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Nörodejeneratif Hastalıklarda Eksozom Temelli Tedavi 

Yaklaşımlarının Geliştirilmesi 

 

Burçak YAVUZ 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Doktora Tezi 

 

Danışman: Doç. Dr. Emrah Şefik ABAMOR 

 

Nörodejeneratif hastalıklar; merkezi sinir sisteminde yer alan nöronların yapısal 

veya fonksiyonel olarak işlev kayıpları ve kalıcı hasarları sonucunda ortaya 

çıkmaktadır. Günümüzde Alzheimer hastalığından sonra en sık görülen 

nörodejeneratif hastalık Parkinson hastalığıdır. 200 yıl önce tanısı koyulan bu 

hastalığın halen daha tedavisi bulunmamaktadır. Klinikte uygulanan tedaviler ise; 

destekleyici tedavinin ötesine geçememiş olup, sadece hastanın günlük yaşam 

kalitesini arttırma amacı taşımaktadır. Tedavisinin önündeki en büyük etmenler 

ise, geliştirilen formülasyonların kan beyin bariyerini geçemesi (KBB) ve 

rejenerasyonun sınırlı olması yatmaktadır. Bu yüzden Parkinson hastalığının 

tedavisinde kullanılmak özellikle KBB’ni geçebilen yeni nesil tedavi 

yaklaşımlarının geliştirilmesine büyük bir ihtiyaç duyulmaktadır.  

Bu tez çalışmasında; biyoaktif molekül olan eksozomlara dopamine yüklemesi 

yapılarak elde edilen formülasyonun Parkinson hastalığının tedavisinde 

kullanılmak alternatij tedavi yönteminin geliştirilmesi amaçlanmıştır.   

Buna göre; Wharton jelly kök hücrelerinden(WJ-MKH'ler) eksozomlar izole 

edilenmiş ve daha sonra inkübasyon yöntemi ile dopamin yüklemesi yapılmıştır. 

Elde edilen formülasyonda dopamin varlığı HPLC ile araştırılırken, yükleme 
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kapasitesi ve in vitro salım çalışması da yapılmıştır. Dopamin yüklü eksozomlar 

farklı konsantrasyonlarında sitotoksisite araştırılmıştır. Çalışmanın tamamlanan 

bu kısmının ardından, dopaminerjik nöroblastoma hücre hattı (SH-SY5Y) ile 2 

Boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) kültür ortamı oluşturulmuş ve bu kültür ortamları 

6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ile Parkinson modeline indüklenmiştir. Parkinson 

modelinin in vitro koşullarda oluşturulduktan sonra, dopamin yüklü eksozomlar 

uygulanarak terapötik etkinlik Canlı& Ölü (Live&Dead) analizi belirlenmiştir. 

Canlı&Ölü test analiz görüntüleri eğitilebilir Weka Programı ile işlenerek görüntü 

analizleri tamamlanmıştır. Bu analizlere ek terapötik etkinlik immnün boyama 

yöntemi ile de araştırılmıştır. Bu arada nöron belirteci olarak bilinen Beta Tubulin-

III (β-Tubuluin) ekspresyon seviyesi incelenmiştir.  

Sonuçlara göre; ilk defa, WJ-MKH’lerinden izole edilen eksozomlara dopamin 

yüklemesi başarıyla yapılmış olup formülasyon içeriğinde dopamin varlığı tespit 

edilmiştir. Ayrıca Parkinson hastalık modeline indüklenen 2B ve 3B kültür 

ortamlarıdaki nöroprotektif etkisi kanıtlanmıştır. Buna göre eksozom temelli 

tedavi yaklaşımı Parkinson tedavisinde umut verici bir yaklaşım olarak 

değerlendirileceğini öngörmekteyiz.  

 

Anahtar Kelimeler: eksozom, ilaç taşıyıcı sistem, Parkinson hastalığı, 3B kültür 

ortamı, dopamin 
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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  
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1 
GİRİŞ 

 

1.1 Literatür Özeti 

Merkezi sinir sisteminin bozulmasıyla ortaya çıkan nörolojik hastalıklar, dünya 

çapında engelliliğin ve ölümün başlıca nedenlerinden biridir. 2016 yılı verilerine 

göre ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer almaktadır. Engellik durumu ise en 

çok yine sinir sistemindeki bozukluk yada hasardan dolayı ortaya çıkmaktadır [1].  

Nörodejeneratif hastalıklar her geçen gün artan prevelansı nedeniyle dikkat 

çekmeye başlanmıştır. Günümüzde en sık görülen nörodejeneratif hastalık 

arasında ikinci sırada Parkinson Hastalığı (PH) olduğu görülmüştür [2]. 1817 

yılından James Parkinson tarafından tanılanan bu hastalık karmaşık, ilerleyici, 

nörodejeneratif bir hastalık olarak tanımlanmıştır [3,4]. Hastalığın patolojisi; 

mezensefalonda bulunan substantia nigra pars compacta’daki (SN) dopaminerjik 

nöronların farklı sebeplerden dolayı dejenere olması ve buna bağlı  olarak 

dopamin eksikliğiyle gelişen ve motor nöronların fonksiyon kaybıyla karakterize 

olmasıyla bilinmektedir [5]. PH’nın halen daha tedavisi bulunmamaktadır. Hatta 

patolojisi altında yatan pek çok mekanizma aydınlatılmamıştır. Bu yüzden gerek 

tedavisel yaklaşımları gerekse patolojisinin aydınlatılmasına yönelik özellikler 

eksozom temelli çalışmalar ihtiyaç duyulmaktadır.  

Biyoteknolojik çalışmaların hız kazanmasıyla birlikte, nano boyutta bir çok 

bileşenin de keşfinin önünü açılmıştır. Hücre membranından salgılanan köken 

aldığı hücrenin “parmak izi” olarak adlandırılan, hücreler arası iletişimin de çok 

önemli rol oynadığı bilinen eksozomlar da bu keşiflerin arasında yer almaktadır 

[6].  Nano boyuttaki bu yapılar, başta nörodejeneratif hastalıklar olmak üzere pek 

çok hastalığın tanısında [7] ve tedavisinde özellikle ilaç taşıyıcı sistem olarak 

geliştirilmesiyle yeni terapötik ajanlar oluşturulabileceğinin önünü açmıştır [8]. 

Ayrıca gerek somatik hücrelerden gerekse de kök hücrelerden ekosozom izole 

edebiliyor olamak avantajlarından birisidir. Eksozomlar sahip oldukları bileşenler 
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ve morfolojik özellikleri sayesinde bir çok hastlığın tedavisi için seçilebilecek en 

önemli ajan olduğu düşünülmektedir. Omurilik hasarı oluşturulmuş sıçanlarda 

mezenkimal kök hücre kaynaklı eksozomların enjeksiyonu sonucunda 

enflamasyonun azaldığı ve aynı zamanda nöronal rejenerasyona katkı sağladığı 

görülmüştür [9,  10, 11]. Mezenkimal kök hücre kökenli eksozomlar ile yapılan 

diğer bir çalışmada ise; Adipoz kök hücre kaynaklı eksozomların Alzheimer 

hastalığında yüksek seviyelerde salgılanan amiloid β (Aβ) peptidini parçalama 

özelliğine sahip neprilisin (NEP) enzimini eksprese ettiği, beyinde Aβ 

seviyelerinde önemli ölçüde azalmaya yol açtığı tespit edilmiştir. Bu nedenle 

eksozom temelli tedavinin hastalık seyrini olumlu etkilediği ve yeni terapötik ajan 

olarak kullanılabileceği ileri sürülmüştür [12]. Yapılan diğer bir çalışmada ise; 6-

hidroksidopamin (6-OHDA) ile Parkinson modeli oluşturulmuş sıçanlarda 

mezenkimal kök hücre sekretomunun enjeksiyonundan sonra, kontrol grubuna 

kıyasla hayvan davranışlarında iyileşmelerin yaşandığı, nöronal düzenleyeci 

molekül (endotel büyüme faktörü-VEGF, beyinden türetilmiş nörotrofik faktör-

BDNF ve glial hücre hattından türetilmiş nörotrofik faktör- GDNF) seviyelerinin 

arttığı ve sekretomların özellikle dopaminerjik nöron hücreleri üzeride nörotrofik 

ve nöroprotektif etki gösterdikleri rapor edilmiştir [13]. Chen ve ekibinin (2020) 

yapmış olduğu başka bir çalışma da ise, insan göbek kordonundan elden edilen 

eksozomların in vitro deneylerde 6-OHDA ile uyarılan SH-SY5Y hücre hattının 

proliferasyonuna katkıda bulunduğu, aynı zamanda Parkinson modeli 

oluşturumuş ratlarda substantia nigradaki dopaminerjik nöron kaybını ve 

apoptozu azaltırken striatumdaki dopamin seviyesini yükselttiği tespit edilmiştir  

[14].   

Diğer yandan çok sınırlı sayıda olmakla birlikte literatürde farklı kaynaklardan 

izole edilen eksozomlara ilaç yüklenmesi sonucunda elde edilen formülasyonların 

Parkinson hastalığına karşı ilaç taşıyıcı sistemler olarak kullanıldığı çalışmalar da 

mevcuttur. Bu çalışmalardan birinde, oksitadtif stres birikimi sonucunda 

dopaminerjik nöronlarda hasar oluşturulan hayvan modellerinde antioksidan 

etkinliği bilinen katalaz içeren ekzosomların ilaç taşıyıcı sistemler olarak 

Parkinson hastalığı üzerindeki teröpatik etkinliğini araştırılmıştır. Raw 264.7 

makrofaj hücrelerinden izole edilen eksozomlara donma-çözülme döngüleri, 
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sonikasyon ve ekstrüzyon yöntemleri ile katalaz yüklemesi gerçekleştirilerek 

eksozom temelli taşıyıcı sistemi geliştirilmiş ve in vitro/in vivo tedavi edici 

etkinlikleri incelenmiştir. Bu çalışmanın sonucunda katalaz yüklü eksozomların 

beyindeki nöronlarda ve mikroglial hücrelerde verimli bir şekilde biriktiği ve güçlü 

bir nöroprotektif etki gösterdiği tespit edilmiştir. Bu bulgular ışığında 

araştırmacılar eksozom temelli bir formülasyonun gelecekte nörodejeneratif 

bozuklukların tedavisi için değerli bir araç olabileceğini rapor etmiştir [15]. Başka 

bir çalışma da ise; Parkinson hastalığı oluşturulmuş rat modellerine intravenöz 

yolla, kandan izole edilen eksozomlara dopamin yüklemesi yapılarak geliştirilen 

formülasyonun serbest dopamine kıyasla tedavi edici etkinliğin daha yüksek 

olduğu ve geliştirilen taşıyıcı sistemin herhangi bir toksik etkiye neden olmadığı 

tespit edilmiştir. Bu sonuçlar ışığında mezenkimal kök hücrelerden elde edilen 

eksozomların Parkinson hastalığı başta olmak üzere diğer merkezi sinir sistemi 

hastalıklarının tedavisinde ilaç taşıyıcı sistemler olarak değerlendirilmesinin umut 

vaat eden bir yaklaşım olduğu düşünülmektedir [16].  

Görüldüğü üzere, bugüne kadar Parkinson hastalığının tedavisinde mezenkimal 

kök hücre kaynaklı eksozomların ilaç taşıyıcı sistem olarak kullanıldığı terapötik 

çalışmalar oldukça sınırlı sayıdadır. Yapılan tek çalışmada periferik kandan izole 

edilen eksozomlara dopamin yüklenmesiyle oluşturulan taşıyıcı sistemin terapötik 

ekinliği incelenmiştir.  

1.2 Tezin Amacı 

Nörodejeneratif hastalıklar arasında görülme sıklığı oldukça fazla olan Parkinson 

hastalığı için geliştirilen tedavi yöntemleri destekleyici tedavi olmanın ötesine 

geçememiş olup, sadece hastanın günlük yaşam kalitesini arttırma amacı 

taşımaktadır.  Özellikle yaş ve genetik yatkınlığın önemli faktörler olduğu bilinen 

Parkinson hastalığında mortalite oranı düşük olmakla birlikte bu hastalığa 

yakalanıp 20 yıl kadar yaşam mücadelesi veren hastalara klinikte rastlamak 

mümkündür. Tanısı 200 yıl önce koyulmuş Parkinson hastalığının tedavisinde 

kullanılmak üzere yeni nesil tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine büyük bir 

ihtiyaç duyulmaktadır. Bu proje kapsamında Parkinson hastalığına karşı 
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eksozomların ilaç taşıyıcı sistem olarak kullanıldığı yeni, etkin ve güvenilir bir 

tedavi yaklaşımının geliştirilmesi amaçlanmaktadır.   

Bu projede gerçekleştirilmesi planlanan işlemler aşağıda maddeler halinde 

sunulmuştur;   

Wharton Jeli kök hücrelerinden eksozom izolasyonu ve karakterizyonunun 

yapılması, 

Karakterizasyonu tamamlanmış eksozomlara dopamin yüklenmesi ve 

Nanopartükül karakterizyonunun yapılması,  

İlaç yükleme verimliliği ve in vitro salım kinetiği çalışmaları yapılması,  

- Elde edilen Dopamin yüklü eksozomların ve  in vitro çalışmalar ile sitotoksik etki 

araştırılması,  

- 3 Boyutlu kültür ortamının oluşturma üzere Aljinat-Jelatin tabanlı Baseink TM 

hazırlayarak karakterizasyon işlemlerinin yapılması,  

- Dopaminerjik nöroblastoma hücre hattı (SH-SY5Y) 2 Boyutlu ve 3 Boyutlu kültür 

ortamının oluşturulması,  

- Oluşturulan kültür ortamında, nörotoksin olarak bilinen 6-Hidroksidopamin (6-

OHDA) ile PH modelinin oluşturulması,  

- PH modeli üzerinden elde edilen dopamin yüklü eksozomların terapötik 

etkinliğinin araştırılması, 

- Tüm sonuçlar değerlendirip istatistik analizi yapılarak projenin hedeflenmiştir.  

1.3 Hipotez 

Eksozomların kan beyin bariyerini (KBB) geçebilecek boyutta olmasıyla merkezi 

sinir sistemi hastalıkları için alternatif bir tedavi yöntemini oluşturabileceğini 

düşünmekteyiz.  

Bu çalışmanın hipotezi:  

- Beyindeki substain nigra bölgesinde yer alan dopaminerjik nöronların hasara 

uğraması sonucunda dopamin eksikliğiyle meydana gelen Parkinson hastalığının 
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kesin bir tedavisinin olmaması ve kullanılan ilaçların hastalığı iyileştirmek yerine 

hastanın yaşam kalitesini arttırma amacı taşıması,   

- Daha önce yapılan çalışmalarda mezenkimal kök hücrelerden elden edilen 

eksozomların pek çok hastalığa karşı ilaç taşıyıcı sistemler olarak kullanılması ve 

tek başına ilaç uygulamasına göre daha yüksek düzeyde terapötik etkinlik 

göstermeleri, 

- Whaston jelly mezenkimal kök hücrelerinden elde edilen eksozomların daha 

önce Parkinson hastalığında ilaç taşıyıcı sistem olarak kullanılmamış olması,  

- Merkezi sinir sistemi hastalıklarının tedavisinde kan-beyin bariyerini aşabilecek 

ve ilgili bölgede uzun süreli salım yaparak ilaç birikimini sağlayabilecek taşıyıcı 

sistemlerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulması ve böyle bir ajanın terapötik etkinliği 

araştırılmamış olmasıdır.  

Bu bilgiler ışığında proje kapsamında, Parkinson hastalığına karşı eksozom temelli 

terapötik yaklaşımların araştırılması amaçlanmıştır. Mevcut projede Wharton jelly 

kök hücrelerden izole edilecek olan eksozomlara dopamin yüklemesi yapılacaktır. 

Elden edilen formülasyon hem 2B hem de 3B kültür ortamında terapötik etkinliği 

araştırılmıştır.  
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2 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Nörodejeneratif Hastalıklar 

Sinir sistemi yüksek organizmaların içsel ve dışsal çevresini algılamasını sağlayan, 

bilgi elde edebilen ve elde edilen bilgiyi işleyen, vücut içerisinde hücreler ağı 

sayesinde sinyallerin farklı bölgelere iletimini sağlayan, organların, kasların 

aktivitelerini düzenleyen en önemli sistemlerden birisidir. Sinir sistemi; merkezi 

sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak üzere 2 kısmından oluşmaktadır. Bu 

sistem için özelleşmiş ve nöron olarak adlandırılan hücreler, son derece spesifik 

bir ara bağlantı yoluyla uyaranların ve bilgilerin alınmasında rol oynayan 

uyarılabilir hücrelerdir. Buna göre nöronlar, hücre içi ve hücreler arası bilgi 

aktarabilme yeteneğine sahiptir. 

Nörodejeneratif hastalıklar ise; merkezi ve periferik sinir sisteminden farklı 

etmenlerden dolayı ilerleyici kaybı ile giden ve bu kayba bağlı olarak sinir sistemi 

fonksiyonel yitimine neden olan hastalık grubudur [17]. Nörodejeneratif hastalık 

etiyolojisi hala belirsizdir, ancak çevresel etkiler ve genetik faktörler hastalığın 

ortaya çıkmasına katkı sağladığı bilinmektedir [18]. Yapılan çalışmalarda, çevresel 

faktörlere maruz kalma ile ortaya çıkan gen-çevre etkileşimi, nörodejeneratif 

hastalıkların başlangıcında ve ilerlemesinde çok önemli bir rol oynadığını 

göstermiştir [19]. Bu hastalıkları genel olarak 2 sınıfa ayrımak mümkündür. 

Bunlar;  

1. Nöronal disfonksiyon gösteren anatomik bölge tarafından belirlenen 

klinik semptomlar, 

2. Çeşitli biyokimyasal modifikasyonlar gösteren, nöronlarda veya glial 

hücrelerde hücre içi veya hücre dışından biriken proteinlerdir [20]. 

Özellikle merkezi sinir sistemi ve spinal kanalda oluşan nöronal hasarın 

rejenerasyonunun sınırlı olması, hasara neden olan etkenlerin sistemden 

uzaklaştırılamaması ve geliştirilebilecek tedavilerin de kan beyin bariyerini 

aşamaması nörodejeneratif hastalıkların tedavisini zorlaştırmaktadır. Pek çok 
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nöronal hasara dayalı hastalığın tedavisi halen mümkün olamamaktadır [21]. En 

sık görülen nördejeneratif hastalıkların arasında; ileri yaşta bulgu veren Alzheimer 

hastalığı (AH) ve Parkinson hastalığı (PH) yer alırken, erken yaşta bulgu veren  

amiyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington hastalığı (HH) yer almaktadır 

[21]. 

2.1.1   Parkinson Hastalığı 

PH, ilk defa 1817 yılından James Parkinson karmaşık, ilerleyici, nörodejeneratif 

bir hastalık olarak tanımlanmıştır [3,4]. Hastalığın bilinen patolojisi; 

mezensefalonda bulunan substantia nigra pars compacta’daki (SN) dopaminerjik 

nöronların dejenerasyonuna bağlı dopamin eksikliğiyle gelişen ve motor 

nöronların fonksiyon kaybıyla karakterize olan nörodejeneratif hastalıktır [5]. 

Dopaminerjik nöronların kaybedilmesinin yanı sıra, sağ kalan dopaminerjik 

nöronlarda Lewy cisimciği denilen intranöranal inklüzyonların birikimlerimi de 

söz konusudur. Lewy cisimleri (LC) ve Lewy nöritleri (LN) olarak bilinen bu 

intranöranal inklüzyonlar Lewy patolojisi (LP) olarak da adlandırılır. 

Şekil 2.1 Parkinson ve sağlıklı birey beyin fonksiyonlarının karşılaştırılması 
(Biorender.com’da çizildi) 
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Lewy cisimciğinin birikimiyle (α)-sinüklein bileşenin yanı sıra ubikitin ve yuvarlak 

eozinofilik inklüzyonlar da ortaya çıkmaktadır. Lewy cisimciği sadece Parkinson 

için değil aynı zamanda demans ve çoklu sistem atrofisinin olduğu nörodejeneratif 

hastalıklarda da görülmektedir. Lewy cisimciğinin nöronal disfonksiyona neden 

olduğu bilinmektedir [23]. Hastalığın kliniği yansıyan motor semptomların 

belirgin hale gelmesi, SN’daki dopaminerjik nöronlarının %50 ila %70'inin kaybı 

ile gerçekleştiği düşünülmektedir [5, 24]. 

PH’ı iki yüzyıldan daha uzun bir süre önce tanımlanmış olmasına rağmen, 

hastalığın patolojisini ve etiyolojisini anlamaya ait çalışmalar halen devam 

etmekte olup şu anda Parkinson için kompleks sistemik bir hastalık olduğu kabul 

edilmektedir [ 25 ]. PH’nın en bilinen klinik semptomları; bradikinezi, postüral 

instabilite, rijidite ve özellikle istirahat halindeki tremordur [26]. Motor dışı 

semptomlar ise genellikle hastalığın prodromal fazında görülmektedir. Bazı 

hastalarda Parkinson’un prodromal fazı 20 yıldan daha uzun sürebilmektedir.  Bu 

fazda motor bozuklukların dışında, uyku davranış bozukluğu (RBD), kabızlık, 

depresyon, anksiyete ve özellikle hipozmi dahil olmak üzere çok sayıda semptom 

görülmektedir. Tüm bunlar göz önünde bulundurulduğunda PH’nın sadece motor 

bozukluk olmadığı kanısına varılmıştır. Parkinson hastalığında substansiya 

nigra’nın tek hasarlı bölge veya ilk etkilenen bölge olmadığı, presemptomatik 

fazdaki hastalarda Serebral korteks ve limbik sistemde de bozulmaların meydana 

geldiği görülmüştür [27]. Tüm bu veriler ışığında, Parkinson hastalığı için hem 

merkezi sinir sistemi hem de periferik sinir sistemi üzerinde etki gösteren 

kompleks bir hastalık tanımlaması yapılabilir. 
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                                       Şekil 2.2 PH evreleri ve klinik bulguları 

PH’nın etiyolojisi halen tam anlamıyla aydınlatılamamış olmakla birlikte ilerleyen 

yaş, çevresel ve genetik faktörler ile ilişkilendirilmektedir. Hastalığın çevresel 

faktörleri karmaşık olsa da, kimyasala maruziyeti [28] sigara kullanımı [29, 30], 

hafif ile orta derecedeki kafa tramvaları [31], azalan östrojen ve oksidatif stres 

[32], dahil olmak üzere çeşitli çevresel faktörler arasında potansiyel ilişkiler 

bulunmuştur. PH'nın çoğunlukla sporadik gelişim göstermesine rağmen [33], 

kalıtımsal yayılımları da hastalık riskine, başlangıcına ve ilerlemesine katkıda 

sağladığı görülmüştür [34].  GBA, SNCA, LRRK2 ve MAPT genlerinin PH 

gelişiminden önemli ölçüde görev aldığı görülmüştür [35]. PH’larının yaklaşık 

%10’unun mendelian kalıtsal formu taşıdığı bilinmektedir. SNCA geni, LRRK2, 

VPS35 ve LRP10'un yanlış anlamlı mutasyonları veya duplikasyonları ile otozomal 

dominant PH neden olurken; PRKN, PINK1 ve DJ1'i genlerininde otozomal resesif 

olarak idiyopatik PH'na neden olduğu bulunmuştur [34]. 

