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Bu ¢aligmada, MO, M1 ve M2 polarize makrofaj tiirevli eksozomlar glioblastoma
hiicrelerinde molekiiler diizeyde yarattigi farkliliklarin arastirilmasi amacglanmistir.
Eksozomlar, polarize makrofaj hiicrelerinden izole edilmis ve nano-yapilarit TEM ile,
protein miktar1 kantitatif olarak BCA testi ile belirlenmistir. M0, M1 ve M2
makrofajlarinin U87 glioblastoma hiicreleri ile kiiltiirlenmesi ve eksozomlarin dolayli
etkisini arastirmak igin es-kiiltlir sistemleri kurulmustur. Eksozomlarin glioblastoma
hiicreleri tizerindeki dogrudan etkisi, U87 hiicrelerine eksozomlarin direkt uygulanmasi
yolu ile dogrulanmigtir. Eg-kiiltiir deneylerinde hipotezin ispati amaciyla bir
optimizasyon siireci gergeklestirilmistir. Eksozomal sistem kurulurken iki farkli
eksozom konsantrasyonu (10 ve 100 pg/mL) denenmis ve daha yiiksek konsantrasyonun
(100 pg/mL) etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Makrofaj fenotipinin
glioblastoma hiicrelerinin saldirganligin1 ve kanser ilerlemesini etkiledigi yapilan
analizlerle dogrulanmigtir. Makrofaj eksozomlarinin yiiksek konsantrasyonda U87
hiicreleri lizerinde canlilik ve ¢ogalma agisindan olumsuz etkilerinin olmadigi canli/6li
testi ve XTT testi ile dogrulanmistir. Eksozom aracili kanser hiicresi davranislari,
immiinofloresan boyama ve gen ekspresyon caligmalar1 gerceklestirilerek kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Bagisiklik sistemi iyesi makrofajlarin eksozomlarinin in vitro yara
iyilesme potansiyeli (scratch assay) ve anti-kanser ila¢ direnci iizerindeki etkileri
aragtirlmigtir. Elde edilen bulgulara gore, MO makrofaj eksozomlarinin immiin
yanitlarda dualiteye sahip oldugu tespit edilirken, M1 makrofaj eksozomlarinin
glioblastoma hiicrelerinin metastazin1 baskiladigi ve M2 makrofaj eksozomlarinin
glioblastoma hiicrelerinin ilerlemesine katkida bulundugu anlagilmistir. Sonug olarak,
makrofaj eksozomlarin immiinomodiilator 6zellikleri sayesinde terapotik hedefler icin
yeni stratejiler sunacagi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MACROPHAGE-DERIVED EXOSOMES
ON GLIOBLASTOMA CELLULAR BEHAVIOURS IN MOLECULAR LEVEL

Dilara KURT

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Burak DERKUS

In this study, it was aimed to investigate the differences that arise from M0, M1, and M2
polarized macrophage-derived exosomes at the molecular level in glioblastoma cells.
Exosomes were isolated from polarized macrophage cells and their nanostructures were
determined by TEM and the amount of protein was quantitatively determined by BCA
assay. Co-culture systems were established to culture MO, M1, and M2 macrophages
with U87 glioblastoma cells and to investigate the indirect effect of exosomes.
Subsequently, exosomes were induced directly into U87 cells and direct effects were
evaluated. An optimization process was carried out to prove the hypothesis in co-culture
experiments. For the established exosomal system, two different concentrations of
exosomes (10 and 100 pug/mL) were tested and the high concentration (100 ug/mL) was
optimized for futher experiments. It was confirmed by analyzes that the macrophage
phenotype affects the aggressiveness of glioblastoma cells and cancer progression. It was
confirmed by live/dead test and XTT test that macrophage exosomes in high
concentration do not have negative effect on U87 cells in terms of viability and
proliferation. Exosome-mediated cancer cell behavior was extensively studied by
performing immunofluorescence staining and gene expression studies. The effects of
exosomes of immune system member macrophages on in vitro wound healing potential
(scratch assay) and anti-cancer drug resistance were investigated. According to the
findings, it was observed that MO macrophage exosomes have duality in immune
response while M1 macrophage exosomes suppress the metastasis of glioblastoma cells,
and M2 macrophage exosomes contribute to the progression of glioblastoma cells.
Consequently, it is thought that macrophage exosomes will offer new strategies for
therapeutic targets through their immunomodulatory properties.
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1. GIRIS

Glioblastoma multiform (GBM) en sik goriilen agresif primer beyin timortdir (Louis
vd. 2016). Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi islemler gibi ¢esitli tedavi segenekleri
mevcut olsa da glioblastomanin invazif dogasi sebebiyle kotii prognoz ve diislik sagkalim
orant ile iligkilendirilmektedir. Glioblastoma ve immiin mikrogevresine yonelik

arastirmalar yapilarak bu mortalitenin degisme imkani saglanabilir.

Glioblastoma kanserinin, olusum ve ilerleme siireci farkliliklarina sebep olan ve hiicresel
kaderi belirlemedeki etmenlerden biri, tiimor mikrogevresindeki bilesenler ve
reaksiyonlar bitiiniidiir. Tiimor mikrogevresi yalniz kanser hiicrelerini degil, hiicre dist
matris ve bagisiklik hiicreleri gibi gesitli bilesenleri igermektedir. Bu bilesenlerin her biri
kanser igin 6nemli birer kilit noktadir. Ozellikle bu mikrogevrede bulunan bagisiklik
hiicreleri, sahip olduklar1 plastisite yetenegiyle bulundugu ortamda farkli fonksiyonlar
gosterebilir. Degisen fenotiplere gore, immiin-baskilayici bir ¢evre olusumuna izin
vererek tiimor destekleyici bir davranis gosterebildigi gibi immiin-gozetim kuvvetli ve
baskin gelebilir. Genellikle immiin-baskilayici bir mikrogevreye sahip oldugu ile bilinen
glioblastoma, tiimorde yerlesik mikroglia ve periferik makrofajlarin 6nemli Olciide

infiltrasyonu ile karakterize edilmektedir (Prionisti vd. 2019).

Tiimor mikrogevresinde hiicreler birbirleriyle karmagik bir sistem araciligiyla iletisim
kurmaktadirlar. Bu sistemin 6nemli bir pargasi eksozomlardir. Eksozomlar, tasidiklar
biyomolekiiller ile fizyolojik ve patolojik senaryolarda rol alan hiicre-hiicre iletisim
aracilar1 olarak bilinirler (Maia vd. 2018). Ortaya ¢ikan kanitlar, eksozomlarin ¢ogalma,
biiyiime, anjiyogenez, immiino-modiilasyon, enfeksiyon, metastaz, yeniden programlama
ve yeniden modelleme dahil olmak tiizere bir dizi hiicresel siirecte 6nemli roller

oynadigimi gostermektedir (Rezaie vd. 2022).

Bu calismada, eksozomlarin islevselliginden yararlanarak glioblastoma kanser
hiicrelerinin davraniglarina etkilerini incelemek amaglanmistir. Bu amagla birlikte,
bagisiklik sisteminin 6nemli bir iiyesi olan makrofaj hiicreleri karsisinda gosterdigi

davraniglarin1 incelemek i¢in Oncelikli olarak es-kiiltiir sistemi kurularak U87



hiicrelerinin davraniglar1 molekiiler seviyede arastirilmistir. Bununla birlikte makrofaj
hiicre eksozomlarmin US87 hiicre davraniglarina etkilerinin incelenmesi kanser
arastirmalarinda eksozomlarin 6nemine vurgu yaparken farkli bir bakis agis1 saglamistir.
Ayrica makrofaj kokenli eksozomlarin hastalik patolojisindeki gesitli islevlerini
incelemek i¢in bir¢ok arastirma yapilmis olmasina ragmen, az sayida ¢alisma, ayrintili

biyolojik rollerini kapsaml1 bir sekilde 6zetlemistir (Wang vd. 2020).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, immun hiicre eksozomlarinin, hiicre proliferasyonuna,
metastatik ve invazif tepkilerini degerlendirmek igin glioblastoma multiform hiicreleri
(U87-MG) kullanilmis olup, meydana gelen genetik ve fenotipik degisiklikler kapsamli
sekilde incelenmistir. Calismadaki ana motivasyon, makrofaj hiicrelerinin,
glioblastomadaki prognostik degerini arastirmaktir. Bununla birlikte, klinikte
makrofajlar1 hedef alan birgok ilag test edilmektedir ancak yalnizca birkac¢i glioblastoma
tizerinde test edilmektedir (Grégoire vd. 2020). Glioblastomadaki bagisiklik manzarasi,
klinikte etkinlik eksikligi oldugundan daha fazla arastirilmasi gereken bir konudur.
Mevcut ¢alismalarin limitlerinden yola ¢ikilarak bu konsept ile, glioblastoma kanser
hiicrelerinde goriilen her tiirlii bulgu, eksozomlar1 6n planda tutarak gelecek ilag

calismalarina bir strateji imkani saglayacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser Olusumu ve Progresyonu

Hiicrelerin asir1 ve anormal proliferasyonu ile karakterize edilen patolojik bozukluk
timor olarak adlandirilir. Timor hiicrelerinin biiylimesi, orijin bolgesiyle siirli kalarak,
normal fiziksel 6zellik gosterdiklerinde iyi huylu timdrler olarak kabul edilirler. Bunun
aksine, anormal o6zelliklere sahip oldugunda ve kontrolsiiz bir sekilde biiyiliyebildiginde,

kanserli hiicreler yani kotii huylu tiimér oldugu kabul edilir (Sinha, 2018).

Kanser, tiimdrijenez veya onkogenez olarak da bilinen bir siirecle bir organizmanin
genleri ve ¢evresi arasindaki etkilesimleri igeren ¢ok asamali ve ¢ok faktorlii molekiiler
olaylar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Karidio vd. 2021). Bu siiregte, kontrolsiiz hiicre
cogalmasina sebep olan bir dizi mutasyon gerceklestiginden, hiicre fonksiyonlar1 ve
metabolizma davranisinda da degisiklikler meydana gelmektedir. Hiicreler 6liimsiizliik
ozelligi, bagisiklik sisteminden kagma kabiliyeti ve farkli mikrogevrelere istila edebilme
0zelligi kazanirlar (Harrington, 2016). Kanser hiicrelerinin, bulunduklar1 bolgeden ikincil
hatta tglinciil baska doku veya organlara ulasmasi ile metastaz durumu ortaya
cikmaktadir. Cevre dokulara niifuz etme yetenegini kazandiktan sonra ise, bu hareketli
hiicreler bazal membrandan ve hiicre dis1 matristen gegerken invazyon siireci baslatirlar
ve lenfatik veya vaskiiler dolagima girerken intravazasyona ilerler. Metastatik hiicreler
daha sonra ekstravazasyon siirecine girip dolasim sistemi boyunca ilerlerler (Martin vd.
2013).

2.2 Merkezi Sinir Sistemi (MSS) Kanserleri ve Gliomalar

Diinya ¢apinda, her y1l yaklasik 238.000 yeni beyin ve diger merkezi sinir sistemi timorii

vakasi teshis edilmektedir (del Burgo vd. 2014).

MSS tiimorleri, ¢cocuklarda ve yetiskinlerde en sik goriilen ikinci neoplazm tiirii olup,

onde gelen bir 6liim nedenidir (Lambrou, 2022).



MSS tiimorleri, invaziv olmayan ve cerrahi tedavi imkani olan pilositik astrositomlardan,
yetiskinlerde yaygin intraparankimal beyin timdorii olan ve oldukga invaziv olan
glioblastoma multiforme'ye kadar uzanir (Nabors vd. 2020). Tiim beyin tiimorlerinin
yaklagik %33'i, yetigskinlerdeki toplam MSS kanserlerinin yaklasik %80'ini olusturan
gliomalardir (Hanif vd. 2017). Glioma, astrositler, oligodendrositler ve ependimal
hiicreler dahil olmak {iizere beyindeki noronlari cevreleyen ve destekleyen glial

hiicrelerden kaynaklanan beyin ve omurilik tiimérleri sinifindandir (Roda vd. 2022).

Glial tiimérlerin, Diinya Saglik Orgiitii’niin bilinen en genel smiflandirmast ile diisiik
dereceli (derece | ve Il) ve yiiksek dereceli (derece III ve IV) olarak belirlenmistir
(Stoyanov vd. 2018). Derece I lezyonlar iyi huyludur ve gorece yavas proliferasyon
gosterir ve ¢ocuklarda en sik goriilen pilositik astrositomu igerir. Astrositom,
oligodendroglioma ve oligoastrositom dahil olmak {izere II. derece tlimoérler de yavas
biiytime hizina sahiptir, ancak pilositik astrositomlarin aksine, normal beyin parankim
dokusunda yaygin olarak biiyiir ve malign ilerleme meyili gosterir. Derece Il tiimorler,
daha yiiksek bir hiicresel yogunluk ve bol miktarda atipi ve mitotik hiicre varlig1 ile
karakterize edilen anaplastik astrositom, anaplastik oligodendroglioma ve anaplastik
oligoastrositomu igerir. Derece IV tiimdrler ise en malign ve sik goriilen gliomalar olup

glioblastoma ve gliosarkomu igerir (Jiang vd. 2012).

2.3 Glioblastoma

Glioblastoma (GBM), yaygin infiltrasyonu ile karakterize edilen agresif klinik seyri olan,
birincil beyin tiimorlerinden biridir (Birzu vd. 2020). Niikleer atipi, yiiksek mitotik
aktivite ve mikrovaskiiler proliferasyon ile hiicresel pleomorfizm, GBM'nin diger diisiik
dereceli gliomalardan ayrilmasini saglayan 6zelliklerindendir (Roda vd. 2022). GBM ve
astrositom ayni Oncii hiicreyi koken aldigindan ve bazi astrositom vakalar1 zamanla
GBM'ye ilerleme gosterebildiginden bir ayrim geregi duyulmustur. Klinik olarak GBM,
hizla ilerleyen ve oncii lezyonlarin bulunmadigi birincil glioblastoma (pGBM) ve yaygin
astrositom (derece Il) veya anaplastik astrositom (derece Ill) olarak ilerleyen ikincil
glioblastoma (sGBM) olarak ikiye ayrilmistir (Li vd. 2015).



Klinik seyirde, pGBM son derece agresif bir ilerleme gosterirken, sGBM daha yavas
ilerleme ve daha iyi bir prognoza sahiptir (Scherer, 1940). Yapilan ¢aligsmalarda, birincil
ve ikincil glioblastomalarin farkli genetik yolaklara sahip oldugu gosterilmistir (Ohgaki
vd. 2007). TP53 mutasyonlarinin birincil glioblastomalarda yaygin olmadig: fakat ikincil
glioblastomalarda yiiksek etkili oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, birincil
glioblastomalarda EGF reseptorii asir1 ekspresyonu gozlenirken, ikincil glioblastomlarda
nadir ifadelenme gosterir. Birincil glioblastomalarda goriilen tipik genetik etkiler, EGFR
amplifikasyonu, PTEN mutasyonu ve kromozom 10'un tam kaybidir. Ikincil
glioblastomalarda ise daha sik goriilen genetik degisiklikler, TP53 mutasyonlar1 ve 19q
kaybidir (Ohgaki vd. 2013). Anatomik lokalizasyonda sGBM'nin %68'i frontal lobda yer
alirken, pGBM yaygin olarak beynin merkez yarim kiiresinde bulunmaktadir (Li vd.

2015).

2.3.1 Glioblastoma tiimor mikrogevresi

Glioblastomanin tiimér mikrogevresinde (TME), damar endotel hiicreleri, immiin
hiicreler, glioma kdk benzeri hiicreler (GSC'ler) ve astrositlerin yani sira hiicre dis1 matris
(ECM) gibi hiicresel olmayan bilesenler de bulunmaktadir (Simon vd. 2020). GBM'nin
seyrinin arastirilmasinda, timor mikrogevresi-immiinite iliskisi goz oniine alinarak daha

fazla incelenmeye baslanmustir.
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Sekil 2.1 Glioblastoma Tiimoér Mikrogevresi (Simon vd. 2020)
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Yiiksek intratumoral heterojeniye ek olarak, GBM mikrogevresindeki baslica neoplastik
olmayan hiicre popiilasyonu, tiimérle iligkili makrofajlar (TAM'ler) ad1 verilen dogustan
gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri bulunmaktadir (Chen ve Hambardzumyan, 2018).
Giincel arastirmalarda terapotik olarak TAM'leri hedefleme olasiliklar: tartigilarak

immiin mikrogevrenin énemi vurgulanmaktadir.

