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OZET

Uclii negatif meme kanseri (TNBC), meme kanserinin en agresif alt tiplerinden biridir. TNBC,
molekiiler olarak Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal
bliyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) negatifligi ile karakterizedir. Bu nedenle reseptor hedefli
tedavilerin TNBC’deki etkinligi kisitlidir. Tedavi segenekleri arasinda cerrahi ve radyoterapiye
ek olarak sitotoksik ajanlar siklikla tercih edilmektedir. TNBC tedavisinde kullanilan
kemoterapotikler arasinda taksanlar, antrasiklinler, siklofosfamid ve platin tiirevleri yer
almaktadir. Karboplatin, DNA iizerinde zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturarak
DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu engeller, hiicre dongiisiinii durdurur ve apoptozu
indiikler. Ancak bu ajanlarin saglikli dokularda olusturdugu toksisite ve kanser hiicrelerinde
gelisen ila¢ direnci onemli sorunlardir. Bu sorunlarin asilmasi i¢in yeni nesil terapdtik
yontemlerin  gelistirilmesi elzemdir. Yeni terapotik stratejiler arasinda, homotipik
eksozomlardan, ilacglarin tiimor hiicrelerine tasinmasi ve hiicre ici ila¢ birikiminin artirilmasi
amaciyla yararlanilmaktadir. Ayrica, basta eksozomlar olmak iizere diger nano ilag tasiyici
sistemlerin kanser hiicrelerine 6zgii olarak hedeflendirilmesi de 6nemli bir arastirma alanidir.
Bu baglamda, baz1 kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen folat reseptorii alfa

(FRo/FOLR1) hedeflenmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, farkli dozlarda karboplatin yiiklenmis MDA-MB-231 kaynakli
ekstraseliiler vezikiiller folik asitle modifiye edilmis ve antikanser etkileri degerlendirilmistir.
Antikanser etkinligin belirlenmesi amaciyla canlilik (MTT), sitotoksisite (LDH), oksidatif
hasar (MDA, KAT), mitokondriyal hasar (PINK1, Parkin), inflamasyon (IL-1p, IL-6, IL-10) ve
apoptoz (P53, P21, BAX, Bcl-2, Bcel-xL, Kaspaz-3, Kaspaz-9) parametreleri incelenmistir. Tim
tedavi gruplart kontrol grubuyla, FA-EXO-KP gruplart ise karsilik gelen karboplatin
monoterapi gruplariyla karsilastirllmistir. Elde edilen sonuclara gore, 6zellikle FA-EXO-KP 5
ve FA-EXO-KP 10 uM gruplarinda, karboplatin monoterapisine kiyasla hiicre canliliginda
yaklasik %50 daha fazla azalma gozlenmistir. Oksidatif hasarin da doza baglh olarak arttig1
belirlenmistir. Apoptotik belirteglerden elde edilen sonuclar da doza baglh artis géstermis olup,
FA-EXO-KP 5 ve 10 uM gruplarinin karboplatin monoterapisine gore daha yiiksek apoptotik
etkinlik sergiledigi tespit edilmistir. Sonug olarak, FA-EXO-KP kompleksinin MDA-MB-231
hiicrelerinde karboplatin monoterapisine kiyasla 72. saatte apoptozu %12—40 oraninda daha

fazla indiikledigi ve 1929 hiicrelerinde toksik etki gdstermedigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Eksozom, Folik asit, Karboplatin, MDA-MB-231, TNBC
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ABSTRACT

Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the most aggressive subtypes of breast cancer.
TNBC is characterized by molecular negativity to estrogen receptors (ER), progesterone
receptors (PR), and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2). Therefore, the
effectiveness of receptor-targeted therapies in TNBC is limited. Treatment options frequently
include surgery and radiotherapy, in addition to cytotoxic agents. Chemotherapeutic agents
used in TNBC treatment include taxanes, anthracyclines, cyclophosphamide, and platinum
derivatives. Carboplatin inhibits DNA replication and transcription by forming intrastrand and
interstrand cross-links on DNA, halting the cell cycle and inducing apoptosis. However, the
toxicity these agents cause in healthy tissues and the development of drug resistance in cancer
cells are significant problems. Developing next-generation therapeutic methods is essential to
overcome these problems. New therapeutic strategies utilize homotypic exosomes for drug
transport to tumor cells and to enhance intracellular drug accumulation. Furthermore, the
targeted application of other nano-drug delivery systems, primarily exosomes, to specific
cancer cells is a significant area of research. In this context, the folate receptor alpha
(FRo/FOLR1), which is highly expressed in some cancer cells, is targeted. In this thesis study,
extracellular vesicles derived from MDA-MB-231 loaded with different doses of carboplatin
were modified with folic acid, and their anticancer effects were evaluated. To determine
anticancer efficacy, parameters such as cell viability (MTT), cytotoxicity (LDH), oxidative
damage (MDA, KAT), mitochondrial damage (PINK1, Parkin), inflammation (IL-1p, IL-6, IL-
10), and apoptosis (P53, P21, BAX, Bcl-2, Bcl-xL, Caspase-3, Caspase-9) were examined. All
treatment groups were compared with the control group, and the FA-EXO-KP groups were
compared with the corresponding carboplatin monotherapy groups. According to the results, a
decrease in cell viability of approximately 50% greater was observed, especially in the FA-
EXO-KP 5 and FA-EXO-KP 10 uM groups, compared to carboplatin monotherapy. Oxidative
damage was also determined to increase in a dose-dependent manner. Results obtained from
apoptotic markers also showed a dose-dependent increase, and it was determined that the FA-
EXO-KP 5 and 10 uM groups exhibited higher apoptotic activity compared to carboplatin
monotherapy. In conclusion, it was determined that the FA-EXO-KP complex induced
apoptosis 12-40% more in MDA-MB-231 cells at 72 hours compared to carboplatin

monotherapy and showed no toxic effect in L929 cells.

Keywords: Carboplatin, Exosome, Folic acid, MDA-MB-231, TNBC
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1. GIRIS

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasiyla gelisen malign
bir hastaliktir (DSO, 2026). Kadinlarda, ozellikle kanser iliskili &liimlerin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Meme kanserinin molekiiler heterojenitesi; biyolojik davranisi, klinik
seyri ve tedavi yamitin1 etkilemektedir (Pasi et al., 2026). Belirtilen bu durumlar meme
kanseriyle miicadeleyi olumsuz yonde etkilemektedir. Ozellikle son yillarda gerceklestirilen
genomik ve transkriptomik ¢alismalar, meme kanserinin yalnizca histopatolojik 6zellikleriyle
degil, aym1 zamanda molekiiler profiliyle degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur. Bu
dogrultuda gelistirilen molekiiler siniflandirmalar, prognozun daha dogru tahmin edilmesine ve
uygun tedavinin segilmesine olanak saglamaktadir (Benacka et al., 2022). Bu tezde TNBC
hiicrelerine yonelik aktif hedeflendirilmis bir nanotasiyict kompleks tasarlanmis ve kompleksin

etkinligi ile seciciligi degerlendirilmistir.

Meme kanserinin siniflandirilmasi, histopatolojik 6zelliklerine, invaziv davranigina ve
icerdigi molekiiler belirteglere gore yapilmaktadir. Histopatolojik siniflandirmada tiimoriin
koken aldig1 hiicre tipi ve mikroskobik morfolojik 6zellikleri degerlendirilirken, invaziv
siniflandirmada tiimor hiicrelerinin bazal membrani agarak invazyon gosterip gostermedigi esas
alinmaktadir. Molekiiler siniflandirmada ise hiicresel reseptorlerin ekspresyon seviyeleri goz
ondnde bulundurulur (Cserni, 2020; Roy et al., 2023). Meme kanserinin molekiler alt
tiplemesinde esas alinan ii¢ temel biyobelirteg bulunmaktadir. Bunlardan ostrojen reseptorii
(ER) ve progesteron reseptorii (PR), hiicre cekirdeginde lokalize olan niikleer hormon
reseptorleri iken, HER2 hiicre membraninda bulunan bir reseptdr tirozin kinazdir. ER ve PR
hormon bagimli aktivasyon saglarken HER2 dimerleserek PI3K/AKT/mTOR ve
RAS/RAF/MEK/ERK gibi proliferasyon ve hiicre sagkalimindan sorumlu sinyal yolaklarini
aktive eder (Fragomeni et al., 2018). Calismada kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatti, ER ve
PR ekspresyonunun bulunmamas1 ve HER2 asir1 ekspresyonunun olmamasiyla karakterize

edilen bir TNBC modelidir (Fragomeni et al., 2018).

Meme kanseri tedavisinde; cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi, hedefe
yonelik tedaviler ve immiinoterapiler yer almaktadir (Maughan et al., 2010). TNBC’nin agresif
biyolojisi ve metastatik profili nedeniyle tedavi imkanlari diger alt tiplere oranla kisitlidir. Bu
nedenle tedavisinde siklikla sitotoksik ajanlar tercih edilir. Bu ajanlardan biri olan karboplatin,

DNA iizerinde zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturarak DNA replikasyonu ve
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transkripsiyonunu engeller, hiicre déngusund durdurur ve apoptozu indikler (Stewart, 2007).
Karboplatinin olusturdugu DNA hasarina oksidatif stres ve mitokondriyal islev bozuklugu eslik
edebilir. Bu siiregte PINK1 ve Parkin gibi mitofajik proteinlerin miktarlarinda degisimler
meydana gelir. Apoptotik yanit ise BAX, BCL-2, BCL-xL ve kaspaz ailesi Uyeleri arasindaki
diizenleyici etkilesimlerle yiiriitiliir (EImore, 2007). Ancak karboplatin gibi sitotoksik ajanlarin
etkinligi zamanla azalabilmektedir. Ttimor hiicreleri; ilacin hiicre i¢ine aliminin azalmasi, hiicre
disina aktif taginmasinin artmasi, DNA hasarinin daha etkin onarilmasi, antioksidan savunma
mekanizmalarmin giiglenmesi, mitokondriyal fonksiyonlarin degismesi ve programlanmis
hiicre 6liimiiniin baskilanmasi1 gibi ¢esitli direng mekanizmalar gelistirerek tedavi etkinligini
azaltmaktadir (Stewart, 2007). Sonug olarak baslangigta tedaviye yanit veren hastalarda bile
niiks ve metastaz gelisebilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde, ila¢ diren¢ mekanizmalarinin
hedeflenmesi ve yeni kombinasyon tedavilerinin gelistirilmesi kanser arastirmalarinin 6ncelikli
caligma alanlari arasinda yer almaktadir (Housman et al., 2014; Tian et al., 2023). Bu kapsamda,
kemoterapotik ajanlarin etkinligini artirirken sistemik toksisiteyi azaltabilecek yeni ilag tagima
sistemleri biiyilkk 6nem kazanmistir. Giiniimiizde lipozomlar, polimerik nanopartikiiller,
polimerik miseller, dendrimerler ve nanokapsuller gibi ¢esitli nanotasiyici sistemler, antikanser
ajanlarin timor dokusuna seg¢ici olarak ulastirilmasi, biyoyararlaniminin artirilmasi ve kontrollii
ilag saliminin saglanmasi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu et al., 2021). Son
yillarda ise dogal hiicre dis1 vezikiiller olan eksozomlar; biyouyumluluklari, diisiik
immiinojenisiteleri, biyolojik bariyerleri asabilmeleri ve hedef hiicrelere secici taginabilmeleri
sayesinde ilaglarin ve diger bilesiklerin tasinmasinda umut vadeden yeni nesil nanotastyicilar

arasinda 6n plana ¢ikmaktadir (Pegtel & Gould, 2019).

Bununla birlikte, hedefe yonelik ilag tagima sistemlerinin etkinliginin yani sira
segiciliginin de artirilmasi amaciyla yiizey modifikasyonlari kullanilmaktadir. Folik asit (FA)
ile isaretleme, bir¢ok kanser hiicresinde folat reseptorii (FR), 6zellikle folat reseptorii-a (FRa),
ekspresyonunun normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek olmasi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Folik
asit ile fonksiyonellestirilen ilaglar ve ilag tasiyici sistemler, folat reseptor aracili endositoz
yoluyla tiimor hiicreleri tarafindan daha etkin sekilde igsellestirilmektedir. Boylece hiicre ici
ilag birikimi artirilarak antikanser etkinlik giiclendirilirken saglikli dokular iizerindeki sistemik
toksisite azaltilabilmektedir. Bu nedenle folik asitle hedeflendirme, dzellikle eksozom temelli
ilag tasiyici sistemlerinin segiciligini ve kullanilan ilaglarin terapotik etkinligini artiran umut

verici stratejilerden biri olarak degerlendirilmektedir (Low & Kularatne, 2009)



Bu bilgiler 1s18inda, bu ¢alismanin hipotezi; folik asit ile hedeflendirilmis, karboplatin
yukli homotipik eksozomlarin TNBC hiicrelerine segici taginarak karboplatin monoterapisine
gore daha yiiksek antikanser etkinlik olusturacagi ve saglikli hiicrelerde toksisiteyi
azaltacagidir. Bu tez ¢alismasinda, TNBC hiicre hattindan elde edilen ekstraseliiler vezikiillere
karboplatin yiiklenmis, vezikiiller FA ile isaretlenmis ve farkli hiicresel parametreler
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada, karboplatinin MDA-MB-231 kaynakli ekstraseliiler
vezikiillere yiiklenmesi ve bu vezikiillerin FA ile modifiye edilmesi degerlendirilmistir. Elde

edilen bulgularin, bu alandaki sinirl: literatiire katki saglamas1 beklenmektedir.
2. LITERATUR OZETI
2.1. Meme Kanserine Genel Bakis

Meme kanseri, meme dokusunun duktuslarint ve lobiillerini orten epitel hiicrelerinin
kontrolsiiz bilylimesi ve ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan malign bir hastaliktir. Gilinlimiizde
kiiresel 6lcekte kadinlarda en sik goriilen malignite olmasiyla birlikte, ayn1 zamanda yine

kadinlarda kanserle iliskili mortalitenin en énemli nedenlerindendir (DSO, 2026).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, DSO) verilerine gore meme kanseri
cogunlukla kadinlarda goriilmesine ragmen %0,5-1’1 erkeklerde goriilmektedir. 2022 yilinda
yaklagik 2.3 milyon kadina meme kanseri tanis1 konulmus, meme kanseri tanis1 alan hastalarin
yaklagik 670.000°1 ise yagsamini yitirmistir. Gelecek yillarda gelismis tilkelerde her 12 kadindan
I’inin meme kanseri teshisi alacagi, her 71 kadindan 1’inin ise hastalik sebebiyle hayatini
kaybedecegi tahmin edilmektedir (DSO, 2026). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi
(IARC) tarafindan yayimlanan giincel analizlere gore, diinya genelinde her 20 kadindan birinin
yasami boyunca meme kanseri tanisi alma riski tasidig: bildirilmektedir (IARC, 2026). Yeni
teshis edilen meme kanseri vaka sayisinin ise %40'1n lizerine ¢ikarak yilda yaklasik 3 milyona
ulagacagi ongoriilmektedir (Arnold et al., 2022). Tiirkiye’de, 2022 verilerine gore yilda yaklasik
25.000 yeni vaka goriilmektedir (TKE, 2026). Her 18 kadindan biri, yasami1 boyunca bu
hastaliga yakalanma riski tasimaktadir (T.C. Saglik Bakanligi, 2024). Bu nedenle meme

kanserinde erken teshis ve tedavi seceneklerinin gelistirilmesi 6nemlidir.

Meme kanserinin etiyolojisi, ¢esitli cevresel ve kalitsal faktorler arasindaki karmasik bir
etkilesime baglidir. Bu etkilesim hastaligin gelisimine katkida bulunan genetik, cevresel,

beslenme, hormonal ve kalitsal unsurlar tarafindan belirlenir. Risk faktorleri arasinda 6nceden
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tanilanmis meme kanseri Oykiisii, ailede meme kanseri Oykiisii, obezite, sigara ve/veya alkol
kullanimi, erken menars, ge¢ menopoz, hareketsiz yagam tarzi, hic dogum yapmamis olmak ve
hormon replasman tedavisi yer almaktadir. Meme kanseri riskini azaltan faktorler arasinda
coklu dogum, emzirme Oykiisii, fiziksel aktivite, saglikli beslenme, profilaktik cerrahi ve tibbi
miidahaleler bulunmaktadir (Admoun & Mayrovitz, 2022). Kalitsal risk faktorleri arasinda;
tiimor baskilayict genler (6zellikle BRCA1, BRCA2, TP53, PALB2 ve CHEK2), apoptotik
regiilatorler (BAX, BCL-2, BCL-xL, Kaspaz 3, 6 ve 9), ROS sistemi (CAT, MDA), inflamatuar
belirtegler (IL-1 beta, IL-6 ve IL-10) ve mitokondriyel faktorler (PINK1 ve Parkin) gibi ¢esitli
medyatdrler yer almaktadir (Walsh et al., 2006).

Meme kanseri heterojen yapili bir kanser tiiriidiir (Hanahan, 2022). Bu nedenden dolay1
farkli siniflandirma tipleri kullanilmaktadir. Bu siniflandirmalar temelde histapatolojik, invazif
etkinlik ve molekiiler olarak 3’e ayrilir. Histopatolojik siniflandirmada tlimoériin kdken aldigi
doku ve mikroskobik morfolojik 6zellikleri degerlendirilirken, invaziv siniflandirmada tiimér
hiicrelerinin bazal membrani asarak g¢evre stromaya yayilim gosterip gostermedigi esas
alinmaktadir. Molekiiler siniflandirmada ise tiimore ait biyobelirteglerin ekspresyon diizeyleri

dikkate alinmaktadir (Benacka et al., 2022).

Meme kanserinde prognozun belirlenmesi hastaligin teshisinde ki evresine bagli olarak
degisir. Erken evrede saptanan olgularda cerrahi tedaviye ek olarak uygulanan radyoterapi,
kemoterapi, endokrin tedavi ve hedefe yonelik tedaviler sayesinde yiiksek sagkalim oranlarina
ulagilabilmektedir. Ancak ileri evre ve metastatik meme kanserinde tedavi basaris1 onemli
Olglide azalmakla birlikte ila¢ direnci, tiimor heterojenitesi ve metastatik profil, prognozu
kotiilestirmektedir. Ozellikle kemoterapi direnci ve tiimdr hiicrelerinin invaziv &zellik
kazanmasi, meme kanserine bagli mortalitenin temel nedenlerindendir (Pasi et al., 2026; Wei
et al., 2026). Giliniimiizde, meme kanseri kaynakli mortalitenin azaltilmasi i¢in tiimor
kontroliiniin saglandig1, saglikli dokulardaki toksisitenin azaltildigi, ila¢ direncinin 6nlendigi
ve hastalarin yasam kalitesiyle birlikte genel sagkalim siiresinin arttirildig: tedavi yontemleri

arastirilmaktadir.
2.2. Meme Kanseri Patofizyolojisi

Meme bezleri, 15-20 lob ve bunlar1 olusturan lobiiller, siitii meme basina ileten
duktuslar (siit kanallar1) ile lenf diigiimleri ve kan damarlarini ¢evreleyen stromal dokudan (yag

ve bag dokusu) olusmaktadir (Zucca-Matthes et al., 2016). Meme kanseri genel olarak meme
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dokusundaki epitel hiicrelerinin kontrolsiiz cogalmasi ile ortaya ¢ikar (Gupta & Goyal, 2022)
ve genellikle siit kanallarinda veya lobiillerde baslar. Erken evrelerde metastaz gostermeyen
tiimorler genellikle iyi prognoza sahipken, invazif formdakiler ¢evre dokulara ve lenf sistemine
metastaz yapabilir (Effiong et al., 2022). Bu yayi1lim, meme kanserine bagli liimlerin en 6nemli

nedenidir ve hastaligin klinik seyrini belirleyen temel faktordiir.

Meme kanserinin patofizyolojisi, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz
arasindaki dengenin bozulmasi ile baglamaktadir. Normal meme epitelinde hiicre dongiisii
kontrol edilirken, genetik ve epigenetik mutasyonlarin birikmesi sonucunda bu diizenleyici
mekanizmalar islevlerini kaybetmekte ve kontrolsiiz hiicre cogalmasi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
islev degisimleri esnasinda hiicreler tek bir mutasyonla degil, zaman i¢inde biriken molekiiler
degisikliklerin etkisiyle kademeli olarak malign 0Ozellik kazanmaktadir. Bu siirecte tekli
mutasyonlar sayesinde proliferasyon avantaji saglayan hiicreler hizla cogalarak farkh
molekiiler ozelliklere sahip hiicre popiilasyonlar1 olustururlar. Bu tip hiicrelerde gelisen

mutasyonlara bagli olarak farkli kanser alt tipleri meydana gelir.

Meme kanserinin gelisiminde rol alan farkli hiicresel yolaklar ve molekiiller
bulunmaktadir. En sik degisime ugrayan proteinlerden biri PIK3CA mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar metastatik meme kanseri olgularinin yaklagik %20-35’inde goriilmektedir
(Reinhardt et al., 2022). PIK3CA, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunda goérev alarak hiicre
proliferasyonu, biiyiimesi ve hayatta kalmasinin diizenlemektedir. PIK3CA mutasyonlari en sik
TNBC’nin luminal androjen reseptor alt tipinde (LAR) ve simiflandirilamayan (%31,5) alt
tiplerde saptanirken, mezenkimal (%10,5) ve BL (%)5) alt tiplerinde daha diisiik siklikta
gorilmektedir (Kumar et al., 2021). Ayrica hem PIK3CA mutasyonuna sahip hem de HER2+
grubu meme kanserlerinde, timor i¢i sizan lenfosit (Tumor-Infiltrating Lymphocytes, TIL)
sayisinin arttig1 ve immiin yanitla iligkili genlerin yukari regiile oldugu gosterilmistir (Y. He et

al., 2018).

Biiytlik olgekli sekanslama calismalarinda, DNA hasarin1 onarmada gorevli ve tiimor
baskilayici rol oynayan ATM, CHEK2, PALB2, BRCAI1, BRCA2, RADSIC, RADSID,
BARDI1 ve TP53 gibi genlerdeki varyantlarin meme kanseri riski ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Dorling et al., 2021). Ayrica bazi genetik varyantlarin belirli molekiiler alt
tiplerle iliskili oldugu bildirilmistir. Ozellikle RAD51C, RAD51D, BARD1, BRCA1, BRCA2
ve PALB2 genleri TNBC ile giiclii iligkilere sahiptir (Consortium et al., 2022).



Meme kanseri gelisimi ve progresyonunda rol oynayan tiim molekiiler mekanizmalar
birbirleriyle iligkili sinyal yolaklar1 araciligiyla diizenlenmektedir. Bunun sonucunda hiicre
homeostazisi bozulur ve bu bozulma enerji metabolizmasinda hasara yol agar. Etkilenen
mitokondriyal fonksiyonlar oksidatif stresi artirarak mitofajiyi tetikler. Bu tetiklenmede kilit
rol oynayan bazi Onemli proteinler bulunmaktadir. PINKI, Parkin, BNIP3 ve NIX
proteinlerindeki degisimler mitokondriyal hasar1 ileri diizeylere tasir. Boylece intrinsik
apoptotik yolak aktive olur ve TP53, BAX, BCL-2, BCL-XL, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gibi
molekiiller aktivasyonu ya da inaktivasyonuyla hiicre 6liimii gergeklesir (Ceylan & Donmez,

2025; Elmore, 2007).
2.2.1. Meme kanserinde TNM (Tiimor-Nod-Metastaz) evrelemesi

Giliniimiizde meme kanseri dahil olmak iizere solid tiimoérlerin siniflandirilmast igin
kullanilan TNM evreleme sistemi ilk olarak 1942 yilinda Pierre Denoix tarafindan ortaya
konmustur. TNM evrelemesinde tiimoriin morfolojik 6zellikleri olan primer tiimdr boyutu (T),
bolgesel lenf nodlarmin tutulumu (N) ve uzak metastaz varligt (M) gibi ii¢ temel anatomik
ozellik degerlendirmeye alinmaktadir. 1987 yilinda International Union Against Cancer
(UICC) ve American Joint Committee on Cancer (AJCC) birlikte tek tip TNM evreleme
sistemi yayinladi. Meme kanser biyolojisindeki gelismeler ve yeni klinik verilere gére TNM
evreleme sistemi, UICC ve AJCC tarafindan periyodik olarak diizenlenmektedir. Bu sistemde,
T (timor), primer tiimoriin invaziv bileseninin en biiyiik ¢capina gore degerlendirilirken; N
(nod), bolgesel lenf nodu tutulumunun klinik, goriintiileme ve patolojik bulgularla
belirlenmesini kapsar. M (metastaz) ise tiimdriin uzak organlara yayilim durumunu ifade
etmektedir. Klinik evreleme fiziksel muayene ve goriintileme yontemleri ile yapilirken,
patolojik evreleme cerrahi materyalin histopatolojik incelemesine dayanmaktadir. Neoadjuvan
tedavi uygulanan hastalarda ise tedavi Oncesi ve sonrasi evreleme ayr1 ayr1 degerlendirilerek
timor yiikii dikkate alinmaktadir. TNM sistemi, tiimoriin anatomik yayilimini standart bir
sekilde tanimlayarak hastalarin prognozunun belirlenmesi, uygun tedavi yaklagiminin secilmesi
ve klinik ¢alismalar arasinda ortak bir dil olusturulmasini saglamaktadir (MEMISOGLU, 2020;
Teichgraeber et al., 2021).



Tablo 1. TNM evrelemesi

Simf Alt Simf Tamm

TO Primer tiimdre ait bulgu yok

T1 <20 mm boyutunda tiimdrler (T1mi, T1a, T1b, T1c alt gruplari)

T3 >50 mm boyutunda tiimorler

N cNx Lenf nodu degerlendirilemiyor

cN1 Ipsilateral hareketli Seviye I-1I aksiller lenf nodu metastazi

cN3 Infraklavikiiler/supraklavikiiler veya kombine lenf nodu metastazi

cMO(i+) Sadece molekiiler yontemlerle saptanan izole tiimor hiicreleri

T, N ve M kategorilerinin kombinasyonu kullanilarak hastalar Evre 0, Evre I, Evre I,
Evre III ve Evre IV olarak gruplandiriimaktadir. Yani Evre 0-IV gruplamasi TNM

evrelemesinin &zeti olarak kabul edilmektedir (Stage et al., 2009).



