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TUBITAK

ONSOZz

Tamor gelisimi ve progresyonu, kanser hucreleri ve bu htcrelerin yer aldigi mikrogevre
arasindaki karsilikl iligskiye baglidir. Bu iliski sadece uzaysal etkilesimlere degil, ayni zamanda
belli ¢ézunebilir molekdller araciigi ile kanser hucrelerinin bulunduklari mikrogevre ile
etkilesime girme yeteneklerine bagldir. Son yillarda yapilan ¢calismalar, eksozomlarin hticre-
ari mesaijcilar olduklarini ve icerdikleri biyolojik belirteclerle hlicreler arasi iletisimde aktif rol
oynadiklarini gostermektedir. Bu genel bilgiler dogrultusunda, projemizde (a) Diffuiz Buytk B-
hucreli Lenfoma (DBBHL) hastalarinin ve saglikli bireylerin plazma o6rneklerinde bulunan
ekzozomlarin karakterizasyonunu ve miRNA ekspresyon profilllerini karsilastirmayi, (b)
DBBHL-kokenli eksozomlarin normal B-hlcrelerine bilgiyi transfer eden aracilar olup
olmadiklarini belirlemeyi ve (c) DBBHL tedavisinde, endozom maturasyonunda defekte neden

olan bir ajan varliginda standard tedavinin etkinligini degerlendirmeyi hedefledik.

Projemizde saglikli bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma orneklerinden ultrasantrifigasyon
yontemi ile eksozom izolasyonunu vyapildi. izolasyonu takiben elektron mikroskopi
goruntileme ve western-blot analizleri ile eksozomlarin karakterizasyonlari tamamlandi. izole
edilen eksozomlarda bulunan miRNA igerikleri, array-tabanh yontem kullanilarak belirlendi ve
ve karsilastirildi. Lenfoma hiicresi ile normal B-hlcre arasinda eksozom aracihii iletisimin
varhidi, in vitro kosullarda olusturulan ko-kiltir modeli ile belirlendi ve transfer edilen 6zgin
miRNA’lar yine array-tabanli yontemle identifiye edildi. Son olarak, endozom olgunlasmasini
bloke eden ajan varliginda, DBBHL hiicrelerinin standard R-CHOP tedavisine yanitlari, MTT

yontemi ile analiz edildi.

Projemiz, DBBHL hastalarinin plazma eksozom ozelliklerini tanimlayan ve lenfoma-kokenli
eksozomlarin saglikli B-hicreleri tarafindan internalize edildikleri ve hedef hiicrede miRNA
profili dzelinde yeni bir programlamaya neden oldugunu belirleyen ilk galisma olmasi agisindan
orijinal nitelikler tasimaktadir. Projemizden elde ettigimiz 6n veriler, DBBHL da sirktlasyondaki
tumor-kokenli eksozomlarin detayli molekuler iceriklerinin belirlenmesinin yanisira fonksiyon
¢alismalarinin  tamamlanmasinin,  hastalidin  patogenezinin ve  progresyonunun
aydinlatiimasina yonelik 6nemli katkilar saglayacagini géstermektedir. Bu yeni ¢alismalarin
verileri de en nihayetinde bu hastalikla mucadelede yeni hedeflerin de tanimlanmasina

onculik edecektir.

Bu proje, TUBITAK - SBAG (Projeno: 114S442) tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Diffiiz Buyuk B-hucreli Lenfoma (DBBHL) non-Hodgkin lenfomalarin en yaygin goézlenen alt
tipidir ve agresif lenfomalarin yaklagsik %80’inden fazlasini olusturmaktadir. DBBHL’nin
patogenezinin aydinlatiimasina yonelik hazirlanan bu ¢alismamizda, DBBHL hastalarinin ve
saglkh bireylerin plazma eksozom &zellikleri karsilastiristirimasinin yanisira DBBHL hcre

hatlari ile normal B-hucreleri arasindaki eksozomal etkilesim degerlendirildi.

Plazma 6rneklerinden ultrasantrifiigasyon yontemi ile eksozom izolasyonu yapildi. izole edilen
eksozomlarda bulunan miRNA icerikleri, array-tabanli yéntem kullanilarak belirlendi ve ve
karsilastirildi. Lenfoma hiicresi ile normal B-hiicre arasinda eksozom araciligi iletisimin varhg,
in vitro kosullarda olusturulan ko-kultir modeli ile belirlendi ve ko-kiltire edilmis B-
hicrelerindeki 6zgiin miRNA'lar yine array-tabanli yontemle identifiye edildi. Son olarak,
endozom olgunlasmasini bloke eden ajan varliginda, DBBHL hiicrelerinin standard R-CHOP

tedavisine yanitlari, MTT yontemi ile analiz edildi.

Saglikli  bireylerle  karsilastirildiklarinda, DBBHL hastalarinin  plazma eksozom
konsantrasyonlarinda anlamli artis gézlendi. Ancak, nodal tutulumlu ve ileri evre DBBHL
hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonlarinda anlamli derecede azalma goézlendi.
DBBHL hastalarinn plazma eksozomlarinda 33 adet miRNA'nin ekspresyonunda anlamli
azalma saptandi. Saglikh B-hiicrelerinin DBBHL-kokenli eksozomlari internalize ettikleri ve
farkh lenfoma-kokenli eksozomlarin B-hlicrelerinde farkh miRNA ekspresyonlarina neden
olduklari belirlendi. Dusuk doz Bafilomisin A1 uygulamasinin lenfoma hucrelerini R-CHOP

tedavisine kargi daha duyarli hale getirdigi belirlendi.

DBBHL hicrelerinin B-hucrelerle eksozomlar aracihgi ile etkilesime gegtiklerini ve timor
mikrogevresini  yeniden  programlayabileceklerini  dustinmekteyiz. DBBHL-kokenli
eksozomlarda ekspresyon farkliligi gosteren miRNA’larin hangilerinin lenfoma-spesifik ve
hangilerinin de lenfoma ile-iligkili oldugunun belirlenmesi yonelik fonksiyon calismalarina
gereksinim vardir. Tim bu ¢alismalardan elde edilecek veriler, DBBHL’'nin tanisi ve prognozun
degerlendiriimesinde likit biyopsi olarak plazma eksozom O&rneklerinin klinik uygulamada

kullanilabilirliklerinin anlagiimasina yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diffiz Blyuk B-htcreli lenfoma, eksozom, miRNA, B-hicresi, Bafilomisin
Al, R-CHOP tedavi

vi
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ABSTRACT

Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) is the most common subtype of non- Hodgkin
lymphoma, accounting for approximately more than 80% of aggressive lymphomas. In this
study, the plasma exosomal characteristics of DLBCL patients and healthy subjects were
compared as well as the exosomal interaction between DLBCL cell lines and normal B-cells
was evaluated for elucidating disease pathogenesis in DLBCL.

Exosome isolation from plasma were performed with ultracentrifugation. The miRNAs
extracted from the isolated exosomes were determined and compared using the array-based
MiRNA profiling. The presence of exosome-mediated communication between lymphoma cell
and normal B-cell was determined by in vitro co-culture model and then the miRNAs in co-
cultured B-cells were also identified by the array based miRNA profiling. Finally, the responses
of DLBCL cells to standard R-CHOP treatment were analyzed by MTT test in the presence of

the agent that blocks endosomal maturation.

The concentrations of plasma exosomes were significantly higher in patients with DLBCL
compared to healthy controls. However, there was a significant decrease in plasma exosomal
concentrations in DLBCL patients with nodal involvement and advanced stage. A total of 33
MiRNASs in plasma exosomes of DLBCL patients were significantly decreased compared to
that in the plasma exosomes of healthy controls. It was determined that DLBCL-derived
exosomes were taken up by healthy B-cell and the different DLBCL-derived exosomes could
cause specific miRNA expression profiles in healthy B-cells. It was also determined that low-

dose bafilomycin Al could sensitize DLBCL cells to the cytotoxic effects of R-CHOP.

We thought that DLBCL cells could communicate with B-cells via exosomes and the exosome-
based communication could allow to reprogram the tumor microenvironment. Functional
studies are needed to identify lymphoma-specific miRNAs and lymphoma-associated miRNAs
within the differently expressed miRNAs in DLBCL-derived exosomes. The data obtained from
these studies will help to understand of how to realize the clinical application of plasma

exosome samples as liquid biopsy in DLBCL diagnosis and prognosis evaluation.

Keywords: Diffuse Large B-cell Lymphoma, exosome, miRNA, B-cell, Bafilomycin Al, R-
CHOP treatme

Vii
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1. GIRiS

TUmor gelisimi ve progresyonu, kanser hucreleri ve bu hicrelerin yer aldigi mikrogevre
arasindaki karsilikl iligkiye baglidir. Bu iliski sadece uzaysal etkilesimlere degil, ayni zamanda
belli ¢ézunebilir molekdller araciigi ile kanser hucrelerinin bulunduklari mikrogevre ile
etkilesime girme yeteneklerine bagldir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, eksozomlarin hticre-
ari mesaijcilar olduklarini ve icerdikleri biyolojik belirteclerle hiicreler arasi iletisimde aktif rol
oynadiklarini gostermektedir. Boylece zaman iginde eksozomlarin “hiicresel ¢op toplayicilari”
imaji “bilgi tastyan vezikiller” olarak degismistir. Normal fizyolojik mekanizmalarin kendi lehine
cevrildigi kanserde, timdre yakin veya uzak bdlgelere eksozomlar aracilidi ile horizontal bilgi
transferi gergeklesir ve bu durum timorin gelisimini ve metastazini kolaylastirir. Eksozomal
kargolar, kdken aldiklari hlicreye benzer molekiler profile sahiptirler ve membran iginde paketli
halde olduklarindan ekstraselller enzimlerden korunarak hedef hicreye aktarilirlar. Hedef

hucrelerde, hucresel fonksiyonlari etkileyebilecek tum fizyolojik ve patolojik olaylara katilirlar.

Tumaor-kokenli eksozomlarin biyolojisi tam olarak anlagilamamistir ve bu alanda molekuler ve

genetik mekanizmalarin aydinlatiimasina c¢alisiimaktadir. Bu genel bilgiler dogrultusunda,

projemizde DBBHL patogenezinin aydinlatiimasina yonelik olarak;

- Saglikh bireylerin ve DBBHL hastalarinin plazma érneklerinden izole edilen eksozomlarin
Ozelliklerini belirlemeyi,

- Bu ekzozomlarda var olan miRNA ekspresyon profilllerini kargilastirmayi,

- DBBHL-kokenli ekzozomlarin normal B-hlcrelerine bilgiyi transfer eden aracilar olup

olmadiklarini belirlemeyi ve

- DBBHL tedavisinde, endozom maturasyonunda defekte neden olan bir ajan varliginda

standard tedavinin etkinligini degerlendirmeyi amagladik.
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2. LITERATUR OZETi

Diffiiz Buyuk B-hucreli Lenfoma (DBBHL) agresif lenfomalarin en yaygin tipidir ve Hodgkin-
disi lenfomalarin yaklasik %30-40'1n1 olusturmaktadir. Ulkemizde DBBHL insidansi ile ilgili
detayli veriler olmamakla birlikte, 2006-2008 vyillarina ait Saglik Bakanhgi kanser istatistik
verilerine goére, Hodgkin-digi lenfomalar kadinlarda en sik gérilen 8.kanser turl iken,
erkeklerde 7. sirada yer almaktadir (T.C. Saglik Bakanligi, 2010). DBBHL, olgun B-hticre
neoplazmlarindan biridir. Nadir gorilen lenfoblastik ve mantle-hticre lenfoma alt tipleri disinda,
tim B-hicre Hodgkin-disi lenfomalarda, IgV genlerinde somatik hipermutasyonlar gézlenir ve
bu da bize bu lenfomalarin germinal merkez (GC) igcinde bloklanan veya GC’den gecen B-

hlcrelerden koken aldiklarini gosterir.

Diinya Saglik Orgiitii lenfoma siniflandirmasina goére, DBBHL genetik, immiinolojik, morfolojik
ve Klinik 6zelliklerine goére alt gruplara ayrilmaktadir (Swerdlow vd., 2008). Gen ekspresyon
profillerindeki farkhliklara gore siniflandirildiklarinda, DBBHL olgulari germinal merkez B-hiicre
(GCB)-benzeri, aktive B-hlicre (ABC)-benzeri ve primer mediastinal B-hicre lenfomasi (PBML)
olmak lizere 3 molekdiler alt tipi ayrilmaktadirlar (Lenz vd., 2008). DBBHL alt tiplendirmesinde
gen ekspresyon profil analizlerini yansitacak sekilde, immunohistokimyasal olarak farkli
algoritmalar tanimlanmigtir. Gunumuizde en yaygin kullanilan algoritma Hans ve ark.
tarafindan tanimlanmistir ve bu algoritmaya goére DBBHL olgulari GCB-benzeri ve GCB-
benzeri olmayan olmak Gzere 2 immunofenotipik alt gruba ayrilmaktadir (Hans vd., 2004). Bu
alt tiplendirmeler ayni zamanda klinik sonuglarla da iligkilidir ve ABC-benzeri lenfoma
olgularinin GCB-benzeri olgulara gére daha koétl prognoza sahip olduklari bilinmektedir
(Dunleavy vd., 2009). Ancak gen ekspresyon profilleri tani ve tedaviye yaniti etkileyecek tim
biyolojik parametreleri kargsilamamaktadir ve klinik agidan bu olgularla ilgili verilecek kararda
henlz yer almamaktadir. Bu nedenle hem prediktif hem de tedavi ile iligkili kararlarin
verilebilmesinde yeni biyolojik belirteclere gereksinim vardir. Hemen hemen tim hucresel
yolaklarda global regulatorler olarak gorev yaptiklari degerlendirilien mikroRNA (miRNA)'lar,

bu acidan dnemli adaylar olarak degerlendiriimektedirler.

miRNA’lar birgok farkli hedef genin ekspresyonlarini post-transkripsiyonal dizeyde baskilayan
kicuk, kodlama-yapmayan RNA'lardir. Turler arasinda oldukga siki korunan bu molekuller
gelisim, organogenez ve homeostaz gibi dnemli biyolojik olaylara katilirlar. Birgok hedef RNA
molekuline baglanabilmeleri nedeniyle de, miRNA ekspresyonlarindaki degisimler bu
miRNA’larin hedef genlerinde deregilasyona neden olabilmektedirler ve 6zellikle de kanser

basta olmak lzere birgok patoloji ile iliskilendirilmislerdir (Kwak vd., 2010). Ornegin, saglikli
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doku ve kanser dokusu karsilastirildiinda, miRNA ekspresyon profillerinin farkli oldugu
bilinmektedir (Garzon vd., 2010). Bu nedenle ginumuzde kanserin tanisinda, progresyonunda
ve tedavisinde miRNA’larin potansiyel kullanimlari ile ilgili arastirmalar yogunluk kazanmigtir.
Son yillarda vicut sivilarinda da stabil miRNA’larin belirlenmesi, sirkulasyondaki bu
molekdullerin klinik tanida yeni biyolojik belirtecler olarak kullanilabilirligine zemin hazirlamigtir
(Weber vd., 2010; Scholer vd., 2010). Sirkilasyondaki bu miRNA’lar ideal olarak
degerlendirilen biyolojik belirteclerin birgok 6zelliklerini barindirmaktadir. Séyle ki, biyolojik
belirtecler olarak proteinler degerlendirildiginde, (a) ¢ok farkli tiplerinin olmasi ve bu nedenle
analizlerinde c¢ok daha fazla informatif veri icermeleri, (b) kanda kompleks yapilarda
bulunmalari, (c) post-translasyonal modifikasyonlari ve dizi varyasyonlari gibi nedenler
proteinlerin bu amaclarla kullanimlarini sinirlamaktadir. Oysa, miRNA dizilerinin farkl biyolojik
sivilarda stabil olmasinin yani sira turler arasinda olduk¢ca siki korunmus olmalar ve
ekspresyonlarinin doku veya biyolojik evreye gore farkliliklar gosterebilmesi 6nemli
avantajlarindandir. Ekspresyonlarinin kolaylikla analiz edilebilmesi (6rn; kantitatif PCR ile) bir
baska avantaj olarak degerlendirilebilir (Etheridge vd., 2011). Dolayisiyla duyarh, 6zgin ve
stabil olmalarinin yanisira invaziv olmayan yontemlerle de belirlenebilmeleri nedeniyle
miRNA’lar, ideal biyolojik belirte¢lerin tim 6zelliklerini tagsimaktadirlar. miRNA’lar hematolojik
malignensilerde de hem tani hem de prognozda o6nemli biyolojik belirtecler olarak
degerlendirilmislerdir. Ornegin miRNA ekspresyon profillerindeki farkliliklarin insan B-
hicrelerinin farklilasma evrelerini yansittiklar, timoér siniflandirmasinda énemli veriler
sagladiklari ve hatta prognozun belirlenmesinde klinik verilere ve gen ekspresyon profillerine
eklenebilirlikleri belirlenmistir. Son yillarda yapilan bir ¢alismada da miRNA ekspresyon
profillerinin klinik sonuglari yansitmanin yanisira standart DBBHL tedavisi alan hastalarda
yasam suresi ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Malumbres vd., 2009; Alencar vd., 2011). Tum bu
ve benzeri ¢calismalarin sonugclari arasinda tam bir konsensus saglanmamistir vesézkonusu
hastaligin tanisi ve patogenezi ile ilgili henliz aydinlatilamayan mekanizmalarin varligi
vurgulanmaktadir.

Eksozomlar, 50-100 nm c¢apinda ve endositik orijinli memranla gevrili veziklllerdir. Epitel
hicreleri, B-hlcreleri, retikllositler ve timor hicreleri gibi birgok farkh hicre tipi tarafindan
ekstraselliler alana salinirlar. Ginimizde hastaliklarla iligkili olarak eksozomlarin kan
plazmasi, idrar, sut, bronkoalveolar lavaj érnekleri, amniyon sivisi ve malign eflizyonlar gibi
vucut sivilarinda bulunduklari bilinmektedir (Mathivanan vd., 2010). Eksozom olusumu, hiicre
ylzeyinde proteinlerin endositozu ile baglar. Bu sure¢ klatrin-bagimh (6rn; transferrin
reseptoru) veya klatrin-bagimsiz (6rn; glikozilfosfatidilinositol-anchored proteinler) olabilir. Bu
endositik vezikiller erken endozomlara dénusurler. Erken endozomlarin ligandlari hafif asidik

pH’da housekeeping reseptérlerinden ayrilarak ya plazma membranina geri donerler ya da
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diger proteinlerle birlikte ge¢ endozomda yer alirlar. Ge¢ endozomlarda pH asidiktir (5.0-5.5)
ve ge¢ endozomlar daha yuvarlak sekillidirler. Ge¢ endozomda proteinler, membranin
tomurcuklanmasi ile olusan intraluminal vezikulllere yerlegirler ve sonugta multivezikiler cisim
(MVB) olugur. MVPB’ler ya protein degredasyonu icgin lizozomlarla birlegirler ya da plazma
membrani ile flizyon yaparlar ve eksozomlar olarak ekstraselller alanda serbest kalirlar. Bir
baska ifade ile ekstraselller alana salinan intraluminal veziklller eksozomlar olarak
adlandirilirlar (van der Goot vd., 2006). Dolayisiyla eksozom olusumu iki dahili tomurcuklanma
mekanizmasi icerdiginden, hicre gibi topolojik oriyentasyonunu korur (disarida membran
proteinleri ve iceride sitozol benzeri yapilanma). Eksozomlar buyuklikleri, hemen hemen
homojen goérintileri ve yogunluklari (sukroz gradientinde 1.10-1.21 g/mL) nedeniyle diger
eksozomal-olmayan vezikillerden ayrilirlar. Ornedin apoptotik cisimcikler, heterojen
gorinimde olmakla birlikte 100 nm captan daha buyuk olabilirler ve yogunluklari da 1.23
g/mL’den daha fazladir (van der Goot vd., 2006). Bazi mekanizmalar 6ne sirilmekle birlikte
eksozomlarda proteinlerin ve lipidlerin paketlenmesinin altinda yatan mekanizmalar heniz
bilinmemektedir. Farkli hicrelerden salinan eksozomlar lipid ve protein kompozisyonu,
blylklik ve yodunluk acgisindan ortak ozelliklerin yanisira farkli 6zellikleri de barindirirlar.
Eksozomlarin igerdikleri ortak protein aileleri saperonlar (HSP70 ve HSP90), hicre iskeleti
proteinleri (aktin, tubdlin gibi), transport ve flzyonda yer alan proteinler (Rab1l1l, Rab2 ve
anneksinler gibi), tetraspanin proteinler (CD9, CD63, CD81 ve CD82) ve ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport) proteinleri (TSG101 gibi)’dir. Bu proteinlerin yanisira
her bir eksozom koken aldigi hiicreye 6zgiin proteinleri de icerir (Keller vd., 2006). Dolayisiyla
bu hiicreye-6zgun proteinler farkli kaynaklardan eksozomlarin identifikasyonunda énemli birer
belirtegler olarak degerlendirilebilirler. Eksozomlarin fonksiyonlarinin buyuk olasilikla
salindiklari hlcrenin tipine ve Uretiimelerine neden olan kosullara bagli olduklari
disunilmektedir. ik kesfedildikleri retikilositlerde, eksozom salinminin lizozomal
degredasyona alternatif bir yol oldugu degerlendiriimistir (retikilositlerin lizozom igermemesi
nedeniyle). Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda eksozomlarin hiicre-ari mesajcilar
olduklari ve hicreler arasi iletisimde rol oynadiklari belirlenmistir (Keller vd., 2006; Mathivanan
vd., 2010).

