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OZET

siRNA TASINMASI ICIN BITKISEL KAYNAKLI EKSOZOM ELDESI VE
DEGERLENDIRILMESI
Burak OZCAN
Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2024

Danisman: Dog. Dr. Behiye SENEL

Lipidik, polimerik ya da inorganik nanopartikiiller, ¢esitli antikanser,
antifungal, analjezik ilaglarin ve 6nemli biyolojik molekiillerin viicut igerisinde
taginabilmesi i¢in kapsamli bir sekilde uzun yillardir arastirilmaktadir. Bununla
birlikte, kararsizlik ve toksisite olmadan uzun siire dolasim sisteminde kalma
kabiliyetine sahip, bagisiklik sisteminden kacabilen, hedef bolgeye ulasan ve uzun
siire kalabilen, biyouyumlu ve biyopargalanabilir giivenli bir tagima sistemi hala
bulunamamigstir. Son yillarda hiicrelerden salman ve dogal bir tasiyict olarak
nitelendirilen eksozomlar, bu ag¢ilardan nanopartiiikler sistemlerin dezavantajlarini
onleyebilmektedir. Bu tez ¢calismasinda bitki kaynakli olarak limondan elde edilen
eksozomlar, akciger kanser hiicrelerinde etkili olabilecek bir siRNA tagima sistemi
olarak kullanilmistir. Calisma kapsaminda limondan {i¢ yontem ile elde edilen
eksozomlarin NTA, DLS, zeta potansiyel, TEM analizleri ile karakterizasyonu
gergeklestirilmis, protein igerik tayini, immiinofenotipleme, siRNA yiikleme ve
siRNA yiiklenmis eksozomlarin transfeksiyonu arastirilmis, HUVEC, A549 ve
MCF-7 hiicreleri iizerindeki hiicre canlilifi etkileri ve apoptotoik etki diizeyi

degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile ilk defa limon kaynakli eksozomlara BCL-
2 siRNA yiiklenmis ve etkisi degerlendirilmistir. Nano boyutta elde edilen
eksozomlarimn, tek basina hiicreler lizerinde sitotoksik etki gdstermedigi ancak,
A549 hiicrelerinde BCL-2 siRNA yiiklii olanlarinin hiicre canliligimi diisiiriicti
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda kanser tedavisinde
kullanilabilecek bitki kaynakli eksozomlarin, genetik materyal tasiyici sistem

olarak gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Limon, eksozom, siRNA, akciger kanseri
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ABSTRACT

EVALUATION AND OBTAINING of PLANT DERIVED EXOSOME for
siRNA DELIVERY

Burak OZCAN
Department of Pharmaceutical Biotechnology
Anadolu University, Postgraduate Education Institute, July 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Behiye SENEL

For many years, lipidic, polymeric or inorganic nanoparticles have been
extensively investigated for the transport of various anticancer, antifungal,
analgesic, drugs and important biological molecules within the body. However, a
safe delivery system that is biocompatible and biodegradable, capable of remaining
in the circulatory system for a long time without instability and toxicity, evading
the immune system, remaining at the target site for a long time, has still not been
found. Exosomes, which have been released from cells in recent years and act as
natural carriers, can prevent the disadvantages of nanoparticle systems in these
respects. In this thesis study, plant-derived exosomes obtained from lemon were
used as an siRNA delivery system that could be effective in lung cancer cells.
Within the scope of the study, characterization analyzes (NTA, DLS, zeta potential,
TEM), protein content determination, immunophenotyping, transfection, siRNA
loading and cell viability effects of siRNA-loaded exosomes on HUVEC, A549 and
MCEF-7 cells on exosomes obtained from lemon by three methods were evaluated
as MTT and apoptotic effect level. As a result, with this thesis study, BCL-2 siRNA
was loaded into lemon-derived exosomes for the first time and its effect was
evaluated. As a result of the analyses, it is thought that it will pave the way for the
development of plant-derived exosomes that can be used in cancer treatment as a

candidate genetic material carrier system.

Keywords: Lemon, exosomes, siRNA, lung cancer
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim agamalarinda bilimsel etik
ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu ¢calisma kapsaminda elde edilen tiim veri
ve bilgiler i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi,
bu ¢alismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigin1 ve higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul

ettigimi bildiririm.

Ecz. Burak OZCAN
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CMFDA :5 klorometilfloresein diasetat
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CG :Coklu gradient

DDS: :Ilac tastyic1 sistem (Drug Delivery system)
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ILV
KHAK

KHDAK

cancers)
LDEN
MDE
MDR
miRNA
mL

mRNA
MSC
MTT

MVB
NaCl

nm

NTA

PBS

PCD
PDI
PDV
PEG
PEN
PI

PR

:Intraluminal vezikiiller
:Kii¢iik hiicreli akciger karsinomu (SCLC: small cell lung cancers)

:Kiigtik hiicreli dis1 akciger karsinomu (NSCLC: non small cell lung

:Limondan tiiretilen eksozom benzeri nanopartikiiller
:Memeli hiicrelerden elde edilmis eksozomlar

:Coklu ilag¢ direnci

:MikroRNA

:Mililitre

:Mesajc1 RNA
:Mezenkimal stromal hiicreler

:3-[4,5-dimetiltriazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium bromiir
:Multivezikiiler cisimler
:Sodyum kloriir

:Nanometre

:Nanoparcacik izleme analizi(Nanoparticle Tracking Analysis)

:Fosfat tamponlu tuz

:Programlanmis hiicre 6limi

:Boyut dagilimi

:Bitki kaynakli vezikiil (Plant-derived vesicle)
:Poli-Etilen Glikol

:Bitkiden elde edilen eksozom benzeri nanopartikiiller
:Propidyum iyodiir

:Progesteron reseptorii
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1. GIRIS VE AMAC

Okaryot ve prokaryot hiicrelerde, fosfolipid ¢ift-tabakali, sferoid biciminde
ve plazma membranindan dogrudan ya da dolayli yollarla c¢esitli vezikiiller
meydana gelir. Bu vezikiiller eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptozomlar olarak
tice ayrilirlar. Bu ayrim vezikiillerin boyutlarina, kargo igerigine, plazma
membranindan nasil olustuklarina ve salgilanma sekillerine goredir. Vezikiillerin
en kiiciik alt grubu ‘Eksozomlar’dir. Tim viicut sivilarindan elde edilebilen,
kendilerine ait biyogenezleri, lipit yapilar1 ve kargo igerikleri ile diger vezikiillerden
ayrilan eksozomlar, hiicreler arasi iletisim, bagisiklig1 diizenleme, sinyal iletme,
protein, RNA, DNA, miRNA gibi salgilandiklar1 hiicreye ait bazi meteryalleri
hiicreler aras1 tasimak gibi gorevleri bulunan, 30-150 nm boyutlarindaki
keseciklerdir. Eksozomlar bu giine kadar beyin omurilik s1visi, amniyotik sivi, anne
siitii, idrar, meni, tiikiiriik, kan gibi bir ¢ok viicut sivisindan elde edilmistir. Yapilan
literatiir ¢aligmalarinda son donemlerde dikkat ¢eken eksozomlarin dogal yapilari,
kandaki stabiliteleri ve dogal hedefleme O6zellikleri nedeniyle genetik materyal
kapstillemesi i¢in ideal bir nanotastyict oldugu gosterilmistir. Eksozomlarin memeli
hiicrelerinde daha ¢ok bulundugu bilinmekle birlikte son zamanlarda yapilan
caligmalarla bir¢ok meyve ve bitkiden de eksozomlar elde edilmeye baslanmstir.
Bunlar arasinda iiziim, greyfurt, zencefil, havug, limon ve yaban mersini 6rnek
verilebilir. Bitki kaynakli gidalarin tiiketimi ile kanser insidansi1 arasindaki iliskinin
ters bir iligski oldugu cesitli epidemiyolojik caligmalarla gosterilmistir. Turunggiller
de dahil olmak {iizere, bitkilerin sulu ekstraktlarinin veya bitkilerden elde edilen
bilesiklerin antikanser aktivite gosterdikleri cesitli ¢alismalarda belirtilmistir.
Bununla birlikte yenilebilir bitkilerden elde edilen eksozomlarin kemoterapotik
etkinligi arttirmak ve kemoterap6tik ajanin toksisitesini azaltmak gibi yardimci
etkileri olabilecegi konusu lizerinde durulmakta ve bunun iizerine calismalar
yapilamaya devam edilmektedir. Bu tezde de se¢ilen limon meyvesi giinliik tiiketim
meyvesi olarak insan viicudu i¢in giivenlidir ve limon suyundan elde edilen
eksozomlarla  hazirlanan  tasiyici  giivenli  nanopartikiiller  olabilecegi

distiniilmektedir.

RNA bazli gen terapisi, son donemlerde ilgi cekmektedir ve terapotik

RNA'in olumsuz bagisiklik cevaplar1 ortaya ¢ikarmadan hedef hiicreler i¢inde



islev.  gérmesini  miimkiin  kilmaktadir. Terapotik RNA’lar, antisens
oligoniikleotitleri (ASQO'lar), kiigiik susturucu RNA'lar1 (small interfering RNA’lar;
siRNA'lar) veya mikro RNA (miRNA) gibi RNA'lar1 ifade etmektedir. Bu terapiler,
RNA veya proteinleri hedefleyerek, ya proteinlerin olusmasini engelleme ya da
DNA veya RNA diizenlemesine aracilik ederek etki etmektedir. Terapotik etki
mekanizmalarindan bagimsiz olarak, bu terapdtik RNA'larin boyutlari, sahip
olduklar1 anyonik yiikleri ve hem kan dolagiminda hem de dokularda bulunan
RNAZzlara kars1 duyarliliklari, hiicrelere verimli bir sekilde alinmasini ve iizerinde
islev gormesini zorlastirmaktadir. Giivenli ve etkili RNA iletiminin saglanabilmesi
icin, RNA'y1 bozunmadan hedef hiicrelere ulagtirilmasini en {ist diizeye ¢ikarmak
ve hedef dis1 hiicrelere maruz kalmasini1 6nlemek ya da en aza indirmek igin viral
ve viral olmayan (nonviral) tagima sistemleri gelistirmistir. Eksozomlarin dogal
olarak hiicreler arasinda RNA tasidigi bilindiginden, hedeflenen hiicrelere terapotik
niikleik asitleri tagimak i¢in uygun vektor olarak kullanilmasinin, gen terapisinde
etkin olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu sebeple de son donemde eksozomlara
artan ilgi ile RNA tasinmasi i¢inde kullanilabilmesi Ongoriilmiis ve yapilan
caligmalarda umut verici sonuglar alinmigtir. Fakat hala ¢alisilan bu konuda yeterli

bilgiler mevcut degildir.

Bu bilgiler 1518inda bu tez calismasinda limon meyvesinden elde edilen
eksozom tabanli siRNA tasiyici sistem gelistirilmesi planlanmistir. Bu amagla
limon sularindan farkli yontemlerle eksozom elde edilmis, bu eksozomlarda
eksozom boyutu, zeta potansiyeli, ylizey belirteglerinin belirlenmesi, TEM analizi
ile yiizey morfolojilerinin belirlenmesi gibi karakterizasyon ¢aligsmalar1 ile BCA
yontemi ile miktar tayini, transfeksiyonu, BCL-2 siRNA yiikleme, hiicrelerde MTT

ile sitotoksisite ve apoptotik etkilerin belirlenmesi analizleri gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR BIiLGiSi
2.1. Kanser

Kanser, diinya ¢apinda insan hayatini tehdit eden hastaliklar arasinda 6nemli
yeri olan bir hastaliktir. Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinya ¢apinda ikinci
onde gelen oliim olan kanserde sorumlu hiicreler, yiliksek cogalma hizi, kendini
yenileme yetenegi, kanser kok hiicresi (CSC) 6zellikleri, metastaz ve ilag direnci
gelistirmek icin farkli molekiiler yollar arasinda gecis yapma yetenegi gibi

benzersiz 6zelliklere sahiptir (Paskeh ve ark., 2022)

Cogu durumda, onkogenlerin aktivasyonu ve/veya tiimor baskilayict genlerin
deaktivasyonu, kontrolsiiz hiicre dongilisii ilerlemesine ve apoptotik
mekanizmalarin inaktivasyonuna yol acar. Kanserler ortaya ciktiklari hiicre
tiplerine ve bu hiicrelerin 6zelliklerine gore iyi huylu ya da kotii huylu olarak
siniflandirilirlar. Kot  huylu kanserlerde hiicreler arasindaki baglantinin
zayiflamasi boylelikle ¢evredeki normal dokulari istila edebilmesi ve hareketliligi
(EMT ya da MET doniislimii) ile dolasim ya da lenfatik sistem yoluyla viicuda
yayilabilmesi ile karakterizedir. Bununla birlikte ¢esitli mutasyonlar, kormozomlar
tizerindeki translokasyon ya da delesyon/amplifikasyon diizensizlikleri, hiicre
icindeki sinyal yolaklarindaki anormal degisimlerde yine bu hiicresel ve genetik
degisimlere katkida bulunan mekanizmalar arasindadir. Bu degisim ya da
diizensizliklerin hepsi diizensiz bir hiicre dongiisiine ya da apoptotik yolaklarin
inaktif olmasma neden olmaktadir. Bu siirecler mevcut literatiirde 1iyi
tanimlanmistir ve her konuda ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve yapilmaya devam

edilmektedir (Sarkar ve ark., 2013).

Son yillarda kisisellestirilmis tedaviler, gelistirilen yeni kii¢iik molekiiller,
hiicre tedavileri, gen diizenlemeleri ya da mikrobiyom tedavileri gibi yeni tan1 ve
tedavi teknolojileri kanser hastaliginin tedavisinde 6nemli ilerleme saglanmasina
yardime1 olmus ve sag kalim oranlarini arttirdig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte hala
kanser ilaclarina kars1 kazanilmis direng gelisimleri kanser tedavilerini sinirlayan
noktalar arasindadir. Kanser hiicreleri i¢in tamamen farkli etki mekanizma ile etki

eden ve/veya kimyasal yapilar farklilik gdsteren iki veya daha fazla ilaca kanser



hiicresinin direncli hale gelmesi durumunu Coklu Ilag Direnci (Multidrug

Resistance: MDR) olarak ifade edilir (Siegel ve ark., 2020).

Ilag inaktivasyonu, detoksifikasyon mekanizmalari, artan ilag sizintilar1 (drug
efflux), ila¢ hedeflerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar, epigenetik degisiklikler,
DNA hasari/onarim siireclerindeki ya da kok hiicrelerindeki degisimler, artmis
tiimor heterojenligi, tiimor mikrogevresi (TME), epitelden mezenkimal gegisteki
(EMT) mekanizmalar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) modiilasyonu ve hiicre 6liim
yollarinin inhibisyonu dahil olmak iizere ¢esitli faktorler ve mekanizmalar kanser
hiicrelerinde ila¢ direncine yol agmaktadir. Ayn1 zamanda apoptoz veya
otofajininde katilimiyla gerceklesen programlanmis hiicre o6liimii (PCD)
mekanizmalarindan kagista yine kanserin en onemli 6zelliklerinden biri olarak
tanimlanmigtir. Timor olusumu, otoimmiin ve dejeneratif hastaliklar, apoptotik
yolaklarda meydana gelen yeniden diizenlenmeler nedeniyle olusabilir (Plati ve

ark., 2011).

Bu nedenle hem ila¢ direnci hem de apoptotoik yolaklardaki bozukluk
nedeniyle kanser tiirlerinin tedavisi zorlasmaktadir. Bunlar esas olarak meme,
akciger, kolorektal ve prostat kanserini icerir ve en sik goriilen ve en yiiksek

mortalite oranlarina sahip maligniteleri temsil etmektedirler (Siegel ve ark., 2020).
2.2 Kanser ve Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii anlamina gelen bir ifade olan apoptoz, hiicrenin
dogal bir mekanizmasidir. Gereksiz, istenmeyen ya da yanlis bir sekilde boliinmeye
gidecek hiicrelerin ortadan kaldirilmasi iglemidir. Bu mekanizmanin diizensizligi
ya da bu programlanmis 6liimden kacgabilme basta kanser olmakla birlikte immiin
yetmezlik, akut veya kronik dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli patolojilere yol
acmaktadir. (Hassan ve ark., 2014).

Bununla birlikte, apoptozun diizensizligi karsinogenezde 6nemli sonuglara
yol agmaktadir. Kotli huylu tiimérlerin ayirt edici 6zellikleri arasinda kontrolsiiz
biiylime, anjiyogenez ve apoptozdan kaginma yer almaktadir. Bu nedenle, normal
fizyolojik siirecler i¢in esas olan, proliferasyon ve hiicre 6liimi arasindaki hiicresel

homeostazin siirdiiriilmesidir (Giorgi ve ark. 2008).



Kanserde bir ¢ok apoptotik mekanizma sorumlu olsa da genellikle intrinsik
yolak dedigimiz i¢sel yolagin inhibisyonu séz konusudur. intrinsik yolakta gorevli
sinyal molekiilleri, apoptoz siirecinin diizenlenmesinde ©nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle 6zellikle apoptozun tedavi siirecinde hedeflenmesi en
basarili cerrahi olmayan tedavi segenegidir. Apoptotik siirecte gérevli molekiiler
proteinler tedavi i¢in hedeflenebilecek potansiyel apoptotik biyobelirtecler olarak
diisiintilebilmektedir. Burada da 6zellikle yeni gen terapi yontemleri proapaptotik
molekiillerin uyarilmasi ya da BCL-2, XIAP gibi antiapoptotik molekiillerin
inhibisyonu goze ¢arpmaktadir (Chaudbry ve ark., 2022).

Kanser hiicrelerinde goriilen kontrolsiiz biiylimeyi kontrol altina almak ya da
bliylimeyi sonlandirmak kanser tedavisinde kullanilabilecek 6nemli bir yoldur.
Ozellikle de bu kontrol altina alma ya da sonlandirma isleminde hiicrenin kendi
dogal mekanizmasin1 kullanmak oldukga etkili bir yontem olarak goriilmektedir.
Hiicrenin apoptozdan ka¢inmasi, kanserin nedenine veya tiiriine 6zgii degildir ama
kanserin ayirt edici bir 6zelligidir. Tiim kanser tiirleri i¢in apoptozu hedeflemek
etkili olarak bulunmustur. Birgok antikanser ilag, hem igsel (mitokondriyel yolak)
hem de digsal (6liim reseptorleri) yolaklarda cesitli asamalar1 hedefler 6zelliktedir.
Terapotik hedefleme igin iki yaygin strateji, proapoptotik molekiillerin uyarilmasi
ve antiapoptotik molekiillerin inhibisyonudur. Arastirilan hedeflerden bazilari,
oliim reseptorleri icin ligandlari, BCL-2 i¢in inhibitorleri, XIAP inhibisyonu ve
apoptotik sinyaller olarak islev goéren alkilfosfolipid analoglarmi (APL) igerir.
Yollardaki herhangi bir asama tedavi i¢in hedeflenebilir, ancak hangi hedefin en
etkili olduguna dair bir gdsterge yoktur. Apoptoza neden olan daha fazla antikanser

ilaglar tasarlandikga, en etkili hedefler belirlenecektir (Pfeffer ve ark., 2018).
2.2.1 Akciger Kanseri

Yiiksek oliim oranina sahip en 6liimciil kanserlerden biri akciger kanseridir
ve Oliimlerin en sik nedeni tlimore baghdir. Temel siniflandirilmasi ise birincil ve
ikincil kanserler olarak yapilir. Akciger karsinomu, histolojik 6rneklerin
incelenmesi sonucunda, kii¢iik hiicreli akciger karsinomu (KHAK=SCLC), kiigiik
hiicreli olmayan akciger karsinomu (KHDAK=NSCLC), karsinoid, sarkom ve

mezotelyoma olarak alt boliimlere ayrilir (Kumar ve ark., 2021).
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En yaygm goriilenler KHDAK ve KHAK’dir ve tiim akciger kanseri
tiirlerinin yaklasik % 90'in1 temsil ederler. Diger tiirler ise nadir goriilme sikligina
sahiptir. KHDAK, 4 alt simifa daha ayrilmaktadir ve bunlar biiylik hiicreli
farklilasmamis karsinom, skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve Pancoast
tiimdriidiir. Yavas biiyiime 6zelligi gosteren KHDAK daha yaygin goriiliir. Agresif
bir sekilde biiyliyen ve bir az gorilen KHAK tiimdrleridir. Bu tip akciger
kanserlerinin patogenezine katkida bulunan baslica faktorler, kalitsal ve ¢evresel

faktorler ile sigara icme aliskanliklaridir (Sharma ve ark., 2022).

