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Hiicreleraras1 sinyal iletim araci olan ekzozomlar, kargolarinda tasidiklari cesitli
biyomolekiiller aracilig1 ile anjiyogenez, antijen tagima, apoptoz, pithtilagsma, hiicresel
hemostaz, inflamasyon ve hiicreleraras: sinyal iletim gibi birgok biyolojik siiregte rol
oynamaktadir. Bu etkilerinden dolay1 ekzozomlar; norodejeneratif, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin teshis ve tedavisinde, kemik rejenerasyonunda, ilag ve as1
aragtirmalarinda yogun ilgi gérmektedir. Yara iyilesmesinde ise hemostaz, inflamasyon,
anjiyogenez, kollajen birikimi, graniil doku olusumu ve epitelizasyon fazlarinda etkili
oldugu bilinmektedir. Ancak ekzozomlarin terapotik etki gosterebilmesi icin
stabilitelerinin ve biyolojik fonksiyonlarinin korunmasi kritik 6neme sahiptir. Bu amacla
ekzozomlarin tastyici sistemlere yiiklenerek uygulanmasi rejeneratif tip alaninda biiyiik
ilgi gébrmektedir. Bu tezin amaci yara iyilesmesine yonelik olarak sican kemik iligi kok
hiicre (rt-MKH) kaynakli ekzozomlarin jelatin silingerlere yiiklenerek biyolojik

fonksiyonlariin korunmasi ve yara bdlgesinde uygulama kolayligi saglamasidir.



Bu amagla rt-MKH kaynakli ekzozomlar ultrasantrifiij yontemi ile izole edilerek partikiil
boyutlart 160-180 nm araliginda bulunmustur. Ekzozomlarin CD81 ve CD63
proteinlerini ifade ettigi akis sitometrisi ile tespit edilmistir. Hiicre kaynagi ve kiiltiir
kosullarinin ekzozom verimine etkisi incelenmistir. Sigan yasimin ekzozom veriminde
etkili oldugu ve 8 haftalik sicanlardan elde edilen rt-MKH kaynakli ekzozom veriminin
5 ve 3 haftalik sicanlara gore 2 kat fazla oldugu gosterilmistir. Ayrica ekzozom icermeyen
fetal sigir serumu (Exodep FBS) kullanimi1 ise FBS’siz ortama gore verimi 2 kat artmistir
(p<0,05). Ekzozomlar, farkli konsantrasyonlarda (0-10 ug/mL) keratinosit hiicrelerine
(HaCaT) uygulandiginda, 0.25 pg/mL konsantrasyonunda hiicre proliferasyonunu % 10
artirdig1 ve ancak yiiksek konsantrasyonlarda (>1 ug/mL) ise anlamli olarak diistirdigii
gbzlenmistir. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin hiicre migrasyonuna olan etkisi faklh
konsantrasyonlarda (0,25, 1 ve 10 pg/mL) incelenmis ve 24 saat sonunda insan fibroblast
hiicrelerine (hFB) 10 pg/mL ekzozom uygulandiginda yara alan1 %51 oraninda azalirken
kontrol grubunda ise % 36 oraninda azaldig: tespit edilmistir. HaCaT hiicrelerinde ise
ekzozomlarin migrasyona etkisi goriilmemistir. Ekzozomlarin pro-anjiyojenik etkileri
aortik halka ve koryoallantoik membran (CAM) analizleri ile test edilmis ve
ekzozomlarin endotel filizlenmesini ve yeni damar olusumunu konsantrasyona bagli
olarak artirdig1 izlenmistir. Ortalama 200-250 um gozenek ¢apina ve yiiksek su tutma
kapasitesine sahip jelatin siingerler dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanmis ve
ekzozomlar jelatin silingerlere yiiklenerek biyolojik etkileri arastirilmistir. CAM
analizleri, 5 pg/mL ekzozom entegre edilen jelatin siingerlerin damar yogunlugunu
yaklasik olarak kontrole gore %50 (p<0,05) oraninda artirdi§in1 gostermistir. Aortik
halka deneyinde ise ekzozom entegre jelatin siingerler serbest ekzozomlara gore daha
yiiksek anjiyojenik yanit gostermistir. Sonug¢ olarak jelatin siingerlerin ekzozom
stabilitesini ve biyolojik 0Ozelliklerini koruyarak uygulama kolaylig1 ile birlikte

kronik/kompleks yara tedavisinde etkili bir strateji olacagi sonucuna varilmustir.
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Exosomes are intercellular signal transduction vesicles, that play a role in many biological
processes such as angiogenesis, antigen transport, apoptosis, coagulation, cellular
hemostasis, inflammation, and intercellular signal transduction through various
biomolecules they carry in their cargo. Because of these effects, exosomes gained great
interest in the diagnosis and treatment of neurodegenerative, cancer, cardiovascular
diseases, bone regeneration, drug and vaccine research. In wound healing, it is known
that exosomes are effective in hemostasis, inflammation, angiogenesis, collagen
deposition, granule tissue formation, and epithelialization phases. However, preserving
their stability and biological functions is critical for exosomes to have a therapeutic effect.
For this purpose, the preservation of stability and activity of exosomes by loading them
into carrier systems attracts attention in the field of regenerative medicine. The thesis aim
is to load rat bone marrow mesenchymal stem cell (rt-MSC) exosomes into gelatin
sponges for wound healing, to preserve their biological functions, and provide ease of
application in the wound area. For this purpose, exosomes were isolated by

ultracentrifugation method from rt-MSC. Particle sizes of exosomes were in the range of



160-180 nm. Also flow cytometry analysis showed that exosomes express CD81 and
CD63 proteins. The cell source and culture condition affects on exosome yield were
investigated. Results showed that rat age is effective in exosome yield, and exosome yield
isolated from 8-week-old rat MSC is two times higher than that of 5- and 3-week-old rats.
In addition, the use of exosome-free fetal bovine serum (Exodep FBS) increased exosome
yield by two times compared to the medium without FBS (p<0.05). When exosomes were
applied to keratinocyte cells (HaCaT) at different concentrations (0-10 ug/mL), cell
proliferation increased by 10% at a concentration of 0.25 pg/mL and significantly
decreased at higher concentrations (>1 pg/mL). The effect of rt-MSC isolated exosomes
on cell migration was investigated at different concentrations (0.25, 1, and 10 pg/mL). At
the end of 24 hours, when 10 pg/mL exosome was applied to human fibroblast cells
(hFB), the wound area was reduced by 51%, while 36% was in the control group. In
HaCaT cells, however, no effect of exosomes on migration was observed. The pro-
angiogenic effects of exosomes were tested on the aortic ring and chorioallantoic
membrane (CAM) analysis. Exosomes increased endothelial sprouting and new vessel
formation in a concentration-dependent manner. Gelatin sponges with an average pore
diameter of 200250 um and high water absorption capacity were prepared by freeze-
drying. The biological effects of exosomes were investigated by loading them into gelatin
sponges. CAM analyzes showed that 5 pg/mL exosome-integrated gelatin sponges
increased vessel density by approximately 50% (p<0.05) compared to the control. In the
aortic ring experiment, however, exosome-integrated gelatin sponges showed a higher
angiogenic response than free exosomes. As a result, gelatin sponges would be an
effective strategy in chronic/complex wound treatments with ease of application by

preserving exosome stability and biological properties.
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1. GIRIS

Ekzozomlar neredeyse biitiin okaryotik ve prokaryotik hiicrelerden salindigi bilinen
birbirleri ile temas halinde olmayan hiicrelerin iletisim kurmak amagh salgiladiklari hiicre
dis1 vezikiillerdir. Ekzozomlar yasayan biitiin organizmalarda, viicut sivilarinda, yasayan
cevresel ortamlarda (deniz suyu, toprak, hava, ev tozu vb.) ve yiyeceklerde (fermente
gidalar, bira, sarap vb.) bulunmaktadir [1]. Normal kosullarda hiicreler tarafindan
fizyolojik fonksiyonlarin gerceklestirilmesi amaciyla salgilanirlar. Patolojik durumlarda
ise iyilesme siireglerine dahil olurlar. Hiicreler tarafindan salgilanan ekzozomlarin
boyutlar1 30-200 nm arasindadir. Boyutlarinin ¢alismalari kisitlamasi sebebi ile ilk olarak
1946 yilinda izole edilen daha sonrasinda “trombosit tozu” ad1 altinda hiicre atig1 olarak
bilinen ekzozomlarin, fonksiyonel &zelliklerinin kesfedilmesi ile birlikte “ekzozom”
olarak adlandirilmasi 1980°1i yillarda gerceklestirilmistir [2]. Daha sonraki déonemlerde
fare ve insan hiicrelerinden izole edilen ekzozomlarin mRNA ve mikroRNA tasidig

kesfedilmis ve ekzozomlarin hiicreler arasi bilgi transferi yaptigi kanitlanmistir [3].

Ekzozomlar salgilandiklart ortam kosullarinin belirteglerini ve hiicrelerin “parmak izi”
niteliginde proteinlerini tagimalar1 sebebiyle arastirma alanlarinda giderek artan bir ilgiye
sahip olmuslardir. Dogal kosullardaki fizyolojik etkileri, patolojik durumlardaki terapotik
fonksiyonlar, tan1 ve tedavideki uygulamalari ekzozomlarin 6nemini gittikce
artirmaktadir. Hiicrelerden direkt olarak veya viicut sivilarindan izole edilen ekzozomlar
kemik ve yara iyilesmesinde, ndrodejeneratif hastaliklarda, kanserde, kardiyovaskiiler
hastaliklarda ve immiinolojik rahatsizliklarda terapotik etki gostermektedir. Gobek
kordonu mezenkimal kok hiicrelerinden (UMKH), kemik iligi kok hiicrelerinden ve
makrofajlardan izole edilen ekzozomlarin kemik iyilesmesi, yara iyilesmesi ve
norovaskiiler hastaliklardaki etkileri gosterilmistir [4-6]. Ekzozomlar kanser alaninda da
yaygin olarak c¢alisilmaktadir [7, 8]. Ancak kanser ¢alismalarinda ekzozomlarin terapotik
etkilerinden ¢ok erken tani sistemi olarak kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan klinik
calismalarin %50°sinden fazlasi da ekzozomlarin hastalik tanisinda biyobelirte¢ olarak
kullanildig1 sistemler iizerinedir. Ayrica ekzozomlarin as1 olarak kullanildig: iki ayr1
klinik ¢alisma da bulunmaktadir [9]. Yiriitiilen klinik ¢alismalar ekzozomlarin tani ve

tedavi sistemlerinde gelecek vaad ettigini gostermektedir.
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Bu tezin amaci yara tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilecek ekzozomlarin jelatin
stingerlere yiiklenerek biyolojik fonksiyonlarinin korunmasi, agregasyonun dnlenmesi ve

yara bolgesine uygulama kolaylig1 saglayarak yara iyilesmesini hizlandirmasidir.

Giliniimiizde yara tedavilerinde Onemli gelismeler yasanmakla birlikte kronik ve
kompleks yaralar hala biiyiik bir saglik sorunu olup saglik sisteminde agir bir sosyal ve
ekonomik bir ylik olusturmaktadir. Yash niifusundaki artisla birlikte diinya genelinde
mevcut yiikiin daha da artmasi beklenmektedir [10]. Ozellikle diyabete bagl kronik
yaralar ve bunu takip eden alt ekstremite ampiitasyonu, tibbi, ekonomik ve sosyal yiik
getirmekle birlikte, diyabetik hastalarda baslica morbidite nedenidir. Bunun nedeni ise
¢oklu medikal tedaviler gerektiren ve iyilesmesi uzun siiren yaralar olmasidir. Bu nedenle
etkili bir yara iyilesmesi, onarim mekanizmalarini anlamay1, uygun yara ortiisii se¢imi ve
etkin bir tedaviyi gerektirir. Dolayis1 ile yara iyilesmesinin hizlandirilmasi saglik

arastirmalari i¢in 6nemli bir alan olusturmaktadir.

Akut yaralarda normal iyilesme siireci; hiicrelerin ¢ogalmasi, damarlanma, hiicre dist
matris sentezi gibi adimlarla devam ederken kronik yaralarda bu siire¢ enflamasyon fazda
durur ve buna eksiida, agir enfeksiyonlar, agr1 ve doku nekrozu eslik ederek iyilesme
stireci uzar veya hi¢ gerceklesmez. Yara tedavisinde pansuman, debriman gibi giinliik
bakimlarin yaninda vakum tedavisi, hiperbarik O tedavisi gibi ek tedaviler uygulanir.
Ancak uygulanan tiim bu tedaviler cogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
molekiiler seviyede anjiyogenezi ve hiicre proliferasyonunu saglayan yeni stratejilere

ithtiyag vardir.

Gilintimiizde ileri tedaviler olarak adlandirilan hiicresel tedaviler ve doku miihendisligi
yontemiyle gelistirilen deri eslenikleri klinikte kronik/kompleks yara tedavisinde umut
vaat eden yaklagimlardir [11, 12]. Hiicresel terapiler, yara bolgesine otolog veya allojenik
olarak saglikli hiicrelerin yara bolgesine uygulanmasi ile yara iyilesmesinin
hizlandirilmasint amaglayan bir tedavi yontemidir. Fibroblast ve keratinosit hiicreleri,
kok hiicreler ve plateletler hiicre terapisi amagli kullanilan hiicreler arasindadir. Hiicre
terapisinde etkileri arastirilan kok hiicreler igerisinde embriyonik kok hiicreler (EKH),

indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH) ve mezenkimal kok hiicreler bulunmaktadir.
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Kok hiicreler diger hiicrelere gore daha ¢ok umut vaat etmektedir ve yapilan ¢aligmalar
kok hiicrelerin yara iyilesmesinde etkili oldugunu gostermektedir [13]. Terapotik
etkilerinin yaninda hiicre terapisi otolog hiicre izolasyonunun kolaylig1 ve 6zellikle hiicre
kaynag1 olarak o6ne ¢ikan kok hiicrelerin farklilasma o6zellikleri sayesinde avantaj
saglamaktadir. Ancak allojenik hiicre implantasyonunda olugabilecek immiinolojik
reaksiyonlar ve kok hiicrelerin timor olusumuna da sebep olabilecek tahmin edilemeyen
farklilasmalar1 hiicresel tedavi uygulamalarini kisitlamaktadir. Doku miihendisligi
yontemiyle gelistirilen deri eslenikleri; ise dogal yapiy1 taklit eden epidermal, dermal
veya her iki katmani iceren dermal-epidermal yapidadir. Giiniimiizde klinikte
uygulanmak tizere birgok ticari tiriin (Apligraft® (ABD), OrCell (ABD), DenovaSkin
(Isvigre), Epidex (Isvigre), MySkin (ingiltere), BioSeed-S (Almanya), Laserskin (Italya)
gelistirilmis ve klinikte kullanilmaktadir [11]. Ancak bu iirlinlerin {iretim maliyetlerinin

cok yliksek olmasi ve raf dmiirlerinin olmamasi nedeniyle kullanimlar1 oldukga kisithdir.

fleri tedavilerin sahip oldugu kisitlamalar nedeniyle bazi arastirmacilar hiicresiz tedavi
uygulamalarina yonelmistir. Bu yontemler arasinda hiicre proliferasyonu, hemostaz,
epitelizasyon ve anjiyogenez gibi biyokimyasal olaylarda rol oynayan biiyiime faktorleri;
epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), keratinosit biiyiime
faktorii (KGF), vaskiiler endotelyal biiyitime faktorii (VEGF), transforme biiyiime faktorii
B (TGF-p), platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)) 6nemli bir yer tutmaktadir [14].
Ornegin; EGF yiiklii jelatin siinger biyoaktif yara ortiisiiniin yara bdlgesinde
anjiyogenezi, epitelizasyonu ve graniilasyon doku olusumu artirarak akut ve kronik yara
iyilesmesini hizlandirdig1 bildirilmistir [15]. Benzer sekilde %0,01 PDGF-BB igeren
Regranex® (Smith&Nephew) isimli ticari jel kronik yaralar igin klinikte kullanilmaktadir
[16]. Ancak sayilar1 olduk¢a az olan bu fiiriinlerin ticarilesmelerindeki en biiyiik engel
biiyiime faktorlerinin biyolojik dmiirlerinin kisa olmasi nedeniyle aktivite kayiplarinin

yasanmasi ve asir1 doza bagl kanser riskinin bulunmasidir.

Son yillarda ise hiicrelerin parakrin etkilerinin aragtirilmasi ve ekzozomlarin hiicre
bilgisini tasiyict goérevi gordiigliniin  kesfedilmesi ile birlikte rejeneratif tip
uygulamalarinda Onemli bir aktdor haline gelmistir. Kok hiicre terapisi ile
karsilastirildiginda ise ekzozomlarin en az hiicreler kadar terapotik etki gosterdigi
bildirilmistir [17].



Ekzozomlarin hiicreler fiizerine etkilerinin incelendigi ve protein diizeyindeki
mekanizmalariin arastirildigi ¢alismalar, ekzozomlarin yara iyilesmesinin her fazinda
etkili oldugunu gostermektedir. Mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen ekzozomlar M1
makrofaj hiicrelerinin anti-inflamatuar M2 fenotipine doniismesini saglayarak
inflamasyon fazinda da etkili olmaktadir. Bu siirece sitokinler, kemokinler, miRNA’lar
ve pro-inflamatuar enzimler dahil olmaktadir [18]. Proliferasyon fazinda ise basta
anjiyogenez olmak tizere kollajen birikimi, graniil doku olusumu ve epitelizasyon
fazlarinda ekzozomlarmn etkin rol aldigi bilinmektedir. Insan umbilikal kordon
mezenkimal kok hiicrelerinden elde edilen ekzozomlar ile yapilan bir g¢alismada
ekzozomlarin deri hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigi, sitokeratin-19 (CK-19),
prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) ve kollajen | ifadesi ile epitelizasyonu ve yara
iyilesmesini artirdig1 gériilmistiir [19]. Yeniden sekillenme fazinda ise ekzozomlarin tip
I ve tip 111 kollajen ve elastin protein sentezi ile ekstraseliiler matriks (ECM) olusumunu
hizlandirdig1 bilinmektedir. Deri defekti modelinde yapilan bir calismada kok
hiicrelerden izole edilen ekzozomlarin fibroblastlarin miyoblastlara doniistimiinii inhibe

ederek yara izi olusmadan yara iyilesmesi sagladigi bildirilmistir [20].

Diger taraftan biiylime caginda fizyolojik bir siire¢ olan anjiyogenez yara iyilesmesinde
onemli bir role sahiptir. Onceden var olan damarlardan yeni damarlarin olugmasi
anlamima gelen anjiyogenezde VEGF 6nemli bir role sahiptir [21]. Yara iyilesme
siirecinin tiim agamalarinda es zamanli olarak gerceklesen yeni kan damarlarinin olusumu
ve modellenmesi kritik 6neme sahiptir. Hemostatik fazda ¢ok sayida salgilanan
anjiyojenik faktorler anjiyogenezi tesvik ederek, yerlesik endotel hiicreleri, FGF, VEGF,
PDGF, anjiyogenin, TGF-a ve TGF-f dahil olmak tizere bir dizi anjiyojenik faktore yanit
verirler. Bu nedenle arastirmacilar bir¢ok eksojen faktdriin (protein ve protein kaynakli
faktorler, biiyiime faktorleri, peptitler, kan kaynakli faktorler, mikroRNA’lar, kok hiicre
bazli faktorler, kiigiik molekiiller, statinler, deferoksamin, hyaluronan oligosakkaritler ve
dogal bilesikleri iceren ilag ve ilag benzeri bilesikler) yara anjiyogenezi lizerinde terapotik
etkileri lizerine arastirmalarini yogunlastirmistir [22]. Ekzozomlar anjiyogenez ile ilgili
bir¢ok protein, RNA ve endotel hiicrelerinin sinyal yolaklarini aktive eden miRNA’lar

tasimaktadir.



Ayni zamanda ekzozomlarin VEGF, vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptorii
(VEGFR), VEGF-2, FGF, angiopoietin-1, IL-8 gibi anjiyogenez ile ilgili faktorlerin
ifadesini artirdig1 bilinmektedir. Heo ve ark. kok hiicrelerden izole ettikleri ekzozomlarin
miR-132 ve MiR-146 miRNA’lar1 aracilig1 ile endotel hiicreleri tizerinde pro-anjiyojenik
genlerin ifadelerini artirdigini gostermislerdir [23]. Han ve ark. hipoksik kosullarda
kiiltiire ettikleri kok hiicrelerden izole ettikleri ekzozomlarin endotel hiicrelerinde pro-
anjiyojenik etki gosterdigini raporlamislardir [24]. Wang ve ark. ekzozomlari enjekte
edilebilir hidrojele yiikleyerek in vivo’da ekzozomlarin anjiyogenez etkilerini
aragtirmiglardir. EKzozom uygulamasi ile birlikte yara dokusunda kan damari belirteci

olan CD31 ifadesinin arttigin1 gostermislerdir [25].

Ekzozomlar yara iyilesmesindeki biyolojik aktivitelerinin yaninda bazi kisitlamalara da
sahiptir. Ekzozomlar yara bolgesine direkt uygulandiginda yara bdlgesinde hizlica
temizlenmekte ve bu durum biyolojik fonksiyonlarinin ve terapétik etkilerinin azalmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle ekzozomlarin stabilitelerinin ve biyolojik fonksiyonlarinin
korunmasi, uzun stireli etki gdstermesi ve raf dmriiniin uzatilmas: ancak uygun kosullarin
saglanmasi ile miimkiindiir. Ekzozomlarin biyolojik ajan veya hiicre gibi yara
bolgesinden hizlica uzaklastirilmamasi ve stabilitelerini korumak igin biyouyumlu bir
tastyiciya yiiklenmesi iyi bir strateji olarak 6ne ¢ikmaktadir. Buna ek olarak ekzozomlar
tastyict bir sistem ile uygulandiginda kontrollii salimlar1 ile intravendz ve subkiitan

enjeksiyona gore daha etkili sonuclar elde edildigi gosterilmistir.

Bu bilgiler 1s18inda bu tez ¢alismasinda ekzozomlarin jelatin siingerlere yiiklenerek
biyolojik fonksiyonlarinin korunmasi, hiicre proliferasyonunu saglayarak ve yara

anjiyogenezini uyarmasi ile yara iyilesmesini hizlandiracagi 6ngoriilmektedir.

Jelatin kollajenin hidrolize ugramasi sonucu elde edilen dogal bir proteindir. Kolay
ulagilabilir olmasi, biyouyumlulugu, biyoemilebilir olmasi, yiiksek su tutma kapasitesi ve
cesitli uygulamalar iginde istenilen formlarda (film, kopilik, silinger, mikro-
nanopartikiiller, fiber vb.) hazirlanabilir olmasi nedeniyle ile bir¢cok farmasotik ve
biyomedikal uygulamalarda biyolojik ajanlarin uygulama bdlgesine tasimmasi igin

siklikla tercih edilmektedir.



Ozellikle siinger yapidaki jelatin; gozenekli yapilari ve gdzeneklerin birbirleri ile
baglantili olmasi ile hiicrelerin gocii ve siinger igerisine niifuz etmesi agisindan cazip bir
ortam olusturmaktadir. Ayn1 zamanda gozenekler matriks depolanmasi, dagilimi, besin
ve atik degis tokusu i¢in de alan saglamaktadir. Bu nedenlerle jelatin siingerler 3 boyutlu
(3B) gozenekli yapilari, hiicre dis1 matriks benzerligi, biyolojik ajanlarla gdsterdikleri
uyumlari ve nazik hazirlama kosullarina uyumu nedeniyle ekzozomlar igin iyi bir tasiyici
secenek oldugu distiniilmiistiir. Ekzozom yiiklii jelatin siingerlerin hiicresiz tedaviye iyi

bir alternatif olacagi ongoriilmiistiir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda sigan kaynakli kemik iligi kok hiicrelerinden (rt-MKH)
izole edilen ekzozomlar jelatin siingerlere yiiklenerek yara iyilesmesine yonelik biyolojik
etkilerinin in vitro deneyler kapsaminda arastirilmasi planlanmistir. Bu kapsamda rt-
MKH kaynakli ekzozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu gercgeklestirildikten sonra
jelatin siingerlere yiiklenerek ekzozomlarin fibroblast ve keratinosit hiicreler tizerindeki
proliferasyon ve migrasyon etkilerinin serbest ekzozomlarla Kkarsilastirilmasi
planlanmigtir. Ayni1 zamanda ekzozom yiikli jelatin siingerlerin anjiyojenik etkilerinin
bir organ kiiltiirii olan aortik halka ve tavuk embriyosu koryoallantoik membran (CAM)
yontemleri ile degerlendirilmesi hedeflenmistir. Elde edilecek bulgular ekzozom yiikli

jelatin stingerlerin in vivo uygulamalari i¢in yol gosterici olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ekzozomun Kesfi

Ekzozomlar, hiicrelerden salgilanan lipidik yapida, boyutlar1 30-200 nm arasinda degisen
ekstraselliiler vezikiillerdir. Ekzozomlara ilk olarak 1947 yilinda plazmadan pihtilasmay1
baglatan partikiiller olarak rastlanmistir [26]. Ekzozomlarin kesfi dolayli olarak 1955°de
Duve’nin endositoz ile birlikte hiicre icinde ne oldugu bilinmeyen organellerin “lipozom”
oldugu tanimlamasiyla baslamistir [27]. Boylece hiicre zarinda gergeklesen trafik yeni bir
aragtirma alani olusturmustur. 1967 yilinda yine plazmadan ultra santrifiij yontemi ile
elde edilen 50 nm boyutlarinda ve lipidik yapiya sahip partikiiller “trombosit tozu™ olarak
adlandirilmistir ve bu partikiillerin hiicre atig1 oldugu disiiniilmistiir [28]. 1983 yilinda
ise Harding ve Johnstone onciiliigiinde es zamanli olarak yapilan ¢alismalarda tranferrin
reseptOriiniin olgunlagsmamis alyuvar hiicrelerinden endositoz yoluyla 50 nm boyutundaki
partikiillere bagli olarak hiicre disina salindigini kesfetmislerdir [2, 29]. Bu kesfi takip
eden yillarda salinan partikiiller Johnstone tarafindan “ekzozom” olarak adlandirilmstir.
1996 yilinda Raposo ve ark. B lenfositlerinden izole ettikleri ve ekzozom oldugunu
bildikleri partikiillerin hiicreden gelen antijen spesifik MHC smuf II proteinini tagidigin
gostermislerdir [30]. Elde edilen bu ekzozomlarin T hiicre yanitina sebep oldugunu da
goriildiikten sonra ekzozomlarin hiicreler arasi bilgi transferi amagh kullaniliyor
olabilecegi fikri lizerine yogunlagilmigtir [31]. Daha sonraki yillarda protein diizeyinde
yapilan c¢alismalar bu fikrin dogrulugunu kanitlamistir. 2008 yilinda ekzozom
kaynaklarmin arastirildigi genis ¢apli bir ¢alismada ekzozomlarin kok hiicreler, kanser
hiicreleri, noronlar gibi bir¢ok hiicre tiirlinden ve hiicre hattindan salgilandigi, aym
zamanda kan, idrar, anne siitli gibi bir¢ok viicut sivisindan da izole edilebildigi
gosterilmistir [32]. Daha sonraki yillarda ekzozomlarin, hiicreler aras1 mesajci RNAS
(mMRNAs), kodlamayan mikroRNA (miRNAs) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) gibi
niikleotitleri tasimasinin kesfedilmesi ile birlikte ekzozom caligmalarina olan ilgi
katlanarak artmistir (Sekil 2.1) [33]. Ekzozomlar ile ilgili yapilan arastirmalar neticesinde
giiniimiizde kabul géren dort prensip bulunmaktadir: i. ekzozomlar hem endozomal yolak
ile hem de direkt hiicre zarindan salgilanabilir; ii. ekzozomlar makromolekiilleri ve
sinyalleri hedef hiicrelere tastyabilir; iii. ekzozom biyogenezi protein kalite kontrolii igin
kullanilabilir bir mekanizmaya sahiptir; iv. ekzozom biyolojik olarak insan

hastaliklarinda ve sagliginda 6nemli bir rol oynamaktadir.
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Sekil 2.1. Ekzozomun kesfi ve gelisim siireci.

2.2.  Ekzozom Yapisi1 ve Icerigi

Ekzozomlarin topolojik olarak hiicrelerle ayni yapiya sahip olmalari ve boyutlarinin 30-
200 nm civarinda oldugunun bilinmesi disinda ayirt edici morfolojik bir 6zellikleri
bulunmamaktadir. Ayrica boyutlar1 her 6l¢timde ayni hiicre hattindan elde edilmis olsalar
dahi degiskenlik gostermektedir. Ayni zamanda kullanilan cihaz ve yonteme gore
degiskenlik gostermektedir. Ornegin; hidrodinamik boyut ol¢iimii yapan cihazlar
(nanopartikiil izleme analizi (NTA), direng darbe algilama vb.) ekzozom uzantisi protein
ve glikanlar arasindaki uzakligi olgerken, taramali elektron mikroskobu (SEM) bu
uzantilara kars1 hassas degildir ve direkt zar ¢apini verir. Ancak bu yontemde protokol
geregi bliziilme, sisme veya dilizlesme gibi boyutlar1 etkileyebilecek problemler
yasanabilir. Atomik kuvvet mikroskobu veya soguk-elektron mikroskobu ger¢cek boyut
Olclimii i¢in ¢Oziim olabilir. Geleneksel elektron mikroskobu ile ekzozomlar
goriintilenemez. Ancak €ekzozom zarma, proteinlerine, karbonhidratlarina veya
niikleotitlerine spesifik boyama ile beraber floresan mikroskop ekzozom goriintiilemek
icin kullanilabilir. Analiz yontemleri sonuglarindaki bu tutarsizlara karsilik soguk-
elektron mikroskobu ile yapilan bir analizin elde edilen ekzozomlarin neredeyse
tamaminin kiiresel yapida oldugu ve boyutlarinin yaklasik olarak 30-200 nm arasinda
oldugunu gosteren sonuglar1 ekzozomlarin yapisiyla ilgili kabul edilir sonuglar vermistir.
Ancak ayni ¢alisma ekzozomlar ile birlikte biyolojik iiretim asamasinda tiretilmis
olabilecek belirsiz sekillerde bir¢ok partikiiliin tespit edildigi ayrica safligi bozan
lipoprotein, eksomer, RNA-protein parcalari veya protein kiimelenmeleri gibi viicut

stvisinda bulunan partikiillerin de tespit edildigini belirtilmektedir [34].



Bu heterojen yapidan dolay1 ekzozomlarin tanimlanmasi i¢in kiiglik ekstraselliiler vezikiil
(sEV) tanim da kullanilmaktadir. Ozellikle izolasyon protokolleri ekzozomlarin safligi

tizerinde biiylik etkiye sahiptir.

Ekzozomlar birgok protein, glikan, lipit ve niikleik asit icermektedir. EKzozom proteinleri
oldukca genis bir siniftan olusmakta olup bunlar; transmembran proteinleri, lipide bagl
zar proteinleri, ¢evresel zar proteinleri, ¢ozlinebilir ekzozom i¢i proteinleri ve

enzimlerdir.

Ekzozomlarin yilizey proteinleri ile ilgili ¢alisan Escola ve ark. ekzozomlarin yiizey
biyobelirteci olan tetraspaninler (CD81, CD63, CD37, CDS82, CD9) agisindan oldukga
zengin oldugunu gostermistir [35]. Hiicre tipine gore ekzozomlarin tasidiklari yiizey
biyobelirtegleri degismektedir ancak zamanla ekzozom karakterizasyonunda en ¢ok
CD81, CD63 ve CD9 proteinleri kullanilmaya baslanmistir. Tetraspaninler kendi
baslarina herhangi bir Kkatalitik aktiviteye sahip degildir. Fakat zar proteinlerinin
fonksiyonlariin, iletisiminin, kararliliginin ve oligomerizasyonunun yiiriitiilmesinde
gorev alir [36]. Tetraspaninlerin, major histokompatibilite kompleks (MHC) siif II
proteinleri, immiinnoglobulin siiper ailesi tiyesi 8 (IGSFS), hiicrelerarast adezyon
molekiili-1 (ICAM-1), sindekan, integrin ve diger birgok ajanin ekzozom yapisina dahil
olmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir [37]. Integrinler ve ekzozomlarin is birligi,
integrin proteinlerinin metastaz O6ncesi ni§ gelisiminde ve kanser metastazinin
organotropizminde etkili olmast agisindan Onemlidir [38]. Ayrica ekzozom
tetraspaninleri viriis kodlu yilizey proteinlerinin ekzozomlar iizerinde salgilanma siirecine
dahil olmaktadir. Ornegin Epstein-Barr viriisii (EBV) gizli zar proteini 1, hiicrelerden
ekzozomlar iizerinde salgilanmaktadir ve bu fiziksel baglantinin bir kismi CD63
proteinleri araciligiyla gerceklesmektedir [39]. Tetraspaninlere ek olarak yapilan
caligmalar ekzozomlarin zar yiizeylerinde epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR),
mast/kok hiicre biiylime faktor reseptorii (c-Kit), vaskiiler endotel biiytime faktorii tip 2,
insiilin benzeri biiylime faktorii I reseptort, T hiicre reseptorii, sitokin reseptorleri, G
proteini kenetli reseptorleri, Notch reseptorlerini ve diger birgok proteini bulundurdugunu
gostermistir [40]. Bu ¢alismalarin hepsi ekzozomlarin yiizey proteinlerini tasidigi ve bu

proteinlere spesifik fonksiyonel etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.



Ekzozomlarin lipide bagli dis zar proteinlerini ¢ogunlukla bir fosfogliserit olan gliko
fosfatidilinositole (GPI) bagli proteinler olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde
ektoniikleotidaz CD39 ve CD73, bir sperm reseptorii olan Juno, hiicresel prion proteinleri
(PrP®) ve onun amiloidojenik konformeri PrPS¢ bulunmaktadir [41]. Her bir protein farkli
hiicresel fonksiyonlarda gérev almaktadir. EKzozomlarin bir diger dis zar proteinlerini
cevresel faktorlerle ilgili proteinler olusturmaktadir ve bu proteinler genel olarak
sinyalizasyona dahil olmaktadir. Boylece ekzozomlar birgcok Wnt proteini ve onlarin
kargo reseptorleri/yolak proteinlerini tasimaktadir. Ayrica ekzozomlar morfogenetik
kemik proteinleri, doniistiiriicii biiytime faktorii f, ilk apoptoz sinyal (FAS) ligandi, timor
nekroz faktorii (TNF), sitokinler ile birlikte cok sayida otokrin ve parakrin sinyalizasyon
proteininlerini yiizeylerinde tasinmaktadir [42]. Bu proteinlere ek olarak ekzozom yiizeyi
fibronektin, tenaskin, ECM1 gibi hiicre dis1 proteinleri agisindan da oldukca zengindir

[40].

Hiicre zarinin ig tarafinda ise yine lipide bagli zar proteinleri ve zara bagli ekzozom yapi
proteinleri bulunmaktadir. Lipide bagli proteinler arasinda kiiciik GTPazlar (Rabs, Ras,
Rho vb.), sinyalizasyon kinazlar (Src gibi) ve baz1 zar proteinleri bulunmaktadir. HIV
veya HTLV-1 gibi retroviriisler tarafindan enfekte edilmis hiicrelerden salgilanmis
ekzozomlar da ise Gag proteini belirte¢ olmaktadir. Lipide bagh proteinler arasinda en
dikkat ¢eken aktiviteye bagli hiicre iskeleti (ARC) proteinleridir. Gag benzeri bu
proteinler 6grenme ve hafiza 6zelliklerinde biiyiik énem tasir. Ogrenme ile aktive olan
ARC proteinleri ekzozom ile hiicre disina salgilandiktan sonra hedef hiicre tarafindan
iceri alinir ve kendi mesajc1t RNAst ile hiicre igerisinde etkisini gosterir [43]. Ekzozom
yap1 proteinleri ise ekzozom iskeleti proteinleri ile hiicre zarindan gelen proteinlerin
baglanmasi sonucu aktive olmaktadir. CD44, CD34, IGSF8, PTGFRN gibi bir¢ok protein
bu sekilde gorev alir. Bir diger yap1 proteini sintenin ekzozom proteinlerinin bir araya
toplanmasini saglamaktadir. Ayrica CD63 ve Alix proteinleri ile de etkilesim igerisinde
caligmaktadir [40]. Alix yapi proteini sinteninin yaninda timor baskilayict gen 101
proteinine (TGS101) ve ESCRT igin gerekli olan yiiklii miiltivezikiiler cisimcik (MVB)
proteini 4 (CHMP4)’e baglanarak calisir. ESCRT mekanizmasi ESCRT-0, I, Il ve Il
protein komplekslerini icerir. Diger proteinlerle birlikte MVB biyogenezinde,
sitokinezde, otofajide ve viriis gelisiminde rol oynamaktadir. MVB’deki etkisiyle beraber

ekzozom biyogenezinde de rol aldig: diistiniilmektedir[44].
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Bir diger yapi proteini 1s1 sok proteini 70 (HSP70) ekzozom igerisinde kiimelenmis veya
yanlis katlanmis proteinlere baglanarak etki gostermektedir [45]. ESCRT ve TGS101,

HSP70 proteinleri ekzozom karakterizasyonu i¢in kullanilabilir.

Ekzozomlar CD39, CD73, fosfataz, pirofosfataz, kalsiyum baglayici aneksin, fosfat
tastyicilari ile birlikte RNA diizenleyici enzimleri, lipaz, proteaz, metabolik enzimleri de
tasimaktadir. Bu enzimlerin varligi ekzozomlarin hiicreler igin birer rezervuar goérevi

gordigi ihtimalini gliglendirmektedir [40].

Ekzozomlar yukarida bahsedildigi tizere birgok kargo proteini icermektedir. Ancak tek
bir hiicre hattindan elde edilen ekzozomlarda 3000’den fazla protein varligina
rastlanmistir. ExoCarta veri tabaninda ekzozom belirteci olarak listelenen proteinlerin
birgogunun hiicreye 6zel proteinler oldugu goriilmektedir. Bu durum ekzozomlarin hiicre
sitoplazma ve zarindan aldig1 pargalarla agiklanabilir[45]. Ekzozomun igerigindeki ¢ok
sayidaki proteinin ancak bir kismi hiicre tarafindan bir ama¢ dogrultusunda
kargolanmaktadir. Coziiniir proteinler ise ekzozomlar ile etkilesime girmeden hedef hiicre
lizerinde bagimsiz olarak etki gosteriyor olabilirler. Ekzozom boyutlarinda ve
kargolarmdaki bu ¢esitlilik ayrica heterojen bir ekzozom dogasi olusturur. Hiicrenin
igerigine, ekzozomu olusturan zar ve sitoplazma pargalarina ve boyutuna gore tasima
kapasitesine bagli olarak birbiri ile tamamen ayni1 ekzozom izolasyonu yapmak miimkiin
degildir. Bu heterojenite bir problem olmamakla birlikte ekzozom biyogenezinin birgok

farkli konumda gergeklestigini gostermektedir.

Ekzozomun en dis ylizeyinde yiizey proteinlerine ve lipit katmanina bagli halde bulunan
glikan ortiisii bulunmaktadir. Ekzozomlardaki bu glikan ortiistiniin varligi, ekzozomlarin
a-2-6 siyalik asit, heparan siilfat agisindan zengin oldugunu ve heterojen halde ylizey
karbonhidratlarina sahip oldugunu gostermektedir. Kanser hiicreleri her durumda oldugu
gibi yine saglikli hiicrelerden farkli glikan belirtecleri icermektedir. Glikan Ortiisiiniin
yaninda ekzozom zari seramid, kolesterol, sfingomiyelin, glikosfingolipit, fosfatidik asit
(PA), fosfatidilinositol (Pls), fosfatidiletanolamin (PE), fosfadilserin (PS), fosfatidikolin
(PC) ve diisiik oranda birgok lipit tiirii igermektedir. Lipitler ekzozom biyogenezinde aktif
rol alir [46].
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Ekzozomlar biyolojik 6zelliklerini bilyliik oranda igerdikleri hiicre dist RNAlarindan
almaktadir. Ilk olarak RNA igeren kok hiicre ekzozomlarmin tasidiklart Oct-4
mRNA’sinin hedef hiicreye aktarmasinin kesfi ile ekzozom calismalari i¢in yeni bir
donem baglamistir. Daha bir¢ok ¢alisma ekzozomlarin RNA tasiyict oldugunu
kanitlamaktadir. EKzozomlar biiyiik miktarlarda RNA tagimamaktadir onun yerine RNA
alt popiilasyonuna ait kiiciik kodlanmayan RNAlar (ncRNA), kii¢iik ¢cekirdek RNAlar1
(snRNA), mikro RNAlar (miRNA), transfer RNAlar1 (tRNA), kii¢iik susturucu RNAlar
(siRNA) gibi ¢esitli RNAlar1 igcermektedir [40]. Ekzozomlar, salgilandiklar1 hiicre RNA

profiline benzer RNA igerigine sahip olmalari sayesinde hiicreye 6zel karakter gosterirler.

