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OZET

Normoksik ve Hipoksik Kosullarda Hepatoselliiler Karsinom Hiicrelerinde ve
Eksozomlarinda Paraoksonaz Enzim Ailesi ile PI3K/Akt Sinyal Yolag:

Tliskisinin incelenmesi

Hepatoseliler karsinom (HCC), hipoksik timor mikrogevresi ve oksidatif
stres ile karakterize edilen, kansere bagh 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Enzimatik bir antioksidan olan paraoksonazin (PON) (EC 3.1.1.2), hiicreleri oksidatif
stresten koruyarak, apoptozun engellenmesi ve kanser hiicresinin sagkaliminda rol
oynadig1 disliniilmektedir. ROS detoksifikasyonunda, redoks homeostazinda ve
PON duzenlenmesinde Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolag: etkilidir.
Sinyal iletimine aracilik eden eksozomlar karsinogenez siireciyle de yakindan
iliskilidir. Non-invaziv olarak elde edilen eksozom iceriklerinin, erken tarama, erken
tani, terapotik etkilerin izlenmesi ve ilag direncinin saptanmasinda kullanilabilirligi
son yillarda dikkat ¢ekmektedir. Hipoksi ve oksidatif stres kosullarinda, eksozom
salmimi artmakta ve eksozom igerigi degismektedir. Calismamizin amaci, normoksik
ve hipoksik kosullarda hepatoselliiler karsinom hiicre hattinda (HepG2) ve
eksozomlarinda, PON enzim ailesi ile PI3K/Akt sinyal yolagi proteinlerinin iliskisini

belirlemektir.

Calismamizda, MACS sistemiyle HepG2 hiicre hatt1i eksozomlar1 izole
edilerek Bradford, SEM ve NTA yontemleriyle karakterize edilmistir. HepG2 hiicre
hatt1 i¢in uygun hipoksi maruziyet siiresinin belirlenmesi adina farkli hipoksik zaman
dilimlerinde (2, 4, 6, 12 ve 24 saatler) HIF-1a protein seviyeleri western blot ve
ELISA kullanilarak tespit edilmistir. Hem normoksik hem de uygun siiredeki
hipoksik kosullarda ¢ogaltilan HepG2 hiicre hattindan hiicre ve eksozom lizatlar1
elde edilmistir. Paraoksonaz ve laktonaz enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir. Ayrica PON enzim ailesi (PON1, PON2, PON3) ve PI3K/Akt sinyal
yolagi proteinleri (Akt, p-Akt, MTOR, p-mTOR) western blot ile analiz edilmistir.

Caliymamiz sonucunda HepG2 hiicre hatt1 i¢in uygun hipoksi maruziyet
siresi 4 saat olarak belirlenmistir. S6z konusu HepG2 hiicre hattindan eksozomlar

basarili bir sekilde izole edilmistir. Normoksik kosullara kiyasla hipoksik kosullarda,



PON enzim ailesi (PON1, PON2, PON3) protein diizeylerinde anlamli bir artis
olmasina ragmen, paraoksonaz ve laktonaz enzim aktivitelerinde azalma tespit
edilmistir (p<0.05). Hipoksik kosullar; Akt, p-Akt, MTOR ve p-mTOR dizeylerinde,

HepG2 hiicrelerinde artisa sebep olurken, eksozomlarinda azalmaya sebep olmustur.

Bu sonuclara gore; hipoksik kosullarda PON enzim aktivite azalmasmin
HCC’nin karsinogenez siirecine katki sagladigi gosterilmistir. PON enzimlerinin
ekspresyon artisinin da onkogen gibi davranarak PI3K/Akt sinyal yolaginin
aktiflesmesinde rol oynadigi disiiniilmektedir. PI3K/Akt ve PON arasindaki bu

iligkide eksozomlarin da rol oynadig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, Hepatoselluler karsinom, Hipoksi, Paraoksonaz,
PI3K/Akt sinyal yolag.



ABSTRACT

An investigation of the relationship between Paraoxonase Enzyme Family and
PI3K/Akt Signaling Pathway in Hepatocellular Carcinoma Cells and Their
Exosomes under Normoxic and Hypoxic Conditions

Hepatocellular carcinoma (HCC), characterized by hypoxic tumor
microenvironment and oxidative stress, is the one of the leading cause of cancer
deaths worldwide. Paraoxonase (PON) (EC 3.1.1.2) is an enzymatic antioxidant and
plays a role in protecting cells from oxidative stress. The PON enzyme family is
associated with important mechanism such as inhibition of apoptosis and cancer cell
survival during carcinogenesis. The phosphatidylinositol-3-kinase (PI13K)/Akt
signaling pathway is effective in ROS detoxification, redox homeostasis and PON
regulation. Exosomes that mediate signal transduction are also closely related to the
carcinogenesis process. The use of non-invasively obtained exosome contents for
early screening, early diagnosis, monitoring therapeutic effects and detecting drug
resistance has attracted attention recently. Under hypoxia and oxidative stress
conditions, exosome release increases and exosome content changes. The aim of our
study is to determine the relationship between PON enzyme family and the PI3K/AKkt
signaling pathway proteins in hepatocellular carcinoma cell line (HepG2) and

exosomes under normoxic and hypoxic conditions.

To this end, we isolated exosomes using MACS system and characterized
exosomes using Bradford, SEM, and NTA analyzes in the HepG2 cell line. HIF-1a
protein levels were determined by ELISA assay and western blot under both
normoxic and hypoxic (2, 4, 6, 12, and 24 hours) conditions to determine the
appropriate hypoxia exposure time for the HepG2 cell line. Cell and exosome lysates
were obtained from HepG2 cells cultured under these two conditions. The levels of
paraoxonase and lactonase enzymes were measured spectrophotometrically. In
addition, the enzyme family PON (PON1, PON2, PON3) and the proteins of the
PI3K/Akt pathway (Akt, p-Akt, mTOR, p-mTOR) were analyzed by western blot.

Vi



Based on the results, we suggest an appropriate hypoxia exposure time of 4
hours for the HepG2 cell line. In addition, our results show that exosomes were
successfully isolated from the HepG2 cell line. Although there was a significant
increase in protein levels of the PON enzyme family (PON1, PON2, PON3) under
hypoxic conditions compared to normoxic conditions, a decrease in paraoxonase and
lactonase enzyme activities was observed (p<0.05). While hypoxic conditions
increased Akt, p-Akt, mTOR and p-mTOR levels in HepG2 cells, it caused a

decrease in exosomes.

Our results suggest that decreased PON enzyme activity under hypoxic
conditions has been shown to contribute to the carcinogenesis process of HCC. The
increased expression levels of PON is thought to be involved in activating the
PI3K/Akt signalling pathway by acting as an oncogone. In this study the results of
exosomes status was also crucial to play a role in the relationship between PI3K/Akt
and PON.

Keywords: Exosome, Hepatocellular carcinoma, Hypoxia, Paraoxonase, PI3K/Akt
pathway.
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1. GIRIS

Kanser, neoplastik biliylime durumuna gegerek sayisiz mutasyon ve bir dizi
yeni Kkarakteristik 6zellik kazanan anormal hicreler ile karakterize edilmektedir.
Ayrica genetik, epigenetik ve metabolik bir hastalik olup kotii huylu tiimorler veya
neoplazmalar olarak da adlandirilmaktadir (1,2). Dunya genelinde tim kanser tarleri
g6z oniine alindiginda, GLOBOCAN verilerine gore 2020'de yaklasik 19.3 milyon
yeni vaka ve yaklasitk 10 milyon o6liim bildirilmistir (3). Tirkiye’de ise kanser
istatistiklerine gore, 2017 yilinda 180 288 yeni kanser vakas1 agiklanmistir (4). Pimer
karaciger kanseri, diinya genelinde tiim kanserler igerisinde en sik teshis edilen
altinct kanser olmasma ragmen, kansere baglh Olimlerde iiglincii swrada yer
almaktadir. Bunun en Onemli sebepleri, tamidaki gecikmeler, hastaligm koti
prognozu ve ilerlemis olgularda tedavi se¢eneklerinin kisitlihigidir. Hastaligin koti
prognozunu iyilestirmek ve mortalite oranini diistirmek i¢in tan1 ve tedavi

protokollerinde daha fazla ilerlemeye ihtiya¢ vardir (3,5).

Kanserden o6limlerde kanser ilerlemesi, anjiyogenez, metastaz ve tedaviye
diren¢ olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu hayati siiregler ile yakin iliskili olan
diistik oksijen seviyesi; hipoksi olarak adlandirilmaktadir (6). Yapilan ¢aligmalar
hipoksinin, oksijenden tiretilen bir grup molekil olan reaktif oksijen tirleri (ROS)
tretimini de artirdigina dikkat ¢ekmektedir (6,7). Yiksek ROS seviyeleri, oksidatif
stres olusturarak bir¢ok patolojiye neden olmaktadir. Hiicreler ROS’larin zararh ve
toksik etkilerine kars1 antioksidan savunma sistemi gelistirmistir. Saglikli bir hiicrede

antioksidan savunma sistemi ve ROS’lar denge durumundadir (8,9).

Hucreleri oksidatif stresten koruyarak antioksidan savunmada ve hicre
davranisinin diizenlenmesinde rol oynayan dnemli enzimatik antioksidanlardan biri
paraoksonaz (PON) enzimidir. PON (EC 3.1.1.2, 3.1.1.81, 3.1.8.1) enzim ailesi;
kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olup PON1, PON2 ve PON3 olmak tzere (¢
tiyeden olugsmaktadir (10,11). PON, karsinogenez stirecinde de rol oynamaktadir. Bu

enzim ailesi apoptozun engellenmesi ve kanser hiicresinin sagkalimi gibi dnemli



durumlar ile de iliskilendirilmektedir. Bu nedenle PON, potansiyel bir onkogen
olarak Onerilmektedir. Ayrica PON, yiiksek yogunluklu lipoprotein’in (HDL) ve
diisiik yogunluklu lipoprotein’in (LDL) oksidasyondan korunmasinda da rol
oynamaktadir. PON enzim ailesinin tiim tiiyeleri, karacigerde eksprese edilmektedir
(10-13). Bu nedenle en yaygin primer karaciger kanseri olan ve vakalarin % 75-
85'ini olusturan hepatoselliiler karsinom (HCC), PON c¢alismalar1 i¢in dikkat
cekmektedir (3).

PON ekspresyonunun dizenlenmesinde sinyal yolaklar1 etkilidir (10).
Oksidatif stresin hiicresel yanitinda 6nemli rol oynayan sinyal iletim yolaklarindan
biri olan Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/Protein Kinaz B (Akt) yolagi, ROS
detoksifikasyonunu ve redoks homeostazini kolaylastrmaktadir (14). PI3K/Akt
yolagmin hepatoselliiler karsinomun da dahil oldugu bir¢ok kanser tlrlinde aktive
oldugu; proliferasyon, farklilasma, apoptoz, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre
hareketliligi, timor bliylimesi ve anjiyogenez gibi birgok hiicresel siliregte dnemli rol
oynadig1 bilinmektedir (15). Ancak literatirde PON enzim ailesi Gzerinde PI3K/Akt
yolagmin etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar smirlidir (16,17). Bu nedenle hem dnemli
bir antioksidan olan hem de potansiyel bir onkogen olarak 6nerilen PON enzim

ailesinin PI3K/Akt sinyal yolagi ile iliskisinin aydinlatilmasi dikkat ¢gekmektedir.

Hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonunda veya baskilanmasinda hiicre-
hiicre iletisimi yoluyla ¢esitli sinyaller aktarilmaktadir. Bu aktarimda ozellikle
eksozomlar rol oynamaktadir. Eksozomlar, heterojen kargolar: ileterek sinyal
yolaklarimi etkileyen ekstraselliiler vezikiillerden biridir (18). Eksozom igeriginde
bircok protein, lipid ve niikleik asit bulunmaktadir. Ayni1 zamanda eksozomlar,
hiicreler arasinda madde tasinimina ve sinyal iletimine aracilik etmektedir (19,20).
Yapilan caligmalar ile eksozomlarin hastalik patogenezinde ve tiimor biyolojisinde
onemli rollerinin oldugu belirtilmistir (18-22). Ozellikle tiimor kaynakli eksozomlar,
son zamanlarda {imit verici sivi biyopsi timor belirtegleri olarak kabul edilmektedir.
Non-invaziv olarak elde edilen eksozom iceriklerinin; erken tarama, erken tani,
terapotik etkilerin izlenmesi ve ilag¢ direncinin saptanmasinda kullanilabilirligi dikkat
cekmektedir (23). Karsinogenez siirecinde kanser hiicresinin elde ettigi ve kanserin
karakteristik Ozellikleri olarak adlandirilan durumlarin timiinde, eksozomlarin

onemli roller istlendigi vurgulanmaktadir (24). Son yillarda yapilan c¢aligmalar,



tiimor hiicrelerinden eksozom salimiminin ve eksozomal icerigin kanser iizerindeki
prognostik ve prediktif etkilerini detaylica agiklamaktadir (19,22-24). Yapilan
calismalarda eksozom salmiminin hipoksik kosullarda, normoksik kosullara gore
daha fazla oldugu gosterilmistir (25-27). Ayrica, oksidatif stres kosullarinin
eksozomlar ile iligkisini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (8,28,29) Fakat 6nemli bir
antioksidan enzim olan PON enzim ailesinin eksozomlar ile iligkisi
aydinlatilmamistir. Bu iliskiye hipoksinin etkisini go0steren bir c¢alismaya da
literatirde rastlanmamistir. Bu nedenle PON enzim ailesinin eksozomlar ile

iliskisinin aydinlatilmasi dikkat cekmektedir.

Tim bunlar g6z Oniine alinarak, ¢alismamizda “Hepatoselluler karsinom
hicrelerinde ve eksozomlarinda, normoksik ve hipoksik kosullarda paraoksonaz
enzimi ile PI3K/Akt sinyal yolagi arasinda iliski vardir” hipotezini test etmek
amaglanmustir. Bu tez ¢alismasi ile, hepatoselliiler karsinom hiicre hatt1 olan HepG2
huclerinde ve bu hiicrelerden elde edilen eksozomlarda, PON enzim ailesi ve
PI3K/Akt yolagi proteinleri, normoksik ve hipoksik kosullarda analiz edilmis ve

kiyaslanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hepatoselltler Karsinom

Karaciger karin bolgesinin sag iist kadraninda, diyaframin sag altinda ve
gogilis kafesinin alt kisminda peritoneal boslukta yer alan viicudun en biiyiik
organidir. Karaciger eriskinde yaklasik 1 400 / 1 500 g agirhigindadir ve fibroz bir
kapsiille kaplidir. Biiyiik sag ve daha kiigiik sol olmak tiizere iki lobdan olusmaktadir.
Sag lob inferiyoruna safra kesesi yerlesmis olup karacigerin alt sinir1 boyunca

uzanmaktadir (30).

Karacigerin parankimi, retikiiloendotelyal hiicreler olarak adlandirilan
destekleyici hiicrelerden olusan bir kafes iginde, hepatosit plakalart halinde
diizenlenmistir. Hepatosit plakalari, genellikle yalnizca bir hiicre kalmhigindadir ve
tek tek plakalar, siniizoidler adi verilen vaskiiler bosluklarla birbirinden
ayrilmaktadir. Hepatositlerin iginde bulundugu retikiiloendotelyal hiicre agi, cesitli
hicre tiplerini icermektedir. Bu hicrelerin en 6nemlisi siniizoidlerin duvarlarini
olusturan endotel hiicreleri, siniizoidal boslukta sabitlenmis Kupffer hiicreleri olarak
adlandirilan 6zellesmis makrofajlar ve hepatositler ile endotel hiicreleri arasinda yer
alarak A vitamini metabolizmasinda goérevli yag depolayan hicreler olan stellat
hicreler veya lipositlerdir (Sekil 2.1) (30).

Sentral ven

Safra kanalcig
Lenfatik kanal

Hepatosit plakalar

Siniizoidler
Safra kanali
Kupffer hiicreleri
Hepatik arter

Portal ven

Sekil 2.1. Karaciger lobiiliiniin ayrmntili yapis1 (30).



Vicutta hayati 0neme sahip olan karaciger; metabolizma, sindirim ve
bagisiklik gibi birgok gorevi yerine getirmektedir. Ayrica safra iiretimi 6zelligiyle
ekzokrin bez; glukoz, lipoprotein ve plazma proteinlerini kana verme 6zelligiyle de
endokrin bez niteligi tasimaktadir. Viucudun karbonhidrat, lipid ve proteininin ¢cogu
karacigerde sentezlenmekte, metabolize edilmekte ve doniistiirilmektedir.
Olusturulan iriinler ise viicudun enerji ve substrat ihtiyaglarina yanit olarak kan
dolagimina salmmaktadir. Saglikli bir bireyde karacigerin temel fonksiyonlar1 Tablo

2.1'de dort genis kategori halinde listelenmistir (30).

Tablo 2.1. Normal karaciger fonksiyonlar1 (30).

Enerji Metabolizmasi

Glukoneogenez ve glikojenoliz aracilityla glukoz iiretimi

Glikojen sentezi, yag asidi sentezi, glikoliz ve TCA dongiisii araciligiyla glukoz tiiketimi

Asetattan kolesterol sentezi, yag asidinden trigliserd sentezi ve bunlarin Cok Diisiik Yogunluklu
Lipoprotein (VLDL) partikiillerinde salgilanmasi

Safrada kolesterol ekstraksiyonuyla HDL ve LDL partikiillerinin endositozu araciligiyla kolesterol ve
trigliserit alimi, yag asitlerinin B-oksidasyonu ve fazla asetil-CoA’nin ketonlara doniistiirilmesi

Amino asitlerin deaminasyonu ve iire dongiisii araciligiyla amonyagin iireye doniistiiriilmesi

Nonesansiyel amino asitlerin de novo sentezi ve transaminasyonu

Protein Sentezi

Albiimin, pihtilagma faktorleri, baglayici proteinler, apolipoproteinler, anjiyotensinojen, IGF-1 gibi cesitli
plazma proteinlerinin sentezi

Coziiniirliikk, Tasima ve Depolama Fonksiyonlari

Faz I ve faz II biyotransformasyon reaksiyonlari ile ilag ve zehirlerin detoksifikasyonu ve safra ile atilimu
Yaglarin ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin enterositler tarafindan emilimi i¢in safrada ¢6ziinmesi

VLDL ve pre-HDL lipoprotein partikiillerinin sentezi ve salgilanmasi ve HDL, LDL ve silomikron
kalintilarinin temizlenmesi

Transferrin, steroid hormon baglayici globulin, tiroid hormonu baglayici globiilin, seruloplazmin ve
metallotiyonin dahil olmak iizere gesitli baglayici proteinlerin sentezi ve salgilanmasi

Vitamin A, D, B12, folatin emilimi ve depolanmasi

Koruma ve Klerens Fonksiyonlar:

Ure dongisii yoluyla amonyak detoksifikasyonu

Mikrozomal oksidasyon ve konjugasyon sistemi yoluyla ilaglarin detoksifikasyonu

Glutatyon sentezi ve salinimi

Hasarli hiicrelerin ve proteinlerin, hormonlarin, ilaglarin ve aktive edilmis pihtilasma faktorlerinin portal
dolasimdan temizlenmesi

Bakteri ve antijenlerin portal dolagimdan temizlenmesi



Karacigerin bir diger 6nemli 6zelligi ise dual kan akimimna sahip olmasidir.
Burada kalp debisinin yaklasik % 25’1, yani dakikada yaklasik 1 500 mL kanin akis1
saglanmaktadir. Karacigere kan akisi hem portal venden vendz akis ile hem de
hepatik aterden arteriyel akis ile gergeklesmektedir. Hepatik venler vena kava

inferiyora, lenfatikler porta hepatise bosalmaktadir (30-32).

Karaciger, sahip oldugu bu fizyolojik ve anatomik Ozelliklerinden dolay1
kanser  gelismesinde ve  Ozellikle metastazda  hassas  bolge  olarak
degerlendirilmektedir (31,32). Kismen bu kan besleme sistemi nedeniyle karaciger,
Ozellikle gastrointestinal sistem, meme ve akciger kanserlerinin metastatik yayilimi
i¢in birincil bolge olarak karsimiza ¢ikmaktadir (30). Bu nedenle karacigerde siklikla
sekonder kaynakli lezyonlar gézlense de primer karaciger kanseri, ge¢ tani ve koti
prognoz nedeniyle diinya ¢apinda kansere bagl oliimlerde igiincii sirada yer
almaktadir. Ayrica kétii prognozun nedenleri olarak ilag¢ direnci, hizli proliferasyon
ve hucrelerinin gucli agresifligi sayilmaktadir. Bu nedenle, kotu prognozunu

iyilestirmek i¢in tan1 ve tedavide daha fazla ilerlemeye ihtiyag vardir (3,5).

Karaciger tiimorleri benign (iyi huylu) ve malign (kétu huylu) olmak Gzere

ikiye ayrilir. Benign karaciger tiimor tiirleri arasinda;

a) Hepataselliiler kaynakli; adenom, fokal nodiiler hiperplazi, diffiiz nodiiler
hiperplazi, makrorejeneratif noduller ve displastik nodiller,

b) Safra epiteli kaynakli; safra kanali kisti, safra kanali adenom, miisin6z
Kistik neoplazm, peribiliyer bezi hamartom, von meyenburg kompleksi, safra
Kistadenomu ve safra papillomatozis,

c)Vaskiiler kaynakli; kaverndz hemanjiyom ve inoltil hemanjiyoendotelyoma,

d) Diger; anjiyomyolipoma, mezenkimal hamartoma, soliter fibréz timor ve

inflamatuar psddotiimdr yer almaktadir.

Kot huylu karaciger tiimorleri arasinda ise;

a) Hepatoselliiler kaynakli; hepatoselliiler karsinom, fibrolamellar karsinom,
hepatokolangiokarsinom, hepatoblastom ve karsinosarkom,
b) Safra epiteli kaynakli; kistadenokarsinom ve kolanjiokarsinom,

c) Vaskiiler kaynakli; anjiyosarkom, hemanjiyoendotelyoma ve epiteloid,



d) Diger; primer lenfomalar ve sarkomlar yer almaktadir (33,34). Karacigerde
rastlanan en sik bening tiimér hemanjiyom ve en sik primer malign tiimor ise HCC

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

HCC timor hucreleri, belirgin hepatoselliler diferansiyasyon gdstermektedir.
Timor hiicrelerinin niikleusu genellikle biiyiimiis ve farkli derecede anaplazi
gostermektedir. Ayrica hiicreler genellikle belirgin niikleusa sahiptir. HCC, tek
odakli (unifokal), cok odakl (multifokal) veya yaygin infiltratif bir tiimor olarak
ortaya c¢ikmaktadr. Tum paternler vaskiiler invazyon i¢in genis potansiyel
gostermektedir. Siroz ile iliskili oldugunda, HCC genellikle rejeneratif bir nodilin
malign transformasyonundan kaynaklanmaktadir. Anjiyogenez igin stimiilasyon
vardir ve timor bol arteriyel vaskiilarizasyon almaktadwr. Ortalama timor
duplikasyon siiresi yaklagik 200 giindiir. Tiimor arttik¢a bu siire azalmaktadir. 3 cm
boyutuna kadar olan HCC genellikle iyi diferansiyedir, kapstlliidiir ve kan damari
invazyonu i¢in diisiik potansiyele sahiptir. Yaklasik 5 cm boyutuna ulastiginda nodiil
diferansiyasyonu kaybetmeye baslamakta ve mikroskobik vaskiiler invazyon

sergileyerek metastaz yapabilme yetenegi kazanmaktadir (35).

2.1.1. Hepatoselltuler Karsinomun Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Diinyada en sik teshis edilen altinci kanser olan primer karaciger kanserinde,
900 000'den fazla yeni vaka ve yaklasik 830 000 6liim bildirilmistir. Bu sayilar goz
Oniine almarak yapilan degerlendirmeler sonucunda diinya genelinde % 4.7 oraninda
goriilme siklig1 ve kansere bagli dlimlerin % 8.3’{inii olusturmasi ile karaciger
kanseri dikkat cekmektedir (36). Cinsiyete gore siralandiginda ise, primer karaciger
kanseri kadinlarda en sik goriilen dokuzuncu, erkeklerde ise en sik goriilen besinci
kanserdir (3). Ulkemizde ise 2019 yilinda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda %
3.47 (2 788 kisi) oraniyla yedinci sirada yer almaktadir (37).

En sik goriilen primer karaciger kanser malignitesi olan HCC, tum primer
karaciger kanseri vakalarinin % 90'indan fazlasini olusturmaktadir. Diinya ¢apinda
en yaygin altinc1 kanser tiiridiir ve insidansinda 6nemli bir artig gdstererek kansere

bagli 6liimlerin 6nde gelen tigiincii nedeni haline gelmistir (35).



HCC goriilme sikligi o bolgedeki dominant hepatit enfeksiyonuna (Dogu
Asya ve Ortadogu’da Hepatit B virtisu (HBV), Avrupa ve Amerika’da Hepatit C
virisi (HCV)) ve toplumda viriislerin bulagsma yasma baglh olarak degismektedir.
Diinya genelinde HCC igin dusiik ve yiksek insidans bélgeleri bulunmaktadir. HCC
olgulama, erkeklerde kadinlara gore 2-8 kat daha yaygin olarak rastlanmaktadir.
Genel olarak, HCC insidanst yagla birlikte artmakta ancak yiiksek insidans
bolgelerinde daha erken HCC gelistirme egilimi gozlenmektedir. Ayrica HCC ailesel
yatkinlik ile de iliskilendirilmektedir (38,39).