Diinya saglik orgiitiiniin istatistiksel verilerine gére 2020 yilinda, diinya
capinda, 2.21 milyon akciger kanserli hasta teshis edilmis ve 1.80 milyon 6liimle
sonuglanan vakanin oldugu belirtilmistir. Tiirkiye de ise yine ayni yilda 41 bin vaka
telhis edilirken, 37 bini Olimle sonuglanan vaka bulunmaktadir. Bu 37 bin
vakaninda yaklagsik 30 binini erkek bireylerin olusturdugu gézlenmistir (http-1,http-
2).

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi rezeksiyon gibi geleneksel stratejiler, ayri
ayr1 veya kombinasyon halinde akciger kanserleri i¢in mevcut tedavi rejimlerinin
temelini olusturmaktadir. Bununla birlikte, bu tiir geleneksel tedavi yontemlerinde
ciddi yan etkilerin olmasi bununla birlikte kemoterapi ve radyoterapinin ¢evredeki
saglikli hiicrelere verdigi zarar bilinmektedir Bu nedenle akciger sistemleri ciddi
sekilde bozulmus hastalarda akcigerlerin islevselliginde kayiplara yol agabilecegi

icin yeni tedavi stratejileri aragtirilmaktadir (Yadav ve ark., 2021).

Bu stratejilerden bir tanesi de RNAi teknolojisidir. RNAi tedavileri,
farmakolojik etkilerini, proteinlere doniismek yerine hiicrenin olaylarini
diizenleyen kodlamayan RNA'lar araciligiyla ortaya koyar. Bu tedavi stratejisinde
yer alan 20-25 baz cifti uzunlugunda, c¢ift sarmalli yapidaki kii¢iik kodlamayan
RNA molekiilleri RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) baglanarak
translasyondan Once hedef gene ait mRNA'yr parcalayarak proteinin

sentezlenmesini engellemektedir (Ferguson ve ark., 2020).

Kiiciik susturucu RNA'lar (small interfering RNA=siRNA) ve mikroRNA'lar
(miRNA'lar) olarak iki 6nemli molekiile sahip bu strateji birgok genetik veya nadir

hastalik i¢in erisilebilir bir secenek olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte



yapilarindaki fosfodiester baglarinin endosomal niikleazlar tarafindan cabuk
pargalanabilmeleri, biliylik molekiil olmalar1 ve RES elemanlar1 tarafindan
taniabilmeleri sebebiyle dolasimda ¢ok uzun kalamazlar. Bu sebeplede bu tedavi
edici molekiillerin tedavi edici dozda ve saglam bir sekilde hedef bolgeye

ulasabilmesi 6nemli bir noktadir (Bobbin ve ark., 2016) .

2.2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri meme dokusunda hiicrelerin anormal biiylimesi ile baglayan
bir kanser tiiriidiir. Sadece kadinlarda degil erkeklerde de goriilebilen bu kanser tiirti
kansere baglh oliimlerin 6nde gelen sebeplerinden birisidir. Cogu zaman kesin
nedeni bilinmemekle birlikte kalitimsal 6zellikler, farkli genetik degisiklikler,
hormonlar ve ¢evresel etkiler bu kanser tiiriiniin riskini arttiran nedenlerdendir. Bu
nedenlerin hepsi meme kanserlerinin tiplerinin gelisimi ya da tedaviye yaniti

etkileyen faktorlerdir (Tian ve ark., 2021).

Diinya saglik orgiitiiniin istatistiksel verileri, 2020 yilinda diinya capinda,
2.26 milyon meme kanserli hastanin teshis edildigini ve 685 bin de O6liimle
sonuglanan vakanin bulundugunu gostermektedir. Tiirkiye’de yapilan bir
aragtirmada 2019 yilinda yaklasik 4300 kadinin meme kanserine bagli olarak
oldigi bildirilmistir (http-1, http-2).

Cerrahi, meme kanserinin genel olarak ana tedavisidir. Kemoterapi,
radyoterapi, hormonlarla tedavi (hormon tedavisi), hedeflendirilmis ilaglar ve

immiinoterapi diger yaygin tedaviler olarak uygulanmaktadir (Wang ve ark., 2023).

Meme kanseri, 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan
epidermal  biiylime  faktorii  reseptori 2 (HER2) geninin  asir
ekspresyonu/amplifikasyonunun varligima veya yokluguna goére farkli tiplerde
siniflandirilabilir. Bu durum g6z Oniine alindiginda meme kanseri, hormon
reseptorii pozitif (ER+ ve/veya PR+), bu genin asir1 ekspresyonu/amplifikasyonu
oldugunda HER-2 ile zenginlestirilmis (HER2+) veya tiim belirteglerin (ER—, PR—,
HER2-) ekspresyonunda eksik olan iiglii negatif olarak isimlendirilebilir (Lu ve

ark., 2023).



Farkli genetik degisiklikler ve gen ekspresyon profilleri, meme kanseri alt
tiplerinin gelisimi ve ilerlemesinde, bireysel vakalarin sonucglarinda ve tedaviye
yanit iizerinde farkli etkilere sahiptir. Bu baglamda gen terapisi yoluyla kusurlu
genlerin diizeltilmesinde ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi meme kanserinin
tedavisi i¢cin Onemli bir strateji haline gelmektedir. Hedef hiicrelerin genetik
modifikasyonu, in vivo veya in vitro olsun, siRNA'lar ve miRNA'lar dahil olmak
lizere genlerin, gen fragmanlarimin veya oligoniikleotidlerin ilgili hiicrelere

aktarilmasiyla saglanabilir (Bottai ve ark., 2017).

2.3 Ekstraselliiler Vezikiiller

Homeostazin siirdiiriilmesi i¢in hiicreler arasi iletisim vazgecilmezdir ve bu
cesitli sinyallesme siiregleriyle gerceklesebilir. Bu siireglerden biri, hiicrelerden
hiicre dis1 vezikiillerin (Ekstraselliiler Vezikiil =EV) salgilanma ve yine hiicreler
tarafindan iceriye almmmasidir. EV’lerin hiicrelerden salgilanmasi, fizyolojik
kosullar altinda veya spesifik uyaranlara tepki olarak gerceklesmektedir ve bunlar

lipid ¢ift tabakali, kapali membrandz yapilardir (Bazzan ve ark., 2021).

EV'lerin siniflandirilmasi, yapilan aragtirmalar ile siirekli olarak gelisse de
genel olarak 3 ana kategoriye gore yapilir. Bunlar (1) boyutlar1 50 nm ila 5 pm
arasinda degisen apoptoz sirasinda meydana gelen apoptotik cisimcikler, (2)
boyutlar1 ~50 nm ila 1 pm boyut araliginda olan ve biiylik vezikiiller iireten plazma
zarinin  dogrudan disa dogru tomurcuklanmasiyla {iretilen mikrovezikiiller
(ektozomlar), (3) boyutlart ~40 ila 160 nm ¢apinda (ortalama ~100 nm) olan ve
endozomal kokene sahip olan en kii¢liik EV'ler olan eksozomlardir (Ginini ve ark.,

2022).

Sekil 2.1°de hiicrelerden salinan ekstraselliiler vezikiil tiplerini ve Tablo
2.1’de bu vezikiillerin kdken aldiklar1 orjin, sekil ve boyut dagilimlari ile ana

bilesenleri agisindan karakteristikleri belirtilmistir.



Sekil 1.1. Hiicreden salinan ekstraselliiler vezikiiller (Yariez-Mo ve ark., 2015 ¢alismasindan

almarak diizenlenmistir.)



Tablo 2.1. Ekstraselliiler vezikiil tipleri ve karakteristik ozellikleri (Antimisiaris ve ark. 2018 den

diizenlenerek alinmigtir.)

Apoptotik

Cisimcikler

Apoptotsiz

|| stiresince plazma

membranindan
olusurlar

Heterojen sekilli
50-5000nm

DNA, RNA; histon
ve sinyalleme
molekilleri

—1 zarlarinda yiiksek
miktarda

fosfatidilserin

(PS) bulunur

2.3.1 Eksozom Yapisi

)

—

—
)

Mikrovezikuller

Sitozolik
proteinlerin
eszamanl olarak
dahil edilmesiyle
hiicre zarindan
kopmayla olusur

Eksozomlar

[ )

Plazma zarinin ige dogru
tomurcuklanmasiyla baslari
multivezikiler cisimlerin
(MVB'ler) olusumuyla sonuglanir.
Bundan sonra, bilesimlerine bagl
olarak, MVB'ler ya lizozomlarla
fizyondan sonra bozunur ya da
plazma zari ile kaynagir ve
hiicrelerden salinan eksozomlar

S J
4 N
Cok homojen
|| degildir
20-1000nm
S J

—

Yiksek membran
PS seviyeleri ve
bazi yaygin yiizey
belirtegleri (CD40
ligandlari,
integrinler ve
selektinler)
bulunur

\ olustururlar j
4 )

Homojen seklilli
50-120nm

- J

Proteinleri: CD9, CD63, CD81
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Eksozomlar, eksositoz sirasinda olusan bir protein ve niikleik asit tagiyan

intraluminal vezikiillerdir (ILV). Literatiirde farkli boyutlar belirtilmekle birlikte en

genis anlamda 30-150 nm boyut araligina sahip olan eksozomlar, igerigi oldukca

cesitli bir hiicre dis1 vezikiillerdir. Viicutta ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde

hiicreler arasi iletisime katilarak islev goriirler. Cogu proteinler, niikleik asitler,

lipitler ve hiicresel sinyal molekiilleri gibi gesitli biyolojik bilesenleri igerebilirler.
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Vezikiil i¢ine alim veya farkli bir hiicreye sinyal iletme kapasiteleri biiyiik 6l¢iide
kokenlerine veya durumlarina baghidir. Hatta izole edildigi yollara gore bile
degisiklik gosterebilmektedir (Rome, 2019). Son caligmalar, eksozomlarin,
biyoaktif bilesikleri yiiklerinin bir parcasi olarak veya lipit yapilarma katarak
dagitmak icin kullanabilecek bir kesecik olarak potansiyeli goriilmiistiir.
Eksozomlar, tiim 6karyotik hiicre tiirleri tarafindan genel olarak salinirlar ve hemen
hemen tiim viicut sivilarinda (beyin omurilik sivisi, anne siitii, periferik kan,

tiikiiriik ve idrar dahil) yaygin olarak bulunur (Aryani ve ark., 2014) .

Eksozomlarin dis yiizeyini olusturan lipid zar, hiicre zariin yapisina benzer.
Fosfolipidler, kolesterol ve proteinlerden olusan ¢ift katmanl bir zar yapis1 vardir
(Sekil 2.2). Bu zar, eksozomun igerigini hiicre disindaki cevresel faktorlerden
ayirarak korur. Eksozomlar genellikle hiicre yiizey proteinleri, tasiyict proteinler,
enzimler ve hiicresel sinyal molekiilleri gibi ¢esitli proteinleri igerir. Bu proteinler,
eksozomun hedef hiicrelerle etkilesimini ve islevini belirler. Rab GTPaz, annexin,
integrin ve fibronektin membran flizyon proteinleri olarak bilinir ve tagima proteini
ozelligini gosterirler. CD9, CD63, CD81 ve CDS82 gibi tetraspaninler, 1s1 soku
proteinleri (Hsp27 ve Hsp20) ve lipid ile ilgili proteinler eksozomlarin tipik
bilesenleridir (Pluchino ve ark., 2019). Ozellikle tetraspaninler eksozom yiizeyinde

bolca bulunur. Bu sayede karakterizasyon i¢in de kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. Eksozom yapist (Gurung ve ark., 2021 deki yaptigi calismadan alinarak diizenlenmistir.)

2.3.2 Eksozomlarin hiicre icine girisi

Glinlimiize kadar, eksozomlarin hiicre icerisine alinmasinda, hiicre dist
reseptorlerle dogrudan etkilesime girerek sinyallesmeyi tetikleme yoluyla ya da
plazma zar1 ile dogrudan flizyon yapma yoluyla alinma/i¢sellestirilme olmak {izere,

iki strateji ile tammmlanmistir. (Gurung ve ark., 2021).

Reseptorlerle dogrudan etkilesimde, alict hiicre iizerindeki yiizey
reseptorlerine eksozom yiizeyindeki transmembran ligandlarin  dogrudan
baglanmasi ve hedef hiicrede bir sinyal kaskadi olusturmasi s6z konusudur.
Eksozomun flizyonu ise, plazma zari ile eksozomlarin birlesmesi ve igerdikleri
kargoyu hedef hiicrelerin sitozoliine dogrudan birakmasi durumunu olusturur

(Montecalyo ve ark., 2012).

Eksozomal igeriklerin hiicreler arasi1 tasinma mekanizmalart olarak
icsellestirmede ise daha ¢ok makropinositoz, fagositoz, klatrin aracili, kaveolin
bagimli ve klatrin-/kaveolinden bagimsiz gibi c¢esitli endositoz yollar1 devreye

girmektedir (Amber ve ark., 2019).

12



Icsellestirildikten sonra eksozomlarda bulunan biyoaktif molekiillerin
asagidaki mekanizmalar yoluyla hedef hiicreleri etkiledigi gosterilmistir: (1) hedef
hiicrelerin yiizeye baglh ligandlar yoluyla dogrudan uyarilmasi; (2) aktive edilmis
reseptorlerin alict hiicrelere transferi; ve (3) fonksiyonel proteinlerin, lipitlerin ve
RNA'larin  verilmesi yoluyla alict hiicrelerin epigenetik olarak yeniden

programlanmasidir (Zhang ve ark., 2019).
2.3.3 Bitki Kaynakh eksozomlar

Bitki hiicrelerinden salgilanan c¢oklu vezikiillerin varlig1 ilk kez 1967'de
W.Halperin ve R. Marchant adli iki bilim adamu tarafindan iki bagimsiz makalede
ele alinmis ve ¢oklu vezikiillerin plazma zart ile fiizyonunun mantarlarda ve yiiksek
bitkilerde eksozom benzeri yapilarin hiicre disi bosluga salinmasina rol
oynayabilecegini One siiriilmiistiir. Bugiin artik gelisen teknoloji ve bu vezikiiller
tizerindeki calismalar sonucunda artik bitkilerin "eksozom benzeri" hiicre disi

kesecikler salgiladig1 yaygin olarak kabul edilmektedir (Pucci ve ark., 2020).

Bitkiden elde edilen eksozomlar1 tanimlamak igin literatiirde bitkiden elde
edilen eksozom benzeri nanopartikiiller, bitkiden tiiretilmis nanovezikiiller,
yenilebilir bitkiden tiiretilmis nanovezikiiller, bitkilerden izole edilen nano ve
mikro boyutlu kesecikler (50-1000 nm) gibi terimler kullanilmaktadir (Lian ve ark.,
2022).

Bitkisel EV'ler, lipidler, proteinler ve miRNA'lar dahil olmak iizere ¢ok
sayida biyoaktif madde tasiyan heterojen boyutlardaki lipoprotein yapilar
oldugundan memeli kdkenli vezikiillere benzemektedir. Bitki kokenli eksozomlarin
biyoaktif kargolarin hiicreler arasi taginmasi yoluyla fizyolojik siireclerin
diizenlenmesinde, hiicre duvarmin yeniden sekillenmesi icin gerekli olan
enzimlerin yani sira antifungal ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip proteinlerde
tasinmasinda, gen diizenlemesinde hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasinin
diizenlenmesinde gorevli kiiclik kodlamayan RNA'lari (miRNA, siRNA'lar)
transfer edilmesinde potansiyel bir rolii oldugunu diisiiniilmektedir (Cui ve ark.,

2020).
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Bitki kaynakli eksozomlar gelecek vaat eden yeni bir terapotik sinifit olmanin
yani1 sira, mevcut ila¢ tasima sistemlerine ek faydalar1 olan, yeni biyolojik olarak
tiiretilmis ilag tasiyicilar olarak da distliniilmektedir. Literatiirde hidrofilik veya
hidrofobik ytikleri koruma ve hedef sahalara teslim etme yetenegine sahip oldugu
yoniinde ¢aligmalar bulunmaktadir. Rapor edilen bu eksozomlarin ¢ogu yenilebilir
bitkilerden izole edildiginden, insan tiiketimi i¢in de gilivenli olduklar
belirtilmektedir. In vitro ve in vivo ¢alismalar da PDV'lerin toksik olmadigim

gostermistir (Raimondo ve ark., 2015) .

Bu, onlar1 yeni nesil ila¢ tagima sistemlerinin gelistirilmesi i¢in oldukca
cekici adaylar haline getirmektedir. Ayrica, sitotoksisiteyi ve istenmeyen hedef dis1
etkileri en aza indirirken, kapsiillenmis molekiilleri hedef bolgelere ileterek igsel
hedefleme sergileyebilmeleri ve biiylik dl¢ekte iiretilebilmeleri onlar1 daha da cazip

hale getirmektedir (Zhang ve ark., 2016).

Bu giine kadar {iziim, greyfurt, zencefil, havug, limon ve yaban mersini gibi
yenilebilir bitkilerden elde edilen eksozomlarin belirgin terapétik etkileri ortaya
konulmustur. Eksozomlarin bu kisith sayida bitkiden eldesi, gerek karakterizasyon
gerekse biyolojik aktivite tayin calismalar1 ya da onlarin bu 6zelliklerinin daha

ayrintili agiklanabilmesi i¢in oldukga sinirhidir.
2.3.3.1 Limon

Turunggiller diinyadaki ekonomik agidan en 6nemli meyve mahsuliidiir ve C
vitamininin (C Vitamini) ana kaynaklarindan birini olusturur. Herhangi bir
meyvede bulunandan daha fazla sayida karotenoidi ve c¢ok Onemli besinsel
ozelliklere sahip cesitli ikincil bilesikleri i¢erir. Bu maddeler antikanser ajanlarin
ve anti-oksidan, inflamatuar, kolesterol ve alerjik aktivitelere sahip diger nutrasotik
bilesiklerin tedarikine biiyiik 6l¢iide katkida bulunur. Bu maddeler, meyve suyu
kesesinin apoplastinda bitki kaynakli sekretom olarak salinir ve muhtemelen
eksozom benzeri nanopartikiiller halinde paketlendigi diistiniilmektedir (Baldini ve

ark., 2018).

Limon ise Citrus tiirleri arasinda en yaygin iigiincii yetistirilen bitkidir (http-

3, http-5). Besin olarak daha c¢ok suyu, yiyecekler ve igecekleri tatlandirmak
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amaciyla; antioksidan etkisiyle de bagisiklig gliclendirmek i¢in takviye gida olarak
ve igeriginde bulunan askorbik asit sayesinde de cildi aydinlatma amaciyla
dermokozmetik acidan kullanilmaktadir. Igeriginde polifenoller, flavonoidler
(Flavonon, flavon, flavonol gibi alt gruplara ayrilmaktadir.), limonoidler,
karotenoidler ve C vitamini olmak iizere bir¢ok biyoaktif bilesik bulunmaktadir

(http-4, http-5).

Literatiirde limon bitkisinin farkli boéliimlerinin farkli aktivitelere sahip
oldugu ile ilgili cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin, yaprak/tohumlarmnin
fenolik icerikler sayesinde antioksidan 6zellik gdstermesi (http-6, Singh ve ark.,
2020), ugucu yaglarinin gram (+) ve (I) bakteriler {izerinde antibakteriyel etkisi
oldugu (http-7), kabugunun monoterpenler sayesinde antifungal etki gosterdigi
(http-8, Egbuonu ve ark., 2016) ya da kabugunun/tohumunun insan mide ve meme
kanseri iizerinde antikanser etki (http-9,http-10, Yuan ve ar., 2022) gosterdigine

dair calismalar bulunmaktadir.
2.3.4 Eksozom izolasyonu

Eksozomlar1 hiicrelerden veya biyolojik sivilardan saflastirmak i¢in ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Boyutlari, yogunluklari, yiizey antijenleri gibi 6zellikleri
kullanilarak izolasyonlar1 yapilmaktadir. Farkli boyuttaki EVleri ve hiicrenin farkli
bilesenlerinden eksozomlar1 ayirmak zor oldugu i¢in her izolasyon yonteminden
sonra boyut, boyut dagilimi, protein miktar1 gibi karakterizasyonlarini yapmak
onemlidir. Bu parametreler i¢in cesitli teknikler kullanilmistir (Khatun ve ark.,

2016).

Literatiirde eksozom izolasyonlar1 i¢in genel olarak asagidaki yontemler

kullanilmistir (Antimisiaris ve ark.i 2018):
2.3.4.1 Ultrasantrifiij

Eksozom izolasyonun en yaygin kullanilan ve altin standart olarak kabul

edilen yontemlerinden biridir (Ter-Ovanesyan ve ark., 2021).

