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MELATONIN ve UMBILIKAL KORD KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRE EKSOZOMLARININ BE(2)-C NOROBLASTOMA HUCRELERI
UZERINDE TERAPOTIK POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Ahmet SENGUL
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2022
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Hatice GULER
2. Damsman: Ogr.Gor.Dr. Dilek KAAN
OZET

Noroblastoma, embriyolojik olarak noral krestin gelisim bozukluguna bagli olarak
ortaya ¢ikan, ¢ocukluk doneminin malignitesi yiiksek ve en sik goriilen ekstrakraniyal
solid tiimorlerinden olup adrenal medulla sempatik ganglionlarda goriilen pediatrik
popiilasyonda kansere bagli 6liimlerin %15’inden sorumlu tiimordiir. Bu ¢aligmada,
umbilikal kord dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinden saliman eksozomlarin
(UK-MKH-Ekso) ve ayrica epifiz bezi tarafindan {iretilen indolamin 6zellikte hormon
olan melatoninin yiiksek riskli hasta gruplarinda izole edilmis noroblast hiicre hatti,
BE(2)-C tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismada 1, 2,5 ve 5
mM konsantrasyonlarinda melatonin ve 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda UK-
MKH-Eksozomun 24, 48 ve 72 saat boyunca noroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksisite
ve apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Her iki etken grubun sonuclar1 istatistiksel
olarak degerlendirildiginde zamana ve konsantrasyona bagli olarak % hiicre canlilig1
kontrol grubuna gore ve kendi aralarinda degerlendirildiginde anlamli farkliliklar
gostermistir (**P<0,001). Melatonin ve eksozomlarin yari inhibisyon konsantrasyonu
(1Csp) sirasiyla 2,68 mM ve 69.4 pug/mL bulunmustur. 48 ve 72 saat siire sonunda 2.5
mM ve 5 mM konsantrasyonunda melatonin ve 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda
UK-MKH-Eksozomun  BE(2)-C  hiicreleri  {izerinde  apoptozu indiikledigi,
konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark bulunmazken (P>0,05), uygulanan her
konsantrasyon ve her zamana bagli olarak canli hiicreler kontrol olarak ele alindiginda
gec evre apoptotik, erken evre apoptotik ve nekrotik hiicrelerin yiizde degerleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde farklilik géstermistir (**P<0,001). Bu ¢alismada,
kan-beyin bariyerini gecebilen eksozomlar ve melatoninin noroblast hiicreleri {izerinde
giiclii terapdtik potansiyellerinin oldugu gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: BE(2)-C; Eksozom; Melatonin; N6roblastoma.



INVESTIGATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIALS OF MELATONIN
AND UMBILICAL CORD DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL
EXOSOMES ON BE(2)-C NEUROBLASTOMA CELLS

Ahmet SENGUL
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Stem Cell Sciences
Master’s Thesis December 2022
Supervisor: Ass. Dr Hatice GULER
2. Supervisor: Lect. Dr Dilek KAAN
ABSTRACT

Neuroblastoma is one of childhood's most common extracranial solid tumours with high
malignancy, arising due to embryological neural crest development disorder, and is a
tumour sympathetic ganglion of the adrenal medulla. In this study, the effects of
exosomes (UC-MSC-Exo) released from umbilical cord-derived mesenchymal stem
cells and melatonin, an indolamine hormone produced by the pineal gland, on the
neuroblast cell line BE(2)-C observed in high-risk patient groups have been
investigated. In this study, 1, 2.5, 5 mM and 25, 50, and 100 ug/mL concentrations of
melatonin and exosome, respectively have been applied to neuroblast cells for 24, 48,
and 72 hours and their cytotoxicity and apoptotic effects have been evaluated. When the
results of both factors were statistically evaluated, % of cell vibrancy varies according
to the control group, depending on time and concentration and when assessed between
them (**P<0,001). The semi-inhibition concentration of melatonin and exosomes (I1Csp)
have been found 2.68 mM ve 69.4 ug/mL respectively. After 48 and 72 hours, 2.5 mM
and 5 mM concentrations of melatonin and 50 and 100 pg/mL concentrations of UK-
MSC-Exosome induced apoptosis on BE(2)-C cells, while there was no significant
difference between the concentrations (P>0.05), the percentage values of late-stage
apoptotic, early-stage apoptotic and necrotic cells differed statistically significantly,
depending on each applied concentration and each time. (**P<0,001). This study
showed exosomes that can cross the blood-brain barrier and melatonin have strong
therapeutic potentials on neuroblast cells.

Keywords: BE(2)-C; Exosome; Melatonin, Neuroblastoma.
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1. GIRIS VE AMAC

Cocukluk c¢agi kanserleri arasinda yer alan en yaygin tiimdr, noroblastoma’dir.
Cocukluk ¢agi kanserlere bagl 6liimlerin %15’ini olusturur. Sempatik sinir sisteminde
ortaya ¢ikan bu tiimor en ¢ok karin bolgesinde gelisir ve adrenal bezde lokalizedir
(Zafar ve ark. 2021). Lenf nodlarma, kemige, kemik iligine ve akcigerlere, merkezi sinir

sistemine metastaz yapma egilimindedir (Park ve ark. 2019).

Noroblatoma da diisiik riskli olan hastalara tek basina cerrahi islem uygulanabilir veya
spontan timor gerilemesi yasanabilir. Orta riskli hastalara daha hafif kemoterapi
uygulanir ve kalan tiimor kitlesi cerrahi yontem ile alinwr. Yiksek riskli hastalar,
metastaz ve MY CN onkogen amplifikasyonu ile karakterizedir ve tedavisi, indiiksiyon,
konsolidayon ve idame olarak 3 asamada yapilir. Indiiksiyon kemoterapisi, tiimorii
kiigiiltmeyi ve kemoterapi ve cerrahi yol ile metastaz1 engellemek amaciyla yapilir.
Konsolidasyon asamasinda, otolog kok hiicre nakli, radyoterapi ve yiiksek doz
kemoterapi uygulamasini igerir. idame ise, sitokinler ve anti- disialogangliosid (GD2)
monoklonal antikor kullanilarak immiinoterapi ve 11-cis-retinol kullanarak farklilasma
tedavisini igerir (Zafar ve ark. 2021). Noroblastoma tedavisinde otolog kok hiicre nakli,
hastanin kendi kan1 veya kemik iliginden alinip izolasyon islemi sonrasinda dondurulur

ve yiikksek doz kemoterapi sonrasi hastaya geri verilme asamalarmi igerir (Fish ve

Grupp, 2008).

Melatonin, karanliga tepki olarak bilinen epifiz bezi tarafindan iiretilen indolamindir.
Ana {iretim yeri epifiz bezi olmasina ragmen, gastrointestinal sistem, deri, retina ve
kemik iligi gibi cesitli dokularda da fretilir (Talib, 2018). Melatoninin antioksidan

etkisi, DNA’y1 oksidatif hasardan korur. Bunun i¢in ya dogrudan serbest radikallerin



stipliriilmesi yoluyla ya da dolayli olarak metal kaynakli DNA hasarmi inhibe ederek,
antioksidan enzimleri uyarir ve DNA onarmm sistemini giliclendirir (Galano ve ark,

2018).

Kok hiicreler, ¢ogalma, tek bir hiicreden meydana gelme ve farkli doku tiplerine
farklilagma ile karakterize, 6zellesmemis hiicrelerden olusan 6zel bir hiicre grubudur.
Farkli potansiyellere sahip birgok kok hiicre kaynagi vardir. Erken embriyoda,
pluripotent kok hiicreler tiim dokular i¢in progenitorleri temsil eden embriyonik kok
hiicrelerdir. Daha sonraki gelisimde, doku kisitli kok hiicreler, doku dengesini ve
yenilenmesini saglayan somatik kok hiicrelerdir. Pluripotent hiicreler, 3 germ
tabakasinin tamamindan (endoderm, mezoderm ve ektoderm) dokuya farklilagabilirler
(Kolios ve Moodley, 2013). Multipotent kok hiicreler, adipoz doku, kemik dokusu ve
kikirdak dokusu olusturabilen mezenkimal kok hiicreler gibi tek germ tabakasindan
tiremis dokuya doniisebilirler. Kok hiicreler hiicresel tedavide hasarli hiicreleri
degistirmek veya organlar1 yenilemek i¢cin kullanilabilecekleri gibi hastaligin
patogenezi, hastaliga ait hiicre dizilerini c¢ogaltmada ve ilag gelistirmede
kullanilabilirler. Kok hiicre biyolojisinin gelismesine ragmen hiicrenin hazirlanma
siiresi ve in vitro ortamda kiltiir edilen hiicrelerin bir ilag gibi stabilizesini
koruyamamasi, tiimor olusumunu desteklemesi ve embriyonik kok hiicre kullaniminda

olusan etik sorunlar nedeniyle tedavi amacli caligmalar1 kisitlamaktadir (George, 2015).

Organizmada yer alan hiicrelerin gorevlerini yerine getirebilmeleri i¢in haberlesmeleri
gerekir. Hiicrelerin haberlesmesi yakinindaki ve uzak mesafede yer alan hiicrelerle
kimyasal iletiler salgilayarak gerceklesir. Yakin mesafede yer alan hiicrelerle iletisimini
norotransmitterler ve yerel regiilator gibi lokal diizenleyicilerle saglanir. Uzak
mesafedekilerle iletisim ise hormonlar ve ekstraselliiler vezikiiller (EV) ile saglanir

(Inanir ve Ekici, 2020).

EV’ler apoptatik cisimler, ektozomlar ve eksozomlar olmak iizere ii¢ kisima ayrilir.
Eksozomlar EV’ler en kiiglik iiyesi olarak endozomlarm olgunlagsmasiyla olusur ve
boyutlar1 20-200 nm arasindadir. Eksozomlar igerisinde protein, DNA, mRNA ve
kodlanmayan RNA’lar (ncRNAS) basta olmak iizere cesitli molekiilleri biinyesinde
barindirir (Harke ve ark,2021). Plazma, serum, idrar, anne siitii, amniyotik sivi ve

sinoviyal s1vi gibi viicut sivilarindan elde edilebilir. Eksozomlarin ilk zamanlar hiicre
2



icerisinde bulunan proteinleri hiicre disina atilmasinda gorev aldigi diistiniilmekteydi
(Bahar, 2019). Son yillarda yapilan ¢alismalarla birlikte hiicreler arasi iletisim, genetik
materyallerin transferi, sinyal iletimi ve immiinolojik yanitlarin diizenlenmesinde gorev
aldig1 bilinmektedir. Eksozomlarin hedef hiicreye yalnizca igeriklerini aktarmadigi ayni
zamanda hedef hiicrede bazi degisikliklere neden oldugu glioblastomlu olgularda
gosterilmistir. 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada, eksozomlarin tasidigt mRNA ve
miRNA’nin alindiklar1 beyin endotel hiicrelerinde proteine doniistiigii ve bu proteinin

timor ¢evresini diizenlemekte gorev aldigi saptamistir (Skog ve Wiirdinger 2008).

MKH kaynakli eksozomlarda biinyesinde protein, lipit, DNA tasirlar. Mezenkimal kok
hiicre eksozomlariin bir¢ok hastalik ve doku tamirinde etkin rol oynadig1 bilinmektedir
(Kuen ve Park2013). Karaciger hasarinda apoptozu azalttigi, diyabetin neden oldugu
biligsel bozukluk gibi hastaliklarin tedavisinde umut verici bir arag¢ olabilecegi

gosterilmistir (Cosenza ve Toupet 2018).

Bu calismada melatonin ve insan umbilikal kord dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinden salinan eksozomlarin yiiksek riskli hasta gruplarindan izole edilmis
noroblast hiicre hatt1 BE(2)-C {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir. 1, 2,5
ve 5 mM konsantrasyonlarinda melatonin ve 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda
eksozom 24, 48 ve 72 saat boyunca noroblast hiicrelerine uygulanmis ve XTT
yontemiyle sitotoksisite etkileri, Anneksin V & Dead Cell yontemi ile apoptotik etkileri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beyin Tiimorleri

Beyin ve merkezi sinir sistemi tiimorleri en dliimciil kanserler arasinda yer almaktadir.
Amerika’da 2013-2017 arasinda goriilme sikligi 100.000 kiside 23.79’dur. Beyin
tiimorlerinin goriilme siklig1 diisiik olmasma ragmen 6liim orani bir o kadar yiiksektir.
Beyin tiimori tedavisi kan-beyin bariyerinin se¢ici gecirgenligi nedeniyle diistiktiir.
Bununla birlikte secici gecirgenlik, beyin patolojisi biyobelirteclerinin periferik
dolasima ge¢mesini de engeller. Tiimor kaynakli biyobelirtecleri tespit etmek icin
geleneksel yontemlerden, cerrahi doku biyopsisine gereksinim duyulur. Tekrarlanan
biyopsiler ise yliksek komplikasyon ve morbidite riski nedeniyle miimkiin olmayabilir.
Siv1 biyopsiler yoluyla, beyin tiimorii belirtecleri periferik kanda veya beyin omurilik
sivisinda (BOS) tespit edilebilir. Bu sayede, bir tiimdriin evrimi bir hastanin tedaviye
yanit1 basit ve minimal invaziv ile tespit edilebilir. Dolagimda tiimor hiicrelerine ve
timér DNA’sina rastlanabilir. Dolasimdaki tiimor DNA’s1, tiimor hiicresi apoptozu
veya nekrozu sirasinda dolasimda saptanabilen DNA’dir. Erken kanser donemlerinde 1
ml kan numunesinde %0,001°’den daha az tiimér DNA’sma igerir (Torrella ve ark,

2022).

Beyin tiimorleri, yas (<10 yasindaki ¢ocuklar ve 60 yas {istii bireylerde daha sik
goriiliir), rk (Avrupa kokenlilerde gliomalar ve ndroepityal tiimorler daha sik goriiliir)
ve cinsiyete (kotii huylu tiimorler erkeklerde daha fazla goriiliir) gore degisen 6nemli
heterojen bir tiimor grubudur. Beyin tiimorleri i¢in dogrulanmig risk faktorleri olarak
iyonlastirict radyasyon ve alerji dykiisiidiir. Iyonlastirict radyasyon ¢ocuklarda daha
gliclii olmakla birlikte, yetiskinler iginde risk icerir (Ostrom ve ark, 2019). Beyin
tiimorleri primer ve sekonder tiimorler olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer tiimorler;
beynin kendi dokusundan kaynaklanan tiimorlerdir. Sekonder tlimorler ise, beyin
disinda gelisen ve beyin dokusuna metastaz yapan tiimorlerdir. En fazla akciger, bobrek
ve meme kanserleri metastaz yaparlar. Primer beyin tiimorleri, supratentorial ve

infratentorial tiimorler olarak ikiye ayrilir. Inftratentorial tiimérler; ndroepitelyal



tiimorler, meninkslerde olusan tiimorler, sinir kilift hiicreleri tiimorii, hematopoetik
tiimorler, germ hiicresi tlimorleri, sellar bolgede yer alan tiimorler ve komsu bdlgelerde
gelisen tiimorlerdir. Noroepitelyal tiimorler; astrositik, oligodendroglial tiimor,
ependimal tiimor, koroid pleksus tiimor, pineal tiimdér ve embriyonal tiimdrler olarak
smiflandirilir (Horbinski ve ark, 2019). Embriyonal tiimorler ndral krestten kaynaklanan
malign  neoplazmdwr.  Medullablastom, medullepitelyom, noroblastoma ve
ganlionoroblastom olmak iizere bir dizi tiimorii kapsar. Mebullablastom en yaygin
embriyonal tiimorlerdir. Kendi genetik tanimli (SHH ile aktive olan TP53-mutant, SHH
ile aktive olan TP53-vahsi tip, WNT ile aktive olan SHH/WNT aktif olmayan,
SHH/WNT aktif olmayan) gruplar1 vardir. Genetik profil ve histoloji kombinasyonuna
(klasik, desmoplastik, anaplastik ve yaygin nodiiliirliige sahip medullablastom) gore
timorlerin  prognozu belirler. SHH kromozom 7’de hiicrenin uzmanlasmasi ve
biliylimesinde 6nemli olan dikenli protein kodlanmistir. Kromozom 12q13 bdlgesinde
WNT gen ailesi, hiicre ¢ogalmasini ve embriyogenezi diizenleyen sinyal proteinleri
kodlar. Diger embriyonal tiimérler, 19. kromozomun {izerinde C19MC bdlgesindeki
amplifikasyona gore adlandirilir. Amplifikasyona sahip ise, C19MC degistirilmis,
amplifikasyona sahip degilse NOS olarak adlandirilir. Digerleri ise, néroblastoma,
medullaepitelyoma, ganglioblastoma ve INI1 veya BRGI1 degisikligine gore atipik
teratoid/rabloid tiimor (ATRT) olarak adlandrilir (Sekil 2.1.) (Rios ve ark, 2021).

Embriyonal Tiimorler ~ GABI/YAP1 neg, cyto fi-catenin,
CTNNBI/APC W
C19MCamp

medulio, non-
WNT/non-SHH*

INIT or BRGT mut

nuclear fi-catenin GAB1/YAP1
o !
CTNNB1 or APC mut, positive
monosomy | P53 wt TP&S mut

medulio,

SHH-activated,
TP53 mut*

Sekil 2.1. Embriyonal tiimorlerde molekiiler testler ve sonuglar1 (Horbinski ve ark,
2019).



