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TURKCE OZET

Eksozomlar, ¢esitli hiicre tipleri tarafindan salinan hiicre dis1 vezikiillerdir. Bu
vezikiiller membran hiicreleri ile sitozolik proteinler, lipitler ve RNA arasinda transfer
icin arag olarak gorev yaparak onemli bir hiicre i¢i iletisim modelini temsil eder. Bu
calismada, eksozomlarin eritrosit slispansiyonlarinin (ES) icinde depolanma siireci
boyunca gosterdikleri degisimleri belirlemek amaglanmistir.

Saglikli bagiscilardan (10) alinan tam kanlar eritrosit siispansiyonuna (ES) esit
miktarda iki ayr1 kan torbasina aktarildi. Torbalardan biri l6kosit filtresinden
gegirilerek 16kositi azaltilmis (LA-ES) ve azaltilmamis ES’ler (NL-ES) elde edildi ve
esit miktarda dort kan torbasina ayrildi. 0, 14, 28 ve 42. giinlerde incelenmek iizere
4°C de saklandi. Eksozomlar dnce karboksilateks boncuklar ile anti-CD9 antikorlarla
kapland1 ve eksozom igeren Orneklerin boncuklarla baglanmasi gereken miktari
belirlemek i¢in BCA Protein Assay yapilarak eksozom hacimleri belirlendi ve akan
hiicre olger ile arastirildi.

T ve T sitotoksik lenfosit kokenli eksozom seviyelerinde her iki grupta (16kositi
azaltilmamis ve azaltilmig) azalma goriilmistiir. T hiicre kokenliler 16kositi azaltilmisg
grupta 42.giin 6rneklerinde 0. giine gore anlamli sekilde azalirken, T sitotoksik lenfosit
kokenliler 16kositi azaltilmamis grupta 14 ve 42. giin 6rneklerinde 0. giine gore anlaml
sekilde azalma gostermistir (p<0,05). B lenfosit kokenli eksozom seviyelerinde de her
iki grupta azalma goriilmistiir. G-MDSC kdokenli eksozomlar her iki grupta 0, 14 ve
28. gilinlerde anlamli sekilde azalmistir (p<0,05). 42. giin O6rneklerinde bu
eksozomlarin diizeyleri belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Ayrica 16kositi
azaltilmis ve azaltilmamig gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0,05).

Calismadan elde edilen sonuclar immiin baskilayic1 6zellikteki MDSC ve G-
MDSC kokenli eksozomlarin immiinmodiilasyonda rol oynadig diisiindiirtmektedir.
Calisma sonuclar1 eksozomlarin 16korediiksiyondan etkilenmediklerini gostermistir.
Immiinmodiilasyonun 16korediiksiyonla engellenememesinin nedenlerinden birisi de
filtrelerden gegebilen eksozomlar olabilir.

Anahtar Kelimeler: TRIM, Immiinmodiilasyon, Transfiizyon, Eksozom
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF CHANGES IN PROFILE OF EXOSOME/
MICROPARTICLES DURING THE STORAGE OF ERYTHROCYTE
SUSPENSIONS

Exosomes are EVs (Extracellular Vesicles) released by various cell types and play
roles in cell-cell communication. These extracellular vesicles (EVs) represent an
important mode of intercellular communication by serving as vehicles for transfer
between cells of membrane and cytosolic proteins, lipids, and RNA.

Whole blood from healthy donors (10) were transferred to two separate blood bags
by an equal amount converted into erythrocyte suspension (ES). One of the bags was
passed through the leukocyte filter to obtain reduced leukocyte (LA-ES) and non-
reduced ESs (NL-ES) and divided into four equal blood bags. Flow cytometry was
used to identify and quantify exosomes in the samples on the Oth, 14th, 28th and 42nd
days at 4°C. The exosomes were first coated with anti-CD9 antibodies with
carboxylates beads and exosome volumes were determined by BCA Protein Assay to
determine the amount of exosome-containing samples to be bound by beads and
investigated by flow cytometry.

T and T cytotoxic lymphocyte-derived exosome levels in both groups (leukocyte
reduced and non leukocyte reduced) decreased in the group of leukocytes in the cell-
derived group on the 42th day decreased significantly less than the Oth day, Tc
lymphocyte origin in the group of the day 14th and 42th in the leukocyte unreduced
samples 0 (p <0.05). The exosomal levels of B lymphocytes were decreased in both
groups. The leukocyte group was significantly reduced on the 28th and 42nd-day
samples compared to day 0 (p <0.05). MDSC and G-MDSC exosomes decreased
significantly in both groups (p <0.05).

The results obtained from the study suggest that immunosuppressive MDSC and
G-MDSC exosomes may play a role in immunomodulation. The effects of transplanted
exosomes on the transfusion receptor are not yet known. The results of the study
showed that exosomes are not affected by leukoreduction. One of the reasons why
immunomodulation cannot be prevented by leukoreduction may be exosomes which
can pass through filters.

Keywords: TRIM, Immunomodulation, Transfusion, Leukoreduction, Exosome
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1. GIRIS

Allojenik kan transfiizyonunun (AKT) olumlu etkilerinin yani sira ¢esitli olumsuz
etkileri de bulunmaktadir. Bu etkilerden transfiizyonla iligkili immiin modiilasyon
(TRIM) heniiz nedeni ve olus mekanizmasi tam olarak ¢oziilemeyen bir fenomen
durumundadir. Daha 6nce TRIM konusunda Anabilim Dalimizda ¢esitli ¢calismalar
yapilmustir. Bir tanesi yayim (Bal ve ark., 2018) digerleri yazim asamasinda olan bu
calismalarda elde edilen sonuglarin eksozomlarla ilgili bir c¢alisma ile
desteklenmesinin deger yaratacagi diisiincesiyle bu konu tercih edilmistir. Allojeneik
organ transplantasyonu alan hastalarda donor 16kositlerinden ziyade eksozomlarinin
alicidaki transplante edilen organa spesifik T hiicre yanitini indiiklediginin gosterilmis
olmasi da bu tercihimizde 6nemli rol oynamistir (Marino ve ark., 2016).

Calismamizda hiicreler arasi iletisimde, sinyal iletiminde, genetik materyal
transferinde ve immiin cevabin diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen kiiciik
boyutlu hiicresel yapilar olan eksozomlarin hem l6kositi azaltilmis (LA), hem de
16kositi azaltilmamig (NL) eritrosit siispansiyonlarinin (ES) i¢inde depolanma siireci
boyunca gosterdikleri degisimleri belirlemek ve TRIM ile iligkilendirmek
amaglanmistir. iliskinin eksozomlarin AKT ile aliciya gegtiklerinde alict immiin
sistem hiicreleriyle etkilesmesiyle ortaya c¢ikacagi var sayilmaktadir. Ancak
eksozomlara yanit olarak immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonlar1 tartigmahidir ve
immiin sistemi uyarma yada baskilama 6zelligi gosterebildikleri bildirilmistir (Ren ve
ark., 2011). Makrofajlarin trombositlerden koken alan ektozomlarla uyarildiktan sonra
antienflamatuvar profile yonlendirilmesi (Sadallah ve ark., 2008), monositlerin
apoptotik trombosit eksozomlariyla uyarildiktan sonra proinflamatuar sitokin iireten
yerlesik M2 makrofajlarina farklilasmasi (Vasina ve ark., 2011), lipopolisakkarit
(LPS) ile uyarilan monositlerden veya dendritik hiicrelerden elde edilen eksozomlarin
CD4" T hiicrelerini aktive etmesi (Vasina ve ark., 2011; Kolowos ve ark., 2005) bu
duruma 6rnek olarak verilebilir. Eksozomlar, dogal ve edinsel immiinitede rol alabilen
molekiillerdir (Schiller ve ark., 2012). Onlar1 diger ekstraselliiler vezikiillerden ayiran

en onemli 6zellikleri, kendilerine 6zgii biyogenez yolaklari, lipid kompozisyonlar1 ve
1
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tagidiklar1 kargo igerikleridir. Kargo igeriklerinin hiicreler arasit haberlesme, sinyal
iletimleri gibi 6nemli rollerde kullanilmak {izere, niikleik asitler, proteinler, miRNA,
mRNA, niikleoproteinler ve ¢esitli enzimlerden meydana geldigi gosterilmistir (Van
der Pol ve ark., 2012; Akers ve ark., 2013). Yani etkilestikleri hiicreleri igerikleri ve
yiizey molekiilleri ile farkli fonksiyonlara yonlendirebilme potansiyelleri de vardir.
ES’ler igindeki eksozomlar da ayn1 sekilde AKT sonrasi alict immiin sisteminin etkin
hiicreleriyle etkileserek onlar1 farkli fonksiyonlara yonlendiriyor olabilirler. Burada
g6z Oniinde tutulmasi gereken diger nokta, 16kosit filtrelerinden gegebilecek kadar
kiigiik molekiiller olmalar1 nedeniyle 16korediiksiyon (LR) isleminin etkinligini de
ortadan kaldirabilme potansiyelleridir. Bu potansiyelleri nedeniyle ¢alismamizda
hedef yapilar olarak ES’larinin i¢indeki eksozomlar secilmis, ¢alismamiz eksozomlari

tanimlayabilmek iizerine planlanmistir.

Transflizyonun olumsuz etkileri kliniklerde taninamadigi ve transfiizyonla
iligkilendirilemedigi igin ¢ogu zaman atlanmaktadir. Hastalarin yasadigi bu
olumsuzluklara ek olarak, meydana gelen zarar1 dnlemek icin 6nemli ekonomik ve
isglicii bedelleri harcanmaktadir. Calismamiz ile hastalara, ¢alisanlara ve kurumlara
yiiklenen bu yiikiin en azindan bir bolimiine katki saglayacak sonuglara ulagilmasi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

Genel bilgiler bolimiinde c¢alismayr planlamamiza neden olan TRIM
fenomeninden, LA-ES ve NL-ES’ler iginde depolanma siirecinde gosterdigi
degisimlerle ~ TRIM’i iliskilendirmeyi  planladigimiz ~ eksozomlardan  ve
bulgularimizdaki en anlamli sonucu olusturan miyeloid kokenli baskilayici
hiicrelerden (MDSC) kdken alan eksozomlardan dolay1 MDSC’lerden bahsedilecektir.
Boliim igerisindeki konu siralamast TRIM, MDSC’ler ve eksozomlar seklinde

olacaktir.

