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OZET

Son yillarda hiicreler arasi haberlesmede ekstraselliler vezikille-
rin transferini iceren yeni bir mekanizma 6ne strilmustir. Cogu
kanser hicresi protein, lipit, DNA ve mikroRNA'lardan olusan
ekstraselliler vezikiller (EV'ler) salarak komsu hicre davranigi-
nin degismesine neden olabilmektedir. EV'lerin bir alt tipi olan
eksozomlar hicreler arasi iletisim saglayan kuresel sekilli, iki li-
pit tabakali membran ile cevrili keseciklerdir. Eksozomlar kanser
gelisimini, metastaz ve ilag direncini kontrol etmek icin yakin ve
uzak cevre kanser hiicreleri ile iletisim kurarlar. Eksozomlar hicre-
ler arasi iletisimin yanisira sinyal iletimi, genetik madde aktarimi,
bagisiklik yanitinin dizenlenmesi gibi bircok biyolojik islevde rol
oynar. EV'lerin timor mikro cevresinde ve kanser metastazinda al-
ternatif bir haberlesme araci oldugu ortaya cikarlmistir. Eksozom-
lar cesitli kanser tedavileri esnasinda iceriklerini degistirebildikle-
rinden dolayi tedaviyi takip etmede énemli bir rol oynayabilirler.
Bu derleme kanser tani ve tedavisinin hedefi olarak komunikazom
(hicreler arasi haberlegme) olarak adlandirlan hiicreler arasinda
sinyalleri ileten EV'lerin fonksiyonuna odaklanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ekstraselliler vezikiller, eksozom, kanser,
tedavi

ABSTRACT

Inrecent years, a new mechanism for intercellular communication
has been put forward which involves the intercellular transfer of
extracellular vesicles. Most cancer cells release potentially func-
tional biomolecules loaded in extracellular vesicles (EVs) such as
DNA, proteins, lipids, and microRNAs. The experiments showed
that EVs uptake by tumor cells can alter cellular behavior. Exo-
somes, a subtype of EVs, are small, lipid bilayer membrane ves-
icles for intercellular communication. Exosomes communicate
with near-by and distant cancer cells that promote cancer de-
velopment, metastasis, and drug resistance. In addition to inter-
cellular communication, exosomes play a role in many biological
processes such as signal transmission, genetic material transfer,
and regulation of the immune response. EVs have emerged as
an alternative mediator of communication within the tumor mi-
croenvironment and cancer metastasis. Because exosomes can
change their content during various cancer treatments, they can
play an important role in following the treatment. This review fo-
cuses on the function of EVs as signal transmitters between cells,
called communicasomes (intercellular communication), and the
importance of this function in cancer diagnosis and treatment.
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GiRIiS

Eksozomlar ve mikrovezikilleri iceren memeli ekstrasel-
liler vezikilleri membran ile cevrili kiresel keseciklerdir.
Hicreler arasi haberlesmede biylime faktorleri, nérot-
ransmitterler, sitokinler/kemokinler gibi ¢ozinebilir faktor-
lerin yani sira gap baglantilar, eksozomlar ve nano tipler
rol oynar (1). Eksozomlar ve mikrovezikiller (MV'ler) farkli
biyogenez islemlerine, buyuklik ve ylzey belirteclerine

