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OZET

DNA metilasyonu, epigenetik gen diizenlenmesinin temel mekanizmalarindan biri olup
en iyi bilinen epigenetik modifikasyondur. Bu epigenetik modifikasyon, DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) tarafindan katalize edilir ve islevlerine gore iki gruba
ayrilir: siirdirme DNMT (DNMT1) ve de novo DNMT'ler (DNMT 3A ve DNMT3B).
DNA metilasyon aberasyonlari, prostat kanserinde siklikla goriilmekte ve bu durum
DNMT enzim ifadelenmesinin artmasiyla iliskilendirilmistir. Eksozomlar, hiicre-hiicre
iletisiminde anahtar mekanizmalarindan biri olup sadece tiimor progresyonunda degil,
ayn1 zamanda alic1 hiicrelerde mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlamada
da 6nemli rol oynarlar. Bu bilgiler 1s1ginda, 6ncelikle DNA metiltransferaz enzimlerinin
prostat kanseri hiicrelerinden derive eksozomal kargo molekiilleri arasinda
transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde yer alip almadigin1 belirlemeyi, sonrasinda
eksozomal DNMT'lerin alict hiicrelerde DNMT ifadelenmesini nasil etkiledigini ve son
olarak da spesifik eksozom inhibitorlerinin DNMT'lerin ifadelenmesi tizerindeki etkisini
belirlemeyi amagladik.

Calismamizda DNMT genlerinin (DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) ifadelenmesi, gPCR
ile analiz edildi. Protein ekspresyonu, immiinblotlama yontemi ile belirlendi. Eksozomlar
ise ‘exosome isolation reagent’ kullanilarak izole edildi.

Bu ¢alisma ile ilk kez, prostat kanseri-derive eksozomlarda DNMT mRNA'larinin
(DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) eksozomal kargo molekiilleri arasinda yer aldigini
gosterdik. Sonrasinda, konsantrasyon ve zamana bagl olarak PC3 hiicrelerinden derive
eksozomlarla muamele edilen PC3 hiicrelerinde DNMT mRNA seviyelerinde, 6zellikle
de DNMT3A'da artis gozlemledik. Son olarak, dozdan bagimsiz bir sekilde, spesifik
eksozom inhibitéri GW4869'un, transkripsiyonel diizeyde eksozom iceren PC3
hiicrelerinde DNMT'lerin ifadelenmesini azalttigin1 belirledik. Bununla birlikte,
GW4869'un hem eksozom igeren hem de eksozom icermeyen PC3 hiicrelerinde DNMT
mRNA'lariin ifadelenmesini 6nemli 6l¢iide azalttigini gozlemledik.

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular, DNMT mRNA'lar1 i¢eren prostat kanseri-derive
eksozomlarin alici hiicrelerde DNA metilasyonunun yeniden programlanmasina katkida
bulunabilecegini gosterdi. Biz de bu bulgulara dayanarak eksozom inhibitorlerinin yeni
DNMT inhibitdrleri olarak kullanilabilecegini dnermekteyiz. Sonuglarimizi desteklemek
icin bu konu ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: DNA metilasyonu, DNMT, Eksozom, GW4869, Prostat kanseri
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ABSTRACT

DNA methylation is one of the main mechanisms of epigenetic gene regulation and the
most well-known epigenetic marks. This epigenetic modification is catalyzed by DNA
methyltransferases (DNMTSs) and are divided into two groups based on their functions;
maintenance DNMT (DNMT1) and de novo DNMTs (DNMT 3A and DNMT3B).
Aberration of DNA methylation occurs frequently in prostate cancer and has been
associated with increased DNMT enzyme expression. Exosomes are one of the key
mechanisms in cell-cell communication and play an important role in not only tumor
progression but also non-mutational epigenetic reprogramming in recipient cells. In the
light of this information, we aimed to determine, firstly whether DNA methyltransferase
enzymes are among the exosomal cargo molecules derived from prostate cancer cells at
transcripsional and translational levels, secondly how exosomal DNMTs affect the
expression of DNMTs in recipient cells, and finally the effect of spesific exosome
inhibitors on the expression of DNMTSs.

The expression of DNMTs (DNMT1, DNMT3A and DNMT3B) were analyzed by gPCR
in exosome, recipient cells with/without treatment with an exosome inhibitor
(GW4869).Protein expression was determined by immunoblotting. Exosome was isolated
using exosome isolation reagent.

For the first time, we show that DNMT mRNAs (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B) were
involved among exosomal cargo molecules in prostate cancer-derive exosomes.
Thereafter, we observed an increase in DNMT mRNA levels, especially DNMT3A, in PC3
cells treated with exosomes derived from PC3 cells depending on concentration and time.
Finally, we determined that in a dose-independent manner, the specific exosome inhibitor
GW4869 decreased the expression of DNMTSs in PC3 cells containing exosomes at the
transcriptional level. However, we observed that GW4869 significantly diminished the
expression of DNMT mRNAs in both PC3 cells containing exosomes and non exosome.
Our findings showed that prostate cancer derive exosome containing DNMT mRNAs may
contribute to the reprogramming of DNA methylation in the recipient cells and we also
suggest that exosome inhibitors can be used as new DNMT inhibitors. Further studies
are needed to support our results.

Keywords: DNA methylation, DNMT, Exosome, GW4869, Prostate cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Kanserin temel oOzelliklerinden biri mutasyonel olmayan epigenetik yeniden
programlamadir. Kanser hiicrelerinde en sik rastlanan ve en ¢ok calisilan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonudur. Kanser hiicrelerinde DNA metilasyon profillerinin
kanser gelisimde, progresyonunda, tedaviye yanittaki rolii iyi bilinmektedir. Bununla
birlikte kanser hiicrelerinde bu epigenetik modifikasyon nasil tetikleniyor ve bir hiicreden
diger hiicrelere nasil gec¢is yaptig1 konusu heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Genetik mutasyonlardan farkli olarak DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmlarin
geri doniistimlii olmasi kanser ¢aligsmalarinda bu konuyu daha cazip hale getirmektedir.
Hiicreler arasi haberlesmenin onemli elemanlarindan biri olan eksozomlarin alict
hiicrenin epigenetik yeniden programlanmasinda roliinii belirlemeye yonelik ¢alismalar
katlanarak artmaktadir. Son yillarda iki farkli kanser tipinden salinan ekzosomlar
icerisinde DNA metilasyonundan sorumlu olan DNA metiltransferaz enzimlerinin
transkriptilerinde ekzosomal kargo molekiilleri arasinda yer aldig1 gosterilmistir. Bununla
birlikte, ekzosomal kargo icerigi kanserin tipine ve derecesine gore farklilik
gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda ilk olarak prostat kanseri derive
eksozomlar igerisinde DNMT mRNA ’larinin kargo molekiillerinden biri olup olmadigini,
ikinci olarak, eksozomal DNMT lerin alic1 hiicredeki DNMT ifadelenme diizeyini nasil
etkiledigini ve son olarak spesifik eksozom inhibitdrlerinin DNMT ifadelenmesi iizerine

etkisini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

Prostat kanseri (PCa), erkeklerde yiiksek 6liim oranina sahip en sik karsilagilan solid
malignitedir (Lorenc ve ark., 2020). Prostat kanseri, olduk¢a heterojen bir hastaliktir ve
siklikla kemige ve diger organlara metastaz yaparak mortaliteye neden olur (Saini, 2016).
Bir¢ok vakada, prostat kanserinin tedavisi, ge¢ teshis ve metastaz oran1 nedeniyle zordur

(Lorenc ve ark., 2020).

Prostat kanserinin gelisimi ve progresyonunda androjen hormonlar 6nemli rol oynar ve
tedavi i¢in androjen inhibitorleri kullanilir. Ancak prostat kanseri hastalarinin biiyiik bir
kismi1 androjen tedavisine direng gdsterir ve bir siire sonra metastatik kastrasyona direngli
hale gelir (Diilgar ve ark., 2018 ; Lorenc ve ark., 2020). Ozellikle kastrasyon direncli
olan prostat kanseri hastalari, hastaligin ileri sathalarinda radyoterapiye ve
kemoterapotiklere direng gelistirir. Bu nedenle, prostat kanseri hastalarinin etkili tedavi
slireci, metastatik kastrasyona direngli prostat kanserinde bireysel tedaviyi destekleyen

belirleyici biyobelirteclere ihtiya¢ duyar (Lorenc ve ark., 2020).

Serumdaki prostat spesifik antijen (PSA) seviyeleri, 20 yil1 agkin siiredir prostat kanseri
biyobelirteci olarak kullanilmaktadir (Saini, 2016). PSA veya kallikrein-3 (KLK3), KLK3
geninden tarafindan kodlanan ve prostat bezinde yiiksek diizeyde ifadelenen bir
glikoproteindir (Filella ve Foj, 2016). Kallikrein iligkili serin proteaz olan PSA, prostat
bezinin epitel hiicrelerinin salgi triiniidir. Saglikli erkeklerin serumunda az miktarda
bulunmasina ragmen normal prostat yapisinin bozulmasi sonucunda kana salinir ve
prostat kanseri veya diger prostat hastaliklarinda diizeyi yiikselir. Bununla birlikte, PSA
prostat kanserine spesifik bir indikator degildir (Shephard ve ark., 2017). Disiik
Ozgiinliige sahip olmasina ragmen prostat kanserinin tanisinin yani sira prostatit veya iyi
huylu prostat hiperplazisinin (BPH) saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Filella ve Foj, 2016). Gleason skorlamasi ile gerceklestirilen histopatolojik
derecelendirme de prostat kanserinin 6nemli bir prognostik gostergesi olarak kullanilir.
Gleason skoru gili¢lii bir prognostik gdsterge olmasina ragmen, benzer histolojik
paternlere sahip tiimorler farkli klinik sonuglara sahip olabileceginden hastaligin
agresiflik derecesini dogru bir sekilde tahmin edemez. Bu nedenle, daha iyi tanisal ve

prognostik potansiyele sahip alternatif PCa biyobelirteclerinin gelistirilmesine ihtiyag
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vardir (Saini, 2016). Son yillarda, PCa hastalarini izlemek i¢in minimal invaziv
yontemler  olarak likit biyopsiler, dolasimdaki tiimor hiicreleri, eksozomlar ve
dolasimdaki niikleik asitler karsimiza ¢ikmaktadir (Lorenc ve ark., 2020). PCa’nin da
icerisinde yer aldig1 bir¢ok kanser tiirtinde kan ve idrardan elde edilen eksozomlar yeni

tanisal ve prognostik gostergeler olarak onerilmektedir (Filella ve Foj, 2016).
2.1. Ekstraseliiler Vezikiiller

Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler), prokaryotlar gibi organizmalardan yiiksek 0karyotlara
kadar degisen cok cesitli hiicrelerde fizyolojik ve patolojik sartlar altinda salgilanan
membranla cevrili heterojen vezikiillerdir. EV'lerin 6nemi, bilgiyi diger hiicrelere
aktarma iglevlerinden kaynaklanir, boylece alici hiicrenin fonksiyonu da etkilenir. EV’ler
ile iletilen benzersiz sinyaller, bir¢ok farkli habercinin uzak bolgelere es-zamanli olarak
ulagtirilmasmi saglar. 2006-2007 yillarinda, EV'lerin mikroRNA (miRNA)’da dahil
olmak tizere RNA icerdiginin kesfedilmesi sonucunda EV'ler, hiicreden hiicreye iletisim
araci olarak biiyiik bir ilgi kazanmistir. EV'ler, tiikiiriik, idrar, nazal ve bronsiyal lavaj
stvisi, amniyotik s1vi, anne siitii, plazma, serum ve seminal s1v1 gibi biyolojik sivilardan
izole edilebilir. EV’ler igerisinde hiicre iskeleti proteinleri, sitozolik proteinler, 1s1 sok
proteinleri, plazma membran proteinleri ve vezikiil trafikte rol oynayan proteinler bol
miktarda bulunur. Yapilan ¢alismalar, EV'lerin i¢eriklerinin, boyutlarinin ve membran
kompozisyonlarinin oldukg¢a heterojen ve dinamik oldugunu, ayrica hiicresel kaynaga ve
cevresel kosullara bagli olarak degistigini gostermektedir (Yanez-Mo6 ve ark., 2015 ;
Catalano ve O’Driscoll, 2019).

EV’ler, biyogenez siirecleri basta olmak iizere boyutlar1 ve hiicresel kdkenlerine gore;
mikrovezikiiller, eksozomlar ve apoptotik cisimcikler olarak siniflandirilirlar (Catalano

ve O’Driscoll, 2019 ; Zhang ve ark., 2019) (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Ekstraseliiler vezikiiller. Ekstraseliiler vezikiiller genel olarak {i¢ smifa ayrilir: a) Plazma
membraninin disa dogru tomurcuklanmasi sonucu olusan mikrovezikiiller/ mikropartikiiller/ ektozomlar;
b) Endozomal ag iginde olusan ve plazma membranindan multivezikiiler cisimciklerin fiizyonu {izerine
salian eksozomlar ve ¢) apoptoz gegiren hiicrelerden salinan apoptotik cisimcikler. EE, erken endozom;
MVB, multivezikiiler cisimcik; ILV, intraliiminal vezikiiller; N, niikleus (Yafnez-Mo¢ ve ark., 2015).

Mikrovezikiiller (MV), genellikle plazma zarinin tomurcuklanmasiyla olusan, ¢ap1 0.1-1
um (100-1000 nm) olan, heterojen ve membranla gevrili vezikiillerdir (Lemoinne ve ark.,
2014; Tricarico ve ark., 2017). MV'ler degisken sekil ve hacimli olarak trombositler,
endotel hiicreler (EC'ler) ve kirmizi kan hiicrelerinin iiriinleri olarak karakterize edilir
(Zhang ve ark., 2019). Literatiirde, mikrovezikiiller ayni zamanda ektozomlar,
onkozomlar ve mikropartikiiller olarak da adlandirilmaktadir. Son yillarda aragtirmacilar,
mikrovezikiillerin, ekstraseliiler ortamin degistirilmesinde, hiicreler arasi sinyalizasyonda
ve hiicreden bagimsiz matriks proteolizi  yoluyla hiicre invazyonunun
gerceklestirilmesinde onemli rolleri oldugunu belirlemislerdir (Tricarico ve ark., 2017).
MV'ler ayrica igerdikleri lipit, sitosolik protein, RNA ve/veya miRNA’lar araciligiyla

hedef hiicrenin fonksiyonunu diizenler (Lemoinne ve ark., 2014 ).

Ekstraseliiler vezikiillerin bir diger iiyesi olan apoptotik cisimciklerin boyutu genellikle
diger membranla cevrili vezikiillere nazaran daha biiyiiktiir (500 nm — 2 um). Eksozomlar
ve mikrovezikiiller normal hiicresel siirecler sirasinda salgilanirken, apoptotik cisimcikler
yalnizca programlanmig hiicre 6liimii yani apoptoz sirasinda meydana gelir. Apoptoz,

4



hiicreler i¢in dnemli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptoz ¢ekirdekteki kromatinin
yogunlasmasi ile baslar ve daha sonra membranin tomurcuklanmasiyla apoptotik
cisimcikler veya apoptozomlar olarak adlandirilan membranla ¢evrili vezikiiller meydana

gelir. (Akers ve ark., 2013).

Eksozomlar, hiicreler tarafindan salgilanan ve tiim viicut sivilarinda bulunan, ¢aplar1 30-
150 nm olan kiiciik vezikiillerdir. Kendine 6zgii RNA ve protein kargolar1 tasiyan bu
vezikiiller, hiicreden hiicreye iletisim ve sinyalizasyon gibi bir¢ok biyolojik fonksiyona

sahiptir (Zeringer ve ark., 2015).
2.2. Eksozomlar

Chargaff ve West 1946'da insan plazmasinda yapmis olduklart ¢aligmalarinda trombosit
icermeyen plazmanin pihtilagsma 6zelligi gosterdigini kesfettiler. Ayrica caligmalarinda
yiiksek hizli santrifiijlemeden (31,000 xg) sonra plazmanin pihtilasma kabiliyetini
onemli 6l¢iide kaybettigini tespit ettiler. Bu calisma sonucunda, insan plazmasinin yiiksek
hizl santrifiijleme sirasinda kiiciik bir pelet halinde ¢oken bir pihtilagma bilesenine sahip
oldugu belirlendi (Chargaff ve West, 1946 ; Hargett ve Bauer, 2013). Yillar sonra Peter
Wolf, bu pihtilagsma baskilayicilarinin trombositlerden iiretilen 20-50 nm ¢apindaki
vezikiiller oldugunu kesfetti. 1983'te JBC (Harding ve ark., 1983) ve Cell (Pan ve
Johnstone,1983) adli farkli iki dergide ayni hafta i¢inde yaymlanan iki makale ile,
retikiilositlerde transferrin reseptdrlerinin, olgun retikiilositlerinden iiretilen ve hiicre dis1
ortama salgilanan yaklagik 50 nm ¢apindaki aktif vezikiillerle etkilesime girdigi belirlendi
(Wolf, 1967; Mashouri ve ark., 2019) . ‘Eksozom’ terimi birkag y1l sonra Rose Johnstone
tarafindan ilk kez kullanildi, ancak bu terim aslinda 1981'de ektoenzim aktivitesine sahip

hiicreler tarafindan salgilanan vezikiiller i¢cin Trams ve arkadaslar1 tarafindan kullanildi

(Trams ve ark.,1981 ; Harding ve ark., 2013).