Günümüzde Alzheimer hastalığından sonra en sık görülen nörodejeneratif 

hastalık PH’dir. Dünya çapında 6,5 milyondan fazla insanı etkileyen PH’ına 
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yakalanan kişi sayısı [36], 2030 yılında %50 oranında artarak yıllık 10 milyona 

ulaşacağı tahmin edilmektedir. Bu ciddi rakam da halk sağlığı için önemli bir yük 

oluşturmaktadır [26]. Parkinson Vakfı’nın verilerine göre 2020 yılında sadece 

Amerika Birleşik Devletleri'nde 930.000 kişiye Parkinson hastalığı tanısı konulmuş 

olup bu sayının 2030 yılında yaklaşık 1,2 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir 

[37]. PH prevelansı yaşla birlikte artmaktadır. Yapılan çalışmalar da 45-54 yaş 

arası bireylerde PH %1 iken 85 yaş üzeri bireylerde bu oran %4’e kadar 

yükselmektedir. Mortalite oranı ise hastalık teşhisinin konulduğu ilk 10 yıl 

içerisinde az olurken, sonrasında oranın daha arttığı görülmüştür [38]. Küresel 

nüfus yaşlandıkça, PH prevalansının dramatik bir şekilde artması ve önümüzdeki 

20 yılda iki katına çıkacağı öngörülmektedir [39]. 

PH’nın tedavisi hala mümkün değildir. Bu hastalığın mortalitesi düşük olmakla 

birlikte, PH’ı ile 20 yıl veya daha uzun süre yaşayan hastaların olduğu 

bilinmektedir. Motor bozukluğun ve hastalığın ileri evrelerinde ortaya çıkan 

demansın hastaların yaşam kalitesini oldukça düşürdüğü bilinmektedir. Klinikte 

hastanın yaşam kalitesini arttırmaya yönelik birtakım tedaviler mevcuttur. Ancak 

bu tedaviler hastalığın ilerlemesini engelleyen tedaviler değildir. Parkinson 

hastaları için klinikte kullanılan destekleyici tedavilerin başında karbidopa / 

levodopa, monoamin oksidaz-B inhibitörleri (örn., Rasagilin, selegilin), dopamin 

agonistlerinin kullanıldığı ilaç tedavisi gelmektedir. İlaç tedavisinin dışında 

rehabilitatif terapi yaklaşımları kullanılmaktadır [40]. Son yıllarda ilaç 

tedavilerine ek olarak cihaz destekli tedavilerde geliştirilmiştir. Bu tedavi için 

uygunluğuna ilişkin temel şartları sağlaması gerekmektedir. Bu şartlar;  

1. Günde ≥5 kez oral levodopa almak, Günde ≥2 saat yoğun motor 

dalgalanmanın olması, ≥1saat diskinezinin olması; 

2. Hafif düzeyde demansın olması ve halüsinasyonlar görmüyor olunması; 

3. Günlük yaşamsal aktiviteleri gerçekleştirememekten muzdarip olunması.  

Bu koşullar da olan hastalar için Derin Beyin Stimülasyonu cerrahisi (DBS), 

Levodopa-Carbidopa Bağırsak Jeli infüzyonu (LCIG), Sürekli Apomorfin Subkutan 

İnfüzyonu (CASI) gibi cihaz destekli tedaviler uygulanabilmektedir. Ancak bu 

tedavi yönteminde hastalar arasında, duygusal olarak stabil, fiziksel olarak 
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sağlıklı, bilişsel olarak sağlam ve daha genç (tercihen <70 yaş) olan, iyi levodopa 

yanıtı gösterenler için daha ideal olduğu belirtilmiştir [41]. Yeni nesil sayılabilecek 

olan bu terapötik seçenekler, oral muadillerine göre daha fazla motor gelişim 

sağladığı görülmüştür [42]. Ancak klinikte uygulanan bu yöntemler başta 

ameliyat esnasında ve sonrasında gelişebilecek enfeksiyonlar olmak üzere birçok 

yan etkiler ve komplikasyonlara neden olmaktadır. Yine de tüm bu tedaviler 

destekleyici tedavi olmanın ötesine geçememiştir. Destekleyici bu tedaviler sadece 

hastalığın semptomlarını kontrol eder ancak nörodejenerasyonu durduramaz veya 

tersine çeviremez. Dolayısıyla PH’ı için iyileştirici bir tedavi yaklaşımı halen daha 

bulunmamaktadır. Hastalığın patofizyolojisini ortaya çıkarmak ve PH’nın etkisini 

azaltmak için yeni terapötik stratejiler ve tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine 

ihtiyaç duyulmaktadır. 

2.2 Ekstraselüler Veziküller 

Ekstraselüler veziküller (EV'ler) ilk olarak 1967 yılından Wolf tarafından 

“trombosit tozu” olarak adlandırılmıştır [43]. Ancak daha sonra yapılan çalışmalar 

da bunun trombosit tozundan çok daha fazla olduğu görülmüştür.  Zaman 

içerisinde farklı isimler verilse de günümüzde “Ekstraselüler Vezikül” yada “Hücre 

Dışı Veziküller” olarak adlandırılmaktadırlar. EV’ler lipid çift tabakasından oluşan 

transmembran proteinleri, sitozolik proteinleri ve RNA içeriğine sahiptir ve 

hücreden salgınan biyoaktif kesecikler olarak tanımlanmaktadır [44]. 

Salımmekanizmalarına ve boyutlarına göre üç ana EV tipi tanımlanmıştır. Bunlar;  

• Eksozomlar,  

• Mikro veziküller 

• Apoptotik cisimlerdir.  

Eksozom ve mikro veziküller boyut olarak birbirlerine yakın olsalarda salım yolları 

tamamen farklıdır. Eksozomlar, multiveziküler endozomların (MVE'ler) plazma 

membran füzyonu ve ardından intralüminal veziküllerin (ILV'ler) salınmasıyla 

üretilirken, mikroveziküller ise plazma zarının dışa doğru vezikülasyonu ile 

salgılanırlar [45]. EV üretimi için çeşitli yollar mevcut olsa da, kesin mekanizma 

hala büyük ölçüde bilinmemektedir. Hücreler, EV’lerin salgılanmasıyla komşu 

hücrelerle veya uzaktaki hücrelerle iletişim kurabilmektedir. Tüm EV’ler alıcı 
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hücrelere hedeflenebilmesini sağlayan yüzey molekülleri bulunur. EV hedef 

hücreye reseptör-ligand aracılığıyla bağlandıktan sonra hücreler arası sinyalleşme 

indüklenir ya da endositoz  veya fagositoz yoluyla hücre içine girebilir. Böylece 

hedef hücrenin fizyolojik durumun değiştirebilir [46]. 

2.3 Eksozomlar 

Eksozomlar, hücreler tarafından salgılanan, boyutları 40 ile 200 nm arasında 

değişen, EV’lerin en küçük alt grubunu oluşturan hücreler arası kargo ve 

haberleşme de aktif görev alan biyoaktif kesecikleridir. Endozomun farklılılaşması 

sonucu oluşan eksozomlar hücre membranından köken alırlar [47].  İlk kez 1987 

yılından Rose Johnstone tarafından “eksozom” olarak adlandırılmıştır. Keşfinin ilk 

yıllarında, eksozomların hücresel atıkları temsil ettiği ve bir hücre atığı olduğu 

düşünülmüştür. [48].  Ancak son çalışmalara ve verilere göre, hücresel 

homeostaziyi sürdürmek için atık ürünleri ortadan kaldırmanın alternatif bir yolu 

olarak eksozomun kullanıldığı fikrini desteklemektedir [49].   En önemli görevinin 

ise; bu nanoboyuttaki bileşenelerin hücreler arası iletişimde rol oynadığı ve çok 

sayıda fizyolojik ve patolojik fonksiyonla ilişkili olduğu ileri sürülmektedir [50].     

Daha sonra yapılan çalışmalar göstermiştir ki eksozomlar, hücreden hücreye 

iletişimin bir aracı olarak işlev gördüğü ve aktif moleküllerin transferini 

kolaylaştırmak için komşu hücreler ile etkileşime girdiği tespit edilmiş ve ileri 

sürülen fikir kanıtlanmıştır [46].  Hatta sinir sistem hücreleri olan gliaların 

eksozom aracılığyla protein ve mikro RNA’ları nöronun aksonuna transfer ettiği 

görülmüştür [51].  Sinir iletiminde karakteristik özelliğe sahip olan miyelin kılıfı 

oluşturan lipitler de oligodendrositlerden yine eksozomlar aracılığyla salındığı 

bulunmuştur [52]. Ayrıca sinir çalışmalarında eksozomların beyindeki sinaptik 

plastisite, nöronal stres yanıtı, hücre-hücre iletişimi ve nörogenez gibi süreçlerde 

rol aldığı gösterilmiştir [53,54]. 

Tüm bilgiler ışığında eksozomların;  

✓ Hücreler arası iletişim ve kargo görevinde,  

✓ Genetik bilginin aktarımı, 

✓ Hastalıkların patolojik süreçlerinin aydınlanması ve hastalık tanı 

modellenin geliştirilmesi, 
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✓ Yeni nesil aşı modellerinin geliştirilmesinde, 

✓ mRNA, miRNA, nükleik asit, protein, lipid taşınımı ve ilaç taşıyıcı sistem 

olarak geliştirilmesinde,  

✓ Hastalıkların tedavilerin kullanılabilmesi,  

✓ İmmün yanıtı düzenleyebildiği görülmüştür [55].    

Eksozomlar ile ilgi çalışmalar gün geçtikçe artmaktadır. Yapılan bu çalışmalar 

arttıkça da eksozomların tüm fonksiyonlarının daha da aydınlanacağını 

düşünmekteyiz.  

2.3.1 Eksozom Biyogenezi  

Günümüzde eksozomların biyogenezi; içeriği, kargo molekülleri ve 

sınıflandırılmış proteinler açısından oldukça karmaşık olsa da çeşitli sinyal yolları 

aracılığıyla düzenlenen çok aşamalı bir biyolojik süreç olarak kabul edilmektedir. 

Eksozomun biyogenezi için kesin mekanizmanın aydınlatılmasına yönelik 

çalışmalar halen daha devam etmektedir.  Ancak farklı mekanizmalar 

tanımlanmıştır. Tanımlanan mekanizmalar ise; protein sınıflandırması için geniş 

çapta açıklanan iki yola ayrılmaktadır. Bunlar; 

• Endozomal sıralama kompleksi taşınımına (ESCRT) bağımlı yolak 

• ESCRT'den bağımsız yolaktır.  

Eksozomların biyogenezi bu 2 yolak tanımlanmıştır ancak bu yolakların 

birbirinden tamamen ayrı olduğu söylenememektedir. Bu yolaklar sinerjik olarak 

çalışabilir veya farklı eksozom alt popülasyonları farklı mekanizmalara bağlı 

olabilir [56].  Ayrıca, hücre tipi veya hücresel homeostaz, eksozomların 

salgılanmasını kontrol eden mekanizmaları etkileyebilmesi söz konusudur.  

Eksozom biyogenezi esas olarak; endozomal sistemden köken almaktadır. Bu 

süreç, hücre zarının içe doğru tomurcuklanması ve ardından endozom zarının 

ikinci kez içe doğru tomurcuklanmasıyla erken endozomun oluşmasıyla 

başlamaktadır. İkinci içe doğru tomurcuklanma ile, geç endozom da ILV’ler 

meydana gelir.  ILV içeren geç endozomlar sınırlı multiveziküler cisimler 

(MVB'ler) olarakta tanımlanır [57,58].   MVB’ler bu basamaktan sonra ya 

degredasyon için lizozom ile kaynaşır ya da eksozom oluşumu için endositik yolu 

izlemektedir [59]. Endositik süreç sırasında, plazma zarı yüzey proteinleri, 
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endositik veziküllerin iç zarına yerleşmektedir [60].  Plazma zarı yüzey proteinleri 

ile endositik veziküller endoplazmik retikülum zarına sıralanır ve daha sonra golgi 

kompleksinde ILV’de işlenir. Sürecin son aşaması olarak, ekzositotik yol 

aracılığıyla hücre dışı boşluğa ILV’ler alınarak, MVB'ler plazma zarı ile birleşir ve 

eksozom olarak salınırlar.  

Kısaca eksozom biyogenezinin basamakları;  

• Plazma zarından endositik veziküllerin oluşumu, 

• Endozomal membranların içe doğru tomurcuklanmasıyla MVB oluşumu,  

• MVB'nin plazma zarı ile füzyonu ve eksozomların salınmasından 

oluşmaktadır.  

2.3.1.1 Eksozom Biyogenez ESCRT Bağımlı Yolak 

EV oluşumu, hücre zarlarının sitoplazmadan tomurcuklanmasını meydana geldiği 

bilinmektedir. Eksozomların hücre dışına salınımında ESCRT’nin keşfinin hücresel 

bir mekanizma olarak açıklanmaktadır [61, 62].  ESCRT'ye bağlı MVB oluşumu, 

hem lizozomal bozulma hem de eksozom biyogenezin de önemli ölçüde rol 

oynadığı görülmüştür [63].  ESCRT bileşenleri, ILV’lerin tomurcuklanmasını ve 

endozom lümenine salınmasını destekler, dolayısıyla MVB’lerin biyogenezine 

katkı sağlamaktadırlar [64].  ESCRT'ye bağlı mekanizma, eksozomların 

biyogenezi için en iyi karakterize edilmiş mekanizmalardan biridir. ESCRT;  dört 

protein kompleksi, yani ESCRT-0, -I, -II ve -III şeklinde düzenlenmiş VPS4, VTA1 

ve ALIX gibi proteinlerle birlikte yaklaşık 30 proteinden oluşmaktadır. ESCRT-0 

ubiquitin ile etkileşime girerek kargo kümelenmesine ve diğer ESCRT 

komplekslerinin (ESCRT-I, ESCRT-II ve ESCRT-III) endozomal membrana 

alınmasını kolaylaştırır [61].  ESCRT-I ve ESCRT-II, endozomal membranın 

tomurcuklanmasından sorumludur. Membran invajinasyonu ve intralüminal 

veziküllerin oluşumu ise,  ESCRT-III aracalığıyla polimerik filament oluşumunu ve 

vezikül fisyonunu kolaylaştırılır [65].   

Biyogenez için ESCRT'ye bağlı mekanizma iyi tanımlanmış olmasına rağmen, 

kargo moleküllerinin MVB'lerden ayrılmasıyla olan ilişkisi halen daha 

aydınlatılmamış olup araştırmalar devam etmektedir. Özellikle ESCRT 

komplekslerinin eksozom biyogenezine dahil olduğu ve mekanizmanın tüm 
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süreçlerini aydınlatımak adına yapılan protein analiz çalışmaları devam 

etmektedir. Hepatosit büyüme faktörün ile düzenlenen tirozin kinaz substratı 

(HRS) mono-ubiquitin kargo proteinlerinin tanınmasında rol oynarken, sinyal 

dönüştürücü adaptör molekül 1 (STAM1), clathrin ve Eps15 ile bir kompleksi 

meydana getirir. HRS daha sonra TSG101 ile etkileşime girerek, ESCRT-I 

kompleksini alır ve ESCRT-III'ün ESCRT-I yardımıyla alımını sağladığı 

görülmüştür [66]. Hatta yapılan bir çalışmada HRS eksikliğinin eksozom salınımı 

olumsuz yönde etkilediği rapor edilmiştir [67].  Bu bilgilere ek olarak, ESCRT 

komplekslerinin eksozom biyogenezinin ve salınımındaki, ana histo-uyumluluk 

kompleksi sınıf II (MHC II)’nin de bu sürece dahil olduğu görülmüştür [68].   

2.3.1.2 Eksozom Biyogenez ESCRT Bağımsız Yolak 

ILV'lerin MVE lümenine kesilmesi için ESCRTIII'nin her zaman gerekli olduğu 

düşünülmekte idi [45]. ESCRT'den yoksun hücrelerde de lumen içinde MVE’lerin 

oluşması, ESCRT’den bağımsız bir yolağın var olabileceğini göstermiştir [69].  Bu 

konuyla ilgili yapılan ilk çalışmada fare oligodendroglial hücre hattında, ESCRT 

bileşenleri Tsg101 ve Alix'in yıkılması ve salınan eksozomların sayısının 

etkilemediği görülmüştür. Bu durum da eksozom biyogenezinde ve kargo yükleme 

ESCRT'den bağımsız bir yolağın olduğunu tespit edilmiştir. Gerçekten de, ILV 

biyogenezi için ilk ESCRT'den bağımsız mekanizmanın, zarlarda spontane bir 

negatif eğriliğini indükleyen sal tabanlı mikro alanların oluşumuna izin verebilen 

sfingolipid seramidlerin aktif rol oynadığı görülmüştür. [70]. Böylece mikro 

bölgelerin, fosfokolin kısmı uzaklaştırılmasıyla seramidler ve sfingomyelinazlar 

bakımından oldukça zengin olduğu düşünülmektedir [71].  Seramidlerin, 

membranlarda yanal faza ayrılmasını ve mikro alanların birleşmesini indüklediği 

bilinmektedir. Ayrıca, seramidin hem koni şeklindeki yapısı hem de endozomal 

membranın spontane negatif eğriliği düşünüldüğünde tomurcuklanmaya katkı 

sağlayabilmesi söz konusudur [72].  Bu “geleneksel olmayan” yolağa, seramidlere 

ek olarak lizobisfosfatidik asit (LBPA) gibi belirli lipidlerin de içe doğru bükülerek 

vezikül oluşumu için endosomal bölgeleri organize ettiği tespit edilmiştir [73].  

ESCRT'den bağımsız eksozom oluşum mekanizmasını kanıtlamak için yapılan 

proteomik analizler de bazı proteinler tanımlanmıştır. Bu bilgilere ek olarak, 

ESCRT'den bağımsız mekanizmanın, yalnızca MVB'lerin ve eksozomların 
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oluşumunda değil, aynı zamanda eksozom içeriğinin değiştirilmesinde de etkili 

olduğu da görülmüştür. Sıçan pankreas adenokarsinom modelinde, tetraspanin 

Tspan8'in ekspresyonu, eksozomlardaki mRNA ve transmembran protein (VCAM-

1, a4 integrin) içeriklerinin farklılaştığı tespit edilmiştir [74]. Ancak ESCRT'den 

bağımsız ILV oluşumunda hangi proteinlere ihtiyaç duyulduğu ve nasıl işlev 

gördükleri halen daha tam olarak açıklığa kavuşmuş değildir [75].  ESCRT 

bağımsızlı yolağın farklı hücre tiplerinde aktif rol oynayan bileşenlerin farklılık 

gösterebileceğini düşünmekteyiz. 

2.3.3 Eksozom Bileşenleri 

Eksozomlar, özel olarak sıralanmış proteinler, lipidler, nükleik asitlerden meydana 

gelirken, köken aldığı hücrenin özellikler bağlı kalmasıyla o hücrenin mini 

versiyonu olarak kabul edilmiştir. Eksozom içeriğinde yaklaşık 4400 protein, 194 

lipid, 1639 mRNA ve 764 miRNA ek olarak farklı hücre tiplerinden spesifik 

bileşenler de tanımlanmıştır. Bu farklı bileşenlerde eksozomların hem karmaşık 

yapısını hem de potasinsiyel fonksiyonel çeşitliliğini ortaya koymaktadır [76, 77]. 

Tipik olarak eksozomlar hücre penetrasyonundan füzyonuna kadar pek çok olayda  

rol oynayan proteinlerce oldukça zengin bir içeriğe sahiptir. Bu proteinlerin 

bazıları; membran da bulunan tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD82); antijen 

bağlanması ve sunumunda yer alan stres yanıtının bir parçası olarak ısı-şoku 

proteinleri (HSP70, HSP90); eksozom salınımında rol oynayan MVB oluşum 

proteinleri (Alix, TSG101); yanı sıra membran taşınması ve füzyonundan sorumlu 

proteinler (anneksinler ve Rab) oluşturmaktadır [78].   

Eksozomun keşfiyle birlikte ökaryotik canlıların RNA işleme yollarına ek bir 

mekanizmanın daha olduğu ortaya çıkmıştır. Her ne kadar eksozomun temel 

aktivitesi tamamen aydınlatımamış olsa da RNA içeriği bakımından hücresel 

metabolizmadaki rolü önemini göstermiştir.  Eksozomun sitoplazmada mRNA’ları 

parçalama yeteneği, 3'-5' bozunma yolunun baskın göründüğü ve eksozom 

içerisindeki mRNA'ların düzenlenmesinde işlev görebildiği görülmüştür [80, 81, 

82]. Bu bilgilere ek olarak eksozomlar; hedef hücrelere dahil edilebilecek farklı 

RNA kalıpları da içermektedir. Yapılan RNA analizlerinde miR’ler eksozomal RNA 

türünün büyük bir kısmını oluşturuduğu söylemek mümkündür [77].   
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Eksozomların biyoaktivitesi sadece proteinlerinde ve nükleik asitlerinde değil, 

aynı zamanda lipid bileşenleri de bulunmaktadır. Tüm eksozomların membran 

yapısında bulunan fosfatidilserin (PS), fosfatidik asit, kolesterol, sfingomiyelin 

(SM), araşidonik asit ve diğer yağ asitleri, prostaglandinler ve lökotrienler ortak 

moleküller olarak tanımlanmıştır [83, 84].  Içerisindeki bu moleküller sayesinde 

eksozomların stabilitesinin arttığı ve yapısal sertlik kazandığı görülmektedir.  

Eksozomların lipid içeriği, protein ve RNA’lar hastalıkların teşhisinde ve 

prognozunda önemli role sahip olacağını düşünülmektedir. Ayrıca bileşenleri 

sayesinden eksozomların in vitro koşullarda modifiye edebilmesine katkı 

sağlamaktadır.  

Şekil 2.3 Eksozomların yapısı ve bileşimi. Eksozomların yapısı, sulu bir çekirdek 
ve bir fosfolipid çift katmanından oluşur. Genel: Tetraspaninler (CD9, CD63, 

CD81); İntegrinler (α6β4, αvβ5); ICAM-1 (hücreler arası yapışma molekülü 1); 
MHC I, II (ana doku uygunluk kompleksleri I ve II); Zar taşıma/füzyon 

proteinleri (Rabs, Flotillins); Nükleik asitler (miRNA'lar, lncRNA'lar, circRNA'lar, 
mRNA'lar, DNA); Sitoplazmik proteinler (Syntenin, enzim); Yüzey alıcısı; 

Kolesterol; seramid; sfingomyelin; fosfatidilserin, (Biorender.com’da çizildi) 
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2.3.4 Hücreler Arası iletişimde Eksozomlar 

Hücreden hücreye iletişim organizmanın homeostazi sağlayabilmesi adına 

oldukça önemlidir.  Hücrelerin komşu hücrelerle bağlantı sağlayabilmesin için pek 

çok molekül hücresel iletişimde aktif rol oynamaktadır. Burada hem yüzey 

molekülleri hem de sitoplazmik bileşenler görev almaktadır [85, 86].  Hücreler, 

sinyal yayılımını kolaylaştırmak için hormonlar ve sitokinleri salgılayarak bu 

çözünür faktörler aracılığıyla uzaktaki hücrelerle iletişim kurarken, hücre 

yüzeyindeki protein/protein etkileşimi, ligand-reseptör transferini sağlayan 

adezyon molekülü dahil olmak üzere bir çok molekül de yakındaki hücreler ile 

iletişim kurabilmektedir [87]. Ayrıca hücre tipine göre elektriksel veya kimyasal 

sinyaller kullanılarak iletişim sağlanabilmektedir [88]. 

