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OZET

GLIOBLASTOMA HUCRE HATLARINDA UYARILMIS PLURIPOTENT
KOK HUCRE (UPKH) KAYNAKLI EKSOZOMLARIN TERAPOTIK
ETKIiSINiN ANALiZi

En oliimciil kanser tiirleri arasinda goriilen glioblastoma, sagkalimi oldukca
diisiik olan bir primer beyin tiimériidiir. Ila¢ direnci ve kan beyin bariyerini ge¢cme
zorlugundan dolayr mevcut tedavilerle bile glioblastoma vakalarinda sagkalim
oldukga diistiktiir. Mevcut tedavilerin yan: sira kan beyin bariyerini kolaylikla
gecebilen ve toksik etki olusturmayan eksozomlar, GBM tedavisi i¢in umut vaat eden
biyolojik bir aractir. Yapilan daha 6nceki ¢aligmalar, embriyonik kok hiicre kaynakli
eksozomlarin glioblastomada antitiimdrijenik etkilere sahip oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte, embriyonik kok hiicreler gibi etik problemler teskil etmeyen
uyarilmig pluripotent kok hiicrelerden kaynaklanan eksozomlarin ayni etkiye sahip
olup olmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle, yapilan bu tez ¢alismasinda, embriyonik
kok hiicrelere yakindan benzeyen ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip olan
uyarilmis pluripotent kok hiicre kaynakli eksozomlar, bir glioblastoma hiicre hatti olan
LN18 hiicrelerinde uygulanmis ve hiicre canliligiyla birlikte GBM-iligkili bazi
genlerin ifadesi analiz edilmistir. Bunun yani sira simirsiz ¢ogalan uyarilmig
pluripotent kok hiicrelerin  kullanilmasiyla kaynaga bagh disiik eksozom
verimliliginin 6niine ge¢ilmistir. Elde edilen verilerle uyarilmis pluripotent kok hiicre
kaynakli eksozomlarin GBM hiicre canliligini azlattigt ve GBM-iliskili genler
lizerinde etki ettigi gdzlenmistir. Hali¢ Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii'niin bilimsel arastirma ve uygulama ¢aligmalaria verdigi
destekle gergeklestirilen bu tez c¢alismasinin sonuglari, anti-GBM etkisinin oldugu
gozlenen uyarilmis pluripotent kok hiicre kaynakli eksozomlarin, GBM ig¢in potansiyel
bir terapotik arag olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Eksozom, Glioblastoma, Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE THERAPEUTIC EFFECT OF INDUCED
PLURIPOTENT STEM CELL (IPSC) DELIVERED EXOSOMES IN
GLIOBLASTOMA CELL LINES

Glioblastoma, which is among the deadliest types of cancer, is a primary brain
tumor with a very low survival rate. The survival rate of glioblastoma cases is very
low even with current treatments due to drug resistance and difficulty crossing the
blood-brain barrier. Other than the existing treatments, exosomes that can easily cross
the blood-brain barrier and do not have toxic effects are promising biological tools for
GBM treatment. Previous studies have shown that embryonic stem cell-derived
exosomes have anti-tumorigenic effects in glioblastoma. However, it is unknown
whether exosomes originating from induced pluripotent stem cells, which do not pose
ethical problems as embryonic stem cells, have the same effect. Therefore, in the thesis
study, induced pluripotent stem cell-derived exosomes, which closely resemble
embryonic stem cells and have unlimited proliferation capacity, were applied in LN18
cells, a glioblastoma cell line; and the expression of some GBM-related genes were
analyzed along with cell viability. In addition, the use of indefinitely proliferating
induced pluripotent stem cells has prevented low source-dependent exosome
efficiency. With the obtained data, it was observed that induced pluripotent stem cell-
derived exosomes reduced GBM cell viability and acted on GBM-related genes. The
results of this thesis study, which was carried out with the support of Hali¢ University,
Faculty of Arts and Sciences, Department of Molecular Biology and Genetics for
scientific research and application studies, show that induced pluripotent stem cell-
derived exosomes, which been shown to have anti-GBM effects, can be a potential
therapeutic tool for GBM.

Keywords: Exosome, Glioblastoma, Induced Pluripotent Stem Cell.
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1. GIRIS

Gliomalar, tiirleri hala arastirma konusu olan, gesitli onkojenik mutasyonlara
sahip, sinir sisteminin en yaygin gozlenen tiimor hiicreleridir. Bir takim histolojik
varyasyonlar sonucu meydana gelen glioma hiicreleri, 2007 Diinya Saghk Orgiitii
(World Health Organization-WHO) siniflandirmasinda I-IV arasinda histolojik
ozelliklere gore derecelendirilir (Modrek et al., 2014). WHO siralamasinda IV. seviye
glioma olarak nitelendirilen glioblastoma (GBM), agresif ve tedaviye direnci oldukga
yiiksek bir glioma alt tipidir. GBM, tiim beyin tiimoérleri arasinda en yaygin ve
prognozu en kotii olan kanser tiiriidiir ve gogu, kemoterapi ve radyoterapi gibi mevcut
tedavilere kars1 direngli olup, niiksler olarak tekrar eder (Campos et al., 2016). Ayni
zamanda, GBM tedavilerinde kullanilan ilaglar 6nemli derecede toksik etkilere yol
acar. Buna ek olarak, hastaligin ileri evrelerinde bu ilaglara kars1 hizli bir sekilde
direng gelisir ve bu durum prognozun koétii olmasinin sebeplerinden biridir. Bununla
birlikte, hiicrelerden salinan eksozomlar da tasidigi niikleik asit ve proteinler

aracilifiyla kanser hiicrelerinin gelismesinin niine gegebilir.

Hiicrelerin mikro-gevresindeki hiicre dis1 vezikiiller, hiicreler arasi iletisimi
saglayarak hiicrelerin kaderini etkiler ve aktivitesine 6nemli derecede katkida bulunur.
Bu nedenle GBM gibi kanser hiicreleri dahil olmak {izere, bir¢cok hastaligin seyri
tizerinde rol oynar. Eksozomlar, igerdigi niikleik asit (DNA, mikroRNA, mRNA),
protein ve metabolitler gibi molekiiller araciligiyla kanser hiicreleri iizerinde
tiimorijenik 6zelliklerin baskilanmasi gibi etkilere sahip olabilir. Ozellikle, temeli
pluripotent kok hiicre olan embriyonik kok hiicreler (EKH), mikro-cevreleri
aracilifiyla baslica GBM olmak {iizere bir¢ok onkojenik fenotiplerin baskilanmasina
aracilik eder ve kanser hiicrelerinin agresifligini azaltir. EKH’lerden elde edilen
eksozomlar GBM hiicrelerinin canliligini engelleyip, apoptozu tesvik edebilir (Zhu et
al.,, 2019). EKH ecksozomlari, bu sekilde anti-timor etkileri nedeniyle kanserde
eksozom tedavisi i¢in ilgi ¢ekici bir yaklagim olarak goriiliir. Ancak, EKH’lerle ilgili
embriyolarin yok edilmesi gibi etik tartismalar bunlarin kullanimi sinirlamaktadir.

Bununla birlikte, EKH’ler ile birgok yonden benzerlik gosteren uyarilmis pluripotent



kok hiicreler (UPKH) ile bu smirlamalarin 6niine gegilebilir. Ayrica, UPKH’ler de
EKH’ler gibi sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip oldugundan eksozom kaynagi i¢in

olduk¢a uygun bir hiicredir.

Eksozom bazli hiicresiz tedaviler, kaynak hiicreye bagli olan diisiik eksozom
tiretkenligi gibi problemle karsi karsiyadir. Bu problemin iistesinden gelmek igin
kaynak hiicre olarak, sinirsiz kendini yenileme 6zelligine sahip olan UPKH’ler
kullanilacaktir. UPKH’ler, in-vitro kiiltiir genisletilmesine yatkindir ve sahip olduklar1
bu sinirsiz kendini yenileme 6zellikleriyle yiliksek miktarlarda eksozom saglar. Bu
nedenle, UPKH eksozomlar1 (UPKH-ekz’ler) sinirsiz bir kaynak olarak bilinir. Ayrica,
dogas1 geregi toksik ve immiinojenik olmamasinin yani sira timor olusturmamasi,

UPKH-ekz’lerini eksozom bazli tedavi i¢in uygun bir ara¢ kilmaktadir.

Bu avantajlarindan yola g¢ikarak, glioblastoma hiicrelerinde eksozom
tedavisinin etkisini analiz etmek amaciyla, UPKH’lerden eksozom izole edilip, elde

edilen eksozomlar (UPKH-ekz), LN18 GBM hiicre hatlar1 iizerinde uygulanacaktir.



2. GENEL BILGILER

Noral tiip, anatomik, doku ve hiicresel olmak iizere 3 farkli diizeyde merkezi
sinir sisteminin gesitli bdlgelerine farklilasir (Gilbert, 2000). Islevsel sinir sisteminin
olusumu, noroepitel hiicrelerin yiiksek diizeyde diizenlenmis siiregler yoluyla cesitli
sinir sistemi hiicre tiplerini tiretmesini gerektirir (Dennis et al., 2019). Bu sekilde
olusan memeli sinir sistemi olduk¢a karmasik bir yapt olmakla birlikte olaganiistii

hiicresel cesitlilige sahiptir (Sekil 2.1.).

# Noron
—p Néral Krest » Glial Hiicreler
K8k Hiicre * Schwann Hiicreler

@ = Néronal Kisitlanmig
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Sekil 2.1. NKH’lerden Farklilasan Hiicrelerin Sematik Ozeti

Sinir sistemi gelisiminin hiicresel diizeyinde olusan bu hiicreler, nérogenez ve
gliogenez adi verilen siiregler sonucunda meydana gelir. Sinir sisteminin temelini
olusturan bu siiregler ile ¢esitli sinir hiicreleri (ndéron) ve destek hiicreleri (glial)
hiyerarsik bir sekilde spesifiklesir. Hiicrelerin ndronlara veya glial hiicrelere
farklilasacagi belirlendikten sonra noronal ve glial hiicrelerin hangi alt tipini
olusacagina karar verilir ve devaminda belirlenen Ozellikler, hiicrelere spesifik
hedefler verir (Gilbert, 2000). Noral kok hiicre (NKH) ve progenitor hiicrelerden
olusan bu noron ve glial hiicreler sinir sisteminin temelini olusturmakla birlikte insan
beyin plastisitesine de dnemli katkida bulunur. Noral parankimin iki ana hiicresinden
biri olan noronlar, elektriksel olarak aktif hiicrelerdir ve olduk¢a heterojen bir gruptur
(Stogsdill and Eroglu, 2018). Noronlar beyin fonksiyonunun temel merkezi olan
elektrik sinyal iletimini saglarken bu siiregte noral parankimin diger bir temel hiicresi

olan glial hiicrelerden destek alirlar. Noronlari ¢evreleyerek fonksiyonlarina destek



olan glial hiicreler, ndéronal aglarin korunmasini ve sinir sistemi icerisindeki
rejenerasyonu saglar (Jessen, 2004; Hanani and Verkhratsky, 2021). insan beyni bu
sekilde 10'%’den fazla glial hiicreyle iliskili néronlara sahiptir (Gilbert, 2000). Bu

ndron-glial hiicre iligkisi sayesinde sinir sistemi islevselligini korumus olur.

2.1. Glial Hiicreler

Sinir sisteminin destek hiicreleri olarak bilinen glial hiicreler, 1846’da Rudolf
Virchow tarafindan tanimlanmistir. Noronal fonksiyonlara destek olan glial hiicreler
ayni zamanda homeostazin korunmasmi saglar (Ludwig, 2022). Glial hiicreler,
noronlarin aksine aksiyon potansiyeli liretemez, ancak sinyalizasyon, sinaptik yap1
olusumunun ve noral devre plastisitesinin korunmasinda rol oynar (Tan et al., 2017).
Glial hiicreler, hiicreler arasi elektriksel iletisime dogrudan katilmasalar da elektrik
sinyalinin dagilmasin1 6nlemek i¢in néronal aksonlar iizerinde yalitim yapar (Gilbert,
2000). Noronlara fiziksel ve metabolik destek saglayan glial hiicreler oldukga
heterojen bir gruba sahiptir. Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’de, oligodendrosit, astrosit,
mikroglia ve ependimal hiicreler dahil olmak tizere 4 farkli hiicre grubu merkezi
noroglial hiicreleri temsil ederken, periferik sinir sistemi (PSS)’de Schwann hiicreleri

periferal noroglial hiicreleri temsil eder (Doganyigit ve Okan, 2021).