Eksozomlarin igerigine bakildiginda lipidler, niikleik asitler (DNA, mRNA ve miRNA),
icinde ve ylizeyinde bulunan reseptorler, transkripsiyon faktorleri, enzimler, ekstraseliiler
matriks proteinleri gibi ¢esitli protein komplekslerinden olustugu goriilmektedir. Protein
analizleri eksozomlarin i¢erdigi bazi proteinlerin kdken aldiklar hiicre ve dokuya spesifik

oldugunu bazi proteinlerin ise tiim eksozomlar arasinda ortak oldugunu ortaya
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koymustur. Retikiilositlerin yiizeyindeki transferrin reseptorleri (TfR) ile birlikte B
lenfositleri ve dendritik hiicreler lizerinde sunulan hiicre adhezyon molekiilleri (CAM),
integrinler, tetraspaninler, MHC smif I, I gibi adhezyon molekiilleri, spesifik eksozom
proteinlerinin tipik 6rnekleri arasindadir. Diger taraftan Rab2, Rab7, flotilin ve anneksin
gibi fiizyon ve transfer proteinleri, Hsp70 ve Hsp90 gibi 1s1 sok proteinleri, aktin, miyozin,
tiibiilin iceren hiicre iskeleti proteinleri ve multivezikiiler cisimciklerin (MVB)
olusumuna aracilik eden ALIX gibi proteinler spesifik olmayan eksozom proteinleri
arasinda yer alir (Mashouri ve ark., 2019). Ayrica, kan, meni, idrar, tiikiiriik, anne siitii,
asit s1visi, amniyotik s1vi, beyin omurilik sivis1 ve safra dahil olmak {izere bir¢ok viicut

stvisinda eksozomlar bulunmaktadir (Zeringer ve ark., 2015).

Eksozomlarin lipit igerigi hiicreye 6zgiidiir ve korunur. Lipidler sadece eksozom seklini
korumada 6nemli bir role sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda eksozom biyogenezinde
ve alict hiicrelerde homeostazi diizenlemede de 6nemli rol oynar. MVB'lerin i¢ zarindaki
lizobisfosfatidik asit (LBPA) gibi lipitlerin yiiksek yogunlugu, intraliiminal vezikiillerin
(ILV) olusumuna ve dolayisiyla eksozomlarin olusumuna neden olur. ALIX proteini ile
LBPA etkilesimi, MVB membraninin i¢ce dogru tomurcuklanmasini neden olur.
Stingomiyelin, fosfatidilkolin ve BMP (Bis (monoagilglisero) fosfat), farkli tipteki
vezikiillerin siniflandirilmasinda yardime olan faktorler arasindadir. Farkli mikrovezikiil
tirleri benzer sfingomiyelin ve fosfatidilkolin igerigine sahipken, eksozomlarda ise
sfingomiyelin konsantrasyonu daha yiiksektir. BMP, eksozomlarin kdken aldiklari
endozomlara 6zgiidiir. Ayrica yapilan ¢calismalar, hedef hiicrelere aktarilan eksozomlarin,
alict hiicrelerin 6zellikle kolesterol ve sfingomiyelin kompozisyonunu degistirmek

suretiyle hiicre homeostazini etkiledigini gostermektedir (Mashouri ve ark., 2019).

Eksozomlarin bir diger kargo molekiilii, RNA (6zellikle miRNA ve mRNA)’lardir.
Icerdigi mRNA’larin bir kism1 hedef hiicreler tarafindan proteinlere gevrilebilir. Son
dizileme deneyleri, mRNA ve miRNA’larin yani sira eksozomlarin yiizlerce kodlamayan
RNA (snRNA, snoRNA, scaRNA, piRNA), tRNA ve rRNA dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
RNA igerdigi gostermektedir (Zeringer ve ark., 2015). Kargo biyomolekiillerinden
miRNA'lar, eksozomal hiicreler arasi iletisimdeki rolleri agisindan kapsamli bir sekilde

incelenmistir. Eksozomal miRNA'larin rolii, ateroskleroz, miyokard enfarktiis ve
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kanserin de dahil oldugu daha pek cok hastalikta belirlenmistir. Ayrica yapilan son
caligmalar ile, hiicreler arasi iletisimde Onemli etkiye sahip olan miyeloid kokenli
diizenleyici hiicrelerden elde edilen eksozomlarda mitokondriyal DNA'nin yani sira

mitokondri organelinin varligi da belirlenmistir (Hough ve ark.,2018; Jadli ve ark., 2020).

Hiicresel i¢e alim nedeniyle, eksozomlar araciliiyla alici hiicrenin bazal islevleri ve gen
ifadesi diizenlenir. Eksozomlar tiim viicut sivilarinda bulunabilirler. Bu nedenle hem
fizyolojik hem de patolojik sinyallerin tasiyicilari olarak islevlerini yerine getirmek igin
bu viicut sivilari sayesinde hedef hiicrelere ulasirlar. Eksozomlar, adezyon proteinleri ve
vektor ligandlan aracilifiyla alici hiicrelerle etkilesime girme konusunda olaganiistii
kapasiteye sahiptir. Hem in vitro hem de in vivo kosullar altinda, farkli tiirdeki
hiicrelerden ekstraseliiler ortama eksozom salinabilir. Salinan bu eksozomlarin islevleri
cesitlilik gostermekle birlikte esas olarak kdken aldiklari hiicre veya dokuya baglidir
(Faroogi ve ark., 2018). Ornegin, merkezi sinir sistemi tarafindan salinan eksozomlar,
hiicre i¢indeki atiklardan kurtulmay1 saglarken ayni zamanda sinir hiicreleri arasinda
iletisim araci olarak gorev yapar (Friihbeis ve ark.,2013). Bu yasamsal beyin islevlerine
aracilik etmenin yani sira, eksozomlar bir dizi néroinflamatuar durumun patogenezinde

de rol oynar (Gupta ve Pulliam,2014).
2.3. Eksozomlarin Biyogenezi ve Salgilanma Mekanizmalari

Eksozomlarin biyogenezi, ¢esitli sinyal yolaklariyla diizenlenen ¢ok asamali biyolojik bir
stirectir. Eksozom biyogenezi i¢in farkli mekanizmalar tanimlanmis olup endozomal
ayirma kompleksine (ESCRT) bagimli ve bagimsiz mekanizmalar olarak iki gruba

ayrilmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Eksozom biyogenezi ve salgilanma mekanizmalari. ESCRT, Endozomal ayirma kompleksi;
MVB, multivezikiiler cisimcik (Jadli ve ark., 2020).

Eksozomlarin biyogenezi, hiicre membranmin ice dogru tomurcuklanmasiyla erken
endozom olusumu ile baslar ve bunu erken endozomal membranin ikinci kez i¢ce dogru
tomurcuklanmas takip eder. Ikinci kez ige dogru tomurcuklanma, ge¢ endozomlarin yani
intraliiminal vezikiillerin (ILV) olusumuyla sonuglanir. Bu asamada, intraliiminal
vezikiilleri kapsayan ge¢ endozomlar, multivezikiiler cisimcikler (MVB) olarak
tanimlanir. Lizozomlarla birlesen MVB’ler ya lizozom igerisinde pargalanir ya da
eksozomlarin olusumu i¢in endositik yolag: takip eder. Bu asamada, plazma membran
yiizey proteinleri, endositik vezikiillerin i¢ membrani teskil eder. Son asamada, ekzositik
yolak aracililigiyla MVB'ler plazma membrani ile birlesir ve eksozomlar olarak
ekstraseliiler bosluga salinir. Eksozom biyogenezi cesitli endojen molekiillerden ve

mikrobiyal enfeksiyonlar gibi dis faktorlerden etkilenmektedir.



2.3.1. Endozomal Ayirma Kompleksi (ESCRT)-Bagimh Mekanizma

Endozomal Ayirma Kompleksi (ESCRT)-bagimli mekanizma, eksozom biyogenezi igin
Onerilmis en iyi mekanizmadir. ESCRT mekanizmasi, dort protein kompleksi (ESCRT-
0, -1, -1l ve —III) halinde diizenlenmis yaklasik otuz proteinin yan1 sira VPS4, VTA1 ve
ALIX gibi ESCRT iligkili proteinlerden olusur. Ubikuitin-etkilesimli domainleri
sayesinde ESCRT-0, eksozomal kargolarin kiimelenmesine ve transferine olanak saglar.
Bununla birlikte, diger ESCRT protein komplekslerinin (ESCRT-I,-11, -111) endozomal
membrana katilmasini saglar. ESCRT-I ve ESCRT-II kompleksi, endozomal membranin
tomurcuklanmasindan sorumludur. ESCRT-III aracili polimerik filament olusumu ve
vezikiil fiizyonu, intraliiminal vezikiillerin membran invajinasyonuna ve olusumuna
olanak saglar. VPS4 ATPaz gibi ESCRT iliskili proteinler, ESCRT protein kompleksinin
ayrilmasinda ve geri doniisiimiinde onemli bir rol oynar. Bir¢ok c¢alisma, eksozom
olusumu ve salinimi i¢cin ESCRT'ye baghi mekanizmay1 kanitlarla desteklemektedir.
Bununla birlikte, baz1 ¢alismalar ESCRT-bagimli mekanizma ile ¢elismektedir, bu
nedenle intraliiminal vezikiil olusumu ve eksozom salinimi i¢in ESCRT'den bagimsiz bir

mekanizma Onermektedirler.

ESCRT-bagimli MVB olusumu, lizozomal degradasyon ve eksozom biyogenezi i¢in
oldukca onemlidir. ESCRT protein komplekslerinin, mono-ubikitinlenmis proteinleri
hedefleyen lizozomal degradasyondaki fonksiyonlar1 ¢esitli calismalarla belirlenmis olsa
da, bu protein komplekslerinin eksozom biyogenezindeki rolii, son zamanlarda ¢esitli
hiicre kokenli eksozomlarda ESCRT bileseni olan TSG101 ve ALIX'in varligimm
dogrulayan proteomik ¢alismalarla gosterilmistir. ESCRT-0"1n bir bileseni olan hepatosit
biiylime faktorii-regiile edilmis tirozin kinaz substrati (HRS), mono-ubikitinlenmis kargo
proteinlerinin taninmasinda rol oynar ve ayrica STAMI1 (Sinyal doniistiiriicii adaptor
molekiil 1), klatrin ve Eps15 proteinleri ile bir kompleks olusturur. Bunu takiben HRS
proteini TSG101 ile etkilesimi sonucunda ESCRT-I kompleksi toplanir. Bunu ESCRT-I
aracilifiyla ESCRT-III kompleksinin olusumu takip eder (Jadli ve ark., 2020).

Eksozom biyogenezi i¢cin ESCRT-bagimli mekanizma iyi bir sekilde karakterize
edilmesine karsin MVB’ler icerine kargo molekiillerinin nasil secildigi halen

arastirilmaktadir (Gassart ve ark., 2004; Jadli ve ark., 2020).
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2.3.2. ESCRT-Bagimsiz Mekanizma

Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar sonucunda lipidleri, tetraspaninleri veya 1s1-sok
proteinlerini igeren ESCRT'den bagimsiz mekanizmalarin ILV olusumunda ve eksozom
biyogenezinde rol aldig1 gosterilmistir (Kowal ve ark., 2014). ESCRT'den bagimsiz
olusum, ilk olarak proteolipid proteinleri (PLP) iceren eksozomlar1 salgilayan
oligodendroglial hiicrelerde yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (Tschuschke ve ark.,
2020). Bu calismada, membran lipidi olan sfingomiyelinin, seramide hidrolizi i¢in
gereken notral sfingomiyelinaz (nSMase) enziminin eksozom inhibitérii GW4869 ile
inhibisyonu sonucunda oligodendroglial hiicre hattinda proteolipid protein (PLP) igeren
eksozom saliniminin azaldigi goriilmiistiir. Bu durum, PLP'min ILV'lere seramid-aracili
tasnifini ve dolayisiyla ESCRT'den bagimsiz eksozom olusumunu gdstermektedir
(Trajkovic ve ark., 2008 ; Jadli ve ark., 2020). Eksozomal proteinlerin (CD63, CD81 veya
TSG101) GW4869 muamelesi sonucunda saliniminin azaldigin1 gosteren benzer ¢ok
sayida in vitro ¢alismalar bulunmaktadir (Chairoungdua ve ark., 2010 ; Hoshino ve ark.,
2013). Bunun aksine, hiicre oliimiinii indiiklemeyen konsantrasyonda GW4869 ile
muamele primer hiicre hatlarinda eksozomlarin saliniminin artmasina neden olmaktadir.
Yiiksek GW4869 konsantrasyonu, ilaca-bagli hiicre 6liimii nedeniyle eksozom salinimini

engellemektedir.

CD63'iin, Epstein Barr viriisiinde kodlanan LMP1 (latent membran protein-1) proteininin
ILV'lere hedeflenmesinde ve eksozomlar igerisine salinmasinda gorev aldigi daha
onceden bilinmektedir ve bu durum gostermektedir ki ILV'lerin olusumunda ve

eksozomlarin salinmasinda CD63'e bagimli bir mekanizma rol oynar (Jadli ve ark., 2020).

ESCRT- bagimsiz mekanizmanin sadece MVB'lerin ve eksozomlarin olusumunda degil,
ayn1 zamanda eksozom igeriklerinin modifikasyonunda da etkili oldugu bulunmustur.
Si¢an pankreas adenokarsinom modelinde (As-Tspan8), tetraspanin Tspan8 ifadelenmesi,
eksozomlarda mRNA ve transmembran proteinlerinin (VCAM-1, o4 integrin)
iceriklerinin modifikasyonu ile sonug¢lanmaktadir (Nazarenko ve ark., 2010). Son
zamanlarda, CD81 proteinince zengin domainlerin, eksozomlara paketleme i¢in kargo
molekiillerinin se¢ciminde rol oynadigi goriilmiis ve bdylece kargolarin tasnifi ve
ILV'lerin olusumu i¢in ESCRT-bagimsiz bir mekanizma agiklanmigtir. CD81 nakavt
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farelerden elde edilen primer lenfoblast hiicrelerinde, eksozomlarda B-hiicre reseptor
MHC molekiillerinin ve ICAM-1 (hiicreler arasi adhezyon molekiilii-1) 'in tasnifinin
bozuldugunu ve eksozomlarda CDB81-iliskili Rac molekiiliiniin miktarinda azalma
oldugunu gostermistir. Bu c¢alisma sonucunda, tetraspaninlerle etkilesim halinde olan
molekiillerin eksozomlara yiiklenmesinde CD81’in 6nemli bir rol oynadigi ortaya

konmustur (Perez-Hernandez ve ark., 2013 ; Jadli ve ark., 2020).
2.3.3. Eksozomlarin Salgilanmasi ve Hiicrelere Alinma Sekilleri

Hiicre kdkeninin tiiriine bagli olarak, hiicrelerden eksozom salinim mekanizmalar1 genel
olarak konstitiitif veya indiiklenebilir olarak siniflandirilir. Eksozomlarin konstitiitif
salmim mekanizmasi; heterotrimerik G-proteini, protein kinaz D ve Rab GTPazlar
araciligiyla gerceklesir. Eksozomlarin indiiklenebilir salinimina ise, diisiik pH, DNA
hasari, trombin, ekstraseliller ATP, hiicre iginde artmis Ca*? miktari, hipoksi ve
lipopolisakkarit (LPS) uyarimi gibi ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik uyaricilar
araciligiyla gerceklesir (Jadli ve ark., 2020).

Eksozomlarin hiicrelerden salgilanmasi i¢in, MVB'lerin hiicre c¢eperine tasinmasi,
kenetlenmesi ve plazma membraniyla fiizyonu ile iligkili molekiiler bir mekanizma
gereklidir. Eksozomlarin salgilanma islemi, hiicre iskeleti molekiilleri (aktin ve
mikrotiibiiller), miyozinler ve kinesinler, Rab GTPazlar ile diizenlenirken fiizyon
mekanizmalar1 ise SNARE proteinlerine ve baglama faktorleri tarafindan diizenlenir. Rab
proteinleri, GTPaz aktivitesini kullanarak vezikiil tomurcuklanmasi ve membran fiizyonu
gibi hiicre i¢i vezikiiler trafiginin diizenlenmesinde rol oynar (Jadli ve ark., 2020). Rab
proteinlerine yonelik ¢ok sayidaki nakavt g¢alismalar1 Rab proteinlerinin vezikiillerin
flizyonu ve salgilanmasini takiben MVB'lerin plazma zarina kenetlenmesi i¢in gerekli
oldugunu gostermistir (Savina ve ark., 2002; Ostrowski ve ark., 2010; Abrami ve ark.,

2013; Jadli ve ark., 2020).

Eksozom saliniminin diizenlenmesi, biyolojik uyaricilara yanit olarak gesitli hiicresel
modellerde goézlenmistir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artig, insan

eritrolosemi hiicrelerinde eksozom saliniminda artisa yol agmis ve bu durum MVB'lerin
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fiizyonunda Rab ile birlikte kalsiyum diizeyinin de rol oynadigini gostermistir (Savina ve

ark.,2005).

MVB'lerin plazma membrani ile fiizyonu, ekstraseliiler ortamda eksozomlarin salinimi
icin 6nemli bir adimdir. MVB'lerin plazma membrani ile fiizyonunda yer alan molekiiler
mekanizma tam olarak anlasilamamis olsa da, membran flizyonunda SNARE'ler, Rab'lar,
Ras GTPazlar ve baglama faktorleri gibi proteinlerin rol oynadigi bilinmektedir. SNARE
proteinleri, vezikiillerin plazma membranm1 veya farkli organellerin membrani ile
flizyonunda rol oynar. Bununla birlikte, tek bir hiicre tipindeki farkli eksozom alt
popiilasyonlarinin salgilanmasi i¢in farkli SNARE proteinleri, MVB'lerin plazma
membran1 ile flizyonunu tesvik eder. Bu nedenle, spesifik SNARE proteininin

inhibisyonu, eksozomlarin yalnizla belirli alt popiilasyonunun salinimini etkileyebilir

(Jadli ve ark., 2020).

