazmik
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retikulum zarinda yerlesim gostermektedirler (Taneja vd., 2001). Apoptozda temel
gorev alan molekiillerin basinda Bcl-2 siiper protein ailesi gelmektedir. Bu siiper
ailenin 20 {iyesi tanimlanmistir. Bcl-2 ailesi, apoptozu baglatan ve devam etmesini
saglayan pro-apoptotikler ve apoptozu inhibe eden anti-apoptotikler olmak iizere iki
ana gruptan olugmaktadir. Apoptoz tetikleyici olarak gorev yapan Pro-apoptotikler;
Bax, Bad, Bid, Bak, Bim, Bcl-xs Puma ve Noxa’dir. Apoptoz baskilayici olarak
gorev yapan anti-apoptotikler ise, Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bfl-1, Bel-w, BHRL-1 ve
Brag-1’dir (Kelly vd., 2007; Burlacu vd., 2003; Brunelle vd., 2009).

Hiicre olim sinyali aldigi zaman farkli bolgelerde yer alan Bcl-2 ailesi
homodimer ya da heterodimer olusturmak {iizere birlesirler. Degisime ugrayan Bcl-2
protein ailesi kompleksi mitokondrinin dis membran entegrasyonu ile membran
potansiyelini bozarlar. Sitokrom C, AIF gibi apoptoz medyatérlerin salimmini arttirarak
apoptozu baslatirlar.  Anti-apoptotik proteinler Ca?* iyonlarin transportunu
ayarlayarak apoptoz regiilasyonu saglarlar (Kelly vd., 2007; Burlacu vd., 2003;
Brunelle vd., 2009).

2.11.3.2. p53

Timor siipresor bir protein olan p53 proteinleri DNA’da bir hasar meydana
geldiginde aktifleserek hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptozis, DNA tamiri ve
senesensi kapsayan antiproliferatif etki gostermektedir. Bu ozelliklerinden dolay1
“genomun gardiyan1” olarak goriilmektedirler. p53 de meydana gelecek bir mutasyon
hiicre dmriinii uzatmaktadir. DNA’da gergeklesen bir hasar eger tamir edilemeyecek
diizeyde ise p53 tarafindan Bax, Apaf-1 ve Fas yapimi artirilarak apoptozu
indiiklenmektedir. p53’iin BCL-2 siiper protein ailesinde pro-apoptotik ve anti-
apoptotik protein dengesinin diizenlenmesi iizerinde de rolii oldugu bilinmektedir.
Genotoksik bir olay sonucu meydana gelen DNA hasarinda p53’ler dogduran
DNA’ya baglandiktan sonra ya hiicre dongiisiiniin G1’de durmasini saglayarak tamir
mekanizmalarinin devreye girmesi i¢in zemin hazirlar ya da tamir edilemeyecek bir
hasar tespit edildiyse hiicreyi apoptoza gonderir. p53 ayni zamanda bir transkripsiyon
faktorii olarak fonskiyonunu siirdiirmektedir. DNA hasari, hipoksi, viral
transformasyon, onkogen aktivasyonlari, niikleotid diizensizligi gibi etmenler ile
meydana gelen hasarli hiicrenin proliferasyonunu engellemek iizere bir dizi gen
ekspresyonlarin1  aktiflestirmektedir. Bodylece tiimdrgenez siirecinin baslamasini

engelleyebilmektedir (Erster vd., 2005; Yogasawa vd., 2018; Jan vd., 2019).
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2.11.3.3.Kaspazlar

Apoptoz mekanizmasinda kilit enzimleri olan kaspazlar aspartik asit-sistein
kompleksi igeren proteazlardir. Apartik asitten sonraki peptit bagini kirarak etkinlik
gosterirler. Su ana kadar 14 farkh kaspaz izoformu tanimlanmistir ve hiicre iginde
inaktif (prokaspaz) halde bulunurlar. Kaspazlar, bir N-terminalden "prodomain",
genis bir altbirimden ve kii¢iik bir altbirimden olugmaktadirlar ve 100 farkli proteini
keserek apoptozda etkin rol alirlar. Kaspaz ailesi apoptotik sinyal ile kaspaz kaskati
olusturur ve birbirlerini proteolitik yikim ile aktif forma doniistiiriirler. Kaspazlarin

yapisal Ozelliklerine ve fonksiyonlarina gore {i¢ alt gruba ayrilir. Bunlar:
Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9, 10),
Efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7),
Inflamatuar kaspazlardir. (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14).

Apoptotik sinyallere yanit veren baslatici kaspaz ailesi adaptér proteinle
kompleks olusturarak efektor kaspazlar aktiflestirirler. Baslatic1 kaspazlar hiicrenin
Olimiinden sorumlu degillerdir, hiicrenin Oliimii effektér kaspazlar araciligiyla
gerceklesmektedir. Efektor kaspazlar aktiflestiktikten sonra hiicre iskeleti
proteinlerini imha ederek hiicre morfolojisini degistirirler. Inflamatuar kaspazlar ise
uzun prodomain igerir ve apoptoz disi da dahil olmak {izere inflamatuar siireclerde
gorev almaktadirlar (Pop vd., 2009; Seydel vd., 2012; Liv d., 2008; Papaliagkas vd.,
2007; Dagdeviren vd., 2021).

2.12. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz siireci bes farkli yolak iizerinden programlanabilmektedir ancak bu

yolaklar temelde iki aba baslik altinda ifade edilmektedir. Bunlar;
I.  Intirinsik (Mitokondriyal aracili/i¢) yolak,
II.  Ekstrinsik (Reseptor aracili/Dis) yolaktir.
2.13. intirinsik (Mitokondriyal aracili/i¢) yolak,

Hiicre i¢i sinyaller, DNA hasari, hipoksi sonucu olusan gen hasarlari,

endoplazmik retikulum (ER) stresi, sitozoldeki Ca*?’

nin konsantrasyonundaki artis,
toksinler, biliyiime faktorlerinin ve hormonlarin yoklugu, viral enfeksiyonlar ve

mitokondriyal hasarlar intirinsik apoptoz yolagim aktiflestiren etmenlerdir. Ayrica
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dis yolak iizerinden aktiflesen Oliim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC: Death
Inducing Complex) aracilifiyla i¢ yolakta aktiflesmektedir. Buradan da anlasildig:
iizere i¢ ve dis yolaklar birbirlerini tetikleyebilmektedir. (Sekil 2.9) (Gerschenson
vd., 1992; Dagdeviren vd., 2021; Wong VD., 2011).

Mitokondriyal aracili olan bu yolagin ana diizenleyicileri Bcl-2 (B-cell
lymphoma-2) protein ailesidir. Bcl-2 ailesi hem pro-apoptotik (Bax, Bad, Bak, Bcl-
Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk) hem de anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X1, Bel-W, Bfl-1 ve
Mcl-1) etki gosterirler. Bu pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki
denge hiicrenin apoptoz kararinda etkilidirler. Bcl-2 proteinleri Sitokrom C salinimi
iizerine etki ederek apoptotik diizenlemede gorev alirlar (Gerschenson vd., 1992;

Dagdeviren vd., 2021; Wong VD., 2011).

Bax ve Bad’lar mitokondri membraninda bulunan pro-apoptotik etki gdsteren
proteinlerdir. Saglikli hiicrelerde monomer haliyle serbest halde bulunur ancak 6liim
sinyali durumunda pro-apoptotik etki gdstermek lizere mitkondri dis membranina
yerlesirler. Mitokondri dis membranda yer alan Bak’lar oligomerize olarak
mitokondri membraninin iyon gegirgenligi bozar ve bir¢cok apoptotik molekiillerin
disar1 salinmasini saglar (Cory vd., 2002). Mitokondriden salinan proteinler baslica;
sitokrom C, ikincil mitokondri kdkenli kaspaz aktivatorii (Smac) baglanma proteini
(DIABLO), apoptoz indiikleyici protein (IAP), dogrudan apoptoz inhibitdr faktor
(AIF), OMI/yiiksek sicaklik proteini A’dir (HtrA2) (Norberg vd., 2010; Gerschenson
vd., 1992).

Mitokondriyal membranindan sitozole salinan sitokrom C sitozolik bir protein
olan APAF-1’le (apoptosis protease-activator factor 1) ve kaspaz 9 birleserek
“apoptozom” kompleksini meydana getirirler. Apoptozom kompleksi efektor
(sonlandirict) kaspazdardan prokaspaz 3’1 aktif kaspaz 3’e doniistiiriir (Dagdeviren

vd., 2021; Campello vd., 2009).

Mitokondriden disariya salinan Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2 protein
kompleksleri apoptoz protein inhibitorlerine (IAP) baglanarak kaspaz 3/9 kaskatim
aktiflestirirler (Gerschenson vd., 1992). Mitokondriden salgilanan apoptoz
indiikleyici faktor (AIF) direkt olarak ¢ekirdege transloke olur ve Endoniikleaz-G
(ENDO-QG) araciligtyla DNA’y1 pargalayarak apoptozu aktiflestirir (Dagdeviren vd.,
2021).
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2.14. Ekstrinsik (Reseptor aracili/Dis) Yolak

Ekstirinsik yolak, hiicre membraninda bulunan “death reseptér” (DR) adi
verilen 6liim reseptorleri aracilifiyla olugsmasindan dolay1 6liim reseptorii yolu olarak
da adlandirilmaktadir. Hiicre zar1 integral proteini olan 6liim reseptorlerine spesifik
olim ligandlarmin baglanmasiyla aktive olurlar. Oliim reseptdr ailesi Tiimor
nekrozis faktor reseptorii (TNFR) siiper ailesinden olugmaktadir. FAS (Apol veya
CD95) ve TNFRI (p55 veya CD120a) en iyi bilinen iiyelerdendir. DR 3 (Apo3,
WSL-1, TRAMP veya LARD), DR 4, DR 5 (Apo2, TRAIL-R2, TRICK2 veya
KILLER), DR 6 ise TNFR ailesinin diger liyelerini olusturmaktadir (Ashe vd., 2003;
Guicciardi vd., 2009; Choo vd., 2019) FAS ligand1 (FasL) Fas reseptorlerine; TNF
ve lenfotoksin a TNFR-llere; Apo3 ligandi DR3’e; TRAIL’ler DR4 ve DRS
reseptorlerine baglanirlar (Ashe vd., 2003; Guicciardr vd., 2009).

D1s yolakta etkili tiim transmembran reseptorler spesifik oliim bolgesine
(Death Domain: DD) sahiptirler ve ligand ile baglandiginda bu domainler
aktiflesmektedir (Elmoore vd., 2007). Oliim domainine sahip olan FasL (FADD:
FAS Adaptor Protein with Death Domain) ve TNF (TRADD: TNFR Adaptor Protein
with Death Domain) olarak adlandirilmaktadir. Gelen 6liim sinyalleri ile trimerik bir
yap1 kazanarak aktive olan FADD’lar 6liim domainlerinin etkilesimi ile prokaspaz
8’lere baglanirlar. Bu baglanma ile 6liim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC: Death
Inducing Complex) meydana gelir. DISC kaspaz 8/10 ve kaspaz 3/7 kompleksini
aktiflestirerek hiicre oliimiine neden olurlar (Elmoore vd., 2007; Kasibhatla vd.,
2003). Bu durum sonucunda apoptoz direkt (tip 1) veya dolayli (tip 2) olarak
gerceklesebilmektedir. Dis Oliim sinyalleri araciligi ile baslayan bu apoptotik
mekanizma intirinsik yolak proteini olan BID proteininin tBID’e déniistiiriilmesiyle

devam edebilmektedir (Sekil 2.9.) (Elmoore vd., 2007; Dagdeviren vd., 2021).
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2.15. Hiicre Dongiisii
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Sekil 2. 10. Hiicre dongiisiiniin sematik gosterimi (Matthews vd., 2022)

Hiicre dongiisii en basit anlamiyla hiicrelerin iki mitozu arasindaki aralik olarak
adlandirilmaktadir. Hiicre siklusu iki ana asamada incelenmektedir. Bunlardan
birincisi hiicrenin mitoza hazirlandig1 interfaz sathasidir. Interfaz safhasi da kendi
icinde G1, S ve G2 olmak iizere ii¢ boliime ayrilmaktadir. Ikinci safha ise DNA’nin
kendisini replike ettigi mitoz (M faz1 olarak da adlandirilmaktadir) sathasidir. Bircok
biyolojik siirecte ve 6zellikle kanser olusumunda hiicre dongiisiinlin kontrolii hayati
onem tasimaktadir. Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasini saglayan
sinyallere kars1 duyarsizlik olusmaktadir Hiicre dongiisii reglilasyonunda gorev alan
sistemlerin kanser ile yakindan iliskilerinden dolay1 kanser i¢in hiicre dongiistindeki
diizensizlik hastalig1 olarak da tanimlanabilmektedir. Bu nedenle hiicre dongiisii
hedefli kanser terapilerine 6nem verilmektedir (Golias vd., 2004; Senderowicz vd.,

2000; Sherr vd., 2000).

Hiicre dongiisiiniin farkli evrelerindeki kontrol sistemlerinde bulunan siklin
bagimli kinazlar (CDK) siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CKI) sayesinde hiicre

dongiisii isler. Hiicre donglisiiniin devam edebilmesi i¢in gereken kritik hedef
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proteinler siklinler tarafindan fosforile edilir. Siklinler CDK’lardan farkli olarak her
zaman sentez edilmezler ve inaktif formdaki CDK’lar1 fosforile ederek
aktiflestirirerek fonksiyonlarii gdsterirler. Fosforilasyonizasyonla fonksiyonlarin
yerine getirdikten sonra sonra siklin diizeyleri hizli bir sekilde azalmaktadir. Hiicre
siklusunun her bir asamasinda CDK ve CKI aktivasyonu/inaktivasyonu siki bir
sekilde denetlenmektedir (Sekil 2.10) (Golias vd., 2004; Senderowicz vd., 2000;
Sherr vd., 2000; Morgan vd., 1997).

2.15.1. G1/S

Mitojenik uyar1 geldiginde yeni bir hiicre dongiisiiniin baglamasinin sorumlusu
Gl fazidir. Bu faz DNA sentezi i¢in hazirlik sathasinin yapildigi kisimdir. Gl
fazinda RNA ve proteinler ¢ok hizli bir sekilde sentez edilmektedir. G1 fazinin
kontroliinden sorumlu olan ve hiicre dongiisli boyunca ilk sentezlenen siklin, Siklin
D’dir. G1 fazinda entezlenmeye baslar ve S fazinda inhibe olurlar. Stabilitesi diger
siklinler kadar yiiksek degildir ve ubiquitin-proteazom yolag: {izerinden yikilirlar.
D1, D2 ve D3 olmak iizere {i¢ farkli formu bulunmaktadir. G1 fazinin basinda CDK4
ve CDKG6 ile etkilesime gecgen siklin D’ler aktif forma doniisiir ve p107 ve p130
proteinlerini (pRB) fosforlayarak hiicre dongiisliniin devam etmesini saglarlar. G1
fazinin sonunda meydana gelen siklin E/Cdk2 kompleksleri hiicrenin mitojenik
uyarinin etkilemedigi G1/S kontrol noktasina ilerlemesini saglar. Siklinlerin
fosforilizasyon etkileri CKI’ler tarafindan inhibe edilmektedir. GI1/S fazina
ilerlemenin 6nkosulu CKI’lerin baskilanmasidir. Ayrica bu fazin devam edebilmesi
icin birgok onkogen gen ve sinyal yolaklariminda bu asamada gorev aldigim
gormekteyiz.  Onregin, ERK (ekstraselliiler sinyalleri regiile eden kinazlar)
aktivasyonu CDK’larin aktivitesini artirmada onemli rol oynamaktadir. ERK’ler
bircok geni baskilayarak G1 fazinin ilerlemesini saglarlar. ERK, G2/M fazinda
aktive olur ve Metafaz asamasinda tutulan hiicrelerde genellikle fosforillenmis bir
sekilde karsimiza ¢ikmaktadirlar. Ayrica MEK inhibitorlerinin (MAPK kinaz) ERK
olusumunu engelleyerek mitoza girisi engelledigi belirtilmistir. G2/M gegisinde ERK
inhibe edilir ve M faz1 iki kat arttig1 bulunmustur. Ayni sekilde p53 aktivasyonunun
p21°ler lizerinden G1 kontrol noktasindaki Rb (biiyiime inhibitor faktor) proteinlerin
fosforlanmasin1 engelleyerek siklusu durdurmaktadir (Chiarugi vd., 1994; Sherr.,
1996; Williams ve Stober., 2012; Hartwell ve Kastan., 1994; Chambard vd., 2007;
Roberts vd., 2002).
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2.15.2. G2/M

DNA sentezi bittikten sonra G2 fazi baslamaktadir. Bu asamada Siklin B ve
CDK kompleks olusturur ve hizla artarlar bdylece mitoza gecis uyarilir. Siklin B-
CDK kompleksinin bir diger ismi MPF’dir (mitoz ilerleten faktor). Ge¢ S fazinda
sentezlenen bu kompleks mitoz tamamlanana kadar yiiksek seviyelerde kalir ancak
mitozu durdurmak icin Siklin B seviyesinde hizla bir diisiis gerceklesir. Bu diisiis
sayesinde MPF inhibe olur. MPF’ler Siklin B’lerin CDK’lar tarafindan
fosforillenmesi ile olusmaktadirlar ancak ikinci kez baska molekiiller (6rnegin Wee)
tarafindan fosforillenmesi inaktive olmalarin1 saglamaktadir. Fosforillenerek inaktive
olan MPF’ler hiicre dongilisiiniin ilerlemesini engeller ve bdylece mitoz durdurulmus
olur. Ayni sekilde Myt 1’de CDK’lar fosforilleyerek Siklin B’ler ile kompleks
olusturmasin1 engelleyerek hiicre dongiisiinii durdururlar. S fazinda replike olan
DNA G2 fazinda kondense olarak kardes kromatidler olarak paketlenirler. Mitoz
asamasina geciste kardes kromatidler ekvatora dizilir ve iki ayr1 kutuplara g¢ekilirler
ve iki hiicreye bdliiniirler. Bu asamada sentromerlerin mikrotiibiillere baglanmasi
Siklin B- CDK kompleksi tarafindan yonetilmektedir. Bu nedenle G2/M fazinindan
anahtar molekiili MPF’lerdir (Cheng vd., 1998; Heald vd., 1993; Marumoto vd.,
2002; Foster vd., 2008; Kearns vd., 2001; Molinari, 2000; Pines ve Hunter., 1991).
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3. GEREC ve YONTEM

Deney Gruplari

Bu tez calismasinda MDRI1 siRNA yiiklii ve Hyaluronik asit kapli eksozomlar
ile KHDAK kokenli Gemcitabin direncli KKH’lerde P-glikoprotein ekspresyonlarin

sessizlestirilmesi ve direnglerinin kirilmasi planlanmaktadir. Bu amagla;
3 deney gruplarindan olusan 4 farkli hiicre grubu kullanilacaktir. Bu gruplar:
1. Grup: Insan akciger kanseri hiicreleri (A549)

2. Grup: Insan akciger kanseri (A549) kokenli Akciger Kanser Kok Hiicresi:
CD133+CD326+CD44+Akciger kanser kok hiicreleri (1IAKKH, hl-CSC; Cancer stem
cell)

3. Grup: Direngli insan Akciger Kanser Kok Hiicresi: Direncli insan Akciger kanser
Hiicrelerinden izole edilen CD133+CD326+ CD44+ Akciger kanser kok hiicreleri
(dAKKH, RT-CSC, Human Lung Resistant Cancer stem cell)

3.1. Deneylerde Kullanilan Hiicreler ve Temini

3.1.1. insan akciger adenokarsinoma epitelyal hiicre dizisi (A549)

Bu tez c¢alismasinda kullanilan A549 hiicre hattt (insan akciger
adenokarsinoma epitelyal hiicre dizisi) American Type Culture Collection (ATCC)
firmasindan CCL-185™ ticari kodu ile satin alinmis ve c¢ogaltilarak stoklarimizda
saklanmistir. A549 hiicre hatt1 insan 58 yasinda bir erkekten alinmis insan alveolar
bazal epitelyal hiicreleridir. Bu hiicreler tek tabakali, yapiskan ve kiiltiir flasklarinda
cogaltilabilmektedir. A549 hiicre hatt1 tiim calismalar boyunca iki boyutlu olarak
kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilmistir.

3.1.2. CD44+CD326+CD133+akciger kanser kok hiicreleri

Bu tez calismasinda kullanilan CD44+CD326+CD133+ Akciger Kanser Kok
Hiicreleri A549 hiicre hattindan S-pluriBead® Maxi Reagent) Kit (PluriSelect,
Leipzig, Almanya) kullanilarak immun seleksiyon yontemi ile izole edilerek elde
edilmistir. Izole edilen hiicreler istenilen yogunluga gelene kadar kiiltiir kaplarinda
iki boyutlu olarak kiiltiire edildikten sonra, karakterizasyon analizleri yapildi ve ii¢

boyutlu olarak kiiltiire edildiler.
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3.1.3. insan sinoviyal sivi kokenli mezenkimal kok hiicreler (iSS-MKH’ler)

Bu tez caligmasinda kullanilan insan sinoviyal sivi kdkenli mezenkimal kok
hiicreler Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligi’nin 22 Ekim 2018 tarih ve 15 Karar sayil1 etik onay1 kapsaminda saglikl
gontllii onam formu alinarak ve “Dejeneratif Meniskiis Hasarl1 Hastalarda Otolog
Sinoviyal Sivi Mezenkimal Kok Hiicre Kokenli Eksozom Uygulamasinin Klinik

Etkinliginin Arastirilmas1” projesi kapsaminda insan hiicre hatti olarak iiretilmistir.

Bu tez caligmasinda kullanilan insan sinoviyal sivi kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin (iISS-MSC) izolasyonu, karakterizasyonu ve hiicre hatti olarak {iretimi
Eskisehir Osmangazi Universitesi, Kok Hiicre AD ve Hiicresel Tedavi, Kok Hiicre

Uretim, Uygulama ve Arastirma Merkezi, ESTEM alt yapisinda gerceklestirilmistir.
3.2. A549 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Kiiltiire Edilmesi

3.2.1. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi, kiiltiirii ve stoklanmasi

Calismalar da kullanilacak olan A549 hiicre hatlari, DMSO (Sigma, Almanya)
orant %10 olacak sekilde besi yeri igerisinde kriyoviyal (cryovial) igerisine
konduktan sonra -150°C ultra derin dondurucuda (Panasonic MDF-C2156VAN-PE,

Kadoma, Japonya) ileride yapilacak olan ¢alismalarda kullanilmak tizere saklanmaistir.

-150°C ultra derin dondurucu stoklarinda bulunan AS549 hiicre hatti
cozdiiriilerek 300xg’de 5 dakika siiresince santrifiij (Hettich, Rotina 380R,
Westphalian, Almanya) edilerek DMSO uzaklastirilmistir. Calismada kullanilacak
olan A549 hiicreleri deneyler i¢in yeterli sayiya ulasana dek kiiltiire edilmistir.
Bunun i¢in %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Almanya), %1 Primocin, %1 Stabil Glutamin (Stable Glutamine (L-Alanyl-L-
Glutamine Solution), 200 mM, Capricorn) iceren RPMI-1640 (Capricorn, Almanya)
besi yerinde, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 bagil nem igeren inkiibatdrde ¢ogaltilmistir.

Hiicreler kiiltiir kabinda %70’1ik oranda bir yogunluga ulastig1 zaman (yaklasik
2-3 giin) alt kiiltiirlere pasajlandi. Bunun i¢in kiiltiir kabindaki eski besi yeri ¢ekildi
ve Ca*? ve Mg igermeyen DPBS (Sigma, Almanya) ile 2 kez yikama yapilarak besi
yeri tamamen uzaklastirildi. Daha sonrasinda hiicreler Tripsin-EDTA (Sigma,
Almanya) ile muamele edilerek silispanse edildi ve enzimi nétralize etmek igin

kullanilan enzim miktariin en az iki kati olacak sekilde besi yeri eklendi. Siispanse
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hiicreler santrifiij edilmek tizere konik dipli santifiij tiiplerine alinarak 300xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak hiicre pelleti
taze besi yeri ile siispanse edilerek her pasaj, stoklama ve deney islemi oncesi hiicre
sayimi gerceklestirildi. Hiicre sayiminda 6lii ve canli hiicre ayrimi yapabilmek icin
Tripan mavisi (Thermo, Gibco, Amerika) kullanildi. Tripan mavisi hiicre
stispansiyonu ile 1:1 oraninda karistirilarak Thoma laminda 151k mikroskobu altinda
sayim ger¢eklestirildi. Yapilan sayimda hiicre sayisi i¢in elde edilen sonug¢ asagida

yer alan formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Toplam hiicre sayis1 = 16 biiyiik karedeki hiicre sayis1 x 10.000 x diliisyon

faktora

A549 hiicreleri 5x10° hiicre/flask T75 flasklara (Cell Nest, Cin) ekilerek
kiiltiirlerine devam edildi. Pasajlandiktan veya deneylerde kullanildiktan sonra
hiicrelerin kalan kisimlar1 dondurularak stoklarimizda saklanmak iizere 300xg’de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda silipernatant atildi ve hiicre
pelleti iizerine dondurma besi yeri (%60 RPMI, %35 FBS ve %5 DMSO) eklenerek
siispanse hale getirilerek hiicreler kriyoviallere aktarildi. -150°C derin dondurucuda

saklandi.

3.3. Gemsitabin Direncli A549 (d-A549) Akciger Hatlarmin

Olusturulmasi

3.3.1. Gemsitabinin hazirlanmasi

Toz halinde Tokyo Chemical Industry (TCI, Japonya)’dan satin alinan
Gemsitabin Hidrokloriir maddesinden 2.39 mg tartilarak 2500 pl. RPMI-1640
besiyeri igersinde ¢oziildii ve ana stok olusturuldu. Bu ana stoktan caligmalarda
kullanilmak iizere 1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 uM konsantrasyonlar1
hazirlanmistir. Her calismada ana stoklar yeniden hazirlanarak taze olarak

kullanilmastir.

3.3.2. A549 hiicrelerine Gemsitabin direnci kazandirmak gerekli gemsitabin

dozunun Koloni olusturma potansiyeli (CFU) analizi ile belirlenmesi

A549 hiicrelerine Gemsitabin direnci kazandirilmadan once CFU analizi
gerceklestirilerek  AS549 hiicrelerinin - maksimum dayanabildikleri Gemsitabin

konsantrasyonu belirlendi. A549 hiicrelerinin koloni olusturma analizi i¢in hiicreler,
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2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarmma 2 mL besi yeri
icerisinde ekim yapilmistir. Hiicreler %70 konfluensiye ulastiklarinda eski besi yeri
uzaklastirilarak 2 mL besi yeri i¢erisinde 1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25
pM  konsantrasyonlarinda Gemcitabin hydrocloriir eklendi ve 72 saat siiresince
inkiibatorde (Panasonic MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol kuyucuguna ila¢ icermeyen besi yeri eklenmistir. 72 saat sonunda besi
yerleri ¢ekilerek yerine taze besi yeri eklenerek 2-3 giinde bir taze besi yeri ile
degistirilerek koloni olusumlart mikroskop altinda gézlenmistir. Bu islemler 12-15
giin siiresince devam ettirilmistir. Siire sonunda eski besi yerleri ¢ekilmis ve ikiser
kez PBS ile yikanarak eski besi yeri uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 1 mL soguk
methanol eklenerek 20 dakika siiresince kabin igerisinde hiicre fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Fiksasyon igslemi sonrasi methanolii uzaklastirmak i¢in her bir
kuyucuk yeniden PBS ile yikanmistir. Fikse olan kolonilerin gozlenebilmesi igin her
bir kuyucuga 1 mL kristal meneksesi (Merck, Almanya) boyast eklenmis ve 15
dakika boyunca beklenmistir. Siire sonunda kuyucuklar ¢esme suyu ile yikanarak
fazla boyadan arindirilmistir. Gorilinlir hale gelen koloniler iki bagimsiz kisi
tarafindan  sayilmistir. Hiicrelerin maksimum dayanabildigi konsantrasyon

belirlenerek analizlere devam edilmistir. (Mohr vd., 2017)
3.3.3. A549 hiicrelerine Gemcitabin direnci olusturma

Gemcitabin hidrokloriire karst A549 hiicrelerinin direng kazandirma analizleri
icin hiicreler 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara 2 mL besi yeri
icerisinde ekilerek %70 konfluensi olana kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda eski besi yerleri uzaklastirildi ve 12.5 uM konsantrasyonunda Gemcitabin
ile igceren 2 mL taze besi yerleri eklenerek 72 saat siiresince inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda taze besi yeri eklenerek koloni olusumlar1 her giin mikroskop
altinda gozlendi ve gerektiginde besi yeri degisimleri gerceklestirilmistir. Yaklasik
olarak 20-30 giin sonunda %70 konfluensiye ulasan hiicreler pasajlanarak T25

flasklara alinmistir.

Yeterli konfluensiye ulagsan hiicreler bir yiiksek konsantrasyona maruz
birakilarak Gemcitabin direnci artirilmistir. Direng konsantrasyonunu artirmak ig¢in
yukarida anlatilan islemler gergeklestirilerek her bir deneyde Gemcitabin Onceki
uygulanan dozun 2 kati olacak sekilde uygulanarak her seferinde artirilarak koloni

olusumlar1 gozlendi. Diren¢ kazandirma islemleri sirasinda hiicre morfolojilerindeki
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degisimler mikroskop altinda giinliikk olarak gozlenmistir. Yaklasik olarak 15 ay
sonunda Gemcitabin direngli A549 hiicre hatt1 olusturuldu (Mohr vd., 2017).

