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0z

Nanoteknolojinin saglik ve fen bilimleri alaninda olus-
turdugu yeni bakis acgisi, DNA molekiillerinin 6zel
yontemlerle  incelenmesine, gelistirilmesine  ve
Uretilmesine olanak saglayarak, biyoteknoloji bilim
dalina esin kayna@ olmustur. Ozellikle ila¢ dagitim
sistemlerinde nanoteknolojik uygulamalar ile ilaglarin
farmakokinetigi, farmakodinamigi ve terapoétik
endeksleri gelistirilmis, ilacin stirekli ve kontrollii
salinimi saglanmis ve bu sayede ilacin yan etkileri
azaltilarak hedeflenen doku ve hiicrelerde etkin bir biyo
-yararlamim gostermesi hedeflenmistir. Nano boyuttaki
yapilarin biyoteknolojideki etkin kullanimlar: ile elde
edilen gelismelerle birlikte, her tiirlii hiicreden
salgilanan ve hiicre dis1 vezikiiller olarak adlandirilan
vezikiiler yapilar, tip ve biyoloji alaninda heyecan verici
calismalarin yapilmasina olanak saglamistir. Biyo-
molekiillerin transmembran reseptorleri ve genetik
bilgi aktariminda iletisim araci olarak hiicre dis
vezikiillerin kullanildig1 ¢alismalar son yillarda olduk¢a
6nem kazanmistir. Bu nedenle simdilerde
biyoteknolojinin dogal lipozomlari olarak nitelendirilen
hiicre dis1 vezikiiller, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
hem biyo-uyumluluklari hem de kolay elde edilebilir
olmalari sebebiyle olduk¢ca 6nem kazanmistir.
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ABSTRACT

The new perspective that nanotechnology has created in
the field of health and science has inspired the field of
biotechnology by allowing DNA molecules to be exam-
ined developed and produced by special methods. With
nanotechnological applications especially in drug deliv-
ery systems, the pharmacokinetics, pharmacodynamics
and therapeutic indices of drugs have been improved,
the drug has been released continuously and in a con-
trolled manner, thereby reducing the side effects of the
drug and it is aimed to show an effective bioavailability
in targeted tissues and cells. With the advances
achieved with the effective use of nanosized structures
in biotechnology, the vesicular structures secreted from
all kinds of cells and called extracellular vesicles have
enabled exciting studies in the field of medicine and
biology. Studies using transmembrane receptors of bio-
molecules and extracellular vesicles as communication
tools in genetic information transfer have gained im-
portance in recent years. For this reason, extracellular
vesicles, which are now considered as natural liposomes
of biotechnology, have gained importance in the diagno-
sis and treatment of diseases due to their biocompatibil-
ity and their easy availability.
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tive diseases.
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GIRIS

Hiicre disi vezikiller siklikla apoptotik vezikiiller, mikro-
vezikiiller ve eksozomlar olarak alt gruplara ayrilir. Bun-
lardan en kii¢iik boyutta olani eksozomlar’dir. Eksozom-
lar endozomal agdan tomurcuklanarak salgilanirken,
mikrovezikiiller dogrudan plazma zarindan tomurcukla-
narak olusmaktadir. Hiicreler tarafindan salgilanan bu
hiicre dis1 vezikiiller, hedef hiicreler tarafindan endosi-
toz, fagositoz veya plazma zar ile dogrudan fiizyon yo-
luyla alinmaktadirlar. Gergeklesen bu islemde, hiicre
dis1 vezikiillerdeki protein ve RNA'lar araciligi ile hedef
hiicreler arasinda iletisimi saglamaktadir.