sahiptirler. Mikrovezikiller 50-1000 nm c¢apinda olup ek-
sozomlara gore daha buylklerdir. Multivezikiler cisimler
(MVBY)'in plazma membrani ile kaynasmasindan sonra ek-
sozomlar ekstraselliler alana salinirken, mikrovezikiller
dogrudan plazma membranindan tomurcuklanirlar (2,3).
Mikrovezikiller timér ve stromal hiicrelerin uygun bir tu-
mor nisi olusturmasinda, timorin yayilmasi ve blylimesin-
de hucrelerin birbirleriyle iletisiminde rol oynamaktadirlar.
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EkstrasellUler vezikiller (EV'ler) tasidigi cesitli biyomo-
lekdlleri hedef hiicrelere aktararak ¢cogalma, apoptoz
ve gog¢ gibi hiicre fonksiyonlarini diizenleyebilir ve hiic-
reler arasi haberlesmede rol oynayabilir (4). Cift lipit
tabakali bir membranla cevrili 50-100 nm capinda ku-
clk vezikiller olan eksozomlar (endozom kékenli vezi-
kuller) ile proteinler, DNA, mRNA, kodlamayan RNA'lar
gibi bir hicreden digerine molekiller génderilerek
genetik bilgi aligverisi ve alici hiicrelerin yeniden prog-
ramlanmasi saglanir. Farkli hicre kokenli eksozomlar
fosfolipid tabaka, endoplazmik retikulum, sitozol ve
Golgi kompleksinden kaynaklanan proteinler, 1si sok
proteinleri, tetraspanin aile proteinleri, hicre iske-
let proteinleri ve lipit ile iliskili proteinler gibi ~4,600
cesit protein icermektedir. insan timér hiicrelerinden
salgilanan eksozomlarin icerigi lokal timor mikro cev-
resini etkileyebilir, ekstraselliler matriksi degistirebilir
ve anjiyogenez, tromboz ve kanser hiicre cogalmasini
arttirabilir (5). Eksozomlardan badimsiz olarak otofaji
ve multivezikiler-endozom bagml bir mekanizma yo-
luyla ekstraselliler DNA'nin ortama salindidr ileri strtl-
mustlr (6). Tumor hicrelerinin basglangig, biyime ve
metastaz evrelerinde ila¢ direncini etkileyebilen asir
miktarda eksozom salgiladigi gdsterilmistir (7). Malign
timor hicrelerinden salinan EV'lerin daha az malign
timor hicrelerce alinarak metastatik davranigin kopya-
landigi saptanmistir (8). Saglikh veya kanserli hiicreden
ekstraselliler alana salinan EV'ler salgilandigi hicrenin
genetik ve proteomik icerigini yansitmaktadir. EV'ler
kan, idrar, beyin-omurilik sivisi, gdzyasi, tukurik, burun
salgilar ve meni gibi cesitli biyo-sivilardan izole edi-
lebilirler. Melanomali hastalarda eksozomlar immin
isaretleme yontemi ile elekron mikroskopda incelendi-
ginde CD81, MHC I ve Il sinif molekdlleri, timor anti-
jenleri (TRP1, gp100) icerdikleri gdsterilmistir (9). Ekso-
zomlarin morfoloji ve protein igerigini tanimlamak igin
elektron mikroskopi, akim sitometri ve Western blot
yontemleri kullanilmaktadir. Eksozom izolasyonu igin
en cok tercih edilen yontem ise ultrasantriftj teknigidir
(10). Serumda bulunan kanser kokenli EV'leri gelenek-
sel yontemler olan immunoblotting ve ELISA (=Enzime
bagli imminosorbent degerlendirme) yerine ExoSc-
reen yontemi ile saptamanin Ustin oldugu ileri siril-
mustir (11). MDA-MB-231 timér hicrelerine ait EV'le-
rin heterojen yapi dagilimi nanopartikil izleme analiz
yontemi ile incelenmis ve tanimlanmistir (8). EVpedia
(http://evpedia.info) ekstraselliler vezikillerin sistema-
tik analizi ve intravezikller protein-protein etkilesim ag
analizleri icin bir veritabani sunmaktadir (12). ExoCarta
(http:// www.exocarta.org/) eksozomal protein, RNA ve
lipit iceriklerini aciklayan bir veritabanidir (13). Ayrica
2014 yilinda EV caligmalarinin farkli isimler ile tanimlan-
masinin karmasikligini gidermek amaci ile uluslararasi
ekstraselliler vezikil dernegi (ISEV) ekstraselliler vezi-
kil calismalar icin asgari bilgi (MISEV) adli bir kilavuz

dizenlemistir. Bunun son dért yillik giincellemesini ise
2018 yilinda Thery ve ark.lari yapmusglardir (14).