2.1. Kan Transfiizyonu ve Transfiizyonla Iliskili Immiinmodiilasyon (TRIM)

Transfiizyon hayat kurtarict olmasinin yani sira ciddi ve hayati tehdit edici
komplikasyonlara sebep olabilen bir uygulamadir. Bu komplikasyonlardan biri ise,
immiinolojik bir komplikasyon olan TRIM olup AKT sonrasinda alicida gelisen
immiin degisiklikleri ve bunlarin alicidaki etkilerini tanimlamaktadir.

TRIM ilk kez 1973 yilinda, bobrek nakli bekleyen hastalara yapilan
transfiizyonlarin  greft Omrii iizerindeki olumlu etkilerinin g6zlemlenmesiyle
tanmimlanmistir (Opelz ve ark., 1973). Hayvan deneyleri, klinik calismalar ve
deneyimlerle desteklenen bu tablo, AKT’nin -AIDS pandemisi ortaya ¢ikana kadarki
donemde, bobrek nakli oncesi standart bir yaklagim halini almasina neden olmustur.
Ancak sozii edilen bu olumlu etki randomize kontrollii ¢alismalarla heniiz
desteklenememistir. Kiiratif cerrahi yapilacak hastalardan cerrahi 6ncesi AKT
alanlarda tiimor biiylimesinin ve metastaz gelisiminin hizlandiginin bildirilmesi ve
AKT ile kanser niiksii arasinda bir iligki oldugunun 6ne stiriilmesi sonucunda TRIM’in
diger etkileri de belirlenmeye baslamistir (Gantt ve ark., 1981). Allojeneik kan
transflizyonunun kanser niiksii tizerine bu olumsuz etkisinin ortaya atilmasindan sonra
transflizyonun alict immiin sistemi lizerindeki etkileri ilgi ¢ekici bir alan olmus ve bu
konuda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda AKT nin kanser niiksleri,

ameliyat sonrasi bakteriyel enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar ve latent
3



enfeksiyonlarin  reaktivasyonu gibi ¢ok sayida klinik tablo ile iligkisi
degerlendirilmistir. Mowbray ve ark. (1985) spontan abortuslari olan kadinlara gebelik
oncesi eslerinden alinmis lenfositlerin verilmesi ile abortus olasiligmin azaldigini
saptamistir. Peters ve ark. (1989) Crohn hastaligi nedeni ile ameliyat edilen ve
ameliyat sirasinda AKT alan hastalarda niiks sikliginin almayanlara kiyasla ¢ok daha
az oldugunu belirlemiglerdir. Allojeneik kan transfiizyonunun ameliyat sonrasi
bakteriyel enfeksiyonlar agisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu ¢esitli ¢alismalar
ile desteklenmis; sitomegaloviriis (CMV), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) gibi
latent bazi enfeksiyonlarin reaktivasyon olasiligint artirdigit ve AKT sonrasi tiim
nedenlere bagli mortalite artigi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Blumberg ve ark.,
1994).

Yapilan ¢ok sayida calisma ile AKT sonrasi alicilarda goriilen bu klinik tablolara
neden olabilecek bazi immiinolojik degisiklikler tanimlanmistir. Azalmig T yardimci
sayisi (Blajchman ve ark., 1994), azalmig T hiicre yanit1 (Brunson ve ark., 1990),
azalmig dogal dldiiriicii (Natural Killer; NK) hiicre fonksiyonu (Jensen ve ark., 1992),
CD4/CDS8 [Th/sitotoksik T hiicre (Tc)] oraninda azalma (Kaplan ve ark., 1984), ge¢
tip asirt duyarlilik reaksiyonlarinda azalma (Nielsen HJ ve ark., 1991), antijen
sunumunda yetersizlik (Brunson ve ark., 1990), lenfosit blastogenezinde baskilanma
(Blajchman ve ark., 1994), azalmis sitokin [Interlokin-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-
y)] tiretimi (Wood ve ark., 1988), azalmis monosit/makrofaj fagositik fonksiyonu
(Waymack ve ark., 1986) ve artmis antiidiyotipik-Ab ve antiklonotipik-Ab iiretimi bu
degisikliklere 6rnek olarak verilebilir.

Baska bir grup arastirmaci grubu da AKT alicisinda goriilen immiinolojik
degisikliklere ve TRIM fenomenine neden olabilecek etkenleri belirlemeyi
hedeflemistir. Bu amagcla sinif II HLA molekiilii tagiyan allojeneik 16kositleri (Bordin
ve ark., 1994); allojeneik dendritik hiicreleri (Clark ve ark., 2008), mikrokimerizmi
(Beko ve ark., 1991; Dzik, 1994); histamin, eozinofil katyonik protein, eozinofil
protein X, myeloperoksidaz, plazminojen aktivator inhibitorii-1 gibi biyolojik yanit
diizenleyicilerini (Nielsen ve ark., 1996); sitokinleri (Ghio ark., 2011 ); biyoaktif
lipitleri (Silliman ve ark., 2011); ES siipernatanin1 (Baumgartner ve ark., 2009;
Grimshaw ve ark., 2011); kan bilesenlerinin stok siiresini (Mynster ve ark., 1998;

Adamson, 2008); ¢6ziiniir Fas ligand1 (¢FasL) (Puppo ve ark., 2000); ¢6ziiniir HLA
4



smif I (¢HLA-I) molekiillerini (Magee ve Sayegh, 1997) ve benzeri bir¢ok olasi etkeni
konu alan aragtirmalar yapmislardir. Bu ¢aligmalar sayesinde TRIM’in olasi etkenleri
smiflandirilabilmistir (Vamvakas ve Blajchman, 2007). Buna gére TRIM etkisinin;

1. Kan bileseni igerisinde bulunan mononiikleer hiicreler (MNH),

2. Depolanma siirecinde bilesen igerisinde biriken biyolojik yanit diizenleyiciler

ve Immiinolojik mediyatorler (BYD-IM),

3. Allojeneik plazmada bulunan ¢6ziiniir insan 16kosit Ag (human leukocyte

antigen; HLA) sinif I peptitler araciligiyla olusabilecegi ifade edilmistir.

Bu etkenleri ayr1 ayr1 degerlendirmek yararli olacaktir. Allojeneik MNH’ler kan
bileseni iginde dogal olarak bulunan bagis¢1 kaynakli hiicrelerdir. Ozel yontemler
kullanilarak kan bileseni i¢inden uzaklastirilmadiklar1 zaman transfiizyon ile aliciya
gecerek TRIM etkisinin olusumuna katildiklar1 gésterilmistir (Bordin ve ark., 1994).
Blajchman ve ark. (1993) AKT yapilan hayvanlardan (fare ve tavsan) toplanan dalak
hiicrelerinin inflizyonu ile AKT nin timor biyiitiicii etkisini edinsel (pasif) olarak
aktarilabilmislerdir. Bu g¢alismada AKT yapilan hayvanlardan elde edilen dalak
hiicrelerinin infiize edildigi hayvanlarda, sinjeneik veya LA-AKT alan hayvanlardan
elde edilen dalak hiicrelerinin infiize edildigi hayvanlara gore pulmuner nodiil sayisi
belirgin bigimde yliksek bulunmustur. Bu calisma allojeneik MNH’lerin AKT ile
iligkili immiinsiipresyonda rolii olabilecegini gostermektedir.

Depolanma siirecinde biriken BYD-IM ise ¢ok ¢esitlidir. Bunlar genellikle
beklemekle MNH’lerden salinsa da (sitokinler, histamin, eozinofil katyonik protein
gibi), diger kan hiicreleri tarafindan agiga ¢ikarilanlari da (serbest Hb, ¢oziintir CD40L,
lipit mediyatorler gibi) vardir. Kabaca sitokinler, eikosanoidler, biiyiime faktorleri,
¢Oziiniir FasL, ¢oziinlir HLA simif-I, ubikutin, doku plazminojen aktivatorii gibi
ozetlenebilecek bu BYD-IM’in depolanma siiresine bagl olarak siipernatan igerisinde
birikerek AKT sonrasi alicida TRIM etkisinin olusumuna katildiklar1 gosterilmistir
(Nielsen ve ark., 1996). Baumgartner ve ark. (2009) kan bileseni siipernatanlarinin
saglikli kisilerin MNH’leri ile karsilagsmas1 halinde diizenleyici T hiicre (diizenleyici
T hiicre; Treg) artisina neden oldugunu saptamistir. Bu ¢alisma da AKT sonrasi {iriin
slipernataninin alic1 immiin sisteminde Treg artisina, dolayisiyla immiinsiipresyona
yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Ghio ve ark. 30 giinliik ES siipernataninda

¢HLA-I ve ¢FasL konsantrasyonunu belirgin sekilde yiiksek bulmus, bu yogunlugun
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bilesen i¢inde kalan rezidiiel 16kositlerle ve depolanma siiresiyle iliskili oldugunu
belirlemistir. Bu calismada ¢HLA-I molekiillerinin Tc hiicre aktivitesini engelledigi,
hem ¢HLA-I hem de ¢FasL molekiillerinin allojeneik MLR’u (mixed lymphocyte
reaction) baskiladig1 ve ¢FasL molekiiltiniin apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Ghio
ve ark., 1999). Bu g¢alisma immiin diizenleyici etkinin allojeneik kan bilesenleri
siipernatanlar1 ile olusabilecegini gostermenin yani sira, belirli bir siire depolanan
otolog kan bileseni siipernataninda biriken ¢6ziiniir molekiiller araciligiyla da
gerceklesebilecegini diistindliirmektedir.