2.4 Kanser-immiinite Tliskisi

Onkojenik siireclerde, tiimore karst g¢esitli bagisiklik tepkileri meydana gelmektedir.
Kanser hiicrelerinde tiimor baskilayict genlerin inhibisyonu ve proto-onkogenler araciligi
ile onkojenik sinyal yollarinin aktivasyonu, kanser progresyonu i¢in kilit siireglerdendir.
Immiin aktivasyon icin gerekli olan immiinolojik tehlike sinyallerinin azlig1, immiin-
baskilayic1 faktorlerin artan konsantrasyonu ve immiin-baskilayici hiicrelerin timor
mikrogevresinde birikmesi, immiin regiilasyonun kanserin ilerlemesinde aktif bir rolii

oldugunu gostermektedir (Yu vd. 2007).
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Kansere karst bagisikligin olusturulmasi, kendi kendine ilerleyebilen ve T hiicresi
yanitlarinin degerlendirildigi ve bagisiklik uyarict faktorlerin séz konusu oldugu
dongiisel bir siirectir. Bu dongii, kanser hiicresinden antijenlerin salinmasiyla baglayan ve
kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesiyle biten yedi ana asamaya ayrilir (Chen vd. 2013). Bu
dongii, bagisiklik yanitim1  baskilayan, bagisiklik diizenleyici geri  bildirim

mekanizmalarinin da olusabildigi negatif faktorlerle de gerceklesebilir.

Kanser immiinolojisindeki temel paradokslardan biri, spesifik immiin siirveyans
sistemlerinin timorijenezin erken evrelerinde ¢alismasinin yaninda, yerlesik tiimorlerde
immiin tolerans1 indiiklemesidir (Pardoll, 2003). Tolerans durumunda, kemokinler ve
immiin-baskilayict sitokinler, diizenleyici immiin hiicreler ve immiin sistemin
fonksiyonlarmi kontrol eden “bagisiklik kontrol noktasi” olarak adlandirilan bir¢ok

mekanizma agiga ¢ikmaktadir (Mehdizadeh vd. 2021).

Bagisiklik sistemi ve kanser arasindaki dengeye gore, bagisiklik sistemi kanser
hiicrelerini yabanci istilacilar olarak tanimlayabilecegi gibi, tanidik kabul ederek tolerans
durumu da olusturabilmektedir. Bagisiklik eylemlerinin bu ikili roliine kanser bagisiklik
diizenlemesi denir (Dunn vd. 2002). Bagisiklik hiicrelerinin kanser siirecinde verecegi
yanit timor mikrogevresinin kompozisyonuna oldukc¢a baghidir. Kansere yol agan
hiicresel degisiklikler, timor mikrogevresinde bulunan lokal sitokin ekspresyonu gibi
cesitli degisikliklere neden olmaktadir (Dranoff, 2004).

2.5 Bagisiklik sistemi hiicreleri ve Glioblastoma

Bagisiklik sisteminin GBM’nin diizenlenmesindeki roliiniin anlasilabilmesi i¢in, hiicre
fonksiyonlarmin, tiimdr mikrogevresindeki hiicre-hiicre etkilesimleri ile sinyal yollarinin
ve hiicresel bilesimin etkisinin incelenmesi 6nemlidir. GBM mikro ortaminin bagisiklik
profili, miyeloid hiicreler, glioblastoma ile iliskili makrofajlar ve mikroglia, T-lenfositler,
NK hiicreleri, graniilositler, dendritik hiicreler vb. 6nemli 6l¢iide degismisen hiicreleri

icermektedir (Ma vd. 2021).



2.5.1 Notrofiller

Bagisiklik sistemindeki en bol 16kositlerden biri olan nétrofiller, anjiyogenez,
immiinsiipresyon ve kanser metastazini tesvik etme gibi birgok mekanizma ile kanserin
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Wu vd. 2020). Bir ¢alismada, notrofillerin
insan gliomasinda infiltre oldugunu bildirilmistir. Notrofiller ve beyin tiimérleri {izerine
yapilan ¢ogu calisma, bu hiicrelerin anti-anjiyojenik tedaviye ve vaskiilarizasyona
(yliksek dereceli gliomanin ayirt edici 6zelligi) yanit {izerindeki etkisine odaklanmistir
(Lin vd. 2021). Klinik 6ncesi g¢alismalar, nétrofillerin glioblastomanin ilerlemesine

katkida bulundugunu gostermistir.

2.5.2 T lenfositler

GBM nhiicreleri tarafindan endojen inhibisyon, yukari regiile edilmis immiinsiipresif
kontrol noktalari, ¢ok sayida immiinsiipresif hiicrenin infiltrasyonu nedeniyle T
hiicrelerinin migrasyonunu bozarak etki etmesini engellemektedirler (Wang vd. 2021).
CDS8+T hiicre aktivasyonunun desteklenmesi GBM'in ilerlemesini azaltarak tedavi
noktast gibi goriinmektedir. CD4+T hiicreleri, Th2, Th17 ve Treg vasitasiyla kanser
ilerlemesinde belirli islevleri degistirebilmektedir. Treg’ler immun-baskilayici sitokinler
salgilarken, Th2’ler, kanser hiicreleinin bagisikliktan kagma siirecine yardimci olurlar

(Burkholder vd. 2014).

2.5.3 B lenfositler

T hiicrelerinin beyin ve periferik tiimdrlerin temizlenmesindeki rolii kapsamli bir sekilde
calisilmis olmasina ragmen, B hiicrelerinin antitiimor bagisikligina katilimi tam olarak
anlagilamamistir (Candolfi vd. 2011). B hiicresi infiltrasyonu, MMP-1 ve MMP-13
ekspresyonunu artirarak hiicre dis1 matriste fibriler kolajenin bozulmasini indiikleyerek
kanser hiicrelerinin istilasini tesvik ettigi kanitlanmistir (Ou vd. 2015). Bunun yaninda,
timdr bagisikligl gbz oniine alindiginda B hiicrelerinin rolleri degisiklikler gdsterebilir;

timorijenez destekleyici etkisinin olabilecegi gibi, baz1 durumlarda da antitiimoral



aktiviteye de sahip olabilirler.

2.5.4 Mast hiicreleri

Diger bagisiklik sistemi hiicreleri gibi mast hiicreleri de ¢esitli durumlarda kanser
destekleyici ya da kanser baskilayici 6zellikler gosterebilmektedir. Tiimor ¢evresinde
bulunan TAMC'ler, proteazlar, trombosit kaynakli biiyiime faktérii (PDGF), kok hiicre
faktorii (SCF) gibi mitojenik faktorlerin salgilanmasi yoluyla normal stroma-epitel
iletisimini bozabilir (Theoharides vd. 2004). Bununla beraber kanser hiicrelerinin immun
sistem gozetiminden kagmasini destekleyecek Treg hiicreleri ile is birligi yaparak T ve

NK hiicrelerinin anti-tiimoral fonksiyonlarin1 daha da baskilayabilir (Gorzalczany vd.

2019).

Yapilan arastirmalarda mast hiicrelerinin, glioma derecesine bagli ¢esitli sinyallere yanit
olarak fare ve insan gliomalarina sizarak faaliyet gosterdigi bildirilmistir. Glioblastoma
dahil olmak iizere diger glioma ve beyin tiimorlerinde tespit edilmesine ragmen mast
hiicresi-glioma  hiicre  etkilesiminin  arkasindaki mekanizmalar tanimlanmay

beklemektedir (Polyzoidis vd. 2015).

2.5.5 Dendritik hiicreler

Dendritik hiicreler (DC'ler) yoluyla immiinoterapi, son yillarda anti-tiimor bagisikligin
artirmak i¢in potansiyel bir strateji olarak dikkat cekmektedir. Antijen isleyen ve sunan
hiicreler olarak bilinen DC'ler, anti-tiiméor bagisiklik tepkilerinin baslatilmasinda kilit bir
rol oynamaktadir. GBM'deki klinik Oncesi c¢alismalar, murin modellerinde DC
aktivitesinin uyarilmasiyla uzun siireli tiimoér sagkalimini ve immiinolojik hafizay1

gostermistir (Srivastava vd. 2019).

2.5.6 Dogal oldiiriicii hiicreler

Dogal oldiiriicti (NK) hiicreler, bir antitiimor yaniti olugturma yetenegine sahip efektor



lenfositlerdir (Terrén vd. 2022). Kanser hiicreleri, NK hiicrelerinden kagmak amaciyla
cesitli stratejiler gelistirir. Buna karsin TME'de, NK hiicre fonksiyonu sadece baskilayici
sitokinler tarafindan bozulmakla kalmaz, ayn1 zamanda hipoksi, beslenme eksikligi ve
olumsuz asidik kosullar1 indiikleyen laktat gibi uygunsuz metabolik kosullardan da
etkilenebilmektedir (Wu vd. 2020). NK hiicre bazli tedavi, glioblastomalarin tedavisinde
umut verici bir immiinoterapdtik stratejidir, ¢ilinkii bu hiicreler tedaviye direngli
glioblastoma kok benzeri hiicreleri se¢ip pargalayabilmektedir. Ayrica, glioblastoma
dokularindaki peri-vaskiiler bolgelerde NK hiicresi lokalizasyonu ve bunlarin
timorosferlerdeki bu hiicrelere yakin temaslari, glioblastoma tiimorlerine sizma ve

hedefleme yeteneklerini gosterir (Breznik vd. 2022).

2.5.7 Makrofaj hiicreleri

Makrofajlar (MO0), kemik iligindeki monositlerden tiiretilen, bulundugu mikrogevreye
gore farkli fenotipler sergileyebilen immun sistem hiicreleridir. Viicudun spesifik ve
spesifik olmayan bagisikliginda rol oynarlar. Spesifik olmayan bagisiklikta, M0'in
biyolojik fonksiyonlari, 6lii hiicreleri, hiicresel kalintilar1 uzaklastirmay: ve taninma igin
antijenleri sunmay1 igerirken, spesifik immiinitede sitokinler salgilayarak
immiinomodiilator fonksiyonlar gosterirler (Xing vd. 2021).  Makrofajlar, beyin
TME'sine sizan baslica bagisiklik hiicreleridir (Graeber vd. 2002).

Genellikle, klasik olarak aktiflesen makrofajlar (M1), proinflamatuar 6zellik gosterirler.
Proinflamatuar sitokin iiretiminin yaninda, konak savunmasi ve tiimor hiicresi 6ldiirme
islevleriyle bilinirler (Aras vd. 2017). M1 fenotif makrofajlar, tehlike sinyallerine kars1
erken inflamasyon sirasinda gorev alarak popiilasyonunu daha sonra doku onariminda ve
yenilenmesinde kullanmak tizere M2 benzeri makrofajlara farklilasabilirler (Wang vd.
2020).
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Sekil 2.3 Makrofajlarin fenotip farklilagsmasi

Bununla beraber, alternatif olarak etkinlestirilen makrofajlar (M2), anti-inflamatuar
ozellik gosterirler (Orecchioni vd. 2019). Anti-inflamatuar yanitlar, IL-10 ve TGF-f gibi
molekiiller salgilanarak saglanir (Chen vd. 2019). M2 fenotipe indiikklenmis makrofajlar
timor mikrogevresinde bulunan timorle iliskili makrofajlar (TAM'ler) ile ortak bir
fenotipe sahip oldugu bildirilmektedir (Costa vd. 2021). Son arastirmalar, TAM'lerin
timor immiinostipresif mikrogevre olusturmaya katkisi ve timor ilerlemesi ile yakindan

iliskili oldugu gosterilmistir (Yan vd. 2022).

Makrofajlar ve tiimorler arasindaki karmasik iliskinin ¢o6ziilme c¢abasi bir¢ok
immiinoterapétik yaklasima zemin hazirlamaktadir. Bununla birlikte, glioblastoma
iliskili makrofajlar, kii¢iik hiicre dis1 vezikiiller yoluyla GSC'lerde bir pronéral-
mezenkimal gegisi tetikleyerek progresyona katki sagladigi gosterilmistir (Ma vd. 2021).

2.6 Hiicre Dis1 Vezikiiller ve Eksozomlar

Hiicre dis1 vezikiiller, endozomal sistemden koken alan ya da plazma zarindan dokiilen
eksozomlar1 ve mikro vezikiilleri igeren hiicre kaynakli membrandz yapilarin heterojen
bir grubudur (Van Niel vd. 2018). Biyolojik sivilarda bulunan bu kesecikler, hiicrelerin
bir cesit atiklar1 olarak adlandirildiysa da giiniimiizde olduk¢a zengin biyomolekiiler
iceriklere sahip olduklar1 ve birgok fizyolojik, patolojik siireglerde yer aldiklari

gosterilmistir.

Eksozomlar, yaklasik 40-200 nm gapa sahip olan ve hiicreler tarafindan salinan kiiresel
lipid ¢ift katmanli nano-vezikiillerdir (Zhan vd. 2020). Eksozomlar, boyut, sekil,
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yogunluk ve protein bilesenlerine gore ayirt edilebilirler (Brinton vd. 2015). Eksozomlar
hem normal hem de kanser hiicreleri tarafindan iiretilir ve ¢ogu viicut sivisinda bulunur

(Zhang vd. 2018).

2.6.1 Eksozomlarin kokeni ve karakteristik ozellikleri

Eksozom biyogenezi, endozomal sistem i¢inde baslar (Hessvik vd. 2018). Plazma zarinin
istilasiyla baslayan eksozom biyogenezinde once endositik vezikiiller iretilir. Coklu
endositik vezikiillerin flizyonu, erken endozomlarin olusumuna yol agar. Golgi
kompleksinin yardimiyla, multivesikiiler cisimler (MVB'ler) olarak bilinen gec
endozomlara evrilir ve olgunlasirlar. ige dogru zar tomurcuklanmasi, MVB'lerde bulunan
intraliiminal vezikiillerin olusumuyla sonuglanir. MVB'ler plazma zariyla birleserek
intraliiminal vezikiilleri endozomal siralama kompleksiyle hiicre dis1 bosluga salabilir ya
da lizozomlar veya otofagozomlarla birleserek degradasyona yol agabilirler. Tagima igin
gerekli endozomal siralama kompleksi, MVB olusumu ve MVB'lerde protein

siralamasinin altinda yatan en iyi agiklanan mekanizmadir (Xing vd. 2020).
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Sekil 2.4 Eksozom olusumu

Eksozomlar, diger hiicre dis1 vezikiiller gibi kiireseldir ve daha diisiik kaldirma
yogunluguna sahiptir (Van vd. 2003). Eksozomlar, ¢ift katmanli zarlar1 ve nano 6lgekli
boyutlar1 nedeniyle istiin dolasim kararliligi, fizikokimyasal kararlilik ve kan-beyin

bariyeri (BBB) niifuz etme yetenegine sahiptir (Lin vd. 2020).

12



Icerdigi biyomolekiiller, koken aldiklar1 hiicre tiiriine ve hiicrelerin mevcut durumlarina
(farklilagmis, uyarilmis, stresli) gore degiskenlik gosterebilir. EXOCARTA veri tabanina
gore, farkli hiicre tiplerinin eksozomlarindan 41.860 protein, 2838 miRNA, 3408 mRNA
ve 1116 lipid tanimlanmistir (Zhang vd. 2020). Eksozomlar tarafindan tasinan
biyomolekiiller arasinda, tetraspaninler (CD63, CD9 ve CDS81), endozomla iliskili
proteinler (Alix ve Tsgl01) ve antijenik peptit baglayici proteinler yaygin olarak bulunan
eksozomal proteinlerdir (Gurung vd. 2021). Bunun yanisira tagidigi genetik materyaller
ve lipit tiirevleri, eksozom formasyonunda, sekresyonunda, yapi korunmasinda 6nem

teskil eder.

