Biyolojik
Bir
Hazine

ERSUZOMLAR

Prof. Dr. Menemge Gumusderelioglu [ Hacettepe Universitesi, Biyomtihendislik Anabilim Dalt
Ars. Gor. Tilay Selin Ertekin [ Hacettepe Universitesi, , Kimya Miihendisligi Bliimi
Ars. Gor. Elvan Konuk [ Hacettepe Universitesi, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali

Kesifleri yaklasik 30 yil 6ncesine dayanan eksozomlar
son yillarda yogun olarak arastirilan bir konu haline geldi.

Baslangicta eksozomlarin sadece hiicrelerdeki gereksiz ya da toksik tGrtnleri disari atmak icin
hiicresel bir atik mekanizmasi oldugu distnliyordu. Ancak, hiicre biyolojisi,

hicreler arasi iletisim, immunoloji ve kanser alanindaki arastirmalar, eksozomlarin

sahip olduklari icerik nedeniyle biyolojik bir hazine olduguna isaret ediyor.
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Hicredeki eksozom kompleksinin temsili gort
Eksozomlar bircok proteinden olusur.

Hiicre kesiti icinde RNA iplikleri, protein alt birimleri ve
hiicre zari tizerinde de ylizey proteinleri gordliyor.




Eksozom
Nedir?

Eksozomlar, hiicreler tarafindan
hiicre dist ortama salinan ve boyut-
lart 40-100 nanometre arasinda de-
disen dogal keseciklerdir. Cift katlt
fosfolipid yapidaki zarla cevrili olan
bu kesecikler icerisinde cesitli nik-
leik asit turleri ve turevlert, lipidler
ve proteinler bulunur.Hucre disinda
bulunan ve bir zarla ¢evrili bu ke-
seciklerin varligi yaklasik 50 yudwr
biliniyordu. Ancak, eksozomlarin
bugin bilinen fonksiyonlart ile kes-
fedilmeleri 1980’li yillara dayantyor.
Ik kesfedildiklerinde eksozomlarin
sadece hiicredeki atiklarin hticre di-
sina tasinmasinda gorevli olduklart
dusunuliiyordu. Ancak alyuvarlarin
olgunlasmast sirasinda transferin
reseptorunun atilmast i¢in ekso-
zomlarin kullanudiginin  kesfedil-
mesi, ardindan B-hticrelerindeki
immunolojik rollerinin gdsterilmesi
ve son olarak da cesitli nukleik asit
tiirevlerini barindirdiginin ve kan-
ser metabolizmasindaki rolunun
de kesfiyle eksozom calismalart ¢ok
farkli boyutlara tasindi. Son yillarda
yapulan arastirmalarda eksozomla-
rin neredeyse bilinen butiin viicut
hiicreleri tarafindan salindigi ve
anne sutd, idrar, tukaruk, ter, serum
ve plazma gibi ¢ok ¢esitli vicut st-
vilarinda da bulundugu belirlendi.

Eksozom kompleksinin DNA, RNA ve
cok sayida protein alt biriminden olusan
molekiler modeli (sagda).



Eksozom olusumu ilk bakista basit
ancak temelde oldukca karmasik
bazt biyokimyasal strecler ile mey-
dana geliyor. Olusumun ilk basa-
madinda hiicre zarinin bir bolimi
hiicre icine alintyor (endositoz). Bu
zar tekrar kendi icine kwriliyor ve
kliclik bir kesecik (intraluminal ke-
secik) olusturuyor. Ardindan “mul-
tivezikiler cisimcik (MVB)” olarak
adlandirilan ve icerisinde ¢ok sayida
kesecik barindiran bir yapt olusuyor.

Mikro kesecikler

Endositoz
intraluminal
kesecik
Golgi
Endoplazmik
retikulum

Eksozomlar Nasil Olusur?

MVB’ler metabolik olarak iki fark-
1 yol izleyebiliyorlar. Eger, bir MVB
diistik kolestrol seviyesine sahip ise
parcalanwyor, hiicre icerisindeki bir
organel olan lizozomun yapisina ka-
tiliyor ve sonunda MVB icerigi hiic-
resel geri doniisiime gidiyor. Ikinci
durumda ise; daha ytiiksek kolestro-
le sahip olan MVB’ler plazma zartyla
birlesiyor ve MVB icerigi hiicrenin
distna atilyor. Iste bu atiklara “ekso-
zom” deniyor.

