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Simgeler

%

kDa

mg
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PY
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Aciklama
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: Kilo Dalton
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- Volt

: Beta

Aciklama

: 5-aminoimidazol-4-karboksamid

. “Apoptosis-linked gene 2 - interacting protein X"

- Alkilpurin-DNA-N-glikosilaz

: Amonyum perstilfat (“Ammonium persulfate”)

: Amerikan Tipi Kdlttr Koleksiyonu (“American Type Culture Collection™)
: Bikinkoninik Asit (“Bicinchoninic Acid”)

: Baz Kesip Cikarma Onarimi (“Base Excision Repair”)
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BSA
DMEM

DMSO
ECM

EDTA
EGFR

ELISA
ESCRT
EV

FBS
FDA
GAPDH

GBM
GPC-1
HGNC

HRP
HSP
1Cso

ILV
LFA-1
LOH
MET

MGMT

MHC
MIF
MMP
MMR
MSDC
MTIC

: S1gir Serum Albumini (“Bovine Serum Albumin”)

. Dulbecco’nun Modifiye Eagle Besiyeri (“Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium”)

: Dimetil Siilfoksit (“Dimethyl Sulfoxide™)
: Hlcre Dis1 Matris (“Extracellular matrix™)
: Etilendiamintetraasetik Asit (“Ethylenediaminetetraacetic acid”)

Epidermal Blylme Faktori Reseptori (“Epidermal Growth Factor
Receptor™)

: Enzim-Bagli-immiin Assay (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”)
: “Endosomal Sorting Complexes Required for Transport”

: Hucre Dis1 Vezikiil (“Exracellular vesicle™)

: Fetal S1g1r Serumu (“Fetal Bovine Serum”)

: Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (“U.S. Food and Drug Administration”)

Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz (“Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase™)

: Glioblastoma Multiforme
: “Glypican-1”

: Insan Genomu Organizasyonu Gen Nomenklat(ir Komitesi (“The Human

Genome Organisation (HUGO) Gene Nomenclature Committee”™)

: Yaban Turpu Peroksidazi (“Horseradish Peroxidase™)
. Is1 Soku Proteini (“Heat Shock Protein”)
© %50 Inhibisyona Neden Olan Konsantrasyon (“The Half Maximal

Inhibitory Concentration”)

: Intraliiminal Vezikiil (“Intraluminal Vesicle™)

: Lenfosit Fonksiyonuyla Iligkili Antijen-1

: Heterozigotluk Eksikligi (“Loss of heterozygosity™)

. Hepatosit Biiyiime Faktorii Reseptori (“Hepatocyte Growth Factor

Receptor™)

O%-Metilguanin DNA  Metiltransferaz  (“O°®-Methylguanine DNA
Methyltransferase™)

: Major Histokompatibilite Kompleksi

: GO¢ Engelleyici Faktor (“Migration Inhibitory Factor”)

: Matriks Metalopeptidaz (“Matrix metallopeptidase™)

. Yanlis Eslesme Onarimi (“Mismatch Repair™)

: Miyeloid Tiirevi Baskilayici Hiicre (“Myeloid-Derived Suppressor Cell”
: 5-(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-karboksamid
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MTT

MVC
MVE
MYR
NaCl
NaOH
NK
PAGE
PBS
PMSF
SDS
SHSP
TBST

TEMED
T™MZ
TSG101
WA
WHO

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum  Bromiir  (“3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide™)

: Multivezikuler Cisimcik

: Multivezikiiler Endozom (“Multivesicular Endosomes”™)

: Mirisetin

: Sodyum Klorr

: Sodyum Hidroksit

: Dogal Oldiiriicii Hiicreler (“Natural Killer”)

: Poliakrilamid Jel Elektroforezi (“Polyacrylamide Gel Electrophoresis™)
: Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (“Phosphate Buffered Saline”)

: Fenilmetilstlfonil Florar

: Sodyum Dodesil Sulfat

- Kiigiik Is1 Soku Proteinleri (“Small Heat Shock Proteins™)

: Tween 20 igeren Tris Tamponlu Tuz Cozeltisi (“Tris Buffered Saline with

Tween 20”)

: N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (“Tetramethylethylenediamine”)
: Temozolomid (“Temozolomide™)

: “Tumor Susceptibility Gene 101”

: Withaferin A

: Diinya Saglik Orgiitii (“World Health Organization”)

Xiv



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BEYIN KANSER HUCRELERINDEN SALINAN EKSTRASELULER
VEZIKUL ICERIKLERI UZERINE TEMOZOLOMIDIN ETKILERI

Ezgi KIYGA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Evren ONAY UCAR
I1. Damisman : Dog. Dr. Zelal ADIGUZEL

Kanser, diinya genelinde 6liime neden hastaliklar arasinda ilk siralarda rapor edilmektedir ve
molekiiler mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi ig¢in in vitro deneyler biyik 6nem
tasimaktadir. Tiim kanser tiirleri arasinda beyin tiimdrleri yaygin olarak gozlemlenmemelerine
ragmen glioblastomalar (GBM), yetiskinlerde en kotii huylu ve en hizli seyreden primer beyin
timorlerindendir. Hastalara uygulanan tim tedavilere ragmen ortalama yasam siiresi 14.6 aydir.
GBM tedavisinde karsilasilan en biiyiik zorluklar kan beyin bariyerinin varligi ve tedavi sonrasi
gelisen direnctir. Bir kemoterapi ajan1 olan temozolomid yapisi nedeni ile kan beyin bariyerini

gecebildiginden, GBM tedavisinde kullanilan 6nemli bir terapotiktir.

Son zamanlarda yapilan aragtirmalar kanser hiicrelerine uygulanan ilaglarin, farkl siireclerde
gorev alan (apoptoz, DNA hasar yaniti, hiicre dongiisii regililasyonu, stres yaniti, tomdr olusumu
ve baskilanmasi) genlerin ekspresyon seviyesini degistirdigini belirtmektedir. Bu genlerdeki

ekspresyonal artis genellikle tedaviye karsi direng ile iliskilendirilmektedir. Tedavinin basari
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sansin1 arttirmak amactyla bu genlerin ekspresyon seviyelerinin, baskilanmasi kullanilan

6nemli stratejilerdendir.

Ektraselliiler vezikiillerin en alt birimini olusturan eksozomlar hiicreler arasi iletisimde, sinyal
iletiminde ve kanser dahil bir¢ok hastaligin patolojik silirecinde rol oynamaktadir. Ekzosomlar
sahip olduklart ¢esitli niikleik asit, miRNA, mRNA, protein (baz1 stres proteinleri (Hsp’ler)
dahil) icerikleri sayesinde kanser progresyonunda, metastazinda, invazyonunda ve direng
olusumunda gorev almaktadir. Bu nedenle kanser hiicrelerinden salinan eksozom igeriklerinin

terapotik bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda kanser ilact olarak kullanilan temozolomid U87-MG ve LN229 insan
glioblastoma hiicrelerine uygulanarak, oncelikle hiicre igerisindeki farkli stres proteinlerinin ve
cesitli RNA’larin ekspresyon seviyeleri tizerine olan etkileri belirlenmis, daha sonra belirli
hicresel protein ve RNA’larin seviyeleri bu hiicre hatlarindan besiyerine salinan EV
icerikleriyle karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bu baglamda dncelikle TMZ’nin U87-MG ve
LN229 insan glioma hiicre hatlar1 izerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve belirli TMZ
konsantrasyonlarinda hticrelere uygulanarak hicre igindeki stres proteinlerinin ve 92 gene ait
RNA seviyelerinin ne dizeyde etkilendigi yapilan ekspresyon c¢alismalariyla saptanmustir.
Sonraki asamada GBM hicrelerinden besiyerine salinan eksozomlarin izolasyonu ve
karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmis ve ilag uygulamasi sonrasinda segilen proteinlerin
ve RNA’larin anlatim seviyeleri degerlendirilmistir. Yapilan deneylerde RADS51 gen
ekspresyonunun sadece U87-MG hiicrelerinde, MDM2 gen ekspresyonunun ise hem LN229
hiicrelerinde hem de bu hiicrelerden kokenlenen eksozomlarda arttig1 saptanmistir.
Immiinolojik analizler TMZ uygulamasinin iki glioma hiicresinde de Hsp70 ekspresyonunu
arttirdigini, Hsp27 ekpresyonunu ise sadece LN229 hiicrelerinde arttirdigini géstermistir. TMZ
uygulamasinin glioma hiicrelerinden kokenlenen eksozomlardaki proteinler {izerine etkileri

incelendiginde, Hsp60 ve Hsp70 ekspresyonlarinin arttig1 belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular, glioblastoma hastalarinin tedavisinde yenilik¢i

yaklasimlarin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
Ocak 2021, 119 sayfa.

Anahtar kelimeler: Glioma, Ektraselller vezikiller, Temozolomid, HSP.
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Cancer, is one of the most prominent member of the diseases that causes deaths worldwide and
in vitro experiments are of paramount importance to elucidate its molecular mechanisms.
Although brain tumors are not commonly observed among all types of cancer, glioblastomas
(GBM) are the most malignant and the fastest-progressing primary brain tumor in adults.
Despite all the treatments applied to the patients, the average life expectancy is 14.6 months.
The main difficulties encountered in GBM treatment are the presence of the blood brain barrier
and resistance that occurs after treatment. Temozolomide, a chemotherapy agent, is an
important therapeutic used in the treatment of GBM, as it can cross the blood brain barrier due

to its structure.

Recent studies have indicated that drugs applied to cancer cells can change the expression levels

of some genes involved in different processes such as apoptosis, DNA damage response, cell

XVii



cycle regulation, stress response, tumor formation and suppression. Increased expression of
these genes is generally associated with resistance to treatment. Suppression of the expression
levels of these genes is one of the main strategies used in order to increase the chance of success

of the treatment.

Exosomes, which forms the smallest subgroup of extracellular vesicles known so far, play a
role in intercellular communication, signal transmission and pathological processes of many
diseases, including cancer. Exosomes can involve in cancer progression, metastasis, invasion
and resistance formation through their various nucleic acid, miRNA, mRNA, protein (including
some stress proteins (Hsp)) contents. Therefore, exosome contents released from cancer cells
are considered to be a therapeutical target.

Within the scope of the thesis, by applying temozolomide, which is used as a cancer drug, to
human glioblastoma cells (U87-MG and LN229), primarily we determined the expression
levels of different stress proteins and various RNAs in the cell and then the levels of certain
cellular proteins and RNAs were compared with the EV contents released from these cell lines
into the medium. In this context, firstly, the cytotoxic effects of TMZ on U87-MG and LN229
human glioma cell lines were evaluated and by applying certain TMZ concentrations to cells,
the level of stress proteins and RNA levels of 92 genes in the cells were detected by expression
studies. In the next stage, the isolation and characterization studies of exosomes released from
GBM cells into the medium were carried out and expression levels of selected proteins and
RNAs after drug administration were evaluated. In the experiments, it was determined that
RAD51 gene expression increased only in U87-MG cells, while MDM2 gene expression
increased both in LN229 cells and in exosomes originating from these cells. Immunological
analysis showed that TMZ administration increased Hsp70 expression in both glioma cells,
while Hsp27 expression increased only in LN229 cells. When the effects of TMZ application
on proteins in exosomes originating from glioma cells were examined, it was determined that

Hsp60 and Hsp70 expressions increased.

The findings obtained within the scope of this thesis will contribute to the development of

innovative approaches in the treatment of glioblastoma patients.
January 2021, 119 pages.
Keywords: Glioma, Extracellular vesicles, Temozolomide, HSP.
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1. GIRIS

Farkli doku ve organlarda kontrolsiiz hiicre boliinmesi sonucunda olusan kanser, bulundugu
doku veya organa gore spesifik olarak isimlendirilmekte ve diinya genelinde neden oldugu 6lim
oranlartyla dnemli bir saglik problemi olarak kabul edilmektedir. Popilasyonda gorulme
sikliklar1 ve 6liim oranlart agisindan farkli kanser tiplerinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Siegel
ve dig., 2020). Beyin ve diger sinir sistemi tliimorleri Olim oranlar1 agisindan
degerlendirildiginde, en yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Merkezi sinir
sistemi timorleri arasinda yer alan ve glial hiicrelerden kaynaklanan glioblastoma multiforme
(GBM), eriskinlerde gozlemlenen en malign beyin tiimoridir (Rosell ve dig., 2008). Tim
kanserlerde oldugu gibi GBM hiicrelerinde de anjiyogenez, invazyon, yasam sinyallerinin
aktivasyonunda artis, kontrolsiiz gogalma ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir (Adamson
ve dig., 2009; Krakstad ve Chekenya, 2010). Giiniimiizde GBM i¢in uygulanan standart tedavi
bi¢imleri; cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir (Adamson ve dig., 2009; Omay ve Vogelbaum,
2009). Tiumoriin tedaviye yaniti hastadan hastaya degismektedir. Cerrahi tekniklerdeki
gelismelere, radyoterapi ve kemoterapi tedavilerindeki ilerlemelere ragmen maalesef prognoz
oldukga kotii olup, GBM hastalarinin ortalama sagkalim siiresi yaklagik 15 aydir. Hastalarin

yalnizca %3-5’1lik bir boliimii 3 yildan daha uzun siire yasamaktadir (Krex ve dig., 2007).

Bir DNA alkilleyici ajan olarak kemoterapide kullanilan temozolomid (TMZ), kan-beyin
bariyeri gegebilme 6zelligi nedeniyle GBM hastalarinin tedavileri i¢in uzun siiredir
kullanilmaktadir. TMZ, DNA'nin purin bazlarina (O%-guanin, N’-guanin ve N3-adenin) bir metil
grubu saglayarak, hiicre dongusiunin G2/M fazinda durmasini indiiklemekte ve apoptoza neden
olmaktadir. TMZ’nin bu etkinliginde MGMT (O6-Metilguanin DNA metil transferazin),
Yanlis eslesme onarimi (“Mismatch Repair System”, MMR) ve Baz kesip ¢ikarma onarimi
(“Base Excision Repair”, BER) gibi DNA tamir sistemleri gérev almaktadir (Marchesi ve dig.,
2007). Bu sistemlerin hatali ¢alismasi hicrelerde TMZ’ye karsi direng olusumunu
tetiklemektedir (Yuan ve dig., 2012). Bu durum, basaril1 bir tedavinin 6niinde biiylik engeller

olusturmaktadir.

Hiicresel iletisim, ¢ok hiicreli organizmalardaki c¢esitli aktivitelerin koordine edilmesinde,

diizenlenmesinde ve doku/organlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Raposo ve



Stoorvogel, 2013). Hiicreler, siklikla hiicresel homeostazin korunmasi ve/veya hiicre disi
ortamdaki patojenlere yanit i¢in, bilgi aligverisinde bulunmaktadir. Ancak yapilan son
calismalar, hiicresel mesaj iletiminde, ekstraselliiler alana salgilanan hiicre dis1 vezikiillerin
(“Extracellular vesicles”, EV’ler) de gorev alabilecegini gostermektedir (Ratajczak ve dig.,
2006). EV’ler, plazma membranindan dogrudan ya da dolayli olarak olusabilen ve serum,
tiikkiiriik, idrar ya da beyin omirilik sivisti (BOS) gibi viicut sivilarinda bulunabilen
partikiillerdir. Bu vezikiiller kargo igerikleri, biiylikliikleri, plazma membranindan olusum
sekilleri ve sekresyon mekanizmalar1 dikkate alinarak mikrovezikuller, eksozomlar ve
apoptotik cisimler olmak tizere 3 temel grupta siniflandirilmaktadir. Eksozomlar diger EV
tiplerine kiyasla patolojik ve fizyolojik siireclerde dnemli gorevler iistlenmektedir. Eksozomlar
hakkindaki ilk bulgular, bu partikillerin hiicreden atik uzaklastirmada gorevli oldugu yoniinde
iken; yapilan calismalar hiicreler arasi haberlesme, sinyal iletimleri gibi 6nemli rollerde
kullanilmak {izere, niikleik asitler, proteinler, miRNA, mRNA, niikleoproteinler ve cesitli
enzimler tagidiklarin1 ortaya koymaktadir (Van der Pol ve dig., 2012; Raposo ve Stoorvogel,
2013). Boyutlar1 30-100 nm arasinda degisen eksozomlar sahip olduklari icerikler sayesinde
sayesinde norodejeneratif bozukluklar ve kanser dahil bir¢ok hastalikta etkili olmaktadir (Akers
ve dig., 2013; Zhang ve dig., 2015). Ozellikle timor hiicrelerinden kokenlenen eksozomlar,
iceriklerindeki onkojenik sinyal proteinleri ve niikleik asitler araciligiyla proliferasyonda,
farklilasmada, anjiyogenezde, metastazda ve ila¢ direncinde gorev almaktadir. Yapilan bir
calismada, GBM hiicrelerinin tiimor onciilii olan glia hicrelerinden kdkenlenen ekstraselliler
vezikillerin, hastalik tanisinda kullanilabilecek mutant RNA ve proteinleri tasidigi
gosterilmistir (Skog ve dig., 2008). Ekstraselliiler vezikiillerin sahip olduklar1 proanjiyojenik
MRNA ve EGFRUVIII icerikleri ile GBM’de endotelyal proliferasyonu uyardigi ve bu sayede
timor hicreleri igin daha uygun mikrogevre sagladig: farkli bir ¢alismada rapor edilmistir (Al-
Nedawi ve dig., 2008). Liu ve arkadaslar1 (2020) eksozomal miR-139-3p’nin kolorektal kanser
hastalarinin metastaz takibinde dnemli bir biyobelirte¢ olabilecegini bildirmistir. Eksozomal
niikleik asitler kadar eksozomal proteinlerde kanser tanisinda kullanilabilme potansiyeli tagiyan
aracilardir. Bununla birlikte eksozomal proteinlerin hiicreler arasinda transfer edilebilmesi
timor ilerlemesini kolaylastirmaktadir (Al-Nedawi ve dig., 2008; Demory Beckler ve dig.,
2013).

Stres proteinleri (Hsp’ler) evrimsel olarak korunmus ve tiim tiirlerde var olan buytk bir protein
ailesidir. Hsp’ler HSPA (HSP70), HSPB (kucik HSP), HSPC (HSP90), HSPH (HSP110) ve



DNAJ (HSP40) olarak, insan saperonin aileleri ise HSPD/E (HSP60/HSP10) ve CCT (TRIC)
olarak siniflandirilmaktadir (Kampinga ve dig., 2009). Normal kosullar altinda hiicrede farkli
fonksiyonlara sahip olan bu protein grubu radyasyon, oksidatif/iskemik stres, toksinler, cevresel
kirleticiler, agir metaller, inflamasyon ve kemoterapi gibi gesitli stres faktorlerine bir cevap
olarak hiicrede induklenmektedir (Papp ve dig., 2003; Garrido ve dig., 2006; Jego ve dig., 2013;
Lianos ve dig., 2015). Farkli kanser tiirlerinde normal hiicrelere kiyasla yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip Hsp’ler, hastaligin asamalarini ve agresifligini belirlemede kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, bu protein grubu timdor hicresi proliferasyonu, farklilagsmasi, istilasi,

metastaz1 ve ilag direnci gibi gesitli agamalarda da rol oynamaktadir (Calderwood ve dig.,
2006).

Hsp’ler hiicrenin g¢ekirdek, sitoplazma, membran, mitokondri ve endoplazmik retikulum dahil
farkli kisimlarinda bulunabilmelerine ragmen, eksozom sekresyon yolu ile ekstraselliiler
ortama da salgilanabilmektedir (De Maio, 2014). Baslangigta sitoprotektif rolleri ile tanimlanan
intraselliiler Hsp’lere artik lokalizasyonlarina bagli olarak, yeni ve farkli gorevler
atfedilmektedir. Intraselliler Hsp70 ve Hsp90 hicrede koruyucu bir etkiye sahipken,
ekstraselliler Hsp70 imminomodulasyonda ve kanser hiicrelerinin immiin yanitinda 6nemli bir
rol oynamaktadir (Bausero ve dig., 2005). Mikrovesikiil i¢ginde bulunan Hsp70 makrofajlarin
aktiflesmesinde gorev alirken, invaziv kanserlerden eksozom iginde salinan Hsp90, kanser
hiicrelerinde migrasyonu arttirmaktadir (McCready ve dig., 2010, Vega ve dig., 2008). Bununla
birlikte eksozomal Hsp’lerin farkli kanser tiirlerinin tanisinda biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi, yapilan bir¢ok ¢alismada bildirilmektedir (Campanella ve dig., 2015; Gobbo
ve dig., 2015; Weeraphan ve dig., 2019; Wyciszkiewicz ve dig., 2019). Bu calismalarda

eksozomal Hsp’ler, ¢alismalarin odak noktasini olusturmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda iki farkli glioma hiicresine (U87-MG ve LN229) uygulanan TMZ’ nin
hiicresel ve eksozomal bazt mRNA’lar ve proteinler lizerindeki etkileri karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Bu amagla, 6ncelikle TMZ uygulamasinin U87-MG ve LN229 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi kullanilarak belirlenmis ve tezin devam ¢alismalari
icin uygun dozlar seg¢ilmistir. TMZ’nin seg¢ilen dozlart U87-MG ve LN229 hicrelerine
uygulanarak cesitli stres proteinleri ve RNA’lar Uzerindeki etkileri kontrol grubu ile
kiyaslanarak degerlendirilmistir. TMZ uygulamas1 sonrasinda bu hiicrelerin ekstraselltler alana

salgiladiklar1 eksozomlarin izolasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilerek, eksozom karakterizasyon



caligmalar1 kalitatif ve kantitatif olarak yapilmistir. TMZ uygulamasi ile glioma hiicrelerinde
ekspresyon seviyesi anlamli olarak degisen stres proteinleri ve RNA’lar, eksozom dizeyinde
de incelenerek, tez kapsaminda her iki hiicre hattindan elde edilen analiz sonuglar1 ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu kapsamda yapilan tiim ¢alismalar, TMZ’ nin insan glioma hiicre hatlarinda ve
onlardan koken alan eksozomlarda diren¢ olusumunu tetikleyecek farkli gen ve proteinlerin
ekspresyon seviyelerini degerlendirerek, kanserde tedavi yanitin1 arastirmak igin umut verici

yeni bir hedefin ortaya konmasi1 amacin1 tagimaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Dinyada yaklasik her 6 6liimden birinin, iilkemizde ise her 5 6liimden birinin sebebi olarak
rapor edilen kanser, diinya ¢apinda ve iilkemizde 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir (World Health Organization,2018; TUIK, 2016). 2018 yilina ait kanser verilerine
gore dlinya genelinde gesitli kanser tiirleri dolayisiyla hayatini1 kaybeden kisi sayis1 yaklasik 9.6
milyondur ve bu 6limlerin ~%70’i diisiik ya da orta gelirli tilkelerde gergeklesmistir. Bununla
birlikte kansere neden olan etmenler arasinda yer alan yiiksek viicut Kitle indeksi, diisiikk meyve
ve sebze tiketimi, fiziksel aktivite eksikligi, tiitin ve alkol kullaniminin kanserden dlumlerin

yaklasik ticte birine sebep oldugu bildirilmistir (World Health Organization, 2018).

2020 kanser istatistik raporuna gore; erkeklerde prostat, akciger, brons, kolon ve rektum
kanserleri tiim kanser vakalarinin %43 inii olusturmakta ve tahmini olarak erkeklerde 6liim
vakalarinin %42’sine karsilik gelmektedir. Kadinlarda en sik gézlemlenen kanserler ise meme,
akciger, brons, kolon ve rektum kanserleri olup; meme kanseri tiim vakalarin ~%30’unu
olusturmaktadir. Cinsiyete bagli olarak en sik gozlemlenen kanserler ve 6liim oranlar1 Tablo
2.1°de verilmistir. Tabloya ait veriler incelendiginde, beyin ve diger sinir sistemi tiimorleri her
iki cinsiyette de en sik gozlemlenen kanser tiirlerinden olmamasina ragmen, 6liim oranlari
acisindan bakildiginda yaygin goriilen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Ayni raporda
2020 yilinda beyin ve diger tiimorlerden kaynaklanacak tahmini 6liim sayisinin 18.020 olacagi
bildirilmektedir (Siegel ve dig., 2020). Bununla birlikte, gelecek 20 yil igerisinde kanser igin
beklenen tahmini vaka sayisinin 30 milyonun {izerinde olmasi beklenmektedir (IARC, 2020).
Bu dogrultuda kanserin teshisi ve tedavisinde kullanilabilecek yeni yontem ve uygulamalarin

gelistirilmesi biiyiik nem arz etmektedir.



Tablo 2.1: 2020 kanser istatistiklerine gore erkeklerde ve kadimlarda en yaygin goriilen kanser tiirleri
ve 6liim oranlarina ait veriler (Siegel ve dig., 2020).

Tahmini Yeni Vakalar

Erkek - Kadin

Prostat 191.930 %21 Meme 276.480 %30

Akciger & brong  116.300 %13 Akciger & brons 112.520 %12

Kolon & rektum  78.300 %9 Kolon & rektum 69.650 %8
Mesane  62.100 %7 Rahim 65.620 %7

Melanoma  60.190 %7 Tiroid 40.170 %4

Bobrek & bébrek pelvisi  45.520 %5 Melanoma 40.160 %4
Hodgkin disi lenfoma  42.380 %5 Hodgkin dis1 lenfoma 34.860 %4
Ag1z boslugu ve farenks  38.380 %4 Bobrek & bobrek pelvisi  28.230 %3
Losemi  35.4700 %4 Pankreas 27.200 %3

Pankreas  30.400 %3 Lésemi 25.060 %3

TOmu 893.660 90100 Tumi 912.930 %100

Tahmini Olimler

Erkek - Kadin

Akciger & brong  72.500 %23 Akciger & brons 63.220 %22

Prostat  33.330 %10 Meme 42.170 %15

Kolon & rektum  28.630 %9 Kolon & rektum 24.570 %9

Pankreas  24.640 %8 Pankreas 22.410 %8

Karaciger ve safrayolu  20.020 %06 Over 13.940 %5

Losemi  13.420 %4 Rahim 12.590 %4

Ozofagus  13.100 %4 Karaciger ve safra yolu 10.140 %4

Mesane  13.050 %4 Ldsemi 9.680 %3

Hodgkin dis1 lenfoma  11.460 %4 Hodgkin dis1 lenfoma 8.480 %3

Beyin & sinir sistemi  10.190 %3 Beyin & sinir sistemi 7.830 %3

Tumi 321.160 %100 Tumu 285.360 %100
2.1.1.Glioma

Glioma, genel olarak birincil beyin timorlerini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir ve
merkezi sinir sistemi timorleri iginde yer almaktadir (Huang ve dig. 2017). 2016 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii (“World Health Organization”, WHO) merkezi sinir sistemi tiimarlerine ait
molekdler bilgileri, histolojik verilerle bitlnlestirerek yeniden siniflandirmistir. Merkezi sinir
sistemi tlimorlerinin siniflandirilmas: diffiiz astrositik ve oligodendroglial timorler (diffiiz
astrositoma, anaplastik  astrositoma, glioblastoma, oligodendroglioma, anaplastik
oligodendroglioma, oligoastrositoma, anaplastik oligoastrositoma), ependimal tumorler ve

lenfomalar basta olmak tizere 16 baslik altinda toplanmaktadir (Louis ve dig., 2016).