2.2. Noroblastoma

Noroblastoma, ¢cocukluk doneminin malignitesi yiiksek ve en sik goriilen ekstrakraniyal
solid tiimorlerinden biridir. Noral krest hiicrelerinden kdken alir. Adrenal medulla ve

sempatik ganglionlarda goriiliir (Dacidoff ve ark, 2021).
2.2.1. Epidemiyolojisi

Noroblastoma, tiim cocukluk c¢agi tiimorlerinin %8-10 unda goriilen, bebek ve
cocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal solid tliimorlerdir. Pediatrik popiilasyonda
kanser bagl 6liimlerin %15’ inden sorumludur. insidansi, 15 yas altinda 1.10%da 10,2
vaka ve yilda 500 yeni vaka bildirirler. Vakalarm %901 5 yasindan Once teshis
edilirken, 530°u ilk yil icerisindedir. Ortalama tani yasi 22 aydir. Nadiren ergen ve
yetigkinlerde ¢ikar ve bu yas grubunda daha agir tablo ile karsilasilir. Irk i¢cin herhangi
bir ayrim igermezken, cinsiyet olarak, erkeklerde goriilme siklig1 fazladir (Colon ve ark,

2011).
2.2.2. Klinik Tablo

Noroblastomanm klinik tablosunda, tiimoriin konumu, boyutu invazyon derecesi,
katakolamin sekresyonunun etkileri ve para neoplastik sendromlara bagl bir¢ok faktor
rol oynar. Tiimorlerin yaklasik %65°1 karm bolgesinde ortaya ¢ikar ve bunun yarisi
adrenal bezin medulasina lokalizedir. Bunun disinda %35 boyun, %5 pelvis ve %20°de
gogiiste olusabilir (Park ve ark, 2010). Bir ¢ok hasta semptom vermezken, bazi
hastalarda ates, halsizlik ve kilo kaybi, biiyliyen bir kitle, agri, abdominal distansiyon,
lenfadenopati gosterebilir. Gogiis bolgesinde gelismesi halinde solunum sikintisi, pelvis
bolgesinde goriiliirse, karmn agrisi, kabizlik idrar yapamama semptomlar1 goriilebilir.
Servikal tlimorlerde hastada, Horner Sendromu gelisebilir ve hastalarin %15’ inde
epidural genisleme ilerleyici felg gibi norolojik defisitlere neden olabilir. Tani
sirasinda, hastalarin %50’sinde lokalize belirtiler goriiliir, %35’inde ise bolgesel lenf
nodu yayilmi goriiliir. Hematojen ve lenfatik yol ile kemik iligi, karaciger, cilt ve
kemiklere metastaz yapabilir. Cilde metastaz yapmasi halinde hastalarda, mavi deri alt1
nodiilleri geligir. NoOroendokrin 6zellikleri nedeniyle ndroblastoma, hipertansiyon ve
tagikardi ile sonuglanan katekolamin salgilama potansiyellerine sahiptir. Hastada

vazoaktif intestinal polipeptidi (VIP), ensefalomiyelit, inatg1 diyare gelisebilir.
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Antikorlar ve serebellar doku capraz reaksiyona girdiginde ortaya opsocionus-
miyoklonus sendromu (OMS) geligir. OMS’ye bagli, kol ve bacaklarda spazm ve g6z

nistagmusu gelisir (Colon ve ark, 2011).
2.2.3. Noroblastomanin Molekiiler Patogenezi

Noroblastoma, sempatik sinir sisteminin ndronal ganglionlarinda ortaya ¢ikan
gelisimsel bir malignitedir. Bu ndronal yapilar, embriyogenez sirasinda erken donemde
noral tiipten go¢ eden noral krest hiicrelerinden tiiremektedir. Bazen dordiincii germ
tabakas1 olarak adlandirilan noral krest, noro ektodermden tiiretilen gegici embriyonik
dokudur. Omurgalilarda noral tip olusumunda, noral krest, karmasik bir
transkripsiyon/epigenetik diizenleyici semaya yanit verecek bir olgunlagsma siireci
meydana gelir. Bu siire¢ boyunca noral krest 6nciileri kok hiicreyi animsatan ¢ok noktali
farklilasma potansiyeli kazanir. BMP, Wnt, Notch ve diger ligandlarin, ardisik sinyal
gradyanlari, yiiz, govde ve kalbin epitelyalarina, mezenkimal ve endotelyal bilesenlere
farklilasmasimi saglar. Bu olgunlasma siirecinin inhibisyonu sonucu, erken multipotent

noral krest Onciilerinin malign doniisiime yatkin hale gelir (Louis ve ark, 2014).

Noroblastomanin onkogeni kromozom 2’nin 2p24 distal kisa kolunda tiiretilen MYCN
onkogenidir. Primer ndroblastomanin, yaklasik %25’t MYCN amplifikasyonuna
sahiptir. MYCN amplifikasyonu ilerlemis hastaligi olanlarm %40’ 1inda ve diisiik evreli
hastalarin %5-10 arasinda mevcuttur. MYCN amplifikasyonunda hiicre basina 10°dan
fazla gen kopyasmin tanimlanmasi, hastaligin ileri evreleri, hizli tiimor ilerlemesi ve
morbidite ile sonuglanir (Fredlund ve ark, 2008). Anaplastik Lenfoma Kinazin (ALK)
aktive edici mutasyonlari da ndroblastomanin onkogen siiriiciileri olarak diisiiniiliir.
Ailesel noroblastoma vakalarin tamaminda ve spontan vakalarn %6-10"u arasinda
mutasyonlar goriilir. ALK ve MYCN mutasyonu tiimor olusumunu tesvik etmekle

birlikte is birligi yaparlar (Schulte ve ark, 2012).

PHOX2B (Paired- like Homeobox 2B) germ hatti mutasyonlari, ailesel ndroblastoma ve
sporadik vakalarda goriiliir. PHOX2B ve PHOX2A, noéral krest hiicrelerinin, sempatik
noronlara dogru farklilasmasini saglar. Bu yoldaki mutasyonlar, Hirschsprung hastalii
ve merkezi hipoventilasyon sendromu gibi hastaliklara sebep olur (Di Lascio ve ark,

2016). ATRX, daha biiyiik ve ergenlerde ortaya ¢ikan noroblastoma tiimorlerinde
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mutasyona ugrar. ATPase/helikaz alani igerir ve SWI/SNF kromatin degistiricileri
ailesinin tyesidir. Telomer uzunlugunun diizenlenmesinde goérev alir. 12 yasindan
biiyilk ¢ocuklarin 4. Evre noroblastomalarin %44’iinde mutasyon goriilirken, 12

yagindan kiigiiklerin sadece %9’unda mutasyon goriiliir (Saenz ve ark, 2021).
2.2.4. Noroblastoma Evreleme

1988 yilinda yaymnlanan Uluslararasi Evreleme Sistemi, hastanin evresini cerrahi
prosediir ile tanimladi. Evre I; tamamen rezeke edilen lokalize tiimérlerdir. Evre 1I;
tiimorler kiiciik, lenf nodu tutulumu olabilir veya olmayabilir ancak tamamen rezeke
degildir. Evre III; lezyonlar, hastanin orta hattin1 gegen ve tamamen rezeke edilemeyen
biiylik ttimorlerdir. Evre IV; 18 aydan daha kii¢iik olan ¢ocuklarda deri, karaciger ve

kemik iligine metastaz yapar (Louis ve ark, 2014).
2.2.5. Noroblastoma ve Tedavisi

Risk smiflamasma goére noroblastoma tedavisi degisebilmektedir. Diisiik risk kabul
edilen hastalar igin genellikle cerrahi rezeksiyon veya semptomlara neden olmayan
spontan gerilemesi muhtemel tiimorler gozlem yapilarak tedavi uygulanabilir. Orta
seviye risk kabul edilen hastalar i¢in, 2-8 aras1 kemoterapi ile tedavi edilebilir. Yiiksek
risk kabul edilen hastalara gore kemoterapi dozu daha disiiktiir. Yiiksek risk olan
hastalar MYCN amplifikasyonu gerceklesmis, 18 yasindan biiyiik ve IV. Evredeki
hastalar1 kapsar. Bu hastalarin ve ailelerin hastanede yatis siiresi ve tedavinin uzun
stirmesi nedeniyle, terapi yogunlugunun siirekli olarak artirilmasina odaklanilmstir.
Tedavisi ise, tiimor yiikiinii azaltmak ve cerrahi rezeksiyona uygun hale gelmesi icin
cok sayida indiiksiyon kemoterapisi (platin ilaci, antrasiklinler ve alkilleyici ajanlar
icerir) dongiisii ile baglar. Daha sonra primer cerrahi ile tiimor ¢ikarilir. Bunu kok hiicre
transplantasyonu ile 1-2 arasi miyeloablatif tedavi kiirii verilir ve ardindan timor

yatagina radyasyon tedavisi ile miidahale edilir (Tolbert ve ark, 2019).
2.3. Melatonin

Melatonin, karanliga tepki olarak bilinen epifiz bezi tarafindan iiretilen indolamindir.
Ana {iretim yeri epifiz bezi olmasina ragmen, gastrointestinal sistem, deri, retina ve
kemik iligi gibi c¢esitli dokularda da iiretilir (Talib, 2018). Melatonin seviyesinin

kontrolii, karanlik-isik dongiisii disinda, yas cinsiyet, fizyolojik kosullar tarafindan
8



saglanir. Melatonin, viicudun biyolojik saati olarak bilinen sirkadiyen ritim izleme,
immiin modiilatér, anti-inflamatuar, antioksidan, vazoregiilasyon ve onkostatik
aktivitelere sahiptir (Chiru ve ark, 2014). insanlarda melatonin biyosentezinin baslangig
maddesi, esansiyel bir amino asit olan triptofandir. Triptofan hidroksilaz (TP5H) ve
aromatik asit dekarboksilazin (AADC) etkisi ile, enzimler triptofan norotransmiter
seratonine doniisiir. Serotonin ise, arilakilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ve
hidroksindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimlerinin etkisi ile melatonine doniisiir

(Sekil 2.2.) (Alyased ve ark, 2021).

Q HO, HQ
on 5 HQ
TPSH AADC NH2
\ NH5 —_——— | NH, —_ )
N N
H H N
L-Tryptophan 5-hydroxytryptophan

Serotonin

l AANAT
o o}
o N’K HO N’”\
= N P HIOMT Xy A
N B N
H H

Melatonin N-acetylserotonin

Sekil 2.2. Insanda melatonin biyosentezi (Alyased ve ark, 2021).

Melatoninin MT1 (MTNRIA tarafindan kodlanan) ve MT2 (MTNR2B tarafindan
kodlanan) olmak iizere G-protein-bagli reseptor (GPCR) grubuna bagli iki adet
reseptOrii vardir. Adenil sikliaz ve siklik AMP’nin inhibisyonunda yer alir ve linoleik
asit almimini inhibe ederek antikanser etkisine aracilik ederler. Reseptorden bagimsiz
etkileriyle, apoptozu indiikledigi, anjiyogenez inhibisyonu, ve sirkadiyen ritim
bozulmasmin Onlenmesi gibi mekanizmalar1 igerir. Ayrica terapotik etkileri
gliclendirerek, kemoterapinin veya radyasyonun yan etkilerini azaltarak kanser

tedavisinde de yardimci ajan olarak kullanilma potansiyelleri mevcuttur (Li ve ark,

2017).
2.3.1. Karanhk-Isik Dongiisii ve Melatonin Saliniminin Diizenlenmesi

Epifiz bezinde, karanlik-1s1k dongiisii ile melatonin iiretimi saglanir. Geceleri yliksek
oranda melatonin iiretimi yapilirken giin boyunca bu iiretim seviyesi diiser. Epifiz bezi
ile 151k arasindaki iletisim, retinanin, retinohipotalamik yol ile beyindeki sirkadiyen bir
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osilator olan suprakiazmatik c¢ekirdege sinyaller gondermesi ile baslar. Giiniin 1giklarin
aktif olarak alindig: saatlerde, suprakiazmatik ¢ekirdekteki noronlar asir1 aktif olur ve
epifiz bezinin fonksiyonunu engelleyici sinyaller gonderir. Geceleri ise bu engelleyici
sinyallerin gelmemesi ile epifiz bezi gérevini yerine getirerek melatonin tiretimini saglar

(Touitou ve ark, 2017).
2.3.2. Melatonin ve Kanser Iliskisi

Melatoninin antioksidan etkisi, DNA’y1 oksidatif hasardan korur. Bunun i¢in ya
dogrudan serbest radikallerin siipiiriilmesi yoluyla ya da dolayli olarak metal kaynakli
DNA hasarint inhibe ederek, antioksidan enzimleri uyarir ve DNA onarim sistemini
giiclendirir (Galano ve ark, 2018). Yapilan bir ¢calismaya gore timor tagiyan farelere,
melatonin ve sisplatin verilerek, melatonin DNA hasarin1 onarabilecegi ve sisplatinin

antikanser aktivesi iyilestirdigini gostermistir (Huang ve ark, 2021).

Apoptotik kontrol kaybi, kanserin ayirt edici 6zelliklerindendir. Smirsiz bliylime ve
anjiyogenez ve apoptozdan kag¢inma gergeklesir. Melatonin, BAX/BAK, Apaf-1,
kaspazlar ve p53 gibi pro-apoptotik mediatorlerin ekspresyonunu artirir (Mortezaee ve
ark, 2019). Arastirmalarda, mide kanseri hiicrelerine melatonin verilmesi ile p38 ve p-
JNK proteinin ekspresyonun artmasi ve p65’in asagi regiilasyonu yolu ile apoptozun
uyarildigr goriilmiistiir (Li ve ark, 2017). Baska bir ¢alismada ise melatonin, MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerinde Bcl-2’yi inhibe ederek BAD/BAX genlerini yukari

regililasyonu etkisi gosterir (Gonzalez ve ark, 2018).

Timorlerin, hiicre proliferasyonu ve metastatik yayilimin kurulmasi i¢in yeni kan
damarlarin olusumu (anjiyogenez) gerekmektedir. Anjiyogenezin, vaskiiler endotelyal
faktor (VEGF), trombosit kaynakli biiylime faktér (PDGF), epidermal biiylime faktor
(EGF), hepatosit biiyiime faktér (HGF) kontrol eder. Melatoninin yapilan bir calismada
SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Menendez ve ark, 2017). Melatoninin osteosarkomda miR-424-
5p/VEGF sinyal yoluyla tiimor anjiyogenezi engelledigi gosterilmistir (Vimalraj ve ark,
2020).

Kanser hiicreleri, protein ekspresyonunun ve sinyal yollarinin modiilasyonu ile asir1

cogalma yetenegi kazanir. Melatoninin ise bu aktiviteleri kisitlamada aktif bir sekilde
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etkileri mevcuttur (Sekil 2.3). Melatonin ve 5-florourasil ile kombine edilmesi ile

PI3K/AKT sinyal yollarmin asagi regiilasyonu ile anti proliferasyon ve anti go¢ ve pro-

apoptotik etkiler gosterir (Gao ve ark, 2016). PI3K ve MAPK sinyal yollarinin hem

reseptore bagimli hem de bagimsiz sekilde degistirilmesi yoluyla hiicre go¢iinii engeller

ve kanser kok hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. Melatonin ayni zamanda,

siklin D1, CDK4, Siklin Bl ve CDK1 ekspresyonunu azaltarak osteosarkom

hiicrelerinde (MG-63 hiicreleri) hiicre proliferasyonunu baskilar (Li ve ark, 2017).
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Sekil 2.3. Kanser belirtilerini kisitlamada melatonin etkisi (Alyased ve ark, 2021).

Cok sayida klinik arastirmay1 iceren Tablo 2.1.’de, mide kanseri, meme kanseri, prostat

kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde melatoninin onkostatik rolii gésterilmistir.
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Tablo 2.1. Kanser modellerinde melatoninin onkostatik etkisi (Alyased ve ark, 2021).

Kanser Cahsma Modeli | Melatonin Melatonin  Ana  Etkileri ve

Tiiri Dozu Sonuclan

Mide AGS ve MGC803 | 3mm Apoptoz ile ilgili proteinleri yukari

Kanseri insan mide hiicre | melatonin dogru indiiklemistir. Kaspaz -3, -9
hatt1 ve yukar1 akig diizenleyicileri

MDM2 ve Akt’nin fosforilasyonunu
ve ekspresyonunu asagi dogru
diizenlemistir.

Glioblastom |U251 ve US87|1nM ve 1 mM| HIF-la proteininin ekspresyonunu
glioblastoma melatonin blok eder ve hipoksi altinda VEGF
hiicreleri ve MMP-2 (matris metallaproteinaz

2) ekspresyonunu inhibe etmistir.

Prostat Pc-3 hiicre hatt1 | 1mm Hipoksi altinda anjiyogenez ile ilgili

Kanseri melatonin genlerin  mRNA  ekspresyonunu

azaltmustir.

Akciger CL1-0, CL1-5 ve|0.1, 0.3. ve|Akciger kanseri  hiicrelerinde

Kanseri A549 hiicre | 1ImM CD133 ekspresyonunu azaltmstir.
hatlar1 melatonin

Karaciger |HepG2 10, 1077,| Siklooksijenaz-2(COX-2)

Kanseri hepatokarsinom |10 — ve ekspresyonunu aktive edici
hiicre hatti 10 ~* mol/L transkripsiyon faktori

melatonin inhibisyonunu blok edilmesi ve Bcl-

2/BAX oraninin azaltilmasi yoluyla
ER stresi altinda HepG2’de apoptoz
artmistir.

2.4. Kok Hiicre ve Tarihgesi

Alman bir bilim adami olan Rudolf Virchow’un 1800°lii yillarda tiim hiicrelerin

onceden var olan hiicrelerden geldigine dair bilimsel hiicre teorisi vardir (Lois ve

Magner, 2002). 1868’li yillara gelindigi zaman Ernst Haeckel tarafindan Almanca bir

kelime olan stammzelle (kok hiicre) terimini kullanan ve filogenetik temelli evrim agaci

yazaridir (Droscher, 2014). Bilinen ilk kok hiicre terimini kullanan popiiler kok hiicre

yaklasimmin temeli Ernst Haeckel ‘a dayanmaktadir. Rus histoloji ve embriyoloji

alaninda arastirmalar yapan Alexander Maximov, hematopoez teorisi ilizerine

caligmalariyla tanmir: tim kan hiicrelerinin ortak bir Oncii hiicreden gelistigini
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sOyleyerek multipotent kok hiicre kaynakli hematopoetik kok hiicrelere deginmistir
(Konstantinov, 2000). 1960 yillarda ilk kemik iligi nakli gerceklestirilmistir.

Ulkemizde Tiirk tip toplulugu admna &nemli katkilarda bulunanlardan biri olan Siireyya
Tahsin Aygiin 1970’1li yillarda kdk hiicre tizerine ¢alismalar yapan ilk bilim adamidir.
Hiicre kiiltiirli lizerine arastirmalar yapan Aygiin, kardiyak kok hiicrelerin yenilenme ve
yayilma yetenekleri lizerine ¢aligmalar yapip yaymlamistir (Cinar ve Vatanoglu, 2018).
Hiicre biyolojisi ve tip alaninda kok hiicrelerle ilgili arastirmalar bunlarla smirlt

kalmamis 6nemli gelismeler 2000’11 yillarin gelmesiyle hizla yasanmistir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Hiicre biyolojisi ve tip alaninda kok hiicrelerle ilgili arastirmalarin
kronolojisi (Elgin, 2015).