Eksozomlarin hicre-ari mesajcilar olmalari ve hucreler arasi iletisimde rol oynamalari, son
yillarda tumor-kokenli eksozomlarin yaygin bir sekilde aragtiriimaya baglanmasina 6nculik
etmistir. Tumor-kokenli eksozomlarin biyokimyasal analizlerinde ozellikle tetraspaninlerden,
MHC sinif | molekiillerinden ve is1 sok proteinlerinden oldukga zengin olduklari belirlenmistir
(Lotvall vd., 2014). Tumor-kokenli ekzozomlarla ilgili ¢galismalarin bir bélimi ekzozomlarin

yapisal ézelliklerinin karakterizasyonuna odaklanirken, diger ¢alismalar ekzozomlarin hiicreler

4



TiBITAK

arasi iletisimdeki roline odaklanmistir. Ekstraselller alana salinimlari, eksozomlarin ayni
zamanda kan ve idrar gibi vicut sivilarinda da arastirabilecegi olanadini sunmustur. Over
kanserleri ile ilgili yapilan bir ¢alismada, sirktlasyonda bulunan timor-koékenli eksozomlarinin
MiRNA ekspresyon profillerinin, biyopsi 6rneklerindeki miRNA profilleri igin aday tani
belirtecleri olarak kullanilabileceklerini ve ayni zamanda asemptomatik bireylerin
taramalarinda potansiyel kullanimlarinin olduklari goésterilmigtir (Taylor vd., 2008). Benzer
calisma akciger kanserleri ile de yapilmig ve hastalarda plazma-eksozom dizeylerinin arttigi
(akciger adenokarsinomlu hastalarda 2.85 mg/mL ekzozom iken saglikli génalli bireylerde
0.77 mg/mL) gbzlenmistir (Rabinowits vd. 2009). Hessvik ve ark. (Hessvik vd., 2012), prostat
kanser hucrelerinden salinan eksozomlarin miRNA ve snRNA’lari icerdiklerini ve bu
hicrelerden salinan miRNA profilini parent hicre profiline benzedigini gdstermislerdir. Bu
galismada ayrica ekzozomlar iginde belli bir miRNA grubunun segilerek yer aldiini ve bazi
miRNA’larin  ¢ok daha disik miktarda bulunduklarini  gdstermislerdir. Hematolojik
malignensilerle ilgili ilk calismalar serum orneklerindeki miRNA ekspresyon profillerinin
belirlenmesine odaklanilarak yapilmistir. Saglikli kontrol bireylerive DBBHL hastalarinin
serumlarinda timorle-iliski miR-155, miR-210 ve miR-21'in ekspresyon duzeyleri
karsilastirildiginda, kanserli bireylerde bu molekillerin ekspresyon duzeylerinin daha yuksek
oldugu belirlenmistir (Lawrie vd., 2008). Bu sonuglar sirktlasyondaki miRNA’larin bu hastaligin
izlenmesinde biyolojik belirtegler olarak kullanilabileceklerini géstermektedir. Burada énemli
bir nokta, sekretuar miRNA’larin RNaz-aracili degredasyondan bir sekilde korunduklaridir,
cunkd RNA'y1 degrade eden RNaz enzim konsantrasyonu hem saglikh hem de kanserli
bireylerde olduk¢ca yuksektir ve bu enzim oldukca stabildir. Bu noktada sirkilasyondaki
RNA’larla ilgili dnemli bir gelisme, eksozomlarda RNA ve miRNA’larin varlidinin ortaya
koyulmasidir. Bu bulgu, eksozomlar igindeki sekretuar miRNA’larin fonksiyonu ve transferi ile
ilgili yeni calismalara dncelik etmistir. Roccaro ve ark. (Roccaro vd., 2013) normal ve multiple
myelom (MM) kemik iligi mezenkimal stromal htcrelerinin eksozomal miRNA igeriklerinin
birbirinden farkh olduklarini ve normal kemik iligi mezenkimal stromal hicreden salinan
ekzozomlarin MM hicrelerine transfer edildiklerini géstermislerdir. Bu ¢alismada ayrica, MM
kemik iligi mezenkimal stromal hicre-kokenli eksozomlarin orijin aldiklari hicrelerin
eksozomlari ile karsilastirildiklarinda, daha yiksek dizeyde onkogenik proteinleri, sitokinleri
ve adezyon molekullerini icerdikleri belirlenmistir. Bu veriler eksozomlar araciligi ile fonksiyonal
miRNA transferinin intraselller iletisimde ve immun regulasyonda olasi bir mekanizmasi
olabilecegini desteklemektedir. Peinado ve ark., melanoma-kokenli eksozomlarin, kemik iligi-
kokenli hucreleri pro-vaskilojenik ve pro-metastatik fenotip olusumu yoninde egittiklerini ve
dolayisiyla metastatik nis olusumunu uyardiklarini géstermislerdir (Peinado vd., 2012). Bu

calismalar, eksozomlarin non-invaziv bir yontemle hastaliklarin tanisinda énemli biyolojik
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belirtecler olarak degerlendirilebileceklerini ve ayni zamanda hlcre-hticre veya organ-organ
iletisimini saglayarak hastaliklarin patogenezinde yer alabileceklerini dusundurmektedir. Ayni
zamanda, bir timdr mikrogevresinde hlcreler arasi iletisimde eksozomal miRNA transferinin
Onemine odaklanacak ve planlanacak yeni g¢aligmalar, bircok hastalikla ilgili yanitlanmayi
bekleyen sorularla ilgili yeni mekanizmalarin ortaya koyulmasina énculik edecektir. Bir timor
mikrogevresi fazla sayida kanser hicresini, kanser hicresinin kdken aldigi hicreleri, epitel
hicrelerini, fibroblastlari, endotelyal hiicreleri ve bu alana infiltre olmus lenfositleri igceren
oldukca kompleks bir doku 6zelligi gostermektedir. Eksozomlarin bu timoér mikrogevresinde
bulunan hicrelerin durumunu degistirme yetenegine sahip miRNA igerdikleri (en azindan
miRNA’lar araciligi ile hedef hiicrede epigenetik modifikasyonlara neden olarak) yukaridaki
tanimlanan calismalarla da gosterilmistir. Bu tir calismalarda o6nemli bir nokta da,
eksozomlarda bulunan miRNA’larin genis profillerde analizlerinin yapilmasi gerekliligidir.
Herbir kanser tirtine 6zgiin eksozomal miRNA iceriklerinin farkli olmasi, bu kanser tirlerinin
etyolojisi ve/veya patogenezlerinin farkli olmasinin da bir yansimasi olabilir. Yeni nesil dizi
teknolojilerinin gelismesine bagh olarak, hucrelerin disinda bulunan bu nukleik asitleri genis
skalada direkt tanimlayabilmemiz artik mimkindir. Bu noktada projemizde DBBHL-kdkenli
eksozomlarda bulunan miRNA’larin selektif olarak yer alip almadiklarini belirlemeyi ve

bdylelikle hastaligin patogenezinin aydinlatiimasina katkida bulunmayi amagladik.

Hem solid timorlerde hem de diger hematolojik malignensilerde oldugu gibi, DBBHL’de de son
yillarda sirkulasyondaki timor hicrelerinin belilenmesi, dnemli kanser aragtirmalarindan birini
olusturmaktadir. Arastirmalarin bir grubunu bu hicrelerin tani amach kullanimlari ve bu
hicrelerin  belirlenmesinde uygulanacak duyarli ve 06zgin yontemlerin gelistiriimesi
olustururken, diger grup arastirmalar bu hicrelerin biyolojik énemlerinin belirlenmesine
odaklanmigtir. DBBHL hastalarinda, sirklilasyonda neden lenfoma hicrelerinin bulundugu ve
hangi molekiler mekanizmalarin kan dolagimina bu hicrelerin salinmasina yol acgtigi hentiz
bilinmemekle birlikte, uzun bir suredir sirkilasyonda lenfoma hucrelerinin bulundugu
bilinmektedir. Gunimiize kadar sirkiilasyondaki lenfoma htcrelerinin 6nemine odaklanan
sinirll sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalardan ilkinde, kan dolasiminda lenfoma
hicrelerinin gézlendigi DBBHL hastalarinin daha kot prognoza sahip olduklari ve bu olgularin
%44’ Gnun kemoterapiye direngli oldugu belirlenmistir (Muringampurath-John vd., 2012). Yakin
zamanda yapilan bir diger arastirmada da DBBHL'li olgularda B-lenfopeni insidansinin ylksek
oldugu ve bu sonucun neoplastik hucreler nedeniyle normal B-hucrelerinin baskilanmasini
yansitabilecegi 6ne sirtulmustur (De Tute vd., 2013). Bu sinirli sayidaki veriler, sirkiilasyondaki
lenfoma hicreleri ile normal B-hlcreleri arasinda bir iletisimin oldugunu ve normal B-

hicrelerinin henlz bilinmeyen bir mekanizma ile bu iletisimden etkilendiklerini géstermektedir.
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Projemizde yer alan ko-kiltir deneyleri bu amacla planlandi ve lenfoma hicreleri ile normal
B-hlcreleri arasindaki iletisimin  molekuler mekanizmalarindan birinin  aydinlatiimasi
hedeflendi. Ayni zamanda eksozomal kokenli miRNA ekspresyon profilleri kargilagtirilarak, ko-
kaltur deneylerinde ve DBBHL'li olgularda ekspresyonlarinda degisim goézlenen ortak

miRNA’larin belirlenmesi hedeflendi.

Hasta ve timorin &zelliklerine bagh olmakla birlikte, DBBHL buyUk élgtide tedavi edilebilir bir
hastaliktir. GUnUumuizde kimerik anti-CD20 monoklonal antikoru olan rituksimab (R)In
siklofosfamid, doksorubicin, vinkristin ve prednizon (CHOP)dan olusan standart tedaviye
eklenmesi (R-CHOP) ile daha iyi klinik sonuclar elde edilmistir. Kemoterapi ve monoklonal
antikor tedavi kombinasyonu (R-CHOP), hastalarin buyuk bir cogunlugunu tedavi edebilmekle
birlikte bazi hastalarda refraktor veya relaps hastalik gelisebilmekte ve R-CHOP-tabanli
tedaviden yanit alinamamaktadir. Bu nedenle, standart DBBHL tedavisine yanit vermeyen
hastalarda, yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine ihtiya¢ vardir. Bu noktada 6nemli bir
strateji, standart DBBHL tedavisinin bu tedavi ile hiicre 6lumune duyarl hale gelen hiicrelerin
tedavi etkinligini arttiracak yeni ajanlarla birlikte kullanimi olabilir. Ageberg ve ark.,
prenilasyonun  (bir  post-translasyonal protein  modifikasyonu) bir formu olan
geranilgeranilasyonu inhibe edici ajan varliginda, hicrelerin CHOP ile sitotoksik tedaviye daha
duyarh olduklarini belirlemislerdir (Ageberg vd., 2011). Projemizde, eksozomal miRNA’larin
bulunduklari ¢evre iginde kanser hicrelerinin yararina hicresel fenotipi kontrol ettikleri
hipotezimizden yola ¢ikarak, endozom olgunlagsmasinin bloke edildigi ajan varliginda, standart
DBBHL tedavisinin etkinligini degerlendirmesi amaclandi ve ajan olarak Bafilomisin Al
kullanildi. Bafilomisin A1, hiicrelerde vakuolar tip H*-ATPaz (V-ATPaz)'in 6zgun inhibitoradur
ve lizozom, endozom gibi bu enzimi igceren organallerin asidifikasyonunu onler. Endositik
transport tUzerinde Bafilomisin A1’in etkinliginin hicre tipine gore degistigi, bazi hlcrelerde
erken endozomdan ge¢ endozoma gegisi bloke ederken (Clague vd., 1994), bazi hicrelerde
de ge¢ endozomdan lizozoma gegisi bloke ettigi 6ne surtlmustiur (van Deurs vd., 1996).
Bafilomisin A1’in ayni zamanda otofagolizozom olusumunu 6nledigi ve bu fonksiyonunu
lizozomlarda bulunan proton pompasini bloke ederek gergeklestirdigi bildirilmistir (Kawaguchi
vd., 2011). Farkli kanser hicreleri ile yapilan bu g¢alismalarin sonuglari, Bafilomisin A1 ve
standart DBBHL tedavi kombinasyonunun, DBBHL tedavisinde daha basarili olabilecegini

dusundurmektedir.

Endositik orijinli kticiik vezikiller (50-100 nm) olan eksozomlar, antijen sunumu gibi fizyolojik
kosullar ve tumor gibi patolojik kosullarda birgok hucre tipi tarafindan ekstraselller alana

salinirlar. Son yillardaki aragtirmalar, saglikli bireylerle kargilastirildiklarinda kanserli bireylerin
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vucut sivilarinda eksozomlarin hem sayisal olarak arttiklarini hem de igerdikleri belli biyolojik
belirtecleri asiri ifade ettikleri belirlenmistir. Bu 6n veriler, timdr-kdkenli ekzozomlarin tanida

biyolojik belirte¢ olarak kullanabilirliklerine ve ayni zamanda huicreler arasi iletisimdeki rolinin

belirlenmesine yonelik yeni ¢alismalarin yapiimasina éncilik etmektedir.

Bu bulgulardan yola g¢ikarak projemizin hipotezleri:

1. Saghkh bireylerle karsilastiriidiginda, DBBHL hastalarinda eksozomal miRNA
ekspresyon profillerinin farkliliklar gésterebilecegi,

2. Kanser hucrelerinden (DBBHL hicrelerinden) salinan eksozomlarin 6zgiin bir miRNA
profili icerebilecekleri, bu profile benzer belli grup miRNA’lari normal B-hiicrelerine
aktarabilecekleri ve dolayisiyla ekzozomlarin hicreler arasinda bilgiyi trasfer eden
aracilar olabilecekleri ve

3. Endozom maturasyonunda defekte neden olan bir ajanvarliginda standart DBBHL

tedavisinin daha etkin olabilecegidir.

Bu hipotezlerimiz dogrultusunda projemizin hedefleri:

1. Saghkh bireylerle DBBHL hastalarinin periferik kan 6rneklerinden eksozomlarin
izolasyonu,
izole edilen eksozomlarin karakterizasyonu,

3. Saglikl bireylerden ve DBBHL hastalarindan izole edilen eksozomlarin icerdikleri
6zgiin miRNA ekspresyon profillerinin belirlenmesi ve karsilastiriimasi,

4. DBBHL-kdkenli ekzozomlarin normal B-hiicrelerine eksozom araciligi ile miRNA’lari
transfer ettiklerinin belirlenmesi ve

5. Endozom maturasyonunda defekte neden olan bir ajan varlijinda, standart DBBHL

tedavisinin etkinliginin degerlendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calisma Grubu
Projemizde degerlendiriimesi gereken minumum ©6rnek sayisi ile ilgili olarak,

http://bioinformatics.mdanderson.org/MicroarraySampleSize/ sitesi (Dr. Anne Bowcock -

Imperial College, Faculty of Medicine, Chair in Cancer Genomics, London, UK- ile kigisel
gorusme sonucunda 6nerisi dogrultusunda) kullanildi ve gruplar (DBBHL olgulari ve saglikli
bireyler) arasinda istatistiksel anlam 0.001, gli¢ %90 ve standart sapma (SD) deg@eri 0.7 olarak
alindi. Buna gére projemiz kapsaminda degerlendiriimesi gereken minumum ornek sayisi 15

olarak hesaplandi.

Projemizde Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Poliklinigine basvuran ve ilk kez
DBBHL tanisi alan 20 hasta degerlendirildi (Calismaya 21 olgu dahil edilmisti, ancak 2 adet
olguda mikroarray analizinin tekrarlarinda c¢ok tutarsiz sonuclar elde edildiginden ve bu 2
olgunun tedavisi basladigindan, geriye yonelik 6rnek tekrari yapimadi ve calisma digi
birakildi. Proje suresinde asagida belirtilien galismaya dahil edilme kriterlerine uygun sadece
1 olgu daha dahil edilebildi ve bu nedenle ¢alismada toplam 20 DBBHL hastasi dederlendirildi).

Calismaya dahil edilme kriterleri:

a) Klinik degerlendirmeyi takiben patolojik incelemeler sonucunda hastaligin tanisini almak,
b) 18-75 yas arasinda olmak,

c) Enfeksiy6z ajanlar (HIV, EBV) acgisindan negatif olmak (Viruslarin ekzozomlar iginde viral
ve hicresel komponentleri sekrete ederek tumor mikrogevresini yonlendirebilecekleri

g6zonlne alinarak)

d) De novo DBBHL tanisi almak (Kronik lenfositik I6semi veya mantel hicreli 16semi gibi

indolent lenfoma 6ykusiu bulunmamak) ve

e) Daha 6nce sitotoksik bir ila¢ tedavisi almamis olmakti.

DBBHL olgularina ait demografik veriler Tablo 1'de yer almaktadir. Calismadan elde edilecek
verilerin hastaligin immunofenotip alt gruplari arasinda farkliliklar gésterip géstermediklerinin
karsilastirimasi amaci ile calismaya dahil edilen DBBHL olgularinin immunofenotip alt
gruplari, Hans ve ark.’nin tanimladi§i algoritma kullanilarak belirlendi (Hans vd., 2004). Ozetle,
rutin olarak uygulanan bu prosedirde, formaline fikse parafine gémuli (FFPE) arsiv doku
orneklerinden 5-um kalinhiginda kesitler alinarak, 60°C’de en az 2 saat dehidre edildi.

Deparafinizasyon ve antijen retrival islemleri otomatize sistemde (Ventana Medical Systems)
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gerceklestirildi. Iimmunohistokimyasal analizlerde primer antikorlar olarak Bcl-6, IRF4/MUM1
ve CD10 kullanildi. Her analiz agsamasinda reaktif lenf nodulleri ve normal timik doku drnekleri
pozitif kontrol olarak kullanilirken, primer antikorun eklenmedigi ve ayni immunohistokimyasal
protokollin uygulandidi preparatlar negatif kontrol olarak degerlendirildi. Isik mikroskopunda
40x buyutmede immunopozitif hiicreleri iceren en az 10 alan analiz edildi ve immunopozitif
hicrelerin sayisi, sayilan toplam hiicre sayisina bdlindi. Neoplastik hiicrelerin en az %25’inde
immunopozitiflik goéraldiginde, ekspresyon pozitif olarak degerlendirildi. Hans algoritmasina
gbre hastalar Germinal Merkez (GC) ve Germinal Merkez-disi (Non-GC) olmak Uzere iki

immunofenotipik alt gruba ayrildi.

Tablo 1. DBBHL olgularina ait demografik veriler

Demografik veri Sayi (n) Yizde (%)
Yas

<60 8 40

260 12 60
Cinsiyet

Kadin 11 55

Erkek 9 45
Klinik Evre

-1l 4 20

"-1v 16 80
Tutulum

Nodal 12 60

Ekstranodal 8 40
immunofenotip

GC 7 35

Non-GC 13 65
Sagkalm*

>12 ay 14 70

<12 ay 6 30

*: Tum DBBHL hastalarinda R-CHOP tedavisi uygulanmistir.

DBBHL olgu grubuna dahil edilen 20 olgunun yas ortalamasi 62,5+15,12 olarak hesaplandi.
DBBHL olgulari ile saglikli bireyler arasinda projede hedeflenen analizler agisindan yas
farkinin ortadan kaldiriimasi amaciyla yas ortalamalari 55,6+14,0 olan ve 21 bireyden olusan
kontrol grubu olusturuldu (iki grup arasinda yas ortalamasi agisindan istatistiksel
karsilastirmada p=0.108 olarak belirlendi). Kontrol grubunu olusturan bireylerde c¢alismaya
dahil edilme kriterleri:
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a) Herhangi bir malignite 6éykisi bulunmamak,
b) 18-75 yas arasinda olmak,

¢) Herhangi bir kronik hastalik éykisu (diyabetes mellitus, kronik karaciger hastaligi gibi) ve

otoimmun hastalik dykisi bulunmamak,
d) Organ fonksiyonlari agisindan stabil olmak,
e) Daha 6nce sitotoksik bir ila¢ tedavisi almamis olmakti.

Projemiz icin Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulundan 27.08.2013 tarihinde onay
alinmistir. Proje slirecinde, galismaya dahil edilen saglikh bireyler ve DBBHL hastalari ¢alisma

ile ilgili bilgilendirildi ve yazili onay belgeleri alindi.

3.2 Eksozom izolasyonu
3.2.1 Plazma Orneklerinden Eksozom izolasyonu

Calisma grubunu olusturan DBBHL hastalari ve saglikli géndllt bireylerden a¢ karnina EDTA’li
tiplere (Vacutainer K2EDTA’ll tip, BD) 20 ml kan 6rnekleri alindi. Tim olgu ve saglkh
bireylerde sag kol antekibital venden kan 6rnekleri alindi. Kan 6rnegi alinirken 221 gangle-
igne kullanildi ve damara girildikten hemen sonra kola uygulanan turnike uzaklastirildi (stres
olusumundan kaginmak, trombositlerden eksozom salinimini uyarmamak amaci ile). igne
icerisindeki ilk 2 mI'lik kan 6rnegi ekarte edildikten sonra, EDTA’lI tiplere kan 6rnekleri alindi.
Kan drnegi alma sirasinda dikkat edilecek noktalar konusunda Hematoloji Bilim Dali Kan Alma
Servisi'nde galisan hemsireler bilgilendirildi (Lacroix vd., 2013, Witwer vd., 2013, McDonald
vd., 2013).