3.3.4. Gemsitabin direnci gelistirilen dA549 hiicrelerinde CFU analizi

A549 hiicrelerine 15 ay siiresince Gemsitabin muamelesi sonucunda
olusturulan 1600 pM direngli hiicre gruplarinda ikinci kez CFU analizi ve
histokimyasal olarak kristal viyole boyamas: ile direngli ancak belirgin ve saglikli
koloni morfolojisini gostermek i¢in gergeklestirildi. 15 ayin sonunda Gemsitabin
direnci gelistirilen A549 hiicreleri i¢in CFU analizi gerceklestirilmistir. Direngli
hiicreler 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina 2 mL besi
yeri igerisinde ekim yapilmistir. Hiicreler %70 konfluensiye ulastiklarinda eski besi
yeri uzaklastirilarak 2 mL besi yeri igerisinde 1600, 800, 400, 200, 100, 50 uM
konsantrasyonlarinda Gemcitabin hydrocloriir eklendi ve 72 saat siiresince
inkiibatorde (Panasonic MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) inkiibasyona birakilmistir.
72 saat sonunda besi yerleri cekilerek yerine taze besi yeri eklenerek 2-3 giinde bir
taze besi yeri ile degistirilerek koloni olusumlari mikroskop altinda gézlenmistir. Bu
islemler 12-15 giin siiresince devam ettirilmistir. Siire sonunda eski besi yerleri
cekilmis ve ikiser kez PBS ile yikanarak eski besi yeri uzaklastirilmistir. Her bir
kuyucuga 1 mL soguk methanol eklenerek 20 dakika siiresince kabin igerisinde hiicre
fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Fiksasyon islemi sonrast metanolii
uzaklagtirmak i¢in her bir kuyucuk yeniden PBS ile yikanmistir. Fikse olan
kolonilerin gozlenebilmesi i¢in her bir kuyucuga 1 mL kristal meneksesi (Merck,
Almanya) boyasi eklenmis ve 15 dakika boyunca beklenmistir. Siire sonunda
kuyucuklar ¢esme suyu ile yikanarak fazla boyadan armdirilmistir. Goriiniir hale
gelen koloniler iki bagimsiz kisi tarafindan sayilmistir. Hiicrelerin maksimum
dayanabildigi konsantrasyon belirlenerek analizlere devam edilmistir. (Mohr vd.,

2017)

3.3.5. Direncli A549 Akciger kanser hiicrelerinin saflastirilmasi icin single cell

analizi

A549 hiicrelerine diren¢ kazandirildiktan sonra yaptigimiz kiiltiirler sirasindaki
morfolojik analizlerle heterojen bir hiicre hatt1 elde etmek i¢in single cell analizi
gerceklestirilmistir. Bu amagla 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 1-10 adet

hiicre gelecek sekilde ekildikten sonra hiicreler kiiltiire edilmistir. Giinliik olarak
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morfoloji takipleri gerceklestirilerek koloni olusan kuyular isaretlenmistir. En az 50
hiicreden olusan yeterli sayida koloni meydana geldiginde hiicreler tripsinizasyon
islemi ile pasajlanarak deneyler i¢in yeterli sayiya ulasana dek kiiltiire edilmistir.
Saflagtirilmis d-A549’ler bir sonraki asamada immunoselektif yontemle direncli

CD326"CD133* CD44" (dKKH) hiicre izolasyonuna alinmistir.

3.4. Direngli ve Direngsiz A549 Hiicrelerinden
CD326+CD133+CD44+ Akciger Kanser Kok Hiicrelerin

izolasyonu, Karakterizasyonu ve Tiiméorsferik Kiiltiirii

Direncli ve direngsiz A549 hiicrelerinden CD326+ CD133+ ve CD44+ akciger
kanser kok hiicrelerin izolasyonu, manuel yontem ile immunselektif olarak ve kitte
kullanilan kitlerin boyutlar1 kullanilarak filtrasyon-kolon yontemi ile {i¢ asamada
gerceklestirildi. Her asamada verimlilik i¢in canliblk ve saflilik analizleri

gerceklestirilerek tamamlandi.
3.4.1. Kanser kok hiicrelerin immunselektif olarak izolasyonu

Direngli ve direngsiz A549 hiicrelerinden CD326" CD133" ve CD44" akciger
kanser kok hiicrelerin izolasyonu, manuel yontem ile immunselektif olarak ve kitte
kullanilan kitlerin boyutlar1 kullanilarak filtrasyon-kolon yontemi ile {i¢ asamada
gerceklestirilmistir. izolasyonun her asamasinda verimlilik i¢in canliik ve saflilik
analizleri gergeklestirilerek tamamlanmistir. A549 hiicre hattindan ve direngli A549
hiicre hattindan CD326°CD133" ve CD44" Kanser kok hiicrelerin (KKH; CSC)
izolasyonu i¢in S-pluriBead® Maxi Reagent Kit kullanildi. Oncelikle CD 326" hiicre
secilimi gercgeklestirildi. Bu amagla; immunoseleksiyon islemi iiretici firmanin kit
prosediiriinde 6nerdigi sekilde uygulandi. 10x10° hiicre boncuklu antikor (universal
M-pluriBead®; pluriSelect, Almanya) ile karnistirilmistir. Hiicre antikor
slispansiyonu, 15 rpm ayarli rotatorda (pluriPlix; pluriSelect, Almanya) 30 dakika
boyunca karanlik ortamda ve oda 1sisinda inkiibe edilerek hiicre ve antikorlu
boncuklarin baglanmasi saglanmistir. Kit iceriginde yer alan Buffer B ile Wash
Buffer (WB) birlestirilerek hiicre+antikor siispansiyonunun iizerine eklenmistir. Kit
iceriginde yer alan mor filtre 1 mL WB ile 1slatilmis ve temiz bir 50 mL’lik santrifiij
tiipliniin lizerine konulmustur. Yaklasik 45 mL WB ile hiicreler ¢ok dikkatli bir
sekilde filtrenin yirtilmamasina 6zen gostererek yikandi ve antikor baglanmamis

negatif hiicrelerin asag1 diismesi saglanmistir. Santrifiij tiiplindeki hiicreler 300xg’de
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5 dakika santrifiij edilerek pellet haline getirilerek hiicre sayimlar1 yapildi ve besi

yeri igerisinde hiicre kiiltiir kaplarina ekimi yapilarak inkiibatore kaldirilmistir.

Pozitif hiicre seleksiyonu icin kit igeriginde yer alan kirmizi menteseli kilit
sistemi yeni bir 50 mL’lik santrifiij tiipiine yerlestirilmistir. Uzerine mor filtre
yerlestirilerek vida kismi cevrilerek kilitlenmesi saglanmistir. Bu asamada sizintinin
olup olmadigr 100 pL. WB eklenerek kontrol edildi. Kit igeriginde yer alan boncuk
ve hiicreleri birbirinden ayrilmasini saglayan Buffer D ve Buffer C birlestirilmistir.
Hiicrelerin {izerine eklenerek 10 dakika boyunca her 2 dakikada bir 30 saniye
boyunca ayni yone durmaksizin c¢evirerek hiicre ve boncuklarin ayrilmasi
saglanmistir. 10 dakika sonunda kirmizi kilit sistemi {izerinde yer alan vida
cevrilerek kilit sistemi agilmis ve 15 mL WB (yikama tamponu) ya da besi yeri ile
hiicreler yavas yavas yikanarak boncuklardan ayrilan pozitif hiicrelerin filtreden
asagl gecmesi saglanmistir. Bu asamada hiicreler 300xg’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi ve hiicre pelleti sayilarak hiicre ekimi gergeklestirilmistir (Mohamed

vd., 2022).

Verimlilik ve karakterizasyon analizi tamamlanan CD326" hiicreler yeterli
saytya ulastiklarinda CD133" seleksiyonu yukarida anlatilan prosediir bire bir
uygulanarak gergeklestirilmis ve CD326" CD133" pozitif hiicreler elde edilmistir.
Verimlilik ve karakterizasyon analizi tamamlandiktan sonra bir sonraki hiicre

1zolasyonu adimina gecilmistir.

CD326" CD133" hiicrelerden CD44" izolasyonu yukarida anlatilan prosediir
bire bir uygulanarak gergeklestirilmis ve CD326" CD133* CD44" (CSC) hiicreleri
elde edilmistir. Elde edilen triple pozitif hiicreler i¢in verimlilik ve karakterizasyon
analizleri gerceklestirilmistir. Tiim bu islemler hem diren¢ kazandirilmamis hem de
diren¢ kazandirilmis A549 hiicrelerine uygulanmistir. Finalde diisiik Gemcitabin
direncine sahip CD326" CD133" CD44" (KKH) hiicreleri ve yiiksek Gemcitabin
direncine sahip CD326" CD133" CD44" (dKKH) hiicreleri elde edilmistir.

3.4.2. CD326+ CD133+ ve CD44+ akciger kanser kok hiicrelerin izolasyon

verimliliginin immunofenotipik olarak karakterizasyonu

Izolasyon verimliligi izole edilen hiicrelerin canliik ve saflilik yiizdeleri
belirlenerek canlilik %15 ve iizeri belirtegler icin %35 ve iizeri verimli bulunarak

deneylere devam edildi. CD326" CD133" CD44"(KKH) ve Direngli CD326" CD133*
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CD44" (dKKH) hiicrelerinin safligi; her bir izolasyon sonrasinda izolasyonu
gerceklestirilen antikor ile isaretlenerek flow sitometri cihazi ile izolasyon verimliligi
Olciilmiis ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Triple pozitif izolasyonlarindan
sonra hiicre karakterizasyonlart MDR1, ABCG2, CD90, CD326, CD133 ve CD44
belirtegleri flow sitometri (akan hiicre olger; NovoCyte, Agilent, Palo Alto, CA,
USA) ile, MDR1, ABCG2, CD90 ve CD44 belirtegleri immunofloresan isaretleme

yontemi ile ve biiylime egri analizi ile karakterize edilmistir.

3.4.2.1. CD326+ CDI133+ ve CD44+kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

Her bir pozitif hiicre seleksiyonundan sonra hiicreler birka¢ pasaj kiiltiir
edilmis ve daha sonrasinda seleksiyonu yapilan antikor ile flow sitometri ile
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Flow sitometri ile karakterize edilip seleksiyonun
basarili olmasini saglayan pozitiflik elde edildiginde diger se¢ilime gecilmistir. Bu
amacla hiicreler Tripsin-EDTA ile kiiltiir kabindan kaldirilarak besi yeri uzaklasana
dek 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek PBS ile yikanmistir. Hiicre pelleti
iizerine 100 pL baglanma soliisyonu (%2 FBS igeren DPBS) eklenerek ilgili
antikordan 1 pL eklenmistir. Antikorlar, insan hiicre yiizey antijenlerine 6zel
PerCp/Cyanine 5.5-, fikoeritrin-siyanin 7 (PE/Cyanine 7)-, fluoresan izotiyosiyonat
(FITC)-, fikoeritrin (PE)- veya APC- konjuge konjuge monoklonal antikorlar
(CD326, CD133, CD44, ABCG2, CD90) (Biolegend, San Diego, USA) olarak
secigmistir. 30 dakika boyunca +4°C’de inkiibe edildikten sonra izotip
antikorularindan 2 pL eklenerek izotip kontroliine gore analiz edilmistir. Hiicreler
hiicre yikama ¢ozeltisi ile resiispanse edildikten sonra flow sitometri cihazinda
(NovoCyte, Agilent, Palo Alto, CA, USA) okutulmus ve analizi gerceklestirilmistir
(Greeve vd., 2012).

3.4.2.2. CD326+ CD133+ ve CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin

immunfloresan isaretleme ile immunositokimyasal karakterizasyonu

Direngli ve direngsiz CD326" CD133* CD44" hiicreleri (KKH ve dKKH)’ler
kiiltiir ortaminda yeterli sayiya ulastiklarinda CD44, ABCG2, CD90 ve ALDHI
monoklonal antikorlar1 kullanilarak immunoflerasan isaretleme ile karakterize
edilmislerdir. Bu amagla, KKH ve dKKH’ler 8 kuyucuklu cam lamlar (MARKA)
iizerine 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 37 °C, %5 CO, ve nemli
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ortamda kiiltiire edilmistir. Bir giinliik kiiltiir sonunda hiicreler 20 dk. %10 soguk
methanol (Sigma, Almanya) ile fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda hiicreler 2 kez
PBS ile yikanarak hiicreler boyama islemlerine hazir hale getirilmistir. Triton-X ile
hiicreler 15 dk. boyunca muamele edilerek gecirgen hale getirilmis ve PBS ile
yikanmistir. Antikor boyamasi igin fikse edilen hiicreler non-spesifik baglanmalari
engellemek i¢in 30 dk. boyunca uygun blok soliisyonlar ile oda 1sisinda muamele
edilmistir. Daha sonrasinda CD44, ABCG2, CD90 ve ALDHI monoklonal
antikorlariyla 4°C'de gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin lam {izerindeki primer
antikorlar oda 1sisindaki PBS ile yikanarak uzaklastirilmistir. Primer antikorlara
uygun olarak secilen insan 6zgii CD44-FITC (yesil), ABCG2- alexa flour 488 anti
Mouse (yesil), CD90- alexa flour 488 anti Mouse (yesil) ve ALDH1- alexa flour 594
anti (kirmiz1) (Molecular probes, Amerika) sekonder antikorlar ile 1 saat boyunca
oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda lam iizerine cekirdek belirteci
olan DAPI Immunofloresan boyasi (Mavi) igeren kapatma besi yeri (Thermo,
Almanya) damlatilarak lamel ile kapatilmistir. Immunofloresan boyamalari
gerceklestirilen KKH ve dKKH’lerin goriintiileri Floresan mikroskop (ZEISS Axio
Observer D1, Almanya) altinda goriintiillenmistir (Li vd., 2017).

3.4.2.3. CD326+CD133+ ve CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin biiyiime egrisi

A549, KKH ve dKKH hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in bilylime egrisi analizi
gerceklestirilmistir. Bu amagla hiicreler birinci giin 50.000 adet olacak sekilde 6
kuyucuklu plakalara ekilmis ve her giin Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirilarak
sayilmistir. Her bir sayim not edilerek, hiicreler yeniden 6 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. Bu islem 10 giin siiresince devam ettirilerek her bir hiicre i¢in biiyiime

egri grafigi olusturulmustur.

3.4.2.4. A549, Direncli ve Direngsiz CD326+ CD133+CD44+ hiicrelerinde

sitotoksisite analizi

A549, KKH ve dKKH hiicreleri i¢in Gemsitabine karst IC50 degeri
belirlenmesi amaci ile MTT yontemi ile sitotoksisite analizi gergeklestirilmistir. Bu
amagla hiicreler 5x10° adet /kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek
24 saat boyunca adhere olmalar1 i¢in beklenmistir. 24 saatin sonunda Gemsitabin’in
1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 uM dozlar1 uygulanarak besi yeri
icerisinde uygulanarak 24, 48 ve 72 saat siiresince 37°C sicaklikta, %5 O2 ve %S5
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CO2 igeren atmosfer igeren inkiibatdrde inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon zamaninin
sonunda plakalara PBS igerisinde hazirlanan MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) soliisyonundan eklenerek 3-4 saat inkiibatorde
beklenmistir. Siire sonunda formazan kristallerinin ¢o6ziilebilmesi igin DMSO
eklenerek karanlikta orbital calkalayicit da 15 dk. Boyunca dondiiriiliir. Mikroplaka
okuyucu (Biotek, Amerika) 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okumasi
saglanmistir (Altintop vd., 2022).

3.4.3. CD326+ CD133+ ve CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin ii¢ boyutlu

kiiltiirii ve cogaltilmasi

Tiim karakterizasyon testleri tamamlanan KKH ve dKKH’ler yeterli sayiya
ulastiktan sonra {i¢ boyutlu olarak kiiltiire edilmislerdir. Bu amagla ii¢ farkli yontem
denenmistir. Bu yontemler kisaca hiicre kiiltiir kaplarinin ylizeylerinin hiicre
yapismasini 6nleyen bazi polimerik maddeler ile kaplanmasi metoduna ve asili
damla teknigine dayanmaktadir. Bu amacla oncelikle otoklavlanarak steril edilmis
%1.5’luk agaroz ile 96 kuyucuklu plakalarin yiizeyini kaplayacak kadar miktarda (50
uL) eklenerek 20 dakika boyunca steril giivenlik kabini (Laminar air flow-class II,
Telstar Biovanguard, Tokyo, Japonya) igerisinde agaroz jelin donmasi beklenmistir.
Donan agaroz jelin ilizerine sirastyla, 2x10* ve 5x10* hiicre/kuyu olmak iizere hiicre

ekimi gergeklestirilerek tiimorsfer besi yeri eklenmistir (Li vd., 2011).

Bir diger yontemde asili damla teknigi baz alinarak gerceklestirilmistir. Bu
yontem kullanilirken cam petriler PDMS (Polidimetilsiloksan) polimeri ile
kaplanmistir. 60 mm cam petriler (Cell Nest, Almanya) PDMS kiti (Sylgard 184,
Dow Corning, Amerika) kullanilarak Polidimetilsiloksan ile kaplanmistir. PDMS kiti
silikon baz (6n polimer) ve kiirleme maddesi (¢apraz baglayici) olmak iizere iki
bilesenden olugsmaktadir. Silikon baz ve kiirleme maddesi 10:1 oraninda karistirilarak
cam petri kabina dokiilmiistiir. Olusan hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in pompali-
vakumlu desikatéorde (ISOLAB Rocker 300, Almanya) 20 dakika boyunca
bekletilmistir. PDMS’in sertlesmesi (kiirlenmesi) i¢in PDMS bazik elastomer
karisimi olan petri kab1 50°C'de 24 saat 1siticida birakilimistir. Hazirlanan PDMS
kapli cam petri %70 etanol ve 20 dk. giivenlik kabini igerisinde UV’ye maruz
birakilarak steril edilmistir. Steril edilen PDMS kapli petriler asili damla tekniginden
yararlanilarak 5000 hiicre/damla hiicreler damla damla olacak sekilde ekildikten

sonra petri damlalarin bozulmasma izin vermeden hizlica ters g¢evrilmis ve
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buharlagmay1 engellemek i¢in cam petri igine steril su iceren minik bir kap

yerlestirilerek inkiibatore yerlestirilmistir (Kuo vd., 2017; Del Duca vd., 2004).

Sonuncu olarak Poly-D-HEMA (Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (Sigma,
Almanya) polimeri ile kiiltiir kaplar1 kaplanarak sfer olusumu saglanmistir. Bu
amacla 2.4 gram Poly-D-HEMA 20 mL %95 Ethanol igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu 10x
konsantrasyon olarak isaretlenmistir. 55°C etiivde 6 saat siiresince ¢Ozlinmesi
beklenmis ve %95 ethanol kullanarak %]1,2 olacak sekilde 1:10 diliisyona
ayarlanmistir. Steril etmek amaci ile 0,22 filtreden gegirildikten sonra plaka ve flask
kaplama islemlerine gecilmistir. Oncelikle kaplanacak olan kiiltiir kaplar1 dénceden
isitilmig 55°C etiivde bekletilerek 6n bir 1sitmaya tabi tutulmustur. Kiiltiir kabinin
yiizeyini kaplayacak kadar miktarda 1x Poly-D-HEMA soliisyonundan eklenerek 45-
60°C etiivde 24 saat siiresince bekletilerek ylizey kaplanmasi saglanmistir. 24 saat
sonunda hiicre kiiltiir kab1 3 kez PBS ile yikanmistir. Kaplama hem goézle hem
mikroskop altinda kontrol edilmistir. Hiicreler tiimorsfer besi yeri icerisinde sfer
olusturmak tizere poly-D-HEMA kaph kiiltir kaplarina ekimi yapilarak sfer
olusumlar1 faz kontrast 151k mikrsokobu altinda izlenmistir (Ivascu vd., 2006; Garcia-

Alegria vd., 2021).

Tumorsferik olarak kiiltiire edilen KKH ve dKKH’ler 3D tumorsfer besi yeri
ile (3D Tumorsphere medium XF, Promocell, Almanya) 37°C sicaklikta, %5 O> ve

%35 COzigeren atmosfer igeren inkiibatorde kiiltiire edilmeleri saglanmistir.
3.5. iSS-MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Insan sinoviyal s1vi Mezenkimal kék hiicre (iSS-MKH) izolasyonlari enzimatik
ve ardistk santrifiijleme yoOntemleriyle gerceklestirilmistir. Bu amacgla Ornek
miktarina bagl olarak Hyase (Gibco, Amerika) eklenen Ornekler 15 dakika 37°C
sicaklikta su banyosunda inkiibe edilmis ve enzimatik reaksiyonu durdurmak
amaciyla 1:1 oraninda FBS iceren besiyeri eklenmis ve daha sonrasinda sirastyla 500
g’de 10 dakika, 400 g’de 5 dakika santrifiij ederek %10 FBS, %0.2 primosin
(Invivogen, Fransa), %1 (ml/ml) Glutamax (Sigma, Almanya) iceren DMEM F-12
(Capricorn, Almanya) besi yerinde 37°C sicaklikta, %5 Oz ve %5 CO: igeren
atmosfer iceren inkiibatdrde koloniler olusuncaya kadar Kkiiltiire edilmislerdir.
Mikroskopta tutunmalar gozlendikten sonra eski besi yeri uzaklagtirilmis ve taze besi

yeri eklenerek 9%70-80 konfluensiye gelene kadar 2-3 giinde bir besiyeri
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degistirilmistir. Yeterli konfluensiye ulasan hiicreler tripsinizasyon islemi (tripsin-
EDTA ile 37°C’de 3-5 dk inkiibasyon) ile hiicreler tek hiicre siispansiyonu haline
getirilmistir. Notralizasyon ve santrifiij islemlerinden sonra hiicre pelleti yeniden
kiiltiire edilmek tizere kiiltiir kaplarina ekilerek inkiibatore kaldirilmistir. Pasajlama
islemleri hiicreler 3. Pasaja (pasaj 3, P3) ulasana dek devam ettirilmis ve P3’deki
hiicreler i¢in immunofenotipik ve farklilasma karakterizasyon analizleri yapilmaistir.

1SS-MKH’lerden Eksozom eldeleri bu pasajdaki hiicrelerden gergeklestirilmistir.
3.6. iSS-MKH’lerin Karakterizasyonu ve Kiiltiirii

Izole edilen MKH’lerin Uluslararas1 Hiicre ve Gen Terapisi Dernegi'nin (ISCT)
MKH kimliklendirmesinde  belirttigi asgari standartlarina uygun olarak
karakterizasyon analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagcla plastik bir ylizeye yapisik
olarak kiiltiire edilen hiicreler P3’e geldiklerinde adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik  farklilasma analizi gerceklestirilmistir. Ayrica kok hiicresel
belirteglerinin belirlenmesi agisinda flow sitometri ile kok hiicre spesifik antikorlarla

karakterizasyon analizi gerceklestirilmistir (Dominici vd., 2006)
3.6.1.iSS-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Yeterli sayida c¢ogalan iSS-MKH’ler tripsinizasyon islemi ile hiicre kiiltiir
kaplarindan kaldirilarak 2x10° adet olacak sekilde sayimi yapildi ve PBS iginde tek
hiicre siispansiyonu haline getirilerek belirlenen insan hiicre yiizey antijenlerine 6zel
fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- veya fikoeritrin (PE)- veya APC- konjuge
monoklonal antikorlar (CD73, CD90, CD105, CD44, MHC Class I, CD34, CD25 ve
MHC-II (HLA-DR) (Biolegend, San Diego, USA) ve bu antikorlara uygun izotip
kontrollerinden 2pl eklenerek 20-30 dk. boyunca karanlik ortamda ve oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama islemi %0,1 sodyum azid iceren PBS
coOzeltisi ile yapilarak fazla boyanin uzaklagsmasi i¢in 5 dk. 300xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda hiicreler yikama ¢ozeltisi ile resiispense edilerek flow sitometri
(NovoCyte, Agilent, Palo Alto, CA, Amerika) cihazinda okutularak NovoExpress 6.0

programinda analizi gerceklestirilmistir (Harvanova vd., 2011).
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3.6.2.iSS-MKH’lerin Karakterizasyonu icin in vitro Farkhlasma analizleri
3.6.2.1. Adipojenik Farklilasma

%0,1 jelatin (bovine skin, Sigma, Almanya) ile kaplanmis steril lameller 6
kuyucuklu plakalara yerlestirilerek iizerlerine 1ISS-MKH’ler (p3) konfluent olacak
sekilde ekilmistir. Ekim yapildiktiktan sonra i¢inde %15 FBS, 0,5 mM izobutil-
metilksantin (Medchemexpress, Isvec), 10°M deksametazon (Sigma, Almanya), 10
pg/ml insulin (Insulin, Human Recombinant, Solution Capricorn, Almanya), 200 uM
indometazin (Medchemexpress, Isveg) ve % 0,2 primosin (Invivogen, Fransa)
bulunan yiiksek glukozlu DMEM Kkiiltiir farklilasma besi yerinde iki hafta boyunca
kiiltiire edilmistir. Farklilasma besi yeri 3 giinde bir yenilenmis ve iki haftalik kiiltiir
stiresi sonrasidan hiicre i¢i biriken lipidler, Oil Red O histolojik boyamas ile ve
adiponectin biyobelirtecinin immunfloresan boyamasi ile tespit edildi (Karadz vd.,

2017).
3.6.2.2. Osteojenik farklilasma

%0,1 jelatin ile kaplanmig steril lameller 6 kuyucuklu plakalara yerlestirilerek
iizerlerine iISS-MKH’ler (p3) konfluent olacak sekilde ekilmistir. Ekim yapildiktiktan
sonra osteojenik farklilagsma i¢in; i¢cinde %15 FBS, 0.5 mM izobutil-metilksantin, 10-
6M deksametazon, 10 pg/ml insulin, 200 uM indometazin (Stemcell Technologies,
Amerika) ve % 0,2 promisin bulunan yiiksek glukoz igeren DMEM Kkiiltiir osteojenik
farklisama besi yerinde 30-40 giin boyunca kiiltiire edilmistir. Farklilagma besi yeri 3
glinde bir yenilenmis ve kiiltiir siiresi sonrasida ekstraselliiller matrikste meydana
gelen kalsifikasyon ve kalsiyum depolarinin tespiti Alizarin Red S histolojik
boyamasi ve osteocalcin biyobelirtecinin immunfloresan boyamasi ile gosterilmistir

(Karaoz vd., 2017).
3.6.2.3. Kondrojenik farklilasma

Kondrojenik  farklilasma, mikropellet soliisyon kiiltiir teknigi ile
gerceklestirilmistir. Bu amacla 5x10° adet hiicre iceren pellet 15 mL konik tabanli
tiipte 10x10° adet hiicre pelleti ise 10 mm’lik tek kuyucuklu petrinin orta noktasina
damlacik halinde koyularak kiiltiir edilmistir. 37°C de 2 saat yapismalar1 icin
beklendikten sonra hiicreler, 10 ng/ml TGF-f1 (Recombinant Human TGF-BI,
Medchemexpress, HY-P7118-10), 50 pg/ml askorbik asit, 0,1 uM deksametazon
(Dexamethasone, D4902, Sigma), 100pg/ml sodyum piriivat (Sodium Pyruvate
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Solution (100 mM), Capricorn), 40 pg/ml prolin (L-Proline, for cell culture 25g,
Sigma), 50 mg/ml ITS (Insulin-Transferrin-Selenium (ITS), Solution 100x,
Capricorn), 1% Penisilin-streptomisin iceren yiiksek glikoz-DMEM Kkiiltiir besi yeri
ile 2 hafta siiresince kiiltiire edilmislerdir. Iki haftalik kiiltiir sonras1 petride bulunan
pellet kullanilarak, kondrojenik farklilasma kikirdak matriksinde bulunan fosfatli
proteoglikanlar Alcian Blue boyamas1 yapilarak belirlenmistir. Fotograflari
cekildikten sonra tiipteki pelet ile birlikte %4 paraformaldehit (ReadiUse™ 4%
formaldehyde fixation solution, AAT Bioquest) ya da %10 formalin ile fikse edilip
parafine gomiilerek ve mikrotom cihaz1 (Leica, Almanya) 5 um’lik kesitler
alimmistir. Kesitlerde kondrojenik farklilasma, histokimyasal olarak tekrar Alsiyan

mavisi ve safranin O ile 151k mikroskobu ile gdsterilmistir.
3.6.3.iSS-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Farklilasmamis iSS-MKH’ler steril 8 mm c¢apindaki cam lameller {izerine
ekilerek 37 °C, %5 CO> ve nemli ortamda kiiltiire edildi. Bir giinliik kiiltiir sonunda
hiicreler 20 dk. %10 soguk methanol ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicreler 2
kez PBS ile yikanarak hiicreler boyama islemlerine hazir hale getirildi. Triton-X ile
hiicreler 15 dk. boyunca muamele edilerek gecirgen hale getirildi ve PBS ile yikandi.
Antikor boyamasi icin fikse edilen hiicreler non-spesifik baglanmalar1 engellemek
icin 30 dk. boyunca uygun blok soliisyonlar ile oda 1sisinda muamele edildi. Daha
sonrasinda Vimentin ve Nestin primet antikorlariyla 4°C'de gece boyunca
bekletilmistir. Ertesi giin cam lameller {izerindeki primer antikorlar oda 1sisindaki
PBS ile yikanarak uzaklastirilmistir. Primer antikorlara uygun olarak secilen
vimentin- alexa flour 594 anti mouse (kirmizi) (abclonal) ve Nestin- alexa flour 488
anti mouse (yesil) (molecular probes) sekonder antikorlar ile 1 saat boyunca oda
1s1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda lamellerin {izerine ¢ekirdek belirteci
olan DAPI Immunofloresan boyasi (Mavi) iceren kapatma besi yeri damlatilmis ve
lamel ile kapatilmistir. Iimmunofloresan boyamalar1 gergeklestirilen iSS-MKH’lerin

goriintiileri Floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir (Karadz vd., 2017).
3.7. iSS-MKH’lerden Eksozom izolasyonu ve Karakterizasyonu