Eksozomlar1 diger hiicre disi vezikiillerden ayiran en
onemli 6zellikleri, kendilerine 6zgili biyogenez yolaklari,
lipid kompozisyonlar1 ve tasidiklar1 kargo icerikleridir
(1). Yapisinda 1s1-sok proteinleri (Heat shock proteins:
HSP60, HSP70, HSPAS5, CCT2 ve HSP90), hiicre iskelet
sistemi proteinleri (Anneksin ailesi; Annexin [, II, V ve
VI), integrinler, sitoiskelet proteinleri (tubulin, aktin),
flattilin proteinleri, seramid ve tetraspannin proteinleri
(CD9, CD63, CD81 ve CD82) ile diger hiicre dis1 ve-
zikiillerden ayirt edilebilmektedir (2). Kdken aldiklari
hiicrenin proteinleri, lipid yapilari, biyogenez yolaklari
ve tasidiklar1 icerikler, eksozomlarin kendi aralarinda
ozgiin olmalarimi saglamaktadir (3). Ayrica yapisinda
bulunan niikleik asitler (DNA, RNA, mRNA, miRNA) ile
bircok tibbi durum ve hastalik hakkinda veri kaynagi
oldugundan eksozomlarin, izole edildikten sonra dogru
bir yontem ile analizigerekmektedir.

Cift katmanl lipid yapidakizar ile cevrelenmis bir yapi-
sal ozellige sahip olan eksozomlarin, proteomik olarak
incelendiklerinde hiicre sivisi, hiicre zari, endozomlar,
kolesterol, sfingomiyelin, fosfatidil serin (PS), protein-
ler, az miktarda cekirdek (RNA, DNA), mitokondri ve
golgi cisimcigi gibi bir hiicreye ait tim molekiiler
bilesenlere sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Sahip ol-
duklar1 bu bilesenler eksozomlarin hedef aldig1 hiicre
tarafindan taninmasini saglamaktadir.

Gec¢misten Giiniimiize Eksozomlar

Yapilan bilimsel calismalar ile, hiicre i¢ci bir endozom
icinde tomurcuklanarak olusturulan kii¢iik vezikiillerin,
plazma zar ile kaynasmasiyla vezikiillerin disina salina-
bilen, ¢oklu vezikiiler yapilarin olusumunun gerceklesti-
gi gozlemlenmistir. Bu sekilde endozomal multivezikii-
ler govdelerde (Multivesicular body: MVB) olusan ekso-
zomlarin, plazma zar ile birleserek hiicreden disariya
dogru salgilandig1 ve sonra alici hiicrelerle etkilesime
girdikleri yapilan bir¢ok bilimsel calisma sonucunda
rapor edilmistir (4). Endozomal kékenli olan bu vezikiil-
ler, en son 1987 yilinda "eksozom" olarak adlandirilmis-
tir.

Yapilan ilk ¢alismalarda eksozomlar, hiicrelerdeki atik
maddelerin uzaklastirlmasinda rol alan biyoaktif
kesecikler olarak bilinmekteydi. Daha sonradan yapilan
calismalar, eksozomlarin tasidiklar1 biyo-molekiiller ile
hiicreler arasinda iletisimi saglayan, protein ve lipit
aligverisine izin veren ve gen ifadelerinin aktarimini
saglayarak hiicre farklilagsmasi, immiin regiilasyon gibi
onemli bircok biyolojik sitirecte rol aldiklarim
gostermistir (5-6).

Hiicreler arasi iletisim Kkabiliyetleri ile hastaliklarin
teshis edilmesinde ve yiiklenen maddelerin istenilen
hiicreye hedeflendirilerek hastaliklarin en etkin sekilde
tedavi edilmesine yonelik olumlu sonuglara imkan
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veren eksozomlar, zamanla dikkatleri iizerine ¢ekerek
biiytiik 6nem kazanmiglardir. Yapilan detayli calismalar;
eksozomlarin anjiyogenez, pihtilasma, antijen hazirlama
ve apoptoz gibi cesitli biyolojik islemlerde rol
oynadiklarim ortaya koymustur. Ozellikle hiicreler
arasinda niikleik asit alisverisine olanak saglayarak
sinyal yollarini aktive eden eksozomlarin, erken hastalik
teshisinde, hastalik siirecinin izlenmesi ve kanser,
iltihaplanma, oto-yangisal ve oto-immiin hastaliklar i¢in
etkili tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayacagi
ongorilmektedir.
1.Eksozomlarin izolasyonu
Eksozomlar; beyin omurilik sivisi, sinoviyal sivi, bron-
koalveoler lavaj sivisi, amniyotik membran sivisy, plaz-
ma, anne siiti, idrar, tiikiiriik gibi bir¢ok viicut sivisinda
bulunmaktadir (7). Eksozomun sahip oldugu yogunluk,
sekil, biytiklik ve ylizey proteinleri gibi ¢esitli
faktorlerden yararlanilarak bes farkli eksozom izole
etme yoOntemi gelistirilmistir (7). Bu dogrultuda
gelistirilen yontemler; diferansiyel ultrasantrifiij tabanl
teknik, biiyiikliik bazh teknik (ultrafiltrasyon), immiino-
affinite yakalama bazlh teknikler, eksozom ¢okeltme ve
mikro akiskan temelli tekniklerdir (8). En sik kullanilan
yontemlerden biri olan diferansiyel ultrasantrifiij
tabanl teknikte, heterojen formdaki siispansiyon bir
karisimda partikiillerin yogunluk, sekil ve boyutlarina
gore ¢okelmesi ile izolasyon gerceklestirilmektedir.
2.Tani ve tedavide eksozomlar

