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Insan viicudundaki tiim hiicreler hem normal hem de patolojik siireglerde hiicre dis1 ortama kiigiik molekiiller
salgilamaktadirlar. Hiicre dis1 vezikiiller olarak tanimlanan bu nanomolekiiller, son donemlerde giderek daha
da 6nem kazanmustir. ‘Bireysel tani, takip ve tedavi stratejilerine paralel olarak hastalik biyobelirte¢i veya
ilag aday1 olabilirler mi?’sorularina yonelik arastirmalara Onciilik etmektedirler. Yapilan g¢aligmalar
gostermektedir ki, viicutta yer alan tiim hiicrelerden ekstraseliiler ortama salgilanan bu molekiiller, her
hiicrenin kendi biyolojik karakterizasyonu ile esdeger oldugundan salgilandigi hiicrenin kimligini de
yansitmaktadirlar. Dolayisiyla viicut sivilarinda yer alan bu vezikiiller, hiicreye ulasilamadiginda veya hiicre
eldesinin zor oldugu durumlarda tani, takip ve tedavide kullanilabilecek ve belki de girisimsel islemlerin de
yerine gecebilecek biyobelirteg 6zelligi gosterebileceklerdir. Eksozom, insan viicudunda yer alan tiim
hiicreler tarafindan hiicre dig1 ortama salgilanan vezikiillerin en kiiguigiidiir. Tasidiklar1 hiicreler arasi ve
hiicre i¢i kargo muhteviyatlar1 ile haberlesme ve sinyal yolaklarinda gorevli olabilmeleri, lipid
kompozisyonlar1 ile hiicre icine kolaylikla girebilme potansiyelleri ve son ¢aligmalarda bildirilen DNA,
RNA, miRNA, IncRNA gibi niikleik asit sekanslarina sahip olabilmeleri, biyobelirte¢ aday: olarak
atfedilmelerine yol agmistir.

Extracellular Vesicles and Exosomes

ABSTRACT

Every cell of the human body excretes small vesicles and molecules to the extracellular environment both as
the result of normal and pathologic processes. These nanomolecules, which are defined as extracellular vesicles,
have gained more and more importance in recent years. They lead research on the questions of “Can they be
disease biomarkers or drug candidates in parallel with individual diagnosis, follow-up and treatment
strategies?"Previous studies showed that these molecules that are extracted to the extracellular environment by
every cell, carry the characteristic identity of the cell of the origin. Thus these vesicles that can be found in body
fluids have the possibility of replacing invasive procedures as a biomarker in cases in which acquiring the cells
for diagnosis, follow-up, and treatment is problematic. The exosome is the smallest of the vesicles extracted
into the extracellular environment by the human body's cells. Exosomes can play a role in communication and
signal pathways by containing inter-and intracellular cargos and having the ability to easily enter cells because
of their lipid compositions. Existence of the nucleic acid sequences such as DNA, RNA, miRNA, and IncRNA
in exosomes has been reported in recent studies. In addition, insights into genomic sequences residing in
exosomes have increased exosomal mRNA, protein, and enzyme studies.
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Hiicre Dis1 Vezikiiller ve Eksozom

GIRIS
1. Ekstraseliiler/Hiicredis1 Vezikiiller Nasil Kesfedildi?

