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Oz

Eksozomlar hiicreler arasi protein, lipid ve niikleik asitleri kargo olarak tagiyan hiicreler arasi pek
cok gorevi olan organeller ve dogal nanopartikiillerdir. Bu ¢alismada kanser tipleri, enfeksiyonlu
hastaliklar ve sinir sistemi hastaliklarini da iceren eksozomlarin tani ve tedavi siireclerindeki iglevleri
ele alinmaktadir. Eksozomlarin, hiicre dig1 reseptor sinyallerini aktive etme rollerinden, timor mikro-
gevresindeki etkin rollerine kadar, enfeksiyon 6nlenmesine ve bagisiklik sisteminin indiiklenmesini
iceren iletim Ozellikleri incelenmektedir. Eksozomlarin izolasyon ve karakterizasyon yontemlerinin
avantajlar1 ve dezavantajlari incelenerek hastaliklarda biyobelirte¢ olarak kullanimi analiz
edilmektedir. Bu derleme ¢aligsmasinda, dncelikle eksozom kavrami tanimlandi ve daha sonrasinda
eksozomun kanserde, enfeksiyonel hastaliklarda ve sinir hastaliklarinda patogenezi incelendi.
Eksozomlarin saflagtirma yontemleri, tiretimi ve karakterizasyonu ele alindi. Son olarak eksozomlarin
tan1 ve tedavide terapotik amagcli kullanimi birkag 6rnek ile izah edildi. Sahip oldugu avantajlar goz
oniine alindiginda tedavi amaciyla kullanimi agisindan iimit verici olmasinin yani sira eksozomlarin,
hizli ve etkili bir sekilde tani konulmasini saglayabilecegi yapilan c¢aligmalarla gosterildi.
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ABSTRACT

Exosomes are organelles and natural nanoparticles that carry intercellular proteins, lipids and
nucleic acids as carrier. In this study, the functions of exosomes, including cancer types, infectious
diseases and nervous system diseases, in both diagnosis and treatment processes are discussed.
From their role in activating extracellular receptor signals to the tumor microenvironment, their
transmission properties including infection prevention and induction of the immune system
are studied. The advantages and disadvantages of isolation and characterization methods of
exosomes are examined and their use as a biomarker in diseases is analyzed. The advantages and
disadvantages of the isolation and characterization methods of exosomes are examined and their
use as a biomarker in diseases is analyzed. In this review, firstly, the concept of exosome was
defined and then the pathogenesis of exosome in cancer, infectious diseases and nervous diseases
was examined. Purification methods, production and characterization of exosomes were discussed.
Finally, the therapeutic use of exomzos in diagnosis and treatment is explained with a few
examples. Considering the advantages it has, it has been shown by the studies that it is promising

in terms of use for therapeutic purposes, as well as providing a fast and effective diagnosis.
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1. EKSOZOMLARIN HASTALIKLARDAKI
ROLU,TANI VE TEDAVi AMACLI KULLANIMI

Eksozom Gelisen Tanimi

Eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde rol aldig
ve hiicrenin homeostazisi i¢in 6neme sahip oldugu
bilinmektedir (Desdin-Micé & Mittelbrunn, 2017).
Eksozomlar, viicut hiicrelerinin ¢ogunda salgilanan,
hiicre zarindan koken almus yaklagik 1-120 nm dis
cap boyutu dagilimmna sahip nano boyutta, biyolojik
kokenli diger bir degisle dogal vezikiillerdir (Vlassov,
Magdaleno, Setterquist, & Conrad, 2012) Eksozomlarin
ilk kesfiyle ilgili yapilan arastirmalarda eksozomlarm
hiicrelerden salgilandiklari tespit edildikten sonra, bu
dogal nanopartikiillerin hiicre hasar1 sonrast olugmus
atik pargaciklar veya hiicre homeostazinin yan iiriinleri
oldugu 6ne siiriildii. Ancak sonrasindaki arastirmalar,
bu hiicre dist vezikiilllerin protein, lipid ve niikleik
asitleri biinyesinde kargo olarak tasidiklart ve bu
kargolarm hedef hiicrelere gonderildigi ve hedef-alict
hiicreleri uzaktan programlayabildigi gosterildi. Ashnda
bu vesikiiller biyolojik homeostazin diizenlenmesinde
cod tagtyan ve decod edilmesi 6nem arz eden biyolojik
malzemelerdi. Bu sebeple, icerigindeki kargonun koken
aldigr hiicreden alict hiicreye tagmmasi ile hiicreler
arasl iletisimde onemli rol aldiklart gosterildi (Desdin-
Micé & Mittelbrunn, 2017) (Tkach & Théry, 2016).

Hiicrelerarast ~ etkilesiminin ~ yam  swa  immiin
modiilasyonda da 6nemli role sahip oldugu kesfedilmis
olan eksozomlar, endozomun olgunlagsmasi esnasinda
endozom zarmm ige kivrilarak ¢oklu kesecik yapilari
(MVB:  Multi-Vesicular-Bodies)  olugturmaktadir.
Daha sonra, olusan MVB keseciklerinin hiicre
zartyla birlesmesi sonucu ¢ift zarla cevrili kargonun
(eksozomun)  hiicreleraras1  bosluga  birakilmasi
gerceklesmekte olup, biyogenez akigini takip etmektedir
(Barile & Vassalli,2017).