Tablo 2. Meme kanseri siniflandirmasinda TNM evrelemesi ve evre gruplamasi

Prognostik Evre Primer Ttimor (T) Bolgesel Lenf Nodu (N) Uzak Metastaz (M)
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA Tl NO MO
Evre IB TO N1 MO
Evre IB Tl N1 MO
Evre ITA TO N1 MO
Evre ITA Tl N1 MO
Evre ITA T2 NO MO
Evre I1IB T2 N1 MO
Evre IIB T3 NO MO
Evre IITA TO N2 MO
Evre IITA Tl N2 MO
Evre IITA T2 N2 MO
Evre IITA T3 N1 MO
Evre IITA T3 N2 MO
Evre I1IB T4 NO MO
Evre I1IB T4 N1 MO
Evre I1IB T4 N2 MO
Evre IIIC Herhangi bir T N3 MO

Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N Ml



2.3. Meme Kanserinin Siiflandirmasi

Meme kanseri, DSO’niin smiflandirmasina gore, klinik ve patolojik degerlendirmede
histopatolojik 6zellikleri, invazyon durumu, evresi ve molekiiler 6zellikleri temel alinarak farkli
siniflandirma yaklasimlari ile degerlendirilmektedir (DSO, 2026). Bu siniflandirmalar, tiimériin
biyolojik davranisini, hastaligin seyrini ve tedaviye verilen yaniti éngérmede Onemli rol

oynamaktadir (Watkins, 2019).
2.3.1. Meme kanserinin invazyon durumuna gore simiflandirilmasi

Meme kanseri, tiimor hiicrelerinin invazyon durumuna gore ikiye ayrilir; non-invaziv
(in situ) ve invaziv (infiltratif) meme kanseri. Bu smiflandirmada énemli olan tiimoriin bazal
membrani agip agmama durumudur. Uzak organlara yayilim gosteren olgular ise metastatik
hastalik olarak degerlendirilerek invazif meme kanseri altinda incelenmektedir (Rakha et al.,

2023).
2.3.1.1. Non-invazif meme kanseri

Non-invaziv meme kanserlerinde tiimor hiicreleri bazal membran1t gegmemistir ve
yalmizca koken aldiklart siit kanali veya lobiil ile sinirlidir. Bu nedenle ¢cevre meme dokusuna,
lenf diiglimlerine veya uzak organlara metastaz yapamazlar. Erken teshis edildiginde tedavi
bagar1 oranlar1 oldukga yiiksektir ve prognozlar genellikle olumludur (Malhotra et al., 2010).
Bu grubun en yaygin alt tipi olan Duktal Karsinoma In Situ (DCIS) siit kanallarimni kaplayan
epitel hiicrelerinden kaynaklanarak bazal membran1 gegmeden kanalda siirli kalir (Fabbri et
al., 2008). Tarama mamografilerinin yayginlagsmasi ile goriilme siklig1 dnemli dlgiide artmis
olmasina ragmen erken miidahelelerle birlikte hastalarda oldukg¢a yiiksek sagkalim oranlar1 elde
edilmistir (Bombonati & Sgroi, 2011). Noninvaziv grubun diger bir alt tipi lobiiler karsinoma
in situ (LCIS)'dur. LCIS, siit {ireten lobiillerde gelisen ve ¢cevre dokulara invazyon gostermeyen

anormal hiicre proliferasyonu ile karakterizedir (Reed et al., 2015).
2.3.1.2. Invazif meme kanseri

Invaziv meme kanserlerinde ise tiimor hiicreleri bazal membrani asarak ¢evre meme
dokusuna yayilmistir. Bu 6zellik, tlimoriin lenfatik sistem ve kan dolasimi araciligiyla bolgesel
lenf diiglimlerine ve uzak organlara metastaz yapabilmesine olanak saglamaktadir. Bu nedenle

invaziv timorlerde cerrahi tedavinin yaninda kemoterapi, hormonoterapi, hedefe yonelik tedavi
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ve immiinoterapi gibi sistemik tedaviler de siklikla uygulanmaktadir. Invaziv meme
kanserlerinin en yaygin alt tipi, spesifik olmayan invaziv karsinomdur (IBC-NST). Tiimor siit
kanallarindan koken aldiktan sonra kanal duvarini asarak ¢evre meme dokusuna invaze olur.
Lenf diiglimlerine ve kemik, akciger, karaciger ile beyin gibi uzak organlara metastaz
yapabilme potansiyeline sahip oldugundan klinik agidan 6nemli bir alt tiptir (Gallas et al.,
2025). Invaziv grubun ikinci en sik goriilen alt tipi Invazif Lobiiler Karsinomadir (ILC).
Lobiillerden koken alan bu tiimdr tipi, E-kaderin ekspresyon kaybina bagli olarak hiicrelerin
birbirinden ayrik sekilde ve tek sira (single-file) dizilim gostererek ilerlemesiyle karakterizedir
(Christgen et al., 2021). Invaziv meme kanserlerinin ilerleyen evrelerinde tiimér hiicreleri
baslangi¢ bolgesinden ayrilarak kan veya lenf dolagimi yoluyla kemik, akciger, karaciger ve
beyin gibi uzak organlara yayilabilmektedir. Bu durum metastatik meme kanseri (Evre IV)

olarak tanimlanir ve hastaligin en ileri evresini olusturur (Jones, 2008)..
2.3.2. Meme kanserinin histopatolojik siniflandirmasi

Histopatolojik siniflandirmada meme kanseri, timoriin koken aldigi hiicre tipi ve
morfolojik 6zelliklerine gore farkl: alt tiplere ayrilmaktadir. En yaygin histolojik tipler duktal
ve lobuler karsinomlarken, meduller, misin6z ve tibuler karsinomlar daha nadir gorilen 6zel

alt tipler arasinda yer almaktadir.
2.3.2.1. Duktal karsinoma in situ (DCIS)

DCIS, meme kanallarinin liimeninde malign hiicrelerin klonal proliferasyonu ile
karakterizedir ve bazal membran1 asmaz ve cevre stromaya invazyon gostermez. Spesifik
olmayan invaziv karsinomanin Oncusii kabul edilen bu lezyon, tarama mamografisinin
yayginlagsmasiyla birlikte daha sik tani almaya baslamis ve molekiiler ¢calismalar DCIS ile
invaziv meme kanseri arasindaki iliskinin daha iyi anlagilmasini saglamistir (Burstein et al.,

2004).
2.3.2.2. Invaziv lobiiler karsinoma (ILC)

ILC, meme kanserlerinin yaklasik %15'ini olusturan ikinci en yaygin histolojik alt tiptir.
Duktal karsinomlarla ayni hiicre kokeninden gelistigi diisiiniilmesine ragmen farkli genetik

yolaklara ve biyolojik 0Ozelliklere sahiptir. E-kaderin kaybina bagl gelisen disohezis ve
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karakteristik tek sirali tiimor hiicre dizilimi ILC'nin ayirt edici histolojik 6zellikleridir (Batra et
al., 2023).

2.3.2.3. Moduller meme kanseri (MBC)

MBC tiim meme kanserlerinin yaklasik %3—6'sin1 olusturmaktadir. Biiyiik timor
hiicreleri ve tiimor stromasinda yogun lenfositik infiltrasyon ile karakterizedir (Zangouri et al.,

2018).

2.3.2.4. Musindz karsinoma (MC)

MC, biiyiik miktarda hiicre dis1 miisin icermesiyle taninir ve saf (PMC) ile karisik
(MMC) olmak iizere iki alt tipe ayrilir. Tiim invaziv meme kanserlerinin yaklasik %4'linii
olusturur ve diger histolojik tiplere gore daha iyi prognoz gostermektedir (Marrazzo et al.,
2020).

2.3.2.5. Tubuler karsinoma

Tubuler karsinom ise spesifik olmayan invaziv karsinomanin bir formu olup tani igin
timoriin -~ %75'ten  fazlasimin  tiibiiler yapilardan olusmast gerekmektedir. Tarama
mamografisinde siklikla kii¢iik ve diizensiz sekilli kitleler olarak saptanan bu tiimorler, diger

meme kanseri alt tiplerine gore daha olumlu prognoza sahiptir (Sheppard et al., 2000).

2.3.3. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi

Meme kanserinin klinik molekiiler siniflandirilmast ER, PR ve HER2 ekspresyon
durumuna dayanmaktadir (Orrantia-Borunda et al., 2022). ER, invaziv meme karsinomlarinin
yaklasik %80-90’1nda yiiksek diizeyde eksprese edilen 6nemli tanisal bir biyobelirtectir (Rakha
et al., 2010). PR ise ¢ogunlukla ER+ tiimorlerde goriilmekte ve ekspresyonu, genellikle, ER
sinyal yoluna bagli olarak diizenlenmektedir. Bu nedenle PR diizeyi, fonksiyonel ER
aktivitesine dair dolayli bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Wei, 2023). ER ve PR
ekspresyonunun birlikte degerlendirilmesi, hem hastaligin biyolojik 6zellikleri hem de tedavi
yaniti hakkinda bilgi sunmaktadir. Yapilan kohort ¢aligmalarda yiiksek PR ekspresyonu
genellikle daha iyi genel sagkalim, daha uzun niiks siiresi ve olumlu tedavi yaniti ile
iliskilendirilirken, diisiik PR diizeylerinin daha agresif tiimor fenotipi ve kotii prognoz ile

baglantili oldugu gosterilmistir (Kwak et al., 2023; Purdie et al., 2014). HER2, meme
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kanserlerinin yaklasik %15-20’sinde asir1 eksprese edilmekte veya gen amplifikasyonu
gostermektedir (Gonullu et al., 2023). HER2’nin pozitif olmasi, tiimor hiicrelerinde
proliferasyonu artirir ve apoptozu baskilayan sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olarak

agresif bir prognoza yol agar (Igbal & Igbal, 2014).

Tim bu genetik heterojenite, meme kanserinin, molekiiler diizeyde 4 ana gruba
ayrilmasia neden olur; liiminal A, liiminal B, HER2 pozitif (HER2+) ve TNBC (Orrantia-
Borunda et al., 2022). Her bir alt tipin kendine 6zgii klinik, molekiiler ve prognostik 6zellikleri

bulunmaktadir.

2.3.3.1. Luminal A tipi

Luminal A tiimor tipleri, ER ve/veya PR pozitifligi ile birlikte HER2 negatif ve 6nemli
bir proliferasyon belirteci olan Ki-67nin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir. Bu alt tip,
genellikle diisiik histolojik dereceye sahiptir ve yavas cogalir. Ayrica, luminal tip A, diger alt
tiplere gore diisiik niiks seviyeleri ve daha yiiksek sagkalim ile en iyi prognoza sahip meme
kanseri grubunu olusturur (Gao & Swain, 2018). Tedavi agisindan degerlendirildiginde ise
luminal A tipi, hormon tedavilerine belirgin diizeyde yanit verirken, kemoterapi tedavilerinde

yanit kisithdir (Ignatiadis & Sotiriou, 2013).

2.3.3.2. Luminal B tipi

Luminal B tiimoérleri, luminal A alt tipine kiyasla daha agresiftir. Bu timorler genellikle
ER+ olmakla birlikte PR- ya da diisik PR ekspresyonuna sahip olabilir. Ayrica Ki-67
proliferasyon indeksinin yliksek olmasi bu alt tipin daha yiiksek proliferatif aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir (Creighton, 2012). Luminal B tiimorleri hem hormon hem de
kemoterapi ile tedavi edilebilir. Ancak yiiksek Ki-67 diizeyleri, timoriin daha hizli biiytimesine

ve yavas iyilesme gostermesine yol agabilmektedir (Tran & Bedard, 2011).

2.3.3.3. HER2+

HER2+ meme kanseri alt tipi neredeyse tiim meme kanseri vakalarimin yaklagik
%20’sini olusturmaktadir (Vaz-Luis et al., 2013). Genellikle ER ve PR negatifligi ile birlikte
yiksek diizeyde HER2 ekspresyonu ile karakterizedir. Bu tiimorler, luminal alt tiplere kiyasla
daha hizli proliferasyon gosterir ve daha agresif bir klinik seyre sahiptir. Ancak HER2 hedefli
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tedavilerin klinik uygulamalara entegre edilmesiyle birlikte bu grubun prognozunda ciddi

iyilesmeler saglanmistir (Liang et al., 2024; Prat et al., 2017).

2.3.3.4. TNBC

TNBC, 0strojen ve progesteron reseptor ekspresyonunun yoklugu ve HER2 agiri
ekspresyonu veya gen amplifikasyonunun olmamasi ile karakterize edilir. Meme kanserlerinin
%10-15"ini olusturur ve en kotii prognoza sahiptir (Zagami & Carey, 2022). TNBC, tek tip bir
hastalik olmay1p kendi i¢inde heterojen bir yapiya sahiptir. TNBC olgularinin biiyiik ¢ogunlugu
histopatolojik olarak 06zel tipte olmayan invaziv karsinom (IC-NST) alt tipinde
siniflandirilirken gen ekspresyon profilleme calismalari sonucunda molekiiler olarak
TNBC’nin 6 farkl1 alt tipi oldugu tespit edilmistir. Bunlar; bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri
2 (BL2), immiinomodiilator (IM), mezenkimal (M), mezenkimal kok hiicre benzeri (MSL) ve
liiminal androjen reseptoriidiir (LAR). TNBC alt tipleri arasinda BL1, hiicre dongiisii ve DNA
hasar yanit1 genlerinin yiiksek ekspresyonu ile karakterize edilirken, kemoterapiye karsi daha
duyarli bir profil sergiler. BL2 alt tipi bliylime faktorii sinyal yolaklar1 ve metabolik siireclerle
iligkilidir. M ve MSL alt tipleri hiicre migrasyonu, diferansiyasyon ve stromal etkilesimlerle
baglantili mezenkimal 6zellikler gosterirken, IM alt tipi immiin yanit genlerinin aktivasyonu ile
dikkat ¢eker. LAR alt tipi ise androjen reseptoriiniin ve iligkili sinyal yolaklarinin baskin
oldugu, hormon iligkili bir molekiiler profil sunmaktadir. Bununla birlikte, sonraki ¢alismalar
IM ve MSL alt tiplerinin biiylik 6l¢iide tiimor mikrogevresine ait immiin ve stromal hiicrelerden
kaynaklanan gen ekspresyonlarim1 yansittigini ortaya koymus ve bu nedenle TNBC
siiflandirmasini tiimdr hiicresine 6zgili dort ana alt tipe indirgenmistir: BL1, BL2, M ve LAR
(Lehmann et al., 2011). Daha giincel yaklagimlar ise TNBC’yi klinik agidan daha anlamli alt
gruplara ayirarak LAR (liiminal androjen reseptorii), MES (mezenkimal), BLIS (bazal benzeri
immiin baskilanmis) ve BLIA (bazal benzeri immiin aktive) olmak iizere dort ana molekdiler alt
tip tanimlamistir (Burstein et al., 2015). Bu siniflamada 6zellikle immiin mikrogevre belirleyici
bir rol oynamakta olup, TIL varlig: ile karakterize edilen BLIA alt tipi daha iyi prognoz ile
iligkilendirilirken, immiin yanitin baskilandig1 BLIS alt tipi en kotii klinik sonuglarla iligkilidir
(Tong et al., 2023).TNBC gen ekspresyon profiline dayali olarak farkli biyolojik davraniglar
sergileyen heterojen bir alt tiptir. Bu molekiiler heterojenite hastaligin prognozu ve tedaviye

yanit1 lizerinde belirleyici rol oynamaktadir.
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Sekil 1. Meme kanserinin histolojik durumu, invaziv etkinligi ve molekiiler alt tiplerine gore siniflandirilmasi. Molekiiler
siniflamada Gstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve HER2 ekspresyon durumuna gore liiminal A, liiminal B, HER2 pozitif ve
uclii negatif meme kanseri (TNBC) alt tipleri yer almaktadir. TNBC, kendi igerisinde BLIS (bazal benzeri immiin baskilanmis), Bazal benzeri
immiin aktivite (BLIA), MES (mezenkimal) ve LAR (liminal androjen reseptorii) molekiiler alt tiplerine ayrilmaktadir. Tiimorler ayrica
lokalizasyonlarina gore in situ, invaziv ve metastatik olarak; en sik goriilen histolojik tiplerine gore ise duktal, lobiiler, mediiller, miisindz ve
tiibiiler karsinom seklinde siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma, timdr biyolojisi, prognoz ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Puligundla & Annamaneni, 2024).

2.4. Meme Kanserinde Tedavi

Meme kanserinin tedavisinde kanser kitlesinin metastaz yapip yapmadigir goz oniinde

bulundurularak uygun tedavi rejimi hastaya gore uygulanir. Tedavi metastatik olmayan kanser
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tiirtinde cerrahi islemi ile yapilan mastektomi birinci basamagi olustururken metastatik kanser
durumlarinda ise radyoterapi ve kemoterapi tedavi rejiminin ilk basamagini olusturmaktadir.
Genel olarak meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, neoadjuvan ve adjuvan tedaviyi
iceren multidisipliner bir yaklagim kullanilmaktadir. Meme kanserinde etkili tedavi, hastalar
icin 1yl bir yasam kalitesi saglamak amaciyla, minimum yan etki ve maksimum terapotik
etkinligi gerektirir. Uygun terapdtik kombinasyonlar, hastalarda maksimum fayda saglama
firsat1 sunarken, niiksii, direnci ve toksik etkileri en aza indirir veya ortadan kaldirir (Fisusi &

Akala, 2019).
2.4.1. Mastektomi

Mastektomi, meme dokusunun cerrahi olarak kesilip ¢ikarilmasiyla uygulanan bir
tedavi segenegidir. Mastektomi 6zellikle, BRCA1/2 mutasyonlarina sahip olan ya da ailesinde
meme kanseri Oykiisii olan kisilerde kanseri dnlemek amaciyla gerceklestirilir. Mastektomi
alinan dokuya bagli olarak total mastektomi, deri koruyucu mastektomi ve meme basi ve areola
koruyucu mastektomi olmak {izere lige ayrilir. Total mastektomi, meme dokusunu, areola
kompleksini ve gogiis duvarindaki fazla deriyi ¢ikarir; yalnizca kesiyi kapatmak icin yeterli deri
birakir. Deri koruyucu mastektomi, meme parankimini ve areola kompleksini ¢ikarir, deriyi
dogal bir zarf olarak birakir. Areola koruyucu mastektomi ise deri zarfina ek olarak meme bas1

areola kompleksini de korur (Cicio et al., 2025; Moo et al., 2018).
2.4.2. Radyoterapi

Meme kanserinde ameliyat Oncesi radyoterapi, rutin uygulamadan ziyade klinik
calismalar kapsaminda degerlendirilmektedir. Ozellikle ilagla tedaviye yetersiz yamit veren
veya baslangicta cerrahi olarak kesip cikarilamayan ilerlemis kanser olgularinda, tiimor
boyutunu kiigiilterek cerrahi uygulanabilirligi artirmak i¢in kullanilabilir. Mevcut ¢alismalarda
radyoterapi giivenli bir alan olarak gdsterilmesine ragmen, dozlama, zamanlama ve kullanilan

antikanser ilaglarla kombinasyon stratejilerinin belirlenmesi 6nemlidir (Zamagni et al., 2025).
2.4.3. Kemoterapi

Kemoterapi, lenf nodu pozitif olan veya tiimor ¢cap1 1 cm'den biiyiik olan kadinlarda
standart tedavi yontemlerinden biridir. Hormon reseptorii negatif hastalar, pozitif olan hastalara

kiyasla kemoterapiden daha fazla fayda gormektedir. Ayrica yas gibi etkin faktorler de
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kemoterapi kullanimina karar verilmesinde etkilidir (Maughan et al., 2010). Cogu ¢alisma,
ozellikle HER2 asir1 ekspresyonu gosteren tlimorlere sahip kadinlarda, antrasiklin veya taksan
iceren tedavilerin diger kemoterapi rejimlerine gore daha faydali oldugunu gdstermektedir
(Group, 2005; Pritchard et al., 2006). Bu dogrultuda kemoterapi, tiimoriin biyolojik 6zellikleri
ve hastaya ait klinik faktorler goz oniinde bulundurularak planlanmaktadir. Meme kanserinin
tedavisinde farkli etki mekanizmalarina sahip gesitli kemoterapétik ajanlar kullanilmaktadir.
Bu ajanlar arasinda antrasiklinler, taksanlar, vinka alkaloidleri, kapesitabin, eribulin,
gemsitabin ve platin tuzlar1 gibi birgok kemoterapotik ajan bulunmaktadir (Andreopoulou &

Sparano, 2013).
2.4.4. Hormon tedavisi

Hormon tedavisinde kullanilan segici dstrojen reseptor modulatérleri (SERM), segici
ostrojen reseptor downregulatorleri (SERD) ve aromataz inhibitorleri 6strojen sinyal
yolaklarimi farkli mekanizmalarla baskilayarak 6zellikle hormon reseptorii pozitif (HR+) meme
kanserinde tiimor proliferasyonunu azaltmay:r hedeflemektedir. SERM’ler, 0Ostrojen
reseptorlerine baglanarak dstrojen etkisini baskilar ve HR+ meme kanseri tedavisinde yaygin
olarak kullanilir. Bu grupta tamoksifen ve toremifen yer almaktadir (Dutertre & Smith, 2000).
SERD’ler ostrojen reseptoriinii bloke edip yikarak etkisiz hale getirir. Bu gruptaki fulvestrant,
metastatik HR+ meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (Howell et al., 2000). Aromataz
inhibitorleri, periferal dokularda dstrojen sentezini azaltarak 6zellikle menapoz sonrast HR+

meme kanserinde tercih edilmektedir (Augusto, 2021).
2.4.5. Immiinoterapi

Meme kanserinde gelistirilen immiinoterapotik yaklasimlar arasinda asilar, monoklonal
antikorlar ve kontrol noktasi inhibitorleri gibi klinik olarak kullanimi yaygin yeni nesil
teknolojiler bulunmaktadir. Meme kanseri asilar;; DNA, peptit ve hiicre bazl asilar ile viral
veya bakteriyel vektorler kullanilarak tiimor antijenlerine karsi bagisiklik yaniti olugturmay1
amaclamaktadir (Burke et al., 2019; Santos-Carballal et al., 2018). Monoklonal antikorlar ise
bu alanda umut verici klinik sonuc¢lar dogurmaktadir. Bu antikorlar tiimor hiicrelerinde
proliferasyon ve anjiyogenezde gorev alan sinyal yolaklarini inhibe etmekte, antikora bagimli
hiicresel sitotoksisite olusturarak antitiimor etki gostermektedir (Sakalar et al., 2013). Meme
kanseri tiplerinde yaygin olan HER2+ alt tipi i¢in kullanilan trastuzumab, HER2 reseptoriine

baglanarak hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur. Ancak bazi1 durumlarda trastuzumab direnci
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gelisebilir. Bu durumda pertuzumab ve lapatinib gibi ajanlarla kombinasyon tedavileri

uygulanabilmektedir (Nahta & Esteva, 2006). Ayrica PI3K/AKT/mTOR yolak inhibitorleri de

diren¢ gelisimine karsi kullanilmaktadir. mTOR inhibatorii Everolimus ve AKT inhibatorii

Capivasertib bu gruba 6rnek ilaglardir (Nierengarten, 2024; Royce & Osman, 2015). Kontrol
noktasi inhibitdrleri ise PD-1/PD-L1 ve CTLA-4 etkilesimlerini bloke ederek T hiicre aracili

antitimor bagisiklik yanitini artirir. Meme kanserinde kullanilan baglica kontrol noktasi

inhibitorleri atezolizumab, pembrolizumab, avelumab, tremelimumab ve 1pilimumab’dir

(Kahveci & Tiirkoglu, 2019; Sabatier et al., 2014).

Tedavi Tipi

Cerrahi

Radyoterapi

Kemoterapi

Hormon Tedavisi

HER2 Hedefli Tedaviler

Tablo 3. Meme kanserinde kullanilan tedaviler

Hedef Kanser Tipi

Erken ve lokalize

meme kanseri

Cerrahi sonras1 lokal
kontrol

Erken evre ve
metastaz durumu

ER+/PR+
kanseri

meme

HER2+ meme kanseri

Etki Mekanizmasi

Primer timoriin
uzaklastirilmasi

DNA hasar1
olugturarak hiicre
Olimiinii tetikler

Hizlh
hiicrelerin
baskilanmasi

boliinen

Ostrojenin
baskilanmasi

HER?2 sinyal yolunun
baskilanmasi

Tedavide Kullanilan
Yontemler/Ajanlar

Lumpektomi, mastektomi

Radyasyon

Doksorubisin, Paklitaksel,
Sisplatin, Karboplatin

Tamoksifen,
Letrozol

Fulvestrant,

Trastuzumab, Pertuzumab,
Lapatinib
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Tablo 4.

Devami

PARP inhibitorleri BRCA1 ve BRCA2 DNA hasar Olaparib, Talazoparib
mutasyonu olan meme onariminin
kanserleri baskilanmasi
Immiinoterapi PD-L1+ TNBC PD-1/PD-L1 Pembrolizumab,
olgular1 yolaginin Atezolizumab
baskilanmasi
PI3K/AKT/mTOR Hedefli PIK3CA mutasyonlu Hiicre biiylimesi ve Alpelisib, Everolimus
Tedaviler meme kanseri proliferasyonunun
baskilanmasi
Antikor-ilag Konjugatlar1 Metastatik HER2+ ve Hedefe yonelik Trastuzumab  deruxtecan,
(ADC) TNBC sitotoksik ilag  Sacituzumab govitecan
tasinimi

Nanoteknolojik ila¢ Tasima Deneysel ¢alismalar Hedefli ilag salimi ve Lipozomlar, polimerik
Sistemleri biyoyararlanim artis1  nanopartikiiller,  miseller,
eksozomlar
2.5. TNBC’de Kullamlan Kemoterapi Ajanlar:

TNBC'de tedavi secenekleri, hastaligin evresi, timdriin biyolojik 6zellikleri ve hastaya
ait klinik faktorlere gore belirlenmektedir. Hedeflenebilir molekiiler belirte¢lerin sinirlt olmasi
nedeniyle TNBC tedavisinin temelini sitotoksik kemoterapi olusturmaktadir. Sitotoksik
kemoterapi olarak 0zellikle taksan, antrasiklin, siklofosfamid ve platin bazli ajanlar ile bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Zhang et al., 2023). Klinik uygulamalarinda hastadan alinan
doku ve kan drnekleri laboratuvarda histopatolojik ve molekiler yontemlerle incelenmesinden

sonra tan1 Ve TNM evrelemesi gergeklestirilmektedir.

Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (NCCN) kilavuzlarina gore TNBC'de kullanilan baslica
sistemik kemoterapi rejimleri; Docetaxel ve Siklofosfamid (TC), Docetaxel, Doxorubisin ve
Siklofosfamid (TAC), Doxorubisin ve Siklofosfamid (AC), Siklofosfamid, Metotreksat ve
Florourasil (CMF), Siklofosfamid, Doxorubisin ve Florourasil (CAF) ile Siklofosfamid,
Epirubisin, Florourasil ve Paklitaksel/Docetaxel (CEF-T) kombinasyonlarini icermektedir (Bou
Zerdan et al., 2022).
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2.5.1. Taksanlar

Taksanlar, mikrotubul depolimerizasyonunu engelleyerek mikrotibdl dinamiklerini ve
mitozu bozar, hicre bolinmesini durdurur ve anjiyogenezi baskilayarak antitimor etkinlik
gosterir (Mosca et al., 2021). Klinik kullanimda baslica paklitaksel, dosetaksel ve kabazitaksel
yer almaktadir (Reddy & Bazile, 2014). TNBC'de tek basina veya antrasiklinlerle kombine
kullanildiklarinda diger meme kanseri alt tiplerine kiyasla daha yiiksek patolojik tam yanit
oranlar1 saglayabildikleri bildirilmistir (Khan et al., 2022). Ayrica metastatik TNBC'de nab-
paklitaksel ile karboplatin kombinasyonunun, diger kemoterapi kombinasyonlarina kiyasla

daha uzun progresyonsuz sagkalim sagladig bildirilmistir (Yardley et al., 2018).

