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OZET

INSAN ADIPOZ MEZENKIMAL KOK HUCRE KAYNAKLI EKSOZOMLARIN
KOLON KANSERI HUCRESiI UZERINDEKI TRANSKRIPTOMIK VE
HUCRESEL ETKILERININ BELIRLENMESI
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BALIKESIR, OCAK-2025

Hiicre dis1 vezikiillerden biri olan ekzosomlar ¢esitli proteinler, lipitler, mRNA, metabolik
enzimler ve miRNA gibi ¢ok sayida esansiyel molekiilii icererek hiicreler arasindaki
molekiiler bilgiyi ve hiicreler arasi iletisimi saglamaktadir. Eksozomlar kanserde hiicreler
arast iletisimin Onemli aracilar1 olarak ortaya c¢ikmis olup yerel ve sistemik cevreyi
degistirerek kanserin biiylimesi ve yayilmasini programlayabilmektedir. Eksozomlarin
kanser progresyonundaki ¢ok yonlii etkileri literatiirde yapilan ¢alismalada siirli oldugu ve
eksozomlarin kanser hiicreleri lizerinde etkileri géz Oniine alinarak c¢alismamizda
eksozomlarin izolasyonu yapilarak TEM, Western blot ve immiinofloresan analizi ile
karakterize edilmistir. Ardindan SW-480 hiicrelerinde proliferasyon/sitotoksisite, koloni
formasyon ve hiicre migrasyonu ¢alismalar1 gereceklestirilmistir. Bu analizlere ek olarak
eksozomlarin SW-480 kolon kanseri hiicrelerindeki etkisinin belirlenmesi igin
transkriptomik analizler yapilmistir. Gergeklestirilen biyoinformatik analizlerle tiim RNA
transkpti arastirilmistir. Elde edilen sonuglarda istatistiksel olarak anlamli degisiklige
ugrayan genler belirlenerek RT-PZR ¢alismalar1 yapilarak dogrulanmistir. Bu genlerden up
regiile olan ATOH 8’in sh RNA ¢alismalar1 i¢in lentiviral tabanli pLKO.1-TRC vektoriine
basariyla klonlanmas1 gergeklestirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Eksozomlar, kolon kanseri, RNA sekans, sh RNA

Bilim Kod / Kodlar1: 20326, 20603, 20606, 20610 Sayfa Sayisi: 138



ABSTRACT

DETERMINATION OF TRANSCRIPTOMIC AND CELLULAR EFFECTS OF
HUMAN ADIPOSE MESENCHYMAL STEM CELL-DERIVED EXOSOMES ON
COLON CANCER CELLS
PH. D THESIS
BURCU EFE DASKAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. HATICE YILDIRIM)
(CO-SUPERVISOR: PROF.DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, JANUARY - 2025

Exosomes, one of the extracellular vesicles, provide molecular information and
intercellular communication between cells by containing many essential molecules such
as various proteins, lipids, mRNA, metabolic enzymes and miRNA. Exosomes have
emerged as important mediators of intercellular communication in cancer and can
program the growth and spread of cancer by changing the local and systemic
environment. Considering the limited number of studies in the literature on the
multifaceted effects of exosomes on cancer progression and the effects of exosomes on
cancer cells, in our study, exosomes were isolated and characterized by TEM, Western
blot and immunofluorescence analysis. Then, proliferation/cytotoxicity, colony
formation and cell migration studies were performed in SW-480 cells. In addition to
these analyses, transcriptomic analyses were performed to determine the effect of
exosomes on SW-480 colon cancer cells. All RNA transcripts were investigated with the
bioinformatic analyses performed. Statistically significant genes were determined in the
obtained results and confirmed by RT-PCR studies. Among these genes, up-regulated
ATOH 8 was successfully cloned into the lentiviral-based pLKO.1-TRC vector for sh
RNA studies.

KEYWORDS: Exosomes, colon cancer, RNA- sequence, sh RNA
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SEMBOL LIiSTESI
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: Diagilgliserol
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, diinya ¢apinda énemli bir halk saglig1 sorunudur ve ABD’de ikinci 6nde gelen 6lim
nedenidir. Diinya Saglik Orgiitii 2015 y1l1 verilerine gore kanser, 172 iilkenin 91’inde 70 yas
Oncesi insanlarda birinci veya ikinci 6liim nedeni iken 22 {ilkenin daha eklenmesiyle tigiincii
veya dordiincii sirada yer almaktadir. Amerikan Kanser Toplulugu verilerine goére kalp
hastaliklar1 disinda ikinci 6liim nedeni olarak belirlenen kanserin, 2018 yilinda yaklasik 1,7
milyon yeni kanser vakas1 oldugunu rapor etmislerdir. Uluslararasi Kanser Arastirmalari
Ajansi tarafindan yiiriitilen ¢calismada GLOBOCAN 2018 verilerine gore 2018 yilinda
diinya genelinde 18,1 milyon yeni vaka ve 9,6 milyon kanser 6liimii olacagini tahmin
edilmistir. Bu verilere gore her giin 609.640 Amerikalidan 1670’1 kanser nedeniyle 6limii
gerceklesmektedir. Kiiresel niifusun yaklasik %60°nin Asya kitasinda olmasi, diinyadaki
kanser oliimlerinin yaklasik yarisindan fazlasinin Asya’da gergeklesecegini ongérmektedir.
Avrupa toplam kanser vakalarmin %23,4’tinli ve kanser Oliimlerinin %20,3’{inii
olustururken, kiiresel popiilasyondaki 6liim oraninin %9’unu olusturmakta, bu durum
Amerika’da goriilme sikliginin % 21oldugu ve diinya ¢apinda 6liim oraninin ise %14,4’tinii
olusturdugu belirlenmistir. Asya’da bu durum %57,3, Afrika’da %7,3 iken kiiresel
popiilasyondaki 6liim orant; kanser tiirlerinin farkli dagilimlar1 ve bu bolgelerde daha yiiksek
6liim oranlar1 nedeniyle insidans paylari sirasiyla %48,4 ve %5,8 olarak bulunmustur (Bray

vd. 2018).

2019°da koronaviriis pandemisi nedeniyle 2020 yilinda kanserin teshis ve tedavisinde
gecikmeler meydana gelmistir. Kisa siireli kanser vakalarinda diisiis meydana gelmis olsa
da ardindan ileri evre hastaliklarda ve mortalitede artisa neden olmustur (Siegel vd. 2021).
2020’de ABD’de yaklasik olarak 1,8 milyon kanser teshisi konulmus ve 600.000’°den fazla
olim gerceklesmistir. Malign neoplazmalar, 45 ila 64 yas arasindaki bireylerde 6nde gelen

oliim nedenidir ve saglik harcamalarinin 6nemli bir kism1 kansere atfedilmektedir (Rahib

vd. 2021).

Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde yaslanan ve artan niifusla birlikte
erken Oliimlerin baslica nedeni olup bir¢ok iilkede yasam beklentisini azaltmaktadir.
Bununla birlikte kanser tan1 modellerinde insani gelisim indeksi yiiksek olan tilkelerde farkli

tip kanser profili goriilmektedir. Ornegin, kolorektal ve prostat kanserleri insani gelisim



indeksinin yiiksek oldugu bolgelerdeki erkeklerde yaygin iken, diisiik insani gelisim
indeksine sahip boélgelerde bulunan kadinlarda serviks kanserinin daha sik goriildiigii tespit
edilmistir (Cao vd. 2021).

Diinya Saglik Orgiitii siniflamasina gére 4. asama beyin tiimorii olan Glioblastoma
multiforme, santral sinir sistemi primer beyin tiimoriiniin en yaygin seklidir. Agresif yapisi
ve mevcut tedavilerden kagmasi onu en Oliimciil kanserlerden biri yapmaktadir.
Glioblastoma multiforme hiicrelerinin heterojen dogasi ve sinirli onarim mekanizmalari ve
anatomik karmagikliklari, santral sinir sistemide herhangi bir kanseri tedavi etmedeki dogal
sorunlar, ilaca direnglilik gibi nedenler glioblastoma multiforme’un tedavisini zor bir amag
haline getirmektedir. Glioblastoma multiforme, programlanmis hiicre o6liim sekli olan
apoptoza karst diren¢ gostermesiyle ilgili molekiiler mekanizmalarin sadece bir kismi
anlasilabilmistir. Timor yeniden niiksli, radyoterapi ve kemoterapiye ek olarak,
glioblastomun tedavisi i¢in gelistirilen dendrimerler, miseller ve polimer bazli- ila¢ nano-
tagtyicilarinin glioblastoma hiicrelerini hedeflemedeki zorluklar ve kan beyin bariyerini
gecememesi problemi devam etmektedir. Hiicreler ve c¢evresinde meydana gelen
anormallikler timor olusumu ve ilerlemesi ile ilgili olan siirecler isaret etmektedir. Bu
nedenle, hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi glioblastomalarin

tedavisi i¢in onemli bir hedef haline gelmistir (Raucher, 2019, Haar vd. 2012).

1.1.1 Kolon Kanseri

Diinya ¢apinda kolon kanseri gibi bir¢ok kanseri onleme, teshis ve tedavi ¢alismalarin
tyilestirmek i¢in erken teshis stratejileri ve halk saglig1 girisimleri giin gegtikce 6nemi
giderek artan bir konu olarak ele alinmaktadir. Buna karsilik, kolon kanseri kiiresel olarak
en yaygmn kanserler arasindadir ve goriilme oranlart bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Tarama ¢alismalari, kolon kanserinin erken evrelerde tespit edilmesinde ve
hayatta kalma oranini arttirmada etkili olsa da diyet, fiziksel aktivite ve genetik yatkinliklar
gibi faktorler kanserin ele alinmasindaki zorluklart devam ettirmektedir (Patharia vd. 2024).
Kolon kanserinin, Lieberkiihn kriptlerinin tabaninda bulunan ve bagirsak epitel zarinin
glinliikk degisiminden sorumlu olan LGRS5+ kript tabani kolumnar hiicreleri olarak
adlandirilan yerlesik kok hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu durum ilk olarak,
Apc tiimor baskilayici kaybiyla gegici ¢ogalan progenitorlerde degil, LGR5+ kript tabam
kolumnar kok hiicreleri hedeflendiginde tiimor olusumunu tetikledigi fare modellerinde

gosterilmistir. Kolon kanserinin ‘asagidan yukariya’ modeline ek olarak, inflamasyon

2



baglaminda tiimor olusumunu baglatabilen kript-villus ekseni boyunca daha yiiksek
pozisyonlarda bulunan post-mitotik, tamamen islenmis hiicre soylarinin bulundugu
‘yukaridan asagiya’ modeller de oOnerilmistir. 2024 yilinda yapilan bir calismada,
inflamatuar bagirsak hastaligi olan bireylerde kolon kanserlerinin ¢ogunun kok hiicre
olmayan soylardan kaynaklanabilecegi gosterilmistir (Verhagen ve Fodde, 2024).
Gergeklestirilen ¢caligmalarda evre I kolon kanseri i¢in 5 yillik sagkalim oran1 %91iken lokal
olarak ilerlemis hastaliklarda bu oran %72’ye ve evre IV igin ise %14 sagkalima
diismektedir. (Tonini ve Zanni, 2024).

Hem erkekleri hem de kadinlari etkileyen kolon kanseri, diinya ¢apinda kansere bagli
Oliimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. Bunun nedenleri arasinda ¢ok fazla et ve alkol
tilketimi ile yeterli fiziksel egzersiz yapilmamasinin yani sira mevcut gida aligkanligi ve
yasam tarzi nedeniyle diinya ¢apinda artmaktadir. Diinya niifusunun énemli bir bolimiinii
etkileyen kolon kanseri, hasta bakimini1 ve sagkalimini iyilestiren son atilimlara ragmen
kemoterapi sinirliligl, hastada olusan yan etkiler ve direng sebebiyle halen yogun bir sekilde
calisilmaktadir. Bunun icin daha az zararli farmakolojik tedavilere her zamankinden daha

fazla ihtiya¢ duyulmaktadir (Islam vd. 2022).

Kolorektal kanser diinya ¢capinda ikinci 6nde gelen ve en yaygin kanserlerden biridir. Yeni
tan1 alan hastalarin yaklasik %25°i zaten metastaz gelistirmis ve tiim kolorektal kanser
hastalariin %50°sinde hastalik ilerledik¢e zaman iginde metastaz gelismektedir (Kirstein
vd. 2014). Kolorektal kanser diinyada en sik teshis edilen {iglincii malignite ve dordiincii
onde gelen kanser 6liim nedenlerinden olup 2012°de yaklasik 1,4 milyon yeni vaka ve
yaklagsik 700.000 6liimle sonuglanmistir (Arnold vd. 2017). Normal kolonun epiteli, diizenli
araliklarla ayrilmis, dallanmamuis kriptalara sahiptir. kolorektal kanserin kriptalari, dallanma
kriptlari, diizensiz ayrilmas1 ve biiylik miktarlarda desmoplastik stroma ile karakterize olan
diizensiz bir yap1 sergilemektedir. ileri dereceli adenokarsinomlar, siki bir sekilde
paketlenmis tiimor hiicrelerine sahiptir ve bezler, timor hacminin %50’sinden azim
icermektedir (Munro vd. 2018). Kolorektal kanserde sitotoksik tedavi ve hedeflenen her yol
i¢cin farkli kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 bulunabilmekte, ancak cogu zaman bir ilaca
kars1 kazanilmis direng, ¢oklu ila¢ direnci olarak adlandirilan bir kavram olan, farkli etki

mekanizmalariyla galisabilen diger ilaglara kars1 direng saglamaktadir (Hammond vd. 2016).



Hematojen yoldan aracilik eden uzak metastaz, kolorektal kanser hastalarinda dogrudan kot
prognoza katkida bulunur. Bir¢ok ¢alismada, hastalarin prognozunu iyilestirmek amaciyla
kolorektal kanserdeki potansiyel niiksiin biyolojik belirtegleri incelenmistir. Kanser gelisimi
ile iliskili kiigiik kodlayici olmayan RNA’lar olan mikroRNA’larin (miRNA’lar) ¢esitli
kanser tiirlerinde potansiyel biyolojik belirleyiciler oldugu gosterilmistir (Matsumura vd.
2015).

Kolorektal kanser, normal kolonik epitelyumun “‘polip kanseri ilerleme sekansi’ olarak
adlandirilan kolon adenokarsinomuna doniismesine yol agan genetik ve epigenetik
degisikliklerin ilerlemesi sonucunda meydana gelmektedir. Gen mutasyonlarinin ve
epigenetik degisikliklerin ardisik ilerlemesi, iyi huylu adenomlarin yerine malign
adenokarsinomlarin olusmasimma neden olmakla beraber ilerlemesini de yonlendirdigi
diistiniilmektedir. Ciinkii bu mutasyonlar, kanserin ayirt edici davraniglarini diizenleyen
sinyal yollarini etkilemektedir. Boylece mutasyonlar giderek daha fazla malign hiicrelerin
bliylimesine yol acarak klonal bir biiylime avantaji yaratir. Sonucunda ise kendini invaziv

adenokarsinom olarak gostermektedir (Grady vd. 2008).

Genetik ve aile Oykiisii kanserin baslangicini agiklamak icin yeterli degildir. Bununla
beraber kalitsal kolorektal kanser vakalarinda, neoplastik ilerlemenin altinda yatan baska
faktorlerin de aciklanmasina ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda gerceklestirilen c¢esitli
kolorektal kanser caligsmalari, malignite gelisimi ve ilerlemesinde sitolojik gelisime ve
bilinen mutajenik mekanizmalara ek olarak inflamasyon, bagirsak mikrobiyota bilesimi,
beslenme, epigenetik modifikasyonlar ve tiimoriin gelistigi mikrogevre mimarisi ile siki bir
iliski oldugunu vurgulamaktadir (Garagnani vd. 2013). Kolorektal kanserde normal kolonik
epitelyumdan adenomatdz bir polip ve en sonunda invaziv kolon karsinomuna kadar ¢ok
asamal1 siire¢, tiimor mikrogevresiyle iliskilendirilmektedir. Tiimor mikrogevresi esasen
tiimorle sizan hiicreler, damar diizeni, hiicre dis1 matriks (ECM) ve diger matrisle iliskili
molekiilleri icermektedir. DOniismiis olan epitel hiicreleri, biiytimelerini, hayatta
kalmalarini, invazyon ve metastazi kolaylastirmak amaciyla stromal hiicrelerin islevlerini
modiile etmektedir. Epitelyal tiimorlerin baslamasini takiben, transforme edilmis epitelyal
ve stromal hiicreler arasindaki karsilikli etkilesimler, bir mikro ortamin normalden tiimor
biiylimesini ve yayilmasini destekleyen bir hiicreye geg¢isinde anahtar bir rol oynamaktadir
(Sekil 1.1). Kanser hiicrelerinin stromal bilesenlerle olan bu baglantisi potansiyel yeni

terapotik ajanlarin gelistirilmesi igin yeni yollar agmaktadir (Peddareddigari, vd. 2010).
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Sekil 1.1: Kanser progresyonunun tesvik edilmesinde, stromal hiicreler ve doniismiis epitel
hiicreler arasi ¢apraz konusma modeli (Peddareddigari, vd. 2010).

1.2 Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileyen, sinirsiz ¢ogalma kapasitesine sahip olan ve belirli bir
dokudaki olgun hiicreleri olusturma yetenegine sahip olan hiicreler olarak tanimlanir (Reya
vd. 2001). Kok hiicreler 6zel hiicre tiplerine farklilagan pluripotent kok hiicreler (embriyonik
kok hiicreler), her li¢ embriyonik soyun hiicrelerine farklilasan indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler gibi multipotent 6zellikte olup spesifik bir dokuda
coklu 6zel hiicrelere doniisebilmektedir. Kok hiicrelerin basarili klinik uygulamalarina
birgok ornek bulunmaktadir. Diinya genelinde milyondan fazla hasta, 16semi, anemi veya
immiin yetmezliklerin tedavisi i¢in yapilan kemik iligi transplantasyonlarindan
yararlanmaktadir. Ciltte bulunan cilt kok hiicreleri ciddi yaniklari iyilestirmek igin
kullanilirken, limbal kok hiicreler hasarli korneay1 yenileyebilme yetenegine sahiptir (Dulak
vd. 2015). Kok hiicrelerin bagarili klinik uygulamalarina bir¢ok 6rnek bulunmaktadir. Diinya
genelinde milyondan fazla hasta, 16semi, anemi veya immiin yetmezliklerin tedavisi i¢in
yapilan kemik iligi transplantasyonlarindan yararlanmaktadir. Ciltte bulunan cilt kok
hiicreleri ciddi yaniklari iyilestirmek i¢in kullanilirken, limbal kok hiicreler hasarli korneay1
yenileyebilme yetenegine sahiptir. Yamanaka vd. 2006 somatik hiicreye gen aktarak

embriyonik kok hiicre 6zelligi kazandirma ile ilgili 6nemli bir ¢alisma gergeklestirmisler.
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Calismada “yeniden programlama” stratejisinin tiimorle iligkili gen iiriinii olan c-Myc, Kif4,
Oct-3/4 ve Sox-2’nin somatik hiicreleri embriyonik kok hiicre benzeri hiicrelere dogru
yonlendirdigini kanitlamiglardir. Pluripotent kok hiicrelerin 6zellikle hastaya 06zel
indiiklenmis pluripotent kok hiicre transplantasyonunun muazzam bir terapotik potansiyele
sahip oldugu ancak klinik uygulamalarindaki dezavantaj nedeniyle, multipotent veya
unipotent olan yetiskin kok hiicrelerin kullanimi, su anda daha ulasilabilir bir strateji

olmaktadir (Takahashi ve Yamanaka, 2006, Liu, 2008, Dulak vd. 2015).

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) yara iyilesme modelinde yapilan ¢alisma sonucunda
yara iyilesmesi asamasinda gorev aldig1 ve yaranin iltithaplanma asamasinin 6tesine gegme,
kronik bir yara durumuna gerileme yetenegini de etkiledigi belirlenmistir. Bununla birlikte
proinflamatuar sitokinler olan TNF ve interferon salgilanmasini azalttigini, 6te yandan anti-
enflamatuar sitokinler olan interlokin-10 ve interlokin {iretimini arttirdigi bildirilmistir.
Kronik bir enflamatuar duruma gegen yarayi iyilestirmenin bir sonraki agamasina ilerleterek
yaralar iyilestirmede de gorev almaktadir. Sonu¢ olarak MKH’ler, ¢oklu farklilasma
kapasitesine ek olarak, bagisiklik tepkisini ve iltihabini diizenlerler ve farkli hastaliklarin
tedavisi i¢in cazip olmasini saglayan koruyucu ve onarict mekanizmalara sahiptirler (Singer

ve Caplan, 2011, Newman vd. 2009, Maxson vd. 2012).

1.2.1 insan Adipoz Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicreler

Insan yag dokusundan yag alimi (liposuction) ile toplanan, in vitro ortamda adipojenik,
osteojenik, kondrojenik ve miyojenik farklilasmaya ugrayabilen hiicrelere insan adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicreler (IAMKH’ler) olarak siiflandirilmaktadir. Multipotent
hiicrelerden olan IAMKH ‘ler in vitro ‘da normal diploid karyotip sergileyerek oldukc¢a genis
kapsamli kendini yenileme kapasitesine sahip olup ¢ok potansiyelli 6zelligini kaybetmeden

dondurma/¢6zme prosediiriine dayanabilmektedir (Rodriguez vd. 2004).

IAMKH ‘ler, terapdtik yaklasimlar igin potansiyelleri nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmektedir.
Beyaz yag dokusu kavrami, son on yilda dnemli dl¢iide degismistir. Onceki yillarda adipoz
doku bircok farkli alanda kullanilmaktaydi. Ozellikle mastektomi ve diger tiimor
rezeksiyonlarinda, travma sonrasi kusur rekonstriiksiyonunda (6zellikle yaniklar), konjenital
anormalliklerin tedavisinde ve meme, yanak, ¢ene biiylitme islemlerinden sonra doku
rekonstriiksiyonunda kullanilmaktadir. Beyaz yag dokusunda stabil mezenkimal kok /

stromal hiicrelerin belirlenmesi ile beyaz yag dokusu pasif bir enerji deposundan umut verici
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bir kok hiicre kaynagina dontismiistiir (Gojanovich vd. 2018, Korurer vd. 2014). Adipoz
kaynakli kok hiicreler, farklilasma potansiyeli diger MKH’lerinkine benzer multipotent
ozellikteki hiicrelerdir. Kiiltiir plastigine yapismast, in vitro’da biiyiiyerek ¢okluk derecesini
koruyabilme ve kendini yenileme kapasitesi gibi kok hiicre olma 6zellikleri sergilemektedir.
AMKH ‘ler 6zellikle rejeneratif tip alaninda kullanimi agisindan umut verici bir kok hiicre
kaynagi olmanin yani sira minimum miktarda dondr bolgesi morbiditesi ve kolay elde

edilebilmeleri ile olduk¢a 6nem tasimaktadirlar (Raposio ve Bertozzi, 2017).

Mezenkimal stromal / kok hiicreler olarak adlandirilan fibroblastik hiicre tipi, rejeneratif
sekretomlar1 ve ¢oklu mezenkimal soylara farklilagsma kapasiteleri ile doku miihendisligi ve
rejeneratif tip uygulamalari i¢in timit vaat etmektedir. MKH ‘lerin, terapotik yonii ve simdiye
kadar umut verici klinik sonuglarin fazla olmasi, rejeneratif terapilerde kisiye 6zgii ve hiicre
bazli tedavilere odaklanmanin giin gegtikge dnemini arttirdig1 ve bununla beraber 6nemli bir

hiicre kaynagi olma yolunda ilerledigi goriilmektedir (Fitzsimmons vd. 2018).

Allojenik kok hiicre kullanimi, AMKH ‘leri parakrin etkilerinden yararlanan ve
immiinomodiilator tedaviler/terapilerde oldukga fazla ilgi duyulan bir alan haline getirmistir.
AMKH’ler hali hazirda klinik uygulamalarda, 6rnegin Crohn hastaligi gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisi ve kafa ve yiiz cerrahisinde kemik defektleri igin rejeneratif bir tedavi
olarak kullanilmaktadir (Patrikoski vd. 2019).

Kok hiicre temelli rejeneratif tedaviler, kanser dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklarinin
tedavisi icin terapdtik bir potansiyel sergilemektedir. Kok hiicreler kanser tedavisi icin
yararl bir araci olarak kabul edilmekte ve uzun siiredir radyasyon veya kemoterapiyle tedavi
edilen hastalarda bagisiklik sistemini yenilemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu hiicreler
sahip olduklar1 dogal tiimor tropik 6zelligi sayesinde kanser hiicrelerini hedefleme ve timor
bolgelerini hedef alan terapotik reaktifleri tasima sistemi olarak da kullanilmaktadir (Lin vd.

2019, Nguyen ve Van Pham, 2015).

Tiimdr yapist i¢inde parankimi, damarlar1 ve bag dokusunu igeren stroma bulunmaktadir.
Stroma, tiimor hiicrelerinin beslenmesinde biiyliik 6neme sahiptir. Stroma parankimal
hiicrelerle etkilesime girerek bir tiimoriin biiylime ve yayilmasimi diizenlenmektedir.
Bununla beraber tiimoér ile iligkili olan miyofibroblastlar; stromal faktor-1 araciligiyla
anjiyogenez ve hiicre digi matrisin yeniden sekillendirilmesine yardimci olmakta ve

metaloproteazlarin salgilanmasi ile metastazda rolii bulunmaktadir. Ayrica potansiyel bir
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stromal hiicre kaynag1 olan multipotent mezenkimal kok hiicreler de ¢oklu farklilagsma ve
kendini yenileme Ozelliklerinin yami sira timor hiicrelerine dogru gog¢ tropizmini
gostermektedir. Bu durum her ne kadar tedavi i¢in bir avantaj olsa da parakrin uyaricilarinin
bir sonucu olarak timdr fenotipini giliclendirme olasiligini arttirmaktadir (Miana ve

Gonzélez, 2018).

AMKH ‘lerin giivenli bir sekilde elde edilmesi, genis kaynaklara sahip olmasi, giiclii ireme
kabiliyeti ve etik konularla iligkili olmamas1 onemli avantajlarindandir. Son yillarda,
aragtirmacilar AMKH ‘lerin bir parakrin mekanizmasina sahip olabilecegini gostermistir.
AMKH ‘ler, miyokard nekrozu gibi alanlarina nakledildiginde iskemiyi iyilestirmek igin
bliyiik miktarlarda vaskiiler endotel biliyiime faktorii, transformasyon biiyiime faktorii -p,
hepatosit biiyiime faktorii ve diger aktif faktorler salgilayarak anjiyogenezi tesvik

etmektedirler (Wang vd. 2016).

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin meme kanseri hiicrelerinin mikro
cevresi lizerindeki etkisi ve altindaki yatan mekanizmalar1 belirlemek icin bir ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismada iIAMKH’ler ve kanser hiicreleri arasindaki iliskinin anlasilmasi ve
ozellikle meme kanseri tedavisinde kok hiicrelerin klinik uygulamalar arastirilmigtir.
Yapilan ¢alismalar sonucu IAMKH’ler, epitelyal marker E-cadherin ekspresyonunu azaltip
in vitro olarak interstisyel marker N-cadherin ve epitelyal mezenkimal gecis (EMT)
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun arttirarak MCF7 hiicre goglinii ve istilasini
arttirict yonde etki ettigi bulunmustur. Elde edilen verilerden sonug olarak iIAMKH’lerin

timor hiicreleri tizerinde de parakrin etkisi oldugu gosterilmistir (Wu vd. 2019).

Chen vd. 2019 yapmis olduklari bir ¢aligmada adipoz tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin
meme kanserinin biiylimesine ve yeniden tekrar edebilecegi konusundaki belirsizligi
aydinlatmaya c¢alismislardir. Buna gére AMKH’ler ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri
arasindaki etkilesimler bir Matrigel ortak kiiltiir sisteminde ve in vivo nude fare modelinde
degerlendirilmigtir. Sonucunda MCF-7 hiicrelerinin AMKH’ler iizerinde tiimor tropizm
etkisi gosterdigi ve bu makrofaj enflamatuar proteini -16 ve makrofaj enflamatuar proteini -
3a gibi kemokinler tarafindan diizenlenebildigi goriilmiistiir. Ek olarak, AMKH’ler in vitro
tiimor kiire olusumunu 6nemli 6l¢iide indiiklemis ve in vivo olarak tiimoér olusumunu tesvik

etmistir. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) analizi de MCF-7 hiicreleri



tarafindan tiimor alan1 olusumunun, epitelyal mezenkimal gecisin aracilik ettigi kok benzeri

Ozelliklerin indiiksiyonu ile iliskili oldugunu gostermistir (Chen vd. 2019).

1.3 Eksozomlar, Biyogenez ve Salinma

Eksozomlar, normal ve pato-fizyolojik kosullar altinda tiim hiicre tipleri tarafindan salinan,
boyutlar1 30-150 nm arasinda degisen endositik kokenli kiiclik membran vezikiilleridir.
Tiimor hiicreleri ve trombositlerden salinan membranla kapatilmis hiicre dis1 vezikiillerin
(EV ‘lerin), dokular veya viicut sivilari iginde oldugu 40 yildan daha uzun bir siire 6nce
belirlenmistir. Bu EV ‘lerin kokeninin dogrudan plazma zarindan tomurcuklandig:
diistiniilmekteydi. Ancak 1980 ‘lerde retikiilosit olgunlagmasini inceleyen iki grup, daha
karmasik bir EV salgilama sekli tanimladi. Kiigiik vezikiillerin, hiicre i¢i bir endozom iginde
ice tomurcuklanma yoluyla olustugunu gosterdiler; bu, daha sonra plazma zar1 ile kaynasip
i¢ vezikiillerinin disina salinabilen multivezikiiler cisimcik (MVB) olusumuna yol agtigi
goriilmustir (Sekil 1.2). 1987 ‘de, endozomal kdkenli bu EV’ler “eksozom” olarak
adlandirilmistir.  Eksozomlar, proteinler, niikleik asitler (mikroRNA, uzun kodlayici
olmayan RNA, bozulmamis ve mutasyona ugramis mRNA ve DNA fragmanlari), lipitler ve
diger baz1 metabolitler (amino asitler, sekerler, vb.) gibi ¢cok sayida temel molekiil igerirler
ve kompozisyonlar1 farkli ¢evresel faktorlerden ve saglik durumundan etkilenmektedir
(Trédan vd. 2007) (Kowal vd. 2014). Eksozomlarin igerisinde bulunan biyomolekiillerin
cogu koken aldig1 hiicre tipine gore ¢esitlilik gosterir. Hiicrelerden salinan eksozomlar, kan,
anne siitli, amniyotik siv1, tlikiiriik, idrar, safra, pankreas suyu, beyin omurilik ve periton

stvilari gibi ¢ogu viicut sivisina gegebilir (Deng ve Miller, 2019).

Eksozomlar, saperonlar (Hsc70 ve Hsp90), trimerik G proteinlerinin alt birimleri, hiicre
iskeletini olusturan proteinler (aktin, tubulin ve moesin), ESCRT proteinleri (Tsg 101 ve
Alix), tasima ve flizyona katilan proteinler (Rab2; Rab7, Rab1l1 ve Annexines), tetraspanin
proteinleri (CD9, CD63, CD81 ve CD82) ve bazi hiicrelere 6zgii proteinler gibi birgok
protein ailesini igerirler (Sekil 1.2). Antijen sunan hiicrelerin (APC) eksozomlari,
yiizeylerinde MHC 1 ve MHC II reseptorlerini bulundururken, {iriner eksozomlari,
aquaporin-2’yi, intestinal epitelyal hiicre kaynakli eksozomlar, A33 antijenini ve T
hiicrelerindeki eksozomlar, CD3 antijenini bulundugu tespit edilmistir. Ayrica, CD63, MHC
IT ve CD81 igeren eksozomlarin, toplam eksozomlarin sirastyla % 47, % 32 ve % 21’ini
olusturdugu kanitlanmistir. Igerdikleri DNA, RNA ve protein gibi hiicre i¢i bilesenleri

sunarak hiicre-hiicre iletisimde 6nemli rol oynayan bilesenlerdendir (Van Giau ve An, 2016).
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Sekil 1.2: Eksozom biyogenezi ve hiicre i¢i sekresyon mekanizmasi (Van Giau ve An,
2016).
Is1 soku proteini 70 (HSP70) veya DnakK; 1s1 sok proteinleri ailesi, protein homeostazinda
kritik siireglerde rol oynayan, yaklasik 70 kda’nin molekiiler saperonlarindan olusmaktadir.
Benzer yapiya sahip proteinler hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunur. Bunlar
adenosin trifosfatazlari, yanlis katlanmis veya denatiire proteinleri ortaya g¢ikarirlar ve bu
proteinleri ag¢ilmamus, katlanir ve yetkili bir durumda tutabilmektedir. (Murphy, 2013).
Molekiiler saperon proteinleri yeni sentezlenmis proteinlerin dogal yapilarina
katlanmalarinda onlara yardimeci olur. HSP70 de bu proteinlerden bir tanesidir. HSP70
proteinleri regiilator proteinlerin aktivitesinin kontroliinden, organel ve salgi proteinlerinin

membran translokasyonundan da sorumludur (Maraba, 2015).

