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KORELATIF MiKROSKOP iLE VEZIKULER YAPILARIN GORUNTULENMESI

SEYDA DEMIR
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakdltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Narlidere, izmir, seyda.demir@deu.edu.tr
OZET

Korelatif mikroskop, optik mikroskoplar ile elektron mikroskoplarinin birlestirildigi

bir goruntileme teknigidir. En sik kullanilan kombinasyonu i1sik mikroskoplari ile
elektron mikroskoplarinin birlestirildigi sistemlerdir. Bu sistemlere kisaca CLEM
(Correlative Light and Electron Microscopy) adi verilir. Isik mikroskobu olarak genellikle
floresan mikroskoplar kullanilir. Floresan ile isaretli molekilleri goérintileme
6zgunligune sahip Floresan Mikroskop (FM) ile benzersiz ylksek ¢ézinurlige sahip
Elektron Mikroskobu (EM) nun birlegtirilmesi ile biyolojik 6rneklerin yapi ve iglevini bir
arada ve en yuksek ¢ozunurlukte incelenmesini saglar.

Korelatif mikroskopi sisteminin gelistiriimesi ile, yapi ve fonksiyonda rol alan
protein ve/veya RNAlar gibi molekdllerin, veziklllerin igcinde veya ylzeyinde, ylksek
¢Ozunurlikte gosterilmesi mumkun olmustur. Ancak halen bu sistemin metodolojik
olarak geligtiriimesine ihtiya¢c vardir.Cunku korelatif mikroskopi benzersiz ozellikleri
yaninda ciddi zorluklar da barindirir. Bunun en 6énemli nedeni FM ile EM igin 6rnek
hazirlama basamaklarinin birbiri ile uyumlu olmamasidir. Bu nedenle korelatif
mikroskopi ile ¢alismanin en buyik zorlugu 6rnek hazirlama sirecidir. Ornek
hazirlama siUrecinde hem floresan sinyalin kaybedilmemesi hem de ultra detayli
yapinin korunmasi gereklidir. iki prosediir arasindaki denge en iyi sekilde kurulmalidir.
Diger neden ise FM de isaretlenen ve goruntilenen alanin TEM de izinin surdlmesinin
zor ve zaman alici bir iglem hatta bazen imkansiz olmasidir.

Gunumuzde vyapilmakta olan c¢alismalarda da Korelatif Mikroskopide
goruntileme igin protokol gelistirme ¢alismalari devam etmektedir.

Ekzozomlar cift lipid tabakali membran ile gevrili 30-150 nm ¢apinda nano
vezikullerdir. Eritrositler, lenfositler, dendritik hicreler ayrica kanser hucreleri gibi
bircok farkll hicre tipinden salinirlar. Tukuruk, plazma, idrar, amniyotik sivi,bronsiyal
lavaj sivisl, sinovyal sivi, anne sutl gibi vicut sivilarinda bulunur ve bu sivilardan izole

edilebilirler.



Hucreler arasi haberlesmede yeni bir mekanizma olarak tarif edilen, yuksek
biyobelirte¢ potansiyelleri nedeniyle Ozellikle hastaliklarin tanisinda ve yuklenebilir
olduklar icin tedavisinde kullanilabilecegine dair bir ¢ok kanit olan ekzozomlarin
bilinmeyenleri de bir hayli fazladir. Bu nedenle, ekzozomlarin ytuksek ¢oézunurlikte
isaretlenerek goruntulenmesi morfolojilerini ve fonksiyonlarini anlamak i¢in oldukga
onemli bir yéntemdir. indirekt yontemlerin aksine varliklari, lokasyonlari ve davraniglari
icin kesin bir kanittir.

Amag:

Bu calismada, ekzozomlar kualtir ortamindaki HeLa hucrelerden izole edilerek
korelatif mikroskopi yontemi ile goéruntulenecektir. Su anki literatlr bilgimize gore daha
once ekzozomlar bu metot ile gosteriimemisgtir.

Yoéntem:

Hucre kulturinden izole ettigimiz nano-boyutta vezikuller olan ekzozomlari,
yuzey belirteci olan CD63 proteinini floresan konjuge antikorlar ile isaretleyerek
konfokal mikroskopta goéruntilenip, goruntilenen alanin koordinasyonlari 6zel bir
tututucu sayesinde, Zeiss ZEN Blue yazilim programi kullanilarak kaydedildikten
sonra ayni ornek tututcuda ki pozisyonu hi¢ degistiriimeden, elektron mikroskobik
goruntileme icin kontrastlanarak EM de goruntilenir. Daha sonra bu iki gorinti
arasinda 3 tane korelasyon noktasi belirlenir ve konfokalde isaretlenen alan bilgileri,
ultra-detayli elektron mikroskop goérlintlsu Uzerine, kaydededilen koordinasyonlar
kullanilarak bire bir Zeiss Shuttle&Find programi ile yerlestirilir. Boylece korelasyon
gOruntusu olusturulur.

Bulgular:

Ekzozomlar ylzey belirteci olan CD63 proteininden floresan konjuge antikorlar
ile isaretlenerek Konfokal-SEM ve Konfokal-TEM kombinasyonundan olusan Korelatif
Mikroskobi yontemi ile gérunttlenmigtir.

Sonuglar:

Bu calisma ile, hiicrelerden izole edilen ekzozomlar ilk defa Korelatif Mikroskopi
yontemi ile goruntulenmistir
Anahtar Kelimeler: Ekzozom, Korelatif mikroskopi, Goruntileme, Elektron

mikroskobu



IMAGING OF VESICULAR STRUCTURE BY CORRELATIVE MICROSCOPY

SEYDA DEMIR
Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Histology and
Embryology,

Narlidere, Izmir, seyda.demir@deu.edu.tr

ABSTRACT

Correlative microscopy is an imaging technique in which optical microscopes and
electron microscopes are combined. The most commonly used type of correlative
microscopy is the combination of light and electron microscopes. The systems are
called Correlative Light and Electron Microscopy (CLEM). Fluorescent microscope is
generally used as an optic microscope, in this combination. FM that provides view from
a large area of the specimen and gives a general information about localization of
interested molecule is fluorescently labelled but FM has no ability to provide high-
resolution image as electron microscopy therefore cannot give information about ultra-
structure of molecules. Correlative microscopy in which combination of FM that
provides imaging of fluorescently labelled molecules and EM that has the unique high
resolution capacity, together enables the study of the structure and function of
biological specimens at the highest resolution.

With development of correlative microscopy, it becomes possible to image
proteins and RNAs that are located in or surface of vesicules at high resolution.
However, the system still needs to be developed methodologically.

Although CLEM have unique properties, it has serious challenges. The most
challenging thing is preparation of the specimen. Because steps of sample preparation
for FM and TEM are not proper each other.

The other challenge is region of interest that is fluorescently labelled for FM,
which is hard to trace in the TEM. It is time consuming and also sometimes impossible.
Therefore studies of developing protocols for correlative microscopy imaging is
ongoing.

Exosomes are Nano-sized vesicles of 30-150 nm in size which are enclosed with

lipid bilayer. They are released from most type of cells like Erythrocytes, lymphocytes,


https://www.seslisozluk.net/fluorescently-nedir-ne-demek/
https://www.seslisozluk.net/methodologically-nedir-ne-demek/

dendritic cells, epithelial cell, cancer cells and they can be isolated from body fluids like
Saliva, plasma, urine, amniotic fluid, bronchial lavage fluid, synovial fluid, breast milk.

Exosomes which are identified new mechanism for cell-cell communication, have
high potential of biomarker and can be loaded of interested molecules like drugs so
they can be used as a biomarker for diagnosis of diseases and as a carrier for therapy
of diseases. Although all the known facts about exosomes, there are the unknowns of
exosomes are quite a lot.

For this reason, visualization of exosomes in high resolution is a very important
method to understand their morphology and functions. Contrary to indirect methods, it
Is a definite proof for assets, locations and behaviors of exosomes.

Aim:

In this study, exosomes are isolated from HelLa cells and visualize by correlative
microscopy. Based on our current literature knowledge, exosomes are not visualized
by correlative microscopy before.

Method:

Exosomes are isolated from HelLa cells and they are labelled with fluorescent
conjugated anti-CD63 antibody which is binds surface marker of exosome. Exosome
sample is put into special holder. So fluorescent labelled exosomes are visualized by
confocal microscope and coordinates of visualized area are saved using Zeiss ZEN
Blue software programme. After that exosomes are contrasted for EM imaging. After
EM imaging are completed, 3 correlation points are determined between images which
come from different microscope system. Then fluorescence image and the ultra-detail
image are superimposed by using Zeiss Shuttle & Find software programme. So
correlation image is created.

Results:

Exosomes were labelled with fluorescently conjugated antibodies from the
surface marker CD63 protein was visualized by Confocal-SEM and Confocal-TEM
combination of Correlative microscopy
Conclusion:

With this study, exosomes that were isolated from cells were visualized for the
first time by correlative microscopy.

Keywords: Exosome, Correlative microscopy, Imaging, Electron microscopy



1. GIRiIS VE AMAC

Ekzozomlar hicreler arasindaki haberlesmeyi sagladigi bilinen ve hucre-hlcre

iletisiminde yeni bir mekanizmanin tanimlanmasina yol agan nano-vezikullerdir.

Gunumuzde genetik materyali, regllasyonda rol oynayan RNA’lari, proteinleri,
lipidleri hucreler arasinda tasidigi bilinen ve potansiyel ilag taslyici olarak
kullanilabilen, tani ve tedavide rol alan ekzozomlarla ilgili beklenti yuksektir. Buna
karsin salgilanma mekanizmalari, regllasyonlari, fonksiyonlari, fizyolojileri ile ilgili
bilinmeyenlerde bir hayli fazladir (1). Ekzozomlarin ylksek ¢6zinurllkte
goruntuleyebilmek ise varliklari, lokasyonlari ve fonksiyonlari igin kesin bir kanittir.

Nanoteknolojideki, fizikteki, biyokimyada ki son gelismeler ile birlikte vezikuler
yapilarin goruntulenebilmesi daha uygulanabilir bir hale gelmistir. Vezikillerin
komposizyonu, biyolojisi, hastalik ve saglik durumunda Klinik ile iligkisi gibi bilgilerimizi
daha ileriye tasiyabilmek icin, yeni teknolojileri kombine ederek vezikllleri
goruntulemek oldukca onemlidir (2)

Korelatif mikroskobi teknigide son yillarin goruntileme alanindaki en buyulk
gelismelerinden biridir. Bu mikroskopi tekniginde, farkli mikroskop kombinasyonlari
kullanarak gok yonlu bir bilgi eldesi sagdlanir. Ornegin Optik mikroskoplar ile Elektron
Mikroskoplarin kombinasyonu gibi. Bu kombinasyonlara, FM-TEM, FM-SEM, FM-
Cryo-EM, Atomic Force Mikroskopi (AFM)-EM 6rnekleri verilebilir. En yaygin kullanilan
ise 1sIk mikroskoplari ile elektron mikroskoplarinin kombine edildigi kisaca CLEM
(Correlative Light Electron Microscopy) denilen Korelatif Mikroskopi ¢gesididir (2).

Bu c¢alismadaki amacimiz; ekzozomlari floresan konjuge antikor ile
isaretleyerek, oOncelikle ileri teknoloji floresan mikroskop c¢esidi olan Konfokal
mikroskopta goruntuledikten sonra aldigimiz goruntlyl, essiz ¢ozunurluge sahip
Elektron Mikroskobuna tagiyarak, nano boyuttaki bu vezikullerin ultra detayh yapilarini
Korelatif Mikroskopi teknigi ile goruntuleyebilmektir.

Suan ki literatur bilgilerine gore, hlcrelerden izole edilen ekzozomlar daha 6nce
korelatif mikroskop teknigi ile daha énce gdriintiilenmemistir. ilk defa bu calisma ile

goruntulenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Membran Vezikulleri

Hucreler arasi iletisim, hicre gelisimi ve ¢ok hucreli organizmalarda
homeostasinin devami i¢in dnemlidir. Hlcreler arasindaki bu iletisim lokal ya da daha
uzak mesafelere olabilir. Lokal iletisim hucrelerin direkt iletisim halinde olmasiyla
gergeklesir. Burada gap junctionlar rol oynar. Vucudun daha uzak bir mesafesindeki
hiicrelere bir sinyal iletilecekse buna uygun molekiller devreye girer. Ornegdin
Hormonlar gibi. Uzak mesafedeki hicreler arasi iletisime bir 6rnek de ekstrasellller
vezikullerdir. Bu vezikuller kargo gibi hareket ederek birden fazla g¢esit molekulu
tasidiklari gosterilmistir. Lipidler, proteinler, nukleik asitler gibi. Bu vezikuller hicre
memranindan salindiklari igin genel olarak membran vezikulleri olarak
tanimlanmaktadir. Hucre diginda ekstraseluller ortama verildikleri igcin de Ekstraselluler
Vezikuller (EV) olarak da isimlendirilir. Hicre membranindan farkli orijinlere sahip,

cesitli yapi ve buyuklikte vezikuller sagilanir (3).

2.1.1. Hiicre Membranindan Salgilanan Vezikiillerin Siniflandiriimasi

Membran vezikulleri sferik yapilardir ve ¢ift lipid tabaka ile sinirlidirlar. Sahip
olduklari membran hicre membrani ile benzer yapidadir. Hicre membranindan
salgilan, farkh tipte bir cok vezikil vardir. Bu vezikuller farklh yapisal, biyokimyasal
Ozelliklerine gore birbirinden ayrilirlar. Koken aldiklari bolgenin, fonksiyonlari Gzerinde
etkili oldugu gorulmustur. Yani intraselliler ya da membrandan koken alan
vezikullerinde fonksiyonu birbirinden farkli olmaktadir.

Membran vezikulleri yasayan hucrelerden salgilandigi gibi, 6lmek Uzere olan
hlcreler ya da apoptotik hucrelerden de salgilanmaktadir. Asagida verilen Tablo 1’ de
membran  veziklllerinin  fizikokimyasal 6zelliklerine  gbére  siniflandiriimasi

gOsterilmektedir.(4)



Tablo 1. Hicre Membranindan Salinan Farkli Tip Veziklllerin Fizikokimyasal
Karaterizasyonu (4)

Ozellikler

Ekzozomlar

Mikro
Verikiiller

Ektozomlar

Membran
Partikiilleri

Ekzozom Benzeri

Vezikiiller

Apoptotik
Verikiiller

Boyut

Siikrozdaki
Yogunluk

EM deki

Goriintish

Sedimentasyon

Lipid
Komposizyonu

Ana Protein
Belirtegleri

Orijini

Alinan Referans
Sayist

50100 nm

1.13-1.19 g/ml

Fincan seklinde

100,000 g

Kolestrol sfingomiy
elin,seramidce
zengin. Lipid raft lar
igerir. Fosfatidil
serin sergiler

(D63, €D}, Alix
and T5G101

Endozom
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100—1,000 nm

Tamimsiz

Diizensiz ve

elektron yogun

10,000 g

Fosfotidil serin
sergiler

Integrinler,
selektinler ve CD40

ligand

Plazma membrani

50200 nm

Tamimsiz

iki vaprakl yuvarlak
vapilar

160,000—200,000 g

Kolestrol ve
diagilglisercl den
zengin. Fosfotidil
serin sergiler

CR1 ve proteolitik

enzim
CDE3 yok

Plazma membrani
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50-80 nm

1.04-1.07 g/ml

Yuvarlak

100,000-200,000 g

Tamimsiz

CD133
CD63 yok

Plazma membrani

20-50 nm

1.1g/ml

Dizensiz

175,000 g

Lipid Raft igermez

TNFRI

Hiicre ici
kempanentler ?

17

50-500 nm

1.16-1.28 g/ml

Heterojen

1,200g , 10,000 g

yada 100,000 g

Tamimsiz

Histon Proteinleri

Tamimsiz
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Membran vezikulleri kdken aldiklari yere gore 3 tipe ayrilir. Apototik vezikuller,

Mikrovezikuller ve Ekzozomlar olmak Uzere;

1- Apoptotik vezikuller:

protein histonlardir.

