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OZET

Norodejeneratif Hastaliklarda Eksozom Temelli Tedavi

Yaklagimlarinin Gelistirilmesi

Burcak YAVUZ
Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Doc¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Norodejeneratif hastaliklar; merkezi sinir sisteminde yer alan noéronlarin yapisal
veya fonksiyonel olarak islev kayiplar1 ve kalici hasarlar1 sonucunda ortaya
c¢ikmaktadir. Gilintimiizde Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen
norodejeneratif hastalik Parkinson hastaligidir. 200 yi1l 6nce tanist koyulan bu
hastaligin halen daha tedavisi bulunmamaktadir. Klinikte uygulanan tedaviler ise;
destekleyici tedavinin Otesine gecememis olup, sadece hastanin giinliik yasam
kalitesini arttirma amaci tasimaktadir. Tedavisinin 6niindeki en biiyiik etmenler
ise, gelistirilen formiilasyonlarin kan beyin bariyerini gecemesi (KBB) ve
rejenerasyonun sinirli olmasi yatmaktadir. Bu yilizden Parkinson hastaliginin
tedavisinde kullanilmak Ozellikle KBBni gecebilen yeni nesil tedavi

yaklasimlarinin gelistirilmesine biiyiik bir ihtiya¢ duyulmaktadar.

Bu tez calismasinda; biyoaktif molekiil olan eksozomlara dopamine yiiklemesi
yapilarak elde edilen formiilasyonun Parkinson hastaliginin tedavisinde

kullanilmak alternatij tedavi yonteminin gelistirilmesi amaclanmaistir.

Buna gore; Wharton jelly kok hiicrelerinden(WJ-MKH'ler) eksozomlar izole
edilenmis ve daha sonra inkiibasyon yontemi ile dopamin yiiklemesi yapilmaistir.

Elde edilen formiilasyonda dopamin varligi HPLC ile arastirilirken, yiikleme
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kapasitesi ve in vitro salim calismasi da yapilmistir. Dopamin yiikli eksozomlar
farkli konsantrasyonlarinda sitotoksisite arastirilmistir. Calismanin tamamlanan
bu kisminin ardindan, dopaminerjik néroblastoma hiicre hatt1 (SH-SY5Y) ile 2
Boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) kiiltiir ortami olusturulmus ve bu kiiltiir ortamlari
6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ile Parkinson modeline indiiklenmistir. Parkinson
modelinin in vitro kosullarda olusturulduktan sonra, dopamin yiikli eksozomlar
uygulanarak terapétik etkinlik Canh& Olii (Live&Dead) analizi belirlenmistir.
Canli&Olii test analiz goriintiileri egitilebilir Weka Programu ile islenerek goriintii
analizleri tamamlanmistir. Bu analizlere ek terapoétik etkinlik immniin boyama
yontemi ile de arastirilmistir. Bu arada noron belirteci olarak bilinen Beta Tubulin-

III (B-Tubuluin) ekspresyon seviyesi incelenmistir.

Sonuglara gore; ilk defa, WJ-MKH’lerinden izole edilen eksozomlara dopamin
yiiklemesi basariyla yapilmis olup formiilasyon iceriginde dopamin varligi tespit
edilmistir. Ayrica Parkinson hastalilk modeline indiiklenen 2B ve 3B kiiltiir
ortamlaridaki noroprotektif etkisi kanitlanmistir. Buna gore eksozom temelli
tedavi yaklasimi Parkinson tedavisinde umut verici bir yaklasim olarak

degerlendirilecegini 6ngérmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: eksozom, ilag¢ tasiyici sistem, Parkinson hastaligi, 3B kiiltiir

ortami, dopamin
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FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development of Exosome-Based Therapy Approaches for

Neurodegenerative Diseases

Burcak YAVUZ

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Neurodegenerative diseases; It occurs as a result of structural or functional loss of
function and permanent damage of neurons in the central nervous system. Today,
Parkinson's disease is the most common neurodegenerative disease after
Alzheimer's disease. Although the mortality rate is low in Parkinson's disease (PD),
which is known to be important factors, especially age and genetic predisposition,
it is possible to come across patients who have this disease and struggle to survive
for 20 years in the clinic. Diagnosed 200 years ago, this disease still has no cure.
The treatments applied in the clinic are; It has not gone beyond supportive
treatment, and it only aims to increase the patient's quality of daily life. The most
important factors in front of its treatment are that the developed formulations
cannot pass the blood-brain barrier (BBB) and neuronal regeneration is limited.
Therefore, there is a great need for the development of new generation treatment
approaches that can be used in the treatment of Parkinson's disease, especially

those that can surpass BBB.

In this thesis study; It is aimed to develop an alternative treatment method for the

use of the formulation obtained by loading dopamine into exosomes, which is a
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bioactive molecule, in the treatment of Parkinson's disease. According to this;
Exosomes from Wharton jelly stem cells (WJ-MSCs) were loaded with dopamine
by the incubation method. With this method, dopamine loading into exosomes has
been successfully completed. Then 2-Dimensional (2D) and 3-dimensional (3D)
culture medium were created with the dopaminergic neuroblastoma cell line (SH-
SY5Y), and these culture medium were induced to Parkinson's model. The
therapeutic efficacy was investigated by Live&Dead analysis, processing these
analysis images in the trainable Weka Program program and finally by
immunostaining method. According to the results; The neuroprotective effect of
dopamine-loaded exosomes has been proven in 2D and 3D culture medium
induced in the PD model. Accordingly, we predict that exosome-based treatment
methods will be considered as a promising approach in the treatment of

Parkinson's.

Keywords: exosome, drug delivery system, Parkinson's disease, 3D culture

medium, dopamine

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING

XVIII



1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Merkezi sinir sisteminin bozulmasiyla ortaya cikan norolojik hastaliklar, diinya
capinda engelliligin ve 6liimiin baslica nedenlerinden biridir. 2016 yili verilerine
gore 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Engellik durumu ise en

cok yine sinir sistemindeki bozukluk yada hasardan dolay1 ortaya ¢cikmaktadir [1].

Norodejeneratif hastaliklar her gecen giin artan prevelansi nedeniyle dikkat
cekmeye baslanmistir. Giiniimiizde en sik goriilen norodejeneratif hastalik
arasinda ikinci sirada Parkinson Hastaligi (PH) oldugu goriilmdistir [2]. 1817
yilindan James Parkinson tarafindan tanilanan bu hastalik karmasik, ilerleyici,
norodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanmistir [3,4]. Hastaligin patolojisi;
mezensefalonda bulunan substantia nigra pars compacta’daki (SN) dopaminerjik
noronlarin farkli sebeplerden dolay1 dejenere olmasi ve buna baghh olarak
dopamin eksikligiyle gelisen ve motor noronlarin fonksiyon kaybiyla karakterize
olmasiyla bilinmektedir [5]. PHnin halen daha tedavisi bulunmamaktadir. Hatta
patolojisi altinda yatan pek cok mekanizma aydinlatilmamistir. Bu yiizden gerek
tedavisel yaklasimlar1 gerekse patolojisinin aydinlatilmasina yonelik 6zellikler

eksozom temelli calismalar ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyoteknolojik calismalarin hiz kazanmasiyla birlikte, nano boyutta bir cok
bilesenin de kesfinin oniinii acilmistir. Hiicre membranindan salgilanan koken
aldig1 hiicrenin “parmak izi” olarak adlandirilan, hiicreler arasi iletisimin de ¢ok
onemli rol oynadigi bilinen eksozomlar da bu kesiflerin arasinda yer almaktadir
[6]. Nano boyuttaki bu yapilar, basta norodejeneratif hastaliklar olmak iizere pek
cok hastaligin tanisinda [7] ve tedavisinde oOzellikle ila¢ tasiyici sistem olarak
gelistirilmesiyle yeni terapotik ajanlar olusturulabileceginin 6ntinii acmistir [8].
Ayrica gerek somatik hiicrelerden gerekse de kok hiicrelerden ekosozom izole

edebiliyor olamak avantajlarindan birisidir. Eksozomlar sahip olduklar1 bilesenler
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ve morfolojik 6zellikleri sayesinde bir ¢ok hastligin tedavisi icin secilebilecek en
onemli ajan oldugu diisiiniilmektedir. Omurilik hasar1 olusturulmus sicanlarda
mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarin enjeksiyonu sonucunda
enflamasyonun azaldig1 ve ayni zamanda noronal rejenerasyona katki sagladigi
goriilmiistiir [9, 10, 11]. Mezenkimal kok hiicre kokenli eksozomlar ile yapilan
diger bir calismada ise; Adipoz kok hiicre kaynakli eksozomlarin Alzheimer
hastaliginda yiiksek seviyelerde salgilanan amiloid f (Af) peptidini parcalama
ozelligine sahip neprilisin (NEP) enzimini eksprese ettigi, beyinde Af
seviyelerinde 6nemli Olclide azalmaya yol actig1 tespit edilmistir. Bu nedenle
eksozom temelli tedavinin hastalik seyrini olumlu etkiledigi ve yeni terapotik ajan
olarak kullanilabilecegi ileri stirilmiistiir [12]. Yapilan diger bir calismada ise; 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) ile Parkinson modeli olusturulmus sicanlarda
mezenkimal kok hiicre sekretomunun enjeksiyonundan sonra, kontrol grubuna
kiyasla hayvan davraniglarinda iyilesmelerin yasandigi, noronal diizenleyeci
molekiil (endotel biiyiime faktorii-VEGF, beyinden tiiretilmis norotrofik faktor-
BDNF ve glial hiicre hattindan tiiretilmis norotrofik faktor- GDNF) seviyelerinin
arttig1 ve sekretomlarin 6zellikle dopaminerjik noron hiicreleri iizeride norotrofik
ve noroprotektif etki gosterdikleri rapor edilmistir [13]. Chen ve ekibinin (2020)
yapmis oldugu baska bir calisma da ise, insan gobek kordonundan elden edilen
eksozomlarin in vitro deneylerde 6-OHDA ile uyarilan SH-SY5Y hiicre hattinin
proliferasyonuna katkida bulundugu, ayni zamanda Parkinson modeli
olusturumus ratlarda substantia nigradaki dopaminerjik noéron kaybini ve
apoptozu azaltirken striatumdaki dopamin seviyesini yiikselttigi tespit edilmistir

[14].

Diger yandan cok sinirli sayida olmakla birlikte literatiirde farkli kaynaklardan
izole edilen eksozomlara ilag yiiklenmesi sonucunda elde edilen formiilasyonlarin
Parkinson hastaligina karsi ilag tasiyici sistemler olarak kullanildig: calismalar da
mevcuttur. Bu calismalardan birinde, oksitadtif stres birikimi sonucunda
dopaminerjik noronlarda hasar olusturulan hayvan modellerinde antioksidan
etkinligi bilinen katalaz iceren ekzosomlarin ilac tasiyict sistemler olarak
Parkinson hastali§1 lizerindeki teropatik etkinligini arastirilmistir. Raw 264.7

makrofaj hiicrelerinden izole edilen eksozomlara donma-¢oziilme dongiileri,



sonikasyon ve ekstriizyon yontemleri ile katalaz yiiklemesi gerceklestirilerek
eksozom temelli tasiyici sistemi gelistirilmis ve in vitro/in vivo tedavi edici
etkinlikleri incelenmistir. Bu calismanin sonucunda katalaz yiikli eksozomlarin
beyindeki noronlarda ve mikroglial hiicrelerde verimli bir sekilde biriktigi ve giiclii
bir noroprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu bulgular 1s1g1nda
arastirmacilar eksozom temelli bir formiilasyonun gelecekte norodejeneratif
bozukluklarin tedavisi icin degerli bir arac olabilecegini rapor etmistir [15]. Baska
bir calisma da ise; Parkinson hastaligi olusturulmus rat modellerine intravenoz
yolla, kandan izole edilen eksozomlara dopamin yiiklemesi yapilarak gelistirilen
formiilasyonun serbest dopamine kiyasla tedavi edici etkinligin daha yiiksek
oldugu ve gelistirilen tasiyic1 sistemin herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s1§inda mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen
eksozomlarin Parkinson hastalig1 basta olmak tizere diger merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde ilac tasiyici sistemler olarak degerlendirilmesinin umut

vaat eden bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir [16].

Gortildiigii iizere, bugiine kadar Parkinson hastaliginin tedavisinde mezenkimal
kok hiicre kaynakli eksozomlarin ila¢ tasiyici sistem olarak kullanildig: terapotik
calismalar oldukca sinirli sayidadir. Yapilan tek calismada periferik kandan izole
edilen eksozomlara dopamin yiiklenmesiyle olusturulan tasiyici sistemin terapotik

ekinligi incelenmistir.
1.2 Tezin Amaci

Norodejeneratif hastaliklar arasinda goriilme siklig1 oldukca fazla olan Parkinson
hastalig1 icin gelistirilen tedavi yontemleri destekleyici tedavi olmanin 6tesine
gecememis olup, sadece hastanin giinlilk yasam kalitesini arttirma amaci
tasimaktadir. Ozellikle yas ve genetik yatkinligin énemli faktérler oldugu bilinen
Parkinson hastaliginda mortalite orami1 diisiik olmakla birlikte bu hastaliga
yakalanip 20 yil kadar yasam miicadelesi veren hastalara klinikte rastlamak
miimkindiir. Tanis1 200 yil 6nce koyulmus Parkinson hastaliginin tedavisinde
kullanilmak {izere yeni nesil tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesine biiyiik bir

ihtiyvac duyulmaktadir. Bu proje kapsaminda Parkinson hastaligina karsi



eksozomlarin ila¢ tasiyict sistem olarak kullanildigi yeni, etkin ve giivenilir bir

tedavi yaklasiminin gelistirilmesi amag¢lanmaktadir.

Bu projede gerceklestiriimesi planlanan islemler asagida maddeler halinde

sunulmustur;

Wharton Jeli kok hiicrelerinden eksozom izolasyonu ve karakterizyonunun

yapilmasi,

Karakterizasyonu tamamlanmis eksozomlara dopamin yiiklenmesi ve

Nanopartiikiil karakterizyonunun yapilmasi,
Ilac yiikleme verimliligi ve in vitro salim kinetigi calismalar1 yapilmasi,

- Elde edilen Dopamin yiiklii eksozomlarin ve in vitro ¢calismalar ile sitotoksik etki

arastirilmasi,

- 3 Boyutlu kiiltiir ortaminin olusturma tizere Aljinat-Jelatin tabanh Baseink ™

hazirlayarak karakterizasyon islemlerinin yapilmasi,

- Dopaminerjik néroblastoma hiicre hatti1 (SH-SY5Y) 2 Boyutlu ve 3 Boyutlu kiiltiir

ortaminin olusturulmasi,

- Olusturulan kiiltiir ortaminda, noérotoksin olarak bilinen 6-Hidroksidopamin (6-

OHDA) ile PH modelinin olusturulmasi,

- PH modeli iizerinden elde edilen dopamin yiiklii eksozomlarin terapotik

etkinliginin arastirilmasi,

- Tiim sonuglar degerlendirip istatistik analizi yapilarak projenin hedeflenmistir.
1.3 Hipotez

Eksozomlarin kan beyin bariyerini (KBB) gecebilecek boyutta olmasiyla merkezi
sinir sistemi hastaliklar1 icin alternatif bir tedavi yontemini olusturabilecegini

diisinmekteyiz.
Bu calismanin hipotezi:

- Beyindeki substain nigra bolgesinde yer alan dopaminerjik noronlarin hasara

ugramasi sonucunda dopamin eksikligiyle meydana gelen Parkinson hastaliginin



kesin bir tedavisinin olmamasi ve kullanilan ilaclarin hastalig iyilestirmek yerine

hastanin yasam kalitesini arttirma amaci tasimasi,

- Daha once yapilan calismalarda mezenkimal kok hiicrelerden elden edilen
eksozomlarin pek ¢ok hastaliga karsi ilac tasiyici sistemler olarak kullanilmasi ve
tek basina ila¢c uygulamasina gore daha yiiksek diizeyde terapotik etkinlik

gostermeleri,

- Whaston jelly mezenkimal kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin daha

once Parkinson hastaliginda ilag tasiyici sistem olarak kullanilmamais olmasi,

- Merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde kan-beyin bariyerini asabilecek
ve ilgili bolgede uzun siireli salim yaparak ila¢ birikimini saglayabilecek tasiyici
sistemlerin gelistirilmesine ihtiyac duyulmasi ve boyle bir ajanin terapotik etkinligi

arastirilmamis olmasidir.

Bu bilgiler 1s1g1nda proje kapsaminda, Parkinson hastaligina karsi eksozom temelli
terapotik yaklasimlarin arastirilmasi amaclanmistir. Mevecut projede Wharton jelly
kok hiicrelerden izole edilecek olan eksozomlara dopamin yiiklemesi yapilacaktir.
Elden edilen formiilasyon hem 2B hem de 3B kiiltiir ortaminda terapoétik etkinligi

arastirilmistir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Norodejeneratif Hastaliklar

Sinir sistemi yiiksek organizmalarin i¢sel ve digsal cevresini algilamasini saglayan,
bilgi elde edebilen ve elde edilen bilgiyi isleyen, viicut icerisinde hiicreler agi
sayesinde sinyallerin farkli bolgelere iletimini saglayan, organlarin, kaslarin
aktivitelerini diizenleyen en 6nemli sistemlerden birisidir. Sinir sistemi; merkezi
sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak tizere 2 kismindan olusmaktadir. Bu
sistem icin 6zellesmis ve noron olarak adlandirilan hiicreler, son derece spesifik
bir ara baglanti yoluyla uyaranlarin ve bilgilerin alinmasinda rol oynayan
uyarilabilir hiicrelerdir. Buna gore noronlar, hiicre ici ve hiicreler arasi bilgi

aktarabilme yetenegine sahiptir.

Norodejeneratif hastaliklar ise; merkezi ve periferik sinir sisteminden farkli
etmenlerden dolayi ilerleyici kaybi ile giden ve bu kayba bagl olarak sinir sistemi
fonksiyonel yitimine neden olan hastalik grubudur [17]. Norodejeneratif hastalik
etiyolojisi hala belirsizdir, ancak cevresel etkiler ve genetik faktorler hastaligin
ortaya ¢cikmasina katki sagladigi bilinmektedir [18]. Yapilan calismalarda, ¢evresel
faktorlere maruz kalma ile ortaya cikan gen-cevre etkilesimi, norodejeneratif
hastaliklarin baslangicinda ve ilerlemesinde c¢ok oOnemli bir rol oynadigini
gostermistir [19]. Bu hastaliklar1 genel olarak 2 sinifa ayrimak miimkiindiir.

Bunlar;

1. Noronal disfonksiyon gosteren anatomik bolge tarafindan belirlenen

klinik semptomlar,

2. Cesitli biyokimyasal modifikasyonlar gosteren, noronlarda veya glial

hiicrelerde hiicre ici veya hiicre disindan biriken proteinlerdir [20].

Ozellikle merkezi sinir sistemi ve spinal kanalda olusan néronal hasarin
rejenerasyonunun sinirli olmasi, hasara neden olan etkenlerin sistemden
uzaklastirllamamas: ve gelistirilebilecek tedavilerin de kan beyin bariyerini
asamamasi norodejeneratif hastaliklarin tedavisini zorlastirmaktadir. Pek cok
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noronal hasara dayali hastaligin tedavisi halen miimkiin olamamaktadir [21]. En
sik goriilen nordejeneratif hastaliklarin arasinda; ileri yasta bulgu veren Alzheimer
hastaligi (AH) ve Parkinson hastaligi (PH) yer alirken, erken yasta bulgu veren
amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington hastaligi (HH) yer almaktadir
[21].

2.1.1 Parkinson Hastalig1

PH, ilk defa 1817 yilindan James Parkinson karmasik, ilerleyici, nérodejeneratif
bir hastalik olarak tamimlanmistir [3,4]. Hastaligin bilinen patolojisi;
mezensefalonda bulunan substantia nigra pars compacta’daki (SN) dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonuna bagli dopamin eksikligiyle gelisen ve motor
noronlarin fonksiyon kaybiyla karakterize olan noérodejeneratif hastaliktir [5].
Dopaminerjik noronlarin kaybedilmesinin yanmi sira, sag kalan dopaminerjik
noronlarda Lewy cisimcigi denilen intranoranal inkliizyonlarin birikimlerimi de
s0z konusudur. Lewy cisimleri (LC) ve Lewy noritleri (LN) olarak bilinen bu

intranoranal inkliizyonlar Lewy patolojisi (LP) olarak da adlandirilir.
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Sekil 2.1 Parkinson ve saglikli birey beyin fonksiyonlarinin karsilastirilmasi
(Biorender.com’da ¢izildi)



Lewy cisimciginin birikimiyle (a)-siniiklein bilesenin yani sira ubikitin ve yuvarlak
eozinofilik inkliizyonlar da ortaya c¢ikmaktadir. Lewy cisimcigi sadece Parkinson
icin degil ayn1 zamanda demans ve coklu sistem atrofisinin oldugu noérodejeneratif
hastaliklarda da goriilmektedir. Lewy cisimciginin noronal disfonksiyona neden
oldugu bilinmektedir [23]. Hastaligin klinigi yansiyan motor semptomlarin
belirgin hale gelmesi, SN’daki dopaminerjik néronlarinin %50 ila %70'inin kaybi

ile gerceklestigi diisiiniilmektedir [5, 24].

PH1 iki ylizylldan daha uzun bir siire 6nce tanimlanmis olmasina ragmen,
hastaligin patolojisini ve etiyolojisini anlamaya ait c¢alismalar halen devam
etmekte olup su anda Parkinson icin kompleks sistemik bir hastalik oldugu kabul
edilmektedir [ 25 ]. PH'nin en bilinen klinik semptomlari; bradikinezi, postiiral
instabilite, rijidite ve ozellikle istirahat halindeki tremordur [26]. Motor disi
semptomlar ise genellikle hastaligin prodromal fazinda goriilmektedir. Bazi
hastalarda Parkinson’un prodromal fazi 20 yildan daha uzun siirebilmektedir. Bu
fazda motor bozukluklarin disinda, uyku davranis bozuklugu (RBD), kabizlik,
depresyon, anksiyete ve 6zellikle hipozmi dahil olmak iizere cok sayida semptom
goriilmektedir. Tiim bunlar goz 6niinde bulunduruldugunda PH'nin sadece motor
bozukluk olmadig1 kanisina varilmistir. Parkinson hastaliginda substansiya
nigra’nin tek hasarli bolge veya ilk etkilenen bolge olmadigi, presemptomatik
fazdaki hastalarda Serebral korteks ve limbik sistemde de bozulmalarin meydana
geldigi gorilmustiir [27]. Tim bu veriler 1s5181nda, Parkinson hastalig1 icin hem
merkezi sinir sistemi hem de periferik sinir sistemi {izerinde etki goOsteren

kompleks bir hastalik tanimlamasi yapilabilir.
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Sekil 2.2 PH evreleri ve klinik bulgular1

PH'nin etiyolojisi halen tam anlamiyla aydinlatilamamis olmakla birlikte ilerleyen
yas, cevresel ve genetik faktorler ile iligskilendirilmektedir. Hastaligin cevresel
faktorleri karmasik olsa da, kimyasala maruziyeti [28] sigara kullanimi [29, 30],
hafif ile orta derecedeki kafa tramvalar1 [31], azalan 6strojen ve oksidatif stres
[32], dahil olmak {iizere cesitli cevresel faktorler arasinda potansiyel iligkiler
bulunmustur. PH'nin cogunlukla sporadik gelisim gostermesine ragmen [33],
kalitimsal yayilimlari da hastalik riskine, baslangicina ve ilerlemesine katkida
sagladig1 gortlmistir [34]. GBA, SNCA, LRRK2 ve MAPT genlerinin PH
gelisiminden 6nemli 6lciide gorev aldig1 gorilmistiir [35]. PHlarinin yaklasik
%10’'unun mendelian kalitsal formu tasidig1 bilinmektedir. SNCA geni, LRRK2,
VPS35 ve LRP10'un yanlis anlamli mutasyonlar1 veya duplikasyonlari ile otozomal
dominant PH neden olurken; PRKN, PINK1 ve DJ1'i genlerininde otozomal resesif

olarak idiyopatik PH'na neden oldugu bulunmustur [34].

