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Kok Hiicre programinda yiiksek lisans egitimi almam konusunda bana hosgorii
ile sonsuz destek veren ve motivasyon saglayan, her zaman bilimsel ve akademik
vizyonun ileri noktaya tasinmasi gerektigine inanan Hacettepe Universitesi Dis
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2020-18963) tesekkiir ederiz.
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OZET

Bilgic Kiiciikgiiven M. Bas Boyun Kanserli Hastalarin Tiikiiriik Orneklerinden izole
Edilen Eksozom ve Bakterilerin, Saghkh Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicreler
Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Kok Hiicre Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Bas ve boyun kanserlerinin
gelisiminde tiimor mikrogevresinde yer alan, hiicreler arasi ve ¢evre saglikli dokular ile
etkilesimden sorumlu olan komponentler son yillarda dikkat ¢eken bir konu haline
gelmistir. Bu tez calismasimin amaci, skuamoz hiicreli bas ve boyun kanserlerinde
tilkiiriikten izole edilen eksozomlarin ve spesifik bakteri tiiriiniin (Streptococcus (S.) mitis)
kanserlesmedeki etkisinin, saglikli kemik iligi mezenkimal kok hiicreler (MKH) tizerinden
degerlendirilmesidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda bas ve boyun kanseri hastalarinin
tiikiiriik 6rneklerinden eksozom izolasyonu yapilarak, akim sitometri, ELISA ve ge¢irimli
elektron mikroskopu ile karakterizasyon yapildi. Ayn1 zamanda bu klinik 6rneklerden S.
mitis izolasyonu da yapilarak, polimeraz zincir reaksiyonu, optokin duyarlilik testi ve
katalaz testi ile karakterizasyon analizleri gerceklestirildi. Saglikli kemik iligi mezenkimal
kok hiicreler ile ko-kiiltiir calismalar1 yapilarak mezenkimal-epitelyal gecis ile
ilskilendirilen sitokin/kemokin/biiyiime faktorlerinin ekspresyonlari sitokin array ile,
CD44 ve integrin alfa 6 ekspresyonlar1 akim sitometri ile, vimentin ekspresyonlari ise
immiinfloresan inceleme ile degerlendirildi. Elde edilen veriler sonucunda; vimentin,
integrin alfa 6 ve CD44 ekspresyonlarinin tiim gruplarda goriildiigi ancak S. mitis / MKH
ko-kiiltiir grubunda diger gruplara gore farklillk gosterdigi saptandi. Ko-kiiltiir
ortamlarindaki Sitokin/kemokin/biiyiime faktorleri degerlendirildiginde bakteriyel
floranin eksozomlara eklenmesinin mezenkimal-epitelyal gecisi destekledigi goriildii. Bu
tez ¢alismasi, hedeflenen amag¢ dogrultusunda bas ve boyun kanserli hastalardan izole
edilen eksozom ve bakterilerin, ko-kiiltiir ¢calismalariyla mezenkimal-epitelyal geciste
etkilerini degerlendiren ve klinik uygulamalar acisindan Onemini ortaya koyan ilk

caligmadir.

Anahtar Kelimeler: eksozom, mezenkimal-epitelyal gecis, oral flora, skuamoz hiicreli

bas ve boyun kanseri, Streptococcus mitis, tikiriik.

E?u tez calismasimin gergeklestirilmesinde verdikleri maddi destekten otiirii Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje No: TYL-2020-
18963) tesekkiir ederiz.
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ABSTRACT

Bilgic Kucukguven M. Evaluation of the Effects of Exosomes and Bacteria Isolated
from Saliva Samples of Patients with Head Neck Cancer on Healthy Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Stem Cell Master Thesis, Ankara, 2022. Recently, in the development of head and neck
cancers, the components, which are responsible for the interaction between cells and
surrounding healthy tissues, in the tumor microenvironment have become a burgeoning
area. The aim of this thesis is to evaluate the effect of salivary exosomes and specific
bacterial species (Streptococcus (S.) mitis) isolated from saliva on development of head
and neck squamous cell carcinoma. Within the scope of this thesis, isolation of exosomes
from saliva samples of head and neck cancer patients/healthy donor was performed and
exosomes were characterized by flow cytometry, ELISA and transmission electron
microscopy. At the same time, S. mitis was isolated from these clinical samples and
characterization analyzes were performed with polymerase chain reaction, optochin-
sensitive test and catalase test. By co-culture studies with healthy bone marrow
mesenchymal stem cells, cytokine/chemokine/growth factors expressions associated with
mesenchymal-epithelial transition were evaluated by cytokine array, CD44 and integrin
alpha 6 expressions were evaluated by flow cytometry, and vimentin expressions were
evaluated by immunofluorescence analysis. As a result of the data obtained; it was
determined that vimentin, integrin alpha 6 and CD44 were expressed in all groups but
differed in the S. mitis / MSC co-culture group compared to other groups. When the
expressions of cytokine/chemokine/growth factors in co-culture media were evaluated, it
was seen that the addition of bacterial flora to exosomes supported the mesenchymal-
epithelial transition. This thesis is the first study that evaluates the effects of salivary
exosomes and bacteria isolated from the patients with head and neck cancer on the
mesenchymal-epithelial transition with co-culture studies and reveals these bio-markers

for clinical applications.
Keywords: head and neck squamous cell carcinoma, mesenchymal-epithelial transition,

oral flora, saliva, Streptococcus mitis.

We thank Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project
No: TYL-2020-18963) for their financial support in the realization of this thesis.



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR
SEKIiLLER

TABLOLAR

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. Bas ve Boyun Kanserlerine Genel Bakis
2.2. Likit Biyopsi ve Bas-Boyun Kanserleri
2.3. Eksozomlar

2.4. Kok Hiicreler ve Eksozomlari

2.5. Epitelyal-Mezenkimal ve Mezenkimal-Epitelyal Gegis Fenomeni

2.6. Oral Mikrobiyotanin Kanser Gelisimindeki Rolii
3. GEREC VE YONTEM
3.1. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmas1
3.2. Tiikiiriik Orneklerinden Eksozomlarin Izolasyonu
3.3. Eksozomlarin Karakterizasyonu
3.3.1. Eksozomlarin Morfoloji ve Biiyiikliikk Tayini

3.4. Tiikiiriik Orneklerinden Bakterilerin Izolasyonu

3.4.1. Streptococcus mitis Bakterilerinden DNA Izolasyonu ve PZR

Reaksiyonu
3.4.2. Optokin (etilhidrokuprein hidroloriir) Duyarlilik Testi
3.4.3. Katalaz Testi
3.5. Saglikli insan Kemik Iligi Mezenkimal K6k Hiicre Kiiltiirii
3.5.1. Ko-kiiltiir Calismalar1 i¢in Ornek Hazirlig

3.6. Ko-kiiltiir Sonrasinda Hiicre Karakteristigindeki Degiskenlikler

3.6.1. Akim Sitometri Analizi
3.6.2. Immiinfloresan Boyama
3.6.3. Sitokin Array

Vi
vii
viii

Xi
Xiii

Xiv

~N o o1 o1

13
18
21
24
24
24
25
26
27

27
29
29
29
30
31
31
32
32



3.7. Verilerin Analizi
4. BULGULAR
4.1. Eksozom Eldesi ve Karakterizasyonu
4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
4.3. Bakteri Izolasyonu
4.4, Ko-kiiltiir Calismalar1
4.4.1. Akim Sitometri
4.4.2. Immiinfloresan Boyama
4.4.3. Sitokin Array
5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER
7. KAYNAKLAR
8. EKLER
EK-1: Tez Calismasi ile ilgili Etik Kurul Izni
EK-2: Tez Calismast ile ilgili Bildiriler ve Yayinlar
EK-3: Tez Calismasi Orijinallik Raporu
EK-4: Dijital Makbuz
9. OZGECMIS

33
34
34
35
36
38
39
40
42
46
51
53
67
67
68
69
70
71



ALDH
ALIX
BDNF
BLC
BMP
CDKN2A
Ck beta 8-1
DH

EGF

EV
ENA-78
FBS

FGF
FLT-3 Ligand
G-CSF
GM-CSF
GRO
HPV
1-309
IFN-gamma
IGFBP
IL

IP-10
iPSC

LIF
LIGHT
MCP
M-CSF
MDC
MDSC
MIF

Xi
SIMGELER ve KISALTMALAR

Aldehit dehidrogenaz

Apoptosis linked gene 2-interacting protein
Beyin kaynakli norotrofik faktor

B lenfosit kemoatraktan

Kemik morfogenetik protein

Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
Kemokin (C-C motif) ligand 23

Dendritik hiicre

Epidermal biiyiime faktorii

Ekstraselliiler vezikiil

Epitelyal nétrofil aktive edici peptit

S1gir serum albiimin

Fibroblast biiytime faktorii

FMS-benzeri tirozin kinaz 3 Ligand
Graniilosit koloni stimiile edici faktor
Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor
Biiylime kontrollii protein

Human papillomavirus

Inflamatuar sitokin 309

Interferon gamma

Insulin-benzeri bilyiime faktdrii baglayici protein
Interldkin

Interferon gamma uyarilmis protein 10
Uyarilmis pluripotent kok hiicre

Lokemi inhibitdr faktor

Tiimdr nekroz faktor superaile tiyesi 14
Monosit kemotaktik protein

Makrofaj koloni stimiile edici faktor
Makrofaj kaynakli kemokin

Myeloid kaynakli siipresor hiicre

Makrofaj migrasyonu inhibe edici faktor



MIG
MIP-1 beta
MKH
MMP
NAP-2
NK hiicreler
NT-4
OPG
OPN
PARC
PBS
PDGF-BB
PD-L1
PLGF
RANTES
SCF
SDF-1
TAG101
TARC
TEM
TGF beta 1
TIMP
TNF
TP53
TPO
TRAIL
OSM
VCAM
VEGF-A
VEGFR
VWF

Interferon-gamma ile uyarilmis monokin

Makrofaj inflamatuar protein
Mezenkimal kok hiicre

Matriks metalloproteinaz enzimi
Kemokin (C-X-C motif) ligand 7
Dogal oldiiriicii hiicreler
Norotrofin 4

Osteoprotegerin

Osteopontin

Pulmoner ve aktivasyonla diizenlenen kemokin

Fosfat tamponlu salin
Platelet-kaynakli biiyiime faktorii BB
Programli 6liim ligandi 1

Plasental biiylime faktorii

Kemokin (C-C motif) ligand 5

Kok hiicre faktori

Stromal hiicre kaynakli faktor 1
Tumor susceptibility gene 101 protein
Timus ve aktive edici regiile kemokin
Gegirimli elektron mikroskop
Doniistiiriicti biiyiime faktorii beta
Doku inhibitorii metalloproteaz
Tiimor nekroz faktori

Tiimor protein 53

Tiroid peroksidaz

Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand

Onkostatin M
Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii A

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii

von-Willebrand Faktor

Xii



Xiii

SEKILLER
Sekil Sayfa
1.1. Eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu. 3
1.2. Streptococcus mitis izolasyonu ve karakterizasyonu. 3

1.3. Saglikli kemik iligi MKH’ler ile klinik Orneklerden izole edilen
eksozom ve bakterilerin in vitro sartlarda yapilan ko-kiiltiir
calismalari. 4

2.1. Kok hiicrelerden salgilanan eksozomlarin sematik goriintiisii.

2.2. Kanser kok hiicrelerinin 6zellikleri. 15

2.3. Bag ve boyun kanseri hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin timdr
mikro-gevresindeki fonksiyonlarinin sematik goriintiisii. 17

2.4. Kanser patogenezinde oral bakterilerin etkileri. 23

3.1. “Human Cytokine Antibody Array C5” kitinde yer alan sitokin,
kemokin ve biiyiime faktorlerinin sematize hali. 33

4.1. Klinik tiikiirik orneklerinden izole edilen eksozomlarin TEM
goriintiileri. 34

4.2. 1zole edilen eksozom &rneklerinin CD63 pozitifliklerini gdsteren akim
sitometri sonuglari. 35

4.3. MKH’lerin besinci giinde 151k mikroskopu altinda gériintiileri. Olgek:

500 um. 35

4.4. Pasaj 2°de yer alan MKH’lerin akim sitometri analizi sonras1 belirteg
tayini. 36

4.5. S. mitis i¢in konvansiyonel PZR ile dogrulama goriintiilemesi. 36

4.6. Hemoliz yoniinden incelenen S.mitis’in (hasta 6rnegi) makroskobik
koloni goriintiisii. 37

4.7. Optokine direngli S. mitis (hasta 6rnegi) kolonileri. 37

4.8. Katalaz testi sonuglari. A) S. mitis (hasta 6rnegi) igin katalaz testi
negatif gozlenirken B) S. aureus kontrol grubunda pozitif reaksiyon
(kabarcik olusumu) goézlendi. 38

4.9. Ko-kiiltiirdeki hiicrelerin canlilik tayini. 39

4.10. Immiinfloresan boyama ile vimentin ekspresyonu goriintiilemesi.

Olgek gubugu= 100 pm. 41

6.1. Epitelyal-mezenkimal ge¢is ve mezenkimal-epitelyal gegis ile iligkili
belirtecler. 52



Xiv

TABLOLAR
Tablo Sayfa
2.1. Tiukdurikten elde edilen ekstraselliiler vezikiillerin hastalik tiirlerine
gore sahip olduklari biyobelirtegler. 10
2.2. Eksozom izolasyon yontemleri. 12

2.3. Bas boyun bolgesi spesifik kanser tiirleri i¢in biyobelirte¢ olarak oral

bakteri tiirleri. 21
4.1. CD44 ve integrin alfa 6 ekspresyonu i¢in akim sitometri analizi

verileri (n=3, ortalama + standart sapma). 39
4.2. Calisma gruplarina ait kemokin, sitokin ve biiyiime faktorleri

degerlerinin sadece MKH igeren gruba gore normalize edilerek elde

edilen verilerin n=2, ortalama =+ standart sapma degerleri. 43



1. GIRIS

Bas ve boyun bolgesinde goriilen skuamoz hiicreli kanserlerin goriilme
insidansinda son yillarda, 6zellikle genc yas hasta gruplarinda artis izlenmektedir.
Sigara, alkol kullanimi gibi bilinen predispozan etmenlerin yani sira human
papillomavirus (HPV) gibi viral ya da bakteriyel etkenlerin de oral kanserlerin
gelisiminde 6nemli bir yere sahip oldugu ortaya ¢ikmaya baslamistir (1). Bas boyun
bolgesi kanserlerinde sag-kalim oranlari oldukg¢a diisiik olmakla birlikte, tan1t ve
tedavide spesifik yontemler hala bulunamamistir (2). Bu noktada karakterizasyon
caligmalarinin yapilmasi ve hastaya spesifik tedavilerin oniiniin agilmasi konular
giincel hale gelmistir. Bu kapsamda likit biyopsi prosediirii, minimal invaziv bir
yontem olmast ve Orneklerin kolayca elde edilebilirligi ile molekiiler
karakterizasyonda, erken tanida, rekiirrens degerlendirilmesinde son yillarda
literatiirde odak noktas1 haline gelmistir (3). Tiikiirtik, kan, idrar gibi viicut sivilart likit

biyopsi alimi i¢in birer adaydir.

Literatiir bilgilerine gore kansere 6zgii dolasan biyo-belirteclerin ekstraselliiler
vezikiiller (EV) igerisinde yer aldig1 bilinmektedir (3, 4). Eksozomlar, yaklasik 30-100
nm ¢aplarinda olan EV tiplerinden biridir. Eksozomlar miRNA, mRNA, DNA,
proteinler gibi pek ¢ok molekiil icermektedir ve bodylece koken aldigi dokunun
belirlenmesine olanak saglarlar (5). Hiicre i¢i iletisimde ve molekiiler sinyallerde
Oonemli rollere sahiptirler. Ayrica bu nano-vezikiillerin tumor
progresyonunda/invazyonunda pek ¢ok rolii oldugu literatiirde gosterilmistir (6).
Eksozom karakterizasyonu yapilarak, icerisinde bulunan tiimdre ait belirteglerin
saptanmast ile erken taniya, tedavilerin etkinliginin degerlendirilmesine ve
kanserlesmenin molekiiler seviyede incelenmesine olanak vermektedir. Boylece bas

boyun kanserlerine 6zgii belirtecler saptanabilir.