Bugiine kadar yapilan tiim ¢aligsmalardan elde edilen sonuglar TRIM fenomeninin
gercek etkenine ve olus mekanizmasina yonelik net bir agiklama getirmekten uzak
kalsa da, TRIM fizyopatolojisine yonelik bazi hipotezlerin ortaya atilmasina neden
olmustur. Bu hipotezlerden bazilar1 su sekilde 6zetlenebilir.
¢ Kilonal delesyon hipotezi (Naji, 1996; Terasaki, 1984),

e Immiinsiipresyon hipotezi (Ashkenazi ve Dixit, 1998; Baumgartner ve ark., 2009;
Clark ve ark., 2008; Ghio ve ark., 1999; Ghio ve ark., 2011; Singal ve ark., 1991),

e Anerji hipotezi (Kirkley, 1999; Mincheff ve ark., 1993),

e Mikrokimerizm (Gafter ve ark., 1996; Hu ve ark., 2012),

e Immiin yanitin Th1’den Th2’ye doniisiimii hipotezi (Babcock ve ark., 1996; Betz
ve ark., 1991; Blumberg ve ark., 1996; Gafter ve ark., 1996; Guo ve ark., 2014;
Kirkley, 1999; Lannan ve ark., 2013; Mincheff ve ark., 1993; Pandey ve ark., 2010;
Perez ve ark., 1997; Wood ve ark., 1988; Zhu ve ark., 2012),

e Apoptoz hipotezi (Cheng ve ark., 2009; Dzik, 2003; Feng ve ark., 2013).

TRIM nedeni olarak allojeneik MNH’ler baskin etkenler olarak diisiintildiigiinde
kan bilegsenlerinin icindeki 16kositleri azaltmanin (veya lokorediiksiyon) TRIM
etkilerininin engellenmesinde en mantikli yaklasim oldugu agiktir. Ancak, kan
bilesenlerinin tamamin1 16kositi azaltilmis triinler ({iniversal 16korediiksiyon) olarak
kullanan Fransa, Ingiltere, Kanada gibi gelismis iilkelerden yapilan bildirimler
durumun bu kadar basit olmadigin1 gostermektedir. Ciinkii, bu iilkelerde yapilan
tiniversal lokorediiksiyon uygulamasindan dnceki ve sonraki doneme ait postoperatif
enfeksiyon ve mortalite sikliklarii degerlendiren before and after calismalarinin

sonuglart degiskendir. Bu calismalardan sadece bir tanesinde mortalite sikliginin
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tiniversal 16korediiksiyon uygulamasi sonrasi azaldigi saptanmis (Hebert ve ark.,
2003), digerlerinde mortalite ve postoperatif enfeksiyon siklig1 tizerine olumlu bir etki
belirlenmemistir (Vamvakas ve Blajchman, 2007). Bu ve benzeri retrospektif
calismalarin yaninda gozlemsel calismalarin sonuglar1 da degiskendir. Ornegin travma
hastalarinda 16korediiksiyonun pnémoni sikligint %45 oraninda azalttig1 (Friese ve
ark., 2008) ama mortalite iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi gézlemlenmistir
(Phelan ve ark., 2007). Bazi meta-analizlerde lokorediiksiyonun enfeksiyoz
komplikasyonlar ve mortalite tizerine etkisinin olmadigi hesaplanirken (Vamvakas ve
ark., 2001; Vamvakas ve Blajchman, 2007) bazilarinda da 6zellikle kolorektal ve
kardiyak cerrahi sirasinda LA-AKT alan hastalarda postoperatif enfeksiyon riskinin
%10 daha az oldugu hesaplanmistir (Blumberg ve ark., 2007). Kardiyak cerrahi
sirasinda LA-AKT alan hastalarda mortalitenin ve postoperatif enfeksiyon sikliginin
anlaml sekilde diistiigiinii gosteren randomize kontrollii ¢alismalar (Bilgin ve ark.,
2004; van de Watering ve ark., 1998) lokosit azaltmanin olumlu etkilerini ortaya
cikaran gozlemsel calismalar1 desteklemektedir. Daha ¢ok gozlemsel caligmalarda
ortaya atilan 16kosit azaltmanin TRIM gelisimini engelleme konusundaki olumlu etkisi
randomize kontrollii ¢aligmalarla net olarak desteklenememektedir. Yukarida da
paylasildig1 gibi olumlu sonuglar bildiren randomize kontrolli ¢alismalar oldugu gibi
olumsuz sonuglar bildirenler de vardir.

Ote yandan bu giine degin tanimlanmis olan TRIM etkenlerine ek olarak kan
bilesenlerinin depolanma siirelerinin ve transfiize edilen iirlin miktarinin da
immiinmodiilatuvar degisikliklere neden oldugu da oOne siiriilmektedir. ES’lerin
depolanma siiresiyle TRIM iligkisini degerlendiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
14 giinden uzun siire depolanan ES’lerin bir yillik mortaliteyi (Koch ve ark., 2008) ve
enfeksiyoz komplikasyonlar1 (Offner ve ark., 2002) artirdiginin, ortalama 6 giin daha
uzun siireyle depolanmis ES’lerin multiorgan yetmezligine (Zallen ve ark., 1999) ve
ortalama 8 gilin uzun depolananlarin sepsise bagli dliimlere yol actiginin (Purdy ve
ark., 1997) gosterilmesi bu c¢alismalara ornek olarak verilebilir. Bu etkilerin
transflizyon sayisi arttikca daha fazla artis gOsterecegini Ongérmek yaniltic
olmayacaktir. Zaten 3 iiniteden fazla ES transflizyonunun mortaliteyi artirdiginm
gosteren calismalar (Bilgin ve ark., 2004; vande ve ark., 1998) da bu Ongériiyii

desteklemektedir.



2.2. Myeloid Kokenli Baskilayic1 Hiicreler (MKBH)

MDSC’ler ilk olarak seksenli yillarin sonunda kronik graft versus host hastalig
(GVHD) ve tiimorlii farelerde kemik iligi ve dalakta artan sayilarda graniillii hiicrelere
rastlanmasi, bu hiicrelerin farkli lenfoid cevaplar1 baskiladiklarin belirlenmesiyle
fark edilmistir (Fridlender ve ark., 2009). O zaman dogal baskilayici hiicreler (Natural
supressor; NS) olarak tanimlanan MDSC’ler, kronik enfeksiyon, inflamasyon veya
kanserler gibi durumlarin tetikledigi 1limli ama siirekli bir miyelopoezis sirasinda
olusurlar. Akut patojenik uyarim sonucu ortaya c¢ikan kisa siireli ama giicli
miyelopoezis sonucu aktive olan olgun nétrofil ve monositlerin aksine, 1limli ama
siiregen miyelopoezis sonucu yeterince olgunlasamayan myeloid seri hiicreleri olarak
ortaya ¢ikan MDSC’ler immiin sistemi degisik yollardan baskilama 6zelligine sahiptir.
Bu hiicrelerin gelisimi, kontrol edilemeyen immiin yanitlardan dokular1 korumak
amaciyla ortaya ¢ikan evrimsel bir koruma mekanizmasi olarak kabul edilmektedir
(Gabrilovich, 2017). insanda kanda, kemik iliginde ve ¢esitli organlarin kanserli
dokularinda bulunabilirler ve genel olarak iki biiyiik hiicre grubundan olusurlar
(Gabrilovich, 2017). Bunlardan granulositik olanlar (G-MDSC) fenotipik ve
morfolojik olarak noétrofillere benzerken, monositik olanlar (M-MDSC) monositlere
benzemektedir. Her iki grup MDSC de olgun formlarmin eksprese ettigi 6zgiil birgok
belirteci eksprese etmekten yoksundurlar. insanlarda diger MNH’lerden M-MDSC'ler
CD11b* CD14* CD15 HLA-DR™ veya CD33" Lin" HLA-DR"; G-MDSC'ler CD11b*
CD14 CD15*, CD66" Lin" HLA-DR" veya CD11b" CD14- CD66b" ekspresyonlariyla
ayrilirlar (Gabrilovich ve ark,. 2009; Gabrilovich, 2017).

Pek c¢ok tiimor modelinde ve insan kanserlerinde artis gostermeleri; ortadan
kaldirilmas: halinde hastalik ilerlemesinde dramatik bir iyilesmenin goriilmesi ve
bunun bazen direkt anti-timor etki ile sonuglanmasi aslinda bu hiicrelerin
fonksiyonlar1 hakkinda fikir vermektedir. Ana 6zellikleri immiin baskilama olan bu
hiicreler, immiin sistemin farkli hiicrelerini etkileseler de ana hedefleri T hiicrelerdir
(Gabrilovich, 2017). Salgiladiklar1 faktorlerle diizenleyici T hiicreleri (Treg)
uyardiklarmin ve anti-timor immiiniteyi yardime1 T hiicre 2 (Th2) yanitlarina
yonlendirdiklerinin gosterilmesi de bu goriisii desteklemektedir (Angulo ve ark.,
1995).



MDSC’lerin kullandiklari baslica iki farkli immiin baskilayici mekanizma vardir.
Bunlardan biri antijene 6zgii digeri antijene 6zgii olmayan baskilamadir. M-MDSC’ler
her iki yolu da kullanirken, G-MDSC’ler antijene 6zgli yolla immiin baskilama
yaparlar (Gabrilovich, 2017).

Antijene 6zgli baskilamada ana rolii oynayan molekiillerden baslicasi hidrojen
peroksittir (H202). MDSC'lerin ¢ok miktarlarda hidrojen peroksit (H20,) iirettikleri,
bu sayede T hiicre cevaplarini baskilamada rol oynadiklari bilinmektedir (Kusmartsev
ve Gabrilovich, 2003; Kusmartsev ve ark., 2004). MDSC'leri yiiksek miktarlarda nitrik
oksit de (NO) iiretirler. H2O> ile NO etkilesiminden peroksinitrit (PNT) sentezlenir ve
Immiin baskilamada PNT’in basrol oyuncusu oldugu, PNT iiretimindeki kritik
faktoriin ise MDSC’lerde artan ROS {iretimi oldugu ifade edilmistir (Nagaraj ve ark.,
2007). MDSC’ler tarafindan iiretilen bu oksidatif ajanlar antijen sunumu sirasinda T
hiicre reseptor (T cell receptor; TCR) kompleksinin biitiinliigiiniin bozulmasina yol
acarak MHC ile baglant1 kurmasina engel olusturur ve T hiicre toleransina neden
olurlar (Nagaraj ve ark., 2007). Bu tolerans yeni bir TCR molekiiliiniin sentezlenerek
eskisinin yerini almasina kadar yaklasik 3 giin devam edebilir (Nagaraj ve ark., 2010).
MDSC'lerin genellikle MHC sinif II molekiillerini eksprese etmedikleri ve bu nedenle
sadece CD8" T hiicreleri baskiladiklar1 diistiniilse de, MHC Il ekspresyonu olan
MDSC'lerin ilk olarak CD4" T hiicreleri ile antijen bagimli bir temas kurduklari ve
CD4" T hiicre cevaplarin1 baskiladiklar1 gosterilmistir (Kodumudi ve ark., 2010;
Nagaraj ve ark., 2012). Bu baskilanmanin daha sonra antijen olmaksizin da devam
ettigi gosterilmistir (Nagaraj ve ark., 2012).