2.6.2 immiin hiicre eksozomlari

Bagisiklik hiicreleri diger hiicreler gibi eksozom salgilayabilir veya alabilir. Bagisiklik
hiicresi kaynakli eksozomlarin biyogenezi, salgilanmasi ve alimi, hiicre i¢i proteinler ve
hiicre dis1 uyaranlar tarafindan diizenlenir (Yan ve Jiang, 2020). Bagisiklik sistemi
hiicrelerinden tiiretilen eksozomlar, cesitli genlerin transkripsiyonunu arttirmak ve
azaltmak ve sitokin tiretimini diizenlemek gibi farkli tepkileri indiikler (Hazrati vd. 2022).
Bagisiklik hiicrelerinden tiiretilen eksozomlar, dogal ve adaptif bagigiklik arasindaki
karismaya aracilik edebilir ve kanserin ilerlemesini ve metastazini diizenleyebilir (Yan
ve Jiang, 2020). Bu eksozomlarin tiimor hiicrelerine karsi ikili rolleriyle; baskilayici veya

aktif bagisiklik tepkilerini indiikleyebilir.

Plastisitenin gosterilebildigi bir ortamda dentritik hiicreler aktive edildiginde IL-10
tiretirler. Bu hiicrelerden iiretilen eksozomlar otoimmiin yanitlar1 ve hem dogal hem de
adaptif bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini baskilar (Kim vd. 2006). Bununla birlikte,
timor mikrogevresinde bulunan miyeloid kaynakli baskilayict hiicrelerden tiiretilen
eksozomlarin, timor ortamindaki makrofajlar ve T hiicreleri gibi bagisiklik sistemi

hiicrelerini baskilayabildigini gostermektedir (Hazrati vd. 2022).

Yiizeylerinde, antijen sunumu, immiin aktivasyon ve kanserli hiicrelerin éldiiriilmesine
firsat veren cesitli antijenleri ifade edebilen immiin hiicre eksozomlarmin, immiino

modiilator 6zellikleri bulunmaktadir. Ek olarak, immiin hiicreden koken alan eksozomlar,
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lyi biyouyumluluklari, diisik imminojenisiteleri ve yiiksek yiikleme kapasiteleri
nedeniyle etkili antitimor tedavisinde bir ilag verme platformu olarak biiyiik ilgi

gormektedir (Zhao vd. 2022).

2.6.3 Eksozomlarin kullanim alanlar

Hastalik progresyonu ve diyagnostik agidan onemli bilgiler sunan eksozomlar, genis
spektrumda aragtirma alanina sahiptir. Bu baglamda, endotel hiicreleri, fibroblastlar,
makrofajlar ve keratinositler gibi hiicrelerden kdken alan eksozomlar, yara iyilesme
siirecinde Onemli hiicresel fonksiyonlarin geri kazanilmasini destekler. Bdylece
immunolojik siireclerde meydana gelebilecek inflamatuar yanitlarin kontrol edilmesine
olanak saglayabilir. Buna yonelik yapilan bir ¢alismada kullanilan eksozomlar, iltihabi
onleyerek ve kolajen birikimini tesvik ederek diyabetik yara iyilesmesini desteklemistir

(Li vd. 2022).

Eksozomlar, kiiciik ya da makromolekiiller ile terapotik kargo gorevi gorerek, ilag
dagitim araclari olarak kullanilmaktadir (Kandimalla vd. 2022). Normal dokularda diisiik
toksisite, yiiksek biyo-yararlanma ve ila¢ direncini asarak anti-kanser ilaglarin secici
olarak yiiklenebilmesi gibi avantajlarindan dolay1 ila¢ tasiniminda tercih edilmektedir.
Ilag dagitim platformlar1 ve terapotik hedeflerinin yaninda, as1 gelistirmede araci olarak

kullanilabilirler.

Eksozomlarin kanser arastirmalarinda kullanimi ile ilgili yapilan calismalar artan bir
hizda devam etmektedir. Kanserden tiiretilen eksozomlar, tiimor mikrocevresinde
bulunan protein, niikleik asit gibi biyomolekiilleriyle hiicreler arasi etkilesimleri artirarak
kanserin ilerlemesine katkida bulunurlar. Bunun aksine, timor olimi hedeflenerek,
immun sistem hiicrelerinden kéken alan eksozomlarin kullanimi da kanser progresyonu
inhibisyonundan sorumlu tutulabilir. Yapilan bir ¢aligmaya gore, efektor T hiicrelerinden
tiiretilen eksozomlar, orijinal hiicrelerinin sitotoksik aktivitesine sahip oldugundan timor

hiicresi lizisine neden oldugu tespit edilmistir (Gao vd. 2018).
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Eksozomlarin ¢cogunlukla mesajlarini ilettikten sonra tiiketildigi bildirilmistir (Ebnoether
ve Muller, 2020). iletisim sistemini ¢alisir durumda tutmak ve 6zellikle bagisiklik sistemi
tizerinde stirekli bir etkiye sahip olmak i¢in, timor hiicreleri stirekli olarak tiimor kaynakli

eksozomlar tretir (Benecke vd. 2021).

Eksozomlar hastalik siirecinin bir pargast oldugundan, parental hiicre metabolitlerini
temsil etme yetenekleri ve patolojik siireclerdeki kritik rolleri sayesinde, farkli kanser
tiirleri ve diger hastaliklar igin umut verici biyobelirtecler olarak kabul edilir (Boriachek
vd. 2018). Biyolojik sivilardaki stabilitesi sayesinde sivi biyopsi yontemi kullanilarak
molekiiler profillemesi gergeklestirilebilir (Eylem vd. 2020). Minimal invaziv teshis veya
invaziv olmayan teshis sayesinde geleneksel doku, igne biyopsilerine alternatif olarak
kabul edilir (Vlassov vd. 2012). Eksozomlar, sivi biyopsi yontemiyle erken evre kanser
teshisi ve beraberinde hiicre spesifik immunoterapiyi destekleyerek, kanser terapileri

oniinde yeni bir kap1 agmaktadir.
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3. KAYNAK OZETLERI

Kanser hiicreleri ve bagisiklik sistem hiicrelerinin birbirlerini etkileme bigimlerini,
birbirleri tlizerinde gosterdikleri degisiklik rolleri anlayabilmek ig¢in ¢esitli kiiltiir
modelleri gelistirilmektedir. Gelisen teknoloji ve tecriibeyle beraber, hiicre
eksozomlarinin da katkisi, bu modelleri daha kompleks bir alana ve bir adim daha Gteye
tagimaktadir. Eksozom is birligi ile immunite ve kanser iliskisini detayli inceleyen

referans model ¢aligmalar asagida dzetlenmistir.

Yang vd. (2020) calismalarinda, glioma tizerinde eksozomal mikroRNA-21'in roliine
odaklanmistir. Bu amagla, M2 kemik iligi kaynakli makrofajlardan kaynakli eksozomlar
kullanilmistir. Yapilan deney sonuglarinda, glioma hiicrelerinde miR-21'in tiiketilmesi ve
PEG3'in eski haline getirilmesi, glioma hiicrelerinin hizlandirilmis apoptozunun yaninda
biliylimeyi ve istilay1 baskilamistir. Ayrica CD8+T proliferasyonunu, hiicre sitotoksik

aktivitesini ve IFN-y seviyesini artirarak U87 hiicre aktivitesini azaltmistir.

Son yillarda kanser arastirmalarinda olduk¢a vurgulanan eksozomlar, timor
mikrogevresinde sahip oldugu fonksiyonel oOzellikleriyle, hiicreler arasi iletisim
habercileri olarak bilinmektedir (Zhao vd. 2022). Ayrica merkezi sinir sisteminde ve
bagisiklik sisteminde, maligniteler arasinda dinamik bir iletisime aracilik edebilir. Bu
baglamda, Gabrusiewicz vd. (2018) tarafindan, glioblastoma kaynakli kok hiicre
(GSC'ler) eksozomlarinin immiin baskilamayr indiiklemesi hakkinda bir calisma
yayimlanmigtir. GSC'den tiiretilen eksozomlar, monosit sitoplazmasini gecerek aktin
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine neden olur ve monositleri, programlanmig
6liim ligand1 1 (PD-L1) ekspresyonu dahil olmak iizere immiin baskilayict M2 fenotipine
dogru saptirir. Yapilan kiitle spektrometresi analizi, GSC'den tiiretilen eksozomlarin, bu
immiin baskilayici anahtara islevsel olarak aracilik eden, sinyal transdiiserinin iiyeleri ve
transkripsiyon 3 (STAT3) yolunun aktivatdrii gibi ¢esitli bilesenler igerdigi gosterilmistir.
Western blot analizi, GSC eksozom ile tedavi edilmis monositlerde PD-L1
ekspresyonunun baskin olarak STAT3"in artan fosforilasyonuyla korele oldugunu ortaya
cikarmigtir. Bu veriler, GBM tarafindan salinan faktorler ile iligkili olarak, GSC'den

tiiretilen eksozomlarin immiinosupresif mikro ortamin giiglii modiilatorleri oldugu
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gosterilmistir.

Immun bilesen eksozomlarmin, kanser iizerine etkilerinin arastirilmasi giderek ilgi
duyulan bir konu haline gelmektedir. Terapdtik hedef noktalar1 belirlenerek ilag
direncinin asilmasi igin ¢ok sayida c¢alismalar yapilmaktadir. Chuang vd. (2019),
yaptiklar1 bir ¢alismada klinik GBM 6rneklerini analiz etmis ve GBM ile iliskili
makrofajlarm, oncomiR-21 ile =zenginlestirilmis eksozomlar1 salgiladigini tespit
etmislerdir. GBM ile iliskili makrofajlardan tiiretilmis eksozomlarin ve GBM hiicre
dizilerinin es-kiiltiiri, PDCD4 ve SRY'yi aktive ederek, glioblastoma hiicrelerinin
temozolomide (TMZ) kars1 direncini arttirmistir. Pakritinib tedavisi uygulandiginda ise,
GBM tiimérigenezi baskilanmistir; daha da Onemlisi, M2 sitokinlerini salgilamada
belirgin bir sekilde azalma ve GBM ile iliskili makrofajlarin tarafindan salgilanan miR-
21 ile zenginlestirilmis eksozomlarda azalma meydana gelmistir. Sonrasinda pakritinib
ile TMZ kombinasyonu tedavisinin, hiicrelerde ilag direncini ve M2 polarizasyonunu
yendigi goriilmiistiir. Ozetle, klinik ortamlarda TMZ'ye direngli glioblastoma tedavisi igin

pakritinib'in benimsenmesinde daha ileri aragtirmalar garanti edilmistir.

Eksozom aracili kanser arastirmalarina bir diger atif, Xu vd. (2021) tarafindan yapilan bir
caligmadir. Bu ¢alismanin ¢ikis noktasi, glioma tiirevli eksozomlarin immiinostiipresif
mikrogevre olusumunu tesvik ettigi mekanizmalarin belirsiz olmasidir. Burada, glioma
tirevli eksozomlarin otofaji, TAM'lerin polarizasyonu ve glioma ilerlemesi {izerindeki
etkileri arastirilmistir. Hipoksik glioma tiirevli eksozomlarin, normoksik glioma tiirevli
eksozomlara kiyasla, in vitro ve in vivo olarak glioma proliferasyonunu ve gocilinii
destekleyen otofajiyi ve M2 benzeri makrofaj polarizasyonunu belirgin sekilde
kolaylastirdig: tespit edilmistir. Western blot ve qRT-PCR analizleri, IL-6 ve miR-155-
3p'nin hipoksik glioma tiirevli eksozomlarda yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir.
Sonuglara gore, hipoksi ve gliomanin otofajiyi ve M2 benzeri makrofaj polarizasyonunu
eksozomlar yoluyla etkiledigi ve immiin baskilayici mikrogevreyi destekleyici bir

mekanizmayi acikliga kavusturmustur.

Immun hiicre eksozomlarinin inflamatuar tepkilerinin kanser iizerinde arastirildigy,

gelecek caligmalara ilham olabilecek, yenilik¢i nanoplatformlar, eksozomlar ile
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saglanabilmektedir. Wang vd. (2021) tarafindan yapilan nétrofil eksozomlar1 ve glioma
tedavisi ¢alismasi, yenilik¢i bir ilag dagitim sistemini de vurgulamistir. BBB-gecis
kabiliyeti ile tesvik edilen, glioma tedavisi i¢in yiiklii doksorubisin (DOX) ilacin1 vermek
icin kurulmus bu notrofil eksozomlar: sisteminin hem in vitro transwell sisteminde hem
de in vivo tizerinde kemotaktik bir fonksiyon sagladigi ve tiimor biiylimesini baskiladig:

dogrulanmustir.

Yapilan bu calismalarla beraber, tiimor-stroma etkilesimlerini anlamak i¢in in vivo
taklidinde bir standarda yaklasmak gerekmektedir. Literatiir verilerine bakilarak, stromal
bilesenlerin varligi ile hiicre davraniglarinin ciddi sekilde etkilendigi anlasilmistir.
Ozellikle eksozom deneyleriyle, birebir etkilenen kanser hiicreleri, morfolojik ve gen
ekspresyon bakimindan ciddi farklar gostermektedir. Bu tez calismasinin sonunda,
eksozom ve kanser platformundaki molekiiler degerlendirmelere ek olarak, ilag etkilerini

de incelemek amaglanmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Hiicre Kkiltiirii galismalar1 siiresince kullanilan steril kiiltiir kaplart (Wuxi NEST
Biotechnology, Cin), besiyeri DMEM-HG (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-High
Glucose), L-glutamin, penisilin/streptomisin  (P/S), fetal sigir serumu (FBS)
kullanilmigtir. Bununla birlikte, hiicre pasajlanmasi i¢in DPBS (Biological Industries) ve
tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sartorius) kullanilmistir. Hiicre deneyleri, laminer akim ile

sirkiilasyon saglayan steril kabinde gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiir ortamu i¢in %5 COg,

%95 nem ve 37°C sicaklik ortamindaki bir inkiibator (Panasonic, Japonya) kullanilmustir.

Makrofaj polarizasyonu i¢in LPS (Eskisehir Osmangazi Universitesi Biyogiivenlik
Anabilim Dali, Tiirkiye), IFN-y (Sigma), IL-10 (Peprotech Inc, ABD) kullanilmistir. Es-
kiltiir deneylerinde kullanilan transwell sistemleri Thermo Fischer firmasindan temin
edilmistir. Eksozom izolasyonunda sirasiyla siizme i¢in 45um’lik filtreler (Jet Biofil,
Cin), kademeli santrifiij (Hettich, Almanya) cihaz1 ve ultrasantrifiij cihazt (HITACHI
Himac CP100WX, Tayvan) kullanilmigtir. Toplanan eksozomlarin protein miktari igin
BCA protein kit (Thermo Fischer, ABD) kullanilmistir. Eksozomlarin varligini
gorsellestirmek amaciyla TEM goriintillemesi (Jeol jem, Japonya) yapilmistir.
Goériintiileme dncesi eksozom drneklerini hazirlamak igin grid (Agar Scientific, Ingiltere)
temin edilmistir. Bunun yaninda, glutaraldehit (Sigma, ABD) ve kontrast yaratmasi

amactyla uranil asetat boyasi (Sigma, ABD) kullanilmistir.

Hiicre proliferasyonu, XTT [2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H- tetrazolyum-5-
karboksanilid] hiicre proliferasyon kiti (Biological Industries, ABD) kullanilarak
incelenmistir. Absorbans degerlerini okumak i¢in UV-spektrofotometre (Multiskan Sky
MicroplateSpectrophotometer, Thermo Fisher) cihazi kullanilmistir. Hiicre canliliginin
nitel analizi i¢in kalsein-AM (Molecular Probes, Thermo Fisher, UK) boyast, 6lii hiicreleri
gosteren etidyum homodimer-1 (Molecular Probes, Thermo Fisher) ve hiicre ¢ekirdek
boyast DAPI boyalar1 kullanilmistir. Hiicre o6limiinii detayli incelemek amaciyla

apoptoz-nekroz kiti (ab176749, abcam) kullanilmistir. Hiicreler Leica DMIL (Almanya)
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floresan mikroskobuyla goriintiilenmistir.

