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 etkinlilik analizi  

ktar tayin kiti ile 

 ve ortalama miktar 88-93x10
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ancak gruplar  = 

0,22, p h-UK=0.43). SEM analizinde e -UK-

 nm 
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MICROVESICLES  
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Supervisor:  

 

ABSTRACT 

At the present time, stem cells are being tested and / or used in the treatment of many 

diseases. The name of the new concept in the literature, which benefits from the 

effectiveness of cells without administering cells to the patient, is called Cell-free 

cellular treatments. In this way, the cells are not delivered to the patient, but the content 

produced by the cell is transported to the patient. These transported contents are 

microvesicles, including exosomes. Hypoxia refers to the condition where the oxygen 

concentration decreases and falls below the critical threshold. The aim of this study was 

to investigate the hypoxic environment where oxygen concentration was lower; to 

evaluate the effect on the resulting exosomes. 

For this purpose, h-UK mesenchymal stem cells and neutrophil cells isolated from 

whole blood were cultured at different oxygen concentrations (21%, 5%, 3%) and 

exosomes were isolated. Exosomes were identified by SEM, particle size analysis and 

western blot method. The effect of umbilical cord-derived exosomes on lymphocyte 

proliferation was determined by Ki67 and XTT proliferation tests and efficiency 

analysis was performed. 

As a result of the study, exosome isolation was performed successfully from different 

oxygen conditions and different sources. The amount of isolated exosomes was 

determined by the quantification kit, and the amounts of the studied groups were 

calculated and the average amount was measured as 88-93x107. As a result, more 

exosomes were isolated in the 5% hypoxia group but no difference was observed in the 

comparison between the groups (p neutrophil = 0.22, p h-UK = 0.43). Diameters of exosomes 

-UK-

cells. Exosomes of larger size were isolated in the 3% hypoxia neutrophil-derived 



viii 

size analysis, h-UK-derived exosomes were calculated as 68.98 nm, while neutrophil 

exosomes were calculated as 53.35 nm. Western blot analysis showed protein bands 

expressing CD63 and CD9 surface markers by exosomes. H-UK-derived exosome 

group obtained by 3% hypoxia was found to be more effective than lymphocyte 

 

3% presence of hypoxic condition; the neutrophil exosomes are larger in size and the 

umbilical cord exosomes are more effective. 

 

Keywords: Stem cell, Hypoxia, Extracellular Vesicle, Exosome, Cell-free Cellular 

Therapy 
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1.  

 

 

-

 anti- i, 

nin . 

ESV' 

Eksozomlar, proteinler, lipidler, mRNAlar, 

miRNAlar, lncRNAlar (long non-coding), tRNA, genomik DNA, cDNA ve mtDNA 

(1).  

-

ESV' ler 

 

veya ektozomlar ve apoptotik cisimler olarak 3 gruba a

 

 



2 

(4). 

apoptotik cisimler gibi ESV' ler,   in vitro olarak 

  in vivo   ve kan, idrar, 

 bulunurlar. 

 

  Eksozomlar, plazma 

 

 

rindeki etkisi 

 

Bunun sebebi 

d . 

2

(40-10  

 

 

M ler 

(<%3-

genellikle %20-  lik atmosferik oksijen 

 

veya yenileyici potansiyellerini de etkileyebilmektedir. 
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) 

rilir (7). 

soya 

. 

 (8). 

Good manufacturing practice

in 

vivo 

 ve 

etkisi, 

zi, karakterizasyon ve 
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yen

fonksiyonlarda 

in vitro olarak 

in vivo olarak 

R

otolog, allojenik ve sinjenik olabilir. 

rejeneratif son 12 in vitro olarak 

(13). 

olabilmelidir (14).  



5 

 

 

Prof.Dr. . MKH

 

e ve 

-

-

26).  

 

-renewal), CD105, CD90 

-DR ve CD45 

in-vitro 

s

-



6 

 

ce- 

gerekmektedir. 

 '

-

da 

-  

 

-34). 