Hiicre dis1 vezikiiller (EV), hiicrelerden salinan bir ¢ift lipit tabakasi ile sinirlandirilmis nanomolekiiler
bir ailedir. Cogalmaz, fonksiyonel bir ¢ekirdek igermez ve farkli viicut sivilarinin kiiltiir siipernatanlarinda
saptanabilir. Baslangicta yapiskan hiicre artiklari/atiklar1 olduklari diisiiniilmiis daha sonralari ise alternatif
hiicreleraras1 haberlesme araglari olduklar1 anlagilmigtir. Hiicre iletigimi, hiicreler arasi ¢esitli molekdilleri
iletebilme ve miRNA homeostazin korunmasinda, inflamasyonun indiiklenmesi ve onarimin tesvik
edilmesinde cesitli gorevler iistlendikleri anlasilmistir (Bazzan ve ark., 2021). EV'lerin varligindan ve olast
islevinden ilk olarak, Chargaff ve West (1946)’da tromboplastin ve trombositleri incelerken sliphelenmistir.
Kan hiicrelerinin cesitli kii¢iik parcalanma diriinlerinin pihtilasma o6zelliklerine katkida bulundugunu
varsaymislardir. Chargaff ve Wolf (1967) tarafindan tanimlanan materyalin gercekten de trombositlerden
kaynaklanan lipid icerigi bakimindan zengin, kii¢iik partikiiler oldugu elektron mikroskobu (EM) ile
tanimlamis, trombosit tozu olarak isimlendiilmistir. Dolayisiyla EV’leri ve islevlerini ilk tanimlayanin
aslinda Wolf (1967) oldugu diisiiniilebilir. Aaronson ve ark., 1971°de EM kullanarak, kamgili bir alg olan
Ochromonas danica 'da tirliit membran6z yapilar tiretildigini gostererek ilk ultrastriiktiirel kaniti rapor ettiler
ve "Hiicre ici ve hiicre dis1 vezikiiller" terimini ilk olarak kullandilar. Onemli olarak, vezikiillerin ve diger
cift zarl yapilarin birkag hiicre organelinden ortaya ¢iktigini ve hiicre i¢in normal isleyis siireciyle iligkili
olduguna da degindiler. Ayrica saglam vezikiillerin santrifiijleme ile elde edilebilecegini de agikladilar. Bu
ilk gdzlemlere ragmen, 1970'ler boyunca, EV'lerin kdkeni hakkinda kesin bilgilerin eksikligi 6zellikle
hiicreden viral sagilma yoluyla mi olustuklar1 yoksa ultrasantrifiijleme sirasinda rastgele Oli hiicre
dokiintiilerinden mi geldiklerinin anlagilamamasi, bu konunun gizemli kalmasina yol agti. 1970'lerin
sonlarinda EM ve kimyasal liziz kullanilarak yapilan calismalarda, fetal sigir serumunda 30 ila 60 nm
arasinda degisen bir trilaminar membrandz zarfa sahip ¢ok sayida uzun ve kiiresel mikrovezikiiller tanimladi.
Kokenlerine gore “plazma membranlari”, “hiicre dist membranlar” ve “mikrovezikiiller” olarak
siniflandirildilar (Dalton, 1975). Daha sonraki caligmalar, bunlarin virlis benzeri parcaciklar veya hiicre
artiklar1 olmadiklarini, hiicre i¢i ve hiicre dis1 yapilardan tiiretildigini dogruladi; ancak EV'lerin biyolojik
kokeni, icerigi ve islevi hakkinda yine de pek bir bilgi yoktu. 1970'lerde Drazofila ve neosporalarda yapilan
caligmalarda hiicreler arasinda aktarilan DNA fragmanlarina atifta bulunularak eksozom ("exo" = dis ve
"soma" = viicut) terimi kullanilmaya baslandi (Fox ve ark., 1971; Mishra ve ark.,1973). Bununla birlikte,
DNA pargalarinin ¢ift katli zar katmanlari ile iligkisinin gosterilememis olmasi, bu parcaciklarin
eksozomlarin veya hiicre dis1 vezikiillerin erken bir tanimi olarak kabul edilmesini engelledi. EV'lerin trofik
materyalin hiicreler arasi taginmasindaki 6nemli rolii ilk olarak Trams ve ark., (1980) tarafindan rapor
edilerek plazma zarindan "mikro vezikiillerin" pul pul dokiilmesine atifta bulunmak i¢in "eksozom" teriminin
kullanilmasi onerildi. Bu yazarlar, EV olusumu ve islevi hakkinda bilgi ve anlayisa énemli katki yapdilar;
membrandz vezikiillerin pul pul dokiilmesinin birgok farkli normal ve neoplastik hiicrede meydana
gelebilecegi ve eksfoliyatif siirecin secici oldugunu, lipid bilesimlerine dayali olarak, mikrovezikiillerin
plazma zarmin farkli, 6zgiin alanlarindan olustugunu rapor ettiler. Bununla birlikte Trams'in yayinina
1980'lerde sik sik atifta bulunulmasina ragmen, “eksozom” terimi, 1986'ya kadar EV'leri belirtmek i¢in
bilimsel camia tarafindan tekrar kullanilmadi (Bazzan ve ark., 2021). Johnstone ve ark., 1987’de
retikiilositlerin olgunlasma siirecinde multivezikiiler yapilarin olusumu ve salimimini tanimladiktan sonra,
eksozom tanimi yeniden giindeme geldi. Cok spesifik bir hiicre tipi olan retikiilosit ile bu hiicrelerin eski
bilesenleri eksiize etmesinin bir yolu olarak goriilerek bu yayini takip eden 10 yil boyunca minimal diizeyde
aragtirilldi. Bilim insanlar1 bu "garip" salg1 yolunun gercek varligi konusunda siipheci davrandilar. Bu aradan
sonra mikrovezikiillerin ve eksozomlarin bir¢ok hiicre tipinde mevcut oldugu gosterildi. 1996'da B
lenfositler, 1998'de dendritik hiicreler, trombosit ve 1991'de trombosit ve epitel hiicreler ve 2005°te néronlar
(Heijne ve ark.,1999; Marzesco ve ark., 2005; Raposo ve ark., 1996; Wilson ve ark., 1991;) eksozom
icerikleri ile giindeme geldi. Ayrica immiin aktivasyon ve adaptif immiin yanitlarin uyarilmasinda 6nemli
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rolleri olabilecegine dair elde edilen orijinal bulgular nedeniyle, immiinoloji alaninda eksozomlara kars1 artan
ilgi sonucunda ¢esitli veriler ortaya kondu. Multivezikiiler (MV) liimen i¢inde tomurcuklanma, fisyon ve
segregasyon ile eksozom olugsumu, belirli siirecler tarafindan yonetilmekteydi. Eksozom salinimi 6zgiin
hiicre i¢i sinyallere yanit olarak ger¢eklesmekteydi (Bobrie ve ark., 2011; Cocucci ve ark., 2009; Therry ve
ark., 2009). Giiniimiize gelindiginde ise eksozomlarin memelilerde ve omurgasizlarda birgok farkli siiregte
yer aldigi tanimland1 (Kalluri ve LeBleu 2019; Larabi ve ark., 2020). Bakir alan olarak degerlendirilen bu
konularn, ilerde cesitli hastaliklarin tedavisinde, dokularin hizli iyilesmesi ve yenilenmesi siireclerinde etkin
olarak kullanilacag diistiniilmektedir.

2. Hiicreler Neden Ekstraseliiler Vezikiiller Salgilar?

Hiicrelerin EV’leri salgilayabilmesi i¢in hiicre sitoplazmasi igerisinde zarl yapida organellere sahip
olmasi gerekir. Cekirdek zari, golgi aygiti, endoplazmik retikulum, endozom, lizozom gibi zarh organeller
sadece Okaryotik canlilarda bulunur. Bu nedenle prokaryotik canlilarda EV’ler salgilanmayabilir. Tim
Okaryotik hiicreler haberlesme agini kullanirlar. Hiicrelerdeki iletisim, ekstraseliiler ortama cesitli
molekiillerin salgilanmasiyla veya dogrudan etkilesim yoluyla gerceklesir. Bunun yanisira bir bagka
haberlesme yontemi olarak dkaryotik hiicrelerden hem uzak hem de yakindaki hiicrelere ulasabilen EV’leri
salgilanir. Yani 6karyotik hiicreler, iletisim, korunma ve genetik bilginin (DNA, mRNA ve RNA tiirevleri)
paylasilmasi amaciyla paketli vezikiiler kargolar iiretir. Genetik bilginin paylasilmasi amaciyla verici
hiicreye ait DNA, mRNA ve RNA tiirevleri alici hiicrelere tasinir. Yapilan ¢alismalarla iglevsel reseptorlerin
ve ikincil mesajcilarin da hedef hiicrelere tagindigi gosterilmistir. Boylece, hiicreler birbirleri ile etkin bir
sekilde haberlesirler. Bu yolla ayn1 zamanda kendi atik yonetimlerini de yaparlar ve EV’ler araciligiyla,
gereksiz veya toksik iirlinleri hiicre digina atarak, kendilerini olusabilecek i¢ ve dig streslere karsi korurlar
(Bazzan 2021).

