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Dilek KAAN!2
OZET:

Eksozomlar endozomdan koken almig, immiin modiilasyonda 6nemli role sahip, hiicrelerarasi
etkilesimi saglayan, nano boyutta biyomolekiillerdir. Eksozomlar tetraspanninler, proteinler,
Annexin ve Rab proteinleri gibi ¢ok gesitli zar proteinlerine sahiptirler ve bu igeriklere sahip
olmalar ile enfeksiyon, sinir sistemi, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarin tedavi ve teshisinde
kullanilmaya adaydir. Hemen hemen biitiin viicut sivilarindan salinan eksozomlarin hem homojen
hem de c¢ok sayida izole edilebilmesi teshis ve tedavi i¢in onemlidir. Bu nedenle eksozomlarin
saflagtirilmasi ve taniya yonelik spesifik eksozom izolasyonu tedavi amagl iiretimi agisindan 6nemli
bir basamaktir. Bu ¢aligmada wharton jel kaynakli ticari mezenkimal kok hiicre kiiltiir besiyerinden
(medyum) farkl izolasyon metotlar1 olan ultrasantriftij, diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon ve
cokeltme (presipitasyon) metodu kullanilarak en ¢ok sayida ve en saf eksozom izolasyonu yapilmasi
amaglanmistir. Eksozomlarin karakterizasyonu i¢in; goriintiilenmesi, saflig1 ve boyut analizi her ii¢
metot i¢in belirlenmistir. Sonug olarak ultrasantrifiij metodunda, hem diferansiyel ultrasantrifiij-
filtrasyon, hem de presipitasyon metoduna gore ¢ok daha fazla sayida ¢ok daha kiiciik boyutta
eksozom izolasyonu oldugu goriilmiistiir. Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodu sonucunda
ise eksozom sayisinin ¢ok daha az oldugu ancak ultrasantrifiij yontemi ile elde edilen eksozomlarla
ayni saflikta oldugu goriilmiistiir. Eksozomlarin hemen hemen her hastaligin tedavisinde etkin rol
almalarindan dolay1 hastaliklarin teshisinde kullanim kolaylig1 saglamakla birlikte iyi biyo-dagilim,
biyouyumluluk ve diisiik immiinojeniteye sahip olmalar1 da tedavi asamasinda avantaj saglayacaktir.

Wharton Gel-Derived Exosome Isolation: A Method Comparative Study

ABSTRACT:

Exosomes are nano-sized biomolecules that originate from the endosome, have an important role in
immune modulation, and provide intercellular interaction. Exosomes have a wide variety of
membrane proteins such as tetraspanins, proteins, Annexin and Rab proteins, and they are
candidates for use in the treatment and diagnosis of infections, nervous system, cancer and
neurodegenerative diseases. It is important for diagnosis and treatment that exosomes released from
almost all body fluids can be isolated both homogeneously and in large numbers. Therefore, the
purification of exosomes and obtaining specific exosomes for diagnosis is an important step in their
production for therapeutic purposes. This study aimed to isolate the most and purest exosomes by
using different isolation methods, ultracentrifugation, differential centrifugation-filtration and
precipitation from commercial mesenchymal stem cell culture medium derived from wharton gel.
Imaging, purity and size analysis of exosome characterization was determined for methods. As a
result, it was observed that as a result of the isolation with the ultracentrifuge method, a much larger
number of exosomes were isolated compared to both precipitation and differential centrifugation-
filtration methods. According to the differential centrifugation-filtration method, it was observed
that the number of exosomes was much less, but the exosomes were of the same purity as the
ultracentrifuge method. Since exosomes play an active role in treating almost every disease, they
provide ease of use in diagnosing diseases, and their good biodistribution, biocompatibility and low
immunogenicity will also provide an advantage in the treatment phase.
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GIRIS