HSP70, 45 kDa N-u¢ ATPaz domain ve 25 kDa C-terminal substrat baglanma domaini
iceren 70 kDa’lik bir proteindir. ATPaz domain ve substrat baglama domaininin arasinda bir
baglag sekansi bulunur. Bu baglag allosterik iletisimde gorev almaktadir. HSP70’de ATP
hidrolizi iki ana hali iceren bir dongii seklindedir. ATP baglh oldugu durumda substrat
afinitesi diistliktiir. Bagli ATP hidrolizlenip ADP ve Pi olustugunda ise substrata olan afinite
artis gostermektedir. Ek olarak, zara bagli HSP70’ler kanser tedavileri i¢in potansiyel bir
hedef olarak tanimlanmigstir. Bunlarin hiicre dis1 olarak lokalize, hem zara bagli hem de

zarsiz yapilara sahip olduklari tespit edilmistir (Sekil 1.3) (Rosenzweig vd. 2019).
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Sekil 1.3: HSP70’in faaliyetleri (Rosenzweig vd. 2019).

CD 63 tetraspanin ailesi olarak da bilinen transmembran 4 siiper ailesinin bir tiyesidir. Bu
tiyelerin ¢ogu, dort hidrofobik alanin varhigi ile karakterize edilen hiicre ylizeyi
proteinleridir. Proteinler, hiicre gelisimi, aktivasyonu, biiylimesi ve hareketliliginin
diizenlenmesinde rol oynayan sinyal iletim olaylarina aracilik etmektedir (Mihov vd. 2015).
Cogu hiicrede CD63 ge¢ endozomlarda MVB’lerde ve lizozomda bulunmasiyla lizozomal
membran proteini olarak adlandirilmaktadir. CD63; trans golgi network ya hiicre ylizeyinden
ya da dogrudan hiicre i¢i yol araciligiyla endozomlara taginir. Hiicre yiizeyinden CD 63, AP2
ve klatrin kapli membran oyuklarindan endositozlanir. Buna ek olarak baska bir yol ise
kalveola aracili endositozdur. Ardindan CD63 ya hiicre ylizeyine geri donebilir ya da geg
endozom ve lizozomlara dogru endozomal yolu izleyebilir. Lizozomal hedefleme;
intraliiminal vezikiillerin ige dogru dahil etme yoluyla meydana gelmektedir. Belirli
durumlarda ge¢ endozomlarda/MVB’lerde CD63 endozomlarin yiizey ile fiizyonu yoluyla
hiicre dis1 bosluga salinabilen ILV’lerce zenginlestirilmistir. IL’ler daha sonra eksozom
olarak adlandirilir (Pols ve Klumperman, 2009, Mihov vd. 2015).

Eksozomlar igerisinde bulunan kargo molekiillerini tesadiifi bir se¢ilimle almaktan ziyade
kendine 6zgili tanimlanmis mekanizma ile almaktadir. Eksozomlara spesifik olan biyoaktif

molekiiller tasima i¢in 6zel mekanizmalar kullanilarak endozomal siralama kompleksleri
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(ESCRT) bagimli ya da ESCRT-bagimsiz (dahil tetraspaninler ve lipitler) olmak iizere iki
farkli etki gosterebilmektedir. Bunlardan ESCRT bagimli yolda ESCRT 0, ESCRT 1,
ESCRT 2 ve Vsp 4 gibi protein ailesi gorev almaktadir. ESCRT ailesi, multivezikiiler
cisimler ve intraliiminal vezikiillerin biyogenezinde rol oynar. Bu siire¢ en iyi mayalarda
kesfedilmistir. ESCRT  ailesi  multivezikiillerin  iiretilmesi  i¢in  endozomun
tomurcuklanmasin1 baslatarak sitoplazmadan uzaklasir ve olgun MVB vezikiillerinin
lizozom liimenine salinmasi i¢in membranin kesilme islemini gerceklestirmektedir
(Villarroya-Beltri vd. 2014). ESCRT-0, -I ve -1 kompleksleri endozomal zardaki ubikuitin
proteinleri tanir, ESCRT-III kompleksi ise membran tomurcuklanmasindan ve vezikiil
kesilmesinden sorumlu olmaktadir. Multivezikiil cisimlerinin tasinmasint ESCRT
proteinleri ile beraber yardimci proteinler olarak bilinen ve kdken aldiklar1 hiicre tiirtinden
bagimsiz sekilde bulunan Alix, TSG101, HSP70 ve HSP90p ger¢eklestirmektedir (Doyle ve
Wang, 2019). Bu nedenle, bu protein grubuna genellikle "eksozomal marker proteinleri” de
denilmektedir. Son zamanlarda ESCRT-bagli eksozom syntenin ve syndecans igerdigi
gosterilmistir. Syndecans, transmembran proteinlerden olup hiicre zarindaki heparan siilfatin
ana kaynagimi temsil etmektedir. Syndecans, syntenin (sirayla LYPX (n) L motifleri ile
CD63 ve Alix) ile etkilesime girer. Syntenin veya syndecan susturulmasi, salinan eksozom
sayisini azaltir. Bununla birlikte Alix, HSP70 ve CD63’{in eksozomal birikimi diiser ancak
flotilin pozitif EV’ler iizerinde herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. MVB olusumu ve
eksozom sekresyonu i¢in ESCRT bagimsiz yollar da bulunmaktadir (Doyle ve Wang, 2019,
Villarroya-Beltri vd. 2014, Hannafon ve Ding, 2013).

ESCRT bagimsiz olan yolda ise tetraspaninler ve diger transmembran proteinlerin eksozom
biyogenezinde kilit rol oynadig: belirlenmistir. Bu proteinler membran lipitleri ile etkilesime
girerek eksozomlar1 belli bir membran bdlgesine toplayip, sitoplazmada bulunan
biyomolekiilleri spesifik bir se¢ilimle vezikiil i¢ine almaktadir (Zhang vd. 2019). Bununla
beraber tetraspanin ailesine ait mikro domainler, plazma zarindaki reseptorlerin ve sinyal
proteinlerinin boliimlere ayrilmasinda 6nemli gorevlere sahiptir. Ayrica seramidler de
endozomal membranin kendiliginden igeriye ¢Okmesine sebep olurken, diagilgliserol
(DAG), Sfingozin 1 fosfat (S1P) eksozom biyogenezinde rol almaktadir (Zhang vd. 2019).
Bunun disinda RNA molekiillerinin alimi 6zellikle miRNA miktariin ve igeriginin kdken
aldiklar1 hiicreye gore farkli olmasina bagl olmaktadir. Ornegin T hiicrelerinden salman
eksozomlarda bir grup miRNA’nin 6zel bir motif tasidigi (GGAG) ve bu motifin A2B1

riboniikleoprotein tarafindan tanindiginin tespit edildigi goriilmiis ve bununda miRNA’larin
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eksozomlar i¢ine segilerek alindigini fikrini dogrulamistir. Eksozomlar hiicre disina
salindiktan sonra hedef hiicrelere farkli yollardan almabilmektedir. Ornegin; reseptore
ligand seklinde baglanarak, adezyon molekiilleri araciligi ile hedef hiicre membranina
flizyon yaparak etki ederken, bazi durumlarda ise hedef hiicre tarafindan fagosite edilebilir

veya hedef hiicre endositoz ile hiicre i¢ine alinabilmektedir (Bozkurt, 2018, Zhang vd. 2019).

CD81, dort transmembran ve iki hiicre dis1 alanindan olusan tetraspaninler olarak bilinen
protein siiper ailesinin 26 kDa’lik bir yiizey proteinidir. Tetraspaninlerin hiicre yapismasini
ve gociinii etkiledigi, hiicre morfolojisini degistirdigi ve bir hiicrenin aktivasyon durumunu

etkiledigi gosterilmistir (Levy vd. 1998).

EV belirteci CD9, kolorektal, meme, endometriyal ve prostat kanserinde yiiksek oranda
eksprese edilir ve gecmiste siklikla eksozomlarin ortak bir belirteci olarak kullanilmstir.
Bununla birlikte, mevcut bilgiler, CD9’un kiigiik EV’nin bir alt kiimesinde bulunabilecek
daha spesifik bir EV belirteci oldugunu gostermektedir. CD9, tetraspanin protein ailesinin
bir liyesidir ve ¢esitli hiicre tiplerinde hiicresel gog, ¢ogalma ve yapigsmada yer alir; hiicre
yiizeyinde cesitli integrinleri ve tiibiilini oligomerize edebilir ve baglayabilir. CD 9; T
hiicrelerinin situmilasyon kapasitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. CD9, yumurta-sperm
flizyonu, difteri toksin baglanmasi, monosit ve miyoblast flizyonu, timoér biiylimesinin
baskilanmasi ve hiicre yapigmast ve gogiiniin modiilasyonu ile iliskilendirilmistir. Kemik
iliginde bulunan CD9, kok hiicre farklilagsmasina, hareketliligine ve hedef aramasina katkida

bulunmaktadir (Soekmadji vd. 2017, Mazurov vd. 2012).

Eksozomlarin sekresyonu bir¢ok farkli mekanik, kimyasal ve biyolojik uyaranla
baslatilabilir. Ornegin, Yu vd. 2006 yapmis olduklar1 bir calismada H460 hiicre hattinda y
1sinina baglt meydana gelen DNA hasar1 sonrasi p53’e bagimli bir sekilde hiicreler
tarafindan salgilanan proteinleri tanimlamak igin bir proteomik analiz yapilmistir (Yu vd.
2006). P53’iin bilinen transkripsiyonel hedeflerine ek olarak transkripsiyonel hedefi
olmayan genler tarafindan kodlanan bir dizi proteinin, P53 aktivasyonundan sonra kiiltiir
ortaminda arttigi bulunmustur. Bu proteinlerin eksozom ve eksozom firiinii olarak
adlandirilan kiigiik hiicrelerden salindigi ve bu hiicreler tarafindan P53 yanitinin
diizenlendigi bulunmustur. P53 ile diizenlenmis bir gen iirlinii olan TSAP6 nin, strese karsi
P53 yanit1 veren hiicrelerde eksozom iiretimini arttirdig1 gosterilmistir. Boylece, p53 yolu,

ortamdaki eksozomlarin tiretimini diizenleyerek vezikiilleriyle beraber komsu hiicrelerle ve
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hatta bagisiklik sistemi hiicreleriyle iletisim kurabilmektedir (Yu vd. 2006, Hannafon ve
Ding, 2013).

King vd. 2012 eksozom-aracili sinyallemede hipoksik kosullarin, eksozom salinimi yoluyla
tiimor ilerlemesini destekleyip desteklemedigini aragtirmak amaciyla bir galigma yapilmistir
(King vd. 2012). Calismada MCF7, SKBR3 ve MDAMB 231 meme kanseri hiicre hatlari
kullanilmistir. Hiicre kiiltiirtinde biiyiitiilen hiicrelerin normoksi ve hipoksik sartlarda salinan
eksozomlarmi belirlemek amaciyla kit ve ultrasantrifiij kullanilarak izole edilmistir.
[zolasyon sonucunda kit protokoliiniin daha yiiksek verimde eksozom elde ettigini
belirlemislerdir. Hiposik kosullar azot tarafindan saglanan denge ile %1 ve %0,1 O2’de, %5
COz2 ve 37 °C’da gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda hipoksiye maruz kalan meme
kanseri hiicrelerinin normoksi altindaki hiicrelere gore daha fazla sayida eksozom salgiladig:
tespit edilmistir. Ayrica bu kanser hiicre hatlarinda HIF-1 a’nin siRNA ile susturulmasi
eksozomlarin sekresyonundaki degisimi tespit edilmistir. Elde edilen verilerde eksozom
sekresyonunun onlendigi goriilmiistiir. Sonug olarak hipoksik kosullarda tiimor kaynakli
eksozomlarin sayisinin fazlaliginin, tiimor bilylimesini arttirtp invaziv sinyaller ile timori

daha agresif hale getirdigi bulunmustur (King vd. 2012, Hannafon ve Ding, 2013).

Sundararajan vd. 2018 calismasinda EGFR VIII tasiyan eksozomlarin glioma hiicrelerinde
Akt ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklarin1 aktive ederek hiicrelerin
biiylimesini tesvik etmistir. EGFR VIII igeren eksozomlarin vaskiiler endotel biiylime
faktorii (VEGF) ekspresyonunu artirarak anjiyogenezi tesvik ettigini ve anti-apoptotik
protein olan Bcl-xL’nin ekspresyonunu da arttirdigini ancak bir siklin bagiml kinaz (CDK)
inhibitérii olan p27°’ninde ekspresyonunun asagi regiile oldugunu ifade edilmistir

(Sundararajan vd. 2018, Hannafon ve Ding, 2013).

Daha oOnce hiicrelerin metabolik {iriinleri olarak diisiiniilen eksozomlarin igerisinde
bulundurduklari ¢esitli kargo molekiilleri olan mikroRNA’lar ve proteinler ile hiicreler arast
iletisim i¢in temel bir ortam olusturmaktadir (Reza vd. 2016). Yapilan ¢aligmalarda kok
hiicrelerden elde edilen eksozomlarin yiiksek stabilite, bagisiklik hiicreleri tarafindan red
olmamasi, dozaj ve konsantrasyonun kolay bir sekilde kontrolii gibi avantajlara sahip oldugu
ortaya konmustur. Kok hiicrelerden elde edien eksozomlarla ilgili yapilan aragtirmalarda,
miyokardiyal iskemi reperfiizyon hasari, karaciger fibrozu ve akut bobrek hastaliginin

olusturdugu hasar1 etkili bir sekilde onarabildigi bildirilmistir. Bununla beraber iAMKH
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kaynakli eksozomlarin (IAMKH-ekso) meme kanserinin patogenezinde ve ilerlemesinde,
Wnt sinyal yolu araciligiyla kanser hiicresi gogiinii etkiledigi ve yine iIAMKH-ekso’larin
Alzheimer tedavisi i¢in yararli olan yiiksek diizeyde enkefalinaz igerdigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Hu vd. 2016). Bunlara ek olarak iAMKH-ekso’larin A2780
insan yumurtalik kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinii bloke ederken mitokondri aracili
apoptoz sinyalini aktive ettigi, ayrica A2780 ve SKOV-3 kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini,

yara onarimini ve koloni olusturma yetenegini kisitlayabilecegini gésterilmistir (Reza vd.

2016).

Eksozomlarin pleiotropik etkilerinin bir¢ogu, genomik ve proteomik materyallerin hedef
alict hiicrelere iletilmesiyle hiicre iletisiminde ve hiicre biyolojisinin modiilasyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. Kanser hiicresi ile iliskili ekzozomlarm da timor
mikrogevresine dahil olmasiyla tiimor biliylimesi, metastaz ve timor tropik MSCs
hiicrelerinin neoplastik hiicrelere doniistimiindeki potansiyel rolleri halen acikliga

kavusturulmamistir (Elmageed vd. 2014).

Son yillarda yapilan c¢alismalar yag dokusunun kanser olusumunda ve ilerlemesinde
oynadig rol, yliksek plastisite ve inflamasyon icerigi ile desteklendigini ortaya koymaktadir.
Obezite durumunda yag dokusu, uzak bolgeye ulasim saglamada sistemik bir yapiya sahip
olan proinflamatuar adipokinlerin bir rezervuari olarak hizmet ederek parakrin bir sekilde
islevsellik gostermektedir (Moraes vd. 2021). Bununla beraber tiimor faktor faktorii o
(TNFa), interlokin (IL) 6, IL-8 ve kemokin C-C motifi ligand 2 dahil olmak tizere cesitli
adipokinler tiimor ilerlemesiyle iliskilendirilmistir. Bu durumun obez hastalarda hem
visseral hem de subkutan yag dokusu depolarinin hacmiyle dogrudan iligkili oldugu goz
Online alindiginda, adipositlerin tiimor mikrogevresine girdikten sonra delipidasyona
ugrayabilecegi ve meme kanseri gibi hiicrelerini besleyerek matriks metalloproteinaz
(MMP) 11’in asir1 ekspresyonuna sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bdylece obezitenin

kanser hiicrelerinin invazyonunu destekledigi bildirilmistir (Moraes vd. 2021).

MKH tiirevli eksozomlarin yara iyilesmesindeki roliinii belirlemek i¢in Shabbir vd. 2015 bir
arastirma yapmislardir. Bunun i¢in normal ve kronik yaradan tiiretilmis dermal fibroblast ve
endotel hiicreler kullanilmigtir (Shabbir vd. 2015). Bu hiicre hatlar1 {izerinde, MKH’den
saliman eksozomlarin etkilerini incelemisler ve bu etkilerin altinda yatan mekanizmalari

aydinlatmaya calismiglardir. MKH kaynakli eksozomlarin doza bagli artisinin normal ve
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kronik yaradan tiiretilmis dermal fibroblast hiicreleri lizerinde proliferasyon ve migrasyon
kapasitesini arttirdigi sonucuna ulasilmistir. Ayni durumun endotel hiicreleri tarafindan doza
bagh artiglar ile tiip olusumunda artis meydana getirdigi belirlenmistir. Bununla beraber,
MKH tiirevli eksozomlarin yara iyilesmesinde Akt, ERK ve STAT3 gibi bir¢ok sinyal
yolunu aktive ettigini ve HGF, IGF, NGF ve SDF1 gibi bir¢ok biiyiime faktoriiniin gen
ekspresyonunu da indiikledigi kanitlanmistir (Shabbir vd. 2015).

Meme kanseri hiicreleri hipoksik kosullar altinda kiiltiirlendiginde (%1 ila %0,1-2), eksozom
sekresyonlarinda 6nemli 6l¢iide artig gdzlenirken, hipoksiyaya maruz kalmadan 6nce HIF-1
a’nin siRNA ile susturulmasi eksozom sekresyonunda bu artist 6nledigi gosterilmistir

(Hannafon ve Ding, 2013).

1.3.1 Eksozomlar ve Hiicreler Arasi iletisim

Hiicreden hiicreye iletisim, sitokinler, biyoaktif proteinler ve niikleotitler gibi salgilanan
¢oOziinlir aracilar vasitasiyla gergeklesmektedir (Shelke vd. 2019). Sinyal hiicreden
salindiktan sonra, hiicresel fonksiyonu modiile etmek i¢in otokrin veya parakrin bir sekilde
hareket ederek daha uzun yar1 omiir elde etmek i¢in ya salgilanan aracilar ile ya da pro-
proteine baglanarak inaktif bir konformasyonda bulunmaktadir. Bununla beraber sinyal
iletimi biyolojik bir sinyal iletilmeden Once aktivasyon gerektiren hiicre disi matris
proteinleriyle etkilesime girebilmektedir. Aktivasyon, ya matriks degredasyonu ya da
matriksin veya pro-proteinin proteolitik béliinmesiyle TGFb-1 gibi biyoaktif molekiillerin
serbest birakilmasiyla meydana gelmektedir. Eksozomlar gibi hiicre dis1 vezikiiller, ya
hiicre-hiicre etkilesim yoluyla ya da biyoaktif molekiillerin alic1 hiicrenin sitoplazmasina

gonderilmesi yoluyla hiicreler arasinda biyolojik mesajlarin iletiminde gorevlidir (Shelke
vd. 2019).

Eksozomlar, immiin hiicreler ve tiimor hiicreleri dahil olmak {izere cesitli hiicre tipleri
tarafindan serbest birakilmaktadir. Icerdikleri DNA, RNA ve protein gibi hiicre ici
bilesenleri sunarak hiicre-hiicre iletisimde Onemli rol oynamaktadirlar. Salgilanan
eksozomlarin herhangi bir biyolojik fonksiyon gésterebilmesi i¢in, i¢erigini bir alict hedef
hiicreye gonderip alinmasi gerekmektedir (Hannafon ve Ding, 2013). Eksozomlarin spesifik
olarak hiicrelere hedeflenmesinde, normal fizyolojide veya hastalikli durumlarda nasil
ortaya ¢iktigi halen iyi anlagilamamistir (Wang vd. 2019). Bu siirecin spesifik adezyon

molekiillerine, integrinlere ve eksozom iizerinde ifade edilen antijenik faktorlere ve ayrica
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hedef hiicrelerin yilizeyinde bulunan reseptorlere ve diger molekiillere bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla beraber endositoz veya fagositoz yapabilen herhangi bir
hiicrenin, eksozom alimina katilabildigi eksozom ve hedef hiicre etkilesimleri tanimlamistir.
Ornegin T-, B- ve dendritik bagisiklik hiicrelerinin eksozom igeriklerini aktararak ve alict
hiicrede gen ekspresyonunu modiile ederek antijen sunan hiicrelerle iletisim kurdugu

gosterilmistir (Wang vd. 2019, Hannafon ve Ding, 2013).

Eksozomal sinyaller hiicreler arasi iletisimde aract ve tamamlayici yolu temsil etmektedir.
Ormegin yapilan arastirmalar ile alti hafta gibi erken bir hamilelik sirasinda maternal
dolasimin i¢ine plesentadan eksozomlarin serbest birakildigi tespit edimistir. Salomon vd.
2014 hamile ve hamile olmayan kadinlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada hamile kadinlarin
plazmasindaki eksozomlarin konsantrasyonu hamile olmayan kadinlara gére 50 kat daha
fazla oldugunu belirlemislerdir (Salomon vd. 2014). Sonrasinda hamile kadinlar arasinda 3
grup olusturulmustur. Ik grup 6-12. haftada olan hamile kadnlari, ikinci grup 22-24.
haftadaki kadinlar1 ve tgilincii grup ise 32-38. haftada bulunan hamile kadinlar1 temsil
etmektedir. Bu {li¢ grup arasinda hamilelik siiresine bagli eksozom konsantrasyonundaki
degisim belirlenmistir. Sonucunda bu {i¢ gruptan hem total eksozom hem de plesental alkalin
fosfataz tiirevli eksozomlarin maternal plazmada konsantrasyonu gestasyon sirasinda
asamali1 olarak arttig1 bulunmustur (Salomon vd. 2014, Mitchell vd. 2015).

Bir bagka 6rnek ise yumurtalik kanseri hiicrelerinden salgilanan eksozomlarin NK hiicreleri
tarafindan bir alim sinyali olarak fosfatidilserin yiizey ekspresyonunu gerektirdigi
gosterilmistir. Bu ¢alismalar ile eksozom ve hedef hiicre etkilesimlerine aracilik eden
belirgin sinyaller oldugunu gdstermistir ve bu siirecleri kontrol eden farkli mekanizmalari
tam olarak anlamak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan caligmalar
sonucunda tiimdr hiicrelerinin normal hiicrelerden daha fazla eksozom salgiladig:
goriilmiistiir. Salgilanan eksozomlar yakindaki veya uzaktaki hiicreler tarafindan
alimmaktadir. Eksozomlar ile ilgili arastirmalar son on yilda ilgi odagi haline gelmistir.
Timor hiicrelerinden salinan eksozomlarin tiimorgenez ve timor ilerlemesinde 6nemli bir

rol oynadigi belirlenmistir (Hannafon ve Ding 2013, Wang vd. 2019).

1.3.2 Tiimor Mikrocevresi ve Eksozomlar
Tiimdrler malign kanserin ortaya ¢ikan karmasik yapilaridir. Kanser hiicrelerinin bu
kompleks yapilar1 damar i¢ine gomiilii, fibroblastlar ve miyeloid hiicreleri gibi ¢esitli malign

olmayan hiicrelerden olusan dinamik bir timor stroma ile c¢evrilidir (Sekil 1.4.)
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(Kessenbrock vd. 2010). Timor mikrogevre ortami iyilesen bir yaradaki inflamasyon
cevabina benzeyen ECM doniisiimii ve tiimor hiicresi hareketliligi agisindan anjiyojenezi
tesvik eden bir karakter sergilemektedir. Malign kanser hiicreleri ve ¢evresindeki malign
olmayan stroma arasindaki karmasik etkilesimin molekiiler mekanizmalarin1 anlamak,
kanser arastirmalarindaki en biiyiik zorluklardan birini temsil etmektedir (Kessenbrock vd.
2010). Kanser hiicreleri arasindaki etkilesimler ¢esitli sitokinler, hormonlar, biiyiime
faktorleri ve hiicre dis1 matris gibi faktorler kanser hiicrelerinin apoptoza duyarliligini ve
kemoterapiye yanitlarm etkileyebilir (Trédan vd. 2007). Ornegin, insiilin benzeri biiyiime
faktorii I’ in fare kolon kanseri hiicrelerini ¢esitli sitotoksik maddelere karsi korudugu
gbzlenmistir. Integrinlerin kemoterapiye bagli DNA hasarinda kiigiik hiicreli akciger
kanserinin apoptotik tepkisini engelledigi bildirilmistir. Her ne kadar hiicre yapisma
fenotipinin aracilik ettigi ila¢ direnci karmagik ve bir tiimorden digerine oldukg¢a degisken
olsa da, hiicre yapismasini degistiren ajanlar kemoterapinin etkilerini artirabilmektedir

(Trédan vd. 2007).

Kanser kaynakli eksozomlar tiim6r mikrogevre olusumunda 6nemlidir. Ciinkii eksozomlarin
icerigi koken aldiklar1 hiicreninkine benzerdir. Bu sayede tiimor hiicrelerinin immiinolojik
sistemden kacisin1 saglamada, enflamatuar yanitin baslatilmasina yardimci olmada,
fibroblastlarin ve mezenkimal hiicrelerin miyofibroblastlara farklilasmasinda, anjiyojenik
stireci tetiklemede, tlimoriin metastatik evriminin arttirilmasinda ve timor nisinin yeni
anatomik yerinin hazirlanmasinda gorev almaktadir. Bu 6zellikleri ile kanser teshisi igin
uygun biyobelirtecler olarak kabul edilmektedir. Eksozomlarin kanserdeki onemli rolii,

hedeflenmis ila¢ dagilimi i¢in vektdr sistemlerinin kullanilmast gibi yeni terapdtik yollar

acabilir (Roma-Rodrigues vd. 2014).

Ayrica onkolojik bir senaryoda, tiimor biiylimesini ve proliferasyonunu etkileyerek, timor
ve tiimorle iligkili hiicreler arasindaki etkilesimlere aracilik edip, hem konakg¢1 bagisiklik
tepkisini hem de tiimor mikrogevresini sekillendirmede ¢ok onemli bir rol oynamaktadir
(Maia vd. 2018). Eksozomlar; tiimorlii doku ve konak hiicre arasinda ortaya ¢ikan
bilesenlerle beraber hiicrenin biiyiime, istila ve immiin gozetim gibi tiimor ilerlemesinin
temel adimlarint modiile etmektedirler. Lokal tiimér mikro-ortamlarindaki etkilerine ek
olarak, tlimorlerden salinan eksozomlarin, metastatik yayilimi destekleyen pro-tiimorijenik
mikro-ortamlarin  kurulmasiyla uzak hiicre-hiicre iletisim siireclerine aracilik ettigi

gosterilmistir (Maia vd. 2018).
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Sekil 1.4: Birincil tiimor mikro ortami. (Lin vd. 2019).

Tiimor mikrogevresindeki iletisiminde yer alan mekanizmalardan biri de EV’dir. Timor
mikrocevresindeki hiicre popiilasyonlarindan biri olan MKH’ler, tiimor gelisimini
etkileyebilecek biiylik miktarda EV iiretir. MKH’lere benzer sekilde, MKH kaynakli EV’ler
hem anti hem de protimdrijenik etkiler gosterebilmektedir. MKH kaynakli EV’ler ilgili
literatlirde tiimdr bilylimesi, anjiyogenez ve metastazin mekanizmalart ile iliskisi ve kanserin
ilerlemesinde MKH’in rolii ile ilgili ¢alismalar halen yapilmaktadir. Shojaei vd. 2018
tarafindan gerceklestirilen ¢calismada MKH kaynakli EV’in antitiimor ajanlar olarak timor
mikrocevresine iletilmesi i¢in giivenli araglar olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir

(Shojaei vd. 2018).

Kanser tedavilerinde cerrahi ve kemoterapinin yetersizligi ve tiimor hiicrelerinin yiiksek
invazyon potansiyeli nedeniyle, kolon ve kolorektal kanserler dahil olmak iizere cesitli
malignite durumlarin1 tedavi etmek icin MKH tedavisine yeni tip yaklagimlarn
uygulanmaktadir. Bu multipotent MKH’ler bagisiklik sisteminin dnemli diizenleyicileri olup
uzun siireli kendini yenileme kapasitesine ve ¢cok yonlii farklilasma 6zelliklerine sahiptirler.

Bununla ilgili olarak literatirde Mansourabadi vd. 2022 AMKH’lerin salgiladigi
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eksozomlarin kolorektal hiicre hattinda aquaporin 5 ve EGFR gen ekspresyonu tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Buna gére MSC-exo’larin kolorektal hiicreleri izerinde aquaporin
5 ve EGFR genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide azaltabildigini
gosterilmigtir. Sonuglarin, eksozomlarin EGFR ekspresyonlu tiimoérleri hedeflemek icin
terapotik olarak kullanilabilecegini gosterse de eksozomlarin igeriklerinin arastirilmasi ile

ilgili daha detayli ¢alismalar yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Mansourabadi vd. 2022).

1.3.3 Eksozomlarin Kanser Progresyonunda Cok Yonlii Rolii

Timor hiicreleri, mikro damarlar1 aktive etmek i¢in gerekli olan anjiyojenik biiylime
faktorleri olarak adlandirilan anjiyojenik sinyaller gonderir. Yeni kan damarlari, tiimoriin
biiyiimesini kolaylastirmak ve kanserli hiicrelerin orijinal kanser bdlgesini terk etmelerini ve
uzaktaki organlara yayilmasimi saglamak i¢in tiimorleri gerekli besinler ve oksijenle
beslemektedir (Kahlert ve Kalluri, 2013). Boylece kanserin ilerlemesi viicutta yeni kilcal
damarlarin biiyiimesiyle beraber anjiyogenezin de eszamanli olarak gerceklestigine
dayanmaktadir. Ancak kanserin ilerlemesinde sadece anjiyojenik faktorler degil aym
zamanda hiicre kaynakli eksozomlar da etkilidirler. Tiimor hiicreleri, tiimorlerin
proliferasyonunu, gogiinii ve anjiyogenezini tesvik etmek i¢in eksozomlar1 aktif olarak
tiretir, salar ve kullanmaktadir (Wolfers vd. 2001). Eksozomlar, endotelyal hiicreler
tarafindan yakalanabilen anjiyogenik proteinler tagiyarak veya eksozomal miRNA’lar ile
endotelyal hiicrelerin anjiyogenik fonksiyonunu modiile ederek, timor anjiyogenezinde
kritik bir rol oynamaktadir. Eksozomlarin kanserde iki durumlu role sahip oldugu
belirtilmistir. Yerel ve sistemik ¢evreyi degistirerek kanser biiylimesine ve yayilmasina
yardimc1 olurken bagisiklik sistemini de bir anti-timor yanit ortaya ¢ikarmak igin
programlayabilmektedir (Aslan vd. 2019). Eksozomlar tiimor hiicrelerinden antijen sunan
dendritik hiicrelere antijen tasiyarak immiin yaniti diizenlemektedir. Bunu da MHC-I
molekiilleri araciligiyla dendritik hiicrelerin sitotoksik T lenfositlerini uyandirarak in vivo

ortamda tiimor biiylimesini baskilayarak gerceklestirdigi belirlenmistir (Wolfers vd. 2001).

Eksozomlar kanserde fonksiyonel bir oneme sahiptir (Sekil 1.5.). Tiimor hiicrelerinden
salinan eksozomlar, yerel ve sistemik mikrogevreyi degistirmektedir. Onkojenik proteinleri
ve c¢oklu ilag tastyicilarini transfer ederek, kanser hiicresinin ¢ogalmasini ve kemoterapi
direncini kolaylastirabilirler. Sistemik ortamda, eksozom aracili sinyallesme, uzak
organlarda bir pre-metastatik nis olusturmak igin kemik iliginden tiiretilmis hematopoetik

hiicrelerin toplanmasiyla sonuglanmaktadir. Ayrica timor kaynakli eksozomlar, miyeloid
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tiirevi hiicrelerle etkilesime girerek anti-tiimor bagisiklik tepkisini bastirmaktadir (Sekil 1.5)

(Kahlert vd. 2013).
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Sekil 1.5: Eksozomlarin kanserdeki fonksiyonel 6nemi (Kahlert vd. 2013).

