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OZET

MIKROAKISKAN SISTEM iLE EKSOZOM iZOLASYONU VE KANSER
HUCRELERINI HEDEFLEYEN iLAC TASIYICI SISTEM GELISTIRILMESI

Kozan B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag¢: Meme kanserinde, liglii negatif meme kanseri agresif ve klinik kotii prognoza sahip
alt tipidir. Eksozomlar, hiicrelerin haberlesmek amaciyla dogal olarak iiretildikleri kiiciik
boyutlu vezikiiller olup ilag tasiyict sistem olarakda dikkat ¢ekmektedir. Bu galismada
Jurkat T-hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin mikroakiskan (MF)  sistemle izole
edilebilirligi ve eksozomlara paklitaksel (PTX) yiiklemesinin meme kanseri tlizerindeki

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Jurkat T-hiicrelerinden eksozomlar salimi uyarilarak MF ve
ultrasantrifiij ile izolasyonlar1 yapildi. Eksozomlarin boyut analizleri ve karakterizasyonlari
(CD63 ve CD81) yapildiktan sonra elektroporasyonla PTX yiiklendi. MDA-MB-231
hiicreleri iizerinde Exo-PTX’in hiicre canliligt MTT yontemi, apoptotik etkisi Annexin V-
FITC-PI ve JC-1 boyamasi ile flowsitometride analiz edildi. Exo-PTX’in migrasyon
tizerindeki etkisi Boyden Chamber yoOntemi ile ve kemokinler iizerindeki rolii

CXCR4/CXCL12 gen ekspresyon analizi ile belirlendi.

Bulgular: Jurkat T hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin boyutlarinin 100 nm altinda
oldugu ve CD63 ve CD81 belirteclerini tasidigi belirlendi. Exo-PTX’in (10pug/mL) ve
PTX’in (15 nM) ve tlizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliklarin1 anlamli bir sekilde
azalttigi, erken ve gec¢ apoptozda ise anlaml bir artis oldugu, migrasyon yeteneklerinin

azaltigi CXCR4/ CXCL12’nin gen ekspresyon diizeylerini baskiladig belirlendi.
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Sonug: T lenfositleri gibi siispanse olan hiicrelerin MF sistemlerde sabit boyutta eksozom
izolasyonu  biiyilk avantaj saglayabilir. Jurkat eksozomlart kemoterapik ajanlarin
etkinliklerini korumalar1 ve hiicre igerisine girisini saglamak i¢in metastazik kanserlerin

tedavisinde kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Eksozom, Jurkat T hiicresi, Meme Kanseri, Mikroakigskan sistem,

Paklitaksel
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ABSTRACT

EXOSOME ISOLATION WITH MICROFLUIDIC SYSTEM AND
DEVELOPMENT OF DRUG CARRIER SYSTEM TARGETING CANCER CELLS

Kozan B. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences Molecular

Biotechnology Program, Master's Thesis, Aydin, 2024.

Objective: In breast cancer, triple negative breast cancer is an aggressive subtype with a
poor clinical prognosis. Exosomes are small-sized vesicles produced naturally by cells for
communication purposes, and they also attract attention as a drug carrier system. This study
aimed to investigate the isolation of exosomes secreted from Jurkat T cells with a
microfluidic (MF) system and the effects of paclitaxel (PTX) loading on exosomes on breast

cancer.

Materials and methods: Exosomes were isolated from Jurkat T-cells by stimulating
exosome relase using MF and ultracentrifugation. After size analysis and characterization
(CD63 and CD81) of exosomes were performed, PTX was loaded by electroporation. Cell
viability of Exo-PTX on MDA-MB-231 cells was analyzed by MTT method, and its
apoptotic effect was analyzed by flow cytometry with Annexin V-FITC-PI and JC-1
staining. The effect of Exo-PTX on migration ability was determined by the Boyden
Chamber method and its role on chemokines was determined by CXCR4/CXCL12 gene

expression analysis.

Results: Exosomes isolated from Jurkat T cells were determined to be below 100 nm in size
and carry CD63 and CD81 markers. Exo-PTX (10pug/mL) and PTX (15 nM) and above
concentrations significantly reduced cell viability, there was a significant increase in early
and late apoptosis, decreased migration abilities and suppressed the gene expression levels
of CXCR4/CXCL12 determined.

XVi



Conclusion: Isolation of exosomes of fixed size in MF systems from suspended cells such
as T lymphocytes can offers an advantage. Jurkat exosomes can be used in the treatment of
metastatic cancers to maintain the effectiveness of chemotherapeutic agents and ensure their
entry into the cell.

Keywords: Exosome, Jurkat T cell, Breast Cancer, Microfluidic system, Paclitaxel
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1. GIRIS

Meme kanseri (BC) diinyanin her iilkesinde kadinlarda en yaygin olmanin yani sira
kanser kaynakl1 6liimlerden 6nde gelenidir. Bu istatistigi degistirmek i¢in, ilk adim kadinlarin
meme kanseri hakkinda bilin¢lendirilmesidir. Bununla birlikte, meme kanserinin tespitinden
tedavisine kadar yeni yontemlerin, dngdriicii ve prognostik faktorlerin aranmasi i¢in yeni
caligmalar ihtiya¢ duyulmaktadir (Smolarz ve digerleri, 2022). BC, klinik goriiniimleri,
molekiiler 6zellikleri, davraniglart ve terapdtik yanit agisindan farkliliklar gosteren genis
spektrumlu tiimérleri igerir. Uclii negatif meme kanseri (TNBC), strojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR), ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii iki (HER2)
reseptorlerine sahip olmamasi nedeniyle hormonlarla hedeflenemeyen, diger alt tiplere gore
daha agresif davranislar sergileyen, daha kotii prognoz klinik seyrine sahip BC alt tipidir (Das
ve digerleri, 2023). TNBC icin hedefe yonelik strateji yoktur ve kemoterapi standart tedavi
olarak kabul edilir (Uscanga-Perales ve digerleri, 2016). Taksanlar grubu en ¢ok kullanilan
kemoteraptiklerdir ve metastatik, erken evre BC ve TNBC hastalarinda ilk bagvurulan tedavidir.

Kemoterapinin en biiyiik sinirlayicisi tedavi ile ortaya ¢ikan agir yan etkilerdir.

PTX , mitoz bdliinmenin inhibisyonunu ile kanser hiicrelerinin 6lmesini tetikleyebilen
uzun siiredir klinikte kullanilan mikrotiibiil hedefleme ajanidir (MTA) (Zhao ve digerlersi,
2022). PTX mikrotiibiil stabilizasyona bagli olarak mitotik tutuklamay: ve ardindan hiicre
Oliimiinii indiikler (Gallego-Jara ve digerleri, 2020). Bununla birlikte PTX hiicre i¢i tasima veya
gd¢ gibi mitozdan bagimsiz fonksiyonlari da etkileyerek boliinmeyen hiicreler i¢in de dldiiriicii
olabilir (Cermék ve digerleri, 2020). Bu nedenle geleneksel tedavi PTX’in spesifikliginin ve
seciciliginin arttrilmasi, BC tedavisinin yonetiminde giincel bir bilimsel arastirma alanini temsil
eder. BC hiicrelerini hedef alan yeni tasiyicilarin gelistirilmesinde ilerleme kaydedilmelidir

(Samaan ve digerleri, 2019).

Eksozomlar hiicre dis1 vezikiillerin (EV) en kiigiik iiyesidir. Eksozomlar, ¢ift lipit
katmanli ve organel tasimayan sitozole sahip DNA, RNA, proteinler ve lipitler gibi ¢esitli kargo
tastyicilaridir. Igerdikleri kargolar donér hiicrelerin metabolik durumunun canli gdstergesi
olamakla beraber gorev aldiklar1 roller tasidiklar1 kargolar1 alict hiicrelere aktarma

yeteneklerine baghdir.



Mevcut bilgilerle eksozomlarin fizyolojik siireclerde, kanserlerin gelisimi ve yayilmasi
gibi patalojik siireclerde gorev aldiklari bilinmektedir (Gurunathan ve digerleri, 2019; Gurung
ve digerleri, 2021). ila¢ dagitim sistemlerine yeni eklenen eksozomlar gosterdikleri minimum
toksisite, diisiik immiinojenite, iyi biyoyararlanim, igerdikleri kargolart membran yapilari
sayesinde bozunmadan korumalari, hiicre/organ tropizmi sebebiyle potansiyel ¢alisma alani
olmustur (Lim ve Kim, 2019). TNBC dogas1 sebebiyle metastas yapmasiyla bilinir. Beyne
sigrama yasandiysa kemoterapiklerin kullanimi daha da smirlayicidir ¢iinkii ¢cogu KBB’yi
gecemezler (Banerjee ve Rajeswari, 2023). Eksozomlar bariyerlerin iistesinden gelirler.
Literatiir, immiin hiicrelerinin fizyolojik ve hastalik durumunda immiin diizenleyicileri olarak
gorev yapacak olan eksozomlar1 sekrete ettigini gostermistir (Li ve digerleri, 2019).
Eksozomlarin immiin tepkisini diizenleyen molekiilleri tasiyarak bagisiklik —diizenleyici
gorevleri tstlenirler (Lim ve Kim, 2019). T hiicresinden iiretilen eksozomlar, ana hiicrelerin
islevini mimikri yaparak kanser immiinoterapisinde antitimor isleve katki sagladigi
belirlenmistir. Bu sebeple, T hiicresi eksozomlar1 kanserde etkili tedavi i¢in potansiyeldir

(Wang ve Shi, 2022; Zhou ve digerleri, 2023).

Eksozomlarin elde edilecegi kaynak, secilen izolasyon yontemi eksozomlarin etkinligi
tizerinde biiyiik dneme sahiptir. Eksozomlar i¢in bir ¢ok saflstirma yontemleri olsa bile bunlarin
icinde tek bir yontemin yliksek saflik ve verimde eksozomlar: elde etmesi zordur. Saflagtirma
sonrasinda bliytik 6l¢ekli uygulamalarda kullanilmak {izere yiiksek kalitede eksozomlarin eldesi
i¢cin saflastirma tekniklerinin gelistirilmesi bir ihtiyactir. Bu noktada devreye mikroakiskan
sistemler girer. Mikroakiskan sistemler eksozomlarin fizikokimyasal 6zelliklerini kullanarak
mikro Olgeklerde izolasyonlarini yapan gelismis bir tekniktir (Omrani ve digerleri, 2024).
Mikroakiskan sistemlerle, tek bir ¢ip tizerinde yapilan eksozom ayirma, yerinde tespit ve analiz
ornek kaybini azaltarak, yiiksek verimde ve saflikta eksozom eldesi saglayabilir (Kimiz-

Gebologlu ve Oncel, 2022).

Bu tez ¢aligmasinda, kemoterapi ajaninin Jurkat hiicrelerinden sekrete edilen eksozomlara
yiiklenebilirligi ve kanser hedefli nanotasiyici potansiyeli arastirildi. Eksozomlarin en biiyiik
gelistirme alanmi olan eksozom saflastirmast konusunda tasarlanan mikroakiskan sistem

potansiyel aday olarak arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri (BC) kadinlarda sik goriilen, baglica genetik, ¢evresel ve yasam tarzi
bilesenlerini i¢eren ¢ok faktorlii kotii huylu maligniteden biridir. Goriilme sikligindan dolay1
kiiresel halk sagligi agisindan 6nemli bir sorun haline gelmistir. Meme kanseri, meme
hiicrelerinde baslayan ve zamanla kontrolden ¢ikip kotli huylu tiimdre dontisen bir grup kanser
hiicresidir. Bu kanser hiicresi toplulugu istilact olup yakindaki dokuya yayilma kabiliyetine
sahiptir. Meme hiicrelerini biiyiimelerini veya normal sekilde davranmalarin1 engelleyen ve
meme karsinogenezine yoOnlendiren molekiiler diizeyde degisikliklere ugrayabilir. Meme
kanserinin alt gruplar1 da bu degisikliklere gore siniflandirilir. Bu degisiklikler iyi huylu yada
kotii huylu tiimorlerle sonuglanabilir. Kanserli olmayan meme rahatsizliklar atipik hiperplazi
ve kistler bu degisikliklerden kaynaklanabilir. Ayrica intraduktal papillomlar gibi iyi huylu
timorlere de neden olabilirler. Ancak meme kanseri meme hiicrelerindeki bu degisikliklerden

kaynaklanabilir (Obeagu ve Obeagu, 2024).

Meme kanserinin bir ¢ok alt tipi vardir. Tipik olarak siitii bezlerden meme ucuna tastyan
siit kanallarinda; duktal karsinom alt tipi yada memenin siit iireten lobiillerinde; lobiiler
karsinom alt tipi baslar (World Health Organization [WHO], 2024). Kanser hiicrelerinin en
erken formu in situdur ve yakin dokulara yayilmayip, ortaya ¢iktig1 bolgede dururlar. Bu
noktada erken tehsis edilebilirler. Kanser hiicreleri istilaci bir davranis sergileyip yakindaki
dokulara yayilabilirler. Metastaz, hayat1 tehdit edici invaziv kanser davranisidir ve meme
dokusu yakinlarindaki lenf diigimleri ve yakin organlara yayilim gosterebilir (WHO, 2024).
Meme kanseri daha az yaygin bi¢cimlerde de kendini gosterebilir. Bunlar {i¢lii negatif meme
kanserini (TNBC), meme Paget hastaligini ve inflamatuar meme kanserini igerir. Nadir goriilen
meme kanserleri de Hodgkin olmayan lenfoma ve yumusak doku sarkomudur (Obeagu ve

Obeagu, 2024).



2.1.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyanin her iilkesinde kadinlarda en yaygin olani olmasinin yani sira
kanser kaynakli 6liimlerden 6nde gelenidir. Erkeklerde meme kanseri vakalari ¢ok nadirdir
(yaklasik %0.5-1) ve ortalama tan1 yas1 67’dir. (WHO,2024; Lukasiewicz ve digerleri, 2021).
Meme kanseri, 2022°de 670.000 6liime sebep olmustur ve her iki cinsiyetten toplam 2.3 milyon
yeni vaka tanimlanmistir. Bununla birlikte Diinya genelinde 185 iilkeden 157’sinde kadinlarda
en sik teshis edilen kanser olmustur (WHO, 2024; Arnold ve digerleri, 2022) . Meme
kanserlerinin yaklasik yarisi, cinsiyet ve yas disinda herhangi bir spesifik risk faktorii olmayan
kadinlarda goriilir. Meme kanseri ergenlik donemi sonrasinda her yasta kadinda goriilebilir

ancak ilerleyen yaglarda bu oran artig gosterir (WHO, 2024).

Meme kanseri %36’lik oranla onkoloji hastalar1 arasinda hafife alinmayacak bir yer kaplar.
Diinya capinda vakalarin yaklasik yarisi demografik olarak Kanada, Amerika Birlseik
Devletleri gibi yiiksek gelirli ve geligmis tilkelerdedir (Smolarz ve digerleri, 2022). Goriilme
siklig1 (insidans) gelismis bolgelerde yiiksek orandadir, 6liim orani ise (mortalite) 2020 yilinda
Asya ve Afrika iilkeleri toplam o6liimlerin,% 63’{inii olusturur (Lukasiewicz ve digerleri, 2021).
Meme kanserinin gelecegi i¢in, Kiiresel Kanser Gozlem Verisi (GLOBOCAN) veri tabani baz
alinarak 2040 yilinda 3 milyondan fazla yeni vaka ve 1 milyona kadar 6liim orani olarak tahmin
edilmektedir (Arnold ve digerleri, 2022). 2040 yilina kadar Diinyada ve Tiirkiye’de tahmini

yeni vaka sayis1 ve tahmini 6liim oranlarindaki artis Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. 2022'den 2040'a kadar her iki cinsiyet her yas grubu i¢in (yas kiimesi 0-85) tahmini
Olim (mortalite) ve tahmini yeni vaka sayisi (insidans) veri seti (Global Cancer

Observatory [GCO ], 2024).

[ | portLasYON YILLIK POPULASYON SAYI DEGISIM ORANI
2022 2040 2022 2040
R e TORKIVE 43330753 46 587483 7360 10 885 +47.9 %
(mortalite) veri seti
DUNYA 3912335 034 4 588 201 988 666 103 976 207 146.6 %
2022 2040 2022 2040
2022-2040 tahmini yeni
RN e TORKIYE 43330753 46 587 483 25249 33113 +31.1%
veri seti
DUNYA 3912335 034 4588 201 988 2296 840 3158 168 137.5 %



GLOBOCAN 2022 verilerine gore Diinyada’ki kanser tiirleri arasinda meme kanseri vaka
goriilme siklig1 %23.8’lik, oliim siklig1 %15.4’lik bir oran kaplamaktadir (Sekil 1 ve 2).
GLOBOCAN 2022 verilerine gore Tiirkiye’deki kanser tiirleri arasinda meme kanseri vaka
goriilme sikligt %23.5°lik, 6lim siklig1 %15.6°1iik bir oran kaplamaktadir (Sekil 3 ve 4).

Absolute numbers, Incidence, Females, in 2022
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Sekil 1. GLOBOCAN, 2022 verilerine gore Diinya genelinde 2022°de ¢esitli kanser tiirlerinin
her yastaki (0-85) kadinlarda vaka goriilme siklig1 (insidans) (GCO, 2024).

Absolute numbers, Mortality, Females, in 2022
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Sekil 2. GLOBOCAN, 2022 verilerine gore Diinya genelinde 2022°de ¢esitli kanser tiirlerinin
her yastaki (0-85) kadinlarda 6liim oran1 (mortality) (GCO, 2024).



Absolute numbers, Incidence, Females, in 2022
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Total : 107 537

Sekil 3. GLOBOCAN, 2022 verilerine gore Tiirkiye’de 2022°de ¢esitli kanser tiirlerinin her
yasta (0-85) kadinlarda vaka goriilme sikligi (insidans) (GCO, 2024).

Absolute numbers, Mortality, Females, in 2022
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Sekil 4. GLOBOCAN, 2022 verilerine gore Tiirkiye’de 2022°de ¢esitli kanser tiirlerinin her
yasta (0-85) kadinlarda 6liim siklig1 (mortality) (GCO, 2024).

Meme kanseri goriilme sikligi ve 6liim oranlar1 diinyanin her bolgesinde giderek artis
gostermektedir. Bu istatistigini degistirmek i¢in, temel adim kadinlarin meme kanseri
semptomlar ve riskleri, dnleyici davraniglar hakkinda bilinglendirilmesidir. Boylece mevcut
kanser ilerlemeden erken ve zamaninda tehsis saglanabililir. Bununla birlikte, meme kanserinin
tespit ve tedavisinde yeni yontemlerin, dngoriicli ve prognostik faktdrlerin aranmasi i¢in yeni

calismalar ihtiya¢ vardir (Smolarz ve digerleri, 2022).



2.1.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Kadinlarda meme kanserine yakalanma riski erkeklere oranla agik ara daha fazladir.
Kansere yakalanma sansini arttiran her sey risk faktoriidiir, bu i¢ ve dis faktorler kanserlesmeye
katkida bulunurlar. Bu risk faktorlerinden birine sahip olmayan kadinlarda da meme kanseri
gelisebilmektedir. Meme kanserlerinin %5-10'u genetik mutasyonlar ve aile dykiisiine, %20-

30'u ise degistirilebilen faktorlere baglanabilir (Obeagu ve Obeagu, 2024).

Erken tespit, klinik 6nleme ve etkin tedavi i¢in bu risk faktorlerini incelemek 6nemlidir. Risk

faktorleri su sekilde siralanabilir:

Bireyin meme kanseri hikayesi ve aile gegmisi: Gegmiste meme kanserine yakalanmis
kadinlarda kanserin tekrar niiksetme riski yiiksektir. Yakin akrabalarda meme kanserinin varligi,
riski arttirir. Ortak yasam tarzi, ebeveynlerden aktarilan genetik yada bu faktorlerin birlesimi
meme kanseri i¢in kaynaktir. Ancak meme kanseri tanist alan kadinlarin ¢ogunda bilinen aile

oykiisii yoktur (Obeagu ve Obeagu, 2024; WHO, 2024;).

Genetik Mutasyonlar: Cesitli genetik mutasyonlar artan meme karsinojenezi riskiyle
yiiksek oranda baglantilidir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021). Belirli genler mutasyonlar ile
meme kanserine zemin hazirlarlar. Ebeveynlerde sahip olduklar1 kalitsal gen mutasyonlarini
sonraki nesile aktarabilir. Diger kadinlarla karsilastirildiginda, bu kalitsal mutasyonlari
tasiyanlarin, yasamlarinin erken donemlerinde meme kanserine yakalanma riskleri daha
yiiksektir (Obeagu ve Obeagu, 2024). Meme kanserlerinin % 90'dan fazlas1 sporadik somatik
mutasyonlar nedeniyle olusur ve yalnizca %5-10 kalitsal gen mutasyonlarindan kaynaklanir.
Bu, kanserle iliskili yiiksek penetrasyonla karakterize edilen ve tiimor baskilayici olarak bilinen
iki ana gen, Meme kanseri A1 (BRCA1) ve Meme kanseri A2 (BRCA2) mutasyonlaridir. Bu
gen mutasyonlart meme kanseri hastalarinin  %3-5'inde goriiliir. BRCA1 gen firiinii genom
stabilitesi saglar ve mutasyonu li¢lii negatif kanserle iliskilidir. BRCA1, BRCA2 gen iiriinii ile
birlikte, ¢ift DNA iplik¢ik kiriklarinin onarilmasinda rol oynar. BRCA2 geni mutasyonlari
Ostrojen reseptoriiyle eksprese edilen meme kanseriyle iligkilidir (Smolarz ve digerleri,
2022t ukasiewicz ve digerleri, 2021) Kalitimla bu iki gen mutasyonlarindan birini alan

kadinlarin yagam boyu meme kanserine yakalanma riski %85'tir (Obeagu ve Obeagu, 2024).

BRCA genleri disinda yine yliksek ve orta penetrantli meme kanseri genleri arasinda
tiimdr proteini 53 (TP53) , fosfotaz ve tensin homologu ( PTEN), serin/treonin kinaz (ATM) ,
kadherin 1 (CDH1), BRIP, kontrol noktasi kinaz-2 (CHEK2) genlerinde goriilen mutasyonlarda



meme kansinojenezine yatkinlik gdsterir. Bu mutasyonlarin tasiyicilarinin bu malign timori
gelistirme riski 2-3 kat daha fazladir (Smolarz ve digerleri, 2022; Lukasiewicz ve digerleri,

2021).

Ureme ve Hormonal Risk: Kadin cinsiyeti en énemli meme kanseri riskidir. (WHO,2024) .
Ostrojenler meme kanseri gelisiminin patogenezinde énemli bir rol oynar. Bazi meme kanseri
tiirleri, hormona bagimhidir. Yiiksek Ostrojen ve progesteron seviyelerine uzun siire maruz
kalmak, kansere yakalanma olasiligini yiikseltir (Smolarz ve digerleri, 2022). Menapoz siireci
yumurtaliklarin dstrojen ve progesteron hormonlarini liretmeyi birakmasi ve viicudun hormon
diizeyi diismeye baglamasi ile baslar. Bu da adet dongiisiiniin durmasi ile sonuglanir. Ancak geg
menapoza girmekle (55 yas sonrasi) birlikte, hiicreler bu hormonlara daha uzun siire maruz

kalir ve buda meme kanseri riskini arttirir (Obeagu ve Obeagu, 2024).

Yas: llerleyen yasla birlikte biriken hiicresel degisim ve potansiyel karserojenlere maruz kalma
stiresi, meme kanserine yakalanma olasiligini arttirir. Meme kanserinin goriilme sikligindaki
artis tim yas gruplarin1 kapsar ancak en yaygin demografik grup 50-69 yas arasi kadinlardir
(Obeagu ve Obeagu, 2024; Smolarz ve digerleri, 2022) . Meme kanseri hastalarinin yaklasik
%80'1 50 yasin ve bunun yarist da 65 yasin iizerindeki bireylerden olusur. Kanserin molekiiler
bir alt tipi olan {i¢lii negatif meme kanseri en sik 40 yasin altindaki gruplarda goriiliirken, 70

yas ve Ustll bireylerde luminal A alt tipi daha ¢ok goriiliir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021).

Ayrica obezite (yiiksek viicut kitle indeksi), alkol ve sigara gibi zararli aligkanliklar,
yanlis diyet, dnceden radyasyona maruz kalma meme karsinogenezine katki saglar ve olasiligi

arttirir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021).

2.1.3. Meme Kanseri Tehsisi

Kanserin erken evrelerinde herhangi bir semptom hissedilmeyebilir. Ancak erken teshis
hayatta kalma sansim artirir. Bu sebeple bireyin meme kanserine yatkinligi olsun yada olmasin
meme kanseri tarama programlarimin Onemi biiyiiktii. Meme kanserinin yaygin klinik
goriiniimii genellikle kendi kendine muayene sirasinda ele gelen meme kitlesidir ancak meme
kitlelerinin hepsi kanser degildir. Erken evrelerde lokal agri ve meme ucundan gelen akinti

semptom olarak hissedilebilir.



Ancak kanser ilerlemisse yada metastaz durumunda gogiiste sislik, memenin
boyutunda, seklinde veya goriinimiinde degisiklik, kilo kaybi, kemik agris1 gibi birden fazla
semptom kombinasyonu hissedilebilir (Li ve digerleri, 2021;WHO,2024).

Meme kanseri dogasi geregi lenfatik ve hemolojik olarak yayilma egilimindedir ve
metastazinda en yaygin tespit edilen yayilma bolgesi koltuk altindaki lenf diiglimleridir.
Zamanla kanserli hiicreler beyin, akcigerler, kemikler ve karaciger dahil yakin i¢ bolgelere

yayilim gosterebilir (Obeagu ve Obeagu, 2024; WHO,2024).

TNBC tanisi i¢in prosediir 2 asamalidir: Goriintiileme ve immiinohistokimya (IHC).

1. Mamografi: Mamogram diisiik radyasyon dozlari uygulayarak memenin goriintiisiinii
olusturan bir rontgen cihazidir (Bhushan ve digerleri, 2021). Tarama ve tani i¢in kullanilabilir.
Taramada, semptomlar ortaya ¢ikmadan Once erken evrede tespit i¢in yapilir. Tanida,
hissedilebilen semptomlar 6rnegin memede bir sislik yasamas1 durumunda kalsifikasyonlarin
(beyaz lekeler), biiylimenin veya tiimor kitlesi varhiginin tespit edilmesinde kullanilir (Bhushan
ve digerleri, 2021; Dass ve digerleri, 2021). Mamografi taramasinda silipheli bir lezyon
belirlenirse tamamlayici bir tarama araci olan ultrason incelemesine gegilebilir ve eger gerekli

ise biyopsisi yapilarak tiimor histopatolojik olarak incelenebilir (Smolarz ve digerleri, 2022).

2. Ultrason: Geleneksel tibbi goriintilleme yontemi olan ultrason, yiiksek frekansli ses
dalgalarimi kullanarak goriintii olusturur bdylece hasta radyasyona maruz kalmamis olur.
Memedeki kitlenin kati bir tiimor mii yoksa kist mi oldugunu belirlemek i¢in kullanilir (Obeagu
ve Obeagu, 2024). Ilk tanisal degerlendirme olarak malign kati kitlelerin karakterize
edilmesinde etkilidir. Ultrason teknigi ayn1 zamanda biyopsiye de rehberlik eden bir aragtir.

(Bhushan ve digerleri, 2021; Li ve digerleri, 2021).