Bas boyun kanserleri epitel hiicrelerinden ve mukozadan koken alan, oral
kavitede ve farengeal alanda lokalize olan patolojilerdir. Literatiirde karsinomlarin her
zaman epitel hiicrelerinden degil, kemik iliginden kaynaklanan mezenkimal kok
hiicrelerden (MKH) de gelisebildigini gosteren hipotezler mevcuttur (7). Her iki alan
da, siirekli olarak ¢evresel faktorlere maruz kalir. Bu maruziyet de oral mikrobiyotada

degisikliklere sebep olabilir (8). Yapilan kohort calismalarda, spesifik bakteri



florasinin varliginin bas boyun kanser gelisimi riskini arttirdig1 belirtilmistir (9, 10).
Kanser hastas1 olmayan hastalar ile oral skuamoz hiicreli kansere sahip hastalar 40
farkli oral bakteri tiirii agisindan degerlendirilmis ve Capnocytophaga gingivalis,
Prevotella melaninogenica ve Streptococcus mitis tiirleri kanserli hastalarin tiikiiriik
orneklerinde yiiksek miktarda bulunmustur. Bu ii¢ bakteri tiirlinlin kanser
durumlarinda tanisal belirte¢ olarak kullanilmasi 6nerilmistir (11). Yapilan bir bagka
calismada bas boyun kanserli hastalarda servikal lenf nodlarindan en fazla izole edilen

bakteri tiirlerinin oral streptokoklar oldugu saptanmistir (12).

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, bas / boyun kanserli hastalardan ve bas /
boyun kanseri tanisi olmayan bireylerden elde edilen tiikiiriik 6rneklerinden izole
edilen eksozomlar ile S. mitis bakteri tiiriiniin, saglikli kemik iligi MKH’ler iizerindeki

etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla hipotezler kurulmus ve test edilmistir.

Hipotez 1. Bas ve boyun kanserli hastalarin tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen
eksozomlar kansere spesifik belirteglere sahip olup, bu eksozomlar saglikli kemik iligi

MKH’ler iizerinde kanserlesmeyi uyarabilir.
Hedefler

- Bas boyun kanserli ve bas boyun kanseri olmayan hasta gruplarindan
tiikkiiriik 6rneklerinin toplanmast,

- Tikiirtik 6rneklerinden eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu,

- Eksozomlarin saglikli kemik iligi MKH’ler iizerindeki etkilerinin

degerlendirilmesi.

Hipotez 2. Bas ve boyun kanserli hastalarin tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen
Streptococcus mitis bakteri tiirti, saglikli kemik iligi MKH’lerin kanserlesmesini

uyarabilir.
Hedefler

- Tikiirik  orneklerinden  Streptococcus  mitis  izolasyonu  ve
karakterizasyonu,

- Ko-kiiltiir caligmalart ile Streptococcus mitis’in saghkli kemik iligi
MKH’ler fizerine etkilerinin degerlendirilmesi ve ilaveten klinik

orneklerden izole edilen Streptococcus mitis ve eksozomlarin saglikli



kemik iligi MKH hatlar1 iizerine kombine olarak uygulanarak etkilerinin

degerlendirilmesi.

Belirtilen hipotezlerin test edilmesi amaciyla, Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onay1 (GO 20/595) ile bas
ve boyun kanserli ve bas ve boyun kanser tanisi olmayan bireylerden elde edilen
tiikiiriik 6rnekleri, Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Cerrahisi Anabilim Dali’nda toplanmistir (n=6). Hipotezlerin test edilmesi amactyla

yapilan ¢alismalar agagida sematize edilmistir (Sekil 1.1-1.3).

Eksozom izolasyonu Eksozom karakterizasyonu
Saliva Exosome Purification Kit Akim sitometri ELISA testi TEM goriintiileme

Sekil 1.1. Eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu.

Streptococcus mitis izolasyonu Streptococcus mitis karakterizasyonu
Besiyerine ekim Katalaz testi  Optokin duyarlilik PZR
testi reaksiyonu

Sekil 1.2. Streptococcus mitis izolasyonu ve karakterizasyonu.



Ko-Kiiltiir ¢aligmalari
1. Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler + S. mitis
Akim sitometri
Mezenkimal kok hiicreler + Saglikli grup eksozomlan .
—  Immiinfloresan boyama
Mezenkimal kok hiicreler + S. mitis + Saglikli grup eksozomlari
Sitokin array
Mezenkimal kok hiicreler + Hasta grubu eksozomlarn

IS U i

Mezenkimal kok hiicreler + S. mitis + Hasta grubu eksozomlari

Sekil 1.3. Saglikli kemik iligi MKH’ler ile klinik 6rneklerden izole edilen eksozom
ve bakterilerin in vitro sartlarda yapilan ko-kiiltiir ¢aligmalart.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bas ve Boyun Kanserlerine Genel Bakis

Bas ve boyun bolgesi kanserleri diinya genelinde altinct en sik goriilen kanser
tipidir ve tiim oral kanserlerin %90’1n1 olusturmaktadir (13). Her yil tim diinyada
830.000°den fazla kisiye bas ve boyun kanseri tanist konmakta ve bunlardan
430.000’den fazlasi bu kanser nedeni ile 6lmektedir (14). Bas ve boyun kanserlerinin
en sik goriilen histolojik tipi skuamoz hiicreli kanserdir. Oral kavite disinda orofarinks,
hipofarinks, larinks ana tutulum alanlaridir. Son yillarda 6zellikle geng yas gruplarinda
bas ve boyun bolgesi skuamoz hiicreli karsinomlarin insidansinda artis goriillmektedir.
Sigara, alkol kullanimi, tiitlin ¢igneme gibi aliskanliklarin yani sira human
papillomavirus (HPV) gibi viral faktorler de bu artista en onemli predispozan
etkenlerdir (14-16). Bu etkenler disinda diyet, genetik alt yapi, toksik maddelere
maruziyet ve cevresel faktorler de etiyolojik sebepler arasindadir. Artan yas ile
kadinlara oranla erkeklerde daha sik goriildiigii rapor edilmistir (17). Erkek bireylerin
daha fazla tiitiin, yabanc1 madde kullanmas1 bu durum i¢in agiklayici olabilir. Ayrica
diisiik sosyo-ekonomik seviye ile bas boyun kanserlerinin goriilme insidansi arasinda
bir korelasyon tespit edilmistir (18). Sonug olarak epidemiyolojik faktorler, bireyin
HPV pozitifligi/negatifligi, tlimoriin anatomik lokasyonu, kanser evresi gibi tiim bu
durumlar hastaligin prognozunda olduk¢a Onemli olmakla birlikte, tedavi

protokoliiniin kararinda da belirleyici etmenlerdir.

Detayli medikal hikaye ve fiziksel muayene sonrasinda mutlaka radyolojik
metotlara basvurulur. Baslangi¢ i¢in ince igne aspirasyon biyopsileri de yiiksek
duyarlilik ile ¢alisan uygun tanisal metotlardir. Ekstrakapsiiler metastazlari 6nlemek
i¢in serkival lenf nodu diseksiyonlar1 ve ileri cerrahiler oral kavitede goriilen skuamoz
hiicreli kanserlerde kabul gormiis yaklasimlardir (19, 20). Erken evrelerde tani
konuldugunda ise azalmis morbidite ile sonuglanan minimal invaziv cerrahiler tercih
edilir. Ancak gelismis cerrahi ve terapotik tedavilere ragmen literatiirde, bas ve boyun
bolgesi skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarin 5 yillik sag kalim oranlar1 yaklagik %50
olarak belirtilmistir (2). Konvansiyonel yaklagimlardan olan radyoterapi gibi
protokollerde uzun donem yan etkiler ve toksisite en ©onemli dezavantajlardir.

Teknolojide gerceklesen ilerlemeler sayesinde, bu dezavantajlarin 6nlenebilmesi olasi



hale gelmeye baslamistir (14). Hedefe yonelik tedaviler bu kapsamda en fazla umut
vaad eden yaklasimlardir. Bu yaklagimlarda hiicre reseptdrleri olduk¢a 6nemli bir rol
oyanamaktadir. Literatiirde, bas boyun bdlgesi skuamoz hiicreli kanserli hastalarda
yiiksek seviyelerde Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ekspresyonu oldugu

gosterilmistir ve bu artis diisiik sagkalim oranlari ile iligkili bulunmustur (21).

Tedavide spesifik terapiler olmamakla birlikte, bu kansere 6zgii belirteglerin
varlig1 da netlestirilmemistir. 2015 yilinda yayimnlanan “The Cancer Genome Atlas
Network” kaynaginda bas ve boyun bolgesi skuamoz hiicreli karsinomlar1 igin
genomik degisimler belirtilmistir (22). Boylece patolojinin molekiiler tabani daha net
anlasilmaya baglanmis ve tan1 ve tedavide Ozgiin stratejilerin gelistirilmesini
hizlandirmistir. HPV- bas boyun kanserli hastalarda siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
(CDKN2A) ve tiimor protein 53 (TP53)’te fonkisyonel mutasyonlar yiiksek oranda
goriilirken, HPV+ bas ve boyun kanserli hastalarda E2F1, PIK3CA ve TRAF3
genlerinde delesyonlar ve nokta mutasyonlarinin oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak
skuamoz hiicreli bas ve boyun kanserlerinde, fosfotidilinozitol 3-kinaz yolag1 ve siklin
bagimli kinazlarin anahtar hedefler olarak diisiiniilmesi umut vaad edicidir (22-24).
Son on yilda gelistirilen, immiin sistemin taninmasina dayanan immiino-terapi
yaklagimlar1 da bas ve boyun kanserlerinde énemli bir adim olarak goriilmektedir.
Programli 6liim ligand1 1 (PD-L1) bas boyun kanserli hastalarda %50-60 oranlarinda
eksprese olur ve tiimoral immiin kagis sisteminde 6nemli bir rol oynar. Kanser
hiicrelerinden eksprese edilen PD-L1 ile kotii prognoz arasinda iligki rapor edilmistir
(25, 26). 2016 yilinda ilk kez bas ve boyun kanserli hastalara tedavi amaci ile anti-PD-
1 ajan1 verilmistir. Bu tedavilerden beklenen sonuglar konvansiyonel, sitotoksik kemo-
radyo terapilerin yan etkilerini ve radikal cerrahilerin yarattig1 diisiik hayat kalitesi ile

sonuglanan durumlart minimum seviyeye indirmektir (27).
2.2. Likit Biyopsi ve Bas-Boyun Kanserleri

Hiicresel belirteglerin yaninda, hiicrelerden salgilanan potansiyel biyo-
belirteclerin tayini de kanser tanisinda biiyiikk 6nem tasimaktadir. Kanserlesmenin
oldugu bolgedeki hiicrelerin, hiicre-hiicre ve ¢evre stromal hiicreler ile iliskisi kanser
gelisiminde 6nemli bir rol oynamakla birlikte metastaz gelisiminde de anahtar rol

oynamaktadir. Bu hiicresel baglantilarin altinda yatan molekiiler mekanizmay1



anlamak ve terapotik tedaviler igin olasi belirtegleri saptamak timor gelisiminin
onlenmesinde olduk¢a 6nemlidir (28). Tam bu noktada, bas ve boyun kanserli hasta
gruplarinda likit biyopsi alimi, molekiiler karakterizasyon ve kanser tespiti amaci ile
son yillarda siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir. Likit biyopsi, minimal
invaziv bir yontem olmasi nedeni ile doku biyopsisine alternatif olarak goriilmektedir.
Erken taniya olanak saglamasi, rekiirrens kontroliinde, hasta takibinde, prognozda,
tedavinin etkinliginin degerlendirilmesinde, biiyiik cerrahiler sonrasi tiimor varliginin
belirlenmesinde indikatér olarak kullanilabilmeleri likit biyopsinin en biiyiik
avantajlarindandir (29). Kan, tiikiiriik ve idrar ornekleri likit biyopsi i¢in kullanilan
kaynaklardandir. Oral ve bas-boyun kanserleri biyo-belirteclerini tiikiiriik
orneklerinden incelenmesinin kan drneklerine kiyasla daha hassas oldugu literatiirde
belirtilmistir ve bu duruma en énemli sebep olarak tiimor - tiikiiriik yakin komsulugu
gosterilmistir (1, 29). Dolasan tiimér hiicreleri, dolasan hiicresiz tiimér DNA’lar1 ve
RNA'lar, dolasan proteinler ve tiimoral ekstraselliiler vezikiiller tiikiiriik gibi pek ¢ok
viicut s1visinda tespit edilebilirler. Ozellikle erken donem kanser tanisinda ve meme,
oral bolge, gastrik sistem, akciger ve pankreas gibi bir¢ok kanser tiiriiniin takibinde
tiikkiiriik kompozisyonunda yer alan molekiiler belirteclerin likit biyopsi ile
kullanilabilmesi olduk¢a umut vaad edicidir (30, 31). Cok sayida transkriptomik,
proteomik ve mikrobiyolojik belirteglerin varlig tiikiiriik icerisinde gosterilmistir
(32). Likit biyopsi yaklasimu ile tiikiiriik 6rneklerinin alinmasi oldukg¢a hizli, giivenli,
kanama riski tagimayan, minimal invaziv ve maddi yiik getirisi olmayan tanisal bir
yontemdir. Bu nedenle tiikiiriik 6rneklerinden molekiiler biyo-belirteglerin analizi
giiniimiizde oldukca ilgi ceken bir konu haline gelmistir. Ozellikle bas ve boyun
kanserlerinde, erken tanida, prognoz  takibinde, tedavi etkinliginin
degerlendirilmesinde ve rekiirrens takibinde tiikiiriikten izole edilen biyo-belirteclerin

onemi oldukga fazladir (33, 34).
2.3. Eksozomlar

Giincel literatiir bilgilerine gore kansere 6zgii dolasan biyo-belirteglerin EV’ler
igerisinde yer aldigi bilinmektedir (3). EV’ler, organizmanin neredeyse tiim hiicre
tiplerinden salgilanir ve birgok viicut sivisindan izole edilirler (35). EV’ler

morfolojilerine ve hiicresel orijinlerine gore {i¢ alt gruba ayrilmaktadir: eksozomlar,



mikro-vezikiiller, apoptotik cisimler. Eksozomlar, yaklasik 30-100 nm ¢aplarinda,
endozomal yolaktan koken alan ve ekzositoz ile ekstraselliiler alana salgilanan
yapilardir (36, 37) (Sekil 2.1). Eksozomlar miRNA, mRNA, DNA, proteinler gibi pek
cok molekiil icermektedir ve bdylece koken aldigi dokunun belirlenmesine olanak
saglarlar (6). Endozomal kokenlerine bagli olarak her eksozom: membran transport ve
fiizyon proteinleri (Rab GTPas, Anneksin, flotillin, Endozomal sirali kompleksi
(ESCRT) 0, I, 11 ve 111), 1s1 sok proteinleri (Hsc70, Hsp90), tetraspaninler (CD9, CD63,
CD81, CD82), Apoptoz baglantili gen 2-etkilesimli protein (AL1X), timor duyarliklik
geni 101 protein (TAG101), fosfolipazlar ve lipit iligkili proteinler barindirmaktadir
(38). Bu belirtilen proteinler disinda hiicrelerarasi iletisimde yer alan, eksozomlar ile
iligkili 4400’den fazla protein de tanimlanmustir (39). Bahsedilen proteinlere ilaveten
eksozomlar dayanikliliktan sorumlu olan fosfolipit ¢ift katman ile ¢evrilidir. Bunlarin
disinda metabolik enzimler, biiylime faktorleri, sitokinler, niikleik asitler de
eksozomlarin yapisinda bulunmaktadir (40).
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerden salgilanan eksozomlarin sematik goriintiisii. Eksozomlar
endozomal yolaktan koken alarak igeriye dogru tomurcuklanip, sirast ile
erken endozom, intraluminal vezikil ve multivezikiiler cisim olarak
adlandirilir. intraluminal vezikiil olusumunda lipitler, tetraspaninler gibi
bir¢ok molekiil rol alir. Multivezikiiler cisimler lizozomlar ya da plazma
membrani ile flizyon yapabilir. Cok sayida Rab proteini, multivezikiiler
cisimin plazma membranina taginmasinda ve eksozom olarak salinmasinda
aktif rol oynar. Ayrica SNARE proteini de multivezikiiler cismin plazma
membrani ile flizyonunda goérev alir. Bir diger tiir olan mikrovezikiiller ise
dogrudan plazma membranindan tomurcuklanarak sekrete edilirler.
Apoptotik cisimler de programli hiicre 6liimii siirecinde hiicreden salgilanan
tiglincii esktraselliiler vezikiil tipidir (41).