Son yillarda yeni endojen dagitim sistemi olarak nitelen-
dirilen eksozomlarla yapilan klinik ¢alismalarin sayisi
artmistir. Hiicreler arasinda iletisimi saglayan bu nano
vezikiillerin, bagisiklig1 diizenleme, biyo-bozunur olma,
endojen biyoaktif molekiilleri yakalama ve kan beyin
engelini gecebilme gibi cesitli 6zellikleri bulunmaktadir.
Mevcuttaki diger nano vezikiillerin klinik uygulamalari
ile karsilastirildiginda, eksozomlarin stabil, direngli ve
ilag dagitim sistemlerinde uygulanabilir yapida oluslari
gibi ¢ok sayida avantaja sahip olmalari, bunlarin tani ve
tedavi amac¢h kullanimlarinin miimkiin olabilecegini
ortaya koymaktadir. Hiicre ici kokenleri nedeniyle
eksozomlar, kanser, noérodejeneratif ve immiinolojik
hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta meydana gelen
biyokimyasal degisiklikleri tespit edebilme yetenekleri
ile hastaliklarin teshisinde potansiyel bir biyolojik
belirte¢ olarak kullanilabilmektedir (9-10).Melanom
hastalarinda tetraspannin belirteci olan plazma CD63
eksozomlarinin, saglhkli bir numuneden elde edilen
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml bir sekilde
artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu gelismeyi izleyen
bir baska arastirmada da, CD63{in kanser i¢in, CD81’in
de Hepatit C icin bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (11,12). Akut boébrek hasarlar1 iizerine
yapilan bir klinik ¢alismada, non-invaziv ydntemlerle
elde edilen idrar eksozomlarindaki proteinler, teshis
amagh olarak akut bobrek hasari olan yogun bakim
hastalarinda  kullanilmistir.  Arastirma sonucunda
saglkli bireylerden aliman numunelere kiyasla,
eksozomal fetuin-A'min anlamli bir sekilde arttig
gozlemlenmis ve eksozomal proteinlerin 6l¢iimiiniin
akut bobrek hasari olan yogun bakim hastalarinda
teshis icin ayirt edici bir belirte¢ olabilecegi sonucuna
varmislardir (13). Gogls kanseri hastalar1 iizerinde
yapilan bir bagka arastirmada, saglikli bireylerden
alinan numuneler ile kiyaslandiginda, ekzozomal
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survivinin yiiksek miktarlarda bulundugu bildirilmistir.
Bu nedenle ekzozomal survivinin (Baculoviral inhibitor
of apoptosis repeat-containing 5 or BIRC5), 6zellikle de
survivin-2B'nin diferansiyel ekspresyonunun, go6gis
kanseri hastalarinda erken teshiste bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir (14).Eksozomlar
lizerinde yapilan ayrintiharastirmalarin neticesinde
gozlemlenen bir baska bulgu da, eksozomlarin sadece
biyolojik belirte¢ degil ayn1 zamanda kanserde rol
oynayan hiicreler arasi iletisimin onemli bir araci
oldugudur. Bu bilgi 1s18inda tiimor hiicreleri iizerine
yapilan klinik ¢alismalarda eksozomlarin, immunolojik
fonksiyonu diizenleyerek dogrudan
tlimorinilerlemesine etki edebilecegi veya tiimor
anjiyogenezini ve metastazini iyilestirebilecekleri rapor
edilmistir (10,15). Cok sayida klinik g¢alismada,
eksozomlarin sadece kanser degil bircok hastalikta
tedavi amach kullanilabilecekleri de vurgulanmistir.
Bunlardan biri, inme sonrasi noérovaskiiler yeniden
sekillenmeyi ve norolojik fonksiyonlarin iyilesmesini
saglayan mezenkimal kok hiicrelerden (Mesenchymal