Diferansiyel ve yogunluk (gradient:gradyan) olmak {izere iki tiir ayirma ilkesi
uygulanabilir. Diferansiyel ultrasantrifiijde eksozom igeren c¢ozelti kademeli

santrifiijleme islemine maruz birakilir. Yogunluk ve boyut farkindan kaynakli
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eksozomlar diger bilesenlerinden ayrilmaktadirlar. Yogunluk ultrasantrifiijiinde ise
genellikle siikroz gibi bir gradyan kullanilmaktadir. Eksozomdan daha az yogun ve
daha fazla yogun siikroz ¢ozeltileri hazirlanarak kademeli ultrasantrifiij isleminde
eksozomlara yatak gorevi gorerek en az hasar almasi saglanmaktadir. Diferansiyel
ultrasantrifiijii gibi ayn1 aywrma ilkeleri ve yontemleri kullanilmaktadir.
Ultrasantrifiij genellikle boyut farkina dayandigi i¢in boyut dagilimi incelenerek
eksozom saflastirmasi ile ilgili bir yorum yapilabilse de eksozom ile ayni1 boyutta

baska mikrovezikiiller olma ihtimalini eleyememektedir (Gupta ve ark., 2018).
2.3.4.2 Immiinoaffinite

Eksozom yiizeylerinde yer alan segici yiizey reseptorleri ile antikorlarin
etkilesmesine sonucu eksozomlar izole edilmektedir. Boyuta dayali izolasyon
yontemlerine gore daha ¢esitli eksozomlar sunmasi avantajlar1 arasinda yer
almaktadir. Bununla birlikte ultrasantrifiij yontemleriyle karsilastirildiginda
karsilastirilabilir bir iiretim verimi ile sonuglansa da, immiinoaffinite ¢ok daha az
numune hacmi kullanir ve vezikiil boyutu farkliliklarindan bagimsiz olarak daha

biiylik miktarlarda saflastirilmis eksozom ¢ikarir (Li ve ark.i 2017).
2.3.4.3 Boyut Dislama Izolasyon Yontemleri

Boyuta dayali izolasyon yontemlerinden bir diger en popiiler yontem ise
ultrafiltrasyondur. Eksozom boyutlarina bagh olarak spesifik membran gdzenek
boyutlarina gore sirali bir bigimde filtrelerden gecirilerek eksozomlar izole

edilebilir. Ultrasantrifiije gore daha az zaman alirlar (Heinemann ve ark., 2014).
2.3.4.4 Boyut diglama kromatografisi (Size-exclusion Chromatography)

Kisaca SEC olarak isimlendirilen bu yontemde, molekiilleri boyutlariyla ters
bir hiz iliskisi ile diferansiyel olarak eliie etmek icin gézenekli bir sabit faza karsi
mobil bir faz olarak biyoakigkanlar kullanilir. Bagka bir deyisle, 6nce daha biiyiik
pargaciklar eliie olur, ardindan gézeneklere girecek ve gdzeneklerden akacak daha
kiiclik vezikiiller ve daha sonra zara bagli olmayan proteinler gelir. Bu da daha
uzun bir yol ve dolayisiyla artan eliisyon siiresi ile sonuglanir (Sidhom ve ark.,

2020).
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2.3.4.5 Poli-Etilen Glikol (PEG) bazli Coktiirme

Eksozomlarin c¢oziintirliiklerini degistirerek elde edilen bir yontemdir.
Eksozomlarin ozelliklerine gore daha az ¢6ziinmesini saglayacak bir polimer
kullanilmaktadir. Bu sayede eksozomlar daha az ¢oziinecek ve diisiik hizda
santrifiijleme islemi ile pellet kisminda toplanabilecektir. Ultrasantrifiijleme
yontemine gore daha ¢ok eksozom saflastirildig1 gozlemlenmis olsa da bu yontemin
en biliylikk dezavantaji elde edilen eksozomlarin polimerle beraber ¢okelti

olusturmasidir (Kang ve ark., 2017; Sidhom ve ark., 2020).
2.3.4.6 Mikroakiskan Yontemler

Mikroakiskanlar son zamanlarda eksozom izolasyonu veya saflastirma igin
de kullanilmaya baglanmistir. Farkli yontemlerle gelistirilen bu ¢iplerde yiiksek
verimlilik ve saflik amag¢lanmistir. Bu teknik, immiinoaffinite, boyut ve yogunluk
dahil olmak iizere cesitli ilkelere dayali olarak eksozomlar1 izole etmek igin
mikroakigkan cihazlar kullanan yiiksek verimli bir yontemdir. En yaygin
kullanilani, immiinoaffinite (yakalama ya da baglama) izolasyon ydntemine
benzeyen immiino-mikroakiskan teknigidir. Eksozomlar, ¢ipler olarak da bilinen
mikroakigkan cihazlar iizerinde hareketsiz hale getirilen antikorlarin eksozom
belirteclerine spesifik baglanmasiyla ayrilir. Cihazin tipine ve akis kanalinin
uzunluguna bagl olarak, eksozomlari izole etmek i¢in 10 pL kadar kiigiik numune
hacimlerini kullanabilir Bununla birlikte bu yontem, 6zel ekipman ihtiyacina
ihtiya¢c duymaktadir. Cihazlar, immiinoaffinite izolasyondan daha ucuz olmasina
ragmen, oldukca karmasik ve pahalidir. Mikroakiskanlar, umut verici beklentileri
olan yeni bir teknolojidir, ancak heniiz standart bir eksozom izolasyonu yontemi

olarak kabul edilmemektedir (Chen ve ark., 2010; Carnino ve ark.i 2019).
2.4 Eksozomlarin tasiyici sistem olarak kullanilmalari

Ik basta eksozomlarin gereksiz hiicre molekiillerinin uzaklastirilmasindan
sorumlu araglar oldugu diisiiniiliyordu ancak yapilan arastirmalar sonucunda
hiicreler arasi iletisim ve tasimada da gorev alarak viicut dengesinin korunmasinda
onemli bir yere sahip olduklar1 ortaya ¢ikti. Eksozomlarin biyolojik siireclerin

kontroliindeki temel rolleri g6z 6niine alindiginda, bu hiicre dis1 keseciklerin birgok
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bakteriyel, parazit veya viral bulasic1 hastalikta, hastalik patogenezinde hayati bir
rol oynadig1 kesfedilmistir. Bu fonksiyonlarina ek olarak immiinolojik yanitlarda
ve immiin homeostazda da kritik rol oynadiklar1 belirtilmistir. Ayrica eksozomlarin
bagisiklik sistemi iletisiminde, hem bagisiklik sistemini uyarict hem de baskilayici

etkilerle diizenlemeyi kolaylastirdig1 bilinmektedir (Yilmaz, 2022).

Son yillarda hiicre dis1 vezikiillerin spesifik hiicre tipleri i¢in yiiksek
hedefleme potansiyeline sahip oldugu kanitlanmistir, ancak c¢ogu durumda,
sistemik uygulamay1 takiben, beklenen terapdtik sonuglart gosterememislerdir.

Fakat bu hiicre dis1 vezikiillerin;

e Terapoétik bir yanit1 alabilmek i¢in ilagla yiliklenebilmesi

e Dolasimda stabil kalabilmesi

e RES (Retikiilo Endotelyal Sistem) elemanlarindan kacabilmesi

e Biyouyumlu olmasi

e Toksik ya da immiinojenik olmamasi gibi olumlu 6zelliklerinin yaninda
(Antimisiaris ve ark., 2008; Johnsen ve ar., 2014; Stremersch ve ark., 2016)

> llaclarm eksozomlara yiiklenmesi ve/veya tutulmasinin yeterli olmamast,

» Biyoaktif ajanlarla yiiklendiginde dogal hiicre dis1 vezikiillerin zayif
farmakokinetigi

» Endiistriyel boyutta iiretilmelerindeki sorunlarin devam etmesi

» Biyolojik ortamdan veya hiicre kiiltiirlerinden c¢ok diisiik izolasyon

verimleri saglamalar1 gibi olumsuz 6zellikleri

sebebiyle 1ila¢ tasima sistemleri olarak daha c¢ok ¢aligma yapilmasina

gelistirilmesine ihtiya¢ duyan sistemlerdir (Antimisiaris ve ark., 2008).

2.5 RNAI Teknolojisi

RNA interferansi (RNA1), hiicre icerisindeki mRNA’ya tamamlayict ~21-25
niikleotid uzunlugundaki ¢ift sarmalli kiigiik RNA yapilaridir. Bu kiiciik genetik
diziler protein kodlayan genlerle iliskili olup ve sentezlendikten sonra sitoplazmaya
¢tkan mRNA’nin ekspresyonunun baskilanmasi islevini gergeklestiren bir biyolojik

siirectir. Bu kiiclik RNA yapilar1 bitkilerde ve okaryotlarda transkripsiyonel ve
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transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir (Xu ve ark.,
2019).

Bu teknolojide oncii ¢ift iplikli endojen RNA molekiilleri Dicer ya da Drosha
adinda RNase II ensizmleri yaklasik 21-25 niikleotidlik daha kisa ipliklere
doniistirler. Olusan bu kisa RNA zincirleri RNA Kaynakli Susturma Kompleksine
(RISC) yiiklenir. Bu sirada tek iplikli hale gelen RNA molekiilii hedef mRNA
molekiilii ile birlesir. RISC’in temel bileseni Argonaute proteini mRNA kesimi i¢in
temel katalitik bolge olup bu proteinin PAZ domaini rehber zincirin 3" ucuna
baglanmada rol alirken, yapisal olarak RNase H’1n aktif bolgesine benzeyen PIWI
domaini hedef mRNA’nin kesiminde rol almaktadir (Nakanishi, 2016). Literatiirde
genel olarak biyolojik rollerine ve yapilarina bagli olarak, kodlama yapmayan bu

kiiciik RNA'lar miRNA , siRNA ve shRNA olarak ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir.

Kanser tedavilerinde onvensiyonel kemoterapdtiklerin spesifik olmayan
dagilimlar1 nedeniyle ciddi toksisiteye sebep olmalar1 ve diger gen terapi
tirtinlerinin de islevlerini gosterebilmek i¢in hiicre ¢ekirdegine kadar ulasabilme
zorunluluklar1 sebebiyle son zamanlarda aragtirmacilarin ilgisi RNA1 teknolojisine
kaymis bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu RNAi teknolojisi iiriinlerinin
yiiksek 0zgiinliikleri ve verimlilikleri sayesinde kanserden sorumlu hiicrelerin daha
iyi bir sekilde azaltilabilecegi ve ilaca direngli timorlerde daha basarili sonuglar
alinabilecegi  gosterilmistir. Devam eden arastirmalarda kanser hiicresi
popiilasyonunu azaltmak veya kemoterapinin duyarliliimi artirmak igin
susturulabilecek genleri belirlemeye calisilmaktadir. Ciinkii bu secici hedefleme ile
komsu saglikl hiicrelere zarar vermeden, kansere 6zgii hiicrelerin tedavi edilmesi
ve hastalarin klinik acidan daha iyi yonetimi i¢in ¢ok onemlidir (Afrin ve ark.,
2023) . Bu giine kadar RNAI teknolojisi kapsaminda nadir hastaliklar icin FDA
onay1 almis siRNA bazli Patisiran, Givosiran, Lumasiran, Inclisiran, Nedosiran,
and Vutrisiran isimli ilaglar piyasada bulunmaktadir. Kanser tedavisinde ise kati
tiimor ya da pankreas kanseri i¢in gelistirilen ve klinik ¢alismalar1 devam eden

birkag terapotik tirtin (NCT01591356,NCT03608631,NCT03087591,

NCT00672542,NCT01437007) bulunmaktadir (Padda ve ark., 2024).
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Tim bu bilgiler 15181inda limon bitkisinden elde edilen vezikiillerle ilgili
caligmalarinda literatiirde siirli olmasi ve bu eksozomlarin siRNA gibi eksojen
molekiilleri tasinmasindaki arastirmalarin eksikliginden yola ¢ikilarak, bu tez
calismasindaki amag, limon bitkisinden eksozomlarin elde edilmesi,
karakterizasyonlarinin analiz edilmesi ve bir ¢ok kanser tiirlinde asir1 eksprese olan
antiapoptotik BCL-2 genine 6zgii ticari olarak satilan siRNA BCL-2 molekiiliiniin
kullanilmas1 hedeflenmis ve eksozomlara bu genetik materyalin yiiklemesi

caligmalar1 yapilarak hiicreler tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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3. KULLANILAN SARFLAR VE CIHAZLAR

3.1 Kullanilan sarflar

Sarf madde

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
CML Latex Beads

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
DMSO

EDTA

Etil Alkol (Absoliit)

Fotal Bovine Serum (FBS)

MTT boyast

PE anti-human CD9 antibody

PE anti-human CD81 antibody

PE Mouse IgG1 k Isotype Antibody
Penisilin/Streptomisin

Phosphate Buffer Saline (PBS)

PKH26 boya

Tripan mavisi

Tripsin-EDTA 10X

siRNA-BCL-2

siRNA-FITC konjuge

Ultra-LEAF Purified anti-human CD63 antibody
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Firma adx

BioLegend, Amerika
Invitrogen, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
VWR Prolabo, ABD
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Applichem, Almanya
BioLegend, Amerika
Elabscience, Amerika
Biolegend, Amerika
GIBCO, ingiltere
Invitrogen, Almanya
Merck, Almanya

Roche, Almanya

Pan, Biotech, Almanya

Santa Cruz Biotechnology,Almanya

Santa Cruz Biotechnology, Almanya

Biolegend, Amerika



3.2 Kullanilan Cihazlar

Makine-Techizat Firma-Model
Ultrasantrifiij Beckman Coulter, Almanya
Hassas terazi Mettler AM 100, ABD
Kiigiik kapasiteli masa iistii santrifiij Sigma-Aldrich, Almanya
Otoklav Hirayama HVE 50, Japonya
CO2’li Etiiv Hera Cell 2401, Amerika
Invert Mikroskop Leica DMI 400, Almanya
Biiyiik kapasiteli santrifiij Rotina 420R, Almanya
Distile su cihazi Millipore, Amerika

Cytatin 5 Coklu Plaka okuyucu BioTek, ABD

Derin dondurucu (-20) Liebherr Medline, Almanya

Derin dondurucu (-80) New Brunswick Sci, ABD
10, 100, 1000 ve 5000 pl’lik otomatik pipetér Eppendorf, Kanada,

15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri Isolab, Almanya
25 cm?-75 em?’1ik hiicre kiiltiir flaski Greiner bio-one, ABD
2mL’lik Ependorf tiip Greiner bio-one, ABD
6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi TPP, Isvicre
12 kanall1 otomatik pipet Axygen, Ingiltere
Sonikator Sonics,

Laminar Flow kabin Heal Force, Cin
Masa iistii Mikro santrifiij Sigma, Almanya
Su banyosu Niive, Tiirkiye

NanoDrop™ UV Spektrofotometre (Schimadzu, Amerika)

Akis sitometri cihazi BD Accuri™ C6, ABDABD
-80 Derece dondurucu, New Brunswick, U410, Almanya
Nanosight NS300 Malvern, Ingiltere
Sterile 0.22 um filter Merck,Almanya
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4. YONTEMLER

4.1 Limondan eksozom izolasyonu

Bu calismada Citrus limon bitkisine ait limon meyvelerinin sulart ve
kabuklar kullanilmistir. Calismada kullanilan limonlar Antalya Adrasan mevkiinde
yerel iireticiden temin edilmistir. Calismada ultrasantrifiij ile 3 farkli yontem
(Diferansiyel, Coklu gradient ve Siikroz yatagi) ile limon kabugu ve limon

suyundan eksozom elde etme ¢aligmalar1 yapilmastir.

4.1.1 Limon kabugundan eksozom izolasyon calismalari

Oncelikle 5 adet limon kabugu tamamiyla soyulmus ve tartilmistir. Limon
kabuklarmin iizerine 300 mL 1 X PBS tamponu eklenerek parcalayicidan
gecirilmistir. Parcalayicidan ¢ikan limon kabugu kiitlesi temiz bir tiilbent
yardimiyla siiziilmiistlir. Siiziintiiler 50mL olarak 3 falkon tiipiine boliinmiis ve
tizerine yeniden 1 X PBS tamponu eklenerek dnce 1000 g’de 10 dk sonra 2000 g’de
30 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij sonlarinda siipernatant kisimlari
toplanmis ve pellet kisimlar1 atilmistir. Siipernatant 0.22°lik filtreden gegirilerek

ileri islemler i¢in +4°C’ye kaldirilmigtir.

4.1.2 Limon suyundan eksozom izolasyon calismalari

5 adet limonun suyu limon suyu stkma aleti ile sikilmistir. Siziintiiler 3 falkon
tiipline boliinmiis ve lizerine yeniden 1 X PBS tamponu eklenerek ilk once 1000
g’de 10 dk sonra 2000 g’de 30 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Her santrifiijleme
sonrasi pellet atilmis ve siipernatant kullanilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant
kisimlar toplanmig 0.22 um’lik filtreden gegirilerek ileri islemler icin +4°C’ye

kaldirilmastir.

4.1.3 Limon kabugu ve suyunda ultrasantrifiij islemleri

Limon kabugu ve sikma limon suyundan elde edilen siiziintiilerden santrifiij
sonrasi ileri agamalara gecilmis ve 2 farkli yontem ile eksozom izolasyon
caligmalar1 denenmistir. Bu yontemler arasinda literatiirde de siklikla tercih edilen
ultrasantrifiijleme yaninda yine literatiirde kullanilmis olan yogunluk gradyanli
santrifiijleme islemleri uygulanmigtir. Tim santrifiijleme islemleri +4°C’de

gerceklestirilmistir (Gao ve ark.,2023).
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4.1.3.1. Diferansiyel Ultrasantrifiijleme (DF)

0.22 um’lik filtreden siiziilen sivi dikkatlice ultrasantrifiij tiipline
aktarilmistir. Tiipler 100.000 g’de 90 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
stipernatant atilmis ve pellet kismina 2 mL PBS eklenerek restispande edilmistir.
Resilispande edilen oOrnekler vakit kaybetmeden -20 °C ya da -80°C’ye
kaldirtlmistir.

4.1.3.2 Yogunluk Gradyan Ultrasantrifiijleme

Yogunluk gradyan santrifiijleme de iki yontem denenmistir. Birisi ¢oklu
gradient digeri ise siikkroz yatagi seklindedir. %’lik birimler literatiire gore
ayarlanmistir (Raimondo ve ark., 2015; Zara ve ark., 2020; Srivastava ve ark.,

2022).
Coklu gradient (CG) yontemi igin;

o Ultrasantrifiij tiipiine sirasiyla % 68’lik siikroz, % 27’lik siikroz ¢ozeltileri
koyulup en iiste filtreden geg¢mis eksozom pelleti yavas bir sekilde
eklenmistir. Daha sonra 100.000 g’de 90 dk santrifiij yapilmistir.

e Arakatmandaki eksozomlar toplanmaistir.

e Bagka bir ultrasantrifiij tlipline sirasiyla % 60, % 45, % 30, % 8 siikroz
cozeltileri eklenmis ve en liste bir onceki basamakta toplanan eksozomlar
koyulmustur.

e Tiipler yeniden 200.000 g’de 90 dk santrifiij yapilmstir.

e Santriflij sonunda % 8 ile % 30 siikroz katmanlar1 arasindaki eksozom
bulunan s1vi katman toplanmis ve 6rnekler vakit kaybetmeden -20 °C ya da

-80°C’ye kaldirilmistir.
Stikroz yatagi (SY) icin;

e Ultrasantrifiij tiipiine % 30’luk siikroz ¢ozeltisi koyulup en {iste filtreden
gecmis eksozom pelleti yavas bir sekilde eklenmistir. Daha sonra 100.000
g’de 90 dk santrifiij yapilmistir

e Santrifiij sonunda siipernatant atilmig ve pellet kismmina 2 mL PBS

eklenerek reslispande edilmistir.
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e  Ornekler vakit kaybetmeden -20 °C ya da -80°C’ye kaldirilmustur.

4.2 Eksozom karakterizasyonu

4.2.1 NTA analizi

Limondan elde edilen eksozomlarin karakterizasyonu i¢in niceleme ve boyut
dagilimi (nm) lazerli NTA yontemi kullanilarak belirlenmistir. NTA analizleri
Hacettepe Universitesi HUNITEK Merkez’de yapilmistir. Burada 3 farkli
konsantrasyonu hazirlanan eksozomlar 6ncelikle CMFDA (5 klorometilfloresein
diasetat) boyasi ile boyanmistir. Boyama islemleri ve kolon yikama islemlerinin
hepsi igin tarafimizdan génderilen PBS tampon kullanilmistir. Ornekler Nanosight
NS300 (Malvern, Ingiltere) cihazinda ve NTA yazilimmin 3.4.003 versiyon

programi ile analiz yapilmstir.

