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OZET

KEMIK iLiGi KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE
EKSOZOMLARININ YARA IYILESMESI UZERINE OLAN ETKIiSi

MALKOC, Simge
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Emel Oykii CETIN UYANIKGIL
Subat 2023, 61 sayfa

Her yi1l milyonlarca insan, bir enfeksiyonun eslik ettigi iyilesmeyen bir yara, anormal yara
1z1 veya yaralanmalardan muzdariptir. Bu vakalar i¢in bilim adamlari, en umut verici
olanlardan birisinin hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler) oldugu yeni terapotik miidahalelere
yonelmektedirler. Dogal olarak EV tabanli sinyallesme, dort yara iyilesme fazlari olan
hemostaz, iltithaplanma, proliferasyon ve yeniden sekillenmenin her basamaginda yararl
etkileri goriilmiistiir. Yara iyilesme asamasinit modiile etmek i¢in eksozomlarin rolii birgok
calisma ile desteklenmistir. Bu tez kapsaminda hiicre kiiltiiriinde in vitro olarak gogaltilan
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinden (BMSC) ultrasantrifiijleme yoluyla izole edilen
hiicre dis1 vezikiil olarak bilinen eksozomlarin rolii in vitro yara iyilesme deneyi yapilarak
gosterilmistir.  Farkli stres kosullar1 uygulanarak hazirlanan eksozomlarin yara
iyilestirmesindeki hizlar1 kiyaslanmistir. Sonug olarak LPS ve hipoksi ile kosullandirilan
eksozomlarin, kontrol ve indiiklenmemis grupta edilen eksozomlara gore yara

kapanmasinda daha basarili oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Yara, BMSC, Eksozom



ABSTRACT

EFFECT OF BONE MARROW TISSUE DERIVED MESENCHYMAL
STEM CELL EXOSOMES ON WOUND HEALING

MALKOC, Simge

MSc in Biomedical Technologies

Supervisor: Prof. Dr. Emel Oykii CETIN UYANIKGIL

February 2023, 61 pages

Every year, millions of people suffer from a non-healing wound, abnormal scar or injury
accompanied by an infection. For these cases, scientists are turning to new therapeutic
interventions, of which one of the most promising is extracellular vesicles (EVS).
Naturally, EV-based signaling has shown beneficial effects at each step of the four wound
healing phases: hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling. The role of
exosomes to modulate the wound healing phase has been supported by many studies. In
this thesis, the role of exosomes, known as extracellular vesicles, isolated by
ultracentrifugation from BMSCs grown in vitro in cell culture, in wound healing has been
demonstrated by scratch experiment. The wound healing rates of exosomes prepared by
applying different stress conditions were compared. As a result, it was observed that
exosomes conditioned with LPS and hypoxia were more successful in wound closure than

exosomes in the control and uninduced groups.

Keywords: Wound, BMSC, Exosome
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Ulu Onder Mustafa Kemal Atatiirk’iin “’Biitiin iimidim gencliktedir’> sdziiyle
kendime giivendim ve bilimin 1s18inda yiiriiyerek her zaman aragtirmacit olmaya gayret
gosterdim. Ege Universitesi’nde lisans dénemlerinde 6grendiklerimi bir iist seviyeye
tasimaya karar verip yiiksek lisansa basladim. Yiiksek lisansimda ilgimi ¢eken konulara
yoneldim. Yara iyilesmesinde geleneksel yontemlerden ziyade yenilik¢i yontemlere dikkat

¢cekmek istedim.
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1.GIRIS

Deri dokusu, patojenlere ve mekanik strese karsi koruyucu bariyer etkisi, viicut
termoregiilasyonu ve ayrica dokunma, basing, titresim ve agri1 hissi gibi bir¢ok temel
fonksiyona sahip olan insan viicudunun en biiyiik organidir (Li et al., 2021). Yara, travma
sonucu deri ya da mukozanin biitiinliigiiniin bozulmasi yara olarak tanimlanir (Ha et al.,
2020).
Yara iyilesmesi, plastik cerrahide veya diyabetik ayak iilserleri, epidermolizis biilloza gibi
diger patolojik durumlarda 6nemli bir tibbi sorundur (Tottoli et al., 2020). Kronik yaralar,
hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkiler ve ayn1 zamanda agriy1, stresi ve depresyonu
artirarak belirgin hasta morbiditesine neden olmaktadir (Eaglstein et al., 1997). Mevcut yara
bakimi standartlari; enflamasyonun azalmasi, ardindan iyilesme siirecinin hizlanmasi ve
ortadan kaldirilmasini vurgulamaktadir. Bu tiir terapdtik modaliteler esas olarak pahali, zaman
alict ve verimsizdir. Ayrica, kronik yaralarin ¢ogu konvansiyonel tedavilere karsi 6nemli
direng gosterir ve bu stratejiler yara izini diizeltemez (Yager et al., 1999).
Mezenkimal stromal hiicreler (MSC'ler), derideki yaray: iyilestirmek igin etkili bir yontem
olarak gelistirilmistir. Ayirt edici yetkinligine ek olarak, MSC'nin dogal yara iyilesme
fizyolojisindeki nihai roliiyle birlikte hizli ¢ogalmasi, diisiik immiinojenisite gibi diger
ozellikleri, onlara rasyonel, giivenli ve ayn1 zamanda etkili bir terap6tik yaklasim sunmaktadir
(Zou et al., 2012). Aslinda MSC'ler, graniilasyon dokusu olusumu ile birlikte keratinosit
hiicresi gog¢iinii, anjiyogenezi, yeniden epitelizasyonu tesvik ederek yaranin daha hizl
kapanmasina yol acar. Ilging bir sekilde, rejeneratif, ancak fibrotik olmayan, yara iyilestirme
ortamin1 desteklerler. MSC'ler terapétik etkilerini biiyiik dl¢iide ¢ok sayida hiicre tipi ilizerinde
ve hemostazdan yeniden sekillenmeye kadar tiim yara iyilesme fazlari arasinda gesitli
eylemler yoluyla ortaya ¢ikarmaktadir (Hocking et al.,, n.d.). MSC'lerden tiiretilen
eksozomlar, ana hiicreler gibi biyolojik rolleri ifade etmekte ve boylece igeriklerini
cevreleyen hiicrelere yeniden yerlestirmenin bir sonucu olarak doku rejenerasyonunu
desteklemektedir (Rani et al., 2015). Zorlu klinik deneyler, MSC bazli tedavilerin giivenli,
uygulanabilir ve etkili oldugunu sdylemektedir, bu deneyler sinirli 6rneklem biiyiikligii ve
uzun stireli takip eksikligi nedeniyle yetersizdir.
Caplar1 30-150 nm araliginda olan hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler) bir tiirii olarak eksozomlar;
lipitler, proteinler, haberci RNA (mRNA'lar), transfer RNA (tRNA), uzun kodlamayan
RNA'lar (IncRNA'lar) igeren gesitli biyoaktif molekiilleri ¢evrelemektedir (Jeppesen et al.,
1



n.d.). Baz1 genel molekiillere ek olarak, kokenlerini yansitan 6zel doku tipine 6zgii proteinler
de icerirler. Olgiilebilir bir diizeyde, eksozom sekresyonu, bagisiklik hiicreleri, timor
hiicreleri ve ayrica MSC'ler gibi cesitli hiicre tiplerinden giiclii bir sekilde dogrulanmistir
(Hassanzadeh et al., 2021). MSC'den tiiretilen eksozomlar, mRNA'lari, miRNA'lari,
sitokinleri ve biiyiime faktorlerini igermektedir (Rajan et al., 2017). Artan kanitlar, MSC'den
tiretilen eksozomlarin, ana MSC'lere gore Onemli yararlar1 olan alternatif bir hiicresiz
yaklasimi1 Ornekleyebilecegini, daha da Onemlisi, daha diisilk immiinojenisite ile birlikte
timor olusumu riskinin azaldigini1 6nermektedir (Moghadasi et al., 2021).

Bu tez kapsaminda farkli stres kosullar1 altinda indiiklenen BMSC kaynakli eksozomlarin

yara iyilesmesi iizerinde etkisini gostermek amaclanmaktadir.

2.GENEL BILGILER
2.1 Yara Iyilesmesi

Insan viicudunun en biiyiik organi olan deri, viicudun i¢ ve dis ortami arasindaki dengeyi
saglar. Derinin normal anatomik yapist ve fonksiyonel biitlinliigli bozuldugunda, viicudun
kendi koruma mekanizmas: altinda yara iyilesmesi ile ilgili bir dizi fizyolojik ve patolojik
onarim mekanizmasi devreye girmektedir. Iyilesme, karmasik ve dinamik bir hiicresel sinyal
yanitidir ve temel olarak Ortligen bazi agamalardan olusan bir tiir biyolojik ve molekiiler
aktivitedir: hemostaz, inflamatuar, proliferatif, migrasyon ve doku onarimini saglamak icin

yeniden sekillenme (Qiu et al., 2020).

Hemostaz ltihaplanma Cogalma Yeniden Modelleme

<

Fibroblast Lenfosit Keratinosit Kollajen  Makrofaj ~ Sitokin Fibrin Trombosit ~Kirmizikan Bakteri Myofibrobast
Fibril hicresi

Sekil 1. Yara iyilesme siireci (Bian et al., 2022)
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Deri hasarini takiben, iyilesmenin birincil basamagi olan hemostaz hemen harekete gecerek
kanamay1 durdurmaktadir. Trombositler ile kolajen arasindaki arayiizler, trombosit
aktivasyonuna yol agmakta ve boylece agregasyonlarini desteklemektedir (Zhu et al., 2018).
Son olarak, trombosit kiimeleri, trombin tarafindan bir pihtiya doniiserek biiyiik olgiide bir
fibrin aginin olusumuna katkida bulunmaktadir. Yara iyilesmesinin ikinci asamasi olan
inflamatuar asama, yeni doku olusumu i¢in yara yatagini sunarak, bozulan bakterilerin ve
kalintilarin yok edilmesine odaklanir (Ellis et al., 2018). Enfeksiyonu azaltan nétrofillerin ve
makrofajlarin aktivasyonuna baglhdir (Tottoli et al., 2020). Yara onariminin proliferatif
asamast, yaranin doldurulmasini, miyofibroblast fonksiyonlar1 araciligiyla yara kenarlarinin
daralmasin1 ve ayrica epitelizasyon olarak adlandirilan yaranin Ortiilmesini igermektedir
(Ansell et al., 2011). Bu arada, taze graniilasyon dokusuna yeterli oksijen ve besin saglamak
icin yeni bir kan damart kompleksinin olusturulmasi kritik oneme sahiptir. Yeniden
modelleme fazinda inflamatuar fazin yavas ¢6ziilmesi, kolajen birikimi ve yara yerinin
tamamen taze dokularla kaplanmasi ve son olarak skar dokusunun olusumu tamamlanir.
Yapili doku yavas yavas giic ve esneklik kazanir. Kolajen tip III'ten tip I'e yeniden sekillenir

ve yara tamamen kapanir (Young et al., n.d.).