3. Manyetik Resonans Goriintiileme (MRI): MRI, radyo frekans dalgalari ve manyetik alani
kullanarak meme i¢ yapilarinin ayrintili goriintiisiinii belirler. MRI ile diger tekniklerle tam
olarak tespit edilemeyen ancak siipheli konumda olan meme malignitelerini tespit edilebilir
(Bhushan ve digerleri, 2021). Daha 6nce meme kanseri tanist konmus kadinlarda metastazi
aramak, meme kanseri olusumunu erken tespiti ve kanserin boyutunu belirlemek i¢in kullanilan

bir aragtir (Dass ve digerleri, 2021).



4. Biyopsi: Biyopsi, laboratuvar incelemeleri i¢in hastanin doku 6rneklerinin cerrahi prosediirle
alinmasidir. Meme kanserinin tam tanis1 ancak biyopsi ile dogru bir sekilde konulabilir. Invaziv
meme kanseri hiicrelerinin tiimorden ayrilarak yayilabilecekleri ilk yer koltuk alt1 lenf
diigtimleridir. Bunu belirlemek i¢in minimal invazif prosediir olan Lenf nodu biyopsisi ile
alinan 6rnegin mikroskop incelemesi yapilir. Lenf nodlarina metastaz olup olmadigi belirlenir

(Obeagu ve Obeagu, 2024).

5. Ince igne aspirasyonu: Minimal invazif bir prosediirdiir. Islem sirasinda ultrason gibi
goriintiileme tekniklerinin klavuzlugunda ince bir igne ile kitleden az miktarda 6rnek alinir

Kitlenin bir kist mi yoksa kat1 bir tiimor mii oldugunu belirlenir (Obeagu ve Obeagu, 2024).

6. Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): Kanserin tanisini ve evresini belirlemek, tedaviye
yanit1 degerlendirmek i¢in kulllanilir. Kanserli hiicrelerin ¢ogalma hizi saglikli hiicrelere gore
hizhidir ve artan glikoz metabolizmasina sahiptirler. Kullanilan PET radyotraktorleri hiicrelere
glukoz tastyici yoluyla girer ve bu nedenle tiimor hiicreleri tarafindan saglikli hiicrelere gore
daha biiylik miktarlarda alinir. Boylece tiimor metabolizmasi invazif olmayan bir sekilde

incelenir (Bhushan ve digerleri, 2021).

Klinik tan1 i¢in histolojik biyobelirtecler belirlenmistir. Hormon reseptdrii progesteron
reseptorii (PR) ve Ostrojen reseptorii (ER) ve ayrica insan epidermal biiytime faktorii reseptorii
iki (HER2) biyobelirtegleri boyama yoluyla gerceklestirilen meme karsinomu tiplemesi igin
IHC gereklidir. ilk IHC taramasindan sonra tedaviyi belirleyecek herhangi bir potansiyel yanlis
taniy1 ortadan kaldirmak i¢in, floresan in situ (FISH) yoluylada ikinci bir dogrulama yapilabilir
(Dass ve digerleri, 2021).

2.1.4. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanserleri (BC), klinik goriiniimleri, molekiiler ozellikleri, davranislart ve
terapotik yanit acgisindan farkliliklar gosteren genis spektrumlu tiimorleri igerir. Klinik
uygulamadaki ana soru, belirli tedavilerden hangi hastalar fayda gorebilir, hangi hastalar fayda
saglayamayabilir? Bu ayrim tedavinin kilit noktasidir. Alt tiplendirme ile BC hastalarinin
siiflandirilmasi yapilir ve en basarili tedavi yaniti i¢in, tedavi bu tiplendirmeye gore uyarlanir.
Farkli BC alt tipleri, immiinohistokimyasal (IHC) bazl1 belirteclere ek olarak gen ekspresyon

profili ile molekiiler patoloji ve histopatoloji kullanilarak tanimlanmistir (Mahmoud ve
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digerleri, 2022). Tiim meme kanseri tiimorl tanisi siireci, kanser tilirlinii ayirt etmek igin
immiinohistokimya (IHC) kullanilarak rutin birincil belirtegler olan 6strojen reseptorii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptori-2 (HER2)
ekspresyonlarinin saptanmasiyla baglar (Dass ve digerleri, 2021). Proliferasyon indeksi Ki-67
proteini, aktif olarak ¢ogalan tiim hiicrelerde bulunur. IHC yontemle degerlendirilir ve bu
Luminal alt tipinin daha ileri tiplendirilmesi i¢in gereklidir. (Smolarz ve digerleri, 2022). Ayrica
bazal belirtecler sitokeratin 5/6 (CK5/6) ve epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
degerlendirilmesi, TNBC arasinda Bazal benzeri meme kanserini tanimlamak i¢in kullanilir
(Lukasiewicz ve digerleri, 2021) .Bu belirteglere dayali modern siniflandirma meme kanserini
luminal A, luminal B, HER2’ce zengin, normal benzeri, bazal benzeri ve claudin diisiik olarak

6 farkli alt tipe ayirir (Sekil 5) (Dass ve digerleri, 2021).

x Immunostaining Other
e profile characteristics
~ ~ g —
Luminal A ‘( ER+ PR+, HER2- K67 -
7 -—— e/

Luminal B ER+, PR+ HER2+ K67 +
Breast cancer
\ S —
s (—
HER2 Enriched ER-, PR—, HER2+ K67 +
~ - » - —
r r g ———————
Normal Like ER+, PR+, HER2~ Kie7-~
-—_
[ ] [ ] Basal Marker
Basal Like
ER-, PR- HER2- (CK5/6, EGFR),
(Triple-negative) KiB7 +
& y [ h Tow Kib7,
Claudin Low E-cadherin
(Triple-negative) ER-, RP-, HER2 claudin-3, claudin-4,
2 J 9 J claudin-7

Sekil 5. Iimmiinohistokimyasal analiz baz aliarak meme kanserinin alt tiplendirmesi

(Dass ve digerleri, 2021).

2.1.4.1. Luminal Meme Kanseri

Memenin luminal (i¢) epitelyal hiicrelerinde gelisir (Dass ve digerleri, 2021). Bati
popiilasyonlarindaki tiim meme kanseri vakalarinin yaklagik %70'ini olusturur (Lukasiewicz ve
digerleri, 2021). HER2 ekspresyonuna bagl olarak, alt tipleme farkli klinik sonuglara sahip

luminal A ve luminal B olarak siiflandirilir (Das ve digerleri, 2023).

11



Luminal A meme kanseri, HER2 negatif (HER2-), strojen reseptorii (ER) ve/veya
progesteron reseptorii (PR) varlig ile karakterizedir. BC'nin yaklagik %60'im1 temsil eder. Yavas
bliyiirler ve en iyi prognoza sahip olma egilimindedirler (Lukasiewicz ve digerleri,

2021;Burguin ve digerleri, 2021).

Luminal B ise HER2, ER ve PR pozitiftirler. Bu alt tip proliferasyonla iliskili genleri
yuksek diizeyde eksprese ettigi i¢in daha kotii prognoza sahiptir ve Luminal A’ya gore hizlhi
yayilir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021; Das ve digerleri, 2023). BC'nin %30' unu olusturur ve
proliferasyon belirteci ki67’yi (>%14) yiiksektir. Ki-67 ekspresyonu, luminal A ve B tiimorleri
arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilabilecek faktordiir (Burguin ve digerleri, 2021). ER varligt

luminal hastalig1 luminal olmayanlardan ayirmak i¢in kullanilir.

2.1.4.2. HER2 Pozitif Meme Kanseri

ER ve PR negatiftir ve HER2'nin yiiksek ekspresyonu gozlenir. Meme kanserlerinin
%10-15"in1 olusturur. Bu alt tip, esas olarak proliferasyonla iligkili genleri eksprese eder. Daha
kotii prognoz ve liiminal kanserlere oranla yiiksek bir biiyiime oraniyla karakterizedir. HER2
hedefli tedavilerin kullanilmaya baslanmasindan once, alt tipler arasinda en kotli prognoza

sahipti (Lukasiewicz ve digerleri, 2021).

2.1.4.3. Normal Benzeri Meme Kanseri

Diisiik oranda tiimor hiicresi tarafindan taginan proliferasyon gen ekspresyonu eksikligi

ile karakterizedir (Dass ve digerleri, 2021).

2.1.4.4. Claudin-diisiik Meme Kanseri

Gen ekspresyon profilleri ile tanimlanan bir igsel tiptir ve ayn1 zamanda ER, PR ve
HER2-negatif olarak karakterize edildigi i¢in bazen li¢lii negatif meme kanseri olarak da
adlandirilan kotii prognozlu tiimoérlerdir (Dass ve digerleri, 2021). Tiim invaziv meme

kanserlerinin %7-14"inii olusturur.
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Diger alt tiplerle kiyaslandiginda Ki-67’nin ve hiicre-hiicre yapismasinda rol oynayan genlerin
(claudin 3, 4 ve 7, okludin ve E-kadherin) diisiik ekspresyonu ile karakterizedir. Epitelyalden
mezenkimal gecis (EMT) ile iliskili genlerin ekspresyonunda artis ve kanser kok hiicre benzeri

gen ekspresyon modellerini gosterirler (Lukasiewicz ve digerleri, 2021; Das ve digerleri, 2023)

2.1.4.5. Bazal Benzeri Meme Kanseri

Baz1 kaynaklar Bazal benzeri ve TNBC alt tiplerini es anlamli kullansalar da, aslinda

TNBC'nin %70-80"inin bazal benzeri alt tip olarak siniflandirilmistir (Dass ve digerleri, 2021).

2.1.4.6. Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC)

BC'nin %15-20'sini temsil eder. Diger alt tiplerine gore yiiksek oranda visseral ve sinir
,metastazi gibi agresif davranis sergiler ve daha kotii prognoza sahiptir. Bu alt tip tedaviden
sonraki ii¢ yil i¢inde yiiksek lokal tekrarlama orani1 ve 5 yilda da yiiksek 6liim oraniyla da

iliskilendirilmistir (Burguin ve digerleri, 2021; Uscanga-Perales ve digerleri, 2016).

TNBC’nin yas ve ik istatistiklerine gore; 40 yasin altindaki kadinlar ve Afrikali-Amerikali
kadinlarda yaygindir. BRCA1 mutasyonundan kaynaklanan meme kanserlerinin yaklasik
%80’1 TNBC'dir, tiim TNBC'lerin %11-16's1 ise BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlarini
barindirir. BRCA1 ile daha sik, BRCA2 ile daha az iligkilidir (Lukasiewicz ve digerleri,
2021;Uscanga-Perales ve digerleri, 2016).

TNBC ER, PR ve HER2 negatif olmasi nedeniyle hormonlarla hedeflenemez ve
tedaviye direnc¢ gosterir, bu sebeple yalnizca sitotoksik ilaglarla tedavi edilebilir (Das ve
digerleri, 2023). TNBC, BC'nin oldukc¢a heterojen bir davranisa sahip alt tipidir. Gen
ekspresyonu analizinde TNBC kendi arasinda 6 alt tipe ayrilabilir: bazal benzeri (BL1 ve BL2),
mezenkimal (M), mezenkimal kok benzeri (MSL), immiinomodiilatoér (IM) ve luminal androjen
reseptorii (LAR), belirtilmemis yada kararsiz grup olarak (UNS) (Lukasiewicz ve digerleri,
2021). Bu i¢ simiflar, hastaligin daha 1yi anlasilmasiyla birlikte tedavi i¢cin molekiiler hedeflerin

tespiti agisindan yararlidir.
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2.1.4.6.1. TNBC Alt Simiflandirmasi

TNBC alt tiplendirme ¢alismalarinda bulunan iligkili sinyal yollari, potansiyel
farmakolojik hedefler olarak goriiliir ve bu alt siniflandirma, TNBC hastalarina daha dogru tani
ve kigisellestirilmis tedavi saglayabilir (Li ve digerleri, 2021; Uscanga-Perales ve digerleri,

2016).

Types Characteristics Cell lines

BL1 Cellular proliferation, cell cycle, HCC2157, MDA-MB-468,

DNA repair HCC38, HCC1937
BL1 BL2 I :
BL2 Growth factor, myoepithelial HCC1806, SUM145PT,
. markers CAL851
tabl lM IM  Immune mediated signaling HCC1187, DU4475
unstapie
TNBC M EMT and differentiation BT549, CALS51, CAL-120
LAR MDA-MB-157, MDA-

MET, angiogenesis,
MSL  ANEIOE .

MEB-436, MDA-MB-
differentiation and stemness B-436, MDA-MB-231,

M SUM159
MSL LAR Hormone signaling, luminal MDA-MB-453, SUM185,
gene up-regulation CAL148, MFM223

Sekil 6. Uclii negatif meme kanseri alt tiplemesi, karakteristik 6zellikleri ve bu alt tipleri temsil

eden hiicre hatlar1 (C. J. Li ve digerleri, 2021).

Bazal benzeri alt tip (BL-1 ve BL-2): BL alt tipleri TNBCnin yaklasik %50'sini
olusturur. Yiiksek diizeyde proliferasyon ve DNA hasar onarimi1 genleri eksprese ederler (Li ve
digerleri, 2021; Mahmoud ve digerleri, 2022) . Hiicre dongiisii kontroliiniin kaybiyla
karakterize edilen BL1 alt tipi, hiicre ¢ogalmas1 ve DNA onarim genleri fazla eksprese ederek
hizli proliferasyon gosterir. Bu sebeple Ki-67 proteininin yiiksek ifadesine sahiptir. BL2 alt tipi,
biiylime faktorii sinyal yolu genlerinin artmis ifadesine sahiptir. Ve metabolik yollar olan
glikoliz ve glukoneogenezin aktivasyonunu icerir. (Li ve digerleri,, 2021;Uscanga-Perales ve

digerleri, 2016).

Immiinomodiilatér alt tip (IM): Bagisiklik tepkisi ile iligkili genlerin asir1 ekspresyonunu
gosterir (Das ve digerleri, 2023). IM tiimorleri, hiperaktif immiin sinyalleme basamaklar1 ve

lenfositlerin tiimore infiltrasyonu ile tanimlanir (Mandapati ve Lukong, 2023).

Mezenkimal (M) ve mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) alt tip: M ve MSL, hiicre
hareketliligi, hiicre dis1 reseptor etkilesimi ve hiicresel farklilagsma yollartyla yani epitelyalden
mezenkimal gegis genlerinin fazlaca ekspresyonu benzerlikleri paylasirlar (Mandapati ve

Lukong, 2023; Das ve digerleri, 2023).
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M tiimdrleri adezyon/hareketlilik ve biiyiime faktorii genleri ile ilgilidir. Karakteristik olarak
epitelyal-mezenkimal geciste (EMT) yer alan genleri belirteg olarak sunarlar (Mahmoud ve
digerleri, 2022). MSL alt tipi ise diislik mitotik indeks, hiicre proliferasyon proteini ve siki
baglanti proteininin diisiik ekspresyonu ile, mezenkimal kok hiicre genlerinin yiiksek

ekspresyonu ile karakterizedir (Li ve digerleri, 2021; Mandapati ve Lukong, 2023).

Luminal Androjen Reseptorii (LAR) Alt Tipi: Bu grup androjen reseptorlerinin (AR)
ekspresyonu ile karakterizedir (Uscanga-Perales ve digerleri, 2016). Bunlar ER negatiftir ancak
steroid sentezi ve androjen reseptorii sinyal yollart dahil olmak {izere hormonal olarak
diizenlenen cesitli sinyal yollarin asir1 ekspresyonu ile taninir. (Das ve digerleri, 2023) (C. J.
Li ve digerleri, 2021). Bu da aslinda LAR hiicrelerinin hormon sinyallemesine bagimliligini

aciklamaktadir (Mahmoud ve digerleri, 2022).

Kararsiz (UNS) tiimor alt tipi ise diger alt1 tipte bulunan genleri eksprese eden, daha da

karakterize edilemeyen gruptur (Mahmoud ve digerleri, 2022).

2.2. Meme Kanseri Tedavileri

Lokalize ilerlemis ve metastaz yapmis meme kanseri (BC) hastaligininin prognozu
kotiidiir. Metastatik BC’nin 5 yillik sagkalim orani alt gruplandirmadan bagimsiz %29 ve
metastatik TNBC i¢in %12°dir (Burguin ve digerleri, 2021). Bu oranlar agikca metastatik
TNBC’ye yonelik tedavi stratejilerinin iyi bir hayatta kalma orami saglamak i¢in yeterli
olmadigint gosterir. Bu sebeple metastatik BC ve TNBC i¢in tedavisinde yeni strateji ve
coziimler arastirilmalidir. BC tedavisi hastaligin derecesine, evresine ve molekiiler alt
gruplandirmasina gore yapilir. TNBC alt tipi, diger BC tiplerine gore tekrarlamaya, metastaza
ve olumsuz sonuglara daha yatkinlik gosterir. TNBC’den muzdarip hastalarin tani aldiktan
sonraki 10 yil icinde mortalite oranlari, diger BC alt tiplerinden muzdarip hastalara gore daha

yiiksektir (Mandapati ve Lukong, 2023).

Tiim BC alt tipleri i¢in ortak tedaviler; cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi
sayilabilir. BC i¢in stratejik tedavi radyoterapi ve cerrahi operasyonla birlikte sistematik
tedaviyi yani, kemoterapi ve hedefe yonelik tedaviyi igerir. Hedefe yonelik tedavide, hormon
reseptorii eksprese eden BC i¢in (HR+) hormonal tedavi ve HER2+ i¢in ise anti-HER tedavisi

uygulanir. TNBC icin hedefe yonelik strateji yoktur. Metastatik BC i¢in tiimor yayilmasini
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durdurmaya yonelik tedavi uygulamasi dnceliktir. Sonrasinda sistematik tedavi uygulamasina

gecilir (Burguin ve digerleri, 2021).

2.2.1. Cerrahi

Cerrahi operasyon, radyasyon ve kemoterapiye nazaran ¢evre dokulara daha az hasar
verir. BC tanili hastalarda iki tip ameliyat vardir; lumpektomi ve mastektomi. Lumpektomi,
memenin korunmasi esaas alinarak, sadece kanserli bolge ve yakin ¢evredeki saglikli dokularin
cikartilmasidir. Mastektomi ise imor ve ¢evre dokularla memenin tamamen alinmasi islemidir

(Subhan ve digerleri, 2023; Pradhan ve digerleri, 2023).

Koltuk alt1 lenf diigiimlerinin ¢ikarilmasi operasyonu, kanserin yayilimini incelemek ve
eger yayillim gostermisse tedavi amacl faydalidir. BC koltuk alt1 lenf diiglimlerinede yayilmis
ise, meme cerrahisine ek olarak kanser bolgesinden etkilenen lenf diiglimlerinin ¢ikarilmasi
islemi sentinel lenf diigiimii biyopsisi ve aksiller lenf diigiimii diseksiyonu operasyonlart da
yapilabilir. Bu sayede hayattta kalma oran1 da arttirilir (Burguin ve digerleri, 2021; American

Cancer Society, 2023) .

2.2.2. Radyoterapi

Tiim kanserli hiicrelerin yok edilmesi ve meme kanserinin niiks olasiligin1 minimuma
indirmek i¢in kullanilan koruyucu bir yontemdir. BC'nin lokal tedavisidir ve genellikle cerrahi
islem veya kemoterapi sonrasinda uygulanir. Yiiksek enerjili 1sinlar tim meme bdlgesine veya
klinik duruma gore bir boliimiine, gdgiis duvarina ve bolgesel lenf diiglimlerine verilebilir.
Radyoterapi hedefli tedavi ile oOrnegin, anti-HER2 yada hormonel tedavi ile paralel
uygulanabilir. TNBC i¢in hedefli tedavi olmadig i¢in radyoterapi uygulamasi bu alt tip i¢in

daha 6nem tasir (Burguin ve digerleri, 2021; Lukasiewicz ve digerleri, 2021) .
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2.2.3. Hormonal Tedavi

BC hiicreleri Ostrojen ve progesterona baglanarak kanserin biiylimesini ve yayilmasini
saglayan reseptorler eksprese eder. Hormonlar ve reseptorlerin birbirine baglanmasini bloke
eden tedavilere hormon (endokrin) tedavisi denir (American Cancer Society, 2023). Endokrin
tedavisi ile Ostrojen seviyeleri diistiriiliir yada BC hiicrelerinin 6strojen ile uyarilmasini onler

(Lukasiewicz ve digerleri, 2021).

Hormon reseptorlerince pozitif olan BC alt tipleri Ostrojen ve progesteron gibi
hormonlardan etkilenir ve hormonal tedavi bu hastalara ydnelikti. TNBC gibi hormon
reseptorleri negatif olan BC’li kadinlara bu tedavi fayda saglamaz. Endokrin tedavisi genelde
cerrahi operasyon sonrasi (adjuvan tedavi) niiks riskini azaltmak i¢in yada operasyon dncesi

(neo adjuvan tedavi) kullanilabilir (American Cancer Society, 2023).

Tedavi timoriin alt tipine gore karar verilir. Luminal A ve B tipi, ER'yi asir1 eksprese
eder ve bu sebeple endokrin tedavisi i¢in Gstrojen reseptor yolunun hedefidir (Mandapati ve
Lukong, 2023). BC i¢in cesitli endokrin tedavi segenegi vardir. ER'lerin baglanmasini
engelleyen ilaclar segici dstrojen reseptdr modiilatorleri (SERM'ler) (tamoksifen) ve secici
dstrojen reseptdr Asagi Diizenleyicileri (SERD'ler) (fulvestrant) sayilir. Ostrojen seviyelerini
azaltmay1 hedefleyen tedavi secenegi aromataz inhibitorleri (Al'ler) (letrozol) olarak sayilir
(Lukasiewicz ve digerleri, 2021; American Cancer Society, 2023). Hormonal tedavi kemoterapi

ile kombinasyon halinde de uygulanabilir.

2.2.4. Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik tedavide BC hiicrelerinin bilylimesine, metastazina katki saglayan hedef
proteinlere yonelik ilaglar uygulanir. Hedefe yonelik tedavi de HER2+ BC hastalarinda,
trastuzumab, pertuzumab gibi anti-HER2 monoklonal antikorlari kullanilir (Barzaman ve
digerleri, 2020). Bu antikorlar spesifik bir hedefe baglanmak i¢in tasarlanmis bagisiklik sistemi
proteinleridir. HER2+ BC alt tipi, biiylimeyi tesvik eden HER2 proteinini fazlaca eksprese
ettiginden, Trastuzumab (Herceptin) buna baglanarak hem ileri hem de erken evre BC’nin
biliylimesini durdurmay1 hedefler. Genellikle kemoterapi ile birlikte kullanmilir (American

Cancer Society, 2024).

17



Antikor-ilag konjugatlart (ADC) moloklonal antikora bagli kemoterapi ilacindan olusan
hedefe yonelik bir diger tedavi olanagidir. HER2’1i BC tedavisinde anti-HER?2 antikoru, HER2
proteinine baglanarak kemoterapi ilacin1 dogrudan hedefli kanser hiicresine tagir. TNBC’den
muzdarip hastalar i¢in reseptorler ekspresyonu eksikligi sebebiyle hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesi zorlugundan hedefe yonelik tedavi simirlidir (Mandapati ve Lukong, 2023). Bir
antikor-ila¢ konjugati olan Sacituzumab govitecan (Trodelvy), antikor kismi BC hiicresi
tizerinde eksprese edilen Trop-2 proteini hedefleyerek, anti-kanser ilacini hiicreye tasir. Bu
ADC, baska kemoterapi rejimleriyle tedavi denendikten sonra ilerlemis TNBC'nin tedavisinde

tek basina uygulanabilir (American Cancer Society, 2024).

Cerrahi ve kemoterapi TNBC'nin tedavisinde altin standart olmaya devam etse de,
TNBC’li hastalar i¢in hedefe yonelik tedaviler olan PARP inhibitdrleri, immiin kontrol noktasi
inhibitdrleri ve antikor-ila¢ konjugatlar1 (ADC) dahil olmak {izere bu ajanlar aragtirilmistir. Bir
diger hedef tedavi, bagisiklik sistemini kanser hiicrelerini tanimasi ve bunlarla savagmasi igin

uyararak caligan immiinoterapidir (Subhan ve digerleri, 2023).

2.2.4.1. Iimmiinoterapi

Diger alt tiplere nazaran TNBC'nin immiinojenik oldugu belirlendi. Iimmunoterapi ile
kisinin bagisiklik tepkisinin giliglendirilmesi, kanser hiicrelerinin daha etkili taninmasi ve
ortadan kaldirilmasi hedeflenir. Mevcut immiinoterapi yaklasimlarina 6rnek olarak, immiin
kontrol noktasi blokajlart PD-1/PD-L1 inhibitorleri, CTLA-4 inhibitorleri, sitotoksik T-
lenfositlerin indiiklenmesi yer alir (Pradhan ve digerleri, 2023). Monoklonal antikorlar gibi
immiinoterapi ilaglarida hedefe yonelik tedavi olarak sayilabilir ¢linkii BC’nin biiylimesini
durdurmak i¢in hiicre tizerindeki spesifik proteinleri bloke ederler (American Cancer Society,

2023).

Bagisiklik sistemi hiicreleri bagisiklik tepkisini kontrol etmek ve viicuttaki saglikli
hiicrelere saldirmamak icin acilmasi ve kapanmasi gereken kontrol noktalarini kullanir. Bu
kontrol noktalar1 hedef proteinlerdir. BC hiicreleri bu kontrol noktalarin1 kullanarak bagisiklik
sisteminden kacabilir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitrlerine en baskin 6rnek PD-1’1
hedefleyip inhibe eden Pembrolizumab (Keytruda)’dir . PD-1, T hiicrelerinde bulunan ve
normal sartlarda viicuttaki diger hiicrelere saldirmasini engelleyen bir proteindir. PD-1

blokajiyla bagisiklik tepkisi yeniden olusturulur. Buda tiimoriin kiigiilmesini saglayabilir.
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PD-1 immiinoterapisi TNBC’nin viicuda yayilmasi, lokal niiksii, ileri evrelerde tedavi etmek

icin kemoterapi ile paralel kullanilabilir (American Cancer Society, 2021).

2.2.5. Kemoterapi

TNBC'den muzdarip hastalar hormonal tedavi yada HER2 proteini hedefli tedavileri
alamamaktadir, bu nedenle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi secenekleri vardir.
Kemoterapi ise TNBC'nin standart tedavisi olarak kabul edilir (Uscanga-Perales ve digerleri,
2016). TNBC tanili vakalar kemoterapiden diger meme kanseri alt tiplerine gore daha fazla
fayda saglar. (Mandapati ve Lukong, 2023). Kemoterapi spesifik degildir ancak ana mantik
olarak kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore sik mitoz boliinme gecirdigi ve bu sebeple
kemoterapiden daha fazla etkilenebileceklerini varsayar. Ancak sa¢ folikiilleri, kemik iligi ve
gastrointestinal sistem hiicreleri gibi hizli cogalan saglikli hiicrelere spesifik olmayan toksisite

gosterir (Sharifi-Rad ve digerleri, 2021).