Immiinofloresan boyama prosesi i¢in paraformaldehit (PFA, Sigma), Triton X-100
(Sigma) ve sigir serum albiimin (BSA, Sigma) kullanilmistir. Birincil antikor olarak
GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein) ve Vimentin (Santa Cruz, ABD), ikincil antikor
olarak Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, ABD) kullanilmustir.

Gen ekspresyon calismasinda ise RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon kiti (GeneAll®
Hybrid-R™, Kore) ve tamamlayict DNA (cDNA) sentezi i¢in iScript™ cDNA sentez Kiti
(Bio-Rad, ABD) kullanilmustir. Ters transkriptaz-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gPCR) igin kullanilan primerler Oligomer Biyoteknoloji (Tiirkiye) firmasindan
temin edilmis olup, reaksiyon termal dongiileyici (Bio-Rad CFX96 cihazi, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon analizinde kullanilan primerler, metastaz ile ilgili
MMP-2 ve MMP-9, EMT-iliskili olarak E-CAD, N-CAD, GFAP, VIMENTIN, SNAIL,
apoptoz ile ilgili olarak CASP-3 ve P53 kullanilmustir.

4.2 Yontem

4.2.1 In vitro hiicre Kiiltiirii calismalari

Bu boliimde, Raw264.7 (makrofaj hiicre hatt1) hiicrelerinin polarizasyon agamasinda ve
U87MG (glioblastoma hiicre hatt1) hiicrelerinin kiiltiir siirecinde izlenen prosediir
hakkinda bilgi verilmistir. Raw264.7 ve U§7MG hiicrelerinin es-kiiltiir siireci, canlilik ve
cogalma testleri, immiinofloresan boyamasi, gen ekspresyon calismalar1 protokolleri
sunulmustur. Benzer sekilde ¢alismanin ileri asamalart MMP2 primer sequence es-kiiltiir
sistemleri yerine konvansiyonel mikro-plakalarda eksozom uygulanmasi seklinde devam
etmektedir. Buna ek olarak, eksozom indiiklii in vitro yara iyilesme testleri ve ilag

caligmalar1 gergeklestirilmistir.
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4.2.1.1 Hiicre kiiltiira

U87MG ve Raw264.7 hiicreleri %1 L-glutamin, %1 P/S ve %10 FBS iceren DMEM-HG
icerisinde 37°C ve %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicreler bagil bolluga
gelinceye kadar belli zamanlarda (2-3 giin arayla) taze besiyeri degisimi yapilarak kiiltiire
devam edilmistir. Yaklasik %80 bagil bolluga ulasan glioblastoma hiicreleri kaldirilip
deneyde kullanilmis ve pasajlanmistir. Hiicre kaldirma isleminde oOncelikle tripsini
inaktive edecek serumu uzaklastirmak amaciyla 5-10 mL DPBS yikamasi yapilmistir.
Ardindan %0,25 olacak sekilde tripsin/EDTA ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 4 dakika
inkiibe edilmistir. Hiicrelerin kalkmasiyla beraber lizerlerine 4 mL serumlu besiyeri
eklenmis ve tripsin aktivasyonu durdurulmustur. Siispanse olan hiicreler besiyeriyle
beirlikte toplanarak 1200 devir/dakika ve 4 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast siipernatant atilarak pelet 1 mL besiyerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu adimdan sonra
hemositometre araciligryla hiicre sayimi yapilmustir. Istenen yogunlukta hiicre sayis1 igin
gerekli hesaplamalar yapilarak kuyucuklara ekim gergeklestirilmistir. Ekim yapildiktan
sonra besiyeri ilavesiyle inkiibasyona birakilmistir. Glioblastoma hiicrelerine benzer
sekilde, diizenli olarak atik vasati toplanan ve bagil bolluga ulasan makrofaj hiicreleri,
deneylerde kullanilmak {izere ¢ogaltilmig ve pasajlanmistir. Makrofaj hiicrelerinin atik
vasati eksozom izolasyonu i¢in toplandiktan sonra, yaklasik 5 mL kendi besiyeri
eklenerek, bir kaziyict aracilifiyla hiicreler kaldirilmistir. Benzer sekilde toplanip,
santrifiij asamasi1 gerceklestirilmis ve sayim yapilarak istenen oranda hiicre ekimi

gerceklestirilmistir.

4.2.1.2 Makrofaj polarizasyonu

Makrofaj hiicreleri cogaltilip M1 ve M2 olmak iizere iki ayr1 fenotipe indiiklenmistir. Bu
indiikleme esnasinda, literatiir bilgilerinden yararlanilarak spesifik sitokinler
kullanilmistir. M1 indiiksiyonu i¢in hiicre ekiminden 1 giin sonra bulundugu kiiltiir
kabina uygun hacimde polarizasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltide, LPS i¢in 200
ng/mL ve IFN-y icin 50 ng/mL oranlar1 kullanilmis olup, hiicre besiyerinde
hazirlanmigtir.  Ardindan indiiksiyon gergeklestirilmistir. Benzer sekilde, M2

polarizasyonu i¢in, hiicre besiyerinde IL-10 ¢ozeltisi (20 ng/mL) hazirlanmis ve hiicrelere
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uygulanmistir. Bununla birlikte, polarizasyon sayis1 birden fazla olabileceginden iki giin
arayla iki kere sitokin uygulamasi yapilarak etkileri incelenmistir. Polarize olan makrofaj
hiicreleri, 4.2.1.1°deki yontem ile aynmi sekilde kiiltiir edilmis, atik vasati toplanmis ve

ilgili deneylerde kullanilmistir.

4.2.2 Makrofaj hiicre proliferasyonu’nun XTT testi ile incelenmesi

MO, M1 ve M2 fenotipteki makrofaj hiicrelerinin ¢ogalma kapasitelerinin zamana gore
(2. glin ve 5. gilin) degisimi XTT testi ile gozlemlenmistir. 3 tekrarli olacak sekilde 96-
kuyucuklu plaka igerisine 10 bin hiicre/kuyucuk olacak sekilde makrofaj hiicreleri
ekilmistir. Ornekler 37°C ve %5 CO: igeren ortam sartlarinda inkiibe edilmistir.
Belirlenen zaman noktalarinda kuyucuklardaki besiyeri uzaklagtirllmig ve sonra
orneklere 100 pl taze besiyeri ilave edilmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi, 5 mL XTT reaktifine
0,1 mL aktivasyon ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmistir. Her kuyucuga kuyucuk
hacminin yarisi kadar (50 pL) hazirlanan reaksiyon karigimindan eklenerek 2 saat
inkiibasyona brrakilmstir. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometre cihaz ile 490 nm dalga

boyunda absorbans 6l¢timleri alinmustir.

4.2.3 Makrofaj ve glioblastoma hiicrelerinin es-kiiltiirasyonu

Glioblastoma hiicreleri (300.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde) 24-kuyucuklu bir
plakaya ekilmistir. MO (polarize edilmemis), M1 ve M2 (polarize edilmis) makrofaj
hiicreleri (150.000 hiicre/insort) ise ayr1 bir 24-kuyucuklu plakaya yerlestirilen insortlerin
icerisine ekilmistir. Hiicreler yapistiktan 1 giin sonra insortler alinarak glioblastoma
hiicrelerinin ekili oldugu plakada ilgili kuyucuklara yerlestirilmistir. Es-kiiltiir,
birlestirme gerceklestikten sonra baglatilmis ve hiicrelerin yapisma durumlart kontrol
edilerek 3 giin siireyle kiiltiir gergeklestirilmistir. Es-kiiltiiriin yoniiniin hiicre davranigina
etkisini degerlendirmek amaciyla ayn1 proseste hiicrelerin es-kiiltiir diizenegindeki yerleri

degistirilerek ayr1 bir deney daha kurulmustur.

Bu deneyde ise insort igerisine glioblastoma hiicreleri ve kuyucuk igerisine makrofaj
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hiicreleri ekilmistir. Daha sonra birbirlerini etkileme davranislarin1 degerlendirmek igin

cesitli molekiiler yontemler kullanilarak analizler gerceklestirilmistir.

4.2.3.1 Canly/olii testi: Es-kiiltiirasyonun canhhga etkisi

Glioblastoma-makrofaj hiicrelerinin es-kiiltiiriiniin glioblastoma canliligina etkilerinin
incelenmesi amaciyla 2. giin i¢in canli/6lii testi gergeklestirilmistir. Bu amagla hiicreler 2
tekrarli olacak sekilde 24-kuyucuklu plaka igerisine (30.000 hiicre/kuyucuk) ekilmis ve
bilinen inkiibator sartlarinda inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman noktasinda orneklerin
bulundugu kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmistir ve DPBS ile yikama yapilmistir.
Canli hiicreleri boyamak i¢in 4 pM Kalsein-AM ve 6lii hiicreleri boyamak i¢in 10 pM
Ethd-1 reaktifleri DPBS igerisinde hazirlanarak 6rneklerin oldugu kuyucuklara eklenmis
ve 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan floresan mikroskop araciligiyla canli

hiicreler 488 nm dalga boyunda ve 6lii hiicreler 527 nm dalga boyunda gézlemlenmistir.

4.2.3.2 Es-kiiltiirasyonun  glioblastoma hiicrelerinin metastatik davramsina
etkisinin immiinfloresan boyama ile incelenmesi

Es-kiiltiirii gergeklestirilen glioblastoma hiicreleri tizerinde M0, M1, M2 makrofaj
hiicrelerinin metastatik etkilerini gorsel olarak inceleyebilmek amaciyla antijen-antikor
aracili immiinofloresan boyama yontemi kullanilarak floresan mikroskop ile inceleme
yapilmistir. Bolim 4.2.3.te tarif edildigi tlizere, ayr1 Kkiiltiir plakalarina ekilen
glioblastoma ve ti¢ farkli fenotipteki makrofaj (M0, M1, M2) hiicreleri 24-kuyucuklu bir
plaka igerisinde birlestirilerek es-kiiltiirii baslatilmistir. Ardindan standart inkiibator
sartlarinda 4 giin siiresince inkiibe edilmistir. Kiiltiir siireci sonlandirildiktan sonra,

insortler uzaklastirilarak 6rnekler immiinofloresan boyamasi i¢in hazirlanmistir.

Bu amagla, ilk olarak ornekler iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak DPBS ile yikama
yapilmistir. Ardindan %4 PFA ilave edilerek 15 dakika inkiibasyona birakilarak hiicre
sabitlenmesi saglanmistir. Sabitleme isleminden sonra DPBS yikamasi yapilarak PFA
ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islemin akabinde %0,1 Triton X-100 ilave edilmis ve bir

siire inkiibe edilmistir. Antikor ilavesinden Once %0,1 BSA ¢ozeltisi eklenerek, oda
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sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Son asamada birincil antikorlar (GFAP ve
Vimentin) hacimce 1:200 olacak sekilde DPBS igerisinde hazirlanarak ilgili kuyucuklara
eklenmistir. Ornekler 4°C'de bir giin inkiibe edilmis ve ardindan birincil antikorlar
ortamdan uzaklastirilarak ikincil antikorlar (anti-fare Alexa Fluor 488) hacimce 1:1000
oraninda belli bir seyreltmeyle kuyucuklara ilave edilmistir. 45 dakika odasicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilen 6rnekler, DAPI boyas: eklendikten sonra floresan mikroskop

altinda incelenmistir.

4.2.3.3 RT-gPCR: Makrofajlarla es-kiiltriirasyonun glioblastoma onkogenik gen
ekspresyonlarina etkisinin incelenmesi

Makrofaj hiicrelerinin glioblastoma hiicreleri ile es-Kiiltiiriiniin glioblastoma kanser
hiicrelerinde metastaz, EMT gibi siire¢lerde yaratacagi fonksiyonel degisiklikleri
saptamak amaciyla RT-qPCR analizi gergeklestirilmistir. Bu baglamda, 24-kuyucuklu
plakada yontem 4.2.3’te verildigi sekilde iki tekrarli olarak 4 giin siireyle es-kiiltiir
gergeklestirilmis.

Ardindan, Orneklerden kit protokoliine wuygun olarak RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izolasyon igleminde dnce drnekler, RiboEx reaktifi ile muamele
edilerek homojenize edilmistir ve ependorflara toplanarak 12,000xg’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant alinarak RiboEx miktarinin 1/5 ‘1 kadar kloroform ilave
edilmis ve pipetlenerek homojen hale getirilmistir. Bu islemden sonra tekrar
12,000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ortaya c¢ikan seffaf siipernatant yeni
ependorflara aktarilarak, aktarilan miktar ile ayn1 olacak sekilde RBI reaktifi eklenmistir.
Bu adimdan sonra, kit icerisinde bulunan mini spin kolonlara aktarilan ornekler
10,000xg’de 30 saniye santrifiijlenmistir. Daha sonra sirasiyla SWIve RNW tamponu ile

yikama yapilmstir.

Son asamada, niikleaz igermeyen su ilavesi ile RNA’larin kolonda bulunan
membranlardan siiziilerek toplanmasi saglanmistir. Toplanan RNA  Grneklerinin
konsantrasyonlari, NanoDrop araciligiyla spektrofotometre kullanilarak o6lgiilmiistiir.

Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak cDNA sentezi igin
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kullanilacak miktarlar hesaplanmigtir. Sentezin gergeklesmesi igin kit i¢erisinde mevcut
olan reaksiyonu gerceklestirecek ¢ozeltiden (5x iScript Reaction Mix) eklenmistir ve kit
protokiilii izlenerek, termal dongiileyici cihazinda cDNA sentezlenmistir. cDNA
sentezinin ardindan RT-gPCR teknigi kullanilarak, metastaz belirte¢cleri MMP2 ve
MMP9, EMT belirtegleri E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, Snail ve apoptoz belirtecleri
caspase-3 ve p53 genlerindeki degisiklikler analiz edilmistir.

4.2.4 Eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu

Eksozomlarin izolasyonu igin %70-95 aras1 bagil bolluga gelen makrofaj hiicrelerinden
atik vasatlar toplanmistir. Yeterli atik vasat miktarina ulasinca, oda sicakliginda ¢oziilerek
0.22 mikrometrelik filtreler ile siiziilmistiir. Ardindan kademeli santrifiij i¢in falkonlara
aktarilmis ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant yeni bir falkona
aktarilarak 13000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant tekrardan yeni
falkonlara aktarilarak ultrasantrifiij edilinceye kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
Ultrasantrifiij islemi i¢in O6rnekler, santrifiij tiiplerine esit agirliklarda paylastirilmis ve
ardindan cihaza yerlestirilmistir. 120.000g’de santrifiij islemi tamamlandiktan sonra
siipernatant uzaklastirilmistir. Eksozom peleti 50 uL PBS ile ¢ozdiiriilmiis ve steril bir

ependorfa alinmstir. izole edilen eksozom &rnekleri -20°C’°de muhafa edilmistir.

BCA Testi

Eksozom ¢ozeltisi igerisindeki total protein miktarin1 belirmek igin, BCA testi
yapilmistir. Protein konsantrasyonu i¢in seri seyreltme ile BSA kullanilarak, protokole
uygun standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bununla birlikte kit icerisinde bulunan A reaktifi
ve B reaktifinden 50:1 oraninda bir ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. 96-kuyucuklu bir
plakaya ornekler ve standart ¢ozeltiler eklenmis ve sonrasindacalisma soliisyonu ilave
edilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika kadar inkiibasyonu saglanmis ve 562
nm'de spektrofotometrede 6l¢iim alinmistir. Numune konsantrasyonundan kor ¢ikarilarak
absorbans degerleri elde edilmistir. Standartlara karsilik gelen absorbans grafigi ¢izilmis
ve regresyon denklemi olusturulmustur. Ornek absorbans degerleri, denklemden

bulunarak protein konsantrasyonlar: hesaplanmustir.

25



TEM Goriintiilemesi

Eksozom ornekleri goriintiilemeye hazirlanmasi i¢in hacimce 1:3 oraninda seyreltilmistir.
Ornekler grid iizerine 10 pL hacimde eklenmis olup, ardindan sabitlemek igin %35
glutaraldehit ve hiicre membranini boyayarak kontrast yaratmasi i¢in %1 uranil asetat
¢ozeltisi ilave edilmistir. Yikama isleminden sonra grid kurumaya birakilmistir. Gegirimli

elektron mikroskobu ile goriintiileme yapilmis ve eksozomlarin varligi dogrulanmustir.