Taksan  tedavisiyle  birlikte,  hastalarda  yaygin  olarak  norotoksisite
gOzlemlenebilmektedir. Noropati, taksanlarin doz sinirlayict yan etkisidir ve paklitaksel ile
tedavi edilen hastalarin %97'sinde gorulir. Merkezi sinir sisteminde olusan ndrotoksisite,
taksanlarin yeni tespit edilen bir yan etkisidir. Bilissel bozukluk ve ensefalopati ile
karakterizedir. Olusan bu toksisiteler hastanin yasam Xkalitesini uzun vadede olumsuz
etkileyebilir. Klinik 6nemine ragmen, taksanlarin terapotik olarak kullanildiginda ortaya ¢ikan
norotoksisiteyi kapsamli bir sekilde ele alan ¢ok az inceleme bulunmaktadir (da Costa et al.,
2020). Bu nedenle TNBC tedavisinde taksan rejimleri 6zellikle kombinasyon tedavilerde her
ne kadar antikanser etkinligi yiiksek olsa dahi uzun siireli ve sik dozlamalar sonucu zorlayici

bir néropatiye ve ilgili hastaliklara yol agabilir.
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Sekil 2. Taksan tiirevleri ve piyasadaki miistahzarlari.
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2.5.2. Antrasiklinler

Genellikle taksanlarla birlikte kullanilan bu ajanlar, yalnizca DNA c¢ift zincirleri arasina
yerleserek hasara neden olmakla kalmaz, aynt zamanda CD8" T hiicrelerini aktive ederek
antitimor immiin yaniti destekler (Yadav et al., 2014). Doksorubisin ve epirubisinin hem
neoadjuvan hem de adjuvan tedavide yanit oranlarin1 ve sagkalimi artirdiklar1 gosterilmistir
(Lee et al., 2020). Neoadjuvan galigmalarda TNBC ve bazal benzeri meme kanserinin (BLBC),
antrasiklin bazli kemoterapi rejimlerine genel olarak yiiksek duyarlilik gosterdigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, florourasil, epirubisin ve siklofosfamid (FEC) rejiminin degerlendirildigi bir
calismada, TNBC hastalarinda yiiksek pCR orani (%44) saptanmistir. Ancak BRCA1
mutasyonuna sahip TNBC’li kiigiik bir hasta grubunda (n=14) daha diisiik pCR oran1 (%17) ve
antrasiklinlere karsi direng gozlenmistir. Buna ek olarak, antrasiklin bazli rejimlerin
siklofosfamid, metotreksat ve florourasil (CMF) rejimi ile karsilastirildigi caligmalarda, TNBC
hastalarinda antrasiklin tedavisiyle niks riskinin %23 oraninda azaldig1 gosterilmistir. Bagka
bir ¢alismada ise CMF ile siklofosfamid, epirubisin ve florourasil (CEF) rejimleri
karsilastirilmig; BLBC hastalarinda CMF tedavisi alan grupta daha yiiksek 5 yillik hastaliksiz

sagkalim orani bildirilmistir.

Antrasiklinlerin TNBC’de etkinligine karsin, tolere edilemez kardiyotoksik etkileri
nedeniyle yeniden kullanimi sinirli olabilir. Miyelotoksisite, alopesi, bulanti, kusma ve daha
yiiksek niiks riski gibi yan etkiler de antrasiklinlerin klinik kullanimini kisitlayan onemli

dezavantajlar arasinda yer almaktadir (Johnson & Keyes, 2024).
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Sekil 3. Antrasiklin tiirevleri ve piyasadaki miistahzarlar.
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2.5.3. Siklofosfamid

Siklofosfamidin temel antitimdr etkisi, alkilleyici metabolitlerinin DNA'da capraz
baglar olusturmasia dayanmaktadir (Awwad & North, 1988). Dosetaksel ile kombine edilen
siklofosfamid, TNBC igin standart adjuvan kemoterapilerden biri olarak kullanilmaktadir.
Ayrica kapesitabin, epirubisin ve siklofosfamid kombinasyonunun degerlendirildigi bir
calismada, TNBC hastalarinda 6nemli bir tedavi yanitinin goriildiigii bildirilmistir (Yokoyama

et al., 2020).

Hematolojik malignitelerde siklofosfamid (C) bazli kok hiicre nakillerinin klinik
basarisi, bu ilacin kanser hiicrelerine karsi bagisiklik sistemini yeniden diizenleme
potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir (McCurdy & Luznik, 2019). Benzer sekilde,
siklofosfamid, klinik etkinligi artirmak amaciyla CAR-T hiicre infiizyonundan Once
uygulanmaktadir (Bouchkouj et al., 2019). Yapilan calismalarda diisiik dozda giinliik
uygulanan siklofosfamidin vinorelbin (V) ile kombinasyonunun, meme kanseri ve lenfoma
modellerinde immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin (anti-PD-1 ve anti-PD-L1) preklinik
etkinligini artirabildigi gosterilmistir (Orecchioni et al., 2018). Son yillarda gerceklestirilen
randomize klinik caligmalarda ise, immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin taksanlar (T),
doksorubisin (D) veya platin (P) gibi kemoterapétik ajanlarla birlikte kullanilmasinin, TNBC
hastalarinda klinik fayda saglayabilecegi ortaya konulmustur (Falvo et al., 2021).

Siklofosfamidin kullanimina bagli gelisen ve mesanenin i¢ ylizeyinin aniden
iltthaplanmas1 ve buna bagl olarak idrarda gozle goriiliir kanama meydana gelmesi durumu
olarak bilinen hemorajik sistit, idrar kesesi mukozasinin iirotelyumuna zarar veren, doz
sinirlayict bir yan etkidir. Siklofosfamid kaynakli sistit, idrarda siddetli yanma/agri ve
kanamaya yol agar. Bu nedenle uzun siireli tekrarlanan kullanimi ikincil kanserlere (6rnegin,
mesane) neden olabilir. Bu sebeple antikanser etkinligi gii¢lii olsa dahi kullanimi hakkinda

endiseler giincelligini korumaktadir (Gore et al., 2016).
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Sekil 4. Siklofosfamidin kimyasal yapisi ve piyasadaki miistahzari.

2.5.4. Platin ajanlar

Platin bazli ilaglar ilk olarak sisplatinin kesfiyle ortaya ¢ikmugtir. 1960'li yillarda
Michigan Universitesi'nde ¢alisan Barnett Rosenberg ve ekibi bakteriler iizerinde elektrik
alanlariin etkisini arastirirken tesadiifen platinlerin canlilik tizerindeki etkinligini kesfetmistir.
Platin elektrotlarla yapilan bu deneylerde bakterilerin normal bdliinemeyip olaganiistii sekilde
uzadig1 gézlemlenmis, daha sonra bu etkinin elektrik alanindan degil elektrotlardan agiga ¢ikan
platin bilesiklerinden kaynaklandigi anlasilmistir (Rosenberg et al., 1965). Bu kesif, sisplatinin
gelistirilmesine ve modern platin bazli kemoterapilerin temelinin atilmasina 6nciiliik etmistir.
Daha sonra 3000°den fazla platin grubu kesfedilmis fakat oksaliplatin, nedaplatin, lobaplatin,
heptaplatin, karboplatin ticarilestirilmistir (Wheate et al., 2010).

Platinlerin antikanser etkinligi, hiicre icine alindiktan sonra diisiik kloriir
konsantrasyonuna sahip hucre i¢i ortamda hidrolize ugrayarak aktif forma dontisiir. Olusan bu
aktif kompleksler, DNA, RNA ve proteinler gibi hiicre icindeki niikleofilik biyomolekullerle
etkilesime girebilmektedir. Bununla birlikte, platin tiirevlerinin baslica sitotoksik hedefinin
DNA oldugu kabul edilmektedir. Platin kompleksleri DNA'ya baglanirken, 6zellikle guanin ve
adenin bazlarinin imidazol halkasindaki N7 atomunu hedef alir. Bu etkilesim sonucunda
DNA'da ug¢ temel lezyon tipi meydana gelir: monoadduktlar (ana gruba tek bir molekilin
baglanmasi), zincir i¢i capraz baglar ve zincirler arasi ¢apraz baglar. ilk asamada, aktif platin
kompleksinin  bir su molekilini kaybetmesiyle monoadduktlar olusur. Ancak bu
monoadduktlarin %90'dan fazlasi1 daha sonra ikinci bir niikleotitle reaksiyona girerek capraz
baglara doniismektedir. DNA’daki bu baglantilar replikasyonu engeller. Bolinme
gerceklesmedigi igin apoptoz aktive olur ve hiicre 6lime suruklenir (Rabik & Dolan, 2007).
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Oksaliplatin, es molar konsantrasyonlarda sisplatinin kiyasla daha az sayida DNA
capraz bagi olusturmasina ragmen benzer diizeyde antitiimor etkinlik gostermektedir. Ayrica,
her iki ajanin DNA'da benzer sayida tek zincir ve ¢ift zincir kirig1 olusturabildigi bildirilmistir.
Glnumizde oksaliplatin, mide, pankreas, meme ve Kkiiglik hiicreli olmayan akciger

kanserlerinin tedavisinde klinik denemelerde kullanilmaktadir (Wheate et al., 2010).

Nedaplatin (cis -diamminglikolatoplatin(Il)), cisplatin'e kiyasla daha iyi bir toksisite
profiline ve cisplatin'e benzer farmakokinetik 6zelliklere sahiptir (Kuwahara et al., 2010).
Kiictik hiicreli akciger kanseri (SCLC), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), bas,
boyun ve 6zofagus kanseri tedavisi i¢in bolgesel onay1 sinirlidir (Japonya) (Wheate et al.,

2010).

Diger {igiincii nesil ilaclar arasinda lobaplatin ve heptaplatin yalnizca bolgesel onay
almistir. Lobaplatin, Cin'de metastatik meme kanseri, kronik miyelojenik 16semi ve SCLC
tedavisi i¢in onaylanmistir (Wheate et al., 2010). Doz sinirlayici toksisitesi trombositopenidir.
Heptaplatin, daha biiylik bir amin ligandina sahiptir, ancak yapisal olarak lobaplatin ile
benzerdir. Ilacin ¢dzeltide stabil oldugu, belirgin bir toksisiteye sahip olmadig1 ve sisplatin
direncli hiicre hatlarinda sitotoksik aktiviteyi korudugu gosterilmistir. Heptaplatin su anda Kore

Cumbhuriyeti'nde mide kanseri tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Wheate et al., 2010).

Ikinci nesil platin bazli bir ilag olan karboplatin ( cis- diammin(1,1-siklobiitan
dikarboksilato), sisplatinin doz smirlayict toksisitesini azaltmak amaciyla gelistirilmistir.
Karboplatinin etki mekanizmasi sisplatininkine benzerdir. Bununla birlikte, karboplatin, ikili
siklobiitan dikarboksilat ligand1 nedeniyle daha diisiik bir hidroliz oranina sahiptir (Calvert et
al., 1982). Hidrolizinin diisiik olmas1 nedeniyle, karboplatin tedavisi sonras1 nérotoksisite ve
ototoksisite daha az goriilmektedir. Azaltilmis toksisite profili nedeniyle, karboplatin daha
agresif yiiksek doz kemoterapi i¢in uygundur. Bu ilag diinya ¢apinda kabul gdérmiis ve
yumurtalik kanseri tedavisinde paklitaksel ile kombinasyon rejimlerinde sisplatinin yerini
neredeyse almistir (Ozols et al., 2003). Karboplatinin testis germ hiicreli kanserlerine, bas ve
boyun skuaméz hiicreli karsinomuna ve mesane kanserine karsi etkinligi sinirlidir. Sonug

olarak, bu hastaliklarin tedavisinde tercih edilen ilag hala sisplatindir (Stewart, 2007).

Platin tiirevlerinin ortak etki mekanizmas1 ve farkli toksisite profilleri, bu ajanlarin
cesitli kanser tiirlerinde kullanimimi miimkiin kilmistir. Ozellikle DNA  onarmm

mekanizmalarinda hasarla karakterize TNBC'de platin bazli kemoterapilerin etkinligi son
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yillarda gerceklestirilen ¢cok sayida klinik calisma ile ortaya konmustur. Metastatik li¢lii negatif
meme kanserli (nMTNBC) hastalarda platin monoterapisinin etkinligini degerlendiren Faz II bir
klinik calismada (TBCRCO009), genel hasta popiilasyonunda objektif yanit oran1 (ORR) %25,6
olarak bildirilmistir. Buna karsin, kalitsal BRCA1/2 mutasyonu tasiyan hastalarda ise yanit
orani %54,5'e yiikselmistir. Bu bulgular, BRCA1/2 mutasyonu bulunan hastalarin platin bazl
tedavilerden daha fazla yarar gorebilecegini diisiindliirmiistiir (Isakoff et al., 2015).

Ileri evre TNBC hastalarinda gergeklestirilen Faz I1I calismasinda, germ hattt BRCA1/2
mutasyonu tastyan ve diisiik BRCA ekspresyonu gosteren hastalarda karboplatin ile dosetaksel
karsilastirilmistir. Tiim hasta grubunda objektif yanit orani (%31,4'e kars1 %34,0), ortalama
sagkalim (3,1 aya kars1 4,4 ay) ve genel sagkalim (12,8 aya kars1 12,0 ay) agisindan iki tedavi
arasinda anlaml farklilik saptanmamuistir. Ancak kalitsal BRCA1/2 mutasyonu bulunan alt
grupta karboplatin, dosetaksele kiyasla belirgin iistiinliik gostermis ve objektif yanit orani
sirastyla %68,0 ve %33,3 olarak bulunmustur (p=0,01). Ek olarak karboplatin ile tedavi edilen
hastalarda progresyonsuz sagkalim siirelerinin uzadigi verilerce gosterilmistir (6,8 aya kars1 4,4
ay). Bu sonuglar, BRCA mutasyonlu hastalarda karboplatinin diger kemoterapétiklere gore
istiinliiglin oldugunu ortaya koymaktadir (Tutt et al., 2018). Metastatik olmayan TNBC
hastalarinda gerceklestirilen GeparSixto Faz II calismasinda (NCT01426880), standart
neoadjuvan tedaviye karboplatin eklenmesi, 6zellikle TNBC hastalarinda patolojik tam yanit
(pCR) oranini anlaml diizeyde artirmistir (%53,2'ye kars1 %36,9; p=0,005). Oysa HER2 pozitif
hastalarda karboplatinin pCR iizerine anlamli bir katkis1 gosterilememistir (Von Minckwitz et
al., 2014). Ileri evre TNBC'li 190 hastay1 kapsayan bir prospektif ¢alismada, neoadjuvan
karboplatin + dosetaksel (CbD) tedavisi ile %55 patolojik tam yanit orani elde edilmistir.
Tedaviye verilen yanit, BRCA1/2 mutasyonu tasiyan ve tasimayan hastalarda benzer
bulunmustur. Ayrica rejimin iyi tolere edildigi ve ciddi yan etkilerin kabul edilebilir diizeyde
oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, karboplatin ve dosetaksel kombinasyonunun TNBC'de etkili

ve giivenli bir neoadjuvan tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir (Sharma et al., 2017).

Genel olarak bu c¢alismalar, platin bazli kemoterapinin 6zellikle erken evre TNBC'de
neoadjuvan tedavi kapsaminda patolojik tam yanit oranlarini artirdigini, BRCA1/2 mutasyonu
bulunan metastatik TNBC hastalarinda ise klinik yaniti ve progresyonsuz sagkalimi
tyilestirdigini gostermektedir. Ayrica, homolog rekombinasyon eksikligi gosteren ve diisiik
ekspresyonlu BRCA fenotipine sahip bazi hastalarin da platin tedavisinden fayda gorebilecegi

bildirilmektedir.
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Sekil 5. Platin tiirevleri ve piyasadaki miistahzarlari.

2.54.1. Karboplatin ve antikanser etki mekanizmasi

Karboplatin, platin bazli antikanser ilaglar arasinda yer alan ikinci nesil bir
kemoterapotik ajan olup, sisplatinin toksisitesini azaltma amaciyla sentezlenmistir. Sisplatin
basta olmak iizere diger platin tiirevlerine (oksaliplatin, nedaplatin, lobaplatin ve heptaplatin)
kiyasla daha diisiik toksisite profiline sahip olmasi nedeniyle klinik uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadir (McWhinney et al., 2009). Karboplatin, bas ve boyun, endometriyum,
0zofagus, mesane ve servikal kanser, merkezi sinir sistemi tiimorleri ve osteojenik sarkom dahil
olmak tizere bir¢ok kanser tiirli i¢cin de kullanilmaktadir (Fuertes et al., 2003). Hematolojik ve
uzun vadeli toksisitesinin olmamasi, ¢ocukluk ¢agi kanseri icin bir¢ok tedavi rejiminde de

faydali olmasin saglar.

Karboplatinin viicuttan eliminasyonu biiylik Ol¢iide renal yolla gerceklesmektedir.
Uygulanan toplam platin miktarmin yaklasik %50-75'i, ilk 24 saatlik sureg icerisinde
biyotransformasyona ugramadan, degismemis formda idrarla atilmaktadir. Sisplatinden farkli
olarak karboplatinin eliminasyonunda, renal tiibiiler sekresyon mekanizmasinin anlamli bir
katkis1 bulunmamaktadir. Karboplatin temel olarak glomeriiler filtrasyon yoluyla
temizlenmektedir. Bu nedenle bobrekte toksisite olusturma ihtimali sisplatine oranla daha

diisiiktiir. Serbest platinin toplam viicut klerensi, uygulanan doz araligina bagh olarak 75-147
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mL/dk arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle, karboplatinin toksisite profili
sisplatine gore daha elverislidir. Siddetli nefrotoksisite nadir goriillmekte olup, yalnizca bazi
hastalarda bobrek fonksiyonlarinda geri doniisiimlii bozulmalar bildirilmistir. Gastrointestinal

yan etkiler goriilebilmekle birlikte, bulant1 ve kusmanin siddeti sisplatine kiyasla daha diisiiktiir.

Karboplatin, sisplatin ile ayni1 temel etki mekanizmasina sahip olmasina ragmen daha
diistik toksisite profili ve daha iyi tolere edilebilirligi sayesinde klinik uygulamada 6nemli bir
alternatif olarak one ¢ikmistir. Karboplatindeki 1,1-siklobitandikarboksilat ayrilan grubunun,
sisplatindeki kloriir ligandlarina kiyasla daha yavas hidrolize olmas1 ilacin DNA ile reaktif
platin komplekslerini daha kontrollii bir sekilde olusturmasini saglamaktadir. Bu durum
nefrotoksisite, norotoksisite ve gastrointestinal toksisite gibi istenmeyen etkilerin azalmasina

katkida bulunurken, antitiimor etkinliginin korunmasina olanak tanimaktadir (Hah et al., 2006).

Karboplatinin temel doz simirlayict toksisitesi doza bagimli miyelosiipresyonu ve
trombositlerin azalmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Akyuvar ve alyuvar sayilarinda azalma

goriilebilmekle birlikte, genellikle trombosit azalmasina gore daha hafif seyretmektedir.

Karboplatinin etki mekanizmasi hiicre i¢ine girdikten sonra 1,1-siklobiitandikarboksilat
grubunun hidroliziyle aktif hale gelmesi ve pozitif yiiklii ara iiriinler olusturmasiyla baslar.
Daha sonra DNA, RNA ve proteinler gibi hiicresel niikleotit egilimli maddelerle etkilesime
girer (McWhinney et al., 2009). Asil antitiimor etkisini ise DNA’nin piirin bazlarinin N7
bolgelerine kovalent olarak baglanarak gosterir. Bu etkilesim sonucunda DNA-DNA ve DNA-
protein gapraz baglari olusur ve DNA’nin normal yapis1 bozulur. Ozellikle zincirler arasi ¢apraz
baglar, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu ciddi sekilde engelleyerek hiicre
dongiisiiniin G2/M fazinda durmasina ve apoptozun tetiklenmesine neden olur (Amptoulach &

Tsavaris, 2011).
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Sekil 6. Karboplatinin hiicre igine almmasi, aktivasyonu ve DNA iizerindeki etki mekanizmasi. Karboplatin hiicre igine baslica
CTRI tastyicist araciligiyla aktif taginma ve kismen pasif difiizyon yoluyla alinir. Hiicre i¢inde 1,1-siklobiitandikarboksilat grubunun hidrolizi
ile reaktif platin tiirleri olusur ve bu aktif metabolitler DNA’nin piirin bazlarmin (6zellikle guanin N7 pozisyonu) ile kovalent baglanarak DNA-
DNA ve DNA-protein ¢apraz baglari olusturur. Bu yapisal hasar DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiiniin

G2/M fazinda durmasina ve apoptoza yol agar.

Bu tez calismasinda, normal hiicrelerde karboplatin toksisitesinin azaltilmasi, ilag
direnci mekanizmalarinin asilmasi ve tedavi etkinliginin artirilmasi amaciyla, karboplatin ile
yliklenmis MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin folik asit (FA) ile aktif
hedeflendirilmesi gergeklestirilmistir (Truva at1 yaklasimi). Olusturulan FA-EXO-KP
kompleksinin mitokondri kaynakl disfonksiyon, oksidatif hasar, sitokin diizeyleri ve apoptotik
etkileri degerlendirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, kompleksin hazirlanmasinda MDA-MB-
231 hiicrelerinden elde edilen eksozomlar kullanilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde
edilen eksozomlarin, koken aldiklari tiimor hiicrelerine karst Truva ati etkisi gostererek
karboplatinin hiicre i¢i birikimini artirmas1 beklenmektedir. Ayrica, eksozom yiizeyinin FA ile
isaretlenmesiyle, TNBC hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen folat reseptorlerine

baglanarak eksozomlarin hiicreler tarafindan aliminin artirilmast hedeflenmistir.
2.5.5. Tlac direng mekanizmalari

TNBC i¢in kullanilan taksanlar, antrasiklinler, siklofosfamid ve platin ilaglarinin etkili

olmalarinin yani sira kanser hiicreleri tarafindan bu ilaglara karsi diren¢ mekanizmalari
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gelistirilebilir. Antikanser ilaglara karsi direng cesitli faktorlerden kaynaklanabilir. Bunlar
arasinda hastalardaki bireysel cesitlilik ve tiimor heterojenitesi sayilabilir. Hatta ayn1 doku
kokenli tiimorlerde bile genetik farkliliklar gozlemlenebilir. Yani ayni tiir kanser i¢inde farkli
diren¢ mekanizmalarina sahip kanser hiicreleri var olabilir (Gottesman, 2002). Direng siklikla
kansere Ozgiidiir, ancak tedavi etkinligi arttikca, edinilmis diren¢ de yayginlasir. Cesitli
antikanser ilaglara karsi direng olusumunun en yaygin nedeni, antikanser ilaglari algilayarak
hiicre digina atan bir veya daha fazla enerjiye bagimli tasiyicilarin ekspresyonudur (Perez-

Tomas, 2006).

Kanser hiicreleri, ¢esitli mekanizmalarla ilag direncini gelistirebilir. Bunlar arasinda
ilacin hiicre igine girisinin azalmasi, hiicre disina atiliminin artmasi, ilaglarin detoksifikasyonu,
DNA hasarinin daha etkin onarilmasi ve apoptozun baskilanmasi yer alir. Ozellikle yapisal
olarak farkl1 bir¢ok ilaca kars1 ayn1 anda direng gelismesi “goklu ilag direnci” olarak tanimlanir
(Gottesman et al., 1994). Bu durumda hiicreler, ilag¢ birikimini azaltan tasiyici sistemleri aktive
ederek veya hiicre 6lim mekanizmalarin1 engelleyerek kemoterapotik ajanlarin etkilerini
azaltabilirler. Kanser hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncinin en 6nemli mekanizmalarindan biri, P-
glikoprotein (P-gp) olarak adlandirilan ATP bagimlh ila¢ disa atim pompasinin asiri
ekspresyonudur. MDR1 geni tarafindan kodlanan bu tastyici, bir¢ok kanser tiiriinde bulunmakta
ve kemoterapdtik ajanlarin hiicre i¢inde yeterli diizeyde birikmesini engelleyerek tedavi

etkinligini azaltmaktadir (Chen et al., 1986).

P-gp, ATP baglayici kaset (ABC) tastyici ailesinin bir iiyesidir. Iki tane ATP baglayict
bolge ve ilag tasinmasindan sorumlu transmembran bolgelerden olusan bir fosfoglikoproteindir
(Chen et al., 1986). Platin bazli ilaglarda da hiicre i¢i ilag¢ birikimi tedavi basarisini belirleyen
onemli faktorlerden biridir. Gegmiste platin bilesiklerinin hiicre i¢ine yalnizca pasif difiizyon
yoluyla girdigi diisiiniilse de giliniimiizde bu siirecin ¢esitli tasiyict proteinler ve endositik
mekanizmalar tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Ozellikle CTR1 platin ilaglarinm hiicre

icine alinmasinda 6nemli rol oynarken, ATP7A, ATP7B ve ABCC?2 gibi tasiyicilar ilacin hiicre
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disina atilmasina katkida bulunmaktadir. Hiicreler glutatyon ve metalotiyonein gibi molekiiller

aracilifiyla platin bilesiklerini etkisiz hale getirebilmektedir.

1. ilaglarin hiicre disina atilimi 2. Platin bazli ilaglarin 3. Platin bazh ilaglarin
(effluks pompalari) hiicre icine alimi disa atilimi
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Sekil 7. Kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncinin temel molekiiler mekanizmalari. Sekilde, antikanser ilaglarin hiicre i¢ine alinmas,
hiicre i¢i detoksifikasyon siirecleri, DNA hasar1 ve DNA onarim mekanizmalar ile ilaglarin hiicre digina atilimini igeren diren¢ yollarmi
sematik olarak gosterilmektedir. P-glikoprotein (P-gp) gibi ATP-bagimli pompalar, doksorubisin, vinkristin ve taksanlar gibi kemoterapotik
ajanlar hiicre digina atarak hiicre i¢i ilag¢ birikimini azaltir. Platin bazli ilaglarin hiicre i¢ine alimi CTR1 aracili tasinma ile gergeklesirken,
ATP7A/ATP7B ve ABCC2 gibi tastyicilar ilacin disa atilimina katki saglar. Hiicre i¢inde glutatyon ve metalotiyonein aracili detoksifikasyon
platin bilesiklerini inaktive eder. DNA diizeyinde olusan hasar ise MMR ve NER sistemleri tarafindan onarilabilir. Ozellikle ERCC1 aracili
NER aktivitesi platin direnci ile iliskilidir. Bu siire¢lerin tamami apoptozun baskilanmasina ve tiimér hiicrelerinin kemoterap6tik ajanlara karsi
diren¢ kazanmasina yol agmaktadir.

2.6. TNBC’de Etkinligin ve Seciciligin Arttirilmas1 icin Biyoteknolojik
Yaklasimlar

Son yillarda molekiiler biyoloji, genomik, proteomik ve biyoinformatik alanlarinda
kaydedilen gelismeler, meme kanserinin molekiiler mekanizmalarinin daha ayrintili olarak
anlasilmasin1  saglamistir. Bu gelismeler dogrultusunda, tiimor hiicrelerini hedefleyen
kisisellestirilmis tedavi stratejileri, immiinoterapiler, PARP inhibitorleri, antikor-ilag
konjugatlar1 (ADC'ler), yeni nesil ilag tasiyici sistemleri ve nanoteknoloji tabanl yaklasimlar
gelistirilmistir (Loo et al., 2022; Tong et al., 2018). Glinlimiizde meme kanseri tedavisinde
temel amag, tiimor kontroliinii saglarken saglikli dokularda olusabilecek toksisiteyi en aza

indirmek, ila¢ direncini 6nlemek ve hastalarin yagam kalitesiyle birlikte genel sagkalim siiresini

29



artirmaktir. Bu nedenle TNBC gibi agresif alt tipler basta olmak {izere tiim meme kanserlerinin
molekiiler patogenezinin ayrintili olarak aydinlatilmasi ve yeni biyobelirteclerin belirlenmesi,

daha etkili ve giivenli tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi a¢isindan biiylik 6nem tagimaktadir.