Son zamanlar da yapılan araştırmalar göstermiştir ki; EV’ler hücreden hücreye 

iletişimde aktif rol oynamaktadır. Özellikle eksozomlar hücresel iletişimde öne 

çıkmaktadır. Başlangıçta eksozom salınımının hücrelerdeki gereksiz proteinleri 

ortadan kaldırdığı bir mekanizma olduğu sanılmaktaydı [89, 90].  Ancak 1990’lı 

yılların sonunda yapılan çalışmalar eksozomların özellikle immün yanıt 

oluşumunda ve kanserde, hücreler arası iletişim aracı olarak hizmet ettiği 

görülmüştür [91, 92]. Ekosozomlar köken aldıkları hücrelerden salınarak hedef 

hücrelerle etkileşime girer. Böylece hedef hücre davranışını ve fenotip özelliklerini 

değiştirebilmektedir [93].   

Eksozomlar hücre içerisine reseptör-ligand etkileşimi, membrandan direk füzyon 

veya endositoz yoluyla alınabilmektedir. Burada, eksozomlar endozomların 

sınırlayıcı membranı ile kaynaşabilir ve içeriklerinin hedef hücrelerin 

sitoplazmasına genetik aktarımı ile sonuçlanabilir.  

Eksozomlarda bulunan biyoaktif moleküllerin, aşağıdaki mekanizmalar yoluyla 

hedef hücreleri etkilediği görülmüştür;  

1. yüzeye bağlı ligandlar yoluyla hedef hücrelerin doğrudan uyarılması;  

2. aktive edilmiş reseptörlerin alıcı hücrelere transferi;  

3. fonksiyonel proteinlerin, lipidlerin ve RNA'ların verilmesi yoluyla alıcı 

hücrelerin epigenetik yeniden programlanması [94].   
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Bu yolak ile eksozomlar hem uzaktaki hem de yakındaki hücreler iletişim 

kurabilme yeteneğine sahiptir.  

2.3.5 Eksozom İzolasyonu ve Yöntemleri 

Eksozomlar ve biyolojik işlevlerinin anlaşılmasındaki hızlı ilerlemeler, 

eksozomların oynadığı fizyolojik rollere ve insan sağlığıyla olan belirgin ilişkileri 

nedeniyle yeni çalışmalara kapılar açmaktadır [95].  Eksozomların izolasyonu ve 

nicelleştirilmesi hem temel araştırmalarda hem de klinik uygulamalarda giderek 

önem kazanmaya başlamıştır. Eksozomlar hücre kültür ortamından ve vücut 

sıvılarından izole edebilmek mümkündür. Özellikle hastalıkların tanı ve tedavisin 

de kullanılacaksa; güvenili ve verimli bir şekilde izole edilmesi gerekmektedir 

[96]. Bugüne kadar, beş grup eksozom izolasyon tekniği geliştirilmiştir. Bunlar,  

1. Ultrasantrifüj Tabanlı Teknik  

2. Boyut Tabanlı Teknikler 

3. Immünoafinite Yakalama Tabanlı Teknik 

4. Eksozom Çöktürme Tekniği 

5. Mikroakışkan Tabanlı Tekniktir.  

2.3.5.1 Ultrasantrifüj Tabanlı Teknik 

Heterojen bir karışımı (süspansiyon) merkezkaç kuvveti kullanılarak 

santrifüjlemeye tabi tutulduğunda, süspansiyondaki partiküller yoğunluklarına, 

boyutlarına ve şekillerine göre çökmektedir. Önce daha yoğun ve daha büyük 

parçacıklar çökmektedir. Santrifüjleme genellikle partiküllü malzemeleri ayırmak 

ve saflaştırmak için kullanırlır. Ayrıca nükleik asitler ve proteinler gibi 

biyopolimerler dahil polimerik malzemelerin hidrodinamik özelliklerini analiz 

etmek içinde kullanılmaktadır [97].  Karışıma uygulanan merkez kaç kuvvetine 

bağlı olarak bir süspansiyondaki parçacıklar, fiziksel özelliklerine, çözücünün 

yoğunluğuna ve viskozitesine göre sırayla ayrılabilir.  

Mevcut yöntem de ise, yüksek hızlarda ultrasantrifüjlemenin eksozomları 

saflaştırmak için en iyi yöntemlerden birisi oluduğu görülmüştür. Bu yöntem ile 

oldukça saf bir eksozomal fraksiyon elde etmek mümkündür [98]. Bir numunedeki 

eksozomların izolasyonu için farklı merkezkaç kuvvetine ve süreye bağlı olarak bir 

dizi santrifüjleme döngüsünden oluşur. Kullanılan merkezkaç kuvveti tipik olarak 
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~100.000 ila 200.000 × g arasında değişmektedir. Eksozom izolasyonunda bu 

yöntem kullanılıyor ise; işlemler arasında, süpernatant aspire edilir ve kullanılan 

merkezkaç kuvvetine bağlı olarak, pelet, fosfat tamponlu salin (PBS) gibi uygun 

bir ortamda yeniden süspanse edilir ve artan kuvvette santrifüjleme işlemlerine 

tabi tutulur. Son olarak, izole edilmiş eksozomlar bir kez daha yeniden süspanse 

edilir ve sonraki işlem veya analizlere kadar -80°C'de saklanır. Bu eksozomları 

izole etme yöntemi, peletleme yöntemi veya basit ultrasantrifüjleme yöntemi 

olarak da bilinir [99].   

Ultrasantrifüj ile yoğunluk gradyan santrifüjleme de yapılmaktadır. Bu teknikte, 

toksik olmayan yoğunluk dereceli bir sukroz veya iyodoksinol ortamıyla birlikte 

numunelerin ultrasantrifüjlenmesine dayanır. Bu yöntem ile elde edilen 

eksozomların yüksek saflık derecesinden olduğu görülmüştür [100]. Bununla 

birlikte, virüslerden veya mikroveziküllerden gelen eksozomlar, benzer 

yoğunlukları nedeniyle bu teknikle ayırt edilememektedir. Ayrıca yalnızca pahalı 

ultrasantrifüjleme ekipmanı değil, aynı zamanda yöntemi tecrübeli kişilerce 

yapılması gerekmektedir [101].   

Bu yöntem araştırmalarda yaygın olarak kullanılmasına rağmen, tekniğin 

eksozomal olmayan partiküllerle birlikte izolasyonu, düşük tekrarlanabilirlik, 

düşük RNA verimi, eksozomların potansiyel hasarı, düşük verimi ve 

kontaminasyon dahil olmak üzere birçok dezavantajı vardır [102, 103, 104].   

Eksozom izolasyonu için özel olarak şartlandırılmış kültür ortamını kullanan 

araştırmacılar çoğunlukla ultrasantrifüjleme kullanırken, plazma gibi karmaşık 

biyolojik sıvıları inceleyenler, izolasyon ve saflaştırılması için farklı yöntemler 

kombine olarak kullanmanın daha avantajlı olduğu kanısına varılmıştır. Bu 

yöntemler arasında, hücre parçalarını ve büyük trombosit türevli vezikülleri 

uzaklaştırmak için daha düşük hızlarda yoğunluk gradyanlı santrifüjleme, 

ardından ultrafiltrasyon ve boyut dışlama kromatografisi (Size Exclusion 

Chromatography SEC) yer alır [105].  Sonuç olarak, kültür ortamından 

eksozomları saflaştırmak için en genel kabul gören ve yaygın olarak kullanılan 

yöntem ultrasantrifüjleme yöntemidir. Hücreleri ve mikro vezikülleri 

uzaklaştırabilen bir dizi seri santrifüjleme adımı, ardından ultrasantrifüjleme 
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yoluyla izolasyon yapılabilmektedir. Ancak bu yöntem zaman alıcı, emek yoğun 

ve pahalı ekipman gerektiren bir işlemdir. 

2.3.5.2 Boyut Tabanlı Teknikler 

Bu yöntem kendi içerisinde birkaç teknik barındırmaktadır. Bu teknikler arasında; 

ultrafiltrasyon [106], boyut dışlama kromatografisi (SEC) [107] ve akış alan-akış 

fraksiyonu (Flow Field-Flow Fractionation-F4) [108] yer almaktadır. Ayrıca bu 

yöntem baz alınarak özellikle RNA ekstraksiyonu için ticari kitlerde geliştirilmiştir 

[109].   

Boyut tabanlı eksozom izolasyon yöntemlerinden en bilinen teknik 

ultrafiltrasyondur. Bu yöntem geleneksel membran filtreleme yönteminden farklı 

olmamakla birlikte, temellinde, süspansiyon halindeki partiküllerin veya 

polimerlerin ayrılmasının öncelikle boyutlarına veya moleküler ağırlıklarına bağlı 

ayrıştırma bulunmaktadır. Bu yüzden, molekül ağırlıklarına veya boyutlarına göre 

özel membran filtreler ile eksozom izole edilebilmektedir [106]. Bu yöntem özel 

membranlar kısa ve ultrasantrifüjlemeye kıyasala daha az kuvvette santrifüjleme 

işlemine tabi tutularak hızlı bir şekilde izole edebilmeyi mümkün kılmaktadır. 

Ultrafiltrasyon, ultrasantrifüjden daha hızlıdır ve özel ekipman gerektirmez [110, 

111].   

Eksozom izolasyonuna uygulanan bir başka boyuta dayalı ayırma tekniği, boyut 

dışlama kromatografisidir (SEC). SEC'de, makromolekülleri ve partikülleri 

boyutlarına göre ayırmak için gözenekli sabit bir faz kullanılır. Küçük 

hidrodinamik yarıçaplı bir numunedeki bileşenler gözeneklerden geçebilir, bu da 

geç elüsyona neden olur. Eksozomlar da dahil olmak üzere büyük hidrodinamik 

yarıçaplı bileşenlerin gözeneklere girmesi engellenir.  Bu yöntem ile izole edilen 

eksozomların karakterizasyon analizinde yapısal bozulmanın olmadığı 

görülmüştür [112, 113].   

Diğer bir teknik ise akış alan-akış fraksiyonu -F4; boyuta dayalı yöntemlerler için 

de nispeten daha yeni bir yöntem sayılmaktadır. Bir kanal yardımıyla parabolik 

akış sağlanarak süspansiye karışımdaki partiküllerin boyutlarına göre izolasyonun 

sağlandığı bir tekniktir. İnsan nöral kök hücre kültüründen eksozomları izole 

etmek için F4 kullanılmış ve izolasyonun başarılı olduğu görülmüştür [108].   
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2.3.5.3 Immünoafinite Yakalama Tabanlı Teknik 

Eksozomları büyüklüklerine, yoğunluklarına ve diğer fiziksel özelliklerine göre 

izole eden stratejilere ek olarak, izolasyonu için proteinler ve antikorları 

arasındaki etkileşim ile immünoafinite yakalama gibi başka yöntemler de 

geliştirilmiştir. Özellikle eksozom yüzeyinde bulunan başta CD63, CD81, CD82, 

CD9, Alix, annexin, EpCAM ve Rab5 proteinleri olmak üzere bir çok protein yüksek 

saflıkta ve eksozomların spesifik alt popülasyonlarının izolasyonuna katkıda 

bulunabilmektedir [114].  Bu yönteme göre, antikorlar manyetik boncuklar, 

kromatografi matrisleri, plakalar veya mikroakışkan cihazlar üzerine sabitlenebilir 

[115].  Ancak en yaygın kullanılanı mikroakışkan cihazlardır. 1.0 mL kadar küçük 

bir hücre kültürü ortamı hacmiyle immünoafinite yakalama yöntemini 

kullanılarak yapılan bir çalışmada, izolasyon verimi ultrasantrifüj ile 

karışılaştırılmış ve sonuçların her iki yöntemde de benzer olduğu görülmüştür.  

Her yöntemde olduğu gibi bu yönteminde avantaj ve dezavantajları 

bulunmaktadır. Yüksek saflık ve kolay prosedüre rağmen, nötr olmayan pH ve 

fizyolojik olmayan tuz konsantrasyonları eksozom biyolojik aktivitesini 

etkileyebilmesi söz konusudur. Ayrıca reaktiflerin yüksek fiyatı, özellikle aşırı 

yüksek saflık veya belirli bir eksozom alt türü talepleri olmadığında, birçok 

laboratuvarın bu yöntemi seçmemesinin bir başka nedenidir [116].   

2.3.5.4 Eksozom Çöktürme 

Sentetik polimerler ve hidrofilik polimerler rutin olarak virüsleri ve diğer küçük 

parçacıkları çökeltmek için kullanılmaktadır [117].  Bu özelliklere sahip 

polimerler kullanılarak eksozom izolasyonun başarılı olduğu görülmüştür.  

Özellikle polietilen glikol (PEG) gibi su içermeyen polimerler izolasyon için gerekli 

koşullu ve özellikleri sahip olduğu için öne çıkmaktadır [111].  Su içermeyen 

polimerler su moleküllerini bağlar ve daha az çözünür bileşenleri çözeltiden dışarı 

çıkmaya zorlayarak izolasyona hizmet eder. Yapılan araştırmalar da kültür 

ortamına PEG (0.08 g/mL ) ile gece boyu 4 °C'de inkübe edilmesi eksozom içeren 

çökelti, düşük hızlı santrifüjleme veya filtrasyon yoluyla izole edildiği görülmüştür 

[119, 120].  
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Bu çöktürme ve diğer yöntemlerinde dışından, birkaç eksozom izolasyonu için 

ticari kitler mevcuttur. Bu kitlerinin bazıları serum, plazma, idrar, beyin omurilik 

sıvısı ve kültür ortamı dahil olmak üzere birçok kaynaktan eksozom izolasyonunu 

mümkün kılmaktadır. Ancak tüm izolasyonu yöntemlerinde de olduğu gibi 

çöktürme işleleminden önce, numunelerin hücrelerden ve hücresel kalıntılardan 

önceden temizlenmesi gerekir. 

2.3.5.5 Mikroakışkan Tabanlı Teknik 

Her geçen gün gelişen mikrofabrikasyon teknolojisinde, eksozomların hem fiziksel 

hem de biyokimyasal özelliklerinden mikro ölçeklerde yardımıyla, hızlı ve verimli 

bir şekilde izole etmek için mikroakışkan tabanlı cihazların üretimi 

geliştirilmesinin yolunu açmıştır. Bu yöntem henüz oldukça yenidir. İzolasyon için 

yapılan birkaç çalışma mevcuttur. Ancak bu teknik üzerine yapılacak çalışmalar 

ihtiyaç duyulmaktadır. Bu zaman kadar yapılan çalışmalarda ise; akustik 

nanofiltre ile bileşenleri boyutlarına ve yoğunluklarına göre [121], geliştirilen 

gözenekli silikon nanotelin ise hücre kalıntılarını uzaklaştırarak izolasyon 

edebildiği görülmüştür [122].  Aynı zamanda spesifik eksozom izolasyonu 

sağlayabilen immünoafinite yakalamayı sağlayan bir mikroakışkan çip geliştirilmiş 

ve izolasonun başarılı olduğu görülmüştür [123].  
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Tablo 1.1 Eksozom izolasyon yöntemlerinin karşılaştırılması 

Yöntem Yöntemin Amacı İzolasyon 

Saflığı 

Avantajı Dezavatanjı 

Ultrasantrifüj 

Tabanlı Teknik 

Partikül bileşenlerinin ve 

çözünen maddelerin 

yoğunluk, boyut ve şekle 

dayalı ayrılma amaçlar 

 

Yüksek 

Büyük numune 

kapasitesi ve büyük 

miktarlarda eksozom 

verimi 

Hücre kültürü 

araştırmalarında daha 

uygundur. Pahalı ekipman, 

uzun süreli ve yoğun emekli, 

ayrıca proteinleri ve/veya 

protein-RNA kümelerini 

çökeltir 

Boyut Tabanlı 

Tekniği 

Moleküler ağırlıkları 

bilinen veya boyut 

dışlama sınırlarına sahip 

karışımlardan filtre 

membranı kullanarak 

izolasyonu amaçlar 

 

Orta 

Ultrasantrifüj kıyasla 

daha hızlı izolasyonu 

sağlayabilir,  

Membrana bağlı 

olumsuzlukların gelişmesi 

(filtre tıklanması)  

Immünoafinite 

Yakalama 

Tabanlı Tekniği 

Eksozomların zara bağlı 

antijenleri (reseptörleri) 

ile hareketsizleştirilmiş 

antikorlar (ligandlar) 

arasındaki spesifik 

etkileşime dayalı eksozom 

izolasyonu amaçlar 

 

Yüksek 

Spesifik olarak 

eksozom izolasyonunu 

imkanlı kılar  

Yüksek maliyete ve verimin 

nispeten daha az olmasıdır  

Eksozom 

Çöktürme 

Tekniği 

Su içermeyen polimerlerin 

yardımıyla (Örn: PEG) 

eksozomların 

çözünürlüğünü veya 

dağılabilirliğini 

değiştirerek izolasyonu 

amaçlar 

 

Düşük 

Yüksek verimli, özel 

ekipmana gerek yok ve 

çalışma süresini 

nispeten kısadır 

Düşük numune hacimlerinde 

çalışma imkanı sunar 

Mikroakışkan 

Tabanlı Tekniği 

Süspansiye 

İmmünoafinite, boyut ve 

yoğunluk gibi 

eksozomların çeşitli 

özelliklerine dayanan 

mikro ölçekli izolasyon. 

 

Yüksek 

Yapılan çalışmalar 

yüksek miktarda 

eksozom izolasyonu 

yapılabildiğini 

göstermiştir 

Henüz klinik uygulaması 

kesinleşmemiş bir yöntem 

olup kalite kontrol 

çalışmalarının yapılması 

gerekmektedir 
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2.3.6 Eksozom Karakterizasyonu  

Farklı izolasyon teknikleri kullanılarak farklı kaynaklardan eksozom izole etmek 

mümkündür. Ancak izolasyon için tercih edilen yöntem her ne olursa olsun, 

yöntem başarısını ölçülmesi gerekmektedir. İzolasyondan sonra elde edilen 

eksozomların boyut, yoğunluk ve yüzey belirteç özelliklerine göre karakterizasyon 

işlemi yapılabilmektedir. Eksozomların karakterizasyon yöntemleri;  

1. Dinamik ışık saçılımı (DLS) 

2. Nanoparçacık izleme analizi (NTA) 

3. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) 

4. Flow sitometri 

5. Dirençli Darbe Algılama- (Resistive Pulse Sensing-RPS) 

6. Yüzey plazmon rezonansıdır.  

2.3.6.1 Dinamik ışık saçılımı  (DLS) 

Dinamik ışık saçılım tekniği, parçacığın Brownian hareketinin neden olduğu sabit 

bir açıda (173°) saçılan ışık yoğunluğunun dinamik dalgalanmalarını ölçerek 

parçacık hareketinin hız dağılımını analiz etme prensibine dayanır. Ayrıca Stokes-

Einstein ilişkisine dayalı olarak partikül çapları hesaplabilmektedir. Bu yöntemle 

kısa süre içinde boyut analizi yapabilmeyi sağlamaktadır [124]. Boyutunun 

ölçümü yanından DLS ile zeta potansiyel ölçümü de yapılabilmektedir. Zeta 

potansiyeli eksozom bütünlüğünü ve dağılım stabilitesini belirlemek kullanılan 

faktörlerden birisidir [125].   

2.3.6.2 Nanoparçacık izleme analizi (NTA) 

DLS’e benzer çalışma prensibine benzer özellikteki NTA, Brownian hareketi 

kaynaklı hareket eden nano ölçekli parçacıklardan saçılan ışığın gerçek zamanlı 

görüntüsü aracılığıyla sıvı süspansiyonda 50-1000 nm aralığındaki parçacıkların 

boyutlarını ve konsantrasyonunun ölçümünü yapabilmektedir. Stokes-Einstein 

ilişkisine dayalı olarak çaplarını hesaplayabilmektedir. Kısaca NTA, mikroskobun 

görüş alanındaki parçacıklardan saçılan ışığı görselleştirir. Bu ışık, hareket eden 

küçük parlak noktalar olarak görünür. Tek tek parçacıkların hareketleri ile kısa bir 
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video ile takip edilebilmektedir [126].  Günümüzde eksozom çalışmalarında 

karakterizasyon işleminde çok kullanılan analiz yöntemidir [127].  Ancak 

izolasyon sonrasında analiz de mutlaka seyretme işlemi yapılmalıdır. Bu yüzden 

kontaminasyon riski fazladır [128].   

2.3.6.3 Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) 

Bu yöntem ile eksozomların görüntülenme hedeflenir. Görüntüleme amacı; ilk 

olarak, boyut ve morfoloji açısından istenir. İkinci olarak ise; numunenin saflığını 

ölçmek için görüntüleme ihtiyacı duyulur [129]. Bu görüntüleme teknikleri ile 

lipoprotein partikülleri, büyük protein kompleksleri ve diğer istenilmeyen 

partiküllerin olup olmadığı değerlendirilir. Özellikle eksozomlar nanoboyutlarda 

olduğundan, yüksek çözünürlüklü mikroskopi kullanılarak 

görüntülenebilmeketdir. Bu yüzden transmisyon elektron mikroskobu (TEM) en 

popüler yöntemlerden birisidir [130, 131].  TEM analizi için eksozomların bir ön 

işleme tabi tutulması gerekir. Bu da büyük miktardaki numunelerin taranması 

zorlaştırır.  

2.3.6.4 Flow sitometri 

Bu yöntemde eksozomların hem yüzeyinde bulunan yüzey belirteçlerini hem de 

boyut analizini yapılabilmektedir. Flow sitometri prensibine göre; akış halindeki 

numuneler içerisindeki eksozomlar lazer ışığıyla hücre saçılma ve floresan 

sinyalleri üretir. Bu sinyaller ise özel dedektörlerce algılanarak analiz etmektedir 

[132, 133, 134].   

2.3.6.5 Dirençli Darbe Algılama- (Resistive Pulse Sensing-RPS) 

Diğer karakterizasyon yöntemlerinde de olduğu gibi RPS’de süspansiyon içinde 

partiküllerin boyut ve konsantrasyon yoğunluğunu analiz etmektedir. Bu 

methodta, cihaz içerisindeki 1 µm'nin altında olan nanoporlar aracılığyla partikül 

hareketlerine göre hesaplanmaktadır [135,136].  Ancak bu da TEM’deki gibi 

büyük numune örneklerinin değil de daha küçük miktardaki örneklerinin 

analizlerinin yapılabilmesi mümkün kılabilmektedir. 
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2.3.6.6 Yüzey Plazmon Rezonansına Dayalı Nanosensörler 

Hassas bir yöntem olan yüzer plazmon rezonansına dayalı nanosensörler; 

süspansiyon içindeki moleküllerin metal yüzey üzerine yaptığı absorpsiyon ile 

oluşan kırılma indisine bağlı olarak kütle ve konsantrasyonunu izleme avantakı 

sağlayan bir yöntemdir. Henüz klinik uygulamalara geçmemiş bu yöntem, 

proteinler, lipidler ve nükleotidler dahil olmak üzere eksozomların toplam 

kütlesini ifade etmektedir. Ancak bu yöntemde bazı yöntemlerdeki gibi küçük 

hacimdeki numunelerin analizlerini yapabilmektedir [137].   

2.3.7 Eksozomların Tanı ve Tedavi  Amaçlı kullanımı  

Eksozomların keşfinin ardından uzun süre, bu yapıların asıl görevlerinin 

hücrelerin olgunlaşma sürecinde hücre atığı yani “çöp” olduğu varsayılmıştır.  