Ekstraselliiler
s1v1



Eksozomlar, tasidiklar1 kargolari hedef hiicrelere plazma membranindan
flizyon yolu ile aktarabilirler ya da alic1 hiicreler fagositoz veya endositoz yolu ile
eksozomlar1 hiicre igine alabilir ya da reseptor-ligand etkilesimi ile hedef hiicre
reseptoriine baglant1 saglayabilirler. Tiim bu ii¢ farkli yol, hedef hiicrede fonksiyonel
degisikliklere sebep olur (42-44). Sitoplazmik membrani ve kan-beyin bariyerini
gecebilmeleri tastyici spesifik tedaviler agisindan en kritik 6zelliklerindendir (45).
Hiicre i¢i iletisimde ve molekiiler sinyallerde 6nemli rollere sahip olan eksozomlarin,
ayrica timdr progresyonunda ve invazyonunda pek c¢ok rolii oldugu literatiirde
gosterilmistir (6). Fizyolojik ve patolojik durumlarda hemen hemen tiim viicut
stvilarinda eksozomlarin miktarinda artis goriilmektedir ve tam da bu nedenle tani,
prognozda ve hedefe yonelik tedavilerde dnemli biyo-belirtegler olarak hizmet ederler.
Hiicreler arasi iletisimde kritik rol oynamalar1 nedeni ile ayrica eksozomlar, kanser
hiicrelerinin birbirleriyle ve nisleri ile etkilesimlerinde 6nemli bir noktada yer
almaktadirlar. Yani kanser gelisiminde, yayiliminda, tiimoral nis olusumunda,
anjiogenezisde ve Kanser hiicrelerinin proliferasyonunda eksozomlar da rol alirlar
(46). Eksozomlar ekstraselliiler alana salindiklart zaman, otokrin, parakrin ve endokrin
etkiler goriilebilmektedir. Hedef hiicrelerine ulasmalarinda bir¢ok farkli biyolojik

sinyal yolaklar1 devreye girmektedir.

Tiikiiriikten eksozomlarm eldesi de ilk kez Ogawa ve arkadaglar tarafindan
rapor edilmistir (47). Daha sonraki ¢alismalarda tiikiiriikten elde edilen eksozomlarin
pek cok kanserde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir ve kanser tiplerine
0zgii eksozomlar/belirtegleri rapor edilmistir (Tablo2.1). Bu kanserlerden biri de oral

skuamoz hiicreli kanserlerdir.
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Tablo 2.1. Tikiiriikten elde edilen ekstraselliiler vezikiillerin hastalik tiirlerine goére
sahip olduklar1 biyobelirtecler.

Hastahik EV biyobelirtecleri Biyobelirtecin  Referanslar
tipi

Beyin hasar1 ve nérolojik CDC2,CSNK1A,CTSD MRNA (48)
bozukluklar a-siniiklein protein (49)

CD63 protein (50, 51)
PPIA protein (52)

Oral skuamoz hiicreli karsinom - - - -
miR-412-3p, miR-512-3p, miR-27a-3p, miRNA (53)
miR-494-3p, miR-302b-3p, miR-517b-
3p

BPIFAL, CRNN, MUC5B, IQGAP protein (54)
Akciger kanseri Aneksin Al, A2, A3, A5, A6, All, protein (55)

NPRL2, CEACAM1, MUC1, PROM1,
HIST1H4A, TNFAIP3

Bag ve boyun kanseri miR-486-5p, miR-486-3p, miR-10b-5p, miRNA (56)
miR-122
Apbblip, Aspn, BCO31781, Daf2, mRNA (57)
Pankreas kanseri Foxpl, Gng2, Incenp
miR-1246, miR-4644 miRNA (58)

Eksozomlarin baz1 viicut sivilarindan ve siipernatantlardan izolasyonunda ve
cogaltilmasinda farkli protokoller tanimlanmistir (59, 60) (Tablo 2.2). Viicut
stvilarindan ya da hiicre kiiltiirii supernatantlarindan izolasyonda en ¢ok 2000 g’de
santrifiij yontemi kullanilmaktadir. Boylece olii hiicreler elimine edilir. Daha
sonrasinda 10,000 g’de santrifiij yapilarak eksozomal olmayan vezikiiller ve hiicresel
debris uzaklastirilir. Son olarak 200 nm boyutlarinda bir filtreden gecirilerek biiyiik
partikiiller elenir ve eksozom igeren supernatant elde edilir. Bu basamaktan sonra
eksozomal ylizey belirteglerine karsi antikorlarin kullanildigi immiino-afinite
ayristirma yontemi, 100,000 g’de ultrasantrifiij yontemi, boyut ayirma kromatografisi,
izopiknik santrifiij ve polimer tabanli presipitatlarin ultrafiltrasyonu gibi iyi bilinen
yontemler ile ayrigtirma siireci baglatilir (61). Ultrasantrifiij yontemi en sik kullanilan
yontemlerdendir ve genis hacimli orneklerde, diisiik maliyet ile ¢alismaya olanak
saglar. Yogunluk gradyen santrifiijj yonteminde vezikiiller dolasim yogunluklarina
gore iyodiksanol ya da siikroz gibi gradyen medyumlar kullanilarak ayristirilir. Bu

metot eksozom izolasyonunda altin standart olarak diisiiniiliir ve ultrasantrifiij teknigi
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ile kombine kullanildig1 zaman 6zellikle proteomik analizler i¢in yiiksek kalitede
eksozom izolasyonu yapilabildigi gosterilmistir (62). Boyut kromatografisi
yonteminde minimal protein kontaminasyonu ile yiiksek saflikta sonug alinir. Ancak
yetersiz 6rnek miktarlar eldesi bu yontemin en 6nemli dezavantajlarindandir (63).
Eksozom izolasyonunda en basit metot polimer tabanli presipitasyon yontemidir.
Eksozomlar polietilen glikol gibi polimerler ile inkiibe edildikten sonra, diisiik hizda
santrifiij edilirler. Bu yontem ile yeterli oranda izolasyon saglanabilir, ancak
eksozomal olmayan partikiiller ile kontaminasyon riski mevcuttur (59). Eksozom
izolasyonunda en spesifik yontem immiino-afinite ayristirma yontemidir. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay - ELISA plakalari, immiin boncuklar, mikro-fluidik
aygitlar bu kapsamda kullanilabilir (62). Bu yontemlerin yaninda ticari kitler
kullanilarak, cesitli izolasyon tekniklerinin birlestirilmis oldugu yontemler de

bulunmaktadir (64-67).



Tablo 2.2. Eksozom izolasyon yontemleri.
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izolasyon yontemleri

Teknik

Avantajlar

Limitasyonlar

Ultrasantrifiij

Eksozom peleti elde etmek igin 190-120 dk boyunca 100.000 g
tizerinde santrifiij yapilir.

Partiikiiller boyut, sekil ve yogunluklarina gére ayristirilir.

Diisiik maliyet.
Biiyiik hacimler igin uygun.

ilave kimyasal gerektirmez.

Uzun siire gerektirir.
Yogun emek gerektirir.
Diisiik miktarlar elde edilir.
Kontaminasyon riski.

Izopiknik santrifiij

Spesifik gradyen medyum igerisinde 100.000 g iizerinde santrifiij
yapilir.

Spesifik medyum igerisinde partikiiller boyut, sekil ve yogunluklarina
gore ayristirilir.

Benzer yogunluktaki diger partikiillerden
eksozomlari ayristimada oldukga etkili.

Yiiksek saflik.

Uzun siire gerektirir.
Yogun emek gerektirir.
Diisiik miktarlar elde edilir.

Medyum ayristirtlirken kontaminasyon riski
mevcuttur.

Polimer tabanl presipitasyon

Ornekler polimerler ile inkiibe edilir. Diisiik hizda santrifiij ile
¢oktirtiliir. Ticari olarak satilan kitler mevcuttur.

Daha az zahmetli.
Kolay ekipman.
Yiiksek oranda eksozom izolasyonu.

Genis hacimler igin 6l¢eklenebilir.

Kontaminasyon

Ureticiye bagl olarak izolasyon etkinligi
degisebilir.

Ultrafiltrasyon

Ornekler filtreden gegirilir. Eksozomlar boyutlarina gére ayristirilr.

Ultrasantrifiij yontemine gore daha kisa siire.
[lave kimyasal gerektirmez.
Spesifik ekipman gerektirmez.

Eksozomal membran ve biyolojik
fonksiyonunda hasarlanma riski mevcuttur.

Diisiik saflik.

Diisiik izolasyon etkinligi.

Boyut kromatografisi

Ornekler pordz boncuklardan gegirilir. Kiigiik partikiiller porlardan
gegerken eksozomlar gecemez.

Moleiikller boyutlarina gore ayristirilir.

Yiiksek saflik.
ilave kimyasal gerektirmez.

Eksozomlarin yapisi ve biyolojik aktivitesi
bozulmaz.

Diisiik miktarlar elde edilir.

Cogunlukla kiigiik hacimli drnekler igin
uygundur.

Immiino-afinite yakalama

Eksozom spesifik antijenlere antikorlarin baglanmast ile reseptor-
ligand etkilesimi olur.

Yiiksek segicilik ve saflik.

Eksozom alt gruplarinin izolasyonu bile
miimkiin.

Antikorlar ile kontaminasyon riski.

Eksozomal fonksiyonlar kullanilan
tamponlardan dolay: etkilenebilir.

Yiiksek maliyet.

Ornekler antikor baglanmasi éncesi hiicresiz
hale getirilmeli.

Eksozoma spesifik belirtecler iyi bir sekilde
karakterize edilmeli.
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Literatiirde eksozomlarin igeriklerine ve fiziksel 6zelliklerine gore bir¢ok
karakterizasyon yontemi tanimlanmistir. Eksozomlar konvansiyonel mikroskopik
yaklagimlar ile tespit edilemedikleri i¢in, elektron mikroskop teknikleri
kullanilmaktadir (68). Konvansiyonel goriintiileme yontemleri ile
karsilastirildiklarinda elektron mikroskoplar teknik olarak daha zor yaklagimlardir.
Alternatif olarak partikiil takip analizleri kullanilabilir ancak bu morfolojik analiz,
izole edilen eksozomlarin fonkisyonlar1 hakkinda veri saglayamaz (69). CD9, CD63,
CD81, tetraspaninler, TSG101, gibi belirtegler eksozomlarin fonksiyonel belirtecleri
olarak kabul edilir (70). Ancak literatiirde fonksiyonel belirtegler agisindan heniiz
ortak bir goriis saglanamamustir. Floresan boyalar ile isaretlenmis eksozomlar akim
sitometri gibi floresan incelemeye dayali yontemler ile de analiz edilebilir. ELISA
veya AsetilCoA kolinesteraz kolorimetrik metotlar da total protein miktar tayinlerinde
tercih edilebilir.

2.4. Kok Hiicreler ve Eksozomlari

Kok hiicreler kendilerini yenileyebilme, baska hiicre tiplerine farklilasabilme,
asimetrik boliinme 6zelliklerine sahip farklilagmamis hiicrelerdir. Asimetrik boliinme,
farklilasacak hiicre ve kok hiicre 6zelligini koruyan iki hiicre olusumu ile sonuglanir.
Boylece kok hiicre sayilarinda artis veya tiikenme meydana gelmeden, miktar korunur
(71). Kok hiicreler viicuttta; embriyoda, fetal, eriskin hiicrelerde ve kanser
hiicrelerinde bulunurlar. Farklilagsma kapasitelerine gore ti¢ gruba ayrilirlar. Totipotent
kok hiicreler en yiiksek farklilagsma potansiyeline sahip ve tiim organizmayi olusturan
hiicrelerdir. Zigot ve ekstraembriyonik dokular totipotent hiicrelerden olusmaktadir.
Pluripotent kok hiicreler, ekstra-embriyonik yapilar diginda tiim germ yapraklarim
olustururlar. Pluripotensi bir siiregtir ve baglangigta biitliini ile pluripotent 6zellik
gosteren hiicreler icerisinde, embriyonik kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok
hiicreler (iPKH), yer alirken daha sonra pluripotensinin azaldigi multi-, oligo- ve
unipotent hiicreler devreye girer. Multipotent kok hiicreler ise kisitli farklilasma
Ozelliklerine sahiptir ve spesifik hiicre hatlarina farklilagirlar (72). Ayrica kok hiicreler
kokenlerine gore de bes gruba ayrilirlar: embriyonik kok hiicreler, erigskin kok hiicreler
(mezenkimal ve hematopoetik kok hiicreler gibi), fetal kok hiicreler, iPKH’ler ve

kanser kok hiicreleri (73).
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Kanser gelisimi malign hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize bir
durumdur. Literatiirde, timor igerisinde hiicresel ¢esitliligi agiklayan iki farkli model
sunulmustur. Birinci model, stokastik model olarak da adlandirilir, birbirini izleyen
mutasyonlarin birikmesi ile kanser gelisiminin baslamasini ve ilerlemesini tanimlar.
Bu klonal gelisim modelinde tiimoral dokuyu olusturan her bir hiicre benzer
potansiyele sahiptir. Ikinci model, kanser k&k hiicresi hipotezi, ise kiiciik bir grup kok
hiicre benzeri hiicrelerin kanser gelisiminde rolii oldugunu ileri siirer. Bdylece
hiyerarsik bir sekilde yapilanmis olan tiimdr dokusu, kendilerini yenileme &zelligi
gosteren kanser kok hiicreleri tarafindan idame ettirilir. Bu kanser baslatici hiicreler
piramidin en alt basamaginda bulunur ve tiimdér dokusu igerisinde yiiksek
proliferasyon 6zelligi gosteren hiicrelerin olusumundan sorumludurlar (74). Bu iki
modelin birlikte yorumlanmasi kanser gelisimini anlamada yol gosterici olabilir.
Ancak literatiirde ¢ok daha kompleks senaryolar da yer almaktadir. Farklilagmis
kanser hiicreleri ya da eriskin kok hiicreler gibi pek ¢ok farkli hiicrenin, kanser kok

hiicrelerinin gelisiminde rol oynadig: diistintilmektedir (75).

Kanser kok hiicreleri, tiimoral dokuya heterojenik o6zellik saglayan kanser
hiicrelerinin kiiglik bir alt grubu olarak tanimlanmaktadir. Kisith hiicre sayisindan
giiclii tiimor olusturma potansiyeline sahiptirler, kendilerini yenileme kapasitesi
gosterirler ve farklilasma 6zelligine sahiptirler. Sadece saglikli hiicrelerde olusan
mutasyonlar sonucunda degil, ayn1 zamanda progenitdr hiicrelerden de kdken
alabilirler. Bu hiicrelerin ileri genetik degisimlere maruz kaldiklar1 ve bu nedenle
yeniden farklilasarak kanser kok hiicresi Ozellikleri gosterdikleri diisiiniilmektedir.
Kanser kok hiicreleri, hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerini yansitirken, kokenlerini
gostermezler (76, 77). Normal kok hiicrelerde oldugu gibi kanser kok hiicrelerinin
mikro-gevresinde de ¢esitli hiicresel kompozisyon barindiran, vaskiiler dokudan ve
konnektif stromadan olusan nis mevcuttur. Bu mikrogevre, kanser kok hiicrelerini
kendi kendini yenileyebilmeleri ve devamlilik saglayabilmeleri agisindan destekler.
Bu mikrogevrenin hiicresel kismi, kanser kok hiicrelerinin metastazina neden olan
sinyal yolaklarini indiikleyebilir ve programli hiicre 6liimlerine engel olabilir. Nis
icerisinde yer alan kanser kok hiicreleri, tedavi direncinin olusmasini, genotoksik
etkilerin dnlenmesini ve hatta kanser hiicrelerinin fenotipini etkileyebilir. Sekrete olan

molekiiller de kanser kok hiicrelerinin devamliliginda etkilidir (78, 79).
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Bas ve boyun kanserleri heterojen hiicresel popiilasyondan olusan solid
tiimorlerdir. Hiicreler degistirilmis fenotipik ozellikler gosterirler ve kemoterapi /
radyoterapiye direng gosterirler (80). Preklinik ve klinik ¢aligmalar, kanser kok
hiicrelerinin beslenme azlig1, hipoksi gibi degisen ortam sartlarina kolaylikla uyum
sagladiklarin1 gostermistir. Altta yatan molekiiler mekanizma tiimiiyle aydinlatilmis
olmasa da, bu hiicrelerin reaktif oksijen radikallerinden kurtulmak icin ileri seviye
mekanizma gelistirdikleri gosterilmistir (81). DNA tamir mekanizmalarimin ileri
diizeyde gelistigi, hiicresel olarak hayatta kalma seviyelerinin arttig1 ve apoptotik
yollarin baskilandig1r kanser kok hiicreleri icin belirtilen 6zelliklerdir (Sekil 2.2).
Prince ve arkadaslar1 bas ve boyun kanserlerinde kanser kok hiicrelerinin varligini ilk
kez tespit etmistir (82). Literatiirde bas ve boyun kanserlerinde yer alan kanser kok
hiicreleri i¢in 6nemli belirtegler CD89, CD44, CD10, CD133, aldehit dehidrogenaz
(ALDH) olarak tanimlanmistir (83-87). Bu belirteglerin bazilarinin ekspresyon
seviyelerinde art1s ile tedaviye direng arasinda korelasyon bulunmustur. Tiim bunlarin
1s181nda, spesifik belirteclerin prognoz takibinde ya da tanida biyolojik indikatorler
olarak kullanilabilmesi kisiye 6zel tedavi modalitelerinin gelistirilmesinde ¢i1g1ir agict

olabilir.

ilag direnci ile iligkili proteinlerin ekspresyonu
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Heterojenik hiicre populasyonu olusturma kapasitesi

~«

Azalmig imminojenite

Hipoksik mikrogevreye adaptasyon
DNA tamir proteinlerinin sentezinde artis o
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Sekil 2.2. Kanser kok hiicrelerinin 6zellikleri (88).
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Bas ve boyun skuamoz hiicreli kanserlerinde, kanser kok hiicreleri artmis
ALDH seviyeleri ile tespit edilmektedir. ALDH sitozolik enzimler ailesindendir ve
fizyolojik ve patolojik siireglerde rol oynar (89). Ayrica Sox2, Oct4 ve Nanog kokliilik
transkripsiyon faktorleri de kanser kok hiicreleri fenotipiyle uyumlu olarak
saptanmistir. Ancak yine de bas boyun kanserleri i¢cin kesin biyo-belirteclerin
saptanmasi zordur ve halen ¢alisilan bir arastirma konusudur (90, 91). CD44 bas boyun
kanserlerinde bulunan kanser kok hiicrelerinin kiiltiiriinde en sik tespit edilen belirteg
olarak tayin edilmistir. CD44’iin izoformu olan CD44v3’iin seviyesi bas boyun

kanserlerinde kanserin evresi ile iliskili bulunmustur (92, 93).

