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OZET

Gunimiizde birgok hastaligin tedavisinde kok hicreler denenmeye ve/veya
kullanilmaya baglanmigtir. Literatirde hastaya hiicre uygulamadan hicrelerin
etkinliginden faydalanilan yeni konseptin adi: Hiicresiz hticresel tedavilerdir. Bu sekilde
hiicreler hastaya verilmez ancak hiicrenin urettigi igerik hastaya taginir. Bu tasinan
icerik eksozomlar1 da igeren mikrovezikillerdir. Hipoksi oksijen konsantrasyonunun
azalarak kritik esik degerin altina diistiigii kosulu ifade etmektedir. Caligmanin amaci,
oksijen konsantrasyonunun daha disik oldugu hipoksik ortamin; elde edilen

eksozomlar tizerine etkisini degerlendirmektir.

Bu amagla, farkli oksijen konsantrasyonlarinda (%21, %5, %3) h-UK mezenkimal kok
hiicreleri ve tam kandan izole edilen notrofil hiicrelerinin kultiri yapildi ve eksozomlari
izole edildi. Eksozomlar SEM, partikil boyut analizi ve western blot yontemi ile
tanimlandi. Umblikal kord kaynakli eksozomlarin lenfosit proliferasyonuna olan etkisi

K167 ve XTT proliferasyon testleri ile belirlenerek etkinlilik analizi yapildi.

Caligmanin sonucunda farkli oksijen kosullar ve farkli kaynaklardan basarili bir sekilde
eksozom izolasyonu yapildi. Izole edilen eksozomlarin miktar:, miktar tayin kiti ile
belirlendi. Calisilan gruplarin miktarlart hesaplandi ve ortalama miktar 88-93x10’ olarak
olgiildi. Sonug olarak %5 hipoksi grubunda daha fazla miktarda eksozom izole edildi
ancak gruplar arasi yapilan karsilagtirmada miktar olarak bir fark gozlenmedi (p nswor=
0,22, p huk=0.43). SEM analizinde eksozomlarin ¢aplari h-UK-MKH 6&rneklerinde
ortalama 66.07+15.33 nm olarak ol¢iiliirken, nétrofil hiicrelerinde ortalama 63.66+5.38
nm olarak ol¢ildi. Gruplar arasindaki %3 hipoksi nétrofil kaynakli eksozom grubunda
daha buyiik boyutta eksozom izole edildi (p<0.001). Partikiil boyut analizinde yapilan
ol¢iim ile elde edilen sonuglarda h-UK kaynakli eksozomlarin boyutu 68.98 nm olarak

hesaplanirken, notrofil eksozomlart 53.35 nm olarak hesaplandi. Western blot
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analizinde eksozomlar tarafindan CD63 ve CD9 yiizey belirteglerini eksprese eden
protein bantlart gosterildi. %3 hipoksi ile elde edilmig h-UK kaynakli eksozom
grubunun normoksi ve %5 hipoksiye gore, lenfosit proliferasyon testi sonucunda daha

etkin oldugu belirlendi (p<0.001).

%?3 hipoksik kosul varligi; noétrofil eksozomlarinin daha biuyiik boyutta olmasina ve

umbilikal kord eksozomlarinin daha etkin olmasina yol agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, Hipoksi, Ekstraseliller Vezikiil, Eksozom, Hiicresiz

Hiicresel Tedavi
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EVALUATION OF THE EFFECT OF HYPOXIA CONDITION ON
MICROVESICLES

Nur Seda SAHIN

Erciyes University, Graduate School of HealthSciences
Master Thesis, August 2019 )
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Zeynep Burcin GONEN

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 neutrophit = 0.22, p n.uk = 0.43). Diameters of exosomes
were measured as 66.07 £ 15.33 in h-UK-MSC samples and 63.66 + 5.38 in neutrophil
cells. Exosomes of larger size were isolated in the 3% hypoxia neutrophil-derived

exosome group between the groups (p<0.001). In the results obtained by the particle
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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

proliferation test compared to normoxia and 5% hypoxia (p<0.001).

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. GIRIS

Gunumiizde birgok hastaligin tedavisinde kok hiicreler denenmeye ve/veya
kullanilmaya baglamistir. Kok hucreler ile ilgili deneysel caligmalar yapilsa da klinik
caligmalar sayica yetersizdir. Bunun nedeni ise hucrelerin klinikte kullanilmasinin
ontindeki etik siiregler ve canli ilag olarak isimlendirilen tedavi ajaninin uzun siireg
sonuglarinin  olmayisindaki eksikliklerdir. Literatiirde hastaya hiicre uygulamadan
hiicrelerin etkinliginden faydalanilan yeni konseptin ad1: 'hiicresiz hiicresel tedaviler'dir.
Bu sekilde hiicreler hastaya verilmez ancak hiicrenin urettigi icerik hastaya tasinir.
Hiicre i¢i igerik ise mikrovezikiillerdir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH), birkag¢ hiicre
tipine farklilagsma kabiliyetine sahiptir ve boylece rejeneratif tip igin bir hiicre rezervuari
gorevi gorurler. MKH ‘lerin ¢esitli hastaliklara terapotik uygulanmasi konusundaki
giincel ilgisinin, imminosiipresif ve anti-inflamatuar 6zellikleriyle baglantili olabilecegi
diasuntlmektedir. MKH’ lerin anti-inflamatuar etkilerinin kilit mekanizmalarindan biri,
parakrin etkileri olan faktorlerin salgilanmasidir. Son zamanlarda MKH’lerin parakrin
islevlerinin, ekstraseliller vezikiller (ESV) araciligiyla ortaya ¢iktigi bilinmektedir (1).
ESV' ler agirlikli olarak endozomal bolmeden salinir ve orijin hiicrelerinden miRNA,
mRNA ve protein bir kargo igerirler. Eksozomlar, proteinler, lipidler, mRNAlar,
miRNAlar, IncRNAlar (long non-coding), tRNA, genomik DNA, cDNA ve mtDNA
gibi bir¢ok biyoaktif molekuli igermektedir (1).

Hiicre i¢i iletigsim, ¢ok hiicreli organizmalarin temel bir 6zelligidir ve direkt hiicre-hiicre
temasi veya salgilanan molekillerin aktarimi yoluyla olabilir (2). ESV' ler igerikleri
kontrol edilebilen veya modile edilebilen biyolojik stregler pihtilagma, lokal
inflamasyon, hiicre farklilagmasi, vaskiler yaglanma ve yeniden sekillenmeyi igerirler.
ESV'ler bir hiicre tarafindan hiicre digt alana salinirlar ve eksozomlar, mikro vezikiiller
veya ektozomlar ve apoptotik cisimler olarak 3 gruba ayrilirlar (3). Eksozomlar
ekzositoz ile salinirken, mikrovezikiller veya ektozomlar plazma membraninin digariya
dogru tomurcuklanarak salgilanir. Apoptotik cisimler 6li hiicreler tarafindan apoptozun

sonraki evreleri boyunca serbest birakilir, boylece hiicre atiklart bagisiklik sistemi



hiicreleri tarafindan kolaylikla ortadan kaldirilabilir (4). Eksozomlar, mikrovezikiller ve
apoptotik cisimler gibi ESV' ler, hicreler tarafindan in vitro olarak kiltir
ortamina salinir. Ayrica in vivo olarakta dogal ortamlarina salinirlar ve kan, idrar,
amniyon sivisi, anne stti, seminal sivi, tikrik ve malign efiizyonlarda bulunurlar.
Salinan vezikillerden eksozomlarin boyutu homojen iken, diger mikrovezikiillerin
boyutlart heterojen ve hiicre i¢i orjjinlidir. Eksozomlar, plazma membraninin
multivesikiiler cisimcikler olarak adlandirilan spesifik endozomal bolmelerle
kaynastirilmasi yoluyla uretilirken, mikrovezikiller plazma membranindan disa
tomurcuklanarak olusturulur (5).

Son zamanlarda MKH’ ler, hiicre tedavisi ve rejeneratif tibba yonelik umut verici bir
ara¢ olarak dikkat c¢ekmektedir. Hicre kiltirii g¢aligmalarinda daha ¢ok biyiime
faktorlerinin, besin maddelerinin ve pH gibi ozelliklerin hiicreler uizerindeki etkisi
arastinlmigtir. Kultir ortaminda bu 6zelliklerden en az arastirilani ise oksijen
kosullaridir. Bunun sebebi ¢aligmalarda atmosferik oksijenin hiicre buyiimesi igin
yeterli oldugunun dasinilmesidir (6). Oksijen, tim hiicresel fonksiyonlarin
gergeklesmesi ic¢in gerekli temel molekuldir. Laboratuvar ortaminda kultire edilen
hiicreler deniz seviyesinde yaklagik 150 mmHg PO,’ye karsilik gelen %21°lik oksijen
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarken; insan viicudundaki huicreler normoksik sartlarda
(40-100 mmHg)’ Iik bir oksijen konsantrasyonda yasamlarini strdirebilmektedirler.
Oksijen konsantrasyonunun azalarak kritik esik deger olan %6’ nin altina dustugu,
organ, doku ve hticrelerin fonksiyonlarinin duraksadig1 ve hatta bozuldugu durumlar ise
hipoksik kosullar olarak ifade edilmektedir (6).

MKH’ ler 6zellikle adipoz kokenli kok hiicreler, digiik oksijen seviyesindeki bolgede
(<%3-5) bulunmaktadir. Diugiik oksijen seviyesi kok hiicre mikrogevresi igin onemli
bilesenlerdendir ve kok hticrelerin 6zelliklerini devam ettirmeleri i¢in gerekli sinyalleri
saglamaktadir. Kok hiicreler mikrogevresinde dusiik oksijen seviyesinde bulunmalarina
ragmen genellikle %20-21" lik atmosferik oksijen ortaminda kilture edilmektedir (7).
Adipoz kokenli kok hiicreleri bulundugu oksijen seviyesinden daha yiiksek ortamda
kiltire etmek, kok hicrelerin buytme, farklilagma, adhezyon yeteneklerini, biiyime
faktorlerin salgilanmasi veya yenileyici potansiyellerini de etkileyebilmektedir. Nig
igerisinde hucrelerin dugsik oksijen seviyelerinde bulunmasi kok hiicrelere cesitli
avantajlar saglamaktadir. Bunlardan birisi diistik oksijen seviyesinde kok hicrelerin

enerji metabolizmalarint aerobikten anaerobik metabolizmaya ¢evirmeleridir. Bu



doniisim sayesinde hiicrede ROS (reaktif oksijen bilesenleri) tretimi azalarak DNA

hasar diisik seviyeye indirilir (7).

MKH’ lerin yenileyici tipta kullanilmasinin 6nemli bir nedeni de bir¢ok soya
farklilagabilme yetenekleridir. Yapilan c¢aligmalarla adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin ¢esitli soylara farklilagma potansiyellerinin hipoksik kiiltir sartlarinda arttig
veya azaldigr gosterilmistir (8).

Hicrelerin tedavi amacgli kullanimi i¢in islemlerin uluslararasi kabul edilmig
standartlarda, iyi imalat sartlarinda (GMP, Good manufacturing practice) yapilmasi
gereklidir. Hiicresel ekspansiyon yapilirken hiicrelerde ortaya ¢ikabilecek degisimler, in
vivo uygulama sonrast yeterli sayida klinik giivenlik c¢aligmasinin  olmamast
mikrovezikiilleri 6n plana ¢ikartmistir. Boylece ¢aligmamizda; oksijen satiirasyonunun
daha digiik oldugu, viicut i¢i ortamimizi taklit eden hipoksik ortamin; nétrofillerden ve
umblikal kord kaynaklt MKH’ lerden elde edilen mikrovezikiiller tizerine etkisi,
hiicrelerin uretildigi ve mikrovezikiillerin toplandig fiziksel ortam degisikliklerinin
mikrovezikil kalitesine etkinlilik testi, partikil boyut analizi, karakterizasyon ve

morfolojik olarak nasil etki ettigi amaglanmaktadir.



2. BOLUM
GIRIS ve AMAC

2.1. Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip

Hiicre replasman tedavisi igin kok hiicre teknolojilerinin gelisimi son yillarda hizla
ilerlemigtir. Hastaya 6zgii Uriin gelistirme ve uretimi, otolog hiicre tedavilerinin temel
darbogazlarindan ve maliyet faktorlerinden biridir. Tip biliminin en yeni ve gelismekte
olan kolu olan rejeneratif tip, vicudun rejeneratif tepkilerinin yeterli olmadig:
durumlarda, ciddi yaralanmalar veya kronik hastalik kosullart olan hastalarin spesifik
dokularinin ve / veya organlarinin fonksiyonel restorasyonu ile ilgilenmektedir (9).

Konvansiyonel hiicre replasman tedavilerine ek olarak, hedef dokunun onarimi ve
yenilenmesini tesvik etmek ig¢in, parakrin etkilerle terapotik molekiller igeren
transplante edilmis kok hiicreler, daha iyi hayatta kalma orani, ¢gogalma ve farklilagma
veya spesifik fonksiyonel molekiillerin salgilanmasimi saglar. /n vivo fonksiyonlarda
gelismis ve in vitro olarak modile edilmig hiicre nakli ve ayrica dogrudan hastalar
tarafindan alinabilen in vivo olarak etki gosterebilen geleneksel terapétikler, (kimyasal
veya biyolojik ilaglar) rejeneratif tibbin ortaya ¢ikmasinin sebepleri arasindadir (10).
Rejeneratif tibbin elemanlar arasinda doku, organ ve gesitli viicut sivilarindan toplanan
mezenkimal kok hucrelerde yer almaktadir. Kok hucrelerin  nakli, doku
rejenerasyonunun indiikklenmesi ve patojen veya malign hiicrelerin immiunolizi i¢in
otolog, allojenik ve sinjenik olabilir. Konak ve greft reddinin sonuglarindan kaginmak
i¢cin, doku ve organ nakli insan I16kosit antijenlerinin (HLA) doku tiplemesi ve ayrica
immiun baskilayict kullanimi 6nerilmektedir (11). Dokudan izole edilen hiicre sayisinin
rejeneratif sonug uzerine etkisi vardir (12). Bu durumda, daha once in vitro olarak
transplante edilecek uygunlukta olan kok hiicrelerin ¢ogaltilmast gereklidir
(13). Basarilt rejeneratif sonuglar ic¢in, nakledilen kok hiicreler hayatta kalmali,
cogalmali, bolgeye 6zgl sekilde farklilagsmali ve konak dolagim sistemine entegre

olabilmelidir (14).



2.2. Mezenkimal Kok Hiicre ve Tedavi Secenekleri

Mezenkimal kok hiicrelerin varligt (MKH) ilk kez rus bilim adami Alexander
Fridenshtein tarafindan 1978 yilinda gosterilmistir ve tlkemizde ise kok hucrelerin
hiicresel tedavideki gelisim tarihi 1960’11 yillarin baginda, ceninler ile yirittiigi hticre
kiltira ¢aligmalan sirasinda kok hiicre kavramini ilk kez glindeme getiren Ordinaryis
Prof.Dr. Sireyya Tahsin Aygin ile baslamaktadir. MKH’ ler; kendini yenileme,
cogalma ve farklilagma potansiyelleri nedeniyle rejeneratif tip icin 6énemli dejenerasyon
kaynaklaridir (15). MKH’ ler erken gelisimin mezodermal interstisyel dokusundan
tiretilen pluripotent kok hiicrelerdir (16). Bunlar bireysel ontogenez ve otoimmiin
hastaliklar sirasinda doku onarimi ve yenilenmesi i¢in kullamlir (17,18). Yiksek
proliferasyon yetenekleri ve ¢ok iglevli farklilagsma kabiliyetleri nedeniyle, belirli
kosullar  altinda  endometrial  hiicrelere,  osteoblastlara, kondrositlere  ve
kardiyomiyositlere farklilagabilir (19-22). MKH’ ler yag dokusu, kemik iligi, gobek
dokusu ve dental pulpa gibi bir¢cok yetiskin dokusundan basariyla izole edilmistir (23-
26). Bununla birlikte, ¢esitli doku kaynaklarindan gelen MKH’ler farkli biyolojik
ozelliklere sahip olabilir.

Mezenkimal kok hiicreler heterojendir ve karakterizasyonu igin belirlenmig tek bir
biyobelirte¢ mevcut degildir. Bu nedenle, 2006 yilinda Uluslararast Hiicresel Tedavi
Dernegi tarafindan bildirilen bir dizi o6zellik ile tanimlanmast saglamir (27). Bu
ozelliklere gore MKH’ lerin; kendini yenileme yetenegi (self-renewal), CD105, CD90
ve CD73 gibi yiizey belirteclerini eksprese ederken CD34, CD14, HLA-DR ve CD45
gibi yuzey belirteclerini eksprese etmemeleri, in-vitro kosullarda kemik, yag ve
kikirdaga diferansiye olabilmeleri gerekmektedir. MKH’ ler stromal kokenleri,
fibroblast benzeri morfolojilerinin yani sira kiiltirde plastik yiizeye hizli adhezyonu ile
karakterize edilir. Basit ve kolay elde edilebilir, kiltiir ortaminda yiiksek ve hizli
prolifere olur ve bir¢ok pasaj boyunca karyotiplerinde degisme olmaksizin bu
proliferasyonu devam ettirilebilirler (28,29). MKH’ ler dokudan izole edilip kultiire
alindiklarinda primer MKH kiilturt olarak adlandirlir, bu fazi takiben logaritmik faz ve
son olarak bir senesent fazdan olugan bir biiyiime egrisi sergiler. Uygun kosullar altinda
logaritmik faz esnasinda (pasaj 2-3) kolaylikla 50 popiillasyon katlanmasina kadar

cogaltilabilir ve boylece terapotik dozlara ulagilmast mimkin olur.  Ayrica, digik



immiinojeniteye sahip olmalari nedeniyle rejeneratif tedaviler i¢in allojenik kullanima
da uygun olan bir adaydirlar.

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik sartlarda kullanilmasi i¢in 6zel laboratuar sartlarinda
iiretilmesi gereklidir. GMP (Good Manufacturing Practice- lyi Uretim Uygulamalari)
sartlarinda hiicre Uretimi, temel kok hiicre bilimlerinden klinik aragtirmalara ve
uygulamalara translasyon i¢in yiksek bir kalite giivence sistemi saglar. GMP
kilavuzlarina gore; biyolojik Grtintin uygun klinik sinifinin belirlenmesi, hazirlanmasi,
klinik uygulamalar i¢in hiicre urinlerinin giivenliginin saglanmasi, kalitesinin
degerlendirilmesi, ozelliklerinin ve kimliginin belirlenmesi ve transferinin saglanmasi
gerekmektedir. Ote yandan, gelismis hiicresel tedavi protokolleri, kapsamli dogrulama,
siire¢ kontrolii ve kapsamli dokiimantasyon gerektirir (30). Ulkemizde 'Tnsan Doku ve
Hiicre Uriinlerinin Ruhsatlandirilmas: ve Bu Uriinlerin Uretim, Ithalat, [hracat,
Depolama ve Dagitim Faaliyetlerini Yiiriiten Merkezler Hakkinda Teblig' e gore, hiicre-
doku uretim faaliyeti, GMP kilavuzunda belirtilen partikiil ve mikrobiyal yiuk a¢isindan
B simif hava kalitesine sahip alan igerisinde yerlesik partikil ve mikrobiyal yik
acisindan A simifi hava kalitesine esdeger bir ortamda yapilir (31). GMP sartlarinda
MKH tretimi 3-4 hafta gerektiren bir stregtir.

2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim Alanlar:

Deneysel arasgtirmalar sonucunda elde edilen c¢esitli kok hiicre urtnleri, doku
yenilenmesi (kikirdak, cilt fibroblast Grtini), kan hastaliklar, doku onarimi (bagirsak,
karaciger, bobrek), kan kanseri, solid timér dokusu ve karaciger yetmezlikleri gibi
hastaliklarda tedavi amagli kullanilmaktadir (32-34).

2.2.1.1. Kanser Tedavisinde Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasi

Solid tumorlerin tedavisinde giniimiizde radyoterapi ve yiksek doz kemoterapi ve
uygulanmaktadir. Bu tedaviler sonrasinda kanser hastalarinin yasam kalitesinin
arttirilmast amaciyla bazi durumlarda saglikli bireylerden alinan periferik kok hiicreler
verilmekte bazi durumlarda ise kemik iligi kok hiicrelerinin yerine allogeneik kemik
iligi nakli yapilmaktadir. Bu tedavi kosullarina alternatif olarak nakil amaciyla kordon
kani kok hicreleri ve in vitro uretimi saglanan kemik iligi kaynakli MKH’ ler
kullanilmaktadir. Baz1 kanser ¢esitleri tizerinde kok hiicre tirtinlerinin klinik etkinliginin
kanitlanmasi, biyoguvenilirlik, biyoesdegerlik ve yan etkilerinin izlenmesi (Faz III)

caligmalarina devam edilmektedir (35,36).



2.2.1.2. Cesitli Kan Hastaliklarinda Mezenkimal K6k Hiicre Kullanimi

Akut ve kronik l16semiler gibi ¢esitli kan hastaliklarinin tedavisinde giincel uygulanan
bir tedavi secenegi olan kemik iligi nakillerinin yani sira, 6zel laboratuvar kosullarinda
iyl dretim uygulamasina sahip (GMP) in vitro uretimi gerceklestirilen kemik iligi
kaynakli MKH’ ler de yaygin olarak kullanmilmaktadir. Anemi ile seyreden gesitli kan
hastaliklart (edinsel aplastik anemi, 16semi), bagisiklik sistemi yetmezlikleri, plazma
hiicresi bozukluklart ve metabolik hastaliklarda mezenkimal kok hiicre uygulamalarinin
yaninda etik siire¢lerden ve invaziv iglemlerden biraz olsun arindirilmis oldugu igin
kordon kanmi kok hicreleri de onemli hematopoetik kok hiicre kaynagr olarak
kullanilmaktadir (34,37-39).

