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Kronik Lenfositer Losemi (KLL); yetiskinler arasinda en yaygm goriilen 16semi
tirlerinden biri olup; kanda, kemik iliginde, lenf nodu ve dalakta neoplastik B
lenfositlerinin klonal artis1 ve birikimi ile karakterize bir hastaliktir. Bu ¢alismada, KLL
hastalari ile saglikli kisilerde plazma ve eksozom ylizeyinde fosfatidilserin (PS), Tyro-3,
Axl ve MERTK (TAM) reseptor tirozin kinaz (RTK) diizeylerindeki farkliliginin
belirlenerek hastaligin olusum siirecindeki etkisinin saptanmasi1 amaglanmustir.

Calismaya, ortanca yas 61 yil (38-93 arasi) olan, Rai (O-I) evresinde yeni tani
alan/tedavisiz takip edilen 25 KLL hastas1 (11K/14E) dahil edilmistir. Ayrica, ortanca
yaslar1 37 yil (22-55 aras1) olan 15 saglikli kisi (11K/4E) kontrol grubu olarak ¢alismaya
katilmistir. Hasta ve saglikli kisi plazmalarinda, PS ve TAM RTK seviyelerine ELISA
yontemi ile, eksozomlardaki diizeyine ise akim sitometri yontemi ile bakilmistir.
“Boyutca eleme kromotografisi” yontemi ile saflagtirllan  eksozomlarin
karakterizasyonu; partikiil boyut oOl¢iimii ve CD9/CDS81 belirtegleri isaretlenerek
yapilmistir.

Bu calisma ile, KLL hastalarinda PS seviyesinin plazma ve eksozom yiizeyinde saglikli
kisilere gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir (p<0.0001). Plazmada TAM RTK
seviyeleri hastalarda saglikli kisilere gore azalmis goriinmesine ragmen (sirasiyla;
p<0.001, p<0.0001, p<0.0096), eksozom yiizeyinde bu reseptorlerin hastalarda saglikli
kisilere kiyasla anlamli oranda arttig1 tespit edilmistir (p<0.0001). Bu sebeple, KLL
hastalarinda TAM RTK’lar hedeflenerek yapilacak tedavilerde basar1 saglanabilecegi,
ancak PS miktarindaki azalma sebebiyle, solid tiimdrlerde uygulanan tedavilerin KLL
hastalarinda uygun olmayacagi diisiiniilmiistiir. Bu bulgularin, ileri klinik ¢alismalar ile
desteklendiginde, gelecekte KLL hastalar1 i¢in yeni tani/tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi yoniinde katki saglayabilecegi ifade edilebilir.
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PHOSPHATIDYLSERINE (PS) AND TYRO3-AXL-MERTK (TAM) RECEPTOR
TYROSINE KINASE (RTK) LEVELS DETECTION FROM BLOOD AND
EXOSOMES IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA (CLL)
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the existence of mature CD5-
positive B cells in the blood, bone marrow, spleen and lymphoid organs and it is the
most prevalent leukemia in adults. The aim of this study is to detect the differences in
plasma and exosome Phosphatidiylserine (PS), Tyro3, Axl and Mertk (TAM) receptor
tyrosine kinase (RTK) levels in CLL patients and healthy donors and to investigate its
effects on the course of the disease.

This study included, 25 newly diagnosed/untreated patients (11F/14M) with Rai stage
(O-) CLL whose the median age was 61 (range 38-93). The control group had 15
healthy donors (11F/4M) with a median age 37 (range 22-55). Patients’ and donors’
plasma PS and TAM RTK levels were detected by ELISA and flow cytometry was used
to  determine the exosome levels. Exosomes were purified by “size exclusion
chromatography” technique and were characterized by particle size measurement and
CD9/CD81 markers.

Compared with controls, there was a statistically significant decrease in PS levels of
CLL patients (p<0.0001). Similarly, a significant decrease in TAM RTK levels of the
patients were found (p<0.001, p<0.0001, p<0.0096, respectively) while there was a
significant increase in the receptor levels on the exosome surface in the patients
(p<0.0001). Therefore, TAM RTK targeted therapies may succeed but, PS targeting
therapies may fail due to the decrease in the levels of these molecules in the CLL
patients. These results have to be supported with advanced clinical trials, in order to
develop new diagnostic methods and therapies in the future.

June 2022, 78 pages

Key Words: Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL), exosomes, phosphatidylserine
(PS), Tyro3-Axl-Mertk (TAM), Receptor Tyrosine Kinase (RTK)
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SIMGELER DiZIiNi

ALL Akut lenfositer 16semi

AML Akut miyelositer 16semi

B2GP1 Beta 2 Glukoprotein 1

BSA Bovin Serum Albumin

C Celcius (Santigrat derece)

CAF Kanser iligkili fibroblastlar

CD Cluster of differentiation

EGFR Epidermal biiylime faktorii reseptorii
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMT Epitelial-Mezenkimal Gegis

ER Endoplazmik Retikulum

EV Ekstraseliiler Vezikiil

Gasb6 Biiyiimeyi durdurucu spesifik faktor 6
GPI Glikozil fosfatidil inozitol

KDA kilodalton

Ki Kemik iligi

KML Kronik miyelositer 16semi

KLL Kronik lenfositer 16semi

MAM Mitokondriyal Membran

MFI Mean Fleurosan Intensity (Ortalama floresan yogunlugu)
mMRNA Mesajci riboniikleik asit

mMiRNA Mikro riboniikleik asit

ug mikrogram

ul mikrolitre

MV Mikrovezikiil

MVC Mikrovezikiiler cisim

ml mililitre

Na Az Sodyum Azid

NaOH Sodyum hidroksit

ng nanogram

NFkB Niikleer Faktor kappa B
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NK
NKT
nm
oD
PBS
PC
PE
ProS
PS
SOCS
TAM RTK
TRPS

Natural killer (dogal dldiiriiciiler)

Natural killer T hiicresi (dogal 6ldiiriicti T hiicresi)
nanometre

Optik dansite

Fosfat buffer salin

Fosfatidilkolin

Fosfatidiletonolamin

Protein S

Fosfatidilserin

Sitokin sinyallerini baskilayici proteinlerden
Tyro3-AxI-Mertk Reseptor Tirozin Kinaz

Ayarlanabilir direng darbe algilama
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1. GIRIS

Diinyada her y1l 14 milyon kisinin yakalandigi ve 8,2 milyon kisinin Sliimiine sebep
olan kanser; yas, cinsiyet, dil, din, irk ayirimi yapmaksizin tiim insanlar1 etkilemektedir.
Kanserde benzer seyir devam ettigi takdirde, 2030 yilinda 22 milyon yeni vaka ortaya
¢ikmas1 beklenmektedir (Anonim T.C Saghk Bakanhig: Tiirkiye Kanser Istatistikleri,
2017). Bu nedenle, gerek diinyada, gerekse iilkemizde kanser tami ve tedavi

yontemlerine yonelik ¢alismalar giin gegtikte artmaktadir.

Kanser calismalarinda son yillarda 6nem kazanan eksozomlar, 1980°1i yillarda ilk
kesfedildiginde, hiicresel artiklar1 atmada gorevli molekiiller olarak bilinirken, son
yillarda yapilan c¢aligmalar ile hiicrelerarasi iletisim, sinyal iletimi, genetik materyal
transferi ve immiin yanit gibi bir¢ok Onemli biyolojik aktivitede rol aldiklar
gosterilmistir (Kahraman vd., 2014). Bunu, genetik materyalden bilgi aktarimi yoluyla
(miRNA vb.) yapabildikleri gibi, yilizey molekiilleri araciligiyla sinyal yolaklarini
uyararak da yapabilmektedirler (Lea vd., 2017).

Hiicre zarmin yapisi incelendiginde, lipit yapida molekiil ve reseptorlerin de kanser
mekanizmalarinda aktif rol aldig1 bilinmektedir. Singer ve Nicolson’in (1972) biyolojik
membranlar i¢in ortaya koydugu “akici mozaik zar modeli” ¢ift tabakali lipitler igerisine
gomiilii proteinlerden olusmaktadir (Singer ve Nicolson, 1972). Bu yapilar igerisinde
bulunan, “Lipid raft” ‘lar hiicre zarinda mikrodomain olarak da bilinen komponentler
olup, kolesterol, glikofosfolipit ve reseptorler acisindan zengindir. Bu yapilar eksositoz,
endositoz ve hiicre sinyali gibi cesitli hiicresel faaliyetlere dahil olurlar (Kulkarni vd.
2022). Okaryétik hiicrelerde, fosfolipitlerin hiicre zarindaki dagilimi su sekildedir:
Pozitif yiiklii fosfatidilkolin (PC) ve sfingomiyelinler (SM) zarin dis yiizeyinde, negatif
yiiklii amino-fosfolipit fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletonolaminin (PE) ise zarin i¢
yiizeyinde lokalize olmaktadirlar (Balasubramanian vd., 2003; Vance vd., 2005;
Leventis vd., 2010). Bu durum, viriis bakteri veya ¢esitli patojenlerin etkisiyle ya da
timor mikrogevresinde degiskenlik gosterebilmektedir. Normal fizyolojik kosullarda,

apoptoza giden hiicreler PS’nin, zar i¢ ylizeyinden dis tarafa donmesi (flipping) ile



makrofajlara ‘beni ye’ sinyali gonderir (Fadok vd. 1992; Callahan vd., 2000; Biermann
vd. 2013). Bu sinyali alan, Tyro3-Axl-Mertk (TAM) Reseptor Tirozin Kinaz (RTK)’lar,
ligandlar1 olan Growth Arrest Specific Factor 6 (Gas 6) ve Protein S (ProS) araciligiyla
PS’¢ baglanir ve makrofajlar1 uyarir (Graham vd., 2014; Kasikara vd., 2017) Timor s6z
konusu oldugunda ise; hiicrelerin yiizeyinde PS varligi, tiimoére karst immun yanit
olusmasini engelleyen bir durumdur. Bu olaym, kanserlesme siirecinde etken oldugu

distiniilmektedir (Belzile vd., 2018).

Bu konuda yapilmis caligmalara bakildiginda; Lea ve ark. (2017); over kanserinde
saglikli kisilere gore plazmadan elde ettikleri eksozomlarin yiizeyinde, PS miktarinin
anlamli olarak arttigim1 gostermislerdir. Ayrica, PS+‘liginin malign grupta benign gruba

gore fazla oldugunu tespit etmislerdir (Lea vd., 2017).

Yine PS gibi kanser hiicrelerinin iletisiminde 6nemli rolii oldugu diisiiniilen diger bir
grup ise Reseptor Tirozin Kinaz (RTK) ailesinden Tyro3-Axl-Mertk (TAM)
reseptorleridir ve lokositlerin yanisira ¢ogu timor hiicre tipleri tarafindan eksprese
edilirler (Zagorska vd., 2014). 2017 yilinda Kasikara ve ark., PS ve TAM RTK’larin
programlanmis 6liim ligandi-1 (PD-L1) araciligi ile meme kanserinde yayilim ve

kemoterapiye dirence yol agtigini gostermistir (Kasikara vd., 2017).

Vouri ve ark.’nin (2017) yaptiklar1 ¢alismada, kemoterapiye direngli, epitelyal hiicreden
mezenkimal hiicreye donlisme (EMT) potansiyelindeki tiimor hiicreleri ile PS tasiyan
hiicrelerin, Gas6 geni y-karboksil GLA domaini ve Protein S araciligiyla baglanmasi
sonucu, bu tiimor hiicrelerinin makrofajlar tarafindan yutulmasinin saglandigi
gosterilmistir (Sekil 2). Boylece, PS-aracilifiyla tiimor hiicrelerinin yok edilmesinin

miimkiin olabildigi de goriilmiistiir (Lemke vd, 2010, Vouri vd., 2017).

Bu doktora tez caligmasinda, yeni tan1 alan ve/veya tedavisiz takip edilen KLL hastalar1
ile saglikli kisilerde, plazma ve eksozomlarda PS ve TAM RTK diizeylerinin tespiti
amaclanmaktadir. Boylece, bu molekiillerin KLL hastaligi olusumu/seyrinde etkisi

hakkinda fikir sahibi olunabilecegi dngoriilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Losemi; kan hiicreleri olusumuyla ilgili kanserlerin genel adidir. Cogunlukla beyaz kan
hiicrelerinde olusur, ancak bazen diger kan hiicrelerinde de baslayabilir. Loseminin
birka¢ tipi vardir. Temelde; akut (hizli gelisen) ya da kronik (yavas gelisen) olarak
gelisim hizina gore ayrilir. Ayrica myeloid veya lenfoid hiicre serisinde baslamasina
gore de siniflandirilir. Buna goére Akut Miyelositer Losemi (AML), Akut Lenfositer
Losemi (ALL), Kronik Miyelositer Losemi (KML) ve Kronik Lenfositer Losemi (KLL)
olarak baslica 4 ana grupta siniflandirmak miimkiindiir. Cok sayida ve gesitli alt tipleri
de bulunan Iosemiler, tiirtine gore degisik Ozellik gosterir ve farkli tedavi sekilleri

gerektirir (Anonymus 2021) .

2.1 Kronik Lenfositer Losemi (KLL)

Kronik Lenfositer Losemi (KLL); gilincel tedavilere yanit vermeyen ve yetigkinler
arasinda en yaygin goriilen l6semi tiirlerinden biri olup (Pagetti vd., 2015); kanda,
kemik iliginde, lenf nodu ve dalakta neoplastik B lenfositlerinin klonal artis1 ve birikimi
ile karakterize bir hastaliktir. Genellikle 65 yas civar1 tan1 konmakla birlikte, hastalarin
sadece %10-15 kadar1 50 yas altinda tani almaktadir (Rozman ve Montserrat, 1995).

Tan1 anindan itibaren ortalama yasam siiresi 1-10 yil arasinda degismektedir.

2.1.1 Epidemiyoloji

KLL, eriskinlerde en sik gozlenen 16semi tipidir (%25). Hastalarin ¢ogu semptomsuz
oldugu icin gergek siklig1 saptamak zordur. Bati toplumlarinda yillik goriilme sikligi
3/100.000°dir. Asya iilkelerinde daha seyrek gortiliir. Erkeklerde kadinlara gore goriilme
potansiyeli iki kat fazladir (Soysal T, 2013).

2.1.2 Etiyoloji

Etiyolojisi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte; g¢evresel faktorler, enfeksiyon,

radyasyon, immiin sistem hastaliklari, ila¢ veya kimyasallarin yarattig1 toksik etkilerin



hastaliga yol actigma dair caligmalar olsa da bulgular kanit niteliginde degildir
(Schubauer- Berigan 2007, Linet 2007). Bazi ailelerde KLL olgu sayisinin birden fazla

olmasi, genetik egilim olabilecegini de diisiindiirmektedir (Rawstron 2010).