Ekzozomlar ayrica tek sarmalli DNA, ¢ift sarmalli DNA, genomik DNA, mitokondriyal
DNA ve ters transkripsiyonlu tamamlayici DNAlar1 igermektedir [47]. DNAlarin
ekzozomlarin igerigine yiiklenmelerinde herhangi bir se¢imin olup olmadigi, yiiklenme
miktarlarinin neye gore belirlendigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. DNAlarin
fizyolojik rolleri hakkinda bazi tahminler bulunmaktadir. Sekil 2’de ekzozomun yapisi ve

igerigi verilmistir.

Diger Sinyal Reseptorleri Antijen Sunan Molekiiller

FasL, TNF reseptord, TfR / MHC sinif I, MHC sinif I
TNF TNFB TRAIL+
Osi‘iﬁ.s-i e
Lipitler ., Alix, TGS-101 g::l
KOIeSterOI . : 2 /S:;:i;‘ff(l::ialil::n:ml::r Tetraspaninler
Seramid, Sfingomiyelin, o CD9 CD37. CD53
PI,PS, PC, PE Vi oo CD63, CD81, CDS2
j‘ Hsp70
GIikoproteinler‘
Beta Galaktosidaz
O-bagh glikan 5
N-bagl glikan Adezyon Molekiilleri
integrin-a ve —B
P-selektin

Sekil 2.2. EKzozomun yapisi ve igerigi.
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2.3. Ekzozom Biyogenezi

Ekzozomlarin salgilanma amaci birbirleri ile temas halinde olmayan hiicrelerin iletisim
kurmalarin1 saglamaktir. Ekzozomlar ile birlikte hiicrelerden mikrovezikiiller (200-500
nm) ve apoptotik cisimcikler (500-1000 nm) salgilanir. Diger vezikiiller ile ekzozomlari
birbirinden ayiran en temel Ozellik boyutlaridir. Ayrica farklt biyogenezler sonucu
tasidiklar1 kargo ve proteinlerde farklilik gostermektedir [48]. ESCRT hiicre zari
deformasyonlarinda kapama ve onarimda etkili olan bir mekanizmadir. Ekzozom
biogenezi ESCRT’ye bagl ve bagli olmayan olmak tizere iki farkli yol ile gergeklesir.
ESCRT’ye bagli ekzozom biyogenezinde sirali endozomal olaylar gergeklesirken bagli
olmayan biyogenezde ekzozomlar hiicre zarindan direkt olarak salgilanmaktadir [40].
ESCRT’ye bagli biogenezde ilk olarak hiicre zarinin ice dogru katlanmasi ile birlikte
hiicre zar1 proteinlerini ve hiicre dis1 ¢oziiniir proteinlerini iceren erken endozom olusur.
Erken endozoma daha sonra trans-golgi ag1 ve endoplazmik retikulum da dahil olabilir.
Ilerleyen asamalarda erken endozom iizerinde ikinci endozom gelisir ve zar ikinci kez
hiicre proteinleri ile birlikte ice katlanarak ge¢ endozomla birlikte multivezikiiler
cisimcigi (MVB) olusturur. MVBler hiicre igerisinde hiicre iskeleti ve mikrotiibiiller
aracilig1 ile hareket eder. MVBIer ileride ekzozom olacak intraliiminal vezikiilleri (ILV)
icermektedir. Olusan ILV’ler igerisine yiiklenen proteinler iist oligomerizasyon ve hiicre
zarl baglanmasi ile gerceklesmektedir. ILV’ler ile yiikli MVBler lipozom ve
otofagozomlar ile birleserek degrade olabilir veya hiicre zar1 ile birleserek igerisindeki
vezikiilleri “ekzozom” olarak hiicre disina salgilar (Sekil 2.3) [49]. Endozoma bagli
ekzozom biyogenezi olgunlagsma siirecindeki retikiilositlerle yapilan transferin
reseptoriiniin - salgi ¢alismalarindan yola ¢ikilarak kesfedilmistir [29]. Ekzozom
biyogenezinin ikinci yolagi olan hiicre zarindan direkt salgilanma ile ilgili ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Ayrica farkli iki yolaktan salgilanan ekzozomlar1 karsilastirma
amagcli herhangi bir ¢calisma da yapilmamistir. Ancak atomik kuvvet mikroskobu (AKM)
ile yapilan ¢aligmalar, kok hiicrelerin hiicre zarinda meydana gelen tomurcuklanma orant
ile elde edilen ekzozom (~50-100 nm) oraninin ayni oldugu gosterilmistir [50]. Bu
calismanin Oncesinde ve sonrasinda yapilan birgok ¢alisma ile birlikte ekzozomlarin
direkt olarak hiicre zarindan salgilanabildigini kanitlanmistir [51]. Ekzozom

biyogenezinde rol alan bir¢ok protein ve lipit bulunmaktadir.
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Rab baglantili GTPaz Rab proteini, Sintenin-1, TGS101 (tiimor duyarli gen 101), ALIX
(apoptoz baglantili gen 2- etkilesim proteini X), sindekan-1, ESCRT proteinleri (ESCRT
0, I, I, HI), fosfolipitler, tetraspaninler, seramidler, sfingomiyelinazlar ve SNARE
(¢coziiniir N-etilmaleimid duyarhi faktor (NSF) baglantili protein reseptor) kompleks
proteinleri ekzozom biyogenezinde rol alan proteinlerdir. Ancak 6zel olarak gérevlerinin
ozellikle in vivo da detayli sekilde incelenmesi gerekmektedir. Ayrica belirli hiicre tipleri,
hiicre kiiltiirti kosullar1 ve hiicrelerin genomik sagligi ekzozom biogenezini direkt olarak
etkilemektedir [52].

ESCRT mekanizmasi ESCRT-0, I, II, Ill ve VSP4 proteinleri, SNARE kompleks
proteinleri ve efektdr Rab proteinleri ile biyogenezde etkili olmaktadir. ESCRT nin hiicre
zarindaki gorevinden dolay1 ekzozom biyogenezinde de zar bdliinmesinde etkili olmasi
beklenen bir durumdur ancak 6zellikle ESCRT nin aktive olmasini saglayan VSP4
proteinin  yoklugunda ekzozom salimmin herhangi bir aksakliga ugramadigi
goriilmektedir [53]. Bu gorevin disinda ESCRT bir¢ok proteini ile biyogenezde aktif rol
oynamaktadir ve ekzozom igeriginde de bulunmaktadir. ESCRT mekanizmasinin ilk
basamaklarindan biri hepatosit biiylime faktoriiniin ESCRT-0 tirozin kinaz substratini
(Hrs) diizenleyerek PI3P zengini endozomal kisimlarin olusmasidir. PI3P erken ve geg
endozomda hiicre sinyallerini ve zar trafigini kontrol eden bir fosfolipittir. ESCRT-0 ayni
zamanda tiimdr duyarli gen 101 (TGS101) alt bilesigi aracilig1 ile ESCRT-I ile etkilesir.
ESCRT-I ve ESCRT-II birlikte protein kiimelenmelerinin etrafinda erken endozomdan
igeri dogru endozomal tomurcuklanmalarin olugsmasini saglar. Daha sonra ESCRT-III alt
bilesigi olan yiiklii miiltivezikiiler cisimcik proteini 6 (CHMP6) ESCRT-II’ye baglanir.
CHMP4 ve CHMP3 proteinlerinin de aktive olmasiyla birlikte MVB igerisinde ILV’ler
olusur. Alix proteini ESCRT mekanizmasinda 6nemli gérevleri olan bir baska proteindir.
Alix ESCRT-III alt bilesiklerine ve sindekanlara baglanarak ILV olusumda gorev
almaktadir ve ge¢ endozomda tetraspaninler ile ekzozom zari arasinda etkilesim

saglamaktadir.
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Lipitler ekzozom biyogenezinde iceri ve disart dogru katlanabilmeleri agisinda biiyiik
onem tagimaktadir. Fosfolipitlerin, sfingolipitlerin ve kolesteroliin ekzozom
biyogenezindeki etkileri bilinmektedir. Fosfaditilserin (PS) ve fosfaditiletanolamin (PE)
varliginda ekzozomlarin hiicre zarindan farkli olarak zar asimetrisine sahip olmadigi
goriilmistiir. EKzozom zarinin iki katmani arasinda ani fosfolipit karisimlar1 meydana
gelebilir [54]. Fosfotidik asit (PA) ise ekzozom protein-lipid etkilesimini miimkiin kilan
bir fosfolipittir. Sintenin ile etkileserek sindekan, CD63 ve Alix proteinlerinin ILV
olusumda etkili olmalarin1 saglamaktadir. Ayrica PA’lar sfingomiyalinazlar ile birlikte
seramid iretimini artirarak ESCRT’ye bagli olmayan ekzozom saliminda etkili
olmaktadir. PA sentezi yapan fosfolipaz enziminin in vitro ekzozom ¢aligmalarinda ekstra
olarak fosfolipaz kullanimi ekzozom iiretiminin artirilmasi igin iyi bir strateji olabilir. Bir
sfingolipit olan seramid, ESCRT’ye bagli olmayan siirecleri tetiklemesi ve zar
katlanmalarinin kendiliginden gergeklesmesini saglamasi agisindan ekzozom biyogenezi
icin 6nemli bir lipittir. In vitro’da sentetik zar ile yapilan ¢alismalar seramid sentezinden
sonra zar katlanmasinin ve vezikiil olusumunun arttigin1 géstermistir [55]. Tetraspaninler
de seramidler ile etkileserek hiicreler arasi iletisimi ve yapismay1 saglayan [3-kateninin
proteininin salgilanmasini saglamaktadir. Kolesterol ise ESCRT ’ye bagli biyogenezde
gerekli bilgilerin zar iizerinde siralanmasini saglayarak ekzozom oOlusumuna uygun
ortam1 hazirlayan bir lipittir. Bu 6zelliklerle beraber lipitlerin ekzozom biyogenezindeki
etkileri tamamen hiicreye baglidir. Ornegin seramid yoklugunda melanoma hiicrelerinden
salinan ekzozom profilinde herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir [56]. Rab
GTPazlar yaklasik olarak bilinen 70 protein iceren Ras GTPaz siiper ailesinin tiyeleridir
[57]. Genel olarak GTP- ve GDP- baglanma dongiisiinde etki gosterirler. GTPye bagl
durumda efektor proteinlerle etkilesirler ve vektdrel zar trafiginde rol oynarlar. Ekzozom
biyogenezinde ise endositoz ve salgi yolaklar: ile iligkilendirilir. Rab27a ve Rab27b
proteinleri MVB biyogenezinde birgok isleve sahiptir. Rab27a ekzozom boyutlarini
belirlerken Rab27b bununla beraber zar trafigi ve MVBlerin hiicre i¢cindeki konumunu
belirlemede rol alir. Rab27 proteinleri hem endosoma bagli biyogenezde hem de plasma
zar1 biyogenezinde rol oynamaktadir. Rab11 ve Rab35 proteinleri endozom dongiisiinde
ve ekzozom salgisinda etkilidir. Rab7 proteini MV B’lerde zar trafigini saglarken; Rab26,
Rabb5a ve Rab9a proteinleri ekzozom salgisini artirmaktadir. Lipitlerde oldugu gibi Rab

proteinlerinin etkileri de bulunduklar hiicre tipine gore degismektedir.
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2.4. Ekzozom Hedef Hiicre iliskisi

MVB igerisindeki ILV’ler ekzozom olarak hiicre disina salgilanmaktadir. Salinan
ekzozomlarin hedef hiicrelere rastgele mi ulastiklar1 yoksa spesifik hedef belirleyici mi
tasidiklar1 heniiz bilinmemektedir. Ekzozomlarin hiicreler tarafindan igeri alinma
mekanizmasinin anlagilmasinda topikal benzerlikleri sebebiyle viriis mekanizmasindan
oldukca faydalanilmistir [58]. Ekzozomlar hedef hiicre etkilesimi {i¢ farkli yol ile
gerceklesmektedir: i. direkt hiicre zariyla birlesme, ii. ekzozomlarin yiizey proteinlerinin
hedef hiicre zar1 reseptdrlerine baglanmasi, iii. endositoz (fagositoz, mikropinositoz, lipit
raft-, klatrin- veya kaveolin- dolayli endositoz) [59]. Tetraspanin, immiinoglobiilin,
proteoglikan, veya lektin gibi ekzozom yiizey molekiillerinin hiicre tarafindan alinma
mekanizmasindaki rolleri tam olarak bilinmemektedir. Kanser tedavileri igin ise
ekzozomlarin tasidiklart PD-L1, TNF, FasL ve TRAIL gibi ligandlarin timor
hiicrelerinde reseptorleri bulundugundan iyi bir c¢aligma alan1 sunmaktadir [60].
Ekzozomlar hiicre zar1 ile birlestiginde kargosunu hiicre icine birakarak gorevini

tamamlamaktadir. En etkin yolun ise endositoz oldugu diistiniilmektedir [59].
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Endositoz ile hiicre ig¢ine alinan ekzozomlarin etkisini gosterebilmesi i¢in lizozom
tarafindan degrade edilmeden, hiicre tarafindan geri doniistiiriilmeden veya endozomal
yolak ile tekrar hiicre disina atilmadan Once endozomdan ¢ikmasi gerekmektedir.
Ekzozomlar pH kontrollii ya da gegirgenlik sayesinde endozomdan ¢iktiktan sonra
kargolarini ilgili bolgeye tasirlar ancak bu noktadan sonrasinin agikliga kavusturulmasi

gerekmektedir.

Ekzozomlar kan igerisinde tagindiginda hedef organa ulagsmadan once damarin endotel
katmanin1 gegmesi gerekmektedir. Ayrica yakin zamanda yapilan caligmalar
ekzozomlarin kan beyin bariyerinden (BBB) gecebildigini gostermistir. Bu ¢alisma
ekzozomlarin endotel bariyerinden hedef hiicrelere tasinma mekanizmasinin transsitoz

olabilecegini gostermistir [61].

2.5. Ekzozom izolasyonu ve Saflastirma

[zolasyon yontemleri ekzozom safligmi belirleyen énemli bir adimdir. Saf ekzozom
izolasyonu ise elde edilen ekzozomlarin etkilerini anlamak agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ekzozom arastirmalari i¢in altin standart olarak kabul edilebilecek bir
1zolasyon yontemi bulunmamaktadir. Gelismelerle birlikte yeni izolasyon yontemleri de
kesfedilmeye devam etmektedir. Ancak diinya genelinde %80 oraninda ekzozom
izolasyonu i¢in diferansiyel santrifligasyon dahil ultra santrifligasyon yOntemi
kullanilmaktadir [62]. Ultra santrifiij yontemi hiicre kiiltiirii besi ortamindan izolasyon
yapmak i¢in uygun bir secenek olmaktadir ancak plazma kompleks biyolojik sivilardan
ekzozom izolasyon ve saflagtirma yapabilmek igin farkli izolasyon yontemlerinin
kombinasyon halinde kullanilmasi gerekmektedir. Bu yontemler arasinda ultra filtrasyon,
biiylikliikge ayirma kromatografisi, polimer c¢oktiirmeu veya yogunluk gradyan
santrifligasyonu bulunmaktadir [63]. EKzozom izolasyonu i¢in kullanilan her bir metot

ayr1 ayr1 avantajlar ve dezavantajlar tasimaktadir.

2.5.1. Ultra santrifiij — Yogunluk Gradyan Ultra Santrifiij

Ultra santrifiij basitge belli bir merkezka¢ kuvveti altinda yogunluk ve boyuta gore
partikiillerin ayristirtlmas1 saglamaktir. 1983 yilinda ekzozomlarm tanimlandigi
retikiilositler ile yapilan g¢alismada da ekzozom izolasyonu icin ultra santrifii
kullanilmistir [29]. Gilinlimiizde yiiksek hizlarla yapilan protokol ise 2006 yilinda Thery

ve ark. tarafindan standardize etmistir [64].
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Besi ortamu ile yapilan bir izolasyonda ilk olarak 300 g’de hiicreler, 2000 g’de apaptotik
cisimcikler, 10.000 g’de de mikro vezikiiller uzaklastirildiktan sonra ultra santrifiij
asamasinda 100.000-120.000 g’de ekzozomlar ¢oktiiriilmektedir. Ultra santrifiij metodu
ayrica konsantre santrifiij tiipleri (Amicon® ultra santrifiij filtreleri gibi) ile birlikte biiyiik
hacimler konsantre edilerek de kullanilabilir. Ultra santrifiij yontemi bilyiik hacimler i¢in
kullanilabilmesi, herhangi bir uygulama uzmanlig1 gerektirmemesi ve basit protokolil
acisindan avantajlidir. Dezavantaj olarak yiiksek hizda ekzozomlarin yaninda
lipoproteinler, protein kiimelenmeleri ve ekzozom disinda bir¢ok protein de ¢okmektedir
[65]. Yogunluk gradyan santrifiigasyonu kan hiicreleri ortami gibi heterojen ortamlardan
farkli hiicrelerin yogunluk farkina gore ayristirilmasini saglamaktadir. Bu prensibe
dayanarak ekzozom izolasyonu icin de kullanilmaktadir. Izolasyon protokolii geregince
ilk olarak tiip igerisine farkli yogunluklarda alttan yukar1 dogru azalacak sekilde 6rnekler
yerlestirilir. Daha sonra izolasyon yapilacak sivi1 tiipe doldurulup yiiksek hizda (100.000
g — 16 saat) santrifiij edilir. Zamanla 6rnekler ile ayn1 yogunluga sahip partikiiller ayrisip
tiip igerisinde yogunluklarina gore konumlanir. Boylelikle ekzozom ile ayni yogunluga
sahip ornekten ekzozom elde edilmektedir [66]. Ultra santrifiijjden daha saf ekzozom
izolasyonu saglamasi sebebiyle calismalarda %]11.6 oraninda kullanilan yogunluk

gradyan ultra santrifiij yontemi kullanim1 artmaktadir [67].

2.5.2. Ultra Filtrasyon (UF)

Ultra filtrasyon (UF) yontemi boyut ve molekiiler agirliga gore ayirma yapmaktadir.
Yontemin uygulanmasinda belirli boyut ve agirliktaki partikiillerin gecisine izin veren
membran filtreler kullanilmaktadir. Bu yontem ultra santrifiijjden daha hizli ve seri
izolasyon yapmaktadir. Izolasyon protokoliinde ekzozomdan biiyiik partikiilleri ve
hiicreleri (> 200 nm) ayiracak bir membran ile birlikte ekzozomlardan daha kiiciik
proteinleri de uzaklastirilmasi igin ikinci bir membran kullanilmaktadir [68]. Ayni
yontemin sirali olarak uygulandigi bir diger protokolde ise dncelikle 1000 nm’den biiyiik
partikiiller uzaklastirildiktan sonra molekiiler agirliga bagli olarak 500 kDa altindaki
proteinler ile izolasyona devam edilmektedir. Izolasyonun son asamasinda ise proteinler
200 nm’lik filtreden gegirilir ve ekzozom izolasyonu tamamlanmis olur [69]. Uygulama
kolaylig1 ve hizli protokolii sayesinde ultra filtrasyon yontemi kullanilan yontemler
arasinda %>5.4’liik bir paya sahiptir [70]. Avantajlarinin yaninda membranlarin ttkanmasi
ile maliyet artmaktadir ve ayirma verimi diismektedir. Capraz akis filtrasyon teknigi bu
probleme bir ¢6ziim sunmaktadir. Bu yontemde hidrodinamik akis kuvvetinden

faydalanilmaktadir ve ayrica paralel akis sayesinde membran émrii de uzamaktadir [71].
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Membran tikanmasi ile birlikte ekzozomlar ile ayn1 boyutlardaki partikiillerin de elde
edilmesi problemi yogunluk gradyan ultra santrifiigasyon yontemi gibi kombine bir
calisma ile ¢oziilebilir. Ancak membran {izerine uygulanan kuvvet ekzozom zarinda

hasara sebep olabileceginden protokol dikkatli bir sekilde planlanmalidir [69].

2.5.3. Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi (SEC)

Biiyiikliikkge ayirma kromatografisi (SEC) 1955 yilinda farkli molekiiler agirliga sahip
partikiillerin nisasta ve sudan olusan bir kolondan gecirilerek ayirilmasi prensibine
dayanarak gelistirilmistir [72]. Yillar iginde gelistirilen teknikte gegis sivisi olarak
dekstran polimer, agaroz ve poliakrilamid gibi gozenekli malzemeler kullanilmaya
baslanmigtir. Uygulama yapilirken kolon igerisindeki malzeme goézeneklerinden kiigiik
partikiiller ilerlemeye devam ederken daha biiyiik partikiiller gézenekler tarafindan
tutulmaktadir. SEC kolonlar1 diger yontemler arasinda herhangi bir dis kuvvet
uygulanmamasi sayesinde ekzozomlarin dogal halinin en iyi korundugu yontem olarak
one ¢ikmaktadir [73]. Ancak UF yontemine benzer sekilde SEC kolonlari ile saf ekzozom

elde etmek ancak kombine metotlar ile miimkiin olmaktadir [65].

2.5.4. Polimerle Coktiirme

Polimer presipitasyon yontemi yiiksek derece hidrofilik polimerlerin ekzozomlarin
etrafindaki su molekiilleri ile etkileserek hidrofobik bir mikro ¢evre olusturmasi
prensibine gore ¢alismaktadir. Hidrofilik polimerler arasinda polietilen glikol (PEG)
toksisite gostermemektedir ve en ¢ok tercih edilen polimerdir [74]. Presipitasyon
asamasindan Once biiyiik partikiillerin izolasyon sivisindan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Daha sonrasinda polimer ile gece boyunca +4°C bekletilen ekzozom
iceren biyolojik siv1 diisiik hizda (1500 g) santrifiij edilmektedir. Proteinlerin ¢6kmesi
igin yetersiz kalan bu hizda daha saf ekzozom izolasyonu yapilmaktadir. Bu protokol kan,
hiicre kiiltiirii ortam, idrar veya omurilik s1vis1 gibi gesitli sivilardan ekzozom izolasyonu

yapmak i¢in kullanima uygundur [75].

2.5.5. Immiinoafinite ile Saflastirma

Izolasyon yontemleri arasinda en saf ekzozom izolasyonunun yapilabilecegi
yontemlerden biri immiino afinite saflastirma yontemidir. Ekzozomlarin ¢ogunda
bulunan ortak protein ve reseptorler bilinmektedir. Bu yontemde ekzozom proteinleri ve
reseptorlerine 6zel biyo belirtecler kullanilarak baglanma ile ayirma islemi yapilir [76].
Rab5, CD81, CD63, CD9 trans membran proteinleri, Alix, lipide bagli proteinler,

fosfolipazlar gibi ekzozom yiizeyinde bulunun ekzozom belirtegleri immiino afinite
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izolasyonu i¢in kullanilabilir. Son yillarda gelistirilen ekzozom izolasyon Kitleri antikor
kaplanmis manyetik boncuklar sayesinde ekzozom izolasyonu ile hizli tan1 yontemleri
sunmaktadir [77]. Ancak kullanilan izolasyon tamponlarinin kimyasal ozellikleri
ekzozom yapisim1  degistirebilmektedir. Bu yoOntem tedavi amagli ekzozom

izolasyonundan ¢ok tan1 amagli izolasyonda kullanilmalidir [78].

2.5.6. Mikroakiskan Temelli izolasyon

Mikroakiskan temelli izolasyon, tani sistemleri i¢in ekzozom izolasyonunun ve
karakterizasyonunun bir arada oldugu hizli bir yontemdir. Bu yontem sayesinde ¢ok az
miktarlardaki 6rneklerden ekzozom izolasyonu ile non-invazif erken dénem kanser
teshisi yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda sinyal dedektdrleri ile entegre calisabildiginden
izolasyon sirasinda karakterizasyon da yapilabilmektedir [79]. Mikroakiskan sistemleri
ekzozomlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin de tayin edilebilmesi istendiginde immiino
afinite yontemiyle birlikte kullanilabilir. Bu sistemlerin kombine edildigi izolasyon kitleri

de ticari olarak kisiye 6zel kullanima sunulmustur [80].

2.6. Ekzozom Karakterizasyonu

Izole edilen ekzozomlarin preklinik veya klinik kullanimindan 6nce safliginin ve
biyolojik etkilerinin anlagilabilmesi agisindan karakterizasyon biiylik 6nem tagimaktadir.
Karakterizasyon i¢in boyut, sekil, yilizey yikii, yogunlugu ve igerik analizleri
yapilmaktadir. Bu analizler igerisinde nanopartikiil izleme analizi (NTA), dinamik 151k
sagilhim sprektrometresi (DLS), “resistive pulse sensing”, elektron mikroskobu, atomik

kuvvet mikroskopisi, western blot analizi ve akis sitometrisi bulunmaktadir.

2.6.1. Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

Nanopartikiil izleme analizi (NTA), ekzozomlarin biyofiziksel karakterizasyonunda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ekzozomlarin sivi faz igerisinde hizinin 6lgiilmesi ile
birlikte her bir partikiil i¢in goriintli isleme yapilmaktadir. Boylece 10 nm ile 2 um
arasindaki ekzozom boyutlari, boyut dagilimi, partikiil agisindan konsantrasyon tayini
yapilabilmektedir. NTA analizi ile 30 nm boyutlarindaki ekzozomlar dahi tespit edilebilir
[81]. Analizin hazirlik asamasi oldukg¢a kolaydir ve sonuglara da birkag¢ dakika igerisinde
ulagilabilir. Ayrica analiz sonrasinda ekzozomlarin dogal yapilar1 da korunmaktadir [82].

Analiz bagarisi 6rnek hazirlama asamasinda dogru seyreltmenin yapilmasina baghdir.
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2.6.2. Dinamik Isik Sacilim Spektrometresi (DLS)

Dinamik 1s1k sa¢ilim spektrometrisi (DLS) ekzozom boyut analizi yapmak igin
kullanilabilecek alternatif bir yontemdir. Bu yontemde monokrom uyumlu lazer 1sinlarin
ornek icerisindeki partikiillere carpmasi sonrasi olusan 151n dalgalanmasinin iglenmesi ile
boyut analizi yapilir [82]. NTA’ya benzer sekilde o6rnek hazirlama veya analiz
asamasinda herhangi bir zorluk olmamasima ragmen DLS tek boyuttaki partikiillerin
dlgiilmesi icin uygundur. Ornek igerisinde daha biiyiik partikiillerin oldugu durumlarda
kiigiik partikiillerin tespit edilmesi zorlasmaktadir ve analizden giivenilir sonuglar elde

edilememektedir [83].

2.6.3. Ayarlanabilir Direncli Nabiz Algillama (TRPS)

Ayarlanabilir direngli nabiz algilama (TRPS) son zamanlarda kullanilmaya baslanmistir.
Bu yontemle 50 nm boyutlarindaki partikiillerden hiicre boyutlar1 aralifina kadar boyut
dagilimi ve konsantrasyonu olgiilebilir [84]. Ekzozom karakterizasyonunda tek partikiil
analizi ve konsantrasyon dl¢limii yapabilmesi sayesinde avantaj saglamaktadir. Teknigin
dezavantajlar1 ise gozeneklerin partikiillerle tikanmasi veya partikiil boyutlarinin cihaz
giiriiltiisiinden ayirt edilemeyecek boyutta olmasit sebebiyle stabil sonuglar elde
edilmesinin zorlagmasidir [84]. Teknigi kullanan arastirmacilar giiriiltii, kesme limit
hassasiyeti ve kesinlik gibi sistem parametrelerinin standardize edilmesi ile giivenilir

sonuglar elde edilebilecegini gostermislerdir [85, 86].

2.6.4. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) optik ve elektron kirilma tekniklerinin kullanildig:
bir analiz yontemidir. Cihaz bir prob yardimi ile 6rnek ylizeyi ile ilgili bilgi toplamaktadir.
Bu yontem ile ekzozom karakterizasyonunda ¢ok az miktarlarda dogal oOrneklerle
herhangi bir bozulma olmadan analiz yapilabilir. AFM ile birlikte ekzozomlarin
morfolojileri, biyomekanik 6zellikleri, miktarlar1 ve yiizeydeki biyomolekiiler igerikleri
analiz edilmektedir [87]. AFM giinlimiizde ekzozom ile ilgili bilinen bilgilerin elde
edilmesinde oldukg¢a faydali olmustur. AFM ayn1 zamanda tiimdr 6rnekleri gibi heterojen
ortamlarda da analiz yapilmasini miimkiin kilmaktadir [88]. Ancak elde edilen veriler
analizin yapildig1 ortam sicakligi, prob ve 6rnek arasindaki kuvvet veya tarama hizina
gore degismektedir. Avantajlar1 ve dezavantajlart ile birlikte AFM bircok calismada

ekzozom karakterizasyonu igin etkili bir segenek olarak sunulmustur [89].
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2.6.5. Elektron Mikroskobu (EM)

Elektron mikroskobu (EM) ekzozomlarin yapilarinin, morfolojilerinin ve boyutlarinin
analiz edilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir. EM 6rnek iizerinden bir elektron
demeti gecirildikten sonra elde edilen ikinci elektron demetinin islenmesi ile goriinti
olusturmaktadir. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve kriyojenik elektron
mikroskobu (kriyo-EM) olmak iizere iki ¢esit elektron mikroskobu ydntemi
bulunmaktadir. TEM ile analiz yapilmadan 6nce 6rneklerin glutaraldehit ile sabitlenmesi
ve kurutularak vakum altinda analiz yapilmalidir. Bu yontemle ilgili dikkat edilmesi
gereken nokta hazirlhik asamasinda ekzozom morfolojisinde degisim meydana
gelebilmesidir. Ayrica kullanilan elektronlar ekzozomlarin biyolojik yapilarina da zarar
verebilir [48]. Kriyo-EM farkli protokolii ile TEM yontemine alternatiftir. Kriyo-EM
analizi i¢in Ornekler sivi nitrojen ile hazirlanmaktadir ve protokol geregi ekzozom
morfolojilerinde herhangi bir degisik olmamaktadir [90]. Bu iki yontemin bir arada
kullanildig1 kriyo-TEM ise ekzozom zar1 ve liimeni de dahil goriintiilleme yapmak i¢in en
uygun yontem olarak belirtilmektedir [91]. EKzozom proteinlerinin floresan boyanmasi

ile ayrica biyolojik fonksiyon analizi de yapilabilir [92].

2.6.6. Akis Sitometrisi (FC)

Akas sitometrisi ekzozom yiizey proteinlerinin, boyutunun ve yapisinin analiz edilebildigi
yontemdir. Akis sitometrisi ekzozom karakterizasyonunda standart hale gelmis western
blot, NTA ve EM gibi yontemler arasinda olduk¢a 6ne ¢ikmaktadir. Akis sitometrisi ile
ekzozomlarin boyutu ve yapisi ile ilgili tekrarlanabilir analizler yapilabilmektedir. Akis
sitometrisi belli dalga boylarinda gonderilen lazer demetlerinin ornek igerisindeki
partikiilerden sagilan 1smlarmin islenmesi prensibine gore calismaktadir. Orneklerin
analiz asamasindan once ayrica floresan boyalar ile boyanmasi gerekmektedir. Kullanilan
standart akis sitometri cihazlari 6l¢iim araligindan dolay1 ekzozom analizi igin uygun
degildir ve 6l¢lim araliga girebilmek igin analizler mikro boncuklar ile ekzozomlarin
kombinasyonu kullanilarak yapilmaktadir. Ancak son zamanlarda gelistirilen teknolojiler
ile birlikte cihazlarin boyut hassasiyeti artirilmistir boylelikle boyama isleminden sonra

direkt olarak ekzozom 6rneginden 6l¢iim yapilabilmektedir [93].
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2.6.7. Western Blot Analizi (WB)

Western blot analizi, proteinlerin tanimlanmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde oOncelikle protein karisimi elektroforez adi verilen bir islemle ayristirilir.
Ayristirilan proteinler daha sonra bir membran iizerine transfer edilir. Bu membran, daha
sonra belirli bir proteinin varligini tespit etmek i¢in 6zel antikorlarla islenir. Antikorlar,
hedef proteinle 6zdes olan ve epitop ad1 verilen belirli bir bolgeye baglanarak membrana
tutunur. Membran antikorlarin hedef proteinle baglandigi bolgeden fazlasini
engelleyecek sekilde bloke edilir. Daha sonra ikincil antikor ad1 verilen bir baska antikor
membrana uygulanir. Bu ikincil antikor, bir dnceki antikorun baglandig1 hedef proteine
baglanacak de tasarlanmistir ve tizerinde sinyal iiretici molekiil tagir. Bu sinyal, hedef
proteinin varhigini tespit etmek igin goriintiilenir ve gesitli yontemlerle Olgiiliir [94].
Western blot analizi, bir proteinin varligini tespit etmek i¢in kullanilabilecegi gibi, ayni
zamanda protein miktarin1 6l¢mek i¢in de kullanilabilir. Bu yontem, 6zellikle biyolojik

arastirmalarda, ilag gelistirme ¢alismalarinda ve hastaliklarin tanisinda siklikla kullanilir.

2.7. Ekzozomlarm Biyolojik Fonksiyonlari

Ekzozomlar okaryot ve prokaryot birgok hiicre c¢esidinden ve viicut sivisindan
salgilanmaktadir. Bu hiicreler igerisinde fibroblastlar, néronlar, adipoz hiicreleri, timor
hiicreleri, bagirsak epitel hiicreleri ve kok hiicreler bulunmaktadir. Ayrica sinoviyal sivi,
anne siitii, idrar, tiikiiriik, amniyotik sivi, karmn iltihabi gibi viicut sivilari ekzozom
icermektedir. Hiicrelerden elde edilen ekzozomlardan biyolojik fonksiyonlarin
anlasilmasi ve terapdtik uygulama amagli faydalanilirken; viicut sivilarindan elde edilen
ekzozomlar daha ¢ok erken ve kolay hastalik teshisi i¢in kullanilmaktadir. Arastirmacilar
ekzozom kargosunda bulunan 9.679 protein, 2.838 miRNA, 3.408 mRNA ve 1.116 lipit
tanimlamugtir. Salgilandiklar hiicreler ve mikro ¢evre i¢in birer “parmak izi” veya “imza”
niteliginde olan ekzozomlar tasidiklari bu proteinler, RNA’lar, enzimler ve lipitler
sayesinde biyolojik aktivite gostermektedir. Anjiyogenez, antijen tasima, apoptoz,
pihtilasma, hiicresel hemostaz, inflamasyon ve hiicreler arasi sinyallesme biyolojik
stireglerinde de rol oynamaktadir. Boylelikle ekzozomlar kanser de dahil olmak iizere
norodejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, yara ve kemik

tyilesmelerinde etkili olmaktadir.
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2.7.1. Kanser

Diinya genelinde yasanan kanser sayisindaki artis ve yayginlasma sebebi ile
ekzozomlarin kanser biyolojisindeki roliiniin anlasilmasi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Aragtirmacilarin da bu alana yonelmesi ile diger hastaliklara oranla ekzozomlar ve kanser
dogasimin iliskisi hakkinda birgok bilgi 6grenilmistir. EKzozomlarin timdr gelisiminde,
anjiyogenezinde, metastazinda, terapi direncinde ve paraneoplastik sendromunda etkili
oldugu gorilmistiir. Ekzozomlarin kanser siirecindeki etkileri kanser tiiriine, genetigine

ve evresine gore degisiklik gostermektedir.

Ekzozomlar direkt olarak tiimor olusumuna neden olabilir veya kanser olusumunu
destekleyebilir. Pankreas kanser hiicrelerinden elde edilen ekzozomlarm NIH/3T3
hiicrelerini mutasyona ugratarak hiicre farklilagmasi baslattig1 gortilmistiir [95]. Prostat
ve meme kanseri hiicrelerinden izole edilen ekzozomlarin tasidiklart miRNA kargolari
ile adipoz hiicrelerinde tiimor olusumuna dahil olduklar1 gériilmiistiir [96]. Ayrica miR-
200 tastyan ekzozomlarin meme kanserinde epitelden mezenkimale doniisimii (EMT)
artirdigint  gosteren calisma ekzozomlarmn kanser hiicrelerinin direncinin artirdigini
gostermektedir [97]. RNA’lar disinda ekzozomlarin tasidiklari proteinler, niikleik asitler,
metabolitler de tiimor olusum siirecine dahil olmaktadir. Tiimor mikro ¢evresinde kanser
hiicrelerinden salgilanan ekzozomlar en c¢ok kanser iligkili fibroblastlar (CAFs) ve
bagisiklik hiicreleri ile birlikte ¢aligmaktadir. Kanser hiicrelerinin etkisi altinda ekzozom
tireten CAFlar bagisiklik hiicrelerinin proinflamatuar tepkisinin artmasi saglamistir ve
boylelikle farede yapilan deneyde tiimor biiylimesinin de arttigi gériilmiistiir [98]. Ayrica
kanser hiicrelerinin genis bir alana yayilirken hiicreler arasi sinyallesme araci olarak
ekzozomlar kullandig1 bilinmektedir. Kanser hiicrelerinden elde edilen ekzozomlarin
yiizeyinde bulunan TGF-B, PEDF (pigment epitel kaynakli faktdr) gibi proteinler hedef

hiicrelerde kanser olusumunu tetiklemektedir [99].

Ekzozomlarin kanser olusumunda iki tiirlii anjiyogenez etkisi bulunmaktadir. Meme
kanseri hiicrelerinden elde edilen ekzozomlarin igerdikleri miR-105 sayesinde kan
damarlarinin biitiinliiglinii bozarak gecirgenligi artirdig1 ve timor gelisimi i¢in alan
sagladig1 goriilmiistir [100]. Bir diger yandan hipoksik glioblastoma hiicrelerinden elde
edilen ekzozomlarin endotel hiicrelerini proanjiyojenik programlayarak glioblastoma

hiicrelerinin ¢ogalmasini sagladigi goriilmistiir [101].
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Sonug olarak ekzozomlar timdr gelisiminde hem saglikli anjiyogenezi bozarak hem de

timor i¢in gerekli damarlanma yapisinin olugmasinda rol alarak etki gostermektedir.

Kanser hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlar ve antikorlara karsi direng gelistirmesinde de
ekzozomlar rol almaktadir. B hiicreli lenfomadan salinan CD20* ekzozomlar anti-CD20
icin tuzak yemi gibi davranarak hiicrelerin kagmasini saglamaktadir [102]. Bobrek hiicreli
kanserde bir kemoterapétik ajan olan sunitinib direng¢li uzun kodlanmayan RNA tasiyan
ekzozomlarin miR-34 ve miR-449’a baglanarak AXL ve MET tirozin kinazlarinin
salgisini artirdigt ve sunitinib etkisini ortadan kaldirdigi goriilmiistir [103]. Kemoterapi
ile birlikte radyasyon tedavisinde de ekzozomlarin kanser direnci sagladigi bilinmektedir.
Kanser hiicrelerinden elde edilen ekzozomlar ile yapilan ¢alismalar ekzozomlarin tiimor
olusumun bircok asamasinda etkili oldugunu gostermektedir. Fonksiyonu bilinen
durumlarda ekzozom iretiminin engellemesi ile timor olusumu ve gelisimi
engellenebilir. Elde edilen bilgiler kanser tedavisinde ve tanisinda ekzozomlarin biiyiik

potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

2.7.2. Norodejeneratif Hastahklar

Ekzozomlarin noral hiicrelerinden de izole edilebildigi anlagildiktan sonra
norodejeneratif hastaliklardaki etkileri arastirilmaya baglanmigtir. Ayrica ekzozomlarin,
beyine giden yolda ilag veya toksinler igin segici bir bariyer olusturan kan-beyin
bariyerinden (KBB) gegebilme 6zelligine sahip olmasi arastirmalar igin Oonemli bir
avantaj saglamaktadir. EKzozomlar beyinde hatali ve anormal proteinlerin kiimelenmeleri
artirma veya engellemede rol oynamaktadir. Bir ndrodejeneratif hastalik olan Creutzfeldt-
Jakob (Deli dana) hastaliginin durumu ekzozomlarin GW4869 ile bloke edilerek ve
monensin ile salgilanmasinin artirilarak incelenmistir. Sonuglar ekzozom artis ve
azalisiyla dogru orantili olarak hastaliga sebep olan enfekte prion proteinlerinde (PrPsc)
de aymi etkinin oldugunu gostermistir [104]. En ¢ok calisilan norodejeneratif
hastaliklardan biri olan Alzaymir hastaliginda da ekzozomlarin etkileri arastirilmaktadir.
Alzaymir hastaliginda etkili olan proteinlerin ekzozomlarda da bulundugu, ekzozomlarin
bu proteinlerin beyinde kiimelenmesini sagladig1 ve ayrica ekzozomlarin bu proteinleri
noronlar arasinda tasidigi gorilmiistiir [105]. Bir diger acidan ekzozom biyogenezi
noroprotektif etki gosterebilir. Ekzozomlar norotoksik oligomer olusumunu engelliyor

veya olusanlari hiicre disina tasiyor olabilir.
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Ekzozomlarin noérodejeneratif hastaliklardaki etkileri in vitroda tespit edilmektedir. Daha
detayli bilgi edinmek adma arastirmalarin in vivo c¢alismalari ile desteklenmesi

gerekmektedir.