2.2.1.3. Ortopedi Hastaliklarinda Mezenkimal K6k Hiicre Kullanimi

Gunumiizde ortopedik cerrahide kok hucrelerin kullanildigi baglica alanlarda kirik
hattinda iyilesme kapasitesinin arttirilmasi, fizis hatti hasarlarinin iyilestirilmesi,
psodoartroz tedavisi, kondral defektlerin tamiri ve iskemi olan durumlarda, hazirlanan
kok hiicre uygulamalan sayesinde oOzellikle alt ekstremitelerdeki vaskiilarizasyonun
arttirtlmast gelmektedir (40-43). Kikirdak lezyonlarinin tedavisinde hiicre kaynag olarak
allogeneik veya otolog kaynakli kondrositlere alternatif olarak, kikirdak, kemik, sinoviyal
doku, kas, tendon ve yag dokusu gibi bir¢ok farkli dokuya farklilagma kapasitesi olan
pluripotent MKH’ ler de kullanilabilir. Eklem kikirdagina en yakin doku olan sinoviyal
dokunun vucuttaki kondrogenetik ve kikirdak dokuya farklilagabilmesi ve yiiksek
proliferasyon ozelligi gostermesinden dolayi, ¢esitli kullanim avantajlarina sahip oldugu
bildirilmektedir (40). Kemik ve kikirdak igin uygulanan biyog¢oziinir ve biyoemilir
polimerler; hidroksiapatit, kollajen, fibrin, hyaluronik asit halen uygulamada olan ve
cesitli arastirmalarda kullanilan zemin materyalleridir (42,44). Bu yontem ile hiicre ve
doku olugumunu desteklemek i¢in zemin vazifesi goren ii¢ boyutlu biyomateryal tizerine
uygulanan hiicrelerin  homojen dagilimimi  saglamakta, biyokimyasal —molekiil
ozelliklerinden dolayr belirli bir sire sonra ¢oziunerek yerini asil ev sahibi dokuya
birakmaktadir. Zemin materyaller kullanilarak gergeklestirilen kok hiicre tedavisinde,
dikis gerektirmeden ve defekt boyutunda sinirlama olmaksizin hastalikli bolgenin tedavisi
mumkindir (43).

2.2.1.4. Dis Hekimliginde Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamalari

Cekilen ya da kendiliginden diisen insan sit disi pulpasindan elde edilen kok hiicreler

yiksek derecede proliferatif 6zellik gostermektedir. Bu hiicreler, adipositler, endotelyal



hiicreler, noral hiicreler ve odontoblastlar gibi farkli hiicre tiplerine farklilagma
yetenegine sahip genetik olarak kendisiyle tamamen ayni hiicreleri olusturabilen
multipotent hiicrelerdir (45). Erigkin dis pulpasindan da yuksek derecede proliferasyon
ozelligi olan ve in vitro sartlarda odontoblastlara doniigen hiicrelerin izole edilebilecegi
cesitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (46-48). Dis pulpast kok hiicrelerinin dig
dokularinin tamir edilmesinde, kemik rejenerasyonu olusturmada, noral doku
yaralanmalart ve dejeneratif hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmigtir
(49).

2.2.1.5. Graft-Versus Host Hastalig1 ve Mezenkimal K6k hiicre Tedavisi

Graft Versus Host hastaligi (GVHD), genetik uyumun iyi olmadig1 kosullarda yapilan
kemik iligi nakillerinden sonra gerceklesen vericinin greftinin hastanin (alict)
vicudunu yabanct madde olarak algilayip onu yok etmeye ¢alisarak saldiriya gecmesi
sonucu olusur. GVHD, allogeneik hematopoetik kok hiicre transplantasyonlarindan
sonra alicinin farkli dokularina karst saldiriya gecen donor T-lenfositlerine bagl
olarak gelisen morbidite ve mortalitesi yiiksek, yaygin bir komplikasyondur. Bu
saldir sonucunda cilt, gozler, karaciger ve gastrointestinal sistem gibi viicudun farkl
bolumlerinde c¢esitli etkiler ortaya ¢ikabilir. Allogeneik nakilde, aile tyelerinden,
akraba dig1 donorlerden ya da kordon kani Unitelerinden temin edilen kok hiicreler
kullanilmaktadir (39). Allogeneik kemik iligi nakli sonrasi akut ve kronik GVHD
profilaksisi ve tedavisinde selektif immunostpresif ozelliginden dolay1 klinikte en
fazla kemik iligi kaynaklit MKH kullanilmaktadir (50,51).

2.2.1.6. Miyokardiyal Rejenerasyonda Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamalari
Kemik iligi kaynaklit MKH’nin kalp kasi i¢ine entekte edilmesi sonucu enfarktiis alanini
sinirladigi, kardiyak fonksiyonunu yerine getiren bu hiicrelerin kardiyomiyosit,
endotelyal hiicre, diiz kas hiicresine farklilagma 6zelligi gosterdigi bildirilmistir (52-54).
Iskemik kalp hastalari iizerinde uygulanan nakil galismalari sonucunda elde edilen
olumlu sonuglarin, mekanik revaskilarizasyon imkani bulunmayan iskemik kalp
hastalar1 igin alternatif bir tedavi yontemi olabilecegi diisiiniilmetedir (55). Insan gobek
kordonu Wharton jeli matriksine ait MKH’nin kalp dokusu, néron ve glia ve gibi g¢esitli
hiicre tiirlerine farklilagtig1 yapilan ¢alismalar sonucunda gosterilmektedir (56).

2.3. Hiicresel Tedavide Notrofilin Etkisi

Kemik iligi, kan hiicrelerinin gelistigi siingerimsi bir dokudur. Kemiklerin ortasindaki

bosluklan kaplayarak kan tretimini tstlenir. Yeni doganlarda tiim kemikler aktif kemik



iligi ile doludur. Erigkinlerde ise omurga, kalga, omuz kemikleri, kaburgalar, gogiis

kemikleri ve kafatasi aktif kemik iligi igermektedir. Kemik iliginde zamanla olgun kan

hiicrelerine doniisen kan kok hiicreleri uretilir. Bu hiicreler lenfoid ve myeloid kok

hiicrelerine doniigserek kan hiicrelerinin  6ncii  progenitdr hucrelerini  olustururlar.

Myeloid kok hiicreler tig alt grupta toplanir. Bunlar;

» Kirmizi kan hiicreleri (Alyuvarlar- Eritrositler): Akcigerlerden oksijeni viicudun
tim hiicrelerine tagiyan bir protein olan hemoglobin igerirler. Kana kirmizi rengi
veren bu hiicrelerdir. Tum hiicrelerde olusan karbondioksiti hiicrelerden toplayarak

akcigerlere tagir ve karbondioksit respirasyon ile disart atilir.

» Trombositler (Kan Pulcuklar): Bunlar viicudun hasarlanan herhangi bir bolgesinde

kanamanin durmasina yani pihtilagmaya yardim eden kiigiik hiicrelerdir.
» Beyaz kan hucreleri (Akyuvarlar- Lokositler): Bunlar da 3 gruba ayrilir;
o  Granilositler
*  Notrofil
*  Bazofil
*  Eozinofil
o  Monositler
o Lenfositler

Bunlardan notrofiller ve monositler, fagositler olarak da adlandirilan, yabanci
hiicreleri i¢ine alarak yok eden beyaz kan hiicreleridir. Bakteri veya mantarlar1 da ayn
sekilde yok edebilirler. Alyuvarlarin ve kan pulcuklarinin aksine monositler kandan
ayrilip dokulara girerler, oray1 iggal eden organizmalara saldirir ve enfeksiyonlarla
miicadeleye yardim ederler. Eozinofil ve bazofiller ise vicuda alerjik etki yapan
maddelere ve parazitlere karsi reaksiyonlarda gorev alan beyaz kan hiicreleridir.
Lenfoid kok hticreler ise beyaz kan huicrelerinden lenfositlere doniisiir. Lenfositlerin de
onct hucrelerine blast denir. Lenfositlerin ¢ogu lenf bezlerinde, dalakta ve lenf
kanallarinda bulunurlar, ancak bir kismi kana gecer. Her biri bagisiklik sisteminin

onemli bir pargasi olan tig tip lenfosit vardir.
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» B-Lenfositler: Enfeksiyonlarla miucadele eden ve antikor denilen koruyucu

maddeleri tiretmektedirler.
» T-Lenfositler: Antikor tGreten B-Lenfositlere yardim etmekle gorevlidirler.

» NK hucreleri (dogal katil hiicreler): Vicudu kanser hicrelerine ve virtslere karst

korumak i¢in bu hiicrelere saldiran dogal hicrelerdir (57).

Notrofiller, insan dolasgimindaki tiim beyaz kan hiicrelerinin%50-70'ini olusturan
miyeloid hiicrelerdir. Geleneksel olarak, noétrofiller enfeksiyonlara karst ilk savunma
hatti ve enflamatuar siirecin ana bileseni olarak gorilmektedir. Ek olarak, kanitlarin
biriktirilmesi notrofillerin kanser biyolojisinin  birgok yoniinden de kilit bir rol
oynayabilecegini gostermektedir (58).

Notrofillerin istilact patojenleri oldirdigu islem tG¢ ana mekanizmaya baghidir: 1)
patojenin reseptor aracili hiicre iginde bir vakuole alimi, ii) patojen igeren vakuolde
yiksek derecede toksik ROS dretimi, iii) ¢esitli antimikrobiyal mediatorler igeren
notrofil graniillerinin  vakuole fiizyonu. Bu adimlar, ligandlarin doku bilesenleri
tizerinde biriktirildigi enflamatuar hastaliklara da katkida bulunabilir ve noétrofil
disindaki hiicrelere sitolitik igeriklerin ve oksidatif trtinlerin salintmina yol agar (59).
Notrofil fagositozu ¢ok hizlidir- IgG ile opsonize olmug partikiillerin alim1 20 saniyeden
daha kisa surede gergeklesir (60). Notrofillerin sadece hiicre dist patojenlerin
oldurilmesinde rol oynadigini degil ayn1 zamanda dendritik huicreler, lenfositler, NK
hiicreleri ve diger immun hiicrelerle ¢apraz iletisim yoluyla hiicre i¢i patojenlere ve
virislere karst  bagisiklik  tepkisine katkida bulundugunu gosteren  birgok
immiinmodiilatér ¢alisma vardir. Bu ¢apraz iletigimlerin ¢oguna nétrofillerin bir dizi
sitokin salgilamasi veya dogrudan diger immiin hucrelerle etkilesime giren ¢ok sayida
hiicre yuzey molekuli eksprese etmesi kabiliyeti aracilik eder (61). Laktoferrin, a-
defensinler ve kemokinler dahil olmak tizere birgok noétrofil Grini, dendritik hiicreler
(DH) i¢in kemotaktiktir ve enfeksiyon bolgelerine hizli DH alimi i¢in gereklidir
(62,63). Notrofillerin DH'lere dogrudan baglanmasi, DH'lerin daha etkili antijen sunan
hiicrelere olgunlagsmasini tesvik eder ve DH'lerin notrofil kaplanmis patojen uriinlerine
erisimini saglar (64,65). Bunlar gibi notrofil-DH  etkilesimleri, Crohn hastaligt
hastalarimin kolon mukozasinda tanimlanmigstir (66). Notrofiller, SLE ve diyabet gibi
otoimmun hastaliklarda DH'lerin aktiflestirilmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir

(67,68). LL-37 peptidleri ile komplekslesmis kromatin igeren NET'ler, plazmasitoid
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DH’ lerden IFN-a tretimini indikler. IFN-a gibi, Tip I interferonlar ayrica noétrofilleri
uyarir, ayrica NET olusumunu tesvik eder ve boylece nétrofiller ve DH'ler arasinda
kendiliginden yukselen bir enflamasyon dongiisii olusturur. Bu immiinosiipresif notrofil
fonksiyonlarinin aksine, birgok gozlem, inflamatuar nétrofilin filtrasyonunun bazi
kanser turlerinde bir antitimor etkisi sagladigini gostermektedir (69). Notrofiller, timor
hiicresinde oksidatif hasara neden olan ROS uretimi yoluyla 6zellikle in vitro olarak
timor hicrelerini dogrudan oldiirebilir. ROS uretimi, metastatik hiicreleri farkli sekilde
etkileyebilir, bu nedenle meme kanseri hastalarinda “timér baskilayan nétrofiller” in bir
caligmasinda onerildigi gibi timoér yayilimini sinirlayabilir (70).

2.4. Mikrovezikiiller

Mikrovezikiller boyutlarina gore; apoptotik cisimler (500-1000nm), ektozomlar veya
mikro pargaciklar (100-350nm) ve eksozomlar (30-150nm) olarak siniflandirilirlar (71-
73). Bu hiicre dis1 vezikiiller bir¢ok biyolojik iglemde ve belirgin bir sekilde hiicreler

arast iletisimde rol oynamaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2. 1 Bir hiicre tarafindan salinan hiicre dis1 vezikiillerin (ESV) alt tiplerinin

sematik gosterimi (4).



12

Tablo 2. 1 Mikrovezikiiller hakkinda kisa bilgi (3 numarali kaynaktan Turkge’ye

Capi

Gorinim
sedimantasyon
Filtrasyonu,

Salimim Mekanizmas!

e

b

Ana protein belirtecleri

Lipid bilesimi
Genetik bilgi

Bagisiklik sisterni

cevrilerek uyarlanmigtir)

Vezikiil popiilasyonu
Eksozomlar
30-100 nm

Homaojen
100.000-120.000 x g
20-200 nm

Multivezikiiler

AL b A

cisimlerin ekzositozu
Evet

Tetraspaninler, HSP70,
HsP90, Alix, Rab5a /b

Kolesterol, Seramid
Kodlamayan RMNA,

mikro RMNA

immunostimiilanlar

Ektozomlar
100-1000 nm
Heterojen

16.000 - 20.000 x g
> 200 nm

Plazma zanndan
tomurcuklanma

Yok hayir
integrinler, Selektinler,

CD40, MMP, Lineage
belirtecleri, Ezrin,
Fosfatidiserin
Kolesterol

mRMNA, mikro RNA

imminsupresifler

Apoptotik cisimler
1000—4000 nm
Heterojen
5000-16.000 = g
= 1000 nm

Hicre kiigtlmesi ve
slimi

Yok hayir

Histonlar

Fosfatidiserin

mRNA, mikro RNA,
DMNA

zerindeki etki

2.4.1. Eksozomlar
Eksozomlart 1983 yilinda Pan ve arkadaslan ile Harding ve arkadaglari pes pese
yaptiklan ¢aligmalar ile kanitlamiglardir (74,75). Daha sonra, 1989 yilinda Johnstone ve
arkadaslar1 bu vezikiilleri “eksozomlar” olarak adlandirmistir. Eksozomlar, elektron
mikroskobu ile incelendiginde membranlar belirli, degisen caplara sahip diuzlesmig
kiireler gibi gortnen bir morfolojiye sahiptirler (76). Yaklagtk 5nm arasinda bir
ortalama kalinlig1 ve karakteristik ¢ift lipit katman1 vardir. Eksozomlarin lipit bilesenleri
arasinda seramid (bazen eksozomlar1 lizozomlardan ayirt etmek i¢in kullanilir),
kolesterol, sfingolipitler ve uzun doymus yag asil zincirleri ile fosfoligeritler
bulunur. Eksozomlarin dis ylizeyi mannoz, polilaktosamin, alfa-2,6 sialik asit ve N-
bagli glikanlar gibi sakkarit zincirleri bakimindan zengindir (77). Eksozomlar,
fibroblastlar, bagirsak epitel hicreleri, noéronlar, adipositler ve timér hiicreleri dahil
olmak tzere ¢esitli hiicrelerden salinabilir ve bunlar sinovyal sivi, anne siit, kan, idrar,
tukurik, amniyon sivisi gibi bir¢ok biyolojik sivida bulunur (163). Eksozomlarin
biyolojisi, fonksiyonu ve heterojenligi, orjin hiicresine ve eksozom tretildigi siradaki
doku veya hiicrenin durumuna baglidir. Onceki ¢alismalar, eksozomlarin, fazla ve /
veya iglevsel olmayan hiicresel bilesenleri disari ¢ikaran hiicresel ¢op torbalan olarak
islev gorebilecegini

gostermistir. Ek olarak, endositik vezikiller, htcre yiizeyi

proteinlerinin ve sinyal molekiillerinin geri déniisimiinde rol oynar. Son ¢aligmalar,
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eksozomlar, anjiyogenez, antijen sunumu, apoptoz, koagtilasyon, hiicresel homeostazi,
inflamasyon ve hiicreler arast sinyal iletiminide rol oynadigini gostermistir. Bu roller,
RNA, protein, enzim ve lipidleri transfer etme yeteneklerine baglanir, boylece kanser,
norodejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak tzere
cesitli hastaliklarda fizyolojik ve patolojik stregleri etkiler. Birgok eksozom, onlar
salgilayan hiicre tiplerinden bagimsiz olarak ortak olan proteinleri igerirken, sadece
kiigik bir protein fraksiyonu hiicreye 6zgudiir ve bu salgilanan proteinler hiicrelerin
tipini ve patofizyolojik kosullarini yansitir (78,79). Tipik olarak eksozomlarda bulunan
proteinler arasinda trombosit kaynakli biyime faktori reseptort, laktadherin,
transmembran proteinleri ve lizozom ile iligkili zar proteini-2B, zar taginmasi ve fiizyon
proteinleri, flotiller, GTPazlar, 1s1 sok proteinleri, tetraspaninler (CD9, CD63, CD81) ve
multiveziktler viicut biogenezine katilan proteinler bulunur (79-82). Bu nedenle bu
karakteristik proteinler, eksozomlarin izolasyonu ve miktar tayini i¢in iyi biyobelirtecler
olarak kullanilmaktadir. Eksozomlarin tasidigi diger bir énemli kargo, deoksintkleik
asitleri (DNA), kodlayict ve kodlayict olmayan riboniikleik asit (RNA), messenger
RNA (mRNA) ve mikroRNA (miRNA) gibi ntikleik asitlerdir (83). Bu niikleik asitlerin,
eksozomlar izole edildikten sonra dogru bir sekilde ol¢iilmesi gerekir, ¢linkii profilleri

titizlikle birgok tibbi durumu ve hastaliklar yansitir (84,85).

2.4.2. Eksozom izolasyon Teknikleri

Eksozomlar caligilabilir ve uygulanabilir hale getirmek igin, genis bir yelpazedeki
hiicresel atik ve diger heterojen bilegsenlerden spesifik olarak izole edilmesi
gerekmektedir. Eksozomlarin izole edilmesinde kullanilan teknikler, yiksek verimlilik
sergilemeli ve eksozomlar gesitli érnek matrislerinden izole edebilmelidir. Izole edilen
eksozomlarin kalitesini incelemek i¢in boyut dagilimlarini, morfolojilerini, miktarlarini
ve biyokimyasal kompozisyonlarini 6lgmek igin gesitli optik ve optik olmayan teknikler
gelistirilmistir. Bilim ve teknolojideki hizli gelismelerle birlikte, eksozomlarin kayda
deger miktarda ve saflikta izolasyonu i¢in birgok teknik kullanilmaktadir. Her teknik,
izolasyonlarina yardimcit olmak i¢in yogunluklar, sekilleri, buyiiklikleri ve yuzey
proteinleri gibi belirli bir eksozom 6zelligini kullanir. Her gruptaki varyantlar, eksozom

izolasyonu i¢in benzersiz bir dizi avantaj ve dezavantaj saglamaktadir (86).
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2.4.2.1. Ultrasantrifiij Yontemi ile Izolasyon

Heterojen bir karigimi (stispansiyon) bir merkezka¢ kuvveti ile santrifiijleme iglemi
uygulandigt zaman siispansiyon i¢indeki partikiil bilesenlerini  yogunluklarina,
boyutlarina ve sekillerine gore ¢okeltilecektir. Daha yogun ve / veya daha biyik
pargaciklar ilk oOnce ¢okelmeye baslamaktadir. Santrifiijleme, genellikle pargacik
halindeki malzemeleri ayirmak ve saflagtirmak, ayrica nikleik asitler ve proteinler gibi
biyopolimerler dahil olmak tzere polimerik malzemelerin hidrodinamik o6zelliklerini
analiz etmek i¢in kullanilir (87). Uygulanan merkezka¢ kuvvetine bagli olarak, bir
suspansiyondaki  parcaciklar fiziksel ozelliklerine, ¢ozicinin yogunlugu ve
viskozitesine gore sirayla ayrilabilir. Ultrasantrifiijleme islemi, 1.000.000 xg' ye kadar
olaganiistii yiiksek santrifiyj kuvvetleri tiretmek i¢in optimize edilmis bir santrifiijleme
prosesidir. Iki tip ultrasantrifiij vardir bunlar; analitik ve preparatif ultrasantrifiijdir.
Partikilli  malzemelerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve polimerik malzemelerin
molekiler etkilesimlerini aragtirmak i¢in analitik ultrasantrifiijleme kullanilir. Virtsler,
bakteriler, hiicre alt1 organeller ve hiicre dist vezikuller gibi kiigiik biyo-partikiiller i¢in
ise preparatif ultrasantrifiijleme teknigi kullanilir. Ultrasantrifiigasyon temelli eksozom
izolasyonu, altin standart olarak kabul edilir ve eksozom izolasyonunda en sik
kullanilan ve bildirilen tekniklerden biridir.

Ultrasantrifijjlemenin, eksozom arastirmalarinda kullanicilar tarafindan kullanilan tim
izolasyon tekniklerinin %56' sin1 olusturdugu tahmin edilmektedir (88). Cogu zaman
kullanim1 kolay, az teknik uzmanlik gerektiren, zaman i¢inde satin alinabilirlik (yani
uzun streli kullanim i¢in bir ultrasantrifiij makinesi) ve az zaman alan izolasyon teknigi
olmas1 bu yaklagimi gtg¢lendirmistir. Bu nedenlerden dolayi, ultrasantrifijjlemeye dayali
teknikler, eksozom aragtirmalarinda aragtirmacilar arasinda oldukg¢a popiiler bir se¢cenek
haline gelmistir. Iki tip preparatif ultrasantrifiij vardir. Bunlar diferansiyel ultrasantrifiij
ve yogunluk gradyanli ultrasantrifiijdur.