2.1.3 Klinik bulgular

KLL olgulari, ¢ogunlukla semptom gostermezler. Bu hastalarda, lenfadenopati (lenf
6demi), splenomegali (dalak biiyiikliigii) ve otoimmiin hemolitik anemi yaygindir (Zent
ve Kay, 2010). Ekstramedullar olarak cilt, karaciger, gastrointestinal sistem mukozasi

ve bobrek tutulumu yaygindir (Anonymus,2021 www.pathologyoutlines.com ).

2.1.4 Tam

Tam kan sayiminda anemi, nétropeni ve trombositopeni ile periferik yaymadaki
morfolojik degisimler kullanilarak tan1 koymak esastir. Ancak akim sitometri
yontemiyle; CD20, CD19 ve CDS5 pozitifliginin (genellikle CD23 pozitifligiyle birlikte)
fenotipik olarak gosterilmesi KLL’yi diger lenfoproliferatif hastaliklardan ayirmay1
saglar. Ayrica, direk antiglobulin testi (DAT), bilirubin ve laktat dehidrogenaz (LDH)

diizeyleri, tan1 koyma ve hastaligin seyri agisindan 6nemli parametrelerdir.

In-situ hibridizasyon, karyotip analizi ve genetik anomalilerin tayini (11q ve 17p
delasyonlar1 gibi) ise tedavi yaklagimlarini belirlemede etkili testlerdir. Bu testler,
hastanin takibi, tedaviye ilagsiz m1 devam edilecegi ya da hangi tip tedavilerin

uygulanacagi konusunda hekime yol gostermektedir (Anonymus, 2014).

2.1.5 Prognoz

KLL i¢in uluslararasi standartlara uygun olarak iki gesit evreleme sistemi mevcuttur.
Bunlardan birincisi Rai (Cizelge 2.1.), digeri ise Binet (Cizelge 2.2.) sistemine gore
evrelemedir. (Hallek v.d, 2008). Hastaligin evresi, tani aninda bu parametrelere gore

belirlenmektedir.



Cizelge 2.1 Rai sistemine gore KLL evreleri (Rai 1975)

Evre 0: | Kanda ¢ok sayida lenfosit olmast disinda bir bulgu yoktur. Yavas seyirli
hastalik durumudur.

Evre 1l: | Kanda ¢ok sayida lenfosit olmasinin yaninda lenf bezleri normalden
biiytiktiir.

Evre 2: | Kanda c¢ok sayida lenfosit, lenf bezlerinde biiylime, karaciger ve dalakta
da biiyiime s6z konusudur.

Evre 3: | Kanda ¢ok sayida lenfosit vardir ve eritrosit sayilarinda da diisme yani
kansizlik s6z konusudur. Lenf bezi, karaciger ve dalak biyiikligii de
olabilir.

Evre4: | Kanda ¢ok sayida lenfosit vardir ve kanda pihtilagmayr saglayan
trombosit sayist azalmistir. Bunun yaninda kansizlik, lenf bezi, karaciger
ve dalak biiytikliigii olabilir.

Direngli | Tedaviye ragmen diizelmeyen hastalik durumunu ifade eder.
evre:

Cizelge 2.2 Binet sistemine gore KLL evreleri (Binet 1981)

A Hb>10 g/dl, P1t=100 bin,<3 genisletilmis alan
B Hb>10 g/dl, P1t=100 bin,<3 genisletilmis alan
C Hb<10 g/dl, P1t=100 bin, herhangi bir sayida genisletilmis alan

Tan1 aninda belirlenmis olan parametrelerden (Cizelge 2.3), evre, lenfosit ikiye

katlanma zamani ve Kemik iligi (KI) infiltrasyon tipi hastanin takibi siiresince degisim

gosterebilmektedir. Bu degisim, 1yi prognostik faktorlerin kotii olanlara doniisiimiiyle,

hastaligin ilerlemesi yani kotii prognoz olarak tanimlanir (Hallek vd. 2008).




Cizelge 2.3 KLL’de Prognostik Faktorler

Iyi Prognostik faktorler

Kaétii prognostik faktorler

1 | Dusiik Rai veya Binet klinik evreler

Yiiksek Rai veya Binet klinik evreler

2 | Intertisyel veya nodiiler patern’de
Kemik iligi(K1)’nde

inflitrasyonu

lenfosit

diffiiz

infiltrasyonu

Ki’nde patern’de  lenfosit

3 | Lenfosit ikiye katlanma zamani >

12 ay

Lenfosit ikiye katlanma zamani< 12 ay

4 | CD38()

CD 38 (+)

5 | Mutasyona ugramis agir zincir

genleri

Mutasyona ugramamis agir zincir genleri

6 | ZAP 70(-) diisiik diizeyler

ZAP 70(+)

7 Kromozom 13g14

Delesyon 11923

8 17p — TP53 anomalileri

9 P53 disfonksiyon veya asir1 ekspresyonu

10 TNF-a, B2 mikroglobin, IL-6, IL-8, IL-10,
LDH, UGGFR-2, CD20 ve CD52 artis1

11 NOTCH 1, SF3B1, BIRC3 gen mutasyonu

(+)

2.2 Ekstraselliiler Vezikiiller (EV)

Ekstraselliiler vezikiiller (EV),

bilinen tiim organizmalar tarafindan iiretilen,

hiicrelerarasi iletisimde ve fizyolojide rol oynayan 6nemli molekiillerdir (Zabeo vd.,

2017). Kan, anne siitii ve meni gibi bir¢ok viicut sivisinin yanisira, tiimorleri de

kapsayan bir¢ok dokuda tespit edilmistir (Poliakov vd., 2009; Léasser vd., 2011; Yuana
vd., 2013; Arraud vd., 2014; Zonneveld vd., 2014; Hoog ve Lotval, 2015; Tkach ve




Thery, 2016). Cizelge 2.4.’de 6zellikleri gosterilen EV’lerin ti¢ alt grubu tanimlanmaistir:
a) Apoptotik cisimler; apoptoz sirasinda plazma membranindan olusan kabarciklarin
saliverilmesiyle  olusur  (500-2.000 nm) b) Hiicresel  mikropartikiiller/
mikrovezikiiller/ektozomlar; direk plazma membranindan degisik boyutlarda salinan
kiiglik vezikiillerdir (50-1.000 nm) c¢) Eksozomlar; multivezikiiler cisimlerin (MVC),
hiicre dis1 cevreyle etkilesimi sonucu plazma membranindan salinan intraluminal
vezikiillerdir (ILV 40-120 nm) ( Colombo vd., 2014; Anonymus. 2015; Yanez vd.,

2015; Skotland vd.; 2017) ( Sekil 2.1).

Cizelge 2.4 Ekstravezikiillerin siniflandirilmasi (www.abcam.com)

Eksozomlar Mikrovezikiiller Apoptotik
cisimler
Koken Endositik yolak Plazma membrani Plazma
membrani
Boyut 40-120 nm 50-1000 nm 500-2000nm
Fonksiyon Hiicreler aras iletigim Hiicreler aras1 | Fagositoz
iletisim
Belirtecleri Alix, Tsg 101, | Integrinler, Annexin 5,
tetraspainler, (CD 81, CD | selektinler, CD 40 | fosfatidilserin
63, CD 9), flotillin
Icerigi Proteinler ve nikleik | Proteinler ve | Nikleer
asitler ( mMRNA, miRNA | niikleik asitler (| fraksiyonlar,
ve diger kodlanmamis | MRNA, miRNA ve | hiicresel
RNA’lar) diger kodlanmamis | organeller
RNA’lar)




Eksozomlar Mikrovezikiiller Apoptotik Cisimler
/ \‘1

Sekil 2.1 Ekstraselliiler vezikiiller (EV) (Skotland vd., 2017)

2.2.1 Eksozomlar

Eksozomlar ilk kez, Trams ve ark. tarafindan 1981 yilinda, neoplastik hiicre serilerinden
salinan 5 -niikleotidaz aktivitesine sahip mikrovezikiiller olarak tanimlanmistir (Trams,
1981). Sonraki birka¢ yil iginde Pan ve ark.’nin yaptigi c¢alismada, bu vezikiillerin
endositik orijinli olduklar1 gésterilmistir (Pan, 1985). Bu tarihlerde sadece 6lii hiicre ve
atik materyalin uzaklagtirlmasinda gorevli olduklar1 diistiniiliirken, Raposo ve ark.,
1996 yilinda yaptiklari caligmada, Epstein- Barr ile enfekte B lenfositlerinden izole
ettikleri eksozomlari, antijen sunan vezikiiller olarak tanimlamistir (Raposo, 1996).

Boylece, immiin sistem ile ilgili birgok konuda rol oynadig1 da anlasilmistir.

Eksozomlari, boyutlarinin yani sira, bazi karakteristik ozellikleri ile de ayirt etmek
miimkiindiir (Santoni, 2015). Ihtiva ettikleri protein ve genetik materyal (mMRNA ve
mIiRNA) kalintilar1 salindiklar1 hiicrelere 6zgii olmakla birlikte, plazma membranlar: da
eksozomlari tanimlamak i¢in birer belirtegtir (Keller, 2006). Morfolojik olarak yuvarlak,
fincan seklinde olmalar1 ve 1,13- 1,19 g/ml arasindaki yogunluklar1 ayirt edici

ozelliklerinden bazilaridir ( Simons, 2009).

Eksozomlar, cift tabakali membran iizerinde gesitli reseptorlere sahiptirler. Bunlarin en
iyi bilinenleri; TSG101, Alix, Flotillin-1, CD63, CD9 ve CD81 olarak sayilabilir



(Schorey ve Bhatnagar, 2008; Soltani vd., 2015; Tang ve Wong, 2015; Yu vd., 2015;
Kalluri ve Lebleu, 2020). Bunlarin yani sira, tasiyici proteinler, lipitler, mRNA’lar,
miRNA’lar, ve kiigiik DNA pargalar1 ihtiva ederler. Bu yapilar1 sayesinde kendilerini
bozunuma ugramaktan korurlar (Raimondo vd., 2011; Hwang, 2013; De Veirman vd.,
2016; Wang vd., 2016).

Son 10 yilda yapilan ¢ok sayida galisma, eksozomlarin tiimor mikrogevrede bulunan
¢ogu hiicre tipini kapsayacak sekilde hipoksiye bagl Epitelyal Mezenkimal Transisyon
(gegis) (EMT), kanser kok hiicresi olusumu, anjiyogenez ve metastaz gibi major kanser
yolaklarinda kanser hiicrelerinin iletisimi ya da etkilesiminde gorev aldigini
gostermektedir (Azmi vd. 2013, Soung vd. 2016, Steinbichler vd. 2017, Weidle vd.
2017).

Ayrica eksozomlar, biyolojik yapilari, sitotoksik olmamalari, diisiikk immiinojeniteleri,
kolay iiretilebilmeleri, kolay saklanabilmeleri, uzun yasam siireleri ve yliksek kargo
tagima kapasiteleri ile gen terapisi ve terapotik ilag gelistirme igin elverigli nanometrik

yapilardir (Munagala vd., 2016; Srivastava vd., 2016; Wang vd., 2016).

Qi ve ark. 2016 yilinda, manyetik tabanli bir yontem ile superparamanyetik-konjuge
transferrin ile kandaki eksozomlarin yiizeyinde bulunan transferrin-pozitif reseptoriiniin
baglanmasim1 saglamis ve direk hedef tiimor hiicresine etki ederek, tiimor gelisimini

baskilamistir (Q1 vd, 2016).

Bir baska c¢alismada, doku miihendisligi ile bir nanocisimcik iizerine anti-epidermal
biiyime  faktor reseptorii (EGFR)  yerlestirilerek, ankor sinyal peptit
glikozilfosfatidilinozitol (GPI) fiizyon proteini bulunduran hiicrelere transfekte edilmis
ve sonucunda EGFR igin antijen sunan- nanocisimcikler (eksozomlar) olusturulmustur.
Boylece eksozomlarin, direk EGFR-pozitif tiimor hiicreleri hedef almasi saglanmistir
(Kooijmans vd., 2016).



Oksvold ve ark. ise (2014) yaptiklar1 ¢alismada, B hiicreli lenfoma serilerinden izole
ettikleri eksozomlarin yiizey antijenlerinin (CD19, CD20, CD24, CD 37 ve HLA-DR)
salindiklar1 lenfoma hiicreleriyle aymi ozellikte oldugunu gostermislerdir (Oksvold,
2014). Bu calismalar, eksozomlarin kanser hiicrelerinin iletisiminde rol oynadigini

gosteren onemli kanitlardir.

Pagetti ve ark. (2015), KLL hiicrelerinden salinan eksozomlarin, ex vivo ve in vivo
ortamlarda, stromal hiicreleri kanser fibroblastlarina doniistiirdiigiinii goStermistir.
Bunu, igerigindeki protein ve miRNA’lar ile yapan eksozomlar, bilgileri stromal
hiicrelere aktarmak suretiyle bu doniisiimii gergeklestirmektedir. Boylece bu hiicreler,
timor destekleyici faaliyet (proliferasyon, migrasyon, inflamatuvar sitokin salinimi

gibi) gostermeye baslamaktadirlar (Pagetti, 2015).

2017 yilinda, Prieto ve ark. KLL hastalarinin eksozomlarinda tespit ettikleri S100-A9
kargo proteininin hastaligin ilerlemesinde etkili oldugunu, ayrica NF-KB yolagini
kullanarak timor hiicrelerinin iletisiminde eksozomlarin rol oynadigini gostermistir

(Prieto vd., 2017).

Koliha ve ark. ise, melanoma hiicreleri ile yaptiklar1 ¢calismada, EV igerigi ve sayisini
hasta ve saglikli kisilerin plazmalarindan alinan Orneklerde degerlendirmisler ve 58
protein agisindan analiz yapmislardir. Sonug¢ olarak, melanoma hiicrelerinin direkt
olarak degil, indirekt olarak EV protein iceriginde ve miktarinda degisiklik yaptigini
gostermislerdir. Boylece, saglikli hiicrelerden farkli olarak tiimor hiicrelerinin EV
aracilifiyla hiicreler iizerinde yaptigi degisimleri bu ¢aligmayla bir kez daha

kanitlamiglardir (Koliha vd. 2016).

2.3 Fosfatidilserin (PS)

Fosfolipitler, okaryotlarda asimetrik ¢ift tabakali bir membran olustururlar (Bretscher,
MS., 1972). 40 yili askin siiredir kabul goren “Akict mozaik zar modeli” sayesinde,

hiicre dis1 (ekstraselliiler) molekiillerin, sinyaller araciligiyla hiicre igine (intraselliiler)
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taginmast saglanir (Alves vd., 2018). PS, hiicre zarinin i¢ tarafinda konumlanmis negatif
yiiklii bir fosfolipittir (Kay ve Grinstein, 2011). Membran dis zarinda, pozitif yiiklii
fosfolipitlerden PC ve SM yer alirken, negatif yiikli amino-fosfolipit olan PS ve PE,
membran i¢ zarinda lokalize olurlar (Balasubramanian ve Schroit, 2003; Vance ve
Steinbergen, 2005; Leventis ve Grinstein, 2010).