Eksozomlar kanserde hiicreler arasi iletisimin Oonemli aracilar1 olarak ortaya ¢ikmis ve
Ozellikle mikroRNA’larin, mRNA’larin ve proteinlerin transferi ile meme kanseri gibi
timorle iliskili ana yollar1 etkilemektedirler. Bununla ilgili Donnarumma vd. 2017 meme
kanseri hiicrelerinden salgilanan eksozomlarla ilgili bir calisma gergeklestirmistir
(Donnarumma vd. 2017). Yapilan caligmada meme kanseri hiicrelerinden salinan
eksozomlar ile tedavi edilen meme kanseri hiicreleri miR-21, -378 ve -143’ii i¢eren kansere
bagli fibroblastlarda, kok hiicre belirteclerinin (Oct3/4,Nanog, Sox2) ve epitelyal-
mezenkimal gecis (EMT) diizenleyicilerin Snail ve Zeb ifadesinin diizenlenmesiyle es
zamanl olarak artan ankraj bagimsiz biiylime ve mammosphere olusturma yetenekleri

sergiledigi sonucu bulunmustur (Donnarumma vd. 2017, Sundararajan vd. 2018).

Tiimdr tlirevli eksozomlar genel olarak pro-tiimorijenik olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
baz1 anti-tiimédrijenik yetenekler de tarif edilmistir. Ornegin, pankreas kanseri hiicrelerinden
izole edilen eksozom benzeri nanopartikiillerin, tiimér hiicrelerinde apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Diger calismalar, eksozom bazli immiinoterapilerin gelistirilmesinde tiimor
antijenlerinin kaynagi olarak TD-eksozomlarimin kullanimina odaklanmigtir. TD-

eksozomlar iizerine yapilan ilk calismalarin ¢ogu, bagisiklik sistemi ile etkilesimlerine
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odaklanirken, TD-eksozomlarinin tiimoér mikro ¢evresi lzerindeki etkileri daha az
karakterize edilmistir. Timor mikro ¢evresinde bulunan birgcok pro-tiimorijenik genetik
mutasyon barindiran kanserli hiicreler, tiimor gelisiminin ana itici giicii iken, fibroblastlar,
endotel ve sizma immiin hiicreleri igeren stromal hiicreler destekleyici ve kolaylastirict bir

rol oynamaktadir (Hannafon ve Ding, 2013).

1.4 Transkripsiyonel Regiilasyon

Transkripsiyonel kontroliin anahtar kavramlari, bakteri sistemlerinde yarim ylizyil once
ortaya konmustur. Bu ve sonraki ¢alismalarda DNA baglayici transkripsiyon faktorlerinin
(trans-faktorler olarak da bilinir) kontrol elemanlari (cis-elemanlart) spesifik DNA dizilerini
isgal ederek transkripsiyon aparatini ¢alistirdig1 ve diizenledigi tespit edilmistir. Okaryotik
sistemlerde, spesifik transkripsiyon faktorleri ve bunlarin kofaktorleri, genel transkripsiyon
aparati ve secici gen kontrolii i¢in giiniimiiz konsensiis modeline yol acgan ¢esitli kromatin
diizenleyiciler hakkinda kapsamli bir caligmalar yapilmistir (Lee ve Young, 2013).
Transkripsiyonel kontrol; tanimlanmis gen gruplarinin hedeflendigi hiicre cekirdegine,
spesifik sinyallerin iletilmesini kapsayan siirecleri icermektedir. Bunlardan birincisi
transkripsiyonel aktivitenin yukarisindaki olaylart (up stream) kapsayan ilgili sinyalleri ve
bunlarin ¢ekirdege olan yollarini tanimlarken, ikincisi transkripsyon faktorlerinin calistig
molekiiler mekanizmalar ve liglinciisii de transkripsiyonel aktivitenin asagi akisindaki (down
stream) olaylar olup hedeflenen gen gruplarina ve homeostazin dinamik dengesine ulagsmak
i¢in daha fazla sinyalin nasil iiretildigine baghdir (Desvergne vd 2006, Lee ve Young, 2013).
Belirli bir gelisim asamasinda ¢ok hiicreli bir organizmada her hiicre tipi veya dokusu,
kismen transkripsiyon faktorlerinin spesifik kombinasyonu sayesinde kendine ait

karakteristik gen ekspresyon profiline sahiptir (Matys vd. 2003).

Gen ekspresyonu ve regiilasyonu ile ilgili deneysel calismalarin artmasiyla birlikte, elde
edilen verileri tanimlamak ve bunlar1 kendi baglamlariyla ilskilendirmek i¢in nicel modeller
olusturulmustur. Gen regiilasyonu i¢in karmasik, gelisimsel aglara ek olarak basit genetik
devreler kapsamli bir sekilde tartisilmigtir. Bir genetik devrenin fonksiyonel o6zellikleri
genellikle kritik olarak molekiiler bilesenler arasindaki etkilesimlere bagli oldugu sonucuna
varilmistir. Gen regiilasyonunda bu diizenleyiciler cis diizenleyici bdlgenin yapisi,
transkripsiyonel baskilama veya aktivasyon, cesitli transkripson faktorleri ve RNA

polimeraz kompleksi olarak aracilik etmektedir (Bintu vd. 2005).
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1.5 Yeni Nesil Dizileme ve insan Genom Projesi

Niikleik asit dizilimi, ¢ok genis uygulama alani ile biyolojik arastirmalarin en Snemli
araglarindan biridir. Frederick Sanger tarafindan 1977°de yayinlanan bir doniim noktasi
makalesi, Onlimiizdeki 30 yil i¢in altin standart olacak bir DNA dizileme teknigini
sunmustur. Sanger DNA dizileme yontemi deoksintikleotidler, Taqg DNA polimeraz enzimi,
kalip DNA ve dideoksi sonlandirici niikleotidler kullanilarak kapiller elektroforez
sisteminde floresan boyalarin yansittigi 1s1ga bagli olarak dizileme analizi gergeklestirilir.
30 yili agkin bir siirede Insan Genom Projesi gibi birgok ¢alismada Sanger sekanslama
yontemi hakim olmustur (Gut, 2013). Otomatik Sanger yontemi, "birinci nesil" bir teknoloji
olarak kabul edilir ve daha yeni yontemler, yeni nesil dizileme (NGS) olarak
adlandirilmaktadir. Bu yeni teknolojiler, sablon hazirlama, siralama ve goriintiileme ile
genom hizalama ve birlestirme yontemlerinin bir kombinasyonuna dayanan g¢esitli

stratejileri olusturmaktadir (Metzker, 2010).

Insan Genomu Projesi (IGP), temel model organizmalarin tiim dizileriyle birlikte bir referans
insan genom dizisini desifre etmek icin entegre olan ‘‘biiyiik bilim’’ yaklagimiyla biyoloji
biliminin déniim noktalarmdan biri haline gelmistir. IGP, karmasik ana hedeflere sahip
miihendislerin, bilgisayar bilimcilerinin ve matematikg¢ilerin uzmanligini biyologlarla bir
araya getiren disiplinler arasi ¢alismalarin giiciinii, gerekliligini ve basarisin

orneklemektedir (Collins ve McKusick, 2001)

Veri paylasimina ve agik kaynakli yazilimlara acik bir yaklagim olusturdu. Boylece veriler
herkes tarafindan erisilebilir hale getirilmistir. Mikroplarin, bitkilerin ve hayvanlarin genom
dizileri, mikrobiyoloji, viroloji, bulasici hastalik ve bitki biyolojisi dahil olmak {izere bircok
bilim alaninda devrim yaratmistir. Dahasi, insan dizisi varyasyonu hakkinda daha derin bilgi,
tip pratigini degistirmeye baslayip Uluslararast HapMap Projesi, 1000 Genom ve Kanser
Genom Atlasi gibi sonraki biiyiik l¢ekli veri toplama girisimlerinin yani sira yakin zamanda
aciklanan Insan Beyni Projesi ve ortaya ¢ikan Insan Proteom Projesi’ne de ilham vermistir.

(Hood, ve Rowen, 2013)

IGP biyolojiyi derinden degistirmis ve tibbmn doniisiimiinii hizla katalize etmistir. {GP fikri
ilk olarak Renato Dulbecco tarafindan 1984’te yayinlanan ve insan genom dizisini bilmenin
kanserin anlagilmasini kolaylastiracagint savundugu bir makalede kamuoyu Oniinde

sunulmustur. Mayis 1985°te, Kaliforniya Universitesi Sansolyesi Robert Sinsheimer, Santa
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Cruz (UCSC) ile bu potansiyel projenin esasini tartismak icin 12 uzmanin bir araya
gelmesiyle tamamen IGP’ye odaklanan bir toplant: diizenlenmistir (Green ve Guyer, 2011,
Dulbecco, 1984).

3 milyar dolarlik, 15 yillik program, genomik teknolojiler gelistikce Onemli Olgiide
gelismistir. Baslangigta IGP bir insanin genetik haritasimi, ardindan insan genomunun
fiziksel bir haritasini ve son olarak dizi haritasini belirlemek i¢in yola ¢ikilmistir. Bu arada,
biyoteknoloji sirketlerinin calismalar1 sonucunda IGP siiresi boyunca birinci nesil otomatik
floresan tabanli siralama stratejilerinin maliyeti, verim, hiz1 ve dogrulugunda art arda artan
tyilestirmeler gerceklestirilmistir. Craig Venter’in Uluslararasi Konsorsiyum tarafindan
kullanilan bakteriyel yapay kromozom vektorlerini kullanarak par¢a par¢a klon klon
yaklasimi yerine diziyi desifre etmek icin biitlin genomlu bir av tiifegi yaklasim

gelistirilmistir (Collins vd. 1993).

Insan, fare ve diger énemli modeller icin biitiiniiyle gen yapilarini belirlemeye yonelik
projelerin tamamlanmas1 yillar almistir. Yeni dizileme teknolojileri, klonlamaya gerek
kalmadan cDNA fragmanlarinin dogrudan dizilenmesine izin vermektedir (Haas ve Zody,
2010). Hibridizasyon veya dizi bazli yaklasimlar dahil olmak {izere transkriptomu
belirlemek ve Olgmek icin ¢esitli teknolojiler gelistirilmistir. Hibridizasyona dayali
yaklagimlar tipik olarak floresanla etiketlenmis cDNA’nin 6zel tasarlanmis mikrodizilerle
inkiibe edilmesini veya ticari olarak yliksek yogunluklu oligo mikrodizileri igermektedir.
Ozel olarak tasarlanis mikrodizilere 6rnek olarak ekson baglantilarini kapsayan problara
sahip diziler verilebilir. Bunlar farkli eklenmis izoformlar1 tespit etmek ve Olgmek igin
kullanilmaktadir. Yiiksek yogunlukta genomu temsil eden genomik doseme mikrodizileri
olusturulmustur (Wang vd. 2009). Bu diziler kopyalanmis bolgelerin birkag baz ¢iftinden
100 bp’ye kadar ¢ok yiiksek bir ¢Oziiniirliige haritalanmasina izin vermektedir.
Hibridizasyona dayali yaklagimlarda biiylik genomlar ve yiiksek ¢oziintirliiklii doseme
dizileri haricinde yiiksek verim ve nispeten ucuz olmasi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak bu
yontemlerin genom dizisi hakkinda mevcut bilgilere giivenmek; ¢apraz hibridizasyon
nedeniyle yiiksek arka plan seviyeleri ve sinyallerin hem arka plan1 hem de doygunlugu
nedeniyle sinirli bir dinamik algilama aralig1 gibi sinirlamalar1 bulunmaktadir. Ayrica farkl
deneyler arasinda ifade diizeylerini karsilagtirmak genellikle zordur ve karmasik

normallestirme yontemleri gerektirebilmektedir (Wang vd. 2009).
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1.6 RNA Sekanslama

Yeni nesil dizileme teknolojileri sadece statik genomlar1 analiz etmek igin degil, ayni
zamanda RNA-seq olarak adlandirilan bir yaklasimda dinamik transkriptomlari da analiz
etmek icin kullanilmaktadir. Bu gii¢lii ve hizla gelisen teknolojilerin kdkeni yakin zamana
dayanmasina ragmen, genom ifadesi ve diizenlemesini anlamamiza 6nemli bir katkida
bulunmaktadir (Marguerat ve Béhler, 2010). RNA’nin genom ve proteom arasindaki anahtar
rolliniin kesfinden beri gen ekspresyonunun miktar1 ve transkript tanimlanmasi molekiiler
biyolojinin temel faaliyetlerini olusturmustur. Her RNA-seq deneysel senaryosu, transkript
kantifikasyonu, normallestirme ve nihai olarak diferansiyel ifade analizi i¢in potansiyel

olarak farkli optimal yontemlere sahip olabilmektedir (Conesa vd. 2016).

Mikrodizi ydntemlerinin aksine, diziye dayali yaklasimlar dogrudan cDNA dizisini
belirlemektedir. Baslangicta, cDNA veya ekspre edilmis dizi etiketi kitapliklarinin Sanger
dizilimi kullanilmistir. Ancak bu yaklasim nispeten diisiik verimlilikte, pahali ve genellikle
nicel verilere dayanmamaktadir (Wang vd. 2009). Etiket tabanli siralama yaklasimlari kesin
sonu¢ ve verimliliginin yliksek olmasi ile beraber ‘dijital” gen ekspresyon seviyeleri
saglayabilmektedir. Sanger dizileme teknolojilerinin ¢ogu pahali ve kisa etiketlerinin nemli
bir kism1 referans genomla bire bir eslestirilememektedir. Ayrica transkriptin bir kismi
analiz edilip izoformlar yeterince ayirt edilememektedir. Bu dezavantajlar transkriptomlarin
yapisini agiklamada geleneksel siralama teknolojisinin kullanimini sinirlamaktadir (Wang
vd. 2009).

Son zamanlarda, RNA-seq yontemlerindeki gelismeler RNA transkriptlerinin daha da
eksiksiz bir karakterizasyonunu saglamistir. Bu gelismeler, transkripsiyon baslangi¢ bolgesi
haritalamasinda, diziye ozgii Olc¢iimlerde, gen filizyonu saptamasinda, kiigiik RNA
karakterizasyonunda ve alternatif birlestirme olaylarinin saptanmasinda iyilestirmeleri
icermektedir (Ozsolak ve Milos, 2010). RNA-Seq, yakin zamanda gelistirilen derin dizileme
teknolojilerini kullanmaktadir. Genel olarak, bir RNA popiilasyonu (toplam veya
fraksiyonlanmis, drnegin poli(A)+), bir veya iki uca baglanan adaptorler ile bir cDNA

fragmanlari kitapligina doniistiiriiliir (Wang vd. 2009).

Amplifikasyonlu veya amplifikasyonsuz her molekiil daha sonra bir ugtan kisa diziler elde
etmek (tek uglu siralama veya her iki ucta ¢ift uglu siralama) icin yiiksek verimli bir sekilde
dizilenir. Kullanilan DNA dizileme teknolojisine bagli olarak, okumalar tipik olarak 30-400
bp’dir. Prensip olarak, RNA-Seq i¢in herhangi bir yiiksek verimli siralama teknolojisi
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[llumina 1G, Applied Biosystems SOLID ve Roche 454 Life Science sistemleri
kullanilmaktadir (Kukurba ve Montgomery, 2015). Siralama bagdastiricilar1 (mavi) daha
sonra her cDNA parcasina eklenir ve yiiksek verimli dizileme teknolojisi kullanilarak her
cDNA’dan kisa bir dizi elde edilmektedir. Elde edilen dizi okumalari, referans genom veya
transkriptom ile hizalanir ve {i¢ tip olarak eksonik okumalar, baglant1 okumalar1 ve poli(A)
son okumalar1 seklinde siniflandirilir. Bu tiir olusturmada her gen i¢in bir baz ¢oziintirliikli

ifade profili kullanilmaktadir (Sekil 1.6.) (Wang vd. 2009, Kukurba ve Montgomery, 2015)

EEEEENENY mRNA
— = ey
RNA fragmanlan l <DNA

ATCACAGTGGGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGARACGAGACEEERY
GGACAGAGTCCCCAGCGRGOTCAAGGG:  Kisa dizi okumalan

ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

;

ORF
Kodlama dizisim 1
Deeen- o
- SErT =4
sy
Baglant:
okumalan = == ==
——
Temel ¢ozinirlikli ifade profili
RNA ~\
Ekspresyon {' ﬁo M ‘ﬂv j ‘, \ (
Seviyesi ' ‘

Nitkleotit pozisyonu

Sekil 1.6: RNA sekanslama deneyi (Wang vd. 2009).

RNA-seq, transkriptom analizi i¢in standart yontem haline gelmistir. Ancak teknoloji ve
aracglar gelismeye devam etmesine ragmen farkli araglardan elde edilen sonuglar arasindaki
uyumun hala yetersiz oldugu ve sonuglarin 6zellikle diisiik seviyelerde ifade edilen genler

icin parametre ayarlarindan etkilendigi belirtilmelidir. Mevcut RNA-seq uygulamasindaki

26



iki onemli nokta, kiigiik miktarlardaki baglangic malzemelerinden transkriptomlarin
olusturulmas1 ve daha uzun okumalardan daha iyi transkript tanimlamasi gerekmesidir

(Conesa vd. 2016).

RNA-Seq simdi gen ekspresyonunu incelemek ve yeni RNA tiirlerini tanimlamak i¢in tercih
edilen yontemdir. DNA mikrodizi tabanli yontemlerle karsilastirildiginda RNA-Seq, daha
az arka plan giirliltisii ve algilama i¢in daha biiyiik bir dinamik aralik sunmaktadir. En
onemlisi RNA-Seq, bilinmeyen genlerin ve yeni transkript izoformlarin analizi i¢in ¢ok
onemli olan dizi kimligini dogrudan ortaya ¢ikarmaktadir. RNA-Seq icin birka¢ farkl
teknoloji gelistirilmistir (Hrdlickova vd. 2017). Tam transkriptom shotgun dizilimi (WTSS)
olarak da bilinen RNA sekanslama, cDNA’y1 dogrudan ilgilenilen bir RNA 6rneginden
dizilemek icin NGS teknolojilerini kullanmaktadir. RNA sekanslama ile transkriptom
analizi, kiitiiphane olusturma, belirli bir NGS platformunda siralama ve biyoinformatik

analiz dahil olmak iizere ii¢ asamal1 bir yontemdir (Sekil 1.7) (Qian vd. 2014).

Kiitliphane hazirligi, RNA-seq i¢in 6nemli bir adimdir. Clinkii biiyiik 6l¢iide nihai siralama
verilerinin orijinal transkriptomu ne kadar dogru yansittigin1 belirlemektedir. Ik asamada,
analiz edilecek uygun oOrnekler toplamaktadir. Burada dikkat edilecek nokta dokularin
degismez sekilde heterojen dogasidir. Bunun nedeni, dokularin tipik olarak onlarca veya
yiizlerce benzersiz hiicre tipi icermesidir. Bu nedenle, bir dokunun transkriptomik analizi,
onu olusturan hiicre tiplerinin gergek transkriptomik profillerini karigtirmaktadir (Shapiro
vd. 2013). Coziim olarak hiicre popiilasyonlari yerine tek hiicreleri analiz etmek
gerekmektedir. Aslinda, cesitli tek hiicreli izolasyon yontemleri gelistirilmis ve pratikte
RNA-seq teknolojisi ile birlestirilmistir. Bu tek hiicreli RNA dizisi, hem temel hem de klinik
aragtirmalarda daha Once imkansiz olan birgok uygulamalardan Ornek olarak
embriyogenezdeki ilk farklilasma olaylarinin karakterizasyonu, tiimor heterojenitesinin
arastirillmasi, nadir/gegici olarak var olan yetiskin kok hiicrelerin transkriptomik analizi
siirelerinin miimkiin olmasi saglamaktadir (Tang vd. 2009, Lister vd. 2011). Ornek
toplamanin ardindan, toplam RNA genellikle organik ekstraksiyon ve/veya spin kolonlarin
silika membranlari iizerine absorpsiyon yoluyla hazirlanmaktir. Daha sonra RNA, cDNA
fragmanlarindan olusan bir kitapliga doniistiiriiliir. Toplam RNA dogrudan kullanilabilse de,
cogu durumda toplam RNA’nin pargalara ayrilmasi gerekir. Bunun nedeni, toplam hiicresel
RNA’nin %80’inden fazlasini olusturan rRNA’nin (Lindberg ve Lundeberg, 2010)

genellikle arastirmalarda odak olmamasidir. Ayrica rRNA varliginin sonraki adimlarda
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yararli transkript kapsamini biiylik 6l¢tide azaltmaktadir. Toplam RNA 6rnekleri bu nedenle
ya dogrudan poli(A) RNA secimi ile ya da rRNA’nin se¢ici olarak cikarilmasi (ribo-
tiikkenmesi) ile islenmektedir (Costa vd. 2010). Okaryotlarda yaygin olarak kullanilan
Oligo(dT) tabanli mRNA saflastirma prosediirli, 6karyotik mRNA’nin 3’ ucundada bir
poli(A) kuyrugunun varligindan yararlanilir. Ancak Okaryotlarda ribozomal olmayan
RNA’larin (hem kodlayan hem de kodlamayan) biiyiik bir kismi poli(A) kuyrugundan
yoksundur ve bu nedenle gozden kagirilir (Jacquier, 2009). Poli(A) RNA sec¢imi ile
karsilastirildiginda, poli(A) mRNA, oOnceden islenmis RNA, tRNA ve bilinen veya
bilinmeyen fonksiyonlara sahip diger ncRNA’lar dahil olmak iizere tiim ribozomal olmayan
RNA tiirlerini zenginlestirdigi i¢in ribo-tilketme yontemi tercih edilir (Lindberg ve
Lundeberg, 2010). Bir¢ok farkli rRNA azaltma yontemi olmasina ragmen en popiiler
olanlardan birincisi; biotin etiketli anti-rRNA problar1 tarafindan rRNA’nin hibridizasyon
yakalanmasi, ardindan streptavidin kapli manyetik boncuklar ile ¢ikarilmasi, ikincisi; bir 5’
fosfat ile rRNA’y1 spesifik olarak taniyan bir 5°-3” eksoniikleaz tarafindan rRNA’nin segici
bozunmasi gelistirilmistir (Wilhelm ve Landry, 2009, He vd. 2010).

RNA fragmantasyonu (RNA hidrolizi) veya ters transkripsiyon ger¢ekleserek ¢ift sarmalli
bir cDNA elde edilmektedir. Ardindan cDNA’lar DNaz | ve sonikasyon muamele edilip
parcalanmis cDNA kiitiiphanesi hazirlanmaktadir. Pargalanmanin amaci NGS teknolojileri
icin istenilen uzunluga ulasmaktir. Pargalanmis cDNA’nin iiretilmesinden sonra, dizileme
adaptorleri parcalarin her iki ucuna baglanir ve boylece sekanslamaya hazir hale

gelmektedir. (Metzker, 2009).

Spesifik olarak, hem 454 hem de SOLID sistemleri yenilik¢i bir emiilsiyon PZR
kullanilmaktadir. Emiilsiyon PZR’de, bir kitapliktan alinan cDNA fragmanlar1 boncuklara
eklenir ve ardindan bir yag i¢inde su emiilsiyonunun sulu damlaciklarinda béliimlere
ayrilmaktadir. Oyle ki her damlacik tek bir DNA molekiilii icerir; ayrilan sablon fragmanlar
daha sonra emiilsiyonun kii¢iik sulu damlaciklarinda amplifiye edilmektedir (Dressman vd.
2003; Fedurco vd. 2006). Klonal amplifikasyon, her biri 6zdes sablonlardan olusan bir
popiilasyonla sonuglanmaktadir. PZR artefaktlar1 nedeniyle klonal amplikasyon, RNA
sekanlama sonuglarinda da sapma olusturabilir. PZR artefaktlarini ayirt etmenin bir yolu,
farkli kopyalar olusturarak ayni kisa okumalarin farkli kopyalarda ayni anda bulunup
bulunmadigini teyit edilerek bulunabilmektedir (Wang vd. 2009). 454 ve SOLID

sistemlerinden farkli olarak, [llummina Genome Analyzer, adaptor baglantili, tek iplikli
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cDNA fragmanlarinin 6nce bir cam slayt {izerinde bir kopriileme yoluyla oligoniikleotit
hibridizasyonu ve ardindan klonal olarak immobilize edildigi koprii PZR amplifikasyonu
gerceklestirir (Adessi vd. 2000).

Total RNA 6rnes:
fRNA gikaniimast / mRNA zenginlegtinimes:
Ters transkripsiyon

Ters transkripsiyon

-
=
T
Q
A

Adaptor ligasyonu

Klonal amplifikasyon

Sekanslama

Kalite degerlendiniimest
(Dugiik kaliteli okumalan filtrelenir)

Yeni transkript
ve izoformiann
belirlenmest

Kodlanamayan
RNAlarn saptanmasd

Fiizyon gen

belirlenmest

Ijlevsallik, a3 ve Kopya saysst
yolak analizi varyasyon tanimlamast

Biyoinformatik

Biyolojik anlayy

Sekil 1.7: RNA sekans veri analizi (Qian vd. 2014).

Bir Illumina HiSeq, NovaSeq, NextSeq veya MiSeq cihazi iizerinde gergeklestirilen
dizilenmis bir memeli modelinde temel bir RNA sekanslama analizi i¢in, onerilen okuma
say1s1 numune basina en az 10 milyon olup, numune basina en ideal 20 ila 30 milyon
olmaktadir. Daha diisiik siralama derinlikleri, transkript basina istatistiksel olarak yetersiz

sayida okuma saglamakta ve istatistiksel analizleri yiiksek oranda eksprese edilen genlerin
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etkisini sinirlamaktadir (Ji ve Sadreyev, 2018). RNA sekanslamada bir diger 6nemli konu
da amacin bireysel lokuslardaki ekspresyon seviyelerini 6l¢gmek mi yoksa daha derine inip
genler iizerindeki ekleme kaliplarini karsilastirmak mi1 olduguyla ilgilidir. Eslestirilmis ucglu
(PE) Illumina dizilimi, ekleme olaylarin1 yakalamak i¢in single-end (SE) siralamasindan
daha uygun bulunmustur (Okonechnikov vd. 2016). Ancak daha maliyetlidir. 50 bp Illumina
okumalar tipik olarak bir memeli RNA’smin genoma benzersiz bir sekilde eslenmesi i¢in
yeterlidir. Avantaji1 uzun okumalar yapmasi ve okumalar igindeki ek bolgelerini dogrudan
yakalama olasiligini artirmasidir. Bu sayede potansiyel alternatif ekleme formlarinin
analizini iyilestirmektedir. Ham RNA-seq verileri tipik olarak FASTQ dosyalar1 olarak
bicimlendirilmektedir. FASTQ, okumalarin dizilerini ve siralama kalitesini depolayan metin
tabanli bir formattir. Dosya, asagida gosterildigi gibi okuma basina dort satirlik gruplar

halinde diizenlenmistir (Ji ve Sadreyev, 2018).

@NB500929:247:HL2TYBGX3:1:11101:25163:1060
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCA
C

AGTTT

+
O ((((FFF))% % %) (%% % %), | F5% 4 #7) %55 CCF>>>>>>CCC

CCCC65

[lk satir @ ile baslar ve ardindan cihaz kimligini (NB500929), calisma numarasini (247) ve
akis hiicresi kimligini (HL2TYBGX3) igeren benzersiz bir dizi tanimlayicisi ile devam
etmektedir. Sonrasinda DNA pargasinin akis hiicresindeki yerini belirten sayilar
gelmektedir. Eslestirilmis u¢ dizilimi durumunda, belirli bir DNA pargasinin okuma 1 ve
okuma 2 i¢in iki FASTQ dosyas1 ayni dizi tanimlayicilarini ve okuma sayisini (1 veya 2)
icermektedir. Ikinci satir, okuma sirasin1 igermektedir. Uciincii satir bir "+" karakteriyle
baslar ve istege bagli olarak ayni sira tanimlayicisi ve herhangi bir ek aciklama takip edebilir.
Dordiincii satir, bir kodlama semasina goére ayri1 semboller olarak kodlanan her taban igin

siralama kalitesi puanlarin1 kodlamaktadir (Ji ve Sadreyev, 2018).
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Hizalama, 6rnegin ENSEMBL projesi tarafindan iiretilen genlerin ve diger genomik
elementlerin spesifik bir agiklamasim1 kullanarak her okumanin dizisini bir referans
genomuna haritalamanin hesaplama siirecidir (Zerbino vd. 2017). Tiim genom dizilimi ve
diger uygulamalarda gergeklestirilen hizalama ile karsilagtirildiginda, kisa okunan RNA
sekanslama verilerinin  haritalanmasi, genomik koordinatlar boyunca Okaryotik
transkriptlerin bitisik olmayan yapisindan kaynaklanan ek bir zorlugu icermektedir. Bu, bir
okuma dizisinin 5’ ve 3’ boliimlerinin iki farkli ekzona karsilik geldigi veya ayni kitaplik
parcasinin iki ucundan okunanlarin referans transkriptinde bitisik olmayan ekzonlarla
eslendigi durumlarin 6zel algoritmik degerlendirmesi gerektirmektedir. STAR hizalama

araci yiiksek hizalama hizi, daha diisiik haritalama hata oranlarina sahiptir (Dobin vd. 2013).

Okumalar1 genoma esledikten sonra, RNA-seq verilerinin kalitesini daha derinlemesine
incelemede Onemlidir. Bu, Picard (https://broadinstitute.github.io/picard), Qualimap2
(Okonechnikov vd. 2016), RNASeQC (Deluca vd. 2012) veya SAMTools (Li vd. 2009) gibi
standartlarinda elde edilebilmektedir. Burada agiklanan is akisi, belirli bir 6rnekte eslenen
okumalarin ¢esitli "kiime" Olg¢ilimlerini olusturan Picard’t kullanmaktadir. Bunlar,
digerlerinin yani sira agiklamali eksonlara, intronlara, ¢evrilmemis bolgelere, intergenik
bolgelere, mRNA bolgelerine hizalanmis bazlara ve okuma duplikasyon oranina (ayni
genomik koordinatlara esleme gereksiz okuma fraksiyonu) eslenen okumalardaki toplam
niikleotit bazlarinin fraksiyonlarini icermektedir. Bu adim, siralama kitapliklarinin kalitesini
degerlendirmek ve RNA ekstraksiyonu, kiitiiphane yapimi veya dizileme ile ilgili olasi
sorunlari teshis etmek icin gereklidir. Is akis1; potansiyel kalite sorunlarinin ¢oziilmesinde,
diisiik kaliteli 6rneklerin ¢ikarilmasindan sonra bireysel transkriptlerle eslenmis okumalarin
nicellestirilmesine ve farkl sekilde ifade edilen genlerin tanimlanmasina ilerlemektedir (Ji

ve Sadreyev, 2018)

1.7 Gen Susturma

RNA interferans kimyasal olarak sentezlenmis kiiciik girisimci RNA (siRNA) veya kisa sag
tokast RNA (shRNA) olarak ifade edilenler plazmid kullanilarak elde edilebilmektedir
(Golzio vd. 2012). Onceki calismalar, kimyasal olarak sentezlenmis siRNA nn iletimi in
vitro ve in vivo gen ifadesinin giiclii ve diziye 6zgii inhibisyonuyla sonuglandirdigini
gostermistir. Ancak, kimyasal olarak sentezlenen siRNA’larin pahali maliyetlerinin yani

sira, in vivo’da kisa Omiirlii stabiliteleri nedeniyle gegici gen ifadesi susturulmasi gibi
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sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in, shRNA’larin kullanimi daha uygun bir yaklagim

olarak ortaya ¢ikmistir (Golzio vd. 2012).

Kiigiik sa¢ tokast RNA (ShRNA’lar), kiigiik girisimci RNA’larin (siRNA’larin) aksine, hiicre
cekirdeginde sentezlenir, iglenir ve sitoplazmaya tasinmaktadir. Daha sonra aktive
olabilmeleri igin RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) dahil edilmektedir (Cullen,
2005). Transfekte edilmis hiicrelerin igindeki ShRNA’nin yasam dongiisii Sekil 1.8’de
sematik olarak gosterilmistir. ShRNA ekspresyon vektoriiniin sitoplazmaya iletilmesinden
sonra, vektoriin transkripsiyon i¢in ¢ekirdege tasinmasi gerekmektedir. Birincil transkriptler
(pre-shRNA), mikroRNA’nin birincil transkriptleri i¢in kesfedilenle benzer bir rotayi
izlemektedir. Birincil transkriptler Drosha/DGCRS8 kompleksi tarafindan islenir ve pre-
ShRNA'’lar1 olusturmaktadir. Pre-shRNA’lar, olgun shRNA’ya daha fazla islenmek {izere
Dicer/TRBP/PACT kompleksine yiiklenmek iizere exportin 5 yoluyla sitoplazmaya tasinir.
Dicer/TRBP/PACT kompleksindeki olgun shRNA, RISC igeren Argonaute proteiniyle
iliskilidir ve mRNA kesilmesi ve bozunmasi1 veya p-cisimcikleri yoluyla translasyonel
baskilama yoluyla RNA interferans islevini saglamaktadir (Rao vd. 2009). shRNA’larin
hiicre iginde etkisi i¢in hiicresel dongiiniin 6zelliklerine gore belirlenen bu asamalar: takip
etmektedir. Bu agsamalar mikroRNA olgunlasma yollarina benzer sekilde islenmektedir. Bu
nedenle, miRNA’larin sentezi ve olgunlagmasi {lizerine yapilan ¢alismalar, 6zellikle miR-30
tabanli sShRNA’lar olmak iizere shRNA sentezi i¢in temel olusturmustur (Silva vd. 2005,
Rao vd. 2009).