2.2 Eksozom Biyogenezi

Multivezikiiler cisimler (MVB'ler) ve ge¢ endozomlar, spesifik proteinleri, lipitleri ve
sitozolik bilesenleri tutan intraliiminal vezikiiller (ILV'ler) agisindan zengin, 6zellesmis
endozomal bolmelerin bir alt kiimesidir. Salgilanan ILV'ler eksozom haline gelir. ILV'ler,
endozomal membranlarin i¢ce dogru tomurcuklanmasiyla tretilmektedir (Pan et al., 1983).
MVB!'ler, hiicre iskeleti ve mikrotiibiil ag1 yoluyla plazma zarina tasinir ve hiicre yiizeyi ile
flizyon sonrasi ekzositoza ugrar. Bu sayede ILV'ler eksozomlar olarak salgilamaktadir
(Colombo et al., 2014). Diger MVB'ler, ya lizozomlarla dogrudan fiizyonla ya da
otofagozomlarla fiizyonla ve ardindan lizozomlarla bir bozunma yolunu takip etmektedir.
MVB!'ler heterojen bir popiilasyondur. Salgilayici ve pargalayict MVB yolaklarinin farkli olup
olmadig1 spekiilasyonlar1 devam etmektedir. Bazi belirli isaretlerin veya kargolarin bu yollari
etkileyip etkilemedigi de bilinmemektedir. Bugiine kadar, eksozom biyogenezinde yer alan
¢oklu mekanizmalar tanimlanmistir. ESCRT mekanizmasi, SNARE proteinleri ve bunlarin
salgilanmasinda 6nemli rol oynayan RAB GTPazlar gibi efektorleri ile bu siirecte dnemli bir
rol oynamaktadir (Mashouri et al., 2019). Ayrica, tetraspaninlere ve lipitlere dayanan

mekanizmalarin 6nemi biiyliktiir. Eksozom olusumu ve saliminin dinamiklerini anlamamiza



yardimc1 olmustur. ILV biyogenezi ve salgilanmasi, esas olarak, MVB'lerde vezikiil
tomurcuklanmasint ve kargo smiflandirmasini saglayan ve bes c¢ekirdekli ESCRT
kompleksine dayanan, zarin yeniden modellenmesi i¢in gerekli olan sitoplazmik ¢ok alt
birimli bir sistem olan ESCRT kompleksi tarafindan yiiriitilmektedir: ESCRT-0, -I, -11 , -1lI
ve Vps4 (Schmidt et al., 2012)
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Sekil 2.Eksozom biyogenezinin ve bilesiminin sematik gosterimi (Wei et al., 2021).

2.3 Eksozom

Hiicre dis1 vezikiiller (EV'ler), hiicreler tarafindan aktif olarak salinan ve hiicreden hiicreye
iletisime aracilik etmede Onemli bir rol oynayan, zarla sinirhi vezikiillerin heterojen bir
grubudur. Boyut ve hiicre alt1 orijine gore hiicre dis1 vezikiiller; eksozomlar, mikrovezikiiller
ve apoptotik cisimler olarak {i¢ alt popiilasyona ayrilmaktadir (Lu & Huang, 2020).
Eksozomlar, 30-150 nm ¢apa sahiptir. Mikrovezikiiller (50 ila 1000 nm), dinlenme kosullari

altinda veya ATP ve sitozolik kalsiyum seviyelerindeki degisiklikler gibi spesifik uyaranlara
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yanit olarak plazma zarindan disa dogru tomurcuklanmadan kaynaklanmaktadir. Hiicre dist
vezikiillerin en biiyiikk ve en heterojen popiilasyonu, hiicreler programlanmis oOliime
ugradiginda hiicre pargalanmasiyla iiretilen apoptotik cisimlerdir (50-5000 nm) (Lu & Huang,
2020).

Eksozom salgilanmasi dogal olarak meydana gelmektedir. Hiicresel stres ve aktivasyon
sinyalleri ilgili siiregleri modiile edebilmektedir. Eksozomlar tiim hiicre tipleri tarafindan
salgilanir ve plazma, idrar, meni, tlikiiriikk, brons sivisi, beyin-omurilik sivisi, anne siiti,
serum, amniyotik sivi, eklem sivisi, gézyasi, lenf, safra ve mide asidinde bulunmaktadir (He
etal., 2018).

Cesitli EV'ler arasindaki birincil farkin, kargo iceriklerini ve islevlerini belirleyen 6zel
biyogenez modu oldugu diistiniillmektedir (Tkach & Théry, 2016). Eksozomal olmayan
EV'ler, plazma zarlarinin dogrudan tomurcuklanmasindan kaynaklanirken, eksozomlar,
endozomlarin MVB'lere i¢e dogru tomurcuklanmasindan kaynaklanmaktadir. Oradan, bazi
MVB!'ler, bozunma ve geri donilisiim i¢in lizozomal bdlmeye yoOnlendirilirken, digerleri,
hiicrelerin diginda viicut sivilarina eksozomlar olarak salgilanacak ILV'ler olusturmaktadir.
Bu islem sirasinda, lipitler, proteinler ve niikleik asitler bi¢imindeki ana hiicre bilgisi,
eksozomlara paketlenmektedir ve bu da daha sonra alic1 hiicrelerin islevlerini, hiicreye alim
yaparken manipiile edebilmektedir. Bu nedenle eksozomlarin igerigi, mensei hiicreye 6zeldir.
Ana hiicre sinyallerinin hiicreden hiicreye dogrudan temas olmaksizin komsu hiicrelere
iletilmesine izin vermektedir. Ana hiicreden bagimsiz olarak, eksozomlar, belirli
tetraspaninler (CD9, CD63 ve CD81), 1s1 soku proteinleri (Hsp 60, Hsp 70 ve Hsp 90),
biyogenez ile ilgili proteinler (Alix ve TSG 101), zar tasima ve fiizyon proteinleri (GTPazlar,
anneksinler ve Rab proteinleri), niikleik asitler (mMRNA, miRNA ve uzun kodlamayan
RNA'lar ve DNA'lar) ve lipitler (kolesterol ve seramid) gibi ortak 6zellikleri paylagsmaktadir.
Eksozomlarin bu benzersiz 0Ozellikleri teshis ve tedavilerde yenilikler i¢in firsatlar
saglamaktadir (Kalluri, 2016).

Bir hiicre gibi, eksozom zar1 da sinyal molekiilleri ve yiizey antijenleri bakimindan zengindir
ve bildirildigine gore hem proteinleri hem de genetik materyalleri icermektedir, ancak
cekirdek veya mitokondri gibi herhangi bir organel icermez. Eksozomlarin yogunlugu 1,1-
1,18 g/ml'dir. Endozomal orijini ile uyumlu olarak, eksozom membrani, lipid yapis1 i¢in tipik
olan Kkolesterol, sfingomiyelin ve seramidten zengindir. Genel olarak, tim eksozomlar,
tetraspaninler gibi ortak bir protein grubunu paylasirlar, ancak ayni zamanda hiicre
kaynaginin kokenini ve patofizyolojik durumlarmi yansitan o6zel proteinler de igerirler.

Exocarta'ya gore, eksozomlarda en yaygin olarak bulunan 25 protein HSPAS, CDO9,
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gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), ACTB, CD63, CD81, ANXAZ2, enolaz 1
(ENO1), HSP90AA1, EEF1Al, PKM2, YWHAE, SDCBP, PDCD6IP, ALB, YWHAZ,
EEF2, ACTG1, LDHA, HSP90AB1, ALDOA, MSN, ANXAD5, fosfogliserat kinaz 1 (PGK1)

ve CFL1 (http://exocarta.org/exosome_markers).

2.4 Mezenkimal Kok Hiicre Kaynakh Eksozom

Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler), rejeneratif tip alaninda en yaygin olarak kullanilan kok
hiicrelerdir. Popiilerliklerinin baslica nedenleri, hayvan modellerinde birgok hastaliga karsi
yaygin olarak bildirilen terapdtik etkinlik, kemik iligi gibi birgok yetigkin dokusundan ve
gbbek kordonu gibi tibbi atik dokulardan kolay erisilebilirlik, biiyiik ex vivo genisleme
kapasitesi ayricalikli bir statiidiir. Bu, MSC'leri allojenik transplantasyona uygun hale getirir
(Toh et al., 2018).

Eksozomlarim MSC'lerin genis kapsamli terapdtik etkinligine aracilik ettigi kesfi, canli hiicre
bazli bir MSC tedavisini canli olmayan bir MSC terapétikine radikal bir sekilde dontistiirdiigi
icin canli replikatif hiicrelerin kullanimiyla ilgili bir¢ok zorlugu ortadan kaldirir. Cesitli
calismalarda belgelendigi gibi (Bartolucci et al., 2017), MSC tedavileri genellikle giivenli
kabul edilirken, nispeten biiyiikk canli MSC'lerin kullanimi, mikrovaskiilerde tikaniklik
(Furlani et al., 2009), nakledilen hiicrelerin uygun olmayan hiicre tiplerine veya kansere
dontigsmesi gibi dogal riskler tagir (Jeong et al., 2011). MSC'lerin kondrositlere ve osteositlere
farklilasma kapasitesi, bazi hayvan ¢aligmalarinda bildirildigi gibi, dokularda ektopik
ossifikasyon ve/veya kalsifikasyon ile ilgili uzun vadeli giivenlik endiselerini de giindeme
getirmistir (Breitbach et al., 2007). Operasyonel olarak, hiicre bazli MSC terapdtiklerinin
tiretimi, hiicre canlilig1, potens ve transformasyonun iiretim siirecinde, depolamada ve hastaya
verilmesinin izlenmesi ve stirdiiriilmesi gibi siire¢lerde 6nemli zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir.
Biiylik canli hiicrelerin aksine, nano boyutlu, canli olmayan eksozomlar mikro damarlari
tikamaz, uygun olmayan hiicre tiplerine doniismez veya tedavinin kesilmesinden sonra kalic1
greftler olarak kalmaz (Chen et al., 2011) Sonug olarak, MSC eksozom bazli terapoétik, hiicre
bazlt MSC terapoétiklerinden potansiyel olarak daha gilivenli, daha ucuz ve daha etkili bir
tedavi yontemi olabilir.

En Onemlisi, eksozomlarda paketlenmis biyoaktif varliklar, hiicreler arasinda transfer
edilebilmektedir. Boylece alict hiicrelerin fenotipinde bir degisiklige yol agmaktadir (Vader et
al., 2016). Bu nedenle, eksozomlar, hiicreler arasinda kisa ve uzun mesafeli iletisimlerin

biyolojik olarak kararli bir bigimini olusturarak ¢oklu fizyolojik ve patolojik siireclerde kilit



bir rol oynamaktadir (Salehi et al., 2018). Son yirmi yilda, eksozomlar teshis ve tedavi amagl
olarak yogun ilgi ¢ekmistir. Eksozomlarin igeriginin hem saglikli goniilliilerin hem de farkli
hastaliklar1 olan hastalarin fizyopatolojik durumunu yansittigi dogrulanmistir. Bu nedenle,
eksozomlar, hastaliklarin ilerlemesini izlemek i¢in biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir.
Eksozomlarda taginan biyoaktif molekiillerin viicuttaki bir konumdan digerine islevsel olarak
aktarilabileceginin kesfi, eksozomlarin potansiyel terapdtikleri ve ilag dagitim araglari olarak
kullanilmas:  fikrini  desteklemektedir. Sentetik nanopartikiillerle karsilastirildiginda,
eksozomlar istenen birka¢ 6zelligi kapsamaktadir: RNA'lari, DNA'lar1 ve proteinleri tasimaya
yonelik yetenek, otolog tiirevli eksozomlar kullanildiginda bagisiklik toleransi, viicut
stvilarinda istenen stabilite, lireten hiicrelerin dogal hedefleme 6zelligi ve kan beyin bariyeri
(BBB) gibi biyolojik bariyerleri asma yetenegi (Morad et al., 2019). Dogal bilesim nedeniyle,
hastalarin hiicrelerinden toplanan eksozomlarin, sentetik nanopartikiillerden daha az
immiinojenik ve daha uyumlu oldugu bildirilmektedir. Eksozom membrani, ilaglar
mononiikleer fagosit sistemi (MPS) tarafindan hizli eliminasyondan korumak igin bir
“goriinmezlik pelerini” gorevi gorebilir (Clayton et al., 2003). Ote yandan, eksozomlarin
kiigiik bir ¢ap1 vardir ve bu da, dolagan monositlerle azaltilmis fagositoz, tiimoér damarlarindan
ekstravazasyon yetenegi, tiimor dokularina pasif birikim ve biyolojik bariyerler arasinda artan
gecirgenlik dahil olmak iizere ilag dagitimi icin faydalar saglar (Haney et al., 2015). Ek
olarak, eksozomlar, iiretici hiicrelerin zar proteinlerinin topolojisini korur, bdylece
progenitorlerin igsel hedefleme 6zelliklerine sahiptir. Son olarak, eksozomlar, eksozomlar ve
alict hiicreler arasinda dogrudan zar fiizyonunu destekleyebilen spesifik lipitler ve zar
proteinleri (yani CD9) igermektedir. Bu giris modu, endozomal-lizozomal yolu biiyiik 6lgiide
atlamakta, boylece eksozom yiiklerinin dogrudan sitozolik girigine izin vermektedir (Lu &
Huang, 2020).

