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Adipoz Doku Kaynakh Ekstraselliiler Vezikiillerin Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkisi
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OZET:

Meme kanseri, en yaygin kiiresel malignitedir ve kansere bagl oliimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir.
Meme kanserinin erken teshis edilmesi, farkli tedavi yontemleri ile tedavi basari oranini yiikseltmektedir.
Ancak ilerleyen evrelerde ise hem tedavi basar1 orani diismektedir hem de giincel tedavi yontemlerinden
kemoterapi veya radyoterapinin uygulanmasinin hastaya yan etkileri de olabilmektedir. Bu nedenle kisiye
0zel, yan etkinin olmadig1 tedavi modellerini bulmak gerekir. Eksozomlar dogal nanopartikiiller olup,
ayni zamanda hiicreler arasi iletisimde 6nemli roller oynayan, ¢ok c¢esitli lipidler, proteinler, metabolitler,
RNA'lar ve DNA'lar igeren kiigiik hiicre dig1 vezikiiller olarak bilinirler. Bu ¢alismanin amaci, adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden presipitasyon yontemi ile elde edilen eksozomlarin (AD-
Ekso) insan meme kanseri hiicre hatti, MCF-7, ve meme epitel hiicre hatti, MCF10A, iizerinde farkl
konsantrasyonlarda Anneksin V/PI metodu kullanilarak apoptotik etkilerinin arastirtlmasidir. Erken
apoptotik, gec apoptotik, canli ve 6li hiicreler, her iki hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat boyunca farkli
40x10%°, 20x10% ve 10x10% AD-Ekso/mL konsantrasyonlari ile muamele edilerek MCF-7 gruplarinda
toplam yiizde total apoptotik etkileri 24 saat icin 40x10'%/AD-Ekso/mL’de %58.817+4.2, 48 saat icin
20x10'%AD-Ekso/mL 'de %56.37+9 ve 72 saat i¢in 20x10*° AD- Ekso/mL'de %70.9+4.1'dir. AD-Ekso
verilen MCF-7 hiicre gruplar1 hem kendi aralarinda hem de AD-Ekso uygulanmayan MCF-7 hiicre
gruplart ve MCF10A hiicre gruplan ile karsilastirildiginda zaman ve doza bagh olarak aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MCF10A ve MCF-7 kontrol gruplar degerlendirilmis
ve anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Sonug olarak, eksozomlar kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikleyerek kanser tedavisinde potansiyel kapasiteye sahip olabilir.
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ABSTRACT:

Breast cancer is the most common global malignancy and the second leading cause of cancer death. Early
diagnosis of breast cancer increases the success rate of treatment with different treatment methods.
However, in the advancing stages, both the treatment success rate decreases, and the application of
chemotherapy or radiotherapy, which is one of the current treatment methods, may also have side effects
on the patient. Therefore, it is necessary to find that personalized treatment models do not have side
effects. Exosomes are natural nanoparticles and are also known as small extracellular vesicles which play
important roles in intercellular communication, containing a wide variety of lipids, proteins, metabolites,
RNAs and DNAs. This study aimed to investigate the apoptotic effects of exosomes obtained from an
adipose tissue-derived mesenchymal stem cell (AT-Exo) by precipitation method on human breast cancer
MCF-7 and breast epithelial MCF10A at different concentrations by using Annexin V & Dead Cell
method. Early apoptotic, late apoptotic, live and dead cells have been evaluated by Annexin V-FITC/PI
staining in both cell lines and have found that the percentage of total apoptotic 58.817+4.2%, 56.37+9%,
70.9+4.1% in the 40x10%, 20x10%° ve 10x10%° AT-Exo mL™ groups for 24h, 48h and 72h respectively.
When MCF-7 cell groups given AT-Exo have been compared both among themselves and with MCF-7
and MCF10A cell groups not given AT-Exo, the difference has been statically significant depending on
time and dose (p<0.05). MCF10A and MCF-7 control groups have been evaluated, and no significant
difference has been observed (p>0.05). In conclusion, exosomes may have the potential capacity in
cancer therapy by inducing apoptosis in cancer cells.
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GIRIS