YIL

GELISMELER

1981
1987
1988

1989

1996
1998
2001
2002
2004
2005
2006
2006
2006
2007
2007
2009

2010
2012
2014

2014

Fare embriyonik kok hiicrelerin blastokistin i¢ hiicre kiitlesinden ayristirilmasi
Embriyonik kok hiicre temelli gen hedefleme teknolojisinin gelistirilmesi

Ik gdbek kordonu kan nakli

Hematopoetik kok hiicrelerin FACS yontemiyle ayrigtirilmasi

Somatik hiicre ¢ekirdek nakliyle ilk klon memeli olan, koyun Dolly'nin
dogumu

Insan embriyonik kdk hiicrelerinin ilk defa ayristirilmas:

Insan embriyonik kok hiicre ¢alismalarinin yasaklanmasi

Primordiyal esey hiicrelerinden pluripotent kok hiicrelerin tiretilmesi
California Proposition 71 fonunun kok hiicre arastirilmasina aktarilmasi
Tirkiye'de insan embriyonik kok hiicre ¢calismalarmin askiya alinmasi
Kemik iligi elde edilen kok hiicrelerin ayristirilmasi

Fare uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin elde edilmesi

Tek blastomerden embriyonik kok hiicrelerin iiretilmesi

Insan uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin elde edilmesi

Martin Evans- Nobel Fizyoloji ve T1p 6diilii (Embriyonik Kok Hiicreler)
Insan embriyonik k&k hiicre ¢alismalarinin Amerika'da serbestlestirilmesi

Insan embriyonik kék hiicrelerin omurilik hasarina yonelik kullanilmast (
Geron)

Shinya Yamanaka-Nobel Fizyoloji- Tip 6diilii (Uyarilmis Pluripotent KH)

Terapotik klonlama ile insulin {ireten beta hiicrelerinin tiretilmesi

Uyarilmig pluripotent KH insan klinik ¢aligmalarin baslamasi
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2.4.1. Kok Hiicre ve Ozellikleri

Kok hiicreler (KH) viicudumuzda bulunan henliz 6zellesmemis hiicrelerdir. Bir
organizmanin herhangi bir hiicresine 6zellesebilir ve kendisini yenileme yetenegine
sahiptir. KH insan viicudunda yer alan biitiin olgunlasmamus hiicrelerin olusumuna katk1
saglar ve her hiicre, her doku ve her organin temelini olustururlar (Zakrzewski ve ark,
2019). Kok hiicreler hem yenilenmeyi ve hem de farkli bir hiicreye 6zellesmeyi garanti
ederler. Bunun yolu asimetrik bolinme 6zelliginden gecer. Bunun disinda hiicre
klonlanmas1 yani 6zdes hiicrelere boliinmesiyle simetrik 6zellikte gosterirler (Sekil 2.4)

(Charitos ve ark, 2021).

E @ | KékHacre
e 73) v
KS\'/
smy \-./ Kok Hicre
Kok Hikre
. . | K&k Hiicre
Aslmmik \
. —
Onciil Hilcre

(

Sekil 2.4. Kok Hiicrelerde asimetrik ve simetrik boliinme (Charitos ve ark, 2021)

Kok hiicreler viicudumuzda bulunan 200 kadar hiicreyi meydana getirirler. Dokularin,
hiicrelerin ve organlarin temel yapismni olustururlar. Heterojenlik ve plastisite kok
hiicrelerin ayirt edici 6zellikleridir. Asimetrik ve simetrik boliinme 6zelligi gosterirler.
Hasarli dokularin onarimini saglarlar (Wang, 2019). Kok hiicrelerin uzun siire boyunca
kendilerini yenileme ve bolinme O6zelligi vardir. Kok hiicreler diginda yer alan
hiicrelerin dogumdan sonra telomeraz aktivitesi azalir. Bunun sonucunda hiicre
yaslanmasmna yol agar. 2007 yilinda Hiyama’nin yapmis oldugu c¢aligmalarda
mezenkimal kok hiicrelerde telomeraz aktivitesinin diisiik oldugunu bildirmistir (Fatih

ve ark, 2019). Kok hiicreler diger hiicrelere gore daha fazla strese karsi dayaniklidir.
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Kok hiicrelerin ¢ozlilmemis oksidatif stres altinda kalmasi daha kolay yaslanmasina

neden olacagi kabul edilmistir (Chen, 2017).
2.4.2. Kok Hiicre ve Stmflandirilmasi

Kok hiicreler farklilasabilme ve elde edildikleri dokuya gore iki farkli smiflandirma
yapilabilir. Kok hiicreler farklilasabilme kapasitelerine gore; totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent kok hiicreler olacak sekilde 5 sinifta toplanir
(Sekil 2.5). Elde edildikleri dokuya gore iki ana tipi mevcuttur. Bunlar embriyonik ve
yetiskin kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler (EKH), endoderm, mezoderm ve
ektoderm germ tabakalarma tiireyebilen zigot ve blastositten gelisen totipotent kok
hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicreler dokularda bulunan, kendini yenileme 6zelligine sahip

multipotent hiicrelerdir.

Totipotens Pluripotens Multipotens Bi/Unlpotens
(tigot) (EKH) (Gastrul, YKH) (Somatik Huereler)
3 A toderm €0 = s

olusumy

@—;

'} Endoderm 0 = bl
Mezoderm () — %

Sekil 2.5. Kok hiicre farklilagsmalar1 agisindan aralarindaki sira diizeni (Elgin, 2015).

2.4.2.1.Kok Hiicrelerin Farkhlasabilme Kapasitelerine Gore Siniflandirilmasi

Kok hiicreler, dollenmeden yetiskinlige kadar tiim doku ve organlarin temelini
olusturacak sekilde kendini yenileme ve farklilasma kapasitesine sahiptirler.
Farklilagma kapasitelerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve

unipotent kok hiicreler olacak sekilde 5 smifta toplanir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Totipotentten pluripotent, multipotent ve unipotent hiicreye farklilasma (Wu
ve ark, 2017)

2.4.2.1.1. Totipotent Kok Hiicre

Cok hiicreli organizmalarin tipik olarak totipotent hiicre olan zigottan kaynaklanir.
Zigot, embriyogenez siirecini baslatir ve ekstra embriyonal keseler ve plasenta dahil
olmak iizere tiim somatik hiicrelere farklilagir. Organize bir sekilde 200’den fazla farkl:
doku tipini olusturan hiicrelerle bir organizmay1 olusturabilir. 1902 yilinda Alman bir
bitki fizyologu Gottileb Haberlant’mn yapmis oldugu bir konusmada terminal olarak
farklilasmamis hiicrelerin bitkileri yeniden iiretme potansiyeli adi altinda gergeklesen

konusmasinda ‘hiicresel totipotent’ kavramini ilk kez kullanmistir (Wu ve ark, 2017).
2.4.2.1.2.Pluripotent Kok Hiicre

Pluripotent kok hiicreler, bir hiicrenin gelisim boyunca ve yetiskinlikte mevcut olan
doku tiplerine farklilasabilme yetenegini tanimlar. Insan pluripotent kok hiicreleri
blastokistin olusumundan yaklasik 4 giin sonra olusan i¢ hiicre kitlesi denilen ve daha
sonra embriyoya doniisen 6zel hiicre gruplarmndan elde edilir ya da OCT4, SOX2, KLF4
VE ¢c-MYC veya benzer transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonu yoluyla somatik
hiicrelerin yeniden programlanmasiyla elde edilir (Goodvin ve ark, 2020). 4 6zel genin
(OCT4, SOX2, KLF4 VE ¢-MYC) farklilasmis hiicrelere aktarilmasiyla embriyonik
benzeri bir duruma yeniden programlamistir (Yamanaka ve Takahashi, 2006). Teoriye
gore; gobek kordonu kani, kemik iligi hiicreleri, periferik kan hiicreleri, fibroblastlar,

keratinositler ve hatta idrardaki hiicreler olmak tzere insan viicudundaki hemen hemen
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biitiin olgun hiicre tipleri indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere programlanabilirler
(Liu ve ark, 2019). Pluripotent kok hiicreler kanser hiicreleriyle birtakim benzerlikler
gosterir. Her ikisi de temel sinirsiz ¢gogalma kapasitesine sahip, DNA onarim kontrol
noktalarina atlama yetenegi ve onkojenik belirtecleri ifade etme yetenegine sahiptir.
Ormegin, ¢-MYC transkripsiyon faktorii hem kanserli hiicrelerde hem de insan
embriyonik kok hiicrelerde yiiksek oranda taginir. Sinirsiz kendini yenileme ve viicudun
hemen hemen tiim hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptir. Bu 6zellikleri onlar1
hiicre replasman tedavileri i¢cin ¢ekici bir aday yapar ve rejeneratif tip i¢in umut
vericidir. Bununla birlikte in vivo farklilagmamis insan pluripotent kok hiicrelerin
transplante edildiginde teratom olusturur ve tiimoér olusumu riski klinik uygulamasini

kisitlamaktadir (Ford ve ark, 2020).

2.4.2.1.3. Multipotent Kok Hiicre

Belirli doku veya organda boliinerek, birden fazla spesifik hiicre tipine doniiserek
kendini yenileme yetenegine sahip bir kok hiicre grubudur. Multipotent kok hiicreler,
gelisim, doku iyilesmesi ve savunma prosediiriinde 6nemli katkilar1 bulunmaktadir.
Terapotik etkilerini bir dizi hiicresel ve molekiiler yolaklarin aktivasyonu veya
inhibisyonu sonucu sergiledikleri gdosterilmistir (Mirzaei ve ark, 2017). Noral ve
kardiyak bozukluklarin tedavisinde, tip biliminin geleceginde 6nemli bir yer tutacaktir.
Yapilan c¢alismalarda kan damari duvarindan yeni bir yetiskin kok hiicre tiiri,
multipotent vaskiiler kok hiicreler (MVKH) tespit edilmistir. MVKH ’lerin kendini
yenileme yetenekleri vardir. SOX10, SOX17 gibi noral krest kok hiicrelerini ifade
ederek farklilasabilirler. In vivo arastirmalarda, vaskiiler yaralanmalarda, proliferatif

hale gelebildigi ve diiz kas hiicrelerine farklilasabildigi gosterilmistir (Huang ve ark,

2019).

Multipotent kok hiicreler, pluripotent hiicre uygulamalarinda oldugu gibi immiinolojik
sorunlar, hasta bagisiklik sisteminin ‘yabancit’ bir dokuyu reddetme olasilig1 gibi baslica
sorunlar1 yoktur. Bu kok hiicrelerin ekstra avantaji hiicresel tedavilerde fetal bir
dokudan veya embriyodan elde edilme gereksinimi olmadigindan etik problemler ve

anlagsmazliklardan uzaktir (Sobhani ve ark, 2017).
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2.4.2.1.4.0ligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilme ve dokularda 2 veya daha fazla
hiicrelere doniisebilme 6zelligine sahiptirler. Oligopotent kok hiicrelerden hematopoetik
kaynakli olan miyeloid hiicreler, monositler, nétrofiller ve dentritik hiicrelere farklilagir

ancak lenfositlere farklilasamazlar (Yanez ve Georgridge, 2018).
2.4.2.1.5. Unipotent Kok Hiicreler

Unipotent kok hiicreler, kendini yenileme ve sadece belirli bir hiicreye farklilasabilme
Ozelligine sahiptir. Unipotent kok hiicre grubuna ait olan kas kok hiicreleri, olgun
iskelet kasi liflerinin bazal laminasmin altinda yer alan tek ¢ekirdekli hiicrelerdir. Kas
kok hiicreleri hareketsiz ve farklilasmamis halde tutulur. Ancak miyofibriller hasar
gordiigiinde ve dejenerasyon meydana geldigi zaman, kas kok hiicreleri aktif hale

gelerek hiicre dongiisiine katilirlar (Fukada ve Akimoto, 2020).

2.4.2.2. Elde Edildikleri Dokuya Gore Kok Hiicreler

Kok hiicreler elde edildikleri dokuya gore 2 kategoride incelenebilirler. Bunlar:

embriyonik ve yetiskin kok hiicrelerdir.

2.4.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler dollenmeden 4 — 5 giin sonra olusan blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden in vitro ortamda biiyiitiilerek elde edilmistir. (Rippon ve Piskopos, 2004).
Embriyonik kok hiicreler kendini yenileme ve 3 germ tabakasmin her birine farklilasma
kapasitesi gostererek giderek daha 6zel hiicrelere doniisiirler (Harvey ve Caretti, 2019).
Esnek ve smirsiz kendini yenilme kapasiteleri nedeniyle, embriyonik kok hiicreler,
yaralanma ve hastaliklarin tedavisinde, doku replasmani i¢cin 6nemli konumdadir.
Embriyonik kok hiicrelerin Oniindeki en biiyiik engel, bagisiklik reddi ve tiimor

olusturma riskidir (Sekil 2.7) (Zhang ve Xu, 2019).
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Sekil 2.7. Embriyonik kok hiicrelerin 6zellikleri (Volarevic ve Markovic, 2018).

Embriyonik kok hiicrelerin in vivo ortamda gelistikten sonra embriyonik hayatin
sonlandirilmasi pek c¢ok tartismay1 beraberinde getirmektedir (VVolarevic ve Markovi,
2018). Ancak indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (IPKH) kesfiyle birlikte,
IPKH’lerin, ila¢ kesfi ve toksikoloji ile ilgili ¢alismalar1 embriyonik kok hiicrelerden
daha gekici hale getirmistir (Ilic ve ark, 2017). Indiiklenmis pluripotent kdk hiicreler,
karyotip, fenotip, telomeraz aktivitesi ve farklilasma kapasitesi acisindan embriyonik
kok hiicrelere benzerdir. Bununla birlikte embriyolarin yok edilmesi gerekmedigi igin,

IPKH’ler ahlaki agidan daha iistiin kabul edilmektedir (Volarevic ve Markovi, 2018).
2.4.2.2.2.Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler, viicudumuzun biitiin doku ve organlarinda bulunan nadir,
farklilagmamus, hareketsiz ve boliinmemis bir halde bulunurlar. Dokularda dogal olarak
Olmekte olan hiicrelerin yerlerini almak ve yaralanmalarda yarali hiicrelerin yerlerini
onarmak i¢in ¢ogalarak farklilasabilirler. Yetiskin kok hiicreler tedavileri dikkat ¢ekici
bir konumda olsalar da, cogaltict yapilar1 onlar1 tehlikeli hale getirmektedir. Bu
diizensizlikler kansere yol acabilirler. Bu yetiskin kok hiicreler icin giivenlik endiseleri
dogururken, kanser tedavileri yaklagimlarmi da yol acar. Kanserojenez sirasmnda kok
hiicrelerde ters giden molekiiler mekanizmalar1 anlamak kanser terapdtiklerine yol

acabilirler (Cable ve Fuchs, 2020).
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Yetigkin kok hiicreler kemik iligi, plasenta, gobek kordonu basta olmak iizere, deri,

bagirsak epiteli gibi dokulardan da elde edilir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3.Yetiskin kok hiicre kaynaklari

Plasenta

Gobek kordonu YETISKIN

Dis pulpasi KOK

Kemik iligi HUCRELER

Bagirsak epiteli

Deri

2.4.2.2.2.1.Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) Multipotent stromal veya mezenkimal stromal
hiicreler olarak da adlandirilirlar. Mezodermden kaynaklanan MKH’ler, osteoblastlar,
kondrositler ve adipositler gibi mezenkimal doku soylarina farklilasma kapasitesine
sahiptir (Spees ve lee, 2016). MKH’ler, kemik iligi olmak iizere adipoz doku, sinovyal
swvilar, periferik kan, akciger, uzun kemik iligi bosluklarinda dahil olmak {izere hemen
hemen tiim dokularda bulunur ve kolayca elde edilir (Han ve Li, 2019). Son yapilan
calismalar MKH’lerin, perisitlere benzedigini ve kan damarlarmi ¢evreleyen periferik
stromal bolgeden de elde edildigini gdsterir. MKH’ler, hiicre tedavisi ve dokularin
onarmminda en ¢ok kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanilir. Yaralanma
sinyallerine yanit olarak, kemik iligi kaynakli MKH’ler, nislerinden periferik dolasima
gegebilir ve hedef dokulara ulagmak i¢in damar duvarlarindan rahat gegebilirler (Fu ve
liu, 2019). MKH’ler, kemik iligi aspirasyonundan sonra elde edilir. Daha sonra in vitro
plastik yapisma i¢in eleme yoluyla izole edilirler. Kolayca koloni olustururlar ve
farklilagma yetenegine sahiptirler. MKH’leri tanimlayan 6zellikler, koloni olusturma
kapasitesi, kendi kendini yenileme potansiyeli, ylizey belirteclerinin ifadesine ve
farklilagma kapasitesine dayanir. MKH ‘lerin, in vitro ortamda plastik yapisik
klonojenik hiicreler kemik iliginden elde edilir ve ilk biiylimelerinde koloni olustururlar.

Koloni olusturma potansiyeli genellikle 50-75 cm 0.5.10°-3.10° yogunluklarda kemik
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iligi hiicrelerinin tohumlanmasiyla yapilir. Bu koloniler MKH ’lerin tanimlamak ve

karakterize etmek i¢in rutin olarak kullanilan ve kabul edilen standart degerlerdir.
MKH’ler yiizeylerinde CD105, CD73, CD90, CD146, CD29 eksprese ederler (Tablo
2.4) (Samsonraj ve ark, 2017).