Eksozomlar ekstraseliiler ortama salindiktan sonra, alici hiicreler ile etkilesime girerler
ve bu etkilesim sonucunda eksozomlarin igerisinde bulunan protein, lipit ve niikleik asit
iceriklerinin hiicrelere aktarilmasi, eksozomlarin fizyolojik ve patolojik rollerini belirler.
Eksozomlarin alic1 hiicrelere alinma mekanizmasi kesin olarak bilinmese de bu konuyla
ilgili birkag mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalar; fagositoz, makropinositoz,
Klatrin-aracili endositoz (CME), caveolin-bagimli endositoz (CDE) ve plazma membran

fiizyonudur (Jadli ve ark., 2020).
2.4. Kanserde Eksozomlar

Eksozomlarin kanser ilerlemesindeki rolii muhtemelen dinamiktir ve kanser tipine,
genetige ve evreye Ozgiidiir (Kalluri ve LeBleu, 2020). Eksozom-aracili farkli kargo
molekiillerinin transferi kanser progresyonunu ve yayilimini hizlandirir. Tiimdr hiicreleri
arasindaki iletisimin artmasindan dolay1 eksozom saliniminda artig goriiliir ve bu durum
kanser hiicrelerinden komsu hiicrelere tiimor spesifik genlerin tasinmasina neden olur.
Bir ¢ok kanser tiiriinde, eksozomlar icerisinde timor spesifik transkriptler (RNA’lar) ve
mutant DNA tiirleri (p53, KRAS) yer almaktadir. Eksozomal biyomolekiillerin
fonksiyonlar1 alici hiicrede sadece anjiyogenez, histon modifikasyonlari, immun

aktivasyon/inhibisyon, hiicre biiylimesi, apoptozun regiilasyonu ve tedaviye direng ile
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sinirli degildir. Eksozomal kargo molekiilleri arasinda farkli miRNA tiirlerinin bollugu
da aym sekilde alic1 hiicrede tiimor gelisimi, progresyonu ve metastazinda onemli
fonksiyon gormektedir. Hatta eksozomal RNA’lar (miRNA ve mRNA), basit PCR temelli
metotlarla hastaligin tanisi i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir (Sharma ve ark.,
2016). Meme ve prostat kanserinden derive eksozomlar, miRNA kargolarini transfer
etmek suretiyle neoplaziyi indiiklerler (Kalluri ve LeBleu, 2020). Prostat kanserinden
koken alan eksozomlardaki miR-125b, miR-130, miR-155 ve ayrica HRas ve Kras
mRNA'lar1, neoplastik yeniden programlamaya ve adipoz kok hiicrelerin tiimor
olusumuna katilir (Abd Elmageed ve ark., 2014). Kanser hiicrelerinin plastisitesi, kismen
eksozomlara da atfedilebilir, metastatik meme kanseri hiicrelerinden gelen eksozomal
miR-200, epitelden mezenkimal gegise (EMT) ve ayrica zayif metastatik meme kanseri

hiicrelerinin metastazina katkida bulunur (Le ve ark., 2014).

Eksozomlar igerisindeki onkogenik proteinler, komsu dokulara tiimoriin yayilimina yol
acabilmektedir. Son zamanlarda, yeni protein, myoferlin, pankreas ve meme kanserinde
bulundugu tespit edilmis olup kanser hiicrelerinin salgiladigi eksozomlarin igeriginde
yaygin bulunan bir protein oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma, kanser progresyonu ve
metastazindaki myoferinin 6neminin yani sira eksozomlar igerisine niikleik asitlerin
paketlenmesi ve eksozomlarin biyogenezindeki 6nemine de vurgu yapmaktadir. Kanser
hiicrelerinde myoferin’in eksozomlarda, eksozomal protein yiikiiniin diizenlemesinde

onemli rol oynadigi ilk kez bu calisma ile gosterilmistir (Blomme ve ark., 2016).

Eksozomlar sayesinde glioblastoma hiicrelerinde fenotip doniisimiine neden olan
epidermal biliyiime faktor reseptoriiniin onkogenik formu EGFRv-III sikilikla ifadelenir,
bu sayede MAPK ve Akt icerin doniistiiriicii sinyal yolaklarinin aktivasyonun neden
oldugu onkogenik aktivite, eksozomlar sayesinde glioblastma hiicreleri arasinda transfer
edilir. Ayrica EGFRv-Il-bagimli genlerin (VEGF, BCI-x(L), p27) ifadelenmesinde de
degisimlere neden olur ve sonucta morfolojik degisikliklerle birlikte hiicrelerin kontak
bagimsiz biiyiime kapasitesi artar. Boylece  kanser hiicrelerinde membran
mikrovezikiilleri onkogenlerin horizontal gegisine katki saglayarak kanser hiicrelerinin

fenotipik degisimine dnemli katk: saglar (Al-Nedawi ve ark., 2008).
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Hiicresiz DNA fragmentleri, genellikle genetik kanser biyobelirtecleri olarak dikkati
¢cekmektedir. Fare beyin tiimor hiicrelerinden salinan eksozomlarin, tam uzunlukta H-ras,
onkogentik N-ras sekansi yani sira tiim genomu kapsayan kromatin-iliski ¢ift zincirli

DNA fragmentleri igerdigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2014).

Tiimor kiitlesi yalnizca heterojen bir kanser hiicre popiilasyonundan olusmaz, ayni
zamanda baslica ekstraseliiler matriks, kanser-iliskili fibroblastlar (CAF), inflamatuar
immun hiicreleri ve tiimor-iliskili damar sisteminin de olusturdugu tiimor mikro ¢evresini
de icerir. Tiimor progresyonu, kanser hiicrelerinin ¢evreleriyle etkilesimlerinden derinden
etkilenir ve bu cevre birincil timoriin yok edilip edilmedigini veya metastaz yapip
yapmadigimi belirler. PCa’da, hiicre iskeleti ile iliskili protein DIAPH3’in modiilasyonu
ile tiimdr mikro ortaminin kosullandirildigr gosterilmistir (Kim ve ark., 2014). Timor
mikro ortaminin ana hiicresel unsurlarindan biri stromal fibroblast hiicreleridir. Kanser
hiicreleri ve stromal hiicreler arasinda eksozom aracili horizontal gen transferi, kansere
elverisli inflamatuar ortamin korunmasina énemli katkida bulunur (Nabet ve ark., 2017).
Kanser hiicrelerinin, herpes viriis tarafindan eksozom-aracili metabolik  yeniden
programlama timor mikro c¢evresinin gelisimine neden olur. Viriis kodlu miRNA'min
kanser hiicrelerine transferi, aerobik glikolize dogru kaymaya yol acgar ve bu yolla
viriislerin genetik materyale transfer olmaksizin enfeksiydz olmayan transferi enfekte
olmus hiicrenin biiyiimesini tegvik ederek viriisiin uyum basarisini arttirir (Yogev ve ark.,
2017). Niikleik asitler, sinyal proteinleri ve metabolitler gibi farkli kanser hiicresinden
derive eksozomal kargo, stromal hiicreler lizerinde protiimorijenik etkiler yapabilir.
Ornegin, gdgiis kanseri eksozom derive miR-122, piruvat kinazi ve ardindan akcigerlerde
glukoz alimimi baskilayarak metastazi tesvik eder (Fong ve ark.,2015). Diger taraftan,
immiin baskilama, tiimor mikro ¢evrenin 6nemli bir 6zelligidir. Kanser hiicreleri, timor
birikiminin temizlenmesi i¢in bagisiklik sistemini inhibe etmek icin farkli stratejiler
gosterir. Son arastirmalar, eksozomlarin bu siiregte gii¢lii oyuncular oldugunu ortaya
koydu. Hipoksi tlimor-derive mikrovezikiiller, NK hiicrelerini bloke edebilir. Bu
vezikiiller igerisinde kargo molekiillerinden biri miR-23a’dir. Bu miRNA, normoksik
kanser hiicrelerinden salman vezikiilerde bulunmaz. Immun sistemi baskilanmis bir
mikro ¢evre i¢in hipoksi 6nemli bir 6zellik olarak vurgulanir. Hipoksik PCa eksozomlar,

PCa hiicrelerinde artmis invazyon, kokliiliik (stemness) ve mikro ¢evre degisikliklerinden
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sorumlu olabilir. Hipoksik kosullar altinda, PCa hiicrelerinden salgilanan eksozomlar,

tiimor mikro ¢evrede fibroblastlarin neoplastik gecisine neden olur (Ramteke ve ark.,

2015).

Eksozomlar, tiimdr biliylimesinde ve metastatik yayilmada kritik olan tiimdr mikro
cevresinin anjiyogenik ve ekstraseliiler matriks yeniden yapilandirilmasina katki
saglamaktadir (Kalluri ve LeBleu, 2020). Meme kanseri derive eksozomal miR-105,
endotelyal sik1 baglanma ZO-1 (zoniiler occludens 1) ifadelenmesini baskilar ve boylece
kan damarlarinin biitiinliiglinii bozulmasina ve damarlarin gecirgenliginin artmasina

neden olur (Zhou ve ark.,2014).

Anjiyogenez, hizli biiyiiyen solid tiimorlerin besin maddelerinin varligini diizenleyen
onemli bir siirectir. Endotelyal hiicrelerin (EC) eksozomal etkilesimi ve alimi, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorlerini (VEGF'ler) aktive edebilen tetraspanin 8 ve CD106 ve
49d gibi vezikiiler kargolarin dahil edilmesiyle anjiyogenezi indiikleyecektir. VEGF ler,
EC proliferasyonuna, hiicre gociine, yayillimina ve EC progenitorlerinin olgunlagmasina
neden olur (Rajagopal and Harikumar, 2018). Meme kanseri hiicrelerinde, eksozom
aracilt miR-210’in tiimoér mikro ortamindaki hiicrelere aktarildigini ve miR-210'un
anjiyogenezi tesvik etmek i¢cin Ephrin A3 ve PTP1B gibi vaskiiler yeniden modelleme ile
ilgili genlerin ifadelenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir. Bu sonuglar, hipoksik kanser
hiicrelerinden gelen miRNA'lar gibi hiicresel bilesenlerin, eksozomlar yoluyla tiimor
mikro ortaminda komsu kanser hiicrelerine yayildigini ve tiimor ilerlemesini etkiledigini

gostermektedir (Jung ve ark., 2017).

Metastaz, kanserli hiicrelerin tiimoriin birincil bolgesinden ikincil bolgeye esas olarak kan
akis1 yoluyla ayrilmasi ve basarili bir sekilde istila edilmesi stirecidir. Eksozomlarin,
metastatik hiicre invazyonundaki rolii, farkl bir perspektifte tohum ve toprak teorisi (seed
and soil theory) ile agiklanabilir. Birincil metastatik hiicreler, hiicre isgalinden dnce hedef
bolgeye onkojenik biyomolekiiller gonderir. Bu molekiillerde hedef organda bu
hiicrelerin basarili bir sekilde metastaz yapmasina yol acan bir pre-metastatik nis
olusumuna neden olur. Ornegin, CD97 nin eksozomal salmimi, kanser hiicrelerinde pre-
metastatik nis olusumunda kritik rol oynar (Rajagopal and Harikumar, 2018). Eksozomal
miR-21 ve -29a, toll-like repestorleri igin ligand olarak davranir ve pre-metastatik nis
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olusumunda inflamatuar yanit1 indiikleyebilir (Tadokoro ve ark., 2013). Pre-metastatik
nis olusumu, hematopoetik kemik iligi hiicrelerinde organotropik metastaza katkida
bulunmaktadir. Bu progenitorlerin, hedef bolgelerde VEGF-1 ifadelenmesini arttirdigini
ve kanser hiicrelerinin invazyonunu ve yerlesik fibroblast hiicrelerinde asir1 fibronektin
ifadelenmesini indiiklemeden once hiicresel kiimeler olustugu gdsterilmistir. Boylece
ikinci bolge, primer kanser hiicrelerinin kolayca invaze olabilmesi i¢in uygun hale gelir
(Fabbri ve ark., 2012). Integrinler, adhezyon, go¢, hiicre farklilasmasi, vb. ile ilgili
transmembran reseptorleridir. Bu proteinlerin  kanserin ge¢ asamalarinda artan
ifadelenmesi, metastazin bir gostergesi olarak kabul edilir. invaze integrin pozitif PCa
hiicreleri, bu transmembran reseptorlerini eksozomlarda paketleyebilir ve boylece
onlarda hiicre invazyonunu hizlandirabilir (Fedele ve ark., 2015). Kanser baglaminda,
over kanseri hiicrelerinden derive eksozomlardaki MMP (matiks metaloproteaz 1),
mezotelyumu zayiflatarak kanser hiicrelerinin peritoneal yayilimini tesvik eder (Yokoi ve

ark.,2017).

Metastatik ve metastatik olmayan hiicresel eksozomlarin karsilastirmali bir proteomik
analizi 6rnekler arasinda proteinlerin farkli diizeyde ifadelendigini gdstermistir. Murin
metastatik mesane hiicre hatlarinda, eksozomal membran yilizeyinde vimentin ve
hepatoma-derive biiylime faktorii , sitoplazmik liimeninde ise kazein kinaz II ve a-
anneksin benzeri molekiillerin bulundugu tespit edilmistir (Jeppesen ve ark., 2014).
Eksozomlar igerisine paketlenen MET onkogenleri, hiicresel transformasyonu, timor
hiicresi proliferasyonunu, hayatta kalmayi, hareketliligi, invasyon ve metastaz1 tesvik
etme potansiyeline sahiptir. Kanser hiicrelerinden salinan eksozomlarin proteomik
analizleri, eksozomal kargo molekiilleri arasinda integrin ve tetraspanin gibi hiicresel
hareketle iligkili sinyal molekiillerinin varligin1 ortaya koymustur (Rajagopal and

Harikumar, 2018).

miRNA'nin eksozomlarda tasnifine aracilik eden nSMase2, hipoksi tarafindan
indiiklenerek miR-210 gibi anjiogenik miRNA’larin salgilanmasina neden olarak tiimor
anjiyogenezini kolaylastirir ve bdylece metastazi tesvik eder (Kosaka ve ark., 2013).
Baska bir ¢alismada ise stromal fibroblast hiicrelerinden salinan miR-409 EMT’yi
indiikleyerek ve tliimor baskilayici genlerin ifadelenmesini (RSU1 ve STAG?2)
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downregiile etmek suretiyle prostat kanseri tiimorogenezi 6nemli katki saglamaktadir.
Ayrica, miR-409, ekstraseliiler vezikiller icerisinde paketlendigini insan PCa

hiicrelerinde metastatik progresyonu arttirdig1 gosterilmistir (Josson ve ark., 2015).

Eksozomal kargo molekiilleri arasinda glutamat, asetat, stearat, palmitat ve amino asitler
gibi metabolitler de yer almaktadir (Kalluri ve LeBleu, 2020). 13C isaretli CAF tiirevi
eksozomlar, metabolit transferi yoluyla alic1 kanser hiicrelerinin trikarboksilik asit
dongiisiinli besler, ve prostat ve pankreatik CAF'ler derive eksozomlar ayrica kanser
hiicrelerinde lipit takviyesi yapar ve besin yoksunlugu veya besin stresli kosullar altinda
timor biiyiimesini tesvik ettigi gosterilmistir (Zhao ve ark., 2016). Plazma kaynakli
eksozomlar, heksokinaz 1, piruvat kinaz, laktat dehidrojenaz, enolaz ve gliseraldehit 3-
fosfat dehidrojenaz dahil olmak {izere metabolik enzimler icerir ve bu enzimler
eksozomda adenozin 5'-trifosfat (ATP)’in iiretimine aracilik eder (Ronquist ve ark.,
2013). Prostat ve pankreas kanser hiicrelerinde, CAF-derive eksozomal miR-22, let7a ve
miR-125b oksitatif fosforilasyonu baskilar ve metabolit transferiyle de glikoliz ve

glutamin bagimli indiikleyici karboksilazyonu tesvik eder (Zhao ve ark., 2016).

Eksozomlarin kanserdeki bir diger rolii ise ¢esitli kemoterapétik ajanlara ve antikorlara
kars1 direng gelistirilmesini tesvik eder. Bu durum, eksozomlarin direkt olarak terapotik
ajanlarla etkilesime girmesiyle kanser hiicrelerine karsi etkinligini azaltarak veya kanser
hiicrelerinin transkriptomunu degistirerek hayatta kalmayi tesvik etmesinin bir sonucudur
(Kalluri ve LeBleu, 2020). CAF-derive eksozomlar, kanser kok hiicrelerinin biiylimesini
arttirarak kolorektal kanser kemodirencini tesvik ederler ve kanser hiicre popiilasyonlari
arasinda ilag-direng 6zelliginin yayilimina yardimer olurlar (Hu ve ark., 2015). Tiimorler,
radyasyon terapisi veya gama sekretaz inhibitorii ile tedavi edildiginde, radyasyon
terapisine direngli tiimor-baslatici hiicrelerin artmasi CAF-derive eksozomal RNA ve
transpozon elementlerinin kanser hiicrelerine transferiyle gerceklesir (Boelens ve ark.,
2014). Over kanser hiicrelerinde CAF-derive eksozomal miR-21, APAF1 (apoptotik
proteaz aktive edici faktdr 1) baglanmasi paclitaxel'e karst ve makrofajdan derive
ekzozomal miR-385 ise, pankreas kanseri hiicrelerinde sitidin deaminaz aktivitesini
indiikler ve gemsitabine karsi direng gelisimine neden olur (Yeung ve ark., 2016 ;

Binenbaum ve ark., 2018). Kemoterapi ve radyoterapi direkt olarak eksozom
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biyogenezini ve igerigini potansiyel olarak terapinin bir sonucu olarak etkileyebilir
(Kalluri ve LeBleu, 2020). Radyasyon tedavisi, kanser hiicreleri tarafindan ekzozomal

mMiR-7-5p tiretimini artirir, bu da bystander etki ile hiicre otofajisini indiikler (Song ve
ark., 2016).