Ancak yapılan çalışmalar bu yapıların altından karmaşık bir mekanizmanın 

olduğunu göstermiştir. Eksozom bileşenleri; çeşitli proteinler, lipidler ve genetik 

materyalleri (örneğin, miRNA, mRNA, DNA moleküllerinin yanı sıra uzun 

kodlamayan RNA'lar) içerdiği görülmesiyle asıl işlev mekanizması aydınlatılmaya 

başlanmıştır. Bu bileşenleri sayesinden eksozomların, hücre iletişimini önemli bir 

parçası oluduğu görülürken aynı zamanda da epigenetik düzenleme de önemli bir 

role sahip olduğu kabul edilmiştir [138].  Canlı hücrelerdeki eksozomların şartları 

ne olursa olsun, köken aldıkları hücreler tarafından diğer hücrelere iletilecek 

bilgiler ince bir şekilde düzenlendiği görülmüştür [139].  Bu yüzden eksozomlar 

köken aldıkları hücrelerin fonksiyonel durumları hakkında detyalı bilgi verebilme 

kabiliyetine sahiptir.   

Biyoteknolojik çalışmaların gelişmesiyle birlikte eksozomların özellikleri 

sayesinde hem tanı da hem de tedavi amacıyla kullabilecek ideal bir araç olduğu 

düşünülmeye başlanmıştır.  Özellikle, eksozoma dayalı tanı, invaziv olmayan 

tanılama için temeli oluşturmaktadır. Bunun dışında eksozomlar; ilaç dağıtımı 

[140], hücresiz aşı geliştirme [141] ve rejeneratif tıp [142] başta olmak üzere pek 

çok biyomedikal alanların araştırmalarına yönelik ilgi artmıştır. Bu ilgininde her 

geçen artacağı düşünülmektedir. Ancak eksozomların, klinik uygulamalar için 

karşılaştığı en büyük engellerin izolasyon zorluğu, izolasyon saflığı ve 

kontaminasyon olduğu bilinmektedir. Daha basit ve yüksek saflıkta bir izolasyon 
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yönteminin geliştirilmesi klinik uygulamalara yönelik çalışmalara ivme 

kazandıracaktır [143]   

Özellikle dolaşımdaki tanısal biyobelirteçlerin tanımlanması erken teşhis büyük 

avantaj sağlayabileceği düşünülmektedir. Sadece tanıya yönelik değil aynı 

zamanda hastalıkların patolojik başlangıçlarının aydınlatılmasına, hastlalıkların 

tekrarlanmasını veya mevcut tedavinin etkilerinin gözlenmeyebilmek imkanı 

sağlayacaktır. Dolaşımda bulunan proteinler ve nükleik asitler kararsız 

olduğundan özellikle bazı hastalıkların biyobelirteçi olma konusunda yetersizdir. 

Bu sebeple belirteç niteliği taşıtabilecek daha kararlı moleküller üzerinden 

araştırılmaların yapılması gerekir. Ancak yine de çoğu hastalığın geç evresinden 

bu belirteçler ortaya çıkabilirken  bazı hastalıklarda ise bu  belirteçler ortaya dahi 

çıkmayabilir. Eksozomların biyobelirteç olarak kullanımı ise, bu sorunların 

üstesinden gelme konusunda umut vaad etmektedir.  

Son yılarda; kan, idrar [144],  beyin omirilik sıvısı (BOS) [145] anne sütü [146] 

tükürük [147] amniyotik sıvı [148]  ve meni [149] başta olmak üzere hemen 

hemen tüm vücut sıvılarında eksozom varlığı tespit edilere ve izolasyonu 

yapılabilmiştir. İçerikleri, köken aldıkları hücrenin durmunu yansıtmasıyla 

hücrelerin “parmak izi” veya “imzası” olarak tanımlanabilmektedir [6]. 

Biyobelirteçler üzerinden eksozomların en çok araştırıldığı hastalık ise kanserdir.  

Wang ve ekbinin 2014 yılında yaptığı bir araştırmaya göre; hepatosellüler kanser 

hastalarının eksozomal miRNA seviyeleri araştırılmış olup, burada miRNA-22’nin 

eksperasyon seviyesi anlamlı olarak daha yüksek bulunmuştur [150].  Ayrıca 

prostat kanseri hastalarından izole edilen idrar eksozomlarında, prostat kanseti 

geni-3 ile prostat spesifik antijeni gibi biyobelirteçler içerdiği rapor edilmiştir 

[151].  Benzer şekilde, beyin metastatik kanserinde eksozomal miRNA araştırmış 

ve  miRNA-210’un yukarı regüle olduğu, miR-19a ve miR-29c'nin aşağı 

regülasyonu araştırmacılar tarafından rapor edilmiştir [152].   

Özellikle sinir sisteminin eksozomal miRNA'sında hastalığın başlangıcı, aşamaları 

yansıtması konusunda oldukça önemli role sahiptir. Dolaşım da eksozomal miRNA 

ise kanda bol miktarda  bulunup stabiliteye sahiptir [153].  2017 yılında yapılan 

bir çalışma da; serumda izole edilen eksozomların, qPCR ve ROC eğri analizi 
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kullanılarak miR-195, miR-19b ve miR-24 ekspresyon seviyeleri saptanmasıyla bu 

verilerin Parkinson hastalığının tanısında noninvazif biyobeliteç olarak yardımcı 

olabileceğin rapor edilmiştir [154].  Ayrıca Lewy body cisimciğinin birikimin 

indikleyen eksozomal miRNA ve gen boyutlarındaki ekspresyon seviyeleri 

arasında ilişkilerin bulunduğu saptanmıştır [155, 156].  Parkinson hastalarının 

serumlarından türetilen eksozomların proteomik analizi, bu hastalığında genetik 

ve sporadik formlarına sahip hastaların ve sağlıklı deneklerin gruplandırılmış 

örnekleri üzerinde gerçekleştirilen, eksozom biyogenez sentenin 1'in düzenleyicisi 

dahil olmak üzere, Parkinson hastalarının farklı 23 eksozomla ilişkili protein 

tanımlamıştır [157].   

Eksozomların sadece tanı amaçlı değil aynı zamanda iyileştirici etkisi nedeniyle 

diyabetik yaralararda etkin bir terapötik ajan olduğı görülmüştür [158].  Dahası 

bugüne kadar yapılan araştırmalar, eksozomlarının miyokardiyal I/R hasarına 

karşı koruduğu [159].  iskemi olıuşumunu özellikel ekstremite ciddi oranda 

azalttığı [160], hepatik rejenarasyona katkı sağladığı [161].  retina hasarlarını 

iyileştirici etkisine sahip olduğu [162],  görülürken son zamanlarda sıklıklı 

araştırılan kıkırdak ve kemik rejenarasyonuna da katkı sağladığı bulunmuştur  

[163, 164].   

Bu bilgiler ışığında eksozomların tedavi amaçlı kullanımına yönelik çalışmalar 

hızla sürdüğünü söylemek mümkündür. Tedaviye ve tanı yönelik önemli bulgular 

sergilemelerine rağmen halen daha klinik uygulamalarının yapılamıyor olmasının 

önündeki engelleri bir kaç yıl içinde kaldıralabileceğini düşünmekteyiz.  

2.3.8 Eksozom Tabanlı İlaç Dağıtım Sistemleri 

Son yıllarda ilaç moleküllerinin istenilen bölgeye güvenli ve bozunmadan etkili bir 

şeklide iletilebilme amacıyla ilaç tasarımı ve geliştirilmesine yönelik çalışmalar 

gün geçtikçe daha da artmaktadır. Özellikle sentetik ilaç bileşenlerden daha çok 

biyolojik ilaçların geliştirilmesi odak noktası olmuştur. Bu yüzden eksozomlar 

mimetikleri doğanın biyolojik dağıtım araçlarını taklit ettikleri, ancak biyolojik 

muadilleri kadar karmaşık olmadıkları göz önüne alındığında, umut verici aday 

dağıtım araçlarıdır. 
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Eksozom tabanlı bir dağıtım sistemi, özgüllük, güvenlik ve kararlılık gibi belirli 

avantajlara sahiptir. Hedef arama özellikleri sayesinde eksozomlar, yüklerini uzun 

bir mesafe üzerinden belirli hedeflere ulaştırabilir. Ayrıca RNA (siRNA) veya 

farmasötik olarak aktif maddeleri iletmek için de kullanılabilir [165].  

Eksozomların ilaç taşıyıcı sistem olarak geliştirilmesinin pek çok avantajı olduğu 

söylemek mümkündür. Özellikle biyolojik bir nanokesecik olduğundan hücre 

zarıyla kaynaşabilirken fagositozdan kaçabilme yeteceğine sahiptir. Bu sebeple de 

eksozomların düşük immün yanıt oluştururlar [166].   Ayrıca DNA, RNA, miRNA, 

siRNA, ve ilaçlar gibi çeşitli bileşenleri aktarma konusunda etkili bir nanotaşıyıcı 

görevi üstlenebilir [167].   

Diğer yandan, eksozomların yüzey özelliği sayesinde, ilaç taşıyıcı sistem olarak 

hedef hücreler ile verimli bir şekilde etkileşime girebilecekleri ve yüklenen ilacı 

aktif bir şekilde iletebildikleri yapılan çalışmalarda tespit edilmiştir. Eksozomların 

yüzeyinde bulunan çeşitli yapışkan proteinlerin (tetraspaninler ve integrinler) 

ekspresyonuna bağlı olarak bu ekstraselüler veziküllerin alıcı hücre 

membranlarıyla kolayca etkileşebildikleri ve bu hücrelerle füzyon yapabildikleri 

gösterilmiştir [168]. Eksozomlar hidrofilik ilaçları çekirdekte kapsüllemesini ve 

hidrofobik molekülleri lipit çift tabakasi ile taşıyıcı sistem olarak geliştirilebilir. 

İlaç yükleme için bilinen 2 yöntem bulunmaktadır. Bunlar;  

1- Eksozom izolasyonundan önce yükleme yöntemi   

2- Eksozom izolasyonundan sonra yükleme yöntemidir.  

2.3.8.1 Eksozom İzolasyonundan Önce Yükleme Yöntemi 

İlaç yada terapötik ajanlar, eksozomun üretilmeden önce dahil edilmesi prensibine 

dayanan yöntemdir. Eksozomlara hücre içinde biyogenez süreci devam ederken 

yüklenmek istenen molekülü kapsülenmesini sağlayarak ilaç taşıyıcı system olarak 

geliştirilmesi sağlar. miRNA , siRNA ve mRNA gibi terapötik gen , hücre 

transfeksiyonu yoluyla eksozomlara dahil edilmektedir. Polietilenimin(PEI)gibi 

katyonik polimerler [169] transfeksiyon yoluyla, peptitler ve proteinler gibi 

biyolojik yükleri de  yükleme yapılabileceğini göstermiştir [170]. 

Böyle biyolojik yükler olmaksızın moleküllerin yüklenmesinden genetik 

manipülasyonlar veya modifikasyonlar olmayan hücreler direk olarak ilaç 
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molekülüne maruz bırakılarak yükleme işlemi de yapılbildiği görülmüştir. Ancak 

bu ilaç kapsüllenme yönteminin kesin mekanizması aydınlatılamamıştır. Bu 

konuyla yapılan çalışmalarının birinde;  farklı hücre tiplerine herhangi bir genetic 

modifikasyon olmaksızın antikanser ilacı olan  paklitaksele (PTX) maruz 

bırakıldığında, daha sonra izole edilen eksozomların anti-proliferatif etkiye sahip 

olduğu görülmüştür [171]. 

Ancak bu yükleme yönteminde ilaç yükleme kapasitesi, ilaç yükleme verimi ve 

salım kinetiği gibi faktörlerin hesaplanması daha zordur. Bu yöntemde bu 

basamaklarından aydınlatılması ve hesaplanması gerektğini düşünmekteyiz.  

2.3.8.2 Eksozom İzolasyonundan Sonra Yükleme Yöntemi 

Eksozomların izole edildikten sonra ilaç yada terapötik ajan yüklemesinin 

yapıldığı yöntemdir.  Eksozomlar, bir bilipid zara ve sulu bir çekirdeğe sahip 

olmaları bakımından lipozomlara benzediğinden, potansiyel olarak hem hidrofilik 

hem de lipofilik ilaçlarla yüklenebilirler. Bu yöntem birkaç method içermektedir. 

 Bunlar;  

1. İnkübasyon 

2. Sonikasyon 

3. Elektroporasyon 

4. Dondurma- çözdürme döngüleri 

5. Ekstrüzyonlar 

 

• Inkübasyon  

Bu yöntemde izole edilen eksozomlar direk olarak ilaç molekülü  ile inkübasyona 

bırakılır. Yüklemesini kolaylaştırmak için herhangi bir ek mekanik veya elektriksel 

uygulama kullanmamaktadır. İnkübasyon ile yükleme yöntemin de hidrofobik ilaç 

moleküllerinin yükleme etkinliği açısından daha verimli olduğu görülmüştür 

[172]. Ancak bu yükleme yönteminden verimlilik düşüktür. İnkübasyon ile beyin 

endotel hücre hattı (bEND.3) izole edilen eksozomlara antikanser ilaçı olan 

doksorubisin veya paklitaksel başarıyla yüklenmiştir. Elden edilen ilaç yüklü 

eksozomların antikanser ilaçlarına karşın daha yüksek etkiye sahip olduğu 
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kanıtlanmıştır [173]. Yine makrafaj hücre hattından (RAW 264,7) izole edilen 

eksozomlara katalaz ile inkübasyona bırakılmıştır ve yüklemenin başarılı olduğu 

ifade edilmiştir. Yükleme verimliğini ilaçın moleküler boyutu ve yükleme 

sırasındaki fizyolojik koşullarında etkileği görülmüştür [15]. 

İnkübasyon yönteminde herhangi bir mekanik veya elektriksel kuvvet ek olarak 

uygulanmasa bile verimliliği arttırmak için bazı membran geçirgenleştiriciler 

eklenebilmektedir. Bununla ilgili olarak en çok kullanılan membran 

geçirgenleştirici ise saponindir. Saponin eksozomun yüzeyinde bulunan kolesterol 

ile kompleksler oluşturarark, gözenekler oluşturabilme kapasitesine sahiptir. Bu 

sebeple zar geçirgenliğinde önemli ölçüde bir artışa yol açar [174]. 2015 yılında 

yapılan bir çalışmada; hidrofobik bir  molekülün saponin ve saponinsiz olarak 

inkübasyon ile yükleme kapasitesine bakılmış ve saponin eklenmiş grubun diğer 

gruba kıyasla yükleme verimliğinin yaklaşık 11 kat arttığı kanıtlanmıştır [175]. 

• Sonikasyon 

Eksozom membranındaki lipit yapısından dolayı ilaç yükleme verimliliğin çok 

yüksek olmadığını bilinmektedir. Bu yapı ilaç yada terapötik ajan moleküllerinin 

hidrofobik çift katman boyunca dağılmasını ve eksozom içine girmesini zorlaştırır. 

Eksozom içerisine daha fazla molekül yüklenebilmesi adına kullanılan 

yöntemlerden birisi de sonikasyondur. Bu yöntemin prensibinde; izoel edilmiş 

eksozomlar, ilaçlar veya terapötik ajan karıştırılır ve ardından bir homojenleştirici 

probu kullanılarak sonikasyon işlemine tabi tutulur. Bu prob mekanik kesme 

kuvveti ile eksozomların zar bütünlüğünü hafif de olsa deforme eder ve bu zar 

deformasyonuyla yüklenmek istenen molekül eksozom içerisine girer.  Bu işlem 

eksozom membran mikroviskozitesinin önemli ölçüde azaldığını için zar yapısını 

tehlikeye attığı görülmüştür.  Ancak sonikasyon işlemin sonrasında eksozomları 

37 °C'de inkübe edildiğinde bir saat içinde za bütünlüğünü restore edildiği 

bulunmuştur [176]. Sonikason inkübasyon yöntemiyle karşılaştırıldığında 

yükleme verimliliğin yaklaşık 1,5 kat arttığı görülmüştür [177]. 

• Elektroporasyon 

Öncelikle moleküler biyoloji ve genetic mühendisliği alarından kullanılan, hücre 

dışı genlerin canlı hücreye aktarılmasını sağlayan bu yöntem; elektrik darbe 
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alanları oluşturarak hücre zarlarını dielektrik durumunu değiştirir. Bu da hücre 

zarının nispeten bozulmasını  ve gözeneklerin oluşmasına neden olur [178]. 

Eksozomlarda hücre membran özelliklerine benzer membran yapısına sahip 

olduğudan bu yöntem de kullanılarak molekül yüklemesi yapılabileceği 

görülmüştür. Elektroporasyonun oluşturduğu elektriksel akım, eksozomların 

fosfolipid çift tabakasını bozar ve böylece sonikasyon yönteminde de olduğu gibi 

gözenekler oluşmasını neden olur. Bu gözenekler sayesinden molekül eksozom 

içerine yayılabilmektedir. Eksozom membran bütünlüğünü daha sonra tekrar 

kazandığı görülmüştür. Bu yöntem daha büyük moleküller için örneğin siRNA 

veya miRNA’ların eksozoma yüklenmesi için yaygın olarak kullnılan yöntemdir.  

Çünkü bu büyük moleküller kendiliğinden eksozom içerisine girebilme imkanı 

bulunmamaktadır [179]. Bununla birlikte, elektroporasyon yönteminin 

dezavantajı ise, eksozom kararsızlığına yol açtığı için yükleme verimliliğinin 

düşmesine neden olabilir. Ancak bu durum içinde elektrik voltajı, elektrot 

malzemesi ve elektroporasyon tamponları gibi elektroporasyon parametreleri, ilaç 

yüklemesini iyileştirmek için modifiye edilebilerek çözümlenebilir [180]. 

• Dondurma-çözdürme döngüleri 

Bu yöntem kısaca ilaç yada terapötik ajanla eksozomla birlikte inkübasyona 

bırakılır. Daha sonra ise bu karışım -80 °C'de veya sıvı nitrojende hızla dondurulur 

ve tekra oda sıcaklığında çözündürülür. Böyle dondurma-çözülme en az 3 döngü 

olacak şekilde devam eder [181]. Bu yöntemin prensibi ise, sınırlı donma ve 

çözdürme döngülerinden sonra eksozomların lipid çift tabakasında hafif bir 

bozulma ile molekülleri eksozom içine yayılmasını amaçlanır [15]. Ancak bu 

yöntem sonikasyona göre daha düşük yükleme verimliliğine sahiptir.  

• Ekstrüzyonlar 

Ekstrüzyon yönteminde ise, izole edilen eksozomların kontrollü sıcaklık ve basınç 

altında 100-400 nm arasındaki gözenek boyutlarına sahip filtreler geçirilmesi 

prensibine dayanır [182]. Ekstrüzyon sırasında, eksozom memnranından 

bozulmalar görülür ve bu bozulan membrandan ilaç yada terapötik molekül 

eksozom içerisine yayılır. Bu yöntemde kullanılan sert mekanik kuvvetin zar 

protein yapıları ve zar özelliklerini değiştirip değiştirmediği hala belirsizdir. Ancak 
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yapılan bir çalışmada meme kanseri hücre hattından izole edilen eksozomların bu 

yöntem kullnılarak porfirin yüklemiş ve elde edilen yeni taşıyıcı sistemin zeta 

potansiyelinde değişiklik olmazken, yüklü eksozomların sitotoksik etkisinin 

olmadığı bildirilmiştir [175]. 

2.3.9 Mezenkimal Kök Hücrelerden (MKH) Elde Edilen Eksozomların Özellikleri 

Kök hücre, bir hücre türüne özelleşmemiş, boyut ve fonksiyonları azalmamış, 

kendi popülasyonlarını koruyan, bölünerek kendini yenileyebilme ve 

indüklendiğinden farklılaşma potansiyeline sahip hücrelerdir [182]. Mezenkimal 

kök hücre kaynaklı eksozomlar, kemik iliği (BMKH'ler), yağ dokusu (ADSC'ler), 

Wharton jeli, Olfaktör gibi çeşitli kaynaklardan elde edilebilmektedir [184,185]. 

Son zamanda kök hücreler gerek klinik gerekse temel araştırmalar açısından 

oldukça önem kazanmıştır. Özellikle MKH tabanlı uygulamalar, çeşitli hayvan 

hastalık modellerinde ve kemik kırığı [186], travmatik beyin hasarı [187], felç 

[188] ve miyokard enfarktüsü [189, 190] gibi hastalıklarda olumlu terapötik 

etkileri olduğu açıkça görülmüştür.  Bu hücrelerden izole edilen eksozomların ise 

rejeneratif tıp alanında güvenilir bir terapötik ajan olduğu kanıtlanmıştır [191]. 

MKH kökenli eksozomların, bağışıklık, karaciğer, kardiyovasküler hastalıklar ve 

nörolojik hastalıklar olmak üzere pek çok hastalıklarda terapötik etkin olduğu 

bulunmuştur [192, 193]. Yapılan araştırmalara göre; MKH kökenli eksozomların 

özellikle yaralanmalar sonrasında doku onarımından terapötik ajan olduğuna 

yönelik kanıtlar her geçen gün artmaktadır [194]. MKH-eksozomlarının, endotel 

hücrelerinde çeşitli sinyal yollarını aktive edebilen mRNA (mRNA) ve miRNA'lar 

dahil olmak üzere çeşitli anjiyogenez ile ilgili proteinler ve RNA'larda 

zenginleştirilmiş olup ve bu eksozomlar trofik faktörün ekspresyonunu 

indükleyebildiği görülmüştür [195]. Ayrıca bu eksozomlar miRNA-133b'yi 

astrositlere ve nöronlara aktardığını ve inme sonrası nöral büyümeyi ve 

fonksiyonel iyileşmeyi desteklediği kanıtlanmıştır [196,197]. 

2.4 Biyomalzemeler  

Doğal veya sentetik, genellikle birden fazla bileşenin bir araya gelmesiyle oluşan, 

tıbbi amaçlı biyolojik sistemlerle etkileşime girme kabiliyetine sahip özel olarak 

tasarlanmış malzemelere biyomalzemeler denir. Biyolojik sistemle etkileşime 
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geçen bu biyomalzemeler ya terapötik etki yada tanısal amaçlı kullanılmaktadır 

[198]. 

1980’li yıllarda doku mühendisliğine yönelik çalışmaların başlamasıyla birlikte 

biyomedikal uygulamalar artmış ve biyomalzemelerin rejenerasyon özellikleriyle 

hasarlı ve hastalıklı vücut kısımlarının değiştirebileceği yada yerini alabileceği 

fikriyle bu alanda yapılan çalışmaların ivme kazanmasına neden olmuştur [199]. 

Yapılan araştırmalar göstermiştir ki, bu materyaller, doku yenilenmesinin doğal 

sürecindeki gibi hücre aktivitelerini ve fonksiyonlarını yönlendirebilen yapısal, 

mekanik ve bileşimsel sinyaller sunabilme kabilliyetine sahiptir [200,201]. Son 

yıllarda da bu alanı olan ilginin altından yatan en büyük sebepte budur. Çünkü, 

hastalıkları tedavi etmek, vücut fonksiyonlarının restorasyonuna yardımcı olmak 

ve sağlıklı dokular oluşturabilmek için geliştirilen ve geliştirilme araştırmaları 

devam eden implantlar, biyomedikal cihazlar ve doku iskeleleri bu alanın temel 

taşını oluşturmaktadır [202]. 