Eksozomlar lipid ¢ift katman yapisidalardir ve
endozomal bir orjinden geldikleri icin tetraspanninler,
gecis membrant proteinleri, Annexin ve Rab proteinleri
gibi ¢ok cesitli zar proteinlerine sahiptirler. Bu
nedenle hiicre zarmin yapisinda yer alan lipid raftlar
icindeki  kolesterol, fosfatidilkolin, fosfatidilserin
ve digliseritler biitiin eksozomlarda bulunan ortak
lipidomic molekiilleridir. Ktken almis oldugu hiicre
tipine bagli olarak eksozomlarm icerisinde farklilik
gosterse de genel hatlartyla CD63, CD9, Rab5, Alix ve
Lamp-1 en sik kullamlan eksozomal zar belirtecleridir.
Eksozomlarin zart koken aldigi hiicrenin zarindan
olustugu icin koken aldig: hiicrenin zar kompozisyonun
ihtiva etmektedir (H Rashed et al., 2017).
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Eksozomlar,  hedeflenen  hiicrelere = membran
reseptorleriyle  baglanabilmekte, icerik  salnimmu
yapmak icin endositoz yolunu kullanabilmekte; diger
bir degisle plazma membram ile birlesebilmektedir
(H Rashed et al., 2017). Eksozomlarm, igeriginde
proteinleri ve lipitleri bulundurduklart gibi aym
zamanda birtakim kodlanmayan RNA’lari, ve diger
diizenleyici niikleik asitleri de kargo olarak tagidiklari
bilinmektedir. Biinyesindeki kargoyu hiicrelerarast
iletisimini saglamak i¢in organizma icinde bir hiicreden
digerine tasir. Genellikle siRNA, miRNA, snoRNA,
snRNA tasidiklar1 raporlanmis olup bu sayede gen
ifadesinin diizenlenmesine katkida bulunur. miRNA’lart
eksozomlar vesilesiyle herhangi bir degredasyona
(kompleks bir bilesimin kompodentlerine ayrilmast)
ugramadan, stabil bir halde tagindiklari ve alici
hiicrelerde de aktif rol oynayarak fonksiyonlarmi
yerlerine getirdikleri gosterildi (Valadi et al., 2007).

Hiicreler arasi iletisimi saglarken hiicre disi sivida
bulunan eksozomlarm, hiicre disi tasima mekanizmasina
sahip olduklari kesinlesmistir. Igeriginde eksojen
siRNA bulunan eksozomlarm kullamldig1 bir ¢alismada
bu eksozomlarin kan-beyin bariyerini gecilebildigi
kanitlanmustir (Jiang et al., 2019).

150 nm altinda olan bu dogal partiikiillerin, kan-
beyin bariyeri de dahil birgok biyolojik bariyerleri
kolayca agabilme yetisi ve yapisindaki cesitli lipid
monomerlerden kaynaklanan yiiksek stabilite 6zellikleri
eksozomlar1, kendine has Ozelliklerini ihtiva eder.
Bundan dolay1 kanser, enfeksiyon ve sinir (norolojik)
hastaliklar da dahil olmak iizere bircok hastalik i¢in
biyobelirte¢ ve gen tedavisine yonelik olarak kullanimi
miimkiindiir (Urbanelli et al., 2015).

Eksozom Patogenezi

Eksozomlarm Kanserdeki Rolii

Insan viicudundaki bircok hiicreden salimi gerceklesen
eksozomlarin  tiimor hiicrelerinden de  salmimu
gergeklesir. Cok sayida calisma, ekzozomlarin kanserde
bir¢ok isleve sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Timor
hiicrelerinde aktif olarak iiretilmekte olan eksozomlar,
bagisiklik sistemine saklanarak, timor biiytimesine
sebep olmak yollartyla hiicrelerin metastaz siireclerinde
etkili olmaktadir (Ersoz, Can, & Uzunoglu, 2016).

Tiimorlerin korunmasimin ve genislemesi
kabiliyetlerinin  tiimor mikrogevresi ile dogrudan
ilgisi oldugu bilinmektedir. ~ Tiim6r mikrogevresi
olusumunda, endotelyal hiicreler, fibroblastlar
ve infiltre bagisiklik hiicreleri tiimor hiicreleri
ile etkilesime girmektedir (Kahveci, 2020). Bu
etkilesimlerin diizeyi eksozomlarmn igerikleri tarafindan
belirlenir (Kohlhapp, Mitra, Lengyel, & Peter, 2015).
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Ayrica  ekzozomlar, tiimér mikrocevresini  ve
ekstraselliiler matrisi modiile etmek icin, hiicre dis1
reseptor sinyallerini aktive eder ve hiicre yapismasini
diizenler (Songetal.,2021). Sonucta kanser hiicrelerinde
bulunan eksozomlar araciligiyla otokrin, parakrin ve
endokrin etkilesime olanak saglayan yogun bir iletisim
a8t kurulmakta ve bu agda endotel hiicrelerinden
immiin sistem hiicrelerine uzanan ¢ok sayida aktor yer
almaktadir (Tavukguoglu, 2018).

Bilinen 6rmekleriyle hematopoetik (16semi ve miyelom),
epitel (meme kanseri) ve mezenkimal (yumusak
doku sarkomu ve osteosarkom) kanserlerinde timor
dokulardan  salmmu  gerceklesen — eksozomlarin
olusturdugu iletisim agi, tiimoriin proliferasyonuna,
invazyonuna ve metastazma neden  oldugu
bildirilmigtir (Kok & Yu, 2020). Kanser hiicrelerini,
immiin sistemden kagirabilmenin roliinii eksozomlar
istlenmekte, immiin hiicreleri inhibe edebilmekte,
timér mikro ¢evresinde anjiogenezi artirmakta,
ilag direnci kazanmaktadir. Ayrica eksozomlar,
yiizeylerinde ya da vezikiil icinde tagidiklart onkojenik
sinyal proteinleri, ligandlar, enzimler ve miRNA’lar
sayesinde tiimoriin progresyonuna ve metastazina
neden olur (Tavukguoglu, 2018). Omegin Ekzozomal
miR-105, sik1 baglanti proteini ZO-1 seviyesini
azaltabilmekte ayrica endotelyal tek tabakalarin bariyer
islevini yok edebilir. Bu yiizden Ekzozomal miR-105,
vaskiiler gecirgenlige ve uzak organlarda metastaza
sebep olur (W. Zhou et al., 2014). Eksozomal miR-
23a ise prolil hidroksilaz 1/2  (PHD 1/2) Ohipoksi
ile indiiklenebilir faktor 1- o (HIF-1a) ve OZO-1
kaskadindaki ~ yolu diizenleyerek anjiyogenezi ve
gecirgenligi artirdigr bildirilmigtir (Hu et al., 2018).
Eksozomlar, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), TGF- (transforming
growth factor (3), and bFGF (basic fibroblast growth
factor) gibi cesitli anjiyogenik uyarici kargolara sahip
olabilmektedir (Ludwig, Yerneni, Razzo, & Whiteside,
2018). Eksozomlar endotel hiicrelerinin yeniden
programlanmasina ve modiilasyonun indiiklenmesine
neden olarak anjiyogenezi tetikler (Song et al., 2021).
Endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) saglayan
eksozomlar, endotel hiicrelerinin sinyal yollariin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. EGFR,
miRNA’sinmn (miR-26a/b) ifadelenmesini baskilamak
suretiyle hepatosit bilyiime faktoriinii (HGF) etkin
bir sekilde aktive eder. Karaciger HGF’sinin yukari
regiilasyonu, mide kanserinden karaciger metastazint
tesvik ederken, karaciger HGF sinin agag1 regiilasyonu
metastaz1 bastirmaktadi.  TGFJ tip I reseptorii
(TPRI), skuamdz hiicreli karsinom (SCC) tiimor
hiicrelerinden eksozomlarda yaygin bir bilesendir.
Tiimér mikrogevresinde TGFf3 sinyalini uyarabilir.
Yumurtalik kanserinden tiimorle iligkili makrofaj
(TAM) tiirevli eksozomlar, endotel hiicre gociinii