2.5. EV Saliminin Farmakolojik Inhibitérleri

EV’ler, kanserinde igerisinde yer aldigi bir¢ok hastaligin gelisimi ve progresyonunda
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, hem EV’lerin biyogenezi ve fonksiyonlarini
belirlemeye yonelik hem de potansiyel terapdtik yaklasimlar icin EV saliniminin
inhibisyonu i¢in bir¢ok farmakolojik ajan tizerinde ¢alisilmaktadir. Bununla birlikte, EV
biyogenezinin karmasikligi ve heterojenligi nedeniyle EV'lerin {iretimini tamamen
engelleyebilecek tek bir farmakolojik inhibitoriin gelistirilmesini zorlastirmaktadir. Bu
nedenle, bir cok aragtirmaci belirli bir hastalikla iligkili baskin bir ekstraseliiler grubunun
tanimlanmasi ve bu grubun bloke edilmesinin  klinik olarak daha yararli olacagina
inanmaktadir. EV salimini bloke etmek i¢in en ¢ok kullanilan inhibitorler eksozomlar igin
GW4869 veya MV'ler i¢in Y27632’dir. EV salimimini bloke etmek ic¢in kullanilan
farmakolojik inhibitorler, etki mekanizmalarina gore iki ana grupta ayrilir: EV trafigini
etkileyenler (calpeptin, manumycin A ve Y27632) ve lipid metabolizmasini etkileyenler

(pantethine, imipramine ve GW4869).
2.5.1. GW4869

GW4869, membran nétral sfingomiyelinaz (nSMase)’1 etkili, spesifik ve nonkompetitif
(rekabet¢i olmayan) inhibe eden hiicre-gegirgen simetrik bir dihidroimidazol-amid

bilesigidir (Catalano ve O'Driscoll, 2019) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 : GW4869’un kimyasal formiilil.
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nSMase, yaygin bulunan bir enzim olup membran lipid sfingomiyelini hidrolize ederek

biyoaktif lipit seramidi olusumuna yol agar (Catalano ve O'Driscoll, 2019) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 :Sfingomiyelinin seramide doniisiimii. MV'ler, sfingomiyelin ve seramidin zenginlestirilmesi de
dahil olmak iizere karakteristik lipid Ozellikleri gosterirler, bu nedenle membran kompozisyonuna
miidahale edebilen her enzim, yani kalpainler, skramblazlar ve asit sfingomiyelinazlar (aSMase) MV'lerin
biyogenezinde anahtar bir rol oynar. Asit sfingomiyelinazlar, sfingomiyelini, hiicre membrani i¢inde
mikrodomainler olusturan ve MV'lerin tomurcuklanmasini indiikleyen koni seklindeki sert bir lipid olan
seramide déniistiiriir. Tyi bilinen bir anti-depresan olan imipramin, aSMase'ler iizerine etki ederek membran
akigkanligini artirabilir, béylece MV'lerin olusumunu engeller (Catalano ve O'Driscoll, 2019).

Eksozomlarin ¢ift tabakasindaki lipitlerin kantitatif analizi sonucunda, hiicresel
membrana gore kolesterol, sfingolipidler ve seramid bakimindan daha zengin olmasina
ragmen daha diislik miktarlarda fosfatidilkolin igerdigi belirlenmistir. Bu lipit
komposizyonu dikkat ¢ekici bir sekilde lipit-rafta benzer. Eksojen SMase ile muamele
edilmesi veya C6-seramid uygulamasi vezikiil olusumunu indiikleyebilir ve bu durum
ESCRT'den bagimsiz eksozom olugmasinda seramidin onemini vurgulamaktadir. Bu
durumun aksine, yapilan ¢alismalarda GW4869'un eksozom salinimini 6nemli 6l¢iide
azalttigr bildirilmistir. SMase aktivitesi ilizerine salgilanan seramidin koni seklindeki
yapist, ESCRT bagimsiz eksozomlarin olusumunda énemlidir. Ciinkii ESCRT- bagimsiz
MVB’ler igerisine kargolanmada raft-benzeri mikrodominlere ihtiya¢ vardir. Bu
mikrodomainler yiiksek konsantrasyonda seramidlerin olusturdugu sfingolipidler
icerirler. Seramid, mikrodomainlerden biiyiikk domainlerin olusumunu indiikleyerek

domain-indiiklii tomurcuklanmayi tesvik eder (Trajkovic ve ark., 2008). SMase, golgi
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aygitt, endozomlar ve hiicre zar1 dahil olmak iizere biitliin hiicrelerin ¢ok cesitli
kompartmanlarinda bulunur, bu nedenle SMase aktivitesi sadece eksozom olusumu ile
degil, ayn1 zamanda MV'lerin salinimiyla da baglantilidir. Spesifik olarak, hem
farmakolojik inhibitor GW4869 hem de sfingomiyelin fosfodiesteraz 2/3'e (SMPD2/3)
kars1 siRNA'lar kullanilarak, eksozom inhibisyonu ve MV salinimi1 arasinda bir
korelasyon oldugu gdosterilmistir. SKBR-3 hiicrelerinin 5 uM GW4869 (veya siRNA) ile
muamelesi sonucunda 100-200 nm boyut araligindaki vezikiil miktarinda artisa
goriliirken serbest birakilan daha kiiclik boyutlardaki vezikiil miktarinda ise énemli bir
azalis gorlilmiistiir. Benzer sekilde, SMPD2 veya SMPD3'lin yiiksek diizeyde
ifadelenmesi, biiyliik boyutlardaki (100-200 nm) vezikiil saliniminda azalmaya neden
olurken daha kiiclik boyutlardaki vezikiil saliniminda ise artisa neden olmustur. Bu etki,
ayrica MV bilayer’in farkl lipid komposizyonu ile iligkilidir. MV membranlari, biitiin
hiicre membranlarina gore daha yiiksek konsantrasyonda sfingomyelin igerir ve bu da
hiicresel membranin tomurcuklanmasini tesvik eder. Bu yiizden lipid kompozisyonuna
miidahale etmek suretiyle SMPD2/3 aktivitesinin deregiilasyonu, hiicre kargosunun
salinimini eksozomlardan MV'lere veya tam tersi MV’lerden eksozomlara degistirebilir

(Menck ve ark., 2017).

Vezikiiller tizerindeki GW4869 aktivitesi, fibroblast hiicreleri kullanilarak kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Lyu ve ark. (2015), kardiyak fibroblastlardan salinan eksozomlarin
prohipertrofik molekiiller tasidigim1 ve kardiyak fibroblast hiicreleri tarafindan
indiiklenen hipertrofinin, eksozom salinimi olmadiginda 6nemli o6lgiide azaldigini
bildirmistir. Anjiyotensin II (Angll) ‘in neden oldugu kardiyak fibroblastlarin
aktivasyonunu takiben eksozom salimi artar ve eksozomlarin alimi ise alici
kardiyomiyositlerde renin, Anjiyotensin I, Anjiyotensin reseptorii 1 ve 2'nin (ATIR ve
AT2R) upregiilasyonuna yol agar. Kardiyak fibroblast eksozomlarinin bu etkileri,
neonatal sican kardiyak fibroblastlar1 ile ko-kiiltiire edilmis neonatal sican
kardiyomiyositlerinin 40 uM GW4869 ile muamelesiyle biiyiik 6l¢iide inhibe edilmistir.
C57BL/6N fareleri ile yapilan in vivo deneylerle Angll ile indiiklenen miyokardiyal
hipertrofi ve kardiyak fibrozun, GW4869 ile muamelesi sonrasinda belirgin sekilde
azaldig1 goriilmiistiir. Bu bulgular kardiyak patolojik hipertrofide eksozomlarin roliinii

ortaya koymaktadir.
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Akciger adenokarsinoma (PC9) hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada hiicrelerin gefinitib
ile muamelesi sonrasinda eksozom salimimmin arttigin1 belirlemislerdir. Bu hiicreler
GW4869 ile pre-inkiibasyonunu takiben gefinitib’le muamele edildiginde ise gefinitib’in

eksozom iiretimi lizerine etkisinin bloke edildigini belirlemislerdir (Li ve ark., 2016).

Cao ve ark. (2017)’nin ¢alismasinda SKOV3 over kanser hiicrelerinden salinan
eksozomlarin, normal endometriyal stromal hiicre hatlarindan (ESC'ler) salinan
eksozomlara nazaran daha yiiksek miktarda DNMT1 mRNA’s1 igerdigini gostermislerdir.
SKOV3 hiicreleri bu eksozomlarla muamele edildiginde sisplatin direncinin arttigini
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada eksozomal DNMT1'in neden oldugunu ileri siirdiikleri
sisplatin direncinin  GW4869 ile muamele sonrasinda onemli derecede azaldigini

bulmuslardir.

Eksozomlar ve diger ekstraseliiler vezikiillerin timér progresyonunda rol oynadigi
bilinmektedir. Matsumoto ve ark. (2017), melanomada GW4869 (S5ug/mL)’un B16BL6
hiicrelerinin biiylimesini 6nemli 6l¢iide azalttigini belirlemiglerdir. Bu sonug, eksozom
salimmmimin GW4869 ile inhibisyonunun, murin B16BL6 hiicrelerinin otokrin ile
diizenlenen proliferasyonunu baskiladigini gostermektedir. Ayn1 etki, BI6BL6 hiicreleri
ile deri altindan enjekte edilmis C57BL/6J farelerinde in vivo olarak gozlenmistir.
Farelere enjekte edilen B16BL6 hiicrelerinden elde edilen eksozomlar, PBS ile tedavi
edilen farelere kiyasla tiimor biiylimesini tesvik ederken, GW4869 ile muamele 6nemli
Ol¢iide tiimdr biiylimesinde azalmaya ve dolayisiyla murin sag kalimi ile

iliskilendirilmistir.

Bagska bir ¢alisma da ise prostat kanser hiicreleri (LNCaP, 22Rv1 ve PC3 EO06AA-hT),
hem hipoksik hem de normoksik sartlarda kiiltiire edilmistir. Hipoksik sartlarda prostat
kanser hiicreleri sag kalim mekanizmas1 olarak metabolik artiklardan kurtulmak ig¢in
eksozom yolagi araciligiyla laktik asiti atmak i¢in normoksik sartlara gére daha fazla
eksozom salgilamaktadir. Bu hiicreler GW4869 ile muamale edildiginde ise hiicre
canliliginin azaldigi belirlenmistir. Bu c¢alisma, kanser hiicrelerinin sag kaliminda

eksozomlarin 6nemli bir role sahip olduguna vurgu yapmaktadir (Panigrahi ve ark.,2018).
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2.6. Eksozomlar ve Epigenetik Yeniden Diizenlenme

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve mikroRNA veya uzun kodlamayan
RNA’lar gibi 6nemli epigenetik mekanizmalar kanser arastirmalarin baslica konulari
arasinda yer almaktadir. Son zamanlardaki calismalar kanser progresyonun epigenetik
reglilasyonunda ekstraseliiler vezikiillerin de énemli rol oynadigini gostermistir. Gen
Ontoloji (GO) ¢alismalari, ekstraseliiler vezikiiller icerisinde epigenetik regiilasyon
sorumlu bircok mRNA ve proteinlerin yer aldigini ve 6zellikle miRNA’larin hiicreler
arasinda genetik aligverisin O6nemli bir mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Bu
caligmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve miRNA veya IncRNA gibi
epigenetik siireglerin regiilasyonda ekstraseliiler vezikiillerin 6nemli rol oynadig
gostermektedir. Son zamanlardaki caligsmalarda vezikiiller igerisinde yer alan miRNA
gibi epigenetik biyobelirteglerden kanser tanisi ve progresyonunun degerlendirilmesinde
faydalanabilecegi vurgulanmaktadir (Qian ve ark.,, 2015). Bununla birlikte,
biyoinformatik analizlerde eksozomal mRNA ve proteinlerin, epigenetik kalitimda
onemli rol oynadigin1 gostermektedir (Sharma 2014; Zhu ve ark., 2014). Dolagimsal
miRNA’lar timoér mikrogevresinin yeniden diizenlenmesine katki sagladigi kadar alici
hiicrede histon modifikasyonlarini etkiledigi biyoinformatik analizler ile gosterilmistir
(Sharma ve ark.,2016; Sharma 2014). Ayrica Schiera ve ark. (2013)’nin, ¢alismasinda
(G26/24 oligodendroglioma hiicrelerinden salinan ekstraseliiler veziikiiller igerisinde yer
almasina karsin normal astrositlerden salinan ekstraseliiler vezikiillerde yer almayan
farklilagma spesifik baglayici histon H1%in varlig1 gosterilmistir. Histon H1° gogunlukla
farklilasma ile iliskili olup patofizyolojik 6nemi tam olarak bilinmemesine karsin kanser
hiicrelerinden derive histon H1°, oligodenroglioma tanisi icin bir biyobelirtec olabilecegi
ve ayrica alict hiicrenin kanser mikrogevresinin regiilasyonunu etkileyebilecegi

vurgulanmistir (Schiera ve ark.,2013) .

Ekstraseliiler vezikiillerin alic1 hiicrenin epigenetik yeniden programlanmasinda
eksozomal miRNA’lar en biiyiik ilgiyi cekmekte ve eksozomal miRNA’larin kanserin
tanisi, prognozu ve tedaviye yanit {izerine etkisinin arastirildigi bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, Meme ve prostat kanserinden derive eksozomlar, miRNA

kargolarim transfer etmek suretiyle neoplaziyi indiiklerler (Kalluri ve LeBleu, 2020).
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Prostat kanserinden koken alan eksozomlardaki miR-125b, miR-130, miR-155 ve ayrica
HRas ve Kras mRNA'lar1, neoplastik yeniden programlamaya ve adipoz kok hiicrelerin
tiimor olusumuna katilir (Abd Elmageed ve ark., 2014). Kanser hiicrelerinin plastisitesi,
kismen eksozomlara da atfedilir, metastatik meme kanseri hiicrelerinden gelen eksozomal
miR-200, epitelden mezenkimal gegise (EMT) ve ayrica zayif metastatik meme kanseri
hiicrelerinin metastazina katkida bulunur (Le ve ark., 2014). Meme kanseri derive
eksozomal miR-105, endotelyal siki baglanma ZO-1 (zoniiler occludens 1)
ifadelenmesini baskilar ve boylece kan damarlarinin biitiinliiglinli bozulmasina ve
damarlarin gecirgenliginin artmasina neden olur (Zhou ve ark.,2014). Bununla birlikte,
prostat ve pankreas kanser hiicrelerinde, CAF-derive eksozomal miR-22, let7a ve miR-
125b oksitatif fosforilasyonu baskilar ve metabolit transferiyle de glikoliz ve glutamin
bagimli indiikleyici karboksilazyonu tesvik eder (Zhao ve ark., 2016). Dolasimdaki
artmig eksozomal miR-21 salinimi, glioblastoma, pankreas, kolorektal, kolon, karaciger,
meme, over ve dzofagus kanserleri ile iliskilendirilmistir. Urin-kaynakl1 eksozomal miR-
21’in artan salimimi ise, mesane ve prostat kanseri ile iligskilendirilmistir (Thind ve
Wilson, 2016; Salehi ve Sharifi,2018). Coklu kanser tiirleriyle iligkili diger eksozomal
onkogenik mikroRNA'lar miR-155, miR-17-92 kiimesi ve miR-1246’dir (Sakha ve
ark.,2016 ; Bhagirath ve ark.,2018). Bu miRNA’larin lenfoma ve 16semide oldugu gibi
oral skuamoz hiicreli karsinomda ve beyin, pankreas, kolon, karaciger, meme, prostat ve
Ozafagus kanserlerinde upregiile oldugu gosterilmistir. miR-146a ve miR-34a’nin da
dahil oldugu tiimor baskilayict miRNA'lar karaciger, meme, kolon, pankreas kanserleri
ve hematolojik malignitelerle iligkilidir (Salehi ve Sharifi, 2018). Ayrica idrarda EV'lerin
varhg 2004 yilinda kesfedilmistir. Uriner EV'lerin iirogenital sistemin epitel
hiicrelerinden koken aldig: diistiniilmektedir. Kana 6zgii prostat antijeni (PSA), prostat
kanserinin erken saptanmasinda en yaygin kullanilan biyobelirte¢ olmaya devam
etmektedir ancak eksozomal miRNA'larin 6zgiilliigii arttirdig1 ve agresif prostat kanserini
agresif olmayanlardan ayirdigr one siiriilmiistiir (Lorenc ve ark., 2020). Eksozomal
miRNA’lar hastaliin prognozu ve tanisi i¢inde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
vurgulanmaktadir. Ornegin, iiriner eksozomlar ve tasidiklar kargolar , 6zellikle miR-21
ve miR-375, prostat kanserinin saptanmasi ve prognozunda ortaya ¢ikan bir biyobelirteg

kaynagi haline gelmistir (Foj ve ark., 2017). Ayrica, radyoterapi ile indiiklenen serumdaki
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eksozomal miRNA'larin ifadelenmesi, prostat kanseri icin prognostik ve prediktif

biyobelirtegler olarak potansiyel degere sahiptir (Lorenc ve ark., 2020).

miRNA’lar gibi ekstraseliiler vezikiiller ile tasinan IncRNA’lar, tiimor gelisimi, metastaz
ve tedaviye yanitin belirlenmesinde rol oynar. Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinden
derive IncRNA TUC339’in  tiimor biliylimesi, adezyon ve hiicre dongiisiiniin
regiilasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir (Braconi ve ark., 2011). Aynmi sekilde bu
kanser hiicrelerinden derive ekstraseliiler vezikiillerle taginan bir diger IncRNA olan Linc-
ROR, kanser hiicrelerini kemoterapinin-indiikledigi apoptozdan ve sitotoksiteden

korudugu bir bagka calisma ile gosterilmistir (Takahashi ve ark., 2014).

Meme ve servikal karsinomada ise MALAT1 IncRNA tiimor metastazi ve invazyonu ile
iligkilidir (Lin ve ark., 2007; Schmidt ve ark., 2011). Bir diger 6rnek ise eksozomal
LncARS (sunitinib direncli renal hiicreli karsinomda (RCC) aktive edilen IncRNA), miR-
34 ve miR-449'a rekabet¢i bir sekilde baglanir ve sunitinib’in etkisinin iistesinden gelerek
tirozin kinazlar AXL ve MET ifadelenmesini artirir (Qu ve ark., 2016).