TNBC, basta hedefe yonelik tedavi segeneklerinin sinirli olmasi ve yiiksek metastaz,
kemoterapiye direng gibi etmenler nedeniyle tedavisi zor bir alt tiptir. Bu nedenle son yillarda,
kemoterapétik ajanlarin etkinligini artirirken saglikli dokular {izerindeki toksik etkilerini
azaltmay1 amagclayan biyoteknolojik yaklasimlar arastirilmaktadir. Ozellikle nanoteknoloji
tabanl ilag tasiyici sistemler ve aktif hedeflendirme stratejileri, terapdtik ajanlarin timor
dokusunda seg¢ici olarak birikmesini saglayarak tedavide basar1 oranini artirdigi bilinmektedir
(Cengiz & Sezer, 2024). Bu kapsamda, liposomlar, nanopartikiiller, polimerik miseller ve
eksozomlar gibi nano tasiyici sistemlerin ilaglarin spesifik tasinmasinda rolii biiytiktiir (Tiylek,
2017). Ilag tastyici sistemler disinda hedeflendirme stratejileri de son yillarda arastirilan konular
arasindadir. Ilaglarin direkt hedeflendirilmesi gibi calismalara ek olarak, tasiyici sistemlerinde
ylizeyleri fonksiyonellestirilebilir (Yardley et al., 2018). Bu baglamda 6zellikle kanser hiicreleri
tarafindan asir1 eksprese edildigi bilinen folat reseptdriiniin hedeflenmesi c¢aligmalara 151k
tutmaktadir (Hartmann et al., 2007). Bu biyoteknolojik stratejiler, ila¢ direncinin azaltilmasi,
kontrollii ilag salimmin saglanmasi ve sistemik yan etkilerin en aza indirilmesi acisindan

giinlimiizde yogun olarak arastirilmaktadir.
2.6.1. Tlac tasiyica sistemler

21. ylizyilda biyoteknolojideki onemli ilerlemelerle birlikte etkili ilag tasarimi
konusunda biiyiik adimlar atilmistir. ilacin yalnizca hastalikli bélgede etkili olmasini
amaclayan ila¢ hedefleme yaklasimi, aktif maddenin kimyasal yapisindan ve uygulama
yolundan bagimsiz olarak belirli doku veya organlarda birikebilme 6zelligi olarak
tanimlanmaktadir. Bu amacla gelistirilen ilag tasiyici sistemler, etkin maddenin hedef bolgeye
ulastirilmasini saglayarak terapotik etkinligi artirirken yan ve toksik etkileri, doz tekrarlarin
azaltir ve ilacin viicuttan atilmasini yavaslatir (Danckwerts & Fassihi, 1991; Zhang et al., 2008).
Bu nedenle hedeflendirilmis nano tasiyicilarin kullanimi nanotip alaninin en énemli arastirma
konularindan biri héline gelmistir. Bu sistemler ilgili bolgeye ulastiklarinda organ, doku ve
hiicre diizeyinde alimi artirir. Hatta bu nano tasityicilarin aktif veya pasif hedeflendirmeleri
saglanarak secici tasinim gerceklestirilir (Tiiylek, 2017). Aktif hedeflendirme sistemlerinde,

peptitler veya monoklonal antikorlar gibi ligandlar kullanilmaktadir. Aktif hedeflendirme ilacin
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kanser hiicrelerine alimini hizlandirirken ilacin daha hizli hiicreye ulasmasini ve stabilitesini

artirmaktadir (Tiylek, 2017).

Lipozomlar, boyutlari nanometre ile birkag mikrometre arasinda degisen, fosfolipit ¢ift
tabakali yapisi da, biyolojik olarak uyumlu, immiinolojik etkisiz ve yeniden kullanilabilen
kesecikli sistemlerdir. Ila¢ yapiminda biiyiik 6neme sahip olan lipozomlar, ¢cok yonlii olmalari
ve tedavi etkisini artirmalari nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir (Silindir et al., 2013).
Lipozomlar sayesinde, ilacin, ¢6ziiniirliigiiniin ve viicutta emiliminin azalmasinin yan1 sira kisa
stireli etkisi ve giiclii yan etkileri gibi sorunlar biiyiik 6lgiide ¢Oziilmiistiir. Su anda ilag
uzmanlari, ilacin zararh etkilerini ve toksisitesini azaltmak i¢in lipozomlar1 kullanmaktadir.
Lipozomlar, tiimorli dokularda damararasi gegisi artirma 6zelligine sahip oldugundan kanser

tedavisinde tercih edilmektedir (Manish & Vimukta, 2011).

Nanopartikiiller, boyutlar1 10-1000 nm arasinda degisen sentetik ya da dogal
polimerlerle hazirlanmis materyallerdir. Ilgili madde (ilag, peptit, genetik materyal gibi) bu
nanopartikiillerin  igerisinde ¢ozdiiriilebilir, saklanabilir veya yiizeye sabitlenebilir.
Nanopartikiillerin iki ana avantaji vardir. Bunlardan birincisi, kiiclik boyutlara sahip
olmalaridir. Béylece aktif maddenin hedef alana ulasmasi sabitlenir. Ikincisi ise,
nanopartikiillerin ¢ogunlukla biyog¢6ziiniir yapida olmasidir. Bu 6zellikleri sayesinde ilgili
maddelerin uzun bir siire boyunca kontrollii sekilde salinimi gergeklestirilebilir. Ayrica,
nanopartikiillere paketlenen ilgili maddelerin stabilizasyon siiresi artmis olur. Bu durum ilgili
maddenin etkinliginin iyilesmesine ve yan etkilerinin azalmasina olanak saglamaktadir

(Derman et al., 2013).

Nanokapsiiller, vezikiile edilmis sistemlerdir. Ilgili madde, bir bosluga yerlestirildikten
sonra polimer bir membranla cevrilir. Bu sistem, biyomalzemeden yapilan kilif ve yaglh i¢
cekirdekten olusan bir membran 6zelligine sahiptir. Damarlardan kolay gecebilme ve sistemik
dolagima kolay karigma 6zellikleri bulunmaktadir (Singh & Lillard Jr, 2009). Ayrica bu tasiyici
sistemlere, ilgili maddenin PEG gibi hidrofilik molekiillerle baglanmasi, dolasimda daha uzun
stire etki gostermesine yol acabilir. Nanokapsiiller bir maddeyle degil, birden fazla etken
maddeyle igaretlenerek, ayni anda ¢oklu hedeflemeye ulasabilirler. Giiniimiizde miseller ve
dendrimerler ilag tastyici sistemler arasinda kullanilan 6nemli nanokapsiillerdir (Derman et al.,

2013).

31



Miseller, morfolojik olarak hidrofobik u¢ ve hidrofilik baslardan olusan kiiresel nano
vezikiillerdir. Miseller, diisiik c¢oziiniirliikteki aktif maddeleri ¢6ziiniir hale getirerek
biyoyararlanimi artirir. Viicutta yeterli miktarda uzun siire kalabilmek, hedeflenen bolgeye
etken maddenin ulasmasini saglamak gibi gorevlerinin yani sira, kan damarlar1 ¢ok ince olan

bolgelerde ilaglarin birikmesine de olanak tanir (Tiylek, 2017).

Dendrimerler, kiire seklinde ve birbirini tekrar eden simetrik dallanmis yapidaki genis
molekiil yapilardir. I¢ ige gecen yapisi, reaktive edilebilen ug gruplar ve dallar arasinda cesitli
molekiillerin eklenebilmesi gibi 6n plana ¢ikan Ozelliklere sahiptir. Fonksiyonel gruplarin
eklenmesiyle dendrimerlerin cesitliligi artirilabilir. Dendrimerler, ilaglarin dendritik yap1 i¢inde
taginmasini saglayarak, kovalent baglarla veya ilaglarin fonksiyonel gruplartyla etkilesime

girerek tastyici gorev goriirler (Bulut & Akar, 2012).

Tastyici sistemler, yliksek biyoyararlanim, kontrollii salim, hedeflendirilmis tasinim ve
azaltilmis yan etkiler gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir (Fung & Saltzman, 1997). Ayrica
terapotik ve goriintiileme ajanlarini ayni anda tagiyabilmeleri, ylizey modifikasyonlarina uygun
olmalart ve farkli biyolojik yapilara hedeflendirilebilmeleri nedeniyle son zamanlarda
caligmalarda siklikla yer alirlar. Ancak tolere edilebilir de olsa bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Agregasyon egilimleri, hedef bolgeye ulasmadan ilag salimi1 yapabilmeleri gibi
dezavantajlart bazi molekiillerin yiiklenmesinde giicliiklere yol acabilmektedir (Dash &

Cudworth II, 1998).
2.6.1.1. Eksozomlar

Eksozomlar, farkli hiicre tipleri tarafindan dogal olarak {iiretilen, biyolojik ve patolojik
stireclerde gorev alan, cesitli biyomolekiiller iceren nano boyutlu (30—-100 nm) hiicre dist
vezikiillerdir. Yapilarinda proteinler, lipitler, mRNA, mikroRNA (miRNA) ve DNA gibi
hiicreler arasi iletisimde rol oynayan dnemli molekiiller bulunmaktadir. Endozomal kdkenli bu
vezikiiller, multivezikiiler cisimciklerin plazma membrani ile birlesmesi sonucunda hiicre dis1
ortama salinmakta ve tasidiklart molekiiler yiikleri hedef hiicrelere aktararak hiicreler arasi
haberlesmede Onemli gorevler iistlenmektedirler. Eksozomlar hedef hiicrelerle membran
flizyonu, endositoz veya reseptor aracili etkilesimler yoluyla birlesebilmekte ve iceriklerinde
bulunan molekiilleri hiicre icerisine aktarabilmektedir. Bu 0Ozellikleri sayesinde doku

homeostazinin korunmasi, immiin yanitlarin diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, farklilasma
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ve hiicre gbcii gibi ¢ok sayida fizyolojik siiregte rol oynarlar (McKelvey et al., 2015; Pegtel &
Gould, 2019).

Son yillarda eksozomlar 6zellikle kanser biyolojisi alaninda yogun ilgi gormektedir.
Kanser hiicrelerinden salinan eksozomlar, timor mikrogevresinin sekillendirilmesinde,
anjiyogenezis siire¢lerinin desteklenmesinde, metastaz i¢in altyap1 olusumunda ve immiin kagis
mekanizmalarinin  diizenlenmesinde 6nemli roller istlenmektedir. Bunun yani sira
eksozomlarin kaynaklandiklar1 hiicrelere 6zgii proteinler, niikleik asitler ve diger
biyobelirtegleri tasiyabilmeleri, onlar1 sivi biyopsi uygulamalarinda umut verici tanisal ve
prognostik araglar haline getirmistir. Kanser hastalarinin kan, idrar, tiikiiriik ve diger biyolojik
stvilarindan elde edilen eksozomlarin analiz edilmesiyle timoriin molekiiler 6zellikleri

hakkinda bilgi edinilebilir ve hastaligin seyri takip edilebilir (Kalluri, 2016).

Eksozomlarin dogal biyolojik 6zellikleri yalnizca tan1 yontemleri i¢in kisith degildir.
Ayni1 zamanda ilag tastyici sistem olarak kullanilmalarina yonelik ilgi son zamanlarda artmistir.
Geleneksel nanopartikiil sistemlerine kiyasla yiiksek biyouyumluluk gostermeleri, diisiik
immiinojenisiteye sahip olmalar1 ve kan-beyin bariyeri gibi biyolojik bariyerleri etkin sekilde
asabilmeleri nedeniyle son yillarda yogun sekilde arastirilmaktadir. Ayrica kaynaklandiklar
hiicrelerden gelen 6zgiin ylizey proteinlerini korumalar1 sayesinde belirli dokulara yonelme
potansiyeli gosterir ve tasidiklar1 molekiillerin hedef dokulara iletilmesinde avantaj saglar. Bu
ozellikleri sayesinde eksozomlar kanser ¢alismalarinda kemoterapdtik ajanlarin, proteinlerin ve

RNA tiplerinin tasinmasinda uygun aday haline gelmistir (Gutierrez-Millan et al., 2021).

Eksozomlarin ilag tasiyici sistem olarak sunduklar1 avantajlar ¢esitli basliklar altinda
degerlendirilebilir. 11k olarak, nano boyutlarda olmalar1 nedeniyle nanopartikiil sinifinda yer
alir. Ozellikle molekiil agirhig1 diisiik olan ilaglarin tasinmasinda etkilidir. Kiiciik boyutlart
sayesinde dolagim sisteminde daha kolay hareket edebilmekte ve bazi biyolojik bariyerleri
asabilmektedirler (Alvarez-Erviti et al., 2011). Ikinci olarak, hiicresel kokenli olmalari
nedeniyle yiiksek biyouyumluluk ve stabilite gostermektedirler. Hiicre zarina benzer yapilari
sayesinde stabilizasyon siireleri uzundur. Ucgiincii olarak, eksozomlar ¢ift katmanli lipit
membran yapisina sahiptir. Bu yapi, tasinan molekiillerin enzimatik yikimdan korunmasina ve
hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zellik gosteren terapotik ajanlarin yliklenmesine katki
saglamaktadir. Lipit ¢ift tabakas1 ayn1 zamanda dolagim sirasinda ilaglarin stabilitesini artirarak

kontrollii salinima olanak saglar (Wang et al., 2024). Dordiincii olarak ise genis yiizey alanina

33



sahip olduklar1 i¢in yiizeyleri fonksiyonellestirebilir. Bu 6zellik sayesinde peptitler, antikorlar,
aptamerler veya diger biyolojik ligandlar eksozom yiizeyine baglanabilmekte ve hedef
hiicrelere yonelik aktif hedeflendirme stratejileri gelistirilebilmektedir (Gutierrez-Millan et al.,

2021).

Tez ¢alismamda yukaridaki bilgileri degerlendirmek i¢in kanser kaynakli eksozomlari
Truva at1 gibi kullanarak ila¢ tasima 6zelligi yani sira kanserin diren¢ mekanizmalarindan

gizlenerek hiicre merkezine etkin bir sekilde antikanser ilacinin taginmasini hedeflemekteyiz.
2.6.2. Folik asit ile akilli hedeflendirme stratejileri

Gilinlimiizde timor hedefli tedavilerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar temel olarak
iki farkli strateji lizerine yogunlasmistir. Birincisi, malign hiicrelerde ortaya ¢ikan veya asiri
eksprese edilen protein ve sinyal yolaklarinin segici olarak baskilanmasini amaglamaktadir.
Ornegin, BCR-ABLI1 fiizyon proteinini hedefleyerek kanser proliferasyonunu inhibe eden
imatinib (Buchdunger et al., 2002). ikinci strateji ise agirlikli olarak malign hiicrelerde eksprese
edilen reseptorlere 6zgiil baglanabilen hedefleyici ligandlarin kullanilmasini igermektedir.
Terapotik bir ilaca baglanan bu ligandlar, segici olmayan ilaglarin dogrudan kanser hiicrelerine
tasinmasini saglamaktadir. Ozellikle bu tiir ilaglarm kullanimi, hedef reseptdre sahip olmayan
antikanser ilaclarin timore 6zgii hale getirilmesine olanak saglamaktadir (Xia & Low, 2010).
2.strateji TNBC’de en tercih edilen yontemdir. Son yillarda bu ama¢ dogrultusunda yaygin
olarak folat reseptorii alfa (FOLR1) hedef alinmaktadir. Folat, hiicre metabolizmasinin gerekli
bir bilesenidir. FOLR1'in agir1 ekspresyonu, folat alimini artirarak tlimoérlere biiylime avantaji
saglayabilir ve/veya alternatif hiicre sinyal yollar1 aracilifiyla hiicre proliferasyonunu
etkileyebilir (Kelemen, 2006). FOLR1 seviyelerinin, yumurtalik, meme, beyin, akciger ve
kolorektal kanserler de dahil olmak {lizere normal dokuya kiyasla epitel kokenli tiimorlerde
yiiksek oldugu bulunmustur (Bagnoli et al., 2000; Parker et al., 2005). Bugiine kadar, kanserde
folat reseptoriine odaklanmanin biiylik bir kismi yumurtalik kanserine ydnelmistir. Ancak
meme kanserinde yapilan ¢esitli calismalar, FOLR1'in primer meme kanserlerinde de énemli
bir terapotik hedef olabilecegini 6ne siirmektedir. 2007 yilinda Hartmann ve calisma
arkadaslari, FOLR1'in yogun asir1 ekspresyonu ile meme kanserinin erken niiksii arasinda giiclii
bir korelasyon oldugunu ilk kez bildirmislerdir (Hartmann et al., 2007). O zamandan beri, iki
laboratuvar, FOLR1 ekspresyonunun ii¢lii negatif ve ER negatif alt tiplerle dnemli dlgiide

iliskili oldugunu gosteren kanitlar sunmustur (O'Shannessy et al., 2012; Zhang et al., 2014). Bu
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caligmalarin daha genis klinik popiilasyonlarla ve FOLR1 ekspresyonunun 6l¢iilmesine yonelik
ek teknik yontemlerle bagimsiz olarak dogrulanmasi, meme kanseri alt tiplerinde FOLR1 asir1
ekspresyonunun boyutunu ve klinikopatolojik parametrelerle iliskisini anlamada faydali

bilgiler saglayacaktir.

Folik asit, kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilen folat reseptorlerine baglanabilmesi
nedeniyle hedeflendirilmis ila¢ tasima sistemlerinde en yaygin kullanilan ligandlardan biridir.
Folat reseptorleri 6zellikle over, akciger, meme, bobrek ve endometrium kanserleri gibi birgok
malignitede normal dokulara kiyasla yiliksek diizeyde eksprese edilmektedir. Buna karsilik,
cogu saglikli dokuda folat reseptorii ekspresyonunun sinirli olmasi, secici hedeflendirmede
folik asit kullanimii 6n plana g¢ikarmaktadir. Folik asitin kiiglik molekiil yapisi, yliksek
stabilitesi ve diisiik maliyeti nedeniyle hedeflendirme ligandlar1 arasinda énemli avantajlara
sahiptir. Ayrica folik asit ile reseptor arasindaki afinitenin yliksek olmasi hedef hiicrelere etkin
tasinmay1 desteklemektedir. Bu 6zellikler sayesinde folik asit hem terapotik ajanlarin hem de
goriintiileme amacli molekiillerin tiimér dokusuna segici olarak yonlendirilmesinde yaygin

sekilde kullanilmaktadir (Low et al., 2008; Parker et al., 2005; Ross et al., 1994).

Folat reseptorii aracili hedeflendirme mekanizmasi reseptor aracili endositoz prensibine
dayanmaktadir. Bu yaklasimla birlikte ilacin tiimor hiicrelerinde birikimi artirilirken saglikli
dokularin ilaca maruziyeti azaltilabilmektedir. Boylece tedavi etkinligi yiikselir ve sistemik

toksisite onemli Ol¢lide azalir (Ahmadi et al., 2024).

Folik asit hedeflendirmesinin ilk uygulamalarindan biri kemoterapdtik ajanlarin folik
asit ile konjuge edilmesidir. Bu amagla mitomisin C, kamptotesin, tubulisin ve maytansin
tiirevleri gibi giiclii sitotoksik ajanlar folik aside baglanarak gelistirilmistir. Bu konjugatlarin
yiksek folat reseptorii ekspresyonu gosteren tiimor hiicrelerinde kullanilmasinin, sitotoksik
aktiviteyi artirdig1 ve saglikli hiicrelerde daha diistik toksisite gdsterdigi belirlenmistir (Leamon

et al., 2007; Li et al., 2009; Yang et al., 2007).

Son yillarda dogal biyouyumluluklari, diisitk immiinojenisite gostermeleri ve biyolojik
bariyerleri asabilme yetenekleri nedeniyle eksozomlar da folat hedefli ilag tagima sistemleri
arasinda one ¢ikmistir. Yapilan ¢calismalarda folik asit ile modifiye edilen eksozomlarin timor
hiicrelerine segici olarak yonlendirilebildigi, timor dokusunda daha yiiksek diizeyde biriktigi

ve terapotik ajanlarin hiicre igine alimini artirdigr gosterilmistir. Ayrica folik asit konjuge
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eksozomlara yiiklenen antikanser ilaglarin tiimor baskilama etkinligini artirirken hedef disi

toksisiteyi azalttig1 bildirilmistir (Feng et al., 2021; Pourmasoumi et al., 2024).

Bu tez ¢alismasinda, folik asit ve eksozom yapilar birlikte kullanilarak kemoterapotik
ajanin taginmasi ve aktif hedeflendirilmesi amaglanmistir. Bu yaklasim sayesinde yiiksek

hedefleme afinitesi, diislik toksisite ve artirilmis tedavi etkinligi elde edilmesi hedeflenmistir.
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3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada MDA-MB-231 TNBC hiicre hatt1 ve karsilagtirma hiicre hatt1 olarak fare
fibroblast 1929 hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin temini Bilecik Seyh Edebali Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindan (Bilecik, Tiirkiye) gerceklestirilmistir.
Azot tankinda kriyotiipler icerisinde stoklanmis hiicreler hizlica ¢ézdiiriilmiis ve 15 ml’lik
falkonlara alinarak tizerlerine 2’ser ml hiicre medyumu eklendi. Falkonlar hi¢ bekletilmeden 5
dakika siireyle 1500 rpm’da santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant uzaklastirilarak
hiicreler medyumla siispanse edildi. Hiicre medyumu igerigi; %83 Dulbecco modifiye besiyeri
ortam1 (DMEM), %15 fetal bovin serum (FBS), %1 L-glutamin ve %1 antibiyotik (penisilin,
streptomisin ve amfoterisin B) olusmaktadir. Siispanse edilen hiicreler, 25 cm? lik flasklara
(Corning, ABD) ekililerek inkiibasyon i¢in etiiv’e birakilmistir (PHCBI, MCO-170AC-PE, %5
CO2; 37°C). Hiicreler yeterli sayiya ulasana kadar her giin kontrol edilmistir. 3 giinde bir
medyumlarin tazelemesi yapilmistir. Flaskin %85°1 hiicrelerle kaplaninca, hiicreler Tripsin-
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisiyle (%0,25 tripsin-%0,02 EDTA) kaldirilarak, 75
cm?’lik flasklara (Corning, ABD) aktarilmistir. Yeni flasklar tekrar inkiibasyona alinarak (%5
CO2; 37 °C) hiicre ¢ogaltma islemi tekrarlanmistir. Flasklardaki hiicreler ELISA testleri igin
96 kuyucuklu plaklara, immiinofloresan boyama i¢in 6°I1 platelere, PCR analizleri i¢in uygun

flasklara aktarim yapilmistir (Geng et al., 2024; Sencan & Celik Onar, 2025).
3.2. Eksozom izolasyonu

Eksozomlarin eldesi FBS’siz ortamda gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 150 cm?1lik
flasktaki MDA-MB-231 hiicreleri %85 yogunluga ulastiktan sonra, 3 giin boyunca FBS siz
medyum ile muamele edilmistir. 3. giiniin sonunda hiicre siispansiyonu toplanmistir. Toplanan
stispansiyonlar 0.2 mikronluk filtrelerden gegcirilmistir. Devaminda 300 g de santrifiij islemi
yapilarak hiicre kalintilar1 ve bilylik vezikiiller uzaklastirilmigtir. Kalan sivi Exo-spin (Thermo
Sci, Kat. No. 4478359) ticari eksozom izolasyon kitinde belirtilen adimlara tabi tutulmustur.
Kisaca, kit icerisinde bulunan tampon siipernatantlara (2:1) eklenerek gece boyunca 4 °C'de
inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler 6nceden sogutulmus santrifiijde -4°C’da 14000 g’de 1
saat boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatantlar atilmistir. Her ependorfa 400
pl niikleaz icermeyen sivi eklenerek pelletler ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen pelletlere total

protein analizi icin BCA testi gergeklestirildi (Yeni et al., 2023).
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3.3. Eksozom Karakterizasyonu

Toplanan ve -80’de saklanan eksozomlarin karakterizasyonu Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari'ndan (BARUM) hizmet alinarak SEM ve Zeta
potansiyeli analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica 6rneklerde CD81 proteininin varligi Western

blot analiziyle degerlendirilmistir (Oksvold et al., 2014; Sokolova et al., 2011).
3.3.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Eksozomlarin taramali elektron mikroskobu ile incelenmesi igin, 6nce elde edilen
eksozom siispansiyonu uygun bir tasiyici ylizeye (SEM stub) damlatilarak, yaklasik 10-20
dakika icinde ylizeyde kurutulmustur. Kuruyan o6rnekler, iletkenligi saglamak amaciyla ince bir
platin tabakasiyla kaplandi. Son asamada numuneler, ZEISS/Supra 40 VP SEM cihazi
kullanilarak diisiik hizlandirma voltaji altinda (1-5 kV) incelenmistir. Elde edilen goriintiilerde
eksozomlarin morfolojik Ozellikleri ve yaklasik boyut dagilimlart degerlendirilmistir (Al

Shehadat et al., 2018).
3.3.2. Zeta potansiyeli

Zeta potansiyeli analizi, eksozomlarin yiizey ylikiinii ve koloidal kararliligin1 belirlemek
icin yapilan yaygin bir analiz yontemidir. Tez calismamda izole edilen eksozomlar 6ncelikle
saf su ile seyreltilerek (1:20 oraninda), 6l¢iim i¢in uygun bir konsantrasyona getirilmistir.
Numunede agregasyonu onlemek amaciyla nazikce vortex uygulanmistir. Hazirlanan 6rnekler,
partikiil ylizey yukiinii 6lgmek amaciyla kullanilan MALVERN/NANO-ZS zeta potansiyel
cihazi (Malvern, Worcestershire, Ingiltere) kullanilarak &l¢iilmiistiir. Kisaca, ornekler
kiivetlerin i¢ine dikkatlice aktarildiktan sonra cihazin okuma bdlmesine yerlestirilmistir. Tiim
olciimler 25 °C sicaklikta ve 3’er tekrar olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen zeta potansiyeli
degerleri, eksozomlarin ylizey yiikiinii (genellikle negatif) ve siispansiyonun istikrarini 6lgmek
icin Onemlidir. Mutlak zeta potansiyeli degerinin yaklagik 30 mV veya iizerinde olmasi,
elektrostatik olarak kararli dispersiyonun gostergelerinden biri kabul edilir (Getnet Midekessa

et al., 2020).
3.3.3. Western blot

Protein miktar1 BCA ydntemiyle belirlenmis, CD81 proteini Western blot yontemiyle

analiz edilmistir. MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen eksozomlardaki toplam protein
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icerigini belirlemek i¢cin BCA Protein Tayin Kiti (Thermo Fisher Scientific, Kat. # 23225)
kullanilarak spektrofotometrik Ol¢timler yapilmistir. Kisaca, 6l¢iim sonrasi esit miktarda
protein (kuyu basina 50 pg) SDS-PAGE jellerine aktarilmigtir. Jel yiiritme islemi Bio-Rad
Mini-PROTEAN ® Tetra Cell elektroforez cihazi ile yapilmustir. Elektroforezden sonra
proteinler, yar1 kuru transfer cihazi (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) araciliiyla nitroseliiloz
membranlara (NC) aktarilmistir. Transfer asamasi i¢in  sirayla bir sandvi¢ diizenegi
olusturulmustur. Siinger, Filtre kagidi, Jel, Nitroselilloz membran, Filtre kagidi ve siinger
(katottan anoda). Aktarim sonrast membranlara bloke islemi yapilmistir. Daha sonra %5’lik
yagsiz siitte, 0,1% Tween 20 igeren Tris tamponlu salin (TBS-T) kullanilarak birincil
antikorlarla 4 °C'de bir gece boyunca inkiibasyon islemi yapilmistir. Kullanilan antikorlar
eksozomun varligmi ispatlamak i¢cin CD-81 (Thermo Fisher Scientific, 0630D)
degerlendirilmistir. Antikor orani ise 1:1000 olarak tercih edilmistir. Ikincil antikorlarin
hazirlanmasi igin %35 siit tozu ile seyreltilerek primer i¢in uygun hale getirilmistir (Fare Karsit1
Ikincil Antikor: 1/5000). Hazirladigimiz membranlar antikorlarla 1 saat muamele edilmistir.
Membranlarin gériintiilenmesi i¢cin kemiliiminesan konjugat kullanilmigtir. Bant goriintiilerinin
SYNGENE G: Box Chemi XRQ goriintiileme cihazi ile elde edilmistir. Gorilintiilerdeki bant
yogunluklar1 ImageJ2 programi kullanilarak hesaplanmistir. Analiz {i¢ defa tekrar edilmistir

(Ahlatcr et al., 2026; Getnet Midekessa et al., 2020).

