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OZET

DOGAL OLDURUCU (NK) HUCRELERINDEN ELDE EDILEN
EKSOZOMLARIN HUCRE SIiTOTOKSISITESI UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kevser INCE
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Serdar OZTUZCU
Mayis 2024, 65 sayfa

Bagisiklik sistemi, viicudu yabanct ve zararli mikroorganizma ve maddelerden
koruyarak hastaliklara kars1 bir savunma mekanizmasi olusturan karmasik bir sistemdir.
Bagisiklik sistemi kazanilmis ve dogal olarak iki ana gruba ayrilir. Dogal dldiiriicii
(NK) dogal bagisiklik sistemin en onemli ve etkili hiicrelerindendir. NK hiicreleri,
uyarildiklart anda sitokin salgilarlar ve olduk¢a hizli cevap verebilme yetenegine
sahiptirler. NK hiicreler1 hem lenfoid organlarda hem de kemik iligi, akciger ve
bagirsak gibi lenfoid olmayan periferik dokularda bulunur. NK-92 hiicre hatti iyi
karakterize edilmis standardize bir NK hiicre hattidir ve hiicre bazli immiinoterapi de
ideal bir kaynaktir. Eksozomlar, ¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullara yanit olarak
hiicreler tarafindan saliman kii¢iik vezikiillerdir. Kanserde eksozomlar, antitiimor
aktivitesini uyarabilir. Bdylece tiimorii durdurabilir ya da yavaslatabilir. NK
hiicresinden elde edilen eksozomlar tarafindan, hedef hiicrelere iletilen proteinler ve
niikleik asitler, biyolojik tepkilerini etkili bir sekilde degistirebilir. Eksozomlarin bu
ozelligiyle NK hiicreleri, kanser hiicrelerine karsi gostermis oldugu sitotoksisite
yeteneginin dahada etkili hale gelmesini saglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda,
kanserli ve saglikli hiicre gruplarina eksozom vererek hiicreler iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Calismamizda NK-92 hiicre hatti kullanildi ve uygun kosullarda kiiltiir
edildi. Kiiltiir edilen hiicrelerden eksozomlar izole edildi ve karakterize edilerek
dogrulandi. Akciger hiicre hatlarindan; A549, HTB54 kanser ve saglikli Beas-2B hiicre
hatlan kiiltiirii yapildi. izole edilen NK eksozomlar1 farkli dozlarda, akciger hiicrelerine
uygulandi ve WST-1 yontemi ile hiicre canlilig1 analiz edildi. Elde edilen verilere gore,
K562 kontrol hiicre hatti ile yapilan deneylerde NK eksozomlarinin doza bagimli olarak
hiicre canliligini azalttig1 goriilmiistiir. Buna ek olarak, K562 hiicre hatt1 ile belirlenen
konsantrasyonlarda NK eksozomlari; HTB-54, Beas2B hiicre hatlarinda %30
oranlarinda hiicre canliliklarinin azalttigi, ancak AS549 hiicre hattinda ise hiicre
canliligm arttirdig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak, verilerimiz NK eksozomlarinin
akciger kanserine kars1 yenilik¢i bir terapotik yaklagim olabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: A549, Beas-2B, Dogal o6ldiiriicii hiicreler (NK), Eksozom, HTB54



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF EXOSOMES FROM NATURAL
KILLER (NK) CELLS ON CELL CYTOTOXICITY

Kevser INCE
Master Thesis, Department of Medical Biology
Thesis Advisor: Assoc. Dr. Serdar OZTUZCU
May 2024, 65 pages

The immune system is a complex system that forms a defense mechanism against
disease by protecting the body from foreign and harmful microorganisms and
substances. The immune system is divided into two main groups: acquired and
natural. Natural killer (NK) cells are among the most important and effective cells
of the innate immune system. NK cells release cytokines upon stimulation and
have the ability to respond very rapidly. NK cells are found in both lymphoid
organs and non-lymphoid peripheral tissues such as bone marrow, lung and
intestine. The NK-92 cell line is a well-characterized, standardized NK cell line
and an ideal source for cell-based immunotherapy. Exosomes are small vesicles
released by cells in response to various physiological and pathological conditions.
In cancer, exosomes can stimulate antitumor activity. This can stop or slow down
the tumor. Proteins and nucleic acids delivered to target cells by NK cell-derived
exosomes can effectively alter their biological response. This feature of exosomes
makes NKs an even more important factor in their cytotoxicity against cancer
cells. For this purpose, exosomes were administered to cancerous and healthy cell
groups and their effects on cells were investigated. NK-92 cell line was used in
our study and cultured under appropriate conditions. Exosomes were isolated
from cultured cells and characterized and validated. Lung cell lines; A549,
HTB54 cancer and healthy Beas-2B cell lines were cultured. Isolated NK
exosomes were applied to lung cells at different dosages and cell viability was
analyzed by WST-1 method. According to the data obtained, NK exosomes
decreased cell viability in a dose-dependent manner in experiments with K562
control cell line. In addition, NK exosomes at concentrations determined with
K562 cell line decreased cell viability by 30% in HTB-54, Beas2B cell lines, but
increased cell viability in A549 cell line. In conclusion, our data showed that NK
exosomes could be an innovative therapeutic approach against lung cancer.

Key Words: A549, Beas-2B, Exosome, HTB54, Natural killer cells (NK)



1.Giris ve Amag

Dogal o6ldiiriicli olarak tanimlanan hiicreler, viriislerin neden olabilecegi hastaliklara ve
tiimor hiicrelerine karsi konak hiicreyi saldirilara karst koymasinda rol oynayan
hiicrelerdir. NK (Natural Killer, Dogal Oldiiriicii) hiicreleri, mikroorganizmalarla
onceden karsilagma ihtiyact duymadan cevap olusturabilme yetenege sahip oldugundan
dogal immiin sistem hiicreleri arasinda yer almaktadir (1). Ilk zamanlarda NK’lar,
dogustan gelen lenfositler gibi diislinlilmiistiir. Ancak ilerleyen aragtirmalar sonucunda
NK hiicrelerinin mikroorganizmalarla ilk karsilasmasindan sonra diger her
karsilasmasinda yabanci zararli hiicreleri tamidigi ve islevsel olarak tepki verdigi
gozlemlenmistir. Bu da NK hiicrelerinin de hafizas1 oldugunu gostermektedir. Ayrica,
NK hiicrelerinin aktivitelerini diizenleyen birgok hiicre ylizeyi aktive edici ve inhibe

edici reseptorler icermektedir (2).

Insan NK hiicreleri akcigerler, rahim, lenf diigiimii ve deri gibi bazi dokulardan
ozellikle de yaygin olarak tercih edilen periferik kandan izole edilebilir. NK hiicreleri,
CD3 CDI16* CD56" olarak tanimlanmaktadir. Calismalarin ¢ogu periferik kandaki NK
hiicre alt gruplar1 ile yapilmigtir ve bu alt gruplar CD56€" ve CD56%™ alt kiimeleridir
(3). CD56Y™ dogal sitotoksisitede gorevlidir. CD56™€™ alt kiimesi de sitokin iiretimi
yapabilme yetenegine sahiptir. Aktive edici kosullar altinda, her iki alt grup da
birbirlerinin yerine gecerek atfedilen islevleri hizla uyarilabilir (4). Sitotoksisite
yeteneklerinin oldugu bilinmesinin hemen sonrasinda ifade ettikleri CD16’ya gore alt
gruplar1 belirlenmigstir. Boylece hiicreler CD56 ve CD16 ekspresyonlar: ile belirlenen

farkl tip alt gruplari igerdigi bilinmektedir (5).

Eksozomlar; hiicreler arasi iletisimde, sinyal iletiminde, immiinolojik yanitin
diizenlenmesinde ve genetik materyal transferinde etkin rol almaktadir. Eksozomlar
ortalama 30-100 nm boyutlara sahiptir. Eksozomlar diger EV’lerden, kendilerine 6zgii
biyogenez yolaklarinin olmasi, lipit kompozisyonlar: ve hiicreler arasi tagidiklar1 kargo
iceriklerinin farkli olmasindan kaynakli olarak énemli farkliliklar igerir (6). Eksozom,
cift katmanli bir lipit zardan meydana gelir ve hiicresel organelleri yoktur.
Eksozomlarin iceriginde salindiklart hiicrelerin proteinleri, DNA ve RNA’lar1 da
bulunur. Ayrica kendine 6zgii CD9, CD63, CD81 ve CD82 proteinleri ile karakterize
edilir (7).



Eksozomlar; kan, tiikiiriik, plazma, idrar, beyin omurilik sivisi, amniyotik sivi ve anne
siitii vb. viicut sivilarindan elde edilebilir. Okaryotik hiicrelerde bulana eksozomlar,
yasam siirecleri boyunca periyodik bir sekilde kiigiik miktarlarda hiicre igi siviyi
icerisine alarak endozom olarak bilinen kii¢lik yapilart olustururlar (8). Erken endozom
olgunlasarak ge¢ endozoma doniisiimiinii gerceklestirir ve endozom liimeni iginde
intraluminal vezikiillerin (ILV) olusumu ile karakterize edilir. Igeriye dogru katlanarak
tomurcuk olustururken hiicrenin iceriginde bulunan niikleik asitleri ve proteinleri de
icerisine alarak multivezikiiler cisimcikleri (MVB) olustururlar ve hiicrenin membrani

ile kaynasarak hiicrenin disina salinirlar (9).

Eksozomlar hiicre disina salindiktan sonra hedef hiicreler tarafindan igeri alinabilmeleri
icin dort farkli yol izlerler. Ligand-reseptor iligkisi; eksozomun iizerinde bulunan
ligandlar ile hedef hiicre ylizeyindeki reseptorler araciligiyla hedef hiicreye alinmasidir.
Fiizyon; eksozom membranm1 ile hedef hiicrenin membran1 dogrudan kaynasarak
eksozom igeriginin hiicrenin sitoplazmasina alinmasidir (10). Fagasitoz: eksozom hedef
hiicre zarinda meydana gelen yalanci ayaklar ile ¢evrelenip hiicre igerisine alinmasidir.
Endositoz: hiicre zarindan gecemeyecek kadar biiyiik eksozomlarda, hedef hiicrenin
membran: iceriye dogru kivrilarak bir cep olusturmasiyla eksozomu hiicre igerisine

alinmasidir (11).

Eksozomlar, DNA, RNA ve uzun kodlanmayan RNA (Inc RNA) gibi niikleik asitler,
tetraspanin, antijen sunan molekiiller ve adezyon molekiilleri gibi proteinleri ve ¢ift
katmanl lipit tabakasinda ise kolesterol, seramid ve sfingomiyelin gibi lipit molekiilleri
icermektedir. Eksozozom igerigi koken aldigi hiicreye gore degisiklik gostermektedir
(12). Kanserde, eksozomlar biiyiik ol¢lide tiimor progresyonunun destekleyicileri olarak
tanimlanmistir; eksozomlarin ayrica antitiimdr fonksiyonlara sahip oldugu ve hastaligin
ilerlemesini sinirlamak i¢in hareket ettigi de diisliniilmektedir. Eksozomlar ve ozellikle
icerikleri, kanseri saptamak ve tiimor ilerlemesi ve metastazinin potansiyel
diizenleyicileri hakkinda bilgi saglamak i¢in potansiyel bir bilgi kaynagi olarak ortaya
cikarilmistir (13).

Bu calismada, NK-92 hiicrelerini 24-72 saat araliginda serumsuz besiyer ile inkiibe
edilerek ultra santrifiijleme yontemi ile eksozomlar1 izole edilmistir. Eksozomlarin, akis
sitometri, nanodrop spektrofotometre ve zeta potansiyel Ol¢iimleriyle boyut ve

karakterizasyon analizleri yapilmistir. Analizleri yapilan eksozomlari, K562 kronik



miyeloid 16semi hiicre hatti, kanserli HTB-54, A-549 ve saglikl1 Beas-2B akciger hiicre
hatlarima verildikten sonra 48 saat inkiibasyona birakildi ve WST-1 yontemi ile
sitotoksisite testi uygulandi. BoOylece NK hiicresinden elde edilen eksozomlar
tarafindan, hedef hiicrelere iletilen proteinler ve niikleik asitler, biyolojik tepkilerini
etkili bir sekilde degistirebilme yeteneginin oldugu bilinmektedir. Eksozomlarin bu
ozelligiyle birlikte NK hiicrelerinin, kanserli hiicre hatlarina karsi gostermis oldugu
sitotoksisite yetenegini arttirmasin1  hedefledik. Yaptigimiz c¢alismanin, akciger
kanserine yonelik yapilan tedaviler arasinda yan etkisinin daha az goriilebilecegini ve
tedaviye yonelik etkin rol oynayabilecegini limit etmekteyiz. Ayrica yaptigimiz
calismanin molekiiler tabanl akciger kanser calismalarinda referans olusturabilecegini

diisiinmekteyiz.



2. Genel Bilgiler

2.1. Immiin Sistem

Immiinite: patojen olarak tanimlanan mikroorganizmalara ydnelik gostermis oldugu bir
direng olarak tanimlanmaktadir. Immiin sistem ise; mikroorganizmalara kars1 savunma
yapan molekiil, hiicre ve dokularin tamamina denilmektedir. Bagisiklik hiicreleri
yabanc olarak algiladigi maddelerin girisine karsi toplu ve koordineli olarak verdikleri
tepkilere bagisiklik tepkisi denilmektedir (14). Immiin sistemin en 6nemli gérevi, konak
hiicreye zarar verme egilimi yiiksek olan yabanci mikroorganizmalara karsi fiziksel
veya kimyasal saldirilara tepkisel yaklasarak konagi koruma altina alarak ve
organizmanin normal olarak yasamini siirdiirebilmesini desteklemektedir. Immiin
sistem organizma da bazi zamanlarda yabanci organizmayi tanimlayip immiin yanit
olustururken, bazi zamanlarda ise kendi hiicreleri olarak tanimlayip yanit vermez ve
cevapsiz kalip korudugu bilinmektedir. Immiin sistem iki gruba ayrilir: dogal immiin

sistem ve edinsel immiin sitem (Tablo 1) (15).

Tablo 1.1. Dogal immiinite ve Edinsel immiinite

IMMUN SISTEM

+ Dogal Immiin Hiicreleri + Edinsel Immiin Hiicreleri
= Notrofil = Hiicresel

= Bazofil T lenfosit

= Eozinofil *  Sitotoksit T hiicresi

= Mast hiicre * Yardimc1 T hiicresi

= Dendritik hiicre * Regiilator T hiicresi

= NK hiicre = Humoral

= Makrofaj B hiicresi




2.1.1. Edinsel Immiin Sistem

Mikroorganizmalarin saldirisina tepki olarak verilen immiin cevap, dogal immiin sitem
ve edinsel immiin sitem olarak sirali bir sekilde tepki vermektedir. Dogal immiin
sistemin verdigi yanit edinsel sistemin verdigi yanita goére daha hizli ve kisa siirelidir.
Edinsel immiin sistem 0zgiil ve uzun siireli bellek olarak olduk¢a onemli gorevleri
bulunmaktadir. Ozgiilliik, her antijene dzgiin olusturulan ve bunun sonucunda immiin
yanittin da birbirinden farkli olmasina dayali olarak tanimlanmaktadir. Olusturulan bu
yanitin kaynaginda ise lenfositlerin 6zgiin olmas1 yer almaktadir (16). Bellek, antijen ile
ilk karsilastiktan sonraki her karsilagmasinda artar ve daha etkili yanit1 olusturmaktadir.
Immiin cevap; lenfositlere ait olan antijen reseptdrii ile iliskili antijeni tamimasiyla
beraber baslatilir. Immiin sitem hiicreleri humoral ve hiicresel olmak iizere iki ana grup
altinda yer alir. Humoral yani B lenfositleri tarafindan iiretimi gergeklestirilen
antikorlarla birlikte hiicre disinda bulunan mikroorganizmalara tepkisel olarak
olusturulan yanittir. Hiicresel immiin sistem hiicresi ise, T lenfositleri kapsar. Onlarda
ti¢ alt grupta incelenir. Yardime1 (CD4%) T lenfositleri, sitotoksik (CD8") T lenfositleri

ve regiilator T lenfositleri olarak tanimlanir (17).