baskilamak i¢in miR-146b-5p/TRAF6/NF-»xB/MMP2
yolunu hedefleyebilmektedir (Sekil 1) (Hu et al., 2018).

T — @ ——L> Mide Kanseri Karaciger Metastazi
. /
—_— — @ —| Endotelyal Hicre Gaga
Sekil 1:

Eksozomlarin endotel hiicrelerinin sinyal yolundaki
rolii (Hu ve arkadaglarmin makalesinden dontistiiriiliip
Tiirkceye kazandirilmustir) (Hu et al., 2018).

Eksozomlamnr  kanser yayilmasi ve  gelisimi
asamalarinda kanser mikrocevresi ile etkilegimi:
e Saliman eksozomlarmn epitelyal mezenkimal gecisi
etkileyerek matriks bozulmasina neden olmasi,

e Timor kokenli eksozomlarm — makrofajlart
aktiflestirmesi sonucu endotelyal hiicreleri zarar
vermesi,

¢ Kan dolagimindaki tiimor hiicreleri ve tiimor aktif
trombositlerden serbestlenen eksozomlarin bagisikhik
sistemi hiicrelerini etkilemesi,

» Endotelyal hiicrelerin yiizeyindeki adezyon proteinleri
baglanmak suretiyle yukari yonlii - diizenlemeler
gerceklestirmesi ve

e Eksozomlarm uygun bir nis icierisinde tiimor
hiicrelerinin ¢ogalmasii saglayarak mikro metastaza
sebep olmasi olarak siralanabilir (Hu et al., 2018).

Fibroblastlar, —makrofajlar, inflamatuar faktorler,
biiyiime faktorleri ve inflamatuar hiicrelerden olusan
timor mikro cevresi tiimoriin  hayatta kalamsi
saglayan karmagik bir i¢ ortamdir. Bir kanserin
teshisi ve tedavisi bu ortamm iyi anlagilmasindan
gegmektedir. Eksozomlar, timor mikrocevresindeki
etkin rolinden dolayr timdr mikrogevresinde
tagtyicilar ve klinik tamlarda biyobelirtecler olarak
islev gorebilme potansiyeline sahiptir (Hu et al., 2018).

Eksomlarm Enfeksiyonel Hastaliklarmdaki Rolii

Insan viicuthiicrelerinin yani siramantar, bakteri, protoza
ve viriisler de eksozom salimi yapar (Schwab et al.,
2015). Eksozomlar dkaryotik hiicler arasinda iletisimden
sorumlu oldugu gibi prokaryotik canlilarla da iletisime
ve adaptasyona katki saglar (Hasegawa, Futamata, &
Tashiro, 2015). Eksozomlar, bir enfeksiyon durumunda
enfeksiyonun yayilmasima yardimel veya enfeksiyonun
onlenmesine yonelik bagisiklik tepkinsin olusmasma
yonelik karsit rol oynar. Eksozomun igerigindeki
lipit, protein, karbonhidrat ve mikrobiyal antijenin
konakg1 bagigiklik sistemine eklenmesiyle enfeksiyona
karst koruma saglanabilitken, yine igerigindeki
kargolarin (lipit, protein, karbonhidrat, enfeksiyonu
kolaylagtiran genler) enfekte edici icerigi sayesinde
enfeksiyonu  yaymasi, sitotoksisite  olusturmasi,
bakteriyel invazyona neden olmasi ve konak¢l immun
yaniti modiile etmesi s6z konusu olmaktadir (Jones
et al., 2018) (Ohno, Ishikawa, & Kuroda, 2013).
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Viral enfeksiyonlar, eksozom olugumuna ve konak¢t
hiicrelerden  serbestlemesine neden  olmaktadir.
Ornegin HIV-1 ile enfekte olmus konak hiicreden
negatif faktor proteini (Nef) iceren eksozomlar
salinmaktadir. Nef proteini alici konak hiicrede sinyal
transdiiksiyon  dinamiklerini  degistirmek  suretiyle
viral enfeksiyona sebep olur. Hepatit C ve hepatit
A ile enfekte hiicrelerden salman eksozomlar viral
RNA ve protein kargosu sayesinde yeni hiicreleri
enfekte etmektedir. Hepatit A gibi baz1 zarfsiz virtisler
konakg¢r hiicrenin  endozomlarint kaplama meteryali
olarak kullandigr bildirilmistir (Schwab et al., 2015).

Eksozomlarm Sinir Hastaliklarindaki Rolii
Eksozomlar, hiicreler arasi iletim ve yiik tagima
ozelliklerinden dolay: bircok sinir hastaliginda da rol
oynar. Bazi proteinler eksozomlarla baglantili sekilde
hiicrede salgilanabilir ve hiicre disi sivilarla salinabilir.
Protein bozuklugundan kaynaklanan bazi hastaliklar
incelendiginde eksozomlarm etkileri gozler Oniine
serilmektedir.