NTA analizi disinda elde edilen eksozomlarda Malvern Nano ZS cihazi ile
boyut ve zeta potansiyel degerlendirmesi de yapilmustir. Ornekler 50 aliarak iizeri
PBS ile tamamlanmis ve zeta Kkiivetlerine koyularak 3 tekrarli oOl¢iimler

gerceklestirilmistir.
4.2.2 BCA Kkiti ile konsantrasyon belirleme

Eksozomlarda protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in hazir olarak satilan
Micro BCA (ThermoFisher Scientific, Amerika) kiti kullanilmistir. Yontemde
Cu*?nin alkali bir ortamda protein tarafindan indirgenmesiyle olusan Cu*!"in tespit
reaktifi olarak bisinkoninik asit (BCA) kullanilmaktadir. Analiz i¢in Oncelikle
firmanin 6nerdigi protokole gdre protein standardi olarak bovin serum albiimini,
0.5-200 pL konsantrasyon araliginda, ¢oziicii olarak % 0.9 NaCl ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan standart ile 6rneklerde asagidaki yontem ile

96 kuyucuklu plakada 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri yapilmistir.
Micro BCA protein testinin uygulanmast;

e 96 kuyucuklu plakanin kuyularma 150 uL Micro BCA c¢alisma
cozeltisi (1:24:25 oraninda MC:MB:MA c¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanmistir) ve 150 Ornek/standart eklenerek mikropipet
yardimiyla kanstirilmistir. Ardindan folyo ile kaplanmis isiktan

korunmustur
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o Plaka ¢alkalayici lizerinde 30 saniye hafifce ¢calkalanmis, daha sonra
2 saat 37°C derecede inkiibasyona birakilmistir

e Inkiibasyon sonrasinda plakalar oda 1sisma alimp sogumaya
birakilmistir.

e Absorbans degerleri 570 nm’de kor olarak kullanilan % 0.9 NaCl
cozeltisine karst BioTek Cytation 5 ¢oklu plaka okuyucu ile
Olciilmiistiir.

e Kor i¢in Olglilen absorbans degeri tiim Orneklerin absorbans
degerlerinden ¢ikartilmistir.

e Standart iceren kuyulardan elde edilen veriler Exel programina
girilerek standart egri grafigi olusturulmus ve esitlik belirlenmistir.

e Orneklerin protein miktarmm belirlenmesi i¢in okunan absorbans

verileri ile olusturulan esitlikten yararlanilarak belirlenmistir.
4.2.3 TEM analizi

Izole edilen eksozomlarda morfolojik olarak karakterizasyonu i¢in TEM
(Transmission Electron Microscopy) analizi yapilmistir. Elde edilmis eksozom
stispansiyonlarindan yaklastk 200 pL alinan ornekler formvar/karbon gridler
tizerinde kurutulduktan sonra % 3’lik uranil asetat ile boyamas1 negatif boyama
yapilip JEOL JEM 1220 marka cihaz ile 120 kV altinda goriintiilenmistir (Yang ve
ark., 2020). Analizler Eskisehir Osmangazi Universitesi Arastirma ve Uygulama

Merkezi (ESOGU-ARUM) tarafindan yapilmistir.
4.2.4 Eksozomlarin immunofenotipik karakterizasyonu

Eksozomlara 6zgli CD9 ve CDS81 ylizey belirteclerinin analizleri akim
sitometri cihazi ile yapilmistir. Bu analizin gergeklestirilebilmesi i¢in Oncelikle
literatiirde  verilen  protokolde = modifikasyonlar  yapilarak  islemler

gerceklestirilmistir (Faruqu ve ark., 2018).

Bunun i¢in ilk 6nce eksozomlarda lateks boncuklar ile kaplama yapilmistir.
Yapilan ¢alismada dncelikle lateks boncuklarla CD63 antikoru karistirilarak gece
boyu +4°’de rotator iizerinde karistirilarak inkiibasyon saglanmistir. Ertesi giin

ortamda spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek i¢in sodyum azid iceren 100 mM
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BSA soliisyonu eklenmis ve yine bir gece boyu +4°’de rotator iizerinde
karigtirillarak inkiibasyon saglanmistir. Kaplanmis eksozomlar ertesi giin 3 tiipe
ayrilmig bir tiipe PE isaretli CD9 , diger tiipe PE isaretli CD81 ve 3. tiipe de izotip
antikor eklenerek oda sicakliginda 30-45 dk bekletilmis ve akim sitometrisinde

analiz edilmistir. Kontrol olarak CD63 bulunan isotipli eksozomlar kullanilmistir.

Bu islemde her 3 yontem (DF, CG, SY) ile elde edilen eksozomlar i¢in ayr tiip

hazirlanmistir

4.3 Eksozomlara genetik materyal yiiklenmesi ¢alismalari

Eksozomlarm FITC konjugeli siRNA ile hem hiicre girisini degerlendirmek
hem de siRNA-BCL-2 yiikleyebilmek i¢in sonikasyon ve inkiibasyon yontemleri

denenmistir. Buna gore;
Inkiibasyon yontemi icin;

10 pg eksozoma 1pg siRNA eklenmis ve 2 saat ile 24 saat olarak iki farkl

stirede calkalayici lizerinde 37 °C derecede inkiibe edilmistir.
Sonikasyon metotu igin;

10 pg eksozoma 1pg siRNA eklenmis % 20 giicte 30 saniye tutma islemi
gerceklestirilmistir. Bu sonikasyon islemi 3 veya 6 defa yapilmis ve her 30 saniye
bitiminde 2 dk sogutma islemi yapilmistir. 3 veya 6 defa inkiibasyon siiresi
bitiminde 1 saat 37°C derecede inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
eksozomlar hiicreler iizerine uygulanmistir (Wang ve ark., 2019; Zhou ve ark.,

2021).

4.3.1 Genetik materyal yiikleme etkinliginin degerlendirilmesi

Calismamizda siRNA yiikleme etkinligini belirleyebilmek igin literatiirde
kullanilmis ultrasantrfiiijleme islemi modifiye edilerek kullanilmistir. Caligmada
DF yontemi ile elde edilen eksozomlar kullanilmistir. Buna gore inkiibasyon ve
sonikasyon yontemleri ile siRNA yiikleme isleminden sonra eksozomlari
coktiirmek ve fazla siRNA'y1r uzaklastirmak icin 60 dakika boyunca 150.000
g’de ultrasantrifiijlemeye tabi tutulmustur. Sonrasinda pellet yeniden PBS ile

reslispande edilmistir. Siipernatant ayr1 bir falkona alinip {izerine soguk % 99’lik
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soguk alkol eklenmistir. Ayri tiipte yer alan siRNA yiiklii eksozomlar iizerine 500
uL Diklorometan ve 500 pL % 99’luk alkol eklenerek tiipler birkac kez alt {ist
edilmistir. Sonrasinda biitiin tiipler 1.500 rpm’de 45 dakika +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasinda {ist kisim atilmis ve pellet lizerine 1 mL % 99’luk
soguk alkol eklenip yeniden santrifiij islemi uygulanmis ve genetik materyalin
coktliriilmesi saglanmistir. Santrifiij sonunda alkol atilip tlipler oda 1sisinda
kurumaya birakilmistir. Kuruma tamamlandiktan sonra ticari olarak satilan siRNA
tamponu (Santa Cruz Biotechnology, Almanya) icerisinde resiispande edilip
Schimadzu BioSpecNano (Almanya) spektrofotometre vasitasiyla hem siipernatant
hem de pellette eksozom igerisine hapsedildigi diisiiniilen genetik materyal miktar1

analiz edilmistir (Banizs ve ark., 2014; Rong ve ark., 2022).
4.3.2 Genetik materyalin iizerinde sonikasyonun etkisi

Genetik materyalin eksozomlara yiikleme esnasinda kullanilan sonikasyon
isleminin genetik materyalin biitiinliigli iizerinde bir etkisinin olup olmadiginin
degerlendirilmesi i¢in agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in
siRNA tamponu igerisinde yer alan genetik materyali 3 ve 6 defa olacak sekilde %
20 giicte sonike edilmis, her bir aralikta 2 dk buz iizerinde bekletilmistir. Islemler
sonunda 1 saat 37 °C’de oda 1sinda bekletilen genetik materyal daha sonra %
1,5’luk TBE tamponu ile hazirlanmig agaroz jele yiliklenmis ve 1 saat 50 mV’da
yiriitiilmiistiir. Olugan bantlar jel dokiimantasyon analiz cihaz1 ile gorsel olarak

degerlendirilmistir.
4.4 Eksozomlarda Biyolojik Aktivite Calismalar:

4.4.1 Hiicre Kiiltiirii

Biyolojik aktivite caligmalari i¢in oncelikle ilgili hiicrelerde hiicre kiiltiirii
yapilmistir. Tez ¢alismasinda hiicre ¢esidi olarak HUVEC, MCF-7 ve A549 hiicre
dizileri kullanilmistir. -80°den c¢ikarilan hiicreler % 10 FBS, % 1 penisilin-
streptomisin ve % 1 L-glutamin i¢eren yiiksek glukozlu DMEM besiyerinde kiiltiire
edilmistir. Kiiltiir kosullar1 ortak 37 °C’de % 5 CO2 ve % 95 hava igeren atmosfer
ortami kullanilmistir. Hiicreler uygun biiyiime fazina ulastiktan sonra 0.25X

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile flasklardan kaldirilip alt kiiltiirlere ayrilmistir. Caligmasi
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biten hiicreler ise %10 DMSO ve FBS iceren besi ortaminda kisa siireli -80°C’de
saklanmak Ttzere kaldirilmistir. Eksozom ile yapilan caligmalarda FBS’den
gelebilecek eksozom kontaminasyonunu engelleyebilmek icin DMEM igerisine

FBS ya da antibiyotik eklenmemistir.

4.4.2 MTT analizi

Izole edilen eksozomlarin hem tek basina hemde siRNA-BCL2 yiiklenmis
eksozomlarin hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢cin MTT
analizleri yapilmistir. Tek Dbasina eksozomlar Oncelikle 5-35pg/mL
konsantrasyonlarda caligilmistir. Daha sonra siRNA-BCL2 yiiklii eksozomlar
calisilirken hiicre canliligi iizerindeki etkisinin % 70’in altina diigmedigi en yiiksek
konsantrasyon 5 ng/mL,10 pg/mLve 15 pg/mL se¢ilmis ve calisilmigtir. MTT testi,
hiicrelerin metabolik aktivitesinin degerlendirilmesine dayanan kolorimetrik bir
tahlildir. MTT reaktifi (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazolyum
bromiir), iki fenil parcasi ve bir tiazolil halkas1 dahil olmak iizere ii¢ aromatik halka
ile c¢evrili dort nitrojen atomu igeren pozitif yiiklii bir kuaterner tetrazol halka
¢ekirdeginden olusan bir mono-tetrazolyum tuzudur. MTT'nin azalmasi ¢ekirdek
tetrazolyum halkasinin bozulmasina ve formazan adi verilen mor-mavi suda
¢Oziinmeyen bir molekiiliin olugsmasina neden olur. MTT reaktifi, pozitif yiikiiniin
yani sira lipofilik yapis1 nedeniyle canli hiicrelerin mitokondriyal i¢ zarinin yant
sira hiicre zarindan da gegebilir ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan
formazana indirgenir. Bu redoks kimyasal reaksiyonu sayesinde hiicre i¢i formazan
tiretiminin kolorimetrik bazli bir 6l¢liimiinii saglar. Mor rengin yogunlugu hiicre
sayistyla dogru orantili oldugundan hiicrenin canliligin1 gosterir. Sonug olarak,
tahlil, bir hiicre metabolik aktivite tahlili olarak genis bir kullanima sahiptir

(Ghasemi ve ark., 2021).
Yontem kisaca;

e Hiicre kiiltiir kaplarindan 0.25 X Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile
kaldirilan hiicreler santrifiijlenip enzim ¢ozeltisi uzaklastirildiktan
sonra yeniden FBS ve antibiyotik icermeyen DMEM besiyerinde

slispansiyon haline getirilmistir.
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e Siispande hiicreler 96 plakalara ekilmeden 6nce Triphan mavisi

yontemi Thoma lam ile canli/6lii hiicre sayimlar1 yapilmastir.

e Canli hiicrelerden 2x10*mL hiicre siispansiyonu olacak sekilde
kuyucuklara aktarilmis ve kiiltiir kosullarinda 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

e 24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyeri atilmis ve hiicreler lizerine
taze Dbesiyeri yerinde hazirlanan eksozomlar belirlenen

konsantrasyonlarda eklenmistir.

e Sadece besiyeri eklenen kuyucuklar kontrol olarak kullanilmis ve
plakla yeniden kiiltiir kosullarinda 24-48 saat siireyle inkiibasyona

birakilmstir.

e inkiibasyon siireleri sonunda her bir kuyucuga Smg/mL
konsantrasyonunda MTT boyas1 eklenmis ve canli hiicrelerin
formazan tuzu olusturabilmesi i¢in yeniden 2-4 saat arasi

inkiibasyona birakilmistir.

e Bu inkiibasyon siiresi sonunda MTT boyast kuyucuklardan
uzaklastirilmis ve iizerine 200 uL DMSO eklenerek 15 dk daha

inkiibe edilmistir.

e [5dk’lik inkiibasyon sonunda plakalar BioTek Cytation 5 ¢oklu
plaka okuyucuda 570nm dalga boyunda absorbans degerleri

okunmustur.

e Deney her bir derisim i¢in 3 kez tekrar edilmis olup hi¢ sadece
besiyeri ile muamele edilen hiicreler kontrol olarak degerlendirilmis
ve hiicre canliligt % 100 olarak kabul edilmistir (Uchida ve ark.,
2009)

4.4.3 Akim Sitometri analizi

Bu tezde eksozomlarin hiicreler {iizerindeki apoptotik etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in akim sitometrisi ¢alismalart yapilmistir. Bunun ig¢in PI'li

FITC Annexin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti (FITC Annexin V Apoptosis detection
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Kit with PI, BioLegend) kullanilmistir. Yotem firmanin 6nerdigi protokole gore
uygulanmistir. Apoptoz slirecinin baslangicinda, normalde plazma zarinin ig
kisminda bulunan fosfatidilserin (PS), membranin dis kismina tasinir.
Fosfatidilserin, kalsiyum varliginda anneksin V-FITC konjugatina baglanmaya
uygun hale gelir. Prosediir, apoptotik siireci baglatan hiicrelerin zarinda Anneksin
V-FITC'nin fosfatidilserine baglanmasini ve hiicre zarmin tamamen tehlikeye
girdigi hiicrelerde propidyum iyodiiriin (PI) hiicresel DNA'ya baglanmasini igerir.
Erken apoptotik hiicreler PI'yi dislarken, ge¢ evre apoptotik hiicreler ve nekrotik
hiicreler, bu boyalarin DNA'ya baglandiklar1 ¢ekirdege gegisi nedeniyle pozitif

olarak boyanacaktir.
Yontemde sirasiyla asagidaki adimlar uygulanmistir;

e Bolim 4.4.1°de anlatildigr gibi hiicreler kiiltiire edilip sayimmi
yapildiktan sonra 6’lik plakalara yaklasik 50.000 hiicre olacak sekilde
kuyulara ekimi yapilmistir.

e Ertesi giin hiicreler iizerine MTT analizlerine gore belirlenen 1 pg
siRNA-BCL2 igeren 10 pL konsantrasyonunda eksozom oOrnekleri
eklenmistir. Bu calismada da her ii¢ yontem (DF, CG, SY) i¢in analiz
yapilmustir.

e 24 saat sonunda hiicreler 0.25 X Tripsin/EDTA ile kaldirilmis ve
mikrotiiplere alinarak 5 dk 1200 rpm’de santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonunda siipernatant atilmis pellet ilizerine kit igeriginde
bulunan 400 pL Annexin V Binding Buffer eklenerek resiispande
edilmistir.

e Yeniden siispande edilen ornekler iizerine kit i¢inden ¢ikan FITC
Annexin V’ten 5 puL ve Propidium Iyodiir’den 10 pL eklenerek tiip
yavage¢a karigtirilmastir.

e Tiipler incelemeden once 15 dk oda 1sisnda inkiibasyona birakilmistir.

e Orneklerin BD Accuri™ C6 cihazinda analizleri gerceklestirilmistir.

e Kontrol olarak sadece besiyeri ile muamele edilen hiicreler
kullanilmistir. Sonuglarda canli, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik

hiicrelerin % oranlar1 belirlenmistir.
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4.4.4 Eksozomlarin hiicre icine gecis analizleri

Eksozomlarmm hiicre igerisine girip girmediginin kontrol isleminde
transfeksiyon yontemi denemistir. Burada oOncelikle FITC (yesil) konjugeli
siRNA’lar sonikasyon ve inkiibasyon yontemi ile eksozomlara yliklenmistir.
Transfeksiyon isleminde eksozomlar1 boyayan floresan PKH26 (kirmizi) boyasi
kiti ile eksozom boyamasi da gergeklestirilmistir. Buna gore kit iceriginde yer alan
diltientten 80 uL, PKH26 boyasindan 1uL alinarak 10 pg eksozom igerigi iizerine
eklenmis ve 4 dk oda 1sisinda bekletilmigtir. PKH26 ile boyanan ve FITC siRNA
iceren eksozomlar 150.000 g’de 1 saat ultrasantrifiij yapildiktan sonra hiicreler
lizerine uygulanmistir. Hiicreler 24 saat sonra floresan mikroskop altinda

gorilintiilenmistir.
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5. BULGULAR
5.1 Limon eksozomlarinin izolasyonu ve karakterizasyonlari

Limondan eksozom izolasyonunda hem kabuklar1 hem suyu kullanilmistir.
Ultrasantrifiij islemi 6ncesinde kabuk kisminda yapilan 6n denemeler yapilmis ve
normal santrifiij islemlerinde ilk 6nce 1000 g’de 20 dk santrifiij islemi denenmistir.
Fakat pelletin havalanmasi sebebi ile ek santrifiijiin 2000 g’de 30 dk olmasina karar
verilmistir. Sikma limon suyunda pellet havalanmasi goziikmemis olmasina
ragmen ayni iglemler gerceklestirilmistir. Her iki tiipte de slipernatant kisimda hafif
bulaniklik gézlenmistir. Bunun lizerine siipernatant kisimlar 0.22’luk filtreden

gecirilmistir.

Ultrasantrifiij isleminde ise filtreden gecirilen s1vi kisimlar diferansiyel (DF),
coklu gradyan (CG) ve siikroz yatagi (SY) olarak ii¢ tliipe ayrilmis ve metotda
anlatildigr gibi santrifiijleme islemi gergeklestirilmistir. Yontemler arasinda ¢oklu
gradient yonteminde tam bir ayrilma maalesef gozle goriilememis fakat tiip lizerine
cizilen yerlerden, tahmini olarak eksozomlarin bulunabilecegi bolgeden sivi kisim
pipetle toplanmistir. Daha sonra siikroz yatagindaki gibi % 30’luk siikroz tiipe
eklenerek toplanan kistm bunun {izerine alinmisg ve yine 100.000 g’de 90 dk
santrifiij yapilmigtir. En son tiipiin alt kismindaki toplanmistir. Elde edilen
eksozomlarda daha sonra karakterizasyon islemleri yapilmistir. Ultrasantrifiij (US)
oncesi ve sonrasit PBS ile seyreltilmeden tiiplerdeki goriintiilerden 6rnek Sekil
5.1°de verilmistir. Burada ultrasantrifiij 6ncesinde sikma limon suyunda herhangi
bir pargacik ya da partikiil géziikmezken kabuktan elde edilen sivida hem bir tam
ayrigma saglanamamis hem de istenilen siipernatant pellet goriintiisii elde
edilememistir. Bu ayrimin yapilamamasi yiiziinden caligmalar sitkma limon suyu

tizerinden devam edilmistir.
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Sekil 5.1. Soldaki tiip ultrasantrifiij éncesi stkma limon suyunun goriintiist, ortadaki resim

DF ile elde edilmis US sonrast ve en sagdaki SY ile elde edilmis US onrasi goriintii

Kabuk kisminin par¢alanmadan sonra siiziilmesi ve santriflij sonrasi

goriintiileri de Sekil 5.2 ve 5.3’te verilmistir.

Sekil 5.2 Kabuk kisminin par¢alayici sonrasi siiziilme islemi
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Sekil 5.3. Kabuk kisminin normal santrifiij ve ultrasantrifiij sonrasi gériintiileri

5.1.1 NTA analiz sonuclar

Ilk yapilan karakterizasyon islemi NTA ile boyut analizinin
gerceklestirilmesidir. Analiz kosullar1 Tablo 5.1’ de ve analiz sonucunda 6l¢iilen

eksozom boyutlar1 Sekil 5.4’te verilmistir.