2.1.2. Dogal immiin Sistem

Okaryotik canlilarda, mikroorganizmalarin sebep olusturdugu enfeksiyonlara tepki
olarak kendini koruma altina alir ve bu nedenle de kendi i¢inde dogan bir savunma
mekanizmasini olusturur (18). Olusturdugu savunma mekanizmasi,
mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonu tanir ve onlar1 islevsiz hale getirmek
adina mikroorganizmanin kendisinde var olan yanitin olusturulmasit dogal immiin
sistem olarak adlandirilmaktadir. Dogal immiin sistem enfeksiyonlara tepki olarak
savunma yapan Onciil hiicreleri olusturur ve mikroorganizmalarin ilerlemesini
durdurarak konak dokuya aliminin Oniine gecer ve konaga alinan mikroorganizmalari
ise ortadan kaldirir (19). Ek olarak, edinsel immiin sisteme gore dogal immiin sistem de
hafiza yoktur ve mikroorganizmayla karsilastig1 anda hizli bir sekilde yanit olusturur ve
edinsel immiin yanita destek verir. Dogal immiin sistemde hafiza olmadig1 i¢in
mikroorganizma ile her karsilastiginda her zaman ilk karsilastigi tepkiyi verir. Dogal
immiin sistem, enfeksiyon olusturmayan fakat kendisine de ait olmadiginmi diisiindiigii

ajanlara tepki olarak herhangi bir karsilik olusturmazlar. Notrofiller, makrofajlar,



bazofiller, eozinofiller, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve NK dogal immiin sistem

elemanlandir (20).

2.2. NK Hiicreleri

Dogal oldiiriicii hiicreler, viriislerin neden olabilecegi hastaliklara ve tiimor hiicrelerine
tepkisel olarak, konak hiicreyi saldirilara kars1 koymasinda rol oynayan hiicrelerdir. NK
hiicreleri, mikroorganizmalarla ©nceden karsilagma ihtiyact duymadan cevap
olusturabilecegi icin dogal immiin hiicreleri arasinda yer almaktadir (21). Ilk
zamanlarda NK’lar, dogustan gelen lenfositler gibi diisiiniilmiistiir. Ancak ilerleyen
arastirmalar sonucunda NK hiicrelerinin mikroorganizmalarla ilk karsilagsmasindan
sonra diger her karsilagsmasinda yabanci zararli hiicreleri tanidig1 ve islevsel olarak tepki
verdigi gozlemlenmistir (22). Bu da NK hiicrelerinin de hafizas1 oldugunu
gostermektedir. Ayrica, NK hiicrelerinin aktivitelerini diizenleyen bir¢ok hiicre yiizeyi

aktive edici ve inhibe edici reseptorler igermektedir (23).

2.3. NK Hiicre Gelisimi

Dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri; timustan bagimsiz olarak gelisen, kemik iliginden
tiretilen biiyiik graniile sahip lenfositleri olusturmaktadir ve CD3” CD56" 16 6zellikleri
gosteren fenotipe sahiptirler (2). NK hiicreleri periferik kan, dalak ve amniyotik
stvilarda yogun bir sekilde bulunurlar. NK hiicreleri, enfeksiyona maruz kalmis hiicreler
ile ilk karsilagmada herhangi bir uyart olmadan tanima ve ortadan kaldirma yetenegi
gostermeleri, MHC siniflarinin  olmamasi T ve B hiicrelerinden ayrilmalarim

saglamaktadir (24).

NK hiicrelerinin ylizeyinde bulunan CD2 molekiilii ve Ig G’nin Fc parcasina diisiik
afinite sergileyen FcRIII (CD16) NK hiicrelerinin tanimasi i¢in oldukga gereklidir. NK
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir diger molekiil ise noral adezyon molekiilii-1 (CD56)
‘diir (25). NK hiicreleri CD56 ylizey molekiillerinin sahip oldugu iglevlerinin yogunluga
gore “CD56™&" CD16%™ ve CD56%™ CD16™&"™ jki ana grubu olusturmaktadir.
CD56%™ CD16"e&" periferik kan NK hiicrelerinin yaklasik olarak %901 olusturur.
Yiiksek miktarlarda Fc-y reseptor CD16 ve perforin eksprese etmektedirler (26). NK
hiicreleri CD56%™ CD16™#" olduk¢a diisiik miktarlarda sitokin iiretirler ve hedef
hiicreleri ortadan kaldirirlar. NK hiicreleri olan CD56>e" CD16%™, ikincil lenfoid

organlar iizerinde yerlesik olarak bulunurlar ve TNF, GM-CSF ve IFN-y, bulunduran



cok sayida sitokin iiretmektedir. NK hiicreleri CD56™&" CD16%™ zaman alan

aktivasyon sonucunda sitotoksisite yetenegi gostermektedir (Sekil 2.1) (27).

CD5gPrigh

CD56-PE

- T v o]

CD16-FITC

Sekil 1.1. Akis sitometrisinde, CD56%" ve CD56%™ NK hiicrelerin analizi. CD56™%¢" NK hiicreleri,
insan NK hiicrelerinin tamamimn yaklasik olarak %10'unu olusturur ve CD56%™ ise insan NK
hiicrelerinin tamamimin yaklasik olarak %901 olusturur. Yogun olarak CD16"¢h ifadesine sahiptir (27).

2.4. insan NK Hiicre Altkiimeleri

Insan NK hiicreleri akcigerler, rahim, lenf diigiimii ve deri gibi baz1 dokulardan
ozellikle de yaygin olarak tercih edilen periferik kandan izole edilebilir. NK hiicreleri,
CD3 CDI16* CD56" olarak tanimlanmaktadir (28). Calismalarin cogu periferik kandaki
NK hiicre alt gruplart ile yapilmigtir ve bu alt gruplar CD56"€" ve CD56Y™ alt
kiimeleridir. CD56%™ alt kiimesi daha baskindir ve bu alt gruplar saglikli bireylerden
alian periferik kan NK hiicrelerinin yaklasik olarak %9011 olusturur (29).

CD56%™ NK hiicreleri, baslangigta NK hiicrelerinin siklikla goriilen liziz mekanizmasi
olan litik graniil bilesenleri ve belirli aktive edici reseptorleri eksprese edebildikleri i¢in
cogunlukla en sitotoksik alt grup olarak bilinmektedir. Ayrica CD56%™ dogal
sitotoksisitede gorevlidir. Aktive edici kosullar altinda, her iki alt grup da birbirlerinin

yerine gecerek atfedilen islevleri hizla uyarilabilir (30).
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Sitotoksisite yeteneklerin oldugu bilinmesinin hemen sonrasinda eksprese ettikleri
CDl16’ya gore de alt gruplar1 belirlenmistir. Dolayisiyla hiicreler CD56 ve CD16
ekspresyonlari ile belirlenen farkl: tip alt gruplari icerdigi bilinmektedir (31).

2.5. NK Hiicrelerinin Inhibisyon, Aktivasyon Reseptorleri ve Gorevleri

NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D ve KIR (immiinoglobulin benzeri reseptorler)
grubunu olusturan reseptorler NK hiicre aktivasyon reseptorleridir ve sitotoksisiteyi
uyarma yetenegine sahiptir. Ayrica sitokin iiretimini saglamaktadir. Reseptorlerden
birkac1 transmembran sinyal molekiilleriyle birlikte geri dontisiimlii olarak bulunur ve
protein tirozin kinaz bagli sinyal yolagini aktif hale getirir (32). Bu molekiiller
sitoplazmik kisimlarinda tirozin ve lizince yogun serilerden meydana gelen
immiinoreseptdr tirozin bagimli aktivasyon motifleri olarak adlandirilan ITAMs
bulundurur. Bu motifler aktivasyon ve inhibisyon i¢in destek gorevindedirler. NK
hiicrelerinin aktivasyonu ITAMs motifleriyle etkilesim igerisinde olamayan farkli
tiirlerdeki hiicre ylizey reseptorleri de bulunmaktadir. Bu grubu integrin ve sitokin
reseptorleri haricinde DAP10 transmembran adaptor molekiililyle etkilesimi olan

NKG2D’yi bulundurmaktadir (33).

NK hiicreleri ylizeylerinde aktivasyon reseptorleri haricinde inhibitoér reseptorleri de
eksprese etmektedir. Inhibisyon reseptorleri ise, CD96, Ly49, TIGIT, CD94/NKG2A ve
NKRP1A’y1 bulundurur. Genelde bu reseptorler kendisine ait olani tanir ve negatif
yonde sinyaller olusturur. Bu sekilde aktivasyonunu engellemektedirler. Inhibitor
reseptorler KIR grubunu olusturan inhibitér KIR olarak adlandirilmislardir (34).
Inhibitér KIR reseptérlerin sitoplazmik ug¢ kisimlarinda immiinoreseptdr tirozin bagl
inhibitdr motiflerinin (ITIM) bulundurmasiyla ayirt edici 6zellik tagsmaktadirlar (Sekil
2.2.). Ayrica, bu reseptorlerin ligandlart MHC siif I molekiilleridir. Birbirleriyle
etkilesiminde bulunmalarinin sonrasinda sitoplazma igerisinde ITIM’lar tirozin
kalintilarindan  fosforillenir ve bodylece NK hiicre aktivasyonunun inhibisyonu

gerceklesir (35).

11



A) Inhibitory B) Activating

Receptors Receptors
CD244/2B4
NK Cell /
CD16
' .
Tim-3 gp— NKG2D
TR : a2 N
. PD1 gt ,\ - CD94/NKG2C
> W e ‘ <, . . NKpa6
CD94/NKG2A . -
\ < o . / .
2 BN B7H3 ¢ A o 5
2 88 XiR2011-3 - Gag
§ - NKp80
2 @8 XR3DL1-2 " "
3 W8 KiRz0LS . . DNAM-1
2 Bl KRG . e
ACTRE) -
g KIR2D51-5 &%«
> W 'oh.Lya9 ®
> wm a3 i -

Act.lya9 o8 «

Sekil 2.2. NK hiicre aktive edici ve inhibitor reseptorleri A, genelde ekspresesi saglanan inhibitorler ve
kontrol noktasi proteinler verilmistir. B, genelde ekspresesi saglanan NK hiicre aktive edici, apoptozu
indiikleyen 6liim ve yardimet uyarici reseptorler verilmistir (36).

2.6. NK Hiicrelerinin Fonksiyonu

NK hiicreleri fonksiyonel olarak iki kisma ayrilir. Bunlardan ilki hiicresel sitotoksisite
yetenegine sahip olmasidir. NK hiicreleri, uyarici bir faktor olmadan hedefteki hiicreyi
tantyip ortadan kaldirarak bu 6zelligi gostermektedir (31). Ikinci 6nemli etkisi ise,
antikor vasitastyla (IgG) hedef hiicreyi yok etmek icin humoral immiin sistem
hiicreleriyle birlikte hareket halinde olmasidir. Bu da NK hiicrelerinin antikor bagimli

hiicresel sitotoksisite (ADCC) yetenegine sahip oldugunu gostermektedir (37).

2.7. NK Hiicre Sitotoksisitesi
NK hiicresi sitotoksisitesini diizenlemek ic¢in gérev yapan molekiiler mekanizmalar ii¢
kisma ayrilir; Hedef hiicreyi tanima, hedef hiicre ile temasi ve immiinolojik sinaps (IS)

olusturabilme yetenegi ve son olarak NK hiicresi tarafindan hedef hiicre 6liimii (38).

Dogrudan ya da dolayli hedef tanima olarak iki farkli sekilde NK hiicreleri sitotoksik
etki gosterir. NK hiicre yiizeyinde bulunan reseptorler tarafindan genel bir sinyal

gonderilir ve bu sinyallere karsilik olarak olusan sinyallerle aktive veya inhibe edilmesi
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dogrudan tanima mekanizmasi olarak ifade edilir. NK hiicrelerinde sitotoksik
graniillerin hiicre i¢inden hiicre disina atilmasi ya da 6liim reseptorii ile sitotoksisite
tarafindan hedefi ortadan kaldiracak mekanizmalart aktif hale getirmesine dogru hedefi
tanima denir (39). NK hiicrelerinden kaynaklanan FcyRIIla reseptoriinii yani CD16’y1
eksprese etme Ozelligini aktive edebilir ve antikor ile kaplanan hedef hiicre tespit
edilmesini saglayan bu mekanizmaya ise antikora bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC)
olarak bilinen dolayli tanima denilmektedir. Oliim reseptorii ile sitotoksisitede NK
hiicrelerinden kaynaklanarak olusturulan 6liim ligandlar1 ve hedef hiicre yiizeyinde
bulunan 6liim reseptorleri kendi aralarinda bag olusturur, bu mekanizmadan kaynakl
olarak taninan molekiillerin 6liimiinii saglayacak kaspaz kaskadinin aktif hale gelmesi
gerceklesmis olur. NK hiicreleri ise interferon gama (IFN-y) {iretimini gerceklestirerek
hiicre aktivitesini de dahil ederek bagisiklik sisteminin olusturdugu yanitlart pozitif bir

dongii haline gelmesini saglayarak diizene koymaktadir (40).

NK hiicreleri, ¢cogunlukla litik graniiller olarak tanimlanan en basta olusumu saglanmig
lizozomal iliskili organellerin iceriginde bulunan molekiilleri disariya salarak hedef
hiicrelerin 6liimiinii saglar. Litik graniillerin hiicre i¢inden hiicre disina atilmasi, temas
saglanan bolgesinde bir hiicresel sinaps (IS) olusturmak adina bir NK hiicresinin hedef
olarak belirledigi hiicre ile konjuge edilmesiyle baslatilan siki olarak diizenlenen bir
islemdir (41). Bu graniiller, mikrotiibiil diizenleme merkezine (MTOC) yo6nelim
saglayan mikrotiibiiller iizerinde tasmirlar ve bdylece IS'nin disinda salinmalarinin
oniline gecilmesini saglar. NK hiicresi ile hedef olarak belirledigi hiicre arasinda yer alan
litik IS'deki sinyallerin gegici ve uzamsal etkilesimi saglayarak birbirleri arasinda
iletisimi, aktin hiicre iskeletinin reorganizasyonu ve sonrasinda hedef hiicreye
odaklanmis bir sekilde salinim saglamak tizere MTOC ile litik graniillerin IS'ye
kutuplagmasi i¢in ortam saglar. Olusan bu mekanizma sonucunda NK hiicresi 6liimii
gergeklestirilen hedeften uzaklasir, bdylece NK hiicresi seri olarak o6ldiirme

mekanizmalarina aracilik etmektedir (42).

NK hiicreleri, CD8* T hiicrelerinkine (CTL) benzer bir sekilde dogrudan enfekte
hiicreyi 6ldiirme yetenegine sahiptir. Bu hiicreler antijen 6zellikli olup viriis ya da timor
hiicresine ait olan antijenler, antijen sunan hiicrelerin (APC) major histo uyumluluk
kompleksi (MHC) sinif I molekiilleriyle birlikte CTL’lere sunulmasiyla sitotoksik etki
olusturmaktadir (43). Enfekte olan hiicrelerle birlikte tiimorlerinde, MHC simif 1

ekspresyonlar1 inhibe ettiginde bu hiicreler CTL nin olusturdugu sitotoksik etkisinden
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uzaklagsmakta ve boylece NK hiicrelerinin yonelimini saglamaktadirlar. Bundan dolay1
da NK hiicreleri ile MHC smif I molekiilleri kayip hiicreleri tanir ve lizozomal enzimler
vasitasiyla sitotoksisiteyi olustururlar. Boylece MHC molekiilleri var olan hiicrelerde bu
reseptorler NK hiicrelerinde bulunan inhibe edici reseptorleri ile tanimlanir ve

olusturmus oldugu aktivasyonu baskilanir (44).