3.7.1. iSS-MKH’lerden eksozom izolasyonu

1SS-MKH kokenli eksozomlar ultrasantirfiij (Beckman coulture Optima XPN,
Amerika) kullanilarak izole edilmislerdir. %70 konfluensiye ulasan 1SS-MKH’ler
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(P3) FBS igermeyen, %0,2 (mL/mL) primosin ve %1 (mL/mL) stabil L-Glutamin
(Glutamax, Sigma, Almanya) ve DMEM-F12 besi yeri icerisinde 16 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre besi yerleri toplanmis ve 3000xg’de
30 dk. santrifiij edilerek olasi hiicre ve hiicre pargalar1 uzaklastirilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatantlar ultrasantrifiij tiiplerine konularak agirliklar1 Slgiilmiis ve
esitlenmeyen ultrasantrifiij tiiplerinin agirliklar1 steril PBS ile esitlenmistir.
Ultrasantrifiij tiipleri cihaza yerlestirilerek +4°C’de 120.000xg’de 90 dk. santrifiij
edilerek eksozom pelletlerinin olugsmast saglanmistir. Santrifiij siiresi sonunda
siipernatant uzaklastirilarak eksozom pelleti yaklasik olarak 300 ul PBS ile
resiispense edilmistir. Resilispense edilen iSS-MKH eksozomlarin (iSS-MKH-Exo)
miktarlarinin  normalizasyonu i¢in total protein analizi gergeklestirilmis ve
alikotlanarak -80°C’de (Arctiko, Danimarka) analizlere kadar saklanmistir (Han vd.,

2021; Greening vd., 2015).
3.7.2. iSS-MKH-Exo’larin total protein analizi

1SS-MKH’lerden izole edilen eksozomlarin miktar normalizasyonu i¢in total
protein analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla Qubit Protein BR Assay (Invitrogen,
Almanya) kit kullanilmistir. Analiz itiretici kitin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. Bu
kapsamda, oOncelikle her bir Ornek tizerine 1:1 oraninda soguk RIPA buffer
(Thermofisher, Amerika) eklenerek 15 dakika siiresince protein disindaki triinlerin
parcalanmasi saglanmistir. 15 dakikalik inkiibasyon sonrasinda her bir 6rnek i¢in 199
uL kit iceriginde yer alan Protein bufferdan ve 1 pL Reagent’tan Qubit tiiplerine
eklenerek 15 dk. karanlik ortamda ve oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibashon
sonunda Qubit cihazi (Invitrogen, Amerika) ile total protein miktarlar1 hesaplandi.
Total protein miktar1 hesaplanan eksozomlar her bir alikot icerisinde 20 pL olacak

sekilde -80°C’de saklandi (Chen vd., 2021).
3.7.3. iSS-MKH-Exo’larin immunfenotiplemesi

1SS-MKH’ler izole edilip alikotlanarak saklandiktan sonra bazi alikotlar
aliarak kademeli ¢oziidiiriilerek eksozomlara 6zgii ylizey belirtegleri olan CD9 ve
CD81 (Biolegend, San Diego, Amerika) ile flow sitometride analizi yapildi.
Eksozomlarin flow sitometri de analizlerinin gergeklestirilebilmesi i¢in eksozomlarin
boncuklar ile kaplanmasi gerekmektedir. Bu amagla, eksozomlara 6zgii olan yiizey

belirteclerinden CD9 ve CD81 boncuk soliisyonu (Carboxyl Latex, Invitrogen,
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Almanya) ile kaplanmislardir. Bunun i¢in antikor ve boncuk soliisyonu +4°C’de
rotator cihazinda bir gece boyunca dondiiriilerek kaplanmasi saglanmistir. Her bir
boncuk-antikor soliisyonundan 20 pL ve eksozom orneginden 80 puL alinmistir.
Eksozom+antikor karigtminin tizerine 100 pL %35 BSA eklenerek non-spesifik
baglanmalar engellenmistir. Bu karisim +4°C’de rotator ile gece boyunca
dondiiriilerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda o6rneklerden 50 uL
alinarak eksozoma 0zgii yiizey belirteclerinden 1 puL eklenerek isaretlenmistir. CD9
ve CD81 antikorlartyla isaretli eksozomlar izotip antikorlarina gore analizi Flow
sitometri (Agilent, NovoCyte 3005) cihaz1 ile okutulmus ve NovoExpress 6.0

programi ile analizi yapilmistir.
3.7.4. iSS-MKH-Exo’larin TEM ile karakterizasyonu

Eksozomlarin boyut analizi i¢in gecirimli elektron mikroskobu ile
(Transmission electron microscopy; TEM) goriintiileme gergeklestirilmistir. Uriin
hazirlig1 i¢in iki agsamali protokol kullanilmistir. Eksozom siispansiyonlar1 30 dakika
boyunca karbon kapli 200 meshli bakir gridler (Agar Scientific, ingiltere) {izerine
konarak adsorbe edilmistir. Ardindan ii¢ kez saf su ile yikanmis ve yaklasik 30
saniye-1 dakika boyunca %3 Uranil asetat icermeyen (UA-Zero EM Stain, Agar
Scientific, Ingiltere) soliisyon ile boyanmistir. Kagit ile kurutulan gridler direkt
olarak gecirimli elektron mikroskobu (Hitachi HT7800, Japonya) ile 120 kV altinda
goriintiilenmistir (Moscardini vd., 2020).

3.7.5.iSS-MKH-Exo’larin zeta potansiyellerinin olciilmesi

siRNA’larin eksozomlara yiiklenmesi i¢in sahip olduklar1 zeta potansiyel
degerleri 6nem tasimaktadir. Bu amagla Zetasizer Nano sz (Malvern Instruments,
Ingiltere) ile dl¢iim yapilmistir. Eksozom alikotlar1 tek kullanimlik zeta potansiyel
Olctim kiivetine (DTS1060C) eklenerek tizeri PBS ile 700 pulL’ye tamamlanmustir.
Zeta potansiyel Ol¢iimlerinde materyal “protein” olarak secilmis ve oOl¢iimler 25
°C’de gergeklestirilmis olup 10 farkli 6l¢iimiin ortalamasi 1 Ol¢limii yansitacak

sekilde o6l¢iim yapilmistir (Soares vd., 2018).
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3.8. MDR1 siRNA’larin Eksozomlarla Enkapsiile Edilmesi ve

Karakterizasyonu

3.8.1.MDR1 siRNA’larin eksozomlarla enkapsiilasyonu

Kanser kok hiicrelerde dirence sebep olan p-glikoprotein’lerin (MDRI)
sessizlestirilmesi i¢in kullanilacak olan MDRI1 siRNA’lar eksozomlar ile enkapsiile
edilmesi planlanmistir. Bu amagla literatiirde siRNA’larin eksozomlar ile
enkapsiilasyonunda en verimli yontem olarak belirtilen elektroporasyon yontemi
tercih edilmistir (Kase vd., 2021; Didiot vd., 2016). Elektroporasyon sistemi olaran
Neon Transfeksiyon sistemi (Thermofisher, Almanya) kullanmilmistir. Her bir
eksozom Ornegi ile MDR1 siRNA konsantrasyonu 1:1 olacak sekilde ayarlanmistir.
Izole edilerek -80°C’de saklanan eksozomlar her bir transfeksiyonda eksozom
orneginden 10 pg olacak sekilde hesaplanarak transfeksiyon islemine baslanmistir.
MDRI1 siRNA’larin eksozomlar ile enkapsiilasyonlar: i¢in elektroporasyon yontemi
tercth edilmistir. Bu amagcla elektroporasyon degerleri cesitli optimizasyon
caligmalarindan sonra 1000 Volt, 10 ms ve 3 pulse olacak sekilde belirlenmistir. Kit
igeriginde yer alan transfeksiyon tiiplerine Elektrolit Tampon E’de 3 mL eklendikten
sonra transfeksiyon pipet istasyonuna yerlestirilmistir. Eksozom ve siRNA
kompleksi kit igeriginde yer alan Restispansiyon tamponu (Buffer R) icerisinde total
hacim 100 pL olacak sekilde siispanse edilmistir. 100 pL’lik transfeksiyon pipet
ucunun transfeksiyon pipetine dogru olarak yerlestirildiginden emin olduktan sonra
transfeksiyon istasyonunda yer alan transfeksiyon tiipli icerisine yerlestirilmis ve
transfeksiyon dongiisii islemi baglatilmistir. Transfeksiyon basariyla sonuglandiktan
sonra eksozom+siRNA kompleksi tizerine 100 pL PBS eklenmis ve 37°C
inkiibatorde 24 saat siiresince inkiibe edilmistir (Yang vd., 2016).

3.8.2. iSS-MKH-Exo ve -iSS-MKH-MDR1-Exo’larin uptake analizi

1ISS-MKH-Exo ve FITC ile etiketli iSS-MKH-MDR-Exo’larin hiicreler
tarafindan uptake edilebilme potansiyelleri arastirilmistir. Eksozomlar PKH26
floresan (kirmizi) boyasi ile isaretlenerek hiicreler tarafindan uptake’leri analiz
edilmistir. Bu amagla PKH26 Dye kit (Sigma, Almanya) kullanilmistir. Bu kapsamda
A549, KKH ve dKKH hiicreleri cam tabanli 35 mM’lik petrilere 10x10* adet hiicre
olacak sekilde ekilmistir. Daha Onceden izole edilerek -80°C’de saklanan

eksozomlardan 10 pg olacak sekilde 20 pL PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Uzerine 80
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uL Diltient, 1 pL. PKH26 floresan boyasindan eklenerek 4 dk. Oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. 400xg’de 5 dk. Santrifiij edilerek fazla boyanin atilmasi saglanmistir.
Serum icermeyen 1 mL besi yeri igerisine eklenerek hiicrelerin iizerine konmus ve
inkiibatorde 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 3 saatin sonunda hiicreler
Hoechst floresan (mavi) ile isaretlenmis ve eksozomlarin hiicre i¢i uptakeleri
floresan mikroskop altinda goriintiilenerek fotograflar1 c¢ekilmistir. (Franzen vd.,

2014).
3.8.3. HA-iSS-MKH-Exo’larin HA ile kaplanmasi

MDRI1 siRNA transfekte edilmis her bir iISS-MKH-Exo’lar Hyaluronik asit
(Bugamed, Tirkiye) ile kaplanmasit saglanmistir. Bu amagla transfeksiyon
sonrasinda her bir 1SS-MKH-MDRI1-Exo’lara 1000pg/mL  igeren HA
sollisyonunundan 40 pL eklenmis ve PBS ile 100 pL’ye tamamlanarak ve HA ile
kaplanmasi i¢in 37°C inkiibatorde 24 saat siiresince inkiibe edilmistir (Li vd., 2022)

3.8.3.1. HA-iSS-MKH-Exo’larin TEM ile karakterizasyonu

Eksozomlarin HA ile kaplanmasinin analizi i¢in gecirimli elektron mikroskobu
ile (Transmission electron microscopy; TEM) gériintiilleme gergeklestirilmistir. Uriin
hazirlig1 i¢in iki agamali protokol kullanilmistir. Eksozom siispansiyonlar1 30 dakika
boyunca karbon kapli 200 meshli bakir gridler lizerine konarak adsorbe edilmistir.
Ardindan ii¢ kez saf su ile yikanmis ve yaklasik 30 saniye-1 dakika boyunca %3
Uranil asetat icermeyen soliisyon ile boyanmistir. Kagit ile kurutulan gridler direkt
olarak gecirimli elektron mikroskobu ile 120 kV altinda goriintilenmistir

(Moscardini vd., 2020).

3.8.4.MDR1 hedefli siRNA’larin iSS-MKH-Exo’lara transfeksiyonunu
belirlemek icin iSS-MKH-Exo’larindan total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu oOncesi Orneklerden Nanodrop cihazi ile RNA o6l¢iimi

gerceklestirilmistir.

siRNA yiiklenmis MKH eksozomlarindan Total RNA izolasyonu Invitrogen
Exosome RNA & Protein Isolation Kit (Cat. No. 4478545, Almanya) Kkiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kapsamda miRNA yikama soliisyonu 1
cOzeltisine ve yikama soliisyonlarina %100 etanol cozeltileri ve denatiirasyon
sollisyonuna 2-Merkaptoetanol eklenerek hazirlanmistir. Sonrasinda RNA izolasyon

islemleri gercgeklestirilmistir. Eksozom soliisyonu 1x PBS ile 200 pL olacak sekilde
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resiispanse edilmistir. 200 uL kadar denatiirasyon soliisyonundan eklenerek buz
iizerinde 5 dk. Boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda 200 pL asit: fenol
cozeltisi eklenerek 30-60 saniye boyunca vorteksleyerek karigmasi saglanmistir.
12.000xg’de 5 dakika oda 1sisinda santrifiij edilerek akudz ve organik faz ayrimi
gbzlenmistir. Akudz faz diger fazlar1 bozmadan temiz bir tiipe aktarilmistir. Uzerine
%100 etanol eklenerek pipetaj islemi yapilmistir. Her 6rnek i¢in toplama tiipiine kitin
iceriginde yer alan filtre (Filter cartridge) yerlestirilmistir. 700 pL lizat/etanol
karigimi filtreye aktarilmis ve 10.000xg'de yaklasik 15 saniye boyunca karisim
filtreden gecene kadar santrifiijlenmistir. Altta kalan kistm dokiilerek ve lizat/etanol
karisimi filtreden gegene kadar santirfiij islemi tekrarlanmistir. santrifiij sonrasinda
filtreye 700 uL miRNA Yikama soliisyonu 1 eklenmis ve 10,000xg'de 15 saniye
boyunca santrifiij edilerek alt kalan kisim atilmistir. Yikama soliisyonu 2/3’den 500
uL eklenerek santifiij islemi tekrar edilmistir. Filtre temiz bir tlipe aktarilarak 50 pL
onceden 95°C’ye 1sitilmis Elution Buffer eklenmis ve 30 saniye boyunca santrifiij
edilmistir. Altta kalan RNA iceren eluant toplanarak Nanodrop (Thermo Scientif,
Almanya) ile RNA miktar1 dl¢tilmiistiir. RNA’lar bir sonraki isleme kadar —80° C'de

muhafaza edildi.

3.8.5.iSS-MKH-Exo’lara siRNA transfeksiyonunun kapasitesinin agaroz jel ile

gosterilmesi

Eksozomlardan izole edilen MDR1 siRNA’larin eksozom igerigine yiiklenip
ylklenmediginin Ol¢iilebilmesi i¢in agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bu amagla %2,5
Agaroz jel 1x TBE tamponu ile hazirlanmistir. Hazirlanan agaroz jel 45 °C’ye gelene
kadar 1sitilmis ve i¢ine 80 pL ethidium bromiir eklenmistir. Agaroz jel ylriitiilmesi
icin yatak elektroforez (Thermo midicell Primo, Almanya) kullanildi. Elektroforeze
uygun tarak takilarak yiikseklik kontrol edilmistir. Hazirlanan jel dokiilerek 15-20
dk. boyunca tamamen donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak ¢ikarilarak
ornek yiikleme boliimleri olusturulmustur. Jeli yiirlitmek i¢in 1x TBE tamponu jelin
istiine gecene kadar dokiildi. Her bir 6rnege 5 pL loading tamponu eklenerek
ornekler yiikleme boliimiine dikkatli bir sekilde yiiklendi. Gii¢ kaynagi (Consort,
Belcika) 6nce 50 Voltta 2 saat boyunca sonra 70 Voltta 40 dakika boyunca
calistirllarak 6rneklerin jelde yiirtimesi saglandi. Siire sonunda jel goriintiileme

sistemi (UVITEC, Ingiltere) ile goriintiillenmistir (Biiyiikkoroglu vd., 2016).
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3.8.6.iSS-MKH-Exo’larinin HA ile enkapsiilasyonunun ve siRNA
transfeksiyonunun A549, KKH ve dKKH’ler iizerindeki MTT yontemi ile

sitotoksisitesinin analizi

HA, Saf eksozom, HA ile kapli eksozom (HA-Exo) MDR1 siRNA, Exo-MDR,
HA-Exo-MDR i¢in MTT yontemi ile A549, KKH ve dKKH’ler i¢in 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksisite testleri gerceklestirilmistir. Bu amagla A549, KKH ve dKKH’ler
5x10° adet hiicre/ kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat
boyunca inkiibatorde inkiibe edilmislerdir. 24 saat sonunda tiim hiicre gruplarinin
besi yeri uzaklastirilarak serum igermeyen besi yeri ortami igerisinde HA, Saf
eksozom, HA ile kapli eksozom (HA-Exo) MDRI siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-
MDR numuneleri verilmis ve 24, 48 ve 72 saat siiresince 37°C inkiibatorde inkiibe
edilmislerdir. inkiibasyon zamaninin sonunda plakalara PBS icerisinde hazirlanan
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) soliisyonundan
eklenerek 3-4 saat inkiibatorde beklenmistir. Siire sonunda formazan Kkristallerinin
coziilebilmesi icin DMSO eklenerek karanlikta orbital ¢alkalayici da 15 dk. Boyunca
dondiiriiliir. Mikroplaka okuyucu (Biotek, Amerika) 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak okumasi saglanmistir (Altintop vd., 2022).

3.9. MDR1 hedefli siRNA (Exo-MDR) transfeksiyonunun AS549,
KKH ve dKKH’ler iizerindeki apoptotik etkisinin aktif kaspaz

3 ile IF yontemle analizi

Exo-MDR ve HA-Exo-MDR ile sessizlestirilen A549, KKH ve dKKH’lerin
iizerindeki Gemcitabinin etkisi aktif kaspaz 3 antikoru ile isaretlenerek IF yontemi ile
aragtirilmistir. Bu amagcla hiicrelere MTT ile belirlenen 3 uM Gemcitabin dozu
uygulanmis, kontrol gruplarina ise 1600 um Gemcitabin dozu uygulanmistir. 10x10*
adet A549, KKH ve dKKH’ler 8 kuyucuklu lamlara 300 puL besi yeri igerisinde
ekilmis ve 24 saat siiresince beklenmistir. 24 saatlik siire sonunda siRNA igeren ve
icermeyen eksozomlar hiicrelere uygulanarak 48 saat sessizlesmeleri beklenmistir. 48
saat siire sonunda Gemcitabin dozlar1 uygulanarak hiicreler inkiibatore kaldirilmis 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 20 dk. %10 soguk
methanol ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda hiicreler 2 kez PBS ile yikanarak
hiicreler boyama islemlerine hazir hale getirildi. Triton-X ile hiicreler 15 dk. boyunca

muamele edilerek gegirgen hale getirildi ve PBS ile yikandi. Antikor boyamasi (aktif
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kaspaz 3) icin fikse edilen hiicreler non-spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in 30 dk.
boyunca uygun blok soliisyonlar ile oda 1sisinda muamele edildi. Daha sonrasinda
aktif kaspaz 3 antikoruyla 4°C'de gece boyunca bekletilmistir. Ertesi giin cam
lameller T{izerindeki primer antikorlar oda 1sisindaki PBS ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Primer antikorlara uygun olarak secilen alexa flour 594 anti mouse
(kirmiz1) (abclonal) alexa flour 488 anti mouse (yesil) (molecular probes) sekonder
antikorlar ile 1 saat boyunca oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
lamellerin iizerine cekirdek belirteci olan DAPI Immunofloresan boyasi (Mavi)
iceren kapatma besi yeri damlatilmis ve lamel ile kapatilmistir. immunofloresan
boyamalar1 gerceklestirilen hiicrelerin goriintiileri Floresan mikroskop altinda

goriintiilenmistir.

3.10. MDR1 Hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonu Sonrasi
A549, KKH ve dKKH’lerdeki MDR1 Ekspresyonunun Flow

Sitometrik Analizi

Exo-MDR ve HA-Exo-MDR ile sessizlestirilen A549, KKH ve dKKH’lerin
iizerindeki Gemcitabinin etkisiyle MDRI1 proteinlerinde meydana gelen degisimler
icin flow sitometri ile MDRI1 analizi gergeklestirilmistir. Hiicrelere MTT ile
belirlenen 3 uM Gemcitabin dozu uygulanmis, kontrol gruplarina ise 1600 um
Gemcitabin dozu uygulanmistir. Bu amagla 10x10* adet A549, KKH ve dKKH’ler 6
kuyucuklu plakalara 1 mL besi yeri icerisinde ekilmis ve 24 saat siiresince
beklenmistir. 24 saatlik siire sonunda siRNA iceren ve igermeyen eksozomlar
hiicrelere uygulanarak 48 saat sessizlesmeleri beklenmistir. 48 saat siire sonunda
Gemcitabin dozlar1 uygulanarak hiicreler inkiibatére kaldirilmis 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve soguk
PBS ile yikanarak 300xg’de 5dk. boyunca santrifiijj edilerek pellet haline
getirilmistir. Pellet haline getirilen hiicreler lizerine 100 pnL baglanma soliisyonundan
eklenmis ve lizerine 1 pL anti-MDRI antikoru eklenerek 30 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler flow sitometri cihaz1 ile okutulmus
ve izotip kontroliine gére NovoExpress 6.0 programi ile analiz edilmislerdir (Gazitt

vd., 1992).
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3.11. MDR1 Hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun A549,
KKH ve dKKH’lerdeki Apoptotik Etkisinin Annexin V/PI ile

Flow Sitometrik Analizi

Exo-MDR ve HA-Exo-MDR ile sessizlestirilen A549, KKH ve dKKH’lerin
tizerindeki Gemcitabinin apototik etkisinin arastirilmasi i¢in annexin V/PI analizi
yapilmistir. Bu amagla deney hiicrelerine MTT analizi ile belirlenen 3 pM
Gemcitabin dozu uygulanmis, negatif kontrol gruplarina ise 3 pM ve 1600 uM
Gemcitabin dozu uygulanarak apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Bu amagcla
10x104 adet A549, KKH ve dKKH’ler 6 kuyucuklu plakalara 1 mL besi yeri
igerisinde ekilmis ve 24 saat siiresince beklenmistir. 24 saatlik siire sonunda siRNA
iceren ve icermeyen eksozomlar hiicrelere uygulanarak 48 saat sessizlesmeleri
beklenmistir. 48 saat siire sonunda Gemsitabin dozlar1 uygulanarak hiicreler
inkiibatore kaldirilmis 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim
hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve soguk PBS ile yikanarak 300xg’de 5dk. boyunca
santrifiij edilerek pellet haline getirilmistir. Pellet haline getirilen hiicreler iizerine
100 puL baglanma soliisyonundan eklenmis ve iizerine 1 uL Annexin V, flow tiiplerin
duvarma 1 pL PI boyasi eklenerek karanlik ortamda 15 dk. inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler flow sitometri cihazi ile analiz edilerek kontrol

grubuna gore apoptoz dereceleri belirlenmistir (Altintop vd., 2022).

3.12. MDR1 Hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun A549,
KKH ve dKKH’lerdeki Apoptotik Etkisinin Flow sitometri ile

Hiicre Dongiisii Analizi

Exo-MDR ve HA-Exo-MDR ile sessizlestirilen A549, KKH ve dKKH’lerin
tizerindeki Gemcitabinin apototik etkisinin arastirilmasi i¢in flow sitometri ile hiicre
dongiisii analizi yapilmistir. Hiicrelere MTT analizi ile belirlenen 3 uM Gemcitabin
dozu uygulanmis, kontrol gruplarina ise 1600 uM Gemsitabin dozu uygulanarak
apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla 10x10* adet A549, KKH ve
dKKH’ler 6 kuyucuklu plakalara 1 mL besi yeri icerisinde ekilmis ve 24 saat
stiresince beklenmistir. 24 saatlik siire sonunda siRNA igeren ve icermeyen
eksozomlar hiicrelere uygulanarak 48 saat sessizlesmeleri beklenmistir. 48 saat siire
sonunda Gemsitabin dozlar1 uygulanarak hiicreler inkiibatore kaldirilmis 24 saat

inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim hiicreler tripsin ile kaldirilmis ve
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soguk PBS ile yikanarak 300xg’de 5dk. boyunca santrifiij edilerek pellet haline
getirilmistir. Pellet haline getirilen hiicrelere vorteks iizerinde %70’lik soguk etanol
damla damla eklenerek yarim saat boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. RNase A igeren
enzim sollisyonu (1x) 200 pg/mL olacak sekilde; PI iceren boyama soliisyonu ise
(Ix) 50pg/mL olacak sekilde ayarlanmistir.  Inkiibasyon sonunda RNase A
soliisyonundan her 6rnek basina 50 pL olacak sekilde eklenerek 30 dakika 37°C
inkiibatorde 30 dk. bekletilmistir. 30 dakikanin sonunda hiicreler flow tiiplerine
almmis ve 1 pL PI boyasi eklenerek 37°C’de 15 dk. daha inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda hiicreler flow sitometri cihazinda okutularak kontrol grubuna

gore NovoExpress 6.0 programi ile analiz edilmislerdir (Dolanbey vd., 2021).

3.13. MDR1 hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun A549,
KKH ve dKKH’lerin Real Time (qPCR) ile Genotipik Analizi

A549, KKH ve dKKH’ler i¢in BCL-2, MDR1 ve SITOKROM C genlerinin
ekspresyonlar1t RT2-PCR analizi ile belirlenmistir. Bu amacla oncelikle A549, KKH
ve dKKH’lerden total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlar1 6l¢iilerek cDNA sentez islemi yapilmistir. cDNA’lar1 elde edilen
hiicreler ilgili primer antikorlarla RT?-PCR analizi gergeklestirilmis ve alinan

sonuglar 2-*ACT formiiliine gore hesaplanarak istatistiksel analizi yapilmustr.
3.13.1. A549, KKH ve dKKH’lerden Total RNA izolasyonu

A549, KKH ve dKKH’ler 1x10° hiicre/kuyucuk seklinde ekilerek hiicreler
kiiltiire edilmistir. Eksozom, siRNA yiiklii eksozom, HA-kapli eksozom ve HA-kaph
siRNA yikli eksozomlar FBS icermeyen besi yeri i¢inde uygulanarak 48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 3 uM Gemcitabin dozlari ilgili
kuyucuklara uygulanmis ve 24 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Siire
sonunda hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak pellet haline getirilmis ve
RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilmistir. Total RNA izolasyonu Hybrit R total
RNA purification kit (GeneAll, Giiney Kore) protokolii izlenerek gerceklestirilmistir.
On hazirlik olarak; RL Buffer ¢ozeltisine 150 pl 2-Merkaptoetanol, Lyse ALL
cozeltisine 60 pl 2-Merkaptoetanol eklenmistir. Diger islemler sirayla su sekilde
yapilmistir.

e Tripsinizasyon ile kaldirilan hiicreler soguk PBS ile yikanarak

300xg’de 5 dk. boyunca santrifiij edilerek pellet haline getirilmistir.
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e Hiicre pelletine 400 pl RL tamponu eklenerek vortekslenmistir.

e Homojenize olmus Ornekler iizerine 100 uL Lyse ALL soliisyonu

eklenip tekrar vortekslenmistir.
e Maksimum hizda 2 dk boyunca santrifiij edilmistir.

e Supernatant kit iceriginde yer alan homogenization spin-column
(Onceden 30 pL Buffer A soliisyonu eklenerek aktive edilmis) iceren 2
mL'lik bir tiipe aktarilip 2 dk 12000xg'de santrifiij (Hermle Z216 MK,

Almanya) edilmistir.

¢ Kolondan alta gegen s1v1 boliime 700 puL saf etanol eklenerek pipetleme

yapilmis ve homojenize edilmistir.

e Karisim RNA binding spin-column igeren 2 mL'lik bir tiipe aktarilarak
2 dk 12000xg'de santrifiij edilmistir.

e Total RNA purifikasyonu igin 2-8°C’de saklanan RNA binding spin-
column iizerine 500 pL. Wash buffer’dan (yikama tamponu) eklenmis
ve 1 dk boyunca 11000xg'de santrifiij edilmis ve altta kalan karisim
uzaklastirilmigtir. Kalan karigimlarin uzaklastirmak i¢in 11000xg’de 1

dk. boyunca santrifiij edilmistir.

e RNA binding spin-column yeni bir tiipe yerlestirilerek 30 pnL RNase-
free su eklenmis ve 11000xg’de 2 dk. boyunca santrifiij edilmistir.

e RNA binding spin-column ¢ikarilarak 6rnekler CDNA sentezine kadar

saklanmak tizere —80 ° C'ye kaldirilmistir.

3.13.2. RNA konsantrasyonunun ol¢iimii

Total RNA’lar1 izole edilen deney gruplar1 iceren A549, KKH ve dKKH’lerin
RNA konsantrasyonlart NanoDrop 2000 Spektrometre (Thermo Scientific-ND
2000c, Almanya) cihazi kullanilarak 260nm ve 280nm dalga boyunda saflig1 ve
konsantrasyonu (ng/puL) Olgiilmiistiir. Elde edilen olgiim degerlerine goére RNA

konsantrasyonlar1 esitlenerek cDNA sentezine gegilmistir.
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3.13.3. cDNA eldesi

Hiicre gruplarindan izole edilen total RNA’lardan cDNA eldesi i¢in Wizscript
cDNA Synthesis (Wizbio solution, Kore) kiti kullanilmistir. RNA konsantrasyonlari
esitlendikten sonra Tablo 3.1°de yer alan bilesenler kullanilarak 20 pL’lik miks
hazirlanmistir. Hazirlanan bilesenler 42°C’de 5 dk Thermal cycler cihazinda
(Thermo, Almanya) inkiibe edilmislerdir. inkiibayon sonunda revers transkipsiyon

karisimi Tablo X’de verildigi sekilde hazirlanmigtir

Tablo 3. 1. Gen ekspresyonu cDNA sentezi i¢in hazirlanan karisim igerigi

Karisim Miktar (uL)
Template RNA & primer mix 1

10X reaction buffer 2

RNase Inhibitor (40U/pL 0.5

Reverse Transcriptase (200 U/pL) 1

DTT (100mM) 1
RNase free water 20 ul’ye tamamlanana kadar
Toplam 20

3.13.4. Real Time (qPCR) gen ekspresyon analizi ile A549, KKH ve
dKKH’lerde apoptozun belirlenmesi

Real time PCR (qPCR) ile hiicrelerdeki MDR1 geninin eskpresyon diizeyinde
degisimler ve apoptozda etkili genler olan BCL-2 ve SITOKROM C genleri
arastirilmistir (Tablo 3.3) Bu amagla real time PCR islemini gergeklestirebilmek i¢in
gPCR SYBR-Green MasterMix, w/o ROX, (ABT Biotech, cat. no: Q03-01-05)
Tablo x’de belirtilen bilesenlerle master mix hazirlanmistir (Tablo 3.2.). Bu asamada
primerler ve kit igeriginde yer alan master mix 0.1 pL’lik Qiagen PCR tiiplerine
eklenerek, esit miktarda cDNA’lar ilave edilmistir. Daha sonrasinda qPCR (Qiagen,
Rotor-Gene Q 5Splex HRM System, Almanya) ile Tablo 3.4’de verilen kosullarda
PCR reaksiyon islemi gerceklestirilmis ve software Rotor-Gene Q Software 2.3.5.1
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kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar 2-AACT formiiliine gore

hesaplamalar1 yapilmaistir.