 

verilmekt

in vitro 
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in vitro 

 

-39).  

  

-

polimerler; hidroksiapatit, kollajen, fibrin, hyaluronik asit halen uygulamada olan ve 

 

 

positler, endotelyal 
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 proliferasyon 

in vitro 

-

(49). 

2.2.1.5. Graft-  

 

sonr -

profilaksisi ve t

 

 

 

-54). 

 bulunmayan iskemik kalp 
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 - Eritrositler): 

 

   

  

  

 -   

 er 

  

 Bazofil 

 Eozinofil 

 Monositler   

 Lenfositler 

  yok eden 

 yok edebilirler. 
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 B-Lenfositler: 

 

 T- -  

 

 

-

ir. 

 

stermektedir (58). 

 

 

- 

enfositler, NK 

 i 

  Laktoferrin, a-

 

(62,63). 

 -

 

(67,68). LL-
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- -

kendili

 

in vitro olarak 

 

bir 

 

 

-1000nm), ektozomlar veya 

-350nm) ve eksozomlar (30- -

2.1). 

 

1 
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Tablo 2. 1  

 

 

2.4.1. Eksozomlar 

 

a  

ortalama  

bulunur. -2,6 sialik asit ve N-

(77). Eksozomlar, 

 

doku vey  

 

proteinlerini  
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 Bu roller, 

RNA, protein

(78,79). Tipik olarak eksozomlarda bulunan 

prote

-2B, 

mu -82). Bu nedenle bu 

k 

(83). 

ti (84,85). 

 

lmesi 

gerekmektedir. 

 

 Her teknik, 

 Her gruptaki varyantlar, eksozom 
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 Ultrasan

prosesidir. 

-

 

 

 

 

 

genellikle far

 

 

biyo-
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 Son olarak, izole edilen 

eksozomlar bir kez daha re -  Bu 

 

 Bunlar 

 

 

 

da, 

 

 Analitik uygulamalar 

uygundur. 

Alternatif olarak, 

 

 

edilebilir (92).  
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  Bu, 

 

si statikten ziyade 

dinamiktir. 

 Bu nedenle, 

dikkatlice optimize edilmelidir. 

 Buna 

 

 

e seyreltilir ve 

 

-Ultrafiltrasyon 

ultrafiltrasyondur. 

 

olarak, ek

 

 , 
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yen 

fraksiyonlam  

-

erinde tutulur. 

 Daha sonra, miRNA saptama ve ekspresyon profili kantitatif 

iptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile 

 

00). 

 

grad

 

 

  

kromatografisidir (SEC). 
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olur. 

-ko

misyon 

 

-

 

 

kromatografi-  Bu entegre sistem, 

eksozoml

 

uygulanabilir bir alte

 

  

 

-Afinite Teknikleri 

-

o

 

muadilleri bulunmayan ve sadece belirli biyolojik kaynaklara tutunabilen eksozom 
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 -

manyeto-

 

insan eksozomunda bol miktarda eksprese edilir (109,110). Bu nedenle, eksozom 

 -

-  

D326) hedef alan 

 

ve diferansiyel 

-elektron mikroskobu ve 

 

   

 

 

 

(97). 
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lir. Eksozom presipitasyon 

 

 

 

. 

2.4.2.5. Mikro-  

 

 elektromanyetik 

  da uygulanabilir. 

 

 mikro-
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 kadar 

serum gerekmektedir (121). 

 

bir antijen olan anti-  oresan 

 Bir plaka okuyucu 

 

   

Bu izolasyon ve karakterizasyon t

seviyesidir 

 Tablo 2.2.  

   
Potansiyel 

Avantaj 

Potansiyel 

Dezavantaj 

 

temelli teknikler 

 

 

 
eksozomlara zarar 

verebilir. 