2.5 Eksozom izolasyon Yéntemleri

Eksozomlar, son derece karmasik viicut sivilar1 yoluyla dagitilan nano boyutlu hiicre disi
keseciklerdir. Cesitli numune kaynaklarina uyan tek bir yontem uygulanabilir olmadigindan,
eksozomlarmm farkli fizyokimyasal ve biyokimyasal ozelliklerinden yararlanmak igin
caligmalar yapilmistir. Ultrasantrifiijleme, ultrafiltrasyon, immiinoafinite yakalama, yiik
notrlestirmeye dayali polimer ¢okeltme, boyut dislama kromatografisi ve mikroakiskan
teknikleri dahil olmak {izere benzersiz avantaj ve dezavantajlariyla birlikte alt1 sinif eksozom

ayirma stratejisi rapor edilmistir (Yang et al., 2020).
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Tablo 1. Eksozom izolasyon Yontemleri (Yang et al., 2020).

Izolasyon Yontemi

Prensip

Avantajlar

Dezavantajlar

Diferansiyel Farkli yogunluga ve | * Diisiik maliyetli * Yiiksek ekipman
ultrasantrifiijleme boyuta sahip * Ekstra izolasyon gereksinimi
parcaciklar, reaktifleri ile diisiik * Zaman alic1
merkezkag kuvveti kontaminasyon riski | ¢ Yogun emek
altinda farkli tortu * Biiyiik hacimli * Yiiksek hizl
hiz1 gosterir. hazirliklar i¢in uygun | santrifiijleme nedeniyle
potansiyel mekanik hasar
*Protein toplanmast
* Kiiciik hacimli teshis
icin uygun degildir
*Diisiik taginabilirlik

- Hucreler - :gjﬁ"gn % gl;i(:gltg:lk s

?2, ‘. ! : =.‘. ! 3 ! o | Kabtae:‘ksozomlar

'..f. % e - — groegaﬂar.

:.; 10 Sakika J 10 dmika |00 10 dakika u S0 s s ﬁg}%ﬁg\zﬁmlﬂ
Gradyan Yogun bir ortamda » Uriinlerin yiiksek * Daha diisiik hacimli
ultrasantrifiijleme santrifiijlemeden saflikta olmasi islenebilirlik

sonra, tlipteki * Eksozomlarn alt * Yiiksek ekipman
nesneler benzer popiilasyonunun gereksinimi
yogunluga sahip ayrilmasina izin * Zaman tlikeniyor
ortamin konumunda | verilmesi * Yogun Emek
kalabilir. * Yiiksek hizl
santrifiijleme nedeniyle
potansiyel mekanik hasar
* Kiigiik hacimli teshis
icin uygun degil
* Diisiik tagmabilirlik
A . B
Eksozomlar ve
5% A3 10% I Mikrovezikiller
Kaba
21% eksozomiar Eksozomlar ve Eksozomiar
35% IS Mikroveziklller &
100,000g 100,000g i o
45% 10 dakika 10 dakika Mikrovezikiller
Protein 90%
0% kimesi




Ultrafiltrasyon

Tanimlanmig boyut
dislama limiti veya
molekiiler agirlik
derecesine ile filtre
membrani kullanma

* Diisiik ekipman
maliyeti

* Hizli prosediir

« Iyi tagmabilirlik

* Orta derecede saflik

» Kesme geriliminin
neden oldugu potansiyel
bozulma

* Tikanma ve membran
sikigsmasi nedeniyle olasi
kayip

A B /“l 1000nm 500 kD MWCO 200 nm
‘ /_‘ ] Biyolojik /
! ik / tokroler sivi
gil\yiOIO"k" :pwcre‘arnklan 200nm cre artiklari u
" B ,“‘Eksozomlar 20nm
::I\ :"' Protein '
Boyut dislama | Gozenekli * Yiiksek saflik * Nispeten yiiksek cihaz
kromatografisi malzemelere * Hizli hazirlik maliyetleri
eklendikten sonra, * Eksozomlarin dogal | ¢ Eksozom
bliylik parcaciklar biyolojik zenginlestirme igin ek
daha once ayrilacak | aktivitelerini koruma | yontem gerekli
sekilde partikiil yetenegi
boyutlarina gére « Iyi tekrarlanabilirlik
ayristiritlan maddeler | « Hem kiigiik hem de
biiytik numune
kapasitesi
potansiyeli;
* Her tlir numuneyi
isleyebilir
A Once Sonra B @
s ) AL
as i ' N\ -9 : A »
. < @ N 7 Sl
B o v
Ba al‘ill-miur rcack v
—_— e y pa ‘Pa P
A
/ . \ <
v e >
D o,
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Polimer Cokeltmesi Yiiksek hidrofilik su | * Kullanim1 kolay * Protein agregatlarmin,
igermeyen * Siradan ekipman diger hiicre dis1
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polimerler,
eksozomlarin
cOziiniirligiini
degistirebilir

kullanmak

*Hem kiiciik hem de
biiylik numune hacmi
icin uygun

* Yiiksek verim

vezikiillerin ve polimerik
kirleticilerin
kontaminasyonlari

* Uzatilmis islem siiresi

» Karmasik temizleme
adimlar gerektirir

* Asag1 yonlii analiz ve
nicelemeyi etkiler

Hidrofilik polimer

S

Biyosivida Eksozom

** Eksozom
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—

Distik hizda santrifij
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Immiinoafinite yakalama

* Spesifik orijinli
eksozomlar1 ayirmak
icin uygundur;

* Yiiksek saflikta
eksozomlar

* Kullanim1 kolay

* Kimyasal kirlenme

yok

* Yiiksek maliyetli
antikorlar;

* Exosome belirtecleri
optimize edilmelidir

* Diisiik islem hacmi ve
verimler

* Eksozom eliisyonu i¢in
ekstra adim, dogal
eksozom yapisina zarar
verebilir
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olmak tizere farkli * Tasnabilir
prensiplere dayali * Teshis ile kolayca

otomatik ve entegre
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 GEREC

Tablo 2.Malzemeler ve Cihazlar

Hiicre Kiiltiirii

Sarf Malzemeler

T25 kiiltiir kabi1 (707003 Nest), T75 kiiltiir kab1 (708003 Nest),
T175 kiiltiir kab1 (709003 Nest), Minimum essential medium o
(MEM a), Fetal sigir serumu (FBS) (10270106 Thermo), 2.0
mM L-glutamine (25030081 Gibco), Penisilin-streptomisin
(PS-B Capricorn), Fosfat tamponlu salin (PBS) (311010 Nest),
Tripsin-EDTA (TRY-3B Capricorn), Tripan mavisi, G6zenek
boyutu 0.22 um olan bir siringa filtresi (321015 Nest), 5 mL
Serolojik Pipet, Steril (326001 Nest), 10 mL Serological
Pipette, Steril (326003 Nest), 25 mL Serological Pipette, Steril
(326004 Nest), Dimetil siilfoksit (DMSO) (D 12345
Invitrogen)

Cihazlar

Ters Mikroskop (Olympus, CKX41), Derin Dondurucular (-80
0 C),(Eppendorf Company, Model U410-86), Derin
Dondurucular (-20 0 C), Buzdolab1 (2 adet) Altus AL 366,
CO; Inkiibatér (Binder ve Eppendorf), Sinif II Laminar Hava
Akis Kabini (ESCO), Su banyosu (Niive, BM 402), Santrifij
(Eppendorf Centrifuge, 5804R), Vorteks (Dragonlab, MX-F),
Tri gaz inkiibatorii(New Brunswick Galaxy,170R)

Eksozom izolasyonu

Sarf Malzemeler

Cihazlar

Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R)
Yiksek devirli santrifiij (Beckman Coulter, Avanti J-E ve
Optima L-100 XP)

Eksozom Karakterizasyonu

Sarf Malzemeler

BCA kit (Thermo Fisher Scientific), CD63/MLAL Poliklonal
Antikor, 100ul (Bioss-USA, BS-1523R), CD9/MRP-1
Polyclonal Antibody, 100ul (Bioss-USA, BS-2489R),
Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L), 2.0 ml
(Jackson Immuno Research, 111-035-003), Santrifiij Tipii
(Beckman Coulter), 4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu: 1.5
M Tris/HCI (Sigma, T5941), % 0.4 SDS

(Sigma, L4390), pH 8.8, 4X SDS-PAGE depolama jel
tamponu: 0.5 M Tris/HCI (Sigma, T5941), % 0.4 SDS
(Sigma, L4390), pH 6.8

Cihazlar Poliakrilamid jel yiiriitme aparati (C.B.S. Scientific, MGV-202
ve Biorad), Western blot transfer aparati (C.B.S. Scientific,
EBX-700), DLS partikiil analizi (Particulate Systems), SEM
goriintiileme cihazi Thermo Fischer Scientific Apreo S.

Yara Modeli

Sarf Malzemeler

6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasi (Nest)
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3.2 YONTEM

3.2.1 Hiicre kiiltiirii

In vitro ¢aligmada, daha 6ncesinde tez kapsaminda ¢alisma igin planlamig ve temin ettigimiz
ve stokta yedegi olmayan adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre hattinin, laboratuvarda
bulunan hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan inkiibatoriin arizasi sebebiyle bir bagka tip kok hiicre
olan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (BMSC) kuullanilmistir, Hiicrelerinin
canliliklarini saglikli sekilde devam ettirebilmeleri ve gogalmalari i¢in gerekli besin icerikleri
icin optimal kosullar saglanmistir.

Besi yeri olarak kullanilan Minimum essential medium o (MEM a) igerisine %10 oraninda
fetal sigir serumu (FBS) ve %1 oraninda penisilin-streptomisin eklenerek hazirlanan kiiltiir
besiyerinden 5 ml eklenip pipetaj yapilarak 25cm? “lik kiiltiir kabimna ekimi yapildi. Hiicreler
37°C, %5 CO2 ve nemli ortamda kiiltiire edildi. 48 saat sonra besiyeri degistirilerek yiizen 6li
hiicreler ve hiicresel atiklar fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanarak uzaklastirildi. Haftada
iki kez besiyeri degisimi tekrarlandi. Flaskin tabani yaklasik %70- 80 oraninda hiicreler ile
kaplandiginda tripsin-EDTA islemiyle yapisan hiicreler kaldirilip yeniden kiiltire edildi ve bu
ilk pasaj olarak degerlendirildi. Hiicre kiiltiirii islemlerinin sonunda 3. pasaja kadar gelmis

hiicrelere kosullandirma uygulanarak diger adimlara ge¢ildi.