Giiniimiizde Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen norodejeneratif

hastalik PH’dir. Diinya capinda 6,5 milyondan fazla insani etkileyen PH’ina



yakalanan kisi sayis1 [36], 2030 yilinda %50 oraninda artarak yillik 10 milyona
ulasacagi tahmin edilmektedir. Bu ciddi rakam da halk saglig1 icin 6nemli bir yiik
olusturmaktadir [26]. Parkinson Vakfrnin verilerine gére 2020 yilinda sadece
Amerika Birlesik Devletleri'nde 930.000 kisiye Parkinson hastalig1 tanis1 konulmus
olup bu saymnin 2030 yilinda yaklasik 1,2 milyona cikacag: tahmin edilmektedir
[37]. PH prevelans: yasla birlikte artmaktadir. Yapilan calismalar da 45-54 yas
aras1 bireylerde PH %1 iken 85 yas iizeri bireylerde bu oran %4’e kadar
ylikselmektedir. Mortalite orani ise hastalik teshisinin konuldugu ilk 10 yil
icerisinde az olurken, sonrasinda oranin daha arttig1 goriilmistiir [38]. Kiiresel
niifus yaslandikc¢a, PH prevalansinin dramatik bir sekilde artmasi ve 6niimiizdeki

20 yilda iki katina ¢ikacagi 6ngoriilmektedir [39].

PH’nin tedavisi hala miimkiin degildir. Bu hastaligin mortalitesi diisiik olmakla
birlikte, PH1 ile 20 yil veya daha uzun siire yasayan hastalarin oldugu
bilinmektedir. Motor bozuklugun ve hastaligin ileri evrelerinde ortaya cikan
demansin hastalarin yasam kalitesini oldukca disiirdiigii bilinmektedir. Klinikte
hastanin yasam kalitesini arttirmaya yonelik birtakim tedaviler mevcuttur. Ancak
bu tedaviler hastaligin ilerlemesini engelleyen tedaviler degildir. Parkinson
hastalar1 icin klinikte kullanilan destekleyici tedavilerin basinda karbidopa /
levodopa, monoamin oksidaz-B inhibitorleri (6rn., Rasagilin, selegilin), dopamin
agonistlerinin kullanildig1 ilac tedavisi gelmektedir. Ilac tedavisinin disinda
rehabilitatif terapi yaklasimlari kullanilmaktadir [40]. Son yillarda ilac
tedavilerine ek olarak cihaz destekli tedavilerde gelistirilmistir. Bu tedavi icin

uygunluguna iliskin temel sartlar1 saglamasi1 gerekmektedir. Bu sartlar;

1. Giinde =5 kez oral levodopa almak, Giinde =2 saat yogun motor
dalgalanmanin olmasi, =1saat diskinezinin olmas;
2. Hafif diizeyde demansin olmas ve haliisinasyonlar gérmiiyor olunmasi;

3. Ginlik yasamsal aktiviteleri gerceklestirememekten muzdarip olunmasi.

Bu kosullar da olan hastalar icin Derin Beyin Stimiilasyonu cerrahisi (DBS),
Levodopa-Carbidopa Bagirsak Jeli inflizyonu (LCIG), Siirekli Apomorfin Subkutan
Infiizyonu (CASI) gibi cihaz destekli tedaviler uygulanabilmektedir. Ancak bu

tedavi yonteminde hastalar arasinda, duygusal olarak stabil, fiziksel olarak
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saglikly, bilissel olarak saglam ve daha genc¢ (tercihen <70 yas) olan, iyi levodopa
yanit1 gosterenler icin daha ideal oldugu belirtilmistir [41]. Yeni nesil sayilabilecek
olan bu terapoétik secenekler, oral muadillerine gore daha fazla motor gelisim
sagladig1 gorilmistiir [42]. Ancak klinikte uygulanan bu yoOntemler basta
ameliyat esnasinda ve sonrasinda gelisebilecek enfeksiyonlar olmak {izere bircok
yan etkiler ve komplikasyonlara neden olmaktadir. Yine de tiim bu tedaviler
destekleyici tedavi olmanin 6tesine gecememistir. Destekleyici bu tedaviler sadece
hastaligin semptomlarini kontrol eder ancak norodejenerasyonu durduramaz veya
tersine ceviremez. Dolayisiyla PH'1 icin iyilestirici bir tedavi yaklasimi halen daha
bulunmamaktadir. Hastaligin patofizyolojisini ortaya ¢ikarmak ve PHnin etkisini
azaltmak icin yeni terapotik stratejiler ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

ihtiyac duyulmaktadir.

2.2 Ekstraseliiler Vezikiiller

Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler) ilk olarak 1967 yilindan Wolf tarafindan
“trombosit tozu” olarak adlandirilmistir [43]. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalar
da bunun trombosit tozundan cok daha fazla oldugu goriilmiistiir. Zaman
icerisinde farkli isimler verilse de giiniimiizde “Ekstraseliiler Vezikiil” yada “Hiicre
Dis1 Vezikiiller” olarak adlandirilmaktadirlar. EV’ler lipid cift tabakasindan olusan
transmembran proteinleri, sitozolik proteinleri ve RNA icerigine sahiptir ve
hiicreden salginan biyoaktif kesecikler olarak tanimlanmaktadir [44].

Salimmekanizmalarina ve boyutlarina gore {i¢ ana EV tipi tanimlanmistir. Bunlar;

e FEksozomlar,
e Mikro vezikiiller

e Apoptotik cisimlerdir.

Eksozom ve mikro vezikiiller boyut olarak birbirlerine yakin olsalarda salim yollari
tamamen farklidir. Eksozomlar, multivezikiiler endozomlarin (MVE'ler) plazma
membran fiizyonu ve ardindan intraliiminal vezikiillerin (ILV'ler) salinmasiyla
tiretilirken, mikrovezikiiller ise plazma zarinin disa dogru vezikiilasyonu ile
salgilanirlar [45]. EV tiretimi icin ¢esitli yollar mevcut olsa da, kesin mekanizma
hala biiytik olciide bilinmemektedir. Hiicreler, EV’lerin salgilanmasiyla komsu

hiicrelerle veya uzaktaki hiicrelerle iletisim kurabilmektedir. Tim EV’ler alici
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hiicrelere hedeflenebilmesini saglayan yiizey molekiilleri bulunur. EV hedef
hiicreye reseptor-ligand araciligiyla baglandiktan sonra hiicreler arasi sinyallesme
indiiklenir ya da endositoz veya fagositoz yoluyla hiicre icine girebilir. Boylece

hedef hiicrenin fizyolojik durumun degistirebilir [46].

2.3 Eksozomlar

Eksozomlar, hiicreler tarafindan salgilanan, boyutlar1 40 ile 200 nm arasinda
degisen, EVlerin en kii¢ciik alt grubunu olusturan hiicreler arasi kargo ve
haberlesme de aktif gorev alan biyoaktif kesecikleridir. Endozomun farklililagsmasi
sonucu olusan eksozomlar hiicre membranindan koken alirlar [47]. Ik kez 1987
yilindan Rose Johnstone tarafindan “eksozom” olarak adlandirilmistir. Kesfinin ilk
yillarinda, eksozomlarin hiicresel atiklar1 temsil ettigi ve bir hiicre atig1 oldugu
disinilmistir. [48]. Ancak son calismalara ve verilere gore, hiicresel
homeostaziyi siirdiirmek icin atik iiriinleri ortadan kaldirmanin alternatif bir yolu
olarak eksozomun kullanildigi fikrini desteklemektedir [49]. En 6nemli gorevinin
ise; bu nanoboyuttaki bilesenelerin hiicreler arasi iletisimde rol oynadig1 ve ¢ok
sayida fizyolojik ve patolojik fonksiyonla iliskili oldugu ileri siiriilmektedir [50].
Daha sonra yapilan calismalar gostermistir ki eksozomlar, hiicreden hiicreye
iletisimin bir araci olarak islev goérdiigli ve aktif molekiillerin transferini
kolaylastirmak icin komsu hiicreler ile etkilesime girdigi tespit edilmis ve ileri
siriilen fikir kanitlanmistir [46]. Hatta sinir sistem hiicreleri olan glialarin
eksozom araciligyla protein ve mikro RNA’lar1 néronun aksonuna transfer ettigi
goriilmiistiir [51]. Sinir iletiminde karakteristik 6zellige sahip olan miyelin kilifi
olusturan lipitler de oligodendrositlerden yine eksozomlar araciligyla salindigi
bulunmustur [52]. Ayrica sinir calismalarinda eksozomlarin beyindeki sinaptik
plastisite, noronal stres yaniti, hiicre-hiicre iletisimi ve nérogenez gibi siireclerde

rol aldig1 gosterilmistir [53,54].
Ttm bilgiler 15181nda eksozomlarin;

v’ Hiicreler arasi iletisim ve kargo gorevinde,
v' Genetik bilginin aktarima,
v Hastaliklarin patolojik siireclerinin aydinlanmasi ve hastalik tami

modellenin gelistirilmesi,
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v Yeni nesil as1 modellerinin gelistirilmesinde,

v mRNA, miRNA, niikleik asit, protein, lipid tasinimi ve ilag¢ tasiyici sistem
olarak gelistirilmesinde,

v' Hastaliklarin tedavilerin kullanilabilmesi,

v' Immiin yamit1 diizenleyebildigi goriilmiistiir [55].

Eksozomlar ile ilgi calismalar giin gectikce artmaktadir. Yapilan bu caligmalar
artttkca da eksozomlarin tiim fonksiyonlarinin daha da aydinlanacagini

diistinmekteyiz.
2.3.1 Eksozom Biyogenezi

Giiniimiizde eksozomlarin biyogenezi; icerigi, kargo molekiilleri ve
siniflandirilmis proteinler acisindan oldukca karmasik olsa da cesitli sinyal yollar1
araciligryla diizenlenen ¢ok asamali bir biyolojik stirec olarak kabul edilmektedir.
Eksozomun biyogenezi icin kesin mekanizmanin aydinlatilmasina yonelik
calismalar halen daha devam etmektedir. Ancak farkli mekanizmalar
tanimlanmistir. Tanimlanan mekanizmalar ise; protein siniflandirmasi icin genis

capta aciklanan iki yola ayrilmaktadir. Bunlar;

e Endozomal siralama kompleksi tasinimina (ESCRT) bagimli yolak

e ESCRT'den bagimsiz yolaktir.

Eksozomlarin biyogenezi bu 2 yolak tamimlanmistir ancak bu yolaklarin
birbirinden tamamen ayr1 oldugu séylenememektedir. Bu yolaklar sinerjik olarak
calisabilir veya farkli eksozom alt popiilasyonlar:1 farkli mekanizmalara baglh
olabilir [56]. Ayrica, hiicre tipi veya hiicresel homeostaz, eksozomlarin

salgilanmasini kontrol eden mekanizmalari etkileyebilmesi s6z konusudur.

Eksozom biyogenezi esas olarak; endozomal sistemden koken almaktadir. Bu
siirec, hiicre zarinin ice dogru tomurcuklanmasi ve ardindan endozom zarinin
ikinci kez ice dogru tomurcuklanmasiyla erken endozomun olusmasiyla
baslamaktadir. Ikinci ice dogru tomurcuklanma ile, gec endozom da ILVer
meydana gelir. ILV iceren ge¢ endozomlar simirli multivezikiiler cisimler
(MVB'ler) olarakta tanimlanir [57,58]. MVB’ler bu basamaktan sonra ya
degredasyon icin lizozom ile kaynasir ya da eksozom olusumu icin endositik yolu

izlemektedir [59]. Endositik siire¢ sirasinda, plazma zar1 ylizey proteinleri,
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endositik vezikiillerin i¢ zarina yerlesmektedir [60]. Plazma zar1 ylizey proteinleri
ile endositik vezikiiller endoplazmik retikiilum zarina siralanir ve daha sonra golgi
kompleksinde ILV’de islenir. Siirecin son asamasi olarak, ekzositotik yol
araciligiyla hiicre dis1 bosluga ILV’ler alinarak, MVB'ler plazma zar1 ile birlesir ve

eksozom olarak salinirlar.
Kisaca eksozom biyogenezinin basamaklari;

e Plazma zarindan endositik vezikiillerin olusumu,
e Endozomal membranlarin ice dogru tomurcuklanmasiyla MVB olusumu,
e MVBnin plazma zarn ile fiizyonu ve eksozomlarin salinmasindan

olusmaktadir.
2.3.1.1 Eksozom Biyogenez ESCRT Bagimh Yolak

EV olusumu, hiicre zarlarinin sitoplazmadan tomurcuklanmasini meydana geldigi
bilinmektedir. Eksozomlarin hiicre disina saliniminda ESCRT’nin kesfinin hiicresel
bir mekanizma olarak aciklanmaktadir [61, 62]. ESCRT'ye bagli MVB olusumu,
hem lizozomal bozulma hem de eksozom biyogenezin de onemli Olciide rol
oynadig1 goriilmiistiir [63]. ESCRT bilesenleri, ILV’lerin tomurcuklanmasini ve
endozom limenine salinmasini destekler, dolayisiyla MVB’lerin biyogenezine
katki saglamaktadirlar [64]. ESCRT'ye bagli mekanizma, eksozomlarin
biyogenezi icin en iyi karakterize edilmis mekanizmalardan biridir. ESCRT; dort
protein kompleksi, yani ESCRT-O0, -1, -II ve -III seklinde diizenlenmis VPS4, VTA1
ve ALIX gibi proteinlerle birlikte yaklasik 30 proteinden olugsmaktadir. ESCRT-0
ubiquitin ile etkilesime girerek kargo kiimelenmesine ve diger ESCRT
komplekslerinin (ESCRT-I, ESCRT-II ve ESCRT-III) endozomal membrana
alinmasini kolaylastirir [61]. ESCRT-I ve ESCRT-II, endozomal membranin
tomurcuklanmasindan sorumludur. Membran invajinasyonu ve intraliiminal
vezikiillerin olusumu ise, ESCRT-III aracaliiyla polimerik filament olusumunu ve

vezikiil fisyonunu kolaylastirilir [65].

Biyogenez icin ESCRT'ye baghh mekanizma iyi tanimlanmis olmasina ragmen,
kargo molekiillerinin MVB'lerden ayrilmasiyla olan iliskisi halen daha
aydinlatilmamis olup arastirmalar devam etmektedir. Ozellikle ESCRT

komplekslerinin eksozom biyogenezine dahil oldugu ve mekanizmanin tim
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sireclerini aydinlatimak adina yapilan protein analiz calismalari devam
etmektedir. Hepatosit biiylime faktoriin ile diizenlenen tirozin kinaz substrati
(HRS) mono-ubiquitin kargo proteinlerinin taninmasinda rol oynarken, sinyal
dontistiiriicii adaptor molekiil 1 (STAM1), clathrin ve Epsl5 ile bir kompleksi
meydana getirir. HRS daha sonra TSG101 ile etkilesime girerek, ESCRT-I
kompleksini alir ve ESCRT-III'in ESCRT-I yardimiyla alimini sagladigi
goriilmistiir [66]. Hatta yapilan bir calismada HRS eksikliginin eksozom salinimi
olumsuz yonde etkiledigi rapor edilmistir [67]. Bu bilgilere ek olarak, ESCRT
komplekslerinin eksozom biyogenezinin ve salinimindaki, ana histo-uyumluluk

kompleksi sinif II (MHC II)’nin de bu siirece dahil oldugu goriilmiistiir [68].
2.3.1.2 Eksozom Biyogenez ESCRT Bagimsiz Yolak

ILV'lerin MVE liimenine kesilmesi icin ESCRTIII'nin her zaman gerekli oldugu
diisiiniilmekte idi [45]. ESCRT'den yoksun hiicrelerde de lumen icinde MVE'lerin
olusmasi, ESCRT’den bagimsiz bir yolagin var olabilecegini gostermistir [69]. Bu
konuyla ilgili yapilan ilk calismada fare oligodendroglial hiicre hattinda, ESCRT
bilesenleri Tsgl01 ve Alix'in yikilmasi ve salinan eksozomlarin sayisinin
etkilemedigi goriilmiistiir. Bu durum da eksozom biyogenezinde ve kargo yiikleme
ESCRT'den bagimsiz bir yolagin oldugunu tespit edilmistir. Gercekten de, ILV
biyogenezi icin ilk ESCRT'den bagimsiz mekanizmanin, zarlarda spontane bir
negatif egriligini indiikleyen sal tabanli mikro alanlarin olusumuna izin verebilen
sfingolipid seramidlerin aktif rol oynadigi goriilmiistiir. [70]. Boylece mikro
bolgelerin, fosfokolin kismi uzaklastirilmasiyla seramidler ve sfingomyelinazlar
bakimindan oldukca zengin oldugu disiiniilmektedir [71]. Seramidlerin,
membranlarda yanal faza ayrilmasini ve mikro alanlarin birlesmesini indiikledigi
bilinmektedir. Ayrica, seramidin hem koni seklindeki yapis1 hem de endozomal
membranin spontane negatif egriligi diisliniildiigiinde tomurcuklanmaya katki
saglayabilmesi s6z konusudur [72]. Bu “geleneksel olmayan” yolaga, seramidlere
ek olarak lizobisfosfatidik asit (LBPA) gibi belirli lipidlerin de ice dogru biikiilerek
vezikiil olusumu icin endosomal boélgeleri organize ettigi tespit edilmistir [73].
ESCRT'den bagimsiz eksozom olusum mekanizmasini kanitlamak icin yapilan
proteomik analizler de bazi proteinler tanimlanmistir. Bu bilgilere ek olarak,

ESCRT'den bagimsiz mekanizmanin, yalnizca MVB'lerin ve eksozomlarin
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olusumunda degil, ayn1 zamanda eksozom iceriginin degistirilmesinde de etkili
oldugu da goriilmiistiir. Sican pankreas adenokarsinom modelinde, tetraspanin
Tspan8'in ekspresyonu, eksozomlardaki mRNA ve transmembran protein (VCAM-
1, a4 integrin) iceriklerinin farklilastig1 tespit edilmistir [74]. Ancak ESCRT'den
bagimsiz ILV olusumunda hangi proteinlere ihtiya¢ duyuldugu ve nasil islev
gordiikleri halen daha tam olarak acikliga kavusmus degildir [75]. ESCRT
bagimsizli yolagin farkli hiicre tiplerinde aktif rol oynayan bilesenlerin farklilik

gosterebilecegini diisiinmekteyiz.
2.3.3 Eksozom Bilesenleri

Eksozomlar, 6zel olarak siralanmis proteinler, lipidler, niikleik asitlerden meydana
gelirken, koken aldigi hiicrenin o6zellikler bagli kalmasiyla o hiicrenin mini
versiyonu olarak kabul edilmistir. Eksozom iceriginde yaklasik 4400 protein, 194
lipid, 1639 mRNA ve 764 miRNA ek olarak farkli hiicre tiplerinden spesifik
bilesenler de tanimlanmistir. Bu farkli bilesenlerde eksozomlarin hem karmasik
yapisini hem de potasinsiyel fonksiyonel cesitliligini ortaya koymaktadir [76, 77].
Tipik olarak eksozomlar hiicre penetrasyonundan fiizyonuna kadar pek cok olayda
rol oynayan proteinlerce oldukca zengin bir icerige sahiptir. Bu proteinlerin
bazilari; membran da bulunan tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD82); antijen
baglanmasi ve sunumunda yer alan stres yanitinin bir parcasi olarak 1si-soku
proteinleri (HSP70, HSP90); eksozom saliniminda rol oynayan MVB olusum
proteinleri (Alix, TSG101); yani sira membran tasinmasi ve flizyonundan sorumlu

proteinler (anneksinler ve Rab) olusturmaktadir [78].

Eksozomun kesfiyle birlikte okaryotik canlilarin RNA isleme yollarina ek bir
mekanizmanin daha oldugu ortaya cikmistir. Her ne kadar eksozomun temel
aktivitesi tamamen aydinlatimamis olsa da RNA icerigi bakimindan hiicresel
metabolizmadaki rolii 6nemini gostermistir. Eksozomun sitoplazmada mRNA’lar1
parcalama yetenegi, 3'-5' bozunma yolunun baskin goriindiigi ve eksozom
icerisindeki mRNA'larin diizenlenmesinde islev gorebildigi goriilmiistiir [80, 81,
82]. Bu bilgilere ek olarak eksozomlar; hedef hiicrelere dahil edilebilecek farkli
RNA kaliplar1 da icermektedir. Yapilan RNA analizlerinde miR’ler eksozomal RNA

tirtiniin biiyiik bir kismini olusturudugu soylemek miimkiindiir [77].
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Eksozomlarin biyoaktivitesi sadece proteinlerinde ve niikleik asitlerinde degil,
ayni zamanda lipid bilesenleri de bulunmaktadir. Tiim eksozomlarin membran
yapisinda bulunan fosfatidilserin (PS), fosfatidik asit, kolesterol, sfingomiyelin
(SM), arasidonik asit ve diger yag asitleri, prostaglandinler ve 16kotrienler ortak
molekiiller olarak tanimlanmistir [83, 84]. Icerisindeki bu molekiiller sayesinde
eksozomlarin stabilitesinin arttigi ve yapisal sertlik kazandig1 gorilmektedir.
Eksozomlarin lipid icerigi, protein ve RNA’lar hastaliklarin teshisinde ve
prognozunda onemli role sahip olacagini diisiiniilmektedir. Ayrica bilesenleri
sayesinden eksozomlarin in vitro kosullarda modifiye edebilmesine katki

saglamaktadir.

Sekil 2.3 Eksozomlarin yapisi ve bilesimi. Eksozomlarin yapisi, sulu bir ¢ekirdek
ve bir fosfolipid cift katmanindan olusur. Genel: Tetraspaninler (CD9, CD63,
CD81); Integrinler (a6p4, avp5); ICAM-1 (hiicreler arasi yapisma molekiilii 1);
MHC I, II (ana doku uygunluk kompleksleri I ve II); Zar tasima/fiizyon
proteinleri (Rabs, Flotillins); Niikleik asitler (miRNA'lar, IncRNA'lar, circRNA'lar,
mRNA'lar, DNA); Sitoplazmik proteinler (Syntenin, enzim); Yiizey alicisi;
Kolesterol; seramid; sfingomyelin; fosfatidilserin, (Biorender.com’da ¢izildi)
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2.3.4 Hiicreler Arasi iletisimde Eksozomlar

Hiicreden hiicreye iletisim organizmanin homeostazi saglayabilmesi adina
oldukca 6nemlidir. Hiicrelerin komsu hiicrelerle baglanti saglayabilmesin icin pek
cok molekiil hiicresel iletisimde aktif rol oynamaktadir. Burada hem yiizey
molekiilleri hem de sitoplazmik bilesenler gorev almaktadir [85, 86]. Hiicreler,
sinyal yayilimini kolaylastirmak icin hormonlar ve sitokinleri salgilayarak bu
coziiniir faktorler araciligiyla uzaktaki hiicrelerle iletisim kurarken, hiicre
ylizeyindeki protein/protein etkilesimi, ligand-reseptor transferini saglayan
adezyon molekiilii dahil olmak tizere bir ¢ok molekiil de yakindaki hiicreler ile
iletisim kurabilmektedir [87]. Ayrica hiicre tipine gore elektriksel veya kimyasal

sinyaller kullanilarak iletisim saglanabilmektedir [88].