TNBC’ye sahip hastalara kemoterapi ameliyat 6ncesi (Neoadjuvan) ve ameliyat sonrasi
(Adjuvan) uygulanabilir. Adjuvan kemoterapi hastaliksiz sagkalimi arttirir, lenf nodu metastasi
ve niiks riski yliksek olan hastalar i¢in uygulanir (Pradhan ve digerleri, 2023 ; Burguin ve
digerleri, 2021). Neoadjuvan kemoterapi, adjuvan kemoterapiyle karsilastirilabilir derecede
etkilidir (Lukasiewicz ve digerleri, 2021). Daha kiiciik bir operasyonla tiimoriin alinabilmesi
icin timorl kiicliltmeye calismak amaciyla neoadjuvan kemoterapi uygulanabilir. Ayrica,
neoadjuvan kemoterapi ile kanserin buna nasil tepki verdigini takip edilebilir. Cogu durumda
kemoterapi, ayni anda birden fazla ilag paralel kullanildiginda daha biiyiik bir etkiye sahiptir
(American Cancer Society, 2021) .

Kemoterapi tedavisinde antrasiklin (doksorubisin), taksanlar (paklitaksel veya
dosetaksel), alkilleyici ajanlar (siklofosfamid), antimetabolitler (kapesitabin) ve platin bazl
ajanlar (karboplatin veya sisplatin) kullanilir (Subhan ve digerleri, 2023). Taksanlar (PTX,
Docetaxel) en ¢ok kullanilan kemoteraptiklerdir ve antrasiklinlerle birlikte metastatik, erken
evre ve TNBC hastalarinda ilk bagvurulan tedavidir. PTX, farkli kanser tiirlerinin yani sira, HR-
, HER2-, BRCA 1/2 germ hatt1 mutasyonu tasiyan BC tiimdrlerinin tedavisinde de yaygin
olarak kullanilir (Samaan ve digerleri, 2019; Mandapati ve Lukong, 2023).
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Kemoterapi ajanlar1 tek basina veya kombine halde uygulanabilir. Antrasiklinler ve
taksanlar gibi kemoterapatik ilaclarla, hedefe yonelik tedavi olan olaparib gibi PARP
inhibitorleri ve atezolizumab gibi immiinoterapinin kombine stratejisi uygulanabilir
(Mandapati ve Lukong, 2023). Kemoterapinin en biiylik sinirlayicisi yorgunluk, anemi, kas
agrilari, zihinsel islev bozuklugu kilo kaybi,enfeksiyonlara kars1 hassasiyet, sag dokiilmesi gibi

yan etkileridir (Burguin ve digerleri, 2021; Lukasiewicz vd ve digerleri, 2021).

arly-stage invasive breast cancer 3, Metastatic / advanced breast cancer
HR+ [ HER2+ TNBC HR+ HER2+ TNBC

Als + CDK4/6 inhibitors [~ Pertuzumab + B Chemotherapy
tras BRCA mutated: olaparib

First line
Fulvestrant £
nonsteroidal Als

Chemotherapy * [ Cheme Chemotherapy

Surgery = radiotherapy Surgery = radiotherapy Surgery ¢+ radiotherapy Second line

[ Residual dy
T-DM1

Tam
Aromatase inhibitors (Als)

Sekil 7. (A) Erken evre BC ve ( B ) Metastatik/ileri BC tedavisinde 6zet sema
(Burguin ve digerleri, 2021).

2.2.5.1. Taksanlar- Paklitaksel (Taxol®)

Uclii negatif meme tiimérii (TNBC) tedavide geleneksel reseptdr hedefleri olan dstrojen
(ER), progesteron (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2)’yi eksprese
etmez. Bu hedeflerin eksikligi bu tiimorlerin agresif, ¢ogunlukla invasiv, direngli dogasina
katki yaparak sinirli terapotik hedeflemeye yol acar. TNBC i¢in Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayl ilag sayisi sinirli olmasma ragmen, Taksan
kemoterapotikleri, TNBC hastalar1 igin geleneksel tedavi olarak bilinir (Mandapati ve Lukong,
2023). Giiniimiizde klinik uygulamada paklitaksel (PTX), ilerlemis prostat ve meme
karsinomlari, rahim agzi karsinomu ve diger cesitli maligniteler i¢cinde regetelendirilebilir (S.

Zhao ve digerleri, 2022).

Taksan ailesine ait olan Paklitaksel, FDA tarafindan ilk kez yumurtalik kanseri tedavisi
icin onay almistir. Daha sonra ise meme kanseri, TNBC maligniteleri tedavisinde onaylanmigtir

(Mandapati ve Lukong, 2023; Zhao ve digerleri, 2022).
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Kanserin erken veya ilerlemis evrelerinde tek basina veya bagka kemoterapi ilaglariyla
kombine halde kullanilabilir. Bununla birlikte kanserin radyasyon ile kombine tedavisi,
tekrarlayan malignitesi olan hastalarin tedavisinde uygulanabilir (S. Zhao ve digerleri, 2022).
PTX ile tedavinin yanit orani ¢esitli faktorlerden etkilense de metastatik meme kanseri i¢in %56

oldugu diistiniilmektedir (Gallego-Jara ve digerleri, 2020).

PTX (Taxol®), mitoz boliinmenin inhibisyonunu ile kanser hiicrelerinin 6lmesini
tetikleyebilen bitkisel tiirevli mikrotiibiil hedefleme ajanidir (MTA) (S. Zhao ve digerleri,
2022). 1lk olarak 1971'de, Pasifik porsuk agaci olan Taxus brevifolianin ekstraktindan elde
edildi. Ekstrakt {izerine yapilan ¢alismalarda PTX’in antitimor 6zelligi tanimland1 ve Hela
hiicreleri lizerinde mikrotiibiil stabilizasyona bagli olarak hiicre boliinmesini azalttig1 kesfedildi
(Mandapati ve Lukong, 2023). 1992 yilinda Bristol-Myers Squibb (BMS) sirketi tarafindan

Taxol ismiyle ticari olarak markalandirildi (Samaan ve digerleri, 2019).

Taxol®un temel mekanizmasi, mikrotiibiil dinamiklerininin bozulmasina dayanir. Taxol
bu ana etki mekanizmastyla tiibiiline baglanarak ve fizyolojik bir siire¢ olan mikrotiibiillerin
par¢alanmasini inhibe ederek, mitotik tutuklamayi ve ardindan hiicre Olimiini indiikler.
(Gallego-Jara ve digerleri, 2020). Tiimor hiicrelerinde saglikli hiicrelere gore ¢ogalmasinda
artis goriiliir ve hizli boliinen kanser hiicrelerinde taksanin stabillestirme mekanizmasi, hiicre
boliinmesi, sinyallesme ve gog i¢in gereken mikrotiibiil dinamiklerini 6nemli dl¢lide azaltir.
Boylece hiicre gogalmast ve hizli mitoz boliinmeyi durdurabilir (Klein ve Lehmann, 2021;
Mandapati ve Lukong, 2023) .
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Sekil 8. Paklitakselin kimyasal yapis1 (Cermék ve digerleri, 2020).
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2.2.5.2. Paklitaksel Etki Mekanizmasi

Mikrotiibiiller tiibiilin heterodimerleridir ve hiicre ici iskeletin bir bilesenidir. Hiicre
boliinmesinde, kromozomlarin olusan yavru hiicrelere ayrilmasi siirecinde, hiicre polaritesinde
gorev alirlar. Hazirlik evresi adi verilen interfaz evresinde mikrotiibiiller kinesinler ve dineinler
gibi molekiiler motorlar i¢in tagima platformu gorevi goriir. Bunlar vezikiilleri diger hiicre
yiiklerini mikrotiibiiliin bir ucundan diger ucuna dogru tasir (Klein ve Lehmann, 2021;
Mandapati ve Lukong, 2023; Cermak ve digerleri, 2020). Hiicre igin énemli bu yiiklerin
tasinmasi1 mikrotiibiillerin saglikli islevine baglidir. Dolayis1 ile mikrotiibiillerin fonksiyonlart
PTX’inde dahil oldugu Mikrotiibiil Hedefleme Ajanlari (MTA'lar) i¢in hedef niteligindedir
(Cermék ve digerleri, 2020).

Her bir mikrotiibiil, i¢ci bos silindirik bir merkez etrafinda yanal olarak dizilen
protofilamentlerden olusur. Protofilamnetler af-tiibiilin heterodimerlerinden olusur. Tiibiilinler,
GTP baglayici proteinlerdir ve tiim 0karyotik hiicrelerde mevcuttur. Bunlar tiibiilinin GTPaz
aktivitesi tarafindan diizenlenir. (Mandapati ve Lukong, 2023; Cermék ve digerleri, 2020).
Miktotiibiil fonksiyonu i¢in temel olan dinamik kararsizlik yetenegidir (Kellogg ve digerleri,
2017). Dinamikligi polimerizasyon (biiyiime) ve depolimerizasyon (kiigiilme) yeteneginden
kaynaklanmaktadir. Boylece hiicre, iskeletini hizli bir gsekilde yeniden diizenleyebilir.
Fizyolojik durumda a- ve B-tubulin dimerleri, guanozin trifosfata (GTP) baglanir. Bu dimerler,
polimerizasyon esnasinda biiyliyen mikrotiibiil uclarina eklenir. Biiyliyen mikrotiibiil stabilize
edici bir baslik olusturur. a- ve B-tubulin dimerlerindeki konformasyon degisikligi, GTP'nin
guanozin difosfata (GDP) hidrolize edilmesi ile gergeklesir ve serbest kalan enerji
mikrotiibiilleri dengesiz hale getirir. GTP-tiibiilin kapaginin bozulmasi ile depolimerasyon

gerceklesir (Klein ve Lehmann, 2021).

PTX, bu dinamik silirecte mikrotiibiil araliklardan B-tiibiiline baglanabilir. Boylece,
patolojik durum gerceklesir (Klein ve Lehmann, 2021). Bitisik B-tubulin molekiilleri ile
etkilesimi stabilize edilir, dolayisiyla protofilament-protofilament etkilesimini giiclendirilmis
olur. (Mandapati ve Lukong, 2023). Sonug olarak depolimerizasyon azalir ve mikrotiibiiller
stabilize edilmis olur (Sekil 9). Paklitakselin bu etkilesimiyle, kromozomal segregasyonun
inhibe edilmesi hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda metafaz ve anafaz arasinda mitotik durma
meydana gelir (Klein ve Lehmann, 2021). Bu duraklama mitotik kontrol noktas: indiiksiyonu

ve apoptoz sonuglanir.
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Hiicre dongiisiiniin durmasiyla hiicre apoptozun indiiklenmesi, taksanlarin kullandigi
yaygin etki mekanizmasidir. (Mandapati ve Lukong, 2023; Samaan ve digerleri, 2019). PTX
uygulanan bazi hiicreler ilk mitozdan kayabilir, ¢ok c¢ekirdekli olusumlar haline gelebilir ve
sonraki hiicre dongiilerinde 6lebilir. Bununla birlikte PTX hiicre i¢i tasima veya go¢ gibi
mitozdan bagimsiz fonksiyonlari da etkileyerek boliinmeyen hiicreler i¢in de dldiirticii olabilir
(Cermak ve digerleri, 2020). PTX, tiim karyotik hiicrelerde mevcut ortak yapilar olan
mikrotiibiilleri hedeflenmesinden dolay1 tiimor spesifik degildir. Mitotik hiicreler PTX'e en
duyarli hiicrelerdir (Samaan ve digerleri, 2019). PTX gibi MTA ilaglarinin bu potansiyelinden
dolay1, kanser hiicrelerini segi¢i hedefleyecek, saglikli hiicreleri hedeflemeyecek bir ¢oziimiin
bulunmasi gerekir (Cermak ve digerleri, 2020). Geleneksel tedavi olarak PTX’in yeni
alternatiflerinin kullanilmasi, spesifikliginin ve seciciliginin arttrilmasi, BC tedavisinin
yonetiminde glincel bir bilimsel arastirma alanini temsil eder. BC kanser hiicrelerini hedef alan

yeni tastyicilarin gelistirilmesinde ilerleme kaydedilmelidir (Samaan ve digerleri, 2019).

Physiological Pathological
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Sekil 9. Mikrotiibiil dinamiginin fizyolojik ve paklitakselin mikrotiibiil stabilitesini arttirmasi

ile meydana gelen patolojik durumu (Klein ve Lehmann, 2021).
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Sekil 10. Kanser hiicrelerinde paklitaksel etki mekanizmasi. Paklitaksel uygulanan hiicreler
hiicre dongiistiniin G2/M fazinda tutulur ve dongiiniin ilerlememesi ile 6liime siiriiklenir

(Gallego-Jara ve digerleri, 2020).

2.3. Ekstraselliiler Vezikiiller ve Siiflandirilmasi

Cok hiicreli organizmalar, hiicreler tarafindan hiicre disi matrikse sekrete edilen
faktorler araciligiyla iletisimde olurlar. Ekstraselliiler vezikiiller (EV) neredeyse tiim hiicreler
tarafindan hiicre dis1 matrikse sekrete edilen ve hiicreler arasi iletisime katilabilen dogal
membrandz vezikiillerdir. Alt gruplandirmasi biyolojik 6zelliklerine ve olusum siireclerine gore
tice ayrilir (Sekil 11) (Choi ve digerleri, 2022). ilki endozomlardan kdken alan eksozomlar (30-
150 nm,ortalama ~100 nm), ikincisi plazma zarindan tomurcuklanmayla olusan
mikropartikiiller (MV) (150-500 nm) ve {igiinciisii EV’lerin en biiyiigii olan, apoptoza ugrayan
hiicrelerden kabarciklanma ile salinan apoptotik cisimlerdir (500 nm—5 pm) (Ying Zhang ve
digerleri, 2022). Tiim EV'lerin ortak noktasi lipitler, niikleik asitler, proteinler gibi karmasik bir
bilesime sahip olmalaridir (Gurung, Perocheau, Touramanidou ve Baruteau, 2021). Apoptotik
cisimler, 6lmekte olan hiicrelerden apoptozun ge¢ evresi sirasinda sekrete edilir igerik olarak

hiicresel organeller, mikroniikleuslar ve kromatin kalintilar1 icerir (Choi ve digerleri, 2022).
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MV'ler ise, cogunlukla trombositlerin, endotel hiicrelerinin ve kirmizi kan hiicrelerinin

partikiilleri olarak karakterizedirler (Yuan Zhang, Liu, Liu ve Tang, 2019).

O)°C
ey

(¥ o5

Exosomes Ectosomes and Microvesicles Apoptotic bodies
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Sekil 11. EV'lerin ii¢ ana siiflandirilmasi (Moghassemi ve digerleri, 2024).

2.4. Eksozomlar, Yapisi ve Bilesimi

Hiicrelerden salgilanan eksozomlarin detayli aragtirmasindan Once hiicrenin hasar
gormesinden kaynaklanan yada istenmeyen bilesenlerini hiicreden disar1 atan hiicresel atik
oldugu diisiiniiliiyordu. ilerleyen ¢alismalarla birlikte eksozomlarin kargolar: hedef hiicrelere
tagiyan, istelik tasidiklari hiicreler tarafindan segici olarak alinip o hiicrelerde degisiklikler
yapabilen dogal nanokaplar oldugu bulunmustur (Zhang ve digerleri, 2019; Gorshkov ve
digerleri, 2022).

Eksozomlar, cift lipit katmanli ve organeli olmayan sitozole sahip DNA, RNA,
proteinler ve lipitler gibi ¢esitli kargo tastyicilaridir (Sekil 12). Igerdikleri kargolar dondr
hiicrelerin metabolik durumunun gostergesidir. Eksozomlar temel olarak endozomlardan,
plazma zarindan ve sitozolden gelen proteinlere ek olarak ¢ekirdek, mitokondri, endoplazmik
retikulum ve Golgi cisimcigi gibi organellerden gelen birtakim bilesenleri de igerirler.
Eksozomlarin protein igerikleri, sekrete edildikleri hiicre tipine de baghdir (Gurunathan ve
digerleri, 2019).

Eksozomlar idrar, tiikiiriik, siit, serum veya plazma, ve meni gibi neredeyse tim
biyolojik sivilarda, ayrica B ve T hiicreleri, kanser, dendritik, mast ve epitel gibi farkli hiicre
tiplerinden de salgilanir. Ayrica tiimor hiicreleri saglikli hiicrelere kiyasla daha fazla eksozom

salgilas1 gostermistir (Moghassemi ve digerleri, 2024; Zhang ve digerleri, 2022).

EV’lerin tasidiklar1 protein kargolari, aym tiirdeki EV'ler arasinda bile heterojenlik

gosterebilir ancak belirli proteinler, belirli EV tiirlerine sepsifiktir. Bu sayede EV’lerin gruplari
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arasinda, protein profilleri arastirilarak ayirt edilebilir ve bu proteinler, EV karakterizasyonunda
belirtecler olarak kullanilabilir (Lai ve digerleri, 2022). Eksozomlarin karakteristik proteinleri,
transmembran tetraspanin ailesine ait, membran fiizyonunda, sinyallesmede ve protein
trafiginde rol oynayan CD9, CD63 ve CD81'dir. Molekiiler saperonlar olan 1s1 soku proteinleri
(HSP70 ve 90), CD63, eksozom biyogenezinde gorevli ESCRT ve iligkili proteinler, eksozom
olusumunda rol alan proteinler TSG101 ve ALIX, membran taginmasi ve fiizyonundan sorumlu
proteinler (anneksinler ve Rab) ve hiicre iskeleti aktin-miyozin gibi proteinler tiim eksozomlar
arasinda ortaktir. Bu proteinler, eksozomlar1 diger EV'lerden ayiran belirtecler olarak hizmet
eder ve eksozom tespiti, izolasyonu icin kullanilabilir (Zhang ve digerleri, 2019; Lai ve
digerleri, 2022). Bunlara ek olarak eksozomlar ayrica sitoplazmik enzimler olan laktat
dehidrojenaz, GAPDH, peroksidaz, piruvat kinazlari tasirlar. Donér hiicreye bagl olarak
spesifik proteinler majoér doku uyumluluk kompleksi MHC Smif I ve II’i de igerebilirler (Lyu,
Sun, Sun, Liu ve Wang, 2024). Fizyolojik ve patolojik durumlarda mRNA ve mikroRNA
(miRNA), hiicre iletisiminde yaygin olarak tasmir. Ornegin, viriisiin enfekte ettigi hiicrelerden
salinan eksozomlar viral genetik materyal igerirken, kanser hiicrelerinden salilan eksozomlar,
saglikli hiicrelerden salinan eksozomlardan farkli niikleik asit profiline sahiptir. Eksozomun i¢
kargosu DNA, mRNA ve eksozomal RNA tiirleri (ribozomal RNA (rRNA), uzun kodlamayan
RNA (IncRNA), transfer RNA (tRNA) gibi ¢esitli niikleik asitleri igerir. Niikleik asitlerden
mRNA ve miRNA, mikropartikiiller ve eksozomlarda zenginken ribozomal RNA (rRNA),
apoptotik cisimler de zengindir (Lai ve digerleri, 2022; Gurung ve digerleri, 2021).

Eksozomlar ¢ift katmanli fosfolipid, sfingomiyelin, kolesterol, seramidler ve doymamis
lipidlerden olusan membrana sahiptir. Bu lipidler eksosomlarin sekresyonu, yapilarini ve
sinyallesmesini etkiler (Gurung ve digerleri, 2021). Eksozom zarlarinin i¢ ve dis kisimlarinda
lipitlerin esit dagilmamasi eksozom stabilitesine katki saglarken, lipidlerin dondr hiicreye gore
daha fazla bulunmasi membranlarini sertlestirir ve kargolarini tasirken bozunmalara karsi
direng kazandirr. Lipid igerigi ayni hiicre hattindan sekrete edilen eksozomlar arasinda daha az
farklilik sergilerken, eksozom ve dondr hiicreleri arasinda daha biiyiik farklilik gosterir (Lai ve
digerleri, 2022). Eksozom veritabana gore mevcut toplam 9769 cesit protein, 3408 cesit
mRNA, 2838 ¢esit miRNA ve 1116 ¢esit lipit giincel veri girisi vardir (Lyu ve digerleri, 2024).
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Sekil 12. Eksozom yapisi ve bilesenleri (Peng ve digerleri, 2020).

2.4.1. Eksozomlarin Biyogenezi

Cesitli hiicreler tarafindan salinan eksozomlar, yakin veya uzaktaki alict hiicreler
tarafindan igsellestirilip ve hedef hiicrelerin kaderini etkilerler (X. Zhao ve digerleri, 2020).
Eksozomlar endozomal kokenli, devamli iiretilen ve ekzositoz yoluyla hiicre disina sekrete
edilen vezikiillerdir.

Eksozom biyogenezi li¢ adimda olusur;
1) Endozom olusumu,

2) Olusan endozomdan intraliiminal vezikiillerin (ILV) olusturulmasi ve multivezikiiler

cisimciklerlerin (MVB) olusumu,
3) MVB'lerin plazma zar1 flizyonu ile eksozomlarin salinmasi (Gurunathan ve digerleri, 2019).

Plazma zarinin ilk igeri girinti yapmasiyla, hiicre yiizeyi ve hiicre disindaki proteinleri
iceren yuvarlak fincan seklinde erken endozom adi1 verilen bir yapi1 olusur. Erken endozomlar
gec endozomlara olgunlasirken MVB'ler olusur ve Trans-Golgi ag1, mitokondri, endoplazmik
retikulum gibi organeller icerige katki saglayabilir. Geg endozomun membran zarinin ige girinti
yapmasiyla ILV’ler olusturulur. ILV’leri igeren bu ge¢ endozomlar MVB’ler olarak adlandirilir
(Kalluri ve LeBleu, 2020).
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Bu sirada, birtakim proteinler membrana dahil edilirken, sitoplazmadaki protein,
niikleik asit gibi biyoaktif molekiillerde ILV'ler tarafindan entegre edilir (Yuan Zhang ve
digerleri, 2019). Bu bilesenlerin ILV’ler tarafindan ice alinmasi gelecekteki eksozomlarin
yukiiniin daha da degistirilmesine yol acabilir. Ciinkii ILV’ler aslinda hiicre disina sekrete

olacak eksozomlardir (Kalluri ve LeBleu, 2020).

MVB’ler olustuktan sonra 2 kaderi vardir. Ilki, otofagozomlarla yada lizozomlarla
birlesip, icerikleri lizozomlarda degradasyona ugrayabilir. Degradasyon firiinleri hiicreler
tarafindan geri doniistiiriilebilir (Kalluri ve LeBleu, 2020). Ikinci kader ise MVB'ler, aktin ve
mikrotiibiil hiicre iskeleti agiyla hiicre ylizeyine tasinip, plazma membrani ile birlesirler.
Eksositoz yoluyla eksozomlar olarak salinirlar. Eksozomlarin salinimi siirecinde MVB’lerin
membrana kenetlenmesi Rab GTPaz’lar tarafindan diizenlenir. Membran flizyonuna, SNARE
kompleksi proteinleri aracilik eder. MVB'nin bu iki kaderini belirleyen molekiiler
mekanizmalar tamamiyla belirlenememistir. Ancak lizozom ve eksozom {iretimi arasinda siki

bir etkilesim oldugu bilinmektedir (Gorshkov ve digerleri, 2022).

Su anda literatiir, eksozom biyogenezinin hiicre tipi kokenine bagli olarak cesitli
sekillerde gerceklestigini belirtir (Yuan Zhang ve digerleri, 2019). ESCRT'larin dahil oldugu
aktif mekanizma ve seramid-CD63 bazli pasif mekanizma ile iki eksozom olusma yolu

aciklanmaktadir (Gorshkov ve digerleri, 2022).

MVB olusumu, vezikiil tomurcuklanmasini ve protein siniflandirmasi ve tasimaciligi
icin koordineli ¢alisan proteinler endozomal ayirma kompleksi (ESCRT) olarak adlandirlir ve
dort ayri proteinden ESCRT (0, 1, II ve III) olusur (Y., Zhang ve digerleri, 2019). ESCRT larla
birlikte VPS4, VTA1 ve ALIX (apoptoz baglantili gen 2-etkilesimli protein X) gibi birkag
iligkili aksesuar bilesende bu gorevlerde yer alir (Gorshkov ve digerleri, 2022). ESCRT-0,
tirozin kinaz substrati (HRS), yardimiyla klatrin ile birlikte ubikuitinlenmis proteini tanir ve
onlara 6zgli endozomal membran alanlarina baglanir ve bdylece ESCRT mekanizmasini baglatir
(Kar ve digerleri, 2023). Bu baslatmanin ardindan ESCRT-0 ve ubikuitinlenmis proteinler, geg
endozomlarda ikincil girintilerin olusumuna neden olan ESCRT-I ve ardindan ubikuitinlenmis
proteinlerin ILV’lere hareketini destekleyen ESCRT-II ile etkilesime girer ve ardindan tiim
kompleks ESCRT-III'e baglanir. Bu da sonugcta vezikiil tomurcuklanmasi destekler. Bu noktada,
Timor duyarlilik geni 101 (TSG101), ubikuitinlenmis proteinlerle etkilesime girer ve ESCRT-
IT aktivasyonuna katilir (Kar ve digerleri, 2023; Gorshkov ve digerleri, 2022).

28



ESCRT-II, MVB olusumunun son asamasina, yani ILV’lerin tomurcuklanmasi siirecine
katilan ESCRT-IIT' @i gorevlendirir. MVB'lerin olusumundan sonra ESCRT kompleksini

ayirmak i¢in, bir ayirma proteini olan Vps4 ile gerceklestir (Kar ve digerleri, 2023; Gorshkov
ve digerleri, 2022).

Literatiir, ESCRT ’tan bagimsiz bir yolda tanimlamistir. Bu, sfingolipitleri (seramid),
tetraspanin CD63'li ve 1s1 soku proteinlerini kullanir (Gorshkov ve digerleri, 2022). Bu,
eksozomlarin yanal olarak ayrilmasi i¢in sal benzeri alanlara bagli gibi goriinmektedir. Bu
sallar, seramid olusumu icin gerekli enzimler olan sfingomiyelinazlar ile zenginlestirilmistir.
Seramide bagimli yolda, seramidlerin yanal faz ayrimi indiikledigi ve aym1 zamanda
seramidlerin yapilarindan dolayr tomurcuklanma siirecine yardimci olarak plazma zarimin
kendiliginden egrilmesine tesvik eder. Bu mekanizma, eksozom olusumunda lipitlerin 6nemli

roliinii gostermektedir (Zhang ve digerleri, 2019; Kar ve digerleri, 2023).
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Sekil 13. Eksozom biyogenezi (Gurung ve digerleri, 2021).

Eksozomlarin biyogenezi ortamdaki faktdrlere ve hiicre tipine baglidir. Ornegin,

olgunlasmamis dendritik hiicrelerden smirli sayida vesikiil salgilanirken, mezenkimal kok

hiicrelerden ¢ok sayida salgilanir.
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Eksozom biyogenezi kanser hiicrelerinde diizensizdir bu da kanser hiicrelerinden
sekrete edilen eksozom miktarin artisina sebep olur (Giordano ve digerleri, 2020). Hiicre
kiltiirii calismalarinda hiicrelerin konfluensi eksozom olusumu ve salgilanmasinda énemli bir
faktordiir. Hiicreler arasindaki kontak inhibisyon eksozosom sekresyonunu azaltabilir, ¢linkii
hiicreler aktif olarak ¢ogalmama egilimi sergilerler. Hiicre ortamindaki hipoksi ve aglik gibi
stres faktorleri uyaricidir ve eksozom salgilanmasini indiikleyebilir. Aclik, hiicreleri biiyiitmek
icin besiyerine eklenen serum (FBS) yoklugudur, bu yoklugun hiicreler iizerinde stresi,
eksozomlarin kargo igerigindeki degisikliklere ve ayn1 zamanda normal ortamda kiiltiirlenen
hiicrelerle karsilagtirildiginda, eksozom sekresyonunda artisa neden olur (Gurunathan ve

digerleri, 2019).