Biyomalzemeleri kendi içerisinden 4 sınıfa ayrılamak mümkündür. Bunlar;  

1. Metaller,  

2. Seramikler, 

3. Polimerler, 

4. Kompozitlerdir.  

2.4.1 Biyomalzemelerin 3Boyutlu (3B) Hücre Kültüründe Uygulamaları 

Canlı organizmadaki aynı hücreler biraraya gelerek dokuları, dokular bir araya 

gelerek organları, organlarda bir araya gelerek sistemleri oluşturan, son derece 

kamaşık biyolojik sistemi oluştururlar [203]. Bu karmaşık sistemi laboratuvar 

koşullarında anlayama yönelik çalışmalar devam etmektedir.  

Uzun süredir, polistiren veya camdan hazırlanmış kültür kapları içerisinde bu 

karmaşık sistem taklit ederek iki boyutlu (2B) hücre kültürü gerçekleştirilmektedir 

[204]. Bu 2B kültür sistemi bir çok araştırmayı sürdürebilmek adına gerekli olsa 

da bazı dezavantajları da bulunmaktadır.  Kültür kapları içerisinde, hücrenin 

çoğalması için fizyolojik koşullar sağlanarak devam edilen bu sistemin, tek bir 

hücre tipi içermesinden kaynaklı farklı hücreler arası intrasellüer iletişimin 

olmaması [183], doğal ortamdakilere kıyasla hücresel morfoloji, işlevler ve genel 



36 

davranışta bir fark gözlenmesi [205] en büyük dezavantajlarından birisidir. Bu 

bilgiler ışığında, farklı hücrelerin de kültür sistemi içerisinde yer alabilmesi, 

hastalık modellerinin in vivo fizyolojisine yakın özellikleri taklit edebilmesi, 

geliştirilen modellerde hücresel ve moleküllerin araştırılmasını yapılabilmesi ve 

özellikle etik kurallara uygun alternatif sistemin geliştirilmesi büyük önem arz 

etmiştir.  

3 Boyutlu (3B) kültür sistemleri ise; hücre popülasyonları arasındaki direkt hücre-

hücre etkileşimi sağlayabilen hücre dışı matrise (ECM) gömülü halde in vivo 

ortamdaki mikroçevre benzeri bir sistemlerdir [206]. ECM, burada hücre-hücre 

etkileşimlerini, hücre yapışmasını, farklılaşmasını ve büyümesini düzenleme 

rolünü üstlenir [207]. Böyle bir ortam içerisinde hücre hücre etkileşimi artarak 

hücrelerin biriyle kümelenmedine neden olur. Bu kümelenmiş hücre yapılarına ise 

sferoid denir [208]. 3B kültür sistemnde sferoid yapısın şekil 2.4’te gösterilmiştir. 

Ayrıca 2B ve 3B kültür sistemlerin özelikleri şekil 2.5 ‘te gösterilmiştir. Bu 

bağlamda, 3B kültür sistemleriyle yapılacak olan klinik öncesi tüm çalışmaların 

daha da önem kazanacağını öngörmekteyiz.  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.4 3B kültür sisteminde sferoid oluşumu (Biorender.com’da çizildi) 
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Şekil 2.5 2B ve 3B kültür sistemlerinin karşılaştırılması (Biorender.com’da   
çizildi) 

3B hücre kültürü sistemlerindeki, hücresel fonksiyonların geliştirilmesi için ECM 

ile yüksek düzeyde benzerliğe sahip biyomalzemelerin kullanılmasını gerektirir. 

Biyomalzemeler özellikleri sayesinde, 3B kültür ortamını oluşturabilmeyi 

mümkün kılmıştır. 3B kültürler de kullanılan biyomazlemeler;  

➢ Hidrojeller 

➢ Hücre İskeleleleri 

➢ Hücresizleştirilmiş Doğal Doku 

➢ Ultra Düşük Bağlantı Yüzeyi  

Bu çeşitli formlardaki kültür ortamları hücre fonksiyonlarının verimliliğini 

artırmak için kullanılmaktadır. Oluşturulan bu sistemde başta terapötik ajanlar ve 

tanılama araştırmaları olmak üzere bir çok çalışmanın sürülmesine katkı 

sağlamıştır.  
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2.4.1.1 Hidrojeller  

3 boyutlu yapıyı oluşturmak üzere kullanılan biyomalzemelerden birisi de 

hidrojellerdir. Hidorjeller; hidrofilik özelliğe ve büyük miktarlarda su veya 

biyolojik sıvıları absorbe edebilen polimerik ağlara sahip olması onun kültür 

ortamı için en uygun adaylardan birisi yapmıştır. Ayrıca hidorjeller doğal doku 

ECM’sine benzer yapısı olup, yumuşak ve ıslak ortamı sayesinden O2, besin, atık 

ve çözünür diğer faktörleri taşınmasına kolaylık sağlamaktadır [209, 210]. Hücre 

kültürü için hidrojeller, sentetik ve doğal olmak üzere 2 sınıfa ayrılır. Sentetik 

hidorjeller çeşitli hücre tiplerine yapısal destek sağlarak kültür sistemin 

gelişmesine yardımcı olurken, doğal hidorjeller ise, biyolojik olarak uyumlu ve 

biyobozunur olan bu malzeme hücresel aktiviteleri desteler. Doğal hidrojeller, 

kolajen, aljinat, hyaluronik asit oluşur ve bir çok hücrenin canlılığını devam 

ettirmesini, çoğalmasını ve farklılaşmasını katkı sağlamaktadır [211, 212, 213]. 

Sentetik hidrojeller ise; Polivinil alkol (PVA), Poli- hidroksietil metakrilat 

(pHEMA), Poli-etilen glikol (PEG)’den oluşmaktadır. Sentetik hidrojeller ile 

oluşturulan 3B kültür ortamlarının; doku onarımını, poliferasyonu ve canlılığı 

teşvik ettiği görülmüştür [214,215]. 

2.4.1.2 Hücre İskeleleleri 

En eski yöntemlerden birisidir. Bu sistemde iskeleler, çoğalmayı, hücrelerin 

yapışmasını ve hücresel haberleşme aktivitelerini kolaylaştırdığı görülmüştür. 

Ancak bu etkiler, iskeleyi oluşturan biyomalzeme, açıkta kalan yüzey, gözenek 

boyutu, gözenek dağılımı ve birbirine bağlanabilirlik gibi fiziksel faktörlere göre 

değişiklik göstermektedir. Bu hücre iskeleleri için birkaç sentetik polimer 

kullanılmıştır. Bunlar; poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA), poli(laktik-

ko-glikolik asit) (PLGA) ve polikaprolaktondur. Ancak bu yöntem fiziksel olarak 

kısa zaman için de kolayla hazırlanabilse de Hücrelerin homojen dağılımı 

konusunda zorluklar yaşanmaktadır [216,217]. 

 2.4.1.3 Hücresizleştirilmiş Doğal Doku 

Sentetik iskeleler yardımıyla doğal geometrik morfolojiye sahip, esneklik ve 

mekanik mukavemet sağlayan hücresizleştirilmiş bir matris ile 3B kültür ortamı 

yapılabilmektedir. Son zamanlarda daha da dikkat çeken bu yöntem; tüm organın 
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perfüzyonu (yoğun organlar/dokular için, bir basınç gradyanı uygulaması (içi boş 

dokular için), süper kritik sıvı kullanımı (uzun süreli depolama için uygun) gibi 

çeşitli yöntemler içerdiği bildirilmiştir. Dokuya özel ECM’nin biyokimyası, 

biyomekaniği ve 3B dokularını oluşturabilmesi en önemli avantajları arasında yer 

alırken; diğer 3B kültür ortam biyomalzemelerine kıyasla dokuların pürüzlülük, 

elastikiyet ve gerilim kuvveti gibi  mekanik özelliklerinde önemli ölçüde azalma 

olduğu tespit edilmiştir [218,219,200]. 

 2.4.1.4 Ultra Düşük Bağlantı Yüzeyi   

Bu biyomalzeme prensibinde ise; hücre kültürü kaplarının yüzeyleri hücrelerin 

yüzeye yapışmasını önleyebilen, hücre bağlanma özelliklerini düşük 

biyomalzemeler ile kaplanır. Ultra Düşük Bağlantı Yüzey yönteminde, hücrelerin 

kültür kaplarının yüzeyine yapışamaz ve bu da hücrelerin ortam içinede 

yüzmesine neden olur. Bu sebeple hücreler arası etkileşim artarak hücreler 

kümelenme eğilimi gösterir [221]. Bu yöntem kullanılarak hazırlanan 3B kültürler 

in vivo koşullara benzer bir ortam sağlayabilirken; seri üretimde zor olması en 

büyük dezavantajıdır [222]. 
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2 
DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

3.1  MATERYAL  

3.1.1 Ekipman 

• Steril hücre kültür odası 

• Hava akımlı kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster 

BH-EN 2006) 

• Karbondioksitli inkübatör (New Brunswick scientific CO-150 37°C, FrioCell 

111 25 °C) 

• İnverted mikroskop (Olympus CKX41) 

• Işık mikroskobu (Olympus) 

• Santrifüj (Eppendorf, Thermo Micromax RF) 

• Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG) 

• -195°C azot tankı ve azot taşıma tankları (DMC air liquid systems) 

• Otoklav (Kerman, HIRAYAMA) 

• Spectrostar-Nano-Spectrophotometry (BMG LABTECH) 

• Optima XPN-100 Ultrasantrifüj (Beckman Coulter)  

• Nanosight 300-NS300 (Malvern Panalytical)  

• Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) (Agilent Technologies) 

• Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR), JASCO 6600-Tetra  

• Zeta Potansiyeli ve Partikül Boyutu Ölçüm Cihazı, Zetasizer Agilent 

TechnologiesQ500 Sonicator (Qsonica, LLC) 

• Taramalı elektron mikroskobu (SEM) Cihazı, FEI QUANTA 450 FEG ESEM 

SEM 

• Vorteks (Biobase)  

• Serolojik pipet tabancası (Thermo) 

• 10, 50, 100, 1000 μl’lik mikropipetler (Thermo, Pippetman) 

• 1-10, 10-100, 100-1000 μl’lik tek kullanımlık pipet uçları (AxyGen) 

• Santrifüj tüpleri -1, 2, 15, 50 ml. (Eppendorf , IsoLAB) 
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• Hücre kültür flaskları -25 cm2, 75 cm2 (TPP, Nest) 

• 6, 12 ve 96’lık well plate (Falcon, TPP microplates) 

• 0.22 µm membran filter (Aısımo) 

• 0.45 µm syringe filter (Aısımo) 

• Enjektörlar 10 cc’lik (Ayset) 

3.1.2 Kimyasallar 

• Dopamine hydrochloride 10G (Sigma) 

• Thylazoyl blue tetrazolium bromide (MTT ) (Biomatik ) 

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

• Penisillin-streptomisin (PAN Biotech) 

• FBS-fetal bovine serum (Capricorn) 

• DMSO (Dimetil sülfoksit) (AppliChem) 

• Tripsin-EDTA (Multicell)  

• Saponin (Sigma) 

• Acetonitril (Sigma)  

• Dipotasyum fosfat, K2HPO4 (Sigma) 

• Monopotasyum fosfat, KH2PO4 (Sigma) 

• Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH2PO4.H2O (Merck) 

• Disodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4 (Merck) 

• KCl (Sigma) 

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

• CaCl2 çapraz bağlayıcı (HD Bioink) 

• Anikorlar: βIII tubulin-fare (Santa cruz Biotechnology; Purifield anti-

tubulin Beta Biolegend MMS-435P);  

• Sekonder antikorlar: Anti-fare IgG-FTIC-tavşan (Santa cruz Biotechnology) 
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3.2 Deneylerde Kullanılan Besiyerleri, Tampon ve Kimyasalların 

Hazırlanması 

3.2.1 Tamponlar 

• PBS Tamponu 

8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,8 g Na2HPO4.2H2O ve 2 g KCl tartılıp distile su eklenerek 

Ph metre ile pH ölçüldü ve pH’ı 7,4’e ayarlanacak şekilde son hacim 1000 ml 

olacak şekilde solüsyon hacmi tamamlandı ve süzüldü. Takibinde sterilizasyon 

amaçlı otoklavlama yapılarak kullanım için +40C saklandı. 

• MTT Solüsyonu 

MTT tuzu 5 mg/ml PBS içerisinde hazırlanıp vortekslendi, Önce 0,45 μl’ lik 

filtreden ve daha sonra 0,22 μl’lik filtreden geçirilerek steril edilip -20’e kaldırıldı. 

• 6-OHDA Solüsyonu  

6-OHDA, 10mM ana stok konsantrasyonu olacak şekilde % 0.9 (w/w) NaCl  ve 

%0.2 (w/v) askorbik asit içeren ultra saf su içerisinde çözüldükten sonra  

hazırlanan çözeltinin sterilizasyonu 0.22 µm filtreden geçirilerek sağlanmış, her  

seferinde ana stok taze hazırlanmıştır. 

3.2.2 Besiyeri  

• Dondurma Solüsyonunun Hazırlanması 

Hücrelerin dondurma solüsyonu %90 FBS ve %10 dimetil sülfoksit (DMSO) 10 ml 

olacak şekilde, 15 ml’lik falkonlarda hazırlandı ve -20ºC saklandı. 

• Dulbecco’nun Modifiye Eagle Nutrient Mixture-F12 Medyumu 

%10 FBS içeren DMEM-F12 besiyerinin hazırlanması için 50’lik falkona 45 ml 

besiyeri alınıp 0.5 ml penisilin-streptomisin ve 5ml FBS ile tamamlandı. 

3.3 Eksozom İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

In vitro çalışmalar İstinye Üniversitesi, Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği 

Laboratuvarı’nda yapıldı. Eksozom izolasyonu için Wharton Jeli Mezenkimal kök 

hücreleri (WJ-MKH)  kültüre edilerek yapıldı.   
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3.3.1 Wharton Jeli Mezenkimal kök hücreleri (WJ-MKH) Çoğaltılması ve 

Kriyoprezervasyonu 

Wharton Jeli Mezenkimal kök hücreleri (ATCC/ WJ-MKH) İstinye Ünivesitesi’nin 

Doku Mühendisliği laboratuvarında -800C bulunan hücrelerin canlandırılarak 

kültüre edildi. Hücreler 370C'de hızlıca çözdürülmüştür. Çözdürülen hücreler, 

içerisinde %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 370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde çoğaltıldı. 

Hücrelerin iki günde bir besi ortamı değiştirildi. Flask yüzeyini kaplayan WJ-MKH 

hücreleri tripsin kullanılarak kültür flaskının yüzeyinden ayrılıp 15 ml’lik falkon 

tüplere alınarak 1000 rpm’ de 5 dakika santrifüjlendi ve süre sonunda süpernatant 

uzaklaştırıldı. 15 ml’lik falkon tüpünün dibinde kalan hücrelerin 1 ml yeni 

hazırlanmış %10 FBS içeren besiyeri ile süspanse edilerek Thoma lamı ile 

hücrelerin sayımı yapıldı. Yaklaşık 250 μl’ lik hücre süspansiyonundaki hücre 

sayıları hesaplanıp 5 ml taze besiyeri içine 100.000 hücre/ml ekimi yapılarak 

devamlı kültür yapıldı. Devamlı kültürü yapılan hücreler 1ml’de 1x106 olacak 

şekilde, %10’luk dimetil sülfoksit (DMSO) ile kriyoprezervasyonu 

gerçekleştirilerek -800C’e kaldırıldı [223, 224]. 

Şekil 3.1 Wharton jeli hücrelerinin mikroskop görüntüsü (10X) 
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3.3.2 WJ-MKH Kökenli Eksozomların İzolasyonu 

Hücreler yeterli yoğunluğa ulaşıncaya kadar kültüre edilmeye devam edildi. Flask 

yüzeyi %80 yoğunluğunda hücre ile kaplanınca serumlu ve antibiyotikli besiyeri 

ortamdan uzaklaştırıldı ve hücreler PBS ile yıkandı. Daha sonra hücreler Serumsuz 

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

boyunca 370C’de inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücrelerin supernatantları 

falkon tüplere toplanarak besiyerleri -200C’de saklandı. Toplanan besiyerlerinden 

eksozom izolasyonu için öncelikle;  

•  Falkon tüplere koyarak +4°C’de 300 g’de 10 dakika santrfiüj edildi. 

• Santrifüj sonrası elde edilecek süpernatant +4°C’de 2000 g’de 10 dakika 

santrfiüj edildi.  

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

boyunca santrfiüj edildi. 

•  Santrifüj basamağının ilk kısmı tamamlanan besiyerleri soğuk zincirde 

Yeditepe Üniversitesi Ar-Ge laboratuvarında ultrasantrifüj aşaması 

yapılmıştır. Son santrifüj işleminin ardından süpernatant ultrasantrifüj 

tüplerine aktarılarak 110,000 g’de 130 dakika santrifüj edildi. 

•  Bu işlemi takiben süpernatant uzaklaştırılacak sonraki işlemlerde santrifüj 

sonrası elde edilen pellet kullanıldı.  

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

dakika boyunca tekrar santrfiüj edildi.  

• Daha sonra ultrasantrifüj sonunda süpernatant uzaklaştılarak üzerine 1 ml 

PBS eklendi. Eksozomlar ultrasantrifüj tüplerinden ayrılması için 3 dk. 

boyunca pipetaj yapıldı [224].  



45 

İzole edilen eksozomların daha sonra karakterizasyonu yapıldı. 

Şekil 3.2 Eksozom izolasyon prosedürü 

 

3.3.3 Eksozomların Karakterizasyonu  

3.3.3.1 Nanopartikül İzleme Analizi (NTA) 

İzole edilen eksozomlar, nanopartükül izleme analizi ile konsantrasyon ve boyut 

ölçümü yapılmıştır. NTA Yeditepe Üniversitesi Ar-Ge laboratuvarında yapılmıştır. 

Ultrasantrifüj sonrasından elde edilen çözelti PBS eklenerek 1 ml tamamlanmıştır. 

Bu çözeltiden 10 µl eksozom üzerine 990 µl PBS eklenerek 100 kat seyreltildi. 

Seyreltilerek hazırlanan çözeltia tek kullanımlık enjektör kullanılarak NTA 

ünitesine yüklendi [127,128]. 
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Şekil 3.3 NTA cihazı 

 

3.3.3.2 Dinamik ışık saçılımı (DLS) 

İzole edilen eksozomlar NTA analize ek olarak Zeta Sizer analizi yapılmıştır. Zeta 

Sizer Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik ABD yapılmıştır.  Bu analizde 

elde edilen çözeltideki eksozomların zeta potansiyeli ve boyutlarının ölçümü 

yapılmıştır. Bu çözeltiden 20 µl eksozom üzerine 980 µl PBS eklenerek 

seyreltilmiştir. Seyreltilen çözelti küvete eklenerek analizi yapıldı [124]. 

3.3.4 Eksozomlara Dopamin Yüklenmesi 

Eksozomların karakterizasyonu tamamlandıktan sonra, ilaç taşıyıcı sistemi olarak 

dopamin yüklü eksozomlar elde edildi. Eksozomlara ilaç yüklemesi inkübasyon 

yöntemiyle yapıldı. Bu metotta eksozomlar PBS ile seyreltildi. Partikül sayısı 

hesaplanarak toplam eksozom miktarı 3 mL'ye tamamlandı. Eksozomlara 

dopamin yükleme protokolü şekil 3.4’te gösterilmiştir.  
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Yükleme öncesi seyreltilen eksozomlar 0,22 µl filtreden geçirilerek sterilize edildi. 

500 µl steril eksozom solüsyonu alınarak eppendorf tüpe aktarıldı. Dopamin 

solüsyonunu (0,5 mg/mL) distile su ile hazırlandı. Hazırlanan dopamin solüsyonu 

0,22 µl filtreden geçirilerek sterilize edildi. Eksozomlar 500 µl dopamin çözeltisine 

eklendi. Hazırlanan toplam çözeltinin %0,002'si kadar saponin çözeltisi eklendi 

[16]. 37°C'de 24 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda serbest dopamin ve 

saponin ortamdan uzaklaştırmak için 90.000 g'de 70 dakika ultrasantrifüj edildi. 

İzole edilen eksozomların karakterizasyon işlemlerinden sonra -20 °C'de saklandı. 

Şekil 3.4 Eksozom ilaç yükleme prosedürü (Biorender.com’da çizildi) 

 

3.3.5 Dopamin Yüklü Eksozomların Karakterizasyonu  

3.3.5.1 Nanopartikül İzleme Analizi (NTA) 

İzole edilen eksozomlar, nanopartükül izleme analizi ile konsantrasyon ve boyut 

ölçümü yapılmıştır. NTA Yeditepe Üniversitesi Ar-Ge laboratuvarında yapılmıştır. 

Ultrasantrifüj sonrasından elde edilen çözelti PBS eklenerek 1 ml tamamlanmıştır. 
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Bu çözeltiden 10 µl eksozom üzerine 990 µl PBS eklenerek 100 kat seyreltildi. 

Seyreltilerek hazırlanan çözeltia tek kullanımlık enjektör kullanılarak NTA 

ünitesine yüklendi [127,128]. 

3.3.5.2 Dinamik ışık saçılımı  (DLS) 

İzole edilen eksozomlar NTA analize ek olarak Zeta Sizer analizi yapılmıştır. Zeta 

Sizer Yıldız Teknik Üniversitesi Biyomühendislik bölümü Doç. Dr. Serap DERMAN 

(Derman’s lab) yapılmıştır.  Bu analizde elde edilen çözeltideki eksozomların zeta 

potansiyeli ve boyutlarının ölçümü yapılmıştır. Bu çözeltiden 20 µl eksozom 

üzerine 980 µl PBS eklenerek seyreltildi. Seyreltilen çözelti küvete eklenerek 

analizi yapıldı [124]. 

3.3.5.3 Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

NTA ve DLS analizleri tamamlanan dopamin yüklü eksozom çözeltisinden, 

çözeltisi içerisinden dopamin varlığı yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

(HPLC) yöntemiyle ölçüldü. Elde edilen formülasyonun içeriğinde dopamin 

varlığının tespiti için özel bir işlem ile eksozomlar patlatılmıştır. Bu protokole 

göre; 

• Dopamin yüklü eksozom çözeltisi buharlaşması için 75°C'lik bir ısıtıcıya 

koyularak 15 dakika beklendi.  

• Süre sonunda çözeltiye asetonitril (50:50) ekleyrek vortekslendi.  

• Vortekslenen çözelti 10 dakika boyunca sonikasyon yapıldı.  

• Daha sonra çözelti 10.000 g'de 10 dakika santrifüjlendi. 

• Supernatant dikkatlice çekilerek 0.22 µm filtreden geçirildi.   

• Tüm analitler bir C18 kolonu ile 30 °C'de 1 mL/dk akış hızında ve mobil 

faz (H2O/Asetonitril) ile analiz edildi. 230 nm'de absorbans ölçümü yapıldı 

[175].  

3.3.5.4 İlaç yükleme kapasitesi  

Eksozomlara yüklenen dopamin miktarı, UV-Vis spektroskopisi kullanılarak 

niceleme yöntemiyle belirlendi. Bu yöntemle, dopaminin eksozom içerisine 

yükleme inkübasyonun sonucunda ortamdan ultrasantrifüjle uzaklaştırılan 

süpernant kullanıldı. Süpernatandaki dopamin konsantrasyonu, dopamin için 
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standart bir kalibrasyon eğrisi aracılığıyla belirlenir. Bir dopamin stok çözeltisi 

hazırlandı ve 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 ve 5.0 mg/mL konsantrasyonların 

alt solüsyon çözeltileri hazırlandı. Bu solüsyonların UV-Spektrofotometride 280 

nm'de absorbans ölçerek standart kalibrasyon eğrisi oluşturuldu. Daha sonra 

alınan süpernatantın UV-Spektrofotometride 280 nm'de absorbans ölçüldü. 