  

teknikler 

 

Ultrafiltrasyon: 

ekipman, ile 

ekstraksiyonu 

gerektirmez.  

ile biyolojik 

aktiviteyi 

korur; 

tekrarlanabilirlik, 

 

Ultrafiltrasyon: 

maliyeti, izole 

eksozomlar

membranlara 

 

SEC: Uygun 

ekipman maliyeti, 

gerektirir. 
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 Bunlar NTA 

-blot ve elektron mikroskobisidir. Ancak, bu 

  

 Optik 

Presipitasyon 

 

Su-

polimerlerin 

 

kapasitesi 

gerektirmez 

Proteinler ve 

polimerik 

malzemeler gibi 

olmayan 

 yol 

 

temizlik gerektirir. 

Immunoafinite 

yakalamaya 

  

teknikler 

antijenleri ile 

antikorlar 

izolasyon 

Spesifik 

derecede 

 

maliyeti, eksozom 

etiketlerinin 

antijenik epitop 

bloke edilebilir 

Mikro 

  

kler 

gibi eksozom 

dayanan mikro 

 

maliyetli, 

otomasyon ve 

entegrasyon 

 

standardizasyon 

-

kapasitesi. 
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karakterize  

 Genel 

 

-

 Eksozomal boyut 

 

 Part

 

 

 

 

 

 

lternatif bir tekniktir. 

 Bir 

  Bu 

 

 

Son z
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 TRPS, manyetik 

 

 

 

izin verir. 

 

tekniktir. 

 Bu nedenle, 

 

 

 

 Bu

 Bu nedenle, son zamanlarda, lekeli 
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mevcuttur. 

 

 ki spesifik antikorlara 

 

 nalizi, yeni 

 

 

-12, beyinde %0.5- -

maddelerinin ve pH gibi 

 

Bunun sebebi 

d  B  1958 

atmosfer  

Son 

 

(123,126). Hipoksi ve HIF' 

 Hipoksi 

sinyali ve 
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 -1, HIF-2 ve HIF-

-alt 

- - - -

- 130-132). HIF' ler, aril-

biriminden (HIF-a) ve bir beta (HIF-

(129). i (HIF1A, HIF2A, HIF3A) ve iki beta alt birimi 

-135). HIF-

-terminali b-

 

-

IF-

edilir.  -

(137,138). HIF- erin transkripsiyonunu aktive etmek 

 -a aktivitesi, fosforilasyon, 

-

143).  

-147). 

-

159).  

 

2.7  

sekretomundaki elirleme 

   , sitokinlere ve kemokinlere 

 

 nm ile 1000 n
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(161).  50-100 

nm  membran kesecik 

TSG101 ve tetraspanin (CD9, CD63, 

 

  

 (163) . Eksozomlar 

ve mikro-

- -

-1000 nm 

   

 (163). 

doku tamirinde rejeneratif ve 

bildirilmektedir  

 

 (162,166-171). 

 (172,173). Eksozomal 

proteinler ve mikroRNA' lar 

enflamasyon, eksozom biyogenezi ,  ile 

 

 

 (174). 

2.8  

in vitro 

modellerinin   
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gelir. 

 

 

 

 Oksijen gerilimlerini veya 

  fizyolojik 

olarak ilgili in vivo   

 

hipoksik oda (hypoxic chambers), workstations)

(perfusion chambers  Bir seferde 

ve in vivo   dahil olmak 
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-

anti-

  

 

TYL-2017-7712  

 

-

o

MEM 

besiyeri (Biological Industries, ABD) (Biological Industries, 

ABD), %1 stabil L-glutamin (Biological Industries, ABD) ve %10 allojenik insan 

serumu eklendi ve 37
o
C de %5 CO  de (Sanyo, Japonya) %21 O  

(normoksi), %5 O  (hipoksi), %3 O   

(  
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 1 a) 

3.1.1. h-  

standart olarak kabul edilen CD34, CD45, CD73, CD

 (176). 

si ile incelendi. MKH' 

 

 

10
6
 

 Daha sonra, MKH-

-FITC, CD105-PerCP-Cy5.5, CD73-APC) ve negatif 

-PE, CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE, HLA- -

crelere eklendi. -

CD44-PE antikoru veya PE- -PE antikoru MKH 

'lere eklendi. 