O

Ekzozom
40-100 nm

I

Mikrovezikil
S0-1000 nm

Apoptotik cisim
50-5000 nm

Sekil 1. Membran Veziklllerinin Siniflandiriimasi

tarafindan ortadan kaldirilir.

50-500nm boyuta sahiptirler.

Elektron Mikroskobik

goruntisu heterojendir. DNA, RNA ve histon proteinlerini igcerir. Tasidigi ana

Apoptoz sirasinda apoptotik veziklller

makrofajlar



2- Mikrovezikuller: Hucre membraninin digart dogru tomurcuklanmasi ile
membrandan ayrilarak olusurlar. 100-1000nm  boyutundadirlar. Bazi
kaynaklarda ektozom, membran partikulleri, ekzozom benzeri vezikuller
olarakta isimlendirilirler.

3- Ekzozomlar: 30-150 nm boyutunda nano vezikullerdir. Kokenleri diger

vezikullerden farklidir. Endozomlardan kdken alirlar. (3)
2.1.2. Ekzozomlar

2.1.2.1. Ekzozom Kesfinin Tarihi

1970 yihinda Rose Johnstone ve arkadaslar retikllositlerin maturasyonunu
calisirken hucre iginde olusan bir vezikulun membranla kapli daha kuguk vezikuller ile
dolu oldugunu gormusgler. Elektron mikroskobu incelemelerinde bu vezikilin hicre
membrani ile birleserek igerdigi kuguk vezikulleri hicre digina saldigini
gozlemlemisler. Bu vezikuller igin ekzozom tanimini kullanmiglar. Ayrica bu
veziklllerin endozomdan koken aldiginida rapor etmigler.(3) Bu arastirma sonuglari o
yillarda blyuk tartismalara yol agmis. ClUnkd o zamana kadar ge¢ endozomlarin
lizozomlarla birleserek iceriklerinin sindirildigi biliniyordu ancak igeriklerinin hucre
disina salindi§i bilinmiyordu. Daha sonra c¢alismalar hiz kazandi ve 1989 yilinda
Peters ve arkadaglar sitotoksit T hucrelerinde ge¢ endozomlarin plazma membrani ile
birleserek sitotoksik granullerini salgilama mekanizmasini gosterdiler (5). Daha sonra
ekzozom galismalari genigleyerek B ve T hucrelerinden ve sonra dendritik hiicrelerden
salindigi gosterildi. Bunlara ek olarak ekzozomlarin kanser, viruslerin neden oldugu
bulagici hastaliklar, Alzheimer hastaligi gibi bircok patolojik kosulda yer aldigi
gOsterilmis. Butliin bu sonuglar, arastirmacilari bu esrarengiz vezikuller hakkinda daha

fazla arastirmaya tesvik etmigtir.(4)

2.1.2.2. Ekzozomlarin Ozellikleri

Ekzozomlar cift lipid tabakali membran ile cevrili 30-150 nm capinda nano
vezikullerdir (6). Endozomlardan kaynaklanirlar. Ekzozomlarin ¢ift kath membrani
olustugu hucreden kaynaklanan cgesitli lipid ve proteinler igerir. Bu proteinlerin bazilari
transporter proteinleri, heat shock, tetraspaninler gibi proteinlerdir. Membraninda
bulundurdugu lipidler ise kolestrol, seramid, sfingomyelin, fosfogliserid, doymus yag
asitleridir. Ekzozomlari olusturan molekullerin cesitleri ve miktarlari ekzozomlarin

fonksiyonlarini belirlemede dnemlidir. (3)



Eritrositler, lenfositler, dendritik hiicreler ayrica kanser hucreleri gibi birgok farkl
hiacre tipinden salinirlar (7). Saglikli hucreler ile karsilastirildiginda kanser
hicrelerinden ¢ok daha fazla salindidi yapilan ¢alismalarda gértlmustir. Bu sonuglar
ekzozomlarin, kanser turlerinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi dusuncesini ortaya
cikarmistir (8,9). Ayrica ekzozomlar tukurik, plazma, idrar, amniyotik sivi,brongiyal
lavaj sivisi,sinovyal sivi, anne sutl gibi vicut sivilarinda bulunmaktadir ve bu
sivilardan elde edilebilmektedir. (10)

Ekzozomlar protein, lipid, mMRNA, miRNA ayrica genomik DNA ve mitokondriyal
DNA nin yaninda viral pargaciklarida tasidigi gosterilmistir. (11,12). Yani ekzozomlar,
hdcreler arasi iletisimin yeni bir mekanizmasini temsil etmektedir. Tasidiklar “kargo”
seklinde ifade edilen igeriklerini, bir hicreden digerine iletmektedirler. Kargonun
iletildigi hedef hiicredeki fizyolojik surecin etkilendigi gésterilmistir. Bu etki hedef hicre
igin iyi ydnde olabilecedi gibi, negatif ydnde de bir etki s6z konusu olabilir. Ornegin
kanser hucresinden ekzozom ile taginan bir kargo hedef hucrenin kontrolsuz
¢ogalmasina neden olabilir.

ilk zamanlar ekzozomlarin sadece hiicredeki gereksiz proteinleri ve RNA lari
uzaklastirdigi distnulmus. Bunun lizozom aktivesi disuk hicreler igin 6nemli oldugu
ya da bosaltim sistemi boyunca bdbrek tubulleri gibi sik kullanilan bir mekanizma
oldugu duasunulmuistur. Fakat sonrasinda gunumuze kadar yapilan c¢alismalarda
bundan ¢ok daha fazlasi oldugu goériimustir. Ekzozomlar kdken aldigi hicre tipine
bagl olarak farkli fonksiyonlar gdsterebilir. Ornegin immin hicrelerden salinan
ekzozomlarin immun yaniti kolaylastirdigi bir ¢cok calismada gosterilmistir. Ayrica
apoptoz, anjiyogenez, inflamasyon, koagulasyon sureglerinde rol oynadigi rapor
edilmistir. Ayrica ekzozomlarin bir hiicreden digerine transferinin, hedef hucreler
tarafindan ekzozomlarin alinmasiyla veya membran reseptorleri araciligiyla yapildigi
sdylenmektedir. Fakat hedef hicre tarafindan kabul mekanizmalari henlz tim

ayrintilari ile aydinlatilamamigtir. (6)



2.1.2.3. Ekzozomlarin Biyogenezi

Ekzozomlar, erken endozomun membranindan igeriye dogru tomurcuklanarak
olusurlar.Daha sonra endozomun icinde bu kiiciik vezikiiller birikir. Bu vezikiillere intra-
Luminal Vezikuller (ILV) denilir. Endozoma ise artik Multi Vezikuler Body (MVB) denir.
Bundan sonra MVB 2 yol izleyebilir. Biri degredasyon yoludur. Lizozom ile birlegerek
degrede olur. Yani sindirilir. ikincisi ise hiicre membrani ile birleserek igerigini
ekstrasellller bosluga salar. Bosluga salinan bu ILV’ ler artik ekzozom olarak
isimlendirilirler.(13)

Ekzozomlarin biyogenezi ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) bagiml ya da bagimsiz olarak gergeklesir.

ESCRT, 4 ana proteinden olusan bir protein kompleksi ve bunlarla iligkili
yardimci proteinlerden olusur. ESCRTO, kargo igeriginin toplanmasindan sorumludur
bunu ubiquitin-bagimli mekanizma ile gerceklestirir. ESCRT1 ve ESCRT2 igeri
tomurcuklanmadan sorumlu iken ESCRT3, vezikillerin endozom membranindan
[limene serbestlesmesinden sorumludur. Yardimci proteinler ise bu ayrilmaya ve daha
sonra ESCRT proteinlerinin hiicreye geri kazandirilmasindan sorumludur.

ESCRT proteinlerinin fonksiyonlari anlamak icin yapilan ESCRT susturma
calismalarda, birgok hicre tipinde ekzozom saliniminin ciddi oranda azaldigi
gorulmastur. HelLa, HEK293, fare Dendritik hucreleri gibi. Fakat oligodendroglial
hicrelerde ESCRT proteinlerinin  susturulmasinin ekzozom salinmasinda bir
degisiklige neden olmadigi gorulmustir. Bu sonug, ESCRT bagimsiz bir ekzozom
salinma mekanizmasinin varligini ortaya ¢ikarmistir.(14)

Ekzozomlarin boyutlari kdken aldiklari hucre ile iligkilidir. Bu keseciklerin en
kuguk boyutu membranin Ozelligine baghdir. Memranin kalinligi yaklagik 5nm dir ve
kuguk bir vezikulu olusturacak sertlige sahiptir. Yani bu da vezikullerin en kuguk
boyutunun 30nm kadar olabilecegini gdstermektedir. 200-500nm boyuttaki
endozomlardan olugan bu vezikillerin en buyuk boyutu ise 100nm-150nm kadar
olmalidir.

Ekzozomal kargonun golgiden endozoma yada ekzozom olgunlagmasi sirasinda

hidcre memranindan alinarak endozoma ulastigi gértlmastur (15).
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Ekzozomlarin igerigini belirleyen nedir ve bu icerik ekzozomlara nasil yuklenir?
Bunlar henlz net olarak aydinlatilabilmis mekanizmalar degildir (16). Ekzozomlarin
hicreler arasi iletisim, fonksiyonu disinda erken tanida kullanilabilecek biyobelirtegler
oldugu dusunulmustur. Yapilan ¢aligmalar da, ekzozomal kargolarin kaynaklandiklari
hacre tipleri ve kosullanyla iligkili molekuller tagidigi ve bu molekullerin gesitli patolojik

kosullar i¢in biyolojik belirteg olarak kullanilabilecegini gostermistir (12).

2.1.2.4. Ekzozomlarin izolasyonu

En sik kullanilan yontem farkli hizlarda yapilan ultrasantriflj yontemidir. Bu
ekzozomlarin boyutlarina dayanan bir izolasyon teknigidir. Dasuk hizla baglanarak
once hucre ve hucre debrilerinden arindirilan 6rnek daha sonra 100.000 x g hiza
cikarilarak ekzozomlarin pelet halinde ¢cokmesi teknigine dayanir.

Bunun disinda arastirmacilar sukroz gradient yontemini kullanmaktadir. CUnku
tek basina ultrasantrifij yonteminin kullaniimasinin protein kontaminasyonuna sebep
oldugu sdylenmektedir. Buna engel olmak icin sikroz gradienti kullanilir. Clnku bu
yontemde hucre proteinleri sukroz igcine ¢okerken, membran ile kapli vezikuller kendi
yogunluguna uygun (1.12 -1.08 g/cm?)slkroz fraksiyonu iginde asili kalir. Bu yontemle
klinik uygulamalar i¢in yiksek derecede saf ekzozomlar izole edilebilir (17)(18).

Bunlarin disinda artik ekzozom izolasyonu yapabilen, ultrasantrifij kullanimi
gerektirmeyen, hizli ve basit kullanimli gesitli ticari kitlerde mevcuttur. Bu kitler polimer
tabanl ¢oktlirme ya da antikor kapli bilyelerle izolasyon islemini yapmaktadir. Fakat
bu kitlerin dogrulanmaya ve ne tur vezikulleri ¢oktirdigunu belirlemek igin kapsamli

bir karsilastirma sureci gereklidir (18).

2.1.2.5. Ekzozomlarin Yiizey Belirtecgleri

Ekzozomlari diger vezikilleriden ayirt edebilmek i¢in boyutu disinda ylzey
belirteclerinden yararlanilir. Ekzozomun en iyi bilinen ytizey belirteci CD63 olarak kabul
edilmistir.(19) Bunun diginda CD9, CD81, TSG101 ve Alix te diger ylzey belirtegleri
olarak kullaniimaktadir. ESCRT bagimsiz olugsan ekzozomlar TSG101 ve Alix
bulundurmamalrina ragmen CD63 proteinini yuzeylerinde bulundurmaya devam
ederler(15). Bu nedenle suan igin en glvenilir ekzozom ylzey belirteci CD63 olarak
kabul edilmistir. (20)
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Tablo 2. Ekstraselluler Vezikullerin Potansiyel Yuzey Belirtegleri (20).

Ekstraselluler Yuzey Belirtegleri
Vezikuller

Ekzozomlar CD63, CD9

Mikrovezikuller ARF6, VCAMP3

Apoptotik cisimler Tsp, C3b

2.1.2.6. Ekzozom Bilesenleri
Ekzozomlar cift lipid tabakali membran ile gevrili nano veziklllerdir. Cesitli lipid

ve proteinler icerir (Tablo 3). Bir ekzozom database programi olan ExoCarta
programina gore 2018 yili verilerine bakildiginda ekzozom ile iligkili protein sayisi

9769, lipidlerin sayisinin ise 1116 olarak rapor edilmektedir.

MHCII
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Uiy Chov

Sekil 2. Ekzozom bilesenleri (3)

Transmembran proteinleri ve gesitli sitoplazmik proteinleri igerirler. Lipid
icerigi ise sfingomyelin, fosfotidilserin ve kolesterolce zengindir. Hicre membranindan
koken alan EV lerle karsilastiriidiginda ekzozomlar daha az fosfotidilserin igerirler.
Ekzozomlar kéken aldiklari hiicrelerle ortak protein ve lipidlere sahip olduklari gibi farkl
protein ve lipidlerde igerirler (18). Yapilan ¢alismalarda ekzozomlarin koken aldiklari

hdcrenin, plasma membraninda normal olarak bulunan proteinlerden farkl olan gesitli

hicresel proteinleri icerdigi gosterilmistir. Bunlardan bazilart MHC molekdlleri,

tetraspaninler, adhezyon proteinleri, metalloproteinazlardir. (21)

12



Tablo 3. Ekzozom bilesenleri i¢in drnekler (3).

Ekzozom Komposizyonu Ornek

Proteinler Isi-Sok Proteinleri:Hsp70, Hsp90
Membran transport ve flizyon proteinleri:
GTPaz, annexins, flotillin

Tetraspaninler: CD9, CD63, CD81, CD82
Thrombospondin ALIX TSG101

Lipidler Sfingomyelin,
Fosfotidilkolin, Fosfotidilethanolamin,
Fosfotidilserin, GM3,

Fosfotidilinizatol

Miikleik Asitler mRNA,miRNA,Non-coding RNA

2.1.2.7. Literatiir Bilgileri ile Giiniimiizdeki Ekzozom Caligmalari

Ekzozomlarin bilinmeyenlerini ¢ozebilmek icin, ekzozomlarin c¢esitli biyolojik
kaynaklardan izolasyonu ve karakterizasyonu ekzozomlari anlamak igin oldukga
onemlidir(12). Ekzozomlarin patolojik ve normal kosullarda ki fonksiyonlarini anlamak
icin birgok ¢alisma yapilmaktadir.

Atsushi ve arkadaslarinin 2013’ de yayinladigi ¢alismada ekzozomlarin yluzey
belirteci olan CD63 proteini GFP ile isaretlenerek, ekzozomlarin hicreler arasindaki
hareketleri in vitro ve in vivo olarak takip edilmistir. Yapilan calismada kanserli hicre
hatti ve saglikh hucreler kullaniimistir. Kanserli hucrelerden salinan, isaretlenmis
ekzozomlarin saglikli hiicrelere transfer oldugu gézlemlenmistir. Calisma in vivo olarak
meme kanserli fare modellerinde de denenmis ve sonuclar kanserli hicrelerden
salinan ekzozomlarin, metastazi ve tumaor buylimesini arttirabilecegini gostermigtir. Bu
nedenle ekzozomlari goruntuleyebilmenin gelecekte kanser hulcrelerinin metastaz
yapacag! bolgeler hakkinda 6nemli bilgiler verecegdi soylenmistir (22).

Yu ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise meme kanseri hucrelerinden
kaynaklanan ekzozomlarin immun yaniti baskiladigi gosterilmistir (23).