2.8. NK-92 Hiicre Hatt1

NK-92 hiicre hatti, 1992 yilinda Klingemann ve arkadaslari malign Hodgkin dis1
lenfomali 50 yasindaki bir erkekten izole ederek olusturmuslardir. NK-92 hiicreleri
CD3, CD4, CDS8 ve CD16 yoklugu ile ifade edilir ve CD2 ile CD56'y1 eksprese eder.
NK-92 hiicrelerinin biiyiiylip gelismesi, rekombinant IL-2'nin ortamda olmasina
baglhdir; IL-2’ nin ortamda olmamasi durumunda hiicreler 72 saat i¢inde Oldiigii
belirlenmistir. NK-92 hiicreleri kiimeler olusturup birbirlerine tutunarak biiylime
egilimini gostermektedir ve bu kiimeler dagildiginda ise kolayca oldiikleri goriilmiistiir

(45).

NK-92 hiicreleri de NK hiicreleri gibi onceden karsilasmaya gerek duymadan ilk
karsilagmada tiimor hiicrelerini  6ldiirebilme yeteneklerine sahiptirler. NK-92
hiicrelerinde CD16 yoktur ancak bu hiicreler farkl: tiir kanser hiicrelerine kars1 yiiksek
derecede sitotoksik aktivite gostermektedir. NK-92 hiicreleri iki alt grubu NK-92MI ve
NK-92CT’yi olusturur. NK-92 hiicrelerine, alt gruplari biyolojik o6zellik agisindan

benzerlik gosterir ancak IL-2'ye bagl gelisimsel 6zellikler gostermezler (46).

2.9. NK Hiicre Sitotoksisite Belirlenmesinde Kullamilan Metotlar

NK hiicrelerinin gostermis oldugu en onemli yetenekleri arasinda yer alan hiicresel
sitotoksisite temelde iki farkli sekilde incelenmektedir. ilki perforin ve granzimler
vasitastyla olusturulan sitotoksisitedir. Digeri ise, Fas ve TRAIL vb. molekiillerle
birlikte hedef hiicrenin zar yapisinda bulundurdugu Fas ve TNF benzeri 6lim
reseptorleri ile etkilesime girer ve onlari uyararak hedef hiicre igerisinde bulunan
apoptotik dongiiniin aktif hale gelmesi seklinde gerceklesmektedir (34). Totalde bilinen

ti¢ farkl: sitotoksisite testi vardir. Bunlar;

2.9.1. Krom Salimm Metodu (Chromium (*!Cr) Release Assay: CRA)
Brunner ve arkadaslan tarafindan ilk kez 1968°’de tanimlanmistir (47). Metot, liziz
sonrasinda hedef deki hiicreye yiiklenen radyoaktif >'Cr-Na, 3!'CrOs’un salmimiyla

gerceklesir ve in vitro hiicre-aracili sitotoksisite incelenmelerinde de olduk¢a yaygin
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kullanilir. Metot oldukga basit ve birden fazla kez tekrarlandiginin da bile ayn1 sonuglari
vererek giivenirligi yiiksektir (48). Giiniimiize bu yontem NK hiicre sitotoksisitesinin
Ol¢iilmesinde oldukca tercih edilen bir yontemdir. Fakat en biiylik dezavantaji
radyoaktif bir yontem olmasindan kaynakli olarak arastirmacilart farkli yontemlere
yonelmesini saglamistir (49). Bu yontemde genel olarak kronik miyeloid 16semi hiicre
ailesine ait K562 hiicreleri kullanilmaktadir. Yontem; c¢alisilacak olan hiicreler
radyoaktif >'Cr ile inkiibeye birakilir (50). Sonrasinda, bu hiicre birlesimine efektdr
hiicreler eklenerek 3-4 saatlifine tekrar inkiibe edilir ve ardindan °'Cr sitotoksisite
olglimii yapilmaktadir. Caligilan hiicreler tarafindan salinan °'Cr oram ile NK
hiicrelerden kaynakli dldiiriilen ¢alismadaki hiicreler ile dogru orantiya sahiptir ve bu

Olctime gore NK hiicrelerinin olusturduklar sitotoksisitesi incelenir (51).

2.9.2. CD107a Ekspresyonuna Bagh Sitotoksisite Testi

Bu yontem ise akim sitometrisi ile NK hiicre sitotoksisitesi belirlenmesinde kullanilan
bir yontemdir. NK hiicrelerin sitoplazma igerisinde bulunan perforin ve granzim vb.
litik graniiller, hedef hiicreyle birlikte bir araya geldiginde ve ihtiyac1 olan reseptor
etkilesimleri ardindan litik graniillerin hedef hiicreye sitotoksik molekiillerini ortama
salmasiyla olusur (52). Sitotoksik molekiillerin ortama salinmasiyla sekretuar
lizozomlar da ortam igerisine salinir ve bdylece CD107a hiicre membranina dogru
taginir. Yontem; CD107a (LAMP-1, lizozom bagli membran proteini-1) antikoru ve NK
hiicrelerinin ylizeyindeki isaretleyici antijenlerin etkilesime girmesi ve floresan bir

151ma ile okunmasina dayanmaktadir (53).

2.9.3. K562 Lizizinden Kaynakh Sitotoksisite Testi

NK hiicre sitotoksisite testi i¢in bir diger yontem ise, CFSE (carboxyfluoresan diacetate
succinimidly ester) ile isaretlenmis K562’nin lizizi sonucunda olusturulan metottur.
K562 hiicrelerinin diger hiicrelerden ayiran 6zelligi kendisinin iiretilebilmesi i¢in uygun
kiiltiir ortaminda iiremesi ve hayatta kalma stirelerinin diger hiicrelere oranla uzun
olmasidir. NK hiicrelerinin sitotoksisite incelemeleri haricinde de apoptoz ile ilgili
bir¢cok farkli ¢aligmalar i¢in kullanimi miimkiindiir (54). Yontem, pihtilasmamis olan
kan orneginden PKMH’lerin (Periferik kan mononiikleer hiicreleri) izolasyonu
yapilmaktadir. FElde edilen periferik kan mononiikleer hiicreleri sitotoksisite
degerlendirme testi i¢in herhangi bir faktér eklemeden kullanilabilinir veya g¢esitli
metotlar dogrultusunda izolasyonu gergeklestirilen NK hiicrelerine de bu yontem

uygulana bilinir. Sonrasinda NK hiicre saf halde elde edilip edilmediginin belirlenmesi
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adina CD3, CD16 ve CDS56 isaretleyicilerine bakilarak tespiti saglanir. Sonraki
basamakta, hedef hiicre olarak tanimlanan K562 hiicreleri, hiicre membranina baglanir
ve yesil floresans da 151ma olusturan CFSE tarafindan isaretlenir (55). Isaretlenen K562
hiicreler ile izole edilmis NK hiicreler ya da PKMH’ler belirlenen farkli oranlarda (1:1,
3:1, 10:1,15:1) 3-4 saat 37°C’de inkiibeye birakilir. Son olarak, ortamdaki olii
hiicrelerin belirlenebilmesi i¢in propidyum iyodiir (PI) floresanda kirmizi renkte 1s1ma
veren bir boya ile boyama isleminden gecirerek Akim sitometri analizi yapilir. Canli
olarak tespiti saglanan K562 hiicreleri yalnizca yesil floresans 1sima yaparken, Olii
olarak tespiti saglanan K562 hiicreleri ise yesil ayn1 zamanda da kirmiz1 floresans 1s1ma

vermektedir (56).

2.10. Ekstraseliiler Vezikiiller

Hiicre dis1 vezikiiller (EV'ler), hiicreler tarafindan hiicre disi bosluga salgilanan
vezikiillerdir ve tiim dokulardan, bir¢ok hiicre tipinden ve viicut sivilarindan
salgilanabilen, lipit c¢ift katmanli zarla cevrilidirler. EV'ler; apoptotik cisimler,
eksozomlar ve mikrovezikiiller (MV’ler) olmak iizere ii¢ alt tipe ayrilir (Sekil 2.3.). Bu
ayrim salimim yollarina, boyutlarina, biyogenezlerine, icerigine ve islevlerine gore
farklilasan hiicre dis1 vezikiiller olarak saglanir. EV'lerin igerigi, lipitler, niikleik asitler,
proteinler, plazma zar1 ve sitozollerden olusur. Farklt EV'ler, MV'ler, eksozomlar ve
apoptotik cisimler arasinda belirleyici bir protein ayrimi s6z konusu degildir. Bu ayrim
birbirinden farkli olusum yollarindan elde ettikleri proteinler sayesinde gergeklesebilir

(57).

EV’ler, temasa bagimli hiicreler veya temastan bagimsiz hiicrelerle salgi yoluyla
iletisime gecerler. Her bir EV, alici hiicreler tarafindan hedef gosterilmeye izin veren
yiizey molekiilleri tasir. Bir hiicre diger bir hedef hiicreyle etkilesime girdikten sonra
EV'ler, reseptor ligand etkilesimi ile hiicre igerisine alinarak sinyal iletimini
indiikleyebilir ya da farli bir yol olarak endositoz ve/veya fagositoz ile 6ziimseyebilir.
EV’lerin bagka bir 6zelligiyse iclerinde tasidiklar1 molekiilleri sitozoliine iletmek {izere
hedef hiicrenin zar ile kaynasarak alici hiicrenin fizyolojik goriiniimiinii degistirebilir

(58).

EV'ler kanser, kardiyovaskiiler hastalik, norolojik ve immiinolojik bozukluklar gibi

bircok hastalik durumuyla iliskilendirilmistir. EV'ler; miRNA, proteinler, lipidler,
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niikleik asitler, zengin potansiyel biyobelirte¢ kaynaklari olup terapdtik hedeflere

sahiptirler ve EV'ler ilag dagitim araglari olarak da etkin rol oynamaktadirlar. (59)
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Sekil 2.3. Ekstraseliiler vezikiiller; eksozom, mikrovezikiil ve apoptotik cisimler (60)

2.10.1. Apoptotik Cisimler

Cok hiicreli organizmalar yasamin devami i¢in boliinmeye ihtiya¢ duyarlar ve bdliinen
hiicre sayisinin olmasi gerekenden daha fazla olmasi sonucunda hiicre oOliimleri
gerceklesir. Boylece hiicre sayisi hiicre 6liimleri ile dengeli hale gelir. Bir organizma da
yeteri kadar hiicre olup organizmanin artik hiicreye ihtiyac1 kalmadiysa, hiicre ici
habercileri harekete gegirerek istenmeyen hiicreyi intihara siiriikler. Intihar siirecine ise
Yunancada yaprak dokiimii olarak adlandirilan apoptoz ya da baska bir degisle

programl1 hiicre 6liimii denilmektedir (61).

Apoptotik cisimler (ApoBD’ler), 1000-5000 nm ¢ap araliginda bir boyuta sahip olup
hiicresel apoptozun ge¢ evresi sirasinda plazma zarindan tomurcuklanarak salinan en
biiylik EV'lerdir. Apoptotik cisimler, tasidiklar1 kargo igeriklerine, boyutlarina ve
niikleik asitlerine gore diger EV’lerden ayirt edici 6zellik gosterir (62).

ApoBD'ler T hiicreleri, monositler, endotel hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi bir¢cok

hiicre tiirlinden {tretimi gergeklestirilebilir. ApoBD'lerin olusumu ile apoptotik

17



hiicrelerin fagositler aracilifiyla temizlenmesinde Onemli bir gorev {istlendigi
bilinmektedir. Ayrica ApoBD'lerin hiicreler arasindaki iletisime katkida bulunabilmek

icin DNA’y1, mikroRNA'lar1, proteinleri ve lipitleri tasidigi da bilinmektedir (63).

2.10.2 Mikrovezikiiler Cisimcikler

Mikrovezikiiler cisimcikler 50-1000 nm boyutlarina sahip hiicrenin plazma
membranindan tomurcuklanmasiyla ortama salinir. Mikrovezikiiler cisimcikler,
EV’lerden tasidiklari kargo icerigine bagli olarak birbirinden ayrilir. Igeriginde mRNA,
miRNA ve proteinleri bulundurur. Gorevleri ise diger EV’lerdeki gibi hiicre i¢i iletimi
ve hiicreler arasi haberlesmeyi saglamaktadir (64). Ayrica kanserde anti tlimoral etki,
metastaz ve anjiyogenez gibi bir¢ok Onemli etkilerinin de oldugu bilinmektedir.
Olusturuldugu hiicrenin antijenik 6zelliklerini tasir (65). Yanlis katlanan proteinlerin,
metabolik artiklarin ve sitotoksik ajanlarin ortamdan kaldirilmasinda etkin rol

oynamaktadir (66).

2.11. Eksozomlar

1970’ de Rose Johnstone ve arkadaslar tarafindan yapilan ilk ¢aligmalarda eksozomlar
hiicre igerisinde istenmeyen molekiilleri, hiicre disina atiliminda goérevli hiicre artiklari
olarak gorev yaptigim ileri siirmiislerdir (67). Bilinenin aksine son 20 yilda yapilan
calismalarda eksozomlarin birgok fizyolojik gorev {istlendikleri gozlemlenmistir.
Eksozomlar; hiicreler arasi iletisimde, sinyal iletiminde, immiinolojik yanitin
diizenlenmesinde ve genetik materyal transferinde etkin rol almaktadir (68).
Eksozomlar ortalama 30-100 nm boyutlara sahiptir. Eksozomlar diger EV’lerden,
kendilerine 6zgili biyogenez yolaklarinin olmasi, lipit kompozisyonlar1 ve hiicreler arasi
tasidiklar1 kargo igeriklerinin farkli olmasindan kaynakli olarak O6nemli farkliliklar
icerir. Eksozom, ¢ift katmanli bir lipit zardan meydana gelir ve hiicresel organelleri
yoktur. Eksozomlarin igeriginde salindiklari hiicrelerin proteinleri, DNA ve RNA’lar1
da bulunur. Ayrica kendine 6zgii CD9, CD63, CD81 ve CDS2 proteinleri ile karakterize
edilir (69). Eksozomlarin Hiicreler arasi iletisim, ¢ok hiicreli canlilarda hiicresel
fonksiyonlar1 ve doku homeostazinin devami icin gereklidir. Bu hiicreler arasi iletisim
temasa bagimli veya temasa bagimsiz olarak iki farkli sekilde gerceklesir. Hiicreler
endozomlardan, plazma zarindan kaynakli olarak iiretilen eksozomlardan ve mikro-
parcaciklar (MV'ler) gibi bir¢ok farkli vezikiil tlirlerini serbest birakir. Eksozomlarin
salinmasi, farli hiicreler tarafindan multivezikiiler cisimler (MVB'ler) olarak plazma zar1

ile flizyonu sonucu gergeklestirir (70). Eksozomlar; kan, tiikiiriik, plazma, idrar, beyin
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omurilik s1visi, amniyotik s1vi ve anne siitii vb. viicut sivilarindan elde edilebilir. EV'leri
izole etmek icin bir¢ok yontem kullanilmistir. Bu yontemlerle eksozom saf ve yliksek
miktarlarda izolasyonu gergeklestirebilmek igin ve bu yOntemleri standart hale
getirebilmek icin bir¢ok calisma yapilmistir (71). Eksozomlar, izolasyondan sonra da
protein boyama ya da immiinoblotma gibi farkli yontemlerle analizi yapilmasi
miimkiindiir. Eksozomlar sadece hiicrelerin igeriginde bulunan molekiilleri tagimazlar,

biyobelirteg ve ila¢ tasimada gorev alirlar (72).