B -
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- -500 ul'de tekrar 

 

 

\

-

 

 

 

 

MACSxpress (Human 

Whole Blood Neutrophil Isolation Kit, 130-104-434, MiltenyiBiotec, Almanya) kiti 

 

      

 2  
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1.  

2. 

-  

3.  

 

4. 

-  

5.  

6. 

 

7. 

-

 

 

 3  
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 4  

3.3.  

 

E

ExoQuick-TC (#EXOTC50A-

-
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 5 ExoQuick- Tc eksozom izolasyon kiti 

 

1. 1x150 cm
2
  

2. Besiyeri 3000x g

 

3. 

besiye  

4. 

 

5. g

 

 

 

 

70gr. polyetilen glikol (PEG Sigma, ABD) ile 30gr. dextran (DEX Sigma, ABD) 1lt. 

ddH2 2
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lmanya) 2-3 saat 

 

 

35gr. poly etilen glikol (PEG) ile 15gr. dextran (DEX) 1lt. ddH2

ddH2  

(

-

Rotina 

 

 

      

 6 Eksozom manuel izolasyon malzemeleri 

3.3.2.3.  

 MEM besiyeri (Biological Industries, 

ABD) ile 

-

PEG-
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hesaplanarak a

-4 

 

 

 7  

3.4. Eksozom Karakterizasyonu 

boyut analizi, west

 

3.4.1. SEM Boyut Analizi 
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SEM (Scanining Electron Microscope-Tara

 

 

boyut 
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 8  
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 9 -sizer, Malvern, Almanya) 

3.4.3. Western-  

 

-

protein kons

-Rad, ABD) 

-

 

3.4.3.2. Western-Blot Analizi 

Western-

-poliakrilamid jelde 

(SDS- -

 

-polipeptit komplekslerini, 
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belirl -

-

SystemBioScien

 

1. 

 

2. Jelde

 

3. Membran TBS-

edildi. 

4. 

-CD9, Anti-CD63, Anti-CD81, ALIX ve HSP-70 

 

5. 

-

-

konjuge anti-  

6. 

3x5 dakika TBS-

Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenerek ChemiDoc MP (Bio-Rad, ABD) 
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 10  

3.4.4. Eksozom Miktar Tayini 

 EXOCET Exosome Quantitation Assay- EXOCET96A-1 SBI, 

Amerika) ile belirlendi. 

 

1.  

2.  

3. o  
C de 5 

 

4.  

5. yon buffer eklenerek 96 kuyucuklu pleyte 

 

6. 10-  

7.  

8.  
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 11 Eksozom miktar tayin kiti 

3.5. Eksozom Etkinlik Analizi 

 

sistemi, lenfositleri 

(reaktif hiperplazi ve lenfadenit) veya malign 

lenfoma d  

 

2
 flasklara RPMI 

1640 besiyeri (Gibgo, ABD) ve %1 glutamin, %1 antibiyotik, %10 FBS (Gibgo, ABD) 

2  
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 12 Tam kandan elde edilen PBMC 

-67 Eksozom Etkinlik Testi 

i -UK eksozomu, %5 hipoksi h-UK 

eksozomu, %21 normoksik h- 2 

siklusunun Go fa  (7). 

aspire ediler

buffer eklendi. 15 d
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 13 h-UK- -67 deney  

 

 

 

 14 - proliferasyon kiti 

3.5.2. XTT Eksozom Etkinlik Testi 



45 

lan eksozomlar (%3 hipoksi h-UK eksozomu, %5 hipoksi h-UK 

eksozomu, %21 normoksik h- 2 

 

Tetraz

in vitro 

 

 

ma 1-

asyon testi, XTT proliferasyon testi kit (BI, ABD) 

-3 saat kara

Glomax Multi ELISA (Promega, ABD) 450nm de okundu. 