Yapilan baska bir ¢alismada ise ekzozomlarin terdpatik ila¢ tasiyicilar olarak
kullanabilecegi gosterilmis. Bunun i¢in ekzozomun ylzey biyobelirteglerini karakterize
etmek onemlidir. Boylece iletiimesi istenen molekuller ile yuklenen ekzozomlar hedef

hicreye yonlendirilebilirler (3).
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EV'lerin salgilanmasi ilging bir sekilde birgok tur arasinda korunmustur. Bu
nedenle bir tirden alinan ekstrasellller vezikul bir diger turdeki hicresel prossesi
regule edebilecedi rapor edilmistir (13).

Bir bagka calismada, endometriyumdan salgilanan ekzozomlarca taginan hsa-
mir-30d’ nin pre-implantasyon evresindeki embriyonun transkriptomunu modifiye
ederek implantasyon sirasindaki adhezyonu arttirdigi gosterilmistir (24). Du ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada mezenkimal kok hucrelerden izole edilen
ekzozomlarin, astim hastalarinda regulatér T hdcrelerinin  immuno-supresor
Ozelliklerini arttirarak, astim terapisinde kullanilabilecedi gosterilmigtir (25).

Peinado ve arkadaslari 2012 yilinda yaptiklari ¢calismada, metastatik melanoma
hastalarinin plazmalarindan izole edilen ekzozomlarda, melanomaya ait proteinlerin
varhgini tespit etmisler. Tespit ettikleri proteinlerden Ozellikle MET and TYRP2
metastaz ile iligkili proteinler oldugunu gostermislerdir. Yine ayni galismada, metastatik
melanoma hdcre hattidan elde edilen ekzozomlar, melonama hastalik modeli
olusturulmak istenen farelere intraven6z olarak verilmistir. Ekzozomlarin bu farelerde
melanoma hucrelerinin metastaz yaptigi bolgelere (akciger ve lenf nodlarina) yerlestigi
g6zlemlenmistir. Bu ¢alismanin onclisu olan galismalara da dayanarak su sonuca
variimistir; Ekzozomlar bu bdlgelerdeki mikro ¢evreyi degistirerek, bu bolgelere hlcre
gocunu arttirmaktadir.(26).

Kim ve arkadaslari ise yaptiklar ¢alismada, kanser hicrelerinden izole edilen
ekzozomlarin, kanser hucrelerine istenilen molekullerin taginmasi igin en iyi tastyicilar
oldugunu gdstermislerdir. Bunun nedenide hucre tropizmasidir. Bu cgalisma ile
CRISPR/Cas9 sistemini yukledikleri ekzozomlar, ovaryum kanserli farelere
verildiginde tumor hicrelerine ulagsarak PARP-1 genini uzaklastirip kanserli hicrelerin
apoptoza gitmesini saglamislardir. Calismacilar bu sonuca dayanarak kanser
hicrelerinden izole edilen ekzozomlarin, gelecekte kanser tedavileri igin umut verici
oldugunu sdylemiglerdir (27) .

Biyobelirte¢  potansiyeli gosteren ekzozomlarin, diagnostik amacla
kullanilabildigi gibi terapi icinde kullanabilecekleri bu galigmalarda gosterilmistir. Terapi
amaciyla kullanilacak ekzozomlar, uygun hicrelerden izole edildikten sonra istenilen
kargo ile yuklenerek ve genetik bazi modifikasyonlar yapilarak, hedef hlcreye

yonlendirilebilmektedir. Bu agsamada ekzozomlarin hangi mekanizma ile hedef hiicreye
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alindigi  6nem kazanmaktadir. Calismalar birgok mekanizmanin  varhgini
gostermiglerdir. Bunlar tetraspaninler, integrinler, immunoglobulinler ya da
proteoglikanlar ile tutunma daha sonra hiicre igine alinim ile gergeklesmektedir. Bu da
klathrin ve kaveolin bagimli, makropinositoz, fagositoz, lipid raft bagimli hicre icine
alma gibi mekanizmalarla gerceklesmektedir. Fakat bu mekanizmalarin hala

aydinlatiimasi gerekmektedir. (12,28)

2.1.2.8. Tani ve Terapide Ekzozomlar

Ekzozomlar bitun viacut sivilarinda bulunan ve izole edilebilen vezikullerdir.
Ekzozomlar tasidiklari spesifik molekuller (protein, lipid, RNA) sayesinde bir ¢ok
hastaligin erken tanisinda kullanabilecek potansiyele sahiptirler.

Chen ve arkadaslari akciger, kolon kanseri ve diyabet hastalarinin,
serumlarindan izole edilen eksozomlarin tagidigi miRNA'’ larin, saglkli bireylerden
farkh oldugunu gosteren bir galisma yaparak bu miRNA larin gesitli hastaliklar igin
spesifik oldugunu gdstermislerdir. Mitchell ve arkadaslari ise prostat kanserli
hastalardan izole edilen eksozomlarda miR-141’ in ekspresyon seviyesinin arttigini
rapor etmiglerdir.

Bunun disinda tukuruk ve idrarda fakli ekspresyona sahip eksozomlarca tagsinan
miRNA larin hastaliklarla iliskileri gdsterilmistir. idrar ekzozom eldesi igin oldukca
uygun ve tani icin invaziv olmayan bir ydntemdir. idrardan elde edilen ekzozomlarin
urogenital hastaliklarin markarlerini tagidigr gosterilmistir. Bu markorlerden biri prostat
kanserinde ekspresyon seviyesi artan PCA3 proteininin mRNA’ sidir.

Tukuruk ise invaziv yontem kullanilimadan elde edilebilecek bir diger vucut
salgisidir. Tukurukten elde edilen ekzozomlarin tasidiklari nukleik asit, protein gibi
hastalik biyo-belirteclerinin, bircogunun kanda bulunanlarla ayni oldugu gosterilmistir.
Bu da invaziv olmayan tani yontemleri gelistirebilmek i¢in oldukga énemlidir.

Son 10 yildir bir gok sirket ekzozom tabanli tani yontemleri gelistirme ¢alismalari
yapmaktadir. Caris Life Sciences, su anda basta ekzozomlar olmak tzere kan bazli
dolasimdaki mikroveziklllerin izolasyonu ve analiz edilmesi i¢in yeni yaklasimlar
gelistirmektedir. 2010 yilinin sonlarinda, “Carisome® Prostate cMV 1.0 test” isimli
eksozom bazli prostat kanser tani testini piyasaya sirmuslerdir (6). Bunun diginda bir
cok sirkette ekzozom bazli tani yontemlere gelistirmeye baslamistir ve sonuglar
oldukga umut vericidir (6).
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Terapide de kullanilan ekzozomlarin, birgok faz 1 calismasi 2000 yili iginde
tamamlanmistir. Bunlardan ilki Fransada metastatik melanomaya karsi geligtirilen agi
olmustur. Bu ¢alismada dendritik hiicrelerden izole edilen ekzozomlarda, fonksiyonel
MHC peptit ekspresyonu arttirilarak T hicre immin cevabinin arttirimasi
hedeflenmigtir. Daha sonra GMP (Good Manufacturing Practice) kosullarinda bu
ekzozomlar ila¢ standartinda ¢gogaltiimaya baglanmistir (29).

Ekzozomlar timore kargi immun yanit olusturmak igin tiumor antijenleri ile
yuklenerek de kullanilabilmektedir. Boylece ekzozomlar yeni teropatik yaklasim olarak
immunoterapide oldukga etkili olacagi dusundlmektedir. Ekzozomlar terapide,
hucrelere gore daha kullanihghdirlar. Cunki hacreler gibi yagatmak ve ¢ogaltiimak
zorunda degildirler. Bir diger o6zellikleri, metabolik olarak inaktif olduklari igin
hiicrelerden daha stabildirler. Ornegin bir lenf digimu igindeki antijen sunumunu,
antijen sunan bir hicreden iki kat daha uzun sure yapabilirler. Daha stabil olmalari
nedeni ile hucrelere gore uzun sure saklanmasi daha kolaydir (6).

Son zamanlarda kanser tedavisinde farkh bir yaklasim kullaniimigtir.
Tumorlerden salgilanan ekzozomlarin immun yaniti baskiladigi rapor edilmistir. Bu
yaklasimla Aethlon Medikal, Hemopurifier adinda dolasim sisteminden kanser
hdcrelerinden salgilanan ekzozomlarida iceren ekzozomlari uzaklastiracak bir cihaz
uretmigtir. Bu yaklasimin kanser hastalarinin bagisiklik sistemini eski haline
getirebilecegini dusunmusglerdir (30).

Bunlar disinda bir diger vyaklasim, ekzozomlar dagitim araci olarak
kullaniimasidir. Bunun igin ekzozomlar spesifik nukleik asit, protein, kigik molekullt
ilaglar ile yuklenmektedir. Ekzozomlarin siRNA ile yuklenerek fare beynine taginmasini
saglayan basarili bir galigma rapor edilmistir. Bu ¢calismada Alzheimer hastalikli fare
modellerinin beyin dokusuna BACE1 enzimini susturmak igin siRNA ekzozom iginde
gonderilmistir. Ekzozomlari beyin dokusuna yodnlendirebilmek igin, bu ekozomlar
genetik olarak modifiye edilip Lamp2b ekspresse eden Dendritik hicrelerden izole
edilmistir. Lamp2b ekzozomlarda bulunan bir membran proteinidir. Lamp2b noéron
spesifik RVG peptid 3 ile birlesir. Boylece siRNA spesifik olarak beyin dokusundaki
ndron, mikroglia ve oligodendrositlere ekzozomlar ile tasinip ve BACE1 geni spesifik

bir sekilde knockdown edilmigtir (31)
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Son on yilda birgok terapotik yaklagimda, ekzozomlarin kullaniimasi 6nerilmis ve
test edilmistir. Bunlardan bazilari Faz Il klinik ¢alismalarini bile tamamlamak Gzeredir.
Belirli zorluklara ragmen g¢alismalar hizli bir sekilde ilerlemekte ve GMP proseddirleri
takip edilerek buyuk Olgekli Uretim asamasina gecilmektedir. Terapatide ekzozomal

yaklasimin dnemli bir yer alacagi dustunulmektedir (6).

2.1.2.9. Giiniimiizde Ekzozom Varliginin Tespiti icin Kullanilan Yéntemler

Ekzozom varhginin tespiti igin kullanilan yontemleri 6zetlersek. Kullanilan
tekniklerden biri Western blot teknigidir. Bu teknik ile ekzozom proteinlerinin varligini
tespit edilerek ekzozomlarin varligi icin bir gikarim yapilir. Bir diger yontem Flow
sitometri yontemidir. Bu yontem igin ekzozomlarin ylzey belirteclerinin floresan
molekdller ile isaretlenerek floresan sinyal alinan vezikiller saptanir.

Cok sik kullanilan yontemlerden biri ise Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)
sistemidir. incelenecek 6rnede carpip yansiyan isigin verdigi bilgileri toplayan bir
sistemdir. Bu sekilde bir solUyon icindeki partikullerin boyut ve konsantrasyonunu hizli
bir sekilde belirleyebilir. Ucuz bir yontemdir. Fakat spesifitesi dusuktir. Boyutlari ayni
olan bir vezikul ile bir protein agregatini birbirinden ayiramaz (32).

Yukarida anlatilan methodlarin hepsi indirekt yontemlerdir. izole edilen
veziklllerin ekzozom oldugunu dogrulamak igin birden fazla yontemi kombine etmek
gerekir. Tek bir yontem yeterli degildir. Dogrulamanin en kesin yollarindan biri direk
gorunttlemektir. Bu da yaygin olarak TEM ile yapiimaktadir. (18)

2.1.2.10. Ekzozomlarin Gériintiilenmesi

Ekzozomlar nano boyutlari nedeniyle super ¢ozunurlukltler haric olmak Uzere
diger tim optik mikroskoplarin ¢ézunurlik degerlerinin altinda kaldiklari i¢in, boyut ve
morfolojilerini direkt goruntlntilenmesi TEM ile yapilabilmektedir. Bunun igin
ekzozomlar bakir gridlere emdirilir, fikse edilir ve uranil asetat ya da uranil asetat ve
metil sellloz karigimi ile kontrastlanarak TEM de goruntulenirler. Bu sekilde hazirlanan
ekzozomlar TEM’ de “cup shaped” denilen fincan seklinde goruntilenirler fakat artik
bu goruntunun fiksatiflerin bir artefakt oldugu bilinmektedir. Cunkd ekzozomlarin
kimyasal fiksatiflerle muamele edilmek zorunda olunmadigi cryo-TEM ydntemi ile
goruntulendiklerinde yuvarlak sekilli kireler oldugu gorulmustur.

Ekzozomlari ¢ézinurligu iyi olan floresan mikroskoplar ile de gorintilemek

mimkindir. Ornegin  Konfokal mikroskop ¢6zunirligi en iyi olan floresan
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mikroskoplardan biridir. Konfokal mikroskoplarin ¢ézunarligd 200nm kadardir bu
nedenle ekzozomlari belki tek tek goruntulemek mumkuan degildir fakat daha yogunken
kimeler halinde goruntulemek mumkundur. Bu ¢ozunurlukteki bir mikroskopla tek tek
goruntuleyebilmenin tek yolu ise vezikulleri ayri ayri dusurebilmektir. Floresan
mikroskopi ile ilgili son teknolojik gelismeler siper ¢ozunurlukli mikroskoplari bilime
kazandirmistir. Bu mikroskoplarin ¢ézunurligd 20nm’ ye kadar dusmustir. Nano
vezikulleri bu mikroskoplar ile goruntlilemek artik gok kolaydir. Fakat bu mikroskoplar
henlz ¢ok yaygin ve ulasilabilir degildirler (18).

Sonug olarak TEM, Ekzozomlari gostermenin direkt ve kesin yoludur fakat yeterli
degildir. TEM ile sadece boyut ve morfolojisine gore tanimladiginiz vezikilleri daha
spesifik bir isaretleme yapabildiginiz bir yontem ile birlestirmek en tartismasiz sonucu
verecektir. Bu imkani iki farkli calisma prensibine sahip olan mikroskoplari kombine

eden Korelatif Mikroskopi yontemi sunmaktadir.

2.2.Korelatif Mikroskopi

Korelatif Mikoskopi terimi biyomedikal literatiirde bir biyolojik 6rnedin ayni
bdlgesini incelemek icin kullanilan birden fazla mikroskobik teknigin kombinasyonu
anlamina gelmektedir. Boylece tek bir hiicre ya da kesitten birden fazla bilgi edinmeyi
saglar. Bu kombinasyonlara ornek isik, elektron mikroskoplari, X-ray, Atomik Gug
Mikroskobu (ATM) olabilir. Her mikroskop sisteminin avantajlari ve dezvantajlari vardir.
Bir mikroskobun limitleri baska bir mikroskop ile kombine edilerek asilabilir. Korelatif
Mikroskopi de bunu yapmaktadir. Boylece her bir gortintileme yéntemi, incelenecek
ornekten birden fazla veri eldesi saglayarak tamamlayici bir bilgi sunar.

Korelatif isik ve elektron mikroskopi kisaca CLEM, son zamanlarda kullanilan en
yaygin korelatif mikroskopi yontemidir. Bu kombinasyonun olusturulmasi goérintuleme
alaninda buyuk bir adim olmustur (33). CLEM ic¢in 1sik mikroskobu olarak genelde
floresan mikroskoplar kullanilir. Boylece floresan mikroskoplar floresan isaretleme
Ozelligi, Elektron Mikroskobunun yuksek ¢ozunurlugu ile birleserek hicre ya da doku
icindeki bir olayi aydinlatan ideal bir sistem haline gelir.

Ayrica Korelatif mikroskopi, sadece bir mikroskop kombinasyonunu kullanarak
goruntl alabilmek degildir, bundan daha fazla olarak bir yazilim programinin

kullaniimasidir. Bu nedenle, farkli mikroskoplardan ayri ayri gértnta alabilmek ve bu
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goruntuleri korele edebilmek igin, yani her basamakta, yazilim programini ¢ok iyi

bilmeyi ve iyi kullanmayi gerektirir (33).

2.2.1. Korelatif Isik ve Elektron Mikroskopi (CLEM)

CLEM i olusturan Floresan ve Elektron Mikroskobun avantajlarina ve
dezavantajlar su sekildedir.