Astrositik timorler grubu icinde yer alan gliomalarin en malignant tipi glioblastoma
multiform (GBM) olarak adlandirilmaktadir. “Glioblastoma multiforme” terimi, ilk defa
Cushing ve Bailey tarafindan gelistirilen 1926 siniflandirma sisteminde kullanilmistir (Bailey
ve Cushing, 1926). GBM, agresif ve yiksek proliferatif seyrinden dolayi WHO
simiflandirilmasinda IV. derece tiimorler grubunda bulunmaktadir (Louis ve dig., 2016). TUm
erigkin kanser tanilarinin sadece %2’sini temsil eden primer merkezi sinir sistem tumaorlerinin
yaklagik %50’sini GBM olusturmaktadir. Her 100.000 kiside 3.20 insidansina sahip nadir bir
timor grubu olsa da (Lukas ve dig., 2019), kétii prognoz gézlenen GBM hastalarinin ortalama
yasam siiresi 14.6 ay1 gegcmemektedir (Krakstad ve Chekenya, 2010).

Diger tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi GBM hicrelerinde de anjiyogenez, invazyon,
metabolik aktivitede artig, kontrolsiiz ¢ogalma ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir
(Adamson ve dig., 2009; Krakstad ve Chekenya, 2010). Radyoterapi, kemoterapi ve/veya
cerrahi uygulamalarin GBM tedavisindeki olumlu etkilerinin, hastalarin ortalama yasam
streleri dikkate alindiginda oldukga diisiik oldugu bilinmektedir. GBM tedavisindeki bu
basarisizligin en 6nemli etmenlerinden biri radyoterapi ve kemoterapi direncidir ve bu direng
mekanizmasi halen belirsizligini korumaktadir (Kim ve dig., 2008; Combs ve dig., 2016).
Tedavide karsilagilan bir diger sorun ise biiyliik molekiilli ilaglarin ve kiigiik molekiillii
farmasotiklerin beyin dokusuna gegisini engelleyen kan beyin bariyerinin varligidir. GBM’in,
¢evresinde bulunan normal beyin dokusuna da yayilim gostermesi, cerrahi miidahalenin
basarisiz olmasina yol agmakta ve bu durum 6liimciil sonuglara neden olmaktadir (Yue ve dig.,
2014). Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi tedavi yaklagimlarma ragmen, GBM hastalarinin
hayatta kalma oranlarinda halen bir diizelme saglanamamistir ve bu nedenle GBM en 6limcdil

kanser tlrlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Nam ve de Groot, 2017).
Arastirmacilarin, glioblastoma tizerinde yaptiklart molekiiler analizler:

e tirozin kinazlar tarafindan aktive olan sinyal iletim yolaklarindaki epidermal
biiytime faktorii reseptorlerinde (“Epidermal Growth Factor Receptor”, EGFR
gen amplifikasyonu, PTEN mutasyonu) farkliliklar oldugunu

e hiicre dongiisii durdurma yolaklar1 diizenleyicilerinde (p53 mutasyonu)

farkliliklar oldugunu



e kromozom diizeyinde genetik degisimler oldugunu (17p, 13q, 9p, 19q, 10q, 22q,
18q kaybi ile 7 ve 12q amplifikasyonu)

ortaya koymus ve bu degisimlerin kanser hiicrelerinde anjiyogenez, invazyon ve adezyon ile
iligkili olabilecegini gostermistir (Sehgal, 1998; Sallinen ve dig., 2000; Zhang ve dig., 2003).
Ayrica kromozom 10q ve 19q tzerindeki heterozigotluk eksikliginin (“Loss of heterozygosity”,
LOH) GBM’deki en yaygin mutasyonlar oldugu belirlenmistir (Kanu ve dig., 2009). Primer ve
sekonder GBM’in baslangic ve ilerli asamalarinda meydana gelen genetik degisiklikler Sekil

2.1’de verilmistir.

Astrositler, tiimér kok hiicreleri

Pilositik astositoma (WHO 1)

\

Dugiik-derece astrositoma (WHO 1)
p33 mutasyonu (%650)

\

Anaplastik astrositoma (WHO IIT)
P33 mutasyonu (%650)
Daha fazla metillenmis pl1 4477

Metillenmis MGMT (%75)

Sekonder GBM (WHO TV) (%10) Primer GBM (WHO TV) (%90)
LOH 10g (%60) LOH 10q (%60)

EGFR amplifikasyonu (%10) EGFER amplifikasyonu (%10)
pl16%E delesyon (%620) pl16%E% delesyon (%620)

Daha fazla metillenmis pl14°F pl44Ee

P33 mutasvony, kodon 248/273 (%65) P33 mutasyonu, tim ekzonlar (%30)
PTEN mutasvonu (%65) PTEN mutasvonu {%6235)
Metillenmiy RB1 (%40) Metillenmis RB1 (%615)

Metillenmis MGMT (%735) Metillenmis MGMT (%36)

Sekil 2.1: Birincil ve ikincil GBM nin baslangicinda ve ileri asamalarinda meydana gelen genetik
degisiklikler (Kanu ve dig., 2009).



2.1.2. Kanser Cahsmalarinda Kullanilan Glioma Modelleri

Kanser tedavisinde kullanilan ila¢ ya da uygulanan yontemlerin molekiiler mekanizmasini
belirleyebilmek adina arastirmacilar model olarak cesitli hiicre hatlarindan faydalanmaktadir.
Bu baglamda beyin tiimorleri ¢alismalarinda genetik farklilik gésteren C6 (sigan), 9L (sigan),
CNS-1 (sigan), RT-2 (sigan), T9 (sigan), GL261 (fare), U87-MG (insan), U118MG (insan),
U251MG (insan), U373MG (insan), T98G (insan), A172 (insan), LN229 (insan) gibi ¢esitli
GBM hiicre hatlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarda en sik kullanilan insan
glioma hiicre hattt U87-MG’dir (Clark ve dig., 2010) ve bu hiicre hattinin kullanildigi 3000°den
fazla ¢alisma bulunmaktadir (NCBI PubMed, 2020).

[lk kez Kafkas bir erkegin beyin tiimoriinden iiretilen U87-MG hiicre hatt1, Ponten ve Macintyre
(1968) tarafindan karakterize edilmistir. Bu hiicre hatti genetik heterojenitesi nedeniyle
adherent ve agregat olusturan kiigiik kiiresel iki farkl hiicre tipinden olusmaktadir (Bertrand ve
dig., 2009). U87-MG hiicre hattinda p14""F ve p16 delesyonu gibi cesitli mutasyonlar
bulunmaktadir. Ayrica proliferasyon, anjiyogenez ve apoptoza direncte anahtar rol oynayan
PI3K/AKT’1 aktive eden tiimor baskilayict PTEN proteininin mutant formu sentezlenmektedir
(Jacobs ve dig., 2011). Bununla birlikte, bu hucreler mutant olmayan p53 (“wild-type™) geni
tasimaktadir (Cerrato ve dig.,2001).

U87-MG hiicre hattinin aksine LN229 hiicre hattinin kullanildigi daha az sayida calisma
bulunmaktadir. Literatiirde LN229 hiicrelerinin  kullanildig1 yaklasik 200 calisma
gorulmektedir (NCBI PubMed, 2020). Sag frontal parieto-oksipital glioblastomlu bir kadin
hastadan 1979°da elde edilen LN229 hiicrelerinde, p53 (TP53) mutasyonu ile birlikte p16 ve
p14°RF tiimor baskilayic1 genlerinde olast homozigot delesyonlar goriilmektedir. Ayrica mutant
olmayan PTEN (“wild-type”) geni tasimaktadir (ATCC, 2020).

2.1.3.Glioma Tedavisinde Temozolomid

Bir kemoterapi ajani olan temozolomid (TMZ) alkile edici ajan dakarbazinin imidazotetrazin
tirevidir (Sekil 2.2) ve kimyasal adi 3-metil-4-oksoimidazo [5,1-d] [1,2,3,5] tetrazin-8-
karboksamiddir (Moody ve Wheelhouse, 2014). TMZ, 5’ten diisiik pH’larda stabil formda
kalirken, 7’den yiksek pH’larda 5-(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-karboksamide (MTIC,
CsHeN6O2) hizla hidrolize edilmektedir. MTIC daha ileri asamalarda hidrolizlenerek 5-

aminoimidazol-4-karboksamid (AIC) ve metilhidrazin Grlnlerine doniismektedir (Reid ve dig.,



1997). Lipofilik yapist nedeniyle kan beyin bariyerini gecebilen TMZ, Gida ve Ilag Dairesi
(“Food and Drug Administration”, FDA) onayli olup, hem diisiik hem de yiiksek dereceli

astrositik timorlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Alifieris ve Trafalis, 2015).

OH
N
TN %N
N\\/ |
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Sekil 2.2: TMZ’nin kimyasal formiilii.

DNA alkilleyici bir ajan olarak bilinen TMZ, hiicre dongiisinin G2/M fazinda durmasini
indiikleyerek apoptoza neden olmaktadir. TMZ’nin molekiiler mekanizmasi, DNA’da metil
eklentilerinin olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu metil eklentileri guanin tizerinde N’ ve
0° bolgelerinde, adenin (izerinde ise N® bélgesinde meydana gelmektedir. Guaninin Q°
bolgesindeki alkilasyon, DNA replikasyonu sirasinda metilguaninin karsisina sitozin yerine bir
timinin yerlestirilmesine yol agmakta ve bu durum hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Lee,
2016). Bununla birlikte, TMZ’nin etkinliginden DNA tamir sistemleri; MGMT (O°-
Metilguanin DNA metil transferaz), Yanlis eslesme onarimi (“Mismatch Repair System”,
MMR) ve Baz kesip ¢ikarma onarimmin (“Base Excision Repair’, BER) sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (Marchesi ve dig., 2007). Hiicrenin sahip oldugu MMR fonksiyonu ile
TMZ’nin etkinligi arasinda yakin bir iligki bulunmaktadir (Sarkaria ve dig., 2008). Ancak
MMR fonksiyonu ile MGMT fonksiyonu arasinda ters bir iligki bulunmaktadir (Kaina ve dig.,
2010). MMR sistemi diizgiin bigimde ¢alisan malign hicrelerde TMZ’nin apoptozu
indiikledigi, ancak MMR sistemi hatali ¢alisan hiicrelerde bunun olmadig: ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Omar ve Mason 2010; Yuan ve dig., 2012). Ayrica MGMT ekspresyon seviyesi
diisiik olan ve aktif bir MMR sistemine sahip timar hicrelerinde TMZ nin apoptoza yol acgtig1
bildirilmistir (Caporaso ve dig., 2007; Pagani ve dig., 2007) (Sekil 2.3).



11

MGMT/APGN/BER

N3- metiladenin MMR

Niikleik Asit —— N’-metilguanin I
O5- metilguanin

Hiicre 6liimii
(TMZ duyarh)

MGMT/APGN/BER

MMR

TMY direngli

Sekil 2.3: TMZ’nin diren¢ mekanizmasi (Lee, 2016).

TMZ guanin izerinde N7 ve OF bolgelerine, adenin izerinde ise N® bolgesine metil gruplari ekleyerek DNA’y1 degistirir. Bu metillenmis
bolgeler mutasyona ugrayabilir ve bu mutasyonlar ya yanlis eslesme onarim sistemi (MMR) ile kalic1 hale gelebilir ya da Alkilpurin-DNA-
N-glikozilaz (APNG) gibi bir DNAglikozilazin etkisiyle Baz kesip ¢gikarma onarimi (BER) ve ya O6-metilguanin metiltransferaz (MGMT)
gibi demetile edici bir enzimin etkisiyle ortadan kaldirabilir. Bu nedenle MMR sistemi aktif oldugunda GBM hiicreleri TMZ’ye karst
duyarhdir; ancak MGMT, APNG ve BER proteinlerinin varligi bu hiicreleri TMZ’ye direngli hale getirir.

2.2. HUCRE DISI VEZIKULLER

Hiicreler arasi iletisim, ¢ok hiicreli organizmalarda farkli aktivitelerin koordinasyonunda,
diizenlenmesinde ve ¢esitli doku/organlarin gelisiminde 6nemli roller oynamaktadir (Raposo
ve Stoorvogel, 2013). Hiicresel homeostazi korumak veya hiicre dis1 ortamdaki patojenlere
cevap vermek icin hicreler birbirleriyle siirekli bilgi aligverisinde bulunmaktadir. Bilim
insanlart uzun yillar boyunca hiicresel iletisimin, sadece hormonlar, sitokinler veya
norotransmitterler araciliiyla saglandigini diisiindiiler (Camussi ve dig., 2010). Ancak son
caligmalar hiicrelerin, hiicre dis1 vezikiiller (“Exracellular vesicle”, EV) araciligiyla da iletisim

kurabildigini gostermektedir (Ratajczak ve dig., 2006).

EV’ler hiicre zarina benzeyen lipit bir tabaka ile gevrili, kiigiik kiiresel yapilardir ve plazma
zarindan dogrudan veya dolayli olarak olusabilmektedir. Bu vesikuller kargo igerigi,
biiytikliigii, plazma membran olusumu ve sekresyonuna gore siniflandirilmaktadir (Cordonnier
ve dig., 2017). EV’ler, endositik yoldan yonlendirilen ve hiicre dis1 ortama ekzositozla salinan
eksozomlar, (Trams ve dig., 1981), dogrudan plazma zarindan tomurcuklanarak hiicre disina
salgilanan mikrovezikiller (Borges ve dig., 2013) ve apoptoz sirasinda hiicreler tarafindan
salian apoptotik cisimler (Thery ve dig., 2001) olmak tizere temelde (i¢ gruba ayrilmaktadir
(Sekil 2.4). Diger EV’lere kiyasla eksozomlar, daha fazla fizyolojik ve patolojik stregte rol



12

oynamaktadir ve ¢ogunlukla hiicre dis1 vezikiiller i¢in genel bir isim olarak kullanilmaktadir

(Thery ve dig., 2009; Zhang ve dig., 2015; Soung ve dig., 2016).

Eksozomlar Mikrovezikiiller Apoptotik cisimcikler
%,
% %
“ %45'0 %,
a3 «%
Erken endozom <
MVC/ Geg

endozom Eksozomlar

Sekil 2.4: Hiicre dis1 vezikiillerin siniflandirilmasi (Onay-Ugar ve dig., 2021).

Eksozomlar, dolayli olarak hiicre zarindan kdken alan ve simdiye kadar bilinen en kii¢iik EV
alt grubunu olusturan biyoaktif vezikiillerdir. Boyutlar1 30-100 nm arasinda degigsmektedir.
Eksozom terimi ilk defa 1981 yilinda Trams ve arkadaslari tarafindan farkli hiicre tiplerinden
hiicre dis1 ortama salinan kiiclik vezikiilleri tanimlamak i¢in kullanilmistir (Trams ve dig.,
1981). Pan and Johnstone 1983 yilinda, elektron mikroskobu yardimiyla eksozomlarin
multivezikiiler cisimciklerden (MVC’ler) kdken aldigini gostermistir (Pan ve Johnstone, 1983).
Kesfedildikleri ilk zamanlarda hiicrenin atiklarin1 uzaklastirmak ic¢in gorevli oldugu diisiiniilen
eksozomlarin, sahip olduklari niikleik asit, protein, miRNA, mRNA, niikleoprotein igerikleri
nedeniyle hiicreler arasi iletisim ve sinyal iletimi gibi Onemli siireglerde yer aldigi
diisiiniilmektedir (Van der Pol ve dig., 2012; Akers ve dig., 2013; Zhang ve dig., 2015).
Eksozomlar bagisiklik hiicreleri, ndronlar, timor hiicreleri gibi tiim hiicre tipleri tarafindan
salgilanabilmekte ve kan, idrar, tiikiiriik, seminal sivi, amniyotik sivi, anne siitii ve beyin

omurilik sivisi gibi bir¢ok viicut sivisinda bulunabilmektedir (Vlassov ve dig., 2012).

Eksozomlar, i¢e dogru tomurcuklanma ile olusan erken endozomun plazma zarindan ayrilmasi
ile olusmaktadir. Intraliiminal vezikiiller (ILV’ler) erken endozomlarin olgunlasma siirecinden
sonra ortaya ¢ikmaktadir. CD9 ve CD63 gibi tetraspaninler ILV olusumunda rol oynamaktadir.
Bu ILV iceren erken endosomlar, multivezikiler endozomlar (MVE) ya da multivezikiler

cisimcikler (MVC) ya da ge¢ endozomlar olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.4). Olgunlasma
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sirasinda, MVC’ler igeriklerine ve amaglarina gore, lic farkli son iirline doniisebilmektedir.
MVC’ler, sahip olduklar1 protein igeriklerini degrade edebilmek i¢in lizozomlarla
birlesebilmekte, gegici bir saklama bolmesi olusturabilmekte veya ekzositoz ile hiicre zarindan
salinabilmektedir. Son agsamada hiicre disina salgilanan tim MVC’ler eksozom olarak
adlandirilmaktadir (van Niel ve dig., 2006; Raposo ve Stoorvogel, 2013). ILV yiizeyinde
bulunan ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il ve ESCRT-III alt birimlerinden olusan ESCRT
(“Endosomal Sorting Complexes Required for Transport™) proteinleri, eksozom biyogenezinde
rol oynamaktadir (Williams ve Urbe, 2007). ESCRT den bagimsiz olarak hiicre ici Ca*?
seviyesi, p53 ve ALIX (“Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X”) proteinleri ile Rab

protein ailesi de eksozom olusumunda gorev almaktadir (Cordonnier ve dig., 2017).

Eksozomlarin hedef hiicre tarafindan nasil tanindig1 ve hedef hiicreye nasil niifuz ettigi heniiz
tam olarak anlagilamamistir. Bununla birlikte, eksozom igeriginin hiicre tarafindan alinmasinin
tic sekilde gerceklestigi bilinmektedir. Eksozom igerigi reseptor etkilesimi, fagositoz veya

membran flizyonu araciligiyla hedef hiicreye alinabilmektedir (Thery ve dig., 2009).

Eksozomlarim hiicre tipine spesifik igeriklere sahip olmasi, onlarin diger EV tirlerinden ayirt
edilmelerini saglamaktadir (Crescitelli ve dig., 2013; Raposo ve Stoorvogel, 2013). Membran
bilesenleri eksozomun kdken aldigi hiicrenin membranina benzemektedir. Bu zamana kadar
tamimlanmis eksozomlar ve icerikleri Exocarta web sitesinde (www.exocarta.org)
listelenmektedir. Eksozomlar, tetraspanin (CD9, CD63, CD81) gibi adhezyon proteinlerini,
integrinleri (Ienfosit fonksiyonuyla iliskili antijen 1, LFA-1), immiin sistemi uyarici molekiilleri
(major histokompatibilite kompleksi I/Il, MHC I/11), hiucre iskeleti molekillerini (aktin,
miyozin, tubulin), MVC olusumunda yer alan proteinleri (ALIX, tumor susceptibility gene 101
(TSG101)), hucre ici sinyal proteinlerini (14-3-3 proteinleri, syntenin), enzimleri (piruvat
kinaz, gliseraldehid 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)) ve Fas-ligand gibi bazi ligandlari
igcermektedir (Campanella ve dig., 2014). Buna ek olarak eksozomlarin liimenlerinde (Hsp27,
Hsp60, Hsp70, Hsp90) ve membranlarinda (Hsp60, Hsp70 ve Hsp90) cesitli Hsp’ler
bulunmaktadir (Mathew ve dig., 1995; Campanella ve dig., 2012) (Sekil 2.5). Eksozom
proteinleri hiicre lizatindaki proteinler ile karsilastirildiginda, 6zellikle bazi proteinlerin
eksozomlarda daha fazla bulundugu goriilmektedir. Bu proteinler (CD9, CD63, CD81, ALIX,
TSG101) genellikle eksozom biyobelirteci olarak kabul edilmektedir (Logozzi ve dig., 2009).
Birgok proteinin yani sira eksozomlar mRNA, miRNA, rRNA ve tRNA dahil olmak Uzere
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zengin bir RNA igerigine de sahiptir. Bu RNA’larin alic1 hiicreye transferi sonrasinda hiicrede

belirli genlerin ekspresyon seviyelerini degistirdigi bilinmektedir (Mittelbrunn ve dig., 2012).
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Sekil 2.5: Eksozomlarm molekiiler icerigi ve simiflandiriimasi (Onay-Ugar ve dig., 2021).

2.2.1. Eksozom ve Kanser

Hdicre igi gerekli bilgilerin taginmasindan ve iletilmesinden sorumlu olan eksozomlarin, ayni
zamanda bagisiklik sisteminin aktivasyonunda ve kanser basta olmak iizere HIV, Parkinson,
Alzheimer gibi ¢esitli hastaliklarin patolojik siireglerinde rol aldigi diistiniilmektedir (Lo Cicero
ve dig., 2015; Whiteside, 2017). Proliferatif kanser hiicreleri, baska dokulara anjiyogenez ile
yayillim gosterebilmekte, invazyon ve metastaz yapma yetenegi sergilemekte ve immiin
sistemden kagabilmektedir. Tiimorden kdken alan eksozomlarin 6zellikle kanser tespitinde,
timor ilerlemesi (invazyon) ve metastazinin potansiyel diizenleyici nedenleri hakkinda bilgi
saglamakta goOrevli olabilecegi belirtilmektedir. Bununla birlikte eksozomlar,

kanser
hlcrelerinde malign biiyiimeyi kolaylastiran ve biyolojik olarak aktif molekiilleri transfer
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edebilen, hicre ici iletisim aginda oldukg¢a 6nemli gérevler tistlenmektedir (Lo Cicero ve dig.,
2015). Tumorden koken alan eksozomlarin tiimor ilerlemesi ile iliskili olmasinin yani sira,
hastaligin ilerlemesini engelleyen antitumoral aktivitelerde de rol oynayabilecegi
vurgulanmaktadir (Peinado ve dig., 2012; Melo ve dig., 2014; Costa-Silva ve dig., 2015).

Saglikli hiicrelerin salgiladigi eksozomlarla karsilastirildiklarinda, tumér hicrelerinin daha
fazla eksozom salgiladig: bilinmektedir. Bununla birlikte tiimor hiicresinin salgiladigi eksozom
iceriklerinin, saglikli hiicreden salgilanan eksozom igeriginden oldukga farkli oldugu da

gosterilmistir (Bae ve dig., 2018).

Son yillarda kanser tanisina yonelik bir¢ok ¢alismada eksozomlarin kullanildig: bilinmektedir.
Eksozom igerigini ortaya koyan birgok in vitro ve preklinik ¢alisma, ekosomal lipid ve
metabolit igerikleri ile karsilastirildiginda, eksozomal protein ve niikleik asit bilesimlerinin,
kanser tanisi ve izlenmesi hakkinda daha kesin bilgiler sundugunu ortaya koymustur (Kalluri,
2016). Beyin omurilik sivisi, safra, gdzyasi, anne siitii ve kan dahil olmak iizere birgok biyolojik
sivida tespit edilebilen kanser eksozomlarinin, 6zellikle pankreas, meme, yumurtalik ve beyin
timorlerinin malignite tanisinda kullanilabilecegi disiiniilmektedir (Skog ve dig., 2008;
Corcoran ve dig., 2011; Melo ve dig., 2015). Ek olarak akciger yasst hiicre karsinomu (Aushev
ve dig., 2013), hepatoseliiler karsinom (Wang H. ve dig., 2014), over kanseri (Taylor ve dig.,
2008), kolorektal kanserler (Silva ve dig., 2012), glioblastoma (Skog ve dig., 2008) gibi kanser
tipleri lizerinde yapilan ¢alismalarda, eksozomlarin kanser tanisinda kullanilabilecek potansiyel
araglar oldugu gosterilmistir. Eksozomal nukleik asitler zerinde yapilan bir ¢aligmada
eksozomal miR-21’in, 6zofagus skuamdz hicreli karsinom hastalarinin serumunda arttig1 ve bu
durumun ileri hastalik seviyesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Tanaka ve dig., 2013). Pankreas
kanseri hasta serumlarinda ise eksozomal miR-141’in ekspresyon seviyesinin yiikseldigi

gozlemlenmistir (Li ve dig., 2015).

Eksozomal proteinler hiicresel kdkeni yansitabildikleri i¢in, kanserin saptanmasinda énemli
roller oynamaktadir. Eksozomlar araciligiyla hiicreler arasinda transfer edilebilen
onkoproteinler, timor olusumunu kolaylastirmaktadir (Al-Nedawi ve dig., 2008; Demory
Beckler ve dig., 2013). Melonoma hastalarinin 3. ve 4. evrelerinde eksozomla iliskili hepatosit
bliyiime faktorii reseptorii (“hepatocyte growth factor receptor”, MET) ve fosforile MET
(Tyrl349) proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin, saglikli bireylere kiyasla arttigi tespit

edilmistir (Peinado ve dig., 2012). Ayrica, makrofaj gogiinii engelleyici faktor (“migration
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inhibitory factor”, MIF), glipikan-1 (“Glypican-1”, GPC-1) gibi ¢esitli eksozomal proteinlerin
pankreas kanseri hastalarinda ekpresyon seviyelerinin yiikseldigi bildirilmistir (Melo ve dig.,
2014). Eksozomlarin bu ozellikleri klinik aragtirmalarda biyobelirteg¢ olarak kullanilabilme

potansiyellerini arttirmaktadir (Gonda ve dig., 2013).

Bircok kanser turinde gorilen timor heterojenitesi genomdaki  dengesizlikten
kaynaklanmaktadir. Bagisiklik hiicrelerinin, mezenkimal hicrelerin ve hicresel olmayan
bilesenlerin ¢esitliligi, timorlerin fonksiyonel olarak heterojenligine neden olmaktadir. TUmor
mikrogevre heterojenitesi ise timorlerde baska bir karmagiklik katmani olarak ortaya
¢ikmaktadir. Eksozomlar, tiimor mikrogevresinin anahtar bilesenlerindendir ve 6zellikle timor
hicrelerinden salinan eksozomlar, stromal yanitlari manipiile ederek protiimorijenik veya
antitimorijenik ortama neden olmaktadir. Stromal hiicrelerden salgilanan eksozomlar ise,
iceriklerine bagh olarak kanser ilerlemesini desteklemekte veya sinirlandirmaktadir (Kalluri,
2016).