Tablo 3. 2. JPCR master-mix bilesen ve hacimleri

Bilesenler X1

2x Amplifyme probe mix 10 uL

Forward primer (10 pM) 0.6 uL

Reverse primer (10 pM) 0.6 uL

Probe (10 pM) 0.2 uL

50x ROX solusyonu 0.4 uL

Template DNA/cDNA (Esitlenen miktarda) x puL
PCR-grade water 20 pL’ye kadar eklenir

Tablo 3. 3. Analizlerde kullanilan primer dizileri

Gen ad1 Primer dizileri

ABCB1 F-5’-TTGCTGCTTACATTCAGGTTTCA-3’

R-AGCCTATCTCCTGTCGCATT

BCL-2 F-5’-TTGACAGAGGATCATGCTGTACTT-3’

R-5-ATCTTTATTTCATGAGGCACGTT-3’

CYCS F-5’-TGTGCCAGCGACTAAAAAGA-3’

(Sitokrom €) | ¢ 5, CCTCCCTTTTCAACGGTGT-33

GAPDH R-5’-GCACAAGAGGAAGAGAGAGACC-3’

F-5’AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3’
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Tablo 3. 4. qPCR’da kurulan PCR reaksiyon kosullar1

STEP Tempetuare Time Cycle
Ilk denatiirasyon ve polimeraz 95°C 10 dk. 1x
aktivasyonu

Denatiirasyon 95°C 20 sn.

Hedef DNA komponenti ile birlesme 60°C 30 sn. 40
ve uzama x
Bekletme 72°C 30 n.

3.14. istatistiksel analiz

Sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde sunuldu. Istatistiksel analizler
GaphPad Prism 9.3.1 yazilim1 kullanilarak yapildi. Deneysel siire boyunca gruplarin
etkilesimli etkilerini degerlendirmek etmek i¢in tek ve iki yonlii varyans analizleri
(ANOVA) kullanildi. Deney gruplar1 arasindaki *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve
ve *¥***p<(,0001 seklinde gosterildi. Bir fark p < 0.05 oldugunda %95’lik bir giiven

araligi ile anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. A549 Hiicrelerinin Kiiltiira

Daha onceki projeler icin almip cogaltilan A549 hiicre hatti (insan akciger
adenokarsinoma epitelyal hiicre dizisi) -150 °C stoklarimizda saklanmastir.
Stoklarimizdan c¢ikarilarak gerekli sayiya ulasana dek hiicreler kiiltiire edilmistir.
Kiiltiir siiresi boyunca giinliik olarak faz-kontrast mikroskobu ile incelenerek fotograf
cekimleri gercgeklestirilmistir. Yapilan mikroskobik incelemelerde Sekil 4.1.°de

gosterildigi gibi epitelyal karakterde morfoloji gostermektedirler.

Sekil 4. 1. A549 hiicrelerinin 25.pasajin 2.giliniinde (P25) faz kontrast invert
mikroskobik goriintiisii (6l¢ii cubugu = 200 pm).

4.2. Gemsitabin Direncli A549 (d-A549) Akciger Hatlarmin

Olusturulmasi

A549 hiicrelerine Gemsitabin direnci kazandirilirken ilk olarak A549
hiicrelerinin maksimum dayanabildikleri Gemsitabin konsantrasyonu koloni
olusturma potansiyeli (CFU) analizi ile belirlendi. Daha sonra belirlenen doz ile
hiicre hatti muamele edilerek koloni olusturabilen en yiiksek doz ile d-A549 hiicre
hatt1 elde edildi. Son olarak d-A549 hiicre hattina ikinci kez CFU analizi ile direncli

koloni morfolojileri gosterildi.
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4.2.1.Koloni olusturma potansiyeli (CFU) analizi

AS549 hiicrelerine Gemsitabin direnci kazandirilmadan 6nce CFU analizi ve
histokimyasal olarak kristal viyole boyamasi ile A549 hiicrelerinin maksimum
dayanabildikleri Gemsitabin konsantrasyonu belirlendi. A549 hiicrelerinin
maksimum dayanabilecegi en yiiksek doz se¢imi gerceklestirildi. Yapilan CFU
analizinde Tablo 4.1.’de de belirtildigi tizere 1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5
uM dozlar1 uygulandi ve kontrol hiicrelerine gore %50 inhibisyon 12,5 uM ile 25
uM arasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3). Bu nedenle
diren¢ kazandirma islemi 12,5 pM dozdan baglandi. Daha yiiksek dozlar
uygulandiginda koloni say1 ve boyutlarinda herhangi bir gelisme gézlenmedi. 12,5
uM Gemsitabin ile 72 saat sliresince maruz kalan A549 hiicrelerinin olusturduklar

direng koloni morfolojileri Sekil 4.4-A’da goriilmektedir.

424
.

Control 12,5 uyM

400 pM 800 uM 1600 pM

Sekil 4. 2. A549 hiicrelerinde farkli dozlarda Gemsitabin maruziyeti sonrasinda
olusan kolonilerin CFU analizi ve histokimyasal olarak kristal viyole
boyamasi ile gosterimi. 1600 uM doz (I) goriintiisiinde koloni olusumu
gozlenmez iken 1Cso dozuna gore oldukea yiiksek olan 12,5 uM (B)

dozunda saglikli ve belirgin koloniler izlendi.
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Tablo 4. 1. A549 hiicrelerinde farkli dozlarda Gemsitabin maruziyeti sonrasinda
CFU analizi ve histokimyasal olarak kristal viyole boyamasi ile elde edilen

koloni sayilari.

Konsantrasyon (uM) CFU
Kontrol 122
12,5 88
25 45
50 25
100 21
200 17
400 17
800 14
1600 1

A549 hiicrelerinde CFU Analizi

150
= Fekdek
[}
2
3 . kK
S 100 "
8
)
g Fdekk
'E 50- T= dekkk
% K hkkk ook .
L
X - ‘ = e
0 1 I I I

P P OO O O DO
®

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 4. 3. A549 hiicrelerinde farkli dozlarda Gemsitabin maruziyeti sonrasinda CFU
analizi ve histokimyasal olarak kristal viyole boyamasi ile elde edilen

kolonilerin istatiksel analizi (p<<0.0001***%*)

4.2.2. A549 hiicrelerine Gemsitabin direnci olusturulmasi

CFU analizi ile belirlenen 12,5 uM Gemsitabin dozu A549 hiicrelerine
uygulandiktan 72 saat sonra diren¢ olusturan koloniler 151tk mikroskobu altinda
incelendi. 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 uM dozlar1 i¢in sirasiyla A549

hiicrelerinin gelistirdikleri direng koloniler Sekil 4.4°de belirtilmistir. 11k veriler elde
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edildikten sonra saglikli ve belirgin koloni olusturabilen en yiiksek doz ile a549
hiicre hattinin direngli hat haline indiiksiyon ¢alismalarina devam edilerek d-A549
hiicre hatt1 elde edildi. Ortalama 15 ay sonunda 1600 uM’lik doz kullanilarak d-
A549 hiicre hatt1 elde edilmistir.

Sekil 4. 4. A549 hiicrelerinde her bir Gemsitabin dozu uygulamasi sonrasinda direng
gelistiren kolonilerinin faz kontrast invert mikroskobik goriintiisii A:12,5
uM, B: 25 uM, C: 50 uM, D: 100 uM, E: 200 uM, F: 400 uM, G: 800
uM, H: 1600 uM dozlarinda hiicre koloni goriintiileri. H: 1600 uM

dozlarinda izlenen belirgin ve saglikli koloniler (6l¢ii gubugu 100 pm).
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4.2.3. Gemsitabin direnci gelistirilen hiicrelerde CFU Analizi

A549 hiicrelerine 15 ay siiresince Gemsitabin muamelesi sonucunda
olusturulan 1600 uM direngli hiicre gruplarinda ikinci kez CFU analizi ve
histokimyasal olarak kristal viyole boyamasi ile direngli ancak belirgin ve saglikli
koloni morfolojisini gostermek i¢in gerceklestirildi. 50, 100, 200, 400, 800, 1600 uM
Gemsitabin ile muamele edilen hiicrelerin 15. Giiniin sonunda gelistirdikleri koloni
morfolojileri Sekil 4.4.de belirilmistir. CFU analizine gore gelistirilen koloni say1 ve
boyutlarinin doz arttik¢a arttig1 izlenmektedir. (Tablo 4.2 ve Sekil 4.5). Bu nedenle
diren¢ kazandirma islemi basar1 ile gergeklestiginden kanser kok hiicre izolasyon

islemlerine gecildi.

Sekil 4. 5. Gemsitabin direngli A549 hiicrelerinde farkli dozlarda Gemsitabin
maruziyeti sonrasinda olusan kolonilerin CFU analizi ve histokimyasal
olarak kristal viyole boyamasi ile gdsterimi. 1600 uM dozun uygulandigi
kuyucukta genel olarak koloni olusumu net olarak gozlenmezken az sayida

kuyucukta 1 adet saglikli ve belirgin koloni izlendi.
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Tablo 4. 2. Gemsitabin direncli A549 hiicrelerinde CFU analizi ve histokimyasal

olarak kristal viyole boyamasi ile elde edilen koloni sayilari.

Konsantrasyon (uM) CFU
50 11
100 8
200 3
400 3
800 2
1600 1

d-A549 hiicrelerinde CFU Analizi

20- sk %k
[ —
3
= 15 T
8 *kkk
7]
S, 10 I
b
'E *kkk kkkk dkkk dedkdk
S 5-
(]
X

0 T

1 1 1
50 100 200 400 800 1600
Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 4. 6. Direngli A549 hiicrelerinin maksimum dayanabildikleri Gemsitabin
konsantrasyonu belirlemek i¢in gergeklestirdigimiz koloni olusturma
potansiyeli (CFU) analizinde CFU analizi ve histokimyasal olarak kristal
viyole boyamasi ile elde edilen koloni sayilarinin istatiksel analizi
(p<0.0001****)_ Farkl1 dozlarda Gemsitabin maruziyeti sonrasinda 100
UM dozda 50 uM ile karsilastirildiginda daha az sayida koloni izlendi
(p<0.0002**%*). 100, 200, 400, 800, 1600 uM dozlar1 50 uM ile
karsilastirildiginda daha az sayida koloni izlendi (p<0.0001****), Sonug
olarak bu analizde A549 hiicrelerinin maksimum dayanabildikleri

Gemsitabin konsantrasyonu 1600 uM olarak belirlendi.
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4.3. Direngli ve direncsiz A549 hiicrelerinden
CD326+CD133+CD44+ Akciger Kanser Kok Hiicrelerin

izolasyonu, karakterizasyonu ve tiilmorsferik kiiltiiri

Direngli ve direngsiz A549 hiicrelerinden CD326" CD133" ve CD44" akciger
kanser kok hiicrelerin izolasyonu, manuel yontem ile immunselektif olarak ve kitte
kullanilan kitlerin boyutlar1 kullanilarak filtrasyon-kolon yontemi ile {i¢c asamada
gerceklestirildi. Her asamada verimlilik i¢in canlilk ve saflilik analizleri

gerceklestirilerek tamamlandi.

4.3.1. Direngsiz CD326+CD133+CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin

izolasyon verimliliginin immunofenotipik olarak karakterizasyonu

Izolasyon verimliligi izole edilen hiicrelerin canliik ve saflilik yiizdeleri
belirlenerek canlilik %15 ve iizeri belirtegler igin %35 ve tizeri verimli bulunarak

deneylere devam edildi.

4.3.1.1. CD326+ Akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

CD326" izolasyonu gergeklestirildikten sonra izolasyon verimliligi i¢in flow
sitometri ile immunofenotipik analiz gerceklestirilmistir. Bu analize gore CD326
pozitifligi %52.59 olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). 1zole edilen CD326" hiicrelerinin
morfolojileri 151k mikroskobu altinda goriintiilenmislerdir. (Sekil 4.8) Izolasyonun

basaris1 kanitlandiktan sonra CD133 izolasyon islemine gecilmistir.

CD326 CD326/E1 CD326/E1/E2

A

.1571 249, 1 . ) Singlets
.24% e

10.6

235
(@]

]

24

98.91%

150

M3
52.59%

SSC-H (10%)
FSC-H (105)
6

100

50

L] L] T T T =] Ll o -
1E 092 4 6 8 11.4 10" 102 10  10* 105
FSC-H (10°) FSC-A (10) PerCP-Cy5.5-H

Sekil 4. 7. izolasyonun birinci asamasinda; A549 hiicrelerinden CD326" hiicre
1zolasyonu sonrasi izolasyon verimliliginin flow sitometri ile analizi. A:
CD326" ilk kapilamasi1 yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %17.24
oraninda canlilik belirlendi. C: izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi

952.59 olarak izlendi.
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Sekil 4. 8. A549 hiicrelerinden elde edilen CD326" hiicre izolasyonunun birinci
asamasi sonrasi hiicrelerin faz kontrast invert mikroskobik goriintiisii (61¢ti

cubugu =200 pum).

4.3.1.2. CDI133+ Akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

CD133" izolasyonu gergeklestirildikten sonra izolasyon verimliligi i¢in flow
sitometri ile immunofenotipik analiz gerceklestirilmistir. Bu analize gore CD133
pozitifligi %42.71 olarak belirlenmistir (Sekil 4.9). Ayrica CD326 pozitifliginin
devam ettigini gostermek i¢in gergeklestirilen immunofenotipik analizde pozitiflik
%45.99 olarak bulunmustur. Boylece kiiltiir boyunca CD326 pozitifligin de devam
ettirildigi  gosterilmistir. Izole edilen direngsiz CD326" CDI133" hiicrelerinin
morfolojileri 151k mikroskobu altinda goriintiilenmislerdir. (Sekil 4.10) Izolasyonun

basarisi kanitlandiktan sonra CD44 izolasyon islemine gecilmistir.
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Sekil 4. 9. CD326" hiicrelerinden CD133™ hiicre izolasyonu sonrasi izolasyon

verimliliginin flow sitometri ile analizi. A: CD326" ilk kapilamasi

yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %35.56 oraninda canlilik belirlendi.

C: Izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi (%45.99); D: CD133" ilk

kapilamas1 yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %37.91 oraninda canlilik

belirlendi. F: Izolasyon sonrast CD133" pozitifligi (%42.71) olarak

izlendi.
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Sekil 4. 10. CD326" hiicrelerinden elde edilen CD133* hiicre izolasyonu sonrasi
CD326" ve CD133"hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskobik

goriintiilenmesi (6l¢ii gubugu = 200 pm).

4.3.1.3. CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile immunofenotipik

karakterizasyonu

CD326" CD133" hiicrelerinden CD44" izolasyonu gergeklestirildikten sonra
izolasyon  verimliligi i¢cin flow sitometri ile immunofenotipik analiz
gerceklestirilmistir. Bu analize gore CD44 pozitifligi %99.99 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.11). Ayrica CD326 ve CD133 pozitifliginin devam ettigini gostermek icin
gerceklestirilen immunofenotipik analizde pozitiflikler sirasiyla %63.42 ve %50.96
olarak bulunmustur. Boylece kiiltiir boyunca CD326 ve CD133 pozitifliklerinin de
korundugu gésterilmistir. Izole edilen direngsiz CD326" CD133" CD44" hiicrelerinin
morfolojileri 151k mikroskobu altinda goriintiillenmislerdir. (Sekil 4.12)
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Sekil 4. 11. CD326" CD133" hiicrelerinden CD44" hiicre izolasyonu sonrasi
izolasyon verimliliginin flow sitometri ile analizi. A: CD326" ilk
kapilamas1 yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %89.15 oraninda canlilik
belirlendi. C: Izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi (%63.42); D: CD133"
ilk kapilamasi yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %89.73 oraninda
canlilik belirlendi. F: Izolasyon sonras1 CD133" pozitifligi (%50.96); G:
CD44" ilk kapilamasi yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %86.80
pozitiflik belirlendi. I: Izolasyon sonras1 CD44" pozitifligi (%99.99)
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Sekil 4. 12. CD326" CD133" hiicrelerinden elde edilen CD44" hiicre izolasyonu
sonrasi CD326" CD1337CD44" hiicrelerinin faz kontrast invert

mikroskobik goériintiilenmesi (6l¢ii cubugu = 200 pum).

4.3.2.Direncli AS49 Akciger kanser hiicrelerinin saflastirilmasi icin single cell

analizi

A549 hiicrelerine daha 6nceden bahsedilen yontemlerle direng kazandirildiktan
sonra yaptigimiz kiiltiirler sirasindaki morfolojik analizlerle heterojen bir hiicre hatti
elde ettigimizi belirledik. Bu nedenle hiicre hattint homojen bir hale getirebilmek i¢in
single cell analizi yapilarak homojen bir hiicre grubu elde edildi. Bu amacla 96
kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 1-10 adet hiicre gelecek sekilde ekilip 1-10 adet
hiicre olan kuyucuklarin giinlik morfolojik takibi yapilarak koloni olusan
kuyucuklardaki hiicreler ile kiiltiire devam edilerek direncli A549 hiicrelerinden tek
hiicreden olusturulmus dolayisiyla saflastirilimis homojenize hiicre grubu basariyla
elde edilmistir. 7-8. giliniin sonunda diren¢ kolonisi gelisen kuyucuklar isaretlenmis
ve faz kontrast invert mikroskop altinda goriintiileri alinmistir (Sekil 4.13). 15 giiniin
sonunda hizla biiyliyen en az 50 hiicreden olusan belirgin siirlara sahip ve canh
koloni goriintiisiinde (hi¢ ya da ¢ok az koyu renkli bolge) olan koloniler pasajlanarak

deneyler i¢in yeterli sayiya ulasana dek ¢ogaltildi.
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Sekil 4. 13. Direncli A549 hiicreleri i¢in yapilan single cell izolasyonunda faz
kontrast 151k mikroskop altindaki goriintiileri. A, B ve C: 1-10 adet hiicre
diisen hiicrelerin ekim yapildiktan sonraki sifirinci glindeki goriintiisii. D:
7-8. Glnlerde olusan ilk koloni goriintiileri. E-F: 15. Giindeki direngli
hiicre kolonileri daha belirgin olarak izlendi (6l¢ii cubugu = 200 pum).

4.3.3.Direncli CD326+CD133+CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin izolasyon
verimliliginin immunofenotipik karakterizasyonu

4.3.3.1. CD326+ Akciger kanser kik hiicrelerin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

Gemsitabin direngli A549 hiicrelerinden CD326" 1zolasyonu

gerceklestirildikten sonra  izolasyon verimliligi i¢in  flow sitometri ile
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immunofenotipik analiz gercgeklestirilmistir. Bu analize gére CD326 pozitifligi
%38.73 olarak belirlenmistir (Sekil 4.14). Izole edilen CD326" hiicrelerinin
morfolojileri 151k mikroskobu altinda goriintiilenmislerdir. (Sekil 4.15) Izolasyonun

basarisi kanitlandiktan sonra CD133 izolasyon islemine ge¢ilmistir.
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Sekil 4. 14. Izolasyonun birinci asamasinda; d-A549 hiicrelerinden CD326" hiicre
izolasyonu sonrasi izolasyon verimliliginin flow sitometri ile analizi. A:
CD326" ilk kapilamasi yapilirken elde ettigimiz sonuca goére %36.21
oraninda canlilik belirlendi. C: izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi

%38.73 olarak izlendi.

Sekil 4. 15. dA549 hiicrelerinden elde edilen CD3267 hiicre izolasyonunun birinci
asamasi sonrasi hiicrelerin faz kontrast invert mikroskobik goriintiisii (61¢ti

cubugu =200 pum).
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4.3.3.2. CD133+ Akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

Direngli CD326" hiicrelerinden CD133+ izolasyonu gergeklestirildikten sonra

izolasyon verimliligi i¢in flow sitometri ile immunofenotipik analiz

gerceklestirilmistir. Bu analize gére CD133 pozitifligi %41.82 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.16). Ayrica CD326 pozitifliginin devam ettigini gostermek i¢in
gerceklestirilen immunofenotipik analizde pozitiflik %57.40 olarak bulunmustur.
Boylece kiiltiir boyunca CD326 pozitifliginin de korundugu gosterilmistir. 1zole
edilen direngsiz CD326" CD133" hiicrelerinin morfolojileri 11k mikroskobu altinda
goriintiilenmislerdir. (Sekil 4.17) Izolasyonun basaris1 kanitlandiktan sonra CD44

izolasyon islemine gecilmistir.
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Sekil 4. 16. CD326" hiicrelerinden CD133" hiicre izolasyonu sonrasi izolasyon

verimliliginin flow sitometri ile analizi. A: CD326" ilk kapilamasi

yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %17.24 oraninda canlilik belirlendi.

C: Izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi (%57.40); D: CD133" ilk

kapilamas1 yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %36.85 oraninda canlilik

belirlendi. F: Izolasyon sonrast CD133" pozitifligi (%41.82) olarak

izlendi.
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Sekil 4. 17. Direngli CD326" hiicrelerinden elde edilen CD133" hiicre izolasyonu
sonrast CD326" ve CD133 hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskobik

goriintiilenmesi (6l¢ii gubugu = 200 um).

4.3.3.3. CD44+ Akciger kanser kok hiicrelerin flow sitometri ile immunofenotipik

karakterizasyonu

Direngli CD326" CD133" hiicrelerinden CD44" izolasyonu gergeklestirildikten
sonra izolasyon verimliligi i¢in flow sitometri ile immunofenotipik analiz
gerceklestirilmistir. Bu analize gore CD44 pozitifligi %100 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.18). Ayrica CD326 ve CD133 pozitifliginin devam ettigini gostermek icin
gerceklestirilen immunofenotipik analizde pozitiflikler sirasiyla %60.54 ve %79.37
olarak bulunmustur. Boylece kiiltiir boyunca CD326 ve CD133 pozitifliklerinin de
korundugu gésterilmistir. Izole edilen direngsiz CD326" CD133" CD44" hiicrelerinin
morfolojileri 151k mikroskobu altinda goriintiillenmislerdir. (Sekil 4.19)
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Sekil 4.

FSC-A (10°)

FITC-H

18. Direngli CD326* CD133" hiicrelerinden CD44" hiicre izolasyonu sonrasi

izolasyon verimliliginin flow sitometri ile analizi. A: CD326" ilk

kapilamasi1 yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %88.33 oraninda canlilik

belirlendi. C: Izolasyon sonras1 CD326" pozitifligi (%60.54); D: CD133*

ilk kapilamasi yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %89.58 oraninda

canlilik belirlendi. F: Izolasyon sonras1 CD133" pozitifligi (%79.37); G:

CD44" ilk kapilamasi yapilirken elde ettigimiz sonuca gore %86.28
pozitiflik belirlendi. I: Izolasyon sonras1 CD44" pozitifligi (%100.00)

olarak izlendi.
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Sekil 4. 19. Direngli CD326" CD133" hiicrelerinden CD44" hiicre izolasyonu sonrasi
faz kontrast 151k mikroskobu altindaki diren¢ koloni goriintiisii. (6l¢ti
cubugu = 200 pm). izolasyondan sonraki dérdiincii (B) ve yedinci (A)

giiniinde olugan koloni goriintiileri.

4.3.4.izole edilen direncli ve direncsiz CD326" CD133" CD44" hiicrelerinin flow

sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonlari

Izole edilen direncli ve direngsiz CD326" CD133" CD44" hiicrelerinin ileri
kanser kok hiicre karakterizasyonlart i¢in flow sitometri ile ABCG2, CD90 ve
CD3267/CD44" ve CDI133%/CD44" beraber poziriflikleri igin  analizler
gerceklestirilmistir. CD326° CD133* CD44" hiicreler i¢in ABCG2, CD90 ve
CD3267/CD44" ve CD133%/CD44" beraber pozitiflikleri igin sirasiyla %52.86,
%388.99, %99.96 ve %99.57 olarak belirlenmistir (Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.).
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Sekil 4. 20. Direngsiz CD326"CD133"CD44" hiicrelerinin (KKH) flow sitometrisi ile

immunofenotipik karakterizasyonu. Kanser kok hiicrelere 6zgii

immunofenotipik yiizey belirtecleri bakimimndan ABCG2, CD90 ve
CD3267/CD44" ve CD133"/CD44" beraber pozitiflikleri flow sitometri ile
gosterilmistir. A: ABCG2 pozitifligi %52.86 olarak B: CD90 pozitifligi
%88.99 olarak, C: CD326"'CD44" beraber pozitifligi 99.96 olarak ve D:
CD133" CD44" beraber pozitifligi %99.57 olarak belirlendi.
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Sekil 4. 21. Direngsiz CD326"CD133"CD44" hiicrelerinin (KKH) flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu verilerinin gosterimi ve istatiksel
analizi gerceklestirildi. Tiim flow sitometrik sonuglar anlamli olarak

bulundu (p<0.0001%*%%).

Direngli CD326" CDI133" CD44" hiicreler igin yapilan ABCG2, CD90 ve
CD326"/CD44" ve CDI133"/CD44" beraber pozitiflikleri ise sirasiyla %56.57,
%86.54, %99.99 ve %99.93 olarak belirlenmistir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23). Hem
direngsiz hem de direncli kanser kok hiicreler i¢in elde edilen pozitifliklere gore

KKH olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4. 22. direngli CD326"CD133"CD44" hiicrelerinin (dKKH) flow sitometrisi ile

immunofenotipik karakterizasyonu. Kanser kok hiicrelere 6zgii

immunofenotipik yiizey belirtecleri bakimimndan ABCG2, CD90 ve
CD3267/CD44" ve CD133"/CD44" beraber pozitiflikleri flow sitometri ile
gosterilmistir. A: ABCG2 pozitifligi %56.57 olarak B: CD90 pozitifligi
%86.54 olarak, C: CD326"CD44" beraber pozitifligi 99.99 olarak ve D:
CD133" CD44" beraber pozitifligi %99.93 olarak belirlendi.
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Sekil 4. 23. Direngli CD326"CD133"CD44" hiicrelerinin (KKH) flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu verilerinin gosterimi ve istatiksel
analizi gerceklestirildi. Tiim flow sitometrik sonuglar anlamli olarak

bulundu (p<0.0001**+%).

4.3.5.Direncsiz ve direncli CD326+CD133+CD44+ hiicrelerinde MDR1’in flow

sitometri ile immunofenotipik analizi

15 ay boyunca Gemsitabin direnci kazandirilarak kanser kok hiicre izolasyonu
gerceklestirilen hiicrelerde flow sitometri ile immunofenotipik olarak MDR-1 analizi
gerceklestirilmistir. Direngsiz ve direngli CD326" CD133" CD44" (KKH)’lerde
MDR-1 pozitifligi sirastyla %26.41 ve %49.65 olarak belirlenmistir. (Sekil 4.24 ve
Sekil 4.25) Direngli KKH’lerin direngsiz KKH’lere gore 1.87 kat daha fazla MDR-1
eksprese ettigi sonucuna ulasilmistir. dKKH’lerin KKH’lere gore daha yiiksek

MDRI1 eksprese ettigi sonucuna ulasildi.
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Sekil 4. 24. KKH ve dKKH’lerin MDR1 ekspresyonlarinin flow sitometri ile
karsilagtirilmasi. A: KKH’lerde MDR1 ekspresyonu %26.41 olarak B:
dKKH’lerde MDRI1 ekspresyonu %49.65 olarak bulundu.

MDR-1 Analizi

60_ *kk

KKH dKKH

Sekil 4. 25. KKH ve dKKH’lerin flow sitometri ile elde edilen MDR1

ekspresyonlari. dKKH’lerin KKH’lere gore daha yiiksek MDR1 eksprese
ettigi belirlendi (p<0.0002%**%*),

4.3.6. Direncsiz ve direncli CD326+CD133+CD44+Kkanser kok hiicrelerin

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu

Izolasyonlar1 ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilen KKH igin IF isaretleme
yontemi ile ileri karakterizasyon analizleri gergeklestirilmistir. Bu kapsamda ALDHI1
(Sekil 4.26), MDRI(Sekil 4.26), ABCG2(Sekil 4.27), CD90(Sekil 4.28) ve
CD44(Sekil 4.29) antikor spesifik boyamalar: ile floresan mikroskop altinda KKH

icin pozitiflikleri basariyla gdsterilmistir.
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Sekil 4. 26. Direngsiz CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde
immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu.
ALDHI1 pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriiniimii. A:
DAPI (mavi) B: ALDH1 (kirmizi) C: Birlestirilmis (Merge) (dl¢ii gubugu
=100 pm).
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Sekil 4. 27. Direngsiz CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde
immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu.
ABCQG?2 pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriinimii. A:
DAPI (mavi) B: ABCG2 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii gubugu
=100 pm).
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Sekil 4. 28. Direngsiz CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. CD44
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriiniimii. A: DAPI

(mavi) B: CD44 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii cubugu = 100 um).

98



Sekil 4. 29. Direngsiz CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde
immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. CD90
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriiniimii. A: DAPI

(mavi) B: CD90 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii gubugu = 100 um).
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Sekil 4. 30. Direngsiz CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde
immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. MDR1
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik gériiniimii. A: DAPI
(mavi) B: MDR1 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii cubugu = 100
um).