Tablo 2.4. MKH’lerin yiizey antijen ekspresyonu

cD PROTEIN ACIKLAMASI MKH OZGUOLLOGU
R Myeloid hl'.icre?re l-frl-gl'.i |l'25-5il1.bﬂkll1'"|'ldﬂl'l @
zengin glikoprotein
CD19 B-lenfosit ylizey antijeni @
cCD12 Aminopeptidaz N @
cD29 integrin B1 zinciri ‘=I}='
CD34 Hematopoetik Progentidr hiicre antijeni @
cDAaAS Lenfosit ortak antijeni @
CD72 Ekto-5"-niikleotidaz \=|I}=
D90 THY-1 ‘=|I}='
CD105 Endoglin, TGFB R III =||}=
CD146 rMelenom hiicre yapisma molekiilii \=||]=-

Mezenkimal kok hiicreler ¢esitli mekanizmalarla yarali hiicreleri ve dokular1 kurtarma

ve onarma gorevleri vardir. Mezenkimal kok hiicrelerin etki mekanizmasi (Sekil 2.8):

Yedek hiicre tiplerine farklilagsma,

Hiicre fiizyonu yoluyla hasarli veya 6lmekte olan hiicrelerin kurtarilmasi,

Biiyiime faktorleri, sitokinler ve hormonlar gibi parakrin faktorlerin salgilanmasi,

Organellerin veya molekiillerin tiinelleme nanotiipleri yoluyla transferi,

Proteinler, RNA, hormonlar ve kimyasallarin eksozomlar veya mikrovezikiilerle

transferi (Spees ve lee, 2016).
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a. Yedek hiicre tiplerine farkhlasma b. Hiicre fiizyonu yolu

Hedef Hiicre

MSC

.Hedef Hiicre

Microvesicles (50-1000 nm)

Sekil 2.8. MKH ‘lerin etki mekanizmas1 (Spees ve lee, 2016)

2.4.2.2.2.1.2.Umbilikal Kord Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre

Umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicreler (UK-MKH), kendini yenileyebilen
ve multipotent kok hiicrelerdir. Diisiik immiinojeniteye sahiptirler. Belirli kosullar
altinda siirekli ¢ogalabilirler ve insan dokularini ve organlarmi olusturan bir ve birden

fazla hiicre tipine farklilagsabilme yeteneklerini biinyelerinde barindirirlar. BaZisiklik
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tepkilerini etkilerler. Invaziv islem gerektirmeden kolayca elde edilebilir, ayrilabilir,

kiiltiirlenebilir, genisletilebilir ve saflastirilabilirler. UK-MKH lerin yiizey antijenleri

belirgin degildir, nakledilen hiicrelerin reddi 6nemsiz ve eslestirme gereksinimleri kati

degildir, bu da allogreftlerde kullanimlarin1 kolaylastirir (Xie ve Liu, 2020). Son

zamanlarda UK-MKH ‘lerin gesitli bolmeleri arasinda Wharton’s Jolesinin en iyi

mezenkimal kok hiicre oldugu kanitlanmistir. Gobek kordonun plasentaya dogru olan

kisim, kordonun orta kismi ve fetiise bagli kismindan ayri1 ayr1 olarak elde edilen

Wharton’s Jolesinin, mezenkimal kok hiicrelerin hepatosit benzeri hiicre farklilasmasima

yonelik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Bharti ve shivakumar, 2018).

Terapotik uygulamalar: igin UK-MKH ’lerin etkileri;

1.

Farkhlasma: UK-MKH’ler tarafindan farklilagsmis hiicrelerin iiretilmesi doku

rejenerasyonunu destekler ve doku fonksiyonunu iyilestirir.

Bagisikhk diizenlenmesi: T hiicreleri, B hiicreleri ve gibi bagisiklik
hiicrelerinin ¢ogalmasmi engeller. Makrofajlarin proinflamatuar fenotiplerden
anti-inflamatuar fenotiplere farklilasmasini indiikler ve interlokin-10 (IL-10) ve

interlokin-4 (IL-4) salgilayarak iltihab1 azaltir.

Parakrin etkiler: Keratinosit biiyiime faktorii, hepatosit biiylime faktori,
epidermal biiyiime faktorii ve diger sitokinler gibi ¢Oziiniir molekiilleri

salgilayarak doku yenilenmesini destekler.

Anti-inflamatuar etki: interlokin-1p (IL-1 B), tiimdr nekroz faktdrii-a (TNF-a)
ve interlokin-8’in (IL-8) baskilayarak inflamasyonu azaltir ve oksidatif stres

altinda kalmay1 engeller, apoptozunu baskilar.

Anti-fibrotik aktivite: Fibroz ile ilgili hiicre apoptozunu ve diger molekiillerin
salgilanmasmi uyarir. Anti-fibrotik fonksiyona ayrica ilgili sinyal yollarmni

diizenler.

Kodlanmayan RNA diizenlenmesi: mikroRNA (miRNA), uzun kodlanmayan
RNA (IncRNA) ve dairesel RNA’nin (circRNA) ekspresyonunu etkileyebilir,

hedef genleri dolayli olarak diizenler ve terapétik etkiler elde edebilirler.
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Son yillarda UK-MKH ‘lerin klinik uygulamasi ve etki mekanizmalari; diyabet ve
komplikasyonlari, karaciger hastaliklari, sistemik lupus eritematozus (SLE), artrit, beyin
hasar1 ve serebrovaskiiler hastalik, kalp hastaliklari, omurilik yaralanmasi, solunum

hastaliklari, viral enfeksiyonlar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir

(Sekil 2.9) (Xie ve Liu, 2020).

Akciger Hastahklar:

Paracrine effect
KGF, EGF, HGF

Anti-inflammatory effect

¥ TNF-a, TGF-, MIP-2, IL-1B, IL-8
and IL-6

4 1L-331

Anti-fibrosis

4 pulmonary vascular remodeling

Regulating non-coding RNA
miR-410, miR-451, miR-145

Immune regulation:

Systemic Lupus
Erythematosus

Immune regulation
¥ Tcells and Tth cells
§ Treg cells

maintaining T helper 1/ T
helper 2 ( Th1/Th2 ) balance

Anti-inflammatory effect
¥ TNF-a and IL-17

Regulating non-coding RNA

miR-153-3p and miR-181a

Viral
Hastalhiklar
Immune regulation

Improving immune reconstitution

Karaciger

Hastahklar

Anti-fibrosis

¥ HSCs activation

¥ HSCs proliferation

4 HSCs apoptosis
Paracrine effect

4 HUC-MSCs - Derived Exosomes
Anti-inflammatory effect
¥ Neutrophilic infiltration

4 IL-10 and TGF-a

, Artrit

Differentiation

Differentiated Into \
ostecoblasts, chondrocytes

Immune regulation:
V¥ T cells and B cells proliferation
Anti-inflammatory effect
Y IL-1,1L-6, IL-7, IL-17
and TNF -a
Anti-fibrosis
4 HGF, adrenergic hormones, FGFb

; Kalp Hastahklar

Differentiation
Differentiated into
cardiogenic cells

Paracrine effect

# HGF, TGF

Anti-fibrosis

¥ TGF-p

Regulating non-coding RNA

mIRNA, IncRNA, CIrcRNA

anti-apoptotic

1\ Bel-2

§ Bax, pro-caspase-9

Diabetes and its
Complications P
Differentiation

Differentiated into functional
islet-like cells

Paracrine effect

VEGF, BDNF, IL-10
Anti-Inflammatory effect
¥ NLRP3 inflammasome activation
¥ IL-6, IL-1B, Thy-1
Regulating non-coding RNA
¥ INcRNA

.Spinal Kord =

Yaralanmalarn = 30
Anti-inflammatory effect 7
¥ IL-6, IL-7 and TNF-a -
anti-apoptotic

+ MAPK pathway

Sekil 2.9. Umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin klinik uygulamasi ve
etki mekanizmalar1 (Xie ve Liu, 2020).

Kemik iligi ve gobek kordonu terapoétikler icin mezenkimal kok hiicrelerin ana
kaynaklaridir (Han ve Wang, 2013). UK-MKH’ler kemik iligi kaynakli kok hiicrelere
benzer morfojik, fenotipik ve ¢ok soylu farklilasma potansiyellerine sahiptir. In vitro
olarak fonksiyonel hepatosit benzeri hiicrelere farklilagabilirler ve immiinojeniteleri

diisiik kalirlar (Li ve Xu, 2018).
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2.4.2.2.2.2.Adipoz Doku Kaynakh Kok Hiicre

Yag dokusu genellikle iki tipe ayrilir, beyaz yag dokusu (WAT) ve kahverengi yag
dokusu (BAT). WAT, trigliseritleri depolamak ve harekete ge¢irmek icin hareket eder
ve derinin altinda, viicut organlarini ¢evreleyen viicut bosluklarinda bulunur. BAT, 1s1
iiretimi i¢in yag asitlerini ve glikozu yakma islevine sahiptirler ve yeni doganlarda
perivaskiiler, peri-organ visseral alanlarinda bulunurken, yetiskinlerde, servikal,
supraklavikiiler, mediastinal ve bobrek iistii bolgelerde depo olarak bulunurlar

(Constantin ve Flippi, 2020).

Yag dokusu, uzun yillar besinler i¢in, inert bir depo olarak goriildii. Ancak simdi bir¢ok
yapilan calismalarda yag dokusunun metabolizma, bagisiklik ve endokrin
fonksiyonunun diizenlenmesi, yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin
tanimlanmasin igeren ¢esitli fizyolojik rolleri bulunmaktadir. Adipoz doku kaynakli
kok hiicreler (AD-KH), kendini yenileme ve pasif bir enerji deposundan elde edilerek
cok potansiyelli farklilagsma 6zelliklerine sahip umut verici bir kok hiicre kaynagidir
(Klar ve Zimoch, 2017). Osteoblastlar, kondrositler, adipositler ve iskelet miyositleri
dahil olmak iizere, mezenkimal soylara farklilasma konusunda dikkate deger yetenekleri
mevcuttur. AD-KH’ler mezodermal orjinli olsalar da, ektodermal, endodermal ve
mezodermal orjinli hiicrelere farklilasabildikleri gosterilmistir (Sekil 2.10) (Si ve Wang,
2019). AD-KH’ler ¢esitli sitokinlerin, anjiyogenez ve yara iyilesmesinde, sag
folikiillerini uyardig1 ve sa¢ biiyiimesini indiikledigi bilinmektedir (Fukuoka ve Narita,
2017). Ayrica, multipl skleroz, diabetes mellitus, Chron’s, SLE dahil olmak iizere
birgok hastaligin patolojisinde ¢ok 6nemli rol oynayan anti-inflamatuar sitokinleri ve
biliylime faktorlerini salgilayarak bagisiklik sistemini diizenleme yeteneklerinden dolay1

klinikte kullanima elverislidir (Al-ghadban ve ark, 2020).

Kemik iligi kaynakli kok hiicreler rejeneratif tipta altin bir standart halindedir. Cesitli
hastaliklarin tedavisinde halen birinci sirada yer alirken, agrili izolasyon siireci, genel
anestezi ihtiyact ve diisiik hiicre verimleri gibi dezavantajlar1 vardir. AD-KH ile
karsilastirildiklarinda, AD-KH’ler tek bir liposuction sirasinda, genel anestezi
gerektirmeden, biiylik miktarda elde edilebilirler. AD-KH’leri CD73, CD90, CD105 ve
CD36, yiizey antijenleri bulunur.
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AD-KH ’lerin kalca, uyluk bolgesi deri altina oranla, abdominal subkutan bolgelerde
elde edilen kok hiicrelerde daha fazla verimlilik gozlenmisti. Kok hiicrelerin elde
edildikleri yerin disinda, yas, viicut kitle indeksi ve cinsiyet gibi faktorlerle kok hiicre
konsantrasyonlar1 arasinda degerlendirildiklerinde, viicut kitle indeksi ile negatif bir
korelasyon tanimlamislar ancak yas ile iligkili bir durum bulamamislardir. (Klar ve

Zimoch, 2017).
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Sekil 2.10. Adipoz Doku Kaynakli Kok Hiicrelerin farklilasma yetenekleri (Si ve Wang,
2019).

2.5. Mikrovezikiiller

Ekstraselliiller vezikiiller (EV) olarak adlandirilan mikrovezikiiller, ilk yapilan
calismalarda, hiicrelerden istenmeyen atiklar1 ¢ikarilmasi igin bir ara¢ olarak tanimlandi.
Simdilerde ise, sadece atik tasiyicidan daha fazlasi oldugu bilinmektedir. Ev’ler,
proteinler, miRNA, mRNA, uzun kodlanmayan RNA, DNA zincirleri, lipitler ve ana
hiicrelerden karbonhidratlar gibi sayisiz biyomolekiilleri icererek, hedef hiicrelere
iletme gorevleri bulunmaktadwr (Hassanpour ve Rexaie, 2020). EV ’lerin lipit ¢ift
tabakasi, bu molekiilleri hiicre dis1 ortamda bozulmasina karsi korur ve hedef hiicreye
giivenle teslim edilmesini saglarlar (Sekil 2.11). Hormonlarin kan dolasiminda
tasinmasimda sorun olmazken, niikleik asitler gibi yiliksek bozulma kapasitesine sahip
hiicreler bozulabilirler. Ornek olarak, miRNA’larin eksozomlar tarafindan tasinmasi,

hedef hiicrelerde gen ekspresyonunun ¢ok hizli gelismesini saglar. Kan, bronkoalveolar
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lavaj, tiikiirtik, idrar, siit, beyin omurilik sivisi, asetik ve amniyotik sivilarda bulunurlar

(Szatanek ve Krzyworzeka, 2017).
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Sekil 2.11. EV’lerin hedef hiicreye girisi (Mo ve Slijander, 2015).

EV’lerin hemen hemen her hiicrede yer aldigi bilir ve kanser hiicrelerinden tiiretilen
EV’lerin, timoér mikro ortamini degistirmede ve tiimor ilerlemesini tesvik ettigi
bilinmektedir. Kanser hiicrelerinden elde edilen EV’lerin kanser malignitesine katkida
bulunan protein ve RNA’lar gibi ¢esitli tlimér molekiillerini tagimaktadirlar. Kanser
hastalarinda Ev’ler araciligiyla hiicreler arasi iletisimin mekanizmasinin bilinmesi,

kanser tedavisi i¢inde yeni bir strateji olabilirler (Urabe ve Kosaka, 2019).
Hiicre dis1 vezikiiller genel olarak 3 sinifa ayrilir (Sekil 2.12):
e Ektozomlar: plazma zarmin disa dogru tomurcuklanmasi ve fizyonuyla iiretilir.

e Eksozomlar: endozomal ag iginde olusturulan ve ¢ok damarli cisimlerin plazma

zar1 ile flizyonu tizerine salinirlar.

e Apoptotik cisimler: apoptoza giren hiicrelerin kabarciklar1 olarak salinirlar (Mo

ve Slijander,2015).
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Sekil 2.12. EV’lerin salinimi (Mo ve Slijander ,2015).

2.5.1. Apoptotik Cisimler

100-500 nm arasinda bir capa sahip olan apoptotik cisimler, hiicre 6liimii sirasinda,
plazma zar1 kabarciklar1 ve plazma zarmdan sivri uclu ¢ikintilar olusturulmasiyla
cevreye membran vezikiilleri salarlar (Brien ve Breyne, 2020). Apoptotik cisimler,
hiicre temizligine yardimci olma ve bagisiklik diizenlenmesinde etkileri olan hiicreler
arasi iletisim aracidir. Viicuttaki bir¢cok hiicre apoptoza ugrar ve bunlarin biiyiikk bir
kismi normal doniisim geciren saglik hiicreler iken, inflamasyon, enfeksiyon,
otoimmiinite ve kanser gibi bircok immiinolojik ve hastalik ortaminda da meydana

gelirler (Caruso ve Poon, 2018).
2.5.2 Ektozomlar

Dogrudan hiicre zarindan tomurcuklanan kiigiik zar vezikiilleridir. 50-1000 nm aras1 bir
capa sahiptirler. mRNA, miRNA, ncRNA, DNA molekiillerini tagirlar. Heterojen ve
diizensiz bir morfolojiye sahiptirler (Merchant ve Rood, 2018). Ektozomlar, bir uyaran
(hipoksi, oksidatif stres gibi) plazma zarindan mikro vezikiillerin salinimina neden olan
Ca," veya fosfolipit baglayic1 proteinlerin aracilik ettigi bir tetiklenme sonucu aktif hale
gelirler. Mikrovezikiillerin olusumunda gorev alan, kalpain, floppaz, skramblaz,

gelsolin ve flibbaz gibi enzimlerdir (Sadallah ve Eken, 2011).
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2.5.3. Eksozomlar

Eksozomlar ilk olarak Harding ve arkadaglar1 tarafindan olgunlasan koyun
retikiilositlerinde ‘¢op kutusu’ olarak kesfedilmistir. Eksozomlar, multivezikiiler
endozomlar veya multivezikiiler cisimler ig¢inde iiretilen ve bu bolmelerin plazma
membrani ile birlestigi zaman salgilanir (Cheng ve Zhang, 2017). 20-200 nm araliginda
bir ¢apa sahip nanopartikiil bir gruptur (Skotland ve Hessvik, 2019). Eksozomlar,
istenmeyen hiicrelerin atilmasi i¢in basit bir kabul edilmistir. MikroRNA, mRNA,
IncRNA, DNA, Lipidler, peptitler ve ¢ok cesitli proteinler gibi farkl ytikleri tagimalari
hiicre-hiicre iletisiminde 6nemli bir rol istlenmesine neden olur (Whitford ve
Guterstam, 2019). Eksozomlarin, immiin hiicreler, epitel hiicreler, endotelyal hiicreler,
embriyonik hiicreler, kanser hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipi
tarafindan salindig1 bilinmektedir. Idrar, kan, anne siitii, amniyotik s1v1, beyin omurilik
stvi, malign asitler, tiikiirtik, safra ve lenf sivilar1 dahil olmak {izere hem saglik hem de
hastalik kosullarinda ortaya ¢ikan tiim viicut sivilarinda eksozom tespit edilir (Hade ve

ark, 2020).

Eksozomlar1 diger EV’lerden ayirt etmek ve izole etmek igin kesin yontemler mevcut
degildir. Tablo 2.5 ‘de eksozomlar ile EV’lerin karsilastirilmasi sunulmustur (He ve

Zheng, 2018).
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Tablo 2.5. Ekstraselliler vezikiillerin  smiflandirilmast  (He ve  Zheng,
2018).
Eksozomlar Ektozomlar Apoptotik cisimler
BOYUt 30-150 nm 100-1000 nm 500-4000nm
Yogunluk 1.13-1.16 g/mL tamimhi degil 1.16-1.28 gfmL
Morfo]ojji kupa seklinde heterojen heterojen
multivezikiiler cisimcik icerisinde hiicrenin membramindan
. olusumu ve multivezikiiler dogrudan disanya dogru apoptoz, hiicre &liimii
Biyogenez -’
plazmamin membranin bilesimiyle | tomurcuklanmasi senucu sirasinda gergeklesme
icerigin ortama salininm salimimi
o o .| Alix, TSG101, GTPaz, Anneskin, CD40 ,adenozin, difosfat DMA pargalar, organel,
YUZEY be}lrte‘;]en Flotilin, CD9, CD81 ADPG, integrin, selektin histonlar
Bilesi liitler. proteinler. mRNA. miRNA lipitler, proteinler, mRNA, lipitler, proteinler, mRNA,
LS bt . - miRNA miRNA, DNA

2.5.3.1. Eksozom Biyogenezi

Eksozomlar, hiicre ile ayn1 topolojiye sahip olan tek zarli 20-200 nm capinda salgilanan
organellerdir. Eksozomlar, belirgin molekiiler heterojenlik gosterir ve hem plazma hem
de endozom zarlarinda tomurcuklanarak olusurlar (He ve Zheng, 2018). Eksozomlar
klasik bir kap veya tabak morfolojisine sahiptirler. Exocarta verilerine gore, 9769,
protein, 1116 lipit, 3408 mRNA ve 2838 miRNA organizmalarini biinyesinde barmdirir
(Li ve ark, 2017).