2.7.3. Metabolik ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Ekzozomlar metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda etkili rol oynamaktadir.
Ekzozomlarin pankreatik B-hiicreleri, adipoz dokusu, iskelet kas1 ve karaciger lizerinde
metabolit transferi sagladigi ve miRNA kargosu ile hiicreler aras1 iletisim saglayarak etki
gosterdigi kesfedilmistir. Obez fare modelinde yapilan bir ¢calisma ile goriilen belirgin
ekzozomal miRNA dolagimi sayesinde ekzozomlar insiilin direncinin artmasini
saglamaktadir ve yag dokusunda da protein diizenleyici olarak gorev almaktadir [106].
Kas ve yag kaybinin yasandig1 kanser gibi durumlarda da ekzozomlarin hastaliklarla ilgili
proteinleri tasidigi goriilmistir. Kanser hiicreleri, saglikli hiicreleri ekzozomlar

araciligiyla etkileyerek kas ve yag kaybina sebep olacak durumlar tetiklemektedir.

Insan ve fare hiicrelerinden elde edilen ekzozomlar ile yapilan ¢alismalar ekzozomlarin
kalp krizi, diyabete bagli kalp hastaliklari, ateroskleroz gibi metabolik hastaliklarla iliskili
oldugunu gostermistir. Plateletlerden izole edilen ekzozomlarin makrofaj tutucu CD36
reseptoriinii azalttigi goriilmistiir ve boylelikle ekzozomlar zararli kolesterol alimini da
azaltarak ateroskleroz engelleyici gorev gormektedir [107]. Farkli bir¢ok hiicreden izole
edilen ekzozomlarin in vivo ¢alismalar1 ekzozomlarin miR-19, miR-21, miR-22, miR-21-
5p gibi miRNA kargolari ile ayrica kalp saghigini korudugunu gostermistir [99]. Ancak
her durumda oldugu gibi insan diiz kas hiicrelerinden izole edilen ekzozomlarin
trombojenezi artirdigi karsit bir etkisi de bulunmaktadir [108]. Dolayisiyla metabolik ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda da diger hastaliklarda oldugu gibi ekzozomlar ve kargolari

hem terapotik hem de tan1 amaglhi kullanilabilir.

2.8.  Ekzozomlarin Terapétik Etkileri

Ekzozomlar bilinen fizyolojik kosullar altinda ¢ok diisiik immiin yanita ve KBB’yi gegme
yetenegine sahiptir. Ayrica lipit tabakasi sayesinde igerisindeki kargoyu dogal bagisiklik
hiicrelerinden ve sindirim enzimlerinden koruyabilmektedir. Bu yetenekleri
arastirmacilar1 ekzozomlari ilag tastyici sistem olarak kullanmaya yonlendirmistir [109].
Farmasoétik ajanlar ekzozom igerisinde tasinirken korunmakta ve sistemde kalma siireleri

uzamaktadir.
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Boylelikle uygulama alanina uzak hedeflere ulagma basaris1 da artmaktadir. Giintimiizde
farmasoétik ajan tastyici olarak ¢ok sik kullanilan lipozomlara gore ekzozomlar sahip

olduklar1 bu 6zellikler sayesinde 6ne ¢ikmaktadir.

Tasarlanmig ekzozom iiretimi terapdtik calismalar yapan arastirmacilarin yoneldigi bir
baska ¢alisma alanini olusturmaktadir. Tasarlanmis ekzozom ¢alismalarinda ekzozomlara
farmasotik ajanlar, proteinler, niikleik asitler gibi istenen kargolar yiliklenebilmektedir.
Ekzozom tasarimlar1 iki farkli yaklasima gore yapilmaktadir. Ilk yaklasimda
ekzozomlarin kaynak hiicrelerin 6zelliklerini tasiyacagi bilindiginden hiicrelerde
modifikasyon yapilmasidir. ikinci yaklasim ise direkt olarak ekzozomlar iizerinde
modifikasyonlar yapilmasidir. Hiicrelerin kiiltlir kosullar1 degistirilerek, hiicrelere belirli
kargolar yiiklenerek veya daha komplike bir islem olan genetik modifikasyonlar ile
hiicrelerden ekzozoma belli 6zelliklerin gegmesi saglanabilir. Ekzozomlara ise direkt
olarak elektroporasyon, sonikasyon, ekstriizyon gibi yontemlerle kargo yiiklenebilir veya
zar modifikasyonlar1 ile ekzozomlar hedefe spesifik hale getirilebilir. Ayrica biiyiik
biyolojik varliklar kiigiik parcalara bolerek ya da lipit caligmalari ile yapay ekzozomlar
iiretilebilmektedir [110]. Ozellikle kanser calismalarinda spesifik kargolar tasiyan
ekzozomlar iizerinde calisiimaktadir. Ornegin makrofaj hiicrelerinden izole edilen
ekzozomlar bir kemoterapi ilaci olan paklitaksel ile yiiklendiginde farede akciger
kanserine karsi yanit olusumunu artirmistir [111]. Ekzozomlar ayrica merkezi sinir
sistemi hastaliklar1 ve kanser icin spesifik miRNA ve siRNA tasiyicist olarak da
tasarlanabilmektedir. Preklinik ¢aligmalar miRNA ve siRNA yiiklenmis ekzozomlarin
memeli kanser modelleri olusturulmus siganlarda anti-kanser etkilerine yogunlagsmaistir.
MKH’lerden izole edilen ekzozomlara Kras®!?P siRNA’smin (iExosome) yiiklenmesi ile
yapilan bir ¢aligmada farelerin pankreas kanserinden kurtulma oranlarinin arttidi
goriilmistiir. Ayrica ayn1 ¢caligmada ekzozomlarin yiizeyindeki CD47 proteininin “beni
yeme” sinyali gondererek ekzozomlarin fagositozdan kagmasi ve sistemde kalma stiiresini
uzattigr kesfedilmistir [112]. Bu ¢alisma daha ileri tasmarak Kras®?® mutasyonu
kaynakli pankreas kanseri hastalarin iExosome ile tedavisi amacl faz I klinik agsamasina

gecilmistir (ClinicalTrials.gov identifier: NCT03608631).
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Herhangi bir miidahale yapilmadan kok hiicreler, makrofaj, epitel hiicreleri, mast
hiicreleri, plateletler, T hiicreleri, B hiicreleri, noronlar, dentritik hiicreleri gibi bir¢ok
memeli hiicreleri, viicut sivilart hatta cesitli meyve ve sebzelerden izole edilen
ekzozomlar da terapétik etkiye sahiptir. Bu alanda kok hiicreler 6ne ¢ikmaktadir. Kok
hiicreler mezemkimal kok hiicreler (MKH), embriyonik kok hiicreler (EKH),
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH) olarak kendi iginde siiflandirilmaktadir.
Bu kok hiicreler arasinda EKH’ler etik acisindan zorluk getirmektedir. iPKH’ler ise bir
kaynaktan direkt olarak izole edilememektedir. Dolayisi ile kapsamli ¢alismalar igin en
uygun kok hiicre kaynagi mezenkimal kok hiicreleridir. MKH’ler, saglik ve kozmetik
alaninda uzun yillardir klinigin énemli bir pargasini olusturmaktadir. Calismalarda bu
noktaya kok hiicrelerin sahip oldugu kendini yenileyebilme, farklilasma ve iyilestirme
ozellikleri sayesinde gelinmistir. Dolayis1 ile MKH’lerden elde edilen ekzozomlar hiicre
terapisine alternatif bir nanotip yaklasimi olarak kapsamli sekilde arastiritlmaktadir [113].
Ayrica ekzozomlar c¢ogalma ve farklilasmadan kaynakli timor olusturma riski
tasimamalari, immiinojenik yanit olusturmamalar1 ve ilgili bolgeyi hedef alarak aktivite
gostermeleri agilarindan terapdtik ve klinik agilarindan MKH’lere gore avantaj da
saglamaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerinden elde edilen ekzozomlarin dogal,
programlanmis veya ila¢ yliklenmis halleri ile birgok terapotik calisma yapilmaktadir.

Ekzozomlar sistemik, lokal, nazal ve oral yollarla uygulanabilmektedir.

2.9. Ekzozomlarmn Diagnostik Kullanimi

Ekzozomlarin terapétik etkilerinin yaninda diagnostik kullanimi1 da 6nemli bir ¢alisma
alan1 olugturmaktadir. Terapoétik tiriin olarak ekzozomlarin klinige sunulmasinin 6niinde
asilmasi gereken zor agamalar bulunmaktadir. Ancak ekzozomlarin diagnostik kullanimi
minimal invasif miidahale ile sivi biyopsisi yapmay1 saglamaktadir ve klinikte
uygulanmasi da oldukga kolaydir. Ekzozom biyopsisi ile kardiyovaskiiler hastaliklarin,

merkezi sinir sistemi hastaliklarinin ve kanser teshisinin yapilmasi amaglanmaktadir.

Bazi galismalar ekzozomlarin az miktarda DNA igerdigini ve bu DNA’larin kanser
sebebiyle ger¢eklesen mutasyonlarin serumdan salgilanan ekzozomlarda tespit
edilebilecegini sdylemektedir. Ancak bazi ¢alismalar ekzozomlarda DNA’ya
rastlanmadigini belirtmektedir. Diagnostik agidan DNA kullanimi i¢in daha detayh

sonuglarin elde edilmesi gerekmektedir [99].
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Bununla beraber kanser hiicrelerine spesifik miRNA veya miRNA gruplart kanser
teshisinde diagnostik veya prognostik potansiyel tagimaktadir. Saglikli ve kanser
hiicrelerinin tirettigi ekzozomlarin kargolarindaki ortaya ¢ikacak farkliligin tespiti erken
teshis ihtimalini artirmaktadir [114]. Yapilan ¢alismalar sayesinde kanser olusumu
destekleyen ve engelleyen miRNA’larin tanimlanmasi ile birlikte ekzozomlarin
diagnostik kullanim alani geniglemektedir. Ayrica kanser hiicrelerinden elde edilen
ekzozomlarin tasidiklar1 fosfoproteinler ve yiizey proteinleri de kanser teshisinde

kullanilabilir.

2.10. Ekzozomlarin Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri

Yara, fiziksel (yanma, donma) ve mekanik travmalar, cerrahi girisimler, genetik
bozukluklar veya fizyolojik rahatsizlar sonucu deri biitiinliigiiniin bozulmasi olarak
tanimlanir. Deri biitlinliigiiniin bozulmasi ile doku gevresel etkilere agik hale gelir ve var

olan fonksiyonlarini gecici veya kalici olarak kaybedebilir.

Yara iyilesmesi doku hasarina karst viicudun verdigi dogal bir tepkidir. Yara iyilesme
stireci bir¢ok farkli hiicre tipinin, sitokinlerin, mediyatorlerin ve damar sisteminin dahil
oldugu karmasik bir siirectir. Doku hasar1 olustugunda ilk olarak hemostazin saglanmasi
icin damar biiziilmesi ve trombosit kiimelenmesi ile kan ve viicut sivisinin disar1 akisi
engellenir. Daha sonra nétrofiller ile baslayarak inflamatuar hiicreleri yara bdlgesinin
yabanci cisimlerden ve bakterilerden temizler. Inflamatuar hiicreleri anjiyogenez,
trombosit ve epitelizasyonu baslatacak mediyator ve sitokinleri salgilar. Fibroblast
hiicreleri ise doku iskelesi gorevi gorecek ekstraseliiler matriks bilesenlerini yerine koyar.
Boylece yara iyilesmesi ve yeni doku olusumu gergeklesir. Bu asamalar hemostaz,
inflamatuar, ¢ogalma, olgunlasma ve yenilenme fazlar1 olarak birbirlerinden

ayrilmaktadir.

Bir yaralanma meydana geldiginde ilk olarak dokuda lenfatik sivi ve kan kayb1 meydana
gelmektedir. Bu durumda uygun hemostazin gergeklesmesi gerekmektedir. Kan kaybini
durdurmak ic¢in hem intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma yolaklar1 aktive olmaktadir.

Oncelikle endotel duvarinda meydana gelen acikligi kapatmak icin damarlar biiziiliir.
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Adenozin 5’difosfat (ADP) salgilanmasi ile birlikte de trombosit kiimelenmesi ve
tromboz baglar. Kisa siireli damar biiziilmesinden sonra damar tekrar genisler ve

l6kositler ile trombositlerin yara bolgesine akisi saglanir.

Inflamatuar asamasi hemostaz ve kemotaksi ile baslar. Lokositler ve trombositler
mediyator ve sitokinler salgilayarak inflamatuar asamasini hizlandirir. Trombosit
kaynakli biiyiime faktorlerinin  yaninda diger biliylime faktorleri  kollajen
degradasyonunda, fibroblast doniisiimiinde, yeni damar olusumunda ve re-
epitelizasyonda gorev almaktadir. Bu asamalar ayn1 zaman diliminde senkronize sekilde
gerceklesir. Trombositlerden salgilanan serotonin ve histamin gibi mediyatorler hiicre
gecirgenligini artirir. Trombosit kaynakli bliylime faktorleri ayrica fibroblast boliinmesini
ve c¢ogalmasini saglamaktadir. Fibroblastlar ise kollajen sentezlemektedir. Notrofil,
monosit, endotel hiicreleri gibi inflamatuar hiicreleri ise trombosit aktivasyonu ile olusan
fibrin iskelesine tutunmaktadir. Notrofiller fagositozla hiicresel atiklarin ve bakterilerin
yara bolgesinden uzaklastirir. Monositler yara bolgesinde makrofaja doniiserek sitokinler
ile epitel, fibroblast ve endotel hiicrelerinin yara bdlgesine migrasyonunu saglar. Boylece

yara iyilesmesinde proliferasyon fazina gegirilir.

Cogalma ve graniilasyon fazlar1 arka planda siire¢ boyunca senkronize sekilde devam
etmektedir. Doku hasarindan sonraki 5 ile 7. giinler arasinda fibroblastlar kollajen ve
glikoz amino glikan sentezlemeye baslar. Bu proteoglikanlar yaray1 stabilize etmektedir.
Sonraki asamada yara g¢evresinden hiicre gocl ile birlikte re-epitelizasyon baslar.
Oncelikle ince yiizeysel bir epitel tabakas1 olusur. Zamanla bu tabaka giderek kalmlagir
ve daha dayanikli bir yara tabakasi olusur. Daha sonra mevcut damarlardan yeni
damarlarin olugsmasi ile anjiyogenez, endotel progenitdr hiicrelerinden (EPH) yeni damar
olusmasi ile vaskiilojenez gerceklesir. Boylelikle yara bolgesine besin ve oksijen tasinir.
Sentezlenen kollajen fiberleri fibrin yap1 iskelesi iizerine tutunduktan sonra yara dokusu
olgunlagsmaya baslar. Yara bolgesinde meydana gelen kasilmalar ile birlikte de fibroblast

ve miyofibroblast birikimi devam etmektedir.

Olgunlasma ve yeniden sekillenme fazlari 3. hafta itibariyla baslayip 12 aya kadar devam
etmektedir. Fazla kollajenin degradasyonu ile birlikte 3. hafta civarinda yara bolgesinde
kasilmalar artar. 11. ve 14. haftalar arasinda yara dokusunda maksimum gerilme kuvveti

geri kazanilir ancak bu kazang orijinal dokudaki kuvvetin ancak %80’ine ulasabilir.
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Dogal kosullarda yaralar 4-6 hafta arasinda iyilesmektedir. Akut yaralar zaman igerisinde
kendi kendine iyileserek deri biitlinligii saglanirken kronik yaralar 6-8 hafta igerisinde

tedaviye yanit vermeyerek iyilesemez.

Kronik yaralar genel olarak diyabet, hipertansiyon, vaskiiler hastaliklar gibi patolojik bir
durum sonucunda olusur. Hipoksi, bakteriyel kolonizasyon, iskemi, reperfiizyon hasari,
kollajen sentezinde bozukluk, enfeksiyon yara iyilesmesini geciktiren veya Onleyen
primer faktorler. Ayrica diyabet, beslenme bozuklugu, sigara gibi kronik kosullar ve

hastaliklar da bu faktorler arasindadir.

Kronik yaralar saglik sistemi i¢in agir yiik teskil etmektedir. Amerika niifusunun yaklasik
%?2,5’inin kronik yara tedavisine ihtiya¢ duydugu ve bu oranin 65 yas ve iizeri i¢in daha
da c¢ok oldugu bilinmektedir. 2020-2027 yillar1 i¢in yapilan bir analiz sonucunda 2027
yil1 itibari ile yara tedavisinin diinya marketindeki degerinin 18.7 milyar dolara ulagacag1
tahmin edilmektedir [10]. Bu durum arastirmacilar1 yara tedavisi igin etkili ve uygun
maliyetli tedavi yontemlerine yonlendirmektedir. Kok hiicre tedavisi yara iyilesmesinde
sagladig1 avantajlara ragmen bagisiklik sistemi yanit1 ve genetik faktorler sebebiyle ile
hala kisitlamalar1 bulunmaktadir. Yapilan son calismalar rt-MKH’lerin salgiladiklari
biyolojik molekiiller sayesinde etkili oldugunu gostermistir. Bu biyolojik molekiiller

arasinda ekzozomlar yara iyilesmesinde etkili rol oynamaktadir.

Ekzozomlarin yara iyilesmesi iizerine etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmistir.
He ve ark. insan kemik iligi MKH’lerinden elde ettikleri ekzozomlarin enjekte yara
bolgesindeki etkilerini arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar ekzozomlarin anjiyogenez
belirteci olan CD31 ifadesini MKH’lere gore daha ¢ok artirdigini ve ayni zamanda
makrofaj hiicrelerinin M2 polarizasyonunu da destekleyerek yara 1iyilesmesini
hizlandirdigini gostermislerdir [115]. Jiang ve ark. ise ekzozomlarin etki mekanizmasini
arastirdiklar1 bir caligmada yara iyilesmesinde aktif rol oynayan TGF-B/Smad sinyal
yolagimin ekzozomlar tarafindan tetiklendigini ve ekzozomlarn bu yolla yara
iyilesmesinde etkili olduklarin1 gostermislerdir [116]. Ancak ekzozomlarin enjeksiyon
yontemi ile yara bolgesine uygulanmasi yara bolgesinden hizli temizlenme (clearance))

sebebi ile terapdtik etkilerini kisitlamaktadir.

31



Ekzozomlarin stabilitelerinin artirilmasi, agregasyonlarinin 6nlenmesi, uzun sireli
saliminin saglanmasi ve yara bolgesini kapatilabilecegi sekilde bir tasiyiciya yiiklenerek
uygulanmasi daha iyi bir strateji olarak one ¢ikmaktadir. EKzozomlarin dogal ve sentetik
polimere yiiklenerek yara iyilesmesinin arastirildigt c¢ok fazla sayida calisma
bulunmaktadir. MKH kaynakli ekzozomlarin, yara iyilesmesi etkisinin incelendigi bir
calismada yara bolgesindeki etkinliklerini artirmak igin ekzozomlar: 1:1 oraninda
“HyroMatrix”  hidrojeline  yiikleyerek  parakrin  yeteneklerini  aragtirmistir.
Ekzozom/hidrojel kompleksinin in vivo’'da yapilan test sonuglari, ekzozomlarin
fibroblast/miyoblast farklilagmasini a-SMA iizerinden baskiladigint ve TGF- f/SMAD2
sinyal yolaginin aktivitesini inhibe ettigini gostermistir. Boylece yara bolgesinde kabuk
ve fibrozis olusmasini Onleyerek yara iyilesmesini hizlandirdigi sonucuna varilmistir
[117]. Li ve ark. yaptiklar1 ¢alismada insan gébek kordonu MKH’lerinden izole ettikleri
ekzozomlar kitosan temelli 1s1 ve pH duyarli hidrojellere yiiklemislerdir. Ekzozom
katkil1 kitosan hidrojeli in vivo yara modelinde test edilmis ve yapilan analizler ekzozom
yikli hidrojelin yara kapanmasinda, epitelizasyonda ve yara bdlgesinde kollojen
birikiminde anlamli diizeyde etki ederek yara iyilesmesini sagladigini gostermistir [118].
Diyabetik yara iyilesmesi lizerine etkisinin degerlendirildigi baska calismada ise
ekzozomlarin bolgesel aktivitesini artirmak i¢in 1siya duyarli, biyoadesiv, enjekte
edilebilir, antibakteriyel ve UV’ye kars1 tam koruma saglayan ¢ok fonksiyonlu bir
polisakkarit yara Ortiistine (FEP) yliklenmistir. Yag doku kaynakli MKH’lerden izole
edilmis ekzozomlar ile yiiklenen FEP kompleksiyle yapilan c¢aligmalar, ekzozomlarin
pH’a duyarli davranis sergiledigini ve 21 giin boyunca yara Ortiisiinden ekzozom
saliminin devam ettigini gostermistir. Ayrica yapilan analizler, ekzozom yiikli FEP
grubunda enfeksiyona rastlanilmadigini ve kontrol grubuna gore yara bolgesinde daha
etkili rejeneratif etki olustugunu gostermistir [119]. Diyabetik yara iyilesmesi iizerine
ekzozomlarin etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise ekzozom kaynagi olarak
diyabetik yara iyilesmesinde etkili oldugu bilinen platelet zengini plazma (PRP) tercih
edilmistir. Doku iskelesi olarak ise yine yara iyilesmesindeki etkisi bilinen bir
polisakkarit tlirti ZWP ile kitosan/ipek hidrojelinin bir arada kullanildig1 bir yara oOrtiisii
kullanilmistir. In vivo deneylerin sonuglar1 PRP-exos/ZWP kompleksinin yara
iyilesmesinde kontrol grubuna gore daha etkili oldugunu, kollajen sentezinin ve damar
olusumunu artirdigim1 gostermistir [120]. Baska bir c¢alismada yag doku kaynakli
MKH’lerden izole edilen ekzozomlar poliiiretan (PU) iceren yiiksek gozenekli kriyojele

yuklenerek yara iyilesmesinde etkisi arastirilmistir.
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Ekzozom yiiklii kriyojelin yara iyilesmesini artirdig1 ve buna ek olarak kil kokii ve yag

bezlerini olusmasini da sagladig1 gosterilmistir [121].

Diger bir calismada ise poliliretan (PUAO) temelli hidrojele AMKH’lerden izole edilen
ekzozomlar yiiklenerek diyabetik yara iyilesmesinde etkili oldugu gosterilmistir [122].
Trombosit zengini plazmadan izole edilen ekzozomlar kitosan- ipek kompozit hidrojeline
yuklenerek diyabetik sican yara bdlgesine uygulandiginda kollajen sentezinin ve

depolanmasinin, anjiyogenezin arttig1 bildirilmistir [123].

Tim bu caligmalar ekzozomlarin stabilitelerini ve yara iyilesmelerindeki terapdtik
etkilerini artirmak igin tasiyict sistemler ile birlikte kullaniminin 6nemini

vurgulamaktadir.

2.11. Ekzozomlarm Klinik Cahismalari

Ekzozomlarin klinik uygulamalari ile ilgili “clinicaltrials.com” sitesinde yayimlanan 2023
itibari ile 155 kayit bulunmaktadir. Bu ¢calismalarin 30 tanesi tamamlanmistir. Arastirma
gruplar1 arasinda Covid-19, kanser, yara, kemik, kardiyovaskiiler, nérodejeneratif
hastaliklar tastyan hastalar bulunmaktadir. Ozellikle kanser ¢alismalarinda ekzozomlar
biyobelirteg olarak kullamilmistir. Ayrica saglikli gruplarla yapilan c¢alismalarda
ekzozomlarin solunum yoluyla alinmasinin ve ekzozomlarda tasman tuzun idrarda

meydana getirdigi degisiklikler aragtirilmistir.

Ekzozomlarin klinik caligmalar ile ilgili en biiyiik engel, etkili ve yliksek verimde
ekzozom izolasyonunun zor olmasidir. Bu zorlugun iistesinden gelebilmek igin bazi
stratejiler gelistirilmistir. EKzozom biyogenezinin ve saliminin arkasindaki biyolojinin
CD9, sindekan-4 gibi bilenen bilesenlerinin ekstra kullanimi ile ekzozom iiretiminin de
artirtlabilecegi  goriilmiistiir. Bilesenlerin etkileri hiicre tipine gore farklilik
gostermektedir ve ayrica yapilan modifikasyonun ekzozom fonksiyonunda meydana

getirebilecegi degisikliklerin de test edilmesi gerekmektedir.

33



Hiicre kiiltiirti kosullarinin manipiile edilmesi ile birlikte de ekzozom iiretimi artirilabilir.
Forskolin (6 kat artig), norepinefrin bitartrat (4,6 kat artis), N-metildopamin (4,4. kat
artig), fenoterol hidrobromiir (3,5 kat artis), mefenezin (3,4 kat artis) prostat kanser
hiicrelerinde denenen 4500°den fazla ilag ve bilesen arasinda ekzozom iiretimini en ¢ok
artiran 5 aktivator olarak belirtilmistir. Bu aktivatorlerin MKH’leri tizerindeki etkileri
arastirildiginda ise N-metildopamin ve norepinefrin kombinasyonunun ise ekzozom
tretimini 3 katina ¢ikarabildigi goriilmiistir [124]. Bununla beraber ekzozomlarin
biyolojik fonksiyonlarinda veya protein iceriklerinde herhangi bir degisiklik
goriilmemistir. Ayrica hiicrelerin aglik, hipoksi kosullar1 ve 1s1 gibi fiziksel strese maruz
kalmalarinin da ekzozom iiretiminde pozitif bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Son
zamanlarda hiicresel nanoporasyon (CNP) biyogcipi ile hiicrelere fokal ve kisa siireli
elektrik uyarilar1 verildiginde fare embriyonik fibroblast hiicrelerinden izole edilen

ekzozom veriminin 50 kat arttig1 goriilmiistiir [125].

Ekzozom verimini artirmak amagl kullanilan bir diger strateji ise bilyiik 6l¢ekli hiicre
kiltiiri kosullarim1  kullanmaktir. 2 boyutlu hiicre kiiltiirii kosullarinda hiicrelerin
birbirleri ile iletisimi tam olarak dogal kosullardaki gibi olmamaktadir. Ayrica flasklarda
ulasilabilecek hiicre sayis1 kisithdir. 3B biyoreaktorlerde kiiltiire edilen hiicrelerin sayilari
kisa siirede yiiksek rakamlara ulasabilmektedir. Bircok farkli biyoreaktdr cesidi
bulunmaktadir. Tiibiiler perfiizyon biyoreaktori kiiltiir ortamindan izole edilen ekzozom
veriminin 2 boyutlu ortama gore 100 kata kadar artirilabilecegi goriilmiistiir [126]. Sonug
olarak klinik ve preklinik ¢aligsmalar i¢in €kzozom veriminin artiritlmasini saglayacak
stratejiler onem tasimaktadir. Calismalarin devamlilifi agisindan uygun stratejilerin

kullanilmasi mantikli bir karar olacaktir.

Klinik caligmalarin oniindeki asilmasi gereken bir diger engel ekzozomlarmn firetimi,
karakterizasyonu, saklama ve tasima kosullar1 konularinda standardizasyonun
bulunmamasidir. Ciinkii uygun kosullarda korunmayan ekzozomlar hizlica stabilitelerini
ve biyolojik fonksiyonlarini kaybettigi bilinmektedir [127]. Ekzozomlarin stabilitelerinin

korunmasi bu konular arasinda dikkat ¢ekilmesi gereken bir noktadir.
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2.12. Ekzozom Stabiliteleri ve Korunma Kosullari

Ekzozomlarin gelismis terap6tik etkilerinin yaninda ekzozom uygulamasinin en énemli
adimlarindan biri ekzozomlarin biyolojojik fonksiyonlarini kaybetmeden stabilitesinin
saglanmasidir. Diger bir deyisle ekzozomlarin lipit membranlari igerisindeki niikleik asit
ve protein kargosunun korunmasmin saglamaktadir. Dolayist ile ekzozom
uygulamalarinda ekzozomun lipit membran yapisinin biitiinliigiiniin  korunmasi
gerekmektedir. Oncelikle saklama kosullar1 ekzozom stabiliteleri iizerinde biiyiik etkiye
sahiptir. Ekzozomlarin izolasyon sonrasinda PBS igerisinde saklanmasi siklikla
bagvurulan bir stratejidir. Ekzozomlarin PBS igerisinde 4 °C, -20 °C ve -80 °C’deki
davraniglar1 incelendiginde bir hafta igerisinde ekzozom boyutunda bir degisiklik
olmadig1 ancak 4 °C ve -20 °C saklanan ekzozomlarin miRNA seviyelerinde belirgin bir
azalma yasandigi gorilmistiir. Bu azalma 90 giin boyunca devam ederck miRNA
miktarinin baslangica gore %50 seviyelerine diistiigii gortilmistiir. Ekzozomlar -80 °C
saklandiginda ise miRNA seviyesinde 90 giin boyunca az miktarda bir diisiis yasanmustir.
Buna ek olarak farkli kaynaklardan izole edilen ekzozomlarin bu kosullar altinda farkli
davranig profilleri gosterdigi de belirtilmistir [127]. Bunlara ek olarak kullanim
sirasindaki dondur-¢ozdiir sayisi arttikga ekzozom yapisindaki bozulma artmaktadir.
Trehaloz, dmso gibi kriyoprotektanlar saklama tamponuna eklendiginde ekzozomlarin

saklama kosullar altindaki stabiliteleri iyilestirilebilmektedir.

Diistik sicakliklarda protein stabilitesinin ve osmotik hasarin engellenmesi amaci ile
kriyoprotektanlarin kullanimi geleneksel bir yontemdir. Bu yontem ekzozom yapisinin
korunmasi iginde kullanilabilir. Sekerler, dioller, amino asitlerden olusan genis bir
yelpaze bulunmaktadir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan kullanilmasi
toksik etkiye sebep olabilir. Dogal bir seker olan trehaloz FDA onayli bir
kriyoprotektandir [128].

Bir baska saklama kosulu olan liyofilizasyon, 1s1 karsisinda kararliligin1 kaybeden
protein, asi, virlis, ekzozom gibi materyallerin korunmasinda en giivenilir yol olarak
kullanilmaktadir. Liyofilizasyonun dondurma ve dehidrasyon asamalarinda olusabilecek
stresin engellenmesi icin yine kriyoprotektanlardan faydalanilabilir. Liyofilizasyon
yontemi ile ekzozomlarin 4°C’de saklanabilecegi belirtilmistir. Boylece soguk zincir ve
depolama ihtiyaci kalmadan raf 6mrii uzatilabilir. Ayn1 zamanda liyofilizasyon yontemi

ile soguk saklamada yasanan dondur-¢ozdiir etkisi de ortadan kaldirilmaktadir [129].
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Saklama kosullarmin iyilestirilmesi amaci ile uygulanan stratejiler ile uygulama
asamasina kadar ekzozomlarin aktivitelerinin korunmalari saglanabilir. Uygulama
asamasina gegildiginde ise ekzozomlarin uygulama yapilan bolgede de stabilitelerinin
korunmasi gerekmektedir. Bu amagla ekzozomlarin biyomalzemeler iginde hapsedilerek

uygulanmasi 6n plani ¢ikan biyomiihendislik stratejileri icinde yer almaktadir.

Bu yontemle ekzozomlar biyomalzemelere tutunarak lipit membran yapisinin biitiinliigii
korunurken uygulama bélgesinde ise ekzozomlarmn kontrollii salimi saglanmaktadir.
Omegin; Shi ve ark. mezenkimak kok hiicrelerden izole ettikleri ekzozomlar:
hazirladiklari kitosan/ipek hidrojele yiiklediklerinde in vivo’da ekzozomlarin hidrojelden
kontrollii salim sagladigi ve biyolojik aktivitesini korudugunu gostermislerdir [130]. Liu
ve ark. ise kemik iligi kok hiicrelerinden izole ettikleri ekzozomlari siingerlere yiikleyerek
liyofilize etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore ekzozom salimi1 28 boyunca devam
etmis ve ekzozomlarin biyolojik fonksiyonlar1 agisindan herhangi bir kayip
yasanmamistir [130]. Diger bir ¢alismada ise Wu ve ark. tek partikiil analizi yaparak
serbest ekzozomlarin ve jelatin metakrilat (GelMA) hidrojeline yiikledikleri
ekzozomlarin hareketlerini takip etmislerdir. Serbest ekzozomlarin hareket hizlari ve yer
degistirmelerinin  hidrojel igerisindeki ekzozomlara gore daha fazla oldugunu
gostermigler ve bu durumun lipit membraninin bozulmasina ve agregasyona neden
oldugunu bildirmislerdir [131]. Bu ¢alismalar ekzozomlarin stabilitelerinin korunmasi ve
uygulama bolgesinde uzatilmis/kontrollii salim saglanmasi agisindan ekzozomlarin

tasiyici iskele yapilara yiliklenmesinin avantajli bir yontem oldugunu géstermektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Jelatin siingerlerin hazirlanmasi i¢in tip A jelatin Sigma Aldrich (ABD) firmasindan
temin edilmistir. Yine jelatin siingerlerin hazirlanmasindsa kullanilan ¢apraz baglayici
ajan olan glutaraldehit (%25 v/v Sulu Co6zelti) Merck (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan insan kaynakli deri fibroblast ve keratinosit hiicreleri
laboratuvar stoklarimizda mevcut olup daha once yiiriitiilen ¢alismalarda kullanilmastir.
Kemik iligi kaynakli kok hiicreler ise siganlardan izole edilerek kullanilmigtir. Bu
hiicrelerin kiiltiirinde kullanilmak iizere alpha-Minimum Essential Medium (a-MEM) ve
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM (YG ve DG)), I-glutamin, penisilin-
streptomisin, Ca, Mg igcermeyen fosfat tamponu (PBS) ve tripsin-EDTA (%0,05 ve
%0,25) Cegrogen firmasindan, fetal sigir serumu (FBS) Sigma-Aldrich firmasindan,
ekzozomlarindan arindirilmis FBS (Exo-Dep FBS) ise ThermoFisher Scientific
firmasindan temin edilerek kullanilmistir. Hiicrelerin kiiltlire edilmesinde kullanilan sarf
malzemeler Jet Biofil firmasindan temin edilmistir. Kok hiicrelerin farklilagsma yetilerinin
tespit edilmesi amaciyla kullanilan Stempro Osteogenesis Differentiation Kit ve Stempro
Adipogenesis Differentiation Kiti ThermoFisher Scientific firmasindan, osteojenik
farklilagsmay1 gostermek i¢in kullanilan Alizarin Kirmizist S ve Oil Kirmizis1 O Sigma-

Aldrich firmasindan temin edilerek kullanilmistir.

Kok hiicrelerden ekzozomlarin izole edilmesi i¢in kullanilan polipropilen tiipler Beckman
Coulter (ABD) firmasindan temin edilmis ve ireticinin 6nerdigi sekilde temizlenerek
kullanilmistir. Izole edilen ekzozomlarin miktar tayininde kullanilan Micro BCA™
Protein Assay Kit ThermoFisher Scientific, akis sitometrisi ve western blot analizinde
kullanilan CD63 (Novus, NB100-77913), CD9 (Novus, NBP2-67310), GM130 (NBP2-
53420) ve Alix, (Novus, NB100-65678) antikorlar:t Novus Biologicals firmasindan temin

edilmistir.

Ekzozomlarin anjiyojenik 6zelliklerinin tayin edilebilmesi amaci ile yapilan CAM ve

aortik halka analizlerinde kullanilan malzemeler asagida verilmistir.
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CAM deneyinde kullanilan dollenmis yumurtalar T.C. Tarim ve Orman Bakanligi
Tavukguluk Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Yumurtalarin igerisinde inkiibe
edildigi 100 mL kare form tartim kab1 isolab (Almanya) ve 100/20 mm petri kaplar
Greiner Bio-One (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Yumurtalarin kirtlmadan 6nce
li¢ gilin boyunca inkiibe edildigi kuluk¢a makineleri Cimuka (Tiirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Yumurta inkiibasyonu sirasinda kullanilan antibiyotik-antibiyotik (100x)
Cegrogen (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Aortik halkalarin gomuldagi
Matrigel® Matriks Corning (ABD) firmasindan temin edilmistir. Aortik halka deneyinin
standardizasyon ¢alismalarinda kullanilan VEGF (V7259-10 UG) ve sunitinib (PZ0012-
5 MG) Sigma Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.2.  Sican Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve
Karakterizasyonu

3.2.1. Sican Kemik Iligi Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

Sican kaynakli kemik iligi kok hiicreleri daha 6nce laboratuvarimizda kullanilan yontem
kullanilarak izole edilmis ve karakterize edilmistir [132]. Ozetle, sican kemik iligi
Mezenkimal Kok Hiicreleri (rt-MKH) 3-8 haftalik erkek Wistar Albino siganlarindan 520
no’lu Etik Kurul kapsaminda izole edilmistir (Kobay A.S.). Siganlara anestezi altinda
servikal dislokasyon yapildiktan sonra her iki alt bacagin femur ve tibia kemikleri
cikartilmistir. Kemiklerin u¢ kisimlarinda bulunan ve kemik iligi koruyan epifizlerin
hasar almamasina dikkat edilerek kemiklerin etrafindaki dokular temizlenmistir.
Kemikler fosfatli tuz soliisyonu (PBS, Cegregon, Almanya) ile yikandiktan sonra
antibiyotik igeren besi ortaminda laboratuvara taginmig, laminar akim altinda kemiklerin
epifiz kisimlart kesilmis ve enjektor yardimiyla kemikler icerisinden besi ortami
gecirilerek kemik ilikleri toplanmistir. Toplanan kemik iligi ile besi ortami biiyiik
pargalardan arindirmak i¢in hiicre slizgecinden gegirilmistir. Coktiirme islemi i¢in 300
g’de 7 dk. (4°C) boyunca santrifiij yapilmis, yikama i¢in ise ayn1 kosullarda antibiyotik
iceren PBS ile santrifiij yapildiktan sonra son kez besi ortami ile hiicreler homojenize
edildikten sonra santrifiijlenmistir. Hiicreler %10 FBS (Cegrogen, Almanya), %1 L-
glutamin, %0,1 penisilin-streptomisin igeren a-MEM (Cegrogen, Almanya) igerisinde
homojenize edilerek hiicre kiiltiirii kosullarinda (37 °C’de, %5 CO2 ve %90 nemli ortam)

kiiltiir baglatilmigtir.
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3.2.2. rt-MKH’lerin Karakterizasyonu

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran en belirgin 6zelliklerden biri kok hiicrelerin uygun
ortam kosullarinda farklilasabilmeleridir. Izole edilen hiicrelerin kok hiicre &zellikleri
osteojenik ve adipojenik farklilagsma ortamlarinda izole edilen hiicrelerin davranislar
incelenerek karakterizasyonlar1 yapilmistir [133]. Yapilan analizlerin detaylar1 asagida

verilmistir.