3. Ekstraseliiler Vezikiillerin Siniflandirilmasi

EV, hiicreler tarafindan salgilanan tiim vezikdil tiirleri i¢in kullanilan kiiresel bir terimdir. EV'ler

biiyiikliiklerine, iiretilme siireglerine ve fiziksel yapilarina gore simiflandirilir. Bu siniflandirmaya gore
eksozomlar hiicre dis1 vezikiillerin en kiigtikleridir.

3.1. Mikrovezikiil

Hiicre membranindan tomurcuklanarak hiicre disina salinan molekiillerdir. Endozom aracili vezikiiller
koken aldiklari hiicrenin membran bilesimini eksozomlardan daha iyi gdstermektedirler. Mikrovezikiiller,
100-1000 nm boyutlarindadir. EM goériintiileri heterojeniktir (Bazzan ve ark, 2021; Ertekin 2020).

3.2. Ektozom

Boyutlari ortalama 100-500 nm arasinda degisen hiicre zarinin tomurcuklanmasi ile olusan diizgiin
sekilli yapilardir. Eksozomlara gore daha biiyiiktiirler (Bazzan ve ark., 2021; Ertekin 2020).

3.3. Onkozom

Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan ve onkojenik mesajlarla, protein komplekslerini hiicre aktaran,
hiicre zarindan tomurcuklanma yoluyla tiiretilen biiylikliigii 100-400 nm arasinda degisen hiicre dist
vezikiillerdir (Bazzan ve ark 2021; Ertekin 2020).

3.4. Apoptotik Vezikiil

Apoptoz; kontrollii hiicre 6liim yoludur. Bu siirecte hiicreler, igeriklerinin sitoplazmaya ge¢mesini
engellemek icin apoptotik vezikiilleri olusturmaktadir. Hiicresel igerik tasiyan vezikiiller, fagositoz yoluyla
makrofajlar tarafindan ortamdan uzaklastirilir. Boyutlar1 1000- 5000 nm arasinda degisen apoptotik
vezikiiller sekil agisindan heterojen 6zellik gosterir (Bazzan ve ark 2021; Ertekin 2020).
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3.5. Eksozom

Boyutlar1 50-150 nm arasinda degisen hiicre dis1 vezikiillerdir. Hiicresel organel igermeyen, az
miktarda sitozol iceren, iki katli lipit zar ile endositik tiirevlenmis molekiillerdir. Vezikiil olarak dig ortama
salinirlar (Bazzan ve ark 2021; Ertekin 2020). Insan viicudundaki hiicreler gerek saglikli gerek patolojik
siireglerde hiicre dis1 ortama kiiciik vezikiiller salgilamaktadirlar.

Hiicre dis1 vezikiiller olarak tanimlanan bu nanovezikiiller, son dénemlerde giderek daha da 6nem
kazanan bireysel tani, takip ve tedavi stratejilerine paralel olarak hastalik biyobelirte¢i veya ilag aday1 olabilir
mi sorusuyla yola ¢ikan arastirmalara onciiliik etmektedirler. Yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki, viicutta
yer alan tiim hiicrelerden ekstraseliiler ortama salgilanan bu nanovezikiiller salgilandig hiicrenin kimligini
de yansitmaktadirlar. Dolayisiyla viicut sivilarinda yer alan bu vezikiiller tani, tedavi ve takipte hiicreye
ulasilamadiginda veya hiicre eldesinin zor oldugu durumlarda kullanilabilecek ve belki de girisimsel
islemlerin de yerine gegebilecek biyobelirteg 6zelligi gosterebilirler.

Eksozom, hiicre dis1 ortama salgilanan vezikiillerin en kii¢tigiidiir. Tasidiklar1 hiicreler aras1 ve hiicre
ici kargo muhteviyatlari ile haberlesme ve sinyal yolaklarinda gérev yapmaktadirlar. Lipid kompozisyonlari
ile hiicre i¢ine kolaylikla girebilme potansiyelleri vardir. Eksozomlar, proteinleri ve genetik bilgiyi hiicrelere
tastyarak hiicre iletisimde anahtar role sahiptirler. Dolayisiyla RNA ve proteinlerin hedef hiicrelere
iletiminde ve bu hiicrelerin biyolojik aktivitelerinde gorev alarak gen ifadesini degistirebilirler. Eksozomal
bilesim, tiirevlendigi hiicreye, hiicrenin patofizyolojik 6zelliklerine bagli olarak degisebilmektedir. Simdiye
kadar hiicreler {izerine herhangi yikici bir etkinlik gdstermeyen bu vezikiiller, yenilenme ve farklilagma
rolleri ile 6ne ¢ikmaktadirlar. Ayrica, genomik sekans muhteviyatlar1 eksozomal mRNA, protein ve enzim
aragtirmalarinin da her gegen giin artmasina neden olmustur. Son donem ¢alismalarinda kanser hiicresi
temelli onkozomlar, spesifik prostat kanser hiicre serisinde gosterilen prostazomlar, tiimdr kokenli
teksozomlar onkojenik biobelirte¢ olma yolunda aday gosterilen baslica eksozomlardandir. Kodlayan ve
kodlamayan niikleik asit dizileri ile hiicre dis1 serbest DNA tasiyicist olabilme potansiyelleri nedeniyle de
prenatal tanida anne kaninda fetal orjinli DNA analizleri igin, eksozomlar ¢ok 6nemli belirte¢ olarak
goriilmektedir.