Multivezikiiler cisimler (MVB’ler) veya ge¢ endozomlar (lizozomal degradasyon
yerine, kiiclik vezikiillerin ige dogru tomurcuklanmasi ile MVB’ler bir goévdeye
doniisiir), c¢aplart 250-1000 nm arasmnda degisen endositik yolun bilesenleridir.
MVB’lerin i¢inde, ¢aplar1 30-100 nm arasinda degisen intraluminal vezikiiller (ILV’ler)
bulunur. MVB’lerin plazma membrani ile kaynasarak IVL’leri hiicre dis1 bosluga
birakilmasi sonucu eksozom admi alirlar (Sekil 2.13) (Alenquer ve Amorim, 2015).
Eksozomlarm MVB plazma zar1 ile flizyonundan sonra salinmasiyla hiicre disina

atilirlar. Hiicre digma atilan sivilar biyolojik sivilar i¢cine gegebilirler ve alict hiicreler
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tarafindan alinirlar. En iyi elektron mikroskobu ile goriintiilenir. Tabak seklinde bir

goriintii olustursalar da yuvarlak bir yapiya sahiptirler (Hessvik ve Llorente, 2018).
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Sekil 2.13. Eksozom Saliim Mekanizmasi (Li ve ark, 2017).

Eksozomlar bilgiyi hedef hiicreye 3 yolla aktarir:
1. Plazma zar1 ile dogrudan flizyon
2. Reseptor ligand degisimi
3. Fagositoz yoluyla endositoz

ESCRT (tasiim i¢in gerekli endozomal ayirma kompleksi proteinler) mekanizmasi,
eksozom olusum siirecinde 6nemlidir. ESCRT dort farkli protein kompleksinden olusur
bunlar; ESCRT-0, ESCRT -I, ESCRT -1l, ESCRT -1l ve iliskili AAAATPase Vps4
kompleksidir.  ESCRT-0, ubikitin proteinlerinin siralanmasi ve tanmnmasi ig¢in
gereklidir. ESCRT- | ve ESCRT- II plazma membraninin tomurcuklanmasinda
gorevlidir. ESCRT--11l ise vezikiiliin ayrilmasini saglamaktadirlar. ESCRT--111 ile
iligkili bir gorevi oldugu diisiiniilen ALIX’mn endozomlarin vezikiil i¢ine dogru
tomurcuklanmasinda ve kargo yiiklemesinde MVB’lerin alt tiplerini etkiler. Yapilan
bazi c¢aligmalarda ESCRT proteinlerinin inhibe edilmesine ragmen eksozom

olusumunun durmadig1 gézlenmistir. Eksozom olusumunda sadece ESCRT ‘larin degil
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MVB olusum mekanizmalarinin da etkili oldugu diisiiniilmektedir (Hessvik ve Llorente,
2018)

2.5.3.2. Eksozom Izolasyon Teknikleri

Eksozomlar, hiicreler arasi iletisim, antijen sunumu ve proteinlerin, RNA’larin ve diger
molekiillerin tagmmmasi gibi bir¢ok biyolojik siiregte 6nemli rol oynayan nano
keseciklerdir (Wu ve Ouyang, 2017). Son yillarda biyolojik islevleri, ana hiicrelerini
pratik olarak yansitmalari, eksozomlarin hastalik teshisi ve prognozu icin yeni
biyobelirtegler oldugu diisiiniilmekte ve biiyiik ilgi gérmektedirler (Xu ve Wu, 2019).
Hiicre dis1 vezikiillerin c¢alisilmasmi ve aktif olarak uygulanmasini kolaylastirmak igin,
eksozomlari genis bir hiicresel yelpazeden 6zel olarak izole edilmesi gerekir. Eksozom
izolasyonunda kullanilan tekniklerin yiiksek verim sergilemesi ve ¢esitli numunelerden
izole edilmesi gerekir (Pin ve Kaslan, 2017). Eksozom izolasyonu genel olarak bes
grupta toplanir. Bunlar; diferansiyel ultrasantrifiij tabanli teknikler, boyut tabanli
teknikler, immiinoafinite yakalama tabanli teknikler, eksozom ¢Okeltme ve mikro

akiskan tabanl tekniklerdir (Yang ve Zhang, 2020).
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Tablo 2.6. izolasyon tekniklerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Yang ve Zhang, 2020)

Izolasyon .
teknisi Izolasyvon Prensibi Avantajlan Dezavantajlan
eknigi
+ .| Farkh vogunhik ve boyutlara I?ﬁgﬁk malfyet v.e EI::STH Yiiksek ekipman maliyeti Hantal
Ultrasantrifij| = .. izolasyon reaktifleri ile o B
sahip parcaciklar, merkerkag |, = . . .. | ve uzun ¢ahgma siiresi ve yitksek
Tahank . diisilk kontaminasyon riski; s .
] larvveti altnda farkh tortu |, © . .. santrifiiileme nedeniyle
Teknikler . biiyiik hacimhi hazirhk icin T
hizlan gisterir. eksozomlarn zarar ginmesi
uygundur;
Eksozom izolasyonu yahizca . .
Boyut Dayali| eksozomlar ve difer partikiil Inzh,;;inel{lpman Tikanma ve membran silagmast
Teknilder | bilesenleri arasmdaki boyut & == nedeniyle olast kayp
tasmabilirlik
farkina dayanir
.Yuksek hldrolﬂﬂc 51 EE{uHamm kolay, tzel | protein ve pofmerik malzemeler
Eksozom ipermeyen polimerler, ekipman gerekmez, genis .
" . i . gibi eksozomal olimayan
Cikeltme | eksozomlarm ¢ozimiiriiging | ve dlgeklenebilir numune e . .
‘ e " . kirleticilerinde ¢okmesi
degistirebilir kapasitesi
) Spesifik kokenli
Immiinoafinit| Eksozom belirtecleri ve eksozomlan ayirmak icin |yitksek malivet ve digiik kapasite,
e Yakalama |hareketsizlestiritmis antikorlar | uygundur, Yiiksek safhlkta | Eksozom eliisyonu icin ekstra
Tabanh  |(ligandlar) arasmdaki spesifik | eksozomlar ve kullammi | adim, dogal eksozom yapisina
Teknikler baglanmaya dayahdir. kolay, kimyasal zarar verehilir
kontaminasyon yok
Mikroakisk Trrmit i It v
oalaska It:mnm afinite, bo}u?xe yiksek verimb, uygun o o
n Tabanh | vogunluk dahil olmak tizere et tasmabili diisik nurmune kapasites
Teknikler | farkh prensiplere dayahd maliyet, tasina
2.5.3.2.1.Diferansiyel Ultrasantrifiijleme
Ultrasantrifiijleme, hiicre kiltiirii  slipernatindan ve diger biyoakigskanlardan

ekstraselliiler vezikiillerin izolasyonu i¢in en yaygin kullanilan teknik olarak
bilinmektedir. Yiiksek santriflij kuvvetlerinde art arda santrifiijleme, 6lii hiicrelerin ve
hiicresel  atiklarin ~ ortadan  kaldirilmasma ve  EV’lerin  pelletlenmesine
(taneciklestirmesine) izin verir (Willims ve Cabanas, 2018). Eksozom izolasyonu igin

diferansiyel ve yogunluk gradiyent olmak tizere iki tiir ultrasantrifiij yontemi vardir.

Diferensiyel satrifiijleme, eksozom izolasyon yontemlerinde ‘altin standart’ olarak
kabul gormektedir. Ardisik santrifiijleme parametreleriyle yiiksek hizli santrifiijleme
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iizerine, Olii hiicreler, hiicresel kalmtilar ve apoptotik cisimler ortamdan ¢ikarilir (Sekil
2.14). Bu yontem eksozomlar ve genellikle pelletleme igin farkli santrifiijleme
kuvvetleri ve siireleri gerektiren ve diger bilesenler arasindaki boyut farkliliklarina bagl
eksozomlar1 ayirt etmek igin kullanilir (Zhu ve Sun, 2020). Bu ydntemin en biiyiik
dezavantaji eksozomlarin yasadigi yiiksek kesme kuvvetleri nedeniyle potansiyel olarak

hasarli eksozomlar verebilirler (Emma ve ark, 2017).
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Sekil 2.14. Eksozomlarm ultrasantifiij yontemi ile izolasyonu (Lin ve Chne, 2017).

Yogunluk gradiyent yontemi, izole EV’lerin safligmi artirmak i¢in yaygm olarak
kullanilir. EV’lerin boyut, sekil ve yogunluguna bagli olarak bolmelere ayrilir.
Santrifiij islemi swrasinda numuneler, yogunlugu asagidan yukari dogru azalacak bir
sekilde gergeklesir ve 100,000 xg devir hizinda santrifiijlenerek yogunluk gradiyent
ortamma dogru hareket eder. Islem sonunda, protein kiimeleri tiipiin en altina ¢dkerken,
eksozom tanecikleri yogunlugu 1.10-1,18 g/mL araliginda yer alan bolgede kalir (Sekil
2.15) (Lobb ve Becker, 2015).
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Sekil 2.15. Gradyan yogunlugu ultrasantrifiijleme tabanli eksozom izolasyon semasi
(Yang ve Zhang, 2020).

2.5.3.2.2.Boyut Tabanh Teknikler

Bu teknik esas olarak, biyolojik numunelerdeki eksozomlar ve diger bilesenler
arasindaki boyut farkinda dayali olarak ayrilan ultrafiltrasyon ve boyut diglama

kromatografisine dayanir.

Ultrafiltrasyon (UF), eksozomlarin boyuta dayali izolasyonunda sadece boyuta ve
molekiiler agirliga baghdir. Eksozomlar, tanimlanmis molekiiler agirlik veya boyut
dislama smirlarina sahip membran filtreler kullanarak izole edilir. UF hizhidir ve
maliyetli ekipman gerektirmez. Ultrafiltrasyonun dezavantaji, kirletici proteinleri
uzaklastirmanin zor olmasidir. Klasik ultrasantrifiijleme protokolii ile kiyaslandiginda,

kisa islem siiresinde yiiksek eksozom verimini ve izolasyon verimliligini artirr

(Grunathan ve ark, 2019).

Boyut dislama kromatografisinin (SEC) aymrma ilkesi, makro molekiillerin jel
gbzeneklerine girememesi ve gozenekli jeller ile hareketli faz arasindaki bosluklar
boyunca eliie edilmeleri, kii¢iik molekiillerin ise jel gdzeneklerinde kalmasi ve sonunda
eliie edilmesidir. SEC yonteminin yeniden tiretebilirlik, maliyet etkinligi ve tahribatsiz
sonuglar1 dahil olmak tizere bircok avantaji vardir. (Zhang ve Bi, 2020).
Ultrasantrifiijleme veya SEC yoluyla izole edilen eksozomlarm boyut dagilimlarmin

benzerlik gosterir (Zu ve Sun, 2020).
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2.5.3.2.3.immiinoafinite Yakalama Tabanh Teknikler

Immiinoafinite yakalama tabanli teknikler, siklikla yiiksek saflikta eksozomlar iiretmek
icin kullanilir. Yiizey proteinlerinin ekspresyonuna dayali olarak spesifik eksozomlarin
ayrilmasma dayali bir sistemdir. Eksozomlarm ylizeyleri, antikor kapli manyetik
boncuklar kullanilarak zenginlestirilebilen CD9, CD63, ALIX ve Ep-CAM (anti-
epitelyal hiicre yapisma molekiilii) gibi ¢esitli zar proteinleri i¢erir (Zu ve Sun, 2020).
Eksozomlarin immiinoafinite yakalama yoluyla izolasyonu, numunenin yiizey
proteinlerine karsi antikorlarla kaplanmis manyetik boncuklar veya altin yiiklii demir
oksit nano kiipler ile inkiibe edilmesiyle saglanabilir (Kurian ve Banik, 2021).
Immiinoafinite, izole edilmis eksozomlarin safligimi artrmak icin diferansiyel
satrifiijleme ile birlestirilmis ek bir adim olarak kullanilabilir. Bu metodolojinin
dezavantaji ise, yalnizca antikor tarafindan tanman eksozomlar yakalandigindan
eksozom verimini azaltirken, izole edilmis eksozomlarin daha yiiksek saflikta olmasidir.
Ayrica antikorlar, c¢Okeltme sonras1i vezikiillerden kolayca ¢ikamadigi siirece,

eksozomlarm biitiinliigli zarar gorebilirler (Kurian ve Banik, 2021).
2.5.3.2.4. Eksozom Cokeltme Teknikleri

Eksozom ¢okeltme islemi i¢in, polietlien glikol (PEG) gibi su igermeyen polimerler
kullanilir. PEG’ler viriislerin ve diger kiigiik pargaciklarin ¢okeltilmesi i¢in eskiden beri
kullanilir (Zerringer ve Barta, 2015). Su igermeyen polimerler su molekiillerini baglar
ve daha az ¢Oziiniir bilesenleri ¢6zeltiden disar1 ¢ikmaya zorlar. Eksozom izolasyonu
icin en yaygin kullanilan ticari polimer ¢okeltme bazli iirlin, System Biosciences’dan
ExoQuick’dir (Heravi ve ark, 2020) Eksozomlar1 izole etmek i¢cin molekiiler agirligi
8.000 Da olan PEG’den olusan ¢6zelti kullanilir. Cozelti ile eksozomlar iceren biyolojik
stv1 birlestirilir ve gece boyunca 4°C’ de inkiibe edilir. Daha sonra santrifiijleme ve
filtrasyon yoluyla izole edilir (Sekil 2.16). Uriin kullamimi basit, dzel ekipman

istemeyen ve uzun ¢aligma gerektirmez (Batrakova ve Kim, 2015).
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Sekil 2.16. Polimer Cokeltme Semas1 (Yang ve Zhang, 2020)

2.5.3.2.5.Mikroakiskan Tabanh Teknikler

Eksozomlarin izole etmek i¢cin mikroakiskan teknolojiler, diisiik verimleri ve yiiksek
hassasiyeti nedeniyle teshis amagh kullanilir. 3 ana teknigi mevcuttur. Bunlar;
immiinafinite, eleme ve gozenekli yapilar iizerinde eksozomlar1 yakalama teknigidir.
Immiinoafiniteye dayali mikroakiskan yaklasimi, immiinoafinite kromatografisi

teknigine benzerdir (Batrakova ve Kim, 2015).

Eksozomlar, ¢ip olarak bilinen mikroakiskan cihazlar iizerinde hareketsiz hale getirilen
antikorlar eksozom belirteclerine spesifik olarak baglanmasiyla ayrilir. Eksozomlar1
izole etmek i¢in kullanilan yaygm bir cihaz, CD63 antikorlu ExoChip’tir. Diger
mikroakigskan cihazlar ise, CD9 antikorlu altin elektrotlari, CD81 antikorlu grafen
oksit/polidopain nanoara yiizii ve CD9 antikorlu baliksirt1 cihazlar1 igerir. Bu teknigin
en Onemli avantaji, ortaya ¢ikan eksozomal pelletin yiiksek diizeyde safligi ile verimli

ve hizli islemeyi icerir (Sidhom ve Obi, 2020)
2.5.3.3. Eksozomlarin Molekiiler Bilesimi

Eksozomlar, farkli yapisal proteinler ve lipit igerirler. ExoCarta gore, farkl tipte hiicre

ve organizmalar, 4.563 protein, 1.639 mRNA, 764 miRNA bulunur.

¢ Eksozom Lipid Bilesimi: Kolesterol, digliseridler, sfingolipler, fosfolipitler,
gliserofosfolipitler ve poligliserofosfolipitlerden olusan bir lipid ¢ift
katmanli zar icermektedir. Bazi enzimler membran flizyonu ve sinyal
iletiminde gorev alirken, bir kismi da eksozomlarmn sabit tutulmasi ve

hiicreler tarafindan atilimini kolaylastirma gorevleri bulunur.
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e Zar Proteinleri: En yaygin meydana gelen proteinler, tetraspaninler (CD63,
CD9, CD81), 1s1 soku proteinleri (Hspa8, Hsp90), GTPazlar (EEF1Al,
EEF2) ve endozomal proteinlerdir. Eksozomlarda yaygin olarak bulunan
diger proteinler; hiicre iskeleti proteinleri, metabolik proteinler, sinyal ve

tastyici proteinleri ve albiimindir.

e Molekiiler Kargo: Eksozomlarin doku tipine, salgilayan hiicre
popiilasyonuna gore tasidig1 molekiiler yiik degisir. Ornegin, kii¢iik boyutlu
eksozomlari ribozomlar ve mitokondri gibi organelleri yoktur. Daha biiytik
eksozomlara bakildigi zaman, kanser tiirevli EV’lerin DNA i¢ermesi disinda
DNA eksozomlarda nadiren bulunur. Eksozomlar protein, enzim,
transkripsiyon faktorleri igerebilirler. mRNA ve miRNA eksozomlarda
varligr tanimlanmistir. Eksozomlarda bulunan mRNA’larin, anjiyogenez,
hiicre dongiisii ve histon modifikasyonunda gorev aldigi bilinmektedir

(Ibrahim ve Marban, 2016).
2.5.3.4. Eksozomlarin Hedef Hiicreye Alinim

Eksozomlar hedef hiicreye, flizyon, endositoz ve ligand-reseptér baglanmasi yoluyla

hedef hiicrelere aktarilir (Sekil 2.17) (Yue ve Yang, 2020).

Membran fiizyonu, eksozomlarin tasidigi icerikleri alici hiicrelerin plazmasiyla

birleserek igeriklerini aktarir (Turturici ve Tinnirello, 2014).