Son zamanlar da yapilan arastirmalar gostermistir ki; EV’ler hiicreden hiicreye
iletisimde aktif rol oynamaktadir. Ozellikle eksozomlar hiicresel iletisimde &ne
cikmaktadir. Baglangicta eksozom salimminin hiicrelerdeki gereksiz proteinleri
ortadan kaldirdig1 bir mekanizma oldugu sanilmaktaydi [89, 90]. Ancak 1990l
yillarin sonunda yapilan calismalar eksozomlarin Ozellikle immiin yanit
olusumunda ve kanserde, hiicreler arasi iletisim araci olarak hizmet ettigi
goriilmiistiir [91, 92]. Ekosozomlar koken aldiklari hiicrelerden salinarak hedef
hiicrelerle etkilesime girer. Boylece hedef hiicre davranisini ve fenotip 6zelliklerini

degistirebilmektedir [93].

Eksozomlar hiicre igerisine reseptor-ligand etkilesimi, membrandan direk fiizyon
veya endositoz yoluyla alinabilmektedir. Burada, eksozomlar endozomlarin
sinirlayict  membrani ile kaynasabilir ve iceriklerinin hedef hiicrelerin

sitoplazmasina genetik aktarimi ile sonucglanabilir.

Eksozomlarda bulunan biyoaktif molekiillerin, asagidaki mekanizmalar yoluyla

hedef hiicreleri etkiledigi goriilmiistiir;

1. ylizeye bagh ligandlar yoluyla hedef hiicrelerin dogrudan uyarilmasi;
2. aktive edilmis reseptorlerin alici hiicrelere transferi;
3. fonksiyonel proteinlerin, lipidlerin ve RNA'larin verilmesi yoluyla alici

hiicrelerin epigenetik yeniden programlanmasi [94].
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Bu yolak ile eksozomlar hem uzaktaki hem de yakindaki hiicreler iletisim

kurabilme yetenegine sahiptir.
2.3.5 Eksozom Izolasyonu ve Yoéntemleri

Eksozomlar ve biyolojik islevlerinin anlasilmasindaki hizli ilerlemeler,
eksozomlarin oynadigi fizyolojik rollere ve insan sagligiyla olan belirgin iligkileri
nedeniyle yeni calismalara kapilar agmaktadir [95]. Eksozomlarin izolasyonu ve
nicellestirilmesi hem temel arastirmalarda hem de klinik uygulamalarda giderek
onem kazanmaya baslamistir. Eksozomlar hiicre kiiltiir ortamindan ve viicut
sivilarindan izole edebilmek miimkiindiir. Ozellikle hastaliklarin tani ve tedavisin
de kullanilacaksa; giivenili ve verimli bir sekilde izole edilmesi gerekmektedir

[96]. Bugiine kadar, bes grup eksozom izolasyon teknigi gelistirilmistir. Bunlar,

Ultrasantrifiij Tabanli Teknik

Boyut Tabanli Teknikler

Immiinoafinite Yakalama Tabanli Teknik
Eksozom Coktiirme Teknigi

Mikroakigskan Tabanli Tekniktir.

A

2.3.5.1 Ultrasantrifiij Tabanli Teknik

Heterojen bir karisitmi (slispansiyon) merkezka¢c kuvveti kullanilarak
santrifiijlemeye tabi tutuldugunda, siispansiyondaki partikiiller yogunluklarina,
boyutlarina ve sekillerine goére cokmektedir. Once daha yogun ve daha biiyiik
parcaciklar cokmektedir. Santrifiijleme genellikle partikiillii malzemeleri ayirmak
ve saflastirmak icin kullanirlir. Ayrica niikleik asitler ve proteinler gibi
biyopolimerler dahil polimerik malzemelerin hidrodinamik oOzelliklerini analiz
etmek icinde kullanilmaktadir [97]. Karisima uygulanan merkez kac¢ kuvvetine
bagl olarak bir siispansiyondaki parcaciklar, fiziksel Ozelliklerine, ¢oziiciiniin

yogunluguna ve viskozitesine gore sirayla ayrilabilir.

Mevcut yontem de ise, yiliksek hizlarda ultrasantrifiijlemenin eksozomlari
saflagtirmak icin en iyi yontemlerden birisi oludugu goriilmiistiir. Bu yontem ile
oldukga saf bir eksozomal fraksiyon elde etmek miimkiindiir [98]. Bir numunedeki
eksozomlarin izolasyonu i¢in farkli merkezkac kuvvetine ve siireye bagli olarak bir

dizi santrifiijleme dongiisiinden olusur. Kullanilan merkezkac kuvveti tipik olarak
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~100.000 ila 200.000 x g arasinda degismektedir. Eksozom izolasyonunda bu
yontem kullaniliyor ise; islemler arasinda, siipernatant aspire edilir ve kullanilan
merkezkac kuvvetine bagli olarak, pelet, fosfat tamponlu salin (PBS) gibi uygun
bir ortamda yeniden siispanse edilir ve artan kuvvette santrifiijleme islemlerine
tabi tutulur. Son olarak, izole edilmis eksozomlar bir kez daha yeniden siispanse
edilir ve sonraki islem veya analizlere kadar -80°C'de saklanir. Bu eksozomlari
izole etme yontemi, peletleme yontemi veya basit ultrasantrifiijleme yontemi

olarak da bilinir [99].

Ultrasantrifiij ile yogunluk gradyan santrifiijleme de yapilmaktadir. Bu teknikte,
toksik olmayan yogunluk dereceli bir sukroz veya iyodoksinol ortamiyla birlikte
numunelerin ultrasantrifiijlenmesine dayanir. Bu yontem ile elde edilen
eksozomlarin yiiksek saflik derecesinden oldugu goriilmiistiir [100]. Bununla
birlikte, viriislerden veya mikrovezikiillerden gelen eksozomlar, benzer
yogunluklari nedeniyle bu teknikle ayirt edilememektedir. Ayrica yalnizca pahali
ultrasantrifiijleme ekipmani degil, ayn1 zamanda yontemi tecriibeli Kkisilerce

yapilmasi gerekmektedir [101].

Bu yontem arastirmalarda yaygin olarak kullanilmasina ragmen, teknigin
eksozomal olmayan partikiillerle birlikte izolasyonu, diisiik tekrarlanabilirlik,
diisik RNA verimi, eksozomlarin potansiyel hasari, diisik verimi ve
kontaminasyon dahil olmak {izere bircok dezavantaji vardir [102, 103, 104].
Eksozom izolasyonu icin 6zel olarak sartlandirilmis kiiltiir ortamini kullanan
arastirmacilar cogunlukla ultrasantrifiijleme kullanirken, plazma gibi karmasik
biyolojik sivilar1 inceleyenler, izolasyon ve saflastirilmasi icin farkli yontemler
kombine olarak kullanmanin daha avantajli oldugu kanisina varilmistir. Bu
yontemler arasinda, hiicre parcalarini ve biiyiik trombosit tilirevli vezikilleri
uzaklagtirmak icin daha diisiik hizlarda yogunluk gradyanli santrifiijleme,
ardindan ultrafiltrasyon ve boyut dislama kromatografisi (Size Exclusion
Chromatography SEC) yer alir [105]. Sonug¢ olarak, kiiltiir ortamindan
eksozomlari saflastirmak icin en genel kabul goren ve yaygin olarak kullanilan
yontem ultrasantrifiijleme yontemidir. Hiicreleri ve mikro vezikiilleri

uzaklastirabilen bir dizi seri santrifiijleme adimi, ardindan ultrasantrifiijleme
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yoluyla izolasyon yapilabilmektedir. Ancak bu yontem zaman alici, emek yogun

ve pahali ekipman gerektiren bir islemdir.
2.3.5.2 Boyut Tabanh Teknikler

Bu yontem kendi icerisinde birkag teknik barindirmaktadir. Bu teknikler arasinda;
ultrafiltrasyon [106], boyut dislama kromatografisi (SEC) [107] ve akis alan-akis
fraksiyonu (Flow Field-Flow Fractionation-F4) [108] yer almaktadir. Ayrica bu
yontem baz alinarak 6zellikle RNA ekstraksiyonu i¢in ticari kitlerde gelistirilmistir
[109].

Boyut tabanli eksozom izolasyon yontemlerinden en bilinen teknik
ultrafiltrasyondur. Bu yontem geleneksel membran filtreleme yonteminden farkl
olmamakla birlikte, temellinde, silispansiyon halindeki partikiillerin veya
polimerlerin ayrilmasinin 6ncelikle boyutlarina veya molekiiler agirliklarina bagh
ayristirma bulunmaktadir. Bu yiizden, molekiil agirliklarina veya boyutlarina gore
0zel membran filtreler ile eksozom izole edilebilmektedir [106]. Bu yontem 6zel
membranlar kisa ve ultrasantrifiijlemeye kiyasala daha az kuvvette santrifiijleme
islemine tabi tutularak hizli bir sekilde izole edebilmeyi miimkiin kilmaktadir.
Ultrafiltrasyon, ultrasantrifiijden daha hizlidir ve 6zel ekipman gerektirmez [110,

111].

Eksozom izolasyonuna uygulanan bir baska boyuta dayali ayirma teknigi, boyut
dislama kromatografisidir (SEC). SEC'de, makromolekiilleri ve partikiilleri
boyutlarina gore ayirmak igin gozenekli sabit bir faz kullanilir. Kiiciik
hidrodinamik yaricapli bir numunedeki bilesenler gozeneklerden gecebilir, bu da
gec eliisyona neden olur. Eksozomlar da dahil olmak iizere biiyiik hidrodinamik
yaricapli bilesenlerin gozeneklere girmesi engellenir. Bu yontem ile izole edilen
eksozomlarin karakterizasyon analizinde yapisal bozulmanin olmadigi

goriilmistiir [112, 113].

Diger bir teknik ise akis alan-akis fraksiyonu -F4; boyuta dayali yontemlerler i¢in
de nispeten daha yeni bir yontem sayilmaktadir. Bir kanal yardimiyla parabolik
akis saglanarak siispansiye karisimdaki partikiillerin boyutlarina gore izolasyonun
saglandig1 bir tekniktir. Insan noéral kok hiicre kiiltiiriinden eksozomlar izole

etmek icin F4 kullanilmis ve izolasyonun basarili oldugu goriilmiistiir [108].
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2.3.5.3 Immiinoafinite Yakalama Tabanh Teknik

Eksozomlar1 biiyiikliiklerine, yogunluklarina ve diger fiziksel 6zelliklerine gore
izole eden stratejilere ek olarak, izolasyonu icin proteinler ve antikorlar
arasindaki etkilesim ile immiinoafinite yakalama gibi baska yontemler de
gelistirilmistir. Ozellikle eksozom yiizeyinde bulunan basta CD63, CD81, CD82,
CD9, Alix, annexin, EpCAM ve Rab5 proteinleri olmak {izere bir ¢ok protein yiiksek
saflikta ve eksozomlarin spesifik alt popiilasyonlarinin izolasyonuna katkida
bulunabilmektedir [114]. Bu yoOnteme gore, antikorlar manyetik boncuklar,
kromatografi matrisleri, plakalar veya mikroakiskan cihazlar {izerine sabitlenebilir
[115]. Ancak en yaygin kullanilan1 mikroakiskan cihazlardir. 1.0 mL kadar kii¢iik
bir hiicre Kkiiltiiri ortami hacmiyle immiinoafinite yakalama yOntemini
kullanilarak yapilan bir calismada, izolasyon verimi ultrasantrifiij ile
karisilastirilmis ve sonuclarin her iki yontemde de benzer oldugu goriilmiistiir.
Her yontemde oldugu gibi bu yonteminde avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Yiiksek saflik ve kolay prosediire ragmen, nétr olmayan pH ve
fizyolojik olmayan tuz konsantrasyonlari eksozom biyolojik aktivitesini
etkileyebilmesi s6z konusudur. Ayrica reaktiflerin yiiksek fiyati, 6zellikle asiri
yiiksek saflik veya belirli bir eksozom alt tiirii talepleri olmadiginda, bircok

laboratuvarin bu yontemi secmemesinin bir baska nedenidir [116].
2.3.5.4 Eksozom Coktiirme

Sentetik polimerler ve hidrofilik polimerler rutin olarak viriisleri ve diger kiiciik
parcaciklar1 ¢okeltmek icin kullamilmaktadir [117]. Bu ozelliklere sahip
polimerler kullanilarak eksozom izolasyonun basarili oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle polietilen glikol (PEG) gibi su icermeyen polimerler izolasyon icin gerekli
kosullu ve ozellikleri sahip oldugu icin 6ne ¢ikmaktadir [111]. Su icermeyen
polimerler su molekiillerini baglar ve daha az ¢oziiniir bilesenleri ¢6zeltiden disar1
cikmaya zorlayarak izolasyona hizmet eder. Yapilan arastirmalar da kiltiir
ortamina PEG (0.08 g/mL ) ile gece boyu 4 °C'de inkiibe edilmesi eksozom iceren
cokelti, diisiik hizli santrifiijleme veya filtrasyon yoluyla izole edildigi goriilmiistiir

[119, 120].
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Bu ¢oktiirme ve diger yontemlerinde disindan, birkac¢ eksozom izolasyonu icin
ticari kitler mevcuttur. Bu kitlerinin bazilar1 serum, plazma, idrar, beyin omurilik
sivist ve kiiltiir ortami dahil olmak iizere bircok kaynaktan eksozom izolasyonunu
miimkiin kilmaktadir. Ancak tiim izolasyonu yontemlerinde de oldugu gibi
¢oktlirme isleleminden 6nce, numunelerin hiicrelerden ve hiicresel kalintilardan

onceden temizlenmesi gerekir.
2.3.5.5 Mikroakigkan Tabanh Teknik

Her gecen giin gelisen mikrofabrikasyon teknolojisinde, eksozomlarin hem fiziksel
hem de biyokimyasal 6zelliklerinden mikro Olceklerde yardimiyla, hizli ve verimli
bir sekilde izole etmek icin mikroakiskan tabanli cihazlarin {retimi
gelistirilmesinin yolunu acmistir. Bu yéntem heniiz oldukca yenidir. Izolasyon icin
yapilan birka¢ calisma mevcuttur. Ancak bu teknik {izerine yapilacak ¢alismalar
ihtiyac duyulmaktadir. Bu zaman kadar yapilan calismalarda ise; akustik
nanofiltre ile bilesenleri boyutlarina ve yogunluklarina gore [121], gelistirilen
gozenekli silikon nanotelin ise hiicre kalintilarini uzaklastirarak izolasyon
edebildigi gorilmiistiir [122]. Aymi zamanda spesifik eksozom izolasyonu
saglayabilen immiinoafinite yakalamayi saglayan bir mikroakiskan cip gelistirilmis

ve izolasonun basarili oldugu goriilmistiir [123].
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Ultrasantrifiij
Tabanli Teknik

Boyut Tabanh
Teknigi

Immiinoafinite
Yakalama

Tabanh Teknigi

Eksozom
COktiirme
Teknigi

Mikroakigkan
Tabanh Teknigi

Tablo 1.1 Eksozom izolasyon yontemlerinin karsilastirilmasi

Partikiil bilesenlerinin ve
¢oziinen maddelerin
yogunluk, boyut ve sekle

dayali ayrilma amaclar

Molekiiler agirliklar

bilinen veya boyut
dislama sinirlarina sahip
karisimlardan filtre
membrani kullanarak

izolasyonu amaclar

Eksozomlarin zara bagh
antijenleri (reseptorleri)
ile  hareketsizlestirilmis
antikorlar (ligandlar)
arasindaki spesifik
etkilesime dayali eksozom

izolasyonu amaclar

Su icermeyen polimerlerin
yardimiyla (Orn: PEG)
eksozomlarin
¢oziinlirligiini veya
dagilabilirligini
degistirerek  izolasyonu

amaclar

Siispansiye

Immiinoafinite, boyut ve

yogunluk gibi
eksozomlarin cesitli
ozelliklerine dayanan

mikro 6lcekli izolasyon.

Yiiksek

Orta

Yiiksek

Diisiik

Yiiksek
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Biiyiik numune

kapasitesi ve biiyitk
miktarlarda eksozom

verimi

Ultrasantrifiij kiyasla
daha hizli izolasyonu

saglayabilir,

Spesifik olarak
eksozom izolasyonunu

imkanl kilar

Yiiksek verimli, 06zel
ekipmana gerek yok ve
calisma siiresini

nispeten kisadir

Yapilan calismalar

yiiksek miktarda
eksozom  izolasyonu
yapilabildigini

gostermistir

kiltiiri
daha
uygundur. Pahali ekipman,

Hiicre

arastirmalarinda

uzun siireli ve yogun emekli,
ayrica proteinleri ve/veya
protein-RNA kiimelerini

cokeltir

Membrana bagh

olumsuzluklarin  gelismesi

(filtre tiklanmasi)

Yiiksek maliyete ve verimin

nispeten daha az olmasidir

Diisiik numune hacimlerinde

calisma imkan1 sunar

Hentiz klinik uygulamasi

kesinlesmemis bir yontem

olup kalite kontrol
caligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir



2.3.6 Eksozom Karakterizasyonu

Farkli izolasyon teknikleri kullanilarak farkli kaynaklardan eksozom izole etmek
miimkiindiir. Ancak izolasyon icin tercih edilen yontem her ne olursa olsun,
yontem basarisimi olciilmesi gerekmektedir. Izolasyondan sonra elde edilen
eksozomlarin boyut, yogunluk ve yiizey belirtec 6zelliklerine gore karakterizasyon

islemi yapilabilmektedir. Eksozomlarin karakterizasyon yontemleri;

Dinamik 151k sa¢ilim1 (DLS)
Nanoparcacik izleme analizi (NTA)
Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)
Flow sitometri

Direncli Darbe Algilama- (Resistive Pulse Sensing-RPS)

N U g w o=

Yiizey plazmon rezonansidir.
2.3.6.1 Dinamik 1s1k sacilimi (DLS)

Dinamik 151k sacilim teknigi, parcacigin Brownian hareketinin neden oldugu sabit
bir acida (173°) sacilan 151k yogunlugunun dinamik dalgalanmalarim1 Olcerek
parcacik hareketinin hiz dagilimini analiz etme prensibine dayanir. Ayrica Stokes-
Einstein iligskisine dayali olarak partikiil caplar1 hesaplabilmektedir. Bu yontemle
kisa siire icinde boyut analizi yapabilmeyi saglamaktadir [124]. Boyutunun
Olcimii yanindan DLS ile zeta potansiyel olciimii de yapilabilmektedir. Zeta
potansiyeli eksozom biitiinliigiinii ve dagilim stabilitesini belirlemek kullanilan

faktorlerden birisidir [125].
2.3.6.2 Nanoparcacik izleme analizi (NTA)

DLS’e benzer calisma prensibine benzer oOzellikteki NTA, Brownian hareketi
kaynakli hareket eden nano 6lgekli parcaciklardan sacilan 15181n gercek zamanl
goriintiisi araciligiyla sivi siispansiyonda 50-1000 nm araligindaki parcaciklarin
boyutlarin1 ve konsantrasyonunun o6l¢iimiinii yapabilmektedir. Stokes-Einstein
iliskisine dayali olarak caplarini hesaplayabilmektedir. Kisaca NTA, mikroskobun
goriis alanindaki parcaciklardan sacilan 15181 gorsellestirir. Bu 151k, hareket eden

kiiciik parlak noktalar olarak goriiniir. Tek tek parcaciklarin hareketleri ile kisa bir
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video ile takip edilebilmektedir [126]. Giiniimiizde eksozom c¢alismalarinda
karakterizasyon isleminde cok kullanilan analiz yontemidir [127]. Ancak
izolasyon sonrasinda analiz de mutlaka seyretme islemi yapilmalidir. Bu ylizden

kontaminasyon riski fazladir [128].
2.3.6.3 Transmisyon elektron mikroskobu (TEM)

Bu yontem ile eksozomlarin goriintilenme hedeflenir. Goriintiileme amaci; ilk
olarak, boyut ve morfoloji acisindan istenir. Ikinci olarak ise; numunenin safliginm
Olcmek icin gortintiileme ihtiyact duyulur [129]. Bu goriintiilleme teknikleri ile
lipoprotein partikiilleri, biiyiik protein kompleksleri ve diger istenilmeyen
partikiillerin olup olmadig1 degerlendirilir. Ozellikle eksozomlar nanoboyutlarda
oldugundan, yliksek ¢oztntrlikli mikroskopi kullanilarak
goriintiilenebilmeketdir. Bu yiizden transmisyon elektron mikroskobu (TEM) en
popiiler yontemlerden birisidir [130, 131]. TEM analizi i¢in eksozomlarin bir 6n
isleme tabi tutulmasi gerekir. Bu da biiyiik miktardaki numunelerin taranmasi

zorlastirir.
2.3.6.4 Flow sitometri

Bu yontemde eksozomlarin hem yiizeyinde bulunan yiizey belirteclerini hem de
boyut analizini yapilabilmektedir. Flow sitometri prensibine gore; akis halindeki
numuneler icerisindeki eksozomlar lazer 1sigiyla hiicre sagilma ve floresan
sinyalleri liretir. Bu sinyaller ise 6zel dedektorlerce algilanarak analiz etmektedir

[132, 133, 134].
2.3.6.5 Direncli Darbe Algilama- (Resistive Pulse Sensing-RPS)

Diger karakterizasyon yontemlerinde de oldugu gibi RPS’de siispansiyon i¢inde
partikiillerin boyut ve konsantrasyon yogunlugunu analiz etmektedir. Bu
methodta, cihaz icerisindeki 1 um'nin altinda olan nanoporlar araciligyla partikiil
hareketlerine gore hesaplanmaktadir [135,136]. Ancak bu da TEM’deki gibi
biiyiik numune oOrneklerinin degil de daha kii¢iik miktardaki orneklerinin

analizlerinin yapilabilmesi miimkiin kilabilmektedir.
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2.3.6.6 Yiizey Plazmon Rezonansina Dayali Nanosensérler

Hassas bir yontem olan yiizer plazmon rezonansina dayali nanosensorler;
siispansiyon icindeki molekiillerin metal yiizey {izerine yaptig1 absorpsiyon ile
olusan kirilma indisine bagli olarak kiitle ve konsantrasyonunu izleme avantaki
saglayan bir yontemdir. Heniiz klinik uygulamalara ge¢cmemis bu yontem,
proteinler, lipidler ve niikleotidler dahil olmak iizere eksozomlarin toplam
kiitlesini ifade etmektedir. Ancak bu yontemde bazi yontemlerdeki gibi kiiciik

hacimdeki numunelerin analizlerini yapabilmektedir [137].
2.3.7 Eksozomlarin Tani ve Tedavi Amach kullanim

Eksozomlarin Kkesfinin ardindan uzun siire, bu yapilarin asil gorevlerinin
hiicrelerin olgunlasma siirecinde hiicre ati§1 yani “cop” oldugu varsayilmstir.
Ancak yapilan calismalar bu yapilarin altindan karmasik bir mekanizmanin
oldugunu gostermistir. Eksozom bilesenleri; cesitli proteinler, lipidler ve genetik
materyalleri (0rnegin, miRNA, mRNA, DNA molekiillerinin yani sira uzun
kodlamayan RNA'lar) icerdigi goriilmesiyle asil islev mekanizmasi aydinlatilmaya
baslanmistir. Bu bilesenleri sayesinden eksozomlarin, hiicre iletisimini 6nemli bir
parcasi oludugu goriiliirken ayni1 zamanda da epigenetik diizenleme de 6nemli bir
role sahip oldugu kabul edilmistir [138]. Canli hiicrelerdeki eksozomlarin sartlari
ne olursa olsun, koken aldiklari hiicreler tarafindan diger hiicrelere iletilecek
bilgiler ince bir sekilde diizenlendigi goriilmiistiir [139]. Bu yilizden eksozomlar
koken aldiklar: hiicrelerin fonksiyonel durumlar1 hakkinda detyali bilgi verebilme

kabiliyetine sahiptir.