3.5.1. Eksozom Uretimi ve Salinimi

Sekil 1. Eksozomlarin Olusum Mekanizmalar: (Ertekin 2020, Grunathan ve ark., 2019)
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Hiicreler, biiyiik molekiilleri endositoz ile hiicre igine tasirken sentez iirlinlerini ekzositoz ile disari
verebilmektedirler. Makromolekiillerin ekzositoz aracili digsart salinimi  yaygin olmakla birlikte,
multivezikiiler cisimcigin (MVB) plazma zan ile fiizyonuna bagl iceriginin disar1 gonderilmesi de bir
ekzositoz mekanizmasini olusturmaktadir. Eksozomlar bu yolla hiicre digina salinmaktadir (Sekil 1).

Eksozom olusumunun ilk basamaginda hiicre zarinin bir boliimii klatrin aracili ve klatrinsiz
endositoz ile hiicre i¢ine alinir ve sirasiyla erken endozom, ge¢ endozom ve MVB olusumu gerceklesir
(Chargaff ve West 1946; Gurunathan vd 2021). Erken endozom olgunlasarak ge¢ endozomu olusturur. MVB
gelisiminde, ge¢ endozomun plazma zarmin igeri dogru gogi ile tomurcuklanmasi en énemli basamaktir
(Hessvik ve Llorente 2018). Boylece igerisinde ¢ok sayida kesecik/eksozom barindiran bir yapi ortaya ¢ikar.
Erken endozom tomurcuklanarak ge¢ endozom asamasinda intraliiminal vezikiiller olusturur. MVB’nin
hiicre zar1 ile fiizyonu sonucu kargo keseciklerini dig ortama salmasi ile eksozomlar dis ortama gecer
(Gurunathan ve ark., 2021). Ote yandan tiim MVB iceriklerinin tamami eksozom olarak salgilanmayabilir.
Ornegin, MVB’lerin lizozomlarla birlesip parcalanmasiyla igerikleri hiicresel geri doniisiime gonderilebilir.
Diger bir metabolik yol ise 6zellesmis lizozom benzeri organellerin olusumuna; melanozomlar, azurofilik
graniillerin olusumuna katkida bulunmalaridir. MVB’ler kolesterol diizeylerine metabolik yollar tercih
ederler. MVB diisiik kolestrol seviyesine sahip ise pargalanir, hiicre organeli lizozomun yapisina katilir ve
sonunda MVB igerigi hiicresel geri doniisiime gider. Daha yiiksek kolestrole sahip olan MVB’ler ise plazma
zariyla birlesir ve MVB icerigi/eksozomlar hiicrenin digina salinir. Tiim bu siire¢ler sinyal yolaklar ile
diizenlenir (Hessvik ve Llorente 2022).

Eksozomlar, trans-Golgi ag1 yoluyla yapisal salinim ve indiiklenebilir salinim olarak hiicreden iki
farkli mekanizma ile salgilanir (Devhare ve Ray 2018). Vezikiil olusturma siirecinde, endozomal siralama
kompleksi proteinlerinin (ESCRT'ler) koordinasyonu 6nemli roller oynar. ESCRT0, MVB salinimi i¢in
proteinleri isaretler ve ESCRTI proteinlerini endozomal membrana toplar, bu da ESCRII ve ESCRTIII'ye
davetiye ¢ikarir. Sonugta MVB’lerin zarlarinda bu ii¢ protein toplanir. Eksozomla iligkili ek proteinler,
ALG-2 ile etkilesime giren protein X (Alix) gibi bu kompleksi stabilize eder. Bu kompleks proteinler,
ATPase vakuolar protein siralama 4 (Vps4) tarafindan desteklenen bir vezikiil tomurcuklanma makinesi
olusturur. ESCRTIII polimerik filament olusumuna aracilik eder, bu da membran invaginasyonlarina yol
acar ve bu durum intraluminal vezikiil (ILV) olusumu ile sonug¢lanir (Tamai ve ark, 2012). Eksozomlarda
ESCRT proteinlerinin varlig, yiiksek verimli protein analiz yontemleri kullanilarak tanimlanmis ve ESCRT
sisteminin temel bilesenlerinin varliginda ortaya ¢ikan bir azalmanin, ILV olusumunu ve eksozomlarin
salinmasini sekteye ugrattigi gosterilmistir (Hirsova ve ark., 2016).

ILV olusumu, proteolipidlerin ve tetraspaninlerin koordineli eylemleriyle kolaylagtirilan ESCRT
yolagindan bagimsiz siiregler yoluyla da meydana gelebilir. Kolesterol, sfingosin ve seramidlerin Flotillin
gibi bir grup proteinin koordinasyonla membran invajinasyonu tesvik ettigi ve CD9, CD63 ile CD81 gibi
tetraspaninler a¢isindan zengin mikro yapilari olusturdugu gosterilmistir (Bowers, 2020). ESCRT'ye bagiml
ve bagimsiz eksozomlar ayni hiicreden salgilanabilir ve genellikle farkli tipte kargolar igerir (Tauro, 2013).
Eksozom salinimi ayrica Rab guanozin trifosfatazlar tarafindan da kontrol edilir. Ornegin, Rab11, trans-
Golgi agindan tiiretilen vezikiillerle birleserek MVB olusumunu ve ardindan plazma membran fiizyonunu
tesvik eder (Devhare ve Ray, 2018). Rab27a'nin diizeyinin diismesinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 bulasici hepatit
C viriisti parcaciklarinin olusumunu engeller. Ayn1 zamanda, Rab27a'nin susturulmasi, eksozom protein

icerigini degistirmeden kiiltiir siipernatantinda eksozom salinimini azaltir (Shrivastava ve ark., 2018; Yue ve
ark., 2020) .
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3.5.2. Eksozomlarin Hedef Hiicre Tarafindan Hiicre I¢ine Alinmasi

Eksozomlarin hedef hiicreleri nasil tanidiklar1 ve hedef hiicrelerin eksozomlar1 nasil hiicre igine alip
kabul ettigi hala arastirilan bir konudur. Gilinlimiize kadar yapilan arastirmalar eksozomlarin hedef hiicreler
tarafindan reseptor-ligand etkilesimi ile, membran fiizyonu ile, endositoz ve fagositoz mekanizmalari
araciligi ile alindigim gostermistir (Yue ve ark., 2020) (Sekil 2).