2.4.2. Eksozomlarin Alic1 Hiicreler Tarafindan Alinmasi

Cesitli hiicre tiirlerinden salinan eksozomlarin farkli alici hiicrelerce yakalanmasi ve
alimi rastgele gerceklesmez. Eksozomlar hedef hiicreye ulastiginda, hiicreye iic yoldan
girebilir: eksozomal dogrudan etkilesme, hiicre zari ile birlesme veya endositoz (Krylova ve
Feng, 2023). Hiicre eksozomlar1 her zaman tek bir alim yoluyla igsellestirmeyebilir. Ayni
hiicrede eksozomlarn igsellestirilmesi igin bu alim yollardan bir arada yararlanilabilir. Ornegin,
kemik iligi kok hiicreleri tarafindan eksozomlarin alinmasi esas olarak kaveolin bagimli yol,
kismen makropinositoz ve membran flizyonu ile gergeklestirilir (Gurung ve digerleri, 2021).
I¢sellestirmenin molekiiler mekanizmalarinin hala arastirilmaya ihtiyact vardir (Giordano ve
digerleri, 2020). Hedef hiicre i¢in eksozom alim mekanizmalarinin detayli bilinmesi, eksozom
tabanli dagitim araglarinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Eksozomlar spesifik hedef hiicrelere
0zgiil olarak baglama ve kargo igerigine gore biyokimyasal degisiklikleri indiikleme yetenegine
sahiptir. Bu 6zgiil baglanma, hem eksozom hem de alict hiicrenin membraninda bulunan

proteinlerden kaynaklanir (Gorshkov ve digerleri, 2022).

Dogrudan etkilesim: Eksozom membran proteinleri aracilifiyla plazma zari reseptorleriyle
dogrudan etkilesime girerek, hiicre ici sinyallesmeyi indiikleyebilir. Dogrudan etkilesim yolu
immiinomodiilator ve apoptotik fonksiyonlara aracilik etmek i¢in yaygin kullanilir (Gurung ve
digerleri, 2021). Eksozomlarin hiicre ligand sunumlarina gore tasarlanmasi ayni zamanda
reseptor aracili doku hedeflemenin gelistirilmesini saglar (Kalluri ve LeBleu, 2020; Krylova ve
Feng, 2023).
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Dogrudan flizyon: Eksozomlar hedef hiicre membrani ile birlesip kargolarmi dogrudan
hiicrelerin sitoplazmasina aktarir. Dogrudan flizyon, eksozomlarin kargolarinin salimininda
etkili yol olsa da, literatiir eksozomlarin hiicre igine alinmasinin baskin mekanizmasinin

endositoz oldugunu gostermektedir (Krylova ve Feng, 2023).

Eksozomlarin bir diger hiicre igine giris yolu, endositozdur. Endositoz; fagositoz,

mikropinositoz, lipid sal klatrin ve kaveolin aracili endositoz gibi farkli yollar1 kapsar.

Klatrin aracili endositoz: Cesitli transmembran reseptorleri ve ligandlarinin birlesimi ile klatrin
proteinleriyle kapli vezikiiller olusturan endositoz yoludur. Igeri alman eksozomlar
endozomlarla birlestirilmek iizere kaplamadan ¢ikar. Makrofajlar, epitelyal, ve sinir hiicreleri
gibi farkli hiicre tipleri bu endositoz yolunu kullanir. Ayrica kanser hiicrelerinde, transferrin

reseptoriiniin fazlaca ifadesi eksozom aliminin artmasini destekler (Gurung ve digerleri, 2021).

Lipit sali aracili endositoz: Lipid sallar1, kolesterol, sfingolipidler gibi lipidlerin ve bunlarla
iligkili proteinlerin bulundugu membran mikro alanlar1 olarak tanimlanir. Lipid sallari
tarafindan eksozom alimi, bu lipitlerin inhibe edilmesiyle negatif yonde etkilenir. Ornegin,
hiicre i¢i kolestrol trafigine miidahele eden metil-fB-siklodekstrin bilesigi, meme kanseri

hiicrelerine eksozom alimin azalttig bildirilmistir (Gurung ve digerleri, 2021).

Kaveolin bagimli endositoz: Integral zar proteinleriolan kaveolin araciligi ile kaveola ad
verilen kiigiik bir sise seklinde plazma zari girintilerinin olugmasi ile gergeklesen alinma

yoludur (Gurung ve digerleri, 2021).

Fagositoz ve makropinositoz yollar1 hiicre iskeleti tiyesi aktinleri kullanir. Fagositozda,
fagozom olusumu, hiicre iskeleti {iyesi olan aktinin polimerizaysonuna bagli bir mekanizmadir.
Makropinositoz sirasinda, plazma zar1 ¢ikintilarr aktin filamentleri tarafindan indiiklenir ve
kiiciik parcaciklarlar birlikte hiicre dis1 siviyr spesifik olmayan bir sekilde endositozlar

(Giordano ve digerleri, 2020).
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Sekil 14. Eksozomlarin hiicresel alim yollar1 (Kalluri ve LeBleu, 2020).

2.4.3. Eksozomlarin Biyolojik Islevleri

Eksozomlar immiin sistem hiicreleri (mast, dendritik, B-T lenfosit) noronlar, kanser
hiicreleri, endotel ve epitel hiicreler tarafindan sekrete edilebilen fizyolojik ve patalojik
durumlarda kan, amniyotik sivi, idrar, beyin-omurilik sivis1 (BOS), siit, tiikiiriik gibi bir¢cok
viicutsal sivida tespit edilmistir (Lim ve Kim, 2019). Eksozomlarin geng kirmizi kan hiicrelerin
olgunlagmas1 sirasinda artik kullanilmayacak olan transferrin reseptorleri gibi membran
proteinlerini uzaklastirmak i¢in sekrete ettigi gosterildikten sonra eksozomlarin sadece
istenmeyen molekiilleri hiicreden uzaklastirmada gorevli oldugu diisiiniildii. Ancak biriken
kanitlarla eksozomlarin en temel gorevinin hiicreler arasi iletisim oldugu, bununla birlikte hem
fizyolojik hem de patolojik bir cok siirecte rol iistlendigi kesfedildi (Sekil 15). Eksozomlar
kaynak aldiklart hiicrelere ve tagidiklar1 kargolara bagli olarak hiicreler lizerinde zit etkilere yol

acma potansiyeline sahiptirler (Rashed ve digerleri, 2017).

Mevcut bilgilerle eksozomlarin fonksiyonlari ¢esitlidir; emzirme, anjiyogenez, noronal
fonksiyon antijen sunumu, apoptoz, hiicre proliferasyonu, doku onarimi, hiicresel dengenin

saglanmasi, bagisiklik tepkisi gibi fizyolojik siireglerde, diyabet, karaciger ve otoimmiin
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hastaliklar, nérodejenerasyon, kanserlerin gelisimi ve yayilmasi gibi patalojik siireglerde rol
oynarlar (Gurunathan ve digerleri, 2019; Rashed ve digerleri, 2017). Eksozomlarin goérev
aldiklar1 roller tasidiklar1 kargolar1 (RNA, protein, lipit) aktarma yeteneklerine baglidir ve bu
kargolar sayesinde eksozomlar, hastalik tanisinda biyobelirtecler ve tedavide terapotik kargo

tagtyicilar olarak arastirilmaktadir (Gurung ve digerleri, 2021).
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Sekil 15. Eksozomlarin biyolojik islevleri: (A) hiicreler arasi iletisim, (B) bagisiklik
tepkilerininin diizenlenmesi, (C) tlimor gelisimi, (D) yara iyilesmesi, (E) hastaliklarda
tanisal biyobelirte¢ olarak kullanimi, (F) terapotik kargolar: tasima gibi  islevleri

vardir (Zeng ve digerleri, 2023).

Kan dolagimindaki eksozom popiilasyonlarmin biiyliik bir yiizdesi bagisiklik
hiicrelerinin sekrete ettigi eksozomlardir. Eksozomlarin immiin tepkisini diizenleyen
molekiilleri tasiyarak bagisiklik diizenleyici gorevleri iistlenirler. Ornegin, Dentritik hiicreler,
sekrete edilen eksozomlarin etkisiyle T hiicresi yanitlarin1 ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin
fonksiyonlarinda modiilasyon gorevi tistlenir (Lim ve Kim, 2019). Eksozomlar sinir sisteminde
oldugu gibi bagisiklik sisteminin iletisiminede dahildir. Antijen sunan hiicrelerden sekrete
edilen eksozomlar, CD8" ve CD4" T hiicrelerinin membranlarinda farkli immiinomodiilatér
etkiler olusturmasinda gorevli MHC sinif I ve II molekiillerini tagiyabilir (Kimiz-Gebologlu ve
Oncel, 2022). 1996 yilinda Rasopo ve digerleri, insan ve fare B lenfositlerinin eksozomlarinda

MHC I igerdigini ve eksozomlarin in vivo olarak antijen sunumunda goérev aldiklarini, T
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hiicresi ¢ogalmasini uyararak tiimor biiyiimesini inhibe edebildiklerini gdsterdiler. (Raposo ve
digerleri, 1996). Eksozomlarin immiinomodiilator etkiler ¢ift taraflidir; immiinsiipresif veya

immiin-aktif (Jan ve digerleri 2019).

Tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesine ait tiimor nekroz faktoriine bagli apoptoz
indiikleyici ligandlar (TRAIL), CD40 ve Fas ligandlar1 (FasL) gibi proteinler, hedef hiicrede
Oliimiini tetikleyen kaynak hiicrelerin sekrete ettigi eksozomlar iizerinde tasiabilir (Lyu ve
digerleri, 2024). Ayrica viriisiin enfekte ettigi hiicrelerden salinan eksozomlarda paketli viral
patolojik kargolarin (viral RNA’lar, proteinler) yayilmasini saglayarak viral enfeksiyonlara
katki sagladigina dair kanitlar bulunmaktadir. (Omrani ve digerleri, 2024). Eksozomlarda
tagian insan immiin yetmezlik viriistinde (HIV) ile iliskili faktorlerin , yeni HIV enfeksiyonu
olusturmasini etkiledigi gosterilmistir. Negatif diizenleyici faktor (Nef) HIV ile enfekte olmus
hiicrelerden eksozom sekresyonuyla hiicre disina ¢ikan bir aksesuar protenidir. Salinan Nef
proteinleri, HIV'in ilk saldir1 hedefi olan CD4 " T hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek,

immiinosupreyson siirecine katilir (Lenassi ve digerleri, 2010) .

Eksozmomlar ve kanser iligkisi mevcut arastirmalarin odak noktasidir. Eksozomlar
kanserlesmenin hemen hemen her asamasinda siirece dahil olurlar. Tiimor eksozomlart, hiicre-
hiicre iletisimiyle kanserin baslatilmasinda, ilerlemesinde ve tedavi rezistansinda gorev alirlar.
Dolayisiyla eksozomlar kanserde biyobelirte¢ olarak tiimoriin ilerlemesinin gercek zamanlh
gostergesidir (Kar ve digerleri, 2023; Lim ve Kim, 2019). Kanser bolgesi tiimor hiicrelerinin
farkl alt gruplarini ve bagisiklik hiicrelerini igeren karmasik asidik ve hipoksi mikrogevreye
sahiptir. Bu ¢evrede tiimor biiyiimesi ve gocii i¢in iletisim eksozomlar, sitokinler, kemokinler,
biiylime faktorleriyle saglanir (Lyu ve digerleri, 2024). Eksozomlar bagisiklik ve tiimor
hiicreleri arasindaki iletisimde cift tarafli koprii gorevi goriir. Hem bagisiklik hiicrelerinin
aralarinda iletisim kurmasinda ve bagisiklik tepkisi aktivasyonuna hem bagisiklik hiicrelerinin
tiimdr biiylimesine davet etmek i¢cin immiin sistemini diizenleyebilir (Lyu ve digerleri, 2024).
Eksozomlar, tiimoriin gelismesi ile iliskilendirilen birden fazla miRNA ve proteinlerle
iliskilidir. Kanser eksozomlar1 hiicre disi matrisi degrede eden matris metaloproteinazlari
(MMP) etkileyerek hiicrelerin sabit halden hareketli hale gelmesini saglar. Boylece kanser
hiicrelerinin mezenkimal gecisinde (EMT) sorumlu olurlar. Metastaslar rastgele degildir,
eksozom membran integrin proteinleri rehberliginde organa 6zgili metastazlarda rol oynar (Kar
ve digerleri, 2023). Kanser hiicresinden kaynak alan eksozomlarin tasidiklari igerik malign

olmayan hiicreler tarafindan alinmasi tiimor olusumunu tetikler (Bozkurt, 2018).
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Omegin Kia ve digerleri (2019) yaptig1 calismada agresif ve metastatik insan BC hiicre hatt1
olan MDA-MB-231"den izole edilen eksozomlarin metastatik olmayan insan BC hattt MCF-7
hiicreleri ile inkiibasyonu sonucunda biiyiime, go¢ ve invazyon gibi yeteneklerinde artis
gozlemlenmistir. Bu sonuglar eksozomlarim maling transformasyonu tetikleyebilecegi

gostermistir (Kia ve digerleri, 2019).

Kanser hiicrelerinin gelismesi ve yayilmalari i¢in kan damarlarindan besin ve oksijen
saglanmasi gerekir, bu patolojik anjiyogenez siirecinde de ekszomlarin diizenleyici rolii vardir.
Ornegin Umezu ve digerlerinin (2013) yaptiklar1 ¢alismada anjiyogenez diizenleyicisi olan
miR-92a ile transfekte edilmis l6semi hiicrelerinin (K562) sekrete ettikleri eksozomlar
araciligiyla hiicre-hiicre iletisimin, insan gobek kordonu endotel hiicrelerinin (HUVEC)
anjiyojenik siirecleri olan endotel goc¢iinii ve tlip olusumu arttirict yonde diizenledigini buldular

(Umezu ve digerleri, 2013).

Yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenez siirecini tesvik etmesi
sebebiyle 6zellikle kok hiicrelerin eksozomlari iizerinde durulmaktadir. Kok hiicre eksozomlari
yara iyilesmesiyle iligkili stromal hiicreden tiiretilmis faktor 1 (SDF1), hepatosit (HGF), sinir
(NGF), insiilin benzeri 1 (IGF1) biiytime faktorlerinin ekspresyonunu arttirir. Ayrica AKT, ERK
ve STAT3 gibi iyilesme sinyal yolaklar1 da bu eksozomlar tarafindan aktive edilir. Kolajen
tiretimi ve yeni damar gelismesi desteklenerek yara iyilesmesi desteklenir (Rahmati ve

digerleri, 2020).

Borges ve digerlerinin yaptiklar1 ¢alismada bobrek hasar modelinde yaralanan epitel
hiicrelerinden fibroblastlar1 aktive eden, doniistiiriicii bliylime faktorii beta 1 (TGF- 1)
mRNA'lar igeren eksozomlarin salgisinin arttiini ve bunun fibroblast proliferasyonunu,
kolajen tretimini tegvik ettigini buldular. TGF- Bl mRNA'larinin yaralanma sonrasi doku

onarimina yanit olusturdugu bildirdiler (Borges ve digerleri, 2013).

Li ve digerleri insan gobek kordonu kanindan izole edilmis endotel progenitor
hiicrelerinin (EPH) eksozomlar1 endotel hiicreler tarafindan igsellestirilip bu hiicrelerde gog,
cogalma ve anjiyogenezle igili genlerin ekspresyonunu arttirdigi  belirlendi. In vivo
caligmalarda EPH eksozomalarmin vaskiiler yaralanma modeli yapilan siganlarda
endotelizasyonu hizlandirdig1 goézlemlendi. Sonug¢ olarak EPH eksozomlar1 yarali bolgeler

tarafindan alinip, vaskiiler rejeneratif tepkiler ortaya ¢ikarabilir (X. Li ve digerleri, 2016).

Sinir sisteminde eksozomlarin gorevleri ¢ift taraflidir. Noronlar ve mikroglialar

tarafindan sekrete edilen eksozomlar hiicre iletisiminde rol alir, sinir ve néron yenilenmesine

35



katilarak noroprotektif etkiler gosterirken ayn1 zamanda prionlar, B-amiloid peptitler gibi
patojenik proteinleri tasiyarakta norodejeneratif hastaliklart siddetlendirmektedir (Jan ve
digerleri, 2019). Bagska bir avantaji1 kan-beyin bariyerini (KBB) gegebilmeleri ile terapotik ilag

tasiyicilar1 olarak potansiyel kullanimidir.

Emmanouilidou ve digerlerinin (2010) yaptiklar1 ¢alismada Parkinson hastaliginin
gelismesinde rol oynayan o-Siniikleinin eksozomlar tarafindan noéron hiicrelerden sekrete
edilerek patolojisinin yayilmasini sagladigi ve ¢evre ndronlarinda sagligini etkiledigini

bildirmislerdir (Emmanouilidou ve digerleri, 2010).

Xin ve digerlerinin (2012) yaptig1 c¢alismada multipotent mezenkimal stromal
hiicrelerden (MSC) sekrete edilen eksozomlardaki miR-133b'nin si¢an sinir hiicrelerine
iletilebildigini ve bunun fel¢ sonrasi iyilestirmeyi tetikledigini gézlemlediler (Xin ve digerleri,

2012).

Kanser tehsisinde geleneksel biyopsilerde alinan doku parcasi kanserin histopatolojisini
versede, tiimoriin kii¢iik bir alanini yansitir ancak kanserin birincil ve metastas bolgesinin tim
dogasini, tiimor heterojenligini ve farkli genomik profillerini yansitamaz. Tedavi siiresince ve
sonrasinda tedavi yanitini tespit etmek icin tekrar 6rnekleme yapilmalidir. Ancak tedavi de
cerrahi operasyonla miidehale edilmis tiimoriin doku biyopsisi ile izlenmesi olasi degildir.
Kanserlerin erken tanisi, ilag direnci, tekrarlamasi yada gerilemesini, tedavi yanit1 ve ayrica
mikrogevresinin anlagilmasima yonelik yeni yaklasim olan sivi biyopsi daha avantajlidir .
(Halvaei ve digerleri, 2018; Lim ve Kim, 2019) . Metastatik kanserlerde tiimor hiicreleri ve
eksozomlari, kitleden ayrilip, kan dolasimi gibi biyosivilara gog¢ eder. Tikiiriik, kan, idrar ve
BOS gibi biyosivilarda bulunan kanser kaynakli eksozomlar tiimorler hakkinda potansiyel bilgi

saglayacilaridir (Andre ve digerleri, 2024; Halvaei ve digerleri, 2018).

S1v1 biyopsilerden elde edilen eksozomlar kanser mikrogevresini etkileyen ve kanserin
patolojisinde rol oynayan, kaynaklandiklar1 hiicrelerin niikleik asit ve protein profillerini tasir.
Bu kargolar kanserin tespiti i¢in potansiyel tani araci olabilir (Andre ve digerleri, 2024).
Eksozomlar kargolarini membranlarinin koruyucu etkisiyle uzun mesafelerde ve siirelerde
dolasimda ve diger viicut sivilarinda biyolojik aktivitesini bozmadan tasir. Bu sebeple yeni s1vi
biyopsilerinde tliimor kaynakli eksozomlarin niikleik asitlerinin kullanimi, geleneksel sivi
biyopsi de kullanilan dolagimdaki serbest timor DNA’ya gore miktar ve stabilite agisindan daha

avantajlidir (Andre ve digerleri, 2024; Mehryab ve digerleri, 2020).
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Rontogianni ve digerlerinin (2019) meme kanseri eksozomlarinin proteom profilini
¢ikarmak icin dokuz farkli meme kanseri hiicre hatti, bir saglikli meme hiicre hattindan

salgilanan EV'leri izole edilerek, kiitle spektrometresi ile analiz etti.

TNBC eksozomlari, anjiyogenez ve metastatik siire¢ iligkili proteinler agisindan
zenginken, HER2+ eksozomlar1 hiicre ¢ogalmasinda gorevli proteinler agisindan zengin
oldugunu buldular. Caligmada tanimlanan alt tipe 6zgii BC biyobelirtecleri, ayn1 zamanda
HER2+v e TNBC tanis1 konmus hastalarin serum 6rneklerinde de mevcut oldugu bulundu. Bu
veriler, BC alt tiplendirmesinde eksozom protein biyobelirteclerinin kullanilma potansiyelini

gostermistir (Rontogianni ve digerleri, 2019).

Jang ve digerlerinin (2021) yaptiklar1 ¢alismada erken meme kanserli ve saglikli
kadinlardan toplanan plazma ornekleri arasinda toplam dokuz aday miRNA ekspresyon
diizeyini karsilastirdi. Belirlenen miRNA'lardan iki ve fazla miRNA’nin kombinasyon halinde,
ornegin miR-1246, miR-206, miR-24, miR-373, tek bir biyobelirte¢ kullanimina goére %97
dogrulukla tespit edebildigi bulundu. Bu sonuglara goére, miRNA'nin erken meme kanseri

tehsisinde belirtecler olarak kullanilabilecegi belirtildi (Jang ve digerleri, 2021).

Viicuttaki hiicrelerden sekrete edilen eksozomlarin biiyiik bir kismi hiicreler arasi siviya
ve kana karisir. Bu sebeple, kan plazmasi eksozomlar1 kanser ve kanser digindaki diger
hastaliklarin biyobelirte¢ ¢aligmalar1 agisindan 6nemli bir kaynaktir. Bir diger kaynak olan idrar
eksozomlar1 ilireme sistemi ve bobrek kanserlerinde calisilan potansiyel biyobelirteclerdir

(Thomas ve digerleri, 2022).

Kuwabara ve digerlerinin (2011) yaptiklar1 ¢alismada, kardiyovaskiiler hastalarinin
Serum miRNA (miR)-1 ve miR-133a seviyelerinin artiginin potansiyel miyokardiyal hasar

belirteci oldugunu gosterdiler (Kuwabara ve digerleri, 2011).

Srivastava ve digerlerinin (2018) yaptig1 ¢alismada endometriyal kanserli hastalarin
idrar 6rneklerinden saflastirilan eksozomlarda bulunan farkli miRNA seviyeleri degerlendirildi
ve liriner eksozomlarda hsa-miR-200c-3p'nin zenginlesmesinin potansiyel biyobelirte¢ olarak

endometriyal kanserli tehsisinde kullanilabilecegi belirtildi (Srivastava ve digerleri, 2018).

Eksozomlar farkli kanserlerin hatta ayni kanser tiiriiniin alt tiplerini ayirt etmek ve
ilerlemesini es zamanl izlemek i¢in potansiyel niteligindedirler (Thomas ve digerleri, 2022).
Ornegin, Stevic ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada 435 BC hastasimin dahil oldugu 45 miRNA
paneli ¢alisildi. HER2+ ve TNBC hastalar1 arasinda saglikli donorlere gére miRNA desenleri

37



fakliydi. HER2+ ve TNBC’leri ayurt etmeye yarayan eksozomal miRNA’lar rapor edildi.
Bununla birlikte bu miRNA’lar ilgili alt gruplardaki agresifligi ve klinikopatolojik 6zelliklerle

iliskili oldugu sonucuna varildi (Stevic ve digerleri, 2018).
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Sekil 16. Farkli kanser tiirlerinde timor kaynakli eksozomlarin tasidiklart protein ve RNA
biyobelirteglerinin 6zeti (Andre ve digerleri, 2024).

Klinikte TNBC tedavisi, spesifik reseptorlerin yoklugundan dolayr sinirh tedavi
secenegine sahiptir. Kemoterapi ajanlarinin kombine kullanimi kiigiik bir terapotik ¢oziim
olustururlar. TNBC dogas1 sebebiyle yakin bolgelere metastas yapmasiyla bilinir. Beyne
sigramis TNBC i¢in kemoterapiklerin kullanimi daha da sinirlayicidir ¢iinkii ¢ogu KBB’yi
gecemezler (Banerjee ve Rajeswari, 2023). Mevcut kanser ilaglar1 hedeflemeden yoksundur, bu
da saglikli hiicrelerde de istenmeyen toksisiteye sebep olur. ilag, protein ve niikleik asit
kargolarinin teslimat araci olarak eksozomlarin kullanilmasi hiicrelere giivenli dagilim ve
istenilen hiicre ici siirekli salinimi saglar (Koh ve digerleri, 2023). Diger ila¢ dagitim
sistemlerine 6rnek olarak nanopartikiiller, lipozomlar, miseller, 6rnek olarak verilebilir ancak
ilag biyoyararlanimin diisiik olmas1 ve sistematik toksisite gostermeleri gibi dezavantajlarin
iistesinden gelemediler. Ila¢ dagitim sistemlerine sonradan eklenen eksozomlar ise gosterdikleri
minimum toksisite, diisiik immiinojenite, 1yi biyoyararlanim, igerdikleri kargolari membran
yapilart sayesinde bozunmadan korumalari, hiicre/organ tropizmi sebebiyle ilgi ¢eken yeni

alternetifler olmustur (Lim ve Kim, 2019).
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Geleneksel tedavi olarak dogrudan verilen ilacla kiyasla eksozomda pakletlenmis ilag, saglikli

dokulara verilen toksisitesyi azaltip, terapotik etkinligi arttirabilir.

Tedavi siiresinde eksojen verilen maddelerin viicudun savunma sistemi ve fiziksel
bariyerleri sebebiyle istenilen bdlgelere ulagmasi engellenebilir (He ve digerleri, 2022).
Eksozomlar ayrica viicudun bagisiklik sisteminden de kagabilirler. CD47, tiimor hiicrelerinde
fazlaca eksprese edilen bagisiklik kontrol noktasidir. Eksozomlarin membraninda bulunan
tetraspin proteinlerinden CD47 sinyal diizenleyici protein alfaya (SIRPa) baglanir ve "beni
yeme" sinyalini gondererek makrofaj fagosiztozdan kargosunu korur. Bu 6zellik eksosomun
kanda yarilanma omriinii uzatir. KBB nedeniyle ¢ogu ilag¢ beyin lezyonlarina etkili bir sekilde
ulasip bolgede birikemezken esozomlarla bu bariyer asilabilir (He ve digerleri, 2022; Lyu ve
digerleri, 2024). Eksozomlarin hiicrelerden tiiretilmesi ve alict hiicrenin yapisina benzemesi

viicuttaki cesitli hiicreler tarafindan igsellestirilmesine kolaylik saglar (Peng ve digerleri, 2020).

Eksozomlarin i¢ine sadece kemoterapik ilaglar degil, proteinler ve miRNA, siRNA,
mRNA gibi niikleik asitlerde yiiklenebilir. Calismalar eksozomlar diger nanoparcaliklara
kiyasla en etkili RNA tastyicilart oldugu gostermistir (Kar ve digerleri, 2023). Son zamanlarda
eksozomlarin hedef spesifikligini arttirmak i¢in ylizey modifikasyonlart gelistirilmistir.
Yiiklenmis dogal eksozomlar dogal tropzimi kullanarak pasif hedefleme ile yada eksozom
membraninin ylizey modifikasyonlar1 ile aktif hedefleme yapilabilir. Aktif hedefleme ile
spesifik bolgede ilaclarin konsantrasyonu arttirilabilir (Choi ve digerleri, 2022; Kar ve digerleri,

2023).

Pasif hedeflemede eksozom yiizeyinde bulunan yiizey proteinlerinin dogal
tropziminden yararlamlir. Ornegin tiimdriin metastas1 rastgele degildir, tiimdrden salinan
eksozomlar onko gen ve proteinleri tasiyarak, metastaz organlarina baglanmasi ve bolgeye
metastaz1 hedefler. (He ve digerleri, 2022). Bu bilgi, kanser hiicresi eksozomlarinin ilagla
yiiklenerek kaynak hiicrelerine ve diger tiimor hiicrelerine hedeflenmesinde kullanilabilecegi

fikrini verir (Choi ve digerleri, 2022).