2.1.1. Oligodendrositler

Oligodendrositler, MSS’de miyelin kilif olusmasindan sorumlu glial
hiicrelerdir. Subventrikiiler hiicreler tarafindan olusan oligodendrosit progenitor
hiicreleri (OPH)’nden farklilasan oligodendrositler, miyelin kilif olusturarak aksonlar
i¢cin destek ve yalitim saglarlar. Oligodendrositler bu sekilde aksiyon potansiyelinin
iletim hizimi arttirr (Yamazaki, 2019). Oligodendrositler ayni zamanda ndronal
aktiviteye cevap verebilir ve uyarlanabilir tepkileriyle hafizaya dahil olabilir
(Yamazaki, 2019). MSS néronlarinin soma ve aksonlariyla yakin etkilesimde olan
oligodendrositler, beyindeki birgok patolojik siirecte 6liimle sonuglanabilir, bu durum
basta Multiple Skleroz olmak {izere ¢esitli dejeneratif hastalilarin ilerlemesine katkida
bulunur (Clemente et al., 2013). Heterojen bir grup olan oligodendrositler; aksonal lif
yollar1 arasinda bulunan interfasikiiler oligodendrositler, perinéronal oligodendrositler
ve perivaskiiler oligodendrositler olmak tizere 3 farkli gruba ayrilir ve MSS’nin biiyiik

bir gogunlugunu temsil eder (Hayashi and Suzuki, 2019).



2.1.2. Astrositler

Astrositler beyinde en fazla bulunan glial hiicrelerdir. Astrositler beyinde
bosluk baglantilar1 olarak bilinen ‘Gap Junctions’ ile iletisim kurarlar ve bu sekilde
sinaptik kimyasallarin salinip alinmasmi saglarlar (Ludwig, 2022). Astrositlerin
MSS’de hiicre dis1 iyon konsantrasyonu, beyin kan akisinin diizenlenmesi ve sinaptik
iletime yardimeci1 olmak gibi 6nemli rolleri vardir (Tan et al., 2017). Bir¢ok uzantiya
sahip olan astrositler, bu uzantilari sayesinde néronlarla temas kurar ve boylece komsu
noronlara elektrik sinyallerinin yayilmasina katkida bulunur (Ludwig, 2022).
Astrositler ayn1 zamanda bu uzantilartyla kan beyin bariyeri (KBB) yapisi ve islevinde
de rol alir (Dotiwala ve ark., 2022). Homeostatik rolii olan astrositler, KBB’de
iltihaplanmaya tepki verir ve beynin beslenmesini saglar (Hasel and Liddelow, 2021).
Buna ek olarak, astrositler sinaps olusumu ve plastisitesinde baslica rol alirlar
(Freeman, 2010). Beyinde baslica 3 tipe ayrilan astrositler (protoplazmik astrositler,
fibroz astrositler ve radyal astrosit ve yiizey-iliskili astrositler gibi 6zellesmis
astrositler), oldukca heterojendir ve beyin parankiminde en fazla bulunan destek

hiicreleridir (Khakh and Deneen, 2019).

2.1.3. Mikroglial Hiicreler

Mikroglialar MSS’nin immiin hiicreleridir. MSS hiicrelerinin %5-10’luk
kismini temsil eden mikroglial hiicreler embriyo yolk kesesinde ilk olusan doku
makrofajlarindan biridir ve buradan beyne go¢ ederek kendini yeniler (Frost and
Schafer, 2016). MSS’de seyrek bir sekilde goriilen mikroglial hiicreler, uzun ¢ekirdege
sahip monosit kokenli hiicrelerdir (Ludwig, 2022). Mikroglialar mezenkimal kok
hiicrelerden farklilagir ve MSS makrofajlar1 olarak yabanci madde veya organizmalari
fagosite ederek uzaklastirirlar (Ludwig, 2022). Mikroglialar, immiin rollerinin yani
sira, OPH’lerin ¢ogalip oligodendrositler farklilasma siirecine de katkida bulunur
(Frost and Schafer, 2016). Mikroglialar ayn1 zamanda astrositlerin faklilasmasina ve
damar sisteminin gelismesine destek olur (Frost and Schafer, 2016). Ozetle, mikroglial

hiicreler, MSS’nin az bir kismini temsil etse de MSS gelisiminde kritik roller oynar.

2.1.4. Ependimal Hiicreler

Ependimal hiicreler, beyin parankiminde yerlesik gosteren ventrikiiler sistemi
temsil eden hiicrelerdir (Ludwig, 2022). Embriyonik gelisimde aktif bir sekilde

¢ogalan ependimal hiicreler noroepitelyal hiicreler veya radyal glia hiicrelerinden
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cogalir (Tan et al., 2017). Ependimosit olarak da bilinen ependimal hiicreler beyin
omurilik s1vis1 (BOS) nin igerigini diizenlenler, salgilanmasini saglar, BOS ile sinir
dokular1 arasindaki baglantida rol alir ve BOS ile beyin arasinda bir bariyer olarak
bulunur (Ludwig, 2022). Ependimal hiicreler bu sekilde yabanci maddeleri detoksifiye
ederek BOS ve beyin arasindaki baglantinin korunmasini saglar. Ependimal hiicreler
ayni zamanda bir noral progenitdr hiicre (NPH) dir ve bu sekilde néronal alt tiplere ve
cesitli glial hiicrelere farklilasabilir, bu nedenle rejeneratif tipta bir¢ok hastalik icin

NPH kaynagi olabilir (Moreno-Manzano, 2020).

2.1.5. Schwann Hicreleri

Noronal aksonlara destek saglayan ilk glial hiicrelerden biri de Schwann hiicreleridir.
Schwann hiicreleri, PSS’de oligodendrositleri temsil eden glial hiicrelerdir.
Oligodendrositler, MSS’de aksonlarin yalitimin1 saglarken, PSS’de bu gorevi
Schwann hiicreleri tistlenir. Buna ek olarak, tek bir oligodendrosit hiicresi birden fazla
aksonun yalitimini1 saglarken, Schwann hiicresi tek bir aksonun miyelinizasyonunu
saglar (Ludwig, 2022). Ayrica, oligodendrositler OPH’lerden farklilagirken Schwann
hiicreleri noral krestten go¢ eden hiicrelerin yani sira, periferik néronlar, endokrin
hiicreler ve melanositler dahil olmak tizere oldukga gesitli hiicrelerden farklilasir (Kidd
et al., 2013). Miyelinasyona ek olarak, PSS’nin korunmasinda da gorev alan Schwann
hiicreleri, miyelinli veya miyelinsiz olmak iizere iki tiire sahiptir (Bhatheja & Field,
2006). Her iki hiicre tipi de PSS noronlarinin aksonlarinin yenilenmesini saglayarak

PSS noronlarinin korunmasini saglar (Bhatheja & Field, 2006).

2.2. Glioma

Glioma, MSS ve PSS’de en yaygin goriilen tiimorleri temsil eder ve 6nemli
mortalite ve morbiditeye sahiptir (Ostrom et al., 2014). Histolojik olarak glial
hiicrelere benzeyen gliomalar, glial hiicre tipine gore siniflandirilirlar (Chen et al.,
2017). Gliomalar, NKH’ler, NPH’ler, astrosit ve oligodendrositler dahil olmak tizere
cesitli  hiicrelerden koken alirlar (Sekil 2.2.). Genellikle astrosit ve
oligodendrositlerden gelisen gliomalar, malign beyin tiimdrlerinin %75’ini temsil eder
(McNeill, 2016). 2007 WHO smiflandirmasinda, ana glial tiimorleri 4 gruba ayrilir:
Sinirli dereceli astrositomlar (I. asama), oligodendrogliom ve astrositomlar (II. asama),
anaplastik astrositoma ve oligodendrogliomalar (III. agsama) ve malin gliomalarin en

agresif alt tipi olan IV. asama glioblastomalar (Chen et al., 2017). Glioma hiicrelerinin



yaklasik olarak yarisini, histopatolojik olarak smiflandirildiginda en agresif alt tipi
olarak tanimlanan glioblastomalar olusturur (McNeill, 2016). GBM’ler, en 6liimciil
kanser tiirleri arasinda goriiliir ve 2007 Diinya Saglik Orgiitii birincil beyin tiimérleri
siiflandirmasina gore IV. derece glioma olarak nitelendirilir (Louis et al., 2007). Bir
merkezi sinir sistemi neoplazmi olan GBM’ler, MSS tiimoérleri arasinda en yaygin

goriilen ve en agresif karaktere sahip olan kanser hiicreleridir (Wirsching et al., 2016;

Wang et al., 2019).
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Sekil 2.2. Gliomalarin Koken Aldig1 Hiicrelere Gore Siniflandirilmasi

Kaynak: Jha M.K. and Suk, K. (2013)’ten uyarlanmistir

2.3. Glioblastoma

Glioblastoma, histopatolojik ozellikleri, yiiksek proliferasyon ve mitotik
aktivitesi nedeniyle WHO siralamasinda IV. asama malignite olarak tanimlanmistir
(Louis et al., 2016). Astrosit, oligodendrosit, mikroglia gibi ¢esitli glial hiicrelerden
gelisen GBM, kanser kok hiicrelerinin alt poptilasyonlarindan da gelisir ve olduk¢a
agresif bir primer malign timdrdir (D’Alessio et al., 2019). Oldukga diisiik bir sag
kalim oranina sahip olan GBM, standart kombinasyon tedavileriyle bile ortalama
sadece 15 aylik bir hayatta kalma siiresine sahiptir (Caniglia et al., 2021). Yas arttikca
diisen sag kalim orani, 2 y1l i¢in %26-33 ve 5 yil icin %4-5’tir. Tiim insan kanserleri

arasinda en 6ldiiriicli olanlardan biri olan GBM, noéroglial kdk/progenitor hiicrelerden



kaynaklanan intrinsik beyin tiimoriidiir. GBM’ler tipik olarak hizli yayilir ve yiiksek
infiltratif kapasitesiyle hastaligin yikiciligini artirir. GBM’ler ayn1 zamanda bilissel
islev lizerindeki kotli yansimalari sebebiyle de yasam kalitesini diisiiriir (Soomro et al.,
2017). GBM’lerin yiiksek go¢ kapasitesi, uzun mesafelerde yeni Kkitleler
olusturmasina, hastaligin daha da agresiflesmesine ve tedavinin gittik¢e zorlasmasina
sebep olur (Lara-Velazquez et al., 2017). Bu 6zellikleri, GBM’lerin mevcut tedavilere
yiiksek diren¢ gostermesine sebep olur, tamamen yok edilmesini imkansiz bir hale
getirir ve niikks oranini arttirir (Lara-Velazquez et al., 2017). Ayrica, KBB’yi agsmak
icin yiiksek dozda verilen anti-GBM ilaglari, 6nemli derecede yan etkilere yol acar.
Bununla birlikte, mevcut tedavi yontemlerindeki gelismelere ragmen, GBM nin hala
oldukega kotii prognoza sahip, en yikici timorlerden biri olmasi ciddi bir sorun teskil

eder.

Beynin GBM igeren bolgeleri, reaktif astrosit, mikroglia, oligodendrosit ve
enflamatuar hiicreler dahil olmak iizere gesitli neoplastik hiicreler igerir (Sekil 2.3.).
Bu nedenle, oldukga agresif bir karaktere sahip olan GBM, terapétik ilaglara diregli
oldugu gibi, cerrahi miidahalenin ardindan rejeksiyon sinirlari igerisinde kendini
yenilemeye devam eder (D’Alessio et al., 2019). Bu durum, beynin beyaz maddesinde
bulunan noéronlar1 da etkiler ve bunun sonucunda ndronal gelisim ve ndronal
migrasyonda bozukluk meydana gelebilir (Buckingham et al., 2011; D’Alessio et al.,
2019).

Timor kiitlesi, hizli bir sekilde ¢ogalan tiimor hiicrelerinin yani sira,
neoanjiyogenez ile de karakterizedir ve bu mikro ortam, endotelyal hiicreler, perisitler,
miyeloid tlirevli baskilayici hiicreler ve reaktif glial hiicrelerin yani sira GBM kanser
kok hiicresi ve peritiimoral kanser kok hiicresi gibi ¢esitli kanser kok hiicrelerini
barindirir. Bu mikro ortam GBM prognozunun koétii olmasina katkida bulunur

(D’Alessio et al., 2019).
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2.3.1. Glioblastoma Gelismesinde Rol Alan Molekiiler Yolaklar

Genomik profilleme ve Kanser genom atlas projesi tarafindan yapilan gen
sekans analiziyle GBM nin genetik profilinin ortaya ¢ikarilmasiyla primer ve sekonder
GBM’lerin ¢ogunun p53, retinoblastoma, Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz
(MAPK) ve fosfoinositid 3-kinaz (PI13K)/Protein Kinaz B (Akt) gibi epidermal
bliylime faktorii reseptorii (Epidermal Growth Factor Receptor-EGFR) yolaklarinda
rol alip proliferasyona ve hiicre sag kalimina yol agan genlerde birtakim degisikliklere
sahip oldugu gbzlemlenmistir (Parsons et al., 2008; Davis, 2016). GBM’de meydana
gelen invazyon ve anjiyogenez gibi ¢esitli tiimdrijenik siirecler, bu molekiillerin yan1
sira matriks metalloproteinaz (MMP)’ler gibi proteolitik enzimler araciligiyla da

meydana gelir (Das et al., 2011).