Expression
Vector

Sekil 1.8: ShRNA aracili RNA interferans yolunun semasi (Rao vd. 2009).
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2. TEZIN AMACI VE KAPSAMI

Son yillarda yapilan kanser ¢calismalarinda eksozomlarin fonksiyonel olarak olduk¢a 6nemli
oldugu belirtilmistir. Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tip uygulama
alanindaki bagarilart ile beraber yapilan caligmalarda endojen tamir ve rejeneratif
mekanizmalari artiran ¢oziiniir veya “parakrin” faktorlerini salgilamalariyla hasarl bolgede
farklilasmak yerine terapotik etki gosterdigi kanitlanmistir. Bununla beraber eksozomlarin
hiicreler arasi haberlesmede, hiicrelere spesifik olarak hedeflenmede, normal fizyolojide
veya hastalikli durumlarda nasil ortaya c¢iktigi heniiz tam olarak belirlenememistir.
Eksozomlarin lokal ve sistemik mikrogevreleri degistirebilme o6zellikleri géz Oniine
alindiginda adipoz kaynakli kok hiicrelerden salinan eksozomlarin tiimorejenik etkisi ile

ilgili literatiirde sinirl ¢caligma bulunmaktadir.

Bu tez calismasn kapsaminda insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden salinan
eksozomlarin hiicre kiiltliri medyasindan iki farkli izolasyon protokolii uygulanarak

eksozom izolasyonu gergeklestirilmistir.

Izolasyonu yapilan eksozomlarin karakterizasyon caligmalar1 gergeklestirilerek TEM,

Western blot ve immiinofloresan analizleri gergeklestirilmistir.

Eksozomlarin SW-480 hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi icin farkl

doz ve zaman araliklarinda MTT analizleri yapilmistir.

Sitotoksik olmayan doz aralifi segilerek SW-480 hiicrelerinin migrasyon ve koloni

olusturma kapasitesinin belirlenmesi i¢in Scratch ve koloni formasyon testleri yapilmaistir.

Izole edilmis eksozomlarin SW-480 hiicrelerinde transkriptomik diizeyde gen ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi i¢cin RNA sekanslama c¢alismalar1 yapilmistir. Bunun igin
eksozom uygulamasi yapilmis 6rneklerden RNA izolasyon teknigi kullanilarak RNA izole
edilmistir. RNA saflif1 ve kalitesi kontrol edilen gruplara RNA dizilemesi yapilmistir.
Ardindan gergeklestirilen biyoinformatik analizlerle tim RNAtranskriptlerin ekspresyon

seviyeleri belirlenmistir.
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Gergeklestirilen biyoinformatik analizler sonucunda istatistiksel olarak anlamli degisiklige
ugrayan genler, ifadesi artanlar (up regiile) ve ifadesi azalanlar (down regiile) olmak {izere
ikiye ayrilmigtir. Belirlenen genlerin ifadesinin deneysel olarak tespit edilmesi i¢in ilk olarak
primer tasarimi1 yapilmis ve Ger¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)

ile genlerin ekspresyonlari belirlenmistir.

Gergek zamanli PZR sonucunda up regiile oldugu belirlenen genlerden ATOH8, EPS8L3 ve
GMDS igin sh-oligolar tasarlanmustir.

ATOHS8, pLKO.1-TRC Ilentiviral tabanli vektore klonlanarak sShATOHS8, SW-480

hiicrelerinde susturulma ¢alismalari i¢in hazir hale getirilmistir.

Tezimiz kapsaminda gerceklestirilen tiim ¢aligmalarimiz eksozomlarin hiicre icermeyen
eksozom bazli tedavilere bir 6rnek saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerden salinan eksozomlarin kanserdeki terapotik potansiyelinin
degerlendirilmesiyle bu alanda yapilacak ¢aligmalara alternatif saglamasi ve eksozomlarin
timor hiicreleri lizerindeki tiimorejenik etkilerinin aydinlatilmasi ile ilgili literatiiredeki

sinirlt sayida bulunan ¢alismalara 1s1k tutacag diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Materyal

3.1.1 Cahismada Kullanilacak Hiicre Soylar
Tez kapsaminda IAMKH’ler ve SW-480 kolon kanseri hiicreleri kullanilmistir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Cahiymada Kullanilan Malzemelerin, Ortamin Temizligi ve Sterilizasyonu
Deneysel ¢alismalarimizda kullanilacak isiya dayanikli malzemeler otoklavda 121 °C’de 20
dakika otoklavlanarak, isiya dayanikli olmayan soliisyonlar vb. ise 0,22 um’lik filtre

kullanilarak sterilizasyonu saglanmaistir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari ¢alismaya baslanmadan yarim saat énce UV lamba ile steril

edilmistir.

3.2.2 Hiicre Tabanh Teknikler

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlacak Malzemelerin Hazirlanmasi

3.2.2.1.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde ticari olarak temin edilen Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) kullanilmigtir. Glutamin i¢eren bu medyuma son konsantrasyonu %10 olacak

sekilde Fetal Sigir Serum (FBS) ilave edilmistir.

3.2.2.1.2 FBS Inaktivasyonu ve Hazirlanmasi
Ticari olarak satin alinan Fetal sigir serumu 56 °C’da 30 dk 1s1 ile inaktive edilmistir.

Ardindan alikotlanarak -20 °C da saklanmastir.

3.2.2.1.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanmilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi islemleri sirasinda asagidaki ¢dozeltiler

kullanilmustir.
Sodyum kloriir igceren fosfat tamponu (PBS) Tamponunun Hazirlanmast; Tablet seklinde

temin edilen PBS (Phosphate-Buffered Salin), her tableti 100 mL dH20 ile hazirlanip

otoklavlanmuis ve steril edilmis olup ve 2-8 °C’de saklanmustir.
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Tripsin-EDTA ¢ozeltisinin Hazirlanmasi; %0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA, steril PBS (1X)

igerisinde hazirlanmis ardindan 0,22 pm®“luk filtreden gegirilerek -20 °C’da saklanmustir.

3.2.3 Hiicre Tabanh Teknikler
Hiicre kiiltiirii calismalart TELSTAR Class II A-2 laminar akisli kabinde yapilmistir.

3.2.3.1 insan Adipoz Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (Merck, ABD, katalog numarasi: SCC038)
ticari olarak satin alinmistir. insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin biiyiitiilmesi
icin %10 FBS (ECS0182L, Euroclone) iceren Human Mesenchymal-LS Expansion Medium
(SCM023, Merck) kullanilmistr.

3.2.3.2 Donmus Hiicrelerden Kiiltiir Yapilmasi

-80°C buzdolabinda saklanan hiicreler alinarak, 37 °C’daki su banyosuna konulmus ve hiicre
¢ozme islemi gerceklestirilmistir. Hiicrelere %10 FBS iceren medyum ilave edilerek
300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij isleminden sonra ¢oken hiicre pelleti 3 mL kdk hiicre
vasati ile pipetlenip 3 adet T 75 doku kiiltiirii kaplarina ekilerek %5 CO2, 37 °C sicaklik ve

%80-90 bagil nem saglayan bir inkiibatore alinmustir.

3.2.3.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yeterli bolluga (%80-90) ulasan hiicrelerin medyumu uzaklastrilmis ve ardindan PBS ile
yikanmistir. PBS (pH: 7,4) igerisinde hazirlanmis %0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA ¢ozeltisi
ile muamele edilerek doku kiiltiirii plastigine yapisan hiicrelerin besi yerine ge¢mesi
saglanmigtir (Tripsinizasyon). Hiicrelere 3 mL tripsin-EDTA eklenerek ve 37 °C %5 CO2
iceren inkiibatorde 5 dk bekletilmistir. Tripsinizasyon isleminden sonra tripsinin
reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla tripsin-EDTA oraninin 2 kati olacak sekilde 6 mL
DMEM-%10 FBS, besiyeri eklenmistir. Flaskin icinde 9 mL olan hiicre siispansiyonu 15ml
hacmindeki falkona alinmis, hiicreler ile besiyeri ve tripsin- EDTA karisimini ayirmak
icinde 300xg’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilip, geriye kalan

pelet 4ml besiyerinde pipetaj ile ¢ozdiiriilmiistiir.
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Cozdiiriilen hiicrelerin 1ml si alinarak 1/4, seyreltme olacak sekilde iginde 14 mLbesiyeri
bulunan 75 cm?’1ik flasklara alinmistir. Hazirlanan kiiltiirler %5 CO2’li 37 °C’da inkiibatdrde

biiytitiilmistiir.

3.2.3.4 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre Sayim

Hiicre canliliginin  belirlenmesinde hemositometre ile birlikte tripan mavisi boya
kullanilmistir. Bu yontemde hazirlanan hiicre siispansiyonuna tripan mavisi eklenerek 11k
mikroskobu altinda hiicrelerin canlilig1 incelenebilmektedir. Deneylerde kullanilacak yeterli
miktardaki hiicreyi alabilmek i¢in triptan mavisi ve hemositometre lam ile hiicre sayimi
yapilmistir. Bu islem igin flasklardan kaldirilan hiicreler 300xg’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra 10 mL medyumda homojen halde ¢6ziilmiistiir. Canli ve 6li hiicreleri ayirt
etmek i¢cin 10 pL hiicre siispansiyonu esit hacimde triptan mavisi (1:1 seyreltme oraninda)
ile 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda 6lii hiicreler mavi renge
boyanirken canli hiicreler boyanmaz ve bu boyanmayan hiicreler sayilarak mL’deki canli
hiicre sayis1 hesaplanmistir (Toplam canli hiicre sayis1 / mL = Hemositometre sayim sonucu

X 2 x 10%)

3.2.3.5. insan Adipoz Kok Hiicrelerden Eksozom izolasyonu

IAMKH’lerin 3. pasaj sonunda hiicreler alinip PBS ile yikanmasi sonrasinda serum
icermeyen DMEM besiyeri igerisinde 72 saat bekletilmistir. Hiicrelerin mikroskobik
kontrolleri yapildiktan sonra kiiltiir besiyeri toplanmistir. Ultrasantrifiij metoduyla eksozom
izolasyonu i¢in Oncelikle hiicre kiiltiirii besiyeri 300 xg’de 10 dk santrifiij yapilmistir.
Ardindan 15000 xg’de 20 dk santrifiij yapilarak hiicre kalintilar1 uzaklastirilmistir. Elde
edilen siipernatant 0.22 um’lik steril filtreden gecirilmistir. Bu islemin ardindan 100000
XG’de 70 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatant uzaklastirilip pellet PBS ile yikanmistir. Son
olarak 100000 xg’de 70 dk santrifiij yapilip siipernatant PBS ile ¢oziilerek eksozomlar elde
edilmistirAyrica ticari olarak satin alman Total Exosome Isolation Reagent (Katalog
numarast: 4478359, Thermo Fisher Scientific) eksozom izolasyon Kiti ile izolasyon igin kit
protokolleri uygulanmistir. Kisaca 1 ml hiicre kiiltiiri medyimuna karsilik 500ul Total
eksozom izolasyon soliisyonu eklenmistir. Bir gece 4 °C’da inkiibe edilen karigim ertesi giin
10000 xg’de bir saat santrifiij yapilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilip pellet PBS ile
coziilerek eksozomlar elde edilmistir. Elde edilen eksozomlar 2 ila 8 °C arasinda bir hafta,

daha uzun siire saklanmasi i¢in ise -20 °C’dan daha diisiik ortamda saklanmustir.
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3.2.4 Bradford Analizi
Bradford deneyi, Coomassie Blue G250 boyasinin arginin gibi bazik ve aromatik
aminoasitlere baglanarak olusturdugu renk protein siddetiyle orantilidir (Kruger,2009).

Bradford reaktifi i¢in gerekli bilesenler Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Tablo 3.1: Bradford analizi igin gerekli bilesenler

Kimyasal Madde Miktar

Coomassie brillant blue G-250 0,1g

Etanol 50mL

%95’lik fosforik asit 100mL

dH20 1L’ye tamamlanir
Serum Albumin 0,019

dHz20 10mL’ye tamamlanir

Bradford analizi i¢in Orneklerimizden Oncelikle protein ekstrakti  hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in RIPA soliisyonu hazirlanmas1 gerekmektedir. RIPA soliisyonu

Tablo 3.2°de belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Tablo 3.2: RIPA soliisyonu icin gerekli bilesenler

Final Konsantrasyon

10 mM Tris Cl ph:8

%31 Triton x100

%0,1 SDS

%0,1 Sodium deoxycholate

1ImM EDTA

ImM EGTA

140mM NaCl

+ proteaz inhibitdrii (25ml igin 1 tablet)
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Hazirlanan RIPA soliisyonundan 50 ve 100 pl alinarak iki ayri tiipte 100 pl eksozom bulunan
orneklere ilave edilir. Ornekler pipetaj yapilip iyice RIPA soliisyonu ile ¢dziiliir. Ardindan
buz tizerinde 45 dk bekletilir. Sonrasinda 4 °C’da 13500 rpm’de 10 dk santrifiij yapilir.

Siipernatant sogutulmus ependorfa alinir. Elde edilen 6rnek Bradford tayini i¢in kullanilir.

Bradford analizi i¢in Img/ml sigir albumin ¢6zeltisinden tiiplere 0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100 pl alinarak toplam 1mL’ye tamamlanir. Bu karisitma 5ml Bradford reaktifi
eklenerek 2 dakika vorteksleme ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Siire
sonunda Orneklerin absorbansi 595 nm’ de okunmustur. Kor olarak sadece ImL su ve 5Sml
Bradford reagent igeren tiip kullanilir. Ayni islem Ornek igin uygulanir. 595 nm’deki
absorbansa karsi protein miktarini igeren grafik BSA sonuglarina gore excel de hazirlanir ve
daha sonra 6rnek i¢in elde edilen absorbansa karsilik gelen protein miktar1 grafikten elde

edilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.5 TEM Analizi
Izolasyonu yapilan insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden salman eksozomlar

Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuari- ARUM merkezi
tarafindan HR-TEM mikroskobunda incelenmistir. TEM analizi i¢in gerceklestirilen adimlar
kisaca verilmistir. Oncelikle biyolojik &rnek/dokulardan TEM igin numune hazirlama
islemleri gerceklestirilmistir. Bu islemin ardindan ultramikrotomda tam ince kesit alma
adimi takip edilerek devam edilmistir. Daha sonra kesit alinan 6rneklerde tam ince kesit
boyama (uranil asetat / kursun sitrat ile) asamasi geg¢ilmistir. En son adimda ise inceleme ve

goriintii alma (HR-TEM) olarak tamamlanmustir.

3.2.6 Western Blot
Western blot ¢aligmalari i¢in izolasyonu yapilan eksozomlar 6rnek hacminin X2 oraninda

Ripa buffer eklenerek iyice pipetaj yapilmistir. Daha sonra 2 dk ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Ardindan buz iizerinde 45 dk bekletilmistir. 45 dk sonunda 13.500 rpm’de 4
°C ‘da 10 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatant soguk eppendorfa aktarilarak proteinler
hazirlanmistir. Ardindan ayirma jeli hazirlanarak hemen {izerine %90 izopropanol ilave
edilerek jelin hava almamas1 ve diizgiin polimerlesmesi engellenmistir. 30-40 dakika jelin
polimerizasyonu i¢in beklenmis ardindan jel polimerize olduktan sonra izopropanol
uzaklagtirilarak ultra saf su ile yitkama yapilmigtir. Whatman 3MM kagidi ile yikama yapilan
ylzey kurutulmustur. Ardindan yigma jeli dokiilerek yiikleme yapilacak kuyucuklarin
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olusmas1 ig¢in tarak yerlestirilmistir. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak
c¢ikarilmis daha sonra hazirlanan jel tank icine yerlestirilmistir. Daha sonra 6rnekler 6rnekler
yiikleme boyast ile karistirilmis ve olusturulan kuyucuklara yiiklenerek 90 V ve 400 mA ‘de
2-2,5 saat ylriitilmiistiir. Western Blot i¢in kullanilan soliisyonlar asagidaki Tablo 3.3 ve

3.4’de verilmistir.

Tablo 3.3: Western Blot i¢in kullanilan soliisyonlar

JEL ICERIGI %10 AYIRMA JELI | %5 YIGMA JELI
Upper Buffer - 2.5 ml
Lower Buffer 2.5ml -
Acrilamid:Bisakrilamid(37.5:1) 2.5 ml 1.25 ml
ddH.O 5ml 6.25 ml

%10 (wW/Vv)APS 100 pl 100 pl
TEMED 10 pul 10 pul

Tablo 3.4: Western Blot i¢in kullanilan soliisyonlar

SOLUSYON ICERIGI

Laemli Buffer 0.125 M Tris-HCI(pH:6.8), %4 (w/v) SDS, %10
(v/v) Gliserol, %10 (v/v) B-2-Mercaptoetanol
Bromophenol Blue Soliisyonu %0.05 (w/v) bromophenol blue distile su i¢inde

SDS PAGE Lower Jel 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE Upper Jel 1 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE (Running | 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0.1 (w/v) SDS

Buffer)Yiiriitme Tampon

Cozeltisi

Western Blot Transfer Cozeltisi | 25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 (v/v)
Metanol

10X Tris Buffered Saline (10X | 10 mM Tris-HCI, 20 mM NacCl, pH: 7.4
TBS otoklavlanmisg)

Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar kullanilmistir. Transfer igin jel,
Whatman 3MM kagidi ve PVDF membranlar kullanilarak sandvi¢ hazirlanmistir. Burada
elektrik akiminin gelecegi yone gore transfer kasedi arasina slinger, Whatman kagid, jel,
membran, Whatman kagidi, slinger olacak sekilde konulmustur. Hazirlanan kaset, soguk

transfer buffer tankinda bir gece 4 °C’da transfer islemine birakilmustir.

Transfer isleminin ardindan PVDF membrana transfer olan proteinler ilk olarak %0.1 (v/v)
Tween20 igeren 1X TBS 5 dk yikama yapilmistir. Ardindan membranlar 20 ml bloklama
cozeltisinde 1 saat galkalayicida oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda bloklama

cozeltisi uzaklagtirilip 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilarak membran yikanmis,
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bunun i¢in %0.1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS kullanilmistir. Bu igslemin ardindan membran
primer antikor ile 1-2 saat oda sicakliginda 4 °C’da horizantal ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Westen blot i¢in antikorlar HSP70 (ab2787, Abcam), CD63 (Abcam, ab59479),
CD81 (Abcam, ab59477) ve CD9 (Abcam, ab92726) kullanilmistir. Primer antikorlar
(HSP70 1:1000), (CD 63 1:1000), (CD 81 1:1000) ve (CD 9 1:500) %5 (w/v) BSA ve
%0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS i¢inde hazirlanmistir. Siire sonunda primer antikor
¢ozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilan %0.1(v/v) Tween20
iceren 1X TBS soliisyonu kullanilmistir. Daha sonra uygun sekonder antikor kullanilarak
[horseradish peroxidase-conjugated, anti-rabbitlgG, anti-mouselgG ya da anti-goatlgG,
(1:2000-1:10,000) oraninda sulandirilmis, %5 (w/v) BSA ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X
TBS] 1 saat oda sicakliginda horizantal galkalayicida inkiibe edilmistir. Son basamakta
yikama adimi tekrarlanmigtir. Ardindan ECL (Enhanced Chemi-Luminescent) Kit

kullanilarak protein bantlar1 goriintiilenmistir

3.2.7 immiinofloresan Analizi
24 kuyucuklu plakalara chamber slide yerlestirildikten sonra her kuyuya hiicreler 250.000

olacak sekilde ekildi. Bir gece 37°C’da inkiibe edildikten sonra eksozom ve PBS
uygulamalar yapildi. inkiibasyondan 48 saat sonra sonuglar alinmistir. Oncelikle besiyeri
uzaklastirildi ve kuyucuklar 3 kere PBS ile yikand1 ve 4X paraformaldehit ile hiicreler 10 dk
fikse edildi. Ardindan %0,1 Twen-20 %1 BSA iceren PBS ile spesifik olmayan baglanmalari
engellemek icin 60 dakika bloklama islemi gerceklestirildi. Ardindan bloklama solusyonu
uzaklastirilip 3 defa 5’er dk PBS yikama islemi yapildiktan sonra CD 81 ve CD63 igin primer
antikor (5 pg/ml) ile hiicreler nem ¢emberi (humidity chamber) icerisinde 4°C’da bir gece
inkiibe edildi. Ertesi giin primer antikor uzaklastirildi ve 3 defa 5’er dk PBS ile yikandi.
Daha sonra sekonder antikor uygulamasi (2 pg/ml) Goat anti-Mouse 19G (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 (Thermo, Catalog: A-11004 ) bir saat
karanlik odada oda sicakliginda sekonder antikor ile muamele edildi. Siire sonunda 3 defa
5’er dk PBS ile yikama isleminden sonra yuvarlak lameller lamlar iizerine damlatilmis olan
4’ 6-diamidino-2-phenyl-indole (DAPI) (Catalog number: D1306, Invitrogen) (1/10.000) ve
anti fade mounting medyum (Catalog number: P36930, Invitrogen) iizerine hiicreler arada
kalacak sekilde kapatildi. Goriintiiler florasan mikroskobu (Nikon, Japan) kullanilarak elde
edildi (X40 biiylitme).
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3.2.8 iAMKH Kaynakli Eksozomlarin Kolon Kanseri Hiicreleri Uzerinde Canlihk
Seviyelerinin Belirlenmesi

MTT testi, hiicre canlilig1, proliferasyonu ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel
metabolik aktiviteyi lgmek i¢in kullanilir. Bu kolorimetrik test, sar1 bir tetrazolyum tuzunun
(3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir veya MTT) metabolik olarak
aktif hiicreler tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir (Sekil
3.1). Canli hiicreler, MTT’yi formazana indirgeyen NAD (P) H’ye bagimli oksidorediiktaz
enzimlerini igerir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sari renkli MTT
reaktifi koyu mavi-mor formazan iiriiniine doniismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri
fonksiyonu bozulmamais hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicrelerde boyanmamaktadir (Wang vd. 2012). insan adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarin kolon kanseri SW480 hiicreleri
tizerinde canlilik seviyesine etkisinin belirlenmesi i¢in ilk olarak eksozom izolasyonu yapild
ve eksozom miktar1 belirlendi. MTT igin eksozomal protein konsantrasyonu hesaplanarak
ve PBS kullanilarak 476,92, 238,46, 105,30, 33,69, 24,12, 6, 3, 1,5, 0,75, 0,375 ve 0,187
ug/ml olacak sekilde seyreltme islemleri yapilip stoklar hazirlandi. Seyreltme islemi yapilan
eksozom ornekleri SW-480 hiicre hattina 24,48 ve 72 saat siirelerde uygulanmistir. SW-480
hiicreleri  10.000 hiicre/well olacak sekilde 96'lik doku kiiltiirii plastigine ekimi
gerceklestirilmistir. Bir gece inkiibasyona (%5 CO2, %95 hava ve %90 bagil nem iceren 37
°C sicakliga ayarli) birakilan hiicrelerin tutunmasi saglanmistir. Ertesi giin kontrol, PBS ve
seyreltilen eksozom gruplarina 1pl uygulama yapilmistir. Uygulama sonrasi 24,48 ve 72.

saatlerde MTT testi yapilmistir. MTT test sonuclari grafiklerde Boliim 4.10°da gosterilmistir

Q NADH NAD* Q

N—N N—HN
/ \ . S CHs / \N S CHs
/N\( Mitochondrial Reductase Z \(
N \ N \ /
N N
CH, CHs
MTT Formazan
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- ((E,2)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenyltetrazolium bromide) diphenylformazan)

Sekil 3. 1: MTT reaksiyonu (Wang vd. 2012).
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3.2.9 Klonojenik Analiz

SW-480 hiicreleri DMEM-HG %10 FBS igeren besiyeri igerisinde biiyiitiildii. Tam doluluga
ulasan (%80-90) oranina gelen hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilmigtir. Thoma lamu ile
sayillan hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1.2x10% olacak sekilde ekilmis ve bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin eksozom ve PBS uygulamalari gergeklestirilmistir.
Eksozom konsantrasyonu 26,70 ng/ul olacak sekilde her bir kuyucuga uygulamalar
yapilmistir. PBS icinde 50 ul PBS uygulanmistir. Uygulama sonrasinda hiicrelerin biiytimesi
mikroskop ile gozlemlenmistir. 10. giiniin sonunda deney sonucu belirlenmistir. Koloniler
kristal viyole ile 5 dk boyandiktan sonra 3 kez 5 dk yikanmistir. Koloniler HP 600 dpi’da
fotograf makinasi ile goriintiilenmistir. Kolonilerin sayimi Image J programu ile yapilmistir.
Her bir kuyucuk i¢in tiim alan secilerek sayim islemi gergeklestirilmistir (kuyucuklarin

%100 alan1 sayildi). Secilen alandaki koloni sayilarina gore grafikler olusturulmustur.

3.2.10 Hiicre Migrasyon Yontemi (Scratch Testi)

Hiicreler 6 kuyucuklu doku kiiltiirii plastiklerine her kuyuya 600.000 hiicre/ kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir. Ardindan bir gece hiicrelerin tiim yiizeye tutunmasi i¢in beklenmistir.
Tam doluluga ulasan hiicrelere eksozom ve PBS uygulamalar1 yapilmistir. Eksozom
konsantrasyonu 26,70 ng/ul olarak uygulanmistir. Bu iglemin hemen ardindan standart
olacak sekilde 10 ul beyaz pipet ucu yardimiyla kuyucugun ortasina arti seklinde c¢izik
atilmigtir ve 0. saatte hiicreler fotograflanmistir. Kuyucuklar 4. saat, 24. saat ve 48. saatlerde
yeniden fotograflanmistir. Cizik arasinin ne kadar hizli kapandig1 yani hiicre gocii 1yi bir
sekilde fotograflanip takip edilmistir. Fotograflar Image J program ile analiz edilmistir
(MRI Wound HealingTool). Kontrol gruplar1 ile eksozom uygulanmig gruplar

karsilagtirilarak hiicrelerin % gog etmeleri asagidaki formiile (3.1)’e gore hesaplanmustir.

0.Saat Hasar Alani—24.Saat Hasar Alant

| x100 (3.1)

% Alan Kapanma Orant = [
0.Saat Hasar Alani

3.2.11 RNA izolasyonu

Kontrol grubu, PBS uygulanan grup ve 26,70 ng/ul eksozom uygulamasi yapilmis olan
gruplardan RNA izolasyonlar1 yapildi. Kisaca bolim 3.2.3.3’de anlatilan protokolde
tripsinizasyon yapilmis ve ardindan besiyeri eklenerek 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatant uzaklastirilip ¢oktiiriilen hiicre pelletinden RNA izolasyonu yapilmistir. RNA
izolasyonu i¢in GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific, Catalog number:
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K0732) kullanilarak protokole uygun sekilde kontrol, PBS ve eksozom gruplarinda RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Oncelikle elde edilen pelletler 500 ul PBS ile hafifce pipetaj
yapilarak yikanmis, 5000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatatnt uzaklastirildiktan
sonra 600 pl Lizis soliisyonu eklenmis, 10 sn vorteks yapilmistir. Ardindan %96°lik 360 pl
soguk etanol eklenmistir. Olusan karisim kit protokoliinde tarif edilen kolon sistemine
aktarilarak 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmis siipernatant uzaklastirilmistir. Bu islemin
sonunda 700 pl Yikama soliisyonu 1 eklenmistir. 13.500 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant uzaklastirimistir. Devaminda Yikama soliisyonu 2’den 250 pl
eklenerek 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Daha
sonra kolon temiz bir ependorfa alinarak 13.500 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmis ve
stipernatant uzaklastirilmistir. Son asamada kolon temiz bir ependorfa alinarak 40 ul DNaz
RNaz olmayan su igerisinde 5 dk bekletilmistir. Siire sonunda 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij
yapilip siipernatant elde edilerek 1. Eliisyon RNA elde edilmistir. Ayn1 kolona 35 ul ul DNaz
RNaz olmayan su igerisinde 5 dk bekletilmis 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij yapilip
siipernatant elde edilerek 2. Eliisyon RNA elde edilmistir. Izolasyon sonras1 elde edilen tiim
RNA’lar -80°C’da saklanmustir.

3.2.12 RNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

RNA Izole edildikten sonra miktarinin ve safligmin belirlenmesi i¢in Thermo puDrop™ and
uDrop Duo Plates (Thermo Scientific Catalog number: N12391) spektrofotometresi ile
Olgtim alindi. 260 nm ve 280 nm dalga boyunda oOlglimleri alinarak ortalama RNA

konsantrasyonu ve safligi asagidaki formiile (3.2)’deki esitlige gore hesaplanmistir.

RNA Konsantrasyonu (ng/ul) = [(OD 260 (Ornek) — OD 260 (Kér))x40x20,408 (3.2

3.2.13 RNA Jel Elektroforezi

Elektroforez tank sistemi ve aparatlar RNAz enzimlerinin olmadigi ortama gore
hazirlanmasi1 gerekmektedir. Bunun igin jel dokiilmeden 6nce elektroforez tank sistemi ve
aparatlar % 0,5’1ik SDS ile yikandiktan sonra DEPC’li sudan gegirilip en son etanol ile

yikandiktan sonra kurumaya birakilmistir.
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RNA jel elektroforezi igin gerekli olan kimyasal ve soliisyonlar Tablo 3.5’de gosterilmistir.
Bunun i¢in 0,5 gr agaroz, 5 ml 10X FA jel tampon ve 45 ml DEPC’li su mikrodalgada
¢Oziilmiistiir. Ardindan sogumaya birakilan karisimin sicakligi 1lik bir kivama gelince 900
ul % 37’lik formaldehit ve 1 ul etidyum bromiir eklenerek jel kasetine kasete dokiilmiistiir.
Bu islem sonrasinda donan jelden tarak ¢ikartilarak 1X FA jel tamponu ile doldurulan tanka
yerlestirilmistir. 1:1 oranda hazirlanan RNA 6rnegi ve 2X RNA Loading Dye (Catalog
Number R0641) 70°C’da 10 dk bekletilip ardindan 10dk buzda sogutulduktan sonra kuyulara
yiiklenmistir. Gii¢ kaynagi 80 volt 400 mA 40 dk yiiriitilmiis ve UV 151k altinda RNA

goriintiilenmistir.
Tablo 3.5: RNA elektroforezi soliisyonlari
Cozelti Hazirlanisi
DEPC Soliisyonu 1 ml DEPC stogu 1000 ml ulta saf su tamamlanir.
37 °C’ da 1gece bekletilmistir.
0.08 M Sodyum asetat, 0.2M MOPS,
10X FA Tamponu 0.01 M EDTA ph:7.00

100 ml 10X FA tamponu,

1X FA Tamponu 20 ml %37°lik (12.3 M) formaldehit,
880 ml DEPC’ lisuile 1
litreye tamamlanmuistir.