3.2.1.1 Altkiiltiirleme/ Pasajlama

BMSC’lerin birlesme derecesinin degerlendirilmesi, 100X biiylitme kullanilarak bir ters
mikroskobu altinda her iki ila ii¢ giinde bir gergeklestirildi. Kiiltiirler yaklasik %70- 80
oraninda birlestiginde, kullanilmis ortam atildi1 ve taze 37°C’ye 1sitilmis ortamla degistirildi.
Kiiltirler >%70- 80 birlesik oldugunda, hiicre biiyiimesini siirdiirmek igin pasajlandi.
Kullanilmig besi ortam atildi ve hiicre tabakasi PBS ile yikandi. PBS, hiicrelerinin hiicre
katmanini1 yikamak i¢in kullanildi. % 0.25 Tripsin/EDTA sise yiizey alanmin 25 cm?si bagina
1.0 mL kullanild1 ve sise 2—10 dakika siireyle 37°C'lik inkiibatore geri dondiiriildii. Kaldirilan
hiicreler, 37°C’ye 1sitilmis taze besi ortamda yeniden siispanse edildi; Hiicreleri yeniden
siispanse etmek icin kullanilan minimum hacim ortam, en azindan baslangicta kullanilan
tripsin / EDTA hacmine esittir. Bu, ortamda tripsin / EDTA'y1 etkin bir sekilde etkisiz hale
gelir. Gerekli sayida hiicre, onceden 1sitilmis tam ortam igeren yeni bir siseye aktarildi.

Hiicreler 37°C inkiibatoriine geri dondiiriilmiistiir.
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3.2.1.2 Hiicre konsantrasyonu tayini

Yapisan hiicreler, 3.2.1.1°de anlatildig1 gibi tripsin / EDTA kullanilarak siispansiyon haline
getirildi. Hiicre siispansiyonu, santrifiijiinde 4°C 1300 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij
edilerek konsantre edildi ve hiicre pelleti, daha kiigiik bir hacimde yeniden siispanse edildi.
Alikotlanan hiicre siispansiyonu hacmi kadar 1:1 tripan mavisi ile 3 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. 10-15 PL hiicre siispansiyonu ¢ikarildi ve bir hemositometreye yiiklendi. 5 X 5
kare i¢indeki hiicreler, 100X biiyilitme kullanilarak bir (Olympus, CKX41) invert mikroskop
altinda sayildi. Hiicre sayiminin dogrulugunu artirmak i¢cin minimum 100 hiicre sayildi. En az
iic sayim kaydedildi. Hiicre konsantrasyonu, ii¢ hiicre sayisinin ortalamasi aliarak ve 10* ile

carpilarak 1.0 mL hiicre slispansiyonunda bulunan hiicre sayisi elde edilerek hesaplanmaistir.

3.2.1.3 Hiicrelerin muhafazasi

Tripsin/EDTA eklenerek kaldirilan hiicreler, 4°C 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijleme
sonrasinda hiicreler tiip basma 1x10%ml hiicre olacak sekilde sayildi ve bu sayma islemi
sonrasinda %90 FBS ve %10 DMSO igeren dondurma soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriilerek
kriyotiiplere koyuldu. Ardindan igleri doldurulmus olan kriyotiipler -80°C’deki buzdolabinda

saklandi.

3.2.1.4 Eksozom igermeyen besiyeri i¢in fetal sigir serumu temizligi

Eksozomlar, hiicre kiiltiirii ortaminin siipernatanlarindan toplandi. Tiim eksozom aragtirma
deneyleri icin hiicreler, eksozom icermeyen ortamda kiiltiirlendi. Bu adimda, FBS'nin sigir
eksozomlarindan temizlenmesi saglandi. Bu, gece boyunca 4°C'de ultrasantrifiij kullanilarak
FBS'nin 120.000 g'de ultrasantrifiijlenmesiyle sagland1 (Eldh et al., 2012). 18 saat boyunca
120.000g’de santrifiij edildi Yaklasik 1 cm yukaridan, eksozomu temizlenmis FBS, dikkatlice
enjektore alindi (Schwartz et al., 2017). Temizlemenin ardindan ortam, gézenek boyutu 0.22
um (Thermo Fisher Scientific) olan bir siringa filtresinden gegirilerek sterilize edildi.

Temizlenmis FBS, hiicrelerin kosullandirilmasi esnasinda kullanildi.
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Sekil 3. Fetal Bovine Serum (FBS)’in eksozomlarindan uzaklastirilmasi islemi

3.2.2 Eksozom Izolasyonu

3.2.2.1 Hiicrelerin kosullandirilmasi

BMSC hiicrelerinden eksozom izolasyonu igin hiicreler T75 hiicre kiiltiir kaplarna ekildi.
Hiicreler hiicre kiiltiir kabinin % 70’ini kapladiktan sonra mevcut besiyeri alinarak yerine FBS
icermeyen besiyeri eklendi. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan fetal sigir serumu yiiksek oranda
eksozom igerdiginden capraz kontaminasyonunun Onlenmesi amactyla hiicreler serumsuz
besiyerinde iki gece inkiibe edildi. Hiicreler, serumsuz kiiltiir ortaminda indiiklenmemis grup,
hipoksi ve LPS altinda 48 saat daha kiiltiirlendi. Iki gece serum eksozomlarindan ari FBS ile
hazirlanan besiyerinde kiiltiire edildikten sonra besiyeri toplandi.

Indiiklenmemis grup higbir stres kosullandirmasina tabi tutulmadan izole edilen eksozomlar1

ifade etmektedir.
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Sekil 4. Eksozom salgilanmasini artirmak i¢in kurulan deneyin islem basamaklarinin gésterilmesi. (A)
Deney boyunca ¢ogaltmis oldugumuz BMSC hiicrelerinin 10X mikroskop goriintiisii.

1=

Hipoksi tedavisi, bir 1i¢ gazli inkiibatérii kullanilarak gergeklestirildi. OKksijen
konsantrasyonu,% 5 CO> ve dengelenmis nitrojenden olusan bir artik gaz karisimi ile % 5'te
tutuldu (Han et al., 2019). Deney setimizde % 5 CO2 % 5 O; gaz karisimi igeren tri gaz
inkiibatorii (New Brunswick Galaxy,170R) kullanilda.
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Sekil 5. Hipoksi inkiibatoriinde hiicrelerin inkiibasyonunun gosterilmesi

Lps kosullandirmasi igin optimizasyon ¢aligmasi gergeklestirildi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kabina
Optimum LPS konsantrasyonun belirlenmesi igin sirasiyla 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml

denemeleri yapilmistir. Optimum doz 100 ng/ml seg¢ilmistir.

Sekil 6. Hiicrelere uygulanan LPS’nin farkli konsantrasyonlari
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3.2.2.2 Ultrasantrifiijleme

110000 g
75 dakika

—_—e

L

110000 g
75 dakika

300 g
. 15 dakika

B

iy

\ Eksozom
Kosullandinimig \ \ \

Ortam Hucreler Hicre Apoptik
Artiklan Cisimier

Sekil 7. Eksozom izolasyonu i¢in yapilan yiiksek devirli santrifiijleme basamaklart..

Toplanan hiicre kiiltlirii stipernatani, santriflij tiiplerine boliindii ve 4 ° C'de diferansiyal
santrifiijlemeye tabi tutuldu. Ornekler 15 dakika siireyle 300 g'de santrifiijlenir ve siipernatant
toplanir ve daha sonra ilave 6rnekler, 15 dakika daha 2.000 g'de santrifiijlendi. Daha sonra
slipernatant tekrar toplanir ve geri kalan 6rnekler 40 dakika 10.000 g'de santrifiijlenir. Her bir
numuneden alinan siipernatant, hiicreleri ve hiicre kalintilarini uzaklagtirmak igin 0.22 pm'lik
bir filtreden siiziildi. Orijinal ¢ozelti kalir. Cozeltiyi resiispanse etmek ve dengelemek igin
PBS eklendi. Daha sonra bu numuneler, baska bir 75 dakika boyunca 110.000 g'de tekrar
santrifiijlenir. Son olarak, siipernatant tamamen atildi ve pellet, 1 ml PBS icinde yeniden
stispanse edildi (Cheng et al., 2019).

Hiicreler, eksozom konsantrasyonunun, ekstrakte edildikleri hiicre sayisiyla iligskilendirmek
icin bir hemositometre kullanilarak sayildi. EKsozom peletleri, PBS iginde yeniden siispanse

edilir ve -80 ° C'de saklanda.

3.2.3 Eksozom Karakterizasyonu

3.2.3.1 Bikinkoninik asit testi (BCA) kullanilarak 6rnek protein konsantrasyonu tayini
Eksozom protein ekstraksiyonunu takiben, lizatlar bikinkoninik asit (BCA) test kiti (Thermo
Fisher Scientific) kullanilarak 6lgiildii; 0-2000 pg / mL BSA (kitte saglanan ampul ) 1X RIPA
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tamponu kullanilarak yapilmistir. Caligsma reaktifi, 50 kistm BCA reaktifi A ve bir kisim BCA
reaktifi B kullanilarak yapildi.

Lizatlardaki protein miktarini 8lgmek icin BCA &l¢iim kiti kullanilmistir. Oncelikle eppendorf
tiiplere 149 pl RIPA modifiye tamponu ardindan 1 pl protein lizat1 6rnegi eklendi. Ornekler
ve kor i¢in BCA Kkitinde olan her numune basma 75 pl A, 75 ul B ve 3 ul BSA olacak sekilde
toplam karisim hazirlandi. Hazirlanan BCA ¢alisma reaktifi vorteks edilerek &rneklerin
bulundugu tiiplere her 6rnek igin 150 pl eklendi. K6r numune igin sadece 150 pl RIPA
eklendi. Tipler vorteks edilip, kisa santrifiijden sonra 60°C’de 1sitict blokta 1 saat inkiibe
edildi.  inkiibasyon sonrasinda  &rneklerin  oda  sicakhigina  gelmesi  beklendi.
Spektrofotometrede 562 nm’de numunelerin absorbanslart 6lgiildii. Elde edilen absorbans
degerleri protein standart egrisine gore hesaplanarak protein miktarlar1 pg /ul olarak

belirlendi.