2.3.1.1. MAPK

EGFR, hiicre dongiisii, hiicresel farklilasma ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel
stireclerde rol alan bir eritroblastoz onkogen B reseptor tirozin kinaz (RTK) dir (Li et
al., 2016; Sigismund et al., 2018). GBM vakalarinin %57’sinde kontrolsiiz EGFR
amplifikasyonu, mutasyon ve bunun gibi ¢esitli genetik degisiklikler mevcuttur
(Wagle et al., 2021). EGFR aktivasyonu, MAPK ve PI3K/Akt dahil olmak iizere
bircok yolagin aktivasyonuna yol agar. Yiiksek seviyede EGFR ekspresyonu gosteren
primer GBM’nin cogu EGFR’1n alt seviye yolaklarindaki transkripsiyon faktorleriyle
iligkilidir.



MAPK, baslica hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasmin diizenlenmesinde rol alan
proliferatif bir yolaktir. Otofosforilasyon ile kendi serin ve treonin rezidiilerini aktive
eden MAPK vyolaginda, RTK, biiyiime faktorii reseptoriine bagli protein 2 (growth
factor receptor-bound protein 2- Grb2) ve SOS adaptor proteinleriyle kiigiik GTPaz
ailesine ait olan Ras proteinini aktive eder, boylece aktiflesen Ras proteini, bir serin
treonin kinaz olan Raf proteinini aktiflestirir. Raf proteini ise hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinazlar (extracellular signal-regulated kinases-ERK)’1 aktive eden
MAPK Kinaz (MAPKK)’1 aktive eder (Sekil 2.4.). Bu sekilde aktive olan MAPK
yolagi, Siklin D1 (Cyclin D1-CCNDI1) gibi hiicre dongiisii bilesenleri ve B hiicreli
lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2-Bcl-2) gibi ¢ogu hiicrede anti-apoptotik rolii olan bir
faktoriin - aktivasyonuna aracilik eder. Sonucta, MAPK yolaginda yer alan
transkripsiyon faktorleri ve hedefledigi genler GBM dahil olmak tizere gesitli kanser
hiicrelerinde proliferasyon, gé¢ ve invazyon gibi siireclere katkida bulunur. Yapilan
caligmalar, 6zellikle Raf-1 proteininin GBM gelismesine katkida bulundugunu ve bu
serin treonin kinazin inhibe edilmesinin kombine tedavilerin etkisini artirdigini
gostermistir (Sherman et al., 2014). GBM’de yiiksek seviyede aktivasyon gosteren
Raf-1, ayn1 zamanda, bir timor baskilayici olan alternatif okuma g¢ergevesinin
aktivasyon kaybiyla is birligi yapar ve glioma/glioblastomay1 indiikler (Lyustikman et
al., 2008).
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2.3.1.2. PI3K/Akt

PI3K/Akt, GBM ile iligkili bir diger yolaktir. MAPK ile paralel yolaklardan
biri olan PI3K/Akt yolagi, MAPK gibi, baslica hiicre bliylimesi ve ¢ogalmasiyla iligkili
bir yolaktir. Proliferatif bir yolak olan PI3K/Akt yolagi, kanser vakalarinin ¢ogunda
anormal bir sekilde aktive olur ve bu nedenle tiimor gelismesine katkida bulunur.
PI3K, insiilin reseptdr substrati gibi bir adaptor proteinle hiicre membranina taginir ve
RTK ile etkilesime girerek fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate-PIP3) iireten fosfatidilinositol 4,5-bifosfatin (phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate-PIP,)’yi aktiflestirir (Janku et al., 2018). Ardindan, hem fosfoinositide
bagimhi kinaz-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1-PDK1) hem de AKT
membrana transfer edilir ve bu durum PDK1'in aktivasyon dongiisiiniin Akt’1 aktive
etmesine yol acar (Sekil 2.5.). Rapamisin kompleksinin memeli hedefi 1 (mammalian
target of rapamycin complex 1-mTORC1)’i aktive eden Akt, ayni zamanda mTORC2
araciligiyla da aktive edilebilir (Sun et al., 2020). Aktiflesen Akt, bir pro-apoptotik
faktor olan Bcl-2 ile iliskili hiicre 6liimii agonisti (Bcl-2 associated agonist of cell
death-BAD) gibi bilesenin baskilanmasina yol acar. Ayni1 zamanda, fosforillenmis
Akt, Raf-1 aktivasyonuyla is birligi yaparak GBM olusumuna katkida bulunur
(Lyustikman et al., 2008).
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2.3.1.3. Matriks metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar, hiicre dis1 matriks (extracellular matrix-ECM)’i
diizenleyen ¢inko bagimli endopeptidaz ailesidir (Cui et al., 2018). MMP’ler, hiicre
yiizeyindeki kolajen ve elastin gibi biyoaktif molekiilleri etkileyerek hiicre digi
matriksin bozulmasina yol agar (Cui et al., 2018). Ayn1 zamanda ¢esitli sinyal yollarini
modiile edebilen MMP’ler, hiicre proiferasyonu, farklilagsmasi ve immiin yanit gibi
birgok hiicresel siiregte rol oynar (Cui et al., 2018; Ahir et al., 2020). MMP’lerin
ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler, GBM dahil olmak iizere ¢esitli kanser
tirlerinde, anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi siireclerin gergeklesmesinde rol
oynar (Chacko, 2011).

En agresif beyin timorii olan GBM’de c¢oklu MMP’lerin 6nemli dlclide
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Pullen et al., 2018). Proteolitik bir enzim alt
grubu olan MMP’ler, GBM’de cesitli istila programlarinin aktivasyonuna sebep olur
(Bansal et al., 2006). Bu MMP’ler arasinda en ¢ok matriks metalloproteinaz-2 ve -9
(MMP-2) ve (MMP-9) GBM ile iliskilendirilmistir. Hem tiimor hiicresinde hem de
endotelyal hiicrelerde eksprese olan MMP-2 ve MMP-9, PI3K/Akt ve MAPK gibi
proliferatif yolaklarin aktivasyonuyla indiiklenebilir (Ferrer et al., 2018). Boylece,
indiiklenen MMP-2 ve MMP-9, ECM’nin degradasyonu, sitokin aktivasyonu ve hiicre
gocli gibi bir¢ok siireci tetikler (Sekil 2.6.). Sonug¢ta, MMP-2 ve MMP-9, GBM
hiicrelerinin hiicre istilasin1 kolaylastirir ve anjiyogenezi tetikleyerek kotii prognoza
katkida bulunur (Du et al., 2008; Xue et al., 2017; Ahir et al., 2020).
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Sekil 2.6. GBM'de MMP-2 ve MMP-9 Aktivitesinin Diizenlenmesinde Yer Alan
Olas1 Sinyal Yollar

2.3.2. Glioblastoma Tedavi Yaklasimlari

Beyinde goriilen tiimorlerin en agresifi olan GBM, tedavisi olduk¢a zor bir
primer beyin tiimoriidiir ve gogunlukla 6liimle sonuglanir. 2005°te yapilan bir tedavi
calismasiyla, GBM tanis1 koyulmus hastalarda temozolamid ve eszamanh
kemoradyasyonun GBM iizerindeki rolii belirlendiginden bu yana, bu yaklasim
tizerinde 6nemli bir gelisme kat edilmemistir (Stupp et al., 2005; Ou et al., 2021). Daha
sonra yapilan ¢aligmalarda kullanilan bevacizumab gibi antikorlarin da standart
tedaviyle kombine uygulanmasinin genel bir sagkalim yarar1 gostermedigi
goriilmistiir (Chinot et al., 2014; Ou et al., 2021). Cerrahi miidahale, kemoterapi ve
radyasyon gibi standart tedavilere kars1 direngli olan GBM, niiks ederek gelismeye
devam eder ve 15-20 aylik bir sagkalimla sonuglanir (Stupp et al., 2005; Ou et al.,
2021).

GBM tedavisindeki ana engel kan beyin bariyeridir. Yalnizca kiigiik (<500 Da
ve <400 nm) ve lipofilik molekiillerin gegisine izin veren KBB, biitlinliigiinii, damar
duvarlarinda bulunan ila¢ direnci proteinleri gibi ATP baglayic1 transport
proteinleriyle destekler (Ou et al., 2021). Bu nedenle, KBB, GBM tedavisinde alinacak
kritik bir hedeftir. Bu amag dogrultusunda, KBB engelini asip, ayn1 zamanda GBM’yi
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tedavi edebilecek, nanopargacik gibi ¢esitli molekiiller gelistirilerek GBM tedavisini
gelistirmeye yonelik calismalar devam etmektedir (Ou et al.,, 2021). Sentetik
nanoparg¢aciklarin yani sira, biyolojik kokenli nanopargacik olan eksozom, lipofilik bir
molekiil olmakla birlikte, yaklagik 30-100 nm biiyiikligiinde olup KBB’yi gecebilir.
Buna ek olarak, eksozomlar GBM patolojisinde yer alan birgok molekiilii hedef alip
GBM nhiicrelerini tedavi edebilecek c¢esitli biyomolekiil barindirir ve toksisiteden
yoksundur (Murphy et al., 2021). Bu nedenle, eksozomlar, GBM tedavisinde yeni ve

umut vaat eden bir yaklagim olarak goriilebilir.

2.4. Kok Hiicre

Bir organizmada, kok hiicreler, somatik hiicreler ve germ hiicreleri olmak tizere
3 farkli hiicre tlirti bulunmaktadir (Can, 2021). Kok hiicreler, farklilasmamais hiicreler
olarak, yasamin embriyonik, fetal ve yetiskin donemlerinde c¢esitli hiicrelere
farklilasan hiicrelerdir (Kolios and Moodley, 2012). Kok hiicreler farklilasma
(differentiation) yeteneklerine ek olarak, kendini yenileme (self-renewal) 6zelligine de
sahiptir. Yasamin Onciisii olan kok hiicreler, bir canlmin hayati boyunca her
doneminde aktif bir sekilde ¢ogalir ve klon olusturabilir. Sonug¢ olarak, kok hiicreler
kendilerine 6zdes hiicreler ve ayni1 zamanda daha sinirl1 bir potansiyele sahip hiicreler
de iretebilir (Lanza ve Atala, 2014). Kendi yedegini meydana getirmesiyle birlikte
yenilenecek dokuya ait hiicreler de olusturabilen kok hiicreler, ayn1 zamanda dokularin

yenilenmesi ve onarimini da saglar (Can, 2021).

Farkl1 potansiyellere sahip olan kok hiicreler, baslica, elde edildigi kaynak ve
farklilasma potansiyeli olmak {izere iki gruba ayrilir. Kok hiicreler, embriyonik, fetal
ve yetiskin olmak iizere 3 farkli kaynaktan elde edilebilir. Bunun yami sira, kok
hiicreler, totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent gibi olduk¢a
cesitli plastisiteye sahip kaynaklara sahiptir (Sekil 2.7.). Bu kaynaklar farkli gen
aktivasyon kapasitesine sahip olduklar1 i¢in farklilastiklar1 hiicre gesitliligi

bakimindan farklilik gosterirler (Bacakova et al., 2018).
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Sekil 2.7. Elde Edildigi Kaynaga ve Farklilasma Potansiyeline Gore Kok Hiicreler

Totipotent hiicreler, en yliksek gelisim potansiyeline sahip kok hiicrelerdir.
Memelilerde zigot ve 2-4 hiicreli blastomere doniisebilen totipotent hiicreler,
organizmada bulunan tiim hiicre tiplerine farklilagabilir ve bdylece tiim bir
organizmay1 olusturabilir. Pluripotent kok hiicreler, totipotent kok hiicrelerden farkli
olarak, plasentay: olusturamazlar, ancak plasenta disinda her dokuyu olusturma
kapasitesine sahiptir (Bacakova et al., 2018). Oldukga yiiksek bir proliferasyon
kabiliyetine sahip olan pluripotent kok hiicreler, ayn1 zamanda 3 farkli germ
katmanindan tiiretilen hiicrelere de farklilasma yetenegine sahiptir (Liu et al., 2020).
Pluripotent kok hiicrelerin aksine, multipotent kok hiicreler sadece belirli bir soya 6zel
hiicreleri olusturabilme yetenegine sahiptir (Sobhani et al., 2017). Mezenkimal kok
hiicreler, NKH’ler ve hematopoetik kok hiicreler multipotent kok hiicreye 6rnek
verilebilir. Multipotent kok hiicreler, doku onariminda kritik bir role sahip
oldugundan, omurulik yaralanmasi ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak {izere birgok
dejenerasyonda tedavi amacli kullanilabilir (Sobhani et al., 2017). Oligopotent kok
hiicreler, farklilasma potansiyeli acgisindan multipotent kok hiicrelere benzerdir ve
belirli bir dokuya ait hiicrelere farklilasabilir. Ancak, multipotent kok hiicrelerin
aksine, oligopotent kok hiicreler belirli bir doku igerisinde yalnizca 2 veya daha fazla
soya farklilasabilir (Kolios & Moodley, 2012). Unipotent kok hiicreler, temel kok

hiicrelere sahip, ancak yalnizca 1 spesifik hiicre tipine farklilagabilen kok hiicrelerdir.
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Epidermal kok hiicreler ve yalnizca olgun kas hiicrelerini olusturan kas kok hiicreleri

unipotent kok hiicrelere 6rnek verilebilir.