Fosfatidilserin ~ (PS) sentezi, memeli hiicrelerinde endoplazmik retikulumun
mitokondrial membran (MAM) olarak adlandirilan spesifik bir domaininde gergeklesir
(Sekil 2.2.). MAM’nin o6zelligi, endoplazmik retikulum ve mitokondri arasinda
molekiiler degisim yapabilmesidir. Bu sebeple, hiicrenin devamlilifi agisindan ¢ok
onemli bir role sahiptir (Annunziata, vd., 2018; Missiroli, vd., 2018; Stacchiotti, A.,
2019).

Sekil 2.2 Mitokondrial membranda (MAM) PS sentezi (Chang vd. 2020)

Soyle ki, viicudumuzda giinliik olarak yenilenen hiicrelerin, otoimmiin sistemi korumak
ve inflamasyonu onlemek igin siirekli olarak temizlenmesi gerekir (Galluzzi, vd. 2007).

9

PS, bu hiicrelerin “apoptoz” olarak bilinen fagositozla yutulmasi isleminde spesifik
olarak taninmay1 saglayan bir sinyal olusturur (Shlomovitz, vd., 2019). Apoptoza giden
hiicrelerde, donme hareketi (flip-flop) ile zar dis yiizeyine gecen PS molekiili,

inflamasyon dis1 zamanlarda fagositik olarak bu hiicrelerin yutulmasini saglar.

Timor mikrogevrede ise, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, kaspaz aktivasyonu ve
hiicre aktivasyonuna bagli Cat++ gecisleri gibi c¢esitli biyoreaksiyonlar1 kullanarak

PS’nin hiicre zar1 dig tabakasinda yer alabildigi gosterilmistir (Mates ve Sanchez-
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Jimenez., 2000; Simon vd., 2000; Mandal vd., 2005, Zwaal vd., 2005) (Sekil 2.3.).
PS’nin bu etkiyi, sadece yiizeyinde yer aldigi tiimdor hiicreleri ile degil, ayn1 zamanda
timor hiicrelerinden salinan mikrovezikiiller ile de yaptigi, Kelleher ve ark. tarafindan
2015 yilinda yapilan ¢alismada, tlimor hiicre-kaynaklit mikrovezikiillerde bulunan

PS’nin T hiicre cevabini baskilamasi seklinde gosterilmistir (Kelleher vd. 2015).

Dis taraf Scramble Dis taraf  pS
| Oksidatif Stres
Radyasyon
Kimyasallar
8 Viral
enfeksiyon
‘ ‘ ; f Sitokinler
LISN A Ca+2 Ca+2
PS J PS PS Flippaz PS
Flippaz Scramble
i¢ taraf
NORMAL HUCRE KANSER HUCRESI

Sekil 2.3 Tiimor mikrogevrede PS (Sharma ve Kanwar 2018)

Hiicre zan yilizeyinde PS artisi, tiim immiinsupresif sinyallere katki saglayarak lokal ve
sistemik olarak anti-tiimér immiin yanit olusumunu engeller (Belzile, 2018). PS’nin,
kanser hiicrelerinin yiizeyinde artisi, bu hiicrelerin diger hiicrelerden ayirt edilmesine ve
boylece kanser hiicrelerinin tespitine olanak saglayabilmektedir (Blanco vd.,2014;
Davis vd., 2016; Ayesa vd., 2016). Bu sebeple, PS-aracili immiinsupresyonu 6nlemek
icin PS hedefli monoklonal antikorlar, antikor-ilag konjugasyonlari, lipozomal
tasiyicilar ve dogal triinler gibi ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Bununla ilgili olarak
yapilmis ¢ok sayida klinik oncesi ve erken faz klinik ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari, tiimdr anjiyogenezini inhibe etmek i¢in PS’ne Annexin baglanarak timdr
vaskiilarizasyonunun Onlenebilecegini ve PS-hedefli sentetik peptitlerin membran
porlarindan girerek PS’ne baglanarak tiimor hiicrelerin yok edilebilecegini gosteren

caligmalardir (DeRose vd., 2011; Yin vd., 2013; Leite vd., 2015; Zhang vd., 2017).
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PS’ni bloke etmede kullanilan diger bir ajan, SapC-DOPS (Bavituximab) molekiiliidiir

ve Beta2Glukoproteinl (B2GP1) araciligiyla, PS’i indirekt olarak baglar (Chang vd.,

2020). Bu molekiile 6zgii ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu galismalar, N’Guessan

ve ark. tarafindan 2020 yilinda yayimnlanan derlemede yer almaktadir. Buna gore,

Bavituximab molekiiliiniin tiimor hiicrelerinde bulunan PS’ne baglanmasiyla, timor

hiicrelerinin gelisimine yonelik sinyallerin bloke edilmesi sdzkonusudur (N’Guessan,

vd., 2020). Bavituximab ile ilgili yapilan klinik ¢alismalar Cizelge 2.5.’de dzetlenmistir.

Cizelge 2.5 Solid timorlerde Bavituximab ile ilgili yapilan klinik c¢aligmalar
(N’Guessan, vd. 2020)
Klinik Timor tipi Ilag ad1 Tedavi Kemo/radyoterapi | Makale
caligma stiresi kombinasyonlar1
Faz

Faz Ib Ileri evre kiiciik Bavituximab | Her 3 Carboplatin Grilley-
hiicreli olmayan (0.3,10r3 | haftada bir | pemetrexed Olson vd.
akciger kanseri mg/kg) (6 kiir) 2018
1.basamak

Faz Il Ileri evre kiiciik Bavituximab | Her 3 Carboplatin Digumarti
hiicreli olmayan (3 mg/kg) haftada bir | Paclitaxel vd. 2014
akciger kanseri (6 kiir)
1.basamak sonra

monoterapi

Faz Il Ileri evre Non- Bavituximab | Her 3 Docetaxel Gerber
skiilamoz kii¢iik (lor3 haftada bir vd. 2016
hiicreli olmayan mg/kg) ya (6 kiir)
akciger kanseri da plasebo
2.basamak

Faz IlI Ileri evre kiiciik Bavituximab | Haftada bir | Docetaxel Gerber
hiicreli olmayan (3 mg/kg) ya vd. 2018
akciger kanseri da plasebo
2.basamak

Faz | HER-2 negatif Bavituximab | Her 4 Paclitaxel Chalasani
metastatik meme (3 mg/kg) haftada bir vd. 2015
kanseri 1.basamak (4 kiir)

Faz Il 2.basamak ileri Bavituximab | 28 giin ilk | Docetaxel Tabagari
evre yada (3 mg/kg) 3 hafta vd. 2010
metastatik meme haftada bir
kanseri

Faz | Rektal Bavituximab | 8 hafta, Radyasyon ve Meyer vd.
adenokarsinoma (0.3,10r3 | haftada bir | capecitabine 2018
preoperatif tedavi mg/kQg)

Faz | Hepatoselliiler Bavituximab | 8 hafta, Sorafenib Bonar
karsinoma (0.3,10r3 | haftada bir | yada vd. 2017

mg/kQg) monotherapy
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Cizelge 2.5 Solid timorlerde Bavituximab ile ilgili yapilan klinik c¢aligmalar
(N’Guessan, vd. 2020) (devam)

Faz Il Ileri evre Bavituximab | Haftada | Sorafenib Yopp vd.
Hepatoselliiler (3 mg/kg) bir 2015
karsinoma 1.basamak

Faz | Ileri evre solid Bavituximab | 8 hafta, - Gerber
tiimorler (0.3,10r3 | haftada vd. 2011

mo/kg) bir

Faz Ib Ileri evre solid Bavituximab | 8 hafta, | Docetaxel ya da | Digumarti
timorler 1.basamak | (3 mg/kg) haftada | gemcitabine vd. 2008

bir ya da paclitaxel
plus carboplatin

Faz Il Ileri evre-stage 4 Bavituximab | 28 giin | Gemcitabine Pandya
Pankreas kanseri (3mglkg)/ | ilk3 vd. 2013

sadece hafta
Gemcitabine | haftada
bir

Bavituximab ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda, daha ¢ok solid tiimoérler iizerine
yogunlastigl, bunun yanisira Hepatit C ve Ebola viriis gibi gesitli virtislerle ilgili de bu
molekiile 6zgli ¢alismalar oldugu goriilmektedir (Ahn ve Flamm, 2011; Dowall, vd.,

2015). Ancak, heniiz KLL ve diger 16semi tiirlerine ait bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.4 TAM Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK)

TAM ailesi reseptorleri adini, TYRO3 (sinonimleri; BYK, Dtk, RSE, Rek, Sky, Tif, ya
da Etk-2), Axl (sinonimleri; ARK, UFO, JTK11, ya da Tyro7) ve Mertk (Sinonimleri;
MER, RP38, c-Eyk, c-Mer, Tyrol12) reseptorlerinin ilk harflerinin kisaltmasindan alir
(Prasad vd., 2006). Bu reseptorler inflamasyon, otoimmiinite, kanser progresyonu ve
kanser immiinolojisindeki rolleri sebebiyle kanser aragtirmalarinda giderek Onem
kazanan molekiillerdir (Hochreiter-Hufford ve Ravichandran,. 2013; Lemke, 2013;
Graham vd.,2014; Rothlin vd., 2015).
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TAM RTK’lar, homolog tip 1 reseptor tirozin kinazlar olup, ¢ok hiicreli organizmalarda
apoptotik hiicrelerin yok edilmesinde kritik bir role sahiptirler (Geng vd., 2017). Bu
RTK’lar, bir ekstraselliiler domain, bir tek zincirli helix transmembran domain ve bir
intraselliiler domain olmak tizere {i¢ boliimden olusan belirgin bir yapiya sahiptirler. Bu
domainlerden ekstraselliiler domain, iki adet tip Il fibronektin ve iki adet Ig
domaininden olusmaktadir. Sitoplazmik domain, kinaz aktivitesini yiiriitir ve diger

molekiiller i¢in bir baglanma bolgesi olusturur (Crosier vd., 2009).

Hematopoietik sistemde ise TAM reseptorlerinin farkli ekspresyonlari Sekil 2.4.’de
gosterilmistir. Kemik iligi (Ki) stromal hiicrelerinde AXxI| reseptdrii ekspresyonu
goriiliirken, Mertk ve AXxI reseptdrlerinin Ki’nde CD34+ hematopoietik progenitdr
hiicreler ile oncili eritrositleri de kapsayacak sekilde miyeloid farklilasmanin bazi
basamaklarinda da eksprese edildigi bilinmektedir. TAM RTK’larin {igii de,
megakaryositler, olgun trombositler, doku makrofajlari ve dendritik hiicrelerde
bulunmaktadir. TAM RTK’lar, lenfoid progenitorler ve olgun lenfositlerde eksprese
edilmezken, dogal oldiriicii (natural killer, NK) ve dogal oldirici T (NKT)
hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilirler(Huey vd. 2016).

LLA : stromal Hoereter
= - H
Kemik iligi 3
CD34+ Hematopoietik
Progenitdr Hacreler
LYY

eloid progenitdrier E
> . Lenfoid progenitdr

Y T hicreler

Megakaryositler Eritroblastlar

Periferik Kan

" : @’\ ;- Y = B ve T lenfositleri
4 Granllositler !
Trombositler,

NK ve NKT hicreleri

Olgun Eritrositier Monositler

7 AxL

. ¥ MERTK

Dendritik Hicrler

Doku : TWT YTf'r ¥ rvro-3

Makrofajlar

Sekil 2.4 Hematopoietik hiicrlerde TAM reseptor ekspresyonu (Huey vd., 2016)
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TAM RTK’larin, timdr hiicrelerinin sagkalim, kemorezistans ve metastaz 6zelliklerini
destekleyen birer etken olarak is gordiigii bilinmektedir. Cesitli insan kanserlerinde
ektopik olarak eksprese edilirler veya asir1 ekspresyonlart s6z konusudur. Bu da tiimor
hiicrelerinin sag kalimina avantaj saglayan bir durumdur (Graham vd., 2014). Birgok
hematolojik malignitenin yanisira, epitelyal malignitelerde de TAM RTK’larin asirt
ekspresyonu goriilmektedir (Crosier vd., 1995; Lee-Sherick vd., 2012).

TAM reseptor aktivasyonu, PS ve Cat++ varliginda artis gdstermektedir. Optimal
kosullarda, TAM RTK’larmn ligand1 olan Gas6 ve ProS apoptotik hiicrelerdeki PS ile
baglanmay1 saglar (Sekil 2.5.) ve hiicre sagkalimi, invazyon, migrasyon, kemoterapi-
direnci, metastaz gibi bir¢ok onkojenik siirece katkida bulunmaktadir. Gas 6 ligandina
her ii¢ molekiil de baglanabilirken, ProS sadece Mertk ve Tyro3 molekiilii ile
baglanabilir. Ayrica, Gas6 ligandina baglanma konusunda Axl molekiiliiniin afinitesi
diger iki reseptore gore 3-10 kat fazladir. Tiimor mikrocevrede, bu reseptorlerin
ekspresyonlar1 genellikle kotii prognozla iliskilendirilmektedir (Davra vd, 2016; Wu
vd., 2017).

Apoptotik hucre boglugu ve TAM sinyal mekanizmasi

NS

< Vitamin K-bagiml gama
GLA domaini  karboksilasyon

Fosfatidilserin
(hlcre dig yUzeyinde)

Receptors
Tyro3

Axl

Protein S

........................
-

ey bh\&“‘((“‘v
Tirozin kinaz dendritik hicre, {
makrofaj,
b Sertoll hiicre,
RPE hicre,

Sekil 2.5 TAM RTK’larin, Gas6 ve Protein S ile PS’ne baglanmasi (Lemke vd., 2010)
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Tiimo6r mikrogevrede, TAM RTK’larda ¢oklu mutasyonlar oldugu bilinmektedir ancak
hepsi tam olarak karakterize edilememistir. Bunlar, geleneksel onkogenler gibi direk
proliferasyona etki etmeyip 16semi hiicrelerinde varligi veya ektopik ekspresyonlari ile,
timor hiicre sagkalimini uyaran 6ncii- sagkalim sinyallerini aktive ederler (sekil 2.6.).
(Graham vd.,2014; Lew vd. 2014; Shaver vd. 2016).