Kanser kok hiicrelerinden salgilanan eksozomlar timor mikro-gevresini
etkilemektedir. Bu eksozomlar diger malign hiicreler ile iletisim kapasitesine
sahiptirler veya timor gelisimini destekleyecek sekilde cevre saglikli dokular
modifiye edebilirler (94). Yani kanser kok hiicrelerinden salgilanan eksozomlar kanser
gelisimi  siirecinde olduk¢a 6nemli rollere sahiptirler (Sekil 2.3). Uzak bolge
metastazlar1 i¢in de uygun ortam hazirlarlar. Yine literatiirde bu eksozomlarin,
kemoterapi direncinde, tiimor vaskiilarizasyonunda, ekstraselliiler matriksin yeniden
sekillenmesinde ve epitelyal-mezenkimal geciste dnemli rol oynadig1r gosterilmistir
(95). Ayrica, eksozomlar fibroblastlar gibi nis yapisinda bulunan hiicreler ile kanser
hiicreleri arasinda da iletisimde gorev alir. Kanser hiicrelerinden salgilanan
eksozomlar ile taginan onkojenik miRNA’larin, pre-metastatik nis olusumunu
destekledigi yapilan son galismalarda gosterilmistir (96). Kanser kok hiicrelerinden
salinan eksozomlar, tiimorle iliskili baskilayict myleoid hiicreleri ve makrofajlari
aktive ederek, dogal oldiriicii hiicreleri ise baskilayarak immiin kagisa katkida
bulunurlar (97). Ayrica, bu salgilanan eksozomlar, PDL-1, transforme edici biiyliime
faktorii beta (TGF- B), Fas ligand ve tiimor nekroz faktori iliskili apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL) salgilayarak T hiicreler tizerinde immiinstipresif etkiye
sahiptir (98, 99).
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Sekil 2.3. Bas ve boyun kanseri hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin tiimér mikro-
cevresindeki fonksiyonlarinin sematik goriintiisii. Eksozomlar T hiicrelerin,
B hiicrelerin, NK hiicrelerin fonksiyonlarini baskilayarak ve Treg’lerin,
MDSC’lerin aktivitelerini ve DH’lerin farklilasmasini inhibe ederek
immiin sistem hiicrelerine miidahalede bulunurlar. Ayni zamanda tiimorle
iliskili makrofajlarin  polarizasyonunu etkilerler. Tiimor kaynakl
eksozomlar tiimér mikrogevresini, timor olusumunu ve gelisimini
etkilerler. Kisaltmalar: DH: dendritik hiicreler, NK: dogal o6ldiiriicii
hiicreler, Treg: diizenleyici T hiicresi, MDS:C myeloid kaynakli supresor
hiicre, MKH: mezenkimal kok hiicreler.

MKH’ler kendilerini yenileme ozelliklerine sahip, multipotent kapasitede
stromal hiicrelerdir. Guiglii immiinsupresif ve rejeneratif etkilerinden dolay: siklikla
hiicresel terapilerde kullanilirlar (100). Bu terapdtik etkilerini parakrin sekresyonla
salgiladiklar sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri araciligi ile gosterirler (101).
Altta yatan mekanizmalar biitiiniiyle aydinlatilmamis olmakla birlikte, hiicresel
tedavilerde kullanimlar1 halen arastirllan konulardan biridir. MKH’ler faydal
terapotik etkilerine ragmen, ektopik doku formasyonu olusturmalari, alicida immiin
reaksiyonlara sebep olmalari, infiizyonel toksisite yapmalari ve timor formasyonu

olusturabilme riskleri nedeni ile ¢ok giivenli segenekler degillerdir (102).

Literatiirde solid ve hematolojik tiimdrlerin invazivliginden sorumlu olarak
MKH’ler gosterilmektedir (103). Bas ve boyun kanserlerinde, MKH’ler
anjiogeneziste, immiin cevabin kontroliinde, timdr ile iliskili miyofibroblastlarin

sekresyonunda rol oynarlar. Kan ya da lenfatik anjiyogenezisler ise kanser hiicrelerinin
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metastazinda primer rol oynar (104). Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve
interlokin (IL)-8 bas boyun kanserlerinde yiiksek oranda eksprese edilen ve tiimor
agresifliginden ve kotli prognoz ile iliskilendirilen pro-anjiyojenik regiilatorlerdir.
MKH’ler ayrica endotel hiicreler/perisitler i¢in prekiirsor olarak davranarak da
anjiyogenezisi uyarir (105, 106). VEGF ile birlikte MKH’ler gosterdikleri ekspresyon
profilleri (vaskiiler hiicre adezyon molekiili (VCAM)-1, von-Willebrand Faktor
(VWEF), Vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptorii (VEFGR)-1, VEGFR-2 ve E-
kaderin ekspresyonu gibi) agisindan endotel hiicresi karakterine biirtiniirler. MKH’ler
perisitler ile birlikte hipoksik tiimér alanlarinda yeni kan damari formasyonunu
indiiklerler (107). Ozellikle pre-kanserdz durumlar ve bas ve boyun bolgesi skuamoz

hiicreli karsinom nisi i¢in 6nemli hiicresel elemanlardir.
2.5. Epitelyal-Mezenkimal ve Mezenkimal-Epitelyal Gec¢is Fenomeni

Epitelyal-mezenkimal geg¢is fenomeni, mobil olmayan epitel hiicrelerinin
fibroblast benzeri mezenkimal hiicrelere polarize olmasini tanimlar (108).
Mezenkimal-epitelyal gegis ise bunun tersi yondeki siireci tamimlar (109). Epitel
hiicrelerinin bu gegisleri geri doniisiimlii olabilir, parsiyel olarak olabilir ya da
biitiiniiyle gerceklesebilir. Epitelyal-mezenkimal gecise ugrayan yeni hiicreler yiiksek
derecede migrasyon, invazyon ve uzak bolgelerde kolonizasyon kapasitesine sahiptir.
Ayn1 zamanda timdér mikrogevresinde Matriks Metalloproteinaz Enzimleri
(MMPs)’nin ekspresyonlarinda artisa neden olurlar (110). Ayrica, epitelyal-
mezenkimal ve mezenkimal-epitelyal gecis embriyonik kok hiicrelerinin
farklilasmasini, uyarilmis pluripotensiyi ve kanser kok hiicrelerinin davranigini
kontrol eder (109). Epitelyal-mezenkimal gecis gelisimin ayrilmaz bir pargasi iken
altta yatan siirecler yara iyilesmesi, fibrozis ve kanser gelisiminde tekrardan
aktiflestirilir (111). Epitelyal-mezenkimal gegis SNAIL, c¢inko parmak E-kutu
baglayici protein ve temel helix-loop-helix transkripsiyon faktorleri ile kontrol edilir.
Bir¢ok onkojenik yolak, hipoksi durumu, viral enfeksiyonlar epitelyal-mezenkimal
geciste onemli rol oynar. Literatiirde li¢ farkli tipte epitelyal-mezenkimal gegis
tamimlanmustir (109). Tip | epitelyal-mezenkimal gecis embriyogenezis ve organ
gelisiminde goriiliirken, tip II epitelyal-mezenkimal geg¢is doku rejenerasyonunda ve

organ fibrozisinde rol oynar. Tip Il epitelyal-mezenkimal gegis ise kanser gelisimi ve
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kanser kok hiicreleri 6zellikleri ile iliskilendirilir (112). Ayrica mezenkimal-epitelyal
gecis de metastatik karsinomlarin gelisimine katki saglar (113). Fibroblast biiyiime
faktorii (FGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF), kemik morfogenetik protein (BMP)
- 2, BMP - 7, Wnt ve Akt mezenkimal-epitelyal gecis ile iliskilendirilen faktorlerdir
(114). Literatiirde meme kanseri ve prostat kanseri vakalarinda BMP - 7’ nin metastatik
potansiyel ile tersine yonde, E-kaderin ve vimentin ekspresyonu ile de pozitif yonde
iligkili oldugu saptanmis ve bdylece mezenkimal-epitelyal gecis ile iligskisi One
stiriilmiistiir (115, 116). Deneysel bir hayvan ¢alismasinda, farkli fenotiplerdeki kanser
hiicrelerinin arteriyel sirkiilasyona inokiile edilmesi ile segici metastaz gelisimi
gozlenmistir ve boylece mezenkimal-epitelyal gecis uyaranlarinin metastaz
formasyonundaki rolii gosterilmistir (117). Oral skuamoz hiicreli kanserde ve prostat
kanserinde CD44 ve vimentin ekspresyonlart artmaktadir ve bu durum patoloji
varliginda CD44’lin endotel hiicrelerinin yiizeyindeki vimentinin bas bolgesine
tutunmasi ile uyumluluk gésterir (118). Literatiirde karsinomlarin her zaman epitel
hiicrelerinden degil, kemik ilig¢inden kaynaklanan MKH’lerden gelisebildigini de
gosteren hipotezler mevcuttur (7, 119, 120). Kemoterapi sonrasinda kemik
iliginden kaynaklanan hiicrelerden sarkom, epitelyal tiimor ve noral tiimor gibi
farkli tiimor tiplerinin gelistigi gozlenmistir (121). insan kemik iligi MKH’lerinin
spontan olarak mezenkimal-epitelyal gecis modeli literatiirde tammlanmstir
(122).

Vimentin tip III ara filamandir ve hiicresel yapinin ve doku biitlinliigiiniin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Fibroblastlar, endotel hiicreleri, lenfositler ve
Ozellesmis beyin hiicrelerinde vimentin goriiliir (123). Malign durumlarda vimentinin
yiiksek miktarlarda ekspresyonu tliimorogenezis, epitelyal-mezenkimal gecis ve
metastaz ile iliskilidir (124). Ozelliklerinden dolay1 vimentin, bas ve boyun
kanserlerinde tiimor biiyiimesinde, zayif tiimoral farklilasmada ve lenf nodu
metastazlarinda biyo-belirte¢ olarak diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, bas ve
boyun kanserlerinde vimentinin yiiksek ekspresyon seviyeleri E-kaderin’in diisiik

ekspresyon seviyeleri ile iliskilendirilmistir (125, 126).

Integrin alfa 6 kok hiicrelerin kendilerini yenileme ve kokliiliik 6zelliklerinin
kontroliinde dnemli fonksiyonlara sahiptir (127). Ekspresyon seviyelerindeki artis

proliferasyon, migrasyon ve klonojenite ile iliskilendirilir. Yapilan bir calismada
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integrin alfa 6’nin MKH progenitér potansiyeli tahmini i¢in aday olabilecegi
sOylenmistir (128). MKH’lerin konfluense ulasmalar1 durumunda integrin alfa 6
ekspresyon seviyelerinin distiigii gosterilmistir. Ayrica integrin alfa 6 seviyelerinde
diisiis veya inhibisyon olmasinin, kemik iligi kaynakli MKH’lerin migrasyonunda
bozukluga sebep oldugu belirtilmistir (128). integrin alfa 6 normalde embriyonik kok
hiicrelerde eksprese edilmekle birlikte, literatiirde solid tiimorlerde kanser kok
hiicrelerinin olusumu ile de iligkilendirilmistir (129, 130). Meme kanseri, prostat
kanseri ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde integrin alfa 6 kanser kok
hiicrelerinin kendilerini yenileme kapasitesini, radyasyon direncini ve hasta sag
kalim oranlarini etkiler (131-133). Ayrica integrin alfa 6 ekspresyon seviyeleri ile
bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda hasta sag kalim oranlar1 Korele

bulunmustur (134).

Kanser kok hiicrelerinin uyarilmasi ile ilskilendirilen epitelyal-mezenkimal
geciste hiicreler, MKH karakteri kazanarak CD44 ekspresyonu i¢in pozitifilesirler
(135). CD44 MKH yiizey belirteci olmakla birlikte kanser kok hiicreleri i¢in de 6nemli
bir biyo-belirtectir. CD44 negatif hiicreler tiimorojenik olarak kabul edilmez iken,
CD44 pozitifligi kanser kok hiicrelerinin tespitinde 6nemli bir belirte¢ olarak goriiliir.
Bu goriis bas ve boyun kanserlerinde kanser kok hiicrelerinin saptanmasinda da
gegerlidir (136). Literatiirde, CD44+ / CD133+ kolon kanseri hiicrelerin, CD44- /
CD133- kolon kanser hiicrelerine gore daha karsinojenik ve agresif oldugu in vivo
olarak gosterilmistir (137). CD133 (prominin) 5-transmembran glikoproteinidir ve
onceden esas olarak hematopoetik kok hiicre belirteci olarak bilinmekteydi (138).
Ancak son yillarda bas ve boyun kanserinde, kolon kanserinde, prostat kanserinde,
hepatoselliiler karsinomlarda ve tiroid bezi kanserlerinde saptanan kanser kok
hiicrelerinin 6nemli yiizey belirteci olarak disiiniilmektedir (139-144). Literatiirde
yapilan bir ¢alismada, bas ve boyun skuamoz hiicreli kanserlerde, CD133 ekspresyonu
artmast ile kokliklik ile iligkili genlerin (Oct4 ve Nanog) ekspresyonunun ve
timorojenik kabiliyetin arttigi gosterilmistir (145). Yine ayni caligmada CD133+
hiicrelerin bag ve boyun kanserlerinde, tiimor gelisiminin baslatilmasinda ve epitelyal-

mezenkimal gecisin kontroliinde 6nemli rol oynadig: belirtilmistir.
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2.6. Oral Mikrobiyotanin Kanser Gelisimindeki Rolii

Skuamoz hiicreli kanser gelisiminde sigara, alkol kullanimi, yaslanma gibi
bilinen risk faktorleri vardir. Ancak bazi kosullarda, belirtilen risk faktorlerinin
yoklugunda skuamoz hiicreli kanser gelisimi dikkat ¢ekicidir ve bu durumda da oral
mikrofloranin kanser gelisimindeki rolii 6n plana ¢ikmaktadir. Bas boyun kanserleri
epitel hiicrelerinden ve mukozadan koken alan, oral kavitede ve farengeal alanda
lokalize olan patolojilerdir. Her iki alan da, siirekli olarak c¢evresel faktorlere maruz
kalir. Bu maruziyet de oral mikrobiyotada degisikliklere sebep olabilir (8). Yapilan
kohort ¢alismalarda, spesifik bakteri florasinin varliginin bas ve boyun kanser gelisimi
riskini arttirdig: belirtilmistir (9, 10). Ayrica HPV pozitifligi ya da negatifligi ve timor
lokalizasyonunun, oral mikrobiyotanin kompozisyonunda degisikliklere sebep oldugu
gosterilmistir (146). Kanser ile iliskili oral mikrofloranin tam olarak ayirt edilmesi
oldukca zor olsa da, yine de floral degisikliklerin ve spesifik bakteri tiirlerinin tanida,
tedavide ve takipte umut vaad eden belirtegler oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 2.3).
Spesifik kanser tiirleri i¢in biyobelirte¢ olarak belirtilen spesifik oral bakteri tiirleri,
hastalik durumunda sayica artis gostermektedir. Bu nedenle bu bakteri tiirlerininin

yogunlugunda artis tespit edilmesi klinik agidan 6nem kazanmaktadir.