Kan drnekleri alindiktan sonra en kisa surede Tibbi Genetik Laboratuvari’'na ulastirildi ve
plazma drneklerinden eksozom izolasyonu, 2 basamakta gerceklestirildi (Lacroix vd., 2013,
McDonald vd., 2013): ilk basamakta, platelet-free plazma érneginin eldesi hedeflendi ve bu
amagla 2 kez ardigik olarak 2.500 x g'de 15 dk santrifiij islemleri gerceklestirildi. izole edilen
plazma orneklerindeki hemoglobin konsantrasyonun yiksek olmasinin, eksozom eldesinden
sonraki analizlerde problemlere yol agabilecedi distunilmektedir. Bu nedenle, tim plazma
orneklerindeki hemoglobin konsantrasyonu ticari kit yardimi, Gretici firmanin belirttigi protokol
uygulanarak ile belirlendi (Hemoglobin Assay Kit, Sigma). ikinci basamakta, 12.000 x g'de 45
dk santrifij sonrasinda 6rnekler, 0.2 yum por ¢apli filtreden gecirildi ve 110.000 x g’de 2 saat
ve 1 saat olmak Uzere ardigik 2 farkli ultrasantrifdj islemi uygulandi (Optima Max-XP, Beckman

Coulter). Santriflij sonrasinda, elde edilen pelet PBS ile dille edildi ve 50 ul 6érnek direkt olarak

11



TiBITAK

morfolojik analiz i¢in PAU Elektron Mikroskobu Birimi’'ne iletildi. Geride kalan drnekler, sonraki

analizlerde kullaniimak tUzere -80°C’de saklandi.

3.2.1.1 Plazma Orneklerindeki Eksozom Miktarlarinin Belirlenmesi

Plazma o6rneklerindeki eksozom miktarinin belirlenmesi amaci ile tim eksozomlarda var
oldugu bilinen esteraz enzim aktivitesine dayali protokol uygulandi ve bu amagla ticari kit
(Exocet, SBI) kullanildi. Uygulanan protokol asagida 6zetlendi:

- Kitle birlikte saglanan standart 6rnegi kullanilarak 20x107-1280x10” araliginda 7 farkli
standart 6rnegi hazirlandi.

- Eksozom &rneklerine (20 ul) eksozom lizis tamponu (80 pl) eklendi, 37°C’de 5 dk
inkibe edildikten sonra 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

- Santriflij sonrasi elde edilen siipernatan érneklerine (50 ul) ve standard érneklerine
kitle birlikte sadlanan reaksiyon karisimi eklendi ve 15 dk inkube edildi.

- Inkiibasyon sonrasi érneklerin 450 nm dalga boyunda OD degerleri kaydedildi
(BioTek, ELx808) ve standard grafigi kullanilarak, plazma o6rneklerinde varolan eksozom

miktarlari belirlendi.

3.3 izole Edilen Eksozomlarin Karakterizasyonu
3.3.1 Elektron Mikroskopi ile Morfolojik Karakterizasyon

Eksozomlarin morfolojik karakterizasyonlarini belirlemek igin 2 farkli ydntem uygulandi:
a. Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu (STEM-Scanning Transmission Electron
Microscope) Yéntemi:

- PBS icindeki eksozom pelletinden 5 ul alinarak formvar kapl nikel gridlere absorbe
edildi (20 dk).

- PBS (pH 7,4) ile yikanan gridler, %2’lik paraformaldehit ile 10 dakika fikse edildikten
ve PBS ile yikandiktan sonra, %1’lik glutaraldehit ile 5 dakika fikse edildi.

- PBS ile yikanan gridler (7x2 dk), %Z2’lik Uranil Asetat (sulu) ile 15 dakika
kontrastlandiktan sonra 3-5 kez tri-distile su ile yikandi.

- Kurutulan gridler, Taramali Gegirimli Elektron Mikroskobu dedektdrt (STEM) igeren
Alan Emisyon Taramal Elektron Mikroskobu’nda (FESEM-Carl Zeiss, Supra 40 VP) incelendi
ve mikrograflari alindi.
b. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-Scanning Electron Microscope) Yontemi:

- PBS icindeki eksozom pelleti Poly-L lizin kapli yuvarlak lamellere damlatildiktan ve
oda sicakhginda 40 dakika bekletildikten sonra, %2,5’luk gluteraldehit ve %4’IUk
paraformaldehit (PBS’de) ile 5 dakika fikse edildi.
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- Distile su ile yikanan lameller, gece boyunca kurumaya birakildiktan sonra stamplara
yerlestirildi ve Au-Pd ile kaplandi.
- Lameller Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu’'nda (FESEM-Carl Zeiss, Supra 40

VP) incelenerek mikrograflari alindi.

3.3.2 Eksozomal Protein igeriginin Belirlenmesi

izole edilen eksozom dérneklerinden lizatlar hazirlandi. Bu amagla, asadida belirtildigi sekilde
lizis galisma tamponu hazirlandi ve protokol uygulandi:

- 1x lizis tamponuna (Cell Signalling Tech.), 1ul proteaz inhibitér kokteyli (100x) (Cell
Signalling Tech.) ve 1 ul EDTA (0.5 M) eklenerek toplamda 100 ul ¢caligma lizis tamponu elde
edildi.

- 100 pl calisma lizis tamponuna 100 ul eksozom érnegi eklendi ve homojenize edildi.
Ornekler 15 dk buzda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tekrar vortekslenerek eksozom lizatlari
hazirlandi. Bu lizatlar eksozomlarin protein miktarlarinin belirlenmesinde, total proteinlerin

goruntilenmesinde ve Western Blot analizlerinde kullanildi.

Eksozomlarin protein miktarlari Bradford ydntemi ile belirlendi. Bu amagla ticari bir kit (DC
Protein Assay, BioRad) ve ticari protein standardi (Protein Standard I, BSA, BioRad) kullanild1.
Uygulanan protokol asagida 6zetlendi:
- Protein standartlari kullanilarak 0,008-1,29-mg/ml konsantrasyonlarda olmak tzere
5 farkli standart hazirlandi.
- Uretici firmanin belirttigi sekilde galisma solusyonu hazirlandi. Herbir standardin ve
eksozom lizat 6rneklerinin tzerine ¢alisma solusyonu eklenerek homojenize edildi.
- Bu homojenatin Uzerine kitle birlikte saglanan bir diger soliisyon (Reagent B)
eklendi ve 15 dk inkiibasyondan sonra 750 nm’de (BioTek, ELx808) okuma yapildi.
- izole edilen eksozomlardaki total protein miktarlari, standart egrisi baz alinarak

hesaplandi.

Eksozomlarin total protein iceriklerinin gérintilenmesi amaciyla, yukarida belirtilen protokolle
elde edilen lizat 6rnekleri Coomassie blue ile boyandi. Bu amagla uygulanan protokol asagida
Ozetlendi:

- 30 pl lizat 6rnegine 10 ul Western Blot ylkleme boyasi (4x) eklendi ve 95°C’de 5 dk
inklibe edildi. Sonrasinda protein érnekleri 90 V'da SDS-PAGE’de yurutildu (BioRad).

- Jel 6rnekleri Coomassie blue (Sigma) , metanol (Merck) ve glasial asetik asit (Merck)

iceren boyama sollUsyonuna aktarildi ve 4 saat inkibe edildi.
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- inkiibasyon sonrasi, jel érnekleri metanol ve glasial asetik asit iceren destaining
solisyonunda overnight inkibasyona birakildi.

- inklibasyon sonrasi jel gorintiileri alindi.

3.3.3 Ekzozomlarda CD63, CD81 (TAPA1) Ve TSG101 Yizey Belirteclerinin Belirlenmesi

Ekzozom ylzey belirteclerinin varhgi icin yapilacak Western Blot analizleri icin ayrilan
ekzozom lizat 6rneklerine de 10 ul Western Blot Yikleme Boyasi eklendi ve 95°C’de 5 dk
inkube edildi. Takiben anti-CD63 (Abcam), anti-TAPAL1 (Abcam), anti-TSG101 (Abcam), anti-
B aktin (Abcam) (henuz tim eksozomlarda western blot ¢calismalarinda kullanilacak yukleme
kontroll igin secilmesi gereken hedefler tanimlanmamistir. Biz de ¢alismamizda bu antikoru
yukleme kontroli olarak degil de, bu antikoru icerip icermediklerini belirlemek amaci ile
kullandik) primer antikorlari ve goat anti-rabbit IgG sekonder antikoru (Abcam) kullanilarak
Western Blot analizleri tamamlandi. Bu amagla uygulanan protokol asagida 6zetlendi:

- %10’luk SDS-PAGE jeli hazirlandi. Jelin kuyularina 20 ul olacak sekilde ekzozom
ornekleri ve protein molekller agirhk standardi (Prestained Protein Ladder, Santa Cruz
Biotech.) yuklendi.

- SDS-PAGE jeller, 1 x SDS running tamponunda yaklasik 1 saat yurituldu (BioRad).

- Elektroforez iglemini takiben, jel ve blot membrani (PVDF membran, Immobilon-P,
Sigma) icerecek sekilde yeni bir jel kaseti hazirlandi ve 1x transfer tamponunda 100 V’da 90
dk bekletilerek jelde bulunan proteinlerin membrana transferi gerceklestirildi.

- Membranlar, yagsiz sut tozu iceren TBST sollisyonunda yaklasik 1 saat bekletilerek,
bloklandi.

- Uretici firmanin belirttigi sekilde her bir hedef yiizey belirteci icin primer antikorlar
hazirlandi ve membranlar 4°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

- inklibasyon sonrasi membranlar TBST'de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Yikama sonrasi membranlara sekonder antikor solusyonu (1:10.000) eklendi ve oda
sicakliginda 1 saat inkube edildi.

- inkiibasyon sonrasi membranlar TBST’de 10 dk (x4) rotatorda yikandi.

- Membranlar, sekonder antikorun tasidigi HRP’nin kromojenik substratini (DAB) iceren

boyama solisyonunda* gortntilendi.

*. Boyama solUsyonunun hazirlanmasi: 200 mM Sodyum Asetat (pH 5.0) (Sigma) igine
0.0334 g DAB (Sigma) eklendi. Uzerine %0.3'lik CoCl (Merck) ve %3'lik H20, (Merck) eklendi

ve sonrasinda bantlar géruntulendi.
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3.4 Eksozomlarin miRNA Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi

3.4.1 Ekzozomlardan Total RNA izolasyonu

DBBHL olgulari ve saglikh bireylerin plazma érneklerinden elde edilen eksozomlarin miRNA
iceriklerinin belirlenlenmesi amaciyla, 6ncelikle eksozom 6rneklerinden total RNA izolasyonu
yapildi. Bu amagla uygulanan protokol kisaca asagida 6zetlendi:

- 300 pL eksozom Ornegi Uzerine 100 pl lizis tamponu (Qiagen) ve 1 mL Trizol (Roche) eklendi.
- Ornek Uzerine kloroform (Sigma) eklenerek faz ayriminin olusmasi saglandi ve en Ustte yer
alan akdz fazdan 750-800 ul alinarak steril bir tipe aktarildi.

- RNA presipitasyonu icin izopropil alkol (AppliChem) eklendi ve sonrasinda RNA %70’lik
etanol (Sigma) ile yikandi.

- Alkolun uzaklastiriimasini takiben RNA, RNaz-free suda (Ambion) ¢ozduruldi.

- Elde edilen RNA’nin miktari spektrofotometrik olarak (NanoDrop, Thermo) dl¢ildu.

3.4.2 Mikroarray Analizi

Eksozomal miRNA’larin mikroarray analizi icin ticari kit (SurePrint G3 Human miRNA r21 Array
Kit, G4870C, Agilent) kullanildi. Spike-In solisyonunun hazirlanmasi (internal kontrol),
orneklerin defosforilize edilmesi, érneklerin denattirasyonu, 6érneklerin ligasyonu, érneklerin
kurutulmasi, 6rneklerin bloklanmasi, orneklerin hibridize edilmesi, hibridizasyon sonrasi
ylkama ve analiz basamaklarindan olusan protokol asagida dzetlendi:

- Analiz edilecek tim 6rnekler, total RNA miktarlari 50 ng/ml olacak sekilde ayarlandi.
Kitle birlikte saglanan ve uretici firmanin 6nerdigi sekilde hazirlanan etiketleme dncesi dilusyon
solusyonu ve fosfataz tamponu kullanilarak RNA &rneklerinin  defosforilizasyonu
gerceklestirildi.

- Orneklerin %100 DMSO yardimi ile denatiirasyonu gergeklestirildi.

- Ornekler T4 RNA ligaz, T4 RNA ligaz tamponu ve Cyanin3-pCp yardimi ile etiketleme
islemi icin 16°C’de 2 saat inkubasyona birakildi.

- Orneklerin kurutulmasini takiben hibridizasyon agamasina gegildi. Nikleaz-free suda
¢Ozdurulen érneklere hibridizasyon dilusyon solusyonu, bloklama ajani ve Hi-RPM tamponu
eklendi.

- Ornekler 8'li mikroarray lamindaki yiikleme alanlarina Uretici firmanin tanimladigi
sekilde aktarildi ve lamlar hibridizasyon firininda 65°C’de 20 saat hibridizasyona birakildi.

- inkubasyonu takiben yikama tamponlari ile yikama basamaklari gergeklestirildi.

- Son olarak mikroarray sisteminin tarayicisinda Uretici firmanin 6nerdigi ayarlar

yapilarak tarama yapildi ve elde edilen gorintiler kaydedildi.
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- Ham verilerin sistem tarafindan analize uygun formata transfer edilmesini takiben
veriler, Gene Spring GX yazilim (versiyon 14.9, Digital Biology) programi kullanilarak analiz
edildi. Ozetle, kontrol problarina ait veriler diglandi ve “Entity List Inspector’da sadece miRNA
problarinin yer aldigi bir liste olusturuldu. Veriler “detected” forma alindi ve katli degisim 2 kat
ve daha fazla degisim gosteren miRNA’lar icin kullanildi. Her 6rnek 3 kez tekrarlandi ve

ortalama degerleri alinarak multiple korelasyon analizleri tamamlandi.

3.5. Hiicreler Arasi Eksozom Transferi igin Ko-kiltiir Modeli

3.5.1 Periferal Kan Mononuklear Hiicrelerinden B-hiicre izolasyonu Ve Kiilturi

B-hulcrelerinde yasla birlikte eksozom internalizasyon kapasitesinin artmasi nedeniyle, 62
yasinda saglikh bireyden EDTA’lI tiipe 5 ml periferik kan 6rnedi alindi (Eitan vd., 2017). Kan
ornegi 1:1 oraninda PBS ile sulandirildi ve esit hacimde Ficoll (Lonza) igeren tupe aktarildi.
Sonrasinda 2500 rpm’de 20 dk +4°C’de santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi Ficoll ile plazma
arasinda mononukleer hicrelerin lokalize oldugu buffy coat katmani dikkatlice baska bir tlipe
aktarildi. Aktarilan hacmin 3 kati miktarinda PBS eklendi ve 2 kez yikandi. Daha sonra elde
edilen suspansiyonda hicre sayimi yapildi ve ticari kit yardimi (B cell isolation kit, Milteny) ile
B-hiicre izolasyonu asamasina gegildi. Ozetle, 1x107 hiicre konsantrasyonu basina biyotinle
isaretli antikor ve sonrasinda anti-biyotin boncuklari eklendi ve magnetik alanda seperasyon
islemi tamamlandi. izole edilen B-hiicrelerin varligi CD19 ve CD3 yiizey belirtecleri kullanilarak

Flowsitometri (Beckman Coulter) analizi ile teyit edildi.

Flow sitometri analiz sonucuna gore, saf halde izole edilen B-hiicre siispansiyonunun kultir
asamasina gegildi. Kultir asamasindan 6nce, fotal dana serumu (FBS) kaynakli eksozom
kontaminasyonunu ©nlemek amaci ile, FBS’de bulunan eksozomlar ultrasantrifiijle
uzaklastirildi ve bu hali ile kiltir kogullarina eklendi (Shelke vd., 2014). Ozetle hiicreler, %10
(v/v) eksozomlari uzaklastiriimis FBS ve %1 penisilin (100 dnite/ml) /streptomisin (100 pg/ml)
suplementli RPMI 1640 besiyerinde 37°C’de %5 CO:'li nemli ortamda kulttre edildi. Kilttre

edilen B-hucrelerinin safligi da flow sitometri analizi ile CD19 ve CD3 hedef alinarak teyit edildi.

3.5.2 DBBHL Hiicre Hatlar1 Ve Kiiltiir Kosullar

Ko-kultir deneylerinde Pfeiffer (CRL-2631, ATCC) ve SU-DHL-4 (CRL-2957, ATCC) olmak
tizere 2 adet Germinal Merkez B Hucreli (GCB), SU-DHL-2 (CRL-2956, ATCC) ve U2932 (ACC
633, DSMZ) olmak Uzere 2 adet Aktive B Hucreli (ABC) ve son olarak da 1 adet Primer
Mediastinal B-Hucreli Lenfoma (U2940, ACC 634, DSMZ) olmak tzere, 3 temel DBBHL alt

tipine ait hicre hatlar kullanildi. Ko-kultir deneylerinde kullanilmadan o6nce, tim hicre
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hatlarina ait hicreler 3.5.1 bolimunde belirtildigi hali ile kaltir ortami ve kosullarinda kulture
edildiler.

3.5.3 Normal B-hiicresi ve DBBHL Hiicre Hatlarindan Eksozom izolasyonu

Bu basamak ko-kiltlr sonrasi DBBHL hicrelerinden B hicrelere transfer olan miRNA’larin
tanimlanmasi amaci ile yapildi. Caligmamizin klinik drnekler (DBBHL hastalari ve saglkli
gonulll bireyler) béluminde uygulanan eksozom izolasyonu asamalari, tim DBBHL hicre

hatlarinin yanisira B-hicre kultiriinde de uygulandi ve tamamlandi.

3.5.4 Ko-kultir Modelinin Olugsturulmasi

Sirkulasyondaki DBBHL hicrelerinin normal B-hlcrelerine eksozomlarini aktardiklarini ve bu
ekzozomlarin 6zgiin miRNA'lari igerdikleri hipotezimizi desteklemek amaci ile ko-kuiltir modeli
olusturuldu. Bu model i¢in uygulanan deney dizayni ve uygulamasi Sekil 1°de yer almaktadir.
Bu modelde 6-kuyulu hicre kultiri kaplari (Greiner Bio-One) kullanildi ve her kuyuya DBBHL
hiicrelerinden 1x10%/ml konsantrasyonda eklendi. Daha sonra 0.4-uym por c¢apli membran
iceren insert (Greiner Bio-One) yerlestirildi ve insert Uzerine ayni kultur ortaminda yer alan

1x10%ml konsantrasyonda saglikli B-hticreleri eklendi.

A B

8 150 Op®
&< aYiaYevan) |
OOOOOOOOO insert

Membran

O O O ()DBBFBUcreCSiD O O O .
Q O
OOOOOOOOOOOOO

Sekil 1. Ko-kiltir modelinin sematik gdsterimi ve uygulamasi. (A) Farkli kompartmanlarda
(insert ve kuyu) ko-kultire edilen DBBHL hicre ve saglikh B-hiicre populasyonlari, insertte
bulunan membran nedeniyle birbirlerinden ayrilirlar. (B) Tim htcre hatlarinin yer aldigi ko-

kaltdr uygulamasi.

Ko-kultir modelinin olusturulmasindan sonra, hulcreler daha 6nce tanimlanan kosullarda
inkibasyona birakildi ve inkibasyon sonrasi insert Uzerindeki hicrelerden daha oOnce
tanimlandigi sekilde eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirildi. izole edilen

eksozomlardan total RNA izolasyonu sonrasi mikroarray analizi yapildi. Kanser hucresi-
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kokenli eksozomlarin normal B-hticrelerine transferinin bir gdstergesi olarak, izole edilen

ekzozomlarin miRNA icerikleri normal B-hlcre hattina ait miRNA profilleri ile kargilastirildi.

3.6 Mikroarray Analizlerinin Verifikasyonu

Mikroarray analizlerinin verifikasyonu real-time PCR ile gergeklestirildi (LightCycler 2.0, Roche
Diagn.) Real-time PCR ile konfirmasyon i¢in ekspresyon dizeyinde anlaml degisiklik gosteren
hsa-miR-3960, hsa-miR-6089, hsa-miR-939-5p, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-595’in (tiumu
down regtle) yanisira hiicre hatlari miRNA mikroarray analizinde ekspresyon artisi en yuksek
olan miR-6803-5p secildi. Real-time PCR analizinde, MIRCURY miRNA assay platformunda

yer alan hedef miRNA’lara 6zgun primer setleri (Qiagen) kullaniidi.