Hdcre zari

Eksozomlar

MVB

MVB

Lizozom

TGm bu siirecler hiicre icindeki sin-
yalizasyon araclart ile sikt bir sekilde
kontrol ediliyor. Ancak bu yollardan
hangisinin, hangi kosullarda dev-
reye girecedi heniiz bilinmiyor. Bu
nedenle eksozom salinmast ve MVB
icerisindeki keseciklerin lizozoma
gonderilmesi dengeyi
diizenleyen mekanizmanin nastl is-
ledigi, hald arasturilmakta olan bir
konu olarak karsimiza ¢ikiyor.

arasindaki

Eksozom kompleksi

DNA, mikro RNA
ve mesajci RNA iplikleri

\ ¢

Cesitli protein alt birimleri
(ylzeyde ve iceride)

Eksozom olusumu. Olusumun ilk basamaginda hicre zarinin bir bolimu hicre igine aliniyor (endositoz). Bu zar tekrar kendi icine kivriliyor ve kiiglk
bir kesecik (intraluminal kesecik) olusturuyor. Ardindan “multivezikiler cisimcik (MVB)” olarak adlandirilan ve icerisinde ¢ok sayida kesecik barindiran
bir yapi olusuyor. Son asamada MVB’ler plazma zariyla birlesiyor ve MVB igerigi hticrenin disina atiliyor. Bu atiklar da “eksozom” olarak adlandiriliyor
ya da MVB igerigi lizozomun yapisina katilarak hiicre i¢i dontisime ugruyor.
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Hiicreler Neden Eksozom Salgilar?
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HUCRELER
NEDEN

GENETIK

BiLGI

EKSOZOM
SALGILAR?

um ¢ok hiicreli organizma-

larda, hiicrelerin kendi ara-
larinda uyumlu ve etkin bir se-
kilde calismast icin haberlesme-
leri gerekir. Hlicreler arasindaki
bu bilgi alisverisi, ¢Oziinebilir
molekillerin salgilanmastyla ve-
ya dogrudan etkilesim yoluyla
saglanir. Buna ek olarak, bircok
Okaryotik hiicre, hem uzaginda-
ki hem de yakinindaki hiicrelere
ulasabilen, hiicre zart kaynakl
kesecikleri yani eksozomlart sal-
gilar. Kisacast, hiicreler, iletisim,
korunma ve genetik bilginin pay-
lasilmast amactiyla eksozom tire-
tiyor. Yapilan calismalar islevsel
reseptorlerin ve ikincil mesajci-
larin hedef hiicrelere eksozom-
larla tasindigint gosteriyor.

Hucreler birbirleri ile etkin bir
sekilde haberlesebildigi gibi ken-
di atik yonetimini de yapabilen
birimler. Bunu eksozomlar aract-
ligiyla, gereksiz veya toksik Girtin-
leri hiicre disina atarak, hiicreyi
olusabilecek i¢ ve dis streslere
karst koruyarak basartyorlar.

Aynt zamanda hiticreler genetik
bilginin paylasiimast amactyla da
ortama saldiklar eksozomlar ile
hiicreye ait mRNA (messenger
RNA) ve alt tiirevleri olan miRNA
gibi molekiilleri alict hiicrelere
tastyorlar.

Hiicreler
birbirleri ile haberlesebilmek,
kendilerini i¢ ve dis stresten korumak

ve genetik bilgilerini paylasabilmek
amaciyla eksozom salgilarlar.

Her Canlt Eksozom
Salgilar m?:

Hucrelerin eksozom salgila-
yabilmesi icin hicre sitop-
lazmast icerisinde zarlt yapt-
da organellere sahip olmast
gerekiyor. Cekirdek zari,
Golgi cisimcigi, granilli ve
granilstiz endoplazmik re-
tikulum, endozom, lizozom
ve hiicre zart gibi yapilart
iceren bu sistem yalnizca
Okaryotik canlilarda bulunu-
yor. Bu nedenle bakteri ve
mavi-yesil algler gibi prokar-
yotik canlilar eksozom salgt-
layamuyor.