Eksozomlarin  biyolojik fonksiyonlarin1 agiklayan ¢alismalar, adaptif bagisikligin
duzenlenmesinde de rol oynadiklarini gostermistir (Thery ve dig., 2002). Tumorlerden
salgilanan eksozomlarin immiinolojik aktiviteleri, timor antijen sunumunun modilasyonundan
timor bagisikliginin polarizasyonuna kadar degisen karmasik ve dinamik bir yapidir (Clayton
ve Mason, 2009; Greening ve dig., 2015). Eksozomlar bagisiklik-kanser hiicresi iletisiminin
kritik aracilaridir, ancak timor mikrogevresindeki eksozomlarin fonksiyonel olarak heterojen
olduklar1 bilinmektedir. Bu heterojenlik eksozomlarin antitimorijenik ve protimorijenik
rollerini arastirirken zorluk yaratmaktadir. Yapilan ¢alismalar, dentritik hiicrelerden kdken alan
eksozomlarin T ve B hiicrelerini aktive edebildigini, kanser hiicresinden koken alan
eksozomlarin ise aktiflestirilmis T hlcrelerine sunulan bir timor antijen kaynagi olabildigini
gostermistir (Zitvogel ve dig., 1998; Wolfers ve dig., 2001). Eksozomlar, antitiméor bagisiklik
yanitlarinda gérev almalarinin yani sira, immiin sistemden kagista da rol oynamaktadir. Kanser
hlcrelerinden kokenlendiklerinde dogal 6ldiiriicti hiicrelerin proliferasyonunu ve sitotoksik
fonsiyonlarini inhibe edebildikleri gibi, T hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek hiicrenin
biyolojik islevini de etkileyebilmektedir (Andreola ve dig., 2002; Clayton ve dig., 2008).
Ayrica, yapilan bir ¢calismada meme kanseri hiicrelerinden kokenlenen eksozomlarin kemik
iligindeki CD11-pozitif hiicreler iizerinde etkili oldugu, IL-6 salgilanmasini tesvik ettigi ve

sonucta dendritik hiicrelerin farklilasmasini baskiladig1 gosterilmistir (Yu ve dig., 2007). 2006
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yilinda Liu ve arkadaslari, meme kanseri hiicrelerinden kdkenlenen eksozomlarin, IL-2 aracili
proliferasyonu indiikleyerek ve dogal oOldiiriicii hiicrelerin aktivasyonunu bloke ederek,
timoriin biliylimesine katkida bulundugunu bildirmistir (Liu ve dig., 2006). Tiumorlerde
eksozomlarin bagisiklik fonksiyonlarinin daha iyi anlasilmasi, yeni ve etkili antitimor
tedavilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Bu anlamda tedaviye yonelik devam eden bir
klinik ¢alismada, kanser hastalarmin (kiigiik hiicreli akciger kanseri) antitimér bagisiklik
yanitin1 aktive etmek igin dentritik hiicrelerden kokenlenen eksozomlar (deksozomlar)

kullanilmaktadir (Kucharzewska ve dig., 2013).

Kanser hicrelerinin oksijen ve beslenme ihtiyaglarin1 saglamakla sorumlu anjiogenezin
diizenlenmesi asamasinda da eksozomlarin gorev aldigi bilinmektedir. Glioblastoma ve kolon
kanserinden kokenlenen eksozomlar, tagidiklari anjiogenik proteinler, mRNA’lar ve
mMiRNA’lar aracilig1 ile endotel hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir (Skog ve dig., 2008;
Hong ve dig., 2009). Bobrek kanseri hiicre hatlari tarafindan salgilanan CD105-pozitif
eksozomlarin ise vaskiiler endotel hiicrelerini etkiledigi ve biiytimeyi destekledigi bilinmektedir
(Grange ve dig., 2011).

Stromal veya kanser hiicresi eksozomlari, alici hiicreler iizerinde ¢ift yonli etkiye sahiptir.
Aragtirmalarin  biiyiik ¢ogunlugu kanser hiicresi kaynakli eksozomlarin protlimérijenik,
proinvaziv ve prometastatik etkileri oldugunu gorterirken, stromal tiirevli eksozomlarin kanser
eksozomlarindan farkli ve belki de karsit fonksiyonlara sahip olabilecegini akla getirmektedir.
Kanser eksozomlari, iyi huylu epitel hiicrelerinin malign hiicrelere doniistiiriilmesinde, kanser
hlcresi invazyonunu tesvik etmek icin hiicre disi matrisin (“Extracellular matrix”, ECM)
yeniden modellenmesinde, metastatik geligmeyi arttirmak i¢in metastatik bdlgenin

modiilasyonunda rol oynamaktadir (Kalluri, 2016).

Eksozomlar sahip olduklari morfolojik ve biyolojik 6zelliklerinden dolayi, kanserin tiim
asamalarinda 6nemli oyuncular olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak, eksozom biyolojisi halen
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu baglamda gelecekteki arastirmalar, eksozomlarin saglik ve

hastalik durumlarinda bilinmeyen birgok eylemi ¢ozebilecegini vaat etmektedir.
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2.3. STRES (ISI SOKU) PROTEINLERI

Stres proteinleri olarak da bilinen 1s1 soku proteinleri (“Heat shock protein”, Hsp) ilk olarak
1962 yilinda Drosophila melanogaster’in tiikrilk bezlerinde 1s1 stresine cevap olarak
indiiklenen bir protein grubu olarak kesfedilmistir (Ritossa, 1962). Molekiiler saperon olarak
da islev goren Hsp’ler evrimsel olarak korunmus ve tim tirlerde var olan biylk bir protein
ailesidir. Normal sartlar altinda, hiicre i¢inde farkli fonksiyonlar gosteren bu protein ailesi; st
soku, radyasyon, oksidatif/iskemik stres, toksinler, cevresel Kirleticiler, agir metaller,
inflamasyon ve kemoterapi de dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik ve ¢evresel stres faktorlerine
bir cevap olarak hiicrede indiiklenmektedir (Papp ve dig., 2003; Garrido ve dig., 2006; Jego ve
dig., 2013; Lianos ve dig., 2015).

2.3.1.Stres Proteinlerinin Simflandiriimasi ve islevleri

1966 yilinda yapilan Cold Spring Harbor Toplantisi’nda, 1s1 soku ile ilgili tiim proteinlerin
Hsp’ler olarak adlandirilmasina karar verilmistir. Molekiil agirliklart 10-170 kDa arasinda
degismekte olan Hsp aileleri, eski nomenklatire gére HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
ve sHSP (s, “small”, kiiciik) olarak siniflandirilmistir (Snoeckx ve dig., 2001). Ancak, Insan
Genomu Organizasyonu Gen Nomenklatiir Komitesi [“The Human Genome Organisation
(HUGO) Gene Nomenclature Committee”, HGNC] tarafindan, Ulusal Biyoteknoloji
Enformasyon Merkezi Gen Veritabani (“National Center of Biotechnology Information Entrez
Gene Database”)’'nda bulunan 1s1 soku genleri dikkate alinarak yeni bir terminoloji
tanimlanmistir. Bu yeni terminolojiye gore yapilan siniflandirilmada 1s1 soku protein aileleri:
HSPA (HSP70), HSPB (kiicik HSP), HSPC (HSP90), HSPH (HSP110) ve DNAJ (HSP40)
olarak ve insan saperonin aileleri ise HSPD/E (HSP60/HSP10) ile CCT (TRIC) olarak
gruplandirilmislardir (Kampinga ve dig., 2009).

HSPA (HSP70) ailesinin tyeleri olan proteinler oldukc¢a korunmus bir domen yapisina sahiptir.
N-terminal ATPaz domeni (~44 kDa), substrat baglanma domeni (~18 kDa) ve C-terminal
domeni (~10 kDa) icermektedir (Liu ve dig., 2012). Hsp70’in saperon aktivitesi; Hsp40, BAG-
1 gibi ko-saperonlar tarafindan belirlenmektedir (Wang X. ve dig., 2014). HSP70 protein ailesi,
yanlis katlanmig proteinlerin diizenlenmesi, organellerde bulunan veya sekrete edilen

proteinlerin membran translokasyonu, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasi ve
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birlestirilmesi de dahil olmak Uzere hiicrede birgok farkli rolii istlenmektedir (Sriram ve dig.,
1997; Mayer ve Bukau, 2005).

HSPB (sHSP) protein ailesi, evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus olup, 12-43 kDa molekiil
agirligina sahip proteinleri kapsamaktadir. Bu protein ailesinin bir {iyesi olan Hsp27, hasar
goren proteinlerin yeniden dogru bir sekilde katlanmasina yardimci olarak bir saperon protein
gibi rol oynamaktadir. Giclu antiapoptotik 6zellikler gdsteren Hsp27, hiicre goglinde, hiicre
blyimesinde, hiicre farklilagsmasinda ve tiimorlerin ilerlemesinde de islev gormektedir (Khalil
ve dig., 2011)

HSPC (HSP90) ailesinde yer alan proteinler, N-terminal domen (~25 kDa), orta domen
(~40kDa) ve C-terminal domenden (~12 kDa) olusan 3 yapisal domene sahiptir. Birgok
fonksiyona sahip bu protein ailesinin tyelerinin ana fonksiyonu, tipki diger stres proteinleri gibi

peptidlerle etkilesime girerek onlarin agregat olusturmasini engellemektir (Li ve dig., 2012).

HSPH (HSP100) ailesinin tyeleri olan 1s1 soku proteinleri, yaklagik 200 amino asit i¢eren ve
ATP baglanma yerlerine sahip 2 korunmus domen icermektedir. Fizyolojik kosullarda
molekiiler saperon olarak islev géren bu protein ailesi, agregat olusturmus proteinlerin yeniden
yapilandirilmasinda ve proteinlerin yeniden dizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu protein
disagregasyon olayinda, Hsp70 ile kompleks olusturarak saperon aktivitesi gostermektedir
(Snoeckx ve dig., 2001; Maurizi ve Xia, 2004; Zolkiewski ve dig., 2012).

DNAJ (HSP40) protein ailesi, saperon 6zellik gosterir ve esas olarak Hsp70 kontroliinden
sorumludur. Hsp40-Hsp70 kompleksinin, Hsp90 ile beraber c¢alisarak hiicre déngusunin

diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (Hata ve Ohtsuka 1998; Sterrenberg ve dig., 2011).

HSPD (HSP60), baslangigta saperonin olarak adlandirilan, esas olarak Okaryotlarin
mitokondrilerinde bulunan ve burada Hsp10 ve mitokondriyal Hsp70 ile etkilesen bir protein
ailesidir. Denatiire proteinlere baglanarak, proteinlerin katlanma etkinligini artirdig:

bilinmektedir (Nollen ve dig., 1999; Wu ve dig., 2017).

Hsp’ler hiicrede sitoplazma, ¢ekirdek, membran, endoplazmik retikulum ve mitokondri dahil
olmak Gzere tum hiicresel kisimlarda yer almaktadir. Bununla birlikte, ekstraselliiler ortamda

membran bagimli ve membran bagimsiz formlari bulunmaktadir (De Maio, 2014). Yapilan
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calismalar, Hsp27 (Liao ve dig., 2009), Hsp70 (De Maio ve Vazques, 2013) ve Hsp90’in
(Sidera ve Patsavoudi, 2008) hiicre dis1 ortama salgilanabildigini ve salgilanan bu proteinlerin

ozellikle eksozomlarda bulundugunu gostermistir.

2.3.2. Ekstraselliiler Hsp’ler

“Ekstraselliiler Hsp’ler” terimi genellikle hiicrelerin disinda bulunan ¢oziintir formdaki tiim
Hsp’ler, membrana bagli Hsp’ler veya eksozomal Hsp’ler i¢in kullanilmaktadir. Hsp’ler
baslangicta sitoprotektif bir role sahip hiicre i¢i molekiiler saperonlar olarak tanimlanmalarina
ragmen, lokalizasyonlarina bagli olarak bu proteinlere artik daha yeni ve farkli fonksiyonlar
atfedilmektedir. Ozellikle normal ve tiimér hiicreleri tarafindan salgilanan eksozomlarin
yiizeyinde bulunan Hsp’lerin, hicreler arasi iletisimde anahtar role sahip olabilecegi
diisiiniilmektedir (Campanella ve dig., 2014). immunolojik fonksiyonlara sahip ekstraselliiler
Hsp’lerin yani sira; tiimdr ilerlemesini, biiylimesini ve metastazini kolaylastirabilen eksozomal
Hsp’lere kars1 da arastirmacilarin ilgisi artmaktadir (Campanella ve dig., 2014; Cordonnier ve
dig., 2017).

Xiao ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, eksozomlarin ve eksozom
igeriginde bulunan immunomodulatér molekillerin (Hsp70, Hsp80, Hsp90) immiin cevap
olusumunu kolaylastirabildikleri gosterilmistir. Elsner ve dig. (2007) tumér hiicreleri tarafindan
salinan eksozomal Hsp70’in dogal 6ldiiriicii hiicrelerin aktivitesini arttirdigini ve bunun da
tiimor biiylimesinin azalmasi ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Yapilan bu caligsmalar,
gelecekteki klinik uygulamalarda ekstraselliiler Hsp’lerin kanser dahil birgok farkli hastaligin
teshisi, prognozu ve takibinde biyobelirtegler olarak kullanilma potansiyelinin oldugunu

vurgulamaktadir.

2.3.3.Stres Proteinleri ve Kanser

Hsp’ler ¢esitli karsinom tiirlerinde yiksek oranda eksprese edilen, belirli kanser tirlerinin
derecelerini ve agresifliklerini belirlemek igin kullanilan énemli biyobelirtegler arasindadir.
Ayrica tumor hucresi proliferasyonu, farklilasmasi, istilasi ve metastazi gibi gesitli olaylarda
gorev aldiklar1 da bilinmektedir (Calderwood ve dig., 2006). Yiksek seviyede ekspresyonu
yapilan Hsp’ler ile kanser davranis1 arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalarin sayist her gegen
giin artmaktadir. Yapilan ¢alismalar Hsp105’in  kolorektal kanser ve pankreas
adenokarsinomunda (Nakatsura ve dig., 2001; Kai ve dig., 2003), Hsp70’in prostat kanserinde
(Abe ve dig., 2004), Hsp27°nin metastatik hepatokarsinomda, mide kanserinde, kolorektal
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karsinomda ve beyin tiimorlerinde arttigi gostermektedir (Zhang ve dig., 2003; Chen ve dig.,
2004; Song ve dig., 2006; Pei ve dig., 2010).

Farkl1 tiimor modellerinde yapilan arastirmalar Hsp ekspresyonu ile ¢oklu ilag direnci (Ciocca
ve dig., 1993a) ve tiimor olusumu arasinda bir iliski oldugunu goéstermistir (Bruey ve dig.,
2000). Ekspresyon seviyesi yiiksek Hsp’lerin, kanser tedavisinde kullanilan Cisplatin (CDDP),
Doxorubicin (Dox), Vincristine, Paclitaxel gibi antikanser ilaglara karsi, kanser hiicresinde
direng olusturdugu bildirilmistir (Oesterreich ve dig., 1993; Garrido ve dig., 1996; Guttmann
ve Koumenis, 2011). Malignant kanser hucrelerinde yiiksek ekspresyon seviyesine sahip Hsp27
ve Hsp70’in kemoterapi direncinde etkili oldugu bilinmektedir (Jd4tteld, 1999). Benzer sekilde
meme kanserinde artmus Hsp27 ve Hsp70 seviyeleri, kanser hicrelerinin 6zellikle Dox
direncini arttirmakta ve bu hiicrelerin apoptoza yonelmesini engellemektedir (Ciocca ve
Calderwood, 2005; Kim ve Kim, 2011). Asir1 eksprese edilen Hsp70’in meme kanseri, serviks
kanseri ve hepatosellller karsinom hicrelerinde zayif prognoz ve tedavi direnci ile iliskili
oldugu belirtilmektedir (Sarto ve dig., 2000; Takashimave dig., 2003; Chuma ve dig., 2003).
Meme kanserinde Hsp70 proteininin asir1 ekspresyonunun, uygulanan tedavilerin basarisizligi
ile iliskili oldugu distiniilmektedir (Ciocca ve dig., 1993b). Bununla birlikte ylksek ekspresyon
seviyesine sahip olan Hsp70’in tumorojenik meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in
gerekli oldugu ve Hsp70 ekspresyonunun baskilanmasinin tiimore 6zgii hiicre 6liim programini

(apoptoz) aktive ettigi bilinmektedir (Nylandsted ve dig., 2000).

Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalar, prostat kanserinde oldukg¢a yiiksek seviyelerde
eksprese olan Hsp27 ile prostat kanseri agresifligi, progresyonu ve hormon tedavisine yanit
vermeyen fenotip gelisimi arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir (Cornford ve dig.,
2000; So ve dig., 2007). Hormon veya kemoterapiye cevap icin indiklenen Hsp27 ekspresyonu
prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu da baskilamaktadir (Vargas-Roig ve dig., 1998; Rocchi
ve dig., 2004). Bununla birlikte artan Hsp27 seviyelerinin, tiimor proliferasyonunu artirarak ve
apoptozu azaltarak prostat kanseri hiicrelerini korudugu ve bdylece tiimor ilerlemesini
kolaylastirdig: ileri sirilmektedir (Garrido ve dig., 2003; Parcellier ve dig., 2006). Hsp27
varligi gesitli beyin timérlerinde de belirlenmis olup, ekspresyonu ile tumér malignite derecesi
arasinda bir korelasyon oldugu bilinmektedir (Khalid ve dig., 1995; Hitotsumatsu ve dig.,
1996). Noronal hiicrelerde Hsp27’nin asir1 ekspresyonu, Hsp27 aracili apoptoz inhibisyonu ile
noroprotektif dzellikler gostermektedir (Akbar ve dig., 2003). Bir ¢alismada, asir1 ekspresyonu
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yapilan Hsp70’in baz1 kanser tlrlerinin hayatta kalmasi igin onciil bir kosul oldugu ve bu timér
hiicrelerinde Hsp70’in baskilanmasinin hticre 6limine neden oldugu ileri surtlmektedir
(Nylandsted ve dig., 2000). Benzer sekilde ekspresyon seviyesi artmig Hsp70’in, hiicreleri
apoptoza ve nekroza karsit korudugu bilinmektedir (Jaatteld, 1999; Garrido ve dig., 2006;
Nylandsted ve dig., 2000). Diger stres proteinleri iizerine yapilan ¢alismalar, ekspresyon
seviyelerinde farkliliklar olan Hsp60 ve Hsp90’nin da cesitli kanser tiirlerinde tiimor

ilerlemesinde rol oynadigini1 gostermektedir (Zhang ve dig., 2016; Shipp ve dig., 2011).

Hsp’ler sadece tiimor ilerlemesinde degil, aym1 zamanda kanser hicrelerinin tedaviye
yanitlarinin belirlenmesinde de 6nemli roller oynamaktadir. Hsp’lerin bazilari, timor mikro
ortami i¢indeki koruyucu ve yikict immiinolojik yanitlar arasindaki ince dengeyi karmasik bir
sekilde diizenlemektedir. Bu proteinlerin ekspresyon seviyeleri ve aktiviteleri module edilerek,
kansere kars1 yeni bir terapi stratejisi olusturulmaktadir. Hsp tabanli bu tip immiinoterapotik
yaklagimlarin kullanimi ve antikanser asilarinin gelistirilmesi, kanser tedavisinde yeni

stratejilerin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglamaktadir (Das ve dig., 2019).

Hiicre ici ortamda bulunan Hsp’ler gibi hiicre dist ortamda bulunan ve eksozomlarin 6nemli bir
bileseni olan Hsp’ler de kanserin tim asamalarinda yer almakla birlikte, tan1 ve tedavi icin
onemli birer hedef haline gelmeye adaydir. Bu alanda yapilan farkli arastirmalar, kanserli
hiicrelerden salinan bazi eksozomal Hsp’lerin bagisiklik sistemini etkileyebilecegini
gostermistir. Ozellikle eksozomal Hsp70 bir immiin diizenleyici faktor olarak islev gérmekte
ve kanser hucrelerinin bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kumar ve dig., 2016).
Gastpar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, eksozomal Hsp70’in dogal oldiiriicii
hucrelerin (“Natural Killer”, NK) reaktivitesini uyarabildigi gosterilmistir (Gastpar ve dig.,
2005). Ayrica, eksozomal Hsp70 makrofajlari aktive edebilmekte ve vaskiiler homeostazi
duzenleyebilmektedir (Lancaster ve Febbraio, 2005; Vega ve dig., 2008). Eksozomal Hsp70’in,
makrofajlar aktiflestirmek ve dogustan gelen bagisiklik tepkilerini indiiklemek icin bir tiir
hiicreler arasi iletisim olusturdugu diisiiniilmektedir (De Maio, 2011). Bununla birlikte yapilan
calismalar eksozomal Hsp’lerin, immiin baskilayici veya immiin sistemi uyarici gibi zit etkilere
sahip olabilecegini de gdstermektedir. Xie ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, Hsp70
ile modifiye edilmis eksozomlarin, dentritik hiicre olgunlasmasini ve T (Th1) hiicre yanitlarini
uyarabildigi gosterilmistir (Xie ve dig., 2010). Yapilan baska bir ¢alismada, fare kanser hiicre

hatlarindan salinan eksozomal Hsp70’lerin immiin baskilayici bir fonksiyona sahip oldugu
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ortaya konulmustur. Bu eksozomal Hsp’ler, antitimor bagisikligini kisitlayan ve tumor
genislemesini destekleyen miyeloid tiirevi baskilayici hiicreleri (“myeloid-derived suppressor
cells” MDSC) aktive edebilmektedir (Chalmin ve dig., 2010).

Eksozomal Hsp’lerin saptanmasi ve incelenmesi noninvaziv biyobelirteclerin belirlenmesi
adma faydali bilgiler saglayabilmektedir. Ozellikle bazi eksozomal Hsp’lerin kanser
hastalariin biyolojik sivilarinda yiksek ekspresyon seviyesine sahip olmasi, onlarin kanserde
biyobelirteg olarak kabul edilmesine yardimci olmaktadir (Gobbo ve dig., 2015). Kalin bagirsak
hastalariin plazmalarindan elde edilen eksozomlarda Hsp60 seviyesi, saglikli bireyler ile
kiyaslandiginda daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu nedenle, eksozomal Hsp60’in kalin
bagirsak hastali§i tanisinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir
(Campanella ve dig., 2015). Fosforilasyon seviyesi artmis eksozomal Hsp90’nin metastatik
kolon kanseri igin, eksozomal sHsp’lerin ise jinekolojik kanserler igin umut edici
biyobelirtegler olabilecegi diistiniilmektedir (Weeraphan ve dig., 2019; Wyciszkiewicz ve dig.,
2019).

2.4. GLIOMA HUCRELERINDE iLAC YANITI

Kanser hucrelerinin gen ekspresyon profillerinin incelenmesi, hastaligin gelisimindeki
biyolojik etkileri anlamak, tanida kullanilabilecek olas1 belirtegleri belirlemek, klinik sonucu
tahmin etmek, hastalar i¢in kisisellestirilmis farmakolojik tedaviler olusturmak ve tedavi
etkinligini artirmak amaciyla ila¢ maruziyetinin molekiiler etkilerini arastirmakta kullanilan bir
yontemdir (Garman ve dig., 2007). Basaril1 bir ilag tedavisi, tedavinin hedef hiicreler Gizerindeki
spesifik etkilerini ve hasta Uzerinde klinik olarak anlamli etkilerini yansitan yeterli bir terapotik
indeks gerektirir (Sellers ve Fisher, 1999). Bu baglamda, hasta ve kontrol gruplari gen
ekspresyon analizi bakimindan karsilastirilabilecegi gibi, aym1 zamanda ilag uygulanan
hastalarin gen ekspresyon analizleri de bu profiller agisindan kiyaslanabilir. Gen ekspresyon
analizi icin gesitli yollar bulunmakla birlikte, ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR) kullanilan en popiiler ve ekonomik yaklagimlardan biridir.

Kanser hiicresine uygulanan ilaglar hiicre dongiisii regiilasyonu, DNA hasar yaniti, apoptoz,
tumoOr olusumu ve baskilanmasi gibi siireclerde gorev alan ¢esitli genlerin ekspresyon
seviyelerini degistirebilir. Bugiine kadar GBM {izerinde dogal bilesiklerle ve sentetik ilaglarla

yapilan bircok ¢alismada, ¢esitli genlerin ekspresyon seviyelerinde degisimler gozlemlenmistir
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(Park ve dig., 2017). GBM hiicre hatlar1 lizerinde yapilan bir ¢alismada resveratroliin otofaji,
apoptoz, nekroz, hiicre dongisu siireglerinde rol alan ¢esitli genlerin ekspresyon seviyelerinde
farklilik yarattig1 gosterilmistir. Resveratrol ii¢ farkli GBM hiicre hattinda Atg5, beklin-1 ve
LC3-II gibi otofajide gorevli oldugu bilenen genlerin anlatim seviyelerini arttirarak,
otofagozomlarin olusumunu indiiklemis ve bu hiicrelerde Bax ile kaspaz-3 genlerinin artigini
saglayarak apoptozu tetiklemistir. Ayni ¢alismada hiicre dongiisii regiilasyonunda goérevli siklin
A, E ve B genlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigi, siklin D1 seviyesinin ise azaldigi
gosterilmistir (Filippi-Chiela ve dig., 2011). U373-MG hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir
calismada, iyi bir antikanser ajan oldugu bilinen kurkuminin matriks metalopeptidaz (‘“Matrix
metallopeptidase”, MMP) geninin ekspresyonunu azalttigi ve bu durumunun invazyonun
baskilanmasina ve apoptozun indiiklenmesine yol ag¢tig1 rapor edilmistir (Abdullah Thani ve
dig., 2012). Diger bir arastirmada kurkuminin U87-MG, U251-MG ve C6 hiicre hatlarinda
siklin B1 ve siklin D1 genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttigi belirtilmistir. Ayrica
hiicrelerin sag kalimini etkilemek i¢in STAT3, NFkB ve PI3K/AKT genlerini de inhibe ettigi
gosterilmistir (Zanotto-Filho ve dig., 2015). Antikanser 6zellik gosterdigi bilinen Withaferin A
(WA)’nin TMZ direngli GBM hiicrelerinde AKT/mTOR sinyal yolaginin inhibisyonu yoluyla
apaptozu indiikledigi saptanmistir (Grogan ve dig., 2014). Benzer sekilde dogal bitkisel
flavonoidlerden biri olan ve antikanser 6zelligi bilinen mirisetinin (MYR), mitokondriyal
apoptotik yol araciligiyla glioblastoma hucrelerinin (DBRTG ve U87-MG) 6limine neden
oldugu belirlenmistir. MYR uygulanan hiicrelerde sitokrom ¢, Bcl-2, MDM2, K-Ras, Raf-1 ve
ERK’larin (ERK ve pERK) ekspresyon seviyeleri azalirken; Bax, kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bad’in

ekspresyon seviyelerinde artis gézlemlenmistir (Tang ve dig., 2016).

GBM’de dogal bilesikler kadar sentetik inhibitorler de gen ekspresyon degisimi iizerinde
etkilidir (Valdés-Rives ve dig., 2017). Yapilan in vitro ¢alismada, ABT-737 gibi kimyasal
inhibitdrlerin kullaniminin, BCL-2 geninin ekpresyonunu azalttig1 rapor edilmistir (Tagscherer
ve dig., 2008). Yapilan bir diger ¢alismada ABT-737 ile benzer yapiya sahip ABT-263’1in,
BCL-2 ailesinin bagka bir antiapoptotik tiyesi olan MCL-1’in ekspresyon seviyesini arttirdigi
gozlemlenmistir (Karpel-Massler ve dig., 2015). Bir IkK inhibitori olan BAY 11-7082’nin ise
NFxB genini inhibe ederek LN18 ve U87-MG hiicrelerinde kemoterapiye karsi direnci azalttigi
bildirilmistir (Coupienne ve dig., 2011). Faz II GBM hastalar1 {izerinde yiiriitiilen bir
arastirmada ise AT-101 uygulamasiin, MGMT geninin metilasyon seviyesinde ve Bcl-2, Bcl-
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XL, MCI-1, Bax, Bak proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde degisimlere neden oldugu

gosterilmistir (Fiveash ve dig., 2009).