Izolasyonlar1 ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilen dKKH icin IF isaretleme
yontemi ile ileri karakterizasyon analizleri gergeklestirilmistir. Bu kapsamda ALDHI1
(Sekil 4.31), MDRI1 (Sekil 4.32), ABCG2 (Sekil 4.33), CD90 (Sekil 4.34) ve CD44
(Sekil 4.35) antikor spesifik boyamalar ile floresan mikroskop altinda KKH i¢in

pozitiflikleri basariyla gosterilmistir.
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Sekil 4. 31. Direngli CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu.
ALDHI1 pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriiniimii. A:
DAPI (mavi) B: ALDH1 (kirmizi) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii gubugu
=100 pm).
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Sekil 4. 32. Direngli CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu.
ABCQG?2 pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik goriiniimii. A:
DAPI (mavi) B: ABCG2 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii gubugu =
100 pm).
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Sekil 4. 33. Direncli CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. CD44
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik gériiniimii. A: DAPI

(mavi) B: CD44 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii cubugu = 100 um).
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Sekil 4. 34. Direngli CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. CD90
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik gériiniimii. A: DAPI

(mavi) B: CD90 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii gubugu = 100 um).
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Sekil 4. 35. Direncli CD326+ CD133+ CD44+ kanser kok hiicrelerde

immunhistokimyasal analiz ile immunofenotipik karakterizasyonu. MDR1
pozitif hiicrelerin immunfluoresan mikroskobik gériiniimii. A: DAPI
(mavi) B: MDR1 (yesil) C: Birlestirilmis (Merge) (6l¢ii cubugu = 100
um).

4.3.7. CD326+CD133+CD44+Akciger kanser kok hiicrelerin bilyiime egrisi

A549, KKH ve dKKH hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in bilylime egrisi analizi
10 giin siiresince hiicre sayimi yaparak gerceklestirildi. Baslangicta 5x10* adet ekilen
hiicrelerin her giin kaldirilip sayilarak biiylime grafikleri ¢ikarildi. A549, KKH ve
dKKH’lara ait biiylime egrileri Sekil 4.36’da verilmistir. Biiylime egrisi verilerinin
gosterildigi Tablo 4.3’e gore baslangigta 5x10* adet hiicre ekildi.10 giiniin sonunda
AS549 hiicrelerinin 29,6 kat artarak 148x10*adet hiicre sayisina ulastig1 gosterilmistir.
KKH’lerin 10 giiniin sonunda baslangi¢ hiicre sayisina goére 104 kat, dKKH
hiicrelerinin ise 116 kat cogaldig1 gosterilmistir. Bu sonuglara gore A549 hiicrelerine
gore 10 giinlilk KKH ve dKKH hiicrelerinin ¢ogalma hizlar1 sirasiyla 3,51 kat ve 3,9

kat oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Tablo 4. 3. A549, KKH ve dKKH hiicrelerinin 10 giinliik kiiltiir boyunca her giin

sayilmasiyla elde edilen hiicre sayilari.

Giinler A549 KKH dKKH
G1 5x10* 5x10* 5x10*
G2 7x10* 23x10* 26x10*
G3 11x10* 27x10* 53x10*
G4 15x10* 55x10* 75x10*
G5 23x10* 93x10* 96x10*
G6 28x10* 121x10* 141x10*
G7 37x10* 146x10* 186x10*
G8 75x10* 240x10* 326x10*
G9 84x10* 40x10° 46x10°
G10 148x10* 52x10° 58x10°
Buyume egrisi A549
8x105- dKKH
KKH

— 6x105-

!’ *kkk

>

g dekdkk

[} 4x106-

o

E dekdkk

2X1 06_ Fekkek e
ns dkkk Khkk
0__ —

1 1 1 I 1 1 1 1 1 1
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10
Giinler

Sekil 4. 36. A549, KKH ve dKKH hiicrelerine ait 10 giinliik biiylime egrisi grafigi ve
istatiksel analizi (p<0.0001**** p<0.1234"). dKKH’ler, A549 ve

KKH’lere gore daha yiiksek mitotik aktivasyon ile yiiksek oranda biiyiime

egrisi gosterdi. KKH’ler ise A549 hiicrelerine gore daha yiiksek mitotik

aktivasyon ile yiiksek oranda biiylime egrisi gosterdigi belirlendi.
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4.3.8. A549, Direncli ve Direncsiz CD326+CD133+CD44+hiicrelerinde

sitotoksisite analizi

A549, KKH ve dKKH hiicrelerinde Gemsitabinin sitotoksik/proliferatif
etkisinin belirlenebilmesi i¢in 24, 48 ve 72 saat siiresince MTT analizi
gerceklestirilmistir. A549 hiicrelerinde Gemsitabinin 24, 48 ve 72 saatlik etkisi ile
elde edilen veriler sirasiyla Sekil 4.37°de sunulmustur. AS549 hiicrelerinde
gerceklestirilen analizde 24, 48 ve 72 saatlerde tiim Gemsitabin dozlarinda yiiksek
sitotoksik etki gozlenmistir. Bulunan sonucglar kontrol grubuna gore analiz
edildiginde istatiksel olarak yiiksek anlamli olarak hesaplanmistir (p<<0.0001). A549
hiicrelerinde  1Cso  (%50’sinin  inhibe oldugu konsantrasyon, inhibisyon
konsantrasyonu) degerleri 24, 48 ve 72. Saatlerde sirasiyla 2.581 (R 0.82), 2.140 (R?
0.88), 2.251 (R? 0.84) uM olarak hesaplanmistir. 24, 48 ve 72. saatler arasindaki

sonuglar karsilagtirildiginda 6nemli bir degisim izlenmemistir.

A549 24 saatlik MTT Analizi A A549 48 saatlik MTT Analizi B

%Canlihk
%Canhhk
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Sekil 4. 37. Gemsitabin konsantrasyonlarinin A549 hiicre hattinda MTT ydntemine
gore hesaplanan % canlilik verileri. A: 24 saatlik analiz sonuglar1 B: 48

saatlik analiz sonuglar1 C: 72 saatlik analiz sonuglar1 (p<0.0001****)(n=6)

Direngsiz KKH’lerde Gemsitabin’in 24, 48 ve 72 saatlik etkisi ile elde edilen
veriler sirasiyla Sekil 4.38’de sunulmustur. KKH’lerde gerceklestirilen analizde 24,
48 ve 72 saatlerde tim Gemsitabin dozlarinda yiiksek sitotoksik etki gozlenmistir.

Bulunan sonuglar kontrol grubuna gore analiz edildiginde istatiksel olarak yiiksek
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anlamli olarak hesaplanmistir (p<<0.0001). KKH’lerde ICso degerleri 24, 48 ve 72.
Saatlerde sirasiyla 2.238 (R? 0.78), 2.168 (R? 0.78), 2.163 (R? 0.90) uM olarak
hesaplanmistir. Zamana bagli olarak sitotoksik etkinin diisiik dozlarda da artigi

sonucuna ulasilmistir. Ayrica elde edilen ICso degerleri A549 hiicrelerindeki

sonuclarla benzerlik gostermektedir.

KKH 24 saatlik MTT Analizi A KKH 48 saatlik MTT Analizi B

................
aaaaaaaa

%Canhhk
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Sekil 4. 38. Gemsitabin konsantrasyonlarinin direngsiz KKH’lerde MTT ydntemine
gore hesaplanan %canlilik verileri A: 24 saatlik analiz sonuglar1 B: 48

saatlik analiz sonuglar1 C: 72 saatlik analiz sonuglar1 (p<0.0001****)(n=6)

Gemsitabin direncli KKH’lerde Gemsitabin’in 24, 48 ve 72 saatlik etkisi ile
elde edilen veriler sirasiyla Sekil 4.39°da sunulmustur. dKKH’lerde gerceklestirilen
analizde 24, 48 ve 72 saatlik analizler gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
kontrol grubuna gore sitotoksik etki gostermistir. Tiim saatlerde 3.17 uM Gemsitabin
dozu haricinde tiim dozlar kontrol grubuna gore yiiksek anlamlilik gostermistir
(p<0.0002, p<0.0001). 3.17 uM Gemsitabin dozu kontrol grubuna gore tiim saatlerde
istatiksel olarak “ns” olarak hesaplanmistir. dKKH’lerde ICso degerleri 24, 48 ve 72.
Saatlerde sirasiyla 851,61 (R? 0.70), 290.652 (R? 0.86), 331.893 (R? 0.79) olarak
hesaplanmistir. Zamana bagl olarak sitotoksik etkinin diisiik dozlarda kismen arttig1
ancak A549 ve KKH’de elde edilen sitotoksik dozlar kadar etkili olmadig1 sonucuna

ulagilmistir. 72. Saatte Gemsitabin direncinin hala devam ettigi goriilmektedir.
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dKKH 24 saatlik MTT Analizi A dKKH 48 saatlik MTT Analizi B

. ns

%Canlhlik

) S ) S S N2 “ N3 3 >
R OO RO S G
*O

7

Gemsitabin (uM) Gemsitabin (uM)
dKKH 72 saatlik MTT Analizi C

S S & O S D 0 2 >
RO S O L IR IR

Gemsitabin (uM)

Sekil 4. 39. Gemsitabin konsantrasyonlarinin direncgli KKH’lerde MTT ydntemine
gore hesaplanan %canlilik verileri A: 24 saatlik analiz sonuglar1 B: 48
saatlik analiz sonuglar1 C: 72 saatlik analiz sonuglar1 (p<0.1234",

p<0.0002%**, p<0.0001%****)(n=6)

4.3.9. Direngli ve diren¢siz CD326+CD133+CD44+ Akciger kanser kok

hiicrelerin ii¢c boyutlu kiiltiirii ve ¢cogaltilmasi

Ug boyutlu sferik kiiltiir icin kullanilan {i¢ ydntemin her birinde verimli KKH
sferleri elde edildi. Birinci yontemde elde edilen sferler kuyucuk basina bir adet

olmak tizere belirgin sinirlara sahip ve canli (koyu alanlara sahip olmayan) sferler 3.
Giinde elde edildi (Sekil 4.40.).
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Sekil 4. 40. Direncli ve direncsiz KKH’lerde Agaroz jel iizerinde olusan sferoid
olusumlarinin faz kontrast 1s1k mikroskop altinda 3. glindeki goriintiileri

A: Direngli KKH. B: Direngsiz KKH (6l¢ii gubugu = 200 pm)

Ikinci yontemde ise elde edilen sferler damlacik basina bir adet olmak iizere
belirgin sinirlara sahip ve canli (koyu alanlara sahip olmayan) sferler seklinde 24-48

saatte elde edildi (Sekil 4.41).

Sekil 4. 41. Direncli ve direngsiz KKH’lerde PDMS ve asili damla teknigi ile
olusturulan sferoid olusumlarinin faz kontrast 151k mikroskop altindaki 24-
48 saatlik goriintiileri A: Direngli KKH B: Direngsiz KKH (6l¢ii gubugu =
200 pm),

Ucgiincii ve son ydntemde ise kuyucuk basina diger ydéntemlere kiyasla tek bir
sfer olusumundan ziyade az hiicreli ve ancak daha ¢ok sayida sferoid olusumlari
seklinde 4-5. Giin itibari ile olustugu ve 6. giinde ise pasaj zamaninin geldigi
gozlenmistir (Sekil 4.42). Kiltir ortaminda jel ve benzeri ekstra malzemelerin
oldugu birinci yontem deney sonrasi gerceklestirilecek analizlerde hiicrelerle
yapilacak analizlere zarar verecegi ve ikinci yontemin ise kiiltiir hizin1 yavaslatacagi

dikkate alinarak tigiincii yontem segilerek deneylere devam edildi.
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Sekil 4. 42. Direncli ve direngsiz KKH’lerde Poly-D-HEMA polimeri ile olusturulan
sferoid olusumlarinin faz kontrast 151k mikroskop altindaki 24-48 saatlik
goriintiileri A: Direngsiz KKH sferlerinin goriiniimii (6l¢ti gubugu = 200
um). B: Direngsiz KKH sferlerin biiyiik 6l¢ek ile goriiniimii (6l¢ii cubugu
=500 pum). C: Direncli KKH sferlerinin goriintimii (6l¢ii gubugu = 200).
D: Direngli KKH sferlerin biiytlik 6lgek ile goriiniimii (61¢ti gubugu = 100
um).

4.4. iSS-MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Insan sinoviyal sivi kokenli mezenkimal kok hiicre’ler (iSS-MKH’ler)
izolasyondan sonraki hiicre kiiltiirii sirasinda hiicreler giinliik olarak faz-kontrast
mikroskobu altinda kontrol edilmis ve mezenkim karakterde olduklarina ait fotograf
cekimleri yapilmistir. Yapilan faz kontrast invert mikroskobik giinliik morfolojik
analizler sonucunda Sekil 4.43’de de iISS-MKH’lerin igsi sekilli ve fibroblast-benzeri
morfolojiye sahip saglikli bir mezenkim karakter gosterdigi goriildii. Kiiltiire edilen
1SS-MKH’ler pasaj 3’te (P3) yeterli sayiya ulastiklarinda immunofenotopik (flow
sitometrik ve immunositokimyasal isaretleme) ve farklilastirma karakterizasyon
analizleri  gerceklestirilerek  farklilasmanin ~ gerceklesip  gerceklesmedigi

histokimyasal ve immunokimyasal olarak belirlendi.
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Sekil 4. 43. 1zolasyon sonrasinda kiiltiire edilen iSS-MKH’lerin faz kontrast 151k
mikroskobu altindaki goriintiileri A: [zolasyon sonrasinda besi yeri
degistirildikten sonra kiiltiir kabina tutunan iSS-MKH’lerin (Pasaj 0) faz
kontrast 151k mikroskop altinda goriintiileri B-C: izolasyon sonrasi iSS-
MKH’lerin (P3) koloni olusturma potansiyellerinin goriintiisii C: 1SS-
MKH’lerin P9’da iken siirdiirdiikleri fibroblastik morfolojilerinin

gosterimi (6l¢ii gubugu = 200 pm).

4.5. iSS-MKH’lerin Immunofenotipik Olarak Karakterize Edilmesi

4.5.1. iSS-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

1SS-MKH’ler P3’te flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir (Sekil 4.44 ve Sekil 4.45). Yapilan bu analizde iSS-MKH’lerin
CD34 (%5,82), CD25(%0,00) MHC-II (HLA-DR) (%0,00) belirteclerinin
ekspresyonlarini negatif eksprese ederken; CD73 (9%99,98), CD90 (%99,94), CD105
(%98.,98), CD44 (%100,00) ve MHC-I (HLA-ABC) (%99,18) pozitif eksprese ettigi

belirlendi.
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Sekil 4. 44. insan sinoviyal sividan izole edilmis hiicrelerin flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu. MKH’lere 6zgii immunofenotipik
ylizey belirtegleri bakimindan CD34, CD25, MHC-II (HLA-DR)
negatifligi ve CD73, CD90, CD105, CD44 ve MHC-I (HLA-ABC)

pozitifligi flow sitometri ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 45. Insan sinoviyal sividan izole edilmis hiicrelerin flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonunun veri grafigi (p<<0.0001***%*)
4.5.2. iISS-MKH’lerin immunofluoresan isaretleme ile immunofenotiplemesi

1SS-MKH’lerin karakterizasyonu i¢in ilaveten vimentin ve nestin antikorlar1 ile

IF ile isaretlendiginde pozitif oldugu belirlendi (Sekil 4.46).

Sekil 4. 46. iISS-MKH’lerin Immunofloresan isaretleme (IF/IHC) karakterizasyon
deneyleri. Farklilasmamuis hiicrelerin (a) Nestin (yesil) ve (b) Vimentin
(kirmiz1) IF isaretlenmesi (Olgii cubugu =50 um). Hiicre ¢ekirdekleri IF

analizlerde DAPI boyasi (mavi) ile isaretlenmistir.
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4.5.3. iSS-MKH’lerin karakterizasyonu icin in vitro farklilasma analizleri

MKH’lerin farklilagtirma karakterizasyonu i¢in mezoderm kokenli hiicrelere
farklilagabilme Ozelliklerinin gosterilebilmesi amaciyla hiicreler; adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilasma analizlerine alindiginda her {i¢ tip hiicreye
farklilagabildigi belirlendi. Adipojenik indiiksiyon sonrasinda farklilasan 1SS-
MKH’lerde noétral yag damlaciklarinin Oil Red-O boyast ile pozitifligi ve
immunofloresan olarak adiponektin pozitifligi gosterilmistir (Sekil 4.47 ve Sekil

4.48).

Osteojenik farklilagma besi yeri ile muamele edilen i1SS-MKH’lerde
farklilagma sonrasi meydana gelen mineral birikimi Alizarin Red S (kirmizi)
boyasiyla gosterildi (Sekil 4.47). Osteonektin pozitifligi ise if isaretleme ile
gosterildi. (Sekil 4.48).

Kondrojenik farklilasma ile yiliksek oranda siilfat iceren glikoprotein ve
glikozaminglikanlarin Alsiyan Blue ve Safranin O ile histolojik olarak boyanmasi
sonucunda MKH’lerin mezodermal yonde farklilastign gosterilmistir (Sekil 4.47). IF
isaretleme ile Kollajen 1, Kollajen 2 pozitifligi floresan mikroskop altinda

gosterilmistir (Sekil 4.48)

Insan sinoviyal sivi kokenli mezenkimal kdk hiicrelerin (iSS-MKH) kiiltiir
kabina yapisarak kiiltiir edildigi, adiposit, osteoblast ve kondrositlere farklilagsabilme
potansiyellerine sahip olduklar1 cesitli histolojik ve IF isaretlemeler ile
kanitlanmistir.  Ayrica MKH spesifik antikorlarindaki pozitif ve negatif
ekspresyonlar1 ile karakterize edilmislerdir. Sonu¢ olarak bu tez kapsaminda
kullanilan insan sinoviyal sivi kokenli MKH’lerin Uluslararas1 Hiicre ve Gen
Terapisi Dernegi'nin (ISCT) asgari standartlarina (Dominici vd., 2006) uygun olarak
MKH olduklar1 teyit edildigi i¢cin bu hiicreler ile yapilacak deneylere devam
edilebildi.
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Sekil 4. 47. 1ISS-MKH’lerin immunhistokimyasal boyamalar ile karakterizasyon

deneyleri. Farklilagmis hiicrelerin A: Osteojenik indiiksiyondan 22 giin
sonra olusan mineral nodiillerin zit-faz mikroskobik gériintiileri (Ol¢ii
cubugu =200 um) B: Osteojenik farklilagmis hiicrelerde mineral
nodiillerin Alizarin Red S boyasi ile gosterilmesi (kirmiz1) (Olgek cubugu
=500 um) C: Adipojenik indiiksiyondan 20 giin sonra yag hiicrelerine
doniismiis MKH’lerin zit-faz mikroskobik goriiniimii (Olg¢ek cubugu =100
um) D: Adipojenik farklilasmis hiicrelerde notral yag damlaciklar1 Oil Red
O boyas1 (kirmiz1) ile gdsterilmesi (Olgek ¢ubugu =50 pm) E:
Kondrojenik farklilagsma sonras1 Alcian mavisi (6l¢ti gubugu = 200 um) F:

Safranin O ile boyanmis hiicreler (6l¢ii gubugu = 100 pm).
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Sekil 4. 48. iISS-MKH’lerin Immunofloresan isaretleme (IF) karakterizasyon
deneyleri. A, B, C: Osteojenik indiiklenmis hiicrelerde IF isaretleme ile
Osteokalsinin floresan mikroskop goriintiisii DAPI (mavi), Osteokalsin
(yesil) (6l¢ti cubugu=100 pm) D, E, F: Adipositlere farklilagmis
hiicrelerde IF isaretleme ile Adiponektinin floresan mikroskop goriintiisii
DAPI (mavi), Adiponektin (kirmizi) (6l¢ii gubugu=100 um) G, H, I:
Kondrojenik farklilagmis hiicrelerde Kollajen 1’in IF isaretleme ile
floresan mikroskoptaki goriintiisit DAPI (mavi) Kollajen 1 (yesil) J, K, L:
Kondrojenik farklilagmis hiicrelerde Kollajen II’in IF isaretleme ile

floresan mikroskoptaki goriintiisit DAPI (mavi) Kollajen 1 (yesil).

4.6. iSS-MKH’lerden Eksozom izolasyonu ve Karakterizasyonu

4.6.1. iSS-MKH-Exo’larin total protein analizi

16 saat siiresince serum igermeyen besi yeri ortaminda inkiibe edilen iSS-

MKH’lerden elde edilen eksozomlar ultrasantrifiij tiipiine konarak pellet haline
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getirildi. Elde edilen pelletin total protein miktar1 6l¢iildii. Qubit Protein BR Assay
kullanilarak yapilan bu analizde total protein miktar1 13,7 ug/uL bulundu ve

alikotlanarak -80°C’de (ARCTIKO, Danimarka) sakland.
4.6.2.iSS-MKH-Exo’larin immunfenotiplemesi

1SS-MKH-Exo’lar izole edilip alikotlanarak saklandiktan sonra bazi alikotlar
aliarak kademeli ¢6zdiiriildii ve eksozomlara 6zgii yiizey belirtecleri olan CD9 ve
CD81 (Biolegend, San Diego, ABD) ile flow sitometride analizi yapildi. Yapilan
flow sitometrik analizde antikorlarin izotip kontrollerine goére CD9 (38,06) ve CD81
(%0,12) pozitif eksprese ettigi sonucuna ulagilmistir. (Sekil 4.49).
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Sekil 4. 49. 1ISS-MKH’lerden izole edilmis eksozomlarin flow sitometrisi ile
immunofenotipik karakterizasyonu. Eksozomlara 6zgii immunofenotipik
ylizey belirtegleri bakimindan A, B, C: CD9. D ,E, F: CDS81 pozitiflikleri

flow sitometri ile gosterilmistir.

4.6.3. iSS-MKH-Exo’larin TEM ile karakterizasyonu

1SS-MKH’lerden izole edilen eksozomlar i¢in Yiiksek kontrastli Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM) ile 120 kV altinda alinan goériintiiler ile boyut analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.50’da da sunuldugu iizere eksozom boyutlar1 31,05 nm

ve 47.86 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 50. iSS-MKH’den izole edilen eksozomlarin TEM ile goriintiilenmesi ve
boyut analizi (Ol¢ii Cubugu = 50 nm)

4.6.4. iSS-MKH-Exo’larin zeta potansiyellerinin 6l¢iilmesi

iSS-MKH-eksozomlarin siRNA yiiklenme kapasitelerinin 6lgiilebilmesi i¢in
Zeta potansiyelleri belirlenmistir. Zeta potansiyel 6l¢lim cihazinda 10 farkli dl¢iim
ortalamasi ile elde edilen sonuca gore 7.08 mV olarak belirlenmistir (Sekil 4.51). Bu
da negatif yiiklii olan gen iirliniiniin eksozomlara transfekte olmasi i¢in uygun

oldugunu gostermektedir.

119



Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 7,08 Peak 1: -78,3 64,6 30,6
Zeta Deviation (mV): 189 Peak 2: 56,7 18,4 15,6
Conductivity (mS/cm): 9,50 Peak 3: 18,8 9,0 13,4
Zeta Potential Distribution
50000 .................................................................................
AO000 F- 7w wrr e r e r e e T e e e ]
@ |
§ 30000 ...................................................................................
o r /o : : :
% 20000 "t i ................. . | P . ......... ................... '
[ 7 : % :
10000 ................... :
0 i
200
Zeta Potential (mV)
— Record 120: exo bahar 1 Record 121: exo bahar 2 Record 122: exo bahar 3
— Record 123: exo bahar 4 Record 124: exo bahar 5 Record 125: exo bahar 6
— Record 126: exo bahar 7 Record 127: exo bahar 8 Record 128: exo bahar 9
— Record 129: exo bahar 10

ekil 4. 51. 1SS-MKH-eksozomlarinin zeta potansiyellerinin 6l¢iilmesi

4.7.

Karakterizasyonu

4.7.1. MDR1 siRNA’larin eksozomlarla enkapsiilasyonunun TEM ile

gosterilmesi

MDR1 siRNA’larin Eksozomlarla Enkapsiile Edilmesi

1SS-MKH’lerden izole edilen eksozomlarin Hyaluronik Asit ile kaplanmalar

Yiiksek kontrastli Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile 120 kV altinda

alman gorintiiler ile Sekil 4.52°de gosterilmistir. Sekil 4.52°de de sunuldugu iizere

Hyaluronik asit ile muamele edilmeyen eksozomlar ile karsilastirildiginda HA ile

inkiibasyon sonucunda eksozomlarin basariyla kaplandig izlenmistir.
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Sekil 4. 52. Hyaluronik asit ile kaplanan iSS-MKH-eksozom numunelerinin TEM ile
goriintiilenmesi A: Hyaluronik asit ile kaplanmamis kontrol iSS-MKH-
eksozom goriintiisii (Ol¢ii Cubugu = 50 nm). B: Hyaluronik asit ile
kaplanmis iSS-MKH-eksozomlarin gériintiisii (Ol¢ii Cubugu = 200 nm).
C: Hyaluronik asit ile kaplanmis iISS-MKH-eksozomlarin biiyiik 6l¢ekli
goriintiisii (Ol¢ii Cubugu = 50 nm).

4.7.2. iISS-MKH-Exo’lara MDR-1 siRNA’larin transfeksiyonu ve

transfeksiyonun kontrolii

1SS-MKH eksozomlara Neon Transfeksiyon cihazi kullanarak elektroporasyon
yontemi ile MDRI1 siRNA’lar transfekte edilmistir. Transfeksiyonun basarisinin
kontrolii i¢in Oncelikle uptake analizi, ylikleme Oncesi ve sonrast RNA Ol¢limleri ve

eksozomlardan RNA izolasyonu ile agaroz jeldeki goriintiileri elde edilmistir.
4.7.3. iSS-MKH-eksozomlarin uptake analizi

i1ISS-MKH-Exo ve iSS-MKH-MDR-1-Exo’larin A549, KKH ve dKKH’ler
tarafindan uptake edilebilme potansiyelleri aragtirilmistir. MDR1 negatif kontrol
siRNA transfekte edilmis 1ISS-MKH-Exo’larin uptake kontrolii FITC (yesil) etiketli
olan siRNA’lar iizerinden yapilmistir. A549 hiicreleri i¢in gercgeklestirilen uptake
analizinde Sekil 4.53’de goriildiigii tizere 1ISS-MKH-Exo’lar kirmizi ile goriiniirken,
FITC (yesil) ile isaretli olan MDR1 siRNA iceren eksozomlar floresan mikroskop
altinda yesil renk olarak goriinmiislerdir. Sonug¢ olarak siRNA igeren eksozomlarin

tiim hiicreler tarafindan basar1 ile uptake edilebildikleri gosterilmistir.
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Sekil 4. 53. A549 hiicreleri i¢in iISS-MKH-Exo-MDR-1’lerin uptake analizinin
floresan mikroskop altinda gdsterimi A: Dapi ile boyanan A549 hiicreleri
(mavi) B: PKH26 isaretli eksozomlarin goriintiisii (kirmiz1) C: FITC-
isaretli MDR-1 siRNA’larin goriintiisii (yesil) D: A549 hiicre (mavi) ve
eksozom (kirmiz1) uptakelerin birlikte gosterimi E: A549 hiicre (mavi) ve
MDR-1 siRNA (yesil) uptakelerin birlikte gdsterimi F: A549 hiicre
(mavi), eksozom (kirmizi) ve MDR-1 siRNA (yesil) uptakelerin birlikte
gosterimi (6l¢ii cubugu = 100 um)

KKH’ler i¢in gerceklestirilen uptake analizinde Sekil 4.54’de goriildiigii iizere
1SS-MKH-Exo’lar kirmiz1 ile goriiniirken, FITC (yesil) ile isaretli olan MDRI1
siRNA iceren eksozomlar floresan mikroskop altinda yesil renk olarak
goriinmiislerdir. Sonug olarak siRNA iceren eksozomlarin tiim hiicreler tarafindan

basar1 ile uptake edilebildikleri gosterilmistir.
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Sekil 4. 54. KKH’ler i¢in iISS-MKH-Exo-MDR-1’lerin uptake analizinin floresan
mikroskop altinda gosterimi A: Dapi ile boyanan A549 hiicreleri (mavi) B:
PKH26 isaretli eksozomlarin goriintiisii (kirmiz1) C: FITC-isaretli MDR-1
siRNA’larin goriintiisii (yesil) D: A549 hiicre (mavi) ve eksozom (kirmizi)
uptakelerin birlikte gosterimi E: A549 hiicre (mavi) ve MDR-1 siRNA
(yesil) uptakelerin birlikte gosterimi F: A549 hiicre (mavi), eksozom
(kirmiz1) ve MDR-1 siRNA (yesil) uptakelerin birlikte gosterimi (6l¢ii
c¢ubugu = 100 um)

dKKH’ler i¢in gergeklestirilen uptake analizinde Sekil 4.55°de goriildiigii tizere
1SS-MKH-Exo’lar kirmiz1 ile goriiniirken, FITC (yesil) ile isaretli olan MDRI1
siRNA iceren eksozomlar floresan mikroskop altinda yesil renk olarak
goriinmiislerdir. Sonug olarak siRNA iceren eksozomlarin tiim hiicreler tarafindan

basar1 ile uptake edilebildikleri gosterilmistir.
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Sekil 4. 55. dKKH’ler i¢in iISS-MKH-Exo-MDR-1’lerin uptake analizinin floresan
mikroskop altinda gdsterimi A: Dapi ile boyanan A549 hiicreleri (mavi) B:
PKH26 isaretli eksozomlarin goriintiisii (kirmiz1) C: FITC-isaretli MDR-1
siRNA’larin goriintiisii (Yesil) D: A549 hiicre (Mavi) ve eksozom
(kirmiz1) uptakelerin birlikte gosterimi E: A549 hiicre (Mavi) ve MDR-1
siRNA (Yesil) uptakelerin birlikte gdsterimi F: A549 hiicre (mavi),
eksozom (kirmizi) ve MDR-1 siRNA (yesil) uptakelerin birlikte gdsterimi
(6l¢ti gubugu = 100 um)

4.7.4. MDR1 hedefli siRNA’larin iSS-MKH-Ekso’lara transfeksiyonunu
belirlemek i¢in iSS-MKH-EKkso’larinin RNA analizi

1SS-MKH-eksozomlara MDR-1 siRNA’lar transfekte edilmeden oOnce
Nanodrop cihazi ile RNA konsantrasyonlar1 dlctilerek kaydedilmistir. Transfeksiyon
isleminden sonra ultra santrifiij ile ¢oktiiriilerek ortamda kalan RNA konsantrasyonu
ve eksozomlardan RNA izolasyonu ile elde edilen RNA konsantrasyonu 6lgiilerek
aralarindaki farklar hesaplanmistir. Tiim gruplar i¢in eksozom miktarlar
esitlenmistir. Tablo 4.4°de de belirtildigi {izere siRNA yiiklenmemis eksozomlarin
RNA igerikleri 10.6 ng/uL olarak belirlenmistir. siRNA yiiklenmis eksozomlardan
27.5 ng/uL, Hyaluronik asit ile kaplanmis siRNA yiikli eksozomlardan ise 31.1
ng/uL RNA konsantrasyonu elde edilmistir. Saf eksozomlar ile siRNA yiiklenen
eksozom RNA konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda iSS-MKH-Eksozom-siRNA’lar
2.59 kat; HA- i1SS-MKH-Eksozom-siRNA’lar 2.93 kat daha fazla RNA icerdigi
bulunmustur. Sonu¢ olarak HA kapli ve saf eksozomlara siRNA’larin basari ile

transfekte edildigi belirlenmistir.
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Tablo 4. 4. 1ISS-MKH-Eksozomlar ve HA-1SS-MKH-Eksozomlar i¢in siRNA

yiiklenme konsantrasyonlarinin belirlenmesi

GRUPLAR RNA KONSANTRASYONLARI
Negatif MDR-1 siRNA 224.3 ng/uL
Ultrasantrifiij sonras: siipernatant 1.3 ng/uL
ISS-MKH-Eksozomlardan RNA izolasyonu sonrast 10.6 ng/uL
ISS-MKH-Eksozom-siRNA lardan ~ RNA  izolasyonu

27.5ng/uL
sonrasi
HA-ISS-MKH-Eksozom-siRNA lardan RNA izolasyonu

31.1 ng/ pL

sonrasi

4.7.5. iSS-MKH-Eksolara siRNA transfeksiyonunun belirlenmesi icin MDR1

proteininin jel elektroforez ile belirlenmesi

[SS-MKH-Eksozom ve HA-ISS-MKH-Eksozom’lara FITC isaretli negatif
MDR-1 siRNA transfeksiyonu sonrasi total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen RNA’larm siRNA verifikasyonu i¢in agaroz jelde elektroforez yapilarak
RNA bantlar1 gozlenmistir (Sekil 4.56). Elde edilen RNA bantlaro negatif kontrol
siRNA ile karsilagtirildiginda elde edilen RNA’larin transfekte edilen siRNA’lar

oldugu ve eksozomlara basariyla transfekte edildigi sonucuna ulasilmistir.