Eksozomlardan izole edilen total RNA 6rneklerinden cDNA sentezi, ticari kit (MIRCURY LNA
Universal RT MicroRNA PCR, Universal cDNA synthesis kit Il, Exiqon) yardimi ile
gerceklestirildi. Ozetle, kitle birlikte saglanan 5x reaksiyon tamponu, enzim karisimi, sentetik
RNA spike, nikleaz icermeyen su ve kalip RNA (5 ng/ul)’y1 iceren 10 ul'lik reaksiyon karigimi
hazirlandi. Bu karisim 42°C’de 60 dk inklibe edildikten sonra, reverse transkriptazin isi ile

inaktivasyonunu saglamak amaci ile 95°C’de 5 dk inklibe edildi.

Real-time PCR protokoliine baslamadan dnce, bir dnceki basamakta elde edilen cDNA 6rnegi
nukleaz icermeyen su ile 1:80 oraninda dille edildi ve protokolde bu dilie cDNA &6rnegi kalip
olarak kullanildi. Real-time PCR karigimi, SYBR®Green master karisimi (miRCURY LNA
Universal RT MicroRNA PCR, Exilent SYBR®Green master mix, Exigon) kullanilarak
hazirlandi. Ozetle, 5 ul PCR Master karigsimi, 1 pl PCR primer seti ve 4 pl diliie cDNA érnegini
iceren reaksiyon karisimi hazirlandi. Real-time PCR amplifikasyon protokol: 95°C’de 10 dk
(1 doéngl), 95°C’de 10 sn ve 60°C’de 1 dk (40 déngl) olarak uygulandi. Amplifikasyon sonrasi,
drunlerin identifikasyonu amaci ile 95°C’de 0 sn, 55°C’de 1dk ve 90°C’de 0 sn (ramp. rate:

0.1°C) olacak sekilde erime egrisi analiz yapildi.

3.7. Endozom Maturasyonunda Defekte Neden Olan Ajan Varhginda Standard DBBHL

Tedavisinin Etkinligi

3.7.1 Sitotoksik Ajanlar Ve Hazirhlk Asamalari

Endozom maturasyonunda defekte neden olan ajan olarak Bafilomisin A1 (Cayman Chemical)
kullanildi ve stok konsantrasyonu 1600 nM olacak sekilde DMSO’da ¢ozdurildia. Hazirhk

asamasi, gerekli biyoguvenlik ve sterilizasyon énlemleri alinarak tamamlandi.
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DBBHL’nin standard tedavisinde kullanilan R-CHOP kombinasyonunun o6ncelikle CHOP
bolumu hazirlandi. Bu amagla siklofosfamid monohidrat (C) (Sigma), doksorubisin hidroklorid
(H) (Sigma), vinkristin sulfat (O) (Sigma), ve prednisolon (P) (Sigma) DMSO’da ¢ézdurulda.
Her bir ajanin klinik dozu (siklofosfamid, 750 mg/m?; doksorubisin, 50 mg/m?; vinkristin, 1.4
mg/m?; prednisolon, 100 mg/m?) yansitacak sekilde ara galisma konsantrasyonlari hazirlandi
ve final CHOP konsantrasyonu 10 mg/ml olarak kullandi. Standard tedaviyi olugturan R-CHOP
kompozisyonu icin lokal eczaneden temin edilen Rituximab (Mabthera, 100 mg/10 ml, Roche)
kullanildi ve 10 mg/ml CHOP’a 10ug/ml konsantrasyonda eklendi (Zhao vd., 2015). Hazirlik

asamasi, gerekli biyoguvenlik ve sterilizasyon énlemleri alinarak tamamlandi.

3.7.2 Bafilomisin A1 Doz Araligi Calismasi

Bafilomisin A1’in 1-10 nM araliginda olan “diisik doz” ve 100-1000 nM aralidinda olan “ylksek
doz” olmak Uzere 2 farkl doz arali§i bulunmaktadir (Yuan vd., 2015, Redmann vd., 2017). Bu
doz araliklar1 baz alinarak, Pfeiffer, SU-DHL-2, SU-DHL-4, U2932 ve U2940 olmak Uzere 5
farkh DBBHL hicre hatti 2-500 nM Bafilomisin A1 ile 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklari ticari kit (XTT, Cell proliferation Kit I, Roche) yardimi ile
uretici firmanin belirttigi sekilde belirlendi. Ozetle, XTT karisiminin eklenmesinden sonra
hucreler 37°C’de %5 CO?li nemli ortamda 4 saat inkiibe edildi. Sonuglar 650 nm referans
dalga boyunda 450 nm dalga boyundaki optik dansiteleri baz alinarak hesaplandi (BioTek,
ELx808). Tum DBBHL hucre hatlarinda her bir kosul icin hedeflenen analizler 3 kez tekrar

edildi ve elde edilen verilerin ortalamalar kullanildi.

3.7.3 DBBHL Hiicre Hatlarinda R-CHOP Duyarliliginin Belirlenmesi

Calismada degerlendirilen Pfeiffer, SU-DHL-2, SU-DHL-4, U2932 ve U2940 hicre hatlarinin
R-CHOP tedavisine duyarliliklarini belirlemek amaci ile, hiicreler %10, %100 ve %200 R-
CHOP ile 24 ve 48 saat inkiibe edildi (Ageberg vd., 2011, Zhao vd., 2015). inkiibasyon sonrasi
hicre canhliklar ticari kit (XTT, Cell proliferation Kit Il, Roche) yardimi ile Uretici firmanin
belirttigi sekilde belirlendi ve R-CHOP ilave edilmemis kontrol hlicrelerine gére normalize
edildi. Ozetle, XTT karisiminin eklenmesinden sonra hucreler 37°C'de %5 CO2li nemli
ortamda 4 saat inkube edildi. Sonuglar 650 nm referans dalga boyunda 450 nm dalga
boyundaki optik dansiteleri baz alinarak hesaplandi (BioTek, ELx808). Tum DBBHL hucre
hatlarinda her bir kosul i¢cin hedeflenen analizler 3 kez tekrar edildi ve elde edilen verilerin

ortalamalari kullanildi.
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3.7.4 DBBHL Hiicre Hatlarinda R-CHOP Ve BAF Kombine Tedavinin Etkinligi

Bafilomisin A1’in R-CHOP tedavisine karsi hicreleri duyarli hale getirip getirmediklerini
belirlemek amaci ile, ¢calismada degerlendirilen Pfeiffer, SU-DHL-2, SU-DHL-4, U2932 ve
U2940 hiicre hatlarina daha 6nce tanimlanan baz araliklari dikkate alinarak 10, 50, 100 ve
500 nM olmak Uzere 4 farkli dozda Bafilomisin A1 eklenmis %100 R-CHOP kombine tedavisi
uygulandi. Hucreler bu farkli doz kombinasyonlarini iceren ajanlarla 24 ve 48 inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi hiicre canliliklari ticari kit (XTT, Cell proliferation Kit 1l, Roche) yardimi ile
dretici firmanin belirttigi sekilde belirlendi. XTT karisiminin eklenmesinden sonra hticreler
37°C’de %5 COZ2’li nemli ortamda 4 saat inklbe edildi. Sonuglar 650 nm referans dalga
boyunda 450 nm dalga boyundaki optik dansiteleri baz alinarak hesaplandi (BioTek, ELx808).
Tam DBBHL hiticre hatlarinda her bir kosul icin hedeflenen analizler 3 kez tekrar edildi ve elde

edilen verilerin ortalamalari kullanildi.

3.8 istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler, SPSS (version11; SPSS Inc., Chicago, IL,USA) yazihimi kullanilarak
olusturuldu. DBBHL hastalarinda farkliliklari dederlendirmek ve Bafilomisin A1’in etkinligini
degerlendirmek amaci ile student t-testi (eksozom sayisi ve demografik 6zellikler) ve Pearson
korelasyon testi (eksozom say! ve protein konsantrasyonu) kullanildi. miRNA array istatistiksel
analizleri Gene Spring GX (versiyon 14.9, Digital Biology) programi kullanilarak yapildi ve
multiple korelasyon analizleri tamamlandi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Saghkh Gonullu Bireyler Ve DBBHL Hastalarinin Plazma Orneklerinde Varolan

Eksozom Konsantrasyonlari

Calismada degerlendirilen 21 saghkli gonulli bireye ve 20 DBBHL hastasina ait plazma
orneklerinden basarili bir bicimde eksozom izolasyonu gergeklestirildi. Saglikl gonullt bireyler
ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinin icerdikleri hemoglobin konsantrasyonlari sirasi ile
190,3+£125,2 mg/100 ml ve 204,5+47,9 mg/100 ml olarak belirlendi. Bu degerin, eksozom
izolasyonu sonrasinda ileri analiz asamalarini etkilemeyecek dizeyde oldugu belirlendi
(Witwer vd., 2013).

Saghkh gondlli bireylerin plazma eksozom konsantrasyonu ortalama 4,04x10%°+3,25/ml
(aralk 1,09-8,74x10%/ml) olarak belirlendi. DBBHL olgularinin plazma 6rneklerinden izole
edilen eksozom konsantrasyonu ise ortalama 24,59x10%°+1,7/ml (aralik 13,18-86,28x10°/ml)
olarak belirlenirdi (Sekil 2). Saglikli bireylerle karsilastirildiginda, DBBHL olgularinda eksozom
konsantrasyonunun yaklasik 6 kat daha fazla oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p=0.0001).

24,59

N
&

n

4,04

-

Saghkh goniilli bireyler DBBHL hastalan

(107° partikiil /ml )

Eksozom konsantrasyonu

Sekil 2. Saglikli génulli bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole edilen
eksozom konsantrasyonlari.

DBBHL hastalarinin plazma kokenli eksozom konsantrasyonlari, hastalara ait demografik
Ozelliklerle karsilastirildi (Sekil 3). Ortalama tani yasi 60 yas olarak dederlendirildiginde, 60
yasin altindaki DBBHL hastalarinin plazma érneklerinde eksozom sayisinda anlamli bir artis
gb6zlendi (p=0.04). Ayni zamanda ekstranodal tutulumlu (mide, akciger, beyin vb) lenfoma
hastalarinin plazma orneklerinde eksozom konsantrasyonunun anlamli dizeyde yuksek
oldugu belirlendi (p=0.02). Klinik evre agisindan olgular ileri evre (evre IV) ve erken evre (evre
[-1-1Il) olmak uUzere iki ayri grupta degerlendirildiginde, evre IV olgularda eksozom

konsantrasyonunun anlamli derecede azaldigi belirlendi (p=0.04). Eksozom konsantrasyonlari
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hastalarin I6kosit hlcre konsantrasyonlari ile de karsilastirildi ve bazofil disinda (p=0.031,

R=0.351) diger hiicre sayilari ile bir korelasyon saptanmadi.

40 1 S
35
30 [
25

20

15 1

Eksozom konsantrasyonu
(1019 partikil /ml )

10 1

Yas Klinik Evre Tutulum immunofenotip Sagkalim

Sekil 3. DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole edilen eksozom konsantrasyonlarinin
klinik verilere gore dagihmlar (*: p<0.05).

4.2 Saghkh Gonilli Bireyler Ve DBBHL Hastalarinin Plazma Orneklerinden izole Edilen
Eksozomlarin Karakterizasyonu

4.2.1 Eksozomlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Elektron mikroskopi analizlerinde, saglikh goénulli  bireyler ve DBBHL hastalarin
plazmalarindan izole edilen eksozomlarin, beklendigi gibi 40-120 nm c¢apinda olduklari
belirledi. Sekil 4 ve 5’te sirasi ile saglikl gonullu bireyden ve DBBHL hastasindan izole edilen

eksozomlara ait drnek elektron mikroskopi goruntuleri yer almaktadir.

Sekil 4. Saglikh gonulli bireye ait plazma érneginden izole edilen eksozomlarin (A) STEM ve
(B) SEM goruntuleri.
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Sekil 5. DBBHL hastasina ait plazma 6rneginden izole edilen eksozomlarin (A) STEM ve (B)
SEM goriuntuileri.

4.2.2 Eksozomlarin Total Protein Konsantrasyonlari

Kontrol grubunu olusturan saglikh bireylerin plazma 6rneklerinden izole edilen eksozomlardaki
total protein ortalama konsantrasyonu 67,10+29,8 ug/100 ml plazma (aralik 54,4-105,46
ug/100 ml) olarak belirlendi. DBBHL grubunda ise ortalama total protein konsantrasyonu
213,17448,2 ug/100 ml plazma (aralik 121,6-575,3 ng/100 ml) olarak saptandi (Sekil 6).

300 1
213,17
250 1
200 +1
150 1

100 1

50 o

Protein konsantrasyonu
(ug/100 ml plazma)

Saglikh gonilli bireyler DBBHL hastalan

Sekil 6. Saglkli génulll bireyler ve DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole edilen
eksozomlardaki total protein konsantrasyonlari.

Saglikli bireylerle karsilastiriidiginda, DBBHL hastalarinin eksozomal protein miktarinin 3,2 kat
daha fazla oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p=0.001). Saglkh
gobnullld bireyler ve DBBHL hastalarina ait eksozomal proteinlerin SDS-PAGE sonrasi elde
edilen jel goruntilerinde de bu bulguyu destekleyici nitelikte olarak, DBBHL eksozom

orneklerinin kontrol grubuna gére daha fazla protein icerdigi gézlendi (Sekil 7).
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MWM

Sekil 7. (A) Saglikh gonulli bireylerin ve (B) DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole
edilen eksozomlardaki total proteinlerin Coomassie blue ile boyal 6rnek SDS-PAGE jel
goruntuleri (MWM: Molekuler Weight Marker, 10-250 kDa, ThermoSci., 26619).

Eksozom konsantrasyonu ve eksozomlarin igerdigi protein konsantrasyonu arasinda anlamli
bir korelasyon bulunmadi (p=0.409, R=-0.316). Sekil 8'de 20 DBBHL hastasina ait eksozom

konsantrasyonlari ve eksozom igeriginde bulunan protein miktarlari yer almaktadir.

20
19
18
17
16
15 B Protein konsantrasyonu
14 (mikrogram/100 mi
13 plazma)Protein
5 12 konsantrasyonu
© 1 (mikrogram/100 ml plazma)
w 10
E 9 B Eksozom konsantrasyonu
a 8 (10710 partikdil/ml)
I 7
8 s
o 5
4
3
2
1 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 8. DBBHL hastalarina ait eksozom konsantrasyonlari ve eksozom igeriginde bulunan

protein miktarlari

4.2.3 Eksozomlarin Ylizey Belirtegleri

Saglikli génullt bireylerin plazma 6rneklerinden izole edilen tim eksozom drneklerinin CD63,
CD81 ve TSG101 yuzey belirtecleri ile B-aktin proteinini icerdikleri belirlendi. DBBHL
hastalarinin plazma érneklerinden izole edilen tim eksozom 6rneklerinin de CD63, CD81 ve
TSG101 ylzey belirteglerini tasidiklar ancak, 3 hastaya (1, 2 ve 9 no’lu hastalar) ait

eksozomlarin B-aktin proteinini icermedikleri belirlendi. Sekil 9°'da DBBHL hastalarina ait
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eksozomlarda hedef yilizey belirtegleri ve B-aktin proteinlerine 6zgun, Western Blot drnek

gorintaleri yer almaktadir.

cpe3 | ¥ e e Y | 43 kD2
CD81 |ammes $oif = Guy (b = b s | 25 kDa
TSG101 | S G S —— ’ 49 kDa
B-Aktin e W " — 42 kDa

Sekil 9. DBBHL hastalarina ait eksozom 6érneklerinde Western Blot analiz gorintuleri. L1-9: 1-9 nolu
hastalara ait plazma 6rneklerinden izole edilen eksozomlarda sirasi ile CD63, CD81, TSG101 ve B-aktin
antikorlarina karsi elde edilen protein fragmanlari yer almaktadir.

4.3 Normal B Hiicresi Ve DBBHL Hiicre Hatlarindan Eksozom izolasyonu Ve

Karakterizasyonu

Normal B hlcresi ve DBBHL hicre hatlarindan izole edilen eksozomlara ait 6rnek EM
gérintileri Sekil 10‘da yer almaktadir. izole edilen eksozomlarin beklendigi gibi, 60-140 nm
blyuklikte olduklari belirlendi. Normal B hiicresinden izole edilen eksozomlarla birlikte Pfeiffer,
SU-DHL-2, SU-DHL-4, U2932 ve U2940 hucre hatlarindan izole edilen eksozomlarin, 6zgun

yuzey belirteclerini tagidiklar saptandi.

A B

Sekil 10. Saglikli gonillu bireyden izole edilen (A) B-hiicre ve (B) DBBHL hucresinden (Pfeiffer
hicre hatti) izole edilen eksozomlarin SEM gorintdileri.
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4.4 DBBHL Hastalarinin Plazmalarindan izole Edilen Eksozomlardaki miRNA’larin
Tanimlanmasi

Calismaya dahil edilen 20 DBBHL hastasi ve 21 saglikli gonulli bireylerin plazma 6rneklerinin
eksozomal fraksiyonlarindan basarili bir bicimde total RNA izolasyonu gerceklestirildi ve
mikroarray analizleri tamamlandi. Caligilan tum O&rneklerde kalite kontrol raporu
degerlendirildikten sonra biyoinformatik analize gegildi. $ekil 11°de bir mikroarray ¢aligmasina

ait kalite kontrol (QC) rapor ornegi yer almaktadir.

QC Report - Agilent Technologies : miRNA

Date Thursday, October 29, 2015 - 17:53 Grid 070156_D_F_20141006
Image 257015610884_2015-10-29_17-08_areal_532_converted BG Method No Background

M_1

Protocol miRNA_1105_Oct12 (Read Only) Background Detrend On(FeatNCRange, LoPass)
User Name Administrator Multiplicative Detrend False
FE Version 11.5.1.1 Additive Error 88
Sample(red/green) Saturation Value 65502

Spot Finding of the Four Corners of the Array Net Signal Statistics Evaluation Metrics for miRNA_QCMT_Oct12
Non-Control probes: Excellent (2) ; Good (1) ; Evaluate (3)
Metric Name Value Excellent Good Evaluate

# Saturated Features 7
% of Sig. Distrb 1701

IsGoodGrid 1.00 =1 NA <1
3 88.18 <5 5ta 12 >12

3.85 <8 Bto 15 15
CVBGS.,  42.03 Oto 10 10ta 15 <0 or 15

gTotalSignal?5pctile 0.10

LabelingSpike-| 378 >2.50 <2.50

HybSpike. 203 >2.50 <2.50

50% of Sig. Distrib. 775
1% of Sig. Distrib, 506

Grid Normal Negative Control Stats

Feature  Local Background
Average Net Signals 859.63
StdDev Net Signals sa40  Stringenc

Non Uniform 1" 249
Population 2045 571

Average BG Sub Signal 8438
StdDev BG Sub Signal 89.66 * Excallent * Good ® Evaluate

Sekil 11. Mikroarray ¢alismasina ait kalite kontrol (QC) rapor 6rnegi.

Bonferroni multiple korelasyon analizine gore saglkli gonulli bireylerle kargilastirildiginda,
DBBHL hastalarinda 33 adet miRNA'nin ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlaml
dizeyde azalma g6zlendi (Tablo 2) ve ekspresyon diizeylerine gdre heatmap analizleri yapildi
(Sekil 12).

Multiple korelasyon analizlerinden Benjamini korelasyon analizi uygulandiginda ise, hsa-miR-
3960, hsa-miR-6089 ve hsa-miR-939-5p olmak lzere 3 adet miRNA'nin DBBHL hastalarininin
plazmalarindan izole edilen eksozomlarda anlamli olarak down-regule olduklari analiz edildi
(sirasi ile p=0.00067, p=0.00377 ve p=0.00411). Mikroarray verilerinin hiyerargik kime
analizleri Sekil 13'de yer almaktadir.

Ekspresyonunda degisim gozlenen bu 3 miRNA'nin hedef genleri ve hedef yolak analizleri
Agilent GeneSpring GX platformu kullanilarak belirlendi. Bu platformda PITA, PicTar, TarBase,
TargetScan ve microRNA.org veritabanlari kullanilarak hedef genler saptandi ve “The Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) Pathway veri tabanindan ilgili yolaklar
belirlendi. S6zkonusu veri tabanlarinda hsa-miR-6089 bulunamadigindan, Tablo 3'te sadece

hsa-miR-3960 ve hsa-miR-939-5p’e ait hedef genler ve yolaklar yer almaktadir.