Kok hiicreler, insan viicudunun O6zellesmemis hiicreleridir. Bir organizmanin herhangi bir
hiicresine farklilasabilir ve kendini yenileme yetenegine sahiptirler. Kok hiicreler hem embriyolarda
hem de yetiskin hiicrelerde bulunur. Kok hiicre ¢esitleri basit izolasyon prosediirleri ve kiiltlirde
ylksek proliferatif yetenekleri (Wankhade ve ark., 2016), diisilk immiinojenisite ve immiinosupresif
Ozellikleri, uzun siireli kiiltiirde daha stabil olmalari, digerlerine gére daha diisiik yaslanma ve daha
fazla cogalma yetenekleri nedeniyle rejenerasyon tedavileri i¢in uygun bir aragtir (Barone ve ark.,
2016). Insan adipoz dokudan tiiretilen kok hiicreler IADKH'ler), sartlandirilmis bir ortam kullanilarak
uyarilma iizerine farkli hiicre soylarma farklilasabilir. Ozellikle, mikro c¢evreden gelen kiiciik
molekiiller veya fiziksel enerjiler, kok hiicrenin; kendini yenileme, farklilagmay1 indiikleme ve hiicre
yeniden programlama gibi farkli yollart modiile ederek ve degistirerek hareket edebilir. (Basoli ve ark.,
2017, Santaniello ve ark., 2018). Bu tiir bir davranig, yalnizca farklilasmamis bir kok hiicrenin
korunmasiyla ilgili degil, ayn1 zamanda hem hiicre ¢ogalmas1 hem de farklilasmamis kok hiicrelerde
yer alan ve ifade edilen oktamer baglayici transkripsiyon faktorii 4 (OCT4), SRY -iligskili HMG-box
(SOX) ailesinin bir iiyesi olan SOX2 ve Nanog proteinleri (Nanog homeobox) (Chambers ve
Tomlinson 2009) dahil olmak iizere kok genlerine baglidir (Shi ve Jin 2010). OCT4, SOX2 ile birlikte
somatik hiicrelerin in vitro olarak soy spesifikasyonunda ve yeniden programlanmasinda rol oynayan
Oonemli bir belirtecidir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Nanog, insan gelisiminin diizenlenmesinde
Oonemli bir rol oynayan bir kok hiicre transkripsiyon faktoriidiir; hiicre ¢ogalma ve apoptozda yer alir.
1ADKH'ler, rejeneratif ve estetik/plastik rekonstriikksiyon tibbinda, diizensizligi onceden var olan
malignitelere bagli olmayan, daha cok hipoksik/iskemik, travmatik ve inflamatuar kosullardan
kaynaklanan, alicinin yaralanmis dokularima farkli yontemlerle nakledilerek yaygin olarak
kullanilmaktadir. Adipoz dokudan elde edilmis mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), kok hiicrelerin
onemli bir dalidir ve rejeneratif tip, hiicre tedavisi ve doku miihendisligi arastirmalarinda umut verici
tohum hiicreler olarak kabul edilmistir. Buna goére, MKH'lerden tiiretilen eksozomlara (MKH-EKs0)
dayali arastirma biiyiik degere sahiptir. Eksozomlar, multivezikiiler hiicre zarlarinin fiizyonu ile olusan
30-150 nm c¢apinda hiicre dis1 vezikiiller (EV)’dir (Gurunathan ve ark., 2019). EV'ler, boyutlarina,
biyolojik 6zelliklerine ve olusum siireglerine gore temel olarak eksozomlara, mikro-pargaciklara ve
apoptotik cisimlere ayrilir. Hemen hemen tiim hiicreler tarafindan salinabilirler, hiicreden hiicreye
iletisim yoluyla hedef hiicrelere aktarilabilirler ve cesitli biyolojik islevleri yerine getirebilirler (Li ve
ark., 2019). Biyolojik olarak aktif vezikiiller olan eksozomlar, biyofarmasoétikler ve nanotip (nano-
ilaglar) ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle, eksozomlar dogal “biyo-nanotip” olarak adlandirilabilir
(Wei ve ark., 2020). Bu agidan, MKH-eksozomlar1 potansiyel nano-terapdtik ajanlar olarak kabul
edilebilir.