Sonuçlar aşağıdaki formülü kullanarak dopamin için ilaç yükleme kapasitesini 

hesaplandı [225]. 

 

İlaç Yükleme Kapasitesi (%)=  
𝐀 (𝐓𝐨𝐩𝐥𝐚𝐦)−𝐀 (𝐒ü𝐩𝐞𝐫𝐧𝐚𝐧𝐭)

𝐀(𝐓𝐨𝐩𝐥𝐚𝐦) 
x100 

3.3.5.4 In-vitro İlaç Salım Kinetiği   

Dopamin yüklü eksozomların ilaç salma kinetiği, diyaliz membran zarı 

kullanılarak gerçekleştirildi. pH 7.4'teki PBS, salım ortamı olarak normal fizyolojik 

değerleri simüle etmek için kullanılır. In vitro ilaç salım kinetiğinin belirlenmesi 

için bir kalibrasyon eğrisi hazırlanır. Dopamin solüsyonu 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 

4, 4.5 ve 5.0 mg/mL konsantrasyonlarda hazırlanır. Her konsantrasyonun UV 

absorbans değeri, bir UV-Vis spektrofotometre ile 280 nm'de belirlenir. Bu 

protokol de; 

• 1 mL dopamine yüklü eksozom formülasyonu diyaliz zarına yerleştirildi. 

Daha sonra içinde 15 mL PBS bulunan beher içine yerleştirildi. 

• Beherin ağzı parafilm ile kapatıldı ve inkübasyona bırakıldı.  

• İnkübasyon boyunca 0,5, 1, 2, 4, 6, 8. saatte bir beher içinde 1 mL ortamı 

numunesi alındı ve alınan ortam kadar taze PBS eklendi.  

• Belirli aralıklarla alınan numuneler 280 nm'de UV – Vis spektrometresi 

kullanılarak absorbans değerleri ölçüldü.  

• Aşağıdaki formülü kullanarak sonuçları hesaplandı  [226].  

 

Salım (%)= 
𝐒𝐞𝐫𝐛𝐞𝐬𝐭 𝐤𝐚𝐥𝐚𝐧 𝐝𝐨𝐩𝐚𝐦𝐢𝐧 𝐦𝐢𝐤𝐭𝐚𝐫ı

𝐓𝐨𝐩𝐥𝐚𝐦 𝐝𝐨𝐩𝐚𝐦𝐢𝐧 
x100 
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3.3.6 Dopamin Yüklü Eksozomlar ve Eksozomların in vitro Sitotoksik Etkisinin 

Hücre Canlılık Testi ile Belirlenmesi 

Eksozom ve dopamin yüklü eksozomların Fibroblast hücreleri üzerindeki in vitro 

sitotoksik etkisi MTT canlılık testleri ile belirlenmiştir. ATCC-Fibroblast hücreleri 

İstinye Ünivesitesi’nin Doku Mühendisliği laboratuvarında -800C bulunan 

hücrelerin canlandırılarak kültüre edildi.  Hücreler 370C'de hızlıca çözdürüldü. 

Çözdürülen hücreler, içerisinde %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 370C’de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde çoğaltılmıştır. Besiyeri iki günde bir değiştirildi. Flaks yüzeyi %80 

yoğunluğa ulaştığında hücreler tripsin yardımıyla kaldırılarak 96 kuyucuklu 

plakaya ekildi. 96 kuyucuklu plakaya ekimi yapılan Fibroblast hücreleri 370C’de, 

%5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakıldı [223, 224]. 100µ/mL, 250µ/mL, 

500µ/mL ve 1000µ/mL konsantrasyonlarda izole dopamin yüklü eksozom 

formülasyonu uygulandı. Ayrıca yine her bir kuyucuğa 10 µl, 25 µl, 50 µl ve 100 

µl miktarlarda eksozomlar eklenerek  sitotoksik aktivitesi araştırıldı. 

Uygulamalardan sonra -37°C'de %5 CO2 içeren bir inkübatörde 18 saat inkübe 

edildi.  

Şekil 3.5 MTT yöntemi (Biorender.com’da çizildi) 
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3.3.6.1 MTT Hücre Canlılık Testi 

18 saatlik inkübasyon sonunda hücreler 96 kuyucuklu plaklara besiyerinin 1/10’u 

kadar MTT (3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ilave 

edilerek 4 saat süreyle CO2'li inkübatörde inkübasyona devam edilmiştir. 

Uygulama süresinin sonunda kuyucuklara besiyeri kadar DMSO ilave edilmiş ve 

kristallerin çözünmesi için 30 dakika süreyle oda sıcaklığında, karanlıkta 

bekletildi. Süre sonunda oluşan kristallerin tamamen çözünmesi için pipetaj 

yapıldı ve Spectopstar Nane-ELISA reader da 570 nm’de  absorban değerleri 

ölçüldü [222]. 

Eksozom ve Dopamin yüklü eksozomların Fibroblast hücreleri üzerindeki in vitro 

sitotoksik etkisi elde edilen absorbans değerleri ile hesaplanmıştır. 

3.4 3B kültür Ortamının Hazırlanması ve Parkinson Modelin 

Oluşturulması 

3.4.1 3B Kültür Ortamının Hazırlanması ve Karakterizasyonu 

3B hücre kültürü, gerçek dokuya fonksiyonel olarak benzerliği nedeniyle, özellikle 

merkezi sinir sistemi çalışmalarında ön plana çıkmaya başlamıştır. 3B kültürlerde 

geliştirilen hastalık modellemelerinde 2B kültüre kıyasla daha kapsamlı veriler 

elde edilebilmektedir [227]. Esas olarak hücrelerin kendi hücre dışı matriks 

bileşenlerini oluşturduğu, çok hücreli agregatlardan oluşmaktadır. Bu yöntemde 

hücreler, biyoyazıcı kullanılarak basılır ve 3B kültür yapısı oluşturulmaktadır 

[228]. Özellikle merkezi sinir sisteminde 3B kültürlerde yapılan çalışmalar ve 

model oluşturma oldukça azdır.  

Projenin bu kısmında HD Bioink firmasının ürünü olan ve ticari olarak satılan 

liyofilize-Aljinat-Jelatin (3:5) tozları, 3B kültür ortamının biyomürekkeplerin 

temeli olarak kullanıldı. Öncelikle bu aşamada kültür ortamının temeli 

oluşturacak bioink hazırlandı ve WJ-MKH hücreler ile birlikte ekimi yapılarak 

bioinklerin karakterizasyonu tamamlandı.  

✓ Bioink hazırlama protokolü;  
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• Öncelikle 3:5 oranı sağlayabilmek adına 4.5 mg aljinat ve 1.5 mg jelatin 

hassas terazide tartılarak falkon tüplerine aktarıldı. Daha sonra üzerine 

%10 FBS içeren DMEMF-12 besiyeri ortamını ilave edildi.  

•  Elde edilen karışım pipetajlama ve yavaş yavaş iyice karıştırıldı. 

Tamamen karışan baseink temeli sterilizasyon amacıyla otoklavda 

121°C'de 1,5 atm basınç altında 20 dakika otoklavlandı.  

• Otoklav sonrası meydana gelen kabarcıkları gidermek için oda 

sıcaklığından 2 dakika boyunca 280xg’de santrifüjlendi. Elden edilen 

baseink hücreler hazırlanana kadar 37 0C’de saklandı.  

✓ WJ-MKH'ların eklenmesi ve 3B biyoyazıcı ile basımı  

• Daha önceki kısımlarda da bahsedildiği gibi kültüre edilen MJ-MKH’lar, 

besi ortamı uzaklaştırılarak PBS ile 2 kez yıkandı. Yıkama sonra hücreler 

flask yüzeyinden uzaklaştırmak amacıyla tripsin eklendi ve  37 °C'de 5 

dakika inkübasyona bırakıldı.  

• İnkübasyon sonrası flaska %10 FBS ile 10 mL DMEM-F12 ortamı eklenerek 

süspanse karışım santrifüj tüpüne aktarıldı. 101xg’de 5 dakika boyunca 

santrijlendi. Santrifüj sonunda süpernatant uzaklaştırıldı. 

• Daha sonra pellet üzerine 1 mL taze besiyeri eklendi. Canlı hücre sayımı 

yapmak için 48 μL ortama, 2 μL hücre süspansiyonu ve 50 μL tripan mavisi 

(0,4 g tripan mavisi/100 mL) ependrof tüplerine aktarıldı ve sonra 

pipetajlandı.  

• Hazırlanan hücreli süspansiyon Thoma hücre sayma lamına aktarıldı ve ışık 

mikroskobunun her iki yanındaki karelere düşen ortalama hücre sayısı 

aşağıdaki formüle göre hesaplandı (Şekil 3.6) [2]. 

 

Canlılık yüzdesi (%) =
sayılan canlı hücreler

ayılan toplam hücreler
 X100 
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Şekil 3.6 Tripan Mavisi boyama prosedürü (Biorender.com’da çizildi) 

 

• Thoma lamı ile sayımı tamamlanan hücreler 0,5 mL ortam içerisinde 

yaklaşık 1x107 olacak şekilde hesaplandı. 0,5 ml alınan ortam üzerine 

hacim 5 mL tamamlamak için 4,5 mL hazırlanan bioinkten ilave edildi. Tüm 

bu basamaklar kabin içerisinde steril ortam da yapılırken oluşturulan 

hücre+ bioink karışımı şırınga yardımıyla kartuşlara aktarıldı.  

• Biyoyazıcıyı iki koaksiyel yazıcı kafası ve pnömatik tahrikli ekstrüzyon 

teknolojisi ile kullanıldı. Mikro adım başına X/Y/Z çözünürlüğünü 1,25 

µm'ye, ekstrüzyon genişliğini 400 µm'ye ve ekstrüzyon yüksekliğini 200 

µm'ye ayarlandı. 20 mm x 20 mm x 5 mm ızgara, 3B biyobaskı çalışmaları 

için en çok kullanılan 3B modellerden biridir. 

• Cihazı çalıştırmadan ilk sterizilasyonu için önce %70 etanol ile silindi ve 

daha sonra UV sterilizasyonu ile sterilizasyonu tamamlandı. 3B yazıcının 
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ortalama basıncını 7,5 psi'ye ve kartuş ve yatak sıcaklığını 37 °C'ye 

ayarlandı. Hızı %60 olarak ayarlandıve standart bir 3B baskı işlemi 

gerçekleştirildi.  

• Biyomürekkeplere yazdırdıktan sonra elde edilen materyel üzerine 0,1 N 

CaCl2 solüsyonu püskürtüldü. Yaklaşık 10–20 s beklendi ve daha sonra  

Ca2+ ve Mg2+ içeren PBS ile yıkandı. 

• Elde edilen Hücre+Bionik gruplarının bulunduğu her bir kuyucuğa %10 

FBS ortamı ile 2 mL DMEMF-12 eklendi. Plakaları 37 °C'de %5 CO2 ile 

inkübasyona bırakıldı.  Daha sonra, sferoid oluşumu için her gruba 1 x 106 

hücre içeren 2 mL süspansiyon ortamı eklendi. 

✓ Plakaları 37 °C'de %5 CO2 ile 24 saat boyunca inkübasyonda inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından ışık mikroskop sferoid oluşumunu gözlemlendi [229].  

Üretilen ‘Baseink™’ Karakterizasyonu 

Üretilen ve 3B biyoyazıcı aracılığıyla hidrojel desenlemesi yapılan malzemelerin 

karakterizasyon işleminde FTIR ve SEM görüntüleme teknikleri yapılmıştır. Her 

iki yöntem de Arel Üniversitesi POTKAM Araştırma Merkezi’nde 

gerçekleştirilmiştir. 

• Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi 

Malzeme karakterizasyonunda sık tercih edilen “Fourier Dönüşümlü Kızılötesi 

Spektroskopisi” (FTIR), ışığın infrared yoğunluğuna karşı dalga sayısını ölçen 

matematiksel Fourier dönüşümüne dayalı kimyasal analitik bir yöntemdir. Bu 

yöntem ile katı, sıvı ve gaz formlarında organik bileşiklerin içerdiği fonksiyonel 

grupların belirlenmesi, iki farklı grubunun moleküler bağ karakterizasyonu, 

bağlanma yapılarının karşılaştırılmasına olanak sağlar [230]. 

• Taramalı Elektron Mikroskobu- Scanning Electron Microscope (SEM) 

Analizi 

Kalan bioinklerin içerisine yaklaşık 3 milyon WJ- MKH eklenerek karıştırılmış ve 

yaklaşık 1 saat kadar 37 °C’de inkübe edildi. İnkübasyon sonrası pipet ucu 

damlatma yöntemi ile önce CaCl2 çapraz bağlayıcı içerisine daha sonra oradan 

dikkatlice alınarak PBS içeren 6’lık plakalardaki kuyucuklara aktarıldı. Ayrıca 
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tuzlardan arındırılmak için yıkanmış, sonrasında damlacıklar dikkatli bir şekilde 

pens yardımıyla %5’lik paraformaldehit içeren ependorf tüplere alındı. 

 

 

 

 

 

Şekil 3.7 Bioinklerin damlatma yöntemi ile aktarımı 

 

Ependorflara alınan damla bioinklerden bistüri yardımı ile ince kesitler alınarak 

Au kaplama yapılarak FEI QUANTA 450 FEG ESEM marka SEM cihazında hem 

yüzeyden hem de hidrojel desenlemenin iç kısmından görüntüler alındı. SEM 

analizi ile elde ettiğimiz bioinklerimizin yüzeysel morfolojisini, iç yapısını, hücre 

dağılımları ve bioink-hücre etkileşimleri farklı µm boyutlarda incelendi. [231]. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8 SEM görüntüleme ve hazırlık aşaması. A. SEM cihazı B. Bioink kesitleri 
kaplama öncesi hazırlık. C. Kaplama cihazı 

 

3.4.2 Dopaminerjik Nöroblastoma Hücre Hattının (SH-SY5Y) Kültüre Edilmesi ve 

3B Kültür Ortamının Hazırlanması  

Çalışmanın bu  basamağında; 3B kültür ortamı için Nöroblastoma hücre hattı (SH-

SY5Y) kullanılmıştır. SH-SY5Y hücre hattı Gebze Üniversitesi Moleküler Biyoloji 

ve Genetik bölümünden Prof. Dr. Işıl KURNAZ (AxanLab) tarafından verilmiştir. 

SH-SY5Y hücreleri, dopaminerjik nöronların birçok özelliğine sahip olduğundan, 
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SH-SY5Y hücre hattı, son zamanlarda PH hastalığının araştırılmasında sıklıkla 

kullanılmaktadır [232]. 

3 boyutlu kültür için öncelikle, SH-SY5Y hücre hattı kültüre edildi. SH-SY5Y 

hücreleri %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 370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde çoğaltılmıştır. 

Besiyeri iki günde bir değiştirildi. Hücreler yeterli yoğunluğu ulaşıncaya kadar 

kültüre edilmeye devam edilmiştir. Kültüre edilen SH-SY5Y hücre hattı, besiortamı 

uzaklaştırılarak 5 mL PBS ile 2 kez yıkandı. Yıkama sonra flaska 5 mL %0.25 

tripsin ve 2.21 mM EDTA 4Na eklenerek 37 °C'de 5 dakika inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrası flaska %10 FBS ile 10 mL DMEM-F12 ortamı eklenerek 

süspanse karışım santrifüj tüpüne aktarıldı. 101xg’de 5 dakika boyunca 

santrijlendi. Santrifüjlendikten sonra süpernatant uzaklaştırıldı. Geri kalan pellet 

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

Aljinat-Jelatin (3:5) tozları, yukarıda bahsedildiği gibi 3B kültür ortamının  

biyomürekkeplerin temeli olarak kullanıldı ve hazırlandı.  Hücre içeren bioink 

gruplarının her birinin üzerine %10 FBS ortamı ile 2 mL DMEM F-12 medyum 

ortamı eklendi. Plakaları 37 °C'de %5 CO2 ile inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 

Daha sonra, sferoid oluşumu için her gruba 1 x 106 hücre içeren 2 mL süspansiyon 

ortamı eklendi. Plakaları 37 °C'de %5 CO2 ile 24 saat boyunca inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyonun ardından ışık mikroskobu ile sferoid oluşumunu 

gözlemlendi.  

3.4.3 2B ve 3B Kültür Ortamında In vitro Parkinson Modelinin Oluşturulması 

Dopamin Yüklü Eksozomlar ve Eksozomların Terapötik Etkinliğinin Araştırılması  

Alzheimer’dan sonra çok görülen nörodejeneratif hastalıklardan birisi olan PH’nın 

gerek mekanizmasını gerekse yeni tedavi yolaklarını araştırılmasına yönelik 

çalışmalar halen daha devam etmektedir. In vitro koşullarda hastalık modellerinin 

geliştirilmesi ve bu alanda yapılan çalışmalar in vivo koşullara göre daha düşük 

maliyetli olması, daha hızlı sonuç alabilme imkanı olması, etik onaya ihtiyaç 

duyulmaz gibi pek çok avantajlı bulunmaktadır [233]. Günümüzde in vitro 

koşullar 2B ve 3B kültür ortamlarında hastalık modellerini geliştirilerek çalışmalar 
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yapılmaktadır. 2B ve 3B kültür ortamlarının bir takım avantaj ve dezavantajları 

bilinmektedir. Ancak 3B kültür ortamı daha canlı dokuyu en yakın özelliği 

sergilediğinden hastalık model geliştirilmesinde oldukça önemli bir rol 

oynamaktadır [234]. 

In vitro koşullarda PH hastalık modelini geliştirmek üzere birkaç farklı yöntem 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler 2’ye ayrabilir. İlki toksik modelleme ikinci ise 

genetik modellemedir [235]. Toksik modelleme de kısa süre de lezyon 

oluşturabilme özelliğine sahip 6-OHDA sıklıkla tercih edilen bir nörotoksindir 

[236].  

Çalışmanın bu basamağında; PH modeli SH-SY5Y hücre hattıyla 2B ve 3B kültür 

ortamından 6-OHDA kullanılarak yapılmıştır.  

3.4.3.1 2B Kültür Ortamında Parkinson Modelinin Oluşturulması Dopamin Yüklü 

Eksozomlar ve Eksozomların Terapötik Etkinliğinin Araştırılması  

2B kültür ortamında PH modelinin oluşturulması, İstinye Üniversitesi, Hücre 

Kültürü ve Doku Mühendisliği Laboratuvarı’nda yapıldı. SH-SY5Y nöronal hücre 

hattı Hücrelerin çoğaltılması, in vitro koşullarda hücre kültürü tekniklerine uygun 

şekilde, 37 °C' de, %5 CO2 içeren %95 nemli ortamda kültüre edilmiştir. Flaks 

yüzeyi %80 yoğunluğa ulaştığında hücreler tripsin yardımıyla kaldırılarak 6 

kuyucuklu plakaya ekildi. 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapılan SH-SY5Y hücreleri 

370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra her bir 

kuyucuğa 100 µM hazırlanan 6-OHDA solüsyonu eklendi ve  370C’de, %5 CO2 

içeren inkübatörde 24 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. 24 saatin ardından 

eksozom ve dopamin yüklü eksozomları MTT test ile belirlenen 500 µ/mL 

konsantrasyonundaki dozu, uygulanmış ve 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri 

başlatılmıştır [223, 224]. . Ancak SH-SY5Y hücre hattı 6-OHDA karşı zamana bağlı 

olarak direnç kazandığından, 72 saatlik uygulama grubuna, 6-OHDA 

uygulamasının 48. Saatinde ek bir 100 µM 6-OHDA daha kuyucuklara eklendi. 

Tüm deneyler 3 tekrarlı yapılmıştır. 

Deney grupları şu şekildedir; 

• Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapılmamıştır.  

• Negatif Kontrol: 6-OHDA +DMSO uygulanmış 
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• 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA uygulanmış grup 

• Exo-DA: 6-OHDA+ Exo-DA uygulanmış grup 

• Exo: Sadece Eksozom uygulanmış grup 

3.4.3.2 3B Kültür Ortamında Parkinson Modelinin Oluşturulması ve Dopamin 

Yüklü Eksozomlar ve Eksozomların Terapötik Etkinliğinin Araştırılması  

Bioink içerisinde hazırlanan SH-SY5Y hücre hattı sferoid yapısı oluşuncaya kadar 

inkübe edilmiştir. Her iki günde 1 besiyeri değiştirilmiştir. Sferoid yapısı oluştuğu 

görülen hücrelere uygulamalar yapılmaya başlanmıştır. Daha sonra her bir 

kuyucuğa 200 µM hazırlanan 6-OHDA solüsyonu eklendi ve 370C’de, %5 CO2 

içeren inkübatörde 24 saat boyunca inkübasyona bırakıldı [237]. 24 saatin 

ardından eksozom ve dopamin yüklü eksozomları MTT test ile belirlenen  

500µ/mL konsantrasyonundaki dozu, uygulanmış ve 48 ve 72 saatlik iknübasyon 

süreleri başlatıldı. Ancak SH-SY5Y hücre hattı 6-OHDA karşı zamana bağlı olarak 

direnç kazandığından, 72 saatlik uygulama grubuna, 6-OHDA uygulamasının 48. 

Saatinde ek bir 200 µM 6-OHDA daha kuyucuklara eklendi. Tüm deneyler 3 

tekrarlı yapılmıştır. 

Deney grupları şu şekildedir; 

• Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapılmamıştır.  

• Negatif Kontrol: 6-OHDA +DMSO uygulanmış 

• 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA uygulanmış grup 

• Exo-DA: 6-OHDA+ Exo-DA uygulanmış grup 

• Exo: Sadece Eksozom uygulanmış grup 

 

Uygulamalar sonrasında 2B ve 3B kültür ortamında Parkinson modeli terapötik 

etkinliğin incelenmesi için Canlı&Ölü Testi ile incelenirken, bu testen elde edilen 

görüntüleri görüntü analizleri yapılmıştır. Ayın zamanda terapötik etkinlik immün 

boyama yapılarak terapötik etki araştırıldı.  
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3.4.3.3 Canlı&Ölü Testi 

Canlı&Ölü canlılık/sitotoksisite kiti (Live and Dead Cell Assay (ab115347) 

kullanılarak gerçekleştirilen ypılan uygulamalarda hem model oluşturma hemde 

formülasyonların etkinlikleri araştırılmıştır.   

Tüm uygulamalar sonunda tüm kuyucuklardaki besiyerleri dikkatlice 

uzaklaştırıldı. Ca+2, Mg+2 içeremeyen PBS ile yakandı, ardından, 2 µM Calsein AM 

ve 4 µM EthD-1 içeren Canlı&Ölü test solüsyonun eklenrek  oda sıcaklığında 45 

dakika  inkübasyona bırakıldı. İnkübasyondan sonun da ise yine  Ca+2, Mg+2 

içeremeyen PBS ile  yıkanarak, Floresans mikroskop mikroskopta  (Zeiss, 

Almanya) altında mikroskobik gözlem yapıldı [238]. 