3.3.4. BCA ile eksozomal protein tayini

Orneklere 400 puL RIPA lizis tamponu eklenmistir. Ornekler buz iizerinde 20 dakika
bekletilmistir. Bekletme sirasinda arada bir nazikge alt iist edilmistir. Siire sonunda 14.000
xg’de 20 dakika, +4 °C’de santrifiijlenmistir. Siipernatant temiz bir ependorfa alinarak pellet
atilmistir. Tim Ornekler 96’11 well platelere 25 pL olacak sekilde eklenmistir. BSA kimyasali
(Thermo Fisher Scientific, Kat. # 23225) iiretici protokoliine gore hazirlanarak her numunenin
tizerine hazirlanan kimyasaldan 200 pL eklenmis ve ornekler 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 spektrofotometrik cihazda 562 nm’de dl¢iim gergeklestirilmistir.
Eksozomal protein konsantrasyonlart BSA standart egrisi iizerinden hesaplanarak pg/mL

olarak ifade edilmistir.
3.3.5. Karboplatin-eksozom kompleksinin olusturulmasi

Karboplatin-Eksozom kompleksinin olusturulmas: igin elektroporasyon yoOntemi

kullanilmigtir. Karboplatinin (5, 25, 50, 100, 500 nM, ve 1, 2.5, 5, 10 uM) dozlart MDA-MB-
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231 kaynakli eksozomlara elektroporasyon yontemi ile yliklenmistir. Her bir doz ayn1 dozdaki
eksozom ile [~3018 pg/ml (1:10 sulandirma)] ayr1 ayr1 olacak sekilde bir elektroporasyon cihazi
(NEPA GENE, Super Electroporator NEPA21 Type II) kullanilarak elektropore edilmistir.
Karigimlar, poring pulse asamasinda 99 V'de 1 ms siireyle 9 darbe, ardindan transfer pulse
asamasinda 99 V'de 1 ms siireyle 10 darbe uygulanarak elektropore edilmistir. Olusan
slispansiyonlar, elektroporasyondan sonra 15 dakika boyunca 4°C'de inkiibe edilerek ilag
diflizyonunu ve gozenek kapanmasimi desteklemek icin 37°C'de 1 saat inkiibasyona devam

edilmistir (Han et al., 2021).
3.3.6. Folik asit konjuge eksozomlarin hazirlanmasi

2 mg/ml dozunda hazirlanan folik asit (Sigma-Aldrich, F8758-5G) ¢ozeltisi, yiikli
eksozom c¢ozeltisine eklendi ve iyice dagildiktan sonra, -NH> ve ~COOH gruplar1 arasindaki
baglanmay1 saglamak icin oda sicakhiginda yarim saat karistirildi. Inkiibasyonun ardindan
baglanmamis NH2-PEG-FA molekiillerini uzaklastirmak amaciyla siispansiyon 3500 x g'de 5
dakika santriflij edilmistir. Olusan kompleks kullanima kadar +4 °C'de saklanmistir. Hazirlanan
folik asit ile fonksiyonellestirilmis karboplatin yiikli eksozomlar (FA-PEG-Exo/KP)
kullanilincaya kadar 4 °C'de saklanmistir. Nanoparcaciklarin karakterizasyonu i¢cin SEM ve
zeta potansiyel yontemleri kullanilmistir. Karakterizasyon islemleri Bilecik Seyh Edebali
Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuvari'nda (BARUM) gergeklestirilmistir (Yeni et al.,
2024).

3.4. In Vitro Uygulama

MTT, immiinofloresan boyama, qRT-PCR ve ELISA testleri i¢in tiim hiicreler uygun

hiicre biiylime kaplarina alinarak ¢ogalmalar1 saglanmaistir.
3.4.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

MTT testi i¢in 96 kuyucuklu hiicre plateleri kullanild1 (n=8). Karboplatin monoterapisi
ve kompleks tedavi gruplarinin hepsi MDA-MB-231 ve L929 hiicrelerinde MTT testine tabi
tutulmustur. MTT testleri deney uygulandiktan sonra 24. ve 72. saatte gerceklestirilmistir.
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MTT sonuglarma gére immiinofloresan boyama, qRT-PCR ve ELISA testlerinde

kullanilacak gruplar belirlendi;

e Kontrol,

e Karboplatin 10 uM,

e Fksozom+Folik Asit,

e Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 500 nM,
e Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 1 uM,

e FEksozom +Folik Asit+ Karboplatin 2.5 uM,
e Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 5 uM,

e Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 10 pM

ELISA testleri i¢in 96 kuyucuklu well platelerde bulunan hiicre siispansiyonlari
tedaviden sonraki 72. saatte toplanarak ependorflarda -80 °C’de saklanmistir (n=3).
Immiinofloresans boyama igin 6’11 platelere hiicreler ekildi ve %85 konfluenseye ulasana kadar
hiicrelere tedavi uygulanmistir. 72.saatte flasklardaki hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilarak 5
dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiijlenmistir. Siipernatant atilarak pelet protein izolasyonu
icin iglemlere tabi tutulmustur. MTT analizi disinda gergeklestirilen tiim analizlerde, 72 saatlik
tedavi sonrasinda elde edilen 6rnekler kullanilmistir. Bu siire; eksozomlarin hiicreler tarafindan
internalize edilmesi, eksozom igerisindeki karboplatinin salinmasi ve ilacin hiicresel diizeyde

biyolojik etkilerini tam olarak gosterebilmesi géz oniinde bulundurularak se¢ilmistir.
Tablo 5. Deney gruplari

Monoterapiler Kompleks Tedaviler

Kontrol Kontrol

Karboplatin 5 nano Molar (nM) Eksozom+Folik Asit (FA-EXO)

Karboplatin 25 nano Molar (nM)  Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 5 nano Molar (FA-EXO+C 5 nM)
Karboplatin 50 nano Molar (nM)  Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 25 nano Molar (FA-EXO+C 25 nM)
Karboplatin 100 nano Molar (nM) Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 50 nano Molar (FA-EXO+C 50 nM)

Karboplatin 500 nano Molar (nM) Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 100 nano Molar (FA-EXO+C 100 nM)
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Tablo 5. Devam

Karboplatin 1 mikro Molar (nM) Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 500 nano Molar (FA-EXO+C 500 nM)

Karboplatin 2,5 mikro Molar (uM) Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 1 mikro Molar (FA-EXO+C 1 pM)

Karboplatin 5 mikro Molar (uM) Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 2,5 mikro Molar (FA-EXO+C 2,5 uM)
Karboplatin 10 mikro Molar (uM)  Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 5 mikro Molar (FA-EXO+C 5 pM)

Eksozom +Folik Asit+ Karboplatin 10 mikro Molar (FA-EXO+C 10 uM)

3.5. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir| ile Canhhk
Testi

Hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek icin 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) kullanilmistir (Sigma Aldrich Inc., St. Louis, USA). 5
miligram MTT tozu, 1 mililitre PBS igine karistirilarak homojen bir ¢oziim elde
edilmistir. Daha sonra bu karigim 0,22 pm’lik steril filtreden (Corning, Wiesbaden, Almanya)
gecirilmigtir. MTT'nin 15182 hassasiyeti nedeniyle tiim islemler karanlik bir ortamda
gerceklestirilmistir. Hazirlanan soliisyonlarin dis yiizeyi aliiminyum folyo ile kapatilarak +4
°C’de saklanmistir. Tedavi siireci bittikten sonra, 96 kuyucuklu platelerdeki medyumlar
ortamdan uzaklastirilip her bir kuyucuga 10 pL. MTT soliisyonu eklenerek iizerine 90 pL
FBS'siz hiicre medyumu eklenmistir. Daha sonra 4 saat boyunca 37 °C'de %5 karbondioksit
iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda olusan formazan kristallerini ¢oziintir
hale getirmek i¢in hiicre soliisyonlar1 tekrar ortamdan uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100'er
pL dimetilsiilfoksit (DMSO) eklendi. Formazan kristallerinin tamamen ¢ozdiiriilmesi igin
plateler 3 dakika boyunca bir ¢alkalayiciya (BIOSAN Orbital Shaker) birakilmistir. Bu islem
tamamlandiktan sonra absorbans, yani optik yogunluk, pQuant cihazinda (Bad Friedrichshall,

Biotek) 570 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir (n=8) (Celebi et al., 2026).
3.6. Immiinofloresan Boyama

PINK1 ve PARKIN protein ekspresyonunun hiicrelerde belirlenmesi amaciyla IF

boyama yontemi uygulanmigstir. Tiim agamalar tiretici firmanin prosediiriine uygun sekilde
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gerceklestirildi. Hiicreler, 72 saatlik tedavi siiresi sonunda PBS ile yikandiktan sonra %4
paraformaldehit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 15 dakika fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan
hiicreler TBS ile {i¢ kez yikanmis ve hiicre membraninin gegirgenligini artirmak amaciyla %0,3
Triton X-100 igeren antikor diliisyon tamponu kullanilmistir. Nonspesifik baglanmalari
onlemek amaciyla hiicreler %5 yagsiz siitte 37 °C'de 30 dakika bloke edilmistir. Bloklama
isleminin ardindan anti-PINK1 (ABclonal, A7131), anti-PARKIN (ABclonal, A0968)
cozeltileri hazirlanarak hiicrelerin tamamini ortecek sekilde uygulanmis ve ornekler 4°C'de
gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler oda sicakligina getirildikten
sonra 0,1% Tween 20 iceren Tris tamponlu salin (TBS-T) ile 5’er dakika arayla 3 kere
yikanmistir. Primer antikorun baglandigi bolgelerin floresan olarak goriintiilenebilmesi
amactyla Alexa Fluor® 488 ile konjuge ke¢i anti-tavsan IgG (H+L) sekonder antikoru
uygulanmig ve ornekler 151k almayan kosullarda 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Sekonder

antikor inkiibasyonunun ardindan hiicreler TBS-T ile 3 kere 5’er dakika arayla yikanmustir.

Hiicre ¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi amaciyla 1 pg/mL DAPI ¢ozeltisi uygulanmis ve
ornekler karanlik ortamda 10 dakika inkiibe edilmistir. Preparatlar floresan mikroskobunda
(ZEISS Primovert, Carl Zeiss, Almanya) uygun filtreler kullanilarak goriintiilenmis ve elde

edilen floresan sinyalleri analiz edilmistir.
3.7. Real Time PCR Analizi
3.7.1. Genetik materyalin elde edilisi
Toplanan hiicre peletleri RNA izolasyonu ve cDNA sentezi i¢in isleme alimistir.
3.7.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, Qiagen RNA izolasyon kitiyle gergeklestirilmistir. Pellet
halinde tiipilin dibine ¢oken hiicrelere 1 mL Qiazole soliisyonu ilave edilmistir ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra her bir ependorfa 200 pl kloroform ilave edilmistir.
Tiipler 15 saniye boyunca calkalanmistir ve 2-3 dakika boyunca tekrar oda sicakliginda
bekletilmistir. Bekletilen 6rnekler 12.000'de 15 dakika boyunca +4 °C'de santrifiij edilmistir.
En st kistmda duran renksiz sivi baska bir tiipe aktarilmistir. Aktarilan tiiplerin ic¢ine 1:1
oraninda etanol ilave edilerek 5 saniye boyunca diisiik ayarda vortekslenmistir. Orneklerden

700 pL alinarak RNeasy kolonlarina koyulmustur ve kapag: kapatilarak oda sicakliginda 15
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saniye 8.000 g iki kez santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 orneklerin iizerine 700 ul RW1
soliisyonu eklenmistir. Kolonunun kapagi kapatilmistir ve 15 saniye 8.000 g’de tekrar
santrifiijlenmistir. 500 pl RPE kolonlara eklenerek 15 saniye boyunca 8.000 g'de santrifiij
edilmistir. ikinci kez 500 pl RPE kolonlara eklenerek 2 dakika 8.000 g santrifiij edilmistir. Bu
asamadan sonra RNeasy kolonuna yeni bir 1,5 ml’lik tiip yerlestirilerek 30-50 ul RNasefree su
eklenmistir. Son santrifiij islemi 8.000 g’de 1 dakika boyunca gerceklestirilmistir. Tiiplerde
kalan RNA’lar cDNA sentezi i¢in isleme alinmistir (Gecili et al., 2026).

3.7.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi, kullanilan kit prosediiriine uygun sekilde gerceklestirilmistir (ECO-TECH
Biotechnology, 2X SYBR Green qPCR Master Mix). Her grup igin bir cDNA tiipi
etiketlenmistir ve her 0.2 ml’lik tiiplin igerisine 2 pl genomic DNA wipeout buffer 7x
sollisyonu, 3 pl 6rnek RNA ve 9 pl niiklease-free water eklenerek total hacim 14 pl’ye
tamamlanmistir. Tiipler 2 dakika boyunca 42 °C’de tutularak tekrar buza koyulmustur. Sonra,
1 pl reverse transcription master mix, 4 pl Quantscript RT buffer 5x, 1 pl RT primer mix ve
bir 6nceki agsamada hazirlanan 14 pl’lik 6rnek eklenerek son hacim 20 pl olarak hazirlanmaistir.
Ornekler termal cycle (Thermo Fisher Scientific, SimpliAmp Thermal Cycler) cihazina
yerlestirilmistir. 15 dakika 42 °C’de ve 3 dakika 95 °C’de 1s1 verilerek cDNA olusumu
gerceklestirilmistir. Siire sonunda oOrnekler cihazdan alinarak gRT-PCR islemi i¢in

kullanilmistir (Gecili et al., 2026).
3.7.4. Gen ekspresyonu

Kaspaz-3, P21, P53, BAX, BCL-2, BCL-xL ve GAPDH gen primerleri ticari olarak elde
edilmistir. Bu asamada her tiip i¢ine 1,5 pl primer prop, 3 pl cDNA, 3 pl master mix ve 12,5 pl
niikleaz igermeyen saf su ilave edilerek son hacim 20 pl gelecek sekilde ayarlanmistir. qRT-
PCR cihazinda (Roche Diagnostics, LightCycler 96 Real-Time PCR System) mastermix kit
prosediiriine uygun sekilde dongii bilgileri girilmistir. Preinkiibasyon asamasi i¢in 95 °C’de 600
saniye, denatiirasyon i¢in 95 °C’de 10 saniye, birlesme/uzama i¢in 60 °C’de 30 saniye olacak
sekilde toplam 45 dongii gergeklestirilmistir. Hedef genlerin relatif ekspresyon diizeyleri,
referans gen olarak GAPDH kullanilarak ACt degerlerine gore analiz edilmistir. Elde edilen
sonuclar kontrol grubuna gore normalize edilerek kat degisimi (fold change) olarak ifade

edilmistir (Gecili et al., 2026).
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Tablo 6. Gen primer dizilim listesi

Gen Forward Reverse
Kaspaz-3 5'AGCGAATCAATGGACTCTGGA 3’ 5' TTCCCTGAGGTTTGCTGCAT 3’
P21 5" GACCTGTCACTGTCTTTGTAC 3’ 5" CTCTCATTCAACCGCCTAG 3’
P53 5" CCACCATGAGCGCTGCTCA 3’ 5" GCAGGGGAGGGAGAGATG 3’
BAX 5" TTCATCCAGGATCGAGCAGG 3’ 5" GGAAAAAGACCTCTCGGGGG 3’
BCL-2 5" CCTGTGGATGACTGAGTACC 3’ 5" GAGACAGCCAGGAGAAATCA 3’

BCL-xL 5’GCAGGTATTGGTGAGTCGGATCGC 3> 5° CACAAAAGTATCCCAGCCGCCG ¥

GAPDH 5 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’ 5" GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’

3.8. ELIiZA Analizleri

Eliza analizleri kapsaminda laktat dehidrojenaz (LDH), malondialdehit (MDA), katalaz
(KAT), kaspaz-3 (Cas-3), kaspaz-9 (Cas-9) ve interlokin (IL-1, IL-10, IL-6) diizeyleri uygun
ticari kitlerle olciilmiistiir. Ornekler n=3 olacak sekilde kit icerisinden cikan platelere
eklenmistir. 1 saat boyunca 36 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra kit prosediiriine uygun
sekilde deney gerceklestirilmistir. LDH (Feiyue Bio, FY-EH1908), MDA (Sunred,
DZE201121372), KAT (BT Lab, SH0023), Kas-3 (Sunred, DZE201120970), Kas-9 (Sunred,
DZE201120969), IL-1B (Feiyue Bio, FY-EH1444), IL-10 (Feiyue Bio, FY-EH31875), IL-6
(Feiyue Bio, FY-EH31865). Her numunenin optik yogunluklar1 450 nm'de dl¢iilmiistiir. Kit
icerisinde bulunan standart c¢ozeltiler {iiretici protokoliine uygun olarak 1:2 oraninda seri
dilisyon seklinde hazirlanarak numunelerle ayni kosullarda analiz edilmistir. Elde edilen
standart absorbans degerleri kullanilarak standart egri olusturulmus ve numunelere ait

konsantrasyonlar bu standart egri esas alinarak hesaplanmstir.
3.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, deneysel gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi
amaciyla IBM Statistical Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics) Version 20.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Birden fazla
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bagimsiz grubun karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (One-Way Analysis of
Variance; One-Way ANOVA) uygulanmistir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p
< 0,05 olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma (Mean =+
Standard Deviation; Ortalama + SD) olarak ifade edilmistir. Grafiklerin hazirlanmasi ve
verilerin gorsel sunumu i¢in GraphPad Prism Version 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, USA) programi kullanilmistir (Genc et al., 2025).

4.  SONUCLAR

4.1.  Eksozom Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Elde edilen MDA-MB-231 eksozomlar1 SEM, zeta potansiyeli ve Western Blot
yontemleri ile karakterize edildi. Eksozomlarin morfolojik ozelliklerini ve boyutlarimi
belirlemek i¢in SEM analizi yapildi. Stub iizerinde bulunan eksozom ornegi 50.000 kat
biiylitmede bir ZEISS Supra 40 VP Taramali Elektron Mikroskobu (Oberkochen, Almanya)

kullanilarak incelendi ve temsili mikrograflar Sekil 9'da sunuldu.

SEM goriintiilerinde, eksozomlarin, diizgiin dagilim ve minimum agregasyon ile kiiresel
veya yari kiiresel bir morfoloji sergiledigi gozlemlenmistir. Eksozomlarin boyutu, literatiirle

uyumlu olarak 50.60 nm ile 96.16 nm arasinda tespit edildi (Yeni et al., 2023).

Pb1= 00°

PaR1

5000 KX 200 nm WD = 8.0 mm EHT = 15.00 kv Signal A= SE2 Date :28 Apr 2026 Time :15:32:27

M X
SUPRA 40VP-41-14 Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HV)

Sekil 9. MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin SEM goriintiisii. Eksozomlarin kiiresel morfolojiye sahip oldugu
ve yaklasik 50-95 nm ¢ap araliginda dagildig: belirlenmistir. Goriintii {izerinde temsilci partikiillerin ¢aplari sirasiyla 84.34 nm, 94.76 nm,
50.60 nm, 83.17 nm ve 96.16 nm olarak &l¢iilmiistiir. Goriintiiler 50.000x biiyiitmede elde edilmistir. Olgek cubugu 200 nm'dir. Pa: Birinci
6lciilen bolgeyi ifade eder. Pb: Ikinci 6lgiilen bolgeyi ifade eder.
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Eksozomlara ait zeta potansiyeli, MALVERN Nano-ZS Zetasizer (Malvern, Ingiltere)
kullanilarak degerlendirildi ve bulgular Sekil 10'da gosterildi. £30 mV olan zeta potansiyeli
degerleri, kararli bir sistemin gostergesidir. Eksozomlar ortalama £5,01 mV sapma ile -28,9
mV'lik bir ortalama zeta potansiyeli ve bu degerde belirgin bir tepe noktas1 gosterdi. Bu durum,
tutarli bir yiizey yiikii dagilimimi isaret etmektedir. Zeta potansiyeli sonuglarna gore,
eksozomlar arasinda elektrostatik itme oldugu, agregasyonunun olmadigt ve sulu
siispansiyonda koloidal stabilite sagladigi gozlemlenmistir. Bu nedenle, tespit edilen -28,9 mV

kararli ve 1y1 dagilmis eksozomlar elde edildigini gostermektedir.

400000 -+ === memm e sem e emmene e e Zeta 28,9
potansiyeli
£ - 5 AR 3 5
S 2000001 -+ e s emrem oo o oeeeeneens | f‘ """""""""" Standart 5,01
£ j [\ : é sapma (mV)
00000+ ++= v sserrmrssnsdirsisanns ‘\\ ...................
: /B 1 1 : Kondiiktivit 0,0170
0 — ! e (mS/cm)
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV) — o
: kalitesi
Record 2043: 3 1 Record 2044:3 2 Record 2045: 3 3]
Pik Ortalama (mV) Alan (%) Standart sapma (mV)
1 -28.9 100,0 5,01
0,00 0,0 0,00
3 0,00 0,0 0,00

Sekil 10. MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin zeta potansiyel sonuglari. Eksozomlarin
ortalama yiizey yiikii —28,9 = 5,01 mV olarak belirlenmistir.

CD81 protein seviyelerinin Western blot sonuglart Sekil 11'de gosterilmistir. MDA-
MB-231 eksozomlarma ait CDS81 proteinleri 3 tekrar halinde gosterilmistir. Eksozomlarin
yiizey belirteclerinden CD81’in Western blot ile tespit edilmesi, eksozomal yapinin

bozulmadig1 ve proteinlerin stabil kaldigini1 desteklemektedir.

Sekil 11. MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin Western blot sonuglari. Goriintiide
CD81 protein seviyeleri bulunmaktadir. kDa: Kilodalton.
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4.2. Hazirlanan FA-EXO-KP Komplekslerinin Karakterizasyonu

Olusturulan FA-EXO-KP komplekslerinin karakterizasyonlart SEM ve Zeta Potansiyeli
testleri ile gergeklestirildi.

Yiikleme ve isaretleme sonrasi eksozomlarin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarini
belirlemek i¢in SEM analizi yapildi. Stub iizerinde bulunan eksozom ornegi 50.000 kat
bliylitmede bir ZEISS Supra 40 VP Taramali Elektron Mikroskobu (Oberkochen, Almanya)

kullanilarak incelendi ve temsili mikrograflar Sekil 12'de verilmistir.

SEM goriintiilerinde, ylikleme ve isaretleme sonrasi eksozomlarin, diizgiin dagilim ve
minimum agregasyon ile kiiresel veya yar1 kiiresel bir morfoloji sergiledigi gézlemlenmistir.
Eksozomlarin boyutlarinda meydana gelen degisimlerin sebebi olarak karboplatinin

eksozomlarin igerisine girerek boyutlarinda degisime neden oldugu diisiiniilmektedir.

Mag= 5000KX 200 nm WD = 8.0 mm E X Signal A = SE2 Date :28 Apr 2026 Time :15:39:31
SUPRA 40VP-41-14 | | Noise Reduction = Line Int. Done Chamber Status = Pumping (HV)

Sekil 12. Yiikleme ve isaretleme sonrast MDA-MB-231 eksozomlarmin morfolojik 6zelliklerini ve boyutlarini belirlemek i¢in elde
edilen SEM gorintiisii. Eksozomlarin boyutlar1 69,16 nm ile 124 nm arasinda degismektedir. Gériintiiler 50.000x biiyiitmede clde edilmistir.
Olgek gubugu 200 nm'dir. Pa: Birinci 6l¢iilen bolgeyi ifade eder. Pb: Ikinci 6lgiilen bolgeyi ifade eder.
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FA ile isaretlenen eksozomlarin kararliligini test etmek i¢in zeta potansiyeli testi
gerceklestirildi. FA-EXO’ya ait sonuglar Sekil 13°te gosterildi. FA-EXO’lar ortalama +9,29
mV sapma ile -35,3 mV'lik bir ortalama zeta potansiyeli ve bu degerde belirgin bir tepe noktasi
gosterdi. Bu durum tutarli bir yiizey yiik dagilimini isaret etmektedir. Ortalama zeta potansiyeli,
eksozomlar arasinda 6nemli elektrostatik itme sergiledigini, agregasyonu engelledigini ve sulu
siispansiyonda koloidal stabilite sagladigin1 gostermektedir. £30 mV'yi asan zeta potansiyeli
degerleri, kararli bir sistemin gdstergesidir. Bu nedenle, tespit edilen -35,3 mV kararli ve iyi
dagilmis eksozomlar elde edildigini gostermektedir. Sonuglara gére eksozomlarin ylizeyinin

FA ile fonksiyonellestirilmesinin eksozom morfolojisinin bozulmasina neden olmadigi tespit

edilmisgtir.
Zeta Potential Distribution m
e ey T 353
% — : : : E);t\a/r)lsnyell
g Standart 9,29
: 100000 | : ‘ sapma (mV)
A R ? Kondiktivit 0,015
-100 0 100 200 e (mS/cm)
Apparent Zeta Potential (mV)
Sonug Iyi
—— Record 2046:4 1 Record 2047:4 2 Record 2048:4 3 kalitesi
Ortalama (mV) Alan (%) Standart sapma (mV)
1 -35,3 100,0 9,29
2 0,00 0,0 0,00
0,00 0,0 0,00

Sekil 13. Olusturulan FA-EXO konjugatinin zeta potansiyel sonuglari. Eksozomlarin ortalama yiizey
yiikii —35,3 £ 9,29 mV olarak belirlenmistir.

Yiikleme ve isaretleme sonrasi eksozomlarin yiizey yiiklerinin belirlenmesi icin zeta
potansiyel testi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 14’te sunuldu. FA-EXO-KP
kompleksi ortalama +£7,73 mV sapma ile -31,8 mV'lik bir ortalama zeta potansiyeli ve bu
degerde belirgin bir tepe noktasi1 gosterdi. Bu durum, tutarli bir yiizey yiikii dagilimini isaret
etmektedir. Ortalama zeta potansiyeli, eksozomlarin eksozomlar arasinda 6nemli elektrostatik
itme sergiledigini, agregasyonu engelledigini ve sulu siispansiyonda koloidal stabilite
sagladigimi gostermektedir. £30 mV'yi asan zeta potansiyeli degerleri, kararli bir sistemin

gostergesidir. Bu nedenle, tespit edilen -31,8 mV kararli ve iyi dagilmis eksozomlarin elde
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edildigini gostermektedir. Sonuglara gore eksozomlarin karboplatin ile yiiklenerek ylizeylerinin

FA ile fonksiyonellestirilmesinin eksozom morfolojisinin bozulmasina neden olmadig: tespit

edilmistir.
Zeta Potential Distribution
R~ 5 S AR ARG 5 A PR AT A SRS R SR Zeta 318
200000 potansiyeli
2 (mV)
S 150000
¥ it Standart 7,73
a sapma (mV)
50000 it : :
y o\ : : Kondiiktivit 0,00876
0 - : — - - : .
-100 0 100 200 e (mS/cm)
Apparent Zeta Potential (mV) :
Sonug Iyi
Record 2049: 5 1 Record 2050: 5 2 Record 2051: 5 3] kalitesi
_ Ortalama (mV) Alan (%) Standart sapma (mV)
-31,8 100,0 1,73
2 0,00 0,0 0,00
0,00 0,0 0,00

Sekil 14. Olusturulan FA-EXO-KP kompleksinin zeta potansiyel sonuglari. Eksozomlarin ortalama yiizey
yukii —31,8 £ 7,73 mV olarak belirlenmistir.

4.3. MTT ile Canhilik Analizi

MTT kimyasal hiicre i¢ine girer ve aktif mitokondrinin varlig1 sonucunda formazan
kristallerine indirgenir. Bu indirgenme ortamdaki sar1 rengi, mor-mavi renge donistiiriir.
Gergeklesen renk degisimi spektrofotometrik bir cihazla tespit edilir. Renk yogunlugu,

canlilikla dogru orantili kabul edilir.

MDA-MB-231  hiicrelerinde  karboplatin ~ monoterapisi ve  FA-EXO-KP
kombinasyonlarinin 24. ve 72. saatlerdeki canliliklart MTT yo6ntemi ile degerlendirildi. Tiim

analizlerde kontrol grubu 100 olarak kabul edildi.