3.2.2.1. Adipojenik Farklilasma

Adipojenik farklilasma kok hiicrelerin adipoz hiicrelerine farklilagma yetenegini ifade
etmektedir. Adipojenik farklilagma i¢in dncelikle 24 gbzlii kiiltlir kabinin her bir goziine
5 x 10* hiicre ekilerek tutunmalart icin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Adipojenez
farklilasma kiti (StemPro™, Gibco, ABD) kullanilarak %1 adipojenez suplemani iceren
adipojenik besi ortam1 hazirlanmis ve 24 saat sonunda adipojenik farklilasma ortamu ile
birlikte inkiibasyon baglatilmistir (n=3). Kontrol olarak %10 FBS igeren a-MEM besi
ortami kullanilmig (n=3) ve 21 giin boyunca her 3 giinde bir besi ortamlar1 degistirilmistir.
21.glinlin sonunda hiicreler ilk olarak boyama i¢in %4 formaldehit ile fikse edilerek Oil

Red ile boyama yapilmis ve 151k mikroskobu ile goriintiileri alinmustir.

3.2.2.2.  Osteojenik Farkhilasma

MKH’lerin Osteojenik farklilasma yetilerini tespit etmek igin Stempro Osteogenesis
Differentiation Kit kullanilmigtir. Kemik iligi rt-MKH’ler (P/3) uygun oranda
cogaltildiktan sonra tripsinizasyon islemi ile yilizeyden kaldirilarak sayilmis ve 24 gozlii
kiiltiir kabina 5 x 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmislerdir. 24 saat sonra hiicrelerin
ortam1 osteojenik farklilasma ortamu ile degistirilmistir. Kontrol grubu olarak normal
biiyiitme ortaminda (%10 FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/mL penisilin-streptomisin igeren
a-MEM) kiiltiire edilen MKH’ler kullanilmistir. 2-3 giinde bir hiicrelerin ortami taze besi
ortami ile degistirilmistir. 21 giin siiren ¢alismanin sonunda osteojenik farklilagmanin
tespit edilmesi amaciyla Alizarin Red S boyamasi yapilmistir. Bu amagla PBS ile yikanan
hiicreler %4 paraformaldehit soliisyonunda 30 dk. inkiibe edilerek fikse edilmistir.
Fiksasyondan sonra hiicreler tekrar PBS ile yikanarak %2’lik (w/v) Alizarin kirmizisi ile
10 dk. karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Distile su ile 5 kez daha yikama yapildiktan
sonra ters faz 151k mikroskobu (Leica, Almanya) altinda, mineralize kalsiyum nodiil

olusumu gozlemlenerek osteojenik farklilasma degerlendirilmistir.
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3.3. rt-MKH Kaynakh Ekzozom Izolasyonu ve Karakterizasyonu
3.3.1. rt-MKH Kaynakh Ekzozomlarin izolasyonu

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin izolasyonu amaciyla sik¢a tercih edilen izolasyon
metotlarindan biri olan ultrasantrifiij metodu kullanilmistir [62]. Ekzozomlarin izole
edilmesi ve kullanilan rotor tipi, hiicre kaynagi ve FBS varliginin elde edilen
ekzozomlarin verimini etkileyip etkilemediklerinin tespit edilmesi amaciyla bir dizi
calisma planlanip yiiriitiilmiistiir. Bu amagla farkli zamanlarda ve farkli donérlerden izole
edilen (seri-1, seri-2 ve seri-3 olarak isimlendirilmistir.) rt-MKH’ler bilesiminde %10
FBS, %1 L-glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin bulunan a-MEM (Cegrogen,
Almanya) kullanilarak kiiltiire edilmislerdir. EKzozom izolasyonu i¢in 4. pasajdaki rt-
MKH’ler kullanilmigtir. Literatiirde yapilan ¢alismalar pasaj numarasinin izole edilecek
olan ekzozomlarin biyoaktivitelerine etki eden 6nemli bir parametre oldugunu gostermis
olup, Ozellikle 4. pasajdan sonra MKH’lerden izole edilen ekzozomlarin vaskiiler
biyoaktivitelerinin anlamli diizeyde dustigi gosterilmistir [134]. Bu nedenle bu
calismada pasaj numarast 4 olan hiicrelerden ekzozom izolasyonu yapilmistir. rt-
MKH’ler uygun yogunluga (%60-70) geldikten sonra standart kiiltiir kosullarinda 15 dk.
PBS ile yikanmis ve 48 sa. boyunca serumsuz ve %10 Exo-dep FBS iceren kiiltiir
ortaminda kiiltiire edilmistir. 48 saat sonunda hiicreler iizerindeki hasat ortamlari
toplanarak 4°C’de sirasiyla 300 g’de 10 dk. 2000 g’de 20 dk. ve 10.000 g’de 40 dk.
santrifiijlenmistir. Hiicre kalintilarindan, apoptotik cisimciklerden ve mikrovezikiillerden
temizlenen hasat ortami 100,000 g’de 120 dk. (Optima XPN-100 Ultracentrifuge,
Beckman Coulter, ABD) santrifiijlenerek ekzozomlarin ¢6kmesi saglanmistir [135]
(Sekil 3.1). Bu asamada rotor tipinin ekzozom izolasyon verimine etkisi olup olmadiginin
arastirtlmasi amaciyla sabit agil1 45 Ti (cat no: 339160, fixed-angle rotor) ve agilan SW32
Ti (kat no: 369694, swinging-bucket rotor) rotorlari (Beckman Coulter, ABD) test
edilmistir. Coktiirtilen ekzozomlar PBS ile toplanarak agilan SW41 Ti rotoru (Beckman
Coulter, ABD) kullanilarak tekrar 100.000 g’de 120 dk. santrifiij edilerek yikanmuistir.
Yikanan ekzozomlar 330 uL PBS ile toplanarak kullanilana kadar -80°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.1. rt-MKH kaynakli ekzozom izolasyonunun sematik gosterimi.

3.3.2. rt-MKH Kaynakh Ekzozomlarin Karakterizasyonu
3.3.2.1. Mikro BCA ile Total Protein Miktar Tayini

Literatiir verileri incelendiginde kok hiicre kaynakli ekzozomlarin degerlendirilmesinde
en ¢ok kullanilan yontem olarak Bikinkoninik Asit Testidir (BCA) [136]. Dolayisi ile bu
calismada da izole edilen ekzozomlarin miktar tayini BCA ile yapilmis olup bu amagla
Mikro BCA™ Protein Tayin Kiti (ThermoFisher) iireticinin direktiflerine gore
kullanilmustir [137]. Ozetle, ilk olarak kalibrasyon grafiginin olusturulmasi igin 0-200
ng/mL konsantrasyon araliginda olmak iizere 9 farkli konsantrasyonda BCA standartlari
hazirlanmis ve protein tayini yapilmak istenen orneklerle birlikte 96 gozlii kiiltiir kabina
150 pL’ser konulmustur. Ardindan kitin bilesiminde bulunan bilesen A, bilesen B ve
bilesen C onerildigi oranlarda (50:48:2) kullanilarak hazirlanan ¢alisma soliisyonundan
her goze 150 puL konularak 2 saat 37 °C de inkiibe edilmistir. 2 saat sonunda hem BCA
standartlar1 hem de ornekler i¢in absorbans degerleri 562 nm spektrofotometrik 6l¢ctim
yapilarak belirlenmistir. 0-200 pg/mL standartlarina karsilik gelen absorbans degerleri
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 3.2) ve bu egri kullanilarak

orneklerin protein miktar1 pg/mL olarak hesaplamistir.
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Sekil 3.2. Ekzozom miktar tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi. 0-200 ug/mL
araliginda BSA konsantrasyonuna sahip standartlar kullanilarak hazirlanmis ve toplam

ekzozom miktar1 elde edilen matematiksel model kullanilarak hesaplanmuistir.

3.3.2.2. Partikiil Boyutu ve Konsantrasyonunun Tespit Edilmesi

Partikiil boyutu ve sayis1 kok hiicre kaynakli ekzosomlarin karakterizasyonunda énemli
parametrelerdir. 2018 yilinda “Uluslararasi Ekstraseliiller Vezikiil Dernegi (ISEV)”
tarafindan yayinlanan rehberde yapilmasi gereken analizler arasinda oldugu belirtilmistir
[138]. Literatiirde ekzozomlarin boyut ve sayisinin karakterize edilmesi amaciyla en ¢ok
tercih edilen yontemler arasinda nanopartikiil izleme analizi (“Nanoparticle tracking
analysis”, NTA) kullanilmaktadir. Bununla birlikte NTA analizine alternatif olarak
gelistirilen gqNano® yéntemi de kullanilmaktadir [136, 139]. Dolayisiyla bu ¢alismada rt-
MKH kaynakli ekzozomlarm partikiil boyutu ve sayisinin analiz edilmesi i¢in NTA ve
gNano® analizi kullanilmistir. NTA analizi icin NanoSight NS300 (Malvern Panalytical,
USA), gNano® analizi igin ise qNano® Gold sistemi (Izon, Yeni Zellanda) kullanilmistir.
Her iki analiz i¢in numuneler uygun oranlarda seyreltilerek hazirlanmis ve cihazlarin
ornek yilikleme haznesine yiiklenmistir. Elde edilen veriler yonteme spesifik yazilimlar

kullanilarak islenmis ve ortalama partikiil boyutu ve konsantrasyonu tespit edilmistir
[140, 141].
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3.3.2.3.  Partikiil Morfolojisinin Karakterizasyonu

Ekzozomlarin morfolojik karakterizasyonu Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM, FEI
marka Tecnai G2 Spirit Biotwin, ABD) cihazinda, lantan hekzaboriir (LaBs) elektron
tabancasi kullanilarak, 80 kV hizlandirict voltaj altinda gergeklestirilmistir. Bu amagla
228 pug/mL derigime sahip ekzozom 6rneklerinden 1/5 ve 1/10 seyreltik konsantrasyonlari
hazirlanarak bu ekzozom 6rneklerinden karbon kapli bakir TEM gridleri lizerine 10 pL
damlatildiktan sonra 10 pl. %4 paraformaldehit ¢ozeltisi eklenmis ve 1 dakika
bekletilmistir. Grid yiizeyleri kaynatilmig-sogutulmus ultra saf su ile yikanarak (n=6)
filtre kagid1 yardimiyla kurutulmustur. Daha sonra %2’lik fosfotungstik asit damlatilarak
1 dakika inkiibasyondan sonra tekrar sogutulmus ve ultra saf su ile yikanip (n=6) filtre

kagidi yardimiyla kurutulmustur.

3.3.2.4. Ekzozomlarin akis sitometrisi ile fenotipik karakterizasyonu

rt-MKH’lerden izole edilen ekzozomlarin fenotipik karakterizasyonlarmin yapilmasi,
izole edilen partikiillerin ekzozom olduklarinin kanitlanmasi bakimidan kritik 6neme
sahiptir [142]. Izole edilen ekzozomlar akis sitometrisi ile CD81, CD63 ve GM130
belirteglerini ifade edip etmedikleri belirlenmistir. Ekzozomlarin akis sitometrisi ile
analiz edilmesi i¢in numune hazirlama prosediirii karboksil lateks boncuklarin CD63,
CD9 gibi ekzozom spesifik antikorlarla kaplanmasi, ekzozomlarin antikor kapli
boncuklara konjuge edilmesi ve ekzozomlarn florofor bagl spesifik antikorlarla
boyanmasi olmak iizere 3 temel basamaktan olusmaktadir [143]. Ik basamakta 3,5 um
capina sahip karboksil lateks boncuk soliisyonundan 6 pL alinip PBS ile homojenize
edildikten sonra 12.000 g’de santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve her antikor (CD63, CD9
ve GM130) i¢in 2 pL boncuk ayr tiiplere alinmistir. Boncuklarin antikorlarla kaplanmasi
icin 1 mg/mL konsantrasyonuna sahip CD63 (Novus, NB100-77913), CD9 (Novus,
NBP2-67310) ve GM130 (NBP2-53420) antikor soliisyonundan 4 pL alinip boncuklarin
tizerine eklenmis ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edilmistir. 30 dk. sonra numuneler
rotatora alinarak gece boyu orta hizda inkiibasyona birakilarak boncuklarin antikorlar ile
kaplanmasi1 saglanmistir. Gece boyu inkiibasyondan sonra antikor kaplanmis boncuklar
%S35’lik BSA soliisyonu ile 4 sa. oda sicakliginda rotatorda inkiibe edilmis ve antikor kapli
boncuklar 12000 g’de 10 dk. santrifiij yapilarak ¢oktiriilmiistir. Daha sonra 3 pg
ekzozom, 1 pL antikor kapl boncuga gelecek sekilde hesaplamalar yapilarak boncuk-
ekzozom konjugatlari olusturulmustur. Gece boyu rotatorda inkiibe edilen konjugatlar

santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve %1 BSA iceren PBS igerisinde homojenize edilmistir.
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Son adim olarak boncuklara konjuge edilen ekzozomlar ikincil antikorlarla (CD63-FITC,
CD81-PE ve GM130-FITC) oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilerek isaretlenmistir. 2 saat
sonunda ornekler santriflij edilerek ¢oktiiriilmiis ve PBS icerisinde homojenize edilerek
akig sitometri analizi yapilmistir. Analiz Novocyte 1IVD (ACEA Biosciences, Agilent,
ABD) akig sitometri cihazi, veriler ise NovoExpress 1,5.0 yazilimi kullanilarak
islenmistir. Kontrol grubu olarak CD63, CD81 ve GM130 antikorlarin florofor isaretli
izotipleri (CD63 igin IgGl1-FITC; CDS81 i¢in Armanien Hamster 1gG-PE;) ve

isaretlenmeyen (unstained olarak isimlendirilmistir) ekzozomlar kullanilmistir.

3.3.25.  Ekzozom spesifik proteinlerinin western blot analizi ile gosterilmesi

Ekzozomlarin protein ifadeleri bakimindan karakterize edilmesi amaciyla western blot
analizi ile CD9, Alix, CD63 ve GM130 ifadesi belirlenmistir. Bu amagla ilk olarak
ekzozomlar proteaz ve fosfataz inhibitorleri igeren RIPA tamponu ile inkiibe edilerek
parg¢alanmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan rt-MKH’lerin lizatinin elde edilmesi i¢in
proteaz ve fosfataz inhibitorleri eklenmis ticari hiicre pargalama kiti (xXTRACTOR,
23235) kullanilmustir. Elde edilen ekstraktlardaki total protein miktar1 ekzozomlar igin
Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher, ABD), hiicreler icin Takara BCA
Protein Assay Kit (Takara T9300A, Japonya) kullanilarak olgtilmiistiir. Ekzozomlarin
proteinlerini konsantre etmek amaciyla santrifiigal konsantrator (Vivaspin 500, 3 kDa,
Sartorius) kullanilmistir. Yapilan analizlerden elde edilen sonuglar dikkate alinarak SDS
PAGE jel kuyularina maksimum hacim i¢in ekzozomlar igin 5 pg ve rt-MKH igin ise 5
ve 30 g protein yiiklenmistir. Hesaplanan miktardaki proteinler laemmli 6rnek yiikleme
tamponuna (Biorad, 1610747) eklenerek 95 °C’de 5 dk. inkiibe edilmistir. Daha sonra
ornekler %10 SDS’li poliakrilamid jellere yliklenmistir. Molekiil agirlig1 standardi olarak
onceden renklendirilmis hazir protein karisimi kullanilmistir (Bio-Rad, Precision plus
Dual color standard,1610374). Elektroforetik ayristirma i¢in ytriitme islemi 25 mM Tris,
pH 8,3, 192 mM glisin, %0,1 SDS iceren tampon kullanilarak 1 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin sonunda jel lizerinde ayrilmis olan proteinler
poliviniliden floriir (PVDF, Millipore) membranlara 35 V’de 12-16 sa. boyunca transfer
edilmistir. Transferin tamamlanmasinin ardindan, membranlar TBS-T (20 mM Tris, 137
mM NacCl, %0,1 Tween-20, pH 7.4) i¢inde ¢6ziilmiis %5 yagsiz siit tozu ile bloklanmig
ve Alix, (Novus, NB100-65678, 1:500), CD9 (Novus, NBP2-67310, 1:500), CD63
(Novus, NB100-77913, 1:500) ile GM130 (Novus NBP2-53420, 1:1000) primer

antikorlar ile bir gece 4 °C’de inkiibe edilerek isaretlenmistir.
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Daha sonra membranlar sekonder antikorlar (Novus NB7539 goat anti-mouse 1:5000,
Novus NB7160 goat anti rabbit 1:5000) ile 1 saat oda sicakliginda muamele edilip TBS-
T ile yikanmis ve goriintiileme islemi i¢in kemiliiminesan substrat (SuperSignal West
Femto, Thermo Scientific) ile inkiibe edilmistir. Membranlardaki goriintii, goriintiileme

cihazi (Bio-Rad, ChemiDoc Touch, USA) ile alinmistir.

3.4. rt-MKH Kaynakh Ekzozomlarin Biyolojik Etkilerinin incelenmesi
Boliim 3.3’te verilen yontemlerle izole edilip karakterize edilen ekzozomlarin hiicre
canligia, hiicre migrasyonuna, oksitatif strese ve yeni damar olusumuna etkileri

arastirilmis ve yapilan ¢alismalarin detaylar1 raporlanmistir.

3.4.1. rt-MKH Kaynakh Ekzozomlarin Hiicre Cogalmasina Olan Etkisi

3.4.1.1.  Insan Fibroblast (hFB) ve Keratinosit (HaCaT) Hiicre Kiiltiirii

Tez kapsaminda yara iyilesmesine yonelik olarak ekzozom yiiklii jelatin siingerlerin
hazirlanmas1 ve biyolojik etkilerinin incelenmesi amaclanmigtir. Bu nedenle
ekzozomlarin deri fibroblast ve keratinositleri tizerindeki biyolojik etkilerinin tespit
edilmesinin kritik olacagi diigiiniilmiis olup rt-MKH kaynakli ekzozomlarin hiicre
cogalmasina etkilerinin tespit edilmeleri amaciyla insan deri kaynakli fibroblast (hFB
ATCC, ABD) ve keratinosit hiicreleri (HaCaT, ATCC, ABD) kullanilmistir. Fibroblast
hiicreleri bilesiminde %10 FBS, %1 1-glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin igeren
DMEM (LG) besi ortam1 kullanilarak kiiltiire edilmislerdir. Keratinosit hiicreleri ise
bilesiminde %10 FBS, %1 I-glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin igeren DMEM (YG)
besi ortami kullanilarak kiiltiire edilmistir. Fibroblast hiicreleri uzun tipik fibroblastik
morfoloji gosterirken keratinosit hiicreleri kiigiik ve tipik epitel hiicre morfolojisi
gostermistir. Hiicre yogunlugu %80-90 oranina gelene kadar pasaj yapilarak kiiltiirlerine

devam edilmis ve deneysel calismalar i¢in pasaj 6 seviyesindeki hiicreler kullanilmistir.

3.4.1.2. Ekzozomlarin hFb ve HaCat Hiicrelerinin Proliferasyonuna Etkisinin
Incelenmesi

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin konsantrasyona bagli olarak hiicre ¢ogalmasina olan
etkisinin arastirilmasi amaciyla hFB ve HaCat hiicreleri sayildiktan sonra 96 kuyucuklu
kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre gelecek sekilde dagitilmis ve hiicre

tutunmasinin gerceklesmesi i¢in 24 saat inkiibasyon yapilmistir.
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24 saat sonunda hiicreler tizerine bilesiminde 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 ve 10 pg/mL olmak
tizere 7 farkli konsantrasyonda ekzozom bulunan %2 FBS igeren kiiltiir ortami
uygulanmistir (100 pL/kuyucuk). Pozitif kontrol grubu olarak %10 DMSO igeren besi
ortami ve negatif grup olarak da sadece besi ortamu kullanilmistir (n=4). Ekzozom
gruplarinda besi ortamina eklenen PBS etkisinin elimine edilebilmesi i¢in her bir grup ile
ayn1 miktarda PBS igeren kontrol grubu olusturulmustur. 48 saat sonunda ekzozomlarin
hiicre canlilig1 etkisini analiz edebilmek i¢in laboratuvarimizda rutin olarak yapilan MTT
analizi yapilmistir. Bu amagla hiicrelerin ortami bilesiminde %10 MTT (5 mg/mL) iceren
serumsuz DMEM ile degistirilerek 4 saat boyunca standart hiicre kiiltiirii kosullarinda
inkiibe edilmistir. 4 saat sonunda MTT soliisyonu uzaklastirilarak olusan formazan
kristallerinin siipernatanta ge¢mesi icin DMSO eklenmis ve 15 dk karistirma altinda
inkiibasyon yapilmigtir. 15 dk. sonunda spektrofotometrede (Molecular Devices, ABD)
567 ve 670 nm’de absorbans okumasi yapilarak elde edilen sonuglar % hiicre canlilig1

olarak grafige gegirilerek raporlanmistir.

3.4.2. Ekzozomlarin Hiicre i¢cine Ahmmmn Belirlenmesi

Ekzozomlarin hiicre ig¢ine alimmin tayin edilmesi ekzozomlarin boyut ve protein
karakterizasyonunun yaninda hedef hiicreyle etkilesime gegtiginin de gosterilmesi
acisindan Onem tasimaktadir [144]. Epitel hiicreleri kullanilarak izole edilen
ekzozomlarin hiicre igine alimlari test edilmistir. Bu amagla rt-MKH’lerden izole edilen
ekzozomlar 1 uM CM-Dil ile isaretlenmis ve hiicrelere uygulanarak 2 ve 24 saat sonunda
hiicre igine alimlari floresan mikroskop altinda goriintillenmistir. Ekzozomlarin CM-Dil
ile isaretlenmesi amaciyla 34 pg ekzozom 1 uM CM-Dil ile 37 °C’de 30 dk. inkiibe
edilmis ve daha sonra 0,22 um filtreden gegirilen PBS ile 35 mL’ye tamamlanmistir. CM-
Dil isaretli ekzozomlarin ¢oktiiriilmesi i¢in ekzozom soliisyonu 100.000 g’de 1 saat
santrifiij edilerek ekzozomlar pellet olarak elde edilmistir [143]. Kontrol grubu olarak 1
uM CM-Dil igeren PBS hazirlanarak ayni kosullarda santrifilyj edilmistir. Pellet olarak
elde edilen CM-Dil isaretli ekzozomlar serum igeren kiiltiir ortaminda siispanse edilerek
hiicrelere uygulanmistir. Bu amagla epitel hiicreleri 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ¢ok
g6zIu kiiltiir kabina dagitilarak (n=4) 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra hiicreler 1
defa PBS ile yikanarak besi ortami iginde homojenize edilen ekzozomlar hiicrelere
uygulanmigstir. 2 ve 24 saat sonra hiicreler fikse edilmis ve hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile

isaretlenerek mikroskop altinda ekzozomlarin hiicre igine alimlar1 incelenmistir.
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3.4.3. rt-MKH Kaynakh Ekzozomlarin hFB ve HaCaT Hiicrelerinin Migrasyon
Yetenekleri Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Cizik deneyi ile ekzozom uygulanan hiicrelerin migrasyon yeteneginde herhangi bir
degisiklik meydana gelip gelmedigi incelenmistir. Bu deney ile yara iyilesmesi i¢in
onemli olan hiicre goci test edilmistir [145]. Bu amagla hFB ve HaCaT hiicreleri 24
kuyucuklu kiiltiir kabmin her bir kuyucuguna 1x10° hiicre gelecek sekilde dagitilmis ve
hiicre tutunmasi i¢in 24 saat %10 FBS iceren besi ortamu ile inkiibe edilmistir. 24 saat
sonunda hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonunun birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in hiicrelerin
cogalmasini yavaglatmak amagcli hiicreler gece boyunca %2 FBS igeren kiiltiir ortaminda
inkiibe edilmistir. Hiicreler kuyucuklar1 tamamen doldurduktan sonra 200 pL’lik pipet
ucuyla c¢izik olusturulmus ve Kkiiltiir ortami ile yikama yapilarak o©li hiicreler
uzaklastirilmistir. Diger in vitro deneyleri ile tutarlilik gostermesi amaciyla hiicre
canlilig1 tizerindeki etkileri bilinen 0,25, 1, 10 ug/mL konsantrasyonlarinda ekzozom ve
negatif kontrol olarak %2 FBS iceren normal besi ortami hiicrelere uygulanmistir (n=3).
06, 12 ve 24 saat sonunda mikroskopta goriintiiler alinmis ve Image J programi
kullanilarak zamana bagli olarak yara bdlgesinde meydana gelen alan degisimi tespit
edilerek sayisal veriler elde edilmistir. Bu amagla her gruptan 3 farkli bolgeden ¢ekilen
goriintiiler kullanilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir farkin olup olmadig: t-test analizi
yapilarak degerlendirilmis ve p<0,05 anlamli fark olarak kabul edilmistir.

3.4.4. rt-MHK Kaynakh Ekzozomlarm Oksidatif Stres Altinda Hiicre Canhhgina
Etkisinin Incelenmesi

r-MKH kaynakli ekzozomlarin oksidatif strese maruz birakilan deri hiicrelerinin
canliligina olan etkisinin incelenmesi, ekzozomlarin oksidatif stres kosullarinda nasil bir
etki gosterdigini anlamak adina 6nemli olacag diigiiniilmiistiir. Bu amagla ilk olarak
HaCat hiicrelerinin %50’sini (ICsp) 6ldiiren H2O2 konsantrasyonunun tespit edilebilmesi
amactyla ¢alismalar yapilmistir. HaCat hiicreleri 5x10° hiicre/goz olacak sekilde 96 gozlii
kiiltiir kabina dagilarak 24 saat siiresince hiicrelerin tutunmalar1 beklenmistir (n=5). 24
saat sonunda hiicrelerin ortami bilesiminde 1-25 mmol aralifinda farkli
konsantrasyonlarda H>O2 bulunan kiiltiir ortam1 ile degistirilmis ve 4 saat inkiibasyon
yapilmistir. Daha sonra MTT yapilarak ICso belirlenmistir. Elde edilen sonuglar 1,5 mmol
H20. uygulanan grupta HaCat hiicrelerinin %50’sinin 6ldigi tespit edilmis olup 1,5
mmol H20: kullanilmasina karar verilmistir (Sekil 3.3). Daha sonra oksidatif strese maruz
birakilmis HaCaT hiicrelerinde rt-MKH kaynakli ekzozomlarin canliliga olan etkisinin

tespit edilmesi amaciyla ¢alismalar yiiriitilmiistiir.
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Bu amagla HaCaT hiicreleri géz basina 5x10% hiicre olacak sekilde dagitilarak 24 saat
hiicrelerin tutunmasi i¢in inkiibasyon yapilmigtir. Daha sonra hiicrelerin tizerindeki besi
ortam1 0,25, 1 ve 10 ug/mL konsantrasyonda ekzozom igeren %2 FBS igerigine sahip
taze besi ortami ile degistirilmis (n=4) ve kiiltiire 24 saat daha devam edilmistir. 24 saat
sonunda hiicrelerin iizerindeki ortam, oksitatif stresi tetiklemek i¢in bilesiminde 1,5 mmol
H202 bulunan ortam ile degistirilmistir [146, 147]. 4 saat sonra MTT yapilarak hiicre
canlilig1 analiz edilmistir. Kontrol grubu olarak 4 saat boyunca 1,5 mmol H202 maruz
birakilan hiicreler kullanilmistir. Elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadiklar1 t testi yapilarak tespit edilmis ve p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 3.3. HaCat hiicrelerinde hidrojen peroksitin konsantrasyona bagli meydana getirdigi

hiicre canlilig1 profili (n=5).

3.5. Ekzozomlarin Anjiyojenik Etkisinin Incelenmesi

Yara iyilesmesi siirecinde anjiyogenezin kritik bir biyolojik siire¢ oldugu bilinmektedir
[148]. Dolayisiyla bu ¢alismada da rt-MKH kaynakli ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin
tespit edilmesi planlanmustir. Literatiirde kok hiicre kaynakli ekzozomlarin anjiyojenik
etkilerinin incelenmesinde insan kaynakl endotel hiicrelerinin (HUVEC) kullanildigi ve
tip benzeri yapilarin elde edilip degerlendirildigi analiz yontemi siklikla tercih
edilmektedir [135, 149]. Bu tez calismasinda rt--MKH kaynakli ekzozomlarin anjiyojenik
potansiyeli aortik halka ve tavuk embriyosu koryoallantoik membran (CAM) yontemleri

ile belirlenmistir.
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Aortik halka deneyi, gelismeye devam eden embriyonik doneme yakin olan canlilarin
(fare ve/veya civciv) aort damarlardan hiicre kiiltiirii kosullarinda yeni damar olusumunu
gosteren endotel hiicre filizlenmelerinin degerlendirildigi bir deneysel yontemdir. Organ
kiltlirii olmasi sebebiyle hiicre kiiltiiriine gore fizyolojik sartlara daha benzer bir ortamda

doz-yanit iligkisinin ¢aligilmasina olanak tanimaktadir [150].

CAM deneyi ise in vivo ortamda hem biyoaktif faktorlerin hem de biyomalzemelerin
anjiyojenik potansiyellerinin degerlendirilmesini mimkiin kilar [151]. CAM analizi
doéllenmesi ger¢eklesen tavuk embriyosunun in ovo (kabuk igerisinde) veya ex ovo (kabuk
disinda) biiyiitiilmesi ile damar gelisiminin gézlemlenebildigi bir yontemdir. CAM ise
civciv embriyosunun gaz aligverisi ve Kalsiyum igin bir organ olarak gorevi goren
embriyonik bir zardir. Yapisinda yogun kilcal damar aglarma sahip kan damarlar
bulunur. Koryoallantoik zar, gelisen embriyonun iizerinde kaldigi igin, deneysel

miidahaleler i¢in erisim kolaylig1 saglamaktadir.

3.5.1. Ekzozomlarmin Anjiyojenik Etkisinin Tavuk Embriyosu Aortik Halka
Yontemi ile Incelenmesi

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin tespit edilmesi i¢in civciv aortik
halka deneyinin optimizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla anjiyogenez etkisi
bilinen damar olusumunu tetikleyen vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve damar

olusumunu baskilayan tirozin kinaz inhibitorii sunutinib kullanilmistir.

Aortik halkalar kiiltiir kosullarinda endotelyal filizlenme ve 3-5. giinler arasinda
filizlenmeler sonucu tipik uzun mikro tiibiiler hiicre uzantilari ile kan damar liimenleri
olusturmak iizere endotelyal hiicre bosluklarini meydana getirmektedir [150, 152, 153].
13. giinde olan civciv embriyolarindan aort damarlarin ¢ikarilmasi ve aortik halkalarin

olusturulmasina dair yapilan caligmalar asagida detayli olarak verilmistir.

Déllenmis Yumurta Inkiibasyonu: Aortik halka analizi i¢in kullanilacak déllenmis beyaz
tavuk yumurtalari Tarim ve Orman Bakanlhigina bagli Tavukguluk Arastirma
Enstitiisii’'nden tedarik edilmistir. 4 adet yumurta 38 °C’de nemlendirilmis inkiibatorde
12-14 giin arasinda herhangi bir islem yapilmaksizin inkiibe edilmistir. Embriyonik
gelisimin  13. gilinlinde steril kosullarda yumurtalar kirilarak embriyolar disar

¢ikartilmistir.
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Embriyolar disar1 ¢ikartildiktan hemen sonra dekapitasyon iglemi gergeklestirilmis ve
embriyolarin abdominal bolgesinden dikine birer kesik atilarak gégiis duvarlari agilmistir.
Embriyolarin kalpleri, etrafindaki bag dokulariyla birlikte aortik damarlar1 viicutlarindan
cikartilmis ve steril PBS igerisine alinmistir. Kalan viicut pargalari tibbi atik kategorisinde

laboratuvardan uzaklastirilmistir.

Aortik Halkalarin Hazirlanmasi: Diseke edilen kalp dokusunda 2’si bir ortak koke ve 3’

baska bir ortak koke baglanmis olan aort damarlarin aralarindaki ve etrafindaki bag
dokular pens kullanilarak temizlenmistir. Bunu takiben, aortik damarlar kalbe bagl
olduklar1 karincik koklerinden bisturi ile ayrilmistir. Kalpten diseke edilen damarlarin
etrafindaki bag dokular1 tamamen temizlendikten sonra birlesik damarlar da
birbirlerinden ayrilmis ve her bir aortik damardan yaklagik 1 mm uzunlukta olacak sekilde

halkalar kesilerek PBS igerisine konulmustur.

Aortik Halka Deneyinin Cesitli Biyolojik Faktorler ile Validasyonu: Embriyolardan elde

edilen halkalar 24 kuyucuklu kiiltiir kabinda, matrijele gomiilerek jellesmenin meydana
gelmesi i¢in normal kiiltiir kosullarinda 30 dk. inkiibe edilmistir. 30 dk. sonunda aortik
halkalara sunitinib (2 ve 4 pg/mL, n=5) ve VEGF (80 ve 160 ng/mL, n=5) igeren DMEM
(bilesiminde %2,5 FBS (Sigma-Aldrich, ABD), %1 I-glutamin (Cegrogen, Almanya),
%0,1 penisilin-streptomisin (Cegrogen, Almanya) bulunmaktadir) eklenerek kiiltiirleri
baslatilmistir. %2,5 FBS iceren DMEM kontrol grubu olarak kullanilmistir. 2 giinde bir

ortam degistirilmis ve 3. ile 5. glinde mikroskobik gozlem yapilarak goriintiiler alinmigtir.

Aortik Halka Deneyinde Ekzozomlarin Anjiyojenik Etkisinin Degerlendirilmesi: Aortik

halka deneyi hiicre kiiltiiriine gore fizyolojik sartlari taklit eden bir ortamda ekzozomlarin
doz-yanit iliskisini kontrollii incelemek amaciyla se¢ilmistir. Bu amagla embriyolardan
elde edilen halkalar 24 kuyucuklu kiiltiir kabinda, matrijele gomiilerek jellesmenin
meydana gelmesi i¢in normal kiiltiir kosullarinda 30 dk. inkiibe edilmistir. Daha sonra
aortik halkalara ekzozom (5 ve 25 pg/mL), sunitinip (2 pg/mL, anjiyogenez inhibitorii)
ve VEGF (80 ng/mL, anjiyogenez aktivatorii) iceren DMEM (YG) (bilesiminde %2,5
FBS (Sigma-Aldrich, ABD), %1 I-glutamin (Cegrogen, Almanya), %0,1 penisilin-
streptomisin (Cegrogen, Almanya) bulunmaktadir) eklenerek kiiltiirleri baslatilmistir.
%2,5 FBS iceren DMEM (Y G) kontrol grubu olarak kullanilmistir. Besi ortami1 degisimi

yapilmamis ve 3. ile 5. glinde mikroskobik gézlem yapilarak goriintiiler alinmistir.
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3.5.2. Ekzozomlarinin Anjiyojenik Etkisinin CAM Analizi ile incelenmesi

Ekzozomlarimn anjiyojenik etkinliklerinin tespit edilmesi amaciyla kullanilacak olan CAM
analizinin ilk olarak optimizasyon calismalar1 yapilmigtir. Bu amagla kullanilacak olan
standart kosullarda elde edilmis kuluckalik yumurtalar Tarim ve Orman Bakanligi’na
bagl Tavukguluk Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Tavukc¢uluk Enstitiisii’nden
temin edilen kulugkalik yumurtalar uygun kosullarda laboratuvara getirilip ve
sterilizasyon amactyla yumurtalar %20’lik etil alkol ile kabuga zarar vermeden nazikge
temizlenmistir. Embriyonik gelisimin tetiklenmesi i¢in déllenmis yumurtalar sicakligi 37
°C ve nem orani %60-65 olan yumurta inkiibatoriine (Cimuka, Tirkiye) kilavuzda
belirtilen sekilde yerlestirilmistir (0. giin) (Sekil 3.4, 1. adim). 0. giinde inkiibatore
koyulan yumurtalar, 3. giinde inkiibatorden ¢ikartilarak steril kosullarda bilesiminde %1
antibiyotik-antimitotik bulunan soliisyondan 2 mL konulan tartim kaplarina kirilarak
sicaklig1 38 °C’ye ayarlanmig hiicre kiiltiirii inkiibatoriine alindiktan sonra inkiibasyon
baglatilmis ve embriyolarin gelisimi takip edilerek belirli giinlerde embriyolar
fotograflanmistir. Yapilan gozlemler kiiltiir siiresi gegtikce embriyolarin saglikli bir
bicimde biiyliyerek organ sistemlerinin gelistigini ve CAM’de damar aginin
belirginlestigini gostermistir. Saglikli embriyonik gelisiminin 7. giininde damar
olusumunu baskilayan sunitinib (Sigma-Aldrich, ABD), damar olusumunu tetikleyen
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF, Sigma-Aldrich, ABD), PBS ve ekzozom
sollisyonlariin uygulanmasi i¢in kilavuz gorevi gorecek steril plastik halkanin CAM
tizerine konumlandirilmast iglemi yapilip gelisimin 8. giiniinde giinde 2 defa olmak tizere
0,3 pg/10 pL sunitinip, 100 ng/10 unL. VEGF ve kontrol grubu olarak 10 pL PBS
uygulamasi yapilmistir. Embriyonik gelisimin 10. giiniine kadar uygulama yapilmis ve
10 giin sonunda goriintiiler alinarak embriyolar sakrifiye edilmistir. (Sekil 3.4, 4.adim).
Embriyonik gelisim siireci ise yumurtalarin kabugundan ¢ikarildig: giin 0. giin seklinde

belirtilerek gelisimin 10.giiniine kadar Sekil 3.5’te verilmistir.
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Yumurta inkiibatoriinde inkiibasyon Embriyolarin Kabuk Digina Gikartilmasi Hiicre Kiiltiirii inkiibasyonunun
(3 Giin) (3. Giin) Baglatiimasi (3. Giin)

Fotograflama ve Deneyin Deneyin Baslatiimasi (7. Giin)
Sonlandirimasi (10.giin)

Fotograflama
yapilan halkaile
belirlenmis alan

Sekil 3.4. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin CAM analizinde anjiyojenik potansiyellerinin
degerlendirilmesini gosteren akis diyagrami. CAM analizinde ddllenmis yumurtalarin
inkiibatore yerlestirilmesi (A), yumurtalarin embriyonik gelisimin 3. giiniinde kirilarak
embriyolarin kaplara aktarilmast (B) ve hiicre kiiltiirii kosullarinin inkiibasyonun
baslatilmasi (C) embriyonik gelisimin 7. giiniinde ekzozomlarin uygulanmasinda kilavuz
gorevi gorecek steril plastik halkanin uygun yere konumlandirilmasi (D) ve embriyonik
gelisimin 10. giiniinde ekzozom uygulamasinin sonlandirilarak goriintiilemenin

yapilmasi (E).

Sekil 3.5. Zamana bagli olarak civciv embriyolarinin ve CAM’1n gelisimi.
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Tavuk Embriyosu Koryoallantoik Membranlarda (CAM) Ekzozomlarin Anjiyojenik

Etkisinin Degerlendirilmesi: Ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin degerlendirilecegi

CAM analizinde ilk olarak toksik bir etkinin olup olmayacaginin tayin edilebilmesi
acisindan yiiksek konsantrasyonlar ile deney kurulmustur. Kontrol grubu olarak PBS,
negatif kontrol olarak sunitinib ve pozitif kontrol olarak VEGF kullanilmistir. Deneyde;
10 pg/mL, 25 pg/mL ve 50 ug/mL ekzozom konsantrasyonlarinda anjiyojenik etki
degerlendirilmistir. CAM iizerine koyulan halkalarin igerisine damlatilan etken
maddelerin etkinlikleri, koyulan halkanin i¢ kisminin ve g¢evresinin fotograflarinin

¢ekilmesi ile belirlenmistir.

3.6. 3 Boyutlu (3B) Jelatin Siingerlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
3.6.1. 3B Jelatin Siingerlerin Hazirlanmasi

3B jelatin siingerlerin hazirlanmasi i¢in tip A jelatin (Sigma Aldrich, Almanya)
kullanilmis ve stabilitelerini arttirmak i¢in gluteraldehit ile c¢apraz baglanmasi
planlanmistir. Bu amagla tip A jelatin yaklasik 50 °C’deki distile suda ¢oziilerek %4’1liik
jelatin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢6zeltiye farkli konsantrasyonlarda (%0,5,
%1 ve %2 viv) 1 mL glutaraldehit ¢ozeltisi eklenmis ve 30 dk. boyunca 2000 rpm’de
homojenizatorde karistirtlmistir (Sekil 3.6). Olusan kopiikler kaliplara dokiilerek 24 saat
-80 °C’de dondurulmus ve daha sonra dondurulan jelatin siingerler liyofilizatore alinarak
24 saat boyunca kurutulmustur. Kullanima hazir hale gelen jelatin siingerler oda
sicakliginda saklanmustir. 3B jelatin stingerlerin morfolojik karakterizasyonu yapilarak,
su tutma kapasiteleri, hidrolitik bozunmalar1 ve sitotoksisiteleri belirlenmistir. Jelatin
stingerler (JS) gluteraldehit yiizdelerine (%0,5Glu, %1Glu, %2Glu) goére sirasiyla JS-
%0,5Glu, JS-%1Glu, JS-%2Glu olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 3.6. A) Jelatin siingerlerin hazirlanmasi, B) Jelatin ve glutaraldehit arasindaki

capraz baglanma.