26



v

TiBITAK

Tablo 2. DBBHL hastalarinin plazma eksozomlarinda down-regtile olan 33 adet miRNA

MiRBase

miRNA Aktif Dizi erisim numarasi Kath Degisim (22) Degisim

hsa-miR-1207-5p CCCCTCCCAGCCT MIMATO0005871 57,02 Downregiile
hsa-miR-1268a CCCCCACCACCAC MIMAT0005922 53,14 Downregiile
hsa-miR-1268b CACCCCCACCACC MIMAT0018925 58,80 Downregiile
hsa-miR-1307-3p CACGACCGACGCC MIMATO0005951 10,70 Downregiile
hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCCC MIMAT0019077 16,95 Downregiile
hsa-miR-181b-5p ACCCACCGACAGCA MIMATO0000257 16,15 Downregiile
hsa-miR-181d-5p ACCCACCGACAACAATG MIMAT0002821 16,10 Downregiile
hsa-miR-197-5p CCTCCCACTGCCC MIMAT0022691 25,77 Downregiile
hsa-miR-2861 CCGCCCACCGC MIMAT0013802 11,08 Downregiile
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMATO0018076 31,36 Downregiile
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMATO0019337 98,68 Downregiile
hsa-miR-432-5p CCACCCAATGACCTACTC MIMAT0002814 7,51 Downreglile
hsa-miR-4481 AACCACCAGCCCAC MIMAT0019015 12,47 Downregiile
hsa-miR-4632-5p TCCGCCACACCCA MIMAT0022977 8,34 Downregiile
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMAT0019799 14,47 Downregiile
hsa-miR-4707-5p CCAGAACCCGCCC MIMAT0019807 5,69 Downregiile
hsa-miR-4721 CCACCGTCACCTGG MIMAT0019835 4,62 Downregiile
hsa-miR-4725-3p CCCGACACTGACGC MIMAT0019844 4,90 Downregiile
hsa-miR-4741 AGCCGACCCCTCC MIMAT0019871 27,30 Downregiile
hsa-miR-4763-3p CCCGCCCAGCAC MIMAT0019913 17,14 Downregiile
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 7,88 Downregiile
hsa-miR-6089 CCGCCCccGCccce MIMAT0023714 76,72 Downregiile
hsa-miR-6127 CCTCCCACCCACTC MIMAT0024610 19,64 Downregiile
hsa-miR-623 ACCCAACAGCCCCTGC MIMAT0003292 6,84 Downregiile
hsa-miR-6724-5p CCCCACGCCCG MIMAT0025856 25,24 Downregiile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMAT0027506 6,36 Downregiile
hsa-miR-6840-3p CACCCCGCACAAAG MIMAT0027583 16,11 Downregiile
hsa-miR-7108-5p CCACCCGCCTGC MIMAT0028113 17,08 Downregiile
hsa-miR-7845-5p CCACGACCCTCCC MIMAT0030420 16,46 Downregiile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMAT0030996 5,24 Downregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMAT0030998 18,51 Downregiile
hsa-miR-937-5p CCAGCCCCAcCcCC MIMAT0022938 22,02 Downregiile
hsa-miR-939-5p CACCCCCAGAGCC MIMAT0004982 56,55 Downregiile

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-1268a
hsa-miR-1268b
hsa-miR-1307-3p
hsa-miR-1587
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-181d-5p
hsa-miR-197-5p
hsa-miR-2861
hsa-miR-3656
hsa-miR-3960
hsa-miR-432-5p
hsa-miR-4481
hsa-miR-4632-5p
hsa-miR-4701-3p
hsa-miR-4707-5p
hsa-miR-4721
hsa-miR-4725-3p
hsa-miR-4741
hsa-miR-4763-3p
hsa-miR-595
hsa-miR-6089
hsa-miR-6127
hsa-miR-623
hsa-miR-6724-5p
hsa-miR-6803-5p
hsa-miR-6840-3p
hsa-miR-7108-5p
hsa-miR-7845-5p
hsa-miR-8069
hsa-miR-8071
hsa-miR-937-5p
hsa-miR-938-5p

Sekil 12. DBBHL hastalarinin plazmalarindan izole edilen eksozom drneklerinde mikroarray
verilerinin heatmap analizleri.

27



257015610884 2015-10.29_17-08_Area1_S32_mRNA_1108_Oct12_1_3 b gTetaProdeSignal
257015610884 2015-10-29_17-08_Areat_S32_miRNA_1105_Oct12_1_1 bt ToraProdesignal
257015610884_2015-10:29_
257015610884 _2015-10.29_17.08,
267015610884 _2015.10.29_17.08,
257015810884 _2015-10:29_17-08_Avea!_S32_miRNA_1108_Oct12_1_4 betq TotaProdeSignal
257015610884_2015-10-29_17-08_Avea_S32_miRNA_1105_Oct12_2 3 tetgTesaProdesignal
US10133798 257015814300 _S01_miRNA_107_Sep_1_1 bxtgToiaProbeSignal

USH0133798_257015814300_SO1_miRNA_107_Sept_1_2 txt g TotaProbeSignal

US10133796 267015814300 _S01_miRNA_107_Sep0s_1_3 it gTotaProtesignal

US10133796 257015614200 _SO1_miRNA_107_S¢p08_1_4 e TotaProdesignal

US10133796 257015614200 _SO1_miRNA_107_SeptS_2_1 ixtgTotaProbeSignal

257015610885 2016-04-15_15.02 Aveat 532 miRNA_1105_ Oct12_2 1 ixtqTotaProdeSignal
257015610885_2016.04.15_15.02_Aveat_S$32_miRNA_1105_Oct1_1_2txtgTotaProdesignal
257015810885 2018.04-15_15.02_Aveat_SI2_miRNA_1105_Oct12_2 3 betgTetaProvesignal
257015610885 2016-04-15_15-02_Aveat 532 miRNA_1105_Oct12_2 4 iakqTekaProbesignal
25T015810885_2018:04-15_15-02_Aveat_S32_miNA_1105_Oct2_1_3 bgTotaProbeSignal
25TO15610885_2016-04-15_15-02_Aveat_S12_miRNA_1105_Oct12_1_4 bxtg TotaProbeSignal
257015610885 2016:04-15_15-02_Area1_S32_ mRNA_1105_Oct12_1_1qTeraProsesignal
257015610885_2016-04-15_15-02_Aveat_S32_miRNA_1105_Oct12_2_2 et TosaProsesignal

S32_miRNA_1105_0ct12_2_1 it TetaProdeSignal
532_miRNA_1105_Oct12_2_2 g TotaProbeSignal
532 _miRNA_1108_Oct12_1_2 g TeraProdeSignal

N4

TiBITAK

H
£
E
2

hsa-miR-8080

nsa-miR-939-50

Sekil 13. DBBHL hastalarinin plazmalarindan izole edilen eksozom érneklerinde mikroarray
verilerinin hiyerarsik kiime analizleri ve dendogram.

Tablo 3. Down-regule olan miRNA’larin hedef genleri ve potansiyel olarak etkiledikleri KEGG

biyolojik yolaklari
KEGG yolak adi mMiRNA Hedef gen/ler
hsa-miR-3960/ CERS1, GPAT4, PHOSPHO1,
hsa-miR-939 NDUFS7, AC02,
Metabolik yolak hsa-miR-3960 MIF, GPLS
hsa-miR-939 CEL, AK8, TYMP, ALOX12B,

HPD, CKMT1A, GPAAL,

Kanserde sinyal iletim yolaklar

hsa-miR-3960/

COLG6A2, SIPA1L3, MAPKSIP3,

(Rab1, PI3K, Ras, cAMP, PPAR, MAPK, mTOR, hsa-miR-939 GNAI2, PPP2R3B, GRIN1,

Whnt sinyal iletim yolaklari) APOAL1, PI3R2, PLIN1, FXD1,
PRKCG, MAP2K7, CACNG7,
HCN2, SRF, SSTR5, WNT6,

Kanserde sinyal iletim yolaklari hsa-miR-939 GRP119, CACNALF

(cAMP, cGMP ve MAPK sinyal iletim yolaklarr)

Kanserde transkripsiyonal misregilasyon hsa-miR-3960/ MLLT1
hsa-miR-939
Endositoz yolagi hsa-miR-3960/ AP2A2, DNM2, GRK6, CYTH2
hsa-miR-939
Ribozom yolagi hsa-miR-939 MRPL21, RPL24, RPLP2, RPS11
Ubikutin aracili proteaz hsa-miR-3960/ HUWE1, UBE20O
hsa-miR-939
Protein sindirimi ve absorbsiyonu hsa-miR-3960/ SLC7A8
hsa-miR-939
hsa-miR-3960 SLC9A3
hsa-miR-939 CTRB1
Mitofaji hsa-miR-3960/ TBC1D17
hsa-miR-939
hsa-miR-939 FIS1
Ferroptozis hsa-miR-3960/ MAP1LC3B
hsa-miR-939
Nekroptozis hsa-miR-3960 HIST3H2A
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4.5 Normal B hiicresi Ve DBBHL-kdkenli Eksozomlardaki miRNA’larin identifikasyonu

Normal B hicre-kdkenli ve Pfeiffer hlicre hatti-kdkenli eksozomlarin miRNA profilleri
karsilastirildiginda, Pfeiffer hiicre hatti-kdkenli eksozomlarda 11 adet miRNA'nin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde asiri eksprese oldugu belirlendi (tim miRNA’lar igin p<0.001) (Tablo
4).

Tablo 4. Pfeiffer hucre hatti-kdkenli eksozomlarda normal B hiicresi-kokenli eksozomlara

gore anlamli farkhlik gosteren miRNA'lar

MiRBase
miRNA Aktif Dizi erigsim numarasi Kath Degisim (22) Degisim
hsa-miR-1268a CCCCCACCACCAC MIMAT0005922 21,78 Upregtile
hsa-miR-1268b CACCCCCACCACC MIMAT0018925 21,40 Upregtile
hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCCC MIMAT0019077 35,17 Upregtle
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMATO0018076 30,99 Upregiile
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMAT0019799 101,12 Upregiile
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 5,39 Upreglile
hsa-miR-6089 CCGCcCccaGcecece MIMAT0023714 8,64 Upreglile
hsa-miR-6127 CCTCCCACCCACTC MIMAT0024610 22,55 Upregiile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMATO0027506 120,35 Upregiile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMATO0030996 689,26 Upregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMAT0030998 131,28 Upregiile

Normal B hucre-kdkenli ve SU-DHL2 hicre hatti-kdkenli eksozomlarin miRNA profilleri
karsilastiriidiginda, SU-DHL2 hlcre hatti-kdkenli eksozomlarda 3 adet miRNA’nin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde down-regile oldugu belirlendi (tim miRNA’lar igin p<0.001) (Tablo 5).
Geride kalan hucre hatlari olan SU-DHL4, U2932 ve U2940 hicre hartlarindan da, ilging bir

bicimde, ayni miRNA’larin ayni oranda down regule olduklari gézlendi.

Tablo 5. SU-DHL2, SU-DHL4, U2932 ve U2940 hiicre hatti-kokenli eksozomlarda normal B

hiicresi-kokenli eksozomlara gére anlamli farkhlik gosteren miRNA’lar

MiRBase
miRNA Aktif Dizi erigsim numarasi Kath Degisim (22) Degisim
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMATO0019337 52,89 Downreglle
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMATO0003263 15,09 Downregile
hsa-miR-6089 CCcGCecceceeacecece MIMAT0023714 40,33 Downregiile

Normal B-hicreleri ile DBBHL hiicre hatlarinin ko-kdltir deneylerinden sonra, kanser
hicrelerinin karsilastiklari B-hticrelerine farkli miRNA’lar1 aktardiklari belirlendi. Pfeiffer hiicre
hatti ile ko-kdltlre edilen B-hucresinde 27 adet miRNA’nin ekspresyonunda degdisim gozlendi.
Bu miRNA’larin 7 tanesinde up-regulasyon, 20 tanesinde ise down-regulasyon saptandi (Tablo
6). SU-DHL2 hucre hatti ile ko-kiltire edilen B-hlcresinde 28 adet miRNA'nin
ekspresyonunda degisim gozlendi. Bu miRNA’larin 6 tanesinde up-regulasyon, 22 tanesinde
ise down-regulasyon saptandi (Tablo 7). SU-DHL4 hucre hatti ile ko-kultire edilen B-

hucresinde 27 adet miRNA'nin ekspresyonunda degisim gozlendi. Bu miRNA'larin 6 tanesinde
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up-regilasyon, 22 tanesinde ise down-regulasyon saptandi (Tablo 8). U2932 hicre hatti ile
ko-kultire edilen B-hucresinde 30 adet miRNA'nin ekspresyonunda degisim gozlendi. Bu
miRNA’larin 7 tanesinde up-regilasyon, 23 tanesinde ise down-regllasyon saptandi (Tablo
9). Son olarak, U2940 hlcre hatti ile ko-kiltire edilen B-hicresinde 6 adet miRNA’nin

ekspresyonunda degisim gozlendi ve tamaminin up-regile oldugu saptandi (Tablo 10).

Tablo 6. Pfeiffer hiicre hatti ile ko-kultiire edilen B hiicresinde miRNA profili

30

mMiRNA Aktif Dizi MiRBase erigim Kath Degigsim Degisim
numarasi
hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCCC MIMAT0019077 2,47 Upregtle
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMATO0018076 2,04 Upregiile
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMATO0019799 4,21 Upregiile
hsa-miR-6127 CCTCCCACCCACTC MIMAT0024610 2,00 Upregiile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMAT0027506 7,46 Upregiile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMAT0030996 64,95 Upregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMAT0030998 5,21 Upregiile
hsa-miR-1207-5p CCCCTCCCAGCCT MIMAT0005871 2,49 Downregiile
hsa-miR-1307-3p CACGACCGACGCC MIMAT0005951 42,46 Downregiile
hsa-miR-181b-5p ACCCACCGACAGCA MIMATO0000257 42,46 Downregiile
hsa-miR-181d-5p ACCCACCGACAACAATG MIMAT0002821 42,46 Downregiile
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMAT0019337 9,65 Downreglle
hsa-miR-432-5p CCACCCAATGACCTACTC MIMATO0002814 42,46 Downregiile
hsa-miR-4632-5p TCCGCCACACCCA MIMAT0022977 42,46 Downreglile
hsa-miR-4707-5p CCAGAACCCGCCC MIMATO0019807 42,46 Downreglle
hsa-miR-4721 CCACCGTCACCTGG MIMATO0019835 42,46 Downreglle
hsa-miR-4725-3p CCCGACACTGACGC MIMATO0019844 42,46 Downreglle
hsa-miR-4741 AGCCGACCCCTCC MIMATO0019871 42,46 Downreglle
hsa-miR-4763-3p CCCGCCCAGCAC MIMAT0019913 42,46 Downreglle
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 4,92 Downreglle
hsa-miR-6089 CCGCcCcCcGcecece MIMAT0023714 2,29 Downreglle
hsa-miR-623 ACCCAACAGCCCCTGC MIMAT0003292 42,46 Downreglle
hsa-miR-6724-5p CCCCACGCCCG MIMAT0025856 42,46 Downregiile
hsa-miR-6840-3p CACCCCGCACAAAG MIMAT0027583 42,46 Downregiile
hsa-miR-7108-5p CCACCCGCCTGC MIMAT0028113 42,46 Downregiile
hsa-miR-7845-5p CCACGACCCTCCC MIMAT0030420 42,46 Downregiile
hsa-miR-939-5p CACCCCCAGAGCC MIMATO0004982 42,46 Downregile
Tablo 7. SU-DHL2 hiicre hatti ile ko-kiiltiire edilen B hiicresinde miRNA profili
miRNA Aktif Dizi MiRBase erisim Kath Degisim Degisim
numarasi

hsa-miR-1207-5p CCCCTCCCAGCCT MIMAT0005871 19,38 Downregile
hsa-miR-1307-3p CACGACCGACGCC MIMAT0005951 19,38 Downregiile
hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCcCC MIMAT0019077 3,11 Upregtile
hsa-miR-181b-5p ACCCACCGACAGCA MIMATO0000257 19,38 Downregtle
hsa-miR-181d-5p ACCCACCGACAACAATG MIMAT0002821 19,38 Downregtle
hsa-miR-197-5p CCTCCCACTGCCC MIMAT0022691 19,38 Downregtle
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMAT0018076 4,56 Upregiile
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMAT0019337 5,39 Downregiile
hsa-miR-432-5p CCACCCAATGACCTACTC MIMATO0002814 19,38 Downregiile
hsa-miR-4481 AACCACCAGCCCAC MIMATO0019015 19,38 Downregiile
hsa-miR-4632-5p TCCGCCACACCCA MIMAT0022977 19,38 Downregtile
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMAT0019799 3,96 Upregtle
hsa-miR-4707-5p CCAGAACCCGCcCC MIMAT0019807 19,38 Downregtile
hsa-miR-4721 CCACCGTCACCTGG MIMAT0019835 19,38 Downregtile
hsa-miR-4725-3p CCCGACACTGACGC MIMATO0019844 19,38 Downregiile
hsa-miR-4741 AGCCGACCCCTCC MIMATO0019871 19,38 Downregiile
hsa-miR-4763-3p CCCGCCCAGCAC MIMAT0019913 19,38 Downregiile
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 4,61 Downregiile
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hsa-miR-623 ACCCAACAGCCCCTGC MIMAT0003292 19,38 Downreglle
hsa-miR-6724-5p CCCCACGCCCG MIMATO0025856 19,38 Downregiile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCcCCC MIMATO0027506 7,49 Upregiile
hsa-miR-6840-3p CACCCCGCACAAAG MIMATO0027583 19,38 Downregiile
hsa-miR-7108-5p CCACCCGCCTGC MIMAT0028113 19,38 Downreglile
hsa-miR-7845-5p CCACGACCCTCCC MIMAT0030420 19,38 Downreglile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMATO0030996 27,72 Upregtle
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMATO0030998 5,10 Upregtle
hsa-miR-937-5p CCAGCCCCAcCCC MIMAT0022938 19,38 Downregiile
hsa-miR-939-5p CACCCCCAGAGCC MIMATO0004982 19,38 Downregiile
Tablo 8. SU-DHL4 hiicre hatti ile ko-kiiltire edilen B hiicresinde miRNA profili
miRNA Aktif Dizi MiRBase erigim Kath Degigsim Degisim
numarasi
hsa-miR-1207-5p CCCCTCCCAGCCT MIMATO0005871 26,02 Downregtile
hsa-miR-1307-3p CACGACCGACGCC MIMATO0005951 26,02 Downregiile
hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCCC MIMATO0019077 2,28 Upregiile
hsa-miR-181b-5p ACCCACCGACAGCA MIMATO0000257 26,02 Downregiile
hsa-miR-181d-5p ACCCACCGACAACAATG MIMAT0002821 26,02 Downregiile
hsa-miR-197-5p CCTCCCACTGCCC MIMAT0022691 26,02 Downregiile
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMAT0018076 4,20 Upregiile
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMAT0019337 6,10 Downregiile
hsa-miR-432-5p CCACCCAATGACCTACTC MIMAT0002814 26,02 Downreglile
hsa-miR-4481 AACCACCAGCCCAC MIMATO0019015 26,02 Downregiile
hsa-miR-4632-5p TCCGCCACACCCA MIMAT0022977 26,02 Downreglle
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMATO0019799 3,23 Upreglle
hsa-miR-4707-5p CCAGAACCCGCCC MIMAT0019807 26,02 Downreglle
hsa-miR-4721 CCACCGTCACCTGG MIMAT0019835 26,02 Downreglile
hsa-miR-4725-3p CCCGACACTGACGC MIMAT0019844 26,02 Downreglile
hsa-miR-4741 AGCCGACCCCTCC MIMAT0019871 26,02 Downregiile
hsa-miR-4763-3p CCCGCCCAGCAC MIMAT0019913 26,02 Downregiile
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMATO0003263 5,74 Downregiile
hsa-miR-623 ACCCAACAGCCCCTGC MIMAT0003292 26,02 Downreglle
hsa-miR-6724-5p CCCCACGCCCG MIMAT0025856 26,02 Downreglle
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMAT0027506 7,10 Upregiile
hsa-miR-6840-3p CACCCCGCACAAAG MIMAT0027583 26,02 Downregtle
hsa-miR-7108-5p CCACCCGCCTGC MIMAT0028113 26,02 Downregiile
hsa-miR-7845-5p CCACGACCCTCCC MIMAT0030420 26,02 Downregiile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMATO0030996 24,52 Upregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMAT0030998 3,73 Upregiile
hsa-miR-937-5p CCAGCCCCACCC MIMAT0022938 26,02 Downregtle
hsa-miR-939-5p CACCCCCAGAGCC MIMATO0004982 26,02 Downregile
Tablo 9. U2932 hicre hatti ile ko-kilttire edilen B hiicresinde miRNA profili
mMiRNA Aktif Dizi MiRBase erigim Kath Degisim Degisim
numarasi

hsa-miR-1587 CCCAACCCAGCCC MIMAT0019077 3,16 Upregiile
hsa-miR-3656 CCACCCCCGCAC MIMAT0018076 4,65 Upregtile
hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMAT0019799 7,46 Upregtile
hsa-miR-6127 CCTCCCACCCACTC MIMAT0024610 3,88 Upregtile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMAT0027506 9,30 Upregtile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMATO0030996 42,75 Upregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMAT0030998 11,73 Upregiile
hsa-miR-1207-5p CCCCTCCCAGCCT MIMAT0005871 14,03 Downregiile
hsa-miR-1307-3p CACGACCGACGCC MIMATO0005951 14,03 Downregilile
hsa-miR-181b-5p ACCCACCGACAGCA MIMATO0000257 14,03 Downregtile
hsa-miR-181d-5p ACCCACCGACAACAATG MIMAT0002821 14,03 Downregtile
hsa-miR-197-5p CCTCCCACTGCCC MIMAT0022691 14,03 Downregtile
hsa-miR-2861 CCGCCCACCGC MIMAT0013802 14,03 Downregtile
hsa-miR-3960 CCCCCGCCTCCG MIMAT0019337 5,13 Downregiile
hsa-miR-432-5p CCACCCAATGACCTACTC MIMATO0002814 14,03 Downregiile
hsa-miR-4481 AACCACCAGCCCAC MIMAT0019015 14,03 Downregiile
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hsa-miR-4632-5p TCCGCCACACCCA MIMAT0022977 14,03 Downregiile
hsa-miR-4707-5p CCAGAACCCcGCccC MIMATO0019807 14,03 Downregiile
hsa-miR-4721 CCACCGTCACCTGG MIMATO0019835 14,03 Downregiile
hsa-miR-4725-3p CCCGACACTGACGC MIMATO0019844 14,03 Downregiile
hsa-miR-4741 AGCCGACCCCTCC MIMAT0019871 14,03 Downreglile
hsa-miR-4763-3p CCCGCCCAGCAC MIMAT0019913 14,03 Downreglile
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 2,73 Downreglile
hsa-miR-623 ACCCAACAGCCCCTGC MIMAT0003292 14,03 Downreglile
hsa-miR-6724-5p CCCCACGCCCG MIMATO0025856 14,03 Downregiile
hsa-miR-6840-3p CACCCCGCACAAAG MIMATO0027583 14,03 Downregiile
hsa-miR-7108-5p CCACCCGCCTGC MIMATO0028113 14,03 Downregiile
hsa-miR-7845-5p CCACGACCCTCCC MIMATO0030420 14,03 Downregiile
hsa-miR-937-5p CCAGCCCCACCC MIMAT0022938 14,03 Downreglile
hsa-miR-939-5p CACCCCCAGAGCC MIMAT0004982 14,03 Downregiile
Tablo 10. U2940 hicre hatti ile ko-kdlttre edilen B hiicresinde miRNA profili
miRNA Aktif Dizi MiRBase erigim Kath Degisim Degisim
numarasi

hsa-miR-4701-3p ACACCACACCCATCAC MIMAT0019799 43,15 Upreglle
hsa-miR-595 AGACACACCACGGCACA MIMAT0003263 2,29 Upregiile
hsa-miR-6089 CCGCccceacecece MIMAT0023714 6,40 Upregiile
hsa-miR-6803-5p ACGCCCAGCCCC MIMATO0027506 27,20 Upregiile
hsa-miR-8069 ACGCCGACCGCC MIMATO0030996 316,43 Upregiile
hsa-miR-8071 CCACCCACTCCAGT MIMATO0030998 74,47 Upregiile

Bu sonuglarin ortak 6zelligi, kanser hucrelerinin eksozomlar araciligi ile saglikh B hicrelerine
miRNA 0Ozelinde 6zgun bilgi aktarimi yapmalaridir. Bir bagka ifade ile, DBBHL hucre hatlarina
ait yukaridaki tablolarda yer alan ko-kultir sonuglari, timoér-kokenli eksozomlarin timor
mikrogevresini 6zgiin olarak yeniden programladigini géstermektedir. Ornegin GCB alt tipine
sahip Pfeiffer ve SU-DHL-4 hiicre hatlarinin ko-kultir sonrasi eksozomlar araciligi ile B-
hicrelere aktardiklari miRNA profilleri farklihk gdstermektedir. Pfeiffer hiicrelerinin eksozomlar
hsa-miR-197-5p, hsa-miR-4481 ve hsa-miR-937-5p’yi

aktarmadiklari, ancak hsa-miR-6127’yi aktardiklari belirlendi. Bir baska ilging veri de, normal

aracihgi ile B-hucrelerine

B-hlcreleri ile karsilastinldiginda ayni miRNA ekspresyon farkhliklarini gdsteren hicre
hatlarinin (Pfeiffer disindaki tim hucre hatlari) ko-kultir sonrasinda B-hlcrelerinde gozlenen

mMiRNA ekspresyon farkliliklaridir.