R P—

Sekil 4. 56. FITC isaretli negatif MDR-1 siRNA transfekte iSS-MKH-Eksozom ve
HA-1SS-MKH-Eksozom’larin agaroz jelde alinan floresan goriintiilerinin

gosterimi A: Negatif MDR-1 siRNA B: Exo-MDR C: HA-Exo-MDR
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4.7.6.iSS-MKH-Eksolara siRNA transfeksiyonunun belirlenmesi i¢in flow

sitometri analizi

A549, KKH ve dKKH’lerde siRNA enkapsiile iISS-MKH-Exo’larin MDR protein
ekspresyon diizeylerinin  belirlenebilmesi i¢in  flow sitometrik analizler

gergeklestirilmistir.

A549 hiicrelerindeki flow sitometri cihazi ile gergeklestirilen MDR1 analizi ve
istatiksel degerlendirmeleri Sekil 4.57 ve 4.58’de, MDRI1 ekspresyon diizeyleri ise
Tablo 4.5’de belirtilmistir. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR’lerin A549 hiicreleriyle 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
ylksek anlamlilik elde edilmistir (p<0.001****). A549 hiicrelerinde higbir sey
uygulanmamis kontrol grubunda MDRI1 ekspresyonu %?26.25 olarak bulunmustur.
siRNA iceren iSS-MKH-Eksozom (Exo-MDR) grubunda %17.22 ve siRNA igeren
HA ile kaplh iSS-MKH-Eksozom (HA-Exo-MDR) grubunda %14.36 oldugu
belirlenmistir. Kontrol grubuna goére MDR ekspresyon seviyelerinde Exo-MDR
grubunda 1.52 kat; HA-Exo-MDR grubunda ise 1.82 kat azalma g6zlenmistir. Sonug
olarak A549 hiicrelerinde hem Exo-MDR hem de HA-Exo-MDR uygulamalariyla
MDRI1 basariyla sessizlestirilmistir.
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Sekil 4. 57. A549 hiicrelerindeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda
MDRI1 ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuglari

(% Hiicre)
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A549 MDR Analizi
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Sekil 4. 58. A549 hiicrelerindeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda
MDRI1 ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuglar

ve istatiksel degerlendirmelerinin gdsterimi (p<<0.0001****)

Tablo 4. 5. A549 hiicrelerindeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda
MDRI1 ekspresyon diizey verileri

A549 MDR1 MDR1 (%)
Kontrol 26,25 £ 0,04
EXO-MDR 17,22 £ 0,01
HA-EXO-MDR 14,36 + 0,04

KKH’lerde flow sitometri cihazi ile gerceklestirilen MDR1 analizi ve istatiksel
degerlendirmeleri Sekil 4.59 ve 4.60°de, MDRI1 ekspresyon diizeyleri ise Tablo
4.6’de belirtilmistir. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR’lerin KKH’lerle 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak yiiksek
anlamhilik elde edilmistir (p<0.001****), KKH’lerde hi¢bir sey uygulanmamis
kontrol grubunda MDR1 ekspresyonu %22.04 olarak bulunmustur. siRNA iceren
1SS-MKH-Eksozom (Exo-MDR) grubunda %%10.53 ve siRNA iceren HA ile kaplh
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1SS-MKH-Eksozom (HA-Exo-MDR) grubunda %2.11 oldugu belirlenmistir. Kontrol
grubuna goére MDR ekspresyon seviyelerinde Exo-MDR grubunda 2.09 kat; HA-
Exo-MDR grubunda ise 10.44 kat azalma gozlenmistir. Sonu¢ olarak KKH’lerde
hem Exo-MDR hem de HA-Exo-MDR uygulamalariyla MDRI1 basariyla

sessizlestirilmistir.
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Sekil 4. 59. KKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda MDR1
ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuglari (%

Hiicre)

129



KKH MDR Analizi
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Sekil 4. 60. KKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda MDR1
ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuclar1 ve

istatiksel degerlendirmelerinin gosterimi (p<0.0001***%*)

Tablo 4. 6. KKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda MDR 1

ekspresyon diizey verileri

KKH MDRI1 MDR1 (%)
Kontrol 22,04 £ 0,03
EXO-MDR 10.53 £ 0,01
HA-EXO-MDR 2.11 +£0,04

Gemsitabin direngli KKH’lerde flow sitometri cihazi ile gerceklestirilen MDR 1
analizi ve istatiksel degerlendirmeleri Sekil 4.61 ve 4.62’de, MDRI1 ekspresyon
diizeyleri ise Tablo 4.7°de belirtilmistir. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR’lerin
dKKH’lerle 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak yiiksek anlamlilik elde edilmistir (p<0.001****), KKH’lerde higbir
sey uygulanmamis kontrol grubunda MDRI1 ekspresyonu %54.11 olarak
bulunmustur. Exo-MDR grubunda %8.24 ve HA-Exo-MDR grubunda %10.91

oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna gére MDR ekspresyon seviyelerinde Exo-
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MDR grubunda 6.56 kat; HA-Exo-MDR grubunda ise 4.95 kat azalma gbzlenmistir.
Sonu¢ olarak KKH’lerde hem Exo-MDR hem de HA-Exo-MDR uygulamalariyla
MDRI1 basariyla sessizlestirilmistir.
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Sekil 4. 61. dKKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamas1 sonrasinda MDR1
ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuclari1 (%

Hiicre)
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Sekil 4. 62. dKKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamas1 sonrasinda MDR1
ekspresyon diizeyindeki degisimlerinin flow sitometrik sonuclar1 ve

istatiksel degerlendirmelerinin gosterimi (p<0.0001***%*)

Tablo 4. 7. dKKH’lerdeki Exo-MDR, HA-Exo-MDR uygulamas1 sonrasinda MDR1

ekspresyon diizey verileri

dKKH MDRI1 MDR1 (%)
Kontrol 54.11 £ 0,04
EXO-MDR 8.24 +0,03

HA-EXO-MDR 10.91 + 0,01

4.7.7. iSS-MKH-Eksozomlara siRNA transfeksiyonunun belirlenmesi i¢cin RT-
qPCR ile analizi

A549, KKH ve dKKH’lar ile yapilan transfeksiyon verimlilik analizinde MDR
siRNA transfekte edilen eksozomlarin A549, KKH ve dKKH’lerde MDR-1 geninin
ekspresyon seviyelerinde diisiise neden oldugu goriilmektedir (Sekil 4.63).
Transfeksiyon uygulanmayan kontrol hiicre gruplarina gore sirasiyla A549

hiicrelerinde 2.9 kat; KKH’lerde 1.4 kat ve dKKH’lerde ise 2.63 kat MDR gen
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ekspresyon seviyelerinde azalma goriilmiistiir. siRNA iceren eksozomlarin hiicreler
tarafindan basariyla uptake edildigi ve siRNA’larin transfekte edildigi sonucuna

ulagilmastir.

Transfeksiyon yeterlilik analizi
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Sekil 4. 63. MDR siRNA igeren eksozomlarin A549, KKH ve dKKH’lerdeki
transfeksiyonun qPCR analizi ile kontrolii (p<0.0001****  p<0.0002**%*)

4.8. iISS-MKH-Eksozomlarinin HA ile Enkapsiilasyonunun ve
siRNA Transfeksiyonunun A549, KKH ve dKKH’ler

Uzerindeki Sitotoksisitesinin Analizi

HA, Saf eksozom, HA ile kapli eksozom (HA-Exo) MDR1 siRNA, Exo-MDR,
HA-Exo-MDR i¢in MTT yontemi ile A549, KKH ve dKKH’ler i¢in 24, 48 ve 72
saatlik sitotoksisite testleri gerceklestirilmistir. A549 hiicreleri i¢in HA, Saf
eksozom, HA-Exo, MDR-1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-MDR gruplariyla 24, 48 ve
72 saatlik sitotoksisite analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ve istatiksel
analizleri Sekil 4.64’de gosterilmistir. Gergeklestirilen sitotoksisite analizinde 24 ve
48 saat i¢in tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak yiiksek anlamlilik
elde edilmistir (p<0.0001, p<0.0002). 72. Saatte ise HA grubu hari¢ tiim gruplar
istatiksel olarak “ns” olarak hesaplanmistir (p<0.01234). Analizi gergeklestirilen
gruplarin herhangi birinde 24, 48 ve 72. Saatlerde sitotoksik etki gézlenmemistir.

HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR-1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-MDR gruplari i¢in
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24. Saatte sirasiyla %89.20, %87.75, %86.43, %89.04, %103.2, %112.5; 48. Saat
icin %95.45, %83.55, %81.33, %86.51, %95.66, %103.8; 72. Saatte ise %83.96,
%105.0, %90.07, %98.54, %105.7 olarak elde edilmistir. Kontrol 100 olarak kabul
edilmistir. Elde edilen bu sonucglara gore tim saatler HA-Exo-MDR grubu
proliferatif etki gostermistir. Ayrica 24. Saatte Exo-MDR grubu proliferatif etki

gostermistir. En diisiik proliferatif etki %81.33 ile 48. Saatte HA-Exo grubunda
1zlenmistir.

A549 Hiicrelerinde 24 saatlik MTT Analizi A A549 Hiicrelerinde 48 saatlik MTT Analizi B

150+ 150
x 100 x 100+
5 £
3] Q
x50 X 50+
O'J 0
PO R R IO R S R
S FW P & ¥ & F
\ ¥
D c D
A549 Hiicrelerinde 72 Saatlik MTT Analizi
150+
ns ns ns ns ns
x 100~
=
©
S
S 50
o_
> \g J N
«° J < ik & O O
*.o“ & ® 09 o.\“

Sekil 4. 64. HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-
MDR’nin A549 hiicre hattinda MTT yontemine gore hesaplanan %canlilik
verileri A: 24 saatlik analiz sonuglar1 B: 48 saatlik analiz sonuglar1 C: 72
saatlik analiz sonuglar1 (p<0.0001**** p<(0.0002***, p<(0.332%*,
p<1234")(n=6)

KKH’ler i¢in i¢in HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR1 siRNA, Exo-MDR, HA-
Exo-MDR gruplariyla 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksisite analizi gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuglar ve istatiksel analizleri Sekil 4.65’de gdosterilmistir.
Gergeklestirilen sitotoksisite analizlerinde sadece 48. Saatte tiim gruplarda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak yiiksek anlamlilik elde edilmistir (p<0.0001). 24.
Saatte HA-Exo-MDR grubu “ns” olarak hesaplanirken diger gruplar yiiksek anlamli
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olarak degerlendirilmistir (p<0.0001, p<0.1234). 72. Saatte sadece HA ve Exo
gruplarinda yiiksek anlamlilik izlenmistir (p<0.0001). Gergeklestirilen analizlerin
herhangi birinde yiiksek sitotoksik etki gézlenmemistir. HA, Saf eksozom, HA-Exo,
MDRI1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-MDR gruplari i¢in 24. Saatte sirastyla %78.60,
%90.25, %88.83, %90.27, %90.27, %100.9 olarak; 48. Saatte %77.62, %85.10,
%80.12, %81.14, %79.64 olarak; 72. Saatte ise %79.10, %108.8, %103.2, %96.93,
%99.97, %97.82 olarak elde edilmistir. Kontrol %100 olarak kabul edilerek yapilan
analizde 24. Saatte HA-Exo-MDR, 72. Saatte Saf Eksozom ve HA-exo grubunda
proliferatif etki goriilmiistiir. En diistik proliferatif etki %77.62 ile HA grubunda 48.

Saatte izlenmistir.
KKH’lerde 24 Saatlik MTT Analizi A KKH’lerde 48 Saatlik MTT Analizi B
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Sekil 4. 65. HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-
MDR’nin KKH’lerde MTT yontemine gore hesaplanan %canlilik verileri

A 24 saatlik analiz sonuclar1 B: 48 saatlik analiz sonuglar1 C: 72 saatlik

analiz sonuglar1 (p<0.0001**** p<0.0002***, p<0.332%*, p<1234")(n=06)

dKKH’ler i¢in i¢in HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDRI1 siRNA, Exo-MDR,
HA-Exo-MDR gruplariyla 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksisite analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ve istatiksel analizleri Sekil 4.66°de

gosterilmistir. Gergeklestirilen sitotoksisite analizlerde 24., 48. Ve 72. Saatlerde ve
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tiim gruplarda herhangi bir sitotoksik etki ile karsilagilmamistir. Hatta A549 ve KKH
grubuna gore daha yiiksek proliferatif etki ile karsilasiimistir. Tiim saatlerde HA-
Exo-MDR gurbunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak yiiksek anlamlilik
hesaplanmistir (p<0.0001). HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR-1 siRNA, Exo-MDR,
HA-Exo-MDR gruplari i¢in 24. Saatte sirasiyla %101.8, %103.4, %100.5, %107.1,
%99.88, %106.4 olarak; 48. Saatte %96.90, 9%98.07, %92.90, %94.63, %102.6,
%93.49 olarak; 72. Saatte ise %104.7, %97.02, %91.57, %97.25, %100.9, %106.5
olarak elde edilmistir. Kontrol %100 olarak kabul edilerek yapilan analizde 24.
Saatte saf eksozom, MDR1, HA-Exo-MDR, 48. Saatte Exo-MDR ve 72. Saatte HA,
eXO-MDR ve HA-Exo-MDR grubunda proliferatif etki gozlenmistir. En diisiik
proliferatif etki %91.57 ile Exo grubunda 72. Saatte izlenmistir ancak istatiksel
olarak diislik anlamli olarak degerlendirilmistir (p<0.0332).

dKKH’lerde 24 Saatlik MTT Analizi A dKKH’lerde 48 Saatlik MTT Analizi B
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Sekil 4. 66. HA, Saf eksozom, HA-Exo, MDR1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-
MDR’nin KKH’lerde MTT yontemine gore hesaplanan %canlilik verileri
A: 24 saatlik analiz sonuglar1 B: 48 saatlik analiz sonuglar1 C: 72 saatlik

analiz sonuglar1 (p<0.0001**** p<0.0002*** p<0.0021**, p<0.332%*,
p<1234")(n=6)
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4.9. MDR1 Hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun AS549,
KKH ve dKKH’ler Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Aktif
Kaspaz 3 ile IF Yontemle Analizi

KKH ve dKHH’lerde IF isaretleme ile aktif kaspaz 3 boyamasi gergeklestirilmistir.
Sirasiyla 1600 uM Gemsitabin, Exo-MDR, 3 uM G-Exo-MDR, HA-Exo-MDR, 3
uM G-HA-Exo-MDR uygulanan KKH’lerde belirlenen kaspaz 3 aktivasyonu Sekil

4.67°de verilmistir. Kaspaz 3, Gemsitabin uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore

daha fazla floresan 1s1ma vermistir (kirmizi).

Sekil 4. 67. KKH’lerde IF isaretleme ile aktif Kaspaz 3’iin floresan mikroskop
altinda gosterimi. A: Kontrol (6l¢ti gubugu = 100 um) B: 1600 uM
Gemsitabin Kontrol (6l¢ti gubugu = 100 um) C: Exo-MDR Kontrol (6l¢ii
cubugu = 100 pum) D: 3 um G-Exo-MDR Kontrol (6l¢li gubugu = 100 um)
E: HA-Exo-MDR Kontrol (6l¢ii gubugu = 100 um) F: 3 um G-HA-Exo-
MDR Kontrol (6l¢ii gubugu = 100 pm)
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Sekil 4. 68. dKKH’lerde IF isaretleme ile aktif Kaspaz 3’iin floresan mikroskop
altinda gosterimi. A: Kontrol (6l¢ti gubugu = 100 um) B: 1600 uM
Gemsitabin Kontrol (6l¢ti gubugu = 100 um) C: Exo-MDR Kontrol (6l¢ii
cubugu = 100 pum) D: 3 um G-Exo-MDR Kontrol (6l¢li gubugu = 100 um)
E: HA-Exo-MDR Kontrol (6l¢ti gubugu = 100 um) F:3 um G-HA-Exo-
MDR Kontrol (6l¢ii gubugu = 100 pm)

Sirasiyla 1600 uM Gemsitabin, Exo-MDR, 3 uM G-Exo-MDR, HA-Exo-MDR, 3
uM G-HA-Exo-MDR uygulanan dKKH’lerde belirlenen kaspaz 3 aktivasyonu Sekil
4.68’de verilmistir. Kaspaz 3, Gemsitabin uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore

daha fazla floresan 1s1ma vermistir (kirmizi).
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4.10. MDR1 hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun AS549,
KKH ve dKKH’ler Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Annexin
V/PI ile Flow Sitometrik Analizi

A549, KKH ve dKKH’ler iSS-MKH-Eksozom-siRNA’lar ile inkiibe edildikten
sonra Gemsitabinin apoptotik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in flow sitometri cihazi

ile Annexin V/PI analizi ger¢eklestirilmistir.

A549 hiicrelerindeki flow sitometri cihazi ile gergeklestirilen Annexin V/PI
analizi ve istatiksel degerlendirmeleri sekil 4.69 ve Sekil 4.70°de, apoptotik degerler
ise Tablo 4.8’de belirtilmistir. 24 saatlik Gemsitabin muamelesinden sonra A549
hiicrelerinde tiim gruplarda kontrol grubuna gore erken ve ge¢ apoptozda artis
gozlenmistir. Tiim gruplar kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0.001). A549 hiicrelerinde kontrol grubunda erken ve ge¢ apoptotik
deger %11.28 olarak bulunurken, 1600 pM Gemsitabin uygulanan hiicrelerde
apoptozun artarak %46.75 oldugu gozlenmistir. 1SS-MKH-Eksozomlarin (Exo-
MDR) uygulanan hiicrelerde erken ve ge¢ apoptoz kontrol grubu ile benzerlik
gostererek %16.01 iken Exo-MDR sonrast 3 pM Gemsitabin uygulanan grupta
apoptotik deger artis gostererek %32.54 olarak belirlenmistir. Aymi sekilde siRNA
iceren HA ile kapli iSS-MKH-Eksozomlarda (HA-Exo-MDR) erken ve ge¢ apoptoz
degerlerinin kontrol grup ile benzer olarak %13.41 bulunurken 3 uM Gemsitabin
sonrasinda %44.04’e yiikseldigi gozlenmistir. Ayrica 3 puM Gemsitabin uygulanan
A549 hiicrelerinde %10.07 olarak erken ve gec¢ apoptoz orani bulunmus ve kontrol

hiicrelerine gore anlamli bir apoptotik etki gdozlenmemistir.
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Sekil 4. 69. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin A549
hiicrelerindeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow

sitometrik sonuglar1 (% Hiicre).
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A549 Annexin V/PI Analizi

150-
*kkk D Q3
3 Q2+Q4
SO M A = Q1
°
O
Hee )
I 50— = -
<’\“° Q§ %§ 69@ §e é‘oq. x“oq.
& & 0 O O O
O .\?p Q’ 0 A g’
P & SR
& & N ®
£ F T8
&) o

Sekil 4. 70. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin A549

hiicrelerindeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow

sitometrik sonuglarinin ve istatiksel degerlerinin gosterimi (% Hiicre)
(P<0.00071 **%**)

141



Tablo 4. 8. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin A549

hiicrelerindeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin

gosterimi

A549 Annexin V/PI Q1 Q2+Q4 Q3
Kontrol 4,57 11,28 84,15
Gemcitabin 3 pM 3,14 10,07 83,62
Gemcitabin 1600 pnM 6,32 46,75 50,11
EXO-MDR 5,88 16,01 78,11
3 uM G EXO-MDR 5,44 32,54 62,02
HA-EXO-MDR 6,65 13,41 79,93
3 uM G HA-EXO-MDR 3,76 44,04 52,2

KKH’lerde flow sitometri cihazi ile gergeklestirilen Annexin V/PI analizi ve
istatiksel degerlendirmeleri Sekil 4.71 ve Sekil 4.72°de, apoptotik degerler ise Tablo
4.9°de belirtilmistir. KKH’lerde Gemsitabin ile 24 saat tedavi sonrasinda tiim
gruplarda kontrol grubuna gore erken ve gec apoptozlarda artis tespit edilmis ve
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). KKH hiicrelerinde kontrol grubunda
erken ve ge¢ apoptotik deger %6,99 olarak bulunurken, 1600 uM Gemsitabin
uygulanan hiicrelerde apoptozun %33.12 oldugu goézlenmistir. 1SS-MKH-
Eksozomlarin (Exo-MDR) uygulanan hiicrelerde erken ve gec apoptoz %17.31 iken
Exo-MDR sonras1 3 uM Gemsitabin uygulanan grupta apoptotik deger artis
gostererek %32.71 olarak belirlenmistir. Ayni sekilde HA-Exo-MDR grubunda erken
ve gec apoptoz degerleri %16.87 olarak belirlenmis ve 3 uM Gemsitabin sonrasinda
%35.51°e yukseldigi gozlenmistir. Ayrica KKH’lerde sadece 3 uM Gemsitabin

uygulamasi ile erken ve ge¢ apoptoz orani %12.8 belirlenmistir.
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Sekil 4. 71. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin
KKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow

sitometrik sonuglar1 (% Hiicre).
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KKH Annexin V/PI Analizi
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Sekil 4. 72. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin
KKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow
sitometrik sonuclarinin ve istatiksel degerlerinin gosterimi (% Hiicre)

(P<0.0001%%*%)_
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Tablo 4. 9. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin

KKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin

gosterimi

KKH Annexin V/PI Q1 Q2+Q4 Q3
Kontrol 4,93 6,99 88,07
Gemcitabin 3 pM 1,86 12,8 85,34
Gemcitabin 1600 pM 2,51 33,12 64,37
EXO-MDR 1,6 17,31 81,09
3 uM G EXO-MDR 2,46 32,71 64,83
HA-EXO-MDR 2,22 16,87 80,91
3 uM G HA-EXO-MDR 1,75 35,51 62,74

dKKH’lerde flow sitometri cihazi ile gergeklestirilen Annexin V/PI analizi ve
istatiksel degerlendirmeleri Sekil 4.73 ve Sekil 4.74°de, apoptotik degerler ise Tablo
4.10°de belirtilmistir. dKKH’lerde 3 uM ve 1600 uM Gemsitabin ile 24 saat tedavi
sonrasinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore erken ve ge¢ apoptozlarda artis tespit
edilmis ve istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). dKKH’lerde kontrol
grubunda erken ve gec¢ apoptotik deger %8,67 olarak bulunurken, 1600 puM
Gemsitabin uygulanan hiicrelerde apoptozun %30.64 oldugu gézlenmistir. Exo-MDR
uygulanan hiicrelerde erken ve gec¢ apoptoz %22.41 iken Exo-MDR sonrasi 3 uM
Gemsitabin uygulanan grupta apoptotik deger artis gostererek 9%34.66 olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde HA-Exo-MDR grubunda erken ve ge¢ apoptoz degerleri
%19.01 olarak belirlenmis ve 3 uM Gemsitabin sonrasinda %39.00’e yiikseldigi
gozlenmistir. Ayrica 3 uM Gemsitabin uygulanan dKKH’lerde erken ve gec apoptoz

etki oran1 %13.1 olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 73. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin
dKKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow

sitometrik sonuclar1 (% Hiicre).
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dKKH Annexin V/PI Analizi
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Sekil 4. 74. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin
dKKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin flow
sitometrik sonuclarinin ve istatiksel degerlerinin gosterimi (%Hiicre)

(p<0.0001%%%%)
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Tablo 4. 10. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR uygulamasi sonrasinda Gemsitabinin

dKKH’lerdeki canli, 6lii, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz degerlerinin

gosterimi

dKKH Annexin V/PI Q1 Q2+Q4 Q3
Kontrol 5,28 8,67 86,05
Gemcitabin 3 pM 5,28 13,11 81,62
Gemcitabin 1600 pM 4,48 30,64 64,87
EXO-MDR 4,62 22,42 72,96
3 uM G EXO-MDR 4,43 34,66 60,91
HA-EXO-MDR 5,43 19,01 75,56
3 uM G HA-EXO-MDR | 4,78 39,00 56,22

4.11. MDR1 hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun AS549,
KKH ve dKKH’ler Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Flow

Sitometrik Hiicre Dongiisii Analizi

A549, KKH ve dKKH’ler iISS-MKH-Eksozom-siRNA’lar ile inkiibe edildikten sonra
Gemsitabinin hiicre dongiisii iizerindeki etkileri flow sitometri cihazi ile analiz
edilmistir. Bu etki GO/G1, S ve G2/M fazinda bulunan hiicrelerin yiizdelerine bagh

olarak belirlenmistir.