“Kuru ve Creutzfeldt-Jakob” hastaligina ve sigirlarda
“Deli Dana” olarak adlandirdigimiz. “Spongiform
Ensefalopati” hastaligma neden olur. Yanhs katlanan
prion protein scrapie (PPS), normal bir prion proteininin
(PP) merkezi sinir sisteminde yogunlasarak PPS’ye
dontistimiinii katalize eder ve hastaliganeden olmaktadir.
Gastrointestinal sistemden immiin hiicrelerle beyne
transferi saglanan PPS’nin, transferi gerceklestiren
sistemdeki mekanizmasi hala ortaya cikarilmanustir.
Fevrier, PPS ile iligkili eksozomlarmn prion yayiliminda
katkisimin olabilecegini ve bu eksozomlarm enfekte
hiicrelerden salgillandigim tayin etmektedir (Ohno et
al.,2013). Parkinson hastaliginin ilerleme mekanizmasi
aciklanamasa da nedeni o~ syn’ nin prion benzeri bir
siirecte yayildigi tahmin edilmektedir. Eksozomlarm
parkinson hastalifinm ilerlemesinde 6nemli bir rolii
vardir. a-syn proteinlerini iceren eksozomlarin varligs
ve dogrudan hiicre digma salindigi rapor edildi. Hem
monomerik olup hem de oligomerik 6zellige sahip
a-syn proteinlerinin, hem ortamda serbest sekilde
bulunduklar1 hem de eksozomlarda kalsiyum bagiml
sekilde salindiklari belirlendi. Tleri alismalarla da bu
bulgu kanitlanmustir (Chung, Chan, Chen, Hung, &
Hong, 2021). Omegin, a-syn Proteinlerinin eksozomal
salimmm ve almumnin lizozom organelinin inhibe
edilmesi durumunda artti§r gozlemlenmistir. Serbest
a-syn eligomerleriyle eksozom ile iligkili o-syn
oligomerleri karsilagtirilmasi sonucu alict  hiicreler
tarafindan alinmasi ve toksisiteye neden olma durumu
serbest a-syn oligomerlerinde daha yiiksek deger
vermektedir (Yu et al., 2020) (Chung et al., 2021).
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Alzheimer hastaliginin  6nemli nedenleri arasinda
amiloid beta proteininin (AP) birikimi verilebilir. Prec-
ve protein sekretaz boliinmesi sonucu olugan amiloid
beta, sekretaz beta ile endozomlarda yerellesmis
durumda bulunmakta ve eksozom oOzelligi tasiyan
alix proteini, insan amiloid plaklarinda giiclendirir.
Bundan yola cikacak olursak amiloid beta iligkili
eksozomlar toplulugunda bulundugu soylenebilir
(Ohno et al., 2013). Hafif / siddetli evrede olan
alzheimer hastalarindaki beyin omurilik sivilarinda
olusan anormal tau proteini konsantrasyonunun, erken
evredeki hastalara nazaran ciddi anlamda yiiksek
sonuglar vermistir. Bu fenomen, tau proteinin eksozom
aracilt sekresyonunun anormal tau islenmesinde ve
erken alzheimer hastaligi sirasinda beyin omuriligi
svist tau artiginda 6nemli bir rol oynayabilecegini
gosterdi. Aynt zamanda alzheimer hastalarmin beyin
omurilik sivisindan ekstrakte edilen hipo-fosforile tau
proteini iceren eksozomlar, ndronlarda ve mikrogliada
tau proteini toplanmasmi saglar (Jiang et al., 2019).

Inme hastalig: calismalarinda insan amiloid proteini
eksprese edilen bir transgenik farelerin beyninde
bulunan  eksozomlarla  caligmalar  saglanmugtir.
Alzheimer hastalarndan alman eksozomlarda da
rastlandig1 lizere transgenik farelerden elde edilen
eksozomlarda da tam uzunlukta ve C-terminal amiloid
oncii protein (AOP) parcalari tespit edildi. P-sekretaz,
endozomlar icerisinde AOP kelivaji gergeklestirerek AP
peptidi farkli gévdelere ayrilir ve eksozomlarla beraber
salinir (Zhang & Chopp, 2016).

Boylelikle eksozomal kargo proteinlerinin  insan-
fare transgenigi saglanmastyla ve C-terminal APP ile
zenginlestirilen eksozomlarm, AP peptitlerinin beyne
salmmasma katki saglamustir. Farkli bir ¢ahismada ise
mezenkimal stroma hiicrelerinden (MSH) elde edilen
ekstraseliiler vezikiiller (EV) kullanilmigtir (Wang
et al., 2020). Bu EV’ler, inflamasyon durumunu
diizenleyen ve fare inme modelinin geri kazanimimi
destekleyebilen lipide bagli nano dlgekli vezikiillerdir.
MSH’den elde edilen EV’ler, beyinde korteks bolgede
olusan noroinflamasyonu azaltarak bir tedavi durumu
saglamustir. Intravenz yoluyla MSH uygulanmasi
durumunda MSH kaynakh EV’ler tarafindan tekrar
iiretim  saglanabilmektedir. EV’ler, beynin belirli
yerlerinde olusan hasarlar sonucu gerceklesen noronal
inflamasyonu EV’lerin arter icine enjekte edilmesiyle
baski saglayabilmektedir. Bu durum EV’lerin MSH
kaynakliolmastylailgili siipheleri ortadankaldirmaktadir
ve tedavide umut verici Ozellik saglamaktadir
(Zhang & Chopp, 2016) (Wang et al., 2020).
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Eksozomlarm Saflastirilmasi, Uretimi ve
Karakterizasyonu

Eksozomlar kan, tiikiiriik, idrar, anne siitii, amniyotik
swv1, bronkoalveolar sivi, beyin omurilik sivist da dahil
olmak iizere hemen hemen tiim viicut sivilarinda
mevcuttur (Brinton, Sloane, Kester, & Kelly, 2015).
Viicut sivilarindan ve hiicrelerden  saflagtinlmaya
olanak tamiyan eksozomlar tam1 ve tedavi amach
kullnailabilmketedir. Burada ©nemli noktalardan
biri heterojen ve saf olmayan eksozomlarin elde
edilmemesine  dikkat edilmesidir. Eksozomlarin
saflagtirilmast  tantya yonelik  spesifik  eksozom
eldesi ve tedavi amaclt iiretimi agisindan 6nemli bir
basamaktir. Ayirica terapotik eksozomlarin - genis
olcekte tretilmesi, yiiksek saflik ve fazla miktarda
dretimi  icin saflagtrma ve iretim  prosediirleri
gelistirilmesini  gerektirmektedir (Rai et al., 2021).