24 saatlik canlilik sonuglar1 Sekil 15°te gosterilmistir. Karboplatin monoterapisinde tiim
gruplar kontrole gore degerlendirildi. Karboplatinin 5, 25, 50, 100 ve 500 nM dozlarinda
kontrole gore gergeklesen azalma istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Ancak 1, 2.5, 5
ve 10 uM dozlarindaki canliligin diger gruplara ve kontrole oranla anlamli sekilde azaldig:

tespit edilmistir (p<0.05). FA-EXO-KP 24 saatlik analiz sonuglarinda ise tiim gruplar kontrole
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gore degerlendirildi. FA-EXO-KP 500 nM ve FA-EXO-KP 1 uM dozlarindaki canlilik orani
kontrole gore sirasiyla %30 ve %35 azalirken (p<0.05), FA-EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5
uM ve FA-EXO-KP 10 uM dozlart hem kontrole (~%40) hem de FA-EXO grubuna gore
(~%35) canlilikta 6nemli bir azalmaya yol act1 (p<<0.01).

Deney tasariminda hedeflenen asil nokta karboplatin monoterapisi ile FA-EXO-KP
kombinasyonunun karsilastirilmasidir. Bu baglamda tedavilerin uygulanmasindan 24 saat sonra
yapilan canlilik analizlerinde karboplatin monoterapisinin artan dozlarda toksik etki gostererek
canlilig1 azalttig1 tespit edilse de bu etkinin FA-EXO-KP kombinasyonunda daha giiglii sekilde
ortaya ¢iktig1 gézlemlenmistir.

MTT Analizi 24 saat MTT Analizi 24 saat
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Sekil 15. Karboplatin monoterapisi (A) ve FA-EXO-KP kombinasyonlarinin (B) 24 saatlik MTT
sonuglar1. Monoterapilerle kombine tedaviler arasinda canlilikta yaklasik %4-12’lik bir degisim tespit edilmistir.

72 saatlik canlilik sonuglar1 Sekil 16’da verilmistir. Karboplatin monoterapisinde tiim
gruplar kontrole gore degerlendirildi. Karboplatinin 5, 25, 50 ve 100 nM dozlarinda kontrole
oranla bir azalma tespit edilmis; ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
bulunmustur (p>0.05). 500 nM, 1, 2.5, 5 ve 10 uM dozlarinda ise canliligin diger tedavi

gruplarina ve kontrole oranla anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir (p<0.01).

FA-EXO-KP 72 saatlik analiz sonuglarinda tiim gruplar kontrole kiyaslanmistir. FA-
EXO kontroliine gore %32 azalma gostermistir (p<<0.01). Kompleks gruplarinda (FA-EXO-KP
1, 2.5 ve 5 ve 10 uM) azalan canlilik seviyeleri kontrole goére anlamliydi (~%70, p<0.001).
Diger kompleks gruplar ise (FA-EXO-KP 50, 100, 500 nM) kontrole gére ~%25 azalmistir
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(p<0.01), FA-EXO-KP 5 ve 25 nM gruplarinda ise en diistik canlilik seviyeleri elde edilmistir
(p<0.05).

Karboplatin monoterapileri ve FA-EXO-KP gruplar1 karsilastirildiginda, karboplatinin
tek basina MDA-MB-231 hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir; ancak
bu etkinin FA-EXO-KP gruplarma kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ozellikle her doz
kendi arasinda degerlendirilmis ve her doz i¢in gruplar arasi fark 24 saat sonunda yaklasik %4-

13 arasinda tespit edilirken, bu oran 72 saat sonunda %12-40 olarak belirlenmistir.
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Sekil 16. Karboplatin monoterapisi (A) ve FA-EXO-KP kombinasyonlarinin (B) 72 saatlik MTT
sonuglar1. Monoterapilerle kombine tedaviler arasinda canlilikta yaklasik %12-40’lik bir degisim tespit edildi.

Tasarlanan kompleks molekiiliin saglikli hiicreler iizerindeki in vitro toksisitesini tespit
etmek amaciyla, L929 hiicreleri kullanildi. Fibroblast hiicrelerine uygulanan tedavi 72 saat
sonra canlilik tespiti igcin MTT testi ile degerlendirildi. Sonuclar Sekil 17°de verilmistir. Kontrol
grubunda canlilik 100 olarak kabul edildi ve tiim gruplar kontrol grubuna gore degerlendirildi.
FA-EXO-KP gruplar ise karboplatin monoterapisine kiyasla degerlendirildi. Bu kapsamda,
karboplatin monoterapisinde kontrol grubuna gore canlilikta azalma tespit edildi, ancak bu
azalma ¢ok diisiik seviyelerdeydi. Benzer bir durum, FA-EXO-KP 10 uM dozunda da tespit
edildi. Diger gruplarin hepsi, kontrole kiyasla canlilik oraninda yiiksek bir artis gosterdi.
Ozellikle FA-EXO-KP 25 ve 500 nM gruplarinda canlilik oranlarinin kontrole gére 3 kat arttig

gozlemlenmistir.
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Elde edilen verilere bakildiginda, karboplatinin tek basina hiicre canlilig1 iizerinde
belirgin bir etki gdstermedigi, bunun ise uygulanan karboplatin dozlarmin yetersiz diizeyde
olmasina bagl olabilecegi degerlendirilmektedir. Ayrica kompleks yapilarda kontrole gore
yuksek canlilik oranlarinin tespit edilmesi folik asidin hiicre canliligini artirarak proliferasyonu
destekledigini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, tez amacini destekler bicimde, MDA-MB-
231 eksozomlarmin hiicre igerisine penetre olamayarak karboplatinin antikanser etkinligini
azalttig1 diisliniilmektedir. Ancak FA-EXO-KP 2.5, 5 ve 10 uM gruplarinda canliligin diger
kompleks gruplara gore giderek azaldigi tespit edilmistir. Bu durumda, eksozomlarin zaman
icinde yap1 biitiinliigiinii kaybederek karboplatinin etkinligini ortaya koymasinin etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu azalmaya ragmen yine de kompleks gruplar1 arasinda kontrole

gore en diistik canlilik gésteren FA-EXO-KP 10 uM grubu yaklasik %30 artig saglamistir.
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Sekil 17. Fibroblast hiicrelerinde karboplatin monoterapisi ve FA-EXO-KP kombinasyonlarinin 72
saatlik MTT analizi sonuglart.

24 ve 72 saatlik MDA-MB-231 MTT sonuclarindan sonra elde verilere gore deneyin

devam analizleri i¢in kullanilacak gruplar belirlendsi;

e Kontrol,

e Karboplatin 10 uM,

e FA-EXO, FA-EXO-KP 500 nM,
e FA-EXO-KP 1 uM,

e FA-EXO-KP 2.5 uM,
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e FA-EXO-KP 5 uM,
e FA-EXO-KP 10 pM.

4.4. Immiinofloresan Analizleri

Immiinfloresan boyama sonuglar1 Sekil 18°de gdsterilmektedir. Parkin immiinfloresan
goriintiilerinde kontrol, FA-EXO, Karboplatin 10 uM ve FA-EXO-KP 500 nM gruplarinda
Parkin ekspresyonunun oldukg¢a diisiik diizeyde oldugu gozlenmistir. Ancak FA-EXO-KP 1,
2.5, 5 ve 10 uM uygulanan gruplarda Parkin floresans yogunlugunda belirgin artis tespit
edilmistir. En yiiksek Parkin ekspresyonu FA-EXO-KP 2.5 uM grubunda go6zlenirken, 5 ve 10
UM dozlarinda artan sitotoksisite ve buna bagli canli hiicre sayisindaki azalma nedeniyle

floresan yogunlugunun azaldig1 gozlenmistir.

PINK1 immiinfloresan goriintiilerinde ise kontrol grubunda ekspresyonun oldukga
diistik oldugu, FA-EXO uygulamasi ile sinirli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Karboplatin 10 pM
grubunda PINK1 ekspresyonunda artis gozlenirken, FA-EXO-KP uygulanan gruplarda bu
artisin daha belirgin oldugu saptanmistir. PINK1 floresans yogunlugunun en yiiksek oldugu
grup FA-EXO-KP 5 uM olarak belirlenmistir. FA-EXO-KP 10 pM grubunda ise artan hiicre
oliimii nedeniyle canli hiicre sayisinin azalmasina bagl olarak floresans yogunlugunun 5 uM

grubuna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Hem Parkin hem de PINK1 antikorlarinin bulundugu kuyucuklara MitoSOX boyasi
eklenmis ve mitokondriyal ROS degerlendirilmistir. Kontrol ve FA-EXO gruplarinda
mitokondriyal siiperoksit liretiminin diisiik diizeyde oldugu, karboplatin ve 6zellikle FA-EXO-
KP uygulanan gruplarda ise MitoSOX floresans yogunlugunun doza bagl olarak arttigi
goriilmistiir. En belirgin MitoSOX sinyali FA-EXO-KP 5 uM grubunda gozlenirken, 10 uM
grubunda canli hiicre sayisindaki belirgin azalma nedeniyle floresans yogunlugunun nispeten

azaldig1 degerlendirilmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, FA-EXO-KP komplekslerinin karboplatin
monoterapisine kiyasla hem Parkin hem de PINK1 ekspresyonunu daha gii¢lii sekilde artirdig:
ve buna eslik eden MitoSOX sinyalindeki artisin mitokondriyal oksidatif stresin yiikseldigini
gosterdigi  belirlenmistir. Ozellikle kompleks gruplarda PINK1/Parkin sinyal yolunun
aktivasyonu 1ile birlikte mitokondriyal siiperoksit iiretimindeki artis, hasar goérmiis
mitokondrilerin  eliminasyonuna  yonelik  mitofaji ~ mekanizmasinin  uyarildigini
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disiindiirmektedir. Elde edilen bu bulgular, folik asit hedefli karboplatin yiiklii eksozomlarin

mitokondri iizerinde daha giiclii bir etkinlik gosterdigini diisiindiirmektedir.

A

DAPI Parkin MitoSOX Merge

Kontrol

FA-EXO

Karboplatin 10 uM

FA-EXO-KP 500 nM

FA-EXO-KP 1 uM

FA-EXO-KP 2.5 uyM

FA-EXO-KP 5 uM

FA-EXO-KP 10 uM
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Kontrol

FA-EXO

Karboplatin 10 pM

FA-EXO-KP 500 nM

FA-EXO-KP | pM

FA-EXO-KP 2.5 uM

FA-EXO-KP 5 uM

FA-EXO-KP 10 uM

DAPI

PINK1

MitoSOX

Merge
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Sekil 18. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik uygulama sonrasinda Parkin (A) ve PINK1 (B) protein ekspresyonlarmnin
immiinfloresan mikroskopi ile degerlendirilmesi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI (mavi) ile, Parkin ve PINK1 proteinleri Alexa Fluor 488 konjuge
sekonder antikor (yesil) ile, mitokondriyal siiperoksit tiretimi ise MitoSOX Red (kirmizi) ile goriintiilenmistir. Merge goriintiileri, DAPI,
Parkin/PINK1 ve MitoSOX Red sinyallerinin birlestirilmis goriintiilerini gostermektedir. Immiinfloresan gériintiilerine ait kantitatif analiz

sonuglar1 grafikler halinde sunulmustur (C). Olgek gubugu = 20 pm.

4.5. qRT-PCR Analizleri

MDA-MB-231 hiicrelerine uygulanan tedavi 72 saat sonra hiicreler toplanarak total
RNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra apoptotik yolakta gorev alan bazi énemli genlerin
(p53, p21, BAX, BCL-2, BCL-xl ve Kaspaz-3) ekspresyon seviyeleri qRT-PCR ile tespit
edilmistir. Tim FA-EXO ve Karboplatin 10 uM gruplar1 kontrole gore, diger tedavi gruplari

ise Karboplatin monoterapisine gore degerlendirildi.

P53 ve P21, hiicrenin kontrolsiiz bdliinmesini ve kanserlesmesini engelleyen en 6nemli
tiimor baskilayici sistemlerdir. Hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde, bir "fren sistemi" gibi
caligarak mutasyonlu hiicrelerin ¢cogalmasini durdurur. P53, DNA hasari olustugunda aktiflesir
ve P21°] aktive eder. P21 ise hiicre boliinmesinde gorev alan siklus proteinlerini inaktive eder.

Boylece hiicre boliinmesi durur ve hiicre apoptoza ugrar.

72 saatlik tedavi siiresi sonrasinda elde edilen P21 ve P53 gen diizeyleri Sekil 19°da
verilmistir. FA-EXO, Karboplatin 10 uM, FA-EXO-KP 500 nM ve 1 uM dozlarinda P53

seviyelerinde kontrole oranla artis tespit edilmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamistir. FA-EXO-KP 1 uM, FA-EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5 uM ve FA-EXO-KP
10 uM dozlarinda karboplatin monoterapisine oranla sirasiyla %14, %27 (p<0.05), %41 ve
%350’lik (p<0.01) artis gozlemlenmistir. P21 ekspresyon seviyeleri P53 ile korelasyon
gostermektedir. Bu baglamda, karboplatin monoterapisine gore en yiiksek artig gosteren grup
%42’1lik bir degisim ile FA-EXO-KP 10 uM olarak tespit edilmistir (p<0.01). P53 ve P21
seviyelerindeki artig, uygulanan terapinin TNBC hiicre hattinda karboplatin kaynaklit DNA

hasarinin onarilmaya g¢alisildiginin 6nemli bir gostergesidir.
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Sekil 19. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda P53 ve P21 gen ekspresyon diizeyleri. FA-EXO ve Karboplatin
10 uM gruplarinda kontrol grubuna kiyasla P53 ve P21 gen ekspresyonlarinda belirgin bir degisiklik gozlenmezken, FA-EXO-KP
kombinasyonu ile her iki genin ekspresyon diizeylerinde doza bagli artis gozlenmistir (*p<0.05; **p<0.01).

Bax, Bcl-2 ve Bcl-xL, hiicrenin mitokondri zarinda lokalize olup hiicrenin yasayip
yasamayacagma karar veren Bcl-2 protein ailesinin liyelerindendir. Bu proteinler kendi
aralarinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik olmak iizere iki gruba ayrilir. Aralarindaki denge,

hiicrenin apoptoza gidip gitmeyeceginde 6nemli bir rol oynamaktadir.

BAX (pro-apoptotik), hiicrede 6liim sinyali geldiginde mitokondri zarinda birikerek
porlar olusturur. Bu porlardan hiicre igine sitokrom c salinir. Bu salinim Caspase-3'i

aktiflestirerek hiicreyi kesin olarak apoptoza sokar.

72 saatlik tedavi siiresi sonrasinda elde edilen BAX seviyeleri Sekil 20°de verilmistir.

FA-EXO, Karboplatin 10 uM ve FA-EXO-KP 500 nM dozlarinda BAX seviyelerinde kontrole
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oranla artig tespit edilmis, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. FA-EXO-
KP 1 uM, FA-EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5 uM ve FA-EXO-KP 10 puM dozlarinda,
karboplatin monoterapisine kiyasla anlamli bir artig tespit edilmistir. 1 uM grubunda: %14
(p<0.05), 2.5 uM grubunda: %27 (p<0.05), 5 uM grubunda: %41 (p<0.01) ve 10 uM grubunda:
%50 (p<0.01).
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Sekil 20. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda BAX gen ekspresyon diizeyleri. FA-EXO ve Karboplatin 10 pM
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmezken, FA-EXO-KP kombinasyonu ile BAX gen ekspresyonunda doza
bagli bir artis meydana gelmistir. Ozellikle 2.5 uM, 5 uM ve 10 uM kombinasyon gruplarinda BAX gen ekspresyonu daha diisiik dozlara gore
anlamli olarak yiikselmistir (*p<0.05; **p<0.01).

Bcl-2 ve Bcel-xL proteinleri hiicrede antiapoptotik etki gosteren ve BAX’1 dengeleyen
onemli proteinlerdir. Gorevleri BAX’a baglanarak inhibasyonunu saglamaktadir. Boylece BAX
mitokondri zarinda por olusumunu saglayamayacak ve sitokrom C  salmimi
gerceklesmeyecektir. Sitokrom C saliniminin engellenmesi kaspaz inaktivasyonuna ve

akabinde apoptozun baskilanmasina yol agacaktir.

Bcl-2 ve Bel-xL gen diizeyleri Sekil 21°de verilmistir. Bel-2 seviyeleri, 72 saatlik tedavi
sonrasinda MDA-MB-231 hiicrelerinde doza bagli olarak azalmistir. Tiim gruplarda kontrole
gore Bcl-2 seviyelerinde azalma tespit edilmis; ancak FA-EXO, Karboplatin 10 uM, FA-EXO-
KP 500 nM ve FA-EXO-KP 1 uM gruplar istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak FA-
EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5 puM ve FA-EXO-KP 10 pM gruplarinda karboplatin
monoterapisine gore anlamli bir azalma gozlenmistir. Bu azalmalar arasinda en 6nemlisi FA-
EXO-KP 10 uM grubu olarak belirlenmistir. Bu grup, karboplatin monoterapisine gore %47

azalma gostermistir (p<0.01). Anlamlilik gosteren diger gruplarda ise bu oran, artan doza gore
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sirastyla %22 ve %28 olarak belirlenmistir (p<0.05). Bcl-2 seviyeleri ile korelasyon gosteren
Bcel-xL ekspresyon seviyelerinde, Bcl-2’ye ek olarak FA-EXO-KP 1 pM grubunda da
karboplatin monoterapisine gore %20 oraninda azalma gozlenmistir (p<0.05). Bcl-xL
seviyelerinde en dnemli azalma yine %43 ile FA-EXO-KP 10 uM grubunda tespit edilmistir
(p<0.01).

Pro-apoptotik BAX seviyesinde doza bagl artis tespiti ve BAX inaktivasyonundan
sorumlu antiapoptotik Bcl-2 ve Bcel-xL seviyelerinin yine doza bagli azalma gdstermesi

uygulanan tedavilerin TNBC hiicre hatt1 apoptozu destekledigini gostermektedir.
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Sekil 21. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda Bcl-2 ve Bcel-xL gen ekspresyon diizeyleri. FA-EXO ve
Karboplatin 10 pM gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlaml bir degisiklik gozlenmezken, FA-EXO-KP kombinasyonu ile her iki genin
ekspresyon diizeylerinde doza bagli bir azalma gézlenmistir. Ozellikle 5 uM ve 10 pM kombinasyon gruplarmda Bcl-2 gen ekspresyonu daha
diisiik dozlara gére anlamli olarak azalmistir. Benzer sekilde, Bel-xL gen ekspresyonu da 2.5 pM, 5 uM ve 6zellikle 10 pM kombinasyon
gruplarinda anlaml diizeyde diisiis gostermistir (¥*p<0.05; **p<0.01).

Kaspaz-3, apoptotik siirecin kabuliiniin sonunda hiicresel metabolitleri pargalayan
onemli bir enzimdir. Sitokrom C salinimi sonrasi apoptosom adli bir kompleks olusur ve bu
kompleks kaspaz-9’u, kaspaz-9 ise prokaspaz konumunda inaktif olarak bekleyen kaspaz-3’i
aktiflestirir. Kaspaz-3 seviyelerindeki artis hiicresel parcalanmanin ve apoptozun Onemli

habercilerindendir.

72 saatlik deney stiresinin sonunda analiz edilen Kaspaz-3 gen diizeyleri Sekil 22°de
verilmistir. FA-EXO, Karboplatin 10 pM, FA-EXO-KP 500 nM ve FA-EXO-KP 1 uM
gruplarinda Kaspaz-3 seviyelerinde kontrol grubuna gore artis tespit edilmis, ancak istatistiksel

olarak anlamlilik goériilmemistir. Fakat FA-EXO-KP 2.5, 5 ve 10 uM gruplarinda Kaspaz-3
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seviyeleri Karboplatin 10 uM grubuna gore artig gostermistir. FA-EXO-KP 2.5 uM ve FA-
EXO-KP 5 uM gruplar1 karboplatin monoterapisine gore yaklasik sirasiyla %21 ve %30’luk
bir artig gostermistir (p<0.05). FA-EXO-KP 10 uM dozunda bu oran %48’lere kadar ¢cikmistir
(p<0.01).
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Sekil 22. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri. FA-EXO ve Karboplatin 10
puM gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmezken, FA-EXO-KP kombinasyonu ile Kaspaz-3 gen ekspresyonunda
doza bagli bir artis gézlenmistir. Ozellikle 2.5 uM, 5 uM ve 10 uM kombinasyon gruplarinda Kaspaz-3 gen ekspresyonu daha diisiik dozlara
gore anlaml sekilde yiikselmistir (*p<0.05; **p<0.01).

4.6. ELIZA Analizleri

72 saatlik tedavi sonrast hiicre siispansiyonlar1 toplandi ve LDH, MDA, KAT, IL-1B,
IL-6, IL-10, Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 metabolitlerinin 6l¢giimii i¢in ELISA kitleri kullanildi.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

LDH, hiicrelerde bulunan ve sekerden enerji iiretilmesini saglayan 6nemli bir enzimdir.
Hiicresel soliisyonlarda yiiksek miktarda bulunmasi, hiicrenin deforme olarak sitoplazmasini
disart saldigini gostermektedir. Bu durum canlilik hakkinda bilgi verir. Yiiksek LDH seviyeleri

canlilifin azaldiginin gostergesidir.

72 saatlik deney stiresi sonunda analiz edilen LDH seviyeleri Sekil 23’te verilmistir.
LDH seviyeleri analizi sonrasinda, tiim gruplar kontrole gére degerlendirildi. Ayrica FA-EXO-
KP gruplar karboplatin 10 uM dozuna gore karsilastirildi. FA-EXO ve karboplatin 10 uM
dozlarinda LDH seviyeleri kontrol grubuyla neredeyse ayniydi. Fakat FA-EXO-KP gruplarinda

62



LDH seviyeleri hem kontrole hem de FA-EXO ve Karboplatin 10 uM dozlaria gore oldukca
fazlaydi. FA-EXO-KP 2.5 uM ve FA-EXO-KP 5 uM dozlari, karboplatin monoterapisine gore
%103’liik bir artig gosterirken (p<0.01), FA-EXO-KP 10 uM dozunda bu oran %170’lere kadar
cikmustir (p<0.001).

LDHA Protein Seviyesi
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Sekil 23. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda LDH protein seviyeleri. FA-EXO grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmezken, FA-EXO-KP kombinasyonu ile LDH diizeylerinde doza bagli bir artis gozlenmistir. Ozellikle 1
uM, 5 uM ve 10 uM kombinasyon gruplarinda LDH seviyeleri daha diisiik dozlara gore anlamli olarak yiikselmistir (*p<0.05; **p<0.01;
kK
p<0.001).

Tedavi sonras1 oksidatif hasar degisimlerini belirlemek icin MDA ve KAT seviyeleri
analiz edildi. MDA, olusan serbest radikaller nedeniyle gerceklesen lipid peroksidasyonu
sonucu ag1ga ¢ikan zararli bir son liriindiir. Miktarindaki artis oksidatif hasar belirtecidir. KAT,
serbest radikallere karsi iiretilen antioksidan enzimlerden biridir. Siddetli veya kronik bir
oksidatif stres durumunda, viicudun savunma mekanizmas: yetersiz kalir ve KAT enzim

aktivitesi azalir. Yiiksek KAT aktivitesi genellikle gii¢lii bir antioksidan savunmay1 temsil eder.

MDA ve KAT seviyelerinin analizi sonrasinda, tiim gruplar kontrole gore

degerlendirildi (Sekil 24). FA-EXO-KP gruplar1 karboplatin 10 uM dozuna gore karsilastirildi.

FA-EXO, Karboplatin 10 uM ve FA-EXO-KP 500 nM dozlarinda MDA seviyelerinde
kontrol grubuna gore artis tespit edilmis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamastir.
Fakat FA-EXO-KP 1, 2.5, 5 ve 10 uM gruplarinda MDA seviyeleri hem kontrole hem de FA-
EXO ve Karboplatin 10 uM dozlarina gore oldukg¢a fazlaydi. FA-EXO-KP 5 uM dozlari,
karboplatin monoterapisine gore yaklasik %200’lik bir artis gosterirken (p<0.01), FA-EXO-
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KP 10 uM dozunda bu oran %280’lere kadar ¢ikmistir (p<0.001). Bu durum FA-EXO-KP
tedavilerinin uygulanmasi ile hiicresel reaktif oksijen tiirlerinde asir1 artis1 ve hiicrenin oksidatif

hasara maruziyetini gostermektedir.

FA-EXO ve Karboplatin 10 uM gruplarinda KAT seviyelerinde kontrol grubuna gore
azalis tespit edilmis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir. FA-EXO-KP 2.5 uM
ve FA-EXO-KP 5 uM gruplari, karboplatin monoterapisine gore yaklasik %36 oraninda bir
azalig gosterirken (p<0.01), FA-EXO-KP 10 uM dozunda bu oran %65’e kadar ¢ikmistir
(p<0.001). Bu sonuglara gore, hiicrede FA-EXO-KP tedavileriyle birlikte olusan asir1 oksidatif

yiikiin antioksidan sistem tarafindan yeterince bertaraf edilemedigi diisliniilmektedir.
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Sekil 24. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda MDA ve KAT seviyeleri. FA-EXO-KP kombinasyonu ile MDA
diizeyleri karboplatin dozuna bagl olarak artarken, katalaz protein diizeyleri ise doza bagli olarak azalmistir. MDA diizeylerinde 1 uM ile 2,5
uM (¥p<0.05), 2,5 pM ile 5 uM (¥*p<0.01) ve 5 uM ile 10 uM (¥***p<0.001) kombinasyon gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 artis
saptanmustir. Buna karsilik katalaz protein diizeylerinde 1 uM ile 2,5 pM (¥p<0.05), 2,5 uM ile 5 pM (**p<0.01) ve 5 pM ile 10 uM
(***p<0.001) kombinasyon gruplar1 arasinda anlamli azalma belirlenmistir.

IL-1B, IL-6 ve IL-10 bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iiretilen ve hiicrelerin
birbiriyle iletisim kurmasini saglayan sitokinlerdir. Bu sitokinler bagisiklik yanitin1 yoneterek
hiicre i¢i ve hiicreler arasi dengede onemli rol oynarlar. Ustlendikleri rollere gére

proinflamatuar veya antiinflamatuar etkinlik gosterirler.

IL-1B, proinflamatuar belirteglerinden en Onemlisidir. Yiikselis inflamasyonun
baslatildig1 anlamina gelir. inflamasyonu baslatan en énemli etmenlerden biri, hiicresel ortama
yabanci olarak algilanan maddelerin girmesidir. Makrofajlar yabanci maddeyi algilayarak IL-
1B tretir. IL-1p bagisiklik hiicrelerine sinyal gonderir ve yabanct maddenin uzaklastirilmasina

yardimer olur. IL-6 cift yonlii etki gosteren bir sitokindir. Ancak c¢ogunlukla IL-1p gibi
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davranarak inflamasyonun artmasina neden olur. IL-10 6nemli bir antiinflamatuardir. Pro-
inflamatuar sitokinlerin tiretimini baskilar. Bagisiklik yanitin1 yavaslatarak doku iyilesmesini

ve tamirini baglatir.

72 saatlik deney siiresi sonunda analiz edilen IL-1p, IL-6 ve IL-10 seviyeleri Sekil 25°te
verilmistir. Tim gruplarda kontrole gore IL-1p seviyelerinde azalma tespit edilmis; ancak FA-
EXO-KP 10 uM grubu hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptanmamustir. FA-EXO-KP 10 uM grubu, karboplatin monoterapisine gore %30 azalma
gostermistir (p<0.05). IL-6 seviyeleri ise IL-1 ile korelasyon gostermektedir. FA-EXO-KP 10
uM grubu disindaki tiim gruplarda kontrole gdre azalma gergeklesmis; ancak bu degisim
istatistiksel olarak anlamli degildir. FA-EXO-KP 10 uM grubunun IL-6 seviyeleri, karboplatin

monoterapisine gore %20 azalmistir (p<0.05).