Tablo 5.1. NTA analizi yakalama ayarlart ve bulgular

Yakalama Ayarlan

DF CG SY
Kamera Tipi: sCMOS sCMOS sCMOS
Lazer Tipi Kirmizi Kirmizi Kirmizi
Kamera seviyesi 13 14 sCMOS
Kaydiric 1232 1259 1259
denklansor
Kaydirici kazanci 175 245 245
Sicakhk 22.7 23.6 23.7
Viskosite 0.936308 cP 0.9 cP 0.9 cP
Cerceve hmiz1 /FPS 25.0 25.0 25.0
Cergeve sayisi 499 499 499
Diliisyon faktorii 1x10¢? 1x10e* 1x10¢*
Bulgular (£ Standart Hata)
Mean: 125.75 £2.7 nm 116.0 + 2.4 nm 133.1+ 3.6 nm
Mode: 133.7+ 7.3 nm 110.1 £ 9.9 nm 122.2 + 6.4 nm
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SD 56.4+ 4.4 nm 44.9+ 2.7 nm 599+ 5.0 nm

D10 50.3+ 2.5 nm 60.2 £0.6 nm 126.4 + 4.4 nm

D50 127.3 £3.6 nm 117.5 £5.3 nm 130.2+2.5 nm

D90 255+£2.7nm 2229+4.7 nm 267.2 £2.4 nm

Partikiil S 3.45x10°!"! +/- 6.6x10%° | 1.78x10°!! +/- 1.89x10°!0 | 2.29x10°!! +/- 8.87x10°!°

artiku AYISU) sartikiil/mL partikiil/mL partikiil/mL

(Konsantrasyon)
39.6+/-1.6 24.2+/-1.2 31.8+/-1.0
partikiil/cerceve partikiil/cerceve partikiil/cerceve

Analiz sonuglarina gore pargaciklarin ¢apr Sekil 5.4 *e gére 116 nm ile 133.1

nm arasinda oldugu belirlenmistir. Eksozomlarin yogunlugu ise DF’lerde

3.45x10°!" +/- 6.6x10% partikiil/mL , CG’lerde 1.78x10°'"" +/- 1.89x10%'° partikiil/mL

ve SY’lerde 2.29x10¢!" +/- 8.87x10°!° partikiil/mL olarak belirlenmistir.
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Calismada eksozom boyutlarinin, boyut dagilimlarinin  ve zeta
potansiyellerinin analizi Malvern NanoZS Zeta Sizer cihazi ile de yapilmistir. Bu
Olctimlerin sonuglar1 da agagida Sekil 5.5, 5.6, ve 5.7 *de verilmistir. Bu sonuglara
gore DF ile elde edilen eksozomlarin boyutu 117.7 = 2.33 nm ve zeta potansiyel
degerleri -4.59 + 1.23mV, CG ile elde edilen eksozomlarin boyutlar1 112 +3.51 nm
ve zeta potansiyel degerleri -4.05 £ 1.22mV, SY ile elde edilen eksozomlarin

boyutlar1 115.3 + 2.81nm ve zeta potansiyelleri -4.24 + 1.12 mV olarak

Olgtilmiistiir.
Size (r.nm): % Intensity Width (.nm):
Z-Average (r.nm): 1177 Peak 1: 1888 80,1 1473
Pdl: 0314 Peak 2: 738 138 57,56
Intercept: 0,717 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (r.nm)

Record 20: 1 Record 21: 2

Record 22:3

Sekil 5.5. DF ile elde edilen eksozomlarin Malvern Zeta Sizer cihazi ile boyut (r.nm) ve boyut
dagilimi (PDI) analizi sonuclari
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Size (r.nm): % Intensity Width (r.nm):

Z-Average (rnm): 112,0 Peak 1: 1406 100,0 1608
Pdl: 0,386 Peak 2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,874 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

81
B S B LT PP PPNy /22 CLTRI R TR TR TR T PR R PP PPPPRPPRRPE:
? : : : : :
> : : : . :
E 4 i i : s e B :
£ : ! & :

b2 SRR ................. ......... / . : O A R .................

ol : : . ; -

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (r.nm)
[ Record 37:1 Record 38: 2 Record 39:3

Sekil 5.6. CG ile elde edilen eksozomlarin Malvern Zeta Sizer cihazi ile Partikiil boyutu (r.nm) ve
Partikiil boyut Dagilimi (PDI) analizi sonuglart

Size (rnm): % Intensity Width (r.nm):
Z-Average (rnm): 1153 Peak 1: 176,8 98,8 135,0
Pdl: 0,281 Peak 2: 2314 12 3981
Intercept: 0,0988 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (r.nm)

Record 24: 1 —— Record 25: 2

Record 26:3

Sekil 5.7. SY ile elde edilen eksozomlarin Malvern Zeta Sizer cihazi ile Partikiil boyutu (r.nm) ve

Partikiil boyut Dagilimi (PDI) analizi sonuglart
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5.1.2 TEM analiz sonuclar1

Izole edilen eksozomlarin morfoloji ve boyutlar1 TEM analizi ile de
gerceklestirilmistir. Buna gére TEM goriintiileme sonucu elde edilen eksozomlarin
goriintiisii Sekil 5.8, 5.9 ve 5.10 *da verilmistir. Yapilan analizlerde yuvarlak sekilli
koyu renkli boyanan yapilarin eksozom oldugu goriilmiistiir. Her iki yontemde de
eksozomlarin yaklasik 100 nm civarinda boyutlara sahip oldugu goézlenmistir.
Bununla birlikte % 3 uranil asetat boyama ile eksozom membranlarinin daha koyu

renkli boyandig1 ve kiiresel bir morfolojiye sahip olduklari saptanmustir.

Sekil 5.8. DF yontemi ile elde edilen eksozomlarin TEM analiz goriintiisii
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Sekil 5.10. SY yontemi ile elde edilen eksozomlarin TEM analiz gériintiisii
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5.2 BCA analizi sonuc¢lar

izole edilen eksozomlarda Micro BCA kiti ile protein konsantrasyonlar:
belirlenmistir. Kit icerisindeki Alblimin ile hazirlanan standartlarin analizinden
elde edilen egri grafigi ve denklem asagida verilmistir. Standart ile yapilan
analizlerde R? 0.99927 ve denklem y=0.0639x+0.01 olarak hesaplanmistir (Sekil
5.11).

y =0,0595x + 0,0278
BCA Standart R? = 0,0983
0,60
."..
0,50 e
0,40 -
0,20 .
0,10 ¢

0,00

Sekil 5.11. BCA Standart egrisi ve denklemi

Eksozom elde etme yontemleri sonucunda elde edilen eksozom igerigindeki
protein miktariin analizi i¢in 6rneklerden 10 uL ,20 pL, 30 pL seklinde miktarlar
alinip dlgiimler yapilmis ve bu dlgiimlere gore elde edilen absorbanlardan denklem

yardimiyla igerik tayini yapilmistir.

Plakalarda 3 tekrarli olarak okunan Orneklerin absorbanslarinin ortalamasi
alnmis ve sonug olarak DF’lerde 200,3 mg/mL, CG’de 130,4 mg/mL ve SY’de

153,7 mg/mL konsantrasyonlar1 saptanmistir.

BCA analizleri sirasinda elde edilen eksozomlarda kit ile 6l¢iimden Once
RIPA Lizis tamponu uygulamasi yapilarak da gergeklestirilmistir. RIPA Tamponu
(Radyoimmiinopresipitasyon Testi), sitoplazmik, niikleer ve membran proteinlerini

etkili bir sekilde ekstrakte ederek hem yapisik hem de siispansiyon kiiltiirlii memeli
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hiicrelerinden proteinin hizli ve etkili toplam lizizi ve c¢oziindiiriilmesi i¢in
kullanilan bir lizis ¢6zeltisi reaktifidir. Tampon protein analizleri, immiinolojik
testler ve protein saflastirmasi dahil ¢esitli uygulamalarla uyumludur. Yaptigimiz
Olctimlerde RIPA uygulanmis eksozomalarda DF’lerde 211,15 mg/mL, CG’de
135,25 mg/mL, ve SY’de 160,71 mg/mL konsantrasyonlari1 saptanmustir.

5.3 Eksozom fenotipleme sonuclari

Eksozomlarin karakterizasyonlarinda immiin fenoipleme de siklikla
kullanilmaktadir. Bizim calismamizda da limondan ekstre edilen eksozomlarda
CD9 ve CD8I tetraspaninlerin varligi akim sitometri analizi ile arastirilmistir. Buna
gore elde edilen sonuglar Sekil 5.12°de verilmistir. Elde edilen sonuglarda CD81’in

cok azda olsa eksprese edildigi gozlenmistir.

CO1 Y1 KONTROL
o _Gate (R inall)
Y

21-UL Qi-y
7 5% 0.1%

KONTROL

co2ya C03vE!
o Gate: (Riinall)

3 JO1-UL
1.7%
1
5
DF CD9 DF CD81
3q
3
~ 4 -
wl Wl i =
LAk
B0259
i C_‘a|e'(F'1m 1} = 21 I all)
: §|'I - e 2 5
8y
g
CGCD9 -
g CG CD81
%
: i il
L pe e Nl RER T r','E:':‘.A i
A2 59
o1 _Gate: {R1 in all)
3
SY CD9 . SY CD81

Sekil 5.12. DF, ¢CG ve SYve ait CD9 ve CD8I tetraspanin agisindan immiinofenotipik

karakterizasyon sonuglari
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5.4 Genetik materyal ile ilgili analiz sonuclar

5.4.1 Genetik materyal yiikleme etkinligi sonuc¢lari

Genetik materyalin uygulanan inkiibasyon ve sonikasyon sonucunda DF
yoluyla elde edilmis eksozomlara ne oranda yiiklenebildiginin belirlenebilmesi igin
ylikleme sonrasi ultrasantrifiij islemi uygulanmis ve ultrasantrifiij sonucunda hem
siipernatantta hem de pellette genetik materyal miktar1 spektrofotometrik olarak
analiz  edilmistir. Calismada eksozomlara 10 pg siRNA  yiiklemesi
gerceklestirilmistir. Sonuglar Tablo 5.2 ’te verilmistir. Olgiimlerde kor olarak
siRNA’nin restispande edildigi siRNA tamponu kullanilmistir. Analiz sonuglarinda
2 saat inkiibasyon ile % 2.3 oraninda, 24 saatlik inkiibasyonda ise % 15.3 siRNA
enkapsiile edilebilirken 3 defalik sonikasyon ile % 53.7, 6 defalik sonikasyon ile %
38.6 oraninda enkapsiilasyon orani gozlenmistir. Bununla birlikte yontemler
sirasinda siipernatantta da siRNA kaldigi, bunun disinda yine biitiin yontemlerde
uygulamalar sonucunda yonteme gore yaklasik % 20 ve % 40 dolaylarinda
oranlarinda bir kayipta oldugu gézlenmistir. Bu kaybin islemler sirasinda mi1 yoksa

etanol ile ¢oktiirme sirasinda mi1 oldugu belirlenememistir.

Tablo 5.2. Yiikleme islemleri sonucunda analiz edilen genetik materyal miktarlar

Siipernatant % oran Pellet % oran % Kaywp
] (ng) (ng) orani
Inkiibasyon (2 sa) 5.21 % 52.1 0.23 % 2.3 % 45.6
Inkiibasyon (24 sa) 5.61 % 56.1 1.53 % 15.3 % 28.6
Sonikasyon (3 defa) 2.41 % 24.1 5.37 % 53.7 %22.2
Sonikasyon (6 defa) 2.11 % 21.1 3.86 % 38.6 % 40.3

5.4.2 Sonikasyonun genetik materyal iizerindeki etkisinin analiz sonuclari

Calismamizda genetik materyal olarak kullanilan siRNA’nin eksozomlara
ylklenmesi sirasinda herhangi bir bozunmaya ugrayip ugramadiginin analizi i¢in
agaroz jel elektroforezi islemi uygulanmistir. Buna goére eksozomlara yiiklenme
asamasinda kullanilan sonikasyon islemi sonunda genetik materyalin mevcut
durumunun analiz edilmesi i¢in, islemler sonrasi elde edilen genetik materyaller

agaroz jele yliklenmis, S0mV’da 1 saat yiiriitiilmiis ve jel dokiimantasyon sistemi
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ile goriintii alinmistir. Goriintii Sekil 5.13 ’te verilmistir. Goriintiilerde kontrole
gore 1 defa ve 3 defa sonikasyon uygulama da sinyal siddetinde bir degisiklik
goriilmemekle birlikte 6 defa uygulamada bu sinyal siddetinin azaldigi
goriilmektedir. Buda sonikasyon uygulamasiin siRNA biitiinliigli tizerinde etkili

olabildigi bunu i¢inde uygulanacak sonikasyon sayisina dikkat edilmesi gerektigini

distindiirmektedir.

Sekil 2.13 3 dk ve 6 dk sonikasyon uygulamasimin genetik materyal iizerindeki etkisinin jel

elektroforezde gériintiilenmesi

5.5 Transfeksiyon ¢alismalari

Transfeksiyon isleminde transfeksiyon etkinliginin belirlenmesinde
eksozomlarda FITC konjugeli siRNA yiikleme islemi yapildiktan ve eksozomlari
boyayan PKH26 boyasi ile boyandiktan sonra floresan mikroskop altindaki
goriintiileri almmistir. Hiicrelere uygulamadan once boyanmis eksozomlar
ultrasantriflij islemine de tabi tutulmus ve fazla siRNA ve boyanin atilmasi
saglanmistir. Boylelikle 24 saatlik inkiibasyon sonunda hem ultrasantrifiij sonunda
hem de ultrasantrifiij yapmadan hiicrelere uygulanan eksozomlarin transfeksiyonu
sonucu elde edilen floresan mikroskop goriintiileri Sekil 5.14 ve 5. 15 ’te

verilmigtir.
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AS549

Sekil 5.14. Ultrasantrifiij islemi yapmadan (A) ve ultrasantrifiij isleminden sonra (B) A549 hiicreleri iizerine uygulanan eksozomlarin 1sik mikroskobu (1) ve
Floresan Mikroskop altindaki goriintiileri. PKH26 ile boyama (1) kirmizi I3 floresan filtre ile FITCsiRNA (3) yesil N21 filtre ile goriintiisi
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HUVEC

Sekil 5.15. Ultrasantrifiij islemi yapmadan (A) ve ultrasantrifiij isleminden sonra (B) HUVEC hiicreleri iizerine uygulanan eksozomlarin stk mikroskobu (1) ve
Floresan Mikroskop altindaki goriintiileri. PKH26 ile boyama (1) kirmizi I3 floresan filtre ile FITCsiRNA (3) yesil N21 filtre ile goriintiisii
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5.6 Hiicre canhlik analiz sonug¢lari

5.6.1. MTT analiz sonuclari

Hiicre canlilik analizlerinden o6nce eksozomlarin hiicre igerisine giris
yapabildiginin ve genetik materyal yiikleme uygulamalarindan inkiibasyon ve
sonikasyon etkinliklerinin hangisinin daha etkili oldugunun belirlenme asamalar1
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in genetik materyalin en etkili sekilde yiiklendigi
yontem bu calismalarda kullanilmistir. Buna gore Bdéliim 5.4 ’te verilen analiz
sonuglarina gore en etkili yontem olan 6 defa sonikasyon uygulamasi yapilarak
genetik materyal yiikleme islemleri gergeklestirilmistir. Bu sebeple ¢alismamizda
kullanilan BCL-2 siRNA’nin eksozomlara 6 defa sonikasyon uygulama yolu ile
yiiklenme islemi gergeklestirilmistir. BCL-2 siRNA yiiklenen eksozomlar 96
plakaya ekilmis ve % 70 hiicre popiilasyonuna ulasmig HUVEC ( insan umblikal
ven endotelyal hiicresi), A549 (insan akciger adenokarsinoma) ve MCF-7 ( insan
meme kanser hiicresi) hiicre hatlarina uygulanmistir. Genetik materyal yiikli
olmayan bos eksozomlarin ve BCL-2 siRNA yiiklii eksozomlarin hiicre canlilig1
tizerindeki etkileri 24-48 saat siire MTT deneyi ile analiz edilmigtir. BCL-2 siRNA
yuklii olmayan eksozomlarin 5-35 pg/mL araliginda HUVEC ve A549 hiicreleri
tizerindeki hiicre canligina etki grafikleri Sekil 5.16, 5. 18 ve 5.20 ’de verilmistir.
BCL-2 siRNA c¢aligsmalari yiiklii olmayan eksozomlardan hiicre canlilig1 iizerinde
fazla etkisi olmayan ilk 3 konsantrasyon (5 pg/mL,10 pg/mL,20pg/mL) denenerek
ve her bir formiilasyona kuyu basina 200ng siRNA olacak sekilde yiikleme
yapilmistir. Analiz sonuglart Sekil 5.17, 5.19 ve 5.21 ’de grafik halinde verilmistir.
Kontrol olarak kullanilan ve sadece besiyeri ile muamele edilen hiicrelerin
bulundugu kuyulardan elde edilen absorbanslar % 100 hiicre canlilig1 olarak kabul
edilmistir. Eksozom igeren kuyulardan 570 nm 6l¢iilen elde edilen absorbanslar bu
kontrole gore degerlendirilmis hiicre iizerindeki etkinlik % hiicre canlilig1 olarak

hesaplanmustir.

Ayrica sonuglarda ilk 3 konsantrasyon ic¢in yiiklii olmayan eksozom ve
siRNA yiiklii eksozomlarin karsilastirmali grafigi Sekil 5.22, 5.23 ve % .24 ’te

verilmistir.
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Sekil 5.16. Eksozomlarin HUVEC hiicre dizisinde hiicre canliligi iizerindeki etkileri

BCL-2 siRNA yiiklii eksozom
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80
70 5 pg/mL
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40 =15 pg/mL
30
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Sekil 5.17. BCL-2 siRNA yiiklii eksozomlarin HUVEC hiicre dizisinde hiicre canlilig tizerindeki

etkileri
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Sekil 5.18. Eksozomlarin A549 hiicre dizisinde hiicre canliligi iizerindeki etkileri

BCL-2 siRNA yiiklii eksozom
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80
70 B 5 ng/mL
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40 =15 pg/mL
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10
24s 48s 24s 48s 24s 48s

DF CG SY

<

Sekil 5.19. BCL-2 siRNA yiiklii eksozomlarin A549 hiicre dizisinde hiicre canliligi iizerindeki etkileri
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Sekil 5.20. Eksozomlarin MCF-7 hiicre dizisinde hiicre canliligi iizerindeki etkileri

BCL-2 siRNA Yyiiklii eksozom
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Sekil 5.21. BCL-2 siRNA yiiklii eksozomlarin MCF-7 hiicre dizisinde hiicre canliligi iizerindeki

etkileri

51



HUVEC Kkarsilastirma

140
130
120
110
100
90
%
gg 5 pg/mL
40 210 pg/mL
2
18 =15 ng/mL
M € M <€ M 4 X 4 X <4 X <
= = = = = =
- N 4 - N N
<+ ™3 <+ 3 <+ ™3
o < [g\] - (g\] <
DF CG SY

Sekil 5.22. HUVEC hiicrelerinde BCL-2 siRNA icermeyen ve iceren eksozomlarin karsilastirmali
hiicre canlilig grafigi
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Sekil 5.23. 4549 hiicrelerinde BCL-2 siRNA icermeyen ve i¢eren eksozomlarin karsilastirmall hiicre
canliligi grafigi
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Sekil 5.24. MCF-7 hiicrelerinde BCL-2 siRNA icermeyen ve iceren eksozomlarn karsilastirmali
hiicre canliligi grafigi

Analiz sonuglarina géore HUVEC hiicreleri iizerinde konsantrasyona ve
zaman bagl bir sitotoksisite gostermistir. Ozellikle DF ile elde edilen eksozomlarda
en yiiksek konsantrasyonda hiicre canliliginin % 60’1 altina diistiigii goriilmiistiir.
Diger yontemlerde ise en yiiksek konsantrasyonda dahi % 80’nin altina
diismemistir. Buna gore genetik materyal yiikleyebilmek icin hiicre canlilig1
iizerinde en az etkili olan ve hiicre canliligini kontrole yakin tutabilen 3 doz se¢ilmis
ve BCL-2 siRNA yiiklenmesi yapilmistir. Ayni sekilde siRNA yiiklii bu ii¢ dozda
yapilan MTT analizlerinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonuglarinda 5 pg’lik
dozlarda bir fark gézlenmez iken 10 pg ve 15 pg’lik dozlarda hiicre canliliginda

azalmalar gézlenmistir.

A549 hiicrelerindeki hiicre canlilig etkilerine bakildiginda ise tek basina
eksozomlarin HUVEC’ lere gore daha fazla proliferasyonu azaltici etki gosterdigi
saptanmistir. Analizlerde 48 saatte 20 pg/mL’lik dozdan sonra hiicre canliliginin %

70’in altina diistiigii saptanmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinde ise 25
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png/mL’den sonra bu durum gozlenmistir. A549 hiicresi ile yapilan ¢aligmalarda

elde edilen IC50 degerleri ise;

- DF ile elde edilen eksozomlarda 24 saatte 31.2 pg/mL, 48 saatte 26.7 31.2
pg/mkL,
- SY elde edilen eksozomlarda 48 saatte 35.8 pg/mL olarak saptanmustir.