Son yillarda, eksozomal kargo molekiilleri arasinda DNA metilasyonundan primer
sorumlu DNA metiltransferaz enzimlerinin transkriptlerinin de yer aldig1 gosterilmistir.
Over kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada bu hiicrelerden derive eksozomlar
icerisinde  DNMT1 mRNA’simnin bulundugunu ve alici hiicrede DNMT1 mRNA
ifadelenme diizeyinde artisa neden oldugunu gostermislerdir. Bu hiicrelerde eksozom
salinimi inhibe edildiginde ise alic1 hiicrede DNMT1 ifadelenme diizeyinde azalma tespit
edilmistir (Cao ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada ise sepsis ve septik sok hastalarinin
serumlarindan izole edilen ekstraselliiler vezikiillerin kargo molekiiller arasinda DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B mRNA’sinin da bulundugunu gostermislerdir (Dakhallah ve ark.,
2019). Tang ve ark.larmin (2018) ¢alismasinda ise indiiklenmis pluripotent kok hiicre
hatti iPS (IMR-90)-4 hiicrelerinden derive eksozomlarda ise proteomik analizler
sonucunda alt1 epigenetik enzimin, UBE2N, DNMT3B, AURKB, CARM1, HDAC2 ve

HAT]1 kargo molekiilleri arasinda yer aldig1 gosterilmistir.
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2.7. Epigenetik Diizenlenme

Bir organizmanin olugmasi i¢in klasik genetik stireglerin yani sira diizgiin bir gelisim ve
hiicre isleyisi icin gen ifadelenmesini kontrol eden epigenetik mekanizmalarda énemli
rol oynar. Epigenetik, primer DNA dizisindeki degisikliklerden bagimsiz olarak meydana
gelen gen ifadelenmesindeki kalitsal degisiklikleri ifade eder. Epigenetik
mekanizmalarda yer alan farkli epigenomlar, DNA ayni1 kalsa bile zigot somatik dokuya

dontistiigiinde gelisim sirasindaki hiicredeki farkliliklar1 agiklayabilir.

Gen ifadelenmesinin  epigenetik  diizenlenmesi; DNA  metilasyonu, histon
modifikasyonlari, miRNA’lar ve niikkleozomlarin DNA boyunca konumlandirilmasi gibi
farkli mekanizmalar araciligiyla gerceklesir. Epigenetik Ogeleri arasindaki etkilesim,
kromatin yapisini degistirerek transkripsiyonel aktivasyon ve baskilama arasindaki
dengeyi saglar. Bu nedenle, DNA paketlenmesinin diizenlenmesi, dogru kromozom
replikasyonu, gen ifadelenmesi ve gen baskilanmasinin korunmasii saglar (Kulis ve

Esteller, 2010).

Epigenetik, onkoloji ve immiinoloji gibi bir¢ok arastirma alanini kapsamaktadir. Anormal
epigenetik stirecler, gen fonksiyonunda degisikliklere ve malign hiicrelerin
transformasyonuna yol agabilir. Epigenetik modifikasyonlardaki global degisiklikler,
kanserin ayirt edici 6zelliklerinden birisidir. Kanser geleneksel olarak genetik bir hastalik
olarak kabul edilse de epigenetik mekanizmalarinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir

(Zhang ve ark., 2020).
2.7.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, memelilerde en ¢ok calisilmis epigenetik modifikasyonlardan biri
olup normal hiicre fizyolojisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. DNA metilasyonu,
transkripsiyonel diizenlemede kritik bir role sahip olmasindan dolayr kanserinde
icerisinde yer aldig1 bircok hastaligin gelisiminde 6nemli bir yere sahiptir (Kulis ve

Esteller, 2010).

Genomun metilasyon durumu, esas olarak DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) ve DNA

demetilazlar tarafindan ortak olarak diizenlenir. DNMT'ler, metil donorii olarak S-
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adenozil metiyonini (SAM) kullanarak, sitozin-fosfat-guanin (CpG) diniikleotid ¢iftinde
sitozin halkasinin 5’ ucunda bulunan karbona (C) bir metil grubu (CH3) ekler ve 5’-
metil-sitozin olusur. DNMT'ler, embriyo gelisimi, hiicre farklilasmasi ve gen
transkripsiyonu gibi bircok biyolojik siiregte onemli rol oynar. Memeli genomik
DNA'sinda, sitozinin %3 ila %5'i 5-metilsitozin formunda bulunur ve bu 5-metilsitozinin
% 70'1 CpG bolgelerinde bulunur. Metillenmemis CpG bolgeleri, temel genler ve dokuya
Ozgii ifadelenen genlerle iliskilidir, bu da CpG metilasyonunun gen ifadelenmesinde

onemli bir rol oynadigin1 gosterir (Zhang ve ark., 2020).
2.7.2. DNA Metiltransferazlar (DNMT)

DNMT'ler, epigenetik diizenlemede rol oynayan énemli enzimlerdir ve primer olarak
DNA metilasyonunu Kkatalize ederler. DNA metilasyonu, gen ifadelenmesinde
degisikliklere neden olabilir, ancak DNA dizisini veya gen {iriiniinii degistirmez (Zhang

ve ark., 2020).

[k okaryotik DNMT enzimi, 1988'de basarili bir sekilde klonlanmistir. DNMT enzim
ailesinin bes iiyesi vardir :DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L.
DNMTI1'in temel islevi, DNA sentezinden sonra genomdaki metilasyon durumunu
korumaktir. DNMT2, coklu tRNA'lar1 metilleyen bir RNA metiltransferazdir. DNMT3A
ve DNMT3B, DNA'nin de novo metilasyonunda rol alirken, DNMT3L ise katalitik
domaini olmayan DNMT3-benzeri bir proteindir., DNMT3L, DNA de novo
metilasyonunu pozitif olarak diizenlemek ve ayrica DNMT3A ve DNMT3B nin katalitik
aktivitelerini gelistirmek icin DNMT3A ve DNMT3B ile etkilesime girebilir. DNMT3A
ve DNMT3B, in vivo olarak farkli genomik DNA bdlgelerinin metilasyonunu katalize
eder. DNMT3A, niikleozomlarin ¢ekirdek bolgesindeki DNA'yr neredeyse hig
metilleyemezken, DNMT3B, etkinligi diisiik olmasina ragmen bu bolgedeki DNA'y1
onemli ol¢iide metiller. Embriyonik gelisim sirasinda farkli zamanlardaki DNMT'lerin
ifadelenmesi, bu enzimlerin farklit DNA bdélgelerini metillenmesinin nedenlerinden biri
olabilir. Memelilerde, DNA metilasyonu ¢ekirdekte bulunan DNMT1, DNMT3A ve
DNMT?3B proteinleri tarafindan gerceklesir.
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19. kromozom fizerinde bulunan insan DNMT1 geni, 4851 baz ciftinden olusan total
protein kodlama bdolgesine sahiptir ve yaklasik 183 kDa'lik bir proteini kodlamaktadir.
Genel olarak DNMTT proteininin ii¢ domainden yani N-terminal diizenleyici domain, C-
terminal katalitik domain ve bir merkezi baglant1 bolgesinden olustugu diisiiniilmektedir.
N-terminal diizenleyici domain, proteinin ¢ekirdege yerlestirilmesinden sorumludur. C-
terminal katalitik domainin biiyiik bir kismi, sitozin gibi ¢esitli substratlar i¢in baglanma
bolgeleri ile birlikte evrimsel olarak korunmustur. Diger iki domaini birbirine baglayan

merkezi baglant1 bolgesi ise, tekrarlayan glisin-lizin-dipeptit dizilerini igerir.

2. kromozom iizerinde bulunan insan DNMT3A geni, 2172 baz ¢iftinden olusan total
protein kodlama bdlgesine sahiptir ve yaklasik 130 kDa'lik bir proteini kodlar. Bir diger
de novo DNA metiltransferaz olan DNMT3B geni 20. kromozom {izerinde yerlesik olup
2538 baz ¢iftinden olusan total protein kodlama bolgesine sahiptir ve yaklasik 95 kDa’lik
bir proteini kodlar., DNMT3A ve DNMT3B, ii¢ domainden olusan benzer yapilara
sahiptir:  N-terminal prolin-triptofan-triptofan-prolin  (PWWP) domaini, sisteinle
zenginlestirilmis ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) c¢inko baglama bolgesi ve C-
terminal metiltransferaz katalitik bolge. PWWP domaini, DNA'nin spesifik baglanmasina
aracilik eder. Sisteinle zenginlestirilmis c¢inko baglama bolgesi, metiltransferaz
aktivitesini artirmak i¢in modifiye edilmemis histonlarla etkilesime girer. C-terminal
katalitik domain ise, enzimin stabil islevini korur ve DNA metilasyonunu katalize eder.
DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B'nin N-terminal diizenleyici domaini; ¢ogalan hiicre
niikleer antijeni baglanma domaini (PBD), niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), sitozin
acisindan zengin ¢inko parmak DNA baglanma motifi (ATRX), polibromo homoloji
domaini (PHD) ve PWWP tetrapeptid kromatin baglanma domaininden olusur. C-
terminal katalitik domaini, 10 farkli karakteristik motif i¢erir ve bu motiflerden 6 tanesi
(I, v, VI, VIII, IX ve X) memelilerde evrimsel olarak korunmustur. Metilasyon
reaksiyonu, sitozin halkasi tizerindeki niikleofilik ataga aracilik eden motif IV’deki

korunmus sistein kalintilar1 tarafindan baslatilir (Zhang ve ark., 2020).
2.7.2.1. DNMT’lerin Biyolojik Ozellikleri

Genel olarak DNA metiltransferazlar, kromozom stabilitesinin ve genom biitlinliigiiniin
korunmasi, embriyo gelisimi, hiicre farklilagsmasi ve organizmalarin gelisimi gibi 6nemli
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biyolojik aktivitelerde rol oynar. Siirdiirme metiltransferaz enzimi DNMT1'in hemimetile
DNA kaliplar i¢in yiiksek bir afiniteye sahip olduguna inanilmaktadir. DNMT3A ve
DNMT3B enzimleri, metillenmemis CpG bolgelerinin metilasyon durumunu degistiren
temel de novo metiltransferaz enzimleri olarak kabul edilir. De novo metiltransferazlar,
esas olarak embriyonik kok hiicrelerin gelisiminde aktiftir, burada DNA'daki
metillenmemis sitozinleri tanimlarlar ve yeni bir metilasyon modeli olustururlar. Ayrica
DNMT3B, DNA metilasyonu meydana geldiginde erken gelisim asamasinda totipotent
embriyonik kok hiicrelerde yliksek oranda ifadelenir. Bundan sonra, DNMT3A,
mezenkimal hiicrelerde yaygin olarak ifadelenir ve DNMT3B'nin ifadelenme seviyesi,
genis capta ifade edilen DNMT3A'minkinden daha yiiksektir. Hem DNMT3A hem de
DNMTS3B, ¢ogu farklilasmis somatik hiicrede downregiiledir. Siirdiirme metiltransferaz
enzimi DNMTI1, DNA replikasyon kompleksinin onemli bir komponenti olan
endometriyumdaki erken embriyo implantasyonu ile iligkilidi. DNMT1 enzimleri,
metilasyon bolgesini belirledikten sonra, de novo metiltransferazlar tarafindan
olusturulan metilasyon kalibin1 korumak i¢in niikleofilik atak yoluyla DNA

hemimetilasyon bolgelerinin metilasyonunu katalize eder.

CpG bolgelerinin DNMT aracilt metilasyonu, kromatin yapisini oldukca sarmal hale
getirebilir, promotor bdlgelerin aktivasyonunu 6nleyebilir ve MeCP2 gibi metile CpG
baglanma proteinleriyle etkilesimi kolaylastirabilir. Bu degisiklikler gen ifadelenmesini
inhibe edebilir. Metillenmis DNA ayrica E2F, CREB gibi metilasyona duyarl
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasim1 dogrudan inhibe edebilir ve bdylece

transkripsiyon engellenir.

DNMT'ler ayrica sinir sistemi ile de yakindan iliskilidir. Bir¢cok calisma, DNA
metilasyonunun transkripsiyonel baskilama ile iliskili oldugunu bulmustur. Ornegin,
korku ile sartlanma sirasindaki bellek olusumu, bellek baskilayici gen PP1'in
metilasyonunu ve baskilanmasini igerir. DNMT'lerin inhibisyonu, PP1 metilasyonunun
artmasint  Onler ve bu durum, bellek konsolidasyonu sirasinda anormal gen
transkripsiyonuna neden olur. DNMT aktivitesi, hiicresel yaslanma siireciyle de ilgilidir
ve bir¢ok yaslanan dokudaki DNA metilasyonunda genis ¢apta bir azalma vardir (Zhang
ve ark., 2020).
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2.7.2.2. DNMT’lerin Patolojik Ozellikleri

Kimyasal karsinojenlerin veya patolojik kosullarin neden oldugu genetik mutasyonlar,
DNMT'lerin islevlerini dogrudan etkileyebilir. Bu durum, genom ¢apinda metilasyon
profili degisikliklerine ve ayrica genomik kararsizligin ve onkogenlerin ifadelenmesinin
artmasi, timor baskilayict genlerin ifadelenmesinin azalmasi gibi kansere neden olan

degisikliklere sebep olurlar.

Yapilan son galigmalar ile, DNMT aktivitesindeki ve fonksiyonundaki degisikliklerin
neden oldugu gen ifadelenme anormalliklerinin, cesitli kanserlerin olusumu ve gelisimi
ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir. Memelilerde, bazi CpG diniikleotidleri genom
icerisinde daginik halde bulunurken, digerleri CpG adaciklar1 ad1 verilen yogun kiimeler
olusturur. Daginik haldeki CpG'ler hipermetiledir; bunun tersine, CpG adaciklar
genellikle metillenmemistir ve genellikle transkripsiyonel aktivasyonu ve baskilamay1
diizenleyen gen promotor bolgelerinde bulunur. Normal hiicrelerde, tiimor baskilayici
genlerin (TSG) promotor boélgelerindeki CpG adaciklart metillenmemistir ve bu
bolgelerde kromatin agik bir konformasyondadir, bu nedenle gen transkripsiyonu normal
sekilde ilerleyebilir. Bununla birlikte, genom ¢apindaki hipometilasyon ve promotor
bolgesindeki hipermetilasyon, bir¢ok kanser i¢in ayirt edici bir 6zelliktir ve timdrigenez
ile iliskilidir. Genom ¢apindaki hipometilasyon, genomik kararsizligin artmasina neden
olur. Daha da oOnemlisi, genlerin promotor bdlgelerindeki CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu (TSG gibi) inhibe edebilir ve hiicre dongiisii, apoptoz, DNA onarimi,
hiicre etkilesimleri ve anjiyogenez gibi 6nemli hiicresel siirecleri etkileyebilir. Timor
tedavisi, CpG adaciklarinin metilasyonu ile inhibe edilen tiimor baskilayicit genlerin
transkripsiyonunun eski haline getirilmesine odaklanir. Bu nedenle, DNMT

aktivitesindeki anormallikleri arastirmak 6zellikle 6nemlidir.

Hiicresel diizeyde DNMT degisikliklerinin arastirilmasimna ek olarak, arastirmacilar
DNMT nin patolojik 6zelliklerini incelemek i¢in in vivo ve in vitro olarak DNMT hayvan
modelleri olusturmustur (Zhang ve ark., 2020). Belinsky ve ark. (2003), DNMT'nin
timor olusumundaki islevsel roliinii incelemek igin bozulmus DNMT1 genine sahip alel
iceren bir fare modeli kullanmistir. DNMT1'in diizeyinin azalmasi, tiitiin
kanserojenlerinin neden oldugu akciger kanseri insidansinda azalmaya yol agmistir ve
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DNMT aktivitesi, akciger kanserine yol agabilecek pnomositlerde azalmistir. Ayrica
hayvan modelleri ile yapilan bagka bir ¢alismada DNMT3A'nin, lenfomada DNMT3B'nin
upregiilasyonunu dogrudan inhibe edebilecegi bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda,
DNMT3B geninin inaktivasyonunun, DNMT3A’dan noksan farelerde lenfoma gelisimini
hizlandirdigt ve© DNMT3B'nin upregiilasyonunun DNMT3A’dan noksan lenfomanin
ilerlemesini inhibe ettigi goriilmiistiir (Haney ve ark., 2015) . Cilt kanserine neden olan
kimyasallarla tedavi edilen farelerde, DNMT3A'nin delesyonu, tiimoér progresyonunu
etkilemeksizin kanserojen kaynakli skuamoz hiicreli karsinomlarin sayisini arttirir.
DNMT3A ve DNMT3B’nin her ikisinin delesyonu sonucunda, skuamdz hiicreli
karsinomlar daha invazif ve metastatik hale gelir (Rinaldi ve ark., 2017) . Bu ¢aligsmalar,
DNMT kaybinin organizmalar {izerinde biiyiik bir etkisi oldugunu gostermektedir (Zhang
ve ark., 2020) .

Tiimdrlerde anormal DNMT'lerin etkileri karakterize edildiginde ilging bir durum
gozlenmistir. Yapilan bazi ¢alismalar, vulvar skuamoz hiicreli karsinomlarda ve hipofiz
adenomlarinda DNMT3A proteininin yiiksek diizeyde ifadelenmesi, yliksek invazivlik ve
niiksetme gibi malign 6zelliklerle iligkili oldugunu gostermistir (Leonard ve ark., 2016;
Ma ve ark.,2018). Benzer sekilde, akciger kanserinde artan DNMT3A ifadelenmesi,
timor hiicrelerinin proliferasyonuna ve metastazina yol agar. Yan ve ark. (2014),
microRNA-101'in (miR-101) ifadelenmesinin, miR-101 baglanma bdlgesine karsilik
gelen DNMT3A aktivitesini 6nemli Ol¢lide inhibe ettigini gostermistir. miR-101
varliginda, DNMT1 ve DNMT3B'nin ifadelenmesi énemli dl¢iide degismemistir ve bu
durum da akciger kanseri hiicrelerinde miR-101'in dogrudan DNMT3A'y1 hedefledigini
gostermistir. Bu nedenle miR-101 ifadelenmesi, genel DNA metilasyonunu azaltan
endojen DNMT3A ifadelenmesini azaltir. E-kaderin (CDHI), akciger metastazinin
bilinen bir inhibitoriidiir. CDH1 promotorundaki CpG bdlgelerinin metilasyon durumu,
bisiilfit analiz ile miR-101-transfekte edilmis akciger kanseri hiicrelerinde analiz

edilmistir (Yan ve ark., 2014).