Eksozomlarin diferansiyel ultrasantrifiijleme ile izolasyonu, bir numunedeki diger
bilesenlerden yogunluklarina ve boyut farkliliklarina dayanarak izole etmek igin
genellikle farkli santrifiij kuvveti ve stresine sahip bir dizi santrifiijleme dongiisiinden
olusur. Ultrasantrifiijj i¢in, kullanilan merkezka¢ kuvveti tipik olarak ~ 100.000 ile
120.000xg arasindadir. Izolasyon islemine baslamadan once, bir numunenin biiyik
biyo-pargaciklardan kurtulmasi i¢in genellikle bir temizleme asamasi gergeklestirilir ve

ornek, eksozomal proteinlerin bozulmasini 6nlemek igin proteaz inhibitorleri ile
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muamele edilir (89). Kullanllan merkezka¢ kuvvetine bagl olarak eksozomlar dipte
pellet olarak ¢oker ve izolasyon siiresince stpernatan aspire edilerek pellet fosfat
tamponlu salin (PBS) gibi uygun bir ortamda yeniden siispanse edilir ardindan artan
kuvvet ile sonraki santrifiijleme iglemlerine tabi tutulur. Son olarak, izole edilen
eksozomlar bir kez daha resiispanse edilir ve analize kadar -80 ° C'de saklanir. Bu
eksozomlari izole etme yontemi ayrica peletleme yontemi veya basit ultrasantrifiijleme
yontemi olarak da bilinir (90,91).

Yogunluk gradyanli ultrasantrifiijleme ise bir diger ultrasantrifiigasyon islemidir. Bunlar
izopiknik ultrasantrifiij ve hareketli bolge ultrasantrifijic olarak iki kisma
ayrilmaktadir. Yogunluk gradyanli ultrasantrifiigasyonun kullanimi, eksozomlar gibi
hiicre dig1 vezikillerin izolasyonunda giderek daha popiiler hale gelmistir. Yogunluk
gradyanl ultrasantrifiijlemede, eksozomlarin ayrilmasi, alttan tiste agamali olarak azalan
yogunlugu olan bir santrifijj tipiinde onceden olusturulmus bir yogunluk gradyani
ortaminda eksozomlari boyutlarina, kitlelerine ve yogunluklarina gore ayirarak
gerceklestirilir. Numune, yogunluk gradyan ortaminin tepesi Uzerine dar bir bant
halinde katlanir ve uzatilmis bir ultrasantrifiijleme turuna tabi tutulur. Merkezkag
kuvveti uygulandiginda, oérnekteki eksozomlar igeren ¢oziciler, yogunluk gradyan
ortami boyunca her biri kendine 6zgli sedimantasyon oraninda dibe dogru ¢okerek
hareket eder, boylece ayr ¢ozinen bolgelere yol agar. Ayrilan eksozomlar daha sonra
basit fraksiyon toplanmasiyla uygun sekilde geri kazanilabilir. Analitik uygulamalar
icin sirekli bir gradyan kullanilirken, siireksiz bir gradyan (kademeli gradyan), ayrilan
eksozomlarin yogunluk gradyan katmanlarinin ara yiziine yerlestirildigi ve boylece
toplanmalart  buyik olgiide kolaylastirdigt  hazirlayict  amaglar  i¢in  daha
uygundur. Diferansiyel  ultrasantrifigasyonun  aksine,  yogunluk  gradyanl
ultrasantrifiijlemenin bir dezavantaji, kapasitesinin biyik olgiide dar yik bolgesi ile
stmirli  olmasidir. Izopiknik ultrasantrifiijlemede, bir numunedeki tim g¢oziinme
yogunluk araligini kapsayan bir yogunluk gradyan ortami bir santrifij tiipiine yiiklenir.
Alternatif olarak, eksozom igeren bir numune, sezyum klorir gibi kendiliginden
gradyan olusturan bir materyal ile karistirilabilir. Santrifijjleme sirasinda, eksozomlar
izopiknik pozisyonlarina hareket ederken, sezyum klortr tarafindan yogunluk gradyani
uretilir. Eksozomlar bu teknik ile yogunluk olarak 1.10 ve 1.21 g/ ml arasinda elde

edilebilir (92). Ilgili yogunluk bélgesinden elde edilen kisim daha sonra PBS iginde



16

tekrar resuispanse edilerek saf eksozom orneklerini toplamak i¢in ~ 100.000 xg' de kisa
bir ultra santrifiije tabi tutulur.

Hareketli bolge ultrasantrifugasyonunda, eksozom igeren bir o6rnek, g¢oziinenlerin
herhangi birinden daha disiik bir yogunluga sahip bir gradyan yogunluk ortaminin
ustiine ince bir bolge olarak yuklenir. Eksozomlar, sadece diger tiim solitlerden
yogunluk farkliliklarina bagli  oldugu izopiknik ultrasantrifijlemenin aksine,
numunedeki eksozomlar, yogunluklart yerine boyutlarina ve kiitlelerine gore ayrilir. Bu,
hiicre dist vezikillerin benzer yogunluklarda fakat farklt boyutlarda ayrilmasini
saglar. Eksozomlar dahil ¢oziinenlerin yogunluklari, gradyan ortaminin yogunlugundan
daha buytk oldugundan, hareketli bolge ultrasantrifiijlemesi statikten ziyade
dinamiktir. Bagka bir deyisle, uzun siire bir santrifiijleme islemi gerceklestirildiginde,
tim g¢oziiciler santrifijj tiptnin dibinde toplanacaktir. Bu nedenle, santrifiijleme siiresi
dikkatlice optimize edilmelidir. Ek olarak, eksozomlarin topaklanmasini 6nlemek igin,
yiksek yogunluklu bir madde genellikle santrifiij tiiptintin tabanina yerlestirilir. Buna
karsilik, eksozomlar, santrifiijleme suresine bakilmaksizin, izopiknik ultrasantrifiijde
santrifiyj tipiniin dibine asla ¢okelmeyecektir. Eksozomlarin heterojenligi ve hiicre digt
vezikiillerin boyutunda 6nemli miktarda verim olsada, diferansiyel ultrasantrifiijleme
genellikle kontaminasyon ve eksozom kayiplarindan muzdariptir. Ultrasantrifiij yontemi
ile, diustuk yogunluklu eksozomlarin ytzmesi saglanir ve eksozomlari daha da
saflagtirmak i¢in siklikla izopiknik veya hareketli bolge teknikleri kullanilir. Bu teknigin
izole edilen eksozom  miktarin1  iyilegtirebildigi  bilinmektedir  (93,94).
Karakterizasyondan sonra, eksozomlar igeren ilgi fraksiyon PBS icinde seyreltilir ve
daha fazla analiz i¢in saf eksozomlar elde etmek ig¢in ~ 100.000 xg' de yeniden
ultrasantrifiijleme iglemine tabi tutulabilir.

2.4.2.2. Boyuta Dayal Izolasyon-Ultrafiltrasyon

Popiler  boyuta  dayali  eksozom  izolasyon  tekniklerinden  biri  de
ultrafiltrasyondur. Ultrafiltrasyonun temelleri, asili partikillerin veya polimerlerin
ayrilmasinin esas olarak boyutlarina veya molekiler agirliklarina bagli oldugu
geleneksel membran filtrasyonundan farkli degildir. Bu nedenle, boyutlarina bagl
olarak, eksozomlar, tanimlanmig molekuler agirlik veya boyut diglama limitlerine sahip
membran filtreleri kullanmilarak izole edilebilir (95). Ultrafiltrasyon, ultra santrifiijden

daha hizlidir ve 6zel ekipman gerektirmez (96). Bununla birlikte, ultrasantrifiij yontemi,
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potansiyel olarak asagida kalan biyiik vezikiillerin deformasyonuna ve par¢alanmasina
neden olabilir ve analiz sonuglarini degistirebilir (97).

Kisa  santrifijleme  periyodlarina  sahip  nanomembran  konsantratorleri,
ultrasantrifiijleme kadar etkili olan idrar eksozomlarini hizla zenginlestirebildikleri ve
bagarilt bir izolasyon i¢in 0.5 mL kadar idrar miktarinin yeterli oldugu gosterilmistir.
Eksozom izolasyonunun basarisint dogrulamak igin, western blot ile eksozomal
biyobelirtegleri, eksozomlarin tipik Ozelliklerini incelemek iginde g¢esitli elektron
mikroskoplart kullanilmaktadir. Nanomembran konsantratorleri bébrek hastaliklarinin
teshisine yardimci olma potansiyeline sahiptir (98).

Idrar, serum, beyin omurilik sivist ve hiicre kiiltiir ortami gibi hiicre igermeyen
numuneler ig¢in, eksozom izolasyonu ve izole edilmis eksozomlardan RNA
ekstraksiyonu i¢in ticari bir eksozom izolasyon kiti gelistirilmistir (99). Kit,
eksozomlarin ve diger hiicre dis1 vezikillerin yakalandigr bir siringa filtre bazli hizl
fraksiyonlama isleminden yararlamr. Iki membran, siringa filtresinde sirayla
yapilandirilir, boylece alt zar tizerinde eksozomlar yakalanirken, bir 6rnek iki zardan
gecirildiginde, apoptotik cisimler ve mikro-vezikiller gibi daha biyik hicre dist
vezikuller ust zar tizerinde tutulur. Eksozomlar tarafindan taginan RNA'lar daha sonra,
yakalanan eksozomlar, bir RNA ekstraksiyon kokteyli alt membrandan gegirilerek
parcalandiginda salinir. Daha sonra, miRNA saptama ve ekspresyon profili kantitatif
gercek zamanli ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile
gergeklestirilir. Ultrasantrifiigasyon ve eksozom ¢okeltme ile karsilagtirildiginda,
ultrafiltrasyon, floresan boyamasi ile 6lguldiigi gibi idrardan en yiksek ekzomal RNA
verimine sahip oldugu gosterilmistir (100).

Sirali filtrasyon, digik manipilasyon kuvvetlerinin bir sonucu olarak eksozomlarin
yitkksek saflikta ve islevsel biitiinliikte izolasyonuna izin verir. Ornegin, klinik
denemelerde terapotik eksozomlart izole etmek i¢in doteryum / siikroz bazli yogunluk
gradyanli ultrasantrifiijasyon ile birlestirilmis tegetsel akig filtrasyonu kullanilmigtir
(101,102). Ultrafiltrasyon yoéntemi; hizi, otomasyonu, oOl¢eklenebilirligi ve terapotik
eksozom izolasyonu ag¢isindan arastirma ve uygulamalarin “‘bench side to bed side’’
etkisini kolaylastirmaktadir (103).

Eksozom izolasyonuna uygulanan bir bagka boyut bazli ayirma teknigi, boyut diglama
kromatografisidir (SEC). SEC'de, makromolekiilleri ve partikiillii maddeleri boyutlarina

gore ayirmak igin gozenekli bir sabit faz kullanilir. Kigiik hidrodinamik yarigapli bir



18

numunedeki bilesenler gozeneklerden gecebilir ve boylece ge¢ eliisyona neden
olur. Eksozomlar dahil olmak iizere genis hidrodinamik vyarigapli bilesenler,
gozeneklerin disinda kalir (104). Ornegin, mezenkimal kok hiicre-kosullandiriimis
medyum igindeki eksozomlar, boyut diglama fraksiyonlarn ile izole edilebilir ve
mezenkimal kok hiicre, ekzomlan salgilayarak miyokard iskemisi / reperfiizyon hasari
sirasinda kardiyoproteksiyona aracilik eder. Izole edilen eksozomlarin, transmisyon
elektron mikroskobu ile incelendiginde yapisal olarak ayni oldugu gozlenmistir (105).
Boyuta dayali eksozom izolasyon tekniklerinin nispeten yeni bir tyesi, akig alan-akig
fraksiyon islemidir (F4). F4 kullanilarak, insan sinir kok hiicre kiltiriinden
eksozomlart izole etmek i¢in bagarili girisimlerde bulunuldugu yapilan arastirmalarda
gosterilmistir. Eksozom igeren fraksiyon, transmisyon elektron mikroskobu ve sivi
kromatografi-kiitle spektrometrisi ile dogrulanmistir (106). Bu entegre sistem,
eksozomlart hizla izole edebilir ve karakterize edebilir, boylece eksozom aragtirma ve
uygulamasini buytik 6l¢tide kolaylagtiracak potansiyele sahiptir (107).

Biyiilk numune hacimlerinin iglenmesi i¢in diferansiyel / gradyan ultrasantrifiigasyona
uygulanabilir bir alternatif saglamak i¢in, hiicre dist vezikillerin idrardan
zenginlestirilmesi ve izole edilmesi i¢in hidrostatik filtrasyon diyaliz (HFD) olarak
adlandirilan basit ve etkili bir ayirma teknigi yakin zamanda Musante ve arkadaglar
tarafindan gelistirilmigtir (108). Cozeltilerin ayrilmasinin, belirli bir MWCO degerine
sahip bir diyaliz membrani boyunca difiizyonla saglandigi geleneksel diyalizden farkli
olarak, bir numune, bir diyaliz borusundan digik bir hidrostatik basingla
zorlanir. Coziict ve kiigik ¢oziiculer diyaliz tipiinden serbestce gecerken, eksozomlar
dahil hiicre dig1 vezikiller diyaliz tipinde tutulur. Ayrica HFD'nin daha az emek ve
maliyetle ultrasantrifiijleme tabanli teknikleri geride biraktig1 da gosterilmigtir (108).
2.4.2.3. Immiino-Afinite Teknikleri

Eksozom membraninda bol miktarda protein ve reseptér bulunmasi, bu proteinler
(antijenler) ve bunlarin antikorlar arasindaki immin-direngli etkilesimlere, reseptorler
ve ligandlar arasindaki spesifik etkilesimlere dokunarak, eksozomlarin izolasyonu igin
oldukca spesifik teknikler gelistirmekte mitkemmel bir firsat sunar. Eksozomlarin
izolasyonu igin immiinoaffinite yakalamaya dayali teknikler gelistirilmistir. Ideal
olarak, immunoizolasyon i¢in eksozom biyobelirtecleri membrana bagli, ¢ozinebilir
muadilleri bulunmayan ve sadece belirli biyolojik kaynaklara tutunabilen eksozom

yuzeyinde yiksek oranda konsantre veya eksprese edilen belirtecleri eksprese



19

edebilmelidir. Immiinafinite igin, Zarovni ve arkadaslari immiinoafinite yakalama -
manyeto-immiinokaptiir kullanimlarinda mikron alti boyutta manyetik pargaciklar
gelistirdi (88).

Tetraspanin ailesinin ilk karakterize edilen tiyesi olan CD63 membran proteini, ¢ogu
insan eksozomunda bol miktarda eksprese edilir (109,110). Bu nedenle, eksozom
yuzeyindeki CD63, eksozomlarin kompleks numune matrislerinden segici izolasyonu
i¢in cazip bir strateji sunar. Ornegin, manyeto-immiinokaptiir kavramina dayanan ticari
bir eksozom izolasyon kiti gelistirilmistir ve yiksek saflikta eksozom izole etmeyi
hedeflemistir (111). Benzer bir girisimde, akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinin
plazmasindan eksozom izolasyonu igin, egsiz bir AML biyobelirteci olan CD34 igin
antikorla kaplanmis manyetik mikro-boncuklar kullamlarak gergeklestirildi. izole edilen
ekzomlarin, transmisyon elektron mikroskobu ile incelendiginde tipik eksozomal
morfolojiye sahip oldugu ve immiin baskilamaya aracilik etmek ig¢in biyolojik
aktivitelerini de korudugu belirtildi (112). Ayrintili bir aragtirma, immunoafinite
yakalamanin, ultrasantrifiigasyon ve yogunluk gradyanli ultra santrifijlemeyle
karsilagtirildiginda, kolon kanseri hiicre kiltiri ortamindan eksozomlan izole etmek
igcin Ustiin bir strateji oldugunu gostermistir (113). Yine, timor eksozomlar iizerinde
asirt eksprese edilen epitelyal hiicre adezyon molekilini (CD326) hedef alan
antikorlarla kaplt manyetik boncuklar kullanilmistir (106). Bagka bir 6rnekte, kolorektal
kanser hiicresi kultiri ortamindan eksozomlari izole etmek igin farkli olarak
ultrasantriftyj, ultrafiltrasyon ve immunoafinite yakalamay: birlestirdi ve diferansiyel
ultrasantrifiyy ve ultrafiltrasyon izolasyonundan sonra, immiino-elektron mikroskobu ve
Western blot, izole edilen eksozomlarin kimligini dogruladi. Daha sonra, eksozomlar,
kolon epitel hiicresine 6zgti A33 antikor kapli manyetik boncuklar kullanilarak
immiinoafinite yakalama ile saflastirildi. Proteomik analizler kolon kanserindeki ¢esitli
proteinleri potansiyel tanisal biyobelirtegler olarak tanimladi (114).

2.4.2.4. Presipitasyon Yontemi

Eksozomlar; c¢ozinirliklerini veya dagilabilirliklerini  degistirmek igin, biyolojik
stvilarin diginda bagka ortamlara da konulabilir. Bu amagla, polietilen glikol (PEG) gibi
su igermeyen polimerler devreye girer (96). Bu polimerler, su molekiillerini baglar ve
daha az ¢ozinir bilegenleri ¢ozeltiden disart birakir (96,109). Genel olarak, numuneler
8000Da molekiiler agirliga sahip PEG igeren bir ¢okeltme ¢ozeltisi ile inkiibe edilir

(97). Gece boyunca 4 ° C'de inkiibasyondan sonra, ¢okelti igeren eksozomlar, diigik
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hizli santrifijleme veya filtrasyon yoluyla izole edilir. Eksozom presipitasyon
yonteminin kullanimi kolaydir, herhangi bir 6zel ekipman gerektirmez ve bu mevcut
teknolojilerden yararlanarak klinik kullanima kolay entegrasyon saglar (96). Su anda,
birka¢ eksozom ¢oktiirme kiti ticari olarak temin edilebilir ve kitlerin bazilart serum,
plazma, asitler, idrar, beyin omurilik sivist ve kultir ortami dahil viicut sivilanyla
uyumludur. Presipitasyon yapmadan once, numunelerin 6nce hiicrelerden ve hiicresel
atiklardan arindirilmis  olmasit gerekir. Bu kitlerle irinereksozom ¢oktiirmenin,
diferansiyel ultrasantrifiigasyon ve nanomembrankonsantratorleriyle karsilastirildiginda
en yuksek verime ulastigi gosterilmigtir (115,116). Gelistirilen bazi toplam eksozom
izolasyon kitleri hiicre kiiltir ortami, idrar, serum ve beyin omurilik sivisi, asitli
akigkan, amniyon sivisi, siit ve tukurtk gibi diger viicut sivilar1 ve ayrica plazma igin kit
igeriginde ayr1 bir reaktif sunar (117).

2.4.2.5. Mikro-Akiskan Tabanh izolasyon Teknikleri

Mikrofabrikasyon teknolojisinin hizli ilerlemesi, mikro akigkanlarin temelindeki
mikroskoplardaki fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerden faydalanarak, hizli ve verimli
bir sekilde izole edilmesi i¢in sunulmustur. Boyut, yogunluk ve immiinoafinite gibi
genel yaklagimlara ek olarak, akustik, elektroforetik ve elektromanyetik
manipuilasyonlar gibi  yenilik¢i siralama mekanizmalari da uygulanabilir. Bu  tur
cihazlarin kullanimiyla, numune hacminde artis beklenirken reaktif tiketiminde ve
izolasyon siuiresinde 6nemli disiisler beklenir (118,119). Eksozom ve diger hiicre dist
vezikdller ile hiicre kalintilar1 arasindaki buytiklik farkindan yararlanmak i¢in, Wang ve
arkadaslart kirpikli mikropillarile mikro-akigkan bir cihaz tasarlamistir. Bu kirpikli
micropillar yapilar, 40 ile 100 nm arasinda ¢aplara sahipken, proteinleri, diger hiicre dist
vezikilleri ve hiicresel atiklarini filtrelerken, kirpikli yapilar agilir ve 83 nm'liklipid
vezikiilleri ile 30 uL'ye kadar olan bir numune hacminde test edildiginde %60' lik bir
tutma orami elde edilir. Daha biyiik vezikiiller (S00nm) i¢in tutma orant %10 dur (120).

Ozgilliigi buyiik olgide arttirmak ve eksozum alt tipleme kabiliyetini tanitmak igin,
Chen ve arkadasglari, ilk once spesifik eksozomlarin izolasyonu ig¢in bir mikro akigkan
¢ip ile imminoaffinite yakalamayr birlestirmeye calistilar. Daha o6nce tartigilan
konvansiyonel immiinoafinite yakalama yaklasimlarina benzer sekilde, eksozom
izolasyonun merkezinde, zara bagli proteinler (antijenler) ile ¢ip tizerinde immobilize
edilmis antikorlart arasindaki spesifik etkilesim yaratarak, spesifik eksozomlarin diger

tim hiicre dist vezikillerden izolasyonu saglamir. Cip izerine inga edilmis ek
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fonksiyonellikler yerinde karakterizasyonu ve nukleik asit ekstraksiyonunu mumkiin
kilmigtir. Bir testi tamamlamak i¢in 60 dakikalik bir ¢aligma stresi ile 400ml kadar
serum gerekmektedir (121). Bu dogrultuda ticari bir triin gelistirilmig olup piyasada
ExoChip adi ile mevcuttur. ExoChip, eksozomlarda yaygin olarak asir1 eksprese edilmis
bir antijen olan anti-CD63 ile fonksiyonellestirilmis bir immiinogiptir. Bir flioresan
karbosiyanin boyast (DiO) spesifik olarak eksozomlar1 boyar. Bir plaka okuyucu
kullanilarak kantifikasyon yapilir. ExoChip, exozomalmiRNA profili olugturmak i¢in
bozulmamig RNA igeren eksozomlar izole eder (122).