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Bu kanser molekiiler diizeyde heterojen bir
hastaliktir ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2'nin (ERBB2 tarafindan kodlanan HER?2)
aktivasyonunu, hormon reseptorlerinin (Ostrojen ve progesteron reseptorii) aktivasyonunu ve/veya
BRCA (Breast Cancer, Meme Kanseri) mutasyonlarini igerir. Uzak organ metastazlari olan ilerlemis
meme kanseri, su anda mevcut tedavilerle tedavi edilemez olarak kabul edilmektedir. Son yillarda, bu
hastaligin tedavi konseptleri, bu molekiiler heterojenligi dikkate alarak gelismis ve daha ¢ok biyolojik
olarak yonlendirilen terapilere ve tedavinin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in kimyasal ajanlar ile
tedaviyi azaltmaya gidilmistir (Cardoso ve ark., 2017). Bu ¢alismanin amaci, saglikli adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinden salinan eksozomlarin (AD-Ekso), HER2 eksprese eden meme
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kanseri hiicre hattt MCF-7 ve meme epitel hiicre hattt MCF10A {izerine apoptotik etkilerinin
arastirilmasidir.

MATERYAL VE METOT

Hiicre Kiiltiiri

Calismada kullanilan hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MCF10A) Prof. Dr. Servet Ozcan tarafindan
bagislanmistir. MCF-7 hiicreleri %5 fetal sigir serum (Fetal bovine serum, FBS) (Biochrom S0113),
%1 pen-strep (Lonza DE17-602E), DMEM-High (Dulbecco Minimum Essential Medium) (Lonza
BE12-614F) hiicre besiyeri (kompleks besiyeri) ortamina yani kiitiir kosullarina alinarak, 37 °C’de %5
CO: igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Her 3 gilinde bir kompleks besiyeri degistirilmistir. Hiicre
yetistirme kabinin (flask) tabaninda hiicre yogunlugu %80-90’a geldiginde hiicreler %0,05 tripsin
(Lonza BE17-161F) ile 37°C'de 5 dakika inkiibe edilerek hiicreler kaldirilmis ve apoptoz testi igin
hazirlanmistir. Insan meme epitel hiicre hatti olan MCF10A ise 100 ng/mL kolera toksin (Sigma
C8052), 20 ng/mL epidermal biiyiime faktorii (EGF) (Sigma E4127), 0,01 mg/mL insiilin (PAA F005-
045), 500 ng/mL hidrokortizon (Sigma H0888) ve %20 FBS ile takviye edilmis DMEM/Ham's F-12
(Lonza BE04-687F/U1) kompleks besiyeri 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Her
3 giinde bir kompleks besiyeri degistirilmistir. Flask tabaninda hiicre yogunlugu %90’a geldiginde
hiicreler %0,05 tripsin-EDTA ile 37°C'de 5 dakika inkiibe edilerek hiicreler kaldirilmig ve apoptoz
testi i¢in hazirlanmustir.

Her iki hiicre hatt1 da 6 kuyucuklu flasklara 1x10° hiicre olacak sekilde FBS icermeyen
kompleks besiyeri ile ekim yapilarak 24 saat boyunca %5 COg2, 37 °C’de inkiibe edilmistir. 24 saat
sonunda MCF10A ve MCF-7 hiicrelerine karakterizasyon testleri yapilmis 40x10%°, 20x10%° ve
10x10'° AD-Ekso/mL olacak sekilde 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir.

Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Calismada kullanilan insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (American Type
Culture Collection, ATCC, PCS-500-011), Prof. Dr. Servet Ozcan tarafindan bagislanmis ve hazir
hiicre hatti olmas1 nedeniyle etik onay gerekmemistir. AD-MKH %5 FBS), %1 pen-strep ve DMEM-
Low (Lonza BE12-708F) igeren kompleks besiyeri ortamina yani kiitir kosullarina aliarak %5 CO.,
37 °C’de inkiibe edilmistir. Flask tabaninda hiicre yogunlugu %70-80’e geldiginde kompleks besiyeri
atilarak FBS igermeyen kompleks besiyeri ile 48 saat boyunca kiiltiire edilmistir. Bu zaman sonunda
kompleks besiyeri alinarak eksozom izolasyon asamasina ge¢ilmistir.