2.12. Eksozomlarin Biyogenezi ve Molekiiler Kompozisyonu

Eksozomlar; amniyotik, idrar, plazma, beyin omurilik sivisi, tiikiiriik ve anne siitii gibi
daha bir¢ok viicut sivisinda bulunurlar. Ayrica eksozomlar, mast hiicreleri, dendritik
hiicreler, mezenkimal kok hiicreleri, tiimor hiicreleri, NK hiicreleri, T hiicreleri ve B
hiicreleri ve daha bir¢ok farkli hiicreler tarafindan salgilanabilir (73). Eksozomlar ¢esitli
ylizey molekiilii bulundururlar ve boylece ¢esitli hiicre reseptoriinii aktif hale getirebilir.
Bu da eksozomlarin hiicreler arasindaki (protein, lipit vb.) madde aligverisi yapabilme
yetenegini arttirmasm saglar (74). Okaryotik hiicrelerde bulanan eksozomlar, yasam
stiregleri boyunca periyodik bir sekilde kiiciik miktarlarda hiicre i¢i siviyr igerisine
alarak endozom olarak bilinen kiiciik yapilar1 olustururlar. Erken endozom olgunlasarak
gec endozoma doniislimiinii gerceklestirir ve endozom liimeni ic¢inde intraluminal
vezikiillerin (ILV) olusumu ile karakterize edilir. Genelde 30-100 nm ¢aplara sahip
ILV'ler, endozomal zarin i¢ kismina dogru tomurcuklanmasiyla sitozolde bulunan bazi
molekiilleri birbirlerinden bagimsiz olarak igine alir. Bdylece transmembran ve periferal
proteinleri yapisina katar (75). Ayrica eksozomlar, hiicrenin DNA’s1i, mRNA'lar1 ve
mikroRNA'lar1 gibi bircok molekiil kombinasyonlarini da igerisinde bulundurur (76)
Igerisinde birgok ILV’ler bulunduran ve bir zarla cevrili bu yapiya Multivezikiiler
cisimcikler (MVB) ad1 verilmektedir. MVB’ler genelde hidrolaz igeren hiicrenin kendi
icerisinde bulunan lizozom ile birleserek apoptoza ugrayabilirler. Aksi takdirde
hiicrenin kendi zartyla kaynasarak hiicre dis1 bosluga eksozomlar olarak salinip diger
hiicreler tarafindan etkilesimi saglanabilir (77). Membran proteinleri i¢in lizozomal
MVB simniflandirma yolu, onemli miktarlarda sitoplazmik alanlarinin ¢ogunlugunda
bulunmasina ve sonrasinda tasima (ESCRT) makinesi i¢cin gerekli olan endozomal
siralama kompleksi tarafindan taninmasina dayanir (Sekil 2.4.). Ancak ESCRT'den

bagimsiz olarak gelisen MVB olusumu da tanimlanmustir (78).
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Sekil 2.4. Eksozomlarin biyogenezinin sematik olarak gdsterimi (78)

2.13. Eksozomlarin Hiicre icine Alinmasi
Eksozomlar olustuktan sonra hedef hiicreler tarafindan dort farkli yol ile tasidiklari

kargo igerigini aktarabilir (Sekil 2.5.). Bunlar;

1. Ligand- reseptor iliskisi: eksozom ylizeyinde bulunan ligandlar hedef hiicre
ylizeyinde bulunan ve eksozom ligandlarin1 taniyan reseptorler ile birlesip
icerigindeki kargosunu aktarmasidir.

2. Fiizyon: eksozom membrani ile hedef hiicrenin membran1 dogrudan kaynasarak
eksozom igeriginin hiicrenin sitoplazmasina alinmasidir (79).

3. Fagositoz: eksozom hedef hiicre zarinda meydana gelen yalanci ayaklar ile
cevrelenip hiicre igerisine alinmasidir.

4. Endositoz: hiicre zarindan gecemeyecek kadar biiylik eksozomlarda, hedef
hiicrenin membrani igeriye dogru kivrilmasiyla bir cep olusturur ve boylece

eksozomu hiicre igerisine alinmasini saglamaktadir (80).
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Sekil 2.5. Eksozomlarin hedef hiicre i¢ine alinmasinin sematik olarak gdsterilmesi (81)

2.14. Eksozomlarin Membran Bilesimi ve Icerigi

Eksozomlar, DNA, RNA ve uzun kodlanmayan RNA (Inc RNA) gibi niikleik asitler,
tetraspanin, antijen sunan molekiiller ve adezyon molekiilleri gibi proteinleri ve ¢ift
katmanl lipit tabakasinda ise kolesterol, seramid ve sfingomiyelin gibi lipit molekiilleri
icermektedir. (Sekil 2.6.) Eksozom icerigine ait ExoCarta (www.exocarta.org) 2021
verilerinin sunuldugu veri tabanina gore eksozomlarla iligkilendirilen su ana kadar
yaklasik olarak 3408 mRNA, 1116 lipit, 2838 miRNA, 9769 protein belirlenmistir.
Eksozomlarin icerisinde bulundurduklar1 molekiiller kéken aldiklari hiicrenin icerigine

gore farkliliklar gostermektedir (82).
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Sekil 2.6.Eksozom icerigi. Eksozomlar; tetraspaninler, antijen sunan molekiiller, adezyon molekiilleri, 1s1
sok proteinleri ve flizyon proteini gibi daha birgok proteinleri, sfingomiyelin, seramid, kolesterol gibi
bircok lipitleri ve DNA, RNA, miRNA, uzun kodlanmayan RNA’lar gibi daha bircok niikleotidi igerir
(83).

2.14.1. Eksozomlarin Lipit I¢erigi

Dolasimda yer alan eksozomlar ¢ift kath lipit tabakasina sahiptir ve lipit tabakasinin
iceriginde, seramid, sfingomiyelin (SM), fosfatidilkolin (LPC), fosfatidil-etanolamin,
fosfatidilserin (PS), gangliosid GM3 ve fosfatidilinositol vb. plazma zar lipitlerini
bulundurur (84). Bu lipitler, ¢esitli hiicre tilirlerinden elde edilen eksozomlarda farkli
oranlarda bulunmaktadirlar. Ornegin Retikiilositlerden elde edilen eksozomlardaki
lipitlerin tamamindan sadece yarisin1 fosfatidilkolin kapsamaktadir (85). Mast
hiicrelerinden ve dendritik hiicrelerden elde edilmis eksozomlardaki lipit iceriginde ise

tamamina bakildiginda bu oran ii¢te birinden daha az oldugu belirlenmistir (86).

Eksozomda intraliiminal vezikiillerin biyogenezi i¢in olduk¢a 6nemli goriilen seramid
beraberin de ise yiiksek konsantrasyona sahip kolesterol ve sfingomiyelin gibi membran
lipit bilesenleri ile karakterize edilir (87). Ayrica eksozomlarda diger hiicre

membranlarinda goriillmemis ve kolesteroliin birikmesini saglayan lizofosfatidik asidi
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olarak bilinen ve olduk¢a nadir karsilasilan bir tiir fosfolipit i¢erigini membranlarinda
bulundurduklar1 yapilan g¢alismalarla tespit edilmistir ve lizofosfatidik asidin, yeni
tiretilmis eksozomlarin kendisi olmadan da bu zardaki vezikiiliin tomurcuklanmasina

fayda olusturabilecegi varsayimlar arasindadir (88).

Eksozomlarin membraninda bulunan sfingomiyelin ve kolesteroliin hidrojen bagi
yaptig1 varsayimlar arasindadir ve bdylece sfingomiyelin ile kolesterol eksozom
membranindaki ¢ift katmanli tabakanin siki bir sekilde paketlenmesi ve su
gecirgenliginin azalmasina neden olur (89). Eksozomlarin oldugundan daha sert bir
tabakaya sahip olmasina yol agar. Bu olay eksozomlarin artan membran sertligi, kolay
bir sekilde ¢oziiniir olmamalar1 ve biyolojik sivilar igerisinde kararliliklarini arttirarak
pozitif bir etkiye sahip olmalarini saglar. Bu da deterjan tiirleri ile muamelelerinde daha

direngli olmalar1 i¢in zemin hazirlar (90).

Fosfatidilserin ise farkli biyolojik siireclerde yer aldigi ve bir sinyal verici molekiil
olarak gorev yaptig1 diisiiniilmektedir. Fosfatidilserin ¢esitli tiirlerde fosfolipit transport
enzimleri ile eksozomlarin plazma zarinda ifade edilir. Ayrica eksozomun plazma
zarina sinyal gondermesi ve fiizyon ile disa salimi i¢in izin verir (91). ILV’ lerde ve
MVB membraninda yer alan seramid, esansiyel lipitlerden bir tanesidir. Eksozomda
bulunan membranin i¢ kesimi seramid tarafindan oldukg¢a zengin bir icerige sahiptir

(92).

2.14.2. Eksozomlarin Protein Icerigi

Eksozomlarda; Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 1s1 sok proteinleri, GTPaz, Rab, anneksin ve
flotillin membran transport ve fiizyon proteinleri, MHC I, MHC II immiin sistem
proteinleri, Alix ve TSG101 MVB’lerle ilgili proteinler, CD9, CD63, CD81, CD82
Tetraspaninler (hiicre gocii, hiicre-hiicre adezyonu), Integrinler (hiicre adezyonu ile
ilgili), aktin ve miyozinler (hiicre iskeletinin olusumu) gibi bir¢cok protein bulunur.
Eksozom hiicre yiizeylerinde bulunan proteinlerle hedef hiicrenin plazma zarinda yer

alan reseptorler birleserek tasidiklar: kargoyu hiicre icerisine aktarilmasini saglar (93).

Tetraspaninler, eksozomlarda oldukca sik karsilasilan bir tlir transmembran protein
grubu tiyesidir. Ozellikle de CD9, CD63, CD81, CDS82 proteinleri eksozom markerleri
olarak belirlenmektedir. Bu tetraspanin proteinleri hiicrede, fiizyonda, sinyal iletiminde
ve hiicre-hiicre adezyonunun da rol alir (38). Olduk¢a Onemli gorevleri olmasina

ragmen eksozomlar da bir¢ok gdrevi hala arastirilmaktadir. Tetraspaninler, EV’lerde de
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olduk¢a yaygin olarak bulunur ve EV’ler lizerinde islevsel etkilerinin olabilecegi

diistiniilmektedir (94).

Tetraspaninlerin EV’lerin iiretiminde sitozolik etkiye sahip proteinlerle etkilesim
icerisinde olup ve luminal kargo yiiklemeye katilmasinin olasi bir siire¢ oldugunu
diistiniilmektedir (95). CD9’un eksozomlarin alict hiicrelerle fiizyonunda gorev almasi,
diger tetraspaninlerin de eksozomlarda ve hiicre membranlarinda benzer islevlerde
gorev alabilecegini gostermektedir (96). Tetraspaninlerin ligand-reseptor arsindaki iliski
oldukg¢a sinirlayict oldugu i¢in ve kiigiik boyutlara sahip olmalarindan kaynakli olarak
bazi immiinolojik ve biyokimyasal analizler bakimindan zorluklar yaganmasi sebebiyle
olduk¢a az sayida ¢alisilmistir. Ek olarak, flizyon, hiicre-hiicre adezyonu ve hiicreler
aras1 sinyallesme aracilar1 olarak fonksiyonlariyla yeni bir ilag kesfi bakimindan

faaliyetleri bulunmaktadir (97).

Integrinler; kanser ve bagisiklik hiicrelerinden koken alarak tiiretilen eksozomlar da
oldukca yogun olarak tanimlanan proteinlerdendir (98). Adezyon molekiilii goérevi
gorerek hiicre dis1 matrikse hiicrenin tutunmasini saglar. Integrinler, eksozomlarda

vezikiillerin gidecegi hedef hiicrelere yonlendirilmesinde gorev alirlar (99).

Laktadherinler, EGF faktorii VIII olarak da bilinirler ve ayrica adezyon molekiilii gorevi
goriirler. Laktadherinler, genelde immiin hiicrelerinden ve fibroblastlardan elde edilen

eksozomlarda bulunur (100).

Eksozomlarda, CD55 ve CDS59 proteinleri de tetraspaninler ve integrinler gibi ilag
tasimada olduk¢a Onemli potansiyele sahiptir. B hiicreleri, dendritik hiicreler ve
bronsiyal epitel hiicreleri gibi daha bircok hiicreden kdken alinan eksozomlarda
bulunmuglardir. CD55 ve CDS59 proteinleri eksozomlari kompleman sisteminden

kaynakli lizizden korumaktadir (101).

GTPaz, Rab, anneksin ve flotillin gibi proteinler eksozomlarda membran transport ve

flizyon proteinleri islevine sahiptirler (102).

Antijen sunan hiicrelerden (APC'ler) salgilanan EV’lerin biyolojisi farkli tiimor
tiplerinde giiclii immiin sistemi uyarici islevselligi gosterdigi bilinmektedir. B hiicrelere
ve dendritik hiicrelere (DC) benzer antijen sunan hiicrelerden salgilanan eksozomlar,
MHC sinif I ve II kompleksleriyle birlikte uyarict etkiye sahip molekiiller tarafindan

zenginlestirilmistir ve in vitro T hiicresi gelismesini uyarmay1 saglayan peptit iceren
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MHC’yi transportunu yapan eksozomlar1 saldiklar1 gozlemlenmistir. APC’lerden
salinan eksozomlarin artmasini in vitro uyarabilen ve in vivo indiikleme 6zelligine sahip

olabilecegi goriilmiistiir (80).

Tasima i¢in ihtiya¢ duyulan ESCRT, MVB ve ILV biyogenezinde etkin bir rol oynar.
ESCRT'ler, maya hiicrelerinden memeli hiicrelerine kadar korunan iligkili proteinlerle
(VPS4, VTA1, ALIX) ESCRT nin dort kompleksi (ESCRT-O0, -1, -1I ve -III) bir araya
gelmesiyle yaklasik olarak yirmi proteinden olusmaktadir. Tsgl101, tasima ESCRTI i¢in
ihtiya¢ duyulan ESCRT bilesenleri arasinda yer alir (103). ALIX, ayrica endozomal
siralama kompleksinin II ve III’ i bagladigi bilinmektedir. ESCRT makinesinin
ayrilmasi ve geri donilisiimiiniin gerceklestirilmesi, AAA-ATPaz Vps4 ile etkilesimi

gerektirir ve boylece Vps4’iin etkisiyle endozomal zardan ayrilir (104).

Is1 sok proteinleri (Hsps), eksozomlarin biyogenezinde gorev almaktadir. Eksozomlarda
en yaygin bilinen iiyeleri 60,70 ve 90 Hsp’lerdir. Hsps ailesinin diger iiyelerinden olan
Hsp20’nin, dogrudan TSG101 ile etkilesim halinde olarak eksozomlarin biyogenezinde
rol oynadiklari belirlenmistir (105).