Bu izolasyon ve karakterizasyon tekniklerinden bagka eksozomlar:t bulunduklar

ortamda etkileyebilir. Bunlardan bir tanesi viicut ortamimizi taklit eden diigik oksijen

seviyesidir
Tablo 2.2. Eksozom izolasyon tekniklerinin karsilagtirilmast
. NUP - Potansiyel Potansiyel
Izolasyon Teknigi | Izolasyon prensibi Avantaj Dezavantaj
Yiksek ekipman
Pargacikl A . maliyeti ile yavas
) . yirma reaktifleri
bilesenlerin ve I, . ve uzun ¢aligsma
. . . ile dugiik maliyet . . .
Ultrasantrifiij ¢ozlinenlerin ve viiksek miktarda | SUrest gerektirir.
temelli teknikler | yogunluk, boyut ve Y e Yiksek hizli
X eksozom Uretimi e oes
sekil esasli ardisik sadlar santrifiijleme,
ayirmalart gar eksozomlara zarar
verebilir.
Ultrafiltrasyon:
Yiksek ekipman
Ultrafiltrasyon: mal;ﬁ?ltrll’l;;de
eililzllil{a?lziie eksozomlarin orta
dod rE dan i{N A safligy, filtre
& . tikanmast ve
ekstraksiyonu
.o . membranlara
Eksosom ve diger gerektirmez. baglanma nedenivle
Boyuta dayali | partikiilli bilesenler | SEC: yiiksek e
teknikler arasindaki boyut | saflikta eksozomlar o
£ Sy . yol agabilir.
arkina dayanir. ile biyolojik
aktiviteyi SEC: Uygun
s ekipman maliyeti,
korur; istiin zun calisma siiresi
tekrarlanabilirlik, | ““*" ¢ igzrir
korta f)rngklevm © ol¢eklendirme igin
apasitesi saglar. ozel ekipman
gerektirir.
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Tablo 2.2. (Devami) Eksozom izolasyon tekniklerinin kargilagtirilmasi

Proteinler ve
polimerik
Su-hari¢ Kullanim1 kolay, malzemeler gibi
polimerlerin ozel donanim, diger eksozomal
.. kullanimiyla buyiik ve olmayan
P"g;‘ill’l‘ttf;-‘yi"“ cozinrlik, slgeklenebilir | bilesiklerin birlikte
dagilma veya ornekleme cokeltilmesine yol
eksozomlarin faz kapasitesi acar. Uzun ¢aligma
degistirmesi gerektirmez surest ile izolasyon
oncesl ve sonrast
temizlik gerektirir.
Eksozomlarin g Yuksek reaktif
membran bagli Spesifik maliyeti, eksozom
Immunoafinite antijenleri iige eksozomlarin et}i]ket’lerinin
yakalamaya immobilize edilmis izolagggnu igin olusturulmast
dayal antikorlar mukeggpecl, YIESPK gerekir, diisik
teknikler arasindaki spesifik derccegl verim igerir ve
etkilesime dayanan saﬂas‘urﬂrp@ . antijenik epitop
izolasyon eksog@iar igerir. bloke edilebilir
Klinik 6rnekler
Immiun afinite, Hizli, dusik S tanl(liiliiil;izyon
. boyut ve yogunluk maliyetli, e o
akll\;gll:i(;ra gibi eksozom taginabilir, kolay ek;klelkglli ngzlgm{
’ . ozelliklerine otomasyon ve D¢ P
dayal teknikler . yontem dogrulama
dayanan mikro entegrasyon o1 ge e
olgekli izolasyon saglanir eksikligi, orta-
' dustuk ornekleme
kapasitesi.

2.5. Eksozomlarin Karakterizasyonu

Boyut, sekil, yiizey belirtecleri, yogunluk ve gozeneklilik gibi eksozomlarin
fizikokimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesi, biyolojik etkilesimlerini belirlemek i¢in
gereklidir ve bu nedenle, bu 6zelliklerin dogru belirlenmesi ¢ok énemlidir. Eksozomlart
karakterize etmek i¢in rutin olarak birkag teknik kullanilmistir. Bunlar NTA
(nanopartiktl izleme analizi), DLS (dinamik 1sik sagilimi), TRPS (direngli nabiz
algilama), akig sitometrisi, western-blot ve elektron mikroskobisidir. Ancak, bu

tekniklerin her birinin dikkate alinmast gereken kendi sinirlamalart vardir.

Eksozomlar, morfolojileri ve boyut dagilimlarina gore ayirt edilebilen hiicreler
tarafindan salinan bir dizi farkli mikro ve nano olgekli vezikillerden biridir. Optik

yontemlerde 300 nm'den kii¢iik parcaciklar gorinmez oldugundan, morfolojilerini
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karakterize etmek igin elektron mikroskopisi (EM) gereklidir. lletim EM (TEM)
eksozom morfolojisini karakterize etmek i¢in standart bir ara¢ olarak kabul edilir olsa
da tarama EM (SEM) son zamanlarda ortaya g¢ikan alternatif bir yaklagimdir. Genel
olarak, TEM ve SEM once numune isleme adimlarini igerir ve yiksek ¢oziinirlukli

nano yapilar tespit etmek i¢in elektron 1ginlarini kullanir.

Eksozom karakterizasyonu, biyofiziksel, molekiiler ve mikro-akigkan yontemler dahil
olmak tuzere c¢esitli yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Eksozomal boyut
araligim karakterize etmek icin biyofiziksel yontemler kullanilir. Bu tiir bir biyofiziksel
yaklagim, 10 nm ila 2 um araliginda eksozomlarin konsantrasyonunu ve boyut
dagilimin1 6lgebilen NTA gibi optik pargacik izlemedir. Partikiillerin hizin1 6lgmek i¢in
eksozomal hareket yolu tespit edilir. Bu yontemin sonucunda, pargaciklarin biuyiaklugu,
dagilimi, konsantrasyonu ve fenotipi elde edilebilir. NTA kullanmanin avantaji,
eksozomlar da dahil olmak tuizere farkli EV'leri tespit etme ve 30 nm'ye kadar ¢apa sahip
kiigik pargaciklart 6lgme yetenegidir. Numune hazirlama bu yontemi kullanarak ¢ok
hizli ve kolaydir ve ol¢iim sadece birka¢ dakika stirer. Dahasi, ol¢iimler yapildiktan
sonra ornekler dogal formlarinda geri kazanmilabilir, bu da bu teknigi daha da ¢ekici
kilar. Ek olarak, yontem floresan etiketli antikorlar uygulayarak EV'lerde antijenlerin

varligini tespit edebilir (124).

Foton korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen DLS (dinamik 1s1k sagilimi),
eksozomlarin boyutunu 6l¢mek i¢in alternatif bir tekniktir. DLS'nin ¢aligma prensibi,
monokromatik bir uyumlu lazer 1g1ninin bir partikiil sispansiyonundan gegmesidir. Bir
numunedeki parcaciklarin goreceli Brownian hareketlerinden kaynaklanan yapict ve
yikict girisimin neden oldugu sagilma yogunlugundaki zamana bagli dalgalanmalar
gozlemlenir. Bu yontemin kullanimi basittir, ancak parcaciklarn gorsellestirmez. Bu
yontemin yarart, boyutu 1 nm ila 6 um arasinda degisen pargaciklari olgme
yetenegidir. Stispansiyonda daha buyik vezikiller mevcut oldugunda, digik bir
miktarda bile olsa, daha kiigiik parcaciklarin tespiti problemli hale gelir. Teknik, analiz
edilen vezikillerin ¢ap araligini saglayabilir, ancak EV'lerin hticresel orijini hakkinda

herhangi bir biyokimyasal veri veya bilgi saglamaz.

Son zamanlarda, ayarlanabilir direngli nabiz algilamasi (TRPS) yeni bir teknik olarak
ortaya ¢itkmigtir. Enzim dagilimini ve eksozom konsantrasyonunu 6lgerken ve yaklasik

50 nm ¢apa kadar olan kolloidal partikilleri karakterize eder. Bu teknigin géze ¢arpan
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ozelligi partikil karakterizasyonu ve eksozomlarin konsantrasyon élgimudiir. Pargacik
bazinda subjektif olmayan karakterizasyon yetenegine sahiptir. TRPS, manyetik
boncuklar ve ¢esitli biyomolekiller dahil olmak Uzere ¢esitli nanopargacik
stspansiyonlarint basariyla 6lgmek i¢in kullanilmigtir. Bu teknigin dezavantaji, TRPS
olgtimlerinin, gozeneklerin parcaciklar tarafindan bloke edilebilecegi sistem kararlilig
sorunlarina ve parcaciklarin sistemin arka plan giriltiisine karst algilanamayacak kadar

kiiciik oldugu hassasiyet sorunlarina duyarli olmasidir.

Akis sitometrisi, eksozomal yiizey proteinlerini karakterize etmek i¢in kullanilan
molekiler bir yaklagimdir. Ayrica eksozomlarin boyutunun ve yapisinin élgtilmesine de
izin verir. Akis sitometrisi, eksozom analizi i¢in en sik kullanilan tekniklerden biridir,
¢iinkii tek eksozomlarin hiicresel kokenini belirleme kabiliyetine sahiptir. Ilk ornek
hacmi, bu teknigi kullanarak eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonunda ¢nemli
bir rol oynar. Akig sitometrisi, klinik numunelerin tekrar tretilebilir analizine 1yi adapte
edilmis, stispansiyondaki hiicre ve partikiillerin farkl: fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
analizine izin veren ve eksozomlarin boyutunun ve yapisinin 6l¢iilmesine izin veren bir
tekniktir. Geleneksel akig sitometreleri, 300 nm'den biiyiik pargaciklart 6lgebilir, ancak
ileri dagilmis 1518a (FSC) dayanarak daha kuigiik parcaciklari tespit edemez. Bu nedenle,
bu yontemler eksozomlarin dogrudan tespit edilmesine izin vermez. Bir akig
sitometresinin ¢aligma prensibi, belirli bir dalga boyuna sahip bir lazer 1s1ninin asil
pargaciklar igeren bir akigkan akigina yonlendirilmesidir. Istk sagilma derecesi,
numunelerdeki pargaciklarin varligina baglidir. Ayrica, bu teknik, floresan boyalarla
etiketlenmig parcgaciklart o6lger. Buna dayanarak, akis sitometrisi partikiillerin goreceli
buyuklugini ve grantlasyonunu analiz edebilir. Bu nedenle, son zamanlarda, lekeli
eksozomlar1 arka plandaki kirleticilerden ayirmak i¢in daha ytksek hassasiyetli ileri
sacilma tespiti, floresan amplifikasyonu ve yiiksek ¢ozunurlikli gorintileme 6zelligine
sahip yuksek kaliteli, ©6zel bir akis sitometresi gelistirilmigtir. Yeni nesil akig
sitometreleri, gelismig bir partikil ¢ozintrligu saglayan FSC tespiti i¢in ¢oklu agilar
kullanir. Bu teknigin avantajlari, askiya alinmis eksozomlarin hizli bir sekilde
olgiilmesine izin vermesi, 300 nm'den kigik eksozomlart tespit edebilmesi ve
eksozomlarin antijen ekspresyon seviyesine gore Olgilebilmesi ve / veya

siniflandirilabilmesidir.
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Ek olarak, eksozomlari karakterize etmek i¢in bagka birkag molekiler yaklagim
mevcuttur. Bunlar, bir lazer ile numunelerin aydinlatilmasina dayanan Raman
spektroskopisini igerir. Bu teknik, eksozomlarin kimyasal yapist hakkinda bilgi
saglar. Eksozomlarin mikroakiskanlar kanallart tzerindeki spesifik antikorlara
baglanmasini karakterize etmek ve daha sonra bagli vezikilleri elemek igin bir
mikroakigkan bazli teknik kullanilmigtir. Ayrica, eksozomlar, RNA gibi kargo
molekillerinin varligr ile karakterize edilebilir. RNA igerigi, mikro dizi analizi, yeni

nesil siralama ve PCR ile analiz edilebilir (125).

2.6. Hipoksik Ortammn Kok Hiicre ve Eksozomlar Uzerine Etkisi

Bitin hicreler yagam fonksiyonlarini yerine getirmek igin oksijen ve oksijenli ortama
ihtiya¢ duyarlar. Atmosferde %21 oraninda bulunan oksijen, insan viicudunda
dokulardaki oranina gore %l ile %12 arasinda degismektedir. Ornegin; kalp, bobrek ve
karacigerde %4-12, beyinde %0.5-7, gozlerde %1-5 oraninda oksijen bulunmaktadir.
Bazi durumlarda vuciidun timiine ya da belli bolgelerine oksijen ulagmaz ve buna
hipoksi adi verilir. Eger tim viicutta oksijen yetersizligi varsa bu genel hipoksi,
viicudun belirli bolgelerinde varsa buna ise lokal hipoksi denmektedir. Hiicre kulturi
caligmalarinda daha ¢ok buytime faktorlerinin, besin maddelerinin ve pH gibi
ozelliklerin hucreler tizerindeki etkisi arastinlmigtir. Kiltir ortaminda bu 6zelliklerden
en az arastinlanmi ise oksijen kosullaridir. Bunun sebebi c¢aligmalarda atmosferik
oksijenin hticre biyiimesi i¢in yeterli oldugunun diisiinilmesidir. Buna ragmen 1958
yilinda ilk kez digtik oksijen kosullarinin mezenkimal kok hiicreler tizerindeki etkisine
yonelik bir caligma yapilmistir. Bu calismada digiik oksijen seviyesindeki hiicrelerin
atmosfer kosullarindaki oksijen seviyesine kiyasla daha fazla ¢ogaldig: tespit edilmisgtir.
Son yillarda iyi Gretim uygulamalart (GMP) ve hticre proliferasyonundaki standardize
caligmalar sonucunda hipoksinin, mezenkimal kok hicrelerin iyilesme, go¢ etme ve
farklilagma potansiyelleri i¢in 6nemli bir diizenleyici oldugu distnilmektedir
(123,126). Hipoksi ve HIF' ler embriyonik kok hiicrelerin korunmasina, indiklenmis
pluripotent kok hiicrelerin olugmasina, hematopoetik kok hiicrelerin islevselligine
katkida bulunur. Oksijen kok hiicre mikro ¢evresinde ¢nemli bir faktordiir. Hipoksi
sinyali ve HIF' ler, kok hiicre biyolojisini diizenleyen hem kok hiicrelerdeki hem de
niglerdeki huicresel metabolizmanin modellenmesinde o6nemli rol oynar ve kok

hiicrelerin  farklilagsmamis bir durum ve ¢ok yonli farklilasma potansiyelini
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korumalarint saglayan bir dizi 6zelligi temsil eder (127). Hipoksinin etkilerine éncelikle
hipoksiye indirgenebilir faktorler (HIF' ler) aracilik eder (128,129).

Bugiine kadar tanimlanmis tg¢ tip HIF proteini vardir: HIF-1, HIF-2 ve HIF-3. Her ii¢
protein de dimerik yapiya sahip okaryotik transkripsiyon faktorleridir. Proteinlerin a-alt
uniteleri birbirinden farklilik gosterirken (HIF-1a, HIF-2a, ve HIF-3a); B-alt tiniteleri
birbirinin ayn1 (ARNT) yapidadir. Dokularda hipoksiye karsi ilk 24 saatten daha kisa bir
sure i¢inde gelisen hizli cevabt HIF-1a koordine etmektedir (130-132). HIF' ler, aril-
hidrokarbon reseptori niikleer translokatorii (ARNT) olarak da bilinen bir alfa alt
biriminden (HIF-a) ve bir beta (HIF-B) alt biriminden olusan heterodimerlerdir
(129). Bugutine kadar, ug¢ alfa alt birimi (HIF1A, HIF2A, HIF3A) ve iki beta alt birimi
(ARNT, ARNT2) tanimlanmistir (132-135). HIF-a alt birimlerinin timia, DNA
baglanmasi i¢in bir N-terminali b-HLH alani, heterodimerizasyon igin bir PAS alani ve
protein stabilitesinin diizenlenmesi i¢in oksijene bagli bir degradasyon (ODD) alan
icerir. HIFIA her yerde agik bir sekilde ifade edilirken, HIF2A ve HIF3A' nin
ekspresyonu spesifik hucre tipleriyle sinirlidir (136). HIF-a alt birimi, oksijene bagli bir
proteolitik bozunma ile dizenlenir, buna karsilik HIF-$ alt birimi, yapisal olarak ifade
edilir. Hipoksi altinda HIF-a stabilize edilir ve c¢esitli hipoksi ile indiklenebilen
genlerin transkripsiyonunu arttirmak i¢in ARNT ile dimerize olan ¢ekirdege aktarilir
(137,138). HIF-0. / ARNT heterodimer, hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etmek
icin histonasetiltransferazlan diizenler (139,140). Ayrica HIF-a aktivitesi, fosforilasyon,
asetilasyon ve siimolasyon gibi ilave protein modifikasyonlari ile de dizenlenir (141-
143).

Hipoksinin kok hiicrelerin farklilasmast (izerine oOnemli roli vardir (144-147).
Hipoksinin farkli stromal hiicrelerde eksozom salimint arttirdigi bilinmektedir (153-

159).

2.7. Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomunun Terapotik Etkisi

Uzun vyillar boyunca, MKH sekretomundaki aktif terapotik faktorii  belirleme
cabalari, buyiime faktorlerine , sitokinlere ve kemokinlere olan ilgiyi artirmistir (160).
Umut vaat eden bir¢ok aday faktore ragmen, MKH’ lerin etkinligini tek bir faktor
yeterince gosteremez. Bruno ve arkadaglar, MKH salgilanmasinin gliserol ile
indiklenen akut bobrek hasart Uzerindeki iyilestirici  etkisini mikrovezikillere

baglamistir. Bu mikrovezikullerin boyutu 80 nm ile 1000 nm arasinda degigsmektedir
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(161). Buna karsilik, Lai ve arkadaglart MKH’ lerin salgiladiklar eksozomlarin, 50-100
nm ¢apa sahip ve endozomal bir kokene sahip olan bir membran kesecik sinift Alix,
TSG101 ve tetraspanin (CD9, CD63, CD81) gibi eksozom ile iligkili proteinlere sahip
olduklarini gostermistir (162). Hem mikrovezikiiller hem de eksozomlar, hiicre dist
vezikillerdir. Hiicre dist vezikiiller genellikle hiicreler arast iletisim araglart olarak
varsayilir ve lipidleri, nikleik asitleri (mRNA'lar ve miRNA'lar) ve proteinler arasindaki
kargo igerigini yansitan alict hiicrelerde biyolojik tepkileri ortaya g¢ikarmak igin
proteinler ve hiicreler arasinda protein transfer etme iglevi gorirler (163) . Eksozomlar
ve mikro-vezikiiller arasindaki temel fark, eksozomlarin ¢ok hiicreli cisimlerin plazma
zarlartyla fiizyonu yoluyla salinmast ve 30-150 nm ¢apa sahip olmalart iken mikro-
vezikiillerin plazma zarindan koparak olugmasit ve 100-1000 nm ¢apa sahip olmasidir.
Ancak literatirde yaygin olarak arastirilan ve ¢aligsmalar yapilan grup eksozomlardir
(164). Eksozomlar, mezenkimal kok hiicreler, B ve T lenfositler, dendritik hiicreler,
mast hucreleri, trombositler ve timor hiicreleri gibi birgok hiicre tipi tarafindan
salgilanir ve kan, idrar, beyin omurilik sivisi, anne sutii ve tukurik gibi ¢ogu viicut
stvisinda bulunur (163).

Son yillarda, MKH’den salinan eksozomlarin, MKH’ lerin doku tamirinde rejeneratif ve
imminomodulator  yeteneklerini  destekleyen  temel terapotik ajan  olarak
bildirilmektedir (165). Bugiine kadar eksozomlar; adipoz doku, kemik iligi, fetal
dokular, gobek kordonu, EKH ve iPSC' den turetilmis MKH’ lerden izole
edilmigtir (162,166-171). MKH eksozomundaki RNA iletiminin MKH eksozomlarinin
doku kaynaklarina gore degistigi bildirilmis olmasina ragmen, terapétik etkinliginin
elde edilen doku kaynaklarina bagli olmadigr da bildirilmistir (172,173). Eksozomal
proteinler ve mikroRNA' lar fonksiyonel olarak karmasiktir ve iletisim, yapi, mekanik,
enflamasyon, eksozom biyogenezi , doku onarimi ve rejenerasyonu ile
metabolizmasi gibi  birgok  farkli  biyokimyasal ve hicresel siirecte yer
almaktadir. Biyolojik aktivitelerin bu genis dagiliminin MKH’ lerin sagladigi, ¢esitli
hiicre tepkilerini ortaya ¢ikarma ve bir¢ok hticre tipiyle etkilesime girme potansiyelini

ortaya koymaktadir (174).
2.8. in Vitro Hipoksi Modelleri

Insan  hastaliklanimin ~ fonksiyonlarini  taklit  edebilen  in  vitro hastalik

modellerinin geligimi son yillarda artan ilgi gormustir. Mekanik, kimyasal ve hiicresel
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bilesenleri ayr1 ayri manipiile ederek, insanlarla sinirli bir ilgisi olan ve hastaliga kritik
hiicresel ve molekiler katki maddelerini tanimlamak veya degistirmek zor olan butiin
hayvan modellerinin ana simirlamalarimin  Ustesinden  gelmek miumkin hale
gelir. Hipoksi ve gradyanlart hem fizyolojik hem de patolojik olaylarda biyolojik
sistemlerin modulasyonunda 6nemli rol oynar. Oksijen gerilimi, embriyonik gelisim,
metabolizma ve anjiyogenez dahil ancak bunlarla sinirli olmamak tizere ¢esitli hayati
biyolojik siirecleri etkiler. Dustuk oksijen gerilimi olan hipoksi, bir¢ok akut ve kronik
hastaligin patofizyolojisinde 6nemli bir faktérdir. Hipoksi, sistemik enflamatuar yanit,
timorgenez ve iskemik kalp hastaligi ve pulmoner hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi patolojik durumlarin gelisiminde rol oynar. Oksijen gerilimlerini veya
gradyanlarint kontrol etmek bu nedenle hiicre, doku ve organ arastirmasi igin fizyolojik

olarak ilgili in vivo ortamlar taklit etmek i¢in kritik Gneme sahiptir.

Makro ve mikro ortamlardaki oksijeni kontrol etmek i¢in bir¢ok teknoloji ve cihaz
gelistirilmistir. Makro ortamlarin global oksijen kontrolt i¢in mevcut teknikler arasinda
hipoksik oda (hypoxic chambers), ¢alisma istasyonu (workstations), perfizyon odasi
(perfusion chambers) veya dogrudan oksijen tutucu ajanlar ilave edilir. Bir seferde
sadece bir hipoksik seviyenin tek bir kosulunu saglamak, yavas dengelenme stresi
ve kontrolli olarak in vivo fizyolojik oksijen gradyanlarini saglayamamak dahil olmak
tizere, kritik zorluklar bulunmaktadir. Dahasi, oksijen tutucu ajanlar hticre blytme

ortamini degistirir ve hticresel tepkileri etkileyebilir (175).



3. BOLUM

GEREC ve YONTEM
Bu tez ¢alismasi, Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Yerel Etik Kurulu 2018/185

sayilt onay1 ile yapilmistir. Caligmaya dahil edilme kriterleri; herhangi sistemik bir
hastaliginin (diyabet, immun yetmezlik vs) olmamasi, 18-35 yas araliginda saglikli
gonilli olmast ve viral negatiflik iken; ¢aligmanin dislama kriterleri herhangi sistemik
hastaliginin olmasi, belirtilen yas araliginda olmamasi, aktif viral hastaligi olmas: ve
anti-aggregan ila¢ kullaniyor olmasidir. Caligmaya onay veren 5 saglikli goniilliidden 2

tip (20cc) kan alinarak testler gerceklestirilmigtir.