Mezenkimal Kok Hiicrelerden Eksozom izolasyonu

Adipoz doku kaynaklt MKH’lerden salinan eksozomu izole etmek i¢in ¢okeltme (presipitasyon)
yontemi uygulanmistir. Bu yontem igin System BioSciences firmasina ait eksozom izolasyon Kkiti
EXOTC50A-1-ExoQuick-TC kullanilarak, 48 saat sonra FBS icermeyen kompleks besiyerinden 5 mL
aliarak 3000 x g de 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatant kismi alinmistir. Stipernatant kismi steril
bir falkona alinarak kompleks besiyerinin beste biri olacak sekilde kit igeriginde bulunan eksozom
izolasyonunda kullanilan en yaygin polimer olan polietilen glikol (PEG) icerikli eksozom soliisyonu (1
mL) ile calkalanmis ve +4 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi yine ayni
kosullarda santrifiij edilerek siipernatant kismi uzaklastirilmis ve pellet kismi: 600 pL fosfat tamponu
(dPBS) (Lonza BE17-513F) ilave edilmistir ve eksozom karakterizasyonu testlerin yapilacagi zamana
kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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Eksozom Karakterizasyonu

Eksozomlarin goriintiilenmesi

Eksozomlarin membran bitiinliigiiniin kontrol edilmesi ve Image J programi kullanilarak
boyutlarinin 6lgiilmesi i¢in 1/1000 diliisyon oraninda fosfat tamponu (PBS) ile seyreltilerek altin
kaplama yapilarak kurutulmus ve optimize edilerek Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron
Microscope, SEM) (Zeiss GEMINI 500, Almanya) cihazi kullanilarak gériintiileme yapilmistir.
(Brydson ve ark., 2015).

Eksozomlarin zeta potansiyeli analizi

Eksozomlarin ylizey yiikiine bagli olan zeta potansiyeli, siispansiyondaki nanopartikiillerin
stabilitesi ve ayrica nanopartikiillerin hiicre zarma ilk adsorpsiyonunda ana faktordiir. Izole edilen
eksozomlar 1/1000 diliisyon orani ile fosfat tamponu (PBS) ile seyreltilerek ayrilma ve dagilma
stabilitesini belirlemek, elektriksel ve izoelektrik nokta arasinda potansiyel farki igin zeta
boyutlandirici analizérii ile zeta potansiyeli optimize edilerek belirlenmistir (Rasmussen ve ark., 2020).

Eksozomlarin nanopartikiil izleme analizi

Pargacik boyutu ve Kkonsantrasyonu, lazer i1sim1 aydinlatmasi altinda rastgele dagilan
parcaciklardan sagilan 1s1g1n videosu analiz edilerek eksozomlarin hem boyutlart hem de ml’deki sayisi
optimize edilerek belirlenmistir. Boyut dagilim diyagramlari, ortalama/mod boyut degerleri ve standart
sapmalar nanopartikiil izleme analizi (NTA) 3.4 yaziliminda hesaplanmistir (Dragovic ve ark., 2011).

Apoptoz Annexin V/PI boyama

Apoptoz tahlili, iireticinin talimatlar1 izlenerek Anneksin V/ Pl yontemi kullanilarak yapilmistir
(Annexin V-FITC/Dead Cell kiti, Luminex). Kontrol hiicreleri ve eksozom uygulanan hiicreler tripsin
ile toplanarak PBS igerisinde yikanmistir, 100 pl PBS tamponunda yeniden siispanse edilerek
karanlikta, oda sicakliginda 20 dakika boyunca 100 pl FITC-konjuge Anneksin V/PI ile 20 dk boyunca
inkiibe edilmistir. Sonuglar Muse Cell Analyzer cihazi ile analiz edilmistir. Bu testten elde edilen
veriler dort kategoriye ayrilarak degerlendirilmistir. Kadran 4, Anneksin V ve Pl boyamas: tespit
edilemedigi i¢in ¢ift negatif olup canli hiicreler, kadran 3, Anneksin V pozitif ve membran saglam
kaldig1 i¢in Pl negatif erken apoptotik hiicreler, kadran 2, Anneksin V ve Pl boyamasi ¢ift pozitif,
ikincil nekrotik ve gec apoptotik, kadran 1, pozitif Pl ve negatif Anneksin'li nekrotik hiicreler, plazma
zar1 olmayan 6lii ¢ekirdek hiicreler olarak degerlendirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Apoptoz testi sonucu verileri, GraphPad Prism 6 programi kullanilarak grup analizi altinda, 3
ayr1 bagimsiz set halinde, 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan her farkli konsantrasyonun gruplar
aras1 Ve gruplar i¢i degerlendirilmesi igin Two way ANNOVA, Tukey multiple comparisons testi ile
anlamhilik degeri p < 0.05 olarak kabul edilmistir. AD-Ekso uygulanan her konsantrasyon ve zamana
bagl 3 ayr1 bagimsiz set halinde yapilarak ortalama degerleri, yapisal esitlik degerleri (SEM) ve
standart sapmalar1 hesaplanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kék Hiicrelerin Goriintiillenmesi
AD-MKH morfolojik olarak degerlendirildigi uzun igsi yapilar halinde ve fibroblast benzeri
hiicre topluluklari olarak goériilmistiir (Sekil 1).
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Eksozom Karakterizasyonu