2.4.1. Embriyonik Kok Hiicre

Embriyonun déllenmesinden yaklasik 72 saat sonra morula evresi, bu evreden
yaklasik 12-15 saat sonra 32 hiicreli embriyo ve hemen ardindan blastosist evresi gelir
(Can, 2021). Embriyonik kok hiicreler, 5-6 giinliik bir blastosistin i¢ hiicre kiitlesinde
yer alan, pluripotent kok hiicrelerdir (Young, 2011). Sonsuz c¢ogalma kabiliyetine
sahip olan EKH’ler, ayn1 zamanda embriyo govdesine ait tiim doku ve organ
sistemlerini olusturabilme kapasitesine sahiptir. EKH’ler, kendiliginden farklilagsmaya
baglayarak embriyonumsu cisim olusturur ve ardindan endodermal farklilasma baslar.
Endodermal farklilagma sonucunda bazal laminada bulunan hiicreler yasamini
stirdiiriirken i¢ kisimdaki hiicreler apoptoza gider ve bu durum kistik bir yapinin
olusumuna sebep olur. Bu evreden sonra 3 germ tabakasi hiicreleri meydana gelir. /n
vitro kosullarda EKH’nin kendiliginden farklilasma yolu engellenmedigi taktirde,
kiiltirde embriyonumsu cisimde bulunan hiicreler farklilagsmaya baslar ve hiicreler
apoptoza gider (Can, 2021). Bu nedenle EKH kiiltiir kosullarinda hiicre kaybini ve
farklilasmay1 minimize etmek i¢in Y-27632 gibi kiigiik molekiillerle Rho-iliskili kinaz
yolagini inhibe etmek gerekmektedir (Watanabe et al., 2007).

Pluripotensi kapasitesini sonsuza kadar koruyabilen EKH’ler, ila¢ kesfi ve
cesitli insan hastaliklarinda kullanim potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bircok
hastaligin tedavisinde olduk¢a umut verici bir yaklasim olarak goriiliir. Ancak,
tedavide doku reddi gibi problemler ve embriyolarin kullaniminin teskil ettigi etik
sorunlar EKH’lerin kullanimini sinirlamaktadir. Bu nedenle, arastirmacilar herhangi
bir etik problemler tasimayacak sekilde, hastaya ait somatik hiicrelerden pluripotent
hiicre elde etme calismalarina bagladilar. Bu sekilde ilk uyarilmis pluripotent kok
hiicreler 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka tarafindan tiretilmistir (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Sonugta hem EKH’lerin yerine gecebilecek hem de etik problem
teskil etmeyen bir pluripotent hiicre kaynag iiretilmis ve ¢esitli tedavi ¢alismalarinda

kullanilmistir.

2.4.2. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre

2006 yilinda, Yamanaka ve Takahashi tarafindan, sonuna kadar farklilagsmis

fibroblastlarin pluripotent kok hiicrelere yeniden programlanabilecegi gosterilmistir
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(Takahashi and Yamanaka, 2006). Retroviriis araciligiyla Oct3/4, Sox2, c-Myc ve
Kl1f4 faktorlerinin fibroblast hiicrelerinde zorlu ifadesiyle bu hiicreler UPKH’lere
yeniden programlanmistir. Daha sonraki yillarda ayni siire¢ farkli transkripsiyon
faktorlerince gelistirilmis ve insan hiicrelerinde basariyla uygulanmistir (Yu et al.,
2007). Sonugta, somatik bir hiicre, pluripotent diizeye getirilerek farklilasmada geriye
gidilmistir (Can, 2021). UPKH’ler, EKH’lere benzer bir sekilde viicuttaki her ¢esit
hiicreye farklilagabilir ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahiptir. UPKH’ler ayni
zamanda, morfolojik ve biliylime sekli olarak da EKH’lere yakindan benzerlik
gostermektedir. Bununla birlikte, UPKH’ler, biliylime faktorlerine ve sinyal
molekiillerine karst EKH’lerle ayni derecede hassastirlar. UPKH’lerin iiretim
teknolojisi hizla gelistiginden, adiposit ve kan hiicreleri dahil olmak tizere birgok
somatik hiicreden yeniden programlanabilir. Ayrica, bir¢ok alanda etik olarak
calisilmasinda sorunlar yasanan EKH’lerin yani sira, UPKH {iretiminde ve
kullanilmasinda herhangi bir etik sorun bulunmamaktadir. Bu nedenle, UPKH’ler,

EKH’lerin yerine gecebilecek tek kaynaktir.

EKH’lerle benzer islevsellige sahip olan UPKH’ler, in vitro ¢alismalarda
oliimsiizdiir ve li¢ germ tabakasina farklilagabilirler (Sekil 2.8.). UPKH’ler ayni
zamanda salgiladig1 modiilator faktorlerle komsu hiicrelerin de diizenlenmesini saglar
(Wang, 2021). UPKH’ler salgiladiklar1 hiicre dis1 vezikiiller araciligiyla bu faktorleri
komsu hiicrelere ileterek birgok dejeneratif hiicrenin rejenerasyonunu destekleyebilir.
Bu da UPKH’leri hiicresiz tedavi i¢in uygun bir ara¢ kilmaktadir. UPKH’ler tiim bu
Ozellikleriyle bircok hataligin tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim olarak

gorilmektedir.
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Sekil 2.8. Pluripotent Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeli
Kaynak: Kaebisch, C. et al., (2015)’ten uyarlanmistir

2.5. Eksozom

Hiicre dis1 vezikiiller, hiicreler arasi iletisimde oldukc¢a 6nemli rol oynayan
biyomolekiillerdir. Hedef hiicrelere niikleik asit, protein ve lipit gibi makromolekiiller
tagiyabilen hiicre dis1 vezikiiller apoptozom, eksozom ve ¢esitli mikrovezikiiller igerir.
Ozellikle eksozom olmak iizere, bu vezikiiller cesitli hastaliklarin tedavisinde de rol

oynayabilirler.

Eksozomlar hem saglikli hem de hastalikli hiicreler arasi iletisimi saglayan
nanometre boyutlu hiicre dis1 vezikiillerdir (Mrowczynski et al., 2019). Bu vezikiiller,
ayrica sinyal mekanizmalar1 ve hiicre veya doku metabolizmasi iizerinde rol oynar ve
yaralanma ve hastaliga verilen doku tepkilerini de etkileyebilir (Phinney & Pittenger,
2017). Eksozomlar olduk¢a heterojendir ve kaynagi olan hiicrenin igerigini yansitir
(Kalluri, 2016). Bir lipit ¢ift tabakadan olusan eksozomlar, genetik bilesenler (DNA,
RNA ve kaynaklandig1 hiicreye 6zgili spesifik proteinler) dahil olmak {izere, onu
olusturan hiicrenin bilinen tim molekiiler bilesenlerini icerebilir (Kalluri, 2016).
Eksozomlar, icerdigi bu molekiiller araciligiyla genetik ve genetik olmayan bilgileri
hiicreler arasinda ileterek kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastalik {izerinde tedavi
edici rol iistlenebilir (Kobayashi et al., 2018). Ozellikle kanser biyolojisinde degisken
rollere sahip olan eksozomlar, hiicrelerin tedaviye duyarliligmi ve onkojenik

ozelliklerin baskilanmasini saglayabilir ve alict hiicrelerin fenotipini énemli 6l¢iide
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degistirebilir (Mrowczynski et al., 2019). Aymi1 zamanda, eksozomlar toksik
olmamalar1 ve immiinojenik bir etki olusturmadiklari i¢in kanser tedavisinde uygun
bir arag olarak goriiliir (Mashouri et al., 2019). Bu nedenle eksozomlar, GBM dahil
olmak {izere birgok kanser tiirli i¢in terapdtik hedefler haline gelebilir ve hiicrelere
anti-kanser ajanlariyla birlikte verilerek kombine terapotik stratejinin bir pargasi

olabilir (Mrowczynski et al., 2019).

2.5.1. Eksozom Biyogenezi

Hiicre dis1 vezikiiller ilk olarak plazmada gosterildikten sonra yapilan
caligmalar, her biyolojik sivinin vezikiil drettigini gostermistir (Raposo and
Stoorvogel, 2013; Hessvik and Llorente, 2018). Bu vezikiiller, eksozom dahil olmak
tizere ¢esitli mikrovezikiiller igerir. Eksozom, multivezikiiler govdenin plazma zar1 ile
fiizyonu sonucunda hiicrelerden salinan bir membran vezikiilidir (Hessvik and
Llorente, 2018). Nano boyutta olan eksozomlar endozomal ag iginde olusur (Yafez-
Mo et al., 2015). Eksozom biyogenezinin birinci asamasi, primer endositik
vezikiillerin fiizyonudur (Mashouri et al., 2019). Bu asama ayn1 zamanda erken
endozom olusumunun ilk asamasidir. Endositik kargolar erken endozomlari birlestirir
ve daha sonra erken endozomlar, multivezikiiler cisim (body)’lere (MVB) doniisiir ya
da bu kargolari plazma zarina geri dondiiriir (Mashouri et al., 2019). Erken
endozomlarin birlesmesiyle olusan ve ge¢c endozom olarak bilinen MVB, spesifik lipit,
protein ve sitozolik bilesenleri tasiyan intraluminal vezikiil (ILV) i¢erir (Alenquer and
Amorim, 2015; Gurung et al., 2021). MVB’ler, plazma zarina tasinir ve bu zarla
kaynasarak, endozomal membranlarin i¢e dogru tomurcuklanmasiyla olusan ILV’yi
Sekil 2.9’da gosterildigi gibi hiicre disina salar ve hiicre membranindan salinan
ILV’ler artik eksozom olarak adlandirilir (Alenquer & Amorim, 2015; Gurung et al.,
2021).
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Kaynak: Gurung S. et al., (2021)’dan uyarlanmigtir

2.5.2. Eksozom Tedavi Yaklasimi

Yaklasik 30-100 nm ¢apinda olan eksozomlar, lipit ¢ift tabakali vezikiillerdir.
Cesitli hiicreler tarafindan salinan eksozomlar, 5'-niikleotid enzim aktivitesine sahip
membran vezikiilleridir. Eksozomlar, tasidiklari niikleik asit ve diger biyoaktif
molekiiller araciligiyla bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireglerde rol alirlar (Zhang et
al., 2020). Sentetik partikiillerle karsilastirildiginda eksozomlarin endojen ve heterojen

olmasi onlara tedavi agisindan biiyiik avantaj saglar (Zhang et al., 2020).