Ayrica bu calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
TYL-2017-7712 kodlu proje ile desteklenmistir.

3.1. Mezenkimal Kok Hiicrenin Eldesi ve Hipoksik Modelin Olusturulmasi
Mezenkimal kok hiicrelerin eldesi igin Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi’ nden temin edilen hazir h-UK mezenkimal kok hicre hatlart kullanildi.
Hiicreler 37°C su banyosunda ¢ozdiiriilerek 75cm? °lik huicre kiiltir kaplarina (TPP,
Isvigre) ekim yapildi. Kiltiir kabinda hiicrelerin bilytimesi ve ¢ogalabilmesi icin « MEM
besiyeri (Biological Industries, ABD) igerisine %1 antibiyotik (Biological Industries,
ABD), %] stabil L-glutamin (Biological Industries, ABD) ve %10 allojenik insan
serumu eklendi ve 37°C de %5 CO; igeren inkiibatérde (Sanyo, Japonya) %21 O,
(normoksi), %5 O (hipoksi), %3 O (hipoksi) kultiir kogullarinda 3 giin inkiibe edildi.
Hiicreler i¢in hipoksik ortam kosullart ayri bir hipoksi inkiibatori (Newbrunswick,
Kanada) ile olusturuldu. Inkiibator en diisiik %3 hipoksi seviyesinde g¢alismaktadir
(Sekil 2). Hucreler %70 uzerinde konfuluent olunca tripsin metodu ile kiltir kabinin
tabanindan kaldinlarak pasajlandi ve hiicreler 3. pasaja gelene kadar bu islem
tekrarlandi. 3. pasaja ulasan hiicrelerin besiyeri serolojik pipet yardimiyla ¢ekildi ve

tekrar serum igermeyen besiyeri eklenerek eksozom salinimi saglandi. 24 saat sonunda
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besiyeri g¢ekilerek hiicrenin sekretomlart toplandi. Bu sekretom mikrovezikilleri ve

diger ajanlan icermekteydi.

) New Brunswick Galaxy 170 R

Sekil 3. 1 Hipoksik modelin olusturuldugu hipoksi inkiibatér (Newbrunswick, Kanada)
3.1.1. h-UK Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
MKH fenotipini belirlemek i¢in Uluslararast Hucresel Terapi Dernegi tarafindan
standart olarak kabul edilen CD34, CD45, CD73, CD90 ve CDI0S hiicre yiizey
belirtegleri kullanildi (176). Stem Flow hMSC analysis kiti (BD, ABD) kullanilarak
protokole uygun bir sekilde antikorlar ile inkiibe edildi. Protokol talimatlarina gore
hiicreler, ortak MKH belirteglerinin ifadesi i¢in akig sitometrisi ile incelendi. MKH'
lerin degerlendirilmesinde Insan MSC Analiz Kiti (BD, ABD) kullamld:. Ureticinin
talimatlarina gore hiicreler dnceden konjuge antikorlarla boyandi. Kisaca, hMKH’ ler 1x
10° hiicre konsantrasyonunda 10 dakika siireyle spesifik olmayan baglanmay1 azaltmak
icin BD ™ Accutase ™ Hiicre Ayirma Soltisyonu ile inkiibe edildi. Daha sonra, MKH-
pozitif belirtecler (CD90-FITC, CDI105-PerCP-Cy5.5, CD73-APC) ve negatif
belirtecler (CD45-PE, CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE, HLA- i¢in antikor kokteyli DR-
PE) hiicrelere eklendi. Ek olarak, iki ayn tiipte, PE-konjiige edilmis fare monoklonal
CD44-PE antikoru veya PE-konjiige edilmis fare monoklonal CD142-PE antikoru MKH
lere eklendi. 22° C' de 20 dakika inkiibasyondan sonra, fazla antikorlar1 ¢ikarmak igin

hiicreler BD Pharmingen ™ Blot Tamponu (PBS-Cell Wash) ile yikandi ve BD
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Pharmingen ™ Blot Tamponu (PBS-Cell Wash) icerisinde 300-500 ul'de tekrar
stuspanse edildi. Ardindan akim sitometri cihazinda (Beckman Coulter Novios, ABD)
gorintilenerek MKH varligi ve karakterizasyonu yapildi.

3.2. Tam Kandan Nétrofil Izolasyonu

Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar 2018\185 onay numarali etik kurul karar ile
Erciyes Universitesi Mehmet-Kemal DEDEMAN Hematoloji ve Onkoloji Hastanesi’
nde bulunan gonilli olur formlart alinmig saglikli goniillilerden EDTA’] tipe 20cc kan
alindi. Tupteki antikoagilanin (EDTA) gorevi kandaki kalsiyumu bagliyarak kanin
pthtilagmasint  6nlemektir. Saglikli gonillilerden alinan tam kandan noétrofil elde

edilmistir.

Notrofil izolasyonu Miltenyi Biotec firmasi tarafindan tretilen MACSxpress (Human
Whole Blood Neutrophil Isolation Kit, 130-104-434, MiltenyiBiotec, Almanya) kiti
kullanilarak yapildi. Kitin icerisinde bulunan liyofilize pellet ile kokteyl hazirlanarak
tam kan ile karistirildi. MACS mix rotatorde kan ile kokteyl solisyonun daha fazla
karigmasi saglandi ve macs seperatore konuldu. Kitin izolasyon mekanizmasina gore
agir olan kirmizt kan hiicreleri dibe ¢okti istenmeyen diger kan hiicreleri mikro
boncuklarla isaretlenerek seperatorde olusturulan manyetik alan ile tip g¢eperinde
yapisarak etiketlendi. Hedef hiicre olan noétrofiller ise stpernatantta kalarak pipet

yardimiyla toplandi.

MACSxpress®
Neutrophil Isolation Kit, human
7 vials

Order no,; 130-104-434

Lotno.. 5171219414
‘.’r\ Exp, date; 20.DEC 2018
3

B swreat28cc

Sekil 3. 2 Nétrofil izolasyon kiti
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Kitin protokoli su sekildedir:

1.

2.

Edtal1 tiipe 8ml kan alindi.

Kitin igerisinden ¢ikan liyofilize pellet tzerine 2ml Buffer A eklenip kopik

olusturmadan 2-3 kere pipetaj yapilarak pellet ¢oziildii ve homojen hale getirildi.

1 volum tam kan i¢in 0,25 volum pellet (liyofilize pellet+Buffer A) ve 0,25 volim
Buffer B eklenerek final kokteyl hazirland1.

8ml kan, 15ml falkon tiipe alindi ve tizerine 4ml final kokteyl eklenerek tip sikica

kapatildi. 3-4 defa alt tst edilerek karigmasi saglandi.
5 dakika oda sicakliginda 12 rpm de macsmix rotatorde ¢evrildi.

Rotatorden ¢ikarilan falkon, kapagi agik sekilde macs seperatére konuldu ve 15
dakika lamina air flow kabin igerisinde inkibe edilerek olusturulan manyetik alan
ile hedef hucrelerin ayrilmasi saglandi. Burada manyetik isaretli hiicreler tiipiin
duvarina yapisti, eritrositler tiptn tabanina ¢oktii ve noétrofiller supernatant

igerisinde kald.

Bir bagka 15ml tiipe macs separator igerisinden tiip ¢ikarilmadan supernatant alindi
ve hedef hiicreyi igermekteydi. Eritrosit tabaninda 1-2ml birakilarak nétrofil

toplama iglemi tamamlandi.

Sekil 3. 3 Kanin rotatorde karigtirilmasi
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Sekil 3. 4 Hedef hiicre notrofiller

3.3. Eksozom Izolasyonu

3.3.1. Kit Kullanarak izolasyon

Eksozom izolasyon yontemi olarak System Bio Sciences firmasi tarafindan tretilen
ExoQuick-TC (#EXOTCS50A-1, System Bio sciences, ABD) kiti kullanildi. Eksozom
uretimi i¢gin hUK-MKH ve kiiltirdeki noétrofil hiicreleri 24 saat boyunca serumsuz
besiyeri ile inkibe edildi ve inkiibasyon stiresi dolduktan sonra kite ait izolasyon
solisyonu kullanilarak eksozom izole edildi. Bu iglem i¢in kit proseduriinde yazan

protokol uygulandi.
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ExoQuick-TCM, %B
Exosome Isolation Re; 31} 25 ...w[
Catalog# EXOTC50A-1, Lot# ﬂm%gp
For research use only, Store at RT

50 ml, Sterile

Sekil 3. 5 ExoQuick- Tc eksozom izolasyon kiti

Protokol su sekildedir:

1. 1x150 cm” flasktan 20 ml hiicre kiiltiir besiyeri toplandi.

2. Besiyeri 3000x g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicreler ve hiicre atiklar
coktirildi.

3. Supernatant yeni bir tipe alind1 ve sipernatant hacminin 1/5’1 olacak sekilde, 20 ml
besiyeri i¢in 4 ml eksozom isolasyon soliisyonu eklendi.

4. Homojen bir kanigim elde etmek i¢in iyice vortekslendi. Ardindan +4°C’ye
kaldirilarak 24 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi ornekler 1500x g’de 30 dakika boyunca +4°C’de santrifijj
edildi. Santriifiiy sonrast olusan supernatant atildi ve pellet 500 ul PBS ile
resuspanse edilerek —80°C’ye kaldirildu.

3.3.2. Manuel izolasyon

3.3.2.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.3.2.1.1. Coktiirme Soliisyonu (2X)

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

ddH,O (double distile su) ile ¢ozdurildi. ddH,O su Genom ve Kok Hiicre Merkezi’ nde

bulunan double distile su cihazindan (ELGA PurePac Purelabflex, Ingiltere) alindi.
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Plastik beherde balik yardimiyla manyetik karistiricida (Heidolph, Almanya) 2-3 saat
streyle karigarak homojen hale gelmesi saglandi.

3.3.2.1.2. Yikama Soliisyonu (1X)

35gr. poly etilen glikol (PEG) ile 15gr. dextran (DEX) 1lt. ddH,O ile ¢oézdurtuldi.
ddH,O su Genom ve Kok Hiicre Merkezinde bulunan double distile su cihazindan
(ELGA PurePacPurelabflex, Ingiltere) alindi. Yikama soliisyonu da plastik beher
igerisinde balik yardimiyla manyetik kangtiricida 2-3 saat siireyle karigarak homojen
hale gelmesi saglandi. Karisma tamamlaninca 1000xg de 10 dakika santrifiij (Hettich,
Rotina 380, Almanya) edildi ve santrifiyj sonrast soliisyonun ustiinde kalan %80°lik

kisim bagka bir falkona alind1 pellet atilarak kullanima hazir hale getirildi.

Sekil 3. 6 Eksozom manuel izolasyon malzemeleri

3.3.2.3. izolasyon Islemi

Hiicreler cogalmaya baglayinca serum igermeyen aMEM besiyeri (Biological Industries,
ABD) ile RPMI (Gibgo, ABD) besiyerine alinarak 1 gin sireyle umbilikal kord ve
notrofil hiicrelerinden eksozom salinimi saglandi. Ertesi giin hiicre kiltir siselerinden
besi ortami ile birlikte hucreler ¢ekilerek 3000xg de 15 dakika santrifiy edildi.
Supernatant alinarak 0,22um filtreden gegirildi. Alinan siipernatantin miktar olgtilerek
ayn1 oranda 2x PEG-DEX yikama solusyonu eklenerek +4°C 1000xg de 10 dakika
santrifij edildi. Toplam hacmin %80’ 1 hesaplanarak alindi ve alinan miktar kadar 1x

PEG-DEX ¢oktirme soliisyonu eklenerek +4°C 1000xg de 10 dakika santrifiy edildi.
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Bu islem birka¢ kez tekrarlanarak yikama islemi yapildi. Toplam hacmin %901
hesaplanarak alindi ve atildi. Kalan %10 kisma 1:2 oranda soguk absolt etanol (Merck
Darmstadt, Germany) eklendi ve +4°C de 13.500xg de 10 dakika santrifiij edildi.
Supernatant alinip pellet atildi. Toplanan supernatant konsantratore alinarak burada 3-4

saat 30°C de alkol ugurma iglemi yapild1.

Sekil 3. 7 Eksozomlarin konsantrator cihazinda yogunlagtirilmast
3.4. Eksozom Karakterizasyonu
Izole edilen eksozomlarin tanimlanmasi igin SEM analizi, ZetaSizer cihazinda partikiil
boyut analizi, western blot yontemi ile ylizey belirteglerinin varligi ve eksozom miktar
hesaplamasi yapildi.
3.4.1. SEM Boyut Analizi
Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile de yuksek biiyiitmelerle malzemelerin yizey
ozellikleri, porlu bir yapida olup olmadiklari ve boyutlarn analiz edilebilir. SEM’de,
elektron 1g1n1 numuneyi gectiginde elektron paraziti ile bir goriintii olusturulur. Analiz
edilen 6rneklerin dlgimden 6nce sabitlenmesi ve susuzlagtirilmasi gerekir ve goriinti

elde etme vakum kosullar altinda gergeklestirilir.
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Eksozomlarin goriintiilenmesi igin Erciyes Universitesi TAUM biinyesinde bulunan
SEM (Scanining Electron Microscope-Taramali Elektron Mikroskobu Zeiss GEMINI
500) cihazi kullanildi. Bunun ig¢in eksozom siispansiyonundan 30 ul temiz bir lam
tizerine damlatilip tip yardimiyla yayilmasi saglandi. Ornek oda sicakliginda geker ocak
icersinde kurumaya birakildt ve ardindan SEM’de goruntilendi. Elde edilen
gorintilerden Image J programi ile eksozomlarin c¢apt olgiilerek ortalama eksozom
buyukligi hesaplandi.

3.4.2. Eksozom Partikiil Boyut Analizi

Eksozomlarin karakterizasyonunu belirlemek i¢in kullanilan bir diger yontemde partikal
boyut analizi yapmaktir. Burada cihaz kiivet igerisindeki ornegin tamamini birkag
dakika i¢inde tarayarak ¢rnek varliginda 1s1ma yapmaktadir.

Analiz igin Erciyes Universitesi Ernam Merkezi biinyesinde bulunan ZetaSizer
(Malvern, Ingiltere) cihaz1 kullanilarak yapildi. Olgiimde kolloidal yapida ve birbirine
yapisma egilimi gosteren eksozomlar 1: 1000 oraninda seyreltilerek tamamen
birbirinden ayrilmasi saglandi. Cihaza 1ml eksozom 6rnegi konuldu, refraktif indeks ve
ornek ¢oziicist ayarlanarak cihazda bulunan lazer 1igima ile 6l¢iim tamamlandi. Cihaz
otomatize sistem oldugu i¢in numune igerisinde bulunan partikilleri okuyarak nm
boyutunda ortalama yiizde oranda degerler verdi. Ancak standart sapma degerleri

vermedi. Eksozomlara ait kistmlarda nm boyutunda sonug veren pikler gozlendi.
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Sekil 3. 8 Eksozom partikiil boyut analizi ortalama ytizdeleri
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Sekil 3. 9 Partikil boyut analiz cihazi (Zeta-sizer, Malvern, Almanya)

3.4.3. Western-blot Yontemi ile Eksozom Belirteclerinin Goriintiilenmesi

3.4.3.1. Bradford ile Protein Miktar1 Tayini

Eksozom belirteglerinin varliginin dogrulanmasi i¢in western-blot yéntemi uygulandi.
Yiklenecek protein konsantrasyonunu hesaplamak i¢in dncelikle eksozom 6rneklerinin
protein konsantrasyonu ol¢iildii. Bunun i¢in Bradford yontemi uygulandi. Bradford
yonteminin uygulanmasinda Quick Start Bradford Protein Test kiti (Bio-Rad, ABD)
kullanildi. Standartlar kit icindeki BSA kullanilarak olusturuldu. Eksozom o6rnekleri ise
200 pl RIPA buffer (Sigma, ABD) ile resiispanse edilip ve 15 saniye vortekslendi.
Istenilen oranda Bradford boyast koyularak 15-20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda orneklerin absorbansi Glomax Multi ELISA (Promega, ABD)
okuyucuda 450 nm’ de ol¢iilerek hesaplandi.

3.4.3.2. Western-Blot Analizi

Western-blot, elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin, destek
membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiunolojik metodlarla gosterilmesi
esasina dayanir. Proteinlerin elektroforezleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jelde
(SDS-PAGE) gergeklestirilmektedir. SDS-PAGE proteinlerin  ayrigtirilmast  ve
saflagtirllmasinda kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden biridir (177).
Elektroforez islemi, SDS-polipeptit komplekslerini, poliakrilamid jele yiikleyip elektrik

akimina maruz birakildiklart zaman proteinin molekiler agirli§iyla orantili olarak, arti
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kutuba dogru go¢ etmesi ve jelde bulunduklart yerde bantlar halinde yigilim gostermesi

iglemidir.

Western blot teknigi elektroforez iglemini takip eden 4 adimda gergeklestirilir. Bunlar

jeldeki proteinlerin nitroseliloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan

protein baglanmalarini engellemek i¢in nitroseliloz membranda protein baglanmamig
bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en
son adimda ise proteinlerin gorintilenmesi agsamalaridir. Bu islemlerin sonunda

Bradford yontemi ile protein konsantrasyonlar belirlendi. Protein konsantrasyonlarinin

belirlenmesi igleminin ardindan 6rnekler SDS-PAGE ile molekiler agirliklarina gore

ayrigtirildr ve 1slak (wet) western blot sistemi ile PVDF membranlara aktarildi. Bu
islemler i¢in Bio-Rad firmasinin “Mini Protean Gel” sistemi kullanildi. Ardindan

SystemBioSciences firmasina ait ALIX, HSP70, CD9, CD63 ve CD81 eksozom spesifik

antikorlar kullanilarak eksozomlar tanimlandi. Bu islemler i¢in uygulanan protokol su

sekildedir:

1. %I12’lik poliakrilamid jel hazirlandi ve orneklerden 20ug/ml her bir kuyucuga
yiklendi.

2. Jeldeki orneklerin kosturulmasinin ardindan ayristirilan proteinler PVDF membrana
1slak western blot sistemiyle aktarildi.

3. Membran TBS-t tamponu i¢inde hazirlanan %2’lik I Block Tropix (Thermo Fisher
Scientific, ABD) bloklama soliisyonuyla bir saat boyunca oda isisinda inkiibe
edildi.

4. Bloklama igleminin hemen ardindan membran, bloklama soliisyonu i¢inde 1:1000
olacak sekilde hazirlanmigs Anti-CD9, Anti-CD63, Anti-CD81, ALIX ve HSP-70
antikorlar1 ile bir gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi.

5. Ertesi gin membran uzerindeki fazla antikorlarin ve spesifik olmayan
baglanmalarin uzaklastirilmast amaciyla 3x5 dakika TBS-t tamponunda yikandi.
Ardindan yine SystemBiosciences firmasina ait primer antikora uygun HRP-
konjuge anti-rabbit sekonder antikor ile bir saat boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi.

6. Sekonder antikor ile inkiibasyonunun tamamlanmasinin ardindan membranlar yine
3x5 dakika TBS-t tamponunda yikand: ve ardindan ECL soliisyonu (ECL Femto,
Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenerek ChemiDoc MP (Bio-Rad, ABD)

gorintileme cihazinda goruntilendi.
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Sekil 3. 10 Proteinlerin kosturulmasi

3.4.4. Eksozom Miktar Tayini

Bu islem igin System Bio sciences firmasina ait ExoCet kiti kullamldi. Ornekler kit

protokoliine gore calisildi ve Glomax Multi ELISA (Promega, ABD) okutularak

absorbans degerinde eksozom miktarlar hesaplandi. Elde edilen eksozomlarin miktar

mikrovezikil 6l¢im kiti (EXOCET Exosome Quantitation Assay- EXOCET96A-1 SBI,

Amerika) ile belirlendi.

Caligmada kullanilan kit protokoli su sekildedir;

1.
2.
3.

Kit i¢erisinde ¢ikan protokole uygun olarak standartlar hazirlandi.

Daha sonra ornekler i¢in reaksiyon bufter (A Buffer+B Buffer) hazirland1.

10ul eksozom 6rnegi igin 40ul kit i¢inden ¢ikan lizis buffer eklendi ve 37° C de 5
dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 15 saniye vortekslendi ve 1500xg de 5 dakika santrifiij edildi.
Supernatant alimp, Uzerine 50ul reaksiyon buffer eklenerek 96 kuyucuklu pleyte
alindi.

10-20 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi.

Sure sonunda 450 nm de 6rneklerin absorbansi ol¢uldu.

Standartlara gore eksozom miktari belirlendi.
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Sekil 3. 11 Eksozom miktar tayin kiti
3.5. Eksozom Etkinlik Analizi

Tez galismasinda izole edilen eksozomlarin etkinlik testi lenfosit proliferasyon testi ile
yapildi. Lenfositler viicudun ana bagisiklik hiicreleri tiplerinden biri olan beyaz kan
hiicreleridir. Kemik iliginde uretilir, kan ve lenf dokusunda bulunurlar. Bagisiklik
sistemi, lenfositleri igeren bagigiklik hiicreleri olarak bilinen karmasik bir hiicre agidir.
Lenfosit proliferasyonu bazi bening (reaktif hiperplazi ve lenfadenit) veya malign
lenfoma durumlarinda artis gostermektedir. MKH’ lerinn literatirde lenfosit
proliferasyonunu baskiladig bilinmektedir (178).