Tablo 2.3. Bas boyun bdlgesi spesifik kanser tiirleri igin biyobelirteg olarak oral

bakteri tiirleri.
Kanser lokalizasyonu Biyobelirtec olarak oral flora bakterileri Referans
Streptococcus anginosus, Capnocytophaga gingivalis, (147
Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis, Bacillus, (11)
Enterococcus, Parvimonas, Peptostreptococcus, Slackia,
Oral skuamoz hiicreli Streptococcus sp. 058, S. salivarius, S. gordonii, S. (148)
karsinom parasanguinis, Peptostreptococcus stomatis, Gemella
haemolysans, G.morbillorum, Johnsonella ignava, (149)
Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica, (150)
Streptococcus mitis, Porphyromonas gingivalis (151)
Gingival sk hiicreli -
fhglva SXUamoz uceret Porphyromonas gingivalis (151)

karsinom

Streptococcus intermedius, S. constellatus, S. oralis,
Oral mukozal kanser . . o 12)
S. mitis, S. sanguis, S. salivarius, Peptostreptococcus sp.

Bas ve boyun bolgesi Streptococcus sp. and Lactobacillus sp., Streptococcus (152)
skuamoz hiicreli karsinomu anginosus (153)
Streptococcus anginosus, S. mitis, Treponema denticola, (154)

Y gaf " )
Ozafagus kanseri Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia (155)
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Literatiirde, Streptococcus, Fusobacterium, Campylobacter, Prevotella,
Pseudomonas, Capnocytophaga tiirlerinin skuamoz hiicreli kanserler ile iliskili
olabilecek bazi oral bakteri flora iiyeleri oldugu belirtilmistir. Bu tiirler hastalik
durumunda baskin iken, saglikli mukoza varliginda Rothia, Lautropia, Haemophillus
tirlerinin baskin oldugu tanimlanmstir (156). Mager ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada kanser hastasi olmayan hastalar ile oral skuamoz hiicreli kansere sahip
hastalar 40 farkli oral bakteri tiirli agisindan incelenmistir. Capnocytophaga gingivalis,
Prevotella melaninogenica ve Streptococcus mitis tiirleri kanserli hastalarin tikiiriik
orneklerinde yiiksek miktarda bulunmustur. Bu 1ii¢ bakteri tiiriiniin kanser
durumlarinda tanisal belirte¢ olarak kullanilmasi 6nerilmistir (11). Yapilan bir bagka
calismada bas ve boyun kanserli hastalarda servikal lenf nodlarindan en fazla izole

edilen bakteri tiirlerinin oral streptokoklar oldugu saptanmustir (12).

Literatiirde, zayif oral hijyen ve dis kayiplar ile oral skuamoz hiicreli kanserin
iliskili oldugunu gosteren epidemiyolojik ¢alismalar mevcuttur (157, 158). Skuamoz
hiicreli kanser gelisiminde, bazi bakterilerin neden oldugu kronik enfeksiyon oldukca
onemli bir rol oynamaktadir. Literatiir incelendiginde bakteriyel enfeksiyon {i¢ farkli
yol ile kanser gelisimine neden olabilir (159) (Sekil 2.4). Birincisi, enfeksiyonun sebep
oldugu kronik inflamasyondur. Salinan inflamatuar medyatérler (IL-1pB, IL-6, IL-17,
IL-23, TNF- o, MMP-8, MMP-9) hiicre proliferasyonunu, onkojenik aktivasyonu ve
anjiogenezisi kolaylastirir. Ikincisi, anti-apoptotik yolaklarin aktivasyonudur.
Ozellikle Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum gibi patojen
mikroorganizmalar bu basamakta rol oynarlar. Ugiinciisii ise bakteriler tarafindan
salinan asetaldehit, N-nitrozamin bilesikleri gibi genotoksik aktivite gdsteren

maddelerdir.
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Bakteriyel enfeksiyon

|
/\'J\ l,

AN
/ Anti-apoptotik aktivite N

A

Kronik inflamasyon Kanserojenik maddeler

Kanser hucreleri

Sekil 2.4. Kanser patogenezinde oral bakterilerin etkileri.
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3. GEREC VE YONTEM

Hasta Orneklerinin toplanmasi ve tiim deneysel c¢alismalar Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onay1 (GO
20/595) ile Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Cerrahisi Anabilim Dali’'nda, Saglik Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Bilimleri
Anabilim Dali’nda, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Hacettepe Universite Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi
Anabilim Dali’na bagvuran bas ve boyun bolgesi kanserli alt1 hasta ¢aligmaya dahil
edildi. Calismaya dahil edilen tiim hastalarda bas ve boyun kanser tanisi konulmus
olup, hastalarin daha 6nceden radyoterapi, kemoterapi, cerrahi veya alternatif bagka
bir tedavi gormemis olmasi kriteri géz oniinde bulunduruldu. Kontrol (saglikli) grubu
olarak bag ve boyun kanser tanisi olmayan, rutin dis islemleri i¢in bagvuran, son 15
giin icerisinde antibiyotik kullanmamus alt1 hasta ¢calisma kapsaminda degerlendirildi.
Klinige basvuran ¢aligma kapsamindaki tiim hastalar i¢in klinik bilgilerin saklanmasi

amaci ile hasta muayene kayit formlar1 dolduruldu.

Aragtirma kriterlerine uyan ve aydinlatilmis onam alinmis hastalardan
uyarilmamis 3 ml X 2 miktarinda tiikiiriik 6rnekleri steril tiipler icerisinde toplanarak
ve sonraki deneysel c¢alismalarda kullanilmak tizere -80° C’de muhafaza edildi.
Ornekler sabah saatlerinde, agiz su ile ¢alkalandiktan sonra alinmis olup, ncesinde

hastalar en az bir saat kadar yemek ve icecek tiikketmemesi konusunda uyarildi.
3.2. Tiikiiriik Orneklerinden Eksozomlarin izolasyonu

Tiikiiriik 6rneklerinden eksozom eldesinde “Saliva Exosome Purification Kit
(Norgen, Biotek)” ticari kiti kullanildi. Her hastadan 6 ml 6rnek olacak sekilde tiikiiriik
toplanarak, orneklere fosfat tamponlu salin (PBS, Sigma) ilave edilerek 6rnekler
dilisyonlart gergeklestirildi. Diliie 6rnek, eksfoliye hiicrelerin ve debrinin
uzaklastirilmasi amaci ile 1000 rpm’de (santrifiij: eppendorf 5810 R, rotor: A-4-62)

10 dakika boyunca santrifiij edildi. Hiicresiz seyreltilmis 6rnegi yeni bir 15 ml’lik
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konik tiipe aktarip, rezidiiel debriyi veya bakteri hiicrelerini gidermek igin 6rnek
tekrardan 10 dakika boyunca 3000 rpm’de santrifiij edildi. Hiicresiz seyreltilmis
tiikliriik 6rnegi tekrardan 15ml’lik yeni konik tiipe aktarilip eksozom saflastirmasi i¢in

hazir hale getirildi.

Elde edilen hiicresiz seyreltilmis 6rnege 6 uL Exo C tampon ve ardindan 200
pL Slurry E eklendi. Ornek 10 saniye vorteksleme isleminden sonra, 2000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi. Siipernatani uzaklastirdiktan sonra, bulamag peletine 200 pL
ExoR tampon ilave edilip, 10 saniye boyunca vortekslendi. Oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyonu takiben tekrardan 10 saniye vorteksledikten sonra 2 dakika boyunca 1000
rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatan 2 ml tiip ile kombine edilmis Mini Filter Spin’e
aktarilarak 6000 rpm’de (santrifiij: Beckman Coulter Microfuge 16, rotor: A46544) 1
dakika boyunca santrifiij edildi. Son iiriinler karakterizasyonlarinin yapilmasi igin -

80°C’de depolandi.
3.3. Eksozomlarin Karakterizasyonu

Eksozomal karakterizasyon i¢in “‘Human Tumor-derived Exosome Enrichment
and Quantificaiton ELISA Kit (Novus, Bio-Techne)” kullanildi. Tikiirik
orneklerinden izole edilen eksozomal proteinlerin kantifikasyonu ve karakterizasyonu,
eksozomla iligkili antijenlere kars: uygun antikorlarin eslesmesi ile saglandi. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda: eksozom izolasyonu yapilarak hazir hale getirilmis
her bir tiikiiriik 6rneginden 100 ul miktarinda alinarak kuyucuklara eklenip, plaka
tizeri parafin ile kapatildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda
plaka 37°C’de inkiibator igerisinde gece boyunca inkiibe edildi. Ardindan her bir
kuyucuk ilk olarak 200 pl yikama tamponu ile bir kez, daha sonrasinda 300 pl yikama
tamponu ile ti¢ kez yikandi. Yikamalari takiben her bir kuyucuga 100 pl alfa CD9
antikor soliisyonu ilave edilip, plaka parafilm ile kapatilip 15 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak plaka 37°C’de iki saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben yukarida anlatilan yikama islemlerinden sonra, her bir
kuyucuga 100 ul HRP konjlige sekonder antikor soliisyonu ilave edildi. Plaka tekrar
parafilm ile kapatildiktan sonra 15 dakika boyunca, oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. 37°C’de 1 saatlik inkiibasyondan sonra yukarida anlatildigi gibi yikama
islemi tekrarlandi. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 100 ul substrat kromojenik
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soliisyon ilave edilip plaka oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 2-5 dakika kadar
inkiibasyona birakildi. Mavi renk goriiniir hale gelince her bir kuyucuga 100 pl
durdurucu soliisyon ilave edildi. Mavi renkten sar1 renge doniis gézlendikten sonra
mikroplaka okuyucu cihaza (Tecan) yerlestirildi. Okumalar 450 nm dalga boyunda

gergeklestirildi (n=6). Ornekler ileriki ¢alismalar igin birlestirildi.

Bas-boyun kanseri belirteci CD133 pozitif eksozom se¢ilimi i¢in manyetik
boncuklar ile MACS yontemi uygulandi (Mitenyi Biotec). Elde edilen 2.5 ml tiikiiriik
ornegine 1 ml PBS ekleyerek 3.5 ml son hacime ulasildiktan sonra, 300 g’de 10 dakika
boyunca santrifiij yapildi. Daha sonra 6rnege 20 ul FCR ve 20 pl CD133 mikro
boncuklar ilave edilerek, drnek 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. LS kolon
islem Oncesinde 3 ml MACS tampon ile 1slatildiktan sonra drnek uygulandi. Daha
sonra kolon 3 defa MACS tampon ile yikandi ve manyetik alanda kalan eksozomlar

toplandi.

Saglikli ve hasta tiikiiriik Orneklerinden elde edilen eksozomlarin CDG63
eksozom belirtecine karsi pozitiflikleri akim sitometri ile tayin edildi. Bu islem igin
anti-insan CDG63 floresein izotiyosiyanat (FITC, Becton Dickinson (BD)) kullanild:.
Hiicrelerin antikor ile 1 saat 4°C’de isaretlenmesinin ardindan FACs tamponu ile
yikamalar sonucunda Novocyte (ACEA) cihaz1 ile NovoExpress programi
kullanilarak Slgiimleri yapildi (Hacettepe Universitesi, Translasyonel Tip Arastirma

Laboratuvari).
3.3.1. Eksozomlarin Morfoloji ve Bilyiikliik Tayini

Izole edilen eksozomlarm morfolojileri ve biiyiikliikleri gecirimli elektron
mikroskopu (TEM, JEOL JEM-1220) ile tespit edildi. Bu islem igin 6rnekler 10 ul
grid ilizerine uygulandi ve 1 dakika inkiibe edildi. Ardindan &rnekler 1-2 dakika
paraformaldehit (Sigma) ile inkiibe edildi. Uranil asetat ile grid tizerindeki 6rnekler
boyandi. Bu islemler Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.


https://arum.ogu.edu.tr/Sayfa/Index/14
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3.4. Tiikiiriik Orneklerinden Bakterilerin izolasyonu

Toplanan tiikiiriik orneklerinin 0.5 ml’si 9.5 ml serum fizyolojik iginde
seyreltilerek potasyum telliirit igeren Mitis Salivarus Agar’a (Anaerobe Systems)
ekimleri yapildi ve 37°C’de, %5 COz2 igeren ortamda iki giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Ureyen koloniler hemoliz ydniinden incelenip ayrica gram boyamada gram
pozitif kok gozlenen, katalaz negatif, optokin’e direngli izolatlar, S. mitis i¢in 6zgiil
16sTRNA primer dizileri kullanilarak konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile dogruland.

3.4.1. Streptococcus mitis Bakterilerinden DNA 1izolasyonu ve PZR
Reaksiyonu

S. mitis saf kiiltiirlerinden DNA izolasyonu ticari DNA ekstraksiyon Kiti
(QIAmp DNA Mini Kit) kullanilarak iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda
gerceklestirildi. Bu amagla, S. mitis bakterileri %5 koyun kanli agarda iiretildi ve
igerisinde 0.5 ml Tris EDTA (TE) tampon bulunan 1.5 ml ependorf tiiplerine
aktarilarak 7500 rpm’de 10 dakika ¢oktiiriildii. Bakteri peleti lizerine 20 mg/ml lizozim
iceren 20 mM Tris.HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA soliisyonunun 180 pl’si aktarildi ve
37°C’de yarim saat inkiibe edildi. Bu siispansiyonun i¢ine 20ul proteinaz K ve 200 pl
AL tamponu eklenerek iyice karistirild1 ve ilk olarak 56°C’de yarim saat sonrasinda
da 95°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Birkag saniye santrifiij edildikten sonra
supernatant dokiilerek {izerine 200 pl etanol eklendi ve 15 saniye karistirildi. Karigim
dikkatlice 2 ml’lik toplama tiipii icinde bulunan QIAamp Mini spin kolonunun igine
aktarildi1 ve kapagi kapatilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. QIAamp Mini spin
kolonu tekrar temiz bir toplama tiipii i¢ine yerlestirilerek tizerine 500 ul AW1 tamponu
eklendi ve kapagi kapatilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Sonrasinda
QIAamp Mini spin kolonu tekrar temiz bir toplama tiipii i¢ine yerlestirilerek iizerine
500 ul AW2 tamponu eklendi ve kapagi kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi. Santrifiijleme sonrasinda QIAamp Mini spin kolonu tekrar temiz bir
toplama tiipii icine yerlestirilerek tizerine 500 pl AW2 tamponu eklendi ve kapagi
kapatilarak 14.000 rpm’de 3 dakika daha santrifiijlendi. QIAamp Mini spin kolonu 1.5
ml ependorf igine yerlestirilerek tizerine 200 pul AE tampon eklendi ve 1 dakika

boyunca oda 1s1sinda inkiibe edildi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijleme sonrasinda 9
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nolu basamak tekrar edildi. Sonrasinda spin kolon atilarak ependorf i¢inde elde edilen

DNA ekstraktlar1 PZR reaksiyonu yapilana kadar -20°C’de bekletildi.

S. mitis igin ¢alisilacak 16sRNA primer dizileri (¢ogaltilacak tiriin boyutu 201
bp); forward S’ATGAGTTGCGAACGGGTGAG3’ ve reverse
5’GCTATGTATCGTCGCCTTGGT3’ olacak sekilde literatiirden segildi (160). S.
mitis ATCC 49456 susu pozitif kontrol olarak, hasta ve saglikli gruplardan izole edilen
S. mitis suslar1 ise ¢aligsma grubu olarak kullanildi. Bu analiz i¢in HotStarTaq Master
Mix (QIAGEN, USA) ticari kiti kullanildi. 12.5 pl Master Mix, 2.5 ul forward, 2.5 pl
reverse olmak iizere toplamda 5 pl primer mix, 2.5 ul apirojen distile su ve 5 ul kalip
DNA ilave edilerek reaksiyon karigimi tretici Onerileri dogrultusunda hazirlandi.
Karisim PZR tiiplerine aktarilarak termal dongii cihazina (SensoQuest, LabCycler)

yerlestirildi. Cihazda kullanilan PZR programi asagida belirtilmektedir:

1. 95°C’de 15 dakika, 2. 94°C’de 30 saniye, 3. 57°C’de 30 saniye, 4. 72°C’de
1 dakika, 5. 2-4.basamaklar 30 kez tekrarlandi, 6. 72°C’de 10 dakika.