3.2.3.2 Western Blotting
Proteinlerin SDS-PAGE ile Ayrilmasi

Camlar sirasiyla su-etanol-izopropanol ile silindi. Cergceve ve jel kaset tutucusu monte edildi.
Hazirlanan jel kasetine %15 yiizdede ayirma jelleri dokiildd. Jelin diizgiin bir sekilde
donabilmesi i¢in {izerine izopropanol dokildi. Jel daha sonra 15-20 dakika
katilagmaya/donmaya birakildi. Donan ayirma jelinin iizerindeki izopropanol bir pegete
yardimiyla uzaklastirildi ve depolama jeli dokiilerek tarak yerlestirildi. Kullanimdan 6nce
gerekli hacimde 4xyiikleme tamponu igerisine %10 oraninda B-merkaptoetanol eklendi ve
karistirildi. Protein lizatlarindan her Ornekten 30 ng-50 pg miktarlarina karsilik gelen
hacimler yeni tiiplere 6rnekler koyuldu. Su ile esit hacme tamamlandi ve 4x yiikleme tamponu
ilave edildi. Hazirlanan protein &rnekleri 95°C’de 5 dakika disiilfiir baglar1 denatiire edildi.
Protein numuneleri jele yiiklenmeden 6nce 5 dakika buz iizerinde sogutuldu ve kisa santrifiij
yapildi. Kuyucuklara yiiklenen ornekler ve bir molekiiler agirlik cetveli (Precision Plus
ProteinTM Standartlari, Opti protein marker, G252) ile birlikte eklendi. Uygun voltajda (80
V) ve siirede (3-4 saat) yuritiildi. Jel boyunca negatif yiiklii proteinlerin jelden anoda dogru

gd¢ etmesi saglandi.
Tablo 3. Ayirma Jeli Bilesenleri (Smith, 2003)

Ayirma Jeli (10ml) %6 %8 %10 %12 %15
dH20 (ml) 54 4.7 4.1 3.4 2.4
%30 Akrilamid karigimi1 2.0 2.7 3.3 4 5
4X Ayirma jeli tamponu 2.5 2.5 25 25 2.5
%10 APS (ml) 0.15 0.15 ]0.15 0.15 0.15
TEMED (ml) 0.01 0.01 |0.01 0.01 0.01
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Tablo 4. Depolama Jeli Bilesenleri (Smith, 2003)

Depolama Jeli (ml) 10 5 2,5

dH,O (ml) 57 2,85 | 1,425

%30 Akrilamid karisimi 1,7 0,85 0,425

4X Depolama jeli tamponu 2,5 1,25 | 0,625

%10 APS (ml) 0,1 0,05 | 0,025

TEMED (ml) 0,010 | 0,005 | 0,005
Membrana transfer

Metanol icerisine PVDF membran daldirildi. Siinger, Whatman kagidi, proteinlerin yiiriidiigii
jel, PVDF membran, Whatman kagidi ve siinger ard arda gelecek sekilde Western-blot
transfer kasetine yerlestirilmek {izere transfer ornegi hazirlandi. Transfer kaseti, transfer
tankina yerlestirilerek gece boyu +4 °C’de 90 mA’de transfere birakildi.

Primer Antikor ile Isaretleme

TBS-T igerisinde transfer tankindan c¢ikarilan membran 2 kez c¢alkalandi. TBS-T’de
hazirlanan %35 yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Bloklama isleminin
ardindan membran TBS-T ile 2 defa ¢alkalandi. EKSozomlara 6zel birincil antikorlar, CD63,
CD9 ile gece boyunca inkiibe edildi. Birincil antikor, blokaj tamponu ile 1: 1000 oraninda
seyreltildi. Kullanim oran1 belirlenmis primer antikorlar, % 0,5 siit tozu ya da % 5 BSA igeren
TBS-T’de hazirlandi. Membran gece boyu kalmak suretiyle primer antikor soliisyonu i¢inde
+4°C’de yavasca ¢alkalanarak inkiibe edildi. Membran 2 kez calkalandi, 1 kez 15 dakika ve 3
kez 5 dakika TBS-T adimlariyla yikama islemlerine tabi tutuldu.

Sekonder Antikor ile Isaretleme

1/5.000 veya 1/10.000 olarak optimize edilen horsedish peroksidazi (HRP)- bagli tavsan
sekonder antikoru % 0,5 siit tozu igeren TBS-T iginde hazirlandi. Sekonder antikor
soliisyonuna atilan membran, oda sicakliginda 1 saat yavasga galkalanarak inkiibe edildi.
Membran 2 kez ¢alkalama, 1 kez 15 dakika ve 3 kez 5 dakika TBS-T adimlariyla yikama
islemlerine tabi tutuldu.

Bantlar1 Gériintiileme Islemi

Isik gormeyen odada membran iizerine hazirlanan ECL-plus kiti soliisyonu (B:A

soliisyonu 1:40 oraninda membran biiytikliigline uygun hacimde hazirlandi)

dokiildii ve 5 dakika inkiibe edildi. Kasetin i¢inde iki asetat kagidi1 arasina konulmus membran

tizerine film yerlestirilerek farkli siirelerde pozlama gergeklestirildi. Filmin goriintiilenmesi

20



icin swrastyla 2 dakika developer ve 5 dakika fikser soliisyonundan gecirilme islemleri

uygulandi.

3.2.3.3 Eksozom orneklerinin taramali elektron mikroskobu

Gridlerin hazirlanmasi

3 farkli yontem denenerek numune hazirlandi.

Ik olarak Charoenviriyakul ve ark. liyofilizasyonla eksozomlarin 6zelliklerini -80°C 'de
saklananlarla  karsilastirdiklarinda  eksozomlarin  daha  stabil  kaldiklar1  goriildii
(Charoenviriyakul et al., 2018). PBS igerisinde numune Ornegi %3 trehalozlu
olarakhazirlandi. Cam lamel {zerinde hazirlanan eksozom Ornegi liyofilizasyonla
hazirladiktan sonra SEM goriintiileme islemlerine gegildi.

Ikinci yéntemde herhangi bir kimyasal kullanmadan PBS igerisindeki eksozom resiispanse
edildikten sonra aliiminyum folyo tizerine konuldu. Oda sicakliginda PBS’in u¢gmasi saglandi.
Ardindan ertesi giin SEM goriintiileme islemlerine gecildi.

Son yontemde, ilk olarak lamel alti kuyulu hiicre kabinin i¢ine yerlestirildi. Daha sonra PBS
icindeki eksozomlar, lamelin distiine konuldu ve oda sicakliginda 30-45 dakika ¢okmeye
birakildi. Bundan sonra fazla PBS, bir filtre kagidi ile emildi. Daha sonra lamelin iizerine 0.5
mL gluteraldehit, 9.5 mL 0,1 M sodyum kakodilat ¢ozeltisi igerisine eklenerek tampon A
hazirlanmis oldu. Ornekler tampon A’ da 30 dk bekletildi. Tampon A cekildikten sonra
Tampon B olarak, %7 siikroz iceren 1 M sodyum kakodilat ¢ozeltisi koyulur ve 30 dk
bekletildi. Tampon B ¢ekildikten sonra 1 M sodyum kakodilat i¢inde %2 osmiyum tetroksit
igeren Tampon C eklenir ve 30 dk bekletildi. Lamele, soguk PBS ile ii¢ kez, her seferinde 15
dakika siireyle yikanarak her yikamadan sonra PBS, filtre kagidi ile alindi. Lamel daha sonra
gradyan yiizdesi (% 30,% 40,% 50,% 60,% 70,% 90 ve % 100) etanol ile her seferinde 15
dakika siireyle bir dizi dehidrasyon asamasina tabi tutuldu. Fazla etanol, filtre kagidi ile
emildi. Bundan sonra 20ul HMDS (hekzametildisilazan) ¢6zeltisi 15 dakika inkiibe edilir.
Daha sonra alt1 kuyulu hiicre kabi, oda sicakliginda gece boyunca g¢eker ocak igerisinde
kurumaya birakildi. Ertesi giin eksozom numunesi elektron mikroskopisine tabi tutuldu.
Numunelerin Kaplanmasi

Kaplama cihazinda (Leica EM ACE600, Almanya), argon gazi ve kiigiik bir elektrik alani
kullanilmaktadir. Vakum igerisindeki kiigiik odaya numune yerlestirildi. Elektriksel alan
yardimiyla argon atomlarindan elektron uzaklastirilarak iyon haline getirildi. Sonrasinda

negatif yiiklii bir altin-paladyum folyo parcasina iyonlar gekildi. Ar iyonlari, bir kumlama
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makinesinden ¢ikan kum tanesi gibi hareket eder ve folyo ylizeyinden altin atomlarini
vurmaktadir. Bu altin atomlari numune yilizeyine yerlesmis ve %80 Au ve %20 Pd oranlarini
iceren kaplama elde edilmistir. Hedef plaka ile 7 nm kalinliginda yiizey kaplama islemi
yapilmistir.

Goriintiileme

Tim numuneler daha sonra Thermo Fischer Scientific Apreo S elektron mikroskobu

kullanilarak 50K ila 100K biiyiitmeler i¢inde gorsellestirildi.

3.2.3.4 Dinamik 1s1k sagilimi ile eksozom boyutunun belirlenmesi ve miktarinin belirlenmesi
Eksozom peletleri 50 pL PBS i¢inde yeniden siispanse edilir ve 100'de 1 oraninda seyreltildi.
Her yakalamadan 6nce otomatik enjeksiyon igin bir siringa pompasi kullanilir. Eksozom
boyutu ve konsantrasyonu, Nanoplus cihazi ile (Particulate Systems) belirlendi. Her numune
tic tekrar olacak sekilde, kaydedildi. Eksozomlarin sayisi, Ortalama ¢ap (nm),

konsantrasyonlari hesapladi. Ortalamanin standart hatasi tiim veriler i¢in hesaplandi.

3.2.4 In vitro yara iyilesmesi / hiicre hareketliligi analizi

Yara iyilesmesini 6 kuyulu hiicre kiiltiirii kabinda fibroblast hiicreleriyle gosterildi. Besi yeri
olarak kullanilan Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) igerisine %10 oraninda fetal
sigir serumu (FBS) ve %1 oraninda penisilin-streptomisin  eklenerek besi ortami
hazirlanmigtir. Serum, 3.2.1.4 bagliginda yer alan eksozom temizligi basamagindan gegirildi.
WI38 fibroblast hiicre hatt1, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabinda optimal bir konsantrasyonda
ekildi. Plakalar, her veri toplama noktasinda kuyunun ayni alaninin goriintiilendiginden emin
olmak i¢in plakanin mikroskop {lizerinde hizalanmasini saglamak icin altta {i¢ yatay ¢izgi ile
isaretlendi. Hiicreler 48 saat siireyle 37 © C'de% 5 COz'de tutuldu. Bu siire zarfinda hiicreler
cogalir ve %100 birlesmeye ulasti, yani her bir kuyunun alt yiizeyi {izerinde bir hiicre tabakasi
olustu. Bir P200 pipet ucu kullanilarak her hiicre tipinin ii¢ kuyucugunun ortasindaki diiz bir
cizgide bir ¢izik yapildi. Yiizen hiicreleri iceren ortam dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve hiicre
tek tabakasi, ¢izigin kenarlarini yumusatmak i¢in 1.0 mL onceden 1sitilmis ortam ile yikandi.
Her oyuk, 2.0 mL 6nceden 1sitilmis ortam ile dolduruldu. 0. saatte 0,5 pg/ml eksozom olacak
sekilde DMEM ile birlikte hiicre kiiltliriine eklendi. Cizik boyunca her nokta 4X biiyiitme
kullanilarak bir ters mikroskop altinda fotograflandi. Fibroblast arasindaki mesafeler (um)
cellSens goriintiileme programiyla hesaplandi. Hiicreler 37 © C'de, % 5 CO2'de inkiibe edildi.
Cizik yapildiktan 24 saat sonra cekilen son fotograf ile aksi belirtilmedik¢e 24 saatte bir
fotograf ¢ekildi.
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4. BULGULAR

Ultrasantrifiijleme metoduyla elde edilen eksozomlarin karakterizasyon ve vyara

tyilesmesindeki sonuglar1 gosterildi.

>

Kaba eksozomlar

Apoptik (protein agregatlar,
cisimler Virusler ve
mikrovezikuller dahil

Hiicreler  Hucre
artiklari

Sekil 8. Santrifiijleme adimlarindan sirasiyla elde edilen pelletlerin gésterimi
4.1 Eksozom Karakterizasyon sonuglari

4.1.1 Western Blot ile Eksozomal Antikor Tespiti
Eksozoma 6zgii antikor analizi yapilarak CD63’{in tespiti yapildi. CD63/MLAL poliklonal
antikoru (Bioss, USA) i¢in verilen bilgilerde 63 kDa ile 48 kDa arasinda yer aldigi

belirtilmistir. Yapilan western blot analizinde ~60 Kda agirliginda bant elde edilmistir.
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Sekil 9. Western Blot ile CD63 antikorunun igaretlenmesi.