GBM tedavisinde klinikte farkli ila¢ yaklasimlari kullanilmakla birlikte, TMZ yiiksek dereceli
gliomalarin tedavisinde en sik kullanilan ajandir. Ancak GBM hastalarindaki direng nedeni ile
tedavi sonrast sag kalimda basar1 orani distiktiir. Bu diren¢ mekanizmasinda DNA tamir
genlerinin ve MDM2 geninin ekspresyon seviyelerinin ylkselmesi ile p53 ve PTEN gen
mutasyonlarin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Messaoudi ve dig., 2015). TMZ’nin,
malignant glioma hucrelerinde (A-172, AM-38, T98G, U87-MG, U-138MG, U-251MG ve YH-
13) MDK, CASP1ve MGMT dahil olmak tizere, kemoterapi direnci, prognoz, timor ilerlemesi
veya antiproliferasyon ile iliskili ¢ok sayida genin ekspresyon seviyesini arttirdigi ve bu
hiicrelerde dirence neden oldugu gosterilmistir (Yoshino ve dig., 2010). Yapilan farkli
calismalarda TMZ uygulanmasinin ¢esitli GBM hiicrelerinde DNA tamir mekanizmasinda rol
oynayan RADS51 geninin ekspresyon seviyesini arttirdigi ve bu artisin direng ile iliskili oldugu
vurgulanmigtir (Welsh ve dig., 2009; Zhang ve dig., 2012; Li ve dig., 2019). Baska bir
caligmada U251 glioblastoma hiicre hattina TMZ uygulandiginda, MDM2 gen ekspresyon
seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Stepanenko ve dig., 2016).

TMZ tedavisinin GBM hiicrelerinde ¢esitli genlerin anlatim seviyesinde degisime neden oldugu
bilinmektedir, ancak eksozom igerigine de etki edebilecegi konusunda literatiirde fazla bilgi
bulunmamaktadir. Eksozomlarin protein ve niikleik asit igerigi olarak koken aldiklar1 hiicreyi
benzersiz bir sekilde yansittiklart bilinmektedir (Thery ve dig., 2009; Mathivanan ve dig.,
2010). Bu baglamda, GBM hiicrelerinden koken alan eksozomlar ve parental hiicrelerin mMRNA
profillerinin karsilagtirilmasi1 sonucunda; TMZ tedavisinde direncten sorumlu oldugu
diisiiniilen baz1 genlerin (GSTpl, MGMT, APNG, ERCC1, ERCC2, MVP, ABCC3, CASP8 ve
IGFBP2) mRNA seviyelerinin eksozomda ve parental hiicrede miikemmel bir korelasyona
sahip oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak bu mRNA’larin TMZ direnci ile ilgili potansiyel
eksozomal mRNA biyobelirtegleri olabilecegi vurgulanmaktadir (Shao ve dig., 2015).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. GLIOMA HUCRELERI VE KULTURLEME KOSULLARI

Bu tez kapsaminda kullamilan U87-MG ve LN229 insan glioma hiicre hatlari, TUBITAK
Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisii’'nden temin
edilmistir. Hiicreleri iiretmek i¢in, igeriginde L-glutamin bulunan “Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12” (DMEM/F12, Sigma-Aldrich, D0547-10X1L) ile
hazirlanan besiyeri kullanildi. 12 g/ DMEM/F12 ve 1.2 g/LL sodyum bikarbonat tartilip
(Sigma-Aldrich, S5761) dH2O kullanilarak tamamen ¢ozdirildi ve Uzerine %1 (v/v)
antibiyotik-antimikotik soliisyonu (Gibco, 15140122) eklenerek 0.22 pum’lik filtrelerden (TPP,
90505) gecirildi. Altkiiltiirleme islemi i¢in kullanilacak besiyerine, 1s1 ile inaktive edilmis %5
(“heat-inactivated”) fetal sigir serumu (“Fetal Bovine Serum”, FBS, Gibco 10500-0164)
eklenirken; eksozom deneylerinde kullanilacak besiyerine, %5 eksozom igermeyen fetal sigir
serumu (“Exosome Free Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco A2720801) eklendi. Deneysel

calismalarda kullanilan tiim hiicreler eksozomsuz besiyerinde Uretildi.

U87-MG ve LN229 hiicre hatlarmin altkiiltiirlenmesi sirasinda oncelikle kiiltiir kabindaki
besiyeri uzaklastirildi. Tripsinin aktivitesini inhibe eden serum artiklarini ortamdan
uzaklastirmak i¢in 5 mL 1X PBS (10X DPBS (Gibco, 14200-067) dillie edilerek hazirlandi)
kiiltiir kaplarina konuldu ve yikama yapildi. Yikama isleminden sonra kiiltiir kabina hiicre
adezyonunda etkili olan iki degerlikli katyonlar1 uzaklastirmak ve hiicreleri kiiltiir kabinin
yiizeyinden kaldirmak i¢in, 1 mL 1X Tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, SLBX9589) eklendi.
Kiiltiir kaplar1 37°C’lik etiive kaldirildi ve 2-3 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
asamasindan sonra hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi mikroskop ile kontrol edildi ve yiizeyden
ayrilan hiicreler lizerine, tripsin aktivitesini sonlandirmak i¢in, 9 mL besiyeri eklendi. Hiicreler
pipet yardimi ile siispanse hale getirildi ve hiicre sayimi i¢cin hemositometre (Neubauer lami1)
kullanildi. Sayim agsamasindan sonra hiicreler, istenilen sayida yeni kiiltiir kaplarina aktarildi
(Sekil 3.1) ve 37°C’lik % 5 COz2 saglayan etiive kaldirildi. Altkiiltiirleme islemleri ti¢ giinde bir
tekrarlandu.
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Sekil 3.1: A) U87-MG (Baslangig hiicre sayis1 5x10°) ve B) LN229 (Baslangig hiicre sayis1 1x10%) hiicre
hatlarina ait 24 saatlik kiiltiirlerin invert mikroskop altindaki goriintiileri (100X).
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3.2. GLIOMA HUCRELERININ COGALMA EGRILERININ OLUSTURULMASI

U87-MG ve LN229 insan glioma hiicre hatlarinin ¢ogalma egrisini olusturmak ve jenerasyon
surelerini hesaplamak icin baslangic hiicre sayilar1 5x10* ve 1x10° hiicre/mL olacak sekilde 24
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekimleri yapildi ve 10 gun boyunca hiicre sayimi yapildi.
Sayim islemi 4 tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi. Hiicrelerin sayim sonuglarina ait grafik
GraphPad Prism 7.0 istatistik programi kullanilarak absiste zaman (giin), ordinatta ise mL’deki
hiicre sayisi yazilarak olusturuldu. Sonuglar tek-yonli ANOVA testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Cogalma egrisi grafigi yardimiyla hiicrelerin lag, log ve duragan fazlar
belirlendi. Jenerasyon sayilari ve siireleri asagidaki denklemler (3.1 ve 3.2) kullanilarak
hesaplandi (Moat, 1979).

n = (logN, —logN;)/log 2 (3.1)

n: Jenerasyon sayist
N1: Logaritmik bolinme evresinin baslangicindaki hiicre sayisi
N2: Logaritmik bolunme evresinin sonundaki hicre sayisi

St = (T2 —T1)/n (3.2)

St: Jenerasyon siresi
T2: Logaritmik bollinme evresinin bitis zaman

T1: Logaritmik bolinme evresinin baslangi¢c zamani

3.3. SITOTOKSISITE ANALIZLERIi

Bu tez kapsaminda kullanilan TMZ (Sigma-Aldrich, T2577-100MG)’nin U87-MG ve LN229
insan glioma hiicre hatlar1 tlizerindeki sitotoksik etkisi, MTT yontemi ile Mosmann (1983)
tarafindan onerilen prosediir takip edilerek saptandi. Bu yontemin temeli metabolik olarak aktif
hicrelerin  MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)) bilesigini, mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesi ile mor renkli ve suda c¢ozinmeyen formazan kristallerine
doniistiirebilmesi ve olusan formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziilerek belirli dalga boyundaki

absorbasinin spektrofotometrede 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

TMZ’nin U87-MG ve LN229 insan glioma hiicre hatlari {izerindeki etkisini belirlemek i¢in, 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma sirastyla 5x10% ve 1x10* hiicre ekildi. Hiicreler 24 saat
%90’dan fazla bagil nem ve %5 CO2 saglayan 37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan
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sonra kiiltiir kabmna tutunmus hiicrelerin Uzerindeki besiyerleri uzaklastirildi ve gesitli
konsantrasyonlarda (50,100,200,400,800,1600 uM) TMZ iceren besiyerleri hiicrelerin tzerine
dikkatlice eklendi. TMZ uygulamalar: 24, 48 ve 72 saat siire ile yapildi. Uygulanan TMZ’nin
stok soliisyonu 100 mM konsantrasyonda DMSO (BioFrox, 1084ML500) i¢inde ¢ozdurulerek
hazirlandi.  DMSO’nun hiicreler Gzerindeki toksik etkisini elimine etmek amaciyla,

besiyerindeki konsantrasyonunun %21’in altinda kalmasi saglandi.

24, 48 ve 72 saatlik inklbasyonlardan sonra hiicrelerin Gzerinden TMZ iceren besiyerileri
uzaklastirilarak, son konsantrasyonu 0,5 mg/mL olan MTT igeren 100 pL besiyeri her bir
kuyuya eklendi ve 4 saat boyunca 37°C, %5 CO2’de inkiibasyona birakildi. MTT’nin (Sigma-
Aldrich, M5655) stok sollsyonu steril 1X PBS icerisinde 5 mg/mL olacak sekilde hazirlandi.
Inkiibasyon asamasindan sonra MTT iceren besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyuya 150 uL
DMSO eklendi ve ¢galkalayici iizerinde en az 2 saat boyunca formazan kristallerinin ¢dziinmesi
saglandi. Formazan kristallerinin ¢dziinmesinin ardindan olusan renkli {iriiniin absorbans1 562
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biotek, ELx800) kullanilarak 6l¢ildi ve absorbans
degerleri kontrole gore karsilastirilarak hiicre canliligi % olarak asagidaki denklem 3.3

kullanilarak hesaplandi.

Deney grubuna ait absorbans x 100
%Canlilik = =29 (3.3)

Kontrol grubuna ait absorbans

Deneyler en az 5 tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore bu tez
kapsaminda U87-MG ve LN229 hiicrelerine uygulanacak TMZ konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.4. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Bu tez kapsaminda kullanilacak deney gruplarinin olusturulmas: asamasinda TMZ
uygulamalari farkli boyutlardaki hiicre kiiltiir kaplarinda gergeklestirildi. Hemisitometredeki
hiicre sayimi sonuglaria gore, uygun sayilarda hiicreler kiiltiir kaplarina ekildi (bakiniz Tablo
3.1 ve Tablo 3.2) ve tek tabakali kiiltiirler olusturuldu. Hiicreler, %90 bagil nem ve %5 CO>
saglayan 37°C’lik bir inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon asamasindan
sonra kiiltiir kaplari, kalintilar1 uzaklastirmak icin 3 defa steril 1X PBS ile yikandi. Sitotoksisite

analiz sonuglarina gore asagidaki kontrol ve deney gruplari olusturuldu:



30

1. Kontrol grubu: Eksozomsuz besiyeri kullanilan ve herhangi bir uygulama yapilmayan
hucreler

2. Deney grubu I (TMZ 100): Eksozomsuz besiyeri kullanilan ve 100 uM TMZ uygulanan
hucreler

3. Deney grubu II (TMZ 200): Eksozomsuz besiyeri kullanilan ve 200 uM TMZ uygulanan

hicreler

MTT analiz sonuglarina gore U87-MG ve LN229 hcrelerine iki farkli konsantrasyonda TMZ
ajani 72 saat boyunca uygulandi. TMZ uygulamasinin ardindan hiicreler toplandi ve eksozom

izolasyon protokolleri takip edildi.

Tablo 3.1: Tez kapsaminda kullanilan kiiltiir kaplar1 ve ekilen U87-MG hiicre sayilart.

Hiicre Kiiltiir Kaplar Alan (cm?) Ekilen Hiicre Sayisi
96 kuyucuklu hiicre Kiiltiir kab: 0.32 5x10°
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi 1.9 3x10*
6 kuyucuklu hiicre Kiiltiir kabi 9.6 1.5x10°
T-25 hiicre Kiiltiir kabi 25 4x10°
T-150 hiicre Kiiltiir kabi 150 2x106

Tablo 3.2: Tez kapsaminda kullanilan kiiltiir kaplari ve ekilen LN229 hiicre sayilari.

Hiicre Kiiltiir Kaplar Alan (cm?) Ekilen Hiicre Sayisi
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi 0.32 1x10*
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi 1.9 6x10*
6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi 9.6 3x10°
T-25 hiicre kiiltiir kabi 25 8x10°
T-150 hiicre kltir kabi 150 4x108

3.5. HUCRELERIN TOPLANMASI

Kontrol grubu ve TMZ uygulamasi yapilan hiicreler toplanirken su protokol takip edildi:
Oncelikle hiicrelerin Gzerindeki besiyerleri uzaklastirildi. Kiiltiir kabina 1X steril PBS
eklenerek hiicreler yikandiktan sonra, ayn1 kiiltiir kabina tripsin/EDTA soliisyonu ilave edilerek
hicrelerin tutunduklar: yiizeyden ve birbirinden ayrilmasi saglandi. Tripsin aktivitesini inhibe

etmek icin uygun miktarda besiyeri kiiltiir kabina eklenerek (150 cm?’lik kiiltiir kaplar1 igin 10
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mL, 25 cm? ik kiiltiir kaplar i¢in 5 mL, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar i¢in 2 mL) pipetaj yapildi.
Siispanse hale getirilen hiicreler steril tiiplere alinarak oda sicakliginda 3000xg’de 5 dakika
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Son asamada pellet lizerindeki besiyeri uzaklastirilarak, pellet 1X
steril PBS ile silispanse hale getirildi ve ayni kosullarda tekrar santrifiij edildi. Tiim besiyeri
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in yikama asamalar iki kez daha tekrar edildi ve elde edilen

pelletler sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.6. EKSOZOM iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYON CALISMALARI

Kontrol ve deney gruplarina ait eksozomlarmn eldesi igin 150 cm?lik hiicre kiiltiir kaplari
kullanildi. Hiicrelerin ekimininden 24 saat sonra kiiltiir kaplari, besiyeri kalintilarini
uzaklastirmak i¢in 3 defa steril 1X PBS ile yikandi1 ve eksozom bulundurmayan besiyeri
igerisinde farkli konsantrasyonlarda TMZ (100 uM ve 200 uM) hiicrelere uygulandi. Kontrol
grubu hucrelere ise sadece eksozom icermeyen besiyeri eklendi. Bu islemden 72 saat sonra

besiyerine salinan eksozomlarin izolasyonu i¢in Boliim 3.6.1°de verilen protokol takip edildi.

3.6.1. Eksozom Izolasyonu

1. Besiyerinde serbest halde yiizen hiicre kalintilarin1 uzaklastirmak igin, steril tiplere
aliman besiyeri 3000xg’de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist siv1 dikkatlice yeni steril
tiiplere aktarildi.

2. Santrifiij isleminden sonra elde edilen tiim besiyeri steril filtre (Amicon ultra-15 cihaz-
50k Merck) kullanilarak 5000xg’de, 15 dakika, 4°C’da santrifiij edildi. Filtrenin altina
gecen sivi atildi ve silipernatant yeni steril tiiplere aktarildi. Bu filtreleme islemi
sonrasinda eksozom izolasyonunun yapilacagi besiyeri hacimsel olarak azaltilmis oldu.

3. Filtrelenen besiyerinden eksozom izolasyonu exoEasy Maxi Eksozom Izolasyon Kiti
(Qiagen, katalog no. 76064) kullanilarak yapildi.

4. Besiyeri ve izolasyon Kkiti igerisinde bulunan XBP tamponu, steril tup igerisinde 1:1
(v:v) oranda karistirild1 ve tiip hafifge 5 kez ters gevrilerek ¢alkalandi.

5. Ornek ve XBP karisim kit bilesenlerinden biri olan exoEasy Spin kolonuna yiiklendi
ve 500xg’de, 5 dakika, 4°C’da santrifiij edildi. Toplama tiipiine gecen kisim atildu.

6. Kolon iizerine kalintilar1 uzaklastirmak i¢in kit bilesenlerinden 10 mL XWB tamponu
eklendi ve 5000xg’de, 5 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplama tiipii ile

birlikte igerisindeki sivi atildi.
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7. Kolon yeni bir toplama tiipiine alind1 ve kolon merkezine izolasyon kiti bilesenlerinden
400 puL XE soltsyonu eklendi ve 2 dakika beklendi. Kolon 500xg’de, 5 dakika, oda
sicakliginda santrifiij edildi.

8. Toplama tiipiine gecen sivi tekrar kolon merkezine uygulandi ve 2 dakika daha
bekledikten sonra 5000xg’de, 5 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildi.

9. Toplama tlpine gecen ve icinde eksozom bulunduran sivi, steril 1,5 mL’lik tuplere

alindi. Sonraki agamalarda kullanilmak tizere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirild.

3.6.2. Eksozomlarin Kalitatif Olarak Belirlenmesi

Izolasyonu yapilan eksozomlarin miktar ve karakterizasyon ¢alismalar1 i¢in immiinolojik
analizler ve Enzim-Bagli-immiin Assay (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”, ELISA)
yontemi uygulandi. Orneklerdeki eksozom varligimi tespit etmek icin, eksozom iliskili
proteinler (ALIX ve TSG101) immiinolojik analizlerle degerlendirildi. Bu kapsamda 6ncelikle
Boliim 3.10.2°de bahsedildigi sekilde eksozomlar pargalanarak proteinleri izole edildi ve
ardindan bu proteinler Boliim 3.11°de anlatildig1 gibi sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilarak ayristirildi. Eksozom varligini dogrulamak
icin proteinler, ALIX ve TSG101 primer antikorlar1 kullanilarak Boliim 3.12°de anlatildig:

sekilde immiinolojik analizlerle karaterize edildi.

3.6.3. Eksozomlarin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Tez kapsaminda calisilan tiim deney ve kontrol gruplarindan izole edilen eksozomlarin varlik
ve miktar tayini, genel bir eksozom markir1 kabul edilen CD63 varligina dayali PS Capture™
Exosome ELISA Kiti (Katalog No: 297-79201, FUJIFILM) kullanilarak yapildi. Eksozomlarin
miktar tayinleri i¢in, Bolim 3.10.3’te anlatilan BCA yo6ntemi ile konsantrasyonu hesaplanan
eksozom proteinleri farkli konsantrasyonlarda (0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ng/mL) diliie
edilerek standartlar olusturuldu ve bu standartlar, CD63 tasiyan eksozomlarin kantitasyonunu
saglayan bir kalibrasyon egrisi olusturmak icin kullanildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde

gerceklestirildi. Takip edilen kit protokolii ve bilesenleri asagida verildi:

1. Oncelikle kit bilesenlerinden 1X Reaksiyon/Y1kama soliisyonu hazirlandi (1 hacim 10X
Reaksiyon yikama soliisyonu+ 9 hacim distile su+1 hacim 100X eksozom baglama

soliisyonu).
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2. Eksozom baglanmasi i¢in 6zel olarak tasarlanmis 96 kuyucuklu kaplar, 300 pL
Reaksiyon/Yikama soliisyonu (1X) ile 3 kere yikandi ve kuyularda kalan sivilar
uzaklagtirildu.

3. Daha sonra Reaksiyon/Y1kama soliisyonu (1X) ile hem 6rnekler hem de standart olarak
kullanilan ve konsantrasyonu bilinen eksozomal proteinler diliie edildi. Her bir kuyuya
100 pL o6rnek ve standart eklendi. Bu kaplar oda sicakliginda, 2 saat, 500 rpm’de
calkaland.

4. 2 saat sonrasinda kuyucuklar icindeki soliisyonlar uzaklastirilarak 300 pL
Reaksiyon/Y1kama soliisyonu (1X) ile 3 kez daha yikand1 ve kalan sivilar uzaklastirildi.

5. Her bir kuyucuga 100 pL Reaksiyon/Y1kama soliisyonu (1X) ile diliie edilen CD63 (1X)
antikoru eklendi ve 96 kuyucuklu kaplar oda sicakliginda, 1 saat, 500 rpm’de ¢alkalandi.

6. Siire tamamlandiktan sonra kuyucuklar i¢indeki soliisyonlar uzaklastirildi, 300 pL
Reaksiyon/Yikama soliisyonu (1X) ile 3 kez daha yikandi ve kalan sivilar tekrar
uzaklastirildi.

7. Daha sonra her kuyucuga 100 pulL Reaksiyon/Yikama soliisyonu (1X) ile diliie edilen
sekonder antikor eklendi ve reaksiyon kab1 oda sicakliginda, 1 saat, 500 rpm’de tekrar
calkalandi.

8. Bu islemi takiben kuyucuklar igindeki soliisyonlar uzaklastirildi ve 300 pL
Reaksiyon/Y1ikama soliisyonu (1X) ile 5 kez daha yikanip kalan sivilar uzaklastirildi.

9. Her bir kuyucuga kit bilesenlerinden 100 pLL TMB soliisyonu eklendi ve reaksiyon kabi1
1 dakika calkalandiktan sonra oda sicakliginda, 30 dakika bekletildi.

10. En son asamada her bir kuyucuga kit bilesenlerinden 100 puL Stop soliisyonu eklendi ve
oda sicakliginda 5 saniye ¢alkalandiktan sonra 6rneklerin 450-.620 nm dalga boyunda

absorbanslar1 ol¢iildii.

3.7. RNA ANALIZLERI

3.7.1. Hiicresel RNA Izolasyonlar

Bu analizde TMZ uygulamasi yapilmis deney gruplar1 ve herhangi bir uygulama yapilmamis
kontrol grubu 6 kuyucuklu kiltiir kaplarinda firetildi. Kiltiir kaplarindan alinan hicre
pelletlerinden total RNA izolasyonu, Nucleospin RNAII (Macherey—Nagel, 740955.50) kit

protokolune uygun olarak, asagida verilen sekilde gerceklestirildi:
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1. Hucre pelletleri Gzerine kit bilesenlerinden 350 ul. RA1 tampon ve 3.5 pL B-
Merkaptoetanol eklenerek hizla karistirildi ve hiicrelerin pargalanmasi saglandi.

2. Viskoziteyi azaltmak ve lizattaki kalintilar1 uzaklagtirmak i¢in NucleoSpin filtre
kolonlar1 toplama tiiplerinin igine yerlestirildi. Lizat, kolonun bulundugu tiiplere
aktarild1 ve oda sicakliginda, 11000xg’de, 1 dakika santrifuj edildi.

3. NucleoSpin filtre kolonu uzaklastirildiktan sonra homojenize edilmis lizat iizerine 350
uL %70 etanol eklendi ve elde edilen karisim hizlica karistirildi.

4. 700 pL hacme ulasan lizat, toplama tiiplerinin igine yerlestirilmis olan Nukleospin RNA
IT kolonlarina konulduktan sonra oda sicakliginda, 11000xg’de, 30 saniye santrifij
edildi.

5. Toplama tiiplerine gecen kisim atilarak kolonlarin iizerine kit bilesenlerinden 350 pL
MDB (“Membrane desalting buffer”) eklenerek kolon oda sicakliginda, 11000xg’de, 30
saniye santriftj edildi.

6. 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiipleri i¢inde her bir izolasyon i¢in; 10 uL rDNaz + 90
pL reaksiyon soliisyonu olacak sekilde DNaz reaksiyon karigimi hazirlandi ve 95 pL
DNaz reaksiyon karistimi dogrudan kolonun merkezine uygulandi. Kolon oda
sicakliginda, 30 dakika inkiibe edildi.

7. NucleoSpin® RNA kolonuna 200 uLL. Tampon RAW?2 eklendi ve 11000xg’de, 30 saniye
santrifiijiin ardindan toplama tiipiine gegen kisim atildi. (1.ytkama)

8. Ayn1 NucleoSpin® RNA kolonuna 600 uLL Tampon RAS3 eklendi ve 11000xg’de, 30
saniye santrifiijiin ardindan toplama tiipiine gecen kisim tekrar atildi. (2.yikama)

9. Ayni NucleoSpin® RNA kolonuna bu kez 250 uLL Tampon RA3 eklendi ve 11000xg’de,
30 saniye santrifiijiin ardindan toplama tiipii atildi. (3.y1tkama)

10. Aym kolon 1.5 mL’lik tiiplerin igine yerlestirildikten sonra tam merkezine 60 pL
RNaz’siz su eklendi ve 2 dk beklendi. Oda sicakliginda, 11000xg’de, 1 dakika santrif(j
sonrasinda kolon memranindaki RNA’lar eliie edildi. Elde edilen bu RNA’lar daha
sonraki deneylerde kullanilmak tizere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.7.2. Hiicresel RNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Boliim 3.7.1°de anlatilan sekilde elde edilen RNA 6rneklerinin kalite ve miktar tayini RNA
konsantrasyon araligir 2-3000 ng/uL olan Nanodrop spektrofotometre (NanoDropTM 1000
Spectrophotometer, Celbio) kullanilarak yapildi. Bu analiz asagidaki sekilde gergeklestirildi:
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1. Oncelikle cihazin &lgiim béliimii hav birakmayan bir kagitla (KimWipes, Kimtech)
temizlendikten sonra 1 pL RNaz’siz su, NanoDrop cihazinin 6l¢iim bdoliimiine
konularak kor 6l¢iim yapildi.

2. KOor 6lgiimden sonra cihazin 6lgiim bolmesi tekrar temizlendi ve RNA 6rneginden 1 pulL
6lcim bolmesine konuldu.

3. RNA orneklerinin 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
Olculdikten sonra, cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanan konsantrasyon ve kalite

bulgular1 kaydedildi.

3.7.3. Eksozomal RNA izolasyonu

Kontrol ve deney gruplarinin besiyerlerinden elde edilen eksozomlardan RNA izolasyonu
exoRNeasy Serum/Plasma Maxi Kit (Qiagen, 77064) kullanilarak yapildi. Kit bilesenleri ve
takip edilen protokol agagida verildi:

1. Bolim 3.6.1°de verilen yontemle elde edilen eksozomlarin {izerine 700 puL QIAzol
solisyonu eklenerek hizlica karistirildiktan sonra niikleoprotein komplekslerinin
ayrilmasi igin karisim oda sicakliginda, 5 dakika inkibe edildi.

2. Karigim tizerine 90 pL kloroform eklenerek 15 saniye boyunca kuvvetli bir sekilde
calkalandiktan sonra oda sicakliginda, 3 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon asamasini takiben karisim 12000xg’de, 4°C’da, 15 dakika santrifiijlenen tiip
icinde 3 faz olusumu gézlemlendi. Eksozomal RNA igeren iist sivi fazi yeni bir toplama
tiipiine aktarild.