Eksozomlar, son on yilda ortaya ¢ikmis ve hizli bir sekilde ilgi ¢eken, kiiclik endozomal kaynakli
membran mikrovezikiilleridir. Eksozomlarin varligi hiicre dis1 boslukta, 1980'lerin sonlarinda
tanimlanmistir (Johnstone ve ark., 1987). Aslinda ¢ogu canli hiicre tarafindan salgilanan ekstra
vezikiiller (EV) olarakta bilinen eksozomlar, 20-200 nm boyutunda olan membran lipozomlaridir.
Vezikiil tipleri, koken aldiklar1 hiicre tiplerine, fonksiyonlarina ve biylkliiklerine gore
isimlendirilmektedir. Bu genisleyen aragtirma alaninda kullanilan EV terimleri, eksozomlari,
ektozomlari, mikrovezikiilleri, mikropartikiilleri, prostasomlari, tolerozomlar: (diyet antijenlerine karsi
immiinolojik toleransi indiikleyen), apoptotik cisimleri (apoptotik hiicreler tarafindan salinan) ve
nanovezikiilleri kapsar (Simpson ve ark., 2009). Bu hiicre dis1 vezikiiller, proteinler, niikleik asitler
(Sun ve ark., 2011) ve lipidlerden olusan (Vidal ve ark., 2015), biitiin bu bilesikleri kargo olarak
tastyan ve bu kargolar1 karsilastiklar1 hedef hiicrelere iletebilen islevsel araglardir. Bu ozellikleri
nedeniyle, eksozomlar, bagisiklik tepkisi (Greening ve ark., 2015), sinyal iletimi (Gangoda 2014),
antijen etkilesimi (Mittelbrunn ve ark., 2011) gibi bircok hiicresel siiregte dnemli bir rol oynayabilen
yeni bir hiicreler arasi iletisim modunu temsil eder. Hiicreler, mikroRNA (miRNA), haberci RNA
(mRNA), proteinler ve diger biyomolekiilleri reseptorler iceren zar vezikiilleri araciligiyla hiicre ici
organeller arasinda iletimi saglar. Bu membran vezikiilleri kan, tiikiiriik, anne siitii ve sperm dahil
olmak ftizere ¢ogu viicut sivisinda salgilanir. Bu tiir membran vezikiillerinin ii¢ ana tipi vardir:
mikropartikiiller, mikrovezikiiller (100-1.000 nm) ve eksozomlardir (Simpson ve ark., 2009).
Eksozomlar, hiicreler arasi iletisim i¢cin hemen hemen her memeli hiicre tipi tarafindan salinan ¢ift
katmanli zar vezikiilleridir. Ornegin, kanser hiicrelerinden eksozom salimi, bu tiir hiicreler arasi
iletisim yoluyla metastaza katkida bulunurken mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan eksozomlar
tedavi edici ozellikleri baskindir. Bu nedenle eksozomlar, tiiretildikleri hastalikli ve saglikli hiicreye
0zgii biyobelirteg profilleri sergiledikleri i¢in teranostik uygulamalarda da kullanilir (Harding ve ark.,
1983). Eksozomlar ve biyolojik olarak aktif bilesikleri tasimasi ile kronik inflamasyon,
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar, lipid metabolik hastaliklar ve tiimorler
gibi bir¢ok hastalikta prognostik bilgi sunabilir (Zhang ve ark., 2019). Bu c¢alismada temini kolay, etik
acidan problem olmayan, ucuz maliyetli ve insan 16kosit antijen (Human Leucocyte Antigen, HLA)
eslesmesinde sikinti olmayan insan gébek kordonu ¢evresinde yer alan wharton jelinden izole edilmis
mezenkimal kok hiicreleri (WJ-MKH)’nden farkli metotlar kullanilarak en verimli eksozom
izolasyonu metodu belirlenmeye calisilmistir. WJ-MKH’leri hiicre bazli tedaviler icin gelecek vaat
eden hiicreler olarak goriilmiistiir. WJ, damarlari, arterleri, gobek kordonu damarlarini ve duvarlarinin
adventisya boOlimiinii ¢evreleyen perivaskiiler bolgelerdir (Bonso ve Fonk 2013). WI-MKH'ler,
yetiskin doku kaynaklt MKH 'lerden (Widowati ve ark., 2014) daha yiiksek bir ¢ogalma hizina ve
kendi kendini yenileme kapasitesine sahiptir ve doku miihendisligi amaci i¢in kullanilmaya da
uygundur (Troyer ve ark., 2008). En 6nemlisi ise dogum sonrasi ¢ope atilan goébek kordonunda yer
almasi ile etik agidan uygun olan, diisiik enfeksiyon riski, kanserojen olmayan, sitoterapi sonrasi diisiik
immiinite ve diisiilk immunojenisite gostermeleri ile avantajlidirlar (Hassan ve ark., 2013, Yusoff ve
ark., 2016, Prijal ve ark., 2013, Beeravolu ve ark., 2017). Ancak tedavi sonrasi uzun yillarin gegmesi
ve transplante edilen WJ-MKH’lerin replikasyonunun devam etmesi bazi dokularda tiimor biiylimesini
desteklemesi ve hiicre boyutunun biiyiik olmasi klinik kullaniminda dezavantaj olusturmustur. WJ-
MKH eksozomlarinin (WJ-Ekso) ise daha kii¢iik boyutta olmalari, viicut igerisinde transplante sonrasi
stabil kalabilmeleri, hiicreler arasi iletisim saglayarak depolanma Ozelliklerinin olmasi nedeni ile
giintimiizde klinik kullanim i¢in daha uygun ve avantajli hale gelmistir.
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MATERYAL VE METOT