ksozomlar ¢cogunlukla labo-

ratuvar ortaminda kulture

alinan htcreleri ¢ogaltmak
ya da farklilastirmak i¢in kullanilan
kultir ortamlarindan elde ediliyor.
Bunun i¢in hucrelerin uzerindeki
kultir swist (sipernatan) alinur ve
cesitli izolasyon teknikleri uygula-
narak bu swvidan eksozomlar elde
edilir. Hucre kultird supernatant
disinda, kan, idrar, agiz ici salgl, am-
niyotik swi, beyin-omurilik swvist, ek-
lem swist, nazal salgilar, anne sutd,
serum ve plazma dahil, bitiin viicut
swvilarindan da eksozomlar elde edi-
lebiliyor. Eksozom izolasyonu igin

santriflij, immuno afinite ve filtras-
yon tekniklerine dayanan birden
¢ok yontem kullaniliyor. Her yOnte-
min kendine 6zgu guglu yanlart ve
sinrlamalart olsa da bu yontemler
arasinda en yaygin olant ultrasant-
rifiij yontemi. Merkezka¢ kuvvetle-
rinin etkin oldugu bu yontem, sant-
rifiij kuvveti ve siiresi giderek artan
bir dizi santrifiij basamaklarindan
olusuyor.

Hucre kultur sipernatant i¢cinde ek-
sozomlar disinda Ol ve canlt hiicre-
ler, huicresel atiklar, proteinler gibi
boyutlart ve yodunluklart birbirin-

den farkli bircok bilesen bulunuyor.
Her bir santrifiij basamaginda bu
bilesenlerden daha agur olanlart or-
tamdan ayrilarak dibe ¢Okiiyor ve
ustte kalan swt alinarak daha yuk-
sek santrifiij hizinda isleme devam
ediliyor. Belirli hizlarda ve stirelerde
gerceklestirilen santrifiij basamak-
larindan sonra eksozomlar elde
ediliyor. Guvenilir ve ¢ok yaygin bir
yontem olarak kullanilmasina rag-
men, santrifiij stirelerinin ¢ok uzun
surmesi, maliyetin yiksek olmast ve
eksozomlarin yiiksek santrifiij hizla-
rindan zarar gormesi bu yontemde-
ki en 6nemli sorunlar.

Kiiltiire alinmig

293T hiicresinin ¢ok sayida
eksozomu hiicre zarindan disari
salgiladigi goriiliiyor.

Renkli taramalielektron mikroskop (SEM)
gorintlsi (blyitme x 7000)

Eksozomlardaki

protein alt biriminlerini
gosteren

molekdler modeli.
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Eksozomlar koken aldiklart
ve salindiklart hiicre
kaynagina baglt olarak farkl
biyolojik ozellikler
gosterirler.

Bu 6zellikleri alt basliklar seklinde
stralayip acikladik.

Genetik Bilgi ve
Sinyal Molekiillerinin
Tasinmast

Eksozomlar alict hiicrelerin icerisi-
ne girip eksozomal iceriklerini htic-
relere aktartyorlar. 2000’li yillarda
yapilan arasturmalar, eksozomlarin
icerdikleri biyomolekiller arasinda
mRNA ve miRNA gibi énemli RNA
tirlerinin bulundugunu ve bu yapt-
larin alict hiicrelere aktarilabildigini
gosteriyor. Eksozomlar, sahip olduk-
lart bu kargo icerikleri sayesinde
hedef hiicrenin gen ifadelerini di-
zenleyebiliyor. Ayrica sadece genetik
bilgi iceren biyomolekiilleri dedil, ce-
sitli sinyal molekiillerini de tastyor-
lar. Eksozomun igerisinde bulunan
bu sinyal molekilleri alict hiicreye
aktarilarak, hiicrelerde ilgili sinyal
yolaklarinin diizenlenmesine katki-
da bulunuyor.
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Bagisiklik Sisteminin
Diizenlenmesi

Eksozomlarin, salgilandiklart hiicre-
ler ile alict hiicreler arasinda cesitli
protein ve lipid alisverisini yapabil-
me Ozelligi sayesinde, hiicreler arast
iletisimde de rol aldigu belirtiliyor.
Eksozomlarin sahip olduklart bu
Ozellik bagisilik sisteminde de karst-
miza c¢ikiyor. Dendritik hiicrelerden
elde edilen eksozomlarin antijene
0zgl T hicre aktivasyonunu des-
teklemesi bize dendritik hiicreler,
makrofajlar ve B-lenfositlerden sa-
linan eksozomlarin bagisiklik yanitt
olusmasinda ve diizenlenmesinde
Onemli bir role sahip oldugunu gos-
teriyor.