Floresan isik mikroskobu (FM) ve Elektron Mikroskobu (EM), hlicresel yapiyi,
fonksiyonu anlayabilmek igin siklikla kullanilan goérintileme tekniklerindedir. Bu
mikroskobi tekniklerinin farkli gugli ve zayif yonleri vardir.

Floresan mikroskop igaretlenen biyo-molekullerin (proteinler ve nikleik asitler gibi
yuksek 6zgullik ve duyarliliga sahip molekillerin) lokalizasyonunu goéruntilememize
olanak saglar. Floresan Mikroskop cesitli molekller hedefleri, spektral olarak farkl
floresan etiketleri kullanarak ¢ok renkli gorintulemeye izin verir. Bdylece birden fazla
hedefi ayni anda goruntuleyebiliriz. Son yillarda, floresan mikroskoplar gelistirilerek
super-¢cozunurlukli  floresan  mikroskoplar  kullaniimaya  baslanmistir.  Bu
mikroskoplarin ¢6zinUrligu standart floresan mikroskoplardan ¢ok daha fazladir 50nm
nin agagisindadir (34).

Floresan Mikroskoplar ile canli ya da fikse olmus doku ya da hicrelerde
goruntuleme yapilabilir. Elektron mikroskop ile karsilastiriidiginda olduk¢a genis bir
alanda gérintileme sansi tanir. Ug boyutlu gorintiileme yapilabilir. Floresan ajanlar
ile isaretlenen yapinin, hucre ici lokalizasyonu ve dinamigi hakkinda genel bir bilgi
verirken yapi ile ilgili nano boyutta detay veremez. Floresan ile igaretlenen alanda
sadece floresanin sinyal goriintiilenebilir. Arka plan ise karanliktir. isaretlenen alan
disinda ki diger yapilari goruntulemek mamkuan degildir.

Transmisyon (TEM) ve Taramali Elektron mikroskoplari (SEM) ise i1sik
mikroskoplarindan ¢ok daha fazla ¢ézinurlige sahip mikroskoplardir. Cézunarlik 0,1-
3 nm arasinda olup oldukga yuksektir. Bu c¢ozunurluk diger mikroskoplarla
karsilastinldiginda emsalsizdir. Elektron Mikroskobunda floresan isaretleme
kisittamasi olmadan, inceledigimiz 6rnegin buatinundn ultra detayli  yapisini
goruntilememiz mumkundur. (33)

Standart EM boyama ve kontrastlama teknikleri ile incelemek érnegin sub-selltler

yapilarina kadar ultra detayl ve yuksek ¢ozunurlukte goruntu alabiliriz. Bu ¢ozunurluk
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hicre ya da organellerin mebranini, lipid ¢ift tabakasina kadar goruntuleyebilmemize
olanak saglar (35)

Fakat EM de spesifik bir molekull belirlemek floresan mikroskop kadar kolay
degildir. CUnku goérintl siyah beyazdir. Burada incelenen 6rnek hakkinda yorum
yapabilmek igin ¢ok iyi bir hiicre ya da doku bigisine ve morfolojisine hakim olmak
gerekir.

Genellikle tespit edilmek istenen molekulin buylkliginden ve morfolojik
Ozelliklerinden vyararlinalarak goruntl yorumlanmaya caligilir. Bu yoruma bagh
sonuglari daha kesinlestirebilmek icin kullanilan geleneksel immuno-isaretieme
yontemleri vardir. Bu isaretleme Ferritin ya da altin konjuge antikorlar kullanilarak
yapilir. Fakat bu isaretleme tekniklerinin verimliligi oldukga dusuktur (36,37). Son
zamanlarda EM igin Tetracysteine, miniSOG, APEX2 gibi bircok genetik olarak
kodlanan etiketler gelistiriimigtir. Fakat hi¢biri EM de c¢oklu renkli goruntlleme
sorununu ¢ézememistir (35). EM igin glnler suren, zahmetli 6rnek hazirlama sureci
g6z o6nlne alindiginda, sadece bir ya da daha zor olarak 2 hedefi gorintileyebilmek
oldukca dezavantajlidir.

Korelatif mikroskopi yontemi ise bu iki goruntuleme tekniginin avantajlarini
birlestirip, dezavantajlarini elimine ederek, arastirmacilara istedikleri yapiyi floresan
molekulerle isaretleyip FM de gorUntluledikten sonra yuksek ¢ozunurlige sahip olan
TEM de isaretledikleri spesifik alanlarin ultra detayli yapisini inceleme olanagi sagdlar.

Boylece FM de isaretlenen molekulun karanlk arka plant TEM de aydinlatilarak
essiz ve tamamlayici bir bilgi sunar (33,38). Bu sekilde siyah beyaz EM goéruntulerinin
de yanhg yorumlanma ihtimalini ortadan kaldirir.

Yani Korelatif mikroskopla, bir ya da daha fazla molekulin hicre ya da doku
icindeki lokasyonlari, floresan isaretleme ile goruntulenirken, bu bilgi EM tarafindan
ortaya c¢ikarilan ultra detayh gorunta ile kombine edilir.

Bu teknik sayilan essiz 6zellikleri yaninda uygulanmasi ile ilgili ciddi zorluklar
barindirir. Bu zorluklar; FM de isaretlenen ve goruntulenen alanin TEM de izini sirmek
zor ve zaman alici bir iglemdir hatta bazen imkansizdir.

Korelatif Mikroskopi tekniginin en buylk zorlugu ise, incelenecek Ornegin
hazirlanma surecidir. Cunkt FM ile TEM igin 6rnek hazirlama islemleri birbiri ile uyumlu

degildir. Birbirinden ¢ok farkhdir. Gunumuizde yapilmakta olan calismalarda da
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Korelatif Mikroskopide goruntileme icin protokol gelistirme c¢alismalari devam
etmektedir. Standart bir metot bulunmamaktadir. Goruntulenecek 6rnegin ¢esidine
gore protokolun optimize edilmesi gerekmektedir. Bu asamada birgok sorunun
cevaplanmasi gerekir. Ornegin calisilacak materyal doku mu, hiicre mi ya da bir
suspansiyon mu ? Kullanilacak floresan ajan disaridan mi verilecek yoksa hucre
kendimi ekspresse ediyor? Plastik rezine gomulecekse floresan isaretleme gdmme
dncesimi yoksa sonrasinda mi yapilacak? Orneginize uygun gémme materyali
hangisi? Hangi kombinasyonla ¢alisacaksiniz Isik mikroskobu ile SEM mi yoksa TEM
mi? Bu ve bunu gibi sayisi gok daha fazla arttirilabilecek sorularin cevaplarina goére bir
prosedur belirlemek gerekir. Degisken sayisi ¢ok fazla oldugu igin standart optimize

edilmis bir prosedur belirlemek zaman alicidir.

2.2.2. Korelatif Mikroskobik Gériintiileme igcin Giiniimiize Kadar Kullanilan
Yéntemler

Korelatif mikroskobide iyi gértntu alabilmek i¢cin glinimuze kadar pek ¢ok yontem
geligtiriimigtir. Bunlardan baslicalari asagida yer almaktadir (39)

Kullanilan ydntemlerden biri Kuantum Nano Pargacik yontemidir. Bunlar
kristalize nano buyuklUkte pargaciklardir. Floresan oOzelliginde ve elektron yogun
parcaciklardir. Bu nedenle hem FM de hem de EM de goruntulenebilirler. Bununla
birlikte stabilitesinin dlsik olmasi, gorintlileme sirasinda yanip sénmesi ve dusuk
elektron yogunluga sahip olmasi gibi korelatif mikroskopta kullaniimasini sinirlayan
olumsuz 6zelliklere sahiptir (33).

Bir diger yontem ise 10nm capinda kolloidal altin parcalarinin ve floresan ile
kombine edildigi yontemdir. Yani sekonder antikor olarak elektrondan yogun olan altin
parcalari ve floresan konjuge antikorlar ayri ayri uygulanir. Bu yontemin olumsuz bir
Ozelligi ise bu boyuttaki bir altin pargasinin floresan molekulin parlamasini
azaltmasidir (40).

Diger kullanilan yontem “fluoronanogold” denen hem floresan molekulin hem
de 1,4 nm’lik nano boyutta altin pargasinin bir antikorda birlestirildigi, direk ince kesit
Uzerinde isaretleme yapilip ayni kesit izerinden hem FM ta hem de EM de goéruntu
almayi saglayan yontem bulunmaktadir. Bu ydntemin kullanimini sinirlayan 6zelligi ise
cryo kesitlerde daha iyi sonu¢ vermesidir. Yani bu yontemi verimli bir sekilde
kullanabilmek igin cryo bir EM ile galismak daha dogru sonug verecektir (41). Cunku
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Cryo-TEM fiksasyon, dehidrasyon, gdbmme gibi basamaklari gerektirmediginden
antijenite kaybi ve kimyasal kaynakli artefakt olusumuna neden olmaz (2). Fakat
yuksek maliyeti nedeniyle her merkezde bulmak kolay degildir. Bu nedenle pahali bir
yontemdir.

Bir bagka yontem ise 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) in kullanildigi
yontemdir. Bu yontem foton degisim (photoconversion) yontemi olarak da adlandirilir.
Floresan molekul ile isaretlenen bolge DAP sayesinde elektron yogun bdlge haline
getirilip EM de goérinur hale getirilir. Fakat bircok floresan prob olmasina ragmen
bunlardan ¢ok azi DAB ile uyumlu olarak EM de gosterilebilir. Bu yontem kimyasal
olarak fikse edilmis hucre ve dokular Gzerinde kullanilir cryo kesitler igin uygun degildir
(42,43).

Gelisen teknoloji ile birlikte korelatif mikroskobi yontemleri de oldukga gelismistir.
EM icin 6zel bir isaretleme yapmadan ve ayni 6rnek Uzerinde FM de goruntulediginiz
alan, yazilim programlari sayesinde kayit edilerek elekron mikroskopik gorintu Gzerine

tasinabilmektedir.

2.2.3. Korelatif Mikroskopi igin Ornek Hazirlanmasindaki Onemli
Basamaklar

Daha oOnce belirtildigi gibi, korelatif mikroskopi icin standart bir ydntem

bulunmamaktadir. Géruntilemek istediginiz biyolojik 6rnegin 6zelligine gére yontemin

gelistiriimesi gerekir. Bunun icin 6rnek hazirlamanin her basamagi floresan ve elektron

mikroskobunda goruntu alabilmek icin dengelenmelidir. Klasik EM 6rnek hazirlama

asamalar fiksasyon, agir metaller ile kontrastlama, plastik materyale gémme ve kesit

alma islemlerini igerir (44).

2.2.3.1. Fiksatif Se¢imi

ilk basamak uygun bir fiksatif secimidir. Fiksatifler hiicresel yapilar ile ¢apraz
baglantilar yaparak dehidrasyon ve gomme islemleri sirasinda hicresel yapinin
korunmasini saglamaktadir. Aldehit bazli fiksatiflerden 6zellikle Gluteraldehit proteinler
ile oldukga siki capraz badlar olusturup hicresel yapiyi iyi bir sekilde korudugu igin
elektron mikroskobik ydntemlerde siklikla kullaniimaktadir. Lipidlerin fiksasyonunda
ise metalik oksitler kullaniimaktadir. Bunlardan en sik kullanilan, membran yapisindaki
doymamis yag asitleri ile gapraz baglar yapan osmium tetraoksittir. Ayrica osmiyum

tetraoksit elektronlarin sagiimasini saglayarak membrandaki kontrastligi arttiran bir
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reaktif olarakta rol oynar. Fakat bu fiksatifler ultrastrukturel yapiyi korumasinin yaninda
floresan mikroskop ic¢in kullaniimak istendiginde bazi dezavantajlara sahiptir.
Gluteraldehit dokularda otofloresansi induklemektedir. Osmiyum tetraoksit ise ¢ok
guclu bir oksidatiftir, proteinlerin peptid baglarini kirabilir. Bu nedenle eger GFP(Green
Fluorescent Protein) gibi floresan isima yapabilen bir protein kullaniyorsaniz, GFP nin
peptid baglarini kirarak floresan sinyali soldurabilmektedir. Floresan mikroskopta
fiksatiflerin yan etkilerini azaltabilmek icin bir gok kosul denenmektedir. Farkli fiksatif
karisimlari farkh konsantrasyonlarda kullanilarak hem morfoloji hem de floresan sinyal
korunmaya calisiimistir.

Yapilan ¢alismalarda, Aldehit grubu iceren fiksatiflerin olusturdugu otofloresan
sinyal %1 sodyum tetrahidroborat (Sodyum borhidrir, NaBH4) kullanilarak
engellenebilir. Fakat bu fiksatifler membran fiksasyonunda basarili degillerdir. Bu
nedenle osmiyum tetraoksit kullanmak gereklidir. %0,1’lik distik konsantrasyonu bile
membran yapisini ¢ok iyi sekilde korumaktadir. Fakat bu konsantrasyon bile floresan
sinyalin %10 un altina dismesine neden olmustur. Bunu engellemek i¢in osmiyum
miktari %0,1 in altina dusurdldiginde ise doku morfolojisine énemli bir bozulma
go6zlenmisgtir.

Potasyum permanganat ise lipidler igin alternatif bir fiksatiftir. Potasyum
permanganatta ayni zamanda bir oksidatif ajan olmasina ragmen, membran
fiksasyonu icin  %0,1 osmium kullanimindan 30 kat daha fazla floresan sinyal
alinmasini saglamistir. Noéron fiksasyonunda kullanilan %0,001 osmiyum ve %0,1
potasyum permanganat karigimi néronlarda oldukga iyi sonug¢ vermigtir. Fakat farkli
dokularda yeni kombinasyonlar ve konsantrasyonlar denemeye ihtiya¢ vardir (45).

Ayrica dehidrasyon basamaginda da floresan sinyal kaybi yasanmaktadir.
Fiksatiflerin ve dehidrasyonun sebep oldugu negatif etkiyi elimine etmenin bir yoluda,
kimyasal fiksatiflerin ve dehisrasyon basamaginin kullaniimadigi, cryo- fiksasyon ve
cryo- Elektron mikroskopi yonteminin kullaniimasidir (44). Bu ydntem Tokuyasu
tarafindan 1973 yilinda tanimlanmigtir. Doku ya da hucreler sukroz solusyonu iginde
suspanse edilir. Daha sonra dondurulur, donmus bloklardan cryo-ultramikrotom ile

kesitler alinarak Floresan ve EM icin immuno igaretlemeler yapilir (46).
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2.2.3.2. Gbmme Materyalinin Se¢imi ve Optimizasyonu

Bir sonraki basamak ise, eger incelemek istediginiz 6rnek bir solisyon degil de
hicre ya da doku ise gdmme materyaline gdomultp kesit alinmasi gerekmektedir. Bu
durumda uygun gomme materyalini segmeniz gerekmektedir. Ultra ince kesitler icin
plastik resinler kullaniimaktadir. Kullandiginiz rezinin 6zellikleri floresan goruntuleme
icin onemlidir. Klasik kullanilan araldit ve epon gobmme ortamlari floresan konjuge
antikorlar ile isaretleme yapmak igin uygun degildir. Proteinlerin antijenite 6zelliklerini
maskeleyerek antikorlarin baglanmasini engellerler. Bunun disinda eger incelenecek
ornek genetik olarak floresan 6zellikte bir protein kodluyorsa, bu gémme ortamlari 60°C
gibi yuksek 1silarda polimerize olduklarindan bu proteinleri denatire edebilmektedir.
Bunun sonuncunda da floresan sinyal kaybolmaktadir. Bu nedenle korelatif mikroskobi
icin Lowicryl K4M, LR Gold, LR White ve GMA (Glikol metakrilat) gibi, duslk isida
polimerize olan ve proteinlerin antijenitesini maskelemeyen gomme ortamlari tercih
edilmektedir. incelenecek érnegin dzelliklerine gére gémme protokolii de optimize
edilmelidir (45).