MDSC’ler antjenden bagimsiz baskilama fonksiyonlarint 6ncelikle prostaglandin
E> (PGE>) sentezleyerek gergeklestirirler. PGE2, T hiicre proliferasyonunu dogrudan
baskilar. T hiicrelerin IL-2 sentezini ve cevabini engelleyerek diger dogal immiinite
elamanlarimi da IL-10 molekiil sentezleyecek sekilde yonlendirir (Kalinski, 2012). Ek
olarak MDSC'ler membran bagli TGF-f'lar1 ile NK hiicrelerinin sitotoksisitesini,
NKG2D ekspresyonunu ve IFN-y iiretimlerini baskilamaktadirlar (Li ve ark., 2009).
MDSC'lerin antijene 6zgiil olmayan baskilamalarinda bir diger 6zelligi de immiin
yanitlar1 kontrol altina alma 6zelligindeki diizenleyici T hiicrelerin (Treg) gelisimine

neden olmalaridir. MDSC'ler tarafindan Treg hiicrelerinin gelisiminin uyarilmasi



halen tartismali bir konudur. Bu konuda yondes (Huang ve ark., 2006) ve zit goriisler
(Dugast ve ark., 2008; Movahedi ve ark., 2008) bulunmaktadir.

MDSC’lerin antijenden bagimsiz baskilayiciligt ayrica ortamdaki besin
maddelerinin tiiketilmesi ile de meydana gelir. MDSC'ler yiiksek Arjinaz 1 aktivitesine
sahiptirler ve bu sayede asir1 L-arjinin katabolizmasina yol agarak ortamda bu amino
asitin tiiketilmesine neden olurlar (Bronte ve Zanovello, 2005). L-arjinin eksikliginin
T hiicre proliferasyon baskilanmasina neden oldugu bilinmektedir. Ayrica L-arjinin
iNOS tarafindan da katabolize edilmektedir (Bronte ve Zanovello, 2005) ve ek olarak
iNOS ekspresyonlari yiiksek olan MDSC'ler bu enzimin {irlinii olan NO araciligiyla
JAK3 ve STATS tirozin fosforilasyonunu azaltarak fonksiyonlariin baskilanmasina
yol agmaktadir (Bingisser ve ark., 1998; Gabrilovich ve Nagaraj, 2009; Harari ve Liao,
2004). Ayrica, NO duyarl bir transkripsiyon faktorii olan AP-1’in baglanmasini
engelleyerek MHC II ekspresyonunu azaltmaktadir (Harari ve Liao, 2004). Bu da
MDSC’lerde MHC 1I ekspresyonunun olmamasinin nedenlerinden biri olabilir.
Ostrand-Rosenberg ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, saglikli fare Gr1*CD11b*
hiicreleri, tiimorlii hayvandan izole edilenler kadar baskilayic1 bulunmustur. Ayrica
bagka bir ¢alismada bu baskilama sadece CD8" T hiicreleri degil, CD4™ T hiicreleri de
kapsamaktadir ve arjinaz blokaji ile ortadan kalkmaktadir (Sinha ve ark., 2005).

Pek ¢ok memeli hiicresi sistatiyonaz enzimi araciligi ile methionin aminoasitinden
sistein iretebilir ya da ortamdaki sistini hiicre i¢indeki indirgeyici ortamin etkisiyle
sisteine ¢evirebilirler. Ancak, naif T hiicreler bu enzimi barindirmadiklarindan sadece
alanin-serin-sistein (ASC) tastyicilar ile ortamdaki sisteini alabilirler. Bu nedenle T
hiicrelerin proliferasyonlar1 i¢in ortamdaki sistini alip, sisteine ¢evirip, kendi ASC
tastyicilar ile tekrar disar1 veren antijen sunan hiicrelere (ASH) ihtiyaci vardir. Bu
durum ASH'lerin T hiicre yanitlarini kontrol altinda tuttuklar1 bir mekanizma olarak
gosterilmistir  (Edinger ve Thompson, 2002). MDSC'ler ASC tastyicisi
barindirmadiklari i¢in hiicre i¢inde olusan sisteini T hiicrelerin kullanimi i¢in disariya
veremezler ve boylece ortamdaki sistini tiiketerek T hiicre proliferasyonunu
engellerler (Srivastava ve ark., 2010). Bu immiin mekanizmalardan hangisinin
kullanilacag1 ¢ogalan MDSC hiicre tipine, hastaligin evresine, baskilamanin yapildig
bolge ile iligkili olarak degisebilmektedir. Belirli bir zamanda baskin olan baskilayict

mekanizma, hastaligin progresyonu boyunca degiserek baska bir mekanizmaya yerini
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birakabilir (Gabrilovich ve ark., 2017). Baskilanmanin meydana geldigi bolgeye gore
farkli baskilayict mekanizma kullanilmasina asagidaki 6rnekleri vermek miimkiindiir.
Dalaktaki MDSC'ler yiiksek seviyelerde ROS igerirken makul diizeylerde NO ve
ARGTI sentezlemektedirler ve bdylece iiretebildikleri PNT ile kontak bagimli sekilde
aktive T hiicreleri baskilarlar. Tiimorde bulunan MDSC'ler ise daha yiliksek NO ve
ARGI1 ekspresyonlaria sahiptirler ve ROS seviyeleri dusiiktiir bdylece hem
ortamdaki antijen 0zgiil T hiicreleri baskilarlar hem de non-6zgiil baskilama
yapabilirler (Solito ve ark., 2011).

MDSC’ler immiin siipresif mekanizmalarina ek olarak tiimor mikrogevresinin
yeniden yapilandirilmasini etkileyerek timor progresyonunun hizlanmasina, VEGF,
bFGF, Bv8 ve MMP9 iiretimi aracilifiyla tiimor anjiogenezinde artisa yol agarlar
(Casella ve ark., 2003; Shojaei ve ark., 2009 ve Tartour ve ark., 2011). Ayrica,
premetastatik nig olusumunu ve primer timoriin metastaza yonlendirilmesini etkilerler
(Deng ve ark., 2012; Erler ve ark., 2009; Hiratsuka ve ark., 2006 ve Yan ve ark., 2010).

Boylelikle, timor hiicresi invazyonu ve metastazlarda artiglara da katkida bulunurlar.

2.3. Eksozomlar

Ekstraselliiler vezikiiller (EV), 0karyot ve prokaryot hiicrelerde fosfolipid ¢ift-
tabakali, plazma membranindan dogrudan ya da dolayli yollarla meydana gelen sferoid
bi¢ciminde yapilardir. Kargo igeriklerine, boyutlarina, plazma membranindan olusum
ve salgilanma bigimlerine gore li¢ temel grup altinda toplanirlar.

e Apoptotik kesecikler

e Mikrovezikiiller

e Eksozomlar

Bu keseciklerden ilk grup olan apoptotik kesecikler hiicrelerin ¢evrelerinden
aldiklar sinyaller sonucunda apoptoza girmesi ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Calismalar
gostermistir ki bu kesecikler 500-2000nm arasinda degisen boyutlara sahiptirler
(Thery ve ark., 2009) (Sekil 1). Yiizeylerinde bulunan fosfatidilserin (PS) molekiilleri
en sik bulunan marker tiplerinden birisidir. Apoptotik keseciklerin farkli yontemler ile
tanimlanabilmesini saglamakla birlikte bu PS molekiillerinin hiicre ve sistem biyolojisi

i¢in ¢cok dnemli sayilabilecek bir gérevi bulunmaktadir. Yani PS molekiilleri apoptoz
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sonucunda ortaya ¢ikan heterojen boyuttaki bu keseciklerin immiin sistem, hiicreleri
tizerlerinde ifade edilen CD36 molekiiliiyle (PS algaci) taninip 6zellikle de makrofajlar
tarafindan fagositoz yoluyla uzaklastirilmasini saglamaktadir (Birge ve ark., 2008).

Bir bagka deyisle, PS molekiilii immiin hiicreler i¢in fagositoz sinyali anlamina
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Sekil 1. Nano/mikro-parcaciklarin (200-700 nm) elektron mikroskopi altindaki gorintiisii. (Distler ve ark., 2005 ile Thery ve
ark., 2009, Nat. Rev. Immunol) .

gelmektedir.

Ikinci grup ise mikrovezikiiller olarak adlandirilan diizensiz ya da bigimsiz bir
sekle sahip, 200-1000nm boyutlar1 arasinda degisebilen keseciklerdir. Plasma
membranindan koken alan bu mikrokesecikler temel olarak integrin sinifi proteinleri,
selektin grubu proteinleri ve CD40L proteinini igermektedirler (Thery ve ark., 2009).
Mikrokeseciklerde, apoptotik kesecikler gibi yiizeylerinde ters donmiis PS molekiilleri
igermektedir. Mikrokeseciklerin birgok hiicre tipi tarafindan salindigi bildirilmistir.
Bunlardan en Onemlileri trombositler ve endotel hiicreleridir. Mikrokeseciklerin
birgok 6nemli hastalikta ve viicut homeostazinda rol aldiklar1 gdsterilmistir. Yapilan
birgok ¢alismada mikrokeseciklerin (6zellikle trombositlerden koken alan
mikrokeseciklerin), prokoagiilan aktivitesinin  bulundugu dolayisiyla kan
pihtilasmasinda rol aldiklar1  gosterilmistir  (Piccin ve ark., 2007). Ayrica

mikrokeseciklerin bir¢cok klinik durumda ve sistemik hastaliklarda rol aldigi1 da
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gosterilmistir. Sepsis ve orak hiicreli anemide 6nemli rol oynamalariin yani sira,
kardiovaskiiler hastaliklar gibi sistemik hastaliklarda da periferik kanda
konsantrasyonlarinin artig1 birgok calismada gosterilmistir (Piccin ve ark., 2007).
Mikrokeseciklerin nasil olustugu ve fizyolojik 6nemleri Piccin ve arkadaslar
tarafindan 2007 yilinda yaymlanan derlemede 6zetlenmistir.