4. Eksozomal RNA igeren {ist sivi fazinin tizerine 1:2 (v:v) oraninda %2100 etanol
eklenerek karisim hizlica karistirildi.

5. Elde edilen karisim 2 mL toplama tiipii icerisine yerlestirilen RNeasy MinElute spin
kolonuna aktarildiktan sonra oda sicakliginda, 12000xg’de, 15 saniye santriflj edildi ve
toplama tiipline gegen kisim atild1.

6. RNeasy MinElute spin kolonu Gzerine 700 pL. RWT Buffer eklendi ve oda sicakliginda,
12000xg’de, 15 saniye santrifuj edildikten sonra toplama tiipiine gegen kisim tekrar
atildi.

7. Aym RNeasy MinElute spin kolonu iizerine 500 pL. RPE Buffer eklendi ve oda
sicakliginda, 12000xg’de, 15 saniye santrifiij edildikten sonra toplama tlipiine gegen

kisim tekrar atildi.
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RNeasy MinElute spin kolonu lzerine bir kez daha 500 uL. RPE Buffer eklendi ve oda
sicakliginda, 12000xg’de, 2 dakika santrifuj edildikten sonra toplama tlipl ve icindeki
stv1 atildi.

RNeasy MinElute spin kolonu yeni bir toplama tiipline yerlestirildi. Kapag1 agik bir
sekilde oda sicakliginda, 12000xg’de,5 dakika santrifuj edildikten sonra toplama tipl
ve icindeki siv1 atildu.

Ayni1 RNeasy MinElute spin kolonu tekrar yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.
Kolonun merkezine 14 uL. RNaz’siz su eklenerek 2 dakika beklendi. Daha sonra kolon
12000xg’de, 1 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildi.

Toplama tiipiine gegen sivi tekrar ayni kolonun merkezine uygulandi ve 2 dakika
beklendi. 12000xg’de, 1 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra kolon

memranindaki RNA’lar eliie edildi.

Elde edilen eksozomal RNA’lar sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere -80°C’lik derin

dondurucuya kaldirildi.

3.7.4. Eksozomal RNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Boliim 3.7.3’te anlatildigi gibi izolasyonlari yapilan eksozomal RNA’larin konsantrasyonlari
Agilent RNA 6000 Pico Kiti (Katolog no:5067-1513) ve Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi

kullanilarak belirlendi. Kit bilesenleri ve takip edilen kit protokoll asagida verildi:

Oncelikle kit bilesenlerinden RNA jel matriksi oda sicakliginda, 1500xg’de, 10 dakika
santriftjlenerek filtreden gegirildi ve kigik hacimlerde (65 uL) tiiplere boliistiirtilerek
4°C’da saklandi. Kit bilesenlerinden ladder tizerine 90 uLL RNaz’s1z su eklendi ve kii¢iik
hacimlere (1.5 pL) boliistiiriilerek -80°C’da saklandi.

Her kullanimdan 6nce tiim kit bilesenleri 30 dakika, oda sicakliginda bekletildi.
Konsantrasyonlari belirlenecek eksozomal RNA 6rnekleri ve ladder, 70°C’lik 1siticida
2 dakika bekletilerek denattre edildi.

65 pL RNA jel matriksi Ozerine 1 pL boya eklendikten sonra 13000xg’de, oda
sicakliginda, 10 dakika santifijlendi.

Yeni bir RNA c¢ipi, ¢ip hazirlama istasyonu {izerine yerlestirildikten sonra ¢ip

tizerindeki ® kuyucuguna 9 uL jel boya karisimi yiiklendi.
Cip hazirlama istasyonundaki piston 1 mL pozisyonuna getirildi ve istasyon kapatildi.

Piston klips tarafindan tutulana kadar ilerletildi.
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7. Piston 30 saniye bu pozisyonda birakildi ve ardindan klips serbest birakilarak pistonun
tekrar ImL pozisyonuna geri getirilmesi saglandi.

8. Cip hazirlama istasyonu agilarak (&) isaretli diger 2 kuyucuga 9 pL jel boya karigimi
yiklendi

9. Dahasonra 9 uL. RNA kondisyonlama ¢ozeltisi ¢ipteki CS kuyucuguna ve 5 uL RNA
markiri ise 11 drnek yiikleme kuyucuguna ve (%) kuyucuga yiklendi.

10. 3. basamakta denatiire edilen 1 pL ladder (') isaretli kuyucuga ve 1 pL hacimli
denatire ornekler ise 6rnek yiikleme kuyucuklarina yiiklendi. Kullanilmayan her bir
ornek yiikleme kuyucuguna ise 1’er pL. RNA markir1 konularak islem tamamlanda.

11. Cip 1200 rpm’de, 2 dakika hizlica karistirildiktan sonra Agilent 2100 Bioanalyzer

cihazinda degerlendirildi.

3.8. HUCRESEL VE EKSOZOMAL RNA’LARDAN ¢DNA SENTEZIi

Hem hiicresel hem de eksozomal RNA’larin cDNA’ya ¢evrilmesi asamasinda iScript cDNA
sentez Kiti (Biorad, 170-8891) kullanildi (Tablo 3.3). -20°C’da tutulan Kit reaktifleri
kullanilmadan hemen once ¢ozdiiriildii ve deneyin tiim asamalar1 buz lizerinde gergeklestirildi.

Kit i¢inde bulunan enzim ise kullanilmadan hemen 6nce -20°C’lik derin dondurucudan alindi.

Tablo 3.3: ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan iScript cDNA Kkitinin igerigi ve reaksiyon basina kullanilan
hacimler (Reaksiyon basina toplam hacim 20 pL olmalidir.).

Kit icerigi Reaksiyon Basina Gereken Hacim
5 x iScript reaksiyon karisimi 4 uL
iScript revers transkriptaz 1ul
RNaz’s1z su x uL
RNA o6rnegi y uL

cDNA sentezi igin kit igerikleri, uygun miktar RNA 6rnegi ve RNA’s1z su ile karisirilarak Tablo
3.3’de verilen oranlarda hazirlandi. Karisim 12000xg’de 30 saniye santrifiijlendikten sonra
Tablo 3.4’te verilen reaksiyon protokoli uygulanarak BIO-RAD T100 Gradient 96 well PCR
Thermal Cycler cihazinda RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirildi.
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Tablo 3.4: cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon protokolii.

Sicaklik (°C) Zaman
25°C 5 dk
42 °C 30 dk
85°C 5 dk

Hiicresel ve eksozomal RNA’larin cDNA’ya etkin bir sekilde ¢evrilip ¢evrilmediginin kontrol,
GAPDH sabit diizeyli (“housekeeping”) gen primerleri kullanilarak gercek zamanli PZR

reaksiyonunda dogrulandi.

3.9. TEMOZOLOMID UYGULAMASININ HUCRELERDEKI ILAC YANITI iLE
ILISKILI GENLERIN EKSPRESYONLARI UZERINE ETKIiLERIi

Tezin bu béliminde U87-MG ve LN229 glioma hiicrelerindeki ve bu hiicrelerden kokenlenen
eksozomlardaki baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri, ger¢ek zamanli PZR analizleri ile
degerlendirildi. Gergek Zamanli PZR deneylerinde Bio-Rad iQ™S5 Real-Time PCR cihazi
kullanildi. TMZ’nin U87-MG ve LN229 hucreleri Uzerindeki etkisi 92 adet gen (EK1)
incelenerek, eksozom tizerindeki etkileri ise TMZ uygulamasima bagli olarak hiicrede
ekspresyonu anlamli olarak artan 2 gen (RAD51 ve MDM2 genleri) kullanilarak
degerlendirildi. Ger¢ek Zamanli PZR analizlerinde iTaq ™ Universal SYBR® Green
Supermix tarafindan saglanan 2X SYBR Green mix (BioRad Cat #172-5124) kullanild.
Analizde gerekli reaktifler Tablo 3.5’te, reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gereken kosullar ise
Tablo3.6’da verildi. Bu analizde PZR karisimi hazirlanip her bir kuyucuga uygun hacimde

konularak, uzerine 10 ng konsantrasyonda cDNA eklendi ve son hacim 25 pL’ye tamamlandi.

Tablo 3.5: Gergek zamanli PZR analizinde gerekli reaktifler ve kullanilan hacimler (Toplam hacim 25

pL olmalidir.).
PZR Karisimi (tek tiip i¢in) Hacim (pL)
2xSYBR Green karisimi 125
Primer 1 (10 pM) 1.25
Primer 2 (10 pM) 1.25

Su X
cDNA Y
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Tablo 3.6: Gergek zamanli PZR uygulamasi i¢in gerekli kosullar.

PZR Basamaklari Sicakhik Zaman Dongii sayisi
Enzim Aktivasyonu 94°C 5.00
Denattirasyon 94°C 0.40
Baglanma 60°C 0.30 x40
Uzama 68°C 0.40
94°C 1.00
Erime Egrisi
. 55°C 1.00
Analizi
94°C 0.15

Gergek zamanli PZR verilerinin analizinde 2 farkli yontem kullanildi: goreceli ve mutlak
kantifikasyon. Birinci yontem olan goreceli kantifikasyon analizinde gergek zamanli PZR
verileri, internal kontrol olarak adlandirilan baska bir gene gore analiz edildi. Bu baglamda
deneysel sonuclarda hataya yol acabilmesi nedeniyle uygun bir internal kontrolin secilmesi
analizin en énemli kismin1 olusturdu. fkinci yontem olan mutlak kantifikasyon analizinde ise
konsantrasyonlar1 bilenen PZR f{iriinleri seyreltilerek olusturulan strandart grafikler ile hedef
genlerin kopya sayilar1 hesaplandi. Bu PZR iiriinleri ayn1 zamanda hedef genin varligin1 veya

yoklugunu test etmek i¢in, bir pozitif kontrol olarak da gorev yapmaktaydi.

Bu tez kapsaminda, TMZ’nin hiicreler lizerindeki etkisini ortaya koymak i¢in yapilan gercek
zamanli PZR analizinde goreceli kantifikasyon teknigi kullanildi ve her bir 6rnek 3 farkli
internal kontrole gére (HPRT-YWAZ-GAPDH) normalize edildi. Eksozomal RNA miktarinin
az olmasi, eksozom igeriginde internal kontrol miktarinin da az olmasina neden olacagindan,
eksozomal hedef genlerin analizinde mutlak kantifikasyon teknigi kullanildi. Bu yontemde

oncelikle hedef gene ait PZR iiriinleri ile bir standart grafik olusturuldu.

3.9.1. Analizde Kullanilan Primerlerin Se¢imi ve Kontrolii

Kontrol ve deney gruplarina ait hicrelerdeki transkriptomik farkliliklar1 degerlendirmek
amaciyla, ila¢ uygulamasi ile ekspresyon seviyelerinin degisebilecegi diisiinilen ve hiicrede
farkli siireglerde gorev alan (apoptoz, DNA hasari, oksidatif stres ve hiicre dongiisi) 92 gen
bolgesi secildi (EK 1). Analizde kullanilan 92 adet primer, genomik DNA kontaminasyonlarini
engellemek icin ekzon spesifik olarak dizayn edildi. U87-MG ve LN229 hiicrelerinde
ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degisen RADS51 ve MDM2
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genlerinin primerleri Tablo3.7’de wverilirken, bu primerlerin genomdaki yerleri EK 2’de
gosterildi. Bu genlerin spesifitesi gercek zamanli PZR ile erime egrisi analizi kontrol edilerek

yapildu.

Tablo 3.7: Glioma hiicrelerinde ekspresyon seviyeleri degisen genlerin primer dizileri.

Gen isimleri Forward Primer Reverse Primer
MDM2 GAAATTCCTTAGCTGACTATTGG TTATCTTCAGGAAGCCAATTCTC
RAD51 TTGAAGCAAATGCAGATACTTCAG GGCATTTATGCCACACTGCTC

3.9.2. Standart Grafik Olusturulmasi

TMZ uygulamasinin glioma hiicreleri lizerindeki etkilerini ortaya koyan PZR deneyleri,
RADS51 ve MDM2 genlerinin anlamli olarak arttirdigini ortaya koydu. Degisen hiicresel
RADS51 ve MDM2 genlerine ait PZR iiriinlerinin spesifitesi, erime egrisi incelenerek ve PZR
Uriinlerine agaroz jelde bakilarak teyit edildi. Hiicresel PZR iiriinleri, eksozomal PZR
calismalarinda pozitif kontrol olarak ve standart grafigin olusturulmasinda kullanildi. Bu
genlere ait PZR {irlinleri Boliim 3.7.2°de anlatildigi sekilde Nanodrop spektrofotometrede
Olciildii ve absorbans degerleri kullanilarak gen iiriinlerinin mikrolitredeki kopya sayis1 asagida

verilen denklem 3.4’¢ gore hesaplandi:

DNA miktart (ng) x 6.022 x 1023
DNA uzunlugu x 10° x 330

Kopya sayist = (3.4)

Hesaplanan kopya sayilar1 iizerinden seri sulandirimlar yapilarak gercek zamanli PZR ile
hicresel RAD51 ve MDM2 genleri icin, Ct degerine karsilik logaritmik kopya sayisini veren
standart grafikler olusturuldu. Kontrol ve deney gruplarina ait eksozomal RAD51 ve MDM?2
gen seviyerindeki degisimlerin analizinde, standart grafiklerden elde edilen denklemler
kullanildi. Sonugta her bir grubun eksozomlarinda bulunan RADS51 ve MDM2 genlerine ait
kopya sayilar1 hesaplandi. Degerlendirme asamasinda TMZ uygulanan deney gruplarindaki
kopya sayisi, kontrol grubundaki kopya sayilarina oranlanarak gen anlatim seviyelerindeki

degisimler saptandi. Deneyler en az 3 tekrarl olarak gergeklestirildi.
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3.10. PROTEIN ANALIZLERI

3.10.1. Hiicresel Protein izolasyonu

Bu bélimde yapilan tiim uygulamalar 25 cm?’lik kiiltiir kaplarinda gerceklestirildi. Kontrol ve
deney gruplarindan elde edilen hiicre pelletlerinden protein izolasyonlari, proteaz inhibitoru
(Santa Cruz Biotechnology, K1415) ve PMSF (Santa Cruz Biotechnology, A1615) eklenen
ticari 1X RIPA Tamponu (Santa Cruz Biotechnology, sc-24948) kullanilarak gergeklestirildi.
Hiicre pelleti Uzerine 150 pL soguk (4°C) 1X RIPA tamponu eklendikten sonra, pellet stispanse
hale getirildi. Etkin pargalanma igin buz Uzerinde tutulan hicre pelleti, pipet yardimyla,
mekanik parcalama islemine maruz birakildi ve sonrasinda ultrasonik su banyosunda 1 dakika
bekletildi. Parcalama ve su banyosunda bekletme islemleri her bir 6rnek i¢in 5 defa tekrar
edildi. Hiicre tamamen pargalandiktan sonra siispanse hale getirilen homojenat 4°C’da,
13000xg hizda, 30 dakika santriftij edildi (Sigma, 1-15K). Suda ¢Oziinebilen proteinlerin
bulundugu siipernatant yeni bir tiipe aktrarildi ve SDS-PAGE (“Sodium Dodecyl Sulfate- Poly
Acrylamide Gel Electrophoresis”, Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ve
Western blot analizlerinde kullanilmak {izere -20°C’da saklanda.

3.10.2. Eksozomal Proteinlerin izolasyonu ve Konsantre Edilmesi

Kontrol ve deney gruplarina ait eksozomlardan protein izolasyonu, PMSF ve proteaz inhibitor
kokteyli iceren ticari 10XRIPA Tamponu (Thermo Scientific™, 89900) kullanilarak
gerceklestirildi. 10XRIPA Tamponu 1:9 (v:v) oraninda eksozom igeren sivi ile karistirildi ve
pipetaj yapilarak siispanse hale getirildi. Karisim 5 dakika ultrasonik su banyosunda bekletildi
ve ardindan 4°C’da, 13000xg hizda 30 dakika santrifiij edildi. Eksozomal proteinlerin
bulundugu sivi yeni bir steril tiipe aktarildiktan sonra, proteinleri konsantre etmek igin
metanol/kloroform protein ¢oktiirme yontemi kullanildi. Bu amagla, Wessel ve Fliigge (1984)
tarafindan Onerilen protein ¢oktiirme ydntemi, modifiye edilerek kullamldi. Ik asamada
10XRIPA Tamponu icerisinde bulunan eksozomal proteinlerden 1 hacim alinarak {izerine 4
hacim metanol eklendi ve elde edilen karisim hizla karistirildi. Karisim {izerine daha sonra 1
hacim kloroform eklenerek tekrar hizla karistirildi. Son asamada 3 hacim dH2O eklenen karisim
tekrar karistirilarak homojen hale getirildi ve 14000xg’de, 4°C’da, 10 dakika santrifuj edildi.
Santrifiij islemi sonunda tiipte 3 faz olustugu gériildii. Ust siv1 tabakas1 dikkatli bir sekilde
tipten uzaklastirildi. Proteinler orta tabakada ince bir faz halinde gorildi. Ust sivi tabakasi

uzaklastirildiktan sonra tuUpin igine 4 hacim metanol eklendi ve olusan karisim tekrar
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karistirtlarak 14000xg’de, 4 °C’da, 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen son triinde eksozomal
proteinleri iceren pellet %2 SDS iceren Tris-HCI (pH 6.8) tamponu i¢inde ¢oziundaralda.

3.10.3. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

izole edilen hem hiicresel hem eksozomal protein Orneklerinin konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde Bikinkoninik asit (BCA) yontemine gore hazirlanmus, ticari “BCA Protein
Assay” kiti (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific™, 23225) kullanildi. Kit
icinde bulunan BSA (“Bovine Serum Albumin”, Sigir Serum Albumini) farkl
konsatrasyonlarda (25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL) hazirlanarak protein
standarti olusturulmasinda kullanildi. Konsantrasyonlar1 belirlenecek olan proteinler ile
parcalama tamponu (kor 6rnek), 5 kat dH20 kullanilarak seyreltildi. Kit bilesenlerinden reaktif
A ve B soliisyonlar1 50:1 (v:v) oraninda karistirilarak BCA belirteci hazirlandi. 96 kuyucuklu
mikroplakanin kuyucuklarima 200 pL. BCA belirteci konularak Gzerine 25 pL diliie edilmis
protein ornekleri, parcalama tamponu (kor 6rnek) veya standartlar eklendi. Mikroplaka 30
dakika, 37°C’lik etlivde bekletildi. Olusan renkli iriinlerin 562 nm dalga boyundaki
absorbanslar1 mikroplaka okuyucu yardimu ile 6l¢iildi. Orneklerin gergek absorbans degerleri
kor Ornegin absorbansi ¢ikarilarak belirlendi. Tim analizler 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirildi. Orneklerin protein konsantrasyonlar;, BSA kullanarak olusturulan standart

grafik yardimiyla hesaplandi.

3.11. ELEKTROFORETIK ANALIZLER

Kontrol ve deney gruplarina ait hiicrelerden ya da eksozomlardan izole edilen proteinlerin
ayrigtirilmasinda  SDS-PAGE  yontemi kullanildi  (Walker, 2002). Yontemde kullanilan

solusyonlar ve igerikleri Tablo 3.8’de verildi.
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Tablo 3.8: SDS-PAGE’de kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler

Bilesenler

%30 Akrilamid Soliisyonu

%40 Akrilamid/Bis (Biorad,161-0146)
dH.0

100mL
120 mL’ye tamamlanir.

1.875 M Tris-HCI Tamponu  Trizma-Baz (Sigma-Aldrich,T1513) 22.71¢g
(pH 8.8) dH,0 100 mL’ye tamamlanir.
0.6 M Tris-HCI Tamponu Tris 7.27¢
(pH 6.8) dH0 100 mL’ye tamamlanir.
%10 Sodyum Dodesil Sulfat  SDS 109
(SDS) ddH:0 100 mL’ye tamamlanir.
APS (Thermo Fisher Scientific,17874) 0.1g

%10 Amonyum Persilfat

dH.0

100 mL’ye tamamlanir.

(APS) I
Jel dokiilecegi zaman taze hazirlandi
o Trizma-Baz (Sigma-Aldrich, G8898) 3.03¢g
1X Yuritme Tamponu .
. Glisin 14.4¢
(25 mM Tris, 192 mM DS 1
Glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) g
dH>0 1 L’ye tamamlanur.
4X Ornek Yukleme
(BIORAD, 1610747)
Tamponu

Jelin dokiilecegi kaset hazirlanmadan 6nce kullanilan camlar (“0.75 mm spacer plates” ve
“short plates™), taraklar (0.75 mm) ve contalar (“gaskets”) %70’lik etanol (EtOH) kullanilarak
temizlendi. %10’luk ayirma jeli Tablo 3.9°da verilen igerik ve oranlara goére karistirilarak
hazirlandi. Hazirlanan jel karigima, tiretici firmanin 6nerdigi sekilde jel kasetine takilmis ve jel
dokme tablasina yerlestirilmis olan camlarin arasina, hava kabarcigi kalmamasma dikkat
edilerek dokuldd. Yikleme jeli igin ayrilan kisim, yiizeyin diizgiin olmasini saglamak ve
polimerizasyonu engelleyen oksijen ile jelin temasi1 kesmek igin dH2O ile kapatildi.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jelin iist kismindaki dH2O uzaklastirilarak %5°lik
yiikleme jeli hazirland1 (Tablo 3.9) ve polimerize olan ayirma jelinin iistiine dokiildii. Ornek
yiikleme kuyularinin olusmasi i¢in yiikleme jeli polimerlesmeye baglamadan 6nce 10’luk tarak,
camlarin arasina yerlestirildi. Polimerizasyonu tamamlanan jel kaseti elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra, 1X yuritme tamponu (Tablo 3.8) kasetler arasina ve tank igerisine
doldurularak tarak dikkatlice ¢ikarildi. Olusan 6rnek yiikleme kuyulart 1X yurutme tamponu

ile yikandiktan sonra jel 6rnek yiliklemeye hazir hale geldi.
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Tablo 3.9: SDS-PAGE ayirma ve yiikleme jeli i¢erikleri (2 jel hazirlamak i¢in gereken hacimler).

Jel Igerikleri Ayirma Jeli Yukleme Jeli
(%10 Akrilamid) (%5 Akrilamid)
Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 2mL

Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 500 pL

dH20 4.524 mL 3.75mL

%30 Akrilamid Cozeltisi 3.324 mL 674 uL
%10 Sodyum dodesil sulfat (SDS) 100 pL 50 uL
%10 Amonyum persulfat (APS) 50 uL 25 pL
TEMED 3.75uL 7uL

Jelde ayristirilacak protein ornekleri; 3:1 (v:v) oraninda 4X 6rnek yiikleme tamponu (250 mM
Tris-HCI pH 6,8; %8 SDS; %0,2 Bromofenol blue; %40 Gliserol; %20 B-merkaptoetanol) ile
karistirilarak 95°C’da 5 dakika inkiibe edildi. Jelin ilk kuyusuna protein markir1 (ThermoFisher
BP3603) yiklendi. Denatiire hale getirilen hiicresel ve eksozomal protein érnekleri ise 30
pg/kuyucuk olacak sekilde jele yiiklendi. Elektroforez tanki (Mini-Protean, BioRad, ABD) gii¢
kaynagina (PowerPac™ Basic Power Supply, Biorad) baglanarak, jel sabit voltajda (90V),
ornek ylikleme tamponu igeriginde bulunan bromofenol mavisine ait bant, jelin alt kenarina

ulasana dek yiiriitiildii.

3.12. IMMUNOLOJIK ANALIiZLER

Hicresel ve eksozomal proteinlerin SDS-PAGE yontemi ile ayrigtirilmasinin ardindan, jelde
bulunan tim proteinler yar1 kuru blotlama sistemi (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell,
Biorad) araciligiyla polivinilidin difloriir (PVDF) membrana (0.22 pm, “West-lottTM PVDF
Transfer membrane”, iNtRON Biotechnology ITM-P3032) aktarildi. Aktarim islemi, Western
blotlama ve membran “stripping” i¢in kullanilan tiim tampon ¢ozeltileri ve igerikleri Tablo
3.10°da verildi.
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Tablo 3.10: Aktarim iglemi, Western blotlama ve membran “stripping” i¢in kullanilan tampon
cozeltileri ve icerikleri.

Tampon Cozeltiler Bilesenler
Trizma-Baz 3.03¢
Glisin 14.4 g
1X Transfer Tamponu  dH;0 Son hacim 850 mL’ye tamamlandu.
Metanol

150 mL (Transfer tamponu
kullanilmadan énce eklendi)

9,5°1ik Bloklama Yagsiz siit tozu (Fluka 70166) 59
Tamponu 1 X Yikama Tamponu 100 mL’ye tamamlandi.
Trizma-Baz (20 mM) 2429
1X Yikama Tamponu
NaCl (150 mM) (Merck 106400) 8.76 g
(1X TBS-Tween-20)
(ph75) dH>0 1 L’ ye tamamlandi.
Ph f- Tween-20 (%0.1) (Merck 822184) 1mL
%10’luk SDS 20 mL
“Strippine® T 0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 12.5mL
FIPPINE ™ TAMPONY 1 rasaf su 67.5mL
2-merkaptoetanol (AppliChemA,1108) 0.8 mL

Aktarim islemi i¢in jel boyutunda kesilen PVDF membran, sirastyla 1 dakika metanolde, 5
dakika dH2O ve 15 dakika 1X transfer tamponunda (Tablo 3.10) bekletildi. SDS-PAGE’de
yurdtdlen jel ise 15 dakika 1X transfer tamponunda bekletildi. Bu islemin ardindan 1X transfer
tamponu ile 1slatilmis olan 3 adet Watman kagid1 transfer cihazina (Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell BIO-RAD) yerlestirildi. Watman kagitlarinin iizerine sirasiyla 1X
transfer tamponunda bekletilen membran, jel ve tekrar transfer tamponu ile islatilmis 3 adet
Watman kagidi konuldu. Katmanlar arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Blot
tanki kapatilip cihaza yerlestirilmeden once fazla transfer tamponu pegete yardimiyla silindi.

Transfer islemi 25 V akim uygulanarak 30 dakika siireyle gerceklestirildi.

Transfer isleminin ardindan protein bulunmayan bos alanlarin kapatilmasi i¢in membran,
%5’lik bloklama tamponu iginde (Tablo 3.10) oda sicakliginda, 2 saat inkiibasyona birakildi.
Bu isleminin ardindan membran, ayn1 bloklama tamponu kullanilarak hazirlanmis primer
antikor ile 4°C’da gece boyu muamele edildi. Analizi yapilacak hedef proteinlere ait primer
antikorlar Tablo 3.11°de verildi. Gece boyu primer antikor ile muamelenin ardindan, antikor
kalintilarini uzaklastirmak i¢in membran, 1X yikama tamponu (%0.05 (v/v) Tween-20 iceren

TBS) (Tablo 3.10) ile 4 kez 15’er dakika yikandi. Primer antikor kalintilar1 uzaklastirildiktan
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sonra membran, bloklama tamponu i¢inde uygun oranlarda hazirlanan sekonder antikor (Tablo
3.11) ile oda sicakliginda, 2 saat inkibe edildi. Bu islemin ardindan membran, 1X yikama
tamponu ile 4 kez 15’er dakika tekrar yikandi. Antikorlarin baglandigi spesifik proteinlerin
goriintiilenebilmesi i¢in “ECL Plus Western Blotting Detection System (Thermo Scientific™,
32106) kullanildi. Kit igeriginde bulunan reaktifler (A ve B soliisyonlari) 1:1 (v:v) oraninda
karistirtlarak karanlik odada ve kirmizi 1sik altinda membrana uygulanarak ve 5 dakika
bekletildi. Islemin ardindan membran iizerindeki fazla karisim uzaklastirildi ve membran
goriintiileme cihazina (ChemiDoc MP, Bio-Rad) yerlestirildi. Membrandan elde edilen protein

bant gorintuleri ImageLab 5.2.1 yazilimi1 kullanilarak analiz edildi.