K4M, en hidrofilik rezindir. Agirlikca %10 ‘ a kadar suyu tolere edebildigi rapor
edilmistir. Fakat yapilan c¢alismalarda dokuda %5 ten fazla su kaldigi durumlarda
polimerizasyonda sorunlar yasandigi goralmastar.

LR Gold ve LR White, kimyasal formil olarak ¢ok benzerler fakat
polimerizasyonlarinda ¢ok kuglk farkliklar vardir. LR Gold ¢ok hizli polimerize olur
fakat dokuya penetrasyonu ¢ok azdir. LR White in ise, PH siI gcogu floresan protein igin
cok asidiktir. Fakat ethanolamin ile PH in notralize edilmesi sonucu floresan sinyal ve
morfoloji korunabilmektedir. Bu da LR White 1 floresan ve EM igin iyi bir gdmme
materyali yapmaktadir.

GMA ise, %3 su ile PH 8 de polimerize olabilmektedir. Boylece floresan ajanlarin
gerektirdigi hidrasyon ve alkali ihtiyaglarini kargilamaktadir. GMA’ ya gomiulen
orneklerdeki floresan sinyalin LR White ta gémulenlerden biraz daha fazla parlak
oldugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte GMA’ ya gdmdilen hayvan dokularindan
alinan, ultra-ince kesitlere su uygulanmasinin floresan sinyali %30 arttirdigi
gOsterilmigtir. Bu floresan geri kazanimi, floresan proteinlerinin buylk kisminin
dehidrate dénemde floresan 6zelligini yansitmadan korundugunu gdstermektedir. Geri

kazanimla birlikte ise fiksasyondan once gozlemlenen floresanin yaklasik %70'inin
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korunabilecegini gostermektedir. Fakat GMA ile 70nm altinda ultra-ince kesit almak
oldukga zordur. Doku ile Epoksi kadar guglu ¢capraz baglantilar yapmadigi i¢in, doku
genellikle rezinden dokulebilir. Ancak, disuk hizda voltaj kullanarak ve SEM ile geri
saclimis (back-scattered) elektronlari toplayarak daha kalin bolumlerde bile ultra-

altyapi ¢ozumlenebilir (45)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel nitelikte bir galismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma igin Mart 2017 de literatur taramalarina ve proje yazimina baslanmistir.
Daha sonra etik kurula bagvurulmustur. Projenin girisimsel olmayan arastirmalar etik
kuruluna basvuru sonucunda, etik kurulun 15.06.2017 tarih ve 3392-GOA protokol
numaral 2017/16-22 karar numarasi ile etik kurul izni alinmistir. Daha sonra Temmuz
2017 de BAP birimine basvuru yapilmigtir. BAP biriminden alinan destek ile
gerceklestiriimistir. Aralik 2017 de deneysel galismalari yapilan ¢alisma Eylul 2018 de
tamamlanmistir. Arastirmanin deneysel ayagi izmir Uluslararasi Biyotip ve Genom

Enstitlistn’ de gerceklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Galisma Gruplar

3.4.Calisma Materyali
HelLa Hucre hattinda c¢alisiimigtir. Hucreler Prof.Dr.Esra Erdal’ in hediyesidir.
Aralik 2017 tarihinde alinmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada degigken kullanilmamaktadir.

3.6.Veri Toplama Araglari
3.6.1. Aragtirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler
Zeiss Shuttle & Find yazilimi, Zeiss Sigma 500 Elektron Mikroskop , Zeiss LSM
880-Confocal Laser Scanning Airyscan Mikroskop, Beckman Coulter Optima L-100XP
Ultra-santrifij, Sigma ve Backman santrifijler, Mini santriflij, Steril C2 kabinet, CO2
inkibator, Nano Zetasizer cihazi, Quorum Q150R SEM/TEM Kaplama cihazi, Vakum
cihazi, Ceker ocak, Isitmali ¢alkalayici, Rotator, Vorteks, Hassas Terazi, Ultrapure su

cihazi, Su banyosu, Mikropipet setleri.
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3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yéntemler

3.6.2.1. Hela Hiicre Kiiltirii
HelLa hucreleri %1 L-glutamin, %10 fetal bovine serum, 100 units/ml penisilin,
100 pg/ml streptomycin iceren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) iginde %5

CO2 ve 37°C ortam kosullarinda kulture edildiler. Hucreler 3 ginde bir pasajlandilar
(3).

3.6.2.2. Hiicre Dondurma ve Cézme

Dondurulmug ve -80°C veya -196°C’da saklanmig stok hucre hatti alinarak
37°C’deki su banyosunda 1-2 dk kadar biraz ¢dzilmesine izin verildi. Daha sonra
¢6zUnen stok hucre vialinden zaman kaybetmeden, pipetleme iglemi ile alinarak RPMI
ile yikandi. Bunun i¢in 200 Xg hizinda 5 dk oda sicakliginda santriftij edilir. Bu iglem 2
kere yapildi. Yikama sonunda hucreler uygun besiyerinde, hicre kultlrd kaplarinda
COz inkubator igcinde kulture edildi.

Dondurmak icgin ise genellikle bir vial icine 3 x 108 hiicre /ml de olacak sekilde
hicreler dondurma besiyerinin igine birakildi. Dondurmak igin kullanilan besiyeri ise
genelde %5 DMSO %95 FBS igerir. Bu islem buz Uzerinde yapildi. Hlcreler agamali
bir sekilde donduruldu. Bunun igin vialler énce -20C° daha sonra -80C° alindiktan

sonra sivi azot tanklarina yerlestirildi. Bu sekilde hicreler yillarca saklanabilir (47).

3.6.2.3. Ekzozom lzolasyonu

Ekzozom eldesi icin HeLa hiicreleri 75cm? lik flasklarda ortaminin yaklasik %70-
%80 ini kaplayana kadar pasajlandi. Bu orana ulastiklarinda FBS igceren besiyeri
uzaklastirildi ve fosfatli ve tuz iceren tampon ¢ozelti (PBS) ile 3 defa yikandi. Daha
sonra yerine FBS igcermeyen besiyeri konularak hicreler 24 saat CO2 inkibatorde
ekzozom Uretmeleri ve besiyerine salgilamalari igin birakildi. FBS icermeyen besiyeri
kullaniimasinin sebebi FBS’ de bir serum oldugu icin kendi ekzozomlarini iceriyor
olmasidir. Bu sekilde disaridan baska ekzozom kontaminasyonu engellenmis olur. 24
saatlik inkiibasyon slresi sonunda besiyeri ortami alindi. Daha sonra ekzozom

izolasyonu igin santrifiij igslemleri baglatildi (48).

3.6.2.3.1. Ultrasantrifiij ile izolasyon
Ultrasantriflj ile ekzozomlar buyukltklerine gore diger molekullerden ayrilirlar.

Ekzozomlar ultrasantrifyj ile agsamali olarak farkli hizlar kullanilarak g¢okturaltrler.
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culture supernatant/fluid

300 % g, 10 min

pellet = cells I///’w

supernatant

2000 X g, 10 min

pellet = dead cells //,!r

supermatant

10,000 = g, 30 min

peliet = cell debris /r

supematant

100,000 = g, 70 min

L
pellet = exosomes + contaminating proteins

wash in PBS | 100,000 x g, 70 min

pellet = exosomes

Sekil 3. Ekzozom izolasyonu icin Farklh Hizlardaki Santrifiij Basamaklari (48).

1- 24 saatlik HeLa hicre kultirinden elde edilen besiyeri ortami 50ml lik santrifj
tlpine alindi ve 300xg de +4°C de 10 dk santriflij islemi gerceklestirildi. Burada pelet
hicrelerdir ve bu sekilde besiyerine karigsan hicreler bu basamakta elimine edildiler.
2- Supernatant ise yeni bir tipe alinarak 2000xg +4°C te 10dk santrifiij edilir. Burada
pelet hucre debrisidir ve bu sekilde elimine edilirler.

3- Supernatant 0,2 um lik filtreden gegirelerek 200nm den buylk partiktller
uzaklastirildi.

4- Daha sonra bu supernatant ultrasantrifij tiptne alinir (Beckman Coulter, 355631).
Tdpun 4/3 0 dolu olmak zorundadir. Eger dolu degdilse PBS ile bos kisim
tamamlanmalidir.

5- Tap ultrasantriflij cihazina yerlestirilir. SW32Ti rotoru kullanilarak 10.000xg de +4°C
70dk. santrif(j edilir. Santrifij sonunda elde edilen pelet ekzozomlardir. Supernatant
uzaklastirildi.

6- Ekzozom peleti PBS ile resuspense edilir. Santriflj tipli PBS ile doldurularak
10.000xg de +4°C 70dk ultrasantrifij ile yikama yapildi.

7- Ekzozom peletinin dagilmamasi igin supernatant ¢ok hizli bir sekilde uzaklastirilir.
Bundan sonra pelet az hacimde PBS ile resuspense edilirek ¢ozulur ve kuguk
hacimlere (50ul-100 pl) bolinerek -80°C de 1 yila kadar saklanabilir. Fakat tekrarlanan

¢6zme ve dondurma islemlerinden kacinilmaldir.
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8- Ekzozomun igcinde ¢Ozluldigu tampon solusyon sonraki isleminize uygun olmahdir.
Protein, RNA izolasyonu yapilacaksa lizis solisyonunda, elektron mikroskobu ya da

Flow sitometri igin kullanilacaksa PBS iginde saklanmalidir (48,49)

3.6.2.3.2. Ekzozomlarin Kit ile Izolasyonu
Ekzozomlarin hicre kultird ortamindan izolasyonu igin Hucre Kiltirinden Total
Exosome izolasyon kiti kullanildi (cat no:4478359, invitrogen). Asagidaki kit

prosedurunu takip ederek Ekzozomlar izole edildi.

1- HelLa hucrelerinin kalttir ortami santrifdj tiptne alindi.

2- 2000 xg de 30 dk hucreleri ve hlicre debrisini uzaklastirmak igin santrifij edildi.

3- Supernatant yeni bir tipe alindi.

4- Supernatant hacminin %z si kadar invitrogen reaktif solisyonu tlipe eklendi.

5- Solusyon pipetlenerek ya da vortekslenerek homojen bir sekilde karistirildi.

6- 2°C — 4°C arasindaki isida inkiibe edildi.

7- inkilbasyondan sonra 10.000 xg de 1 saat 2°C — 4°C derece arasinda
santrifujlendi.

8- Supernatant uzaklastirildi. Ekzozomlari iceren pelet PBS ile uygun hacimde
¢ozulur. Ekzozomlar artik yapmak istediginiz ¢aligma icin hazirdir.

9- 29C — 8°C derecede 1 haftaya kadar 20°C nin Ustlinde 1 yila kadar saklanabilir.

3.6.2.4. Ekzozomlarin TEM’de Gériintiilenmesi
1- izole edilen ekzozom &érneginden 5ul parafim lizerine damlatilir. Forseps
yardimiyla, formvar kapl bakir grid parlak kismindan ekzozom damlasi Uzerine
birakilir. 60 dk oda sicaklhiginda inkube edildi.
2- Yikama : Grid Uzerine absorbe olan ekzozomlar, grid ile birlikte parafilm Uzerine
damlatilan 30ul lik 3 damla PBS de, her bir damlada 2dk bekletilecek sekilde yikandi.
3- Fiksasyon : parafilme bir damla %2 lik paraformaldehit damlatilir. Uzerine ekzozom
absorbe edilen grid, parlak yizinden bu damla tGzerine birakilarak 10 dk inkibe edildi.
4- Yikama : parafilm Gzerine 30ul lik 3 damla PBS damlatilarak. Grid her bir damlada
2 dk bekletilerek yikandi.
5- Kontrastlama : parafiime %2 lik Urenil asetat damlatilir. Grid damlanin Uzerine
birakilir ve 15dk inkube edildi.
6- Grid 5dk kurutulur. Artik elektron mikroskobik inceleme igin hazirdir. Gértntluleme

yapilabilir ya da grid kutusuna konularak goruntilenene kadar saklanabilir. (49)
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3.6.2.5. Nano-zetasizer ile Dinamik Istk Sa¢iliminin Olgiilmesi (DLS)

Bu yontem ile solUsyon icindeki parcaciklarin/ekzozomlarin yaptiklari 1sik
sacilimi dlgtlerek tahmini boyutlari belirlenir. Bunun igin ZetaSizer 3000-HA (Malvern)
cihazi kullaniimistir. izolasyon sonrasi elde edilen ekzozom érnegininden 4ul, 2ul,
1ul ve 0,5ul alinarak PBS ile seyreltilerek 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000 seyreltme
oranlarinda her seyreltme orani igin dlgtim alinmistir. Olglim igin asagidaki standart
degerler kullaniimistir. (50).

(Ekzozom Kirilma indisi = 1.331, viskozite = 1, sicaklik = 25°C)

3.6.2.6. Korelatif Mikroskopi Kullanimi

CLEM igin herzaman 6nce Floresan Mikroskobik goruntl alinir daha sonra EM
goruntustu alinir. Bunun nedeni EM icin kontrastlama vyapilirken kullanilan agir
metallerin ve goruntuleme sirasinda elekronlarin floresan sinyali yok etmesidir. Yani
EM de goruntilenen 6rnegin FM de goruntuleme sansi yoktur. Bu nedenle herzaman
once Floresan mikroskobik gorunta alinir (51).

TEM de ekzozomlari gorintileyebilmek icin, formvar kapli bakir gridler
kullanilirken, SEM igin cam lamlar kullanilir. Orneklerin Ustiinde oldugu bu gridler ve
cam lamlar goruntilenen alanin koordinasyonlarinin takibi i¢in iki mikroskop arasinda
Ozel tutucular ile tasinir. SEM ve TEM icin ayri tutucular bulunur.

Bu calismada bizim kullandigimiz korelatif mikroskopi sistemi Shuttle & Find-
Zeiss Sigma 500 Electron Microscopy ile Zeiss LSM 880-Confocal Laser Scanning
Microscopy with Airyscan kombinasyonundan olugsmaktadir.

Bu sistemde iki mikroskop arasindaki ornek transferini saglayan tutucular
sayesinde ayni 6rnek uzerinde iki fakl mikroskopta gérunta alinabiliyor. Ancak burada
onemli olan, iki mikroskop icin de uygun olan Ornek hazirlama prosedurinin

olusturulabilmesidir.

3.6.2.6.1. Korelatif Mikroskop Tutuculari

Bu calismada drnek transferi igin 2 farkh tutucu kullanilacaktir. Bu tutucular SEM
ve TEM tutucularidir. Ornekler hazirlandiktan sonra 6ézel dizayn edilmis korelatif
tutucularina Kilitlenirler. Gridler TEM tutucusuna, cam lamlar ise SEM tutucusuna

yerlestirilir. Bu tutucular 3 tane ‘L’ kalibrasyon markora tagir (51).
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Sekil 5. TEM Tutucusu (Life Science for TEM Grids, ZEISS)

3.6.2.6.2. Korelatif Mikroskop Tutucularinin Kalibrasyonu

Kalibrasyon ZEISS ZEN Blue programinin kalibrasyon sekmesi kullanilarak
yaplilir. Tutucularin Gzerinde 3 tane “ L “ markdr bulunur. Bu markdrler gortintileme
yapilacak mikroskoplara goruntilemeden oOnce tanitiir. Boylece markorlerin
koordinasyonlari kaydedilir. Markodrlerin  bulundugu koordinasyonlar sayesinde
tutucuya kilittenen oOrnek Uzerinde goruntlilenen alanin koordinasyonlari, alinan
goruntt ile birlikte kaydedilir. Goruntller czi (carl zeiss image) formantinda

kaydedilerek 2 mikroskop arasinda kullanilabilir (51).
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3.6.2.6.3. Korelatif Mikroskop Tutucularina Ornek Yerlestirilmesi

Sekil 6. SEM ve TEM tutucularina érnek yerlestiriimesi

SEM tutucusu igin;

Forceps yardimi ile klit gercevesi ¢ikarilir

Ornegi iceren cam (Life Science Cover Glass 22x22)

Tutucuya yerlestirilir

klit cergevesi cam uzerine konularak click sesi duyulana kadar kaydirilir
TEM tutucusu igin;

Tutucunun Klidi a¢ilir. Bunun igin gridi koymak istediginiz yer segilir ve kilidin

yayl yana dogru kaldirilir.