3.2.14 RNA Sekans Analizi

Tez caligmasi kapsaminda 3 tekrarli olacak sekilde kontrol gruplar1 ve 3 tekrarli olacak
sekilde eksozom uygulanan gruplar olmak {izere toplam alti RNA numunesinin tiim
transkriptom profilinin ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Basarili RNA-seq analizi i¢in deneysel
tasarima dikkat etmek esastir. Buradaki onemli noktalardan biri grup basina en az ii¢
biyolojik kopya eklemek gerekmektedir. Bu durum diferansiyel gen ekspresyonunun
analizinde istatistiksel anlamliligin saglam tahminleri i¢in ¢ok 6nemlidir (Ji ve Sadreyev,
2018). Bu amagla yeni nesil dizileme uygulamasi Refgen Biyoteknoloji firmasindan hizmet
alimi yapilarak gerceklestirilmistir. Okuma islemi sonrasinda, elde edilen verilerin kalite
kontrolii amaciyla FASTQC araci (Babraham Bioinformatics, USA,
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanilmistir. Dizileme siirecinde, ham okuma
verilerindeki diisiik kalitedeki baz okumalar1 ve olas1 adaptor-indeks kontaminasyonlarinin
sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi i¢in, okumalardan kirpilmistir.
Kalite degerlerine gore kirpma islemleri i¢in Trimmomatic aract (Bolger vd. 2014,

http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) kullanilmistir. Kirpma sonrasi hizalama
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isleminde HISAT2 aracindan (https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml)
yararlanilmistir. Bu uygulamada referans genom olarak homo sapiens referans genomu M25
(GRCm38.p6) kullanilmistir. Hizalama sonrasi anotasyonunda gen, ekzon ve transkript
bilgileri i¢in Ensembl veriseti kullanilmistir. Hizalama sonrasinda her bir transkript
tizerindeki okuma sayilar1 hesaplanmig ve ardindan toplam okuma sayisina gore normalize
edilmistir. Transkriptom elemanlarina yonelik okuma sayilarinin belirlenmesinde Subread
aract  (http://subread.sourceforge.net) kullanilmistir. Gen bas1 okuma sayilarinin
normalizasyonu ve filtrelenmesi i¢in R:edgeR (Robinson, McCarthy, ve Smyth 2010) araci;
gruplar arasit anlatimi degisen genleri (Differentially Expressed Genes) belirlemek igin
R::limma araci (Ritchie vd. 2015) kullanilmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel

karsilastirma ¢aligmalari, veri gorsellestirme uygulamalarinda R betikleri kullanilmastir.

Galaxy programi, erisilebilir, tekrarlanabilir ve seffaf hesaplamali biyomedikal arastirmalar
icin agik kaynakli, web tabanli bir platformdur. Galaxy, bir point-and-click arayiizii
araciligiyla araglar1 ve is akislarin1 calistirmak igin parametreleri etkilesimli olarak
belirlemelerini saglayarak biyoinformatik analizlerini programlama bilgisi olmayan
kullanicilar igin erisilebilir hale getirmektedir (Giardine vd. 2005). Her hesaplama analizi,
herhangi bir kullanicinin tiim analizi tekrarlayabilmesi ve anlayabilmesi i¢in takim
parametrelerini ve diger bilgileri otomatik olarak yakalayarak tekrarlanabilir forma
doniistiirmektedir.  Seffaflik  6zelligi ile kullanicilarin  analizleri web {izerinden
paylasmalarina, yayinlamalarina ve eksiksiz bir analizi tanimlayan sayfalarin, etkilesimsel,
web tabanl belgeler olusturmalarina da basit erisim saglayarak korunmaktadir (Goecks vd.

2010). Galaxy’nin herkese agik ticretsiz bir 6rnegi http://usegalaxy.org adresinde mevcuttur.

Yerel bir Galaxy ornegi, http://getgalaxy.org adresindeki talimatlari izleyerek yiiklenebilir

veya http://use- galaxy.org/cloudlaunch adresine eriserek bulutta calistirilabilir. Yeni

araglar,  Galaxy’nin ToolShed  olarak  bilinen  uygulama  magazasindan

http://usegalaxy.org/toolshed adresinde bulunan bir Galaxy Ornegine kolayca

yiiklenebilmektedir. Ek olarak, Galaxy’ye asina olmayan kullanicilar http://usegal-
axy.org/galaxy101 adresinde bulunan 6greticiyi takip etmeye ve http://galaxy- project.org

ve https://vimeo.com/galaxyproject adresindeki kaynaklar1 kesfetmeye yonlendirilmektedir

(Blankenberg vd. 2010). Galaxy arayiiziinii kullanma gereksinimi igin etkilesimli JavaScript
ve HTML5’1 destekleyen modern bir web tarayicisina sahip bir bilgisayar gereklidir. Firefox
Chrome, Safari ve Opera gibi mevcut internet tarayicilarinin ¢ogu desteklenir. JavaScript

etkinlestirilmeli ve kullanicinin JavaScript’i engelleyen yiikledigi eklentiler devre dist
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birakilmalidir. Yeni nesil siralama verilerini ve RNA-Seq analiz etmek igin JavaScript ve
HTML5’i destekleyen modern bir web tarayicisina sahip bir bilgisayar gerckmektedir.
Internete erisim ve genel Galaxy sunucusunda (http://usegalaxy.org) veya yerel bir Galaxy
kurulumunda veya Galaxy bulut 6rneginde bir kullanict hesabina erisim gereklidir. FASTQ
formatinda RNA dizileme verilerine ihtiyag vardir. Boylece kendi veri kiimeleriniz
olusturulur ve yontemlerin basinda listelenen 6rnek verilerde kullanilabilir (Blankenberg vd.

2014).

Bizim biyoinformatik olarak islenmis RNA sekans ham verilerimiz usegalaxy.org programi
ile de analiz edilmistir. Ham data RNA-Seq verilerini kullanarak islenmemis numuneler igin
galaxy.rnaseq.eu veri tabanindaki RNA-Seq kitapliklar1 kullanilmistir. Bu kitapliklar, her
ornek icin RNA-Seq okumalar1 elde etmek iizere dizilenmis olup islenmis numuneler i¢in
RNA-Seq verilerinin gen ekspresyonu tizerindeki etkilerinin belirlemesi ve karsilagtirilmasi
saglanmak istenmistir. Programlamada FastQ, Trimmomatic, FastQC, Hisat2, Feature

counts, Limma analizleri sirasiyla yapilmistir.

3.2.15 Primer Tasarimi

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda belirlenen genler i¢in spesifik primerler Primer
3 programi ile tasarlanmistir. OligoAnalyzer™ Tool programu ile tasarlanan primerler analiz
edilmis ve sa¢ tokasi yapisi olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina
ve niikleotitlerin dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edilmistir. Ayrica
tasarlanan primerler databanklarda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences) bulunan
DNA sekanslar1 ile NCBI BLAST yapilarak kontrol edilmistir (Tablo 3.10).

3.2.16 cDNA SENTEZI

Olgun bir mRNA’dan sentezlenen ve ters transkriptaz enzimiyle katalizlenen bir
reaksiyonda sablon olarak kullanilan DNA parcasina tamamlayict DNA denilmektedir.
Asagidaki Tablo 3.6’de kimyasal bilesenler ve oranlar kullanilarak c¢cDNA sentezi
gerceklestirilmistir (ProtoScript® M-MuLV First Strand cDNA Synthesis Kit). PZR sartlari
25°C “da 5 dk, 42°C’da 1 saat 65 °C’da 5 dk (35X dongii) programi ayarlanmistir. Elde
edilen cDNA’lar -20°C ‘da saklanmustir.
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Tablo 3.6: cDNA sentezi igin gerekli bilesenler

Icerik Hacim
RNA (1000 ng/pul) 1l
d(T)23VN (50 uM) veya 2ul
Random Primer Mix (60 uM)
10X M-MuLV tampon 2ul
M-MuLV RT (200 U/ul) Tul
10 mM dNTP Tl
RNase inhibitor (40 U/pl) 0,2ul
Niikleaz igermeyen su (H20) Toplam hacim 20 pl

3.2.17 insan Beta Mikroglobulin Primerleri ile cDNA’min PZR ile Kontrol Edilmesi
Elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak cDNA’larin kontrolii ve miktarmin
optimizasyonu yapilmistir. cDNA Kkalitesi insan-p-2-mikroglobulin spesifik PZR yapilarak
kontrol edilmistir. PZR igerikleri asagidaki tabloda belirtilmistir. PZR reaksiyonunda
kullanilacak reaktifler ve PZR sartlar1 asagidaki Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de gésterilmistir.
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Tablo 3.7: Insan Beta Mikroglubulin PZR bilesenleri

Kimyasallar Hacim
Taq Buffer (200 mM Tris-HCI
ve 100 mM KCI pH 8.8 at
25°C) Sul
MgCl: 2ul
dNTP 1ul
HB-2 Forward Primer lul
HB-2 Reverse Primer 1ul
cDNA 2 ul
Tagq DNA polimeraz 0,5ul
Niikleaz igermeyen su (dH20) Toplam Hacim 50 pl

Tablo 3.8: insan Beta Mikroglobiilin

Sicakhik Siire Dongii
95°C 2 dk 1
95°C 1dk 35
55°C 45 sn 35
72°C 1dk 35
72°C 10 dk 1

3.2.18 Agaroz Jel Elektroforezi

Insan beta mikroglobulin primerleri kullanilarak gergeklestirilen PZR sonunda elde edilen
cDNA’larin kalitesinin belirlenmesinde ve restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimleri
yapilan plazmitlerin/insert dogrulanmasinda agaroz jel elektroforezinden faydalanilmistir.

Buna gore gerekli olan kimyasallaar ve soliisyonlar Tablo 3.9°da verilmistir. Bu analizler
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icin %1 ve %0,8’lik jeller kullanilmistir. Oncelikle %1 ve 0,8’lik jel icin 1 gr ve 0,8 gr
tartilan agaroz 0.5X TBE tamponunda mikrodalgada c¢oziilerek homojen bir karigim
olusturulmugstur. Oda sicakliginda sogumaya birakilan karisim 1lik bir kivama geldiginde
(37°C-40°C) konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenerek
karigtirilmistir. Ardindan tarak eklenmis jel kasedine dokiilen karisim oda sicakliginda
polimerizasyona tabi tutulmustur. Polimerize olan jel ylriitme tankina alinarak tarak
¢ikarilmis ve kuyucuklar olusturulmustur. Ardindan ornekler 6X DNA Loading Dye
(Catalog Number R0611, Thermo Scientific) ile (10:2,5) oraninda kullanilarak karistirilip
kuyucuklara yiiklenmistir. Marker olarak 1 kb DNA Ladder (Catalog Number 10787018,
Thermo Scientific) kullanilmistir. Marker ve 6rnekler kuyucuklara yiiklendikten sonra 90 V,
400 mA’de 40 dk yiiriitilmustiir. Siire sonunda jel UV 1s1k altinda gériintiilenerek analiz

edilip sonuglar kaydedilmistir.

Tablo 3.9: Agaroz jel elektroforezi soliisyonlari

Cozelti Hazirlamisi
5X TBE 0.44 M Tris base, 0.44 M Borik asit,
Tamponu

0.01 M EDTA ph:8.0

0.5X TBE 100 ml 5X TBE tamponu 1000 mi

Tamponu
ultra saf suyla tamamlanmistir.

Etidyum bromiir Son konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde

ultra saf su ile hazirlanmistir. 4°C’da karanlikta
saklanmaktadir.

3.2.19 Gergek Zamanh PZR Analizi

Gergek zamanli PZR (RT-PZR) analizi i¢in Roche Light Cycler 480 cihazi kullanilmistir. Elde
edilen cDNA’lar tasarlanmis spesifik primerler Tablo 3.10’da gibi kullanilarak syber green
(RealQ Plus 2x Master Mix Green, Ampligon, Cat. No. A325499) ile uygun program ile analiz
gergeklestirilmigti. RT-PZR analizlerinde normalizasyon igin insan-f-2 mikroglobulin
kullanilmigtir. RT-PZR igin kullanilan kimyasal soliisyonlar Tablo 3.11°de verilmistir. Sonuglar
Livak metoduna gore degerlendirilmistir. RT-PZR kosullar1 6n inkiibasyon, amplifikasyon, erime

egrisi ve sogutma asamalarindan olugsmaktadir. RT-PZR sartlar1 amplifikasyon 95 °C 30 sn (artis
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orani 4.4), 55 °C 30 sn (artig oran1 2.2),, 72 °C 30 sn (artis oran1 4.4). Erime egrisi 95°C 5sn
(artis oran1 4.4), 65°C 1 dk(artis oram 2.2), 97°C 0Osaat 0dk O sn (artis orani 0.11). Sogutma
40°C 30sn (artis orani 2.2) olarak asagidaki Tabloda 3.12°de belirtilmistir. Toplam 40

dongiiden olusup asagidaki denklem (3.3)’e gore hesaplamalar yapilmistir.

Tablo 3.10: RT-PZR ekspresyon primerleri

Erisim Numarasi
Uriin Uzunlugu
Pri Tleri (Forward (F)) ve Geri (Reverse (R)) (bp)
rimer . . .
Primer Dizileri Baglanma
Sicakhgi (°C)
ATOHS 5-AACTACATCCTG TCC CTG GCG AGC NM_032827.7
F TCACCT TGT CCT CAG G -3
ATOHS 5'- CCT GAG GAC AAG GTG AGC TCG CCA 210 bp
R GGG ACAGGATGT AGT T -3
63 °C
GMDS 5'- GAG CGT TAC CAT TGC CTC TGT CAA NM_001253846.2
F TGT GAG CCT GGG GAT T -3
GMDS 5'- AAT CCC CAG GCT CAC ATT GAC AGA 167 bp
R GGC AAT GGT AACGCT C-3'
61°C
EPS8L3 5-GCC CACCTG AGAGTAACCTTACTT NM_001319952.2
F GCATITTCAGGGCTGG -3
EPS8L3 5'-CCA GCC CTG AAA ATG CAA GTA AGG 217 bp
R TTACTC TCAGGT GGG C -3
61°C
POLA2 5'-CCATCAGCT ACTCTC ACCGTT GTA NM_002689.4
F GCT CCCAGTTAGTGCC-3
POLA2 5'- GGC ACT AAC TGG GAG CTA CAA CGG 194 bp
R TGA GAG TAGCTGATG G -3
62°C
SDF4 5-TGT GAA CAC TGA CCG GAAGAAGTT NM_016176.6
F CCT CGT TGAGCCTGAT -3
SDF4 5'-ATC AGG CTC AAC GAGGAACTTCTT 228 bp
R CCG GTCAGTGTTCACA-3
60°C
GLOD5 5-TCAAGG CTT GTGATG TCCCTT GCA NM_001080489.3
F GGA AGG AAA GGAGAG G -3
GLODS 5-CCTCTCCTTTCCTTC CTG CAA GGG 192 bp
R ACATCACAAGCCTTGA-3
65°C
ARAP2 5'- CCA AGA AAG CTG GGC AAA GTG CCT NM_015230.4
F CCTTCC AAAACACACC-3
ARAP2 5'-GGT GTG TTT TGG AAG GAG GCACTT 227 bp
R TGCCCAGCTTTCTTGG-3
62°C
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Tablo 3.10 (devam)

ADAMTS17 5-ATT CAAGTGACCAAGCTTGTCCTT NM_139057.4
F GTG TAC ACAGAAATCT -3
ADAMTS17 | 5-AGATTT CTG TGT ACA CAA GGA CAA 255bp
R GCTTGG TCACTT GAAT -3
60°C
MARCHF2 5'-CGG AGT TTG CAG TGG AGA AAA GAT | NM_001005415.2
F GGT GAA GAG GGC GAT G -3
MARCHF2 | 5- CAT CGC CCT CTT CACCATCTTTTC TCC 234 bp
R ACT GCAAACTCCG-3
63°C
MYOF 5'-TTG AGG GCC GAC AGT TAAGTA ACC NM_013451.4
F CGGATGCTGATGATCT -3
MYOF 5'-AGATCATCAGCATCCGGGTTACTT 179 bp
R AAC TGT CGG CCCTCAA -3
59°C
TOM1L1 5-ACATCT GTC CCT ACT GCA CCG ATC NM_001321173.2
F CTCTCCTGCATCTCCC-3
TOMI1L1 5'- GGG AGA TGC AGG AGA GGA TCG GTG 234 bp
R CAG TAG GGA CAGATG T -3
63°C
WDR76 5'- TAC AAC CCA AGA GAACGG CATCTT | NM_001167941.2
F GCAGCAGACTCAGACA-3
WDR76 5'-TGT CTG AGT CTG CTG CAA GAT GCC 197 bp
R GTTCTCTTG GGT TGT A-3'
61°C
CA9 5-TGC CCA GTG AAG AGG ATT CAT CCA NM_001216.3
F TAG CGC CAATGACTCT -3
CA9 5- AGA GTC ATT GGC GCT ATG GAT GAA 239 bp
R TCCTCTTCACTG GGC A -3
63°C
Hp2M 5-TTT CTG GCC TGG AGG CTATCC ATG NG_012920.2
F TCT CCATCCCACTTAACT -3
Hp2M 5'- AGT TAA GTG GGA TGG AGA CAT GGA 375 bp
R TAG CCT CCA GGC CAG AAA -3
60°C
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Tablo 3.11: RT-PZR i¢in gerekli kimyasal soliisyonlari

Reaksiyona Katilan Miktar
Bilesenler

Master Mix 6.25 ul
Primer Forward 0.5ul
Primer Reverse 0.5 ul
cDNA 1 ul

dH,0 4.25 ul

Son hacim 12.5 ul

Tablo 3.12: RT-PZR kosullar

Segment Dongii | Sicakhk | Siire
Sayisi (°C)
On 1 95°C 10 dk
Inkiibasyon

Amplifikasyon 40 95°C 30 sn
55°C 30 sn

72°C 30 sn

Erime Egrisi 1 95°C Ssn
65°C 1dk

Soguma 1 40°C 30sn

Cltinsan-p-2—Ctsmek = ACt Hedef Ct degeri = 2-ACt (3.3

3.2.20 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi ve Etkinliginin Belirlenmesi

Kompetent hiicreleri hazirlamadan once deney icin gerekli soliisyon ve ekipmanlar steril
edilmistir. Kompetent hiicre olarak E. coli suslarindan JM 109 kullanilmistir. Oncelikle JM
109 gliserol stoktan antibiyotiksiz petriye tek koloni ekimi yapilarak 37°C’da bir gece inkiibe
edilmistir. Ertesi giin ekim yapilmis petriden tek koloni segilerek 10 mL LB siv1 besiyerine
ekim yapilmis bir gece 37°C’da calkalamali etlivde inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra 1
Litrelik erlende 95 mL LB s1v1 besiyeri ve On kiiltiirii yapilmis kolonilerdende 5 mL inokiile
edilmistir. Bu karisim 37°C’da calkalamali etlivde inkiibasyona birakilarak diizenli olarak

absorbans 6l¢iimleri (OD600) kontrol edilmeye baslanmistir. Bakteri kiiltiiriintin absorbansi
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OD600 0.5-0.6 arasina ulastiginda, kiiltiir steril falkonlara paylastirilarak 4°C’da 5.000
rpm’de 5 dk. santrifilij yapilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilarak pellet 25 mL 0.1 M
CaCl2 eklenmis ve yavasca pipetaj yapilmistir. 45 dk. boyunca buz tizerinde bekletilen hiicre
stispansiyonu 4°C’da 5.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapilmis, siipernatant uzaklastirilmistir.
Pellet 10 mL 0,1 M CaClz ¢ozeltisi ile tekrar yavasca ¢ozlilmiis, ardindan 2-4 saat aras1 buzda
bekletilmistir. Elde edilen bakteri siispansiyonu 10 mL %40’lik soguk gliserol eklenerek
karistirilmis ve ardindan karisim 200ul lik alikotlar halinde eppendorf tiiplere aktarilarak -
80°C’da saklanmustir.

Kompetent hiicrelerin etkinliginin belirlenmesi i¢in halkasal plazmitler kullanilmistir. Buna
gore 100 ng, 10 ng ve 0.1 ng konsantrasyonlarinda transformasyon gergeklestirilmistir.
Transformasyonun ardindan segici antibiyotik igceren petrilerde koloni sayimi yapilmigtir.
Transformasyon etkinligi olarak 95-100 cfu/ug olan kompetent hiicreler deneysel
caligmalarda kullanilmak {izere tercih edilmistir. Asagidaki formiil (3.4) kullanilarak

kompetent hiicre etkinligi hesaplanmustir.

[ Koloni sayist (cfu) x1000/ug (3-4)

DNA konsantrasyonu

3.2.21 Transformasyon

Kalsiyum kloriir yontemiyle kompetent haline getirilmis E.coli kompetent hiicre kaynagi JM
109 hiicreleri -80°C’dan alinak buz tstiinde 10 dk bekletilmistir. Ardindan ligasyon tiriinii
veya halkasal DNA kompetent hiicreye 1-10 pl arasinda eklenmistir. 40 dk buz iistiinde
bekleyen karigim 42°C’daki su banyosunda 2 dk 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Daha sonra
2 dk daha buz iizerinde bekletilen karisima 800 pl LB besiyeri eklenmis ve 3 saat boyunca
37 °C’daki ¢alkalama etiiviinde inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 5000 rpm’de 5 dk
santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet 50 pul LB besiyeri ile ¢oziilerek
ampisilinli petriye ekim yapilip bir gece 37°C’daki inkiibatére konulmustur. Ertesi giin tek
koloniden LB besiyerine ekim yapilarak gliserol stok yapilmistir. Ayrica restriksiyon

enzimleri kullanilarak rekombinant olup olmadig1 kontrol edilmistir.

3.2.22 Gen ifadesi Susturma
Gen ifadesini susturmada shRNA’nin viral vektorler araciligiyla memeli hiicrelerine

aktarimi, shRNAnin stabil entegrasyonuna ve hedeflenen genin uzun siireli baskilanmasina
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olanak tanimaktadir. Boylece hedef genin mRNA’sinda protein kodlama yetenegi
engellenerek susturulmus olur (Taxman vd. 2010). ShRNA ¢alismasinda kullanilan pLKO.1-
TRC vektor haritast Sekil 3.2°da gosterilmistir. pLKO.1-TRC vektoriine sh oligolarin
klonlanmasini igeren adimlar Bolim 4.20°de detayli bir sekilde anlatilmistir. Gen ifadesi
susturma c¢aligmalart ilk olarak birbirine baglanmig olan shRNA oligolarmin pLKO.1-TRC
vektoriine klonlanma asamasindan olusmaktadir. Sonrasinda pLKO.1-TRC vektoriine
klonlanmis sh oligolarin hiicre kiiltiirtinde lentiviral siv1 tiretmek i¢in HEK293T hiicrelerine
transfeksiyon asamasi ve devaminda HEK293T hiicrelerinden elde edilmis olan lentiviral
stvinin, SW-480 hiicre hattina uygulanma asamalarindan meydana gelmektedir. En son adim

ise lentiviral sivi uygulamasi yapilmig SW-480 hiicrelerinde tek koloni olacak sekilde

diliisyon ¢alismalarindan olusturmaktadir.
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Sekil 3.2: pLKO.1-TRC vektoriiniin sematik gdsterimi

3.2.23 shRNA Primerlerinin Tasarlanmasi

Gen ifadesinin susturulmasi i¢in shRNA primerleri https://sirna.wi.mit.edu internet

adresinden ve literatiirden yararlanilarak tasarlanmistir (Song dv.2015). sShRNA primerleri
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tasarlanirken ATG’nin en az 25 baz ¢ifti olmasina dikkat edilmistir. Primer tasarimi
yapilirken AAN19 paterni kullanilmis ve shRNAnin GC igeriginin %36-52 arasinda olmasi
gerekmektedir. shRNA primerleri intronlar1 hedefleyerek 15 ve 19 pozisyonlarinda en az bir
adenin (A) niikleotidi olmasinin yani sira timin (T) niikleotid tekrarlarindan kaginilmistir.

ATOH 8 i¢in kullanilan sh oligo’larin detaylar1 asagida verilmistir.

SH1

Forward oligo: 5 CCGG— AGTTCCTACTCGTCAATTTTT—CTCGAG—
AAAAATTGACGAGTAGGAACT—TTTTTG 3

Reverse oligo: 5° AATTCAAAAA— AGTTCCTACTCGTCAATTTTT—CTCGAG—
AAAAATTGACGAGTAGGAACT

SH2

Forward oligo: 5° CCGG— CGTCAATTTCACACGTAATTT —CTCGAG—
AAATTACGTGTGAAATTGACG—TTTTTG 3

Reverse oligo: 5° AATTCAAAAA—CGTCAATTTCACACGTAATTT —CTCGAG—
AAATTACGTGTGAAATTGACG 3

3.2.24 shRNA Primerlerin Baglanmasi
shRNA tasarimi yapilmis oligolarm ileri ve geri primerleri 95°C’da 4 dk, 75°C’da 4 dk
inkiibe edilerek, oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Baglama reaksiyonu Tablo

3.13°de belirtilen kosullarda hazirlanmistir.

Tablo 3.13: shRNA baglama reaksiyonu

Reaksiyona Katilan Miktar
Bilesenler
SshRNA ileri primer (20pmol) 5ul
ShRNA geri primer (20pmol) 5ul
10X NEB Tampon 2 Sul
dH,0 20 ul
Son hacim 35 ul
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3.2.25 pLKO.1-TRC Vektoriiniin Kesilmesi

Tasarlanan sh ileri ve geri primerleri birbirlerine baglandiktan sonra, klonlama yapilacak
olan pLKO.1-TRC vektdr EcoRI ve Agel enzimleriyle 37°C’de 2 saat kesilerek lineer hale
getirilmistir. Ardindan kesim triinleri %2’lik agaroz jelde yiritilmistiir. Jelde 7 kb ve 1.9
kb olan 2 bant goriintilenmistir. Bu bantlardan biiyiik olan 7 kb’lik bant jelden geri
kazanilmistir. pLKO.1-TRC vektoriiniin kesim reaksiyonu Tablo 3.14’de verilmistir.

Tablo 3.14: pLKO.1-TRC vektoriiniin kesim reaksiyonu

Reaksiyon Katilan Miktar
Bilesenler
pLKO.1 TRC vektorii 2 ug
10X CutSmart Tampon Sul
EcoRI Enzim 1 ul
Agel Enzim 1 ul
dH,O 40.5 pl
Son hacim 50 ul

3.2.26 pLKO.1-TRC Vektoriin ve shRNA Oligolarinin Ligasyonu

shRNA oligolarinin baglanma reaksyionu gerceklestikten sonra pLKO.1-TRC vektoriiniin
EcoRI ve Agel restriksiyon enzimleri kullanilarak gerceklestirilen kesim reaksiyonundan
sonra vektoriin kesildigi kontrol edilmistir. Ardindan Kkesilerek lineer forma getirilmis
pLKO.1-TRC vektorii baglanma reaksiyonu sonucunda elde edilen sh oligolar1 kullanilarak
ligasyon asamasina gecilmistir. Ligasyon reaksiyonu Tablo 3.15’da asagidaki gibi
kurulmustur. Ligasyon reaksiyonunda kesimi yapilmig pLKO.1-TRC vektoriinden 2 ug, sh
baglanmis oligolardan 2 ul, T4 DNA ligaz tamponundan 2 pl ve T4 DNA ligaz enziminde 1
ul eklenerek olusturulan ligasyon reaksiyonu 16°C’da 16 saat siireyle gerceklestirilmistir.
Daha sonra ligasyon iriinlerinin JM109 kompetent hiicresine transformasyonu
gerceklestirilmistir. Kullanilan pLKO.1-TRC vektorii ampisiline direngli oldugundan

ampisilinli petriler kullanilmistir.
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Tablo 3.15: pLKO.1-TRC Vektoriin shRNA oligolarla ligasyonu

Reaksiyon Katilan Miktar
Bilesenler
Lineer pLKO.1 TRC 2 ug
vektorii (EcoRI ve Agel
enzimi ile kesilmis)
sh Baglanma iiriinii 2 ul
T4 DNA Ligaz Tamponu 2 ul
T4 DNA Ligaz Enzimi 1 ul
dH,O (Son hacime 20 pl

tamamlanir)

3.2.27 Rekombinant pLKO.1-TRC Vektoriiniin Belirlenmesi

Transformasyon sonrasinda petride iireyen koloniler LB Broth besiyerine ekim yapilarak bir
gece calkalayicili etiivede 37°C’da 110 rpm’de bekletilmistir. Ardindan plazmit DNA
izolasyon kiti (Catalog Number:K0503, Thermo Scientific) kullanilarak plazmit DNA izole
edilmistir. Daha sonra rekombinant kolonilerin tespit etmek i¢in EcoRI ve Ncol restiriksiyon
enzimleri kullanilmistir. Buna gore kesim reaksiyonu Tablo 3.16°de belirtilen sekilde
kurulmustur. EcoRI ve Ncol restiriksiyon enzimlerinden 1 ul, 10X Cut smart tampondan 2
ul, ATOH 8 plazmit DNA’sindan 1 pg alinarak reaksiyon olusturulmustur. Olusan karigim
37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda kesim iiriinleri agaroz jelde

gorlintiilenmistir.

Tablo 3.16: Rekombinant koloni tespiti i¢in kesim reaksiyonu sartlari

Reaksiyona Katilan Bilesenler Miktar
Koloni plazmit DNA’s1 1 ug
10X Cut Smart Tampon 2 ul

EcoRI Enzim 1 ul
Ncol Enzim 1 ul
Son hacim dH,O tamamlanir 20 ul
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3.2.28 Istatiksel Analiz
[statistiksel analizler Orijin Pro 8SR0 (v.0724, OriginLab Corporation, MA, USA) program1

kullanilarak yapilmistir. Tiim degiskenlerin + standart hatalarni belirlemek i¢in Microsoft
Office Professional Plus 2020 Excel programi kullanilmustir. Istatistiksel farkliliklar
ANOVA (one-way analysis of variance) Tukey test ile belirlenmistir. p<0,05 durumunda

farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 iIAMKH’lerin Kiiltiirii

Ticari olarak satin alinan iAMKH’ler pasaj doérde kadar cogaltilmistir. Hiicrelerin
morfolojileri faz kontrast mikroskobu altinda gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Hiicreler yeterli
bolluga ulastiktan sonra eksozom izolasyonu gergeklestirilmistir. Yeterli sayida elde edilen

hiicrelerin kalan1 dondurulmustur. Hiicrelerin morfolojileri MKH karakterine uygun

ozellikte gorilmiistiir.

Sekil 4.1: iIAMKH’lerin faz kontrast mikroskobik goriintiisii (A) X4, (B) X10

4.2 SW-480 hiicrelerin Kiiltiirii
-80’den alinan SW-480 hiicreleri pasaj altiya kadar ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin morfolojileri

faz kontrast mikroskobu altinda gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: SW-480’lerin faz kontrast mikroskobik goriintiisii (C) X10, (D) X20

4.3 Hiicrelerin Serumsuz Medyuma Alinmasi
Eksozom izolasyonu i¢in biiyiitiillen iAMKH’ler 72 saat serumsuz besiyerinde bekletilmistir.

Serumsuz besiyeri alblimin, c¢esitli proteinler ve metabolit kontaminasyonunu en aza
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indirmek i¢in kullanilir. Hiicreler serumsuz besiyerinde 72 saat bekletildikten sonra
mikroskop altinda yogunluklar1 ve canliliklarinin kontrol edilmistir. Ardindan hiicre

medyumlari toplanmistir.

4.4 Ultrasantrifiij Metodu ile Eksozom izolasyonu

IAMKH’ler 72 saat serumsuz besiyerinde bekletilmistir. Sonrasinda toplanan besiyerlerinin
miktart ve toplam hiicre sayist belirlenmistir. IAMKH’ler igin 11 adet T75 doku kiiltiir
kabindan 132 ml besiyeri toplanmis ve 8.500.000 hiicre sayis1 elde edilmistir. Ultrasantrifiij

yontemiyle eksozom izolasyon basamaklari asagidaki sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.3).

e

Hiicre
kahntisi F\\_j)

300 xg 10 dk.

Eksozomlar

==

PBSile , ' Siipernatant
yikama I \j
&

Hiicre 15000 xg 20 dk. R
l\alth l 120.000 xg 70 dk.

PBSile Siipernatant
yikama —=-4 I \j
-
£/

Filtre edildi. | 1120.000 xg 70 dk.

|

Sekil 4.3: Ultrasantrifiij yontemi ile eksozom izolasyonu

4.5 Total Eksozom Izolasyon Kit ile Eksozom izolasyonu
Satin alman kit prosediiriine gore eksozom izolasyonu asagidaki Sekil 4.4’de

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.4: Total eksozom izolasyon kit prosediirii

4.6 Bradford Analizi
Hazirlanan 6rnek ve standartlar 595 nm’de okutulduktan sonra standart grafikte bilinmeyen

orneklerin miktari tayin edilir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Bradford analizi i¢in standart BSA grafigi
4.7 TEM Analizi

Kit yontemi kullanilarak izolasyonlar1 yapilan eksozomlarin karakterizasyonu i¢in TEM
analizi gerceklestirilmistir. TEM analizi dort adimdan olusmaktadir. Birinci adimda
biyolojik 6rnek/dokulardan TEM i¢in numune hazirlama ¢alismalar1 yapilmistir. ikinci

adimda orneklerden ultramikrotomda tam ince kesit alma islemleri gergeklestirilmistir.
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Uciincii asamada ultramikrotom kullanilarak yapilan kesit almadan sonra 6rneklere tam ince
kesit boyama (uranil asetat / kursun sitrat ile) yapilmistir. Dordiincii adimda ise TEM
mikroskobunda inceleme ve goriintii alma (HR-TEM) ile ¢aligmalar tamamlanmistir. TEM
analizi gergeklestirilen ¢alismada iIAMKH-ekso’larin morfolojisinin ve vezikiil ¢apinin
Ol¢iilmesi saglanmigtir. Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de iIAMKH-ekso’larin 100 KV, 150000 kat
biiyiitme orani kiire seklinde yapilar gosterilmis, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da iIAMKH-
ekso’larin 100 KV, 50000 kat biiyiitme orani kiire seklinde yapilar gosterilmistir.