Bununla birlikte CG ve SY ile elde edilen eksozomlarin 24-48 saatlik
caligmalarinda, calisilan dozlarda IC50 degeri saptanamamakla birlikte hiicre

canliliklarmin ¢ok diistiigii gézlenmektedir.

MCF-7 hiicrelerine bakildiginda ise sadece eksozom uygulandiginda
HUVEC hiicrelerine benzer bir grafik elde edilmistir. Hafif diismelerle birlikte
hiicre canlilig1 sadece DF ile elde edilen eksozomlarda en yiiksek konsantrasyonda
% 60’ a kadar diistiigii gézlenmistir. Diger konsantrasyonlarda ise hiicre canlilig

% 85’in altina dliigmedigi saptanmistir.

Yine ilk ti¢ doz ile BCL-2 siRNA yiiklii formiilasyonlarda hiicre canliligina
bakildiginda ilk 24 saatte % 80’nin altina diismeyen canliligin, 48 saatlik

inkiibasyon sonunda belirgin bir sekilde azaldig1 saptanmuistir.

Analizlerde elde edilen bu sonuclar Sekil 5.22, Sekil 5.23 ve 5.24°de verilen
grafiklerde daha detayli bir sekilde goriintiilenebilmektedir. Bu grafiklerde
HUVEC hiicrelerinde 24-48 saatlik inkiibasyonlarda tek basina ve siRNA yiikli
eksozomlarda benzer ve yiiksek hiicre canliliklart gézlenmistir. A549 hiicrelerinde
ise yine 24 saatlik inkiibasyon siiresinde tek basina ve siRNA yiiklii eksozomlarda
benzer hiicre canliliklar1 gozlenirken, 48 saatlikteki canliliktaki azalmalar géze
carpmaktadir. MCF-7 hiicrelerinde ise 24 saatlik inkiibasyon siiresince siRNA
yiiklii olan ve olmayan eksozomlarin hiicre canlilik oranlar1 birbirine ¢ok yakin
ylksek olarak bulunurken, 48 saatlik inkiibasyon sonucu hiicre canliliklarinda
azalmalar saptanmistir. Bu inkiibasyon siiresinde hiicre canlilifi % 70’in altina
diistiigii gozlenmektedir. Bu sonuglar eksozomlarin tagidiklar1 kargoyu hiicrelere

ilettikleri ve siRNA nin 6zellikle 48. saatte etkisini gdsterdigini diisliindiirmektedir.
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5.6.2 Akim sitometri ile apoptotik etki degerlendirilmesi

Tez caligsmalarimizda BCL-2 siRNA yiiklii eksozomlarin A549 ve HUVEC,
hiicreleri tizerindeki apoptotik etkilerinin incelenmesi i¢in Annexin V-FITC/PI kiti
kullanilmis olup analizler akim sitometri cihaz1 ile belirlenmistir. MTT
analizlerinde 24 saatlik sonuglarda hiicre canlilifinda Onemli bir diisme
goriilmemesi sebebi ile ilgili konsantrasyonlar i¢in (5 pg/mL, 10 pg/mL, 20pg/mL)
48 saatlik inkiibasyon siiresi calisilmis ve apoptotik etkiler belirlenmistir. Calisilan
ornekler arasinda sadece BCL-2siRNA yiiklenen, DF ve CG ile elde edilen
eksozomlar calisilmistir. Sonuglar Sekil 5.22 ve 5.23 ’de verilmistir. Bu analiz
grafikleri ile birlikte Tablo 5.3’ te ¢alisilan eksozom konsantrasyonlarinin % canli
hiicre, % nekrotik hiicre, % erken apoptoz, % gec apoptoz seklinde degerleri de

verilmistir.

Tablo 5.3. DF ve CG ile elde edilmis ve BCL-2 siRNA yiiklenmig eksozomlarin HUVEC ve A549

hiicre hatlarindaki apoptotik etkileri

Canh Hiicre Nekroz Erken Gecg
Hiicreler (%) Hiicre Apoptoz Apoptoz
(%) (%) (%)
Kontrol 92.5 2.0 2.9 2.6
DF5 92.5 0.8 3.8 2.8
DF10 87.8 1.8 7.2 3.2
HUVEC DF15 85.8 1.6 7.7 4.9
CG5 94.3 1.1 2.4 2.2
CG10 90.7 0.7 5.2 34
CG15 90.1 1.1 5.7 3.1
Kontrol 93.9 4.6 0.5 1.0
DF5 91.2 0.9 4.3 3.6
DF10 80.2 1.2 11.3 7.4
A549 DF15 46.7 8.7 13.4 31.2
CGS5 94.2 1.0 3.3 1.5
CG10 83.0 1.2 10.8 4.0
CGl15 54.8 5.2 14.5 25.5
Kontrol 92.5 2.0 2.9 2.0
DF5 91.2 0.6 5.2 3.0
DF10 78.9 1.4 13.5 6.3
MCF-7 DF15 65.7 1.5 27.7 5.1
CG5 87.2 0.9 6.1 5.8
CGl10 75.3 2.4 15.8 6.4
CG15 65.4 1.5 25.7 7.3
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Sekil 5.25. HUVEC hiicrelerinde siRNA’l eksozomlarin hiicreler iizerindeki apoptotik etkilerinin



D05 A549
o Gate: (P11 inall) DF5
& mi15-Mekroz Gec Apaptog]
S0.9% A%
”s; : s
]
T
H
by
231 o
JCanli- " Erlien Apoptog
'_3 _Elj'l"'al TT T Iallllll TTIT T T
wl W W ot uf Wb T2
AHHERIN Woi
C07 AS49 c
o Gate: (P1in ally GS
5 w1 5-Mekroz G Apopts
F1.0% - 1A% '-""*?-2
%5 2
“3
L
x "5
n‘%;
g, o :
JCanli - Erken Apoptog
- 84 29
E T TTIT TTI TTTIET T T ]
m wl u wl

AMNEXIN WA

Fl-a

o
"3

ufi

E01 AS49 KONTROL

Gate: (P1 in all)

@5-Rekroz
B%

Gec Apaptoz]
1.6%p 4

Cn)

o, i
X T T T T 1

rken Apoptog

o
=

5

AHNEXIN V-2

DF10

DOG A548
Gate: (P1 in ally

TINT T TTTT T T
o W

015-Mekroz Gec Apontog]

Canli-. Esken Apoptoz

il
T

1%

ANMEXIN WA

%g?;(ﬁ;fin ally (;G 10
: l_G.Et;ﬁ&;(l;@

C5-Mekroz
2%

Canl . *Erkein Apoptod]

J_LLURN (10U LIU0E FIUNR BIDIE LIune
=

wl
ANNEXIN WA,

N

ut -

wt 2ol -

Pl-A

ggtse:?g‘(li'jgin ally DF 1 5

Q.?’-qrélekroz P fgé\(ﬁ%ﬁ

C09 4548 C

Gate: (P11 inall) G15

=C15-Pekroz TRin

2% 5,
PP

2w

w?
ANNEXIN V-4

W2

Sekil 5.26. A549 hiicrelerinde siRNA'li eksozomlarin hiicreler iizerindeki apoptotik etkilerinin

analiz sonuglart

57



BOS MCF-T7 KONTROL

Gate: (P1in alh

Q5-Mekroz
0%

Gec ApgEloz]

Canli

E “Etken Apoptoz
193 5%, -
T T T T T TTTTIT T T
ANNEXIN V-2
BOB MCF-T BO& MCF-T
o cate: 1 inany DFS = Gate:r1 inaiy DF10
205 N ekroz Gec Annping "s 305 Nekroz Ghc 7
H0.6% <308 J 4% B i

Canli: - Erken Apoptoz
— 181 2% -

a TTTTIE TTTII T T TOTTET T T
a0l wh o wd A w -
AMNEXIN WV-A

BO2 MCF-7
o _Gate: (P1in ally CGS

A w15-Mekroz
J0.5%
£
iF
‘fa;
5 "5
E%é
"4 d ’
Scanli - Eikein Apoptoz
~ JB7 2%
TTTIN TTIT TTIIW TTTTIT TTT T I
al wh wd A i -

ANNEXIN WA

Sekil 5.27. MCF-7 hiicrelerinde siRNA’li eksozomlarin hiicreler iizerindeki apoptotik etkilerinin
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siRNA yiiklii eksozomlarin hiicreler tizerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in
48 saatlik inkiibasyon ile analizler gerceklestirilmistir. Bu analizlerde ozellikle
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6. TARTISMA

Hiicre dis1 vezikiiller dendritik hiicreler (DC), B hiicreleri, T hiicreleri, mast
hiicreleri, epitel hiicreleri ve tiimor hiicreleri dahil olmak tizere birgok hiicre tipi
tarafindan tretilen nano boyutlu (30-120 nm boyutunda) vezikiillerdir. Bu
vezikiiller, ge¢ endozomlarin i¢ce dogru tomurcuklanmasiyla olusur ve daha sonra
plazma zarindan fiizyon ile hiicre dis1 ortama salinir (Vlassov ve ark., 2013; Shtam

ve ar., 2013).

Prokaryotlar gibi organizmalardan daha yiiksek dkaryotlara ve bitkilere kadar
degisen hiicreler tarafindan evrimsel olarak korunmus bir sekilde salinan ve zar
igeren vezikiiller olan bu yapilarin 6nemi, hiicre i¢indeki bilgiyi diger hiicrelere
aktarma ve boylece alic1 hiicre fonksiyonunu etkileme kapasitelerinde yatmaktadir.
Bu vezikiiler aracili sinyaller, protein, lipitler, niikleik asitler ve sekerler gibi farkli
biyomolekiil kategorileri tarafindan iletilebilir. Ayn1 zamanda iletilen bu bilginin
hem koruma hem de salindiklar1 vezikiiler orijine uzak bolgelere bile birden fazla
farkli habercinin ayni1 anda iletilebilmesi olanagini1 saglamaktadir (Yanez-Mo ve

ark.,2015).

2011 yilinda kurulan Uluslararast Hiicre Dis1  Vezikiiller Dernegi
(International Society for Extracellular Vesicles) bu hiicre dis1 vezikiillerin
isimlendirilmesini ve diinya c¢apindaki arastirmacilarin bu yapilar iizerindeki
caligmalar1 ve metodolojilerini birlestirmek amaciyla kurulmus ve bu alanda atilmis
onemli bir adim olarak goriilmektedir. Atilan bu adimlar ve yapilan caligmalar
sayesinde bugiin hiicre dis1 vezikiillerin apoptotik cisimler, hiicresel
mikropartikiiller/mikrovezikiiller/ektozomlar ve eksozomlar olarak en az 3 ana alt
grubu tanimlanmistir (Colombo ve akr., 2015; Yanez-Mo¢ ve ark.,2015; Wu ve ark.,
2017).

Yaklasik 20 yildir 6zellikle tedavi amagh {izerinde c¢alisilan bu hiicresel
vezikiiller tiikiiriik, idrar, burun ve bronsiyal lavaj sivisi, amniyotik sivi, anne siitii,
plazma, serum ve seminal sivi gibi hemen hemen tiim viicut sivilarindan izole
edilmektedir. Spesifik miRNA7mRNA, DNA, protein ve lipit profiline sahip bu
vezikiiller koken aldiklar1 hiicrenin bir "parmak izi" veya "imzas1" olarak hiicresel

kokeni ve fizyolojik durumunu yansitabilmektedir. Bu nedenle bu vezikiiller ve
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bunlarin hiicreye veya duruma 06zgii kargolari, hiicresel siiregleri daha iyi
yansitabilmekte ve cesitli hastaliklarin biyobelirtecleri olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir (Zhang ve ark., 2019).

Son yillarda vezikiillerin gesitli hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir terapdtik
sinifi olarak ilerletmislerdir. Literatiirdeki ¢ok sayidaki calismada 6zellikle memeli
kaynakl1 vezikiillerin ¢esitli kanserlerden norolojik ve kas-iskelet sistemi ile ilgili
bozukluklara kadar birgcok patolojik durumun sonuglarimi  dogrudan
iyilestirebilecegini gdstermistir (Wiklander ve ark., 2019). Ornegin, murin kemik
iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (BMMSC'ler) dizlere eklem i¢i enjeksiyonu, fare
osteoartrit modelinde eklem hasarindan koruyabildigi saptanmistir (Cosenza ve
ark., 2017). Bagka bir ¢alismada noral kok hiicre eksozomlarinin spinal kord
yaralanmalarinda fonksiyonel iyilesmeyi desteklerken néronal apoptozu inhibe
edebilecegini gostermislerdir (Ma ve ark. 2019). Yine bir baska ¢alismada MSC'den
tiiretilen eksozomlarin intraserebral enjeksiyonu ile klinik 6ncesi bir Alzheimer
hastalik modelinin erken evrelerinde hem korteks hem de hipokampusta amiloid
(AP) plak yiikiinii ve sinir inflamasyonunu azalttigin1 gostermislerdir (Elia ve ark.,

2019).

Bu olumlu ¢alismalar sayesinde 6zellikle 200 nm’den daha diisiik nano
boyuttaki hiicre dis1 vezikiiller, terapotik molekdilleri kapsiilleme ve biyoaktif
molekiillerin hastalikli bolgelere hedefli olarak verilmesi i¢in yeni ilag dagitim
sistemleri olarak (DDS'ler) kullanilmasi son donemde hizla artmaktadir. Bu
vezikiillerin ila¢ tasima sistemleri olarak kullanilmasi, zayif biyoyararlanim ve
hedef dis1 etkiler gibi ilaglarin bazi siirlamalarinin iistesinden gelebilecegi
diisiiniilmektedir (Lian ve ark.,, 2022). Fakat bunlarin Jlgeklenebilirligi,
immiinojenisite ve memeli kaynakli vezikiillerden gelebilecek zoonotik veya insan
patojenlerinin neden oldugu potansiyel enfeksiyon riski gibi zorluklar, bunlarin
klinik kullanima ¢evrilmesini sinirlamaktadir (Dad ve ark., 2021). Bu sinirlamalari
asmak i¢in arastirmacilar biyomimetik eksozomlar (Wang ve ark., 2022),
biyohibritler (Ou ve ark., 2021) ya da bitkiler gibi alternatif hiicre dis1 vezikiil

kaynaklarina yonelmeye baslanmistir.
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Bitkiden elde edilen eksozom benzeri nanopartikiiller (Plant-derived
Exosome Nanoparticules; PEN'ler) su anda cesitli memeli hiicrelerden elde edilen
eksozomlara (Mammalian Dervied Exosome; MDE) alternatif olarak
kullanilabilirligi nedeniyle arastirilmaktadir ve MDE’lerin dezavantajlarin1 agmasi
beklenmektedir. Biiyiik 0Olgekli iiretilebilirlikleri ac¢isindan, bitki kaynakl
eksozomlar hastalik tedavisinde ve fizyolojik, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin
bir sonucu olarak c¢esitli dozajlar1 uygulayabilen nanotasiyici olarak
gelistirilmesinde biiyiik bir uygulama potansiyeline sahiptir. Ornegin, Wang ve ark.
(2013) ilk olarak beyin tiimorlerine terapotik ajanlarin taginmasi i¢in nanovektor
bitki tlirevli eksozomlar1 kullanmiglardir. Yaptiklar: caligmada 3 farkli bitkiden elde
ettikleri eksozomlarm in vivo olarak belirli dokularda biriktigini ve yliksek
nanovektor stabilitesi nedeniyle periferik kanda uzun stireli dolastigini gosterdiler.
Ek olarak, arastirmacilar bitkilerdeki eksozom miktarint degerlendirmisler ve
liztimde 1.76 mg/g, greyfurtta 2.21 mg/g ve domatesten 0.44 mg/g bulmuslardir, bu
da baz1 bitkilerin biiyilkk o6l¢ekli PEN iiretimine katkida bulunabilecegini

diistindiirmektedir.

Bitki kaynakli eksozomlarin toksisitesini degerlendirmek i¢in Zhang ve ark.
(2016) tiimorleri hedefleyebilen zencefil tiirevli vezikiillerin (GDNV) organlarda
gozle goriilir doku hasarmin meydana gelip gelmedigini incelemislerdir.
GDNV'lerin tiimorleri hedefleme yetenegi nedeniyle, GDNV'lerin dalak ve
karacigerde birikmesinin azaldigir goriilmiis, bunun da uygulanan ilaglarin kan
dolagimini uzatirken ilaglarin saglikli dokulara sistemik toksisitesinin azalmasina
neden olabilecegi diisiintilmiistiir. Kalp, karaciger, dalak, akciger veya bobregin
histolojik analizi, kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir zarar verici etki gostermedigi
belirlenmis, bunun da bitki kaynakli eksozomlarin nano boyutlu bir ila¢ dagitim
platformu olarak uygulanabilecegini, ilag¢ etkinligini artirabilecegini ve potansiyel

ilag toksisitesini azaltabilecegini gostermistir.

Diger bir caligmada ise zencefil kaynakli eksozomlar kolona doksorubisin
tasima amagh kullanilmis ve organlarda gozle goriiliir doku hasarinin meydana
gelip gelmedigini incelenmistir. Analizlerde tiimorleri hedefleme yetenegi
nedeniyle, zencefil tiirevli eksozomlarin dalak ve karacigerde birikmesinin azalmis

oldugu goriilmiis, bunun da uygulanan ilaglarin kan dolagimini uzatirken ilaglarin
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saglikli dokulardaki sistemik toksisitesinin azalmasma neden olabilecegi
belirtilmistir. Kalp, karaciger, dalak, akciger veya bobregin histolojik analizi,
kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir zarar verici etki gostermemis, bu da bitki tiirevli
eksozomlarin bir ilag dagitim platformu olarak uygulanabilecegini, ilag etkinligini
artirabilecegini, potansiyel ila¢ toksisitesini azaltabilecegini ve giivenli

nanotastyicilar olabilecegini rapor etmislerdir. (Zhang ve ark., 2016).

Turunggillerden elde edilen meyve suyu diinyada en ¢ok tiiketilen meyve
sularindan biridir ve bu baglamda daha Once yapilan bir ¢aligmada limon
meyvesinden hazirlanan nanovezikiillerin insan timor hiicrelerine kars1 anti-kanser

aktiviteleri gosterdigi rapor edilmistir (Raimondo ve ark., 2015).

Yapilan bir baska calismada ise limondan (Citrus limon L.) diferansiyel
santrifiijleme ile 250 mL limon suyundan 920 + 218.8 pg izole edilen vezikiillerin
igerdikleri kiigiik RNA'lar, C vitamini ve sitrat dolayisiyla mezenkimal stromal
hiicreler (MSC) {lizerinde antioksidan gorevi gérdiigli gosterilmistir (Baldini ve ark.,

2018).

Bu tez c¢alismasinda eksozom kaynagi olarak limon seg¢ilmis ve ilk
denemelerde limon kabugu ve limon suyunda izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
caligmalarda limon kabuklar1 kesilerek ayrilmis ve suyu da ya sikilarak ya da direkt
pargalayictya atarak limon suyu elde edilmeye ¢aligilmistir. Ik yapilan
caligmalarda limon kabugu PBS ile par¢alayicida pargalandiktan sonra tiilbent ile
stizlilmiis ve santrifiijeleme islemi gerceklestirilmistir. Fakat burada ¢ok yogun
kivamli bir iiriin elde edilmis ve hem tiilbentten siizme isleminde hem de
santrifiijleme sonrasinda ¢dokelti olusturmada zorluk yasanmigtir. Olusan
siipernatant pelletin birbirinden ayrim islemleri tam olarak yapilamamis her
defasinda pelletin tlipiin dibinden havalandigr gozlenmistir. Ayni1 sekilde sikma
islemi yapilmadan kabuksiz kisim parcalayiciya atildiginda da hem siizme hem de
santrifiij islemlerinde zorluk yaganmistir. Her iki {iriiniin de 2 defa art arda 150.000
g’de 90dk ultrasantrifiij sonunda bile iyi bir ayrim yapilamamistir. BCA ile analiz
de de her seferinde farkli sonuglarin saptanmasi, elde edilen iirinde farkli
proteinlerin varligindan kaynaklanan bir kontaminasyon olabilecegi sebebiyle

sadece eksozom tasimayacagi diisiiniilmiis ve bu ylizden de uygun ozellikte
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eksozom elde edilemeyecegine karar verilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda

limonun suyunun sadece sikilarak kullanilmasina karar verilmistir.