Endositoz, hiicrelerin, molekiilleri ve pargalar1 ice dogru aldigi siirectir. Endositoz
stireci fagositoz ve pinositoz olarak ayrilmistir. Fagositoz biiylik parcaciklarin
i¢sellestirilmesini igerir. Pinositoz tiim hiicreler tarafindan sergilenir ve klatrin bagimli
ve klatrin bagimsiz endositoz ve makrropinositoz olarak siniflandirilir. Klatrin
vezikiillerin olusumunda 6nemli bir rol oynayan protein ve ii¢ klatrin agir zincir ve ii¢
hafif zincirden olusan bir triskelion sekli olusturur. Endositozun tomurcuklanma

stirecini ylriitmek i¢in kendiliginden sepet benzeri bir kafes halini alir (Wan ve Zhao,

2020).

Reseptor- Ligand Baglanmasi, bu mekanizma eksozom ylizeyinde bulunan membran

proteinleri ile alict hiicrelerinin plazma membraninda bulunan proteazlarin birlesmesi
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ile gerceklesir. Bu hiicre ylizeyindeki reseptorlerin baglandigi bolgelerde ligandlar

aciga c¢ikar. Eksozomlarin tagidig icerikler liimen igerisine alinir (Ers6z ve Can, 2016).
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Sekil 2.17. Eksozomlarin hedef hiicreye transfer mekanizmasi (Turturici ve Tinnirello,
2014).

2.5.3.5. Eksozom Karakterizasyonu

Eksozom karakterizasyon teknikleri genel olarak, Elektron Mikroskobu (TEM),
Dinamik Isik Sagilim teknolojisi, Nanopargacik izleme Teknolojisi (NTA), Western
Blot (WB), Enzim baglantili immiinosorbent analizi (ELISA), Akis Sitometrisi’ni igerir.

Elektron Mikroskobu (TEM), eksozom morfolojinin tespitinde elektron 1simlar1
kullanilan en yaygin yontemdir. Karmasik calisma prensibi ve yiiksek numune

gereksinimleri nedeniyle ¢cok sayida numunenin hizli 6l¢iimii i¢in uygun degildir.

Dinamik Isik Sacilim Teknolojisi, eksozomlarm boyutunu algilama amaciyla kullanilan
lazer 151inin sagilmasma bagl bir tekniktir. Isin yolunda bir parcacik olursa, lazer 15181
her yone dagilir ve sagilir. Alt 6lcim limiti 10 nm’dir. Genis boyut araligma sahip
eksozom Orneklerinin  Olclimii i¢in uygun degildir ve kontamine proteinleri

eksozomlardan ayirt etmek zordur.

Nanoparcacik izleme Analizi (NTA), eksozomlarin boyutunu ve konsantrasyonunu
tespit etmek i¢in, siispansiyon halindeki partikiillerin Brownian hareketini takip etme
yetenegine dayanan bir tekniktir. NTA cihazinda bulunan hidrolik bir pompa, numune
sispansiyonunda bulunan pargaciklari, sabit bir akis hizinda 6l¢iim odasmna enjekte

ederek dar bir lazer 1smna maruz birakir ve aydinlatilan pargaciklar kamera tarafindan
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kaydedilir. Elde edilen video kaydindan, her pargacigin yer degistirmesi, iki boyutlu
Stokes-Einstein denklemini uygulayarak pargacik boyut dagilimini saglayan zamanin

bir fonksiyonu olarak izlenir.

Western Blot (WB), eksozomal isaretleyici proteinlerin ekspresyonun tespitinde
kullanilir. Hiicre kiiltiirii ortaminda eksozomlar1 analiz etmek kolaydir. Klasik
yontemlerden biri olan bu teknik marker proteinlerini kalitatif ve kantitatif olarak analiz

edebilir.

Enzim baglantili immiinosorbent analizi (ELISA), eksozomal isaretleyici proteinlerin
ekspresyonun tespitinde kullanilan, giliclii oOzgiilliige ve hizli algilamaya sahip,
isaretleyici proteinleri niteliksel ve niceliksel olarak analiz edebilen yiiksek verimli bir
analiz teknigidir. ELISA’nin dezavantaji, islemin karmasik ve tekrarlanabilirlik iyi
degildir.

Akis sitometresi, eksozomlarm biyolojik belirteclerinin tespitinde kullanilan bu yontem,
yliksek verimli bir tekniktir. Analiz yapilacak parcaciklarin lazer 1smi igerisinden
gecirilerek sacilan 1sinlarin detektorler yardimiyla algilanmasidir. Zaman alici ve

zahmetlidir. Tespit sinir1 40 nm’dir (Zhang ve Bi, 2020).
2.5.3.6. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynakh Eksozomlarin Islevleri

Eksozom salinimi, giinlimiizde hem komsu hiicreleri hem de viicudun uzak kisimlarini
etkileyen, hiicreden hiicreye iletisimin dnemli bir mekanizmasi olarak kabul edilir (Lou
ve Chen, 2017). Eksozomlarin islevleri tam olarak bilinmese de hiicreler arasi iletisim
icin 6nemli oldugu ve klinik olarak, kanser immiinoterapisinde lipozom aracili ilag
dagitimina alternatif bir kullanim sunacagi belirtilmistir. Bunun yani sira eksozomlar,
mikroRNA ve mRNA icerikleri nedeniyle umut verici bir biyolojik gen dagitim
sistemidir (Hade ve ark, 2021). Eksozomlar, antijen sunan hiicreler tarafindan
salindiklarinda, fonksiyonel peptit- MHC kompleksleri tasidiklar1 gozlemlenerek

bagisiklik iletisimine aracilik ettigi anlagilmastir.

Eksozomlarm hiicreler arasi iletisimde tasidigi rol, terapotik olarak kullanilabilecegi
sonucunu da ortaya ¢ikarir. Eksozomlarin terapdtik potansiyeli, daha sonra timdr
biiylimesini baskilamak i¢in tlimor peptit dentritik hiicreler tarafindan salinan

eksozomlarm kullanilmasiyla gosterilmistir. Eksozomlarin hiicre transplantasyonu
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iligkili riskleri de azaltir. Bunun yami sira, biiyiime faktorii, kemokinler, sitokinler,
transkripsiyon faktorleri, genler ve RNA’lar gibi kiiclik biyolojik faktorlerin
kullanilmasuyla iligkili riskleri de ortadan kaldirir (Lai ve Sheng,2011).

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi, karaciger, kas bag dokusu, amniyotik sivi,
plasenta, gobek kordonu ve yag dokusu gibi dokularda bulunan hematopoetik olmayan,
multipotent yetiskin hiicrelerdir. Farklilasma potansiyelleri temel olarak osteogenez,
kondrojenez ve adipogenez olmasina ragmen, yetiskin viicudunda hemen hemen her ana

hiicre tipine farklilagma potansiyelleri mevcuttur (Lai ve Tan, 2012).

Mezenkimal kok hiicreler, hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ekici bir ara¢ olarak kabul edilir.
MKH ’den ayrica sitokinler, kemokinler ve biiyiime faktorleri dahil olmak iizere
eksozom ve biyomolekiiller salinr. MKH ‘den tiiretilen eksozomlarin, c¢esitli
hastaliklarda hiicre tedavisi uygulamalar1 i¢in 1ilgi c¢ekici bir aday oldugu
disiiniilmektedir (Li ve Liu, 2016). MKH eksozomlarinin optimal doku fonksiyonu i¢in
doku homeostazmin korunmasina yardimci olur (Lai ve Yeo, 2015) MKH ‘den tiiretilen
eksozomlar, miyokardiyal iskemi hasarmi azaltabilecegi ve akut tiibiiler hasara karsi
koruma saglayabilirler. Bunun disinda yara iyilesmesini ve iltithaplanmay1 diizenlemede
cesitli islevlere sahiptirler. Eksozomlar ayrica terapdtik proteinlerin ve RNA’larmn yarali
hiicrelere alinmasimi kolaylastirir (Li ve Yan, 2015). Benzer sekilde son birkag yilda
yapilan calismalarda, MKH ekzosomlarmin, kikirdak, ndrolojik solunum, bobrek ve
karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalikta avantajli etkilere sahip olabilecegi

gosterilmistir (sekil 2.18) (Hade ve ark, 2021).

e

MEZENKIMAL KOK
HUCRELER

MKH IZOLASYONU

==

? -_,
MKH'LERIN BOYUTOLMES]

KARACIGER coviD-19

X

EKSOZOMLARIN REJENERATIF
POTANSIVELLER]

EKZOSOM BIYOGENEZI

Sekil 2.18. MKH’lerden tiiretilen eksozomlarin metodoloji (MKH izolasyon grafiksel
gosterimi, eksozom biyogenezi, eksozomlarin izolasyonu ve rejeneratif tipta
eksozomlarin terapdtik uygulamalar: (Hade ve ark, 2021).
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MKH ’lerden elde edilen eksozomlar beyin hasari, felg gibi ndronal doku ve
fonksiyonda hizli ve akut hasara neden olan travmatik durumlarda 6nemli bir terapotik
bir ajan olarak kullanilabilir. Beyin yaralanmalarinin bagarili tedavisi, hizli tan1 ve kan
beyin bariyerini kolay gegen terapotiklerin verilmesinde ki zorluklar nedeniyle smirlidir.
MKH’ler kan beyin bariyerini gecemezken eksozomlar hem dolasima girerek uzak
hedeflere kolayca ulasir hem de merkezi sinir sisteminde kan beyin bariyerini gecerek
noronlar ve glial hiicreler tarafindan alinabilir. MKH ’lerden elde edilen eksozomlar,
sadece intravendz veya intra nazal uygulama ile kan beyin bariyerini gegmekle kalmaz,
ayni zamanda kronik inflamasyonu tedavi etme ve saglikli iyilesmeyi tesvik eder (Sekil

19) (Forsberg ve ark, 2020).
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Sekil 2.19. Eksozom fonksiyonlarinin, noral hiicre iletisiminde sematik gdsterimi (Hade
ve ark, 2021).

Genel olarak eksozomlara benzer sekilde MKH eksozomlarinin, niikleik asitler,
proteinler ve lipitler gibi bircok malzemeleri tasir. Kiitle spektrometresi, antikor dizisi

ve mikro dizi analizi yoluyla yapilan izlenimlerde MKH eksozomlarmin 850 den fazla
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gen lrlinii ve 150 den fazla miRNA tasidig1 gosterilmistir. Bu proteinler ve miRNA’lar
islevsel olarak karmasik ve iletisim, bagigiklik diizenlemesi, doku onarimi ve
rejenerasyon ve metabolizma gibi bir¢ok biyokimyasal ve hiicresel siirecte gorev alir.
Bu tasidig1 gorevlerden dolayr MKH eksozomlarinin, g¢esitli hiicresel tepkileri ortaya

cikarma ve ¢esitli hiicre tipleri ile etkilesime girme potansiyeli gosterir.

MKH ’den tiiretilen eksozomlar, MKH °‘lerin doku i¢inde homeostazi siirdiirmek ve dis
uyaranlara yanit vermek i¢in stromal destek hiicreleri olarak islev gorme kapasitesine
aracilik etmede kilit rolii vardir. Bu rol, doku mikro g¢ercevesinin homeostazi hastalik
veya yaralanma nedeniyle bozuldugunda 6zellikle 6nemlidir ve bu durum normal doku
fonksiyonunu tehlikeye atar. Eksozomlarda bulunan proteinlerin ¢ogu, stokiyometrikten
ziyade katalitik aktivitelere sahip enzimlerdir ve mikro ortamlar1 tarafindan belirlenir.
Bu nedenle, eksozomlarin enzim merkezli Ozelligi terapotik ajanlar olarak
kullanildiklarinda asir1 veya diisiik doz riskini azaltabilir. MKH eksozomlarinin énemli
bir glikolitik enzim kiimelenmesi 6zelligi bulunmustur. Bu durum tedavi olarak verilirse
MKH eksozomlarindan gelen bu enzimlerin, glikolitik agig1 iyilestirme ve potansiyel

olarak reperflize miyokard da glikolitik akis1 ve ATP iiretimini artirabilir.

Eksozomlar molekiilleri korumak ve uygun hedefe ulagtirmak i¢in uygun bir aragtir.
Molekiilleri zarlar1 i¢inde kapsiillenerek eksozomlar enzimleri veya RNA’lari
bozulmaya kars1 korur ve eksozomlarm hiicresel endositoz yoluyla hiicre i¢i alimini
kolaylastirir. Eksozomlarin alinimin mikro ¢evresel asitlik tarafindan degistirildigi rapor
edilmistir. MKH eksozomlarinin parakrin ve endokrin sinyalleme yoluyla hem yakin
hem de uzak alanlarda hiicre iletisimine aracilik edebilir. Doku mikro ortaminin
homeostazin1 geri kazanma ve siirdiirme kapasitesi, protein ve RNA kargolarinin

biyokimyasal potansiyeline bagl olacaktir (Lou ve Chen, 2017).
2.6. Hiicre Dongiisii

1953 yilinda Howard ve Pelc, DNA sentezinin hiicre bdliinmesi siirecini kesin bir
periyotta gerceklestigini ilk kez tanimlamak i¢in oto radyografik ¢aligmalar yaptilar. Bu
caligmalar, 0karyotik hiicre dongiinii tanimlamaya yonelik temel ¢aliymalardan olusur.
Okaryotik hiicre dongiisii G1 (interfaz), GO (Dinlenme Fazi), S (sentez) ve M (Mitoz)

fazindan olusur.
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Gl fazi hiicrelerin biiyiimeye basladigi ve hiicre dongiisii diizenleyicileri

tarafindan kontrol edilen fazdir.

e @GO, hiicrelerin durgun bir doneme girmeye karar verdigi, istirahat halinde

olup, boliinme uyarisi gelene kadar bekledikleri fazdir.

e (32 faz, hiicrelerin mitoz fazi1 i¢in hazirlik yaptig1 asamadir. Hiicrelerin DNA

replikasyonunu tamamlamadan M fazina gegisine izin vermezler.
e S fazi, DNA sentezinin gerceklestigi yerdir.

e M faz1 ise, hiicrelerin genetik materyallerinin bolindiigii ve sitokinezin
meydana geldigi fazdir. M fazinda bulunan kontrol noktalari, 1§ iplik¢ilerinin
olusmas1 ve ig iplik¢ilerinin sentromere kinetorlar yardimiyla tutunmasini
saglar. Replikasyon sirasinda, 1§ iplik¢iklerinde kontrol digsi, DNA onariminda
istenmeyen bir durum olursa bolinme durdurulur ve anormal durumlarin

oniine gegilir (Ingham ve ark, 2017).
2.6.1. Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Hiicre dongiisiinde, farkl fazlardan gegiste siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve
CDK inhibitorleri ve RB geni tarafindan kontrol edilir. CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK6
hiicre dongiisii ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Siklin ve CDK kompleksleri, G1-S
kontrol bolgelerinde gorev yaparlar. Kanser hiicrelerinde siklin ve CDK kompleksleri,

asir1 ekspre olurlarsa bir onkogen gibi davranirlar (Lucia ve ark, 2020).

Retinoblastoma (RB), tiimor baskilayici aktivitesini, E2F transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini modiile ederek hiicre ilerlemesini G1/S gecisinin diizenlenmesi ile saglar.
RB tiimdr baskilayic1 aktivitesini uyguladigi kanonik yol, E2F transkripsiyon faktorleri
ve histon deasetilazlar (HDAC), gibi c¢esitli kromatin degistiricileri ile bir
transkripsiyonel baski kompleksinin olusumunu gerektirir. Bu kompleks, oncelikle E2F
hedef genlerini kontrol ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesi swrasinda G1/S geg¢isini
diizenler. Mitojenik sinyaller D tipi siklinlerin transkripsiyonel yukar:i regiilasyonu
iizerinde birlesir ve daha sonra CDK4/6 dahil olmak iizere sikline bagimlh kinazlar1
uyarir. D tipi siklin- CDK4/6 komplekslerini RB {izerinde mono-fosforilasyona tesvik

eder ve bunun sonucunda E2F’lerin salimimii baglatarak erken G1 fonksiyonlarmin
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uygulanmasia izin verir. CDK2 ve CDKI ile isbirligi i¢cinde olan siklin E ve A dahil
olmak {tizere, E2F hedef genleri, 13. Bolgede RB’nin tam fosforilasyonundan
sorumludur ve hiicrelerin S ve M fazma gegisine izin verir. Siklin bagimli kinaz
inhibitorleri RB fonksiyonunu aktive eden CDKN1A, CDKN1B ve CDKN2A genlerin,
timor baskilayict gen olarak hareket etmesini saglar. CCND1 ve CDK4 gibi RB
fonksiyonu inhibe eden genlerin onkogen gibi hareket etmesini saglar (Sekil 2.20)
(Kitajima ve ark, 2020).
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Sekil 2.20. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol eden kanonik RB islevi (Kitajima
ve ark, 2020).

Mitogenik sinyaller olmadan //"\\/

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, negatif diizenleyiciler, INK4 ve mitojenik sinyallerin bir
sonucu olarak CDK aktivitelerini engelleyebilen CIP/KIP tarafindan kontrol edilir.
INK4 protein ailesinin CDK4, CDK6’ya baglanmasi, bu kinazlarin siklin D ‘ye
baglanmasina miidahale eder ve pRB’yi hiperfosforile bir durumda tutar ve hiicre

dongiistiniin durmasini saglar (Lucia ve ark, 2020).

Siklin A, B, E, D’ye baglh kinaz kompleksleri, CIP/KIP protein ailesi p21(CDKN1A),
p27(CDKNI1B) ve p57(CDKNIC) tarafindan hedef alinir. CIP/KIP inhibitérleri, siklin
CDK komplekslerini hedef alarak bunlarm substratlar1 ile etkilesimini engeller.
CDKNI1A DNA hasar1 durumunda indiiklenir ve onarim gergeklesene kadar siklin CDK
komplekslerini kisitlar (Sherr ve ark, 2020).
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2.7. Apoptoz

Apoptoz mekanizmasi karmasik ve tek diizenli 6liim mekanizmasi oldugu diistiniliir.
Apoptoz esas olarak proteaz ailesi liyesi olan, kaspazlar tarafindan yiiriitiliir. Hem
baslatici kaspazlar (kaspaz -2, -8, -9, -10) ve yiiriitiicti kaspazlar (kaspaz -3, -6) apoptoz
mekanizmasinda yer alir. Apoptozun temel mekanizmasi, BCL-2 ailesinin hem pro-
apoptotik ve anti- apoptotik proteinlerinin, hem de baslatici kaspaz ve yiiriitiicli
kaspazlar arasindaki denge ile diizenlenen mitokondriden, sitokrom-c’nin salinmasidir.
Geligsen bu mekanizma sonucu, kaspaz-6 tarafindan niikleer membranin parcalanmis ve
bir ¢ok hiicre i¢i proteinlerin boliinmesi, genomik DNA’nin niikleozomal yapilara
parcalanmasi ile sonuglanir. Pro-apoptotik ve anti- apoptotik protein diizenleyicileri
arasindaki denge, bir hiicrenin apoptozu tercih edip, etmemesini belirlemek i¢in 6nemli
bir rol oynar. Prekanser6z lezyonlarda DNA hasar1 sonucu apoptozun indiiklenmesi,
zararli hiicrelere doniisme riski olanlari, ortamdan uzaklastirr ve tiimor biiylimesini
bloke edebilir. Apoptozun deregiilasyonu, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, kanserin

gelismesi ve ilerlemesine neden olacaktir (Bertheloot ve ark, 2021).