Sekil 4.6: iIAMKH’lerden izole edilmis eksozomlarin TEM goriintiisii (150000 X,100 KV)
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Sekil 4.7: iIAMKH’lerden izole edilmis eksozomlarin TEM goriintiisii ve ¢ap uzunluklart
(150000 X,100 KV)

Sekil 4.8: iIAMKH’lerden izole edilmis eksozomlarin TEM goriintiisii (50000 X,100 KV)

64



Sekil 4.9: IAMKH’lerden izole edilmis eksozomlarin TEM goriintiisii ve ¢cap uzunluklar
(50000 X,100 KV)

Kit metoduyla izole iIAMKH-ekso’larin TEM analizi yapilarak elde edilen goriintiilerde
yuvarlak sekilli kiire benzeri yapilar olarak goriintiilenmistir. Ayrica ¢ap uzunluklar: 150000
biiylitmede eksozomlarin 65.46 nm ve 64.83 nm olarak hesaplanmig; 50000 biiyiitmede
eksozomlarin ¢ap uzunluklar1 89.40, 85.52, 80.58 ve 64.44 nm olarak hesaplanmistir.
Hesaplanan ¢ap uzunluklari eksozomlar i¢in literatiirde belirlenen boyut araliginda oldugu

tespit edilmistir.

4.8 Western Blot
Insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarda HSP70, CD63, CD81

ve CD9 proteinlerinin western blot analiz sonuglar1 Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil

4.13’ de verilmistir.
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hAMSC-ekso
100 C+B-mercap.
hAMSC-pellet
100 C+B-mercay

Sekil 4.10: HSP70 proteinin Western Blot analizi

180 kDa
130 kDa.

100 kDa.

70kDa

Sekil 4.11:CD 63 proteinin Western Blot analizi
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Sekil 4.12: CD 81 proteinin Western Blot analizi

Sekil 4.13: CD 9 proteinin Western Blot analizi

Insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarda karakterizasyon igin
yapilan Western Blot analiz ¢aligmalar1 i¢in dncelikle izole edilen eksozomlarin protein
miktarinin belirlenmesi i¢in eksozomlar Ripa soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Ardindan protein
miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford analizi gergeklestirilmistir. Bradford analizi ile protein
miktarlar1 Boliim 4.6’de anlatilan standart kalibrasyon grafigi kullanarak belirlenmistir.
Buna gore hesaplanan proteinler Western Blot igin hazirlanan %10’luk SDS PAGE jelinde
Boliim 3.2.6°de belirtildigi gibi yapilmistir. Ardindan miktari belirlenmis olan proteinlerden
en diisiik konsantrasyon goz oniine alinarak 5-10 pg protein konsantrasyonu belirlenmis her
bir kuyucuga ornekler esit miktarda yiiklenmistir. 20 pl kuyucuk hacmi upper soliisyonu ile
tamamlanmustir. Orneklerin denatiirasyonu icin %10 B-merkaptoetanol igeren 4X Laemmli
soliisyonundan 5ul eklenmis ve 95°C’de 5 dk inkiibasyon yapilmistir. Denatiire edilen

ornekler kuyucuklara 20 pl yiiklenmistir. Protein marker olarak Thermo Scientific™
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PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Catalog No.P126619, ThermoScientific)
kullanilmis ve jel 90 V’da 3 saat yiiriitiilmiistiir. Stire sonunda PVDF membrana transfer
asamasina gecilmistir. Transfer asamasi Boliim 3.2.6°da gibi gergeklestirilmistir. Proteinler
bir gece boyunca membrana transfer edildikten sonra antikorlama asamasina gegilmistir.
Antikor asamasindan énce membranda spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek amaciyla
membran bloklama soliisyonu ile 2 saat ¢alkalamali karistiricida inkiibe edilmistir. Ardindan
immiinoblotlama i¢in primer antikor asamasina geg¢ilmistir. Primer antikorlama islemi
Boliim 3.2.6°da anlatilan antikor oranlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Buna gére 70 kDa
bant veren HSP70 (1:1000), 30-60 kDa bant veren CD 63 (1:1000), 25 kDa bant veren (CD
81 1:1000) ve 25 kDa bant veren (CD 9 1:500) oranlarinda %5 (w/v) BSA ve %0.1(v/v)
Tween20 igeren 1X TBS icinde hazirlanmistir. Ardindan yikamalar yapilmis, sekonder
antikor horseradish peroxidase-conjugated, anti-rabbitlgG, anti-mouselgG ya da anti-
goatlgG, (1:2000-1:10,000) oranlarinda kullanilarak gergeklestirilmistir. En son agsamada
bantlar ECL soliisyonu ile goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.10, 4.11,4.12,
4.13’ de gosterilmistir. Bantlarin yeri ticari olarak satin alinmis antikorlama protokoliine
uygun yerlerde bant verdigi gosterilmistir. izolasyonu yapilan eksozomlarin TEM ve
Western blot analizi ile karakterize edilmesine ek olarak immiinofloresan analizi

gerceklestrilmistir.

4.9 immiinofloresan Analizi

Insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerinden salinan eksozomlarin karakterizasyonu icin
yapilan TEM ve Western blot analizine ek olarak immiinofloresan analizi ger¢eklestrilmistir.
Bunun i¢in Boliim 3.2.7°de anlatilan protokol takip edilmistir. 24 kuyucuklu plakalara
yerlestirilen chamber slide iizerine her bir kuyucuga 250.000 hiicre olacak sekilde SW-480
hiicreleri ekilmistir. Hiicreler bir gece inkiibasyona birakildiktan sonra eksozom, PBS
uygulamasi yapilan grup ve kontrol grubu olarak uygulamalar yapilmistir. 48 saat bekleme
stiresinin ardindan Boliim 3.2.7°de anlatilan hiicre fiksasyonu asamasina gecilmistir.
Ardindan spesifik olmayan baglantilar1 engellemek amaciyla %0,1 Twen-20 %1 BSA iceren
PBS i¢inde bloklama agamasi ger¢eklestirilmistir. Daha sonra yikama yapilan hiicrelerde CD
81 ve CD63 igin primer antikor (5 pg/ml) uygulamasi yapilarakbir gece nem
cemberiicerisinde inkiibasyona alinmistir. Ertesi giin PBS ile yikamalar yapilip sekonder
antikor (2 pg/ml) uygulanmistir. Sekonder antikor uygulamasindan sonra yikamalar yapilip
chamber slide DAPI (1/10.000) boyas1 ile muamele edilmistir. Bu islemin ardindan anti fade

mounting medyum ile hiicreler arada kalacak sekilde kapatilip goriintiiler florasan
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mikroskobunda alinmistir. Kontrol, PBS ve eksozom gruplarina ait elde edilen goriintiiler
Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de gosterilerek eksozom uygulamasi yapilmis olan grubun kontrol

ve PBS grubuna gore daha yogun floresan 1s1mas1 yaptigi belirlenmistir.

Sekil 4.14: SW-480 hiicre hattinda DAPI ve CD 81 immiiofloresan boyamasi

Sekil 4.15: SW-480 hiicre hattinda DAPI ve CD 63 immiiofloresan boyamasi

PBS KONTROL

EKSOZOM

KONTROL

PBS

EKSOZOM
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4.10 iAMKH Kaynakh Eksozomlarin Kolon Kanseri Hiicreleri Uzerinde Canliik
Seviyelerinin Belirlenmesi

IAMKH’ler yeterli bolluga ulastiktan sonra eksozom izolasyon asamasina gecilmistir.
Eksozom izolasyonu i¢in kit ve ultrasantrifiij yontemleri kullanilmistir. Hiicre canliligiin
belirlenmesi i¢in gergeklestirilecek MTT analizinde kullanilacak eksozomlar kit yontemi
tercih edilerek hiicre kiiltiirii medyumundan Boliim 3.2.3.5°de ifade edilen kit izolasyon
protokolii uygulanmistir. Bu talimatlar takip edilerek yapilan izolasyon sonucunda elde
edilen eksozomlarin protein miktar1 Bradford metoduyla belirlenmistir. Izolasyon sonrasi
gerceklestirilen Bradford analizi, diger deneysel ¢alismalarda kullanilacak protein miktari
belirleme analizlerinde tercih edilmistir. Bu baglamda gergeklestirilen Bolim 3.2.4°de
anlatilan Bradford analizi anlatildig1 gibi yapilmis olup, dncesinde eksozom orneklerimiz
ripa soliisyonu ile muamele edilmistir. Ardindan gerceklestirilen Bradford analizinde
orneklerimizin protein miktar1 standart kalibrasyon grafigi ¢izilmis veriler kullanilarak
hesaplanmistir. Bradford tayini ile protein miktar: 24 ug/ml olarak hesaplanmistir. SW-480
hiicreleri 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’lik doku kiiltiirii plastigine ekimi
gerceklestirilmistir. Bir gece inkiibasyona (%5 CO2 ve %90 bagil nem iceren 37 °C’da)
birakilan hiicrelerin tutunmasi saglanmistir. Ertesi glin kontrol, PBS ve seyreltilen eksozom
gruplarina 1ul uygulama yapilmistir. Eksozom konsantrasyonu PBS kullanilarak 476.92,
238.46, 105.30, 33.69,12, 6, 3, 1.5, 0.75, 0.375 ve 0.187 ng/ul olacak sekilde seyreltme
islemlerine tabi tutuldu. Seyreltme islemi yapilan eksozom Srnekleri SW-480 hiicre hattina
24,48 ve 72 saat siirelerde uygulanmistir. MTT test sonuglar1 550 nm’de spektrofotometrik
Ol¢tim alinarak degerlendirilmistir. Asagidaki Sekil 4.16, 4.17,4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21°de
MTT sonuglar1 gosterilmistir. Elde edilen grafiklerde 12, 6, 3, 1.5, 0.75, 0.375 ve 0.187 ng/ul
dozlar kullanilarak gergeklestirilen calismada Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de iIAMKH-ekso’larin
SW-480 hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir. Eksozomlarin
hiicreleri tizerindeki etkisi konsantrasyona ve siireye bagh olarak korelasyon gostermistir.
Buna gore Sekil 4.19°de 48. saatte kontrol, PBS, 105.30 ng/ul ve 33.69 ng/ul eksozom
uygulanmis deney grubunda sitotoksik etki gdzlenmezken gruplar arasi anlamh bir fark
bulunmamustir. Sekil 4.20°de 48. Saatte kontrol, PBS ve 238.46 ng/ul eksozom uygulanmis
gruplarda gergeklestirilen MTT sonrast kontrol ve PBS grubunun birbiri arasinda fark
olmadig1 ama eksozom uygulamasi yapilan (238.46 ng/ul) grubun kontrol ve PBS grubuna
gore anlamli fark goriildiigii ve hiicrelerin proliferasyonunu azalttigi belirlenmistir. Sekil
4.21’de MTT analizi 72. Saat sonucu gosterilmistir. Buna gore eksozom uygulamasi

yapilmis 476.92 ng/ul grubun kontrol ve PBS grubuna goére oldukca sitotoksik etki

70



gosterdigi belirlenmistir. Ayrica eksozom uygulamasi yapilan grubun kontrol ve PBS grubu
ile arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur. Yapilan tiim MTT analizlerinde eksozom

uygulamasinin doza ve zamana bagli olarak hiicre canlilig1 farklilik géstermistir.

24. saat MTT
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Sekil 4.16: iAMKH kaynakli eksozomlarin SW-480 hiicre hatti tizerindeki 24. saat MTT

testi
48. saat MTT
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Sekil 4.17: iAMKH kaynakl1 eksozomlarin SW-480 hiicre hatt1 tizerindeki 48. saat MTT
testi
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72.saat MTT
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Sekil 4.18: iAMKH kaynakli eksozomlarin SW-480 hiicre hatt1 iizerindeki 72. saat MTT

testi
48, saat MTT
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Sekil 4.19: iAMKH kaynakl1 eksozomlarin SW-480 hiicre hatt1 tizerindeki 48. saat MTT
testi

48. Saat MTT sonuclarinda hiicrelerin proliferasyonunda 6nemli bir degisim kontrol
grubuna gore gozlenmemistir. Eksozom konsantrasyonu 105,30 ng/ul ve konsantrasyon

33,69 ng/ul olarak uygulanmustir.

72



48. saat MTT
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Sekil 4.20: iAMKH kaynakli eksozomlarin SW-480 hiicre hatti tizerindeki 48. saat MTT
testi

48. saat MTT sonuglarinda hiicrelerin proliferasyonunda énemli bir degisim kontrol grubuna

gore gozlenmistir. Eksozom konsantrasyonu 238,46 ng/ul olarak uygulanmuistir.

72. saat MTT
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Sekil 4.21: iAMKH kaynakli eksozomlarin SW-480 hiicre hatt1 tizerindeki 72. saat MTT
testi

72. saat MTT sonuglarinda hiicrelerin proliferasyonunda 6nemli bir degisim kontrol grubuna

gore gozlenmistir. EKsozom konsantrasyonu 476,92 ng/ul olarak uygulanmuistir.
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4.11 Klonojenik Analiz

Eksozom karakterizasyonu yapildiktan sonra SW-480 hiicrelerinde eksozomlarin invazyon
yeteneginin belirlenmesi i¢in koloni formasyon analizi Bolim 3.2.9’da belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir. Koloni formasyon deneyinde kullanilan SW-480 hiicreleri tripsin edta
kullanilarak kaldirilmig ardindan 1200 hiicre 6 kuyucuklu doku kiiltiirii flasklarina
ekilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmazken, PBS grubunda PBS
uygulanmis ve eksozom grubunda da izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilmis
eksozomlarin uygulamasi yapilmigtir. PBS ve eksozom uygulamasi yapilan deney gruplari
ve kontrol grubu 10. giin sonunda kristal viyole ile boyanmistir. Ardindan koloniler
fotograflanarak koloni sayimi gergeklestirilmistir. Koloni fotograflar1 Sekil 4.22°de kontrol,
PBS ve eksozom uygulamasi yapilan gruplar goriintiilenmistir. Koloni sayim analizi
yapildiktan sonra invazyon grafigi Sekil 4.23’de gosterilmistir. Elde edilen grafikte eksozom
uygulamasi yapilan grubun PBS ve kontrol grubuna gore invazyon/koloni olusturma

kapasitesinin diisiik oldugu gosterilmistir.

PBS

Eksozom Eksozom

Sekil 4.22: SW-480 hiicre hattina koloni formasyon testi sonucu
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Sekil 4.23: SW-480 hiicre hattina koloni formasyon analizi sonucu grafigi. 26,70 ng/ul
konsantrasyonunda eksozom uygulamasi ve 10. giinde hiicre koloni formasyonuna
etkilerinin belirlenmesi
Koloni formasyon analizi tek bir hiicrenin bir koloniye donlisme yetenegine dayanan bir in
vitro hiicre hayatta kalma testi olan koloni formasyon testi sonucunda eksozom uygulanan
gruptaki koloni sayilar1 kontrol gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

azalmaya neden olmustur.

4.12 Hiicre Migrasyon Analizi (Scratch Testi)

Eksozomlarin hiicreler iizerinde koloni olusturma kapasitesi degerlendirildikten sonra
hiicreler iizerindeki migrasyon kapasitesi de belirlenmistir. Bu analizde SW-480 hiicreleri
sayilarak 6 kuyucuklu doku kiiltiirii plastigine her kuyucuga 600.000 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bu islemin ardindan hiicrelerin tutunmasi igin 37°C’da bir gece
inkiibatorde bekletilmistir. Siirenin sonunda PBS ve eksozom uygulamasi yapilmis ve
hiicrelerin bulundugu doku kiiltiirii plastigine standart olacak sekilde artigeklinde c¢izik
atilarak her bir deney grubu 0. saat olarak fotograflanmistir. Ardindan 4,24 ve 48. Saatlerde
alinan goriintiilerle hiicrelerin migrasyon kapasitesi Sekil 4.24’de fotograflanmistir.
Ardindan ¢izik arasinin nasil kapandigi Bolim 3.2.10°da belirtilen formiille hesaplanarak
hiicrelerin migrasyon kapastesi %g0¢ olarak belirlenmistir. Buna gore eksozom uygulamasi
yapilmig hiicrelerde PBS ve kontrol gruplarina gore hiicre migrasyonunun azaldigi Sekil

4.25’de tespit edilmistir.

75



0.SAAT

4.SAAT

24 SAAT

48. SAAT

Sekil 4.24: SW-480 hiicre hattinda scratch analiz sonucu. 26,70 ng/ul konsantrasyonunda
eksozom uygulamasi ve 0. Saat, 4. Saat, 24. Saat ve 48.saatte hiicre migrasyonunun
belirlenmesi.
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Sekil 4.25: SW-480 hiicre hattinda scratch analiz sonucu % olarak kapanan alanlarin
grafigi.
IAMKH-ekso’larin SW-480 hiicrelerinde hiicre gogii ve hiicre-hiicre interaksiyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan yara 1yilesme (hiicre migrasyon testi veya cizik testi) analizleri
de gergeklestirilmistir. Eksozom uygulanan grup ile kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
4, 24 ve 48 saat zaman araliginda istatistiksel olarak anlamli bir degisimler belirlenmistir.
Scratch analizinde 4. saatte kontrol grubu hiicreleri %23 iken 24. saate %62’ye ulagmistir
(**). 4. saatte PBS grubu hiicreleri %53 iken 24. saate %90’ye ulasmistir (**). 4. saatte
eksozom grubu hiicreleri %25 iken 24. saate %85 ’ye ulasmistir (****). Kontroliin 4. saati
ile eksozom grubu 4. saati istatiksel olarak anlamsiz bulunurken kontrol 4. saat ve eksozom

24. saat istatiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (****).

4.13 RNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

Insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerden eksozom izolasyonu yapilmis, ardindan protein
miktar1 belirlenerek Western blot, TEM ve immiinofloresan analizi gerceklestirilerek
karakterize edilmistir. Ardindan eksozomlarin SW-480 hiicre hatt1 {izerinde hiicre
migrasyonu ve invazyon yeteneklerinin belirlenmesi i¢in koloni formasyon ve scratch
analizi yapilmistir. Bunlara ek olarak eksozomlarin SW-480 hiicrelerinde RNA sekans
analizi yapilarak tiim transkriptomu olusturan genlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in SW-480 hiicreleri tripsin-edta ile kaldirilip 6
kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina 600.000 hiicre olacak sekilde sayilarak bir gece
37°C’da inkiibe edilmistir. Ardindan kit yontemiyle izolasyonu yapilmis eksozomlarin

protein miktarimin belirlenmesi i¢in Ripa soliisyonu kullanilmis, Bolim 3.2.4’de anlatilan
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Bradford analizi takip edilerek protein miktar1 belirlenmigtir. Daha sonra SW-480
hiicrelerine eksozom (26,70 ng/ul) uygulamasi yapilmistir. Eksozom uygulamasi yapilan
gruba herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ve PBS uygulamasi yapilmig PBS
grubu da deneye dahil edilmistir. Bu islemin ardindan hiicreler 72 saat inkiibatorde 37°C’da
bekletilmistir. Siire sonunda hiicre kaldirma islemi uygulanarak tripsin edta yardimiyla
hiicreler doku kiiltiirii plastiginden kaldirilarak RNA izolasyonuna hazir duruma

getirilmistir. RNA izolasyonu kit protokoliine uygun sekilde gerceklestirilmistir.

SW-480 hiicrelerinde gerceklestirilen RNA izolasyonunda kontrol, PBS ve eksozom
uygulamasi yapilmis deney RNA miktar1 mikroplaka okuyucusunda spektrofotometrik
analiz ile belirlenmistir. Elde edilen absorbanslar Boliim 3.2.12°de verilmis olan formiile
gore hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar kontrol grubu 386,11 ng/ul; PBS grubu 893,05
ng/ul ve eksozom uygulamasi yapilmis deney grubu igin 511 ng/ul olarak RNA miktari

belirlenmistir.

4.14 RNA Jel Elektroforezi

Insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerinden kit yontemi kullanilarak izolasyonu yapilmis
eksozomlarin SW-480 hiicreleri iizerinde etkilerinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen
calismalarda SW-480 hiicreleri kontrol, PBS ve eksozom deney grubu olusturularak
uygulamalar yapilmistir. Buna gore kontrol grubuna uygulama yapilmazken, PBS grubuna
PBS, eksozom grubuna 26,70 ng/ul eksozom uygulamasi yapilarak 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan 3.2.10°de verilen kit prosediiriine goére RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. RNA izolayonu sonucunda 6lgiilen absorbans degerlerine gore RNA
miktar1 kantitatif olarak belirlenmistir. Elde edilen RNA’lar1 denatiire edici bir jel lizerinde
basitge kontrol etmek ve biiyiikliiklerine gore ayirmak icin RNA jel elektroforezi
gerceklestirilmistir. RNA jel goriintiisti Sekil 4.26°de gosterilmistir. RNA kalitesi, saflig1 ve
alt birimleri olan 28 S, 18 S ve 5.8 S olan alt birimlere ayrildig1 gosterilmistir. RNA Kalitesi,
saflig1 ve alt birimleri belirlenen 6rnekler Boliim 3.2.14°de anlatilan RNA sekans analizine

gonderilmistir.
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Sekil 4.26: RNA jel elektroforezi

4.15 RNA Sekans Analizi
RNA sekans analizi i¢cin GEN ERA firmasindan hizmet alim1 yapilmistir. Ayrica elde edilen
ham veri datalar1 usegalaxy.org programi kullanilarak biyoinformatik analizler

gergeklestirilmistir.

Bu amagla yeni nesil dizileme uygulamas1 Refgen Biyoteknoloji firmasindan hizmet alimi
yapilarak gergeklestirilmistir. Okuma islemi sonrasinda, elde edilen verilerin kalite kontrolii
amaciyla FASTQC aract (Babraham Bioinformatics, USA,
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanilmistir. Dizileme siirecinde, ham okuma
verilerindeki diisiik kalitedeki baz okumalar1 ve olas1 adaptor-indeks kontaminasyonlarinin
sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi i¢in, okumalardan kirpilmstir.
Kalite degerlerine gore kirpma islemleri i¢in Trimmomatic aract (Bolger vd. 2014,
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) kullanilmistir. Kirpma sonrasi hizalama
isleminde HISAT2 aracindan (https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml)
yararlanilmistir. Bu uygulamada referans genom olarak homo sapiens referans genomu M25
(GRCm38.p6) kullanilmistir. Hizalama sonrasi anotasyonunda gen, ekzon ve transkript
bilgileri i¢in Ensembl veriseti kullanilmistir. Hizalama sonrasinda her bir transkript
iizerindeki okuma sayilar1 hesaplanmis ve ardindan toplam okuma sayisina gore normalize
edilmistir. Transkriptom elemanlarina yonelik okuma sayilarinin belirlenmesinde Subread

aract  (http://subread.sourceforge.net) kullanilmigtir. Gen basi okuma sayilarinin
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normalizasyonu ve filtrelenmesi i¢in R:edgeR (Robinson, McCarthy, ve Smyth 2010) aract;
gruplar arasi anlatimi degisen genleri (Differentially Expressed Genes) belirlemek igin
R::limma aract (Ritchie vd. 2015) kullanilmistir. Grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel

karsilagtirma galigmalari, veri gorsellestirme uygulamalarinda R betikleri kullanilmigtir.

4.15.1 Ornek Gruplan
Calisma kapsaminda 6 farkli numunenin transkriptom dizilemesi gerceklestirilmistir.

Asagidaki Tablo 4.1°de, ilgili drneklerin adlari, deney gruplari, genom hizalama sonrasi
okuma sayilar1 paylasilmistir. Assigned genoma hizalanan ikili okumalarin sayisini
Unassigned genoma hizalanmayan ikili okumalarin sayisini; Multimapping birden fazla
bolgeye hizalanan ikili okumalarin sayisini, NoFeatures genom iizerinde transkriptom dis1
elamanlara hizalanan ikili okumalarin sayisinit ve Ambiguity birden fazla transkriptom

elemanina hizalanan ikili okumalarin sayisini belirtmektedir.

Tablo 4.1: Ornek gruplari transkriptom dizilemesi

Sample | Assigned | Unassigned | MultiMapping | NoFeatures | Ambiguity
1kontrol | 11466975 | 1003201 4359171 291274 2682426
2kontrol | 10581480 | 1024956 4040447 294255 2564694
3kontrol | 9529045 | 939529 3532223 274398 2327046
4exosome | 10489639 | 966140 4139716 262565 2523604
5exosome | 10202947 | 883639 3640074 275089 2309297
6exosome | 9714664 | 748904 3409887 246493 2354645

4.15.2 Filtreleme ve Normalizasyon
Genom hizalama ve transkriptom elemanlarmin belirlenmesi sonrasinda, her bir

transkriptom elemanina (feature) kag¢ adet okuma diistiigii hesaplanir (Sekil 4.27). Her bir
gen ve eleman i¢in okuma sayilarini igeren bu veri seti, ekspresyon gdsteren ve gdstermeyen
genlerin bir karigimini igermektedir. Bu karigim igerisinde bazi genler, 6rneklerin biiyiik bir
kisminda ¢ok diisiik oranda ekspresyona sahip olabilir veya hi¢ ekspresyon gostermeyebilir.
fleri analizleri etkilememesi amaciyla bu veriler, veri setinden ¢ikarilmaktadir. Ayrica,

numune hazirlama veya dizileme iglemi sirasinda, numune ile dogrudan biyolojik iligkisi

80



olmayan disg faktorler, numunelerde tespit edilen ekspresyonun degerlerini etkileyebilir.
Ornegin, bir deneyin ilk partisinde islenen numuneler, ikinci bir partide islenen numunelere
kiyasla toplamda daha ytiiksek bir ekspresyona sahip olabilir. Analizlerde, tim numunelerin
benzer aralik ve ekspresyon deger dagilimina sahip olmasi gerektigi varsayilmaktadir. Bu
sebeple, her numunenin ekspresyon dagilimlarinin tim deney boyunca benzer olmasini
saglamak i¢in normallestirme gergeklestirilmektedir. Aagidaki figiirde ham verilerde ve
normalize edilmis verilerdeki CPM (counts per million) dagilimlar1 gosterilmistir. Takip

eden analizler, normalize veriler iizerinden ger¢eklestirilmistir.

CPM Distributions After Normalization and Filtering

Raw Data Normalized Data
0.6

Density

0.4

0.2

0.0

10 1K 100K 10 1K 100K
CPM

Sekil 4.27: Transkriptom filtreleme ve normalizasyon grafigi

4.15.3 Kiimeleme
Numuneler arasinda gen ekspresyon analizine yonelik profil benzerliklerin en iyi

anlagilmasin1 saglayan yaklagimlardan biri, ¢ok boyutlu olgekleme (Multidimensional
scaling, MDS) veya Principal Component Analysis (PCA) grafigidir (Sekil 4.28). Grafik,
numuneler arasinda Onbilgi olmadan (unsupervised) benzerlikler ve farkliliklarin
gorsellestirilmesini saglar. Bdylece ileri analizler gergeklestirilmeden once diferansiyel
ekspresyonun ne Olgiide tespit edilebilecegi hakkinda fikir sahibi olabilir. Ideal olarak,
numuneler ana gruplarina gore (kontrol ve deney gruplari gibi) birlikte kiimelenir ve

gruplardan uzaklasan herhangi bir numune (outlier) tanimlanabilir. Buna bagl olarak hata
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kaynaklar1 veya ekstra varyasyon igeren numuneler tespit edilebilir. Varsa, teknik kopyalar

birbirine ¢ok yakin olmalidir.

MDS Plot
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E
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Sekil 4.28: Kontrol ve eksozom gruplari i¢in kiimeleme grafigi
Asagidaki 1s1 grafigi, ekspresyon agisindan en fazla farklilik gosteren 50 genin karsilastirma

yapilan gruplardaki ekspresyonlarin1 gostermektedir (Tablo 4.2). Grafikte yer alan genlerin

tamamu istatistiksel agidan anlamli olmayabilir.
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Tablo 4.2: Kontrol ve eksozom gruplarinda 1s1 haritasi

sample
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Asagidaki dendrogramda, 6rneklerin hiyerarsik kiimelendirme analizleri gorsellestirilmistir.
Normalize okumalar esas alinarak 6rnekler arasi euclidean mesafe ol¢iilmiistiir ve ardindan

ward.D2 metodu ile kiimelestirme gergeklestirilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29: Kiimelestirme analizi

4.15.4 Diferansiyel Ekspresyon Analizi
Diferansiyel ekspresyon analizi, normallestirilmis okuma sayis1 verilerinin belirlenmesi ve

deney gruplar1 arasindaki ekspresyon seviyelerinde kantitatif degisiklikleri tespit edilmesi
icin kullanilir. Ornegin, belirli bir gen i¢in okuma sayilarinda gozlenen bir farkin énemli
olup olmadigina, yani sadece dogal rastgele varyasyondan beklenenden daha biiytik olup
olmadigina karar vermek icin Diferansiyel Ekspresyon Analizi kullanilir. Asagidaki
basliklarda, gergeklestirilen karsilastirma gruplarina gore ekspresyonu artis veya azalig
gosteren genler listelenmistir (Sekil 4.30). Segilen gruplar arasinda yapilan karsilagtirma
sonrasinda anlamli ekspresyon artis1 veya kaybi1 gosteren genlerin sayilari asagidaki gérselde

sunulmustur.
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Sekil 4.30: Diferansiyel ekspresyon grafigi

Asagidaki tablolarda, grup karsilastirmasi sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosteren genler FDR degerlerine gore listelenmistir. Tabloda 4.3’de yer alan logFC degeri,
genin  birinci  gruba  kiyasla  ikinci  grupta ka¢  kathk  bir  degisim
oldugunu; PValue gerceklestirilen istatistiksel analiz sonrast P degerini, FDR False
Discovery Rate degerini ifade etmektedir. P ve FDR degerleri 5. basamaga kadar

yuvarlatilmistir.

Tablo 4.3: Genlerin kontrol ve eksozom gruplari arasindaki katlik degigimi

Transcript log FC P Value FDR
TRBC2 2.85563 0.00001 0.01726
WI2-933P11.2 0.7787 0 0.0026
MT-CO1 -0.62454 0.00001 0.01726
MT-ND4 -0.66039 0.00001 0.01726
MT-ND4L -0.67021 0.00001 0.02614
MT-CO2 -0.72043 0 0.01726
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Kontrol - eksozom gruplari arasinda yapilan analize gore 2 adet gende ekspresyon artisi; 4
adet gende ekspresyon diisiisii tespit edilmistir. Diger tiim genlerin log FC ve FDR sonuglari

ekte sunulmustur.

4.15.5 Volcano Plot Analizi
Asagidaki grafikte, tiim genlerin logFC ve FDR degerlerine gore dagilimlar

gosterilmektedir. Kirmizi ile gosterilen genler, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

genleri ifade etmektedir (Sekil 4.31).

Volcano Plot (control - exosome)
Red dots indicate genes with FOR < 0.05 and FC > 1.5

o

-log10 FDR Value

log Fold Change

Sekil 4.31: Volcano plot analizi

Asagidaki Sekil 4.32°de, en fazla anlaml degisiklik gosteren (en diisik FDR) 5 genin

normalize edilmis okuma degerlerine gore dagilimlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.32: Kontrol ve eksozom gruplari arasinda normalize edilmis okuma degerleri

4.15.6 Gen Ontoloji Analizi

Gen Ontoloji (GO) analizi, genlerin fonksiyonel 6zelliklerine bagli olarak ©onceden
tanimlanmuis terim veya gruplara atandig1 ve Gen Ontolojisi siniflandirma sistemini kullanan
bir yorumlama yontemidir. Bir deneyde, altta yatan biyolojik siire¢leri daha iyi anlamak i¢in

genellikle bu gen gruplarinin islevsel bir profilini almak i¢in kullanilir. Gen ontoloji verileri

Sekil 4.33’de sunulmustur.
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Sekil 4.33: GO analizi

4.15.7 Yolak Analizi
Yolak analizi, bir molekiiler yolak i¢inde yer alan proteinleri kodlayan genlerin

ekspresyonunun, deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterip goOstermediginin testini saglar. Buna bagli olarak, bir yolaktaki gen
ekspresyonundaki degisiklikleri inceleyerek biyolojik gruplar arasindaki fenotip
farkliliklarinin nedenleri arastirilabilir.Gergeklestirilen analizde, bu amagla KEGG

PATHWAY yolak veritaban (https://www.kegg.jp) kullanilmistir.