Biyoteknolojik calismalarin gelismesiyle birlikte eksozomlarin o6zellikleri
sayesinde hem tani da hem de tedavi amaciyla kullabilecek ideal bir ara¢ oldugu
diisiiniilmeye baslanmistir. Ozellikle, eksozoma dayali tani, invaziv olmayan
tanilama icin temeli olusturmaktadir. Bunun disinda eksozomlar; ila¢ dagitimi
[140], hiicresiz as1 gelistirme [141] ve rejeneratif tip [142] basta olmak {izere pek
cok biyomedikal alanlarin arastirmalarina yonelik ilgi artmistir. Bu ilgininde her
gecen artacagl diisiiniilmektedir. Ancak eksozomlarin, klinik uygulamalar icin
karsilastigt en biiyiik engellerin izolasyon zorlugu, izolasyon saflig1 ve

kontaminasyon oldugu bilinmektedir. Daha basit ve yiiksek saflikta bir izolasyon
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yonteminin gelistirilmesi klinik uygulamalara yonelik c¢alismalara ivme

kazandiracaktir [143]

Ozellikle dolasimdaki tanisal biyobelirteclerin tanimlanmas: erken teshis biiyiik
avantaj saglayabilecegi diistiniilmektedir. Sadece taniya yonelik degil ayni
zamanda hastaliklarin patolojik baslangiclarinin aydinlatilmasina, hastlaliklarin
tekrarlanmasini veya mevcut tedavinin etkilerinin goézlenmeyebilmek imkani
saglayacaktir. Dolasimda bulunan proteinler ve niikleik asitler kararsiz
oldugundan o6zellikle baz1 hastaliklarin biyobelirte¢i olma konusunda yetersizdir.
Bu sebeple belirte¢ niteligi tasitabilecek daha kararli molekiiller tizerinden
arastirilmalarin yapilmasi gerekir. Ancak yine de ¢ogu hastaligin ge¢ evresinden
bu belirtegler ortaya cikabilirken bazi hastaliklarda ise bu belirtecler ortaya dahi
¢ikmayabilir. Eksozomlarin biyobelirte¢ olarak kullanimi ise, bu sorunlarin

tistesinden gelme konusunda umut vaad etmektedir.

Son yilarda; kan, idrar [144], beyin omirilik sivis1 (BOS) [145] anne siitii [146]
tlikiiriik [147] amniyotik sivi [148] ve meni [149] basta olmak {izere hemen
hemen tiim viicut sivilarinda eksozom varlig1 tespit edilere ve izolasyonu
yapilabilmistir. Icerikleri, koken aldiklar1 hiicrenin durmunu yansitmasiyla
hiicrelerin “parmak izi” veya “imzas1” olarak tanimlanabilmektedir [6].
Biyobelirtecler {izerinden eksozomlarin en ¢ok arastirildig1 hastalik ise kanserdir.
Wang ve ekbinin 2014 yilinda yaptig1 bir arastirmaya gore; hepatoselliiler kanser
hastalarinin eksozomal miRNA seviyeleri arastirilmis olup, burada miRNA-22'nin
eksperasyon seviyesi anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur [150]. Ayrica
prostat kanseri hastalarindan izole edilen idrar eksozomlarinda, prostat kanseti
geni-3 ile prostat spesifik antijeni gibi biyobelirtecler icerdigi rapor edilmistir
[151]. Benzer sekilde, beyin metastatik kanserinde eksozomal miRNA arastirmis
ve  miRNA-210'un yukar1 regiile oldugu, miR-19a ve miR-29c'nin asagi
regiilasyonu arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir [152].

Ozellikle sinir sisteminin eksozomal miRNA'sinda hastaligin baslangici, asamalari
yansitmasi konusunda oldukca 6nemli role sahiptir. Dolasim da eksozomal miRNA

ise kanda bol miktarda bulunup stabiliteye sahiptir [153]. 2017 yilinda yapilan

bir calisma da; serumda izole edilen eksozomlarin, qPCR ve ROC egri analizi
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kullanilarak miR-195, miR-19b ve miR-24 ekspresyon seviyeleri saptanmasiyla bu
verilerin Parkinson hastaliginin tanisinda noninvazif biyobelite¢ olarak yardimci
olabilecegin rapor edilmistir [154]. Ayrica Lewy body cisimciginin birikimin
indikleyen eksozomal miRNA ve gen boyutlarindaki ekspresyon seviyeleri
arasinda iligkilerin bulundugu saptanmistir [155, 156]. Parkinson hastalarinin
serumlarindan tiiretilen eksozomlarin proteomik analizi, bu hastaliginda genetik
ve sporadik formlarina sahip hastalarin ve saglikli deneklerin gruplandirilmis
ornekleri tizerinde gergeklestirilen, eksozom biyogenez sentenin 1'in diizenleyicisi
dahil olmak iizere, Parkinson hastalarinin farkli 23 eksozomla iliskili protein

tanimlamistir [157].

Eksozomlarin sadece tani1 amacli degil ayni1 zamanda iyilestirici etkisi nedeniyle
diyabetik yaralararda etkin bir terapotik ajan oldug: goriilmiistiir [158]. Dahast
bugiline kadar yapilan arastirmalar, eksozomlarinin miyokardiyal I/R hasarina
karst korudugu [159]. iskemi oliusumunu 6zellikel ekstremite ciddi oranda
azalttig1 [160], hepatik rejenarasyona katki sagladigi [161]. retina hasarlarini
iyilestirici etkisine sahip oldugu [162], goriliirken son zamanlarda siklikli
arastirilan kikirdak ve kemik rejenarasyonuna da katki sagladigi bulunmustur

[163, 164].

Bu bilgiler 1s1¢1nda eksozomlarin tedavi amach kullanimina yonelik ¢alismalar
hizla stirdiiglinii sOylemek miimkiindiir. Tedaviye ve tan1 yonelik 6nemli bulgular
sergilemelerine ragmen halen daha klinik uygulamalarinin yapilamiyor olmasinin

ontindeki engelleri bir kag yil icinde kaldiralabilecegini diistinmekteyiz.
2.3.8 Eksozom Tabanh ila¢ Dagitim Sistemleri

Son yillarda ila¢ molekiillerinin istenilen bolgeye giivenli ve bozunmadan etkili bir
seklide iletilebilme amaciyla ila¢ tasarimi ve gelistirilmesine yonelik calismalar
giin gectikce daha da artmaktadir. Ozellikle sentetik ilac bilesenlerden daha cok
biyolojik ilaclarin gelistirilmesi odak noktasi olmustur. Bu yiizden eksozomlar
mimetikleri doganin biyolojik dagitim araclarini taklit ettikleri, ancak biyolojik
muadilleri kadar karmasik olmadiklar1 goz 6niine alindiginda, umut verici aday

dagitim araclaridir.
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Eksozom tabanl bir dagitim sistemi, 6zgiilliik, glivenlik ve kararlilik gibi belirli
avantajlara sahiptir. Hedef arama 6zellikleri sayesinde eksozomlar, yiiklerini uzun
bir mesafe {izerinden belirli hedeflere ulastirabilir. Ayrica RNA (siRNA) veya
farmasotik olarak aktif maddeleri iletmek icin de kullanilabilir [165].
Eksozomlarin ilag tasiyici sistem olarak gelistirilmesinin pek cok avantaji oldugu
séylemek miimkiindiir. Ozellikle biyolojik bir nanokesecik oldugundan hiicre
zariyla kaynasabilirken fagositozdan kacabilme yetecegine sahiptir. Bu sebeple de
eksozomlarin diisiik immiin yanit olustururlar [166]. Ayrica DNA, RNA, miRNA,
siRNA, ve ilaclar gibi cesitli bilesenleri aktarma konusunda etkili bir nanotasiyici

gorevi lstlenebilir [167].

Diger yandan, eksozomlarin yiizey 0zelligi sayesinde, ilac tasiyici sistem olarak
hedef hiicreler ile verimli bir sekilde etkilesime girebilecekleri ve yiiklenen ilaci
aktif bir sekilde iletebildikleri yapilan calismalarda tespit edilmistir. Eksozomlarin
ylizeyinde bulunan cesitli yapiskan proteinlerin (tetraspaninler ve integrinler)
ekspresyonuna bagli olarak bu ekstraseliiler vezikiillerin alict hiicre
membranlariyla kolayca etkilesebildikleri ve bu hiicrelerle fiizyon yapabildikleri
gosterilmistir [168]. Eksozomlar hidrofilik ilaclar1 cekirdekte kapsiillemesini ve
hidrofobik molekiilleri lipit cift tabakasi ile tasiyic1 sistem olarak gelistirilebilir.

Ilac yiikleme icin bilinen 2 yéntem bulunmaktadir. Bunlar;

1- Eksozom izolasyonundan 6nce yilikleme yontemi

2- Eksozom izolasyonundan sonra yiikleme yontemidir.
2.3.8.1 Eksozom Izolasyonundan Once Yiikleme Yontemi

Ilac yada terapétik ajanlar, eksozomun iiretilmeden 6nce dahil edilmesi prensibine
dayanan yontemdir. Eksozomlara hiicre icinde biyogenez siireci devam ederken
yiiklenmek istenen molekiilii kapsiilenmesini saglayarak ilac tasiyici system olarak
gelistirilmesi saglar. miRNA , siRNA ve mRNA gibi terapotik gen , hiicre
transfeksiyonu yoluyla eksozomlara dahil edilmektedir. Polietilenimin(PEI)gibi
katyonik polimerler [169] transfeksiyon yoluyla, peptitler ve proteinler gibi

biyolojik ytikleri de yiikleme yapilabilecegini gostermistir [170].

Boyle biyolojik yiikler olmaksizin molekillerin yiiklenmesinden genetik

manipiilasyonlar veya modifikasyonlar olmayan hiicreler direk olarak ilac
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molekiiliine maruz birakilarak yiikleme islemi de yapilbildigi goriilmiistir. Ancak
bu ila¢ kapsiillenme yonteminin kesin mekanizmasi aydinlatilamamistir. Bu
konuyla yapilan calismalarinin birinde; farkli hiicre tiplerine herhangi bir genetic
modifikasyon olmaksizin antikanser ilaci olan  paklitaksele (PTX) maruz
birakildiginda, daha sonra izole edilen eksozomlarin anti-proliferatif etkiye sahip

oldugu goriilmiistiir [171].

Ancak bu yiikleme yonteminde ilac yiikleme kapasitesi, ila¢ yiikleme verimi ve
salim kinetigi gibi faktorlerin hesaplanmasi daha zordur. Bu yontemde bu

basamaklarindan aydinlatilmasi ve hesaplanmasi gerektgini diisiinmekteyiz.
2.3.8.2 Eksozom Izolasyonundan Sonra Yiikleme Yontemi

Eksozomlarin izole edildikten sonra ila¢ yada terapotik ajan yiliklemesinin
yapildig1 yontemdir. Eksozomlar, bir bilipid zara ve sulu bir ¢ekirdege sahip
olmalar1 bakimindan lipozomlara benzediginden, potansiyel olarak hem hidrofilik

hem de lipofilik ilaglarla yiiklenebilirler. Bu yéntem birka¢ method icermektedir.
Bunlar;

Inkiibasyon
Sonikasyon
Elektroporasyon

Dondurma- ¢6zdiirme dongiileri

o & W b

Ekstriizyonlar

Inkiibasyon

Bu yontemde izole edilen eksozomlar direk olarak ila¢c molekiilii ile inkiibasyona
birakilir. Yiikklemesini kolaylastirmak i¢in herhangi bir ek mekanik veya elektriksel
uygulama kullanmamaktadir. Inkiibasyon ile yiikleme yontemin de hidrofobik ilac
molekiillerinin yiikleme etkinligi acisindan daha verimli oldugu goriilmiistiir
[172]. Ancak bu yiikleme yonteminden verimlilik diisiiktiir. Inkiibasyon ile beyin
endotel hiicre hatti (bEND.3) izole edilen eksozomlara antikanser ilagi olan
doksorubisin veya paklitaksel basariyla yiiklenmistir. Elden edilen ilac yiikli

eksozomlarin antikanser ilaclarina karsin daha yiiksek etkiye sahip oldugu
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kanitlanmistir [173]. Yine makrafaj hiicre hattindan (RAW 264,7) izole edilen
eksozomlara katalaz ile inkiibasyona birakilmistir ve yiiklemenin basarili oldugu
ifade edilmistir. Yiikleme verimligini ilacin molekiiler boyutu ve yiikleme

sirasindaki fizyolojik kosullarinda etkilegi goriilmiistiir [15].

Inkiibasyon yénteminde herhangi bir mekanik veya elektriksel kuvvet ek olarak
uygulanmasa bile verimliligi arttirmak icin bazi membran gecirgenlestiriciler
eklenebilmektedir. Bununla ilgili olarak en c¢ok kullanilan membran
gecirgenlestirici ise saponindir. Saponin eksozomun yiizeyinde bulunan kolesterol
ile kompleksler olusturarark, gozenekler olusturabilme kapasitesine sahiptir. Bu
sebeple zar gecirgenliginde 6nemli 6l¢iide bir artisa yol acar [174]. 2015 yilinda
yapilan bir calismada; hidrofobik bir molekiiliin saponin ve saponinsiz olarak
inkiibasyon ile yiikleme kapasitesine bakilmis ve saponin eklenmis grubun diger

gruba kiyasla yiikleme verimliginin yaklasik 11 kat arttig1 kanitlanmistir [175].
e Sonikasyon

Eksozom membranindaki lipit yapisindan dolay: ila¢ yiikleme verimliligin cok
yliksek olmadigini bilinmektedir. Bu yapi ila¢ yada terapotik ajan molekiillerinin
hidrofobik ¢ift katman boyunca dagilmasini ve eksozom i¢ine girmesini zorlastirir.
Eksozom icerisine daha fazla molekiil yiiklenebilmesi adina kullanilan
yontemlerden birisi de sonikasyondur. Bu yontemin prensibinde; izoel edilmis
eksozomlar, ilaclar veya terapotik ajan karistirilir ve ardindan bir homojenlestirici
probu kullanilarak sonikasyon islemine tabi tutulur. Bu prob mekanik kesme
kuvveti ile eksozomlarin zar biitiinliiglinii hafif de olsa deforme eder ve bu zar
deformasyonuyla yiiklenmek istenen molekiil eksozom igerisine girer. Bu islem
eksozom membran mikroviskozitesinin 6nemli 6lciide azaldigini icin zar yapisini
tehlikeye attig1 goriilmiistiir. Ancak sonikasyon islemin sonrasinda eksozomlari
37 °C'de inkiibe edildiginde bir saat icinde za biitiinliigiinii restore edildigi
bulunmustur [176]. Sonikason inkiibasyon yontemiyle karsilastirildiginda

ylikleme verimliligin yaklasik 1,5 kat arttig1 gortilmusttir [177].
o Elektroporasyon

Oncelikle molekiiler biyoloji ve genetic miihendisligi alarindan kullanilan, hiicre

dis1 genlerin canli hiicreye aktarilmasini saglayan bu yontem; elektrik darbe
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alanlar1 olusturarak hiicre zarlarini dielektrik durumunu degistirir. Bu da hiicre
zarinin nispeten bozulmasini ve gozeneklerin olusmasina neden olur [178].
Eksozomlarda hiicre membran o6zelliklerine benzer membran yapisina sahip
oldugudan bu yontem de kullanilarak molekiil yiiklemesi yapilabilecegi
goriilmiistiir. Elektroporasyonun olusturdugu elektriksel akim, eksozomlarin
fosfolipid cift tabakasini bozar ve boylece sonikasyon yonteminde de oldugu gibi
gozenekler olusmasini neden olur. Bu gozenekler sayesinden molekiil eksozom
icerine yayilabilmektedir. Eksozom membran biitiinliigiinii daha sonra tekrar
kazandig1 goriilmiistiir. Bu yontem daha biiyiik molekiiller icin 6rnegin siRNA
veya miRNA’larin eksozoma yiiklenmesi icin yaygin olarak kullnilan yontemdir.
Clinkii bu biiyiik molekiiller kendiliginden eksozom icerisine girebilme imkani
bulunmamaktadir [179]. Bununla birlikte, elektroporasyon yoOnteminin
dezavantaji ise, eksozom kararsizligina yol actig1 icin yiikleme verimliliginin
diismesine neden olabilir. Ancak bu durum icinde elektrik voltaji, elektrot
malzemesi ve elektroporasyon tamponlar gibi elektroporasyon parametreleri, ilag

yiiklemesini iyilestirmek icin modifiye edilebilerek ¢6ziimlenebilir [180].
e Dondurma-¢6zdiirme dongiileri

Bu yontem kisaca ila¢ yada terapotik ajanla eksozomla birlikte inkiibasyona
birakilir. Daha sonra ise bu karisim -80 °C'de veya sivi nitrojende hizla dondurulur
ve tekra oda sicakliginda ¢oziindiiriiliir. Boyle dondurma-¢o6ziilme en az 3 dongii
olacak sekilde devam eder [181]. Bu yontemin prensibi ise, sinirli donma ve
¢ozdliirme dongiilerinden sonra eksozomlarin lipid cift tabakasinda hafif bir
bozulma ile molekiilleri eksozom i¢gine yayilmasin1i amaclanir [15]. Ancak bu

yontem sonikasyona gore daha diisiik yiikleme verimliligine sahiptir.
o Ekstriizyonlar

Ekstriizyon yonteminde ise, izole edilen eksozomlarin kontrollii sicaklik ve basing
altinda 100-400 nm arasindaki gozenek boyutlarina sahip filtreler gecirilmesi
prensibine dayanir [182]. Ekstriizyon sirasinda, eksozom memnranindan
bozulmalar goriiliir ve bu bozulan membrandan ila¢ yada terapotik molekiil
eksozom icerisine yayilir. Bu yontemde kullanilan sert mekanik kuvvetin zar

protein yapilari ve zar 6zelliklerini degistirip degistirmedigi hala belirsizdir. Ancak
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yapilan bir calismada meme kanseri hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin bu
yontem kullnilarak porfirin yiiklemis ve elde edilen yeni tasiyici sistemin zeta
potansiyelinde degisiklik olmazken, yiiklii eksozomlarin sitotoksik etkisinin

olmadig1 bildirilmistir [175].
2.3.9 Mezenkimal Kok Hiicrelerden (MKH) Elde Edilen Eksozomlarin Ozellikleri

Kok hiicre, bir hiicre tiiriine 6zellesmemis, boyut ve fonksiyonlar1 azalmamis,
kendi popiilasyonlarini koruyan, boliinerek kendini yenileyebilme ve
indiiklendiginden farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir [182]. Mezenkimal
kok hiicre kaynakli eksozomlar, kemik iligi (BMKH'ler), yag dokusu (ADSC'ler),
Wharton jeli, Olfaktor gibi cesitli kaynaklardan elde edilebilmektedir [184,185].

Son zamanda kok hiicreler gerek klinik gerekse temel arastirmalar agisindan
oldukca 6nem kazanmustir. Ozellikle MKH tabanlhi uygulamalar, cesitli hayvan
hastalik modellerinde ve kemik kirig1 [186], travmatik beyin hasar1 [187], felc
[188] ve miyokard enfarktiisii [189, 190] gibi hastaliklarda olumlu terapétik
etkileri oldugu acikca goriilmiistiir. Bu hiicrelerden izole edilen eksozomlarin ise
rejeneratif tip alaninda giivenilir bir terapotik ajan oldugu kanitlanmistir [191].
MKH kokenli eksozomlarin, bagisiklik, karaciger, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norolojik hastaliklar olmak tiizere pek cok hastaliklarda terapotik etkin oldugu
bulunmustur [192, 193]. Yapilan arastirmalara gore; MKH kokenli eksozomlarin
ozellikle yaralanmalar sonrasinda doku onarimindan terapotik ajan olduguna
yonelik kanitlar her gecen giin artmaktadir [194]. MKH-eksozomlarinin, endotel
hiicrelerinde cesitli sinyal yollarin1 aktive edebilen mRNA (mRNA) ve miRNA'lar
dahil olmak {izere cesitli anjiyogenez ile ilgili proteinler ve RNA'larda
zenginlestirilmis olup ve bu eksozomlar trofik faktoriin ekspresyonunu
indiikleyebildigi goriilmiistiir [195]. Ayrica bu eksozomlar miRNA-133b'yi
astrositlere ve noronlara aktardigini ve inme sonrasi noéral biiyiimeyi ve

fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi kanitlanmistir [196,197].

2.4 Biyomalzemeler

Dogal veya sentetik, genellikle birden fazla bilesenin bir araya gelmesiyle olusan,
tibbi amacl biyolojik sistemlerle etkilesime girme kabiliyetine sahip 6zel olarak

tasarlanmis malzemelere biyomalzemeler denir. Biyolojik sistemle etkilesime
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gecen bu biyomalzemeler ya terapotik etki yada tanisal amacli kullanilmaktadir

[198].

1980’li yillarda doku miihendisligine yonelik calismalarin baslamasiyla birlikte
biyomedikal uygulamalar artmis ve biyomalzemelerin rejenerasyon 6zellikleriyle
hasarli ve hastalikli viicut kisimlarinin degistirebilecegi yada yerini alabilecegi
fikriyle bu alanda yapilan calismalarin ivme kazanmasina neden olmustur [199].
Yapilan arastirmalar gostermistir ki, bu materyaller, doku yenilenmesinin dogal
siirecindeki gibi hiicre aktivitelerini ve fonksiyonlarin1 yonlendirebilen yapisal,
mekanik ve bilesimsel sinyaller sunabilme kabilliyetine sahiptir [200,201]. Son
yillarda da bu alani olan ilginin altindan yatan en biiyiik sebepte budur. Ciinkii,
hastaliklar tedavi etmek, viicut fonksiyonlarinin restorasyonuna yardimci olmak
ve saglikli dokular olusturabilmek icin gelistirilen ve gelistirilme arastirmalari
devam eden implantlar, biyomedikal cihazlar ve doku iskeleleri bu alanin temel

tasini olusturmaktadir [202].
Biyomalzemeleri kendi icerisinden 4 sinifa ayrilamak miimkiindiir. Bunlar;

1. Metaller,

2. Seramikler,
3. Polimerler,
4

. Kompozitlerdir.
2.4.1 Biyomalzemelerin 3Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiiriinde Uygulamalar

Canli organizmadaki ayni hiicreler biraraya gelerek dokulari, dokular bir araya
gelerek organlari, organlarda bir araya gelerek sistemleri olusturan, son derece
kamasik biyolojik sistemi olustururlar [203]. Bu karmasik sistemi laboratuvar

kosullarinda anlayama yonelik calismalar devam etmektedir.