3.6.2. 3B Jelatin Siingerlerin Karakterizasyonu

Stingerlerin Morfolojik Karakterizasyonu: Hazirlanan jelatin stingerlerin (JS-%0,5Glu,
JS-%1Glu, JS-%2Glu) morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
goriintiilenmistir. SEM goriintiilemeleri TESCAN Gaia3 (Cek Cumbhuriyeti) cihazi

kullanilarak 30 kV hizlandirma geriliminde gerceklestirilmistir. Bu amagla 6rnekler ince
bir tabaka altin ile kaplanmistir. Jelatin stingerler gézenek yogunlugu ve ¢aplari agisindan

morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Jelatin Siingerlerin Su Tutma Kapasitesi: Hazirlanan tiim jelatin siingerler 3’er tekrarli

gruplari halinde hazirlandiktan sonra kuru agirliklar tartilmistir (Ao) ve 1 saat siireyle saf
suda (oda sicakliginda) inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda dengeye gelen siingerler tekrar

tartilarak (A1) su tutma kapasiteleri asagidaki verilen denklem yardimiyla belirlenmistir.

A
% su tutma kapasitesi = 1A—0x100
0

Jelatin _Siingerlerin _Hidrolitik Bozunma Davramislarimin__Incelenmesi: Hidrolitik

bozunma davranislarinin belirlenmesi i¢in jelatin siinger 6rnek gruplart esit yiizey alanina

sahip olacak sekilde esit hacimde hazirlanarak tartilmistir (Ao).
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Stinger 6rnekleri su banyosunda 37 °C'de 5 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH = 7,4)
icerisinde inkiibe edilmistir. Ik giin 3., 6., 12. ve 24. saatlerde ornek toplanmistir.
Orneklerin iizerinden 1 mL s1v1 ¢ekilerek yerine 1 mL PBS eklenmistir. SonrakKi giinlerde
her 24 saatte bir 6rnek toplanmistir. Daha sonra BCA kiti (Takara, Japonya) kullanilarak
protein miktar tayini yapilmistir. Belirli zamanlarda toplanan 6rneklerden toplam protein
miktarlart (A1) hesaplanarak baslangi¢ miktari (Ao) ile oranlanarak yiizde bozunma orani

hesaplanmustir.

A
% bozunma = A—1 x 100
0

Jelatin Siingerlerin Hiicre Canliligina Etkisi: Jelatin stingerlerin hiicre canliligina etkisi

L929 dermal fibroblast hiicreleri tizerinde test edilmistir. Bu amagla 1.929 hiicreleri %10
FBS, %1 L-glutamin ve %0,1 penisilin/streptomisin iceren DMHM (YG) ile inkiibe
edilmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 10* hiicre gelecek

sekilde hiicre ekimi yapilmis ve 24 saat boyunca hiicre tutunmasi i¢in inkiibe edilmistir.

Siinger drnekleri metoda uygun (6 cm?/mL) alan hesab1 yapilarak kesilmis ve 6rneklerin
45 dk. boyunca UV ile sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra 6rneklerin tizerine 1’er mL
besi ortami eklenerek 72 saat boyunca besi ortami igerisinde standart hiicre kiiltiirii
kosullarinda inkiibe edilmistir. Negatif kontrol grubu olarak besi ortami, pozitif kontrol
grubu olarak %10 DMSO igeren besi ortami1 kullanilmistir. 72 saat sonunda elde edilen
ekstraktlar hiicrelere uygulanarak (n=20) 24 saat sonunda MTT testi gergeklestirilerek %

hiicre canlilig1 hesaplanmustir.

3.7. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin Biyolojik Etkilerinin incelenmesi

Farkli konsantrasyonda gluteraldehit (%0,5, %1, %2) ile ¢apraz baglanarak hazirlanan
jelatin siingerlerin 6zellikleri incelenerek %2 gluteraldehit ile ¢apraz baglanan jelatin
stingerlerin ekzozom tasiyici bir sistem olarak kullanilmasina karar verilmistir. Yara
iyilesmesine yonelik hazirlanan bu siingerlere rt-MKH kaynakli ekzozomlar farkli
konsantrasyonlarda  yiiklenerek  hiicre migrasyonu ve anjiyojenik etkileri

degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismalarin detaylar: asagida verilmistir.
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3.7.1. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin Hiicre Migrasyonuna Etkisi

rt-MKH kaynakli ekzozomlar jelatin siingerlere yiiklenerek hiicre migrasyonuna etkisi
cizik deneyi ile incelenmistir. Bu amagla HaCat hiicreleri 1,5x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 24 kuyucuklu kiltir kabina dagitilmis ve tamamen ylizeyi kaplayana kadar
standart kiiltiir kosullarinda kiiltiir edilmislerdir. Hiicreler %100 doluluga ulastiklarinda
besi ortamlart %2 FBS igeren DMEM (YGQG) ile degistirilerek 24 saat daha inkiibe
edilmislerdir. %2 Glu kullanilarak hazirlanan jelatin stingerler 45 dk UV ile sterilize
edildikten sonra serbest ekzozom konsantrasyonlar1 (0,25, 1 ve 10 ug/mL) ile aym
miktarda ekzozom 40 uL besi ortaminda konsantre edilerek jelatin siingerlere yiiklenmis
8 um por ¢apina sahip membran bulunduran insertlere (Greiner Bio-one, Almanya)
yerlestirilerek 1 saat hiicre kiiltiirii kabininde kurumasi amaci ile bekletilmistir. Boylece
ekzozomlarin jelatin siingerlere entegre olmasi saglanmistir. Diger yandan kiiltiir kabinin
ylizeyini tamamen kaplayan HaCaT hiicreleri 200 pL’lik pipet ucu ile ¢izilerek yaralar
olusturulmustur. Bunu takiben ekzozom yiiklenmis jelatin siingerler bulunduran insertler
cizilen HaCaT hiicreleri tizerine konumlandirilmis ve insertin dis kismina 600, i¢ kismina
250 uL bilesiminde %2 FBS bulunan besi ortami1 konularak kiiltiir baglatilmigtir. Negatif
kontrol grubu olarak %2 FBS igeren besi ortam1 emdirilen jelatin siingerler kullanilmistir.
Kiiltiirtin 6. 12. ve 24 saatlerinde ters faz 151k mikroskobu kullanilarak her grup igin 3
farkli bolgeden goriintiiler alinmis ve yara kapanma alani1 Image J programi kullanilarak

hesaplanmuistir.

3.7.2. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin Aortik Halka Yontemi ile Anjiyojenik
Etkilerinin incelenmesi

Ekzozom yiiklii jelatin siingerlerin anjiyojenik etkileri organ kiiltiirii olan aortik halka
deneyi ile aragtirllmigtir. Bu amagla ekzozom yiikli jelatin siingerler fare aortik
halkalarina uygulanmistir. Fare aortik halka deneyi tavuk aortik halka deneyine kiyasla
bazi avantajlar sunmaktadir. Daha belirgin goriinen endotel filizlenmeleri deneyin takibi
ve sonuglarin analiz edilmesini kolaylastirmaktadir. Ayni zamanda fare aortik

damarlarina immiinohistokimyal boyama yapilarak daha giivenilir sonuglar elde edilmesi

miimkiindiir [154].

Aortik halka deneyi i¢in 3-4 haftalik erkek fareler kullanilmistir. Aort damarlar1 520 no’lu
Etik Kurul kapsaminda alinmigtir (Kobay A.S.). Deney baslangicinda dncelikle servikal
dislokasyon ile fareler etkisiz hale getirilmistir. Farelerin gogiis kafesi acildiktan sonra

damarin etrafindaki dokular ve organlar uzaklastirilmistir.
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Aort damarinin anterior ve posterior uglarinin agik¢a goriildiigli durumda damar, anterior
ucundan baglayarak posterior ucuna kadar omurgadan nazik¢e ayirilmistir (Sekil 3.7A-
B). Iki ucundan kesildikten sonra aort damarlart PBS igerisine almmustir. Sonraki
asamada diseksiyon mikroskobu ile aort damarinin etrafindaki yag ve bag dokular
temizlenmistir. Aort damar1 yaklasik 10 mm’lik nhalkalara boliindiikten sonra deney
kurulumu asamasina gegilmistir (Sekil 3.7C). Deney kurulumunda 48 kuyucuklu kiiltiir
kabi1 kullanilmistir. Deneyde 3B ortam saglayacak olan jel olarak endotel hiicreleri igin
en uygun kosullar1 sagladig bilinen Matrigel® ile ayn1 igerige sahip ECM Gel (Sigma-
Aldrich, USA) kullanilmistir [155]. Belli sayida setler halinde 6nce her bir kuyucuga 20
uL  Matrigel® konulduktan sonra halkalar yerlestirilmistir. Biitlin  halkalar
yerlestirildikten sonra jellesmenin gergeklesmesi i¢in 30 dk. boyunca 37°C inkiibasyon
yapilmustir. Jelatin siingerler uygulama 6ncesinde 45 dk. boyunca UV 15181 ile sterilize
edilmistir. Daha sonra 0,6 mm ¢apinda kesilen jelatin siingerlere besi ortami igerisinde
0,5, 5 ve 25 ng/mL konsantrasyonlarinda ekzozom soliisyonlar1 yiiklenmistir. Ekzozom
yiiklii jelatin siingerler aortik halkalarin yanina yerlestirildikten (n=4) sonra 500 pL %2,5
FBS iceren DMEM (YG) halkalarin iizerine eklenmistir ve kiiltiire baglanmistir (0. giin).
Jelatin siingerin etkisinin goriilebilmesi amaci ile ayn1 miktarda ekzozom serbest olarak
aortik halkalara uygulanmistir. Kontrol grubu olarak PBS emdirilmis jelatin siingerler
kullanilmustir. Inkiibasyonun 8. giiniinde 151tk mikroskobu ile goriintiileme yapilarak

deney sonlandirilmistir (Sekil 3.7D).

Sekil 3.7. Fare aortik halka deneyi uygulamasi. A) Omurga ile bitisik halde bulunun fare
aort damar1 B) Fare aort damarinin anterior ucundan baslanarak omurgadan ayrilmasi C)
Fareden alinan aort damarlarinin diseksiyon mikroskobu altinda bag dokulardan
temizlenmig goriintiileri D) Matrijele gomiilerek kiiltiire edilen aortik halkanin

mikroskobik goriintiisii. A: Anterior P: Posterior
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3.7.3. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin CAM Analizi ile Anjiyojenik
Etkilerinin incelenmesi

Ekzozom entegre jelatin siingerlerin anjiyojenik etkileri CAM analizi ile belirlenmistir
[156, 157]. Bu amagla embriyonik gelisimin 3. giiniindeki embriyolar kabuklarindan
cikartilarak hiicre kiiltiiriinde inkiibasyona baslanmistir. Embriyonik gelisimin 7.
giiniindeki 54 adet embriyo PBS (kontrol grubu), serbest ekzozom ve ekzozom yiiklii
jelatin siingerlerin uygulanmasi igin rastgele gruplara ayrilmistir. Uygulama alaninin
belirlenebilmesi i¢in halkalar yerlestirildikten sonra 0,5 ve 5 pg/mL konsantrasyonlarinda
ekzozom yiiklii jelatin siingerler implante edilmistir. Ayn1 miktarda serbest ekzozomlar
ise damlatilmistir. Ekzozom yiiklii jelatin siingerler, serbest ekzozom ve PBS (kontrol
grubu) damlatilmis (n=9) gruplar embriyo gelisimin 9. giiniine kadar inkiibatorde kiiltiire
edilmislerdir. Embriyonik gelisimin 9. giiniinde fotograflama yapilmis ve fotograflar

Image J programu ile analiz edilerek % damar yogunlugu hesaplanmistir.

3.8. Istatistiksel Analiz

Bu ¢aligmada yapilan tiim deneylerde tekrar sayisi (n) en az 3 olacak sekilde planlama
yapilmigtir. Elde edilen sonuglar ortalamatstd olarak rapor edilmistir. Ekzozom
izolasyon verimini etkileyen parametrelerin belirlenmesi icin yapilan ¢alismada gruplar
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli olup olmadig: t-test analizi yapilarak tespit
edilmistir. Yine ayni sekilde ekzozomlarin hiicre canliligina, migrasyonuna ve oksitadif
strese olan etkilerin tespit edilmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglarin
istatiksel anlamlilig1 t-test kullanilarak degerlendirilmistir. CAM analizde elde edilen %
damar yogunlugu verilerinin gruplar arasindaki anlamliligi da t-test kullanilarak tespit
edilmistir. Tim analizler ve grafikler GraphPad Prisim (versiyon 6.1) programi

kullanilarak yapilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bolim 1°de bahsedildigi tiizere hiicrelerin parakrin etkilerinin arastirilmasi ve
ekzozomlarin hiicre bilgisini tasiyici rollerinin agiklanmasiyla ile birlikte rejeneratif tip
uygulamalarinda Onemli bir aktor haline gelmistir. Kok hiicre terapisi ile
karsilastirildiginda ise ekzozomlarin en az hiicreler kadar terapotik etki gosterdigi
bildirilmistir. Ekzozomlarin; inflamasyon, anjiyogenez, kollajen birikimi, graniil doku
olusumu ve epitelizasyon olmak iizere yara iyilesmesinin her fazinda etkili oldugu

gosterilmistir.

Bu tez calismasinda rt-MKH’lerden izole edilen ekzozomlar jelatin siingerlere
yiiklenerek biyolojik etkinlikleri aragtirtlmistir. Ekzozom kaynagi olarak ¢ogunlukla kok
hiicreler 6n plana ¢ikmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan 200°e yakin pre-klinik ¢aligma
dikkate alindiginda, yapilan c¢alismalarin  %51’inde kemik iligi, %23 {inde
umbilikal/plasenta ve %13 yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (MKH)
kullanildig1 goriilmektedir [158]. Bu nedenle bu ¢alismada ekzozomlarin kemik iligi

kaynaklit MKH’lerden izole edilmesi planlanmaistir.

Bu kapsamda; i. rt-MKH’lerden ekzozomlarn izolasyonu ve izolasyonda etkili
parametreler, ii. izole edilen ekzozomlarin O6zellikleri, iii. ekzozomlarin biyolojik
fonksiyonlari, iv. ekzozom yiiklii jelatin siingerlerin biyolojik aktivitelerinin serbest

ekzozomlar ile karsilastirilmasi ile ilgili sonuglar asagida sunulmustur.

4.1. Sican Kemik Iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler (rt-MKH) ve
Farkhlasma Yetenekleri

rt-MKH’ler, 3-8 haftalik Wistar cinsi erkek sicanlarin tibia ve femur kemikleri
kullanilarak izole edilmistir. Izole edilen hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri kiiltiir kabina
tutunabilme ve multipotent farklilasma yetilerine bakilarak arastirilmistir. Bu amagla
kemik iligi kiiltlir ortamu ile toplanip yikandiktan sonra kiiltiir kabina alinmis ve zamana

bagli olarak hiicre davranisi 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
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Kiiltiirtin 0. giiniinde kiiltiir ortaminda yuvarlak morfolojide tutunmayan hiicre varliginin
baskin oldugu, 24 saat sonra kiiltiirde tutunan hiicrelerin oldugu ve bu hiicrelerin igsi
morfoloji sergiledikleri gozlemlenmigtir. Kiiltlirtin 5. gilinlinde hiicrelerin kiiltiirde
yayilarak multipolar morfoloji kazandiklar1 ve ¢ogaldiklar1 gdzlemlenmistir [159] (Sekil
4.1).

Kiiltiir kabinin yiizeyine tutunup multipolar morfoloji gosteren bu hiicrelerin osteojenik
ve adipojenik farklilasma potansiyellerine sahip olup olmadiklar1 arastirilmis ve elde

edilen sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Sigan kemik iliginden izole edilen hiicrelerin zamana bagli olarak gdsterdikleri
davranig (Siyah halka igerisinde kiiltiir kabinin yiizeyine tutunankemik iligi kok hiicresi

gosterilmistir).
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Kemik iliginden izole edilen kdk hiicrelerin uygun indiikleyici ajan varliginda farkli
multipotent hatlara farklilastigi ifade edilmistir [160-162]. Yapilan c¢alismada
rt-MKH’lerin multipotent farklilasma potansiyelini tespit etmek amaciyla pasaj 3
seviyesindeki hiicreler 21 giin boyunca osteojenik ve adipojenik farklilasmay1 indiikleyici
ajanlara maruz birakilmistir. Alizarin Red S ve Oil Red O teknikleri sirasiyla osteojenik

ve adipojenik farklilagmanin tespit edilmesi i¢in uygulanmistir.

Alizarin Red S boyama sonuglar1 kok hiicrelerin kemik doku hiicrelerine farklilasabilme
yetisine sahip olduklarini géstermistir. Kontrol grubunda ise mineralizasyonu isaret eden
alizarin boyanmasina rastlanmamistir. Hiicre morfolojileri bakimindan kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, farklilasma ortamu ile inkiibe edilen hiicrelerin bir araya gelerek hiicre
agregatlar1 olusturduklar1 goriilmistiir. Olusan bu yapilarda kemik doku hiicrelerine
farklilasmanin belirteci olan kalsiyum depolarinin olustugu ve olusan bu yapilarin
Alizarin Red boyasi ile reaksiyona girerek kirmizi boyandigi tespit edilmistir. Kontrol
grubunda kalsiyum depolarina rastlanmamistir (Sekil 4.2). Mikroskobik gozlemler,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda deney gruplarinda lipit vakuollerinin olustugunu
gostermistir. Ayrica kontrol ile kiyaslandiginda calisma gruplarinda zamanla hiicre
farklilasmasin1 takiben fibroblastik morfolojiden kiiresel morfolojiye sahip hiicre
sayisinin arttig1 ve bu morfolojiye sahip hiicre grubunda hiicre i¢i lipit damlaciklarinin
olustugu gozlemlenmistir. Olusan bu lipit vakuollerinin hiicrenin sitoplazmasina
dagildiklar1 ve biiytikliik bakimindan heterojen bir yapiya sahip olduklar1 anlasilmistir.
Yapilan Oil Red O boyamasi ile hiicre sitoplazmasinda olusan yag damlaciklari kirmizi
renge boyanmistir. Kontrol grubunda ise boyamanin gerceklesmedigi tespit edilmistir
[163, 164] (Sekil 4.2). Tiim bu sonuglar sigan kemik iliginden izole edilen hiicrelerin kok

hiicre 6zellikleri tagidigini gostermistir.

61



P .
jenik Farklilasma

’,

?F"'A‘d ojenik Farklilasma

A Sa
ook R

2

s

Sekil 4.2. rt-MKH’lerin farkli hiicre tiplerine farklilagabilme kabiliyeti. Osteojenik
farklilagsma Alizarin Kirmizisi ve adipojenik farklilasma Oil Kirmizisi ile tespit edilmistir.
(Sar1 oklar farklilagan hiicrelerde biriken kalsiyum nodiillerini ve yag damlaciklarini

gostermektedir. Kontrol grubunda pozitif boyama gézlemlenmemistir).

Bu ¢alismada ekzozom izolasyonu yapmak amaciyla farkli zamanlarda farkli donorler
kullanilarak kemik iligi kok hiicreleri izolasyonu yapilmistir. Bu izolasyonlar seri-1, seri-
2 ve seri-3 olarak isimlendirilmis ve her seride toplam 3 adet dondrden femur ve tibia
kemikleri elde edilmis ve Bolim 3.2.1°de detaylar1 verilen izolasyon prosediirii
kullanilarak hiicre izolasyonu gerceklestirilmistir. Seri-1’de kullanilan dondrler 8
haftalik, seri-2’de kullanilan dondrler 5 haftalik ve seri-3’te kullanilan dondrler ise 3
haftaliktir. Yapilan mikroskobik gozlemlerde 3 farkli seriden izole edilen hiicrelerin
benzer tutunma ve morfolojik Ozellik gosterdigi seri-2 ve seri-3’ten izole edilen
hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin seri-1’de izole edilen hiicrelere gore daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. izole edilen hiicrelerin ¢ogalma hizlarindaki bu farkliligin kullanilan

dondriin yasi ile iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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Bununla birlikte, 6zellikle seri-2 ve seri-3 de izole edilen hiicrelerin alt kiiltiirleme islemi
ile pasaj 4 seviyesine getirildiklerinde bile kiigiik ve multipolar morfolojiye sahip hiicre
yogunlugunun baskin oldugu gozlemlenmistir. Seri-1’de ise kiiltiir kabinin ylizeyine
tutunarak yayilan ve daha biiylik bipolar, ¢arsaf benzeri morfoloji gosteren hiicre
popiilasyonun daha fazla oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.3). Tespit edilen farkliliklarin
donoriin yasi ile agiklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu durumu etkileyen kiiltiir

kosullari, dondér etkisi gibi bir¢ok farkli faktor bulunmaktadir [159, 165].

Sekil 4.3. Sican kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerinin morfolojik goriiniimleri. (Sar1

oklar ile olgunlagmis ve ¢arsaf morfolojisi kazanmis hiicreler gosterilirken kirmizi halka

igerisinde yeni ¢ogalan hiicreler gosterilmektedir).

4.2.  Ekzozom izolasyonu ve Verimini Etkileyen Parametreler

Ultrasantrifiij, basitge belli bir merkezka¢ kuvveti altinda yogunluk ve boyuta gore
partikiillerin  ayristirtlmasin1  saglamakta olup ekzozom alaninda yapilan oncii
calismalarda tercih edilen yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [29]. Son yapilan meta
analizler 2002-2022 yillar1 arasinda yayinlanmis olan yayinlarin %46’sinda ultrasantrifiij
metodunun kullanildigi rapor edilmistir [166]. Dolayisiyla bu ¢alismada sigan kemik
iliginden izole edilip karakterize edilen MKH’lerden ekzozomlarin izole edilmesi

amaciyla sikca kullanilan ultrasantrifiij yontemi kullanilmistir.
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rt-MKH’lerden ekzozomlarin izolasyon verimini etkileyen unsurlarin arastiriimasi
amaciyla farkli donoérlerden izole edilen hiicreler, hiicre kiiltiir kosullar1 ve rotor tipi
olmak {iizere 3 farkli parametre test edilmistir. Ilk olarak farkli yas araliklarina sahip
donorlerden izole edilen rt-MKH’ler (seri-1, seri-2 ve seri-3) aym kiiltiir kosullarinda P4
seviyesine getirilerek 48 saat boyunca serum igermeyen besi ortaminda kiiltiire edilmistir.
48 saat sonunda elde edilen siipernatant ortamindan ekzozomlar izole edilmis ve BCA
analizi yapilarak uL ortam basina elde edilen pug protein hesaplanip grafige gecirilmistir.
Elde edilen sonuglar dondr kaynaginin elde edilen ekzozom verimine dogrudan etki
ettigini gostermistir. Yapilan analizler, seri-1, seri-2 ve seri-3 gruplarinda ekzozom
veriminin sirastyla 0,161, 0,033 ve 0,078 ug protein/uL oldugunu gostermistir.
Istatistiksel analiz, ekzozom verimi agisindan kiyaslandiginda seri-2 grubunda elde edilen
verimin diger iki gruba gore anlamli diizeyde diisiik oldugunu (p<0,05) ancak seri-1 ve
seri-3 arasinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir (p>0,05) (Sekil4.4A). Bolim
4.1°de belirtildigi iizere, seri-1 grubunda kullanilan dondrlerin yas18 haftalik iken seri-2
ve seri-3 gruplarinda kullanilan dondrlerin yasi sirasiyla 5 ve 3 haftaliktir. Elde edilen
sonuglara gore donoér yasi ekzozom veriminde farkliliklara neden olmus, 8 haftalik
sicanlardan izole edilen hiicrelerin kullanildig1 ¢aligmada en yiiksek ekzozom verimi elde
edilmistir. 2 aylik sicanlarin yetiskin yasa ermis sican olduklari ve dnemli sistemlerin
olgunluga ulastigi rapor edilmistir [167]. Dolayisi ile 2 aylik donorlerden izole edilen kok
hiicrelerin daha yiiksek miktarda ekzozom iretmesi, donériin kemik iligi {iretim
fizyolojisinin geng olan (5 ve/veya 3 haftalik) dondrlere gore daha olgun oldugu ve bu
durumun da izole edilen hiicrelerin biyolojik aktivitelerine yansidigi diistintilmektedir.
Literatiirde gerek insan kaynakli gerek sican kaynakli kok hiicrelerin farklilasma ve
cogalma gibi davraniglarin dondriin yasi ile dogrudan ilintili oldugu, gen¢ dondrlerden
izole edilen hiicrelerin farklilasma ve ¢ogalma kabiliyetlerinin yasli olan donérlerden

izole edilen hiicrelere gore daha fazla olduklari raporlanmistir [168-170].

Tez kapsaminda dondr ve dondr yasinin ekzosom verimine olan etkiSinin yaninda kiiltiir
kosularmin etkili olup olmadig test edilmistir. Bu amagla kiiltiir ortam1 bilesenlerinden
biri olan serumun varliginin etkisi arastirilmistir. Seri-2 ve 3 gruplarindan izole edilen
kok hiicreler P4 seviyesine geldiginde serumsuz veya %10 ekzozomlarindan arindirilmis
serum (Exodep FBS) igeren hasat ortaminda 48 saat kiiltiire edilmis ve ekzozom

izolasyonu yapilmistir.
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Serum varliginin ekzozom verimine olan etkisinin tespit edilmesi amaciyla BCA yapilmis
ve elde edilen sonuglar Sekil.4.4B’de gosterilmistir. Yapilan analiz sonucunda serum
varliginin ekzozom verimini etkileyen olduk¢a onemli bir parametre oldugunu, serum
varliginda anlamli diizeyde yiiksek miktarda ekzozom elde edildigini goéstermistir
(p<0,05). Ayrica bu artisin kullanilan hiicre kaynagindan bagimsiz oldugu, hem seri-2
hem de seri-3 gruplarinda serum varliginda anlamli diizeyde yiiksek miktarda ekzozom
elde edildigi tespit edilmistir(p<0,05). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicrelerin tutunmasi
ve ¢ogalmasi i¢in gerekli protein, sitokin ve hormonlar i¢cinde barindan FBS, kiiltiir
ortamlarin olduk¢a kritik olan bir bilesenidir [171]. Ancak FBS’in yiiksek miktarda
ekzozom igermesi 6nemli bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmadir [172]. Dolayist ile
kok hiicre kaynakli ekzozomlarin elde edilme asamasinda ultrasantrifiij temelli
protokoller gelistirerek ekzozomlarindan armdirilmis FBS veya kiiltiir ortami
kullanmakta [173, 174] ya da serumsuz besi ortam1 kullanmaktadir. FBS igeren ortamda
uygun sayiya getirilen hiicrelerden ekzozomlarin elde edilmesi asamasinda serum
icermeyen kiiltlir ortaminda kiiltiir edildiklerinde, kiiltiir kosullar1 degismekte ve hiicreler
yogun bir strese maruz kalmaktadir. Bu durum hiicre ¢ogalma hiz1 ve karakterlerinde
degisimler meydana getirmektedir. Dolayis1 ile ekzozom verimini ve izole edilen
ekzozomlarin 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir [175-178]. Gudbergsson ve ark.
yaptiklan sistematik ¢aligmada hasat asamasinda serumsuz ortam kullanilarak yapilan
caligmalarda, 108 hiicre basina elde edilen protein miktarinin 1.198 pg, ekzozomlarindan
temizlenmis FBS (Exodep FBS) kullanilan ¢alismalarda ise bu miktarin artarak 3.492 pg
oldugunu raporlamiglardir [177]. Yine bagka bir ¢alismada, arastirmacilar gébek bagi,
yag doku ve kemik iligi kaynkali MKH’leri 24 saat boyunca serumsuz ortamda kiiltiire
ederek kiiltiir kosullarinin ekzozom verimine ve biyolojik fonksiyonlarina olan etkilerini
aragtirmiglardir. Yapilan analizler, serumsuz ortamda yapilan 24 saatlik kiiltiiriin kordon
kant MKH’lerin ekzozom salim verimini etkilemedigini ancak yag doku kaynakli
MKH’lerde 6, kemik iligi kaynakli MKH’lerde ise 10 katlik bir azalma meydana geldigini
gostermistir. Ancak serum yoksunlugunun izole edilen ekzozomlarin aktivitesini artirarak
protein icerigini degistirdigi de bulgularla desteklenmistir [179]. Bu ¢alismada da elde
edilen veriler literatiir ile uyumlu olup, hiicre kaynagindan bagimsiz olarak hasat
ortaminda ekzozomlarindan arinmis FBS’in  kullanilmasimin  kiltiir  kosullarini
iyilestirerek ekzozom veriminin yiikselmesine neden oldugu tespit edilmistir. Ancak elde
edilen ekzozomlarin biyolojik aktivitelerine serum varliginin etkisi test edilmesi gerektigi

vurgulanmalidir.
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Izolasyon verimini etkileyen diger parametreler ise kullanilan rotor tipi, rotorun minimum
ve maksimum ¢ap1, g kuvveti, sedimantasyon yolu, sicaklik, hasat ortaminin vizkozitesi
ve dondiirme siiresidir [180, 181]. Cvjetkovic ve ark. yaptiklari ¢alismada rotor tipinin ve
dondiirme siiresinin ekzozomlarin izolasyon verimine olan etkilerini arastirmis ve elde
edilen veriler dondiirme siiresi artikga izole edilen ekzozom miktarinin arttigini ve agilan
rotor kullanildiginda elde edilen protein/RNA oranin sabit agili rotora gore anlamli olarak
artigim1  gostermistir [182]. Bu c¢alismada da rotor tipinin ekzozom verimine etkisi
incelenmis ve kullanilan hiicre tipi, dondiirme zamani, sicakligi ve ekzozomlarin
yikanmasi asamasinda kullanilan rotor tipi sabit tutularak sabit acili (45 TI) ve agilan
rotorlar (SW32 Ti) test edilmistir. Elde edilen sonuglar, agilan rotor kullanildiginda elde
edilen ortalama protein miktarinin sabit agili rotor kullanildiginda elde edilen protein
miktarma gore 1,23 kat daha fazla oldugunu ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigini gostermistir (p>0,05) (Sekil.4.4C). Sabit acili rotorlarla kiyaslandiginda,
acilan rotorlarin daha uzun bir sedimantasyon yolu uzunlugu (“sedimentation path
length”) bulunmaktadir. Bu durum, agilan rotorlarin kullanimini sedimantasyon kat sayisi
benzer olan partikiillerin ¢oktiiriilmesi isleminde avantajli hale getirmektedir. Diger
yandan sabit a¢il1 rotorlar, sedimantasyon kat sayisi farkli olan partikiillerin ¢oktiiriilmesi
igin Onerilmektedir [182, 183]. Yapilan ¢alismada rotor tipinin ekzozom izolasyonun
kolay ve hizli yapilabilmesinde de etkili oldugu tecriibe edilmistir. 45 Ti rotorun en
onemli avantaji SW32 Ti rotoruna gore tek seferde 2,3 kat daha fazla hasat ortamindan
izolasyon yapmaya imkan vermesidir. Ancak islemin kolay ve hizli yapilabilmesi
bakimindan karsilastirildiginda  SW32 Ti rotorunun O©nemli avantajlari oldugu
gozlemlenmistir. 45 Ti rotorunda kullanilan tiiplerin kapaklarinin tasarimi kullanici
kaynakli hatalara imkan saglarken, SW32 Ti rotorunda kullanic1 kaynakli hatalar, kapak
tasarimi ile minimize edilmistir. Bu durum izolasyon i¢in harcanan zamani azaltarak
izolasyon hizim1 artirmakta ve lotlar arasinda izolasyon verimi bakimindan standart
sapmay1 minimize etmektedir. Bununla birlikte sabit agili rotorda ekzozomlar tiiplerin
yan duvarlarinda yayilarak birikmekte, ancak agilan rotorda tasarim nedeniyle tiipiin
yanal yiizeylerine yayilmadan tiiplerin dibinde birikmektedir [182, 183]. Bu durumun
acilan rotorlarin diger dnemli bir avantaji oldugu gézlemlenmistir. Sabit agili rotorda
kullanilan tiiplerin yanal yiizeylerin genis olmasi, ekzozomlarin ¢okmesi i¢in daha genis
bir alanin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu da ekzozomlarin toplanmasini
zorlagtirarak ekzozom kaybini azaltmaktadir. Ancak acilan rotorda ise ekzozomlar tiipiin

dibine ¢oktiikleri i¢in daha kolay, hizli ve minimum kayipla ekzozomlar toplanmaktadir.
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Tiim bu veriler ekzozom veriminde agilan rotorun (SW32 Ti), sabit agili rotora gore (45
Ti) daha stabil bir rotor oldugu sonucuna varmamizi saglamig ve devam eden

caligmalarda agilan rotorun kullanilmasi planlanmistir.
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Sekil 4.4. Ekzozom izolasyon verimini etkileyen parametreler: A) Farkli hiicre
kaynaklarinin, B) Serum etkisinin ve C) Rotor tipinin etkisi. Ekzozomlarindan
arindirilimig serum Exodep FBS olarak isimlendirilmistir. Gruplar arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 t-test yapilarak tespit edilmistir. * p<0,05, **
p<0,01 ifade etmektedir. ns: anlamli degil.

4.3. Ekzozomlarin Ozellikleri
4.3.1. Partikiil Boyutu ve Sayisi
rt-MKH’lerden ultrasantrifiij yontemi ile izole edilen ekzozomlarin partikiil boyutu ve
sayist JNano® ve NTA analiz yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir. Yapilan
analizler, izole edilen partikiillerin boyut bakimindan ekzozom ozelliklerine sahip

oldugunu gostermistir.
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gNano® ve NTA analizleri 3 farkli lottan elde edilen partikiillerin ortalama boyutunun
sirastyla 159,4 ve 182,8 nm oldugunu gostermistir. Ayni1 sekilde ortalama partikiil
konsantrasyonu sirastyla 2,4x10° ve 1,63 x 10° partikiil/mL olarak tespit edilmistir (Sekil
4.5).

Ekzozom boyutu tayini icin yapilan gNano® ve NTA analiz sonuglari izole edilen
partikiillerin ekzozom boyutlarinda oldugunu gostermektedir [91]. Ancak elde edilen
sonuglar partikiil boyutu ve derisimi a¢isindan kullanilan yonteme bagli olarak farkli
sonuglar elde edildigini gdstermistir. qNano® yéntemi kullanildiginda partikiil boyutu,
NTA analizine gore daha kiiciik elde edilmistir. van der Pol ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
TEM, akis sitometrisi, NTA ve gNano® yontemlerini ekzozomlarin ve mikrovezikiillerin
partikiil boyutu ve konsantrasyonu agisindan karsilagtirmiglardir. Elde edilen veriler her
yontemin farkli sonuglar verdigini gostermistir. Arastirmacilar bunun temel sebebi olarak
olgiilebilen minimum partikiill boyutunun akis sitometrisi, NTA ve gNano®
yontemlerinde farkli olmasi seklinde agiklamislardir [184]. Bu calismada da gNano® ve
NTA analizde farkli ekzozom boyutu elde edilmesinin nedeninin NTA ve gNano® nun

calisma prensiplerinin farkli olmasidir.

Partikiil boyutu: 163+66.3 nm

_ 140807 Partikil derisimi: 4.4x10° part./mL

Partikil boyutu: 185.4+7.9 nm

Concentration (particles / ml)

05 Partikiil derigimi: 2.02x10° + 2.9x10°® part./mL

100 200 30 400 50 600 70 800 900 1000

Size (nm)

Sekil 4.5. A) gNano® B) NTA sonuglarina gore partikiil boyutlarinin dagilimi ve partikiil
derigimi. Sar1 oklar NTA analizi esnasinda mikroskoptan alinan goriintiide gézlemlenen

ekzozomlar gostermektedir.
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Partikiil sayisi kiiltiir sartlarina, izolasyon yontemlerine gore degisiklik gostermektedir.
Standart kosullar altinda partikiil sayis1 yaklasik 108-10° civarinda olmaktadir. Bu
calismada da elde edilen partikiil sayis1 10° seviyesinde bulunmustur. Ancak rejeneratif
tip uygulamalarinda yiiksek sayida ekzozom ihtiyaci oldugu diistiniildiigiinde rt-MKH
kaynakli ekzozomlarin partikiil sayisi bakimindan veriminin arttirilmasi igin kiiltiir
kosullarinin iyilestirilmesi gerektigi vurgulanmalidir. Nitekim, Nizamudeen ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada ekzozom zenginlestirici besi ortami kullanarak kiiltiire ettikleri
MKH’lerden 10 civarinda partikiil elde etmislerdir [185, 186]. Ancak partikiil
sayilarinin karsilagtirilabilmesi igin kiiltiir sartlarinin yaninda izolasyon yapilan hiicre
sayisi, hiicrelerin pasaj sayisi ve izolasyon yapilan besi ortami miktarlarinin biliniyor
olmasi1 gerekmektedir. Partikiil sayis1 acisindan verim analizi ayni1 kosullar altinda farkli

gruplardan elde edilen ekzozomlar arasinda yapilabilir.

4.3.2. Ekzozom Morfolojisi

TEM analizi sonucunda elde edilen mikroskop goriintiileri Sekil 4.6’da sunulmustur.
Ekzozomlarm kiiresel formda ve disk seklinde oldugu goriilmektedir. Dis ¢eperlerindeki
lipit tabakas1 da ayirt edilebilmekte olup bu sonug literatiir ile uyumlu bulunmustur [187,
188]. TEM analizinde elde edilen goriintiilerde yer alan 35 adet partikiiliin Image J
programi kullanilarak boyut analizi yapilmis ve partikiil boyutlarinin ortalama 68+47 nm
oldugu tespit edilmistir. TEM analizinde protokol geregi su kaybi ve biiziilme meydana
gelmesi nedeniyle ekzozom boyutlar kiiciik bulunmustur [48]. Dolayisiyla gNano® ve
NTA sonuglart ile TEM sonuglart arasinda goriilen boyut farki ekzozomlarin TEM
protokoliinde uygulanan kurutma isleminden dolay1 ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir.
Ancak TEM goriintiileri izole edilen partikiillerin ekzozom morfolojisine sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica partikiiller tek tek ayirt edilebilmektedir. Bu da ekzozomlarin zar

yapisinin bozulmadigini ve agregasyon olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin TEM goriintiileri.

4.3.3. Ekzozomlarin Fenotipik Ozellikleri

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin fenotipik karakterizasyonlarinin yapilmasi, izole edilen
partikiillerin ekzozom olduklarinin kanitlanmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Dolay1si
ile bu ¢alismada %10 FBS iceren serum ile pasaj 4 seviyesine getirilip ekzozomlarin elde
edilmesi asamasinda 48 saat boyunca serum agligina maruz birakilan rt-MKH’lerden
izole edilen ekosozomlar akis sitometrisi ile CD81, CD63 ve GM130 belirtegleri ifadesi
bakimindan karakterize edilmistir. Akis sitometri sonuglari izole edilen partikiillerin
CD81 ve CD63 proteinlerini ifade ettigini, GM130 ise diisiik diizeyde pozitif oldugunu
gostermistir (Sekil 4.7). Bu sonuglar izolasyonu yapilan partikiillerin ekzozomlarin
fenotipik karakter gosterdigini kanitlamaktadir. GM2130 golgi belirteci olup,
ekzozomlarda negatif olmasi beklenmektedir [189]. Bununla birlikte yapilan
caligmalarda GM 130 ifadesi daha ¢ok western blot analizi ile tespit edilmistir [190-192].
Dolayisi ile bu ¢alismada izole edilen ekzozomlarda diisiik miktarda da olsa GM130
ifadesinin tespit edilmis olmas1 kullanilan analiz metodu kaynakli olabilecegi seklinde

degerlendirilmektedir.