MVEB hiicre zan ile
birleserek icenSim

eksozom olarak
\ hiicre disaina salzilar @

Reseptor-Lizand

Mikrovezikiller (MV) ve
apoptotik cisim cikler hiicre
m em bramindan dosrudan

tom urcuklanarak olusuriar

Sekil 2. Eksozomlarin Hedef Hiicreler Tarafindan Hiicre Icine Alinma Mekanizmalar: (Ertekin 2020)
3.5.3. Reseptor-Ligand Etkilesimleri

Eksozomlarin tizerinde bulunan ligandlar, hedef/alici hiicre reseptorlerine baglanarak hiicre igine
alinma islemini baglatirlar (Isaac ve ark., 2021). Birgok protein, eksozomlarin hiicrelere baglanmasini
saglayan zara bagli reseptorler olarak tanimlanmigtir

Integrin-tetraspanin kompleksleri ve/veya eksozomal efrin reseptdriiniin (Eph) alici hiicrelerde
eksprese edilen membranal efrine baglanmasi bu 6rneklerden biridir. Baska bir 6rnek, makrofajlar tarafindan
eksozom igsellestirmeye aracilik edebilen kollajen yapili (MARCO) makrofaj reseptoriidiir (Isaac ve ark.,
2021; Yue ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2018). Ek olarak, eksozom membran proteinleri dolagimdaki
eksozom kinetigini modiile eder. Intravendz eksozom uygulamasindan 6nce eksozomlarn proteaz ile
muamelesi sonucu yiizey proteinlerindeki kaybin kandan temizlenmede ya da hiicreler tarafindan
eksozomlarin kabul edilmesinde bir gecikmeye yol actigi gosterilmistir (Gurung ve ark., 2021). Eksozom
yiizey proteinleri, ana/iiretim yapan hiicrenin protein repertuarindan etkilendiginden, eksozom membran
bilesimi, hiicrenin fizyolojik durumuna goére degisebilir. Eksozomlar glikoproteinler agisindan zengindir
dolayisiyla dogal glikosilasyonun bozulmasi alict hiicre tipini de degistirebilir (Zhang ve Yang 2018).
Glikozilasyonun dogrudan hiicre tanima ve/veya hiicrelere aktif girise rolii su an i¢in tam anlamiyla
tanimlanamamistir. Caligmalarda, eksozomlarin hedef hiicrelere alinmasinin hiicre tipine 6zgiin olabildigine
isaret edilmektedir. Pankreatik adenokarsinoma tiirevli eksozomlarin, graniilosit ve T hiicrelerine gore
peritoneal eksuda hiicrelerince daha kolay tagindigi saptanmustir (Mulcahy ve ark., 2014; Rana ve ark., 2012;

JGEQIZS Journal of General Health Sciences 250



Hiicre Dis1 Vezikiiller ve Eksozom

Zech ve ark., 2012). Bir diger arastirmada, lenf nodu stromal orjinli eksozomlarin endotelyal ve pankreatik
hiicreler araciligi ile ana lenf nodu hiicrelerinden daha etkin hiicre i¢ine alindig1 gosterilmistir (Parolini ve
ark., 2009).

3.5.4. Membran Fiizyonu

Membran flizyonu, hiicre igeriginin aktarilmasinda eksozomlarin hedeflenen hiicrelerin plazma zar1
ile kaynasarak kargo iceriklerini sitoplazmaya bosaltmasi esasina dayanmaktadir. Parolini ve ark. (2009),
melanoma orjinli eksozomlarin diisik pH’da membran fiizyonu araciligi ile tasima gorevlerini
tamimlamiglardir. Ayrica, membran birlesiminin yapisinda, eksozom igerigi ile benzer sekilde
sfingomiyelin/gandliozid GM3 ve kavaolin-1 bulundugu belirtilmektedir (Hessvik ve Llorente, 2017).

3.5.5. Endositoz

Endositoz, klatrin bagumli, lipid-Sali aracilikli, caveolin aracilikli ve makropinositoz yoluyla
gerceklesebilir. Klatrin aracili endositoz iyi anlasilmig bir siirectir ve bu yolun inhibisyonu, eksozomlarin
alimini azaltir. Klatrin aracili endositozda, klatrin kapli vezikiiller olusur. Cesitli transmembran reseptorlerin
ve ligandlarin baglantis1 da asamali bir sekilde gergeklestirilir. Plazma zarinin i¢ kisma biikiimlenmesi bir¢ok
proteinin mebrana gogii ile indiiklenir. Eksozom hiicre i¢ine alinir.

Klatrin aracili endositozda 6nemli bir oyuncu olan Dynamin-2, invaginasyonlari keserek membrandan
ayirir. Dinamin-2 inhibisyonu, makrofajlar ve mikroglia hiicreleri tarafindan eksozom alimini azaltir.
Igsellestirilmis eksozom kaplamasiz hale gelir (Isaac ve ark., 2021; Rana ve ark., 2012)

Lipid-sali aracili endositoz: Lipid sallar, kolesterol, sfingolipidler ve glikosilfosfatidilinositol (GPI)
baglantili proteinler agisindan zengin, deterjana direncli mikro membran bolgeleridir. Annexin AnxA2, hiicre
yiizeyindeki eksozomlar1 belirli yapisik bolgelerde hareketsiz hale getirerek lipid sal aracili endositozu
destekler. Lipid sallarinin bir bileseni olan Flotillin, lipid sal aracili endositozu da pozitif olarak diizenler
(Isaac ve ark., 2021).

Kaveolin aracilikli endositoz: Kaveolinler, kolesterol ve sfingolipidler i¢eren olduk¢a hidrofobik
ve deterjana direnclidir eksozomlarin igsellestirilmesini saglar. Caveolin-1, 2 ve 3, kaveolanin ana yapisal
proteinleridir. Eksozomlarin etrafini kaplarlar. Caveolin-1, epitel hiicrelerinde eksozom alimini1 pozitif olarak
diizenler ancak fibroblastlarda ve glioma hiicrelerinde eksozom alimini negatif olarak diizenler. RhoA ve
ARF6 ‘da bu mekanizmada gorev alir (Parolini ve ark., 2009; Sandvig ve ark., 2008).