Reseptorler arasi iletisim ve isbirligi

AXL MERTK TYRO3 FLT3 EGFR HER2

@ D@
\' Anti-apoptoz ve RAC RALA
@D szl MMP9_RALB

Src Ailesi ) |
Hilresel btyime ve /
cogalma

Sekil 2.6 TAM RTK ailesi sinyal mekanizmasi (Graham vd. 2014)

Bu reseptorlerden biri olan Tyro3 ilk kez, Lai ve ark. tarafindan 1994 yilinda fare
santral sinir sisteminden (SSS) izole edilmistir. Ayn1 ¢alismada, 125 kD agirligindaki bu
molekiiliin, SSS sinapslarinda eksprese edildigi ve ndronlarin bir iiriini oldugu
gosterilmistir (Lai vd. 1994). Son yillardaki ¢alismalar, Tyro3’iin kanserdeki roliine
yogunlagsmistir ve bu dogrultuda Tyro3’iin hedeflenmis tedavilerde kullanilabilecegi

gosterilmektedir (Smart vd. 2018).

Tyro3, ozellikle sinir sisteminde One c¢ikmakla birlikte cesitli dokularda fizyolojik
olarak eksprese edilmektedir. Beyinde; endotelyal hiicrelerde, noronlarda,
oligodendrositlerde ve hipokampiisiin yani sira periferik sinir sistemi Schwan
hiicrelerinde Tyro3 eksprese edilmektedir (Pierce vd. 2008; Zhu vd. 2010; Guo vd.
2011; Miyamoto vd. 2015, Zhu vd. 2016; Akkermann vd. 2017). Hematopoietik
sistemde ise; dendritik hiicreler, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, monosit ve makrofajlar,

trombosit ve megakaryositler ve osteoklastlarda eksprese edilirler (Nakamura vd., 1998;
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Katagiri vd. 2001; Lu ve Lemke, 2001; Angelillo-Scherrer vd., 2005; Gould vd., 2005;
Caraux vd., 2006; Seitz vd., 2007; Wang vd. 2007., Cosemans vd., 2010; Zhong vd.,
2010; Chan vd., 2016). Ayrica tireme sisteminde, erkek primordiyal germ hiicreleri ile
gonat destekleyici hiicreleri ve testislerde Sertoli hiicreleri ile overde graniiler
hiicrelerde Tyro3 ekspresyonu gosterilmistir (Matsubara vd., 1996). Bunun yanisira,
bobrek, akciger, iskelet-kas sistemi, karaciger, pankreas ve miyokardiyumda eksprese
edildigi de bilinmektedir (Higuchi vd., 2012).

Axl molekiili ilk kez 1991 yilinda, O’Bryan ve ark. tarafindan iki Kronik Miyeloid
Losemi (KML) hastasinin DNA’sindan izole edilmistir (O’Bryan, vd., 1991). 894
amino asitten olusan bu molekiil, 98 kDA biiyiikliigiinde bir protein kodlar ve gecirdigi
post-transkripsiyonel modifikasyonlar sonucunda (glikolizasyon, fosforilasyon, birkag
bolgede monoubikuitinasyon gibi) 100-140 kDa arasi aktive forma doniisir (Lu vd.,
1999; Mosesson vd., 2003; Valverde, P., 2005; Sather vd., 2007). Transforme olmayan
hiicrelerde oldugu kadar epitelyal, mezenkimal ve hematopoietik orijinli hiicre
serilerinde de eksprese edilirler (Dormady vd., 2000). 1999 yilinda Rochlitz ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, RT-PCR yontemi ile AML hastalarinin %34’inde AxI
reseptOriinlin asir1 ekspresyonu tespit edilmistir. Bunun yanisira, AML hastalarinda Axl
molekiiliiniin asir1 ekspresyonunun sagkalim siiresini azaltan bir etken oldugu
goriilmiistiir (Rochlitz vd., 1999; Ben-Batalla vd., 2013). Diger l6semi tiirleri ile
kiyaslandiginda, AXI molekiilii ALL’de daha az eksprese edilirken (Graham vd., 2014)
AML, KLL ve KML’de ekspresyonu daha c¢ok goriilmektedir (Neubauer vd., 1994;
Dirks vd., 1999; Rochlitz vd., 1999; Gosh vd., 2011; Ben-Batalla vd., 2013; Park vd.,
2013).

Gosh ve ark., Axl molekiiliiniin MV kaynakli fosforile Ax1 (P-axl) formuna doniistigi
ve kemik iligi stromal hiicrelerinde AKT sinyal yolagimi tetikleyerek normal hiicre
fonksiyonlarmi degistirdigi ya da yeniden programladigini sdylemektedirler. Buna ek
olarak, KLL hastalarinda spesifik olarak artan CD52 ve CD20 belirteglerinin MV’lerle
girdigi etkilesimin sonucunda arttigini belirtmislerdir. Bu molekiillerin hedeflendigi
(CD52 i¢in, alemtuzumab; CD20 igin, rituximab) tedavilerdeki direncin de MV’ler

sebebiyle olabilecegini 6ngérmiislerdir. Ancak, MV miktari ile hastaligin derecesi ve
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prognostik siireci arasinda bir baglanti bulamadiklarini da ifade etmislerdir (Gosh vd.,
2010, 2011).

Mertk reseptorii ise ilk kez Graham ve ark. tarafindan (1994) insan lenfoblastik ve

miyeloid I6semi hiicrelerinde ektopik ekspresyonlar1 gosterilerek tespit edilmistir

(Graham vd., 1994). Bu durum olgun lenfositlerde ve lenfoid, miyeloid prekiirsor

hiicrelerde goriillmemektedir. Yine bu molekiilin pediatrik B-ALL ve T-ALL
hastalarinin %30-50’sinde, pediatrik ve eriskin AML hastalarinin %70-90’1nda ve MM

hastalarinda anormal olarak eksprese edildigi gosterilmistir (Lee-Sherick vd., 2013;

Brandao vd., 2013; Linger vd., 2013; Waizenegger vd., 2014).

TAM RTK’larin ektopik/asir1 ekspresyonu goriilen kanser tiirleri ve bu kanserlerdeki

fonksiyonlar1 Cizelge 2.6.’de gosterilmistir (Graham vd., 2014).

Cizelge 2.6 TAM RTK ektopik/asir1 ekspresyonu goriilen kanserler ve fonksiyonlari

TAM Ektopik/Asin Prognostik Fonksiyonel Metastatik rolii | Kemo-
kinaz/li | ekspresyon onemi rolii rezistans
gand rolii
AxI AML, KML, B-KLL, | AML, akciger Prostat, over, Meme, akciger, AML,
akciger kanseri, kanseri, meme, troid, melanoma, KML,
glioblastoma, meme, | glioblastoma, akciger, prostat, meme,
kolerektal,mide, osteosarkom, pankreas pankreas ve akciger
pankreas ve 6zofagus | oral skilamoz kanseri, over kanseri, kanseri,
kanseri, melanoma, hiicreli melanoma, hepatoselliiler over ve
skiimoz hiicreli cilt karsinoma, hepetoselliiler karsinoma, 6zofagus
kanseri, prostat, kolerektal, karsinoma, troidve mesai kanseri
endometriyal ve over | mide, glioblastoma, kanseri,
kanseri, oral skilamoz | pankreatik ve schawan, glioblastoma,
hiicreli karsinoma, Ozefagal kanser, | mezotelyal, mezotelyal,
troid, mesane, renal troid, mesane, Kaposi sarkom Kaposi sarkom
kanser, schawan, renal kanser, ve osteosarkom, | ve osteosarkom,
mezotelyal, Kaposi schawan, 6zofagus 6zofagus
sarkom ve mezotelyal, kanseri kanseri, servikal
osteosarkom Kaposi sarkom karsinom,
kanserleri ve kanserleri ndroblastom
Mertk AML,ALL, akciger Mide kanseri AML, ALL, Glioblastoma ve | B-ALL, T-
kanseri, glioma, glioma, akciger | melanoma ALL,
melanoma, prostat, kanseri ve glioma,
schawan, mantle cell melanoma akciger
lenfoma, kanseri,
rabdomiyosarkoma pankreas ve
meme
kanseri
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Cizelge 2.6 TAM RTK ektopik/asir1 ekspresyonu goriilen kanserler ve fonksiyonlari

(devam)
TAM Ektopik/Asir Prognostik Fonksiyonel Metastatik rolii | Kemo-
kinaz/li | ekspresyon onemi rolii rezistans
gand rolii
Tyro3 AML, multiple Bilinmiyor Melanoma ve Melanoma ve Bilinmiyor
myeloma, akciger tiroid kanseri tiroid kanseri

kanseri, melanoma,
prostat kanseri,
endometriyal kanser,
tiroid ve schwan
kanseri

2.5 Gerekce ve Amag

“KLL hastalarinda saglikli kisilere gore, kanda ve eksozom yiizeyinde PS ve TAM RTK
molekiil diizeyleri artmaktadir” hipotezinden yola ¢ikarak, bu doktora tezindeki amag;

1- KLL hastalar1 ve saglikli kisilerin plazmalarinda, PS ve TAM RTK
diizeylerinin tespit edilmesi ve karsilagtirilmasi,
2- Eksozom diizeyinde KLL hastalar1 ve saglikli kisilerin 6rneklerinde PS ve

TAM RTK diizeylerinin belirlenerek karsilastirilmasidir.

Bu amaglar dogrultusunda hedefler ise;

1- Kanserde yeni tan1 yontemleri gelistirme: Elde edilecek bulgular ile plazmada ve

eksozomlarda PS ve TAM RTK molekiil diizeylerinin hastalarda saglikli kisilere gore
farkli olmasmin ayirt edici bir tami kriteri olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunun yani sira, bu molekiillerin miktarina bagli olarak hastaligin derecesi ve/veya
seyri hakkinda bilgi edinilebilir. Bu ¢alismadan elde edilecek verilerle, tani sirasinda
prognostik belirte¢ olarak eksozomlarin kullanilmasinin, dogru tedavi protokollerinin

secilmesine katki saglamasi hedeflenmektedir.

2- Molekiile o6zgli tedavi yoOntemleri gelistirme: KLL hastalarinda eksozom

yizeyindeki PS ve TAM RTK diizeylerinin belirlenmesi ve saglikli kisilerle
karsilastirilmasi ile hastaliga dair daha fazla bilgi sahibi olunabilecek, boéylece bu
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molekiillerin hastalik olusumu, metaztaz ve prognostik siirecine etkisine dair fikir
edinilebilecektir. Bunun yanisira, bu molekiillerin hedeflendigi/ bloke edildigi tedavi
stratejileri ile KLL hastalar1 igin hedefe yonelik tedaviler gelistirilebilecektir.
Kemoterapiye/tedaviye direng konusunda bu molekiillerle ilgili yapilabilecek ileri Klinik

arastirmalara/ ila¢ ¢alismalarina faydali bilgiler saglanabilecegi diistiniilmektedir.

21



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Plazmanin eldesi

Bu calismada yags/cinsiyet fark etmeksizin, yeni tam1 almis ve/veya tedavisiz takip
edilen, Rai (0-1) derecelerinde 25 KLL hastasi, 28 Ocak 2019 tarihinde 02-132-19 karar
no ile A.U Etik Kurulu’ndan alinan onay ile ¢alismaya dahil edilmistir. Bu dogrultuda,
A.U. Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali'na bagvuran ve ¢alismaya uygunlugu
belirlenen hastalardan “Bilgilendirilmis goniillii onami1” alinarak ¢alismaya katilmasi

saglanmstir.

Tedavi siireglerinin, bu molekiil diizeylerine etkisi heniiz tam olarak bilinmediginden ve
klinik/ilag c¢aligmasi niteliginde daha kapsamli calismalara gerek duyulacagindan,

[lag/kemo-radyoterapi almis olan hastalar bu calismaya dahil edilmemistir.

Kontrol grubu olarak; 15 saglikli kisi yas/cinsiyet ayirt edilmeksizin “Bilgilendirilmis
gontlli onam1” alinarak ayni sayili etik kurul karar1 onayi ile ¢alismaya dahil edilmistir.
Saglikli kisilerin bilinen herhangi bir kronik hastaligi olmamasi yeterli kosul olarak

belirlenmistir.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu kan 6rnekleri (mavi kapakli plazma tiipii
icerisinde), oda sicakliginda en az 30 dk bekledikten sonra 3000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen plazmalar temiz tiiplere alinmis ve birka¢ tiipe boliinerek,

calisilacag giine kadar -80 °C dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2 Yontem

Bu tez kapsaminda yapilan tim deneylere ait akis semasi Sekil 3.1°de Yontem Akis

Semasi’nda 6zetlenmistir.
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Hasta émeklernnmn temim,
Plazmanin ayngtinlmasi (santrfiiy yontemi 1le) ve
-809%C'de saklanmasi

\
Plazmada PS ve TAM RTEK : :
. s " . Eksozom izolasyonu (qEV
dazeylerinin tespiti (ELISA kolonlariie)
yontemi 1le) :

Izole edilen eksozomlann
karakterizasyonu (gNano ve
alam sitometri 1le)

Izole edilen eksozomlarda
PS ve TAM RTK
diizeylerinin tespiti (akam
sitometr1 1le)

Istatistiksel Analizler

Sekil. 3.1 Yontem Akis Semast

3.2.1 Plazmada PS ve TAM RTK diizeylerinin tespiti

Bu calismada, plazma igerisinde PS ve TAM RTK molekiillerinin diizeylerinin
tespitinde ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) teknigi kullanilmistir. Bu
yontem, antijen-antikor reaksiyonunu gostermek amaciyla enzimle isaretli konjugat ve
enzim substrati kullanilarak reaksiyonun renklendirilmesi esasina dayali bir yontemdir
(Anonim. 2021). Temin edilen kitlerde bulunan her bir molekiile 6zgii antikorlar PS (BT
Lab Cat.No E1419Hu), Mertk (BT Lab Cat.No E4708Hu), Tyro3 (BT Lab Cat.No
E6363Hu) ve Axl (BT Lab Cat.No E3271Hu) iiretici firma talimatina uygun olarak
hasta ve kontrol gruplarina uygulanmis ve asagida yontem detayli olarak agiklanmaistir.
Calisilacak her molekiile 6zgii (PS, Mertk, Tyro3 ve Axl ve antikorlar1 i¢in) 4 ayr1 kit ve
4 ayr plate kullanilmstir.