Hiicre Kiiltiri

Calismada kullanilan wharton jelinden elde edilen kok hiicreler, hazir ticari hiicre olarak
saglanmistir. Bu nedenle herhangi bir etik onay gerekmemistir. WJ-MKH alinarak laboratuvar
kosullar1 ve kullanilan iiriin 6zelliklerine gore optimize edilerek %5 fetal sigir serum (Fetal bovine
serum, FBS), %1 gentamisin ve o-MEM (Minimum Essential Medium) iceren hiicre besiyeri
(kompleks medyum) ortamina yani kiitiir kosullar1 alinarak 37 °C’de %5 CO: inkiibatérde inkiibe
edilmistir. Hiicre yetistirme kaplar1 (flask) tabaninda hiicre yogunlugu %70-80’¢ geldiginde medyum
atilarak FBS igermeyen kompleks medyum kosullarina alinarak 48 saat boyunca kiiltiire edilmistir. Bu
zaman sonunda medyum alinarak eksozom izolasyon asamasina ge¢ilmistir (Karadz ve ark., 2017).

Wharton Jeli Kaynakh Eksozomlarin izolasyonu

Ultrasantrifiij metodu ile eksozom izolasyonu

Ultrasantrifiij ile eksozom izolasyonu optimize edilerek basamaklar1 Sekil 1’de gosterilmistir.
Kompleks medyumdan en az 5 ml almarak isleme baslanmustir. i1k basamaklar artan hizlarda biiyiik
ol hiicreleri ve biiyiik hiicre kalintilarim1 ortadan kaldirmak igin yapilmistir (1-5.basamaklar). Son
basamaga gelinceye kadar basamaklarin her birinde pellet (debri) atilir ve siipernatant sonraki adimlar
icin kullanilir. Son asamada elde edilen silipernatant eksozomlara karsilik gelen mikrovezikiilleri pellet
haline getirebilmek i¢in 100.000 x g’de ultrsantrifiij yapilir. Pellet, son kalintilarin yok olmas1 igin
fosfat tamponu (PBS) igerisinde yikanarak son kez ayni hizda santrifiijleme yapilmistir.
Karakterizasyon islemleri i¢in pellet 600 ul PBS igerisinde ¢oziilerek karakterizasyon islem giiniine
kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir (Thery ve ark., 2006).

Stipernatant

Pellet=hiicreler / 300 x g 10 dk

Stipernatant

Pellet=oli hilcreler que="] 2000%g30dk

Stipernatant

Pellet=hiicre debris / 10000:x.g 30 dk

Supernatant

100.000x g 70 dk

Pellet= Eksozomlar+Proteinler

PBS ile yrka 100.000 x g 70 dk
-
Pellet= Eksozomlar

Sekil 1. Diferansiyel ultrasantrifiijlemeye dayali eksozom izolasyonu i¢in akis semasi. Her santrifiijlemenin hiz1 ve
uzunlugu oklarm saginda belirtilmistir.

Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodu ile eksozom izolasyonu
Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon ile eksozom izolasyonu optimize edilerek basamaklar1 Sekil
2’de gosterilmistir. Kompleks medyumdan en az 5 ml almarak isleme baslanmstir. Ik basamaklar
artan hizlarda biiylik 6lii hiicreleri ve biiyiik hiicre kalintilarim1 ortadan kaldirmak icin yapilmustir.
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Diferansiyel santrifiij agsamasi sonrasi siipernatant alinarak ilk dnce 0.45 daha sonra 0.22 um’lik filtre
ile filtrasyon yapilmistir. Filtrasyon sonrasi siipernatant alinarak 100.000 g’de 60-90 dk arasi
ultrasantrifiij yapilmistir. Karakterizasyon islemleri icin pellet 600 pl PBS igerisinde ¢oziilerek
karakterizasyon iglem giiniine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir (Vergauwen ve ark., 2017).