Eksozomlarin teranostik olarak uygulanmasindaki darbogaz, eksozom
izolasyonunun verimsiz olmasidir. Su anda, tutarli eksozom verimi saglamak i¢in
standart bir protokol yoktur. Eksozom elde etmek icin i¢in ¢ok fazla baslangig
materyaline ihtiyag¢ vardir, bu da klinik uygulamalar i¢in uygun goriinmemektedir.
Genel olarak eksozomlar hayvansal ya da bitkisel kaynaklardan ultrasantrifiijleme,
ultrafiltrasyon, boyut diglama kromatografisi, ¢okeltme, immiinoaffinite tabanli
yakalama ve mikroakiskanlar dahil olmak {izere toplam alt1 strateji yoluyla izole
edilebilir. Her yaklagimin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir ve 6rnek kaynagina

ve eksozomlarin kullanim amacina gore belirlenebilir (Zhang ve ark., 2019).

Ultrasantrifiijleme, eksozomlar1 yogunluklarina, boyutlarina ve sekillerine
gore tespit etme yetenegine sahiptir ve avantajlari arasinda, biiyliik numune
kapasitesi ile c¢alisma ve yiliksek konsantrasyonlarda eksozomlari izole etme
yetenegi yer alirken dezavantajlari, zaman alict siireg, yiiksek hizli santrifiijlemeden
eksozomlara eksozom hasar1 riski ve 0Ozel cihaz ihtiyacidir. Ultrafiltrasyon,
eksozomlart diger partikiillerden boyut farkliliklarina gore izole eder. Bu strateji
hizli ve taginabilirdir ancak diisiik saflik, kayma gerilimi, eksozom kaybi, filtre
ttkanma ya da filtrasyon sirasindaki basing sebebi ile biiylik vezikiillerin
kiictilebilmesi gibi dezavantajlari vardir. Boyut dislama kromatografisi eksozomlari
dogru bir sekilde ayirabilmesi ve onlara zarar vermeden izole edebilmesi avantajina
sahiptir. Dezavantaj1 ise daha fazla ilerleme ve gelistirme gerektiren zaman alici
stirectir. Cokeltme yonteminde ise eksozomlarin ¢éziiniirliglinden faydalanilir. Bu
yontemde ¢o6ziiniirliik degisimi gerceklestirilir. Yontemin avantajlart arasinda kolay
ve bilyik miktarlardaki eksozom numunesine uygulanabilirligi yaninda
eksozomlara daha az zarar verme bulunmaktadir. Bunun yaninda islemin uzun
siirmesi ya da yontem uygulama sirasinda kullanilan maddelerinde c¢okelmesi
olasilig1 dezavantajlari arasindadir. Immiinoaffinite tabanli yontemde ise antikor
antijen etkilesimi s6z konusu olmasi dolayisiyla eksozom safligini artirirken
maliyeti de arttirmaktadir. Yapilan calismalarda yine diisiik verim ve eksozom
islevselliginin kaybinin da s6z konusu oldugu bildirilmistir. Mikroakiskan

stretejisinde ise ucuz olma, zaman kazandirma ve sadece az miktarda numune
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gerektirme avantaj1 varken diisiik duyarliliga sahip olmasi dezavantajidir (Paskeh

ve ark., 2022)

Eksozomlar1 izole etmenin geleneksel yontemi ya da “altin standart™ olarak
adlandirilan ydntem ultrasantrifiijlemedir. Ornegin Webber ve ark. (2010)
tarafindan yapilan bir calismada bir siikroz yatagi lizerinde bir ultrasantrifii
yonteminin kullanilmasmin oldukga saf bir eksozomal fraksiyon elde edebildigini
gostermistir. Bizim ¢alismamizda da en yaygin kullanilan diferansiyel ve yogunluk
gradyanli ultrasantrifiijleme yontemleri denenmistir. Bunlar arasinda limon
suyunun direkt diferansiyel ultrasantrifiijlenmesi (DF) ya da bir ¢oklu siikroz
gradienti (CG) veya silikroz yatagi (SY) ile birlikte ultrasantrifiijlenmesi islemleri
gerceklestirilmistir. Burada son iki yontemde kullanilan siikroz yiizdeleri
literatlirlere bakilarak karar verilmis ve Yontem kisminda anlatildigi gibi
uygulanmistir. Burada kullandifimiz tiim ydntemlerde eksozom eldesi
saglanabilmistir. Sadece siikroz igeren iki yontemde de direkt ultrasantrifiijlemeye
gore daha az miktarda eksozom elde edilmistir. Bu farkliligin sebebi de eksozom
protein agregatlarinin ve spesifik olarak bagli olmayan proteinlerin olas1 birlikte

sedimantasyonu olarak diisiiniilmektedir.

Eksozomlarm terapotik uygulamalari icin ¢esitli dogrulama analizlerinin ve
karakterizasyon g¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu amag i¢in kullanilan
mevcut yontemler esas olarak eksozomlarin boyutuna, morfolojisine ve igerik
profiline yoneliktir. Eksozomlarin boyutlarini belirlemek i¢in dinamik 151k sagilimi
(DLS), ayarlanabilir direngli darbe algilamay1 (TRPS) ve nanopartikiil izleme
analizi (NTA) analizleri, morfolojilerini belirlemek i¢in ise transmisyon elektron
mikroskobunu (TEM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri
uygulanmaktadir. Akim sitometrisi, western blotlama, PCR, ELISA ve kiitle
spektroskopisi dahil olmak {izere proteomik, lipidomik ve genomik analizleri ise
eksozomlarin igerik profili olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Yapilan bu analizlerin
her birinin kendi i¢inde avantajlar1 ve dezavantajlar1 oldugundan, izole eksozomlar1
tanimlamak i¢in analizleri farkli yontemlerle ama bir ¢cok agidan analiz etmek

uygun goriilmektedir (Li ve ark., 2019; Kluszczynska ve ark., 2019) .
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Bizde yaptigimiz ¢aligmada her ii¢ yontemden elde edilen eksozomlarda
oncelikle NTA analizleri ile boyut ve konsantrasyon, DLS analizleri ile boyut,
boyut dagilimi ve zeta potansiyel analizleri gergeklestirilmistir. NTA, gercek
zamanl bir gorsellestirme yontemidir ve eksozomlarin boyutunu, biyolojik protein
biyobelirteglerini ve konsantrasyonunu hizla belirleyebilmesini saglar (Zhang ve

ark., 2016).

Bu analizde seyreltme isleminden sonra eksozomlar bir lazer isiniyla
aydinlatilmis ve hareketleri Brown altinda takip edilmistir. NTA analizlerin de
boyutlar DF’lerde 125.7 5 £ 2.7 nm, CG’lerde 116.0 = 2.4 nm, SY’lerde 133.1 +
3.6 nm olarak saptanmigtir. Literatiir arastirmalarina gore genel olarak boyut
dagilimi 30 ila 150 nm arasinda degisebilen (Sidhom ve ark., 2020) eksozom
boyutlar1 goriiliirken, ISEV kilavuzlarina gore de 200 nm’nin altindaki vezikiillerin
eksozom olarak kabul edilmesi gerektigini belirtmektedir. Tez analizlerinde
orneklerin ortalama eksozom boyutu NTA tarafindan elde edilen deger, eksozom
boyutu sinirlar1 dahilinde uygundur. Bununla birlikte, eksozomlar biyolojik
stvilardan ziyade bitkilerden kaynaklandigindan, eksozom bilesimi i¢in boyut
esitsizlikleri beklenmektedir. Pargacik sayist NTA tarafindan belirlenmis olsa da,
boyut dagilimindaki degisiklikler nedeniyle eksozomlarin protein igerigi daha ileri
arastirmalara gereksinim gosterdigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte DLS
sonuclarinda da DF ile elde edilen eksozomlarin boyutu 117.7 = 2.33 nm ve zeta
potansiyel degerleri -4.59 £ 1.23mV, CG ile elde edilen eksozomlarin boyutlar1 112
+ 3.51 nm ve zeta potansiyel degerleri -4.05 = 1.22mV, SY ile elde edilen
eksozomlarin boyutlart 115.3 £ 2.81nm ve zeta potansiyelleri -4.24 + 1.12 mV
olarak Ol¢iilmiistiir. Buradaki sonuglar NTA analizlerinden biraz daha kiigiik olarak
saptanmis olmakla birlikte nispeten eksozom boyutlarinin olmasi gerektigi
bliyiikliikte saptanmustir. Zeta potansiyel degerlerine bakildiginda ise biitiin
eksozomlarda 0’a yakin negatif deger saptanmustir. Literatiirde eksozom
vezikiillerinin hafif negatif zeta potansiyelinin daha uzun sistemik dolasimda
kalmasima yardimct olduguna dair bilgi bulunmaktadir (Luan ve ark., 2017). Bu
sonuglarda yine literatiirle uyumlu olarak goriilmistiir. Bununla birlikte yine
literatiirde zeta Ol¢lim icin kullanilan PBS tampon konsantrasyonunun, eksozom

elde edilen kaynagin ya da izolasyon yonteminin zeta degeri iizerinde etkili oldugu
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belirtilmektedir. Ornegin PBS tampon igindeki iyon varliginin artismnin iletkenligi
degistirebildigi bununda zeta potansiyel degerini yiikselttigi bildirilmistir. ImM’lik
bir PBS tamponu i¢inde eksozomlarin zeta potansiyel degeri -30mV diizeyinde
bulunmustur (Midekessa ve ark., 2020). Yapilan bir diger ¢alismada ginseng
eksozomlariin ultrasantrifiijleme ve ExoQuick sistem (ExoQuick-TC™) ile
izolasyon sonunda, sadece ultrasantrifiij sonunda -20.61 mV ve sadece ExoQuick
sistem ile -28.88 mV bulunurken kombine halinde izolasyon sonucunda -29.54 mV
bulunmustur (Jang ve ark., 2023). Yapilan bir diger ¢alismada serum, plasma and
CSF’ten elde edilen eksozomlarin zeta potansiyel degeri -6.3 ile -34.3 mV arasinda
degistigi saptanmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan 1 X PBS tamponun yaklagik
10 mM konsantrasyonda oldugu diisiiniildiigiinde daha diisiik negatiflikte bir zeta
gostermesi olagan olarak goriilmiistiir. Boyut dagilimlarina bakildiginda diisiik
(0,400’lin altinda) bir PDI degerine sahiptir ve literatiir bilgilerine gore kabul

edilebilir bir boyut homojenligi sergiledigi gézlenmistir.

Eksozomlarm karakterizasyonlarinda kullanilan bir diger analiz TEM ya da
SEM ile mikroskop analizleridir. Literatiirde farkli bitkilerden elde edilen
eksozomlarin TEM analizlerinde de 30-200 nm arasinda kiiresel yapida olduklari
saptanmistir (Subha ve ark., 2023). Calismamizda TEM analizleri sonucunda her
tic yontem ile elde edilen eksozomlarin literatiirdeki hiicre dis1 vezikiil
caligmalariyla tutarl olarak 200 nm’den kii¢iik olugu ve yuvarlak bir morfolojiye

sahip olduklar1 goriintiilenmistir.

Izole edilen eksozomlarda, eksozom igerigini belirlemek i¢in BCA testi de
siklikla kullanilan bir diger testtir. Bu testte numunedeki eksozomlara ait protein
konsantrasyonunu analiz etmek icin kullanilan kolorimetrik bir testtir. Testi
uyguladigimizda elde ettigimiz sonuglar R2=0,9927 ile birlikte DF’lerde 200,29
ng/mL, CG’de 130,4 pg/mL ve SY’de 153,7 pg/mL konsantrasyonlar1 olarak
saptanmistir. Analizlerde siikroz iceren yoOntemlerde daha az protein miktar
gozlemlenmistir. Buda yine literatiirle uyumlu bir sonug olarak saptanmistir (http-
11). Calismada, niikleer, sitoplazmik ve membran proteinlerini etkili bir sekilde
ekstrakte etmek i¢in, hem yapisitk olan hem de siispande haldeki memeli
hiicrelerinden, proteinin hizli ve etkili ¢dzlindiiriilmesi icin kullanilan bir lizis

cozeltisi reaktifi olan RIPA tamponu ile muamelesi sonrasinda, liziz edilmis toplam
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proteinler BCA kiti kullanilarak oOlclilmiistiir. Elde edilen sonuglarda DF’lerde
211,15 pg/mL, CG’de 135,25 pg/mL, ve SY’de 160,71 pg/mL seklinde
konsantrasyonlarin biraz arttig1 saptanmistir. Eksozom izolasyonunda RIPA gibi
lizis tamponlariin kullanimi hala tartismali bir konudur. Ciinkii bu tamponlarinda
eksozomlart pargalayabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat kullanilan tamponun
miktar1 ve siiresi bu par¢alanmada etkili olabilecegi de yine bildirilen diisiinceler
arasindadir (Kowal ve ark., 2017). Bizde g¢alismamizda bu etkinin var olup
olmayacagini belirlemek istedik ve yaptigimiz analiz sonucunda o6l¢iilen protein
miktarinda hafif artiglar gézlemledik. Fakat bu artislarin eksozomlardan m1 yoksa
ortamdaki eksozom harici proteinler sonucu mu ve gergek protein miktarinin bu mu
oldugu belirlenememistir. Fakat literatiirde de bu hafif artislarin oldugu caligmalar
bulunmaktadir (Mosby ve ark., 2023). Sonug olarak bu artisin eksozoma ait bir

belirtec i¢in miktar tayinin yapilmasi ile 6grenilebilecegi diistiniilmektedir.

Eksozomlarin igerikleri 06zellikle salgilandiklar1 hiicreye bagli olurken
memeli hiicre kaynakli eksozomlarda genellikle tetraspaninler (CD9, CD63, CDS81
ve CD82), major histouyumluluk kompleksi (MHC) molekiilleri ve spesifik stres
proteinleri (1s1 soku proteinleri; HSP'ler), TsglOl ve Tasima igin Gerekli
Endozomal Siralama Kompleksi (ESCRT-3) baglayici protein ve Alix gibi segici
belirtecler bulunmaktadir. Bununla birlikte bitki kaynakli eksozomlarda bu segici
belirteglerde hala tartismali bir konudur. Ornegin literatiirde bugdaydan elde edilen
eksozomlarda HSP70, CD9 ve CD63 belirteclerinin eksprese oldugu (Sahin ve ark.,
2019), yine yapilan bir tezde CD63 ve CD81 biyobelirteclerin pozitif oldugu
saptanmigstir (Glirbiiz, 2024). Yine literatiirde calismalar, greyfurt da dahil olmak
lizere ¢esitli bitkilerde patellin-3, 1s1 soku proteinleri (HSP), aquaporinler (AQP),
klatrin agir zinciri (Chc) ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) gibi
oldukca bol miktarda protein kesfedilmekle birlikte son arastirmalar, sentetik
protein PEN1, ABC tasiyict protein PEN3 ve Tetraspanin-8'in bitki kaynakli
eksozomlar i¢in aday ylizey isaretleyici proteinler olabilecegini 6ne siiriilmiistiir.
TET3, CD63'iin bir homologudur ve bitki kaynakli eksozomlar agisindan olduk¢a
zengin oldugu disiiniilmektedir.  Bununla birlikte, sinirli deneysel veriler
nedeniyle, bu bilgiler hala tartismalidir ve dogrulama i¢in daha fazla aragtirma

beklenmektedir. Bizim calismalarimizda da CD9 ve CDS81 icin ¢ok diisiik
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diizeylerde ekspresyon gozlenmistir. Bu nedenle bu ylizey belirtegleri ile ilgili
caligmalarda tetraspaninlerin varhiginin arastirllma asamasinda oldugu ve
dogrulanmadigi belirtilmektedir. Bu sebeple de immiinofenotipleme i¢in daha fazla

caligma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Son yillarda, yenilebilir bitkilerden elde edilen nanovezikiiller, nanoteknoloji
alaninda, ila¢ tasima potansiyelleri nedeniyle pek ¢ok bilimsel ¢alismalarda yer
almaktadir. Ciinkii bu vezikiillerin hastalikla iligkili hedef bolgelere, hidrofobik ve
hidrofilik yapidaki terapotik ajanlar dogal davranislari sayesinde rahatlikla
iletebilirler. Bugiine kadar bu bitkilerde iiziim, greyfurt, zencefil, limon ve havug
ile ¢alismalar yapilmis ve etkinliklerini gosteren olumlu sonuclar elde edilmistir.
Ornegin iiziimlerden elde edilen eksozomlar, kemoterapi veya radyasyonun neden
oldugu oral mukoziti tedavi etmek i¢in ya da bagirsak dokusunu yenileyebilecegini
ve patolojik hasardan sonra doku yeniden sekillenmesinde rol alabilecegini (Ju ve
ark. 2013) ya da kanser, kardiyovaskiiler saglik, yasa bagl bilissel hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklarla iligkili risk faktorlerin azalmasinda katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (Vislocky ve ark., 2010). Zencefil veya aloe'den elde
edilen eksozomlarin etkileri, polikistik over sendromu hastalarinin tedavisi, kronik

iltihab1 ve insiilin direncini azaltmak i¢in bir baska ¢alismada degerlendirilmistir.

Eksozomlar, niikleik asitleri yikima karst koruma konusundaki dogustan
gelen yetenekleri nedeniyle gen terapisi alaninda da genetik materyallerin etkili
tasiyicilar olarak hizmet edebildigi saptanmistir. Bu sebeple bu vezikiillerin kiigiik
interferans RNA (siRNA) ve kodlamayan RNA'lar veya miRNA'lar tasimak
suretiyle genlerin ekspresyonunu degistirmek, bozmak veya etkilemek i¢in genetik
tedavide kullanilmasi da popiilerlik kazanmistir (Ha ve ark., 2010). Eksozom
disinda lipitler, miseller, dendrimerler, polimerik nanopartikiiller ve inorganik
nanopartikiiller tabanli stratejiler dahil olmak iizere gelistirilen c¢esitli
nanopartikiiler ya da emiilsiyon yapidaki formiilasyonlar gibi yaklasimlar
kullanilmaktadir (Butreddy ve ark.,. 2021; Khalid ve ark., 2023) Yine de, bu
yaklagimlarin  biiyilk cogunlugu o6ziinde dogada sentetiktir ve in vivo
uygulamalarinda immiin veya inflamatuar yanitlarin indiiksiyonu ve toksikolojik
simnirlamalar dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik engellerle karsi karsiyadir.

Eksozomlarm dogal, hiicre kaynakli ila¢ tasiyicilar1 olarak kullanilmasi, bu
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sinirlamalarin ¢ogunu bertaraf etmekte ve bir bitkiden kolaylikla elde edilebilecek
bir tasiyict yardimiyla hastaliklarinin tedavisi igin ilag tasiyicilart olusturmak igin

kullanilabilme potansiyeli olusturabilmektedir (Sen ve ark.;2023).

Eksozom da genetik materyal yiikleme yontemleri arasinda etkin maddelerin
ve eksozomlarin birlikte inkiibasyonu, elektroporasyon, ultrasonikasyon,
ekstriizyon, donma-¢oziilme yer almaktadir. Eksozomlara genetik materyal
ylkleme i¢in kullanilan inkiibasyon yontemi aslinda ideal bir yontem olarak
goziikmektedir. Kullanimi kolaydir ve eksozom yapisina zarar vermez fakat yapilan
literatlir caligmalarinda yilikleme etkinlikleri ¢ok diisiikk bulunmustur, bununla
birlikte hidrofilik molekiiller i¢in uygun bir sistem degildir. Ornegin yapilan
caligmalarda 1sa-24 sa arasinda yapilan inkiibasyon islemlerinde genellikle oda 1s1s1
ya da 37 sicaklik kullanilmig ve ortalama % 3 ile % 37 arasinda degisen fakat
genellikle % 12-15 oranlarinda yiikleme etkinlikleri saptanmistir (Poinsot ve ark.,

2024).

Elektroporasyon, hizli ve yiiksek yiikleme (% 60'a kadar) verimine sahip bir
tekniktir. Yontemde elektrik darbeleri gegici olup, lipit ¢ift membraninda mikro
gozenekler olusturarak kimyasallarin girisine izin verir. Dezavantajlar1 ise
membran biitiinliiglinde 6nemli kayiplar ve olas1 protein yikimidir. Bir baska etkili
ancak daha az test edilmis yontem, ilacin ve eksozomlarin 100 ila 400 nm'lik bir
membrandan birlikte gegmek zorunda oldugu ekstriizyondur. Bu islem sirasinda,
proksimal ila¢ molekiilleri de dahil olmak tlizere eksozom zar1 yok edilir ve yeniden

olusturulur (Donoso-Quezada ve ark., 2016; Poinsot ve ark., 2024).