AS549 hiicrelerindeki flow sitometri cihazi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii
analizi Sekil 4.75 ve Sekil 4.762da , hiicre dongiisii GO/G1, S ve G2/M fazindaki
hiicre % wverileri ise Tablo 4.11°de belirtilmistir. 24 saatlik Gemsitabin
muamelesinden sonra A549 hiicrelerinde GO/G1 fazinda Kontrol grubuna gore
onemli bir degisim goézlenmemistir. GO/G1 degerleri sirasiyla kontrol grubunda
%58.18, 1600 uM Gemsitabin grubunda %61.75, Exo-MDR grubunda %71.46, G-
Exo-MDR’de %61.86, HA-Exo-MDR’de %52,29 ve HA-G-Exo-MDR’de %67.44
olarak belirlenmistir. S fazinda ise ayni1 gruplar sirasiyla %18.29, %15.07, %10.28,
%25.19 ve %7.35 olarak hesaplanmistir. S fazinda HA-G-Exo-MDR grubunda

onemli bir azalma ve HA-Exo-MDR grubunda ise 6nemli bir artis gozlenmistir.
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G2/M fazinda aym gruplar sirasi ile %19.15, %8.29, %0.01, %0.83 ve %0.07 olarak
hesaplanmistir. G2/M fazinda 1600 uM Gemsitabin, 3 uM G-Exo-MDR, HA-Exo-
MDR ve 3 uM G-HA-Exo-MDR grubunda azalma gozlenmistir.
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Sekil 4. 75. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda A549
hiicrelerindeki DNA Histogrami
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A549 Hiicre Dongiisii Analizi
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Sekil 4. 76. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda A549

hiicrelerindeki DNA Histograminin ve istatiksel analizinin gosterimi

Tablo 4. 11. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda A549
hiicrelerindeki GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki degisimlerin gdsterimi

A549 Hiicre Dongiisii G0/G1 S G2/M
Kontrol 58,18 18,29 19,15
Gemsitabin 1600 pM 61,75 15,07 0,5
EXO-MDR 71,46 15,42 8,29

3 uM G EXO-MDR 61.86 10,28 0.63
HA-EXO-MDR 59,29 25.19 0,83

3 uM G HA-EXO-MDR 67,44 7,35 0,07
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KKH’lerdeki flow sitometri cihazi ile gerceklestirilen hiicre dongiisii analizi
Sekil 4.77 ve Sekil 4.78’de, hiicre dongiisii GO/G1, S ve G2/M fazindaki hiicre %
verileri ise Tablo 4.12°de belirtilmistir. 24 saatlik Gemsitabin muamelesinden sonra
KKH gruplarun higbirinde GO/G1 fazinda o6nemli bir degisim gdézlenmemistir.
GO0/G1 degerleri kontrol grubu, 1600 uM Gemsitabin, Exo-MDR, G-Exo-MDR, HA-
Exo-MDR ve HA-G-Exo-MDR gruplarinda sirasiyla %70.7, %77.76, %65.04,
%358.68, %79.49, %70.98 olarak hesaplanmistir. S fazinda 1600 uM Gemsitabin
uygulamasi ile 6nemli bir azalma gozlenirken, HA-Exo-MDR ve HA-G-Exo-MDR
gruplarinda da kontrol grubuna goére bir azalma izlenmistir. Exo-MDR ve G-Exo-
MDR gruplar1 kontrol ile benzer seviyelerde arrest gdstermislerdir. S fazinda ise aynm
gruplar sirastyla %20.89, 9%7.71, %?20.17, %?21.58, %13.48 ve%10.06 olarak
belirlenmistir. G2/M fazinda aymi gruplar sirast ile %6.08, %0.00, %4.20, %0.01,
%4.18 ve %0.14 olarak hesaplanmistir. G2/M fazinda 1600 uM Gemsitabin, G-Exo-
MDR ve HA-G-Exo-MDR grubunda 6nemli azalmalar gdzlenmistir.
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Sekil 4. 77. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda
KKH’lerdeki DNA Histogrami
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KKH Huicre Donglisui Analizi
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Sekil 4. 78. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda

KKH’lerdeki DNA Histograminin ve istatiksel analizinin gésterimi

Tablo 4. 12. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda
KKH’lerdeki GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki degisimlerin gosterimi

KKH Hiicre Dongiisii G0/G1 S G2/M
Kontrol 70,70 20,89 6,08
Gemsitabin 1600 pM 717,76 7,71 0.00
EXO-MDR 65,04 20,17 4,20
3 uM G EXO-MDR 58,68 21,58 0,01
HA-EXO-MDR 79,49 13,48 4,18
3 uM G HA-EXO-MDR 70,98 10,06 0,14

Direngli KKH’lerdeki flow sitometri cihazi ile gergeklestirilen hiicre dongiisii
analizi Sekil 4.79 ve Sekil 4.80°de, hiicre dongiisii GO/G1, S ve G2/M fazindaki
hiicre % wverileri ise Tablo 4.13’de belirtilmistir.

muamelesinden sonra dKKH’lerde G0/G1 fazinda G-HA-Exo grubunda bir azalma
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gozlenmistir. GO/G1 degerleri kontrol grubu, 1600 uM Gemsitabin, Exo-MDR, G-
Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve HA-G-Exo-MDR gruplarinda sirasiyla %76.98,
%76.35, %80.63, %70.42, %80.88 ve %58.74 olarak belirlenmistir. S fazinda ise
1600 uM Gemsitabin uygulamasi ile énemli bir azalma gozlenirken, HA-G-Exo-
MDR grubunda ise kontrol grubuna goére bir artis olmustur. S fazinda ise ayn1 gruplar
sirastyla %13.13, %5.42, %9.72, %9.76, %10.71 ve %23.33 olarak hesaplanmistir.
G2/M fazinda ayni1 gruplar sirastyla %2.16, %0.09, %6.33, %0.90, %5.66 ve %0.69
olarak belirlenmistir. G2/M fazinda 1600 uM Gemsitabin, G-Exo-MDR ve HA-G-
Exo-MDR grubunda 6nemli azalmalar gozlenirken, Exo-MDR ve HA-Exo-MDR

gruplarinda kontrol gruplarina gore bir artis izlenmistir.
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Sekil 4. 79. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda
direncli KKH’lerdeki DNA Histogrami
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Sekil 4. 80. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda

dKKH’lerdeki DNA Histograminin ve istatiksel analizinin gésterimi

Tablo 4. 13. Exo-MDR, HA-Exo-MDR ve Gemsitabin uygulamasi sonrasinda
dKKH’lerdeki GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki degisimlerin gésterimi

dKKH Hiicre Dongiisii G0/G1 S G2/M
Kontrol 76,98 13,13 2,16
Gemsitabin 1600 pM 76,35 5,42 0,09
EXO-MDR 80,63 9,72 6,33
3 uM G EXO-MDR 70,42 9,76 0,90
HA-EXO-MDR 80,88 10,71 5,66
3 uM G HA-EXO-MDR 58,74 23,33 0,69
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4.12. MDR1 hedefli siRNA (Exo-MDR) Transfeksiyonunun AS549,
KKH ve dKKH’lerin MDR1 Geni ve Apoptozunun Uzerindeki
Etkisinin Real Time (qPCR) ile Genotipik Analizi

A549, KKH ve dKKH’lerde 1600 uM Gemsitabin; 3 uM G-Exo-MDR ve 3 uM G-
HA-Exo-MDR gruplarinda ise 3 puM Gemsitabin muamelesinden sonra BCL-2 ve
CYCS genleri i¢in qPCR analizi gerceklestirilmistir.

A549 hiicrelerinde Bcl-2 ve CYCS geni i¢in yapilan qPCR analiz ve
hesaplamalar1 Sekil 4.81°de verilmistir. A549 hiicrelerinde Bcl-2 anti-apoptotik geni
i¢cin ise 1600 uM Gemsitabin grubuna gore 3 uM G-Exo-MDR 3.12 kat, 3 uM G-
HA-Exo-MDR grubu ise 1.85 kat azalma gostermistir. 1600 uM Gemsitabin
uygulanan grup ile karsilastirildiginda; 3 uM G-Exo-MDR grubu 3 uM G-HA-Exo-
MDR grubuna gore istatiksel olarak daha anlamli bulunmustur (p<0.0332%).
Mitokondriyal i¢ yolakta gorevli olan CYCS gen ekspresyonunda 1600 puM
Gemsitabin grubuna gore 3 uM G-Exo-MDR 1.31 kat artis gosterirken, 3 uM G-HA-
Exo-MDR grubu 2.04 kat azalma gostermistir. 1600 uM Gemsitabin uygulanan grup
ile karsilastirildiginda; hem 3 pM G-Exo-MDR grubu hem de 3 uM G-HA-Exo-
MDR grubu istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0021**).

A549 Gen Analizi
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Sekil 4. 81. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR sonras1 Gemsitabin uygulanmis A549
hiicrelerinde BCL-2 ve CYCS genlerinin ifadeleri (p<0.0021%*%*,
p<0.0332%*)

Direngsiz KKH’lerde Bcl-2 ve CYCS geni i¢in yapilan qPCR analiz ve
hesaplamalar1 Sekil 4.82 verilmistir. KKH’lerde Bcl-2 anti-apoptotik geni icin ise
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1600 uM Gemsitabin grubuna gore 3 uM G-Exo-MDR 1 kat, 3 uM G-HA-Exo-
MDR grubu ise 1 kat azalma gostermistir. Bu azalmalar istatiksel olarak anlamli
degerlendirilmistir(p<0.0021**). Mitokondriyal i¢ yolakta gorevli olan CYCS gen
ekspresyonunda 1600 uM Gemsitabin grubuna goére 3 uM G-Exo-MDR 1.26 kat
art1g gosterirken, 3 uM G-HA-Exo-MDR grubu 1.23 kat azalma gostermistir.
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Sekil 4. 82. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR sonras1 Gemsitabin uygulanmis KKH’lerde
BCL-2 ve CYCS genlerinin ifadeleri (p<0.0021**, p<0.0332%*)

Direncli KKH’lerde Bcl-2 ve CYCS geni i¢in yapilan qPCR analiz ve
hesaplamalar1 Sekil 4.83°de verilmistir. dKKH’lerde Bcl-2 anti-apoptotik geni i¢in
ise 1600 uM Gemsitabin grubuna goére 3 uM G-Exo-MDR 1.00 kat, 3 uM G-HA-
Exo-MDR grubu ise 1.00 kat azalma goOstermistir. Bu azalmalar istatiksel olarak
yiiksek anlamli olarak hesaplanmistir (p<0.0002***). Mitokondriyal i¢ yolakta
gorevli olan CYCS gen ekspresyonunda 1600 uM Gemsitabin grubuna gore 3 uM G-
Exo-MDR 3.25 kat artig gosterirken, 3 pM G-HA-Exo-MDR grubu 2.27 kat azalma

gostermistir. Bu artiglar istatiksel olarak anlamli degerlendirilmistir (p<<0.0021).
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Sekil 4. 83. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR sonras1 Gemsitabin uygulanmis
dKKH’lerde BCL-2 ve CYCS genlerinin ifadeleri (p<0.0002%**,
p<0.0021*%*)

ABCBI gen analizi i¢in A549, KKH ve dKKH’lerde gerceklestirilmistir (Sekil
4.84). Yapilan qPCR analizinde ABCB1 gen ekspresyonlart Exo-MDR, 1600 uM
Gemsitabin, 3 pM G-Exo-MDR ve 3 uM G-HA-Exo-MDR gruplar i¢in A549
hiicrelerinde kontrol grubuna gore sirasiyla 2.94 kat azalirken, 0.27 kat, 0.44 kat,
0.34 kat artmistir. KKH’lerde sirasiyla 1.35 kat azalirken, 0.21 kat, 0.23 kat, 0.45 kat
artmistir. dKKH’lerde ise sirasiyla 3.33 kat azalirken, 0.39 kat, 0.27 kat, 0.43 kat

artmistir.
ABCB1 Gen Analizi
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Sekil 4. 84. Exo-MDR ve HA-Exo-MDR sonras1 Gemsitabin uygulanmis A549,
KKH ve dKKH’lerde ABCB1 (MDR1), geninin (p<0.0002%**%*,
p<0.0021**, p<0.0332%*)
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5. TARTISMA

Her giin yeni gelisen tedavi stratejilerine ragmen kanserin her yil insidans ve
mortalitesi artmaktadir. Kanser tedavi stratejileri genel olarak cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi ve bu yontemlerin kombinasyonu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak
son donemlerde kemoterapétiklerin yetersiz etkileri nedeniyle siirekli olarak yeni ilag
kesifleri iizerinde de duruldugunu goérmekteyiz. Bu durum hali hazirda elimizde
bulunan kemoterapoétiklerin artik atil duruma gelmesi anlamina gelmektedir. Yeni bir
ilag gelistirilmesi 4 asamadan olusan yaklasik 14 yil siiren bircok deneysel ve
sistematik  prosesten ge¢mektedir. Tim kanitlanmis pozitif etkileri ile
ruhsatlandirilmis olmalarina ragmen giiniin sonunda toplanan ilaclar oldugunu
gormekteyiz (Adams ve Brantner., 2006). Ilaglarin zamanla etkilerini kaybetmeleri
hiicrelerin 6zellikle kanser kok hiicrelerin sahip oldugu diren¢ mekanizmalarindan
kaynaklanmaktadir. Uzerinde en ¢ok arastirilan ve tanimlanan diren¢ mekanizmasi
proteini P-glikoproteindir. ABC transporter aile iiyelerinden olan P-glikoproteinler
ATP bagiml olarak calisirlar ve temel gorevleri istenmeyen molekiilleri hiicre disina
eflaks etmektir. Kanser hiicrelerinde ekspresyonlarinin ¢ok yiiksek olmasi onlar
hedef protein haline getirmistir. Kanser kok hiicrelerde P-glikoproteinlerin
ekspresyon diizeylerinin ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir. Kanser tedavilerine karsi
gelistirilen direncin altinda yatan temel sebep kanser kok hiicre 6zelligi tasiyan
hiicreler tarafindan gelistirilen g¢esitli diren¢ mekanizmalarindan kaynaklanmaktadir

(De Angelis vd., 2019).

Kanser hiicrelerinin bir etken ile maruziyeti sonrasinda koloni olusturma
potansiyellerinin gdosterilmesi siklikla direng gelistirme ile iliskilendirilmektedir
(Ikeda vd., 2011). Bizim c¢alismamizda Gemsitabine direnci kazandirilan A549
hiicrelerine ilk asamada CFU analizi gerceklestirilerek diren¢ kazandirmak igin
baslangic gemsitabine konsantrasyonu belirlenmistir. A549 hiicrelerine direng
kazandirildiktan sonra CFU analizinden elde edilen koloniler direngsiz A549
kolonilerine gore belirgin ve biiyiik diren¢ kolonileri elde edilmistir. dA549
hiicrelerinden elde edilen bu diren¢ kolonilerinin her birinin icerdigi hiicre sayisi,
koloni sekli, boyutu, biitiinliigii ve belirgin sinirlar icerip icermedigi gibi morfolojik
ozellikleri liteatiir ile uyum gostermektedir. Ikinci asamada ise AS549 hiicreleri
Gemsitabin ile periyodik olarak maruz birakilarak diren¢ kazandirilirken her bir doz

uygulamasindan sonra giinliik olarak faz kontrast invert mikroskopta morfoloji
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kontrolleri yapilarak olusan belirgin sinirlara sahip, yeterli boyutta ve canli direng
kolonileri belirlendi. Sonuglarimiza gore her bir Gemsitabine konsantrasyonu ile
muamaleden sonra hiicrelerin koloni formunda prolifere olmalar1 direng uygulanan
konsantrasyona diren¢ gelistirdiklerini gostermistir. Calismamizda Gemsitabin
direnci kazandirma analizleri sirasinda elde edilen koloni morfolojileri literatiirde yer

alan direngli-hiicre koloni morfolojileri ile paralellik gostermistir (Mohr vd., 2017).

Akciger kanser kok hiicrelerinde o6zellikle CD326 (EpCAM), CDI133
(prominin-1) ve CD44 (Hiicre ylizey adezyon molekiilii) belirteglerinin yiiksek
ekspresyon profili ile karsilasilmistir (Zhou vd., 2015; Satar vd., 2018; Zheng vd.,
2022; Yu vd., 2012; Hong vd., 2009). Yapilan bir ¢aligmada, A549 ve H460 KHDAK
hiicrelerinden MicroBeads (MiniMACS separator- MiltenyiBiotec) kullanilarak
gerceklestirilen CD133" hiicre izolasyon ve karakterizasyonu flow sitometri ile
gerceklestirilmis ve canlilik ve proliferasyon analizi, sfer olusum kapasiteleri
degerlendirilmistir. A549 ve H460 hiicrelerinin CD133 pozitifligini sirasiyla %2,8 ve
%2,4 olarak bulmuslardir (Wang vd., 2021). Lin ve arkadaglarinin yaptig1 ¢caligmada,
A549 hiicrelerinde CD326 ve CD133 birlikte pozitifligi %0.1 olarak bildirilmistir
(Lin vd., 2012). A549 hiicrelerinde CD44 pozitifligi %68.16 olarak belirtilirken,
CD447/CD133" birlikte pozitifligi %0.4 olarak belirtilmistir (Roudi vd., 2014).
Bizim c¢alismamizda KKH’lerin izolasyon basamaklar1 sirasinda ve kiiltiiriin ilk
asamalarinda karakterizasyon i¢in yaptigimiz analizlerde CD326 pozitifligi %63.42,
CD3267/CD44" beraber pozitifligi %99.96 olarak, CD133 pozitifligi %50.96 ve
CD133"/CD44" beraber pozitifligi ise %99.57 olarak hesaplanmistir. dKKH’lerin
izolasyon basamaklar1 sirasinda ve kiiltiiriin ilk asamalarinda karakterizasyon i¢in
yaptigimiz analizlerde ise CD326"’ligi %60.54, CD326"/CD44" beraber pozitifligi
%99.99 olarak, CD133" %79.37 ve CDI133"/ CD44" beraber pozitifligi %99.93
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara goére direngli ve direngsiz A549

hiicrelerinden KKH izolasyonu ve kiiltiiriiniin verimli oldugu sonucuna ulasilmistir.

Akciger kanser hiicrelerinde (A549) yapilan arastirmalarda CD326 ve CD90
ekspresyon diizeyi %80.00 ve %]11.60 iken, kosullandirilmis besi yeri (LC212-CM)
ile yapilan muameleden sonra CD326 ekpsresyon diizeyi %68.50 diiserken CD90
ekpsresyon diizeyi %32.60’a yiikselmistir (Camerlingo vd., 2019). Ayrica, birkag
calismada da EMT'nin kanser kok hiicre fenotipi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu

caligmada karakterizasyon i¢in yapilan flow analizlerinde CD133 ve CD326’nin yani
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sira direncli ve direngsiz kanser kok hiicrelerinin CD90 belirtecini pozitif olarak
eksprese ettigi belirlendi. CD133 (stemness marker) ve EMT marker1 olan CD90’1
(mezenkimal marker) eksprese etmeleri hem kok hiicre hem de EMT karakterinde
kanser hiicreleri Ozelliklerini tasidiklarin1 gostermektedir. Literatiirde daha once
direncli A549 hiicrelerinden kanser kok hiicre izolasyonu yapan ve karsilastiran bir
caligmaya rastlanmamistir. Ancak sonuglarimiza gore direngli kanser kok hiicre
hattinda CD133 ekspresyon diizeyinin direngsiz kanser kok hiicredekinden daha fazla
olmasi en 1iyi bilinen kanser kok hiicre belirteci olarak CD133/Prominin-1’in direng

iliskisinden kaynaklandig1 sonucuna varildi.

ABCQG?2 proteini ABC tastyici protein ailesi liyelerinden olan bir transmembran
proteindir. MDR1 gibi ATP bagimli olarak aktiflesir ve ila¢ ve molekiillerin
eflaksindan sorumlu 6nemli bir proteindir. Bu nedenle kanser kok hiicrelerdeki
ylksek ekspresyonlar1 nedeniyle genellikle 6nemli markerlardan biri olarak kabul
edilmektedir (Sung vd., 2008). ABCG2’nin kok hiicre farklilagsmasinda ve ilag
direngli kanser hiicrelerinde diizenleyici olarak goérev aldigi ve kanser kok hiicrelerde
ekspresyonlarinin yiikseldigi belirtilmistir (Tang vd., 2014). Bu dogrultuda bu tez
caligmasinda direngli ve direngsiz kanser kok hiicrelerinde ABCG2 ekspresyonunun

pozitif olmas1 bu ¢aligmalarla paralel olarak bulunmustur.

Onemli ilag direng proteinlerinden olan MDR’nin kanser kok hiicrelerindeki
ekspresyonu ile ilgili yapilan ¢ok sayida calisma yakindan iliskili olduklarim
gostermistir (Akunuru vd., 2012; Tripathi vd., 2016; Fong vd., 2010). Bu tez
caligmasinda, direngli ve direngsiz kanser kok hiicrelerde izolasyon verimlilik
analizlerine ek olarak ABCG2, CD90 ve MDRI belirtegleri ile ileri karakterizasyon
analizleri yapildiginda, direngsiz kanser kok hiicrelerinde ABCG2, CD90 ve MDRI1
belirtegleri sirasiyla %56.82, %88.99 ve %26.41 oraninda bulunurken direngli kanser
kok hiicrelerde ayni belirtecler sirasiyla %56.57, %86.54, %49.65 oraninda pozitiflik
gostermistir. Bizim izole ettigimiz CD326, CD133 ve CD44 belirtegleri bakimindan
pozitiflik gosteren direncgli ve direngsiz kanser kok hiicrelerinde ileri karakterizasyon
analizleri yapildiginda ayni zamanda ABCG2 ve CD90 gibi diger kanser kok
belirteglerini de eksprese ettiklerini belirledik. Direngli ve direngsiz akciger
KKH’lerde ABCG2 ve CD90 belirteg¢ seviyeleri acisindan O6nemli bir fark
gozlenmemesine ragmen direngli KKH’lerde MDR1 ekspresyonu agisindan direngsiz

KKH’lere gore 1.87 kat daha fazla eksprese oldugu sonucuna ulasilmistir. Direncli
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KKH’lerindeki MDRI1 ekspresyon seviyesindeki artisin sebebinin Gemecitabine karsi
gelistirilen yliksek direng sebebiyle oldugu sonucuna varilmistir (Gerlach vd., 1986).

Bu calismada flow sitometrik analizlerin yani sira kanser hiicrelerinde direng
marker1 olan MDR1 ve ABCG2, kanser hiicre yilizey adezyon molekiilii olan CD44
ve EMT mesenchymal marker1 olan CD90 ve KKH marker1 olarak kabul edilen
pluripotent kok hiicre belirteci olan ALDHI belirteglerinin ekspresyonlarinin
pozitivitesi ayn1 zamanda immunoflourecence tekniklerle gosterilerek desteklendi.
Bu calisma ile ilk kez izole edilen dKKH’lerin bu belirtegleri pozitif olarak eksprese
ediyor olmasi; izole ettigimiz direncli kanser kok hiicre hattinin direngsiz kokenli
AS549 kanser kok hiicre hattina hem de simdiye kadar elde edilmis ve rapor edilmis
kanser kok hiicre hatlariin 6zellikleri ile gili¢lii bir benzerlik gosterdigi sonucuna

ulagilmastir.

AS549, direngsiz ve direncli KKH hatlar1 i¢in biiylime egri grafigi cikarildiginda
ikinci giin sayiminda dKKH’lerin, A549 hiicrelerine gore 3.71 kat, direngsiz
olanlarin ise 3.28 kat onuncu giinde ise dKKH’ler 3.91 kat, KKH’ler 1.11 kat daha
fazla hizda prolifere oldugu goriildii. Ustelik diren¢ kazandirilmis KKH’lerin
direngsiz KKH’lere gore daha yiiksek proliferasyon yetenegine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar bu calismada ilk kez izole edilen dKKH’lerin, KKH
karakteristik o6zelliklerine sahip oldugunu goésteren immunofenotipik belirteglerin

pozitif ekspresyon kanitlarini destekler niteliktedir (Sancho vd., 2016).

Ikeda ve ekibi A549 hiicrelerinde Gemsitabin direngli A549 hiicrelerinde bazi
kemoterapoétiklerin etkilerini arastirmislardir ve elde ettikleri verilere gore direngli
AS549 hiicreleri direngsiz A549 hiicrelerine gore daha yiliksek Gemsitabin direnci
gostermistir  (Ikeda vd., 2011). AS549 hiicrelerine Gemsitabin direncinin
kazandirilmasinin arastirildigi  baska bir calismada ise direng kazandirilmis
hiicrelerde 1Cso degerinin 6.56 uM’dan 921.09 uM’a artirildig1 gosterilmistir (Dong
vd., 2004). Bizim ¢alismamizin sitotoksisite analizlerinde de 1Cso degeri direngli ve
direngsiz kanser kok hiicreler arasinda farklilik gdstermesi bu ¢alismalarla uyumlu
iken ilging olarak bizim c¢alismamizda kok hiicre 6zellikli olmaksizin 1Cso degeri
direngsiz ve direngli kanser kok hiicreler arasinda da belirgin bir farklilik gosterdi.
Izole ettigimiz dKKH’lerin bir diger karakterizasyon testi olan sitotoksisite
analizinde, Gemsitabin direnci olmayan A549 hiicrelerinin ICso degerlerinin,

onlardan izole edilen KKH’lerle benzer oldugu gozlenirken dKKH’lerin daha yiiksek
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degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ bize gemsitabin direnci olmayan
kanser hiicreleri ya da ondan izole edilen kok hiicreler arasinda proliferasyon hizi
acisindan bir fark olusmadigimi ancak diren¢ kazandirildiginda kanser kok
hiicrelerinin proliferasyonunda direngsiz kanser ve kanser kok hiicrelerine gore son
derece belirgin bir artis oldugunu gostermektedir. Yapilan immunofenotipleme
analizi ile direncli ve direngsiz kanser kok hiicreleri MDR1 ekspresyon seviyeleri
acisindan karsilagtirildiginda yine belirgin derece ekspresyon seviyesinin yiiksek
olmas1 bu bulguyu destekler niteliktedir. Sonug¢ olarak direngten sorumlu olan ve
diizenleyen tiim farktorlerin proliferasyon tizerinde kanserin kok hiicreliliginden bile

daha etkili oldugu ilk kez bu ¢alismada ortaya konulmustur.

Uzun yillardir laboratuvar ortaminda hiicreler iki boyutlu olarak tek tabakali
hiicre kiiltlir sistemleri ilizerinden arastirmalar yapilmaktadir. Hiicrelerin kiiltiire
edildikleri kiiltiir kaplarinda in vivo ortamlar1 bulamamalarindan dolay1 organizmada
bulunduklar1 genotipik ve fenotipik 6zellikleri gosterememektedirler. Bu nedenle 2B
in vitro kiltiir teknikleri dogal in vivo ortami taklit etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu
ithtiyaclar dogrultusunda ii¢ boyutlu hiicre kiiltiir platformlar1 ortaya ¢ikmistir. 3B
kiiltlir ortamlarinin sayesinde hiicrelerin in vivo ortamlarini daha iyi taklit edebildigi
bircok ¢alisma ile gosterilmistir (Kapatczynska vd., 2018; Ravi vd., 2015). Kanser
kok hiicrelerin varligi konusunda ilk deliller ortaya ¢iktiktan sonra bir tiimorden ya
da ticari bir kanser hiicre hattindan kanser kok hiicreleri izole edilebilmesi i¢in yogun
caligmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalar kisa zamanda iirin vermis ve bilim
diinyas1 kanser kok hiicreleri izole edebilmis ve izole ettikleri hiicreler lizerinde
pekcok analiz gergeklestirebilmistir. Ancak bu seferde calismacilarin karsisina
kanser kok hiicrelerin in vitro ortamda kiiltiir edilerek ¢ogaltamamasi ve ¢ogaltilmasi
sirasinda kanser kok hiicre karakteristiklerini devam ettirememeleri gibi baska
zorluklar olarak ortaya ¢ikmistir. Iste bu noktada bu sorunlarin ¢6ziimii olarak 3B
kiiltliir ve sferoid formda kiiltlir tekniklerinin gelistirilmesi olmustur (Akunuru vd.,
2012). Bu calismada izole ettigimiz direngli dKKH’lerinin bir diger karakterizasyon
testi olan sferoid olusturma yeteneklerinin belirlenmesinde kullandigimiz ii¢ teknikte
de basarili sonuglar elde edildi. Agarozun kullanildig1 birinci yontemden elde edilen
sferlerin, Zhang ve arkadaglarinin MCF-7 hiicreleri ile yaptig1 agaroz kaph
plakalardaki 3B modellemeler ile benzerlik gosterdigi izlenmistir (Zhang vd., 2016).
Asili damlacik ve PDMS’in birlikte kullanildigr ikinci yontemden elde edilen
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sferlerin, benzer bir metot ile 24 saatin sonunda sfer olusturabilen Kuo ve
arkadaslari’nin c¢alismasi ile benzerdir (Kuo vd., 2017). Poly-D-HEMA polimerinin
kullanildig1 son yontemde ise izole ettigimiz dKKH’lerin diger yontemlerdeki gibi
basarili bir sekilde sfer olusturabildigini gosterdik. Kim ve arkadaslar1 asili damla
teknigi ve Poly-HEMA yontemleri ile sfer olusturma kabiliyetini karsilagtirmis ve
Poly-HEMA yontemi ile daha az hiicreli ama sayica daha fazla sfer olusumu
gozlenirlen asili damla tekniginde ise daha fazla sayili ama tek bir sfer olusumunun
gbzlendigini rapor etmislerdir. iki yontemin de geleneksel 2B kiiltiir yonteminden
hiicre sayisi, eksozom iiretimi gibi yoOnlerinden daha avantajli oldugunu da
belirlemislerdir (Kim vd., 2018). Her {i¢ yontemde de izole ettigimiz dKKH’lerin {i¢
boyutlu kiiltiirde sferoid olusturma kabiliyetine sahip olduklar1 gosterilmistir. Ancak
ilk iki yontemde, ¢ok sayida hiicreden olusan ve boyut olarak daha biiyiik olan az
sayida/tek sfer (siklikla 1 adet) olusumu goézlenirken; Poly-D-HEMA kullanilan
yontemde ise az sayida hiicreden olusan ve boyut olarak daha kiigiik olan ¢ok sayida
sferler elde edilmistir. Bu karakterizasyon analizinin sonucu olarak izole ettigimiz
direngli dKKH’lerin, ii¢ boyutlu olarak kiiltiir edildiginde, kanser kok hiicrelere 6zgii

sferoid olusturma yeteneginde oldugu sonucuna vardik.

P-glikoprotein (MDR1) ekspresyonlar1 yiikselmis olan KKH ve ozellikle
dKKH’lerin Gemsitabin direnglerinin kirilmast i¢in siRNA aracili bir sistem
kullanilmistir. Bu sistem ile ABCB1 genine 06zgli siRNA’lar eksozomlar ile
enkapsiile edilerek hiicrelerde uptake olmasi saglanmistir. siRNA’larin enkapsiile
edilmeden verilmesi endoniikleazlar tarafindan hizlica degrede olmasina ve etki
verimliliginin diismesine sebep olmaktadir. Bu amagla bir¢cok enkapsiilasyon
yontemi denenmis ve daha yiiksek etki verimliligi sagladig: kanitlanmistir (Zare vd.,
2022). Ogzellikle polimerik enkapsiilasyon yontemleri cesitli maniiplasyonlar ile

hiicre hedeflendirilmesine olanak saglamaktadir.

Daha oOnce izole edilen ve ayrintili analizler ile karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra kriyoprezerve edilerek saklanmis olan insan sinoviyal sivi
kokenli mezenkimal kok hiicreler (iISS-MKH’ler), bu tez ¢alismasi igin ¢oziilerek
kiiltiire alindi. Giinliikk faz kontrast invert mikroskop ile yapilan morfolojik
analizlerde hiicreler, kiiltiir kabina yapisarak kiiltiire olabildikleri ve igsi sekilli ve
fibroblast-benzeri morfolojiye sahip saglikli bir mezenkimal kok hiicre karakteri

segiledi. Coziilen hiicreler ayrica dondurma sonrast MKH o6zelliklerini devam ettirip
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ettirmediklerini ortaya koymak i¢in MKH paneli ile flow sitometri yoluyla
immunfenotipik analize alindiginda elde ettigimiz sonuglar ve daha 6nce yaptigimiz
ayrintili karakterizasyon analizindeki sonuglarimiz izole ettigimiz 1SS-MKH’lerin;
Uluslararas1 Hiicre ve Gen Terapisi Dernegi'nin (ISCT) MKH’leri karakterize etmek
icin belirledigi minimal 6zellikleri tagidigim1 ve mezenkimal kok hiicre karakterinde

oldugu sonucuna varildi (Dominici vd., 2006).