Bu durumun aksine Husni ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alisgma ile DNMT3A’nin
yoklugunun tiimdr progresyonunu kolaylastirdigini gozlemlemislerdir. Yapilan baska bir

caligmada ise Gao ve ark. (2011), fare akciger kanser modeli kullanarak DNMT3A nin
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bulunmadigt WT tiimor hiicrelerinde DNMT1 veya DNMT3B mRNA miktarlarinda

onemli bir fark tespit etmemislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg ve Soliisyonlar

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Uretici Firma
Karbondioksitli etiiv Binder
Laminar flow Metis
Otomatik hiicre sayim cihaz Bio-Rad
Hassas terazi Ohaus
PCR cihaz1 SenQuest
Inverted mikroskop Leica
RotorGene RT- PCR cihaz Qiagen
Nanodrop Thermo Scientific
Ph metre HI 2221, Hanna
Kemiliiminesans goriintiileme Bio-Rad
Elektroforez giic kaynagi Bio-rad
Elektroforez tank ve kaseti Bio-rad
Mikroplaka ELISA okuyucu Thermo Scientific
Vorteks Biosan
Kuru isitict blok Stuart
Sogutmal santrifiij Thermo Scientific
Spin vorteks Biosan
Mikropipet takim Thermo Scientific
Derin dondurucu -20°C Argelik
Derin dondurucu -80°C Thermo Scientific
+4°C sogutucu Arcelik
Vakum cihaz Integra
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3.1.2. Hiicre Kiiltiirii ve Kullanilan Soliisyonlar

Tablo 3.2: insan prostat kanser hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar

Uriin Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
RPMI 1640 with L-glutamine Biological industries 01-100-1A
Trypsin-EDTA (0.25%) Biowest L0932-100
Fetal Bovine Serum (FBS) heat Capricorn FBS-11A
inactivated
Penicillin/Streptomycin Capricorn PS-B
GW4869 Sigma D1692-5MG
1 xPBS Capricorn PBS-1A
Trypan Blue boyasi Bio-Rad 1450021
Dimetil Siilfoksid (DMSO) Sigma D5879-100ML
Total Exosome Isolation Reagent Invitrogen 4478359
Exosome-depleted FBS Gibco A2720803

3.1.3. RNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimsalllar ve RT-PCR Primerleri

Tablo 3.3: RNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasal malzemeler ve RT-PCR asamasinda kullanilan
primerler

Uriin Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi

Qiazol Isolation Reagent Qiagen 79306

Kloroform Amresco 0757

Izopropanol Riedel-de Haén 24137

DNMT1 RT primer Qiagen 330001- PPHO1055F
DNMT3A RT primer Qiagen 330001- PPH02339B
DNMT3B RT primer Qiagen 330001- PPH01054F
USP7 RT primer Qiagen 330001- PPH18818A
UHRF1 RT primer Qiagen 330001- PPH11077B
GAPDH RT primer Qiagen 330001- PPHO0150F
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3.1.4. Protein Izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasallar ve Western Blot Analizi

Soliisyonlari

Tablo 3.4: Protein izolasyonu, SDS-PAGE ve western blot analizi i¢in kullanilan soliisyonlar ve antikorlar

Soliisyon Icerigi
10x RIPA Soliisyonu CST, 9806S
PMSF soliisyonu 1 mM PMSF
1 X Akrilamid/Bisakrilamid (%30) 29,2 gr Akrilamid, 0,8 gr Bisakrilamid
1X SDS-PAGE RunningBuffer 25mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS
1 X Transfer Buffer 25mM Tris, 192 mM Glisin, %20 Metanol
1,5 M Tris Soliisyonu 27,23 gr/150 mL Tris, pH 8,8
0,5 M Tris Soliisyonu 6 gr/100 mL Tris, pH 6,8
1X TBS-T 20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.1% Tween 20
%10 Amonyum Persulfat (APS) 100 mg/mL
4X SDS-PAGE ornek yiikleme Bio-rad, 1610747
soliisyonu
Membran Bloklama Soliisyonu 1xTBS, %0,1 Tween20, %S5 Yagsiz siit tozu

3.1.5. immunblotting Antikorlar

Tablo 3.5: immunblotting i¢in kullamlan antikorlar

Antikor Uretici Katalog Diliisyon
Firma Numarasi
DNMT1 primer antikor CST 5032S 1:1000
CD9 primer antikor CST 13174S 1:1000
GAPDH primer antikor CST 2118S 1:1000
Anti-tavsan IgG, HRP CST 7074S 1:1000

bagh antikor
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3.1.6. Kullanilan Kitler

Tablo 3.6: Calisma siiresince kullanilan kitler

Uriin Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
SyberGreen master mix Qiagen 330500
cDNA Sentez Kiti Qiagen 330411
BCA protein assay kit Thermofisher Scientific 23225
Total Exosome RNA & Invitrogen 4478545

Protein Isolation Kit

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Kemik metastazi derive androjen-bagimsiz PC3 (ATCC® katalog no: CRL-1435) ve
metastatik androjen-bagimli LNCaP (ATCC® katalog no: CRL-1740) prostat kanser
hiicre hatlarimiz AKU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 6gretim iiyelerinden
Prof. Dr. Mustafa YILDIZ’dan temin edilmistir. PC3 hiicreleri, orta derecede metastatik
potansiyele sahip ancak androjen reseptorleri ve PSA ifadelenmesi olmayan, androjen-
bagimsiz insan prostat kanseri hiicreleridir. LNCaP hiicreleri, androjen-bagimli lenf nodu
metastazli insan prostat adenokarsinom hiicreleridir. Bu hiicreler, kiimeler halinde veya
tek hiicre olarak ¢ogalan adherent epitel hiicrelerdir. LNCaP hiicreleri diisiik metastatik
potansiyele sahipken PC3 hiicreleri yiiksek metastatik potansiyele sahiptir (Dozmorov ve
ark., 2009).

PC3 ve LNCaP hiicreleri, %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde %95 nem ve %5
CO2’li ortamda 37°C ayarl etiiv igerisinde kiiltiire edildi.

3.2.2. inhibitér Uygulamasi

PC3 hiicrelerine eksozom inhibitéri GW4869, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonunda 24
saat ve 48 saat siireyle inkiibe edildi. GW4869 i¢in ¢oziicii olarak DMSO kulland1 ve
¢oziicli kontrolii olarak ayni siire hiicreler DMSO ile inkiibe edildi. Her bir konstransyon

icin iki ayr1 kiiltlir yapilarak deney tekrarlandi.
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3.2.3. Eksozom izolasyonu

Eksozomdan yoksun FBS i¢eren besiyerinde (eksozom sartlandirma ortami) inkiibasyon
siirelerinin dolmasini takiben prostat kanseri hiicrelerinden Total Exosome Isolation
soliisyonu kullanilarak iretici firmanin Onerdigi sekilde eksozom izolasyonu
gerceklestirildi, kisaca; inkiibasyon siireleri dolmasini takiben besiyeri falkonlara
aktarildi, 2:1 oraninda total exosome soliisyonu eklendi ve bir gece +4°C’de inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresini dolmasi takiben 10000 Xg 'de +4°C’de bir saat santrifiij edildi
ve siipernantant uzaklastirildi. Pelet 150 pl PBS ile sulandirildi ve eksozom ornekleri

kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.
3.2.4. RNA Izolasyonu ve RT-PCR

Total Exosome RNA & Protein Isolation Kiti kullanilarak iretici firmanin 6nerdigi
sekilde eksozomlardan RNA izolasyonu gerceklestirildi. Eksozom ve eksozom inhibitorii
uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerden total RNA izolasyonu ise Qiazol Lysis
soliisyonu kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirildi. izole
edilen RNA 6rneklerinden 2000 ng kullanilarak RT? HT First Strand cDNA sentez Kiti
ile cDNA eldesi gerceklestirilerek DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, USP7 ve UHRF
genlerinin mRNA miktarlari, RT-PCR yontemi ile RotorGeneQ cihazi kullanilarak
yapildi. Amplifikasyonlar 25 pL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA, bolgeye 6zgii
primerler (Tablo 3.8) ve RT? SYBR Green Mastermix karisimi ve steril H,O-PCR grade
kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: DNMT1, DNMT3A ,DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH genleri i¢in qPCR tepkime karigimi.

Reaksiyon Bileseni Miktar
RT? SYBR Green Mastermix (Qiagen, Kat. N0:330500) 12,5 ul
cDNA 5ul
RT? qPCR Primer Assay 1 ul
Nuclease-free H20 6,5 ul
Toplam miktar 25 ul
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Tablo 3.8: Hedef genlere ait dizi bilgileri ve RT? qPCR Primer Assay katalog numaralari.

Gen ad1

DNMT1

DNMT3A

DNMT3B

USP7

UHRF1

GAPDH

RefSeq No Band
uzunlugu
NM_001379 61
NM_022552 83
NM_006892 93
NM_003470 83
NM_013282 104
NM_002046 130

* RefSeq sekansindaki amplikon pozisyonu.

Referans
pozisyonu*

4723
1214
1535
1834
2541

822

Katalog
numarasi

PPHO01055F
PPH02339B
PPHO01054F
PPH18818A
PPH11077B

PPHO0150F

RT-PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra cDNA’ ar eklendi ve cihaza yerlestirildikten

sonra Tablo 3.9°da belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi
gerceklestirildi. DNMT1, DNMT3A ,DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH genleri i¢in

ayni program kullanildi.

Reaksiyon sonucunda, DNMT1, DNMT3A ,DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH
genlerinin mRNA diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. DNMT1,
DNMT3A ,DNMT3B, USP7 ve UHRF1 geninin ifade diizeyi GAPDH ifade diizeyine

gore normalize edildi.

Tablo 3.9: DNMT1, DNMT3A ,DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin

belirlenmesi i¢in kullanilan RT-PCR tepkime programiu.

+ Erime Egrisi
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3.2.5. Protein izolasyonu ve Western Blot Yontemi

Total Exosome RNA & Protein Isolation Kiti kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi
sekilde eksozomlardan protein izolasyonu gerceklestirildi. Hiicrelerden ise inkiibasyon
stirelerinin dolmasini takiben ImM PMSF igeren RIPA buffer kullanilarak total protein
izolasyonu gergeklestirildi. Eksozom ve hiicrelerden izole edilen proteinlerin miktar
tayini BCA protein assay kiti kullanilarak iiretici firmanin onerdigi protokole uygun
olarak yapildi. Hedef proteinlerin ifadelenme diizeyleri Western Blot yontemi ile
belirlendi. Esit miktardaki protein 6rnegi SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra PVDF
membrana tranfer edildi. Membran %5’lik yagsiz siiz tozu ile bloklandiktan sonra
DNMTI1 ve CD9 genlerine ait primer antikorla +4°C’de bir gece inkiibe edildi ve
sonrasinda membran li¢ kez TBST ile yikandiktan sonra sekonder antikorla 2 saat
inkiibe edildi. Sekonder antikorla inkiibasyon sonrasinda ii¢ kez TBST ile yikandiktan
ECL western blooting substrati kullanilarak ChemiDoc cihaz ile goriintiileme yapildi.

Internal kontrol olarak GAPDH kullanildi.
3.2.6. istatistiksel Analiz

mRNA diizeylerindeki degisimler Geneglobe Data Analysis Center istatistik programi
kullanilarak “Pfaffl]” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi, kantitatif
ifadelenme degerinin (Ct degeri) kontrol ve hasta grubunda karsilagtirmasini
gerceklestiren bir programdir ve 0,05’den kiiclik olan p degerleri istatistiksel a¢idan

anlamli olarak kabul edildi.
Pfaft] esitligi;

E (hedef)ACt (kontrol-brmek)

E (referans) ACt (kontrokamek)

R=

Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri gectigi andaki dongii sayisini
ifade eder ve Ct degeri tepkimenin baginda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters
orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile Orneklerin Ct degerleri arasindaki farki
gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade oranini
gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, USP7 ve UHRF1 genlerinin ifade diizeyinin kantitatif
degerlendirilmesi igin RotorGeneQ cihazi kullanilmistir. Insan prostat kanser hiicre
hatlar1 PC3 ve LNCaP hiicrelerinden ve bu hiicrelerden derive eksozomlardan elde edilen
cDNA’larda DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, USP7 ve UHRF1 genlerinin normalizasyonu
icin secilen GAPDH (Gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz) (referans gen) genine 6zgii

primerler ve SYBR Green floresan boya kullanilarak ¢aligilmistir.

DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde
ifadesini kantitatif olarak gosteren RT-PCR (Es-zamanli PCR) tepkimesine ait
amplifikasyon egrisi Sekil 4.1’de gosterilmistir.

Floresan (465-510)
g

Sekil 4.1: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, USP7, UHRF1 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini
kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. Bu genlerin RT-PCR tepkimesine ait Ct degerleri yatay
eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

Hedef genlerinin mRNA ifade diizeyinin belirlenmesinde elde edilen floresans 1stmanin
hedef bolgenin amplifikasyonu sonucunda gerceklestigini gésteren erime egrisi (melting

curve) Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: PC3 ve LNCaP prostat kanser hiicrelerinin DNMT1, DNMT3A, DNMT3B ve GAPDH genlerine
ait erime egrileri. Bu genlerin Erime egrisi analizine ait sicaklik dereceleri yatay eksende yer almaktadir.
Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

4.2. 24 Saatlik Eksozomal DNMT1 Enziminin mRNA ve Protein ifadelenme

Diizeyinin Belirlenmesi

Calismamizda ilk olarak, androjen bagimsiz PC3 hiicrelerinden izole ettigimiz
vezikiillerin eksozom oldugunu gostermek icin eksozoma 0zgli proteinlerden CD9
proteininin ifadelenme diizeyi incelendi (Sekil 4.3 A). Eksozomal igerik heterojendir ve
hiicrenin kdkenine, fizyolojik ve patolojik durumuna ve hiicresel salinim bolgesine bagl
olarak degiskenlik gosterir. Bununla birlikte, eksozomlarin bilesimi, taginan kargonun
eksozomlara secici olarak ayrilmasi nedeniyle koken aldiklart hiicrelerden farklilik
gostermektedir (Guo ve ark., 2017). Bu nedenle, ¢alismamizda ikinci hedefimiz androjen
bagimsiz insan prostat kanseri hiicre hatti PC3 hiicrelerinden izole edilen eksozomlar
icerisinde DNA metilasyonundan sorumlu enzimlerden biri olan DNMT1 mRNA ve
protein diizeyinin belirlenmesi oldu. PC3 hiicreleri, eksozom sartlandirma ortaminda 24
saat inkiibasyonunu takiben izole edilen eksozomlar i¢erisinde DNMT1 mRNA’s1 tespit

edilirken DNMTI1 protein diizeyi tespit edilmedi (Sekil 4.3 B ve C). Bu nedenle
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calismamizin diger asamalarinda DNMT enzimlerinin mRNA ifadelenme diizeylerine

odaklanildi.

(A) pPC3 Exo (B) " — .
co9 i §
CAPDH o 3
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<
(€) 20
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[
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[a]
GAPDH —
e rc

Sekil 4.3: PC3 hiicrelerinde derive eksozomal DNMT1 enzim diizeyi (A) PC3 hiicrelerinde derive
eksozomlarin yiizeyinde eksozom belirteci CD9’un ifadelenme diizeyi (B) PC3 hiicrelerinde derive
eksozomal DNMT1 mRNA’s1 ifadelenme diizeyi (C) PC3 hiicrelerinde derive eksozomal DNMT]1 protein
ifadelenme diizeyi. *; p< (0.01), Exo; eksozom.

4.3. Eksozomal DNMT’larin mRNA ifadelenme Diizeyinin Belirlenmesi

PC3 prostat kanser hiicrelerinden derive eksozomlar igerisinde DNMT1 enziminin
mRNA’smin tespit edilmesini takiben ¢alismamizin bir sonraki agamasinda eksozom
sartlandirma ortaminda 24 saatlik ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda PC3 hiicrelerinden
izole edilen eksozomlar i¢erisinde DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B enzimlerinin mRNA

ifadelenme diizeyi incelendi.

Bu amagla oncelikle 24 saatlik PC3 hiicrelerinden derive eksozomlar i¢erisinde DNMT1,
DNMT3A VE DNMT3B mRNA’lariin kargo biyomolekiilleri arasinda oldugu tespit
edildi. Ilging olarak, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda izole edilen eksozomlar igerisinde
DNMT1 ve DNMT3A mRNA’larinin eksozomda PC3 hiicrelerine nazaran 6nemli 6lgiide
daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.01). Kontrol PC3 hiicrelerindeki diizeyi ile mukayese
edildiginde sirastyla DNMT1 mRNA diizeyi 9,85 kat, DNMT3A mRNA diizeyinde 2,89
kat ve DNMT3B mRNA diizeyinde ise 1,2 katlik bir artig belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: 24 saatlik PC3 kanser hiicrelerinden derive eksozomlar igerinde DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
mRNA ifadelenme diizeylerindeki degigimleri. *; (p<0.05), Exo; eksozom.

24 saatlik eksozomlarla benzer sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda izole edilen
eksozomlarda da siirdiirme ve de novo DNMT enzimlerinin mRNA’lar1 tespit edildi ve
mRNA diizeyleri PC3 hiicreleri ile kiyaslandiginda sirastyla DNMT1 mRNA diizeyi 1,26
kat ve DNMT3A mRNA diizeyinde 15,24 katlik artis (p<0.01) belirlenirken DNMT3B
mRNA diizeyinde ise 1,75 katlik bir azalig belirlendi (Sekil 4.5). Bununla birlikte, 24
saatlik eksozom igerigiyle kiyaslandiginda 48 saatlik eksozomlar, daha yiiksek diizeyde
DNMT3A mRNA’s1 igermektedir (p<0.01).
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Sekil 4.5: 48 saatlik PC3 kanser hiicrelerinden derive eksozomlar igerisinde DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B mRNA ifadelenme diizeylerindeki degisimleri. *; p< (0.05), Exo; eksozom.

4.4. 24 Saatlik Eksozomlarla Muamele Edilmis PC3 Hiicrelerinde DNMT

Enzimlerinin Transkripsiyonel ifadelenme Diizeyi

Eksozomal DNMT enzimlerinin alict hiicrelerdeki DNMT enzim diizeylerini nasil
etkiledigini belirlemek i¢in 24 saat inkiibasyonu takiben PC3 hiicrelerinden derive
eksozomlar PC3 hiicreleriyle iki farkli konsantrasyonda; diisik (2,5 pg) ve yiiksek
konsantrasyonda (10 pg) inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyon sonrasinda diisiik
konsantrasyonda eksozomlarla muamele edilmis PC3 hiicrelerinde sirasiyla DNMT1
mRNA diizeyinde 1,55 kat, DNMT3A mRNA diizeyinde 3,10 kat ve DNMT3B mRNA
diizeyinde ise 1,14 katlik artma belirlendi. Diisiik konsantrasyonda eksozomlarla
muamele edilen hiicrelerde yalnizca DNMT3A mRNA diizeyindeki artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.01). Yiiksek konsantrasyonda eksozom ile muamale edilmis
hiicrelerde ise sirastyla DNMT1 mRNA diizeyinde 2,69 kat, DNMT3A mRNA diizeyinde
3,18 kat ve DNMT3B mRNA diizeyinde 1,53 katlik bir artma belirlendi. Yiiksek
konsantrasyonda eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde DNMT1 ve DNMT3A mRNA
diizeylerindeki artma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Konsantrasyon bagimli 24 saatlik eksozomal DNMT ’lerin PC3 kanser hiicrelerinde DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B mRNA ifadelenme diizeyi iizerine etkisi. *; (p<<0.01) , Exo; eksozom.