Lenfosit proliferasyon testi i¢in tam kandan PBMC (periferik kan mononiikleer hiicre)
izolasyonu yapildi. Saglikli ve olur formlari alinmig gonullilerden heparinli tiipe kan
alinarak miktant ol¢ilir. Kan miktarinin yarist kadar Lymphoprep (Stemcell, Norvay)
ayrt bir tiipe alindi. Uzerine kan yavasca sizdirilarak eklendi ve 800 xg de 25 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi bulutumsu kisim toplanarak 75 c¢m® flasklara RPMI
1640 besiyeri (Gibgo, ABD) ve %1 glutamin, %1 antibiyotik, %10 FBS (Gibgo, ABD)

iceren ortamda ekim yapilarak %5 CO, igeren inktiibatore kaldirildu.
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Sekil 3. 12 Tam kandan elde edilen PBMC
3.5.1. Ki-67 Eksozom Etkinlik Testi

Izole edilen PBMC hiicreler 1 giin siireyle inkiibe olduktan sonra 6 kuyucuklu pleytlere
ekim yapildi. Kontrol grubuna eksozom uygulanmadan, diger gruba %1 PHA
(Fitohemaglutinin, BI, ABD) eklenerek deney planlandi. Sonrasinda tizerine daha énce
izole edilmis olan eksozomlar (%3 hipoksi h-UK eksozomu, %5 hipoksi h-UK
eksozomu, %21 normoksik h-UK eksozomu) uygulandi. 1 gin %S5 CO, igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Ki67 prolifere olan hiicreleri gosterebilen bir antikordur ve
prolifere olan hiicrelerin yiizeylerinde bulunur ve ilk defa 1983°de Gerdes ve arkadaglari
tarafindan tantmlanmisg, tonsil germinal merkez hiicreleri, epitelyum bazal hiicreleri ve
intestinal epitelin kript hiicreleri gibi prolifere hiicrelerde gosterilmistir. Ki67, hiicre
siklusunun Go fazi disinda tiim fazlarinda bulunan nonhiston niikleer proteindir (7).

Ki67 proliferasyon testi (MilliporeMerck, Almanya) ticari kit ile yapildi. Inkiibasyon
sonrasinda kit protokoliine gore hiicreler pleyt tabanindan ¢ekilerek ve 2 kere PBS ile
yikandi. 300xg de 5 dakika santrifijj edildi. 50 ul 1x fiksasyon buffer (Millipore, Merck)
eklendi. 1 kere vortekslenerek oda sicakliginda 15 dakika inkibe edildi. 150ul 1x
assaybufter (Millipore, Merck) eklendi 300xg de 5 dakika santrifiyj edildi. Siipernatant
aspire edilerek 100ul permeabl solution (Millipore, Merck) eklendi. 1 kere
vortekslenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 100 ul 1x assay buffer eklendi
300 xg de 5 dakika santrifiyj edildi. Supernatant aspire edilerek tekrar 50ul 1x assay
buffer eklendi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 10ul Ki67 antibody (KiPE
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Millipore, Merck) eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. 150pl
assay buffer eklenerek Muse Cell Analyzer (Millipore, Merck) cihazinda 6l¢tim yapildi.
Cihaz akim sitometri mantiginda ¢alisan bir cihazdir ve mikrokapiller yardimiyla hiicre

igerigini tarayarak isaretli antikorlar diizeyinde 1s1ma yapar ve aynt zamanda mobilize

ekranda sonuglar verir.

Muse® Ki67 MCH100114-1
Proliferation Kit
100 Tests
Lot No. 3001518
Exp: 30-JUN-2020
Srwhre at 2° to 8°C
!

EMD: pi "
mnmuo\mm USA 978 715 4321

Sekil 3. 14 Muse hiicre analiz cihazi ve Ki67- proliferasyon kiti
3.5.2. XTT Eksozom Etkinlik Testi

Izole edilen PBMC hiicreler 1 giin siireyle inkiibe olduktan sonra 96 kuyucuklu

pleytlere ekim yapildi. Kontrol grubuna eksozom uygulanmadan, diger gruba %1 PHA
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(Fitohemaglutinin, BI, ABD) eklenerek deney planlandi. Sonrasinda tizerine daha énce
izole edilmis olan eksozomlar (%3 hipoksi h-UK eksozomu, %5 hipoksi h-UK
eksozomu, %21 normoksik h-UK eksozomu) uygulandi (Sekil 15). 1 gin %5 CO;
igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Proliferasyon testi tetrazolyum tuzlari igeren test olan

XTT metoduna gore yapildi.

Tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri, formazan denilen yapiya
doniigmelerini saglayarak, renk degisikligini beraberinde getirir. Tetrazolyum halkasi
ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve boylece renk reaksiyonunu yalnizca canl
hiicreler meydana getirebilirler. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini indirgeme
yeteneklerini kaybeder ve herhangi bir renk degisimine neden olmazlar. Bu degisimin,
in vitro ortamda yalnizca canli hucreler tarafindan yapilabilmesi, tetrazolyum
bilesiklerini biyolojik anlamda olduk¢a onemli kilmistir. Tetrazolyum tuzlart MTT,
XTT, MTS olarak farkli gruplara aynlir. Biz ¢alismamizda XTT testini kullandik,
bunun sebebi; PMSC hicrelerini pleyt tabamin yapismayip askida kalan hicre
olmasiydi. Tetrazolyum bilesikleri ile yapilan proliferasyon testleri, ti¢ asamada
gergeklestirilmektedir. Ilk asamada hiicreler belirli bir siire arastirilan sitotoksik
maddeye maruz birakilirlar. Ikinci asamada toksik madde uzaklastirilip tetrazolyum
bilesigi hiicrelere eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca inkiibe edilir. Bu esnada canli
hiicreler ilgili bilesikler indirgenip renk degisimini gerceklestirir. Son agsamada ise renk
degisimi spektrofotometrik yontemle olgiilerek canli/6li hiicre sayisi  belirlenir.
Caligmamizda kullanilan proliferasyon testi, XTT proliferasyon testi kit (BI, ABD)
protokoltine gore yapildi. Protokole gore kit igeriginde ¢ikan reagent soliisyondan, 5 ml
olan XTT tuzu uzerine 100ul eklenerek soliisyon olusturuldu. Bu solisyondan her
kuyucuga 50ul eklendi ve 2-3 saat karanlikta inkibasyona birakildi. Sture sonunda

orneklerin absorbanst Glomax Multi ELISA (Promega, ABD) 450nm de okundu.
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Biological Industrie

Cell Proliferation
Kit

XTT based Colourimetric Assay
For 1000 tests

20-300-1000

1817425 Hourans
0.2 ym membrane filtered 0o
For ResearchUse Only [ 1i] .j00c ,r
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Cicltssre af Envellimce

Sekil 3. 15 XTT proliferasyon kiti ve Promega absorbans okuyucu
3.6. Istatiksel Analiz

Caligmanin istatistiksel analizleri Turcosa istatistik programi kullanilarak yapildi.

Degerler ortalamatstadart sapma olarak verildi. Ikili karsilastirmalarda Student t testi,

u¢li karsilagtirmalarda ise varyans analizi yapildi. P <0.05 in altindaki degerler anlamli
olarak kabul edildi.



4. BOLUM
BULGULAR
4.1. \UK-MKH ve Nétrofil Hiicrelerinin Izolasyonu ve Kiiltiir Bulgular:

Dondurup- ¢6zme yontemi ile kiiltire alinan h-UK mezenkimal kok hiicrelerinin
morfolojileri fibroblast benzeri bir yapida olup ig seklindedir. Hucrelerin geperleri
belirgin ve birbiri igerisine gegmis sekilde oldugu gozlendi. Hipoksi (%3-%5 O,) ve
normoksi (%21 O,) ortamlarinda hiicrelerin fenotipi, flask tabanina tutunmasi ve
cogalmasi agisindan bir farklilik gdzlenmedi.

Primer kulturti yapilan nétrofil hiicrelerinin gekilleri ise yuvarlak, g¢eperleri belli ve

parlak goriinimla olup ¢ogalma agisindan gruplar arasi fark gézlenmedi.

Sekil 4. 1 h-UK normoksik (%21 O,) ortamda tretilen hiicreler, 10x buyiitme, Invert
mikroskop (Leica, Almanya)
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Sekil 4. 2 h-UK hipoksik (%5 O;) ortamda uretilen hiicreler 10x buyiitme, Invert
mikroskop (Leica, Almanya)

Sekil 4. 3 h-UK hipoksik (%3 O,) ortamda iiretilen hiicreler, 10x buytitme, Invert
mikroskop (Leica, Almanya)
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Sekil 4. 4 Notrofil normoksik (%21 O,) ortamda tiretilen hiicreler, 10x biyutme, Invert

mikroskop (Leica, Almanya)

o o A . L N

Sekil 4. 5 Notrofil hipoksik (%5 O,) ortamda tretilen hiicreler, 10x buyttme, Invert

mikroskop (Leica, Almanya)
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Sekil 4. 6 Notrofil hipoksik (%3 O,) ortamda tiretilen hiicreler, 10x biiyiitme, Invert

mikroskop (Leica, Almanya)
4.2. h-UK Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinofenotipik Karakterizasyonu
Mezenkimal kok hucrelerin ¢ozilerek kultiire alinmasinin imminfenotipik karakterini
degistirmedigi tespit edildi. Yapilan akim sitometri ile karakterizasyon sonucu CD19,
CD34, CD45, CD11b, HLA-DR ‘yi ekprese etmezken (%0.47); CD44 (%98,76), CD73
(%99,80), CD90 (99,06), CD105 (99,87) yiizey belirteclerini eksprese ettigi belirlendi
(Sekil 4. 7).
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Sekil 4. 8 h-UK mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu ve negatif yiizey belirtecleri
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4.3. Eksozomlarim Karakterizasyon Bulgulari

4.3.1. SEM Bulgulari

Eksozomlar, Erciyes Universitesi TAUM (Teknoloji Arastirma Uygulama Merkezi)
bunyesinde bulunan taramali elektron mikroskobu ile 30.000X kat buyitilerek
gorintillendi. Yapilan gorintiileme sonucunda eksozomlarin boyut ve yapisal olarak
homojen bir dagilim gosterdigi, diizgiin bir hiicre ¢eperine sahip oldugu gozlendi.
ImageJ programi kullanilarak toplam 40 fotograf karesinde 150 tane odl¢im yapilarak
ozgun eksozomlarin g¢aplart h-UK-MKH 6rneklerinde ortalama 66.07+15.33 olarak
olgiilurken, notrofil hiicrelerinde ortalama 63.66+5.38 olarak ol¢ildi (Sekil 4. 9, Tablo
4. 1). Ayrica gruplar arasindaki farki degerlendirmek ig¢in her gruba ait 5 fotograf
karesinde 20 eksozom ¢ap1 olgimii (n=20) yapilarak istatistiksel olarak degerlendirildi
ve p<0.05 altindaki degerler anlamli olarak kabul edildi. Turcosa varyans analiz testi
kullanilarak yapilan analize gére SEM ol¢iimiinde h-UK %3 hipoksi, h-UK %5 hipoksi,
h-UK %21 normoksi (kontrol) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p=0.823). Notrofil %3 hipoksi, nétrofil %5 hipoksi, notrofil %21 normoksi
(kontrol) gruplar arast karsilagtirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu ve
%?3 hipoksi grubunda daha biiyiik boyutta eksozom izole edildigi gosterildi. Notrofil %3
hipoksi - notrofil %5 hipoksi ve Notrofil %3 hipoksi - notrofil %21 normoksi (kontrol)

gruplan karsilastirildiginda anlamli fark bulundu (p<0.001).
- i

2E135

| GerminiSEM 500-71-08

Sekil 4. 10 Eksozomlarin Image J programi ile boyutlarinin élgimii



Tablo 4. 2 Image J kullanilarak yapilan eksozom g¢ap1 6l¢iim sonucu

Eksozom Olgiim sayisi Eksozom capi
75 Adet h-UK MKH Eksozomu 66.07+£15.33
75 Adet notrofil eksozomu 63.66+5.38

ZEISS nm* Mag= 0.00KX EHT = 0.500 kV Signal A = InLens

GeminiSEM 500-71-08 Date ;14 Jan 2019 Wo = 21mm ESE Gridis= 0V

Sekil 4. 11 Eksozomlarin taramali elektron mikroskobu gortintiisi

Tablo 4. 3 Eksozom boyut SEM analizi
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Ornekler Ort+ SS |
h-UK %3 Hipoksi (n=20) 64.74+4 .38
h-UK %S5 Hipoksi (n=20) 66.73+5.64
h-UK %?21 Normoksi (Kontrol) 0.823
66.76+4.24
(n=20)
Notrofil %3 Hipoksi (n=20) 73.37+3.21
Notrofil %5 Hipoksi (n=20) 58.82+2.83
Notrofil %21 Normoksi (Kontrol) 0.001*
58.81+9.51
(n=20)

Degerler ortalama+ standart sapma olarak verilmig olup, * anlamli olarak kabul

edilmistir (n=20 p<0.001)
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Sekil 4. 12 h-UK eksozomlarin SEM analizi gruplar arast karsilastirilmast

Degerler @ Ayl deferler

Sekil 4. 13 Notrofil eksozomlarinin SEM analizi gruplar arast karsilagtiritlmast
4.3.2. Eksozomlarin Partikiil Boyut Analizi Bulgular:
Izole edilen eksozomlarin partikil boyut analizi Erciyes Universitess ERNAM
bunyesinde bulunan zeta-sizer cihazi ile yapildi. Cihazda yapilan 6l¢iim ile elde edilen
sonuglarda h-UK kaynakli eksozomlarin boyutu ortalama 68.98 nm olarak

hesaplanirken, notrofil eksozomlar1 ortalama 53.35 nm olarak hesaplandi. Otomatize
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sisteme sahip olan cihazin, numune igeriginin tamaminit tarayarak kendi igerisinde bir
ol¢tim ile her 6rnek i¢in ortalama bir pik degeri verdigi gozlendi (Sekil 4. 14).
Tablo 4. 4 Eksozom partikiil boyut analizi

Ornek Adi Eksozom Boyutu
h-UK %3 Hipoksi 64.36 nm
h-UK %3 Normoksi 39.12 nm
h-UK %S5 Hipoksi 53.75 nm
h-UK %5 Normoksi 118.7 nm
Notrofil %3 Hipoksi 70.37 nm
Notrofil %3 Normoksi 52.3 nm
Notrofil %5 Hipoksi 52.78 nm
Notrofil %5 Normoksi 37.95 nm
Size Distribution by Mumber
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Sekil 4. 15 %3 hipoksi h-UK kaynali eksozomlarin dagilim1

Size Distribution by Number
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Sekil 4. 16 %21 normoksi h-UK kaynakli eksozomlarin dagilim1
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Sekil 4. 17 %5 hipoksi h-UK kaynakli eksozomlarin dagilimi

Size Distribution by Number
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Sekil 4. 18 %3 Hipoksi notrofil kaynakli eksozomlarin dagilimi

Size Distribution by Number
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Sekil 4. 19 %S5 hipoksi nétrofil kaynakli eksozomlarin dagilimi
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Size Distribution by Number
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Sekil 4. 20 %21 normoksi nétrofil kaynakli eksozomlarin dagilimi
4.3.3. Western-Blot ile Eksozom Karakterizasyonu
Western-blot yontemi kullanilarak yapilan fenotiplendirmede Alix, HSP70, CD63,
CD81 ve CD9 eksozom yiizey belirtegleri agisindan degerlendirildi. Yapilan western
blot analizlerinde %3 O, h-UK MKH, %3 O, nétrofil, %21 O, h-UK MKH ve %21 O,
notrofil hiicrelerinde 53 kDA molekul agirliginda CD63 yiizey belirtecini eksprese
eden, %3 O, h-UK MKH, %3 O, nétrofil, %21 O, h-UK MKH, %5 O, h-UK MKH,

%5 O, notrofil, ve %21 O, noétrofil hiicrelerinde ise 20kDA molekil agirliginda CD9
yiuzey belirtecini eksprese eden protein

bantlar gozlendi (Sekil 4. 21).

CD9~20Kda
Sekil 4. 22 Prestained Dual Color Protein Molekiiler Agirlik belirteci (10-250 kDa),

CD63 ve CDO9 ekspresyon bantlari



58

4.4. Eksozom Miktar Tayini

Eksozom miktarinin belirlenmesi i¢in System BioSciences firmasina ait ExoCet kiti
kullanildi. Miktar tayini kit protokoliine uygun olarak caligilarak Promega absorbans
okuyucuda absorbans degerleri okundu ve kit igerisinde hazirlanan standartlara gore
miktarlart belirlendi. 3 tekrarli olarak gergektestirilen miktar tayininde hipoksik ve
normoksik ortamda tutulan h h-UK %3 Hipoksi ortaminda 89.33+0.57eksozom elde
edilirken, %35 Hipoksi ile 93.66+0.57 elde edilmistir normokside ise 91.00+5.32'dir. h-
UK i¢in hipoksi gruplar arasi istatistiksel bir farka yol agmadi (Tablo 4. 5) (p=0.43).
Ayni durum noétrofil eksozomlart i¢in de gegerli idi (Tablo 4.5) (p=0.22). Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu ancak her iki hiicre hattinda da

%35 hpoksi gruplarinda miktar artig1 gozlendi.

Tablo 4. 6 Calismada kullanilan h-UK kaynakli eksozomlarin miktar tayini

Gruplar Ort+SS P Degeri
h-UK %3 Hipoksi
89.33+0.57
(n=3)
h-UK %35 Hipoksi
93.66+0.57
(n=3)
P=0.43
h-UK %21 Normoksi
91.00+5.32
(Kontrol) (n=6)

Tablo 4. 7 Calismada kullanilan nétrofil kaynakli eksozomlarin miktar tayini

Gruplar Ort+SS P Degeri
Notrofil %3 Hipoksi
89.33+0.57
(n=3)
Notrofil %5 Hipoksi
91.33+1.15
(n=3)
P=0.22
Notrofil %21 Normoksi
88.16+3.06
(Kontrol) (n=3)
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Sekil 4. 23 Calismada kullanilan h-UK kaynakli eksozomlarin gruplar arast

karsilagtirilmast

Sekil 4. 24 Caligsmada kullanilan nétrofil kaynakli eksozomlarin miktar tayini
4.5. Eksozomlarin Etkinlik Analiz Bulgulari
Proliferasyon testi indukleyici bir ajan ve mononiikleer hiicre kullanilarak eksozomlarin

etkinliginin yapildigi bir testtir. Eksozomlar MKH’ lerin lenfosit proliferasyonunu
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baskiladig gibi baskilayarak benzer etkiyi gosterdi. Calismamizda iki ayri (XTT, Ki-
67) etkinlik testi yapilmis olup istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi.

4.5.1. XTT Etkinlik Testi

Elde edilen XTT sonuglarina gore pozitif kontrol (indikleyici ajan-PHA) ile kontrol
(monontkleer hiicre) arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). Bu farkin olmasi testin
basarili oldugu olarak calistigini gosterdi. %21 h-UK normoksi ile kontrol arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. %21 normoksi h-UK kaynakli eksozomlar
lenfosit proliferasyonunu inhibe eder. %3 h-UK hipoksi grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001) ve %3 hipoksi grubunun lenfosit
proliferasyonunu daha fazla baskiladigini gosterdi (Sekil 4. 25). % 5 h-UK hipoksi
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). Bu fark %5 hipoksi
grubunun lenfosit proliferasyonunu daha fazla baskilandigini gosterdi. Bu fark h-UK
kaynakli eksozomun lenfosit proliferasyonunu baskiladigini gosterdi. Aymi sekilde %3
h-UK hipoksi, %5 h-UK hipoksi ve %21 h-UK normoksi gruplar ile pozitif kontrol
arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). %3 h-UK hipoksi, %5 h-UK hipoksi anlamli
fark bulunmad: (p=0.705). %3 h-UK hipoksi, %5 h-UK hipoksi gruplarn ile %21 h-UK

normoksi arasinda anlamli fark bulundu.

Sekil 4. 26 Caligmada kullanilan h-UK kaynakli eksozomlarin lenfosit proliferasyonu

XTT etkinlik analizi
Gruplar Ort+SS P Degeri
Kontrol (n=3) 0.966+0.02
Pozitif Kontrol (n=3) 1.276+0.22
h-UK %3 Hipoksi
0.455+0.06
(n=3)
h-UK %S5 Hipoksi
0.563+0.09
(n=3) P<0.001*
h-UK %21 Normoksi
0.739+0.05
(Kontrol) (n=6)

Degerler ortalama+ standart sapma olarak verilmis olup, * anlamli olarak kabul

edilmistir ( p<0.001)
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Sekil 4. 27 h-UK kaynakli eksozomlarin XTT etkinlik analizi gruplararasi

karsilagtirilmast

4.5.2. Ki-67 Etkinlik Testi

Elde edilen Ki-67 testi sonuglarina gore pozitif kontrol (indiikleyici ajan-PHA) ile
kontrol (mononiikleer hiicre) arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). Bu farkin olmasi
testin basarili oldugu olarak caligtigin1 gosterdi. %21 h-UK kaynakli eksozomlar ile
konrol grubu ve %5 hipoksi h-UK kaynakli eksozomlar ile %3 h-UK hipoksi kaynakli
eksozomlar karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli bir farklilik gozlenmeyip, diger
gruplarin her biri kendi igerisinde karsilagtinldiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlendi (p<0.001). Lenfosit proliferasyonunu daha disuk hipoksi

grubunun (%3) daha ¢ok inhibe ettigi sonucuna varildi.
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Tablo 4. 8 Caligsmada kullanilan h-UK kaynakli eksozomlarin lenfosit proliferasyonu
Ki-67 etkinlik analizi

Gruplar Ort+SS P Degeri
Kontrol (n=3) 94.65+1.77
Pozitif Kontrol (n=3) 99.48+0.19
h-UK %3 Hipoksi
91.45+0.58
(n=3)
h-UK %S5 Hipoksi
90.44+0.87
(n=3) P<0.001*
h-UK %21 Normoksi
95.41+0.79
(Kontrol) (n=6)

Degerler ortalama+ standart sapma olarak verilmig olup, * anlamli olarak kabul

edilmistir (p<0.001)

Degerler © Aykan degerler

Sekil 4. 28 h-UK MKH eksozomu KI-67 testi gruplar aras karsilagtinilmasi



5. BOLUM
TARTISMA ve SONUC

Mikrovezikil sekresyonu, sinyallesme ve iletisim mekanizmasi, hiicreler arasinda bilgi
aligverigsinde bulunmak i¢in olduk¢a verimli bir mekanizmadir. Dolayisiyla,
eksozomlarin kendileri, terapotik amaglar igin kullanilabilecek yukli bir ilag olmasa
bile, benzersiz biyolojik aktivite sergilemektedir. Ligandlari (antikor) ve reseptorleri
(antijen) tasiyan eksozomlar, timor antijenlerini immiin hiicrelere sunarak bir anti-
timor yanitini tetikleyebilir. Son zamanlarda yapilan galigmalar, uzun mesafeli hiicreler
arast iletisimde, protein hiicrelerinin transferini  kolaylastirict ve hedef hiicrelerde
sonraki protein ekspresyonu i¢in fonksiyonel eksosomlarin mRNA' lar ve mikroRNA
larda uzmanlastigini gostermistir (180,181). Ilk olarak, antijen tastyan timor kaynakli
eksozomlarin, timorlere kargt immiin yamit igin spesifik bir uyari kaynagi olarak
onerildigi ileri surilmustir (182). Bu eksozomlarin, iginlanmig timoér hiicrelerine,
apoptotik hiicrelere veya timor hiicresi lizatlarina gore daha etkili bir gekilde anti-timor
tepkilerini indiikledigi gosterilmistir. Oregin, fare B lenfoma hiicrelerinin, T
hiicrelerinde 6nemli anti-tim6r immiin yanmitlarini indiikleyebilen bir dizi 1s1 soku
proteini (HSP) tasiyan eksozom salgiladiklart bildirilmigtir (183). Daha sonra timor
kaynakli eksozomlarin aynt zamanda immiin baskilayict 6zelliklere sahip olabilecegi

onkogenez, metastaz ve ilag direnci gelisiminin olabilecegi gosterilmigtir (184-187).