Eksozomlar, kan beyin bariyerini asabilmesi, ila¢ direncini azaltabilmesi ve
tasidigr molekiiller, 6zellikle miRNA’lar aracilifiyla gen tedavisinde bir arag
olmasiyla GBM igin olduk¢a umut vaat eden bir terapdtik hedeftir. Ozellikle temeli
pluripotent kok hiicre olan ve embriyonik kok hiicrelerden salinan eksozomlar, hiicre
canliligint inhibe ederek GBM’lerde hiicre biiylimesini etkiler (Zhu et al., 2019).
Bunun yani sira, EKH eksozomlar1 apoptozu tesvik ederek GBM hiicrelerinde anti-
tiimorijenik etkiler sergiler (Zhu et al., 2019). Oncii raporlara bagl olarak, EKH
eksozomlarinin bu anti-GBM etkilerinin, GBM’leri iyi huylu fenotipe doniistiirebilen
EKH’lere 0zgli yeniden programlama faktorleri icermesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Zhu et al., 2019). Bu durum, yeniden programlama faktorlerinin

kombinasyonlar1 kullanilarak iiretilen UPKH’nin de GBM hiicreleri iizerinde anti-
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tiimorijenik etkiler sergileyebilecegini diisiindiirmektedir. UPKH’ler, EKH’lere
yakindan benzemektedir. Ayrica, birgok alanda etik olarak c¢alisilmasinda sorunlar
yasanan EKH’lerin yani sira, UPKH’lerin kullanilmasinda herhangi bir etik sorun
bulunmamaktadir. Bu nedenle, UPKH’ler, EKH’lerin yerine gegebilecek tek
kaynaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasallar

Kimyasal Firma Islem

mTeSR1 Basal Medium STEMCELL Hiicre kiiltiiri
Technology (85850)

mTeSR1 5X Supplement STEMCELL Hiicre kiiltiiri
Technology (85850)

Matrigel Corning Hiicre kiiltiiri

(CLS354277)
Sodyum-EDTA tuzu Kimsan (207015090) Hiicre kiiltiiri
Dulbecco's Modified GIBCO (11965092) Hiicre kiiltiirii

Eagle Medium (DMEM)
4.5g/L Glucose

RPMI-1640 Besiyeri

Capricorn (RPMI-A)

Hiicre Kiiltiiri

Fetal Sigir (Bovin) Thermo Fisher Hiicre kiiltiirii
Serumu (FBS) (16000044)
Tripsin-EDTA (0.05%) Thermo Fisher Hiicre kiiltiiri
(25300062)
Dimetil Siilfoksit Sigma Aldrich Hiicre kiiltiiri
(DMSO) (D2650-100ML)
Penisilin/Streptomisin Thermo Fisher Hiicre kiiltiiri
(15140122)
Fosfat Tamponlu Salin Thermo Fisher Hiicre kiiltiiri
(Phosphate Buffered (70013065)
Saline-PBS)
Y-27632 (Rho kinaz Tocris (1254) Hiicre kiiltiirii
inhibitorii)
MTT Thermo Fisher Canlilik testi
(M6494)
Absolut Etanol Sigma Aldrich RNA izolasyonu
(51976)
Oligoniikleotit Sentromer DNA Gergek Zamanli Polimeraz
Teknolojileri Zincir Reaksiyonu
Niikleaz igermeyen su Sigma Aldrich RNA izolasyonu
(W4502)
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3.1.2. Cihazlar

Calisma siirecinde kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Cihazlar

Cihaz Firma Islem
Class Il Steril Kabin FASTER Biosafety Hiicre Kiiltiirii
cabinet
SafeVac Vacuum SCILOGEX Hiicre Kiiltiirii
Aspirator
CO inkiibatorii Memmert INCO153 Hiicre Kiiltiirii
Su banyosu Memmert Hiicre Kiiltiirii
AXIO Invert (Ters) Olympus Hiicre Kiiltiiri
mikroskop
Konfokal Mikroskop Zeiss, Axio, Al Hiicre Kiiltiiri
4°C Buzdolabi Arcelik 3061 Plus Genel
-80°C Derin dondurucu Hoover Genel
Termal Dongii Cihazi Biorad T100 cDNA sentezi
GZ-PZR cihazi Biorad CFX Connect Gen ifadesinin analizi
Mikro plate okuyucu MultiskanGo, RNA izolasyonu

ThermoScientific

Sogutmal1 santrifuj

Hittech Universal 320R

Hiicre kulturia

MiniSpin Plus Thermo scientific RNA izolasyonu

Otoklav Dik Tip Otoklav (BES) Sterilizasyon
Su Aritma Sistemi Millipore Milli Q Genel
Synthesis A10
Vorteks Heidolph Reax top RNA izolasyonu
Calkalayici DLAB, SK-0180-Pro Eksozom izolasyonu
Dinamik Isik Sagilim Malvern Eksozom
(DLS) cihazi karakterizasyonu

3.1.3. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi Tablo 3.3°de verilmistir.

Tablo 3.3. Sarf Malzemeler

Sarf Malzeme Firma Islem
100 mm petri kab1 Corning (430167) Hiicre kiiltiiri
96-kuyulu kiiltiir kabi Corning (3596) Hiicre kiiltiiri

6-kuyulu kiiltiir kab1

Corning (3516)

Hiicre kiltira

Thoma Lami

Marienfeld (0640011)

Hiicre Kiiltiira

Serolojik pipet (10 ml)

Corning (4488)

Hiicre kiltira

Serolojik pipet (5 ml)

Corning (4487)

Hiicre kiltira

Serolojik pipet (25 ml) Corning (4489) Hiicre kiiltiirii
Serolojik pipet (50 ml) Corning (4490) Hiicre kiiltiiri
Stericup vakum filtrasyon  Millipore (S2HVUO2RE) Hiicre kiiltiiri

sistemi
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Tablo 3.3. (devam) Sarf Malzemeler

Mikropipet Finnpipette™ F2 GLP Genel
Pipet ucu Corning, Axygen
(TXL-10-R-S) Genel
Pipet ucu Corning, Axygen
(T-200-Y-R-S) Genel
Pipet ucu Corning, Axygen
(T-1000-B-R-S) Genel
Eppendorf tiip Axygen RNA izolasyonu
Falkon tiip Falcon Hiicre kiiltiirii
Kriyotiip Corning (430659) Hiicre kiltiirii
GZ-PZR plate Thermo Fisher Gen ifadesinin analizi
PZR Adhesive seal Thermo Fisher Gen ifadesinin analizi
Ultra-15 Santrifiij filtresi Sigma Aldrich Eksozom izolasyonu
(UFC901024)

0,45 pum siringa filtresi Corning (431231) Eksozom izolasyonu

3.1.4. Kitler

Deney siirecinde kullanilan kitlerin listesi Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Calismada Kullanilan Kitler

Kit Firma

Islem

Eksozom izolasyon Kkiti

CUSABIO (E10110)

Eksozom izolasyonu

Quick RNA Miniprep

ZYMO (R1055)

RNA izolasyonu

cDNA sentez Kkiti

65054)

SENSIFEST (BIO-

cDNA sentezi

SYBR No-Rox kit

98020)

SENSIFEST (BIO-

Gen ifadesinin analizi

3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan primerlerin listesi Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. Calismada Kullanilan Primer Dizileri

Gen Ileri Primer Geri Primer
pB-Aktin  TGAAGTGTGACGTGGACATC GGAGGAGCAATGATCTTGAT
MMP-2 ACCACAGCCAACTACGATGA GCTCCTGAATGCCCTTGATG
MMP-9 GCGTCTTCCCCTTCACTTTC ATAGGGTACATGAGCGCCTC
EGFR AGGTGAAAACAGCTGCAAGG AGGTGATGTTCATGGCCTGA
AKT CGACGTGGCTATTGTGAAGG GATGATGAAGGTGTTGGGCC
BAD GAAGACTCCAGCTCTGCAGA CATCCCTTCGTCGTCCTCC
Raf-1 AAGGGTAAATGGCACGGAGA AGGTGTTTGTAGAGGCTGCT
CCND1 GCATGTTCGTGGCCTCTAAG CGTGTTTGCGGATGATCTGT
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3.2. Metot

Yapilan tez ¢alismas1 Hali¢ Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. 13.04.2022
tarihinde baslatilan calisma, 11.09.2022 tarihinde tamamlanmis olup, veriler deney

siireciyle es zamanl olarak toplanmaistir.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Caligsma siirecinde gergeklestirilen hiicre kiiltiirii deneyleri laminar akish steril
kabinde gerceklestirilmis ve her asamada steril, tek kullanimlik malzemeler

kullanilmuastir.

3.2.1.1. Uyarilmus pluripotent kok hiicre hatti

Uyarilmis pluripotent kok hiicre hatti, bazal membran (matrigel) ile destekli bir
ortamda, daha Onceden tanimlanmis olan ve hiicrelerin iyi c¢ogaldigi mTesR1

besiyeriyle 37°C’ye ayarli, nemli ve %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiirlendi.

UPKH’lerin kiiltiirlendigi besin ortami, Tablo 3.6’da verilen oranlarda
kimyasal kullanilarak hazirlanmis olup, hiicrelerle muamele edilmeden 6nce 0.22

pm’lik filtreden gecirilmistir.

Tablo 3.6. UPKH Besiyeri Igerigi

Kimyasal Oran
MTesR1 bazal besiyeri %79
MTeSR1 5X destek ortami 5X
Penisilin-Streptomisin %1
Toplam 100 ml

Boliimiimiiz stoklarinda, -80°C sogutucuda bulunan matrigel, RPMI-1640
bazal besiyeriyle seyreltildi ve 6 kuyulu kiiltiir kabina 1 ml eklenip 2 saat +4°C
buzdolabinda bekletildi. Ardindan, Kog¢ Universitesi Translasyonel Tip Arastirma
Merkezi, Kok Hiicre Laboratuvarindan temin edilen UPKH’ler -80°C sogutucudan
aliip 37°C’deki su banyosunda ¢oziindiiriildii. Coziindiiriilen hiicreler Tablo 3.6°da
verilen oranlarda hazirlanmis ve 6nceden 37°C’de 1sitilmis besiyerine hizli bir sekilde
aktarilip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda silipernatant
uzaklastirildi ve pellet 1 ml taze besiyeriyle ¢ozilindiiriildii. Ardindan, matrigel ile kaplt

6 kuyulu kiltiir kabindan RPMI-1640 bazal besiyeri uzaklastirildi ve UPKH’ler
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toplam 2 ml olacak sekilde tamamlanmis UPKH besiyeriyle 6 kuyulu kiiltiir kabina
ekildi.

Her giin besiyeri degistirildi ve hiicreler kiiltiir kabinin tabanini yaklasik %80
doluluk oraninda kapladiginda pasajlama islemi yapildi. UPKH’lerin pasajlanmasi i¢in
Tablo 3.7°de belirtilen sekilde 500 ul steril su ile 0,5 M EDTA ¢d6zeltisi hazirlandi ve
hazirlanan 0,5 M EDTA ¢dzeltisi, 1:1000 oranda kullanilarak PBS-EDTA soliisyonu
hazirlanip 0,22 um’lik filtreden gecirildi. Pasajlama i¢in Oncelikle, besiyeri
uzaklastirilan hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan, 6-kuyulu kiiltiir kab1 i¢in her bir
kuyucukta 500 ul olacak sekilde, 0,05 M PBS/EDTA hiicrelerle muamele edildi.
Hiicreler, kiiltiir kabindan kaldirilmalar: i¢in 8 dk inkiibatorde bekletildi ve ardindan
PBS/EDTA uzaklastirildi. Daha sonra hiicrelere 2 ml tamamlanmis besiyeri eklendi
ve kiiltiir kab1 yikanarak hiicreler toplanip matrigel ile kapl yeni bir 6 kuyulu kiiltiir
kabina 1:2 oranda ekildi. Pasajlanma islemi tamamlanan hiicreler %5 CO2 ve 37°C’ye
ayarli inktibatorde kiiltiirlendi. Hiicreler acildiktan ve her pasajlandiktan sonra hiicre
olimii ve farklilagsmay1 kisitlamak amaciyla hacimce 1:1000 oranda Y-27632 (Rho
kinaz inhibitorii) ile muamele edildi. Hiicreler bu siirecte %5 CO2 ve 37°C’ye ayarli

inkiibatorde kultirlendi.

Tablo 3.7. PBS-EDTA Oram

Kimyasal Miktar

Sodyum-EDTA Tuzu 95 mg
(Molekiil Agirligi: 380,17)

Steril su 500 pul

PBS 500 ml

Pasajlama sonrasinda UPKH’lerin bir kismi kiiltiire devam ettirilirken kalan
kism1 bir sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere Tablo 3.8’de verilen oranlarda
hazirlanan dondurma besiyeriyle donduruldu. Dondurma islemi icin, PBS/EDTA ile
kaldirilan hiicreler, tamamlanmis besiyeriyle toplanip, 1/2’si 6-kuyulu kiiltiir kabina
ekildikten sonra kalan kisim 1500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi ve hiicrelerin
¢okmeleri saglandi. Santrifiijiin ardindan pellete zarar vermeden siipernatant aspire
edildi ve pellette bulunan hiicreler, hiicre yogunluguna uygun hacimde dondurma
besiyeriyle ¢ozilindiiriilerek kriyo tiiplere alinip -80°C’deki derin dondurucuya

kaldirildi.
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Tablo 3.8. UPKH Dondurma Besiyeri Igerigi

Kimyasal Oran
DMEM %40
FBS %50
DMSO %10
Toplam 10 ml

3.2.1.2. Glioblastoma hiicre hatti

Calismada, glioblastoma hiicre hatt1 olarak boliimiimiiz stoklarindan LN18
hiicreleri kullanilmigtir. LN18 hiicrelerinin kiiltiirlendigi besin ortami, Tablo 3.9’da
verilen oranlarda kimyasallar kullanilarak hazirlanmis olup, hiicrelerle muamele

edilmeden 6nce 0.22 um’lik filtreden gecirilmistir.