HCC olusumuna ¢ok sayida etiyolojik faktorlin sinerjik olarak etki gosterdigi
bilinmektedir. Ancak HCC vakalarmm % 70-80'i, kronik enfeksiyona bagli sirozun
yani sira HBV veya HCV ile de iliskilendirilmektedir (35,39). Nodiler
rejenerasyonla iliskili fibroz olarak tanimlanan siroz, premalign bir durum olarak
kabul edilmektedir. HBV varligi ile iliskili hemen hemen tim HCC vakalarinda,
HBV genomunun hepatosit DNA’sina entegrasyonu gozlemlenmistir. Ancak B-viriis
serolojisi negatif olmasma ragmen tiimorde HBV varligi olan hastalar da
bulunmaktadir (35). Kronik karaciger hastaliklarinda hepatositlerde hiperplazi,
hlcrelerin karsinojenlere karsi duyarliliginin ve kromozomal hasar olusma riskinin

artis1 meydana gelmektedir. Bu durum HCC olusumu riskini artirmaktadir (39).

HCC baslica kronik karaciger hastaliklar1 ve karaciger sirozu olmak iizere
bircok farkli nedenden dolayr gelismektedir. HCC’nin ana risk faktorleri arasinda
asir1 ve sik alkol tiikketimi, siroz, karaciger hiicre displazisi, adenomat6z hiperplazi
(makrorejeneratif ve displastik nodiiller) ve kronik karaciger hastaligi yer almaktadir.
Bununla birlikte mevcut c¢alismalar, non-alkolik yagli karaciger hastaliginda
(NAFLD) artan sayida HCC vakalarina dikkat ¢ekmektedir. NAFLD, obezite ve
instilin direncine dayanan metabolik sendromun hepatik belirtilerini temsil
etmektedir. Ayrica, aflatoksin (6zellikle aflatoksin B1) ile alkilnitrozaminler gibi
toksik kanserojenlere maruz kalmann da HCC olusumuna katki sagladigi
belirtilmektedir. Titin kullanimmm da Sigara igmeyenler ile kiyaslandiginda,
HCC’ye yakalanma riskini arttirdigi bildirilmigtir. HCC olusum mekanizmalar1
arasinda hiicre dongiisii kontrol kaybi, yaslanma kontroliinden kagma, kontrollii
hicre olimiine direng, fenotipik plastisite, invazyon ve metastaz oldugu

diistiniilmektedir (35,39,40).



2.1.2. Hepatoselliller Karsinomun Histolojik Smflandirilmas1 ve

Evrelendirilmesi

Karaciger epitelini olusturan hepatositlerden kaynaklanan HCC, bir
adenokanserdir. HCC histopatolojik olarak; tek odakli, ¢ok odakli veya diffiiz
infiltratif bir timor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HCC’nin prognozu tiimér evresi ile
iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla hem prognostik 6ngdrii hem de tedavi belirlenmesi
icin hastaligin dogru evrelendirilmesi 6nemli goriilmektedir. HCC hastalarinin
gosterdikleri semptom ve laboratuvar bulgular1 géz 6niinde tutularak ¢esitli HCC
evrelendirme sistemleri bulunmaktadir. Ancak siklikla kullanilan evreleme
sistemleri; Barcelona Klinik Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme sistemi (Tablo 2.2)
ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan gelistirilen TNM evreleme
sistemidir (Tablo 2.3). BCLC sistemi; performans durumu, timor evresi, okuda
evresi ve karaciger fonksiyonu verilerine dayali bir evreleme sistemidir. TUmorin
histopatolojisini esas alan TNM sistemi ise, hastaligin lokal nodiiller ve komsu

organlardaki yayilimini incelemektedir (35,39).

Tablo 2.2. BCLC evreleme sistemine gore HCC evrelendirilmesi (39).

Performans o . Okuda
Evre Durumu U S Evresi | Karaciger Fonksiyonlar:

Evre A: Erken Evre

Al 0 Tek | Normal bilirubin, portal hipertansiyon yok
A2 0 Tek | Normal bilirubin, portal hipertansiyon var
A3 0 Tek | Yiksek bilirubin, portal hipertansiyon var
Ad 0 3 tiimor <3 cm I-11 Child-Pugh A-B

Evre B: Ara Evre

0 Buyuk multinodiler I-11 Child-Pugh A-B

Evre C: lleri Evre

Vaskuler invazyon
1-2 veya ekstrahepatik I-11 Child-Pugh A-B
yayilim

Evre D: Son Evre

3-4 Herhangi biri 1" Child-Pugh C




Tablo 2.3. TNM evreleme sistemine gore HCC evrelendirilmesi (39).

T-Primer TUmor

TX Primer tiimér degerlerlendirilemiyor, herhangi bir T
TO Primer tumar belirtisi yok

T1 Solit tiimo6r <2 cm, vaskuler invazyon yok

T2 Solit tiimor >2 cm

Solit tiimo6r <2 cm, vaskuler invazyon var

Bir lobta multiple tiimérler, cap <2 cm ve vaskdler invazyon yok

T3 Bir lobta multible tiimérler, ¢gap <2 cm, vaskuler invazyon var

Bir lobta multible tiimérler, ¢ap >2 c¢m, vaskiler invazyon var veya yok

T4 Birden fazla lobta multiple tiimé6r odagi

Portal ven, hepatik ven veya major dallarma timdr invazyonunun varlig

N-Bdlgesel Lenf Nodlari

NX Bolgesel lenf nodlarmda tiimér degerlendirilemiyor, herhangi bir N
NO Bolgesel lenf nodlarmda tutulum yok
N1 Bolgesel lenf nodu metastazi mevcut

M-Uzak Metastaz

Mx Uzak organ metastazinin varligi degerlendirilemeyen
MO Uzak organ metastaz yok
M1 Uzak organ metastaz var

Anatomik Evre/Prognostik Gruplar

Evre T N M
Evre | T1 NO MO
Evre 1l T2 NO MO
Evre 111 T3 NO MO
T1-3 N1 MO
Evre IVA T1-4 N1 MO
Evre IVB T1-4 NO-1 M1

2.1.3. Hepatoselluler Karsinomun Klinik Bulgular

HCC, karaciger fonksiyonlar1 yeterli olan hastalarda asemptomik olarak
seyretmektedir. Bu nedenle HCC, erken teshis sans1 olamadan sessizce ilerleyen bir
kanser turudir. Karaciger fonksiyon bozuklugu olan olgularda ise bu durumun
Oykiisii agir seyretmektedir. En sik karsilasilan belirti ise karin agrisidir. Ayrica

asidoz, kilo kaybi, dolgunluk, anoreksiya, mide bulantisi, ates ve sarilik gibi belirtiler
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de gorlilmektedir. Siroz oldugu bilinen bir hastada genel durumun koétiilestigi ve
karinda agrili kitle varhiginda HCC teshisi disiiniilmektedir. Metastaz gelisen
vakalarda yukaridaki belirtilere ek olarak malign asitin, iskelet sistemi agrilarmnin,
akciger tutulumu sonucu dispnenin ve beyin metastazlar1 sonucu norolojik belirtilerin

de gozlendigi belirtilmistir (39).

2.1.4. Hepatoselliler Karsinomun Teshisi

Klinik uygulamada karaciger kitleleri daha cok abdominal ultrasonografi
(US) gibi yaygin kullanilan tetkikler sirasinda raslant1 sonucu veya baska bir bdlgede
malignite/sirozu olan hastalarin takibi sirasinda tespit edildigi bildirilmistir.
Kitlelerin ayriminda karaciger fonksiyon testlerinin 6ngirisiti sinrhidir. Serum
bilirtibin veya karaciger transaminazlari normal veya hafifce artmis olmasina
ragmen, alkalen fosfataz (ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT) enzimlerinin
yiiksekligi karacigerde yer kaplayan bir lezyonu isaret etmektedir (39). Karaciger
timor tespitinde ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle ilk olarak US
kullanilmaktadir. Ek olarak, tanida ¢ogu zaman bilgisayarli tomografi (BT) ve
manyetik rezonans gorintileme (MRG) gibi daha gelismis yontemlerin kullanildig:
bilinmektedir (39). Solid karaciger lezyonlarmin kesin tanisi perkiitan karaciger
biyopsisi veya ince igne aspirasyonu ile yapilmaktadir (Sekil 2.2). Ayrica alfa-
fetoprotein (AFP); fetal karaciger hiicreleri ve yolc sac hiicrelerinde sentezlenen,
normal serum seviyesi 10-20 ng/mL olan bir serum proteini olup HCC taramasinda
kullanilan bir tumaor belirtecidir. 400 ng/mL'nin Gzerindeki AFP degerleri HCC igin
belirleyici olmaktadir (39).
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Karaciger
kitlesi

’ <lcm ’ >1cm

Ultrasonografi
. BT/MRG
_ yilda iki kez d
Degisiklik Degisen boyut Yiiksek arteriyel faz kontrast alimu
yok ve karakteristik ve hizlt yikama (geg faz)
Diger goriintilleme
Tarama sistemleri ile Var Yok

- inceleme

Biyopsi/diger

Lo ‘ gortintilleme testleri

Sekil 2.2. HCC tani, tedavi planlamasi ve takibinde kullanilan gorintiileme

yontemleri (39).

HCC vakalarmin tan1 aninda yalnizca kiiclik bir kismi, potansiyel olarak
lyilestirici miidahaleye uygun oldugu bildirilmistir. Operatif muidahale mumkin
olmadiginda, tiimor genellikle karaciger fonksiyonunu azaltan, intra ve ekstrahepatik
metastazlar (esas olarak akcigerlere ve kemiklere) iireten bir tiimor olarak gelistigi
bilinmektedir. Timor kaseksisi, 6zofagus veya gastrik varis kanamasi, karaciger
yetmezligi veya daha nadir olarak tiimor riiptiiriine sekonder hemoperiton nedeniyle

bu vakalarda 6lum genellikle ortalama 10 ay i¢cinde meydana gelmektedir (35).

2.1.5. Hepatoselltler Karsinomun Tedauvisi

Giintimiizde HCC’nin evresine gore yasam stresini olumlu yonde etkileyen
kiratif, non-kiratif ve semptomik tedavi secenekleri bulunmaktadir (Sekil 2.3) (41).
Kduratif tedavi yontemleri; cerrahi rezeksiyon, karaciger transplantasyonu ve perkitan
ya da radyofrekans ablasyon (RFA) uygulamalaridir. Karaciger transplantasyonu
canli donor karaciger nakli (LDLT) ya da kadavradan karaciger nakli (CLT) seklinde
gerceklesmektedir. Perkutan ablasyon yonteminde ise perkitan etanol enjeksiyonu
(PEI) uygulamasi Onem tasimaktadir. Palyatif (non-kiratif) tedavi yontemleri

arasinda transarteriyel kemoembolizasyon (TAKE) ve sorafenib gibi sistemik
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kemoterapétiklerin kullanimi yer almaktadir. Kuratif amaglh tedaviler, HCC’nin
erken evresi icin uygundur. Ancak orta, ileri ve son evre HCC igin palyatif ve

semptomatik tedavi segenekleri uygulanmaktadir (41).

HCC
Evre 0 Evre A-C EvdeD
_  PS0.ChildPughA _ PS0-2. Child-Pugh A-B  PS>2. Child-PughC
Erken evre (A) Tleri Evre (C)
Karstmoma in it (0) Tek veya eraer(®) Portal Invazyon
<2 cmkitle L Multinodiiler PS 0 ¢ : ST,
d . <3cm3nodil PSO | NLMLPSI2
TEK 3nodil <3 cm
Portal basing Tiskili hastalikl
Bilirubin dizeyi il hastalier
Normal Artois Hayir Evet
D b nY
Cerrahi Transplantasvon - A e
J Rezeksivon U (CLT/LDLT) U PELRFA H Kemoembolizasyon “ Sorafenib
‘ Kiiratif Tedaviler Non-kiiratif Tedaviler Semptomatik Tedavi

Sekil 2.3. BCLC evreleme sistemine gére HCC tedavi secenekleri (PS = performans
durumu) (41).

Sistemik tedavi arasinda multikinaz inhibitorii olan sorafenib kullanimi son
10 yildir ileri evre HCC hastalar1 i¢in mevcut birinci tedavi secenegidir (42).
Lenvatinib, regorafenib ve kabozantinib gibi diger multikinaz inhibitorleri de HCC
tedavisi i¢in kullanilmaya baglanmistir. Bunlar ikinci tedavi basamagini
olusturmaktadir ya da sorafenibi tolere edemeyen hastalarda kullanilmasi
onerilmektedir. Ancak bu inhibitorler i¢in yapilan Faz III klinik ¢aligmalarndan
bazilarmin basarisizlikla sonuglandigi bildirilmistir (42,43). Ayrica monoklonal
antikorlardan olan nivolumab ve pembrolizumabin da HCC tedavisinde kullanimina
yonelik ileri klinik ¢alismalar devam etmektedir. Ozellikle sorafenibe kars1 direncli

olan bazi hastalarda nivolumabimn kullanimi 6nerilmektedir. Kanser ¢ok ilerlemis ise
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sorafenible birlikte regorafenib, kabozantinib, ramusirumab, nivolumab ya da

pembrolizumabin kullanilmasi 6nerilmektedir (42,43).

2.1.6. Hepatoselliiler Karsinomda Sagkalim ve Metastaz

HCC hastalarinin sagkalim siiresi, kanser teshis edildigi andaki kanserin
evresine bagli olarak degigsmektedir (44). Kansere iliskin semptomlarin ortaya
¢ikmasindan sonra hastalarin sadece % 10’unda yaklasik bes yillik sagkalim slresi
gorilmektedir (45). Erken teshis edildigi takdirde, cerrahi rezeksiyon ve
transplantasyon gibi kiratif tedavi secenekleri uygulandiginda hastalarin % 40-
70’inde ortalama sagkalim siiresi bes yildan daha fazla olmaktadir. Ancak HCC’nin
erken teshisi olduk¢a zordur ve genellikle hastalarn % 15-42°si vaskiler invazyon

veya ekstra-hepatik tiimor yayilimi olan ileri evrelerde teshis edilmektedir (46).

HCC portal vendz sistemi invaze ederek hizla karacigerde yayilmakta ve
pulmoner arteriyel sistemden akcigere ulasabilmektedir. Hepatik venler icinde
blylyerek vena cava ile sag atriuma kadar uzanabilmektedir. Sik olmamakla birlikte,
biliyer sisteme invazyon olasilig1 bulunmaktadir. Diyaframa lokal invazyon, bolgesel
lenf nodlarma ve akcigere metastaz goriilen bulgular arasinda sayilmaktadir. Ayrica
kan yoluyla biitiin viicuda yayilip yaygin metastaz olusturabilmektedirler. Hematojen
metastazlar siklikla ilerlemis ya da massif ve diffliz tip timorlerde gorilmektedir
(38).

Karaciger ylksek dlzeyde vaskilarizasyona sahip olmasina ragmen HCC’de
oksijen, hizla biiyiiyen tiimor hiicreleri tarafindan yogun bir sekilde tiiketilmektedir.
Oksijen temini ve tiiketimi arasindaki dengenin bu sekilde bozulmasi sonucunda
hipoksik mikrogevre olusmaktadir. Bu nedenle, HCC proliferasyonunda hipoksi
onemli bir karakteristik dzellik olarak dikkat cekmektedir (47).

2.2. Hipoksi

Hipoksi, yetersiz oksijen seviyesi olarak tanimlanmakta ve malign tiimorlerin
cogunda yaygin olarak meydana gelmektedir (6,48). Genel olarak hipoksik tumaor

dokularindaki oksijen seviyesinin ilgili normal dokularin oksijenasyonundan daha
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zaylf ve ortalama % 1-2 O; arasinda ve altinda oldugu kabul edilmektedir (6).
Malignitelerin ¢ogunda, oksijen seviyesi yaklasik 10 mmHg iken, normal dokularin
oldukea yiiksek oksijen basincina (40-60 mmHg) sahip oldugu gosterilmistir (48).
Kontrol edilemeyen hiicre proliferasyonundan kaynaklanan timor hipoksisi, yuksek
oksijen ihtiyacina oksijen kaynaginin yetersiz kalmasi, anormal timor
vaskiilarizasyonu veya hiicreler ile mevcut damar sistemi arasindaki mesafenin
artmasindan  dolayr  oksijen  diflizyonunun  engellenmesi  nedenlerine
dayandirilmaktadir (6,48). Meydana gelen hipoksik ortam, gelismis fakat islevsiz
vaskularizasyona ve epitelyal-mezenkimal gec¢is fenotipinin kazanilmasina yol
acmaktadir. Bu nedenle hipoksi; hiicre mobilitesi, tiimor agresifligi ve metastazda rol

oynayan timor mikrogevresinin 6nemli bir unsuru olarak dikkat cekmektedir (6,48).

Hipoksiye yanit olarak, kanser hiicreleri, hipoksi sinyal yolagmin ana
bilesenleri olan hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler) ve bununla baglantili
olan ¢ok sayida genin transkripsiyonunu degistirerek avantajlar elde etmektedir

(48,49).

2.2.1. HIF Sinyal Yolagi

Oksijen, hicresel enerji tretimi ve bircok enzim icin kofaktér/substrat olarak
kullanilmas1 nedeniyle memeli metabolizmas1 ve fizyolojik fonksiyonlar1 igin
elzemdir. Hicresel diizeyde oksijen eldesi ve adaptasyonunun merkezi diizenleyicisi,

hipoksi ile indlklenebilir faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (50).

Hipoksi, ¢ogu biiylime, gelisme, homeostaz ve tiimdr olusumunda énemli rol
oynayan bir dizi genin transkripsiyonel aktivasyonuna katilmaktadir. HipoKksi
ozellikle bu farkli rollerini HIF’ler aracihigiyla gergeklestirmektedir. HIF, oksijene
duyarli bir HIF-a alt biriminden (HIF-1 o, HIF-2a veya HIF-3a) ve oksijene duyarsiz
yapisal olarak eksprese edilmis bir HIF-f alt biriminden olusan heterodimerik bir

transkripsiyon faktorudur (7).

Yeterli oksijen varligi olarak bilinen normoksi durumunda, HIF-la, Von
Hippel-Lindau (VHL) proteinine baglanmasina izin veren birkag prolin kalintisinda

hidroksillenmektedir.  Prolil  hidroksilazlar ~ (PHD), o-ketoglutarat bagiml
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dioksijenazlar, HIF inhibe edici faktor (FIH), asparajinil hidroksilaz enzimleri; prolin
kalintismin hidroksilasyonunda gorevlidir. Hidroksillenme, HIF-la'nin proteazom
tarafindan poli-ubikitinasyonunu ve proteazomal degradasyonunu uyarmaktadir
(Sekil 2.4) (6,7,50,51).

Disiik oksijen seviyesi olan hipoksi durumunda ise, PHD enzimleri
aktivitelerini kaybetmekte, HIF-1a hidroksilasyonu inhibe olmakta ve bozunma
mekanizmasindan kacgarak HIF-la ¢ekirdege yer degistirmektedir. Burada
hidroksilenmemis ve stabilize edilmis olan HIF-1o, HIF-1p alt birimi ile
dimerlesmektedir. Olusan bu HIF-1o:HIF-1p kompleksi, birka¢ hedef genin
promotdr bolge igindeki E-box benzeri hipoksi yanit elemanlarina (HRE'ler)
baglanmaktadir. Ayrica HIF-1a:HIF-f3 kompleksine ko-aktivator olarak CBP/p300'tin
de baglanmasi lizerine, hedef genlerin transkripsiyonu ger¢eklesmektedir (Sekil 2.4)

(6,7,50,51).

.
"t 3
/ JEG.; \

» >
I '/ \
HRE: (G/C/T)ACGTGC(G/C)

Sekil 2.4. HIF sinyal yolagi mekanizmasi (50).

D normoksi

L/ /NN N/

HRE: (G/C/T)ACGTGC(G/C)

HIF sinyal yolaginin aktive ettigi hedef genler; oksijen tlketimi, eritrosit
uretimi, anjiyogenez ve mitokondriyal metabolizma ile ilgili olarak hiicresel oksijen
homeostazini kontrol etmektedir. HIF-1o aktiflesmesi sonucunda transkribe edilen ve
tumaordn ilerlemesi icin gerekli olan hayati biyolojik surecleri diizenleyen bu genlerin
bazilar1 Sekil 2.5’de verilmistir (52). Hipoksik hiicreler, esas olarak HIF tarafindan

diizenlenen transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi mekanizmalarla strese karsi
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koydugu bilinmektedir (51). Bu molekiiler degisiklikler, oksidatif metabolizmadan
ziyade glikolize gecis yoluyla oksijen tuketimini ve hiicre bélinmesi gibi hucresel
slirecler i¢in enerji talebini azaltarak hiicrelerin strese adapte olmasini saglamaktadir.
Cogu kat1 tiimor, kotii klinik sonucla iliskili bir dereceye kadar hipoksiye sahiptir.
HIF  aktivitesinin  indlksiyonu, metabolik yeniden programlama, hiicre
proliferasyonu, invazyon ve metastaz, apoptoz ve terapilere direng dahil olmak tizere
kanserin birgok karakteristik 6zelliginde yer alan genleri upregile etmektedir (51).
Hipoksinin karakteristik 6zelligi olarak ozellikle HIF-1a proteininin artigi dikkat
cekmektedir. Bu nedenle hipoksiyi saptamak i¢in HIF-1a proteininin saptanmasinin

yeterli oldugunu ileri siiren ¢alismalar mevcuttur (6,49).

Hipoksi HIF-1a proteini

Anjiyogenez
LEP, NOS, VEGF, LRP1, ADM, TGF-p3

Timdr Eri )
“ritropoez

EPO

Metabolizma
HK1/2, GLUT1/3, LDHA, PKM

Hiicre sagkalin
ADM, EPO, IGF2, IGF-BP1/2/3, NOS2, TGF-a, VEGF

Hiicre proliferasyonu
C-MYC, ID2, IGF-2, NOS

Sekil 2.5. HIF-1a hedef genleri ve kanser ilerlemesi lizerindeki etkileri (52).
LEP, leptin; NOS, nitrik oksit sentaz; VEGF, vaskiler endotelyal buylime
faktord; LRP1, LDL-reseptor iligkili protein 1; ADM, adrenomedullin; TGF-
B3, transforme edici biiylime faktorii-p3; EPO, eritropoetin; HK, hekzokinaz;
GLUT, glukoz tastyici;, LDHA, laktat dehidrojenaz; PKM, piruvat kinaz M;
IGF2, insilin benzeri buylme faktorl 2; IGF-BP, insilin benzeri buylime
faktorii baglayici protein; TGF-a, transforme buylime faktori-o; C-MYC,
miyelositomatdz viriisii onkogen hiicresel homologu; ID2, DNA baglayici

protein inhibitora.
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Hipoksinin, ROS dretimini de artirdigina iliskin ¢alismalarm bulundugu
bilinmektedir (6,7). Hipoksi tarafindan olusturulan ROS, HIF-1a'nin stabilizasyonu

yoluyla 6zellikle timdr biliyliimesini, anjiyogenezi ve metastazi etkilemektedir (7).

2.3. Reaktif Oksijen Turleri (ROS) ve Oksidatif Stres

Hiicre ici biyokimyasal reaksiyonlar igin gereken kimyasal enerjiyi saglayan
ATP; yasam i¢in vazgegilmezdir. Gerekli olan bu enerji, oksidatif fosforilasyon
olarak adlandirilan bir siire¢ sonucunda mitokondride ATP olarak dretilmektedir.
Metabolizma sirasinda, glukoz gibi yakitlar, mitokondriyal matrikse gecen piruvata
parcalanmaktadir. Burada piruvat daha da metabolize olarak NADH ve FADH:
elektron tasiyicilar1 formunda CO> ve yuksek enerjili elektronlara oksitlenmektedir.
Ic mitokondriyal zardaki elektron tasima zincirine yonlendirilen elektronlar,
kompleksler arasinda transfer edilmekte ve i¢ mitokondriyal zar boyunca bir proton
gradyan1 olusmaktadir. Bu elektrokimyasal gradyandan gelen enerji, ADP ve
inorganik fosfattan ATP iiretmek i¢in kullanilmaktadir. Sonunda oksijen, suya
indirgenen son elektron alicisi olarak hizmet etmektedir. Ancak, oksijenin tam olarak

indirgenmedigi durumlarda ROS olusmaktadir (7).

Biyolojik sistemlerdeki ROS Urdnleri, mitokondrilerden bu sekilde
kaynaklanmaktadir. Diger kaynaklar olarak ise NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
sitokrom P450, baglanmamis endotelyal nitrik oksit sentaz, miyeloperoksidaz ve
lipoksijenaz enzimlerinin etkileri sonucu olusmaktadir (9,53,54). Hucrenin kendi
metabolizmasinin bir sonucu olarak meydana gelen bu ROS’lar endojen kokenli
olarak ifade edilmektedir. Ayrica ksenobiyotikler, radyasyon, Kkirleticiler gibi

etkenler sonucunda eksojen olarak da ROS iiretimi gergeklesmektedir (55).

ROS, oksijenden taretilen bir grup molekil ve serbest radikaldir. Eslesmemis
bir valans elektronuna sahip atomlar veya molekiller olarak bulunmaktadir. Normal
kosullar altinda, ROS iiretimi ve ROS eliminasyonu denge halinde tutulmaktadir (9).
Hicre ici tretilen baslica ROS’lar; stiperoksit anyonu (O2"), hidrojen peroksit (H202)
ve hidroksil radikalleridir (OH"). Hiicreler tarafindan ROS'u inaktive etmek ve
ROS'u toksik olmayan iirlinlere doniistiirmek icin antioksidan sistem gelistirilmistir

(7,9). Hiicre i¢i ROS iiretim diizeyi ile bunlarin antioksidanlar tarafindan
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temizlenmesi arasmdaki dengesizlik olarak adlandirilan oksidatif stres, son
zamanlarda redoks sinyalizasyonunun ve kontroliniin bozulmas: olarak da
tanimlanmaktadir (56,57). Homeostatik ROS konsantrasyonlari, hem dogustan gelen
hem de uyarlanabilir bagisiklik yanitlarinda bir¢ok hiicre i¢i sinyal yolaginda ikincil
haberciler olarak ¢cok dnemli roller tstlenmektedir (9,58). Ancak ROSlarn iiretimi,
antioksidan savunmasini gegtiginde; proteinleri, lipitleri ve DNA'y1 etkileyen yikici
ajanlar olarak hareket ederek hiicresel hasara, doku hasarina ve iltihaplanmaya yol
acmaktadir (9). Dolayisiyla onkojenik doniisiimiin gergeklestigi uygun bir ortam
meydana gelmektedir. Tiimor hiicrelerinde ROS seviyelerinin saglikli hiicrelere gore
daha yiiksek olmasi bu nedenle beklenen bir durumdur. Ozellikle, hipoksik
kosullarda karsinogenez ile iliskili ROS seviyelerinin yiikseldigi bildirilmistir (7).