Eksozomlarin viicut sivilarindan veya hiicrlereden
saflagtirilmasma yonelik olarak EV’lerin izolasyonu
icin ¢ok sayida farkli protokoliin 6zeti. a: Diferansiyel
santrifiij, b: Yogunluk gradyan santrifiijii, c: Boyut
diglama kromatografisi, d: Polimer ¢okeltme igin ticari
kitler, e: Kimyasallarla yags, f:immiinopresipitasyon,
g Ultrafiltrasyon ve h: Mikroakigkan teknolojileri
yontemleri kullaniimaktadir (Carnino, Lee, & Jin,2019).
Ultra santrifiij ve yogunluk gradyan santrifiij yontemleri
yogunluklakullanilmasiaragmen aragtirmaninamacina
ve tiretimin hedefine gére yontem se¢imi yapilmaktadir.
Her bir yontemin uygulamaya bagli olarak avantaj
ve dezavantajlari bulunmaktadir. Farkli yontemlerin
kombinasyonu kullamlmak suretiyle avantajlar en
st diizeye cikartilabilmektedir (Song et al., 2021).

Tablo 1. Dezavantaj ve Avantajlart ile Birlikte Eksozom
Izolasyon Yontemleri  (Proteomic profiling : methods

and protocols  kitabinda ilgili bolimde yer alan
tablodan Tiirk¢eye kazandmhstir (Rai et al., 2021).
Tzolasyon Mekanizma Avantajlar Dezavantajlar
yontemi
- Yiiksek heterojenlik /
Sedimantasyon hizi (boyut, hacim,
dilsiik saflik
yogunluk).
- EV olmayan
Genellikle, yikama adimlan ve DGC ile
bilesenlerle birlikte
saflagtirma potansiyeline sahip,
saflagtirma
Kosullandirilmis ortamdan ve gesitli
- Verim, numune
biyolojik stvilardan ham EV'leri izole
viskozitesine ve
Diferansiyel etmek igin kullamhr. Asamah DC - Diisiik / orta geri
Konsantrasyonuna
ultrasantrifij | yaklasimi sunlar igerir: ik 500 g/2000 | Kazamm verimi
baghdir
(DC) g santrifiij (hiicreleri, membran - Olgeklenebilirlik
- Tekrar iiretilebilirlik,
Kalmntilarini, apoptotik cisimleri ikarilir),
rotor tipi ve G-
0,1 pm veya 0,22 pum membran

kuvvetinden

filtrasyonu dahil membran filtrasyonu,
etkilencbilir
ham sMV'leri izole etmek igin 10-14,000
- Ekyikama adimlan
g ham cksozomlan izole ctmek igin
ve kullanim verimi
100,000 g
ditsirebilir

Yizdirme yogunlugu (yogunluk, boyut)
EV popilasyonlarinn kesintil bir sikroz
gradyani (veya daha az viskoz iyodiksanol,
OptiPrep ™) ile daha fazla saflastinimasi
igin kullamhr fyodiksanol gradyanlan,
asa akas fonksiyonel hicre analizlerinde

siikrozdan daha az toksik olan kinlma.

- Zaman tikeniyor

indisi ile kolayca lgiliir, tim - Farkli EV'ler
yogunluklarda izo-ozmotik soliisyonlar - Yiiksck saflik yogunlugia gore
Yogunluk- | olusturur (koruyucular) vezikiil boyut) ve -EValttip aynlamiyor
gradyan vezikiiler olmayan bilesenlerin farkls izolasyonu - Dilsiik geri kazanim
Santrifij sekilde fraksiyonlanmasina izin verili. potansiyeli (ek isleme nedeniyle
(DGC) Tipik olarak, gradyan olusturmak igin - Klinik ortamlara numunce kaybr)
100.000 g'de DC j) kullanihir ~ Farkli
DGC'nin farkl: varyasyonlan, asagi lipoproteinlerle
stztlmeyiigerir birlikte saflastnabilc
Digik (1.12-1.19 ¢/ mL),yiksek
yogunluklu (1.26-1.29 g / mL), diik
SMVler (109 g /mL) ve yiiksck
yogunluklu (1.12 g / mL) ekzozomlar dahil
EV alt popilasyonlani ayirmak igin
Kullanihr,
Sedimantasyon hizi ve kaldirma
- Fiziksel
yogunlugu
Yogunluk biitiinligin ve
‘CM'nin altinda% 40 iyodiksanol tabakasi,
yastiklt biyolojik aktivitenin - Konsantre CM
EV'ler ve agregalar, ultrasantrifi
ultrasantrifiij Kkorunmast gerektirir
sirasinda bu yastikta yogunlasr.
(DCGC) - Toplamalardan
Antma igin DGC tarafindan takip
Kagimr
edilebilir
Yizey isaretleyici segiciligi (protein veya
peptit epitop hedefi)
Etiket, bir EV yiizey antijenini (or. - Pahals (cger antikor
Melanom hiicrelerinde benzersiz bir sekilde | vk saflik esasliysa)
ifade edilen mAb 763.74' d2gii CSPG4 ~ Farklt BV (@l - EV eliisyonu yiizey
epitopu), biyospesii peptidi @ HSPler | oo proteinlerine ve
igin yiiksek afinite) veya proteoglikan islevsellige zarar
saflastirma
afinite reakiif (6m., heparin) kullanil. . verebilir
potansiyeli
Basariyla kullamlan mAb'ler arasinda A33, - Tipik olarak, belirli
Afinite - Diger
EpCAM, MHC-11 antijenleri, CD45, CD63, EV-yiizey antijenlerine
izolasyonu Karakterizasyon
CD81,CD9/CDIb/ CDla/ CDI14, CD9, yonelik uygun
yontemleriyle
HER?2 ve LICAMb'ye yénelik olanlar yer mAblerin
birlestirme yetenegi
alir. Heparin afinitesine dayals afinite meveudiyetine baghdir
5 (yani, aki il
yakalama, spesifik EV yiizey anijenlerine - Diisiik
yonelik uygun mAblerin meveudiyetiyle | SOMeTrish western Slgeklencbilirlik
ilgili sirlamalanin Gstesinden geldigi goz blotvet-PCR) | _ ik verim (ciltleme.
Bniine alindiginda, genellikle hiicre killtiiri kapasitesi)
ortamindan ve biyo siilardan EV
izolasyonu igin gegerlidir.
Boyut, molckiller agirlik
Bu yaklasim, EVleri plazma
meklerinden izole etmek icin yaygm
olarak uygulanmistir ve yiiksck verimli
Klinik 6mekler igin uyarlanmistir (ticari
Boyutdislama | olarak temin edilebilen siitunlar
vejel Kullanilarak). Jel gesirgenlik - Yitksek - Elisyon tamponunda
gogirgenlik | kromatografis, ilgii birgok problemin | dlgeklencbililik seyreltme
kromatografisi iistesinden gelir.
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DC/DGC kullanlarak plazma /
serumdan EV izolasyonu ile - Smegin,
EV'lerin bilyik-Mr protein kiimeleri ve

lipoproteinlerle birlikie izolasyonu

saglanilr.