Tablo 3.9. LN18 Tamamlanmis Besiyeri Igerigi

Kimyasal Oran
DMEM bazal besiyeri %89
FBS %10
Penisilin-Streptomisin %1

Toplam 100 ml

Bolimimiiz stoklarinda bulunan LN18 hicreleri, Tablo 3.9’da verilen
oranlarda hazirlanmis ve onceden 37°C’de 1sitilmis besiyerine hizli bir sekilde
aktaritlip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirildi ve pellet 3 ml taze besiyeriyle ¢oziindiiriildii. Ardindan, ¢oziindiiriilen
hiicreler toplam hacim 10 ml olacak sekilde tamamlanmis besiyeriyle 100 mm petri

kabina ekildi.

3 gilinde bir besiyeri degistirildi ve hiicreler kiiltiir kabinin tabaninm1 yaklasik
%80 doluluk oraninda kapladiginda pasajlama islemi yapildi. LN18 hiicrelerinin
pasajlanma siirecinde, besiyeri uzaklastirilan hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan, 100
mm’lik kiiltiir kab1 i¢in 2 ml olacak sekilde tripsin eklendi ve 3 dakika inkiibatorde
bekletilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. Hiicreler, kiiltiir kabindan kaldirildiktan
sonra, tripsini inhibe eden FBS’i igeren tamamlanmis besiyeriyle 1:1 oranda muamele
edildi. Kiiltlir kabinin tamamlanmis besiyeriyle yikanip hiicrelerin toplanmasinin
ardindan, LN18 hiicreleri 1:4 oranda yeni bir 100 mm’lik petri kabina ekildi ve %5
CO2 ve 37°C’ye ayarl inkiibatorde kiiltiirlendi.
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Pasajlama islemi ile LN18 hiicrelerinin 1/4’inin kiiltiirii devam ettirilirken,
kalan 3/4’liikk kism1 Tablo 3.10°da verilen oranlarda hazirlanan dondurma besiyeriyle
donduruldu. Bu islem igin, kiiltiir kabindan yikanip toplanan LN18 hiicreleri 1500
rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlendi ve ¢okmeleri saglandi. Santrifiijiin ardindan pellete
zarar vermeden siipernatant aspire edildi ve pellette bulunan hiicreler, hiicre
yogunluguna uygun hacimde dondurma besiyeriyle ¢oziindiiriilerek kriyo tiiplere

alind1 ve -80°C’deki derin dondurucuya kaldirildi.

Tablo 3.10. LN18 Dondurma Besiyeri Icerigi

Kimyasal Oran

DMEM ile destekli tamamlanmis %50
besiyeri

FBS %40

DMSO %10

Toplam 10 mi

3.2.2. Eksozom izolasyonu ve Karakterizasyonu

UPKH’ler kiiltiir kabinin tabanini yaklasik %80 doluluk oraninda kapladiktan
sonra, 7 giin boyunca her giin hiicrelerin bulundugu besiyeri toplandi ve bu siirecte
toplanan besiyeri +4°C’de muhafaza edildi. UPKH’lerden eksozom izolasyonu igin
eksozom izolasyon kiti (CUSABIO, EI0110) protokoline uygun bir sekilde

kullanilarak UPKH kiiltiiriinden toplanan besiyerinden eksozom izole edildi;

1. 1 ml E reaktifi ve 150 ul A reaktifi steril bir eppendorf tiipte karistirildi ve karisim
850 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi, ardindan siipernatant uzaklastirildi.

2. B reaktifine 2 ml steril su eklendi ve tamamen ¢oziinene kadar karistirilip 1 ml’si
1. asamada elde edilen pellete eklendi.
NOT: 1ml B reaktifi bir sonraki izolasyon i¢in -20°C’de muhafaza edildi.

3. Hazirlanan karigim calkalayicida 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda karisim 850 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirildi.

5. 2 saatlik inkiibasyon siirecinde, UPKH kiiltiiriinden toplanan 15 ml besiyeri filtreli
falkona alind1 ve 8000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonunda filtrede kalan kisim steril bir eppendorf tiipe alind1 ve 0,45 pm’lik
filtreden gecirildi.
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7. Filtrasyon sonunda elde edilen ekstrakt:C reaktifi:D reaktifi oram1 125:1:125
olacak sekilde bir karisim hazirlandi (600 ul ekstrakt : 4,8 ul C reaktifi : 600 pul D
reaktifi) ve hazirlanan karisim 4. asamada elde edilen pellete eklenip calkalayicida
gece boyu +4°C’de inkiibasyona birakildi.

8. Gece boyu inkiibasyonun ardindan karistm 850 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi.

9. 3 ml E reaktifi ve 12 pl C reaktifi bir falkon tiipte karigtirildi.

10. Hazirlanan karigimdan 1 ml alinip 8. asamada elde edilen pellete eklendi ve 850
rpm’de 1 dk santrifiij yapilip slipernatant uzaklastirildi. Bu asama 2 kere daha
tekrarlandi.

11. Elde edilen pellete 200 pl F reaktifi eklendi ve 10 dk oda sicakliginda ¢alkalayicida
inkiibe edildi.

12. inkiibasyon sonunda, karisim 850 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve elde edilen
siipernatant (eksozom) steril bir eppendorf tiipe alind.

13. Elde edilen eksozom kisa siireli kullanim i¢in +4°C’de muhafaza edildi.

Izolasyonun ardindan, Saglik Bilimleri Universitesi, Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda bulunan Dinamik Isik Sa¢ilimi1 (DLS-Malvern)
cthazi kullanilarak eksozom karakterizasyonu gergeklestirildi. Bu amag
dogrultusunda, yapilan karakterizasyon siirecinde, UPKH-ekz’lerin boyut ve

konsantrasyon dl¢timii yapildi.

3.2.3. MTT Testi

Kiiltiir calismasi sirasinda LN 18 hiicrelerinin eksozomla muamele edilmesinin
ardindan canlilik tayini yapilmasi amaciyla MTT analizi gerceklestirildi. MTT testi,
canli hiicrelerin MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid)
kimyasaliyla reaksiyon vererek, formazan Kkristali olusumunu saglayan mitokondriyal

aktivite O6l¢limii esasina dayanmaktadir.

LN18 hiicreleri kiiltiir kabinin tabanini yaklasik %80 doluluk oraninda
kapladiktan sonra tripsin muamelesiyle kaldirilip, Thoma Laminda hiicre sayimi
yapildi. Pasajlama sirasinda toplanan hiicre siispansiyonundan 10 ul alinarak Thoma
Lamu {izerine aktarildi. Sayim sirasinda ¢eper yapist bozulan, 6lmiis hiicreler sayima
dahil edilmedi. Elde edilen hiicre sayisi, Thoma Lami formiilasyonuna gére 10* ile

carpilarak ml’deki toplam hiicre sayis1 bulundu.
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Hiicre sayiminin ardindan, LN 18 hiicreleri 96-kuyulu kiiltiir kabina her kuyuda
10* hiicre olacak sekilde ekildi ve %5 CO; ve 37°C’ye ayarl inkiibatorde 1 giin
boyunca kiiltiirlendi. Hiicreler kiiltiir kabina yapistiktan sonra, LN18 hiicreleri, 10°
partikiil/ml (p/ml), konsantrasyonda UPKH-ekz ile muamele edildi (Zhu et al., 2019).
Kontrol olarak, LN18 hiicre hatlar1 yalnizca taze tamamlanmis besiyeriyle muamele
edildi. Hiicreler 12 saat boyunca %5 CO; ve 37°C’ye ayarli inkiibatorde UPKH-
ekz’lerle inkiibe edildi. 12 saatlik eksozom muamelesinin ardindan besiyeri
uzaklastirildi ve taze tamamlanmis besiyeri eklendi. Daha sonra, hiicreler MTT testi
i¢in 48 saat boyunca inkiibatorde bekletildi ve bu siire¢ sonunda hiicrelere 0,5 mg/ml
MTT soliisyonu eklendi. LN18 hiicrelerinin formazan kristalleri olusturmasi igin
hiicreler 4 saat boyunca MTT soliisyonuyla inkiibe edildi. 4 saat sonunda hiicreler 2
kere PBS ile yikand1 ve karanlik bir ortamda, oda sicakliginda, 10 dk boyunca 100 pl
DMSO ile muamele edildi. Ardindan, Multiskan Go mikro-plate okuyucuda 570

nm’de dl¢lim yapildi.
3.2.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in, LN18 hiicreleri %80 doluluk oranina ulastiginda tripsin
muamelesiyle kaldirilip, Thoma Laminda hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayiminin
ardindan, LN18 hiicreleri 6-kuyulu kiiltiir kabina her kuyuda 10° hiicre olacak sekilde
ekildi ve %5 CO2 ve 37°C’ye ayarli inkiibatorde 1 giin boyunca kiiltiirlendi. Hiicreler
kiiltir kabina yapistiktan sonra, LN18 hiicreleri, 10° partikiil/ml (p/ml),
konsantrasyonda UPKH-ekz ile muamele edildi (Zhu et al., 2019). Kontrol olarak,
LN18 hiicre hatlar1 yalnizca taze tamamlanmis besiyeriyle muamele edildi. Hiicreler
12 saat boyunca %5 CO2 ve 37°C’ye ayarli inkiibatorde UPKH-ekz’lerle inkiibe edildi.
12 saatlik eksozom muamelesinin ardindan besiyeri uzaklastirlldi ve taze
tamamlanmis besiyeri eklendi. Daha sonra, hiicreler 48 saat boyunca 37°C’ye ayarl
inkiibatorde bekletildi (Sekil 3.1.).
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6 o o RNA izolasyonu ve Hiicrelerin toplanmasi ve
GZ-PZR uygulanmasi ve verilerin analizi cDMA sentezi hiicre pelleti olusturulmasi

Sekil 3.1. UPKH-ekz'lerin LN18 Hiicrelerinde Uygulanmasi ve GZ-PZR Analizi

Hiicreler 48 saat inkiibasyonun ardindan tripsin muamelesiyle kaldirildi ve
1500 rpm’de 5 dk santrifijjlendi. Ardindan pellete zarar vermeden siipernatant
uzaklastirildi ve Quick RNA Miniprep (ZYMO) kiti kullanilarak kontrol ve UPKH-
ekz uygulanmis hiicrelerden RNA izole edildi;

1. Pellete 300 pl RNA Lysis Tamponu eklendi ve karisim toplama tiipiine
yerlestirilmis Spin Away Filtreye aktarilip 14.000 rpm’de 30 sn santrifiijlendi.

2. Santrifiij ardindan toplama tliplinde kalan siipernatant {izerine ayni hacimde
%99’luk etanol eklendi ve karisim, toplama tiipiine yerlestirilmis yesil renkli
Zymo-Spin™ IIICG kolona aktarilip 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonrasinda kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve kolonu yikamak
i¢in 400 ul RNA Wash Tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij yapildi.

4. Santrifiij sonunda niikleaz icermeyen bir tiipte 75 ul DNA Digestion Tamponu ve
5 ul DNaz I (1U/ul) karisim1 hazirlandi ve karigim direkt yeni bir toplama tiipiine
alinan kolonun membranina eklendi.

5. Kolon oda sicakliginda 15 dk boyunca inkiibe edildi.

6. Inkiibasyonun ardindan kolona 400 ul RNA Prep Tamponu eklendi vel4.000
rpm’de 30 sn santrifiij yapildi.

7. llk yikamada 700 ul RNA Wash Tamponu kolona eklendi ve 14.000 rpm’de 30 sn
santrifiij yapildi.
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8. Ikinci yikama i¢in kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 400 ul RNA Wash
Tamponu eklenip 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij yapildi.

9. Son olarak kolon niikleaz igermeyen bir eppendorf tiipe yerlestirildi ve dogrudan
kolonun membranina gelecek sekilde 60 ul DNaz/RNaz icermeyen su eklenip
14.000 rpm’de 30 sn santrifiij yapildi.

10. Eppendorf tiipte toplanan 60 ul RNA o6rneginden spektrofotometrik 6l¢iim igin 2
ul alindi ve Multiskan Go mikro-plate okuyucuda 230, 260 ve 280 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapildi.