2.14.3. Eksozomlarin Niikleik Asit Icerigi

Eksozomlar, DNA, mRNA, miRNA ve diger kodlamayan RNA'lar da dahil olmak iizere
farkl1 tiirde niikleik asitler tasirlar (106). Islevsel dzelliklere sahip RNA'nin, eksozomlar
araciligryla hiicreler arasi tasinmada gorev aldigr in vitro ayni1 zamanda in vivo olarak
da ispati saglanmis olup, gen ifadesi ve protein translasyonunun diizenlenmesi gibi
bircok oOnemli fonksiyonel gorevi oldugu diisiniilmektedir (107). mRNA'nin
organizmadaki fonksiyonu ise amino asit dizisi ile protein hakkinda bilgi vermesidir.
mRNA’larin eksozomlarin aracilifiyla transferi ile hiicreler arasinda fenotopik
ozelliklerinin degisimini saglayabilecegi belirtilmistir (108). miRNA'lar, niikleotid
uzunluguna sahip kisa kodlamayan RNA'lar1 igermektedir. miRNA’lari hiicre
ekstraseliiler kisimlara tasinmasini eksozom gerceklestirir (109). miRNA gibi kisa
kodlanmayan RNA’lar1 ve uzun kodlanmayan RNA’larida eksozom igerisine alir ve
alic1 hiicreye aktarilmasina aracilik saglar (110). Eksozomda yer alan niikleik asitleri,
lipit ¢ift katmaninin korunmasi sebebiyle yiiksek stabilite 6zelligi gosterir. Bu stabilite
ise hastaliga 06zgli biyobelirtecler olarak gorev yaparken Onemli Olglide avantaj

saglamaktadir (111).
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2.15. Eksozomlarin Fonksiyonlar:

1970 yilinda Rose Johnstone ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 caligmalarda
eksozomlar, hiicre igerisinden hiicre disina atilmasi gereken molekiilleri uzaklastiran
elemanlar olarak gorev yaptigini diistinmektelerdi (67). Ancak yapilan son 20 yil
icerisindeki ¢alismalar ise eksozomlarin; hiicreler arasi iletisimde, immiinolojik yanitin
diizenlenmesinde, sinyal iletimi ve hiicrenin genetik materyalinin tasinmasinda 6nemli
dlgiilerde gorev iistlendikleri belirlenmistir (68). Iceriginde bulundurduklar proteinler,
niikleik asitler ve lipitleri ile eksozomlar yapilan son birkac¢ yildaki ¢alismalara gore
oldukca Onemli fonksiyonel etkisi olabilecegi arastirilmaktadir. Ayrica eksozomlar;
amniyotik, idrar, plazma, beyin omurilik sivisi, tiikiiriik ve anne siitii gibi daha birgok
viicut sivisinda bulunurlar ve mast hiicreleri, dendritik hiicreler, mezenkimal kok
hiicreleri, tiimor hiicreleri, NK hiicreleri, T hiicreleri ve B hiicreleri ve daha birg¢ok farkl
hiicreler tarafindan salgilanabilir (73). Yapilan bir arastirmada anne siitiinden elde
edilen eksozomlarin igeriginde bulundurdugu farkli tiirlerdeki mikroRNA diizeylerini
incelemisglerdir. Bu c¢alismada, bagisiklik diizenleyici olarak goérev alan miRNA'lar,
(miR-181a ve miR-155’ler gibi) bebegin anneyi ilk 6 ay boyunca emmesinde yiiksek
oranlarda bulunmustur, fakat daha sonraki aylarda ise énemli dl¢iide azalmistir. Anne
stittindeki eksozomlarin icerigindeki miRNA'larin bebegin bagisiklik sisteminin biiyiik
Olclide gelisimini diizenleyebilece§i On goriilmiistiir (112). Bagka bir c¢alismada,
eksozomlarin sadece protein ve lipit transferini yapmak ya da hiicreler arasi sinyalleri
harekete gegirmek i¢in alici hiicrelere spesifik olarak hedeflenmedigini, ayn1 zamanda
0zellesmis niikleik asit transferi sagladigin1 gostermistir (113). Eksozomlarin en 6nemli
islevi, viicut igerisinde birbirinde farkli ve uzak boélgeler arasinda oldugu diisiiniilen
hiicre-hiicre etkilesimini ortaya koyar (114). Eksozomlar hakkinda yapilan farklh
tirlerdeki aragtirmalarda ise, prionlar ve viriisler vb. patojenlerin bir hiicreden farkli bir
hiicre yayilmasinda da rol aldigi goriilmektedir (115). Farkli tiire sahip patojenler
eksozom yolunu bozabilir. Pegtel ve arkadaslarinin yapmis oldugu aragtirmada (116),
Epstein Barr viriisii (EBV) ile enfekte olmus hiicrelerden kaynakli salgilanan
miRNA'larin eksozomlar tarafindan aktarilir. Buda enfekte olmamis alic1 hiicreler
lizerinde etki ettigini bildirmislerdir. Ornegin, HIV aracilifiyla enfekte olduklar1 zaman
dendritik hiicreler, monositler, makrofajlar ve lenfositler eksozomlar1 ayn1 zamanda da
HIV virionlan iiretebilir (117) ve ¢ogu durum igerisinde hiicrenin ne salgiladigini ayirt
etmek oldukca zordur. Hiicreler arasi iletisim de gorev alan eksozomlarin bir avantaji

ise, mesajin belirli olmasi1 ve birden fazla konuma yonelik hedeflenebilmesidir. Fazlaca
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miRNA'nin eksozomlar ile hedef hiicreye iletilmesi, hedeflenen hiicrelerin sahip oldugu
tim gen ekspresyonunda hizli bir sekilde degisikliklere izin verir. Bu, hiicreler arasi
iletisim, biiyime, boliinme, yasamini devam ettirebilme, farklilasma, apoptoz vb. ile

ilgili mesajlar1 icermektedir (118).

2.16. Eksozomlar ve Kanser

Eksozomlarin kanser iizerindeki etkisi yillar i¢cinde daha genis arastirmalara konu
olmustur. Yapilan bir¢ok arastirmada, kanser eksozomlarinda yer alan onkojenik sinyal
molekiillerinin tamaminda olmasa da kanserin ilerlemesinden sorumlu tutuldugu
diistiniilmektedir. Ayrica bu tiir kanser hiicreleri tedavi direncine destek saglayan
eksozomlar1 salmaktadir. Bdylece kanser hiicresinin yasam siiresiyle ve hedef
hiicrelerde gen ifadesinin diizenlenmesiyle DNA onarimim yiikseltir (119). Kanserde,
eksozom salimi yiiksektir. Kanser hiicreleri diger saglikli hiicrelere oranla oldukca fazla
eksozom iiretebilme yetenegi gosterir (120). Eksozomlarin tiimorle temas kurduklari
yakin ya da uzak da ki viicut kisimlarina yatay bilgi alisverisi, timor gelisimini ve
metastazin1 kolay hale gelmesini saglar. Bu olay, liimen igerisine paketlenmis olan
miRNA vb. kisa kodlanmayan RNA’larin yer degistirmesi yoluyla gerceklesir (121).
Bircok calisma, dolasim halinde olan eksozom-miRNA’lar1 kanser igerisinde terapotik
izlemede tan1 ve hastaligin evresini belirlemede biyobelirte¢ olarak gdstermektedir
(119). Yiiksek oranlarda prostaglandin PGE2 ile TGF- bulunduran eksozomlar,
immiin hiicrelerinin tiimor hiicrelerinden uzaklasmasinmi ve timor hiicrelerinin

gelisimine katki saglar (122).

Eksozomlar, tiimor hiicrelerine hedeflenen bagisiklik sistemini diizenlemede goérev
almaktadirlar. Bir¢ok arastirmaci, bagisiklik hiicreleri ve eksozom arasindaki etkilesimi
arastirmistir (123). Eksozomlar, NK hiicrelerin ¢ogalmasini en aza indirerek, sitotoksik
T hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek ve bagisiklik sisteminin sitotoksik ozelligini
ortadan kaldirma egilimi gostermektedir (124) Ayrica, tiimoér kaynakli eksozomlar
tarafindan Interldkin 2 yardimiyla engellemeye karsilik olarak NK hiicrelerinin aktive
edilemedigi ve tiimor kaynakli eksozomlarin, adenozin indiiksiyonu ile T hiicrelerini

baskiladig1 da gosterilmistir (125).
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2.17. Eksozomlarin izolasyonu ve Karakterizasyonu

2.17.1. Diferansiyel Ultra Santrifiijleme

Diferansiyel santrifiijleme ilk kez Johnstone ve arkadaslari tarafindan retikiilosit doku
kiltlirii ortamindan eksozomlar1 saflastirilmak i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Hiicre
kiiltiiri ortamindan ya da kan, idrar ve amniyotik sivisi gibi viicut sivilarindan eksozom
izolasyonu i¢in maksimum saflifin en ¢ok elde edildigi yontemlerden biridir (126).
Prensibi merkezka¢ kuvvetinin diisikk hizdan yiiksek hiza bagli olarak olusturdugu
etkiye dayalidir. Merkezka¢ kuvvetinin hizi eksozom haricinde proteinler gibi kiiciik
molekiillerinde pellet kisminda bulunabilmesi ya da merkezka¢ kuvvetinin hizindan
kaynakli olarak eksozomlarin yapisinin tahrip olabilmesine olanak saglar. Ekipmani
maliyetli ve saf eksozom elde etme olduk¢a zaman alicidir. Ayrica kolay kullanimi ve
fazlaca eksozom izolasyonu i¢in bazi avantajlara da sahiptir (127). Diferansiyel ultra
santrifiijleme, 300 x g- 100.000 x g araliginda yiiksek hizda ve ¢ok sayida santrifiijleme
dongiisii icerir. Santrifiij derecesi 4°C de ¢alistirilir. Hiicreler, hiicre kalintilart ve
apoptotik cisimler, birbirinden farli zaman araliklarinda ve farkli merkezkag
kuvvetleriyle ortamdan uzaklastirilir. Son santrifiijleme isleminden sonra (100.000 x g),

stipernatant atilir ve pellette eksozomlar toplanir (Sekil 2.7.) (128).
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Sekil 2.7. Diferansiyel ultra santrifiij ile eksozom izolasyon semasi (129) tekrarli santrifiijleme ve
santrifiij hizina bagli olarak izolasyon

2.17.2. Polimer Bazh Eksozom Izolasyonu
Polietilen glikol (124) gibi su gecirgenligi olmayan polimerler, hidrofobik protein ve

lipid molekiiliinii ¢oktiirmede avantaj saglayabilir. Diigiik hizli santrifiijleme veya
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filtrasyonla birlikte kullaniminda eksozom izolasyonu i¢in eksozomal ¢oziiniirliigi
diisiirebilir. Bu polimerleri kullanarak, olduk¢a kolay bir kullanim ve potansiyel olarak
ise biyolojik aktiviteye etki etmeden ndtr pH kosullar igerisinde bulundurarak saf
eksozom eldesi i¢in birgok avantaja sahiptir (130). Ticari olarak temin edilebilen
polimer bazli kitler kullanilir ve ultra santrifiijlemeyle birlikte uygulandiginda yiiksek
oranlarda eksozom verimi saglar. (Sekil 2.8.) Eksozom haricinde ortamda bulunan
polimer molekiiller veya proteinlerden kaynakli kontaminasyon, polimer bazli eksozom

izolasyonunda goriilebilecek sonuclar arasindadir (131).

, Hydrophilic / I
| | polymer / /
f 5| Y‘f‘ Incubation
f ; f T - |
x ‘7 '1 OW-Speed |
\5‘7' centrifuge \ N
Exosome in low-soluble Exosome
biofluid exosomes precipitation
** Exosome <. Protein

Sekil 2.8. Polimer bazli eksozom izolasyonu Semasi. Polimer kullanarak ultra santrifiijleme ile
izolasyonu (132)

2.17.3. Ultrafiltrasyon

Bu teknik boyut analizine dayali bir yontemdir. Akiskan olan molekiillerin belirli
biiytlikliikte gozeneklere sahip bir filtreden gecebilme prosediiriinii icerir. Eksozom
izolasyonu i¢in 0.8, 0.45, 0.22 ve 0.1 um ¢aplarinda gbzenege sahip filtrelerle tekrarl
filtreleme asamalar1 bulundurur ve boylece filtrenin gézenek boyutundan daha biiyiik
parcaciklarin filtrelenmis sividan asamali olarak uzaklastirilmasiyla miimkiin kilinir.
Genelde tercih edilen ticari filtrelerin gézenek boyutu 0,1 um olup ve diisiik afiniteye
iceren hidrofilik polimerlerden olusturulur. (Sekil 2.9.) Bu ydntemle, protein
kontaminasyon ve bazi kiiciik ¢apli molekiilii ayirt etmek miimkiin olmayabilir ya da
fitreden daha kii¢iik yapilardaki eksozomlarin gecisine izin verilebilir (133). Ayrica,
0zel ekipman gereksiniminin olmamasi ve prosediiriin basitligi, kisa siire i¢erisinde ¢ok

sayida eksozomu yiiksek oranlarda saflastirma hizi ve ek reaktiflerin gerekli olmamasi
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avantajlan arasinda yer alir. Filtreleme esnasinda bazi molekiillerden kaynakli olarak
filtrenin tikanmasi, saflagtirma oraninda azalma olmasindan kaynakli olarak eksozom

kaybina neden olabilir (134).

Normal prefiltration Tangential ultrafiltration Ultrafiltration
(500 kD MWCO) (0.1 um pore size)
—_ [

Sekil 2.9. Ultrafiltrasyon bazli eksozom izolasyon semasi. Boyut analizine dayali olarak kiigiik
molekiillerin tutulmasi ve biiyiik boyutlu molekiillerin dogrudan gegmesi (135)

2.17.4. immiinolojik Ayirma

Immiinolojik aymirma icin birgok farkli ydntemler gelistirilmistir. Immiino-gip
eksozomlarin hiicre membrani {izerinde bulunan reseptorlerin kullanildigi ayirma
prensibine dayanir. Elde edilen eksozomlar DNA veya RNA izolasyonu i¢in baska bir
yontem ya da cihaza gerek duymadan tercih edilebilir (136). Ayrica immiinolojik
analizlerde eksozomun igerisinde bulunan proteinler 06zel bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Eksozom izolasyonu; antikor ile kaplanmig manyetik boncuklarin,
eksozomlar1 antijen sunan hiicreler tarafindan ayrilimin saglanmasi ig¢in dnemli bir
etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Kosullar1 saglayacak eksozom membran markorii
segmek, yapilan izolasyonun basarili bir sonu¢ vermesi i¢in Oncelikli ve 6nemli bir
adimidir (137). Eksozomlarin zarlarindaki CD81, CD9 ve CD63 gibi 6nemli tetraspanin
ailesi belirtecleri etkili bir immiin yakalama sunmaktadir (138). Eksozom izolasyonunda
kullanilan bilinen yontemlerin aksine, antikor ile kaplanmis manyetik boncuklar viicut
stvilarindan elde edilen eksozom izolasyonu i¢in dogrudan kullanilabilir ve bdylece
diger yontemlerde kullanilan santrifiijleme adimlarini azaltarak zamandan tasarruf
saglanabilir (Sekil 2.10.). Ancak biiyiik miktarlardaki eksozom izolasyonu i¢in uygun
degildir. Manyetik boncuk ile kaplanmis eksozomlari; flow sitometrisi, Western

blotlama veya elektron mikroskobuyla analizi miimkiindiir (139).
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Sekil 2.10. immiinoafinite bazli eksozom izolasyonunun semasi. Antikor ile kaplanmis olan manyetik
boncuklarin, eksozomlari antijen sunan hiicreler ile tutunup yakalanmasi (140)

2.17.5. Mikroakiskan Tabanh izolasyon Teknikleri

Mikroakiskanlar, mikro boyutlu kanallara sahiptir ve bu kanallar1 kullanarak
mikrolitreden mililitreye kadar degiskenlik gosterebilen diisiik miktarlarda sivilari
yonlendirmek i¢in kullanilan bir metottur. Mikroakiskanlar, hiicre kiiltiirii ortaminda
bulunan eksozomlarin immiino-yakalanmasinin da, miktarinin belirlenmesinin de ve
karakterizasyonunun da kolaylik saglar (141). Liang ve arkadaslan tarafindan bir cift
filtrasyona sahip mikroakiskan cihaz gelistirerek molekiillerin boyut farkliliklarindan
yararlanip mesane kanseri olan hastalardan alinan idrar 6rnegi ile hem EV’lerin
izolasyonunu gerceklestirmisler hem de dlgiilmesini saglamislardir. EV'leri 6l¢ebilmek
icin mikro plakalar ve mikrogipler gelistirerek yontemin, ultra santrifiijleme islemine
gore daha iyi sonuglar elde edebilecegini gézlemlemislerdir. Boylece ultra santrifiije

gore daha az maliyetli ve daha hizli sonug¢ alim1 miimkiin olmustur (142).