46 

 

 15 XTT proliferasyon kiti ve Promega absorbans okuyucu 

 

 

olarak kabul edildi.  
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BULGULAR 

4.1. hUK-  

Dondurup- -

 

-%5 O2) ve 

normoksi (%21 O2

 

 

 

  

 1 h-UK normoksik (%21 O2

mikroskop (Leica, Almanya) 
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 2 h-UK hipoksik (%5 O2

mikroskop (Leica, Almanya) 

 

 

 3 h-UK hipoksik (%3 O2

mikroskop (Leica, Almanya) 

 



49 

 

 4 2

mikroskop (Leica, Almanya) 

 

 5 2

mikroskop (Leica, Almanya) 
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 6 2

mikroskop (Leica, Almanya) 

4.2. h-  

CD34, CD45, CD11b, HLA- CD44 (%98,76), CD73 

( 7).  
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 8 h-   
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-UK-

9, Tablo 

4. 1

e h-UK %3 hipoksi, h-UK %5 hipoksi, 

h-

 

hipoksi - - 

 

 

 10  
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 Tablo 4. 2  

  

75 Adet h-UK MKH Eksozomu  

  

 

 

 11  

 Tablo 4. 3 Eksozom boyut SEM analizi 

  P 

h-UK %3 Hipoksi (n=20)   

 

0.823 

 

h-UK %5 Hipoksi (n=20)  

h-UK %21 Normoksi (Kontrol) 

(n=20) 
 

   

 

0.001* 

 

  

(n=20) 
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 12 h-  

 

 13  

 

-sizer 

h-  68.98 nm olarak 
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 ( 14). 

 Tablo 4. 4  

 Eksozom Boyutu 

h-UK %3 Hipoksi 64.36 nm 

h-UK %3 Normoksi 39.12 nm 

h-UK %5 Hipoksi 53.75 nm 

h-UK %5 Normoksi 118.7 nm 

 70.37 nm 

 52.3 nm 

 52.78 nm 

 37.95 nm 

  

 

 15 %3 hipoksi h-  

 

 16 %21 normoksi h-  
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 17 %5 hipoksi h-  

 

 18  

 

 19  
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20  

4.3.3. Western-Blot ile Eksozom Karakterizasyonu 

Western-

blot analizlerinde %3 O  h-UK MKH, %3 O   h-UK MKH ve %21 O  

eden, %3 O  h-UK MKH, %3 O   h-UK MKH, %5 O  h-UK MKH, 

%5 O   

21). 

   

     CD9   

 22 Prestained Dual Color -250 kDa), 

 



58 

4.4. Eksozom Miktar Tayini  

rak Promega absorbans 

normoksik ortamda tutulan h h- 7eksozom elde 

edilirken, %5 Hipoksi ile -

 istatistiksel (Tablo 4. 5) (p=0.43). 

(Tablo 4.5) (p=0.22). Gruplar 

 

 Tablo 4. 6 h-  

Gruplar   

h-UK %3 Hipoksi 

(n=3) 
 

 

 

P=0.43 

h-UK %5 Hipoksi 

(n=3) 
 

h-UK %21 Normoksi 

(Kontrol) (n=6) 
 

 

 Tablo 4. 7  

Gruplar   

(n=3) 
 

 

 

P=0.22 
(n=3) 

 

(Kontrol) (n=3) 
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 23 h-

 

 

 24  
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-

 

4.5.1. XTT Etkinlik Testi 

-PHA) ile kontrol 

-

ist -

lenfosit proliferasyonunu inhibe eder. %3 h-UK hipoksi grubu ile kontrol grubu 

proliferasyonunu daha fazla 25). % 5 h-UK hipoksi 

-UK 

kayna

h-UK hipoksi, %5 h-UK hipoksi ve %21 h-

-UK hipoksi, %5 h-

 (p=0.705). %3 h-UK hipoksi, %5 h- -UK 

 

 26 -UK 

XTT etkinlik analizi 

Gruplar  P  

Kontrol (n=3)  

 

 

 

 

Pozitif Kontrol (n=3)  

h-UK %3 Hipoksi 

(n=3) 
 

h-UK %5 Hipoksi 

(n=3) 
 

h-UK %21 Normoksi 

(Kontrol) (n=6) 
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 27 h-

 