Polietilen glikol / tuz gozeltisi kullanarak
tuzlama
Bu yaklagim, hizl1 ancak saf olmayan EV
preparatlan saglar ve bu nedenle ayrintil
- Bilyiik hacimler
biyofiziksel / fonksiyonel test amaglart
igin uygulanabilir - Diisik saflik
igin uygun degildir. Bununla birlikte,
- Ardigik yagns /| - PEG zinciri EVleri
yntem, bilinen EV ile iliskili
absorpsiyondaki son kaplayabilir ve
Cokelme biyobelirteglerin tanisal deneyleri igin
gelismeler, segili EV/ muhtemelen
ham EV hazirth igin bir izolasyon /
tiirlerinin farkl islevselliklerine
Konsantrasyon adimi gorevi gériir.
sekilde izole ‘miidahale edebilir
Ardigik polietilen glikol gékeltme ve
edilebilecegini
hareketsizlestirilmis lektin konkanavalin
gostermistir.
A'ya adsorpsiyon kullanan son
gelismeler, hem eksozomlarin hem de
sMV'lerin segici olarak
zenginlestirilebileceini gostermistir.
Proteinlerin ve diger makromolekiillerin
membran filtrasyonu (boyut, molekler
agrlik) dilsiik protein baglayict -Orta
membranlarla (6mein polieter siilfon slgeklenebilirlik - EV, membran
veya hidrofilik poliviniliden difloriir - Ayrilma zamani | filtresini tikayabilir
(PVDF)) donatilmis nanomembran (verimlilik) - Omnek kaybi (verim)
Siralt
ultrafiltrasyon spin cihazlan EV - Ultrasantrifijj igin | - Boyutlan benzer olan
filtreleme
izolasyonu igin kullanilabilir. iginde dogrudan belirli EV alt tiirleri
DC ve DGC ile birlikte nanomembran |~ gereksinim yoktur arasinda ayrim
EV alt popil (yani, yapmaz.
fraksiyonlanmasini saglamistir; Ayn | biitiinliigiinii korur)
kanser hiicresi kaynakli sMV'ler ve
eksozomlar gibidir.
Eksozomlarm  biyofiziksel ~ ve  biyokimyasal

karakterizasyonunu gerceklestirmek i¢cin Nanoparcgacik
izleme Analizi-Nanoparticle Tracking Analysis (NTA),
Dinamik Isik  Saghmi-Dynamic Light Scattering
(DLS), Direngli Darbe Algilama-Resistive Pulse
Sensing (RPS), Atomik Kuvvet Mikroskobu-Atomic
Force Microscopy (AFM), Gegirimli  Elektron
Mikroskobu-Transmission ~ Electron ~ Microscopy
(TEM) ve akis sitometrisi yontemleri kullamlmaktadir.

Nanoparcacik izleme Analizi (NTA)

Biyofiziksel yontemlerden ilki olup optik partikiil
izleme yontemi olan NTA, 1 nm ile 2 ym araliginda
eksozomlarin konsantrasyonunu ve boyut dagilimin
oOlcebilmektedir. Bu yontem bize parcaciklarin boyutu,
boyut dagilimi, konsantrasyon ve fenotipinin es zamanl
analizini yapmada yardimei olmaktadir. NTA'nin 6nemli
avantajlari, eksozomlarla birlikte EV’lerin tespitinde
ve 30 nm’ye kadar kiiciik caplardaki nanoparcaciklari
Olcebilmesidir. Bu yontem sayesinde 6rnek hazirlamada
kolaylik ve hiz kazaniimaktadir. Olciim yapmak sadece
birkac dakika siirmekte ve dlctimler yapildiktan sonra
numuneler dogal formlarinda geri kazanilabilmektedir
(Gurunathan, Kang, Jeyaraj, Qasim, & Kim, 2019).
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Dinamik Isik Sachmu (DLS)

Eksozomlarm yine boyutunu 6lgmek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Yontemin avantaji boyutlart 1 nm
ila 6 ym arasmda degisiklik gosteren parcaciklart
stabiliteleri yani yiizey yiikleri ile beraber
oOlcebilmektedir. Tek dagilimh bir stispansiyondaki bir
partikiil tiiriinii kolayhkla Ol¢ebilmektedir. EV’lerin
boyut ve yiizek yiikii dagilmmi degerlendirmede
kullamlmaktadir(Gurunathan et al., 2019).

Direncli Darbe Algilama (RPS)

Eksozomlarm boyut dagilimmi ve konsantrasyonunu
Olcmede kullanilan bir yontemdir. Capr yaklagik
olarak 50 nm’den hiicre boyutuna kadar degisen
koloidal partikiilleri karakterize ederken kolaylik
saglamaktadir. Hiicresel islev ve alim durumlarinda
onem tagimaktadi. Bu yontemin en 6nemli
ozelliklerinden biri, eksozomlarin yerinde tek partikiil
karakterizasyonu ve konsantrasyon l¢timii yapmasidir.
Parcacik bazinda 6znel olmayan karakterizasyon
yetenegine sahip olmakla birlikte manyetik boncuklar
ve cesitli biyomolekiiller dahil olmak tizere cesitli
nanopartikiil ~ siispansiyonlarim  dogru bir  sekilde
olemek icin kullamlmaktadir (Gurunathan et al., 2019).