Uciincii grup ise eksozomlardir. Eksozomlar; hiicre membranindan dolayli olarak
koken alan, EV’lerin bilinen en kiiciik alt grubunu meydana getiren biyoaktif
keseciklerdir. Transferrin reseptorii tasiyan bu keseciklerin ¢aplar1 30-100nm arasinda
degismektedir. Eksozom terimi ilk defa 1981 yilinda 5 nukleosidaz aktivitesi igeren
ve neoplastik hiicre kiiltlirleri tarafindan salinan mikrokesecikler i¢in kullanilmistir
(Trams ve ark., 1981). Eksozomlarin bu boyutlar1 ve farkli biyokimyasal yapilari
onlar hiicreler tarafindan salinan diger keseciklerden ayirmakta ve onlara biyolojik
“nanoparcacik” denmesine de neden olmaktadir (Ristorcelli ve ark., 2008). Cesitli
aragtirmalarda eksozomlardan farkli isimlerle bahsedilmistir. Dogal lipozom, gec
endozom, mikropartikiil, nanopartikiil ve kéken aldiklar1 hiicre tipine gore onkozom,
prostazom, epididimozom, argozom bu isimlerden bazilaridir. Raposo ve ark. 1996’da
Epstein-Barr viriisii ile transforme edilmis B hiicrelerinin antijen sunabilen nano-
kesecikleri ortama saldigin1 gosteren bir ¢alisma yaymlanmistir. Bu hiicreler
tarafindan salinan eksozomlarin, hiicre i¢indeki multivezikiiler endozomlardan kdken
aldig1 ve ayrica peptid-MHC smif II komplekslerini tasidig ilk kez bu caligmada
gosterilmistir. Bu ¢aligma ile eksozomlar ilgi odagi haline gelmis ve ayrmtili olarak
yeniden derinlemesine ¢alisilmaya baslanmistir. Gergekten de B hiicrelerinden kdken
alan eksozomlarin peptid-MHC smif I kompleksi bulundurmasi bilinen antijenlerin T
hiicrelerine sunulmasi dogmasini sarsmistir. Bunun nedeni ise T hiicrelerinin
modiilasyonunda antijen sunan hiicre (ASH) ihtiyacinin ortadan kalkma ihtimalinin
belirmesidir. Daha sonra B hiicreleri i¢in gegerli olan bu durumun dentritik hiicreler
icin de gecerli oldugu yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Zitvogel ve ark.,
1998).

Eksozomlar1 diger EV’lerden ayiran en onemli ozellikleri olusum ve salinim
yolaklari, kargo i¢erikleri ve lipit kompozissyonlaridir. Bu kiiciik biyoaktif molekiiller
hedefledikleri hiicrelere ulastiklarinda ¢esitli yollarla tasidiklar1 kargolari hedef

hiicreye aktararak fonksiyonlarini gdsterir, hedef hiicreyi yonlendiriler.
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Eksozomlarin olusum ve salimi igin Oncelikle erken endozomun olusmasi,
bunlarin iclerinde kiigiik keseciklerin meydana gelmesi ve daha sonra bu kiiciik
kesicikleri igceren endozomun (multivesicular bodies-MVB) plazma membrani ile
birlesimi gerekmektedir. Ilk olarak plazma membrani ice dogru tomurcuklanarak
erken endozomu olusturur. Erken endozomlar farklilagsmasi ve kendi iglerine dogru
tomurcuklanmasyla ¢ok sayida intraliiminal vezikiilleri (ILV) meydana getirir. CD9
ve CD63 gibi tetraspaninler, ILV’in olusmasinda rol oynarlar. Bu ILV igeren erken
endozomlar, multivezikiilar bodies (MVB), multivezikiiler endozom (MVE),
multivezikiiler cisimcik (MVC) veya ge¢ endozom olarak adlandirilir. MVB’ler
igeriklerine ve hedeflerine gore farkli son friinlere doniisen, internalize ettikleri
biyomolekiillerin yikiminda rol oynayan ve trans-golgi aginda gorev yapan ara
birimlerdir. Meydana gelen MVB’ler trans-golgi agi {lizerinden ya lizozoma gidip
ortadan kaldirilirlar ya da plazma membrani tizerinden ekzositoz ile igeriklerini hiicre
disina birakirlar ve eksozom ekspresyonunu saglamis olurlar (Sekil 2).

O Microvesicles

\ ;JQ‘” (2 O

Exosomes

i‘”} cev

Early Q
[ Je= * o
- , ¢

Sekil 2. Eksozom olusumu. Kaynak: https://www.slideshare.net/pinarbinicierasal/exosomlar

Daha onceleri MVB’lerin sadece lizozomlarla birleserek yikima gittikleri
diistiniilirken; Harding ve ark. (1983) yaptiklar1 ¢alismada plazma membrani ile
birlestikleri ve izledikleri bu farkli yolak sayesinde yikim yolagindan kurtulduklarini

gosterilmistir. MVB’leri yikim yolagindan kurtararak eksozom olarak eksprese
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edilmelerini saglayan bu ikinci yolagin secilmesinde hangi hiicre i¢i organelin veya
molekiiliin rol aldigi tam olarak bilinmemektedir. Ama Rab (Ras iligkili baglayici
protein grubu) ailesinin gesitli tiyelerinin etkileri olabilecegi diistiniilmektedir (Kahlert
ve ark,.2013). Rab protein ailesi, MVB’lerin aktin ve mikrotiibiiller araciligiyla
plazma membrant boyunca hareket etmesini ve plazma membrani ile fiizyonunu
saglar. Ayrica MVB ve ILV’lerin endosomal ayirma kompleks proteinleri (ESCRT)
gibi bazi membran proteinlerinin de eksozomlarin salgilanmasinda rolleri oldugu
distintilmektedir (Villarroya-Beltri ve ark., 2014). Oligodendrositler tizerinde yapilan
bir ¢aligmada ise eksozom saliminda ESCRT molekiiliinden ¢ok sfingolipid seramid
molekiiliintin rol aldig1 gosterilmistir (Trajkovic ve ark., 2008). Bu calismada elde
edilen eksozomlarin seramid agisindan zengin oldugu goriilmiistiir. Ayrica, hiicredeki
sfingolipid seramid fiiretimi engellendiginde eksozom eksositozunun azaldigi
gozlemlenmistir.

Eksozomlar, hiicreler tarafindan silirekli ortama birakilabildikleri gibi
indiiklenebilir bir salinim mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Salinimi hiicre tipleri
arasinda farklilik gostermektedir. Baz1 hiicreler eksozomlari siirekli ortama saliyorken
bazi hiicreler disaridan bir uyarana ihtiyag duymaktadir. Retikiilositler, T hiicreleri ve
aktiflesmemis B hiicreleri eksozom salimina ¢evresel ortamdan gelen uyarilar
sonucunda baglamaktadirlar. Bunun tam tersi bir durumda ise Epstein-Barr viriisii ile
transforme olmus B hiicreleri (Raposo ve ark., 1996), dendritik hiicreler (Zitvogel ve
ark., 1998), makrofajlar (Bhatnagar ve ark., 2007) ve tiimor hiicreleri herhangi bir
uyarilmaya gerek duymadan hiicre dis1 ortama stirekli eksozom salimi yapmaktadirlar.
Her ne kadar dendritik hiicreler i¢in siirekli eksozom saliyor deniyor olsa da bu
hiicrelerin aktivasyon durumlaria gore eksozom salimlar1 degismektedir.

Eksozomlari 6nemli bir 6zelligi, tasidiklar1 kargo igerikleridir. Kargolar1 kdken
aldiklar hiicrelere ve eksprese edilme amaglarma gore degisiklik gostermektedir. Tlk
arastirmalar, eksozomlarin sadece hiicreden atik uzaklastirmada gorev aldiklar
yoniindeyken, sonraki ¢alismalarda kargo igeriklerinin bunun aksine hiicreler arasi
haberlesme, sinyal iletimleri gibi 6énemli rollerde kullanilmak {izere, niikleik asitler,
proteinler, miRNA, mRNA, niikleoproteinler ve ¢esitli enzimler tasidiklar1 ortaya
cikarilmistir (Akers ve ark., 2013; Van der Pol ve ark., 2012). Tasidiklart miRNA,

mMRNA kargolar ile eksozomlar diger EV’lerden ayrilmaktadir. Bu igerikleri
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sayesinde eksozomlar alic1 hiicreye transfer olduklarinda alici hiicrenin fonksiyonunu
degistirebilirler (Minciacchi ve ark., 2015;Van der Pol ve ark., 2012).

Eksozomlarin kargolarini ayrica protein ve lipid kargolar1 olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Protein kargolarim1 ESCRT, lipid-bagimli mekanizmalar ve tetraspanin
mekanizmalari ile vezikiiliin i¢erisine alan (Ersoz ve ark., 2016) eksozomlarin protein
icerikleri membran trafiginde rol alan proteinlerden, MVB olusumunda gorev alan
proteinlere kadar farklilik gdstermektedir. Integrinler, immiinoglobulinler, hiicre
iskeleti proteinleri, adezyon proteinleri tasinim i¢in gerekli ESCRT, eksozom
biyogenezine katilan ve ayni zamanda belirte¢ olarak is goren proteinler, 1si1-sok
proteinleri, endozomal vesikiil trafiginde gorevli proteinler gibi ¢ok ve degisik sayida
proteinleri igerirler (Schorey ve ark., 2008; Thery ve ark., 2001; Thery ve ark., 2009).
Lipid kargo olarak da kolesterol, lizofosfatidilkolin, sfingomiyelin, fosfatidilkolin,
fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin ve digliserid gibi fonksiyonel lipidler tasirlar
(Villarroya-Beltri ve ark., 2014) (Sekil 3).

targeting / (2 integrins
adhesion CD9
tetraspan

initiation of
protein syntenin
synthesis IF-4A|  Flotillin-1 Gi2a lectin binding

EF1a actin cofilin Lazad : Tcell stimulating
alectin-3 molecules
cytoskgleton tubulin  profilin | |! g IMHC
associated —— | hsc70 ——
Tsg101 AlP1/Alix hsp84 e CD86
MVB -
formation gag| | annexin I
| 1
reverse| | annexin e
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virus — - membrane transport

Sekil 3. Dendritik hiicrelerden izole edilen eksozomlarda bulunan fonksiyonlarina gére gruplandirilmus proteinler (Lakkaraju
ve ark., 2008; Thery ve ark. 2009, Nat. Rev. Immunol).