Uzun siiredir, polistiren veya camdan hazirlanmis kiiltiir kaplar icerisinde bu
karmasik sistem taklit ederek iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii gerceklestirilmektedir
[204]. Bu 2B kiiltiir sistemi bir ¢ok arastirmay: siirdiirebilmek adina gerekli olsa
da baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Kiiltiir kaplar icerisinde, hiicrenin
cogalmasi icin fizyolojik kosullar saglanarak devam edilen bu sistemin, tek bir
hiicre tipi icermesinden kaynakli farkli hiicreler arasi intraselliier iletisimin

olmamasi [183], dogal ortamdakilere kiyasla hiicresel morfoloji, islevler ve genel
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davranista bir fark gozlenmesi [205] en biiylik dezavantajlarindan birisidir. Bu
bilgiler 1s1ginda, farkli hiicrelerin de kiiltiir sistemi icerisinde yer alabilmesi,
hastalik modellerinin in vivo fizyolojisine yakin oOzellikleri taklit edebilmesi,
gelistirilen modellerde hiicresel ve molekiillerin arastirilmasini yapilabilmesi ve
ozellikle etik kurallara uygun alternatif sistemin gelistirilmesi biiyiik 6nem arz

etmistir.

3 Boyutlu (3B) kiiltiir sistemleri ise; hiicre popiilasyonlar1 arasindaki direkt hiicre-
hiicre etkilesimi saglayabilen hiicre dis1 matrise (ECM) gomiilii halde in vivo
ortamdaki mikrocevre benzeri bir sistemlerdir [206]. ECM, burada hiicre-hiicre
etkilesimlerini, hiicre yapismasini, farklilasmasini ve biiylimesini diizenleme
roliinti tstlenir [207]. Boyle bir ortam icerisinde hiicre hiicre etkilesimi artarak
hiicrelerin biriyle kiimelenmedine neden olur. Bu kiimelenmis hiicre yapilarina ise
sferoid denir [208]. 3B kiiltiir sistemnde sferoid yapisin sekil 2.4’te gosterilmistir.
Ayrica 2B ve 3B kiiltiir sistemlerin 6zelikleri sekil 2.5 ‘te goOsterilmistir. Bu
baglamda, 3B kiiltiir sistemleriyle yapilacak olan klinik 6ncesi tiim caligmalarin

daha da 6nem kazanacagini 6ngérmekteyiz.

Sekil 2.4 3B kiiltiir sisteminde sferoid olusumu (Biorender.com’da cizildi)
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Sekil 2.5 2B ve 3B kiiltiir sistemlerinin karsilastirilmasi (Biorender.com’da
cizildi)
3B hiicre kiiltiirii sistemlerindeki, hiicresel fonksiyonlarin gelistirilmesi icin ECM
ile yiiksek diizeyde benzerlige sahip biyomalzemelerin kullanilmasini gerektirir.

Biyomalzemeler o6zellikleri sayesinde, 3B kiiltiir ortamini olusturabilmeyi

miimkiin kilmistir. 3B kiiltiirler de kullanilan biyomazlemeler;

» Hidrojeller
> Hiicre Iskeleleleri
» Hiicresizlestirilmis Dogal Doku

» Ultra Diisiik Baglant1 Yiizeyi

Bu cesitli formlardaki kiiltiir ortamlar1 hiicre fonksiyonlarinin verimliligini
artirmak i¢in kullanilmaktadir. Olusturulan bu sistemde basta terapotik ajanlar ve
tanilama arastirmalar1 olmak iizere bir cok calismanin siirilmesine katki

saglamistir.
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2.4.1.1 Hidrojeller

3 boyutlu yapiyr olusturmak iizere kullanilan biyomalzemelerden birisi de
hidrojellerdir. Hidorjeller; hidrofilik oOzellige ve biiyiik miktarlarda su veya
biyolojik sivilar1 absorbe edebilen polimerik aglara sahip olmasi onun kiltiir
ortami icin en uygun adaylardan birisi yapmistir. Ayrica hidorjeller dogal doku
ECM’sine benzer yapisi olup, yumusak ve 1slak ortami sayesinden O,, besin, atik
ve ¢oziiniir diger faktorleri tasinmasina kolaylik saglamaktadir [209, 210]. Hiicre
kiiltiirii icin hidrojeller, sentetik ve dogal olmak iizere 2 sinifa ayrilir. Sentetik
hidorjeller cesitli hiicre tiplerine yapisal destek saglarak kiiltiir sistemin
gelismesine yardimci olurken, dogal hidorjeller ise, biyolojik olarak uyumlu ve
biyobozunur olan bu malzeme hiicresel aktiviteleri desteler. Dogal hidrojeller,
kolajen, aljinat, hyaluronik asit olusur ve bir ¢ok hiicrenin canliligini devam
ettirmesini, ¢cogalmasini ve farklilasmasini katki saglamaktadir [211, 212, 213].
Sentetik hidrojeller ise; Polivinil alkol (PVA), Poli- hidroksietil metakrilat
(pHEMA), Poli-etilen glikol (PEG)’den olusmaktadir. Sentetik hidrojeller ile
olusturulan 3B kiiltiir ortamlarinin; doku onarimini, poliferasyonu ve canlilig

tesvik ettigi goriilmustiir [214,215].
2.4.1.2 Hiicre iskeleleleri

En eski yontemlerden birisidir. Bu sistemde iskeleler, ¢ogalmayi, hiicrelerin
yapismasini ve hiicresel haberlesme aktivitelerini kolaylastirdigi gortlmistiir.
Ancak bu etkiler, iskeleyi olusturan biyomalzeme, acgikta kalan yiizey, gozenek
boyutu, gozenek dagilimi ve birbirine baglanabilirlik gibi fiziksel faktorlere gore
degisiklik gostermektedir. Bu hiicre iskeleleri icin birkac sentetik polimer
kullanilmistir. Bunlar; poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA), poli(laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolaktondur. Ancak bu yontem fiziksel olarak
kisa zaman icin de kolayla hazirlanabilse de Hiicrelerin homojen dagilimi

konusunda zorluklar yasanmaktadir [216,217].
2.4.1.3 Hiicresizlestirilmis Dogal Doku

Sentetik iskeleler yardimiyla dogal geometrik morfolojiye sahip, esneklik ve
mekanik mukavemet saglayan hiicresizlestirilmis bir matris ile 3B kiiltiir ortami

yapilabilmektedir. Son zamanlarda daha da dikkat ¢eken bu yontem; tiim organin
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perfiizyonu (yogun organlar/dokular icin, bir basing gradyani uygulamasi (i¢i bos
dokular icin), siiper kritik siv1 kullanimi (uzun siireli depolama i¢in uygun) gibi
cesitli yontemler icerdigi bildirilmistir. Dokuya 6zel ECM’nin biyokimyasi,
biyomekanigi ve 3B dokularini olusturabilmesi en 6nemli avantajlar arasinda yer
alirken; diger 3B kiiltiir ortam biyomalzemelerine kiyasla dokularin piiriizliiliik,
elastikiyet ve gerilim kuvveti gibi mekanik 6zelliklerinde 6nemli 6lciide azalma

oldugu tespit edilmistir [218,219,200].
2.4.1.4 Ultra Diisiik Baglant1 Yiizeyi

Bu biyomalzeme prensibinde ise; hiicre kiiltiirii kaplarinin yiizeyleri hiicrelerin
ylizeye yapismasini Onleyebilen, hiicre baglanma 0zelliklerini diisiik
biyomalzemeler ile kaplanir. Ultra Diisiik Baglant1 Yiizey yonteminde, hiicrelerin
kiiltiir kaplarinin yiizeyine yapisamaz ve bu da hiicrelerin ortam icginede
ylizmesine neden olur. Bu sebeple hiicreler arasi etkilesim artarak hiicreler
kiimelenme egilimi gosterir [221]. Bu yontem kullanilarak hazirlanan 3B kiiltiirler
in vivo kosullara benzer bir ortam saglayabilirken; seri iiretimde zor olmasi en

biiyiik dezavantajidir [222].
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2

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 MATERYAL

3.1.1 Ekipman

Steril hiicre kiiltiir odasi

Hava akimli kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster
BH-EN 2006)

Karbondioksitli inkiibatér (New Brunswick scientific CO-150 37°C, FrioCell
111 25 °C)

Inverted mikroskop (Olympus CKX41)

Isik mikroskobu (Olympus)

Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

-195°C azot tanki ve azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

Spectrostar-Nano-Spectrophotometry (BMG LABTECH)

Optima XPN-100 Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

Nanosight 300-NS300 (Malvern Panalytical)

Yiiksek performanslh sivi kromatografisi (HPLC) (Agilent Technologies)
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR), JASCO 6600-Tetra
Zeta Potansiyeli ve Partikill Boyutu Olciim Cihazi, Zetasizer Agilent
TechnologiesQ500 Sonicator (Qsonica, LLC)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) Cihazi, FEI QUANTA 450 FEG ESEM
SEM

Vorteks (Biobase)

Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

10, 50, 100, 1000 ul'lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)

1-10, 10-100, 100-1000 pl'lik tek kullanimlik pipet uclar1 (AxyGen)
Santrifiij tiipleri -1, 2, 15, 50 ml. (Eppendorf , IsoLAB)
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e Hiicre kiiltiir flasklar1 -25 ¢cm2, 75 cm2 (TPP, Nest)
o 6,12 ve 96'lik well plate (Falcon, TPP microplates)
e 0.22 um membran filter (Aisimo)

e 0.45 um syringe filter (Aisimo)

e Enjektorlar 10 cclik (Ayset)

3.1.2 Kimyasallar

e Dopamine hydrochloride 10G (Sigma)
e Thylazoyl blue tetrazolium bromide (MTT ) (Biomatik )

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium- F12 (DMEM -F12 ) (Sigma )

e Penisillin-streptomisin (PAN Biotech)

e FBS-fetal bovine serum (Capricorn)

e DMSO (Dimetil siilfoksit) (AppliChem)

e Tripsin-EDTA (Multicell)

e Saponin (Sigma)

e Acetonitril (Sigma)

e Dipotasyum fosfat, K,;HPO, (Sigma)

e Monopotasyum fosfat, KH,PO, (Sigma)

e Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,PO,.H,O (Merck)

e Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Merck)

e KCl (Sigma)

e Jelatin/Alginat Bioink Toz (HD Bioink/ Baseink)

e (CaCl2 capraz baglayici (HD Bioink)

e Anikorlar: BII tubulin-fare (Santa cruz Biotechnology; Purifield anti-
tubulin Beta Biolegend MMS-435P);

e Sekonder antikorlar: Anti-fare IgG-FTIC-tavsan (Santa cruz Biotechnology)
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3.2 Deneylerde Kullanilan Besiyerleri, Tampon ve Kimyasallarin
Hazirlanmasi
3.2.1 Tamponlar

e PBS Tamponu

8 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 1,8 g Na,HPO,.2H,0 ve 2 g KCl tartilip distile su eklenerek
Ph metre ile pH oOlciildii ve pH1 7,4’e ayarlanacak sekilde son hacim 1000 ml
olacak sekilde soliisyon hacmi tamamlandi ve siiziildii. Takibinde sterilizasyon

amacli otoklavlama yapilarak kullanim icin +4°C saklandi.
e MTT Soliisyonu

MTT tuzu 5 mg/ml PBS icerisinde hazirlanip vortekslendi, Once 0,45 pl’ lik
filtreden ve daha sonra 0,22 ul'lik filtreden gegirilerek steril edilip -20’e kaldirild:.

e 6-OHDA Soliisyonu

6-OHDA, 10mM ana stok konsantrasyonu olacak sekilde % 0.9 (w/w) NaCl ve
%0.2 (w/v) askorbik asit iceren ultra saf su icerisinde c¢oziildiikten sonra
hazirlanan ¢ozeltinin sterilizasyonu 0.22 um filtreden gegirilerek saglanmis, her

seferinde ana stok taze hazirlanmistir.
3.2.2 Besiyeri
e Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hiicrelerin dondurma soliisyonu %90 FBS ve %10 dimetil siilfoksit (DMSO) 10 ml
olacak sekilde, 15 ml'lik falkonlarda hazirlandi ve -20°C sakland.

e Dulbecco’nun Modifiye Eagle Nutrient Mixture-F12 Medyumu
%10 FBS iceren DMEM-F12 besiyerinin hazirlanmasi i¢in 50’lik falkona 45 ml
besiyeri alinip 0.5 ml penisilin-streptomisin ve 5ml FBS ile tamamlandi.
3.3 Eksozom Izolasyonu ve Karakterizasyonu

In vitro calismalar Istinye Universitesi, Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuvari’'nda yapildi. Eksozom izolasyonu icin Wharton Jeli Mezenkimal kok

hiicreleri (WJ-MKH) kiiltiire edilerek yapildi.
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3.3.1 Wharton Jeli Mezenkimal kék hiicreleri (WJ-MKH) Cogaltilmas1 ve

Kriyoprezervasyonu

Wharton Jeli Mezenkimal kok hiicreleri (ATCC/ WJ-MKH) istinye Univesitesi'nin
Doku Miihendisligi laboratuvarinda -80°C bulunan hiicrelerin canlandirilarak
kiiltiire edildi. Hiicreler 37°C'de hizlica ¢6zdiiriilmiistiir. Cozdiirtilen hiicreler,
icerisinde %10 Fetal Bovine serum, L-Glutamin, esensiyel olmayan amino asitler,
sodyum piruvat ve sodyum bikarbonat bulunan DMEM-F12 (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) besiyerinde 37°C’de, %5 CO, iceren inkiibatérde ¢ogaltildi.
Hiicrelerin iki giinde bir besi ortami1 degistirildi. Flask yiizeyini kaplayan WJ-MKH
hiicreleri tripsin kullanilarak kiiltiir flaskinin yiizeyinden ayrilip 15 ml’lik falkon
tiiplere alinarak 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlendi ve siire sonunda siipernatant
uzaklastirildi. 15 ml'lik falkon tiipiiniin dibinde kalan hiicrelerin 1 ml yeni
hazirlanmis %10 FBS iceren besiyeri ile siispanse edilerek Thoma lamu ile
hiicrelerin sayimi yapildi. Yaklagik 250 pl’ lik hiicre siispansiyonundaki hiicre
sayilar1t hesaplanip 5 ml taze besiyeri icine 100.000 hiicre/ml ekimi yapilarak

devaml kiiltiir yapildi. Devaml kiiltiiri yapilan hiicreler 1mlI'de 1x10° olacak

sekilde, %10luk dimetil stlfoksit (DMSO) ile kriyoprezervasyonu
gerceklestirilerek -80°C’e kaldirild1 [223, 224].

: ety

Sekil 3.1 Wharton jeli hiicrelerinin mikroskop goriintiisii (10X)
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3.3.2 WJ-MKH Kékenli Eksozomlarin Izolasyonu

Hiicreler yeterli yogunluga ulasincaya kadar kiiltiire edilmeye devam edildi. Flask

ylizeyi %80 yogunlugunda hiicre ile kaplaninca serumlu ve antibiyotikli besiyeri

ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler Serumsuz

olarak hazirlanan %1 Pen/Strep DMEM-F12 (serum-free medium) ile 48 saat

boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin supernatantlar

falkon tiiplere toplanarak besiyerleri -20°C’de saklandi. Toplanan besiyerlerinden

eksozom izolasyonu icin oncelikle;

Falkon tiiplere koyarak +4°C’de 300 g’de 10 dakika santrfiiij edildi.

Santrifiij sonrasi elde edilecek siipernatant +4°C’de 2000 g’de 10 dakika

santrfiiij edildi.

Daha sonra siipernatant tekrar toplanarak +4°C’de 10,000 g’de 30 dakika

boyunca santrfiiij edildi.

Santrifiij basamaginin ilk kismi tamamlanan besiyerleri soguk zincirde
Yeditepe Universitesi Ar-Ge laboratuvarinda ultrasantrifiij asamasi
yapilmistir. Son santrifiij isleminin ardindan siipernatant ultrasantrifij

tliplerine aktarilarak 110,000 g’de 130 dakika santrifiij edildi.

Bu islemi takiben siipernatant uzaklastirilacak sonraki islemlerde santrifiij

sonrasi elde edilen pellet kullanild:.

Her bir tiipteki pelletler 1 ml PBS eklenerek +4°C'de 110,000 g’de 70

dakika boyunca tekrar santrfiiij edildi.

Daha sonra ultrasantrifiij sonunda stipernatant uzaklastilarak {izerine 1 ml
PBS eklendi. Eksozomlar ultrasantrifiij tiiplerinden ayrilmas: i¢in 3 dk.

boyunca pipetaj yapildi [224].
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izole edilen eksozomlarin daha sonra karakterizasyonu yapildi.

yogunlugu scmmda

%80e ulasinca

Wharton jelly kok hiicre hatty Serumsuz besiyerinden 48 saat Serumsuz besiyeri
37%C %5 CO; inkibe edildi. TI70C %5 CO, mkiibe edilds. falkon tiplere toplands
Toplanan serumsuz besiveri
-20°C sakland:
Supernatant Pellet 1 ml PBS
Stipematant Stpernatant ':D"“;““ dj" eklenerek
toplandi toplands pian vortekslendi

Ik olarak +4°te 300 g'de Toplanan siipernatant +4°C Toplanan siipematant +4°C

10 dakika santriffijlendi. 2000 g'de 10 dakika 10000 *de 30dakika
santrifiiilendi.

Sekil 3.2 Eksozom izolasyon prosediirii

3.3.3 Eksozomlarin Karakterizasyonu
3.3.3.1 Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

izole edilen eksozomlar, nanopartiikiil izleme analizi ile konsantrasyon ve boyut
olciimii yapilmistir. NTA Yeditepe Universitesi Ar-Ge laboratuvarinda yapilmistir.
Ultrasantrifiij sonrasindan elde edilen ¢ozelti PBS eklenerek 1 ml tamamlanmustir.
Bu ¢ozeltiden 10 ul eksozom iizerine 990 ul PBS eklenerek 100 kat seyreltildi.
Seyreltilerek hazirlanan c¢ozeltia tek kullamimlik enjektér kullanilarak NTA
initesine yiiklendi [127,128].
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Sekil 3.3 NTA cihaz1

3.3.3.2 Dinamik 151k sagilimi (DLS)

izole edilen eksozomlar NTA analize ek olarak Zeta Sizer analizi yapilmistir. Zeta
Sizer Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik ABD yapilmistir. Bu analizde
elde edilen cozeltideki eksozomlarin zeta potansiyeli ve boyutlarinin olc¢tiimii
yapilmistir. Bu c¢ozeltiden 20 ul eksozom {iizerine 980 ul PBS eklenerek

seyreltilmistir. Seyreltilen ¢ozelti kiivete eklenerek analizi yapildi [124].
3.3.4 Eksozomlara Dopamin Yiiklenmesi

Eksozomlarin karakterizasyonu tamamlandiktan sonra, ilag tasiyici sistemi olarak
dopamin yiikli eksozomlar elde edildi. Eksozomlara ilag¢ yiiklemesi inkiibasyon
yontemiyle yapildi. Bu metotta eksozomlar PBS ile seyreltildi. Partikiil sayisi
hesaplanarak toplam eksozom miktar1i 3 mlL'ye tamamlandi. Eksozomlara

dopamin yiikleme protokolii sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Yiikleme Oncesi seyreltilen eksozomlar 0,22 ul filtreden gecirilerek sterilize edildi.
500 wl steril eksozom soliisyonu alinarak eppendorf tiipe aktarildi. Dopamin
soliisyonunu (0,5 mg/mL) distile su ile hazirlandi. Hazirlanan dopamin soliisyonu
0,22 ul filtreden gecirilerek sterilize edildi. Eksozomlar 500 ul dopamin ¢ozeltisine
eklendi. Hazirlanan toplam ¢6zeltinin %0,002'si kadar saponin ¢ozeltisi eklendi
[16]. 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda serbest dopamin ve
saponin ortamdan uzaklastirmak icin 90.000 g'de 70 dakika ultrasantrifiij edildi.

izole edilen eksozomlarin karakterizasyon islemlerinden sonra -20 °C'de saklandi.

izole edilen eksozomlar tiip igine koyuldu %0.02 askorbik asit ile doymus

dopamin soliisyonu ilave ed|Id| Inkiibasyona birakildi
I ﬁ
=

| — '/ N\
I W

B y Santriflij sonrasi stipernatant uzaklastirildi NTA
90.000 g'de 70 dakika ve PBS eklenerek pipetaj yapildi ye DLS
ultrasantrifjlendi

analizler yapild

Sekil 3.4 Eksozom ilac yiikleme prosediirii (Biorender.com’da c¢izildi)

3.3.5 Dopamin Yiiklii Eksozomlarin Karakterizasyonu
3.3.5.1 Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

izole edilen eksozomlar, nanopartiikiil izleme analizi ile konsantrasyon ve boyut
olciimii yapilmistir. NTA Yeditepe Universitesi Ar-Ge laboratuvarinda yapilmustir.

Ultrasantrifiij sonrasindan elde edilen ¢ozelti PBS eklenerek 1 ml tamamlanmistir.
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Bu c¢ozeltiden 10 ul eksozom tizerine 990 ul PBS eklenerek 100 kat seyreltildi.
Seyreltilerek hazirlanan c¢ozeltia tek kullanimlik enjektér kullanilarak NTA
initesine yiiklendi [127,128].

3.3.5.2 Dinamik 1s1k sacilimi (DLS)

izole edilen eksozomlar NTA analize ek olarak Zeta Sizer analizi yapilmistir. Zeta
Sizer Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik béliimii Dog. Dr. Serap DERMAN
(Derman’s lab) yapilmistir. Bu analizde elde edilen ¢6zeltideki eksozomlarin zeta
potansiyeli ve boyutlarinin 6lciimii yapilmistir. Bu ¢ozeltiden 20 ul eksozom
tizerine 980 ul PBS eklenerek seyreltildi. Seyreltilen ¢ozelti kiivete eklenerek

analizi yapildi [124].
3.3.5.3 Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

NTA ve DLS analizleri tamamlanan dopamin yiikli eksozom c¢ozeltisinden,
¢ozeltisi icerisinden dopamin varligi yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) yontemiyle o6lciildii. Elde edilen formiilasyonun iceriginde dopamin
varhiginin tespiti icin 6zel bir islem ile eksozomlar patlatilmistir. Bu protokole

gore;

e Dopamin yiikli eksozom c¢ozeltisi buharlagsmasi icin 75°C'lik bir 1siticiya
koyularak 15 dakika beklendi.

e Siire sonunda ¢ozeltiye asetonitril (50:50) ekleyrek vortekslendi.

e Vortekslenen c¢ozelti 10 dakika boyunca sonikasyon yapildi.

e Daha sonra ¢ozelti 10.000 g'de 10 dakika santrifiijlendi.

e Supernatant dikkatlice cekilerek 0.22 um filtreden gecirildi.

e Tiim analitler bir C18 kolonu ile 30 °C'de 1 mL/dk akis hizinda ve mobil
faz (H,O/Asetonitril) ile analiz edildi. 230 nm'de absorbans ol¢iimii yapildi
[175].

3.3.5.4 Ilac yiikleme kapasitesi

Eksozomlara yiiklenen dopamin miktari, UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
niceleme yontemiyle belirlendi. Bu yontemle, dopaminin eksozom igerisine
ylikleme inkiibasyonun sonucunda ortamdan ultrasantrifiijle uzaklastirilan

sipernant kullanildi. Stipernatandaki dopamin konsantrasyonu, dopamin i¢in
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standart bir kalibrasyon egrisi araciligiyla belirlenir. Bir dopamin stok cozeltisi
hazirland1 ve 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ve 5.0 mg/mL konsantrasyonlarin
alt soliisyon cozeltileri hazirlandi. Bu soliisyonlarin UV-Spektrofotometride 280
nm'de absorbans Olcerek standart kalibrasyon egrisi olusturuldu. Daha sonra
alinan siipernatantin UV-Spektrofotometride 280 nm'de absorbans o6l¢iildii.
Sonuglar asagidaki formiilii kullanarak dopamin i¢in ila¢ yiikleme kapasitesini

hesaplandi [225].