Tablo 3.11: Tez kapsaminda kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Antikor Konak Marka Katalog Numarasi Kullanilan Oran
Hsp60 Tavsan Novus NBP1-77397 1/2000
Hsp72 (HspA1B) Tavsan Novus NBP2-16896 1/1000
Hsp27 Tavsan Novus NB120-5579 1/1000
Alix (1A12) Fare Santa Cruz sc-53540 1/200
TSG101 Fare Novus NB200-112 1/500
GAPDH Fare Invitrogen MAS5-15738 1/2500

Keci anti-Fare .

Sekonder Antikor, HRP Kegci Boster BA1050 1/2500
Kegl anti-Tavsan Kegi Boster BA1054 1/2500

Sekonder Antikor, HRP

Elde edilen protein bant gortintlerinin normalizasyon analizleri icin, dncelikle bant gorintdleri
alinan membranlardan bagh antikorlar uzaklastirildi ve ayni membran yeniden blotlanmaya
uygun hale getirildi. “Stribe etmek” olarak adlandirilan bu islemi gerceklestirmek amaciyla
“stripping” soliisyonu hazirland1 (Tablo 3.10) ve 65°C’da isitildi. Membran, 1sitilan tampon
cozeltisi ile yiizeyi kapl olacak sekilde, 2 saat 65°C’da inkiibe edildi ve inkiibasyon isleminin
ardindan ultrasaf su ile 5 kez 15’er dakika yikandi. Bu islemi takiben membran, 1 X yikama
tamponu ile 5 kez 5’er dakika tekrar yikandi. Blotlama islemi i¢in uygun hale gelen membran
tekrar %5’lik bloklama tamponu iginde oda sicakliginda, 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu
asamada normalizasyon islemi i¢in stribe edilmis membran, HRP (yaban turpu peroksidazi)
isareti GAPDH primer antikoru ile 4°C’da gece boyunca muamele edildi. Islem

tamamlandiginda membran 1X yikama tamponu ile 4 kez 15’er dakika yikandi ve oda
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sicakliginda uygun sekonder antikor ile inkube edildi. Sekonder antikor kalintilar1 da yikama
islemi ile uzaklastirildiktan sonra ECL Plus Western Blotting Detection System” kullanilarak
GAPDH protein bantlar1 alindi. Protein bantlarinin normalizasyon hesaplamalari i¢in ImageLab

5.2.1 yazilim1 kullanildi.

3.13. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez kapsaminda yapilan tiim deneyler en az 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve istatistiksel
analizler (aritmetik ortalama hesaplanmasi, standart sapma degerlerinin belirlenmesi ve grafik
¢izimi) igin “GraphPad Prism 7.0” programi kullanildi. Deney gruplari arasindaki tutarlilik tek-
yonlii ANOVA (“one-way ANOVA”) testi ve list test olarak Dunnett’s testi kullanilarak

belirlendi. Yapilan analizlerde anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. U87-MG VE LN229 HUCRELERININ COGALMA EGRILERi

Baslangic sayilar1 0.5x10° ve 1x10° hiicre/mL olan U87-MG ve LN229 insan glioma hiicre
hatlarina ait cogalma egrilerinin grafikleri Sekil 4.1°de verildi. U87-MG hiicre hattina ait grafik
incelendiginde, baslangigtaki hiicre sayisinin 0.5x10° hiicre/mL oldugu durumda hiicrelerin
logaritmik faza 1. giin, duragan faza ise 5. giin girdikleri saptandi. Baslangic hiicre say1s1 1x10°
hiicre/mL oldugunda ise hiicrelerin logaritmik faza yine 1.giin girdikleri fakat duragan faza 3.
gun gectikleri gozlemlendi. Hiicre ¢ogalma grafiklerindeki sayilar Bolim 3.2°de verilen
denklemde yerine konuldugunda U87-MG hiicrelerinin jenerasyon siiresinin yaklasik 16 saat

oldugu belirlendi.

LN229 hiicre hattina ait grafik incelendiginde baslangic hiicre sayist 0.5x10° hiicre/mL
oldugunda, hiicrelerin logaritmik faza 1. giin girdikleri, duragan faza ise 6. giin girdikleri
goriildii. Baslangig hiicre sayis1 1x10° hiicre/mL oldugunda ise hiicrelerin logaritmik faza yine
1.glin girdigi, ancak duragan faza 5. gun gectikleri saptandi. Grafik verileri Bolim 3.2°de
verilen denklemde kullanildiginda LN229 hiicrelerinin jenerasyon siiresinin yaklagik 30 saat
oldugu belirlendi. Bu tez kapsaminda kullanilan her iki hiicre hatt1 i¢in de elde edilen
jenerasyon suresi verilerinin, literatrle uyumlu oldugu goriildii (Reichert ve dig.,2002; Huang
ve dig., 2004).
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Sekil 4.1: Baslangig hiicre sayilar1 0.5x10° hiicre/mL ve 1x10° hiicre/mL olan U-87 MG (A) ve LN229
(B) insan glioma hiicrelerine ait cogalma egrileri.

4.2. TEMOZOLOMIDIN U87-MG VE LN229 HUCRE HATLARI UZERINE
SITOTOKSIK ETKIiSi

Glioma tedavisinde ilag¢ olarak kullanilan TMZ’nin, U87-MG ve LN-229 hiicre hatlarindaki
sitotoksik etkileri MTT analizi (canlilik testi) ile degerlendirildi. MTT analizleri birbirinden
bagimsiz en az 5 farkli tekrar ile gergeklestirildi. Tablo 3.1 ve 3.2’de verilen sayilardaki
hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplara ekildikten 24 saat sonra, hicrelerin Uzerindeki
besiyerleri uzaklastirildi. Her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlarda 0 (kontrol grubu), 50,
100, 200, 400, 800, 1600 uM TMZ iceren besiyerleri eklenerek 24, 48 ve 72 saatlik toksik
etkileri degerlendirildi. Hucrelere uygulanan TMZ’nin etkileri GraphPad Prism® 7.00
programinda sigmoidal doz yamti egrisi (“sigmoidal dose response variable slope”)
olusturularak degerlendirildi ve canli hiicre sayisin1 %50 diigiiren konsantrasyonlar (‘“half
maximal inhibitory concentration”, 1Cso) hesaplandi. MTT analizleri sonucunda elde edilen
veriler Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 4.2: TMZ’nin U87-MG(A) ve LN229(B) hiicre hatlarma 24, 48 ve 72 saatlik strelerde
uygulanmasinin, hiicre canlilig1 {izerine etkileri (24, 48 ve 72 saatlik uygulama icin R? degerleri
sirastyla U87- MG i¢in 0.808, 0.955, 0.971 ve LN229 igin ise 0.834, 0.945, 0.963).

MTT analiz sonuclari, U87-MG ve LN229 hicrelerine TMZ uygulanmasinin, doza ve zamana
bagl bir sekilde hiicre dliimiine neden oldugunu gosterdi. Her iki hiicre hattinda da diistik
dozlarda (<50 uM) uygulanan TMZ hiicre canlilig1 iizerinde 6nemli bir fark yaratmazken,
yuksek dozlarda (>800 uM) uygulanan TMZ’nin zamana bagli olarak hiicre canliligini inhibe
ettigi goriildii. U87-MG ve LN229 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saatlik siireyle uygulanan TMZ nin

canli hiicre sayisin1 %50 oraninda diisiiren konsantrasyonlar1 Tablo 4.1’de verildi. Bu
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analizlerden elde edilen sonuglara gore, tezin devam c¢alismalarinda kullanilacak TMZ’nin her
iki hiicre hattina da 72 saat streyle 100 uM ve 200 uM konsantrasyonlarinda uygulanmasina
karar verildi. U87-MG hicrelerine uygulanan 100 uM TMZ %12 oraninda, 200 uM TMZ ise
%30 oraninda hiicre 6liimiine neden olurken; LN229 hicrelerine uygulanan 100 uM TMZ %4
oraninda, 200 uM TMZ ise %5 oraninda canliliga neden oldu.

Tablo 4.1: U87-MG ve LN229 hiicrelerine uygulanan TMZ nin ICsp degerleri.

ug7-MG LN229
24 saat = >
48 saat 776.24 uM 1584.89 uM
72 saat 398.10 uM 758.57 uM

4.3. EKSOZOM KARAKTERIZASYON CALISMALARI

Bu kapsamda Bolum 3.6’da anlatildig: sekilde eksozom izolasyonu yapildiktan sonra, BOlim
3.10.2°de agiklandig1 gibi eksozomal protein izolasyonu gergeklestirildi. Eksozomal protein
izolasyonunun dogrulugunu kontrol etmek igin eksozomal markir olarak kabul edilen ALIX ve
TSG101 proteinlerinin varligi Bolim 3.12°de anlatildigi sekilde Western blot analizi
araciligiyla gosterildi. Tez kapsaminda calisilan hiicre hatlarina ait tiim kontrol ve deney

gruplarindan elde edilen eksozomal markir goriintiileri Sekil 4.3’te verildi.

A B
US7-MG LN229
E = a E = a
:F  F :F  Z
OSKDa - |wweine W | ALIX 95KkDa - _! ALIX

Sekil 4.3: U87-MG (A) ve LN229(B) huicrelerinden kokenlenen eksozomlara ait markir gorlintuleri

(Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre
grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).
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Bu tez ¢alismasinda, immiinolojik analizlere ek olarak, eksozomlarin varlik ve miktar tayininde
genel bir eksozom markiri kabul edilen, CD63 varligina dayali PS Capture™ Exosome ELISA
Kiti (Katalog No: 297-79201, FUJIFILM) de kullanildi. Bu amagla konsantrasyonu BCA
yontemi ile (Bkz. Boliim 3.10.3) hesaplanan eksozomal protein, farkli konsantrasyonlarda (0,
1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ng/mL) seyreltilerek, dncelikle standart bir grafik olusturuldu (Sekil
4.4). Elde edilen grafik ve dogru denklemi kullanilarak kontrol ve deney gruplarinin eksozom
miktarlar1 hesaplandi. Her iki hiicre hattinda da birbirinden bagimsiz 3 farkli deney grubu
kullanilarak elde edilen sonuclar Sekil 4.5’te verildi. Standart grafik (Sekil 4.4) ve dogru
denklemi kullanilarak hiicrelerin salgiladigi eksozom miktarlar1 hesaplandi. Bu analize gore
U87-MG hiicrelerinin kontrol grubunun besiyerine salgiladigi eksozom miktar1 799.2+73.24
ng/mL, 100 uM TMZ uygulanan U87-MG hiicrelerinin besiyerine salgiladigi eksozom miktari
729.7£81.74 ng/mL ve 200 uM TMZ uygulanan U87-MG hiicrelerin besiyerine salgiladigi
eksozom miktar1 866.9+42.92 ng/mL olarak bulundu. Sonuglar farkli konsantrasyonlarda TMZ
uygulamasinin U87-MG hiicre hattindan eksozom salinimu iizerinde, istatistiksel olarak anlamli

herhangi bir fark olusturmadigini ortaya koydu (Sekil 4.5 (A)).

Ayni denklem yardimiyla LN229 hiicrelerinin kontrol grubunun besiyerine salgiladigi eksozom
miktar1 2459+266.1 ng/mL, 100 uM TMZ uygulanan LN229 hiicrelerinin besiyerine salgiladigi
eksozom miktar1 2609+306.4 ng/mL ve 200 uM TMZ uygulanan LN229 hicrelerinin
besiyerine salgiladig1 eksozom miktar1 ise 2633£261.6 ng/mL olarak hesaplandi. U87-MG
hiicrelerine ait sonuglara benzer sekilde, farkli konsantrasyonlarda TMZ uygulamasinin LN229
hiicre hattindan eksozom salinimu iizerinde, istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig:
goraldi (Sekil 4.5 (B)). Bununla birlikte iki hicre eksozom miktarlar1 agisindan
karsilastirildiginda, LN229 hiicrelerinden salinan eksozom miktarinin, U87-MG hicrelerine

kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi.
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CD63 ELISA Standart Grafigi

Absorbans (450-620 nm)
[ 3]

y=0.03548x+0.05393

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.4: Eksozomal proteinlerdeki CD63 proteinleri (0, 1.25,2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ng/mL) kullanilarak
olusturulan standart grafik (R? degeri 0.998).
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Sekil 4.5: U87-MG (A) ve LN229 (B) hiicrelerine farkli konsantrasyonlarinda uygulanan TMZ nin,
hicrelerden salinan eksozom miktarlari iizerindeki etkileri (Kontrol: Uygulama yapilmamis
kontrol hucreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ
uygulanan hiicre grubu).
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4.4. TEMOZOLOMID UYGULAMASININ ILAC YANITI iLE ILGILI GENLERIN
EKSPRESYONLARI UZERINE ETKILERI

Tez kapsaminda LN229 ve U87-MG hicrelerine uygulanan TMZ’nin etkisini degerlendirmek
amaciyla; apoptoz, oksidatif stres, DNA hasar genlerini de igeren toplam 92 genin analizi,
goreceli kantifikasyon analiz teknigi kullanilarak gergeklestirildi. Deneyler en az ii¢ tekrarl
olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler grafige yansitildi. Degerlendirme asamasinda
herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubundaki genlerin anlatim seviyesi 1 olarak kabul
edildi ve diger gruplardaki genlerin anlatim seviyeleri kontrol grubu ile kiyaslanarak
hesaplandi. Deney gruplar1 arasindaki tutarlilik tek-yonlii ANOVA (“one-way ANOVA”) testi

ve Ust test olarak Dunnett’s testi kullanilarak belirlendi.

Bu ¢alisma kapsaminda oncelikle 6 kuyucuklu Kiltiir kaplarinda iiretilen hiicrelerden izole
edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve kaliteleri belirlendi (Tablo 4.2). Belirlenen RNA
konsantrasyonlarinin ve kalitelerinin, cDNA sentezi ve ger¢ek zamanli PZR ¢alismalarinda
kullanilmak i¢in uygun oldugu goriildu. Her iki hiicre hattindan elde edilen RNA’lardan, cDNA
sentezi basarili bir sekilde gerceklestirildi ve sonuclar GAPDH “housekeeping” geninin gergek
zamanli PZR analizi yapilarak gésterildi (EK 3).

Tablo 4.2: TMZ uygulamasi sonucu U87-MG ve LN229 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin miktar
ve Kkalite tayini (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ
uygulanan htcre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).

Ornek RNA Konsantrasyonu (ng/pL) 260/280
Kontrol 341.3 + 49.10 ng/uL 2.10
U87-MG— 100 TMZ 239.5+ 11.86 ng/uL 2.08
200 TMZ 259.3+ 15.86 ng/uL 2.11
[ Kontrol 169.7+ 36.17 ng/uL 2.05
LN229 - 100 T™MZ 175.2+ 31.37 ng/uL 2.05
200 TMZ 189.3+ 37.72 ng/uL 2.07

Bu analiz asamasinda 100 uM ve 200 uM TMZ uygulanan her iki hiicre hattinda da 92 genin
analizi, kontrol grubu ile karsilagtirilarak yapildi ve sonuglar 3 farkli housekeeping gen (HPRT-
YWAZ-GAPDH) ile normalize edildi. Analiz sonuglart 200 uyM TMZ uygulamasinin her iki

hiicrenin farkli genlerinde anlamli bir artis ortaya ¢ikardigini gosterdi. U87-MG hicrelerine
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uygulanan 200 uM TMZ’nin RADS51 gen ekspresyonunu istatistiksel agidan anlamli bir sekilde
arttirdigr (5.28 kat) gorilurken (Sekil 4.6), 100 uM TMZ uygulamasinin RADS51 geninin
anlatim seviyesinde herhangi bir anlamli degisime neden olmadig1 belirlendi. Benzer sekilde
LN229 hiicrelerine uygulanan 200 uM TMZ, MDM2 geninin ekspresyon seviyesini istatistiksel
olarak anlaml1 bir sekilde arttirirken (7.64 kat), 100 uM TMZ uygulamasinin MDM2 geninin

ekspresyon seviyesinde anlamli bir etki yaratmadig1 gézlemlendi (Sekil 4.7).

U87-MG

RADSI1 gen ekspresyonu (% Kontrol)
(GAPDH ile normalize edilen veriler)

& Y V
2.4 S N

Sekil 4.6: U87-MG hiicrelerine TMZ uygulanmasinin RAD51 gen ekspresyonu tzerindeki etkileri
(**p<0.01, dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir.) (Kontrol: Uygulama
yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 pM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200
uM TMZ uygulanan hiicre grubu).
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Sekil 4.7: LN229 hiicrelerine TMZ uygulanmasinin MDM2 gen ekspresyonu Uzerindeki etkileri
(***p<0.001 ve ****p<0.0001, dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini géstermektedir.)
(Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre
grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).

4.5. TEMOZOLOMID UYGULAMASININ EKSOZOMAL MDM2 VE RADS51
GENLERIi UZERINDEKI ETKILERIi

Tez kapsaminda TMZ uygulamasinin sadece U87-MG ve LN229 hicrelerindeki RAD51 ve
MDM?2 genlerinin ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkileri degil, eksozomal RADS1 ve
MDM2 genleri lizerindeki etkileri de degerlendirildi. Bu kapsamda Boéliim 4.4°te elde edilen
verilere dayanarak U87-MG huicrelerinde sadece eksozomal RAD51 geni incelenirken, LN229
hucrelerinde ise yalnizca MDM?2 geni ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Yapilan gercek
zamanli1 PZR analizinde, hedef gene ait PZR iiriinleri ile standart grafikler olusturularak mutlak
kantifikasyon analizi gerceklestirildi. Deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde farkli deney
setleri kullanilarak yapildi ve ortalama degerler grafige yansitildi. Deney gruplari arasindaki
tutarlilik tek-yonli ANOVA (“one-way ANOVA”) testi ve iist test olarak Dunnett’s testi

kullanilarak belirlendi.

Calisma kapsaminda Boliim 3.6’da anlatilan sekilde eksozom izolasyonu yapildiktan sonra

eksozomal RNA’lar izole edilerek, RNA’larin kalitesi ve miktarlar1 Agilent Bioanalyzer ile



S7

kontrol edildi (Sekil 4.8 ve Tablo 4.3). Orneklerin RNA konsantrasyonlari ve kaliteleri cDNA

sentezinde kullanim i¢in uygun bulundu.

U87-MG LN229
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Sekil 4.8: U87-MG ve LN229 hiicrelerinden izole edilen eksozomal RNA’larin Agilent Bioanalyzer
goruntist (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ
uygulanan htcre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).

Tablo 4.3: Agilent Bioanalyzer sonuglarina gére U87-MG ve LN229 hicrelerinden izole edilen
eksozomal RNA’larin konsantrasyonlart (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri,
TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre

grubu).

Ornek Eksozomal RNA Konsantrasyonu (pg/pL))

Kontrol 12.395 £ 5.430 pg/uL.

U87-MG = 100 TMZ 27.829 + 4.389 pg/uL

| 200 TMZ 22.830 + 4.167 pg/uL

Kontrol 8.330 £ 5.967 pg/uL.

LN229 = 100 TMZ 10.115 +4.355 pg/pL

200 TMZ 16.395 +8.861 pg/uL
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Bu analizde, RAD51 ve MDM2 genlerinin ekpersyon seviyelerindeki farkliligi eksozom
dizeyinde belirlemek icin, ger¢ek zamanli PZR’den elde edilen RAD51 ve MDM2 PZR
tirtinleri pozitif kontrol olarak kullanildi. Gen drunlerinin spesifitesinin incelendigi erime egrisi
grafigi ve agaroz jelde ayrilma goruntileri Sekil 4.9°da verildi. PZR rtinlerinin Nanodrop
spektrofotometredeki 6lgiim degerleri RADS1 geni igin 836 ng/uL, MDM2 geni igin 751 ng/ul
olarak belirlendi. Bu degerler Boliim 3.9.2°de verilen denklemde yerine konularak her iki gene
ait PZR urunlerinin mikrolitresindeki kopya sayisi hesaplandi. Buna gore RADS51 genine ait
PZR driiniinde ~18x10'/uL kopya bulunurken, MDM2 genine ait PZR Uriiniinde ~12x10%2/puL
kopya saptandi. Son olarak kopya sayisina gore yapilan Seri sulandirimlar sayesinde hem
RADS51 hem de MDM2 genleri, icin Ctdegerine karsilik logaritmik cDNA kopya sayisini veren
standart grafikler olusturuldu. RAD51 ve MDM2 genleri igin olusturulan standart grafik Sekil
4.10’da verildi.

A B

RAD51 MDM?2
(86bp)  (116bp)

Erime Egrisi Analizi

RADS5I
(U87-MG) | MDM2
% —>(LN229)
|
'} 500
{
\ 250bp
| 150bp
i 100bp
= \
i e \
R
800 850 700 750 80.0 850 20.0 950
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9: Hucresel RAD51 ve MDM2 genlerinin PZR Urunlerinin spesifitesi ile ilgili goruntiler A)
Erime Egrisi Analizi Grafigi B) Gen Uriinlerinin Agaroz Jel Goriintiisii.
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A B
RADS51 Standart Grafigi MDM2 Standart Grafigi
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Sekil 4.10: A) Eksozomal RADS51 genine ait ekspresyonal degisimi hesaplamak icin olusturulan
hiicresel RADS51 standart grafigi (R?degeri 0.994). B) Eksozomal MDM2 genine ait ekspresyonal
degisimi hesaplamak igin olusturulan hiicresel MDM2 standart grafigi (R? degeri 0.985).

TMZ uygulamasinin eksozomal RAD51 ve MDM2 genlerinin ekspresyon seviyeleri tizerindeki
etkileri her bir gen i¢in olusturulan standart grafik denklemler kullanilarak degerlendirildi
(Sekil 4.10). Yapilan analiz RAD51 geninin U87-MG eksozomlarin iginde ¢ok diisiik
miktarlarda bulundugunu gosterdi. Ayrica Urun ile birlikte primer dimerlerinin olustugu da
gozlemlendi (EK 4). Primer dimerlerinin olusumu RADS51 geninin ekspresyon seviyesindeki
degisimin, kopya sayisi standart grafigine gore hesaplanmasini engelledi. MDM2 geninin ise
LN229 hiicrelerinden salinan eksozomlarin iginde paketlendigi ve PZR analizinde tek rin
olusturdugu gozlemlendi (Sekil 4.11). Sekil 4.10(B)’de verilen denkleme gére MDM?2 geninin
ekspresyon seviyesi hesaplandiginda 200 uM TMZ uygulamasinin eksozomal MDM?2
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 9.22 kat oraninda arttirdigi, ancak 100

uM TMZ uygulamasinin herhangi bir degisime neden olmadigi belirlendi (Sekil 4.12).
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Erime Egrisi Analizi
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Sekil 4.11: Eksozomal MDM2’nin belirlenmesine yonelik yapilan PZR analizinde tek {iriin oldugunu
gosteren erime egrisi grafigi.
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Sekil 4.12: LN229 hcrelerine uygulananTMZ nin hiicrelerden salinan eksozomlardaki MDM2 gen
ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkileri (***p<0.001 ve ****p<0.0001, dikey cubuklar standart
sapma degerlerini gostermektedir.) (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ
100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).
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4.6. HUCRESEL VE EKSOZOMAL PROTEIN ORNEKLERININ
KONSANTRASYONLARI

Tez kapsaminda kullanilan tim deney ve kontrol gruplarinin protein konsantrasyonlar
bikinkoninik asit (BCA) yontemine gore, “BCA Protein Assay” kiti (Pierce™ BCA Protein
Assay Kit, Thermo Scientific™) kullanilarak belirlendi. Bu amagla kit iceriginde bulunan sigir
serum albimini (BSA) proteini dH20 ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (25, 125, 250,
500, 1000, 1500 ve 2000 pg/mL) standartlar hazirlandi. Standart protein drneklerinin BCA
analizi yapilarak elde edilen standart grafik ve dogru denklemi yardimiyla tim protein
orneklerinin konsantrasyonlart hesaplandi (Sekil 4.13). Calismanin farkli evrelerinde deney ve
kontrol gruplarindan elde edilen hiicresel proteinlerin konsantrasyon araliginin 4000-13570
pug/mL oldugu, eksozomal protein konsantrasyon araliginin ise 1500-3500 pug/mL oldugu
belirlendi.

BCA Standart Grafigi
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Konsantrasyon ( pg/mL)

Sekil 4.13: Sigir serum albumini (BSA) standartlar1 (25, 125, 250, 500, 100, 1500, 2000 pg/mL)
kullanilarak olusturulan standart grafik (R? degeri 0.995).

4.7. IMMUNOLOJIK ANALIZLER

SDS-PAGE yontemi kullanilarak molekiiler agirliklarina gore ayrigtirilan proteinler, Bolim
3.12°de anlatildigi sekilde PVDF membrana aktarildiktan sonra, hedefe 0zgl antikorlarla

(Tablo 3.11) isleme sokuldu. Tez calismasi kapsaminda tiim immiinolojik analizler en az ii¢
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tekrarli olacak sekilde ve farkli deney setleri kullanilarak yapildi. Normalizasyon analizleri
ImageLab 5.2.1 yazilimi ile gergeklestirildi. Degerlendirme asamasinda TMZ uygulanmayan
kontrol grubundaki proteinlerin ekspresyon seviyesi %100 olarak kabul edildi ve diger
gruplarin proteinlerinin ekspresyon seviyesi kontrol grubuna oranlanarak saptandi. Deneyler
arasindaki tutarlilik tek-yonlit ANOVA (“one-way ANOVA”) testi ve list test olarak Dunnett’s

testi kullanilarak belirlendi.

4.7.1. Temozolomid Uygulamasinin Hiicresel Stres Proteinleri Uzerindeki Etkileri

Tezin bu asamasinda U87-MG ve LN229 hiicrelerine 100 uM ve 200uM konsantrasyonlarinda
TMZ uygulanmasi yapilarak, hi¢cbir uygulama yapilmamis kontrol hiicrelerindeki bazi
proteinlerin ekspresyon seviyeleri karsilastirildi. Elde edilen verilere gore, U87-MG hiicrelerine
uygulanan 100 uM ve 200 uM TMZ nin, kontrole kiyasla Hsp60 ekspresyonu tzerinde anlaml
bir degisim olusturmadigi gozlemlendi (Sekil 4.14(A)). Bununla birlikte, uygulanan TMZ’nin
Hsp70 anlatim seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil

4.15(A)).
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Sekil 4.14: U87-MG (A) ve LN229 (B) hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin
Hsp60 ve GAPDH proteinleri tizerine etkisi (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri,
TMZ 100: 100 pM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre
grubu).
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Sekil 4.15: U87-MG (A) ve LN229 (B) hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin
Hsp70 ve GAPDH proteinleri tizerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001, dikey cubuklar
standart sapma degerlerini géstermektedir.) (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri,
TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre
grubu).