70



3 . g o s "
/ M Dt
B=3 ={  GM130*Eksozomlari
| AR " L gosteren alan
\‘ kel ED‘GB Ekslozo(rrla'r] :: (Isaretlenmemis
J [ gosteren alan (izotip e | E gruba kiyasia)
| \ / ""'/ grubuna kiyasla) £ | B
| || ) £l
_____ Tl
CD81*Eksozomlann | |/ - e
gosterenalan (izotip | .| Y /| ™
grubunakwyasla) | S =
- Wzt ) - -
A-ll CD63-CD81 CD63-CD81 B-ll coss-coes CD63-CD63 C-1l am130-am130 GM130-GM130
- Normal FBS Normal FBS « __ Normal FBS Normal FBS Normal FBS Normal FBS
P ~ CD81/P1 - C T & CD63/P1 GM130 « GM130/P1
& P = e R ~r ~2 e ~~
° a R . ) R : & -] AR TR g
= o o | # E o o ol =] ¥ SRR o N y
% < LoD ) € SEgED =4 PT§ £ E2
S °] < f\m 39 e < ﬂﬂ 19 T2 71.33% "< < 497-14%
8 ge] * 3 gal * 3 | gl
g : Cef 3 . o 3zl 2 5= L
03 08 1 5955 800 9085 03 08 1 5955 800 9085 03 08 1 595.5 800 906.5
FSC-H (10%) FSC-H (10%) FSC-H (106) FSC-H (10°) FSC-H (10%) FSC-H (10°%)

Sekil 4.7. Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinden izole edilen ekzozomlarin akis
sitometri analizi. A-1) CD81, B-lI) CD63 ve C-I) GM130 belirtegleri ile elde edilen
grafikler. A-11) CD81, B-11) CD63 ve C-11) GM130 belirteglerinin analizi i¢in sinirlar

belirlenip ¢izilen kapilar.

Akis  sitometrisi ile yapilan rt-MKH  kaynakli ekzozomlarin  fenotipik
karakterizasyonlarinin teyit edilmesi amaciyla CD9, CD63, Alix ve GM130 ifadelerine
western blot analizi yapilarak bakilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8’de verilmistir.
Analiz sonuglari ekzozom kaynagi olan rt-MKH’lerde CD9, CD63, Alix ve GM130
proteinlerinin ifade oldugunu, ancak ekzozomlarda ifade edilmedigini gostermistir.
Bunun temel sebebinin ekzozom &rneklerinde membrana yiiklenen protein miktarinin
diisiik olmasidir. Ciinkii Sekil 4.8’de de goriildiigii lizere, rt-MKH i¢in 5 pg protein
ylklemesi yapildiginda belirgin bir sonug¢ alinamazken, protein miktar1 30 pg ¢iktiginda
sonug¢ almmustir. Literatiirde yapilan ¢alismalar ekzozomlarin izole edildigi hiicrelerde
ekzozom belirteglerinin pozitif oldugunu raporlamistir [142, 187]. Yapilan galismalar
Alix ifadesinin rt-MKH’lerde daha belirgin ancak rt-MKH kaynakli ekzozomlarda ise
daha diisik miktarda ifade oldugunu raporlamistir [189]. Dolayisi ile western blot
analizinde basarili sonug alinabilmesi igin protokol optimizasyonuna devam edilmesi ve

ekzozomlar i¢in de yiiksek miktarda (>30 pg) protein kullanilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir. Sonug olarak yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 rt-MKH’lerden izole edilen

partikiillerin ekzozom 6zelliklerini, morfolojisini ve fenotipik O6zeliklerini tasidigini,

dolayisiyla ekzozom olarak nitelendirilebilecegini agik bir bigimde kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.8. rt-MKH ve izole edilen ekzozomlarin CD9, Alix, CD63 ve GM130 ifadesi

4.4.  Ekzozomlarin Biyolojik Etkileri

4.4.1. Ekzozomlarin Insan Fibroblast (hFB) ve Keratinosit (HaCaT) Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

rt-MKH kaynakli ekzozomlarn insan kaynakli deri fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin
canliligina olan etkilerinin aragtirillmasi amaciyla farkli hiicrelere farkli dozlarda ekzozom
uygulanmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.9’da verilmistir. Elde edilen sonugclar, rt-MKH
kaynakli ekzozomlarin hiicre tipine ve kullanilan doza bagli olarak hiicre canliligini
etkiledigini kanitlar niteliktedir. 48 saat boyunca rt-MKH kaynakli ekzozomlara maruz
kalan HaCaT ve hFB hiicrelerinde kontrol grubuna gore konsantrasyon artik¢a hiicre
canliligmin diistigii tespit edilmistir. 0,25 ve 10 pg/mL ekzozom uygulandiginda hiicre
canliligit HaCaT hiicrelerinde sirasiyla %111 (p>0,05) ve %77 (p<0,05) olarak
hesaplanmistir. hFB gruplarinda ise ayn1 ekzozom gruplarinda hiicre canliligir %102
(p>0,05) ve %79 (p<0,05) olarak hesaplanmistir. Jiang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
HaCaT ve insan dermal fibroblast hiicrelerine insan kaynakli kemik iligi MKH’lerden
izole ettikleri ekzozomlari uygulamis (25 pg/mL) ve zamana bagli olarak hiicre
canliigmin arttigin1 gostermislerdir [24, 116]. Yukarida da bahsedildigi iizere bu
calismada HaCaT ve hFB hiicrelerine 10 pg/mL rt-MKH kaynakli ekzozom

uygulandiginda hiicre canliliginin anlamli diizeyde diistiigii tespit edilmistir.
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Bu durumun muhtemel nedeni olarak, kullanilan hiicre kaynagi ve kiiltiir kosullarinin
farkli olmasi olarak diigtiniilmiistir. Bu farkliliklarin ekzozomlarin kargolarina
dolayisiyla biyolojik aktivitelerine yansidigi diisiiniilmektedir. Ancak bu hipotezlerin
daha detayli arastirmalar yaparak ortaya ¢ikarilmasi gerektigi vurgulanmalidir. Bununla
birlikte bu calismada elde edilen sonuglarin literatiir verileri ile uyusmamasinin diger bir
muhtemel nedeni ise literatiirde yapilan ¢alismalarda insan kaynakli kok hiicrelerden
izole edilen ekzozomlarin yine insan kaynakli hiicrelere uygulanmasi olarak
distintilmektedir [24, 116]. Bu durumda sigan kaynakli kok hiicrelerden izole edilen
ekzozomlarda insan fibroblast ve keratinosit hiicrelerinde hiicre proliferasyon
mekanizmalarin1  olumsuz yonde etkileyecek biyolojik molekiillerin olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Buna ek olarak elde edilen veriler farkli kaynaklardan elde edilen
ekzozomlarin tasidiklar1 kargolardaki farkliliklar nedeni ile etkin dozlarmnin
degisebilecegini gostermistir. Tiim bu hipotezlerin desteklenmesi i¢in detayli calismalara

ihtiyag vardir.

HaCaT
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlardaki ekzozomlarm HaCaT ve hFB hiicrelerinin

proliferasyonuna olan etkisi. * p<0,05, ** p<0,01, ve *** p<0,001 temsil etmektedir.
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4.4.2. Ekzozomlarmm Hiicre i¢cine Alimi

Mikroskobik inceleme sonunda uygulanan protokol ile ekzozomlarin basarili bir bigimde
CM-Dil ile isaretlendigi gozlemlenmistir. Ayrica, rt-MKH kaynakli ekzozomlarin epitel
hiicrelerine alimlarmin zamana bagli olarak gergeklestigi anlasilmistir (Sekil 4.10).
Ekzozomlarin epitel hiicrelerine uygulanmasindan 2 saat sonra yapilan mikroskobik
gbzlem ekzozomlarin hiicre i¢ine girmedigini ancak 24 saat sonra basarili bir sekilde
hiicre i¢ine girerek sitoplazmada lokalize olduklarini gostermektedir. Beklenildigi iizere

kontrol grubunda spesifik boyama gézlemlenmemistir.

Kontrol Ekzozom / CM-Dil

2 saat | 24 saat 2 saat | 24 saat

Sekil 4.10. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin zamana bagli hiicre i¢ine alimi. 2 ve 24 saat
sonunda floresan mikroskopta goriintiiler alimmustir. Hiicre ¢ekirdekleri mavi (DAPI),

ekzozomlar ise kirmizi renkli goriinmektedir.

4.4.3. Ekzozomlarin Hiicre Migrasyonuna Etkisi

Hiicre gogii; hiicrelerin bireysel, tabaka halinde veya kiimeler halinde bir lokasyondan
baska bir lokasyona hareket etmesi seklinde tanimlanmaktadir. Hiicre tipine bagli olarak
hiicre gogii bireysel veya toplu halde gerceklesmektedir. Keratinosit hiicreleri ve

fibroblast hiicreleri blok halinde gé¢ etmektedir [193].
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Bu davranis tipi yapilan migrasyon deneyinde de gozlemlenmistir. Keratinosit ve
fibroblast hiicrelerinin iyilesme siirecine dahil olmalar1 bolgeye migrasyonlari ile
baslamaktadir. Ozellikle kiigiik yaralarda keratinosit hiicrelerinin gocii, ¢ogalmalarindan
daha kritik bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler ile beraber endotel hiicreleri, melanositler
ve diger bir¢ok deri hiicresinin migrasyonu yara iyilesmesinde aktif rol almaktadir [193].
in vitro kosullarda hiicrelerin migrasyon davranisi iyi tasarlanmis migrasyon deneyleri ile
tayin edilebilir. Tek hiicre migrasyon analizi ile migrasyon tayininin yapilabilecegi veya
blok halinde migrasyon ile yara kapanmasinin taklit edilebilecegi deney yontemleri
gelistirilmistir. Blok halinde migrasyonun tayin edilebilecegi ¢izik deneyi i¢in keratinosit

ve fibroblast hiicreleri uygun davranisi gostermektedir.

Ekzozomlarmn fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin migrasyon yetenegi iizerine
etkilerinin arastirildig1 ¢izik deneyinde ii¢ farkli konsantrasyon (0,25, 1 ve 10 pg/mL)
kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar hiicre canliligi ¢aligmalarinda elde edilen sonuglar
baz alinarak tespit edilmistir. Farkli zaman dilimlerinde (0., 6., 12. ve 24. saat) goriintiiler
alinarak ¢izik alaninin kapanma siireci 24 saat boyunca takip edilmistir. Yapilan analizler
rt-MKH kaynakli ekzozomlarin artan konsantrasyonda hiicre migrasyonunu uyardigini,
ancak hiicre tipine bagl olarak hiicre go¢ii profilinin degistigini gostermistir. Fibroblast
hiicrelerine ii¢ farkli konsantrasyonda (0,25, 1 ve 10 pg/mL) ekzozom uygulandiginda
yara bolgesinde 24 saat sonunda, baslangi¢ alanina gore en yiiksek kapanma orani; %51
oranindaki azalma ile 10 pg/mL ekzozom uygulanan grupta hesaplanmistir. En diisiik
kapanma ise %33 ile 0,25 ug/mL uygulanan grupta tespit edilmistir. Bu deger 1 pg/mL
ekzozom uygulanan ve kontrol gruplarda ise sirasiyla %44 ve %36 olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.11 ve 4.12). Keratinosit hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda ise 24 saatin sonunda
baslangi¢ alanina gore yara alanindaki en yiiksek azalma %50 oraninda kontrol grubunda,
en diisiik azalig ise 1 pg/mL ekzozom uygulanan grupta (%25) gergeklesmistir. 10 pg/mL
ekzozom uygulanan grupta ise %40 azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13 ve 4.14).
Elde edilen veriler literatiir verileri ile uyusmaktadir. Hu ve ark. yaptiklar1 ¢caligmada
adipoz kaynakli MKH’lerden izole ettikleri ekzozomlarin fibroblast hiicrelerinin
migrasyon yetenegini artan konsantrasyon ile dogru orantili sekilde arttirdigini tespit
etmislerdir [194]. Fibroblast hiicrelerinin migrasyon yetenegindeki artig 1 pg/mL ve tizeri
ekzozom konsantrasyonlarinda izlenmistir. Ancak keratinosit hiicreleri i¢in uygulanan

ekzozom konsantrasyonlarinin hiicre gogiinii tetikleyemedigi goriilmiistiir.
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Artan konsantrasyona bagli farklilik goéz oOniinde bulunduruldugunda daha yiiksek
konsantrasyonlarda ekzozom wuygulamasi ile keratinosit hiicrelerinin migrasyon

yeteneginde artig goriilebilecegi diisiiniilmektedir.

| Kontrol I 0.25 pg/mL I 1ug/mL I 10 pug/mlL |

t=0

6 saat

t=

12 saat

t=

24 saat

t=

Sekil 4.11. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin hFB hiicreleri tizerindeki migrasyon etkisi.
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Sekil 4.12. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin hFB hiicrelerinde yara kapanmasina etkisi.
* p<0,05, **** p<0.0001 temsil etmektedir.
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| Kontrol | 0.25 pg/mlL | 1 pg/mL | 10 pg/mL |
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24 saat
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Sekil 4.13. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin HaCaT hiicreleri iizerindeki migrasyon etkisi.
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Sekil 4.14. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin HaCaT hiicrelerinde yara kapanmasina
etkisi* p<0,05, *** p<0,001, **** p<0.0001 temsil etmektedir.
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Hiicre canlilig1 analizlerinde, hFB ve HaCaT hiicrelerine >1 pug/mL konsantrasyonlarda
ekzozom uygulandiginda 48 saat sonunda kontrol grubuna kiyasla canliligin azaldigi
tespit edilmistir. Ancak, hiicre gogii ¢alismalar1 Ozellikle fibroblastlarin 10 pg/mL
ekzozom uygulanan grupta kontrol grubuna gore daha hizli bir sekilde yara bolgesini
kapattiklar1 tespit edilmistir. Bu durum, rt-MKH kaynakli ekzozomlarin hedeflenen
biyolojik fenomene gore doz bagimli etki gosterdigini diistindiirmiistiir. Ayrica bu
durumun ortaya ¢ikmasinin muhtemel sebebi olarak hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunda farkli biyolojik mekanizmalarin etkili olmasi, fibroblastlara 10 pg/mL
ekzozom uygulandiginda hiicre canliliginda rol alan mekanizmalarin aktivasyonun
azalmasi, hiicre migrasyonunda etkili olan mekanizmalarin ise aktivasyonun artmasi
olarak diisiiniilmiistiir. Bu durumun anlasilmas1 i¢in daha detayli ¢aligmalarin

yiiriitiilmesi planlanmaktadir.

4.4.4. Ekzozomlarin Oksidatif Stres Altinda Hiicre Canlih@ina Etkisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal kosullar altinda dengeli olarak hiicreler tarafindan
tiretilmektedir. Ancak yara olugsmasi gibi patolojik durumlarda “redoks sinyallerinin ve
kontroliiniin” bozulmasi ile birlikte pro-oksidanlar (ROS) ve anti-oksidanlar arasindaki
denge kaybolmaktadir. Bu durumda H202, OH", O gibi ROS birikimi ile oksidatif stres
olugmaktadir. Oksidatif stres ise hiicre dlimiine yol agmaktadir. Ekzozomlarin ise
hiicrelerin oksidatif strese kars1 direncini artirdig: bildirilmistir [146]. Bu ¢alismada da rt-
MKH kaynakli ekzozomlarin oksidatif stres altinda keratinosit hiicrelerinin canliligini
artirdig: tespit edilmistir (Sekil 4.15). Sadece H20. uygulanan grubun hiicre canlilig
%100 olarak kabul edilmistir. Buna gore H202 grubu ile kiyaslandiginda hiicrelere 0,25
nug/mL konsantrasyonunda ekzozom uygulandiginda hiicrelerin oksidatif strese karsi
direngleri %12 oraninda artmaktadir (p<0,05). 1 ug/mL konsantrasyonunda ekzozom
uygulandiginda ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da %7’lik bir artis meydana
gelmistir (p>0,05). H2O2 grubu ile kiyaslandiginda 10 pg/mL ekzozom uygulanan grupta
ise hiicre canliligi anlamli diizeyde diisiik tespit edilmistir (p<0,0001). HaCaT hiicrelerine
10 pg/mL ekzozom uygulandiginda hiicre canliliginin daha ¢ok diistiigii gorilmistiir
(Sekil 4.9). Dolayist ile 10 pg/mL ekzozom, H.O; ile birlikte hiicrelere uygulandiginda
beklendigi tizere hiicre canliligini diislirmiistiir. Yara iyilesmesi siirecinde ekzozomlarin
miR-27b, miR-375, miR-5591-5p gibi miRNA’lar araciligi ile ROS iiretimini inhibe

ederek yara iyilesmesini hizlandirdigin1 gosteren g¢alismalar bulunmaktadir.
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Buna ek olarak ayni grup tarafindan hiicre kaynaginin ve hiicre kiiltiirii kosullarinin
ekzozomlar1 tasidigi RNA’lar ile ilgili yapilan c¢aligmalar hiicre kiltiirii sartlar
degistiginde ekzozom igeriginin ve ekzozom uygulanan hiicrelerin yanitinin degistigini
gostermistir [146]. Wang ve ark. umbilikal kord MKH’lerden izole ettikleri ekzozomlar
ile bes farkli konsantrasyon (2, 5, 10, 20, 50 pg/mL) ile keratinosit hiicreleri lizerinde
oksidatif stres uygulamislar ve DNA hasar1 lizerinden degerlendirmede en etkili
konsantrasyonun 5 pg/mL oldugunu raporlamislardir. Ayni konsantrasyonlari in vivo
modelde test ettiklerinde ise artan doz ile birlikte DNA hasarinin azaldigini
gostermislerdir [195]. Bolim 4.4.1°de bahsedildigi lizere bu ¢alismada da en yiiksek
hiicre canliligi 0,25 pg/mL ekzozom uygulanan grupta tespit edilmistir. Ekzozomlarin

izole edildigi hiicre kaynagi ve hiicre kiiltiir kosullarinin ayn1 olmasi benzer sonuglarin

alinmasini saglamistir.
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Sekil 4.15. rt-MKH kaynakli ekzozomlarin oksidatif strese karsi etkisi. * p<0,05, ****
p<0,0001 temsil etmektedir (Yukar1 yonlii oklar artis1, asag1 yonlii oklar azalmay1 temsil
etmektedir).
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4.4.5. Ekzozomlarmm Anjiyojenik Etkilerinin Aortik Halka ile Degerlendirilmesi

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin aortik halka deneyi ile
degerlendirmesinden o6nce protokoliin optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir.
Mikroskobik gdzlemlerde aortik halkalarin basarili bir bicimde Matrijel®’e gomiilerek,
halkalardan hiicrelerin yiiriidiigi ve filizlenme olusturdugu, endotel hiicre morfolojisi
gosteren bu hiicrelerin tiip olusumlarii gergeklestirdigi gortlmistiir (Sekil 4.16). Tiip
olusturma karakteri endotel hiicrelerine 6zgiidiir. Endotel hiicreleri in vivo'da ince ve
Ozellesmis bazal membran ile siirekli temas halinde olup buradan beslenerek kan damari
tiip formunu korumaktadir. in vitro ‘da endotel hiicrelerin tiip olusumu gostermeleri igin
in vivo’dakine benzer bir bazal membrana ihtiyaglar1 vardir. Elde edilen sonuglar
kullanilan matrijelin endotel hiicrelerin dogal morfolojisini gostermeleri i¢in uygun
kosullart sagladigin1 gostermistir. Endotel hiicrelerinin tiip benzeri yapilar olusturmasi
hiicre hatt1 endotel hiicreleri tarafindan 2-3 saat igerisinde gergeklestirilirken primer
endotel hiicreleri i¢in bu siire 6-20 saat arasinda olmaktadir [196]. Ancak bu sartlar izole
edilen hiicrelerin in vitro kosullarda koloniler halinde kiiltiire edilmesi durumda
gecerlidir. Aortik halka deneyinde damar dokusundan yiirliyen hiicrelerin basal
membranda Once koloniler olusturup daha sonra tiip benzeri yapilar olusturmasi
beklendiginden bu siireler uzamaktadir. Endotel hiicrelerinin in vitro kosullarda
olusturduklart tiip formasyonu angiyogenez icin kullanilan bir deney yOntemidir.
Bununla birlikte bu deney anti-anjiyojenik veya pro-anjiyojenik faktorlerin etkilerini
tayin etmede tek bagina kullanilmamaktadir. Bu deney bagka in vitro veya in vivo
deneyler ile desteklenmelidir. Aortik halka deneyi sadece in vitro kosullarda endotel
hiicrelerinin anjiyojenik etkilerini incelemek yerine anjiyogenezin var olan damardan

yeni damarlar olugsmasi biyolojisinin taklit edilmesini saglamaktadir.

Aortik halka deneyinin optimizasyonu i¢in dncelikle anti-anjiyojenik ve pro-anjiyojenik
etkileri bilinen faktorler kullanilmistir. Kontrol grubu olarak %2,5 FBS iceren besi
ortami, anti-anjiyojenik faktor olarak doza bagli bir etki olup olmadigini1 gérmek iizere
iki farkli konsantrasyonda sunitinib (2 ve 4 ng/mL) ve pro-anjiyojenik olarak ise iki farkl
konsantrasyonda VEGF kullanilmigtir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda iki sunitinib
konsantrasyonunda endotel hiicrelerinin halkalardan yiiriimesinin ve yeni filizlerin
olusumunun inhibe oldugu goriilmiistiir. Yine elde edilen sonuglar 2 pg/mL sunitinib
aortik halka testinde anti-anjiyojenik etkinin goriilmesi i¢in yeterli olmustur. Bu sunitinib

konsantrasyonu devam eden ¢alismalarda kullanilmistir.
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Bununla birlikte yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda uygulanan VEGF (80 ve 160
ng/mL) konsantrasyonlarinin halkalardaki hiicrelerin migrasyon hizini ve tiip olusturma
slireglerini hizlandirdig1 goriilmiistiir. Test edilen VEGF konsantrasyonlar1 arasinda ise
3. ve 5. giinde VEGF uygulanan halkalardaki endotel hiicrelerinin anjiyojenik tepkileri
acisindan belirgin fark goézlenmemistir (Sekil 4.16). Bu bilgiler dogrultusunda ise pro-
anjiyojenik doz olarak kontrol grubuna gore etkinin goriilebildigi 80 ng/mL
konsantrasyonunda VEGF segilmistir. Bu sonuglar matrijel ile kiiltiire edilen aort
damarlarinin anti-anjiyojenik ve pro-anjiyojenik faktorlere beklenen yanitlart verdigini

gostermistir.

Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda sunitinib ve VEGF’in aortik halkalarda etkisinin

test edilmesi (Kirmizi halkalar tiip olusumlarini, siyah oklar halkalardan ¢ikan ince
uzantilar1 ve sar1 oklar halkalardan ylirliyen endotel morfolojisi gosteren hiicreleri

gostermektedir).

Aortik halka deneyinde anti-anjiyojenik ve pro-anjiyojenik kontrol gruplari
belirlendikten sonra ekzozomlarin anjiyojenik etkileri arastirilmistir. Ekzozomlarin
endotel hiicreleri tizerindeki etkileri iki farkli konsantrasyon (5 ve 25 pg/mL) kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu konsantrasyonlar, birgok farkli ¢alismada MKH’lerden izole
edilen ekzozomlarin tiip formasyonu ve endotel hiicreleri ile yapilan migrasyon
deneylerinde kullanilan konsantrasyonlar g6z 6niinde bulundurularak segilmistir. Endotel
hiicreleri ile yapilan tiip formasyonu deneylerinde genel olarak 25 ile 50 pg/mL aralifinda

yiiksek konsantrasyonda ekzozom uygulanmaktadir [197, 198].
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Bu konsantrasyonlar arasindan yiiksek doz olarak 25ug/mL, artan doza bagli etkinin
analiz edilebilmesi agisindan ise diisiik doz olarak 5 pg/mL konsantrasyonu se¢ilmistir.
Ekzozom uygulamasindan sonraki 3. ve 5. giinlerde alinan gorintiiler Sekil 4.17°de
sunulmustur. Mikroskobik gozlemler sonucu aortik halkalarin basarili bir bigimde
matrijele gomiildiigii, endotel hiicrelerin aort damarindan migrasyon ile endotel
filizlenmeleri ve tip formasyonlart olusturdugu izlenmistir (Sekil 4.18). Deney
sonuglarina gore anti-anjiyojenik faktor sunitinib (2 pg/mL) uygulanan halkalarda
Ongoriildigi lizere filizlenme olusmadigi ve endotel morfolojisine sahip hiicrelerin
bulunmadigr gorilmiistiir. Pro-anjiyojenik faktor VEGF (80 ng/mL) ise endotel
hiicrelerinin migrasyon ve filizlenmeler acisindan anjiyojenik etkinligini artirdigi
goriilmiistiir. EKzozom konsantrasyonlari (5 ve 25 pg/mL) ile kontrol ve VEGF gruplari
kiyaslandiginda ise her iki ekzozom konsantrasyonun da endotel hiicrelerinin
migrasyonunu ve filizlenmelerini artirdigi goriilmistiir. Buna ek olarak VEGF ve kontrol
gruplarina gore ekzozom gruplarinda daha homojen bir biiyiime goriilmektedir.
Anjiyojenik etkinin degerlendirilmesi agisindan endotel hiicrelerinin migrasyon ile aort
damarinin en dig katmanindan baslayarak kat ettikleri en uzak mesafe, hiicrelerin
birbirleri ile olusturduklar1 endotel filizlenmeleri ve olusan 3-boyutlu ag yapisini
olusturan  tiip  formasyonlart g6z  Oniinde  bulundurulmustur.  Ekzozom
konsantrasyonlarinm 3. ve 5. glinlerdeki etkileri kiyaslandiginda ise 5. giinde endotel
hiicre ag yapisinin hiicre Oliimilyle bozulmaya basladigi gozlemlenmistir. Bu etki
ekzozomlarin aortik halka tizerindeki etkisinin VEGF’ten daha fazla olmasi, ekzozom
kargolarinda VEGF gibi biiylime faktorlerinin yaninda ¢esitli anjiyojenik miRNA’larin
bulunmast ile agiklanabilir [199, 200]. 5 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonundaki
ekzozomlarin aortik halka endotel hiicre filizlenmesi iizerine etkileri kiyaslandiginda ise
25 ng/mL konsantrasyonundaki ekzozomlarin aortik halka endotel hiicre ag yapisini1 daha
cok artirdigr goriilmektedir. Anjiyojenik etkinin degerlendirilmesi agisindan endotel
hiicrelerinin migrasyon ile aort damarinin en dis katmanindan baglayarak kat ettikleri en
uzak mesafe, hiicrelerin birbirleri ile olusturduklar1 endotel filizlenmeleri ve endotel
hiicrelerinin {i¢ boyutlu ortamda olusturduklar1 tiip formasyonlar1 goéz Oniinde
bulundurulmustur. Sonu¢ olarak artan konsantrasyonda ekzozomlarin endotel
hiicrelerinin migrasyonunu hizlandirdigi ve filizlenmeler ile birlikte tiip formasyonunu

artirdig1 goriilmiistiir.
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Elde edilen veriler civciv aort damarlarinin kullanilmasinin ve herhangi bir modifikasyon
yapilmaksizin rt-MKH’lerden izole edilen ekzozomlarin aortik halka deneyi ile
anjiyojenik etkilerinin arastirilmasi agisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Literatiirdeki
aortik halka deneyinde kaynak olarak fare kullanilmaktadir [201]. Fare aort damar endotel
hiicreleri immiinohistokimyasal analiz ile karakterize edilebilir. Ayrica endotel hiicre
filizlenmeleri ag yap1 olusturmadan daha belirgin sekilde bityiimekte ve daha kolay analiz
edilmektedir. Ancak deneyin basariya ulagsma orani ¢alisilan dokunun biiylimesi ve daha

az hiicre bulundugu i¢in daha diisiik olmaktadir.
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Sekil 4.17.Aortik halkalarda ekzozom, sunitinip ve VEGF’nin anjiyojenik etkisi. A)
Endotel hiicre filizlenmeleri (0k), 6lmiis hiicreler (halka) (10X), B) Aortik halkalarin

etrafindaki filizlenmeler ve hiicre biiyiimesi (4X).
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Sekil 4.18. Endotel hiicre filizlenmelerinin ag yapisi ve filizlenmeleri (20X).

4.4.6. Ekzozomlarin Anjiyojenik Etkilerinin CAM ile Degerlendirilmesi

Ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin arastirllmasi amact ile kullanilan bir diger yontem
ise koryoallantoik membran deneyidir. Aortik halka deneyi endotel hiicreleri ile yapilan
in vitro deneylerin bir adim ileri gotiiriilerek organ kiiltiirii ile yapilmasini saglamstir.
CAM deneyi ise yasayan bir canli iizerinde anjiyogenez calismasi yapilmasini miimkiin
kilmaktadir. CAM deneyi, aortik halka deneyi ile endotel hiicrelerinin davranisi agisindan
farklilik gostermektedir. Aortik halka deneyinde endotel hiicreleri baslangicta olusan
endotel filizlenmelerinin uzatilmast yoniinde bir davranig sergilerler ancak bu
filizlenmelerin hiicre kiiltiirlinde kilcal damar olusturmast miimkiin degildir. CAM
deneyinde ise olusan endotel filizlenmeleri komsu kilcal damarlar arasinda sik ve kisa
kilcal damarlarin olugsmasini saglamaktadir. Olusan kilcal damarlar ile birlikte
anjiyogenez etkisi daha acik bir sekilde tayin edilebilmektedir. CAM’lere uygulanacak
ekzozom konsantrasyonlar1 aortik halkada uygulanan ve in vitro caligmalara goére
belirlenen 25 pg/mL konsantrasyonundan yola c¢ikilarak belirlenmistir. Toksik etki
gosterip gostermeyecegini géormek amaci ile 50 pg/mL ve artan konsantrasyonun
etkisinin  goriilebilmesi amaci ile diisik konsantrasyon olarak 10 pg/mL
konsantrasyonlarinda ekzozom soliisyonlar1 hazirlanarak CAM’lere uygulanmustir.
Embriyonik gelisimin 10. giiniinde fotograflama yapilarak sonuclar degerlendirilmistir.
Damar olusumu, embriyonunun gelisim siirecine bagl olarak degismektedir. Embriyonik
gelisimin 5-7.giinleri arasinda kilcal damar agimin basladigi endotel filizlenmeleri
olusmaktadir. 8-12. giinler arasinda ise endotel filizlenmelerinin yerini kilcal damarlar
almaktadir. 13. ve 14. giinler itibari ile yeni damar olusumu durur ve mevcut kilcal

damarlar genislemeye baslar [202]. CAM deneyi sonuglari Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Anti-anjiyojenik faktor olarak kullanilan ve konsantrasyonlari aortik halka deneyinde
belirlenen sunitinibin (2 pg/mL) CAM’ler iizerinde de yeni kilcal damar olusumunu
durdurarak inhibisyon etkisi gosterdigi goriilmistiir. Pozitif kontrol grubu olarak
kullanilan VEGF’in aym sekilde uygulama bolgesini belirleyen halkanin igerisinde ve
cevresinde kilcal damar olusumunu artirarak pro-anjiyojenik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ekzozom konsantrasyonlarinin (10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL) hicbirinde
toksik etki goriilmemistir. PBS grubu ile karsilagtirildiginda ise ekzozom uygulanan
CAM’lerde kilcal damar olusumunun arttig1 izlenmis ancak ekzozom konsantrasyonlari
arasinda anjiyojenik etki agisindan belirgin bir fark goézlemlenmemistir. Uygulama
alanlart kullanilan halkalar ile belirlenmis ancak yapilan gozlemler ve goriintiilemeler
lokal uygulamanin sistemik bir sonuca da sebep oldugunu gostermistir. Bu durum verilen
biyolojik ajanlarin kan dolagimina dahil oldugunu kanitlar niteliktedir. Bu veriler rt-
MKH’lerden elde edilen ekzozomlarin direkt olarak CAM’lere uygulanarak anjiyojenik
etkilerinin arastirmasi agisindan ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Ayrica deney protokolii
acisindan literatiire gore farkli bir yol izlenmistir. Genel olarak CAM deneyleri yumurta
kabugunda agilan bir delik igerisinden uygulama yapilarak gergeklestirilmektedir [203].
Ancak yumurtanin tamamen kabugundan ¢ikartilarak hiicre kiiltiirii kosullarinda
biiylitiildiigi bu deney protokoliinde biyolojik ajanin etkisi bir biitiin halinde
goriilebilmektedir. Sonug olarak CAM deneyi basar1 ile uygulanmig ve ekzozomlarin

anjiyojenik etkiye sahip olduklar: tespit edilmistir.

| PBS | Sunitinib (0.5 pug/gin) “ VEGF (80ng/gtin) ‘

Sekil 4.19. CAM analizinde ekzozomlarin pro-anjiyojenik aktivitelerinin incelenmesi.
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45. Jelatin Siingerlerin Ozellikleri

Jelatin silingerlerin dogal protein yapilari, biyouyumlu olmalar1 ve gozenekli yapilar
nedeniyle hiicre dis1 matriksi taklit etmektedirler. Bu nedenle hem yapisal olarak hem de
biyolojik olarak yara iyilesmesinin ilk adimi1 olan hemostaz fazindan baglayarak yara
iyilesmesinde rol alirlar. Bu tez kapsaminda jelatin siingerlere ekzozomlarin yiiklenerek
biyoaktif stingerlerin yara iyilesmesinde bir rol tistlenmesi ve hiicresel ve anjiyojenik
etkileri sayesinde yara iyilesmesini hizlandiracagi 6ngoriilmiistiir. Bu amagla hazirlanan
jelatin siingerlerin ekzozomlar i¢in uygun bir tasiyici sistem olduklari asagida sunulan

ozellikleri ile degerlendirilmistir.

4.5.1. Jelatin Siingerlerin Morfolojik Karakterizasyonu

Dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanan jelatin siingerler beyaz renkte, gézenekli,
yumusak ve esnek bir dokuya sahiptir (Sekil 4.20). Bu o6zellikleri nedeniyle yara
bolgesine yapisal olarak kolay uyum saglar. Hazirlanan siingerlerin gozenek caplari
ortalama 200 — 250 um araliginda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21). Jelatin siingerlerin
yiiksek oranda gozenekli yapiya sahip oldugu gozenek yapilarinin birbirleri ile baglantili
ve homojen bir sekilde dagildigi goriilmistir. Bu nedenle hazirlanan siingerlerin
morfolojik 6zellikleri ekzozomlar igin uygun bir tasiyici sistem oldugunu gostermektedir.
Gao ve ark. gbozenek boyutu ortalama 235.7 + 30,5 um olan ekzozom yiiklii PLGA
mikrokiirelerden ekzozomlarin 21 giin boyunca uzatilmis bir salim profili sergilediklerini
gostermiglerdir [204]. Kullanilan glutaraldehit konsantrasyonuna bagli olarak jelatin
stingerlerin gbzenek yapilar1 arasinda goz ile goriilebilir bir fark olusmamigtir. Ancak
degradasyon gibi kimyasal baglarin rol aldig1 analizlerde gruplar arasindaki farklar daha

net olarak ortaya ¢ikmaktadir [205].

Sekil 4.20. Jelatin siingerlerin makroskobik gériiniimii.
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda (%0,5, %1, %2) glutaraldehit kullanilarak
hazirlanmis jelatin stingerlerin kesit alan1 ve yiizeyinden SEM goriintiileri (100X). Glu:
Glutaraldehit

4.5.2. 3B Jelatin Siingerlerin Hidrolitik Bozunma Davramslar

Hidrofilik yapida olan jelatin siingerlerin en biiyiikk dezavantaji sulu ortamda
coziinmeleridir. Bu nedenle siingerlerin yapisal biitlinliiglinii korumak ve kararliliklarini
artirmak icin 1s1, UV veya cesitli kimyasal ¢apraz baglayicilar kullanilmaktadir. Bu
amagla en ¢ok tercih edilenler glutaraldehit, genipin, transglutaminaz, karbodimid ¢apraz
baglayicilardir [206]. Bunlar arasinda glutaraldehit ucuz olmasi ve oda sicakliginda
hizlica reaksiyona girmesi nedeniyle tercih edilmigstir. Glutaraldehit jelatin molekiillerinin
amin gruplar1 arasinda ¢apraz baglar olusturmaktadir [207]. Capraz baglanma ile
hidrolitik ve enzimatik degradasyon kosullarinin bulundugu ortamlarda jelatin
zincirlerinin birbirlerinden ayrilma siiresi uzamaktadir. Bdylece jelatin siingere yiiklenen
biyolojik ajanlarin uygulanan bolgede daha wuzun siire boyunca yapisini

koruyabilmektedir.
Bu tez kapsaminda jelatin siingerler farkli glutaraldehit konsantrasyonlar1 ile ¢apraz

baglanarak zamana bagli bozunmalar1 incelenmis ve ekzozom yiiklemek i¢in en uygun

slinger yapisina karar verilmistir.
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BCA analizi sonuglarina gore 4. giiniin sonunda %2 ve %1 glutaraldehit ile capraz
baglanan jelatin slingerlerin sirasiyla %54 ve %94 oraninda bozundugu izlenmistir. Hig
capraz baglanmayan ve %0,5 glutaraldehit ile ¢apraz baglanan jelatin siingerlerin ise
%100 bozundugu tespit edilmistir. Beklenildigi lizere glutaraldehit konsantrasyonu
arttikca jelatin stingerlerin daha yavas bozundugu goriilmiistiir. Bu veriler 1s1ginda jelatin
stingerlerin yara bolgesinde kararliliklarin1 korumak ve ekzozomlarin yara bolgesinde
uzatilmig bir salim profili sergilemesi i¢in %2 glutaraldehit ile ¢capraz baglanan jelatin
stingerlerin (JS-%2 Glu) bundan sonraki uygulamalar i¢in uygun olduguna karar

verilmigtir.
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlardaki glutaraldehit ile hazirlanan jelatin siingerlerin
zamana bagli olarak olusan hidrolitik bozunma davranislari. JS: Jelatin Siinger, Glu:

Glutaraldehit

4.5.3. Jelatin Siingerlerin Su Tutma Kapasiteleri

Farkli glutaraldehit konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanan 3B jelatin slingerlerin su
tutma kapasiteleri %3380-4504 araliginda bulunmustur (Tablo 4.1). Bu sonuglar jelatin
stingerlerin baslangi¢ agirliklarinin yaklasik 40 kat1 kadar su tutabildigini gostermistir.
Yiiksek gozenekli yapilarina bagl olarak su tutma kapasitelerinin de oldukca yiiksek
oldugu gorilmistiir. Yapilarindaki glutaraldehit konsantrasyonu azaldik¢a jelatin

stingerlerin su tutma kapasiteleri beklendigi lizere artmistir.



Imani ve ark. %0,5, %1 ve %2 konsantrasyonlarinda glutaraldehit kullanarak
hazirladiklari jelatin stingerlerin yaklasik 40 kat1 kadar su tutma kapasitesine sahip iken
glutaraldehit konsantrasyonu %1,5’¢ ¢ikarildiginda bu degerin 35’¢ indigini
bildirmislerdir [208]. Jelatin siingerlerin yiiksek su tutma Kkapasitesinin yara

iyilesmesinde eksiida emilimini artirarak daha etkili olacagi diisiiniilmektedir.

Tablo 4.1. Farkli gluteraldehit konsantrasyonlart kullanilarak hazirlanan jelatin

stingerlerin % su tutma kapasitesi

Ornek Su Tutma Kapasitesi (%)
JS 4504
JS-%0,5 Glu 4446
JS-%1 Glu 4305
JS-%2 Glu 3380

4.5.4. Jelatin Siingerlerin Hiicre Canhhgina Etkisi

Ekzozom tastyict olarak kullanilmasi amaglanan jelatin siingerler ti¢ farkli glutaraldehit
konsantrasyonu (%0,5, %1, %?2) kullanilarak hazirlanmistir. Glutaraldehit toksik bir
kimyasal oldugundan glutaraldehit artiklarinin hiicreler iizerinde toksik bir etki olusturup
olusturmadiginin tespit edilmesi kritik neme sahiptir. Bu amag¢ dogrultusunda hazirlanan
jelatin stingerlerin 1929 fibroblast hiicre canlilig1 lizerine etkileri arastirilmistir. Hiicre
canliliginin %70’in altina diismesi toksik bir maddenin varligimi gostermektedir. Elde
edilen verilere gore kontrol grubundaki hiicre canlilik oram1 %100 kabul edildiginde
jelatin siinger gruplarindan higbiri toksik etki gostermemistir. Negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda %2 Glu grubunda hiicre canlilig1 %100 (p>0,05), %1 Glu grubunda %95
(p<0,001) ve %0,5 Glu grubunda ise %93 (p<0,001) olarak hesaplanmistir (n=20) (Sekil
4.23). Bu sonuglar ve degradasyon verileri géz 6niinde bulundurularak devam eden

deneylerde %2 Glu ile hazirlanan jelatin siingerlerin kullanilmasina karar verilmistir.
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e de dede

Hiicre Canhhgi (%)

Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda glutaraldehit igeren jelatin siingerlerin hiicre
canliligma etkisi. JS: Jelatin Sitinger, Glu: Glutaraldehit. *** p<0,001, **** p<0,0001

temsil etmektedir.