425 Glioblastoma hiicrelerine MO, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlarin
uygulanmasi

MO, M1 ve M2 makrofaj hiicrelerinden toplanan atik vasatlar ile bolim 4.2.1°de
belirtildigi sekilde eksozom izolasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan BCA testi
yapilarak eksozomlarin protein miktarlar1 belirlenmistir. Eksozom konsantrasyonunu,
kanser hiicrelerinin metastatik, apoptotik davraniglarina etkisini degerlendirmek amaciyla

10 pg/mL ve 100 pg/mL olacak sekilde iki farkli konsantrasyon belirlenmistir.

Bu amagla, 24-kuyucuklu bir plakaya 200.000 hiicre/kuyucuk olarak glioblastoma
hiicreleri ekilmistir. Hiicrelerin yapismasini takiben 1 giin sonra besiyerleri igerisinde
hazirlanan ve yukarida konsantrasyonlar: belirtilen eksozom ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Kuyucuklarda varolan besiyeri uzaklastirilarak eksozom igerikli taze besiyeri ilave
edilmistir. Ardindan %5 CO; ve 37°C sicaklikta kiiltiir islemleri 3 ve 5. giin deneyleri i¢in

siirdiiriilmiistiir.

4.25.1 XTT testi: Makrofaj eksozomlarinin glioblastoma hiicre proliferasyonuna
etkisi

Bolim 4.2.5’te verildigi lizere glioblastoma hiicrelerine, M0, M1 ve M2 makrofaj
eksozomlar1 uygulanmistir. iki ayr1 zaman noktasinda proliferasyonu incelemek amaciyla
iki ayr1 96-kuyucuklu plakaya 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde U87MG hiicreleri
ekilmis ve 1 giin sonra 100 pg/mL konsantrasyona sahip olacak sekilde makrofaj
eksozomlarindan hesaplanan miktarda uygulanmistir. Bu amacla, eksozom igerikli

besiyeri, hiicrelerin oldugu kuyucuklara eklenmis ve standart inkiibator sartlarinda
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belirlenen iki farkli zaman noktast (2.giin ve 5.giin) i¢in inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sona erdiginde XTT kit protokolii uygulanarak spektrofotometrede dlgiimler

alinmustir.

4.2.5.2 Apoptoz/Nekroz testi

MO, M1, M2 makrofaj tiirevli eksozomlarin glioblastoma hiicrelerinde apoptotik/nekrotik
etkilerini degerlendirmek amaciyla apoptoz/nekroz testi gerceklestirilmigtir. 48-
kuyucuklu plaka igerisine U7MG hiicreleri (30.000 hiicre/kuyucuk) ekildikten 1 giin
sonra eksozom uygulamalar1 daha once belirtildigi gibi yapilmis ve 4 giin siireyle
kiiltiirasyon devam ettirilmistir. Apoptotik ve nekrotik hiicreleri goriintiilemek igin
kuyucuk bagina tampon igerisinde hacimce 1:100 ve 1:200 olacak sekilde Apoxin yesil
indikatérii ve 7-AAD (7-aminoaktinomisin-D) ilave edilmistir. Ornekler oda sicakliginda

30 dk inkiibe edildikten sonra hiicreler floresan mikroskobu altinda gériintiilenmistir.

4.2.5.3 immiinofloresan boyama: Makrofaj eksozomlarinin glioblastoma iizerinde
metastatik etkilerinin incelenmesi

MO, M1, M2 makrofaj tiirevli eksozomlarin glioblastoma hiicreleri {izerinde metastatik
etkilerin ileri diizeyde incelenebilmesi i¢in immiinofloresan boyama c¢alismasi
yapilmistir. Bu dogrultuda, eksozom konsantrasyonunun etkisini degerlendirmek
amaciyla 10 pg/mL ve 100 pg/mL olmak iizere iki eksozom konsantrasyonu
kullanilmistir.  50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24-kuyucuklu bir plakaya
glioblastoma hiicreleri ekilmis ve 1 giin sonra belirlenen eksozom konsantrasyonlari
besiyeri igerisinde hazirlanarak hiicrelere uygulanmustir. Inkiibasyon 4 giin siireyle
siirdiiriilmiistiir. inkiibasyon sona erdikten sonra immiinofloresan protokolii GFAP ve
Vimentin ifadelenmelerinin goriintiilenebilmesi i¢in uygulanmistir. 1 giin sonra ise ikincil

antikor (anti-fare 1gG) eklenmis ve floresan mikroskopta goriintiileme yapilmistir.
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4254 RT-gPCR: M0, M1, M2 makrofaj tiirevli eksozomlarin glioblastoma
hiicrelerinde gen ekspresyon seviyesinde yarattig1 farkliiklarin incelenmesi

Boliim 4.2.5°te gergeklestirilen protokol ayni sekilde izlenerek, 24-kuyucuklu bir plakaya
iki tekrarl1 ve 50.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde US7MG hiicreleri ekilmistir. Onceki
calismalar neticesinde uygulanacak eksozom konsantrasyonu 100 pg/mL olarak
belirlenmis ve hiicre ekiminden 1 giin sonra eksozom uygulamalar1 gergeklestirilmistir.
Eksozom uygulamasi yapildig1 giinden itibaren 4 giin siireyle %5 COz2, %95 nem ve 37°C

sicaklik kosullarinda inkiibe edilmistir.

Belirlenen zaman noktasina gelindiginde RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Toplanan
RNA o6rneklerinin konsantrasyonu belirlendikten sonra ilgili hesaplamalar yapilarak,
cDNA sentezinde kullanilmis ve -80°C buzdolabina kaldirilmistir. cDNA sentezinden
sonra, gen ekspresyonundaki degisiklikleri saptayabilmek amaciyla metastaz, EMT,
apoptoz/nekroz iligkili primerler kullanilarak RT-qPCR kit protokolii takip edilerek

analiz gergeklestirilmistir.

4.2.6 M0, M1, M2 Makrofaj eksozomlarinin glioblastomada in vitro yara iyilestirme
(scratch assay) potansiyelinin incelenmesi

MO, M1, M2 makrofaj tiirevli eksozomlarin U87-MG hiicrelerinin migrasyonuna
etkilerinin incelenmesi amaciyla in vitro yara kapanmasi tahlili ger¢eklestirilmistir. Bu
caligma ayn1 zamanda eksozomlarin kanser hiicre metastazina olan etkileri hakkinda da
fikir verebilecektir. Bu amagla U87-MG hiicreleri 24-kuyucuklu bir plakaya iki tekrarli
olarak 200.000 hiicre/kuyucuk ekilmistir. Ardindan 3 giin boyunca hiicreler
inkiibasyonda birakilarak kuyucuk igerisinde istenen bolluga gelmesi amaclanmistir.
Inkiibasyon siiresi sona erdiginde hiicrelerin besiyeri uzaklastirilmistir. Yara agma islemi
icin bir pipet ucu kullanilarak kuyucuklarda boydan boya ¢izgi ¢ekilmistir. Yara
olusturulduktan sonra makrofaj eksozomlar1 100 pg/mL konsantrasyonda besiyeri
icerisinde kuyucuklara eklenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince
meydana gelen degisiklikleri gézlemlemek amaciyla periyodik zaman noktalar1 (0, 12,
24, 48 ve 72. saat) belirlenmis ve invert faz/kontrast mikroskobunda fotograflanmistir.

Zamanla meydana gelen gorsel degisiklikleri kantitatif olarak degerlendirmek amaciyla
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Image-J kullanilmis ve yara kapanma alanlar1 hesaplanarak %yara iyilesmesi olarak

verilmigtir.

4.2.7 MO, M1, M2 makrofaj eksozomlarimin glioblastomada anti-kanser ilac¢
direncine etkileri

Glioblastoma hiicrelerinin anti-kanser ilag (5-Florourasil) karsisinda ¢ogalmalarini
incelemek amaciyla 24 ve 72 saat olmak iizere iki farkli zaman noktasinda 10 uM ilag
dozu belirlenerek iki defa eksozom uygulamasi yapilmustir. ilag deneyleri, 96-kuyucuklu
bir plakada ii¢ tekrarli ve 5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde baslatilmis ve ilag
uygulamasi ikinci kez eksozom indiiklemesinden hemen sonra gergeklestirilmistir.
Belirlenen zaman noktalar1 boyunca inkiibatérde birakilan hiicreler, boliim 4.2.5.1°deki

basamaklar izlenerek XTT testi ile cogalmalari nicel olarak belirlenmistir.
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5. BULGULAR

5.1 In vitro Hiicre Kiiltiirii Bulgular:

5.1.1 Makrofajlarin polarizasyonu ve karakterizasyonu

Kiiltiir stiresince MO makrofajlar ¢ogaltilarak, M1 ve M2 fenotip gosterecek sekilde

polarize edilirken, morfolojilerinin incelemesi invert faz-kontrast mikroskobu ile

gerceklestirilmistir.
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Sekil 5.1 LPS ve IFN-y ile indiiklenen M1 ve IL-10 ile indiiklenen M2 makrofajlarin
MO0’a kiyasla kiiltiir siirecindeki morfolojik degisikliklere ait goriintiileri:
(A) MO makrofaj, B) M1 makrofaj, C) M2 makrofaj, dlcek cubugu: 200
pm.

Makrofajlarin morfolojik agidan yuvarlak veya oval sekle sahip oldugu bilinmektedir
(Doshi ve Mitragotri 2010). Makrofajlarin fenotipik polarizasyonu, kullanilan sitokinler
araciligryla in vitro ortamda M1 fenotip ve M2 fenotipe farklilastirilabilirken in vivo
ortamda lokal mikrogevresine gore diizenlenmektedir. Sekil 5.1’de M1 makrofajlarin
morfolojilerinde dendritik yapilar goriilmiistiir. M2 hiicreleri ise M1 hiicreleri ile
karsilastirildiginda uzamis morfolojiler sergilemislerdir. ikinci kez yapilan indiiksiyon

islemlerinden sonra devam eden kiiltiir siirecinde M2 makrofajlarda belirgin fibroblastik-
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morfoloji benzeri yapilar gozlenmistir (Sekil 5.2). Genel olarak 2. indiiksiyon
uygulamasindan sonra hiicre morfolojilerinin 1. indiiksiyona kiyasla net bir degisme
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sebeple, ileri deney ve analizler iki asamali indiiksiyon

islemlerinden sonra gergeklestirilmistir.

Sekil 5.2 iki kez indiiklenmis (A) M1 makrofaj hiicreleri ve (B) M2 makrofaj
hiicrelerinde kiiltiir siiresince gozlenen morfolojik degisiklikler, 6lgek
¢ubugu: 100 um

5.1.2 Makrofaj polarizasyonunun RT-gPCR ile incelenmesi

MO makrofajlarm LPS ve IFN-y ile M1 fenotipe ve IL-10 ile M2 fenotipe
indiiksiyonunun basarisi, spesifik yiizey belirte¢ ekspresyonlarinin qRT-PCR ile
incelenmesiyle dogrulanmistir. Bu amagla makrofajlar igin spesifik olarak STATIL,
STAT6, CD64 ve CD163 analizi yapilmistir. M1 makrofaj i¢in belirleyici olan STAT1
ekspresyonunda M0’a kiyasla 5,5 katlik bir artis gézlenirken CD64 ekspresyonu ise M0’a
kiyasla yaklasik 3,3 kat yiiksek gozlenmistir (Sekil 5.3). M2 makrofajlarda belirleyici
olan STAT6 ve CD163 ise M0 grubuna kiyasla yiiksek oranda ifadelenmistir (Sekil 5.3).
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Yapilan gen ekspresyon analizlerinde gruplar arasindaki farklilik ve anlamliliklar

ANOVA testi kullanilarak tespit edilmis ve grafik {izerinde gdsterilmistir.
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Sekil 5.3 Makrofaj indiiksiyonlarinin karakterizasyonunda STAT1/CD64 (M1 fenotip) ve
STAT6/CD163 (M2 fenotip) gen ekspresyon grafikleri

5.1.3 Polarize makrofaj hiicrelerinin cogalma kapasitelerinin XTT ile incelenmesi

Makrofaj hiicrelerinin (M0, M1 ve M2) canlilik durumlar1 ve zamana bagli (48. saat ve
96. saat) proliferasyon kapasitleri ger¢eklestirilen XTT testi ile incelenmistir. Yapilan
analiz sonucunda, polarizasyon etkisinin makrofaj hiicrelerinde canlilik tiizerinde

olumsuz bir etki olusturmadig1 gorilmistiir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4 Polarize edilen makrofaj hiicrelerinin 2.giin ve 4.giin i¢in XTT yontemi ile
belirlenen hiicre ¢ogalma oranlari

Metabolik aktivitelerinin bir ifadesi olarak yapilan bu analizde, M1 makrofaj hiicreleri
48. saatte maksimum proliferasyon gostermistir. Bunun yanisira, MO ve M2 hiicrelerinde

canlilik 48. saate kiyasla 96. saatte anlaml1 sekilde ytliksek ¢cikmustir.

5.1.4 Es-kiiltiirasyonun hiicre canhliklarina etkisinin canli/6lii testi ile incelenmesi

Polarize edilen makrofaj hiicreleriyle es-kiiltiir edilen glioblastoma hiicreleri {lizerinde
meydana gelen olasi sitotoksisite ve canlilik durumlarini incelemek amaciyla bir zaman
noktasi belirlenerek canli/6lii boyama testi gerceklestirilmistir. Burada canli hiicreler
Kalsein-AM ile yesil floresan 1s1ma yaparken, 6li hiicreler Ethd-1 boyamasi ile kirmizi
floresan seklinde temsil edilmistir. Sekil 5.5’te 4 giin boyunca gerceklestirilen es-kiiltiir
deneyinden elde edilen boyama bulgular1 sunulmustur. MO, M1 ve M2 makrofajlarla es-
kiiltiirlenmis glioblastoma hiicrelerinin olagan sekilde ¢ogalmasina devam ettigi, kontrole
kiyasla olumsuz bir etkinin olmadig1 gézlenmistir. Ek olarak floresan mikroskop altinda
canl/6li testi gerceklestirilirken, glioblastoma hiicreleri iizerinde bazi morfolojik

degisiklikler saptanmistir.
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Sekil 5.5 MO, M1, M2 makrofajlarla es-kiiltiirlenmis U87-MG hiicrelerinin 4. giinde
canli/6lii boyamasina ait floresan goriintiileri, 6l¢cek cubugu: 200 um.

Kontrol grubu olarak kullanilan ve makrofajlar ile es-kiiltiirlenmemis gliobastoma
hiicrelerinin mikroglia formlarinin yaninda ¢ogunlukla kiiresel hatlara sahip oldugu
gorilmistiir (Sekil 5.6). Makrofaj hiicreleriyle es-kiiltiirii gergeklestirilen glioblastoma
hiicrelerinde (M0, M1 ve M2 gruplarinda) ise artan hiicre-hiicre etkilesimleri ve uzayan
morfolojiler dikkat ¢ekmistir (Sekil 5.6). Hiicre-hiicre baglantilar1 ve kiimelenmeler

kirmizi oklarla belirtilmistir.
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Sekil 5.6 M0, M1, M2 makrofajlarla es-kiiltiirlenmis U87-MG hiicrelerinin morfolojik
bulgulari, 6l¢ek ¢gubugu: 200 um.

5.1.5 M0, M1, M2 makrofajlarla es-kiiltiirlenen glioblastoma hiicrelerine GFAP ve
Vimentin ifadelenmesi

4. derece astrositom oldugu bilinen glioblastoma hiicreleri iizerinde GFAP
ekspresyonunun degerlendirilmesiyle, makrofaj hiicrelerinin eg-kiiltiir sisteminde
yarattig1 metastatik etkilere immiinofloresan boyama ile bakilmistir. GFAP ve Vimentin

EMT-ile ilgili bilgi vermesi amaciyla kullanilmis primerlerdi.
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GFAP/DAPI
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Sekil 5.7 Makrofaj hiicreleriyle es-kiiltiir edilen U87-MG hiicrelerinin immiinofloresan
boyamasi goriintiileri: GFAP ve Vimentin boyamasi, 6l¢cek cubugu: 100 pum.