Makropinositoz, makropinozomlar olarak adlandirilan hiicre igi bolmeler olusturmak tizere sikisan ige
dogru plazma zar1 girintisini indiiklemek i¢in aktin giidiimlii lamellopodia kullanir. Kolesterol aracili Racl
GTPaz alimi, Nat/H- iyonlar1 degistirici islevi ve bazi durumlarda dinamin makropinositozu
diizenler. Sonraki asamada makropinozom olgunlagir ve daha sonra bozunma veya plazma zarina geri

doniisiim i¢in lizozom ile fiizyon yoluyla i¢sellestirilir. Bu farkli eksozom girisi modlari bir arada var olabilir
(Kerr ve Teasdale, 2009).

3.5.6. Fagositoz

Fagositoz tipik olarak bakteri ve olii hiicreler gibi biiyiik pargaciklari i¢ine alir, ancak eksozomlar gibi
kiiciik parcaciklart da igsellestirebilir. Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve fosfolipaz C (PLC) enzimleri
aracilig1 ile fagozom yap1 kapatilir. Sasirtici olmayan bir sekilde, bu eksozom alimi yolunun immiin sistem
hiicreleri ile kullanildig1 gésterilmistir. Fagositoz, hiicre zarina yerlesen resoptorlerin varliginda aktin aracili
endositoz ¢esitidir. Eksozomlar i¢in bir alim mekanizmas1 olmasindan daha ¢ok yok edilmelerini saglayan
bir mekanizma olduklar1 diigiiniilmektedir. Konu halen arastirilmaktadir (Ertekin, 2020; Zhang ve ark., 2018)
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4. Eksozomlarin Molekiiler Bilesimi

ExoCarta eksozom veritabanidir ve ilk olarak 2009 yilinda tanimlanmistir (Keerthikumar ve ark.,
2015). Birden fazla organizmada eksozomlarda tanimlanan igeriklere ulagilmasim saglar. Eksozomal
veritabaninin son geligsmeleri gostermektedir ki; 41860 protein, 4946 mRNA, 2838 miRNA ve 1116 lipid
eksozom nanovezikiillerin yapisinda tanimlanmustir (http://www.exocarta.org).

4.1. Protein Bilesimi

Eksozomlar sitozol, plazma membrani ve endositik yollarda gérev yapan pekcok protein icermektedir.
Ekstraseliiler matrikste gorevli, integrin, galaktin ve kollajen ayrica epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR), proteomik c¢alismalarinda eksozomal yapilar i¢in tamimlanmigtir (Kourembanas ve ark., 2021).
Eksozomlarda, aneksin ve flotillin gibi endozom olusumu esnasinda protein iletiminde rol oynayan ve
membran fiizyonunda gérevli molekiiller de bulunmaktadir. Ote yandan, hedef hiicreler igin tetraspaninler
(CD9, CD63, CD37, CD81, CD82, CD53) ve MVB’den eksozom biyogenezinde rol oynayan ESCRT
proteinleri, Alix ve TSG101 proteinlerini de icermektedir. Integrin-o,-p, P-selektin hiicreler aras1 adezyon
molekiili-I, CD146, CD9, CD18, CD11a, CD11b, CD11, D166 adezyon proteinleri, eksozomlarda gorev
yapmakta ve 6zgilin hiicre ylizey belirteglerini olusturmaktadir. Sitozolik Rab proteinleri, Hsp90, Hsc70,
Hsp60, Hsp20, Hsp27 gibi 1s1 sok proteinleri ve GTPazlar eksozomlarda tanimlanan diger proteinlerdir.
Endozomal koken tagimalarina ragmen eksozomlar, endoplazmik retikulum, mitokondri veya Golgi
cisimcigindeki proteinleri barindirmazlar (Hoehn ve ark., 1975) Eksozom protein igerigi Tablo 1’de
goriilebilir. En son siitunda eksozomlarda iistlendikleri gorevler de 6zetlenmistir (Tablo 1).

4.2. Lipid Bilesimi

Eksozomlarin lipid bilesimi, tiimii plazma zarlarinda bulunabilen sfingolipidler, kolesterol,
fosfatidilserin, doymus yag asitleri ve seramidlerden olusur. Eksozomal lipidler eksozomlarin tiirevlendikleri
yapilara 6zgilidiir. Eksozomlarin lipid igerigi ve fonksiyonlari Tablo 2’de ozetlenmistir. Eksozomlar,
biyolojik aktivitesi yiiksek lipidlerin hedef hiicrelere tasinmasinda 6nem arz ederler (Keerthikumar ve ark.,
2016).

4.3. Niikleik Asit Bilesimi

Eksozomlar igin niikleik asit ¢aligmalar1 gostermektedir ki, eksozomlar mRNA ve miRNA
icermektedirler. mRNA icerikleri ile hiicre siklusu, anjiyogenez ve histon modifikasyonlarinda rol
almaktadir. In vitro arastirmalar, fare eksozomlarin RNA bilesimini, insana transforme edebildiklerini
gostermektedir. Bu durum eksozomlarin genetik bilgi aktarimi yaptigin1 dolayisiyla hiicre iletisimde biiyiik
rollerinin oldugunu ortaya koymaktadir (Ertekin, 2020; Sharma ve ark., 2018).

5. Eksozom Izolasyon Teknikleri

Eksozomlar ¢ogunlukla laboratuvar ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerden izole edilir. Analizler igin
kiltiir sivisindan (siipernatan) ¢esitli izolasyon teknikleriyle eksozomlar elde edilir. Bunun diginda, ¢esitli
viicut sivilarindan; kan, idrar, tiikkriikk, amniyon sivisi, beyin-omurilik s1visi, nazal salgilar ve anne siitiinden
de eksozomlara ulasilir. Eksozom izolasyonunda genel olarak santrifiij yontemi, kromatografi, filtreleme,
polimere dayali ¢oktiirme ve immiino-affinite teknikleri kullanilmaktadir (Ertekin, 2020; Johnstone ve ark.,
1987). Bu yontemlerin hepsinin kendine 6zgii giiglii yanlar1 ve sinirlamalari vardir.