Eksozomlarin biyogenezi, yapisi, salinnmi ve hedef
hiicreye alimi

Eksozomlar ilk kez 5'-niikleotidaz aktivitesi iceren vezi-
killer olarak tanimlanmistir (15). Eksozomlar esas olarak
lizozomlardan kékenlenen ge¢ endozom olarak bilinen
multivezikiler cisimlerden olusurlar. Eksozomlar hicre
membrani ile MVB'lerin kaynagmasi sonucu ekstrasel-
lGler ortama salinirlar. Eksozom biyogenezi hiicre ici ve
digi bircok faktér tarafindan tetiklenebilir. Eksozomlarin
icerikleri kdkenlendigi hiicreye yakin veya hucreler arasi
haberlegme ile uzak hedef hicrelerine aktarilabilir (16).
Eksozomlar ve hedef hiicreleri arasinda l¢ asamali etki-
lesim mekanizmasi ileri stiriilmistdr. ilk olarak eksozom-
larin transmembran proteinleri hedef hicrelerin resep-
torleri ile dogrudan etkilesgir. Sonra eksozomlar hedef
hicrelerin plazma membrani ile birleserek iceriklerini
hedef hicrelerin sitoplazmalarina iletirler. Daha sonra
eksozomlar endozomlarla birlesir (17,18). Timor hicre
eksozomlarinin salinmasi piruvat kinaz tip M2 (PKM2) ile
kontrol edilir (19). Ayrica asidik mikro ¢evre pH'sinin ek-
sozom salgilanmasini etkiledigi gosterilmistir (20). Aktin
dizenleyici protein olan kortaktinin eksozom salinmasini
dizenledigi fakat eksozom biyogenezinde rol oynama-
digi gosterilmistir. Eksozom salgilanmasinin kortaktin
tarafindan duzenlenmesi dallanmis ag yapisinin olusu-
munda is goren Arp2/3 protein kompleksi yanisira Rab
27a ve koronin 1b ile kontrol edilmektedir. Kanser hiic-
relerinden salinan eksozom sayisindaki artis ile birlikte
kortaktinin arttigi bildirilmistir (21). inflamazom kékenli
eksozomlar makrofajlarda dogrudan NF-«B (nukleer fak-
tor kappa beta) sinyalini aktiflestirmektedir. Eksozomlar
komsu hicrelerde inflamasyon sinyalleri artirmakta ve
inflamazom kékenli eksozomlar immin cevap ile iligki-
li proteinleri yiksek miktarda icermektedirler (22). EV
alimi klatrin bagimli endositoz ve klatrinden bagimsiz
kaveolin aracili transport, makropinositoz, fagositoz ve
lipit raft aracili tasima sekilleri ile gerceklesir. Eksozom-
lar hicre veya dokulara farkli farmakolojik molekdlleri
iletmek icin etkili bir tasiyici sistem olarak is gorebilirler.
Eksozomun istenen kargo ile ylklenme yéntemleri te-
davide anahtar rol oynamaktadir (23, 24). Heparan sulfat
proteoglikanlarinin (HSPG'ler) kanser hiicresi kaynakli
eksozomlarin reseptorleri olarak islev gordigi gosteril-
mistir (25). insan meme kanseri eksozomlarinda miR-21
ve miR-1246 gibi bazi mikroRNA cesitlerinin segici ola-
rak ylksek oranda bulundugu bildirilmistir (26). Eksozom
biyogenezi ve salinimi icin gerekli oldugu bilinen RAB,
ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport) veya SNARE protein ailelerinin yani sira insan
dendritik hiicre proteomik analiz sonuglari major uyum-
luluk kompleksi, flotilin ve 1si sok 70-kDa proteinleri gibi
klasik olarak kullanilan birka¢ eksozom biyobelirtecinin
tlim EV'lerde mevcut oldugunu gdstermistir (27).
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Cesitli kanser tedavilerinde ekstraselliiler vezikdllerin
6nemi

EV'lerin 6zellikle eksozomlarin son zamanlarda kansere
karsi yeni terap&tik ajanlar olarak rol oynadigr ileri strdl-
mektedir. Farkli hiicrelerden kaynaklanan MV'ler kanserli
hastalann kaninda saglikli bireylere gére daha yuksek sa-
yida bulunmaktadir. Kandaki MV'in cogunlugu trombosit
kékenlidir. Trombosit kokenli olmayan MV plazma seviye-
sinin mide kanserli hastalarda ytksek oldugu bildirilmistir
(28). Memeli hicreleri arasinda EV'ler haberlesme, kok
hiicre plastisitesi, hasarli dokularin onariminin yani sira
hastaligin yayillminda da is gorirler. Tumér mikro gevre-
sinde yer alan eksozomlar bagisiklik, anjiyogenez ve me-
tastazi dlzenleyerek timér olusumunu kolaylastirabilirler.
Eksozomlarin hicresel bilesenlerle yapisal benzerligi ve
boyutu spesifik bir ilag dagitim nanoparcacigi olarak kul-
lanilabileceklerini gdstermektedir (23). ilac; tastyict dogal
nanopargaciklar olarak kullanilabilen eksozomlar cesitli
kanser ilaclarinin  verilmesinde énemli bir potansiyele
sahiptirler. Coklu ila¢ direnci gdsteren kanser hicrele-
rini tedavi etmek icin makrofajlardan salinan paklitaksel
iceren eksozomlar arastinldiginda bunlarin sentetik nano-
parcaciklara gére 30 kat daha iyi oldugu gdsterilmistir. Bu
calisma eksozomlara ylklenen paklitakselin kanser hiic-
relerine yeterli miktarlarda ve etkili bir sekilde verilebile-
cegini ileri sirmektedir (24). Tumor EV'leri inflamasyon
nisi olusmasi ve anjiyojenezin dizenlenmesi igin timorle
iligkili makrofajlar aktiflestirirler (29). Aktif T hicre ekso-
zomlarinin Fas/Fas Ligand sinyal yoluyla matriks metal-
loproteinaz 9 ekspresyonunu arttirarak melanom ve akci-
Jer kanseri hiicre metastazini kontrol ettigi gosterilmistir.
Ayrica sadece timorli farelerde bu timor artisini kontrol
eden eksozomlarin varligr bildirilmistir (30).