stem cell: MSCler) salgillanan eksozomlarin,
norovaskiiler hiicreler iizerinde etkisini inceleyen
¢alismalardir. Bu ¢alismalarda, eksozomlarin

norovaskiiller  hiicrelere  hedeflendirilmek iizere
salgilanarak MSC’lerin ndrorestoratif etkilerine aracilik
edebilecegi gosterilmis ve anlamli ¢ikan bu sonug ile
MSC-eksozomun, inme tedavisinde potansiyel bir
terapotik yaklasim olabilecegi dngorilmiistir (16,17).
Cagimizda halen kesin ve etkin bir tedavi yontemi bulu-
namayan Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 iizerinde
de birtakim ¢alismalar yapilmigtir.
Antienflamatuar etkiye sahip olan curcumin bilesigi ile
ylklenmis eksozomlarin, lipopolisakkaritlerin indiikle-
digi beyin iltihabindan korudugunu rapor eden ¢alisma-
lar, mevcut ilag tasiyici sistemlerden daha iistiin nitelikli
bir sistemin varligin1 bir kez daha vurgulamistir. Bu
sistemin mevcut sisteme Ustiinliikleri, yiiklii curcuminin
eksozomlar sayesinde ¢oziinlirliigiiniin ve dolasim siire-
sinin artmasidir (18,19).

3.Nérodejeneratif hastaliklarda eksozomlar
Sinir sisteminin bir¢cok hiicresinin, merkezi sinir siste-
minin fonksiyonu, gelisimi ve hastaliklarinda aktif rol
oynayabilecek eksozomlar1 saldigi bildirilmistir (20).
Eksozomlarin, Alzheimer hastalig1 ve Parkinson hastali-
ginda yer aldig1 bilinen amiloid éncli proteini ve o-
siniiklein gibi birka¢ protein ile iligkili oldugu bulun-
mustur (21). Son bulgular ayrica, prion adi verilen bir
patojenin iletilmesinde eksozomlarin beklenmedik rolii
ve membran degisim sekillerini gostermistir (22).

3.1.Alzheimer hastalig1 (AH)
AH, bunama vakalarimin % 60'1ndan fazlasimi olusturur
ve noropatolojik olarak norofibril dolagsmalarinin ve
senil plaklarin varlhig: ile karakterizedir. AH, amiloid
beta (amiloid B) fibrillerin beyinde amiloidal plaklar
olarak noron disinda birikmesi ve sinaptik plastisitenin
bozulmasiyla patolojik olarak karakterize edilir. Bunun-
la birlikte, amiloid B birikimini en aza indirmeyi
amaglayan tim denemeler, 6nemli fayda saglayama-
mistir.Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, fokal beyin
inflamasyonunun, s6z konusu anahtar patolojik siire¢
oldugunu gostermektedir (23).
Aktive primer kiiltlirlerde astrositlerin, amiloid beta ile
miicadelesine yanit olarak pro-apoptotik eksozom salgi-

ladiklar1 bildirilmistir (24). Noroblastom 2a ve mikrog-
lial hiicre hatt1 BV-2 hiicrelerinin eksozomlarinin, ami-
loid betanin hiicre dis1 enzimatik bozunmasini arttirdigi
da bildirilmistir (25). Ayrica néron kaynakli eksozomla-
rin, mikroglia tarafindan amiloid beta fibrilizasyonunu
ve bozunmasini arttirdig1 bildirilmistir (21). Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde biriktigi tespit edilen amiloid
peptitler, fosforile edilmis tau, Thr-181'nun Alzheimer
hastalarinin beyin omurilik sivisindan izole edilen
eksozomlarda yiiksek seviyelerde bulundugu
gozlenmistir. Elde edilen bu bilgiler 1s181inda, Alzheimer
hastaliginin erken teshisi ve hastaligin siirecinin kontrol
edilmesinde eksozomlarin anlaml bir role sahip oldugu
rapor edilmistir (26,27).