Verifikasyon amaciyla uygulanan real-time PCR analizine ait drnek goruntiler Sekil 14 ve 15'te
yer almaktadir. Beklendigi gibi, hedef miRNA’larin ekspresyon durumlarinin mikroarray analizi

sonucunda elde edilen verilerle uyumlu oldugu gézlendi.

4.6 DBBHL Hucre Hatlarinda Bafilomisin A1l ve R-CHOP Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Calismamiza dahil edilen tim DBBHL hicre hatlari igin, Bafilomisin A1 doz araligi

c¢alismasinda kullanilan tim dozlarda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonrasi hiicre canlliklarinda
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Sekil 14. hsa-miR-3960, hsa-miR-6089, hsa-miR-939-5p, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-595’e
ait (A) 6zgun amplifikasyon egrileri ve (B) erime egrisi analizleri (UniSP6 spike-in kontrol primer

setine ait veriler kirmizi, negatif kontrole ait veriler siyah ile gosterildi).
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Sekil 15. Pfeiffer (yesil), SU-DHL-2 (mavi) hiicre hatlarinda hsa-miR-6803-5p’ye ait (A) 6zgun
amplifikasyon egrileri ve (B) erime egrisi analizleri (UniSP6 spike-in kontrol primer setine ait

veriler kirmizi, negatif kontrole ait veriler siyah ile gosterildi).

herhangi bir degisim gézlenmedi. Doz-yanit edrileri olusturmak amaciyla, tum hucre hatlarina
tek basina  rituximab (klinik kullanm dozu olan 10 g/ ml) ve artan
konsantrasyonlarda (%10, %100-klinik doz ve %200-herbir ajan icin klinik doz karsiliklarinin

iki kati ajan iceren) R-CHOP eklendi, 24 ve 48 saat inklibasyona birakildi. Sekil 15 ve Sekil
16’da sirasi ile 24 ve 48 saatlik inklibasyon verileri yer almaktadir. SU-DHL4 ve U2932 hiicre
hatlarinin beklendigi gibi, rituximab’a duyarli olduklari gdézlendi. ilk 24 satlik inkiibasyon
sonrasinda sadece Pfeiffer hicre hattinda klinik kullanim dozunu yansitan %100 R-CHOP
tedavisinin anlamh duzeyde etkili oldugu gézlendi (Sekil 16). Oysa tim hucre hatlarinin 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda %100 R-CHOP tedavisinden anlaml duzeyde etkilendikleri
gozlendi (Sekil 17). Bu nedenle proje hedeflerimizden biri olan Bafilomisin A1 + R-CHOP
kombine tedavinin etkinligi, tim hucre hatlarinin R-CHOP tedavisine duyarli olduklari zaman

dilimi olan 48 saatlik inkibasyon sonrasi degerlendirildi (24 saatlik inkibasyon verileri de
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degerlendirildi, ancak istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmediginden, veriler burada
sunulmad).
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Sekil 16. DBBHL hucre hatlarinin 24 saatlik R-CHOP duyarliliklari. DBBHL hucre hatlar 3
farkli konsantrasyonda R-CHORP ile inkibe edildi. Hicre canhliklart XTT ydntemi ile belirlendi
ve tedavi almamis kontrol hicrelerine gore veriler normalize edildi. Tam veriler, 3'lU tekrarlarin
ortalamalari £SEM olarak sunuldu (*: p<0.05).
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Sekil 17. DBBHL hucre hatlarinin 24 saatlik R-CHOP duyarliliklari. DBBHL hicre hatlarn 3
farkll konsantrasyonda R-CHORP ile inkube edildi. Hucre canhliklari XTT yontemi ile belirlendi
ve tedavi almamis kontrol hiicrelerine gére veriler normalize edildi. TUm veriler, 3’lU tekrarlarin
ortalamalari £SEM olarak sunuldu (*: p<0.05).

Tek basina Bafilomisin A1’in uygulandidi tUm konsatrasyonlarda, tim hicre hatlari igin hicre
canliliklari agisindan olumsuz bir degisim gézlenmezken, Bafilomisin A1 ve R-CHOP kombine
tedavi uygulamalarinda farkli sonuglar elde edildi (Sekil 18).
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Sekil 18. DBBHL hicre hatlarinda farkli konsantrasyonlardaki Bafilomisin A1 ve R-CHOP
kombinasyonlarinin duyarhliklarl. Hucre canliliklari XTT ydntemi ile belirlendi ve tedavi
almamis kontrol hlcrelerine goére veriler normalize edildi. Tum veriler, 3’l0 tekrarlarin

ortalamalari £SEM olarak sunuldu.

Pfeiffer hiicre hattinda yiksek doz Bafilomisin A1 ile karsilastirildiginda herhangi bir etki
g6zlenmezken, dusik doz Bafilomisin A1 uygulamasinda hucre canliliginda yaklagik %5 lik bir
azalma go6zlendi. Ancak bu farkhlik istatistiksek olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). SU-DHL2
hicre hattinda disik doz Bafilomisin Al ilavesinde istatistiksel olarak anlamli azalma
g6zlenirken (10 nM konsantrasyonda hiicre canliliginda %15 ve 50 nM konsantrasyonda hiicre
canlihiginda %13 azalma) (p>0.05), yuksek doz Bafilomisin Al uygulamalarinin hucre
canlihlginda anlamli bir etkisinin olmadidi belirlendi. SU-DHL4 hlcre hatti icin, 500 nM
Bafilomisin Al ile karsilasma hucre canhhidinda herhangi bir etki olusturmazken, Bafilomisin
A7’in diger dozlarinin ayni etkiyi gostererek hiucre canliiginda yaklasik %12’lik bir azalmaya
neden oldugu saptandi (p>0.05). U2932 hiicre hattinda disik doz Bafilomisin Al ile hiicre
canhliginda istatistiksel olarak anlamli azalma gézlenirken (10 nM konsantrasyonda hiicre
canlihiginda %13 ve 50 nM konsantrasyonda hticre canliliinda %11 azalma) (p<0.05), yluksek
doz Bafilomisin A1 uygulamasinin hicre canliiginda anlaml bir etkisinin olmadigi belirlendi.
U2940 hucreleri igin galisilan tim dozlarda Bafilomisin A1’in hicre canhliyi Gzerinde bir
etkisinin olmadig1 gézlendi (p>0.05). Genel olarak degerlendirecek olursak, ABC-tipi DBBHL
hucre hatlari olan SU-DHL2 ve U2932 hiicre hatlarinda (ayni zamanda t(14;18) negatif hucre

hatlari) dusuk doz Bafilomisin Al ilavesinin, R-CHOP tedavisi icin hicreleri daha duyarli
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duruma getirdikleri gézlendi. Bu hlcrelerin yanisira Pfeiffer ve ilging bicimde GCB-tip DBBHL
hicre hatti olan SU-DHL4’te de disik doz BAF uygulamasinin hicreleri R-CHOP tedavisine
duyarh hale getirdikleri gozlemlendi. U2940, DBBHL'nin timik orijinli B-hticrelerinden kéken
alan alt tipi olan bir primer mediastinal B-htcreli lenfoma hicre hattidir ve bu hcrelerin
¢alismamizda degerlendirilen tim Bafilomisin A1 doz ilavelerinde R-CHOP tedavisine

duyarlihdinda bir degisim saptanmadi.
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5. TARTISMA /SONUG

Tam vicut sivilarimiz, hicrelerden kdken alan ve membranla gevrili vezikilleri icerirler ve bu
EV (ekstraselller vezikil)'ler bulunduklari ortama igerikleri dogrultusunda mesaj iletirler.
EV’lerin biyolojik fonksiyonlarinin anlagiimasinda en 6nemli basamak, EV izolasyonunda
uygulanan yontemlerle ilgili metodolojik ilerlemedir. Bu noktada kritik basamaklar, ISEV
(Uluslararasi Ekstraseluler Vezikuller Dernegi)’in farkh galisma gruplari tarafindan hazirlanan
ve bu alandaki arastirmacilara yol gosterecek sekilde “minimum saglanmasi gereken kosullar’
alt basligi altinda yayinlanan kilavuzlarda yer almaktadir (Witwer vd., 2013; Létvall vd., 2014,
Mateescu vd., 2017; Witwer vd., 2017). Ornek olarak plazma érneklerinde var olan EV’lerin
platelet, l16kosit, eritrosit, endotelyal hiicre-kékenli olduklari kadar, dokulardan salinan EV’leri
de icerdikleri bilinmektedir. Henlz hicre-kdkenli EV’leri identifiye edecek belirtegler
tanimlanmadigindan, bu kadar heterojen kaynakh EV’lerle ilgili calismalarda oncelikle
izolasyon asamasinda ortak protokollerin kullanimi, elde edilen verilerin daha saglikli
tartisilabilmesine olanak saglayacaktir. Bu durum, 2016 yilinda ISEV kongresinde, ilgili komite
dyelerinin oturum baskanliklarini yaptigi 6zel bir oturumda da detaylica tartisiimistir (Proje
ekibi “An-ultracentrifugation-based protocol for exosome isolation in diffuse large B-cell

lymphoma*“ baslikli poster sunum ile kongreye katilmigtir).

Taze plazma orneklerinin morfolojik olarak intakt eksozomlarin en iyi kaynagi olarak
tanimlanmasi (Muller vd., 2014), serumda plazmadan daha fazla miktarda olmalarina karsin,
trombosit kaynakli vezikullerin serumda bulunan EV’lerin %50’sinden fazlasini olusturmasi ve
dolayisiyla sirkulasyondaki EV’lerin fizyolojik ortaminin plazma olmasi (Witwer vd., 2013)
nedeniyle DBBHL hastalari ve saglikli génulli bireylerin plazma &rneklerinden eksozom
izolasyonu gerceklestirildi. Plazma 6rneklerinin eldesinde kullanilacak antikoagulanin secimi
son derece dnemlidir. Heparin eksozom izolasyonu sonrasi PCR c¢alismalarinda primerlerle
yarisimsal rekabete girmekte, yanlis negatif sonuglara neden olabiimekte ve dolayisiyla
nikleik asit eldesi sirasinda heparini uzaklastirmak icin ayrica ek bir ylkama protokoline
gereksinim duyularak zaman ve maliyeti arttirmaktadir. EDTA da PCR reagentleri ile etkilesime
girebilir, ancak etkileri heparinden ¢ok daha azdir ve reaksiyon sonuglarini etkilememektedir
(Witwer vd., 2013). Bu nedenle de calismaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerin kan

ornekleri EDTA’L tlplere alindi.

Hucrelerin farkh tipte EV’leri serbest birakabildikleri bilinmektedir. Bazi EV’ler dogrudan
plazma membranindan serbest kalirlar ve siklikla mikropartiktller, mikrovezikiller veya
ektozomlar olarak adlandirilirlar. Bu vezikullerin bayuklukleri nanometre-mikrometre arasinda

degismektedir. Multivezikuler endozomal kompartmanlar (MVB) iginde olugan internal
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veziklller, plazma membrani ile birlestiginde ekstraselller alanda serbest kalirlar. Bu EV’ler
eksozomlar olarak adlandirilirlar ve ¢aplari 150 nm’nin altindadir (Raposo vd., 2013; Kowal
vd., 2014). Bu nedenle ylksek hizda santrifujin veya 220 nm g6zenekli filtrelerden gegirme
uygulamalarinin eksozomlarin izolasyon protokolinde yer almasi dnerilmektedir (Gould vd.,
2013; Kowal vd., 2016). Ozetle, projemizin en énemli ve baslangic basamaginda ilgili
kilavuzlarda ve literatirlerde yer alan ornek secimi, 6rnek alimi, eksozom izolasyonu ve
karakterizasyonunda belirtilen noktalara uyuldu ve modifiye bir protokol olusturuldu. Bu
protokol uygulanarak, tim o6rneklerden basarili bir bicimde eksozom izolasyonlari ve
karakterizasyonlar yapildi. Bilgilerimiz dahilinde, uygulanan bu protokol, DBBHL hastalarinin

plazma 6rneklerden eksozom izolasyonu ile ilgili tanimlanan ilk protokoldir.

Hucresel etkilegsimlerin ana yoneticisi olan ve normal fizyolojik mekanizmalari lehine geviren
kanserde, eksozomlar 6zel bir 5Sneme sahiptirler. Eksozom araciligi ile tumore yakin veya uzak
bdlgelere horizontal bilginin  transfer edilmesi, timérin gelisimi ve metastazini
kolaylastirmaktadir. Her bir eksozom koken aldigi hiicrenin bir imprint’i gibidir ve nikleik asitler,
proteinler, enzimler, lipidler, sitokinler gibi temel hiicresel komponentleri icerirler. Eksozom
biyogenezi kanserde artar ve dikkat cekici bir bicimde tumor hucreleri normal prolifere olan
hicrelerden ¢ok daha fazla sayida eksozom Uretirler ve salarlar. Kronik Lenfositik Lésemi (Yeh
vd., 2015), Hodgkin lenfoma (Monique vd., 2016) gibi hematolojik neoplazmli hastalarin
yanisira meme kanseri (Galindo-Hernandez vd., 2013), over kanseri (Szajnik vd., 2013) gibi
solid tumore sahip hastalarin plazma ve diger vucut sivilarinda eksozom duzeylerinde anlamli
artis gozlenmektedir. Bu ¢alismalarla uyumlu olarak, projemizde DBBHL hastalarinin plazma
orneklerinde eksozom konsantrasyonunun saglikh kontrollere gore arttigini belirledik ve
bilgilerimiz dahilinde, literatirde DBBHL hastalarinin plazma eksozom diizeylerini rapor eden
bir calisma bulunmadigindan, projeden elde ettigimiz bu veri, bu kapsamda orijinal nitelik
tasimaktadir. TUmor hicre kokenli eksozom salinimindaki artistan sorumlu tutulan
mekanizmalarin basinda, timor mikrogevresinde baskin olan ve hipoksinin eslik ettigi stres yer
almaktadir. Bunun diginda, kanserde siklikla uyarilan p53 proteinin eksozom saliniminin
regllasyonunda rol oynayabilece@i disuniUlmektedir (Whiteside vd., 2016). Her ne kadar
kanserin tipine ve agresifligine bagl olarak farkli mekanizmalarin var oldugu 6ne surulse de,
tumor hucrelerinde eksozom salinimini regule eden mekanizmalar giinimuze dek tam olarak
aciga cikarnlamamistir.  Calismamizda DBBHL  hastalarinin  plazma  eksozom
konsantrasyonlari, hastalarin demografik verilerine gore karsilastirildiginda, nodal tutulumlu
ve ileri evre hastalarda eksozom sayisinin azaldigi belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde, literatlrde
plazma eksozom konsantrasyonunun hastaligin klinik verileri ile kargilastirildiginda tek bir

¢alisma bulunmaktadir. Bu calismada, akciger kanseri hastalarinin plazma eksozom
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konsantrasyonlarininin nodal tutulum ve ileri evre ile ters iligkili oldugu bildirilmigtir. Bir baska
ifade ile, calismamizdan elde verilerle uyumlu olarak, mediastinal lenf nodu tutulumu olan ve
ileri evre akciger kanseri hastalarinda plazma eksozom konsantrasyonunun azaldigi
belirlenmistir (Fotinos-loannis D vd., 2016). ileri evre olgularda, eksozomlarin plazmadan
cekilme nedeni bilinmemektedir ve bu nedeni bulmaya yonelik yapilacak fonksiyon
¢alismalarina gereksinim vardir. Elde edilecek veriler, hi¢ kuskusuz kanserin baslamasinin
yanisira Ozellikle progresyonu ile ilgili 6nemli mekanizmalarin aydinlatiimasina yardimci

olacaktir.

Calismamizda saglikh bireylerin plazma 0rneklerinden izole edilen eksozomlardaki total
proteinlerin konsantrasyonunun literatirde daha Once belirlenen konsantrasyonla uyumlu
oldugu gézlendi (Caby vd., 2005). DBBHL olgularinda ise eksozomal protein miktarinin saglikh
kontrollere gore 2,3 kat daha fazla oldugu belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde, literatirde
DBBHL’da daha énce bildirilen herhangi bir veri bulunmadigindan, karsilastirma yapilamadi.
Ancak, literatiirde cesitli hematolojik malignensilerde bildiriimis veriler bulunmaktadir. Ornegin,
AML’li olgularin serum &rneklerinden izole edilen mikrovezikillerin total protein
konsantrasyonunun, saglikli bireylere gore yaklasik 60 kat daha yuksek oldugu rapor edilmistir
(Szczepanski vd., 2011). Benzer sekilde bir solid timoér 6rnedi olan Kuglk hicre digi akciger
kanserli hastalarin plazma Orneklerinden izole edilen eksozomlarin protein
konsantrasyonlarinin, saglikli bireylerden izole edilen eksozomlara oranla 3,9 kat daha fazla
oldugu rapor edilmistir (He vd., 2014). Calismamizda eksozom konsantrasyonu ile total protein
konsantrasyonunun korele olmadigi belirlenmisti. Eksozomlarin igerdikleri proteinlerin
identifikasyonlari proje hedefimiz degildi, ancak bu sonuclar bize eksozomlarin ézglin bir
bicimde belli proteinleri icerdiklerini ve bu 0zgiun proteinler nedeniyle de hastalidin
patogenezine katilabileceklerini distindirmektedir. Total protein konsantrasyonununda artigin
yanisira, sivi biyopsi materyali olarak eksozomlarin protein iceriklerinin identifikasyonunun
onemli avantajlari da bulunmaktadir. Kanda bulunan proteinlerle karsilastirildiklarinda daha
konsantre olmalari ve daha stabil olmalari (eksternal proteazlardan korunmalari nedeniyle),
tumor kokenli eksozomal proteinler, kanserin erken tanisinin yanisira progresyonunun ve

tedavi yanitinin degerlendiriimesinde dnemli aday belirtecler olarak degerlendirilebilirler.