Eksozomlarin dogustan gelen homing yetenegini spesifik antikorlar, hedefleme
peptitleri gibi yiizey modifikasyonlar ile gelistirilip bunlara ilag yliklenmesiyle hedef dokuya
spesifik hedeflemeyi arttirilabilir, bdylece klinik etki daha da iyilestirilebilir (Sekil 17)
(Banerjee ve Rajeswari, 2023). Hedefleme eklentileri, tiklama kimyas1 ad1 verilen yontemlerle

eksozom yiizeyine etiket yapilabilir yada eksozom dondriiniin membran proteinlerine kaynasik
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olarak hedefleme peptitlerini eksprese etmesi i¢in genetik yollarla yapilabilir (Choi ve

digerleri, 2022).
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Sekil 17. Dogal ve modifiye edilmis hedefli eksozomlarin ilag¢ tasiyicilart olarak kullanilmasi

(He ve digerleri, 2022).

Tian ve digerlerinin (2014) yaptiklar1 calismada hedefleyici eklerle modifiye edilen ilag
yiiklii eksozomlarin terapdtik dagitim sistemi olarak kullanimi aragtirildi. DOX un toksisitesini
azaltmak adina spesifik hedefleme i¢in, dendritik hiicrelerinin eksozom membran proteini olan
Lamp2b ile kaynasik av integrin spesifik iRGD peptidi eksprese edecek sekilde tasarlanan
eksozomlar iiretildi. In vitro ¢aligmalarda DOX yiiklii modifiye eksozomlar meme kanseri
hiicre hattinda yiiksek ilag¢ iletimi gosteridi. Hayvan c¢alismalarinda ilaci spesifik tlimor
dokularina hedefleyebildigini ve tiimor biiylimesini inhibe ettigini buldular (Y. Tian ve

digerleri, 2014).

Agrawal ve digerlerinin (2017) oral yoldan aliabilecek PTX yiikli inek siitii
eksozomlarini tasarladilar. Farelere oral yolla verilen ila¢ sistematik toksisiteyi azaltti ve
akciger kanserine kars1 onemli tiimor biiylimesi inhibisyonu gosterdi. Bununla birlikte farelere
ayni dozda intraperitonal PTX verilmeside etki gdsterdi ancak istatiksel olarak anlamli degildi.
Sonu¢ olarak oral eksozom PTX, geleneksel intravendz (iv) PTX uygulamasindaki

immiinolojik tepkilerini asabilecegi belirtildi (Agrawal ve digerleri, 2017).

Qiao ve digerlerinin (2020) yaptigi calismada DOXil (DOX igeren lipid kiire
formiilasyonu) membran ekstriizyonu yoluyla fibrosarkom (HT1080) ve rahim agzi kanseri
(HeLa) eksozomlarma dahil edildi. In vitro ¢alismalarda her iki formiilasyonunda HT1080
hiicrelerince igeri alinmasina ragmen, Doxil igeren HT 1080 eksozomlarinin alim1 daha fazlayd:
ve en az alim serbest Doxildi. Yapilan in vivo calismada, farelerde HT1080 tiimér modeli

olusturuldu ve Doxil yiikli HT1080/HeLa eksozomlarini iv olarak enjekte edildi. Doxil-
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HT1080 eksozomlar1 tercihen tiimor dokusuna lokalize oldu ve ayrica tek Doxil'e kiyasla

tercihli alimiyla tiimor dokulara etkili sekilde ulasip, timor biiytimesini engelledigi gosterildi.

Bu sonuglarla, kanser hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin, hiicre tipi tropizmi
gosterdigi, ve ilag yiiklii kanser eksozomlarinin hedefe yonelik kanser tedavileri igin

kullanilabilecegi gosterildi (Qiao ve digerleri, 2020).

2.4.4. Eksozomlarin izolasyonu

Eksozomlarin elde edilecegi kaynak, segilecek izolasyon yontemi ve yontemin etkinligi
tizerinde biiylik 6neme sahiptir. Eksozomlarin izolasyon kaynaklari genistir. Hiicre kiiltiirii
ortami, kan, idrar, siit bu kaynaklara 6rnek olarak sayilabilir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda
eksozosomlarin besiyerine salinmasi sonrasi toplanan kiiltiir ortami, eksozom seri {iretimi igin
uygun ve yaygin bir kaynaktir. Hiicre kiiltiirii ortami1, serum veya plazma gibi kaynaklardan
daha yiiksek bir eksozom verimi saglayabilir. Diger biyolojik sivilar 6rnegin, kan plazmasi
benzer boyutta ve Ozellikte diger MV’leri ve plazma proteinlerinden olusan karmasik bir

kaynaktir. Buda eksozom izolasyonunu zorlastirir (Lai ve digerleri, 2022).

Tim bu saflastirma yontemleri i¢inde tek bir yontemin yiiksek saflik ve verimde
eksozomlar1 elde etmesi zordur. Saflagtirma sonrasinda biiylik Olgekli uygulamalarda
kullanilmak {izere yiiksek kalitede eksozomlarin eldesi i¢in saflagtirma tekniklerinin
gelistirilmesi bir ihtiyagtir. Saflastirma yontemlerinden beklenti, glivenilir, uygulamasi kolay,
hizli, eksozomlarin dogal yapisina zarar vermeyen, yiiksek verimde ve saflikta eksozom
eldesidir (J. Li, ve digerleri, 2023). Ideal izolasyon yéntemi, kii¢iik boyutlu eksozomlari diger
hiicresel kalintilar, mikrovesikiiller ve proteinler gibi kirletici bilesenlerden ayristirmalidir.
Izolasyon teknikleri geleneksel ve gelismis olarak 2 temel gruba ayrilabilir. Geleneksel
teknikler: Ultrasantrifiijleme, ultrafiltrasyon, boyut dislama kromatografisi, immiinoanaliz
iken, gelismis teknikler mikroakigkan sistemlerdir (Sekil 18) (Moghassemi ve digerleri, 2024;
He ve digerleri, 2022).

Ultrasantrifiijleme (UC) mevcut altin standart tekniktir. Yontem numunedeki
eksozomlar1 ve safsizliklar1 yogunluklarina gére ayirir. Bu teknikle eksozomlar 100.000 x g ile
210.000 x g arasinda merkezka¢ kuvvetine maruz kalir. Yiiksek hiz, eksozom safligim

tyilestirebilir ama eksozom yapisina zarar verme riskinide tasir (Lai ve digerleri, 2022). Bu
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teknik, biiylik olgekli liretimlere uygundur. Dezavantajlar1 olarak, zaman alicidir ve spesik
olmayan saflasma ile sonuglanabilir. Ultrasantrifiij pahali bir ekipmandir (Moghassemi ve

digerleri, 2024; Li ve digerleri, 2023).

UC’ye iki alternatif, diferansiyel ultrasantrifiijleme (DUC) ve yogunluk gradyanli
ultrasantrifiijlemedir (DGUC). DUC, kademeli artan hiz ve siire adimlar1 ile ayrim yaparken
daha fazla caba ve siire alir. DGUC, ayristirma i¢in yogunluk katmanlar1 ve merkezkag
kuvvetini kullanir. Teknigin mantigi, belirli hizda numunedeki bilesenlerin yogunluklarina gore
uygun bolgede toplanmasidir. Daha yiiksek saflikta ancak diisik verimde membran

biitiinliglinli korunmus eksozomlar elde eder (Li ve digerleri, 2023).

Ultrafiltrasyon, eksozomlari numunenin farkli gozenek boyutlarmma sahip
membranlardan basing uygulayarak gecirilmesiyle boyutuna gore izole eder. Eksozomlar igin
boyut dislama araligit 20-200 nm'dir. Gozenek boyutlaro daha biiyiik yada daha kii¢iik olan
membranlar, diger istenmeyen parcaciklarin uzaklastirilmasi ek adimlarda kullanilabilir (Lai ve
digerleri, 2022). Ultrafiltrasyon kolay ve hizlidir. Ancak filtredeki membraninin tikanmasi ve
eksozomun filtreye sikisarak kaybi; ayrica vesikiil boyutundaki heterojenlik bu yontemi
siirilar (Moghassemi ve digerleri, 2024). Filtrasyon ve ultrasantrifiij teknikleri kombine
kullanilabilir. Santrifiij Oncesi yapilan filtreleme biiylik kalintilar1 uzaklastirir ve filtrat

ultrasantrifiijle daha da saf hale getirilebilir (Omrani ve digerleri, 2024).

Boyut dislama kromatografisi (SEC): UC’ye bir alternatif SEC'dir. Bu yontemde
yercekiminden yararlanilir, dolayisiyla eksozom biitlinliigline ve biyolojik aktivitesine verilen
zarar minimumdur. Izole edilen eksozomlarin saflig1 yiiksektir ancak uzun izolasyon siiresi
dezavantajidir. (Lai ve digerleri, 2022) Numune gozenekli bir jel filtrasyon polimeri igeren
kolona ytiklenerek, sirasiyla boyutlarna ve molekiiler agirliklarina bagli olarak biiyiik
parcaciklarin, ardindan daha kii¢iik keseciklerin ellisyonunu saglar. Farkli asamalarda toplanan

eluentler farkli boyutlarda igeriklere sahiptirler (Li ve digerleri, 2023).

Immunoafinite teknigi, manyetik boncuklarin eksozomlarin membranlarinda bulunan
protein belirteclerine hedefli antikorlarla kaplanip, eksozomlar: spesifik olarak yakalanmasina
dayanir. Tetraspanin ailesi tiyeleri CD9, CD63 ve CD81, ALIX ve 1s1 soku proteinleri immiin
yakalamada kullanilir. Saflik yiizdesi yiiksek olmasina ragmen yakalanan eksozomlari
antikorlardan ayirmak icin ekstra adimlar uygulanir ve bu asamalarda eksozomlarin
biitiinliigiinii tehlikeye atabilir. Biiyiik hacimler i¢in pahali bir tekniktir (Kimiz-Gebologlu ve
Oncel, 2022; Omrani ve digerleri, 2024).
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Mikroakigkan sistemler eksozomlarin fizikokimyasal 6zelliklerinden yararlanarak
mikro dlgekte izolasyonlarini yapan gelismis bir tekniktir. Mikroakiskan sistemlerle, tek bir ¢ip

tizerinde eksozom ayirma, yerinde tespit ve analizi yapilir.

Bu sekilde 6rnek kaybi azaltilarak, yiiksek verim saglanabilir. Bu sistemler etiketli yada
etiketsiz olarak kullanilabilir. Etiketli sistem, eksozomlar1 spesifik olarak ayirmak i¢in immiin
afiniteyi baz alirken, etiketsiz yontemler, boyut farkliliklara dayali olarak eksozomlari
saflastirir (Omrani ve digerleri, 2024). Daha yiiksek saflikta ve verimle eksozom eldesi saglar

fakat biiytik 6lcekli tiretime simdilik uygun degildir (Kimiz-Gebologlu ve Oncel, 2022).
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Sekil 18. Eksozom izolasyon yontemleri (G. Yang ve digerleri, 2023).

2.4.5. Eksozomlarin Karakterizasyonu

Eksozomlarin izolasyonundan sonra klinik 6l¢ekte uygulama asamasina gegmeden 6nce
izolasyon siirecini degerlendirmek, eksozom safligini, eksozomun tasidig1 protein ve niikleik
asit kargosunun karakterize edilmesi gerekir. Karakterizayson i¢in kullanilan teknikler
biyofizikel 6zelliklerin belirlenmesi icin nanopargacik izleme analizi (NTA), dinamik 11k
sacilim1 (DLS), akis sitometrisi (FCS), elektron mikroskobu (EM), protein igerigi i¢in Western
blotlama (WB), enzime bagli immiinosorbent tahlili (ELISA), DNA/RNA igerigi sekanslama
yontemleri igerir (Sekil 19).
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Sekil 19. Eksozom karakterizasyonu i¢in kullanilan yontemler (Moghassemi ve digerleri,

2024).

Dinamik 151k sac¢ilim1 (DLS): eksozom boyutu hakkinda bilgi verir. Prensip olarak, lazer 1511
slispansiyona gonderilir ve slispansiyondaki Brownian hareketi yapan parcaciklardan sagilma
yogunluklarindaki dalgalanmalar1 analiz edilerek numunedeki vesikiillerin ¢ap aralig1 belirlenir
(Gurunathan ve digerleri, 2019). DLS ile paralel kullanilan bir diger karakterizasyon yontemi
de uygulanan elektrik alaninda hareket eden partikiiliin ylizey potansiyelini Olgen zeta

potansiyeldir (Moghassemi ve digerleri, 2024).

Nanoparcacik izleme analizi (NTA): DLS ile benzer olmasina ragmen NTA’da lazer gdnderilen
numunedeki partikiillerin Brownian hareketi, cihazda optik mikroskoba hassas kamera ile
kaydedilir ve goriintii analizi yoluyla pargacik boyutu iliskilendirilir. DLS yonteminde 6l¢tiim
minimum alt ¢ap1 30 nm’dir. (Szatanek ve digerleri, 2017). NTA partikiil ortalama boyut ve

boyut dagilimi, miktarini1 ve fenotipi verir. (Gurunathan ve digerleri, 2019).

Akis sitometresi (FCM): FCM eksozomlarin yiizey proteinlerine gore ayrim yapar. Bu teknikle,
eksozomlarda eksprese spesifik ylizey isaretleyicileri kullanarak heterojen bir topluluk olan
eksozomlarin alt popiilasyonlar1 belirlenebilir (Moghassemi ve digerleri, 2024). Diger
yontemlerle kiyaslanirsa FCM, klinik 6rneklerin tekrarlanabilir analizi i¢in uygun bir tekniktir
(Mahgoub ve digerleri, 2020). Akis sitometresi ile ayn1 okumada bir ¢ok farkli parametre
bakilabilir. Dezvantajlar1 arasinda 300 nm altindaki boyutlar1 belirlenemezken diger EV’ler
tespit edilebilir. Eksozomlar boyutlarindan dolayr belirlenemezken, membran antijenlerine

hedefli baglanan floresan boya etiketli antikorlarla bu asilabilir.
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Teknigin mantig1, sivi akisiyla birlikte numunedeki partikiillerin lazer 1sinindan
gecirilmesi ve bu partikiillerin = 15181 dagitmasma dayanir. Cihaz dedektorleri etiketli

parcaliklarin floresan yogunlugunu ve sagilan 15181 6lger (Panigrahi ve digerleri, 2022; Miron
ve Zhang, 2024).

Eksozomlarin hem boyutlari hem de morfolojilerininin incelenmesinde 2 farkli
mikroskop teknigi, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) kullanilir. EM’nin mantigi, elektron saglayicisi materyal ile kaplanmis
numunenin lizerine 1§in uygulanmasiyla olusan ikincil elektronlarin cihaz mercegi tarafindan
toplanip, morfolojik tanimlama yapilmasidir. (Panigrahi ve digerleri, 2022). EM ¢alismalar1
sonucunda eksozomlarin kiireselligi, diger EV’lerin ise heterojen sekillerde goriindiigii

belirlenmistir (Szatanek ve digerleri, 2017).

Eksozom proteinlerinin karakterizasyonunda ilk adim nispeten daha basit yontemler olan
kolorimetrik Bradford yada bisinkoninik asit (BCA) yontemi ile total protein miktar tayinlerini
yapmaktir. Western blot (WB) ve enzime bagli immiinosorbent tahlili (ELISA), ikinci adim
yontemlerdir (Pelissier Vatter ve digerleri, 2020). WB isleminde hiicresel kokenden gelen ve
eksozomlarin karakteristik yiizey belirtecleri kabul edilen CD9, CD63, CD81,ve TSG101
varli@1 bunlara spesifik antikorlar kullanilarak testpit edilir. WB ile islemi vezikiiliin kimligi
belirlenir (Mehryab ve digerleri, 2020). ELISA, yaygin bir immiin etiketleme teknigidir.
ELISA mantig1, hiicre kiiltiirii yada viicut sivilar1 gibi 6rneklerden 6nceden kit plakasinin
tabanina sabitlenmis antijene spesifik antikorlarla eksozomlarin se¢ici yakalanmasidir. Tutulan
ekszomlarla miktar tayini yapilmsi saglanir (Szatanek ve digerleri, 2017) Bu teknik eksozom
profili olusturma ve teshis i¢in kullanilir (Lai ve digerleri, 2022). Eksozomlarin tasidiklar bir
diger yiikte niikleik asitlerdir. Eksozom karakterizasyonu i¢in niikleik asitlerde tanimlanabilir.
DNA/RNA igerigi mikrodizi analizi, yeni nesil dizileme (NGS), polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) ile analiz edilebilir. (Miron ve Zhang, 2024).

2.4.6. Eksozomlara Ila¢ Yiikleme Teknikleri

Eksozomlar hiicreler arasi tasinarak, niikleik asit, protein ve terapdtik ilaglart alict
hiicrelere yiikleyerek bilgi ve madde aligverisi saglarlar. Dolayisiyla, hiicrelerin mevcut
fizyolojisini degistirebilirler. Literatiirde, ilaglarla yiiklii eksozomlarin umut vaat edici terapdtik

etkilerine deginilmistir. Ancak eksosomlara ila¢ yiiklemenin belirli bir kapasitesi ve nispeten
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diisiik verimi vardir. Bu verimin arttirilmasi iizerine ¢alisiilmalidir (Zeng ve digerleri, 2023).
Eksozomlarin gelecek arastirmalari, 6zellikle etkili ila¢ dagitimina ve bunun klinik etkisine
odaklanmalidir. Bu noktada yiklii eksozomlarin olusturulmasi i¢in gelismis ilag yiikleme
teknikleri anahtar rol oynar. Su anda terapotik ilaglarin, niikleik asitlerin ve proteinlerin
eksozom kapsiilasyonu igin iki grup vardir: Eksozom eldesi sonrasinda yiikleme (eksojen),

eksozomun hiicre ici biyogenezi sirasinda (endojen) yiikleme (X. Zhao ve digerleri, 2020).

Endojen yiikleme yonteminde, eksozomda paketlenilmesi istenilen kargonun dondr
hiicreye aktarilmasi ilk adimdir. Dondr hiicrede eksozom biyogenezinde dolayli olarak istenilen
kargolu eksozomlar paketlenir ve salinir (Han ve digerleri, 2021). Salinan eksozomlar sonraki
uygulamalar i¢in toplanir. Bu yiikkleme i¢in en ¢ok kullanilan yontemler; inkiibasyon,
transfeksiyon ve elektroporasyondur (Sekil 20). En biiyiik dezavantaji eksozomlara yiiklenen
kargo miktarinin kontrolsiiz olmasidir. Ayrica tiim kargolar kolayca hiicrelere giremez ve

salincak eksozomlara dahil edilemez (X. Zhao ve digerleri, 2020).

Eksozjen yiikleme yontemi, donér hiicrelerden eksozomlarin izole edilmesinden sonra bu
eksozomlara kargolarin ¢cogunlukla elektroporasyon, sonikasyon, inkiibasyon yontemleri ile,
bazende donma-¢ézme, saponin aracili gegirgenlestirme veya ekstriizyon yontemleri ile
paketlenmesidir (X. Zhao ve digerleri, 2020). Endojen yiiklemeye gore daha verimli kabul
edilirken, dezavantaj olarak secilen yiikleme yontemine gore eksozomlarin membran
biitlinliigiinde degisiklige sebep olabilmesi ve ayrica kargolarin aktivitesi etkilenebilmesidir

(Han ve digerleri, 2021).
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Birlikte inkiibasyon, ila¢ ve eksozomlarin inkiibasyonu yada ilacin dondr hiicre ile inkiibe

edilerek hiicrede yogunlagmasi sonrasi ilagla yiiklenmis eksozom olarak sekrete edilmesidir.
Hidrofobik ilaglarin, hidrofobik eksozom zari lipitleri ile etkilesime girmesinden dolay1 bu
ilaglar inkiibasyon yonteminde daha sik kullanilmigtir, hidrofilik ilaglarla uyumlu degildir
(Peng ve digerleri, 2020; Xi ve digerleri 2021). Inkiibasyon ydntemi eksozom zar1 stabilitesini
bozmayan ve basitligi ile en ¢ok calisilan yontemdir. Dezavantaji ise yiikleme oraninin yiiksek
olmamasidir (Mehryab ve digerleri, 2020). Yang ve digerlerinin (2015) paklitaksel ve
doksorubisin terapétiklerinin eksozomal formiilasyonlarinin beyin kanseri tedavisi icin KBB'
yi gecip beyne girdigini gosterdiler. Eksozom ve ilaglar, 2 saat siireyle 37 °C'de inkiibe

edilmesinin ardindan doksorubisinin eksozomlara paklitakselden 18 kat daha fazla yiiklendigini

bulmuslardir (T. Yang ve digerleri, 2015).

Elektroporasyon, etkili yiikleme yontemlerden biridir. Kisa ve yliksek voltajda elektrik
akimi ile eksozomlarin membraninda kiicliik gdzeneklerin olusmasi saglanir ve istenilen
kargolar gecirgenligi artmis membrandan difiize olarak igeri yayilir. Eksozomun membran

biitiinltigii, elektroporasyon sonrasinda bir siire inkiibasyonla geri kazanilir (Xi ve digerleri

2021). Ilag yiikleme verimliligi elektroporasyon parametrelerine gore degiskenlik gosterir.
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Kondenser kapasitesi, voltaj, atim darbe sayis1 ve siiresi gibi parametreleri eksozomlarin
membran tipleriyle iliskili oldugundan farkli hiicre kokenli eksozomlar i¢in farkli kosullarda
optimize edilmelidir (Kimiz Gebologlu ve Oncel, 2022). Cesitli ¢calismalarda yaygin olarak
uygulanan parametre degerleri 350 V yada 400 V ve ~150 pF kapasitedir (Mehryab ve
digerleri, 2020). Elektroporasyonun sinirlamasi yiiksek elektrik alanla eksozomlarin
agregasyonunun artmasi ile verimin azalmasidir (Xi ve digerleri, 2021). Tian ve digerlerinin
(2014) yaptig1 bir calismada MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicreleri ile olusturulmus
meme kanseri tiimorii tasiyan farelerde, dendritik hiicrelerinden tiiretilmis eksozomalara
350 V/150 pF’da yiikklenen Dox ilacinin antitimor etkileri  degerlendirilmistir.
Elekroporasyonla ila¢ kapsiilleme verimliliginin %20 oldugu bulunmustur (Y. Tian ve

digerleri, 2014).

Sonikasyon yonteminde eksozom ve ilag karisimina homojenizasyon probu ile ultrasonik
dalgalar verilmesidir. Sonikasyonla eksozom zar1 deforme olur ve kargolar iceri yayilir. Bu
yontem sonrasi membran zar biitiinliiglinlin saglanmas1 adina eksozomlar bir siire inkiibasyona
birakilir (Xi ve digerleri, 2021). Sonikasyonun zar biitiinliigline verdigi zarar ve eksozomlarin
agregasyonu sebebiyle olumsuz etkileri olsa da, optimizasyonu ile ila¢ yiiklemede yiiksek

verim saglayabilen yaygin bir yontemdir (Zeng ve digerleri, 2023).

Kim ve digerlerinin (2016) yaptig1 bir calismada PTX, RAW 264.7 hiicrelerinden
tiiretilmis eksozomlara yliklemek i¢in sonikasyon, elektroporasyon ve inkiibasyon yontemlerini
karsilastirildi. Sonikasyon en 1yi yiikleme kapasitesini saglarken bunu elektroporasyon ve
inkiibasyon takip etti. Sonikasyon yontemi icin %20 genlikte, ii¢ dakika stiresince 30 saniyelik
6 dongii uygulandi. Her dongiide bir sogutma arasi verildi, ardindan membranin toparlanmasi
icin 37 °C'de 60 dakika inkiibasyon yapildi. Elektroporasyon yontemi i¢in protokol olarak 1000
kV, 5 ms elektroporasyon, ardindan 37 °C'de 30 dakika inkiibasyon uygulandi. Inkiibasyon
yontemi icin karisim 37 °C'de 1 saat c¢alkalanarak inkiinbasyon yapildi (Kim ve digerleri,
2016). Aynm1 grubun 2018 yilinda yaptig1 diger ¢alismada akciger kanseri hiicrelerinin asiri
eksprese ettigi sigma reseptoriinii hedeflemek i¢in yiizey modifikasyonlu PTX yiiklii makrofaj
hiicrelerinden tiiretilmis eksozomlar gelistirildi. Sonikasyon yontemi ile yiiklenen

eksozomlarin PTX yiikleme kapasitesi %33 olarak belirlendi (Kim ve digerleri, 2018).

Donma-¢ézme, hizli sicaklik degisimleri ile kargolarin eksozomlara dogrudan yiiklenmesi

yontemidir.
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Protokol olarak eksozom ve ilaglarin oda sicakliginda inkiibasyonu yapilir, -80 °C'de yada
stv1 nitrojende dondurulur. Ardindan karisim oda sicakliginda ¢ozdiiriiliir. Verimlilik agisindan

bu adimlar en az 3 kere dongiiler halinde tekrarlanir (Kar ve digerleri, 2023).

Plazma zar1 bu sicaklik degisimleri ile yirtilip onarilir, bu dongiiler sirasinda ilag eksozom
icine yayilir. Eksozomlar diisiik sicakliklarda stabil kalabildiginden, don-¢6z dongiileri
eksozomun biyolojik aktivitesine ve zar yapisinda doniisiimsiiz zarar vermez ancak
eksozomlarin bir araya toplanmasi sinrilayici olabilir (Zeng ve digerleri, 2023). Yontem
uygulama agisindan basit olmasina ragmen, ilag¢ yiiklemedeki performansi sonikasyonla

karsilastirildiginda diisiiktiir (Kar ve digerleri, 2023).

Saponin aracili yiikleme yonteminde bir yiizey aktif molekiil olan saponin, eksozom
membraninda bulunan kolesterol ile kompleks yapi olusturur. Bu membran gegirgenligini
arttirarak ilacin eksozom i¢ine girmesi saglanir. Hidrofilik, hidrofobik ve molekiilce agir olan
ilaclar bu yontemle yiiklenebilir. Ortamdaki saponinler eksozomlarin morfolojisini etkilemez
ancak yiikkleme ardindan saponinler in vivo toksisite nedeniyle ek saflastirma ile
uzaklagtirllmalidir.  Prosediir basittir, eksozomlar saponinin ve ilagla kisa siireli inkiibe
edilmesinin ardindan saponin uzaklastirilir (Peng ve digerleri, 2020; J. Tian ve digerleri, 2023).
Fuhrmann ve digerlerinin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada Saponin aracili yontemle farkl
hiicrelerden elde edilen eksozomlara porfirinler oda sicakliginda 10 dakika siireyle 0,1 mg/mL
konsantrasyonda saponin ile inkiibe edilmesiyle basariyla yiiklenmistir. Birlikte inkiibasyon
yontemiyle karsilastirildiginda yiikleme verimliliginde 11 kat artis sagladigi bulundu. Buna ek
olarak eksozoma yiiklii ilacin, serbest ilaca gore hiicresel aliminda ve terapotik etksisinde artis

gozlemlendi (Fuhrmann ve digerleri 2015).