ROS, ¢ok sayida temel fizyolojik siiregte yer almaktadir. Ozellikle, ¢ok cesitli
fonksiyonlar1 diizenleyen hiicre sinyal yolaklarinda rol oynamaktadir. Ornegin, gen
transkripsiyonunun aktivasyonu, hiicre igi sinyal yollarmin regiilasyonu, kalsiyum
sinyallesmesinin modilasyonu, apoptoz, otofaji, proliferasyon ve farklilasma gibi
streclerde etkilidir. ROS ayrica patojenlerin yok edilmesinde ve inflamatuar

stireclerde, kan basincinin kontroliinde ve fiziksel egzersize yanitta rol oynamaktadir

(9).

Diisik ROS seviyeleri fizyolojik kosullarla iligkili iken, yiiksek ROS
seviyeleri ve meydana getirdigi oksidatif stres genellikle patolojik durumlarla
iliskilendirilmektedir. YUksek ROS ve oksidatif stres; ndrodejeneratif bozukluklar
(Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligt ve amiyotrofik lateral skleroz),
kardiyovaskiiler hastaliklar ve karsinogenez gibi farkli patolojilerin nedensel ajani
olarak gosterilmektedir. Ozellikle karsinogenez siirecinde stres kosullar1 tarafindan

fizyolojik olarak modifiye edilen adaptif bir yanitin meydana geldigi 6ne stiriilmiistiir

9).

ROS dretimini notralize etmek icin gdérevli olan birincil antioksidan savunma
sistemleri; stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX),
paraoksonaz (PON) tioredoksin peroksidaz (Trx) ve hem oksijenazlar gibi enzimatik
detoksifiye edicilerdir (54). Ek olarak, A, C ve E vitaminleri, glutatyon,

peroksiredoksinler, tioredoksinler gibi enzimatik olmayan bilesenler de
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antioksidanlar olarak gorev almaktadir. Ayni zamanda hemoksijenaz veya ROS
olusumunu Onlemeye yonelik katekol-O-metiltransferaz da bu slregte Onem
tagimaktadir (Sekil 2.6) (9).

Nox ) vaskiler hiicreler tizerindeki
Ksantin oksidaz dogrudan etkiler
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Sekil 2.6. Baz1 ROS tiirleri ve antioksidan enzimler arasindaki iliskinin sematik

gosterimi (9).

2.4. Paraoksonaz Enzim Ailesi

ROS, antioksidan savunma mekanizmasina agir bastiginda, oksidatif stres
olarak bilinen biyolojik hasar meydana gelmektedir. Bu hasardan korunmak icin
gelistirilen antioksidan savunma sistemindeki 6nemli endojen enzimlerden biri de
PON enzim ailesidir (59,60).

PON enzimi, ilk defa 1946’da Abraham Mazur tarafindan kesfedilmis olup
memeli dokularinda bulunan ve organofosfat bilesiklerini hidroliz eden bir enzim
olarak tanimlanmistir (61). Bu kesif, 1953°te Aldridge tarafindan p-nitrofenil asetat,

propiyonat ve biitirat’1  hidroliz eden A-esteraz olarak paraoksonaz
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smiflandirilmasmin oniinii agmistir (62,63). Baslangigta, enzim "A"-esterazlar olarak
adlandirilmig, ancak daha sonra paraokson (0,0-dietil-0-p-nitrofenil fosfat) substratini
detoksifiye etme kabiliyeti nedeniyle paraoksonaz olarak tanimlanmistir (64).
Insanda ise ilk kez serumda Uriel tarafindan 1961 yilinda HDL

immunopresipitatlarinda saptanmustir (65).

PON’lar Aldridge sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz sinifi ester
hidrolazlardir. A esteraz smifi diger enzimler Co*?, Mn*2, Mg*? bagiml aktivite
gdstermesine ragmen, PON Ca*? bagimli bir ester hidrolazdir. Ca*?, dogrudan
katalitik reaksiyonlarda yer alarak ya da aktif bélgenin uygun konformasyonda
tutulmasini saglayarak etkisini gostermektedir. [UBMB sistemine gére de PON, EC
3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1. seklinde iki numaraya sahiptir. EC 3.1.1.2 arilesteraz1 ifade
ederken EC 3.1.8.1 ise arildialkil fosfatazi ifade etmektedir. Bu numaralandirma
sistemleri, enzimin sadece fenolik esterleri (arilesteraz) degil, fosforik ve fosfinik asit

esterlerini de hidroliz etmesinden koken almaktadir.

Insan PON enzim ailesi 7. kromozomun uzun kolu iizerinde (q21.3-922.1) yer
almakta ve PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ iiyeden olusmaktadir (59,60).
Tum dyelerin dokuz eksonu ve niikleotid seviyesinde yaklasik % 70 homoloji ve
amino asit sekansinda % 60 oraninda benzerlik bulunmaktadir (64). PON2, ailenin en
eski tliyesi olarak tanimlanmaktadir. PONI ve PON3 ise muhtemelen gen
duplikasyonunun sonucu olarak bulunmaktadir (10). PON1, ekson 1'deki (¢ ekstra
niikleotid kalintis1 ile PON2 ve PON3'ten ayirt edilmektedir. Tim paraoksonazlar,
oksidatif hasara karsi koruma ve endoplazmik retikulum stresini azaltma gorevi
ustlenmektedir. Ayrica apoptozun diizenlenmesinde, spesifik olmayan bagisiklikta ve
ilaglarin biyoaktivasyonunda rol oynamaktadir (64). Her U¢ enzim de makrofaj
kolesterol akisini giiglendirmekte ve lipid peroksitleri hidrolize ederek lipoprotein
oksidasyonunu 6nlemektedir. Ayrica laktonaz aktivitesi nedeniyle homosistein (Hcy)
tiyolakton doku toksisitesini notralize etmektedir (Sekil 2.7) (66).
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Sekil 2.7. PON enzimlerinin lipit oksidasyonuna kars1 savunmadaki fizyolojik
etkileri (66).

2.4.1 Paraoksonaz Enzim Ailesi Aktiviteleri

PON enzimi; paraoksonaz, arilesteraz, laktonaz, tiyolaktonaz ve peroksidaz
aktivitelerine sahiptir (Sekil 2.8) (64). Baslica fonksiyonlart;

1. Paraokson gibi organofosfatlh pestisit detoksifikasyonuna katilmak,
2. Lipid peroksitleri hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan korumak,
3. Hidrojen peroksit izerinde peroksidaz benzeri aktivite gdstermek,

4. Mitokondriyal disfonksiyon ve antiapoptotik o6zelliklere karsi koruma
saglamaktir (11,60,64).
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Sekil 2.8. Paraoksonaz enzimi aktiviteleri ve substratlari (64).

Paraoksonaz Aktivitesi

Organofosfat bilesiklerinden parathionun aktif katabolik metaboliti olan
paraokson, enzime adimi verdigi gibi, paraoksonaz aktivite tayininde de en c¢ok
kullanilan substratlardan biridir. PON’un hidrolik aktivitesiyle agiga ¢ikan p-
nitrofenol wveya fenolin konsantrasyonu (zerinden, paraoksonaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak tayin edilmektedir. PONI’in, 06zellikle paraokson
substratin1 hidrolize ederek paraoksonaz aktivitesi géstermesinin yaninda laktonaz

aktivitesi de dikkat cekmektedir (Sekil 2.9) (67,68).
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Sekil 2.9. PON enziminin paraoksonaz aktivitesi ve paraoksonu hidrolizi (67).

Laktonaz Aktivitesi

PONI1 icin dogal substratlarin laktonlar oldugu ve lipofilik laktonlarin birincil
substratlar1 olusturdugu yapilan ¢alismalar sonucunda ileri siiriilmiistiir. PON1'in
aktif bolgesindeki amino asitlerin aromatik dogasi, enzimin neden lipofilik
substratlar1 tercih ettigini agiklamaktadir. PONI1, cesitli laktonlar1 hidrolize
etmektedir. Ayrica PON ailesinin ti¢ {iyesi de (PON1, PON2 ve PON3), farkh
substrat Ozgitlliiklerine ragmen laktonaz aktivitesi gostermektedir (68,69). PON
enzimi laktonaz enzim aktivitesi ile dihidrokumarin substratini hidroliz ederek 3-(2-
hidroksifenil) propiyonik aside doniistiirmektedir. Olusan triiniin spektrofotometrik
olarak tayini, PON’un laktonaz aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir (Sekil 2.10)
(70-73).

J:D Om
Paraoksonaz
o O 3 i

Dihidrokumarin 3-(2-hidroksifenil) propiyonik asit

Sekil 2.10. PON enziminin laktonaz aktivitesi ve dihidrokumarini hidrolizi (72,73).
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2.4.2. PON1 Enzimi

PONI1, karacigerde sentezlenen, toplam molekiler kitlesi yaklasik 43-45 kDa
olan 355 amino asitten olusan Ca*? bagimli bir ester hidrolazdir. Glikoprotein yapida
olan PON1, molekiil agirhgmin % 15.8’ini olusturan {i¢ karbonhidrat zinciri
icermektedir. Enzimin yapisin1 stabilize eden bir disiilfit kopriisii ile birbirine
baglanan dort B-kivrim igeren alti silindirik p-pervane yapisindan olugmaktadir.
Enzim i¢indeki konumuna bagh olarak her bir Ca*? iyonu, PON1'in aktivitesinde
onemli rol oynamaktadir. 42, 284 ve 352 konumlarinda ii¢ sistein kalintisi
icermektedir. PON’un yapisindaki 284. pozisyonundaki sistein serbest iken, 42. ve
352. pozisyondaki sisteinler arasinda disiilfit bagi bulunmaktadir. Serbest sistein ise

substrat taninmasi ve baglanmasi i¢in gereklidir (64,74).

PON1 bir antioksidan olarak lipid metabolizmasinda ve inflamasyonun
kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. HDL ile iligkili 6nemli enzimlerden biri
olan PONL1, paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitelerine sahiptir (64,75).
PONI1, organofosfat ksenobiyotikleri ve sinir ajanlarmmi esteraz aktivitesi ile
detoksifiye etmektedir (75). Ayrica PONI1, yag asitlerinin hidroperoksitlerinin,
kolesteril ester hidroperoksitlerin ve H202’nin nétralizasyonuna yol acan peroksidaz
aktivitesine de sahiptir. PON1 dizeyindeki artis, inflamatuar sirecte Uretilen

peroksitlere kars1 karacigerin korunmasina katkida bulunmaktadir (Sekil 2.7) (64,66).

PONI1 karacigerde, daha az miktarda da bobrek ve kolonda sentezlenmekte,
cogu hiicrenin zarinda ayn1 zamanda HDL’ye bagli olarak dolagimda bulunmaktadir.
HDL biitiinliigliniin korunmasinda gorevli olan PON1 ve HDL arasinda kararh ve
yiksek afiniteli bir baglanma bulunmaktadir. PON1 yapisindaki hidrofobik N-
terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidleriyle etkilesime girmektedir. N-terminal
hidrofobik bolge ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere kolayca baglanmaktadir.
PONTI’i baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein Al (Apo Al) ve Apo J
(klusterin) proteinlerini de igerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin de baglanmada rol
oynadig: diistiniilmektedir. HDL'ye bagli PON1, cesitli doku ve organlarda hiicre
zarlarina taginr ve dagitilir. Bu sekilde, membranlarin lipid peroksidasyonuna ve
LDL oksidasyonuna ayrica inflamatuar siiregler ve oksidatif stresin aktivasyonundan

kaynaklanan serbest radikallerin olusumuna karst birincil bir rol oynamaktadir
(10,64,75).
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2.4.3. PON2 Enzimi

PON2 izoformunun islevleri ve diizenlenmesi, PON1'inkinden daha az
anlasilmistr. Ancak filogenetik bir analize gore, PON2 bu gen ailesinin en eski yesi
olup PON1 ve PON3, PON2'den evrimlesmistir (64). PON1 ve PON3'Un aksine
plazmada bulunmayan PON2; HDL veya LDL molekiilleri ile iliskili degildir.
Bununla birlikte, hicre ici olarak lokalizedir ve plazma zarma baglanmaktadir.
Ayrica, mitokondri zarinda ve endoplazmik retikulumda da bulunmaktadir.
Karacigerde tretilen PON2; akciger, plasenta, testisler, kalp, mide, ince bagirsak,
dalak, bobrek, endotel hicreleri ve duz kas hucreleri gibi farkli doku ve hiicrelerde
de eksprese edilmektedir (Sekil 2.7) (10,66,74,75). Ug paraoksonaz enzimi arasinda
sinir dokularinda ifade edilen tek enzim PON2'dir (64).

Tdm dokulardaki konumu, ekspresyonu ve laktonaz aktivitesi nedeniyle
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu ile ilgili ¢aligmalarda 6zel ilgi gormiistiir.
Ekspresyonu, hiicresel oksidatif stres ve i¢ mitokondriyal zardan azaltilmis
stperoksit salmimi altinda diizenlenmektedir. Antioksidatif etkisi ile PON2, hiicresel
oksidatif hasar1 azaltmakta, hiicre sagkalimini ve apoptozun azalmasini destekleyen

redoks sinyalini etkilemektedir (64).

2.4.4, PON3 Enzimi

Farmakolojik ajanlar da dahil olmak {izere bir¢ok substratin hidrolizini
katalize eden bir glikoprotein olan PON3, antioksidan ve antiaterosklerotik
aktiviteler sergilemektedir. Baslica karacigerde eksprese olmasinin yaninda bobrekte
de bulunmaktadir. Ayrica, PON1 gibi, PON3'iin de HDL yiizeyinde lokalize oldugu
bildirilmistir (10,75). Bazi arastirmalar, PON3'iin birincil olarak hiicre i¢i etki
gosterdigi ve fizyolojik olarak kana salinmadigi ve serumdaki varliginin patolojik
siireglerin sonucu oldugu hipotezini desteklemektedir. PON3 yiksek laktonaz ve
diisiik arilesteraz aktiviteleri gosterirken paraoksonaz aktivitesi gostermemektedir
(64,74,76).
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2.4.5. PON Enzim Ailesi ve Kanser

Ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklar1 basta olmak {izere diabetes mellitus
ve komplikasyonlari, karaciger hastaliklari, inflamatuvar bagirsak hastaliklari,
metabolik sendrom, obezite, yaslanma ve kanser gibi bir¢ok dnemli hastalik ile PON
enzimlerinin iligkisi bulunmaktadir (68,77). Karsinogenez surecinde hcrelerde,
hiicre 6liim programinin ve apoptoz direncinin diizenlenmesi bozularak neoplastik
transformasyon meydana gelmektedir. Yogun oksidatif stres ve inflamasyon siireci,
uzun vadede tiimor hiicresinin biliylimesi i¢in ideal ortami saglamanin yani sira
karsinogeneze de yol agabilmektedir. Kanser hiicreleri yiiksek konsantrasyonlarda
ROS uretmektedir. Uretilen ROS; hiicresel metabolik yollari, mitokondriyal ve
peroksizom fonksiyonlar1 degistirmekte, hiicre reseptori sinyalinin, inflamatuar
sitokinlerin ve onkogenlerin aktivasyonunu artirmaktadir (64). Altta yatan molekler
mekanizmalar belirsiz kalmasina ragmen, kanser hiicresinin hayatta kalmasinda ve
stres direncinde hayati bir rol oynadigi ortaya konulan PON enzimlerinin
antioksidatif ve anti-apoptotik fonksiyonlarinin bu mekanizmanin merkezinde oldugu
ileri  surilmektedir (13,68). Antioksidan savunma ve hiicre davranigmnin
diizenlenmesinde rol oynayan ¢ok islevli enzimler olan PON’larin, ¢esitli kanserlerde
aktivitelerindeki ve ekspresyonlarmdaki degisimlerin énemi gosterilmektedir (13).
PON duzeyinde azalma ve PON polimorfizmleri, kanserlesmenin temel 6zelliklerinin
pek cok siirecinde direkt veya indirekt rol alarak kanser olusumunu desteklemektedir.
PON’lardaki degisen dengenin diizenlenmesi, kemoterapi basarisini arttirmak igin
potansiyel bir yol olarak &nerilmistir. Ozellikle PON ekspresyonuna aracilik eden

sinyal iletim yollar1 arastirilarak mekanizma aydinlatilmaya c¢aligilmalidir (68).

2.5. PIBK/Akt/mTOR Sinyal Yolag:

Cok hiicreli organizmalarin devamliligi sadece madde ve enerji
metabolizmasmna degil, ayn1 zamanda hiicreler arasi1 iletisime ve sinyal
diizenlemesine de baghdir. Genel olarak, farkli iletisim sinyalleri, gesitli yasam
aktivitelerini ve hicresel davraniglar1 diizenlemektedir (78). PI3K/Akt/mTOR
(Fosfatidilinositol 3-kinaz/Protein Kinaz-B/ Rapamisin protein kompleksinin memeli
hedefi) sinyal yolagi, hiicre sagkalimi, proliferasyonu, hicresel metabolizma,

apoptoz, metastaz, hiicre iskeletini yeniden dizenleme ve hiicre dongusu ilerlemesi
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gibi bir¢ok durum ile iligkilendirilen en 6nemli hicre i¢i sinyal yolaklardan biridir.
Bu yolak, biiyiime faktorleri araciligiyla reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) veya G
protein-bagli reseptorlerden (GPCR'ler) sinyaller alarak aktive edilmektedir.
Tiimorlerin ¢ogunda bu sinyal yolunda pek ¢ok degisim tespit edilmistir.
Onkoproteinlerin ve tiimoér baskilayici genlerin ¢ogu, PI3K sinyal iletim yolu
proteinlerini hedef alan mekanizmalar1 aktive veya inhibe ederek hiicre metabolik

sinyal diizenlemesinde rol oynamaktadir (78,79).

Bir lipid kinaz ailesi olan PI3K’lar; sinif I, smuf I ve smif III olarak
adlandirillan ii¢ smiftan olugmaktadir. Kanserle ilgili en 6nde gelen smif olan
dogrudan hiice yiizeyi reseptorleri tarafindan aktive edilen smif I PI3K'lar; smif TA
(PI3Ka, PI3KB ve PI3K3) ve smif IB (PI3Ky) olmak iizere iki alt smifa
ayrilmaktadir. Smif TA PI3K'ler, RTK'ler, GPCR'ler ve kiicik G proteini RAS
tarafindan aktive edilmektedir. Ancak, yalnizca bir alt birimden (PI3Ky) olusan sinif
IB PI3K'ler, yalnizca GPCR'ler tarafindan aktive edilmektedir (79). Smif I PI3K'lar,
bir katalitik (CAT) alt birimden (p110) ve bir adaptdr/dizenleyici alt birimden olusan
heterodimer yapida bulunmaktadir. Memeli genomu, dért farkli p110 izoformunu (o,
B, v ve 0) ve ¢ok sayida diizenleyici alt birimi kodlamaktadir. p110a, p110p ve p110d
(smif TA) i¢in en yaygin diizenleyici alt birim p85 olarak adlandirilirken; p110y (smif
IB) ise p101 ve p84/p87 diizenleyici alt birimlerle iliskilendirilmektedir (79).

Hucre yuzeyindeki reseptorlere baglanan bir RTK, sinif I PI3K proteinlerinin
aktiflesmesine neden olmaktadir. Smif I PI3K'ler (p110a, p110B ve p1103) p85 ile
etkilesime girerek plazma zarinda bulunmaktadir. Aktivasyonlari, aktive edilmis
pl10 ile sonu¢lanmaktadir. Ardindan aktiflesmis smif I PI3K proteinleri,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat1 ~ (PIP2)  fosforilleyerek ikinci  haberci  olan
fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfata  (PIP3) doniistirmektedir. Bu sirecin tersine
cevrilmesinde ise fosfataz ve tensin homologu (PTEN) gérev almaktadir (Sekil 2.11)
(79).
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Sekil 2.11. PI3K/Akt sinyal yolaginda Akt fosforilasyonu (79).

2.5.1. Akt Proteini

Hiicresel yasam ve Olim mekanizmalar1 olmak {izere bircok hiicresel
fonksiyonun gercgeklestirilmesinde PI3K sinyal yolunun asagisindaki ana molekiil
olarak gorev alan Akt; bir serin/threonin kinazdir. Akt, son derece korunmus 3
izoforma sahiptir: Aktl, Akt2 ve Akt3. Bircok kanser turiinde Akt'nin izoformlarinin
timiinde de genetik degisiklikler ve anormallikler kesfedilmistir. Aktl bircok dokuda
yaygin olarak eksprese edilmektedir. Akt2 esas olarak insiiline duyarli dokularda ve
diger dokularda diisiik seviyelerde eksprese olmaktadir. Akt3 ise sadece beyin ve
testislerde eksprese edilmektedir. Farkli Akt izoformlarmin spesifik doku ekspresyon
paternleri, bunlarin farkli doku veya organlardaki fizyolojik fonksiyonlarmnin

strdurtilmesindeki kilit rollerini ortaya koymaktadir (78).

Ug Akt izoformu, %85 amino asit dizisi homolojisi ve ii¢ farkli fonksiyonel
alandan olusan ¢ok benzer ii¢ boyutlu yapilar sergilemektedir. N-terminal pleckstrin
homoloji (PH) alani, protein-protein ve protein-lipid etkilesimlerini diizenlemektedir.

Merkezi kinaz katalitik alani, enzimatik aktiviteden sorumlu olan protein kinaz A

(PKA) ve protein kinaz C (PKC) bdlgeleri ile oldukca homologdur (78).

PI3K/Akt sinyal yolagmin ilk asamalarinda sinyal uyarist sonucu meydana

gelen PIP3 ile etkilesime giren Akt proteininin;  hiicrenin i¢ membranina
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translokasyonu saglanmaktadir. Burada fosfoinositid bagimli kinaz 1 (PDK1)
tarafindan Thr308’de fosforillenerek aktive olmaktadir. PDK2’nin ise Ser473
fosforilasyonu ile Akt aktivasyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Aktif Akt’nin
glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), forkhead box O (FoxO), Bad, kaspaz 9, nikleer
transkripsiyon faktoru-kappa B (NF-kB), mTOR ve p21 proteinlerini fosforile ederek
hicre  blyumesi, proliferasyon, hicre dongiisi, migrasyon, invazyon,
diferansiyasyon, tedavi direnci ve glikometabolizmanmn diizenlenmesine aracilik
ettigi bilinmektedir (Sekil 2.12) (78,80).
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Sekil 2.12. PI3K/AKkt sinyal yolagma genel bakis (78,80).

2.5.2. mTOR Proteini

PI3K/Akt sinyal yolagmin bir diger 6nemli proteini olan mTOR yaklasik 289
kDa'lik serin/treonin protein kinazdir. mTOR, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve
mTOR kompleksi 2 (MTORC2) olmak {izere iki kompleksten olusmaktadir. mTOR,
Raptor (mTOR'un diizenleyici iliskili proteini) ve mLST8 (GPL olarak da bilinir)
komponentlerinden olusan mTORCI, rapamisine duyarli olup esas olarak hicre
blylmesini ve enerji metabolizmasini diizenlemektedir. mMTOR, Rictor, Sinl ve
mLST1'den olusan mTORC?2 ise, esas olarak hucre iskeletinin rekonstriksiyonunda

ve hiicre sagkalimida rol almaktadir, rapamisine duyarl degildir. mTORC1, Akt'nin
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asag1 akisli bir molekiludur ve fosforile Akt tarafindan aktive edilmektedir. Bir
PDK2 olarak mTORC?2 ise, Ser473'U fosforile ederek Akt'nin tamamen akif hale

doniistiiriilmesinde rol oynamaktadir (78).

Akt/TSC1-TSC2 sinyal yolu, mTOR aktivitesi ile sonuclanmakta, hiicre
biiyiimesini ve g¢ogalmasini dizenlemektedir. Ayrica TSC2, GTPaz aktivitesine
sahiptir ve mTORC1 aktivasyonu igin gerekli olan kiicik GTPaz Rheb'i inhibe
etmektedir. TSC2'nin Akt tarafindan fosforilasyonunun ardindan, TSC2, mTORC1'"i
inhibe etme ve MTOR'U aktive etme yetenegini kaybetmektedir. Ayrica, TSC2,
AMPK (AMP (Adenozin monofosfat) ile aktiflestirilen protein kinaz) fosforilasyonu
ile dogrudan aktive olmaktadir. Akt, TSC2'yi tamamen inhibe ederek AMPK

inhibisyonuna ve mTOR aktivasyonuna neden olmaktadir (78).

mTOR'un asagi akis efektorleri, iki sinyal yolunu i¢cermektedir [1] baslatici
faktori 4E baglayici protein 1 (4E-BP1) ve [2] ribozomal protein S6 kinaz (S6K)
(78). Aktif Akt, mTOR iliskili fosforilasyonu, S6K alt yolaklarinin uyarilmasini ve
translasyon baslatic1 6ge olan 4E-BP1 ile ilgili gen transkripsiyonlarini uyarmaktadir.
S6K ribozomal S6'y1 aktive ederek protein sentezini ve hicre biyumesini
desteklemektedir. Bu 4E-BP'ler ise, 6karyotik translasyon baglatma kompleksinin bir
alt birimi olan okaryotik baslatma faktorii 4E’den (elF4E) ayrilmaktadir. Yiksek
oranda fosforile edilmis 4E-BP1, ilgili mRNA'larin translasyonunu baslatarak ilgili
genleri uyarmaktadir (Sekil 2.12) (78,80).