Eksozomlarin tasidiklar1 kargo sayesinde diger hiicreler tarafindan taninmalar1 ve
hiicre igine alinmalar1 kolaylasir (Azmi ve ark., 2013). Boylelikle hedef hiicrelere
ulasabilir ve fonksiyonlarim gosterebilirler. Ornegin, Segura ve ark. (2005) tarafindan

yapilan calismada etkinlesmis dendritik hiicrelerden koken alan ICAM-1 igeren
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eksozomlarin CDS8" Dentritik hiicreler ve aktiflesmis T hiicreleri tarafindan
tizerlerinde bulunan LFA-1 (ICAM-1’in ligandi) molekiili sayesinde internalize
edildigi gosterilmistir. Bu bulgu eksozomlarin ¢evre hiicreler tarafindan
yakalanmasinda ligand-reseptor etkilesiminin 6nemi vurgulamaktadir. Benzer bir
baska yol ise B1 ve B2 integrin iceren ekzosomlarin ICAM-1 ifade eden hiicreler ya da
fibronektin tarafindan yakalanmasidir. Eksozomlar ¢evre hiicreler tarafindan ayrica
tizerlerinde bulunan fosfotidilserin (PS) reseptorleri tarafindan da yakalanmaktadirlar.
Bunlardan bir tanesi makrofaj hiicreleri yiizeyinde ifade edilen CD36 molekiiliidiir
(Birge ve ark, 2016). CD36, PS molekiiliine baglanarak eksozomlarin bu hiicreler
tarafindan iclerine alinmasini (fagosite) saglamaktadir. Diger bir PS reseptorii ise
lenfositler ve fagositler iizerinde ifade edildigi bilinen TIM-1 ve fagositler lizerinde
ifade edildigi bilinen TIM-4 proteinleridir. Bu proteinler araciligiyla lenfositler ve
fagositler eksozom ve daha biiylik kesecikleri (lizerlerinde bulunan PS aracilig: ile)
yakalanmaktadirlar (Miyanishi ve ark., 2007). Ayrica, bagka bir adezyon molekiilii
olan MFGE8 (Milk Fatty Globule 8) de karboksi-terminal faktor V/VIII-benzeri
bolgesi araciligr ile PS molekiiliine baglanabilmektedir. Yani PS igeren eksozomlarin
yakalanmasinin bir bagka yolu da MFGES8 molekiiliiniin PS molekiiliine baglanmasi
ve MFGE8’ninde c¢evre hiicrelerin yiizeylerinde ifade edilen avf3 ve avp5
integrinlerine baglanmasidir (Veron ve ark., 2005).

Eksozomlarin hiicreler arasi bir¢ok iliskide en az hiicrelerin bire bir etkilesmesi
kadar 6nemli oldugunun ortaya konulmasi ile eksozomlarin fizyolojik rolleri de
arastirilmaya baslanmistir. Birgcok farkli hiicre kiiltiirlinden izole edilip analizleri
yapilsa da, bunlarin in vivo varliklarini ispatlamak kolay bir ugras olmamistir. Bunun
en 6nemli nedeni ise ex Vivo izole edilmis eksozomlarin, izolasyon sirasinda dokuyu
ayirmak ic¢in uygulanan mekanik kuvvetlerden dolayr hiicrelerden kopabilecek
parcalar ile karistirilabilecek olmasidir. Bu nedenle mekanik ayrisim sonucu elde
edilen eksozomlarin saflig1 tartisma konusu olup, dikkatli bir yaklagim gerekmektedir.
Ayrica, eksozomlarin gevre hiicreler ile etkilesiminin in vivo ya da in vitro boyutlarinin
goriintiilenmesi boyutlarindan dolay1 ¢ok zordur. Ancak dolayli in vitro kanitlar
eksozomlarin ¢evre hiicreler ile nasil etkilestiklerini ortaya koyabilmektedir. Bu

kanitlar eksozomlarin alict hiicreye ii¢ degisik yolla baglanip internalize edilebildigini
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disiindiirmektedir (Sekil 4). Bu ii¢ yol asagidaki gibi ozetlenebilir (Ersoz ve ark,.
2016):

a. Reseptor-ligand etkilesimi (Gupta ve Pulliam, 2014)

b. Hedef hiicre membrani ile dogrudan fiizyon (van den Boorn ve ark., 2011)

c. Fagositoz (Kahlert ve ark., 2013)

Exosome MHC class |l
)
MHC dass | Wiz

o — Cytoplasmic
protein

avp3or
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Antigen processing and presentation
on endogenous MHC molecules

Recipient cell

Sekil 4. Salinan eksozomlarin etraftaki hiicreler tarafindan olasi alinma yollar1 (Thery ve ark. 2009, Nat. Rev. Immunol).

Kargosu hedef hiicre sitoplazmasina ulagtiktan sonra kargo igerigine gore farkli
mekanizmalarla eksozomun hedef hiicre iizerindeki etkileri ortaya ¢ikar. Yani hedef
hiicre tlizerindeki etkiyi kargonun yapist belirler. Hedef hiicre eksozom birlesmesi
sonrasinda eksozomda bulunan RNA’nin alict hiicre tarafindan ifade edildiginin
gosterilmesi bu duruma giizel bir 6rnektir (Schageman ve ark., 2013).

Eksozomlar viicutta bulunan biitiin hiicrelerden salgilanabilir ve biitiin viicut
stvilarinda bulunurlar (Ers6z ve ark,. 2016). Yapilan analizlerin sonucunda sanilandan
daha fazla tip hiicrenin eksozom salim kapasitesinin oldugu ortaya ¢ikmistir (Thery ve
ark., 2009). Ornegin hematopoietik hiicreler, epitel ve endotel kdkenli hiicreler, timor
hiicreleri, trofoblastlar, néronlar, oligodendrositler gibi ¢ok sayida hiicrenin eksozom

salimi yapabildikleri gosterilmistir (Gupta ve Pulliam, 2014; lero ve ark., 2008;
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Lakkaraju ve ark., 2008; Licarete ve ark., 2012; Pang ve ark., 2012; Pisitkun ve ark.,
2004; Thery ve ark., 2009).

Eksozomlarin hem antijeni, hem de peptid-MHC kompleksini {izerlerinde
barindirdigr bulgusu immiinologlar1 eksozomlarin immiin modiilasyondaki rollerini
anlamak icin ¢calismaya yonlendirmistir. Bu ¢caligmalar sayesinde eksozomlarin immiin
modiilatuvar etkilerini MHC class I ve I, FasL, TRAIL, membrana bagli TGF-8, TNF-
a, CD73, CD39, miRNA, mRNA’lar, ve NKG2D gibi molekiilleri araciligiyla hem
antijene bagli, hem de bagimsiz olarak gosterdiklerini 6grenilmistir.

Antijene bagli immiin modiilasyona, eksozomlarin MHC smif II molekiilii ifade
etmeyen folikiiler dendritik hiicrelere bu 6zelligi kazandirarak CD4" T hiicrelerini
aktive edebilme yetenegi kazandirmalar1 drnek olarak verilebilir (Segura ve ark.,
2005). Bu ornekten de anlagilabilecegi gibi eksozomlar ASH’lerin eksojenik
antijenleri elde etme yollarindan biridir. Yani etrafta bulunan diger hiicrelerden salinan
eksozomlarin yakalanarak internalize edilmesi, ASH’lerin eksojenik antijenleri
eksprese etmesine aracilik etmektedir. Ornegin tiimér kiiltiirlerinden elde edilen ve
tiimdr antijenlerini barindiran eksozomlarin, antijen ile karsilagma ihtimali olmayan
alic1 dendritik hiicrelere antijeni aktararak antijene-6zgii T hiicrelerinin etkinlesmesini
indiikleyebildigi gosterilmistir (Wolfers ve ark., 2001). Ayrica, Mycobacterium
tuberculosis ya da Mycobacterium bovis (hiicrede endositik kompartmanlara yerlesen
bakterilerdendir) ile enfekte olmus makrofajlardan koken alan eksozomlar (Giri ve
ark., 2008) ve sitomegalovirus ile transforme olmus epitel hiicrelerinden salinan
eksozomlar (Walker ve ark., 2009) patojen kokenli antijenleri dendritik hiicrelere
transfer ederek, dendritik hiicreler yardimiyla patojen kokenli antijenlere 6zgii CD4"
T hiicrelerini etkinlestirebilmektedir. MHC grup I molekiilii bircok hiicrede
bulunmasindan dolayi, neredeyse her hiicreden koken alan eksozomlar ASH’lere
gerek duymadan direkt kendi baslarina antijen spesifik CD8" T hiicresi aktivasyonunu
gerceklestirebilmektedirler. Dendritik hiicre kokenli eksozomlarin antijen spesifik
CD8" T hiicresi indiikleyebildiginin gosterilmesi tizerlerinde bulunan peptid-MHC
sinif I kompleksinin fonksiyonel oldugunu gostermektedir. ASH’lerden koken alan
eksozomlarda, eksozomlarin ge¢ endositik organellerden koken almasindan dolay,
MHC smif 1 molekiiliiniin yaninda yiiksek miktarda MHC siif II molekiilii de

bulunmaktadir. Bu nedenden dolayr antijen sunucu hiicrelerden koken alan
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eksozomlar, T hiicre hatlarin1 ve ayni kokenden gelen T hiicre klonlarmi kendi
baslarina aktiflestirebilmektedirler. Ancak naif CD4" T hiicrelerini etkinlestirebilmek
i¢cin dendritik hiicrelere ihtiya¢ duymaktadirlar. Sadece antijeni barindiran eksozomlar
(genelde non-hematopoetik kokenli) antijen spesifik T hiicrelerini etkinlestirebilmek
icin antijen sunum hiicrelerinin varligina ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunun nedeni ise
peptid-MHC kompleksinin tek basina efektor T hiicre etkinlesmesini saglayamamasi
ve Ko-stimiilator molekiillere ihtiya¢ duymasidir. Ancak T hiicrelerini, dendritik
hiicreler ile birlikte inkiibe edildikleri zaman aktiflestirebilen bu eksozomlarin yani
sira, herhangi bir yardima ihtiya¢ duymadan antijen spesifik T hiicresi aktivasyonunu
saglayabilen eksozomlar da bulunmaktadir. Bu tiir eksozomlar antijenin tamamin1 ya
da belli bir epitopunu tasimakla beraber peptid-MHC kompleksini de iizerlerinde
barindirmaktadir. Etkinlesmis dendritik hiicrelerden izole edilen eksozomlarin T
hiicrelerini aktiflestirme kapasiteleri inaktif dendritik hiicrelerden salinan eksozomlara
gore daha fazla oldugunun gosterilmesi bu durumu aydinlatmaktadir (Admyre ve ark.,
2006). Etkinlesmis dendritik hiicrelerden koken alan eksozomlar peptid-MHC
kompeksi ile birlikte ko-stimiilator molekiillerden olan CD80 (B7.1) ya da CD86’dan
(B7.2) birini barindirmaktadirlar. Bu sayede peptid-MHC kompleksi ile TCR yolagini
hem de CD80 ya da CD86 araciligiyla CD28 yolagmi etkinlestirip efektor T-hiicre
etkinlesmesini saglayabilmektedir.