4.6. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerin Biyolojik Etkileri

4.6.1. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin Hiicre Migrasyonuna Etkisi

Onceki béliimlerde ekzozomlarin farkli konsantrasyonlarda hFB ve HaCaT hiicreleri
tizerinde migrasyon etkisi arastirilmistir (Bknz Baslik 4.4.3). Elde edilen bu verilerden
yola ¢ikilarak ayni konsantrasyonda ekzozom jelatin siingerlere yiiklenerek HaCaT
hiicrelerinin migrasyon yetenegi iizerine etkileri arastirilmistir. Ekzozomlar serbest
olarak hiicrelere uygulandiginda hFB hiicrelerinin migrasyon yetenegini arttirdigi
gorilmiistiir. Ancak HaCaT hiicrelerinde ekzozomlarin hiicre migrasyonu iizerine pozitif
bir etki goriilmemistir. Ekzozomlarin jelatin siingerlere yiiklenerek stabilitelerinin
korunabilecegi diisiincesi ile ii¢ farkli konsantrasyonda (0,25, 1 ve 10 pg/mL) ekzozom
jelatin stingerlere entegre edilmis ve HaCaT hiicrelerinin migrasyon yetenegine iizerinde
etkileri arastirilmistir. Bu amacla ekzozom yiikli jelatin siingerler 24 saat boyunca
insert’ler ile HaCaT hiicrelerine uygulanmistir ve uygulamanm 0., 6., 12. ve 24.
saatlerinde goriintiiler alinarak zamana bagli yara kapanma profili ¢ikartilmistir. Elde
edilen sonuglar jelatin siingere entegre edilmis ekzozom konsantrasyonlari arasinda
belirgin bir fark olmadigini gostermistir (Sekil 4.24). Kontrol grubu da dahil biitiin
gruplarda 24 saatin sonunda baslangicta agilan yara alani yaklasik %70 oraninda
kapanmustir (Sekil 4.25).

90



Bu sonuglar serbest ekzozomlarin hiicre migrasyonuna etkisi ile karsilastirildiginda
ekzozomlarin jelatin siingere entegre edilmesi ile birlikte serbest ekzozomlarda goriilen
yavas hiicre migrasyon etkisinin ortadan kaldirilabilecegini gostermistir. Yara iyilesmesi
stirecinde anahtar faktor hiicreler tarafindan algilanan ve hiicrelerin maruz kaldig: sitokin
konsantrasyonudur.  Belirli  sitokinlerin ~ varliginda  hiicrelerin ~ migrasyondan
proliferasyona fenotipik degisimi gerceklesmektedir. Proliferasyon geri ¢evrilemez bir
stirectir ancak migrasyon, proliferasyondan farkli olarak geri ¢evrilebilir. Migrasyon bir
noktada durabilir, yonii veya hiz1 degisebilir [209]. Bu agidan bakildiginda ekzozomlarin
jelatin silingerlere entegre edilmesi ile birlikte ortamdaki sitokin miktart kontrol altinda
tutulmus ve sonug olarak da HaCaT hiicrelerinin migrasyon davraniginda bir farklilik

meydana geldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4. 25. Ekzozom entegre jelatin siingerlerin HaCaT hiicrelerinde yara kapanmasina

etkisi. **** p<0,0001 temsil etmektedir.
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4.6.2. Ekzozom Entegre Jelatin Siingerlerin Anjiyojenik Etkileri

Anjiyogenez yara iyilesmesinde Onemli rol oynayan bir siiregtir. Bu siiregte yara
bolgesindeki hiicrelerin oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanabilmesi ig¢in var olan
damarlardan yeni damarlar olugmalidir. Yeni damar olusumu yani anjiyogenezi uyarmak
yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in siklikla bagvurulan bir tedavi stratejisidir.
Ekzozomlarin tasidiklar1 proteinler, RNA’lar ve dahil olduklari sinyal iletim yollari ile
anjiyogenezi tetikledigi bilinmektedir. Tutuianu ve ark. ekzozomlarin anjiyogenez
uyarict angiopoietin-2 ve endotelin proteinlerini endotel hiicrelerine tasiyarak
anjiyogenezi arttirdigini migrasyon deneyi ile gostermislerdir. Ayni zamanda
ekzozomlarin tasidiklart miR-21, miR125a, miR31 RNA’larinin anjiyogenezde etkili
oldugu bilinmektedir. Ekzozomlarin dahil olduklar1 anjiyogenez sinyal iletim yollar1 ise
PI3/AKT, AKT/eNOS ve Wnt4/B-katenin sinyal yolaklaridir [210].

Tez kapsaminda ekzozomlarin anjiyojenik ozellikleri ilk olarak serbest ekzozomlarin
tavuk aortik halkalarina uygulanmasi ile aragtirilmistir. Sonuglar ekzozom uygulanan
aortik halkarda ekzozom konsantrasyonundaki artisa bagli olarak endotel
filizlenmelerinin ve ag yapisinin dnemli 6l¢iide arttigint gostermistir. Bununla birlikte bu
artigin yogun olmasindan dolayi elde edilen sonuglar sayisal veriye doniistiiriilememistir.
Analiz sartlarin1 kolaylagtirmak amaci ile ekzozom entegre jelatin siingerler fare aortik
halkalarina uygulanmistir [154]. Ancak endotel hiicre yogunlugunun azalmasi deney
basarisinin diismesine sebep olmaktadir. Ekzozom entegre jelatin siingerler aortik
halkalara uygulandiktan sonra 8 giin boyunca aortik halkalarin durumu takip edilmis ve
8. giinde goriintiileme yapilarak deney sonlandirilmistir. Aortik halkalar inkiibasyonun 5-
9. giinleri arasinda etkinlik gostermektedir. Goriintiilemenin yapildigr giin aortik
halkalarin biiytimesinin durmasindan once yapilmistir. Yapilan mikroskobik gozlem en
fazla endotel filizlenmeleri ve hiicre ¢ogalmasinin ekzozom entegre edilmis jelatin siinger
gruplarinda gergeklestigini gostermistir (Sekil 4.26). 5 ve 0,25 pg/mL serbest ekzozom
uygulanan gruplarda ve jelatin siinger (JS-PBS) grubunda belirgin bir endotel filizlenmesi
gerceklesmemekle birlikte hiicrelerin halkadan yiiriimeye basladigi gézlemlenmistir.
Jelatin siingere entegre edilmis ekzozom konsantrasyonlari arasinda ise belirgin bir fark
goriilmemistir. Kontrol olarak kullanilan jelatin grubunda ve serbest ekzozom gruplarinda
filizlenmelerin goriillmemesi aortik halkalar i¢in olusturulan kosullarin yetersiz oldugunu
gostermektedir. Ancak jelatin siingerlerden kiiltiir stiresi boyunca ekzozom saliminin

oldugu durumda filizlenmelerin olgunlagsmasi i¢in uygun kosullarin saglandigi
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diisiiniilmektedir. Bu sonuglar ekzozomlarin jelatin siingerlere entegre edilmesinin
ekzozomlarin biyolojik aktivitelerini olumsuz yonde etkilemedigini, aksine bir tastyici
gorevi gorerek ekzozomlarin uygulama bolgesindeki kalis siirelerini artirarak yara

iyilesmesi gibi zorlu kosullarda daha etkin bir tedavi saglayacag diistiniilmektedir.

| JS + Eksozom I Ekzozom | I JS + PBS |

Sekil 4.26. Ekzozom entegre edilmis jelatin siingerlerin, serbest ekzozomlarin ve jelatin

stinger kontrol grubunun aortik halkalar tizerindeki anjiyojenik etkisi. JS: Jelatin Siinger.

Boliim 4.4.6’da bahsedildigi tizere ekzozomlarin anjiyojenik etkilerinin tayini ilk olarak
ekzozomlarin CAM’lere serbest olarak uygulanmasi ile gergeklestirilmistir. Serbest
olarak uygulanan konsantrasyonlarda (10, pg/mL 25 pg/mL, 50 ug/mL) pro-anjiyojenik

etki tayin edilememistir ancak toksik etki de goriillmemistir.
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Ekzozom yiiklii jelatin siingerlerin anjiyojenik etkileri daha 6nce ayrintilar1 verilen CAM
yontemi ile arastirilmistir. Jelatin siingerlerin CAM iizerinde bir iskele gorevi gorecek
sekilde kullanilmasi 1997 yilinda Ribatti ve ark. tarafindan CAM deneyinin yeni bir
modeli olarak sunulmustur. Boylelikle CAM’lere uygulanan biyolojik faktorlerin
uygulama boélgesinde daha uzun siire kalmasi saglanarak degerlendirmenin de daha
giivenilir olacagi belirtilmistir [211]. Bu bilgiler ve hiicre canlilig1 verileri géz 6niinde
bulundurularak CAM uygulamasinda jelatin siingerlere yiiklenecek ekzozom
konsantrasyonlar1 0,5 ve 5 pug/mL olacak sekilde belirlenmistir. Segilen
konsantrasyonlarda ekzozomlar serbest olarak ve jelatin siingerlere yiiklenerek CAM’lere
uygulanmistir. 9. giin sonunda ekzozom uygulanan embriyolar {izerindeki halkalar
fotograflanmis (Sekil 4.27) ve anjiyojenik etkinin daha gilivenilir bir bigimde
raporlanabilmesi igin Image J ile goriintii isleme yapilmustir. Islenen gériintiiler image J
programinin “damar yogunlugu” 6lgme fonksiyonu ile sayisal veriye doniistiiriilmiistiir
(Sekil 4.28). Elde edilen veriler her iki grup igin de artan konsantrasyona bagli damar
yogunlugunda artis meydana geldigini gostermistir. Ayn1 zamanda jelatin siingerin CAM

tizerinde herhangi bir toksik etki gostermedigi de kanitlanmigtir (Sekil 4.27).

95



Kontrol Ekzozom (0.5 pg/mL) Ekzozom (5 pug/mL)

Jelatin Siinger Jelatin Siinger
Ekzozom (0.5 pg/mL) Ekzozom (5 pug/mL)
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>

Sekil 4.27. Serbest ekzozom ve jelatin siingere entegre edilmis ekzozomlarin CAM

tizerindeki etkisi ve image J ile analiz edilmis fotograflar.

Ekzozomlar jelatin siingerlere entegre edilerek uygulandiginda jelatin siinger (JS)
grubuna gore damar yogunlugunda 0,5 pg/mL konsantrasyonunda %25, 5 pg/mL
konsantrasyonunda ise yaklasik %50 (p<0,01) oraninda artis sagladigi goriilmiistiir.
Serbest ekzozomlarda ise ayni konsantrasyonda sirasiyla %10 ve %30 oraninda artig
goriilmiistiir (Sekil 4.28). Bu sonuclar ekzozomlarin jelatin siingerlere yiiklendiginde

CAM bolgesinde daha uzun siire kalarak anjiyogenezi tetikledigini gostermektedir.
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Merckx ve ark. ekzozomlar: tasiyici olarak plastik disk kullandiklari bir yontem ile
uygulamigladir. Ancak ¢alismanin sonuglart veriler arasinda konsantrasyon bilgisinin
bulunmamasi ve kontrol olarak serbest ekzozom uygulanmamis olmasi sebebi ile
karsilastirilabilir bulunmamustir [212]. Ekzozomlarin anjiyojenik etkileri in vitro
kosullarda migrasyon ve tiip formasyonu deneyleri ile arastirilmaktadir. Geng ve ark.
insan umbilikal ven endotel hiicrelerine (HUVEC) ekzozom uygulayarak migrasyon ve
tiip formasyonu ile anjiyogenez etkisini arastirmislardir. Migrasyon deneyinde 10 pg/mL
ve 50 pug/mL, tiip formasyonu deneyinde ise 50 ug/mL konsantrasyonunda ekzozom
uygulamislardir. Sonuglar yiiksek konsantrasyondaki ekzozomlarin biyolojik olarak daha
etkili oldugunu gostermistir [197]. Bu ¢alismada da test edilen konsantrasyonlar arasinda
yiiksek olan ekzozom konsantrasyonunun anjiyogenezi artirdigi tespit edilmistir. Ancak
literatiir ile kiyaslandiginda anjiyojenik etki daha diisiik konsantrasyonlarda
gozlemlenmistir. Bu durumun muhtemel sebebi kullanilan hiicre kaynagi, kiiltiir kosullar
ve ekzozomlarin jelatin siingerlere entegre edilmesi sonucu biyolojik aktivitelerini
kaybetmeden fizyolojik ortama yavas yavas salinmasi olarak diigiiniilmistiir. Wu ve ark.
yaptiklan tek partikiil takip analizi ile serbest ekzozomlarin daha ¢ok yer degistirme
sebebi ile zar bozulmalarinin ve agregasyonlarin meydana geldigini gostermislerdir.
Ekzozomlart GelMA’ya yiiklediklerinde ise stabilitelerinin arttigi ve biyolojik
aktivitelerini korundugunu gostermislerdir [131]. Li ve ark. ise kok hiicrelerden elde
ettikleri ekzozomlar jelatin siingerlere yiikleyerek yiiklenen ekzozomlarin bir hafta
boyunca jelatin siingerlerden kontrollii bir sekilde saldigin1 gostermislerdir [213]. Bu
caligmalar ekzozomlarin jelatin siingerler araciligi ile biyolojik aktivitelerinin
kaybetmeden tasinabildigini ve fizyolojik kosullar altinda kontrollii salim gergeklestigini
gostermektedir. Ancak g¢alismalarda ekzozom uygulanan hiicre sayist ve ekzozom
konsantrasyonu verilirken uygulanan ekzozom hacmi belirtilmediginden dolay1
uygulanan ekzozom miktar1 tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle elde edilen

sonuglarin literatiir bilgileri ile karsilagtirilmasinin dogru olmayacagi diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.28. A) Serbest ekzozom ve B) Jelatin siingere entegre edilmis ekzozomlarin CAM

sonuglarinin sayisal analizi. ** p<0,005 temsil etmektedir. JS: Jelatin Siinger.

CAM’lere ekzozom wuygulamasi embriyonik gelisimin 7. giiniinde yapilmistir.
Embriyolarin fotograflanmasi ise 9. giinde yapilarak analiz yapilmistir. Deney siiresinin
uzamasi halinde PBS veya jelatin siingere entegre edilmis ekzozom uygulanan
CAM’lerin damar yogunlugunda meydana gelen degisim ylizdeleri Sekil 4.29°te
verilmistir. PBS uygulanan CAM grubunda {i¢ giin igerisinde %10’luk bir artis meydana
gelirken ekzozom entegre edilmis jelatin siinger grubunda %30’luk bir artis meydana
gelmistir. Ex ovo kosullarda embriyolarin canliligi 10. giin itibari ile yaklasik %10 olarak
hesaplanmigtir. Bu sebeple fotograflamalar 9. giinde yapilmistir. Ancak yasayan
embriyolardan elde edilen bu sonuglar embriyonik gelisimin ilerleyen siirecinde

ekzozomlarin anjiyogenez etkisinin ¢ok daha net bir sekilde goriilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.29. PBS ve jelatin siingere entegre edilmis ekzozomlarin 9. ve 12. giinlerde CAM

tizerindeki etkisi. JS: Jelatin Siinger.
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5. YORUM

Bu tez kapsaminda sigan kemik iligi kaynakli MKH’lerden ekzozom izolasyonu yapilarak
jelatin siingerlere yiliklenmis ve gelistirilen ekzozom yiikli jelatin siingerlerin yara

iyilesmesinde kritik dneme sahip olan biyolojik siireclerdeki etkisi arastirilmistir.

rt-MKH kaynakli ekzozom izolasyonuna yonelik uygun protokoliiniin olusturulmasi i¢in
hiicre kaynagi, kiiltiir kosullar1 ve ultrasantrifiij asamasinda kullanilan rotor tipininin
ekzozom izolasyon verimine etkileri aragtirtlmigtir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda
ultrasantriflij yontemi kullanilarak rt-MKH kaynakli ekzozomlarin basarili bir sekilde
izole edildigi gosterilmistir. 8 haftalik siganlardan izole edilen hiicre kaynakli ekzozom
miktarinin 5 ve 3 haftalik siganlardan izole edilen hiicre kaynakli ekzozomlara gore
sirasiyla 4.8 ve 2 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ekzozom izolasyonunda kiiltiir
ortami bileseni olarak %10 Exodep FBS kullanildiginda ise verimin 2 kat arttigi

gozlenmistir.

rt-MKH kaynakli ekzozomlarin boyut analizleri gqNano® ve NTA ile gerceklestirilmis
olup ortalama ekzozom boyutunun sirasiyla 159.4 ve 182.8 nm, ortalama partikiil
konsantrasyonun ise sirasiyla 2.4x10° ve 1.63x10° partikiil/mL oldugu tespit edilmistir.
Izole edilen ekzozomlarin kiiresel formda ve disk seklinde bir morfolojiye sahip olduklart
TEM analizi ile tespit edilmistir. Akis sitometrisi sonuglar1 ise ekzozomlarin, spesifik
belirtegleri olan CD81 ve CD63 ifade ettiklerini gdstermistir. Tiim bu veriler birlikte
degerlendirildiginde, rt-MKH kaynakli ekzozomlarin basarili bir sekilde izole edildigi

sonucuna varilmistir.

Ekzozomlarin hiicre canliligi iizerine etkileri incelendiginde ise bunun doza bagli oldugu
tespit edilmistir. 0,25 pg/mL ekzozom konsantrasyonunun Keratinosit hiicre canliligini
kontrole gore %11 artirdigi, fibroblast hiicrelerinde ise bu artisin %2 oldugu tespit
edilmistir. 1 pg/mL tizerinde uygulanan ekzozom konsantrasyonunun ise insan dermal
fibroblast ve keratinosit hiicre canliligini diisiirdiigli gozlenmistir. Benzer sekilde
ekzozomlar (0.25 pg/mL) oksidatif stres altinda keratinosit hiicrelerine uygulandiginda

hiicre canlilig1 %12 oraninda artmistir.
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Ekzozomlarin hiicre migrasyonu tizerine etkileri incelendiginde; 10 pg/mL
konsantrasyonunda uygulanan ekzozomlarin fibroblast hiicrelerinde kontrol grubuna
gore migrasyon etkisi goriiliirtken bu etki keratinosit hiicrelerinde izlenmemistir.
Ekzozomlarin, 25 pg/mL konsantrasyonda aortik halka endotel hiicre ag yapisin1 daha
cok artirdig izlenmis olup bu sonu¢ CAM analizi ile desteklenmistir. Sonug olarak bu
veriler izole edilen ekzozomlarin yara iyilesmesinde kritik dneme sahip hiicre ¢ogalmasi,
migrasyonu, anti-oksidan etki ve anjiyogenez gibi biyolojik siiregleri etkiledigi ve ayni
zamanda bu etkilerin hiicre tipine ve ekzozom konsantrasyonuna bagli oldugu

degerlendirilmistir.

Ekzozomlarin stabilitesini artirmak ve yara bolgesinde kalis siirelerini artirmak igin
jelatin siinger tastyici olarak kullanigsmistir. Bu amagla ortalama 200 — 250 um gbzenek
capma Ve yiksek su tutma Kkapasitesine sahip biyobozunur jelatin siingerler
gelistirilmistir. Gelistirilen jelatin siingerlere rt-MKH kaynakli ekzozomlar yiiklenerek
biyolojik etkileri incelenmistir. Ekzozom entegre jelatin siingerlerin Keratinosit hiicre
migrasyonu lizerinde konsantrasyona bagli olarak 6nemli bir etkilerinin olmadigi, ancak
serbest uygulanan ekzozomlarla Kkarsilastirildiginda 10 pg/mL  ekzozom serbest
uygulandiginda yara alani1 baslangic zamanina gore %40, jelatin siingerlere entegre
edildiginde ise bu oran %65 olarak hesaplanmistir. CAM analizinde; 5 pg/mL ekzozom
entegre edilen jelatin slingerlerin damar yogunlugunun jelatin stingerlere gore (JS grubu)
yaklasik olarak %350 oraninda arttirdigi izlenmistir. Diger taraftan ekzozom (5 pg/mL)
entegre jelatin siingerler embriyolara uygulandiginda damar yogunlugunu %50 artirirken
serbest ekzozomlar (5 pg/mL) yaklasik %30 oraninda artirmistir. Bu sonuglar aortik halka

yontemi ile teyit edilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen in vitro sonuglar; ekzozomlarin jelatin siingerlere
yiiklendiginde biyolojik aktivitelerini koruduklarini gostermistir. Ayni zamanda ekzozom
uygulamasi i¢in jelatin siingerin bir tastyict sistem olarak yara iyilesmesinde uygulama
kolaylig1 saglayacagi sonucuna varilmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda ekzozom yiikli jelatin
slingerlerin yara iyilesmesindeki etkileri gelecekte yapilmasi planlanan pre-klinik

deneylerle, akut ve/veya kronik yara modellerinde daha detayli olarak arastirilacaktir.

101



6. KAYNAKLAR

[1] S. Mathivanan, C.J. Fahner, G.E. Reid, R.J. Simpson, ExoCarta 2012: database of
exosomal proteins, RNA and lipids, Nucleic Acids Res, 40 (2012) D1241-1244.

[2] C. Harding, P. Stahl, Transferrin recycling in reticulocytes: pH and iron are important
determinants of ligand binding and processing, Biochem Biophys Res Commun, 113
(1983) 650-658.

[3] H. Valadi, K. Ekstrom, A. Bossios, M. Sjostrand, J.J. Lee, J.O. Létvall, Exosome-
mediated transfer of MRNASs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange
between cells, Nat Cell Biol, 9 (2007) 654-659.

[4] Y. Zhang, Y. Xie, Z. Hao, P. Zhou, P. Wang, S. Fang, L. Li, S. Xu, Y. Xia, Umbilical
Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosome-Encapsulated Hydrogels Accelerate Bone
Repair by Enhancing Angiogenesis, ACS Appl Mater Interfaces, 13 (2021) 18472-18487.

[5] H. Xin, Y. Li, Y. Cui, J.J. Yang, Z.G. Zhang, M. Chopp, Systemic administration of
exosomes released from mesenchymal stromal cells promote functional recovery and
neurovascular plasticity after stroke in rats, J Cereb Blood Flow Metab, 33 (2013) 1711-
1715.

[6] M. Li, T. Wang, H. Tian, G. Wei, L. Zhao, Y. Shi, Macrophage-derived exosomes
accelerate wound healing through their anti-inflammation effects in a diabetic rat model,
Anrtif Cells Nanomed Biotechnol, 47 (2019) 3793-3803.

[7] L. Cheng, Y. Wang, L. Huang, Exosomes from M1-Polarized Macrophages Potentiate
the Cancer Vaccine by Creating a Pro-inflammatory Microenvironment in the Lymph
Node, Mol Ther, 25 (2017) 1665-1675.

[8] A. Reza, Y.J. Choi, H. Yasuda, J.H. Kim, Human adipose mesenchymal stem cell-
derived exosomal-miRNAs are critical factors for inducing anti-proliferation signalling
to A2780 and SKOV-3 ovarian cancer cells, Sci Rep, 6 (2016) 38498.

[9] J. Rezaie, M. Feghhi, T. Etemadi, A review on exosomes application in clinical trials:
perspective, questions, and challenges, Cell Commun Signal, 20 (2022) 145.

[10] C.K. Sen, Human Wound and Its Burden: Updated 2020 Compendium of Estimates,
Adv Wound Care (New Rochelle), 10 (2021) 281-292.

[11] D. Chouhan, N. Dey, N. Bhardwaj, B.B. Mandal, Emerging and innovative

approaches for wound healing and skin regeneration: Current status and advances,
Biomaterials, 216 (2019) 119267.

102



[12] B.M. Borena, A. Martens, S.Y. Broeckx, E. Meyer, K. Chiers, L. Duchateau, J.H.
Spaas, Regenerative Skin Wound Healing in Mammals: State-of-the-Art on Growth
Factor and Stem Cell Based Treatments, Cell Physiol Biochem, 36 (2015) 1-23.

[13] M. Isakson, C. de Blacam, D. Whelan, A. McArdle, A.J. Clover, Mesenchymal Stem
Cells and Cutaneous Wound Healing: Current Evidence and Future Potential, Stem Cells
Int, 2015 (2015) 831095.

[14] J. Koehler, F.P. Brandl, A.M. Goepferich, Hydrogel wound dressings for bioactive
treatment of acute and chronic wounds, European Polymer Journal, 100 (2018) 1-11.

[15] K. Ulubayram, A.N. Cakar, P. Korkusuz, C. Ertan, N. Hasirci, EGF containing
gelatin-based wound dressings, Biomaterials, 22 (2001) 1345-1356.

[16] B.K. Sun, Z. Siprashvili, P.A. Khavari, Advances in skin grafting and treatment of
cutaneous wounds, Science, 346 (2014) 941-945.

[17] K. Zhang, K. Cheng, Stem cell-derived exosome versus stem cell therapy, Nature
Reviews Bioengineering, (2023).

[18] P. Hu, Q. Yang, Q. Wang, C. Shi, D. Wang, U. Armato, I.D. Pra, A. Chiarini,
Mesenchymal stromal cells-exosomes: a promising cell-free therapeutic tool for wound
healing and cutaneous regeneration, Burns & Trauma, 7 (2019) s41038-41019-40178-
41038.

[19] B. Zhang, X. Wu, X. Zhang, Y. Sun, Y. Yan, H. Shi, Y. Zhu, L. Wu, Z. Pan, W. Zhu,
H. Qian, W. Xu, Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell Exosomes Enhance
Angiogenesis Through the Wnt4/p-Catenin Pathway, Stem Cells Translational Medicine,
4 (2015) 513-522.

[20] L. Wang, L. Hu, X. Zhou, Z. Xiong, C. Zhang, H.M.A. Shehada, B. Hu, J. Song, L.
Chen, Exosomes secreted by human adipose mesenchymal stem cells promote scarless
cutaneous repair by regulating extracellular matrix remodelling, Sci Rep-Uk, 7 (2017)
13321.

[21] K. Ulubayram, A. Cakar, P. Korkusuz, C. Ertan, N. Hasirci, EGF containing gelatin-
based wound dressing, Biomaterials, 22 (2001) 1345-1356.

[22] A.P. Veith, K. Henderson, A. Spencer, A.D. Sligar, A.B. Baker, Therapeutic
strategies for enhancing angiogenesis in wound healing, Adv Drug Deliv Rev, 146 (2019)

97-125.

[23] J.S. Heo, S. Kim, Human adipose mesenchymal stem cells modulate inflammation
and angiogenesis through exosomes, Sci Rep, 12 (2022) 2776.

103



[24] Y. Han, J. Ren, Y. Bai, X. Pei, Y. Han, Exosomes from hypoxia-treated human
adipose-derived mesenchymal stem cells enhance angiogenesis through VEGF/VEGF-R,
Int J Biochem Cell Biol, 109 (2019) 59-68.

[25] K. Wang, R. Dong, J. Tang, H. Li, J. Dang, Z. Zhang, Z. Yu, B. Guo, C. Yi,
Exosomes laden self-healing injectable hydrogel enhances diabetic wound healing via
regulating macrophage polarization to accelerate angiogenesis, Chemical Engineering
Journal, 430 (2022) 132664.

[26] E. Chargaff, R. West, The biological significance of the thromboplastic protein of
blood, J Biol Chem, 166 (1946) 189-197.

[27] C. de Duve, B.C. Pressman, R. Gianetto, R. Wattiaux, F. Appelmans, Tissue
fractionation studies. 6. Intracellular distribution patterns of enzymes in rat-liver tissue*,
Biochemical Journal, 60 (1955) 604-617.

[28] L.A. Hargett, N.N. Bauer, On the origin of microparticles: From "platelet dust" to
mediators of intercellular communication, Pulm Circ, 3 (2013) 329-340.

[29] B.T. Pan, R.M. Johnstone, Fate of the transferrin receptor during maturation of sheep
reticulocytes in vitro: selective externalization of the receptor, Cell, 33 (1983) 967-978.

[30] G. Raposo, H.W. Nijman, W. Stoorvogel, R. Liejendekker, C.VV. Harding, C.J.
Melief, H.J. Geuze, B lymphocytes secrete antigen-presenting vesicles, J Exp Med, 183
(1996) 1161-1172.

[31] R.M. Hershberg, P.E. Framson, D.H. Cho, L.Y. Lee, S. Kovats, J. Beitz, J.S. Blum,
G.T. Nepom, Intestinal epithelial cells use two distinct pathways for HLA class Il antigen
processing, J Clin Invest, 100 (1997) 204-215.

[32] R.J. Simpson, S.S. Jensen, JW. Lim, Proteomic profiling of exosomes: current
perspectives, Proteomics, 8 (2008) 4083-4099.

[33] C. Bang, T. Thum, Exosomes: new players in cell-cell communication, Int J Biochem
Cell Biol, 44 (2012) 2060-2064.

[34] N. Arraud, R. Linares, S. Tan, C. Gounou, J.M. Pasquet, S. Mornet, A.R. Brisson,
Extracellular vesicles from blood plasma: determination of their morphology, size,
phenotype and concentration, J Thromb Haemost, 12 (2014) 614-627.

[35] Z. Andreu, M. Yafiez-Mo6, Tetraspanins in Extracellular Vesicle Formation and
Function, Frontiers in Immunology, 5 (2014).

104



[36] M.E. Hemler, Tetraspanin proteins mediate cellular penetration, invasion, and fusion
events and define a novel type of membrane microdomain, Annu Rev Cell Dev Biol, 19
(2003) 397-422.

[37] J. JankoviCova, P. Secova, K. Michalkova, J. Antalikova, Tetraspanins, More than
Markers of Extracellular Vesicles in Reproduction, Int J Mol Sci, 21 (2020).

[38] H. Peinado, H. Zhang, I.R. Matei, B. Costa-Silva, A. Hoshino, G. Rodrigues, B.
Psaila, R.N. Kaplan, J.F. Bromberg, Y. Kang, M.J. Bissell, T.R. Cox, A.J. Giaccia, J.T.
Erler, S. Hiratsuka, C.M. Ghajar, D. Lyden, Pre-metastatic niches: organ-specific homes
for metastases, Nat Rev Cancer, 17 (2017) 302-317.

[39] S.N. Hurwitz, D. Nkosi, M.M. Conlon, S.B. York, X. Liu, D.C. Tremblay, D.G.
Meckes, Jr., CD63 Regulates Epstein-Barr Virus LMP1 Exosomal Packaging,
Enhancement of Vesicle Production, and Noncanonical NF-kappaB Signaling, J Virol,
91 (2017).

[40] D.M. Pegtel, S.J. Gould, Exosomes, Annu Rev Biochem, 88 (2019) 487-514.

[41] S. Lopez-Cobo, C. Campos-Silva, M. Valés-Gomez, Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
(GPI)-Anchors and Metalloproteases: Their Roles in the Regulation of Exosome
Composition and NKG2D-Mediated Immune Recognition, Front Cell Dev Biol, 4 (2016)
97.

[42] H.G. Zhang, W.E. Grizzle, Exosomes: a novel pathway of local and distant
intercellular communication that facilitates the growth and metastasis of neoplastic
lesions, Am J Pathol, 184 (2014) 28-41.

[43] J. Ashley, B. Cordy, D. Lucia, L.G. Fradkin, V. Budnik, T. Thomson, Retrovirus-
like Gag Protein Arcl Binds RNA and Traffics across Synaptic Boutons, Cell, 172 (2018)
262-274.e211.

[44] M. Radulovic, H. Stenmark, ESCRTSs in membrane sealing, Biochem Soc Trans, 46
(2018) 773-778.

[45] A. Mathew, A. Bell, R.M. Johnstone, Hsp-70 is closely associated with the
transferrin receptor in exosomes from maturing reticulocytes, Biochem J, 308 ( Pt 3)
(1995) 823-830.

[46] B.S. Batista, W.S. Eng, K.T. Pilobello, K.D. Hendricks-Mufoz, L.K. Mahal,
Identification of a conserved glycan signature for microvesicles, J Proteome Res, 10

(2011) 4624-4633.

[47] B.K. Thakur, H. Zhang, A. Becker, I. Matei, Y. Huang, B. Costa-Silva, Y. Zheng,
A. Hoshino, H. Brazier, J. Xiang, C. Williams, R. Rodriguez-Barrueco, J.M. Silva, W.

105



Zhang, S. Hearn, O. Elemento, N. Paknejad, K. Manova-Todorova, K. Welte, J.
Bromberg, H. Peinado, D. Lyden, Double-stranded DNA in exosomes: a novel biomarker
in cancer detection, Cell Res, 24 (2014) 766-769.

[48] M. Colombo, G. Raposo, C. Thery, Biogenesis, secretion, and intercellular
interactions of exosomes and other extracellular vesicles, Annu Rev Cell Dev Biol, 30
(2014) 255-289.

[49] S. Gurung, D. Perocheau, L. Touramanidou, J. Baruteau, The exosome journey: from
biogenesis to uptake and intracellular signalling, Cell Communication and Signaling, 19
(2021) 47.

[50] S. Casado, M.D.T. Lobo, C.L. Paino, Dynamics of plasma membrane surface related
to the release of extracellular vesicles by mesenchymal stem cells in culture, Sci Rep-UK,
7 (2017).

[51] K.F. Francis, G.D. George, J.G. Stephen, A shared pathway of exosome biogenesis
operates at plasma and endosome membranes, bioRxiv, (2019) 545228.

[52] M. Mathieu, L. Martin-Jaular, G. Lavieu, C. Thery, Specificities of secretion and
uptake of exosomes and other extracellular vesicles for cell-to-cell communication,
Nature Cell Biology, 21 (2019) 9-17.

[53] O. Schmidt, D. Teis, The ESCRT machinery, Curr Biol, 22 (2012) R116-120.

[54] M. Record, S. Silvente-Poirot, M. Poirot, M.J.O. Wakelam, Extracellular vesicles:
lipids as key components of their biogenesis and functions, J Lipid Res, 59 (2018) 1316-
1324,

[55] J. Donoso-Quezada, S. Ayala-Mar, J. Gonzalez-Valdez, The role of lipids in
exosome biology and intercellular communication: Function, analytics and applications,
Traffic, 22 (2021) 204-220.

[56] G. van Niel, S. Charrin, S. Simoes, M. Romao, L. Rochin, P. Saftig, M.S. Marks, E.
Rubinstein, G. Raposo, The tetraspanin CD63 regulates ESCRT-independent and -
dependent endosomal sorting during melanogenesis, Dev Cell, 21 (2011) 708-721.

[57] L. Blanc, M. Vidal, New insights into the function of Rab GTPases in the context of
exosomal secretion, Small GTPases, 9 (2018) 95-106.

[58] H.M. van Dongen, N. Masoumi, K.W. Witwer, D.M. Pegtel, Extracellular Vesicles
Exploit Viral Entry Routes for Cargo Delivery, Microbiol Mol Biol Rev, 80 (2016) 369-
386.

106



[59] L.A. Mulcahy, R.C. Pink, D.R. Carter, Routes and mechanisms of extracellular
vesicle uptake, J Extracell Vesicles, 3 (2014).

[60] S.V. Krylova, D. Feng, The Machinery of Exosomes: Biogenesis, Release, and
Uptake, Int J Mol Sci, 24 (2023).

[61] J. Saint-Pol, F. Gosselet, S. Duban-Deweer, G. Pottiez, Y. Karamanos, Targeting
and Crossing the Blood-Brain Barrier with Extracellular Vesicles, Cells, 9 (2020).

[62] C. Gardiner, D.D. Vizio, S. Sahoo, C. Théry, K.W. Witwer, M. Wauben, A.F. Hill,
Techniques used for the isolation and characterization of extracellular vesicles: results of
a worldwide survey, Journal of Extracellular Vesicles, 5 (2016) 32945.

[63] M.F. Peterson, N. Otoc, J.K. Sethi, A. Gupta, T.J. Antes, Integrated systems for
exosome investigation, Methods, 87 (2015) 31-45.

[64] C. Théry, S. Amigorena, G. Raposo, A. Clayton, Isolation and Characterization of
Exosomes from Cell Culture Supernatants and Biological Fluids, Current Protocols in
Cell Biology, 30 (2006) 3.22.21-23.22.29.

[65] K.W. Witwer, E.I. Buzés, L.T. Bemis, A. Bora, C. Lisser, J. Lotvall, E.N. Nolte-'t
Hoen, M.G. Piper, S. Sivaraman, J. Skog, C. Théry, M.H. Wauben, F. Hochberg,
Standardization of sample collection, isolation and analysis methods in extracellular
vesicle research, J Extracell Vesicles, 2 (2013).

[66] P.H.L. Tran, T. Wang, W. Yin, T.T.D. Tran, H.T. Barua, Y. Zhang, S.B. Midge,
T.N.G. Nguyen, B.J. Lee, W. Duan, Development of a nanoamorphous exosomal delivery
system as an effective biological platform for improved encapsulation of hydrophobic
drugs, Int J Pharm, 566 (2019) 697-707.

[67] L. Paolini, A. Zendrini, G. Di Noto, S. Busatto, E. Lottini, A. Radeghieri, A. Dossi,
A. Caneschi, D. Ricotta, P. Bergese, Residual matrix from different separation techniques
impacts exosome biological activity, Sci Rep, 6 (2016) 23550.

[68] S. Shu, C.L. Allen, S. Benjamin-Davalos, M. Koroleva, D. MacFarland, H.
Minderman, M.S. Ernstoff, A Rapid Exosome Isolation Using Ultrafiltration and Size
Exclusion Chromatography (REIUS) Method for Exosome Isolation from Melanoma Cell
Lines, Methods Mol Biol, 2265 (2021) 289-304.

[69] M. Popovi¢, A. de Marco, Canonical and selective approaches in exosome
purification and their implications for diagnostic accuracy, Translational Cancer
Research, (2017) S209-S225.

107



[70] M.Y. Konoshenko, E.A. Lekchnov, A.V. Vlassov, P.P. Laktionov, Isolation of
Extracellular Vesicles: General Methodologies and Latest Trends, Biomed Res Int, 2018
(2018) 8545347.

[71] K. Kim, J. Park, J.-H. Jung, R. Lee, J.-H. Park, J.M. Yuk, H. Hwang, J.H. Yeon,
Cyclic tangential flow filtration system for isolation of extracellular vesicles, APL
Bioengineering, 5 (2021) 016103.

[72] G.H. Lathe, C.R. Ruthven, The separation of substances on the basis of their
molecular weights, using columns of starch and water, Biochem J, 60 (1955) xxxiv.

[73] A. Gamez-Valero, M. Monguio-Tortajada, L. Carreras-Planella, M. Franquesa, K.
Beyer, F.E. Borras, Size-Exclusion Chromatography-based isolation minimally alters
Extracellular Vesicles' characteristics compared to precipitating agents, Sci Rep, 6 (2016)
33641.

[74] N. Garcia-Romero, R. Madurga, G. Rackov, L. Palacin-Aliana, R. Nufiez-Torres, A.
Asensi-Puig, J. Carrion-Navarro, S. Esteban-Rubio, H. Peinado, A. Gonzalez-Neira, V.
Gonzalez-Rumayor, C. Belda-Iniesta, A. Ayuso-Sacido, Polyethylene glycol improves
current methods for circulating extracellular vesicle-derived DNA isolation, J Transl
Med, 17 (2019) 75.

[75] P.N. Brown, H. Yin, Polymer-Based Purification of Extracellular Vesicles, Methods
Mol Biol, 1660 (2017) 91-103.

[76] N. Kastelowitz, H. Yin, Exosomes and microvesicles: identification and targeting by
particle size and lipid chemical probes, Chembiochem, 15 (2014) 923-928.

[77] A.K. Rupp, C. Rupp, S. Keller, J.C. Brase, R. Ehehalt, M. Fogel, G. Moldenhauer,
F. Marmé, H. Siiltmann, P. Altevogt, Loss of EpCAM expression in breast cancer derived
serum exosomes: role of proteolytic cleavage, Gynecol Oncol, 122 (2011) 437-446.