Eksozomlar Neden Bu Kadar Onemli?

Hastaliklarin
Tanist

Eksozomlarin 6énemli fizyolojik 6zel-
liklere sahip olmalarinin yant swra
tiiretildikleri hiicre kaynagina bagl
olarak farkll biyolojik ozellikte etki
mekanizmalart icermeleri ve koken
aldiklart hiicrelere benzer islevsel 6-
zellik gostermeleri, bu yapilarin
has-taliklarin tamisinda da kullanil-
masina olanak sagliyor. Hastalik de-
nildiginde de calismalar kanser tize-
rinde yogunlastyor. Bu calismalarda
kanser htcrelerinin eksozomlar sa-
yesinde bagisiklik sisteminden kaca-
bildigi, bagisiklik sistemi hiicrelerini
yok edebildigi, kanser hiicrelerinden
salinan eksozomlarn timorlerin et-
rafinda damarlanmayt artirdigi ve
kanser hticrelerinin ila¢ direnci ka-
zanmasina neden oldugu belirtiliyor.
Bununla beraber eksozomlar, ylizey-
lerinde veya kesecik i¢inde tasidiklar
onkogenik (kansere yol acan) sinyal
proteinleri, ligandlar, enzimler ve
miRNA’lar yoluyla timorin saldiur-
ganlasmasina ve baska bolgelere si¢-
ramasina (metastaz) neden oluyorlar.
Eksozomlarin bu 6zellikleri bir yan-
dan kanser metabolizmasiun daha iyi
anlamamiza yardumct olurken, diger
yandan hiicre yiizey belirtecleri iyi
bilinen prostat, meme ve akciger kan-
serlerinin erken teshisine olanak sag-
liyor. Eksozomlarn ilgili viicut swvila-
rindan izolasyonu ile bu yaklasimin
yakin bir zamanda Kklinikte kanser
teshisi icin rutin bir kontrol yonte-
mi olarak kullanilacagi distinuliyor.



Yontemi daha etkin kilmak icin topla-
nan eksozomlardan dogru bir bi¢cim-
de analizlerin yapilabilmesi amacty-
la basit, ucuz ve etkili yontemler de
gelistirilmeye calistliyor. Son yillarda
poptler bir diger arastirma konu-
su olan “mikroakiskan sistemler”de
cesitli diizenlemeler yapilarak ekso-
zom izolasyonu, tespiti ve analizi iyi-
lestirilmeye calistyor.

Hiicresel Atiklarin
Uzaklasturilmast

Hucreler tarafindan salinan ekso-
zomlarin 6nemli fizyolojik 6zellikle-
rinden biri de hiicrelerden istenme-
yen maddelerin uzaklastirilmast. Bu
sayede hiicre kendini iceriden ve di-
sartdan gelecek cesitli streslere karst
koruyor. Ornedin, alyuvarlar olgunla-
sirken retikiilositler tarafindan ekso-
zom salgilanmast, bu hiicreler i¢in ya-
rarsiz olan transferin reseptorii veya
integrinler gibi proteinlerin ortam-
dan uzaklasmasina olanak sagliyor.

Son yillarda eksozomlarin sahip oldugu

onemli fizyolojik ozelliRlerin,

saglikta ve hastaliktaki onemli rollerinin anlasilmasiyla,
bu yapilarin hastaliklarin tant ve tedavisine yonelik
potansiyel klinik uygulamalarina olan ilgi

hizli bir sekilde artiyor.

Eksozom olusumu ve salgilanmasinda

bircok molekiil yer alirken, bu moleklillerden bazilari icin
etki mekanizmasinin hentiz tam olarak bilinmemesi,

¢ok sayida izolasyon teknikleri uygulanmasina ragmen,
eksozomlarin ayrilmasi ve saptanmast icin standart

bir protokoliin hdla meuvcut olmamasi gibi bazi engeller
karsimiza ¢iksa da gelecekte yapilacak ¢alismalarla
eksozom biyolojisinin ve islevsel ozelliklerinin

daha iyi anlagsilacag: diistintiliiyor.
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