100 uM ve 200 uM TMZ uygulamasinin LN229 hiicrelerindeki Hsp gen ekspresyon seviyeleri
tizerindeki etkileri incelendiginde Hsp60 ekspresyonunu kontrol grubuna gore degistirmedigi
(Sekil 4.14(B)), ancak Hsp70 ekspresyon seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttirdigr belirlendi (Sekil 4.15(B)). Bununla birlikte 100 uM TMZ uygulamasinin Hsp27
anlatim seviyesini etkin bir sekilde degistirmedigi, fakat 200 uM TMZ uygulamasinin LN229
hiicrelerindeki Hsp27 ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gdre anlamli bir sekilde arttirdig:
saptand1 (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: LN229 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin Hsp27 ve GAPDH
proteinleri Gzerine etkisi (**p<0.01, dikey ¢ubuklar standart sapma degerlerini gostermektedir.)
(Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ uygulanan hiicre
grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).

4.7.2. Temozolomid Uygulamasimin Eksozomal Stres Proteinleri Uzerindeki Etkileri

Tezin bu béliminde U87-MG ve LN229 hiicreleri tizerine farkli dozlarda uygulanan TMZ nin,
hiicrelerden besiyerine salinan eksozomlardaki Hsp ekspresyon seviyeleri lizerine etkileri
degerlendirildi. 100 uM ve 200 uM TMZ uygulamalarmin U87-MG hiicreleri tarafindan salinan
eksozomlardaki Hsp60 ekspresyonunun, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
arttigr belirlendi (Sekil 4.17(A)). Benzer sekilde eksozomal Hsp70 ekspresyonunun da
istatistiksel olarak anlamli bir artis ortaya koydugu goriildii (Sekil 4.18(A)).

TMZ uygulamasinin LN229 hiicrelerinden salinan eksozomlardaki stres proteinleri lizerine
etkileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hem Hsp60 hem de HSP70 ekspresyon
seviyelerinin istatistiksel agidan anlamli bir sekilde artmis oldugu belirlendi ( Sekil 4.17(B) ve
Sekil 4.18 (B)).
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Sekil 4.17: U87-MG (A) ve LN229(B) hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin
eksozomal Hsp60 proteini Uzerine etkisi (*p<0.05, dikey gubuklar standart sapma degerlerini
gostermektedir.) (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100 uM TMZ
uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).
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Sekil 4.18: U87-MG (A) ve LN229(B) hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin
eksozomal Hsp70 proteini Gzerine etkisi (*p<0.05, **p<0.01 dikey ¢ubuklar standart sapma
degerlerini gostermektedir.) (Kontrol: Uygulama yapilmamis kontrol hiicreleri, TMZ 100: 100
pM TMZ uygulanan hiicre grubu, TMZ 200: 200 uM TMZ uygulanan hiicre grubu).



66

5. TARTISMA VE SONUC

Diinya genelinde 6liime neden olan hastaliklar arasinda kanser ilk siralarda yer almaktadir ve
gelecek 20 yil igerisinde vaka sayisinin 29.5 milyonun {izerinde olmasi beklenmektedir (World
Health Organization,2018; IARC,2018). Diger kanser tipleriyle kiyaslandiklarinda beyin ve
sinir sistemi tiimorleri popiilasyonda sik goriilmemelerine ragmen, 6liim oranlar1 dikkate
alindiginda en yaygin goriilen kanserler tiirleri arasinda yer almaktadir (Siegel ve dig., 2020).
Merkezi sinir sistemi tiimorleri arasinda oldukca sik rastlanan gliomalarin en malignant tipi
glioblastoma multiform (GBM) olarak kabul edilmektedir. GBM’in, agresif ve oldukga
proliferatif seyrinden dolay1 kotli prognoz gozlenen hastalarin ortalama yasam siiresi,
uygulanan tiim tedavilere ragmen oldukc¢a sinirli kalmaktadir (Krakstad ve Chekenya, 2010;
Louis ve dig., 2016).

GBM’in tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve/veya cerrahi yontemler kullanilmaktadir.
Yapilan bir aragtirma, kemoterapi ve radyoterapinin kombine olarak GBM’de kullanilmasinin,
hastanin sagkalim oranimi arttirdigini gostermektedir (Fine ve dig., 1993). Kan-beyin
bariyerinin varlig1 tedaviyi zorlastirmaktadir. Tiim bu zorluklara ragmen oral kemoterapotik
ilaglardan biri olan temozolomid (TMZ), DNA alkilleyici bir ajan olarak fonksiyon géstermekte
ve glioblastoma tedavisinde ¢ok sik tercih edilmektedir (Filippi-Chiela ve dig., 2013). Lipofilik
yapist nedeniyle kan beyin bariyerini gecebilen TMZ, bu 6zelligi ile diger kemoterapdtik
ilaclardan ayrilmaktadir. TMZ hem diisiik hem de yiiksek dereceli astrositik tiimor tedavisinde
kullanilmaktadir (Alifieris ve Trafalis, 2015); fakat tedavideki etkin sonuglari bilinmesine
ragmen, Ozellikle tiimor hiicrelerinde meydana gelen TMZ direnci nedeniyle hastalarin tedaviye
yanitt birbirinden farkliik go6stermektedir. Bu diren¢ TMZ’nin terapdtik etkinligini
sinirlamaktadir (Huang ve dig., 2012).

Hiicreler arasi iletisim, hiicresel homeostazi korumak ve/veya hiicre dis1 ortamdaki patojenlere
cevap vermek gibi ¢esitli aktivitelerin koordinasyonunda ve diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol istlenmektedir. Bu iletisimde hormonlar, sitokinler veya norotransmiterlerin yani sira farkli
boyutlara sahip hiicre dis1 vezikiiller (EV’ler)’de 6nemli gorevler yapmaktadir (Ratajczak ve
dig., 2006; Camussi ve dig., 2010). EV’ler kargo icerigi, biiyiikliigii, plazma membran olusumu

ve sekresyonuna gore mikrovezikiller, eksozomlar ve apoptotik cisimler olmak tzere, temelde
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3 gruba ayrilmaktadir. Eksozomlar diger EV'lere kiyasla daha fazla fizyolojik ve patolojik
siirecte rol oynamaktadir (Thery ve dig., 2009; Zhang ve dig., 2015; Soung ve dig., 2016).

Birgok farkli hiicre tiplerinden kdkenlenebilen eksozomlar, EV’lerin en kiigiik alt grubunu
olusturmaktadir. Boyutlar1 30-100 nm arasinda degisen eksozomlar, sahip olduklar1 niikleik
asit, protein, miRNA, mRNA, nukleoprotein icerikleri sayesinde ndérodejeneratif bozukluklar
ve kanser dahil bir¢ok hastalikta gérev almaktadir. (Van der Pol ve dig., 2012; Akers ve dig.,
2013; Zhang ve dig., 2015). Ozellikle sahip olduklar1 onkojenik sinyal protein ve niikleik asit
icerikleri ile timor hicrelerinden kokenlenen eksozomlar tiimor ilerlemesi, invazyonu ve
metastazinda rol oynamaktadir. Yapilan cesitli calismalarda, eksozomlarin sahip oldugu
nikleik asit igeriklerinin (MRNA ve miRNA) kanser tanisinda kullanilabilecek potansiyel
araglar oldugunu gosterilmistir (Skog ve dig., 2008; Taylor ve dig., 2008; Li ve dig., 2015).
Eksozomal proteinler de kanser tanisinda énemli belirteglerdir. Bununla birlikte eksozomlar
araciligiyla hiicreler arasinda transfer edilebilen onkoproteinlerin tiimdr olusumunu

kolaylastirdig: bilinmektedir (Al-Nedawi ve dig., 2008; Demory Beckler ve dig., 2013).

Stres proteinleri olarak bilinen Hsp’ler evrimsel siirecte iyi korunmus biiyiikk bir protein
ailesidir. Gliomalar dahil baz1 kanser tiirlerinde, normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek seviyede
ekspresyon yaptiklari bilinmektedir. Bu durum tedaviye yanitta, koti prognoz ile
iliskilendirilmektedir. Bunun yani sira Hsp’ler tiimor hiicresinin ¢ogalmasi, farklilagmast,
istilasi, metastazi ve ilag direnci gibi 6nemli siire¢lerde de goérev almaktadir (Calderwood ve
dig., 2006). Yiiksek seviyede ekspresyon yapan Hsp’ler ile kanser davranig1 arasindaki iliskiyi

inceleyen ¢aligmalar halen devam etmektedir.

Stres proteinleri genellikle hiicre i¢i molekiiller olarak kabul edilmelerine ragmen, son
caligmalar eksozom aracili sekresyon yolu ile bu proteinlerin hiicre dis1 konumlarda da
bulunabilecegini gostermektedir (De Maio, 2014). Bu Hsp’ler tiimor ilerlemesini, biiylimesini
ve metastazin1 kolaylastirabildikleri i¢in, arastirmalarin odak noktasini olusturmaktadir.
Sonugta bu proteinler, tan1 ve tedavi icin 6nemli hedefler olarak kabul edilmektedir.
(Cordonnier ve dig., 2017). Eksozomal Hsp’ler ayn1 zamanda immiin diizenleyici faktor olarak
islev gorebilmekte ve kanser hiicrelerinin bagisiklik yanitinda da onemli fonksiyonlar

tistlenmektedir (Kumar ve dig., 2016).
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Yapilan bir caligmada kolon kanseri hastalar1 ve saglikli bireylerden alinan plazma
orneklerinden elde edilen eksozomlarda Hsp60 seviyesinin arttii belirlenmis ve bu artisin
hastaligin tanisinda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Campanella ve dig.,
2015). Metastatik kolon kanserinde fosforilasyon seviyesi artmig eksozomal Hsp90’nin,
jinekolojik kanserlerde ise eksozomal sHsp’lerin umut vaat eden biyobelirtecler olabilecegi

gosterilmistir (Weeraphan ve dig., 2019; Wyciszkiewicz ve dig., 2019).

Bu tez ¢aligmasinda; glioma tedavisinde kemoterapdtik bir ilag olarak kullanilan TMZ’nin U87-
MG ve LN229 insan glioma hiicrelerine uygulanmasini takiben, hiicresel ve eksozomal icerik
degisimlerinin incelenmesi hedeflemistir. Bu kapsamda, oncelikle hiicrelere uygulanacak
TMZ’nin sitotoksik analizleri tamamlanmis ve bu analiz sonuglarina goére hiicrelere
uygulanacak dozlara karar verilmistir. Son olarak TMZ uygulamasinin hiicresel seviyede stres
proteinleri ve bazit mRNA’lar tizerindeki etkileri degerlendirilmis ve bu sonuglar eksozomal

protein ve mRNA igerikleri ile karsilastirilmistir.

TMZ’ nin U87-MG ve LN229 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla 24,
48 ve 72 saatlik uygulamalar1 yapilmis, sonrasinda MTT analizi gergeklestirilmis ve %50
inhibisyona neden olan TMZ konsantrasyon (ICso) degerleri hesaplanmustir. Yapilan analizler
24 saatlik TMZ uygulamasinin her iki hiicrede de ICso degerini bulmaya yeterli olmadigim
gostermistir. Ancak 48 ve 72 saat TMZ uygulamas1 U87-MG hiicrelerinde toksik etkiye neden
olmus ve ICsp degerleri sirastyla 776.24 uM ve 398.10 uM olarak bulunmustur. LN229
hlcrelerine 48 ve 72 saat uygulanan TMZ icin elde edilen ICso degerleri ise sirasiyla 1584.89
uM ve 758.57 uM olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Yapilan bu ¢alismalar neticesinde TMZ’ nin
her iki hiicre hattina 72 saat siire ile uygulanmasina karar verilmistir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen MTT analizi sonuglar1 diger sitotoksisite galismalari ile karsilastirildiginda;
U87-MG hiicreleri igin 72 saat uygulanan TMZ’nin ICso dozunun bir ¢alismada 100-500 pM
arasinda oldugu soylenirken (Munoz ve dig., 2014), diger bir ¢calismada 397.2 uM oldugu
goriilmiistiir (Lin ve dig., 2012). LN229 hiicrelerine 72 saat uygulanan TMZ nin ICso degerinin
ise 954.2 uM oldugu bildirilmistir (Lan ve dig., 2016). Yapilan bu tez calismasinda TMZ
uygulamasina ait ICso degerleri kendi iginde karsilastirildiginda, U87-MG ve LN229 hiicreleri
igin farkli sonuglarin alindigi gorilmektedir. LN229 hiicrelerine uygulanan TMZ igin elde
edilen 1Csp degeri (758.57 uM), U87-MG hiicreleri icin elde edilen ICso degerinden (398.10
uM) daha yiiksektir. Bu sonu¢ TMZ’nin U-87 MG hiicre hattinda, LN229 hiicre hattina kiyasla,
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daha yiiksek sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu anlamda elde edilen bulgular
diger calismalarin sonuglari ile uyumludur (Lan ve dig., 2016; Lee, 2016).

Sitotoksisite analizlerine gore U87-MG ve LN229 insan glioma hucrelerine uygulanacak 2
farkli TMZ konsantrasyonu (100 ve 200 pM) belirlenmistir. Segilen dozlarin LN229 glioma
hiicrelerinin canliligi iizerinde anlamli bir toksik etkisi bulunmamaktadir. U87-MG
hicrelerinde uygulanan TMZ ise hiicre canliligini en fazla %30 oraninda etkilemektedir.
Bununla birlikte secilen dozlar literatirde TMZ ¢alismalarinda en fazla tercih edilen
konsantrasyonlar arasinda yer almaktadir (Barciszewska ve dig., 2015; Akbarnejad ve dig.,
2017). MTT analizi araciligiyla uygulanacak TMZ konsantrasyonlari belirlendikten sonra,
kontrol ve deney grubu hicrelere ajan uygulamalari yapilmis ve hem hiicreler hem de

hicrelerden kdkenlenen eksozomlar toplanmuistir.

Oncelikle U87-MG ve LN229 hiicrelerinden besiyerine salman eksozomlarin varligi, eksozom
markirt olan kabul edilen ALIX ve TSGI101 antikorlarinin Western blot analizi ile
gosterilmistir. Membran goriintiileri incelendiginde her iki hiicre hattinda da kontrol ve deney
gruplart arasinda farklilik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3). Eksozom karakterizasyon
calismalarinda eksozomal proteinlerin Western blot yontemi ile varlik tayini ¢ok tercih edilen
bir yontem olmakla birlikte, farkli EV tiplerinin sahip oldugu protein igeriklerinin degisken
olmasi eksozomal miktar tayininde farkli yontemlerin tercih edilmesine neden olmaktadir
(Doyle ve Wang, 2019). Bu nedenle tez kapsaminda, hiicrelerden besiyerine salinan ve bu
besiyerinden izole edilen eksozomlarin miktar tayini i¢in CD63 varligina dayali PS Capture™
Exosome ELISA Kiti kullanilmigtir. Yapilan analiz TMZ uygulanmasinin kontrol ve deney
gruplarindan salinan eksozomlarin miktarlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.5). Simon ve arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan
calismada, U87-MG ve LN18 hiicrelerine uygulanan bir anti-kanser ilacin, besiyerine salinan
eksozom konsantrasyonunda anlamli bir degisim yaratmadigi gosterilmistir. Eksozom
miktarin1 kantitatif olarak degerlendirdigimiz bu analiz sonuglar1 literatiirle uyumlu
gorinmektedir ve uygulanan TMZ dozlarimin eksozom miktarin1 degistirmeden, eksozom
icerigine etki ettigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte ELISA sonuglart LN229
hicrelerinden salinan eksozom miktarinin, U87-MG insan glioma hiicrelerinden salinan
eksozom miktarindan farkli oldugunu isaret etmektedir. Bu farklilik baslangi¢ hiicre ekim

sayisindan kaynaklanabilir. Konfluent hiicre kiiltiirlerinin, kolesterol metabolizmasina bagh
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olarak, konfluent olmayan hicre kultlrlerden daha fazla ekzozom (Urettikleri bilinmektedir.
Ayrica hiicreler arasindaki temasin engellenmesi, aktif olarak boliinmeyi de engelledigi i¢in
hiicreden EV salinmasini da azaltabilmektedir (Gurunathan ve dig., 2019). Eksozom miktarinin
hiicre tipine bagli olarak degistigini ortaya koyan baska ¢aligmalarda bulunmaktadir. Simon ve
dig. (2018) U87-MG ve LNI8 hiicrelerinin besiyerine farkli konsantrasyonlarda eksozom
saldigini, Tian ve dig. (2014) olgunlasmamis dendritik hiicrelerin sinirli sayida EV firettiklerini
ve Chen ve dig. (2011) ise mezenkimal kok hiicrelerin ¢ok sayida EV firettiklerini bildirmistir.
Dolayistyla ELISA kiti aracilifiyla saptanan, U87-MG ve LN229 hiicrelerinden salinan

eksozom miktarindaki farklilik, beklenen bir olaydir.

Basarili bir ilag tedavisinin hedef hiicredeki etkisini ortaya koyabilmek icin terapdtik indeks
belirlenmelidir. Bu baglamda tez kapsaminda U87-MG ve LN229 hicrelerine uygulanan
TMZ’nin hiicre dongiisii regiilasyonu, DNA hasar yaniti, apoptoz, timdr olusumu ve
baskilanmasi gibi ¢esitli genler iizerindeki etkileri gercek zamanli PZR analizleri ile
arastirilmistir. Toplam 92 genin tarandigi PZR analizi sonuglari, 200 pM TMZ uygulamasinin
her iki hiicrede de birer genin ekspresyonunu istatiksel agidan anlamli bir sekilde arttirdigini
gostermistir. U87-MG hiicrelerinde DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan RADS51 geninin
ekspresyonunun yaklasik 5 kat arttigi saptanmistir (Sekil 4.6) ve bu artisin direng ile iliskili
oldugu disiiniilmektedir. RADS1 geni, somatik hiicrelerde ¢ift sarmal kirigi meydana
geldiginde tamir sisteminin isleyebilmesi i¢in iplik transferini kolaylastirarak homolog
rekombinasyonda gorev almaktadir. Pankreas adenokarsinomu, prostat kanseri ve over kanseri
gibi ¢esitli tiimor tiplerinde anlatim seviyesinin yiiksek oldugu, yapilan ¢aligmalarda rapor
edilmistir (Maacke ve dig., 2000; Collis ve dig., 2001; Rapakko ve dig., 2006). Yiiksek RADS51
seviyesi homolog rekombinasyonun artmasina neden oldugu i¢in kemoterapi gibi DNA’ya
zarar veren reaktiflere karsi direnci de aciklamaktadir. Ayrica, TMZ uygulanan ¢esitli GBM
hiicrelerinde RADS51 geninin anlatim seviyesinin arttig1 ve bu artisin direng ile iliskili oldugu
daha 6nce yapilmis caligmalarda ortaya konulmustur (Welsh ve dig.,2009; Zhang ve dig.,2012;
Li ve dig., 2019). Bu nedenle, GMB hiicrelerinde TMZ nin sensitivitesini arttirmak amaciyla
RADS1 genini hedefleyen farkli tedavi yaklasimlar1 denenmektedir (Welsh ve dig.,2009). Tez
caligmas1 kapsaminda elde ettigimiz bulgular, literatiir bilgileriyle uyum gostermektedir.
Ancak, GBM hiicrelerinde RADS51 asir1 ekspresyonunun neden ve nasil gerceklestigi halen

belirsizligini korumaktadir.
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Gergek zamanli PZR analizi sonuglari LN229 hiicrelerine TMZ uygulanmasinin MDM?2
onkogeninin ekspresyonunu arttirdigini gdstermistir. Ozellikle 200 pM TMZ uygulamasi
MDM2 geninin ekspresyonunu 7.64 kat arttirmistir. MDM2, normal kosullar altinda p53
proteinin degredasyonuna aracilik ederek, bu proteinin aktivitesini bastirmak i¢in negatif bir
duzenleyici olarak rol oynamaktadir. MDM2’nin onkojenik fonksiyonunun, “wild-type” p53
ile etkilesime girme ve p53 aktivitesini inhibe etme kabiliyetinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yapilan calismalarda p53 mutasyonu ile birlikte MDM2 geninin asir1
ekspresyonu gozlenmis (Ko ve dig., 2000; Vaughan ve dig., 2011) ve hem p53 mutasyonu
tastyan hem de MDM2 ekspresyon seviyesi yiiksek olan tiimérlerin daha kétii bir prognoza
sahip olduklar1 bildirilmistir (Cordon-Cardo ve dig., 1994; Jones ve dig., 1998). Ayrica,
ekspresyon seviyesi artan MDM2’nin meme kanserinde cisplatin ve doksorubisin gibi
antikanser ilaglara kars1 diren¢ kazandirdig1 da rapor edilmistir (Suzuki ve dig., 1998; Hayashi
ve dig., 2006). Sato ve arkadaslar1 (2011) kok hiicre benzeri GBM hiicrelerinde yaptiklart bir
calismada, MDM2 inhibisyonunun, p53 ekpresyonunu arttirdigini ve hiicrelerin TMZ’ye karsi
daha duyarli hale geldiklerini bildirmistir (Sato ve dig., 2011). Bu tez ¢aligmasinda, mutant p53
aktivitesine sahip LN229 hiicrelerine TMZ uygulamasinin MDM2 ekspresyonunu arttirdig ilk
kez gosterilmistir ve tiim literatiir bilgileri g6z oniine alindiginda, bu artisin TMZ’ye karsi

direng ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir.

TMZ uygulamasinin hiicrelerden salinan eksozomlarin igerigine etkilerini degerlendirmek
amaciyla, U87-MG glioma hicreleri igin eksozomal RAD51 geni ve LN229 hiicreleri igin ise
hiicrelerden kokenlenen eksozomlarda eksozomal MDM2 geni incelenmistir. Yapilan analizde
U87-MG hiicrelerinden salinan eksozomlarda RADS1 genine ait eksozomal RNA seviyelerinin
oldukca diisiik olmasi, ger¢ek zamanli PZR analizinde bu genin belirlenmesini olanaksiz hale
getirmistir. 200 pM TMZ uygulamasi yapilan LN229 hiicreleri ile kontrol grubu sonuglari
kiyaslandiginda, TMZ nin eksozomal MDM?2 geni iizerinde 9.22 katlik bir artisa neden oldugu

gosterilmistir.

Bu tez calismasinda TMZ uygulamasinin gliomalarda eksozomal MDM?2 genini arttirdig: ilk
defa gosterilmistir. Ayrica, MDM2 mRNA seviyelerinin eksozomda ve parental hiicrede
miikemmel bir korelasyona sahip oldugu da saptanmistir. TMZ tedavisinin, GBM hiicrelerinde
cesitli genlerin ekspresyon seviyelerinde degisime neden oldugu bilinmektedir, ancak eksozom

icerigine de etki edebilecegi konusunda fazla bilgi bulunmamaktadir. Shao ve arkadaglarinin
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(2015) yaptiklar bir ¢alismada, TMZ direncinden sorumlu oldugu diisiiniilen ¢esitli genlerin
(GSTpl, MGMT, APNG, ERCC1, ERCC2, MVP, ABCC3, CASP8 ve IGFBP2) mRNA
profillerinin eksozomda ve parental hiicrede uyum gosterdigi ve bu genlerin TMZ direncinde
potansiyel markir olabilecekleri bildirilmistir. Literatiir bilgileri de goz oniine alindiginda
MDM2 mRNA’sinin, TMZ direnci ile ilgili potansiyel bir eksozomal mRNA belirteci

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu asamaya kadar tez kapsaminda gerceklestirilen ¢aligmalarda TMZ uygulamasina baglh
olarak artan RAD51 ve MDM2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin, ilag direnci ile iligkili
oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle ¢alismanin devaminda TMZ diren¢ mekanizmasinda gérev
aldig1 bilinen Hsp’ler incelenmistir. Literatiirde hem RADS51’in hem de MDM?2 geninin,
Hsp’ler ile iliskisini ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir. DNA’da tek ya da gift iplik kirig1
meydana geldiginde, DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan ATR, FANCA, RADS1 ve
BRCA2 gibi ¢esitli genlerin Hsp70 ve Hsp90 tarafindan aktive edildigi bilinmektedir
(Murakami ve dig., 2015; McLaughlin ve dig., 2017). Hsp27'nin DNA tamir
mekanizmasindaki rolii halen arastirilmaktadir (Dubrez ve dig., 2020). Hsp’ler mutant p53’lerin
MDM2 tarafindan degredasyonunu engellemektedir. Molekiiler saperonlar, mutant p53 ara
tirtinlerinin katlanmasina yardimer olmakta ve onlarin p73 ile etkilesimini stabilize etmektedir.
Bu durum, mutant p53 degredasyonunun inhibisyonu ve p73 aracili apoptoz ile
sonu¢lanmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinde MDM2 onkogeninin ekspresyonu arttiginda
mutant pS3-p73-Hsp’leri igeren ara komplekslerden Hsp’ler ayrilarak mutant p53, p73, MDM?2
iceren ve kanser hiicrelerinde kemoterapdtik direnci arttiran, amiloid benzeri agregatlar

olugmaktadir (Tracz-Gaszewska ve dig., 2017).

Bu bilgiler 1s1ginda tezin devam calismalarinda U87-MG ve LN229 hicrelerine uygulanan
TMZ’nin Hsp’ler iizerine etkisi hem hiicresel hem de eksozomal seviyede incelenmistir.
Yapilan immiinolojik analizler TMZ uygulamasinin her iki hiicrede de Hsp60 anlatimini
istatistiksel olarak degistirmedigi ortaya koymustur. Bununla birlikte, 100 uM TMZ U87-MG
ve LN229 hiicre hatlarinda Hsp70 ekspresyonunu sirasiyla %132.2 ve %67.7 oranlarinda
arttirirken, 200 uM ise TMZ Hsp70 ekspresyonunu her iki hiicrede de sirasiyla %229.7 ve
%167.3 oranlarinda arttirmistir. Bununla birlikte kontrol ve deney grubu U87-MG hucrelerinde
Hsp27 ekspresyonu belirlenememistir, ancak 200 uM TMZ uygulamas1 LN229 hiicrelerindeki

Hsp27 ekspresyonunu kontrol grubuna kiyasla arttirmig ve bu artigin istatistiksel agidan anlamli
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bir fark (+%257.8) ortaya koydugunu gostermistir. Literatirde TMZ’nin ¢esitli glioma
hiicrelerindeki Hsp’ler iizerine olan etkilerini gosteren farkli yayimnlar bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda TMZ uygulamasinin U87-MG (Paolini ve dig., 2011) T98G ve U251 (Pasi ve dig.,
2014) hiicrelerinde Hsp70 ekspresyonunu arttirdigr gosterilmistir. Castro ve dig. (2015)
tarafindan yapilan bir calismada, TMZ tedavisinin Gli36 hiicrelerinde Hsp70 anlatimini
arttirdigi, DBTRG hiicrelerinde azalttigi ve U87-MG hiicrelerinde ise degistirmedigi ortaya
konulmustur. Ayni ¢alismada TMZ’nin U87-MG, DBTRG ve Gli36 glioma hiicre hatlarinda
Hsp27 ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir. Tiim ¢aligmalar gbz oniine alindiginda TMZ
uygulamasinin farkli glioma hiicrelerinde farkli yanitlara sebep oldugu anlasilmaktadir (Chorny
ve dig., 2000). Ozellikle ekspresyon seviyesi artmis Hsp70 ve Hsp27’nin farkli kanser
tirlerinde (meme, serviks, hepatoselluler karsinom) kotl prognoz ve tedavi direnci ile
iligkilendirildikleri bilinmektedir (Sarto ve dig., 2000; Takashimave dig., 2003; Chuma ve dig.,
2003). Bu baglamda elde ettigimiz bulgular literatiir ile uyum gostermektedir.