Eksozomlarin SEM analizi bulgular:
Presipitasyon metodu sonucunda

NN TR =S AN W7
G R ): AN v."
\\ §.>,'_‘} \ w's 4

. AR EALY Bl

izolasyonu tamamlanmis olan eksozomlarin yapisal

biitiinliiklerini korudugu izlenmistir. Image J programi ile yaklasik 7 eksozomun boyutlar1 6lgiilerek

boyut 6lgiimlerinin 95.6 Nnm+2.8 oldugu hesaplanmistir (Sekil 2).

jzE1ss

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 2. Eksozomlarin SEM goriintiisii ve Image J ile boyut 6l¢timii
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Eksozomlarin zeta potansiyeli analiz bulgulari

Izole edilen eksozomlarin zeta potansiyeli 6l¢iimii-37.6 olarak bulunmus ve cihaz tarafindan
sonug iyi olarak degerlendirilmistir. Cihaza bagli olarak zeta potansiyelinin -30 ’a yakin olmasi izole
edilen eksozomlarinin elektriksel ve izoelektrik nokta arasinda potansiyel farkinin kararli oldugunu
gostermektedir (Rasmussen ve ark., 2020). (Sekil 3).

918



Dilek KAAN 13(2), 914-924, 2023

Adipoz Doku Kaynakl Ekstraselliiler Vezikiillerin Meme Kanseri Hiicreleri Uzerine Apoptotik Etkisi

Resuits
Mean (mV) Area (%) Width (mV)

Zeta Potential (mV): -37.6 Peak 1: -376 100.0 461

Zeta Deviation (mV): 461 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/cm): 0,997 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality
Zeta Potential Distribution
DEQOOT e
N TS (]l ...... R TP :
@ | : : :
S AB000T e {-| ------
S M : :
e s
o 10000 ! : :
= I| |I : : .
SOOOF:«rre vy |"'|I """
G [\
-200 -100 1] 100 200
Zeta Potential (m\)
Record 2684: Eksozom 1

Sekil 3. Eksozomlarin zeta potansiyeli 6l¢iim sonucu

Eksozomlarin nanopartikiil izleme analizi bulgulari

Eksozomlarm, NTA sonuglarma gore ortalama boyutlar1 98.6 nm oldugu ve ml’de 4.03x108
eksozom oldugu NTA cihaz1 ile Olgiilmis ve hesaplanmistir (Sekil 4). Ayrica izole edilen
eksozomlarin boyutlarina gore konsantrasyonlar: da belirlenmistir (Sekil 5). NTA sonuglarinin SEM
goriintii sonuglart ile karsilastirildiginda birbirine yakin oldugu ve sonuglarin birbirini destekledigi
gorilmiistiir

" Results
o -
Stats: Merged Data
= Mean 98.6 nm
g “ Mode 81.0nm
; SO 52.8 nm
- D10 26.7 o
g 10 -4 D50 93.7 nm
8 9 D90 159.2 nm
[
g . i Stats: Mean +/- Standard Emor
5 Mean 98.6 +/- 0.0nm
0 Mode 81.0+/-00nm
SD 528 +/-00nm
D10 26.7 +/- 0.0 nm
T %‘ T T T T ) 050 837 +/-00nm
“wo W o8 00 (= 00 00 D90 1502 +/- 00 nm
Size (nm) Concentration 4.03¢+08 +/- 0.000+00 particles/ml

220 +/- 0.0 particies/frame
37.1 +/- 0.0 centresframe

Sekil 4. AD-Eksozomlarin konsantrasyon ve ortalama boyutlari (nm)
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Sekil 5. AD-Eksozomlarin 3 boyutlu boyut-konsantrasyon dagilim grafigi

Anneksin V/PI Boyama ile Apoptoz Bulgulari

AD-Ekso, MCF10A hiicrelerine uygulandiktan sonra, konsantrasyonlarina bagl olarak 24 ve 48
saat sonucunda apoptoza ugramamistir. 72 saat sonucunda ise hiicrelerin sadece % 0.2 ‘sinin geg
apoptoz, %1,90 kadarinin ise erken apoptotik oldugu ve total de %2.1 degerinde apoptoza ugradigi
goriilmustiir. Ancak bu sonug, hiicrelerin 72 saat boyunca FBS icermeyen ayni kiiltiir besiyerinde
inkiibe edilmeleri nedeniyle stres kaynakli olabilecegi de diisiiniilmektedir (Sekil 6.) MCF10A kontrol
ve AD-Ekso uygulanan MCF10A gruplar1 kendi aralarinda istatistiksel olarak degerlendirildiginde
anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0.05).

POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
10.35 % 0.20 %

CELL SIZE INDEX
N

e i l
VIABILITY
r

ANNEXINV  Apcptotic Live ANNEXINV  Apoptotic

Cell Conc. % Gated
(Cells / mL)
Live (LL): 1.89E+05 87.55 %
Early Apoptotic (LR) : 4 11E+03 1.90 %
Late Apop./ Dead (UR) : 4.33E+02 0.20 %
Debris (UL): 2.24E+04 10.35 %
Total Apoptotic : 4 54E+03 210 %

Sekil 6. 40x10° AD-Ekso/mL uygulanan MCF10A hiicrelerinde 72 saat sonucunda yiizde total apoptotik degeri (%)

AD-Ekso, MCF-7 hiicrelerine uygulandiktan sonra her konsantrasyon ve zamana baglh olarak 3
ayri setin yiizde total apoptoz degerlerinin ortalamasi ile yine SEM degerleri hesaplanmistir. Her gruba
ait 3 ayr1 bagimsiz veri setinin ortalamalarmin yiizde total apoptotik sonuglari, zaman ve
konsantrasyon agisindan ve standart sapmalar1 (£) ile degerlendirildiginde, 24 saat sonunda MCF-
7/40x10°AD-Ekso/mL ortalama %58.817+4.2, 48 saat sonucunda MCF-7/20x10*°AD-Ekso/mL
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grubunda ortalama %56.3+9 ve 72 saat sonucunda MCF-7/20x10*° AD-Ekso/mL ortalama
%70.9+4,1'dir. Bu sonuglar dogrultusunda AD-Ekso artan doz ve zamana bagli olarak, MCF-7
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi % total apoptotik degerleri ile goriilmiistiir (Sekil 7).
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Konsantrasyon AD-Ekso

Sekil 7. MCF-7 gruplarinda AD-Ekso uygulanan her konsantrasyon ve zamana bagl olarak 3 ayr setin yiizde total
apoptotik degerleri ortalamalar1 (%)

Istatistiksel olarak % total apoptotik degerleri karsilastirildiginda 24 ve 48 saat boyunca
uygulanan AD-Ekso gruplari arasinda anlamli fark gozlemlenmistir (p<0.05). AD-Ekso verilen MCF-7
hiicre gruplart hem kendi aralarinda hem de AD-Ekso verilmeyen MCF-7 hiicre gruplari ve MCF10A
hiicre gruplart ile karsilastirildiginda zaman ve doza bagli olarak aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). MCF10A ve MCF-7 kontrol gruplar1 degerlendirilmis ve anlamli bir
fark gozlenmemistir (p>0.05). Zaman ve doza bagl: olarak AD-Ekso uygulanmig MCF-7 hiicrelerinde
degisen apoptoz indiiksiyonu erken evre apoptotik, gec evre apoptotik ve total apoptotik olmak tizere
Sekil 8’de gosterilmistir.

POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFLE POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE
. — DPULATION PROFILE : S PROFIL

. 0e Apop Teet

e > d Laoe Ap0p n\

SIZE NDE
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Cell Conc % Gated Ceol Conc % Gated
(Cells /mL) (Cels /mL)
Live {LL) 1.91E+06 30.05 % Live (LL) 367E+0S 11.75 %
Eary Apoplosic (LR) 1.92E+06 3020% Early Apopiotc (LR) 883E+05 2830 %
Late Apop/ Dead (UR) 1.T1E+«06 26 90 % Late Apop ./ Dead (UR) 147E+06 4720%
Debris (L) 8.1TE+05 1285 % Debris (L) 3.98E+05 1275 %
Total Apoplotic 3.B3E+06 57.10% Total Apoptotic 2.36E+06 7550 %

Sekil 8. 48 saat sonunda tek veri degerlendirmesi sonucu ile yiizde total apoptotik degerleri. A) MCF-7/20x10°AD-
Ekso/mL B) MCF-7/40x10%°AD-Ekso/mL