A (Toplam)—A (Siipernant)
A(Toplam) x100

Tlag Yiikleme Kapasitesi (%)=

3.3.5.4 In-vitro llac Sahm Kinetigi

Dopamin yiikli eksozomlarin ila¢ salma kinetigi, diyaliz membran zar
kullanilarak gerceklestirildi. pH 7.4'teki PBS, salim ortami olarak normal fizyolojik
degerleri simiile etmek i¢in kullanilir. In vitro ila¢ salim kinetiginin belirlenmesi
icin bir kalibrasyon egrisi hazirlanir. Dopamin soliisyonu 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5,
4, 4.5 ve 5.0 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanir. Her konsantrasyonun UV
absorbans degeri, bir UV-Vis spektrofotometre ile 280 nm'de belirlenir. Bu

protokol de;

e 1 mL dopamine yiiklii eksozom formiilasyonu diyaliz zarina yerlestirildi.
Daha sonra i¢inde 15 mL PBS bulunan beher icine yerlestirildi.

e Beherin agzi parafilm ile kapatildi ve inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon boyunca 0,5, 1, 2, 4, 6, 8. saatte bir beher icinde 1 mL ortam
numunesi alind1 ve alinan ortam kadar taze PBS eklendi.

e Belirli araliklarla alinan numuneler 280 nm'de UV - Vis spektrometresi
kullanilarak absorbans degerleri ol¢tldii.

e Asagidaki formiilii kullanarak sonuclar1 hesaplandi [226].

Serbest kalan dopamin miktari

x100

Salim (%)=

Toplam dopamin
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3.3.6 Dopamin Yiiklii Eksozomlar ve Eksozomlarin in vitro Sitotoksik Etkisinin
Hiicre Canlilik Testi ile Belirlenmesi

Eksozom ve dopamin yiiklii eksozomlarin Fibroblast hiicreleri tizerindeki in vitro
sitotoksik etkisi MTT canlilik testleri ile belirlenmistir. ATCC-Fibroblast hiicreleri
istinye Univesitesi'nin Doku Miihendisligi laboratuvarinda -80°C bulunan
hiicrelerin canlandinlarak kiiltiire edildi. Hiicreler 37°C'de hizlica ¢ozdiiriildii.
Cozdiirlilen hiicreler, icerisinde %10 Fetal Bovine serum, L-Glutamin, esensiyel
olmayan amino asitler, sodyum piruvat ve sodyum bikarbonat bulunan DMEM-
F12 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) besiyerinde 37°C’'de, %5 CO, iceren
inkiibatorde cogaltilmistir. Besiyeri iki glinde bir degistirildi. Flaks ytizeyi %80
yogunluga ulastiginda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak 96 kuyucuklu
plakaya ekildi. 96 kuyucuklu plakaya ekimi yapilan Fibroblast hiicreleri 37°C’de,
%5 CO,iceren inkiibatorde inkiibasyona birakildi [223, 224]. 100u/mL, 250u/mL,
500u/mL ve 1000u/mL konsantrasyonlarda izole dopamin yiikli eksozom
formiilasyonu uygulandi. Ayrica yine her bir kuyucuga 10 ul, 25 ul, 50 ul ve 100
ul  miktarlarda eksozomlar eklenerek sitotoksik aktivitesi arastirildi.
Uygulamalardan sonra -37°C'de %5 CO, iceren bir inkiibatorde 18 saat inkiibe
edildi.

MTT CANLILIK TESTI

@ ::uI::rr\eareat::::::ulcarteeleerkilir @ Dopamin yiiklii 18 saat boyunca inkiibasyon sonunda
p P eksozomiar uygulanir inkiibe edilir. MTT eklenir. »

96 well plate

inkiibasyon sonunda her kuyucuga Spektrofotometre de absorbans
DMSO eklenerek karanlik bir ortamda degerleri dlgiilmiistiir

30 dk. bekletildi.
570nm dalga boyunda
—
| o l

—-_——

4 saat boyunca
inkiibe edilir.

Sekil 3.5 MTT yontemi (Biorender.com’da ¢izildi)
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3.3.6.1 MTT Hiicre Canlilik Testi

18 saatlik inkiibasyon sonunda hiicreler 96 kuyucuklu plaklara besiyerinin 1/10’u
kadar MTT (3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ilave
edilerek 4 saat siireyle CO,1i inkiibatérde inkiibasyona devam edilmistir.
Uygulama siiresinin sonunda kuyucuklara besiyeri kadar DMSO ilave edilmis ve
kristallerin ¢Ozlinmesi icin 30 dakika siireyle oda sicakliginda, karanlikta
bekletildi. Siire sonunda olusan kristallerin tamamen c¢Oziinmesi i¢in pipetaj
yapild1 ve Spectopstar Nane-ELISA reader da 570 nm’de absorban degerleri
olciilda [222].

Eksozom ve Dopamin yiiklii eksozomlarin Fibroblast hiicreleri tizerindeki in vitro

sitotoksik etkisi elde edilen absorbans degerleri ile hesaplanmustir.

3.4 3B kiiltir Ortamimin Hazirlanmas: ve Parkinson Modelin

Olusturulmasi

3.4.1 3B Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3B hiicre kiiltiirii, gercek dokuya fonksiyonel olarak benzerligi nedeniyle, 6zellikle
merkezi sinir sistemi ¢alismalarinda 6n plana ¢cikmaya baslamistir. 3B kiiltiirlerde
gelistirilen hastalik modellemelerinde 2B kiiltiire kiyasla daha kapsamli veriler
elde edilebilmektedir [227]. Esas olarak hiicrelerin kendi hiicre disi matriks
bilesenlerini olusturdugu, cok hiicreli agregatlardan olusmaktadir. Bu yontemde
hiicreler, biyoyazici kullanilarak basilir ve 3B kiiltiir yapisi olusturulmaktadir
[228]. Ozellikle merkezi sinir sisteminde 3B Kkiiltiirlerde yapilan calismalar ve

model olusturma oldukca azdir.

Projenin bu kisminda HD Bioink firmasinin iiriinii olan ve ticari olarak satilan
liyofilize-Aljinat-Jelatin (3:5) tozlari, 3B kiiltiir ortaminin biyomiirekkeplerin
temeli olarak kullanildi. Oncelikle bu asamada kiiltiir ortaminin temeli
olusturacak bioink hazirlandi ve WJ-MKH hiicreler ile birlikte ekimi yapilarak

bioinklerin karakterizasyonu tamamlandi.

v' Bioink hazirlama protokolii;
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Oncelikle 3:5 orani saglayabilmek adina 4.5 mg aljinat ve 1.5 mg jelatin
hassas terazide tartilarak falkon tiiplerine aktarildi. Daha sonra iizerine

%10 FBS iceren DMEMF-12 besiyeri ortamini ilave edildi.

Elde edilen karisim pipetajlama ve yavas yavas iyice karistirildi.
Tamamen karisan baseink temeli sterilizasyon amaciyla otoklavda

121°C'de 1,5 atm basing altinda 20 dakika otoklavlandi.

Otoklav sonrast meydana gelen kabarciklar1 gidermek icin oda
sicakligindan 2 dakika boyunca 280xg’de santrifiijlendi. Elden edilen

baseink hiicreler hazirlanana kadar 37 °C’de sakland.

v' WJ-MKH'larin eklenmesi ve 3B biyoyazici ile basimi1

Daha onceki kisimlarda da bahsedildigi gibi kiiltiire edilen MJ-MKH’lar,
besi ortami uzaklastirilarak PBS ile 2 kez yikandi. Yikama sonra hiicreler
flask yiizeyinden uzaklastirmak amaciyla tripsin eklendi ve 37 °C'de 5

dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi flaska %10 FBS ile 10 mL DMEM-F12 ortam: eklenerek
siispanse karisim santrifiij tiipiine aktarildi. 101xg’de 5 dakika boyunca

santrijlendi. Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirildi.

Daha sonra pellet iizerine 1 mL taze besiyeri eklendi. Canli hiicre sayimi1
yapmak i¢in 48 pL ortama, 2 pL hiicre stispansiyonu ve 50 pL tripan mavisi
(0,4 g tripan mavisi/100 mL) ependrof tiiplerine aktarildi ve sonra

pipetajlandi.

Hazirlanan hiicreli stispansiyon Thoma hiicre sayma lamina aktarildi ve 151k
mikroskobunun her iki yanindaki karelere diisen ortalama hiicre sayisi

asagidaki formiile gore hesaplandi (Sekil 3.6) [2].

sayilan canli hiicreler

X100

Canlilik yiizdesi (%) =

ayilan toplam hiicreler
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y I Hiicre sispansiyonunu santrifijleyin ve siipernatanti atin

Adim
< J
'/ {f'._ ‘ IOI
—p e | #— Siipernatant
A\ J Santrifiilenir
2 - ¥—Hiicreler

2 Hicre peletini PBS iginde yeniden siispanse edin ve kangima tripan mavisi ekleyin.

PBS Y /TripanMavisi

Adim

oL Stspanse ' Inkibasyona ' 3 ik
edilmis hicreler birakilir ‘
3. Hicreli stispansiyon Thoma lamina aktarilir ve mikroskopta sayimi yapilir

Rt ® o /‘>¢Canh hiicre

—— ﬁ ‘ J Apoptotik hiicre
RO T

A - Y -
Hemocytometer S~

Sekil 3.6 Tripan Mavisi boyama prosediirii (Biorender.com’da cizildi)

e Thoma lami ile sayimi tamamlanan hiicreler 0,5 mL ortam icerisinde
yaklasik 1x10” olacak sekilde hesaplandi. 0,5 ml alinan ortam iizerine
hacim 5 mL tamamlamak icin 4,5 mL hazirlanan bioinkten ilave edildi. Tiim
bu basamaklar kabin icerisinde steril ortam da yapilirken olusturulan

hiicre+ bioink karisimi siringa yardimiyla kartuslara aktarildi.

e Biyoyaziciy1 iki koaksiyel yazici kafasi ve pnomatik tahrikli ekstriizyon
teknolojisi ile kullanildi. Mikro adim basina X/Y/Z ¢ozlinirligini 1,25
pm'ye, ekstriizyon genisligini 400 um'ye ve ekstriizyon yiiksekligini 200
wm'ye ayarlandi. 20 mm x 20 mm x 5 mm 1zgara, 3B biyobaski calismalar:

icin en cok kullanilan 3B modellerden biridir.

e (Cihaz calistirmadan ilk sterizilasyonu icin 6nce %70 etanol ile silindi ve

daha sonra UV sterilizasyonu ile sterilizasyonu tamamlandi. 3B yazicinin

53



ortalama basincini 7,5 psi'ye ve kartus ve yatak sicakligini 37 °Clye
ayarlandi. Hizi %60 olarak ayarlandive standart bir 3B baski islemi

gerceklestirildi.

e Biyomiirekkeplere yazdirdiktan sonra elde edilen materyel iizerine 0,1 N
CaCl, soliisyonu piskiirtiildii. Yaklasik 10-20 s beklendi ve daha sonra
Ca®* ve Mg*" iceren PBS ile yikandi.

e Elde edilen Hiicre+Bionik gruplarinin bulundugu her bir kuyucuga %10
FBS ortami ile 2 mL. DMEMF-12 eklendi. Plakalar1 37 °C'de %5 CO, ile
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, sferoid olusumu i¢in her gruba 1 x 10°

hiicre iceren 2 mL siispansiyon ortami eklendi.

v' Plakalar1 37 °C'de %5 CO, ile 24 saat boyunca inkiibasyonda inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 1sik mikroskop sferoid olusumunu gézlemlendi [229].
Uretilen ‘Baseink™’ Karakterizasyonu

Uretilen ve 3B biyoyazic1 araciliiyla hidrojel desenlemesi yapilan malzemelerin
karakterizasyon isleminde FTIR ve SEM goriintiileme teknikleri yapilmistir. Her
iki yontem de Arel Universitesi POTKAM Arastirma Merkezi'nde

gerceklestirilmistir.
e Fourier Doniisiimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Malzeme karakterizasyonunda sik tercih edilen “Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi” (FTIR), 15181n infrared yogunluguna karsi dalga sayisini Olcen
matematiksel Fourier doniisimiine dayali kimyasal analitik bir yontemdir. Bu
yontem ile kati, siv1 ve gaz formlarinda organik bilesiklerin icerdigi fonksiyonel
gruplarin belirlenmesi, iki farkli grubunun molekiiler bag karakterizasyonu,

baglanma yapilarinin karsilastirilmasina olanak saglar [230].

e Taramali Elektron Mikroskobu- Scanning Electron Microscope (SEM)
Analizi

Kalan bioinklerin icerisine yaklasik 3 milyon WJ- MKH eklenerek karistirilmis ve
yaklasik 1 saat kadar 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pipet ucu
damlatma yontemi ile 6nce CaCl, capraz baglayici icerisine daha sonra oradan

dikkatlice alinarak PBS iceren 6’lik plakalardaki kuyucuklara aktarildi. Ayrica
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tuzlardan arindirilmak i¢in yikanmis, sonrasinda damlaciklar dikkatli bir sekilde

pens yardimiyla %5’lik paraformaldehit iceren ependorf tiiplere alindi.

Sekil 3.7 Bioinklerin damlatma yontemi ile aktarimi

Ependorflara alinan damla bioinklerden bistiiri yardimu ile ince kesitler alinarak
Au kaplama yapilarak FEI QUANTA 450 FEG ESEM marka SEM cihazinda hem
ylizeyden hem de hidrojel desenlemenin i¢ kismindan goriintiiler alindi. SEM
analizi ile elde ettigimiz bioinklerimizin yiizeysel morfolojisini, i¢ yapisini, hiicre

dagilimlar ve bioink-hiicre etkilesimleri farkli um boyutlarda incelendi. [231].

Sekil 3.8 SEM goriintiileme ve hazirlik asamasi. A. SEM cihazi B. Bioink kesitleri
kaplama Oncesi hazirlik. C. Kaplama cihazi

3.4.2 Dopaminerjik Noroblastoma Hiicre Hattinin (SH-SY5Y) Kiiltiire Edilmesi ve

3B Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Galismanin bu basamaginda; 3B kiiltiir ortam1 icin Néroblastoma hiicre hatt1 (SH-
SY5Y) kullanilmistir. SH-SY5Y hiicre hatti Gebze Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik boliimiinden Prof. Dr. Isil KURNAZ (AxanLab) tarafindan verilmistir.

SH-SY5Y hiicreleri, dopaminerjik néronlarin bircok 6zelligine sahip oldugundan,

55



SH-SY5Y hiicre hatti, son zamanlarda PH hastaliginin arastirilmasinda siklikla

kullanilmaktadir [232].

3 boyutlu kiltiir icin Oncelikle, SH-SY5Y hiicre hatti1 kiiltiire edildi. SH-SY5Y
hiicreleri %10 Fetal Bovine serum, L-Glutamin, esensiyel olmayan amino asitler,
sodyum piruvat ve sodyum bikarbonat bulunan DMEM-F12 (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) besiyerinde 37°C’de, %5 CO, iceren inkiibatorde ¢ogaltilmustir.
Besiyeri iki giinde bir degistirildi. Hiicreler yeterli yogunlugu ulasincaya kadar
kiiltiire edilmeye devam edilmistir. Kiiltiire edilen SH-SY5Y hiicre hatti, besiortami
uzaklastirilarak 5 mL PBS ile 2 kez yikandi. Yikama sonra flaska 5 mL %0.25
tripsin ve 2.21 mM EDTA 4Na eklenerek 37 °C'de 5 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi flaska %10 FBS ile 10 mL DMEM-F12 ortami eklenerek
siispanse karisim santrifiij tiiptine aktarildi. 101xg’de 5 dakika boyunca
santrijlendi. Santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Geri kalan pellet

lizerine 1 mL taze besiyeri eklendi [223, 224].

Aljinat-Jelatin (3:5) tozlari, yukarida bahsedildigi gibi 3B kiiltiir ortaminin
biyomiirekkeplerin temeli olarak kullanildi ve hazirlandi.  Hiicre iceren bioink
gruplarinin her birinin iizerine %10 FBS ortami ile 2 mL. DMEM F-12 medyum
ortami eklendi. Plakalar1 37 °C'de %5 CO, ile inkiibatorde inkiibasyona birakild1.
Daha sonra, sferoid olusumu i¢in her gruba 1 x 10° hiicre iceren 2 mL siispansiyon
ortami eklendi. Plakalar1 37 °C'de %5 CO, ile 24 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan 15tk mikroskobu ile sferoid olusumunu

gozlemlendi.

3.4.3 2B ve 3B Kiiltiir Ortaminda /n vitro Parkinson Modelinin Olusturulmasi

Dopamin Yiiklii Eksozomlar ve Eksozomlarin Terapétik Etkinliginin Arastirilmasi

Alzheimer’dan sonra cok goriilen nérodejeneratif hastaliklardan birisi olan PH nin
gerek mekanizmasini gerekse yeni tedavi yolaklarini arastirilmasina yonelik
calismalar halen daha devam etmektedir. In vitro kosullarda hastalik modellerinin
gelistirilmesi ve bu alanda yapilan ¢alismalar in vivo kosullara gore daha diisiik
maliyetli olmasi, daha hizli sonuc alabilme imkani olmasi, etik onaya ihtiyac
duyulmaz gibi pek cok avantajli bulunmaktadir [233]. Gilintimiizde in vitro

kosullar 2B ve 3B kiiltiir ortamlarinda hastalik modellerini gelistirilerek ¢alismalar
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yapilmaktadir. 2B ve 3B kiiltiir ortamlarinin bir takim avantaj ve dezavantajlari
bilinmektedir. Ancak 3B kiiltiir ortam1 daha canli dokuyu en yakin ozelligi
sergilediginden hastalik model gelistiriimesinde oldukca oOnemli bir rol

oynamaktadir [234].

In vitro kosullarda PH hastalik modelini gelistirmek iizere birkag farkli yontem
kullamilmaktadir. Bu yontemler 2’ye ayrabilir. Ilki toksik modelleme ikinci ise
genetik modellemedir [235]. Toksik modelleme de kisa siire de lezyon
olusturabilme o6zelligine sahip 6-OHDA siklikla tercih edilen bir norotoksindir
[236].

Calismanin bu basamaginda; PH modeli SH-SY5Y hiicre hattiyla 2B ve 3B kiiltiir
ortamindan 6-OHDA kullanilarak yapilmistir.

3.4.3.1 2B Kiiltiir Ortaminda Parkinson Modelinin Olusturulmas: Dopamin Yiiklii

Eksozomlar ve Eksozomlarin Terapétik Etkinliginin Aragtirilmasi

2B Kkiiltiir ortaminda PH modelinin olusturulmasi, Istinye Universitesi, Hiicre
Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Laboratuvar’nda yapildi. SH-SY5Y néronal hiicre
hatt1 Hiicrelerin ¢ogaltilmasi, in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii tekniklerine uygun
sekilde, 37 °C' de, %5 CO, iceren %95 nemli ortamda kiiltiire edilmistir. Flaks
ylizeyi %80 yogunluga ulastiginda hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilarak 6
kuyucuklu plakaya ekildi. 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapilan SH-SY5Y hiicreleri
37°C'de, %5 CO,iceren inkiibatoérde inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra her bir
kuyucuga 100 uM hazirlanan 6-OHDA soliisyonu eklendi ve 37°C’de, %5 CO,
iceren inkiibatérde 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 24 saatin ardindan
eksozom ve dopamin yiikli eksozomlari MTT test ile belirlenen 500 w/mL
konsantrasyonundaki dozu, uygulanmis ve 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
baslatilmistir [223, 224]. . Ancak SH-SY5Y hiicre hatt1 6-OHDA kars1 zamana bagl
olarak diren¢ kazandigindan, 72 saatlik uygulama grubuna, 6-OHDA
uygulamasinin 48. Saatinde ek bir 100 uM 6-OHDA daha kuyucuklara eklendi.
Tim deneyler 3 tekrarl yapilmistir.

Deney gruplar su sekildedir;

¢ Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamustir.

¢ Negatif Kontrol: 6-OHDA +DMSO uygulanmis
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e 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA uygulanmis grup
e Exo0-DA: 6-OHDA+ Exo0-DA uygulanmis grup

e Exo: Sadece Eksozom uygulanmis grup

3.4.3.2 3B Kiiltiir Ortaminda Parkinson Modelinin Olusturulmasi ve Dopamin

Yiiklii Eksozomlar ve Eksozomlarin Terapotik Etkinliginin Aragtirilmasi

Bioink icerisinde hazirlanan SH-SY5Y hiicre hatti sferoid yapisi olusuncaya kadar
inkiibe edilmistir. Her iki giinde 1 besiyeri degistirilmistir. Sferoid yapis1 olustugu
goriilen hiicrelere uygulamalar yapilmaya baslanmistir. Daha sonra her bir
kuyucuga 200 uM hazirlanan 6-OHDA soliisyonu eklendi ve 37°C'de, %5 CO,
iceren inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi [237]. 24 saatin
ardindan eksozom ve dopamin yiikli eksozomlar1 MTT test ile belirlenen
500u/mL konsantrasyonundaki dozu, uygulanmis ve 48 ve 72 saatlik ikniibasyon
siireleri baslatildi. Ancak SH-SY5Y hiicre hatti1 6-OHDA karsi zamana bagli olarak
diren¢ kazandigindan, 72 saatlik uygulama grubuna, 6-OHDA uygulamasinin 48.
Saatinde ek bir 200 uM 6-OHDA daha kuyucuklara eklendi. Tiim deneyler 3

tekrarli yapilmastir.
Deney gruplari su sekildedir;

e Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamastir.
e Negatif Kontrol: 6-OHDA +DMSO uygulanmis

e 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA uygulanmis grup

e Exo0-DA: 6-OHDA+ Exo0-DA uygulanmig grup

e Exo: Sadece Eksozom uygulanmis grup

Uygulamalar sonrasinda 2B ve 3B kiiltiir ortaminda Parkinson modeli terapotik
etkinligin incelenmesi icin Canli&Olii Testi ile incelenirken, bu testen elde edilen
goriintiileri goriintii analizleri yapilmistir. Ayin zamanda terapotik etkinlik immiin

boyama yapilarak terapotik etki arastirildi.
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3.4.3.3 Canhi&Olii Testi

Canli&Olii canlilik/sitotoksisite kiti (Live and Dead Cell Assay (ab115347)
kullanilarak gerceklestirilen ypilan uygulamalarda hem model olusturma hemde

formiilasyonlarin etkinlikleri arastirilmistir.

Tiim uygulamalar sonunda tiim kuyucuklardaki besiyerleri dikkatlice
uzaklastirildi. Ca**> Mg*? iceremeyen PBS ile yakandi, ardindan, 2 uM Calsein AM
ve 4 uM EthD-1 iceren Canh&Olii test soliisyonun eklenrek oda sicakliginda 45
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonun da ise yine Ca*? Mg"?
iceremeyen PBS ile yikanarak, Floresans mikroskop mikroskopta (Zeiss,

Almanya) altinda mikroskobik gozlem yapildi [238].