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Eksozomlar1 incelemede optik ve elektron kirmim
fiziksel prensiplerinin sagladig1 avantajdan dolay1, en
uygun yontem denilebilmektedir. Cantilever (sensor)
ucu ile numune ylizeyi arasindaki etkilesimleri
algilayarak onlar kaydetmektedir. Yontemin en 6nemli
ozelliklerinden biri numuneleri dogal kosullarda,
minimum numune hazirlama iglemi ile ve herhangi bir
tahrip edici calisma durumu olmadan Slgme yetenegine
sahip olmasidir. AFM, eksozomlarin  bollugunu,
morfolojisini, biyomekanigini ve biyomolekiiler
yapisin karakterize etmek icin nano 6lgekli bir arag
olarak kullaniimaktadir. Bu yontem, tek vezikiil ve alt
vezikiiler seviyelerdekieksozomlarin farkina varmamiza
katkida bulunmaktadir (Gurunathan et al., 2019).

Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Nano boyutlu eksozomlar ve numune hazirlamada
kullanilmasmm  yani swra  eksozom morfolojisini
incelemede kullamilan bir yontemdir. TEM eksozomlart
gorsellestirir ve bu gorseller daha sonra eksozom cap
olctimleri icin kullaniimaktadir. TEM kullamlmasimnin
genel olarak 3 temel amaci vardir. 1) Cozelti i¢inde
eksozom varhigmi kontrol etmek, 2) Eksozomlarin
izolasyon kalitesini degerlendirmek, 3) Eksozomlarin i¢
ve dis yap1 morfolojisinin detayh bir sekilde incelemek
(M. Zhou, Weber, Zhao, Chen, & Sundstrom, 2020).
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Akis Sitometrisi

Akig sitometrisi, molekiiler bir yontem olup
eksozomal yiizey proteinlerini karakterize etmek
icin kullamlmaktadir. Aym1 zamanda eksozomlarin
boyutunun ve yapisinin Olgiilmesinde de yardimer
olmaktadir. Akis sitometrisi, tekli EV’lerin hiicresel
kokenini belirleme yetenegine sahip oldugu igin
EV analizinde en sk kullanilan yontemlerden biri
olmaktadir. flk numune hacmi, bu yontem kullanilarak
eksozomlarin izolasyonunda ve karakterizasyonunda
biiyiik katki saglamaktadir (Gurunathan et al., 2019).

Eksozomlarin Tam ve Terapotik Kullanin

Eksozomlar, hedef hiicreyi programlama ve hiicresel
nisi diizenleme suretiyle bircok hastalikta rol aldig
kanitlanmigtir.  Dolagimda  yer alan  eksozomlar
teshis potansiyeline sahiptir. Eksozomlarin biyolojik
ozellikleri sadece tamyla siurli kalmamakta ayrica
tedaviye yonelik araglar gelistirilmesine olanak
vermektedir (Tickner, Urquhart, Stephenson, Richard,
& O’Byme, 2014). Ekzozomlar hizli parcalanabilecek
molekiilleri zar yapist sayesinde korumasi sonucunda
uzak bolgelere dahi tagmimin gerceklestirebilmektedir.
Ekzozomlar; timor hiicreleri, stromal doku ve immiin
hiicrelerle etkilesim saglayarak bazi formlari almakta ve
tiimorijenez veya metastazin 6nlenmesinde hedeflemeli
olarak modile edilmektedir. Ayrica, hastalarda
ekstrakorporeal saflagtrmanin  kullanilmastyla  viral
enfeksiyonlari azaltilmaktadir. Bu olay eksozomlart
dolagim sisteminden uzaklagtirmay: saglamaktadir.
Eksozomlarin  ¢ikarlmasmma  dayanan  tedaviler
teknik ve maddi agidan zorluklar ortaya c¢ikarmasina
ragmen klinik olarak uygulanmalar1 gerekmektedir.
Eksozomlarin dolagim sisteminden uzaklastirilmalari,
metastatik etkisinin indirgenmesinde sik kullanilan bir
secenek olmaktadir. Eksozom tiretiminin engellenmesi
timor  hiicrelerinin -~ gelisimini ~ durdurabilmektedir
ve mikrotiibiil diizenegi, kararliigmmin amaglanmasi
endozomal dizilim yollart ve proton pompast
inhibitorlerinin kullanilmasi da dahil bircok yontem
onerilmektedir  (Tickner et al., 2014). Immiin
sistemden kacabilme 6zelligine sahip bazi eksozomlar
bulunmaktadir.  Adriamisin  yiikli  eksozomlar,
immiin sistemden kacabilen eksozomlar arasinda yer
almakta olup diisiik immiinojenite ve toksisite 6zelligi
tagimaktadir. Lipozomlara nazaran eksozomlar, timor
hiicrelerinedahacok niifuzetmekte vekatbekatdahafazla
icsellesmektedir (Aheget et al., 2021). Eksozomlarin
immiin sistemi uyarici giicti 15 yil 6nce kesfedilmistir.

Bu kesifle  dendritik  hiicrelerden  salgilanan
eksozomlarin, timor antijenini T  hiicrelerine
sunabilen ve farelerde anti-timor immiin yanitlarini
indiikleyebilen fonksiyonel major histo-uyumluluk

kompleksleri icerdigi ortaya ¢cikmugtir. Daha sonrasinda
dendritik hiicre kaynakli eksozomlar kullantlarak anti-
timor immiin yamtlarin indiiklenebilecegini gosteren
Faz I klinik denemelerine olanak saglamigtir. Bu, bir
kanser agist olarak peptit yiiklii deksozomlar (dendritik
hiicreden tiiretilmig eksozomlar) kullanilarak daha da
genigletilmigtir (Tickner et al., 2014). Noral hiicreleri
hedefleyen ve kan beyin bariyerini gecebilme yetisine
sahip eksozomlarin gelisitirimesi sayesinde toksisite
orani da azaltlmaktadir. Bu sayede eksozomlarin,
tlimor tiirevli antijen uygulamalarinda etkili olabilecegi
ongoriilmistiir (Tickner et al., 2014).