Mikroakiskan tabanli eksozom izolasyonu olmasina ragmen boyut analizine dayali bir
prensip icerdigi icin eksozom disinda protein gibi kiigiik boyutlu molekiiller de
gozeneklerden rahatlikla gegebileceklerdir ve bodylece saf bir eksozom eldesi

olmayacagindan olduk¢a 6nemli bir dezavantaj saglamaktadir (143).
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2.17.6 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi, farkli boyutlara sahip molekiilleri birbirinden ayirmak i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bu teknik ayrica boyut dislama veya jel dislama olarak da
bilinmektedir. Molekiiller farkli boyutlara sahip gézenekli bir matris iceren hareketli ve
sabit faz arasindadir. Bu iki faz arasinda kalan molekiiller kolon igerisinde asagiya akis
prensibi ile birbirlerinden ayrilir. (Sekil 2.11.) Nispeten kiiclik capli molekiiller jel
boncuklar icerinde yer alan goézenekler ile tutulur ve daha biiyiik boyutlara sahip
molekiiller ise bu godzeneklere takilmayip dogrudan kolondan ayrilir. Bu sekilde,

eksozom diger farkli boyutlardaki molekiillerden ayrilabilir (144).

Jel filtrasyonda kullanilan matriks agaroz (Sepharose), dekstran (Sephadex) gibi dogal
ya da poliakrilamid (Sephacryl, BioGel) gibi sentetik polimerler yaygin olarak tercih
edilir (145).

A Before After B o
) ; S J o e
5£ / - ‘ z Y. R A "o
> \ = ¢ B .
v l @ v
y. . =]
0.,... Vo Magnified particle v
o9 >
@
=) oy
- Retention time
S @ (minute)

Sekil 2.11. Jel Filtrasyon Kromatografisi bazli eksozom izolasyonu semasi. (A) gozenekli filtreden
molekiillerin boyutlarina goére ayrimi (B) kiigiik boyutlu molekiillerin gozeneklere girip daha biiyiik
boyutta molekiilerin gézeneklere girmeden dogrudan gegmesi (C) boyuta gére ayrimi (146)
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Tablo 2.2. Eksozom izolasyon tekniklerinin ¢aligma prensibi, avantaj ve dezavantaji

izolasyon Yéntemi

Diferansiyel Ultra
santrifiijleme
Polimer Bazh

Eksozom izolasyonu

Ultrafiltrasyon

Immiinolojik Ayirma

Mikroakigskan
Tabanh Eksozom
izolasyonu

Jel Filtrasyon
Kromatografisi

Calisma prensibi

Yontem, tekrarli ve

belirli diizeylerde
hiza baglh
santrifiijleme

islemine dayaldir.
Yontem,  biyolojik
stv1 ve polimer iceren
bir ¢Ozelti ile
cokelmesini saglayip
diisik hiza sahip
santrifiijlemeyle
birlikte izolasyon
islemine dayilidir.
Yontem, filtreme
islemi ile kigik
molekiillerin filtrede
kalmast ve daha
biiyik molekiillerin
ise filtreden dogrudan

gegme prensibine
dayalidir.
Yontem, Spesifik

antikorlara baglanan
manyetik  boncuklar
ile eksozomlar1 elde
etme yontemidir.

Yontem, Mikro
boyutlu kanallara
sahiptir ve bu
kanallart1  kullanarak
diisiik miktarlarda

stvilar1 yonlendirmek
icin kullanilan  bir
metottur.

Yontem, Farkli
boyutlara sahip
molekiilleri

birbirinden ayirmak

icin  kullanilan  bir
yontemdir.

Avantajlan
Eksozomlar1  biyolojik
stivi  ve ortamlardan

ayirt etmek i¢in oldukca
yaygin olarak kullanilir.

Eksozomlarin
izolasyonu sirasinda
n6tr pH'm kullanilmasi

avantaj saglar.

Eksozomlarin,
filtrasyon ile  diger
molekiillerden kolayca
ayrilmasini saglar.

Eksozomlarin veya
eksozomlarin alt
tiplerini ve eksozomal
proteinlerin
belirlenmesinde

oldukca 6nem saglar.

Eksozomlarin
izolasyonu,

santrifiije gore daha az
maliyetli ve daha hizli
sonug elde
miimkiindiir.

ultra

etmek

Eksozomlarin boyutlara
gbre ayrimint miimkiin
kilar.

Dezavantajlar

Bu yontemde; plazma ve
serum gibi biyolojik sivilar
kullanildiginda elde edilen
eksozom beklentiden daha
diisiik oranlardadir.

Bu yontemde; elde edilmesi
istenilen iriin saf eksozom
iken, eksozom disinda
farkli molekiillerle birlikte
ayrim s6z konusudur.

Bu yontemde, eksozomlar
filtredeki
yapisabilir ve bdylece daha
az eksozom

membrana

eldesini
mimkiin kilar. Diger bir
dezavantaji ise filtreme
esnasinda ekstradan bir gii¢
uygulandiginda

eksozomlarin deforme olma
egilimini arttirir.

Bu yontemde, yiiksek
miktara sahip eksozom
eldesi miimkiin olmaya
bilir. Ayrica izole edilen
kesecikler islevsel
ozelliklerini
kaybedebilirler.

Bu yontemde, mikroakiskan
bir cihazda olmasina
ragmen ayrimda boyut
farkliliklarindan
yararlanildigi  i¢in  saf

eksozom eldesi diigiiktiir.

Bu  ydntemin
yiiksektir.

maliyeti
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2.18. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinya genelinde kanser sonras1 6ltimler igerisinde en yaygin rastlanan
tiiriidiir ve brong epitelinden koken almaktadir. 60 yas ve iizeri kadinlarda ve erkeklerde
akciger kanseri siklikla goriilmektedir. Akciger kanserinin gelisimi sigara kullanimi ile
yakindan iliskilidir. Ancak akciger kanseri sigara kullanimi diginda da genetik ve hava

kirliligi gibi birgok etkene bagli olarak gelisim saglayabilir (147).

2.18.1. Epidemiyoloji

2020 yilinda yapilan Diinya Saglik Orgiitiiniin kanser iizerine yapmis oldugu calisma
verileri incelendiginde Diinya genelinde akciger kanseri hastalarinin orani oldukca
artmis olup bu nedenle 6liimlerde oldukga yiiksektir ve sigara icen toplumlarda paralel
bir sekilde yiikselis olup akciger kanseri de olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir (148).
2018 yilinda yapilan arastirmalara gore Global kanser istatistikleri yilda 18.1 milyon
giincel olarak tanimlanan kanser vakalarinin 2.09 milyonluk kismini akciger kanserinin
olusturabilecegini ve kanser tanisi sonrast oliimlerin de hemen hemen 1.76 milyonunu
kapsayan kisminin ise akcigere kanseri sonrasi Oliimiin olusturabilecegini tahmin
edilmektedir. Bu veriler dogrultusunda kanser tiirlerinden kadinlarda ayn1 zamanda da
erkeklerde yogun olarak karsilagilan kanser ¢esidi akciger kanseridir. Ancak erkekler de
kadinlara oranla daha sik karsilasilan kanser kaynakli 6liimlerin onciilleri arasinda yer
alir. Diinya lizerinde sigara i¢cimine bagli olarak akciger kanseri oliimlerin %80°1
niifusla es deger bir sekilde yogun olarak goriildiigi tilkeler Cin, Endonezya, Kuzey ve
Dogu Afrika iilkeleridir (149). Tirkiye bakildiginda yapilan kanser arastirmalarinda
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) akciger kanseri istatistiklerine gore erkeklerde yasa
bagl olarak standartlastirilmis artislar1 2012 -2016 yillar arasinda sirasiyla %60,4,
9%59,3, %52,5, %52,5 ve %57,7 oranlarinda yer almaktadir ve kadinlarda ise
standartlagtirilmig artiglari; 2012-2016 yillan arasinda sirasiyla %9,3, %10,0, %387,
9%9,0 ve %9,8 oranlarinda yer almaktadir. Ulkemizde yasla birlikte bu oran kadinlarda
en fazla 75-79 yas araliginda tespiti saglanmisken, erkeklerde ise 85-89 yas araliginda
olarak bildirilmektedir. Akciger kanserinin histolojik olarak siniflandirildiginda en sik
rastlanan tiiri adenokarsinomdur ve kiigiik hiicre dist akciger kanseri (KHDAK) ile

kiigiik hiicreli akciger kanseri (101) de beraberinde gelmektedir (150).
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2.18.2. Histolojik Simiflandirma

Akciger kanseri Diinya Saglik Orgiitii arastirmalarina gore histolojik ayrimi, gelisimsel
hizina, metastazin zamanlamasina, kemoterapi ve radyoterapiye karsi verdigi cevaba
baglt olarak ayrilir (151). Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kii¢iik hiicreli
akciger kanseri seklinde ikiye ayrilir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri
ise lige ayrilir; adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur
(Tablo 2.3.). Akciger kanserinin biitiinlinden yaklasik olarak % 83’1 kiiciik hiicreli
olmayan ve yaklagik olarak %16’sim ise kiigiik hiicreli akciger kanseri olugmaktadir

(152).

Tablo 2.3. Akciger kanserinin histolojik siniflandiriimasi

Akciger Kanseri Hiicreleri

Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

Adenokarsinom; akciger kanser hastalarinda en | Sigara kullananlarda gériilmektedir.
yaygin olarak goriilen tiirii ve ¢cogunlukla sigara | Cogunlukla santral yerlesimlidir.
kullanmayan kadin hastalarda goriiliir. | Aralarinda en kdtii prognozlu tiirdiir.

Cogunlukla periferik yerlesimlidir.

Skuamoz Hiicreli; en sik goriilen ikinci akciger
kanseri ve genellikle de sigara kullanan hastalarda

goriiliir. Cogunlukla santral yerlesimlidir.

Biiyiik Hiicreli; akciger kanseri hastalarda

nadiren goriilen tiiridiir. Cogunlukla periferik

yerlesimlidir.

HTB-54, Calu-1 olarak da tanimlanmaktadir. Epitelyal morfolojiye sahip bir hiicre
dizisidir (128). Insan akciger karsinom hiicre hattidir. Beas-2B, kanserli olmayan insan
otopsilerinden alinan normal brons epitel hiicre dizisidir. A549, akciger adenokarsinom

hiicre hattidir. Epitelyal morfolojiye sahip bir hiicre dizisidir (153).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzeme

Marka

MyeloCult™ H5100 medium

RPMI- 1640 medium

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Fetal Bovin Serum (FBS)
Trypsin-EDTA Soliisyonu (1X)
Penicilin-Streptomycin

Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS)
WST-i

Stemcell, Cat.No. 05150
Hyclone,USA, Cat. No.SH30027.01
Cat. No. 67685
Sigma-Aldrich,USA, Cat. No. F9665
Hyclonde, USA,Cat.No. SH30042.01
Gibco, Cat.No. 15070063
Hyclonde, USA,Cat.No. SH30588.01

Roche,Cat. No. 50015944001 Almanya

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Sinif II biyogiivenlik kabini

CO02’1i 37 °C inkiibator

Isik mikroskobu

Faz-kontrast 1s1k mikroskobu

Santrifiij (sogutuculu)

Ultrasantrifijj

Thermoshaker(incubator shaker)
NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre
-80 Buz dolabi1 (Derin dondurucu)

-20 Buz dolab1 (Derin dondurucu)

+4 (Buzdolab1)

Absorbans mikroplaka okuyucusu (Thermo
Fisher Scientific Oy Ratastie 2)

Nu-Aire,USA

Nu-Aire,USA

Nikon,Eclipse E200, Japonya
Nikon, TS100, Japonya
Hettich, Almanya

Beckman Coulter,USA
Gerhardt,

Thermo Scientific

Hettich, Almanya

Argelik, Tiirkiye

Argelik, Tirkiye

Thermo Scientific,Firlandiya
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3.3. Hiicre Kiiltiiri
Yapmis oldugumuz c¢alismada, NK-92 insan 16semi hiicre hatti kullanildi. NK-92
hiicreleri Istanbul Uskiidar Universitesi laboratuvarlarinda -196 °C siv1 azot icerisinde

muhafaza edilen, Prof. Dr. Sevim ISIK” a ait hiicre stoklarindan elde edilmistir.

3.3.1. NK-92 Hiicre Biiyiitiilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada insan NK-92 hiicre hatt1, %10,5 horse serum, %5 FBS, %1 pen/strep ve 100
Ul/ml IL-2 (Proleukin) (Chiron Corporation) ile takviye edilmis MyeloCult medyum ile
kiiltiir ortaminda, 37°C'de ve %5 CO0-'de kiiltiir yapilmistir (Resim 3.1.).

Resim 3.1. NK-92 hiicreleri mikroskop goriintiisii (x100)

3.3.2. NK-92 Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicreler biiyitiiliip, cogaltildiginda pasajlama islemi uygulandi. NK hiicreleri siispanse
hiicrelerdir. Bu nedenle, flaskin ig¢erisindeki hiicrelerin tamamini alabilmek i¢in birkag
kez homojenize edildi ve falkona toplandi. Sonrasinda 1750 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust faz atilds, tiipiin alt tabakasinda kalan pellet ise 1 ml besiyer ile siispanse
edildi ve hiicre yogunluguna gore besiyer eklenerek inkiibasyona birakildi. Calisma
stiresince hiicrelerin ara ara ¢oktiiriiliip sayim yapildi. Hiicreler yeterli sayiya ulasana
kadar pasaj yapildi ve 24-72 saat serumsuz besiyer ortaminda inkiibeye birakildi.

Inkiibe siiresi tamamlaninca besiyerleri, eksozom igin ¢oktiiriiliip topland: geriye kalan
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pellet kismindaki NK hiicrelerini ise stoga almak i¢in %10 DMSO ve %90 FBS igeren
¢oOzelti ile slispanse ederek kriyotlip igerisinde 2 saat -20°C, 1 gece -80°C ve uzun siireli

olarak -156°C’ de saklayabilmek i¢in donduruldu.

3.4. NK-92 Hiicre Hattinin Akis Sitometride Analizi

1. Her bir akis sitometrisi tiiplerine 50 pl hiicre konuldu.

2. Bir tiipte sadece hiicre, diger tiiplere ise mix (CD56, CD16 ve CD3) ve CD107 a

antikorlar1 eklendi.

3. Antikorlar eklendikten sonra 30 dk karanlik ortamda antikorlarin ¢aligmasi i¢in

bekletildi.

4. 1850 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatant kismi atildi, pellet {izerine 500 pl hiicre yikama soliisyonu eklendi.
6. 1850 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

7. Stipernatant kismi atildi, pellet {izerine 300 pl hiicre yikama soliisyonu eklendi

ve akis sitometride Ol¢iim yapildi.

3.5. NK-92 Hatt: Kiiltiirii Besiyerinden Eksozomlarin izolasyonu

NK-92 hiicreleri, hiicre hattina bagl olarak 12-72 saat serumsuz ortamda inkiibe
edildikten sonra besiyeri 300xg'de 10 dakika, 2000xg'de 30 dakika seri santrifiijleme
yapilmasinin ardindan pellet uzaklastirildi ve hiicrenin siipernatanti fitreden gegirilerek
hiicre kalintilari, daha biiylik vezikiillerden ayirma islemi yapildi. Eksozom disindaki
diger molekiillerden tamamen ayirabilmek icin 10.000xg'de 70 dakika santrifiijleme
yaparak siipernatant ortamdan uzaklastirildi. Pelleti PBS ile homojenize edildi ve tekrar
10.000xg'de 70 dakika santrifiijjleme islemi yaparak yikama yapildi. Sonrasinda
siipernatantt ortamdan uzaklastirildi ve pellet kisminda eksozom yer almaktadir.
Eksozom varligina gére PBS ile sulandirarak tiip igerisindeki eksozom toplandi (Resim

3.2.) ve uzun siireli kullanim i¢in -80°C de muhafaza edildi.
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Resim 3.2. Ultra santrifiij cihazi ve izole edilen eksozomlarin tiip i¢erisinde goriiniimii

3.6. Eksozomlarin Karakterizasyon ve Boyutlarinin Tespiti

3.6.1 Eksozomlarin Nanodrop Spektrofotometre ile Tanimlanmasi
Izole edilen eksozomdan 100 ul alinir ve bir kuyucuga 50 ul PBS diger kuyucuga ise

50 pl eksozom eklenerek nanodrop cihazinda eksozomun protein analizi yapildi.