3.4.3.4 Gorintd Analizi

Mikroskop tekniklerinin ilerlemesi ve elde edilen goriintiileme verileri daha iyi
analiz etme ihtiyaci her gecen giin artmaktadir. Ozellikle bilgisayar tarafindan
nicellestirmeye uygun bir temsile gore tanimlanmalidir. Bir goriintiiyii ¢oklu
homojen bolgelere veya parcalara bolerek segmentasyon yolu ile
yapilabilmektedir. Segmentasyon, goriintii analizi boru hattinda, yogunluk
degerlerini bolge etiketleriyle degistirerek biiyiik bir gecis olusturur. Bu yiizden
bilgisayar destekli Egitilebilir Weka Segmentasyonu-Trainable Weka
Segmentation, program goriintiileme analizlerinde son zamanlarda kullanilan bir
programdir [239]. Burada Canli&Olii testinden elde edilen goriintiilerinin

goriintii analiziler yapild:.
3.4.3.5 Immiin Boyama Yéntemi

Noron hiicrelerinde spesifik olarak ekprese edilen bazi miktrotiibiil elemanlar
bulunur. Beta-Tubulin (B-tubulin) olgun noéronlarda akson kisminda yer alan
miktotiibiillerden birisidir [240,241]. B-tubulin aksonda implus iletiminde 6nemli
rola sahiptir. Son zamanlarda yapilan calismalarda oOzellikle ailesel PH'nin (-
tubulin dogrudan iliskili oldugunu gorilmiistiir. PH'inda genetik kokenli etkileri
ile B-tubulin yapisinin bozulmasina, akson yapinin zarar gormesi, implus
iletiminin yavasmasi veya durmasi zamanla da mikrotiibiil dinamiklerinde azalma

ve kiimiilatif islev bozukluklarinin gelismesi ile sonuclandig1 gorilmiistiir [242].
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Galismanin bu kisminda, SH-SY5Y hiicre hatt1 3B kiiltiir ortaminda sferoid yapisi
olusuncaya kadar 2B kiiltiir ortaminda ise flask yiizeyini kaplayana kadar inkiibe
edildi. Her iki giinde 1 besiyeri degistirildi. 3 B kiiltiir ortamui icin bir kuyucuga
200 uM, 2B kiiltiir ortamu i¢in bir kuyucuga 100 uM 6-OHDA soliisyonu eklenmis
ve 37°C’de, %5 CO, iceren inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 24
saatin sonunda asagida belirlenen deney gruplarina goére uygulamalar yapildi.
Deney gruplari uygulamalari sonunda 72 saat inkiibe edildi. Ancak SH-SY5Y hiicre
hatti 6-OHDA karsi zamana bagh olarak diren¢ kazandigindan, 6-OHDA
uygulamasinin 48. Saatinde ek bir 6-OHDA daha kuyucuklara eklendi. Tim

deneyler 3 tekrarli yapilmistir.
Deney gruplar su sekildedir;

e Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamustir.
e 6-OHDA: 6-OHDA uygulanmis grup
e Exo0-DA: 6-OHDA+ Exo0-DA uygulanmis grup

e Exo: Eksozom uygulanmis grup

72 saatlik uygulama sonunda, PH patogenezinde etkinligi bilinen B-tubulin
belirteclerinin ifadelerinin analiz edilmesi amaciyla bu belirteclere spesifik

antikorlar kullanilarak immiin boyama yapildi.

Uygulamalar sonrasinda 2B ve 3B Kkiiltiir ortamlarinin besi ortami dikkatlice
uzaklastirildi ve immiin boyama icin ortamlar PBS ile yavasca yikandi. Yikama
sonunda her bir kuyucuga %4 paraformaldehit eklenerek 2 saat boyunca hiicreler
fikse edildi. Daha sonra 3 kez PBS ile yavasca yikandi. Her bir kuyucuga %2 BSA
ve %0.1 TritonX eklendi ve 30 dakika beklendi. Ardindan 3 kez PBS ile yavasca
yikandi. Yikama isleminin ardindan primer antikor olan $-III tubulin (fare) antikor
seyrelticii reaktif ¢ozeltisi ile 1:200 oraninda seyretilerek her bir kuyucuga 200 pL
antikor ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra gece boyunca 4 °C'de inkubasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda oda sicakliginda PBS ile 3 kez tekrar yikandi. Ardindan 1:200
oraninda seyretilmis anti-fare IgG-FITC-tavsan sekonder antikoru eklenerek oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Sekonder antikorda yavasca 3 kez
PBS ile yikandi. Yikama sonunda ise; DAPI soliisyonunu (1:1) her bir kuyucuga
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damlatilarak 15-20 dk beklendi. Immiinofloresan gériintiileme gerceklestiridi

[229].

3.5 istatistiki Analiz

Denemelerden elde edilecek verilerin ortalama degeri =SD olarak verilecektir.
Kontroller ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar ile sonuclarin istatistiki
onemi, SPSS 22 istatistik paket programinda One Way ANOVA varyans analizi
yapilarak degerlendirildi (p<0,05).
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4

DENEYSEL SONUQC

4,1 WJ-MKHleri Kokenli Eksozomlarin Izolasyonu ve

Karakterizasyonu

WJ-MKH’leri kiiltiire edilmistir (Sekil 4.1) ve kiiltiir yeterli yogunluga ulastiginda
48 saat serumsuz besi ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminden sonra
siipernatant -20°C'de saklandin Toplanan siipernatantlardan eksozom izolasyonu

ultrasantrifiijleme ile yapildi.

Sekil 4.1 Wharton jeli hiicrelerinin mikroskop goriintiisii (10X)

Ultrasantrifiij sonunda elde edilen soliisyon 0.22 um filtreden gecirilerek steril
edilmistir. Daha sonra PBS ile dilute edilerek NTA ve DLS analizleri yapilmistir.
Her iki analizde de elde edilen nanopartikiillerin 40-200 nm arasinda oldugu
tespit edilmistir. Calisma periyodu sirasinda toplanan siipernatant yaklasik 180
mL idi. Santrifiijlemelerin sonunda bu miktardan yaklasik 1 x 10’ konsantrasyonda
nanopartikiiller elde edilmistir. NTA sonuclarina gore elde edilen ¢ozeltinin
partikiil boyutunun 98 nm oldugu bulundu. NTA ve DLS analizlerinde ortaya c¢ikan
nanoparcacik sayist birbiriyle tutarliydi. Ayrica WJ-MKHs kokenli eksozomlarin

Zeta potansiyeli -15,7 mV olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.3 WJ-MKH kokenli eksozomlarin DLS analizi
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4.2 Dopamin Yiiklii Eksozomlarin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Hazirlanan dopamin c¢o6zeltisi ile toplam c¢ozeltinin %0,002'si kadar saponin
eklenmesi ile inkiibasyona birakilan eksozomlar 24 saat sonundan tekrar
ultrasantrifiijlenmistir. ~ Ultrasantrifiij ile ortamdaki serbest dopamin
uzaklastirilmis ve daha sonra pelete PBS eklenmistir. Ultrasantrifiij sonrasindan
formiilasyon 0,22 um filtreden gecirelerek steril edilmistir. Daha sonra PBS ile
dilute edilerek NTA ve Zetasizer analizleri yapilmistir. Her iki analizde de elde
edilen nanoparcaciklarin 40-200 nm arasinda oldugu tespit edilmistir. Eksozom
ile dopamine yiiklii eksozom NTA sonuclar1 karsilastirildiginda yeni ¢ozeltideki
nanopratikiil boyutlarinin ilk NTA’ya gore daha biiyiik oldugu tespit edilmistir.
WJ-MKHs kokenli eksozomlarin NTA sonucundan boyutunun yaklasik 98 nm
oldugu goriiliirken, dopamine yiiklii eksozomlarinda bu boyutun 110 nm’ye ¢iktig

gorilmiistiir.

-
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Sekil 4.4 Dopamin yiiklii eksozomlarin NTA analizi A. Elde edilen eksozomlarin
Boyutu B. Elde edilen eksozomlarin konsantrasyonu
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Sekil 4.5 DLS analizi A. Dopamin yiiklii eksozomlar, B. Saponin C.

Tablo 4.2 Zeta potansiyelleri

Eksozom -15.7mV+1.1
Saponin -12mVvV+0.7

Dopamin -144mV+1.3
Dopamin- yiikli Eksozom -17.6mV £ 0.8

NTA ve DLS analizlerinde ortaya cikan nanoparcacik sayisi birbiriyle tutarliydi.

Zeta potansiyeli formiilasyonun kararlilik diizeyini ifade etmektedir. Burada

dopamine yiiklii eksozomlarin -17,6 mV + 0.8 sonucunun ise nispeten kararli bir

formiilasyon oldugu goriilmiistiir.

4.2.1 Yiiksek Performansli S1v1 Kromatografisi (HPLC)

NTA ve Zetasizer analizleri elde edilen ilk soliisyona gore boyut ve stabilite

acgisindan farkli sonuglar gosterse de soliisyonda dopamin varligit HPLC analizi ile

belirlendi. Dopamin yiiklii eksozomlar ultrasantrifiijlendi ve inkiibasyonun

sonunda cozelti icindeki serbest dopamini cikarmak icin siiziildii. Inkiibasyon
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sonunda eksozomlara dopamin yiiklenmesi basarili olursa, nihai soliisyondaki
eksozomlar parcalanarak dogrudan olciim ile tespit edilebilir. Bunun icin 6nce
dopamin yiiklii eksozom soliisyonu buharda isitilmis, ardindan asetonitril

eklenerek vorteks ve sonikasyon kullanilmistir. Absorbans 230 nm'de 6lciildii.
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Sekil 4.6 Formiilasyonda dopamin varligi HPLC analizi ile belirlendi. Tiim

analizler, 30 °C'de 1 mlL/dakika akis hizinda H,O:asetonitril mobil fazina sahip
bir C-18 siitunu kullanilarak yapildi. Dopaminin eliisyonunu izlemek icin 230
nm'de absorbans 6l¢iildii. A. Dopamin, B. Saponin, C. Dopamin Yiiklii Eksozom.

HPLC analizi sonucunda dopamin icin ortaya cikan pik 6.45 dakikada gozlendi.

Gikan sonuclara gore formiilasyonun icinde saponin varligi da tespit edildi.
4.2.2 Tlac Yiikleme Kapasitesi

Ilac yiikleme kapasitesinin degerlendirilmesi icin yukaridaki protokoldeki adimlar
takip edildi. Dopamin yiikleme kapasitesi, UV spektrofotometri 6lciimleri ve ilgili
denklem kullanilarak hesaplandi. Tum denemeler 3 kez gerceklestirildi. Yiikleme

kapasitesi yiizdesi 10,89+0,33 olarak bulundu.
4.2.3 In Vitro ila¢ Salim Kinetigi

In vitro ila¢ salim da; dopamin yiikli eksozomlarin diyaliz membran ortama
dopamin salimin kinetigi diyaliz membran yardimiyla yapilmistir. Diyaliz
membrana yerlestirilen dopamin yiikli eksozomlar, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8. saatte bir
beher icinde 1 mL ortami aborbans degerleri 280 nm’de Ol¢tilmiistiir. Bu Ol¢tim
sonuclarina gore kiimiilatif ila¢ salim profili Sekil 5'te gosterilmistir. Ilac salim

kinetigi 8 saat boyunca izlenmistir. Kapsiillenmis dopaminin %74.8'inin ilk 8 saat
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icinde eksozomlardan salindig1 gozlenmistir. Tim denemeler 3 kez

gerceklestirildi.
100

80

" /
40 /’

% Release

5 10 15
Time (hours)

Sekil 4.7 Kiimiilatif Salim Kinetigi

4.3 Dopamin Yiiklii Eksozomlar ve Eksozomlarin in vitro Sitotoksik

Etkisinin Hiicre Canlilik Testi ile Belirlenmesi

Dopamin yiiklii ve serbest eksozomlarin sitotoksik aktiviteleri fibroblast hiicreleri
tizerinde arastirildi. Farkli formiilasyon konsantrasyonlarina (100 ul/mL, 250
wl/mL, 500 ul/mL ve 1000 ul/mL) maruz birakilan fibroblast hiicreleri 18 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin canlilik oranlari MTT testi ile
belirlendi. Sonuglarin istatistiksel énemi, SPSS 22 istatistik paket programinda

One Way ANOVA varyans analizi yapilarak degerlendirildi.

Tim sonuclar incelendiginde dopamin yiiklii eksozomlarin kayda deger bir
sitotoksik etki gostermedigi belirlendi. Ancak kapsiillenmis dopamin miktarini
artirmak icin formiilasyona eklenen saponin, fibroblastlarin canlilik oranlarini

azaltt1 (p<0.05). Hiicreler, 500 ul/mL konsantrasyona kadar dopamin yiikli
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eksozomlarla tedavi edildiginde canlilhik oranlarinda artis oldugu go6zlendi.

Formiilasyonlarin uygulanmasindan sonra fotografi cekilen hiicrelerde gozle

goriliir bir hiicre 6liimii olmadig1 belirlendi. Hiicre 6liimii, saponin uygulanan

kuyularda daha yaygin olarak goriintiilendi.

B.
ANOVA
Cytotoxicity
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between
l;mups ,oari q o]  rosd oo
C.
Statistics
Groups | Cytotoxicity
Mean 4.0000 .1905
Std. Error of Mean A4721 01585
Median 4.0000 .1830
Std. Deviation 2.04939 07311
Minimum 1.00 .04
Maximum 7.00 35

Exo-DA1  Exo-DA2 Exo-DA3  Exo-DA4

Sekil 4.8 Elde edilen formiilasyonun sitotoksisite testi;

18 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda inkiibe edilen hiicrelerde MTT canlilik testi sonuglarinin
istatistiksel analizi dopamin, saponin ve dopamin ytiklii eksozomlar. (A)
Sitotoksisite sonuclari, (B,C) Istatistiksel analizler. Kisaltmalar: D = Dopamin; S
= Saponin; Exo-DA1 = Dopamin yiiklii eksozomlar 100 uL/mL; Exo-DA2 =
Dopamin yiiklii eksozomlar 250 ul/mL; Exo-DA 3 Dopamin yiiklii eksozomlar
500 uL/mL; Exo-DA 4 = Dopamin yiikli eksozomlar 1.000 uL/mL; MTT = 3-

(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir

Ek olarak, serbest eksozomlarin sitotoksik etkileri de benzer konsantrasyonlarda

fibroblast hiicreleri {izerinde arastirildi. Deneyden once eksozomlar PBS ile

seyreltildi ve 1 mL'de 60 milyon parc¢acik hazirlandi. Daha sonra her bir kuyucuga

sirastyla 10 wul, 25 ul, 50 ul ve 100 ul eksozom soliisyonu ilave edildi. 18 saatlik

inkiibasyonun ardindan MTT canlilik testi ile 570 nm absorbans o6l¢timleri

yapilarak canlilik analizler yapildi. Tim denemeler 5 tekrar calisilmistir.
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ANOVA
0 Cytotox|city
Sum of Mean
a0 |- hi Squares df Square F Sig.
Brtaven
-[ - irs| 4 00y 6.932 0
0
E 6 | ! C.
E 6 |- Statistics
2
E a0 Groups Cytoloxicity
0 L] 3.0000 1851
5td. Brror of Mean aTToE 00971
0 |Median 3.0000 1000
10 S1d, Deviation 1.46365 03759
JMmimum 1.00 a2
0
Waximum
X BNl L E0-Z5plimt PO B 500 2

Sekil 4.9 Eksozomlarin sitotoksisite testi, Farkli konsantrasyonlarda 18 saat
boyunca inkiibe edilen hiicrelerde MTT canlilik testi sonuclarinin istatistiksel
analizi eksozomlar. (A) Sitotoksisite sonuclari, (B,C) istatistiksel analizler.
Kisaltmalar: EXO = eksozomlar; MTT = 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir

4.4 3B kiiltiir Ortamimmin Hazirlanmas: ve Parkinson Modelin
Olusturulmasi

3B kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda, ticari olarak satilan liyofilize-Aljinat-Jelatin
tozlari, biyomiirekkeplerin temeli olarak kullanildi. Oncelikle bu asamada kiiltiir
ortaminin temeli olusturacak bioink protokole uygun olarak sekilde steril
hazirlandi. Daha sonra bionik WJ-MKH hiicreler ile birlikte basilarak bioinklerin
karakterizasyonu yapilmasi icin hazirlandi. Bu karakterizasyon islemi icin FTIR ve

SEM analizleri yapildi.

3B kiiltiir ortamin da kullanilan Baseink™ bioinki bioinki karakterizasyonu igin
paraformaldehite alinarak fikse edilmistir. Daha sonra Arel Universitesinde
Taramali Elektron Mikroskobu-SEM ve Fourier Doniisimli Kizilotesi

Spektroskopisi-FTIR analizleri yapilmistir.
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v FTIR Analizi

FTIR spektroskopisi, farkli fonksiyonel gruplarin varligini ve kompozit
biyomiirekkepte bulunan kimyasal baglarin yapisini arastirmak ic¢in kullanild.
Jelatin/Aljinat tabanli Baseink TM bioink'e, spektrum alanindaki en belirgin pikler
1633.41, 1552,42 ve 1033 cm-1 civarindadir. FTIR sonuclar1 biyomiirekkebin
mikro dokularin biiyiimesi icin amino asitler saglayabilecek fonksiyonel gruplarini

icerdigini gostermistir [243].

110

I I I
4000 3000 2000 1000 400
Wavenumbet [om-1]

Sekil 4.10 Baseink™ bioinkinin FTIR Analizi

v SEM Analizi

SEM analizi sonuglarinda jelatin-aljinat tabanli Bioink’in mezenkimal kok hiicre
ile olusturulan yapisinda, hiicre yapismasi icin verimli, piiriizlii ylizey ve karmasik

yapilarin olusturulabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 4.11 Hazirlanan bioinkin SEM gorintiileri A: 1 um, B: 3 um, C:5 um, D:
100 pum,E:20 um, F: 50 um, G: 100 um, H: 200 um
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Bu analize gore aljinat-jelatin tabanli bioink gerek yapisi1 gerekse morfolojisi
acisinda hiicrelerin ylizeye tutunmasini saglayarak sferoid yapi olusturmak tiizere
hiicreleri tesvik edebilecegi goriilmiistiir. Ancak SEM goriintiilerinden goriinen tuz
kristallerinin olmas1 kiiltlir sistemi kurulmadan once biyomiirekkebin iyice

yikanmasi gerektigi gostermistir.

4.4.1 Dopaminerjik Noroblastoma Hiicre Hattinin (SH-SY5Y) Kiiltiire Edilmesi ve
3B Kiiltiir Ortamanin Olusturulmasi

SH-SY5Y hiicreleri %10 Fetal Bovine serum, L-Glutamin, esensiyel olmayan amino
asitler, sodyum piruvat ve sodyum bikarbonat bulunan DMEM-F12 (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) besiyerinde 37°C’de, %5 CO, igeren inkiibatérde

cogaltilmistir. Besiyeri iki giinde bir degistirildi ve hiicreler ¢ogaltildi.

Sekil 4.12 SH-SY5Y hiicre hatt1 (10x)
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Cogaltilan hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildi ve 3B kiiltiir ortamini olusturmak
icin biyomiirekkeple birlikte 61 well plate ekildi. 37°C'de, %5 CO, iceren
inkiibatérde sferoid yapilarimin olugmasi icin 1 hafta inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresince 2 giinde bir besiyeri bioniklere zarar vermeyecek sekilde uzaklastirild:

ve taze %10 FBS’li DMEM-F12 besiyeri eklendi.

W

Sekil 4.13 SH-SY5Y hiicre hattinin 3 boyutlu kiiltiir ortaminda sferoid yapilar1 A:
3. Giin, B: 5. Giin, C:7. Giin (X10)
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Sekil 4.14 SH-SY5Y hiicre hattinin 3 boyutlu kiiltiir ortaminda sferoid yapilari
Floresans mikroskop goriintiisti

4.4.2 2B ve 3B Kiiltiir Ortam1 Olusturulan SH-SY5Y Hiicre Hattinda Parkinson
Modeli Olusturma ve Dopamin Yiikli Eksozomlar Terapotik Etkinliginin
Arastirilmasi

SH-SY5Y hiicrelerin ¢ogaltilmasi, in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii tekniklerine
uygun sekilde, 37 °C' de, %5 CO, iceren %95 nemli ortamda kiiltiire edilmistir. 2B
kiiltiir ortami olusturabilmek i¢in flaks yiizeyi %80 yogunluga ulastiginda hiicreler
tripsin yardimiyla kaldirilarak 6 kuyucuklu plakaya ekildi. 6 kuyucuklu plakaya
ekimi yapilan SH-SY5Y hiicreleri 37°C’de, %5 CO, iceren inkiibatorde inkiibasyona
birakildi. Yiizeye tutanan hiicreler daha sonra Parkinson modeli olusturmak icin
her bir kuyucuga 100 uM hazirlanan 6-OHDA soliisyonu eklendi ve 24 saat

boyunca inkiibe edilmistir.

Aymi sekilde sferoid yapiyr olusturan 3B kiiltlir ortamindaki hiicreler icin
Parkinson modeli olusturulmustur. 3B sistem PH modeli icin 200 uM hazirlanan

6-OHDA soliisyonu eklendi ve 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

24 saatin sonunda her iki ortama da MTT test ile belirlenen 500 w/mL

konsantrasyonundaki formiilasyon, uygulanmis ve 48 ve 72 saatlik ikniibasyon
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siireleri baslatilmistir. Ancak SH-SYS5Y hiicre hatti 6-OHDA kars1 zamana bagh
olarak diren¢ kazandigindan 72. Saatlik uygulama kuyucuklara her birine ek bir
6-OHDA uygulamas: daha yapilmustir. Inkiibasyon sonunda canlihik analizi
canlhi&0li testi yapilarak terapotik etkinlik arastirilmistir. Canli&olii testi Floresans

mikroskop mikroskop ile goriintiilenmistir.

2B Kkiiltiir ortaminda 48 saatlik uygulamalarin sonunda Canli&Olii testinin
floresans mikroskop goriintiileri de sekil 4.15. yer almaktadir. 48. Saatlik
uygulamalar da Dopamin yiikli eksozomlarin negatif kontrol grubuna gore
hiicrelerin adhesif kuvvet 6zelliklerini korudugu ve canli hiicre popoiilasyonda
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda dopamine yiiklii eksozomlar
sadece eksozom uygulamasina yapilan gruplar ile kiyaslandiginda, canl

hiicrelerdeki artis goriilmiistiir.

Sekil 4.15 2B Kiiltiir ortaminda 48 saatlik uygulamalarin sonrasindaki Canli&Olii
test sonucglarini Floresan Mikroskop mikroskop goriintiileri A= Kontrol Grubu:
Herhangi bir uygulama yapilmamis, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA
uygulanmis, C= Exo-DA Grubu: Dopamin yiiklii ekzomlarin, D=Exo Grubu:
Sadece Eksozom uygulanmis, E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO

2B kiiltiir ortaminda 72 saatlik uygulamalarin sonunda Canli&Olii testinin
Floresans mikroskop Goriintiileri de sekil 4.16. yer almaktadir. Bu uygulamalar da

48 saatlik uygulamalara benzer sonuclarin oldugu goriilmiistiir. Ayrica uygulanan
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ek 6-OHDA soliisyonu hiicre iizerinden norotoksin etkinligini stirdiirdiigii tespit
edilmistir. Dopamin yiiklii eksozomlarin negatif kontrol grubuna gore canli hiicre
popoiilasyonun daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda dopamine yiiklii
eksozomlar sadece eksozom uygulamasi yapilan gruplar ile kiyaslandiginda, canl

hiicrelerin daha fazla oldugu goriiliirken, hiicrelerin adhesif kuvvet 6zelliklerinin

daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.16 2B Kiiltiir ortaminda 72 saatlik uygulamalarin sonrasindaki Canli&Olii
test sonuclarini Floresan Mikroskop mikroskop goriintiileri A= Kontrol Grubu:
Herhangi bir uygulama yapilmamis, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA
uygulanmis, C= Ex0-DA Grubu: Dopamin yiiklii ekzomlarin, D=Exo Grubu:
Sadece Eksozom uygulanmis, E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO

48 saatlik ve 72 saatlik uygulama stiresine kiyaslandiginda ise, dopamine ytiklii
eksozomlar 72 saatlik uygulamalar icin her bir kuyucuga eklenen 6-OHDA karsi

daha fazla noéroprotektif etki gosterdigi gortilmiistiir.