I¢lerinde en yaygin kullanilani ise ultrasantrifiij yontemidir. Bu yontem kuvveti ve siiresi giderek artan
bir dizi santrifiij basamagindan olusur. izolasyon i¢in kullanilan sivilarin i¢inde eksozomlar disinda 8lii ve
canli hiicreler, hiicresel atiklar, proteinler gibi boyutlar1 ve yogunluklari birbirinden farkli birgok ek materyal
yer almaktadir. Her bir santrifiij basamaginda bu bilesenlerden bir kismi ¢oktiiriiliir ve ortamdan
uzaklastirilir. Her basamak sonras1 daha yliksek santrifiij hizinda isleme devam edilir. Sonugta eksozomlarin
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ayrimu gergeklesir. Ultrasantrifiigasyon ile eksozom izolsyonu, hedef hiicre aynminda yiiksek giivenirlikli
teknolojilerin basinda gelmektedir. Ancak, santrifijj siirelerinin uzun olmasi, yiiksek maliyet ve eksozomlarin
santrifiij hizlarinda zarar gorebilmesi dikkat edilmesi gereken noktalardir.

5.1. Ultrasanrifiij

Eksozom eldesinde altin standart olarak atfedilen bir izolasyon teknigidir. Bu izolasyon yontemi,
difaransiyel ve yogunluk gradiyentine baglh ultrasantriifiij olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Diferansiyel
ultrasantrifiij, baglarda retikiilositlerde eksozom izolasyonu i¢in kullanilmis sonrasinda Thery ve ark. (2009)
caligmasinda standardizasyonu saglanmistir. Bu yontemde hiicre kiiltiir siipernatani ardil santriifiijleme ile
cesitli devir ve siirelerde ayristirilmaktadir. Her santriifiij basamaginda agirlik ve boyutca farklilik gésteren
yapilar ayristirilmaktadir. Santriifiij sonucunda hiicre ve atiklardan uzaklastirilmis eksozomal igerige ulasilir.

Yogunluk gradiyent yonteminde ise ornekler siikroz igerikli gradiyent ortam ile ultrasantrifiijlenir.
Sonugta tiip i¢inde, partikiiller boyut, kiitle ve yogunluk farklili§ina gore ayristirilir. Eksozom izole edilecek
sivi, yukaridan asagi yonde artan gradiyentte 100,000g/16 saat siiresince santrifiijlenir. Santriifiijleme
tamamlaninca, 1.10-1.18 g/mL yogunlukta eksozom pelletleri ayrisirken, daha yogun partiiller asagi
cokmektedir (Guerreiro ve ark., 2018; Popovic ve Marco, 2018).

5.2. Boyut Dislama Kromatografisi

Boyut diglama kromatografisi (SEC) ve jel gecirgenlik kromatografisi (GEC) tanimlar1 genellikle
birbirinin yerine kullanilir. Bu s1vi kromatografi analizi, polimer molekiilleri boyuta gore ayirir ve polimer
numunelerinin molekiiler agirlik dagilimini 6lgebilir. Mutlak molekiiler agirlik 6l¢timleri, ¢ok agili 151k
sacilim (MALS) saptamasi kullanilarak gerceklestirilir.

Biiyiiklikee ayirma kromatografisi eksozomlarin morfoloji ve fonksiyonuna zarar vermeden
bilesenlerinin boyutlarina goére ayrilmasimi saglar. Bu yontemle eksozomlarin diger biyomolekiillerden
ayrilmasi saglanir (An ve ark., 2018). Arastirmacilar, kromotografinin eksozom eldesinde etkin oldugunu
bildirmislerdir.

5.3. Polimer Esash Coktiirme

Eksozom elde edilecek mayi veya hedef doku polimer esasli sivi ile karistirilir. Cokelme amaci ile
polietilen glikol (PEG) polimerleri veya tuz ¢ozeltileri 6rnegin sodyum asetat kullanilir. Daha sonra
inkiibasyon ve diigilk hizda santriflij asamalar1 ile devam edilir. Santrifiijleme tamamlaninca, eksozom
muhteviyati tabana ¢6kmiis haldedir. (Kurian ve ark., 2021).

5.4. immiinoafinite Yéntemiyle izolasyon

Immiinafinite yontemi ile izolasyon tekniginde, hiicre membraninda yer alan reseptorler ile
immiinocip eksozom iligkisine dayali bir izolasyon cesitidir. Eksozomlarin zara bagl antijenleri
(reseptorleri) ile hareketsizlestirilmis antikorlar (ligandlar) arasindaki spesifik etkilesimleri sayesinde
eksozomlar yakalanir. Yogunluk ve boyuta dayali olanlar gibi diger spesifik olmayan izolasyon teknikleri
kullanilarak izole edilen eksozomlar1 daha da saflagtirmak i¢in kullanilabilir. Saflastirilan eksozomlardan
niikleik asitler elde edilebilecegi gibi eksozomal proteinler de biyolojik belirte¢ olabilir (Sharma ve ark.,
2018).

5.5. Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon (UF) yontemi, eksozom ayristirmak amaci ile kullanilan temel filtrasyon yontemleri
ile benzerdir. Dolayisiyla, bu yontemde eksozomlar agirlik ve boyut farkina dayali membran filtreler
aracihiginda izole edilir. Hizli ancak 6zel ekipman iceren bir izolasyon yontemidir. Ayrica, ultrafiltrasyon
basinci ile eksozomal igerigin zarar gérmesi ekarte edilmemelidir. Yapilan arastirmalarda, idrardan UF
izolasyonu ile verimliligi etkin eksozom eldesi bildirilmektedir (Zhang ve ark., 2018; Zhang ve Yang, 2018).
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6. SONUC

Son dénem tip literatiiriinde 6ne ¢ikan, hastaliklarin tani, takip ve tedavisinde yeni belirteclerin neler
olabilecegini tartisan bir alandir; hiicre dis1 molekiiller ve bunlarin en kiigiigii olan eksozomlar. Ilgingtir ki
atik olarak bildirilen eski donemlerin hiicre dist partikiilleri ¢cagimiz mikrovezikiilleri, tip ve teknoloji
alaninda, hiicre yenilenmesinden, iletisimine, hiicre kimliklendirmesinden, igeriklerinin tasinmasina, belki
ileride biyolojik bir vektor olarak terapotiklerin hiicre ig¢ine alinmasina kadar genis bir spektrumda
arastirilmaktadirlar.