Ekstriizyon yonteminde ilag yiiklemesi i¢in eksozom ve ilaglar karistirilir, ardindan
karisim farkli gézenek boyutlarinda (100-400 nm) siringa bazli membranlarla donatilmis bir
lipit ekstruderden gegirilir (Zeng ve digerleri, 2023). Tekrarlanan adimlardan sonucunda
eksozom zar1 deformasyonuyla ilaglarin eksozomun ig¢ine girmesi saglanir. En sonunda igeri
giremeyen ilaglar santrifiijjleme veya filtreleme ile uzaklastirilir. Hidrofobik, lipo-¢6ziiniir,
diisiik molekiiler agirlikli ilaglar bu yontem i¢in uygun tiirde ilaglardir (J. Tian ve digerleri,
2023). ilag yiikleme verimliligi yiiksek olmasina ragmen kullanilan basingla eksozomlarin
membran biitlinliigiinii bozmas1 dezavantajidir (Peng ve digerleri, 2020). Zhang ve digerlerinin
(2021) yaptiklar1 bir caligmada insan gobek kordonundan elde edilen mezankimal kok

hiicrelerden toplanan eksozomlara don-¢6z ve ekstriiksyon yontemiyle basarili bir sekilde PTX
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yiiklemesi yapildi. Ekstriizyon yontemi i¢in, PTX ve eksozom karigimi, 100 nm gozenekli lipit
ekstriiderinden 11 kez gegirildi ve yiiklii eksozomlar eksozom saflagtirma kiti ile toplandi.
PTX’in ekstriiksyon ile yiikleme verimliligi, don-¢6z yontemine kiyasla daha yiiksekti (L.
Zhang ve digerleri, 2021).

Ilaglarin eksozomlara yiiklenmesindeki verimliligi cesitli parametreler etkiler. Bunlar ilag
tiirli, eksozom ilag orani ve eksozomun yapisidir. Eksozom ilag orani ilacin 6zelligine bagl
olarak, literatiirde ¢ogunlukla ayni oranda yada eksozom miktar1 ila¢ miktarina gore daha

yiiksek oranda kullanilmistir (Mehryab ve digerleri, 2020).

Eksozomlar ¢ift lipit katmanli membranla cevrelenmis, hidrofilik bir c¢ekirdekten
meydana gelir. Ilaglarm hidrofiliklik/hidrofobik &zelligine gére uygun yiikleme yontemi
belirlenmelidir. Eksozomun ¢ift katmanli lipit yapisina paklitaksel, dosetaksel gibi
hidrofobik/lipofilik ilaglar dahil edilebilir ve membrandan kolayca salinamaz. Boylece istenilen
stirekli salimim profili sergilenir. Doksorubisin ve 5-FU gibi hidrofilik ilaglar ise ¢ekirdege

yiiklenebilir. (Kimiz-Gebologlu ve Oncel, 2022; Mehryab ve digerleri, 2020).
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Sekil 21. Eksozomlarin ¢esitli dagitim kargolarinin eksozom yapisinda bulunma yerleri

(Kimiz Gebologlu ve Oncel, 2022).
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2.4.7. T hiicreleri ve Eksozomlar

Immiin sistem cesitli bagisiklik hiicrelerini barindiran karmasik bir sistemdir. Immiin
sistem hiicreleri 2 kategoriye bdliiniir: notrofiller, makrofajlar, dogal 6ldiiriicii ve dendritirik
hiicreler olarak dogustan gelen bagisiklik ve T, B hiicrelerini igeren adaptif bagisiklik (Chen ve
digerleri, 2023).

Bunlarin i¢inde T hiicreleri, kanser hiicrelerini taniyip onlar1 yok etme potansiyeliyle T
hiicre bazli terapi olarak kanserle savasta devrim yaratti. Kanser immiinoterapisi kiginin kendi
immiin sistemini kanseriyle savasmak i¢in kullanmak olarak 6zetlenebilir (Want ve digerleri
2023). T hiicreleri kemik iliginden iiretilen ¢ok potansiyelli kok hiicrelerdir. Farkli gorevlere
sahip heterojen lenfositleri temsil eder. Timusta olgunlasarak gérev yapacagi immun aktiviteye
sahip T hiicrelerine evrilir. Antijenle aktiflestirildiginde farklilasip, sayica ¢ogalir ve immiin
gorevine baglar (Wang ve Shi, 2022). T hiicreleri iki ana grupta kategorize edilir; yardime1 T
( CD4" ) ve sitotoksik T (CD8 ™) hiicreleri. CD4 * T hiicreleri immiin tepkilerinin neredeyse
hepsinde ana rol oynayan heterojen T hiicreleri grubudur ve kisa yada uzun siireli enfeksiyon
ve timorlere cevap olarak cesitli alt gruplara farklilasabilir; folikiiler yardimc1 T hiicreleri (Tth),
Th (1, 2, 9, 17, 22), ve diizenleyici T hiicreleri (Treg). Anormal T hiicresi immiinitesi,

otoimmiin hastaliklar1 tesvik edebilir (Lu ve digerleri, 2018; Sun ve digerleri, 2023).

Literatiir, immiin hiicrelerinin fizyolojik ve hastalik durumunda immiin diizenleyicileri
olarak gorev yapacak olan eksozomlar1 sekrete ettigini gostermistir (Q. Li ve digerleri, 2019).
Bu eksozomlar diger immiin hiicrelerini aktive edebilir, antijen sunabilir, immiin tepkilerini
baskilayabilir ve boylece immiin regiilasyonunu saglarlar (Hazrati ve digerleri, 2022; Y., Zhang

ve digerleri, 2019).

Bagisiklik hiicrelerinden sekrete edilen eksozomlar, kaynak aldiklart hiicre islevlerinin
cogunluguna sahiptirler. T hiicreleri, hedeflerini dogrudan 6ldiirmek, CD8 * T hiicrelerinin
timor yada enfekte olmus hiicrelerle savasmasina, B hiicrelerine yardimecr olmak yada
inhibasyonunu saglamak, sitokin iiretmek gibi islevlerini yansitan eksozomlar salgilar. T
hiicresinden iiretilen eksozomlar, ana hiicrelerin islevini mimikri yaparak kanser
immiinoterapisinde antitiimor isleve katki sagladigi belirlenmistir. Bu sebeple, T hiicresi
eksozomlar1 kanserde etkili tedavi icin potansiyeldir. (Zhou ve digerleri, 2023; Wang ve Shi,
2022).
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CD8+ T hiicreleri viral savunmada ve anti-tiimor immiinitesinde ana savunma hatti olarak
tiimdr hiicrelerini ortadan kaldirabilir. Caligmalar, CD8 + T eksozomlarinin, immiin ve tiimor
hiicreleri arasinda bilgi aligverisinde rol aldigi ve bdylece tiimorin timor olusumu ve

gelisiminde ¢ift tarfli diizenleyici roliinii ortaya ¢ikardi (Zhou ve digerleri, 2023).

CD4 + T hiicreleri ise immiin yanitlarininin diizenlenmesi de ¢ok yonlii roller oynar.
Timore karst anti-tiimor etki, T hiicresinin bolgeye infiltrasyonuna ve T hiicre aktivasyonuna

baghdir.

CD4+ T eksozomlari, CD8+ T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve daha aktif olmalarini
saglayabilir, boylece CD8+ T hiicrelerinin anti-timdr etkisini arttirabilir. (Chen ve digerleri,
2023). Bununla birlikte, CD4 + T eksozomlar1 , kendi ¢ogalmasini ve CD8 +T hiicresi
tepkilerini spesifik olarak inhibe edebilir. Buda da, CD4 + T eksozomlari immiin sistemi

engelledigi i¢in, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde olasilik olusturur (Lu ve digerleri, 2018).

Yapilan g¢aligmalarda T hiicresinden {iiretilen eksozomlarda, hiicrelerin aktivasyonu,
¢ogalmasi, farklilagmasi ve antijen sunumu gibi rolleri olan molekiiller eksprese edildir. Ve ayni

zamanda bu molekiiller kaynak T hiicresindede tespit edilmistir (Lu ve digerleri, 2018).

Zebrowska ve digerlerinin (2022) yaptiklar1 ¢aligmada kan plazmasindan eksozomlar
izole edildi. Daha sonra T hiicresinden sekrete edilen CD3(+) ve CD3(-) 6zellikli eksozomlari
secici olarak saflagtirmak i¢in anti-CD3 Ab'ler ile immiin yakalama yontemi kullanilda.
Ardindan iki grup i¢inde metabolomik ve proteomik analizler yapildi. CD3(+)/(-) eksozom
fraksiyonlarinda artan proteinlerin bagisiklikla ilgili siirecler ve stres tepkisiyle iliskili oldugu
belirlendi. CD3(+) esozomlarin keseciklerinde artan protein ifadesi l6kosit aktivasyonu ve gocii
ile iliskilendirilirken, CD3(-) fraksiyondaki eksozomlarin artan ifadesi notrofillerle
iliskilendirildi. Kolesterol ve sfingolipidlerin T hiicrelerinin fizyolojik isleyisinde rol oynayan
plazma membranlarinin temel bilesenleri oldugu bilinmektedir. Caligmada da izole edilen
CD3(+) fraksiyonunun lipid bilesimi de , T hiicrelerinin membran 6zelliklerini tasiyordu. Sonug
olarak izole edilen eksozomlar kaynaklandirklar: T hiicrelerinin 6zelliklerini tagtyordu. insan
kanindan izole edilen eksozomlarin T hiicresi biyopsisi olarak islev gorebilecegi belirtildi.

(Zebrowska ve digerleri, 2022).

Hedef alic1 hiicre, farkli vericilerden alinan T hiicrelerinin membran reseptorlerine karsi
immiin tepki olusturabilsede, bu eksozomlar boyutlarinin ¢ok kii¢iik olmasindan dolay1 yabanci

olarak algilanamazlar. Bu sebeple ylizey reseptorleri c¢ogunlukla antijenik 6zellikler
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gostermezler. (Sovunjov ve digerleri, 2023) Bu tezde kullanilan Jurkat hiicre hatti, CD4+, CD8-
‘tir, fazlaca olgun TCR eksprese eder ve MHC sinif I icermez (Roose ve digerleri, 2003).
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Sekil 22. T hiicrelerinden salgilanan tipik bir eksozomun yapisi ve bilesenleri (Lu ve digerleri,
2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1 Kullanilan Malzemeler

Tablo 2. Calismalarda kullanilan malzeme ve kimyasal listesi

MALZEME
MDA-MB-231 hiicre hatt1
Jurkat hiicre hatt1
RPMI-1640 besiyeri
Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM)

Besiyeri
Dimetil siilfoksit (DMSO)
Fetal Bovin Serum (FBS)
%25 Trypsin-EDTA
Penicilin-Streptomycin

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS)

Kemiliiminesans Reaktif
Ultrasantrifiij tiipti
Total RNA izolasyon kiti

cDNA sentez kiti

SYBR Green master mix

Paklitaksel
Anti CD-81 antikor
Anti CD63 antikor
Anti-rabbit [gG HRP-linked

MARKA
ATCC (HTB-26)
ATCC (TIB-152)

Sigma

Sigma

Sigma
Capricorn
GIBCO

Sigma

Sigma

Santa Cruz (sc-2048)
Beckmann Coulter

PureLink RNA mini kit, Ambion
(12183018A)
applied biosystems (4368814)
ELK Biotechnology, EnTurbo SYBRGreen
PCR SuperMix (EQ001)
Sigma
Ray Biotech (119-15801)
Fine Test (FNab01490)
Cell Signaling (#7074S)
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Kemiliiminesans reaktif

mini-PROTEAN TGX pre-cast jel
Prestained Protein Ladder
Watmann filtre kagidi
FITC Annexin V Kiti

JC-1 boyama Kiti

Transwell Permeable membrane 6.5mm ¢apl

insert, 0.4 um

3.1.2 Kullamilan Cihazlar

Santa Cruz sc-2048
Biorad

ThermoScientific
Watmann
BD Pharmingen (2293683)
BD Pharmingen (551302)

Costar (3470)

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlarin listesi.

KULLANILAN CiHAZ
Hiicre Kabini
CO2 Inkiibator
Mikroplaka Okuyucu
RT-PCR cihazi
SDS-PAGE ekipmanlari
Western Blotlama Cihazi
Mikroskop
Orbital Calkalayici
Santrifiij
Elektroporasyon cihazi
Ultrasantrifiij
Zeta-sizer Nano ZS
Goriintiileme Cihazi
Nanodrop
pH Metre

Vorteks

MARKA
BIOBASE
Niive EC 160
BioTek Epoch

Applied Biosystems, StepOnePlus

BioRad
BioRad, Transblot Turbo
Zeiss Axio Vertl
ThermoScientific
Niive / NF 800R
BioRad Gene-Pulser Xcell
Beckman Coulter
Malvern
Syngene GBox
Nabi
Mettler Toledo
ISOLAB
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Hassas Terazi Shimadzu

EVE otomatik hiicre sayac1 NanoEnTek
0.22 um CA filtre ISOLAB
Akis sitometri cihazi Agilent, NovoCyte
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda insan meme kanseri MDA-MB-231 (HTB-26) ve insan akut T hiicresi
16semisi Jurkat (Clone E6-1,TIB-152) hiicre hatlar1 kullanilmistir. MDA-MB-231, TNBC’nin
mezankimal alt tipini temsil eden 51 yasinda invazif duktal karsinomlu bir kadin hastanin
plevral efiizyonundan izole edilmis aderent hiicre hattidir. Agresif dogaya sahip oldugu i¢in geg

evre meme kanserlerini modellemek tlizere ¢alismalarda kullanilmistir.

Jurkat, 14 yasinda erkek akut T hiicreli 16semi hastasinin periferik kanindan elde edilmis
T lenfoblast siispanse hiicre hattidir. Bu hiicre dizisi, bagisiklik sistemi bozuklugu

aragtirmalarinda ve T hiicresi sinyallemesi, ve immiinonkoloji arastirmalarinda kullanilabilir.

Hiicreler Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilip, Aydin Adnan
Menderes Universitesi Tibbi Biyokimya béliimii Prof. Dr. Ozge CEVIK’ e ait stoklardan

kullanilmistir.

A

Resim 1. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari
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3.21.1. MDA-MB-231 Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi, Cogaltilmasi, Pasajlanmas1 ve

Dondurulmasi

MDA-MB-231 hiicreleri T-25 hiicre kiltiirii flasklarina ekildi. Ekilen hiicreler, % 10
FBS + %1 penisilin/streptomisin ve NaHCO3 iceren DMEM besiyerinde, 37 °C’ de, % 5 CO»
iceren ortam kosullarda biiyiitildii.

MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in flask taban yogunlugu % 80-90’a ulastiginda pasajlama
islemi gerceklestirildi. Pasaj icin oncelikle besiyeri ¢ekildi ve taban 2 defa DPBS ile yikandi.
Sonrasinda tabanda aderent halde bulunan hiicreleri siispanse yapmak i¢in Tripsin-EDTA
soliisyonundan (1 mL) eklendi ve 37 °C, % 5 CO: igeren inkiibatorde 2 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda aderent hiicreler tabandan ayrild1 ve Tripsin etkisini inaktive etmek icin FBS
iceren besiyeri (1:3) eklendi ve pipetaj yapildi. Hiicreler hiicreler 15 mL’ lik falkonlara alind1
ve 1350 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kismi atild1 ve pellet
kismi, besiyerinde siispanse edildi. Cozelti halindeki hiicreler kurulacak deney planina gore
kuyucuklu plakalara ve kiiltiir flasklarina geri ekildi. Hiicreleri dondurma asamasinda
pasajlama prosediirii kullanild1 ve hiicreler cryovial tiiplerde dondurma besiyeri icerisinde

asamal1 olarak -80 °C’ deki dolaba ardindan -196 °C’ deki s1v1 azot tankina kaldirildi.

goriintiileri.
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3.2.1.2. Jurkat Hiicrelerinin Bilyiitiilmesi, Cogaltilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Jurkat hiicreleri T-75 hiicre kiiltiirii flasklarina ekildi. Ekilen hiicreler, % 10 FBS + %1
penisilin/streptomisin ve NaHCO3 igeren RPMI-1640 besiyerinde, 37 °C’ de, % 5 CO2 iceren
ortam kosullarinda biiyiitiildii. Her iki giinde bir besiyerinden g¢ekilerek ve taze RPMI-1640

eklenerek ortam degistirildi.

Jurkat hiicre hatt1 i¢in flasktaki besiyeri yogunlugu % 90’a ulastiginda pasajlama islemi
gerceklestirildi. Flasktaki tiim besiyeri c¢ekilerek, 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatat kismi atildi ve pellet kism1 RPMI besiyerinde siispanse edildi. Cozelti halindeki
hiicreler kiiltiir flasklarina geri ekildi. Calisma siiresinde hiicreler stok almak i¢in belli

araliklarla sayim yapilarak donduruldu.

Hiicreleri dondurma asamasinda pasajlama prosediirii kullanildi ve hiicreler cryovial

tiiplerde dondurma besiyeri igerisinde agamali olarak -80 °C’ deki dolaba ardindan -196 °C’

deki s1v1 azot tankina kaldirildi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Sayimi

Hiicreler kuyucuklara ve flasklara ekim yapilmadan dnce, her kuyucuga 6nerilen hiicre
sayis1 kadar ekebilmek i¢in hiicre pasajlamasi sonrasi otomatik hiicre sayaci (EVE,
NanoEnTek) cihazi ile hiicre sayimi yapildi. Saymm islemi i¢in 1:1 oranda 10 pL siispanse
edilmis hiicre ve 10 pL Tripan Mavi boyasi karistirildi, 2 dakika oda sicakligina bekletildi. 10
pL sayim slaydina konuldu. Hiicrelerin Tripan mavisi ile sayiminda 6lii olan hiicreler boyay1

icine alip mavi renkte goriiniirken, beyaz kalan hiicreler yasayan hiicrelerdir. Boyanmamis
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hiicrelerin sayilmasi sonucunda mL basina diisen canli hiicre sayist hesaplanir. Boylece hiicre

plaklarindaki her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktar1 belirlenir.

Resim 4. Otomatik hiicre sayaci kullanilarak hiicrelerin sayimi.

3.2.2. Jurkat Hiicrelerinden Eksozom Salinmasi ve izolasyonu

Jurkat hiicreleri T-75 flasklara ekildi. 37 °C,%5 CO: igeren ortamda ve %10 FBS ve
%1 penicillin-streptomisinli RPMI Dbesiyerinde kiiltiire edildi. Hiicreler %80-90
yogunluktayken tiim besiyeri c¢ekilerek, 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatat
kismu atildi ve pellet kism1 RPMI’da siispanse edildi. Cozelti halindeki hiicreler eksozom
salimimi i¢in FBS i¢cermeyen (aglik besiyeri), sadece %1 penicillin-streptomisin igeren RPMI
besiyerinde 48 saat inkiibe edildi. A¢lik besiyerinden 48 saat siiresince salinan eksozomlari
toplamak igin, besiyeri c¢ekildi. Toplanan besiyerlerindeki o6lii ve yasayan hiicreleri
uzaklastirmak i¢in 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.Ultrasantrifiij dncesi toplanan
numunelerdeki hiicre kalintisi, protein agregatlarini uzaklastirmak i¢in 6nden 8000 rpm’de
4°C’de, 30 dakika santrifiijleme ve ardindan 0.22 pm ISOLAB CA (selilloz asetat) siringa
filtesi ile stizme yapildi. Siiziintiiler rotora uyumlu ultrasantrifiij tiiplerine doldurularak,
ultrasantrifiij cihazinda (Optima MAX-XP Ultrasantrifiij, Beckman Coulter) 4°C’de 500.000
g’de 3 saat santrifij edilerek eksozomlarin c¢oktiiriilmesi saglandi. Siipernatant kismi
uzaklastirildi ve elde edilen pellet pH 7,4 Fosfat tampounda siispanse edilerek sonraki deneyler

i¢in -80°C de muhafaza edildi.
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Aglik besiyeri 48 saat
sonra toplandi.
(-FBS, %1 pen-strep,
RPMI)

1500 rpm 8000 rpm
10 dk 30 dk
RELGT] Santrifiij
yapildi. yapildi.

BECKMAN
COULTER.

022 pm CA
siringa filtresi
ile siizme
yapildi.

Siipernatant kismi
uzaklastirildi ve
pellet pH 7.4 PBS
tamponunda
500.000 g’de 3 siispanse edildi.
saat, 4°C’de, ultra
santrifiij ile
santrifiijlendi.

Resim 5. Eksozom izolasyon g¢alismalar1 A) Eksozom igeren hiicre besiyerinin ultrasantrifiij

tiiplerine doldurulmasi B) Ultrasantrifiij rotoru C) Eksozom izolasyonu i¢in kullanilan

ultrasantrifiij cihaz1 D) Ultrasantrifiij sonrasi ¢oken eksozom pelleti.

3.2.3. Eksozom Boyut Ol¢iimii

Eksozomlari boyut analizi dinamik 151k sa¢ilimi prensibi ile Anton Paar Litesizer 500

sinyal, boyut dagilimina doniistiiriiliir.

instrument kullanilarak yapildi. Eksozomlar 1/100 diliisyon yapilarak sivi haldeki formlart
90°’1ik lazer ortaminda 6l¢iildiir. Bu 6l¢iim yonteminde gonderilen lazer, pargaciklar tarafindan

kirilarak sacilir, sagilan 15181n yogunlugundaki dalgalanma dedektorler tarafindan yakalanir ve
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Resim 6. Eksozom boyut 6l¢imiinde kullanilan cihaz.

3.2.4. Eksozomlarin Yiizey Belirteclerinin Kontrolii

3.2.4.1. SDS-PAGE Elektroforezi

Eksozomlar1 karakterize etmenin bir yontemi de eksozomlara 6zgii ylizey belirteclerinin
kontroliidiir. Bunun i¢in izole edilmis eksozomlarin western blot yontemi ile CD81 ve CD63
belirtecleri arastirildi. PBS’te siispanse edilmis eksozom pelletleri 1:1 oranda hazirlanan 2X
ornek hazirlama tamponu (%4 SDS, %20 gliserol, %10 B-merkaptoetanol, % 0.004 bromfenol
mavisi ve 0.125 M Tris HCI, pH 6.8) ile karistirilip, termal blokta 95°C’de 5 dakika siire
denatiire edildi. SDS-PAGE i¢in %8-16 Biorad mini-PROTEAN TGX pre-cast jel, kullanildi.
Ornekler BCA Kkiti ile protein miktar1 6lgiildiikten sonra, her kuyu 5-10 ug protein icerecek
sekilde yiikleme yapildi. Yiiklemede kontrol olarak ayni oranda hiicre lizatlar1 kuyulara
yiiklendi. Referans i¢in bir kuyuya 3 pl protein marker (ThermoScientific, Prestained Protein
Ladder) yiiklendi. Jeller elektroforez yiiriitme ¢ozeltisinde (5 mM Tris, 38.4 mM Glisin, % 1
SDS) 1-2 saat 100 volt sabit akimla, 4°C’de buz dolabinda yiiriitiildii.
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3.2.4.2. Blotlama islemi

Elektroforez sonrasi jel cikartildi ve transfer ¢ozeltisine alindi. Jelde yiirlimiis olan
proteinlerin membrana aktarilmasi i¢in yar1 kuru yontemle immuno blotlama yapildi. Bunun
icin PVDF membran %100 metanolde 5 dakika bekletilerek aktiflestirildi. Ardindan transfer
tamponu (5 mMTris, 38,4 mM Glisin, %15 Metanol) ile 1slatilmis Watmann filtre kagidinin
iistline yerlestirildi. Ardindan SDS-jel ve tstiine transfer ¢ozeltisiyle 1slatilmis ikinci Watmann
filtre kagidinin yerlestirilerek transfer i¢in sandvi¢ haline getirildi. Western blotlama cihazinda
(Bio-Rad, Transblot Turbo) standard program 25 Volt, 1 Amper akimda ve 30 dakika prosesi

secildi ve blotlama islemi gergeklestirildi.

Resim 7. Western blot deney asamalar1 A) Orneklerin kuyucuklara yiiklenmesi, B) elektroforez
islemi, C) membran ve jelin yar1 kuru transfer kasetine yerlestirilmesi, D) Transfer

islemi.

Membran transferinin ardindan, membran TBST (20 mM Tris, 154 mM NaClI, % 0.1
Tween 20) igerisinde hazirlanmis % 2’ lik BSA ile oda sicakliinda, orbital ¢alkalayicida 1 saat
15 dakika bloke edildi. Ardindan %?2 lik BSA ¢ozeltisi igerisinde taze hazirlanan 1.cil antikorlar
1:500 oraninda dilue edildi (Ray Biotech 119-15801, Fine Test FNab01490).
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4°C’de 16 saat boyunca orbital ¢alkayaliyicida inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda membran yikama tamponu TBST ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Membran, %2 lik
BSA ¢0zeltisi igerisinde taze hazirlanan 2.cil antikorlarla (1:2000, Anti-rabbit IgG HRP-linked
Cell Signaling #7074S) oda sicakliginda orbital karistirici iizerinde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan TBST ile tekrar 4 defa 5° er dakika yikand1 ve kemiliiminesans ¢ozeltisi
Santa Cruz Immuno Cruz™ Western Blotting Luminol Reagent (sc-2048) membran iizerine
eklendi, 1 dakikalik karanlikta inkiibasyon sonrasi goriintiileme cihazi (Syngene G:Box) ile

fakli stirelerde 1s1yan bantlarin dansitometrik analizi ImageJ programi degerlendirildi.

3.2.5. Eksozomlara Paklitaksel Yiiklenmesi

Izole edilen Jurkat eksozomlara kemoterapik ilag olan paklitaksel yiiklemesi igin
elektroporasyon yontemi kullanildi. Bu yontemde i¢inde iletken bir ¢ozeltide siispanse edilmis
eksozomlara elektrik akimi1 uygulayarak zarinda gecici kii¢iik gézenekler agilmasi saglanir. Bu
gbzeneklerden istenilen kemoterapatik ila¢ eksozomlarin i¢ kismina girebilir. 0.2 mm’lik
elektroporasyon kiivetine (Sigma) silispanse edilmis eksozom ve Paklitaksel (1uM) eklendi.
Elektroporasyon (Bio-Rad, Gene Pulser Xcell) cihazinda 400V, 125 uF protokol ayarlandi ve 2
pulse akim verildi. Sonrasinda eksozom zarinin yeniden intak olmasi i¢in 30 dakika 37°C *de
bekletildi. Ardindan agsamali olarak ultra santrifiij yapildi. Béylece yiiklenmemis paklitaksel ve
paklitaksel yiiklii eksozomlar (Exo-PTX) saflastirildi. ilag yiikleme miktar1 spektrofotometrik
olarak PTX ol¢iimii ile asagida yer alan formiile gore hesaplandi ve eksozomlara PTX

yiiklemenin % verimliligi degerlendirildi.

Yiikleme verimi (%) = (Toplam PTX-Siipernatant PTX) / (Toplam PTX) x100

Resim 8. Ilag yiikleme gahsmalanﬁda kullanilan elektroporatér cihazi.
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3.2.6. Exo-PTX Etkilerinin Belirlenmesi

3.2.6.1. MTT ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT, hiicrenin metabolik aktivitesini dolay1 olarak hiicre canliligini 6l¢en kolorimetrik
bir yontemdir. Metabolik olarak aktif yani yasayan hiicreler sar1 tetrazolyum tuzunu (MTT)
mitokondriyal enzim oksidorediiktaz enzimleri sayesinde mor formazan kristallerine indirger.
DMSO’da ¢oziinen kristaller, spektrofotometre kullanilarak 500-600 nanometrede absorbans
oOlgiilerek olgiiliir. Hiicre ne kadar metabolik aktivite gosteriyorsa o kadar tetrozilin tuzunu

indirgenir ve daha yiiksek absorbans beklenir, daha koyu renk goézlenir.