IL-10 seviyeleri, FA-EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5 uM ve FA-EXO-KP 10 uM
gruplart digindaki tiim gruplarda kontrolle benzer degerlerde tespit edilmistir. Istatistiksel
olarak anlamli kabul edilen FA-EXO-KP 2.5 uM, FA-EXO-KP 5 uM ve FA-EXO-KP 10 uM
dozlari, karboplatin monoterapisine gore sirastyla %55 (p<0.05), %80 ve %90 (p<0.01) artig

gostermistir.

IL-1B ve IL-6 sitokinlerinde meydana gelen bu azalma, olusturulan FA-EXO-KP
kompleksinin yabanci olarak algilanmadigini ve inflamasyon siirecinin aktiflestirilmedigini
diisiindiirmektedir. Bu baglamda, MDA-MB-231 kaynakli eksozomlarin TNBC tedavisinde

kullaniminin, immdiin sistemden kagis i¢in yiiksek potansiyel olusturdugu 6ngoriilmektedir.

IL-1B Protein Seviyesi IL-6 Protein Seviyesi IL-10 Protein Seviyesi
204 80 1001 —_
L T -
L ; 80+ [l
15+ * 60 1 T
K o =
£ E _ 60+
£ 10+ 5 404 E
2 g 2
40
5+ 20
204
0- T T T T 0= T T T T 0- T T T T
S 0 & » E S & (8] S - & & S S N
FF ST TS G ST T PO R
& & o ] F o8 o £ o & o e g Q
{0"9\ & # & & 0‘0* A & 5‘5‘0‘\ * é‘og-ﬂ-o*g 9“9*00*
% < v § § ¥
A p ¥ A \ & Q‘,fé" DL

Sekil 25. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda IL-1p, IL-6 ve IL-10 seviyeleri. FA-EXO-KP kombinasyonu ile
proinflamatuar sitokinler olan IL-1f ve IL-6 protein diizeylerinde karboplatin dozuna bagl azalma, antiinflamatuar sitokin olan IL-10 protein
diizeyinde ise doza bagh artis gozlenmistir. IL-1fB ve IL-6 protein diizeylerinde 5 uM ile 10 pM FA-EXO-KP gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir azalma saptanmustir (¥*p<0.05). IL-10 protein diizeyinde ise 2,5 pM ile 5 pM (¥*p<0.05) ve 5 uM ile 10 pM (**p<0.01) FA-
EXO-KP gruplart arasinda anlamli artis belirlenmistir.
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Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 apoptotik yolakta gorev alan onemli enzimlerdir. Yiiksek
oksidatif streste ve/veya onarilamayan DNA hasar1 sonucunda, mitokondriden sitokrom C
salinmaktadir. Sitokrom C, Apaf-1 ile birleserek apoptozomu olusturur. Olusan apoptozom
Kaspaz-9'u aktive eder. Kaspaz-9 ise Kaspaz-3’ii aktive ederek apoptozu tetikler. Apoptozda
kritik oneme sahip kaspaz-3 aktiflestikten sonra, hiicresel metabolitler ve DNA parcalanmaya

baslar, giderek hiicre zarinin biitlinliigii bozulur. Béylece hiicresel 6liim gerceklemis olur.

72 saatlik deney siiresinin sonunda analiz edilen Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 seviyeleri Sekil
26’da verilmistir. FA-EXO, Karboplatin 10 uM ve FA-EXO-KP 500 nM dozlarinda Kaspaz-3
seviyelerinde kontrol grubuna gore artis tespit edilmis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik
goriilmemistir. Fakat FA-EXO-KP 1, 2.5, 5 ve 10 uM gruplarinda Kaspaz-3 seviyeleri hem
kontrole hem de FA-EXO ve Karboplatin 10 uM dozlarina gore artis gostermistir. FA-EXO-
KP 5 puM grubu, karboplatin monoterapisine gore yaklasik %220’lik bir artig gosterirken
(p<0.01), FA-EXO-KP 10 uM dozunda bu oran %270’lere kadar ¢ikmistir (p<0.001). Kaspaz-
3 ile korelasyon gosteren Kaspaz-9 seviyelerinde ise karboplatin monoterapisine gore FA-
EXO-KP 5 uM (p<0.01) ve FA-EXO-KP 10 uM (p<0.001) gruplarinda anlamli bir artis tespit
edilmistir. Bu sonuclar, MDA-MB-231 hiicrelerinin tedaviden 72 saat sonra yiiksek oranda

apoptoza girdigini gostermektedir.
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Sekil 26. MDA-MB-231 hiicrelerinde 72 saatlik tedavi sonrasinda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 protein seviyeleri. FA-EXO-KP
kombinasyonu ile hem Kaspaz-3 hem de Kaspaz-9 protein diizeylerinde karboplatin dozuna bagli artis gézlenmistir. Kaspaz-3 protein
diizeylerinde 1 uM ile 2,5 uM (*p<0,05), 2,5 uM ile 5 pM (**p<0,01) ve 5 uM ile 10 uM (¥**p<0,001) FA-EXO-KP gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli artig saptanmustir. Kaspaz-9 sonuglari ise Kaspaz-3 sonuglartyla korelasyon gostermektedir.
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5. TARTISMA

TNBC, 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal bilyiime
faktori reseptorii 2 (HER2) ekspresyonunun bulunmamasiyla karakterize, yiiksek invazyon,
metastaz ve niiks potansiyeline sahip heterojen bir meme kanseri alt tipidir (Bianchini et al.,
2016). Bu molekiiler 6zellikleri nedeniyle TNBC'de endokrin tedaviler ve HER2'yi hedefleyen
tedaviler etkili degildir. Bu nedenle sitotoksik kemoterapiler giiniimiizde de tedavinin temel
bilesenlerinden biri olarak yer almaktadir. Bu amagla kullanilan platin tiirevi bir antineoplastik
ajan olan karboplatin, DNA iizerinde zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturarak DNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozmakta ve hiicre 6liimiinii tetiklemektedir (Gradishar
et al.,, 2024). Bununla birlikte, tiimor dokusuna sinirli ve secici olmayan dagilimi, saglikli
dokularda olusturdugu toksisite ve ila¢ direncinin olusmasi, karboplatinin klinik etkinligini
sinirlandirmaktadir (Dilruba & Kalayda, 2016). Bu smirliliklarin asilmasit amaciyla, ilacin
tiimor hiicrelerine secici olmasi ve hiicre i¢i birikiminin artirilmasini saglayabilecek ilag tagima
sistemlerine yonelik arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir (Liu et al., 2016; Pourmadadi et

al., 2023).

Eksozomlar, diisiik immiinojenite ve toksisite sergilemeleri, biyolojik
uyumluluklari, proteinler, lipitler, deoksiriboniikleik asit (DNA), kiiciik miidahale edici
riboniikleik asit (siRNA), haberci RNA (mRNA), mikroRNA (miRNA) ve cesitli sinyal
molekiilleri de dahil olmak {izere cesitli biyolojik olarak aktif yiikler igermeleri ve kaynak
hiicreye 0zgli yiizey bilesenlerini kismen koruyabilmeleri nedeniyle antikanser ilaglarin
tasinmasinda umut vadeden dogal nanotasiyicilardir (Gutierrez-Millan et al., 2021). Ozellikle
timor hiicresi kaynakli eksozomlarin homotipik hiicresel etkilesimlerinden yararlanilmasi,
terapotik yiiklerin koken aldiklar tiimor hiicrelerine tasinmasini kolaylastirabilecek bir sistem
olarak degerlendirilmektedir (Li Qiao et al., 2020). Bunun yaninda, eksozom yiizeyinin folik
asit gibi hedefleyici ligandlarla modifiye edilmesi, folat reseptorii ekspresyonu yiiksek timor
hiicrelerine yonelik hiicresel alimi1 ve tedavi seciciligini artirma potansiyeli tasimaktadir
(Salunkhe et al., 2020). Ancak bu tasima sistemlerinin terapotik iistiinliigliniin ortaya
konulabilmesi i¢in fizikokimyasal Ozelliklerinin, sitotoksik etkilerinin ve hiicre o6liimiiyle

iliskili molekiiler mekanizmalarinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlara elektroporasyon

yoluyla karboplatin yiiklenmis ve eksozom yiizeyi folik asitle modifiye edilerek FA-EXO-KP
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kompleksi gelistirilmistir. Hazirlanan kompleksin karakterizasyonu yapildiktan sonra, saglikli
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkinligi L929 fibroblast hiicrelerinde, antikanser etkinligi ise
MDA-MB-231 hiicrelerinde degerlendirilmistir. FA-EXO-KP uygulamalarinin hiicre canlilig
ve sitotoksisite tizerindeki etkileri sirasiyla MTT ve LDH analizleriyle, oksidatif stres
iizerindeki etkileri ise MDA ve KAT protein diizeyleri iizerinden degerlendirilmistir.
Inflamasyonla iliskili hiicresel yanitlarm belirlenmesi amaciyla IL-1B, IL-6 ve IL-10 gen
ekspresyonlar1 incelenmistir. Ayrica PINK1 ve Parkin proteinleri ile mitokondriyal siiperoksit
olusumu MitoSOX kullanilarak degerlendirilmis; P53/P21, BAX/BCL-2/BCL-xL ve kaspaz-
9/kaspaz-3 gen diizeylerindeki degisimler analiz edilerek FA-EXO-KP tedavisinin
mitokondriyal hasar, mitofajiyle iliskili sinyallesme ve intrinsik apoptotik yolak iizerindeki

olasi etkileri aragtirilmistir.

Calismadan elde edilen bulgular, FA-EXO-KP kompleksinin serbest karboplatine
kiyasla. MDA-MB-231 hiicrelerinde canliligi daha belirgin bi¢imde azalttigini, membran
hasarin1 ve lipid peroksidasyonunu artirdigini ve hiicresel antioksidan savunmay1 baskiladigini
gostermistir. Ayrica MitoSOX sinyalindeki artis, kompleks uygulamasinin mitokondriyal
stiperoksit olusumunu artirdigin1 ve belirgin bir mitokondriyal oksidatif stres olusturdugunu
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte PINK1 ve Parkin immiinofloresan sinyallerindeki artis,
kompleks uygulamasinin mitokondriyal hasar ve mitofajiyle iligkili yanitlar1 uyarabildigini
gostermistir. P53, P21 ve BAX, kaspaz-9 ve kaspaz-3 diizeylerindeki artis ile BCL-2 ve BCL-
xL diizeylerindeki azalma ise FA-EXO-KP uygulamasinin mitokondri aracili intrinsik
apoptotik sinyal kaskatini tetiklemistir. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, FA-EXO-KP
kompleksinin TNBC hiicrelerinde mitokondriyal oksidatif stresi artirdigi, PINK 1/Parkin aracili
mitokondriyal yanit1 etkiledigi ve intrinsik apoptotik sinyallesmeyi serbest karboplatine kiyasla

daha giiclii bigimde uyardig: diisiiniilmektedir.
5.1. MDA-MB-231 ve L929 Hiicre Hatlar1

MDA-MB-231 hiicre hatti, ER, PR ve HER2 ekspresyonlarinin bulunmamasi, yiiksek
invazyon kapasitesi ve mezenkimal 6zellikleri nedeniyle in vitro ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan bir hiicre hattidir (Arunasree, 2010; Razak et al., 2019; Yodkeeree et al., 2010).
Plevral efiizyondan izole edilmis olmasi, bu hiicre hattinin metastatik ve agresif bir fenotip
tasidigini gostermektedir. Bu ozellikleri nedeniyle FA-EXO-KP kompleksinin antikanser

etkinliginin ve mitokondriyal hasar, oksidatif stres ve apoptotik yolak tizerindeki etkilerinin
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arastiritlmasi i¢in uygun bir deneysel model olarak ¢alismamizda MDA-MB-231 hiicreleri
kullanilmigtir. Bununla birlikte calismamizda MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen
eksozomlarin yeniden ayni hiicre hattina uygulanmasi, bu eksozomlarin kdken aldiklar
hiicrelerle gosterebilecegi tercihli etkilesimden yararlanilarak karboplatinin timor hiicrelerine

“Truva at1” benzeri bir mekanizmayla tasinmasini kolaylagtirmistir.

FA-EXO-KP kompleksinin saglikli hiicreler iizerindeki etkisini degerlendirmek
amactyla 1929 fibroblast benzeri hiicre hatt1 kullanilmistir. 1929 hiicreleri yiiksek
proliferasyon kapasitesi, kararli kiiltiir 6zellikleri ve sitotoksisite caligmalarindaki yaygin
kullanim1 nedeniyle biyouyumluluk degerlendirmelerinde tercih edilen bir hiicre hattidir
(Wiegand & Hipler, 2009). Bu nedenle 1.929 hiicrelerinden elde ettigimiz bulgular, kompleksin
saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisine iligskin karsilagtirmali bir 6n degerlendirme

sunmaktadir.
5.2. Eksozomlarin ve FA-EXO-KP Komplekslerinin Karakterizasyonu

Eksozomlarin dogru bir sekilde tanimlanmasi i¢in morfolojik 6zelliklerin, parcacik
boyutunun, yiizey ylikiiniin ve eksozomlarla iliskili protein belirteclerinin tespiti gibi birbirini
tamamlayan yontemlerle karakterizasyonun gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu calismada
MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlar; SEM, zeta potansiyeli analizi ve
Western blot yontemi kullanilarak karakterize edilmistir. SEM analizi ile eksozomlarin
morfolojisi ve yaklasik boyutlart incelenmis, zeta potansiyeli analizi ile silispansiyondaki
elektrokinetik yiizey Ozelliklerinin degerlendirilmesi saglanmis; Western blot analizi ile
eksozomlarla iligkili protein belirtegleri dogrulanmistir. ilag yiiklenmemis eksozomlarin SEM
goriintlilerinde yaklasik 50,60-96,16 nm boyutlarinda ve kiiresel morfolojiye sahip yapilar
gozlenmistir. Ilac yiiklemesi sonrasinda kiiresel yap: da korunmustur. Elde edilen boyut aralig1,
daha 6nce farkli timor hiicrelerinden ve MDA-MB-231 hiicrelerinden izole edilen eksozomlar
icin bildirilen morfolojik bulgularla genel olarak uyumludur (Genc et al., 2023; Hannafon et
al., 2016; Mahgoub & Abdella, 2023). Bununla birlikte, SEM analizinde uygulanan fiksasyon,
kurutma ve kaplama islemleri vezikiillerin boyut ve morfolojisini etkileyebileceginden, bu
bulgular eksozomlarin sivi ortamindaki gercek hidrodinamik boyut dagilimini tek basina
yansitmayabilir (Mahgoub & Abdella, 2023). Bu nedenle Zeta potansiyeli ve Western Blot

analizleri ile eksozom karakterizasyon islemleri dogrulanmstir.
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Zeta potansiyeli analizinde bos eksozomlarin yiizey yiikii —28,9 £ 5,01 mV olarak
belirlenmistir. Eksozomlarin folik asitle modifiye edilmesinin ardindan zeta potansiyelinin
—35,3 £ 9,29 mV’ye diismesi, yiizey negatifliginin arttigin1 gostermistir. Bu degisim, folik asit
modifikasyonu sonrasinda eksozom yiizeyinin elektrokinetik Ozelliklerinde bir degisiklik
oldugunu diisiindiirmektedir. Karboplatin yliklenmesinin ardindan zeta potansiyeli —31,8 £ 7,73
mV olarak 6l¢iilmiis ve FA-EXO grubuna kiyasla daha az negatif 6zellik gostermistir. Bununla
birlikte, FA-EXO-KP kompleksinin ylizey yiikkii de bos eksozomlardan daha negatif
bulunmustur. Zeta potansiyeli dl¢limiinde meydana gelen bu degisim, folik asitle ylizey
modifikasyonu ve karboplatin yiliklenmesi sonrasinda eksozomlarin yilizey 6zelliklerinde bir
degisiklik oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz bulgular, literatiirle kiyaslandiginda her ii¢
grupta da negatif yiizey yikiiniin ve tek baskin dagilim pikinin korunmasi, belirgin bigimde
farkli yiiklere sahip ikinci bir pargacik popiilasyonunun gézlenmemesi ve komplekslerin
koloidal kararliliklarin1 koruyabilecek bir yiizey yiikiine sahip oldugunu gostermektedir (Getnet
Midekessa et al., 2020). Western blot analizinde eksozomlarla iligskili CD63 ve CDS81
proteinlerinin saptanmasi, izole edilen vezikiillerin eksozomal 6zelliklerini desteklemistir. Bu
bulgular, eksozom karakterizasyonunda CD9, CD63, CD81 ve HSP70 gibi proteinlerin
kullanildig1 6nceki ¢alismalarla uyumludur (G. Midekessa et al., 2020). SEM, zeta potansiyeli
ve Western blot sonuclart birlikte degerlendirildiginde, MDA-MB-231 hiicrelerinden izole
edilen yapilarin eksozomlarla uyumlu morfolojik, yiizeysel ve protein temelli 6zellikler tagidig:

gorilmiistiir.

5.3.  Hiicre Canlilig1 ve Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

MTT reaktifi hiicre igerisine girerek mitokondriyal aktiviteye bagli olarak formazan
kristallerine indirgenmektedir. Bu nedenle elde edilen absorbans degerleri, dogrudan hiicre
sayisindan ziyade hiicresel metabolik aktivitenin dolayli bir gostergesi olarak degerlendirilir ve
elde edilen absorbans degeri hiicre canliligi ile dogru orantili kabul edilir (Ghasemi et al., 2021).
Bu nedenle MTT analizi, serbest antikanser ajanlar ile ilag tasiyici sistemlerin konsantrasyon
ve zamana bagli sitotoksik etkilerinin karsilastirllmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kong et al., 2018; Walker et al., 2019). Bu ¢alismada, FA-EXO-KP kompleksinin antikanser
etkinligi, MDA-MB-231 hiicrelerinde 24 ve 72 saatlik uygulamalarin ardindan MTT analiziyle
degerlendirilmistir. Karboplatin monoterapisi gruplar1 kontrol grubuna gore degerlendirilirken,
FA-EXO-KP gruplar1 ise karboplatin monoterapileri ile karsilastirilmistir. Literatiirde,

eksozom temelli ila¢ tagima sistemlerinin serbest kemoterapotik ajanlara kiyasla daha yiiksek
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hiicre i¢i birikim saglayarak sitotoksik etkinligi artirdigi bildirilmektedir (Cai & He, 2024; L.
Qiao et al., 2020; Saari et al., 2015). Benzer sekilde, Hashemi ve arkadaslari, dogal oldiiriicii
hiicrelerden elde edilen eksozomlara yiiklenen doksorubisinin, meme kanseri hiicrelerinde
serbest doksorubisine gore daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigini bildirmistir (Hashemi et al.,
2024). Calismamizda serbest karboplatin uygulamasi, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda
MDA-MB-231 hiicrelerinde canliligin azalmasina neden olurken, ayni dozlarda uygulanan FA-
EXO-KP kompleksinin sitotoksik etkinliginin daha belirgin oldugu belirlenmistir. Uygulama
gruplar1 konsantrasyona bagli olarak, sitotoksik etkinlik 24. saatte yaklasik %4—13 arasinda
degisirken, bu farkin 72. saatte %12—40'a ulastig1 goriilmiistiir. Calismamizdan elde edilen bu
bulgular, literatiirle uyumlu olarak FA ile hedeflendirilmis eksozomlarin karboplatinin
antikanser etkinligini artirabildigini gostermektedir. Featherstone ve arkadaslar1 da
karboplatinin diisiik konsantrasyonlarda saglikli hiicrelerde sinirli toksisite olusturdugunu,
belirgin sitotoksik etkinin ise daha yiiksek dozlarda ortaya ¢iktigini bildirmistir (Featherstone
et al., 1991). Bu nedenle antikanser etkinliginin yani1 sira, FA-EXO-KP kompleksinin kanser
dis1 hiicreler tizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, L929 fibroblast benzeri hiicrelerine
uygulanmis ve 72 saat sonunda hiicre canlilik seviyesi MTT ile analiz edilmistir. Serbest
karboplatin grubunda kontrol grubuna kiyasla simnirli bir azalma goézlenirken, FA-EXO-KP
gruplarinin  biiyilk boliimiinde MTT sinyalinin kontrol diizeyinin iizerinde kaldig1
belirlenmistir. Ozellikle 25 ve 500 nM gruplarinda yaklasik {ic kat artisgin gozlenmesi,
kompleksin bu konsantrasyonlarda 1929 hiicreleri ilizerinde belirgin bir sitotoksik etki

olusturmadigin1 gostermektedir.

Eksozom temelli tagima sistemleri sayesinde serbest kemoterapotiklere kiyasla saglikl
hiicrelerde toksisitenin azaldigi, terapotik yiikiin vezikiil igerisinde korundugu, hiicre disi
ortamda serbest ila¢ miktarinin azaldigi ve eksozomlarin kaynak veya hedef hiicrelere
gosterebildigi afinitelerinin arttig1 daha 6nceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Geng et al., 2021; Li
Qiao et al., 2020). Qiao ve arkadaslari, tiimor hiicresi kaynakli eksozomlarin kéken aldiklar
hiicrelere tercihli yonelim gdsterebildigini ve bu 6zelligin antikanser ajanlarin “Truva at1”
benzeri bir mekanizmayla tasinmasinda kullanilabilecegini géstermistir (Li Qiao et al., 2020) .
Lee ve arkadaslar ise selumetinib yiiklii glioblastoma kaynakli eksozomlarin normal beyin
hiicrelerinde toksisite olusturmadan antikanser etkinligi gosterdigini bildirmistir (Lee et al.,
2022). Benzer sekilde, Bi ve arkadaslar1 tiimor kaynakli hiicre dis1 vezikiillerin antikanser
ilaclarin hedef hiicrelerde birikimini artirarak hedef disi etkileri sinirlandirma potansiyeli

tasidigii bildirmistir (Bi et al., 2024). Bu veriler, MDA-MB-231 kaynakli eksozomlarin
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karboplatinin L929 hiicrelerindeki serbest maruziyetini sinirlandirmis olabilecegini

gostermektedir.

MTT analizlerinden elde edilen bulgularin dogrulanmasi amaciyla hiicre membran
biitiinliigliniin  gostergesi olan LDH diizeyleri de degerlendirilmistir. Hiicre zarinin
bozulmasiyla sitoplazmadan hiicre dismma salman LDH, hiicre hasarin1 gosteren
biyobelirteglerden biri olarak kabul edilmektedir (Jurisic et al., 2015). LDH, tiimdr hiicrelerinde
hiicre zarinda meydana getirdigi hasar nedeniyle hiicre i¢i enzimleri salgilar; bunun sonucunda
hiicre i¢i mitokondriyal mekanizmanin bozulmasina ve apoptozun aktivasyonuna neden olur
(Jurisic et al., 2015). Benzer sekilde, Kim ve arkadaglar1 dogal oldiiriicii hiicre kaynakli
eksozomlarin farkli kanser hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak LDH salinimini artirdigini
ve bu artisin sitotoksisite ile dogru orantili oldugunu gostermistir (Kim et al., 2022).
Calismamizda FA-EXO-KP 2,5, 5 ve 10 puM gruplarinda LDH diizeylerinin karboplatin
monoterapisine gore belirgin sekilde artmistir. MTT analizlerinde go6zlenen hiicre
canliligindaki azalmaya LDH diizeylerindeki artisin eslik etmesi, FA-EXO-KP kompleksinin
MDA-MB-231 hiicrelerinde serbest karboplatinden daha belirgin membran hasar1 ve

sitotoksisite olusturdugunu gostermektedir.

54. Oksidatif Hasar Belirteclerinin (MDA, KAT, MitoSOX) Degerlendirilmesi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile hiicresel antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Artan ROS
seviyeleri lipidler, proteinler, DNA ve mitokondriyal yapilar {izerinde hasara neden olur ve
hiicreleri apoptoza yonlendirir (Waris & Ahsan, 2006). Bu calismada FA-EXO-KP uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen oksidatif hasarin tespit edilmesi amaciyla, lipid
peroksidasyonunun son triinlerinden biri olan MDA ve antioksidan savunmada gorev alan
KAT diizeyleri degerlendirilmistir (Zorov et al., 2014). Mitokondriyal siiperoksit olusumunun
tespiti, MitoSOX Red floresan boyasi kullanilarak analiz edilmistir.

FA-EXO-KP ile tedavi sonrasinda, tedavi gruplarinda MDA diizeyleri, serbest
karboplatin grubuna kiyasla, konsantrasyona bagli olarak artmistir. FA-EXO-KP 5 uM
grubunda MDA diizeyi karboplatine gore yaklasik %200 artarken, 10 uM grubunda bu artis
yaklasik 9%280°e ulagsmistir. MDA diizeyindeki bu belirgin yiikselme, FA-EXO-KP
uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu serbest karboplatinden

daha fazla artirdigimi gostermektedir. Hiicre arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada,
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karboplatinin hiicre i¢i ROS birikimini artirarak mitokondriyal apoptotik yanit1 giiclendirdigi
ve antioksidan uygulamasinin bu etkileri kismen baskiladig1 gosterilmistir (P. J. He et al., 2018).
Benzer sekilde, hidroperoksit metabolizmasinin baskilanmasinin meme ve akciger kanseri
hiicrelerini karboplatine kars1 duyarl hale getirdiginin gosterilmesi, hiicresel redoks dengesinin
karboplatin etkinliginde 6nemli bir belirleyici oldugunu desteklemektedir (Grotto et al., 2009;
Sciegienka et al., 2017). Calismamizda kullandigimiz FA-EXO-KP kompleksi, serbest
karboplatine kiyasla MDA diizeylerinde belirgin bir artisa neden olmustur. Elde ettigimiz bu
bulgular eksozom aracili tasimanin karboplatinin hiicre i¢i etkinligini artirarak antioksidan
savunma kapasitesinin agilmasina ve daha yogun lipid peroksidasyonunun olusmasina yol

actigin1 géstermektedir.