Diferansiyel Santrifiij Ultrasantn fiyj

- Filtre-Siipernatant - m\
- 0,450,22 um —

100.000g
60-90 dk

—

Hitcre Pellett Debri.?: Bylk I\ucuk Eksozomlar
Eviler EV’ler

Sekil 2. Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodu ile eksozom izolasyonu i¢in akis gemasi.
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Presipitasyon metodu ile eksozom izolasyonu

Bu metot igin EXOTCS50A-1 ExoQuick-TC kiti kullanarak izolasyon yapilmistir. Kit
prosediiriine gére 5 ml kompleks medyumdan alinarak 1 ml ExoQick-TC soliisyon eklenmistir. 30 dk
diisiik hizda +4 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Siire sonunda siipernatant atilarak pellet kismi1 yani
eksozomlar alinarak karakterizasyon islemleri i¢in pellet 600 ul PBS icerisinde c¢oziilerek
karakterizasyon islem giintine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3).

Supernatant ExoQuick-TC Soliisyon

e (

Inkiibasyon +4°C 30 dk Dissik Hizda Santrifij

l

Presipitasyon

Siipernatant «—
~Eksozom

Sekil 3. Presipitasyon metodu ile eksozom izolasyonu i¢in akig semasi.
Wharton Jeli Kaynakh Eksozomlarin Karakterizasyonu

Eksozomlarin goriintiilenmesi

Izole edilen eksozomlar yapisal ve boyut agisindan degerlendirilmek iizere 1/1000 diliisyon orani
ile fosfat tamponu (PBS) ile seyreltilerek altin kaplama yapilmistir ve Taramali Elektron Mikroskobu
(Scanning Electron Microscope, SEM) (Zeiss GEMINI 500, Almanya) cihazi kullanilarak goriintiileme
yapilmistir (Brydson ve ark., 2015). Elde edilen goriintiilerden Image J programi yardimi ile goriintii
alinarak eksozomlarin ¢ap1 dl¢iilmiis ve ortalama eksozom boyutu hesaplanmistir.
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Eksozomlarin boyut 6l¢iimii

Izole edilen eksozomlarin boyutlar1 Nanopartikiil izleme Analizi (Nanoparticle Tracking
Analysis, NTA) ile monitor kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu analiz ile elde edilen eksozom boyutlari kag
nm ve ka¢ nm’de kag¢ tane eksozom oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu metot ile ml’de bulunan eksozom
sayist hesaplanmistir (Dragovic ve ark., 2011).

Eksozomlarin zeta potansiyeli

Izole edilen eksozomlar 1/1000 diliisyon orani ile fosfat tamponu (PBS) ile seyreltilerek ayrilma
ve dagilma stabilitesini belirlemek, elektriksel ve izoelektrik nokta arasinda potansiyel farki i¢in zeta
boyutlandirici analizorii ile zeta potansiyeli belirlenmistir (Martin ve ark., 2020).

BULGULAR VE TARTISMA

Izolasyon metotlar1 sonucunda; izole edilen eksozomlarin SEM analizi sonuglari
degerlendirildiginde eksozomlarin membran yapilarinin biitiinliigiinii korudugu, Image J programu ile
eksozomlarin ortalama boyut ve uygun boyutta dagilim gosterdikleri oOl¢iilmiistiir. Ultrasantrifiij
yontemi ile izolasyon metodunda 90.00 nm+14.7, diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon yontemi ile
izolasyon metodunda eksozomlarin boyut 6l¢iimii yapilmis ve ortalama 61.00 nm+6.3, presipitasyon
metodunda ise eksozomlarin ortalama boyutlar1 113 nm=5.7 olarak bulunmustur (Sekil 4).

Sekil 4. Eksozomlarin boyut ve membran yapilarinin SEM ile analizi (A: Ultrasantrifiij metodu; B: Diferansiyel
ultrasantrifiij-filtrasyon metodu; C: Presipitasyon metodu).