4.5.2. Ki-67 Etkinlik Testi 

Elde edilen Ki- -PHA) ile 

-

konrol grubu ve %5 hipoksi h-  h-
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 Tablo 4. 8 -UK 

Ki-67 etkinlik analizi 

Gruplar   

Kontrol (n=3)  

 

 

 

 

Pozitif Kontrol (n=3)  

h-UK %3 Hipoksi 

(n=3) 
 

h-UK %5 Hipoksi 

(n=3) 
 

h-UK %21 Normoksi 

(Kontrol) (n=6) 
 

olarak kabul 

 

 

 28 h- -  
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-

  

larda . 

rak 

-

 T 

-

83)

onko  (184-187).  

 

-

  

 

 

90). 
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 -

(191).  

edilen, 

 

  

-  

 (193,194). Baietti ve 

 

(195). 

Lai ve ark -

 

 

h-  ve ark

%8 O2  de tutulan h-  %1 O2 ve %3 O2 

. -UK MKH' lerin artan pro-

-

n 

izole edilen 

  

Bizim da hem 
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%5 daha fazla eksozom izole 

. 

- -1A' ya 

-

 

-1' in bir HIF 

-1' in 

 Bu 

-

 

bilinmektedir (144). Bununla birlikte, hipoksinin embriyoni

 Raporlar, hipoksinin 

hipoksinin insan EKH' lerinin kardiyomiyositlere ve kondrositlere fark

-

2) fare 

-

espit 

ettik. H
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  Bruno ve ark

 

 , 

 

 

Zhang ve ark lokal olarak enjekte edilen h-UK MKH ve h-UK MKH eksozom 

 Bir dizi 

-UK MKH 

ve h-UK M

 

Wu , 

 in vitro ve in vivo olarak 

 

ml protein) h-

 

ilk 24 saat 

 

203). 
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-

biyo-

 Bununla birlikte, biyo-

-

 (204).  

-

-  1-  

x g' de  

-

 

 

206). 

  100,000 xg peletlerin 

 

  (207). Eksozomal zardaki spesifik proteinlere dayanan 

207,208). 

209). 

 

-
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210,211). 

Ba

 

 

mikro-

izolasyonunda biyolojik nu

 

 

). SEC potansiyel olarak 

tivitesi korunur. 

  

formdur. Bununla 

 

(215). 
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biyo-

standardizasyonunu etkileyebilir (213,216). 

-93x10
7 

grubunda daha fazla miktarda eksozom izole edildi ancak gruplar 

= 0,22, p h-UK=0.43). 

 

Bu 

  Ahmed, NE-MB ve 

ark DPKH 'leri

 -CSFR 

 r (217). 

eri

Proli  

 daha iyi 
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in 

vitro   

 

numunelerin 

  

boyutta eksozom izole ettik. 

in vitro ve in vivo  (220).  

-

proinflamatuar sitokinlerin (IL  6, TNFa ve IFN  

proliferasyonunu inhibe eder.  

 

syonunun inhibisyonunun, 
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-

lenfosit proliferasyonu

 

a da benzer bir  

 -

 

 

(NED) hastalardan daha belirgindir. 

Bu 

nedenle, anti-

 

edilen tam fonksiyone

-

 

im
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tekniktir; 

edebilecektir. 

geleneksel teknikler gereklidir. Bununla birlikte, eksozom izolasyonu ve 

lidir (223). 

224, 225) e 

fosfatidilinositol 3-kinaz / protein kinaz B PI3K / AKT ve MAPK / ERK sinyal 

-228). T24 

-

-UK 

-

%5 ve %21 h-  
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%3) h-  

System Bio sciences, ABD) ile 

ortalama 88-93x10
7 

belirlendi. 

. 

h-  68.98 

 

-

- -

daha inhibe edici et -

 

zorluk, 

 

. 

 n, karakterizasyonu, 
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1.  

 

2. 

 

3. 

 

4. -

dozu belirlenmelidir. 

5. 
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