Asagidaki Tabloda 4.4°de, istatistiksel olarak anlamli olabilecen yolaklarin tablosu
paylasiimistir. Tablolardaki ID ve Description yolagin KEGG kodunu ve adini, GeneRatio



yolakta bulunan genlerden kac¢inin anlamli derecede degisiklik gostedigini, p.val P

degerlerini, q.val P degerinin Benjamini-Hochberg diizeltmesini ifade eder.

Tablo 4.4: Ekspresyonu artan genlerin agirlikli olarak kullandiklar yolaklar

ID Description GeneRatio p Value g Value
hsa04110 Cell cycle 17/222 0 0.00001
hsa00190 Oxidative 12/222 0.00029 0.03028

phosphorylation
hsa04914 Progesterone- 10/222 0.00045 0.03028
mediated
oocyte
maturation
hsa05020 Prion disease 18/222 0.00048 0.03028
hsa05012 Parkinson 17/222 0.00097 0.04929
disease

Asagidaki grafikte, artis ve azalis profili gosteren ve en fazla degisiklige sahip 10 yolak

istatistiksel anlamlilik degerine gore Sekil 4.34’da gorsellestirilmistir.
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Most Significantly Changed Pathways
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Sekil 4.34: Istatiksel olarak anlamli olan ve ekspresyonu artan/azalan yolaklarin analiz
sonuglari

4.16 Galaxy RNA Sekans Biyoinformatik Analizi

Galaxy RNA sekans analizi usegalaxy.org programi ile gergeklestirilen analizdeki adimlar

Sekil 4.35°deki gibi takip edilmistir.
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Sekil 4.35: Galaxy RNA sekans algoritmasi

Alternatif biyoinformatik analiz programlarindan biri olan usegalaxy.org programu ile elde
edilen veriler asagida sekilde belirtilen algoritma takip edilerek gergeklestirilmistir (Sekil
4.36).

FastQ, yaygin olarak bilinen tim FastQ format varyantlarinda g¢alisan ve bir siralama
makinesinden alinan yeni nesil siralama verilerini kalite filtreleme adimlariyla manipiile
etmeyi saglayan bir arag olarak kullanilmaktadir. Bazi siralama teknolojileri diziler ve kalite
puanlar1 iceren ayri1 dosyalar iiretmektedir. Bu iki ayr1 dosya, tek bir FastQ dosyasi
olusturmak i¢in Sekil 4.38’de bir araya getirilmistir. Bu amagla FASTA ve QUAL’i FastQ
aracinda birlestirmek iizere gelistirilmistir (Blankenberg vd. 2010).
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Sekil 4.36: FastQ analizi

Trimmomatic, okuma kirpma ve filtreleme i¢in ¢esitli isleme adimlar1 igermektedir. Bunun
yani sira ana algoritmik yenilikler adaptor dizilerinin tanimlanmasi ve kaliteli filtreleme ile
ilgilidir. Trimmomatic, okumalar igindeki teknik dizileri tespit etmek i¢in iki yaklasim
kullanir (Sekil 4.37). “Basit mod” olarak adlandirilan ilki, okuma ile kullanici tarafindan
saglanan teknik sira arasinda yaklasik bir eslesme bularak ¢alisir. Bu mod, adaptérler, PZR
veya bunlarin parcalar1 dahil olmak iizere tiim teknik diziler i¢in ¢caligma avantajina sahiptir.
Bu tiir diziler, okumalar i¢indeki herhangi bir yerde veya yonde tespit edilebilir, ancak
yanlig-pozitif bulgular1 dnlemek i¢in okuma ve teknik dizi arasinda énemli bir minimum
ortigme gerektirmektedir. Bununla birlikte, genellikle okumalarin uglarinda meydana gelen
kisa kismi adaptor dizileri, dogas1 geregi bu minimum Ortiisme gereksinimini karsilayamaz

ve bu nedenle tespit edilemez (Bolger vd. 2014).
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Sekil 4.37: Trimmomatic analiz
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Bir FastQ dosyasinda hangi bilgilerin depolandigin1 elde ettikten sonra, bir sonraki adim

verilerimiz i¢in kalite 6l¢limlerini incelemektir. Bunun i¢in FastQC, yiiksek verimli siralama

islem hatlarindan gelen ham dizi verileri lizerinde bazi kalite kontrol kontrolleri yapmak i¢in

basit bir yol saglamaktadir. Verilerin daha fazla analiz yapmadan 6nce bilmesi gereken

herhangi bir sorunu olup olmadigma dair hizli bir izlenim vermek i¢in kullanabilecek

modiiler bir analiz seti saglamaktadir (Sekil 4.38). FastQC’nin ana islevleri sunlardir: BAM,

SAM veya FastQ dosyalarindan (herhangi bir degisken) veri i¢e aktarmada sirasinda hangi

alanlarda sorun olabilecegini soylemek i¢in hizli bir genel bakis saglamada, verilerin hizli

bir sekilde degerlendirilmesi icin 6zet grafikler ve tablolara erisim saglamasinda ve

sonuglarin HTML tabanli kalic1 bir rapora aktarilmasina erisim saglayan bir ara¢ olmaktadir

(Brandine ve Smith, 2019).
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Sekil 4.38: FastQC analizi

HISAT2, yeni nesil dizileme okumalarini (hem DNA hem de RNA) bir insan genomu
popiilasyonuna ve tek bir referans genoma eslemek icin hizli ve hassas bir hizalama
programidir. HISAT2, dizileme okumalarinin bir genoma hizli ve hassas bir sekilde
hizalanmasini ve kiigiik varyantlardan olusan genis bir koleksiyon saglamak i¢in grafik
tabanli bir veri yapist ve bir hizalama algoritmasi uygulamaktadir (Sekil 4.39). Ayrica,
tekrarlayan bir okumanin hizalamalarinin bir konuma yansitildig1 ve daha sonra tamamen
geri kazanildigi, bir genomdaki tekrar dizileri i¢in de bir indeksleme algoritmasi
sunmaktadir. HISAT-genotipi, HLA tipleme ve DNA parmak izi analizi yapmak i¢in ek
algoritmalarla birlikte HISAT2’yi bir hizalama motoru olarak kullanir. HISAT2, referans
genomunun dogrusal bir grafigini olusturarak baslar ve ardindan grafik boyunca alternatif

yollar olarak mutasyonlar, silmeler ve eklemeler yapmaktadir (Kimvd. 2019).
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Sekil 4.39: HISAT2 analizi

FeatureCounts, RNA veya DNA dizileme teknolojilerinden iiretilen okumalar1 tiim genomik
Ozellik acgisindan Olgmek i¢in kullanilabilmektedir. Yiiksek verimli ozelliklere okuma
atamak i¢in kromozom karma, 6zellik engelleme ve diger tiim stratejileri uygulamaktadir.
Unix komutu olarak veya R paketi Rsubread’te bir islev olarak mevcuttur. Her iki durumda
da tiim temel islevler C programlama dilinde yazilmistir. R islevi, derlenmis C kodu i¢in, C
uygulamasinin verimliliginden 6diin vermeden R programlama ortaminin rahatligini

saglayan bir sarmalayicidir (Liao vd. 2014).

Gene annotation (gen agiklamasi) gen modelleri hakkinda bilgi saglar ve diferansiyel
ekspresyon analizi i¢in gereklidir. Ayrica bu adim, genomun aktif olarak kopyalanan
bolgelerini hizli bir sekilde belirlememizi saglamaktadir (Sekil 4.40). Annotation homoloji
tabanli arama araglaria dayanir ancak elde edilen veriler daha sonra genleri ve genomlari
aciklamak i¢in kullanilir. Bu sayede agiklama platformuna bilgi eklendik¢e, manuel
aciklayicilar, aymi aciklama verilen genler arasindaki tutarsizliklar1 ¢ozebilir hale

gelmektedir (Hamaguchi vd. 2021).
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Sekil 4.40: Annotation analizi
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Limma, orijinal olarak mikrodizi verilerinin diferansiyel ifade (DE) analizi i¢in gelistirilmis

bir R paketidir. Birlikte, RNA-Seq verilerinin hizli, esnek ve gii¢lii analizlerine izin

vermektedir. DE i¢in oldukca esnek model spesifikasyonuna sahiptir. Béylece hemen hemen

her tiirden meta verinin dahil edilmesine izin vererek birden fazla kategorik ve siirekli

degisken dahil edebilmektedir. Ayrica simiilasyon caligmalarinda yanlis kesif oranini

nominal oranda veya altinda tutar. Gen bazinda standart sapmalarin yumusatilmasinda

onemli Katki saglamaktadir (Holmes vd. 2006). Yapilan StringTie ve DESeq analizleri ile

biliylik veri sorunlarinda daha fazla hiz iyilestirmesi saglayan coklu is parcacigin

desteklemektedir. Bu araglar kullanilarak yapilan diferansiyel ekspresyon analizi, bir 6rnek

grubunun transkriptomundaki (gen ekspresyonu) farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanilir

(6rnegin, ilag uygulanmis ve uygulanmamis gruplar) (Sekil 4.41 ve Sekil 4.42).
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Sekil 4.41: StringTie analizi
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Sekil 4.42: DESeq Analizi

DESeq plot analizi sonucunda veriler asagidaki Sekil 4.43deki gibi bulunmustur.
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Sekil 4.43: DESeq plot analizi sonucu
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Tiim analizler sonucunda 13 gen belirlenmistir. Bu genlerden 8’i down, 5’1 up regiile genler
olarak one ¢ikmustir (Sekil 4.44). Bu genler NCBI veri tabaninda accesion numarasi ile

dogrulanmistir. Bu genlerin mRNA seviyesindeki degisimleri degerlendirilmistir.

A

DOWN REGULE UP REGULE
GENLER GENLER
« ADAMTS17 . ATAOHS
SARARL - EPS8L3
F A * GMDS
« GLOD5
« MYOE * POLA2
« MARCHF1 * SDF4
- WDR76
« TOM1L1

Sekil 4.44: Galaxy programu ile belirlenen genler

4.17 cDNA Sentezi
Eksozom ve kontrol grubunda gergeklestirilen RNA izolasyonu sonucunda RNA Kalitesi,

saflig1 ve alt birimleri dogrulandiktan sonra eksozom uygulanmis grup ve kontrol grubu ii¢
tekrarli 6rnekler olacak sekilde RNA sekans analizine gonderilmistir. Burada gonderilen
orneklerin RNA kalitesi yenden dogrulandiktan sonra sekanslama asamasina gecilmistir. Bu
asamada Orneklere yeni nesil dizileme teknigi uygulanarak okuma islemleri yapilmistir.
Refgen Biyoteknoloji firmasindan hizmet alim1 yapilarak gergeklestirilen ¢aligmada okuma
islemleri, okuma islemleri sonrasinda elde edilen verilerin kalite kontrolii, dizileme siireci,
kirpma islemleri, kirma sonrasi hizalamalar ve referans genoma hizalama asamalarindan
gecirilerek veriler elde edilmistir. Buna ek olarak hizalama sonrasinda gen annotasyonu,
ekzon ve transkript bilgileri i¢gin Ensembl veriseti kullanilmistir. Normalizasyon ve filtre
islemleri kullanilarak istatistiksel karsilastirma ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu analize
ek olarak gergeklestirilen biyoinformatik analiz olan Galaxy RNA sekans araci ile de
calismalar yapilmistir. Elde edilen tiim verilerden belirlenen up regiile ve down regiile

genlerin mRNA seviyesindeki gen ekspresyon profili ¢alisilmistir. Buna gore Sekil 4.44°de
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belirtilen up regiile ve down regiile genler belirlenmistir. Belirlenen genler Primer 3
programi ile tasarlanmig, OligoAnalyzer™ Tool programi tasarlanan primerlerin sag tokasi
yapis1 olugturmamasinin yanisira Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina dikkat edilerek
Tablo 3.10°da primer tasarimi yapilmistir. Ardindan tasarlanan primerler ile cDNA sentezi
Boliim 3.2.16°da belirtilen sekilde gergeklestirilmistir.

4.18 Biyoinformatik Analizler ile Belirlenen Genlerin Ekspresyon Seviyesinin SW480
Hiicrelerinde Tespiti
Eksozom uygulanan grup ve kontrol grubunda gergeklestirilen RNA izolasyonu sonucunda
RNA kalitesi, saflig1 ve alt birimleri dogrulandiktan sonra, CDNA sentezi yapilmis ve cDNA
kalitesini kontrol etmek i¢in insan beta mikroglobulin primerleri kullanilarak Bolim
3.2.17°de anlatilan kosullarda kontrol PZR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Eksozom
uygulamasi yapilmis grup, kontrol grubu ve negatif kontrol olarak gerceklestirilen PZR
sonunda cDNA’larin  kontrol edilmesi i¢in % 1’lik agaroz jel -elektroforezi
gerceklestirilmistir. Buna gore Boliim 3.2.18°de anlatilan prosediire uygun sekilde agaroz

jel elektroforezi yapilmistir (Sekil 4.45).

Kontrol Grubu Eksozom Grubu Negatif Kontrol

Grubu

Sekil 4. 45: Agaroz jel goriintiisii

4.19 Gerg¢ek Zamanh PZR Analizi
Tablo 3.10°da verilen primerler kullanilarak gergeklestirilen ger¢ek zamanli PZR analiz

sonuclar1 Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de verilmistir. Verilen grafiklerde up regiile ve down
regiile olarak ayrilmis genlerde ekspresyon analizleri bazilarinda birbiri ile korelasyon

gosterirken (ATOHS, EPSSL3, TOM1L1, MYOF, GLOD5, CA9 ve GMDS), bazilarinin
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bibiriyle korele olmadigi (SDF4, POLA2, ADAMTS17, MARCHF2, WDR76 ve ARAP2)

tespit edilmistir.
ATOH GMDS
0,5 03
p=0.05 p=0.05
0,4 * 025 ¥
0,2
0,3
0,15
0,2
01
01
T 0,05
¥%
o L . mm
KONTROL EKSOZOM KONTROL EKSOZOM
EPS8L3 POLA2
0,35 0,045
o .05 004 p=0.05
0,035
0,25 0,03
0,2 0,025
0,15 0,02
0,015
0,1
0,01
0,05 0,005
o L e 0
KONTROL EKSOZOM KONTROL EKSOZOM
SDF4
0,12
p=0.05
01 *
0,08
0,06
0,04
0,02
0
KONTROL EKSOZOM

Sekil 4.46: RT-PCR analizi up regiile genler
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Sekil 4.47: RT-PCR analizi down regiile genler

4.20 Gen Ifadesi Susturma

ATOHS i¢in susturma c¢alismalarinda kullanmak {izere sh oligolarimin pLKO.1-TRC
vektoriine klonlama c¢alismasi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in sh oligolar1 tasarlanarak
lentiviral tabanli vektore klonlama basamaklari Sekil 4.48°deki gibi takip edilmistir.
Gergeklestirilen klonlama basamaklar1 Sekil 4.48’deki diagrama gore gergeklestirilmistir.

Buna gore tasarimi yapilmis sh oligalar1 20 pmol olacak sekilde sulandirildi. Ardindan sh
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ileri ve geri primerleriyle 5 ul ileri ve 5 ul geri primer, 5 ul 10X NEB Tamponu 2 ve 35 pl
dH20 eklenerek PCR cihazinda 95°C’de 5 dk ve ardindan 75°C’de 10 dk inkiibe edilerek
baglanma (anneling) reaksiyonu gergeklestirilmistir. Siire sonunda baglanma reaksiyonu
gerceklestirilen 6rnekler oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir. pPLKO.1-TRC vektoriinii
lineer haline getirmek igin ECORI ve Agel restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu
kurulmustur. Reaksiyon sonunda ornekler % 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenmistir. Lineer hale getirilmis vektoriin jelde goriintiisii Sekil 4.49’de
gosterilmigstir. Goriintiilenen jelde 7 kb’ye karsilik gelen kesilmis vektér ve en son

kuyucukga yiiklenen kesilmemis bant gosterilmistir

g g Kesilmis 6rneklerin Lineer Vektor
pLKO.1-TRC - Kesim reaksiyonu - agaroz jel - pLKO.1-TRC nin
Vektorii (EcoRI-Agel) elektroforezinde jelden geri

goriintiilenmesi kazanilmasi

!

shRNA primerlerin PLKO.1-TRC ve
baglanmast shRNA oligolari ile
(Anneling) ligasyon
reaksiyonu

Kesilmis orneklerin

agaroz jel Kontrol kesim Plazmit DNA Transformasyon
elektroforezinde - reaksiyonu - izolasyonu asamast
goriintiilenmesi (EcoRI ve Ncol) (Kigiik dlgekli) - (IM 109 E.coli _
kompetent hiicreleri)

Sekil 4.48: sh ATOHS dizisinin, pLKO.1-TRC vektoriine klonlanma basamaklarinin
sematik gosterimi
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Sekil 4.49: pLKO.1-TRC vektoriiniin EcoRI ve Agel enzimleri kullanilarak yapilan

kesimin jel elektroforez goriintiisii

Jel goriintlisiinde siyah kesikli isaretli biiylik olan bant 7 kb’lik jelden geri kazanim kiti
kullanarak geri kazanim yapilmistir. Ardindan lineer hale getilip geri kazanim yapilmig
pLKO.1-TRC vektoriiniin jelden geri kazanimin kontrol edilmesi i¢in % 0,8’lik agaroz jelde
yiritiilmiistir. Geri kazanim sonucu agaroz jelde yiiriitiilen pLKO.1-TRC vektori Sekil

4.49 gosterilmistir. Sekil 4.50°de gosterildigi gibi geri kazanim sonucu dogrulanmustir.

Sekil 4.50: Jelden geri kazanim sonucu pLKO.1-TRC vektoriiniin agaroz jel elektroforez

goruntiisu
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Jelden geri kazanim yapilmig pLKO.1-TRC vektorii ile sh ATOH 8 baglanma reaksiyonu
gerceklestirilen primerler Bolim 3.2.26°da anlatilan ligasyon asamasina tabi tutulmustur.
Ligasyon ¢aligmasinda kesilmis pLKO.1-TRC vektoriinden 2 pg, sh ATOH 8 baglanmis
oligolardan 2 ul, T4 DNA ligaz tamponundan 2 pl ve T4 DNA ligaz enziminde 1 pl
eklenerek elde edilen reaksiyon 16°C’da 16 saat siireyle gerceklestirilmistir. Ertesi giin
alinan ligasyon iirlinleri Boliim 3.21°de anlatilan transformasyon asamasina tabi tutulmustur.
JM 109 E.coli kompetent hiicrelerine Boliim 3.2.21°de belirtilen transformasyon i¢in E.coli
kompetent hiicre kaynagi JM 109 hiicreleri -80°C’dan alinip buz iistiinde 10 dk
bekletildikten sonra ligasyon tiriinii 10 ul alinarak JM 109 kompetent hiicreye eklenmistir.
Eklenen karisim buz istiinde 40 dk bekletilmis devaminda 42°C’daki su banyosu i¢inde 2
dk 1s1 sokuna uygulanmistir. Ardindan 2 dk daha buz iizerinde bekletilen karisitma 800 ul
LB besiyeri eklenerek 3 saat 37 °C’da galkalama etiivde inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra 5000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Dipte kalan
pellet 50 pl LB besiyeri ile ¢oziillerek ampisilinli petri kullanilarak ekim yapilmistir.
Ardindan bir gece 37°C’daki inkiibatérde bekletilmistir. Ertesi giin olusan koloniler
fotograflanmistir. Sekil 4.51°de fotograflanan sh ATOH 8 koloni turuncu renkle
isaretlenerek gosterilmistir. Ardindan olusan tek kolonilerden segilip LB besiyerine ekim

1slemi gerceklestirilmis ek olarak gliserol stok yapilmustir.
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Sekil 4.51: Transformasyon sonucu sh ATOH 8 koloni olusumu

Transformasyon sonucunda olusan koloniler LB broth sivi  besiyerine ekimi
gerceklestirilerek rekombinant kesim asamasina gegilmistir. Restriksiyon enzimleri
kullanilarak rekombinant koloni olup olmadig1 kontrol edilmistir Rekombinant kolonilerin
belirlenmesi i¢in EcoRIl ve Ncol restriksiyon enzimleriyle kesim reaksiyonu Bolim
3.2.27°deki anlatildig1 gibi kurulmustur. Rekombinant koloni ATOH 8 i¢in kurulan kesim
reaksiyonuna gore ECORI ve Ncol restiriksiyon enzimlerinden 1 ul, 10X Cut smart
tampondan 2 ul, ATOH 8 plazmit DNA’sindan 1 pg eklenmis, ardindan karigim 37°C’de 2
saat inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonunda kesim iriinleri %0,8’lik agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiillerek, Sekil 4.52°de gosterilmistir.
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Sekil 4.52: Rekombinant sh ATOH 8 kolonisinin EcoRI ve Ncol kullanilark yapilan
control kesim sonucunun agaroz jel goriintiisii siyah kesik ¢izgilere isaretli ATOH 8
koloni. En son kuyucuk kesimi yapilmayan koloni.

Elde edilen sonuglarda Skb ve 2kb’de 2 bant tespit edilerek, kolonilerin rekombinant oldugu
dogrulanmistir. Sonug olarak rekombinant koloniler yaklasik 2 kb’de bant verdigi ve dogru

bir kesim gergeklestigi tespit edilmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Eksozomlar bir¢cok hiicre tarafindan saliman endositik kokenli kiiciik membran
kesecikleridir. Eksozomlar baslangicta neoplastik hiicre hatlarindan salinan 5’-niikleotidaz
aktivitesi iceren mikropartikiiller olarak tanimlanmis olup birkag yil sonra, diger gruplar
kiltirlenmis retikiilositler tarafindan endositik kokenli vezikiillerin = salgilandigini
bildirmistir (Théry vd. 2002). EKsozomlarin boyutlart 30-150 nm ¢apinda en kii¢iik EV ve
endosomal kokenlidir. Hiicre-hiicre iletisiminde molekiiler bilgi tasiyicilari olarak rol
almalar1 ve hem fizyolojik hem de patolojik siire¢lerde yer alan kargo molekiillerini alici
hiicrelere aktarmalart EV’ler ile eksozomlarin ortak 6zellikleridir. Eksozomlar tiim viicut
stvilarinda bulunmalariin yani sira, analizlerinin ucuz ve minimal invaziv olmasi, 6zgiilliik
on kosulunu yerine getiren progenitér hiicrelere 0Ozgii bilgi tasimalartyla ideal
biyobelirtegleri temsil etmektedir. Ek olarak, tiim viicut sivilarinda eksozomlarin her yerde
bulunmasi, hiicre disi ortamlardaki stabilitelerini ortaya koymakta ve ayrica endokrin
iletisim potansiyellerini de agiklamaktadir. Bu vezikiillere yonelik son zamanlarda klinik
ilgi, tan1 uygulamalarinda ve yeni tedavi stratejilerinin bir pargasi olarak potansiyel

kullanimlari sebebiyle ortaya ¢ikmistir (Farooqi vd. 2017).

Neredeyse tiim hiicre tiplerinden salgilanan eksozomlar, immiinoloji alaninin da 6tesinde
olan ndrobiyolojiye, kok hiicre ve tiimor biyolojisine kadar uzanarak klinik uygulamalarda
biyobelirte¢ veya terapotik arag olarak kullanimi kapsamli bir arastirma alani haline
gelmistir (Bobrie vd. 2011). iMKH’ler; kas, kemik, kikirdak ve yag gibi mezenkimal
dokularin soy hatlarina farklilasma yetenegiyle uygun kosullar altinda ¢ok yonliiliik
gostermektedir. Genel olarak iIMKH’lerin doku bakimi ve onarimi i¢in yedek hiicresel
fraksiyon olusturduklar1 ile ilgili ¢alismalar da mevcuttur. (Dicker vd. 2005). Son
zamanlarda IAMKH’ler kok hiicre bankalari i¢in potansiyel bir kaynak ve doku mithendisligi
icin ideal bir hiicre ekim kaynagi haline gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar ile iAMKH’lerin
etik kaygilar veya transplantasyon sorunlari olmaksizin yag dokusundan kolayca elde
edilebilecegini ve bu hiicrelerin in vitro ortamda biiyiitiilmesi i¢in yiiksek ¢ogalma oranlarina
sahip oldugunu ve ¢ok soylu farklilagma kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (Yang vd.
2011). MKH ile ilgili yapilan galismalarda, MKH’ler tarafindan salgilanan biyoaktif
molekiiller, artrit ve karaciger hasar1 gibi hastaliklarda farkli terapotik etkilere sahip
olduklarindan, hiicre tutunmasi ve farklilagmasindan ziyade ana tedavi stratejisi olarak kabul
edilmektedir (Heo vd. 2019). Bol miktarda veri, IAMKH kaynakli eksozomlarin;

anjiyogenezde, immiinomodiilasyonda, iskemi-reperfiizyonun neden oldugu yaralanmanin
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azaltilmasinda ve diger siire¢lerde yer aldigini gostermistir. Daha sonra miyokardiyal
onarim, ndroproteksiyon ve norotrofik etkiler, hepatik onarim, renal onarim, cilt onarima,
rejenerasyon gibi en son arastirma c¢alismalari ile agiklanmaktadir (Fang vd. 2019). Birgok
calisma, yag dokusu kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerden, kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri ve gobek kordonu mezenkimal kok hiicre kaynakli ekzosomlarin yara iyilegsmesini
hizlandirabilecegini gostermistir. Buna ek olarak adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre
eksozomlarmin diyabetik cilt yaralarinin iyilesmesini hizlandirmak i¢in damarlanmay1
tesvik ettigi diisiiniilmektedir (Fu vd. 2023). Konak hiicrelerden islevsel molekiiller iceren
ve hiicreler arasi iletisime katilan kiiciik hiicre dis1 vezikiillerin igerisinde bulunan tim
biyoaktif maddeler arasinda, mikroRNA’lar ve niikleik asitler yaygimn olarak
arastirilmaktadir. Bununla beraber eksozomal proteinlerde sinyal iletimi ve diizenlemesinde
esit derecede onemli bir rol oynamaktadir (Xing vd. 2020). Ekstraseliiler ortama birakilan
eksozomlar bulunduklari mikrogevrenin hedef hiicreleri tarafindan alinip idrar, anne siitii,
kan, beyin-omurilik s1visi gibi biyolojik sivilar yoluyla uzak bolgelere taginabilmektedir. Bu
baglamda MKH’lerden kaynakli eksozomlar doku i¢inde homeostaziyi korumanin yani sira
bulundugu mikro ortaminin hastalik veya yaralanma nedeniyle bozuldugunda dis uyaranlara
yanit verme yeteneginde Onemli bir role sahiptir. Bdylece MSC’lerin dokuya 0zgii
rejeneratif Ozelliklerinden sorumlu olan MKH’ler parakrin aktivitesinin diizenleyici

mekanizmasina 1s1k tutabilmektedir (Asgarpour vd. 2020).

Kanserde, eksozomlar biiyiik 6l¢iide tiimor ilerlemesinin promotdrleri olarak tanimlansa da,
eksozomlarin ayni zamanda antitiimdr islevlerine sahip olmasi ve hastaligin ilerlemesini
sinirlamada gorev aldigr diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar eksozomlar
ve igeriklerinin, 6zellikle kanseri tespit etmede, tiimor ilerlemesi ve metastazinin potansiyel
diizenleyici bir bilgi kaynagi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bununla beraber eksozomlarin
organlarin patolojik olarak yeniden sekillenmesinde doku homeostazinda normal fizyolojik
islevleri bilinememekle beraber eksozomlarin karmasikligini ve islevsel heterojenligini
belirlemek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Kalluri, 2016). MKH’lerin tim
bu oOzellikleri goz Oniine alindiginda tiimor gelisimindeki rolleri de yogun bir sekilde
incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda MKH’lerin tiimor gelisiminin baglatilmasi ve ilerlemesi
tizerindeki etkilerinin hem pro-tiimorijenik hem de anti-tlimdrijenik oldugu bildirilmistir.
Gilintimiizde bu paradoks, MKH’ler ve tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimleri yoneten
mekanizmalarin az sayida olmasindan dolay1 yeterince anlagilamamistir. Bu mekanizmalar,

MKH’lerin tiimor hiicreleri {izerinde dogrudan hiicre-hiicre etkilesimleri yoluyla veya
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biiyiime faktorleri ve sitokinler gibi cesitli yayilabilir faktorleri salgilayarak etki
gosterebildigi diisiilmektedir (Lin vd. 2013). MKH tiirevi eksozomlar (MKH-ekso),
MKH’lerin kanser hiicreleri iizerinde anti-timér medyatorleri iceren MKH-ekso tiimor
biiyiimesini inhibe edebilmektedir. Bu yoniiyle MKH- ekso’larin potansiyel terapotik arag
olarak gosterilmektedir. Ote yandan, MKH-ekso, lipid ¢ift katmanl zarlar1 nedeniyle,
terapotik molekiilleri bozunmadan koruyabilen uygun bir iletim vektorii saglayarak terapotik
araglar olarak tiimor baskilayici MKH-ekso’larinin kullanilmasi, terapotik hedef olarak
timorijenik MKH-ekso’nin baskilanmasi ve terapdtik tastyicilar olarak MKH-ekso’nin

kullanilmasi olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Guo vd. 2022).

Literatiir incelendiginde eksozom izolasyonu, eksozomal igeriklerin dogru tespiti i¢in en
onemli asamalardan biridir. Ultra santrifijleme, boyut dislama kromatografisi,
ultrafiltrasyon, immiinoafinite izolasyonu, mikroakigkan teknikleri ve polimerik ¢oktiirme
yontemi dahil olmak iizere eksozomlar1 izole etmek i¢in birgok metodoloji kullanilmaktadir
(Ding vd. 2018). Yapilan ¢alismalar sonucunda eksozom izolasyonu i¢in standart bir yontem
mevcut degildir. Bizim calismamizda ultra santrifiij ve Total Eksozom Izolasyon kiti (TEI)
kullanarak eksozom miktar1 ve verimligini karsilagtirarak diger caligsmalara 1s1k tutmasi
amaclanmistir. Ayrica elde edilen eksozomlarin sitotoksik etkilerinin kolon kanseri hiicreleri

tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Bizim c¢alismamizda iIAMKH-ekso iki farkli yontem kullanilarak izolasyon c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu yontemlerden ultrasantrifiij ve kit yonteminde elde edilen
eksozomlarin protein icerigi hesaplanmistir. Eksozom izolasyonu ile ilgili literatiirde farkli
birgok metod bulunmaktadir. Wang vd. 2015 yaptiklar1 bir ¢aligmada eksozomlari
saflagtirmak, analiz etmek ve eksozom arastirmalari i¢in daha iyi ve ekonomik bir yontem
saglamak amaciyla li¢ farkli yontem kullanmiglardir. Bu yontemler, yogunluk gradyanh
ultrasantrifiijleme yontemi, ultrasantrifiijleme ve ultrafiltrasyon yontemi, ExoQuick™
Ekstraksiyon kiti yontemi olarak belirlenmistir. THP-1 makrofaj benzeri hiicrelerinden elde
edilen eksozom 3 yontemle izole edilmistir. Ardindan yapilan Bradford analizi sonucunda
yogunluk gradyanli ultrasantrifiijleme metoduyla elde edilen protein miktar1 1.09
ug/ul,,ultrasantrifiijleme metoduyla elde edilen protein miktar1 1.38 pg/ul ve ExoQuick™
Ekstraksiyon kiti metoduyla elde edilen protein miktar1 1.82 pg/ul olarak bulunmustur
(Wang vd. 2015). Calismamiz kapsaminda kullanilan ultrasantrifiij ve kit metoduyla elde

edilen protein miktarlarinin literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu oldugu ve kit kullanilarak

110



eksozom izolasyonu yapilmasinin elde edilen eksozom miktar1 acgisindan daha avantajli

oldugu belirlenmistir.