3.2.Parkinson hastalig1 (PH)
Son c¢alismalar, 16sin bakimindan zengin reseptor kinaz
(LRRK) 2'nin eksozom sekresyonunda ve MVB'lerin
plazma zari ile fiizyonunda 6nemli bir rol oynadigina
dair giicli kanitlar saglamistir (28). LRRK2'nin, Ras
protoonkogen familyasinin bir liyesi olan Rab5b ile etki-
lesime girdigi bildirilmistir (29). Patolojik kosullar altin-
da, AH'nin patogenezinde yer alan tau proteini, yarala-
nan noronlardan a-sintiklein toksik formlari igceren
eksozom-aracili salimi hizlandirabilir ¢iinkii bu pro-
teinlerin toksisitesini ve oligomerizasyonu arttiran o -
siniiklein ile etkilesime girebilir (30). Yapilan in vivo ve
in vitro c¢alismalarda, dopamin yiiklenen kan
eksozomunun beyne basariyla hedeflendirildigi ve bu
sayede dopaminin dagilimmin 15 kat arttigt bulun-
mustur. Bu sayede eksozomlarin Parkinson hastaliginda
ilag¢ tasiyici sistem olarak etkin bir sekilde kullanilmak
iizere gelistirilebilecegi rapor edilmistir (31).

3.3.Multipl skleroz (MS)
MS, merkezi sinir sistemini etkileyen kronik bir oto-
immin hastaliktir. Bununla birlikte, hastalifin patoge-
nezinin, gesitli genetik, cevresel, stres ve immiinolojik
faktorlerle baglantili oldugu tespit edilmistir (32). Ekso-
zomlar hakkindaki mevcut arastirmalarin ¢ogu, su anda
yalnizca MS ile iligkili olarak tanimlanan miR-122 gibi
hiicre dis1 miRNA'larin kullanimina odaklanmistir (33).
Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada geng veya cevre-
sel zenginlesmeye maruz kalan si¢anlar tarafindan iire-
tilen serum eksozomlarinin; miyelin igerigini, oligo-
dendrosit oncii hiicre seviyelerini ve sinir kok hiicre
seviyelerini 6nemli ol¢lide arttirdigl ve hipokampiis
kiltiirlerinde oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir (34).
Yasli hayvanlarin cevresel zenginlesmeye maruz birakil-
mas1 sonucu, eksozomlarin miyelinizasyonu saglayici
kabiliyetlerini geri kazandig1 bildirilmistir. Bu eksozom-
lar, kompakt miyelin olusumunda ve korunmasinda rol
oynayan ytksek diizeyde miR-219 icerir (35) ve miR-
219, MS'li insanlarda eksiktir (36). Interferon gama
uyarimli dendritik hiicreler tarafindan firetilen ekso-
zomlarin da, in vivo ve in vitro oksidatif stres toleransi-
n1 ve miyelinizasyonu artirdig1 bildirilmistir. interferon
gama ile uyarilmis dendritik hiicre kaynakli eksozomlar
ayrica yiiksek seviyede miR-219 igerir (37).

3.4.Prion hastaliklar:
Prion hastaliklari, insan ve hayvanlarda infeksiyoz ka-
rakterde, oliimcil, bulasici, nérodejeneratif bozukluk-
lardir. Bulasici ana bileseni prion ajani PrPsc olarak ad-
landirilan prion proteininin (PrP¢) hiicresel formunun
anormal bir izoformudur ve beyin dokusunda biiyiik
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siingerimsi vakuollara neden olan noéronal 6lime yol
acar (38).
Hem PrP¢ hem de PrPsc formlari, eksozomlarla iliskilen-
dirilmistir ve PrPsc iceren eksozomlar, hem hayvanlarda
hem de hiicre biyolojik analizlerinde bulasici olarak
rapor edilmistir (39). Eksozomal vezikiilleri izole etmek
icin kullanilan kiltiir hiicreleri calismalar1 disinda, ekso-
zom kaynaklar1 olarak oncelikle néron kiiltiirleri ve
beyin-omurilik sivis1 kullanilmistir ve PrPc¢ tespit edil-
mistir (40). PrP¢, bir glikozil fosfatidil inositol ile plazma
zarina baglanmakta ve PrP¢nin PrPs¢ye donilisiimiiniin
bol miktarda lipid biriken bolgelerde meydana geldigi
One siriilmektedir (41). Eksozomlarda lipid yiginlarinin
varligi, ayrica PrPsc'yi iletme kabiliyetine de yardimci
olabilir.