4.1.2 Taramali Elektron Mikroskobu ile Eksozom Gorsellestirme
Eksozomlarin boyutu kii¢iik oldugundan, standart bir 151k mikroskobu kullanilarak
gorsellestirilmeleri imkansizdir, bu nedenle eksozomlari SEM kullanarak gorsellestirilmistir.

Beklenen boyut araligindaki eksozomlar tanimlanmaistir.
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Sekil 10. SEM ile eksozom goriintiilenmesi. (A) Trehaloz ile liyofilize edilen numune gériintiisii..
(B)Direkt PBS ile resiispanse edilen numune goriintiisii. (C) HMDS gibi ¢esitli kimyasallarla hazirlanan
numune goruntisu.
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4.1.3 Dinamik Isik Sagilim1 ile Eksozom Boyutu Belirleme
Western Blotting ile numune protein tanimlamasina ve SEM ile gorsellestirmeye ek olarak,
eksozomlar ayrica DLS ile karakterize edildi.
Grafiklerde eksozom caplarina karsilik eksozomlarin hacim, yogunluk ve sayi ile dagilimi
belirtildi. 3 ayr1 renk (kirmizi, mavi, siyah) ile belirtilen egriler, ayn1 numunenin 3 tekrar

okumasini temsil etmektedir.
Not: Grafik okumalarda D (%10) ile belirtilen durumda, numunede %10°’u belirtilen gaptan

daha kiigiik, D (%50) numunede %50’si belirtilen ¢aptan daha kii¢iik, D (%90) numunede
%90’si belirtilen ¢aptan daha kiigiik olarak ifade edildi. Cap eksozom ¢ap1 ile karakterizedir.
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8

Duameter{nm)

Sekil 11.DLS ile Eksozom hacim dagilimi.
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Tablo 5. DLS ile eksozom hacim dagilim1

Ortalama
Eksozom  Numunesi | Kiimulatif (nm) D
Tekrar Sayisi Cap (nm) | PDI D (10%) | D (50%) | (90%)
Cap (nm)_1 350.0 0.224 110.6 60.2 87.0 169.4
Cap(hm) 2 347.9 0.239 108.9 59.2 86.5 165.8
Cap (nm)_3 362.4 0.242 134.1 78.7 108.4 197.5
Ortalama; 353.4 0.235 117.9 66.0 94.0 177.6
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Sekil 12.DLS ile eksozom sayist dagilimu




Tablo 6.DLS ile eksozom sayist dagilimi

Eksozom Ortalama
Numunesi Tekrar | Kiimiilatif (nm)
Sayisi cap (nm) PDI D (10%) | D (50%) | D (90%)
Cap (nm) 1 350.0 0.224 76.1 55.3 67.0 96.4
Cap (nm) 2 347.9 0.239 75.3 55.1 66.1 96.0
Cap (nm) 3 362.4 0.242 98.2 71.7 87.9 122.7
Ortalama: 353.4 0.235 83.2 60.7 73.7 105.0
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Sekil 13.DLS ile eksozom yogunlugunun belirlenmesi
Tablo 7..DLS ile eksozom yogunlugunun belirlenmesi
Eksozom Numunesi | Kiimiilatif Ortalama D D
Tekrar Sayisi Cap (nm) | PDI (nm) D (10%) | (50%) (90%)
Cap(hm) 1 350.0 0.224 482.0 109.3 324.8 1020.0
Cap(hm)_2 347.9 0.239 561.8 108.6 318.7 1275.5
Cap(nm)_3 362.4 0.242 605.2 111.5 324.8 1408.8
average : 3534 0.235 549.7 109.8 322.8 1234.7
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0. Saat

48. Saat 24. Saat

72. Saat

4.2 In vitro yara iyilesmesi / hiicre hareketliligi analizi sonuclar:

Kontrol Grubu

Indiiklenmemis Grup

Hipoksi Grubu

LPS Grup

Tablo 8. In vitro yara iyilesmesi / hiicre hareketliligi deneyinde yara iyilesme (%) oranlarmin gésterimi

Sekil 14 .Kontrol grubu, indiiklenmemis grup, hipoksi grubu, LPS grubunun in vitro yara iyilesmesi
deneyinde fibroblast gé¢iiniin 0, 24, 48,72. saatlerinde karsilastirilmasi.

Grup | Kontrol Grubu Indiiklenmemis Hipoksi Grubu LPS Grubu
Grup
Siire | Ortalama | Yara Ortalama | Yara Ortalama | Yara Ortalama | Yara
(Sa) (pm) Iyilesme (nm) iyilesme (nm) iyilesme (%) (nm) iyilesme
(%) (%) (%)
0 805,098 713,754 720,000 759,298
24 733,940 | 8,838% | 624,26 12,538% | 527,719 | 26,706% 452,632 | 40,388%
48 630,194 | 14,135% | 520,596 | 16,606% | 327,998 | 37,846% 225,928 | 50,086%
72 495,762 | 21,332% | 384,368 | 26,168% | 107,240 | 67,305% 0,000 100,000%
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Sekil 15. In vitro yara iyilesmesi / hiicre hareketliligi analizi sonuglarinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 16. In vitro yara iyilesmesi deneyinde yara arasi uzakliklarin gosterilmesi (um).
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In vitro yara deneyinde kontrol grubunda fibroblastlara higbir eksozom tedavisi
uygulanmayan grubu ifade etmektedir. Indiiklenmemis grup hicbir stres ile
kosullandirilmadan elde edilen eksozomlarin fibroblast iizerindeki etkisinin gosterildigi
gruptur. Ardindan sirasiyla LPS ve hipoksi ile stres altinda kosullandirilan eksozomlarin
fibroblast iizerinde yara iyilesmesi tizerindeki etkisi karsilastirilmistir. Fibroblastlar aras1 yara
mesafesi kisaldikca yara iyilesmesi dogru orantili olmustur.

Iyilesme oranlar1 sirasiyla kontrol grubunda 21,332%, indiiklenmemis grupta 26,168%,
hipoksi grubunda 67,305%, Lps grubunda 100,000% olarak hesaplanmustir.

In vitro yara deneyinde sirasiyla LPS ile kosullandirilan hiicreler ardindan hipoksi ile
kosullandirilan hiicrelerin eksozomlari,kontrol ve indiiklenmemis olan grubuna nazaran daha

hizli yara iyilesmesi elde edildi.
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5. TARTISMA

Hiicrelerden cesitli ekstraseliiler vezikiil (EV) tiirlerinin salgilanmasi lizerine ¢alismalar son
20 yilda giderek artmustir. Ilk calismalar, eksozomlar1, istenmeyen hiicresel bilesenlerin
atilmast icin basit bir arag¢ olarak goriiyordu. Artik bunlarin, protein ve lipid homeostazi igin
onemli olan niikleik asitlerin, spesifik protein ve lipid repertuarlarinin transferi yoluyla
hiicreler arasi iletisimde ¢ok Onemli bir rol oynadiklar1 gosterilmistir (C. He et al., 2018).
Apoptoz sirasinda apoptotik cisimlerin salinmasma ragmen (Hristov et al., 2004), saglikl
hiicrelerin ayn1 zamanda mikrovezikiiller salgilamasi1 kavrami ancak son zamanlarda genis
capta kabul gormiistiir (Cocucci et al., 2009; Gyorgy ve et al., 2011; Raposo ve Stoorvogel,
2013). Eksozom arastirmalarina olan ilgi, hiicreler arasi haberciler olarak benzersiz islevleri,
alic1 hiicre biyoaktivitelerini degistirme yetenekleri ve ayrica hastalik teshisi ve hedeflenen
ilag dagitimindaki terapotik potansiyel nedeniyle son yillarda garpict bir sekilde artmistir (X.
Lietal., 2019).

Tez boyunca, "eksozom" terimi, kiiltiir ortaminin 0.22 pm filtrelerden gegirilmesi ve ardindan
110.000 x g'de ultrasantrifiijleme yoluyla izole edilen, boyutu 200 nm'den kii¢iikk materyali

(vezikiilleri) belirtmek i¢in kullanilmistir.

Eksozom izolasyonu igin literatiirden belirlemis oldugumuz ultrasantrifiijleme yontemi
kullanilarak deneyler yapilmistir. Ultrasantrifiij islemi sonucundaki ilk denemelerde eksozom
pelleti rastlanilmamis olup, 110.0000 g’de kullanilan santrifiijdeki maksimum tiip hacmi 9.5
ml’dir. Bunun sebebini tiip hacminin az olmasiyla ilgili oldugunu diigiiniilmektedir. Strese
maruz birakilan BMSC’lerden eksozom izolasyon islemini gergeklestirdigimizde stres
seviyesiyle birlikte eksozom pelleti-¢ok kiigiik de olsa- rastlanilmistir (Bkz. Sekil 8). Tablo
1’de cesitli eksozom izolasyon yontemleri tanimlanmaktadir. Eksozom izolasyonu i¢in diger
yontemler de tercih edilebilir. Sirali santrifiij adimlariyla eksozomun eldesi basariyla
sonuglanmistir. Giinlimiizde gerekli miktarda eksozomu hizli bir sekilde izole edebilmek
miimkiin olmadigi ve bu alandaki gelismeler yakindan takip edilmeli ve kisitlamalar
gelecekte asilabilecegi timit edilerek, bu alanda yeni gelismeler olacagi g6z ardi
edilmemelidir. Farkli bireylerden elde edilen eksozomlar karsilastirilmasiyla ilgili

farkliliklarin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bir dizi EV'den BMSC’den izole edilen
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eksozomlar1 tanimlamak ve eksozomlarin kalitesini ve safligini standartlagtirmak icin belirli

belirtecler heniliz mevcut degildir.

Bir 'eksozom' tanimi son birka¢ yilda belirgin hale geldi, artik yaygin olarak hiicrelerden
salgilanan ve oOzellikle endozomal kokenli 30-150 nm ¢apinda vezikiiller olarak kabul
ediliyorlar (Gould ve Raposo, 2013). Farkli EV tiirlerini ayirt etmek i¢in mevcut yetersiz
araclar nedeniyle, 30-150 nm ¢apindaki vezikiilleri eksozomlar olarak tanimlamak oldukca
yanlistir ¢iinkii bu boyut araligindaki vezikiillerin endozomdan kaynaklanmamasi
miimkiindiir. Mikrovezikiiller ve apoptotik cisimler de bu aralik iginde olabilir. Eksozom
karakterizasyonu, eksozom arastirma alani i¢in biiyiik bir zorluk olmaya devam etmektedir
(Théry et al., 2006). Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in, eksozomlar en iyi ¢oklu teknige
dayali olarak karakterize edilir (Yafnez-Mo¢ et al., 2015). Kismen kiigiik boyutlariyla sinirlt
olan eksozom karakterizasyon yOntemlerinin optimizasyonu devam etmektedir. Alanin
uzmanlar1 tarafindan {izerinde anlasmaya varilmis standart bir yontem yoktur (Raposo ve
Stoorvogel, 2013; Taylor, 2015). Bunun yerine, eksozom karakterizasyonu, kii¢iik 0rnek
miktarlarda eksozomlarla (~50 pL) mimkiin oldugu kadar c¢ok teknik kullanilarak
gerceklestirilir. Bu genellikle fonksiyonel deneyler i¢in kalan eksozom 6rneginin minimum

hacmini birakir.

Ultrasantrifiijleme yontemiyle izole edilen eksozomlar; WB, SEM, DLS ile karakterize edildi.
SEM bulgularimizda 30-150 nm boyutundaki vezikiillerin varligi saptanmistir. Farkhi
metotlarla numune hazirlandiginda eksozomlarin goriintiileri birbirinden farkli olmustur (Bkz.

Sekil 10). HMDS ile hazirlanan yontemde daha net bir goriintii elde edildi.