Yaklagik 1.5 - 2 saat siiren program sonrasinda ¢ogalan PZR {iriinlerini
goriintiilemek i¢in ornekler % 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde (OWL Seperation
System) yiiriitiildii. Agaroz jel hazirlanmasinda su protokol izlendi: Hassas terazide %
0.8 olacak sekilde 0.4 gr olgiilen agaroz tozu 50 ml 1x Tris-Borate-EDTA (TBE)
tamponu ile karigitirild1 ve mikrodalga icerisinde eritildi. Eriyen agaroz ¢ozeltisi hafif
soguyunca icine yiikleme c¢ukurlar1 olusturmak amaciyla tarak yerlestirilmis olan 50
ml’lik jel tepsisine dokiilmiis ve jelin katilagmasi saglandi. Jel tepsisi 1x TBE igeren
elektroforez tankina alindi, 4 pl PZR iirlinii ve 4 pl ylikleme tamponu (Orange G)
kanistirilarak elde edilen karisim gukurlarin igine aktarildi. Elektriksel alanda
DNA’larm ilerlemesi igin 50 dakika boyunca 110 volt akim uygulandi. Elektroforez
islemi sonrasi, jelde bulunan DNA’larin ultraviyole (UV) 1sik kaynagi ile
goriintiilenmesi i¢in etidyum bromiir ¢ozeltisi i¢cinde 15 dakika bekletildi. PZR

tirtinleri UV 151k kaynag altinda bilgisayar ortaminda goriintiilendi.

Bundan sonraki deneylerde bas ve boyun kanseri tanisi olan hastalarin tiikiiriik

orneklerinden izole edilen S. mitis suslari ile ¢alisildi.
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3.4.2. Optokin (etilhidrokuprein hidroloriir) Duyarhlik Testi

Calismaya alinan izolatlarin optokine duyarlilik profilini belirlemek amaci ile
optokin duyarlilik testi yapildi. Bu test i¢cin Mitis-Salivarus agarda tireyen Streptokok
kolonilerinden birka¢1 6ze yardimi ile alinarak %35 koyun kanli besiyerine homojen
olacak sekilde ekildi. Ekimi yapilan plaklar tizerine 6 mm ¢apli ve 5 ug optokin igeren
Taxo “P” diski (BBL, USA) yerlestirilerek 35°C’de %5 CO2’li etiivde 18-24 saat
inkiibasyona birakildi. Diskin etrafinda 14 mm’ye esit ya da daha fazla inhibisyon
zonu olusan plaklarda lireyen bakteriler duyarli olarak tanimlanirken, 14 mm’nin

altindakiler direncli olarak belirlendi.
3.4.3. Katalaz Testi

Incelenecek kiiltiirden 6ze ile drnek alinip, bir lam iizerinde damitik su ile
siispanse edildi. Ornek iizerine bir 6ze dolusu %3’liik H202 (Merck, Darmstadt,
Germany) ilave edilip karistirildi. Hava kabarciklariin ¢ikis testin pozitif oldugunu
gosteren belirte¢ olarak tamimlandi. Pozitif kontrol grubu olarak Staphylococcus
aureus secildi hava kabarciklariin ¢ikisi katalaz pozitif olarak kabul edildi. S. mitis
icin ise hava kabarciklar1 ¢ikisinin gozlenmesi katalaz test sonucu negatif olarak kabul
edildi.

3.5. Saghkl insan Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Saglikli kemik iligi mononiikleer hiicreleri ticari olarak Lonza firmasindan
temin edildi. Hiicreler a-MEM, %20 fetal sigir serum (FBS), L-Glutamin, %1 pensilin
+ streptomisin igeren medyum igerisinde 37°C’de kiiltiire edildi. Kiiltiir kabina yapisan
ve igsi ozellik gosteren hiicreler MKH’ler olarak kabul edildi. Pasaj 2’deki hiicreler
ilk 6nce PBS ile yikandiktan sonra 5 ml tripsine (Gibco) maruz birakildi. Hiicrelerin
kalkmasi i¢in 37°C’de inkiibatorde bekletilmeyi takiben, 5 ml medium eklendi. 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra supernatan uzaklastirildi. Tripan mavisi
ile sayim yapildi. Hiicrelerin, hiicre yiizey belirtecleri akim sitometri ile incelendi.
Anti-insan CD73 floresein izotiyosiyanat (FITC) ve anti-insan CD105 allofikosiyanin
(APC) (mezenkimal kok hiicreler i¢in), anti-insan CD34 fikoeritrin(PE) (hematopoetik

kok hiicreler igin) kullanildi. Tiim antikorlar Becton Dickinson firmasindan temin
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edildi. MKH’ler FACS tamponu ile siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler 1500
rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiirtildii. Daha sonra hiicreler floresan-konjuge anti-insan
antikorlar1 ile isaretlendi. Bu antikorlarla birlikte hiicreler 30 dakika karanlikta oda
sicakliginda inkiibe edildi. Izotip kontrolii olarak da IgG1-PE, IgG1-FITCve lgG1-
APC kullanildi ve hiicreler FACS tamponu ile yikandiktan sonra akim sitometri cihazi

kullanilarak 6l¢tim yapildi.
3.5.1. Ko-kiiltiir Cahsmalari icin Ornek Hazirhg
3.5.1.1. Bakterilerin Cogaltilmasi

Klinik 6rneklerden izole edilen klinik S. mitis izolat1 beyin kalp infiizyon (BHI)
(Oxoid, Basingstoke, UK) siv1 besiyerine ekilip 24- 48 saat boyunca 37°C’de etiivde
bekletilerek giin asir1 tiremeleri saglandi. Ertesi giin tireyen kiiltiirler, 5 dakika boyunca
5000 rpm’de santrifiij edilerek ve sonrasinda kiiltiirlerin 590 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olgtimleri yapilarak her mikroorganizma i¢in son inokulum
konsantrasyonlar1 1x10%cfu/ml olarak hazirlandi. Hazirlanan bakteri inokulumlari,
transwell lizerinde ¢ogaltilarak indirek (Tans-well, Corning) MKH’ler ile ko-kiiltiirleri

yapilarak kullanildi.
3.5.1.2. Eksozom Icermeyen FBS Hazirlanmasi

Eksozom igermeyen FBS (Sigma-Aldrich, USA), ko-kiiltiir deneylerinde
kullanilmak iizere “FBS Exosome Depletion Kit (Slurry Format) (Norgen/Biotek)”
protokolii baz alinarak hazirlandi. 5 ml FBS, 1 ml a-MEM, 100 pL Exo C tampon ve
500 puL Slurry E karisimi 10 saniye vortekslendikten sonra 10 dakika oda sicakliginda
bekletilip, yeniden 10 saniye vortekslendi. Daha sonra 2000 rpm’de iki dakika santrifiij
edildi. Supernatan alinarak 0.2 pl porlu filtreden gecirildikten sonra kullanima hazir

hale getirildi.
3.5.1.3. Optimizasyon Calismalari

Ko-kiiltlir calismalarinda medyum igerigi eksozom icermeyen FBS, a-MEM
(pensilin ve streptomisin olmadan) olacak sekilde hazirlandi. Ko-kiiltiir ¢aligmalari

icin optimum eksozom ve bakteri konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 24
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kuyucuklu plakada 48 saat boyunca ko-kiiltiir ¢alismalar1 gerceklestirildi. Her bir
kuyucukta pasaj 2’deki 20.000 MKH olacak sekilde ekim yapildi. Eksozom igeren
gruplara, klinik orneklerden izole edilen eksozomlardan 0-50 pg/ml olacak sekilde
eksozom ilavesi, bakteri yogunlugunun tayini iginse S.mitis iceren gruplara 102-10*
cfu/ml olacak sekilde S. mitis ilavesi gergeklestirildi. Doz analizi ve canlilik tayini igin
WST-1 (Roche) kullanildi. WST-1 analizi i¢in kuyucuklardaki besiyeri ¢ekildi ve 200
ul kiiltiir besiyeri + 20 pl WST-1 karisimu, hiicre kiiltiirleri ve yalnizca besiyeri igeren
(blank) kuyucuklara eklenerek iki saat 37°C’de %5 COz kosulunda inkiibe edildi. 96
kuyucuklu plaklara plak basma 100 upl olacak sekilde dagitildi ve mikroplaka
okuyucusunda (Tecan Trading AG, Switzerland) 450 nm dalga boyunda okundu.

Boylece 48. saatte eksozom ve bakterilerin optimum dozu belirlendi (n=3).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda ko-kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
bakteri miktar1 10%cfu/ml, eksozom konsantrasyonu 50 pg/ml olarak belirlendi ve bu

kapsamda alt1 farkli grup incelendi.

MKH (kontrol)

MKH + S. mitis

MKH + Saglikli grup eksozomlar1

MKH + S. mitis + Saglikli grup eksozomlar1

MKH + Hasta grubu eksozomlar1

o ok~ w nhF

MKH + S. mitis + Hasta grubu eksozomlar1
3.6. Ko-kiiltiir Sonrasinda Hiicre Karakteristigindeki Degiskenlikler
3.6.1. Akim Sitometri Analizi

Akim sitometri analizi i¢in hiicreler FACS tamponu ile siispanse edildi ve 1500
rpm’de bes dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii. Sonrasinda hiicreler floresan-konjuge anti-
insan antikorlar1 [anti-insan CD44-PE, anti-insan integrin alfa 6-FITC ile 30 dakika
boyunca isaretlendi. Tiim antikorlar Becton Dickinson Pharmingen’den (BD, USA)
alindi. Hiicreler bu antikorlar ile 30 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi.
Izotip kontrol olarak I1gG1-PE, 1gG1-FITC kullanildi. Hiicreler FACS tamponu ile

yikandiktan sonra, analizleri akim sitometri cihazi ile gergeklestirildi (n=3).
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3.6.2. immiinfloresan Boyama

Kanser hiicrelerine 6zgii belirteclerden vimentinin varligi immiinfloresan
boyama yontemiyle tayin edildi. Bu amagla ko-kiiltiir sonrasinda hiicrelerin iizerindeki
besiyeri cekildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan hiicreler %3,7
formaldehit (Sigma) ile 37°C’de 20 dakika fikse edildi. Ardindan PBS ile iki kez
yikanan hiicreler, %0,2 Triton / PBS (Sigma) ile 37°C’de 5 dakika bekletilerek
permeabilize edildi. Blokaj islemi igin, %0,05 Tween / PBS (Sigma) ile iki kez yikanan
hiicreler, %5 BSA / PBS (Applichem) igerisinde 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Blokaj islemi sonrasi hiicreler, primer antikorlar (mouse anti-vimentin antibody
(Abcam Inc.) ile 1 saat 37°C'de bekletildi. %0,05 Tween / PBS ile bes kez yikanan
hiicrelere ikinci kez %5 BSA/PBS varliginda 15 dakika 37°C’de blokaj uygulandi. Son
olarak, sekonder antikor Alexa 488 (Abcam) ve ¢ekirdek boyasi Dapi (Applichem) ile
1 saat 37°C'de isaretlenen hiicreler, sekiz kez %0,05 Tween / PBS ve bir kez dH20 ile
yikandi. Hiicreler iizerindeki floresan sinyali floresan mikroskop (Leica 6600) ile

goriintiilendi (n=2).
3.6.3. Sitokin Array

Ko-kiiltiir sonrasinda conditioned medyumlar toplanarak ortama salinan
sitokin, kemokin ve biiytime faktorlerinin tayini “Human Cytokine Antibody Array
C5 (RayBiotech)” kiti ile degerlendirildi (n=2). Uretici onerileri dogrultusunda her bir
kuyucuk i¢in bir membran olacak sekilde membranlar yerlestirildi. Her kuyucuga 2 ml
olacak sekilde blocking buffer ilave edildikten sonra, plaka oda sicakliginda 30 dakika
boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan blocking buffer aspire edilerek, her
kuyucuga 1 ml conditioned medium eklendi 6rnekler gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben her kuyucuk yikama tamponu | ve yikama tamponu |1
ile yikama basamaklarindan gecirildi. Yikama basamaklarini takiben her kuyucuga 1
ml biyotinlenmis antikor kokteyli ilave edilerek plaka oda sicakliginda 2 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Kokteyl aspire edildikten sonra yukarida anlatilan yikama
prosediirii uygulandi. Ardindan her kuyucuga 2 ml HRP-streptavidin eklenerek
yeniden 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirildi. HRP-
streptavidin her kuyucuktan aspire edildikten sonra yikama basamaklar1 tekrarlandi.

Kemoluminisens saptama i¢in membranlar plastik levha iizerine transfer edildikten
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sonra tespit tamponu C ve tespit tamponu D’nin esit oranda eklenmesi ile olusturulan

karisimdan, her bir membran iizerine 500 uL koyuldu. Oda sicakliginda iki dakika

beklendikten sonra membranlarin iizeri de diger plastik levha ile kapatilip, sandvig¢

edilmis membranlar kemoluminisens goriintiileme cihazina (ProteinSimple) aktarildi.

Sonuglarin yorumlanmasinda “ImageJ software” programi kullanildi.

A B c D E F G H I ) K
1| pos POS PoS POS NEG NEG fg(‘:; GCSF | GMCSF :;:I‘; G:‘&::_':';‘
2 (lc-if;)l lu:: '?1" )a I(Ll-.‘-lb:; i tia s s RA i (C:(LC-:S) i
3| paongzo | ®13 | mas & cap | Gay | toen | = |eaan | cigw M?:cttl:m
4 m: "(‘c‘g:)s SCF ;’; (ggg% TGF beta 1 | TNF alpha (mz;‘:;) EGF IGF-1  |Angiogenin
5 L it il B MF (o:scll.isl f:';cbce:“:v;;)1 E(cc:.;t-; E(ca;uz —(ca:.mz
6| FGF-4 | FGF-6 ';:;;) FGE-9 |FLT-3 Ligand '(’5‘('3“(':']")‘ (&c:;) GDNF HGF | IGFBP-1 | IGFBP-2
e [ | | 0T [ | W] e
8| NT4 (;2“1‘ : (TN(::SGF 11| PARe PLGF | TGFbeta2 [TGFbeta3| TIMP1 | TIMP2 | POS POS

Sekil 3.1. “Human Cytokine Antibody Array C5” kitinde yer alan sitokin, kemokin

3.7. Verilerin Analizi

ve bliylime faktorlerinin sematize hali.

[statiksel analizler SPSS Inc. yardim ile farkli deney gruplari arasinda

karsilastirmalar yapilarak ve t-test, ANOVA, parametrik ve non-parametrik analiz

yontemleri kullanilarak yapildi. P degeri 0.05'ten kiiciik olan kargilastirmalar anlamli

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Eksozom Eldesi ve Karakterizasyonu

Klinik orneklerden izole edilen eksozomlarin morfolojileri ve biiyiikliikleri
TEM ile tespit edildi (Sekil 4.1). Saglikli ve hasta gruplardan izole edilen eksozom
caplarimin  35-138 nm araliginda degiskenlik gosterdigi saptandi. Izole edilen
eksozomlarin karakterizasyonlar1 CD63 pozitifligi agisindan akim sitometri analizi ile
degerlendirildi (Sekil 4.2). Hasta orneklerinde saglikli gruplara gore daha yiiksek
pozitiflik goriildii.

Sekil 4.1. Klinik tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen eksozomlarin TEM goriintiileri.
A) Bas ve boyun kanseri tanisi olmayan bireylerden izole edilen
eksozomlarin TEM goriintiileri. B) Bas ve boyun kanseri tanisi konulmus
hastalardan izole edilen eksozomlarm TEM gériintiileri. Olgek ¢ubugu= 50-
100 nm.
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Sekil 4.2. izole edilen eksozom &rneklerinin CD63 pozitifliklerini gdsteren akim
sitometri sonuglari.

4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Pasaj 2’de kiiltiirlin besinci gilinlinde cekilen 151k mikroskopu goriintiilerine
gore hiicreler %90-95 konfluense ulagsmis olarak gozlemlendi (Sekil 4.3). MKH’lerin
morfolojik goriintiileri biiytiik, igsi uzantilari olan, yogun fibroblast benzeri goriiniimde

hiicreler olarak tanimlandi.

Sekil 4.3. MKH’lerin besinci giinde 151k mikroskopu altinda gériintiileri. Olgek: 500
um (10x biiyiitme).