Plate diizeni Cizelge 3.1.’de gosterildigi sekilde yapilmistir.
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Cizelge 3.1 ELISA plate plan1
(1234 se 78] 0
u HlI H1 H2 H2 H3 H3 H4 H4 HS H5 H6 Hé6
H7 H7 H8 H8 H9 H9 HI0 HIO HI11 HIl HI2 HI2
H13 HI13 HI14 HI14 HI15 HI5S Hl6 Hl6 H17 H17 HI8 HI8
H19 HI19 H20 H20 H21 H21 H22 H22 H23 H23 H24 H24
H25 H25 DI D1 D2 D2 D3 D3 D4 D4 D5 D5
D6 D6 D7 D7 D8 D8 D9 D9 D10 D10 DI11 DIl

D12 D12 DI3 DI3 D14 D14 D15 D15 Stdl Stdl Std2 Std2

Std3 Std3 Std4 Std4 Std5 Std5 Std6 Std6 Blank Blank Blank Blank

3
D
‘|

Hasta ve kontrol 6rnekleri ile ELISA kitleri, uygulamadan 30 dk 6nce oda sicakligina
cikartilmistir. Bu siirenin bitiminde, ornekler Kit icerisindeki diliient ile 1:1 oraninda
diltie edilmistir. Yikama soliisyonu kit i¢cinde belirtildigi sekilde (1:25 oraninda distile
su ile) seyreltilerek hazirlanmistir. Ayni sekilde standartlar da kit icerisinde belirtilen
oranlarda diliient ile seyreltilerek 6 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2 Her molekiile 6zgii hazirlanan standart yogunluklari
I O
MER 16 8 4 2 1 0,5

AXL 4000 2000 1000 500 250 125
(ng/ml)

TYRO3 64 32 16 8 4 2

(ng/ml)
PS (ng/ml) 400 200 100 50 25 12,5

Plate planinda belirlenen kuyucuklara hasta ve kontrol drnekleri 40 pl, standartlar 50 pl
olarak yiiklenmistir. Standart kuyucuklar harig, tiim kuyucuklara 10’ar pl kit icerisinde
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bulunan ilgili antikor eklenmistir. Daha sonra standart kuyucuklar dahil tim kuyulara,
streptavidin-HRP eklenip iistii kapatilarak, 1 saat 37 °C %5 CO,’li inkiibatore
kaldirilmistir. Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapilip, her
kuyucuga sirasiyla, 50’ser ul Substrat A ve B soliisyonu eklenmistir. Plate’ler kapatilip,
10 dk 37 °C %5 CO,’li inkiibatore kaldirildiktan sonra tiim kuyucuklara, 50’ser pl stop
solisyonu eklenerek enzimatik reaksiyon durdurulmustur. Plate’lerdeki mavi rengin
sartya donmesi reaksiyonun durdugunun gostergesidir. Bu asamada, en ge¢ 10 dk i¢inde
dlgiim yapilmasi gerekmektedir. Ornekler, Biotech Epoch (USA) cihazinda 450 nm’de
kolorimetrik olarak degerlendirilmis ve cihaza bagli “Gen5 Mikroplate Reader and
Imaginer Software v.3.03” (Biotech, USA) programinda analiz edilmistir. Tiim

ornekler ve standartlar iki tekrarli olarak calisilmustir.

3.2.2 Eksozom izolasyonu

Eksozom izolasyonunda, gEVoriginal eksozom izolasyon kiti (qEVoriginalRack,

gEVoriginal, 500ul, IzonScience, New England) iiretici firma talimatlarina uygun

olarak kullanilmistir (Web: https://www.izon.com ). Bu kitin &zelligi eksozomlari
“Boyutca eleme kromotografisi” (Size exclusion chromotography) teknigi ile 6zel

kolonlarda tutarak saflagtirmasidir (Navajas vd.,2019).

Bu teknik; kompleks biyosivilar igerisinden ekstraselliiler vezikiilleri (EV), boyutlar1 ve
membran yapisina gore ayirmaktadir. Idrar, plazma, hiicre kiiltiirii siipernatant1 ve
bronkoalveoler sivi (BAL) gibi ¢esitli biyolojik materyallerden eksozomlart hizli ve
etkin sekilde saflastirabilmektedir. Kolonlarin c¢alisma prensibi, biliylik molekiillerin
pora girmeden erken siirecte kolondan geg¢mesi ve tam aksine, kii¢iik molekiillerin ise
porlara girerek daha gec olarak kolondan siiziilmesiyle eksozomlarin elde edilmesi
esasina dayanir. Plazmadan eksozom saflastirma i¢in 35 nm boyutundaki kolonlar
secilerek ayrigtirma yapilmistir. 35-350 nm boyut aralifinda partikiiller i¢in kullanilan

bu kolon, 110nm ve altindaki molekiilleri segmede etkin olmasi1 sebebiyle tercih

edilmistir (Web: https://www.izon.com).
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Saflagtirma icin Boliim 3.1.1°de tarif edildigi sekilde ayristirilip saklanan hasta ve
kontrol ornekleri ile qEV kolonlari uygulamadan 1 saat Once oda sicakligina
cikartilmigtir. Oda sicakliginda ¢oziinen 6rnekler (500 ul/tiip), vortekslendikten sonra,
1500 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatanlar temiz birer tiipe aktarilarak debriler
uzaklastirilmistir.  Ikinci bir santrifiijle 20.000g’de 30 dk cevirilen orneklerin,
supernatanlari temiz tiiplere aktarilmis ve kolonlarda saflastirmak iizere numuneler

hazirlanmustir.

Kolonlar kolon tutucuya yerlestirildikten sonra, alt ve iist kapaklari sirasiyla agilmigtir
ve altlarina bos falkon tiipler (15 ml) yerlestirilmistir. Kolon igerigindeki sivi, kolon
yiizeyine yaklastiginda 1,5 kolon hacmi kadar (~ 15ml) Phosphate Buffer Saline (PBS)
eklenmistir. PBS kolon yiizeyine yaklastiginda 6rnek, kolona ytiklenmistir. Kolon igine
gectikten sonraki 3,5 ml atik hacim olarak kabul edilip alta konan falkonda toplandiktan
sonra yerine eksozomlar1 toplamak {izere temiz bir ependorf tiip (1,5 ml) hizlica
yerlestirilmistir. 1ml saflastirilmis eksozom bu tiipte toplandiktan sonra, 250°ser pl
olarak temiz tiiplere paylastirilmistir. Sonraki testlerde galisiimak {izere, Gnce sivi azotta
1-2dk hizli donma islemi yapilip sonrasinda uzun siireli saklama igin -80 °C dolaplara
kaldirilmistir. Bir 6rnekteki eksozom saflagtirma islemi tamamlandiktan sonra, alt kisma
yeniden falkon tiip yerlestirilerek 1,5 hacim PBS kolondan gegirilmistir. Izolasyonlar
tamamlandiktan sonra 1 hacim %0.05 Na Azide gecirilip, iist hazne bosalir bosalmaz alt
ve ust vidalar kapatilarak kolon +40C’ye kaldirilmistir. Kolonlarda tikaniklik olmasi

durumunda, NaOH ile muamele edilmistir.

3.2.3 Eksozom karakterizasyonu

A) gNano partikiil 6lciimii ile karakterizasyon;

Eksozom karakterizasyonu igin partikiil biiyiikliigii 6l¢timii, gNano (qNano, 1zon, UK)
cihazi ile ayarlanabilir direng darbe algilama (Tunable Resistive Pulse Sensing, TRPS)
yontemi ile yapilmistir (www.jove.com). (Nano cihazi, herhangi bir isaretleme
olmaksizin elektroforeze bagli olarak bir nanopordaki partikiil degisimini Slgmeye

yarayan bir alettir (Licudine vd. 2010).
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gNano cihazi ile 6lglim yapmadan once, 6lgiim elektroliti (measurement electrolyte),
Wetting sollisyonu, ve kaplama soliisyonlar1 kullanici talimatlarina uygun sekilde
hazirlanmistir (QNano User Manual, 2021). Numunelerin 6lglimiine baslanmadan 6nce,
CPC100B (lzon) kalibrasyon boncuklar1 1/5000 oraninda diliic edilerek cihaz kalibre
edilmistir. Sonrasinda, 50-330 nm Ol¢im araligt ve 100 nm por g¢apina sahip olan
NP100 poru ile, 500 partikiil sayisina ulasana dek numunelerdeki partikiil sayimi
yapilmustir. Veriler, cihaza bagli bilgisayarda bulunan “Izon Control Suit v.3.4 ”

programina es zamanl aktarilarak analiz edilmistir (Vogel vd., 2016).

B) Akim sitometri ile karakterizasyon;

Akim sitometri ile eksozom karakterizasyonu, eksozoma 6zgii CD9 (ELK, cat no#
ES1999) ve CD81 (Elabscience, cat no# E-A-F1073D) belirtegleriyle isaretlenen
eksozomlarin akim sitometri cihazinda (ACEA NovoCyte® © ACEA Biosciences, Inc.)

okunmasi ve analiziyle yapilmstir.

Bu yontemde, eksozomlarin boyutlarinin ¢ok kiiclik olmasi sebebiyle, oncelikle 6zel
karboksil lateks boncuklarla (Biolegend, cat no# 312102) CD9 belirteci kaplanarak daha
sonra eksozomlarin bu komplekse baglanmasi sayesinde 6lgiim yapilabilmektedir. Bu
kaplama islemi, 3 giin siiren asamali bir islem olup, 3.giin akim sitometri

degerlendirmesi yapilmistir.

Ik giin, 20 pl boncuk 100 pl PBS (Phosphate Buffer Saline) icine eklenerek 20.000
g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan atildiktan sonra, iizerine 40 ul CD9 antikoru
eklenerek pipetasyonla homojenize edilmistir. PBS ile hacmi 100 pl’ye tamamlanarak
rotatorda 30 dk inkiibe edilmistir. Boylece boncuk-CD9 baglanmasi saglanmis, ancak
daha etkin bir baglanma i¢in rotatorda +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmustir.
Ayn1 zamanda ertesi gilin baglanacak olan saflagtirilmis eksozom 6rneklerinden 1’er tiip

(250 pl) gece boyu ¢oziilmesi igin -80°C’den, +4 0C’ye alinmustir.

Ikinci giin boncuk-CD9 iceren tiip 20.000 g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra,

siipernatan atilip, pellet 1 ml %5 BSA (Bovine serum albiimin) igeren PBS iginde
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¢oziilmiistiir. Rotatorda, 4 saat +4 °C’de inkiibe edilmistir. Tekrar aynt hizda
santrifiijlendikten sonra pellet, bu sefer 300 ul %1 BSA igeren PBS iginde ¢ozlilmiistiir.
Her bir 6rnek icin (25 hasta ve 15 dondr), 250 ul saflastirilmis eksozom igeren 6rnek
tiiptine bu karisimdan 6’sar pl eklenmistir. Her tiipte 256 pl olan hacim, %1 BSA igeren
PBS ile 300 pl’ye tamamlanmigtir. 30 dk rotatorda inkiibe edildikten sonra hacim 500

ul’ye tamamlanarak gece boyu +4 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Ugiincii giin tiim Ornekler (toplam 40 adet) 10.000 g’de 10 dk santrifiij edilip,
siipernatant1 atilmistir. Pellet, %1 BSA iceren PBS iginde resiispanse edildikten sonra
karakterizasyonda kullanilacak olan 2 tiipe (isaretlenmeyecek olan izotip kontrol ve
CD81 ile isaretlenecek olan) 10’ar ul boncuk- CD9-eksozom kompleksinden
konulmustur. Isaretlenmeyen tiipler (izotip kontrol), CDS81 isaretli tiiplerdeki érneklerin

analizi i¢in kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Bu asamada karakterizasyon i¢cin CDS81 isaretlemesi yapilarak deneylere devam
edilmistir. Hazirlanan boncuk- CD9-eksozom stogunun kalani ayrica PS ve TAM RTK
diizeylerinin akim sitometri cihazinda 6l¢iimiinde kullanilmak iizere ayrilmistir. Sonraki

bdliimde bu testlere ayrintili olarak deginilmistir.

Karakterizasyon testinde kullanilmak iizere, 1ul/test CD81 antikoru icerecek sekilde bir
stok hazirlanmistir. Bu stok, 40 6rnek i¢in (pipetasyon hatasi riskine karsi 45 gibi
diisiintilerek) 45 pl antikorun 405 pl %1 BSA iceren PBS icine eklenmesi ile 450 pl
olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu stoktan her 6rnek igin, 10’ar pl boncuk- CD9-
eksozom iceren tiipe 10 pl eklenmistir. Uzeri %1 BSA igeren PBS ile 50 ul’ye
tamamlanan tiipler 2 saat oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon bitiminde hacim 150 ul’ye tamamlanarak akim sitometri cihazinda okumasi

yapilmustir.
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3.2.4 Eksozomlarda PS ve TAM RTK diizeylerinin tespiti

Eksozomlarda, PS ve TAM RTK diizeylerinin tespitinde de akim sitometri yontemi
uygulanmistir. Boncuk-CD9-eksozom kompleksi, bir dnceki boliimde karakterizasyon
testleri i¢in hazirlanan stoktan kullanilmis, farkli olarak 3. giin CD81 yerine ¢alisilacak
antikorlar eklenmistir. Her 6rnek i¢in 10’ar pl boncuk-CD9-eksozom kompleksi tiiplere
dagitilmis ve her antikor kendi kullanici talimatina uygun olarak stok olarak
hazirlandiktan sonra uygulama yapilmistir. Mertk (Biolegend, cat no# 367607) antikoru

hazirlanmas1 ve uygulanmas1 CD81 antikoru ile ayn1 sekilde yapilmistir.

Annexin V (TONBO) ise yine CD81 ve Mertk antikoru gibi hazirlanmis ancak farkli
olarak diliisyonlarda %1 BSA igceren PBS yerine, annexin binding soliisuyonu
kullanilmigtir. Bu soliisyon, 1:6 oraninda distile su ile diliie edilerek hazirlanmistir
(225ul annexin binding soliisuyonu ve 1125ul distile su). Her 6rnek igin 1 pl/test olacak
sekilde, 10’ar pl annexin V antikoru eklendikten sonra hacim, annexin binding
sollisyonu ile 50 upl’ye tamamlanmistir. 2 saat oda 1sisinda ve karanlikta inkiibasyon
sonrasinda, 6rneklerin hacmi bu sefer 1:10 oraninda hazirlanan (450 pl annexin binding
soliisyonu ile 4050 pl distile su) annexin binding soliisyonu ile 150 pl ‘ye tamamlanarak

akim sitometri cihazinda okumasi yapilmistir.

Tyro3 (R&D, anti h-Tyro3/DTK cat no# MAB859) ve Axl (R&D, anti h-Axl cat no#
MABI154) RTK igin ise, sekonder antikor (Biolegend, cat no# 406607) ile isarctleme
sonrast okuma yapilmistir. Oncelikle Tyro ve Axl antikorlarinin stoklar1 diger
antikorlarla aynmi sekilde (Mertk ab ile ayni; 0,5 pl/test olacak sekilde) hazirlanmistir.
Her 6rnek i¢in 10’ar ul boncuk-CD9-eksozom kompleksi dagitilan tiiplere 10°ar pl
calisilacak antikor eklenmistir (Tyro icin Tyro, Axl igin Axl). Uzeri %1 BSA igeren
PBS ile 50 pl’ye tamamlanan tiipler 2 saat oda 1sisinda ve karanlik ortamda
inkiibasyona birakilmigtir. Bu  siire zarfinda kullanilacak sekonder antikor
hazirlanmistir. Bunun igin 0,2 pl/test olacak sekilde 1000 ul (20 pl antikor, 980 ul PBS

icinde coziilerek) sekonder antikor hazirlanmistir. 2 saatlik inkiibasyon sonrasinda
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hazirlanan sekonder antikor da her tiipe 10’ar ul dagitilmistir. Son hacim PBS ile 160

ul olacak sekilde tamamlanarak akim sitometri cihazinda okuma yapilmistir.