2.6. S1v1 Biyopsi

S1iv1 biyopsi, geleneksel tani yontemlerine kiyasla kanser teshisi ve takibi igin
birgok avantaj saglamakta, umut verici bir perspektif sunmaktadir. Tumorlerin ve
mutasyonlarin daha iyi izlenmesine olanak saglamaktadir. Ayrica, sivi biyopsilerin

genomik profillerinin, ait oldugu tiimorlerle ¢ok yakindan eslestigi gdOsterilmistir
(81).

Ozellikle kisisellestirilmis tip, biyobelirteglerin gelistirilmesine

dayanmaktadir ve s1v1 biyopsinin, tiimdr gelisimi ve ilerlemesi hakkinda bilgi tagiyan
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biyobelirtecler olarak tespit edilebildigi bildirilmistir (82). Tiimorler, sivi biyopsi
olarak ¢esitli hiicresel bilesenleri dolagima salmaktadir. Dolasima aktarilan bu sivi
biyopsi biyobelirtegleri; dolagimdaki tiimor hiicreleri (CTC), cell free DNA’lar
(cfDNA’lar), mikroRNA'lar (miRNA'lar), diger kodlamayan RNA'lar (ncRNA'lar) ve
son yillarda eksozomlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (83). Kanserin erken teshisine,
terapotik hedeflerin tanimlanmasina ve tedaviye yanitin izlenmesine olanak
saglayarak non-invaziv olmasi sivi biyopsiyi, daha avantajli bir teknik haline
getirmektedir. Ayrica timorin karakterizasyonunu incelemeye olanak saglamasi ile
de ileri tekniklere firsat tanimaktadir (84).

Sivi biyopsi olarak tespit edilerek lipid, protein, RNA ve DNA igeren,
paketlenmis en kii¢iik hiicre dis1 vezikiiller olan eksozomlar; hiicreler arasi iletisimin
anahtar oyuncularidir. igeriklerini koruyarak viicut sivilarnda dolasmalari, onlar:
yenilik¢i teshis ve tedavi araglar1 olarak klinik uygulama igin cekici adaylar haline
getirmektedir. Dolasimdaki eksozomlar, zenginlestirilmis biyobelirtecler igerdikleri

icin son zamanlarda Umit verici tumaor belirtecleri olarak kabul edilmektedir (82).

2.7. Ekstraselltler Vezikiller

Uzun slre bilim insanlar1 yalnizca hormonlarin, sitokinlerin veya
norotransmiterlerin hiicreler arasi iletisim sagladigini kabul etmislerdir. Ancak son
yillarda, ekstraselliiler vezikiiller (EV’ler) araciligiyla da hiicrelerin iletisim
kurabildigi dikkat c¢ekmektedir (85). EV’ler, endozomlardan veya plazma
membraninin tomurcuklanmasindan kaynaklanan kucuk zar kesecikleridir. Hem
mikrocevre hem de uzak dokular Uzerinde etki etmektedirler. EV'ler lipidler,
transmembran ve sitozolik proteinler, genomik ve mitokondriyal DNA'lar,
mRNA'lar, uzun kodlamayan RNA'lar ve miRNA'lar icermektedir (86). Idrar,
tiikiirtik, sinoviyal s1vi, beyin omurilik sivisi, bronkoalveolar sivi, burun sivisi, rahim
stvisi, amniyotik sivi, anne siitii, safra, seminal plazma ve kan dahil olmak {izere her

vicut sivisindan izole edilerek ¢esitli fizyolojik siireclerde gorev almaktadirlar (87).
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EV smiflandirmasi ve isimlendirmesi agisindan belirsizlik olsa da, su anda
EV'ler; biyolojik islevlerine veya biyogenez mekanizmalarina gore {i¢ tiire

ayrilmaktadir (86,88-90):

1) EV'ler arasinda en biiyligii olan apoptotik cisimlerin boyutlar1 50 nm'den 5 pum'ye

kadar degismektedir. Apoptoz durumunda, belirli kosullar altinda 6lmekte olan

hiicrelerden salinarak makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilmaktadir.

2) Bir plazma membrani tarafindan {retilen ve sitoplazmik kargo igeren,

tomurcuklanarak salinan vezikiiller olarak bilinen mikrovezikullerin ¢ap1 ise 50-1000
nm arasinda degismektedir. Ancak kanser hiicrelerinden salindiginda onkozom adi

verilen mikrovezikiillerin 10 pm boyutlara ¢ikabildigi bildirilmistir.

3) Eksozomlar, endojen kdkene sahip tek vezikiillerdir. EV ailesinin en kiigiik Gyesi

olup boyutlar1 30-150 nm arasinda degismektedir.

2.7.1. Eksozomlar

Eksozomlar birgok hastahigin tam1 ve tedavisine yonelik yapilacak
arastirmalarda popiiler hale gelmistir. Yar1 Omiirlerinin uzun olmasi, non-
imminojenik ve non-toksik olmalari, plazma ya da serum gibi yapilardan kolaylikla
elde edilebilmeleri, kan beyin bariyerini gegebilmeleri, stabilitelerinin yiiksek olmas1
dolayisiyla laboratuvar sartlarina uygun olmalar1 ile istenen terapétik ajani yiikleme

yetenegi eksozomlar1 avantajli hale getirmektedir (91-94).

Eksozomlarm, alici hiicrelerin fenotipini ve davranigini etkileyebilecek
biyolojik olarak islevsel vezikiller oldugu dogrulanmistir (95). Giincel eksozom
veritabanina dayali olarak, eksozomlarda 9 769 protein, 2 838 mikroRNA ve 3 408
adet mRNA bulunmaktadir (96).

Hucrelerin - mikrogevresi ve biyolojisi, eksozomlarin igerigini ve

biyobelirteclerini etkileyerek degistirmektedir. Ancak genel olarak eksozomlar, zar
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proteinlerini, sitozolik ve niikleer proteinleri, hiicre dig1 matris proteinlerini,
metabolitleri ve nikleik asitleri (MRNA, kodlamayan RNA tirleri ve DNA)
icermektedir. Eksozomlar1 tanimlamak i¢in bir dizi eksozom isaretleyici protein
bulunmaktadir. Bunlar, eksozomun salgilanmasi sirasinda yiiksek oranda eksprese
edilen Onemli proteinler olan tasima, fuzyon molekullerini ve Rab (Ras iliskili
baglayict protein) protein ailesini icermektedir. Ayrica eksozom biyobelirteg
proteinleri olarak; GTPazlar, anneksinler, Flotillin-1, ESCRT (tasima i¢in gerekli
olan endozomal siralama kompleksi), Alix (apoptoz baglantili gen 2-etkilesimli
protein X), timor duyarhilik geni 101 (TSG101), 1s1 sok proteinleri (HSP90a,
HSP70), integrinler ve tetraspanin ailesi (CD9, CD63, CD81 ve CD82)
gosterilmektedir (Sekil 2.13) (24).
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Sekil 2.13. Eksozom igerigi, biyogenezi ve salinmasi (24).
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Tetraspanin grubuna ait olan proteinler, integrinler, immuinomodulator
proteinler gibi eksozom vyizey proteinleri; eksozomun hiicre penetrasyonu,
invazyonu ve flizyonunda etkili olmaktadir. HSP70 ve HSP90 gibi HSP'ler de antijen
baglanmasinda rol oynamaktadir. Bu proteinler ayni zamanda eksozom belirtegleri
olarak da kullanilmaktadir (24,97). Ayrica kolesterol, sfingomiyelin ve seramidin de
eksozom yapisinda yiiksek oranda bulunmasi nedeniyle biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (24).

2.7.2. Eksozom Biyojenezi ve Salinmasi

Hiicre zarmdan dogrudan tomurcuklanan mikrovezikillerin  aksine
eksozomlar, olgunlasan endozomlarn i¢inde endositik yollarla tretilmektedir (Sekil
2.13). Bu nedenle eksozomlar endozomal kaynakli EV’ler olarak tanimlanmaktadir.
(98). Eksozomlar1 serbest birakmak ig¢in birka¢ hiicresel adimm tamamlanmasi
gerekmektedir. Bu adimlar; multivezikiler cisimciklerin (MVB) olusumu,
MVB'lerin plazma membranina tasinmasi ve MVB'lerin plazma membram ile

fuzyonudur (24).

Eksozomlarin biyogenezinde ilk basamak, hiicre zarmmmn bir kisminin ige
dogru tomurcuklanmasi ve bu zar yapismin kivrilarak intraliminal vezikiller (ILV)
olarak adlandmrilan ilk kesecik yapismi olusturmasidir. Proteinler, lipidler,
metabolitler, kiiclik molekiiller ve iyonlar gibi hiicre dis1 bilesenler, endositoz ve
plazma zar1 invajinasyonu yoluyla hiicre yiizeyi proteinleriyle birlikte hiicreye
alinmaktadir. Hiicrenin liimen tarafinda ortaya ¢ikan plazma membran tomurcugu
olusumu, distan i¢e plazma membran oryantasyonu ile meydana gelmektedir. Bu
tomurcuklanma sureci, early-sorting endozomlarin (ESE'ler) olusumuna olanak
saglamaktadir. Endoplazmik retikulum (ER), trans-golgi agi (TGN) ve mitokondri
bilesenleri ile olusturulmus ESE'ler arasinda etkilesim meydana gelmektedir. Ayrica
ESE’ler, ge¢ sorting endozomlara (LSE'ler) olgunlasarak bu iletisim aginda yer
almaktadir. Sonu¢ olarak, plazma zarmin ige dogru tomurcuklanmasi ile olusan
kiigiik vezikiillerin birlesmesiyle olusan bu erken endozomlarin olgunlagsma siireci

sirasinda ILV'ler meydana gelmektedir (24,99,100).
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Ardindan ILV tarafindan, icerisinde ¢ok sayida vezikiil tasiyan ve MVB’ler
olarak adlandirilan bir yap1 olugsmaktadir. MVB’ler, metabolik olarak iki farkl yol
izleyebilmektedir; (1) degredasyon ve (2) eksozom salinimi. Eger bir MVB
degredasyonu s6z konusu ise, MVB otofagozomlarla kaynasarak igerigini
lizozomlarda bozulmaya yonlendirmektedir. MVB'ler degradasyon icin lizozomlarla
dogrudan da kaynasabilmektedir. Degredasyon sonucunda agiga c¢ikan drlnler ise
sitoplazmaya  salinarak ~ hucreler  tarafindan  geri  doniistiriilmektedir.
Parcalanmayacak olan MVB'ler ise, hiicrenin hiicre iskeleti ve mikrotiibiil agi
araciligiyla plazma zarma tasmmaktadir. Burada MVB-docking proteinleri
yardimiyla plazma zarmm liimen tarafina kenetlenmektedir. Ardindan eksositoz
olusmakta ve plazma membrani ile benzer bir lipid ¢ift tabakali oryantasyona sahip
bu zarli yap1 eksozom adini1 alarak hiicreden salinma meydana gelmektedir

(24,99,100).

Bir hiicrelerden salinan eksozom, bir baska hiicreyi iki sekilde etkileyebilir.
Birincisi, eksozomlarin yalnizca hiicre zari reseptorlerine baglanarak ligand gorevi
ustlenmesidir. Bu baglanma ile, olas1 asag1 akis sinyalleri yonetilmektedir. ikinci etki
mekanizmasi ise, cksozomlarm dogudan membran flizyonu yoluyla hicreye
alinmasidir. Hicreye giren eksozom, adeta dogal bir nanotasiyici gibi islev gorerek
tasidig1 kargo icerigini sitozole birakmakta ve hiicre icindeki bir dizi sinyal yolunu
aktive veya inhibe etmektedir (24,99-101).

2.7.3. Eksozom ve Kanser Iliskisi

Insan viicudundaki hemen hemen her tiir hiicre, eksozomlar1 hiicre disi
ortama salma yetenegine sahiptir. Ancak son yillarda 6zellikle eksozomlarin
norodejeneratif bozukluklar, AIDS gibi bircok hastaligin patogenezinde ve Ozellikle
tumaor biyolojisinde dnemli rollerinin belirlenmesi dikkat cekmektedir (102,103).
Eksozomlarin hiicreler arasinda g¢apraz konusma yapmak icin ¢Oziiniir faktorleri
serbest biraktip kanser ve saglikli hiicreler arasinda iletisim kurduklar1 gdsterilmistir
(104). Eksozomlar ¢esitli tiimor antijenlerini, apoptotik proteinleri, timor ve dokuya
0zgu peptidleri iletmektedir (105,106). Boylece, saglikli hiicreler ile kanser hiicreleri

arasinda iletisim kurmak i¢in hiicre i¢i igeriklerini aktararak karsinogenez strecine
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katkida bulunmaktadir. Ayrica eksozomlar; timaor biytimesinde, hiicre adezyonunda
ve ilag direncinin gelismesinde etkilidir. Eksozomlar, yiizeylerinde veya igeriklerinde
tagidiklar1 enzimler, ligandlar, onkojenik sinyal proteinler ve miRNA'lar araciligiyla
kanserin ilerlemesine ve metastazina katkida bulunmaktadir (107). Ayrica hiicre
proliferasyonunu indiikleyebilir, anjiyogenezi tesvik edebilir, hiicre dis1 matrisi

yeniden sekillendirebilir ve T hiicre aktivitesini modiile ederek bagisiklik kagigini
tetikleyebilirler (108,109).

Ozetle; eksozomlar; insan viicudunda pleiotropik islevlere sahip hiicreden
hiicreye gecis sistemi olarak tanimlanmaktadir. Tiim hiicreler tarafindan tretilen
hiicre dis1 vezikiillerdir ve niikleik asitleri, proteinleri, lipitleri, metabolitleri
tasimaktadir. Saglkta ve hastalikta yakm-uzun mesafeli hicreler arasi iletisimin
aracilar1 olarak hiicre biyolojisinin ¢esitli yonlerini etkilemektedirler. Ozellikle
kanserin karakteristik 6zellikleri olarak adlandirilan karsinogenez sirecindeki
durumlarda dikkat cekici roller Ustlenmektedirler. Eksozomlar; timér zerinde elde
ettikleri bu karakteristik Ozellikleri ile, kanserin seyrinde 6nemli goérevler elde
etmektedirler. Bu nedenle 6zellikle son yillarda tiimdrojenik eksozom caligmalar1 hiz
kazanmakta ve mekanizmanin aydinlatilmasi igin biiyiik ¢aba sarf edilmektedir
(Sekil 2.14) (24).
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Sekil 2.14. Eksozomlarm karakteristik 6zellikleri (24).
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Tiim bunlar g6z Oniine alinarak bu tez calismasinda; hepatoselliiler karsinom
hicrelerinde ve eksozomlarinda normoksik ve hipoksik kosullarda PON enzim ailesi
ile PI3k/Akt sinyal yolagi arasindaki iliskinin incelenmesi amaclanmistir (Sekil

2.15).
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Sekil 2.15. Tez amaci1 sematik gosterimi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Antikorlar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ve antikorlara ait Griin bilgileri
Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler.

- Uretici Firma ve Katalog
Numarasi

% 4-12 Bis-Tris Jel R
Scientific/NP0327BOX

Akrilamid Merck/8.00830.0500

Amonyum Persulfat Sigma-Aldrich/215589

Amfoterisin B Biowest/L0009

Bradford Reaktifi BioBasic/BDE641

Dimetil Silfoksit (DMSO) Fisher Chemical/D/4121/PB17

Dulbecco's Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (DPBS) | Gibco/14190144

ECL WesternBright Kiti Advansta/K-12045-D50

Etil Alkol Isolab/64-17-5

Fetal Sigir Serumu (FBS) Capricorn Scientific/CP17-1756

Fosfat Tamponlu Tuz Tableti (PBS) Sigma-Aldrich/P4417

Fosfataz Inhibitor Kokteyli C ChemCruz/sc-45065

HIF-1a ELISA Kit Coon Koon Biotech/CK-bio-11956

iBlot 2 Transfer Stacks, PVDF Regular Thermo Fisher Scientific/1B24001

Laemmli Tamponu (SDS PAGE igin) (2x) Serva/42526.01

Eksozom Izolasyon Kiti Pan MACS Miltenyi Biotech/130-110-
912

N,N’-Methylenebis(Akrilamid) Sigma-Aldrich/146072

N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) Nzytech/MB03501

NP-40 (Tergitol solusyonu) Sigma-Aldrich/NP40S
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Tablo 3.1. Devami

NuPAGE MOPS SDS Yiirltme Tamponu (20X)

Thermo Fisher Scientific
Novex/NP0001

Penisilin/Streptomisin

Capricorn Scientific/PS-B

Ponceau S Soliisyonu

Biotium/22001

Protein Ladder

BioLegend/773302

Proteaz inhibitér Kokteyli

MedChemExpress/HY-K0010

RPMI 1640 Besiyeri

Biowest/L0498

Sodyum Kilorit (NaCl)

Sigma-Aldrich/31434

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Nzytech/MB18101

Tripan Mavisi Solisyonu

Sigma-Aldrich/T8154

Tripsin-EDTA (1X)

Gibco/25200-056

Tris-HCI

Sigma-Aldrich/T5941

Tween 20

Bioshop/TWN510

Yagsiz Siit Tozu

Sangon Biotech/A600669

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Molekdler Dilisyon | Uretici Firma ve Katalog
Antikor Ad1 Kaynak
Agirhg Oram Numarasi
Primer Antikorlar
mMTOR monoklonal Santa Cruz Biotechnology/
] 185-290 kDa | Mouse | 1:200
antikoru sc-517464
HIF-1a poliklonal . .
] 92 kDa Rabbit | 1:1000 Bioss/BS-0737R
antikoru
p-mTOR .
Santa Cruz Biotechnology/
monoklonal 220 kDa Mouse | 1:200
] sc-293133
antikoru
pan-Akt 1/2/3 ) Affinity Biosciences/
] ] 55 kDa Rabbit | 1:500
poliklonal antikoru AF6261
PONL1 poliklonal ) Thermo Fisher Scientific/
] 42.9 kDa Rabbit | 1:1000
antikoru PA5-115780
PONZ2 poliklonal ) Thermo Fisher Scientific/
] 43.5 kDa Rabbit | 1:1000
antikoru PA5-120249
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Tablo 3.2. Devami

PON3 poliklonal . Thermo Fisher Scientific/
40 kDa Rabbit | 1:1000
antikoru PA5-42068
p-Akt poliklonal . .
) 60 kDa Rabbit | 1:500 Biolegend/649001
antikoru
a-Tubulin . Affinity Biosciences
) ) 50 kDa Rabbit | 1:1000
poliklonal antikoru /AF7010
B-aktin poliklonal . St John’s Laboratory/
42 kDa Rabbit | 1:1000
antikoru STJ91464
Sekonder Antikorlar
Goat-anti-mouse
IgG (H+L) HRP
) - Goat 1:20000 | Advansta/R-05071
konjuge sekonder
antikoru
Goat-anti-rabbit
I9gG (H+L) HRP
] - Goat 1:20000 | Advansta/R-05072
konjuge sekonder
antikoru

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3.3’te listelenmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan cihazlarin ve gereglerin listesi.

Adi Markasi ve Modeli

Azot Tanki Thermofisher Scientific/808
Buzdolab (+4°C) Klimasan/S 900 SC DD
Buz Makinesi Hoshizaki/FM-80KE

COy’li Inkuibator

Panasonic/MCO-170AICUV

Calkalayici

Biosan/PSU-10i

Derin Dondurucu (-20°C)

Regal

Derin Dondurucu (-80°C)

Haier/DW-86L628

Dijital Is1 Blok

Benchmark/BSH1002-E

Dijital Mini inkiibatér

Benchmark MyTemp/H2200-H

Dikey Elektroforez

Novex/E10001

Distile Su Cihazi

ELGA/LAG21
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Tablo 3.3. Devamu

Goriinttleme Sistemi

UVP/ChemiDoc-It? 510

Gii¢ Kaynagi

Cleaver/nanoPAC-500

Hassas Terazi

MRC/ASB-220-C2

Hipoksik Chamber

StemCell Technologies/27310

Inverted Mikroskop

Euromex

Isiticili Manyetik Karistiric

IKA/RH Basic 2

Isik Mikroskobu

Nikon/Eclipse E100

Kuru Blotlama Sistemi (iBlot)

Invitrogen/iBlot 2

Laminar Flow Kabini

Scanlaf/Mars1500

MACS MultiStand

Miltenyi Biotec/130-042-303

MACS Separator (L)

Miltenyi Biotec/130-042-602

Mini Santrifij (Spin)

MRC/Ecen-6

Nanodrop

Hangzhou Allsheng/Nano-200

Nanopartikiil izleme Analiz (NTA) Cihazi

Malvern Analytical/Nanosight NS300

Odaklanmis Iyon Demeti Taramal1 Elektron
Mikroskobu (FIB-SEM)

Tescan/GAIA3+

Otoklav

MRC/STE-TAN-23L

Otomatik Mikropipetler (10, 100, 1000 uL’lik)

Eppendorf

pH Metre

Thermofisher Scientific/Orion star A211

Sogutmali Santrifij (Mikro)

Hettich/Mikro 220 R

Sogutmali Santrifilj (Universal)

Hettich/Universal 320 R

Sonikator

Sonics/VCX130PB

Spektrofotometre (Mikroplaka Okuyucu)

BioTek/Epoch2C

Su Banyosu Memmert/WNB 14
Sarjli Otomatik Pipet Pompast Eppendorf/Easypet 3
Thoma Lamu Isolab/0.0025 mm?
Vorteks MRC/SI-100

3.1.3. Cahsmada Hazirlanan Cozeltiler

Lizis Tampon Cdézeltisi: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, %1 NP-40 iceren

¢ozeltinin son hacmi pH=8 olacak sekilde distile su ile 100 mL’ye tamamlanmigtir.
Proteaz inhibitdr kokteyli ve fosfataz inhibitdr kokteyli taze olarak %1 oraninda

kullanim 6ncesinde eklenmistir.
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Yurutme Tampon Cozeltisi: 20X olarak hazir temin edilen NuPAGE yiiriitme

tamponu 1X olacak sekilde distile su ile diliie edilerek hazirlanmstir.

Blotlama Tampon Cdzeltisi: 3.025g Tris, 14.4g glisin ve 200mL metanol

iceren ¢ozeltinin son hacmi distile su ile 1000mL'ye tamamlanmistir.

PBS-Tween20 Yikama Cozeltisi: %0.3 Tween 20 iceren PBS (5 tablet)
cozeltisi son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.

Sit Tozu Cozeltisi (%3): 3g yagsiz siit tozu, son hacim 100 mL olacak

sekilde PBS-Tween20 ¢ozeltisi ile tamamlanmastir.

PON Paraoksonaz Bazal Aktivite Tamponu: (2 mM CaCl. iceren 100 mM
Tris-HCI) 3.0285g Tris-HCI tartilarak 200 mL distile su eklenmistir ve manyetik

karistiricida ¢oziilmiistiir. Daha sonra ¢ozeltinin pH'1 8’e ayarlanmustir. Uzerine

0.0555g CaCl; eklenerek son hacim 250 mL'ye tamamlanmuistir.

PON Paraoksonaz Substrat Cozeltisi: (2 mM paraokson ¢ozeltisi): 1 mL
aseton igerisinde 10.8 pL paraokson manyetik karistiricidda buz iizerinde
¢oziilmiistiir. Uzerine hazirlanan PON paraoksonaz bazal aktivite tamponundan 1 mL

eklenerek ¢ozelti tamamlanmustir.

PON Laktonaz Aktivitesi icin 50mM Tris-HCI: 0.647g Tris-HCI 80 mL

distile suda ¢oziilmiistiir. pH'1 8’¢ ayarlanip son hacim 100 mL'ye distile su ile

tamamlanmuistir.

PON Laktonaz Aktivitesi icin 2mM CaCl,: 0.261g CaCl, bir miktar distile

suda ¢ozlldukten sonra son hacim 100 mL'ye distile su ile tamamlanmustir.

Dihidrokumarin (DHC) Cdzeltisi: 974.4 uL metanol Uzerine 25.6 pL DHC

ilave edilerek vortekslenmistir.

3.2. Yontem

Tez c¢aliymasmnin hedefleri dogrultusunda gergeklestirilen deneysel agamalar

Sekil 3.1°de sematize edilmistir.
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HepG2 hucre hattinin ekilmesi
ve pasajlanmasi

LN

Normeksik ortamda Hipoksik ortamda
hucrelerin buyttiimesi hiicrelerin buyatiilmesi
Hucrelerden FBS icermeyen besi ortami ile
normoksik ve hipoksik
1. PON analizleri (protein kosullarda hucrelerin
ve aktivite dizeyinde) blyutiimesi

2. PI3K-Akt sinyal yolagi l
proteinlerinin analizi

Hucrelerden eksozomlarin izole
edilmesi

|

Eksozomlarin karakterize
edilmesi

l

Eksozomlardan

1. PON analizleri (protein ve
aktivite duzeyinde)

2. PI3K-Akt sinyal yolagi
proteinlerinin analizi

Sekil 3.1. Tez calismasmin deney diizenegi semasi.