3.4.3.4 Görüntü Analizi 

Mikroskop tekniklerinin ilerlemesi ve elde edilen görüntüleme verileri daha iyi 

analiz etme ihtiyacı her geçen gün artmaktadır. Özellikle bilgisayar tarafından 

nicelleştirmeye uygun bir temsile göre tanımlanmalıdır. Bir görüntüyü çoklu 

homojen bölgelere veya parçalara bölerek segmentasyon yolu ile 

yapılabilmektedir. Segmentasyon, görüntü analizi boru hattında, yoğunluk 

değerlerini bölge etiketleriyle değiştirerek büyük bir geçiş oluşturur. Bu yüzden 

bilgisayar destekli Eğitilebilir Weka Segmentasyonu-Trainable Weka 

Segmentation, program görüntüleme analizlerinde son zamanlarda kullanılan bir 

programdır [239]. Burada Canlı&Ölü testinden elde edilen görüntülerinin 

görüntü analiziler yapıldı.  

3.4.3.5 İmmün Boyama Yöntemi  

Nöron hücrelerinde spesifik olarak ekprese edilen bazı miktrotübül elemanları 

bulunur. Beta-Tubulin (β-tubulin) olgun nöronlarda akson kısmında yer alan 

miktotübüllerden birisidir [240,241]. β-tubulin aksonda implus iletiminde önemli 

rola sahiptir. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda özellikle ailesel PH’nın β-

tubulin doğrudan ilişkili olduğunu görülmüştür. PH’ında genetik kökenli etkileri 

ile β-tubulin yapısının bozulmasına, akson yapının zarar görmesi, implus 

iletiminin yavaşması veya durması zamanla da mikrotübül dinamiklerinde azalma 

ve kümülatif işlev bozukluklarının gelişmesi ile sonuçlandığı görülmüştür [242]. 
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Çalışmanın bu kısmında, SH-SY5Y hücre hattı 3B kültür ortamında sferoid yapısı 

oluşuncaya kadar 2B kültür ortamında ise flask yüzeyini kaplayana kadar inkübe 

edildi. Her iki günde 1 besiyeri değiştirildi. 3 B kültür ortamı için bir kuyucuğa 

200 µM,  2B kültür ortamı için bir kuyucuğa 100 µM 6-OHDA solüsyonu eklenmiş 

ve 370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde 24 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. 24 

saatin sonunda aşağıda belirlenen deney gruplarına göre uygulamalar yapıldı. 

Deney grupları uygulamaları sonunda 72 saat inkübe edildi. Ancak SH-SY5Y hücre 

hattı 6-OHDA karşı zamana bağlı olarak direnç kazandığından, 6-OHDA 

uygulamasının 48. Saatinde ek bir  6-OHDA daha kuyucuklara eklendi. Tüm 

deneyler 3 tekrarlı yapılmıştır.  

Deney grupları şu şekildedir; 

• Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapılmamıştır.  

• 6-OHDA: 6-OHDA uygulanmış grup 

• Exo-DA: 6-OHDA+ Exo-DA uygulanmış grup 

• Exo: Eksozom uygulanmış grup 

72 saatlik uygulama sonunda, PH patogenezinde etkinliği bilinen β-tubulin  

belirteçlerinin ifadelerinin analiz edilmesi  amacıyla bu belirteçlere spesifik 

antikorlar kullanılarak immün  boyama yapıldı.  

Uygulamalar sonrasında 2B ve 3B kültür ortamlarının besi ortamı dikkatlice 

uzaklaştırıldı ve immün boyama için ortamlar PBS ile yavaşça yıkandı. Yıkama 

sonunda her bir kuyucuğa %4 paraformaldehit eklenerek 2 saat boyunca hücreler 

fikse edildi. Daha sonra 3 kez PBS ile yavaşça yıkandı. Her bir kuyucuğa %2 BSA 

ve %0.1 TritonX eklendi ve 30 dakika beklendi. Ardından 3 kez PBS ile yavaşça 

yıkandı. Yıkama işleminin ardından primer antikor olan β-III tubulin (fare) antikor 

seyrelticii reaktif çözeltisi ile 1:200 oranında seyretilerek her bir kuyucuğa 200 μL 

antikor çözeltisi eklendi. Daha sonra gece boyunca 4 °C'de inkubasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda oda sıcaklığında PBS ile 3 kez tekrar yıkandı. Ardından 1:200 

oranında seyretilmiş anti-fare IgG-FITC-tavşan sekonder antikoru eklenerek oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Sekonder antikorda yavaşça 3 kez 

PBS ile yıkandı. Yıkama sonunda ise; DAPI solüsyonunu (1:1) her bir kuyucuğa 
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damlatılarak 15-20 dk beklendi. İmmünofloresan görüntüleme gerçekleştiridi 

[229]. 

3.5 İstatistiki Analiz 

Denemelerden elde edilecek verilerin ortalama değeri ±SD olarak verilecektir. 

Kontroller ve uygulama grupları arasındaki farklılıklar ile sonuçların istatistiki 

önemi, SPSS 22 istatistik paket programında One Way ANOVA varyans analizi 

yapılarak değerlendirildi (p<0,05). 
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4 
DENEYSEL SONUÇ  

 

4.1 WJ-MKH’leri Kökenli Eksozomların İzolasyonu ve 

Karakterizasyonu 

WJ-MKH’leri kültüre edilmiştir (Şekil 4.1)  ve kültür yeterli yoğunluğa ulaştığında 

48 saat serumsuz besi ortamında inkübe edildi. İnkübasyonun bitiminden sonra 

süpernatant -20°C'de saklandın Toplanan süpernatantlardan eksozom izolasyonu 

ultrasantrifüjleme ile yapıldı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 Wharton jeli hücrelerinin mikroskop görüntüsü (10X) 

Ultrasantrifüj sonunda elde edilen solüsyon 0.22 µm filtreden geçirilerek steril 

edilmiştir. Daha sonra PBS ile dilute edilerek NTA ve DLS analizleri yapılmıştır.  

Her iki analizde de elde edilen nanopartiküllerin 40-200 nm arasında olduğu 

tespit edilmiştir. Çalışma periyodu sırasında toplanan süpernatant yaklaşık 180 

mL idi. Santrifüjlemelerin sonunda bu miktardan yaklaşık 1×109 konsantrasyonda 

nanopartiküller elde edilmiştir. NTA sonuçlarına göre elde edilen çözeltinin 

partikül boyutunun 98 nm olduğu bulundu. NTA ve DLS analizlerinde ortaya çıkan 

nanoparçacık sayısı birbiriyle tutarlıydı. Ayrıca WJ-MKHs kökenli eksozomların 

Zeta potansiyeli -15,7 mV olarak ölçülmüştür.  
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Şekil 4.2 WJ-MKH  kökenli eksozomların NTA analizi A. Elde edilen 
eksozomların Boyutu B. Elde edilen eksozomların konsantrasyonu 

 

 

 

 

 

Şekil 4.3  WJ-MKH  kökenli eksozomların DLS analizi 

 

A B 



64 

4.2 Dopamin Yüklü Eksozomların İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

Hazırlanan dopamin çözeltisi ile toplam çözeltinin %0,002'si kadar saponin 

eklenmesi ile inkübasyona bırakılan eksozomlar 24 saat sonundan tekrar 

ultrasantrifüjlenmiştir. Ultrasantrifüj ile ortamdaki serbest dopamin 

uzaklaştırılmış ve daha sonra pelete PBS eklenmiştir. Ultrasantrifüj sonrasından 

formülasyon 0,22 µm filtreden geçirelerek steril edilmiştir. Daha sonra PBS ile 

dilute edilerek NTA ve Zetasizer analizleri yapılmıştır.  Her iki analizde de elde 

edilen nanoparçacıkların 40-200 nm arasında olduğu tespit edilmiştir. Eksozom 

ile dopamine yüklü eksozom NTA sonuçları karşılaştırıldığında yeni çözeltideki 

nanopratikül boyutlarının ilk NTA’ya göre daha büyük olduğu tespit edilmiştir. 

WJ-MKHs kökenli eksozomların NTA sonucundan boyutunun yaklaşık 98 nm 

olduğu görülürken, dopamine yüklü eksozomlarında bu boyutun 110 nm’ye çıktığı 

görülmüştür. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4 Dopamin yüklü eksozomların NTA analizi A. Elde edilen eksozomların 
Boyutu B. Elde edilen eksozomların konsantrasyonu 

 

A 

B 
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Tablo 4.2 Zeta potansiyelleri 

 

 

 

NTA ve DLS analizlerinde ortaya çıkan nanoparçacık sayısı birbiriyle tutarlıydı. 

Zeta potansiyeli formülasyonun kararlılık düzeyini ifade etmektedir. Burada 

dopamine yüklü eksozomların -17,6 mV ± 0.8 sonucunun ise nispeten kararlı bir 

formülasyon olduğu görülmüştür.  

4.2.1 Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

NTA ve Zetasizer analizleri elde edilen ilk solüsyona göre boyut ve stabilite 

açısından farklı sonuçlar gösterse de solüsyonda dopamin varlığı HPLC analizi ile 

belirlendi. Dopamin yüklü eksozomlar ultrasantrifüjlendi ve inkübasyonun 

sonunda çözelti içindeki serbest dopamini çıkarmak için süzüldü. İnkübasyon 

Şekil 4.5 DLS analizi A. Dopamin yüklü eksozomlar, B. Saponin C. 

Dopamin 

B C 

A 
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sonunda eksozomlara dopamin yüklenmesi başarılı olursa, nihai solüsyondaki 

eksozomlar parçalanarak doğrudan ölçüm ile tespit edilebilir. Bunun için önce 

dopamin yüklü eksozom solüsyonu buharda ısıtılmış, ardından asetonitril 

eklenerek vorteks ve sonikasyon kullanılmıştır. Absorbans 230 nm'de ölçüldü.  

 

 
Şekil 4.6 Formülasyonda dopamin varlığı HPLC analizi ile belirlendi. Tüm 

analizler, 30 °C'de 1 mL/dakika akış hızında H2O:asetonitril mobil fazına sahip 
bir C-18 sütunu kullanılarak yapıldı. Dopaminin elüsyonunu izlemek için 230 

nm'de absorbans ölçüldü. A. Dopamin, B. Saponin, C. Dopamin Yüklü Eksozom. 

 

HPLC analizi sonucunda dopamin için ortaya çıkan pik 6.45 dakikada gözlendi. 

Çıkan sonuçlara göre formülasyonun içinde saponin varlığı da tespit edildi.  

4.2.2 İlaç Yükleme Kapasitesi   

İlaç yükleme kapasitesinin değerlendirilmesi için yukarıdaki protokoldeki adımlar 

takip edildi. Dopamin yükleme kapasitesi, UV spektrofotometri ölçümleri ve ilgili 

denklem kullanılarak hesaplandı.  Tüm denemeler 3 kez gerçekleştirildi. Yükleme 

kapasitesi yüzdesi 10,89±0,33 olarak bulundu. 

4.2.3 İn Vitro İlaç Salım Kinetiği 

In vitro ilaç salım da; dopamin yüklü eksozomların diyaliz membran ortama 

dopamin salımın kinetiği diyaliz membran yardımıyla yapılmıştır. Diyaliz 

membrana yerleştirilen dopamin yüklü eksozomlar, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8. saatte bir 

beher içinde 1 mL ortamı aborbans değerleri 280 nm’de ölçülmüştür. Bu ölçüm 

sonuçlarına göre kümülatif ilaç salım profili Şekil 5'te gösterilmiştir. İlaç salım 

kinetiği 8 saat boyunca izlenmiştir. Kapsüllenmiş dopaminin %74.8'inin ilk 8 saat 

C A B 



67 

içinde eksozomlardan salındığı gözlenmiştir. Tüm denemeler 3 kez 

gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7 Kümülatif Salım Kinetiği 

4.3 Dopamin Yüklü Eksozomlar ve Eksozomların in vitro Sitotoksik 

Etkisinin Hücre Canlılık Testi ile Belirlenmesi 

Dopamin yüklü ve serbest eksozomların sitotoksik aktiviteleri fibroblast hücreleri 

üzerinde araştırıldı. Farklı formülasyon konsantrasyonlarına (100 µl/mL, 250 

µl/mL, 500 µl/mL ve 1000 µl/mL) maruz bırakılan fibroblast hücreleri 18 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücrelerin canlılık oranları MTT testi ile 

belirlendi. Sonuçların istatistiksel önemi, SPSS 22 istatistik paket programında 

One Way ANOVA varyans analizi yapılarak değerlendirildi.  

Tüm sonuçlar incelendiğinde dopamin yüklü eksozomların kayda değer bir 

sitotoksik etki göstermediği belirlendi. Ancak kapsüllenmiş dopamin miktarını 

artırmak için formülasyona eklenen saponin, fibroblastların canlılık oranlarını 

azalttı (p<0.05). Hücreler, 500 µl/mL konsantrasyona kadar dopamin yüklü 
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eksozomlarla tedavi edildiğinde canlılık oranlarında artış olduğu gözlendi. 

Formülasyonların uygulanmasından sonra fotoğrafı çekilen hücrelerde gözle 

görülür bir hücre ölümü olmadığı belirlendi. Hücre ölümü, saponin uygulanan 

kuyularda daha yaygın olarak görüntülendi. 

  

Şekil 4.8 Elde edilen formülasyonun sitotoksisite testi;  18 saat boyunca farklı 
konsantrasyonlarda inkübe edilen hücrelerde MTT canlılık testi sonuçlarının 

istatistiksel analizi dopamin, saponin ve dopamin yüklü eksozomlar. (A) 
Sitotoksisite sonuçları, (B,C) İstatistiksel analizler. Kısaltmalar: D = Dopamin; S 

= Saponin; Exo-DA1 = Dopamin yüklü eksozomlar 100 µL/mL; Exo-DA2 = 
Dopamin yüklü eksozomlar 250 uL/mL; Exo-DA 3 Dopamin yüklü eksozomlar 
500 µL/mL; Exo-DA 4 = Dopamin yüklü eksozomlar 1.000 µL/mL; MTT = 3-

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

 

Ek olarak, serbest eksozomların sitotoksik etkileri de benzer konsantrasyonlarda 

fibroblast hücreleri üzerinde araştırıldı. Deneyden önce eksozomlar PBS ile 

seyreltildi ve 1 mL'de 60 milyon parçacık hazırlandı. Daha sonra her bir kuyucuğa 

sırasıyla 10 µl, 25 µl, 50 µl ve 100 µl eksozom solüsyonu ilave edildi. 18 saatlik 

inkübasyonun ardından MTT canlılık testi ile 570 nm absorbans ölçümleri 

yapılarak canlılık  analizler yapıldı. Tüm denemeler 5 tekrar çalışılmıştır. 
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Şekil 4.9 Eksozomların sitotoksisite testi, Farklı konsantrasyonlarda 18 saat 
boyunca inkübe edilen hücrelerde MTT canlılık testi sonuçlarının istatistiksel 

analizi eksozomlar. (A) Sitotoksisite sonuçları, (B,C) istatistiksel analizler. 
Kısaltmalar: EXO = eksozomlar; MTT = 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür 

 

4.4 3B kültür Ortamının Hazırlanması ve Parkinson Modelin 

Oluşturulması 

3B kültür ortamının hazırlanmasında, ticari olarak satılan liyofilize-Aljinat-Jelatin 

tozları, biyomürekkeplerin temeli olarak kullanıldı. Öncelikle bu aşamada kültür 

ortamının temeli oluşturacak bioink protokole uygun olarak şekilde steril 

hazırlandı. Daha sonra bionik WJ-MKH hücreler ile birlikte basılarak bioinklerin 

karakterizasyonu yapılması için hazırlandı. Bu karakterizasyon işlemi için FTIR ve 

SEM analizleri yapıldı.  

3B kültür ortamın da kullanılan BaseinkTM bioinki bioinki karakterizasyonu için 

paraformaldehite alınarak fikse edilmiştir.  Daha sonra Arel Üniversitesi’nde 

Taramalı Elektron Mikroskobu-SEM ve Fourier Dönüşümlü Kızılötesi 

Spektroskopisi-FTIR analizleri yapılmıştır.  
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✓ FTIR Analizi 

FTIR spektroskopisi, farklı fonksiyonel grupların varlığını ve kompozit 

biyomürekkepte bulunan kimyasal bağların yapısını araştırmak için kullanıldı. 

Jelatin/Aljinat tabanlı Baseink TM bioink'e, spektrum alanındaki en belirgin pikler 

1633.41, 1552,42 ve 1033 cm-1 civarındadır. FTIR sonuçları biyomürekkebin 

mikro dokuların büyümesi için amino asitler sağlayabilecek fonksiyonel gruplarını 

içerdiğini göstermiştir [243]. 

 

 

✓ SEM Analizi 

SEM analizi sonuçlarında jelatin-aljinat tabanlı Bioink’in mezenkimal kök hücre 

ile oluşturulan yapısında, hücre yapışması için verimli, pürüzlü yüzey ve karmaşık 

yapıların oluşturulabileceği görülmüştür.  

 

 

 

Şekil 4.10 BaseinkTM bioinkinin FTIR Analizi 
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Şekil 4.11 Hazırlanan bioinkin SEM görüntüleri A: 1 µm, B: 3 µm, C:5 µm, D: 
100 µm,E:20 µm, F: 50 µm, G: 100 µm, H: 200 µm 
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Bu analize göre aljinat-jelatin tabanlı bioink gerek yapısı gerekse morfolojisi 

açısında hücrelerin yüzeye tutunmasını sağlayarak sferoid yapı oluşturmak üzere 

hücreleri teşvik edebileceği görülmüştür. Ancak SEM görüntülerinden görünen tuz 

kristallerinin olması kültür sistemi kurulmadan önce biyomürekkebin iyice 

yıkanması gerektiği göstermiştir.  

4.4.1 Dopaminerjik Nöroblastoma Hücre Hattının (SH-SY5Y) Kültüre Edilmesi ve 

3B Kültür Ortamanın Oluşturulması  

SH-SY5Y hücreleri %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 370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde 

çoğaltılmıştır. Besiyeri iki günde bir değiştirildi ve hücreler çoğaltıldı.   

Şekil 4.12 SH-SY5Y hücre hattı (10x) 
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Çoğaltılan hücreler tripsin yardımıyla kaldırıldı ve 3B kültür ortamını oluşturmak 

için biyomürekkeple birlikte 6’lı well plate ekildi. 370C’de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde sferoid yapılarının oluşması için 1 hafta inkübe edildi. İnkübasyon 

süresince 2 günde bir besiyeri bioniklere zarar vermeyecek şekilde uzaklaştırıldı 

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

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13 SH-SY5Y hücre hattının 3 boyutlu kültür ortamında sferoid yapıları A: 
3. Gün, B: 5. Gün, C:7. Gün (X10) 

A

. 

B

C
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Şekil 4.14  SH-SY5Y hücre hattının 3 boyutlu kültür ortamında sferoid yapıları 
Floresans mikroskop görüntüsü 

 

4.4.2 2B ve 3B Kültür Ortamı Oluşturulan SH-SY5Y Hücre Hattında Parkinson 

Modeli Oluşturma ve Dopamin Yüklü Eksozomlar Terapötik Etkinliğinin 

Araştırılması  

SH-SY5Y hücrelerin çoğaltılması, in vitro koşullarda hücre kültürü tekniklerine 

uygun şekilde, 37 °C' de, %5 CO2 içeren %95 nemli ortamda kültüre edilmiştir. 2B 

kültür ortamı oluşturabilmek için flaks yüzeyi %80 yoğunluğa ulaştığında hücreler 

tripsin yardımıyla kaldırılarak 6 kuyucuklu plakaya ekildi. 6 kuyucuklu plakaya 

ekimi yapılan SH-SY5Y hücreleri 370C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübasyona 

bırakıldı. Yüzeye tutanan hücreler daha sonra Parkinson modeli oluşturmak için 

her bir kuyucuğa 100 µM hazırlanan 6-OHDA solüsyonu eklendi ve 24 saat 

boyunca inkübe edilmiştir. 

Aynı şekilde sferoid yapıyı oluşturan 3B kültür ortamındaki hücreler için 

Parkinson modeli oluşturulmuştur. 3B sistem PH modeli için 200 µM hazırlanan 

6-OHDA solüsyonu eklendi ve 24 saat boyunca inkübe edilmiştir.  

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

konsantrasyonundaki formülasyon, uygulanmış ve 48 ve 72 saatlik iknübasyon 
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süreleri başlatılmıştır. Ancak SH-SY5Y hücre hattı 6-OHDA karşı zamana bağlı 

olarak direnç kazandığından 72. Saatlik uygulama kuyucuklara her birine ek bir 

6-OHDA uygulaması daha yapılmıştır. İnkübasyon sonunda canlılık analizi 

canlı&ölü testi yapılarak terapötik etkinlik araştırılmıştır. Canlı&ölü testi Floresans 

mikroskop mikroskop ile görüntülenmiştir.  

2B kültür ortamında 48 saatlik uygulamaların sonunda Canlı&Ölü testinin 

floresans mikroskop görüntüleri de şekil 4.15. yer almaktadır. 48. Saatlik 

uygulamalar da Dopamin yüklü eksozomların negatif kontrol grubuna göre 

hücrelerin adhesif kuvvet özelliklerini koruduğu ve canlı hücre popoülasyonda 

daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Aynı zamanda dopamine yüklü eksozomlar 

sadece eksozom uygulamasına yapılan gruplar ile kıyaslandığında, canlı 

hücrelerdeki artış görülmüştür.  

 

 

 

 

 

Şekil 4.15 2B Kültür ortamında 48 saatlik uygulamaların sonrasındaki Canlı&Ölü 
test sonuçlarını Floresan Mikroskop mikroskop görüntüleri A= Kontrol Grubu: 

Herhangi bir uygulama yapılmamış, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA 
uygulanmış, C= Exo-DA Grubu: Dopamin yüklü ekzomların, D=Exo Grubu: 

Sadece Eksozom uygulanmış, E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO 

 

2B kültür ortamında 72 saatlik uygulamaların sonunda Canlı&Ölü testinin 

Floresans mikroskop Görüntüleri de şekil 4.16. yer almaktadır. Bu uygulamalar da 

48 saatlik uygulamalara benzer sonuçların olduğu görülmüştür. Ayrıca uygulanan 
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ek 6-OHDA solüsyonu hücre üzerinden nörotoksin etkinliğini sürdürdüğü tespit 

edilmiştir. Dopamin yüklü eksozomların negatif kontrol grubuna göre canlı hücre 

popoülasyonun daha fazla olduğu görülmüştür. Aynı zamanda dopamine yüklü 

eksozomlar sadece eksozom uygulaması yapılan gruplar ile kıyaslandığında, canlı 

hücrelerin daha fazla olduğu görülürken, hücrelerin adhesif kuvvet özelliklerinin 

daha fazla olduğu tespit edilmiştir.  

 

 

 

  

 

 

Şekil 4.16 2B Kültür ortamında 72 saatlik uygulamaların sonrasındaki Canlı&Ölü 
test sonuçlarını Floresan Mikroskop mikroskop görüntüleri A= Kontrol Grubu: 

Herhangi bir uygulama yapılmamış, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA 
uygulanmış, C= Exo-DA Grubu: Dopamin yüklü ekzomların, D=Exo Grubu: 

Sadece Eksozom uygulanmış, E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO 

 

48 saatlik ve 72 saatlik uygulama süresine kıyaslandığında ise, dopamine yüklü 

eksozomlar 72 saatlik uygulamalar için her bir kuyucuğa eklenen 6-OHDA karşı 

daha fazla nöroprotektif etki gösterdiği görülmüştür.  