Eksozom izolasyonu ile ilgili Helwa vd. 2017 yapmis oldugu ¢alismada ticari kitler ve
ultrasantrifiij yontemi ile eksozom izolasyon c¢alismasi gergeklestirmistir. Elde edilen
sonuglarda farkli kitler ve ultasantrifiij yontemi degerlendirilmistir. Farkli miktarlarda serum
orneginden elde edilen eksozom izolasyonu sonucunda ultrasantrifiij yonteminin Kitlere gore
nispeten daha biiyiik partikiillere sahip oldugu belirlenmistir. Ancak bu kadar yiiksek
hizlarda santrifiijleme, serum i¢indeki pargaciklarin kirletici maddelerin ve diger proteinlerle
flizyonuna yol acabilecegine ve eksozomlarin fiziksel 6zelliklerini ve proteomik analizin
duyarliligmi etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Eksozom izolasyonunda ticari Kkitlerin
kullanilmasi ise reaktiflerden gelen daha fazla partikiil, PEG (polietilen glikol) bazli
iceriklerin eksozom disindaki nanopartikiilleri de cokeltebileceginden diisiik eksozom
safligiyla iligskilendirilmistir. Fakat hem kit hemde ultrasantrifiij yontemi ile gerceklestirilen
izolasyonda serum 6rneklerindeki eksozom pargaciklarinin ¢cap1 ve konsantrasyonu tutarlilik
gostermistir ki bu da farkli hacimlerde izolasyonu yapilan serum orneklerinde eksozom
izolasyonu i¢in uygulanabilir bir alternatif oldugunu gdstermektedir. Ultrasantrifiij yontemi
uzun zamandir eksozom izolasyonu i¢in geleneksel teknik olarak benimsense de deneyim ve
bir ultra santrifiijiin bulunmasini gerektirir. Ayrica bu yontem nispeten sikici, zaman alic1 ve
teknik agidan hassastir (Helwa vd. 2017). Buradan yola ¢ikarak biz de ¢alismamizda kit

yontemini tercih ederek deneysel ¢calismalarimizi siirdiirdiik.

Eksozom izolasyonunda elde edilen eksozomlarin boyutu, konsantrasyonu, morfolojisi ve
saflig1 son derece 6nem tasimaktadir (Muller vd. 2014). Bununla beraber eksozomlarin
karakterize edilmesi en 6nemli basamaklardan biridir. Calismamiz kapsaminda izole edilen
IAMKH-ekso’larn karakterizasyon ¢alismalar gergeklestirilmistir. izole edilen eksozomlar
karakterizasyon i¢in TEM analizine tabi tutulmustur. IAMKH-ekso’larin karakterizasyonu
i¢in gerceklestirilen TEM analizinde iIAMKH-ekso’lar igin 100 KV, 150000 kat ve 100 KV,
50000 kat biiyiitme oraninda kiire benzeri yapilar gozlemlenmistir. Bununla beraber
IAMKH-ekso’larin Glgiilen ¢ap boyutlart olgiilmiistiir. Biiyiitme orani 150000 olan
goriintiideki eksozomlarin ¢ap boyutu 65.46 nm ve 64.83 nm olarak hesaplanmis, biiyiitme
oran1 50000 olan goriintiideki eksozomlarin ¢ap uzunluklar1 89.40, 85.52, 80.58 ve 64.44
nm olarak hesaplanmistir. Rauschenberger vd. 2016 tarafindan izole edilen eksozomlarin

boyutlarinin 50-100 nm araliginda oldugu bildirilmis, bu durum tarafimizdan elde edilen
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goriintiilerdeki eksozomlarin boyut ve morfolojisinin literatiirde yapilan calismalar ile

benzer ve uyumlu oldugunu gostermektedir.

TEM analizlerinde en énemli asamalardan biri olan numune hazirlama asamast EV’lerin
morfolojisinde degisikliklere neden olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda TEM kullanilarak
gerceklestirilen eksozom karakterizasyonunda elde edilen goriintiilerde heterojen bir
goriintii oldugu gozlemlenmistir (Colombo vd. 2014) . Bazi durumlarda elektron 1smninin
biyolojik drneklere de zarar verebilecegi gbz dniinde bulundurulmalidir. TEM ile incelenen
eksozomlar karakteristik fincan benzeri yapilar gosterirken, kriyo-TEM ile incelenen
dondurulmus eksozomlar yuvarlak yapilar gostermektedir. Kriyo-TEM elektron 1sininin
neden oldugu hasar1 onlemek igin, farkli bir numune hazirlama protokolii kullandigindan
orneklerin ultra yapisal degisiklikler veya elementlerin yeniden dagilimi olmadigindan
dehidratasyon ve fiksasyon etkilerinden arindirilmistir. Bu nedenle Kriyo-TEM,
dehidratasyon kalintilar1 olmadan nanopartikiilleri ve proteinleri gorsellestirmek i¢in en iy1
yontem olarak kabul edilmektedir. Bdylece membran yapilari ve liimenleri olan

eksozomlarin goriintiilerini yakalamak i¢in de uygun olmaktadir (Gurunathan vd. 2019).

Gergeklestirilen bu ¢alismada iAMKH-ekso’larin karakterizasyon yontemlerinden biri de
Western blot asamasidir. Hiicreler tarafindan kiiltiir ortamina salinan eksozom miktarinin
belirlenmesi i¢in eksozomlardaki protein miktar1 hesaplanmaktadir. Bilinen tiim hiicrelerden
eksozom salinimi gergeklesirken, salinan eksozom miktar1 hiicre kaynagina bagli olarak
degismektedir (Thery vd. 2006). Calismamizda eksozom izolasyonu sonrasinda toplam
protein miktarinin belirlenmesi amaciyla Bradford analizi yapilmistir. Olgiilen protein
miktart eksozom konsantrasyonu belirlemede bir yontem olarak literatiirde bildirilmistir
(TSMLT vd. 2018). Yapilan ¢alismalar ile eksozom 6rneklerinin protein konsantrasyonu
belirlenmistir. Sonu¢ olarak Bradford tayini ile Ol¢iilen protein miktarindan eksozom

verimine gecis yapilmistir.

Eksozomlarin sahip oldugu toplam protein igerigi Bradford protein analizi ile 6l¢iiliirken,
plazma membraninda yer alan eksozom yiizey belirteglerinin tayininde Western blot
yontemi kullanilmaktadir (Paolini vd. 2016). Calismamizda CD9, CD63, CD81 ve HSP70
eksozom marker proteinleri western blot ile gosterilmistir. Adipoz kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin fibroblastlardaki tip-1 kollajen metabolizmasindaki

oneminin belirtildigi ¢alisma (Liu vd. 2018) ve diger ilgili literatiir ¢aligmalar1 (Cheng vd.
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2018) ile uyumlu olacak sekilde elde ettigimiz eksozomlardaki marker proteinlerin
ekspresyonlar1 western blot yontemi ile belirlenmistir. Sonuclar beklenildigi gibi

eksozomlarin karakterizasyonunda gecerli ve literatiir ile uyumlu sonu¢ vermistir.

IAMKH-ekso’larin karakterizasyon ¢alismalari i¢in yapilan immiinofloresans analizlerinde
SW480 hiicreleri iizerine eksozom uygulamasi yapilmis ve CD81 ve CD63 antikorlari
kullanilarak goriintiilenmistir. Yuan vd.2020 tarafindan yapilan ¢alismada kolon kanseri
hiicre hatlarinda CD81 ekspresyonu immiinofloresans analizleriyle gosterilmistir. Aym
calismada hasta drneklerinden yapilan analizlerde CD81’in yiiksek ekspresyonu ile kolon
kanserinde kotii prognoz arasinda iliski belirlenmistir (Yuan vd. 2020). Calismamizda hem
eksozom uygulanmamis NT grubunda hem de PBS kontrol grubunda CD81 boyanmasi zayif
da olsa goriintiilenmis, eksozom uygulanan grupta ise boyanmanin daha yiiksek oldugu
gorliinmiistiir. Bu durum hiicrelerin etrafinda eksozomlarin oldugu seklinde yorumlanmastir.
CD63 iginde benzer sonuclar bulunmus ve eksozomlarin hiicrelerin etrafinda yer aldigi
seklinde yorumlanmistir. Immiinofloresans goriintiileme ile kantitatif olarak bir belirleme
yapilamamigstir ancak kontrol grubu ile karsilagtirildiginda eksozom uygulanan gruplardaki

CD63 ve CD81 boyanma siddetindeki artis eksozomlarin karakterizasyonunu saglamstir.

Calismamiz kapsaminda iki farkli yontemle eksozomlarin izole edilmesi ve izole ettigimiz
eksozomlarin sitotoksik etkisinin belirlenmesi de amaglanmistir. Gergeklestirilen ¢alismada
bu sartlar1 saglayan bir izolasyon prosediirii ve standardize edilmis bir protein analizini
gerektirmektedir. Bu amagla literatiirde eksozom izolasyonu ve miktar belirleme yollar:
farklilik gostermektedir. TSMLT vd. 2018 gergeklestirdikleri ¢aligmada insan tiikiiriigiinden
eksozom izole etmislerdir. Ardindan elde edilen eksozomlarin SEM, NTA, Bradford ve
western blot analizleri ile karakterize etmeye ¢aligmislardir. Ayrica eksozomal proteinin
saklanmasinda proteaz inhibitorlerin etkisini de degerlendirmisler. Elde ettikleri sonuglarda
gerceklestirilen analizlerin genel olarak birbiriyle tutarli oldugu sonucuna varimaistir.
Ozellikle protein testinin tiim kosullar igin eksozomal protein konsantrasyonu degerlerinde
onemli bir fark gostermedigini belirtmislerdir. SEM ve NTA sonuglarinda eksozomlarin
kiimelenmesi  goriilirken ozellikle NTA analizinde izole edilen eksozomlarin
konsantrasyonu hesaplanmistir ancak eksozomlarin kiimelenmesi nedeniyle, hiicrelerin in
vitro calismalar1 ig¢in protein testi sonucundan elde edilen eksozomal protein
konsantrasyonunun kullanmanin daha giivenilir oldugunu belirtmislerdir. Buradan yola

cikarak biz de g¢alismamizda izolasyonunu ger¢eklestirdigimiz eksozomlarin miktarinin
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belirlenmesinde Bradford analizinden faydalanarak eksozomlarin farkli konsantrasyonlarda

uygulamalari i¢in protein miktarindan yararlanilmistir.

izolasyonu yapilmis olan eksozomlarin, SW-480 kolon kanseri hiicrelerinde MTT analizi
gerceklestirilmistir. Izolasyonu yapilmis iAMKH-ekso’larda 476.92, 238.46, 105.30,
33.69,12, 6, 3, 1.5, 0.75, 0.375 ve 0.187 ng/ul seklinde seri eksozom uygulamalar1 yapilarak
24, 48 ve 72. saatlerde hiicre canlilig1 degerlendirilmistir. IAMKH-ekso’larin kolon kanseri
hiicrelerinde hiicre canliligi ve sitotoksik etkisi belirlenmistir. 24,48 ve 72. saatlerde MTT
analizinde kontrol ve PBS gruplarinin bazilarinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulundugu, baz1 gruplarda ise anlamli bir fark bulunmadigi, sonucuna varilmistir. Buna gore
Sekil 4.16°daki 24. Saatte MTT analizi sonucunda eksozom uygulanmis tiim gruplar
arasinda hiicre canliliginda herhangi bir sitotoksik etki goriilmemistir. Ayrica kontrol, PBS
ve eksozom doz uygulama gruplarinin tamaminda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.
Ayni sekilde eksozom doz uygulamasi yapilan Sekil 4.17°deki 48. saat uygulamasinda
yapilan MTT analizi sonucunda kontrol ile 0.75 ng/ul; 6 ng/ul ile 0.75 ng/ul ve 0.75 ng/ul
ile 0.375 ng/ulgruplart arasinda anlamli bir fark bulunurken kontrol ve PBS gruplarinda
anlamli bir fark goriilmemistir. Devaminda 72. saatte kontrol, PBS ve eksozom gruplar
arasinda anlamli bir fark gbzlenmezken ayni zamanda sitotoksik dozlar olmadig:
belirlenmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde gergeklestirilen bu ¢calismada kullanilan dozlar 476.92,
238.46, 105.30, 33.69,12, 6, 3, 1.5, 0.75, 0.375 ve 0.187 ng/ul gz oniine alindigin tiim grup
ve saatlerde bazi gruplar arasinda anlamli farklar olsa da eksozomlarin sitotoksik etkisi
goriilememistir. Bu ¢alismayi takiben daha yiiksek eksozom dozlar1 kullanilarak ¢alismaya
devam edilmistir. Buna goére 33.69 ng/ul ve 105.30 ng/ul olarak uygulanan iIAMKH-
ekso’larin SW-480 hiicrelerinde gergeklestirilen MTT analizi sonucunda 48. saatte hiicre
proliferasyonunda kayda deger bir artig veya azalma goriilmemis ve bu durumda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi belirlenmistir. Bir sonraki MTT analizinde eksozom
konsantrasyonu 238.46 ng/ul olarak uygulandiginda sonu¢ alinmigtir. 48. saat MTT
sonucuna gore kontrol ve PBS gruplarinda birbiri ile anlaml1 fark olmadigi belirlenmis ancak
238.46 ng/ul konsantrasyonunda uygulanan eksozomlarda hiicre canliliginda azalma
meydana gelmistir. Bu azalmanin istatistiksel olarak anlamlioldugu bulunmustur. Son olarak
gerceklestirilen MTT c¢alismasinda eksozom konsantrasyonu 476.92 ng/ul olarak
uygulanmistir. Buradan elde edilen sonuglarda ise eksozomlarin SW-480 hiicrelerinin
onemli bir kisminda sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Kontrol ve PBS gruplarinin

kendi icinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken eksozom konsantrasyonu
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476.92 ng/ul uygulanmis hiicrelerde kontrol ve PBS gruplarina goére birbirinden farkli

oldugu gosterilmistir.

Gomari vd. 2018 yaptiklart bir ¢alismada mezenkimal stromal hiicrelerden eksozom
izolasyonu yaparak farkli kanser hiicre hatlarinda antitimor etkileri degerlendirilmistir.
Buna gore gerceklestirilen MTT analizinde eksozom uygulamasi yapilan ve eksozom ile
doksorubisin uygulamasi yapilan BT-474 hiicre hattinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (Gomari vd. 2018) MTT analizinde 48.saatte kontrol ve PBS gruplar arasinda
istatiksel olarak anlaml fark olmadigi, ancak kontrol grubu ve 0.75ng/ul grubu, 6 ng/ul ve
0.75 ng/ul grubu, 0.75 ng/ul ve 0.375 ng/ul gruplar arasi istatiksel olarak anlamli farklar
tespit edilmistir. Buna gore kontrol grubuyla 0.75 ng/ul grubu arasinda anlamli bir azalma
ve 6 ng/ul grubu 0.75 ng/ul grubuna gore aralarinda anlamli bir artig goriiliirken, 0.75 ng/pl
grubu 0.375 ng/ul grubuna goére anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Literatiirde
Kheradjoo vd. 2022 yapmis olduklari bir ¢alismada MKH-ekso’larin retinoblastoma
hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisini degerlendirmistir. Elde edilen sonuglarda eksozom
uygulamasinin hiicre c¢ogalmasin1 engelledigi belirtilmistir. Ayni1 zamanda eksozom
uygulamasinin retinoblastoma hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, microRNA-143
ekspresyonunun yukari regiilasyonu goriiliirken Bcl-2 ekspresyonunu da azalttigini
gostermistir (Kheradjoo vd. 2022).

Tek bir hiicrenin bir koloniye donlisme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre hayatta kalma
testi olan koloni formasyon testi ile hiicre gocli ve hiicre-hiicre interaksiyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan yara iyilesme (hiicre migrasyon testi veya ¢izik testi) analizleri
de gerceklestirilmistir. Buna gore bu analizler ile ilgili literatiir incelendiginde elde edilen
sonuglar ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Xing vd. 2020 GARP knock-out ve knock-out
olmayan mezenkimal kok hiicre benzeri hiicrelerde eksozom izolasyonu yapmis ve ardindan
fare kolon kanseri hiicrelerindeki proliferasyon ve invazyondaki degisimlerini aragtirmistir.
Calismada GARP knock-out ve knock-out olmayan mezenkimal kok hiicre benzeri
hiicrelerden izole edilen eksozomlar 10 ng/ul olarak uygulanmistir. GARP knock-out
olmayan hiicrelerden izole edilen eksozomlarin 10 ng/ul uygulamasinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalmaya neden olmadigi
belirlenmistir. Ancak ayn1 uygulama koloni formasyonunda anlamli bir azalmaya sebep
olmustur (Xing vd. 2020). Yine iskemik sican kalbi ekstreleri ile 6n islem gormiis

mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin anjiyogenezi tesvik ettigi gosterilen
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calismada ise Huvec hiicrelerine uygulanan 100 ng/ul eksozomun hiicre proliferasyonunu
arttirdigt MTT testiyle ve hiicre migrasyonundaki artis da yara iyilesme testleri ile
gosterilmistir (Xiao vd. 2022).

Gegtigimiz birkag y1l i¢inde biiyiik 6l¢tide paralel cDNA dizilemesi veya RNA-sekanslama
teknolojisi transkriptomlarin karakterizasyonu ve kantifikasyonunun belirlenmesinde birgok
ilerleme kaydetmistir. RNA-sekanslama yontemlerindeki ¢esitli gelismeler sayesinde, RNA
transkriptlerinin eksiksiz bir karakterizasyonu saglanmistir. Bu gelismeler, transkripsiyon
baslangi¢ yeri haritalamasinda, iplik-spesifik 6l¢iimlerde, gen fiizyonu tespitinde, kii¢iik
RNA karakterizasyonunda ve alternatif ekleme olaylarinin tespitinde iyilestirmeleri
icermektedir. Devam eden bu gelismeler 6zellikle dogrudan RNA dizilemesi ve ¢ok kiigiik
miktarda hiicresel materyalden RNA kantifikasyonuna izin veren yaklagimlar gelecekte

RNA-seq uygulamasi i¢in daha fazla ilerleme vaat etmektedir (Ozsolak ve Milos, 2010).

Eksozom uygulamasi yapilmis kolon kanseri hiicre hatti olan SW-480 hiicrelerinde RNA
sekans analizi yapilmigtir. RNA sekans analizi genlere ait 6zgiin transkriptomik diizenlerin
ortaya ¢ikarilarak referans transkriptomda ya da yeni transkriptler ve bunlarin farkli
diizenlemeleri ile tanimlanmaya ¢alisilmaktadir. Calismamizda iAMKH-ekso’larin kolon
kanseri hiicre hatt1 {izerinde etkisini konsantrasyon ve zaman araligi goz Oniinde
bulundurularak uygun deney grubu olusturulmustur. Ardindan eksozom uygulanmis deney
grubu ve kontrol deney grubu belirlenmis ve RNA sekans analizine tabi tutulmustur. Bu
analiz i¢in SW-480 hiicreleri 6 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarina her kuyucukta esit sayida
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hem eksozom uygulanmis deney grubu hem de kontrol
deney grubu 3 tekrarli olacak sekilde deney dizayni olusturulmustur. Eksozom
uygulamasinin ardindan belirlenecek optimum zamanda hiicreler tripsinizasyonla
kaldirilmistir. Elde edilen hiicre pelletleri PBS ile yikanarak RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.  RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. RNA miktar1 mikro plaka okuyucuda pDrop™ kullanilarak belirlenmis
ve RNA miktar1 hesaplanmistir. RNA saflig1, kalitesi ve alt birimleri RNA jel elektroforezi
yapilarak kontrol edilmistir. Ardindan RNA sekans analizi i¢in GenEra-ILLUMINA
firmasindan hizmet alimi yapilmistir. RNA kalitesi ve miktar1 belirlenen 6rnekler GenEra-
ILLUMINA firmasma gonderilerek RNA sekans analizi gerceklestirilmistir. Sekans
analizinde Illumina Stranded Total RNA Prep with Ribo-Zero Plus kiti ile kiitiiphane

hazirligi, illumina NovaSeq platformunda minimum 60 milyon okuma (2x150 bp) ile
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dizileme ve temel ve ileri biyoinformatik analizleri (DEG analizi, yolak analizi, gen ontoloji
analizi, gruplar arasi istatistiksel analizler) igermektedir. RNA sekans analizi ile beraber
biyoinformatik analizler de gergeklestirilip basariyla tamamlanmistir. Elde edilen
biyoinformatik veriler sonucunda belirlenen genler igin primer dizayni yapilmis ve real time

PCR ile ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Azadani vd. 2024 yaptiklar1 ¢alismada kronik hepatit C viriisii enfeksiyonu olan hastalarin
karaciger orneklerinde RNA-sekans transkriptom profillemesi yapilmis, farkli sekilde ifade
edilen genler (DEG’ler) tanimlanmistir. Ardindan ornekler biyolojik siireg, molekiiler
fonksiyon analizi ve KEGG yol zenginlestirme analizine tabi tutulmustur. Ayrica, RNA-seq
verilerinin dogrulanmasi i¢in yedi aday gen i¢in qRT-PCR kullanilarak arastirilmistir.
Ekspresyon seviyesi dnemli lgiide farkli olan genleri taramak i¢in, hasta grubunda alt1 gen
gRT-PCR ile dogrulanmistir. Bununla beraber genler arasinda birka¢ gende pozitif
korelasyon oldugu bulunmustur. Bu genlerin kronik hepatit C viriisii enfeksiyonu olan
hastalara 06zgiil veya iliskisi oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda dizileme
kiitliphaneleri, poli-A  iceren mRNA molekiillerinin  saflastirilmasi, mRNA’nin
parcalanmasi, ters transkripsiyon, u¢ onarimi, tek bir ‘A’ bazinin eklenmesi, adaptorlerin
baglanmasi ve son cDNA kiitliphanesini olusturmak icin PCR ile saflagtirma ve
zenginlestirmeyi iceren Illumina® TruSeq™ RNA Ornek Hazirlama Kilavuzu kullanilarak
hazirlanmistir. Ham dizileme okumalarinin kalitesi FASTQC yazilimi ile kontrol edilmis,
QC’nin kalite puani, GC igerigi ve adaptor igeriginin degerlendirilmesini igermektedir.
Kalite puani 30’un altinda, diziler arasinda alisilmadik GC igerigi dagilimi ve her
kiitiiphanede 6nemli miktarda adaptér bulunmasi gibi diisiik kaliteli okumalar kirpilmis ve
kirpilan okumalarin kalitesi tekrar test edilmistir. Azadani vd. 2024 tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada karsilagtirilan gruplar arasinda her transkriptin ifade
seviyesindeki farki belirlemek icin Deseq2 paketi kullanilarak farkli gen ifadesi analizini

gerceklestirmislerdir (Azadani vd. 2024).

RNA-sekanslamanin yiiksek maliyeti de goz ardi edilemeyecek problemlerden biridir.
Mevcut tespit sistemlerinin her hiicre tipini dizilemesi RNA-sekanlama maliyetini kabul
edilebilir bir diizeye getirmis olsa da, binlerce hiicrenin analiz edilmesi gerekebileceginden
genel maliyet halen engelleyici durumdadir. Dizileme maliyetinin azaltilmasi, RNA-
sekasnlamanin onkoloji ve diger alanlarda uygulanmasini saglayacaktir. Molekiiler profilin

in situ dizileme ve gercek zamanli dizileme kullanilarak zamansal ve mekansal l¢limii, tek
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hiicrelerden  DNA-RNA’nin in vivo analizini gelistirmistir. Ancak giliniimiizde bu
yontemlerin artirilmis hassasiyet, kapsam, erisilebilirlik ve maliyet azaltimina ihtiyaci
vardir. Ek olarak uzun okuma RNA-sekans teknolojisi sablon genislemesinin eksikliklerini
giderir, yanhs pozitif oranini azaltir ve daha uzun, acgiklama yapilmamis transkriptleri

tanimlayabilir, bdylece geleneksel kisa okuma yontemlerinin sinirlamalarini ele almaktadir
(Chang vd. 2024).

RNA sekans analizi sonucunda biyoinformatik ¢alismalar ile 13 gen belirlenmistir.
usegalaxy.org programi kullanilarak biyoinformatik analizde down regiile ve up regiile
genler belirlenmistir. Bu asama kisaca dosyalarin ham verileri, FastQ ham data olarak
sisteme yiiklenmesiyle baslamistir. Ardindan okuma kirpma ve filtreleme i¢in ¢esitli isleme
adimi olan trimmomatic analiz yapilmistir. Verilerin hizli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in
FastQC asamasina gecilmistir. Burada BAM, SAM gibi dosyalarda olusabilecek sorunlarda
hizli bir bakis saglamaktadir. Bu asamayi takiben HISAT2 analizi yapilmistir. HISAT2
dizileme okumalarin1 genoma hizli ve hassas bir sekilde hizalanmasini saglamak icin grafik
tabanli bir veri yapist saglamaktadir. Daha sonra FeatureCounts adimina gegilerek yiiksek
verimli oOzelliklere okuma atama islemlerini gergeklestirmektedir. Devaminda gen
annotasyonu ve Limma adimi takipedilerek RNA-Seq verilerini hizli, esnek ve giiclii analiz
edilmesini saglamaktadir. StringTie ve DESeq analizleri detranskriptomundaki (gen
ekspresyonu) farkliliklart belirlemek i¢in kullanilmigtir. Tiim adimlar izlendikten sonra 8’i
down, 5’1 up regiile genler belirlenerek NCBI veri tabaninda accesion numaralari ile
dogrulanmistir. Ardindan genlerin mRNA seviyesindeki degisimleri degerlendirilmistir. Bu
genler ATOHS8, EPS8L3, TOM1L1, MYOF, GLOD5, CA9 ve GMDS, SDF4, POLAZ2,
ADAMTS17, MARCHF2, WDR76 ve ARAP2 olarak belirtilmistir. Biyoinformatik analiz
sonucunda up regiile genler ATOH8, EPS8L3, GMDS, POLA2, SDF4; down regiile genler
ADAMTS17, ARAP2, CA9, GLOD5, MYOF, MARCHF2,WDR76, TOM1L1 tespit
edilmistir. Yapilan RT-PZR sonucunda pozitif korelasyongdsteren genler ATOH8, EPS8L3,
TOM1L1, MYOF, GLOD5, CA9 ve GMDS olurken, SDF4, POLA2, ADAMTS17,
MARCHF2, WDR76 ve ARAP2 genlerde negatif korelasyon tespit edilmistir. Up regiile
genlerden istatistiksel olarak anlamli fark olup 6ne ¢ikan genlerden ATOHS, EPSSL3 ve
GMDS genleri belirlenmistir. Bu genlerden shRNA primer tasarimi gerceklestrilerek gen
ifadesi susturma calismalarinda kullanilmistir. Susturma c¢alismalarinda tasarlanan sh
oligolarinin 6ncelikle baglanma reaksiyonuna tabi tutulmasiyla ilk adim gergeklestirilmistir.

Ardindan lentiviral tabanli pLKO.1-TRC vektoriiniin uygun restriksiyon enzimleri
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kullanilarak kesilmesi ve kesilen vektoriin geri kazanilmasi gerekmektedir. Geri kazanilan
vektoriin ardindan sh oligolaryla beraber ligasyon protokolii uygulanarak, susturmak
istedigimiz hedef genin vektoriin icerisine klonalama asamasina gelinmistir. Ligasyon
sonucu vektore uygun antibiyotik secilerek yapilan transformasyonda petriye tek koloni
ekimi yapilmistir. Tek koloni ekimi yapilan ATOHS geni i¢in olusan koloni s1v1 besiyerine
ekilerek ¢ogaltilmistir. Gliserol stogu yapilan 6rnegin plazmit DNA izolasyonu yapilarak
elde edilen iiriinde rekombinant kesim yapilmistir. Bunun i¢in EcoRI ve Ncol ile kesimi
yapilan Orneklerin jel goriintiisiinde kesilmis vektor ve susturulacak hedef genimiz
goriintiilenmis bantlar dogru yerde tespit edilmistir. Sonug¢ olarak vektor igerisine sh

ATOHS8 un basariyla klonlanmasi saglanmustir.

Gen ifadesi ve bunlarin diizenlenmesinin hastaliklarla iligkili olup genlerde yanlis
diizenlenmeyi daha iyi anlamak icin insan genomunun agiklamasi esastir. ilk adim olarak,
protein kodlayan ve kodlamayan genlerin tam setini tanimlamak ve bunlardan hangilerinin
belirli hiicre tiplerinde aktif olarak transkripsiyona ugradigini tespit etmek ideal olacaktir
(Lee ve Young, 2013). Belirli genlerin devre dis1 birakilmasini hedefleyen kisa sa¢ tokasi
shRNA’lar, ¢ok sayida norodejeneratif bozuklugu olan hastaliklarin tedavisinde muazzam
bir vaat sunmaktadir. Rohn vd. 2024 yapmis olduklari ¢alismada indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerden farklilagtirilmis noronlar kullanarak insan HTR2A genini devre disi
birakmak i¢in shRNA tasarlamislardir. Buna gére SHT-2A mRNA ve reseptor proteininin
devre dist birakilmasimin kendiliginden elektriksel aktivitede bir azalmaya yol a¢tigini in
vivo’da ise shRNA igeren AAV9 vektorlerinin intranazal olarak verilmesi, farelerde
anksiyete benzeri davraniglarda bir azalmaya ve hem farelerde (%104) hem de siganlarda
(%92) aracla tedavi edilen hayvanlara kiyasla hafizada 6nemli bir iyilesmeye yol agtig1
belirlenmistir (Rohn vd. 2024). Bu 6zelligine ek olarak kan-beyin bariyerini asabilen invaziv
olmayan bir shRNA’nin ¢ok sayida norolojik zihinsel bozukluk gibi diger hastaliklarin
tedavisi icin de genis kapsamli ¢ikarimlara sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle,
HTR2A genini hedeflemek, kronik anksiyete ve yasa bagl biligsel gerilemeyi tedavi etmek
icin yeni bir terapotik yaklasim sunmaktadir. Ancak, shRNA ile olusturulan molekiillerin
belirli davranislarin altinda yatan ndronal devreleri degistirip degistiremeyecegi ise halen

arastirma konusu olarak tartisilmaktadir (Rohn vd. 2024).
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Hiicresel gen ifadesi programlarinin kontroliine iliskin son zamanlardaki Ongdriiler,
hastaliklarin gen ifadesinin yanlis diizenlenmesine iliskin 6nemli bir etkiye sahip olmustur.
Kanser, otoimmiinite, ndrolojik bozukluklar, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik ve obezite
dahil olmak tizere bir¢ok farkli hastalik ve sendromlar, diizenleyici diziler ve bu bolgelerle
etkilesime giren transkripsiyon faktorleri, kofaktorler, kromatin diizenleyicileri ve
kodlamayan RNA’lardaki mutasyonlardan kaynaklandigi 6n goriilmektedir (Lee ve Young,
2013).

Sonug olarak, ¢alismamizda IAMKH’leri kullanarak iki farkli eksozom izolasyon teknigi ile
IAMKH-ekso’lar1 elde edilmistir. Ozellikle kit ydnteminin yeterli eksozom izole etmek igin
kullanilmasiin uygulanabilirligini desteklemektedir. Boylece kit yonteminin ultrasantrifiij
yontemine gore nispeten daha avantajli oldugu sonucuna varilmistir. Ozetle bu ¢alismada
ticari kit sinirli miktarda eksozom izolasyonuna izin verse de ultrasantrifiij yontemine gore
yeterli bir alternatif oldugu disiiniilmektedir. Bu adimdan sonra eksozomlarm TEM,
Western blot ve immiinofloresan teknikleriyle karakterizasyon g¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda eksozomlar gerek boyut ve morfoloji gerekse eksozoma 06zgii
antikorlar kullanilarak bagariyla karakterize edilmistir. Karakterizasyonu yapilan
eksozomlarda SW-480 hiicreleri tiizerinde sitotoksiste calismalar1 gergeklestirilmistir.
Eksozomlarin hiicreler iizerindeki etkisi zamana ve doza bagimli olarak farklilik gosterdigi
sonucuna varilmistir. Devaminda eksozomlarin SW-480 hiicreleri iizerinde hiicre
migrasyonu ve koloni olusturma kapasitesi degerlendirilmis elde edilen sonuglarin literatiir
ile uymlu oldugu kanisina varilmistir. Buradan yola ¢ikarak eksozomlarin hiicreler iizerinde
etkisinin daha detayli incelenmesi amaciyla RNA sekanslama analizi gergeklestirilmistir.
RNA sekanslama analizi ile yapilan biyoinformatik analizler sonucunda gen ekspresyonunu
up regiile ve down regiile olarak etkileyen genlerden 13 tanesi istatistiksel olarak 6ne ¢ikan
genler olarak belirlenmis ve bu genlerin ekspresyonu yeniden primer tasarimi yapilarak RT-
PZR diizeyinde incelenmistir. Buradan elde edilen sonuglarda biyoinformatik analizlerle
korele olan ve olmayan sonuclar karsilastirilmis, 6zellikle istatistiksel olarak anlamli 3 up
regiile gen belirlenerek shRNA gen susuturma adimina gecilmistir. Burada lentiviral tabanlt
vektore shRNA olarak tasaranan oligolar klonlanarak SW-480 hiicreleri igin ATOHS8’in
susturulacak hiicre popiilasyonu elde etmemizi saglamis olacaktir. Tezimiz kapsaminda
gerceklestirilen tim bu calismalar g6z Oniine alindiginda, kanser calismalarinda

eksozomlarin kullanilabilirligine destek olacagi aym1 zamanda eksozomlarin islevini
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anlamaya ve eksozom caligsmalarini desteklemeye tesvik edecek 6rnek bir calisma olacagina

inanilmaktadir.
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