MKH tirevli eksozomlarin domuz ve fare modellerinde miyokard iskemisi /
reperfiizyon hasarina karst o6nemli kardiyo-koruyucu parakrin etkileri trettigi
bildirilmigtir. Ayrica bu eksozomlarin pulmoner hipertansiyonda (HP) etkili oldugu
dustntlmektedir. HP, pulmoner arter basincindaki artisla karakterize, kalp yetmezligine
ve hatta 6liime neden olabilecek bir tir malign pulmoner vaskiiler hastaliktir (188,189).
Ayrica, ilaca baglt karaciger hasart modellerinde MKH tirevli eksozomlarin
kullanilmasiyla hepatik bir rejenerasyon gosterilmistir (190). Alzheimer hastaliginin

(AD) tedavisi i¢in insan adipoz doku tirevli MKH’ lerden turetilen eksozomlarin
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terapotik etkileri de bildirilmistir. Bu eksozomlarin, beyindeki B-amiloid (AB) peptid
tikaglarini pargalayan en 6nemli enzim olan aktif neprilisin (NEP) tagidigr gosterilmigtir
(191).

Genellikle ¢cocuk dogum déneminde atilan gobek kordonu, invaziv olmayan sekilde elde
edilen, EKH’ lerden daha az etik kisitlamalara sahip olan ve ayni zamanda muazzam
rejenerasyon potansiyeli olan zengin kok hiicre kaynagidir (179). Biz de ¢alismamizda
umbilikal kord kaynakli hiicrelerden eksozom elde ettik.

MKH 'lerin hipoksi veya enflamatuar sartlandirmasinin mikrovezikiillerde protein
paketlemesini diizenledigi ve fonksiyonel ozelliklerini etkiledigi gosterilmistir (192).
MKH 'lerin bulundugu mikro c¢evre ile ilgili olabilecek birka¢ sinyal yolunun
mikrovezikillerin biyolojik olusumunu ve salgilanmasint diuzenledigi bildirilmistir.
Ornegin, timor baskilayici-aktiflestirilmis yolun mikrovezikiil olusumunu diizenledigi
ve boylece mikrovezikil tretimini arttirdigi bulunmugtur (193,194). Baietti ve
arkadaslar tarafindan alternatif bir hiicreler arasi iletisim yolu onerilmistir. Bu Oneride
sindekanlarin CD63 ve ALIX igeren endozomal membran alanlarinin intraliiminal
tomurcuklanmasini diizenlemek i¢in syntenin ile etkilesime girdigini tarif edilmigtir
(195).

Lai ve arkadaglar1 dogrudan MKH tiirevli kardiyo miyosit hiicrelerinin aktif, kardiyo-
koruyucu bileseninin aslinda mikrovezikiiller oldugunu gosterdi. Bu ¢aligmada,
saflagtirllmig MKH mikrovezikiillerinin uygulanmasi, enfarktiis boyutunu ~%40
azaltmigtir (196).

h-UK MKH' lerin bir ¢aligmasinda, Salomon ve arkadaslari, hipoksik kogullar altinda,
%8 Oy’ de tutulan h-UK MKH' lere kiyasla, %1 O, ve %3 O, ESV saliminda 3.3 ve 6.7
kat artis gozlemledi. Hipoksik kosullar altinda tiiretilen h-UK MKH' lerin artan pro-
anjiyogenik etkisinin, hipoksi ile indiiklenebilir faktor protein ailesinin transkripsiyonel
aktiviteleri ile saglanabilecegi tahmin edildi (197). Salomon ve ark rapor ettigi
calisgmaya benzer sekilde tez calismamizda %3 hipoksik ortamda uretilmis UK-
eksozomlarinin etkinliginde artis ve %35 hipoksi kosullarinda her iki hiicre hattindan
izole edilen eksozom miktarinda artig gozlendi ancak istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Literatiirde, hipoksik eksozomlar ve normoksik eksozomlar arasindaki iligkiyi gosteren
stromal hucreler ile gerceklestirilen c¢aligmalarda hipoksinin hucreleri daha fazla

eksozom salmasi i¢in uyarabildigt gosterilmistir (152). Bizim g¢aligmamizda da hem
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MKH hem nétrofil eksozomlart %5 hipoksi ortaminda sayica daha fazla eksozom izole
edildigi gosterildi. Pulmoner arter endotel hiicreleri (PAEH), adiposit, epitel hticreleri
ve kalp progenitor hiicrelerinin (KPH) de hipoksik kosullar altinda daha fazla eksozom
saldigr tespit edilmistir (153-156). Son arastirmalar bu artisin sebebinin HIF-1A" ya
bagl oldugunu gostermektedir (157). Ornegin, Yu ve arkadaslan, kardiyomiyositlerde
hiicresel HIF-IA ekspresyonunun uyarilmasinin, eksozom salimmina katkida
bulundugunu belirtti (158). Ayrica, King ve arkadaglart hipoksi sirasinda meme kanseri
hiicrelerinde eksozom saliminin artmasinin HIF’ lere bagli oldugunu gosterdi (157).
Benzer sekilde, sican bobrek proksimal tiubuler hucrelerinde, HIF-1' in bir HIF
hidroksilaz inhibitori olan dimetil oksalil glisin (DMOG) ile indiksiyonu, HIF-1' in
baskilanmasinin, eksozomlarin salintmini hipoksi ile arttirdigini belirtti (159). Bu
nedenle, yukarida tartigilan U¢ c¢aligma, HIF-la' nin hipoksi sirasindaki eksozom
salinnminda 6nemli bir rol oynadigimi tam olarak gostermektedir. Ileri caligmalar,
stromal hiicrelerde saptanan bu artigin kok hiicreler ve noétrofiller agisindan, HIF 1a 'nin
miktar ile olan korelasyonunu degerlendirmek yontinde tasarlanabilir.

Hipoksik ortamin kok hucrelerin farklilagmast tzerine de 6nemli bir rol oynadig
bilinmektedir (144). Bununla birlikte, hipoksinin embriyonik kok hicre (EKH)
farklilagsmasi tzerindeki etkisi konusunda g¢esitli raporlar vardir. Raporlar, hipoksinin
kendini yenilemeyi strdurdigini ve EKH' lerin farklilagmasint 6nledigini ayrica
hipoksinin insan EKH' lerinin kardiyomiyositlere ve kondrositlere farklilagmasini
destekledigini gostermektedir (145-147). Hipoksi, Oct4 promotor bolgesine HIF 1A' nin
dogrudan baglanmasi yoluyla Oct4 ekspresyonunu baskilayarak vaskilerizasyonun
artmasini saglamistir (148). Yapilan bir arastirmada hipoksi altinda (%3 O) fare kemigi
iligi ve insan kordon kant HKH' lerinin ¢ogaltilmasi ve islenmesinin, normoksik ortam
hiicrelerine kiyasla, 2-5 kat artisla sonuglandigini bildirilmistir (149,150). Biz de
caligmamizda %3 hipoksik ortamda uretilmis eksozomlarin daha etkin oldugunu tespit
ettik. Hem domuz hem insan MKH kullanilarak yapilan bir arastirmada kisa siireli (48
saat) %2 hipoksik ortamin, normoksik ortama kiyasla proliferasyon, kendini yenileme
kapasitesi ve enflamatuar sitokinlerin modilasyonu gibi MKH' lerin tedavi edici
ozelliklerini artirdigr gosterilmistir. Bu artig klinik uygulamalar i¢in MKH olusturulmast
konusunda 6nem tegkil etmektedir (151).

Akut bobrek hasart (AKI) hastanede yatan hastalar arasinda 6énemli bir morbidite ve

mortalite nedenidir ve nefrotoksik bilesiklere maruz kalma ile idrar akisinda ciddi hacim
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kayb1 veya tikanma nedeniyle olusur. Insan mezenkimal kok hiicre mikrovezikiillerinin
etkileri, kemoterapotik ajan sisplatin tarafindan indiikklenen AKI ile siddetli kombine
immiun yetmezligi (SCID) olan farelerde de incelenmistir. Bu ¢alismada, mezenkimal
kok hiicre mikrovezikillerinin, bobrek fonksiyonu ve morfolojisini gelistirerek sag
kalimi1 6nemli ol¢ude iyilestirdigi ancak (21. Ginde %40), ancak kronik tibiiler hasari
onleyemedigi gozlendi (198). Benzer sekilde Bruno ve arkadaglari, insan kemik
iliginden tiretilmis mikrovezikiillerin, tibiler hucrelerin ¢ogalmasini indikleyerek
immin yetmezligi olan farelerde gliserol ile indiklenen AKI' da renal morfolojik ve
fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigini bildirdi. Bu ¢aligmada ayrica, mezenkimal kok
hiicre mikrovezikiillerinin AKI' nmin iyilegsmesi tzerindeki etkisinin insan mezenkimal
kok hiicrelerine benzer bir etkide oldugunu da bildirmislerdir (199). Zhu ve arkadaglari,
mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin uygulanmasinin, toplam enflamatuar hiicrelerin
akcigere akisii %36, notrofillerin  akisint %73 oraninda  azalttigin
gostermigtir. Calismanin ~ sonucunda  akciger inflamasyonunun baskilanmasinin,
pulmoner 6dem olusumunu 6nledigi ve enflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (200).
Zhang ve arkadaglan lokal olarak enjekte edilen h-UK MKH ve h-UK MKH eksozom
etkilerini, sigan derin ikinci derece yamik hasari modelinde incelemistir. Bir dizi
histolojik ve molekiiler iyilesme indeksi yelpazesi kullanan aragtirmacilar, h-UK MKH
ve h-UK MKH eksozom enjeksiyonunu, normal klinik tedavi edilen yanik yaralan ile
karsilagtirdiklarinda yeniden epitelizasyonda eksozom grubunda 6nemli bir artiga yol
actigin bildirmislerdir (201).

Wu ve arkadaslari, insan umblikal kord MKH’ leri tarafindan tiiretilmis eksozomlarin,
T24 mesane karsinomu hiicrelerinin blyltmesini in vitro ve in vivo olarak azalttigini
gosterdi. Arasgtirmacilar, T24 hucrelerinin ¢esitli konsantrasyonda (0, 50, 100, 200 pg/
ml protein) h-UK mezenkimal kok hiicre eksozomuyla inkiibasyonunun, hiicre
dongustnt durmast ve tiimor hiicresinin apoptozisi ile sonuglandigini bildirdi (202).
Mezenkimal kok hiicrelerde ilk 24 saat boyunca artan bir eksozom salinimi oldugu
gozlenmistir. Ayrica eksozomlarin toplandigi ortam da 6nemli bir faktérdir. Bir¢ok
hiicre hatti, dogal eksozom igeren FBS serumu varliginda buyitilir ve bu nedenle
sonuglar etkileyebilir. Bu problemden kaginmak i¢in, eksozomlar, eger hiicreler buna
tolerans gosterebiliyorsa, serumsuz ortamda toplanirlar (203). Literatirde eksozom
biyogenezi ve salinimini incelendiginde uygun yontem ve kosullar konusunda fikir

birligi yoktur. MKH eksozom preparasyonlarinin safligini ve miktarint arttirmaya
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yonelik, ultrafiltrasyon ve ultrasantrifiij yogunluk gradyanti, immunafinite, gesitli biyo-
reaktorler ve presipitasyon gibi yontemler kullanilmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalar
biyo-reaktor sistemleri iginde kiiltiirlenen hiicrelerden alinan eksozomlarin veriminde
onemli bir artig ortaya koymustur. Bununla birlikte, biyo-reaktor kiltira kosullarinin,
terapotik  etkinligi etkileyebilecek eksozom proteini ve RNA igerigi izerinde
degisikliklere yol a¢ip ag¢madiginin belirlenmesi de Onemli olacaktir. Oksijen
kaynaginin yeterliligi, metabolik yan trtinler birikmesi ve pH dengesi gibi biyo-reaktor
kaltira ile ilgili birgok zorluk bulunmaktadir. Aragtirmaci bu tiir parametrelerin
etkilerinin farkli hiicre tipleri i¢in farkli olacagina dikkat etmelidir (204).

Eksozom izolasyon c¢aligmalarinda sik olarak sirali  ultrasanrifiiy — yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontem; htcreleri, hiicre atiklarini ve mikro-vezikiilleri ayirmak
icin dugik hizlarda 2-3 saat santrifijjlemeyi, ardindan 1-2 saat boyunca yaklagik 100.000
x g' de ultrasantrifijlemeyi ve bir PBS yikamasini igerir. Bu yontemin saf bir eksozom
popilasyonu vermesi beklenemez, ¢iinkii eksozomlarin ve mikro-vezikillerin boyutu
belli bir dereceye kadar ortiigir, ancak son izolatin eksozomlarca zengin oldugu
belirlenmistir (205).

Diferansiyel santrifijleme, eksozom izolasyonu ig¢in kullanilan en yaygin yontem
olmasina ragmen, eksozom bakimindan zenginlestirilmis numuneler elde etmek igin
bagka yontemlerde kullanilabilir. Yogunluk gradyanli santrifiijlemenin, ultrasantrifiiy ve
cokeltmeye dayali yontemlerle karsilagtirildiginda en saf eksozom poptlasyonunu
sagladigr gosterilmistir (206). Ancak bu yontem nispeten dusik bir verim saglar ve
zaman alicidir. Kowal ve arkadaglari 100,000 xg peletlerin yogunluk gradyanli
santrifijjlemesinin mikrovezikilerin alt popilasyonlarint actkca ayirt
edemedigini bildirmigtir (207). Eksozomal zardaki spesifik proteinlere dayanan
eksozomlarin immiinoizolasyonu nispeten saf eksosom populasyonlari ile sonuglanacak
bir yontemdir (207,208). Ancak segilen zar proteininin dikkatlice secilmesi ve
immiunoizolasyon protokoliniin optimize edilmesi gereklidir. Tauro ve arkadaslari
immiun afinite yakalama yonteminin, kolon kanseri hiicre hattindan eksozomlar1 izole
etmek icin ultrasantrifiyj ve yogunluk gradyan izolasyonundan daha etkili bir yonten
oldugunu bildirmistir (209). Yiizey plazmon rezonanst (SPR) ayrica spesifik eksozom
popiilasyonlarinin analiz edilmesini saglar. SPR bazli eksozomlarin miktar tayini,
immiun-fonksiyonellestirilmis bir ylzeyde eksozomlarin yakalanmast ve kirllma

endeksinde meydana gelen degisimin Ol¢gimlerine dayanir. Bu yontem, CD63 gibi
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spesifik eksozomal belirtecleri ve ayrica kansere 6zgu proteinleri igeren eksozomlart
tespit etmede Uimit verici sonuglar gostermistir (210,211).

Bagka bir izolasyon teknigi, eksozomlarin polietilen glikol (PEG) gibi polimerler ile
cokeltilmesine dayanir. Bu hizli bir yontemdir, ancak bu durum muhtemelen
eksozomlarin benzer buyuklikteki diger yapilarla eglestirilmesine yol agar.
Mikrovezikill izolasyonu alaninda popilerlik kazanan bir diger yontem ise, boyut
diglama kromatografisidir (SEC). Bu yontem, eksozomlar1 proteinlerden ayirabilir, fakat
mikro-vezikiillerden ve lipopartikiillerden ayiramadigi gosterilmigtir (212). Eksozom
izolasyonunda  biyolojik numunelerin  karmagiklig, diger mikrovezikillerin
komplikasyonlar1, fizikokimyasal ve biyokimyasal ozelliklerinin ciddi bir sekilde st
iste binmesi nedeniyle, zor oldugu kamtlanmistir. Oregin, diferansiyel
ultrasantrifiijleme su anda eksozom izolasyonun altin standard: olarak kabul edilmesine
ragmen, yiksek is yiklerine ek olarak, izole edilen eksosomlar siklikla proteinler ve
lipoproteinler igermektedir. Ayni sekilde, ultrafiltrasyon, olduk¢a popiiler bir eksozom
izolasyon teknigi olmasina ragmen sinirli numune izolayonu saglar. Ornegin,
ultrafiltrasyon filtre tikanmasina sebep olabilir ve vezikill yakalama gii¢lesebillir
boylece membranlarin émrint ve izolasyon verimini dugtrir. Disik verim ve bazen
test sonuglarinin hatali yorumlanmastyla sonuglanabilir (213). SEC potansiyel olarak
yiiksek oranda saflagtirilmis eksozomlar verebilir, ancak 6zel ekipman gereklidir SEC
tipik olarak yercekimi kullanilarak gerceklestirildiginden, vezikiil yapist ve butinlugi
buyiik o6l¢iide bozulmadan kalir ve eksozomlarin biyolojik aktivitesi korunur. Dahasi,
SEC mitkemmel tekrarlanabilirlige sahiptir. Ancak, uzun ¢aligma suresi gerektir (214).
Immiinoafinite yakalama, belirli bir orijinli eksozomu veya hatta eksozomun alt
popiilasyonlarini segici olarak izole etmek i¢in mikemmel bir platformdur. Bununla
birlikte, gen¢ bir alan olarak, en iyi eksozomal etiketler halen olusturulmaktadir.
Yalnizca antikor taninmig proteini eksprese eden bir eksozom alt kimesi
yakalandigindan, genellikle daha diisiik hacimde verim elde edilir fakat eksozomlarin
fiziksel ozelliklerine gore izole edilmis olanlardan ¢ok daha yiiksek safliga sahiptir
(215).

Her ne kadar eksozom ¢okeltme (presipitasyon) yontemi basit ve eksozomlarin
izolasyonu bir adimda gerceklestirilebilse de ¢esitli avantajlart disinda, numune
hazirlama ve temizlik prosedirleri ve uygun bir secici izolasyon mekanizmasinin

bulunmamasi kaginilmaz bir sekilde, izole edilen eksozomlarin safligini tehlikeye
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atmaktadir. Ornegin, eksozomlarin diger hiicre bilesenleri, ozellikle diger hiicre disi
vezikiillerin, protein agregatlan ile birlikte ¢okeltilmesi, plazma ve serum gibi gesitli
biyo-sivilarda gozlenmistir. Ustelik, cesitli viskozite ve numune matrisi protokollerin
standardizasyonunu etkileyebilir (213,216). Bizim c¢alismamizda da presipitasyon
yontemi ile basarili bir sekilde eksozom izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen
eksozomlarin miktari, miktar tayin kiti ile belirlendi ve c¢alisilan gruplarin miktarlan
hesaplandi ve ortalama miktar 88-93x10" olarak ol¢iildii. Sonug olarak %5 hipoksi
grubunda daha fazla miktarda eksozom izole edildi ancak gruplar arasi yapilan
karsilatirmada miktar olarak bir fark goézlenmedi (pusirorii= 0,22, p n.ux=0.43).

Hipoksik ortam bir¢ok mezenkimal kok hiicre tiriinde arastirilmig olsada; optimum
kosullar hakkinda net bir bilgi yoktur. Rejeneratif tipta daha basarili uygulama i¢in
mezenkimal kok hiicre kiltir kosullarinin optimizasyonu biyiik 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle, hipoksi 6n kosullanmasinin MKH 'lerin klinik uygulamasi i¢in standart tedavi
olmasi gerekip gerekmedigi sorusu hala cevaplanmamistir (217). Ahmed, NE-MB ve
arkadaslari, DPKH 'lerin farkli oksijen gerilimlerinde (%20, %3 ve %5) kiltiri ve
cogalmasi tzerine i¢in hangi fizyolojik kosullarin etkili olacagimi belirlemek amaciyla
bir ¢aligma yapmistir. Bu ¢alismada hticrelere ideal hipoksik bir durum saglamak igin
iyi kontrol edilmis hipoksi haznesi kurulu bir odayt hiicrelerin igindeki fenotipik
degisikliklert en aza indirmek i¢in kullanimi kolay, saglam ve sizdirmaz hale
getirilmigtir. Calismada elde edilen veriler hipokside kultiirlenen eksozomlarin
normokside kulturlenenlerden daha iyi morfoloji ve daha kugiik boyutta oldugunu
gostermistir. Ayrica, hipoksik ortamin, kok hiicre belirtegleri CXCR4 ve G-CSFR

ekspresyonunu normoksiden daha yiiksek oranda indiikledigini buldular (217).

Kiltirlenmis DPKH 'lerin proliferasyon orani degerlendirildiginde, hipoksik kosullara
adaptasyonun baglangi¢ doénemi olarak kabul edilebilecek ilk 4 gunlik kultirde
normoksi altinda benzer sekilde hipoksi altinda da buyidigi gosterilmistir.
Proliferasyon hizi, sonraki giinlerde hipokside daha yiksek bulunmustur. Ayrica,
hipoksik ortam kosullarinin Oct4, Nanog ve Sox2 gibi pluripotens belirtegleri gen
ekspresyonunu duzenledigi gosterilmistir. Caligmanin sonucu toparlandiginda %5
hipoksi DPKH kiiltiirlerinin daha iyi morfoloji sergiledigi, kok hiicre belirteglerinin
daha yiiksek oranlarda eksprese edildigi, daha gii¢lii migrasyon yetenegine ve daha iyi

proliferasyon oranina sahip oldugu bulunmustur (217). Ayrica, daha once yapilan



70

caligmalar degerlendirildiginde hipoksik kosullarin yiiksek proliferasyon yetenegi ve in

vitro MKH migrasyon kapasitesini artirdigr gosterilmigtir (218).