Eksozomal hedefli reseptor aktivasyonunun (ExTRAcrine)
yeni bir epidermal blylime faktor reseptor (EGFR) ligandi
olarak metastatik nisin hazirlanmasi gibi kanser streclerinde
rol alabilecegdi ileri strilmustir (31). Eksozomlarin biyolojik
etkilerine eglik eden sinyal yolaklari ile etkilesimlerini agikla-
mak i¢in daha fazla calisma gerekmektedir. Eksozomlar alici
hicrelere heterojen yulklerini ileterek cesitli sinyal yollarinda
baslatici veya inhibe edici etki gdsterirler. Eksozomlar ti-
mor hicrelerini kemoterapi ilaglarinin sitotoksik etkilerin-
den korurlar ve kemo direng &zelliklerini yakin hicrelere
aktanirlar. Eksozomlar epitelyal mezensimal gecis protein-
leri ve pro-inflamatuar sitokinler gibi bircok farkli yoldan
metastazi etkilediginden timor blylimesi ve yayilmasinin
kontrollinde yeni bir terapétik yaklagim olarak distinilebi-
lir (32,33). Fakat eksozom temelli tedavi uygulanmasinda
dolagimda kalma sureleri, metabolik dayaniklilik, farmako-
kinetik ve hedefe ozel tagima islemlerinin ¢ézimlenmesi
gerekmektedir. Kanser eksozomlarinin RNA ile indiklenen
susturum kompleksi (RISC) ile iligkili miRNA'lar yoluyla he-
def hiicrelerde nemli transkriptom degisikliklerine aracilik
ettigi gosterilmistir (34). Cogu malign timor tekrarlanan
kemotetapiden sonra antikanser maddelere direncli hale