BCL-2 protein ailesi iiyeleri apoptozun diizenlenmesinden sorumludur. Bu ailenin iki zit
grubu olan, pro-apoptotik ve anti- apoptotik proteinler, apoptozun diizenlenmesi
gorevini yerine getirir. BCL-2’nin BH1 ve BH2 alanlar1 pro-apoptotik proteinlerle
dimerizasyon igin gerekli. BH3 alani, pro-apoptotik ve anti- apoptotik proteinler
arasindaki etkilesim i¢in gereklidir. Anti- apoptotik alanli grup, ii¢ ile dort arasinda BH
alan icerir ( BCL-2, BCL-xI, BCL-W, MCI-1, Al ve BCL-1 ). Pro-apoptotik alan ise,
BH1-BH2-BH3 igerir ( Bax, Bak, Bok). Anti-apoptotikler, sitokrom-c yi bloke ederek,
pro-apoptotikler ise aktive ederek apoptozu diizenler (Pistritto ve ark, 2016).
BCL-2 ailesi liyelerinin fonksiyonlar1 su sekildedir;

e Bcl-2: Apoptoz inhibitorii, Bax ve Bak’1 baglar.

e Bcl-x: 1 formu inhibe eder, S formu apoptozu tesvik eder, Bax ve Bak’1 baglar.

e Bax: Pro-apoptotik, Bcl-2, Bcl-x ve EIB1-9K’y1 baglar.

e Bak: Pro-apoptotik ve Apoptoz inhibitorii, Bel-2, Bel-x ve EIB1-9K’y1 baglar.

e MCL-1: Apoptoz inhibitorii.
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e Ced-9: Nematodda apoptoz inhibitorii, Bcl-2 homologu.

e EIB1-9K: Adenoviriislerde apoptoz inhibitorii, Bax ve Bak’1 baglar (Xu ve ark,
2019).

Kaspazlarin aracilik ettigi uygunsuz hiicre yikimmi Onlemek i¢in, proteolitik
bolinmenin  kontrolii  zorunludur. Kaspazlarin negatif diizenlenmesi apoptoz
proteinlerin inhibitorii (IAP) tarafindan saglanir. IAP, sinyal yollarmi bloke ederek ve
hayatta kalmay1 destekleyerek apoptozdan kagmmada rolii vardir. TAP’lerinin,
BIRC1/NAIP, BIRC2/clAP1, BIRC3/clAP2, BIRC4/XIAP, BIRC5/Survivin,
BIRC6/Apollon, BIRC7/ML-IAP ve BIRCS/ILP2 olmak iizere 8 iiyesi vardir. IAP
antagonistleri, BIR alanina baglanarak kaspaz-3 ve-9 ile etkilesimlerini azaltirlar. IAP
proteinlerinin asir1 ekspere olmasi, tiimor hiicrelerin hayatta kalmasini saglar ve hastalik

ilerlemesine katkida bulunur (Pistritto ve ark, 2016).

DNA hasari, hipoksi ve onkoproteinlerin ekspresyonu gibi durumlarda, p53 apoptotik
yolu aktive eder. P53, anti-apoptotikleri baskilarken, pro-apoptotik faktorleri aktive
eder. P53 tiimor baskilayici bir gendir. DNA’nin onarmmini indiikleme gibi gorevleri de
vardir. Mutasyon gelismesi durumunda gorevini yerine getiremez ve tlimorigenezin

baslamasina neden olur (Pistritto ve ark, 2016).

Apoptotik siiregte igsel yol; BCL-2 ailesi proteinleri BAK ve BAX’1 oligomerizasyonu
ile aktive eder. BAK ve BAX’1 oligomerleri, mitokondriyal dis zarda gozenekler
olusturur ve sitokrom-c’nin sitolize salimma sebep olur. BAK ve BAX aktivasyonu,
pro-apoptotik BAD ve BID tarafindan ya da anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinleri
tarafindan diizenlenir. Sitokrom-c, prokaspaz-9’u alan ve apoptozumu olusturan Apaf-

1’e baglanir. Apoptozumda, kaspaz-9, otopreteolitik boliinme ile aktive edilir ve kaspaz,

kaskatini baslatir (Sekil 2.21.) (Bertheloot ve ark, 2021).

Apoptotik siiregte digsal yol; Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) reseptorii 1 (TNFR1), 6liim
reseptorleri veya membran reseptorlerine (TLR Toll Like Receptor) baglanmasi ile
aktive olur. TNFRI ile iligkili 6liim alan1 proteini (TRADD) veya Fas ile iligkili 6lim
alan1 proteini (FADD), reseptorleri ile etkilesime giren serin/treonin protein kinaz 1
(RIPK1) ve prokaspaz-8 igeren sinyal kompleks olusumunu indiikler. Apoptoz hiicresel

inhibitorii (cIAP) tarafindan RIPKI1 yaygmlastirilir, kompleksi stabilize eder ve
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hiicrenin transkripsiyon faktorii, NFkB' nin aktivasyonunu saglar. Aktiflesen 6liimciil
kaspazlar -2, -8,-6,-10, bir kez aktif oldugunda programlanmis hiicre 6liimii gergeklesir.
Apoptotik Hiicre Dis1 Vekizkiilleri (ApoEV’ler) icerisinde yer alan, apoptotik hiicreler,
niikleozomal yapilar, anti-inflamatuar metabolitler paketlenmis sekilde yer alarak,
haberciler salarlar. Plazma zarinin dis yiizeyinde ag¢iga ¢ikan fosfatidlerin(PS)

molekiilleri, fagositlere ‘beni ye’ sinyalleri gibi islev goriir (Bertheloot ve ark, 2021).
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Sekil 2.21. Apoptoz igsel ve digsal yolaklar1 (Bertheloot ve ark, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada hiicreler iizerinde gergeklestirilen islemlerin Klinik Arastirmalar Etigine
uygunlugu, Erciyes Universitesi, Klinik Arastrmalar Etik Kurulu tarafindan,
19.01.2022 tarih ve 56 kayit numarali karari ile in vitro ¢alisma yontemi olmasi
nedeniyle Etik Kurul onayma gerek olmadigi belirtilerek Betiil-Ziya Eren Genom ve
Kok Hiicre Merkezi’nde (GENKOK) gergeklestirildi.

3.1. Umbilikal Kord Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Canlandirilmasi

Dondurulmus halde GENKOK ’ten temin edilmis umbilikal kord kaynakli mezenkimal
kok hiicreler (UK-MKH); %15 FBS + %1 penisilin/streptomisin + 2 mM L-glutamin
iceren DMEM kompleks medyum igerisinde siispanse hale getirilerek 37°C* de %5 CO»
iceren inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edildi ve yeterli sayiya gelinceye kadar 3
giine bir medyum degistirildi. Son 48 saat ise FBS igermeyen kompleks medyum
icerisinde hiicreler siispanse edildi. Biitiin igslemler sonucunda hiicrelerin bulundugu

medyumdan 20 ml alinarak eksozom izolasyonu ic¢in kisa bir silire i¢in +4 °C’ de
bekletildi.

3.2. Umbilikal Kord Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerden Eksozom (UK-MKH-

Ekso) izolasyonu

Eksozomlar1 elde edilmek amaciyla presipitasyon yontemi uygulandi. System
BioSciences firmast tarafindan firetilen ExoQuick-TC (#EXOTC50A-1, System
Biosciences, ABD) kiti kullanildi. Eksozomlar iiretimi i¢in mezenkimal kok hiicreler
FBS icermeyen medyum igerisinde 48 boyunca inkiibe edildi. 48 saat sonunda kite ait
izolasyon soliisyonu kullanilarak eksozomlar izole edildi. Bu islem i¢in uygulanan

protokol su sekildedir:



e FBS icermeyen medyum icerisinde mezenkimal kok hiicrelerin bulundugu

1x175 cm?’lik flasktan 20 ml kiiltiir besiyeri toplandi.

e Besiyeri 3000 x g de 15 dakika boyunca santrifilij edilerek hiicre ve hiicreye ait
atiklar ¢oktiirtildii.

e Pellet kismu atilarak siipernant yeni bir tiipe alindi. Siipernatant hacminin 1/5’1
kadar eksozom soliisyonu (20ml besiyer i¢cin 4 ml soliisyon) eklendi. Homojen

bir karisim elde edilmesi i¢in vortekslendi.
e +4°C’de 24 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasi drnekler 1500xg’de 30 dakika boyunca +4°C’de santrifiij
edildi. Santrifiij asamasi sonrasinda siipernatant atilarak pellet kismi 500 pl
dPBS ile resiispanse edilerek -80 °C’ye kaldirilda.

3.2.1. Eksozom Karakterizasyonu

[zolasyonu tamamlanan eksozomlarm, goériintiileme islemi Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu (FE-SEM) ile yapildi. Eksozomlarin zeta potansiyeli zeta sizer
analizatorii ile belirlendi. Eksozomlarin konsantrasyon ve parcacik boyut analizi

Nanopargacik izleme Analizi (NTA) ile yapildi.
3.2.1.1. Eksozomlarin Goriintiilenmesi

Eksozom goriintiilleme islemi, Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma Uygulama
Merkezi’nde (TAUM) bulunan Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu ( FE-
SEM) ile yapildi. Eksozomlar Au/Pd ve Karbon Kaplama Cihaz1 ile iletkenligi
saglamak icin, altin- palladyum ile kaplandi ve FE-SEM’de goriintiilendi. Goriintiiler
Image J programi yardimiyla yaklasik 9-10 farkli goriintiilenen eksozomlarin capi

Olciilerek eksozom biiyiikliigii hesaplandi.
3.2.1.2. Eksozomlarin Zeta Potansiyeli

Eksozomlarmn elde edilmesinin ardindan Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi (ERNAM) biinyesinde bulunan Zeta Sizer cihazi1 kullanilarak hem

eksozomlarm hem de ¢caligmamizin kararlig1 i¢in zeta potansiyeline bakildi.
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3.2.1.3. Eksozomlarin Konsantrasyon ve Parcacik Boyut Analizi

Eksozomlarin konsantrasyon ve pargacik boyut analizi islemi igin, Erciyes Universitesi
Ilag¢ Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan Nanosight NS300 model
Nanopartikiil izleme Analizi (NTA) cihazi kullanildi. NTA cihazi numunelerimizin, sivi
sispansiyonda nano parcacik boyut dagilimini elde etmek i¢in 151k sa¢iliminin hem de
Brownian hareketinin 6zelliklerini kullanilarak eksozomlarin video ile izleme ve

kaydetme yoluyla partikiil boyut ve konsantrasyonunu analiz etmek i¢in kullanildi.
3.3. BE(2)-C Noroblast Hiicre Hattinin Yetistirilme Ortanm

Noroblastoma BE(2)-C hiicre hatti (CRL-2268), DMEM/F12 ve RPMI-1640 medyum
1/1 oraninda hazirland1 ve %10 sigir serumu (fetal bovin serumu, FBS), %1 antibiyotik,
%1 glutamin iceren kompleks medyum icerisinde kiiltiirlendi. Hiicreler 37°C’ de %S5

COz igeren inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edildi.

Melatonin ve UK-MKH kaynakli eksozomlarin BE(2)-C hiicreleri iizerine terapotik
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in XTT yontemi ile % hiicre canlilif1 olarak deger
hesaplanarak sitotoksik etkisi ve Anneksin V yontemi ile apoptotik etkisi

degerlendirildi.
3.4. BE(2)-C Hiicrelerinde XTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Melatoninin ve umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen
eksozomun BE(2)-C hiicre hatt1 iizerindeki olasi sitotoksik etkisi XTT ((2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) kiti ile iiretici firmanin
(Luminex) kullanim talimatina gore uygulandi. Yontem XTT ajami ile inkiibe edilen
hiicrelerde meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir. Olusan renk degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarmin aktif
hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu
bilesiklerin absorbans degeri metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile

orantilidir.
XTT Yontemi

e 96 kuyucuklu plakalara 100 ul icerisinde 1x10* BE (2)-C hiicre ekim yapilarak

37°C’ de %5 COzigeren inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edildi.
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e 24 saat sonunda BE(2)-C hiicreleri FBS icermeyen kompleks medyum ile
degistirildi.
e FBS icermeyen normal biiyiime ortaminda 24 saat inkiibasyondan sonra

hiicrelere farkli konsantrasyonlarda 1, 2,5 ve 5 mM melatonin ve 25, 50, 100
pg/mL UK-MKH-Ekso 24, 48 ve 72 zaman siiresince uygulandi.

o 24,48, 72 saat boyunca melatonin ve UK-MKH-Ekso ile muameleden sonra, 5
ml XTT soliisyonu igerisine 100 pl aktivasyon soliisyonu eklenmistir. Bu
kompleks hale gelen soliisyonda 50 pl her oyucuga eklenerek 4 saat boyunca
37°C’ de inkiibe edilmistir.

e Plakalar, bir plaka ¢alkalayicida 5 dakika ¢alkaland:.

e Inkiibasyon sonucunda 450 nm’de Glowmax Elisa Raeder cihazinda

okutulmustur.

e Tiim deneyler en az ii¢ kiiltiirde ii¢c tekrar halinde yapildi ve veriler, kontrole

kiyasla canlilik yiizdesi belirlendi.
3.5. BE(2)-C Hiicrelerinde Anneksin V ile Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

Melatonin ve ekosozomlarin BE(2)-C hiicre hatt1 {izerindeki apoptoz oraninin ne 6l¢iide
degistigini bulmak i¢cin Flow sitometri cihazinda kit kullanarak okuma yapildi.
Anneksin V, hiicre ylizeyinde bulunan ve apoptoz veya hiicre 6liimii gibi durumlarda
kanit olarak gdsterilen fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin (PE) molekiillerini
belirlemeye yarayan bir isaret¢idir. Ayrica bu kitin i¢inde Olii hiicreleri boyamaya

yarayan 7-AAD boyasi ile 6lii hiicre ylizdeleri de belirtildi.
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Tablo 3.1. Anneksin V ve 7-AAD boyalarina, hiicrelerin verdigi yanitlar

Hiicreler Anneksin V 7-ADD
Apoptotik Olmayan, - -
Canli
Erken Evre Apoptotik + -
Geg Evre Apoptotik ve + +
Ol
Nekrotik - +

Anneksin V Yontemi

e Melatonin ve ekosozomlarm BE(2)-C hiicre hatti iizerindeki apoptoz oraninin
ne Ol¢iide degistigini bulmak i¢in Anneksin V & Dead Cell Assay (Luminex)
kit1 kullanild1.

e BE(2)-C hiicreleri 6 kuyucuklu plakalar i¢erisinde her bir kuyuya 1 ml i¢erisinde
1x10° olacak sekilde 37°C’ de %S5 CO; igceren inkiibatorde 24 saat boyunca
inkiibe edildi.

e 24 saat sonunda BE(2)-C hiicreleri FBS icermeyen kompleks medyum ile
degistirildi.
e FBS i¢ermeyen normal biliyiime ortaminda 24 saat inkiibasyondan sonra

hiicrelere farkli konsantrasyonlarda 1, 2,5 ve 5 mM melatonin ve 25, 50, 100
pg/mL UK-MKH-Ekso 24, 48 ve 72 zaman siiresince uygulandi.

e Her 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda, tripsin ile kaldirilan hiicreler 5
dakika boyunca 350 x g’de santrifiij edildikten sonra, iki kez soguk fosfat
tamponu (PBS) ile yikandi.

e Sonrasinda, her bir hiicre grubu Anneksin V & Dead Cell Assay kiti ile
boyanarak karanlikta ve oda sicakliginda 20 dakika stireyle ile inkiibe edildi.

¢ Boyama islemi tamamlanan hiicreler BD FACS Aria III flow sitometri cihazi ile

analiz edildi.
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3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Apoptoz yontemi veriler GraphPad Prism 8 programu ile grup analizi altinda, Two way
ANNOVA, Tukey's multiple comparisons test gruplar arasi ve i¢i degerlendirilerek
anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul edilmistir. Sitotoksisite yontemi verileri {i¢ ayr1
deneyden elde edildi ve ortalama =+ standart sapmasi olarak sunuldu ve GraphPad Prism
8 yazilimi kullanilarak eslestirilmemis t testi (unpaired t-test) one-way ANOVA ile
degerlendirilerek anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Umbilikal Kord Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojisi

Hiicrelerin yer aldig1 flasklar 48 saatin sonunda kontrol edilerek hiicrelerin ¢gogalmasi
gozlemlendi (Sekil 4.1). Hiicre kiiltiir kaplarinin tabanimna tutunma gosteren, igsi yapida

morfolojik 6zellik gosteren MKH kullanilarak eksozom izolasyonuna gecildi.

P e %
L r

Sekil 4.1. insan umbilikal kord kaynakli MKH ’lerin mikroskobik gériintiisii (Invert
Mikroskop x10)

4.2. Eksozom Izolasyonu
4.2.1. Eksozom Karakterizasyonu Bulgulan
4.2.1.1. Eksozomlarin Goriintiillenmesi

[zolasyon metotu sonucunda; izole edilen eksozomlarin SEM analizine gore
degerlendirildiginde eksozomlarin membran yapilarinm biitiinliiglinii korudugu, Image J
programi ile eksozomlarm uygun boyutta dagilim gosterdikleri goriilmiistiir.
Presipitasyon metodunda eksozomlarin ortalama boyutlar1 101,633 nm+4,5 olarak

bulundu.
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Sekil 4.2. Image J programi ile c¢aplar1 Ol¢iilmiis eksozomlarin SEM goriintiisti
(Biiyiiltme Olgegi 100 nm)

4.2.1.2. Eksozomlarin Boyut Analizi

Presipitasyon yontemi ile izolasyon sonucunda eksozomlarin zeta potansiyeli, zeta sizer
cihaz1 tarafindan degerlendirildiginde eksozomlarin zeta potansiyeli -13,3 olarak
Olciildii. Zeta analiz6torii tarafindan degerlendirilen sonu¢ eksozomlarin zeta

potansiyelinin “good” oldugunu belirtti.