Grid yerlestirilir.

Yay grid Uzerine kapatilarak tutucuya sabitlenir (51).
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3.6.2.7. Ekzozomlarin Konfokal — TEM Korelasyonu i¢in Hazirlanmasi

izole edilen ekzozomlar dnce konfokal sonra TEM icin hazirlanirlar. Hazirlama

asamalari su sekildedir.

Fiksasyon

Absorbsiyon

Yikama

Bloklama

Primer antikor

Yikama

Sekonder antikor

Konfokal ile gorintileme

Yikama

Kontrastlama

TEM goruntileme
Oncelikle kullanilacak butiin solisyonlar 0,2 um lik filtreden gegirildi.
Fiksasyon igin, izole edilen ve PBS icinde bulunan ekzozomlar -80°C den ¢ikarildi.
Buz Uzerinde erimesi beklenir. Daha sonra ekzozomlari igeren solusyondan 5yl
alnip 5ul %4 lik PFA (Paraformaldehit) ile bir tlp iginde karistirilarak son
konsantrasyonu %2 PFA olacak sekilde fikse edildi. 10 dk oda sicakliginda inkibe
edildi.
Nemli bir ortam hazirlanir ve tim islem bu ortamda gergeklestirilir. Bunun igin bir
petri icine distile su ile i1slatilmis kurutma kagitlari konuldu.
Bu 10 pl'lik ekzozom + fiksatif solisyonu parafilme damlatildi. Forseps yardimi ile
formvar kaph 100 mesh’lik bakir kapli grid parlak kismindan damlanin Gzerine
konuldu. Ekzozomlarin gride absorbsiyonu i¢in oda sicakliginda 60 dk inkube
edildi.
Parafilme yanyana 3 tane 30ul damla damlatilarak grid bu damlardan gegirildi. Her
bir damla ustlinde 2 dk bekletilerek yikama yapildi.
Bloklama islemi %0,1’lik BSA ile yapilir. 10yl %0,1’lik BSA dan parafiime
damlatildi. Grid dzerinde 10dk inkube edildi.
Bu sirada antikorlar igin seyreltme islemi yapildi. Primer antikor olarak kullanilacak
anti-CD63 antikoru (ab59479,abcam) 1/10 oraninda %0,1’lik BSA ile seyreltildi.

33



10-

11-

12-

Sekonder antikor olarak kullanilacak goat anti-mouse Alexa Fluor 488 icin 1/20
seyreltme %0,1’lik BSA ile yapilir ve aluminyum folyo ile sarilarak i1siktan korundu.
inkiibasyon zamaninin bitmesi ile seyreltilen anti-CD63 antikorundan parafilme
10ul konuldu. Uzerine grid koyularak 1 saat oda sicakli§inda inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra parafiime 6 damla %0,1’lik BSA dan damlatildi. Grid her bir
damlanin Uzerinde 2dk bekletilecek sekilde yikandi.

Seyreltilen sekonder antikordan 10ul parafilme konuldu. Grid bu damlanin Gzerine
konularak oda sicakhginda t karanlikta 1 saat inktbe edildi.

inkiibasyon sonrasi yikama basamag tekrar edilir. Parafime 6 damla %0,1’lik
BSA dan damlatildi. Grid her bir damlanin Gzerinde 2dk bekletilecek sekilde
yikandi.

istege bagli olarak postfiksasyon yapilabilir. Bunun igin %2’lik Gluteraldehit ile grid
5 dk inklbe edildi (49,52)(53).

3.6.2.7.1. Konfokal Mikroskopta Ekzozomlarin Gériintiilenmesi
Tam bu islemlerden sonra, konfokal gérintileme icin hazir olan grid, forceps
yardimi ile TEM tutucusuna yerlestirildi (Sekil 6).

Konfokal gorintileme sirasinda érnegin kurumamasi gerekmektedir. Bu nedenle
grid Uzerine bir damla PBS damlatilabilir.

Tutucu konfokal adaptériine yerlestirildi. Konfokal gorintist alinmadan 6ncelikle
tutucu icin kalibrasyon yapildi. Ornek 40x biiyiitmede sulu objektif ile gérintiilendi.
Kullanilan sekonder antikor (alexa flour 488) icin uygun olan FITCH kanalinda
goruntileme yapildi. Goruntuler gecirimli 1sik dedektért olan T-PMT (Transmitted
Light Detector) ile ve T-PMT’ siz olarak alindi.
Goruntulenen alanlarin koordinasyonlari czi formatinda, goéruntinin tzerine Zen
Blue programi ile kayit edildi.
TEM igin kontrastlama iglemi yapilir. Bunun i¢in grid TEM tutucusundan hig
cikarilmadan, Uzerine %2 lik uranil asetat damlatildi ve 15 dk beklendi. Eger fazla
uranil asetat kaldiysa kurutma kagidi ile gridin ortasina dokunulmadan, gridin
kenarina dikkatlice temas edilerek fazlalik alindi.

Grid 5 dk kurutulur ve TEM ile gorintlleme igin TEM adaptorine yerlestirildi.
(Sekil 6)
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3.6.2.7.2. Ekzozomlarin Konfokal-SEM korelasyonu i¢in hazirlanmasi
Oncelikle kullanilacak bitiin soltisyonlar 0,2 um lik filtreden gegirildi.

Ekzozomlar -80°C den c¢ikarildi. Buz lizerinde ¢oziinmesi beklendi.

Gozundukten sonra, son konsantrasyonu %2 PFA olacak sekilde ile bir tip iginde
fikse edildiler.

Bu sirada SEM igin kullanilacak camlarin (22x22cm) Lizin ile kaplanmasi gerekir.
Bunun i¢in %0,01 poly L-Lysine solisyonunda camlar 15dk bekletildi. Daha sonra
camlar kurutuldu.

Camlarin tzerine pap pen ile bir daire gizildi. Ekzozom 6rneginden 10pul bu dairenin
icine birakildi. Petri ile olusturdugumuz nemli ortamda 20dk ekzozomlarin lizinli
cama tutunmasi igin bekletildi.

Cama tutulan ekzozomlar 150ul %2 PFA damlatilarak ve 20dk daha fikse edildi.
Sure bitiminde 150 ul PBS ile 3 kere yikandi.

150 ul %0,1 lik BSA koyularak 30dk bloklama yapildi.

Bloklama sonrasi primer antikor olan anti-CD63 ile 30dk oda sicakliginda inktbe
edildi.

Inkiibasyon sonunda 150 pl PBS ile 3 kere yikandi.

Sekonder antikor olan Alexa flour 488 ile 30dk oda sicakliginda inkibe edildi.
Sure bitiminde 150 yl PBS ile 3 kere yikandi (54).

Konfokal gorintiye hazir olan ekzozom &rnekleri SEM tutucusuna forceps
yardimi ile 6rnek yukari bakacak sekilde yerlestirildi. Yerlestirildikten sonra klipsler
kitlendi.

Goruntuleme sirasinda 6rnegin Uzerine surekli PBS damlatilarak 6rnegin
kurumamasi saglandi.

SEM tutucu L-markdrleri igin 5x buylUtmede kalibrasyon yapilir. Bodylece
koordinatlar tanitildi.

63x buyutmede yagli objektifte Zeiss LSM 880-Konfokal mikroskop ile goéruntuler
alindi. Goruntuler alinirken, Zen-Blue programi ile gérintulerin koordinasyonlari
kaydedildi.

Konfokal goéruntileri alinan 6rnek SEM tutucusundan cikarilmadan havada
kurutuldu. Daha sonra tutucunun o6rnek disinda kalan kisimlari parafiim ile

kapatilarak ornek altin ile kaplandi.
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Bu iglemden sonra SEM goruntulemesi icin tutucu elektron mikroskobunun

adaptorune yerlestirildi. (sekil 6)

Sekil 7. SEM ve TEM tutucu igin elektron mikroskop adaptori. 1 ile gosterilen

adaptor, 2 ile gosterilen tutucudur.

3.6.2.7.3. Iki farkli mikroskoptan alinan gériintiilerin korelasyonu
Korelasyon iglemi elektron mikroskop goruntiyu aldiktan sonra ZEN 2 SEM
programinin shuttle&find menusu ile yapilmaktadir.

Konfokal goruntl alindiktan sonra tutucu, elektron mikroskonuna yerlestirilir.
Tutucu kalibrasyonu, elektron mikroskop icinde bir kez daha yapilarak
L-markorler tanitildi.

Konfokalden czi. formatinda ZEN 2 SEM programina tasinan goruntuler
shuttle&find penceresinde acildi. Bu pencerede konfokalden alinan fotograf
sagda elektron mikroskobik géruntl ise sol taraftadir.

Sagdaki konfokal fotografindan iyi sinyal aldiginiz ya da ilgilendiginiz alana gift
tiklayarak, elektron mikroskobik gorunti Uzerinde tikladidiniz  alana
ileryebilirsiniz. Program ilgilendiginiz alanin koordinatlarini kaba bir sekilde bulur.
Birebir detayli ortismeyi saglamak igin, iki mikroskoptan gelen goéruntuler
ayrintilari  gérebilmek igin buyUtulerek, 3 korelasyon noktasi secilmesi
gerekmektedir (Sekil 8).

Korelasyon noktalari énce solda yer alan elektron mikroskobik gérinti (SEM ya
da TEM goruntisu) uzerinde belirlenir. Noktalarin koyulacagr bdlgeler

blyutulerek en ufak bir sapma bile engellenir. Sol gértintide 3 korelasyon noktasi
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belirlendikten sonra sagdaki konfokal fotografina gecilerek, soldaki fotografta

ayni oldugunu duasunulen bdlgeler, ayni siralama ile sagda da isaretlendi.

Sekil 8. Shuttle&Find Penceresinde 3 Adet Korelasyon Noktasinin Belirlenmesi. Soldaki
goérunti SEM gériuntusu, sagdaki ise konfokal gortntisu. Kirmizi ile yazilan 1,2,3 seklindeki
korelasyon numaralari iki gorintl arasindaki noktalarin birbirine olan uzakliklarina ve
konumunlarina gore belirlenmektedir.

Toplamda 6 noktayi belirledigimizde, korelasyonu olustur (create correlation)
butonuna bastigimizda sol alt pencerede korelasyon fotografi olugsmaktadir. (Sekil
9).

Eger noktalari dogru belirleyemediysek noktalar Ust Uste oturmayacaktir. Bu
durumda, noktalar resetlenir ve basa donllerek korelasyon noktalari tekrar
belirlenir.

Korelasyonun dogru olmasi durumunda korelasyon fotografi yine czi. formatinda
kaydedilir.

Egder noktalari dogru belirleyemediysek noktalar Ust Uste oturmayacaktir. Bu
durumda, noktalar reset lenir ve basa donulerek korelasyon noktalari tekrar

belirlenir.

10- Korelasyonun dogru olmasi durumunda korelasyon fotografi czi. formatinda

kaydedilir.
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Sekil 9. Korelasyon Gaéruntusunuan Olugturulmasi. Sol alttaki fotograf konfokalden ve

SEM’den gelen goérintulerin korelasyon goruntusudar.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Mart 2017
Nisan 2017
Mayis 2017
Haziran 2017
Temmuz 2017
Agustos 2017
Eyliil 2017
Ekim 2017
Kasim 2017
Aralik 2017
Ocak 2018
Subat 2018
Mart 2018
Nisan 2018
Haziran 2018
Temmuz 2018
Eyliil 2018

Mayis 2018

Literatlr tarama
ve proje yazim
islemleri

X
X
X
X

Etik kurul ve
Yonetim kurul
onayI X

BAP basvuru
slireci X

Malzeme alim
sureci X | X

Laboratuvar
Calismalar XX X[x|[x]x]x

Tez Yazim
. X | X X
Sdireci

3.8.Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin deg@erlendirimesi Zeiss ZEN-Black ve ZEN-Blue goruntuleme
programlari kullanilarak yapilmistir.

3.9. Arastirmanin Sinirhhklari

Ekzozom gibi bakteriden kuguk yapilarin goéruntilenmesi oldukga zordur.
Floresan mikroskoplarin en gelismislerinden biri olan Konfokal mikroskobun bile
¢ozunurluk limitinin altinda kalmaktadirlar. Bu nedenle floresan gorunttleme icin son
teknoloji olan super c¢ozunurlikli mikroskoplara ihtiya¢g vardir (55). Fakat bu
mikroskoplar henuz Tulrkiye’de bulunmamaktadirlar. Bu nedenle c¢alismamizin
floresan goruntileme kisminda bir ¢ok optimizasyon ¢alismasi yapiimistir ve bu sorun
korelasyon asamasinda da yasanmistir.
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Bir diger sinirlama ise ekzozomlarin grid Uzerinde konfokal mikroskopta
goruntulenmesinde yasanmigstir. Cunku grid yuksek buyutmelerde yagli objektifte
kullanmak i¢in uygun degildir. Cam yuzeyler bu islem igin daha uygundur fakat cama

fikse edilen 6rnekte elektron mikroskobunda goéruntilemek igin uygun degildir.

3.10. Etik Kurul Onayi
Arastirmamiz igin, Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
15.06.2017 tarih ve 3392-GOA protokol numarali 2017/16-22 karar numarasi ile etik

acgidan calismanin gercgeklestiriimesine oy birligi ile karar vermistir (EK-1).
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4. BULGULAR

4.1.Hela Hiicre Kiilturi
%10 FBS ile desteklenen RPMI besiyerindeki HeLa hucreleri %70-80 oraninda
kaltar kabinin tabanini kapladiklarinda, ekzozom izolasyonu i¢in FBS’ siz kultlr
ortamina alindilar. 24 saat boyunca inkubatdrde inkibe edildiler. 24 saat sonunda

besiyerine saldiklari ekzozomlar, besiyerinden izolasyon teknikleri ile izole edildi.

Sekil 10. Kiltir Ortaminda Hela Hucreleri. HeLa hicrelerinin kilttr kabinin %70-%80’ ini
kapladiklar géralmektedir (20x).

4.2.Hela Hiicrelerinden Ekzozom izolasyonu

Sekil 11. Kit ile Hela Hucrelerinden Elde Edilen Ekzozom Pelet.
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4.3.izole Edilen Ekzozomlarin Nano-zeta sizer ile Degerlendirilmesi

izolasyon sonrasi elde edilen pelet PBS ile pipetlenerek siispanse hale getirildi. Bu
suspansiyondaki parcaciklarin boyutlarini élgmek icin EM 6ncesi, slispansiyondaki
parcaciklarin DLS’ si Nano-zetasizer ile degerlendirildi. Bunun igin ornekler 1sik
gegirimli kuvetler icinde alete yerlestirilerek Olgumler yapildi. PBS blank olarak
kullanildi. Béylece PBS in olusturdugu arka plan sifirlandi. Olglim igin ekzozom 6rnegi
1/250, 1/500,1/1000,1/2000 oraninda PBS ile seyreltilerek herbir seyreltme orani igin

Olcum alind1.

4ul

Dilution

1ul

0,5ul

0 50 100 150 200 250

Size (nm)

Sekil 12. Soliisyon igindeki Ekzozomlarin Nano-Zetasizer ile Degerlendiriimesi. Farkli

oranlarda seyreltilen ekzozom érneklerinin 6lgim sonuglari farkli renklerde gdsterilmistir.

Nano-zetasizer ile yapilan o6lgimlerde PBS sollsyonu igindeki partikillerin
ortalamasinin 10nm ile 220nm arasinda oldugu gorulmustur. Bu dlgimlerden hemen
sonra yapilan elektron mikroskobik goruntulemelerde, ekzozom boyutlarinin nano-
zetasizer olgumleri ile uyumlu oldugu goralmustur.