Eksozomlar antijen aracili immiin modiilatuvar 6zelliklerinin yani sira bunu
antijenden bagimsiz yapabilmelerine sebep olan farkli molekiillerde igermektedirler.
Bu sayede eksozomlarin immiin modiilasyon kapasiteleri sadece allojeneik antijen
icermelerine bagl degildir ayrica farkli molekiiller araciligi ile de immiin
aktivasyonuna ya da baskilanmasina katki saglamaktadirlar (Thery ve ark., 2009).
Yapilan caligmalar tiimorlerden salinan eksozomlarin CD95 ligand1 (CD95L yada
FasL) yada galectin 9 molekiillerini i¢cerdigini dolayisiyla da T hiicrelerinin apoptoza
girmesine neden olduklarin1 gostermistir (Huber ve ark., 2005). Bunun yan1 sira bu tip
eksozomlar, Treg hiicrelerin fonksiyonlarini arttirarak CD4" ve CD8" T hiicrelerin
cogalmasini da engellemektedir (Clayton ve ark., 2005). Bunlarin yani sira timor
kokenli eksozomlar CD8* T hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin sitotoksisitelerinin
azalmasina ve miyeloid Oncli hiicrelerden dendiritik hiicre olugmasinin

engellenmesine neden olurken, miyeloid kokenli baskilayici hiicrelerin olugmasini da
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tetiklemektedirler (Thery ve ark., 2013). Sonug¢ olarak tiimor kokenli eksozomlar
pleitropik etki gostermektedirler ve anti-tiimor immiin tepkilerin diizenlenmesini
saglamaktadirlar. Timor hiicreleri gibi immiin sistem hiicrelerinden, 6zellikle aktive
olmus T hiicrelerinden salinan eksozomlarin da CD95L icerdikleri ve boylece
aktivasyonun indiikledigi hiicre 6liimiinde (Activation-Induced Cell Death: AICD) rol
oynadiklar1 bilinmektedir (Stenqgvist ve ark., 2013). Siitten elde edilen eksozomlarin
in vitro cgalismalarda T hiicrelerinin aktiflesmesini engellemenin yani sira, Treg
hiicrelerinin etkinliklerini arttirdig1 gosterilmistir (Admyre ve ark., 2006). Buna benzer
bir sekilde hamile kadinlarin kanlarindan elde edilen eksozomlarin CD95L icerdigi ve
T hiicrelerinde CD3( ve JAK3 molekiillerinin sentezlenmesini azaltarak yanit verme
yeteneklerinin azalmasina yol agtig1 bildirilmistir (Taylor ve ark., 2006).

Eksozomlar immiin diizenleyici etkilerini yukarida bazi 6rnekleri verilen immiin
baskilayici 6zelliklerinin yani sira immiin aktivasyon seklinde de olusturabilmektedir.
Ornegin, trombin tarafindan etkinlestirilen trombositlerin ortama saldig1 eksozomlar
hematopoietik hiicrelerin proliferasyonunda, yasama siirelerinin uzatilmasinda ve
kemotaksislerinde, monositlerin  pro-enflamatuvar sitokinleri salmalar1 i¢in
etkinlesmelerinde ve CD40L/CD40 yolagi araciligt ile B hiicrelerinin
etkinlestirmesinde gorev almaktadirlar (Thery ve ark., 2009). Bu sayede B hiicrelerinin
CD4" T hiicrelere olan gereksinimleri ortadan kalmaktadir. Hiicre i¢i patojenler
tarafindan enfekte olmus makrofaj hiicreleri tarafindan salinan eksozomlar patojene
ait pro-enflamatuvar molekiiller i¢erdiklerinden dolayr bu eksozomlari internalize
eden makrofajlar1 pro-enflamatuvar sitokin salimi i¢in uyarmaktadir. Ozellikle,
Mycoplasma arginini yada Mycoplasma orale tarafindan enfekte olan makrofajlar
tarafindan salinan pro-enflamatuvar eksozomlar, B ve T hiicrelerinin poliklonal
etkinlesmelerine neden olmaktadir (Quah ve ark., 2007). Yapilan ¢alismalarda inaktif
dendritik hiicreler tarafindan salinan eksozomlarin {izerinde bulunan molekiillerin NK
hiicrelerinin  aktivasyonunu saglayan reseptér grubunun ligandlar1 oldugu
gosterilmistir (Viaud ve ark., 2009). Eksozomlarin NK hiicrelerini etkinlestirme
ozelligi farkli tiplerinde bulunan farkli molekiiller aracil@: ile yapilmaktadir. Is1 soku
ile etkinlesmis dendritik hiicrelerden salinan eksozomlarin iizerinde bulunan BAT3 bu
molekiillerden biridir. Ayrica melanomali hastalarin dendritik hiicrelerinden salinan

eksozomlarda bulunan MICA ve MICB molekiilleri de (NKG2D ligandlar1) NK
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aktivasyonunu desteklemektedir (Viaud ve ark., 2009). Son olarak, romatoid artiritli
(RA) hastalarin sinoviyal sivilarindan elde edilen fibroblast hiicrelerinin ortama
saldiklar1 eksozomlarda TNF molekiiliiniin membrana bagl formu bulunmaktadir. Bu
eksozomlarin T hiicrelerine baglanmasi AICD’e karsi bu hiicrelerin direng
kazanmasini saglamaktadir (Zhang ve ark., 2013). Ayrica RA’l1 hastalarin T hiicreleri
ve monositleri tarafindan salinan eksozomlar ise fibroblastlarda MMP1, MMP3,
MMP9 ve MMP13 gibi matrix metaloproteinazlarin transkripsiyonunu uyarmaktadir.
Bunun yani1 sira bu eksozomlar IL-6, 1L-8, MCP-1 ve MCP-2 gibi pro-enflamatuvar
mediyatorlerin salimini da tetiklemektedir (Distler ve ark., 2005). Dolayisiyla
eksozomlarin romatoid artrit gibi O6nemli kronik enflamatuvar bir hastaligin
patolojisinde rol aldigi gosterilmistir. Yani RA’l1 hastalarda ister fibroblastlardan
salinsin, isterse T hiicreleri ve monositlerden salinsin, eksozomlar hastaligin daha da
siddetlenmesine ve ileri diizeyde kikirdak hasarina neden olmaktadirlar.

Su ana kadar eksozomlarin immiin sistem hiicreleri iizerinde olan in vitro
pleiotropik etkilerinden bahsedildi. Ancak eksozomlarin immiin hiicreler tizerindeki
etkileri ister etkinlestirme/uyarma olsun ister baskilama olsun in vivo kosullarda da
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar dendritik hiicrelerden kdken alan eksozomlarin
immiinojenik olduklari iddiasini giiglendirmektedir. Dendritik hiicreden kdken alan ve
timor peptid-MHC kompleksi barindiran eksozomlarin enjeksiyonu tiimor
rejeksiyonuna yol agmaktadir (Zitvogel ve ark., 1998). Daha 6nce in vitro ¢alismalarda
gosterildigi gibi bu etki eksozomlarin olgunlasmis dendritik hiicreler ya da dendritik
hiicre olgunlagsmasini tetikleyen kimyasallar ile birlikte enjeksiyonu sonucu daha da
dramatik hale gelmektedir. Deri graftlarinin rejeksiyonunda da eksozomlar etkili
olmaktadir. Antijen ile olgunlastirilmig dendritik hiicrelerden koken alan eksozomlarin
erkek fareden alinip disi fareye enjeksiyonu hizli graft rejeksiyonuna yol agmaktadir
(Segura ve ark., 2005). Bu olgu da eksozomlarmn in vivo naif CD4" T hiicrelerini
etkileyerek effektor CD4" T hiicrelerine doniigebildiklerini gostermektedir.

Eksozomlarimn in vivo etkileri sadece hiicresel immiinite ile sinirli kalmamaktadir.
Ayrica humoral immiinitenin etkinlesmesi ve olgunlagsmasinda da rolleri
bulunmaktadir. Dendritik hiicreler tarafindan salinan antijen iceren eksozomlar B
hiicrelerini etkinlestirerek ayni antijene karst humoral immiinite gelismesinde de rol

almaktadirlar. Bu etki eksozomlar tizerindeki antijenlerin tayin edilebilenin altindaki
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diizeylerinde de goriilmektedir. Buna en iyi 6rnek olarak, T. gondii antijenlerine maruz
kalmis dendritik hiicrelerden salinan eksozomlarin humoral immunite ve Thl hiicre
immiinitesini etkinlestirerek organizmay1 akut enfeksiyonlara kars1 koruma saglamasi
gosterilebilir (Dtugonska ve ark., 2016).