Eksozom biyogenezi, hicre plazma membraninin igeriye dogru invajinasyonu sonrasi
endozom olusumu ile baslar ve eksozomlar endositik yolagin komponentlerini igerirler. Ayni
zamanda eksozom membrani endozom-spesifik tetraspaninler (6rn: CD9, CD63, CD81,
CD82), aksesuar ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) yolak proteinleri
(6rn: ALIX, TSG101) ve diger molekillerle dekore edilmistir (Kowal vd., 2014) . Henliz EV alt

tiplerini birbirinden ayirt edecek 6zglin belirtecler bulunmamaktadir. ISEV, ekstraselller
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veziklller arasinda yer alan eksozomlarin tanimlanmasi igin tg¢ farkh proteinin varhginin
gosterilmesini 6nermektedir (en az bir adet tetraspanin ve en az bir adet endozom membranina
baglanan protein, bu proteinler arasinda yer almaktadir). Calismamizda izole edilen tim
eksozom oOrneklerinin CD63 (tetraspanin), CD81 (tetraspanin) ve TSG101 (ensozom
membranina baglanan protein) proteinlerini tagidiklari, ancak hicre iskeleti proteini olan -
aktin agisindan heterojen olduklari saptandi. p-aktin negatif eksozomlarin varligi, eksozom
izolasyonunda selller debris kontaminasyonunun olmadiginin bir géstegesi olarak izolasyon
protokolliiniin basarisini da yansitmaktadir (Le vd., 2017). Literatlirde, kolon kanseri ve triple-
negatif meme kanseri gibi tumor kokenli hiicrelerden salinan eksozomlarin da B-aktin tagima
durumlarina goére heterojen olduklari rapor edilmistir (Le vd., 2017; McCready vd., 2010).
Hicre tipine gbre salinan eksozomlarin belirtegleri hakkinda bilgi iceren ExoCarta
veritabaninda da belli hucrelerden salinan eksozomlarin B-aktin icerdikleri yer almaktadir
(http://exocarta.org/gene_summary?gene_id=11461). Tum bu sonuclar bize, DBBHL
orneginde oldu gibi eksozomlarin hicre tipine ve vicut sivisi tipine bagh olarak farkh
makromolekiilleri tasidiklarini ve bu farklihiga bagl olarak heterojenite goésterdiklerini

kanitlamaktadir.

Molekuler profilleri benzerlik gosterse de, eksozomlarin vezikiller ve membran icerikleri tam
anlamiyla kdken aldigi hiicrenin tipa tip aynisi degildir. TUmoér-kdkenli eksozomlar da kismen
koken aldiklari hiicreye ait molekler izleri tasirlar ve bu molekdler iz, farkh timaor hicreleri
tarafindan Uretilen eksozomlari birbirinden ayirmanin yanisira timor-kékenli eksozomlari
malign-olmayan hucrelerden salinan eksozomlardan da ayirt eder (Whiteside, 2016). Bu
verileri destekler nitelite, calismamizda DBBHL hastalarina ait klinik érneklerden ve DBBHL
hicre hatlarindan izole edilen eksozomlarin saglikli B-hicrelerinden salinan eksozomlardan
farkli miRNA profillerini icerdikleri gdsterilmistir. Dolasimda varolan eksozomlar; (a) malign
hicrelerden salinan, (b) timor-kdkenli eksozomlar tarafindan uyarilan komsu non-malign
hicrelerden salinan, (c) kanserle iliskili mediatorler tarafindan uyarilan saglkli hiicrelerden
salinan ve (d) kanserle iligkili immun hicrelerden salinan eksozomlari icermektedir. Bu
hucrelerin herbirinden salinan eksozomlara 6zgun belirteclerin hentz bilinmiyor olmasi
nedeniyle hedef eksozomlarin 6zgun olarak tanimlanamamasi, dolasimda var olan tumaor-
kokenli eksozomlarla ilgili arastirmalarda karsilasilan temel zorluktur. Ancak, konu ile ilgili
detayli verilerin birikimi ve teknolojik ilerlemelere paralel olarak, yakin gelecekte tumor-kdkenli

eksozomlarin bulunduklari ortamdan saf olarak izole edilmeleri beklenebilir.

Tumor kokenli eksozomlar tiumoérden aldiklari bilgiyi diger malign hicrelere veya normal

hicrelere transfer ederler. Eksozomlarin ylzeylerinde atasal hicre-kokenli sinyal iletim
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molekulleri bulunmaktadir ve intravezikiler igeriklerinde biyolojik olarak aktif olan ve hedef
hiicrelerde fonksiyonel yanitlari uyarabilecek yetenekte olan DNA, mRNA, miRNA, enzimler
ve ¢ozunebilir faktorler bulunmaktadir. Hedef hiicre tarafindan alinma sekli ve mekanizmalari
tam olarak anlagilamamakla birlikte, asagida belirtilen bir veya birden fazla mekanizmayi
kullanarak hedef hucre ile etkilesime gecerler: a) yuzey molekulleri araciligi ile direkt sinyal
iletimi (htcre igi sinyal iletim yolaklari aktive olur), b) hedef hiicre membrani ile fizyon (hicre
[imenine proteinlerin ve genlerin transferine neden olur), ¢) opsonize olan eksozomlarin hedef
hicreler tarafindan fagositozu ve internalizasyonu, ve d) reseptdr-aracili endositoz (Mulcahy
vd., 2014). Tumér kokenli eksozomlarin endotelyal hiicreler, epitel hicreleri, fibroblastlar,
kemik iligi myeloid prekirsorleri, mezenkimal kdk hicreler ve diger timor hicreleri tarafindan
alindigini rapor eden calismalar bulunmaktadir (Whiteside, 2016). Ancak, eksozomlarin
periferik kan hilcre populasyonlari tarafindan kabul edildiklerine dair sinirh sayida calisma
bulunmaktadir. Bununla birlikte lenfoma 6zelinde sadece 2 c¢alisma yer almaktadir. Bu
calismalardan biri 2015 yilinda tamamlanmistir. Saghkh gonulli bireylerden ve lenfoma
hastalarindan izole edilen B-hucrelerinin Mantle hiicreli lenfoma-kdkenli eksozomlari etkin
bicimde internalize ettikleri belirlenmistir. Oysa, saglikli bireylerden ve lenfoma hastalarindan
izole edilen T ve NK hicrelerinin eksozomlari internalize etmedikleri/cok zor internalize ettikleri
gbzlenmistir (Hazan-Halevy vd., 2015). Diger ¢alisma 2017 yilinda tamamlanmis ve DBBHL
hicre hatlarindan izole edilen eksozomlarin  saglikh  B-hucreleri  tarafindan
internalizasyonlarinin hem c¢ok hizli oldugu hem de yuksek miktarda eksozom icerdigi
belirlenmigtir. NK, monosit ve T-hiicrelerinde ise eksozomlarin hiicre igerisine alinmasinin son
derece dusuk duzeyde oldugu gézlenmigtir (Bennit vd., 2017). Lenfomaile ilgili ilk verilerin elde
edildigi bu iki galismanin yanisira, ¢alismamizdan elde edilen verilerle de DBBHL-kdkenli
eksozomlarin saghkli B- huicreleri tarafindan etkin bir bicimde internalize edildikleri gosterildi
(ko-kUlttre edilmis B-hticresi ile saglikli B-hiicresinin miRNA profillerinde farkhlik gézlenmesi
nedeniyle, internalizasyonun etkin oldugu degerlendiriimistir). Periferik kan Iokositleri
tarafindan etkin internalizasyonda, eksozom orijinin 6nemli bir parametre olup olmadigina dair
daha detayli calismalara gereksinim vardir. Bu gerekgelerle, proje ekibi olarak eksozomlarin
yapilarini/igerdikleri ylzey reseptor profillerini, orijin aldiklari hticre tipini ve farkli membran
profiline sahip hedef hicreleri birlikte degerlendirebilecegimiz yeni bir galismanin hazirliklarina
baglamis bulunmaktayiz. On verileri elde ettigimiz bu ¢alisma ve 6n verilerden yola gikarak
planladigimiz bu yeni galismalardan elde edecegimiz veriler, DBBHL'nin patogenezinde
tumor-kokenli eksozomlarin rolinin daha detayll tanimlanmasina ve yeni tedavi
segeneklerinin ortaya ¢ikmasina yardimci olacaktir.

Stabil ekstraseluler kuigik RNA molekullerinin kesfi, gen ekspresyonunun regulasyonu ile ilgili

daha detayli tartigsmalar yapmamizi olanakh kilmistir ve bu molekdllerin bagta hucre-hicre

41



TiBITAK

iletisimi olmak Uzere bircok kompleks mekanizmada rol oynayabilecekleri anlasiimistir. Bu
perspektifte, miRNA’lar, son 10 yildir insanlarda en siklikla aragtirilan kiguk kodlamayan
RNA’lar olarak yerini almistir. Basta kanser olmak Uzere birgok farkli hastalikta selller ve
ekstraselller miRNA’larin ekspresyonlarinda degisikligi rapor eden c¢alismalar bulunmaktadir
(Cech vd., 2014; Bracken vd., 2016). B-hucre gelisimi ve fonksiyonunda miRNA'larin roline
dair kanitlar 2007 yilinda baglamig ve ilk olarak, miR-150’nin c-Myb transkripsiyon faktoriinun
in vivo ekspresyonunu kontrol ettigi rapor edilmistir (Xiao vd., 2007). DBBHL hastalardan elde
edilen primer B-hicrelerinde; miR-155'in ABC-alt tipi, miR-28-3p ve miR-28-5p’nin asiri
ekspresyonunun GCB-alt tipi, miR-193b ve miR365’in asiri ekspresyonu ile miR-629, miR-423-
5p ve miR-15a’nin down-regulasyonunun PMBL-alt tipi ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Igbal
vd., 2015). DBBHL'de hastaligin progresyonunu veya tedavi yanitinin izienmesinde, hastalarin
plazma veya serum drneklerinde kantitatif PCR ile hedef miRNA molekillerinin ekspresyon
dizeylerini belirlemeyi hedefleyen birgok ¢calisma bulunmaktadir. Bu ¢calismalardan elde edilen
sonuglar birbirinden farkh olmakla birlikte, DBBHL hastalarinin serum 6rneklerinde miR-15a,
miR-21, MiR-155 ve miR-210 olmak Uzere bazi miRNA'larin ekspresyonlarinin arttigi rapor
edilmistir (Lawrie vd., 2008; Fang vd., 2012; Jones vd., 2013). Bilgilerimiz dahilinde,
literatirde, DBBHL hastalarinda eksozomal miRNA’lari tanimlayan tek bir c¢alisma
bulunmaktadir. 2017 yilinda Khare ve ark., 14 DBBHL hastasinin plazmalarindan izole ettikleri
eksozom drneklerinde yeni nesil dizi analizi ile miRNA profillerini belirlemeyi hedeflemiglerdir.
Plazma ve eksozom ornekleri arasinda, miRNA kategorilerinin dagihmlari agisindan bir
farkliigin gézlenmedigi, DBBHL hastalarinda miR-124 ve miR532-5p’nin en fazla up-regule
olan miRNA’lar; miR-425 ve miR-145'in en fazla down-regule olan miRNA’lar olduklari rapor
edilmistir (Khare vd., 2017). Bu sonugclar, ¢calismamizdan elde edilen verilerle uyumlu degildir.
Sirkulasyondaki miRNA verileri ile ilgili uymsuzluklar ve farkliliklar; drneklerin saklanmasi,
drneklerin islenmesi gibi pre-analitik farkliliklarin yanisira verilerin normalizasyonu ve analizi
gibi post-analitik farkhliklardan kaynaklanmaktadir. Ornegin serum koagtilasyonu nedeniyle
ornekler arasindaki farkliliklari minimalize etmek igin plazma 6rneklerinin secilmesini dneren
c¢alismalarin yanisira (Wang vd., 2012), serum orneklerinin ¢ok daha stabil ve fazla miktarda
kicuk RNA molekdllerini icerdiklerini vurgulayan c¢alismalar da bulunmaktadir (van
Schooneveld vd., 2012). Plazma orneklerinin kullanildigi calismalarda, toplam 2,5 x 10*
konsantrasyondaki eksozom miktari mikroarray analizleri icin yeterlidir (Jgrgensen vd., 2013).
Dolayisiyla, caligmamizda mikroarray verilerinin dogrulugu igin yetersiz ornek olasiligi ekarte
edilmistir. Ayrica sirkulasyondaki miRNA'lari normalize etmek icin kullanilan endojen
kontrollerin henliz standardize edilmemis olmasi, mikroarray ve yeni nesil dizi analizi yontemi
ile elde edilen miRNA profillerinde uyumsuz sonuglara neden olmaktadir (Matsuzaki vd.,

2017). Yukarida tartisildigl Uzere, serum veya plazma 6rnegi kullanilarak sirkilasyondaki
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miRNA’larin varligini belirleyen c¢alismalarin sonuglari farkliliklar — goéstermektedir. Son
donemlerde glncel yaklasim, izole edilen eksozom &rneklerindeki eksozomal miRNA’larin
analizleridir. Sirkilasyondaki miRNA’larin dogalari geregi proteinlerle kompleks halde
bulunmalar (Vickers vd., 2011) g6z énine alindiginda, biyomarker analizlerinde eksozomal-
miRNA’larin odaklaniimasi gereken Ornekler oldugu aciktir. Dolayisiyla eksozomal miRNA

profili, patolojilerin saptanmasinda diger dérneklere gére bluyuk Ustlnlige sahiptir.

insanlarda klinik érneklerin, izolasyon metodlarinin, analiz platformlarinin ve veri analizlerinin
cesitliligi, farkli vicut sivilarinda veya dokularda bulunan ekstraseliiler RNA molekillerinin
varligini ve tiplerini anlamamiza yardimci olacaktir. Ancak, saglikli insanlarin vicut sivisi
orneklerinin ekstraselller icerigini tanimlayan ¢ok az calisma bulunmaktadir (Margue vd.,
2015; Yuan vd., 2016; Freedman vd., 2016;, Ben-Dov vd., 2016; Fehimann vd., 2016). Saghkl
bireylerden elde edilen plazma o6rnekleri kullanilarak sirkilasyonda varolan miRNA’lari
tanimlamayi hedefleyen galismalarin degerlendirildigi bir derlemede, hsa-miR-3960 ve hsa-
mMiR-6089’'un plazma Orneklerinde en fazla asiri eksprese edilen 20 miRNA arasinda yer
aldiklarn gorulmektedir (Hrustincova vd.,2015). Aralik 2017°'de yayinlanan bir ¢alismada 125
saglikli bireyin plazma eksozomlarindan, digki orneklerinden, idrar érneklerinden ve servikal
surintl o6rneklerinden ekstrakte edilen RNA drnekleri dizi analizi ile incelenmistir. Hsa-miR-
3960’in da i¢inde bulundugu toplam 11 miRNA’'nin analiz edilen tim 6rneklerde tanimlanan
miRNA’lar olduklari bildirilmigtir (Ferrero vd., 2017). Calismamizda hsa-miR-3960’'un hem
DBBHL hastalarinin plazma eksozomlarinda hem de Pfeiffer hiicre hatti digindaki tim hicre
hatlarinda down regule oldugu belirlendi. Hsa-miR-3960, 9.kromozomda lokalize siklin-bagimli
kinaz 9 geninin ekzonunda yer almaktadir ve uzunlugu 20 nt olup, icerigindeki GC orani
%96’dir. 2014 yilinda MirTarget programi kullanilarak yapilan bir calismada, miR3960’in 375
hedef mMRNA Uzerinde 1100 baglanma bdlgesinin bulundugu hesaplanmistir. Bu baglanma
boélgelerinin 565’inin 5’UTR bolgesinde, 515’inin kodlayan dizi (CDS)'lerde ve 20 tanesinin de
3’'UTR bdlgelerinde oldugunu bildirilen bu c¢alisma ile, miR-3960’'in baglanma bdlgelerinin
yaklagik yarisinin mRNA’larin protein-kodlayan bdlgelerinde lokalize oldugu gdsterilmistir
(Ivashchenko vd., 2014). miR3960’In énemli hedef genlerinden biri de seramid sentaz 1
(CERS1) genidir. 2015 yilinda yapilan bir galismada, lusiferaz aktivite testi ile miR3960’'In
CERSY'in 3'UTR’sine baglandigi konfirme edilmistir (Huang vd., 2015). Seramid sentaz
enzimi, spesifik yad asidi zincir uzunlugunun yanisira seramidin de novo olugsumunu
dizenleyen bir enzimdir ve o0zellikle C18-seramidin olusumunu destekler. CERSZ’in
yonlendirmesi ile C18-seramid olusumu, preklinik ve klinik calismalarda bir timdr baskilayici
olarak tanimlanmaktadir (Saddoughi vd., 2011). C18-seramid ayrica mitokondriyal
membranlar Uzerinde MAP1LC3B (Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3 Beta) ile
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dogrudan etkilesime gecer ve MAP1LC3B iceren fagoforlar araciligi ile mitokondrinin segici
hedeflemesi yoluyla otofajiye neden olur (Sentelle vd., 2012). 2017 yilinda kolorektal kanserli
hastalarin serum eksozom 6rneklerinde de saglikh bireylerle karsilastirildiklarinda miR3960
ekspresyonunun down regule oldugu gésterilmistir (Yan vd., 2017). Kolon kanser hticre hatlari
ve meme kanseri hicre hatlari ile yapilan bir calismada da, i¢lerinde miR-3960'in da yer aladig!
toplam 8 miRNA’nin ekspresyonunun down regule oldugu bildirilmigtir (Reza vd., 2017). Tim
bu sonuglar bize, DBBHL 6rneginde oldugu gibi, hsa-miR-3960’in saglikla ilgili bir problemin
varligini géstermesinin yanisira timor baskilayici genleri hedefleyen bir miRNA oldugunu
gostermektedir. DBBHL'da hsa-miR-3960'in hedef genleri ile birlikte yeni fonksiyon
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Boylelikle, bu miRNA'nin down-regilasyonunun

lenfomageneze nasil katkida bulundugui ile ilgili bilgi birikimimiz artacaktir.

Yukarida tartisildigi gibi, hsa-miR-6089 da saglikli bireylerin plazma 6rneklerinde en fazla
eksprese edilen 20 miRNA arasinda yer almaktadir (Hrustincova vd.,2015). S6zkonusu miRNA
ile ilgili bilgilerin ¢ok kisith olmasi nedeniyle, gunimuizde yaygin kullanimda olan veri
tabanlarinda bu miRNA’ya 6zglin hedef genler ve yolak analizleri yapilamamaktadir. Hsa-miR-
6089, Xp22.3'de lokalizedir ve 24 nt uzunlugundadir. iki adet kadavra érneginde doku-spesifik
miRNA’larin belirlenmesini hedefleyen bir caligmada, miR-6089'un doku-spesifik bir miRNA
olmadigi gosterilmistir (Ludwig vd., 2016). lllumina HiSeq 2000 dizi analiz sitemi kullanilarak 4
hepatoseliiler karsinom hastasi, 12 siroz hastasi ve 9 saglkli bireyin plazma 6rneklerinde
yapilan miRNA profilleme c¢alismasinda miR-6089’un hepaselller karsinomlu hastalarda
sirozlu ve saglikh bireylere oranla sirasi ile 3 kat ve 2 kat ekspresyonunun arttigi belirlenmistir
(Moshiri vd.,2018). Multiple myelom (MM) hastalari ile anlami belirsiz monoklonal gamopati
(MGUS) hastalarinin karsilastirildidi bir calismada, MM hastalarinda miR-6089, miR-6087,
MiR-4430, miR-4530 ve miR-4281’in anlamli derecede down-regule oldugu ve bu miRNA’larin
farkllasma ve metastatik progresyon igin gen ekspresyonunun post-transkripsiyonal
regllasyonunda yer aldiklari bildiriimistir (Desantes vd., 2015). Calismamizda DBBHL
olgularinin plazma eksozom &rnelerinde hsa-miR-6089 ekspresyonunun down-regule oldugu
belirlenmigti. Dolayisiyla solid tumdrler ve hematolojik malignensilerle yapilan bu
calismalardan elde edilen birbirine zit sonuglar, hsa-miR-6089’un hematolojik malignensilere
O0zgln bir degisim gosterdigini dusundiurmektedir. DBBHL'nin da dahil oldugu B-hucreli
NHL’larda hsa-miR-6089'un fonksiyonel dnemine odaklanan detayli ¢calismalara gereksinim

vardir.