Elde edilen bulgulara gére MO ve MI1 makrofajlar ile es-kiiltiirlenen U87-MG
hiicrelerinde kontrole kiyasla ileri diizeyde GFAP ifadelenmesi goriilmiistiir (Sekil5.7).
Bununla birlikte beklendigi tizere, M2 makrofajlar ile es-kiiltiirlenen U87-MG hiicreleri
tizerinde olumlu bir ifade gézlenmemistir ve glioblastomanin malignitesini artiran M2

makrofajlar sebebiyle GFAP ekspresyonunun azalmasiyla sonug¢lanmistir (Sekil5.7).

GFAP’nin yanisira, makrofajlarin glioblastoma tizerindeki metastatik etkilerinin daha iyi
karakterize edilmesi amaciyla bir mezenkimal fenotip belirteci olan Vimentin antikoru
kullanilarak immiinofloresan boyamasi yapilmistir. Elde edilen bulgulara gore, M2
makrofajlar ile kiiltiirlenen glioblastoma hiicrelerinin, kontrole kiyasla mezenkimal
fenotipte bir artis gostermesiyle birlikte giiglii vimentin ekspresyonu gozlenmistir (Sekil
5.7). Anti-timdrijenik etki gosterdigi bilinen M1 makrofaj grubunda ise zayif bir
ekspresyon gozlenmistir. Sonug olarak, yapilan immiinofloresan ¢alismas1 makrofajlarin
ve makrofaj fenotiplerinin glioblastoma hiicrelerinde metastatik siireglerde etkili

oldugunu, M2-fenotipin metastaz1 arttirdig1 tespit edilmistir.

5.1.6 M0, M1, M2 makrofaj es-kiiltiiriiniin glioblastoma kanser progresyonuna
etkilerinin gen ekspresyon seviyesinde incelenmesi

Makrofaj hiicreleriyle gerceklestirilen es-kiiltiir, glioblastoma hiicrelerinde basta
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epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) olmak flizere ¢esitli genotipik ve fenotipik degisikler
ile metastaz1 tetikleyebilmektedir. Kurulan es-kiiltiir sisteminde fenotip kaymasinin
glioblastoma davraniglarina etkileri E-CAD ve N-CAD ckspresyonlarina bakilarak
incelenmistir. Polarize edilmis makrofaj hiicrelerinin oldugu es-kiiltiir deneyinde M2
grubu kontrole kiyasla glioblastoma hiicreleri iizerinde mezenkimal karakteri artirmis ve
EMT durumuna katki saglamistir (Sekil 5.8.A). Bunun yaninda, M1 makrofaj
hiicrelerinin de glioblastoma hiicreleri lizerinde mezenkimal karaktere 1,8 kat artis ile
yatkinlik meydana getirdigi goriilmiistiir. M2 makrofajlar, N-CAD/E-CAD oraninda 2,2
katlik bir artisga neden olmustur. Bunun yanisira MO grubu makrofaj hiicreleri
polarizasyona ugramadigi i¢in ayni1 oranda kalmistir (Sekil 5.8.A). Es-kiiltiir sistemi
araciligiyla ortamdaki makrofaj hiicrelerinin varliginin glioblastomanin invazif

davraniglarin destekledigi yoniinde bir sonug elde edilmistir.

MO, M1 ve M2 makrofajlarin glioblastoma hiicreleri lizerinde metastatik davranislarini
ne denli uyaracagini anlamak amaciyla gergeklestirilen es-kiiltiir deneyinde, EMT iliskili
genlerin ifadelerinde bazi degisikliklere sebep oldugu gibi metastatik gen ifadelerinde de
farkliliklar meydana getirmistir. Es-kiiltiir edilen U87-MG hiicrelerinin metastatik
davraniglart MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonlari ile incelenmistir. Elde edilen verilere
gore M1 grubunun glioblastoma hiicrelerinde MMP2 ifadelenmesini 1,2 kat geri yonde
regiile ettigi tespit edilmistir. Bunun aksine hem MO grubu hem de M2 makrofajlarin
kontrole kiyasla glioblastoma hiicreleri lizerinde metastaza katki sagladigi ve MMP2’yi
ileri yonde 2 kat regiile ettigi goriilmiistiir (Sekil 5.8.B). Ayrica M0, M1 ve M2
makrofajlarin glioblastoma ile es-kiiltiiriinde, metastaz mekanizmasinin MMP9 aracili
metastatik yolaktan ilerlemedigi goriilmiistiir. Ek olarak makrofaj hiicreleriyle birlikte
kiiltiirlenen U87-MG hiicrelerinin, hiicre 6liim mekanizmalarinin incelenmesi amaciyla
apoptoz i¢in belirlenen P53 ve CASP-3 gen ekspresyonlarina bakilmistir. Elde edilen
sonuclara gore apoptozun kontrol grubuna kiyasla biitiin makrofa; gruplarinda

baskilandigr tespit edilmistir (Sekil 5.18.C).
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Sekil 5.8 Makrofaj hiicreleriyle es-kiiltiir edilen U87 hiicrelerinin A) EMT B) metastaz
C) apoptoz iliskili gen ekspresyonlarina ait RT-qPCR grafikleri

5.1.7 Es-kiiltiir yoniiniin hiicre metastazina etkisinin incelenmesi

Boliim 5.1.6°da verilen es-kiiltiir deneyi, hiicrelerin transwell sisteminde ekim yonii
degistirilerek  U87  hiicrelerinin  metastatik davraniglarinin  arastirilmasi  i¢in
tekrarlanmistir. Bu deneyde makrofaj hiicreleri transwell sisteminin alt bdlmesine
ekilirken glioblastoma hiicreleri sistemin iist bolmesine ekilmis ve 4 giin siireyle es-

kiiltiirasyon saglanmistir. Kiiltiir siirecinde hiicreler goriintiillenmis ve akabinde RT-qPCR
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analiziyle metastatik gen ifadeleri incelenmistir.
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Sekil 5.9 Es-kiiltiir yoniiniin degistirilmesiyle elde edilen A) invert faz/kontrast
mikroskobu goriintiileri, B) MMP2 ve MMP9 gen ifadeleri.

Gortlintlilere bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla morfolojik bakimdan U87-MG
hiicrelerinde agregat formlar1 goriilmiistiir (Sekil 5.9.A). Bunun yansira, MMP2 ve
MMP9 ekspresyonlarinda tutarsizlik saptanmistir. MMP2 icin kontrol ile kiyaslandiginda
anlamli derecede fark bulunmamasina ragmen MMP9 ekspresyonlarinda ¢ok yiiksek
seviyeler gozlenmistir (Sekil 5.9.B). Molekiiler difiizyonun asagidan yukariya dogru
oldugu bu es-kiiltiir sisteminin kanser hiicresel davraniglarinin molekiiler diizeyde

incelenmesi i¢in uygun olmadig1 degerlendirilmistir.
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5.2 Eksozom Karakterizasyonu

Izole edilen M0, M1 ve M2 eksozomlarinin morfolojilerini tayin etmek amaciyla TEM
(gecirimli elektron mikroskopu) kullanilmistir. Boyutlar1 50-200 nm arasinda oldugu
gozlenen eksozomlarin spesifik kiiresel-eliptik 6zel sekilleri de yapilan goriintiileme

sonucu sunulmustur (Sekil 5.10.A).

1.5+ P y =0,0007543x + 0,05767

R’ = 09783

Absorbans
o
\
\

Protein Konsantrasyonu ( pg/mL)
s MO 36800

’ M1 832063

M2 6789,38

T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Standart

Sekil 5.10 Makrofajlardan izole edilen eksozomlarin A) TEM goriintiileri ve B) BCA
testi sonuglaria gore protein miktarlari

TEM ile eksozom varlig1 ve sekilsel/boyutsal uygunlugu dogrulandiktan sonra protein
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla BCA testi uygulanarak makrofajlarin eksozomal
protein miktar1 hesaplanmigtir. BCA testi sonuglarina 6rnek absorbanslart M0 eksozomlar
icin 0,6465, M1 eksozomlar i¢in 1,389 ve M2 eksozomlar i¢in 1,144 olarak okunmustur.
Ardindan seyreltme faktorii hesaba katilarak nihai protein konsantrasyonlari Sekil

5.10B’de verildigi gibi hesaplanmustir.
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5.3 MO0, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlarin glioblastoma hiicresel
morfolojisindeki etkileri

Es-kiiltiir deneyleri ile ti¢ farkli fenotipteki makrofaj hiicrelerinin glioblastoma hiicreleri
tizerinde dolayli sekillerde yarattigi etkiler incelendikten sonra konsept eksozomlara
tasinarak, meydana gelen fonksiyonel degisiklikler tartisilmistir. Eksozom
konsantrasyonunun U87-MG hiicrelerine etkilerini incelemek amaciyla disiik (10
ug/mL) ve yiiksek (100 pg/mL) iki konsantrasyon literatiirden belirlenerek hiicrelere
uygulanmustir (Derkus vd. 2022). Uygulamanin ardindan kuyucuklarda kiiltiirlemeye
devam edilen hiicrelerin floresan mikroskop ile alinan goriintiileri Sekil 5.11°de

gosterilmigtir.

10 pg/mL

100 pg/mL

Sekil 5.11 M0, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlarin U87-MG Kkiiltiiriine etkileri,
6l¢ek gubugu: 200 pum)

Eksozom uygulamasindan sonra kiiltiiriin 2. giininde U87-MG hiicrelerinin her iKi
konsantrasyondaki eksozom uygulamasindan hiicre canliligimin olumsuz etkilenmedigi

gozlemlenmistir. Buna ek olarak, belirgin morfolojik bir degisiklik goriilmemistir.

5.3.1 M0, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlarin glioblastoma hiicrelerinde
metastatik siireclere etkilerinin immiinfloresan mikroskopisi ile incelenmesi

Immiinofloresan boyamasi hem eksozom konsantrasyon etkisi hem de eksozomlarin
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mezenkimal fenotip ifadelerini gorsellestirmek igin gergeklestirilmistir. Sekil 5.12°de
sunulan bulgulara goére, cksozomlar disiik dozda (10 pg/mL) uygulandiginda
glioblastoma hiicrelerinde Vimentin ve GFAP ifadelenmesi anlaminda belirgin bir fark
goriilmemistir. Eksozom konsantrasyonu (100 ug/mL) arttiginda her iki grup iginde
yorumlanabilir bulgular elde edilmistir. Astrositik belirte¢ olan GFAP, M1 eksozomlar
ile indiiklenmis U87-MG hiicrelerinde yiiksek ekspresyon gosterirken M2 eksozomlar ile
indiiklenmis U87-MG hiicrelerinde pozitif yanit gostermemistir. Bununla beraber kontrol

ve MO grubunda zayif pozitif ekspresyon gézlemlenmistir.

Mezenkimal fenotip belirteci olan Vimentin, eksozom uygulanmayan kontrol grubuna
kiyasla M2 eksozom grubunda kuvvetli pozitif ifade gdstermistir. Bununla birlikte, MO
eksozom grubu U87-MG hiicrelerinin mezenkimal fenotipe dogru kaymasini
desteklerken M1 grubunda yanit vermedigi gézlemlenmistir (Sekil 5.12). Sonug olarak,
10 pg/mL konsantrasyona sahip eksozom gruplari glioblastoma hiicrelerinin invazif veya
metastatik karakteriyle iligkili olarak etkin olmadig: tespit edilerek, devam eden diger

deneyler i¢in de 100 pg/mL sabit konsantrasyon kabul edilmistir.
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MO Eksozom M1 Eksozom M2 Eksozom Kontrol

10 pug/mL

100 pg/mL

10 ug/mL

100 pg/mL

Sekil 5.12 Eksozom konsantrasyonunun EMT ile iliskilendirilmesine yonelik yapilan
immiinofloresan ¢alismasina ait goriintiiler

5.3.2 M0, M1, M2 makrofaj eksozomlarimin glioblastoma hiicre canlihgina
etkilerinin incelenmesi

Makrofaj eksozomlarinin yiiksek konsantrasyonda (100 pg/mL) glioblastoma hiicrelerine
uygulanmasi, hiicrelerde yaratacag: sitotoksik etkilerinin irdelenmesi amaciyla hiicresel
canlilik belirleyicisi olan XTT testi gergeklestirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla eksozom
uygulamasinin glioblastoma hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etki yaratmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13 MO, M1, M2 makrofaj eksozomlariyla indiiklenen U87-MG hiicrelerinin
XTT testine ait grafik

Eksozom uygulamasmin ardindan gegen 2. giinde biitiin gruplarda hiicre canlilig1 en
yiikksek gozlemlenmisken, 5. giine gelindiginde hiicre canliligir Sekil 5.13°te goriildiigii
gibi belli bir azalmayla sonuglanmistir. Eksozom uygulanan biitiin gruplarda hiicresel
proliferasyonda daha az bir azalma mevcutken, eksozom uygulanmayan grupta hiicresel

canliligin azalmasi anlamli bir fark gostermistir.

5.3.3 Makrofaj eksozomlarinin glioblastoma progresyonuna iliskin etkilerinin gen
ekspresyon bulgular

Makrofaj eksozomlarinin  glioblastoma hiicreleri iizerinde EMT, metastaz,
apoptoz/nekroz olaylarina ektilerinin gen ekspresyon diizeyinde anlasilmasi amaciyla
RT-qPCR c¢alismas1 gercgeklestirilmistir. Oncelikle invazif karakterin ve tiimdriin
malignitesinin bir Ol¢iisii olan EMT’de meydana gelen degisikliklerin incelenmesi

amaciyla GFAP, Vimentin ve SNAIL ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.
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Sekil 5.14 MO, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlar ile indiiklenen U87-MG
hiicrelerinin A) EMT, B) metastaz iligkili gen ekspresyon seviyelerine ait
grafikler

EMT iliskili bulgulara gére, GFAP biitiin eksozomlu gruplarda kontrole kiyasla anlaml
bir ekspresyon farki gostermemistir (Sekil 5.14.A). Mezenkimal fenotip belirteci olan
Vimentin ekspresyonlarina gore, biitiin eksozomlu gruplar (MO, M1 ve M2) kontrole
kiyasla yiiksek sonug vermistir (Sekil 5.14.A). Ozellikle M2 eksozom uygulanan U87-
MG hiicrelerinde ¢ikan yiliksek ekspresyon degeri kontrole kiyasla 6,2 katlik bir artisla
anlamli bulunmustur. Sonug olarak, makrofaj eksozomlarinin mezenkimal karakteri
artirarak EMT durumuna ve maligniteye katki sagladigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
EMT iliskili oldugu bilinen SNAIL gen ekspresyonlari incelenmistir. M2 eksozom
uygulamas1 M1 eksozom grubuna kiyasla 5,4 kat, MO eksozom grubuna kiyasla 9,25 kat

artirarak yliksek ekspresyon gosterdigi dogrulanmstir.
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Makrofaj eksozomlarinin glioblastoma hiicrelerinin metastatik olgularina etkileri MMP2
ve MMPO genleri ile yorumlanmistir. Sekil 5.14.B’de verildigi iizere, M2 eksozomlarinin
glioblastoma hiicrelerinde MMP2 aracili metastazi 1,5 kat destekledigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte MO eksozom grubunun da kontrol grubuna kiyasla 1,4 kat artisla
metastaza katki sagladigi goriilmiistiir. M1 eksozom grubu ile kontrol arasinda
ekspresyon bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. MMP9 aracili ekspresyonlar

MMP2 metastatik yolagin tam tersi seklinde sonug vermistir.

5.3.4 Apoptoz-nekroz testi: Makrofaj eksozomlari ile indiiklenen glioblastoma
hiicrelerinin 6liim yolaklarina etkisinin mikroskopik olarak incelenmesi

Belirlenen 100 pg/mL makrofaj eksozomlarinin glioblastoma hiicre proliferasyonu
tizerinde negatif bir etki yaratmadigi, fakat hiicre canliliginin 5. giinden sonra azalmaya
basladigt XTT testi ile gosterilmisti. Meydana gelen hiicre 6liimlerinin Boliim 5.3.3°te
gen ekspresyon diizeyinde verilen bulgularini desteklemek amaciyla fizyolojik/patolojik
yolaklarin belirlenmesi amaciyla apoptoz/nekroz boyama testi ile gorsel olarak
degerlendirilmistir.