NTA ile eksozomlarin hem boyut dagilimmin hem de nispi konsantrasyonunun belirlenmesinde;
ultrasantrifiij metodunda eksozomlarin boyutunun yaklasik 88.8 nm oldugu ve konsantrasyonunun
2.71x108/ml eksozom, diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodunda eksozomlarin boyutunun
yaklasik 64.7 nm oldugu ve konsantrasyonunun 1.25x10%ml eksozom, presipitasyon metodunda ise
119.1 nm ve konsantrasyonunun 2.07x10%ml eksozom oldugu gozlenmistir (Sekil 5). Ayrica nm
araliklarina gore her ii¢ metot i¢in eksozomlarin konsantrasyon ve boyut dagilim grafigi de Sekil 6’da
verilmistir.
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Results

Stats: Merged Data

Mean 88.8 nm
Mode 274 nm
sD 40.1 nm
D10: 27.6 nm
D50: 93.0 nm
D90: 1443 nm

Stats: Mean +/. Standard Error

Mean 88.8 +/-0.0 nm

Mode 274 +/-0.0 nm

sSD 401 +/-0.0 nm

D10: 276 +/-0.0 nm

D50: 93.0 +/- 0.0 nm

DY0: 1443 +/-0.0 nm

Concentration: 2.71e+08 +/- 0.00e+00 particles/ml
14.8 +/- 0.0 particles/frame
34.1 +/- 0.0 centres/frame

Results

Stats: Merged Data

Mean 64.7 nm
Mode 37.7 nm
SD 34.1nm
D10 336 nm
D50 422 nm
D90 1113 nm

Stats: Mean +/- Standard Error

Mean 64.7 +/-00nm
Mode 37.7+/-00nm
SO 341 +.-00nm
D10 336+.00nm
D50 422+/-00nm
D90 1113 +/-00nm

Concentration (Upgrade). 1.25e+06 +/- 0.00e+00 particles/ml
0.3 +/- 0.0 particles/frame

0.8 +/- 0.0 centres/frame
Concentration measurements may be unreliable

See summary file for more info

Results

Stats: Merged Data

Mean: 119.1 nm
Mode: 113.4 nm
She 52.3 nm
D10: 53.9 nm
D50: 113.7 nm
Da0: 2024 nm

Stats: Mean +/- Standard Error

Mean: 119.1 +/- 0.0 nm
Mode 113.4 +- 0.0 nm
SO: 52.3 +/- 0.0 nm
D0: 53.9+/- 0.0 nm
050 13T +-0.0nm
Da0: 2024 +/-0.0 nm

Concentration (Upgrade). 2.0Te+06 +/. 0.00e+00 partickes/mi
0.3 +/- 0.0 particles/frame

0.5 +/- 0.0 centres/frame
Concentration measurements may be unreliable

See summary file for more info

Sekil 5. NTA ile eksozomlarin boyut dagilimi ve konsantrasyonu
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Sekil 6. NTA ile eksozomlarin 3 boyutlu konsantrasyon ve boyut dagilimi grafigi (A: Ultrasantrifiij metodu; B:
Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodu; C: Presipitasyon metodu).

Ultrasantrifiij yontemi ile izolasyon sonucunda eksozomlarin zeta potansiyeli ise -9.41 mV,
diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodunda ise -39.6 mV, presipitasyon metodunda zeta
potansiyeli ise -21.4 mV, olarak bulunmustur (Sekil 7). Bu sonug¢ zeta sizer cihazi tarafindan
degerlendirildiginde ise hem eksozomlarin zeta potansiyelinin hem de ¢aligma ortami kararliginin iyi
olarak degerlendirildigi goriilmiistiir.