11. RNA konsantrasyonu Az x 40 x 10/0,52 formiilii ile; safligi ise A2eo/A2g0 Ve
A260/A230 orani ile hesaplandi.

12. Kalan RNA 6rnegi kisa siireli kullanim igin -20°C sogutucuda muhafaza edildi.

3.2.5. cDNA Sentezi

-20°C sogutucuda bulunan RNA 6rneklerinden 1 pg kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA sentezi, iiretici firmanin talimatina gére cDNA sentez kiti
(Bioline, BIO-65054) ile yapilmistir. Sentezde kullanilan reaksiyon bilesenleri Tablo
3.11°de gosterilmistir.

Tablo 3.11. cDNA Sentez Reaksiyon Bilesenleri

Reaktifler Stok Kullanilan Calisma
Konsantrasyon Miktar Konsantrasyonu
RNA 82,23 ng/ul
(Kontrol) 12,16 pl (Kontrol) 1
316,8 ng/ul 3,15 pl (Eksozom) HE
(Eksozom)
Oligo d(T) VN 50 uM 2 ul 5 uM
M-MuLV enzim 10X 2ul 1X
karisim
M-MuLV
reaksiyon 2X 10 ul 1X
karisimi
Niikleaz Degisken (20
icermeyen su i ul’ye tamamland) )
Son Hacim - 20 pl -

Tablo 3.11’de verilen kimyasallarla hazirlanan karisim termal dongii cihazina
(Thermo Cycler, BIO-RAD) vyerlestirildi ve Tablo 3.12°de verilen reaksiyon
kosulunda cDNA sentezi gerceklestirildi. Sentez sonunda elde edilen cDNA 6rnekleri
-20°C sogutucuda muhafaza edildi.
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Tablo 3.12. cDNA Sentez Reaksiyon Kosullari

Asama Sentez Reaksiyon Kosullar
[k Denatiirasyon 94°C, 5 dk
Inkiibasyon 42°C, 60 dk
Enzim Inaktivasyonu 80°C, 5 dk

3.2.6. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)

UPKH-ekz’lerin LN 18 glioblastoma hiicreleri {izerinde tedavi etkisinin analizi

icin UPKH-ekz uygulamasi sonrasi glioblastoma ile iligskilendirilen bazi genlerin,

kontrol grubuyla gen ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi amaciyla GZ-PZR

uygulandi. GZ-PZR reaksiyonlar1 SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit kullanilarak

tireticinin protokoliine uygun bir sekilde gergeklestirildi. GZ-PZR, kontrol grubu ve

UPKH-¢kz uygulanan LN18 hiicre hatlarindan sentezlenen cDNA ile gergeklestirildi.

Bu amag¢ dogrultusunda, hedef genlerin ekspresyon seviyeleri referans gen ile

karsilastirmali olacak sekilde belirlendi. Ekspresyon analizi yapilacak genlere spesifik

primerler iretici firmanin onerdigi sekilde onceden standardize edilmistir. Tablo

3.13’de verilen oranlarda PZR karisimi hazirland1 ve karisim 96-kuyulu PZR plakasina

aktarilip Tablo 3.14’de verilen reaksiyon kosullarinda GZ-PZR gergeklestirildi.

Tablo 3.13. GZ-PZR’de Kullanilan Reaktif Miktarlari

Reaktifler Kullamilan Calisma
Miktar (ul) Konsantrasyonu
cDNA 1,5 -
SensiFAST SYBR
No-Rox karigimi 10 1X
(2X)
Ileri Primer 1 2,5 uM
Geri Primer 1 2,5 uM
dH20 6,5 -
Son Hacim 20 -

Tablo 3.14. GZ-PZR Kosullar

Asama Sentez Reaksiyon Kosullar:
Polimeraz Enzim Aktivasyonu 95°C, 4 dk
Denatiirasyon 95°C, 10 sn
Baglanma 55°C, 10 sn Dongti Sayisi: 40
Uzama 72°C, 30 sn

Erime Egrisi Analizi

55°C - 95°C, 5sn
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3.3. istatistiksel Analiz

Her deney igin en az 2 biyolojik tekrar yapildi ve elde edilen veriler standart
sapma goz oniinde bulundurulup analiz edildi. Yapilan MTT ve GZ-PZR uygulamalari
sonucunda veriler, Multiskan Go mikro-plate okuyucu ve BIO-RAD CFX Connect™
GZ-PZR cihazlarinin analiz programlarindan elde edilip iki kuyruklu Ogrenci t-testi
(Two-tailed Student’s t-test) ile degerlendirildi. Kontrol grubu ve deney grubu

arasindaki farklar i¢in istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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4, BULGULAR
4.1. UPKH ve LN18 Hiicre Hatlarimin Gorintiileri

Kiiltiir kabinin ylizeyine yapisarak biiyliyen LN18 hiicreleri uygun sartlarda
kiiltirlenerek morfolojik goriintiilerinin takipleri ters faz-kontrast mikroskop ile
yapildi. Kiiltiir ortaminda LN18 glioblastoma hiicrelerinin morfolojik olarak néronlara

benzerlik gosterdigi goriildii (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. LN18 Hiicrelerinin Morfolojik Goriintiisii

Farklilagsmamis hiicrelerin kiiltiire edilmesi, uzun siire boyunca korunmasi ve
cogaltilmasi, getirdigi zorluklar sebebiyle kritik O6neme sahiptir. Bu nedenle,
farklilasmamis hiicre olan UPKH’lerin farklilagsma durumu ve morfolojileri, her giin
ters faz-kontrast mikroskop ile takip edildi. UPKH kiiltiirii, LN18 hiicreleri gibi diger
yapigarak biiyliyen hiicrelere kiyasla birtakim zorluklar sunar. Biiyiiyecegi ortamda
matriks destegine ihtiyact olan UPKH’ler, bir bazal membran olan matrigelde uygun
sartlarda kiiltiire edildi. LN18 hiicrelerinin aksine, UPKH’lerin, koloni olusturarak
cogaldig1 gozlendi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. UPKH'lerin Morfolojik Goriintiisii

4.2. Eksozom Karakterizasyonu

Malvern Zetasizer Ultra-DLS cihaz1 ile yapilan eksozomal karakterizasyon

sonucuna goére UPKH-ekz’lerin boyutu ortalama 50,79 nm bulundu (Sekil 4.3.).

5
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Sekil 4.3. UPKH-ekz’lerin Boyut Analizi Sonucu

Eksozom karakterizasyonu igin, 6l¢iimii alinacak eksozom o6rnegi 100 kat
seyreltilerek konsantrasyon o6l¢iimii yapildi. Konsantrasyon o6l¢iim sonucunda
diliisyonlu eksozom konsantrasyonu 3,13 x 10 p/ml bulundu (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. UPKH-ekz’lerin Konsantrasyon Analizi Sonucu

4.3. MTT Analizinin Degerlendirilmesi

Eksozomlarin hiicre igine alimi i¢in 12 saat boyunca %5 CO; ve 37°C’de
UPKH-ekz ile kiiltiirlenen LNI18 hiicreleri, hiicreler tarafindan alinmayan
eksozomlarin kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasinin ardindan, UPKH-ekz’lerin LN18
hiicrelerinin canlilig1 lizerindeki etkisinin analizi i¢in 48 saat kiiltiire edildi. Bu siire

sonunda LN18 hiicrelerinin canlilik oran1t MTT testiyle analiz edildi.

Eksozom alimimin ardindan 48 saat sonra yapilan oOlciimde 10° p/ml
konsantrasyonunda UPKH-ekz uygulanmis LN18 hiicrelerinin canliligi, kontrol
grubuna gore kiyaslandi. Bunun sonucunda, UPKH-ekz uygulanmis LNI18
hiicrelerinin canliliginin, yalnizca besiyeriyle muamele edilen kontrol hiicrelerine
kiyasla yaklasik olarak %31,2 oraninda anlamli bir sekilde (p degeri<0.05) azaldig
gozlemlendi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Kontrol ve UPKH-ekz Uygulanan LN18 Hiicrelerinin MTT Analiz Sonucu
(12+48 saat sonrasi)

*: P degeri<0.05
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4.4. LN18 Hiicrelerinde Gen Ekspresyon Analizleri

Eksozomlarin hiicre i¢ine alimi i¢in 12 saat boyunca %5 COz ve 37°C’de
UPKH-ekz ile kiiltiirlenen LNI18 hiicreleri, hiicreler tarafindan alinmayan
eksozomlarin kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasinin ardindan, UPKH-ekz’lerin LN18
hiicrelerinin patolojisinde rol oynayan genler iizerindeki etkisinin analizi i¢in 48 saat

kiiltiire edildi. Bu siire sonunda bu genlerin ifadesi GZ-PZR ile analiz edildi.

Eksozom aliminin ardindan 48 saat sonra yapilan GZ-PZR analizinde 10° p/ml
konsantrasyonunda UPKH-ekz uygulanmis LN18 hiicrelerindeki GBM ile iligkili
genlerin anlatimi, kontrol grubuna gore kiyaslandi. Hedef genlerin ekspresyon

seviyeleri referans gen (B-aktin) ile karsilagtirmal1 olacak sekilde belirlendi.

Yapilan kantitatif analiz sonucunda, ECM yapisinin bozulmasini, GBM
hiicrelerinin istilasin1 ve anjiyogenezini tetikleyen MMP-2 ve MMP-9 genlerinin
ifadesinde UPKH-ekz uygulanmis LN18 hiicrelerinde kontrol grubuna gore, sirasiyla
%71,4 ve %39,3 oranda azalma gozlendi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Kontrol ve UPKH-ekz Uygulanan LN18 Hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
Gen Ifadesinin Analizi (12+48 saat sonrasi)

Eksozom alimmin ardindan 48 saat sonra yapilan GZ-PZR analiziyle elde
edilen gen ifadesi sonucunda, apoptotik genlerin baskilanmasinda rol oynayan Akt;
anti-apoptotik faktorlerin aktivasyonunu saglayan Raf-1 ve bu iki faktoriin rol
oynadig1 yolaklar1 kontrol eden, ayn1 zamanda GBM’de kontrolsiiz bir sekilde aktive

olan EGFR genlerinin ifadesinde, UPKH-ekz uygulanmig LN18 hiicrelerinde kontrol
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grubuna gore, sirasiyla yaklasik olarak %98,2, %77,6 ve %14,5 oranda azalma
gozlendi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Kontrol ve UPKH-ekz Uygulanan LN18 Hiicrelerinde EGFR, Raf-1 ve
Akt Gen ifadesinin Analizi (12+48 saat sonrasi)

Eksozom aliminin ardindan 48 saat sonra yapilan GZ-PZR analizi sonucunda,
bir apoptotik faktér olan BAD ve bir hiicre dongiisii bileseni olan, ayn1 zamanda
proliferatif yolaklar tarafindan aktive edilen CCND1 genlerinin ifadesinde, UPKH-ekz
uygulanmis LN18 hiicrelerinde kontrol grubuna gore, sirasiyla yaklasik olarak %47,4

oraninda artig ve %59,4 oranda azalma gozlendi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Kontrol ve UPKH-ekz uygulanan LN18 Hiicrelerinde BAD ve CCND1
Gen Ifadesinin Analizi (12+48 saat sonrasi)
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5. TARTISMA

Glioblastoma, diinya ¢apinda en sik rastlanan primer beyin tiimoridiir.
Sistematik olarak niiksler ve kotii prognozla ilerleyen GBM, karmasik patolojiye
sahip, tedavisi oldukga zor bir neoplazmdir (Lyustikman et al., 2008). Radyoterapi,
kemoterapi ve cerrahi miidahale gibi mevcut tedavilere karsi direngli olan GBM
vakalart ¢ogunlukla 15-20 aylik bir sagkalimla sonuglanir (Stupp et al., 2005; Ou et
al., 2021). Tedavi siirecinde kullanilan ilaglarin GBM’de toksik etkiyle sonug¢lanmasi
GBM tedavisini gii¢ kilar. Bunun yani sira, bu ilaglarin, KBB gibi olaganiistii bir
bariyeri asmak i¢in yiiksek dozda verilmesiyle artan toksik doz GBM’nin direng

gelistirmesine yol agar ve bu durum tedaviyi neredeyse imkansiz hale getirir.