4.5. 48 Saatlik Eksozomlarla Muamele Edilmis PC3 Hiicrelerinde DNMT

Enzimlerinin Transkripsiyonel ifadelenme Diizeyi

Eksozomal DNMT enzimlerinin alict hiicrelerdeki DNMT enzim diizeylerini nasil
etkiledigini belirlemek i¢in bir sonraki asamada 48 saat inkiibasyonu takiben PC3
hiicrelerinden derive eksozomlar benzer sekilde PC3 hiicreleri iki farkli konsantrasyonda;
disik (2,5 png) ve yiiksek konsantrasyonda (10 pg) 24 saat inkiibe edildi. Diisiik
konsantrasyonda eksozomla muamele edilmis PC3 hiicrelerinde sirastyla DNMT1 mRNA
diizeyinde 1,62 kat, DNMT3A mRNA diizeyinde 9,06 kat ve DNMT3B mRNA diizeyinde
ise 3,29 kat artma belirlendi. Diisiik konsantrasyonda eksozomlarla muamele edilen
hiicrelerde de novo DNA metiltransferaz enzimleri DNMT3A ve DNMT3B mRNA
diizeyindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01). Yiiksek konsantrasyonda
eksozom ile muamale edilmis hiicrelerde ise diisiik dozun tam tersine sirastyla DNMT1
mRNA diizeyinde 4,7 kat, DNMT3A mRNA diizeyinde 2,7 kat ve DNMT3B mRNA
diizeyinde 2,22 katlik bir azalma belirlendi. Yiiksek konsantrasyondaki 48 saatlik

eksozom uygulamasi sonrasinda PC3 hiicrelerinde DNMT enzimlerinin . mRNA
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ifadelenme diizeyindeki degisimler istatistiksel diizeyde anlamli bulundu (p<0.01)

(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Konsantrasyon bagimli 48 saatlik eksozomal DNMT’lerin PC3 kanser hiicrelerinde DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B mRNA ifadelenme diizeyi iizerine etkisi. *; (p<0.01) , Exo; eksozom.

4.6. Eksozom Iinhibisyonunun PC3 Hiicrelerinde DNMT’larin ifadelenme Diizeyine
Etkisi

Eksozom inhibitori GW4869, nSMaz2’in spesifik inhibitorii olup eksozom salinimim
inhibe etmek suretiyle eksozomal DNMT lerin alic1 hiicrelere gegisini bloke eder (Cao
ve ark., 2017). Eksozom salinimin inhibisyonunun alict hiicredeki DNMT enzimlerinin
ifadelenme diizeylerini nasil etkiledigi belirlemek i¢in ikinci asama olarak PC3 hiicreleri
24 saat konsantrasyon bagimli olarak eksozom inhibitorii GW4869 ile inkiibe edildi.
Yukarida da belirtigimiz iizere diisiik konsantrasyonda eksozomlarla muamele edilen
PC3 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine nazaran DNMT1 ve DNMT3A enzim diizeylerinde
artis, DNMT3B diizeyinde ise azalma belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.8). Yiiksek
konsantrasyonda ise DNMT enzim diizeylerinde artig belirlendi (p<0.05)(Sekil 4.9).
Calismanin devaminda kontrol hiicreleri olarak diisiik doz (2,5 ng) ve yiiksek doz (10
ug) PC3-derive eksozomlar ile ko-kiiltire edilen hiicreler kullanildi. Disiik
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konsantrasyonda PC-3 derive eksozomlar 10 uM GW4869 iceren besiyerinde 24 saat
inkiibasyon sonrasinda PC3 hiicrelerinde sirasiyla DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyinde
4,35 kat, DNMT3A diizeyinde 20 kat ve DNMT3B diizeyinde ise 5,88 katlik bir azalma
belirlenirken (p<0.05)(Sekil 4.6), 20 uM GW4869 iceren besiyerinde inkiibe edildiginde
ise DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyinde 2,08 kat, DNMT3A diizeyinde 9,09 kat ve
DNMT3B diizeyinde ise 7,14 katlik bir azalma saptand1 (p<0.05)(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: PC3 prostat kanser hiicrelerinin diisiik konsantrasyonda (2,5 pg), 10 pM ve 20 puM
konsantrasyonunda GW4869 ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda eksozom salinim inhibisyonunun DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B mRNA ifadelenme diizeyine etkisi. *; (p<0.01), Exo; eksozom.

Diistik dozla benzer sekilde yiiksek doz ile PC-3 derive eksozomlar 10 uM GW4869
iceren besiyerinde 24 saat inkiibasyon sonrasinda PC3 hiicrelerinde DNMT1 mRNA
ifadelenme diizeyinde 25 kat, DNMT3A diizeyinde 4,16 kat ve DNMT3B diizeyinde ise
6,66 katlik bir azalma belirlendi (p<0.05)(Sekil 4.7). 20 uM GW4869 igeren besiyerinde
inkiibe edilen hiicrelerde ise DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyinde 12,5 kat, DNMT3A
ve DNMT3B diizeyinde ise 1,51 katlik bir azalma belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: PC3 prostat kanser hiicrelerinin yiiksek konsantrasyonda (10 pg), 10 uM ve 20 pM GW4869 ile
24 saat inkiibasyonu sonrasinda eksozom salinim inhibisyonunun DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B mRNA
ifadelenme diizeyine etkisi. *; (p<0.01), Exo; eksozom.

Bununla birlikte, iki farkli konsantrasyonda PC3 hiicrelerinden derive eksozomlar ve
farkli dozlar da (10 uM ve 20 uM) GW4869 iceren besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerde
DNMT enzimlerinin ifadelenme diizeyi normal PC3 hiicrelerine nazaran anlamli bir

sekilde azaldigi belirlendi (p<0.01) (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

4.7. Androjen Bagimsiz Hiicrelerden Derive Eksozomlarin, Adrojen-Bagimh
Hiicreleri fle inkiibasyonu Sonrasinda DNMT Enzimlerinin Transkripsiyonel

ifadelenme Diizeyine Etkisi

PC3 derive eksozomlarin farkli 6zellikteki prostat kanseri hiicrelerinde DNMT
enzimlerinin transkripsiyonel olarak ifadelenme diizeyi iizerine etkisini incelemek icin
androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hatt1 PC3 hiicrelerinden derive 24 ve 48 saatlik
eksozomlar, androjen-bagimli prostat kanseri hiicreleri LNCaP ile 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 24 saatlik PC3 eksozomlar1 ile muamele edilen LNCaP

hiicrelerinde DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyi 1,66 kat, DNMT3A mRNA ifadelenme
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diizeyi 3,07 kat ve DNMT3B mRNA ifadelenme diizeyinde 1,96 kat artma belirlendi. De
novo DNA metiltransferaz enzimlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinde artma
istatistiksel olarak anlamli1 bulundu (p<0.01). 48 saatlik PC3 derive eksozomlar ile 24 saat
ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde ise DNMT1 mRNA diizeyinde 1,16 kat ve
DNMT3B mRNA ifadelenme diizeyinde 2,63 kat azalma gozlemlenirken DNMT3A
diizeyinde ise 1,18 katlik bir artma belirlendi. DNMT3B mRNA ifadeleme diizeyindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: PC3 derive 24 saatlik ve 48 saatlik eksozomlarin LNCaP ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
DNMTI1, DNMT3A ve DNMT3B enzmimlerinin transkripsiyonel ifadelenme diizeyindeki degisimler.
*; (p<0.01), Exo; eksozom.

4.8. Androjen Bagimh Hiicrelerden Derive Eksozomlarmm, Androjen-Bagimsiz
Hiicreleri fle inkiibasyonu Sonrasinda DNMT Enzimlerinin Transkripsiyonel

ifadelenme Diizeyine Etkisi

Calismamizin bir sonraki asamasinda ise androjen-bagimli prostat kanseri hiicre hatti
LNCaP’den derive 24 ve 48 saatlik eksozomlar ile androjen-bagimsiz prostat kanseri
hiicreleri PC3 ile 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 24 saatlik LNCaP
eksozomlari ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyi
2,03 kat ve 48 saatlik LNCaP eksozomlari ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde ise 1,74
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kat artma belirlendi. 24 saatlik LNCaP eksozomlar1 ile muamele edilen PC3
hiicrelerindeki DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyindeki artma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: LNCaP derive 24 saatlik ve 48 saatlik eksozomlarin PC3 ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda
DNMT1 enziminin transkripsiyonel ifadelenme diizeyindeki degisimler. *; (p<0.01), Exo; eksozom.

4.9. PC3 Hiicrelerinde Eksozomal USP7 ve UHRF1 Genlerinin ifadelenme

Diizeyleri

Calismamizin bir sonraki asamasinda zaman ve konsantrasyon bagimli olarak
eksozomlar ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde DNMT1 enziminin mRNA diizeyindeki
azalma ve/veya artmanin DNMT 1 ’in stabilitesinden sorumlu enzimlerden kaynaklaniyor
olabilecegi diisiincesiyle DNMT1’in stabilitesinden sorumlu enzimler USP7 ve
UHRF1’in eksozom igerisindeki ve hiicredeki ifadelenme diizeylerini inceledik. DNMT 1
enziminin aktivitesi i¢in posttranslasyonel modifikasyonlarin yani sira g¢esitli proteinler
ile etkilesime girmesi gereklidir. PHD ve RING parmak igeren ubiquitin benzeri domain
1 (UHRF1) proteini, DNMT1 enziminin en 6nemli kofaktdrlerinden biridir. Hiicre

dongiistiniin S faz1 siiresince hemimetile DNA boélgelerine DNMT1’in toplanmasina
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aracilik eder ve ayn1 zamanda ge¢ S fazi siiresince E3 ubiquitin ligaz olan UHRF1,
DNMT1’1 ubiquitinleyerek DNMT1 enziminin proteolitik parcalanmasina neden olur
UHRF1’in aksine deubiquitinaz Herpes iligkili ubiquitin spesifik proteaz (HAUSP/USP7)
ise DNMT1’i deubiqutinleyerek proteolitik par¢alanmadan korur (Bostick ve ark.,2007;
Du ve ark., 2010). Calismamizin bu agamasinda oncelikle 24 saatlik ve 48 saatlik PC3-
derive eksozomlar igerisinde USP7 ve UHRF1 mRNA diizeylerinin belirlenmesi oldu
(Sekil 4.12 ve 4.13). PC3-derive 24 saatlik eksozomlar igerisinde, PC3 hiicrelerine
nazaran USP7 mRNA’sinin eksozom igerisinde oldukca diisiik diizeyde oldugu
belirlenmesine karsin UHRF1 mRNA’sinin eksozomda 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu
tespit edildi. PC3 hiicreleri ile mukayese edildiginde sirasiyla USP7 mRNA diizeyinde
32.45 katlik bir azalma ve UHRF1 mRNA diizeyinde ise 2.89 katlik bir artis belirlendi
(p<0.01) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: 24 saatlik PC3 kanser hiicrelerinden derive eksozomlar igerinde USP7 ve UHRF1 mRNA
ifadelenme diizeylerindeki degisimleri. *; (p<0.05), Exo; eksozom.

PC3-derive 48 saatlik eksozomlar igerisinde de benzer sekilde USP7 mRNA’smin
eksozom igerisinde oldukca diisiik diizeyde oldugu ve UHRF1 mRNA’sinin eksozomda
onemli ol¢iide daha yiiksek oldugu tespit edildi. PC3 hiicreleri ile mukayese edildiginde
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sirastyla USP7 mRNA diizeyinde 3,7 katlik bir azalma ve UHRF1 mRNA diizeyinde ise
64,45 katlik bir artis belirlendi (p<0.01) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: 48 saatlik PC3 kanser hiicrelerinden derive eksozomlar icerinde USP7 ve UHRF1 mRNA
ifadelenme diizeylerindeki degisimleri. *; (p<0.05), Exo; eksozom.

Calismamizin bir sonraki asamasinda ise farkli konsantrasyonlarda PC3-derive
eksozomlar ile muamele edilmis PC3 hiicrelerinde USP7ve UHRF1 mRNA diizeyleri
incelendi. Diigiik konsantrasyonda (2,5 pg) 24 saatlik PC3-derive eksozomlarla 24 saat
inkiibasyon sonrasinda PC3 hiicrelerinde sirastyla USP7 mRNA diizeyinde 1.66 kat ve
UHRF1 mRNA diizeyinde ise 2 katlik azalma belirlendi ve diisiik konsantrasyonda
eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde yalnizca UHRF1 mRNA diizeyindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01). Yiiksek konsantrasyonda (10 pg)
eksozom ile muamale edilmis hiicrelerde ise sirasiyla USP7 mRNA diizeyinde 2.5 kat
ve UHRF1 mRNA diizeyinde 1.1 katlik azalma belirlendi ve yiiksek konsantrasyonda
eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde USP7 mRNA diizeyindeki artma istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Sekil 4.14).

51



ok
12 ok

| | | |
o 1
E
S 0,8
23
% a
= 0.4
£
0,2
1]
% oM N a o N
< & & ¢ & L
s & &
¢ & ¢ &
USP7 UHRF1

Sekil 4.14: Doz bagimli 24 saatlik eksozomal DNMT’lerin PC3 kanser hiicrelerinde USP7 ve UHRF1
mRNA ifadelenme diizeyi {izerine etkisi. *; (p<0.01), Exo; eksozom.

Son olarak 48 saatlik PC3-derive eksozomlarla 24 saat inkiibasyon sonrasinda diisiik
konsantrasyonda USP7 mRNA diizeyinde 1,21 kat artma ve UHRF1 mRNA diizeyinde
is 1,78 katlik azalma belirlendi ve bu artma/azalma istatistiksel olarak anlamsiz bulundu.
Yiiksek konsantrasyonda ise sirastyla USP7 mRNA diizeyinde 1,08 kat artma ve UHRF1
mRNA diizeyinde ise 1,16 katlik azalma belirlendi. Yiiksek konsantrasyonda 48 saatlik
eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde USP7 ve UHRF1 mRNA diizeylerindeki

artma/azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Doz bagimli 48 saatlik eksozomal DNMT’lerin PC3 kanser hiicrelerinde USP7 ve UHRF1
mRNA ifadelenme diizeyi iizerine etkisi. Exo; eksozom.
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5. TARTISMA

Ekstraseliiler vezikiillerin (EV'ler), prostat kanserinin erken teshisi i¢in gelecekteki
hastalarin prognozuna ve tedavilerine kisisellestirilmis bir yaklasimda bulunarak anahtar
biyobelirtegler olabilece8i diisiiniilmektedir. Prostat kanseri hastalarinin kan ve
idrarlarindan derive EV'ler, prostat kanserinin biyobelirteci olabilecek spesifik
biyomolekiiller igerir. Eksozomlarin, yiizeylerinde bir¢ok farkli protein bulunur. Bu
proteinler, mono- veya poliklonal olarak farkli antikorlar kullanilarak taninan epitoplar
olarak hareket edebilirler. Kan plazmasindaki eksozomlarin prostat kanseri i¢in belirteg
olarak kullanip kullanilamayacagini belirlemek icin 6zel bir deney olusturulmustur. Bu
calismada, ¢esitli EV-tirevli proteinler, klinik ortamlarda potansiyel kanser
biyobelirtegleri olarak arastirilmistir. Bu calisma sonucunda, birka¢ iiriner eksozom
proteinleri, prostat kanseri i¢in ayr1 biyobelirte¢ olarak yiiksek bir duyarlilik ve 6zgiilliikte
oldugu gostermistir ve bunlarin ¢ok panelli bir testte birlestirilmesi, prostat kanserinin
hasta olmayan kontrollerden tam olarak ayrilmasini saglayacak potansiyele sahip oldugu
ifade edilmistir. Caligmalar, iiriner eksozomlar, prostat kanserinin teshisinde,
prognozunda ve izlenmesinde potansiyel bir kullanima sahip, timit verici, invazif

olmayan biyobelirte¢ olabilecegini vurgulamaktadir (Lorenc ve ark., 2020).

Son yillardaki c¢alismalarda eksozomlarin alict hiicrenin epigenetik yeniden
diizenlemesinde de Onemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu caligmalarda, eksozomal
miRNA’lara odaklanilmis olsa da over kanser hiicrelerinde CpG adaciklarinin DNA
metilasyonundan sorumlu olan DNA metiltransferaz enziminin (DNMT1) mRNA’sinin
eksozomal kargo molekiilleri arasinda oldugu belirtilmistir (Cao ve ark., 2017). Benzer
sekilde farkli iki c¢alismada da yine DNMT enzimlerinin eksozomal kargo
biyomolekiilleri arasinda yer aldig1 gosterilmistir (Tang ve ark., 2018; Dakhallah ve ark.,
2019).