Pasaj 2’deki MKH’lerin karakterizasyonlar1 akim sitometri analizi (CD73 ve
CD105 pozitif, CD34 negatifliklerine gore) ile degerlendirildi (Sekil 4.4). Hiicreler,
MKH belirtegleri olan CD73 (98,5 + 0,6) ve CD105 (98,5 £ 1,6) i¢in pozitif iken,
hematopoetik kok hiicre belirteci CD34 (1,2 + 0,4) i¢in negatif olarak analiz edildi.
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Sekil 4.4. Pasaj 2°de yer alan MKH’lerin akim sitometri analizi sonrasi belirteg tayini.

4.3. Bakteri izolasyonu

%35 koyun kanli agara tiikiiriik 6rneklerinden ayr1 ayri ekim yapilarak, 37°C’de,
%5 COz iceren ortamda iki giin boyunca inkiibasyona birakilarak iireyen kolonilerde
S. mitis i¢in 6zgiil 16srRNA primer dizileri kullanilarak konvansiyonel PZR ile
dogrulama yapildi. Saglikli ve hasta klinik 6rneklerden izole edilen S. mitis ve ATCC
suslarinin  hepsinin 200 baz ¢iftinde bant verdigi goriildi (Sekil 4.5). Hasta
orneklerinden izole edilen S. mitis suslart hemoliz yoniinden incelendi ve gram
boyamada gram pozitif kok gézlenen (Sekil 4.6), optokin’e direngli (Sekil 4.7), katalaz
negatif (Sekil 4.8) izolatlar karakterize edildi.

—_
-
—
o0
<
n

Hasta
ATCC

200 bp

Sekil 4.5. S. mitis i¢in konvansiyonel PZR ile dogrulama goriintiilemesi.
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Sekil 4.6. Hemoliz yoniinden incelenen S.mitis’in (hasta 6rnegi) makroskobik koloni
goruntusu.

Sekil 4.7. Optokine direngli S. mitis (hasta 6rnegi) kolonileri.
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Sekil 4.8. Katalaz testi sonuglari. A) S. mitis (hasta 6rnegi) i¢in katalaz testi negatif
gozlenirken B) S. aureus kontrol grubunda pozitif reaksiyon (kabarcik
olusumu) gozlendi.

4.4, Ko-kiiltiir Calismalar:

Bakteri ve eksozom ilavesi sonucunda yapilan WST-1 analizleri sonucunda ko-
kiiltiire edilen MKH’lerin canlilik oranlari ortalama %80 oraninda saptandi. Bakteriler
ile yapilan ko-kiiltiir ¢alismalarinda doz artigina baglh olarak bakteri bulunmayan
ortama kiyasla istatistiksel olarak MKH canliliginin azaldigi (p< 0.05) ancak en
yiiksek bakteri konsantrasyonunda bile %79,4 + 0,6 (p< 0.05) oraninda kaldigi
saptandi. Eksozom ilave edilen ortamda ise MKH canliliklarinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark saptanmadi ve bundan sonraki ¢aligmalarda maksimum dozlar
calisild1 (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. Ko-kiiltiirdeki MKH’lerin canlilik tayini. Eksozom igin ¢alisilan doz araligi
0-50 pg/ml, S. mitis igin ¢alisilan doz aralig1 10%-10*cfu/ml olarak belirlendi
(n=3, ortalama + standart sapma, *p< 0.05).

4.4.1. Akim Sitometri

Akim sitometri analizleri sonrasinda c¢alisilan ko-kiiltiir kosullarindaki
MKH’lerin CD44 ve integrin alfa 6 i¢in ekspresyon seviyeleri Tablo 1’deki gibidir. S.
mitis varliginda MKH’lerde CD44 ve integrin alfa 6’nin ekspresyon seviyeleri
diismesine ragmen kontrol grubuna kiyasla bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. CD44 ekspresyonu diger gruplarda benzer oranda ifade edilmektedir.

Integrin alfa 6 i¢cin de benzer ekspresyonlar gdzlemlendi.

Tablo 4.1. CD44 ve integrin alfa 6 ekspresyonu i¢in akim sitometri analizi verileri
(n=3, ortalama + standart sapma).

CD44 integrin alfa 6
MKH 99,90+ 0,01 93,03+ 8,9
MKH + S. mitis 69,40 + 29,20 75,00 + 35,36
MKH + Saglikli grup eksozom 97,30 + 4,20 96,13+ 2,4
MKH + S. mitis + Saglikl1 grup eksozom 97,05+ 4,10 92,05+ 6,84
MKH + Hasta grup eksozom 99,60 + 0,30 96,66 + 4,26

MKH + S. mitis + Hasta grup eksozom 99,60 + 0,20 96,76 + 3,36
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4.4.2. immiinfloresan Boyama

Yapilan immiinfloresan goriintiileme sonucunda 100 hiicre sayildi ve tiim
gruplarda vimentin ekspresyonu pozitif olarak saptandi. Bu oran MKH + S. mitis
grubunda %75 iken diger gruplarda %100 olarak hesaplandi (n=2) (Sekil 4.9).
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MKH+S.mitis MKH+S.mitis
MKH+Saglhkh MKH+Hasta + Saghkh + Hasta
MKH MKH+S.mitis eksozom eksozom eksozom eksozom
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Sekil 4.10. Immiinfloresan boyama ile vimentin ekspresyonu gériintiilemesi. Olgek cubugu= 100 um.
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4.4.3. Sitokin Array

Inflamasyon ve immiin cevapta nemli rol oynayan spesifik sitokin, kemokin
ve biliyime faktorlerinin ekspresyon seviyeleri saptandi. Toplamda 69
sitokin/kemokin/biiylime faktorii anlamli olarak eksprese edildi (Tablo 4.2). MKH
igeren gruba gore degerler normalize edildiginde, MKH + S. mitis grubunda toplamda
8 sitokin/kemokin/biiyiime faktoriiniin ekspresyonunda artis, MKH + saglikli hasta
eksozomu iceren grupta toplamda 53 sitokin/kemokin/biiyiime = faktori
ekspresyonunde artis, MKH + S. mitis + saglikli hasta eksozomu igeren grupta
toplamda 30 sitokin/kemokin/biiytime faktorii ekspresyonunda artis, MKH + hasta
grubu eksozomu igeren grupta toplamda 8 sitokin/kemokin/biiyiime faktorii
ekspresyonunda artis, MKH + S. mitis + hasta grubu eksozomu igeren grupta toplamda
36 sitokin/kemokin/biiylime faktorii ekspresyonunda artis saptandi. MKH’ye gore
sitokin/kemokin/biiytime faktorii ekspresyon seviyeleri 1 ya da daha az olan sonuglar

tabloda gosterilmemistir.
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Tablo 4.2. Calisma gruplarina ait kemokin, sitokin ve biiylime faktorleri degerlerinin sadece MKH igeren gruba gore normalize edilerek elde
edilen verilerin n=2, ortalama =+ standart sapma degerleri.

Kat degisimi MKH + S. mitis MKH + MKH + S. mitis + MKH + MKH + S. mitis +
Saglikli Eksozom Saglikli Eksozom Hasta Eksozom Hasta Eksozom

Kemokin, Sitokin, Biiyiime Faktorii
Epitelyal nétrofil aktive edici peptit (ENA-78) 17,36 + 18,09 2,17+1,14
Graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF) 17,99 + 16,91 2,58 + 0,90 1,23+1,20
Graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM- 17,31+ 15,23 2,73+0,90 1,31+1,32
CSF)
Biiyiime regiile protein (GRO) 22,24 + 25,43 3,42 +1,99 1,10+1,14
Biiytiime regiile protein alfa (GRO alfa) 28,91 + 33,36 3,06 +1,20 1,05+0,97
Inflamatuar sitokin 309 (1-309) 31,37 +£43,70 5,47 + 5,87
interlokin 1 alfa 1,89 + 1,62 2,29 + 0,00
(IL-1 alfa)
Interlokin 1 beta 1,07 +0,31
(IL-1 beta)
Interlokin 2 (I1L-2) 4,53 +4,43 1,03+£0,26
Interlokin 3 (IL-3) 12,19 + 15,68 1,91+1,13 1,02 +£1,00
Interlokin 4 (I1L-4) 8,93+ 11,07 1,26 = 0,47
Interlokin 5 (IL-5) 11,33 £ 15,40 3,28+ 3,33
Interldkin 6 (I1L-6) 27,37 + 38,20 3,80 + 4,03 222+272
Interlokin 7 (IL-7) 16,84 + 22,73 3,67 +3,01 1,25+1,81
Interlokin 8 (IL-8) 33,44 + 46,37 4,30 + 4,26 1,49+2,16
Interldkin 10 (IL-10) 1,38+ 2,15 13,76 + 18,48 4,06 + 2,67 2,36 + 3,90
Interlokin 12 (IL-12) 9,90 + 13,06 3,17+2,45
Interlokin 13 (IL-13) 27,08 + 36,06 8,91+9,71
Interlokin 15 (IL-15) 1,40 £ 0,09 221+1,42
Interferon gamma (IFN gamma) 8,66 = 10,76
Monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) 8,42+11,11 1,37 +£0,95
Monosit kemotaktik protein-2 (MCP-2) 14,68 + 20,41
Monosit kemotaktik protein-3 (MCP-3) 23,79 + 33,43 1,15+1,91
Makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) 9,75+12,84 2,05+1,28 1,36 +1,84
Makrofaj-kaynakli kemokin (MDC) 4,18 +4,32 1,92+0,84 2,40 +£ 3,50
Interferon-gamma ile uyarilmis monokin (MIG) 7,71+ 10,89 5,76 + 4,30 14,28 + 18,20 17,04 + 24,3
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Tablo 4.2. (Devamm) Calisma gruplarina ait kemokin, sitokin ve biiyiime faktorleri degerlerinin sadece MKH igeren gruba gore normalize
edilerek elde edilen verilerin n=2, ortalama + standart sapma degerleri.

Kat degisimi MKH + S. mitis MKH + MKH + S. mitis + MKH + MKH + S. mitis +
Saglikli Eksozom Saglikli Eksozom Hasta Eksozom Hasta Eksozom

Kemokin, Sitokin, Bitylime Faktori

Makrofaj inflamatuar protein-1 beta (MIP-1 beta) 3,56 + 5,04 6,58 + 7,92 4,80 +7,52 1,98 + 3,04
Makrofaj inflamatuar protein-1 delta (MIP-1 delta) 2,38+£1,02 1,15+ 2,68
Kemokin (C-C motif) ligand 5 (RANTES) 4,69 + 6,51

Kok hiicre faktorii (SCF) 8,20 + 8,90

Stromal hiicre kaynakl faktor 1 5,63+6,75

(SDF-1)

Timus ve aktive edici regiile kemokin (TARC) 7,94+£10,0

Doniistiiriicii bityiime faktorii beta 1 (TGF beta 1) 7,03+8,7

Timor nekroz faktorii alfa 464 +551

(TNF alfa)

Tiumor nekroz faktor beta 51,02 + 70,90

(TNF beta)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) 2,49 +2,29

Onkostatin M (OSM) 8,67 + 11,46 3,07+ 2,76

Tiroid peroksidaz (TPO) 7,10+ 8,75 557 +3,71 1,40 + 4,87
Vaskiiler endotelyal bitytime faktorii A (VEGF-A) 592+7,24 3,19+6,35 2,41+219
Platelet-kaynakli biiytime faktorii BB (PDGF-BB) 4,76 £ 6,05 2,03 +£4,34

Leptin 4,89+1,95

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) 4,72+ 2,58

B lenfosit kemoatraktan (BLC) 415+ 477

Kemokin (C-C motif) ligand 23 (Ck beta 8-1) 1,42 +0,99

Fibroblast biyiime faktori-4 (FGF-4) 16,39 + 22,43 5,64 + 6,39

Fibroblast biiyiime faktérii -6 (FGF-6) 8,68 +12,17 5,06 + 5,29

Fibroblast bityiime faktorii -7 (FGF-7) 2,38+£3,74 1,20+ 0,85
Fibroblast biiyiime faktorii -9 (FGF-9) 2,46 £ 4,27

FMS-benzeri tirozin kinaz 3 Ligand (FLT-3 Ligand) 2,81+4,68

Fraktalkin 1,05+1,26
Insulin-benzeri biiyiime faktérii baglayici protein 2 1,41+1,35

(IGFBP-2)
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Tablo 4.2. (Devamm) Calisma gruplarina ait kemokin, sitokin ve biiytime faktorleri degerlerinin sadece MKH igeren gruba gore normalize

edilerek elde edilen verilerin n=2, ortalama + standart sapma degerleri.

Kat degisimi MKH + S. mitis MKH + MKH + S. mitis + MKH + MKH + S. mitis +
Saglikli Eksozom Saglikli Eksozom Hasta Eksozom Hasta Eksozom

Kemokin, Sitokin, Bitylime Faktori
Insulin-benzeri bityiime faktorii baglayici protein 1,08 + 2,24 1,61+0,44
3 (IGFBP-3)
Insulin-benzeri bityiime faktorii baglayici protein 1,43+1,78 1,14+1,15
4 (IGFBP-4)
interlskin 16 (1L-16) 5,59 + 8,67 1,30+ 1,48
Interferon gamma uyarilmus protein 10 (1P-10) 5,10 + 7,09 1,09+ 1,23
Lokemi inhibitor faktor (LIF) 8,10 + 12,03
Tiimor nekroz faktor superaile tiyesi 14 (LIGHT) 2,35+ 3,15 1,07 £1,39
Makrofaj migrasyonu inhibe edici faktor (MIF) 1,31+1,48 1,00+ 1,36
Makrofaj inflamatuar protein 3 alfa (MIP-3 alfa) 2,22 + 2,56 1,36+ 1,48 1,56 + 2,22
Kemokin (C-X-C motif) ligand 7 (NAP-2) 1,13+1,68
Norotrofin 4 (NT-4) 1,46 + 0,68
Osteopontin (OPN) 9,36 + 13,08 1,41+ 1,66
Osteoprotegerin (OPG) 11,02 + 11,57 165+1,19
Pulmoner ve aktivasyonla diizenlenen kemokin 531+8,11 1,06 +1,44 1,25+1,62
(PARC)
Plasental biiylime faktorii (PLGF) 2,10+ 2,74 1,11+ 1,56
Déniistiiriicti bityiime faktorii beta 2 (TGF beta 2) 1,66 + 2,20 1,12+ 1,55
Déniistiiriicti bitytiime faktorii beta 3 (TGF beta 3) 1,71+£221 1,06 +1,56
Doku inhibitérii metalloproteaz-1 (TIMP-1) 1,27 +11,39 5,26 7,38
Doku inhibitorii metalloproteaz 2 (TIMP-2) 7,02+7,21
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5. TARTISMA

Bu tez calismast kapsaminda, bas ve boyun kanseri tanisi konulmus
hastalardan ve kontrol grubu olarak bas ve boyun kanseri tanis1 olmayan bireylerden
tiikkiiriik Ornekleri toplandi. Alinan klinik orneklerden izole edilen eksozom ve
bakterilerin, saghkli kemik iligi MKH’ler {izerine etkileri degerlendirildi. Caligsma
kapsaminda tiikiiriik O6rneklerinden eksozom izolasyonunda ticari kit kullanildi.
Santrifiij teknigine dayanan bu kit ile izolasyon sonrasi, literatiir ile uyumlu olarak
eksozom karakterizasyonu TEM analiziyle eksozomlarin fonksiyonel belirte¢lerinden
biri olan CD63 igin pozitiflikleri akim sitometri analiziyle ve miktar tayinleri ise CD9
baz alinarak ELISA yontemiyle degerlendirildi (161). Calismamizda yapilan eksozom
karakterizasyon analizlerinde oncelikli bulgu olarak kontrol grubuna kiyasla, bas ve
boyun kanseri olan hastalarda artmis CD63 ekspresyon seviyeleri ile birlikte daha
yiiksek eksozom konsantrasyonlar1 tespit edildi. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda da
oral kanserli hastalarin tiikiiriik 6rneklerinden izole edilen eksozomlarin daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu saptanmis ve artmis CD63 ekspresyonlari
gosterilmistir (162, 163). TEM ile yaptigimiz karakterizasyon goriintiilemesinde, bas
ve boyun kanseri tanisi olan hastalardan izole edilen eksozomlarin (35-60 nm), kontrol
grubuna (82-138 nm) gore daha kiiciik boyutlarda oldugu saptandi. Literatiirde bir
calismada hasta gruplarinda daha biiyiik boyutlarda eksozomlarin izole edildigi (6),
diger bir calismada ise bas ve boyun kanser hiicrelerinden kaynaklanan eksozom
boyutlariin 20-400 nm arasinda degisen bir aralikta olabilecegi belirtilmistir (162).
Bu farkliliklar, likit biyopsinin alindig1 zamandaki kanser evresine ya da bas ve boyun
bolgesinde patolojinin gelistigi lokalizasyona bagli olabilir. Literatiirde farkli
lokalizasyonlara ya da kanser evrelerine gore eksozomlarin morfolojilerini,