3.2.5 istatistiksel Analizler

ELISA ve akim sitometri sonuglarinin istatistiksel analizinde, GraphPad Prism 9
programi kullanilmistir. Ornek sayilarinm farkli olmasi sebebiyle, Student’s T testi,
Non-parametric grup secgilerek Mann-Whitney U testi 2 kuyruklu analiz uygulanmis,

p<0.05 degeri kurulan hipoteze gore anlamli fark olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasinda hasta grubu olarak, Rai evre (0-1) ve ortanca yas 61y1l (38-93 arasi)
olan 25 KLL hastast (11K/14E) calismaya dahil edilmistir. Hasta 6zellikleri ve klinik
bilgileri Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1 Hasta ozellikleri ve klinik bilgileri

Ozellik Hasta (n=25)
Cinsiyet

Kadin 11 (%44)
Erkek 14 (%56)
Ortanca tam yasi (yil) 61(38-93 arasi)
Ortanca lenfositsit sayisi (10°/L) 11 (5,3-294)
Rai evresi, (n%)

0 16 (%64)

I 9(%36)
B2 — mikroglobulin (g/l), (n%o)

<35 5(%20)
>3,5 20(%380)
CD38, (n%)

< %30 5(%20)

> %30 20(%80)
CD49d, (n%)

< %30 12(%48)
> %30 13(%52)
ZAP-70, (n%)

< %20 10(%40)
> %20 15(%60

FISH analizi, (n%)
17p delesyonu (n=3)
trizomi 12 (n=2)
11q delesyonu (n=1)
13q delesyonu (n=11)
Normal(n=6)

Ayrica, ortanca yaslar1 37 yil ( 22-55 arasi) olan 15 saglikli verici (11K/4E) kontrol
grubu olarak ¢aligmaya katilmistir. Saglikli vericilere ait 6zellikler Cizelge 4.2°de yer

almaktadir.
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Cizelge 4.2 Saglikli kisilerin 6zellikleri

Ozellik Saglikli Kisiler(n=15)
Cinsiyet

Kadin 11 (% 73)
Erkek 4 (% 27)
Ortanca yas (yil) 37 (22-55 arasi)

4.1 Plazmada PS ve TAM RTK Diizeylerinin Elisa Testi ile Tayininde Elde Edilen

Bulgular

PS, TYRO3, Axl ve Mertk molekiillerinin her biri i¢in 450 nm’de yapilan kolorimetrik

degerlendirme ile 6nce absorbans diizeyleri belirlenmis ve her molekiil i¢in olusturulan

standart egriye gore konsantrasyon miktarlar1 (ng/ml) hesaplanmistir. Buna gore

sirasiyla, hasta ve saglikli kisiler i¢in PS, TYRO3, Axl ve Mertk molekiillerinin ortanca

degerleri ¢izelge 4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Hasta ve saglikli kisilerin ELISA plazma konsantrasyonlar1 (ng/ml)

Hasta

Saghkh kisiler

Ortanca PS (ng/ml)

71,71 (29,39-269,35 arasi) 104,4 (68,80-408,17 arasi)

Ortanca Tyro3 3,71 (1,56-6,22 arasi) 5,33 (3,47-16,22 arasi)
(ng/ml)
Ortanca AxI 1,46 (0,92-3,24 arasi) 1,86 (1,20-4,77 aras)
(ng/ml)

Ortanca Mertk
(ng/ml)

2,12 (0,80-3,20 aras1)

3,44 (2,34-13,46 arasi)

Calismada konsantrasyonlari 6l¢iilen, PS ve TAM RTK plazma diizeylerinin istatistiksel

analizi, GraphPad programiyla yapilmistir. Ornek sayilarmin farkli olmasi sebebiyle,

Student’s T testi, Non-parametric Mann Withney 2 kuyruklu testi uygulanmig ve p<0.05
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degeri kurulan hipoteze gore anlamli fark olarak kabul edilmistir. Buna gore; tiim
parametrelerde (PS, TYRO3, Axl ve Mertk), saglikli kisilerin plazma konsantrasyonlari,
hasta gruba kiyasla anlamli olarak (p<0.05) daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.1).

MERTK ELISA p<0.0001 PS ELisA p<0.0001
*okokok * KKK
3004
8 KL e Bl KLL grubu
- r
- grubu = Saflikh grup
8 W Saghkh grup 'E 200
£ =
o
3 s
o 1004
g 5] 100
KLL grubu  Saghkh grup KLL grubu  Saglikh grup
TYRO3 ELiSA p<0.001 :
AXL ELISA p<0.0086
15
M KLL grubu ILI mm KLL grubu
B Saflikh grup B Saglkl grup

w

0D (450 nm)
OD (450 nm)
o

o

KLL grubu Saghkh grup

KLL grubu  Saghkh grup

Sekil 4.1 KLL hastalar1 ve saglikl kisilerin plazma PS, TAM RTK grafigi

Ayrica, KLL hastalarinda plazmada PS ve TAM RTK diizeylerinin kadinlar ve erkekler
arasinda farkli olup olmadigina bakildiginda anlamli bir fark bulunmadigr gériilmustiir.
Saglikli kisilerde de plazma PS ve TAM RTK  degerlerini cinsiyete gore
inceledigimizde, yine anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu durumda, bu

molekiillerin plazma seviyelerinde cinsiyetin etkili olmadigi sdylenebilir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 KLL hastalar1 ve saghkli kisilerin plazmada PS, TAM RTK diizeylerinin
cinsiyete gore dagilimi

4.2 Eksozom Karakterizasyonu Sonuglari

4.2.1 QNano cihaz ile miktar tayini

gEV kolonlarinda saflastirilarak elde edilen eksozomlar; boyut ve miktar tayini i¢in Q-
Nano Gold cihazinda analiz edilmistir. Her hasta i¢in veriler, cihaza bagli bilgisayarda

2

bulunan “Izon Control Suit v.3.4 programi ile analiz edilmistir. Partikiil
konsantrasyonu ve dagilimin1 gosteren grafik (Sekil 4.3.) asagida gosterilmistir (1 hasta

i¢in).
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Concentration [0-c0] (particles/ml)

Measured Concentration: 1.58e+10
Raw Concentration: 1.58e+11

Sekil 4.3 Eksozom partikiil konsantrasyon grafigi (1 hasta i¢in)

Ayrica, partikiil biiyiikligi ve yogunlugunu, 80-150 nm ve 150-300 nm araliginda
inceledigimizde, 80-150 nm boyutundaki (eksozom boyutu) partikiillerin %80°nin
tizerinde oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 80-150 nm ve 150-300 nm boyutundaki partikiil yiizde (%) degerleri

Ornek ad1 Total partikiil 80-150 nm’de 80-150 nm | 150-300 nm arast | 150-300 nm
sayist (partikiil/ml) x (%) (partikiil/ml) (%)
(partikiil/ml) 10" x10%
x10%
Saglikli kisi 1 1,58 1,33 84 0,25 16
Saglikl kisi 2 0,88 0,71 80 0,17 20
Saglikl kisi 3 3,80 3,13 82 0,67 18
Hasta 1 (H1) 6,00 521 86 0,79 14
Hasta 2 (H2) 1,10 0,88 80 0,22 20
Hasta 3 (H3) 1,83 1,49 81 0,34 19

4.2.2 Akim sitometri ile karakter analizi

Akim sitometride analiz yapabilmek i¢in, Oncelikle sadece boncuk-CD9-eksozom
kompleksi iceren (isaretlenmemis) izotip kontrol tiipliniin okumasi yapilip
kaydedilmistir. Daha sonra, CD81 igeren (isaretli) tiipler de okutularak (her 6rnek igin),
isaretli olmayan tiipe gore kapi alinmis ve analiz yapilmistir. Kap1 alma (gating) Sekil

4.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Akim sitometride izotip kontrole gore kap1 alma

Sekil 4.5°de goriilen grafikte, gri pik izotip kontroldi, kirmizi pik CD81 isaretli saglikli
kisilerin eksozomlarini gostermektedir. Benzer oranlarda (p=0.2245) tespit edilen hasta
eksozomlar1 ise yesil pik ile gosterilmektedir. Buna gore hasta ve saglikli kisi
orneklerinin iist liste cakismas1 yakin miktarda olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
her iki grubun da izotip kontrolden yatay diizlemde en az bir log veya daha fazla 6tede
olmasi, hasta ve saglikl kisi drneklerimizin eksozoma 6zgii CD81 belirtecini tagidigini

gostermektedir. Bu da elde ettigimiz materyalin eksozom igerigini dogrulamaktdir.

Healhty/ Beads/ Singlets

izotip ke |
CD81 = Kgube

1 Saglikli grup

110

Count (%)

104

Sekil 4.5 CD81 analiz 6rnegi
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Buna gore, yapilan analizin istatistiki degerlendirmesi Sekil 4.6’da gosterilmistir.

2000,

ns

o E [ 34 og0
o0 1000 322 ._._._l_|_=_=_|_.

KLL grubu Saglikli grup

Sekil 4.6 KLL hastalar1 ve saglikli kisilerin CD81 analiz grafigi

4.3 Eksozomlarda PS ve TAM RTK Diizeylerinin Akim Sitometri Tayininde Elde
Edilen Bulgular

Akim sitometride yapilan analiz sonucu, isaretli olmayan izotip kontrol tiipiine gore
hasta ve saglikli kisi PS ve TAM RTK dizeyleri eksozom diizeyinde
degerlendirilmistir. Buna gore gri renkli egri isaretlenmeyen Ornegi, yesil renkli egri
hastalardaki molekiil diizeylerini ve kirmizi renkli egri ise saglikli kisilerdeki molekiil
miktarlarini temsil etmektedir. Bu {i¢ egrinin her bir molekiil igin karsilastirmali analizi

(overlay), Sekil 4.7°de gosterilmektedir.

37



Count (%)

Count (%)

28

2

B

°

PS ) Kigrubu

ﬁ A Saghkli grup
\

Saglikli grup

PEH

£ lzotip kontrol
KLL grubu
Saglikls grup

/ |

\
\

|
|
/ \

Count (%)

20

Ax|

= izotip kontrol
KLL grubu
Saglikh grup

Sekil 4.7 KLL hastalar1 ve saglikli kisilerin eksozomlarda PS ve TAM RTK analizi

Hastalarin ve saglikli kisilerin eksozomlarinda PS ve TAM RTK diizeylerinin
istatistiksel analizinde, GraphPad Prism 9 programi kullanilmistir. Ornek sayilarinin
farkli olmasi sebebiyle, Student’s T testi, Non-parametric grup secilerek Mann-Whitney
U testi 2 kuyruklu analizi uygulanmistir. p<0.05 degeri kurulan hipoteze gore anlamli

fark olarak tanimlanmustir.

Buna gore PS molekiiliiniin diizeyi hastalarda, saglikli kisilere gore anlamli olarak az
bulunmustur (p<0.0001). Buna karsin, TAM RTK’larin her biri ayr1 ayri incelendiginde
hastalarda saglikli kisilere gore anlamli artig saptanmistir (p<0.0001). PS ve TAM RTK

analiz grafikleri Sekil 4.8’de gosterilmistir.

38




HEEE

P<0,0001

15001 P<0,0001  __ 2000
u_ FE T T
TS -
L 000/ = 16001 gy e .
= e" X .
7 : —be k= 1099 —
o 500 . §°e H S = t.
T O D 500] "
: =
n y 0
KLL grubu Saghkh grup KLL grubu Saghkh grup
1500+ sran P<0,0001 1500, i P<0.0001
L UETLIPN ™ fills
= 10001 H = 1000 LA
2 l- E : ::-
> 5001 — Ramam < 5001 .
| . "t
0 . . 0 . .
KLL grubu  Saghkh grup KLL grubu Saghkh grup

Sekil 4.8 KLL hastalar1 ve saglikli kisilerin eksozomlarda PS ve TAM RTK grafigi

Plazmada elde edilen bulgulara benzer sekilde, eksozom diizeyinde PS ve TAM RTK
diizeylerini cinsiyete gore degerlendirdigimizde gerek saglikli kisilerde kadin- erkek
arasinda fark goriilmezken, gerekse hastalarda bu reseptor diizeylerinde cinsiyete gore

anlamli bir fark bulunmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.9.).
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diizeylerinin cinsiyete gore dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

KLL, losemiler i¢inde en sik goriilen 1osemi tipi olup, bati iilkelerinde oldukga
yaygindir. Uzun siire ilerleme olmaksizin, hastanin saglik durumu bozulmadan
seyredebilen bir hastalik olan KLL, iilkemizde de sik goriilmesine ragmen kayith
istatistiksel bir bilgi bulunmamaktadir (Anonim. www.thd.org). Amerika’da ise, 2019
yilt KLL istatistiklerine gore, yilda 20.720 yeni vaka ve 3.930 6liim oran1 bildirilmistir
(Sharma ve Rai, 2019). Giincel tedavilere yanit vermeyen bu hastalifa ¢oziim
tiretebilmek ve yeni tani/tedavi yontemleri gelistirebilmek icin yapilan bilimsel

caligsmalar gilin gegtik¢e artmaktadir.

Gilinlimiizde, bu calismalarin ¢ogunlugu, bireysellestirilmis/hedefe yonelik tedavilere
yogunlagsmis durumdadir. Bu baglamda, eksozomlar gibi nanopartikiiller ve immiin
sistemde rol oynayan bir¢ok reseptoriin yani sira sinyal yolaklar1 da bu arastirmalarin
konusunu olusturmaktadir. Kanser olusumuna etki eden mekanizmalarin tam olarak
anlasilmastyla, bu siirecte rolii olan molekiillerin hedeflendigi tedaviler gelistirilebilir ve

cogu kanser tipi i¢in ¢dziim olabilir.

Bu tez calismasinda, “KLL hastalarinda saglikli kisilere gore, kanda ve eksozom
yiizeyinde PS ve TAM RTK molekiil diizeyleri artmaktadir” hipotezinden yola ¢ikarak,
KLL hastalarinda ve saglikli kisilerde plazma ve eksozom yiizeyinde PS ve TAM RTK

diizeyleri belirlenmis ve bu molekiillerin hastaliga etkisi aragtirilmigtir.