GBM tedavisindeki bu zorluklar, toksik etkiyle sonu¢lanmayan, KBB’yi
asabilen, ayn1 zamanda immiinojenik reaksiyona sebep olmayan bir tedavi yontemi
uygulanmasina yonlendirir. Alternatif olarak, lipofilik yapida olup, KBB’yi
gecebilecek boyutta olan ve toksisiteden yoksun olup immiinojenik reaksiyon
olusturmayan eksozomlar diistiniilebilir (Murphy et al., 2021). Artan kanitlar, niikleik
asit ve protein gibi aktif biyolojik molekiilleri hiicreler arasinda ileten eksozomlarin,
cesitli hastaliklarin tedavisinde rol oynayabilecegini ileri siirmektedir. Eksozomlar bu
sekilde GBM dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin gelisimine uygun olmayan bir ortam
yaratabilir (Balasa et al., 2020). Bu dogrultuda, yapilan tez ¢alismasinda eksozomlar

kullanilarak GBM’de hiicresiz tedavi uygulamak amaglanmistir.

30-100 nm boyutlarinda olan eksozomlarin biyogenezi, eksozomal tedavi
yaklagimi i¢in oldukg¢a 6nemli bir faktordiir. Ciinkii, eksozom bazli hiicresiz tedaviler,
kaynak hiicreye bagl olan diisiik eksozom tiretkenligi gibi bir problem teskil eder.
Uyarilmis pluripotent kok hiicre, sahip oldugu siirsiz kendini yenileme 6zelligiyle
yiksek miktarda eksozom saglayarak bu problemin {istesinden gelebilir. Bu

dogrultuda, yapilan in vitro UPKH kiiltiirii sonucunda hiicrelerin olduk¢a verimli bir
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sekilde ¢ogaldig1 gbzlemlenmistir. Buna ek olarak, UPKH’lerden eksozom izolasyonu
sonrasinda yapilan eksozom karakterizasyonu islemleriyle elde edilen konsantrasyon
analizi sonucu, UPKH’lerin in vitro kiiltiir siireci boyunca bulundugu besi ortamina

aktif ve yogun bir sekilde eksozom salgiladigin1 gostermektedir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda, embriyonik kok hiicre kaynakli hiicre disi
vezikiillerin kanser hiicrelerinde malign hiicre fenotipini baskiladig1 gosterilmistir
(Kulesa et al., 2006; Hendrix et al., 2007; Costa et al., 2009; Diez-Torre et al., 2009).
Buna ek olarak, EKH kaynakli eksozomlarin GBM hiicrelerinde apoptozu arttirdigi ve
hiicre canliligini inhibe ederek GBM’lerin biiyiimesini etkiledigi dogrulanmistir (Zhu
et al.,, 2019). Bu avantajlarinin yani sira, EKH’lerin uygulamasini sinirlayan etik
problemler, GBM tedavisi i¢cin EKH’lere olduk¢a benzeyen ve stabil 6zellikte yogun
bir sekilde eksozom tiretebilen UPKH kullanimina yonlendirmektedir. Bunun yani
sira, EKH’ler tarafindan salgilanan eksozomlarin anti-tiimorijenik etkilere sahip
oldugu onceki ¢calismadan bilinse de UPKH-ekz’lerin GBM’ler {izerinde ayni etkiye
sahip olup olmadigi bilinmemektedir. Bu dogrultuda, yapilan tez c¢alismasinda,
UPKH’lerden verimli bir sekilde elde edilen eksozomlarin, en 6liimciil kanser tiirleri
olan GBM’lerde uygulanmasi amac¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan ¢alisma
sonucunda, GBM hiicrelerinde uygulanan UPKH kaynakli eksozomlarin, GBM

hiicrelerinin canliligim1 %31,2 oranda azalttig1 gozlenmistir.

Incelenen GBM vakalarinin ¢ogunun patogenezinde RTK sinyal yolagindaki
degisiklikler yer almaktadir (Brennan et al., 2014). GBM ile iliskili RTK yolagindaki
alterasyonlarin basta geleni EGFR’in kontrolsiizce aktivasyonuyla meydana gelen
degisikliklerdir (Furnari et al., 2015; Eskilsson et al., 2018). EGFR’1n bu sekilde aktif
ettigi molekiiler yolaklar (PI3K/Akt ve MAPK), invazyon, apoptoza direng Ve
anjiyogenez gibi ¢esitli onkojenik ozelliklere yol agar (Eskilsson et al., 2018). Bu
nedenle, GBM vakalarinin ¢ogunda EGFR hedef alinir. Ancak, klinik ¢aligmalarda
kullanilan mevcut ilaglarin KBB penetrasyonundaki problemi, anti-EGFR
tedavilerinin oniine gegmektedir (Eskilsson et al., 2018). Yapilan tez ¢aligmasinda
KBB penetrasyonunda problem teskil etmeyen eksozomlarin in vitro GBM
tedavisinde kullanilmas1 amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, UPKH’lerin igerigini
yansitan UPKH-ekz’lerin LN18 hiicreleri tarafindan alindiktan sonra, PI3K/Akt ve
MAPK gibi EGFR yolaklar1, hiicre donglisii ve apoptozla iligkili birtakim genler

tizerindeki etkisi incelenmistir.
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Yapilan GZ-PZR analiziyle UPKH-ekz’lerin, EGFR ve aktive ettigi
yolaklardaki bilesenler olan Raf-1 ve Akt’in gen ifadesindeki degisiklikler
incelenmistir. Elde edilen veriler, GBM’de kontrolsiizce aktive olan EGFR’1n; ¢esitli
apoptotik genleri baskilayarak apoptoza direng gelistiren Akt’in; ve anti-apoptotik
faktorleri aktive ederek hiicrede Akt gibi apoptotik direng gelistiren Raf-1’in gen
ifadesinin UPKH-ekz’lerle azaldigi gozlenmistir. Eksozomlarla muamele edilmeyen
LN18 hiicreleri (kontrol grubu)’'ne gore yapilan kiyaslama sonucunda, UPKH-
ekz’lerin LN18 hiicrelerinde Akt in ekspresyonunu %98,2 ve Raf-1’in ekspresyonunu
%77,6 oranda disiiriirken, GBM’de yiiksek seviyelerde aktive olan EGFR’in

ekspresyonunu %14,5 oranda diisiirdiigii gozlenmistir.

EGEFR ve aktive ettigi yolaklarin yani sira, MMP’ler gibi proteolitik enzimler
de GBM’de onkojenik rol oynayabilir. MMP-2 ve MMP-9, GBM ile en cok
iligkilendirilen ve onkojenik fenotipe destek olan MMP’lerdir. Bu dogrultuda yapilan
tez calismasinda, UPKH-ekz’lerin, GBM’de yiiksek seviyelerde gozlenen MMP-2 ve
MMP-9 gen ifadesi lizerindeki etkisini incelemek amaglanmistir. Elde edilen veriler,
UPKH-ekz’lerin, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda LN18 hiicrelerinde EGFR,
Akt ve Raf-1 gibi, MMP-2 ve MMP-9’un da gen ifadesini azalttigin1 géstermektedir.
Sonugta, hiicresiz tedavi olarak adlandirdigimiz eksozom tedavisinin LNI18
hiicrelerinde MMP-2 gen ifadesini %71,4 oranda, MMP-9 gen ifadesini ise %39,3

oranda azalttig1 goriilmustiir.

MTT testi ile elde edilen sonuglarla UPKH-ekz’lerin GBM hiicrelerinin
canliligini azalttigin1 ve hiicre 6liimiine yol agtigini dogruladiktan sonra, LN18-GBM
hiicrelerinde bir hiicre dongiisli ve bir de apoptotik gen ekspresyonunu analiz ettik.
Yapilan GZ-PZR analizinde, LN18 hiicrelerinde, EGFR, Akt, Raf-1, MMP-2 ve
MMP-9 genlerinin yan1 sira BAD ve CCND1 genlerinin ekspresyonuna da bakilmaistir.
Elde edilen sonuglar, UPKH-ekz’nin LNI18 hiicrelerinde bir apoptotik gen olan
BAD’1n ekspresyonunu kontrol grubuna gore %47,4 oranda attirdigini gostermistir.
Buna ek olarak, GZ-PZR sonuglarina gore, UPKH-ekz uygulanan LN18 hiicrelerinde,
GBM hayatta kalmasinda rol oynayan, bir hiicre dongiisii bileseni olan CCND1’in

ekspresyonunun kontrol grubuna gore %59,4 oranda azaldigi gézlenmistir.
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6. SONUCLAR

Tez boyunca, asil amag, UPKH’lerden eksozom elde ederek, bu eksozomlarin
GBM’deki terapotik roliinii belirlemekti. Bu amag¢ dogrultusunda ilk hedef yiiksek
konsantrasyonda eksozom elde etmekti. Literatiirde bulunan bir rapor, EKH’lerin
eksozom kaynagi icin uygun bir hiicre oldugunu, bu hiicrelerden verimli bir sekilde
eksozom elde edilebilecegini ve elde edilen eksozomlarin GBM’de tedavi etkisi
oldugunu gostermektedir (Zhu et al., 2019). Bu rapor dogrultusunda, tez kapsaminda,
EKH’lerle benzer morfoloji ve biliylime sekline sahip olan, ayn1 zamanda biiyiime
faktorlerine ve sinyal molekiillerine karsi ayni derecede hassas olan UPKH’ler

kullanilarak diisiik eksozom verimliliginin 6niine gecilmistir.

Siirsiz ¢gogalma kapasitesi olan UPKH’lerle diisiik eksozom verimliligi gibi
bir problemin dniine gegtikten sonra, ikinci hedef, yeniden programlama faktorlerinin
kombinasyonuyla olusturulan UPKH kaynakli eksozomlarin, LN18 hiicreleri tizerinde
uygulanarak GBM hiicrelerinde canlilig1 azaltmakti. Zhu ve arkadaslar tarafindan
yapilan EKH kaynakli eksozom caligmasindan elde edilen veriler 1s1ginda, tez
calismasinda 10° p/ml konsantrasyonda eksozom kullanilarak GBM hiicrelerinin

%31,2’lik bir kisminda 6liime yol agilmistir.

GBM hiicre canliliginin azaltilmasinin ardindan, UPKH-ekz’lerin GBM’deki
terapotik roliinii belirlemek amagli yapilan tez ¢alismasindaki tiglincii ve son hedef,
UPKH-ekz’lerin GBM hiicrelerinde hiicre dongiisii, apoptoz ve GBM ile iliski bazi
genlerin ekspresyonu iizerindeki etkisini analiz etmekti. Yapilan tez ¢aligmasinda, 10°
p/ml konsantrasyonda UPKH-ekz ile muamele edilmis GBM hiicrelerinde uygulanan
GZ-PZR analiziyle, bu eksozomlarin hiicre hayatta kalmasini tesvik eden CCND1,
GBM hiicrelerini proliferasyona yonlendiren EGFR, Akt, Raf-1, ve GBM’de
invazyona sebep olan MMP-2 ve MMP-9 gibi genlerin ekspresyonunu diistirdiigi,
buna ek olarak, apoptotik bir gen olan BAD’in ekspresyonunu artirarak GBM’leri
apoptoza yoOnlendirebilecegi ve proliferatif 6zelligini azaltabilecegi goriilmiistiir.
UPKH-ekz uygulanmasiyla, GBM hiicrelerindeki bu genlerde meydana gelen
degisiklikler, MTT testiyle elde edilen sonucu desteklemektedir.
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Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar, UPKH-ekz’lerin, GBM hiicrelerinin
proliferatif 6zelliklerini azaltabilecegini, invazyonun Oniine gegebilecegini ve son
olarak GBM hiicrelerini apoptoza yonlendirebilecegini gostermekte ve literatiirde
bulunan raporu desteklemekle birlikte, UPKH-ekz’lerin GBM tedavisinde uygun bir

terapotik arag olacagini diisiindiirmektedir.
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7. ONERILER

Tez calismasiyla elde edilen verilere dayanarak, UPKH-ckz’lerin ¢esitli
kimyasal molekiiller veya miRNA gibi kodlanmayan RNA’larla kombine edilmesiyle
GBM dahil olmak fizere birgok hastalik iizerinde uygulanabilir ve tedavide verimi
arttirtlabilir. Bu sekilde, ¢ok islevli UPKH’lerin tedavilerde terapotik potansiyeli
yiikselecektir.

Yapilan tez ¢alismasit sonucunda elde edilen veriler, yenileme ve onarim
ozelligi olan UPKH’lerin salgiladigi ve mikro g¢evrelerinde bulunan, ekzozomlarin
etkisinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasinin yani sira, kok hiicre, sinir bilim,
molekiiler biyoloji ve hiicresiz tedavi temelli alanlarda birden fazla proje icin temel
olusturacaktir. Bu tez ¢alismasi ve devaminda yapilacak projeler, kok hiicre tedavi
alaninda, yeni patent ve tedavi yontemlerini olusturacaktir. Bu projeler sayesinde
GBM ¢gibi beyin kanseri olan hastalarin iyilesmeleri ve tekrardan hayata dénmeleri

daha hizli olabilir.
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