Ozelliklerini belirten bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda mezenkimal-epitalyal gecis ve kanserlesme ile ilgili CD44,
integrin alfa-6, vimentin ekspresyonlarmin yaninda sitokin, kemokin ve biiyiime
faktorlerinin ekspresyon dereceleri, her bir alt grup i¢in degerlendirildi. Yapilan
analizler sonrasinda tiim gruplarda vimentin ekspresyonu goézlenirken, MKH’lerde
CD44 ve integrin alfa 6’nin ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore S. mitis

varhiginda diisiik gozlendi. Diger gruplarda ise CD44 ve integrin alfa 6 ekspresyonu
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benzer oranda ifade edildigi saptandi. integrin alfa 6, kok hiicrelerin kendilerini
yenileme ve kokliliik 6zelliklerinin kontroliinde 6nemli fonksiyonlara sahiptir (127).
Ekspresyon seviyelerindeki artis proliferasyon, migrasyon ve klonojenite ile
iliskilendirilir. Yapilan bir ¢alismada, integrin alfa 6’nin MKH progenitor potansiyeli
tahmini i¢in aday olabilecegi soylenmistir (128). MKH’lerin konfluense ulagmalari
durumunda integrin alfa 6 ekspresyon seviyelerinin diistiigli gosterilmistir. Ayrica
integrin alfa 6 seviyelerinde diisiis veya inhibisyon olmasinin, kemik iligi kaynakli
MKH’lerin migrasyonunda bozukluga sebep oldugu belirtilmistir (128). CD44 ise
MKH ve kanser kok hiicre yilizey belirtecidir. Calismamizda degerlendirilen gruplar
arasinda CD44 ekspresyonu yiiksek ve benzer olmak ile birlikte sadece S. mitis i¢eren
grupta daha diisiik seviyede saptanmustir. Literatiirde, CD44" / CD133+ kolon kanseri
hiicrelerin, CD44- / CD133- kolon kanser hiicrelerine gore daha karsinojenik ve
agresif oldugu in vivo olarak gosterilmistir (137). CD44- hiicreler tiimorojenik 6zellik
gostermezken, CD44+ hiicreler kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasinda énemli bir
belirtectir (164). Bas ve boyun kanserlerinde de kanser hiicrelerinde CD44+ / CD133+
hiicrelerin analiz edilmesi tanida, tedavide ve prognoz takibinde oldukca yol gosterici
olabilir. Vimentin ise MKH’lerin adezyonunda ve migrasyonunda 6nemli rol oynayan
bir ara filamandir. Vimentinin yapisal bozukluklar1 kanser hiicrelerinin daha yavas
adezyonu ile ilgkilendirilir (165). Kanser hiicrelerinin protriizyonunda vimentinin
Onemini gosteren literatiir ¢aligmalari, meme kanseri ve kolorektal kanserlerde
hiicrelerin elongasyon i¢in vimentine ihtiya¢ duydugunu gostermistir (166, 167).
Yaptigimiz immiinfloresan analiz ile tlim gruplarda vimentin ekspresyonu pozitif ve
birbirine yakin oranlarda gézlemlendi. Bu oran MKH + S. mitis grubunda %75 iken
diger gruplarda %100 olarak saptandi. Eksozomlarin ve bakterilerin MKH kiiltiiriinde
vimentin ekspresyonunda aksamaya neden olmadiklarini ve mezenkimal-epitelyal

gegiste bu siirekliligin saglandigini sdyleyebiliriz.

Kanser hiicrelerinden salgilanan eksozomlar tiimér mikrogevresinde bir¢ok
molekiiler etkilesimden sorumludur. Calismamizda mezenkimal-epitelyal gecis ile
iliskili sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerinin eskpresyonlari sitokin array analizi
ile degerlendirildi. En fazla ekspresyon miktart MKH + saglikl1 birey eksozomu, MKH
+ saglikli birey eksozomu + S. mitis ve MKH + S. mitis + hasta grubu eksozomu i¢eren

gruplarda saptandi. Ozellikle MKH + saglikli birey eksozomu grubunda ¢ok yiiksek
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sayida ekspresyon sonuglari, hastalarin bas ve boyun kanseri gelisimi i¢in olasi risk
tagimalar1 acisindan soru isareti yaratmaktadir. Zaten mevcut ¢alismada da en 6nemli
amacimiz bas ve boyun kanserlerinde likit biyopsi ile biyo-belirteclerin saptanarak
erken tanmida, rekiirrens takiplerinde, tedavi etkinliklerinde yeni bir perspektif
olusturabilmektir. Bu nedenle hem bakteriler hem de eksozomlar ile MKH’lerin ko-
kiltiir caligmalar1 yapilmis ve hangi etmenin kanserlesmede daha fazla aktif rol
oynadiglr saptanmaya caligilmistir. Bu konseptte bir calisma literatiirde mevcut
degildir. MKH + hasta eksozom grubunda IL-2 seviyesinde diger gruplara gore
belirgin artis gdzlenmistir ancak esas olarak MKH + hasta eksozom + S. mitis igeren
grupta mezenkimal-epitelyal gegis ile iliskili sitokin/kemokin/bliylime faktorii
ekspresyonlarinin arttigi saptanmistir. Yani oral flora kanser gelisimine katki
saglayarak siireci hizlandirabilir ya da tiimdral hiicrelerin davraniglarini etkileyebilir.
MKH + saglikli / hasta eksozomlari ile birlikte S. mitis i¢eren gruplarda 6zellikle G-
CSF, GM-CSF, GRO alfa, IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-4, MIP-1 delta, IGFBP-3, NT-4
ekspresyon seviyelerinde artis gozlenmistir. Elde edilen veriler ile, bakterilerin tek
basina etkilerinden daha ¢ok eksozomlar ile birlikte ekspresyon miktarlarinda aktif rol

oynadiklar1 ¢ikarimi yapilmstir.

Literatiirde yapilan bir calisma, kolon kanseri hiicrelerinden izole edilen
eksozomlarin tiimor gelisiminden ve invazivliginden sorumlu olan KRAS, EGFR,
SRC ailesi kinazlar1 ve integrinleri igerdigini gostermistir (168). Bir baska ¢alismada
yuksek metastastatik 6zellik gésteren melanoma hiicrelerinden salinan eksozomlarin
reseptor tirozin kinaz onkoprotein araciligi ile, mezenkimal-epitelyal gecisi ve timor
gelisimini destekledigi gosterilmistir (169). Pankreatik duktal adenokarsinom
hiicreleri kaynakli eksozomlarin ise yiliksek miktarlarda makrofaj migrasyon inhibitor
faktor (MIF) eksprese ettikleri saptanmis ve bdylece makrofajlarin metastatik nise
gocii engellenerek metastatik aktivitenin arttigi gosterilmistir (96). Gastrointestinal
stromal tiimor hiicrelerinin sekrete ettigi eksozomlarin ise onkojenik protein tirozin-
kinaz igerdigi saptanmig ve buna bagli olarak MMP1 aktivasyonunda artigla timor
gelisiminin desteklendigi belirtilmistir (170). MKH’lerden kaynakli eksozomlar ise
meme ve kiiciik hiicreli ovaryum kanserlerinde hiicresel aktivitenin bozulmasi ile
iligkilendirilmistir (171). Son olarak 16semi hiicrelerinden salinan eksozomlarin kemik

iligini uyararak IL-8 salinimi uyardigi, buna bagli olarak C-X-C motif kemokin ligand
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1 ve 2’nin aktive oldugu ve malign fenotipin uyarildigr gosterilmistir (172). Tiimoral
hiicrelerden kaynakli eksozomlar endotel hiicrelerinde proliferasyonu ve bu hiicrelerin
migrasyonunu uyararak yeniden damarlanma igin araci olarak gorev alirlar. TGF-
B’nin eksozomal transferi ile fibroblastlarda hiicresel farklilagsma uyarilarak timor

damarlanmasini arrtiran miyofibroblast fenotipine gegis olur (173).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda oral florada bulunan mikroorganizmalarin
skuamoz hiicreli kanser gelisimindeki rolii ve dnemi siklikla vurgulanmaktadir (174-
176). Oral streptokok tiirleri bas ve boyun kanserli hastalarin oral mikrobiyotasinda
en sik izole edilen bakteriler olarak belirtilmistir (12). Oral skuamoz hiicreli kanserin
gelistigi agiz bolgesinde Streptococcus cinsi bakteri sayilarinda anlamh degisiklikler
gozlenmesi dikkat ¢ekici olup, kanser gelisiminin degerlendirilmesinde dnem arz
etmektedir (177). Literatiir bilgileri baz alinarak ¢alismamizda, klinik 6rneklerden S.
mitis izolasyonu yapilarak kanserlesme siirecini arastiran analizler ger¢eklestirilmistir.
Oral bakterilerin kanser patogenezindeki rolii ii¢ hipotez ile agiklanmaktadir (178). i1k
olarak bakterilerin neden oldugu kronik inflamasyonun ve buna bagli olarak salinan
inflamatuar mediyatorlerin kanser gelisiminde rolii olabilecegi soylenmektedir. IL-1f,
IL-6, IL-17, IL-23, TNF- a, MMP-8, MMP-9 gibi inflamatuar mediyatorlerin
fibroblastlar, epitel hiicreleri, ekstraselliiler komponentler ve endotel hiicreleri
tizerinde hasar verici etkileri vardir (159). Biitiin bunlarin sonucunda ise kontrolsiiz
hiicre proliferasyonu, onkojenik aktivite ve damarlanma goriilebilir. IL-1p endotel
hiicrelerini aktive ederek VEGF salinmasini indiikler. Béylece anjiyogenezis ve timor
gelisimi i¢in uygun inflamatuar mikrogevreyi hazirlar (179). IL-1B’nin yiiksek
ekspresyon seviyeleri tiimor invazivligi, migrasyon kapasitesi ve daha agresif fenotip
ile iligskilendirilmistir (180). IL-1p ekspresyonu MMP-9 indiiklenmesine yol agarak
ekstraselliiler matriksin degredasyonuna ve tiimor invazyonuna yardimet olur. Wang
ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada diisiik seviyelerde E-kaderin ekspresyonu
hiicre migrasyonu ile iliskilendirilmistir (181). E-kaderinin diisiik ekspresyon
seviyeleri hiicresel fonksiyonda, apoptosizde, biiyiime baskilanmasinda, hiicresel
siklusta ve farklilasmada bozukluk ile iligkilidir. Tiim bunlar da daha agresif
karsinomlar ve diisiik hasta sag kalimlar ile iliskilendirilmistir (182). Bir diger
proinflamatuar sitokin olan IL-6 ise kemik rezorpsiyonunu indiikler ve akut faz

proteinleri, kemokinlerin ve PGE2’nin sentezini uyarir (183). Ayni zamanda oksidatif
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stresi uyararak mitokondri i¢erisine H20O2 alimin arttirir ve mitokondri hasarina neden
olur (184). Yine MMP’ler iizerinden de etki ederek invazyon ve metastazi destekler.
Bir diger ana inflamatuar sitokinlerden olan TNF- a ise osteojenik hiicrelerin ve
fibroblastlarin sayica azalmasina neden olur. Yiiksek dozlardaki TNF- o timor
destriiksiyonu ile baglantili iken, diisik dozlardaki TNF- o timor gelisimi ile
iliskilendirilmistir (185). Oral bakterilerin kanser gelisimde roliinii agiklayan bir diger
hipotez ise bakterilerin gdstermis oldugu anti-apoptotik aktivitedir. Intrinsik
mitokondriyal apoptozis yolaklarini kontrol eden Jakl / Akt / Stat3 anti-apoptotik
sinyal yolag1 oral flora bakterileri tarafindan aktive edilir. Ozellikle Porphyromonas
gingivalis bu etkiden sorumlu tutulmaktadir (186). En son hipotez ise oral flora
bakterilerinin Urettigi kanserojenik maddelerdir. Reaktif oksijen tirlinleri, reaktif
nitrojen {riinleri, volatil siilfiir bilesikleri ve organik asitler bu maddeler arasinda
say1lmaktadir (187). Inflamatuar cevap boyunca TNF- o, IL-6 ve TGF- B etkisi altinda
olan epitel ve immiin hiicreler reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen
radikallerinin sentezini uyarirlar. Bu radikallerin tiretimi ile NADPH oksidaz ve nitrik
oksit sentaz indiiklenir. Boylece H202 ve nitrik oksit tiretimi olur (188). Oral florada
bulunan bazi bakteri tiirleri bu prosese dahil olarak H20: iiretirler ve bu bakteriler
peroksijenik bakteriler olarak adlandirilir. Bunlarin arasinda S.mitis, S. sanguinis,
S.gordonii, S. oligofermentans tiirleri yer almaktadir (189). Kronik inflamasyon ile
birlikte bu serbest radikallerin varlig1 kanser gelisiminde 6nemli bir etkendir. Hooper
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada oral skuamoz hiicreli kanserlerde en ¢ok
Streptokok tiirlerinin laktik asit tiretiminden sorumlu olduklarini géstermis ve lokal
mikrogevrede pH diisiikliiklerinden sorumlu olduklarini belirtmislerdir (190). Bu
asidojenik bakterilerin asit tiretimi ile asidik ve hipoksik tiimor mikrogevresine katkida

bulunduklar1 ve metastatik etkinligi arttirdiklart diistiniilmektedir (191).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda bas ve boyun kanseri olan hastalardan tiikiiriik
ornekleri alinarak, 6rneklerden eksozom ve S. mitis izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirildi ve sonrasinda saglikli kemik iligi MKH hiicreleri tizerinde ko-kiiltiir
calismalar1 yapildi. Bu calismadaki en Onemli amag¢ her birinin ayr1 ayri
kanserlesmedeki rolleri literatiirde gdsterilen etmenlerin, spesifik olarak bas ve boyun
kanserlerine 6zgii bir sekilde ve ko-kiiltiir caligmalar1 ile degerlendirilmesidir.
Sonuglarimiza gore bas ve boyun kanser tanisi olan hastalarda S. mitis seviyelerindeki
artig kanser prognozunu daha da kotiiye gotiiren bir etmen adayidir. Bu nedenle bu
hasta gruplarinda oral hijyen prosediirlerine daha fazla dikkat etmek, hastalar1 bu
konuda bilin¢lendirmek ve hastalarin mevcut dis tedavilerini ivedilikle yapmak 6nem
kazanmaktadir. Bas ve boyun kanser tanis1 olmayan hastalarda da hastalardan alinan
anamnezlerde kanser gelisimi i¢in risk faktorleri (alkol alimi, sigara kullanimi, HPV™*
durumu gibi) oldugu diisiiniiliiyorsa erken tan1 bu noktada ¢ok 6nem kazanmaktadir.
Bu amagla basit bir sekilde yapilan likit biyopsi ile kanser ile iliskilendirilen pek ¢ok
belirtecin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilebilmesi biiylik avantaj saglar.
Mevcut calisgmamizdan yola ¢ikarak, kanserlesmede epitelyal-mezenkimal ve
mezenkimal-epitelyal gecis ile iliskili diger belirteglerin de (Sekil 6.1.) analiz edilmesi
bir bagka yaklasim olabilir. Ayrica, eksozomlar igerisinde yer alan genlerin PZR
analizleri ile bas ve boyun kanserlerinde, 6zellikle kemoterapiye direng gelisiminde
anahtar rol oynayan yapilar olarak goriillen miR-196a, miR-21, miR146-a gibi
eksozomal miRNA’larin tespitinin yapilmasi gelecekte klinik uygulamalar i¢in umut
vaad edici ¢aligmalar olacaktir. Calismamizin bu yonden, literatiire katki saglayacagini
diisiiniiyoruz ve likit biyopsinin rutin klinik uygulamalara gegisinde bakis acisi

saglayacagini umuyoruz.
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Epitelyal Mezenkimal Gegis >

< Mezenkimal Epitelyal Gegis |

E-kaderin » N-kaderin
Epitel hiicre adezyon molekiilii *  Vimentin
Okludinler « Fibronektin
Klaudinler * Beta-1 ve Beta-3 integrin
Alfa-6 beta-4 integrinler * MMP’ ler
Sitokeratinler
ZEB ailesi
I SNAIL ve/veya I
SLUG
TWIST1

Sekil 6.1. Epitelyal-mezenkimal gecis ve mezenkimal-epitelyal gecis ile iligkili
belirtecler.
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