Bu bulgular, eksozomlarm, tiimoérleri veya diger hastaliklari hedefleyen degisken tedaviyi
miimkiin kilmak i¢in biiyiik 6lgekli tekrarlanabilir kalitede tiretim igin sinirsiz bir kaynak oldugunu
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gostermektedir. AD-MKH-Eksozomlarinin MCF-7 hiicrelerinin apoptozunu indiiklemek i¢in giicli bir
aday oldugunu gostermektedir. Eksozomlarin kullaniminda donér hiicre segimi, ilag yiikleme yontemi,
tasiyici giivenligin yonleri ve eksozom yiizeyinde hedefleme peptitlerine, her calismada dikkat
edilmelidir. Eksozom kaynaklarimin farkli olmasi, eksozomlar tarafindan tasinan biyolojik bilesen
igerigi yoniinden de farklilagsacaktir. Eksozomlarin kararligi, boyutlar1 ve konsantrasyonlarinin da yine

PR

doku kaynagina gore degistigi bundan dolayr etki mekanizmasinin ve her hastaliktaki terapotik
etkinliginin degistigi de goriilmektedir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerden salinan eksozomlarin
proteinler agisindan ¢ok daha yiiksek oranda bulundugu, I6kosit aktivasyonu ile hiicre adezyon
molekiillerinin baglanmasinda gorev aldigi bildirilmistir. Bu nedenle AD-MKH’lerin hastaliklarin
modiile edilmesinde etkili oldugu bilinmektedir (Eirin ve ark., 2016). Eksozomlar, MKH
sekresyonundaki terapotik bir bilesen, karmasik bir protein ve RNA yiikiine sahip bir lipid vezikiildiir.
Bu, ¢esitli hastalik endikasyonlarinda MKH'lerin terapétik etkinligi i¢in bir gerekge saglayabilir.
Ayrica, MKH eksozomlarinin, bir¢ok patolojik durumda doku hasarini hafifletmek ve hiicre onarimini
gelistirmek i¢in yardimer tedavi saglayabilecegini one siiriiyor. Umbilikal kord kaynakli MKH’ler
(UK-MKH) ise diger MKH’ler ile karsilastirildiginda ¢ok farkli dokulara ve hiicrelere farklilagsma
yetenegi gosterirler ve bu durumda UK-MKH’lerinden salinan eksozomlarin yeni kan damar
biiylimesini destekleyebilecegi ifade edilmistir (Zhao ve ark., 2015). Ayrica UK-MKH’ler spiral
ganglion noéronlarin sayisini artirarak norodejeneratif hastaliklarda daha etkindir (Choi ve ark., 2012).
Su anda kanser tedavisi i¢in kemoterapi, birinci basamak terapotik stratejidir. Platin ilaglar, adriamisin
(ADR) ve 5-fuorourasil (5-FU) gibi ileri kanserli hastalarin Klinik sonuglarini iyilestirmek igin farkl
ozelliklere ve hedeflere sahip ¢oklu kemoterapétik ajanlar etkin bir sekilde uygulanmistir (Weaver ve
Cleveland, 2005). Bununla birlikte, coklu ilag direncinin (MDR) gelisimi, kemoterapinin basarisi igin
en biiyiik zorluk olmaya devam etmektedir (Guerra ve ark., 2017). Cok sayida ¢alisma, MKH'den
tiiretilen eksozomlarin, fonksiyonel proteinleri ve RNA'lar1 dogrudan ilettikleri i¢in kanser kemoterapi
direncine derinden dahil oldugunu gostermistir.  Apoptozdan kag¢inma, kemorezistansin ana
nedenlerinden biri olarak tanimlanmistir ve MKH'den tiiretilen eksozomlar, kemorezistansa aracilik
etmek i¢in apoptozla iliskili proteinleri modiile edebilir. MKH'den tiiretilen eksozomlarin mide
kanserinde hem in vitro hem de in vivo olarak 5-Fluorourasil (FU)'ya karsi direnci arttirdig
bulunmustur. Mekanik olarak, MKH'den tiiretilen eksozomlar, fonksiyonel proteinleri aktararak
Calmodulin- gecikmeli dogrultucu K+'nin yavas bileseni akim (Ks'ler)/ Ras/Raf/mitojenle aktive olan
protein kinaz (MEK)/ekstraselliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) yolu (CaM-Ks/Raf/MEK/ERK)
sinyal kaskadin1 ve ¢oklu ilag direnci (multipl drug resistance, MDR) ile iligkili proteinleri aktive
ederek 5-FU'nun neden oldugu apoptozu énledigi bildirilmistir (Phan ve Croucher, 2020). Insan AD-
MKH'den salinan eksozomlarin, Wnt sinyal yolunun yukari regiilasyonu yoluyla meme kanseri MCF-7
hiicrelerinin goégiinii arttirdigini ve hiicrelerin eksozom tiiketilmis orijinal AD-MKH sartlandirilmis
ortamla tedavisinin, énemli 6l¢iide azalmis go¢ kapasitesiyle sonuglandigini gosterdi (Lin ve ark.,
2013). Wu ve ark. meme kanseri MCF-7 hiicrelerine insan AD-MKH 'den tiiretilmis eksozomlari
uyguladiginda bu mikro ortamin tiimor hiicrelerinin gogiini ve istilasini artirdigini ve transforme edici
biiyiime faktor-beta/Smad proteinleri (TGF-/Smad) ve fosfatidilinositol 3-kinaz(PI13K)/serin/treyonin
protein kinaz enzimi (AKT) sinyal yollar1 arasindaki ¢apraz karisma yoluyla epitelyal mezenkimal
gecis (EMT)'i arttirdigimi gostermislerdir (Wu ve ark., 2018) Hiicre apoptozu, hasarli veya gerekli
olmayan hiicrelerin temizlenmesinde ¢ok onemli bir rol oynar. Birden fazla ¢alisma, apoptotik
sinyallerin, mitokondriyal disfonksiyonu tetikledigini ve bunun sonucunda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) tiretiminde artisa ve oksidatif stres ortaminin olusmasina neden oldugunu géstermistir (Hu ve
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ark., 2019, Chen ve ark., 2018). Ek olarak, yag kok hiicrelerinden gelen eksozomlar, doku onarimini
ve yenilenmesini desteklemek i¢in makrofajlardaki oksidatif stresi hafifletmistir (Shen ve ark., 2021).
Eksozomlar, preklinik verilere ve iyi tiretim uygulama siireglerinin dogrulanmasina dayali
olarak kanser tedavisinde, ornegin terapotik kanser asilarinda cazip sonuglar vermistir. Spesifik olarak,
biyomiihendislik eksozomlari, kanser hiicrelerine gii¢lii antitiimor yiikleri iletmek igin heyecan verici
yaklasimlar gelistirmede kullanim i¢in biiyiik umut vaat ediyor. Eksozomlarin kimyasal veya biyolojik
modifikasyonu, kanserdeki terapotik giiclerini artirabilir veya genisletebilir (Santos ve ark., 2021).