Exo-PTX ve PTX’in sitotoksik etkileri insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231
hiicrelerinde IC-50 konsantrasyonlart MTT yontemi ile belirlendi. Hiicreler 96 kuyucuklu plate
i¢ine, her kuyuda 100 pL’de 10.000 hiicre olacak sekilde ekildi, 24 saat boyunca 37 °C’de, %
5 COz2 igeren etiivde inkiibe edildi. Exo-PTX (0-16 pg/mL) ve PTX’in (0-60 nM,) farkli
konsantrasyonlar1 2 tekrar seklinde kuyucuklara eklendi. 24 saat boyunca 37 °C’de, % 5 CO2
iceren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda, 5 mg/ml olacak sekilde MTT ¢ozeltisinden
her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 37 °C’de, % 5 CO: iceren ortamda 2 saaat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda besiyeri uzaklastirildi, tabanda ¢éziinmeyen formazan kristalleri DMSO
eklenerek plaka c¢alkalayicida ¢ozdiiriildii. Elisa okuyucusunda 570 nm’ de 6l¢iim alindi.

Inhibisyon konsantrasyonlari (IC-50) hesaplandi.

3.2.6.2. Ex0-PTX’1n MDA MB-231 Hiicrelerinde Gen Ekspresyon Degisiklikleri

MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara ekildi, 24 saat boyunca 37 °C, % 5 CO>
iceren ortamda inkiibe edildi. PTX (15 nM) ve Exo-PTX (10 pg/mL) besiyerlerine eklendi, 24
saat ayn1 kosullarda inkiibe edildi. Sonrasinda besiyeri uzaklastirilds, hiicreler 2 defa DPBS ile
temizlendi ve kitte bulunan RNA liziz buffer ile pelletler toplandi ve -20°C’de saklandi. Daha
sonra asagida yer alan asamalarla RNA izolasyonu yapildi ve cDNA sentezi ger¢eklestirildi.

Spesifik primerler kullanilarak SYBR Green ile gen ekspresyon diizeyleri incelendi.
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3.2.6.2.1. Total RNA izolasyonu ve Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Total RNA, Total RNA izolasyon kiti PureLink RNA mini kit, Ambion (Invitrogen, Cat

no: 12183018A) kullanilarak iiretici firmanin 6nerilerine uygun olarak izole edildi.
Total RNA izolasyon protokolii:

1. Lizatlarin tizerine 600 pl % 70’ lik etanol eklendi ve vortekslendi.

2. Toplama tiipii ve kolon birlestirildi. Kolona 1. Adimda hazirlanan 6rnekler eklendi.

4. Oda sicakliginda 12.000 g’ de 15 saniye santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 kolondan toplama

tibiine akan s1vi dokuldu.

5. Kolona 700 ul yikama tamponu I eklendi ve oda sicakliginda 12.000 g’ de 15 saniye

santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi kolondan toplama tiibiine akan siv1 dokiildii.

6. Kolona 500 pl yikama tamponu II eklendi ve oda sicakliginda 12.000 g’ de 15 saniye
santrifiijlendi. Kolondan ¢ikan sivi uzaklastirildi. 6. Adim 1 kere daha tekrarlandi.

7. Kolondaki membrani kurutmak i¢in 12.000 g' de 2 dakika santrifiij yapildu.
8. Kolon yeni bir Ependorf tiipe alind1 ve iizerine 60 pl RNaz icermeyen su eklendi.

9. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda >12.000 g’ de 2-3 dakika
santrifiij edilerek RNA eliite edildi.

10. Total RNA miktarlar1 nanodropta 6l¢iildii. cDNA sentez adimina gegildi.

| coona | ssona ] oieo |

ng/ul  A260/A280 A260/A230

Resim 9. RNA diizeylerinin nanodrop cihazinda 6l¢giimii.

RNA’nim PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢cin cDNA’ya ¢evrilmesi gerekmektedir. Izole edilen

kalip olarak kullanilan RNA’lardan, revers transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlendi. Kit
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(applied biosystems, high capacity cDNA Reverse Transcription Kit,Thermo Fisher Scientific,
4368814) protokoliinde yazdig1 gibi her bir tiip icerisinde RNA miktar1 maksimum 2ug /uL ve
total reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde cDNA sentezi yapildi. Her bir reaksiyon igin

asagidaki tabloda (Tablo 4) verilen bilesenler kullanilarak master mix hazirlandi.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi.

Bilesen 20 uL reaksiyon icin voliim
(1 ornek icin)

10X RT Buffer 2uL

25X dNTP mix (100 mM) 0.8 uL
10X RT Random primerler 2uL
MultiScribe Reverse Transkriptaz luL

Niikleaz-free su 4.2 uL

RNA template degisken (kitte belirtilen 10 uL )

Tiipler hazirlandiktan sonra PCR makinasinda asagidaki resimde (Resim 10) belirtilen
inkiibasyon kosullar1 uygulandi. inkiibasyon sonrasinda cDNA miktarlari nano drop cihazinda

Olciildi. Elde edilen cDNA’lar, qPCR ¢alismalarinda kullanilana kadar -20°C’de saklanda.

Resim 10. cDNA sentezi igin inkiibasyon kosullari.
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15.493

Resim 11. cDNA diizeylerinin nanodrop cihazinda 6lgiimii.

3.2.6.2.2. RT-PCR

CXCR4, CXCLI12 ve house keeping gen GAPDH ekspresyonlar1 Real-time PCR ile
analiz edildi. kullanilarak yapildi. Elde edilen cDNA’lar son konsantrasyon 20 pl reaksiyon
hacminde 100 ng olacak sekilde diliie edildi. SYBR Green PCR Master Mix hazirlanmasi kit
(ELK Biotechnology, EnTurbo SYBRGreen PCR SuperMix, EQ001) prosediiriine uygun
olarak yapildi (Tablo 5). Her bir gen 3 tekrar calisildi. Hesaplamalarda 2 "2 metod kullanildi.

Tablo 5. RT-PCR analizi i¢in kullanilan reaksiyon igerigi.

20 pl Reaksiyon hacmi Voliim (1 6rnek i¢in)
2x SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
Forward Primer (10 pM) 1w
Reverse Primer (10 pM) 1wl
50x ROX Dye (opsiyonel) 2 ul
Template 8ul, 12 ng/pl cDNA diliisyonlarindan alindi.
RNase-Free Distilled Water 20 ul’ye kadar tamamlanir.
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Tablo 6. RT-PCR inkiibasyon kosullari.

Siire (saniye) Derece (°C) Dongii
On denatiirasyon 30 95 1X
Denatiirasyon 5 95
Yapisma 30 57 40X
Uzatma 30 72
Melt-curve 15 95 tut- step and hold

Tablo 7. RT-PCR deneyinde kullanilan primerlerin sekansi.

Primer Sekans
CXCR4 F 5>-TGACGGACAAGTACAGGCTGC -3’
R 5°CCAGAAGGGAAGCGTGATGA -3°
CXCL12 F 5°>-TGCCAGAGCCAACGTCAAG-3’
R 5’-CAGCCGGGCTACAATCTGAA-3’
GAPDH F 5'-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3’

R 5'-CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’

PR

Resim 12. RT-PCR deney diizeneginin goriintiisii.
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3.2.6.3. Akis Sitometri ile Apoptozun Belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat boyunca 37 °C’ de % 5
COgz igeren ortamda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler tizerine PTX (15 nM) ve Exo-PTX (10
pug/mL) eklendi ve hiicreler tekrar 24 saat 37 °C* de % 5 COz iceren ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda apoptozun degerlendirilmesi i¢in Annexin V-FITC-PI kiti prosediiriine
uygun olarak yapildi (BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection kit 1,2293683,BD
Biosciences). Kit prosediirii yazildigi gibi uygulanmistir: Hiicrelerin {ist besiyerleri atildi ve
hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi. Trypsin-EDTA soliisyonu ile aderent hiicreler
kuyulardan kaldirildi ve toplandi. 1350 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi, siipernatant kismi1
uzaklastirildi. Pellet 1 x 10° hiicre/mL konsantrasyonunda olacak sekilde 1X Baglama
tamponunda yeniden siispanse edildi. 100 pL siispanse edilen hiicrelerin (1 x 10° hiicre) iistiine
5 ul FITC Annexin V ve 5 pl PI eklendi. Diisiik hizda vortekslendi ve karanlikta, oda
sicakliginda (yaklasik 25°C), 15 dakika inkiibe edildi. Her tiipe 400 pL 1X Baglama Tamponu
eklendi. 1 saat i¢inde akis sitometrisi (Attune Flow Cytometer, Agilent USA) ile okumalar
yapild.

3.2.6.4. Mitokondrial Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

MDA-MB-231 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat boyunca 37 °C’ de % 5
CO2 igeren ortamda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler tizerine PTX (15 nM) ve Exo-PTX (10
pg/mL) eklendi ve hiicreler tekrar 24 saat 37 °C’ de % 5 CO2 igeren ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda mitokondriyel membran potansiyelininin degerlendirilmesi i¢in JC-1
boyama kiti  prosediiriine uygun olarak yapildi (BD™ MitoScreen Flow Cytometry
Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit, 551302).

Hiicrelerin iist besiyerleri atild1 ve hiicreler soguk DPBS ile iki kez yikandi. Trypsin-EDTA
sollisyonu ile aderent hiicreler kuyulardan kaldirildi ve toplandi. 1350 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi, siipernatant kismi1 uzaklastirildi. Pellet iizerine 500 pL taze hazirlanmis JC-1
calisma sollisyonu eklendi ve vortekslenerek hiicreler siispanse edildi. Siispanse edilmis
hiicreler 10 dakika 37°C'de CO: inkiibatoriinde inkiibe edildi. Sonrasinda 2 yikama adimi
yapilir. Ik yikama: Hiicre siispansiyonlarma 2 ml 1x analiz tamponu eklendi ve vorteks ile

stispanse edildi. Ardindan 400 g’ de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant atildi. 2. Yikamada,
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hiicre pelletine 500 uL 1% analiz tamponu eklendi ve vorteks ile siispanse edildi. Hiicreler

bekletilmeden akis sitometrisi ile analiz edildi.

3.2.6.5. Hiicre Migrasyon Analizi

Hiicrelerin migrasyon analizi Boyden Chamber Assay metoduna gore yapildi. MDA
MB231 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saat boyunca 37 °C’ de % 5 CO2 igeren
ortamda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler iizerine PTX (15 nM) ve Exo-PTX (10 pg/mL)
eklendi ve hiicreler tekrar 24 saat 37 °C’ de % 5 CO: igeren ortamda inkiibe edildi. Chamberlar
icin kullanilacak yeni bir 24 kuyucuklu plakalara deney diizenine gore MDA-MB-231 hiicreleri
ekildi, 24 saat boyunca 37 °C’ de % 5 COz2 igeren ortamda inkiibe edildi. PTX ve Exo-PTX ile
24 saat inkiibe edilen kuyulardaki hiicreler, DPBS ile iki kez yikandi. Trypsin-EDTA soliisyonu
eklenerek, aderent hiicreler kaldirildi ve toplandi. 1350 rpm’de 10 dakika santrifiyj edildi,
stipernatant kism1 uzaklastirildi. Pellet kism1 FBS icermeyen DMEM besiyerinde siispanse
edildi, sayimlar1 yapildi. Her bir migrasyon kuyucuguna (Transwell Permeable Supports, 6.5
mm ¢apli chamber, 0.4 um por biiyiikligii, poliester membran, Corstar) 50.000 MDA-MB-231
hiicresi, 100 pL olacak sekilde eklendi.

Chamber altindaki kuyuya 600 pL FBS iceren DMEM eklendi. 24 saat boyunca 37 °C’
de % 5 COz igeren ortamda inkiibe edildi. Chamber ve tabanlardaki besiyeri uzaklastirildi, 1x
PBS ile 2 kere yikandi. Pamuk uglu bir aplikatdr kullanarak, migrate olmamis hiicreleri
chamberdaki membraninin apikal tarafindan yavasca kazindi. Fiksasyon soliisyonu (%75 saf
metanol ve %25 asetik asit) ile membrandaki ve tabandaki hiicreler 5 dakika inkiibe edildi. 1X
PBS ile yikandi. Kristal violet soliisyonundan (%0.5 CV) membran ve tabanlarin {istii
kaplanacak sekilde eklendi. 20 dakika, oda sicakliginda orbital c¢alkalayicida inkiibe edildi.
Boya uzaklastirildi, bir kez 1x PBS ile, boya tamamen uzaklasana kadar ultra pure saf su ile
yikandi. Gece boyu kurumaya birakildi. Ertesi giin beyaz 1s1ikta miksroskop goriintiisii alind1

(Zeiss Axio Vertl). Filtrenin alt yiizeyinde migrate olmus hiicreler sayild.
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Resim 13. Migrasyon deneyi diizenegi, boyama iglemleri ve goriintiilenmesi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroakigkan Sistem Prototipi

Akustik dalgalar kullanilarak tasarlanan mikroakiskan sistemin prototip goriintiisii Sekil
24’te yer almaktadir. PDMS tabanli mikroakiskan sistem Prof. Dr. Ozge Cevik ve Dog. Dr.
Adem Ozgelik tarafindan TUBITAK 2215982 projesi ile gelistirilen prototiplerden biri olup tez
caligmasinda Jurkat hiicre eksozomlar1 izolasyonu ig¢in kullanilmak ic¢in tasarlanmustir.
Gelistirilen mikroakigkan sistemin akustik bilesenleri bolimii daha Once arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢alismada yaymlanmistir (Ozcelik ve digerleri, 2024). Lityum niyobat
tizerine akustik dalga olusturmak i¢in metal elektrodlar tasarland1 ve vakum altinda altin ve
krom film kaplamasi yapildi. Fotolitografi islemi ile master kaliplamada mikrokanal
desenlerine gore UV maskeleme ve kimyasal islemlere gore ¢ikarildi, SU8 photoresist reginesi
kullanilarak bastirilidi. Bu master kaliplarda PDMS yiizeyde kanal bosluklari olusturuldu.
PDMS yiizeylerini oksijen plazma kullanilarak lityum niyobat iizerine yerlestirildi. Akustik
modiilde frekanslar 50-60 MHz araliginda verilerek numunelerde 100 nm altinda eksozom

ayirimlar gergeklestirildi.

Hucre kiltir besiyeri

Tampon (PBS ph7.4)

100-200 nm
arasi EV

\ //’

A ///100 nm den kiigiik

" ekzosomlar

Sekil 24. (A) Mikroakiskan sistem prototipi, (B) ayristirma kanallar1 ve (C) akustik ayristirma

modiiliiniin mikroskop altindaki goriintiileri.
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4.2. Eksozomlarin Boyut ve Dagilim Sonucu

Ultrasantrifiijj (UC) ile saflastirmada boyut dagilimi biraz genis olmakla birlikte
eksozom elde edilme miktar1 acisindan daha verimli bir yontemdir. Mikroakiskan (MF)
izolasyon yonteminde ise sabit boyutta eksozom izolasyonu yapmak ve saflik agisindan
onemlidir, bu noktada boyut dagilimi daha dar aralikta olur, ayrica eksozom miktar1 agisindan
kisitlayiciligl olmaktadir. UC ve MF sistem ile izole edilen jurkat eksozomlarin boyut analizleri
yapildigi zaman UC-Exo’nun 92+24 nm boyutunda, MF-Exo’nun 75+8 nm boyutunda oldugu
tespit edildi (Sekil 25). MF ile hiicre kiltiir besiyerinden jurkat eksozomlariin izole

edilmesinde belirli boyutta izolasyon basarisi yiiksek oldugu tespit edildi.
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Sekil 25. Eksozom boyut ve dagilim sonucu.

4.3. Eksozomlarin Yiizey Belirteclerinin Belirlenmesi

Jurkat hiicreleri besiyerinden ultrasantrifiij ile izole edilen eksozomlarin
karakterizasyonlar1 western blot yontemi ile yapilarak eksozom yiizey belirteglerinden CD63
ve CD81 ekspresyonlari kontrol edildi (Sekil 26). Eksozomlarin yiizey belirtecleri Jurkat
eksozom numunelerinde bantlarin yogunluklar1 tespit edilirken, Jurkat hiicre lizati
numunelerinde bantlarin esit miktarda yiikelenen proteinlerinde daha az eksprese oldugu ve

bantlarda CD63 ve CD81 proteinlerin ekspresyon diizeylerinin diisiik oldugu tespit edildi.

Hiicre lizatlarinda kontrol amagli bakilan B-aktin diizeylerinin ise yogun bir bant

seklinde oldugu gozlenirken eksozom numunelerinde bu bantlara rastlanilmadi. Jurkat
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hiicrelerinden salinan ekstraselliiler vezikiiller i¢erisinde izole edilen yapilarin yapilan analizle

eksozom oldugu belirlendi.

| — B-actin

Sekil 26. Eksozomlarin western blot ile karakterizasyonu.

4.4. Hiicre Canlihig1 Sonugclari

MDA-MB-231 hiicreleri tizerine PTX konsantrasyon hesabt ve hiicre canlilig
tizerindeki etkisinde dozlarin tespit edilmesinde MTT testi uygulandi (Sekil 27). PTX 0-60 nM
konsantrasyonda 24 saat MDA-MB-231 hiicreleri ile inkiibe edilerek canliliklar kontrol grubu
ile karsilastirildi. PTX’in 2 ve 5 nM konsantrasyonda hiicre canlilig1 %20 azalirken 10-15 nM
konsatrasyonda %40 azaltmaktadir. PTX’in 15 nM ve iizerindeki konsantrasyonlarda hiicre
canliliklarin1 %60 oraninda iizerinde azalttigr goriilmiis ve bu azaliglar anlamli bulunmustur
(p<0.05, p<0.01, p<0.001). PTX konsantrasyonlar1 yapilacak uygulamalarda sinir olarak 15 nM

olarak belirlenmis ve ila¢ ylikleme ¢aligmalarinda da bu oran dikkate alinmstir.
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Sekil 27. MTT ile PTX hiicre canlilik sonuglari

Jurkat hiicrelerinden izole edilen eksozomlara yiiklenen PTX’nin MDA-MB-231
hiicreleri tizerindeki biyolojik etkilerini tespit etmek amaciyla ortama Exo ve Exo-PTX farkl
konsantrasyonlarda konularak 24 saat inkiibe edildi. Hiicre canlilik grafikleri sekil 28’de yer
almaktadir. MDA-MB-231 hiicreleri lizerine ilag yiikli olmayan Jurkat Exo’larin
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini degistirmedigi tespit edilmistir. 16pug/mL
konsantrasyonda Exo’nun hiicre canliligini kontrol grubuna gore bir miktar diisiirdiigi
goriinsede bu azalis anlamli bulunamamigtir. Hiicreler Exo-PTX uygulandigi zaman kontrol
grubuna gore 2pg/mL’den (p<0.05) baslayarak artan dozlarda 4ug/mL, 8ug/mL ve 16ug/mL

(p<0.001) hiicre canliligini azalttig1 ve bu azaligin anlamli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 28. MTT ile Exo-PTX hiicre canlilik sonuglart (¥*p<0.05, ***p<0.001 Exo grubu ile
karsilastirildiginda).
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Kontrol PTX Exo-PTX

Sekil 29. PTX ve Exo-PTX ’in MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde etkisinin mikroskopta
gosterimi (5X ve 20X biiyiitme)

MDA-MB-231 hiicrelerinin Jurkat hiicrelerinden izole edilerek elde edilen Exo-PTX
ve PTX ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda invert mikroskopta beyaz 1s1k altindaki goriintiisii
Sekil 29°de yer almaktadir. Hiicreler kontrol hiicreleri ile karsilastirildigi zaman PTX ve Exo-
PTX’in apoptotik hiicreleri arttidigi, hiicrenin adhezyon yetenegini azalttigi gozlemlendi
(sekilde siyah oklar ile belirtilmistir). Hiicrelerde tedavinin hem PTX hemde Exo-PTX
uygulamasinda ¢ekirdek yapisinin bozuldugu ve epitelloid morfolojiyi kaybettigi tespit edildi.

4.5. JC-1 ve Annexin V-FITC-PI Baglanma Sonuglari

Jurkat eksozomlar1 kullanilarak elde edilen Exo-PTX ve PTX’in MDA-MB-231
hiicreleri tizerinde apoptotik etkisi flowsitometri ile Annexin V-FITC-PI baglanma diizeylerine
bakilarak tespit edildi (Sekil 30). Hiicrelerde canli (Q1-3), erken (Q1-4) ve geg¢ apoptoz (Q1-2)
panelleri degerlendirilerek apoptotik hiicre sayilar1 Ol¢iildi. MDA-MB-231 hiicrelerinde
PTX’in canli, erken ve ge¢ apoptoz degerleri kontrol grubu canli, erken ve gec apoptoz

degerleri ile karsilagtirildiginda canli hiicre sayisinda anlamli bir azalisin oldugu (p<0.001),
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erken ve gec apoptozda ise anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0.05, p<0.001). Benzer

sekilde Exo-PTX’in grubu hiicreleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda canli hiicre sayisinda

anlaml bir azalisin oldugu (p<0.001), erken ve gec apoptozda ise anlamli bir artis oldugu

bulundu (p<0.01, p<0.001).
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Sekil 30. PTX ve Exo-PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde Annexin V-FITC-PI baglanma

sonuglari

Hiicrelerde apoptotik aktivitelerin hiicre igerisinde mitokondride meydana gelen

membran potansiyeli degisikliklerine bagh olarak tespit edilmesinde kullanilan JC1 boyamasi

ile jurkat eksozomlarinin PTX yiiklemesi ile etkisi MDA-MB-231 hiicrelerinde flowsitometri

ile analiz edildi. JC1 boyast mitokondride biriktigi zaman kirmizi, mitokondri membrani
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bozulup salindig1 zaman yesil 1s1ma veren bir boyadir. Bu nedenle boyanin hiicreler tizerindeki

formu verdigi floresan 1s1ma ile kolaylikla tespit edilebilir.

Bu calismada JC1 boyasmin yesil/kirmizi oranit degerlendirildir. MDA-MB-231
hiicrelerinde PTX’in ve Exo-PTX’in kontrol grubu ile karsilastirildiginda mitokondri membran

potansiyelini degistirerek mitokondri depolarizasyonu anlamli derecede arttirdig1 gézlemlendi
(p<0.001) (Sekil 31).
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Sekil 31. PTX ve Ex0o-PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde JC-1 analiz sonuglari (***p<0.001
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

4.6. Transwell Migrasyon Analizi

Jurkat eksozomlarindan elde edilen Exo-PTX ve PTX MDA-MB-231 hiicreleri ile 24
saat inkiibasyonu sonrasinda transwell icerisinde yer alan insertlerde tekrar inkiibe edilerek

hiicrelerin migrasyon yeteneklerini kaybedip kaybetmedikleri tespit edildi (Sekil 32).
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Hiicre migrasyon insertleri mikroskop altinda incelendigi zaman PTX ve Exo-PTX
uygulamasinda bosluklar olustugu ve hiicrelerin yiizeyde tutunamadigi, birbirleri ile
etkilesimlerinin azaldig: tespit edildi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hiicre migrasyon

diizeyleri PTX ve Exo-PTX grubunda anlamli derecede azald1 (p<<0.001).
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Sekil 32. PTX ve Exo-PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre migrasyon analiz sonuglari
(***p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda)

4.7. CXCR4/ CXCL12 genlerinin Ekspresyon Sonug¢lar:

Jurkat eksozomlarindan elde edilen Exo-PTX ve PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde
kanser metastazinda 6dnemli rol oynayan kemokin ailesi iiyesi olan CXCR4 gen ekspresyon
tizerindeki etkisi sonuglar1 sekil 33’te goriilmektedir. Exo-PTX ve PTX gruplart MDA-MB-
231 hiicreleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda CXCR4 gen ekspresyon diizeylerinin
anlamli derecede azaldig1 tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 33. PTX ve Exo-PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde CXCR4 gen ekspresyon analiz

sonugclari.

Jurkat eksozomlarindan elde edilen Exo-PTX ve PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde
kanser metastazinda 6nemli rol oynayan kemokin ailesi tiyesi olan CXCL12 gen ekspresyon
tizerindeki etkisi sonuclar1 sekil 34’te goriilmektedir. Exo-PTX ve PTX gruplart MDA-MB-
231 hiicreleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda CXCL12 gen ekspresyon diizeylerinin
anlaml derecede azaldig1 tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 34. PTX ve Exo-PTX’in MDA-MB-231 hiicrelerinde CXCL12 gen ekpresyon analiz

sonuglart.
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5. TARTISMA

Meme kanseri (BC) baglica genetik, ¢evresel ve yasam tarzi bilesenlerini iceren ¢ok
faktorlii  kotii huylu malignitelerden biridir. BC, meme hiicrelerinde baslar ve zamanla
kontrolden ¢ikip kotli huylu tiimdre doniisen bir grup kanser hiicresi olarak tanimlanir. Meme
tiimorleri klinikte Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve insan epitelyal
biiylime faktorii reseptdrii 2'nin (HER2) tasiy1p tasimamasina gore temel ii¢ gruba ayrilir: ER+,
HER2+ ve iiclii negatif meme kanseri (TNBC). TNBC, BC’lerin %15-20'sini olusturur ve
hedefe yonelik tedavinin uygulanamadig: tek BC alt tipidir. TNBC HER2, ER ve PR negatiftir,
klinikte yaygin olarak invaziv duktal karsinom olarak ortaya ¢ikar. TNBC tiimdrleri daha sik
ve erken yenilenme ile agresif klinik seyir izler ve yiiksek proliferatif kanser tipidir, BC alt
tiplerine gdre en kotii prognoza sahiptir. Ozellikle akciger, lenf diigiimleri ve beyinde erken
yenileme ve metastaza egilimlidir (Nolan, Lindeman ve Visvader, 2023; Zagami ve Carey,
2022).

BC tedavisi farkli alt tiplere sahip heterojen bir hastalik oldugundan, klinikte agilmasi
gereken biiyiik zorluklarindan biridir. Cerrahi operasyonla tiimor alimi, radyoterapi, hormonal
tedaviler ve kemoterapi gibi ¢esitli tedavi se¢enekleri olmasina ragmen TNBC i¢in kemoterapi

baslica secenektir (Kaveh Zenjanab ve digerleri, 2024).

BC’nin alt tipi olan TNBC hastalar1 kemoterapiden diger BC tipli hastalarina oranla daha
fazla yarar saglar (Mandapati ve Lukong, 2023). Ancak kemoterapi spesfikligi olmayan bir
tedavidir. Kemoterapik ajanlardan Paklitaksel (Taxol®, PTX) klinikte yumurtalik, meme,
mide, pankreas ve kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri gibi genis spekturumdaki kanserler i¢in
FDA onayli en yaygin kullanilan anti-mitotik ilaglardan biridir. Metastatik ve agresif
kanserlerde, ilk iki basamak tedavide, neo-adjuvan yada adjuvan tedavide kullanilir. Yanit orani
kanser ¢esidi dahil olmak tizere bir ¢cok faktore gore degisebilsede en ¢ok kullanilan iki kanser
tiirlerinde metastatik meme kanserinde %356 kanserinde ve yumurtalik kanserinde %30 oldugu
disiiniilmektedir  (Gallego-Jara ve digerleri, 2020; Ying ve digerleri, 2023). Hiicredeki
mikrotiibiillerin ana gorevi mitotik boliinme sirasinda ig ipligi olusumu olsada, hiicre ici trafigi,
hiicrenin hareketliligi gibi gorevleri de iistlenirler. PTX, mikrotiibiil alt birimi olan S-tubulini

hedefler ve mikrotiibiil depolimerasyonunu engelleyerek mitozu bozar, sonucta hiicre apoptoza
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stiriiklenir (Kaveh Zenjanab ve digerleri, 2024; Sharifi-Rad ve digerleri, 2021). PTX yiiksek

dozda yan etkileri nedeniyle anti-mitotik 6zelligini korunurken dozunun azaltilmasi hedeftir.