Bu vezikiillerin baslicasi olan eksozomlar, niikleik asit icerikleri ve miRNA bilesenleri ile 6zellikle
hiicre boliinme, biiylime, proliferasyon ve farklilagsmasina dayali, hiicre temelli pek ¢ok ¢alismaya 1s1k
tutacaktir. Boyutlar1 kiiciik, ancak gorev ve fonksiyon tanimlamalari halen yapilan eksozomlar, bilim
diinyasinda her gegen giin literatiire eklenen yeni bir veri ile giderek yayginlasmaktadir.

7. SINIRLILIKLAR

Hiicre dis1 vezikiiller, hiicrenin en kii¢iik molekiiler bilesenleridir. Bu dogrultuda, hangi vezikiiliin ne
amagla elde edilecegi ilk belirlenmesi gereken parametredir. Ciinkii, izolasyon, saflagtirma ve elde edilen
vezikiiliin dogrulanmasi igin etkin teknigin secilebilmesi bu sarta baglidir.
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EXTENDED ABSTRACT

Every cell of the human body, excretes, small vesicles, and molecules to the extracellular environment both as the
result of normal and pathologic processes. These nano molecules which are called extracellular vesicles are the focus of
recent research that aim to determine new disease biomarkers and drugs to enable personalized diagnosis, follow-up, and
treatment for patients. Previous studies showed that these molecules that are extracted to the extracellular environment
by every cell, carry the characteristic identity of the cell of the origin. Thus these vesicles that can be found in body fluids
have the possibility of replacing invasive procedures as a biomarker in which acquiring the cells for diagnosis, follow-
up, and treatment is problematic.

Communication in cells occurs by the secretion of various molecules into the extracellular environment or by
direct interaction. In addition, as another communication method, EVs are secreted from eukaryotic cells, which can
reach both distant and nearby cells. That is, eukaryotic cells produce packaged vesicular cargoes for the purpose of
communication, protection and sharing of genetic information (DNA, mMRNA and RNA derivatives). In order to share
genetic information, DNA, mRNA and RNA derivatives of the donor cell are transported to the recipient cells.

Thus, cells communicate effectively with each other. In this way, they also manage their own waste and protect
themselves against internal and external stresses that may occur by throwing unnecessary or toxic products out of the
cell through EVs.

The exosome is the smallest of the vesicles that are extracted into the extracellular environment by the cells of the
human body. Exosomes can play a role in communication and signal pathways by containing inter and intracellular
cargos and having the ability to easily because of their lipid compositions. Existence of the nucleic acid sequences such
as DNA, RNA, miRNA, and IncRNA in exosomes have been reported in recent studies. In addition, insights into genetic
sequence residing in exosomes have increased exosomal mRNA, protein, and enzyme studies. Prostasomes from the
prostate cell line originated exosomes for being oncogenic biomarkers. On the other hand, exosomes are very important
candidate biomarkers for fetal DNA analysis from maternal blood due to their potential to become extracellular free
DNA carriers with coding and non-coding nucleic acid sequences. The biological identities, biogenesis, isolation, and
purification methods of nano molecules are still not fully elucidated. This fact does not show parallelism with advancing
technology and contradicts the hypothesis of “the patient before the disease” in medicine, thus preventing the prognostic,
therapeutic, and diagnostic biomarker possibilities of the exosome.

Prominent in recent medical literature, it is a field that discusses what new markers might be in the diagnosis,
follow-up and treatment of diseases; extracellular molecules and the smallest of them, exosomes. Interestingly, reported
as waste extracellular particles of ancient times contemporary microvesicles, in the field of medicine and technology,
from cell regeneration to communication, from cell identification, to transport of their contents, perhaps in the future as
a biological vector, they are being investigated in a wide spectrum, up to the intracellular uptake of therapeutics.

Exosomes are mostly isolated from cells cultured in vitro. Exosomes are obtained from culture broth (supernatant)
for analysis by various isolation techniques. Apart from this, from various body fluids; Exosomes are also reached from
blood, urine, saliva, amniotic fluid, cerebrospinal fluid, nasal secretions and breast milk. An isolation technique attributed
as the gold standard for exosome extraction is ultracentrifugation.

Necmettin Erbakan University Meram Medical Faculty Department of Medical Genetics and Genetic Diseases
Diagnostic Center performs chromosome analysis with long and short-termed culture techniques from postnatal and
prenatal body fluids with the annual number of patients over three thousand five hundred with twenty years of cell and
tissue culture laboratory experience. In addition, molecular cytogenetic analysis of a thousand patients on average for
various solid tissue cancers such as breast, lung, colorectal cancers, adult and pediatric leukemias, and, genetic syndromes
for patients with dysmorphic features are routinely conducted for diagnosis follow-up, and molecularly targeted drug
treatments in our department and diagnostic center. Disease-related gene panels for an average of 5000 patients per year
and DNA, RNA, mRNA related studies are also performed in our molecular genetics laboratory.

Our another publication shows the effect of exosomes on cell proliferation was original research article, which
shows the importance of exosomes in cell cultures in terms of proliferation rate and efficiency, has been approved by the
ethics committee dated 2020/2300.

In this review, we aimed to emphasize the importance of extracellular vesicles and exosomes based on our
experience in the research project mentioned above. Exosomes, which are small in size but whose function definitions
are still being made, are a research area that attracts the attention of the scientific world with new data every day. In line
with all these literature and targets, “extracellular nanovesicles and exosomes are the subject of biomarker research for
the diagnosis, follow-up, and treatment of diseases.
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