3.6.2. Zeta Potansiyel Olciimleri ve Partikiil Biiyiikliigii

Eksozomlarin partikiil boyutlarin1 ve zeta potansiyellerinin belirlenmesinde Malvern
NanoZS aparat1 kullanildi. PBS ile seyreltilen eksozomlar dl¢iim i¢in hazirlandi ve
kiivetlerine yerlestirildi. Olgiim kiivetlerinde cihazdaki gerekli gériilen diizeltmeler
sonrasinda partikiil biiyiikliikleri yapildi ve PS gibi hidrodinamik c¢ap (hydrodynamic
diameter) uyguland1. Olgiimlerin dogrulugu icin birden gok kez tekrarlanarak sonuglar

alinmustir.

3.7. K562 Hiicre Hatt1 Kiiltiirii

Calismada, K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hatti1 (ATCC) American Type Culture
Collection kullanildi. %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin- streptomisin
soliisyonu (100 U/ml penisilin, 100 lg/ml streptomisin), iceren RPMI kiiltiir ortaminda
37°C’de %5 CO:z igeren nemli atmosferde inkiibe edilerek kiiltiir edildi (Resim 3.3.).
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Resim 3.3. K562 hiicre hattinin mikroskop goriintiileri (x100)

3.8. Akciger Hiicre Hatlarmin Kiiltiirii

Calismada, A549 kanser hiicre hatti, HTB54 kanser ve Beas-2B saglikli hiicre hatti
(ATCC) American Type Culture Collection kullanildi. A549, HTB54 ve Beas-2B
hiicreleri %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin- streptomisin soliisyonu
(100U/ml penisilin, 100 lg/ml streptomisin), igeren RPMI kiiltiir ortaminda 37°C’de %5

CO; i¢eren nemli atmosferde inkiibe edilerek kiiltiir edildi (Resim 3.3.).

Resim 3.4. A) A549, B) HTB54 ve C) Beas-2B akciger hiicre hatlarinin mikroskop goriintiileri (x100)
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3.9. Hiicre Sayimi

Kiiltiiri yapilan hiicrelerin bir sonraki uygulamaya ge¢cmeden 6nce plaklara ekimi igin
her bir kuyucuga belirlenen oranlarda hiicreler ekildi. Bu oranlari belirleye bilmek igin
ise hiicreyi pasajladiktan hemen sonrasinda hiicreyi tekrar ekmeden hemen 6nce Tripan
Mavisi igeren boya ile Thoma Laminda (Iso Lab) hiicre miktar sayimi1 yapildi. Thoma
lam1 metodu; mikroskopta 0,1 mm? hacmi olan tabla ile sayim yapilip ve sonrasinda
toplam hiicre sayisin1 hesaplayabilmek i¢in formiil kullanarak numunenin 1 ml’sinde

bulunan hiicre sayisini belirleme esasina dayanmaktadir.

Sayim i¢in; santrifiij sonrasi siipernatant atilip, peletteki hiicrenin lizerine 1 ml besiyer
verildi ve homojenize edildi. Hiicre siispansiyonundan 10 pl ve 10 pl Tripan
Mavisinden alinarak homojenize edildi. Elde edilen karistmdan 10 pl alinarak Thoma
Lamina yiikleme yapildi. Sonrasinda ise 1sik mikroskobunda sayim gerceklestirildi.
Tripan mavisi ile boyanan hiicreler 6lii, boyanma gozlemlenmeyen hiicreler ise canlt
hiicreler olarak belirlendi. Sadece boyayr i¢ine almayan hiicreler canli olarak
belirlenerek sayimi yapildi. Thoma Lamindaki 16 karede sayildi ve hesaplama yapildi.
Yapilan hesaplama sonrasinda ekim yapilacak her bir kuyucuga hiicre miktar: belirlendi

(Resim 3.4.). 1 ml de ki hiicre konsantrasyonunu belirlemek i¢in;

Sayilan Hiicre Sayist x Dillisyon Katsayist x 10.000 = 1 ml de Hiicre Konsantrasyonu

formiilii kullanilmistir.

Resim 3.5. Thoma lamina 1/1 oraninda tripan mavisi ve siispanse hiicre verilerek hiicre sayimi igin
hazirlanmasi
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3.10. Hiicrelere Eksozom Uygulanmasi

K562 hiicre hatti 96’I1 kuyucuklara 1*100/ml her bir konsantrasyonda iki adet tekrar
olacak sekilde ekildi ve hiicreler kiimelenmeye baslayana kadar inkiibe edildi. Kiiltiirii
edilen K562 hiicre hatti, biri kontrol grubu (SF) ve diger gruplarda ise 4 farkh
konsantrasyon (1*25, 2*50, 3*100 ve 4*150) olacak sekilde hiicreler {izerine eksozom
verildi. 48 saat 37°C ve 5% CO: kosullarinda inkiibe edildi. A549, HTB54 ve Beas2B
hiicre hatlar ise ekim yapildig1 flasklar icerisinde %90 konfluens olunca, hiicreler ayri
ayrt 1*100/ml olacak sekilde 96’11 hiicre kuyucuklarina her bir konsantrasyondan iki
adet tekrar olacak sekilde ekildi ve %70 konfluens olana kadar inkiibe edildi.
Sonrasinda kiiltiirii edilen kanser ve saglikli hiicreleri biri kontrol grubu (SF) ve diger
gruplarda ise 4 farkli konsantrasyonlar da (1*25, 2*50, 3*100 ve 4*150) hiicreler
tizerine eksozom verildi ve 48 saat olacak sekilde 37°C ve 5% CO: kosullarinda inkiibe

edildi.

3.11. Sitotoksisite Testi

Suda ¢dziine bilen tetrazolyum tuzlari yani Wst’ler de MTT de oldugu gibi tetrazolyum
tuzlar ailesinin bir tiyesidir. Gilinlimiizde digerlerinde daha siklikla kullanilani ise (2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H tetrazolyum yapisina sahip Wst-
1’dir. Hiicrelerin canlilig1 ise WST-1 yontemi ile degerlendirilecektir. K562 hiicre hatti
haricindeki diger hiicre hatlarina 96’11 kuyucuktaki kiiltiir vasatiin medyumunu
ortamdan uzaklastirmadan 1 pg/ml igeren siispanse ¢oOzeltiyi ¢ozdiriip homojen bir
sekilde dagitilarak hiicrelerin {izerine 10’ar pl eklendi. Boyanin hiicre i¢ine alinabilmesi
icin 37°C’de ve %5 CO;'de 90-120 dk siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda ise
calkalayicida 1 dk boyunca ¢alkalayip homojen olarak dagilmasi saglanir. (Resim 3.5.)
Renkteki degisim kolorimetrik bir okuyucu olan spektrofotometre ile 460 nm’de
okutuldu. K562 hiicre hattina ise elde edilen eksozom verilip 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda mikroskop altinda thoma lami ile hiicre sayimi yapilarak sitotoksisitesi

belirlendi.
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Resim 3.6. A) A549- eksozom B) HTB54- eksozom C) Beas2B- eksozom WST-1 siispanse boyasi
eklenip inkiibasyona birakildiktan sonraki goriintiisii
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4.BULGULAR

4.1. NK-92 Hiicre Hattinin Akis Sitometri Analizi

Akis sitometri; hiicrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA igerigini ele alarak sitoplazmik
graniilersitesi bakimindan analiz edilmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda hedeflenen yap1
veya hiicreyi fliioresan 6zelligi tasiyan bir madde ile isaretli bir antikor ya da 6zel bir
boya kullanilarak Once isaretleyip sonrasinda akis sitometride degerlendirmeleri

yapilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 1. NK-92 hiicresinin akis sitometri analizleri

4.2. Eksozomlarin Boyut ve Karakterizasyonlarinin Belirlenmesi

4.2.1. Eksozomlarin Nanodrop Spektrofotometre ile Tanimlanmasi

Diisiik miktarlarda elde edilen niikleik asit ve proteinlerin miktarlart nanodrop
spektrofotometre Ol¢limii yapilarak, hiicreye verilecek olan eksozom konsantrasyonlari

hesaplamalarla belirlendi. Nanodrop da 0,93 mg/ml olarak 6l¢iim yapilmistir.
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4.2.2. Zeta Potansiyel Ol¢iimii ve Partikiil Biiyiikliigii

Serumsuz kiiltiir ortamindan elde edilen NK-92’nin eksozomlar1 boyut ve zeta
potansiyel 6l¢iimiiyle karakterize edildi. Eksozomlarin (Exo) boyutu 122.0 nm 6lgtildii
(Sekil 4.2.).

Hacme Gaére Boyut Dagilim Grafigi
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Sekil 4. 2. Eksozomlarin boyut biiytikliikleri grafigi

4.3. Hiicre Canlih@1 Analizleri

Dogal immiin hiicresi olan NK-92 hiicre hattindan elde edilen eksozomlarin A549,
HTBS54 akciger kanseri hiicre hatlar1 ve Beas2B akciger saglikli hiicre hatti1 {izerindeki
doza bagli olarak hiicre proliferasyonuna olan etkileri degerlendirebilmek i¢in WST-1
deneyi yapilmis ve Spektrofotometre 6l¢iim cihazinda absorbans degerleri bulunmustur.
A549, HTB54 akciger kanseri hiicre hatlar1 ve Beas2B akciger saglikli hiicre hatt1
tizerindeki doza bagl olarak hiicre proliferasyonuna olan etkileri degerlendirebilmek
icin Oncelikle K562 16semi hiicresine farkli konsantrasyonlarda eksozom verildi ve
hiicre canliligina bakildi. K562 hiicresine verilen eksozom konsantrasyonlar: litaratiire
bakilarak belirlenmis ve (SF, 1*25, 2*#50, 3*100 ve 4*150) uygulanan dozlar sonucunda
100 pg/ul ve 150 pg/ul de hiicre canliliginin %50 oraninda azaldigi belirlenmistir.
Boylece farkli konsantrasyonlarda ki eksozom, K562 hiicre hattt iizerinde
proliferasyonu baskilayict konsantrasyonu 100 pg/ul ve 150 pg/ul olarak belirlendi.
Hiicre proliferasyondaki ytikselisi 48. saat sonrasinda % lik {izerinden hiicre canlilig

orani ile verilmistir. Buna bagl olarak; 100 pg/ul ve 150 pg/ul yogunluktaki dozlarda,
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48. saat sonrasinda AS549 kanserli hiicre hattinda anlamli bir 6liim gozlenmez iken,
HTB54 kanser hiicre hattinda ve Beas2B saglikli hiicre hattinda ~%30 oranlarina sahip
Oli hiicre goriilmektedir. Doz miktar1 artisina gore her ii¢ hiicre grubunda da 6liim
oranlarinda farkliliklar gozlemlenmektedir. Belirlenen konsantrasyonlar sonrasinda
diger hiicre hatlarina eksozom verildikten sonra WST-1 deneyi yapilmistir. Bu
deneyden sonra absorbans 6l¢timlerden elde edilen hiicre proliferasyon grafigi Sekil 4.3,

Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’de verilmistir.

K562
400

*p=0.05 vs 0 pg'mi

300+ T

200+

100

L]
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_|
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0 25 50 100 150

Konsantrasyonlar (pg)

Sekil 4. 3. K562 hiicre hattinda eksozomun 48 saatlik hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri Veriler
ortalama + SD olarak hesaplanmistir. Tek yonlil varyans analiz (One-wayanalysis of variance, ANOVA)
ve Kruskal-Wallis testi uygulandi, anlamlilik goriildiigiinde gruplar aras1 karsilastirmalar Mann-Whitney
U testi uygulanarak belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde ‘prism 8’ istatistik programi kullanildi

(GraphPad Software, Inc, ABD).
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Sekil 4. 4. A549 hiicre hattinda eksozomun 48 saatlik hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri Veriler
ortalama + SD olarak hesaplanmistir. Tek yonlil varyans analiz (One-wayanalysis of variance, ANOVA)
ve Kruskal-Wallis testi uygulandi, anlamlilik goriildiigiinde gruplar aras1 karsilastirmalar Mann-Whitney
U testi uygulanarak belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde ‘prism 8’ istatistik programi kullanild

(GraphPad Software, Inc, ABD).
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Sekil 4. 5. HTB54 hiicre hattinda eksozomun 48 saatlik hiicre proliferasyonu fiizerine etkileri Veriler
ortalama + SD olarak hesaplanmistir. Tek yonlil varyans analiz (One-wayanalysis of variance, ANOVA)
ve Kruskal-Wallis testi uygulandi, anlamlilik goriildiigiinde gruplar arasi karsilastirmalar Mann-Whitney
U testi uygulanarak belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde ‘prism 8’ istatistik programi kullanildi

(GraphPad Software, Inc, ABD).
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Sekil 4. 6. Beas2B hiicre hattinda eksozomun 48 saatlik hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri Veriler
ortalama + SD olarak hesaplanmistir. Tek yonlil varyans analiz (One-wayanalysis of variance, ANOVA)
ve Kruskal-Wallis testi uygulandi, anlamlilik gériildiigiinde gruplar arasi karsilagtirmalar Mann-Whitney
U testi uygulanarak belirlenmistir. Istatistiksel analizlerde ‘prism 8’ istatistik programi kullanild:

(GraphPad Software, Inc, ABD).

Yapilan calismalar sonucunda, veriler normal dagilima sahip olma diizeylerine bakildi.
Elde edilen bulgular dogrultusunda tek yonlii varyans analiz (One-wayanalysis of
variance, ANOVA) ve Kruskal-Wallis testi uygulandiktan sonra anlamlilik goriilen
gruplar arasi karsilastirmalar Mann-Whitney U testi uygulanarak belirlenmistir. Her test
grubu ve uygun olarak kabul edilen kontrol gruplari arasinda karsilastirilma yapildi.
Yapilan karsilastirmalar sonrasinda, 0.05’ten daha kiiciik P degerleri anlamli olarak
kabul edildi ve isaretlemeyle belirtildi. Istatistiksel analizlerde ‘prism 8’ istatistik

programi kullanildi (GraphPad Software, Inc, ABD).
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5. TARTISMA ve SONUC

NK hiicreleri, viriis ve tiimdr hiicrelerine tepkisel olarak konak hiicreyi saldirilara karsi
koymasinda rol oynayan hiicrelerdir. NK hiicreleri, mikroorganizmalarla &nceden
karsilagsma ihtiyact olmadan yanit olusturabileceginden dogal immiin sistem hiicreleri
arasinda yer almaktadir. Buda, NK hiicrelerinin hafizasi oldugunun bir gostergesidir.
Daha da 6nemlisi, NK hiicrelerinin aktivitelerini diizenleyen bir¢ok hiicre yiizeyi aktive
edici ve inhibe edici reseptorler icermesidir (20). NK hiicreleri, CD3 CDI16* CD56"
olarak tanimlanmaktadir. Calismalarda genellikle periferik kandan izole edilen NK
hiicre alt gruplar tercih edilmistir ve bu alt gruplar CD56*#" ve CD56%™ varlig1 veya
yokluguna gore olusturulmustur. CD56%™ dogal sitotoksisitede gorev alirken CD56°eht
ise sitokin iiretebilme gorevini almaktadir (21). Insan NK hiicreleri akcigerler, rahim,
lenf diigiimii gibi bir ¢ok dokulardan ve 6zellikle yaygin olarak tercih edilen periferik
kandan izole edilebilir ve farkli bir¢cok tiimdrlerin tedavisinde kullanilan NK hiicreleri

klinik ¢aligmalarda yaygin olarak tercih edilmektedir (23).

NK-92 hiicre hatti, 1992 yilinda Klingemann ve arkadaslari malign Hodgkin dis1
lenfomali 50 yasindaki bir erkekten izole ederek olusturmuslardir. Ayrica NK-92
hiicreleri CD3, CDI16 yoklugu, CD2 ve CD56 ile karakterize edilmektedir. NK-92
hiicrelerinin biiylimesi, gelismesi ve ¢ogalabilmesi rekombinant IL-2'nin ortamda
olmasina baghdir (27). NK-92 hiicrelerin de NK hiicrelerinde oldugu gibi CD16 yoktur
ancak bu hiicreler farkli bir¢ok kanser tiiriine karsi yiiksek oranlarda sitotoksisite

yetenegi gostermektedir.