DNA metilasyonu en ¢ok ¢alisilan ve en 6nemli epigenetik mekanizmlardan biridir. CpG
adaciklarmin metilasyonundan sorumlu primer enzimler DNA metiltransferazlar olup
kanser hiicrelerinde 6zellikle tiimor baskilayict genlerin nonmutasyonel olarak
baskilanmalarindan sorumludurlar (Hermann ve ark., 2004; Turek-Plewa ve Jagodzinsk,
2005). Giintimiize kadar tanimlanmis bes memeli DNMT enzimi vardir; DNMTI,
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DNMT2, DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L (Dakhlallah ve ark., 2019). DNA
metiltransferazlar, fonksiyonel aktivitelerine ve hedef substratlarina gére de novo DNA
metiltransferazlar (DNMT3A ve DNMT3B) ve siirerlik DNA metiltransferazlar
(DNMTT1) olmak tizere iki gruba ayrilir. Gelisimin erken doneminde metilasyon Oriintiisii
de novo DNA metiltansferazlar (DNMT3A ve DNMT3B) araciligiyla postreplikasyon
olarak gerceklestirilirken (aktif DNA metilasyonu) siirerlik DNA metiltransferaz enzimi
(DNMTT1) ise replikasyon esnasinda (pasif DNA metilasyonu) ve hemimetile bolgelerde
DNA metilasyon oriintiistiniin korunmasini saglar (Hermann ve ark., 2004; Turek-Plewa
ve Jagodzinsk, 2005). DNMT ler arasindaki bu farkli epigenetik fonksiyonlar ayricalikli
degildir ve ortlisebilirler. DNMT2, diisiik DNA metilasyon aktivitesine sahip olup
transfer RNA metiltransferazdir. DNMT3L ise enzimatik aktivitesi yoktur ancak
DNMT3A/3B ve diger baskilayici komplekslerle etkilesime girerek gametogenez
stiresince metilasyon kalibin1 olusturulmasini saglar (Dakhlallah ve ark., 2019).
Kanserinde igerisinde yer aldigt bir c¢ok hastalik tipinde DNMT enzimlerinin
transkripsiyonel ve translasyonel olarak ifadelenme diizeylerinde degisimlere siklikla
karsilasilmaktadir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de DNMT
enzimlerinin ifadelenme diizeyi artmaktadir. Tzelepi ver ark.larinin ¢calismasinda (2020)
ilk olarak prostat kanserinin progresyonunda erken donemde DNMT1 ve DNMT3L’in
ifadelenme diizeyi arttigini1 gostermistir. Ayrica bu galismalarinda androjen ablasyonuna
cevaben DNMT?2 enzim diizeyi artigmi da bildirmislerdir. Buna ilaveten ileri evrede
DNMT1, DNMT2 ve DNMT3L enzimlerinin ifadelenme diizeyide arttigini ve son olarak
primer karsinom orneklerine nazaran lenf nodu metastas 6rneklerinde DNMT1, DNMT2
ve DNMT3L diizeyinde artis oldugu belirlemislerdir (Tzelepi ve ark., 2020). Bu
bilgilerin 15181nda, calismamizda ilk olarak prostat kanseri derive eksozomlar igerisinde
DNMT mRNA’larinin kargo molekiillerden biri olup olmadigmi, ikinci olarak,
eksozomal DNMT lerin alic1 hiicredeki DNMT ifadelenme diizeyini nasil etkiledigi ve
son olarak spesifik eksozom inhibitdrlerin DNMT ifadelenmesi {izerine etkisini

belirlemeyi amagladik.

Cao ve ark.lar1 (2017)’de over kanseri hiicre hattinda yaptig1 ¢alismada eksozomlar
icerinde  DNMT1 mRNA’sinin bulundugunu géstermislerdir. Dakhallah ve ark.

calismasinda (2019), sepsis ve septik sok hastalarinin serumlarindan izole edilen
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ekstraselliiler vezikiillerin kargo molekiiller arasinda DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
mRNA’sminda bulundugunu gostermislerdir. Tang ve ark.larinin (2018) ¢alismasinda ise
indiiklenmis pluripotent kok hiicre hattt iPS (IMR-90)-4 hiicrelerinden derive
eksozomlarda ise DNMT3B translasyonel diizeyde kargo molekiilleri arasinda yer aldig1
belirtilmistir. Bizde calismamizda benzer sekilde oncelikle ilk kez prostat kanser
hiicrelerinden izole edilen eksozomlar icerinde sadece DNMT1’in mRNA’smi tespit
ederken DNMT1 translasyonel diizeyde kargolanmadigini belirledik. Bununla birlikte,
yine ilk kez bu eksozomlar igerisinde de novo DNA metiltransferazlarin mRNA’larinin
da (DNMT3A ve DNMT3B) yer aldigin1 belirledik. Calismamizda 24 saatlik androjen
bagimsiz prostat kanser hiicrelerinden derive eksozomlarda DNMT1 ve DNMT3A
mRNA’larinin ve 48 saatlik eksozomlar icerisinde ise yalnizca DNMT3A mRNA
diizeyinin hiicrenin normal igerigine gore daha yiiksek diizeyde bulundugunu belirledik
(p<0.01). DNMTZ1’in 48 saatlik eksozomlarda diisiikk diizeyde bulunmasi oncelikle
DNMTV!’in hiicre dongiisii bagimli olarak sentezlenmesinden kaynaklaniyor olabilir.
Bildigimiz gibi hiicrede erken S fazinda DNMT1’in ifadelenme diizeyi artarken ge¢ S
fazinda ise posttranslasyonel modifikasyonlar aracilifiyla degrade edilmektedir. Ayrica,
mRNA 6mrii, miRNA’lar gibi posttranskripsiyonel mekanizmalar ve/veya translasyonu
bu duruma katk1 sagliyor olabilir. Ayni sekilde eksozomlarin kargo molekiileri arasinda
spesifik olarak DNMT’leri hedefleyen miRNA’larda yer almakta ve hedef hiicrede
DNMT ifadelenmesini negatif yonde etkilemektedir. Ornegin, septik SHY5Y
hiicrelerinden derive eksozomal miR-126 alic1 hiicrede DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
transkriptlerinin ifadelenmesini azalttigi gosterilmistir (Cut ve ark., 2020). DNMT1
ifadelenme diizeyinde azalmaya karsin 24 saatlik eksozomlara nazaran 48 saatlik
eksozomlarda DNMT3A diizeyinde anlamli bir artis bulunmaktadir (p<0.01). Bu durum
gosteriyor ki prostat kanseri hiicrelerinde WIF-1 gibi spesifik genlerin DNA

metilasyonundan DNMT3A enzimi sorumlu olabilir.

Cao ve ark.lart caligmalarinda (2017) over hiicre hatti SKOV3 hiicrelerinden derive

eksozomlar1 yiiksek konsantrasyonda ayni hiicrelerle 24 saat inkiibe ettiginde hiicrelerde

DNMT1 mRNA ifadelenme diizeyinin arttigimi1 belirlemistir. Bu ¢alismalarinda ayrica

eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde sisplatine karsi direncin arttig1 ve hiicrelerde

apoptoz diizeyinin de azaldigim1 goézlemlemislerdir. Bununla birlikte SKOV3
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hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin over kanseri farelerde timor hacmini arttirdigini
ve yagam siiresini onemli dlgiide azalttigin1 gozlemlemislerdir. Bizde ¢alismamizda iki
farkli konsantrasyonda (diisiik konsatrasyon; 2,5 pg ve yiiksek konsantrasyon; 10 pg)
eksozomlarla ayni hiicreler inkiibe edildiginde bu hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda DNMT mRNA diizeylerinde bir artis oldugunu, DNMT1 ve DNMT3A mRNA
ifadelenme diizyindeki artigin ise istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirledik. 48
saatlik inkiibasyonda ise diisikk konsantrasyonda DNMT3A ve DNMT3B mRNA
diizeylerinde anlamli bir artig belirlenirken yiiksek konsantrasyon uygulanan hiicrelerde
ise DNMT mRNA diizeylerinde anlamli bir azalma belirlendi (p<0.01). Bilindigi gibi
eksozomlar igerik igerisinde en sik rastlanan kargo molekiilleri arasinda miRNA’larda
yer almaktadir. Bu nedenle yiiksek konsantrasyonda eksozom uygulanan hiicrelerdeki
miRNA diizeyinin artist DNMT mRNA’larin1 negatif yonde etkiliyor olabilir. Ayrica
hiicredeki DNMT mRNA’larin  posttranskripsiyonel ve/veya posttranslasyonel
modifikasyonlarinin yani sira bu hiicrelerin replikasyon zamanina gére DNMT lerin

mRNA ifadelenme diizeyi degismektedir.

Eksozom inhibitérii GW4869, nSMaz2’in spesifik inhibitorii olup eksozom salinimin
inhibe eder. Che ve ark.larinin ¢aligmasinda (2019) androjen bagimsiz hiicre hattt PC3
ile eksozom inhibitdrii GW4869 ile 48 saat inkiibasyon sonrasinda eksozomal miR-143
diizeyinde azalma oldugunu gézlemlemislerdir. Bizde ¢alismamizda eksozom salinimini
spesifik olarak inhibe eden GW4869 iceren besiyerinde ayni deneyi tekrarladigimizda
eksozomal DNMT enzimlerinin ifadelenme diizeyi 6nemli derecede azaldigini belirledik.
Ayrica oOzellikle diisiik konsantrasyonda GW4869 igeren besiyerine inkiibe edilen
hiicreler eksozomla muamele edildiginde kontrol hiicrelerine (PC3+exo) nazaran DNMT
ifadelenme diizeyleri 6nemli Olgiide azalmistir. Bu durum eksozom aracilt miRNA
tasinmast azalmasindan dolayr DNMT’leri hedefleyen miRNA’lar tarafindan DNMT
mRNA’lar1 degrade olabilir. Diisiik konsantrasyon ve yliksek konsantrasyon GW4869
iceren besiyerinde inkiibe edilen hiicreler kiyaslandiginda ise yiiksek konsantrasyon
GW4869 igeren besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerde DNMT enzimlerin ifadelenme
diizeyi artmaktadir. Ayrica eksozom ile muamele edilmemis PC3 hiicreleri ile
karsilagtirildiklarinda ise her iki konsantrasyonda da DNMT ifadelenme diizeylerinin
azaldigi belirledik. Bu sonucumuz ayrica géstermektedir ki, kanser hiicrelerinde eksozom
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spesifik inhibitorler DNMT ifadelenmesinin baskilanmasinda 6nemli terapotik ajanlar
olabilir. Buna karsin, Cao ve ark.larmin c¢alismasinda (2017) da benzer sonuglar
gozlemlenmesine karsin GW4869 ve eksozom ile mumale edilen hiicreler ile muamele

edilmemis hiicrelerde DNMT1 ifadelenme diizeyinde bir farklilik bulunmamaislardir.

Calismamizin bir sonraki asamasinda androjen bagimsiz hiicrelerden farkli 6zelliklerdeki
prostat kanseri hiicrelerinden derive eksozomlarin uygulamasi sonrasinda DNMT enzim
diizeylerinde etkisi nasil diye inceledigimizde ister androjen bagimsiz hiicrelerden derive
eksozomlar1 androjen bagimli hiicrelerle inkiibe ettigimizde ister androjen bagimli
hiicrelerden derive eksozomlarla androjen-bagimsiz hiicreleri inkiibe ettigimizde ayni
hiicre derive eksozomlarla muamele edilen hiicrelere benzer sekilde DNMT enzimlerinin
transkripsiyonel ifadelenme diizeylerinde artis belirledik. Bu durum gosteriyor ki, hedef
hiicre 6zelligi ayirt etmeksizin prostat kanseri hiicrelerinden derive eksozomlar alici

hiicrede DNMT enzimlerinin ifadelenme diizeyini pozitif yonde etkilemektedir.

Biz daha oOnceki c¢alismamizdan biliyoruz ki, DNMTI’in posttranslasyonel
modifikasyonlar aracilifiyla ifadelenme diizeyinde 6nemli etkisi olan iki protein USP7
(Herpes iliskili ubiquitin 6zgii proteaz, HAUSP) ve UHRF1 (PHD ve RING parmak
iceren ubiquitin benzeri domainl) proteinleridir. UHRFI, DNA metilasyonunun
devamlilig1 i¢in DNMT1’in kritik kofaktorlerinden biridir ve ayrica E3 ligazdir. USP7
ise ubiquitin dekonjugasyon enzimlerinden biri olup DNMT1’in deubiqutine
edilmesinden sorumludur. Replikasyonun erken S fazinda UHRFI, hemimetile
bolgelerde DNMT1 enzimin toplanmasma aracilik ederken ge¢ S fazinda ise
ubiqutinlemek suretiyle DNMTI1’in proteozom aracili parcalanmasina aracilik
etmektedir. USP7 ise UHRFL1 aracili ubiquitinlenmeye karst DNMT1 enzimini korur
(Varol ve ark., 2014). 24 saatlik ve 48 saatlik eksozom igerigini karsilastirdigimizda 24
saatlik eksozomlarda daha yliksek diizeyde DNMT1 mRNA’s1 ile karsilastik. Benzer
sekilde yiiksek konsantrasyonda eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda DNMT1 ifadelenme diizeyinde 6nemli derecede artis belirlerken
48 saatlik ekzozomlarla 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise dnemli derecede DNMT1
mRNA’sinda azalma belirledik. Bu durum aklimiza DNMT 1 in stabilitesinden sorumlu

enzimlerle iligkili olabilecegini getirdi. Bu hipotezimizi test etmek i¢in 6ncelikle eksozom
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icerigine baktigimizda hem USP7 hem de UHRF1 prostat kanseri derive eksozomlarin
kargo molekiilleri arasinda yer aldigim gdzlemledik. Ozellikle UHRF1 zaman bagimli
olarak eksozomlar icerisinde diizeyi artmaktadir. Ancak alic1 hiicrede hem USP7 hem de
UHRF1 mRNA ifadelenme diizeyinde kontrol hiicrelerine kiyasla zaman ve doz bagiml
olarak 6nemli bir degisiklik belirlemedik. Bu durum bize, USP7 ve UHRF1’in ifadelenme
diizeylerinden bagimsiz olarak alici hiicrede DNMT enzimlerinin ifadelenme
diizeylerindeki  farkliliklarm  bu  enzimlerin  posttranskripsiyonel  ve/veya

posttranslasyonel diizeyde diizenlenmesinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Elde ettigimiz bulgularla literatiirde ilk kez prostat kanseri hiicrelerinden derive
eksozomal kargo molekiilleri arasinda DNMT enzimlerinin mRNA’larinin da yer aldigini
gosterdik. Bununla birlikle eksozomal DNMT’lerin alict hiicrelerde DNMT lerin
ifadelenme diizeyine 6nemli etkisi oldugunu belirledik. Bu bulgumuz eksozomal DNMT
mRNA’larinin alic1 hiicrede DNA metilasyonunun yeniden programlanmasina aracilik
edebilecegini gostermektedir. Bu bulgunun desteklenmesi igin ilave ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica prostat kanseri hiicrelerinin spesifik eksozom inhibitorii GW4869
ile inkiibasyonu sonrasinda hiicrelerden derive eksozom ile muamele edilen ve edilmeyen
hiicrelerde DNMT’lerin ifadelenme diizeyindeki azalmaya neden olmasi eksozom
inhibitorlerinin DNMT inhibitdrleri olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. Ancak

bu sonucunda ilave ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucunda ;

> 1lk olarak, literatiirde ilk kez prostat kanser hiicrelerinden derive eksozomlar
icerisinde siirdirme DNMT enzimi DNMT1’in ve de novo DNMT enzimleri
DNMT3A ve DNMT3B enzimlerinin transkripsiyonel diizeyde bulundugunu
belirledik.

» Androjen bagimsiz prostat kanser hiicresi PC3-derive eksozomlarin ayni
hiicrelerle konsantrasyon ve zaman bagimli olarak inkiibe ettigimizde DNMT
enzimlerinin alic1 hiicrede konsantrasyon bagimsiz olarak 24 saatlik eksozomlarla
inkiibasyon sonrasinda DNMT enzimlerinin mRNA diizeylerinde artis belirlerken
48 saatlik eksozomlarla inkiibasyon sonrasinda yiiksek konsantrasyonda DNMT
enzimlerinin mRNA ifadelenme diizeyinde anlamli bir azalma diisiik
konsantrasyonda ise artma belirledik. Konsantrasyon bagimli artma ve/veya
azalmanin hiicredeki hangi mekanizma tarafindan saglandigini belirlemek i¢in
ilave ¢aligmalar yapilmasi1 gerekmektedir.

» Eksozomal inhibitor olan GW4869 iceren besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerde
hem eksozom igeren hem de eksozom igermeyen androjen bagimsiz PC3
hiicrelerinde DNMT enzimlerinin mRNA ifadelenme diizeyinde anlamli bir
azalmaya neden oldugunu belirledik. GW4869 uygulamas1 sonrasinda eksozom
ile muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerde DNMT ifadelenme diizeylerindeki
azalma GW4869’un DNMT inhibitorii olarak da fonksiyon gorebilecegini
diigiirdiigiinden dolay1 spesifik gen bolgelerinde metilasyon tizerine etkisinin
belirlenmesi gerektigini onermekteyiz.

» Farkli Ozelliklere sahip prostat kanseri hiicrelerinden, androjen-bagimli ve
androjen bagimsiz, derive eksozomlarla muamele edilen edilen prostat kanseri
hiicrelerinde, ayn1 hiicre derive eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde oldugu
gibi DNMT enzimlerinin mRNA ifadelenme diizeyinde artis tespit ettik.

» Yiiksek konsantrasyonda 48 saatlik eksozomla inkiibasyon sonrasinda DNMT1
ifadelenmesindeki azalmanin nedenini olarak DNMT 1 in stabilitesinden sorumlu

enzimleri (USP7 ve UHRF1) inceledigimizde, USP7 ve UHRF1’in eksozomlar
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icerisinde yer almalarina karsin alici hiicredeki diizeyleri ile karsilagtirdigimizda
DNMT21’in mRNA diizeyindeki azalma ile arasinda anlamli bir iligki
gozlemlemedik. De novo DNA metiltansferaz enzimlerin kararliligindan sorumlu
olan enzimlerin heniiz tanimlanmamis olmasimndan dolayr bu enzimlerdeki
ifadelenme artig1 veya azalmasi iizerine etkisini aragtiramadik.

Son olarak, bu caligmamizda prostat kanserinden derive eksozomal kargo
molekiilleri arasinda DNMT enzimlerinin mRNA’sinin oldugunu ve mRNA’larin
alict1 hiicredeki bu enzimlerin ifadelenme diizeyini etkiledigini belirledik.
Bulgularimizi desteklemek icin DNMT ifadelenme diizeylerindeki artis veya
azalmanin global metilasyon diizeyine etkisinin nasil oldugunun da belirlenmesi

gerektigini onermekteyiz.
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