MO eksozom _ M1 eksozom

M2 eksozom Kontrol

Sekil 5.15 M0, M1, M2 makrofaj-tiirevli eksozomlar ile indiikklenen U87-MG
hiicrelerine ait apoptoz/nekroz floresan goriintiileri, dlgek cubugu: 200 um
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Apoptoz/nekroz testinde kullanilan Apoxin boyamasi yesil floresan renk vermekte olup
apoptozu temsil ederken, 7-AAD boyamasi kirmizi floresan i1sima yaparak nekrozu
gorsellestirmek i¢in kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerini temsilen kullanilan DAPI mavi
renkte goriilmektedir. Hem apoptoz hem nekroz goriintiilerinde DAPI’nin ¢ekirdekte ve
hiicre baglant1 ylizeylerinde lokalize oldugu, dolayistyla hiicre DNA’larinin hasara karst
direng gosterdigi gdzlemlenmistir. Makrofaj eksozomlarinin yaninda, eksozomsuz olarak
belirtilmis U87-MG hiicrelerinden olusan kontrol grubu bulunmaktadir. Elde edilen
bulgular, biitin makrofaj eksozomlarmnin indiikksiyonundan kaynaklanan hiicre
Olimiiniin nekrotik yolak disinda, fizyolojik bir siire¢ olan apoptoz ile gerceklestigi
yoniindedir. Apoptoz siirecinde, en yiiksek ekspresyon gdsteren grup kontrole kiyasla

M2 eksozomlar ile indiiklenmis U87-MG hiicreleri olarak goriilmektedir (Sekil 5.15).

5.3.5 M0, M1, M2 makrofaj eksozomlarimmin glioblastoma hiicreleri iizerinde in
vitro yara iyilestirme potansiyelinin incelenmesi

Makrofaj eksozomlarinin kanser hiicrelerinin metastaz seviyeleri hakkinda bilgi veren in
vitro yara onarimi (scratch assay) tlizerindeki etkilerini makroskopik olarak incelemek
amaciyla zamana bagl yara kapama agisindan incelemeler gergeklestirilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, M2 eksozom grubunun U87-MG hiicreleri tizerinde kontrole
kiyasla hizli prolifere oldugu tespit edilmistir. Olusturulan yara alanlarimin ayrintili
incelemesinde, yara olusturulurken boslukta kalan hiicrelerin zamanla komsu hiicre
kiimelerine gore daha hizli hareket ettigi gézlenmis olup 12 saat sonra baglamistir (Sekil
5.15). Sonug olarak, makrofaj eksozomlarinin kanser hiicrelerinin in vitro yara
iyilesmesine katildigi, hiicre proliferasyonu icin ortam sagladigi, dolayisiyla metastaz

stirecinde rol oynadig1 dogrulanmistir.
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Sekil 5.16 In vitro yara iyilesmesinde makrofaj eksozomlarinin etkileri: A) yara
alanlarinin goriintiileri ve B) yara alan1 hesabi.

5.3.6 M0, M1, M2 makrofaj eksozomlarinin glioblastoma hiicreleri iizerinde
anti-kanser ila¢ direncine etkilerinin incelenmesi

Glioblastoma, anti-kanser ilag tedavilerine zayif yanit veren bir ilerlemeye sahiptir. Bu
tez calismasi kapsaminda, 5-Florourasil (5-FU) ilact kullanilmis olup, makrofaj
eksozomlarmin ilag direncine etkileri incelenmistir. Ilag uygulamasinda 10 pM
konsantrasyonda 5-FU kullanilmistir. Eksozom uygulanmayan grup kontrol olarak

belirtilmistir. Ayrica deneyler iki farkli zaman noktasinda gergeklestirilerek zamana bagl
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hiicre ¢ogalmasi XTT testi ile incelenmistir.
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Sekil 5.17 Eksozomlar ile indiiklenen U87-MG hiicrelerinin anti-kanser ilag
uygulamasiyla hiicresel canliliklarinin zamana bagl incelenmesi: A) XTT
bulgulari, B) invert faz/kontrast goriintiileri, 6l¢ek ¢gubugu: 500 um

24. saat ve 72. saat bulgulan kiyaslandiginda, kontrol grubuyla benzerlik gosteren M2
eksozom indiiksiyonu gergeklestirilen U87-MG hiicrelerinin  72.Saatte  hiicresel
canliliklarinin arttigi gozlenirken, MO eksozomlu ve M1 eksozomlu grupta 72.saat i¢in
hiicresel canlilikta bir diistis gozlenmistir (Sekil 5.17).
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma, bagisiklik sisteminin bir {iyesi olan makrofaj hiicrelerinden koken alan
eksozomlarin glioblastoma kanser hiicrelerinde meydana getirdigi metastaz
destekleyici/baskilayici 6zellikleriyle birlikte hiicre fenotipinin degismesi, proliferasyona
katkisi, ilag direnci gibi cgesitli etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi amaciyla

gerceklestirilmistir.

Bu dogrultuda, eksozomal platform kurulmadan 6nce olusturulan hipotezin ispat edilmesi
icin bir es-kiiltiir sistemi tasarlanmistir. Eg-kiiltiir sistemi polarize edilmis makrofaj
hiicreleri ve glioblastoma hiicreleri olmak tizere iki ayri sistemin transwell sistemleri
aracili etkilesime maruz birakilmasiyla gergeklestirilmistir. Es-kiiltiir sisteminde
kullanilan makrofaj hiicrelerinin, sunulan karakterizasyon verileriyle birlikte
polarizasyonu dogrulanmustir. Sekil 5.1°de bir kez indiiklenmis makrofaj hiiclerinin
goriintlileri olup, yeterli farkliliklarin ancak iki kez indiiklenmis makrofaj hiicrelerinde
oldugu saptanmustir. Sekil 5.2’de verilen morfolojik degisiklikler ve Sekil 5.3’te verilen
hiicre belirteglerinin gen ekspresyonlariyla sunulmasi, makrofaj hiicrelerinin fenotip
farklilagmasinin literatiir ile uyumlu oldugunu gostermistir. Kullanilan CD163 ve
STAT6’nin M2 polarizasyonunu yonlerdigi bilinmektedir (Yu vd. 2019). Bununla
birlikte M1 hiicre isaretleyicisi olarak CD64 ve STATI!’in literatiire uygun sekilde
ekspresyon seviyesi gostermistir. Ozellikle STAT1’in asir1 ekspresyonu, hastaliklarda
inflamatuar yanit1 destekledigi icin, proinflamatuar agidan M1 polarizasyonu ile
iligkilendirilmistir (Zhu vd. 2021). Polarizasyon karakterizasyonu gergeklestirildikten
sonra hiicrelerin proliferasyon potansiyelleri degerlendirilmistir. Sekil 5.4’te sunuldugu
tizere MO, M1 ve M2 makrofajlarin % hiicresel canliliklar1 2. giin ve 4. giinde yapilan
XTT testi ile gosterilmistir. Burada MO ve M2 makrofaj hiicrelerinin, 4. glinde maksimum
canliliga sahip oldugu goriiliirken, M1 hiicrelerinin hizli prolifere oldugundan 4. giinde
anlamli bir artig gostermedigi tespit edilmistir. Bunun sebebinin M1 hiicrelerini aktive
ederken kullanilan LPS oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde (Fan, 1998), bakteriyel
lipopolisakkaritin esas olarak makrofajin aktivasyonu ve ¢ogalmasinda 6énemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. LPS tarafindan aktive edilen makrofaj hiicreleri yanit olarak

sitokin tiretmeye baglayarak septik sok fizyolojisi geregi bol miktarda IL-1, IL-6 ve TNF-
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a salgilanmasini tetiklemektedir. Makrofajlar tizerindeki LPS i¢in birincil hiicre yiizeyi
reseptorii, 55-kKD glikosil-fosfatidilinositol-bagli bir membran proteini olan CD14'tiir.
LPS'nin CD14'e yiiksek afiniteli baglanmasi, serum proteini LPS baglayic1 proteinin
varhigiyla biiyiik Olgiide aktive edilmesini saglamaktadir (Meng ve Lowell, 1997).
Bununla birlikte lipopolisakkaritin hiicrelerin enerji metabolizmasinda etkili oldugundan,
proliferasyona ayrica bir katki sagladigi diistinilmiistiir. Zhang vd. (2018) yayimladiklar
calismada, LPS konsantrasyonlari ile hiicre i¢i ATP seviyeleri arasinda pozitif bir iliski
bulunmus Ve hiicre i¢i nitrik oksit tliretimi arttigindan glikolitik enzim aktivitelerini

giiclendirdigi dogrulanmustir.

Polarize edilen makrofaj hiicrelerinin glioblastoma hiicreleriyle es-kiiltiirii asamasina
gecildiginde floresan mikroskop altinda gozlemlenen makrofajlar tarafindan
glioblastoma hiicrelerinde bazi morfolojik degisiklikler yarattigi saptanmustir. Sekil
5.6’da sunulan gorsellerde kirmizi ok isaretleriyle gosterilen kisimlarda artan hiicre-hiicre
etkilesimleri ve uzayan formlar dikkat ¢ekmistir. Bu durumun, kontrol grubu haricinde
es-kiiltiir sistemi icerisindeki U87-MG hiicrelerinde goriilmesi, transwell sistemi
araciligryla makrofajlarin yukaridan asagi seklinde insort tabanindaki porlardan gesitli
kimyasal ve biyolojik ipuclar1 gondererek hiicre morfolojilerini etkiledigi kanisina
vartlmistir. Literatiire gore, makrofaj aktivasyonunun gesitli faktorler ve sitokinler
araciligryla hiicre morfolojilerini dogrudan etkiledigi bildirilmistir (Kaushik vd. 2019).
Hiicre baglantilarinin artmasi seklinde yorumlanan hiicre fotograflar epitel morfolojiye
isaret ettiginden bu durum mezenkimal-epitelyel gegis ile uyumlu ¢ikmustir. Birgok
metastatik kitle ve lezyon epitelyal dogay1 paylastiindan EMT teorisi ile tutarsiz gibi
goriinebilmektedir. Literatiirde, mezenkimal tipte olan tiimor hiicrelerinin epitelyal forma
geri donebilecegi, meydana gelen MET isleminin, metastazin diger asamalari i¢in kritik
olarak belirtilmistir (Yao vd. 2011). Saptanan morfolojik farkliliklar1 detayli incelemek
amactyla EMT iligkili antikorlar ile immiinofloresan boyamasi yapilmistir. Noropatolojik
preparatlarda, GFAP siklikla astrositlerin ve glial orijinli tiimorlerin glivenilir bir belirteci
olarak kullanilmaktadir (Jung vd. 2007). Patolojik durumlarda veya birtakim hastalik
etkenlerinden dolay1 zarar gorme durumunda, astrositik hiicreler daha fazla glial fibriler
asidik proteini treterek tepki vermektedirler. Glioblastomada ise GFAP’nin pozitif

reaksiyonu, tiimor malignitesi ile ters olarak iliskilendirildigi bilinmektedir (Ahmadipour
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vd. 2020).

GFAP boyamasinin kantitatif immiinohistokimyasal degerlendirmesine gére, MO ve M1
makrofaj hiicreleriyle es-kiiltiir edilen U87-MG hiicrelerinde giiclii bir pozitif yanit
gozlemlenmisken, kontrol grubu ve M2 es-kiiltiirii gergeklestirilen U87-MG hiicrelerinin
yanit vermedigi sonucuna varilmistir. Bazi ¢alismalarda (Ahmadipour vd. 2020) artan
astrositom derecesi ile GFAP ekspresyonunun ilerleyici kaybin1 gosterdigi i¢in, MO ve
M1 hiicreleriyle es-kiiltiir sisteminin kurulmasi, U87-MG’lerin fenotipik ve genotipik
olarak astrositik karakterini artirdigi yoniindedir. Dolayisiyla kurulan bu sistemin
glioblastoma hiicrelerinin malignitesini baskiladig1 diisiiniilmektedir. Immiinofloresan
boyamasinda kullanilan bir diger antikor Vimentin olmak iizere, M2 grubunda net bir
ekspresyon gosterdigi gozlemlenmistir. Vimentin, tipik olarak epitelyal olmayan ve
mezenkimal hiicrelerde bulunan bir ara filament oldugundan, M2 makrofaj hiicrelerinin,
transwell sistemi vasitasiyla glioblastoma hiicrelerinin mezenkimal karakterini artirdigi

ve malignitesine katkida bulundugu diistiniilmektedir.

Makrofaj hiicreleriyle glioblastoma hiicrelerinin etkilesimi sonucunda malignitenin seyri
hakkinda gen ekspresyon calismalar1 yapilmistir. Burada baslica N-CAD ve E-CAD
ekspresyonlar1 degerlendirilmis ve oranlar1t Sekil 5.8.A’da sunulmustur. Elde edilen
bulgulara gore, makrofaj hiicrelerinin glioblastoma hiicreleri ile etkilesimi sonucunda
epitel fenotipten mezenkimal fenotipe kayma gerceklestirdigi ve invazif karakterine katki
sagladig1 tespit edilmistir. Genel olarak makrofajlar, cevrelerindeki diisiik oksijen
icerigiyle birlikte anjiyogenezi indiikleyen faktorler tiretmek iizere uyarildiklarindan

metastaza katkida bulundugu bilinmektedir (Qian ve Pollard, 2010).

Yang vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada, M2 makrofajlarin tiimor iliskili makrofajlart
(TAM) isaret ettigini ve TAM-benzeri bu hiicrelerin, mezenkimal genleri yukar regiile
ederek IL-10/JAK1 sinyal aracili timor biiylimesini destekledigi raporlamistir. Bunun
yaninda, metastatik genotipi ifade eden MMP2 ve MMP9 ekspresyonlarina bakilmistir.
Sekil 5.8.B’de verildigi gibi MMP9’a kiyasla MMP2’de anlamli bulgular elde edilmistir.
Yapilan caligmalada artan astrositom ve kanserin agresifiligiyle beraber yaygin olarak

MMP2 ekpsresyonu saptanmistir (Ramachandran vd. 2017). Bu bulgular, MO ve M2
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makrofaj hiicreleriyle beraber kurulan es-kiiltiir sisteminin U87-MG hiicrelerinin
metastatik genotipini artirmasina olanak saglamistir. Son olarak, metastatik gen

ekspresyon seviyeleri immiinofloresan boyama sonuglariyla uyumlu ¢ikmustir.

Konsept eksozom platformuna tasinmadan Once es-kiiltir platformunda ¢esitli
degisiklikler yapilarak sistemin metastaza etkisi arastirilmistir. U87-MG hiicreleri ve
polarize makrofaj hiicreleri tersi yonde ekilerek etkilesime maruz birakilmistir. Ayni siire¢
tamamlanirken, insorte ekilen glioblastoma hiicrelerinin zamanla kiimelenerek kolonize
oldugu ve sferoidimsi hiicreler halini aldiklar1 gdzlemlenmistir (Sekil 5.9.A). Bu durumu
destekleyecek sekilde Kaushik vd. (2019) calismalarinda, soguk plazma ile
aktiflestirilmis THP-1 monositlerden farklilagtirllan makrofaj hiicreleri ve U87-MG,
U251 hiicrelerinin es-kiiltiirasyonu gergeklestirilmistir. Makrofajlarin glioblastoma
hiicrelerinde kanser kok benzeri popiilasyonu baskiladigi ve degisen morfolojinin
yaninda kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi kanitlanmistir. Bununla birlikte
hiicre agregatlagsmasinin polikarbonat insortlere karsilik hiicresel bir tepki olabilecegi
diistiniilmektedir. Giincel bir yayinda, gézenek boyutu ve zar kalinliginin es-kiiltiirasyon
geciren hiicreler arasindaki parakrin sinyalleme ve dogrudan baglantilarin etkinligini
belirlemede 6nemli oldugu ve bundan dolay1 heterojen hiicre kiiltiirlerinin performansinin
etkilendigin vurgulanmistir (Yoo vd. 2022). Bunun yanisira kontrol grubu olarak tek
basina kuyucuga ekimi saglanan U87-MG hiicrelerinde morfolojik bir degisiklik
saptanmamustir.  Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra elde edilen RNA
konsantrasyonlarmin az olusu ve yapisal degisiklikler sebebiyle, gerceklestirilen
metastatik gen ekspresyon analizi anlamsiz sonuglanmustir (Sekil 5.9.B). Sistem optimize
edilmeye calisilsa da tutarsiz bulgular elde edildiginden sonuglar raporlanmis ve

eksozomal sisteme gegcis yapilmistir.