Fakat ileri calismalar icin PBS icinde, -80°C de saklanan ekzozom 6rneklerinin
boyutlarinin arttigr goézlenmistir ve tekrarlanan dondurma-¢ézme islemininde bunda

etkili olabilecegi dusunulmausgtur (56).
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4.4.izole Edilen Ekzozomlarin TEM Gériintiisii

Sekil 13. Kit ile Hela Hucrelerinden Elde Edilen Ekzozomlarin TEM Goruntusu. (150.000X).
isaretlenen ekzozomun c¢apinin 110nm oldugu goérulmektedir. Etrafindaki daha kuguk

ekzozomlarin ise 50 nm civarinda oldugu tespit edilmigtir.

Sekil 14. Ultrasantrifiij ile HeLa Hucrelerinden Elde Edilen Ekzozomlarin TEM Géruntusa.
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100 nm*

Sekil 15. Kit ile izole Edilen Ekzozom Toplugunun TEM Gériintiisii (260.000x). Toplulugu

olusturan ekzozomlarin 49nm ve 46nm ¢apinda oldugu goérulmektedir.

ZEISS

Sekil 16. izole Edilen Ekzozomlarin TEM Gériintiisii. Gériintiideki ekzozom gaplarinin 77nm

ve 98nm oldugu gorilmektedir (24.000x).
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Sekil 17. izole Edilen Ekzozomlarin TEM Gériintiisti (250.000x).

4.5.izole Edilen Ekzozomlarin Konfokal Gériintiisii

izole edilen ekzozomlarin yiizey belirteci olan CD63 proteini, anti-CD63 primer
antikoru ile isaretlenip sekonder antikor olarakta Alexa flour 488 konjuge antikor
kullaniimistir. Bu sekonder antikor yesil renkte i1sima yapmaktadir. Bu sayede konfokal
goruntlsunde, ekzozomlari siyah arka plan Uzerinde yesil spotlar olarak gérmekteyiz
(Sekil 20,21). Fakat konfokal mikroskobun 200nm ¢oézundrlik limiti nedeniyle 40-
150nm capindaki ekzozomlarin olusturudugu yesil spotlar, tek bir ekzozomdan mi
yoksa bir ekzozom toplulugundan mi geliyor? Konfokal gorintl ile bunu anlamak
imkansizdir. Bunu anlamanin tek yolu ayni drnege, ¢6zunurligl nano-metreninde
altinda olan elektron mikroskobu ile bakmaktir. Nokta seklinde gértlen floresan
sinyallerin, gercekte ne oldugu ancak ultra-detayh yapilari gérintilendiginde morfolojik

detaylari ve boyutlari incelenerek anlasilabilmektedir.
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Sekil 18. izole Edilen Ekzozomlarin Konfokal Mikroskop Gériintiisii (63x). Yesil spotlar CD63
ylzey belirteclerinden isaretlenmis ekzozomlardir. Bu &6rnekte dilisyon orani Y2 dir ve

goruntide ekzozomlarin ¢gok yogun oldugunu goérmekteyiz.

Sekil 19. izole Edilen Ekzozomlarin Konfokal Mikroskop Gériintiisii (40x). Diliisyon orani 2

Eger super c¢ozunurlukli optik mikroskoplara ulagsma sansiniz yok ise,
Ekzozomlarin g¢apinin ¢ok kiglik olmasi ve konfokal mikroskobun ¢ozunUrllk limiti

nedeniyle, ekzozomlari seyrelterek birbirinden ayri disurmek onemlidir.
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Bu sekilde ekzozomlari tek tek olarak gérme sansimizi arttirmis oluruz. Biz de

calismamizda ekzozomlari tek tek dusurebilmek icin farkh dilisyon oranlari kullandik.

Sekil 20. izole Edilen Ekzozomlarin Konfokal Mikroskop Gériintiisi (63x). Burada
ekzozomlarin daha az yogun oldugunu gormekteyiz (dilisyon orani 1/4) . Bu nedenle daha

ayri ayri gorulmektedirler.

Sekil 21. izole Edilen Ekzozomlarin Konfokal Mikroskop Gériintiisti (40x). Diliisyon orani 1/4.
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4.6. Ekzozomlarin Konfokal-TEM Korelasyonu

Ekzozomlar konfokal-TEM korelasyonu igin grid Uzerine fikse edilirler. Grid
Uzerindeki ekzozomlari konfokalde ancak 40x buylUtmede, sulu objektif kullanarak
gorunttlenmistir.  Kullanabilecegimiz maksimum bulylUtmeye sahip objektif 63x
olmasina ragmen, bu objektif yag ile kullanildidi i¢in kullanilamamistir. Cinki ekzozom
gibi kiguk molekulleri TEM de goruntulemek icin kullanilan karbon kapli formvarli bakir
gridler yaglama islemi igin uygun degildir. Bu nedenle gridler ile konfokal gértinttleme
yapmak oldukga zordur.

Konfokal-TEM korelasyonu igin dnce konfokal mikroskop ile gértunttleme yapildi.
Grid uzerindeki ekzozomlar 40x bluyutmede, kullanilan sekonder antikor i¢in uygun
olan FITCH kanalinda goruntilendi. Gorintiler T-PMT dedektéri agik ve kapali olmak
uzere 2 sekilde alindi. Korelasyon yapabilmek igin T-PMT dedektortune ihtiyag vardir.
Bu 1s1k gecirimli dedektor sayesinde, arka planin kismen gorulmesi ile, arka planda
yakalanacak kuguk bir detay ile korelasyon noktalarinin, iki farkli mikroskoptan gelen

goruntu arasinda belirlenmesi daha kolay olmaktadir.

a. T-PMT Dedektor kapal b. T-PMT Dedektor agik

Sekil 22. TEM Gridi Uzerine Fikse Edilen Ekzozomlarin Konfokal Mikroskop Gériintiisii (40x).
(a) ekzozomlarin arka planini siyah olarak gérdigumuz T-PMT dedektorinin kullaniimadigi
goruntl (b) karanlik arka planin ortadan kalktigi T-PMT dedektorintn kullanildigi gérinta.

Konfokalden  mikroskoptan  alinan  goruntuler,  gorUntllerin  alindigi
koordinasyonlar ile Blue Zen programi sayesinde kayit edildikten sonra tutucu Uzerinde
kilitli grid, TEM igin uranil asetat ile kontrastlanarak, iyice kurutulduktan sonra TEM

goérintilemesi igin adaptore yerlestirilir. Oncelikle TEM tutucusu igin kalibrasyon
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yapilir. Daha sonra 6rnek TEM de goruntulenir. Daha sonra ZEN 2 SEM progmanindan
shuttle&find menusu acilarak konfokalde gekilen goruntl programa aktarilir. Konfokal
goruntusu Uzerine tiklanarak TEM goruntusu Uzerinde ayni koordinasyonlara kabaca
ulasilir. Bu agsamadan sonra TEM goruntusu netlestirilerek iki gorantl arasindaki

benzerlikler kegfedilir.

Sekil 23. Konfokal Mikroskop Gérintisiunde Belirlenen Referans Nokta. Kirmizi daire igine

alinmistir.

Bunun igin T-PMT ile gekilmis konfokal goruntistnde referans bir nokta aranir.
Bu iki fotografta da gorebildiginiz herhangi bir kirlilik, PBS ten gelen tuz kristali, fomvar
tabakadaki bir yirtik olabilir. Boyle bir nokta konfokal gértintiide bulundugunda Gzerine
tiklanarak, program sayesinde TEM goruntistinde ayni yere ilerlenir. Daha sonra bu
referans nokta etrafinda, floresan sinyal alinan noktalarin konumlari baz alinarak ayni
noktalar TEM goérintisunde de belirlenir. Bdylece konfokalden alinan floresan sinyaller
dogrultusunda, her bir fotografta 3 adet olmak Uzere toplamda 6 korelasyon noktasi
belirlenir. Korelasyon goruntisunu olugturabilmek i¢in bu noktalarin birbirine ¢ok yakin
olmamasi gerekir. Bu noktalar birlegtirildiginde icinde kalan alanin dar olmamasina
dikkat edilir. Buna dikkat edilmedigi durumda korelasyon basgarili olmayacaktir.

Sekil 23 ve 24’ te konfokal fotografi Gzerinde belirlenen 3 korelasyon noktasini
goruyoruz. Bu noktalarin konumlarini kabaca bulabilmek igin belirledigimiz referans
noktasi olan dikdértgen seklindeki yapi, sari ok ile Konfokal ve TEM goéruntusi

Uzerinde gosterilmistir.
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Sekil 24. Ekzozomlarin TEM Géruntisu. 1,2,3 ile numaralandiriimis bélgeler belirlenen

korelasyon noktalari.

Sekil 25. Ekzozomlarin Konfokal Goérintisu. 1,2,3 ile numaralandiriimig bolgeler

belirlenen korelasyon noktalari.
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Sekil 26. Ekzozomlarin Korelatif Mikroskopi Goruntis

Dogru korelasyon noktalarinin belirlenebilmesi durumunda korelasyon bire bir
ortusecek sekilde basarili olmaktadir. Yanlis noktalarin belirlendigi durumda ise
korelasyon gergeklesmemektedir. Ancak dogru bolgeleri belirlediginizde korelasyon
gOruntisu olusmaktadir. Bu da yanlis yoruma bagli hatalari engellemektedir. Sekil 25’
te konfokalden alinan sinyallerin TEM gorintistndeki ekzozomlar ile bire bir
ortistugunua gormekteyiz. Sekil 26’ da ise bir baska alanda yapilan korelasyon
goruntusunu gorulmektedir. TEM goruntisundeki ¢atlak goruntuleri, formvarli grid’ in

kururken catlamasi ile olugsmaktadir.

Konfokal Mikroskop TEM Korelatif Mikroskopi

Sekil 27. Ekzozomlarin Korelatif Mikroskop Goéruntisu. Konfokal Mikroskop goérintisinde

belirlenen 3 korelasyon noktasinin TEM goruntusu ile korelasyonu gorilmektedir.
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Korelasyon goruntist sayesinde, konfokalde yesil noktalar olarak gorulen
yapilarin, ultra detayli goruntide ekzozom morfolojisi ve boyutunda oldugu
g6zlenmistir. Boylece bu yesil noktalarin ekzozom oldugu ispat edilmistir. Bunu sadece
konfokal ya da TEM goérintisiune bakarak sdylemek korelasyon goértintlist kadar kesin
ve kabul edilir bir sonu¢ olmayacaktir.

4.7.Ekzozomlarin Konfokal — SEM Korelasyonu

Ekzozomlarin Konfokal-SEM korelasyonunun yapilabilmesi i¢in ekzozomlar
cama fikse edilirler. Yesil floresan ile CD63 ylzey belirtecinden isaretlenen
ekzozomlar, dncelikle konfokal mikroskopta goruntulenir. Cama fikse olduklari igin 63x
yagl objektifte rahat¢a goruntulenebilirler. Konfokal gérunttsu alinan ekzozomlar SEM
icin hazirlanir. Bunun icin ornek iyice kurutulur ve altin ile kaplanir. Boylece
ekzozomlarin SEM gorinttsa alinir. Daha sonra shuttle&find mendstnden, konfokal
goruntudeki floresan sinyaller rehber olarak kullanilir. Bdylece oOncelikle, floresan
sinyallerin Uzerine tiklanarak ayni alan SEM goruntusu uzerinde kabaca bulunur. Bu
islemden sonra daha ince ayarlamalara gegilir. Bunun igin yine 2 farkli mikroskop
cesidinden elde edilen goruntuler arasinda, benzer noktalar saptanmaya caligilarak
korelasyon noktalari belirlenir. Noktalar saptanirken hata yapmamak igin 2 gorunttde

olabildigince buyutulerek bu noktalar belirlenir

Sekil 28. Ekzozomlarin SEM Géruntusu (3000x).
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SEM goruntulemesi yapilan ekzozom oOrneklerine baktigimizda, SEM
goruntusunde spesifik ve belirli bir morfolojiye sahip sferik yapilar oldugu gézlemlendi.
Ancak bu yapllar, literatirde tanimlanan 40nm-150nm arasindaki ekzozom c¢apindan
oldukga buyuktu (sekil 27). SEM goéruntileme icin cama fikse edilen ekzozom
orneklerinin, farkli alanlarindan yapilan goruntulemelerde benzer sekilde, bu sferik
yapilarin ortalama ayni g¢apa sahip oldugunu gozlemledik. Bu buyuk sferik yapilar
ortalama 1600-1800 nm ¢apindaydilar. Bununla birlikte, bu patern ilging bir sekilde tim
bu sferik yapilarda ayniydi (sekil 28 ve 29). Bu yapilarin ekzozom olup olmadigini

belirlemek icin korelatif mikroskobik veri aydinlantici olacakti.

Sekil 29. izole Edilen Ekzozomlarin SEM Gériintiisii. (A) 7000x biiyiitme (B) 16.000x blyitme.

Sekil 30. izole Edilen Ekzozomlarin SEM Gériintiisii (16.000x). (A) ve (B) de ekzozom

topluluklarinin ¢api ortalama 1,600 nm olarak él¢uimustar.
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Korelatif Mikroskop goruntlsu igin, konfokal mikroskop goéruntusu ile SEM
goruntusu arasinda korelasyon noktalari belirlendi. Sekil 31" de goruldugu gibi sol
taraftaki SEM goruntistndeki sferik yapilarin konumu ile sag taraftaki Konfokal
mikroskop goéruntlsundeki yesil noktalarin konumu dikkate alinarak ve birbirine olan
uzakliklari géz onunde tutularak, ayni dizilimdeki noktalar belirlendi. Korelasyon

noktalari belirlendiktan sonra korelasyon olustur segcenegi aktiflestirilerek korelasyon

goruntusu olusturuldu.

Sekil 31. SEM (solda) ve Konfokal Mikroskop(sagda) Goriintiisiinde isaretlenen Korelasyon

Noktalari.

Sekil 32. Ekzozomlarin Korelatif Mikroskop Goéruntisi. Bu gérintide sferik yapilarla floresan
sinyallerin tam olarak Ust Ustte 6rtlistuguni gérmekteyiz. SEM goérintusunde tuz kristali altinda
kalan ve secilemeyen, okla isaretlenen sferik yapinin, korelasyon gértnttisiinde floresan sinyal
ile 6rtisup parlamasiyla, ortaya ¢iktigi goérilmektedir.
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Korelasyon goruntusune baktigimizda, floresan sinyaller ile sferik yapilarin bire
bir Ust Uste yerlestigini gorduk. Bu korelasyonun basarili oldugunu gostermekteydi.
Bununla birlikte, bu sonug bize konfokal mikroskop gorintlsinde goérdiguimuz yesil
noktalarin, tek bir ekzozomdan degil bir ekzozom toplulugundan geldigini
gOstermektedir. Bu sonug, konfokalde spesifik antikor isaretleme yapilarak alinan
floresan sinyallerin, SEM goruntusundeki sferik yapilar ile bire bir ortigsmesine
dayanarak ¢ikariimigtir.

Boylece korelatif mikroskop teknigi sayesinde ultra-detayli yapilari gézlemlenen
yaplilari, konfokal mikroskobun sundugu spesifik isaretleme teknigi ile tanimlamig
olduk. Daha sonra cama fikse edilen ekzozom orneklerinin farkli alanlarindan farkh
blayutmeler ile korelatif mikroskobik gorintiler alinmaya devam edilmistir. Sekil 33 ‘ de

bu goruntuler gortlmektedir.

Konfokal Mikroskop

' o
y

Sekil 33. Ekzozomlarin Konfokal-SEM Kombinasyonlu Korelatif Mikroskopi gértntuleri.

Korelatif Mikroskopi
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Bu Konfokal-SEM kombinasyonlu korelatif goruntulerin hepsinde, ekzozomlari
tek tek degil grup halinde gozlemledik. Literature baktigimizda da Hela hicrelerinden
izole edilen ekzozomlarin kime olusturma egiliminde oldugunu gosteren bir kag yayin
oldugunu goérdik (15,57). Fakat bu yayinlarda ekzozom topluluklari sadece SEM ile
goruntilenmisti ve bizim goéruntuledigimiz sekilde, ayni ¢apa sahip ve benzer
morfolojide dedgillerdi.