Terapotik EV'lerin olusturulmasi igin sonikasyon potansiyel bir yiikleme
yontemi olarak tanimlanmistir. Sonikasyon ile saglanan elektromanyetik dalgalarin
eksozom-zar biitlinliiglinii zayiflatilmas1 bdylelikle ilacin eksozom igine girigini
kolaylagtirmasidir. % 30'a yakin yiikleme oranina izin verir (Poinsot ve ark., 2024).
Hem hidrofobik hemde hidrofilik molekiillerin gegisine olanak saglamaktadir
(Haney ve ark., 2015). Sonikasyon yoluyla eksozomlar, elektroporasyondan daha
az siRNA agregasyonuna sebep oldugu literatiirde belirtilmistir (Li ve ark., 2018).
Bunun yaninda, eksozomlar araciligiyla alict hiicrelere taginan siRNA'larin miktari

hala sinirhidir ve sonikasyonun ile gerceklesen membran bozulmasi dezavantajlari
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arasindadir. Sonikasyon parametrelerinin optimize edilmesi, yiikkleme verimliligini
artirmak i¢in gerekir. Yiikleme yontemlerinin optimizasyonu ve gelistirilmesi ile
eksozomlarin kanser tedavisine uygulanabilir hale gelmesini miimkiin kilacaktir.
Elektroporasyon disinda sonikasyon gibi eksojen yiikleme yontemlerinin
gelistirilmesi, kargonun eksozom icine aktarilmasinda kolaylikla kullanilmasinda

kritik 6neme sahip olacaktir.

Tez calisgmamizda eksozomlara genetik materyal kullanimi i¢in inkiibasyon
ve sonikasyon yontemleri denenmistir. Literatiirde belirtildigi lizere eksozom
yapisina zarar vermemesi i¢in kullanilan inkiibasyonda 2 saat ve 24 saat denemeleri
yapilmis fakat yeterli genetik materyal yiiklenemedigi sonucuna varilmistir.
Yiikleme oranlarinin belirlenebilmesi i¢in eksozom ile genetik materyal
inkiibasyon sonrasinda ultrasantrifiij islemi uygulanmis ve islem sonucunda hem
pellet hemde siipernatantta genetik materyal analizi yapilmistir. Bu analziler i¢in
her kisma da % 99°luk soguk alkol eklenip santrifiij yapilmis ve genetik materyalin
dibe ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra tiip ig¢indeki alkol uzaklastirilip tiip
kurumaya birakilmis ve siRNA diliient tamponu ile resiispande edilip NanoDrop ile
Olciimler gergeklestirilmistir. Yaptigimiz calismada yiikleme orani pellet igin 2
saatlik i¢in % 2.3 ve 24 saat i¢in % 15.3 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
ultrasantrifiij sonunda silipernatantta da genetik materyal kaldigi belirlenmistir.
Sonikasyon ile yiikleme isleminde ise daha yiiksek bir oran saptanmistir.
Sonikasyon isleminde de 3 defa sonikasyon sonucunda % 53.7 ve 6 defa sonucunda
% 38.6 oraninda yiikleme orani saptanmistir. Bu islemde de inkiibasyon isleminde
yapilan basamaklar uygulanmis ve yine siipernatantta inkiibasyondakine gore daha
az olmakla birlikte genetik materyal oldugu saptanmistir. Bunun sebebinin genetik
materyalin organik ¢oziiclilere gore sulu fazda (polar ¢6ziicii) daha ¢oziiniir (He ve
ark., 2022) olmasindan kaynaklandigini diisiinliyoruz. Calisma sirasinda pellet ve
siipernatanttaki Olcltimlerde calisilan genetik materyalin tamaminin geri elde
edilememis ya da hesaplanamamis olmasi ¢alisma sirasinda ozellikle alkol ile

ekstraksiyon sirasinda da kayiplar olabildigini diistindiirmektedir.

Yiikleme oranlar1 haricinde yaptigimiz sonikasyonun genetik materyal
tizerindeki etkisi de agaroz jel elektroforezi islemi ile degerlendirilmistir. Buna gore

saf siRNA iizerinde 1 defa, 3 defa ve 6 defa sonikasyon islemi uygulanmis ve
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siRNA’larda 1 ve 3 defalik’ta belirgin bir degisim gézlenmez iken 6 defa uygulama
sonucunda siRNA siddetinde azalma goriilmiistiir. Jel lizerinde daha kiigiik
fragment ya da smear seklinde herhangi bir goriintii gériilmemekle birlikte sinyal
siddetindeki azalma dolayisiyla 6 defa sonikasyon uygulamasinin siRNA iizerinde

kiricr etki gdsterdigi diigtiniilmektedir.

Tez g¢alismamizin bir diger basamaginda hazirladigimiz eksozomlarin hiicre
icine girislerinin degerlendirilmesi idi. Bunun i¢in transfeksiyon yonteminden
yararlanilmigtir. Eksozomlarin lipoprotein membranlarini etiketlemek i¢in Dil,
DiD, PKH26 ve PKH67 gibi baz1 lipofilik 06zellikteki floresan boyalar
kullanilmaktadir. Calismamizda once FITC konjugeli siRNA sonikasyon ile
eksozomlara yiiklenmis ve daha sonra lipofilik boyalardan PKH26 kullanilarak
eksozomlar igaretlenmistir. Analiz sonucunda floresan mikroskopta yesil ve kirmizi
filtrelerde hiicre igerisindeki 1simalar eksozomlarin hiicre igine gectigini

gostermistir.

Tiim karakterizasyon islemlerinden sonra hazirlanan eksozomlarm hiicreler
tizerindeki etkinligi degerlendirilmistir. Gelistirilen yeni ila¢ molekiilleri, aday
tastyict sistemlerin klinik olarak degerlendirilmesinden Once laboratuvar
kosullarinda hiicre dizileri iizerinde degerlendirmek farmasoétik alanda onemli bir
yer tutmaktadir. Bununla birlikte hiicrelerin canliligi {lizerindeki arastirmalarda
kullanilacak bu etkin maddelerin, hiicre metabolizmasinin ve/veya ¢ogalmasinin
inhibisyonu seklinde sitostatik etki veya gercek hiicre 6liimii seklindeki sitotoksik
etkili mi oldugunun anlasilmasiyla deger kazanmaktadir. Bu nedenle her iki yonden
arastiritlmasi uygun olmaktadir. Bu arastirmalarda da MTT ile enzim aktivitelerinin,
floresan boyalarla boyanan 6lii hiicre sayisinin es zamanli analizleri ya da Western
blotlama ile farklt hiicre Olimii yontemleriyle iliskili sinyal yollarinin
diizenlenmesine katilan proteinlerdeki degisikliklerin arastirilmasi yontemlerinin
birlikte kullanilmasi 6nemlidir (Sazonova ve ark., 2022). Biz de ¢alismamizda
hazirlanan eksozomlarin hem tek baslarina hem de BCL-2 siRNA yiikli
eksozomlarin etkinliklerint HUVEC, A549 ve MCF-7 hiicreleri lizerinde arastirdik.
Bu etkinlikler MTT ve Aneksin V ile sitotoksiste ve apoptotik durum 6zelliklerinin

belirlenmesi seklindedir.
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Bizim c¢alismamizda DF ile elde edilen eksozomlarin tek basina hiicreler
tizerinde uygulanmasinda HUVEC ve MCF-7 hiicrelerinde hiicre canliligina
anlaml bir etki goriilmezken, 6zellikle A549 hiicrelerinde doza ve zaman bagh
sitotoksisite saptanmistir. Bununla birlikte siikroz iceren yontemde calisilan
hiicrelerde bu canlilik diisiisii gozlenmemis ve 48 saat sonunda bile hiicre canliligi
% 80’in altina diismedigi gdzlenmistir. Literatiirde bitkisel kaynakli eksozomlarin
normal hiicreler {izerinde sitotoksik etki yaratmadigi belirtilmistir. Buda kanser
hiicrelerini  6ldiirmede normal hiicrelere zarar vermeden tedavi olanagi
saglanabilecegini diisiindliirmektedir (Kim ve ark., 2020). Bu agidan sonuclariniz
uyumlu goéziikmektedir. Literatiir incelemelerinde siikrozun hiicre canliligini
arttirict ya da koruyucu bir 6zelligi ile ilgili bir bilgiye rastlanmamis olmasina
ragmen bir makalede hiicreyi tehlikeye sokabilecek durumlarda, yaklasik 0.25
M’lik konsantrasyonlardaki siikrozun osmotik koruyucu olarak kullanilabilecegi
buradan da hiicre canligin1 koruyucu etkisi olabilecegi rapor edilmistir (Carvalho

ve ark., 2018).

Bitki kaynakli eksozomlarin uygulanmasiyla iligkili, iltihaplanma veya
toksisite kanit1 olmamasi gibi avantajlara sahip olmakla birlikte yapilan
arastirmalarda antienflamatuvar, antioksidan ve antikarsinojenik etki gostermeleri
bu molekiillerin avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Bai ve ark., 2024). Ornegin
literatiirde smirli sayida caligmalardan birisinde Citrus limonundan tiiretilen
eksozomlarm, akciger kanseri hiicre hatlar1 ve kronik miyeloid 16semi hiicre
hatlarinda kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi ve TRAIL aracili hiicre
Oliimiinii indiikleyerek kronik miyeloid 16semi ksenograft biliylimesini baskiladigi
kanitlanmistir (Raimondo ve digerleri, 2015). Limon eksozomlar1 ile yapilan bir
baska ¢alismada, mide kanseri hiicrelerinde hiicre dongiisiinii degistirebildigi, hiicre
proliferasyonunu inhibe edebildigi ve apoptozu indiikleyerek antikanser aktivitesi

gosterebilecegi belirtilmistir (Yang ve ark., 2020).

Bir ¢ay tirli olan Kamelya sinensis’ten elde edilen eksozomlarin
mitokondriyal hasara neden oldugu, hiicre dongiisii durmasina ve apoptoza yol
actig1 ve bunun da meme tlimorii biiyiimesini ve akciger metastazini engelledigi

distiniilmektedir (Chen ve ark., 2022).
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Diger bir ¢aligmada misirdan elde edilen eksozomlarin Balb/c farelerde tlimor
biiyiimesini 6nemli Ol¢lide baskilandigini ve herhangi bir toksisiteye neden

olmadigini gosterdi (Sasaki ve ark.,2021)

Bitkisel kaynakli eksozomlarda iglerinde kapsiilledikleri biyolojik
molekiilleri hiicrelere aktarabildikleri i¢in antitiimér ya da antikarsinojenik
Ozellikleri yaninda nanoboyutta dogal tastyicilar olarak kabul edilmektedir (Kim ve
ark., 2020). Hidrofilik ve hidrofobik ilaglar1 viicuttaki bariyerler boyunca
tasiyabilmeleri ve ilaglarin terapdtik etki gostermelerine olanak sagladiklari igin
yapay olarak sentezlenen ilag¢ tasiyicilart ile karsilagtirildiginda, iyi stabiliteye,
giivenlige, tiirler aras1 biyouyumluluga ve diisiik duyarhiliga sahip oldugu
belirtilmektedir. Bunun disinda sRNA, DNA ve proteinler gibi ekzojen
biyomolekiilleri kolay bir sekilde yiikleyebilme, uzun bir yar1 omiir ve lipit ¢ift
katmanli olmalart ve ayn1 zamanda kapstillenmis igerikleri tamamen bozulmadan
da koruma 6zellikleri sayesinde avantajli yapilardir (Bai ve ark., 2024). Bu nedenle
bitki  kaynaklarindan gelen eksozomlarin farkli  biyoaktif —maddeleri
kapsiilleyebilecegi ve antitiimor etkiler uygulamak icin ¢esitli kanser hiicrelerini

hedefleyebilecegi diistintilmektedir.

Literatiirde yapilan ¢alismalarda greyfurt (Wang ve ark., 2014) ve zencefil
(Zhang ve ark., 2016) sularindan elde edilen eksozomlara metotreksat ve
doksurubisin yiiklenmis ve hem antitiimér hem de antienflamatuar etkinliklerinin
lipozomal nanopartikiillere goére daha iyi oldugu belirtilmistir. Yapilan bir bagka
caligmada ise kemoterapotik ilaglari, siRNA'lari, DNA ekspresyon vektorlerini ve
proteinleri farkli hiicre tiplerine tasiyan greyfurt tiirevi nanotastyicilart hamile
farelerin kuyruk damarina enjekte edildiginde plasentaya ge¢medigini bu sebeple
hamile kadinlar i¢in ilag dagitim tasiyicilar1 olarak kullanilabilecegini gostermistir
(Bai ve ark., 2024). Eksozomlar, hem biyolojik hem de patojenik siireclerde
hiicreleri hedeflemek i¢in dogal olarak DNA ve RNA gibi niikleik asitleri tasirlar.
Bu nedenle, gen ekspresyonunu degistiren ve genetik tedaviyi iyilestiren
hastaliklar1 diizeltmek icin Ozellikle eksojen genetik materyalin eksozomlar
tarafindan basarili bir sekilde tasmmmasi {izerinde durulmus ve calismalar
yapilmistir. Ornegin HeLa hiicrelerinden ultrasantrifiij ile elde edilen eksozomlara

RADS51 siRNA yiiklenerek tekrar alici hiicrelere uygulandiginda, eksozomlarin
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basarili bir sekilde hiicrelere gecerek RADS1 geninin asagi regiile ettigini
saptamiglardir (Shtam ve ark., 2013). Diger bir ¢aligmada kolon kanserinde 6nemli
etkileri goriilen FGL1 ve immiinosiipresif sitokin TGF-B1'in siRNA’lar ile inhibe
edilmesi eritrosit eksozomlar ile gercekelstirilmis ve sonucta hem in vitro hem de
in vivo olarak 6nemli bir anti-timor etkisi bildirmislerdir (Pei ve ark., 2021). Yine
bir baska calismada kemik iligi kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlara
elektroporasyon ile siRNA CTGF geni ile yiiklenmis ve bu yiiklii eksozomlar,
omurilik yaralanmali sicanlarin kuyruk damarina enjekte edilmistir. Sonugta CTGF
geninin ekspresyonlarinin inhibe edilmesinin yaninda, ayn1 zamanda inflamasyonu
ve noronal apoptozun azalmasi ve reaktif skar olusumu gibi olumlu etkilerde

goriilmiistiir (Huang ve RK., 2021).

Yang ve ark.’nin 2018 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise kolonik dokuya
0zgli bir RNA yiikledikleri zencefil eksozomlarinin antienflamatuvar etkiyi
arttirdigin1  bildirmislerdir. Bir baska calismada ise miRNA yiiklenen brokoli
eksozomlarmin etkili bir nanotastyici olarak hizmet edebilecegi gosterilmistir. Yine
Zhang ve ark.’nin (2017) oral uygulama icin zencefilden tiiretilmis nano-lipid
vektorlerinde kapsiillenen siRNA-CD98 ile kolon dokusunu etkili bir sekilde
hedefleyebildikleri ve CD98 ekspresyonunu inhibe edebildiklerini, bdylece
Ozgiilligli artinirken kolon hastaliklar i¢in geleneksel sentetik nanopartikiillerin

yan etkilerini azaltabileceklerini rapor etmisleridir.

Tezimizde yaptigimiz ¢calismada BCL-2 hedefli bir siRNA kullanarak kanser
hiicrelerinni apoptoz yolagina girmelerini tesvik etmeyi amagladik. Bu amagla
limondan elde ettigimiz eksozomlara once kontrol siRNA’y1 sonikasyon ve
inkiibasyon yoluyla yiiklemeye calistik. Bu yiikleme asamalarinda sonikasyonun
daha basarili oldugu saptandiktan sonra BCL-2siRNA sonikasyon yoluyla tiim
eksozomlara yiiklenmis ve A549, MCF-7 ve HUVEC hiicrelerine uygulanmistir.
Burada saf eksozomlarin canlilik iizerine herhangi bir etkisi gdzlenmeyen
konsantrasyonlar secilerek siRNA’nin etkisi analiz edilmek istenmistir. Yapilan
MTT analizlerinde HUVEC hiicrelerinde 24 ve 48 saatte hiicre canliliginda elde
edilen tim eksozom cesitlerinde herhangi bir degisiklik gozlenmezken 6zellikle,
A549 ve MCF-7 hiicrelerinde 48. saatte anlamli diismelerin oldugu gézlenmistir.

Buda eksozomlarin hiicre igine alindiktan sonra siRNA’nin inhibisyon etkisinin
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48.saatte rahatlikla gozlenebildigini gostermektedir. Bu analizlerde literatiirde
karsilastirilabilecek baska bir sonu¢ tarafimizdan bulunamadigi igin c¢alisma
sonuglarimiz literatiirdeki ilk sonuglar olarak bildirilmistir. Ayn1 sekilde apoptotik
etkileri degerlendirildiginde HUVEC hiicrelerinde canli hiicre oraninin yiiksek
oldugu, fakat A549 hiicrelerinde 6zellikle DF15 konsantrasyonunun ge¢ apoptoza
ve nekroza yol actig1 belirlenmistir. Bunun disinda yine tiim eksozom ¢esitlerinin
hem erken hem de ge¢ apoptozu indiikledigi calismalarda goriilmistiir. Yapilan
analizlerde CG ve SY nin birbirine benzer sonuglar vermesi sebebiyle de apoptotik

etki sadece CG’lerde calisilmigtir.

Sonug olarak apototik 6zelliklerin incelenmesi sonucunda da muhtemelen
eksozomlar tarafindan taginan antikanser molekiillerinin lokalize salinimi yoluyla
tetiklenen kanser hiicrelerinde programlanmig 6liimiin geri kazanilmasinda olumlu

bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bir vektorle hastanin hedef hiicrelerine terapotik niikleik asitleri tasimak
amaci giiden gen terapisi kapsaminda, dogal olarak hiicreler arasinda RNA tagima
ozelligine sahip olan eksozomlarin, yararl bir tasiyici vektor olabilecegi tahmin
edilmektedir. Eksozomlarin genetik materyal iletimi ile ilgili g¢alismalarinin
yapilmasi, eksozomlarin mevcut kanser terapotik yaklasimlarina alternatif olarak

genel potansiyeli nedeniyle ¢ok 6nemlidir

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, ilk defa Ilimon kaynakl
eksozomlara BCL-2 siRNA yiiklenmis ve hem karakterizasyon hem de etkinlik
analizlerinin tarafimizdan yapildig1 belirlenmistir. Verilerimiz limondan kolaylikla
eksozom elde edilebildigini, genetik materyal tasiyabilme kabiliyetinde oldugu ve
tasidig1 genetik materyali hiicrelere tasiyabildigini, bunun disinda kullanilan
genetik materyal yiikleme isleminin inkiibasyon ve elektroporasyona alternatif

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Eksozom lipit ¢ift tabakasinin dogas1 geregi kuskusuz plazma zariyla ve daha
spesifik olarak hedef hiicreler ile temas kurabilmelerinde ¢ok biiylik avantajlara
sahiptir. Ayn1 zamanda protein ya da genetik materyal gibi iceriklerini dogrudan
hiicre temast olan veya olmayan hedef hiicrelere aktararak hiicreler arasi
etkilesimlere katilmalar1 onlar1 ilag tagima sistemleri i¢inde avantajli konuma
getirmektedir. Ayrica, eksozomlar, sinir sistemindeki motor ve sinirsel isleyisi
iyilestirme 6zelligi, kan-beyin bariyerlerini gegebilmeleri, herhangi bir yan etki
olusturmadan birden fazla dozlanmis ilag yiiklii eksozomun intravendz verilmese
imkan1 saglamasi, immiin cevap olusturmamasi Ozelliklerine sahiptirler. Bu
ozellikler eksozomlarin asi, immiinoterapi ya da gen terapisi gibi alanlarda
kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir. Bitkisel kaynakli eksozomlarin klinikte
kullanilmalari i¢in hala ¢aligmalar devam etmektedir. Henliz onaylanmis bir klinik

caligma bulunmamaktadir. Bu sebeple hala ¢ok uzun bir yol bulunmaktadir.

Sonug olarak kontrol edilebilir kosullar altinda, giivenli, etkili, ekonomik olan
yeni bir stratejidir, ancak diisiik saflikta olmasi, kolay zarar gorebilmesi,
korunmasinin zor olmasi gibi zorluklar1 vardir. Biiytlik 6lgekli gelistirme, yiiksek

verimlilik, ekonomi ihtiyag¢larini karsilayabilecek ve klinikte uygulanabilecek ve
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gelecekteki etkili uygulamalarin temelini atabilecek yeni ayirma ve saflagtirma
yontemlerinin ~ gelistirilmesine  ihtiya¢  duyulmaktadir.  Bitkisel kaynakli
eksozomlarin emilim ve alim mekanizmasi/oran1 hala belirsizdir ve hedeflenen
spesifik genlerin biiyiik 6l¢ekli arastirmalarina ihtiyaci vardir. Ayni zamanda, farkli
kullanilacak dozu yada terapotik etkili dozun bulunabilmesi i¢inde daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir. Yapilan analizlerde bitki kaynakli eksozomlarin
fenotiplemesi ile ilgili de daha ¢ok calisma yapilmasi, genetik materyal yiikleme
yonteminde ¢esitli dliizenlemeler yapilarak kaybolan miktarin 6nlenebilmesi ya da
yiikleme etkinliginin daha da arttirilabilmesi ve in vivo ¢aligmalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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