SEM altinda, normal hucrelerden izole edilen hiicre dist vezikiller yuvarlak bir
morfoloji sergilerler ve homojen bir dagilim gosterirler. Eksozomlarin aksine, apoptotik
vezikiller ve nekrotik cisimler, SEM ile gozlemlendiginde duzensiz sekiller ve
heterojen bir boyut dagilim1 sergilemistir. Wu ve arkadaslart; her iki EM yontemini de
kullanarak, silikon substrat tizerinde bir tek tabaka halinde hiicre dis1 vezikul iceren
numunelerin dagulmasinin gorinti kalitesini 6nemli ol¢iide iyilestirdigini belirtmigtir.
Ozetle, eksozom gaplarinin iki EM metodu arasinda anlamli farklilik gostermedigini
belirtmiglerdir (P degeri> 0.05). Buna karsilik, apoptotik ve nekrotik cisim hiicreleri,
eksozomlarda gozlendigi gibi tekdiize dagilimlar sergilememistir (219). Biz de
calismamizin sonunda %3 hipoksi nétrofil kaynakli eksozom grubunda daha buytk

boyutta eksozom izole ettik.

MKH’larin NK hiicrelerinin proliferasyon kapasitesini énemli dl¢iide onleyebildigini,
NK htcrelerinin apoptoz potansiyelini artirabildigini veT hucrelerinin proliferasyonunu

in vitro ve in vivo inhibe ettigi gosterilmistir (220).

Kardiyak yag dokusundan tiretilmis insan yetigkin mezenkimal benzeri progenitor
hiicreler, T huicrelerinin doza bagimli bir sekilde allo-proliferasyonunu baskilayabilir ve
proinflamatuar sitokinlerin (IL - 6, TNFa ve IFN - y) salgilanmasin1 modiile edebilir.
Aymi zamanda, mezenkimal kok hucreler, kiltirdeki allojenik T lenfositlerin
proliferasyonunu inhibe eder. Bu etki mekanizmalarinin, hiicre temasinin varligina gore

degisebilecegi disiinilmektedir (220).

Di Nicola ve arkadaslari, MKH aracilt T hiicre proliferasyonunun inhibisyonunun,
hiicre temasinin mimkiin olup olmadigina yani standart veya transwell karigik lenfosit
kiltarlerinin (MLC) kullanilip kullanilmadigina bagli olarak o6nemli olgiide farkli
oldugunu bildirmistir (220).

Djouad ve arkadaglari, diger taraftan, her iki kultiir tirinde de esit inhibisyon oldugunu
bildirmiglerdir. Krampera ve arkadaglari ise hiicre temast olmayan kiltirlerde higbir
sekilde inhibe edici etki bulunmadigini ve MKH’ nin bu tir kiltirlerde lenfosit
sitotoksisitesini inhibe ettigini gézlemlemistir. MKH aracili immin yanitin inhibisyonu,

antijjen sunan hucrelerin  ve sitokin  sekresyon profillerindeki olgunlagma
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degisikliklerinin yan1 ~ sira  dendritik  hucrelere  monosit  farklilagmasinin

baskilanmasini igeren karmagik bir mekanizmadir (220).

MKH’nin allojenik kordon kani (CB) lenfositleri tarafindan proliferatif bir yaniti
inhibe edip edemedigini test etmek i¢in CB lenfositleri, ¢esitli dozlarda allojenik
MKH ile kiltirlendi. MKH ‘nin immiun yanittaki CB lenfositleri tizerindeki etkisi,
cesitli uyaranlarin varliginda MKH ve CB lenfositlerinin karistirilmasiyla
degerlendirildigi caligmada, Isinlanmis allojenik periferik kan lenfositleri (1: 1 orani)
ile uyarilmig karigik CB lenfosit kultirleri, 1sinlanmig allojenik MKH mono katmani
varliginda gercgeklestirildiginde, CB lenfositlerin ¢ogalmasinda 6nemli bir azalma
olmustur. Benzer sekilde, CB lenfosit proliferasyonu, PHA gibi spesifik poliklonal
aktivatorler vasitasiyla ortaya ¢iktiginda, allojenik MKH mono-katmani ilavesi, CB
lenfosit proliferasyonunu kuvvetle inhibe ettigi gozlenmistir (221). Mezenkimal kok
hiicrelere benzer sekilde eksozomlarinda lenfosit proliferasyonunu inhibe ettigi bizim

caligmamizda da benzer bir sekilde bulunmustur.

Bu caligmaya gore bas ve boyun kanserleri (HNC), immin sistemi baskilayan insan
maligniteleri arasindadir. Bu timorler, anti-timér immiin tepkilerine mudahale eden
gesitli inhibitor faktorler {iretir. Immiin anormallikler hastalik aktivitesi ile iliskilidir ve
aktif hastalik (AD) olan hastalarda tedaviyi takiben, belirgin bir hastaligi olmayan
(NED) hastalardan daha belirgindir. Daha yakin zamanlarda, HNC'li hastalarda immiin
fonksiyon bozuklugu hastaligin ilerlemesi ve sonucu ile de iligkilendirilmistir (222). Bu
nedenle, anti-timo6r immin yanitlarinin biitinligi, hastalarin hastalikla basa ¢ikma ve
tedavilere cevap verebilme agisindan krittk Oneme sahiptir. Plazma kaynakli
eksozomlarin insan immiin hucrelerinin ¢esitli fonksiyonlart tzerindeki etkilerini
degerlendiren bir ¢aligmada hastalarin eksozomlari, normal donérlerin kanindan izole
edilen tam fonksiyonel immiin hticrelere titre edildi. Sonuca gore, AD hastalarinda
eksozomlar, CD8 + T hiicrelerinin belirgin sekilde daha giigli apoptozunu, NK
hiicrelerinde T-hiicre proliferasyonunun veya NKG2D ekspresyonunun daha fazla
inhibe edilmesini ve CD4 + CD39 + Treg'de baskilayici fonksiyonlarinin NED'lere
kiyasla daha iyi diizenlenmesiyle indiklemistir (222). Bu sonuglar, birgok fakat birkag
farkli inhibitér yolun, ¢oklu inhibitor ligandlar tasiyan ekzomlarla etkilesime giren
immiun hicrelerde aktive edildigini gosterdi. HNC plazmasindan eksozomlarin Western

blot profilleri, bu vezikiillerin en az 9 farkli immunsupresif molekul tagidigini ve bunlar
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immin alici hiicrelere, apoptozu indikleyebilen veya diger islevleri inhibe edebilen

"demetler" olarak gosterilmektedir (222).

Eksozomlarin salinimi, gen transferi ve terapdtik ajanlarin  spesifik  hiicrelere
hedeflenmesi gibi olaylar i¢in esastir. Eksozomlarin salinimi, bilesimi ve igerigi,
kaynaklandiklari hiicrelerin durumuna baglidir. Birka¢ yeni teknoloji gelistirilse de
eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in mevcut yontemler siklikla prognostik ve
tan1 amagl kullanilir. Eksozom biyogenezi hiicre tipine ve hiicresel homeostaza bagli
olarak, ¢esitli proteinleri ve lipitleri igeren birkag hiicre makinesini kullanir. Elektron
mikroskobu, eksozomlarin yapisal ozelliklerini  analiz etmek i¢in en iyl
tekniktir; Bununla birlikte, ideal bir yontem, yapisal ve biyolojik ozellikleri analiz
edebilecektir. Bu nedenle, eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu ig¢in daha
geleneksel  teknikler  gereklidir. Bununla  birlikte, eksozom izolasyonu ve
karakterizasyonu i¢in uygun yontemlerin segilmesi, izole edilen eksozomlarin kalitesini

ve kullanim sonuglarinin gegerliligini arttirmak igin gereklidir (223).

Yapilan proliferasyon c¢aligmalarinda trombosit kaynakli eksozomlarin, timor
kemotaksisini, proliferasyonunu ve anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu indiikledigi
ve ayrica trombis olusumunu tesvik ettigi gosterilmigtir (224, 225). Benzer sekilde
timor kaynakli eksozomlarin, timoér hiicresi proliferasyonunu indukleyebilecegi
bildirilmistir. Ornegin, kronik miyeloid lésemide ve insan mide kanserinde
fosfatidilinositol 3-kinaz / protein kinaz B PI3K / AKT ve MAPK / ERK sinyal
yollarinda hucresel proliferasyonun otokrin indiikksiyonu gozlenmistir (226-228). T24
timor htcresi tirevli eksozomlar, AKT ve ERK yollarinin aktivasyonu yoluyla insan
mesane kanseri hucrelerinde hticre proliferasyonunu indiikler (229). Hipoksik prostat
kanseri hucrelerinden tiiretilen eksozomlar ise, saf insan prostat kanseri hiicrelerinin
invazivligini ve hareketliligini arttirmistir (230). Bizim ¢alismamizda ise h-UK kaynakli
MKH eksozomlarinin lenfosit proliferasyonuna etkisi degerlendirildi ve %3 h-UK
kaynakl1 hipoksi eksozom grubunda daha etkin oldugu goriildii. %3 h-UK eksozomlari,
%5 ve %21 h-UK eksozomlarina gore daha inhibe edici etkiye sahip oldu.
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Yaptigimiz bu tez ¢aligmasi sonucunda farkli oksijen konsantrasyonlarinda (%21, %S5,
%3) h-UK mezenkimal kok hiicreleri ve tam kandan izole edilen nétrofil hiicrelerinin
kiltart yapildi ve mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu akim sitometri yontemi ile
belirlendi. Bizim c¢alismamizda da presipitasyon yontemi farkli oksijen kosullari ve
farkli kaynaklardan basarili bir sekilde eksozom izolasyonu yapildi ve izole edilen
eksozomlarin miktarlart exoCet miktar tayin kiti (System Bio sciences, ABD) ile
ortalama 88-93x10” olarak ol¢iildii. Sonug olarak %5 hipoksi grubunda daha fazla
miktarda eksozom izole edildi ancak gruplar arasinda istatistiksel bir fark gozlenmedi.
Eksozomlarin karakterizayonu SEM, partikiil boyut analizi ve western blot yontemi ile
belirlendi. Sonug olarak %3 hipoksi nétrofil kaynakli eksozom grubunda daha biuyik
boyutta eksozom izole edildigi gosterildi (p<0.001). Partikiil boyut analizinde yapilan
ol¢iim ile elde edilen sonuglarda h-UK kaynakli eksozomlarin boyutu ortalama 68.98
nm olarak hesaplanirken, nétrofil eksozomlari ortalama 53.35 nm olarak hesaplandi ve

otomatize cihaz eksozomlarin bulunma ytzdelerini verdi.

Eksozomlarin lenfosit proliferasyonuna olan etkisi Ki67 ve XTT proliferasyon testleri
ile belirlenmig olup proliferasyonun %3 h-UK kaynakli hipoksi eksozom grubunda daha
etkin oldugu gorildi. %3 h-UK eksozomlari, %5 ve %21 h-UK eksozomlarina gore
daha inhibe edici etkiye sahip oldu (p<0.001). Dolayisiyla %3 h-UK eksozomlari
lenfosit inhibisyonunda daha etkindir. Bu sonu¢ ile eksozomlarin, lenfosit

proliferasyonu tizerine MKH ile benzer etkinlik gosterebilecegi dusiiniildi.

Terapotik uygulamalarda eksozom uretimindeki zorluk, htcrelerden turetilen
eksozomlarin miktarinin terapotik dozlara ulagamiyor olmasidir. Bagka bir zorluk,
eksozomlarin dogal heterojenligi ve optimize edilmis bir izolasyon protokoliniin
olmayisidir. Bu gibi sinirlamalarin astesinden gelindiginde, eksozomlarin biyolojik
olusumunu, izolasyonunu, bilesimini, salgilanmasini ve etkilegimini manipille etmek
icin yeni yontemler islevlerini anlamamizi ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesini
kolaylagtiracaktir. Eksozomlarin klinik kullanima ilerlemesi igin, karakterizasyonu,
standardizasyonu, maliyeti, etkin tretimi, optimal dozaji ve en O6nemlisi giivenlik ile
ilgili caligmalar yapilmalidir. Bununla birlikte, eksozom aragtirma alanindaki énemli ve
etkili kesif ancak yiksek dizeyde eksozom izolasyon tekniklerinin gelistirilmesi ile
mumkiin olacaktir. Eksozomlarin kodlarinin tamamen ¢o6ziilmesi ve islevsellikleri,

yakin zamanda 6zellikle klinik pratikte daha 6nemli yol katetmeyi saglayacaktir.
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Oneriler

1. Belirli biyolojik orneklere ve kargo tiirlerine yonelik 6zenli bir izolasyon teknigi
secimi, izole edilen eksozomlarin kalitesini ve sonuglarinin gegerliligini
artiracaktir.

2. Eksozom izolasyonu ve miktarinin artirilmasi konusunda optimum protokoller
geligtirilmelidir.

3. Eksozom miktan ciddi oranda arttiginda ¢esitli hastaliklarda tedavi ajant olarak
dasuntlebilir.

4. Yapilacak faz ¢aligmalan ile biyoguvenilik-biyoesdegerlik seviyeleri ve optimal
dozu belirlenmelidir.

5. Kullanilabilecek oksijen konsantrasyonu ve MKH' lerin terapdtik etkinligi
bakimindan en buyik yararn saglayacak olan uygun inkiibasyon siiresini

belirlemek olacaktir.
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OZGECMIS
1. Ad1 Soyadi : Nur Seda SAHIN
Tletisim Bilgileri
Adres :Mevlana ~ Mah.  Hamurculu  sok.  Akgin  Apt.  21/4
Kocasinan/KAY SERI
Mail : n.sda.shn@gmail.com
2. Dogum Tarihi :01.07.1992
3. Unvam : Biyolog
4.08renimDurumu : Yiiksek Lisans
Derece Alan Universite Yil
Erciyes Universitesi Fen|2011-
Lisans Biyoloji A.B.D. )
Fakiiltesi 2015
Tarimsal  Biyoteknoloji| Erciyes Universitesi Fen| 2016-
Yiiksek Lisans
A.B.D. Bilimleri Enstittst 2018

| Erciyes  Universitesi  Saglik | 2017-
Kok Hicre Bilimleri| ‘ ‘
Yiiksek Lisans ABD Bilimleri Enstitiisi/ Genom ve|Devam

Kok Hiicre Merkezi ediyor

5. Akademik Unvanlar

6. Yiiksek Lisans Tezleri
1) Farkli Coziiciilerle Hazirlanan Propolis Oziitleri ile Propolis Ticari
Uriinlerinin Biyoaktivitesinin Belirlenmesi Erciyes Universitesi Fen Bilimleri

Enstitisi, 2016
2) Hipoksik Ortamin Mikrovezikillere Etkisinin Degerlendirilmesi Erciyes

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Genom ve Kok Hiicre Merkezi, 2017
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7. Yaymlar

1. Silici S, Sahin N.S ‘Fonksiyonel Bir Gida: Arn Siti ‘S. Uluslararast Mugla Arncilik ve
Cambali Kongresi Kasim 2016, Mugla Poster

2 Atayoglu T, Silici S, Ozkok D, Sahin N.S, Ulgen N ‘Farkli Coziiciler Kullanilarak
Hazirlanan Propolis Orneklerinin Biyoaktif Ozellikleri 13.Turkiye Eczacilik Kongresi Aralik
2016, Istanbul Sozlii Bildiri

3. Gonen Z B, Sahin N.S “’Klinik Kullanim Igin Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hazirlanmast™
Akdeniz MedicalJournal 2018 DOI: 10.17954/amj.2018.1204

4. Bahar D, Gonen Z.B, Gimiisderelioglu M, Onger M.E, Konuk E, Ozkan B.B, Sahin
N.S,Cetin  M.Repair of RatCalvarial Bone Defectby Using Exosomes of
UmbilicalCordDerivedMesenchymalStemCells Embedded in
Chitosan/HydroxyapatiteScaffolds 6" International BAU Drug Desing Congress Novel
Methods and Emerging Targets in Drug Discovery&Patended Drug Development 13-15 Dec
2018, Istanbul Sozlii bildiri

5. Gonen Z.B, Sahin N.S, Eken A. Dondurulmus Mezenkimal Kok Hiicrelerin
EnflamatuarSitokin Ekspresyon Seviyelerine Etkisinin Degerlendirilmesi. 3. Kok Hiicre ve
Hiicresel Tedaviler Kongresi 12-14 Nisan 2019 Istanbul Tematik Sunum, Gazi Nasuh Tuglu
Ozel Ogrenci Proje Odiilii Ikinciligi

8. Projeler

1) Farkli Coziicilerle Hazirlanan Propolis Oziitleri Ile Propolis Ticari Uriinlerinin

Biyoaktivitesinin Belirlenmesi Erciyes Universitesi BAP Projesi (FYL-2016-6958)

2) Hipoksik Ortamin Mikrovezikiillere Etkisinin Degerlendirilmesi Erciyes Universitesi Bap

Projesi (TLY-2017-7712)
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9, Sertifika ve Kurslar

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

Eppendorf New Brunswick Semineri 29 Nisan 2014, Kayseri
1.Hematogenetik Kursu 28-30 Kasim 2014, Kayseri

2. Uluslararasi Katilimli Deneysel Hematoloji Kongresi 16-19 Nisan 2015,

Kayseri
3. Uluslararast Katilimli Deneysel Hematoloji Kongresi 5-8 Mayis 2015, Kayseri
2. Ulusal ERKOK Kok Hiicre Sempozyumu 14 Mayis 2016, Kayseri

Tiiba 3. Uluslararasi Kok Hiicre Kursu: ‘‘Hematolojik Onkolojide Inovatif

Hiicresel Tedaviler’” 19-22 May1s 2016, Antalya
KOSGEB Uygulamali Girisimcilik Egitimi 12-15 Temmuz 2016, Kayseri

Arastincilar Igin Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1 2016, Erciyes
Universitesi Iyi Klinik Uygulamalar Merkezi

Tibitak-2237 Proje Egitimi Etkinlikleri Destekleme Programi 20-22 Ekim 2016,

Kayseri

Tiurkiye Nikleer Tip Dernegi Uygulamali Hicre Kiultira ve Kok Hiicre
Isaretlemeleri Kursu 21-23 Ocak 2017, Kayseri

AGU 2. Yasam Bilimleri Kongresi 23-25 Subat 2017, Kayseri

4. Uluslararasi Katilimli Deneysel Hematoloji Kongresi 28-30 Nisan 2017,

Gaziantep

GCP (Good Clinical Practices) Sertifikast NIDA ClinicalTrials Network 2017,
Ankara

IATA (Insanlan Etkileyen Kategori B, Biyolojik ve Enfeksiyoz Madde Tasinimi)
Sertifikast Mayo ClinicMedicalLaboratory 2017 Ankara

Advanced Workshop in NanomedicineandNanoscopy\ Advenced Cellular

andMolecular Workshop February 12-15 2018, Kayseri
IPSEN Europeninnovation Meeting 16-19 April 2018, LisbonPortugal

GMP (GoodManufacturingPractices) Sertifikast Erciyes Universitesi Genom ve
Kok Hiicre Merkezi, Agustos 2018, Kayseri
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18) GCLP (Good Clinical Laboratory Practices) The Global Health Network Temmuz
2018, Ankara

19) Introduction Reviewing to Genomic Research The Global Health Network
Temmuz 2018, Ankara

20) GCP (Good Clinical Practices) Sertifikast The Global Health Network Temmuz
2018, Ankara

21) Calliditias Therapeutics Investigator Meeting 05-07 November 2018 Roma, Italy
22) 3. Kok Hiicre ve Hiicresel Tedaviler Kongresi 12-14 Nisan 2019, Istanbul
10. Yabanci Diller
Ingilizce, Orta
11. Bilgisayar Programlar
Microsoft Office Programlari, iyi
12. Is Deneyimi

Quadro-Cro Klinik Aragtirma Kalite Giivence Danigmanligt Egitim ve Biligim

Hizmetleri Ltd. $ti. (Eylil 2017-halen)
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13. Gorev Alinan Klinik Arastirma Projeleri

1.

Saha Koordinatort, Yakin zamanda Akut Koroner Sendrom (AKS) gegiren genetik
olarak tamimlanmig bir popilasyonda, kardiyovaskiller (KV) risk iizerinde
Dalcetrapib’in etkilerinin degerlendirilmest i¢in faz III, ¢ift kor, randomize, plasebo

kontrollii calisma: dal-GenE arastirmasi, Erciyes Universitesi Kardiyoloji Boliimii

Saha Koordinatori, Son-Evre Bobrek Hastaligi Gelisme Riski bulunan
PrimerIgANefropatisi Hastalarinda Nefecon’un Etkililiginin ve Giivenliliginin
Degerlendirildigi Randomize, Cift-Kor, Plasebo Kontrolli Bir Caligma, Erciyes

Universitesi Nefroloji Boliimii

Saha Koordinatori, Anemi ile iliskili kronik bobrek hastaligi olan diyaliz
hastalarinda, eritropoetin-uyarict ajanin gelistirilmesini takiben, rekombinant insan
eritropoetininekarsidaprodustatin giivenlilik ve etkililiginin degerlendirildigi, faz 3,
randomize, agik-etiketli (destekleyicisi-korlenmis), aktif-kontrolld, paralel-gruplu,

cok merkezli, olaya dayali bir ¢alisma, Erciyes Universitesi Nefroloji Boliimii

Saha Koordinatorii, Anemi ile iliskili kronik bobrek hastaligi olan diyalize
girmeyen hastalarda, darbepoetin alfaya karsi daprodustatin glvenlilik ve
etkililiginin degerlendirildigi, faz 3, randomize, agik-etiketli (destekleyicisi-
korlenmis), aktif-kontrolli, paralel-gruplu, cok merkezli, olaya dayali bir ¢aligma

Erciyes Universitesi Nefroloji Bolimii

Saha Koordinatori, SpinalKord Yaralanmast veya Multipl Skleroz Sebepli
NorojenikDetriisor Asint  Aktivitesi Olan Goniillilerde Urinerinkontinansin
Tedavisinde Bir veya Daha Fazla Intradetriisor 600 veya 800 Unite DYSPORT
Tedavisinin Etkinligini ve Giivenilirligini Degerlendirmeye Yonelik Faz III, Cok
merkezli, Randomize, Cift Kor, Paralel Gruplu, Plasebo Kontrollii Caligsma, Erciyes

Universitesi Uroloji Boliimii