PS’nin gorevi, viicudumuzda giinlik olarak hiicrelerin yenilenmesi ve bdylece
otoimmiin sistemin korunmasi ile inflamasyonun onlemesidir (Galluzzi, vd., 2007).
Bunun i¢in, apoptoza giden hiicrelerde membran i¢ yiizeyinden dénme hareketi (flip-
flop) ile zar dig ylizeyine gegerler. Bu durumda olusan sinyaller, bu hiicrelerin
taninmasint ve fagositozla yutulmasmi saglar (Shlomovitz, vd., 2019). Timor

mikrogevrede ise, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, kaspaz aktivasyonu ve hiicre
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aktivasyonuna bagli Cat++ gecisleri gibi cesitli biyoreaksiyonlar1 kullanarak PS’nin
hiicre zar1 dis tabakasinda yer alabildigi gosterilmistir (Mates ve Sanchez-Jimenez.,
2000; Simon vd., 2000; Mandal vd., 2005, Zwaal vd., 2005). Ayrica, Park ve Kang’in
(2019) yaptig1 ¢alismada, timor hiicreleri i¢cin PS’nin bir hedef halini aldig1 ve boylece
timor vaskiilaritesi, timor kaynakli eksozomlarin artigi ile strese bagli timor
hiicrelerinin ¢ogalmasi gibi etkilerle timdr gelisimine katki sagladigi gosterilmistir
(Park ve Kang, 2019). Bu nedenle, tiimor mikrogevrede 6nemli bir sinyal iletici oldugu
bilinen PS reseptor (PSR) sinyallerini engellemek iizere ¢esitli antikorlar gelistirilmis ve
bunlarla ilgili ¢ok sayida preklinik ve klinik ¢alisma yapilmistir. Buna ragmen, halen PS
hedefli tedavilerin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (Dayoub ve Brekken,
2020) Bu antikorlardan en ¢ok ¢alisilanlardan biri, Bavituximab (SapC-DOPS)
molekiilii olup, bu molekiille ilgili ¢calismalara bakildiginda daha c¢ok solid tiimorler
lizerine yogunlastig1 goriilmektedir (Chang vd. 2020; N’Guessan, vd., 2020). KLL

ve/veya diger losemilerde, Bavituximab ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

PS’nin tiimor gelisimine etkisinde, tiimor hiicrelerinden salinan mikrovezikillerin de
rolii oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. Kelleher ve ark. tarafindan 2015
yilinda yapilan ¢alismada tiimor hiicresi kaynakli mikrovezikiillerde bulunan PS’nin, T
hiicre cevabini baskiladig bildirilmektedir (Kelleher, vd., 2015). Bununla ilgili yapilan
caligmalardan bir digeri ise, Lea ve ark. 2017 yilinda over kanserinde yaptiklar
caligmadir. Bu ¢aligmada, PS’nin eksozom yiizeyinde tespitini saglayan, gelistirdikleri
yiiksek hassasiyette (picogram diizeyinde) ELISA testi ile over kanserli hastalarda, PS
diizeylerine baktiklarinda, malign hastalarda benign olanlara gére anlamli bir artig
oldugunu ayrica, benign hastalarda da saglikli kisilere gore PS seviyesinin anlamli

olarak arttigini1 gostermislerdir (Lea vd., 2017).

Buna gore, Lea ve ark’nin ¢aligmasindan farkli olarak, KLL hasta 6rneklerinde, saglikli
kisilere gore PS seviyesinin, hem plazmada hem de eksozomlarda anlamli oranda
azaldig1 tespit edilmistir (plazmada, p<0,0001 ve eksozomlarda, p<0,0001). Clodi ve
ark. (2000) ve Hakobyan ve ark.’nin (2018) yaptig1 calismalarda, KLL hastalarinda
plazmada PS seviyesinin saglikli kisilere gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir

(Clodi vd. 2000; Hakobyan vd., 2018). Bizim sonug¢larimiz da arastiricilarin bulgulari
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ile benzerlik gostermektedir. Ayrica, bu iki ¢alismadan farkli olarak ¢aligmamizda,
sadece plazmada degil eksozom diizeyinde de PS seviyelerinin KLL hastalarinda
saglikli kisilere gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Bu konuda yapilmis ilk

calisma olmasi agisindan literatiire onemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

PS seviyesinin KLL’de azaldiginin gosterilmis olmasi, solid tiimor tedavilerinde
kullanilan Bavituximab (SapC-DOPS) gibi PS’ne 6zgii molekiillerin, KLL ig¢in uygun
olmayacagimi ve solid tiimorlerdeki basarinin saglanamayacagini diisiindiirmektedir.
Ancak, ileri evre KLL hastalarin1 kapsayan, daha fazla sayida hastanin yer aldigi
calismalar yapilarak, KLL’de PS etkinligine dair daha net sonuglar elde edilebilecegi

Ongoriilmektedir.

Eksozomlar, kanser arastirmalarinda son yillarda olduk¢a Onem kazanan
nanopartikiiller olup, dogal birer nano-tasiyic1 olmalar1 sebebiyle, kanser tedavileri i¢in
iyi bir potansiyele sahiptirler. Kanser hiicresi kaynakli eksozomlarin, fonksiyonel birer
kargo tastyict oldugunu gosteren ¢esitli calismalar mevcuttur. Bunlardan biri, Skog ve
ark’nin 2008 yilinda glioblastoma hastalarinda yaptig1 ¢alismadir. Bu ¢alismada, glioma
hiicre serilerinde eksozomlarin mMRNA, miRNA ve anjiogenetik proteinler araciligiyla
genetik bilgi aktarim1 yaptig1 ve tiimdr hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Ayrica bu ¢alismada, saglikl kisilerden farkli olarak 25 glioblastoma hastasinin 18’inin,
serumdan izole edilen eksozomlarda EGFRvIII reseptoriinii spesifik olarak tasidiklari
tespit edilmistir. Bu sebeple, glioblastoma i¢in eksozomlarin tanida ve tedavi

yaklagimlarinda yardimei bir parametre olabilecegini belirtmektedirler (Skog vd.2008).

KLL’de eksozomlarla ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda ise, hem kargo igeriklerine
hem de miktarlarina yonelik calismalar bulunmaktadir. Aung ve ark. 2011 yilinda
yaptiklar ¢alismada, B-KLL hiicrelerinin ylizeyindeki CD20 belirtecinin hedef alindig1
tedavilerde (Rituximab), ABC tasiyici proteinlerin etkisiyle salinimi artan eksozomlarin
ilacin hedefi olan lenfoma hiicreleri yerine ilaca baglanarak tedavinin etkinligini
diistirdligiinii bildirilmislerdir. Ayrica, kanserde ila¢ ve antikor tedavilerinde ABC

tasiyic1 protein yolaklarinin etkisiyle artan eksozom salinimin, ilag/tedavi direncine
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sebep oldugu, bu sebeple plazmadaki eksozomlar uzaklastirildiktan sonra yapilacak
tedavilerde (Rituximab) basari oranmin artabilecegini belirtmektedirler (Aung vd.
2011).

Bir baska calismada ise Pagetti ve ark.(2015), KLL kaynakli eksozomlarin igerigindeki
proteinler ve miRNA’lar araciligiyla, endotelyal ve mezenkimal hiicrelerin kanser
iligkili fibroblastlara (CAF) doniistiigiini gostermektedir. Bu ¢alismada, KLL
eksozomlar1 igeriginde bulunan, miR150 ve miR146a proteinlerinin hedef hiicrelerde
yarattigi fenotipik degisikliklerin, tiimo6r hiicre proliferasyonu, sagkalim ve
migrasyonuna yol agtigini belirtmektedirler. Ayrica, KLL eksozomlarinin hedef
hiicrelerde fosforilasyona araci olarak, PI3K, Akt, ERK1/2 ve NF-«B sinyal yolaklarini
uyardiklarin1 gostermislerdir (Pagetti vd. 2015)

Eksozomlarla ilgili diger bir grup ¢alisma ise; eksozom miktarinin, gesitli tiimorlerde,
hastalarda saglikli kisilere gore arttigini gosteren ¢aligmalardir. Bununla ilgili olarak,
Silva ve ark. 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada, 91 kolerektal hasta plazmasit ve HCT116
hiicre serilerinde plazmadaki eksozom miktarlarina ve bunlarin saliniminda TP53
geninin etkisine bakmiglardir. Buna gore, eksozom miktarinin, hastalarda saglikli
kontrole gore anlamli olarak arttigini ve bu hastalarda ayni zamanda karsino-
embriyojenik antijen seviyelerinin de artmis oldugunu gostermislerdir. Bunun kotii
prognoz ve kisa sagkalim siirelerine yol agtigim1 belirledikleri bu ¢alismada,
dolasimdaki eksozom miktarindaki artigin kotii prognoz ve kisa sagkalim ile korelayonu
sebebiyle bir tiimor belirteci olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Ancak TP53
geninin eksozom salimimina etkisine dair bir bulgu elde edememislerdir (Silva vd.
2012). Baska bir ¢alismada ise; Melo ve ark. (2015); saglikli bireylerde 1ml kanda 1,5
milyon eksozom bulundugunu ancak, pankreas kanseri hastalarinda bu oranin neredeyse
iki katina ¢iktigimi tespit etmislerdir (Melo vd., 2015). Kalluri ve ark. (2016) da
yaptiklar1 ¢aligmada, kanserli hiicre ve dokularda saglikli dokulara gore daha fazla

eksozom olusturuldugunu goéstermislerdir (Kalluri, 2016).
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Bizim c¢alismamizda bu bulgulardan farkli olarak, KLL hastalar1 ve saglikli kisilerdeki
eksozom miktarlar1 arasinda anlamli bir fark olmadigir goriilmiistir (p=0.2245). Bu
bulgulardan farkli olarak, Gosh ve ark 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada, 60 KLL
hastas1 ile 5 saglikli kisinin plazma MV seviyelerini karsilastirdiklarinda, KLL
hastalarinda saglikli kisilere gore MV sayisinin artmis oldugunu belirlemislerdir.
Ancak, degisik evrelerdeki (Rai 0-IV) hastalar arasinda MV miktar1 agisindan belirgin
bir fark tespit edemediklerini bildirmislerdir (Gosh vd., 2010, 2011). Baska bir
calismada Luca ve ark. (2017), KLL hastalarinda serum mikrovezikiil (MV)
miktarlarin saglikli kisilere gore artmis oldugunu rapor etmislerdir. Gosh ve ark.’nin
calismasindan farkli olarak bu calismada, ileri evre (Rai Il —-IV) KLL hastalarinda,
sagkalim orani diisiik ve tedavi siireci uzun olanlarda, MV miktarlarinin erken evre
hastalara gore oldukga yiiksek oranda oldugunu belirlemislerdir (Luca vd, 2017). Buna
bagli olarak, bizim calismamizda eksozom miktar1 agisindan KLL ve saglikli kisiler
arasinda anlamli bir fark goriilmemesinin sebebi, ¢alismada erken evre/yeni tani alan
hastalarin se¢ilmis olmasi ve MV sayilarinin hastaliin ileri seviyelerinde artiyor

olabilecegi seklinde agiklanabilir.

TAM RTK’larin gorevi, normal fizyolojik kosullarda, ligandlart (GAS6 ve ProS)
araciligiyla apoptoza giden hiicrelerin yiizeyinde bulunan PS reseptorlerine baglanmak
ve makrofajlar tarafindan yutulmasm saglamaktir. Ilging bir sekilde tiimor
mikrogevrede ise; timor hiicreleri igin sagkalim, metastaz, anjiogenez, kemo-
radyoterapiye direng gibi ozellikler kazanirlar ve kanser hiicrelerinin immiin yanittan

kacmalarina yol acarlar (Graham vd., 2014; Kasikara vd., 2017; Belzile vd., 2018).

TAM RTK’larla ilgili, ¢ok sayida calisma olmasina ragmen bunlar genellikle
fonksiyonel etkileri ve sinyal mekanizmalar1 {zerine etkilerinin gosterildigi
calismalardir (Lemke vd., 2010, 2013; Kasikara vd, 2017). TAM RTK’larin KLL’deki
roliine dair ise ¢ok fazla ¢alisma olmadig1 goriilmektedir (Gosh vd., 2010, 2011; Sinha
vd. 2015).
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TAM RTK’lardan Ax] ve Mertk reseptorlerinin tiimdr hiicre serilerinden izole edildigi
ve birer proto-onkogen olarak gorev yaptigini gosteren ¢alismalar 30 y1l dncesine kadar
dayanmaktadir (Janssen vd. 1991; O’Bryan vd. 1991; Graham vd. 1994). Tyro3 i¢in ise,
gene o yillarda yapilmis beyin ve iireme organlarinda eksprese edildigini gosteren
calismalarin yanisira, Src kinaz ailesi lizerinden fonksiyon gosterdigine dair ¢aligmalar

da mevcuttur (Mark vd. 1994; Crosier vd. 1994; Ohashi vd. 1994; Toshima vd. 1995).

Graham ve ark.’nin 2014 yilinda yayinladig1 derlemede, bir¢cok kanser tiiriinde TAM
RTK’larin ektopik veya asir1 ekspresyonunu gosteren ¢alismalar 6zetlenmektedir. Buna
gore, bu reseptorlerin aktivasyonu ile, MEK/Erk, PI3K/Akt, JAK/STAT, p38, NFkB ve
FAK/RAC sinyal yolaklari uyarilarak, tiimoér hiicrelerinin proliferasyon, sagkalim,
migrasyon, invazyon, ve Kemoterapiye diren¢ kazanmalarina katki sagladigi
gosterilmistir (Graham vd. 2014). TAM RTK’larin ektopik veya asir1 eksprese edildigi
bu durumlarda, tiimoriin agresif seyir gosterdigi ve kotii prognoza sebep oldugu
goriilmektedir. Bu da, bu reseptorlerin klinik tedavilerde kullanilmak tizere hedef
molekiiller olabilecegini gostermektedir (Linger vd. 2008; Hutterer vd. 2008; Rea vd.
2015).