3.5.Sizofreni
Sizofreni, davranissal ve bilissel yetersizliklerin yani
sira bozulmus lokomotor aktivitesi ile karakterize no-
ropsikiyatrik bir hastaliktir. Sizofreninin tanisi, beyin
yapisinda gozle goriiliir degisikliklerle ve kortekste do-
pamin ve glutamat nérotransmisyonundaki degisiklik-
lerle iligkilidir.Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada,
prefrontal korteksin donmus postmortem beyin 6rnek-
lerinden elde edilen baz1 eksozomal miRNA'larin sizof-
reni veya bipolar bozuklugu olan hastalarda kontroller-
le kargilagtirildiginda farkli olarak eksprese edildigi
bildirilmistir. Spesifik olarak, iki eksozom tiirevli miR-
NA, sizofreni érneklerinde miR-497 ve bipolar bozukluk
orneklerinde miR-29¢ kontrol 6rneklerine gére anlaml
olarak artmistir (42).

3.6.Glioblastoma multiforme (GBM)
Glioblastoma multiforme (GBM) eriskinlerde en sik go-
riillen ve en agresif malign primer beyin timoridir.
Tan1 konulduktan sonraki medyan sagkalim genellikle
bir yildan azdir ve en iyi sartlarda bile hastalarin biiyiik
cogunlugu iki y1l icinde kaybedilmektedir. Bununla be-
raber hastalarin %5-10"u 2 y1l kadar yasamaktadir (43).
Yakin zamanda yapilan bir calismada, GBM hiicrelerinin
eksozomlarinin proliferasyon, istila ve immun baski ile
iligkili RNA’larla zenginlestirildigi bildirilmistir (44).
Eksozomlar, malign ve vaskiiler hiicreler arasinda hi-
poksi-bagiml iletisimin gii¢lii bir aracisini olusturabil-
mekte, bu da eksozomlarin hipoksi kaynakli GBM gelisi-
minde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.Bu ne-
denle, eksozomlar, kotii huylu tiimérlerin oksijenlenme
durumunu ve saldirganligini degerlendirmek icin inva-
zif olmayan bir biyo-belirte¢ olarak goérev yapabilir. Son
arastirmalar, GBM hastalarinin serumundan izole edilen
eksozomlarda bulunan 2 miRNA (miR-320 ve miR-574-
3p) ve 1 kii¢iik nikleer RNA'nin (RNU6-1) kiigiik, kodla-
yic1 olmayan bir RNA imzasinin, potansiyel teshis belir-
leyicisi olarak hizmet edebilecegini bildirmistir (45). lik
stromal hiicrelerinde iiretilen ve hiicre dis1 eksozomlara
yuklenen terapotik miRNA, malign gliomanin yeni bir
tedavisi olarak dnerilmistir (46).

SONUC

Eksozomlar, tipta biyo-belirteclerin gelecegini temsil
edebilir, ¢iinkii hastalik biyo-belirtecleri icerebilirler
veya protein ve niikleik asitler dahil olmak tizere gesitli
molekiiller icin vektdrler olabilirler. Beyin iltihabinin
bir¢cok néroimmiin ve ndéropsikiyatrik hastaligin patoge-
nezine katkida bulundugunu gosteren kanitlar artmak-
tadir (47). Eksozomlarin islevi, sadece hiicresel icerikle-

Kanan DD, Giiney 0, Aksu F

rin salgl mekanizmasindan ¢ok daha fazlas1 gibi goriin-
mektedir.
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