3B kiiltiir ortaminda yapilan mikroskobik gézlemler sonucunda, SH-SY5Y hiicreler
ile olusan sferoidlere uygulanan 6- OHDAnin norotoksik etkisi goriilmiistiir. 6-
OHDA uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda sferoid yapilarindan
adhesif kuvvet ozelliklerini kaybettigi goriilmiistiir. Her hangi bir uygulama

yapilmayan kontrol grubunda yer alan canli hiicre dagilimi sferoid yapisinin
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geneline dagilim gostermisken, 6-OHDA ile indiiklenen kiiltiir ortamindaki canlh
hiicreler sferoid yapisinin ceperinde yer aldigi, o6lii hiicreler ise yapinin
merkezinde yer aldig1 goriilmiistiir. Ayrica zamana bagli olarak sferoid yapinin

dagilmalarin oldugu tespit edilmistir.

3B kdiltiir ortam1 olusan SH SYSY hiicre sferoidlerine 48 saatlik uygulamalarin
sonunda Canli&Olii testinin Floresans mikroskop Goériintiileri sekil 4.17. yer
almaktadir. Sonuclara gore; dopamin yiiklii eksozomlarin negatif kontrol grubuna
gore sferoid yaopiyr daha iyi korudugu canli hiicrelerin daha yogun oldugu
goriilmiistiir. Ayrica dopamin yiiklii eksozomlarin, sadece eksozom uyglanan grup

ile kiyaslandiginda daha fazla noroprotektif etki ettigi tespit edilmistir.

Sekil 4.17 3B Kiiltiir ortaminda 48 saatlik uygulamalarin sonrasindaki
Canh&Olii test sonuclarim Floresan Mikroskop mikroskop goriintiileri A=
Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapilmamis, B= 6-OHDA Grubu: Sadece
6-OHDA uygulanmis, C= Exo Grubu: Sadece Eksozom uygulanmis D= Exo-DA
Grubu: Dopamin yiiklii ekzomlarin, , E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO
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3B kiiltiir ortam1 olusan SH SY5Y hiicre sferoidlerine 72 saatlik uygulamalarin
sonunda Canli&Olii testinin Floresans mikroskop Goriintiileri sekil 4.18’de yer
almaktadir. 72 saatlik uygulamalarin sonuclar1 ise 48 saatlik uygualamarin
sonuclarina benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak 72 saatlik uygulamalar eklenen ek
6-OHDA’dan kaynakli dopamine yiiklii eksozomlarin noroprotektif etkisinin daha

fazla oldugunu soylemek miimkiindiir.

E

Sekil 4.18 3B Kiiltiir ortaminda72 saatlik uygulamalarin sonrasindaki Canli&Olii
test sonucglarini Floresan Mikroskop mikroskop goriintiileri A= Kontrol Grubu:
Herhangi bir uygulama yapilmamis, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA
uygulanmis, = Exo Grubu: Sadece Eksozom uygulanmis D= Exo-DA Grubu:
Dopamin yiiklii ekzomlarin, , E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO

4.4.3 Goriintii Analizi

Tiim uygulamalar sonrasinda elde edilen goriintiiller Weka program araciligyla
analizleri yapilmistir. Her bir gorlintii tek tek Fiji {izerinde egitilebilir Weka

segmentasyonu 3B ile 3 gruba ayrilarak etiketlenmistir. Bu gruplar;
* Class 1: Canl1 hiicreler,
e Class 2: Olii hiicreler

e Class 3: Backround) ayrilarak etiketlendi.
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Bu etiketlenen grup yiizey alanin analiz edilmistir [244].

Yonet

sim Araglan
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
- + 1 K
Olo|c|oE £\ Alo|m| ] ofs|uw|p|s]a] |»
Trainable Weka Segmentation v3.2.34 = [m] X
960x722 pixels: RGB: 2.6MB |
Training

Train classifier

Labels
Add to class 1

Options

Load classifier

Add to class 2

Load data

Create new class

Settings

Probability maps (75%) - o X 0
2/3 (class 2); 960x7. 32-bit, 7.9MB

» 4 | |
Sekil 4.19 Egitilebilir Weka segmentasyonu 3B programi

3B kiiltiir ortamin 48 saatlik uygulamalarin goriintii analizi sekil 4.20’de yer

alirken, 72 saatlik uygulamalarin goriintii analizi ise sekil 4.21’de yer almaktadir.
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Analiz sonclarina gore elde edilen mikroskobik goriintiileri, Weka programu ile

islenerek canli, 6lii ve arka plani etiketlenerek niceliklendirildi.

Weka programu ile goriintiilerin analizlerinin verilerinde ise; Floresan Mikroskop

goriintiilerinde 3 kismi etiketlenerek isaretlenmistir. Bu isaretlemelerde;
Class 1: Kirmizi 1s1ma yapan 0l hiicreler
Class 2: Yesil 1s1ma yapan canli hiicreler
Class 3: Arka plan- Backround

48 saatlik uygulama gortintiilerinin Weka datalar1 ise Sekil 4.21’de verilmistir. Bu
verilere gore, 6-OHDA uygulanan grubun yiizey alan verilerinde 6len hiicrelerin
canli hiicreler kiyasala yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dopamin yiiklii eksozomlarin

uygulandig1 grupta yiiksek canliligin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.20 48 saatlik uygulama sonuclarinin Weka analiz goriintiileri, A=
Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=FExo Grubu, E= Exo-
DA Grubu
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Sekil 4.21 48 saatlik uygulama sonuclarinin Weka analiz verileri, A= Kontrol
Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=FExo Grubu, E= Exo-DA
Grubu

289

B Class 1: Olii hiicreler
M Class 2: Canl1 Hilcreler

Class 3: Arka Plan

72 saatlik uygulama goriintiilerinin Weka datalar1 ise Sekil 4.23’de verilmistir. Bu
verilere gore, 6-OHDA uygulanan grubun yiizey alan verilerinde 6len hiicrelerin
canli hiicreler kiyasala yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dopamin yiiklii eksozomlarin
uygulandig1 grupta yiliksek canliligin oldugu tespit edilmistir. Ayrica 72 saatlik
inkiibasyon siirecinde tiim kuyucuklara uygulanan ek 6-OHDA’da Parkinson
modelinin devamliligini sagladig1 goriilmistiir. 72 saat ve 48 saatlik uygulamalar
kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, 72 saat uygulama yapilan grupta hiicre

canliginin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.22 72 saatlik uygulama sonuclarinin Weka analiz goriintiileri, A=
Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=FExo Grubu, E= Exo-
DA Grubu
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Sekil 4.23 48 saatlik uygulama sonuclarinin Weka analiz verileri, A= Kontrol
Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=Exo Grubu, E= Exo-DA
Grubu

4.4.4 iImmiin Boyama

2B ve 3B kiiltiir ortaminda 6-OHDA ile indiiklenen hiicrelere uygulanan dopamine
yikli eksozomlarin terapotik etkinligin immiin boyama gerceklestirilerek analiz
edilmistir. Calismanin bu kisminda, 72. Saatlik uygulamarin sonunda B-Tubulin

ekspresyonu incelenmis olup, floresan gortintiileri Sekil 4.24 - 4.25
karsilastirilmistir. 2B ve 3B kiiltiirde yapilan immiin boyamalar dopamine yiiklii

eksozomlarin negatif kontrol gruplarina kiyasla apoptotik faaliyetlerinin azaldigi
goriilmiistiir. Dopamin yikli eksozomlarin uygulandigi grup her iki ortamda
sadece eksozom uygulanan grup ile kiyaslandigin ise; yapilarin daha fazla

korundugu bulunmustur.
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Sekil 4.24 Immiin Boyama sonuclari, A= Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C=
Exo- DA Grubu, D= Exo Grubu

72 saatlik immiin boyamalar da go6zlenen sonuclar hem 2B hem de 3B kiiltiir
ortaminda yesil boyanan kisimlarin B-III oldugu mavi boyananlarin ise DAPI
boyamadan kaynakli cekirdek boyanmasi oldugu goriilmektedir. Dopamin yiiklii
eksozomlarin uygulandig: gruplar, sadece 6-OHDA ve 6-OHDA+DMSO uygulanan
gruplara gore sag kalimin daha fazla oldugu, SH-SY5Y hiicrelerinin 6-OHDA Kkars1
korundugu goriilmiistiir. Elde edilen formiilasyonun hem canli%6lii analiz ile hem

de immiin boyama yapilarak néroprotektif etkisinin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.25 Immiin Boya

r
ma sonuclari, A= Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C=
Exo- DA Grubu, D= Exo Grubu
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SONUGC VE ONERILER

Eksozomlar, hiicreler tarafindan salgilanan 40-200 nm boyutlarinda kiiciik zar
kesecikleridir. Hiicreler arasi iletisimi saglama yetenegine sahip eksozomlar,
endositoz, fagositoz, mikropinositoz, lipid aracili icsellestirme ve fiizyon gibi farkl
yollarla hiicrelere girebilir [55]. Eksozom yiizeyinde bulunan lipidler ve kolesterol
sayesinde, diger nanotasiyici sistemlere gore oldukca avantajlidir. Giinkii yiizey
ozellikleri sayesinde hem hidrofilik hem de hidrofobik molekiilleri tasima yetenegi
verir. Kolesterol uclarinin hidrojen baglanmasiyla siki bir paketleme islemi

yapilabilir. [245,246, 247].

Eksozomlarin, kargo ve hiicreler arasi iletisim gibi 6nemli islevlerine ek olarak,
ozellikle beyinde norogenezde onemli bir rolii oldugu bilinmektedir [53,54].
Ayrica, MKH'den tiiretilen eksozomlar allojenik hiicresel terapiler ile
kiyaslandiginda daha diisiik immiin ret riski icerdigi, yiiksek stabilite ve dogal
terapotik Ozelliklere sahiptir, ve ayrica hedef arama yetenegi gostermektedir
[249,250]. Son yillarda, nanotasyici sistem olarak eksozomlarin kullanimi
ozellikle, norodejeneratif hastaliklara karsi, noronal rejenerasyona katki
saglayabilmesi KBB’den etkili bir sekilde gecebilmesi nedeniyle ve alternatif
terapmtik ajan olarak kullanilmasi dikkat ¢ekmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, tez
calismamizda; WJ-MKH’dan izole edilen eksozomlara dopamin yiiklemesi

yapilarak elde edilen formiilasyonun terapotik etkinligi arstirilmasi amaclanmastir.

Galismaninin ilk basamaginda, eksozom izolasyonu icin birka¢ yontem olmasina
ragmen biz burada en etkili yontemlerden biri olarak kabul edilen ultrasantrifij
ile izolasyon yontemini kullandik. WJ-MKH'ler, diisiik immiinojenik potansiyelleri
ile bilinen ve klinik deneylerde eksozom kaynag1 olarak kullanilan donor hiicreler
olarak secilmistir [249]. Kiiltiire edilen WJ-MKH’lerin flaskta %80 yogunluga
ulastiginda, serumsuz besiyeri eklenerek 48 saat inkiibe edilmis ve supernatant
toplanmistir. Toplanan bu siipernatantlar ultrasantrifiij yontemi ile izole

edilmistir. Karakterizasyonunda kullanilan NTA ve DLS analizleri birbiriyle tutarl
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sonuclar vererek elde edilen eksozomlarin 98 nm boyutlarinda oldugu

bulunmustur.

izolasyonu tamamlanan WJ-MKH kokenli eksozomlarin, inkiibasyon yontemi ile
dopamin yiiklenmesi yapilmistir. Inkiibasyon yénteminde yiikleme kapasitesini
arttrmak icin ¢ozelti yogunlugunun %0,002'si kadar saponin eklendi. Inkiibasyon
sonunda ortamdan serbest dopamin ve saponin uzaklastirilmak icin tekrar
ultrasantrifiijleme yapildi. Bu basamagin sonuclarina gore ise; ilk izolasyonda 98
nm olan eksozomlarin ila¢ yiiklemeyle birlikte boyutlarinin 110 nm’ye ¢iktig
goriilmiistiir. Ayrica c¢Ozelti icerisinde parcaciklar arasinda daha biiytik
elektrostatik itme ve bunlarin toplanma egilimi gosteren zeta potansiyelinin

onceki caligmalarin sonuglari ile uyumlu oldugunu bulduk [250].

Elde edilen dopamin yiiklii eksozomlarin, soliisyon icerisindeki dopamin varligi
HPLC analizi yapilarak tespit edilmistir. Burda oncelikle eksozomlar1 patlatmak
icin uygulanan protokoliin ardindan soliisyon icerisindeki dopamin tutarh
siirelerde pik olusturdugu bulunmustur. Ayrica HPLC analizinde patlatilan
eksozomlarlar birlikte saponin varlig1 da tespit edilmistir. Bu noktada da saponinin
eksozomlarin membraninda bulunan kolesteroliinii secici olarak kaldirabilecegini,
eksozomal lipid cift katmanlarinda gozenekler olusturabilecegini ve bu nedenle

yogun bir sekilde dopamin kapsiillenmesini tesvik edebilecegini diisinmekteyiz.

Eksozom tabanli ilag tasiyici sistemlerin yiiklenen ilaclarin molekiiler agirligi basta
olmak iizere pek cok etmen yiikleme verimlili§ine etki edebilir. ilac yiikleme
inkiibasyon yontemi basit, diger yontemlere gore daha ucuz ve bu o6zellikler
sayesinde siklikla tercih edilen yontemlerden birisidir [249]. HPLC analizinden
sonra ila¢ yiikleme kapasitesi ise; yiikleme sonrasinda ultrasantrifiij ile
uzaklagtirilan  siipernatanttan  yapilmistir.  Burada  Oncelikle  farkh
konsantrasyonlar da dopamin c¢o6zeltisinin hazirlanarak kalibrasyon egirisi
olusturulmustur. Ardindan ultrasantrifiij sonrasindan alinan siipernatanti ve
dopamin c¢ozeltilerinin UV-Spektrofotometri ile absorbans degerlerine gore
Olctilmustiir [227]. Absorbans degerleri verilen denkleme gore hesaplandi.
Sonuclara gore; yiikleme kapasitesi yaklasik %11 oldugu tespit edilmistir.

Inkiibasyon yontemi kullanilarak yapilan diger calismalarda da benzer sonuclar
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oldugu gériilmiistiir. izole edilen eksozomlara paklitasel yiiklendigi bir calismada
yiikleme verimliginin yaklasik %7, Doksurubisinin yiiklendigi diger bir calismada
ise yiikleme verimliginin yaklasik %12 oldugu goriilmistiir [118, 170]. Eksozom
tabanl gelistirilecek formiilasyonlarda, ila¢ yilikleme sonikasyon yontemini tercih

edilebilinir [176].

Ayrica dopamin yiiklii eksozomlar: ila¢ salim calismasinda kiimiilatif ila¢ salim
profili incelendiginde 8 saatlik inkiibasyonun sonunda biiyiik miktarlarda
dopamin salimi oldugu gézlemlendi. In vitro salim calismasinn ilk 5 saatinde
patlayici salim gozlemlendi. Eksozom formiilasyonlarinin salim profili, ilag
ozellikleri, cift katmanl akiskanlik ve molekiiler agirlik gibi bircok parametreye
bagli oldugundan, bir¢ok calismada saat basina salinan ila¢ miktarlarinda

farkliliklar gozlemlenebilmektedir [250].

Mevcut arastirmanin bir diger asamasinda elde edilen formiilasyonun sitotoksik
ekinligi arastirilmistir. Sonuglara gore; formiilasyonlarin fibroblastlar {izerinde
hicbir sitotoksik etkisi gézlemlenmemistir. Ancak uygulama yapilan gruplardaki
gozlenen hiicre canliligindaki az olsa diisiisiin, eksozomlara dopamin yiiklenme
basarisin1 artirmak icin eklenen saponinin fibroblast hiicreleri {izerinde toksik
etkisi sonucunda oldugu diisiiniilmektedir. Bu verilere gore, lipozomlar,
mikrokiireler, mikroemiilsiyonlar ve diger sentetik ila¢ dagitim sistemleri ile
karsilastirildiginda eksozomlarin endojenitesinin dogal ve benzersiz bir avantaj
oldugu sonucuna varilabilir. [251]. Mevcut yontemin dezavantajlarini azaltmak
icin farkli transfeksiyon reaktifleri, elektroporasyon teknikleri veya endojen
dopamin iireten hiicreler, tercihen genetik olarak modifiye edilmis MKH'ler, bir

eksozom kaynagi olarak kullanilabilir.

3B Kkiltiir ortamlarinin olusturulmasiyla yapilan calismalarda pek cok
avantajlarinin oldugu sOylemek miimkiindiir. Hiicre kiiltiirinde 3B ortami
olusturmak icin pek cok biyomalzeme kullanilmaktadir. 3B kiiltiir ortaminin hem
daha ucuz, hem de etik acisinda bir ¢ok problemin 6niine gectiginden oldukca

avantajhidir [206,207].

Calisamanin bu asamasinda ise; Jelatin/Aljinat tabanhi Baseink ™in belirli

oranlari ile hazirlanarak 3B kdltiiriin tabani olusturulmustur. Kiiltiir ortaminin
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karakterizazyonu icin FTIR ve TEM analizi yapilmistir. FTIR analizine gore;
Baseink™’ bioinkinin Jelatin/Alginat tabanli olmasi literatiirde benzer calismalar
ile karsilastinldiginda en belirgin pikler 1633.41, 1552.42 ve 1033 cm™’ civarinda
oldugu bulunmustur [243]. TEM analizine gore ise; Bioink hiicre etkilesimleri
hem yiizeysel hem de i¢ kissmda gosterilmistir. TEM gortintiilerinden Bioink’in

ylizey alaninin sferoid yapi olusturabilmesi icin uygun oldugu goriilmiistiir.

Jelatin/Aljinat tabanli bioink ile kiiltiire edilen SH-SY5Y hiicrelerinin 3 giiniin
ardindan sferoidal form olusmaya basladig1 goriliirken, sferoid yapisini 5 giin
sonunda daha da belirgin olarak olusturdugu gozlenmistir [253].Bionik ile 3B
kiiltiir ortamu gelistirildikten sonra elde edilen formiilasyonun terapotik etkinligi

hem 2B’ta hem de 3B kiiltiirde arastirilmistir.

In vitro kiiltiir ortaminda Parkinson modeli olusturulmak tizere norotoksin olarak
bilinen 6-OHDA kullanimistir. 6-OHDA ile indiiklenen kiiltiir ortamlarinda hiicre
sag kalimlarinin ciddi oranda azaldigi, 3B kiltiir ortaminda olusan sferoidal
formlarin bozuldugu goriilmiistiir [254]. 6- OHDA uygulamasi 2B ve 3B kiiltiir
ortaminda farkli konsantrasyon uygulanmis ve saat in ve kiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelistirilen formiilasyonun uygulanmis ve 48 ve 72 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. SH-SY5Y hiicre hatt1 6- OHDA 24-48 saatleri arasinda
diren¢ kazandigindan 72 saatlik formiilasyon ile inkiibasyonu icin ek bir 6-OHDA
uygulamasi daha yapilmstir. Inkiibasyon sonunda yapilan Canli%6lii analizinde,
yapilarak elde edilen Floresan Mikroskop goriintiileri egitilebilir Weka
programinda islenerek goriintli analizi yapilmistir. Sonuglara gore; hem 2B hem
de 3B kiltiirlerde formiilasyonun uygulandigi grup negatif kontrol grubu ile
kiyasladigidan gerek hiicre canliginin gerekse sferoid yapisinin dopamin yiikli
eksozomlarin uygulama yapilan gruplarda daha fazla korundugu goriilmiistiir.
Elde edilen goriintiiler her bir grup icin 3 farkl flore goriintiisii ile islenerek Weka
programiyla gériintii analiz sonuclar1 da Canli&Olii analiz sonuclariyla tutarh

oldugu goriilmiistiir.

Bu tez calismasinin son asamasinda ise; 2B ve 3B kiiltiir ortaminda Parkinson
modeline indiiklenen hiicrelere, dopamin yiiklii eksozomlar 72 saatlik boyunca

inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda teapétik etkinligi immiin boyama
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yapilarak arastirilmistir. Immiin boyamada, dopamin yiikli eksozomlarin
uygulandig1 grup, negatif kontol grubu ile karsilastirildiginda, B-tubulin
ekspresyon seviyesinde gozle goriiliir bir artis oldugu tespit edilmistir. Bu da 6-
OHDA kars1 dopamin yiiklii eksozomlarin SH-SY5Y hiicrelerinin yapisal bozulmay1
ve aksonal hasara karst daha fazla korudugu goriilmiistiir. Elde edilen
formiilasyonun norotoksik etkinligi bilenen 6-OHDA karsi noroprotektif etki

gosterdigi ortaya ¢ikarmustir.

Parkinson hastalig1 tedavisinde kullanilmak tizere eksozom temelli nanotasiyici
sistemin arastirildig1 bu calismada yapilan tiim analizlerin sonuglarin sirasiyla

asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1- WJ-MKH kokenli eksozomlar izlenen protokole gore izole edilmis ve

karakterizasyon islemleri yapilmistir.

2- Izole edilen eksozomlara inkiibasyon yontemi ile dopamin yiiklenmis

yiiklenme HPLC analizi ile kanitlanmustur.

3- Gelistirilen formiilasyonu yiikleme verimliliginin ise literaturlere uygun

sonuclar ile karsilasilmistir.

4- Dopamin yiiklii eksozomlarin toksik etkisinin olmadigi bulunmustur.
Gozlenen az da olsa hiicre 6liimiiniin yiikleme kapasitesine arttirmak icin eklenen

saponinden kaynakli oldugu diisiinmekteyiz [255].

5- Dopamin yiikli eksozomlarin SH-SY5Y hiicre hattinda 6-OHDA ile
Parkinson modeline indiiklenmis 2B ve 3B kiiltiir ortaminda terapotik etkinlik

gosterdigi hem canli& 6lii analiz hem de immiin boyama ile goriilmiistiir.

Boylece bu tez kapsaminda; literatiirde ilk kez olarak WJ-MKH’lerinden izole
edilen eksozomlara dopamin yiiklenmesi yapilarak elde edilen formiilasyonun
PH'inda kullanilmak {izere nanoteknolojiye dayali yeni yaklasimlarin
gelistirilmesinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ayrica bu yontem ile gelistirilen
formiilasyonlarin diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni bir aday
olabilecegini diisiinmekteyiz. SH-SY5Y hiicre hatti ile 2B ve 3B kiiltiir ortaminda

mikrocevre olusturularak PH modeline indiiklenebilecegi goriilmiistiir. Elde

91



edilen tiim bilgiler 15181nda eksozom tabanli bu ilag tasiyici sistemin tezin 6nerilen

amac ve hipotezini dogruladigi tespit edilmistir.
ONERILER

- Eksozom temelli calismalarda nanopartikiil yogunlugu ve elde edilen partikiil

sayis1 baz alinarak 6zellikle ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi,

- Nanotastyici sistem olarak eksozomlarin yiiklenecek ilacin molekiiler agirlig1 goz

ontinde bulundurularak ila¢ yiikleme yontemlerinin secilmesi ve denenmesi ,

- Dopamin ytiklii eksozomlarin PH iizerinde terapotik etkinligi arastirilmak tizere

in vivo calismalarin yapilmasi,

- Eksozomlarin sahip olduklar1 o6zellikleri sayesinde basta norodejeneratif
hastaliklar tan1 ve tedavisinde etkili bir ajan olabileceginden bu ajanlarin
gelistirilmesinde ve etkinliklerinin belirlenmesinde de etkin bir bicimde

uygulanmasi 6nerilebilir.
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