Bu konuda yapilmis ¢alismalara bakildiginda, Chien ve ark. 2016 yilinda yaptiklari
calismada, kolon kanseri tedavisi igin gelistirdikleri insan anti-Tyro-3 monoklonal
antikorunun kanser hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonunu engelledigini rapor
etmislerdir (Chien vd. 2016). Baumann ve ark. (2017) ise; Axl reseptoriiniin Gas6
ligand1 ile baglanmasi sonucunda kanser ila¢ direncinin olustugunu rapor etmislerdir.
Ayrica, meme kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanserinde, 3 boyutlu sferoid hiicre
serilerinde PDK-RSK-ERK-mTOR sagkalim yolaginin TAM RTK ve Gas 6 ile
etkilesimini gostermislerdir. Bu sebeple bu molekiillerin ilag tedavilerinde hedef
molekiil olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (Baumann vd. 2017). Akalu ve ark.
(2017) calismalarinda, TAM RTK’lar1 hedef alarak immiin kontrol noktalarinin bloke
edilmesiyle T hiicre aktivasyonu ve immiin yanit saglanabilecegini gostermislerdir
(Akalu vd. 2017). Shao ve ark. ise, 2018 yilinda yaptiklari ¢aligmada, melanomada,
Tyro3’iin bir aktin baglama protein ailesi liyesi olan ACTN4 molekiiliinii fosforile

etmesi sonucu fibroblastlar iizerinden tiimor invazyonu ve metastazina yol agtigini
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gostermislerdir (Shao vd. 2018). Bir bagka ¢alismada, Wu ve ark. (2018), TAM RTK
/Gas6 molekiillerinin ayr1 ayri bloke edilebildigini ve bunun i¢in hedef geni susturmayi
saglayan kiigiik ¢ift sarmalli RNA’larin (shRNA) kullanildigin1 géstermektedirler (Wu
vd. 2018). Kabir ve ark.’nin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Tyro3 reseptoriiniin
hepatoselliiler karsinomada invazyon ve metastazda rol oynadigi ve tedavilerde ilag
direncine sebep oldugu bildirilmektedir. Ayni ¢alismada, Tyro3 molekiili gen
ekspresyonunu, miRNA7 ile bloke ederek bu etkilerin ortadan kalktigini rapor
etmislerdir (Kabir vd. 2018). Smart ve ark. (2018) ise, Tyro3 ekspresyonunun, ¢esitli
kanser tiplerinde PI3K/AKT, MAP/ERK gibi onkojenik sinyal yolaklarini etkileyerek
timor hiicreleri sagkalimi, invazyon ve metaztazina yol actigini bildirmektedir. Ayrica,
yiiksek oranda Tyro3 ekspresyonunun, kotii prognoza yol actigi da bu calismada
gosterilmistir. Buna gore, Tyro3’ii hedef alan se¢ici kiigiik molekiil inhibitorleri veya
notralize antikorlar ile yapilan klinik uygulamalarin ve tedavilerin gelistirilebilecegini
bildirmektedirler (Smart vd. 2018).

Bizim ¢alismamizda, KLL hastalarinda ve saglikli kisilerde Tyro 3 diizeyine plazmada
Elisa, eksozom diizeyinde ise akim sitometri yontemi ile bakilmistir. Buna gore,
Tyro3’iin plazmada KLL hastalarinda saglikli kisilere gore anlamli oranda azaldig
(p<0.001), ancak eksozom diizeyinde ise anlamli oranda arttig1 gosterilmistir
(p<0.0001). Plazmadaki seviyenin azalmis olarak tespit edilmesi, erken evre hastalarda
hastaliga dair farklilagmalarin heniiz plazma diizeyinde goriilmedigi seklinde
yorumlanabilir. Eksozomlardaki artisin ise erken evrede dahi hastaligin tespiti ya da
seyri i¢in fikir verebilecegi diisiiniilmektedir. Bulgularimiz, eksozom diizeyinde Tyro3
artig1 yoniinde olup, literatiir ile uyumludur ve KLL’de bu molekiillerin arttigina dair

hipotezimizi desteklemektedir.

Ax] reseptoriiniin asir1 ekspresyonu ve bu ekspresyonun engellenmesiyle timor
gelisimin onlenmesine dair bilgiler, bir¢ok insan kanserinde rapor edilmistir (Graham
vd. 2014). Ye ve ark. 2010 yilinda, Axl molekiilii i¢in faj-kaynakli bir monoklonal
antikor (YW) gelistirerek etkilerinin gosterildigi bir ¢alisma yapmislardir. Buna gore, bu
antikorun (YW) ksenograft modellerinde ve meme kanserinde preklinik ¢alismalarda,

timor kaynaklt makrofajlardan salinan inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
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engellendigi, vaskiilaritede azalmayr sagladigi, erlotinib ile birlikte EGFR
inhibisyonuna yol agtigt ve ayni zamanda metastazi azalttigi gosterilmistir (Ye vd.
2010). Bir baska calismada, Elkabets ve ark. (2015), Axl molekiiliiniin EGFR ile
etkilesiminin 6zofagus, bas ve boyun kanserlerinde ila¢ direncine sebep oldugunu
gostermistir (Elkabets vd. 2015). Sinha ve ark.’nin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, B-
KLL’de fosforile Ax1 (p-Axl) aktivasyonunun gosterilmesiyle, bu molekiilii hedef alan
tek ajanh tedavi ya da Bruton tirozin kinaz (BTK) ile kombinasyonlu tedavilerde p-AxI
molekiiliiniin etkinliginin bloke edilebildigi gosterilmistir (Sinha vd., 2015). Zhu ve
ark.’larinin 2019 yilinda yaptiklart derlemede ise, Axl molekiiliiniin bir¢ok timor
dokuda anormal olarak eksprese edildigi ve bunun metastatik 6zellik ve kotii prognozla

iliskili oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir (Zhu vd., 2019).

Biz calismamizda, KLL hastalarinda eksozom diizeyinde Axl miktarinin saglikli kisilere
gore anlamli olarak artmis oldugunu tespit ettik (p<0.0001). Ancak, bunun tersi olarak,
Tyro3 reseptdriinde oldugu gibi, bu reseptoriin de plazma seviyesinin, KLL hastalarinda
saglikli kisilere gore anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (p<0.0096). Bunun sebebi,
eksozom diizeyinde hastalik gelisimiyle ilgili degisimlerin gdzlenebilir olmasina
ragmen, heniiz plazmada belirgin bir artis goriilmemesi olabilir. Bunun i¢in, bu
hastalarin ileri evrelerde plazma seviyelerinde artis olup olmadiginin belirlenmesi ya da
cesitli evrelerdeki hastalarda plazma diizeyinde bu molekiillerin seviyesinin

arasgtirtlmasinin uygun olacag diistintilmektedir.

Mertk reseptoriine 6zgii gelistirilmis antikorlarla ilgili preklinik ¢alismalarda ise, kii¢iik
hiicreli akciger kanserinde bu reseptoriin inhibe edilmesiyle STAT6, Akt ve Erkl1/2
sinyal yolaklar1 aktivasyonunun engellendigi, timor hiicreleri koloni olusumunda

azalma ve apoptozda artis oldugu tespit edilmistir ( Cummings vd. 2014).

Davra ve ark. (2021) meme kanseri ile hayvan modeli ¢alismasinda, farelerde Axl
geninin CRISPR/Cas9 ile tiimor hiicrelerinden ¢ikarilmasi sonucunda, timor
gelisiminde ve akciger metastazinda azalma, ortalama sagkalim siiresinde ise artis

oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢aligmada, Mertk reseptoriiniin makrofajlar tizerindeki
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fonsiyonu bloke edildiginde; eferositozda azalma, g¢evresel sitokinlerde degisim ve
makrafoj gen ekpresyon yolaklarinin baskilanmasina yol agtigini belirlemislerdir (Davra
vd. 2021). Bu caligsma, her iki reseptoriin de onkojenik birer tirozin kinaz olarak kanser
gelisiminde immun cevabin baskilanmasi konusundaki roliinii géstermesi bakimindan

olduk¢a onemlidir.

Bizim ¢alismamizda, diger iki TAM RTK’da oldugu gibi, Mertk reseptor seviyesinde
de, plazmada KLL hastalarinda saglikli kisilere gére anlamli oranda azalma goriiliirken
(p<0.0001), eksozomlarda ise anlamli oranda artis oldugu belirlenmistir (p<0.0001). Bu
bulgular dogrultusunda, her ti¢ molekiil i¢in de, KLL’de TAM RTK’larin bloke
edildigi/hedef alindig1 tedavilerde, plazma yerine eksozomlar hedef alinarak ¢ok daha

basarili sonuclar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

TAM RTK ile PS iliskisine bakildiginda, normal kosullarda apoptozda, TAM
RTK’larin PS ile etkilesime girmesi ile oOlii hiicrelerin fagosite edilmesi igin
makrofajlart  uyardigi bilinmektedir. Ayrica, TAM RTK’larin inflamasyonu
baskilamadaki fonksiyonlarini, Gas6 ve ProS ligandlar araciligiyla PS’ne baglandiktan
sonra aktive olarak gosterdikleri ve hiicresel inflamasyon sinyallerini bloke ettikleri
birgok c¢aligmada gosterilmistir (Burstyn-Cohen ve Maimon, 2019). Bunu, sitokin
sinyallerini baskilayict proteinlerden (SOCS), SOCS1 ve SOCS3 proteinlerinin artist,
NF«B yolaginin inaktivasyonu ve STAT-1’e bagl pro-inflamuvar sitokinlerin salinimin
durdurulmasiyla yaparlar (Camenisch vd. 1999; Zagorska vd. 2014; Rothlin vd. 2015;
Lumbroso vd. 2018).

Tiimor mikrogevrede ise bu molekiillerin birbiriyle etkilesimi tiimor gelisimine katki
saglar. TAM RTK’lar ve PS arasindaki baglanti ilk kez 2003 yilinda Anderson ve ark.
tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alismada, PS ile Pros 1 baglantisinin Ca++ etkisiyle
gerceklestigi gosterilmistir (Anderson vd. 2003). Rajotte ve ark. ise 2008 yilinda, insan
vaskiiler endotelyal hiicrelerinde PS ile Gas6 ligandinin glutamik asitten zengin (GLA)
domaini ile baglanmasinin hiicre i¢i Akt sinyal yolagini uyardigini ve bdylece hiicrenin

sagkaliminda rol oynadigin1 géstermislerdir (Rajotte vd. 2008).
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Kaiskara ve ark. tarafindan (2017) yapilan calismada, Mertk ve Tyro3 reseptorlerinin
PS ile girdigi etkilesim sonucu, TAM reseptor-aracilt Akt yolaginin aktive oldugu ve bir
T-hiicre kontrol noktasi olan programli hiicre 6liim ligand1 1(PD-L1) molekiiliiniin
artisina yol agtig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada, ayrica Mertk ve Tyro3 reseptorlerinden
farkl1 olarak, Axl molekiilinin PS’den bagimsiz da aktivasyon gosterebildigini

bildirilmektedir (Kasikara vd. 2017).

TAM RTK ve PS arasindaki iligkiyi detayli olarak arastiran bir diger calisma ise, Geng
ve ark. tarafindan 2017 yilinda yapilmigtir. Bu g¢alisma, Gas6 molekiiliiniin GLA
domaininde, K vitamini etkisiyle N-terminal ucunda y-karboksilasyonu olustugu ve PS
ile TAM RTK’larin bu sekilde baglanabildigini gostermektedir. Bunun kaniti olarak,
pihtilasma Onleyici bir ajan (warfarin) bulunan ortamda, y-karboksilasyon olmadigi ve
bu nedenle TAM RTK aktivasyonu goriilmedigini belirtmektedirler. Ayni1 zamanda,
hiicre serilerinde hiicreler arasinda daha diisiik etkinlikte olan bu PS-TAM RTK
baglanmasinin, ortamda eksozomlar oldugunda ¢ok daha fazla olabildigini de bu

caligma ile gostermektedirler (Geng vd. 2017).

Bizim c¢alismamizda ise, KLL hastalarinda ve saglikli kisilerde PS ve TAM RTK
diizeylerine plazmada ve eksozomlarda bakilmistir ancak bu molekiillerin birbirleriyle
olan iliskilerine deginilmemistir. ilerideki calismalarda, bu reseptdrler arasindaki
iliskinin, KLL iizerine etkisinin arastirilacagi ¢alismalarin planlanmasi ile KLL’de bu

molekiillerin etkilerine dair daha fazla bilgi sahibi olunabilecegi disiiniilmektedir.

Bu ¢alismada ayrica, plazmada ve eksozomlarda KLL hastalar1 ve saglikli kigilerde PS
ve TAM RTK seviyelerinde kadin-erkek arasinda fark olup olmadigina bakildiginda,
anlamli bir fark olmadigini goriilmiistiir (tiim molekiiller i¢in plazmada ve eksozomda,

p>0.05).

Calismamizda, PS ve TAM RTK seviyeleri, KLL hastalarinda saglikli kisilere gore
plazma diizeyinde azalmis olarak tespit edilse de, eksozom diizeyinde PS hari¢ diger ii¢

reseptor diizeyindeki artis hipotezimizi destekler yondedir. Bulgularimiz, klinik
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calismalarla desteklendiginde KLL hastalar1 i¢in tani/tedavi ydntemlerine katki

saglayacagi diistiniilmektedir.

5.2 Sonuc¢

Bu calismada, KLL hastalar1 ile saglikli bireyler arasinda eksozom miktarlar
bakimindan belirgin bir fark saptanmamustir (p=0.2245). Hastalarin erken evrede olmasi
ve hasta/ saglikli kisi sayisinin azligi bunun sebebi olabilir. Ayrica, plazma ve
eksozomda PS ve TAM RTK dizeyleri belirlenerek, iki grup arasinda
benzerlik/farkliliklar incelenmistir. PS diizeylerine bakildiginda, hem plazma, hem de
eksozomlarda PS seviyelerinin, KLL hastalarinda saglikli kisilere gére anlamli olarak

azaldig1 bulunmustur (p<0.0001).

TAM RTK’lar i¢in ise plazmada seviyelerine bakildiginda, KLL hastalarinda saglikli
kigilere gore anlamli azalma (sirasiyla; p<0.001, p<0.0001, p<0.0096) tespit edilirken,
eksozomlarda anlamli oranda bir artis oldugu belirlenmistir (her bir molekiil igin,
p<0.0001).

Bu calisgmada ayrica, PS ve TAM RTK diizeyleri ile ilgili olarak plazmada ve
eksozomlarda, KLL hastalar1 ve saglikli kisiler kendi icinde cinsiyete gore
degerlendirildiginde, kadinlar ve erkekler arasinda anlamli bir fark bulunmadig: tespit

edilmistir (p>0.05).

Bu sonuglar ele alindiginda, KLL hastalarinda saglikli kisilere gére PS miktarindaki
azalma sebebiyle, PS’ne 0zgii tedavilerde solid tiimorlerde oldugu gibi basar
saglanamayacag1 diislintilebilir. Ayrica, plazmada azalmis goOriinmesine ragmen,
eksozom diizeyinde KLL hastalarinda artmis oldugunu tespit ettigimiz TAM RTK
seviyeleri sebebiyle, bu molekiillerin plazmada degil eksozomlarda hedeflendigi

tedavilerin daha iyi sonug verebilecegi sdylenebilir.
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Tiim bu veriler 15181nda, hasta sayisinin arttirildig, ileri evre KLL hastalarin1 kapsayan
ve PS ile TAM RTK’lar arasindaki iligkinin KLL hastalarinda da gosterildigi ¢aligmalar
planlanarak, KLL hastalar1 i¢in yeni tani/tedavi yontemleri gelistirilmesine olanak

saglanacag diisiiniilmektedir.
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