[78] C. Liu, C. Su, Design strategies and application progress of therapeutic exosomes,
Theranostics, 9 (2019) 1015-1028.

[79] S. Gholizadeh, M. Shehata Draz, M. Zarghooni, A. Sanati-Nezhad, S. Ghavami, H.
Shafiee, M. Akbari, Microfluidic approaches for isolation, detection, and characterization
of extracellular vesicles: Current status and future directions, Biosens Bioelectron, 91
(2017) 588-605.

[80] S.S. Kanwar, C.J. Dunlay, D.M. Simeone, S. Nagrath, Microfluidic device
(ExoChip) for on-chip isolation, quantification and characterization of circulating
exosomes, Lab Chip, 14 (2014) 1891-1900.

108



[81] R.A. Dragovic, C. Gardiner, A.S. Brooks, D.S. Tannetta, D.J. Ferguson, P. Hole, B.
Carr, C.W. Redman, A.L. Harris, P.J. Dobson, P. Harrison, I.L. Sargent, Sizing and
phenotyping of cellular vesicles using Nanoparticle Tracking Analysis, Nanomedicine, 7
(2011) 780-788.

[82] R. Szatanek, M. Baj-Krzyworzeka, J. Zimoch, M. Lekka, M. Siedlar, J. Baran, The
Methods of Choice for Extracellular Vesicles (EVs) Characterization, Int J Mol Sci, 18
(2017).

[83] G. Bryant, C. Abeynayake, J.C. Thomas, Improved Particle Size Distribution
Measurements Using Multiangle Dynamic Light Scattering. 2. Refinements and
Applications, Langmuir, 12 (1996) 6224-6228.

[84] W. Anderson, R. Lane, D. Korbie, M. Trau, Observations of Tunable Resistive Pulse
Sensing for Exosome Analysis: Improving System Sensitivity and Stability, Langmuir,
31 (2015) 6577-6587.

[85] K. Shimbo, S. Miyaki, H. Ishitobi, Y. Kato, T. Kubo, S. Shimose, M. Ochi, Exosome-
formed synthetic microRNA-143 is transferred to osteosarcoma cells and inhibits their
migration, Biochem Biophys Res Commun, 445 (2014) 381-387.

[86] T. Katsuda, N. Kosaka, F. Takeshita, T. Ochiya, The therapeutic potential of
mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles, Proteomics, 13 (2013) 1637-1653.

[87] Y. Yuana, T.H. Oosterkamp, S. Bahatyrova, B. Ashcroft, P. Garcia Rodriguez, R.M.
Bertina, S. Osanto, Atomic force microscopy: a novel approach to the detection of
nanosized blood microparticles, J Thromb Haemost, 8 (2010) 315-323.

[88] S. Sharma, F. Zufiiga, G.E. Rice, L.C. Perrin, J.D. Hooper, C. Salomon, Tumor-
derived exosomes in ovarian cancer - liquid biopsies for early detection and real-time
monitoring of cancer progression, Oncotarget, 8 (2017) 104687-104703.

[89] S. Sharma, M. LeClaire, J.K. Gimzewski, Ascent of atomic force microscopy as a
nanoanalytical tool for exosomes and other extracellular vesicles, Nanotechnology, 29
(2018).

[90] Y. Yuana, R.l. Koning, M.E. Kuil, P.C. Rensen, A.J. Koster, R.M. Bertina, S.
Osanto, Cryo-electron microscopy of extracellular vesicles in fresh plasma, J Extracell
Vesicles, 2 (2013).

[91] M.P. Zaborowski, L. Balaj, X.O. Breakefield, C.P. Lai, Extracellular Vesicles:
Composition, Biological Relevance, and Methods of Study, BioScience, 65 (2015) 783-
797.

109



[92] A.V. Agronskaia, J.A. Valentijn, L.F. van Driel, C.T.W.M. Schneijdenberg, B.M.
Humbel, P.M.P. van Bergen en Henegouwen, A.J. Verkleij, A.J. Koster, H.C. Gerritsen,
Integrated fluorescence and transmission electron microscopy, Journal of Structural
Biology, 164 (2008) 183-189.

[93] E.J. van der Vlist, E.N. Nolte-'t Hoen, W. Stoorvogel, G.J. Arkesteijn, M.H. Wauben,
Fluorescent labeling of nano-sized vesicles released by cells and subsequent quantitative
and qualitative analysis by high-resolution flow cytometry, Nat Protoc, 7 (2012) 1311-
1326.

[94] S. Hirano, Western Blot Analysis, in: J. Reineke (Ed.) Nanotoxicity: Methods and
Protocols, Humana Press, Totowa, NJ, 2012, pp. 87-97.

[95] K. Stefanius, K. Servage, M. de Souza Santos, H.F. Gray, J.E. Toombs, S.
Chimalapati, M.S. Kim, V.S. Malladi, R. Brekken, K. Orth, Human pancreatic cancer cell
exosomes, but not human normal cell exosomes, act as an initiator in cell transformation,
Elife, 8 (2019).

[96] S.A. Melo, H. Sugimoto, J.T. O'Connell, N. Kato, A. Villanueva, A. Vidal, L. Qiu,
E. Vitkin, L.T. Perelman, C.A. Melo, A. Lucci, C. lvan, G.A. Calin, R. Kalluri, Cancer
exosomes perform cell-independent microRNA biogenesis and promote tumorigenesis,
Cancer Cell, 26 (2014) 707-721.

[97]M.T. Le, P. Hamar, C. Guo, E. Basar, R. Perdigao-Henriques, L. Balaj, J. Lieberman,
miR-200-containing extracellular vesicles promote breast cancer cell metastasis, J Clin
Invest, 124 (2014) 5109-5128.

[98] B.Y. Nabet, Y. Qiu, J.E. Shabason, T.J. Wu, T. Yoon, B.C. Kim, J.L. Benci, A.M.
DeMichele, J. Tchou, J. Marcotrigiano, A.J. Minn, Exosome RNA Unshielding Couples
Stromal Activation to Pattern Recognition Receptor Signaling in Cancer, Cell, 170 (2017)
352-366.e313.

[99] R. Kalluri, V.S. LeBleu, The biology, function, and biomedical applications of
exosomes, Science, 367 (2020).

[100] W. Zhou, M.Y. Fong, Y. Min, G. Somlo, L. Liu, M.R. Palomares, Y. Yu, A. Chow,
S.T. O'Connor, A.R. Chin, Y. Yen, Y. Wang, E.G. Marcusson, P. Chu, J. Wu, X. Wu,
A.X. Li, Z. Li, H. Gao, X. Ren, M.P. Boldin, P.C. Lin, S.E. Wang, Cancer-secreted miR-
105 destroys vascular endothelial barriers to promote metastasis, Cancer Cell, 25 (2014)
501-515.

[101] P. Kucharzewska, H.C. Christianson, J.E. Welch, K.J. Svensson, E. Fredlund, M.
Ringnér, M. Moérgelin, E. Bourseau-Guilmain, J. Bengzon, M. Belting, Exosomes reflect
the hypoxic status of glioma cells and mediate hypoxia-dependent activation of vascular
cells during tumor development, Proc Natl Acad Sci U S A, 110 (2013) 7312-7317.

110



[102] T. Aung, B. Chapuy, D. Vogel, D. Wenzel, M. Oppermann, M. Lahmann, T.
Weinhage, K. Menck, T. Hupfeld, R. Koch, L. Triimper, G.G. Wulf, Exosomal evasion
of humoral immunotherapy in aggressive B-cell lymphoma modulated by ATP-binding
cassette transporter A3, Proc Natl Acad Sci U S A, 108 (2011) 15336-15341.

[103] L. Qu, J. Ding, C. Chen, Z.J. Wu, B. Liu, Y. Gao, W. Chen, F. Liu, W. Sun, X.F.
Li, X. Wang, Y. Wang, Z.Y. Xu, L. Gao, Q. Yang, B. Xu, Y.M. Li, Z.Y. Fang, Z.P. Xu,
Y. Bao, D.S. Wu, X. Miao, H.Y. Sun, Y.H. Sun, H.Y. Wang, L.H. Wang, Exosome-
Transmitted INcCARSR Promotes Sunitinib Resistance in Renal Cancer by Acting as a
Competing Endogenous RNA, Cancer Cell, 29 (2016) 653-668.

[104] B.B. Guo, S.A. Bellingham, A.F. Hill, Stimulating the Release of Exosomes
Increases the Intercellular Transfer of Prions, J Biol Chem, 291 (2016) 5128-5137.

[105] S. Baker, J.C. Polanco, J. G6tz, Extracellular Vesicles Containing P301L Mutant
Tau Accelerate Pathological Tau Phosphorylation and Oligomer Formation but Do Not
Seed Mature Neurofibrillary Tangles in ALZ17 Mice, J Alzheimers Dis, 54 (2016) 1207-
1217.

[106] C. Castano, S. Kalko, A. Novials, M. Parrizas, Obesity-associated exosomal
miRNAs modulate glucose and lipid metabolism in mice, Proc Natl Acad Sci U S A, 115
(2018) 12158-12163.

[107] S. Srikanthan, W. Li, R.L. Silverstein, T.M. Mclntyre, Exosome poly-ubiquitin
inhibits platelet activation, downregulates CD36 and inhibits pro-atherothombotic
cellular functions, J Thromb Haemost, 12 (2014) 1906-1917.

[108] A.N. Kapustin, M. Schoppet, L.J. Schurgers, J.L. Reynolds, R. McNair, A. Heiss,
W. Jahnen-Dechent, T.M. Hackeng, G. Schlieper, P. Harrison, C.M. Shanahan,
Prothrombin Loading of Vascular Smooth Muscle Cell-Derived Exosomes Regulates
Coagulation and Calcification, Arterioscler Thromb Vasc Biol, 37 (2017) e22-e32.

[109] H. Chen, L. Wang, X. Zeng, H. Schwarz, H.S. Nanda, X. Peng, Y. Zhou, Exosomes,
a New Star for Targeted Delivery, Front Cell Dev Biol, 9 (2021) 751079.

[110] X. Yang, B. Geng, J. Yan, L. Lin, X. Zhao, H. Xiao, H. Hu, L. Ye, |. Wengi, W.
Zeng, The role of exosomes in regulation and application of vascular homeostasis and
vascular grafts, Smart Materials in Medicine, (2023).

[111] M.S. Kim, M.J. Haney, Y. Zhao, V. Mahajan, I. Deygen, N.L. Klyachko, E. Inskoe,
A. Piroyan, M. Sokolsky, O. Okolie, S.D. Hingtgen, A.V. Kabanov, E.V. Batrakova,
Development of exosome-encapsulated paclitaxel to overcome MDR in cancer cells,
Nanomedicine, 12 (2016) 655-664.

111



[112] S. Kamerkar, V.S. LeBleu, H. Sugimoto, S. Yang, C.F. Ruivo, S.A. Melo, J.J. Lee,
R. Kalluri, Exosomes facilitate therapeutic targeting of oncogenic KRAS in pancreatic
cancer, Nature, 546 (2017) 498-503.

[113] J. Mondal, S. Pillarisetti, V. Junnuthula, M. Saha, S.R. Hwang, I.-k. Park, Y.-k.
Lee, Hybrid exosomes, exosome-like nanovesicles and engineered exosomes for
therapeutic applications, Journal of Controlled Release, 353 (2023) 1127-1149.

[114] M. Salehi, M. Sharifi, Exosomal miRNAs as novel cancer biomarkers: Challenges
and opportunities, J Cell Physiol, 233 (2018) 6370-6380.

[115] X. He, Z. Dong, Y. Cao, H. Wang, S. Liu, L. Liao, Y. Jin, L. Yuan, B. Li, MSC-
Derived Exosome Promotes M2 Polarization and Enhances Cutaneous Wound Healing,
Stem Cells International, 2019 (2019) 7132708.

[116] T. Jiang, Z. Wang, J. Sun, Human bone marrow mesenchymal stem cell-derived
exosomes stimulate cutaneous wound healing mediates through TGF-B/Smad signaling
pathway, Stem Cell Research & Therapy, 11 (2020) 198.

[117] S. Fang, C. Xu, Y. Zhang, C. Xue, C. Yang, H. Bi, X. Qian, M. Wu, K. Ji, Y. Zhao,
Umbilical cord-derived mesenchymal stem cell-derived exosomal microRNAs suppress
myofibroblast differentiation by inhibiting the transforming growth factor-p/SMAD2
pathway during wound healing, Stem cells translational medicine, 5 (2016) 1425-1439.

[118] Q. Li, S. Gong, W. Yao, Z. Yang, R. Wang, Z. Yu, M. Wei, Exosome loaded
genipin crosslinked hydrogel facilitates full thickness cutaneous wound healing in rat
animal model, Drug Delivery, 28 (2021) 884-893.

[119] M. Wang, C. Wang, M. Chen, Y. Xi, W. Cheng, C. Mao, T. Xu, X. Zhang, C. Lin,
W. Gao, Efficient angiogenesis-based diabetic wound healing/skin reconstruction
through bioactive antibacterial adhesive ultraviolet shielding nanodressing with exosome
release, ACS nano, 13 (2019) 10279-10293.

[120] N. Xu, L. Wang, J. Guan, C. Tang, N. He, W. Zhang, S. Fu, Wound healing effects
of a Curcuma zedoaria polysaccharide with platelet-rich plasma exosomes assembled on
chitosan/silk hydrogel sponge in a diabetic rat model, International journal of biological
macromolecules, 117 (2018) 102-107.

[121] S. Zhou, Q. Wang, A. Huang, H. Fan, S. Yan, Q. Zhang, Advances in skin wound
and scar repair by polymer scaffolds, Molecules, 26 (2021) 6110.

[122] P.A. Shiekh, A. Singh, A. Kumar, Exosome laden oxygen releasing antioxidant and

antibacterial cryogel wound dressing OxOBand alleviate diabetic and infectious wound
healing, Biomaterials, 249 (2020) 120020.

112



[123] N. Xu, L. Wang, J. Guan, C. Tang, N. He, W. Zhang, S. Fu, Wound healing effects
of a Curcuma zedoaria polysaccharide with platelet-rich plasma exosomes assembled on
chitosan/silk hydrogel sponge in a diabetic rat model, Int J Biol Macromol, 117 (2018)
102-107.

[124] J. Wang, E.E. Bonacquisti, A.D. Brown, J. Nguyen, Boosting the Biogenesis and
Secretion of Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes, Cells, 9 (2020).

[125] Z. Yang, J. Shi, J. Xie, Y. Wang, J. Sun, T. Liu, Y. Zhao, X. Zhao, X. Wang, Y.
Ma, V. Malkoc, C. Chiang, W. Deng, Y. Chen, Y. Fu, K.J. Kwak, Y. Fan, C. Kang, C.
Yin, J. Rhee, P. Bertani, J. Otero, W. Lu, K. Yun, A.S. Lee, W. Jiang, L. Teng, B.Y.S.
Kim, L.J. Lee, Large-scale generation of functional mMRNA-encapsulating exosomes via
cellular nanoporation, Nat Biomed Eng, 4 (2020) 69-83.

[126] W. Pan, H. Chen, A. Wang, F. Wang, X. Zhang, Challenges and strategies: Scalable
and efficient production of mesenchymal stem cells-derived exosomes for cell-free
therapy, Life Sciences, 319 (2023) 121524.

[127] J. Wang, D. Chen, E.A. Ho, Challenges in the development and establishment of
exosome-based drug delivery systems, J Control Release, 329 (2021) 894-906.

[128] S. Rahmati, M. Khazaei, A. Nadi, M. Alizadeh, L. Rezakhani, Exosome-loaded
scaffolds for regenerative medicine in hard tissues, Tissue and Cell, 82 (2023) 102102.

[129] G.D. Kusuma, M. Barabadi, J.L. Tan, D.A.V. Morton, J.E. Frith, R. Lim, To Protect
and to Preserve: Novel Preservation Strategies for Extracellular Vesicles, Front
Pharmacol, 9 (2018) 1199.

[130] Q. Shi, Z. Qian, D. Liu, J. Sun, X. Wang, H. Liu, J. Xu, X. Guo, GMSC-Derived
Exosomes Combined with a Chitosan/Silk Hydrogel Sponge Accelerates Wound Healing
in a Diabetic Rat Skin Defect Model, Front Physiol, 8 (2017) 904.

[131] K. Wu, C. He, Y. Wu, X. Zhou, P. Liu, W. Tang, M. Yu, W. Tian, Preservation of
Small Extracellular Vesicle in Gelatin Methacryloyl Hydrogel Through Reduced
Particles Aggregation for Therapeutic Applications, Int J Nanomedicine, 16 (2021) 7831-
7846.

[132] S. Oztiirk, R. Shahbazi, N.D. Zeybek, B. Kurum, M. Gultekinoglu, E.A. Aksoy, M.
Demircin, K. Ulubayram, Assessment of electromechanically stimulated bone marrow
stem cells seeded acellular cardiac patch in a rat myocardial infarct model, Biomed Mater,
16 (2021).

[133] M. Dominici, K. Le Blanc, I. Mueller, 1. Slaper-Cortenbach, F. Marini, D. Krause,
R. Deans, A. Keating, D. Prockop, E. Horwitz, Minimal criteria for defining multipotent

113



mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position
statement, Cytotherapy, 8 (2006) 315-317.

[134] D.B. Patel, K.M. Gray, Y. Santharam, T.N. Lamichhane, K.M. Stroka, S.M. Jay,
Impact of cell culture parameters on production and vascularization bioactivity of
mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles, Bioengineering & Translational
Medicine, 2 (2017) 170-179.

[135] C. Gorgun, D. Ceresa, R. Lesage, F. Villa, D. Reverberi, C. Balbi, S. Santamaria,
K. Cortese, P. Malatesta, L. Geris, R. Quarto, R. Tasso, Dissecting the effects of
preconditioning with inflammatory cytokines and hypoxia on the angiogenic potential of
mesenchymal stromal cell (MSC)-derived soluble proteins and extracellular vesicles
(EVs), Biomaterials, 269 (2021) 120633.

[136] J. Chen, R. Liu, T. Huang, H. Sun, H. Jiang, Adipose stem cells-released
extracellular vesicles as a next-generation cargo delivery vehicles: a survey of minimal
information implementation, mass production and functional modification, Stem Cell
Research & Therapy, 13 (2022) 1-16.

[137] C. Han, J. Zhou, C. Liang, B. Liu, X. Pan, Y. Zhang, Y. Wang, B. Yan, W. Xie, F.
Liu, X.Y. Yu, Y. Li, Human umbilical cord mesenchymal stem cell derived exosomes
encapsulated in functional peptide hydrogels promote cardiac repair, Biomater Sci, 7
(2019) 2920-2933.

[138] C. Théry, K.W. Witwer, E. Aikawa, M.J. Alcaraz, J.D. Anderson, R.
Andriantsitohaina, A. Antoniou, T. Arab, F. Archer, G.K. Atkin-Smith, Minimal
information for studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a position statement
of the International Society for Extracellular Vesicles and update of the MISEVV2014
guidelines, Journal of extracellular vesicles, 7 (2018) 1535750.

[139] K.W. Witwer, E.I. Buzas, L.T. Bemis, A. Bora, C. Lésser, J. Lotvall, E.N. Nolte-
‘T Hoen, M.G. Piper, S. Sivaraman, J. Skog, C. Théry, M.H. Wauben, F. Hochberg,
Standardization of sample collection, isolation and analysis methods in extracellular
vesicle research, Journal of Extracellular Vesicles, 2 (2013) 20360.

[140] W. Zhang, L. Jiang, R.J. Diefenbach, D.H. Campbell, B.J. Walsh, N.H. Packer, Y.
Wang, Enabling Sensitive Phenotypic Profiling of Cancer-Derived Small Extracellular
Vesicles Using Surface-Enhanced Raman Spectroscopy Nanotags, ACS Sensors, 5
(2020) 764-771.

[141] B. Vestad, A. Llorente, A. Neurauter, S. Phuyal, B. Kierulf, P. Kierulf, T. Skotland,
K. Sandvig, K.B.F. Haug, R. OQvstebg, Size and concentration analyses of extracellular
vesicles by nanoparticle tracking analysis: a variation study, Journal of Extracellular
Vesicles, 6 (2017) 1344087.

114



[142] C. Gorgun, M.E.F. Palama, D. Reverberi, M.C. Gagliani, K. Cortese, R. Tasso, C.
Gentili, Role of Extracellular Vesicles from Adipose Tissue- and Bone Marrow-
Mesenchymal Stromal Cells in Endothelial Proliferation and Chondrogenesis, Stem Cells
Translational Medicine, 10 (2021) 1680-1695.

[143] T. Kahraman, G. Gucluler, I. Simsek, F.C. Yagci, M. Yildirim, C. Ozen, A. Dinc,
M. Gursel, L. Ikromzoda, T. Sutlu, Circulating LL37 targets plasma extracellular vesicles
to immune cells and intensifies Behget’s disease severity, Journal of Extracellular
Vesicles, 6 (2017) 1284449.

[144] K.J. McKelvey, K.L. Powell, A.W. Ashton, J.M. Morris, S.A. McCracken,
Exosomes: Mechanisms of Uptake, J Circ Biomark, 4 (2015) 7.

[145] C.R. Justus, N. Leffler, M. Ruiz-Echevarria, L.V. Yang, In vitro cell migration and
invasion assays, J Vis Exp, (2014).

[146] M. Eldh, K. Ekstrom, H. Valadi, M. Sjostrand, B. Olsson, M. Jernas, J. Lotvall,
Exosomes communicate protective messages during oxidative stress; possible role of
exosomal shuttle RNA, PLoS One, 5 (2010) e15353.

[147] D.C. Snow-L.isy, E.S. Sabanegh Jr, M.K. Samplaski, V.B. Morris, V. Labhasetwar,
Superoxide dismutase-loaded biodegradable nanoparticles targeted with a follicle-
stimulating hormone peptide protect Sertoli cells from oxidative stress, Fertil Steril, 101
(2014) 560-567. €563.

[148] M.G. Tonnesen, X. Feng, R.A.F. Clark, Angiogenesis in Wound Healing, Journal
of Investigative Dermatology Symposium Proceedings, 5 (2000) 40-46.

[149] S. Sahoo, E. Klychko, T. Thorne, S. Misener, K.M. Schultz, M. Millay, A. Ito, T.
Liu, C. Kamide, H. Agrawal, H. Perlman, G. Qin, R. Kishore, D.W. Losordo, Exosomes
From Human CD34 <sup>+</sup> Stem Cells Mediate Their Proangiogenic Paracrine
Activity, Circulation Research, 109 (2011) 724-728.

[150] G. Eke, N. Mangir, N. Hasirci, S. MacNeil, V. Hasirci, Development of a UV
crosslinked biodegradable hydrogel containing adipose derived stem cells to promote
vascularization for skin wounds and tissue engineering, Biomaterials, 129 (2017) 188-
198.

[151] T. Valdes, D. Kreutzer, F. Moussy, The chick chorioallantoic membrane as a novel
in vivo model for the testing of biomaterials, Journal of Biomedical Materials Research:
An Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for
Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society for
Biomaterials, 62 (2002) 273-282.

115



[152] N. Mangir, C.J. Hillary, C.R. Chapple, S. MacNeil, Oestradiol-releasing
biodegradable mesh stimulates collagen production and angiogenesis: an approach to
improving biomaterial integration in pelvic floor repair, European urology focus, 5 (2019)
280-289.

[153] N. Mangir, Developing biocompatible materials with improved angiogenic
potential for surgical treatment of stress urinary incontinence and pelvic organ prolapse,
University of Sheffield, 20109.

[154] M. Baker, S.D. Robinson, T. Lechertier, P.R. Barber, B. Tavora, G. D'Amico, D.T.
Jones, B. Vojnovic, K. Hodivala-Dilke, Use of the mouse aortic ring assay to study
angiogenesis, Nature Protocols, 7 (2012) 89-104.

[155] M. Baker, S.D. Robinson, T. Lechertier, P.R. Barber, B. Tavora, G. D'Amico, D.T.
Jones, B. Vojnovic, K. Hodivala-Dilke, Use of the mouse aortic ring assay to study
angiogenesis, Nat Protoc, 7 (2011) 89-104.

[156] G. Merckx, B. Hosseinkhani, S. Kuypers, S. Deville, J. Irobi, I. Nelissen, L.
Michiels, I. Lambrichts, A. Bronckaers, Angiogenic effects of human dental pulp and
bone marrow-derived mesenchymal stromal cells and their extracellular vesicles, Cells,
9 (2020) 312.

[157] N.-C. Cheng, W.-J. Lin, T.-Y. Ling, T.-H. Young, Sustained release of adipose-
derived stem cells by thermosensitive chitosan/gelatin hydrogel for therapeutic
angiogenesis, Acta biomaterialia, 51 (2017) 258-267.

[158] F.M. Elahi, D.G. Farwell, J.A. Nolta, J.D. Anderson, Preclinical translation of
exosomes derived from mesenchymal stem/stromal cells, Stem cells, 38 (2020) 15-21.

[159] R.A. Musina, E.S. Bekchanova, G.T. Sukhikh, Comparison of Mesenchymal Stem
Cells Obtained from Different Human Tissues, Bulletin of Experimental Biology and
Medicine, 139 (2005) 504-5009.

[160] M.F. Pittenger, A.M. Mackay, S.C. Beck, R.K. Jaiswal, R. Douglas, J.D. Mosca,
M.A. Moorman, D.W. Simonetti, S. Craig, D.R. Marshak, Multilineage potential of adult
human mesenchymal stem cells, science, 284 (1999) 143-147.

[161] L. Jackson, D. Jones, P. Scotting, V. Sottile, Adult mesenchymal stem cells:
differentiation potential and therapeutic applications, Journal of postgraduate medicine,
53 (2007) 121.

[162] L.D.S. Meirelles, N.B. Nardi, Murine marrow-derived mesenchymal stem cell:

isolation,<i>in vitro</i>expansion, and characterization, British Journal of Haematology,
123 (2003) 702-711.

116



[163] H. Aksel, S. Oztiirk, A. Serper, K. Ulubayram, VEGF/BMP-2 loaded three-
dimensional model for enhanced angiogenic and odontogenic potential of dental pulp
stem cells, International endodontic journal, (2017).

[164] S. Ozturk, R. Shahbazi, N.D. Zeybek, B. Kurum, M. Gultekinoglu, E. Aksoy, M.
Demircin, K. Ulubayram, Assessment of electromechanically stimulated bone marrow
stem cells seeded acellular cardiac patch in a rat myocardial infarct model, Biomedical
Materials, (2021).

[165] G. Siegel, T. Kluba, U. Hermanutz-Klein, K. Bieback, H. Northoff, R. Schifer,
Phenotype, donor age and gender affect function of human bone marrow-derived
mesenchymal stromal cells, BMC Medicine, 11 (2013) 146.

[166] S. Giancaterino, C. Boi, Alternative biological sources for extracellular vesicles
production and purification strategies for process scale-up, Biotechnology Advances, 63
(2023) 108092.

[167] S.K. Sudakov, E.V. Alekseeva, G.A. Nazarova, V.G. Bashkatova, Age-related
individual behavioural characteristics of adult wistar rats, Animals, 11 (2021) 2282.

[168] C. Li, G.J. Weli, Q. Gu, G. Wen, B.C. Qi, L. Xu, S.Q. Tao, Donor Age and Cell
Passage Affect Osteogenic Ability of Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells, Cell
Biochem. Biophys., 72 (2015) 543-549.

[169] H. Alzer, H. Kalbouneh, F. Alsoleihat, N. Abu Shahin, S. Ryalat, M. Alsalem, H.
Alahmad, L. Tahtamouni, Age of the donor affects the nature of in vitro cultured human
dental pulp stem cells, Saudi Dent. J., 33 (2021) 524-532.

[170] S. Huang, C.J. Feng, Y. Wu, S.M. Yang, K. Ma, X. Wu, X.B. Fu, Dissimilar
characteristics of umbilical cord mesenchymal stem cells from donors of different ages,
Cell Tissue Banking, 14 (2013) 707-713.

[171] N. Bryan, K.D. Andrews, M.J. Loughran, N.P. Rhodes, J.A. Hunt, Elucidating the
contribution of the elemental composition of fetal calf serum to antigenic expression of
primary human umbilical-vein endothelial cells in vitro, Bioscience reports, 31 (2011)
199-210.

[172] A. Grigor’Eva, N. Dyrkheeva, O. Bryzgunova, S. Tamkovich, B. Chelobanov, E.
Ryabchikova, Contamination of exosome preparations, isolated from biological fluids,
Biochemistry (Moscow), Supplement Series B: Biomedical Chemistry, 11 (2017) 265-
271.

[173] J. Kowal, G. Arras, M. Colombo, M. Jouve, J.P. Morath, B. Primdal-Bengtson, F.
Dingli, D. Loew, M. Tkach, C. Théry, Proteomic comparison defines novel markers to

117



characterize heterogeneous populations of extracellular vesicle subtypes, Proceedings of
the National Academy of Sciences, 113 (2016) E968-E977.

[174] Q. Wu, X. Fu, X. Li, J. Li, W. Han, Y. Wang, Modification of adipose mesenchymal
stem cells-derived small extracellular vesicles with fibrin-targeting peptide CREKA for
enhanced bone repair, Bioactive Materials, 20 (2023) 208-220.

[175] B.M. Lehrich, Y. Liang, M.S. Fiandaca, Foetal bovine serum influence on in vitro
extracellular vesicle analyses, J Extracell Vesicles, 10 (2021) e12061.

[176] J.Y. Kim, W.-K. Rhim, H.J. Seo, J.Y. Lee, C.G. Park, D.K. Han, Comparative
Analysis of MSC-Derived Exosomes Depending on Cell Culture Media for Regenerative
Bioactivity, Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 18 (2021) 355-367.

[177] J.M. Gudbergsson, K.B. Johnsen, M.N. Skov, M. Duroux, Systematic review of
factors influencing extracellular vesicle yield from cell cultures, Cytotechnology, 68
(2016) 579-592.

[178] W.K. Wan Safwani, C.W. Wong, K.W. Yong, J.R. Choi, N.A. Mat Adenan, S.Z.
Omar, W.A. Wan Abas, B. Pingguan-Murphy, The effects of hypoxia and serum-free
conditions on the stemness properties of human adipose-derived stem cells,
Cytotechnology, 68 (2016) 1859-1872.

[179] R.A. Haraszti, R. Miller, M.L. Dubuke, H.E. Rockwell, A.H. Coles, E. Sapp, M.-
C. Didiot, D. Echeverria, M. Stoppato, Y.Y. Sere, Serum deprivation of mesenchymal
stem cells improves exosome activity and alters lipid and protein composition, Iscience,
16 (2019) 230-241.

[180] M.A. Livshits, E. Khomyakova, E.G. Evtushenko, V.N. Lazarev, N.A. Kulemin,
S.E. Semina, E.V. Generozov, V.M. Govorun, Isolation of exosomes by differential
centrifugation: Theoretical analysis of a commonly used protocol, Sci Rep-Uk, 5 (2015)
17319.

[181] E.I. Yakubovich, A.G. Polischouk, V.I. Evtushenko, Principles and Problems of
Exosome Isolation from Biological Fluids, Biochemistry (Moscow), Supplement Series
A: Membrane and Cell Biology, 16 (2022) 115-126.

[182] A. Cvjetkovic, J. Lotvall, C. Lasser, The influence of rotor type and centrifugation
time on the yield and purity of extracellular vesicles, Journal of extracellular vesicles, 3
(2014) 23111.

[183] F. Momen-Heravi, L. Balaj, S. Alian, P.-Y. Mantel, A.E. Halleck, A.J.

Trachtenberg, C.E. Soria, S. Oquin, C.M. Bonebreak, E. Saracoglu, Current methods for
the isolation of extracellular vesicles, Biological chemistry, 394 (2013) 1253-1262.

118



[184] E. Van Der Pol, F.A.W. Coumans, A.E. Grootemaat, C. Gardiner, I.L. Sargent, P.
Harrison, A. Sturk, T.G. Van Leeuwen, R. Nieuwland, Particle size distribution of
exosomes and microvesicles determined by transmission electron microscopy, flow
cytometry, nanoparticle tracking analysis, and resistive pulse sensing, J Thromb Haemost,
12 (2014) 1182-1192.

[185] E. Ciftci, N. Bozbeyoglu, I. Gursel, F. Korkusuz, F. Bakan Misirlioglu, P.
Korkusuz, Comparative analysis of magnetically activated cell sorting and
ultracentrifugation methods for exosome isolation, PLoS One, 18 (2023) €0282238.

[186] Z. Nizamudeen, R. Markus, R. Lodge, C. Parmenter, M. Platt, L. Chakrabarti, V.
Sottile, Rapid and accurate analysis of stem cell-derived extracellular vesicles with super
resolution microscopy and live imaging, Biochim Biophys Acta Mol Cell Res, 1865
(2018) 1891-1900.

[187] K. Zhang, X. Zhao, X. Chen, Y. Wei, W. Du, Y. Wang, L. Liu, W. Zhao, Z. Han,
D. Kong, Q. Zhao, Z. Guo, Z. Han, N. Liu, F. Ma, Z. Li, Enhanced Therapeutic Effects
of Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes with an Injectable Hydrogel for Hindlimb
Ischemia Treatment, ACS Applied Materials & Interfaces, 10 (2018) 30081-30091.

[188] S. Abolgheit, S. Abdelkader, M. Aboushelib, E. Omar, R. Mehanna, Bone marrow-
derived mesenchymal stem cells and extracellular vesicles enriched collagen chitosan
scaffold in skin wound healing (a rat model), Journal of Biomaterials Applications, 36
(2021) 128-139.

[189] S. Kalimuthu, P. Gangadaran, R.L. Rajendran, L. Zhu, J.M. Oh, HW. Lee, A.
Gopal, S.H. Baek, S.Y. Jeong, S.-W. Lee, A new approach for loading anticancer drugs
into mesenchymal stem cell-derived exosome mimetics for cancer therapy, Frontiers in
pharmacology, 9 (2018) 1116.

[190] J. Yang, X. Zhang, X. Chen, L. Wang, G. Yang, Exosome Mediated Delivery of
miR-124 Promotes Neurogenesis after Ischemia, Molecular Therapy - Nucleic Acids, 7
(2017) 278-287.

[191] Q. Wei, L. Wei, J. Zhang, Z. Li, H. Feng, L. Ren, EphA2-enriched exosomes
promote cell migration and are a potential diagnostic serum marker in pancreatic cancer,
Molecular Medicine Reports, (2020).

[192] S.L. Li, N. An, B. Liu, S.Y. Wang, J.J. Wang, Y. Ye, Exosomes from LNCaP cells
promote osteoblast activity through miR-375 transfer, Oncology Letters, (2019).

[193] A. Grada, M. Otero-Vinas, F. Prieto-Castrillo, Z. Obagi, V. Falanga, Research

Techniques Made Simple: Analysis of Collective Cell Migration Using the Wound
Healing Assay, Journal of Investigative Dermatology, 137 (2017) e11-el6.

119



[194] L. Hu, J. Wang, X. Zhou, Z. Xiong, J. Zhao, R. Yu, F. Huang, H. Zhang, L. Chen,
Exosomes derived from human adipose mensenchymal stem cells accelerates cutaneous
wound healing via optimizing the characteristics of fibroblasts, Sci Rep-Uk, 6 (2016)
32993.

[195] T. Wang, Z. Jian, A. Baskys, J. Yang, J. Li, H. Guo, Y. Hei, P. Xian, Z. He, Z. Li,
N. Li, Q. Long, MSC-derived exosomes protect against oxidative stress-induced skin
injury via adaptive regulation of the NRF2 defense system, Biomaterials, 257 (2020)
120264.

[196] I. Arnaoutova, J. George, H.K. Kleinman, G. Benton, The endothelial cell tube
formation assay on basement membrane turns 20: state of the science and the art,
Angiogenesis, 12 (2009) 267-274.

[197] X. Geng, Y. Qi, X. Liu, Y. Shi, H. Li, L. Zhao, A multifunctional antibacterial and
self-healing hydrogel laden with bone marrow mesenchymal stem cell-derived exosomes
for accelerating diabetic wound healing, Biomaterials Advances, 133 (2022) 112613.

[198] J. Liu, Z. Yan, F. Yang, Y. Huang, Y. Yu, L. Zhou, Z. Sun, D. Cui, Y. Yan,
Exosomes Derived from Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells Accelerate
Cutaneous Wound Healing by Enhancing Angiogenesis through Delivering
Angiopoietin-2, Stem Cell Reviews and Reports, 17 (2021) 305-317.

[199] Y. Han, J. Ren, Y. Bai, X. Pei, Y. Han, Exosomes from hypoxia-treated human
adipose-derived mesenchymal stem cells enhance angiogenesis through VEGF/VEGF-R,
The international journal of biochemistry & cell biology, 109 (2019) 59-68.

[200] P. Gondaliya, A.A. Sayyed, P. Bhat, M. Mali, N. Arya, A. Khairnar, K. Kalia,
Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes Loaded with miR-155 Inhibitor Ameliorate
Diabetic Wound Healing, Molecular Pharmaceutics, 19 (2022) 1294-1308.

[201] K.Y. Han, J.A. Tran, J.H. Chang, D.T. Azar, J.D. Zieske, Potential role of corneal
epithelial cell-derived exosomes in corneal wound healing and neovascularization, Sci
Rep, 7 (2017) 40548.

[202] J. Hasan, S.D. Shnyder, M. Bibby, J.A. Double, R. Bicknel, G.C. Jayson,
Quantitative angiogenesis assays in vivo--a review, Angiogenesis, 7 (2004) 1-16.

[203] F.Z. Kocak, A.C. Talari, M. Yar, LLU. Rehman, In-situ forming ph and
thermosensitive injectable hydrogels to stimulate angiogenesis: Potential candidates for
fast bone regeneration applications, International Journal of Molecular Sciences, 21
(2020) 1633.

120



[204] Y. Gao, Z. Yuan, X. Yuan, Z. Wan, Y. Yu, Q. Zhan, Y. Zhao, J. Han, J. Huang, C.
Xiong, Q. Cai, Bioinspired porous microspheres for sustained hypoxic exosomes release
and vascularized bone regeneration, Bioactive Materials, 14 (2022) 377-388.

[205] B. Safari, M. Aghazadeh, S. Davaran, L. Roshangar, Exosome-loaded hydrogels:
A new cell-free therapeutic approach for skin regeneration, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 171 (2022) 50-59.

[206] K. Ulubayram, E. Aksu, S.1.D. Gurhan, K. Serbetci, N. Hasirci, Cytotoxicity
evaluation of gelatin sponges prepared with different cross-linking agents, Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition, 13 (2002) 1203-12109.

[207] S. Young, M. Wong, Y. Tabata, A.G. Mikos, Gelatin as a delivery vehicle for the
controlled release of bioactive molecules, J Control Release, 109 (2005) 256-274.

[208] R. Imani, M. Rafienia, S.H. Emami, Synthesis and characterization of
glutaraldehyde-based crosslinked gelatin as a local hemostat sponge in surgery: an in vitro
study, Biomed Mater Eng, 23 (2013) 211-224.

[209] A. De Donatis, F. Ranaldi, P. Cirri, Reciprocal control of cell proliferation and
migration, Cell Communication and Signaling, 8 (2010) 20.

[210] H. Lv, H. Liu, T. Sun, H. Wang, X. Zhang, W. Xu, Exosome derived from stem
cell: A promising therapeutics for wound healing, Front Pharmacol, 13 (2022) 957771.

[211] D. Ribatti, A. Gualandris, M. Bastaki, A. Vacca, M. lurlaro, L. Roncali, M. Presta,
New model for the study of angiogenesis and antiangiogenesis in the chick embryo
chorioallantoic membrane: the gelatin sponge/chorioallantoic membrane assay, J Vasc
Res, 34 (1997) 455-463.

[212] G. Merckx, B. Hosseinkhani, S. Kuypers, S. Deville, J. Irobi, I. Nelissen, L.
Michiels, 1. Lambrichts, A. Bronckaers, Angiogenic Effects of Human Dental Pulp and
Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stromal Cells and their Extracellular Vesicles,
Cells, 2020.

[213] G. Li, Y. Zhang, J. Wu, R. Yang, Q. Sun, Y. Xu, B. Wang, M. Cai, Y. Xu, C.
Zhuang, L. Wang, Adipose stem cells-derived exosomes modified gelatin sponge
promotes bone regeneration, Front Bioeng Biotechnol, 11 (2023) 1096390.

121