Calismamizda DBBHL hastalarinin plazma 6rneklerinden izole edilen eksozomlarda hsa-miR-

939'un down-regile oldugu belirlenmisti. Normal doku karsiliklari ile karsilastirildiginda,

44



N4

TiBiTAK

kolorektal kanser doku orneklerinde de hsa-miR-939’un down-regile oldugu gosterilmistir
(Wang vd., 2015). Yeni tani alan gastrik kanserli 112 hastanin doku &rneklerinde hsa-miR-
939'un ekspresyonunun analiz edildigi bir calismada, lokal relaps veya uzak metastaz
gOzlenen olgularda hsa-miR-939 ekspresyonunun timér relapsi olmayan ve metastaz
gOzlenmeyen olgulara goére anlamli dizeyde down-regile oldugu belirlenmigtir. Ayni
calismada, gastrik kanser hicre hatlari kullanillarak hsa-miR-939'un kanser hucreleri
uzerindeki etkisi arastiriimigtir. MTT ve koloni olusturma testleri ile hsa-miR-939 yoklugunda
kanser hucrelerinin proliferasyon ve in vitro timoér olusturma yeteneklerinin uyarildigi
gozlenmistir. Ayrica, hsa-miR-939'un kanser hicrelerini apoptoza yodnlendirdigi de
belirlenmistir. Calismanin bu ilk bulgulari hsa-miR-939 inhibisyonunun hicresel gocu ve
invazyonu uyardigidir. Onemli bir bulgu da hsa-miR-939 asiri ekspresyonunun, birgok kanserin
patogenezinde dnemli rol oynayan RAF-MEK-ERK yolagini inhibe ettiginin belirlenmesidir
(Zhang vd., 2017). 2017 yilinda yapilan bir meta analiz ¢calismasinda, niiks godstermeyen
prostatik kanserli hastalarla karsilastirildiginda, nilks prostat kanserinde hsa-miR-939'un en
sik down-reglle olan miRNA’lar arasinda yer aldigi rapor edilmistir (Pashaei vd., 2017). Bu
benzer bulgularin aksine, platelet hiicrelerinin 5.000 x g’de santriflij edilmesi ile elde edilen
platelet-kokenli mikropartikillerin miR-939 icerdigi ve bu mikropartikillerin over kanser hiicre
hatlar tarafindan absorbe edildigi gosterilmistir. Calismada, 24 saat sonra E-kaderin mRNA
dizeyinde azalma ve vimentin, fibronektin, ZEB2 ve slug mRNA dlzeyinde artis gézlenmigtir.
Dolayisiyla miR-939’un platelet ve kanser hucreleri arasinda etkilesime aracilik ettigi ve
epitelyal-mezenkimal donusum aracihdi ile metastazi uyardigi gosterilmistir (Tang vd., 2017).
Triple-negatif meme kanserli hastalarda hsa-miR-939 ekspresyonunun arttiyi ve negatif
prognostik faktor olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir. Ayni c¢alismada, hicre
hatlarinda hsa-miR-939 asiri ekspresyonunun hucre proliferasyonu ve go¢ yetenegi ile iligkili
olmadigi, ancak hsa-miR-939’un tumor-kokenli eksozomlar aracilidi ile endotel hlcrelere
transfer edildigi ve sonugta endotel hicrelerinde vaskuler endotelyal- kaderin (VE-kaderin)
ekspresyonunu degistirerek endotel hiicrelerin bariyer fonksiyonunun bozuldugu belirlenmistir
(Di Modica vd., 2017). insan kanserlerinde hsa-miR-939’un fonksiyonu ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir ve bu c¢alismalarin sonuglari birbiri ile uyumlu degildir. Literatlirde
varolan bu celiskili bulgular, has-miR-939’un timdr-gelisimi veya timoér baskilanmasi olmak
Uzere dual fonksiyonu olabilecegini dusundurmektedir. miRNA’larin hedeflerinde birgok farkh
gen bulunmaktadir ve hedefledikleri genlere gore de farkh fonsiyonlari yerine getirerek, farkli
sonuglarla kargimiza gikabilmektedirler. Has-miR-939 6rneginde oldugu gibi, tek bir miRNA
etkiledigi gen/genler ve yolak/yolaklara bagli olarak farkli kanser turlerinde hem tumor
gelisimini uyarabilir hem de timoér baskilayici karakterde olabilir (Agarwal vd., 2015).

Calismamizdan elde ettigimiz 6n bulgular, DBBHL'da hsa-miR-939'un timor baskilayici
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Ozellikte oldugudur, ancak lenfomagenezdeki rolinlu acgiklayacak detayli molekller

mekanizmalarin ortaya ¢ikarilacagi fonksiyon galismalarina gereksinim vardir.

Tamor gelisimi ve progresyonunda timorin yer aldigi mikrogevre ve bu mikrogevreyi olusturan
hicreler arasindaki etkilesim son derece dnemlidir. Eksozomlar, fonksiyonel olarak aktif
formdaki proteinleri, lipidleri ve nukleik asitleri alici hiicrelere transfer ederler ve bu hiicrelerde
gen ekspresyonunu regule ederek, alici hicrenin davranigini degistirirler (Whiteside vd.,
2016). En temel yaklagimla, eksozomlara miRNA’larin yuklenmesi, kanser hicrelerinin timor
baskilayici miRNA’lardan uzaklasmasina ve sonugta onkogenik potansiyellerinin artisi ile
birlikte komsu hlcrelerde gen ekspresyonunu degistirerek tiumoérin progresyonuna katki
saglayacaktir. Eksozomlarin spesifik olarak hangi alici hlcreleri hedefledikleri net olarak
bilinmemektedir. Ancak bugline kadar yapilan calismalar, ¢esitli hicrelerden kdken alan
eksozomlarin farkh hucreler tarafindan pasif veya aktif olarak internalize edildiklerini
gostermektedir. Mantle hiicreli lenfoma hicre hatlari ile yapilan ko-kiltir gcalismasinda, kanser
hicrelerinden salinan eksozomlarin, ayni kanser hucreleri tarafindan hizli bir bicimde
internalize edildikleri, ancak T-hucreli I6semi hicrelerinde bu internalizasyonunun son derece
disuk oldugu gézlenmistir. Ayni zamanda, lenfoma hicre-kdkenli eksozomlarin saglikh
bireylerin kan drneklerinden izole edilen B-hlcreleri tarafindan etkin bicimde internalize
edilirlerken, T-lenfositleri ve NK hicreleri tarafindan zar-zor internalize edildikleri belirlenmistir
(Hazan-Halevy vd., 2015). Plazma o6rneklerinden izole edilen eksozomlarin B-hcreleri
tarafindan internalizasyonlari yas gruplarina goére degerlendirildiginde, yasla birlikte
internalizasyonun arttidi, hatta lipopolisakkarit ile uyarilmis B-hucrelerinin eksozomlari daha
hizli internalize ettikleri gézlenmistir. Bu ¢alismada ilging bir bulgu da, bir bireyin eksozom
protein profilinin yaklagik 5 yil gibi sabit kaldigidir (Eitan vd., 2017). Melanoma hticreleri ile
yapilan bir ¢calismada, eksozomlar sikroz gradientine gore “disik” ve “yiksek” yogunluk
fraksiyonunda olmak (zere iki farkli alt populasyonda siniflandiriimiglardir. Bu iki alt
populasyonunun detayli analizinde, eksozom marker proteinleri olan CD9, CD63, CD81, ALIX
ve TSG107’in “dlsuk” yogunluk fraksiyounda daha fazla miktarda oldugunun belirlenmesinin
yanisira farkli protein ve RNA igeriklerine sahip olduklari da gésterilmistir. Bu farkliliklarin bir
yansimasi olacak sekilde, her iki alt grubun alici endotel hicrelerdeki biyolojik etkinlikleri de
farkli olmustur (Willms vd., 2016). Yakin bir zamanda, B-hucre kokenli eksozomlarin non-
template-directed 3’-uridylated miRNA’lardan zengin olduklari, oysa B-htcrelerinin daha ¢ok
3’-adenylated miRNA’lardan zengin olduklari gosterilmistir (Koppers-Lalic VD., 2014).
miRNA'lar eslestirmek igin non-templated uridin kalintilarinin eklenmesi, miRNA dongusunu
hizlandirir (Baccarini vd., 2011). Dolayisiyla, bir miRNA'nin oldugu yerde kalmasi veya

salgilanmasi, stabilitesini/yari  émriunl etkileyebilecektir. Hem hucrelerde hem de
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eksozomlarda saptanan miRNA’larin  3’-u¢ modifikasyonlarinin  fonksiyonel Gnemi
bilinmemekle birlikte, “etiketli” bu miRNA’larin farkh eksportu, hicrelerin de farkli, spesifik
miRNA’lar1 eksport etmelerine olanak saglayabilecektir. Bu degerlendirmelerin/yorumlarin

biyolojik olarak da gergeklestigine yénelik dnemli calismalara gereksinim vardir.

Calismamizda, DBBHL hiicreleri ve bu hicrelerden kdken alan eksozomlarin farkli miRNA
profillerine sahip olduklari gézlendi. KRAS patojenik varyant durumunun hem htcrelerde hem
de bu hiicrelerden salinan eksozomlarin miRNA profilini etkiledikleri rapor edilmistir (Cha vd.,
2015). KRAS ve p53 patojenik varyantlarina sahip akciger kanser hucre hatti ile yapilan bir
¢alismada da 165 miRNA’nin kanser hicrelerinde bulunmadigi ve sadece eksozomlarda var
oldugu bildirilmistir. Bu calismada ayrica wild-type p53 ve miR-125b’nin potansiyel sinerjik etki
gostererek in vivo ve in vitro M1 makrofaj sayisini arttirdiklari gézlenmistir (Trivedi vd., 2016).
Calismamizda farkli DBBHL huicre hatlari ile ko-kultire edilen B-hucrelerinin eksozomlarinda
da farkh miRNA profillerinin varligi saptandi. Bu DBBHL hucre hatlarinin en azindan t(14;18)
translokasyonu ve p53 patojenik varyantin varligi agisindan farkhliklar gosterdigi bilinmektedir.
p53’ln patojenik varyantina sahip olan hicre hatlarinin (U2940 disindaki tim hicre hatlari)
ko-kultdr sonrasi saglkh B-hlcrelerine yaklasik 30 farkh miRNA'y1 farkl regilasyonlarda (farkli
katli degisimlerle) aktardiklari gozlenirken, wild-type p53’e sahip U2940 hiicre hattinin ko-
kiltdr sonrasi saglikli B-hicrelerine hsa-miR-4701-3p, hsa-miR-595, hsa-miR-6089, hsa-miR-
6803-5p, hsa-miR-8069 ve hsa-miR-8071 olmak Uzere sadece 5 farkli miRNA'y1 (up-regiile)
aktardiklari belirlenmigtir. P53, hticresel strese karsi yanit olusturan bir transkripsiyon
faktorudur ve mikrogevre stresinin varligi durumunda eksozom mekanizmasinda ve
saliniminda 6nemli bir rol oynar. Ornegin, TSAP6 (tumor suppressor activated pathway-6)’'nin
p53-bagdimli regulasyonunun eksozom salinimini ve igerigini dizenledigi gdsterilmigstir
(Lespagnol vd., 2008). 2018 vyilinda, Hepatoselller kanser hiicre hatlari ile yapilan bir
¢alismada, patojenik varyanta sahip p53’ln, patojenik varyant p53-bagimli hiicresel stresten
kaynaklanan eksozom salinimini kolaylastirararak mikrogevre kosullarini  etkiledigi
gosterilmistir. RNA’'ya baglanan bir protein olan hnRNPa2b1 proteininin p53 patojenik varyanti
ile iligkili oldugu ve bunun da kanser hticresi-kdkenli eksozomlarin miR-1246 agisindan zengin
olmasina neden oldugu bildirilmistir (Cooks vd., 2018). mRNA’larin eksozomlar igine nasil
transfer edildigi ve spesifik tanima motifleri ile ilgili sifrelemeye ait bilgilerimiz oldukga sinirlidir.
Konu ile ilgili galismalar devam etmektedir ve RNA’ya baglanan proteinlerin RNA molekullerin
spesifik paketlenmesinde 6nemli rol oynayabilecekleri dusunulmektedir. Bir baska ifade ile,
hucrelerde dusuk duzeyde bulunan bazi miRNA'larin eksozomlara aktarilarak burada
muhafaza edildikleri gérilmektedir. Ozetle, tumor-kokenli eksozomlar tiimor mikrogevresini

0zgun olarak yeniden programlar ve bu proglamlamada sahip olduklari genetik degisiklikler

47



TiBITAK

onemli rol oynayabilir. Proje ekibimiz, DBBHL nin heterojen dogasi nedeniyle, sahip olduklari
genetik degdisimlerin eksozom saliniminin yani sira hedef hicrelere farkli molekilleri
aktarabileceklerini dlsinmektedir ve DBBHL'da timdr-kdkenli eksozomlarin timor
hicrelerinin sahip olduklari mutasyonlarla iligkisini arastiran yeni ¢alismalarin baslatiimasini

planlamaktadir.

Calismamizda beklendigi gibi tum DBBHL hicre hatlarinin miRNA profilleri farklilik gdsterdi.
Ayrica, normal B-hiicreleri ile ko-kiltire edilmis B-htcrelerinin farkli miRNA profillerine sahip
olduklari belirlendi. ilging bir bulgu da, DBBHL'nin ayni molekiler alt-tipine sahip olan
hicrelerin normal B-htcrelerine farkli miRNA’lar1 aktarmalari ve bu hedef B-hlcrelerinde farkl
ekspresyon duzeylerine sahip miRNA profillerinin olugmasina neden olmalardir. Tim bu
bulgular, ayni molekiler alt tipte olmalarina karsin, lenfoma hucrelerinin farkli miRNA’lar
eksozomlara yuklediklerini ve/veya aktardiklarini gdstermektedir. Dolayisiyla, su anda guncel
DBBHL molekiler alt tip siniflandirmasinin, lenfoma-kdkenli eksozomlarin siniflandiriimasi
acisindan yetersiz oldugu agiktir. Bu kapsamda yapilacak genis-¢apli ¢calismalardan elde
edilecek veriler, yakin zamanda DBBHL molekiler alt tip siniflandirmasinin  yeniden
duzenlenerek guncellenmesinin 6nunld acacaktir. Proje ekibimiz, yukarida detaylar ile
tartisildig1 Gzere, tumor hdcresinin sahip oldugu patojenik varyantlarin yanisira uzun
kodlamayan RNA’lar (Inc-RNA) basta olmak Uzere tumor-kokenli eksozomlarin icerdikleri
nukleik asitlerin hedef hicrelerde miRNA ekspresyon profilindeki farkliliklarin nedeni

olabilecegini dustinmektedir.

DBBHL, Bati Ulkelerinde %31’lik oran ile eriskinlerde en sik gorilen lenfoid malignitedir. Agresif
karakterdedir. Kimerik monoklonal anti-CD20 antikoru rituksimabin konvansiyonel CHOP
kemoterapisine eklenmesi, progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalimi 6nemli dlglde
iyilestirmistir. Ancak, DBBHL hastalarinin yaklasik %40’ bu tedaviye ragmen relaps nedeniyle
hayatlarini kaybetmektedir. Dolayisiyla, R-CHOP temeline yeni biyolojik ajanlarin eklenerek,
tedavi basarisinin artirilmasina yoénelik calismalar devam etmektedir. Bafilomisin A1,
Streptomyces tirlerinden izole edilen bir antibiyotiktir ve vakuolar H*'ATPaz (V-ATPaz)'in
inhibitoradur. Kanserde tipik olarak V-ATPaz aktif durumdadir ve V-ATPaz inhibitorleri anti-
kanser ajanlari olarak degerlendiriimektedirler. Bafilomisinin antikanser etkinliginin, V-ATPaz
inhibisyonunun neden oldugu intraselller asidozdan kaynaklandigi diastnilmektedir (Duffy
vd., 2015). Eksozom biyogenezi, endozomal sistemde bulunan multivezikiler cisim iginde
gerceklesir. Bafilomisin A1’in multivezikuler cisim ve lizozom arasindaki trafigi inhibe ettigi de
gosterilmistir (Van Deurs vd., 1996). Ayni zamanda, EV’lerin alici hilcrelere interlizasyonu
enerji gerektiren bir olaydir ve aktif-V-ATPaz'in varligina dayalidir. Prostat kanser hiicre hatlari

ile yapilan bir ¢alismada, dusuk doz (10 nM) Bafilomisin A1 kullanilarak V-ATPaz bloke
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edildiginde, eksozomlarin alici hicreler tarafindan internalize edilmesini (asidik kosullara
gereksinim vardir) onleyen bir pH ortami olusturdugu gosterilmigtir (Ronquist vd., 2016). B-
hicreli ALL, AML, CML olmak uzere farkl 16semi hucrelerinde Bafilomisin A1’in etkinliginin
incelendigi bir calismada, hiicre déngisuniin S ve G2/M fazinda pediatrik B-ALL hcrelerinin
sayisinda azalma g6zlenmis ve hicre hatlarina &zel olarak bazi siklin-bagimh kinaz
inhibitorlerinin protein duzeyi artarken, bazi siklin ailesi Uyelerinin protein dizeyinin azaldigi
saptanmistir. Bafilomisin A1’in B-ALL hlicre hatlarinda intraselller vezikullerin pH’si Gzerine
etkisi arastirildiginda, disuk doz Bafilomisin A1 uygulamasinin otofajiyi inhibe ettigi
saptanmistir. Bafilomisin A1 uygulamasi, ayni zamanda Beclin1-Bcl2 kompleksinde artisa
neden olmus ve kaspaz-bagimsiz yolakla apoptozu uyardi§i gosterilmistir (Yuan vd., 2015).
Dusik doz Bafilomisin A1 varliginda Beclin 1-Bcl-2 kompleksinin artigi, otofaji
mekanizmasinda Beclin-1'in azalmasina ve anti-apoptotik mekanizmada da Bcl-2'nin
azalmasina neden olabilir ve bu kompleks sitoprotektif olan otofajiyi bozarak ve apoptotik
kaskadi baslatarak sinerjik dual etki gosterebilir. Yiksek-doz Bafilomisin A1 uygulamasinin
sadece V-ATPaz'I ve otofajinin ge¢ fazini etkiledigi bilinmektedir (Klionsky vd.,2008).
Hepatoblastomada, Bafilomisin A1 uygulamasindan sonra, kanser hicrelerinde V-ATPaz'la
iligkili ATP6VOD2, ATP6V1B1 ve ATP6VOAl genlerinin ekspresyonunun azaldigi ve
apoptozun uyarildigi gdsterilmistir (Morimura vd., 2008). Hepatoseliler karsinom ve over
kanserinde, Bafilomisin A1’in hucre proliferasyonunu ve invazyon yetenegini baskiladigi,
ancak apoptozu uyardigi rapor edilmistir. Tedavi uygulamasindan 48 saat sonrasinda, her iki
kanser hiicresinde ortak olarak miR-923, miR-1246, miR-149, miR-638 ve miR-210’un anlamh
duzeyde up-regile olduklari, miR-99a, miR-181a-2 ve miR-339-5p’nin anlamli dlizeyde down-
regule olduklari belirlenmistir (Xiaodong vd., 2015). Literatirde yer alan verilerle uyumlu
olarak, ¢calismamizda tim DBBHL hiicre hatlarinda diguk doz Bafilomisin A1 uygulamasinin
hicre 6limind anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir. DBBHL standard R-CHOP tedavi
rejimine Bafilomisin A1 eklenmesi; en azindan timoér hdcrelerinin kendi aralarinda
haberlesmelerine aracilik eden eksozomlarin internalizasyonunu azaltma, otofajiyi inhibe etme
ve apoptozu uyarma olmak Uzere 3 farkli mekanizma ile standard R-CHOP tedavisinin
etkinligini arttirdid1 dusunulmektedir. Hucre OlimiG Gzerine Bafilomisin A1’in  etkinligini
aciklayan mekanizmalari tanimlamak ve in vitro modellerde bu kombine tedavinin benzer
etkinligi gosterip gOstermedigini belirlemek, proje ekibimiz tarafindan planlanan diger

calismalar arasinda yer almaktadir.
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Sonu¢ olarak, DBBHL'da tumor-kokenli eksozomlarin fonksiyonal Onemini belirlemeyi
hedefleyen galismamizda;

- Saglkl bireylerle karsilastirildiklarinda, DBBHL hastalarinin plazma eksozom
konsantrasyonlarinda anlamli artis gozlendi. Ayrica, izole edilen eksozomlarin da heterojenite
gosterdikleri belirlendi.

- Nodal tutulumlu ve ileri evre DBBHL hastalarinin plazma eksozom konsantrasyonlarin
anlamli derecede azalma go6zlendi. Eksozomlarin plazmadan geri ¢ekilme nedeni/nedenlerinin
belirlenmesi, DBBHL patogenezinin aydinlatiimasina énemli katkilar saglayacaktir.

- DBBHL hastalarinn plazma eksozomlarinda 33 adet miRNA’nin ekspresyonunda
anlamli azalma saptandi ve bu miRNA’larin KEGG yolagi veri tabaninda lenfomagenezle iliskili
olabilecek genleri hedefledikleri belirlendi. Bu miRNA’larin hangilerinin lenfoma-spesifik ve
hangilerinin de lenfoma ile-iligkili oldugunun belirlenmesi, éncelikli hedeflerimiz arasindadir.

- Saglikli B-hiicrelerinin DBBHL-kodkenli eksozomlari etkin bicimde internalize ettikleri
ve farkh lenfoma-kokenli eksozomlarin B-hlcrelerinde farkli miRNA ekspresyonlarina neden
olduklari belirlendi. Lenfoma hucresinin sahip oldugu genetik ve epigenetik yapinin yanisira,
lenfoma-kokenli eksozomun icerdigi diger nikleik asitlerin varhiginin bu hiicrelerden salinan
eksoozomlarin igerigini belirlenmesinde son derece kritk dneme sahip oldugunu
dustnmekteyiz. Sonugta, her bir lenfoma hlcresinin eksozomlar araciligi timdr mikrogevresini
yeniden programlayabilecegini Sngérmekteyiz.

- DUsuk doz Bafilomisin A1 uygulamasinin lenfoma hcrelerini R-CHOP tedavisine
karsl daha duyarl hale getirdigi belirlendi. Disik doz Bafilomisin A1 uygulamasinin Beclin 1-
Bcl2 kompleksinin olusumunu arttirarak ve/veya hicrede olusturdugu ortam pH’si nedeniyle
eksozom internalizasyonunu bloke ederek hucrelerin proliferasyonunu engelleyebilecegi

ve/veya Olime neden olabilecegi disinilmektedir.
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