Mean {(mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -13,3 Peak1: -133 1000 452
Zeta Deviation (mV): 4,52 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mSfcm): 000176 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

ZETA POTANSIYELI DEGERI

T0000
60000
50000_

30000

Total Counts

20000
10000

=200 =100 4] 100 200
Zeta Potential (mV)

[—— Record 2455: Eksozom |

Sekil 4.3. Eksozomlarin zeta potansiyeli degerleri
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4.2.1.3. Eksozomlarin Konsantrasyon ve Parcacik Boyut Analizi

NTA ile eksozomlarin hem boyut dagiliminin hem de nispi konsantrasyonunun
belirlenmesinde; presipitasyon metodunda eksozomlarin boyutunun yaklasik 87.9 nm
oldugu ve konsantrasyonunun 3.42x10%ml olarak bulundu (Sekil 4.4.). Ayrica nm
araliklarma gore eksozomlarm konsantrasyon ve boyut dagilim 3D grafigi de Sekil 4.5

’de verildi.

n
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N
)

T
2

20
5
£ 2o
E Stats: Merged Data
i Mean: 87.9nm
S 1o Mode: 99.5nm

os SD: 421nm

» D10: 32.1nm

® ¥ T ¥ v T T v "

200 <00 o L o0, =m0 sao <0z D50: 1.5 mm
Size (nm) ()
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4s Stats: Mean +/- Standard Errer

aa Mean: 87.9+/-0.0nm
=S Mode: 99.5 +-0.0nm
g SD: 421+.00mm
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g = D90: 141.4 +/-0.0 nm
5:; = Concentration: 3.42¢+08 +- 0.00e+00 particies/ml
£ 18.7 +- 0.0 panticlesiframe

35.2 +- 0.0 centresiframe

e S e iy e e L
Size (nm)
Averaged FTLA Caonceniration / Size for Experiment:
2022-09-01 10-51-09

Sekil 4.4. NTA ile eksozomlarin boyut dagilimi ve konsantrasyonu.

Concentration

Sekil 4.5. NTA ile eksozomlarin 3 boyutlu konsantrasyon ve boyut dagilimi grafigi

58



4.3. BE(2)-C Noroblast Hiicrelerinin Morfolojisi

BE(2)-C noroblast hiicreleri flask tabanina tutunmus bir sekilde invert mikroskop
altinda goriintiilendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. BE(2)-C noroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (x50um)

4.4. BE(2)-C Hiicrelerinde XTT Yontemi ile Sitotoksisite Bulgular

UK-MKH-Ekso ve melatoninin konsantrasyon ve zamana bagh olarak hiicre canliligi
iizerindeki sitotoksik etkilerinin XTT yontemi sonuclar1 Tablo 4.1°de, karsilastirmali
sonu¢ grafigi ise Sekil 4.7.’de verildi. Bu bulgular neticesinde, melatoninin yar1
inhibisyon konsantrasyonu (ICsp); 24 saat i¢in 2.68 mM, 48 saat i¢in 1.097 mM ve 72
saat icin 1,089 mM oldugu hesapland1 (Sekil 4.8.). Eksozomun ICs i¢in 24 saat i¢in
69.4 ng/mL olarak bulundu. Her iki etken grubun sonuclari istatistiksel olarak
degerlendirildiginde zamana bagl olarak % hiicre canliligi kontrol grubu ve kendi
aralarinda degerlendirildiginde anlamli farklhiliklar gosterdi ve P degeri 0.0085 olarak
bulundu. Konsantrasyona bagli olarak degerlendirildiginde ise % hiicre canlilig1 kontrol
grubu ve konsantrasyon grubunun kendi aralarinda karsilastirildiginda yine anlamli

farkliliklar gosterdigi ve P degerinin 0,0091 oldugu goriildii.
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Sekil 4.7. BE(2)-C hiicreleri lizerinde melatonin ve eksozomun 24, 48 ve 72 saat

sonundaki hiicre canlilig1 yiizde degerlerinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.8. BE(2)-C hiicreleri lizerinde melatonin 24, 48 ve 72 saat sonundaki 1Csg
degerleri
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Tablo 4.1. Melatonin ve eksozomun BE(2)-C hiicreleri iizerine % canlilik degeri

BE(2)-C % Hiicre Canhhg:

Konsantrasyon Kontrol |24 SAAT |48 SAAT |72 SAAT
. 1 mM %100 %102,60 |%32,30 | %8,50

MELATONIN

2,5 mM %100 %70,40 |%12,50 |%6,50

5 mM %100 %27,40 | %4,15 %3,70

25 pg/ml %100 %151,10 |%44,50 | %27,60
UK-MKH-Ekso 50 pg/ml %100 %126,30 |%41,10 |%18,60

100 pg/ml %100 %105,92 |%40,80 |%1,80

4.5. BE(2)-C Hiicrelerinde Anneksin V Yontemi ile Apoptoz Bulgular

UK-MKH-Ekso ve melatoninin konsantrasyon ve zamana bagli olarak apoptotik

etkileri, erken evre apoptoz, ge¢ evre apoptoz ve nekroz olarak degerlendirilerek yilizde

sayisal degerleri Tablo 4.2°de verildi. 24 saat siire sonunda BE(2)-C hiicreleri tizerinde

hem melatonin hem de eksozomun farkli konsantrasyonlarinda anlamli bir sekilde

apoptotik indiiklenme goriilmemistir.

Tablo 4.2. Melatonin ve eksozomun BE(2)-C hiicreleri lizerinde yiizde apoptoz

degerleri (%)

BE(2)-C 24 Mel 2,5 Mel 5

Saat Kontrol | mM mM Ekso 50 ug/ml | Ekso 100 pg/ml
Nekrotik

hiicreler 18,4 12,7 13,5 21,1 17,7
Geg apoptotik

hiicreler 1,4 2,1 0,4 0,9 1,6
Canl hiicreler | 80,2 85,1 86,1 78 80,7
Erken apoptotik

hiicreler 0 0 0 0 0
BE(2)-C 48

Saat

Nekrotik 18,4 27,9 24,1 42,4 21,3
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hiicreler

Geg apoptotik

hiicreler 3,4 27,8 44 2 11,7 10,9
Canli hiicreler |75,9 441 31,7 45,8 67,8
Erken apoptotik

hiicreler 0 0 0 0.0 0
BE(2)-C 72

Saat

Nekrotik

hiicreler 28,9 39,6 31,9 21,3 27,8
Geg apoptotik

hiicreler 9,3 30,7 59,4 4,3 2,3
Canli hiicreler | 61,7 29,7 8,7 74,3 69,9
Erken apoptotik

hiicreler 0,1 0 0 0,1 0

Melatonin ve UK-MKH-Ekso uygulanan 48 ve 72 saat zaman gruplarinda istatistiksel

olarak degerlendirildiginde; konsantrasyonlar arasi anlamli bir fark gézlemlenemezken

(P>0,05) uygulanan her bir konsantrasyonun degisen apoptoz degerlerinin, istatistiksel

olarak kendi i¢inde ve kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde degistigi gézlemlendi

(**P<0,0001) (Sekil 4.9-10).

80+

60+

Apoptoz yiizdesi (%)
H
)

Mel kontrol
Mel 2,5 mM
Mel 5 mM
Ekso Kontrol
Ekso 50 ng/ml
Ekso 100 pg/ml

Sekil 4.9. BE(2)-C hiicreleri iizerinde melatonin ve eksozomun 48 saat sonundaki
apoptoz degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.10. BE(2)-C hiicreleri tizerinde melatonin ve eksozomun 72 saat sonundaki
apoptoz degerlerinin karsilastirilmasi

Melatonin ve eksozomlarin BE(2) hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi, Anneksin V &
7-AAD yontemi ile canl hiicreleri (Q3), erken evre apoptotik hiicreleri (Q4), ge¢ evre
apoptotik hiicreleri (Q2) ve nekrotik hiicrelerin (Q1) ylizde degerini gosterdi. Melatonin
ve eksozomlarin BE(2)-C hiicre hatt1 lizerinde farkli konsantrasyon ve zamana baglh

olarak apoptozu indiikledigi tespit edildi.
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Sekil 4.11. BE(2)-C hiicreleri iizerinde melatonin ve eksozomun 48 saat sonundaki

apoptoz degerlerinin flow sitometri sonuglari
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5. TARTISMA VE SONUC

Noroblastoma, embriyolojik olarak noral krestin gelisim bozukluguna bagli ortaya ¢ikan
sempatik sinirlerin ganglionlarindan kaynaklanan bir kanserdir. Noral krest,
embriyogenezin 3. haftasinda noral tiiplin dorsal yiiziinden gelisen pluripotent
hiicrelerdir. Noroblastoma, 8000 canli dogumda birinde goriiliirken, tiim ¢ocukluk ¢agi
timorlerin  %6’sm1 kapsamaktadir. Nadir goriilen bir hastalik olmasina ragmen,
cocuklarda kansere bagh liimlerin %15’inden sorumludur. Klinik olarak néroblastoma,
tedavisiz spontan gerileyen yaygin tiimdrleri olan hastalardan, yogun multimodal tedavi
yaklagimlarma ragmen metastatik yayilim gosteren, tedaviye direngli tiimorlere kadar
degisen heterojen bir hastalik spektrumu ile karakterizedir.

Melatoninin kanserde anti-anjiyogenik etkiler gosterecegini Lissoni ve arkadaslar1 one
stirdiiler. Melatoninin anjiyogenez {izerindeki etkileri pankreas, kolon, meme, akciger
kanserlerinde incelenmistir (Garcia ve ark, 2013). SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti
ilk olarak 4 yasmdaki bir kiz cocugunun kemik iligi biyopsisinde elde edilip klonlanmis
hiicre hattidr.  VEGF’nin SH- SYS5Y hiicre hattinda tiimor genislemesine ve
biliylimesine destek verdigi gosterilmistir. Yaplilan bir ¢calismada melatonin, SH-SYS5Y
hiicrelerinin pro-anjiyogenik etkilerini inhibe ettigi gosterilmistir. Calismada 1 mM’lik
konsantrasyonlarda melatoninin hiicre hatt1 tizerinde hiicre proliferasyonu {izerinde
inhibe edici oldugu, apoptozu ve anti-néroinflamatuar etkileri inhibe edici etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Gonzalez ve ark, 2017).

Melatonin, epifiz bezi tarafindan sentezlenen, kan dolasimina gecen ve uyku ve uyanma
zamanlamasini saglayan, kan basinci kontrolii ve kahverengi yag dokusu olusumunu
destekleyen bir hormondur. Melatonin spesifik melatonin reseptorleri olan MT1 ve
MT?2’yi baglayarak hemeostazda goérev alan giiclii bir antioksidandir. Bu etkileri bilenen
melatonin ayrica, tip 2 diabet, obezite veya ileri yaslarda goriilen insulin direnci kosulu
altinda endoplazmik retikulum stresinin neden oldugu ndronal hiicre 6liimii sinyalleri

iizerine diizenleyici etkisi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada melatoninin insulin



stimiilasyonu altinda noéronal hiicre Olimii sinyallerini 6nemli 6lgiide zayiflattigi
gosterilmistir (Song ve Kim, 2017).

Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz, bagisiklik tepkilerindeki 6lii beyaz kan
hiicreleri veya dig uyaranlarin neden oldugu mutasyonlara sahip istenmeyen hiicrelerin
temizlenmesine yardimei olur. Hiicre biiylimesi, uyku hali, apoptoz arasindaki denge,
homeostaziyi siirdiirmek i¢in biiyilk O6nem tasirken, bu uyumun bozulmasi
timorijenezin altinda yatan mekanizmadir. Dogal onkostatik hormon olan melatonin,
hiicre 6liimiinii tesvik etme yetenegi bir¢ok kanserde dogrulanmistir. Insan prostat
kanseri hiicre hatti olan LNCaP hiicrelerinin melatonin ile tedavi edilmesi Bax ve Cyt
c’nin onemli bir yukar1 regiilasyonu ve hayatta kalma proteini Bel-2’nin azalmasi ile
apoptotik hiicrelerin sayisim1 acikca artirdigi gosterildi.  Yapilan bu ¢alismada
melatoninin prostat kanseri hiicrelerinin {istesinden gelmede yardimci oldugu,
melatonini  klinik kullanima c¢evirmek i¢in fazlaca c¢aba harcanmast gerektigi

vurgulanmustir. (Shen ve ark, 2021).

Melatonin karaciger kanserlerinde inhibe edici rolii, hiicresel proliferasyonun
azaltilmasi, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, anjiogenez ve metastazin smirlandirilmasi
ve hiicresel 6liimiin tesvik edilmesi dahil olmak {izere bir dizi farkli molekiiler ve
hiicresel stireci icerir (Palanca ve ark, 2021). CCA karaciger kanser hatlarinda 48 saat
boyunca 0.5, 1, ve 2 mM konsantrasyonlarda melatoninin apoptoz yoluyla hiicre
Olimiine yol acan ROS ve sitokrom- c iiretimini artirdigi gosterilmistir (Laothong ve
ark, 2015). Ayrica melatoninin kanser tedavisinde siklikla kullanilan bir antitimor
molekiilii olan sisplatinin pro apoptotik etkisisni artirdigi gosterilmistir. Yapilan
calismada in vitro deneylerde sisplatinin ve 1 mM melatonin beraber kullanildiklarinda,
Hep3B, HCC, Bel-7402 hiicrelerinde apoptozun intrinsik yolunu artirdigi ve NF-
kB/COX-2 yolaklarini inhibe ederek terapotik etkinligi iyilestirdigi gosterilmistir (Hao
ve ark, 2017).

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH), embriyogenezin gelisiminde mezodermden
kaynaklanan multipotent kok hiicrelerdir. MKH’ler ilk olarak kemik iliginden kesfedildi
ve daha sonra yag, sinir dokusu, gobek kordonu ve amniyotik sivi gibi ¢esitli insan
dokularinda izole edildi (Zhan ve ark, 2019). Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler yiiksek bir virlis kontaminasyonu olasilig1 ve ilerleyen yas ile birlikte hiicre

67



sayisi, genigleme ve farklilasma yeteneginin diismesi klinik kullanimlarini zorlastirir.
Insan umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicreler (UK-MKH), gébek
kordonundan elde ediliyor olmasi ve dogumdan sonra atilan bir iiriin olarak goriilmesi
nedeniyle etik sorun tagimamasi nedeniyle kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelere kars1 daha avantajlidir. UK-MKH’ler, morfolojik, immiinofenotip,
proliferasyon ve ¢ok yonlii farklilagma kapasitesi mevcuttur. UK-MKH’ler ¢esitli MKH
belirter¢lerini (CD105, CD90 ve CD73) ifade eder ve yapisma molekiilii belirtecleri
(CD54, CD13, CD44 ve CD29) eksprese eder. UK-MKH’lerin diigiik immiinojenikligi
ve immiin diizenleyici aktivitesi, tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe etmesi,
hematopoetik kok hiicre transplantasyonundan sonra komplikasyonlar1 iyilestirme,
hematolojik hastaliklar i¢in hematopoezi tesvik etme temel tasini saglayan terapotik

kullanim i¢in ilgi ¢ekici hale gelmistir (Shang ve ark, 2021).

Burger hastaligi, kii¢iik ve orta ¢apli arter ve venleri tutan nonaterosklerotik segmental
inflamatuar ve obliteratif damar hastaligir. Unal ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada, mezenkimal kok hiicre, periferik kan kok hiicre ve kemik iligi MKH’lerin
vaskiiler endotelyal hiicrelere ve epidermal hiicrelere doniisebildigi ve yenilenen endotel
ve epidermal hiicreler, epidermis kalinligmi artirarak yara iyilesimini hizlandirdigi

ortaya konulmustur (Unal ve ark, 2002).

MKH’lerin tiimor destekleyici etkileri riskini en aza indirmenin ve sistemik olarak
uygulanan MKH’lerin biyolojik olarak dagilimindaki smirlamalarin {istesinden
gelmenin alternatif yolu, MKH’lerden tiiretilmis hiicre dis1 vezikiillerin kullanilmasidir.
Insan MKH’lerden elde edilen hiicre dis1 vezikiillerinin farelerde radyasyondan zarar
gormiis kemik iligi ve akut bobrek hasari alanlarma basariyla ulastigi gosterilmistir.
Ayrica TRAIL tarafindan tasarlanmis hiicre dis1 vezikiillerin, bir melanom fare

modelinde antitimor etki gostermistir (Hochuheuser ve ark, 2021).

Kok hiicrelerin ndrolojik hastaliklarda mevcut sinir aglarina zayif bir sekilde goc etmesi
ve eksozomlarin kan-beyin bariyerini gegiyor olmasi teropdtik etkisinin hiicre hiicre
etkilesimlerinden parakrin etkilesimlerine kaymustir (Lee ve ark, 2021). Xin ve
arkadaslar1t miR 17-92 igeren sican kemik iliginden tiiretilen MKH eksozomlarii bir

inme modeline intravendz olarak uygulamig ve fonksiyonel iyilesme ile
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oligodendrojenez, norojenez ve noroplastisitenin arttifi gosterilmistir (Xin ve ark,

2017).

Bu tez calismasi sonucunda; melatonin ve umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok
hiicre eksozomlarinin BE(2)-C ndroblast hiicre hattinda apoptotik ve sitotoksik terapdtik
etkileri sayesinde; BE(2)-C noroblast hiicrelerinin tedavisinde giiglii bir ajan olarak
kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Kan-beyin bariyerini gecebilen eksozomlar ve
melatoninin noroblast hiicreleri iizerinde gii¢lii terapotik potansiyelleri goz Oniinde
bulundurularak hastaliklarin tedavisinde etkin bir rol alacagi diisiiniilmektedir. Bu
calismamizin in vitro kosullarda planlanip yiiriitildigiinden, net olarak uygun bir tedavi
protokoliiniin belirlenebilmesi i¢in daha kapsamli in vivo c¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bu calisma gelecekte bu alanda yapilacak olan ¢aligmalar i¢in Oncii

durumundadir.
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