3.2.1. Hicre Kulturu

Calismada kullanilan insan hepatoselliiler karsinoma hiicre hatti, HepG2 (HB-
8065; ATCC; American Type Culture Colection, Manassas, VA, ABD) Baskent
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'ndan temin edilmistir.
Karaciger dokusuna ait, Homo sapiens kokenli, hepatoselliiler karsinom hastalik
modelinde bir hiicre hatti olan HepG2, epitel benzeri hicre morfolojisi

sergilemektedir.
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Hiicre Hattimin Cozdiiriilmesi, Ekimi ve Biiyiitiilmesi

Hicreler %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin-Gentamisin
soliisyonu ile desteklenen RPMI 1640 besiyerinde kiiltiire edilmistir. i1k olarak -80
°C derin dondurucu veya sivi azot tankinda muhafaza edilen hiicre hatlarinin
bulundugu kryotiipler 37°C sicakliktaki su banyosunda ¢Oziilmiistiir. Coziinen
hiicreler 15mL'lik falkon tiipline 5 mL besiyeri ile karistirilarak aktarimastir.
Ardindan 99 x g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantin uzaklagtirilmasindan
sonra hazirlanan biiylitme besiyeri ile homojenize edilen hiicre pelleti T25 flaska
ekilmistir. Hiicreler ekim sonrasi standart kosullarda (%5 CO2 ve 37°C) CO2’li
inklbatorde inkiibe edilmistir. Besiyerleri iki giin aralikla degistirilerek hiicrelerin
saglikli bir sekilde biiyiitiilmesi saglanmistir. Ttm hiicre kiiltiirti deneyleri aseptik
kosullar altinda gerceklestirilmistir. Hiicreler %80-90 yogunluga ulastiktan sonra
pasajlanarak deneyler devam ettirilmistir. Ayrica hiicreler, inkiibasyon siireleri
boyunca canlilik, ¢gogalma ve kontaminasyon agisindan inverted mikroskop altinda

kontrol edilmistir.

Hiicre Hattimin Pasajlanmast

Hucreler %80-90 oraninda konfluent oldugunda diger flasklara aktarilma
asamasi olan pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Pasajlama icin asagidaki

basamaklar uygulanmaistir.

1. IIk olarak besiyeri ¢ekilerek uzaklastirilmis ve DPBS ile yikanmustir.

2. Ardindan, hiicre adezyonunda etkili olan divalent (iki degerlikli)
katyonlar1 uzaklastrmak ve flask yiizeyinden hiicreleri aywrmak igin
hucreler Tripsin/EDTA ile 37 °C'de 5 dk inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3. Inverted mikroskop altinda hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildig1 teyit
edildikten sonra, Tripsin-EDTA hacminin iki kat1 besiyeri eklenmistir. Bu
sayede Tripsin-EDTA inhibe edilmistir. Hiicreler siispanse edilerek steril
15 mL'lik falkon tiipiine aktarilmustir.

4. Ardindan suspansiyon 617 x g’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant

uzaklastirilmistir.
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5. Pellet medium ile ¢oziiliip pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir.
Hiicre sayiminin ardindan hiicreler yogunluguna bagli olarak T25/T75
flasklara pasajlanip 37°C ve %5 CO: kosullarinda inkiibasyona

brrakilmaistir.

Hiicre Sayimi

Hucrelerin  sayimi, pasajlama ve dondurma islemleri i¢in son derece
onemlidir. Hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla 151k mikroskobu altinda Thoma
lami1 kullanilmugtir. ik olarak besiyeri uzaklastirilan hiicreler, DPBS ile yikandiktan
sonra Tripsin-EDTA ile flask yilizeyinden ayrilmistir. Ardindan yaklasik 5 mL
besiyeri ile homojenize edilen hiicreler, 15 mL’lik steril falkon tiipiine aktarilmstir.
617 x g’de 10 dk santriflij edildikten sonra siipernatant1 atilmistir. Kalan hiicre peleti

1 mL besiyeri ile ¢oziilerek siispansiyon elde edilmistir.

Elde edilen bu hucre slispansiyonundan 10 pL alinarak, 1:1 (v:v) oraninda
tripan mavisi soliisyonu ile homojenize edilmistir. Ardindan 10 pL boyanmis
numune, Thoma lami ve lamel arasina yiiklenerek 10X biiylitmede mikroskop altinda

hiicre sayimi1 yapilmustir.

Hiicrelerin canlilik durumlar1 degerlendirilerek saymm yapilmistir. Tripan
mavisi, canl1 ve 6lii hiicreleri ayirt etmek icin kullanilan bir boyadir. Olii hiicrelerin
hlicre membranlar1 segici gegirgenlik 6zelligini yitirdigi i¢in, bu hiicreler mavi renk
boyanirlar. 16 kare bulunan 4 farkli sette canli hiicreler sayilarak ortalamasi
alimmistir. Hiicre silispansiyonunun 1 mL’inde bulunan canli hiicre sayisini

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanilmistir:

Hiicre sayis1 = A x 10*x SF
1 mL i¢indeki canli hiicre sayis1 = 16 biiyilik karedeki ortalama sayilan hiicre

sayis1 x 10 x seyreltme faktor(
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Hiicre Hattinin Dondurulmast

Saglikli bir sekilde gogaltilan hiicreler bir sonraki deneysel basamaklar igin
stvi azotta ya da -80°C buzdolabinda dondurularak saklanmigtir. Dondurma

protokolii agagidaki sekildedir:

1. Besiyeri uzaklagtirilan hiicreler ilk olarak DPBS ile yikanarak Tripsin-
EDTA ile pasajlama isleminde oldugu gibi kaldirilmistir.

2. Ardindan santrifiij islemi (3 124 x g, 20°C, 5 dK) ile pellet halinde elde
edilen hucreler, %10 DMSO igeren FBS’li dondurma besiyeri icerisinde homojen
hale getirilerek hiicre yogunluguna gore kryotiiplere aktarilmistir.

3. Hiicrelerin dondurma isleminde zarar gdrmemeleri i¢in kryotiipler asamal
olarak sogutulmustur. ilk olarak 1 saat -20°C buzdolabinda muhafaza edildikten
sonra 24 saat -80°C buzdolabinda muhafaza edilmistir. Eger kisa siireli dondurma
gerekli ise bu asamada kryotiipler -80°C buzdolabinda bekletilmistir. Ancak uzun

stireli dondurma gerekli ise kryotiipler ertesi giin sivi azot tankina kaldirilmastir.

3.2.2. Hipoksik Ortam Olusturulmasi ve Hipoksinin Dogrulanmasi

Ekilen HepG2 karaciger hiicreleri normoksik ve hipoksik olmak Uzere iki
gruba ayrilmistir. Normoksik grup kontrol olarak kullanilmis olup hiicre kiiltiirii i¢in
gerekli olan standart kosullarda (% 5 CO2 ve 37°C) inkiibe edilmistir. Hipoksik grup
i¢in ise hipoksik chamber kullanilarak (Stemcell Technologies, cat #27310) hipoksik
ortam olusturulmustur. Hipoksik chamber kullanimi ardindan standart inkiibatérde

hiicreler kiiltiire edilmistir.

Hipoksik Ortam Olusturulmast

Hipoksik chamber protokoliindeki adimlar izlenerek T25 flask ile hiicreler
chamber tepsisine yerlestirilmistir. ~ Ayrica  kiiltiirlerin  yeterli  sekilde
nemlendirilmesini saglamak i¢in bolmeye 10-20 mL steril distile su iceren 10 mm’lik
bir petri kab1 agz1 agik olarak yerlestirilmistir. Chamber, hava ge¢irmeyecek sekilde
kilitlenmistir. Hipoksi olusturmak i¢in, chamber borusu %2 Oz, %10 CO2 ve %88 N>

gaz karigimi iceren bir hipoksi tankina takilmistir. Chamber igerisindeki oksijenin
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uzaklastirtlarak hipoksi tankinin gaz karigimi ile doldurulmasi i¢in chamber, 4 dk
boyunca dakikada 20 L akis hizinda gaz karisimi ile muamele edilmistir. Ardindan
gaz akist hizla kapatilip her iki beyaz kelepce de kapatilarak chamber, standart
CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. HIF-lo proteininin optimal zaman ifadesini
belirlemek amaciyla bir zaman egrisi olusturmak i¢in hiicreler 2, 4, 6, 12 ve 24 saat
dilimlerinde inkiibe edilmistir. Bu sekilde hipoksik ortam saglanarak hipoksik
ortamin dogrulanmasi i¢in 6nemli bir hipoksi biyobelirteci olan HIF-1a proteini,

ELISA ve western blot ile analiz edilmistir.

Hipoksinin Dogrulanmasi

Hipoksinin dogrulanmasi i¢in ilk olarak hiicre lizat1 olusturulmus ve

lizatlardan ELISA ve western blot yontemleri ile HIF-1a seviyeleri belirlenmistir.

Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Normoksik ve hipoksik kosullarda saglikli bir sekilde konfluent olan
hiicrelerin protein igeriginin elde edilmesi i¢in flasklar buz iizerine alinarak hiicre
lizat1 olusturulmustur. Hiicre lizat1 elde etmek i¢in asagidaki basamaklar

uygulanmistir:

1. Hiicrelerin besiyeri uzaklastirilip soguk DPBS ile yikanmustir.

2. Ardindan hazirlanan soguk lizis tamponu, T25 flask icin yaklasik 200 pL
olacak sekilde flask yiizeyine eklenmistir.

3. Hiicreler buz {lizerinde hiicre kaziyict ile kazmnarak homojenize edilip,
eppendorf tiiplere alimmustir.

4. Buz lizerinde sonikatorde 3 vurus (%70 Amp ayarmda) sonikasyon islemine
tabi tutulmustur.

5. Bu sekilde gerceklestirilen mekanik pargalama sonrasi homojenatlar 15 dk
4°C 16249 x g’de santrifiij edilerek proteinleri iceren supernatant, ELISA ve
western blot deneylerinde kullanilmak tizere ayri1 bir eppendorf tiipe

aktarilmustir.
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6. Hazirlanan bu lizatlar kullannm anina kadar -20°C derin dondurucuda

stoklanmugtir.

Protein Konsantrasyonunun Olgimii

Lizatlarm protein konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile 6l¢tilmiistiir. Nanodrop
cthazi mikro hacimli spektrofotometredir. Bu cihaz, seyreltmeye gerek kalmadan
hizli, dogru ve tekrarlanabilir mikro hacimde Olglimleri yapmaktadir. Nanodrop
cihazinda ilk olarak 6rnegin i¢inde bulundugu ¢6zelti cihazin ilgili bolimiine 1 pL
olacak sekilde eklenmistir. Bu ¢ozelti kor olarak okutulmustur. Ardindan 1 pL 6rnek
cihaza eklenip 6lgtim alimmustir. Bu 6lciim sonucunda elde edilen Azgo degeri protein

konsantrasyonunu vermektedir.

ELISA Protokol(

Hem normoksik kosullarda, hem de 2, 4, 6, 12 ve 24 saat hipoksik kosullarda
biiyiitiillen HepG2 hiicre hatlarindan hazirlanan hiicre lizatlarinda HIF-1a diizeyini
tespit etmek icin ELISA (Enzim Bagli Immunosorbent Analizi) kiti (#CK-11956,
Shangai coon Koon) kullanilmistir. Bir sandvi¢ ELISA yontemi olan bu kitin
iceriginde bulunan 96 kuyucuklu kiltiir kabinin tabani HIF-lo antikoru ile
kaplanmistir. Kitin c¢alisma prensibine gore, her kuyucuga uygulanan oOrnek
icerigindeki HIF-la proteini bu antikora baglanir. Bu baglanma {izerine eklenen
biyotinlenmis HIF-1a antikoru, Streptoavidin-HRP’1in baglanmasini saglanmaktadir.
Inkiibasyonun ardindan eklenen substrat soliisyonu ile meydana gelen 151ma;

ornekteki HIF-1a diizeyini gostermektedir.

ELISA kit igeriginde anlatilan talimatlar dogrultusunda hem standart hem de
ornek kuyucuklart olusturulmustur. Kit igeriginde yer alan standart soliisyon 1:2
(v:v) seri dilusyonlar ile 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL ve 1.25 ng/mL
olacak sekilde hazirlanmigtir. 96’11k kiiltiir kabina standart kuyucuklarma (genellikle
ilk ve son sira kuyucuklara) sirasiyla bu diliie soliisyonlardan 50 pL eklenmistir.
Ornek kuyucuklarina ise sirastyla 40 pL hiicre lizat1 6rnegi (normoksi, 2, 4, 6, 12 ve
24 saat hipoksi), 10 pL bitotinlenmis HIF-1a antikoru ve 50 pL Streptoavidin HRP
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eklenmistir. Ardindan kiiltiir kab1 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, kiiltiir kab1 igindeki solisyon dokiilerek 1x yikama soliisyonu ile tim
kuyucuklar 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 50 pL kromojen A soliisyonu ve 50
pL kromojen B soliisyonu eklendikten sonra 37 °C’de 10 dk karanlikta inkiibe
edilmistir. Son olarak tiim kuyucuklara 50 uL. durdurma soliisyonu eklenerek 10 dk
icerisinde, 450 nm'de Epoch™ Microplate Spectrophotometer (BioTek, ABD)

kullanilarak ortama salinan HIF-1a proteini 6l¢iilmiistiir.

Western Blot Protokoli

Ornek igerigindeki proteinleri ayirmak igin hazirlanan lizatlara sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE ) uygulanmistir. Kullanilan
%4-12 ve %4-8’lik jel sistemi, yiikleme ve ayrilma olmak tiizere iki farkli jelden
olusmaktadir. Proteinlerin ¢oziildiigii ayirma jelinde molekiiler agirliklarina bagl
olarak proteinler ayrilmaktadir. Proteinler, ayirma jeline girmeden énce ise konsantre
edildigi bir yukleme jelinde yurutilmektedir. Bu asamada kullanilan tim tamponlar
ve icgerikleri boliim 3.1.3'te, kullanilan antikorlar ve diliisyonlar1 ise Tablo 3.2'de

verilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra lizatlar, 2X laemmli
yukleme tamponu ile 1:1 (v:v) oraninda karistirilarak vortekslenmistir. Daha sonra
ornekler onceden 96°C’ye ayarlanmig isitict blok cihazinda 8-10 dk inkibe
edilmistir. Bu asamada proteinlerin tamamen denatiire olmasi saglanmistir.
Inkiibasyonun ardindan kisa bir vorteks yapilip spin attirilan drnekler, elektroforez

islemi i¢in jele yliklenmek iizere hazir hale gelmistir.
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Orneklerin Jele Yiklenmesi

Elektroforezde yiirtitme islemi igin ticari olarak temin edilen %4-12 Bis-Tris
jel kullanilmigtir. Ancak istisnai durumu nedeniyle bazi proteinler %4-8’1lik Bis-Tris
jelde yiiriitiilmiistiir ve bu husus ileriki boliimlerde detaylica anlatilmistir. lk olarak,
%4-12 Bis-Tris jel tizerinde bulunan elektrik bandi ¢gikarilmis, jel kaseti distile su ile
yikanmis, jel titizlikle tanka yerlestirilmis ve sikistirilmistir. Ardindan yiiriitme
tamponu orta bolmeye dokiilerek sizint1 olup olmadigi kontrol edildikten sonra tiim
tank yiirtitme tamponu ile jelin {izerini gegecek sekilde doldurulmustur. Son olarak,
tarak ¢ikarilmis ve enjektor kullanilarak her bir kuyucuk yiiriitme tamponu ile

yikanarak yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Orneklerin Jele Yuklenmesi ve Jelde Yiritilmesi

Kuyucuklardan birine veya bir kagina jel planina uygun olarak 5 uL ladder,
digerlerine ise her biri 15 pg protein olacak sekilde hesaplanarak elde edilen
hacimdeki (pL) 0©rnek titizlikle yiiklenmistir. Yiikleme tamamlaninca tank
kapatilarak elektrotlar baglanmis ve giic kaynagi 100 V, 120A olacak sekilde
ayarlanarak yukleme tamponunda yer alan bromofenol mavisi jelin alt kenarmna

ulagana kadar (yaklasik 100 dk) yiiriitme islemi gergeklestirilmistir.

Orneklerin Jelden Membrana Transferi

Proteinlerin jelden polivinil diflorir (PVDF) membrana transferi icin, iBlot 2
jel transfer cihazi kullanilmistir. iBlot, western blot transferini yaklasik 7 dk i¢inde
ve sivi tamponlara ihtiya¢ duymadan verimli bir sekilde gergeklestiren bir kuru
blotlama cihazidir. Transfer cihazinin yaninda gerekli tamponlar1 ve transfer
membranini iceren sarf malzeme niteligindeki transfer stacktan olusan iki bilesenli

bir sistemdir.
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Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel kaseti tanktan ¢ikarilarak distile su
ile yikanmistir. Spatiil yardimiyla kaset agilarak jel ¢ikarilmis ve jelin kuyucuklari ile
kullanilmayacak kisimlar1 kesilmistir. Ardindan jel transfer tamponunun oldugu kaba
aktarilmistir. iBlot transfer stack’in PVDF membran iceren alt kismi talimatina
uygun sekilde cihaza yerlestirilmistir. Ardindan membran iizerine sirasiyla jel,
transfer tamponu ile islatilmis filtre kagidi ve stack’in st kismi yerlestirilerek
baloncuk olugmamasi i¢in tizerinden silindir ile gegilmistir. Son olarak cihaz kapak
kismina iletkenligi tamamlamak amaciyla tasarlanmis olan siinger de yerlestirilerek
cithaz kapatilmistir. 20V ve 7-10 dk boyunca aktarim yapilmasinin ardindan protein

orneklerini igeren membran elde edilmistir.

Jelden membrana aktarimin basarili bir sekilde olup olmadigini kontrol etmek
icin, membran Ponceau S boyasi ile boyanarak proteinlerin goriiniir hale gelmesi
saglanmistir. Ponceau S boyast ile 1-2 dk muamele edilen membranda protein
bantlar1 gozlemlendikten sonra, membran PBS-Tween20 ile 10-15 dk boyunca
calkalayic1 yardimiyla yikanarak berraklastirilmistir. Bu yikama asamasi gereklilik

durumuna gore birka¢ kez tekrarlanmistir.

Membrandaki Proteinlerin Bloklanmasi

Protein transferinin basarili oldugu teyit edilen membranda bulunan biiyiik
antijenik bolgelerin bloklanmasi ve gereksiz baglanmalarin engellenmesi amaciyla
bloklama asamasi gergeklestirilmistir. Bu asamada hazirlanan yagsiz sut tozu
¢ozeltisi ile membran, 1 saat boyunca oda isisinda 130 rpm ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Bu sekilde bloklanan membran, 10-15 dk 1-2 kez PBS-Tween20 ile

yikanmustir.

Membranin Primer Antikor ile Muamelesi

Yikama isleminin ardindan membranda bulunan ilgili  proteinin
goruntulenmesi i¢in ilk adim olan primer antikor ile muamele asamasina gegilmistir.

Hipoksiyi dogrulamak ve HepG2 hiicre hatti i¢in uygun olan hipoksik ortama
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maruziyet saatini belirlemek igin primer antikor olarak HIF-1a poliklonal antikoru
kullanilmigtir. Tablo 3.2’de belirlenen diliisyon oranlarinda PBS-Tween20 ile diliie
edilmis ve analiz edilecek olan primer antikorlar kullanilarak membran, gece boyu

+4°C’de, 130 rpm ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

Membranin Sekonder Antikor ile Muamelesi

Gece boyunca primer antikor ile inkiibe edilen membran, antikor kalmtilarini
uzaklastirmak i¢in PBS-Tween20 ¢ozeltisi ile 3 kez 10-15 dk yikanmustir. Ardindan
uygulanan primer antikora uygun olarak secilen ve Tablo 3.2’de belirlenen diliisyon
oranlarinda hazirlanmig goat-anti-rabbit HRP sekonder antikor ile membran,130 rpm
calkalayicida 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son olarak, kemiliiminesans

saptamadan 6nce membran 5 dakika boyunca 3 kez PBS-Tween20 ile yikanmuistir.

Membrandaki Proteinlerin Gorintilenmesi

Membrandaki  proteinlerin  gorintilenmesi  icin ECL  (gelismis
kemiliminesans) Kiti kullanilmistir. Bu kit luminol ve peroksit soliisyonu olmak
tizere iki bilesenden olusmaktadir. Sekonder antikora konjuge olan horseradish
peroksidaz (HRP) enziminin varliginda luminol, 151k yayan (kemiliiminesans) bir
kimyasal reaksiyonla oksitlenir. Bu prensibe dayanan ve taze hazirlanan ECL
soliisyonu ile proteinler goriinur hale getirilir. Bu amagla ECL soliisyonu hazirlamak
icin luminol ve peroksit soliisyonlar1 1:1 (v:v) oraninda karistirilmistir ve membran
tizerine eklenmistir. Membran bu solisyon ile 3 dk karanlik ortamda inkiibe
edildikten sonra, gorintileme cihazinda (UVP ChemiDoc-1t2) goriintii alinarak

sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.3. Hiicre Hatlarindan Eksozom Eldesi

Uygun hipoksik ortama maruziyet stresi belirlendikten sonra hem normoksik
hem de hipoksik kosullarda ¢ogaltilan HepG2 hiicre hattindan eksozom izolasyonu

yapabilmek icin “Eksozom Izolasyon Kiti Pan (MACS, Miltenyi Biotec)”
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kullanilarak hiicre kiiltiirii siipernatantindan eksozom izolasyonu gerceklestirilmistir.
CD9, CD63 ve CD8I1 tetraspanin proteinlerini hedef alan manyetik boncuk tabanli
bir yontem olan MACs kullanimi igin, ilk olarak hiicre kiiltiirii siipernatanti

olusturulmustur.

Hucreler, T25 flaskta %80-%90 yogunluga ulastiginda FBS’li besiyerleri
uzaklastirilarak, 1X PBS ile yikanmig ve 24/48 saat FBS icermeyen 2 mL RPMI
besiyerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon asamasinda hiicreler normoksik ortam igin
%5 CO: igeren etlivde, hipoksik ortam icin ise uygun inkiibasyon suresinde hipoksik
chamber uygulamasmin ardindan %5 CO2’de inkiibe edilmistir. Bu asamada
kullanilan besiyerinin FBS igermemesi 6zellikle gereklidir. Clnki, FBS ylksek
miktarda eksozom icermektedir ve FBS kaynakli bu eksozomlarin deneysel siirece

dahil olmamasi, yalnizca hiicre kaynakli eksozomlarin izolasyonu saglanmalidir.

Inkiibasyon isleminden sonra eksozom izolasyonu igin, HepG2 hiicreleri
tarafindan salinan eksozomlar1 igeren besiyeri; hiicreler, hiicre debrisi ve diger biiyiik
vezikiillerden arindirilmak igin 10 dakika 300 xg, 30 dakika 2 000 xg ve 45 dakika
10 000 xg seri santrifiijlemeye tabi tutularak hiicre kiiltiirii siipernatant1 elde

edilmistir.

Bir sonraki asamada eksozom izolasyon kiti kullanilarak protokole uygun
sekilde eksozomlar izole edilmistir. Manyetik tabanli bir izolasyon teknolojisi olan
MACS sisteminde kullanilan separatorler, esas olarak gii¢lii miknatislar olarak gérev
yapmaktadir. Bu separatorlere yerlestirilen kolonlar ile izolasyon alani
olusturulmustur. Tetraspanin proteinleri CD9, CD63 veya CDS81'l taniyan
mikroboncuklar kullanilarak  eksozomlarin izolasyonu pozitif secilim ile
gerceklestirilmistir. Kullanilan mikroboncuklar ile manyetik olarak etiketlenmis
eksozomlar kolon i¢inde tutulurken, etiketlenmemis vezikiiller ve hiicre bilesenleri
kolon boyunca ilerlemektedir. Kolonun manyetik alandan c¢ikarilmasindan sonra,

bozulmamis eksozomlarin izolasyonu tamamlanmis olmaktadir.

Slpernatant elde edildikten sonra 0.22 pm filtreden gegirilerek eksozom

izolasyon kiti protokolii asagidaki basamaklarla gerceklestirilmistir:
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1. Eksozom igeren slpernatanta 50 pL CD9, CD63 ve CD81 konjuge
mikroboncuklar eklenerek vortekslenmistir.

2. Ardindan, oda sicakliginda karanlikta 1 saat inkiibe edilmistir.

3. MACS standina puMACS separatorii takilarak manyetik alanina “p kolon”
yerlestirilmistir.

4. Kolon tzerine 100 pL Eqilibration buffer uygulanarak kolon hazirlanmustir.

5. Kolon 3 kez 100 pL izolasyon tamponu ile yikanmistir.

6. Manyetik olarak etiketlenmis numune vortekslenerek kolona uygulandiktan
ve aktiktan sonra, kolon 4 kez 200 pL izolasyon tamponu ile yikanmistir.

7. Kolon manyetik aywricidan g¢ikarilarak 1.5 mL eppendorf tlpe
yerlestirilmistir.

8. Kolon (izerine 100 pL izolasyon tamponu eklenerek piston yardimiyla

manyetik isaretli eksozomlarm eppendorf tiipline akmas1 saglanmustir.

Bu sekilde eksozom karakterizasyonu i¢in yapilacak olan Bradford, NTA ve

SEM analizleri i¢in par¢alanmamis eksozomlar elde edilmistir.

Eksozom igerigi ile ilgili yapilacak olan Nanodrop ve western blot analizleri
icin ise eksozomlarin parcalanarak proteinlerin elde edilmesi gerekmektedir. Bu
amagla yukarida detaylica anlatilan protokolde su degisiklikler yapilarak deneyler
gergeklestirilmistir:

1. Yukarida anlatildig: sekilde mikroboncuklar ile etiketlenmis eksozomlar1
iceren numune kolondan gecirilmistir.

2. Ardindan kolon 4 kez 200 pL izolasyon tamponu ile yikanmstir.
3. Kolon manyetik ayiricidan ¢ikarilarak eppendorf tiipe yerlestirilmistir.