SONUC

Giincel ¢aligmalar sonucunda eksozomlar ile biyofarmasatikler veya nano ilaglar arasinda hala
biliyiik bir bosluk var ve bu yilizden heniiz net bir sekilde tanimlanmamislardir. Eksozomlarin
fonksiyonel proteinleri ve niikleik asitleri araciligiyla terapotik, teshis ve diger roller oynadigim
gostermektedir. Biyolojik ajanlarin iiretiminin ve uygulamasinin karmagikligi g6z oniine alindiginda,
eksozomlarin klinik doniisiime ulasmasi i¢in kat edilmesi gereken daha ¢ok yol vardir. Nanotip ve
teknoloji entegrasyonundaki hizli ilerlemeyle, biyoteknoloji ve nanoteknoloji ile birlestirilmis
eksozomlar/EV'ler yeni uygulamalara sahiptir. Su anda, EV'lerin incelenmesi i¢in ana yonler, hiicreler
arasi iletisim Yyoluyla hiicre davranisina aracilik etmek, biyobelirteglerin taranmasi ve ilag
tastyicilarinin arastirilmasi ve gelistirilmesine yogunlagmistir. Hastaliklarin teshis ve tedavisinde
eksozomlar iizerindeki mevcut ilerleme, tipta gelecekteki uygulamalari ig¢in Snemli bir temel
olusturmaktadir. Bu ¢alisma da ise cesitli sinirliliklar bulunmaktadir. ilk olarak, deneyleri in vitro
olarak gergeklestirildigi i¢in sonuglar in vivo ortamda meydana gelenlerin gostergesi olmayabilir.
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