SEM ile gérintllenen ekzozom topluluklarindan bir tanesine odaklanip buyuterek
morfolojisini inceledigimizde, aciimakta olan bir glile benzedigini farkettik. Ayni sekilde
diger ekzozom topluluklarini inceledigimizde hepsinin benzer morfolojide oldugunu
gozlemledik (Sekil 33).

Sekil 34. Bir Ekzozom Toplulugunun 80.000x Buyutmedeki SEM Goéruntusu
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5. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak ekzozomlarin goéruntilenmesinde daha once kullaniimamis bir

teknik olan Korelatif Mikroskop ile ekzozomlari goéruntiledik. Bu yontem ile
¢6zunurlGglu sinirh olan konfokal mikroskopta, floresan isaretleme ydéntemi ile
goruntulenen noktalarin, TEM ve SEM goruntusunde bu noktalarin ultra-detayl
yapilari ile ortusturtlmesi ile konfokalde goéruntulenen floresan sinyallerin ekzozom
oldugunu gosterdik.

Bu yontem antikor ile spesifik isaretleme ve yuksek ¢ozunurlikte gorintl alma
tekniklerini birlestirerek, konfokalde tek bir nokta gibi gordugumuz yapilarin bazen
birden fazla ekzozomu temsil edebilecegini, ve bazi parlayan noktalarin ise yanlis
sinyal olabilecegini gostermisgtir.

Korelatif mikroskopi ile gorintilemenin, siyah-beyaz EM goéruntilerinde yoruma
dayali hatalari engelledigini ve EM goéruntulerinin yorumlanmasinda hatasiz ve kesin
sonuglar sagladigini deneyimledik.

Ekzozomlari korelatif mikroskopta goruntilemek icin literatiirde bir prosedur
bulunmadigi icin, konfokal ve elektron mikroskobinin temel 6érnek hazirlama kurallarini
takip ederek kendi prosedurimuzu optimize ettik.

Fakat ekzozom gibi 200nm den kuguk yapilar ile calisildiginda, konfokal
mikroskop yerine super ¢ozunurlUkli mikroskoplar ile gorintd almak korelasyon
islemini kolaylastirici bir yaklasim olacaktir. Bdylece floresan sinyal lokalizasyonu en
keskin hatlar ile goruntilenebilecektir (58).

izole ettigimiz ekzozomlarin korelatif mikroskobik géruntileri ile ekzozomlarin
ultra-detayli yapilarini, antikor isaretleme yontemi yardimiyla spesifik olarak belirlemis
olduk. Boylece ilk defa HelLa hicrelerinden izole edilen ekzozomlari korelatif
mikroskopi yontemi ile goruntuledik.

Bu calismanin, vezikuller goruntileme ya da korelatif mikroskopi ile biyolojik
yapilarin goruntilemesi ¢alismalarina 1sik tutarak, vezikuler yapilarin énemli oldugu
tum biyolojik surecglerde, arastima, tani ve tedavi izlemi amaciyla kullanilabilecegini

dusunmekteyiz.
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6. TARTISMA

Gunumuzde ekzozomlari izole etmek igin bir cok metot kullaniimaktadir. Fakat
hala ekzozom izolasyonu igin standart bir metot bulunmamaktadir. Bu nedenle, tercih
edilen yontem biyolojik soruya dayali olarak belirlenmelidir.

Ekzozom izolasyonu icin kullanilan en yaygin yontem, ultrasantrifjdur. Bununla
birlikte, ultrasantrifUjleme ile birlegtiriimis bir dizi diferansiyel santrifij asamasinin
kullaniimasinin en buyuk dezavantaji, EV alt tiplerinin ayrilmasinda etkisiz olmasidir.
Bu nedenle 200nm’ den blyudk molekuilleri elemek igin 0.2 um’ lik filtreler
kullaniimaktadir (56). Her basamakta 6rnek kaybi oldugu icin, galismaya fazla sayida
kilturle baglanmasi gerekmektedir. Ultrasantrifij yontemi,EM gibi direkt vezikullerin
goruldugu caligmalar igin kullanilabilir bir yontem olmasina ragmen indirekt yontemler
icin ¢cok uygun degildir. Bu nedenle ¢ogu calisma ultrasantriflj yonteminin diger
izolasyon teknikleri ile birlestirilip kullanilmasinin daha dogru oldugunu sdylemektedir.
Ozellikle yogunluk gradiyent santifiij yontemi ile kullaniimasi énerilmektedir. Yogunluk
gradiyent santifij yontemi, ekzomomlari ultrasantrifijde sikrozdaki yodunluklarina
gore ayirarak daha spesifik bir izolasyon yapmaktadir. Buna ragmen ¢ok fazla sayida
ornek gerektiren zahmetli ve zaman alici bir ydontemdir. Bir diger yontem ise immun
afiniteye dayali ydntemlerdir. Ekzozom ylzey belirtecleri immuin bilyeler ile
isaretlenerek flow sitometride izole edilirler. Bu yontemde de non-spesifik protein
baglama sorunlari yasanmaktadir.

Ekzomlarin fizyolojik ve patolojik rollerine artan ilgi ile birlikte, cok sayida “Kolay
ve hizli izolasyon prosedurleri” saglayan ticari kitler artik rutin olarak gelistiriimistir ve
kullaniimaktadir. Ticari kitler daha stabil, hizli ve en énemlisi , ¢ok az miktardaki
orneklerden izolsayon yapabilmektedirler. Bu nedenle ekzozomla iligkili hastalik
biyobelirteglerinin tanimlanmasi i¢in ideal bir secenek olarak hizmet ederler. Fakat
bunun yaninda ticari kitlerde diger vezikullerin ve protein komplekslerinin ekzozomlarla
birlikte izolasyonundan muzdariptir. Bu nedenle veriler yorumlanirken hata yapmamak
adina bu gergekler g6z 6nutinde tutulmalidir. Sonug olarak ekzozom izolasyonu igin
henuz altin standart bir yontem bulunmamaktadir (13).

Bir diger problem ise izole edilen ekzozomlarin uygun kosullarda saklanmasidir.
Bir ¢cok calisma izole edilen ekzozomlarin bir hafta i¢cinde kullaniimayacak olmasi

durumunda -80°C’ de saklanmasini O6nermektedir (49). Yapilan c¢alismalarda,
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ekzozomlarin boyutlarinin ve butunlugunun saklama kosullarina bagh oldugu
gosterilmigtir (59) . Ekzozomlarin uzun sure saklanmasi ve Ozellikle de surekli
dondurulup ¢o6zulmesi durumunda ekzozom boyutlarinin, ilk izole edildikleri zamana
gore degistigini gosteren bir gok g¢alismalar bulunmaktadir (60). Biz de ¢alismamizda
-80°C'de PBS icinde saklanan ekzozomlarin zamanla boyutlarinin arttigini
gOzlemledik.

Ekzozomlarin morfoloji ve boyutlari fizyolojik rollerini, dagilimlarini ve dokularda
ki konsantrasyonunu tanimlamak igin kritiktir (60). Bunu belirlemenin en kesin yolu
direkt goruntuleyebilmektedir. Ekzozomlar nano boyutlari nedeni ile optik
mikroskoplarin ¢oézunurlik limitlerinin disinda kaldiklari igin elektron mikroskobu ile
goruntulenirler.

Ekzozomlari gorunttlemek igin rutin olarak kullanilan teknik TEM dir. Bu yontem
ile ekzozomlar morfolojilerine ve buyukluklerine bakilarak tespit edilmektedirler. Fakat
izole edilen vezikllleri karakterize edebilmek icin birden fazla yontemin kullanildigi
teknikler siipheye yer vermeden, daha kesin sonugclar vermektedir. Bunun igin spesifik
isaretlemeler yapilabilen sistemlerle, ultra ¢ozunurlige sahip elektron mikroskoplarini
kombine etmek oldukga ileri duzeyde goruntileme yapabilmek anlamina gelmektedir.
Su an bu teknolojiyi korelatif mikroskoplar saglamaktadir.

Biz calismamizda ekzozomlari Korelatif mikroskopi ile goérintilemek igin
Konfokal-TEM ve SEM olmak uzere 2 farkh kombinasyon kullandik. Konfokal-TEM
korelasyonu ise sinirliklari gok daha fazla olan bir yontemdir.

TEM de ekzozomlar goruntuleyebilmek igin, karbon kapli-formvarl grid
kullaniimasi gerekmektedir. Formvarli grid konfokal goérintilemede bir ¢ok sorun teskil
etmektedir. Clnkl konfokal géruntileme igin uygun bir zemin degildir. Konfokal
goruntileme icin genelde cam gibi seffaf ve diiz zeminler kullanilir. Formvar tabaka ise
cam gibi stabil ve seffaf degildir. Cam kadar seffaf olmamasi, gorintileme sirasinda
goruntt arka planinda kirli bir goérantl olusmasina neden olmaktadir. Ekzozom gibi
kUguk yapilari goruntulediginiz de bu daha buyuk bir sorun teskil etmektedir. Bir diger
dezavantaji stabil olmamasidir yani esnektir. Konfokal gériintileme sirasinda, ¢ok ince
bir tabaka olan formvar, lazerin isisi ile zarar goérerek catlayabilmekte ya da
yirtilabilmektedir. Bu goruntilediginiz alanin kaybina sebep olmaktadir. Bu da 6rnek

kaybi ve dolayisiyla zaman kaybi demektir. Bunun disinda formvar yirtilmasa bile
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elektron mikroskobu igin kurutulurken, gerginlesmekte ya da catlamaktadir. Bunun
sonucunda konfokalde goruntu aldiginiz alanlarin koordinasyonlari bir parca
degismektedir. Bu da korelasyon asamasinda, goruntuleri ortustirme sirasinda ciddi
zorluklar olusturmaktadir.

Grid kullanmanin bir diger dezavantaji ise yagli objektif ile kullanilamamasidir.
Ekzozomlar oldukga kuguk yapilar oldugu igin genellikle 63x blyutmede
goruntilenmektedirler. Bizim kullandigimiz Zeiss LSM-880 Konfokal mikroskobun 63x
objektifi yad ile kullanilan bir objektif oldugu icin cam disindaki malzemelerde
kullanilmasi zordur. Bizim sistemimizde 6rnek cam Uzerinde degil, grid Uzerinde
tutucuya Kkilitli bir sekilde sabitlenmistir. Bu nedenle sulu yada yagh objektif
kullanildiginda, bunlar gridin objektife bakan kismina uygulanmaktadir. Yani direk
gridin kendisine uygulanirlar. Bu islemde, gride uygulamak zor oldugu gibi, eger yagdli
objektif kullaniliyorsa, sonrasinda TEM e tasinacak grid ten yagin uzaklastirilmasi da
imkansizdir. Bu nedenle 63x buyitme TEM korelasyonu igin bu ¢alismada
kullanilamamistir. Bu islem 40x buyltmede sulu objektif ile yapilmistir. Bu objektif ile
calismak icin de suyu gridin objektife bakan kismina uygulamak gerekmektedir. Cam
kadar duzgun bir zemine uygulanmadidi icin ve bir sure sonra formvar tabaka
tarafindan su emildigi igin objektif ile grid arasinda bosluklar kalmaktadir bu da géruntu
kalitesini dugurmektedir. Ayrica goruntuleme sirasinda islatilan grid, lazerin isisi ile
birlikte kurumaya baslamaktadir. Bu kuruma ile birlikte formvar tabaka catlamakta ve
gOrintl kalitesini dustrmektedir. Goruntlleme islemi bitene kadar gridi i1slatma iglemi
devam etmektedir. Tekrarlayan islatma ve kuruma islemleri, gorintileme kalitesini
negatif yonde etkilemektedir. Bu nedenle CLEM igin cam Uzerinde ¢alismak grid ile
calismaktan ¢ok daha kolay ve érnege en az zarar veren sistemdir (58). Sonug olarak
tutucu sistemi ile grid Uzerinde yapilan TEM korelasyonunun gelistiriimeye ihtiyaci
vardir (35).

Korelatif Mikroskopi icin 6rnek hazirlamanin bir diger zorlugu fikse edilen 6rnegin,
optik mikroskoplarda, bizim calismamizda konfokal mikroskopta, gorintl alabilmek
icin kapatma medyumu ile kapatilmasi yani kurumamasi gerekmektedir. Fakat bu
goruntileme siteminde 6rnekler tutucu icine kilitli oldugu igin Ustu kapatilamamaktadir.
Zaten EM goruntilemede, elektronlar 6rnedin igcinden gecgecedi igin Uzerinin agik

olmasi gerekmektedir. Bu nedenle konfokal goruntuleme sirasinda 6rnek Uzerine bir
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damla PBS ya da ultra-saf su damlatilarak 6rnegin kurumasi engellenmek zorundadir.
Fakat ornek Uzeri tamamen kapatilamadidi igin goruntilemenin basinda alinan
goéruntlu ile sonunda alinan goéruntideki floresan sinyal kalitesi ayni olmamaktadir.
Zamanla floresan sinyalin kalitesi dismektedir. Bu nedenle olabildigince hizli gorinti
almak gerekmektedir.

Batin bu sayilan nedenler dogrultusunda, biz bu calismada konfokal-SEM
korelasyonunun, konfokal-TEM korelasyonundan daha uygulanabilir oldugunu
deneyimledik.

Yaptigimiz gcalismada, konfokal-SEM korelasyonunda HelLa hicrelerinden izole
edilen ekzozomlarin SEM goruntusunde, tek tek olarak degil bir kime halinde
bulunduklarini gozlemledik. Niel ve arkadaglari 2018 de yaptiklari calismada, HelLa
hicreleri ve Epstein-Barr virisi (EBV) ile enfekte edilmis B hicrelerinin,
ekzozomlarinin SEM goruntusunde topluluk halinde oldugunu gostermiglerdir (15).

Wu ve arkadaslari ise B16F0 ve SKBR3 hucrelerinden izole edilen ekzozomlarin
tek tek degil kimeler halinde oldugunu go6zlemlemislerdir. SEM gérintisinde
membranlarindan ¢ok siki bir gekilde tutunduklarini hatta nerdeyse tamamen
birlesikmis gibi gorunduklerini rapor etmiglerdir. Bu kimelesme olayinin, 6rnek
hazirlamala sureci ile iligkili olamayacagini, bunun dogal bir slre¢ oldugunu
belirtmiglerdir. Cunkd SEM ile goruntilenen, apoptotik ve nekrotik cisimler gibi diger
vezikullerde bu kimelesme gozlemlenmemigstir. Bu nedenle bu kimelegsmenin dogal
bir stire¢ oldugunu rapor etmislerdir. Ozellikle SEM gorintilemede gériinmesinin
nedeni ise SEM 0Ornek hazirlama prosedurunian, TEM icin 6rnek hazirlama
prosedurunden daha az basamak igermesi bu nedenle, dogal ekzozom kiimelesmesini
bozmadigi dusunulmektedir. Ekzozomlarin bu kumelesme olayi, ekzozom
karakterizasyonu igin kullanilan indirekt yontemleri olumsuz etkilemektedir. Isik
sacgllmasi baz alinarak sollsyon igindeki ekzozom c¢aplarinin dlguldigu dinamik 1sik
sacllma yontemi buna ornektir (60).

James ve arkadaglar ise ekzozomlarin birbirine tetherin denilen protein ile
tutundugu gostermislerdir. Bu tutunmanin ve sonucunda kimelesmenin, ekzozomlarin
hedef hicre membranindan topluca alinmasini kolaylastirmak icin oldugu
dusundimektedir (61).
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Biz de galismamizda ekzozomlari SEM goruntisunde tek tek degil kimeler
halinde gozlemledik. Fakat literatirdeki ¢calismalardan farkli olarak, goruntuledigimiz
ekzozom kumelerinin hepsinin benzer c¢aplarda (1600-1800nm) ve morfolojide
oldugunu gdzlemledik. Ekzozomlarinin kiime olusturma fenomeninin aydinliga

kavusturulmasi icin daha fazla calismaya gerek oldugunu digunmekteyiz.
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