DLS ile eksozomun sayisi, konsantrasyonu ve boyutu dl¢lilmiistiir. Burada sadece 30-150 nm
arasinda bir pikin yani sira 300 nm arasinda vezikiillerin varlig1 da saptanmistir (Bkz. Sekil
11, 12, 13). Bunlarin diger hiicre disi vezikiillerden olan multivezikiillerin boyutlariyla
uyumlu oldugu goriilmektedir. Eksozomlarin boyutu, kullanilan metodolojiye gore degisir.
Genel olarak, elektron mikroskobu ile tahmin edilen boyutlar, numune hazirlama sirasindaki
dehidrasyon nedeniyle genellikle daha kiiciiktiir. Orneklerin susuz kalmadigi dinamik 151k
sacilim1 veya nanopargacik izleme analizi gibi metodolojilerle, boyutlar daha biiytktiir ve

100-200 nm araligindadir.

Western Blot analizinde CD9 ve CD63 olarak bilinen eksozomlara 6zgii olan antikorlarin
tespiti western blot yontemiyle yapilmistir. Western blot bantlarina bakacak olursak CD63’e
karsilik gelen kDa’da CD63’iin konumlandigin1 gérmekteyiz. CD63, yaklasik olarak 60 kDa

bulunmustur (Bkz. Sekil 9). Fakat CD9 antikorunu okumamistir. Bunun sebepleri olarak
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antikorun depolanma sartlarinda problem olmasi, deney sirasinda kisiden kaynaklanan
problemlerden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Yara iyilesmesi kapsaminda tetraspanin
olarak bilinen CD9 ve CD63 belirtegleri haricinde eksozomun sahip oldugu birgok belirtecin
rolii biiyiiktiir. Sadece tetraspaninlerle sinirli kalinmamasi, diger sinyal yolaklarinin

arastirilmasi onemlidir.

Yara iyilesmesi, in vitro olarak fibroblastlarin 6 kuyulu hiicre kaplarinda P200 ile ¢izilmesiyle
yara modeli olusturuldu. Fibroblastlarin gocii 0,24,48,72 saatlerinde fotograf cekildi (Bkz.
Sekil 14). Hiicre motilitesini 6l¢mek i¢in mevcut diger yontemlerle karsilastirildiginda in vitro
yara deneyinin bir takim sinirlamalar1 vardir. Ana dezavantaj, dogrudan fizyolojik iliskinin
zayif olmasidir (Cory, 2011). Ek olarak, tahlil nispeten uzundur, ¢ogu hiicre hatti i¢in hiicre
tek tabakasiin biiylimesi i¢in 48 saat ve ardindan giziklerin kapanmasi i¢in 48 saat daha
gerekir (Liang et al., 2007). Diger bir dezavantaj ise ayni boyuttaki cizikleri iki kez
olusturmanin miimkiin olmamasidir, bu nedenle tiim ¢iziklerin genislikleri farklidir (Liang et
al., 2007). Cizik genisliginin hesaplanmasi sirasinda bunu hesaba katmasina ragmen (verileri
zaman = 0 degeri %100'e esit olacak sekilde normallestirerek), bu, ayn1 ¢izik boyunca birden
cok nokta 6lgiilse bile tutarli sonuglara ulasilmasini engellemekte ve ¢izikler arasinda farklilik
yaratmaktadir. Bu nedenlerden dolay1, hata miktarin1 kabul edilebilir bir diizeye indirmek i¢in
gerekli tekrar sayisini elde etmek zordu. Ayrica hiicre tek tabakasinin ¢izilmesi, yaranin
kenarindaki hiicrelere zarar verir ve tek tabakadaki hiicreler asir1 kalabalik olabilmektedir. Bu
faktorlerin her ikisi de normal hiicre gocii aktivitesini Onleyebilmektedir (Sammak et al.,
1997). Bu smirlamalara ragmen, in vitro ¢izik tahlili, kurulmasi kolay, ucuz, herhangi bir 6zel
malzeme gerektirmedigi ve en onemlisi hiicre hareketliliginin iyi bir dl¢iisiinii sagladigi igin
hiicre gogiiniin analizi igin tercih edilen yontemdir (Liang et al., 2007). 72 saatin sonunda
fibroblast hiicrelerinin gociiyle birlikte olusturulan yara modelinin kapanmasi basarili bir

sekilde sagland.

Yara iyilesmesindeki mekanizmalari hemostaz, inflamatuar, proliferatif, migrasyon ve doku
onarimint saglamak i¢in dokunun yeniden sekillenmesi olarak tanimlanmaktadir. Olusturulan
¢izik deneyinde daha ¢ok inflamatuar ve migrasyon asamalar1 6n plandadir. P200 pipet ucuyla
verilen mekanik hasar hiicre gogiinii engelleyecek bir yigin1 olustururken, hiicreler arasi
baglantiy1 kopardi. Enflamatuar yanit; enfeksiyonla savasmak, hiicre kalintilarini ortadan
kaldirmak ve bdylece hasarli dokuyu onarmak icin faydalidir. Zayif bir enflamatuar ortam,
kronik yaralarin gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (Singer & Clark, 1999). Mezenkimal

kok hiicreler (MSC'ler) immiinomodiilator bir rol oynamakta ve eksozomlari serbest birakarak
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inflamatuar yanitlar1 diizenlemektedir. Enflamatuar siirecin diizenlenmesi, eksozomlarin
cesitli proteinler ve RNA bakimindan zengin olmasi gergegiyle yakindan ilgilidir (Qiu et al.,
2020). Enflamasyonla iligkili biyomolekiillerin EV aracili bu tiir dengelenmesi, uzun siireli
enflamasyon donemlerinin azalmasina yol agabilmektedir. Bu tiir bulgular, enflamasyonu
bastirmada mezenkimal kok hiicre kaynakli ekstraseliiler vezikiiller (MSC-EV) 'lerin birkag

yeni mekanizmasini 6nermektedir (X. He et al., 2019).

Terapide kullanilmadan 6nce MSC'lerin  hipoksi, enflamatuar uyaran ve diger
faktorler/kosullar tarafindan 6n kosullandirilmasi, MSC'leri hayatta kalmaya ve
transplantasyondan sonra daha iyi islev gérmeye ve yerel veya sistemik bagisiklik yaniti
diizenlemelerini gelistirmeye hazirlamak igin yeni bir stratejidir (Saparov et al., 2016). Tez
kapsaminda BMSC hiicrelerinden LPS ve hipoksiyle 6n kosullandirma yapildiktan sonra
eksozom izolasyonu yapildi. Hicbir stres kosulu olmadan izole edilen eksozomlarin
(indiiklenmemis grubu) yara iyilestirme performansinin, LPS ve hipoksi grubuna kiyasla daha
yavas kapandigi goriildii. in vitro yara iyilesmesi deneyi sirasinda fibroblast hiicrelerine
verilen mekanik hasarin ortadan kaldirilmasi, biriken 6lii hiicrelerin kaldirilip yerine yeni
hiicrelerin migrasyonu saglandi. MSC'nin belirli maddelerle 6n kosullandirma altinda parakrin
etkisini 6nemli Olciide artirabilmesi dikkat ¢ekicidir. Kronik inflamasyon ve yara iyilesmesi
icin LPS wve hipoksiyle onceden kosullandirilmis grubun, kontrol ve indiiklenmemis
gruplarina nazaran daha iyi bir anti-inflamatuar yetenek sergiledigini gostermistir. 72. saatin
sonunda ise hiicrelerin biiylik oranda go¢ edip olusturulan yara bolgesinin kapandig

gdzlenmistir.

Oksijen icerigi, MSC'lerin cogalmasini ve farklilasmasini kontrol eden kritik bir faktordiir. in
vitro kiiltiir sirasindaki normoksik durumun (%21 O2) aksine, MSC'lerin ¢ogu viicutta
hipoksik bir ortamda (%2-8 O2) bulunur (Xue et al., 2018). Hipoksi altinda kiiltiirlenen
MSC'lerin, normoksi altinda kiiltiirlenenlere kiyasla daha yiiksek proliferatif aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Nekanti et al., 2010). Hipoksi tedavisi, MSC'lerin kok hiicre
ozelliklerini degistirebilir ve sitokinlerin ve biiytime faktdrlerinin salgilanmasini etkileyebilir.
Daha da 6nemlisi, hipoksi ile sartlandirilmis BMSC'den tiiretilen eksozomlar, gelismis bir

anjiyogenezi tesvik edici etki gosterir (Kinnaird et al., 2004).

Son birkag¢ yil igerisinde, LPS ile dnceden kosullandirilmis olan mezenkimal kok hiicrelerin
(LPS 6n-MSC'ler) artmis trofik destek ve iyilestirilmis rejeneratif ve onarim 6zellikleri dahil
olmak tizere gelismis parakrin etkiler gosterdigi ortaya c¢ikmistir. Calismalar, MSC'lerin

farmakolojik ajan lipopolisakkaride (LPS) maruz kalmasinin, sert inflamatuar ortama karsi
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savunma i¢in trofik etkilerini ve fonksiyonel 6zelliklerini artirabilecegini bulunmustur (Ti et

al., 2015).

MSC-EV'ler yara bolgesine fibroblast gogiinii etkilemektedir (Narauskaite et al., 2021). MSC-
EV’ler proliferasyon asamasinda, esas olarak ekstraselliiler matriks, fibroblastlar, inflamatuar
hiicreler ve kan damarlarindan olusan graniilasyon dokusu olugmaktadir (Sonnemann &
Bement, 2011). MSC-EV'ler sadece yara bolgesine hiicre gogiinii tesvik etmekle kalmaz, ayni
zamanda graniilasyon dokusu olusumunu da iyilestirmektedir. Ek olarak, Wang ve ark.
(2019), in vitro fetal dermal MSC-EV'lerin fibroblast gogiinii ve proliferasyonunu
destekledigini ve kolajen, elastin ve fibronektinin mRNA ekspresyonunda bir artis olarak
saptanan fibroblast aktivitesini artirdigin1 gostermistir. Aktive edilmis fibroblastlarin
rejeneratif etkileri oldugundan, yazarlar in vivo olarak, bir fare yara modelinde EV ile tedavi
edilen grubun daha yiiksek kolajen birikimine, ekstraselliiler matriks sentezine ve daha hizl

yara iyilesme oranina sahip oldugunu arastirdilar (X. Wang et al., 2019).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, ¢ogalma asamasi faaliyetlerine katilan birkag yeni
MSC-EV kargosunu gostermistir. Daha 6nce Wang ve ark. (2019) calisma, EV'lerle tedaviden
sonra fibroblastlarin, yara 1iyilesmesiyle iliskili hiicre proliferasyonu ve gociiniin
diizenlenmesinden sorumlu olan Notch yolunun bilesenlerinin ekspresyonunda artis
gosterdigini ortaya koymustur (X. Wang et al., 2019). Ek olarak, EV'lerde bu yolun bir
ligand1 olan Jagged 1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, MSC-EV'lerin, Jagged 1'i aktararak Notch

sinyal yolu yoluyla fibroblast aktivitesini destekledigini gostermistir.

Shabbir ve ark. BMSC-EV'lerin hiicre dongiisii ilerleme faktérlerinin (c-myec, siklin A1, siklin
D2), biiyiime faktorlerinin (HGF, IGF1, NGF, SDF1) ve sitokinlerin (IL-6) ekspresyonunu
indiikleyerek yara iyilesmesini modiile ettigini belirlemistir (Shabbir et al., 2015). Yazarlar,
MSC-EV'lerin STAT3 igerdigini ve yara bolgesinde hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve
anjiyogenezden sorumlu olan s6z konusu genlerin ekspresyonunu ve sinyal yolaklarinin
aktivasyonunu indiikleyen alic1 hiicrelere transfer edebildigini anladilar. Tiim bu bulgular,
alic1 hiicrelere birden fazla yiikiin aktarilmasi nedeniyle farkli proliferasyonu tesvik eden

sinyal yolaklarina katilan EV'lerin oldugunu géstermektedir (Narauskaité et al., 2021).