flag iletimi saglayan eksozomlar, kemoterapétik
ilaglarda da cogu kanser hastaliklart ve timér igin
iyilestirici ozellik tasimaktadir (JiaChen et el2017).
Kanser hiicrelerinde de hedefleme saglayan eksozomlar,
boyut olarak lipozomlara oranla kiiciik olmalart
nedeniyle tagima islemlerinde daha uygun olmaktadir.
flag dagitimu sirasinda kan beyin bariyerini (KBB)
gecmesinde boyutlar1 avantaj saglamaktadir (Song
liu et al.2021). Ornek olarak doksorubisin ilaci meme
kanser tedavisinde timor biiyiimesini engelleyerek
terapotik durum  sergilemektedir. Meme kanserinde
baska bir tedavi yontemi olarak miRNA tagimaciligi da
verilebilmektedir. Sunulan ¢alismalarda doksorubisinin
farkh kanser hiicrelerine hedefleme ve transferini
gerceklestirerek  salimm  yapabilecegi  iizerinde
durulmaktadir. Meme ve yumurtalik kanseri kobay
farelerinde doksorubisinin terapétik etkisi oldukca fazla
olmustur ve miyokardiyal endotelyal hiicrelerden gecisi
kisitlayarak diger organlara etki etmeden kalpte ilag
birikimini engellemektedir (Jia,Chen et e1.2017). Bagka
bir calismada saflagtirilmus fare olgunlasmamus dendritik
hiicrelerden {iretilmis eksozomlar ile elektroporasyon
tamponunda doksorubisin karistiriimaktadir.

Transmisyon elektron mikroskobu ile plazma
membranlarmnin geri kazanmm izlenmistir. Yiikleme
islemi onaylandiktan sonra hedef hiicrenin ¢ekirdegine
iletilen doksorubisin, tiimériin biiyiimesini toksisite
saglanmadan engelledigi gosterilmistir (Tian et al.,
2014). Ayrica boyut avantaji acisindan biyolojik
engelleri gecebilme yetrisine sahip eksozomlar,
zebra baligi deneyinde kan beyin bariyerini agarak
doksorubisin  yiiklii eksozom gecisi saglanmakta
ve bu gekilde zebra baligmin beyin kanseri
tedavisi  gerceklesmektedir (Liang et al., 2020)

Kan beyin bariyerine agabilen eksozom aracih terapotik
yontem sayesinde timor olusumunu ve yayilimini
tedavi edebilmek amaciyla hiicrelere ilag, mikroRNA
ve antijenler gibi bilesenlerin eksozoma yiiklenmesiyle
hedef bolgeye iletilmesi gerceklesmektedir.
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Ekzozomlar, doku hedefli siRNA ve mikroRNA’lar
ile hiicrede gen eksprasyonu saglayabilmektedir bu
da hem tan1 hem tedavi acisindan bu nanopartiikiilleri
onemli kilmaktadir (Tickner et al., 2014). Alvarez-
Erviti ve grubu, elektroporasyon teknigini kullanarak
eksozomlar araciligiyla fare beynine genetik materyal
olarak siRNA’y1 iletmilgtir (Alvarez-Erviti et al., 2011).
Farkli olarak Wahlgren ve grubu, plazma eksozomlarini
kullanarak insan kan hiicrelerine eksojen siRNA’y1
iletmistir. Eksozomlar siRNA’lar1 sorunsuz bir sekilde
ileterek mitojenle aktive olan protein kinaz 1’in giiglii
gen susturulmasina yol agtigin ortaya koymakta ve gen
tedavisinde ilag iletiminde eksozomlarin kullamlmasimni
benimsemektedir ~ (Butreddy, =~ Kommineni, &
Dudhipala, 2021). Kamerkar ve grubu, siRNA ile
elektroprosyonlu MSH tiirevli eksozomlar kullanarak
tiimorlerde onkojenik KRAS’m dogrudan ve spesifik
hedeflenmesi icin bir teknik gostermektedir. Bu
teknik yontemi, pankreas kanserini ¢coklu kobay fare
modellerinde hayatta kalma siiresini arttirarak kanseri
durdurmaktadir. Yine bu yontem, gogiis kanseri
hiicrelerine eksprese edilen epidermal biiytime faktorii
reseptoriine (EBFR) miRNA ve eksozomlar yiiklenerek
kullanilmaktadir. Bu calisma eksozomlarin niikleik
asit ilaglartyla EBFR eksprese eden kanserli dokularin
tedavisinde ve hedeflemesinde Onemli rol oynadig
goriilmektedir. Endotel hiicreler kemoterapik ajanlarla
tedavi edildiginde miRNA-503 iceren eksozomlar
salma oram artmaktadir. miRNA-503{in, timdral
kosullar altinda kiiltiirlenen endotel hiicrelerinden
salman eksozomlarda asag1 regiile edildigi goz oniine
alindiginda, miRNA-503’tin meme kanseri hiicrelerine
dahil edilmesi hem CCND2’yi hem de CCND3’ii
inhibe ederek bunlarin proliferatif ve metastatik
kapasitelerini ~ degistirdigi  gosterilmistir  (Aheget,
Mazini et el.2021). RNA tiirleri kanser hastaliklarinda
da terapGtik bir biyobelirtec adayidir. Taylor ve
grubu, iyi huylu ve kétii huylu yumurtalik kanserini
eksozomal miRNA seviyeleriyle ayirt edilebilecegini
gostermektedir. Bazi kanser tiirlerinde  eksozomal
miRNA'lar: prostat kanserinde idrardan tiiretilen
eksozomal miR-107 ve miR-574-3p, gogiis kanserinde
plazmadan tiiretilen eksozomal miR-141 ve miR-
195 ve serumdan tiiretilmis miR-195’1 icermektedir.
Glioblastomda miR-21 ve 6zofagus skuaméz hiicreli
karsinomda bulunmaktadr. Bu miRNA’lar normal
kosullara nazaran kanser hastaliklarinda yiiksek
seviyelerde bulunmaktadir (Brinton et al., 2015).

Sonug olarak biyolojik yapilart geregi ve hastalik
prognos ve patagonezindeki roliinden dolay1 eksozomlar
biyobelirte¢ olarak tani ve tedavi edici belirte¢ olarak
kullanima olanak saglamaktadir. Hemen hemen her
hastalikta etkin rol almalarindan dolay: hastaliklarin
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teshisinde kullanim kolaylig saglamiginin yani sira iyi
biyo-dagilim, biyouyumluluk ve diisiik immiinojeniteye
sahip olmalarinda dolay1 ilag tastyict olarak tedavi
asamasinda da kullamma olanak saglamaktadir.
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