Eksozomlar viicutta tiim hiicreler tarafindan salgilanan ve tiim sivilarda yer
alan hiicreler arasi iletisim materyalidir. Dogal, insana 6zgii (otolog), dogal olarak
protein, RNA lipid gibi molekiil tasima kapasiteleri, hiicreler tarafindan kolay uptake
edilebilmeleri, viicutta en wuzak noktaya kadar ulasabilmeleri, fagositozdan
kacabilmeleri ve hedefe spesifik manipiile edilebilmeleri gibi 6zellikleri sebebiyle
son yillarda dikkat ¢ceken bir konu haline gelmistir (Fu vd., 2020). Bu amagla bu tez
calismasinda iSS-MKH’lerden ultrasantrifiij yontemi ile eksozomlar izole edilip
karakterizasyon analizleri gergeklestirildikten sonra flow sitometrik, ultrastriiktiirel
(TEM), boyut ve zeta potansiyel dl¢iim sonuclarimiz izole ettigimiz eksozomlarin
eksozoma 0zgii 6zellikleri tasidigini ve eksozom karakterinde oldugunu ve literatiir
ile karsilastirildiginda siRNA’larin yiliklenmesi i¢in uygun potansiyele sahip oldugu
distintilmistiir (Chen vd., 2020; Melo vd., 2015; Xu vd., 2017; Beit-Yannai vd.,
2018).

Karakterizasyon islemleri tamamlanan eksozomlarin ve MDR1’1 (ABCBI)
hedefleyen siRNA yiiklemesi gerceklestirilen eksozomlarin uptake analizleri
gerceklestirildiginde hiicrelerin her iki tipteki eksozomu da uptake ettigini gosteren
sonuclarimiz, siRNA transfekte edilen ve edilmeyen eksozomlarin eksozoma spesifik
fonksiyonlarin1 da gosterdigini ve siRNA transfeksiyonunun eksozomlarin
fonksiyonel 6zelliklerine herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi. Ayrica
sonuclarimiz, hem elektroporasyon yontemi ile siRNA’larin eksozomlara hem de
hiicrelere siRNA iceren eksozomlarin basarili bir sekilde aktarildigini gosterdi (El-

Andaloussi vd., 2012; Wang vd., 2012; Zhang vd., 2018).

Nanoteknolojik olarak tirlinlerin hedeflendirmesinde FDA onayl1 polimer olan
Hyaluronik Asit (HA), klinik ve pre-klinik ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir.
Literatiir taramalarinda eksozomlarin Hyaluronik Asit ile kaplandigi ¢ok fazla
caligmaya rastlanilmamistir. Daha ¢ok HA ile kaplanmis nanopartikiiler ve hidrojel

sistemlerle kombinasyonlarindan olusan caligmalar karsimiza ¢ikmaktadir. Li ve
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arkadaglarinin 2022°de yaptiklar bir caligmada eksozomlar HA ile kombinlenmis bir
nanopartikiiler sistemle kaplanmasi saglanmustir (Li vd., 2022). Ilag ve molekiillere
kars1 direng gelistirmede sferoidlerin, hiicreler aras1 baglant1 ve hiicre-ekstraselliiler
matriks proteinlerinin etkilesimleri aracilifiyla énemli rol oynadigi bilinmektedir.
Hyaluronik asit aracili (CD44 iizerinden) hiicresel reseptorlerdeki ve E-kaderin
aracili adezyon molekiillerdeki bozulmalar kanser hiicrelerinde direng gelistirmede
onemli basamaklar arasinda yer almaktadir (Croix vd., 1998; Green vd., 2004). Bu
tez ¢alismasinda ise ultrasiitriiktiirel sonuglarimiz eksozomlarin basariyla HA ile

kaplandiginmi gosterdi (Li vd., 2022).

Eksozomlara MDRI1 hedefli siRNA yiiklenmesinde elektroporasyon yontemi
kullanilmistir. siRNA’larin transfeksiyon verimliligin en yiiksek oldugu yontem
olarak kabul edilmektedir (Faruqu vd., 2018). Hiicrelerde siRNA igeren
eksozomlarin  hiicrelerdeki  transfeksiyon  kontrolii i¢cin gqPCR  analizi
gerceklestirilmistir. Bu analize gore hiicrelerde sessizlesmenin basarili bir sekilde
gerceklestigi kontrol gruplarina gore sirastyla A549 hiicrelerinde MDR1’in (ABCBI1)
2.9 kat; KKH’lerde 1.4 kat ve dKKH’lerde ise 2.63 kat daha az ekspresyon seviyesi
ile gosterilmistir. KKH ve dKKH’lerde ABCB1 gen ekspresyonunun daha az
gorliinmesi hiicre tamir mekanizmalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Analiz agamasina kadar siRNA’nin etkisinin azalarak ebeveyn hiicreye gore daha
direncli bir ozellik gosteren KKH’ler ve dKKH’lerde MDR1 ekspresyonu artirmig
olabilecegi tahmin edilmektedir. Ancak gen diizeyinde sessizlesmenin tim
hiicrelerde basarili bir sekilde saglandig1 sonucuna ulagilmistir. Ayrica eksozomlara
siRNA yiiklendikten HA ile kaplanmis ve kaplanmamis eksozomlarda yaptigimiz
RNA izolasyonu ve jel elektroforez sonuglarimiz siRNA’larin eksozomlara basariyla
yuklendigini HA ile kaplamanin bu siRNA transfeksiyonuna olumsuz etkisinin
olmadigint gostermis bulunduk. Ayrica siRNA yiliklenme miktarinin belirlenmesi
i¢cin eksozomlardan RNA 6l¢limleri Nanodrop ile gergeklestirildigi ve kontrol grubu
olan saf eksozomlarda 10.6 ng/uL; siRNA transfeksiyon sonrasinda Exo-MDR’lerde
27.5 ng/ uL ve HA-Exo-MDR’lerde 31.1 ng/uL olarak belirlendigi sonuglarimiz

siRNA’larin eksozomlara bagarili bir sekilde transfekte edildigini gosterdi.

Hem genotipik hem de fenotipik diizeyde yaptigimiz analizlerin sonuglari, bu
tez calismasinda kullandigimiz tim direngli ve direngsiz ve kanser ve kanser kok

hiicre gruplarinin hepsinde bu ¢alismada kullandigimiz tasiyici aracili siRNA aktarim
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yontemi sonucu tiim hiicre gruplarinda MDRI1 ekspresyonunun azaldiginin
belirlenmesiyle susturulabildigi gosterilmistir. Hiicrelere siRNA igeren eksozomlar
uygulandiktan sonra flow sitometri ile MDR1 protein ekspresyon diizeyleri analiz
edilmistir. Yaptigimiz veri tabani1 taramalar1 sonucunda, elde edilen sonuglarimiz,
benzeri yayinlanmig sonuclar ile karsilastirmak istendiginde benzeri daha once
yayinlanmis herhangi bir makaleye rastlanilmamistir. A549, KKH ve dKKH’lerde
gerceklestirilen MDRI1 analizine gore Exo-MDR grubu ve HA-Exo-MDR gruplari
uygulanmis kontrol grubuna goére ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. A549
hiicrelerinde Exo-MDR grubu ve HA-Exo-MDR gruplar1 sirasiyla 1.52 kat ve 1.82
kat azalma gozlenmistir. KKH’lerde ise sirasiyla 2.09 kat ve 10.44 kat azalma
gozlenmistir. dKKH’lerde ise sirasiyla 6.56 kat ve 4.95 kat azalma hesaplanmustir.
Sonu¢ olarak A549, KKH ve dKKH’lerde hem Exo-MDR hem de HA-Exo-MDR
uygulamalartyla MDR1 basariyla sessizlestirilmistir. En yiiksek sessizlesme
KKH’lerde HA-Exo-MDR’ler ile gerceklesmistir (Zheng vd., 2015; Kandasamy vd.,
2022).

Apoptotik analizlere gegmeden Once hiicrelere uygulanacak olan molekiiller
icin A549, KKH ve dKKH hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat stiresince MTT yontemi ile
sitotoksisite analizi gergeklestirilmistir. Bu analize gore HA, Saf eksozom, HA ile
kapli eksozom (HA-Exo) MDRI1 siRNA, Exo-MDR, HA-Exo-MDR gruplarinin
sitotoksik etkisi arastirilmistir. Analiz gruplarinin hi¢biri A549, KKH ve dKKH’leri
iizerinde sitotoksik etki gostermemistir. BOylece deney gruplarinda elde edilen
apoptotik ve sitotoksik verilerin Gemsitabin etken maddesi kaynakli oldugu

sonucuna ulagilmaistir.

Bilindigi gibi bu tez c¢alismasinda direngli KKH 6zelligine sahip hiicrelerde
diren¢ geninin (MDR1/ABCBI1) sessizlestirilebilmesi i¢in eksozom aracili siRNA
transfekte ettigimiz kanser hiicre gruplarinda hiicre cevabinin; apoptotik (Annexin
V/PI ve Aktif Kaspaz 3 IF) ve hiicre dongiisii analizlerinden elde ettigimiz sonuglar1
ile diren¢ geninin sessizlestirildigi hiicrelerde apoptozun artmasi ve GO evresindeki
hiicre arrestinin artmasi ile basarili bir sekilde Gemsitabin duyarliliginin olusturdugu
gosterildi (Paskeh vd., 2022). Sonucglar1 daha ayrintili bir sekilde ele alirsak;
kaspazlar normal durumda hiicrelerde inaktif olarak bulunan ancak sinyal geldiginde
proteolitik olarak kaskat halinde birbirlerini aktiflestiren enzimlerdir. ilgili hedef

proteinlerini  keserek apoptozda etkili olurlar. Saglikli hiicrelerde ICAD’a
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(Deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii) CAD’lara
bagli halde durarak aktiflesmesini engeller. Apoptotik sinyal ile CAD enzimi (DNase
kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz) DNA’y1 niikleozom birimlerine parcgalar ve
kaspaz-3 aktif edilir. Aktif kaspaz 3 bir endoniikleazdir ve DNA’y1 pargalama
ozelligine sahip oldugundan hizli birsekilde DNA’y1r 180-200 baz ¢iftlik
niikleozomal fragmentlere ayirir. Bu degisimlerle beraber hiicrelerde apoptotik
blebler olusur ve apoptotik siire¢ baslar. Aktif kaspaz 3 analizinin Gemsitabin
uygulanan gruplarda uygulanmayan gruplara gore yiiksek pozitiflik gosterdigi
sonuclarimiz; direng geninin sessizlestirildigi hiicrelerde apoptozun indiiklendigini

literatiir ile uyumlu olarak gosterilmistir (Cohen 1993; Sakahira vd., 1998).

Bu tez calismasinmi yaparken gemstabin uygulamadan yaptigimiz sonuglarinda
son derece dikkat cekici bulgu; olan yalnizca MDR1 genindeki sessizlesme ile
Gemsitabin uygulanmadan bile hem Exo-MDR hem de HA-Exo-MDR grubunda
apoptozun indiiklenmis olmasidir. Yapilan son calismalar neticesinde MDR1 geninin
over-ekspresyonuna sahip olan hiicrelerin apoptotik protein olan P53’ten yoksun
oldugunu bulmuslardir. Bu da bize MDR1 geninin p53 ile apoptozu aktive etmekte
etkili oldugunu ve dolayis1 ile hiicrelerde anti-apoptotik etki gosterdigini
gostermektedir. Bu nedenle MDR1’1in sessizlestirilmesi ile apoptotik etkinin artmasi
beklenmektedir. Bizim calismamizda tiim hiicre gruplarinda da bu durumu kanitlar
nitelikte sonuglar elde edilmistir (Marchi vd., 2004). MDR1 sessizlestirilmesinin
KKH ve dKKH hiicrelerinde A549 hiicrelerine gore daha yiliksek apoptotik etki
yaptigina dair bulgumuzun A549 hiicrelerinin MDR1 ekspresyonlarinin kanser kok
hiicre gruplarina gore daha yiiksek olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Hatta
bu etkinin KKH’ye gore dKKH’lerde apoptotik etkinin daha yiiksek olmasinin; en
cok MDRI1 ekspresyonunun direngli kanser kok hiicrelerde yiiksek eksprese
edilmesiden kaynaklanmaktadir (Qing vd., 2022; Marchi vd., 2004). Hem KKH hem
de dKKH grubunda HA-Exo-MDR grubu Exo-MDR grubu ile ortalama olarak

birbirlerine yakin sonuglar gostermislerdir.

ABCB1I’in sessizlestirilebilmesi icin eksozom aracili siRNA transfekte
ettigimiz ¢esitli kontrol ve deney gruplarinda elde edilen apoptotik hiicre cevabi;
MDR1’in sessizlestirildigi A549 ve KKH ve dKKH’lerde 3 uM Gemsitabin gibi
diisiik bir dozda bile indiiklenen apoptozun, MDR1 aktif olan dKKH’lerdeki 1600

uM Gemsitabin dozunun indiikledigi apoptoza oranla daha az olmast MDR geninin
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sessizlestirilmesinin  gerceklestirildigini  ve  MDR  geninin  ekspresyonunun
azalmasinin KKH ve dKKH’lerinde hiicrelerinde literatiir ile uyumlu olarak

apoptozu artirdigini ortaya konuldu.

3 uM’lik son derece diisiik Gemsitabin doz uygulamasinda bile A549
hiicrelerinde apoptotik etki %13.11 iken 3 uM G Exo-MDR ve 3 uM G HA-Exo-
MDR uygulamasi yapilan yapilan A549 hiicrelerinde sirastyla %34.66 ve %39.00’a
ylkselmistir. MDR1 sessizlesmesi gergeklestirilmis ve Gemsitabin uygulanmis
gruplarda en yiiksek apoptotik etki direncli kanser kok hiicrelerde HA ile kaplanmis
eksozom grubunda izlenmistir. Hyaluronik Asit ile kaplanmamis gruba gére HA-G-
Exo-MDR grubundaki fazlaligin HA kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Literatiire
bakildiginda Hyaluronik asit ile kaplanan bir¢ok nanoteknolojik molekiilin CD44*
hiicreler ile etkilesime girerek daha fazla apoptotik etki gosterdigi goriilmektedir
(Wang vd., 2017). Gemsitabin uygulandiginda eksozom aracili MDRI1 hedefli
siRNA sessizlestirilmesinin etkinligini artirdigin1 gdsteren bulgularimizin HA’in;
KKH ve dKKH’lerinde gemsitabine olan duyarliligin artirilmasindan kaynaklandigi
diistintilmistiir. Sonug olarak KKH gruplarinda MDR1 genlerindeki sessizlesme ile 3
uM Gemsitabin dozunun erken ve gec¢ apoptotik etkiye sebep olmasi oldukca dikkat
¢ekicidir.

Kanser kok hiicrelerin sessiz faza gegerek yillarca burada kalabilmeleri 6nemli
en Onemli spesifik Ozelliklerinden biridir. Kok hiicre havuzunun korunmasi,
devamlilig1 ve hiicrelerin sessiz konumda bekleyebilmelerinde ¢esitli transfeksiyon
faktorleri, hiicre dongiislindeki protein ve inhiborlerin rolii ok dnemlidir (Cheng v.,
2000). Hiicre dongiisiinde etkili olan pek ¢ok molekiil kanser ile yakindan iliskili
oldugundan birgok kemoterapotik ilag hiicre dongilisii sistemi iizerinde etki
gostermektedir. Klinikte kullanimda olan cogu kemoterapétik ilag proliferatif
(logaritmik) fazda olan hiicreleri hedef almaktadir. Gemsitabin de hiicre dongiisiinde
S fazinda replike olan DNA’lar1 ve riboniikleotid rediiktazi hedef alarak bir inhibitor

gorevi goren kemoterapotik ajandir (Hamed vd., 2013).

Calismamizdaki A549 hiicreleri, KKH ve dKKH’lerin kontrol gruplarinda
GO0/G1 hiicre diizeylerinde arresti KKH ve dKKH hiicrelerine gore daha azdir.
GO0/G1 arresti ile S fazinda kontrol grubuna gore hiicre yiizdesinin azalmasina sebep
olmustur. Kontrol grubunda G2/M fazinin en yiiksek oldugu ve Gemsitabin

uygulanan her grupta kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu ve sitokenezin
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durdugu goézlenmistir. A549 hiicrelerinde Exo-MDR ve HA-Exo-MDR gruplarinda
da G2/M fazinda kontrol grubuna goére daha diisiik yiizdeler sergilemistir. Bu
durumun A549 hiicrelerinin MDR ekspresyon diizeylerinin KKH ve dKKH’lere gore
daha diisiik olmasindan kaynaklandig1 diistintilmektedir (Sekil 4.57, Sekil 4.59, Sekil
4.61). Eksozom aracilit MDR sessizlestirmesi ile kanser kok hiicreler agisindan daha
ylksek goriinmektedir ancak bu A549 hiicrelerinin diisik MDR aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Daha Oncede bahsedildigi gibi MDRI1 hiicrelerde p53
ekspresyonunu baskilamaktadir. MDR1 ekspresyonunun ortadan kalkmasi hiicrelerde
apoptotik siirecleri aktive etmektedir. Sonu¢ olarak HA kaplanmasinin apoptoz
iizerindeki etkisi tek basmma HA olmayan gruplara gore ¢ok biiyiik bir fark

yaratmadig1 ancak Gemsitabin ile beraber etkili sonuclanmustir.

KKH’lerde de A549 hiicrelerine benzer sekilde GO/G1 de birikim gostererek
G1/S evresinde arrest gerceklesmistir. A549°dan farkli olarak hiicre birikimi GO/G1
fazinda daha fazladir. S faz arresti Exo-MDR ve G-Exo-MDR gruplarinda diger
gruplara gore en yiiksek diizeyde gerceklesmistir. Ayrica KKH’lerde MDR
direncinden dolay1 Exo-MDR ve HA-Exo-MDR’lerde G2/M birikiminin Gemsitabin
uygulanan gruplara gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Gemsitabin ile muamele
sonucunda G2/M blokaj1 ile Gemsitabin uygulanan tiim gruplarda sitokinez

durdurulmustur.

dKKH’lerde de KKH’lere benzer bir trend gosterirken GO/G1 fazinda daha
yliksek diizeyde hiicre birikimi gozlenmistir. dKKH’lerde G-HA-Exo grubu en diisiik
GO0/G1 yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir. dKKH’lerde Exo-MDR ve HA-Exo-
MDR’lerdeki G2/M birikimi kontrol ve Gemsitabin uygulanan gruplara gére daha
yiiksek oldugu gozlenmistir ve bu durumun yiiksek MDR direncinden kaynaklandigi
distintilmektedir. (Shah vd., 2001) Aym sekilde S fazinda da en yiiksek hiicre
birikiminin oldugu goériinmiistiir. Burada hiicreler S fazinda birikim yaparak G2
fazinda arrest olmuslardir. Wang ve arkadagslarinin Taxol direngli A549 hiicrelerinde
MDRI1 sessizlestirmesi ile yaptiklar1 ¢alismada bizim c¢alismamizla benzer trend
gostermistir. MDR1 sessizlesmesi sonrasinda direngli hiicre grubunda G2/M’nin
diiserek S fazinda arrest ger¢eklesme egiliminde oldugu belirtilmistir (Wang vd.,
2022). dKKH’lerde MDR1 sessizlesmesi sonrasinda hiicrelerde G2/M fazinin kontrol
grubuna gore yikseldigi yani mitotik silireglerin aktive oldugu belirlenmistir.

Uygulanan MDR1 siRNA’nin analizlerle basarili bir sekilde gen sessizlesmesi
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gerceklestirdigi gosterilmistir. Buradaki mitotik aktivasyon dKKH’lerdeki bu G2/M
aktivasyonunun hali hazirda yiiksek MDR1 ekspresyonlar1 nedeniyle tepki olarak
MDRI1 ekspre etmeye calistiklarindan kaynaklandig diistinilmektedir. Bu tepkinin

Gemsitabin maruziyeti ile kalktig1 goriilmektedir.

Kok hiicrelerin GO evresinde sessiz konuma gectigi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yer
almaktadir. Kanser kok hiiclerin GO/G1 fazlarinda birikimlerinin yiiksek olmasi kok
hiicrelerle benzer oOzellik gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak hiicrelerin
sessizlesme egiliminde olmasi hiicrelerin tamir mekanizmalarini1 devreye sokabilmek
icin reverse (tersinir) hiicre dongiisii ile iliskili olabilir. Ayn1 zamanda sessizlesme
egiliminde olan KKH’lerde GO arresti yiiksek kemoterapotik direng gdsteren yani
Mdr ekspresyon diizeyi yiiksek olan hiicrelerle iliskilendirilmektedir (Venezia vd.,
2004; Gharagozloo vd., 2012; Arai vd., 2004; Zhan vd., 2013). Sonug olarak hiicre
dongiisii analizlerinde 3 pM Gemsitabin uygulamasi ile elde edilen sonuglar 1600

uM Gemsitabin ile elde edilen sonug¢lardan daha iyidir.

Apoptozda etkili olan Bcl-2 siiper ailesi anti-apoptotik iiyelerinden BCL-2 geni
ve ve apoptozda intirinsik ve endoplazmik retikulum yolaklarinda ana rol oynayan
Sitokrom C (CYCS) i¢in qPCR analizleri gerceklestirilmistir. A549 hiicrelerinde
1600 uM Gemsitabin ile muamele edilen hiicrelere gore Exo-MDR ve HA-Exo-
MDR uygulamasi sonrasinda 3 uM Gemsitabin uygulanmis hiicrelerde Bcl-2
ekspresyonunun daha diisiik oldugu gozlenmistir. Bu da uyguladigimiz tedavinin
anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunda azalmaya sebep oldugunu ve apoptotik
siireclerde daha etkin bir tedavi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayni sekilde
Sitokrom C ekspresyon seviyelerinde de artis ile beraber intirinsik apoptotik yolagin

aktive oldugunu gormekteyiz.

KKH’lerde ise Bcl-2’nin her iki grupta da yiiksek diizeyde down-regiile
oldugunu 1600 pM Gemsitabin uygulamasina gore istatiksel olarak yiiksek
anlamlilik sergiledigini gérmekteyiz. Uygulanan tedavi protokollerimizin Bcl-2 gen
ekspresyonu agisindan apoptotik siireglerde daha etkili olabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Sitokrom C seviyesinde sadece Exo-MDR grubunda bir artis
gbzlenmistir. HA-Exo-MDR grubunda ise azalma izlenmektedir. Ancak bu

degisimler istatiksel olarak anlamli bulunamamastir.
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dKKH grubunda Bcl-2 gen ekspresyonu her iki grupta da istatiksel olarak
ylksek anlamlilikla beraber down-regiile olmustur. Bu da 1600 uM Gemsitabin
uygulamasina gore apoptozisde dKKH’lerin yiiksek diizeyde etkili oldugunu
gostermistir. Sitokrom C seviyesindeki degisimler ise dKKH’lerde her iki grup
icinde up-regiilasyon seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sonuglar 1600 pM
Gemsitabin grubuna gore istatiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmistir. Exo-
MDR grubu HA-Exo-MDR’lere gore daha yiiksek bir ekspresyon seviyesi sergilemis
ancak istatiksel olarak aralarinda fark c¢ikmamistir. Sitokrom C ekspresyon
seviyelerindeki en yiiksek ifade dKKH’lerde bulunmustur ve ayrica yiiksek Bcl-2
down-regiilasyonu gostermistir. Bu da uygulanan tedavi yontemlerinin dKKH’lerde
en etkili oldugunu gostermistirdir. Yapilan Annexin V/PI analizlerinde ve hiicre
dongiisii analizleri de bu sonuglar ile koreledir. Tiim analizler incelendiginde
uygulanan tedavi yontemlerinde eksozomlarin HA ile kaplanmasinin tedavi
acisindan 6nemli bir fark yaratmadigi bulunmustur. Yapilan apoptotik analizlere gore
bu tez kapsaminda uygulanan tedavi yontemleri Sitokrom C etkili olarak intirinsik

yolak tizerinden etkili olmustur.

A549, KKH ve dKKH’lerde ABCB1 gen sessizlestirmesi ile ilgili yapilan
genotipik analizde tiim gruplardaki ekspresyon degisimlerinin birbiriyle korele
oldugu goézlenmistir. Tiim gruplarda Exo-MDR grubu kontrol grubuna gére gen
ekspresyon seviyesinde azalmaya sebep olurken Gemsitabin uygulanan gruplarda
MDRI1 ekspresyon seviyelerinde artis gézlenmistir. Bu hiicrelerin Gemsitabin ilacina
kars1  gelistirdikleri bir  hiicre koruma mekanizmasindan kaynaklandig:
distiniilmektedir. Hiicreler kemoterapdtik gibi bir tehdit ile karsilastiklarinda MDR
genlerinin aktif ederek 6zellikle p53 ilizerinden hiicre tamir mekanizmalarini devreye
sokmaktadirlar. Boylece MDR sentezini artirarak ila¢ eflaksini saglamaya caligirlar
(Thottassery vd., 1997; Nakagawa vd., 2006). Tiim hiicre gruplarinda Gemsitabin ile
karsilastiklarinda aynm1 sekilde MDR ekspresyonlarint  artirmislardir.  Ancak
yaptigimiz apoptotik analiz sonuglarina gére bu ekspresyon mekanizmasinin yeterli
olmadigint ve uygulanan tedavi yontemlerinin 6zellikle direngli kanser kok hiicre

grubu lizerinde daha etkili oldugunu gérmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut doktora tez calismasinda Gemsitabin direnci kazandirilan akciger
kanser hiicrelerinden kanser kok hiicre karakteri gdsteren hiicreler basari ile izole
edilmis ve karakterize edilmislerdir. Kanser kok hiicreler hedefli tedavi stratejileri ile
kanser olusumu, metastaz, niiks ve yiiksek tedavi direnci gibi kanser tedavisinin
oniindeki engeller asilabilme potansiyeline sahiptir. Kanser kok hiicrelerin temel
ozellikleri arasinda en sik sahip olduklar1 ilag diren¢ mekanizmalarinin yiiksek
ekspresyon profilleri ile karsilasmaktayiz. Coklu ilag direnci (MDR) kanser kok
hiicrelerin temel 6zelliklerinden biri olmakla birlikte kanser tedavi yontemlerinin
oniindeki en O6nemli engellerin basinda gelmektedir. Mevcut tedavi stratejilerinin
kanser kok hiicre hedefli olmamalar1 nedeniyle giincel tedaviler yillar igerisinde
basarisizlikla sonu¢lanmaktadir. Yeni tedavilerin gelistirilmesi iilke ve hasta basina
diisen maliyetleri ¢ok artirmaktadir. Yeni bir ilag kesfinin 500-2000 milyon Euro’yu
bulan ve ortalama 14 yil siiren maliyetleri nedeniyle hali hazirda etkinligi
kanitlanmis olan molekiillerin kullanilmasi daha o6nemlidir. Bu nedenle tedavi
stratejilerinin kolay, ulasilabilir ve diisiik maliyetli olmasi her zaman temel hedefler
arasindadir. Calismamiz yiiksek MDR aktivitesi gOsteren Gemsitabin ilag direnci
gelistirilmis akciger kanser kok hiicreleri ile gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde

direngli kanser kok hiicrelerin yiiksek MDR aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Son yillarda gen tedavi strateji ve uygulamalar1 oldukg¢a dikkat ¢eken bir alan
haline gelmistir. Gen tedavilerinin uygulanmasinda bir¢ok biyoteknolojik iiriin eslik
etmektedir. Son yapilan pre-klinik ve klinik arastirmalarda basarili bir tedavi yontemi
oldugu bulunan eksozomlarin dogal olmalari, otolog olarak kullanilabilmeleri ve
protein, lipid, gen ve ilag gibi molekiilleri tagimaya miisait multifonksiyonel
yapilarindan dolay1 kullanim stratejileri degismistir. Eksozomlar hedef gen iirtinlinii
otolog olarak basarili bir sekilde tasiyarak hiicreler tarafindan kolaylikla uptake
edilebilmektedirler. Bu kapsamda kanser tedavilerinde hedeflendirilmis eksozomlar
aracili tedavi stratejileri ile 6zellikle kanser kok hiicreler lizerinde etkili yontemler
gelistirmekte 6nemli bir adimdir. Calismamizda eksozomlara hedef gen iirlinii
basarili bir sekilde transfekte edilmis ve hiicreler tarafindan uptake edilmislerdir.
Yapilan analizlerle hiicrelerde ABCB1 geni hedefli siRNA’lar hem KKH’lerde hem
de dKKH’lerde basarili bir sekilde gen regiilasyonu saglamislardir.
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Direncli ve direngsiz KKH’lerde MDRI1 siRNA igeren eksozomlar ile tedavi
sonrasinda Gemsitabin uygulanmis ve apoptotik analizler gerceklestirilmistir.
Analizlere gore Gemsitabin direnci kirilarak etkin doz 533.33 kat azaltilmistir.
Yapilan apoptotik analizler sonucunda erken ve ge¢ apoptozda yiliksek oranda
pozitiflikle beraber Sitokrom C seviyesinde yliksek artislar gézlenmistir. Bu nedenle
uygulanan tedavi yontemlerinin i¢ yolak lizerinden etki gosterdigi diistiniilmektedir.
Apoptozdaki etkin yolaklar daha derin ve kapsamli olarak arastirilarak
mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ayrica yapilan tedavi ile
ozellikle kanser kok hiicre gruplarinda hiicre tamir mekanizmalarinin devreye girerek
MDR ekspresyonlarini artirdigi gézlenmistir. Bu mekanizmanin agiga c¢ikarilmasiyla

olas1 direnglerin kirilma stratejilerinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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