Okaryotik hiicrelerde, enzimatik (SOD, KAT ve GPX) ve enzimatik olmayan
antioksidanlar da dahil olmak tizere ¢esitli antioksidan savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Bu nedenle, ROS iiretimi ve temizlenmesi arasindaki hiicresel denge fizyolojik kosullar altinda
isler (Arsova-Sarafinovska et al., 2009; Diehn et al., 2009; Sant et al., 2018). Katalaz, hidrojen
peroksidi su ve molekiiler oksijene doniistiirerek hiicre i¢ci H2O: birikimini ve hidroperoksit
kaynakli oksidatif hasar1 sinirlandiran temel antioksidan enzimlerden biridir (Ighodaro &
Akinloye, 2018). Bu nedenle KAT diizeyindeki azalma, kompleksin olusturdugu oksidatif
hasara kars1 hiicresel antioksidan savunmanin yetersiz kalmasina ve lipid peroksidasyonunun
artmasina, yol agmaktadir. Bu nedenle meme kanseri hiicreleri, yiliksek bazal oksidatif stres
kosullarinda canliliklarini stirdiirebilmek i¢in katalaz ve diger antioksidan sistemlere bagimli
olabilir. Bu savunma sistemlerinin giiclenmesi, 6zellikle TNBC hiicrelerinde ROS aracili hasari
sinirlandirarak tedavi direncinin gelismesine neden olurken, katalaz kapasitesinin azalmasi
hiicreleri prooksidan antikanser tedavilere karsi daha duyarli hale getirebilir ve apoptoza
yonlendirebilir (Bressenot et al., 2009; Walsh et al., 2008). MDA sonuglarinin aksine, KAT
seviyelerinde konsantrasyona bagli azalma FA-EXO-KP tarafindan olusturulan serbest oksidan
radikallerinin hiicresel antioksidan savunma kapasitesini ortadan kaldirdigina isaret etmektedir.
KAT diizeyleri karboplatine gore FA-EXO-KP 2,5 ve 5 uM gruplarinda yaklasik %36, FA-
EXO-KP 10 uM grubunda ise yaklasik %65 azalmistir. MDA artis1 ve KAT azalmasinin
birlikte goriilmesi, FA-EXO-KP kompleksinin MDA-MB-231 hiicrelerinde prooksidan—
antioksidan dengeyi oksidatif hasar yoniinde degistirdigini desteklemektedir. Bu bulgular, folik
asitle modifiye edilmis ve erastin yiiklenmis eksozomlarin MDA-MB-231 hiicrelerinde MDA
diizeyini artirirken antioksidan savunmanin 6nemli bir bileseni olan glutatyonu azalttigini

bildiren Yu ve arkadaslarinin sonuglariyla genel olarak uyumludur (Yu et al., 2019).
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Bu dogrultuda, calismamizda KAT diizeyindeki azalmaya MDA ve MitoSOX
sinyallerindeki artisin eslik etmesi, FA-EXO-KP kompleksinin mitokondriyal oksidan
iiretimini ve lipid peroksidasyonunu artirirken antioksidan savunmay1 zayiflattigini, bdylece
hiicresel redoks dengesini oksidatif hasar yoniinde degistirdigini desteklemektedir. Olusan
oksidatif hasar, FA-EXO-KP kompleksinin serbest karboplatine gore daha giiclii bir sitotoksik

etki gosterdigini desteklemektedir.
5.5. Inflamatuvar Etkinligin Tespit Edilmesi

Sitokinler, meme kanserinde timor hiicreleri ile stromal ve immiin hiicreler arasindaki
iletisimi diizenleyerek tiimor olusumundan metastatik kolonizasyona kadar uzanan bir¢ok
asamada rol oynamaktadir. Méndez-Garcia ve arkadaglari, sitokinlerin yalnizca bagisiklik
hiicrelerinden salgilanan inflamatuvar aracilar olmadigini; tiimdr ve stromal hiicreler tarafindan
da iretilebildigini ve otokrin/parakrin mekanizmalar araciligtyla proliferasyon, migrasyon,
invazyon, anjiyogenez ve metastatik nis olusumunu etkileyebildigini vurgulamistir (Mendez-
Garcia et al., 2019). Bu degerlendirmeye gore sitokinler ve biiyiime faktdrleri, TNBC’nin
gelisimi, invazyonu, metastazi ve tedavi direncinde belirleyici rol oynayan biyolojik
stireclerden biridir (Mendez-Garcia et al., 2019). Tiimdr hiicreleri ile stromal ve immiin hiicreler
arasinda gerceklesen sitokin aracili iletisim, tiimor mikrogevresinin yeniden sekillenmesini ve
kanser hiicrelerinin degisen ¢evresel kosullara uyum saglamasmi kolaylastirmaktadir
(Abubakar et al., 2023). IL-1B, IL-6 ve IL-10 sitokin aracili iletisimin Oonemli bilesenleri
arasinda yer almaktadir. IL-1B ve IL-6 genellikle proinflamatuvar ve tiimdr destekleyici
etkilerle iliskilendirilirken, IL-10 baslica immiin diizenleyici ve antiinflamatuvar 6zellikler
gostermektedir (Kany et al., 2019). Bununla birlikte, bu sitokinlerin biyolojik etkileri hiicresel
kaynaklarina, konsantrasyonlarina, maruziyet siiresine ve timor mikrocevresindeki diger
sinyallerle etkilesimlerine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir (Habanjar et al., 2023; Kany
et al, 2019; Landskron et al., 2014). Calismamizda IL-1fB, IL-6 ve IL-10 gen
ekspresyonlarindaki degisiklikler dogrudan TNBC hiicrelerinin FA-EXO-KP tedavisine karsi
gelistirdigi inflamasyonla iliskili molekiiler yanit olarak degerlendirildi. Kanser hiicreleri,
klasik immiin hiicrelerin yoklugunda da sitokin sentezleyebilir. Bu nedenle otokrin veya
parakrin sinyallesme yoluyla proliferasyon, sagkalim, migrasyon ve tedavi direncinin
gelismesinde rol oynar (Turlej et al.,, 2025). Dolayisiyla elde ettigimiz sonuglar tiimor

mikrocevresindeki tam inflamatuvar yaniti temsil etmemekle birlikte, FA-EXO-KP
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kompleksinin MDA-MB-231 hiicrelerine 6zgii sitokin ekspresyon profilini nasil degistirdigine

iliskin bilgi sunmaktadir.

Calismamizda, 72 saatlik tedavi sonrasinda FA-EXO-KP 10 uM grubunda IL-1p gen
ekspresyonu, esdeger serbest karboplatin grubuna kiyasla yaklasik %30 azalmistir. IL-1p,
fibroblastlar, makrofajlar, endotel hiicreleri ve diger immiin hiicrelerle kurulan iletisimi
diizenleyerek anjiyogenez ve metastaza uygun bir mikrogevrenin olusmasma katkida
bulunabilmektedir. Nisar ve arkadaslari, IL-1B uygulamasinin MDA-MB-231 hiicrelerinde
p38/MAPK ve PI3K/AKT vyolaklarin1 aktive ettigini; VEGFR-1, MMP-2 ve MMP-9 gibi
vaskiilojenik benzerlik ve invazyonla iligkili belirtecleri artirdigini gostermistir (Nisar et al.,
2021). Scordamaglia ve arkadaslari, IL-1B/IL-1R1 ekseninin MDA-MB-231 hiicrelerinde
proliferasyonu, ii¢ boyutlu sferoid biiylimesini ve motiliteyi destekledigini gostermistir
(Scordamaglia et al., 2025). Calismamizda IL-1p ekspresyonunun azaldigr ve FA-EXO-KP
kompleksinin, serbest karboplatine gore daha etkili bicimde IL-1B aracili sinyallesmeyi

baskiladig1 tespit edilmistir.

IL-1B ile benzer sekilde, FA-EXO-KP 10 uM grubunda IL-6 gen ekspresyonu serbest
karboplatine kiyasla yaklasik %20 azalmistir. 1L-6, TNBC’de ozellikle JAK/STATS3,
PI3K/AKT ve MAPK/ERK yolaklar1 araciligiyla hiicre proliferasyonuna, invazyona ve tedavi
direncine yol acan bir sitokindir. Siirekli IL-6/JAK/STAT3 aktivasyonu, antiapoptotik genlerin
ekspresyonunu ve kanser kok hiicresi 6zelliklerini gliclendirirken tiimor hiicrelerinin sitotoksik
tedavilere duyarliligini azaltabilmektedir. MDA-MB-231 hiicrelerinde IL-6 ekspresyonunun
diger baz1 meme kanseri hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu ve IL-6’nin baskilanmasinin
proliferasyon ile invaziv fenotipi siirlandirabildigi gosterilmistir (Luan et al., 2017). Giincel
bir ¢alismada IL-6 uygulamasinin invaziv MDA-MB-231 hiicrelerinde MCT-1, IL-6R, PD-L1,
CXCL7/CXCR2 ve fosforile EGFR diizeylerini konsantrasyona bagl olarak artirdigi; IL-6’nin
susturulmasinin ise bu tiimor destekleyici molekiilleri baskiladigi bildirilmistir (Haq et al.,
2024). Qu ve arkadaslari, onkojenik K-Ras ile olusturulan deneysel akciger kanseri modelinde
IL-6’nin timdr baslangict ve ilerlemesi tizerinde birbirine zit etkiler gosterebildigini ortaya
koymustur. Caligmada IL-6 erken donemde tiimoriin baslamasini siirlandirirken, olusmus
tiimdrlerin sonraki biiyiimesine ve ilerlemesine neden oldugu tespit edilmistir (Qu et al., 2015).
Bu bulgular, IL-6’nin yalnizca inflamatuvar yanit1 degil, ayn1 zamanda metabolik adaptasyonu,
sitokinleri ve metastatik Ozellikleri de diizenleyebildigini gostermektedir. Bu nedenle,

caligmamizda IL-6 gen ekspresyonunun azalmasi, FA-EXO-KP kompleksinin inflamasyonla
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baglantili tiimor destekleyici sinyallesmeyi serbest karboplatine kiyasla baskiladigini

gostermektedir.

IL-10 ise genellikle inflamasyonu baskilayan ve bagisiklik yanitini diizenleyen
sitokinlerden biridir (Moore et al., 2001; Stevens Barron et al., 2023). Ayrica protiimoral
inflamatuvar yanitlarin smirlandirilmasi ve tiimorle iliskili anjiyogenezin diizenlenmesi gibi
kanser biyolojisiyle iliskili siire¢lerde de gorev almaktadir (Dennis et al., 2013). IL-10, kronik
protiimdral inflamasyonu ve inflamasyonla iligkili doku hasarini azaltarak tiimor ilerlemesini
sinirlayabilir. Buna karsilik, antijen sunan hiicrelerin, sitotoksik T lenfositlerinin ve NK
hiicrelerinin etkinligini baskilayarak tiimoriin bagisiklik sisteminden kagmasina da katkida
bulunabilir. Méndez-Garcia ve arkadaslari da IL-10’un meme kanseri metastazindaki etkisinin
tek yonli olmadigini; sitokinin hiicresel kaynagina, konsantrasyonuna, reseptor dagilimina ve
tiimor mikrogevresindeki diger sinyallere gore antitiimor veya protiimor 6zellik gosterebildigini
vurgulamistir (Mendez-Garcia et al., 2019). Moore ve arkadaslari, IL-10"un monosit ve
makrofajlarda IL-1f, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini
baskilayabildigini; ayrica MHC sinif II molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak antijen
sunumunu sinirlandirabildigini bildirmistir (Moore et al., 2001). Bu nedenle ¢aligmamizdaki
IL-10 artigina IL-1P ve IL-6 azalmasinin eslik etmesi, bu sitokinler arasinda IL-10 ile uyumlu
bir kars1 diizenleyici iliski bulunabilecegini diistindiirmektedir. IL-1 ve IL-6 sonuglarinin
aksine, IL-10 gen ekspresyonu FA-EXO-KP 2,5, 5 ve 10 uM gruplarinda anlamli olarak artmus;
en belirgin artisin 10 pM grubunda yaklasik %90 oldugu tespit edilmigstir. IL-10 seviyesinde
meydana gelen bu artis, FA-EXO-KP uygulamasi sonrasinda gelisen antiinflamatuvar veya
hiicresel stresle iligkili diizenleyici bir yanit olarak degerlendirilebilir (Stevens Barron et al.,

2023).

Sonug olarak, bulgularimiz FA-EXO-KP kompleksinin MDA-MB-231 hiicrelerinde IL-
1B, IL-6 ve IL-10 ekspresyonunu degistirerek inflamasyonla iligkili molekiiler yaniti
diizenledigini gostermektedir. Sitokin ekspresyonundaki bu degisiklikler, FA-EXO-KP
kompleksinin dogrudan diizenleyici etkisinin yani sira serbest karboplatine gére daha giiclii
sitotoksisite ve oksidatif stres olusturmasiyla da iliskili olabilir. Ozellikle 72. saatte hiicre
hasarmin ve canlilik kaybinin belirginlesmesi, gozlenen degisikliklerin kismen hiicresel stresin

veya tedaviye duyarl hiicrelerin kaybinin ikincil sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5.6.  Mitofaji ve Apoptozun PINK1, Parkin, P21, P53, BAX, Bcl-2, Bel-xL, Kaspaz-3 ve

Kaspaz-9 Ekspresyonlar1 Uzerinden Degerlendirilmesi

Karboplatin basta DNA olmak {izere ¢esitli hiicresel yapilarda hasar meydana getirirken
mitokondriyal ROS iiretimini de artirabilmektedir. ROS Uretiminde meydana gelen bu artis,
hiicrede DNA hasarina yol acar ve hasarin tamir edilmesi i¢in DNA tamir mekanizmalartyla
ilgili molekullerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Olusan DNA hasar1t ATM (ataxia telangiectasia
mutated) ve ATR (ATM and Rad3-related) kinazlar1 tarafindan algilanarak P53 proteinini
fosforile ederek stabilizasyonunu saglamaktadir (Shiloh, 2001). Aktive olan p53, olusan hasarin
siddetine ve sliresine bagli olarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA onarimi, senesens
veya apoptoz arasinda hiicresel karar verilmesinde merkezi rol oynamaktadir. p53°iin 6nemli
transkripsiyonel hedeflerinden biri olan P21, siklin bagimli kinazlar1 (CDK2, CDK4 ve CDK6)
inhibe ederek siklin-CDK komplekslerinin aktivitesini baskilar ve hiicre dongiisiinii 6zellikle
G1/S kontrol noktasinda durdurur. Hiicre dongiisiiniin gegici olarak durdurulmasi, DNA onarim
mekanizmalarina zaman kazandirarak hasarin giderilmesine olanak saglar (Phan & Rezaeian,
2021). Bununla birlikte, hasarin onarilamayacak diizeye ulasmasi durumunda p53, BAX gibi
proapoptotik genlerin ekspresyonunu artirirken Bel-2 ve Bel-xL gibi antiapoptotik proteinlerin
etkisini sinirlandirarak mitokondri aracili intrinsik apoptotik yolu aktive eder (Mirzayans et al.,
2012).

Oksidatif stres ayni zamanda mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina ve
hasarli mitokondrilerin birikmesine neden olabilmektedir. Saglikli mitokondrilerde PINK1, i¢
mitokondriyal membrana tasindiktan sonra proteolitik olarak pargalanir. Hasarli hiicrelerde ise
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybiyla PINK1 parcalanamaz ve mitokondri dis
membraninda asir1 miktarda birikim gosterir. Biriken PINK1, E3 ubikuitin ligaz1 olan Parkin'i
sitozolden mitokondri ylizeyine ¢ekerek aktive eder (Bingol & Sheng, 2016; Zhao et al., 2019).
Aktif Parkin, ¢ok sayida dis membran proteinini ubikuitinleyerek hasarli mitokondrilerin
otofagozomlar tarafindan taninmasini saglar ve secici mitofaji siirecini baslatir. Artan mitofajik
yiik intrinsik yolaklar1 aktive eder (Narendra et al., 2008). Bu aktivasyon, Bcl-2 protein ailesi
iiyeleri arasindaki dengeyi degistirir. Normal kosullarda Bcl-2 ve Bcel-xL, BAX'a baglanarak
aktivasyonunu ve mitokondri dis membraninda oligomerlesmesini engeller. Bdylece
mitokondriyal dis membran gecirgenligi korunur ve sitokrom c'nin sitoplazmaya salinmasi
onlenir. Ancak homeostazin bozulmasiyla BAX ekspresyonu artarken Bcl-2 ve Bcel-xL

diizeyleri azalir veya fonksiyonel olarak baskilanmaya baslar. Sonug olarak, BAX dimerleserek
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mitokondri zarinda porlar olusturur. Mitokondri dis membraninda olusan bu porlardan sitokrom
¢ sitoplazmaya salinir. Sitoplazmaya gecen sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1
(Apaf-1) ve ATP/dATP ile birleserek apoptosomu olusturur. Apoptosom, kaspaz ailesinden
baslatict prokaspaz-9'un aktif kaspaz-9'a doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9, yiiriitiici
kaspazlardan biri olan prokaspaz-3'ii aktive ederek kaspaz kaskadini baslatir. Aktif kaspaz-3;
PARP, niikleer laminler ve hiicre iskeleti proteinleri gibi ¢ok sayida hiicresel substrati
pargalayarak kromatin yogunlasmasi, DNA fragmantasyonu, hiicresel yapinin bozulmasi ve
apoptotik cisimciklerin olugsmasi gibi apoptoza 0zgii degisikliklerin gelismesine aracilik
etmektedir. Bu nedenle kaspaz-9 ve kaspaz-3 diizeylerinin birlikte artmasi, mitokondri aracili
intrinsik apoptotik yolun uyarildigina isaret etmektedir (Budihardjo et al., 1999; Zimmermann

& Green, 2001).

Calismamizda elde edilen bulgular, oksidatif stres ile mitokondriyal membran hasari
arasindaki etkilesim araciliiyla intrinsik apoptotik yolun aktive edildigini gostermektedir.
Yetmis iki saatlik FA-EXO-KP uygulamasinin MDA-MB-231 hicrelerinde oksidatif stresi
artirdigi, MDA ve MitoSOX sinyallerini yiikselttigi ve katalaz diizeyini azalttig1 belirlenmistir.
Bu degisikliklere PINK1 ve Parkin floresans sinyallerindeki konsantrasyona bagl artisin eslik
etmesi, FA-EXO-KP’nin olusturdugu oksidatif yiikiin mitokondriyal hasara neden oldugunu ve
bu hasara kars1 PINK1/Parkin ile iligkili mitofaji yanitinin uyarildigimi diistindiirmektedir.
PINK1 ve Parkin sinyallerinin esdeger serbest karboplatin gruplarindan daha yiiksek olmasi,
eksozomal kompleksimizin mitofaji yanitini uyarildigin1 gostermektedir. Benzer sekilde,
Varangalon'un mitokondriyal apoptozu indiikledigini gosteren bir ¢alismada meme kanseri
hiicrelerinde 12 saat boyunca Varangalon ile tedavi edilmis ve PINK 1/Parkin aracili mitofajinin
aktive oldugu gosterilmistir (Mao et al., 2021). Calismamizda PINK1 ve Parkin seviyeleri
immiinofloresan yontemlerle incelenmistir. Elde edilen goriintiilerde PINK 1 1s1masinin kontrol
grubunda minimal seviyede oldugu tespit edilirken, kompleks gruplarda bu oran doza bagl
olarak artig gostermektedir. Karboplatin monoterapisine gore kompleks gruplardaki PINK1
1s1mas1 daha ylksektir. Parkin sonuglari ise PINK1 bulgulariyla korelasyon gostermektedir.
Elde ettigimiz bulgular Yin ve arkadaglarinin doksorubisinin kardiyotoksisitesinin mitofaji
tizerindeki etkisini degerlendirdikleri ve PINK1 ve Parkin diizeylerinin arttigin1 bildirdikleri

caligmayla da uyumludur (Yin et al., 2018).

TNBC’ler belirgin molekiiler heterojeniteye ve tedavi direncine sahip oldugundan,

kabul edilebilir bir toksisite profiliyle birden fazla hiicresel mekanizmay1 hedefleyebilen tedavi
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yaklagimlariin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bazal benzeri TNBC’lerin yaklasik %60’ 1nda
TP53 mutasyonlarinin bulundugu ve bu mutasyonlarin biiyiik boliimiiniin p53 proteininin DNA
baglanma bolgesinde meydana geldigi bildirilmistir (Shah et al.,, 2012) . Calismamizda
kullanilan MDA-MB-231 hiicreleri de p53°iin DNA baglanma bdlgesinde yer alan R280K
yanlis anlamli mutasyonunu tasimaktadir. Mutant p53°iin baz1 kanser hiicrelerinde niikleotid
eksizyon onarim mekanizmalarin1 bozabilecegi ve platin ajanlarinin olusturdugu DNA c¢apraz
baglarinin giderilmesini sinirlandirarak bu hiicrelerin platin temelli tedavilere duyarliliginm
artirabilecegi ileri siiriilmiistiir (Guo et al., 2025; Sengupta & Harris, 2005). DNA hasar1 ve
hiicre dongiisii yanitiyla iliskili belirtegler degerlendirildiginde, p53 diizeylerinin FA-EXO-KP
1, 2,5, 5 ve 10 uM gruplarinda esdeger serbest karboplatin gruplarina gore sirasiyla yaklasik
%14, %27, %41 ve %50 arttig1 belirlenmistir. p21 diizeyleri de p53 ile paralel bir degisim
gostermis ve en belirgin artigs FA-EXO-KP 10 pM grubunda yaklasik %42 olarak saptanmustir.
Konsantrasyona bagl bu degisiklikler, 6zellikle 5 ve 10 uM FA-EXO-KP uygulamalarinin
DNA hasar1 ve hiicre dongiisti kontroliiyle iligkili stres yanitin1 serbest karboplatinden daha
giiclii bicimde uyardigini diistindiirmektedir. p21 artisinin da yalnizca p53 aracili bir yaniti
tetikledigini gostermektedir. p21, klasik olarak yabanil tip p53°lin transkripsiyonel
hedeflerinden biri olmakla birlikte, TGF-f, Sp1, STAT, BRCA1 ve c¢esitli stresle iliskili sinyal
mekanizmalar {izerinden p53°ten bagimsiz olarak da diizenlenebilmektedir. Nitekim MDA -
MB-231 hiicrelerinde p53°ten bagimsiz p21 indiiksiyonu ve bunun biiylime ile sagkalim
yanitlar1 izerindeki etkileri gosterilmistir (Maiti et al., 2017).

Yetmis iki saatlik tedavi sonrasinda FA-EXO-KP 1, 2,5, 5 ve 10 uM gruplarinda BAX
seviyelerinin karboplatin monoterapisine gore anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. En yiiksek
artis FA-EXO-KP 10 uM grubunda gozlenmis olup yaklasik %50 olarak tespit edilmistir. Buna
karsilik, Bcl-2 seviyeleri tedavi dozuna baglh olarak azalmistir. Ozellikle FA-EXO-KP 2,5, 5
ve 10 uM gruplarinda, karboplatin monoterapisine gore belirgin bir diisiis saptanmistir. En fazla
azalma, FA-EXO-KP 10 uM grubunda gergeklesmistir (%47). Bcl-2 ile benzer sekilde degisim
gosteren Bel-xL ekspresyonunda da doza bagli bir azalma saptanmistir. Bel-2'den farkli olarak,
FA-EXO-KP 1 pM grubunda da karboplatin monoterapisine gore yaklasik %20 oraninda
anlamli bir diisiis gézlenmistir. En belirgin azalma yine FA-EXO-KP 10 uM grubunda tespit
edilmis ve yaklasik %43 olarak hesaplanmaistir.

Proapoptotik BAX ekspresyonundaki doza bagli artis ile antiapoptotik Bcl-2 ve Bel-xL
seviyelerindeki azalma birlikte degerlendirildiginde, FA-EXO-KP tedavisinin intrinsik
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apoptotik yolu karboplatin monoterapisine gore daha giiclii sekilde aktive ettigi gériilmektedir.
Elde edilen bu sonuglar literatiirle uyumlu goriinmektedir. Uslu ve arkadaslarinin yaptig1 bir
caligmada trombosit kaynakli eksozomlara doksorubisin yiiklenmis ve MDA-MB-231 hiicre
hattinda antikanser etkinligi degerlendirilmistir. Bulgularinda ise tedaviyle birlikte BAX

seviyelerinde azalma, Bcl-2 seviyelerinde artis tespit edilmistir (Uslu et al., 2024).

Apoptotik siirecte dnemli rol oynayan kaspaz ailesinin etkinliklerinin degerlendirilmesi
amactyla Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 diizeyleri analiz edilmistir. 72 saatlik tedavi sonunda FA-EXO-
KP 1, 2,5, 5 ve 10 uM gruplarinda Kaspaz-3 seviyelerinin hem kontrol grubuna hem de FA-
EXO ve karboplatin 10 uM gruplarina gore arttig1 belirlenmistir. Ozellikle FA-EXO-KP 10 uM
grubunda Kaspaz-3 seviyesi karboplatin monoterapisine gore yaklasik %270 artis gdstermistir.
Elde edilen bulgular, Tang ve arkadaslarinin M1 makrofaj kaynakli eksozomlara yiiklenen
gemsitabinin mesane kanseri hiicrelerinde kaspaz-3 protein ekspresyonunu anlamli diizeyde

artirdigini bildirdikleri calisma ile korelasyon gdostermektedir (Tang et al., 2022).

Kaspaz-9 seviyeleri de Kaspaz-3 ile uyumlu bir degisim gostermistir. Karboplatin
monoterapisine gore FA-EXO-KP 5 uM ve FA-EXO-KP 10 uM gruplarinda anlamli bir artig
tespit edilmistir. Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 diizeylerinde birlikte gozlenen bu artig, mitokondri
aracilt intrinsik apoptotik yolun aktive oldugunu ve hiicrelerin programli hiicre 6liimiine
yonlendirildigini gostermektedir. Bu bulgular, eksozom aracili antikanser ajan tasimniminin
apoptozu giiclendirdigini gosteren literatiirle uyumludur. Nitekim yapilan bir ¢calismada, siit
kaynakli eksozomlara yiiklenen kurkumin ve resveratroliin meme kanseri hiicrelerinde kaspaz-

9 aktivasyonunu anlamli diizeyde artirdig1 gosterilmistir (Gonzalez-Sarrias et al., 2022).
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6. SONUC

Calismada elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, folik asit (FA) ile
hedeflendirilmis ve karboplatin yiikli homotipik eksozomlarin (FA-EXO-KP), TNBC
hiicrelerinde karboplatin monoterapisine kiyasla yaklasik %12—40 oraninda daha yiiksek
antikanser etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Gelistirilen kompleks yapi, hiicre canliliginm
azaltmig, oksidatif stresi artirmig, inflamatuvar yaniti baskilamis ve DNA hasarin
indiiklemistir. Bunun yan1 sira, PINK1/Parkin aracilt mitofajiyi aktive ettigi, artan dozlara bagl
olarak BAX ekspresyonunu artirirken Bcl-2 ve Bel-xL diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir.
Ozellikle FA-EXO-KP'nin 5 uM ve 10 uM dozlarinda P53 ve P21 aktivasyonunun arttigini ve
buna bagli olarak DNA hasar yanitinin uyarilmasinin saglandigini gostermistir. Pro-apoptotik
BAX ekspresyonundaki artis ile anti-apoptotik Bcl-2 ve Bel-xL diizeylerindeki azalma, hiicre
ici dengenin apoptotik yonde degistigini ortaya koymustur. Bu degisimlere paralel olarak
kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonunun artmasi, hedeflendirilmis karboplatin yiikli
eksozomlarmn intrinsik apoptotik mekanizmay1 karboplatin monoterapisine gore daha etkin

bicimde uyardigin1 gostermektedir.

Her ne kadar terapotik etkinlikte gozlenen artis sinirli diizeyde olsa da, hiicresel ve
molekiiler diizeyde elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, gelistirilen
hedeflendirilmis eksozomal tasima sisteminin karboplatinin antikanser etkinligini artirma

potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.

Calismanin dikkat c¢ekici bulgularindan biri, gelistirilen sistemin saglikli hiicrelerde
diisiik toksisite profili gdstermesidir. L929 fibroblast hiicrelerinde elde edilen canlilik sonuglari,
FA-EXO-KP gruplarmin biiylik c¢ogunlugunda belirgin bir sitotoksisite olusturmadigini
gostermistir. Hatta diisiik doz FA-EXO-KP uygulamalarinda hiicre canlili§inin kontrol grubuna
gore yaklasik 3 kat arttig1 belirlenmistir.

Kanser tedavisindeki temel hedeflerden biri, timor hiicrelerinde terapdtik etkinligi
artinrken normal dokular {izerindeki yan etkileri en aza indirmektir. Bu acidan
degerlendirildiginde, MDA-MB-231 hiicrelerinden elde edilen, folik asit ile
fonksiyonellestirilmis ve karboplatin yiikli homotipik eksozomlarin, karboplatin
monoterapisine gore daha yiiksek antitimor etkinlik gostermesi ve saglikli hiicrelere yonelik

toksisiteyi azaltmasi, gelistirilen sistemin 6nemli bir avantajini olusturmaktadir.
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Sonug olarak, MDA-MB-231 kaynakli, folik asit ile hedeflendirilmis karboplatin ytiklii
homotipik eksozomlar, TNBC tedavisinde hedefe yonelik bir ilag tagima sistemi olarak umut
vadeden bir yaklagim sunmaktadir. Bununla birlikte, elde edilen bulgularin in vivo ¢alismalarla
dogrulanmasi, farmakokinetik, farmakodinamik ve biyodagilim analizleriyle desteklenmesi,

gelistirilen sistemin klinik uygulanabilirliginin ortaya konulmasi agisindan biiyiik 6nem

tagimaktadir.
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