Eksozomlar; hiicreler arasi iletisimde, sinyal iletiminde, immiinolojik yanitin
diizenlenmesinde ve genetik materyal transferinde etkin rol alan 30-100 nm boyutlara
sahip hiicre dis1 keseciklerdir. Eksozom, ¢ift katmanli lipit membrandan olusur ve
hiicresel organelleri bulunmaz, igeriginde salindiklar1 hiicrelerin proteinleri, DNA ve
RNA’lar1 da bulunur. Ayrica kendine 6zgii CD9, CD63, CD81 ve CD82 proteinleri ile
karakterize edilir (44). Eksozomlar; kan, tiikiiriik, plazma, idrar, beyin omurilik sivisi,
amniyotik sivi ve anne siitii vb. viicut sivilarindan elde edilebilir. Bunlar disinda
eksozomlar, mast hiicreleri, dendritik hiicreler, mezenkimal kok hiicreleri, timor

hiicreleri, NK hiicreleri, T hiicreleri ve B hiicreleri ve daha bir¢ok farkli hiicreler
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tarafindan salgilanabilir. Ayrica eksozomlar sadece hiicrelerin igeriginde bulunan

molekiilleri tasimazlar, biyobelirteg ve ila¢ tasimada da gorev alirlar (67).

Yapilan bir ¢calismada, Natural killer hiicrelerden izole edilen eksozomlarin tipik bir NK
hiicre belirteclerine ve igerigine sahip oldugu belirtilmis ve SKOV3, OV90 ve
COC1/DDP yumurtalik kanseri hiicrelerini doza bagl olarak oldiirebilme yeteneginin
oldugunu arastirmislardir. Ancak, ayni konsantrasyona sahip NK hiicresinden elde
edilen eksozomun saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi goriilmemistir, bu durum
kanser tedavisi olarak NK hiicresinden elde edilen eksozomun giivenirligini
gostermektedir (154). Byeong-Cheol Ahn ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada,
melanom ksenogreft yerlestirilen hayvan modellerini iizerinde arastirma yapmis ve NK-
92 hiicresinden elde edilen eksozomlar:1 intratiimdral enjeksiyon yontemi ile
uygulamiglardir.  Sonrasinda  floresans  yoOntemlerle  goriintiileme  yapmarak
Eksozomlarin islevselliginin tespitini saglamislardir. Calismanin sonuglarinda ise, NK-
92 eksozomunun, tiimoriin gelismesini engelleyebilecegini gdstermislerdir. Caligsmada,
NK hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin, melanom hiicreleri tizerinde sitotoksik

etkisinin goriildiigi belirlenmistir (155).

Bu tez calismasinda, NK-92 hiicre hattindan elde edilen eksozomlar tarafindan, hedef
hiicrelere iletilen proteinler ve niikleik asitler, biyolojik tepkilerini etkili bir sekilde
degistirebilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Eksozomlarin bu 6zelligiyle NK
hiicreleri, kanserli hiicre hatlarina karsi gostermis oldugu sitotoksisite yeteneginin
dahada 6nemli bir etken olmasini saglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, kanserli ve

saglikl hiicre gruplarina eksozom vererek hiicreler iizerindeki etkileri arastirilmistir.

Ho Yong Kim ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, NK hiicresinden elde edilen
eksozomun primer karaciger kanseri olan hepatoseliiler karsinomun hem in vitro hem
de in vivo anti-timor aktivitesini arttirmada 6nemli rol {istlendigini incelemislerdir. NK
hiicresinden elde edilen eksozomun, TEM de goriintiilleme yaparak tespiti saglanmistir.
NK hiicrelerinden elde edilen eksozomlar, HepG2 insan karaciger hiicre hatt1 ve Huh7
karaciger tiimor hepatosit tlirevli karsinom hiicre hatti1 hiicre hatlaryla
karsilagtirildiginda Hep3B karaciger hiicre hatti hiicrelerinde maksimum hiicre
canliligim, sitotoksisiteyi ve apoptozu 10 saat igerisinde indiikledigini tespit etmislerdir.
NK hiicrelerinden elde edilen eksozomlar, normal karaciger THLE-2 hiicrelerinde

sitotoksisite ve apoptoz gostermedigini belirtmislerdir. Boylece yapmis olduklar
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calismanin NK hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin primer karaciger kanseri olan
hepatoseliiler karsinomun hiicre hatlarinda immiinoterapdtik olarak 6nemli bir yere

sahip olabilecegini bildirmislerdir (156).

Galit Granot ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada ise NK hiicrelerinden tiiretilen
eksozomun 16semi hiicre hatlarina ile hasta 6rneklerine karsi zaman kavrami ve doza
baglh bir sekilde degisiklik gosterdigini ve bu degisikliklerin giiclii sitotoksik aktivite
gostermis oldugunu arastirmislardir. HL-60 insan I6semi hiicre hatt1 verilerini
incelerken, 4 saat boyunca NK tiirevli eksozoma maruz kalan hiicrelerde artan apoptotik
yanit gormiisler, fakat bu hiicreler daha uzun siirelerde NK tiirevli eksozoma maruz

birakildiginda ise apoptoz diizenlerinde azalma gézlemlemislerdir (157).

Yapilan baska bir ¢alismada, tiimor ve stromal hiicrelerin, EMT (epitelyal mezenkimal
gecis) ile iliskili yollarin diizenlenmesinde eksozom aracili protein ve miRNA tagimasi
ile kanser hiicrelerinin istilasin1 diizenleyebilecegini diistiniilmektedir. Bu caligsmada,
A549 akciger kanseri hiicre hattinda eksozomal miRNA ve protein miktarlarinin TGF-
vasitastyla epitelyalden mezenkimal duruma transferini incelemislerdir. Salinan
eksozom proteini ve miRNA diizeylerinin, bu bilesenlerin tiiretildigi hiicrelerin

ozelligini ve fenotipini gosterdigini gdzlemlemislerdir (158).

Bu tez c¢alismasinda; eksozomlarin kanser hiicrelerinde etkin rol oynadigi, salindigi
hiicrelerin 6zelligini tasidigi, sadece hedef hiicreyi yonelik etkin rol istlendigi
bilinmektedir. Ayrica kemoterapi ilaglart gibi zararli bir etkiye sahip degildir. Bu
nedenle NK hiicrelerinden salinarak elde edilen eksozom kanserli hiicreleri inhibe

etmesi hedeflenmistir (147).

Ciang Fu ve arkadaslarmin yapis olduklar1 calismada, NK-92 veya NK92-hIL-15
hiicrelerinden elde edilen eksozomlar, normoksik veya hipoksik kosullarim
bulunduruldugu kiiltiir ortamindan izole etmislerdir. NK-92 ve hipoksik NK92’den elde
edilen eksozomlar, TEM, nanopartikiil 6l¢iimii ve western blot ile karakterize edildi.
Sonrasinda ise sitotoksisiteyi belirleyebilmek icin, akis sitometrisi ve western blot
yontemlerini kullanmiglardir. Yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda, 48 saatlik hipoksik
kosullar sonrasinda NK-92 hiicresinden elde edilen eksozomlar, 6nemli Ol¢iide artan
sitotoksisite etkilerinin oldugunu belirtmislerdir. Hipoksi kosullar altindaki NK-92
hiicrelerinden elde edilen eksozomlar ve NKO92-hIL-15 hiicrelerinden elde edilen

eksozomlar, normoksi kosullar altinda NK-92 hiicrelerinden elde edilen eksozomlar
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muadilleriyle karsilagtirmiglardir ve NK hiicrelerinin fonksiyonel proteinlerinden

ozellikle FasL, perforin ve granzim B ekspresyonlarinin arttigin1 géstermislerdir (159).

2020 yilinda yapilan Diinya Saglik Orgiitiiniin kanser iizerine yapmis oldugu calisma
verileri incelendiginde Diinya genelinde akciger kanseri hastalarinin orani oldukga
artmis olup bu nedenle dliimlerde olduke¢a yiiksektir ve sigara icen toplumlarda paralel
bir sekilde yiikselis olup akciger kanseri de oldukca yaygin olarak goriilmektedir.
Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve immiino terapi gibi bir¢ok tedavi yontemi vardir.
Bu tiir tedavi yontemlerinin oldukg¢a zararl etkileri de bulunmaktadir. Bu zararlh etkileri
en aza indirilmesi i¢in yapilan bir ¢ok arastirma mevcuttur (160). Yapilan caligsmalarda,
eksozomlarin akciger kanser hiicrelerinde timor gelisimini tetikledigi ve tiimér mikro
cevresine aracilik edebilecegini analiz edilmistir. Ornegin; melanom kaynakli
eksozomlarin akciger endotelyal gecirgenligini arttirabilecegini ve farelerde ise akciger
metastazlarin1 arttirabilecegini  gostermislerdir (160). Xiao ve arkadaslart DDP
(sitagliptinin plazma inhibitorii) maruziyeti esnasinda A549 akciger kanseri hiicrelerinin
DDP'ye kars1 direncin etkileyebildigini 6n gormiislerdir. Ayrintili mekanizmalar1 heniiz
belirlenememis olsa da eksozom olusumu ve saliminin inhibisyonunun, akciger
kanserinin 1ileride tedavisi i¢in yeni ve 1ilgi ¢ekici bir strateji sunabilecegini

savunmuslardir (161).

Bu calismada, NK-92 hiicreleri kiiltiire edilmistir ve NK-92’lerin ¢ogaltma islemine
eksozom izolasyonu i¢in gerekli seviyede besiyer elde edene kadar devam edilmistir.
NK-92 hiicreleri, eksozomu alinmadan once akis spektrofotometrik analizi ile tespiti
saglanmistir. NK-92°den eksozomlar, seri santrifiijleme ve sonrasinda ise ultra
santrifiijleme yapilarak izole edilmis ve salinan eksozomlarin zeta potansiyel ve
nanodrop spektrofotometre ile Olgiimii yapilarak boyut ve karakterizasyon analizi
yapilmgtir. Olgiim sonrasinda eksozom diger hiicre hatlarma verilmeden dnce K562
hiicrelerine verilip sonrasin da diger hiicrelere uygun olan konsantrasyonlar belirlenerek

eksozoma maruz birakilmistir.

K562, insan kronik miyeloid 16semi bir hiicre hattidir. NK ve K562 hiicreleri miyeloid
hiicrelerden koken almaktadir. K562 hiicre hatlar1 hassas bir hedef hiicre olarak
kullanilir ve in vitro NK hiicre fonksiyonunu degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (68). Ayrica yapilan bir ¢alismada K562 hiicresinden elde edilen

eksozomal miR-711'in BM-MSC'lere (kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicre)
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transfer oldugunu ve CDA44 ekspresyonunu diisiirerek BM-MSC yapigma 6zelligini
baskiladigini gosterilmistir. Buda, CML (kronik miyeloid 16semi) hiicrelerinin BM
(kemik iligi) mikro ortamimi etki altinda birakip farklilastirabildigini, bdylece kendi
gelisimleri icin uygun ortam1 olusturabildigi gostermistir. Fakat bu arastirma
dogrultusunda eksozomun igerigi ile ilgili cevaplanmasi gereken daha karmagik
yapilarin oldugu disiintilmektedir. Arastirmada, K562'den tiiretilmis eksozomlarda
ylksek diizeyde eksprese edilen miRNA'lardan sadece birini hedef olarak almiglardir
(162).

Qi LI ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada; NK hiicrelerinin tiimor hiicrelerinden
elde edilen eksozomlar1 hiicre i¢ine nasil aldigr ve NK hiicrelerinde diger hiicrelerden
tiretilen eksozomlar1 hiicre i¢ine alim yapip yapmadiklarini arastirmislardir. Yapmis
olduklar ¢caligmada floresan etiketli boya kullanarak, NK hiicrelerinin diger hiicrelerden
elde edilen eksozomlar araciligiyla alim verimliligi analizi yapmislardir. Elde etikleri
sonuglara gore, NK hiicrelerinin kendisinden tiiretilen eksozomlar1 kolayca alabildigi ve
K562 ile Jurkat hiicrelerinin eksozomlar1 {izerindeki alim orani, HepG2, HeLa ve MCF7
gibi hiicrelerden elde edilen eksozomlari alim oranlarindan O6nemli Olgiide fark
gosterdigini gozlemlemislerdir. Yapmis olduklari bu calisma dogrultusunda, benzer
yapilara ve benzer koken aldiklart hiicrelere gore salgiladiklarr eksozomlarin hedefteki
hiicrelerde de bu benzer o6zelliklerden kaynakli olarak anlamli farkliliklar

olusturabilecegini 6n gérmiislerdir (163).

Bu caligmada, NK-92 hiicrelerinden tiiretilmis eksozom, NK hiicre belirteclerine ve
igerigine sahiptir ve K562 16semi hiicrelerine NK-92 hiicrelerinden elde edilen
eksozomlarin verilmesiyle birlikte doza bagli bir sekilde oOldiirebilme yeteneginin
oldugu canli hiicrelerin sayimi ile belirlenmistir. Yapilan uygulamalar sonucunda 100
pg/ul ve 150 pg/ul deki konsantrasyonlarin etkin dldiirme dozlari olarak belirlenmis ve
bu verilerden yola ¢ikarak ayni konsantrasyonlara sahip NK-92 hiicrelerinden tiiretilmis
eksozomlart A549 ve HTB-54 akciger kanseri hiicre hatlarina ve Beas-2B akciger
sagliklim hiicre hattina verilmistir. 48 saat siiren inkiibasyon siiresi sonrasinda WST-1
yontemi ile sitotoksisite testi yapilmistir. Sonrasinda her dort grup hiicre hattinda
hiicrelerin canlilik oranlar1 tek yonlii varyans analiz (One-wayanalysis of variance,
ANOVA) ve Kruskal-Wallis testi uygulanarak belirlenmistir. Anlamlilik goriildiigiinde
gruplar arasi karsilagtirmalar Mann-Whitney U testi uygulanarak belirlenmis ve her test

grubu ve uygun olarak kabul edilen kontrol gruplari arasinda karsilagtirilma yapilmustir.
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0.05’ten daha kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul edilmistir ve istatistiksel
analizlerde ‘prism 8’ istatistik programi kullanilmistir (GraphPad Software, Inc, ABD).
A549 hiicre hattinda 25 pg/ul, 50 pg/ul ve 150 pg/ul konsantrasyonlarinda 100 pg/pl
konsantrasyonuna gore artis gdzlemlenirken, SF yani FBS icermeyen besiyer deki
kontrol grubunda ise eksozomdan kaynakli olamayan hiicrelerin oliimii goriilmistiir.
HTB-54 hiicre hattinda 50 pg/ul, 100 pg/ul ve 150 pg/ul konsntrasyonlarinda ise ~%30
oranlarina sahip hiicre kaybi goriilmiistiir. Beas2B kontrol hiicre hattina belirlenen
konsantrasyonlardaki eksozoma maruz birakilmasindan 48 saat sonrasinda ise 25 pg/ul,
50 pg/ul ve 100 pg/pl ve 150 pg/ul konsantrasyonlarinda yapilan analizler sonucunda
~%30 oranlarinda sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir. Kontrol grubundaki azalma ve
A549 hiicresindeki artmaya gore tedaviye yonelik olarak anlamli bir sonug¢ elde
edilemedigi ve hiicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda NK kaynakli eksozomun

etkin rol oynadigim gostermektedir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde eksozomlarin farkli hiicresel tedavilerde etkin
rol oynadigi ve bunun disinda daha birgok islevselligi oldugu giincel arastirmalarda
goriilmektedir. Eksozomun hedef hiicre disindaki diger hiicrelere zarar vermemesinden
kaynakli olarak da yeni tedaviler i¢in onciil bir tedavi yontemi olabilecegini umut

etmekteyiz.
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