gelmektedir. Bu diren¢ mekanizmasinda eksozomal miR-
NA'lar hastalarin kemoterapiye cevabinin anlasiimasinda
gelecekte bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir (35, 36). Ce-
sitli kanserlerde timér tipini siniflandirmak icin eksozomun
mikro RNA, uzun kodlanmayan RNA, haberci RNA ve mito-
kondriyal RNA gibi genomik profili potansiyel bir biyobelir-
tec kaynagi olarak gériinmektedir (37). Metastatik ovaryum
kanserli hiicrelerin icerdigi cok sayidaki miRNAlardan mir-
21'in yuksek ekspresyonunun ila¢ direncine aracilik eden
mekanizmalarindan biri olabilecedi bildirilmistir (38). Plaz-
ma eksozomal miR-23b3p, MiR-10b-5p ve miR-21-5p'nin
kiclk hicreli olmayan akciger kanseri (NSCL) icin biyobe-
lirtecler oldugu bildirilmistir (39). Kictk hicreli olmayan ak-
ciger kanserinde tahmin edilen genlerin ~%30'u ile iligkili
olan miR-21 veya miR-155 artiginin hastaligin ilerlemesi ile
orantili oldugu bulunmustur. Ayrica bu kanserde miR-21 ve
anti-miR-155 inhibitérlerinin birlikte uygulanmasinin hiicre
cogalmasini inhibe ettigi bildirilmistir (40). K¢tk hicreli ol-
mayan akciger kanseri icin kullanilan H1975 hicrelerine ait
eksozomlarin PI3K (fosfoinositid-3-kinaz)/AKT sinyal yolunu
aktive ederek PC9'a gefitinib direncini hem in vitro hem de
in vivo olarak aktarabildigini bunda miR-522-3p yukari regu-
lasyonunun rol oynadigi gésterilmistir. (41). insan kolorektal
kanser hicresinden kaynaklanan ekstraselliler vezikillerin
proteomik analizlerinde 1364 protein tespit edilmis ve mik-
rodizin verilerine gére 957 vezikiler protein tanimlanmistir
(12). M2 makrofaj kaynakli eksozomlarda saptanan yiksek
miR-21-5p ve miR-155-5p ekspresyon seviyelerinin kolorek-
tal kanser hicrelerinin gb¢ ve invazyonunu dizenlemede
fonksiyonel bir rol oynadigi bildirilmistir (42). Melanoma
B16F0 eksozomlarinin CD8+ T hiicre ¢ogalmasini baski-
lamak icin badisiklik kontrol noktasi yolaklarinda yer alan
bir fosfataz olan PTPN11 genini yukarn dogru diizenleyen
kompleks bir icerik sagladigr bildirilmistir (43). Kolorektal
kanserli hastalarin timaor sivisi kaynakli eksozomlari ile gra-
nilosit-makrofaj koloni uyarici faktérin (GM-CSF) birlikte
uygulandidi faz I klinik calismasinda sitotoksik T lenfosit ya-
nitin indiklenebilecedi ve immiin tedavide glvenli bir agi
olabilecegi bildirilmistir (44). Besse ve ark.lar 2016 yilinda
ktctk htcreli olmayan akciger kanserli hastalarda kemo-
terapi sonrasi immiin tedavi olarak MHC sinif |- ve sinif |l
antijenleri ile yiklenen interferon gama-dendritik hicre
kaynakli eksozomlarin faz Il klinik calismasini gergeklestir-
mislerdir (45). Bu bulgular immiin tedavide nano dlcekli ek-
sozomlarin kullaniminin antijen sunan hiicre aracilidi ile yeni
kanser asilarinin gelistirilmesine katkida bulunabilecegini
distindirmektedir. HER2'yi asin eksprese eden SKBR3 ve
BT474 ve kontrol olarak HER2-negatif MDA-MB-231 insan
meme karsinomu hicre hatlarindan eksozomlar izole edi-
lip, eksozomal biyobelirteg CD 63'lin ekspresyonuna bakil-
diginda Ug hicre hattinda da pozitiflik bulunmustur. HER2
pozitif erken meme kanserli hastalarin serumlarindan elde
edilen eksozomlarin, hastaligi ilerlemis hastalarin serumla-
rinda bulunan eksozomlara kiyasla trastuzumab’a daha du-
stk seviyede baglandigi tespit edilmistir (46). Kanserlerde
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eksozom Uretiminin artmasi ve hemen hemen tim vicut si-
vilarinda kolaylikla eksozom analizinin yapilabilmesi kanse-
rin erken tespiti ve hastaligin ilerlemesinin degerlendiriime-
sinde yararli olacaktir. Ovaryum kanserli hastalar icin bilinen
sekiz miRNA hem hiicre hem de eksozom icin benzer sonug
verirken kontrol érneklerde saptanamamistir (47). Timorle-
re 6zgl nuklear veya mitokondriyal DNA mutasyonlarinin
eksozomlar yoluyla taginmasi alici hiicrelerde metaboliz-
mayi dedistirebilir. Kisisellestirilmis tip uygulamalarinda
orn; medulloblastoma timérli bireylerin c-Myc onkogeni
icin timor kaynakli mikrovezikillerde artmis olan hiicre digi
DNA veya RNA icerikleri onkogen artiginin bir biyobelirteci
olmasi agisindan énem tagimaktadir (48). Gen ekspresyon
veri analizleri beyin mikro gevresinin metastaz yapmig kan-
ser hucrelerinin tamamen yeniden programlanmasina yol
actigini gostermistir (49). Astrosit kaynakli eksozomal miR-
19a’'nin timor baskilayic PTEN'in geri déntstimli asadi
dizenlemesini belirledigini ve boylelikle beyin metastazini
baskilamak icin sitokin kemokin ligand 2 salgilanmasini art-
tirdigini gostermislerdir (50).

SONUC

Eksozom temelli tani ve tedavi yontemleri erken kanser
teshisinde ve hedefe yonelik ila¢ taginmasinda umut vaat
etmektedir. Cesitli kanser arastirmalarinda eksozomlarin
teknik agidan saf elde edilememeleri diger ekstrasellller
vezikil biyomolekilleri tagimalarn hala ¢ézilmesi gereken
bir sorundur. Cesitli kanserlerde eksozomlarin lokal ve
sistemik olarak immin yaniti degistirmesi yeni bir tedavi
yaklagimi olabilir. Ayrica eksozomlarin tedavi amacl uygu-
lanmasindan sonra immuiinojenik reaksiyonlari tanimlamak
icin daha ileri calismalara ihtiyag vardir. Bununla birlikte ge-
lecekte eksozomlar erken kanser teshisinde spesifik bir bi-
yolojik belirte¢ olarak klinik kullanimda etkili olabilecektir.
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