Eksozomal sistem tasarisinin, kanser in vitro modellerinin gelistirilmesinde ve kanser
arastirmalarinda genis perspektifte bir kullanimi vardir. Bagisiklik yanitlarinin modiile
edilmesi, stromal hiicrelerin yeniden programlanmasi, hiicre digi matrisin yeniden
modellenmesi ve kanser hiicrelerine ilag¢ direnci 6zellikleri kazandirilmasi dahil bir¢ok
fonksiyonun degistirilmesine olanak sagladigindan tercih edilen bir platformdur (Tai vd.

2018). Eksozomlar, parental hiicrelerinden tasidiklar1 biyomolekiiller ile hastaligin seyrini
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degistirme kapasitesine sahiptir (Zhang vd. 2018). Bu tez ¢alismasi kapsaminda, eksozom
aracili hiicresel iletisimin kanserin 6zellikle metastaz olmak {iizere ayirt edici 6zellikleri

incelenmistir.

Polarize makrofaj hiicrelerinden saflastirilarak izole edilen eksozomlar TEM ile
karakterize edilmistir. Sekil 5.10.A’da verilen elektron mikroskop goriintiilerinde, izolatta
bulunan eksozomlar dikkat ¢ekmektedir. Makrofaj eksozomlarmin morfolojilerinin
literatiir verileriyle uyumlu oldugu ve daha once tarif edilen eksozomlara benzer olarak
¢ift zar yapilar1 ile fincan veya kiire seklinde ifade edilen yapilara sahip oldugu
saptanmistir (Zhu vd. 2019). Caplan yaklasik 50-200 nm arasinda oldugu tespit edilen
eksozomlarin cevresinde, eksozomal protein yogunluklar goriilmektedir. Bu izlerin,
parental hiicreleri polarize ederken kullanilan sitokinlerden ileri geldigi diistintilmektedir
(Yuan vd. 2017). Ek olarak eksozomlarin protein seviyelerinin kantitatif agidan
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen BCA testi sonucunda, her {i¢ grup makrofaj
eksozomunun da protein konsantrasyonlar: yiiksek bulunmustur. BCA sonucunda
eksozomal proteinlerin miktar1 eksozomlarin sayisi ile iliskilendirilmistir (Canning vd.

2022).

Son yillarda makrofaj eksozomlari, yalnizca inflamatuar hastaliklar, fibroz ve kanser
gibi ¢oklu hastaliklarin patolojisinde hayati aracilar olarak degil, ayn1 zamanda immdiin
diizenleme, kanser tedavisi, bulasici savunma ve doku onariminda yararh etkilerin
aracilari olarak ortaya ¢ikmistir (Wang vd. 2020). Bu tez ¢alismasinda, hayati haberciler
olarak makrofajlardan tiiretilen eksozomlar, U87-MG hiicrelerinin biyolojik islevlerine
modiile ederek birgok fonksiyonun degismesine imkan saglamistir. ilk olarak eksozom
konsantrasyonunun etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla, U87-MG hiicreleri kiiltiirii
sirasinda digiik (10 pg/mL) ve yiksek (100 pg/mL) iki ayr1 eksozom uygulamasi
gerceklestirilmistir. Eksozom uygulamasindan sonra kiiltliriin 2. giiniinde U87-MG
canliliklarinin, konsantrasyonlara karsin negatif olarak etkilenmedigi ve belirgin

morfolojik degisiklik gostermedigi gézlemlenmistir (Sekil 5.11).

Ardindan gergeklestirilen immiinofloresan boyamasiyla, iki farkli eksozom

konsantrasyonuyla EMT iligkili ekspresyonlar degerlendirilmistir. Eg-kiiltiiriin

54



immiinofloresan analiziyle benzer sekilde GFAP ve Vimentin kullanilmistir. Sekil
5.12’de verildigi lizere, 10 ug/mL konsantrasyona sahip eksozom gruplar1 glioblastoma
hiicreleri i¢in belirgin bir antikor yaniti vermemistir. Eksozom yogunlugu arttik¢a yani
100 pg/mL icin ekspresyon agisindan anlamli veriler elde edilmistir. GFAP, daha az kétii
huylu bir tiimoérle iliskili olan glial farklilasmay1 belirlemek igin kullanilir. Robe vd.
(2019) yaptig1 bir calismada GFAP yalnizca olgun astrositler tarafindan degil, ayni
zamanda beyindeki gelisim sirasinda radyal glia ve noral kok hiicreler tarafindan da ifade
edildiginden, astrositomdaki GFAP ifadesinin glial farklilasmanin ve daha az habis bir
fenotipin dogrudan bir gostergesi olmayabilecegi varsayilmaktadir. Mezenkimal fenotip
belirteci Vimentin, eksozom uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla M2 eksozom
grubunda kuvvetli pozitif ifade gostermistir. Literatiire dayanarak Kubelt vd. (2015)
yaptiklar1 bir ¢alismada, T98G glioblastoma hiicrelerinin TMZ ile tedavi edilmesinin
ardindan EMT ile iligkili genlerdeki fonksiyonel degisiklikleri arastirmiglar ve vimentin
dahil diger belirteclerde (TWIST, SNAIL, GFAP) boyama bulgularint kanitlamislardir.
Bu tez calismasinda sunulan immiinofloresan bulgular1 ve Kubelt vd. (2015) ¢aligmasinda
kullanilan kontrol grubu sonuglart benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte
glioblastomanin EMT durumuna ortamda bulunan polarize makrofaj eksozomlarinin
ciddi sekilde etki ettigi gosterilmistir. M2 eksozomlarin varligt U87-MG hiicrelerinin
malignitesine katkida bulunurken, M1 eksozomlarin etkisinin metastazin azaltilmasina

aracilik ettigi kanitlanmistir.

Tezin asil amaci, makrofaj eksozomlarin glioblastoma hiicre davraniglarini molekiiler
diizeyde arastirmak oldugundan, toplanan bu veriler 15181nda gen ekspresyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Sekil 5.14.A’da EMT iliskili gen ifadelerine gore, makrofaj
eksozomlarinin, U87-MG progresyonuna biiylik oOlgiide destek oldugu Vimentin
genindeki anlamli yiikseklikle anlasilmistir. Bu sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugunu
gosteren bir ¢alismada (Li vd. 2021), M2-eksozomlarinin A549 hiicrelerinin goglinii
destekledigini, Vimentin protein ekspresyon seviyesini arttirdigini ve E-cadherin
ekspresyonunu inhibe ederek kanser ilerlemesine aracilik ettigi gosterilmistir. Bununla
birlikte GFAP ekspresyonu i¢in M1 eksozomlu U87-MG’lerin kontrol ile gérece kuvvetli
pozitif reaksiyon verdigi bulunmustur. Wang vd. (2021) literatiire kazandirdiklar1 glioma

ve eksozom caligmalarinda LPS ile indiiksiyonun hem in vivo hem de in vitro artan GFAP
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ekspresyonu ile sonuglandigimi bildirmislerdir. Bu bilgiyi referans alarak astrosit
aktivitesiyle yakindan iliskilendirilen GFAP yaniti, M1 eksozomlarinin katkisi ile

iliskilendirilmistir.

EMT-iligkili gen ekspresyonlar i¢in es-kiiltiirde verilen E-CAD ve N-CAD eksozom
deneylerinin sonucunda ekspresyonu goézlenmediginden epitel fenotipe denk gelen
astrositik formu GFAP ve mezenkimal fenotip kaymasi Vimentin araciligiyla
degerlendirilebilmistir. Sekil 5.14.B’de U87-MG hiicrelerinin metastatik gen
ifadesindeki degisikliklere bakildiginda MMP2 geni araciligiyla MO ve M2 eksozom
indiiklemesinin kontrol grubuna kiyasla kanser metastazina katki sagladigi goriilmiistiir.
Bu durum, Roomi vd. (2017) calismalarinda belirtildigi gibi, T98G glioblastoma
hiicrelerinde TNF-a indiiksiyonunu MMP2 {izerinde yukari regiilasyon etkisi gosterirken
MMP9 iizerinde hafif bir etki gdstermesi, IL-1B indiiksiyonunun MMP2’de hafif
ekspresyona sebep olurken MMP9’u etkilememesi ve LPS‘in inaktif MMP2
sekresyonunda azalma gosterirken MMP9 iizerinde bir etkisinin olmamasi bu tez
caligmasiyla benzer sonu¢ gostermistir. Bununla birlikte literatiirde verilen bir diger
bilgide MMP9 geni, glioblastoma igin asir1 ekspresyon gosterdigidir (Xue vd. 2017). Bu
durumda makrofaj eksozomlarinin, glioblastoma hiicrelerinin metastatik yolaginda

gidisatin1 degistirdigi diistiniilmektedir.

Hiicresel oliimiin kanser progresyonun degerlendirilmesinde 6nemli rolleri oldugu
bilindiginden detayli tarama apoptoz/nekroz boyamasinda tartisilmistir. Sekil 5.15°te
verilen apoptoz/nekroz gorsellerinde, nekrotik oliime kiyasla apoptotik 6liimiin baskin
oldugu anlasilmistir. Apoxin yesilin 6zellikle hiicrelerin sitozoliinde floresan verdigi,
gozlemlenmistir. Burada nekrotik hiicre sayisi ¢ok az olmakla birlikte M1 eksozomlu
grupta goriilmiistiir ancak bu anlamli bir fark olarak degerlendirilmemistir. Kontrol dahil
biitlin gruplarda glioblastomanin apoptotik yolag: etkiledigi tespit edilmistir. Gen
ekspresyon ve immiinofloresan bulgularinda apoptoz/nekroz agisindan birtakim meydana

gelen degisikliklerin hiicre sayisindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Son arastirmalar, eksozomlarin yara iyilesmesini artirmak icin hiicreden hiicreye iletisime

aracilik etmekte oldugu yoniinde bilgiler sunmaktadir (Rani ve Ritter, 2016).

56



Eksozomlarin yara iyilesmesinde potansiyel kullanimina iliskin mevcut verilerden
referans alarak, kanser hiicrelerinde olusturulan yara alanlarinin iyilesmesine etkileri
incelenmistir. Bu baglamda, glioblastoma hiicrelerinde yara olusumu saglandiktan sonra
hiicre besiyeri igeriginde makrofaj eksozomlar1 uygulanmistir. Elde edilen verilere (Sekil
5.16) gore, M2 makrofaj eksozomlarinin ardindan MO eksozomlarinin da yara
kapanmasinda oldukga etkili oldugu anlasilmistir. Bu sonugtan anlasildigi iizere, M2
eksozomlarin glioblastoma hiicrelerinin migrasyonuna destek olarak metastazina iliskin
olumlu sonug¢ verdigi yorumlanmigtir. M2 eksozomlarimin hiicre migrasyonunu
destekledigini gosteren bir ¢alismaya gore (Mi vd. 2020), M2 makrofajlardan tiiretilen
eksozomlarin miR-26a’y1 baskilayarak 6zafagus kanser hiicrelerinin gogiinii ve akciger
metastazini tesvik ettigi raporlanmistir. Yapilan bu calismada M1 makrofaj eksozomlari
ile M2 eksozomlar1 kiyaslanmis ve kanser hiicre istilasinda M2 eksozomlarin baskin
oldugu sonucuna varilmstir. Bir baska yayinda M2 makrofaj eksozomlarinin miR-21-5p
ve miR-155-5p araciligiyla kolorektal kanser hiicrelerinde istilayr indiikleyerek habis

ilerlemede etkisi oldugu gdsterilmistir (Lan vd. 2019).

Nanoteknolojinin ilerleyisi ve eksozomlarin artan Onemiyle birlikte ila¢ yiikli
eksozomlar gelistirilerek, timor mikrocevresinde hiicre aracili ilag dagitimi igin
uygulanabilecek yeni araglar temsil edilmektedir (Gentile ve Garcovich, 2019).
Eksozomlar, niikleik asitleri, proteinleri ve metabolitleri igeren yiiklerini kanser
hiicrelerine aktararak veya immiinoterapotik hedefler igin bir tuzak gorevi gorerek kemo-
direnci tegvik edebilmektedir (Milman vd. 2019). Anti-kanser ila¢ uygulamalarinin
direncini asabilmek amaciyla eksozomlar terapotik hedefler i¢in kullanildig

bilinmektedir.

Bu tez caligmasi dogrultusunda, glioblastomanin invazif dogasini hedefleyecek makrofaj
eksozomlar1 ile ilag direncinin manipiilasyon olasiligi tartisilmigtir. Anti-kanser ilag
olarak 5-FU kullanilmis olup, eksozom indiiklii U87-MG hiicrelerinin canliliklar1t XTT
testi ve morfolojik incelemeler ile sunulmustur. Iki ayr1 zaman noktasinda etkileri Sekil

5.17°de canlilik bakimindan degerlendirilmistir.

Eksozomlarin hedef hiicrelerde otokrin ve parakrin sinyallemesine aracilik etme yetenegi,
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dogal yapilar1 ve diisik immiinojenisiteleri ile onlar1 antikanser ilaglarin tiimorlere
verilmesi i¢in ¢ekici bir ara¢ haline getirdigi bilinmektedir (Milman vd. 2019). Preklinik
acidan kanser hiicrelerinin makrofaj eksozomlariyla indiiklenmesi, kontrol grubuna gore
24 saatlik kiiltiirde gozlemlendigi gibi ilag uygulamasina ragmen kanser hiicre canliligina
olumlu etki gostermistir. Kontrol grubu ve M2 eksozom uygulamasi hiicre canliligi
artirirken, MO ve M1 eksozom grubunda azalma gozlemlenmistir. ilag direnci
mekanizmasi hakkinda literatiir bilgileri géz 6niinde bulunduruldugunda Li vd. (2020)
yayinlarinda, M2 fenotipli TAM'ler tarafindan salgilanan eksozomal miR-365, pankreatik
duktal adenokarsinomda ila¢ direncine katkida bulunarak kanseri tesvik edici bir rol
oynadig1 bildirilmistir. Diger bir yandan, eksozomlar ilaca karsi direncten sorumlu
fenotipi diizenleyerek duyarliligi da destekleyebilir. Ila¢ direncini tersine g¢eviren bazi
miRNA'larin raporlanmasina iliskin bir ¢alismada miR-7, TNF ile iliskili apoptozu
indiikleyen liganda direngli glioblastoma hiicrelerinde apoptozu eksozom bagimli bir

sekilde destekledigi bilinmektedir (Li vd. 2020).

Sonu¢ olarak, tez caligmasi boyunca gergeklestirilen deneylerde polarize edilmis
makrofaj hiicre eksozomlari, glioblastomanin in vitro progresyonunu énemli Slgiide
degistirmistir. M2 eksozomlar, tlimor-iliskili makrofaj hiicrelerinden koken aldig
davranislar ile kanserin metastazin1 uyararak artirmistir. M1 eksozomlarin ise pro-
inflamatuar  karakteri ve anti-tiimorijenik 6zellikleri nedeniyle glioblastomanin
invazyonunu bastirdigl yapilan analiz sonuclartyla dogrulanmistir. MO eksozomlari,
bulundugu mikrogevre, konsantrasyon ve alict hiicrenin fizyopatolojik sinyalleri
tarafindan etkilenerek M1 veya M2 gibi davranarak dualiteye sahip oldugunu

kanitlamistir.

Tim veriler dogrultusunda, immunomodiilator vezikiiller olarak makrofaj

eksozomlarinin glioblastoma i¢in énemi vurgulanmustir.

Bu tez c¢alismasimnin ileriki ¢alismalara ilham olacak potansiyeli, makrofaj
polarizasyonunun dinamik degisiklikleriyle ilgili arastirmalara zemin hazirlamasidir.
Ayrica parental hiicreden kdken alan eksozomlarin, giincel terapétik stratejiler tasarlamak

icin ¢ok 6nemli oldugu soylenilebilir.
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