Eksozomlar 20-200 nm boyut araliginda mikrovezikiiller olup, ¢ok ¢esitli hiicre tipleri tarafindan
salgilanir ve bagisiklik sistemi de dahil olmak iizere ¢ok gesitli biyolojik aktiviteler sergiler (Gyorgy
ve ark., 2011). Ozellikle eksozomlar, son zamanlardaki arastirmalarin odak noktasi olmustur.
Eksozomlar, fonksiyonel ve fenotipik olarak plazma membran kaynakli vezikiillerden ayirt
edilmelerini saglayan multivezikiiler cisimler seklinde endozomal-lizozomal yolun 6zel bir
bolmesinden tiiretilir (Thery ve ark., 2009, Murk ve ark., 2012). Eksozomlar boyutlarinin bir sonucu
olarak, caligmalar ig¢in bazi benzersiz problemler yaratirlar. Bu nedenle tasarlanan her galisma igin
hangi izolasyon metodunun kullanilacagi ¢alismanin verimi ve sonuglarimi etkileyecektir. Ayrica
bunlar disinda eksozomlarin elde edildikleri kaynaklar da 6nem tasimaktadir. Elde edildikleri kaynaga
gore eksozomlarin terapetik etkisi, teshiste kullanimi yani etki mekanizmalart da farklilik
gostermektedir. Her hatalik teshis ve tedavisinde eksozomlarin kaynagi ve izolasyon metodu biiyiik
onem tasimaktadir (Tofino ve ark, 2017). Eksozomlarin izolasyonunda yaygin olarak kullanilan
metodolojiler arasinda  ultrasantrifiijleme ile izolasyon, antikorlarla immiino-izolasyon,
immiinoblotlama, lateks boncuklara adsorpsiyon ve ardindan akis sitometrisi ve elektron mikroskobu
bulunur (Thery ve ark., 2006). Bu metot ¢alismasinda ise ultrasantrifiij, diferansiyel ultrasantrifiij-
filtrasyon ve presipitasyon yontemleri “NTA, SEM ve Zeta Potansiyel” Olciimleri ile
degerlendirilmistir. Eksozomlarin en kiiciik boyutta izolasyonunun saglandigit metodun diferansiyel
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ultrasantrifiij-filtrasyon metodunun oldugu goriilmiistiir. Ancak her metot ¢alismaya 0zgii olarak

avantaj ve dezavantaj igermektedir.

Zeta Potential (mV): -9,41
Zeta Deviation (mV): 4,87
Conductivity (mS/cm): 00132

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Peak 1: -941 100,0 487
Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Peak 3: 0,00 00 0.00

Result quality Good

]

Total Counts

Zeta Potential Distribution

Zeta Potential (mV)

[F=——_Record 2455_Eksozom ]

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -39.6 Peak 1: -396 100.0 367
Zeta Deviation (mV): 367 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
Conductivity (mS/icm): 1,01 Peak 3: 0,00 00 0,00
Result quality Good
Zeta Potential Distribution
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|-- Record 2685: Eksozom
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -214 Peak1: -214 100,0 291
Zeta Deviation (mV): 291 Peak 2: 0,00 00 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,00896 Peak 3: 0,00 00 0,00
Result quality Good
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Sekil 7. Eksozomlain zeta potansiyeli degerleri (A: Ultrasantrifiij metodu; B: Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon

metodu; C: Presipitasyon metodu)
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Diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon metodundaki dezavantaj ise diger iki metoda gore eksozom
konsantrasyonunun ¢ok daha az oldugu goriilmistiir. Filtrasyon asamasinda 0.22 um filtrelerin
kullanilmast boyut dagilim1 ve potansiyel kararlilik agisindan avantaj saglasa da daha fazla eksozom
kayb1 s6z konusudur. Ultrasantrifiij yonteminde; her iki metoda gore ¢cok daha fazla sayida eksozom
izolasyonu saglanirken eksozomlarin boyut ve dagilimi diferansiyel ultrasantrifiij-filtrasyon yontemine
gore daha biiyiik oldugu goriilmistiir. Yine calismanin siirekliligi ve konsantrasyon agisindan
degerlendirildiginde ultrasantrifiij yonteminin hem maliyet hem de eksozom konsantrasyonu agisindan
kullanima daha uygun oldugu diistiniilmektedir. Presipitasyon yonteminde ise her iki metoda gore daha
biiyiik boyutta olan eksozom izolasyonu yapilmis ve zeta potansiyelleri de kararlilik agisindan uygun
oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu yontemin daha kisa siirede daha az ¢aba gerektiren yontem oldugu da
aciktir. Her li¢ metot icin izolasyon sonuclarina bakildiginda uygun boyut araliklarinda izolasyon
yapildig1 ve zeta potansiyelleri agisindan anlamli oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu g¢alismada,
nanopartikiil izleme analizi kullanilarak en etkili sekilde ti¢ metodun karsilastirmasi yapilmis SEM
analizi ile desteklenmistir. Ayrica ¢alismada elde edilen eksozomlarin ve galisma ortami kararlig1 yani
zeta potansiyeli ile de dogrulanmustir.

SONUC

Bu ¢alismanin sonuglar1 dogrultusunda; hiicreler arasi iletisimde gorev alan, kan-beyin bariyerini
gecebilen eksozomlarin terapetik etkisini degerlendirmek veya caligmanin amacina gore kullanmak
istenildiginde hangi metot ile izolasyonunun yapilacagimma karar verilmesi acisindan gelecekteki
arastirmalara yardimci olacaktir.
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