4. Kolon (zerine 100 pL liziz tamponu eklenerek piston yardimiyla
eksozom lizatinin eppendorf tiipe akmasi saglanmistir. Ardindan yiikleme

tamponu ile karistirilarak western blot protokolii uygulanmustir.
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3.2.4. Eksozom Karakterizasyonu

Izole edilen eksozomlarm konsantrasyon ve boyut analizleri icin NTA,
goruntulenmesi icin ise SEM analizi uygulanmistir. Eksozom miktar1 Bradford
yontemi ile, eksozomlarin sahip oldugu toplam protein igerigi ise Nanodrop cihazi ile
belirlenmistir. Western blot yontemi ile ise eksozom igeriginde bulunan ve belirlenen

proteinlerin tayini gerceklestirilmistir.

Bradford Metodu ile Total Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicreden izole edilmis eksozom numunelerinin protein konsantrasyonunu
belirlemek igin Bradford protein tayin yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin prensibi,
negatif yikli olan Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasimin, proteinlerin pozitif
gruplar1 ile etkileserek olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin

Olciilmesi esasina dayanmaktadir.

[k olarak Sigir Serum Albumin (BSA) ve distile su ile 0.5mg/mL'lik bir stok
cOzelti hazirlanmistir. Ardindan, bu stok ¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda
standart cozeltiler hazirlanmistir. Standart grafik i¢cin seri diliisyonlar ile stok
BSA’dan sirasiyla 5, 10, 15, ve 20 pL alinarak son hacimleri 0.15 N NaCl iceren
distile su ile 100 uL’ye tamamlanmustir. Kor olarak ise 100 puL 0.15 N NaCl iceren
distile su kullanilmistir. Her tiipe 1 mL Bradford reaktifi eklenerek vortekslenmistir.
Ardindan, 2 dk oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. 1 mL'lik kuvartz kiivete alinan
standart soliisyonlarin 595 nm’de absorbansi Ol¢iilmiistiir. BSA standartlarinin
konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak bir standart egri olusturulmustur.
Protein  konsantrasyonu bilinmeyen o6rnekler i¢in de aynm1 basamaklar
gerceklestirilmistir. Burada BSA yerine numune eklenmistir. Cizilen grafik
yardimiyla protein konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin optik dansite degerlerinden
protein miktarlar1 belirlenmistir. Protein konsantrasyonlari, protein o6rneklerinin
absorbans degerleri standart egrinin dogrusal denklemine yerlestirilerek
hesaplanmistir. Ardindan, Slglim sonuglarindan milyon hiicre basina izole edilen

eksozom miktar1 hesaplanmustir.
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Hiicre lizatlarmin ve izole edilen eksozomlarin protein miktar1 da Nanodrop
cihaz1 kullanilarak Slgiilmiistiir. Eksozom membranlari lize edilerek toplam protein
icerigi belirlenmistir. Eksozomlar lizis soliisyonu ile parcalanarak vorteks ve
santrifiij basamaklarindan sonra siipernatant toplanmistir. Eksozom ve hiicre
lizatlarindaki proteinlerin analizi igin yiiklenecek protein konsantrasyonu Nanodrop

cihazi ile belirlenmistir.

Nanopar¢acik Izleme Analizi (NTA)

Eksozomlarin boyutu, boyut dagilimi1 ve konsantrasyon analizleri Hacettepe
Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan

NanoSight NS300 (Malvern Analytical) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ayni anda bir¢ok ayr1 partikiilii video ile izleme ve kaydetme yoluyla partikiil
boyut ve konsantrasyonunu analiz edebilen bu cihaz; kamera sistemi, siringa
pompasi ve elde edilen verileri isleyecek bir bilgisayar sisteminden olusmaktadir.
Cihazin ¢alisma prensibi, hem 151k sagciliminin hem de Brownian hareketinin
Ozelliklerinin kullanilmasi ile siv1 siispansiyonda nanopartikiiliin boyut dagilimmin
elde dilmesi ve kayit altina alinmasi esasina dayanmaktadir. 30 nm kadar kiiciik ¢capl
nanopartikiilleri bile 6l¢ebilme yetenegi nedeniyle, eksozomlarin tespitinde NTA
kullanim1 avantaj saglamaktadir. Ayrica, yontem numune hazirlamada kolaylik ve

hizl1 olmasindan dolay1 da tercih edilmektedir.

Hazirlanan eksozom numuneleri 1:10 000 oraninda PBS ile seyreltilmistir.
Analiz igin 40-255 nm c¢apindaki pargaciklari hedefleyen NP80 nanopore
kullanilmistir. Voltaj 0.56 V olarak ayarlanarak akim stabilize edildiginde partikiil
sayilar1 kaydedilmeye baslanmistir. Video, en az bes yakalama i¢in 60 saniyelik
araliklarla  nanopartikiilleri ~ degerlendirmistir.  Deney ¢  tekrarli  olarak
gerceklestirilmistir. Parcacik boyutu dagilimi ve eksozom konsantrasyonu, NTA

yazilimi strdim 3.3.301 kullanilarak elde edilmistir.
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Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) Analizi

Eksozomlarin gériintiillenmesi icin SEM analizi Hacettepe Universitesi ileri
Teknolojiler Uygulama ve Arastrma Merkezi Mikroskop ve Goruntileme
Laboratuvar1 biinyesinde bulunan Odaklanmis Iyon Demeti Taramali Elektron
Mikroskobu (FIB-SEM) (Tescan, GAIA3+, Oxford) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ik olarak, HepG2 hiicrelerinin besiyerinden izole edilen eksozomlar igeren numune,
1:10 000 oraninda PBS ile seyreltilerek temiz bir lam iizerine yayilmis ve
kurutulmustur. Karbon kapli elektron mikroskobu i1zgaralarina aktarilan numuneler,

taramal1 elektron mikroskobu yardimiyla goriintiilenmistir.

3.2.5. Paraoksonaz Enzim Ailesi Protein Duzeylerinin ve Aktivitesinin

Belirlenmesi

Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda elde edilen lizatlarmin total
protein duzeyleri belirlendikten sonra, PON enzim ailesi protein dizeylerinin
(PON1, PON2, PON3) belirlenmesi i¢in western blot protokolii uygulanmistir. SDS-
PAGE uygulanarak ayrilan proteinler iBlot transfer sistemi kullanilarak membrana
aktarilmustir. Siit tozu ile bloklanan membranlar, gece boyu ayri ayri primer
antikorlar (anti-PON1, anti-PON2, anti-PON3, a-Tibulin) ile +4°C’de inkiibe
edilmistir. Ertesi giin yikama isleminin ardindan 1 saat uygun sekonder antikorlar ile
(anti-mouse ya da anti-rabbit) inkiibe edilerek isaretlenmistir. Protein bantlarmin
goriintlisii ECL substrat kullanilarak goriintiileme cihazinda elde edilmistir. Son
olarak ImageJ programi kullanilarak protein bandi yogunluklari hesaplanmistir ve
protein ifade diizeyleri arasindaki farkliliklara bagh olarak korelasyon belirlenerek

yorumlanmistir.

PON enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Bu
yontem; PON'larin paraoksonaz (PON) ve laktonaz (LAT) aktivitelerini veren
paraokson ve dihidrokumarin substratlarmi hidrolize etme yeteneklerine
dayanmaktadir. Bu nedenle hem normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen hiicre
lizatlarmin hem de eksozom igeriginin bulundugu numunelerin paraoksonaz ve

laktonaz aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
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Paraksonaz Aktivitesinin Spektrofotometrik Olarak Olgtlmesi

Aktivite o0lcimu icin ilk olarak bazal aktivite tamponu ve substrat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Sonraki agsamada spektrofotometre dlgtimi igin kor ve 6rnek kuvartz
kiivetleri olusturulmustur. Kor kiiveti icin 850 pL bazal aktivite tamponu ve 100 pL
substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Son olarak tekrar bazal aktivite tamponundan 100 pL
eklenerek kiivet spektrofotometre cihazinin kor olarak tanimlanan bolimine
yerlestirilmistir. Ornek kiiveti icin ise 850 uL bazal aktivite tamponu, 100 pL
substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Son olarak hem normoksik ve hipoksik kosullarda elde
edilen hiicre lizatlarinin hem de eksozom igeriginin bulundugu numuneden 100 pL
eklenmistir. Hizlica 6rnek kiiveti de spektrofotometrenin 6rnek olarak tanimlanan
boliimiine yerlestirilmistir. Ardindan, 37°C de, 412 nm ve 1 dakikadaki absorbansta
meydana gelen degisim (dA/dt) elde edilmistir. Enzimatik aktivite (U/mL) olarak

asagida yer alan formil ile hesaplanarak ifade edilmistir.

U=((Reaksiyon hacmi x (dA/dt)) x 1000)/(€ x Enzim hacmi x d)
U: Enzim aktivitesi (U/mL),
dA/dt: Son absorbans ile ilk absorbans arasi fark,
€: molar absorptivite sabiti,

d: 151k yolunun uzunlugu (cm).

Normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen ve analiz edilen paraokonaz
enzim aktivitesi toplam protein miktarina oranlanarak normalize edilmis ve U/mg

protein olarak degerlendirilmistir.

Laktonaz Aktivitesinin Spektrofotometrik Olarak Olgiilmesi

Aktivite dlcimdi icin ilk olarak gerekli olan 50 mM Tris-HCI, 2 mM CacCl;
coOzeltileri ve substrat ¢ozeltisi olarak da DHC hazirlanmistir. Sonraki asamada
spektrofotometre 6lciimi icin kor ve 6rnek kuvartz kiivetleri olusturulmustur. Kor
kiveti igin 900 pL Tris-HCI, 85 pL CaCl; ¢ozeltileri ve 5 pL distile su eklenmistir.
Ardindan substrat ¢ozeltisi olarak 10 pLL. DHC eklenerek kiivet spektrofotometre

cihazmin kér olarak tanimlanan boliimiine yerlestirilmistir. Ornek kiiveti icin ise 900
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pL Tris-HCI, 85 pL CaCl ¢ozeltileri ve 10 uL DHC eklenmistir. Son olarak hem
normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen hiicre lizatlarinin hem de eksozom
iceriginin bulundugu numuneden 5 pL eklenmistir. Hizlica o6rnek kiiveti de
spektrofotometrenin 6rnek olarak tanimlanan bolimiine yerlestirilmistir. Ardindan,
37°C’de, 270 nm dalga boyunda, 3 dk siire ile kore karst kinetik 6lgiim alinmustir.
Absorbansta meydana gelen degisim (AA) elde edilerek enzimatik aktivite (U/mL)
olarak 1 dakikada 1 pmol DHC hidrolizi olarak asagida yer alan formil ile

hesaplanmistur:

U=(AA /dk) x ((Vt x 108) /(€ x [ X Vs)

U: Enzim aktivitesi (U/mL),
Vt: Toplam hacim (pL),

Vs: numune hacmi (uL),

€: molar absorptivite sabiti,

J: 151k yolunun uzunlugu (cm),

AA: Son absorbans ile ilk absorbans arasi fark (A2-Al).

Normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen ve analiz edilen laktonaz enzim
aktivitesi toplam protein miktarina oranlanarak normalize edilmis ve U/mg protein

olarak degerlendirilmistir.

3.2.6. PI3K/AKkt Sinyal Yolag1 Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Hem normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen hiicre lizatlarinin hem de
eksozom iceriginin bulundugu numunelerden total protein diizeyleri belirlendikten
sonra, PI3K/Akt sinyal yolag1 protein diizeylerinin (Akt, mTOR) belirlenmesi i¢in
western blot protokoll uygulanmstir. Segilen antikorlar Akt ve mTOR’a 6zgiidiir.
Akt ve mTOR proteinleri aktive oldugunda fosforillenirler. Bu sebeple bu ¢aligmada
bu proteinlerin aktiflesip aktiflesmedigini gostermek amaciyla p-Akt ve p-mTOR
primer antikorlar1 kullanilmistir. Bu proteinlerin hem total hem de fosforile halleri
arasinda degisimlere bakilarak yolak iizerindeki etkileri arastirilmistir. mTOR ve p-
MTOR proteinlerinin boyutlar1 biiyiik oldugu icin jel olarak %4-8’lik Bis-Tris jel

tercih edilmistir.
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%4-8’lik Bis-Tris jel asagidaki protokole gore hazirlanmis ve ardindan

yukarida detaylica anlatilan SDS-PAGE protokolii uygulanmaigtir.

%4-8lik Bis-Tris Jel Hazirlanmas:

1. Jel dokmek i¢in kullanilacak olan uzun ve kisa camlar, sirastyla distile su

ve %70’lik etil alkol ile dikkatli bir sekilde temizlenmis ve kurulanmaistir.

2. Uzun ve kisa camlar birlestirilerek, kenar ve alt kisimlarindan elektrik

bandi ile bantlanmis ve jel hazirlama standina yerlestirilmistir.

3. Hazirlanan bu diizenekte sizinti olmadigindan emin olmak i¢in camlar
arasma kalan bosluga distile su eklenerek kontrol edilmistir. Sizinti
olmadig1 garantilendikten sonra distile su ¢ekilmis ve kuruyan camlar

arasina jel dokme islemine gecilmistir.

4. Oncelikle ayirma jeli camlar arasma yiklenmistir. Ayrilma jeli %8’lik
olarak Tablo 3.4’de belirtilen kimyasal malzemeler kullanilarak
hazirlanmistir. Kimyasal malzemelerin sirasiyla eklenmesi gerekmektedir.
Bu noktada dikkat edilmesi gereken en énemli nokta, APS ve TEMED’in
karisima en son eklenmesi gerektigidir. Her kimyasalin eklenmesinin
ardindan homojenligin saglanmasi i¢in, jelin hazirlandigr falkon

tiiplindeki karisim dairesel hareketler ile karistirilmastir.

5. Son olarak, polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED’in de karisima
eklenmesinden sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak hazirlanan jel, camlar
arasinda kalan bosluga hava kabarcigi birakmadan aktarilmistir. Ayrilma

jeli, kisa camin iist kismindan yaklasik 1 cm asagisina kadar eklenmistir.

6. Ardindan jel iizerine izopropanol eklenerek iist kismm diiz bir sekilde

polimerlesmesi saglanmustir.

7. Ardindan yaklasik 30-60 dk jelin polimerlesmesi i¢in beklenmistir. Bu
asamada falkon tiipiinde arta kalan jel baz alinarak polimerizasyonun

tamamlanip tamamlanmadigi kontrol edilmistir.
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8. Ayirma jeli polimerlestikten sonra, jelin iizerindeki izopropanol filtre

kagidi1 yardimiyla ¢ekilerek uzaklastirilmstir.

9. Aywrma jeline benzer sekilde ylkleme jeli hazirlamak i¢in Tablo 3.4’de
yer alan kimsayallar sirasiyla miktarlarina uygun sekilde falkon tiipiine

aktarilmistir. Bu sekilde %4’liik yikleme jeli elde edilmistir.

10. TEMED’in de son olarak karisima eklenmesinin ardindan hizli bir sekilde
camlar arasinda kalan bosluga ayrilma jelinin iizerine, yukleme jeli de

aktarimistir.

11. Ardindan hizli ve dikkatli bir sekilde tarak yerlestirilmistir ve

polimerlesme icin beklenmistir.

12. Polimerizasyonun tamamlanmasmin ardindan ise camlar, kenarlarinda
bulunan bantlar ¢ikarilarak tanktaki haznesine titizlikle yerlestirilmis ve

sikistirilmastir.

13. Son olarak, ylritme tamponu ile tank doldurulmus ve tarak ¢ikarilarak
kuyucuklar yikanmistir. Bu sekilde kuyucuklar hazir hale gelmis ve
yukarida detaylica anlatildig1 sekilde western blot prokolii uygulanmastir.

Tablo 3.4. %4-8’lik SDS poliakrilamid jelin hazirlanisi.

Kimyasallar %4’lik Yiikleme Jeli (5 mL) | %8’lik Ayirma Jeli (10 mL)

ddH,0 2.975mL 4.6 mL

Akrilamid/Bis-akrilamid
(%30 / %0.8)

0.67 mL 3.4mL

0.5 M Tris-HCI, pH:6.8 | 1.25mL —

1.5 M Tris-HCI, pH:8.8 | — 2.6 mL
%10 SDS 0.05 mL 0.1mL
%10 APS 0.05 mL 100 pL
TEMED 0.005 mL 10 pL
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Yiritme isleminden sonra ayrilan proteinler iBlot transfer sistemi
kullanilarak membrana aktarilmistir. Siit tozu ile bloklanan membranlar, gece boyu
ayr1 ayr1 primer antikorlar (anti-Akt, anti-p-Akt, anti-mTOR, anti-p-mTOR, B-aktin)
ile gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin yikama isleminin ardindan 1 saat
uygun sekonder antikorlar ile (anti-mouse ya da anti-rabbit) inkibe edilerek
isaretlenmistir. Protein bantlarmin goriintiisi ECL substrat kullanilarak goriintiileme
cihazinda elde edilmistir. Son olarak Image] programi kullanilarak protein bandi
yogunluklar1 hesaplanmistir ve protein ifade diizeyleri arasindaki farkliliklara bagl

olarak korelasyon belirlenerek yorumlanmastir.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda elde edilen western blot sonuglar1 ilk olarak, ImageJ
Software (version 1.53k, National Institutes of Health, ABD) kullanilarak
housekeeping proteine (o-Tubilin veya B-aktin) normalize edildikten sonra, sayisal

verilere doniistiiriilmiistiir. Sonuglar ticer tekrarl olacak sekilde degerlendirilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen tim enzim aktivite seviyeleri, ELISA ve western
blot bulgulari, GraphPad Prism 8 (GraphPad Soware Inc., La Jolla, CA, ABD) ve
SPSS 26.0 for Windows (IBM SPSS, Armonk, NY) yazilimlar1 kullanilarak
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Tim istatistiksel analizler ortalama + standart
sapma (SD) olarak verilmistir. iki grup arasmdaki Korelasyon anlamlilik analizi
Student’s t-testi veya Mann-Whitney U testi, ¢oklu gruplar arasindaki anlamlilik
testleri ise One-Way ANOVA veya post hoc Tukey testi ile analiz edilmistir. Testlere
uygun grafikler ¢izilerek sonuclar degerlendirilmistir. Ayrica, tiim veriler arasindaki
iligkilerin istatistiksel olarak yorumlanmasi i¢in Pearson korelasyon analizi
gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
Anlamhilik diizeyleri ise *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 ve ****=p<0.0001

olarak tanimlanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. HepG2 Hiicre Hattinin Inverted Mikroskop Géoriintiileri

HepG2 hiicre hatt1 saglikli bir sekilde ekilmis, biiyiitiilmiis ve ¢ogaltilmigtir.
Hiicreler inkiibasyon siireleri boyunca canlilik, ¢cogalma ve kontaminasyon agisindan
inverted mikroskop altinda kontrol edilmistir. HepG2 hiicre hattinin diisiik ve yliksek
yogunluklardaki mikroskop goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. HepG2 hiicrelerinin inverted mikroskop altindaki goérintuleri A.
diistik yogunluklu hiicre alanlar1 B. yiiksek yogunluklu hicre
alanlar1. Olgek: 500 pum (10x byitme).

4.2. HepG2 Hiicre Hatti1 icin Uygun Hipoksi Maruziyet Siiresinin

Belirlenmesi ve HIF-1a Diizeylerine iliskin Bulgular

Hipoksik kosullarda 0Ozellikle HIF-1oo proteininin  artigt  hipoksinin
karakteristik 6zelligi olarak dikkat cekmektedir. Bu nedenle HepG2 hiicre hattinda
dogru hipoksik ortam maruziyet siiresini belirlemek ve hipoksiyi saptamak i¢in HIF-
la proteini diizeyleri analiz edilmistir. Ik olarak normoksik kosullarda ve 2, 4, 6, 12,
24 saat sure ile hipoksik kosullarda, hicrelerin %80-90 yogunluga ulagmasi
saglanmigtir. Ardindan hazirlanan hiicre lizatlarindan HIF-1a diizeyini belirlemek

icin ELISA ve western blot analizleri gergeklestirilmistir.

ELISA sonuglar1 dogrultusunda; 2, 4, 6, 12 ve 24 saat hipoksiye maruz
birakilan HepG2 hiicre hatlarinda sirasiyla ortalama 1.8088 ng/L; 2.8906 ng/L;
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2.1601 ng/L; 1.9485 ng/L; 1.0383 ng/L HIF-lo proteini iiretildigi tespit edilmistir.
Zamana bagli hipoksik kosullar altinda elde edilen HIF-lo. protein seviyeleri
kiyaslandiginda, optimum seviye 4 saatlik hipoksi maruziyetinde gézlemlenmistir.
Ayrica, HepG2 hucrelerinde 4 saatten fazla hipoksiye maruz kalmanin HIF-la

seviyelerinin diismesine yol actig1 gosterilmistir (Sekil 4.2).

HIF-1a protein diizeyi (ng/L)

2 4 6 12 24
Hipoksi maruziyet siiresi (s)

Hipoksi maruziyet siiresi 2saat 4saat 6saat 12saat 24 saat

Ortalama HIF-1a

protein seviyeleri (ng/L) 1.8088 2.8906 2.1601 1.9485 1.0383

Sekil 4.2. Farkli zaman siirelerinde (2, 4, 6, 12 ve 24 saatler) hipoksik kosullar

altinda HIF-1a protein seviyeleri

Normoksi ile kiyaslandiginda 4 saatlik hipoksik kosullarda ELISA HIF-la
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir (p<0.0001). HepG2 hiicre
hattinda kontrol grubu olarak degerlendirilen normoksik kosullarda ortalama 1.5493
ng/L HIF-la proteini tretilirken; uygun zaman olarak belirlenen 4 saat hipoksik
ortam maruziyeti sonrasinda ortalama 2.8906 ng/L HIF-lo proteini tiretilmistir (Sekil
4.3).
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Normoksi Hipoksi (4 s)

Ortalama HIF-1a
protein seviyeleri (ng/L)

1.5493 2.8906
Sekil 4.3. Normoksik ve hipoksik kosullar altinda HIF-1a protein seviyeleri
****=p<0.0001

Ayrica, HIF-1 a'min ekspresyonu normoksik ve hipoksik kosullar altinda
western blot ile incelenmistir. HIF-1o protein seviyeleri, p-aktin ile normalize
edilerek HIF-1o/p-aktin protein oranlar1 elde edilmistir. Western blot analizi
sonucunda da ELISA verilerine benzer sekilde, normoksik ve hipoksik kosullar
altinda HIF-1a protein ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gosterilmistir (p<0.001). HIF-1a protein ifade diizeylerinde en anlamli artisin
hipoksik ortama 4 saat maruziyet sonucunda ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Hipoksik
ortama 4 saatten uzun siire maruz kalmanin HIF-1 a'nin ekspresyonunda azalisa yol
actig1 dikkat cekmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. HIF-la. western blot analiz sonuglar1 (N=Normoksi) A. HIF-la (92
kDa) ve B-aktin (42 kDa) ile elde edilen membran gorlntlsu. B.
Normoksik ve zamana bagli hipoksik kosullar arasindaki protein
orant farki. Her numunenin optik yogunlugu, p-aktin
ekspresyonuna oranlanarak normalize edilmistir. Veriler HIF-1 a /

B-aktin olarak ifade edilmistir.

TUm bu sonuglar dogrultusunda, HepG2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda
HIF sinyal yolagmnin aktive edildigi ve HIF-la protein seviyesinin normoksik
kosullara gore arttig1 gosterilmistir. Ayrica, HepG2 hiicre hatt1 i¢cin uygun hipoksik
ortama maruziyet saati 4 saat olarak belirlenmis ve sonraki deneysel asamalar igin

hipoksik grup olusturmak amaciyla 4 saat hipoksi maruziyeti uygulanmustir.

43. HepG2 Hiicre Hattindan izole edilen Eksozomlarin

Karakterizasyonuna iliskin Bulgular

Uygun hipoksik ortam maruziyet siresi, 4 saat olarak belirlendikten sonra
HepG?2 hiicre hatt1 hipoksik grup igin 4 saat hipoksiye maruz birakilmis ve eksozom
izolasyonu gercgeklestirilmistir. Ayrica normoksik kosullarda ¢ogaltilan HepG2 hiicre
hattindan da eksozomlar izole edilmistir. Eksozomlar CD9, CD63 ve CD81
antikorlarina 6zgt pozitif segilim ile elde edildikten sonra, ilk olarak miktar tayini
icin Bradford yontemi uygulanmustir. Oncelikle hazirlanan BSA seri diliisyonlarr ile
elde edilen standart grafigi elde edilmistir (Sekil 4.5). Ardindan eksozomlarin protein
konsantrasyonlari, standart grafikten elde edilen denklem kullanilarak belirlenmistir.
HepG2 hiicrelerinden elde edilen eksozom suspansiyonunun ortalama protein

konsantrasyonu 0.5306 pg/pL olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Bradford yontemi ile elde edilen eksozom konsantrasyonu BSA
standartlar1 ~ kullanilarak  elde edilen  absorbans-protein

konsantrasyonu standart grafigi (R?=0.9896).

Numune 1 2 3 4 5 6 Ort

(Eu'j:/‘:ff)m Konsantrasyonu | 561 | 05235 | 0.4935 | 0.5785 | 0.5285 | 0.4985 | 0.5306

Sekil 4.6. BSA standartlar1 kullanilarak elde edilen eksozom protein konsantrasyonu

(Mg/pL).