Diisiik dozlarda PTX’in etkisi bazi ¢alisma gruplan tarafindan arastirilmistir. PTX’in

etkisi hiicre i¢indeki dozuna baglidir.

Giannakakou ve digerlerinin (2001) yaptig1 calismada 12nM iizerindeki PTX
konsantrasyonlart meme kanseri (MCF-7) ve akciger karsinomu hiicrelerinin (A549) hiicre
dongiisiinde G2/M fazinda durmasiyla ¢ogalmasinin durdugunu bulmuslardir. Diigik PTX
konsantrasyonlar1 (3-6 nM ) uygulamasi sonrasi ise A549 ve MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonunu mitotik durdurma olmadan inhibe ettigini belirlemislerdir. Diisiik PTX
konsantrasyonlart PTX’in p53 ve p21 proteinlerini indiikleyerek A549 ve MCF?7 hiicrelerinde
Gl ve G2 fazinda durmaya sebep olmasina yeterli oldugunu tespit etmiglerdir. Ancak ¢ogu
hiicre hatt1 PTX’e cevap olarak p53’ii indiikleyemeyebilir ve PTX uygulanmasi sonrasinda

sadece mitoz boliinme durdurulabilir (Giannakakou ve digerleri, 2001).

Tran ve digerlerinin (2009) yaptig1 ¢calismada hiicre ¢ogalmasi iizerinde bir etkisi olmayan
10 nM diisiik doz PTX’in uygulanmasi ile iki istilact MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 meme
kanseri hiicre hattinda gé¢ ve invazyon yetenekleri arastirllmistir. Lenf nodu metastazi ile
iligskilendirilmis olan voltaja bagimli sodyum kanallar1 (NaV 1.5) MDA-MB-231 hiicrelerinde
fazlaca eksprese edilirken MDA-MB-468' de edilmez. Bu kanallar MDA-MB-231 hiicrelerinin
invazyon yetenegini arttirict yonde etkiler. PTX uygulamasi sonrasinda MDA-MB-231
hiicrelerinin transwell invazyonunda %40 oraninda azalma gozlenirken, MDA-MB-468’de
gozlenmemistir. Sonug olarak, hiicre cogalmasina bir etkisi olmayan diisiik dozda PTX’in hiicre
istilas1 gibi anti-tlimoral etki gosterebilecegi sonucuna ulasilmistir (Tran ve digerleri, 2009).
Calismamizda MDA-MB-231 hiicreleri ilizerinde PTX’in 15 nM konsantrasyonda hiicre
boliinmesini durdurarak hiicrelerin ¢ogalmasini engelledigi ve anti tiimoral etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bu PTX in farkl: hiicrelerde ve farkli uygulamalarla diisiik konsantrasyonlarda bile
hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigint ve kemoterapide doza bagli olarak ¢alismalar
yapilmast gerekliligini ortaya koymaktadir. PTX’in etki mekanizmasinin mantigr daha sik
mitoz geciren kanser hiicreleri gibi hiicrelerin normal dokulara gore ilagtan daha ¢ok
etkilenecegidir. PTX’in kanser hiicrelerine secici olmamasi, diisiik biyoyararlanimi (6ne
siiriilen oran %10-30), dolasimdan hizli temizlenmesi, ¢oziiniirliigiintin diisiik olmasi1 ve
kullanimiyla ile ortaya ¢ikabilecek alerjik reaksiyonlar, sa¢ dokiilmesi, norotoksisite gibi

olumsuz etkileri klinik kullanim1 i¢in yeni stratejiler bulmaya yonlendirmistir (Sharifi-Rad ve
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digerleri, 2021; S. Zhao ve digerleri, 2022). Bununla birlikte, PTX tedavisinde diger ilaglarla

kombine terapi tek ilag toksisitesinin azaltilmasi i¢in bir strateji olabilir.

PTX’in suda ¢6ziiniirliigiiniin iyi olmamasi sebebiyle intravendz uygulamasinda ¢oziicii
olarak yeni formiilasyonlar gelistirilmeye devam etmektedir, bunlardan giincel olanlardan biri
Cremophor®EL(CrEL)’dir. Cremophor bir lipit bazli solventtir, igerigi hint yag1 ve susuz
etanolden olusur (Samaan ve digerleri, 2019). Ancak bu formiilasyon siddetli duyarliliga, néro
ve nefrotoksisiteye, eritrosit agregasyonuna sebebiyet verir. Kemoterapinin yan etkilere ek
olarak CrEL PTX’i infiizyonla alan hastalarda ek yan etki el ve ayaklarda periferik sinir
dejenerasyonu sebebiyle uyusukluk meydana gelir. Bu sinirlamalarla yeni PTX formiilasyonlari

i¢in nano dagitim sistemlerinin 6nemini vurgulamaktadir (Ying ve digerleri, 2023).

Nanotastyicilarin temel amaci, en az yan etki ile toksisiteyi azaltarak tedavi uygulamaktir.
Klinikte etkili nanotasiyicilar; biyolojik olarak bozunabilen bilesenlerden olusmali, hedef
bolgeye ulasip orada birikebilmeli ve bdylece normal dokulara minimum toksisite géstermeli,
immiin tepkisini tetiklememelidir. Ayrica nanotasiyicilarla daha az miktarda ila¢ daha etkili
sekide taginir (Torres Quintas ve digerleri, 2023). Nano ila¢ dagitim formiilasyonlari, daha iyi
salinim davranigi ve ilag kinetigi ile daha iyi terapotik sonuglar etme potansiyeline sahiptir. PTX
tedavisindeki zorluk, oldukca fazla olan yan etkilerin azaltilmasi ve ila¢ etkinliginin

® meme kanseri

arttirllmasidir. Bu noktada albiimine bagli PTX formiilasyonu olan Abraxane
i¢in FDA ve Avrupa ilag ajans1 (EMA)’dan onay almistir. Abraxane® formiilasyonunda CrEL'in
cikarilmasiyla PTX’e kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda giivenle kullanilabilme avantaji
saglanmistir. Nab-PTX formiilasyonunun mantigi, reseptdr aracili tasima yoluyla albliminin
kanser hiicrelere dagitimini arttirmaktir (Samaan ve digerleri., 2019). Sonraki yillarda kiiciik
hiicreli akciger kanseri olan hastalarda ilk basamak tedavisi i¢in, metastaz yapan pankreas
kanserinde tedavisinde gemsitabin kemoterapik ilaci ile kombine birinci basamak tedavisi i¢in
onay almistir (Gallego-Jara ve digerleri, 2020; Ying ve digerleri, 2023). Bu gelismelerle,
PTX’in nano tastyici formiilasyonlar1 ilerlemis, Polimerik lipid nanopartikiil (PICN®),
Lipozomal (Lipusu®), polimerik misel (Nanoxel® ve Paclical®) gibi farkli iilkelerde
onaylanmis yada klinik deneme asamasinda olan yeni alternatifler ortaya ¢cikmistir. Nab-PTX
%33’liik yanit oraniyla,%25’1ik yanit oran1 PTX ile kiyaslaninca en basarili olandir (Gallego-
Jara ve digerleri, 2020). Bununla birlikte ilk oral PTX formiilasyonu CrEL gibi ¢6zgen
gerektirmeden yagda ¢Oziinen ve viicut tarafindan abserbe edilebilen emiilsiyon DHP107

(Liporaxel®) Giiney Kore’de mide kanseri tedavisi igin onaylanmistir. Bu formiilasyonlarin

83



dezavantajlarindan biri KBB’ni gegememeleridir. KBB agilmasi ise beyindeki PTX dozunun

4-6 kat artmasini saglar (Ying ve digerleri, 2023).

Son zamanlarin popliler nanotasiyicilar1 eksozomlar KBB sorununun {istesinden
gelebilirler. Eksozomlar tiim canli hiicrelerden dogal olarak salinabilen hemen hemen her
biyolojik sivida bulunan lipozomlara benzeyen kiigiikk boyutlu c¢ift katmanli fosfolipid
vezikiillerdir. Ilag tasima araci olarak degerlendirilen eksozomlarin bir avantaji da kanser
hedefli ila¢ dagitimi i¢in kargo igeriklerinin ve membran yiizey modifikasyonlarinin modifiye
edilme kolayligidir. Eksozomlar kiiciik boyutlar1 ile (30-150 nm,ortalama ~100 nm), hem
mebranlarinda hem de ¢ekirdeklerinde tastyabildikleri kargolarla, kimyasal ve fiziksel olarak
modifiye edilebilmeleriyle, hiicreler tarafindan verimli olarak igsellestirilebilmeleri ve
kargolarini hiicre i¢inde salabilme gibi 6zellikleriyle ila¢ dagitim stratejisi olarak potansiyel
tastyicilardir (Raguraman ve digerleri, 2023). Eksozomalar hali hazirda hastanin kendi
hiicreleri tarafindan endojen salindigi i¢in istenmeyen immiin tepkilerine ve toksisiteye,
alerjilere yol agma olasilig1 az olacaktir. Bu sebeple, 6zellikle kanser tedavisinde ilag dagitim
araci olarak potansiyele sahiptir. Bununla birlikte viicut sivilarindaki stabilitesi ve cesitli
kaynaktan bol elde edilmesi avantajlar saglamaktadir (Khan ve digerleri, 2022). Simdiye kadar
PTX tasima araci olarak lipozomlar, nanopartikiiller ve miseller gibi sentetik araglar kullanilmis
olsada sitotoksik ve immiinojenik etkiler gdstermeleri gibi dezavantajlar1 hala asilamamustir.
Eksozomlar ise dogal olduklari i¢in biyouyumlu, sepsifik dokular1 hedefleyerek kargolarinin o
bolgede birikmesini saglayan ve CD47 membran proteini olan eksozomlar bunu sunarak
fagositozla yok edilmekten kagmalar1 i¢in "beni yeme" sinyalleri veren araclardir. Boylece

kandan temizlenme siireleri uzatilarak stabilitesi arttirilir (Khan ve digerleri, 2022).

Tiimor hiicreleri kaynakli eksozomlar tiimor mikrogevrelerinde toplanma egilimdedirler.
Ayrica yapilan ¢alismalarda, bir hiicre tipinden kaynaklanan eksozomlarin ¢ogunlukla ayni
tiirden hiicrelerce alinabildigide bilinmektedir (Khan ve digerleri, 2022). Klinik oncesi yapilan
calismalar kemoterapoétiklerin eksozom aracili tasinmasinin ve igsellestirilmesinin in vitro ve

in vivo olarak antikanser aktivitesi gosterebilecegi belirlenmistir.

Kim ve digerlerinin (2016) yaptiklar1 ¢alismasinda RAW 264.7 hiicrelerinden salinan
eksozomlara PTX yiiklemesi karsilagtirma amaciyla elektroporasyon, oda sicakliginda birlikte
inkilbbasyon ve sonikasyon yontemleri ile yiiklenmistir.  Yiikkleme  verimliligi
degerlendirildiginde 3 yontemle oda sicaklifinda inkiibasyon < elektroporasyon <«

sonikasyon olarak etkinlikleri tespit edilmistir. Yapilan calismada eksozomlarin hiicrelerce
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alinma yetenegi, lipozomlar ve polistiren nanopartikiillerle (NP) ile karsilastirildiginda ve
eksozomlarin sentetik NP’lerden 30 kat daha fazla hiicreye alindigini, sinirili sayida lipozom

ve NP aliminin oldugu belirlenmistir.

Ex0-PTX ¢oklu ilaca diren¢li Madin-Darby kdpek bobrek (MDCK MDR1) hiicrelerinde
PTX'e gore 50 kat daha yiiksek ilag¢ sitotoksitesine sahip oldugunu ve ayrica Lewis akciger
karsinomu akciger metastast modelinde eksozomlarin in vivo olarak hedeflenip, %97 sinin

metastaz bolgesinde lokalize olup derin anti-kanser etkilerini gosterdigi bulundu (Kim ve

digerleri, 2016).

Munagala ve digerlerinin (2016) yaptiklar1 calismada, inek siitiinden elde edilen
eksozomlarin in vitro hiicre i¢sellestirmesi insan akciger kanseri (H1299) hiicrelerinde 8 saat
boyunca zaman bagli artisla alinmig ve 16 saatte bir platoya ulagsmistir. Eksozomlarin stabilitesi
insan akciger kanseri (A549) tasiyan fareler kaninda farkli zaman araliklarinda takip edilerek,
24. saatte en yiiksek sinyalle, 6. Giine kadar giderek azalan egimle gozlemlenmistir. PTX’1n
eksozomdan salinim kinetigi, 2, 3, 5 ve 7 saat sonra sirastyla %22, 29, 45 ve 55 idi ve ilacin
%96°s1 24 saat sonra salinmistir. Exo-PTX’in insan akciger (A549 ve H1299) ve meme (MDA-
MB-231 ve T47D) kanser hiicre hatlarinda anti-proliferatif etkisi incelendi. A549 hiicrelerinde
ICso degerleri 72 saat sonunda, Exo-PTX i¢cin 1.56 nM, PTX i¢in 3.12 nM’d1. Ekip bu ¢aligma
ile siitten iiretilen eksozomlarin ila¢ dagitim aract olarak kullanilabilecegini ve biyolojik olarak
uyumlu olduklar1 i¢in oral yolla alinabilecegini gosterilmistir. Kullanilan eksozomal
formiilasyonlarin, esdeger konsantrasyondaki ilactan daha giivenli ve daha giiclii anti-

proliferatif etkiler gosterdigi in vitro olarak belirlenmistir (Munagala ve digerleri 2016).

Abas ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada (2022) mezenkimal kok hiicrelerden (MSC)
tiiretilen eksozomlara PTX ylikleyerek rahim agzi kanserine (Hela) etkileri belirlenmistir. PTX,
MSC eksozomlarma elektroporasyonla %62 ilag yiikleme oraninda yiiklenmistir. ilag yiikleme
sonrasi eksozom boyutunda artis oldugu tespit edilmis ve MSC-exo’nun 100 pg/mL
konsantrasyonda Hela ve 1929 hiicrelerinde hiicre canliligin arttirict etkisinin oldugu bununla
beraber Exo-PTX’in Hela hiicrelerinde 10 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda 24 saatte,
1 ila 100 pg/mL konsantrasyonlarinda 48 saatte hiicre canliligini 6nemli dlgiide azalttigi
belirlenmistir. Bu sonuglara gore, exo-PTX’in Hela hiicrelerce igsellestirilerek serbest PTX’le
ayni etkiler gosterebildigi kanitlanmistir. Ayrica Exo-PTX, Hela hiicrelerinde apoptozu
indiikleyebildigini ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) proteinlerini ve go¢ yeteneklerinin

bastirildig1 belirtilmistir (Abas ve digerleri, 2022). Bizim c¢alismamizda PTX yiikleme

85



verimliliginin %56 oldugu tespit edildi. Exo-PTX uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
artan dozlarda (2pug/mL-16pg/mL) hiicre canliligini azalttig: tespit edilmistir. Bu azalisin
hiicrede apoptozu indiikleyerek mitokondri membran potansiyelinin degisikligine neden olarak

bu oliimii gerceklestirdigi tespit edilmistir.

Eksozomlara ilag ylikleme calismalarinda 6nemli unsur yapist bozulmamis ve saflig
yuksek eksozom izole edilmesidir. Ancak bu izolasyonda ytiksek miktarda izolasyon olduk¢a
onemlidir. Eksozom izolasyonunda altin yontem kabul edilen ultrasantrifiij zaman alic1 ve
pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymasiyla dezavantaj olarak kabul edilsede yliksek miktrada
izolasyon i¢in en verimli yontemlerden biridir. Alternatif olarak yeni nesil mikroakiskan
teknolojisi, entegre ciplerle eksozomlarin ayrilmasini, zenginlestirilmesini ve tespitini
saglayabilmek son yillarda 6nemli arastirma konular igerisindedir (Wu ve digerleri, 2022).
Mikroakiskanlar, mikro 6l¢ekteki kanallarla az miktarlardaki numuneleri manipiile edebilen
sistemlerdir. Entegre edilmis mikroakiskan ¢iplerin yapisinda ayirma bolgesi ve tespit bolgesi
bolmeleri bulunur. Klinik agidan eksozomalarin hizli tespitinde ¢ok faydali bu cipler, ¢ip dist

islemleri azaltip zaman kazanci saglar (Raju ve digerleri, 2022; Wu ve digerleri, 2022).

Bu calismada eksozom izolasyonlarinin kolaylikla yapilmasi i¢in mikroakiskan sistem
tasarimi kullanilmistir. UC ve MF sistemlerinden izole edilen eksozomlarin miktar ve boyut
acisindan karsilastirma yapilmustir. ilag yiikleme caligmalari i¢in MF sistemlerinden izole
edilen eksozomlarin safliginin yiiksek ancak miktar acisindan diisiikliigii bu konuda yeni
calismalarmn yapilmasmnin gerekliligini gostermektedir. Ozgelik ve digerlerinin (2024) yaptig
calismada mikroakigkan sistemler ve ultrasantrifiij kullanilarak serum ve MDA-MB-231
hiicrelerinden salinan eksozomlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir. Sistem tiizerinde
izolasyon ile birlikte hem yiikleme yapabilen bir lab-on-chip teknolojisi gelistirilmistir.
Gelistirilen c¢ipte akustik eksozom izolasyonunu takiben elektroporasyon ile birlikte PTX
yiiklemesi yapildiginda PTX yiiklemesinin basarisinin arttirildigr gosterilmistir (Ozcelik ve

digerleri, 2024).

Bu tez caligmasinda akustik dalgalar ile Jurkat T lenfosit hiicrelerinden sekrete edilen
eksozomlarin ayrilmasi mikroakigkan sistem ile gerceklestirildiginde benzer sekilde yiiksek
saflikta izolasyon verimliliginin gergeklestigi goriildii. Ayrica Jurkat T lenfosit hiicrelerinden
izole edilen eksozomlarinin boyut agisindan daha kiiciik olmasi nanotasiyici islevleri
noktasinda avantaj sagladigmi gostermektedir. Immiin sistemde Jurkat hiicreleri siv1 kiiltiir

icerisinde yetistirilmesi agisindan mikroakiskan sistemlere uyum saglayabilecek yapidadir,
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CD4", CD8 olmasi ile enfeksiyon veya kanser gibi durumlarda bagisiklik saglayarak kanser
hiicrelerinin yok edilmesinde gorev yapmasina kolaylik saglar (Roose ve digerleri, 2003).
Jurkat hiicreleri ve mikroakiskan sistemler hem tedavide hemde tiimor baskilayici isleviyle
beraber kanser bagisiklik diizenlemesi siirecinde de gorev yaparak tiimdriin immiinojenitesini
sekillendirdigi ic¢in gelecekte yeni arastirmalar i¢in 6nemli konulardan biri olma potansiyelini

tasimaktadir (Hamdan ve Cerullo, 2023).

Immiin sistem hiicrelerinden salgilanan eksozomlar kaynaklandiklar1 hiicreleriyle ayni
islevlerin ¢coguna sahip olduklar i¢in tiimdr tedavisinde potansiyel olarak goriiliirler (Hazrati
ve digerleri, 2022). Ayrica eksozomlarinin belirli lenf nodlarini ve segici tiimorleri hedefleme,
bagisiklig1 aktive etme gibi avantajlar1 da bilinmektedir (Chen ve digerleri, 2023). Bu durumda
sitokinlerin kullanilmasi, kanser asilari, antikor kullanimi, kontrol noktasi inhibitdr tedavisi gibi
immiino terapilere ek olarak giivenilir, fiziksel engelleri asabilen, ve dogal hedefleme
yetenegiyle avantajli olan immiin sistemini uyarip gili¢lendirecek, tiimor gelisimini negatif
yonde etkileyecek immiin sistem eksozomlarinin tedavide kullanilmasi potansiyeli olan bir
diistincedir. Seo ve digerlerinin (2018) bu ¢alismasiyla aktiflestirilmis CD8 ™ T hiicrelerinden
salgilanan EV’lerin tiimdr stromal hiicrelerinin azalmasiyla tiimoriin gelismesini ve invaziv
ozelliklerini zayiflatabildigi gosterilmistir (Seo ve digerleri, 2018). CD8 " T eksozomlarinin,
timdr hiicreleri ile immiin hiicreleri arasinda karsilikli bilgi aligverisi sagladigi ve tiimdriin
gelisiminde diizenleyici rolii oldugu bildirilmistir (Zhou ve digerleri, 2023). Ciinkii T hiicreleri
tiimor mikrogevre agisindan 6nemli rolleri vardir ve saldiklar1 eksozomlar aracilig ilede tiimor
mikrocevrede degisiklikleri sagladiklar: bilinmektedir. Bu tez ¢calismasinda Jurkat eksozomlari

izole edilerek MDA-MB-231 hiicreleri tizerinde tiimor mikrogevrede etkiside incelenmistir.

Timor mikrogevrede kemokinler ve ligandlari, TNBC'nin yasamasini, biiyltimesini regiile
eder ve immiin baskilamasinda, anjiyogenezde, bolgeye yonelik metastazda biiyiik rolii vardir.
(Mehraj ve digerleri, 2022). Kemokin reseptorii tip 4’tin (CXCR4), ligand1 kemokin ligand 12
(CXCL12) ile birlikte CXCL12/CXCR4 eksenini olusturur ve TNBC’de en ¢ok incelenen
kemokin yolaklarindan biridir. CXCR4 ¢ogunlukla hiicre membraninda lokalize olup CXCL12
soluble halde bulunabilir ve CXCLI12/CXCR4 yolagt timdér immiinosupresyonu,
anjiyogenezini, inflamasyonu destekler yonde ¢alisir (C. J. Li ve digerleri, 2021; Mortezaee,
2020). Kemokinler tiimor hiicrelerini kemotaksi ile ¢eker (Mortezaee, 2020). BC’de CXCR4
tastyan tiimor hiicreleri lenf diigiimleri, kemik 1ligi, akciger, karaciger gibi CXCL12 ligandinin

daha bol bulundugu organlara metastaz yapar (Ozkara ve digerleri, 2020).
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Miiller ve arkdaslarinin (2001) yaptigi c¢alismada CXCR4 reseptorii ve ligandi
CXCLI12nin in vivo meme kanseri fare modelinde metastazda birlikte rol aldiklarini,
CXCL12’nin meme kanseri metastazinin ilk hedefleri olan akciger ve karacigerden daha fazla

bulundugunu gostermislerdir.

Yaptiklar ¢caligmada CXCL12/CXCR4 yolunun durdurulmasiyla, meme kanserinin lokal
lenf diigtimlerine ve akciger metastazini bozdugunu bildirmislerdir (Miiller ve digerleri, 2001).
Bhardwaj ve digerlerinin (2014) yaptiklar1 ¢alismada CXCL12/CXCR4 yolaginin bir taksan
grubu tiyesi olan DTX kaynakli mikrotiibiil stabilizasyonunda ve G2/M mitotik durdurmaya
etkisi olup olmadig1 arastirilmigtir. Prostat kanseri (PCa) hiicrelerinde CXCR4 ve diisiik
diizeyde CXCLI12 irettigini gozlenirken ve saglikli prostat epitelyal ekspresyon
belirlenememistir. PCa hiicrelerine CXCR4 yolaginda DTX in G2/M mitotik tutuklanmasina
neden olarak CXCLI12 diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir (Bhardwaj ve digerleri, 2014).
Calismamizda MDA-MB-231 hiicrelerinde Jurkat eksozomlarindan gelistirilen Exo-PTX’in
CXCR4 baskilanmasimni sagladigt ve CXCL12 iletisimini bloke ederek hiicrelerin
migrasyonunu baskiladigi tespit edildi. PTX’in kanser hiicrelerinde migrasyonu baskiladigi
bilinmekte ancak kemoterapide zamanla direng gelisimine neden oldugu bilinir. PTX’in
eksozom ile tasinmasi gelecekte bu ilag direncinin asilmasina katkilar sunabilir. CXCR4 ve
CXCLI12 aracili sinyal yolagmin ve hiicre migrasyon diizeylerinin azaltilmasinda Jurkat
eksozomlarmin tek basina yeterince etki gostermemesi PTX ile fonksiyonel hale getirildiginde

etkinliginin olmas1 tiimor mikro ¢evre ¢aligmalar1 agisindan 6nemli bulgulardir.

Bu tez calismasinda, hiicre icerisinde mikrotiibiillere giris saglayarak hiicrelerin boliinme
asamasini durdurmada etkili olan TNBC hastalarinin tedavisinde taksan ailesine ait
kemoterapik ila¢ olan Paklitakselin (PTX), jurkat hiicrelerinden salinan eksozomlar igerisine
yuklemesi yapilarak tasiyici sistem olma potansiyeli degerlendirildi. Sitotoksik kemoterapi
ilaclarmin eksozomlar ile spesifikliginin arttirilmasi, hedef bolgeye ulasip, bolgede verimli ilag
salmim1 yapmas1 ile bu sitotoksisiteyi saglikli dokularda minimum, tiimor dokularinda
maksimum hale getirmesi onemli bir unsudur. Stispansiyon hiicre halinde bulunan Jurkat
hiicrelerinin mikroakigkan sistemde eksozom izole edilmesi, bu sistemlerin daha biiyiik 6lgekte
izolasyon kapasitesine sahip araglarin gelistirilmesi ve ilaglarin yiiklemelerinde etkin olan
yontemlerin tespit edilmesi i¢in bu tez ¢aligmasi gelecekte yapilacak arastirmalarada 1sik

tutacaktir.
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Bu tez calismasinda Jurkat T hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin, tasarlanan
mikroakigkan (MF) sistemle izole edilebilirligi, eksozomlara paklitaksel yiiklemesi ile TNBC
alt tipi MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki etkiligi tespit edilmis olup, kanser tedavisinde

kullanilabilecegi bulgular1 elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda kanser tedavisinde yaygin kullanilan bir kemoterapi ajani olan
paklitakselin (PTX) Jurkat T hiicrelerinden salinan eksozomlara yiiklenmesiyle yeni nano
tasiyici sistem gelistirilmistir. Exo-PTX sistemiyle PTX’in eksozom aracili hiicre ig¢ine alinip,
daha diisiik dozlarda meme kanserinde anti tiimor etki gosterdigi, bununla beraber
mikroakigkan (MF) sistemlerle eksozomlarin daha homojen boyutlarda toplayabildigi
gosterildi. MF sistemlerinin eksozomlar1 saflastirma ve yiikleme yeteneklerinin biiytik 6lgekte
genisletilmesi ve klinikte kisisellestirilmis tedavi olarak kullanilabilmeleri i¢in bu tez ¢alismasi
literatiire katki saglayacaktir. Jurkat eksozomlarin1 nanotastyici olarak kullanmak ve tlimor
mikrogevre lizerinde etkilerini arttirmak konusunda bu tez c¢alismasi eksozomlari
fonksiyonellestirerek anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi noktasinda pre-klinik ¢alismalarin

Onemini vurgulamaktadir.
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