TMZ uygulamasinin eksozomal Hsp’ler iizerindeki etkisi incelemek iizere kontrol ve deney
gruplarindan besiyerine salinan eksozomlar toplanmig ve izolasyondan sonra analizlerde
kullanilmistir. Yapilan immiinolojik analizler, 100 uM ve 200 uM TMZ uygulamasinin U87-
MG hiicrelerinden salinan eksozomlarda Hsp60 ekspresyon seviyesini sirastyla %51 ve %51.6
oraninda arttirdigint gostermistir. LN229 hiicrelerinde de Hsp60’in benzer oranlarda artis
(strastyla %60.8 ve %64.2) gosterdigi saptanmistir. Ayrica, TMZ uygulanmasinin eksozomal
Hsp70 anlatimi {izerinde de etkili oldugu ve her iki hiicrede eksozomal Hsp70’lerin ekspresyon
seviyesini arttirdig1 (U87-MG igin sirastyla %145.1 ve %224.9, LN229 igin sirasiyla %61.6 ve
%66.2) belirlenmistir. Bununla birlikte eksozomal Hsp27 anlatimi her iki hiicre hattinda da
saptanamamistir. TMZ’nin eksozomal proteinlerin icerigine etki ettigi ve TMZ uygulamasi
sonrast salman eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde rol oynadigi yapilan bir caligmada
gosterilmistir (André-Grégoire ve dig., 2018). Ozellikle kanser hiicrelerinden salinan
eksozomlarda ekspresyon seviyeleri artmis olan Hsp’lerin, kanser tanisinda biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi farkli caligmalarda gosterilmistir (Campanella ve dig., 2015; Gobbo ve dig.,
2015; Wyciszkiewicz ve dig., 2019). Dahas1 bu Hsp’lerin ilag direnci, kotii prognoz, tedaviye
yanit, migrasyon ve invazyon ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (Eguchi ve dig., 2019). Lv ve
arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, anti-kanser ilaglarin hepatoseliiler

karsinom hiicrelerinden Hsp iceren eksozom salinimini arttirdig1 ve bu eksozomlarin sitotoksik



74

yanit olusumunda gorev aldig1 gosterilmistir. Bu baglamda elde ettigimiz bulgular, literatiir ile

uyum gostermektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar, farkli hiicrelere uygulanan TMZ’nin diren¢ olusumunu
tetikledigini gostermistir. Ilactn GBM tedavisi sirasinda da direng olusturdugu bilinmektedir.
Bu baglamda TMZ’nin GBM tedavisi i¢in en etkili ve uygun ila¢ olmayacagi ortadadir.
TMZ’nin farkli ilaglarla kombine olarak kullanilmasi, tedavi etkinligini arttirmak igin iyi bir
strateji olabilir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar eksozomal mRNA ve protein seviyelerinin,
kokenlendikleri hiicrelerin mRNA ve protein seviyeleri ile benzerlik tasidigini ortaya
koymustur. Bu nedenle GBM tedavisinde eksozomlarin tedavi yanitinin arastirilmasinda
kullanilabilecek potansiyel biyobelirtegler olabilecegi soylenebilir. Ancak, TMZ tedavisi ile
ekspresyon seviyeleri artan bazi mRNA ve Hsp’lerin, alici hiicrelerde nasil etki

gosterebilecegini belirlemek igin, daha ileri analizlerin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER
EK1
Tablo 0.1: Tez kapsaminda analizi yapilan genler.
GENLER ISIMLERI FONKSIYONLARI
pro-apoptotik  (BCL-xL ve BCL-2 ile
Bad BCL2-Associated Agonist Of Cell Death heterodimerler olusturarak apoptozu pozitif olarak
diizenler.)
pro-apoptotik (BCL2'ye baglanarak ve BCL2'yi
Bak1 BCL2-antagonist/killer 1 antagonize ederek programlanmis hiicre dlimiinii
hizlandirir.)
BAX BCL2 associated X, apoptosis regulator pro-apoptotik diizenleyici
BCL10 B-cell lymphoma/leukemia 10 pro-apoE)tc_)tlk (p_ro-kaspaz-g olfgunlasmam ve NF-
kappa-B'nin aktivasyonunda gorev alir.)
BCLAF1 BCL2-associated transcription factor 1 pro-apgptgtlk (Hacre  olimtnd  destekleyen
transkripsiyonel baskilayict)
Bid BH3 interacting domain death agonist S(re?i-ra)p optoNggitolrom c'nin salmmasina. izin
. . . . pro-apoptotik (Apoptoz baskilayicilart Bel-X (L),
. BCL2- kill -
Bik BCL2-interacting  killer —(@poptosis- g\ oer ™ "oty ile liskidir ve apoptozu
inducing)
hizlandirir.)
Bim BCL2L11 (BCL2-like 11) pro-apoptotik (Apoptozu indukler.)
BNIP3 CL2/adenovirus E1B 19kDa interacting pro-apoptotk (BCL2 baskilanmasini engeller ve
protein 3) apoptozu tetikler.)
pro-apoptotik (Viral ve hiicresel anti-apoptoz
BNIP3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting proteinleri ile etkilesime girer. BCL-2 ve BCL-XL
protein 3-like baskilayicilarinin tistesinden gelebilir, BNIP3'iin
neden oldugu apoptozu inhibe eder.)
BAG1 BCL2-Associated Athanogene anti-apoptotik (Apoptoza yol agan bir yolda bir
adimi bloke eder.)
anti-apoptotik (Substrat salimimi tesvik ederek
BAG3 BCL2-Associated Athanogene 3 HSP70/ HSC70'in saperon aktivitesini inhibe
eder.)
anti-apoptotik (Substrat salimimm tesvik ederek
BAG4-F BCL2-Associated Athanogene 4 HSP70/ HSC70'in saperon aktivitesini inhibe eder.
Yapisal TNFRSF1A sinyallemesini 6nler.)
BCL2A1 BCL2-related protein Al antl-apoptotll_< (I_L_-3 yoksunlugunun neden oldugu
apoptozu geciktirir.)
anti-apoptotik (Mitokondriyal membran
Bcl2 B-cell CLL/lymphoma 2 gecirgenligini  kontrol ederek hiicre Olimiini
dizenler.)
BCL2L2 BCL2-like 2 anti-apoptotik (Deksametazon kaynakli apoptozu

bloke eder.)
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Tablo 0.1 (devam): Tez kapsaminda analizi yapilan genler.

GENLER

ISIMLERI

FONKSiYONLARI

BCL2L10

BCL2-like 10 (apoptosis facilitator)

anti-apoptotik (BAX'!n neden oldugu apoptozu
bastirir.)

Bel-xL (BCL2L1)

B-cell lymphoma-extra large

anti-apoptotik (sitokrom c¢ gibi mitokondriyal
iceriklerin salinmasinin engeller)

anti-apoptotik (Hem &lum reseptorleri hem de

BFAR Bifunctional Apoptosis Regulator mitokondriyal faktorler yoluyla tetiklenen apoptoz
icin anti-apoptotik aktiviteye sahiptir.)
anti-apoptotik (Kaspazlari, apoptozu, enflamatuar

Baculoviral 1AP repeat containing 2 sinyallemeyi ve bagigikligi, mitojenik kinaz

BIRC2 . S . N

(CIAP1) sinyallemesini, hiicre proliferasyonunu, hiicre
istilasin1 ve metastazi diizenler.).
anti-apoptotik (Kaspazlari, apoptozu, enflamatuar
Baculoviral 1AP repeat containing 3 sinyallemeyi ve bagisikligi, mitojenik kinaz
BIRC3 . o ; .
(CIAP2) sinyallemesini, hiicre proliferasyonunu, hiicre
istilasin1 ve metastazi diizenler.)
anti-apoptotik (Kaspazlari, apoptozu, enflamatuar
Baculoviral 1AP repeat containing 4/ X- sinyallemeyi ve bagigikligi, mitojenik kinaz
BIRC4 /XIAP - A . . - . ” .
linked inhibitor of apoptosis sinyallemesini, hiicre proliferasyonunu, hiicre
istilasin1 ve metastazi diizenler.)
. . i- ik (Hii life ik

BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5 anti-apoptotik ( “ucre profiferasyonunu - tesvi
eder ve apoptozu Onler.)
anti-apoptotik (Kaspazlar1 kontrol ederek ve bir

BIRC6 Baculoviral AP repeat containing 6 E3 ubikuitin-protein ligaz gibi davranarak hiicre
6lumuni dizenleyebilir.)

BIRCS Baculoviral IAP repeat containing 8 anti-apoptotik (BAX'mm aracilik ettigi apoptoza
kars1 korur.)

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting anti-apoptotik (Hiicre 6liimiiniin bastirilmasinda

BNIP1 - . . . .

protein 1 ve mitokondriyal otofajide rol oynayabilir.)
. . . anti-apoptotik (Hiicre 6liimiiniin baskilanmasinda
BCL2/ad E1B 19kDa interact .
BNIP2 rOteinazenowrus a Interacting ) oynar. BCL-2 ve adenoviriis E1B 19 kDa
P proteinleri ile etkilesime girer.)
APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1 apoptotik diizenleyici
BMF Bcl2 modifying factor anti- veya pro- apoptotik diizenleyici
caspase 1, apoptosis-related cysteine e
. programli hiicre éliimii
CASP1 peptidase)
Caspase 2, apoptosis-related cysteine
CASP2 p poptost ystel programli hiicre 6liimii
peptidase
CASP3 Caspase 3, apoptosis-related cysteine programi hiicre Glimii
peptidase
C 4 tosis-related tei
CASP4 aspase 4, apoplosis-related - cysteine programl hiicre 6liimii

peptidase
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Tablo 0.1 (devam): Tez kapsaminda analizi yapilan genler.

GENLER ISIMLERI FONKSIYONLARI
CASP5 Caspase 5, apoptosis-related cysteine programis hiicre Glimii
peptidase
CASP6 Casp_ase 6, apoptosis-related cysteine programis hiicre Glimii
peptidase
CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine programlt hiicre Sliimii
peptidase)
CASP8 Caspase 8, apoptosis-related  cysteine programli hiicre Glimii
peptidase
CASP9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine programli hiicre Slimii
peptidase
CASP10 Casp_ase 10, apoptosis-related cysteine programli hiicre Slimii
peptidase
CASP14 Caspase 14, apoptosis-related cysteine programlt hiicre Gliimii
peptidase
TNFRSF10C (tumor necrosis factor receptor  programh hiicre oliimii (Sitotoksik ligand TRAIL
DCR-1 . g y
superfamily, member 10c) icin reseptor)
DR4 TNFRSF10A  (tumor necrosis factor programli  hiicre oliimii  (Sitotoksik ligand
receptor superfamily, member 10a) TNFSF10 / TRAIL icin reseptor)
DR5 TNFRSF10B (tumor necrosis factor receptor  programli  hiicre  6liimii  (Sitotoksik  ligand
superfamily, member 10b) TNFSF10 / TRAIL icin reseptor.)
programli  hiicre ¢oliimii  (apoptotik —adaptor
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death molekiil, apoptoz sirasinda 6liime neden olan
domain) sinyal ~ kompleksini  (DISC)  olusumunda
gorevlidir)
FAS Fas receptor progrtzm"lz hiicre oliimii (Hucre yizeyindeki 8lim
reseptori)
HRK Harakiri, BCL2 interacting protein programly hiicre oliimii
programli hiicre oliimii (Apoptozun
MCL1 Myeloid cell leukemia 1 diizenlenmesinde ve canlihigm strdirilmesinde
rol alir.)
. ) transkripsiyon faktérii (iltihaplanma, bagisiklik,
Nuclear f f k light pol
NFKB1/p50 uclear factor of kappa light polypeptide farklilasma, hiicre biiylimesi, tiimorijenez ve

gene enhancer in B-cells 1

apoptoz gibi bir¢ok biyolojik surecte rol oynar.)

Noxa (PMAIP1)

Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1

programii  hiicre oliimii  (Radyasyona maruz
kaldiktan sonra p53 / TP53'e bagli apoptoza
katkida bulunur.)

programly hiicre 6liimii (P53 / TP53'e bagimli ve

Puma BCL2 binding component 3 p53 / TP53'ten bagimsiz apoptozun temel
medyatori)
R -i i ine-threonine ki
RIPK?2 eceptor-interacting serine-threonine kinase programis hiicre Slimii (NF-KB aktivatoril)

2
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Tablo 0.1 (devam): Tez kapsaminda analizi yapilan genler.

GENLER ISIMLERI FONKSIYONLARI
TNFRSF11B Tumor necrosis factor receptor superfamily,  programli  hiicre o{u@u (Hucrelerin - TRAIL
member 11b kaynakli apoptozunu inhibe eder)
AKT2 AKT serine/threonine kinase 2 onkogen
BMI1 Polycomb complex protein proto-onkogen (DNA hasar1 onariminda bir rol
oynar.)
BNIP3L BCLZ/a_denoku_s El_B 19 kDa protein- tiimér baskilayicr
interacting protein 3-like
MDM2 Mouse double minute 2 homolog pro.to.-clJ.n!fogen (p53 transkripsiyonel aktivasyon
inhibitori)
p53 tumor protein p53 tiimor baskilayic
AURKA Aurora A kinase hiicre dongiisi (mikrotiibiil olusumunda ve / veya

stabilizasyonda rol oynar)

CDC2 (CDK1)

Cell division cycle protein 2 homolog/
Cyclin-dependent kinase

hiicre déngst (hiicre déngusi diizenlemesi.)

CDC20 Cell division cycle protein 20 hiicre déngst (hiicre dongusi diizenlemesi.)
CDC25A Cell division cycle 25 homolog A hiicre déngusii (Gl'den S fazna ilerleme igin
gereklidir)
r . hiicre dongisii (Gl'den S fazna ilerleme igin
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 gereklidir)
. . hiicre dongisi (Gl'den S fazma ilerleme igin
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 gereklidir)
SIRT 2 NAD-dependent deacetylase sirtuin 2 hiicre déngusti (G2 / M gegisi sirasinda gorev alir)
oksidatif stress (Hidrojen peroksitin
I
CAT Catalase detoksifikasyonunda iglev goriir)
. . oksidatif stress (Hidrojen peroksitin
GPX1 Glutathione peroxidase 1 detoksifikasyonunda islev goriir)
NOS2 Nitric oxide synthase 2 Nitrozatif stres
NOX1 NADPH oxidase 1 oksidatif stress (siiperoksit veya hidrojen peroksit
iretmekde gore alir)
oksidatif stress (Molekiiler oksijenin gesitli reaktif
NOX4 NADPH oxidase 4 oksijen turlerine (ROS) indirgenmesini katalize
eder)
. . oksidatif stress (Hidrojen peroksit ve alkil
PRDX1 Peroxiredoxin-1 hidroperoksitleri azaltir)
DNA hasart (DNA hasart kontrol noktasinin
ATM ATM serine/threonine kinase aktivasyonunu  baglatan ve hiicre dongiisii

durmasia, DNA onarimina veya apoptoza yol
acan birkag anahtar proteini fosforile eder)
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Tablo 0.1 (devam): Tez kapsaminda analizi yapilan genler.

GENLER ISIMLERI FONKSIYONLARI
ATR ATR serine/threonine kinase ifjrilg;z}fzfﬁl}?;Z;Zﬁiiﬁg}:ﬁ;I:;llr; ;m’
ERCC1 DNA excision repair protein DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
ERCC3 DNA repair endonuclease XPF DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
GADDA45A ;L%V;/th arrest and DNA-damage-inducible, DNA hasart (DNA onariminda gorev alir)
LIG4 DNA ligase 4 DNA hasart (DNA onariminda gorev alir)
MUTYH mutY DNA glycosylase DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
DNA hasart (ROS) maruz kalmann bir sonucu
0OGGl1 8-oxoguanine DNA glycosylase olarak ortaya ¢ikan bir mutajenik baz yan iiriinii
olan 8-oksoguaninin (8-oxoG) uzaklastiriimasi
RADS51 RAD51 recombinase DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
RAD52 RAD52 homolog, DNA repair protein DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
XPA XPA,_ DNA Damage Recognition And DNA hasari (DNA hasar sensorl; DNA
Repair Factor onariminda gorev alir)
XRCC5 X-ray repair cross complementing 5 DNA hasari (DNA onariminda gorev alir)
Atg7 Autophagy related 7 otofaji
BECN1 Beclin 1 otofaji
GRB?2 Growth factor receptor-bound protein 2 ?(():ila;tltrj)r protein (Sinyal iletimi / hiicre iletisiminde
GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1 detoksifikasyon.
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EK 2

TGATAAGCATTTGTATTTTTCAGTAATGGCAATGCAGATGCAGE
GEAAGAAGAAAGCTTTGGCCCACAACCCATTTCACGGT T TATGTGG
TTAGT TGCTAATTTTGGAATTATATACTAGATTCTTCTACCTAGTGGAAGGTATTACRAC
CTTTACATARMATATAGGTTTACTACCARGGTCAAGACCCARATTAGACTTTTCAGAAGT — ) 4. Ekzon
GTTGTCAATAATCCTGTGGAAAGGCTGCAGATCATTGCTAAATATGT CTGGCAGGGCCTC
TTCCTTTGTCAACAAT TCTCTTCCTACTTTATCATT TTTATTTCTGAGAGTTGGACT GTC
AGAAACTAAGGCCTAGGATCCCATGGTGGAATCTCTGTGCTGTTTTTGTITGTTTGTTTG
TTTGTTTTTGATGGAGTTTCGCTCTTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGTGATCTCE
GCTCACCGCARCCTCTGCGTCCCAGG TTCARGCGAT TCTCCTECCTCAGCCTCCCARGTA
GCTGGAATTACAGGCATGAGCCACCACACCCAGCTARTTTTATATTT TTAGTAGAGACAG
GGTTTCTCCATGTTGGTCAGGCTAGT CTCGAACTCCTGACCTCAGGT GATCCACCCTCTT
TGGCCTCCCARAGTGCTGGGAT TACAGGCATGGGCCACTGCGCCCAGCCTGTGCTGTTTT
TTTGTTTGTTTTTTAAGARATGGGTCTTAACTGTGT TGACCATGTTGATCTTGAACT CCT
GGCCTCARGCAGTCCACCTGCCTTE6CGTCCCARACTGCTAGGAT TACAGGCATGAGCCA
CCATGCCTGGCCAAAGCATCCTGTGUTATTTGCACT AAGTATGARAGTGCTGTTCTGGGA
ATTATAGCGGCCTGGACCAGTTATGCARGGAAGACAGEGAAGCACCT TCTCTCCATTARC
CTAGATTTGTGCTGTCAGCTGTCATTGGCAGAGAGARGEGTGTGGTGGTGTTATGGTATA
AGAGACAAGCTCCAAT TCAGGATTCTGCACAAGAACATTAAGCACCAGAGCTGAGGCCTT
ACACTATTTCTGCCCATTGTATAGAGACTGCCCTGT GAGTGCAGCT GATTTGGGCTARGT .
AGGAGGAAAGCAGAGAARGACTTGATTCTTCTGTCTCTTTTTTTCATATTTCCCATCTCT — Intron
GACTAATCTTCAAGACTCTAGAAGTTAGGAGTGCARAAGGCTAATAARAAAMARAAGACTC
TAGAAGTTACTTAAAT GGATTTGTGATARACATTTG ARAGT TCAGAGTCATARCTTCTGE
TGCCATGAGCATCCTTATACTCARACATGCATATTGCTTARATATTARTAGCAGACATGE
CTTATGTTGGCARACT AATCTCTCCCCTCTTCTARATTCTCCCARCCCCTGARTGCACCC
ACATTCACCTACTAACTCATGTTTTCCCAGRAGTCATGGTTTTGGTGGCTARTGARACCA
AAGCTGACTTGAATAT AGGAAGAAAGAGGTGTCTTT GGGTGGTTTGT TTTGAGAAGAGGT
ATARARGTCCCTGACAARRRGTAGTTTTCCTCACTGTTAATGTCAGT TGTTAGAGCAGAG
CTTTCTGGTCATTGTT CAACARARAGTAT TGACAGGCCARGATAGTGCTCTTTATATTCT
GAGCAGCCTTATCTAT TTACCCTACCATAGTGTAAARATACAGTTTT TTATGTGTGCTTG
ATGTGGAAAGTGTTGAGCAACACTGT CTTAAAGTGGTCTTGTAGGGCCCAAGGTCTCAGA
GATCATTTAGGGTCACAARAAAAGGT TGGGAGTTACTTTTTART TCCAATTGCTARTAGG
AGTTCTTTTTAATGTACATGGCTTAGTGCTAGTTTARRATTATTGAT TTTGATAATGARR
AGGTTGTTAATTTGTTATTAAGTACCTCATATATAGGGCTCATTTTT CAGCTTTTGCATA
TAATARCAGTAGGCTCTCTGTATCTCCGGATTCTGT ATCAGCARATTCAACARACTACGT
ATCAARRATTCAATCAACTACATATCARRARRAAGT ATACAGGAGGATGTACATAGGTTA
TATGCAGGTAATACGCCATTTTATATAAGGGACTTGAGCATTGTTGGATTTTGTTATCTG
CTGGGGGTCCTGGARCCAACTTCCCATCTCCCCCCGCCCCOCCARGGATTTCARGGGACA —
GTTGTATTACAAGTCT TCAAGCACCTCTGTGAAGTATGTAGGACACATARCATCTGTGTT 5.Ekzon
AGATTAGAGAACTAAAGCTTARATTTATCCATGGTT TTCTTCATTTGCAGEACTETGEEA /V

CGATGTGAAGAAATTGGAAGAAGCTGGATTCCATACT GTGGAGGCTGTTG
CCTATGCGCCAAAGAAGGAGCTAATAAATATTAAGGGAATTAGTGAAGCCARAGCTGATA
ARATTCTGGTAAGTACTGCTT

RAD51:RT_Forward TTGAAGCAAATGCAGATACTTCAG....

AGCAGTGTGGCATAAATGCC RT_Reverse(86bp)

Sekil 0.1: RADS1 genine ait ¢ogaltilan bolge.

TTCT! Ay G TA ATGAATTGATGCTAATGAATGTGTTTTATT
GCAGGGE AGASTGATACAGATTCATTTG ARGAAG ATCC T NI 1~ 1A T A A TCT:
CARGATTAGGAGACTATATCTAGCTTC TITCTGAART GRAC TGATTTTTA!

™~

18. Ekzon

TG CACCACTATACCCCACTAATTTTTTTATTT TTAGTAGAGATGGEGTT TCAC CATGTTGGCCAGGC
CTCCTGACCTCAAGTGATCTGCCCACCTTGGTCT CTCARAG TGC T GEGATT ACAAGCATGAGTCACTGCCCA
TTGTACATTTTGATGTTATTTTGGARRATTTCAGTGTATCTCCAG TATACT CATCACCCAGCTTTRACTATT
A CCTTGTCAARCGTAARCTTTTTTTTTTTTCAATTGAGATAGE GTCC TGCCCTGTCTTCCAGET
ATGTGATCATGGCTCACTGCAGCCCCCACCTCCCAGGCTCARG TGATCCTCCCACCTCAGCCTCCTG
GTGCATGCCATCACACCCCAGCTAATTTTTG TATT TTT TGT AGARATG TCACCATGTTGC!

CTCAAGTGATCCACCTGCC TCAGTCT APAGTGCAAGGATTACAGGTGTGAG!
APATGTAAACATTTTTATTACTGATTTGTAT TATAGAATG TG6 TAGGATT TGCCAT TAAAGAAR
CATGCATACTTCACTGAGTTCCTGAGGTATTATAGGTT TTTT TAARACTS

=

TTGAGTAAAATATTTTAGATACTTTTARTTT TTTARRT CTATTTTARGACTCARATTATTTT — Intmn
TTTATTGGACTTTTTGATGCACTT TTACTCCCATATTS CAAGACC TTTTTCTTT
GRARRARGARGAATGARTAGTCTATC TTTATTGCTCE
SGGARATACCTCT TRAGH CACTTGTTAARTG
ARGARGATAGGTTATGTAARAAGGCTGGG GATGTGE GAGAGTT TG TTATC!
GATAAAACGTTGGGARAAGGARGARGCATTGAGCAGTTACARAGA TGAGAACACAG
ATATTACGGTTAGTGACCAAGGATGATAGGTT TTAGCAGCAATACTTGCTGTGARRAAT

AARGG

GAGTGGATATAGGCTGCATGACRGAGTARAAGATC CCATAGACTTGCT TCARA
TGARACAGATARCTTTATAGG TACATGATTAATAT CACATCACAGTTAATA
GTAAGGETGARAARAATGGETGTACTTACTC TACT TTAGGAGAGACTG TTA
GTATAATTGAGACATATAACG TGATGTT TTGACACACATGTAAATAGTGAARA'

AR TTGTA
'TAGAATTT TTCAGGAT!
MRATCTGTTTTG

19. Ekzon

AATATATARCTAACTATAGTCCTCATG CTG TTTACAGTGACTATTTTATAT )
TGARTATTGAGCCCTATGATATACTTTACCTTAG ACATAGC ARR G TTGCTAGCATTCC TR TGACT
TACAGRAACTEACTGTGTETCTTATT TCATTGAAC [ IEEARA TECACTTCATGCAATGA /
COCCCCTTCCATCACATTGCAAC, CCTTCET GGGARA
GATAAAGGECARRTCTCTCAGARAGCCARACTEGARRACTC ARCACAAGCTG ARG

MDM: RT Forward GAAATTTCCTTAGCTGACTATTGG...... GAGAATTGGCTTCCTGAAGATAA RT_Reverse(116bp)

Sekil 0.2: MDM2 genine ait ¢ogaltilan bolge.
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Sekil 0.3: U87-MG hiicrelerinden izole edilen RNA’larin basarili bir sekilde cDNA’ya ¢evrildigini
gosteren gercek zamanli PZR sonuglart A) Threshold Cycle grafigi B) Erime Egrisi Analiz

Grafigi.
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Sekil 0.4: LN229 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin basarili bir sekilde cDNA’ya ¢evrildigini
gosteren gercek zamanli PZR sonuglart A) Threshold Cycle grafigi B) Erime Egrisi Analiz
Grafigi.
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Sekil 0.5: Eksozomal RADS51 geninin belirlenmesine yonelik analizlerde primer dimer olusumunu
gosteren grafik.
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