Ayrica eksozomlarin konsantrasyonlarini, boyutlarini ve boyut dagilimlarini
belirlemek icin NTA uygulanmistir. Eksozomlar 1:10 000 (v:v) oraninda PBS ile
seyreltilerek karakterize edilmistir. NTA verilerine gore, HepG2 hiicre hattindan
izole edilen eksozomlarm boyut dagilimi yaklagik 50-200 nm olarak belirlenmistir
(Sekil 4.7). Eksozomlarin ortalama boyutu 103.7+0.7 nm ve ortalama bi¢im (mod)
boyutu 83.0+1.1 nm olarak belirlenmistir. Eksozom konsantrasyonun 1.01x10%3+
3.06 x10' partikiil/mL oldugu ve gerceve basina partikiil sayisinin 86.9+1.8
partikul/cerceve oldugu da tespit edilmistir. Sonug olarak Sekil 4.7’de gosterilen
grafikler elde edilmistir. Bu sayede NTA analizi ile, eksozomlarin basarili bir sekilde

izole edildigi dogrulanmustir.
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Sekil 4.7. HepG2 hiicre hatlarindan salinan eksozomlarin NTA analizi ile
karakterizasyonu. A. Eksozomlarm boyut dagilimi ve ortalama
partikiil ¢ap1. B. Eksozomlarin yogunluk/boyut dagilimi. Grup
sayist n=3 ve hata cubuklar1 ortalama +1 standart hatay1

gostermektedir.

HepG2 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin varligmi, boyutunu ve
morfolojilerini tanimlayarak karakterize etmek i¢in ise SEM analizi yapilmistir.
Eksozomlarin izolasyonu besiyeri siipernatantindan protokole uygun olarak
gerceklestirilmistir. izole edilen siispanse haldeki eksozomlarm kiiresel ve zarl
yapidaki SEM goriintiileri Sekil 4.8’da gosterilmistir. Sonuglar dogrultusunda,
eksozomlar basarili bir sekilde izole edilmis ve boyut ve morfoloji agisindan literatlr

ile uyumlu sekilde goriintiilenmistir.

SEM HV: 5.0 kV Det: In-Beam SE | | Ll GAIA3 TESCAN

SEM MAG: 100 kx  View fieid: 2.07 ym | 500 nm |
View field: 2.07 ym Scan speed: 6 HUNITEK

Sekil 4.8. HepG?2 hiicre hatlarmdan salinan eksozomlarin SEM gorintuleri
(6l¢ek gubugu 500 nm ve 1um)
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4.4. PON1, PON2 ve PON3 Proteinlerinin Western Blot Bulgular

HepG2 hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin basarili bir sekilde
karakterize edilmesinin ardindan hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
deneyler devam ettirilmistir. Normoksik ve hipoksik olmak tizere olusturulan bu iki
grupta da hem hiicre lizat1 olusturulmus, hem de eksozom izolasyonu
gergeklestirilerek eksozom igerigi elde edilmistir. Olusturulan eksozom ve hiicre
lizatlarmin total protein konsantrasyonlar1 NanoDrop cihazi ile belirlenmistir.
Ardmdan, eksozom ve hiicre lizatlarinin proteinleri SDS-PAGE {izerinde ayrilarak
PON1, PON2, PON3 ve o-Tlbllin antikorlar1 ile inkiibe edilmistir.
Elektroblotlamanin ardindan PVDF membranda goriintiiler elde edilmistir. Ancak
izole edilen eksozom lizatlarmda PON1, PON2 ve PON3 proteinleri

gozlemlenememistir.

HepG2 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik numunelerin PON1, PON2,
PON3 ve a-Tibulin dizeylerinin western blot analizi sonucunda elde edilen bant
gortintiileri Sekil 4.9 (A)’da gosterilmistir. Ayrica elde edilen bant gériintiilerinin
optik yogunlugu hesaplanarak normalize edilen PON duzeylerinin normoksik ve
hipoksik kosullardaki degisimi Sekil 4.9 (B, C, D)’de gosterilmistir. Sonuglar
dogrultusunda, HepG2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda, normoksik kosullara
kiyasla PON1, PON2, PON3 ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. PON enzim ailesi western blot analiz sonuglar1 A. PON1 (42.9
kDa), PON2 (43.5 kDa), PON3 (40 kDa) ve a-Tubulin (50 kDa) ile
elde edilen membran goriintiisii. Her numunenin optik yogunlugu,
a-Tibiilin ekspresyonu kullanilarak normalize edilmistir. B. PON1
ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler PON1/a-Tibiilin olarak ifade edilmistir. C.
PON2 ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler PON2/a-Tiibiilin olarak ifade edilmistir. D.
PON3 ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler PON3/a-Tiibiilin olarak ifade edilmistir.
N=Normoksi H=Hipoksi **=P<0.01 ***=P<0.001

4.5. Paraoksonaz ve Laktonaz Aktivitesine Iliskin Bulgular

Hem normoksik ve hem de hipoksik kosullarda elde edilen hiicre lizatlarinda
paraoksonaz ve laktonaz aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Ancak

hem normoksik hem de hipoksik kosullarda elde edilen eksozom igeriginde PON
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enzim ailesi diizeyleri western blot yontemi ile gdzlemlenemedigi i¢in enzim aktivite

diizeyleri analiz edilememistir.

HepG2 hiicre hatt1 i¢in segilen uygun siire (4 saat) hipoksik ve normoksik
kosullarda elde edilen numuneler, paraoksonaz aktivite seviyeleri agisindan
kiyaslanmustir. Hipoksik paraoksonaz aktivitesi normoksik aktiviteden istatistiksel
olarak anlamli derecede diigiik bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 4.10).
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Ortalama Paraoksonaz
9 9g 9
Enzim Aktivitesi (U/mg) 22334 11.1657

Sekil 4.10. HepG2 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullar altinda
paraoksonaz enzim aktiviteleri. Paraoksonaz enzim aktivitesi
toplam protein miktarma oranlanarak normalize edilmis ve

U/mg protein olarak degerlendirilmistir. ****=p<0.0001

HepG2 hiicre hatt1 i¢in segilen uygun sire (4 saat) hipoksik ve normoksik
kosullarda elde edilen numuneler, laktonaz aktivite seviyeleri agisindan da
kiyaslanmustir. Hipoksik laktonaz aktivitesi, normoksik aktiviteden istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. HepG2 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullar altinda
laktonaz enzim aktiviteleri. Laktonaz enzim aktivitesi toplam
protein miktarina oranlanarak normalize edilmis ve U/mg

protein olarak degerlendirilmistir. ****=p<0.0001

4.6. PI3K/Akt Sinyal Yolag1 Proteinleri olan Akt ve mTOR Proteinlerinin
Western Blot Bulgular

Hem normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen hiicre lizatlarmin, hem de
eksozom igeriginin bulundugu numunelerden total protein diizeyleri belirlenmistir.
Ardindan, PI3K/Akt sinyal yolagi proteinlerinden Akt ve mTOR dizeylerinin
belirlenmesi igin western blot protokolii uygulanmistir. Akt ve mTOR proteinleri
aktive oldugunda fosforillenir. Bu sebeple aktiflesip aktiflesmedigini gostermek
amaciyla total formlarinin yanisira fosforile formlari olan p-Akt ve p-mTOR
proteinleri de analiz edilmistir. Sonuglar, B-aktin veya o-Tibiilin antikorlar: ile

normolize edilerek degerlendirilmistir.

HepG2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda, normoksik kosullara kiyasla Akt
ve p-Akt ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01)
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. HepG2 hiicre lizatlarinin Akt western blot analiz sonuglar1 A. Akt

(55 kDa), p-Akt (60 kDa) ve B-aktin (42 kDa) ile elde edilen
membran goriintiisi. Her numunenin optik yogunlugu, p-aktin
ekspresyonu kullanilarak normalize edilmistir. B. Akt ekspresyon
miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar arasindaki fark.
Veriler Akt/B-aktin olarak ifade edilmistir. C. p-Akt ekspresyon
miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar arasindaki fark.
Veriler p-Akt/B-aktin olarak ifade edilmistir. N=Normoksi
H=Hipoksi ***=p<0.001 ****=p<0.0001

HepG2 hiicre hattindan elde edilen eksozom lizatlarinda ise hipoksik

kosullarda, normoksik kosullara kiyasla Akt ve p-Akt ekspresyonundaki istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir azalma dikkat cekmektedir (p<0.05) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. HepG2 eksozom lizatlarmin Akt western blot analiz sonuglar1 A.
Akt (55 kDa), p-Akt (60 kDa) ve a-Tubulin (50 kDa) ile elde
edilen membran goriintiisii. Her numunenin optik yogunlugu, o-
Tlbulin ekspresyonu kullanilarak normalize edilmistir. B. Akt
ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler Akt/o-Tubulin olarak ifade edilmistir. C.
p-Akt ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler p-Akt/a-Tulbulin olarak ifade edilmistir.
N=Normoksi H=Hipoksi *=p<0.05 ****=p<0.0001

HepG2 hiicre lizalar1 ile eksozom igerigi Akt ve p-Akt verileri agisindan
kiyaslanmistir. Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda Akt proteininin hiicre
lizatlarma kiyasla eksozom igeriginde arttig1 gosterilmistir. Ancak p-Akt proteininin

ise hiicre lizatlarinda daha fazla bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Normoksik ve hipoksik kosullarda HepG2 hiicre ve eksozom
lizatlarmin Akt ve p-Akt western blot analiz sonuglari. Her
numunenin optik yogunlugu, housekeeping protein ekspresyonu

kullanilarak normalize edilmistir.

HepG2 hiicre hattinda hipoksik kosullarda, normoksik kosullara kiyasla
MTOR ve p-mTOR ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.01) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. HepG2 hiicre lizatlarinin mTOR western blot analiz sonuglar1 A.
mTOR (215 kDa), p-mTOR (220 kDa) ve B-aktin (42 kDa) ile
elde edilen membran goriintiisii. Her numunenin optik yogunlugu,
B-aktin ekspresyonu kullanilarak normalize edilmistir. B. mTOR
ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik kosullar
arasindaki fark. Veriler mTOR/B-aktin olarak ifade edilmistir. C.
p-mTOR ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve hipoksik
kosullar arasindaki fark. Veriler p-mTOR/B-aktin olarak ifade
edilmistir. N=Normoksi H=Hipoksi **=p<0.01 ***=p<0.001

HepG2 hiicre hattindan elde edilen eksozom lizatlarinda ise hipoksik
kosullarda, normoksik kosullara kiyasla mTOR ve p-mTOR ekspresyonundaki
istatistiksel olarak anlamli azalis dikkat gekmektedir (p<0.01) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. HepG2 eksozom lizatlarinin mTOR western blot analiz sonuglari

A. mTOR (215 kDa), p-mTOR (220 kDa) ve o-Tubulin (50 kDa)
ile elde edilen membran gorunttsi. Her numunenin optik
yogunlugu, o-Tubllin ekspresyonu kullanilarak normalize
edilmistir. B. mTOR ekspresyon miktar tayini ve normoksik ve
hipoksik kosullar arasindaki fark. Veriler mTOR/a-TUbulin olarak
ifade edilmistir. C. p-mTOR ekspresyon miktar tayini ve
normoksik ve hipoksik kosullar arasindaki fark. Veriler p-
MTOR/a-Tlbllin  olarak  ifade  edilmistir.  N=Normoksi
H=Hipoksi ****=p<0.0001

HepG2 hiicre lizatlarinda eksozom igerigine oranla mTOR ve p-mTOR

verilerinin  0zellikle hipoksik kosullarda arttig1 tespit edilmistir. Normoksi

durumunda eksozom igeriginde mTOR diizeyleri hiicre lizatlar1 ile kiyaslandiginda

eksozom iceriginde artmis bulunmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Normoksik ve hipoksik kosullarda HepG2 hiicre ve eksozom
lizatlarinn mTOR ve p-mTOR western blot analiz sonuglar:.
Her numunenin optik yogunlugu, housekeeping protein

ekspresyonu kullanilarak normalize edilmistir.

4.7. Protein Verilerinin Korelasyon Analizine ilskin Bulgular

Hem normoksik ve hipoksik kosullarda elde edilen hiicre lizatlarmnin, hem de
eksozom igeriginin bulundugu numunelerin protein bulgular1 yukarida detaylica
anlatilan sekilde belirlenmistir. Ardindan tez kapsaminda elde edilen tiim veriler

aras1 korelasyon analizleri ger¢eklestirilmistir.

HepG2 hiicre hattinda normoksik kosullarda, PON2 ve p-Akt ekspresyonlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde pozitif yonli korelasyon saptanmistir
(r=1.000, p=0.018). PON2 ekspresyonunun arttigi durumlarda p-Akt ekspresyonunun

da anlaml diizeyde arttig1 tespit edilmistir.

HepG2 hiicre hattinda normoksik kosullarda, mTOR ve p-mTOR
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde negatif yonlu korelasyon
saptanmustir (r=-1.000, p=0.018). mTOR ve p-Akt ekspresyonlari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli sekilde negatif yonlu Korelasyon saptanmustir (r=-0.998,
p=0.041). mTOR ekspresyonunun azaldigi durumlarda p-mTOR ve p-Akt
ekspresyonlar1 anlamli diizeyde artmaktadwr. Ayrica p-mTOR ve p-Akt

ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde pozitif yonlii korelasyon
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saptanmustir (r=0.999, p=0.022). p-Akt ekspresyonunun arttigi durumlarda p-mTOR

ekspresyonunun da anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.

HepG2 hiicre hattinda normoksik kosullarda, PON2 ve eksozomal Akt
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde pozitif yonlii korelasyon
saptanmustir (r=0.998, p=0.038). p-Akt ve eksozomal Akt ekspresyonlar1 arasinda da
istatistiksel olarak anlamli sekilde pozitif yonli korelasyon saptanmistir (r=0.999,
p=0.020). PON2 ve p-Akt ekspresyonlarmin hiicrede arttigi durumlarda, eksozomal

Akt ekspresyonunun da anlaml diizeyde arttig1 tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Hepatoseliiler karsinom, sinirli terapotik segenekleri ve diisiik sagkalim orani
ile karaciger kanserinin en 6nemli tirlerinden biridir. HCC’de diisiik oksijen seviyesi
ile karakterize edilen hipoksik mikrogevre hayati bir rol oynamakta ve HCC,
hipoksik tumor olarak degerlendirilmektedir (110-112). Hipoksinin HCC'de immiin
kagisi, invazyon ve metastazi, hiicre proliferasyonu aktivasyonunu, ila¢ direncini,
timor gelisimini, genetik instabiliteyi, anjiyogenezi, metabolizmada yeniden
dizenlemeyi ve apoptoz inhibisyonunu tesvik ederek tiimor agresifligine katki
sagladigr kanitlanmgtir (111-115). Tumor hicrelerinin metastatik fenotipler igin
daha invaziv hale gelmesine olanak veren HIF-la proteini, hipoksik kosullarda
indUklenerek bir¢ok protein ile etkilesime girmektedir (6,49,116,117).

Ancak literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, dikkat ¢ekici bir sekilde kronik
miyelojen l6semi, embriyonik bobrek (49), kolon kanseri ve malign melanom (118)
gibi baz1 hicrelerin normoksik kosullar altinda dahi HIF-la ekspresyonu gosterdigi
vurgulanmaktadir. Bu duruma, karaciger kanseri hiicre hatlar1 olan HepG2, HepG-3B
ve Huh-7 hiicre hatlar1 da 6rnek verilebilir (115,119). Yapilan ¢alismalarda HCC
orneklerinin yaklasik %60'min zaten pozitif HIF-la ifadesine sahip oldugu
gosterilmistir (115,120,121). Bu nedenle, hipoksi ¢alismalarinda HIF-la'nin bazal
seviyelerini tespit etmek icin bir normoksik kontrol kullanmak ¢cok énemlidir (49).
Tiim bunlar g6z 6niinde bulundurularak ¢alismamizda, hepatoselliler karsinom hiicre
hatti olan HepG2 hiicre hattinda HIF-lo seviyelerini hem normoksik hem de
hipoksik kosullar altinda arastirdik. Sonug¢ olarak, c¢alismamizda normoksik
kosullarda da HIF-la go6zlenmesine ragmen hipoksik kosullarda HIF-1a
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis tespit edilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4).

Genellikle HIF-1a protein seviyesini oksijen bagimli ubikitinasyon kontrol
etmektedir. Ancak, HIF-1o stabilitesini kontrol eden baska faktorler de
bulunmaktadir (122). Bu mekanizma tam olarak aydinlatilamamis olsa da,
normoksiden hipoksiye dogru degisen oksijenasyonun, tiimorlerde statik olmadigi ve
dalgalanan seviyeler gosterdigi yapilan ¢alismalar ile bildirilmistir (7,123). Ayrica,
HIF-1a protein seviyeleri zamana bagli hipoksik kosullar altinda dalgalanmaktadir.

Jaskiewicz ve ark. primer endotel hiicrelerinde, 4 saatlik hipoksi maruziyetinde HIF-
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1 ekspresyonunun en yiiksek oldugunu, 8 saat’lik hipoksi sonrasinda ise azaldigini
gostermistir (124). Moszynska ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise
HIF-1a seviyelerinin maksimum degerlerine 6 saat hipoksi maruziyetinde ulasildig:
gozlenmistir. HIF-1a diizeylerinin normoksik kontrole kiyasla 12 ve 24 saat sonra ise
distiigii dogrulanmistir (125). HCC'de yapilan bir ¢alismada ise, 0-4 saat hipoksik
kosullar altinda artan HIF-la protein seviyesi belirlenmis ve 4 saatten daha uzun
stireli hipoksi altinda HIF-la protein seviyesinin diistiigli dogrulanmistir (126).
Caligmamizda, HepG2 hiicre hattinin uygun hipoksi maruziyet stresini belirlemek
icin farkli hipoksik zaman dilimlerinde (2, 4, 6, 12 ve 24 saatler) HIF-1a protein
seviyeleri western blot ve ELISA yontemleri ile tespit edilmistir. Elde edilen veriler,
literatr ile uyumlu olarak HIF-1a protein seviyelerinin zamana bagli dalgalanma
gosterdigini dogrulamaktadir. HepG2 hiicre hatt1 i¢in uygun hipoksi maruziyet
siiresini 4 saat olarak belirledik ve 4 saatten fazla hipoksiye maruz kalmanin HIF-1a

seviyelerinin diismesine yol actigmi gézlemledik (Sekil 4.2, Sekil 4.4).

ROS; HIF-la ekspresyonunun ve aktivasyonunun dizenlenmesinde, oksidatif
stres ve redoks durumu da etkilidir (68,127). ROS'un, PHD’nin Katalitik aktivitesi
icin gerekli olan demiri oksitledigi ve bu enzimin aktivitesini azalarak HIF-la'y1
stabilize ettigi ileri stiriilmiistiir (127). Ayrica literatiirdeki ¢alismalar ile hipoksinin
de ROS uretimini artirdig1 belirtilmistir (6,7). Yani ROS ve hipoksi arasindaki ¢ift

tarafli iliskinin varlig1 literattirde dikkat cekmektedir.

ROS; hiicre proliferasyonu, apoptoz, otofaji ve gen transkripsiyonunun
aktivasyonu i¢in hiicrenin sinyal yollarini diizenlemektedir (8). Hiicreler ROS’larin
zararl ve toksik etkilerine kars1 antioksidan savunma sistemi gelistirmistir. Bu hayati
savunma sistemi ile ROS’larin hiicrede dengede tutulmasi saglanmaktadir (8,9).
Ancak, karsinogenez sirecinde artan ROS seviyelerine ek olarak bu antioksidan

savunma sisteminde de degisiklikler meydana gelmektedir.

Son zamanlarda bir¢ok ¢alisma, bir enzimatik antioksidan olan PON enzim
ailesi (PON1, PON2, PON3) ve kanser arasindaki ilgkinin aydinlatilmasina
odanlanmistir. PON enzim ailesi Uyelerinin genotip, aktivite ve/veya ekspresyon
degisimlerinin 6nemi kanserden etkilenen hastalarda ve in vitro olarak ¢esitli kanser
hiicrelerinde gosterilmistir. PON’lar, hiicreleri oksidatif stresten koruyarak

antioksidan savunmada ve hiicre davranisiin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu
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durumun karsinogenez siirecinde; apoptozun engellenmesi, kanser hiicresinin hayatta
kalmasi, hiicre proliferasyonu ve invazyon gibi Onemli durumlar ile de
iligkilendirildigi ve PON enziminin potansiyel bir onkogen davranisi gosterdigi
diistiniilmektedir (11-13,68).

Karaciger, anatomik konumu ve islevleri nedeniyle bir¢ok kronik
yaralanmaya kars1 savunmasizdir. Hiicre i¢i antioksidan sistemi sayesinde de cesitli
ilaglarin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasi1 sirasinda olusan serbest radikalleri
temizleme konusunda olaganiistii bir yetenege sahiptir. Hepatositlerde azalan
antioksidan savunma ile birlikte artan serbest radikal {iretimi, ¢esitli karaciger islev
bozukluklarina yol a¢an oksidatif stresin ilerlemesini desteklemektedir. Bu nedenle,
karacigerde oksidatif stres HCC olusumunda da rol oynamaktadir. Cok sayida
deneysel ve klinik ¢aligma ile antioksidanlarin karaciger hastaliklar1 tizerinde
hepatoprotektif etkileri oldugu bildirilmistir (128). Onemli bir antioksidan olan PON
enzim ailesinin tim Uyeleri karacigerde eksprese edilmektedir. Bu nedenle, en
yaygm birincil karaciger malignitesi olan HCC, PON c¢alismalar1 icin dikkat
cekicidir. Ayrica, PON ekspresyonunu diizenleyen sinyal iletim yollarmin
arastirilmasi;  karsinogenez  silirecindeki  mekanizmanin  aydmlatilmast  ve
kemoterapotikler icin potansiyel hedeflerin belirlenmesi de son derece 6nemlidir (68)
(129).

PON enzimleri; paraoksonaz, arilesteraz, laktonaz, peroksidaz ve tiyolaktonaz
aktiviteleri gostermektedir. PON ve aktiviteleri ile ilgili yapilan c¢alismalarda,
Ozellikle paraoksonaz enzim aktivitesi lizerine yogunlagilmistir. Bas boyun (130),
mesane (131), kolorektal (132,133), meme (132,134,135), prostat (136), akciger
(132,135), non-Hodgkin lenfoma (135) ve merkezi sinir sistemi (137) gibi ¢esitli
kanser tiirlerinde kontrol grubuna kiyasla diisiik paraoksonaz aktiviteleri dikkat
cekmektedir. Diisik PON aktivitesinin, oksidatif stresi artirdigi ve kanser
hastalarinda kétii prognoz ile bu durumun iliskilendirildigi diistiniilmektedir
(68,138). PON aktivitesinin Ol¢timii, karaciger fonksiyonunun degerlendirilmesi i¢in
potansiyel bir test olarak Onerilmistir (139). 807 kronik karaciger hastaligi olan
bireylerin degerlendirildigi kapsamli bir meta-analiz ¢aligmasinda, kontrol grubuna
kiyasla PON aktivitelerinin 6nemli diizeyde distiigii tespit edilmistir (140). Ayrica

yapilan caligmalarda karaciger kanserinde de paraoksonaz aktivitesinin azaldigi
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gosterilmistir (132,141). PON1, hem esteraz hem de laktonaz aktivitelerine sahiptir.
PON2 ve PONS3 ise sadece laktonaz aktivitesine sahiptir (139). Bu nedenle
calismamizda HepG2 hiicre hattinda paraoksonaz aktivitesinin yaninda laktonaz
aktivitesi de analiz edilmistir. Ozellikle, PON1'in, lipoproteinler ve hiicrelerdeki lipid
peroksitleri parcalama yetenegini laktonaz aktivitesi ile gergeklestirdigi ve kronik
karaciger hastaliklarinin patofizyolojisinde yer alan anahtar siiregler olan oksidatif
stres ve inflamasyona karst bu 0Ozelligi ile koruyucu bir rol uUstlendigi ileri
stirilmiistiir (139). PON3'in karaciger hastaligina yol agan histolojik degisiklikleri
ve karaciger hiicresi apoptozunu onleyen hepatoprotektif bir role sahip oldugu ve bu
koruma etkisini, laktonaz ve antioksidan aktiviteleri ile iliskili olarak gerceklestirdigi
bildirilmistir (142). Kolorektal kanser hastalarinda azalan laktonaz aktivitesi, kronik
ve akut inflamasyon ile iligskilendirilerek HDL azalmasinin nedeni olabilecegi ileri
stirtilmistir (143). Calismamizda normoksik kosullar ile kiyaslandiginda hipoksik
kosullarda hem paraoksonaz hem de laktonaz aktivitesinin anlamli diizeyde azaldig1
tespit edilmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11). Timor agresifligi ile yakim iliskili olan
hipoksi durumunun, aktivite tizerindeki bu etkisi, HCC’de tiimé6r ilerlemesi ile

iliskilendirilmektedir.

PON enzim aile Gyelerinin ekspresyon degiskiliklerinde c¢eliskili sonuglar
olsa da, yapilan ¢alismalar sonucunda karsinogenez surecinde onkogen olabilecegi
onerilmektedir. Ozellikle upregiile olarak bu siirece katki saglayan PON enzimleri ile
yapilan ¢aligmalar kanserdeki dnemini gozler 6niine sermektedir. PON2 ekspresyon
artisginin, oral skuamdz hicreli karsinomda (OSCC), mitokondriyal ROS aracili
apoptoza karst koruma saglayarak hiicresel stres direncini onemli Ol¢iide arttirdigi
bildirilmistir (144). Benzer sekilde prostat karsinomu, renal karsinom, mesane
kanseri, glioblastoma, mide kanseri, meme kanseri ve hepatoselliler karsinom gibi
bazi solid tiimorlerde de PON2 artisi tanimlanmistir (68,145). Ayrica, 31 farkli
kanser turtine sahip 10 000'den fazla hastadan alinan tiimor 6rneklerinden elde edilen
RNA ve DNA dizileme verilerinin biyoinformatik analizi ile yapilan bir ¢alismada
da, ylksek diizeyde PON2 ekspresyonu kotii prognoz ile iligkilendirilmistir. Bu
calisma sonucunda analiz edilen kanser tiirleri arasinda 6zellikle PON2'nin en yiiksek
ekspresyon seviyesinin karaciger kanserinde gézlemlenmesi dikkat ¢ekicidir (146).
Benzer sekilde literatiirde PON3 enziminin de ekspresyon artigini gosteren ¢caligmalar

mevcuttur. PON3 upregiilasyonu, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu ile
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iliskilendirilmistir (17). Ozellikle, PON2 ve PON3 enzimlerinin anti-apoptotik
aktivite kazandirarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasinda ve kemoterapi
direncinde rol oynadigi belirtilmistir (68,145). Karageng ve ark. yaptigi ¢alismada
HIF-1 transkripsiyon faktoriiniin hipoksik ve normoksik kosullarda PON2 ile
iliskisini arastrmistir. Insan kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri hiicre hatlarinda
(H1299, A549 ve PC14), normoksik kosul ile kiyaslandiginda 4 saat hipoksik
kosulda PON2 ekspresyonunun artisi tespit edilmistir (147). HepG2 hiicre hattinda
PON1, PON2 ve PON3 ekspresyonunu analiz ettigimiz ¢alismamizda, literatlr ile
uyumlu olarak normoksi ile kiyaslandiginda hipoksik kosullarda anlamli derecede
artig tespit edilmistir (Sekil 4.9). Sonu¢ olarak, 6zellikle tumdrun ilerlemesini takiben
artan hipoksi durumunda PON enzim ailesi tyelerinin upregiile olarak onkogen gibi

davranabilecegi ileri siiriilebilir.