AdMSC-EV'lerde ve BMSC-EV'lerde miRNA'larin karsilastirilmasi, 14 miRNA'nin yalnizca
BMSC-EV'lerde, 70 miRNA'nin AAMSC-EV'lerde bulundugunu ve her iki EV tipinde 99
miRNA'nin tespit edildigini gosterdi. Bu verilere dayanarak, miRpath aracinmi kullanan
biyoinformatik analiz, her iki EV grubundan miRNA'larin birka¢ sinyal yolagina dahil

oldugunu gosterdi: daha dnce tartisilan P13K/Akt asagi akis sinyal kaskadini tetikleyen EGFR
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reseptorii (ERBB2) sinyal yolu; ECM-reseptor etkilesimi ve hiicre yapismasini ve gog
aktivitelerini diizenleyen yapisik baglanti yollar1 ve hiicre canliligimi kontrol eden MAPK
sinyal yolu, farklilasma ve proliferasyonu degistirmektedir. BMSC-EV'lerde, tespit edilen
proteinler, hiicre yapismasi (integrin ve kaderin) ve metabolik siireglerle baglantilidir.
Birlikte, bu sonuclar EV yikiiniin belirli biyolojik aktiviteyi siirdiirmede hayati bir rol
oynadigin1 ve ortaya ¢ikan kargo farkliliklarinin farkli EV tiplerinde terapétik etkilerle iliskili
oldugunu dogrulamaktadir (Pomatto et al., 2021). Genel olarak, tiim bu makaleler, MSC-
EV'lerin tim farkli proliferatif asama siireclerine katildiklar1 i¢in yara iyilesmesini

hizlandirmak i¢in bir ara¢ olarak kullanilmasini 6nermektedir.

Ek olarak yazarlar, BMSC-EV'lerin TGF p1/Smad sinyal yolunu inhibe ederek yara
iyilesmesine katildigin1 bulmuslardir; PBS kontroliine kiyasla MSC-EV'lerle tedavi edilen
grupta TGF-B1, Smad2, Smad3, Smad4'iin mRNA seviyelerinde azalma ve TGF-B3 ve Smad7
seviyelerinde artis vardi. Genel olarak, TGF-B1 fibrozis ile iligkiliyken, anti-fibrotik veya
skarsiz aktiviteye sahip TGF-B3, yara onarimu ile ilgilidir. Bu biyomolekiiller, yara iyilesmesi
sirasinda epidermal ve dermal hiicre hareketini diizenlemede hayati bir role sahiptir. Hatta
TGF-B1 ve TGF-B3 ekspresyonundaki degisikliklerin izsiz yara onarimina yol agabilecegi
varsayilmaktadir. Genel olarak, MSC-EV'ler doku yeniden sekillenmesini kolaylastirabilir,
fibroblast farklilagmasimi kontraktil miyofibroblastlara aktive edebilir ve cilt uzanti
olusumunu hizlandirabilir. Ayrica, elastikiyet ve bariyer biitiinliigli gibi derinin mekanik
ozelliklerini gelistirirler. Son olarak, MSC EV'ler yara izlerini azaltir ve izsiz yara

iyilesmesini destekler (L. Wang et al., 2017).

Uygulama alanlarin1 tanimlamak ve etkili dozlar BMSC’den izole edilen eksozomlarin
alanindaki calismalar emekleme asamasinda oldugu icin, eksozomlarin yara iyilesmesine
katkida bulundugu biyogiivenlik, etkinlik, tekrarlanabilirlik, iiretim potansiyelleri, olusum
mekanizmalar1 ve biyolojik fonksiyonlar1 bugiine kadar agikliga kavusturulmamistir ve daha
fazla bilgi gerekmektedir. Hiicre bazli tedaviye bir alternatif olarak yaklasimi klinik bir

gerceklige doniistiirmek i¢in yogun arastirma gerekmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Her onarim asamasmin siireci genellikle kesin ve programlanmis bir sekilde
gerceklesmektedir. Zayif yara iyilesmesi, gecikmis iyilesme ve iyilesmeme olarak ayrilabilir.
Travmaya yanit ve doku onarimi, organizmalarin son derece Onemli savunma
mekanizmalaridir ve ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 yollari, enflamatuar yollari, bagisiklik
sistemi, kan pithtilasma kaskad1 ve diger karmasik siiregleri iceren hayatta kalma becerileridir.
Yara iyilesmesi, hastalar ve hekimler icin ciddi bir psikolojik, fiziksel ve finansal yiik
olusturmaktadir ve kars1 karsiya oldugumuz kiiresel bir zorlugu gostermektedir. Hig siiphesiz,
doku rejenerasyonu ve kok hiicre mithendisligi agisindan yara iyilesmesi i¢in yeni bir
yontemin tanimlanmasi klinik arastirmalarimizin odak noktasidir. Kemik iligi kok
hiicrelerinin yara iyilesmesi iizerindeki biyolojik etkisi Onceki ¢alismalara gore
dogrulanmugtir.

Bu tez kapsaminda BMSC’den izole edilen eksozomlarin, bir serbest hiicre tedavisi olarak
yara onariminda potansiyel uygulamayi ortaya koymaktadir. BMSC'lerden elde edilen
eksozomlar, diisiik immiinojenisite, bol kaynak, kolay elde edilmesi, kolay saklanmasi, kanda
veya viicutta stabil ve gilivenilir olma avantajlarina sahiptir. Bir biyo-tasiyict olarak,
eksozomlar ¢esitli biyoaktif bilesenleri salgilar ve tasir, bir dizi fizyolojik ve patolojik siirece
katilir, molekiiler gen seviyesinde sinyal iletiminde rol oynar ve doku yenilenmesi, bagisiklik
diizenlemesi ve yara onariminda yer almaktadir. BMSC’den izole edilen eksozomlarin,
ebeveyn kok hiicrelerinin parakrin etkisinin bir tasiyicist olarak tiiretilmis kok hiicrelerin
islevini igerir ve 0zel proteinleri, mesajct RNA'y1, mikro-RNA'y1 ve diger sinyal molekiillerini
ve sitokinleri iletmek i¢in transkripsiyon ve translasyon seviyesinde hedef hiicreler tizerinde
hareket etmektedir. Eksozomlar kolayca ayrilir ve isaretlenir. Yiiksek hassasiyetli protein
tespiti ve analizi sayesinde, eksozomlari izleyebilir, hedef hiicrelerin durumunu izleyebilir,
prognozu yargilayabilir ve molekiiler diizeyde etki mekanizmasini kesfedebiliriz. BMSC’den
izole edilen eksozomlarin yara iyilesmesindeki etkisini arastirmak, insanlarda yara onarimi
anlayisimizi gelistirebilir ve smirli rejeneratif kapasiteyi iyilestirmek icin hedeflenebilecek
olas1 molekiilleri veya yollar1 belirlemek 6nemlidir. BMSC’den izole edilen eksozomlarin
islevinin daha iyi anlagilmasi, serbest hiicre tedavisinin uygulanmasi ve rejeneratif tip i¢in

giiclii terapdtiklerin gelistirilmesi i¢in biiylik umut vaat ediyor.
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Iki farkl: tipte stres etkeni kullanilarak stres uygulanan kemik iligi hiicre hattindan izole edilen
eksozomlarin, in vitro yara iyilesmesi deneyinde kiyaslanmasi yapilmigtir. Mezenkimal kok
hiicreler (MSC'ler), bir dizi hiicre tipine farklilagsma, doku rejenerasyonuna katilma ve ¢esitli
bliylime faktorleri ve sitokinler iireterek hasarli dokular1 onarma yetenekleri ve benzersiz
immiin ayricaliklart nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. MSC'lerin terapide
kullanilmadan 6nce hipoksi, enflamatuar uyaran veya diger faktorler/kosullar tarafindan ex
vivo olarak 6n kosullandirilmasi, MSC'leri sert ortamda hayatta kalmaya ve yerel bagisiklik
tepkilerinin diizenleyici islevlerini gelistirmeye hazirlayan adaptif bir stratejidir. Bu, stres
kosullarinin eksozomlar iizerinde etkisinin gosterildigi 6nemli bir calismadir. Sunulan
sonuglar daha fazla arastirma i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Gelecekteki deneyler, farkli
cevresel stresor tlirlerinin (hipoksi ve LPS tedavisi ile smirli degil) eksozom bilesimi
tizerindeki etkisini ve farkli stres eksozom tiirlerinin yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini
aragtirmaya odaklanmalidir. Stres eksozomlarina yanit olarak meydana gelen karakteristik
degisikliklerden sorumlu hiicresel mekanizmayi tanimlamak birincil derecede dnemlidir.
Gelecekte Neler Yapilabilir?

Eksozomlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi ¢esitli biyomolekiiller igeren yaygin
zara bagl nanovezikiilerdir. Eksozomlar, ekzositoz yoluyla hiicrelerden elde edilir, hedef
hiicreler tarafindan yutulur ve biyolojik sinyalleri yerel veya uzak hiicreler arasinda
aktarabilir. Eksozom salgilanmasi, hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde yer alan ve
hem eksozomal yilizey molekiillerini hem de igerigini belirleyen kurucu bir fenomendir. Bu
nedenle, biyobelirtegler, asilar ve ilac tasiyicilar1 olarak eksozomlardan yararlanabilir ve
bunlar1 terapotik miidahaleler icin rasyonel olarak degistirebiliriz. Bununla birlikte,
eksozomlar1 dogru, verimli ve segici bir sekilde tanimlamak, izole etmek ve 6lgmek hala bir
zorluktur. Eksozomlarla ilgili daha ileri c¢aligmalar, onlarin translasyonel tiptaki
potansiyellerini kesfedecek ve etkili klinik teshis ve tedavi stratejilerinin yaratilmasi i¢in yeni
yollar saglayacaktir. Bu uygulamalarda eksozomlarin kullanimi eksozom teranostikleri olarak
adlandirilabilir.

Eksozom boyutunun ve kargonun heterojenligi, mense hiicrelerinin durumunu ve tiirlerini
yansitmaktadir. Bu nedenle, eksozomlar, hastalik teshisi ve hatta fetal cinsiyet tayini igin
biyobelirtegler olarak kullanilabilir. Eksozomlardaki yiizeye bagl proteinler, kaynaklandiklari
hiicrelerin plazma zarlarindan kaynaklandigindan, antijen sunan hiicreler, dendritik hiicreler
ve tiimor hiicreleri tarafindan salinan eksozomlar, asi gelistirmede kullanim i¢in umut
vericidir. Ayrica, eksozomlar, ¢ift katmanli membranlar1 ve nano 6l¢ekli boyutlart nedeniyle

kompleman fiksasyonu veya makrofajlar tarafindan yiiklerini temizlemeden veya hasardan
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koruyabilir, boylece dolasim yar1 Omiirlerini uzatir ve biyolojik aktivitelerini iyilestirir. Bu
nedenle, eksozomlar, hastaligin tedavisi i¢in ilag dagitim kesecikleri olarak potansiyel olarak
kullanilabilir. Ayrica, eksozom miihendisligi, yani bu nano 6lgekli hiicre dis1 lipid cift
katmanli vezikiillerin kimyasal veya biyolojik modifikasyonu, eksozomlarin dogustan gelen

terapotik kapasitesini gelistirmek veya genisletmek i¢in firsatlar saglayabilir.
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