3B kültür ortamında yapılan mikroskobik gözlemler sonucunda, SH-SY5Y hücreler 

ile oluşan sferoidlere uygulanan 6- OHDA’nın nörotoksik etkisi görülmüştür. 6-

OHDA uygulanan grup kontrol grubu ile kıyaslandığında sferoid yapılarından 

adhesif kuvvet özelliklerini kaybettiği görülmüştür. Her hangi bir uygulama 

yapılmayan kontrol grubunda yer alan canlı hücre dağılımı sferoid yapısının 
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geneline dağılım göstermişken, 6-OHDA ile indüklenen kültür ortamındaki canlı 

hücreler sferoid yapısının çeperinde yer aldığı, ölü hücreler ise yapının 

merkezinde yer aldığı görülmüştür.  Ayrıca zamana bağlı olarak sferoid yapının 

dağılmaların olduğu tespit edilmiştir.  

3B kültür ortamı oluşan SH SY5Y hücre sferoidlerine 48 saatlik uygulamaların 

sonunda Canlı&Ölü testinin Floresans mikroskop Görüntüleri şekil 4.17. yer 

almaktadır. Sonuçlara göre; dopamin yüklü eksozomların negatif kontrol grubuna 

göre sferoid yaopıyı daha iyi koruduğu canlı hücrelerin daha yoğun olduğu 

görülmüştür. Ayrıca dopamin yüklü eksozomların, sadece eksozom uyglanan grup 

ile kıyaslandığında daha fazla nöroprotektif etki ettiği tespit edilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17  3B Kültür ortamında 48 saatlik uygulamaların sonrasındaki 
Canlı&Ölü test sonuçlarını Floresan Mikroskop mikroskop görüntüleri A= 

Kontrol Grubu: Herhangi bir uygulama yapılmamış, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 
6-OHDA uygulanmış, C= Exo Grubu: Sadece Eksozom uygulanmış D= Exo-DA 

Grubu: Dopamin yüklü ekzomların, , E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO 
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3B kültür ortamı oluşan SH SY5Y hücre sferoidlerine 72 saatlik uygulamaların 

sonunda Canlı&Ölü testinin Floresans mikroskop Görüntüleri şekil 4.18’de yer 

almaktadır. 72 saatlik uygulamaların sonuçları ise 48 saatlik uygualamarın 

sonuçlarına benzer olduğu görülmüştür. Ancak 72 saatlik uygulamalar eklenen ek 

6-OHDA’dan kaynaklı dopamine yüklü eksozomların nöroprotektif etkisinin daha 

fazla olduğunu söylemek mümkündür.  

 

 

 

 

 

Şekil 4.18 3B Kültür ortamında72 saatlik uygulamaların sonrasındaki Canlı&Ölü 
test sonuçlarını Floresan Mikroskop mikroskop görüntüleri A= Kontrol Grubu: 

Herhangi bir uygulama yapılmamış, B= 6-OHDA Grubu: Sadece 6-OHDA 
uygulanmış, = Exo Grubu: Sadece Eksozom uygulanmış D= Exo-DA Grubu: 

Dopamin yüklü ekzomların, , E= Negatif Kontrol: 6-OHDA+DMSO 

 

4.4.3 Görüntü Analizi 

Tüm uygulamalar sonrasında elde edilen görüntüler Weka program aracılığyla 

analizleri yapılmıştır. Her bir görüntü  tek tek Fiji üzerinde eğitilebilir Weka 

segmentasyonu 3B ile 3 gruba ayrılarak etiketlenmiştir. Bu gruplar; 

• Class 1: Canlı hücreler, 

• Class 2: Ölü hücreler  

• Class 3: Backround) ayrılarak etiketlendi. 
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Bu etiketlenen grup yüzey alanın  analiz edilmiştir [244]. 

 

Şekil 4.19 Eğitilebilir Weka segmentasyonu 3B programı 

 

3B kültür ortamın 48 saatlik uygulamaların görüntü analizi şekil 4.20’de yer 

alırken, 72 saatlik uygulamaların görüntü analizi ise şekil 4.21’de yer almaktadır. 
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Analiz sonçlarına göre elde edilen mikroskobik görüntüleri, Weka programı ile 

işlenerek canlı, ölü ve arka planı etiketlenerek niceliklendirildi.  

Weka programı ile görüntülerin analizlerinin verilerinde ise; Floresan Mikroskop 

görüntülerinde 3 kısmı etiketlenerek işaretlenmiştir. Bu işaretlemelerde;  

Class 1: Kırmızı ışıma yapan ölü hücreler 

Class 2: Yeşil ışıma yapan canlı hücreler 

Class 3: Arka plan- Backround  

48 saatlik uygulama görüntülerinin Weka dataları  ise Şekil 4.21’de verilmiştir. Bu 

verilere göre, 6-OHDA uygulanan grubun yüzey alan verilerinde ölen hücrelerin 

canlı hücreler kıyasala yüksek olduğu görülmüştür. Dopamin yüklü eksozomların 

uygulandığı grupta yüksek canlılığın olduğu tespit edilmiştir.   
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Şekil 4.20 48 saatlik uygulama sonuçlarının Weka analiz görüntüleri, A= 
Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=Exo Grubu, E= Exo-

DA Grubu 
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Şekil 4.21 48 saatlik uygulama sonuçlarının Weka analiz verileri, A= Kontrol 
Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=Exo Grubu, E= Exo-DA 

Grubu 

 

72 saatlik uygulama görüntülerinin Weka dataları  ise Şekil 4.23’de verilmiştir. Bu 

verilere göre, 6-OHDA uygulanan grubun yüzey alan verilerinde ölen hücrelerin 

canlı hücreler kıyasala yüksek olduğu görülmüştür. Dopamin yüklü eksozomların 

uygulandığı grupta yüksek canlılığın olduğu tespit edilmiştir.  Ayrıca 72 saatlik 

inkübasyon sürecinde tüm kuyucuklara uygulanan ek 6-OHDA’da Parkinson 

modelinin devamlılığını sağladığı görülmüştür. 72 saat ve 48 saatlik uygulamalar 

kendi aralarında kıyaslandığında ise, 72 saat uygulama yapılan grupta hücre 

canlığının daha fazla olduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 4.22 72 saatlik uygulama sonuçlarının Weka analiz görüntüleri, A= 
Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=Exo Grubu, E= Exo-

DA Grubu 
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Şekil 4.23 48 saatlik uygulama sonuçlarının Weka analiz verileri, A= Kontrol 
Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= Negatif Kontrol, D=Exo Grubu, E= Exo-DA 

Grubu 

 

4.4.4 İmmün Boyama  

2B ve 3B kültür ortamında 6-OHDA ile indüklenen hücrelere uygulanan dopamine 

yüklü eksozomların terapötik etkinliğin immün boyama gerçekleştirilerek analiz 

edilmiştir. Çalışmanın bu kısmında, 72. Saatlik uygulamarın sonunda β-Tubulin 

ekspresyonu incelenmiş olup, floresan görüntüleri Şekil 4.24 – 4.25 

karşılaştırılmıştır. 2B ve 3B kültürde yapılan immün boyamalar dopamine yüklü 

eksozomların negatif kontrol gruplarına kıyasla apoptotik faaliyetlerinin azaldığı 

görülmüştür. Dopamin yüklü eksozomların uygulandığı grup her iki ortamda 

sadece eksozom uygulanan grup ile kıyaslandığın ise; yapıların daha fazla 

korunduğu bulunmuştur.  
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Şekil 4.24 İmmün Boyama sonuçları, A= Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= 
Exo- DA Grubu, D= Exo Grubu 

 

72 saatlik immün boyamalar da gözlenen sonuçlar hem 2B hem de 3B kültür 

ortamında yeşil boyanan kısımların β-III olduğu mavi boyananların ise DAPI 

boyamadan kaynaklı çekirdek boyanması olduğu görülmektedir. Dopamin yüklü 

eksozomların uygulandığı gruplar, sadece 6-OHDA ve 6-OHDA+DMSO uygulanan 

gruplara göre sağ kalımın daha fazla olduğu, SH-SY5Y hücrelerinin 6-OHDA karşı 

korunduğu görülmüştür. Elde edilen formülasyonun hem canlı%ölü analiz ile hem 

de immün boyama yapılarak nöroprotektif etkisinin olduğu görülmüştür.   
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Şekil 4.25 İmmün Boyama sonuçları, A= Kontrol Grubu B= 6-OHDA Grubu, C= 
Exo- DA Grubu, D= Exo Grubu 
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5 
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Eksozomlar, hücreler tarafından salgılanan 40-200 nm boyutlarında küçük zar 

kesecikleridir. Hücreler arası iletişimi sağlama yeteneğine sahip eksozomlar, 

endositoz, fagositoz, mikropinositoz, lipid aracılı içselleştirme ve füzyon gibi farklı 

yollarla hücrelere girebilir [55].  Eksozom yüzeyinde bulunan lipidler ve kolesterol 

sayesinde, diğer nanotaşıyıcı sistemlere göre oldukça avantajlıdır. Çünkü yüzey 

özellikleri sayesinde hem hidrofilik hem de hidrofobik molekülleri taşıma yeteneği 

verir. Kolesterol uçlarının hidrojen bağlanmasıyla sıkı bir paketleme işlemi 

yapılabilir. [245,246, 247]. 

Eksozomların, kargo ve hücreler arası iletişim gibi önemli işlevlerine ek olarak, 

özellikle beyinde nörogenezde önemli bir rolü olduğu bilinmektedir [53,54]. 

Ayrıca, MKH'den türetilen eksozomlar allojenik hücresel terapiler ile 

kıyaslandığında daha düşük immün ret riski içerdiği,  yüksek stabilite ve doğal 

terapötik özelliklere sahiptir, ve ayrıca hedef arama yeteneği göstermektedir 

[249,250]. Son yıllarda, nanotaşyıcı sistem olarak eksozomların kullanımı 

özellikle, nörodejeneratif hastalıklara karşı, nöronal rejenerasyona katkı 

sağlayabilmesi KBB’den etkili bir şekilde geçebilmesi nedeniyle ve alternatif 

terapmtik ajan olarak kullanılması dikkat çekmiştir. Bu bilgiler ışığında, tez 

çalışmamızda; WJ-MKH’dan izole edilen eksozomlara dopamin yüklemesi 

yapılarak elde edilen formülasyonun terapötik etkinliği arştırılması amaçlanmıştır.  

Çalışmanının ilk basamağında, eksozom izolasyonu için birkaç yöntem olmasına 

rağmen biz burada en etkili yöntemlerden biri olarak kabul edilen ultrasantrifüj 

ile izolasyon yöntemini kullandık. WJ-MKH'ler, düşük immünojenik potansiyelleri 

ile bilinen ve klinik deneylerde eksozom kaynağı olarak kullanılan donör hücreler 

olarak seçilmiştir [249]. Kültüre edilen WJ-MKH’lerin flaskta %80 yoğunluğa 

ulaştığında, serumsuz besiyeri eklenerek 48 saat inkübe edilmiş ve supernatant 

toplanmıştır. Toplanan bu süpernatantlar ultrasantrifüj yöntemi ile izole 

edilmiştir. Karakterizasyonunda kullanılan NTA ve DLS analizleri birbiriyle tutarlı 
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sonuçlar vererek elde edilen eksozomların 98 nm boyutlarında olduğu 

bulunmuştur.  

İzolasyonu tamamlanan WJ-MKH kökenli eksozomların, inkübasyon yöntemi ile 

dopamin yüklenmesi yapılmıştır. İnkübasyon yönteminde yükleme kapasitesini 

arttrmak için çözelti yoğunluğunun %0,002'si kadar saponin eklendi. İnkübasyon 

sonunda ortamdan serbest dopamin ve saponin uzaklaştırılmak için tekrar 

ultrasantrifüjleme yapıldı. Bu basamağın sonuçlarına göre ise; ilk izolasyonda 98 

nm olan eksozomların ilaç yüklemeyle birlikte boyutlarının 110 nm’ye çıktığı 

görülmüştür. Ayrıca çözelti içerisinde parçacıklar arasında daha büyük 

elektrostatik itme ve bunların toplanma eğilimi gösteren zeta potansiyelinin 

önceki çalışmaların sonuçları ile uyumlu olduğunu bulduk [250].  

Elde edilen dopamin yüklü eksozomların, solüsyon içerisindeki dopamin varlığı 

HPLC analizi yapılarak tespit edilmiştir. Burda öncelikle eksozomları patlatmak 

için uygulanan protokolün ardından solüsyon içerisindeki dopamin tutarlı 

sürelerde pik oluşturduğu bulunmuştur. Ayrıca HPLC analizinde patlatılan 

eksozomlarlar birlikte saponin varlığı da tespit edilmiştir. Bu noktada da saponinin 

eksozomların membranında bulunan kolesterolünü seçici olarak kaldırabileceğini, 

eksozomal lipid çift katmanlarında gözenekler oluşturabileceğini ve bu nedenle 

yoğun bir şekilde dopamin kapsüllenmesini teşvik edebileceğini düşünmekteyiz.  

Eksozom tabanlı ilaç taşıyıcı sistemlerin yüklenen ilaçların moleküler ağırlığı başta 

olmak üzere pek çok etmen yükleme verimliliğine etki edebilir.  İlaç yükleme 

inkübasyon yöntemi basit,  diğer yöntemlere göre daha ucuz ve bu özellikler 

sayesinde sıklıkla tercih edilen yöntemlerden birisidir [249]. HPLC analizinden 

sonra ilaç yükleme kapasitesi ise; yükleme sonrasında ultrasantrifüj ile 

uzaklaştırılan süpernatanttan yapılmıştır. Burada öncelikle farklı 

konsantrasyonlar da dopamin çözeltisinin hazırlanarak kalibrasyon eğirisi 

oluşturulmuştur. Ardından ultrasantrifüj sonrasından alınan süpernatantı ve 

dopamin çözeltilerinin UV-Spektrofotometri ile  absorbans değerlerine göre 

ölçülmüştür [227]. Absorbans değerleri verilen denkleme göre hesaplandı. 

Sonuçlara göre; yükleme kapasitesi yaklaşık %11 olduğu tespit edilmiştir.  

İnkübasyon yöntemi kullanılarak yapılan diğer çalışmalarda da benzer sonuçlar 
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olduğu görülmüştür. İzole edilen eksozomlara paklitasel yüklendiği bir çalışmada 

yükleme verimliğinin yaklaşık %7, Doksurubisinin yüklendiği diğer bir çalışmada 

ise yükleme verimliğinin yaklaşık %12 olduğu görülmüştür [118, 170].  Eksozom 

tabanlı geliştirilecek formülasyonlarda, ilaç yükleme sonikasyon yöntemini tercih 

edilebilinir [176].   

Ayrıca dopamin yüklü eksozomları ilaç salım çalışmasında kümülatif ilaç salım 

profili incelendiğinde 8 saatlik inkübasyonun sonunda büyük miktarlarda 

dopamin salımı olduğu gözlemlendi. İn vitro salım çalışmasının ilk 5 saatinde 

patlayıcı salım gözlemlendi. Eksozom formülasyonlarının salım profili, ilaç 

özellikleri, çift katmanlı akışkanlık ve moleküler ağırlık gibi birçok parametreye 

bağlı olduğundan, birçok çalışmada saat başına salınan ilaç miktarlarında 

farklılıklar gözlemlenebilmektedir [250].  

Mevcut araştırmanın bir diğer aşamasında elde edilen formülasyonun sitotoksik 

ekinliği araştırılmıştır. Sonuçlara göre; formülasyonların fibroblastlar üzerinde 

hiçbir sitotoksik etkisi gözlemlenmemiştir. Ancak uygulama yapılan gruplardaki 

gözlenen hücre canlılığındaki az olsa düşüşün, eksozomlara dopamin yüklenme 

başarısını artırmak için eklenen saponinin fibroblast hücreleri üzerinde toksik 

etkisi sonucunda olduğu düşünülmektedir. Bu verilere göre, lipozomlar, 

mikroküreler, mikroemülsiyonlar ve diğer sentetik ilaç dağıtım sistemleri  ile 

karşılaştırıldığında eksozomların endojenitesinin doğal ve benzersiz bir avantaj 

olduğu sonucuna varılabilir. [251]. Mevcut yöntemin dezavantajlarını azaltmak 

için farklı transfeksiyon reaktifleri, elektroporasyon teknikleri veya endojen 

dopamin üreten hücreler, tercihen genetik olarak modifiye edilmiş MKH'ler, bir 

eksozom kaynağı olarak kullanılabilir. 

3B kültür ortamlarının oluşturulmasıyla yapılan çalışmalarda pek çok 

avantajlarının olduğu söylemek mümkündür. Hücre kültüründe 3B ortamı 

oluşturmak için pek çok biyomalzeme kullanılmaktadır. 3B kültür ortamının hem 

daha ucuz, hem de etik açısında bir çok problemin önüne geçtiğinden oldukça 

avantajlıdır [206,207].  

Çalışamanın bu aşamasında ise; Jelatin/Aljinat tabanlı Baseink TM’in belirli 

oranları ile hazırlanarak 3B kültürün tabanı oluşturulmuştur. Kültür ortamının 
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karakterizazyonu için FTIR ve TEM analizi yapılmıştır. FTIR analizine göre; 

Baseink™’ bioinkinin Jelatin/Alginat tabanlı olması literatürde benzer çalışmalar 

ile karşılaştırıldığında en belirgin pikler 1633.41, 1552.42 ve 1033 cm-1 civarında 

olduğu bulunmuştur [243]. TEM analizine göre ise; Bioink hücre etkileşimleri 

hem yüzeysel hem de iç kısımda gösterilmiştir. TEM görüntülerinden Bioink’in 

yüzey alanının sferoid yapı oluşturabilmesi için uygun olduğu  görülmüştür.  

Jelatin/Aljinat tabanlı bioink ile kültüre edilen SH-SY5Y hücrelerinin 3 günün 

ardından sferoidal form oluşmaya başladığı görülürken, sferoid yapısını 5 gün 

sonunda daha da belirgin olarak oluşturduğu gözlenmiştir [253].Bionik ile 3B 

kültür ortamı geliştirildikten sonra elde edilen formülasyonun terapötik etkinliği 

hem 2B’ta hem de 3B kültürde araştırılmıştır.  

In vitro kültür ortamında Parkinson modeli oluşturulmak üzere nörotoksin olarak 

bilinen 6-OHDA kullanımıştır. 6-OHDA ile indüklenen kültür ortamlarında hücre 

sağ kalımlarının ciddi oranda azaldığı, 3B kültür ortamında oluşan sferoidal 

formların bozulduğu görülmüştür [254].  6- OHDA uygulaması 2B ve 3B kültür 

ortamında farklı konsantrasyon uygulanmış ve saat in ve kübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonunda geliştirilen formülasyonun uygulanmış ve 48 ve 72 saatlik 

inkübasyona bırakılmıştır. SH-SY5Y hücre hattı 6- OHDA 24-48 saatleri arasında 

direnç kazandığından 72 saatlik formülasyon ile inkübasyonu için ek bir 6-OHDA 

uygulaması daha yapılmıştır. İnkübasyon sonunda yapılan Canlı%ölü analizinde, 

yapılarak elde edilen Floresan Mikroskop görüntüleri eğitilebilir Weka 

programında işlenerek görüntü analizi yapılmıştır. Sonuçlara göre; hem 2B hem 

de 3B kültürlerde formülasyonun uygulandığı grup negatif kontrol grubu ile 

kıyasladığıdan gerek hücre canlığının gerekse sferoid yapısının dopamin yüklü 

eksozomların uygulama yapılan gruplarda daha fazla korunduğu görülmüştür. 

Elde edilen görüntüler her bir grup için 3 farklı flore görüntüsü ile işlenerek Weka 

programıyla görüntü analiz sonuçları da Canlı&Ölü analiz sonuçlarıyla tutarlı 

olduğu görülmüştür.  

Bu tez çalışmasının son aşamasında ise; 2B ve 3B kültür ortamında Parkinson 

modeline indüklenen hücrelere, dopamin yüklü eksozomlar 72 saatlik boyunca 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda teapötik etkinliği immün boyama 
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yapılarak araştırılmıştır. İmmün boyamada, dopamin yüklü eksozomların 

uygulandığı grup, negatif kontol grubu ile karşılaştırıldığında, β-tubulin 

ekspresyon seviyesinde gözle görülür bir artış olduğu tespit edilmiştir. Bu da 6-

OHDA karşı dopamin yüklü eksozomların SH-SY5Y hücrelerinin yapısal bozulmayı 

ve aksonal hasara karşı daha fazla koruduğu görülmüştür. Elde edilen 

formülasyonun nörotoksik etkinliği bilenen 6-OHDA karşı nöroprotektif etki 

gösterdiği ortaya çıkarmıştır.  

Parkinson hastalığı tedavisinde kullanılmak üzere eksozom temelli nanotaşıyıcı 

sistemin araştırıldığı bu çalışmada yapılan tüm analizlerin sonuçların sırasıyla 

aşağıdaki sonuçlar elde edilmiştir: 

1- WJ-MKH kökenli eksozomlar izlenen protokole göre izole edilmiş ve 

karakterizasyon işlemleri yapılmıştır.  

2- İzole edilen eksozomlara inkübasyon yöntemi ile dopamin yüklenmiş 

yüklenme HPLC analizi ile kanıtlanmıştır.  

3- Geliştirilen formülasyonu yükleme verimliliğinin ise literaturlere uygun 

sonuçlar ile karşılaşılmıştır. 

4- Dopamin yüklü eksozomların toksik etkisinin olmadığı bulunmuştur. 

Gözlenen az da olsa hücre ölümünün yükleme kapasitesine arttırmak için eklenen 

saponinden kaynaklı olduğu düşünmekteyiz [255]. 

5- Dopamin yüklü eksozomların SH-SY5Y hücre hattında 6-OHDA ile 

Parkinson modeline indüklenmiş 2B ve 3B kültür ortamında terapötik etkinlik 

gösterdiği hem canlı& ölü analiz hem de immün boyama ile görülmüştür.  

Böylece bu tez kapsamında; literatürde ilk kez olarak WJ-MKH’lerinden izole 

edilen eksozomlara dopamin yüklenmesi yapılarak elde edilen formülasyonun 

PH’ında kullanılmak üzere nanoteknolojiye dayalı yeni yaklaşımların 

geliştirilmesinin mümkün olduğu gösterilmiştir. Ayrıca bu yöntem ile geliştirilen 

formülasyonların diğer nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde yeni bir aday 

olabileceğini düşünmekteyiz. SH-SY5Y hücre hattı ile 2B ve 3B kültür ortamında 

mikroçevre oluşturularak PH modeline indüklenebileceği görülmüştür. Elde 
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edilen tüm bilgiler ışığında eksozom tabanlı bu ilaç taşıyıcı sistemin tezin önerilen 

amaç ve hipotezini doğruladığı tespit edilmiştir.  

ÖNERİLER 

- Eksozom temelli çalışmalarda nanopartikül yoğunluğu ve elde edilen partikül 

sayısı baz alınarak özellikle ilaç taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesi,  

- Nanotaşıyıcı sistem olarak eksozomların yüklenecek ilacın moleküler ağırlığı göz 

önünde bulundurularak ilaç yükleme yöntemlerinin seçilmesi ve denenmesi , 

- Dopamin yüklü eksozomların PH üzerinde terapötik etkinliği araştırılmak üzere 

in vivo çalışmaların yapılması,  

- Eksozomların sahip oldukları özellikleri sayesinde başta nörodejeneratif 

hastalıklar tanı ve tedavisinde etkili bir ajan olabileceğinden bu ajanların 

geliştirilmesinde ve etkinliklerinin belirlenmesinde de etkin bir biçimde  

uygulanması önerilebilir. 
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