Yapilan c¢alismalarda PON ekspresyonunun diizenlenmesinde sinyal
yolaklarmin da etkili oldugu dikkat ¢ekmektedir (68). Oksidatif stresin hicresel
yanitinda 6nemli rol oynayan sinyal iletim yollarindan biri olan PI3K/Akt yolagi,
ROS detoksifikasyonunu ve redoks homeostazin1 kolaylastirmaktadir. PI3K/Akt
sinyal yolagi, ¢esitli antioksidan yolaklar1 dogrudan aktive etme kapasitesine sahiptir
(14).

Normal hiicrelerde sinyal iletim yolaklari, eksojen biiyiime faktorlerinden,
sitokinlerden veya hormonlardan gelen sinyalleri alarak, hiicre fizyolojisindeki
adaptif degisiklikler dogrultusunda hiicresel fonksiyonlar1 kontrol etmektedir.
Hiicrede yaygin olarak bulunan ve bliyiime faktorii tarafindan diizenlenen PI3K/Akt
sinyal yolagi, besin tastyicilarinin ve metabolik enzimlerin dogrudan diizenlenmesi
veya metabolik yollarin temel bilesenlerinin ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktorlerinin kontroli yoluyla hiicresel metabolizma Gzerinde etkilere
sahiptir (148). Bu sinyal yolaginin anormal aktivasyonu, HCC de dahil birgok kanser
tirinde en sik gorilen olaylardan biridir. Bu siiregte onkogenler ve timor baskilayict
genler gorev almaktadir (17,79). Bu yolak, kanserde proliferasyon, farklilagsma,
apoptoz, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre hareketliligi, timdr biliylimesi ve
anjiyogenez gibi bir¢ok hiicresel siirecte onemli rol oynamaktadir (149). Hicresel

redoks homeostazinda Onemli goriilmesine ragmen, PI3K/Akt yolagmin
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antioksidanlar ile iligkisinin mekanizmasi hala aydinlatilmayr beklemektedir. Bu
aragtirma alani, yalnizca yeni biyobelirteglerin tanimlanmasi igin degil, ayn1 zamanda
daha guclt terapdtik kombinasyonlar1 uygulama olanagi sunmasi ile de umut
vadetmektedir (14). Ayrica literatirde PON enzim ailesi Uzerinde PI3K/Akt
yolagmin etkisi ile ilgili yapilan c¢alismalar smirlidir. Zhu ve ark. 2017 yilinda
yaptiklar1 c¢alismada PON3’un, OSCC’de PI3K/Akt yolagi tizerinden hiicre
proliferasyonunu ve metastaz1 gelistirdigine dikkat c¢ekmistir (17). Bir baska
caligmada ise ROS iiretiminin, hiicresel PON2 ekspresyonu ve PI3K sinyal yolagi ile
iliskili oldugu bulunmustur (16). Bu nedenle hem 6nemli bir antioksidan olan hem de
karsinogenez surecinde potansiyel bir onkogen olarak 6nerilen PON enzim ailesinin
PI3K/Akt sinyal yolag: ile iligskisinin aydinlatilmast amaciyla g¢alismamizda
PI3K/Akt sinyal yolagi proteinleri olan Akt ve mTOR ekspresyonlar1 da analiz
edilmistir. Normoksik kosullara kiyasla hipoksik kosullarda Akt ve mTOR
proteinlerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica hipoksik kosullarda bu proteinlerin aktive
formlar1 olan p-Akt ve p-mTOR proteinlerindeki artis da dikkat ¢ekmektedir (Sekil
4.12, Sekil 4.15). PON enzim duzeylerindeki artis da g6z oniine alinarak hipoksik
kosullarda PI3K/Akt sinyal yolaginin aktive oldugu belirtilebilir.

Hiicre i¢i sinyal yolaklarmin baslatilmasi veya baskilanmasinda hiicre-hicre
iletisimi yoluyla c¢esitli sinyaller aktarilir. Bu aktarimda 6zellikle eksozomlar da rol
oynamaktadir. Eksozomlar, heterojen kargolar1 ileterek sinyal yolaklarini etkileyen
ekstraselltler vezikillerden biridir (18). Eksozomlar birgok protein, karbohidrat,
lipid ve nlkleik asit icerir. Hiicreler arasinda madde tasinimi ve sinyal iletimine
aracililk  etmektedir (19,20). Yapilan c¢alismalar ile eksozomlarin hastalik
patogenezinde ve tiimdr biyolojisinde dnemli rollerinin oldugu ortaya konulmustur
(18-22). Ogzellikle, tiimdr kaynakli eksozomlar; son zamanlarda {imit verici sivi
biyopsi tumaor belirtecleri olarak kabul edilmektedir (23). Non-invaziv olarak elde
edilen eksozomlardaki genlerin; erken tarama, erken tani, terapotik etkilerin
izlenmesi ve ilag direncinin saptanmasinda kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir
(150,151). Eksozomlarin kanser ile saglikli hiicreler arasinda iletisim kurabilmek
amaciyla yakin ve uzak mesafeli hiicreler arasinda ¢oziiniir faktorleri tasidigi
gosterilmistir (104). Ayrica eksozomlar tiimor olusumu, gelisimi, metastaz, invazyon

ve ila¢ direnci ile de yakindan iliskilidir (19,22). Ozetle, kanserin Kkarakteristik
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ozellikleri olarak adlandirilan birgok durumda dikkat ¢ekici roller iistlenmektedirler

(24).

Yapilan ¢aligmalarda; presipitasyon, boyut eleme kromatografisi,
ultrafiltrasyon ve ultrasantrifiijleme eksozomlarin izolasyonu i¢in kullanilan en temel
tekniklerdir. Bunlardan 6zellikle ultrasantrifij yontemi, basit protokol ve verimi
nedeniyle eksozom izolasyonu i¢in kabul edilmesine ragmen diisiik saflikta eksozom
izole edilmesine olanak saglamaktadir ve 6zel ekipman ile zaman gerektirmektedir.
Hiicre terapdtikleri ve sivi biyopsi olarak eksozomlarin klinik kullanima gegebilmesi
icin daha hizli ve giivenilir bir sekilde elde edilebilmeleri 6nemlidir. Bu hususlar g6z
Oniine alinarak yakin zamanda Ciftci ve arkadaslari, altin standart yontem olarak
kabul edilen ultrasantrifiij yontemi ile manyetik olarak isaretlenerek pozitif se¢ilime
olanak saglayan MACS sistemini kiyaslamislardir. Sonuglar1 dogrultusunda eksozom
izolasyonu i¢in yiiksek saflik orani ile daha hizli ve gilivenilir bir yontem olarak
MACS kullanimint 6nermislerdir (152). Bu teknik, eksozomlarin tetraspanin
membran antikorlarina (CD9, CD63 veya CD81) 06zgii ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Manyetik isaretleme ile eksozom izolasyon yontemi, eksozomlarin
secilmis alt popiilasyonlarmin saptanmasini sagladigindan ve olduk¢a saf bir
popiilasyon sundugundan, alternatif ve yeni bir yontem olarak dikkat ¢ekmektedir
(152-155). Calismamizda MACS sistemi ile avantajli ve basarili bir sekilde HepG2
hiicre hattindan salinan eksozomlar izole edilerek karakterize edilmistir (Sekil 4.5,

Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Ciftci ve ark. (152) MACS sistemi kullanarak hBMSC numunelerinde
9.31+4.4x10° partikiil/mL oraninda eksozom izole etmislerdir. Calismamizda ise
benzer sekildle MACS sistemi kullanilarak HepG2 hiicrelerinden izole edilen
eksozomlarm miktar;, (101+3.06)x10™ partikill/mL oraniyla dikkat ¢ekmektedir
(Sekil 4.7). Yapilan ¢calismalar ile kanser huicrelerinin genellikle normal hiicrelerden
daha fazla eksozom iirettigi ve kanser hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarm, hem
yakin hem de uzak mikrogevreleri degistirmek icin gii¢lii bir kapasiteye sahip oldugu
bildirilmistir (156). Ayrica calismamizda hem SEM hem de NTA analizleri
sonucunda 50-200 nm boyut araliginda HepG2 eksozomlar1 izole edilmistir (Sekil

4.7, Sekil 4.8). Bu aralik literatiirde yer alan dogru ve giivenilir eksozom boyutu ile
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uyumludur (152,157). Sonug olarak calismamizda elde ettigimiz HepG2 eksozom

miktar ve cap aralig1 agisindan literatiir ile benzer &zellikler tagimaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda eksozom salmiminmn hipoksik kosullarda, normoksik
kosullara gore daha fazla oldugu gosterilmistir (25-27). Normoksik kosullarda
eksozom salmiminda 6n elemanlar olan ge¢ endozomlar, lizozomlarla birlesme
egilimindedir. Ancak hipoksik kosullarda lizozom ile birlesmeyerek salmim yolunu
tercih ederler. Boylece eksozomlar, hipoksi altinda tiimor hiicresinden daha fazla
salinirlar (26). Hipoksinin timor ilerlemesi ve metastaz ile yakin iligkisi géz oniinde
bulunduruldugunda, eksozomlarin da bu siireclerde etkili olmas1 dikkat cekicidir.
Hipoksik tumdr hiicrelerinden anjiyojenik ve metastatik dzelliklere sahip eksozomlar
salinir. Boylece tiimor biiylimesini ve invazyonunu tesvik etmek igin mikrogevreyi
etkilemektedirler (158). Hatta yapilan dikkat cekici bir calisma ise, tlimorden
tiiretilen eksozomlarin integrin profilinin, timdriin hangi organa metastaz yapacagini
belirledigini ve gelen eksozomlarm, organa 6zgii hiicreler tarafindan alindiklarinda

pre-metastatik nig olusturmaya yardimei1 oldugunu ortaya koymustur (159).

Hipoksinin, HCC ilerlemesinde de 6nemli rolleri vardir. Ancak, HCC'deki
hipoksiye bagl eksozomlarin etkisinin nasil oldugu belirsizligini korumaktadir. Bu
belirsizligi aydinlatmak amaciyla yakin zamanda yapilan bir ¢alismada hipoksik
kosullarin, HCC hiicrelerinde eksozom iiretimini artirdigi ve hipoksik timor
hicreleri tarafindan salman eksozomlarm normoksik tiimor hiicrelerinde
proliferasyonu ve maligniteyi indiikleme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir
(28). Hipoksik eksozomlarin bu etkilerini aydinlatabilmek i¢in igeriklerinin detaylica

arastirilmasi gerekmektedir.

Eksozom salinimini etkileyen bir diger faktor ise oksidatif stres kosullaridir.
Oksidatif stres kosullar1 altinda saliman eksozomlar, temel hiicresel ve biyolojik
fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in ¢ok fonksiyonlu sinyal kompleksleri olarak
tanimlanmaktadirlar. Boylelikle, ROS metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar
(8,29). Cesitli c¢alismalar, eksozomlarin oksidatif strese karsi koruyucu bir
fonksiyonu oldugunu ortaya koymaktadir (160,161). ROS’a maruz birakilan
hiicrelerden elde edilen eksozomlarda antioksidanlarin arttigi ve daha sonra bu
eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde antioksidan mekanizmalarin uyarildig:

gosterilmistir (162,163). Literaturde GPX, Glutatyon-S-Transferaz (GST), SOD ve
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CAT gibi antioksidan enzimlerin eksozomlarda bulunduguna dair arastirmalar
mevcuttur (8). Fakat, dnemli bir antioksidan enzim olan PON enzim ailesinin
eksozomal ekspresyonu ile ilgili sinirh sayida ¢alismaya rastlanmustir. Tendler ve
ark.’nin 2018 yilinda yaptiklar1 c¢alismada eksozomlarin makrofaj PON2’nin
aktivitesini artirdigi sonucuna varilmistir. Bu ¢aligmada C-Reaktif Protein (CRP)
degeri yiiksek ve inflamatuar bir hastalik olan aterosklerozu bulunan bes 6rnekten
eksozom izole edilmistir. Elde edilen bu fraksiyonlar ile makrofaj hiicre hatt1 inkiibe
edilmistir. Ardindan makrofaj PON2 aktivitesi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir (70). Bir baska calismada ise VLDL ve IDL (orta yogunluklu
lipoprotein) fraksiyonlar1 ile birlesen insan plazma eksozomlarmi saflastirmak icin
cok basamakli bir ayirma metodu gelistirilmistir. Eksozomla iliskili proteinler, SDS-
PAGE ile ayrilmig ve hem hiicresel hem de hiicre dis1 proteinleri igeren 66 protein
LC-MS/MS ile tanimlanmistir. Analiz edilen 66 protein igerisinde bulunan PON
enzimi ile ilgili ise caligmada herhangi bir yorumda bulunulmamistir (164).
Gonzalez-Begne ve ark. ise MudPIT (g¢ok boyutlu protein tanimlama teknolojisi)
ktle spektrometrisini kullanarak, insan parotis tiikiiriigiiniin eksozom fraksiyonunda
491 proteini tanimlamiglardir. Parotis bezleri, bezin metabolik ve fonksiyonel
durumunu yansitan eksozomlar salgilarlar ve ayrica sistemik hastaliklarin tani ve
tedavisinde faydali olan bilgilendirici protein belirtecleri tasiyabilirler sonucuna
varilmistir. Tanimlanan bu proteinler icerisinde yer alan PON ile ilgili bu ¢alismada
da herhangi bir yorumda bulunulmamistir (165). 2008 yilinda Conde-Vancells ve
ark. ilk kez timoral olmayan hepatositlerde eksozom sekresyonunu tanimlamis ve
proteomik yaklasim kullanarak karakterize etmislerdir. PON1 ve PON3 proteinleri
de belirlenen proteinler arasinda yer almaktadir. Elde ettikleri bu yeni bulgularm,
hepatosit biyolojisi hakkindaki bilgileri gelistirmeye katkida bulunacagi ve karaciger
hastaliklarinda o6nemli tanisal, prognoz ve terapdtik etkilere sahip olabilecegi
vurgulanmistir (166). Bu c¢alismalar dogrultusunda ¢alismamizda timadral olan
HepG2 hiicre hattinda ilk kez PON enzim ailesinin eksozomal ifadelerini belirlemeyi
amacladik. Ancak izole edilen HepG2 eksozom lizatlarinda PON1, PON2 ve PON3
proteinlerini uyguladigimiz western blot yontemi ile gozlemleyemedik. Dolayisiyla
PON eksozomal ifadelerinin analizi i¢in daha ileri teknikler kullanilarak deneyler

gerceklestirilmelidir sonucuna varilmastir.
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Caliymamizda ayrica western blot yontemi ile PI3K/Akt sinyal yolagi
proteinleri olan Akt ve mTOR diizeyleri eksozom igeriginde de analiz edilmistir.
Eksozomlarm igeriginde yer alan molekiiller ile, sinyal yolaklarinda aktivasyon ve
inhibisyonlara neden olarak hiicrenin kaderini belirledigi yapilan c¢alismalar ile
gosterilmistir (24,99-101). Bu nedenle eksozom igeriklerinin ve sinyal yolaklari ile
etkilesiminin arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir. Zhang ve ark. bu amacla
yaptiklar1 ¢alismada, servikal kanserde ve eksozomlarinda PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolu proteinlerini (P13K, Akt ve mTOR) analiz etmislerdir. Saglikli ve CIN (servikal
intraepitelyal neoplazi) grubu ile karsilastirildiginda PI3K, Akt ve mTOR protein
seviyelerinin servikal kanser hastalarinda arttig1 tespit edilmistir. Bu artis kanserin
malignite derecesi ile de pozitif korelasyonlu bulunmustur. Vajinal sekresyondan
elde edilen eksozom igeriklerinde de PI3K, Akt ve mTOR proteinlerinin
dokulardakine kiyasla anlamli derecede yiiksek ekspresyon gdsterdigi
gozlemlenmistir. Bu ¢alisma ile eksozomlardaki PI3K/Akt/mTOR genlerinin,
servikal kanserin tan1 ve tedavisi i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak hareket
edebilecegi ileri siiriilmiistr (167). Ayrica, eksozom igerigindeki molekiillerin
HCC’de PI3K/Akt yolagimi aktive ederek karsinogenez siirecine katkida
bulundugunu gosteren calismalar da mevcuttur. HCC ile yapilan bir ¢alismada, HCC
hiicrelerinin PTEN’i hedef alan eksozomal miRNA’lar salgilayarak hepatik stellat
hicrelerde (HSC'ler) PDK1/Akt sinyalinin aktivasyonuna yol ag¢tigmi ortaya
koyulmustur. HSC’ler ve HCC tiimor hiicreleri arasindaki hiicreler arasi iletisime
timor kaynakli eksozomlarin aracilik ettigi tespit edilmistir. Bu iletisim aginin
anlasilmasi ile HCC invazyonunun ve molekiiler mekanizmasinin daha da
aydimlatildig ileri stirtilmiistiir (168). Eksozom igeriginde tasinan miRNA ile yapilan
bir diger ¢alismada ise, ilk kez eksozom yoluyla miR-32-5p'nin direngli hiicrelerden
hassas hiicrelere iletilmesi sonucunda PI3K/Akt yolagmm aktive edilerek
anjiyogenezi ve EMT'yi modiile ettigi ve coklu ila¢ direncini indiikledigi
gosterilmigtir (169). He ve ark. tarafindan HCC invazyon mekanizmasinin
aydinlatilmas1 amaciyla yapilan bir diger ¢alismada ise, HCC hiicrelerinden salinan
eksozomlarin hepatositlerde migrasyon ve invazyon yeteneklerini onemli 6lgiide
arttirdigl bulunmustur. Timoral eksozomlarin hepatositlere alinmasi ile PI3K/Akt
sinyal yolag1 proteinlerinin fosforile olarak aktiflestigi ortaya konulmustur. Bu
calisma ile ilk kez, kanser kaynakli eksozomlarin tiimor metastazini desteklemek i¢in

karaciger ortamini degistirebilecegi, HCC tiimdr hiicreleri ile karaciger parankima
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hiicreleri arasinda eksozomal diizeyde bir iletisim meydana gelerek PI3K/AKkt sinyal
yolagiin invazyonu tetikleyebilecegi diisiiniilmiistiir (170). Calismamizda PI13K/Akt
sinyal yolagi proteinleri olan Akt ve mTOR'un HepG2 hiicre hattinin eksozomal
iceriginde tasindigi gozlemlenmistir. Normoksik kosullarda iiretilen eksozomlarin
hipoksik kosullardakine kiyasla daha yiiksek diizeyde Akt ve mTOR ihtiva ettikleri
tespit edilmistir (Sekil 4.13, Sekil 4.16). Eksozomal icerikte fosforile hallerinin
yanisira total formdaki Akt ve mTOR'un tasindigi ve normoksik kosullarda daha da

etkin iletisime katilabildikleri ileri siiriilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Bu tez caligmasinda, normoksik ve hipoksik kosullarda hepatoselliiler
karsinom hiicre hattinda (HepG2) ve eksozomlarinda, PON enzim ailesi ile

PI3K/Akt sinyal yolagi proteinlerinin iliskisini belirlemek amaglanmustir.

e (Calismamizda, hipoksinin etkisi de goz Oniline alinarak eksozom aracili
iletisimde PI3K/Akt sinyal yolagi ve PON enzim ailesi arasindaki iliski ilk
kez galigilmistir.

e HepG2 hiicre hattinda hipoksik maruziyet suresini belirlemek i¢in hipoksik
(2, 4, 6, 12 ve 24 saat) ve normoksik kosullarda inkiibe edilen hiicrelerden
lizatlar hazirlanmistir. Daha sonra, HIF-1a protein seviyeleri western blot ve

ELISA kullanilarak tespit edilmistir.
e HepG2 hiicre hatt1 i¢in hipoksi maruziyet siiresi 4 saat olarak belirlenmistir.

e HepG2 hiicre hatt1 eksozomlarmin izole edilmesi i¢in manyetik tabanlh pozitif
secilim yontemi olan MACS sistemi kullanilmistir. Elde edilen eksozomlarin
karakterizasyonu Bradford, SEM ve NTA yontemleriyle gerceklestirilmistir.
Verilerimiz sonucunda eksozomlarin basarili bir sekilde izole edildigi

gosterilmistir.

e Hem normoksik hem de hipoksik (4 saat) kosullarda HepG2 hiicre ve
eksozom lizatlar1 elde edilmistir. Lizatlarda paraoksonaz ve laktonaz enzim
aktiviteleri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Ayrica PON enzim
ailesi (PON1, PON2, PON3) ve PI3K/Akt sinyal yolagi proteinleri (Akt, p-
Akt, mTOR, p-mTOR) western blot ile analiz edilmistir.

e PON enzim ailesi iiyeleri eksozom igeriginde western blot yontemi ile tespit
edilememistir. Dolayistyla eksozomlarin paraoksonaz ve laktonaz aktivite
seviyeleri de elde edilememistir. PON ailesinin eksozomal varligini
gosterebilmek icin daha kapsamli, giivenilir ve az numune ile galigmaya
olanak saglayan kitle spektrometresi (MS), yeni nesil dizileme (NGS) ve
akim sitometrisi gibi ileri teknikler kullanilarak ileri ¢alismalarin yapilmasi

planlanmaktadir.
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HepG2 hiicre hattinda normoksik kosullara kiyasla hipoksik kosullarda, PON
enzim ailesi (PON1, PON2, PONS3) protein duzeyleri, istatistiksel olarak
anlamli bir gekilde artmasina ragmen, paraoksonaz ve laktonaz enzim

aktivitelerinde azalma tespit edilmistir (p<0.05).

Hipoksik kosullarda aktivitelerini azaltarak HCC’nin karsinogenez siirecine
katki saglayan PON ailesi tiyelerinin, ekspresyonlarini artirmak suretiyle de

onkogen gibi davranip sinyal yolaklarini aktive edebilecegi diisiiniilmektedir.

Hipoksi; Akt, p-Akt, mTOR ve p-mTOR duzeylerinde, HepG2 huicrelerinde
normoksik kosullar ile kiyaslandiginda artisa sebep olmustur. Bu durum
hipoksinin PI3K/Akt yolagmi aktive ederek HCC ilerlemesine katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

HepG2 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin igeriginde de hipoksik
kosullarda normoksik kosullara kiyasla Akt, p-Akt, mTOR ve p-mTOR
dizeylerinde azalma tespit edilmistir. Bu durum normoksik kosullardaki
PI3K/Akt yolagi1 proteinleri araciligiyla hiicreler arasi iletisimin HCC’de daha

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Istatistiksel analizler sonucunda elde ettigimiz korelasyon verileri
dogrultusunda, HepG2 hiicre hattinda normoksik kosullarda, mTOR ile p-
MTOR ve p-Akt ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde

negatif yonli korelasyon saptanmustir.

mTOR  ekspresyonunun azaldigi  durumlarda p-mTOR ve p-Akt

ekspresyonlar1 anlamli diizeyde artmaktadir.

p-MmTOR ve p-Akt ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
pozitif yonlii korelasyon saptanmistir. Bu durum PI3K/Akt yolaginin

mekanizmasini aydinlatma adia uygun sonuclar vermektedir.
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Ayrica, dikkat cekici bir sekilde normoksik kosullarda Ozellikle PON2
ekspresyonu ile p-Akt ve eksozomal Akt arasinda pozitif yonlii korelasyon

tespit edilmigtir.

p-Akt ve eksozomal Akt ekspresyonlari arasinda da istatistiksel olarak

anlamli sekilde pozitif yonlii korelasyon saptanmastir.

Dolayisiyla PON2’nin hem hiicresel diizeyde Akt fosforilasyonundaki roliini,
hem de eksozomal diizeyde Akt taginimi ile arasindaki iliskiyi aydinlatmak

amaciyla daha ileri calismalar 6nerilmektedir.

Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicreler ile kiyaslandiginda
eksozom igeriginde Akt seviyelerinde artis, p-Akt seviyelerinde ise azalma

gbzlenmistir.

Hem normoksik hem de hipoksik kosullarda hiicreler ile kiyaslandiginda

eksozom igeriginde p-mTor seviyelerinde azalma gozlenmistir.

Normoksik kosullarda hiicreler ile kiyaslandiginda eksozom igeriginde mTor

seviyelerinin artis1 dikkat cekmektedir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda, PI3K/Akt sinyal yolagmin aktivasyonunda
eksozom iceriginin de etkili olabilecegi ve 0Ozellikle hipoksinin bu
aktivasyonda rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. Ancak bu etKi
mekanizmasinin  daha kapsamli deneysel siiregler ile incelenmesi

gerekmektedir.
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