Yakin gegmiste eksozomlarin antijenden bagimsiz in vivo immiinolojik etkilerini
de vurgulayan bulgular ortaya konulmaya baslanmistir. Farelerde yapilan ¢aligmalarda
dendritik hiicrelerden koken alan eksozomlarin lenf diigiimlerinde NK hiicrelerinin
toplanmasi ve proliferasyonunda rol aldiklar1 gésterilmistir (Viaud ve ark., 2009). In
vivo immiin aktivasyon o&zelliklerinin yaninda eksozomlar in vivo tolerojenik
ozellikleri de vurgulanmaktadir. Daha once belirtildigi lizere olgunlasmis dendritik
hiicrelerden koken alan eksozomlar immiin aktivasyonda rol alirken etkinlesmemis
dendritik hiicrelerden koken alan eksozomlar ise daha ¢ok immiin baskilamada rol
almaktadir. Bu tip baskilayici eksozomlarin graft reddini engelledigi (Ben ve ark.,
2016) ve septik sok modelinde enflamasyonu da onledigi bildirilmistir. Ayrica
CD95L" ve IL10* dendritik hiicrelerden koken alan eksozomlarin artrit modelinde
ozellikle eklem bolgelerindeki enflamasyonu bir sekilde engelledigi bilinmektedir
(Kim ve ark., 2005). Epitel kokenli eksozomlarin da tolerojenik etkileri
bulunmaktadir. Alerjene maruz birakilmis farelerin akciger epitelinden salinan ve
bronkoalveolar lavaj sivisindan izole edilen eksozomlarin allojeneik transferi, alici
farede de ayni alerjene karsi tolerans gelismesini saglamaktadir (Prado ve ark., 2008).
Bu eksozomlarin neden tolerojenik 6zellik yerine efektor etki gdsterdikleri ise su an
i¢cin bilinmemektedir. Sonu¢ olarak in vitro ¢alismalarda gosterildigi gibi in vivo
calismalar da eksozomlarin pleiotropik etkilerinin oldugunu gostermektedir. Yani
eksozomlar immiin hiicreleri bir yandan etkinlestiriyorken diger yandan ise
baskilayabilmektedirler (Ren ve ark., 2011). Eksozomlarin baskilayici etki mi yoksa
etkinlestirici etki mi gosterecegi dondr hiicresinin o anki durumuna, dolayisiyla
degisen eksozom kompozisyonuna baglidir. Buna en 1yi 6rnek daha 6nce bahsedildigi
lizere dendtritik hiicrelerden gelmektedir. Ozellikle CD95L ya da TGF-B igeren
eksozomlar immiin baskilayict etki gosterirken, ko-stimiilator molekiilleri,
adjuvantlar1 ve strese maruz kalmis hiicrelerden gelen HSP (Heat Shock Proteins)
molekiilleri barindiran eksozomlar tam tersi immiin uyarict (stimiilator) etki

gostermektedir.
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2.3.1. Eksozomlarin Kan Tranfiizyonuyla iligkili Immiin Modiilasyonu

DNA, RNA ve protein igerebilen eksozomlar, kdken aldiklar1 hiicrelere bagh
olarak yiizeylerinde farkli belirtegler eksprese ederler (Strasser ve ark., 2013).
Eksozomlarin hiicresel kaynagi ve insan eritrositlerinin depolanma siiresince tiretilen
eksozomlarin immiinomodiilator rolii tam anlasilamamistir (Morel ve ark., 2011). Bu
konuda yapilmis sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birinde eritrosit
siispansiyonu icerisindeki eksozomlarin T hiicre immiin yamitim baskiladigr 6ne
stiriilmektedir (Danesh ve ark., 2014). Depolanmis eritrosit tinitelerinde bulunan
eksozomlarin, 16kosit belirteglerinden yoksun oldugu, ancak bu eksozomlarin, endotel,
eritrosit ve trombosit belirtegleri ile immiinreaktif oldugu 6ne siiriilmektedir (Danesh
ve ark., 2014). Eksozom fraksiyonu, insan periferal kan1 mononiikleer hiicrelerini
(PKMNH) in vitro olarak uyarabilir ve proinflamatuvar sitokin tepkisini tetikleyebilir.
Eksozomlarin, PKMNH kiiltiirlerinde, antijen sunan hiicreleri ve mitojene dayalt T
hiicre ¢ogalmasini gii¢lendirdigi gosterilmistir (Danesh ve ark., 2014).

Calismamiz eksozomlarin NL-ES ve LA-ES i¢inde depolanma siireci boyunca
gosterdikleri degisimleri belirlemek ve TRIM ile iliskilendirmek i¢in planlanmistir.
Allojeneik MNH’lerin kan bileseni i¢inden uzaklastirilmalarina ragmen TRIM’e yol
acabilme potansiyellerinin degerlendirilmesi hedefimiz olmustur. Bu hedefe ek olarak
calismamizin 16korediiksiyon-TRIM iligkisine yonelik bilgilere katki saglayacagi da
diisiiniilmektedir. Daha 6nce bizim ¢alismamiz kadar genis kapsamli ve kan bileseni
icindeki MDCS’lerden koken alan eksozomlar1 degerlendiren baska bir ¢alismanin

yapilmamis olmasi da aragtirmamizin 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma;
3.1. Kanlarin alinmasi ve 6rneklerin hazirlanmasi
3.2. Lokositler: azaltilmis ve azaltilmamis ES oOrneklerinde akan hiicre Olger
6l¢timlerinin yapilmasi
3.3. Istatistiksel degerlendirmenin yapilmas asamalarindan olusmaktadir.

Calismamizda ES’lerden izole edilen eksozomlarin akan hiicre 6lger dlgtimleri ile
tanimlanmast amaclanmistir. Bunun i¢in Once giinleri gelen NL-ES ve LA-ES
orneklerinden eksozomlar izole edilmis ve -80°C derin dondurucu (Sanyo, MDF-
US386S, Japonya) saklanmistir. Tiim eksozomlar izole edildikten sonra akan hiicre
Olcer dlglim asamasina gegilmis, ancak kullanilmakta olan akan hiicre dlger cihazi
(Navios, Beckman Coulter) eksozomlar1 saptama 6zelliginde olmadigi i¢in 6ncelikle
eksozomlar bu cihazla okunabilir boyuta getirilmistir. Bunun igin karboksilateks
beadler (Life Technology, ABD) kullanilmistir. Once karboksi lateks beadler piirifiye
anti-CD9 monoklonal antikorlar ile kaplanmis ve eksozomlarla konjuge edilecekleri
giine kadar +2-8°C dolaplarda (Argelik, Tiirkiye) saklanmistir. Daha sonra eksozomlar
bu kaplanmig beadler ile konjuge edilmistir. Ancak bu konjugasyonun (1 ug ekzosom
+ 1 ul monoklonal CD9 konjuge Bead) seklinde bir formiilii bulundugu igin ilk olarak
orneklerdeki eksozom miktarlarii belirlemek gerekmistir. Eksozom miktarlar
Bicinchoninic Protein Assay (Thermo, ABD) yontemi ile belirledikten sonra her 6rnek
i¢cin konjugasyon miktar1 hesaplanabilmis ve konjugasyon bu miktar ile yapilmstir.
Ardindan da akan hiicre 6lgerde (Navios, Beckman Coulter, ABD) degerlendirme
gerceklestirilmistir. Hem lateks beadleri kaplamak, hem de eksozomlar1 akan hiicre
Olgerde boyamak i¢in eksozomlara 6zgii yiizey belirteci olan CD9’lara spesifik anti-
CD9 monoklonal antikorlar kullanilmistir. Bu amagla anti-CD63 veya anti-CD81’lerin
kullanilmama nedeni 6n ¢alisma sirasinda anti-CD9’lar ile daha iyi sonuglar elde

edilmis olmasidir.
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3.1. Kanlarin Alinmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calisma i¢in Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’ndan onay
alind1 (Onay No: 2017-1/47). Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Dr. Rasit DURUSOY
Kan Merkezine bagvuran ve “Ulusal Kan ve Kan Uriinleri Rehberi 2016” bagisc1 secim
olgiitlerine uygun 10 goniillii bagis¢idan Reveos li¢ bilesenli kan torbalarina (Terumo
BCT, ABD) (Sekil 5) alinan 10 tinite tam kandan Sekil 6 daki algoritma uyarinca NL-
ES ve LA-ES ornekleri elde edildi.

Sekil 5. Reveos li¢ bilesenli kan torbasi ve hazirlanmus iiriinler

3.1.1. NL-ES Orneklerinin Elde Edilmesi

Oda sicakliginda 2-6 saat bekletilen tam kanlardan, Reveos tam otomatik kan
isleme sistemi ile (Terumo BCT, ABD) ES, trombosit siispansiyonu (TS) ve taze
plazma (TP) elde edildi. TS ve TP ¢alisma dis1 birakildi. ES’nin {izerine ek soliisyon
(SAG-M) eklendi. Elde edilen ek soliisyonlu ES’nin yaris1 TSCD-T model “Steril Tiip
Birlestirme Sistemi” (Terumo BCT, ABD) yardimiyla esit olarak Teruflex marka
transfer torbalar kullanilarak dort torbaya (Terumo BCT, ABD) esit sekilde
paylastirildi (Sekil-7). NL-ES’lerin 0, 14, 28 ve 42 stok giinii 6rnekleri ana torbadan
T-Seal II marka hortum kapatma cihazi (Terumo BCT, ABD) yardimiyla ayrildu.
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Eritrosit Siispansiyonu

Plazma

%30 Eritrosit Siispansiyonu

%350 Eritrosit Slispansiyonu

Lakosit Filtrasyonu

—

0. Raf Giinil 14. Raf Giinii 28. Raf Ginii 42. Raf Giinii
ES Omeg ES Ornegi ES Omeg ES Ornegi
Pediatrik Torbalara Bélme
— |\ ~
e e W ™~
0. Raf Giintt 14. Raf Giinii 28. Raf Giinii 42. Rat Giintt
ES Omegi ES Omegi ES Ornegi ES Omegi

Sekil 6. Tam Kandan Orneklerin Hazirlanma Algoritmasi

Sekil 7. N-ES 6rneklerinin olusturulmast NL-ES ve ES 6rnekleri
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3.1.2. LA-ES Orneklerinin Elde Edilmesi

Pediatrik torbalara boliinmeden ana torbada birakilan ES, LA-ES oOrneklerini
olusturmak amaciyla, torba sisteminde bulunan ve iiriin i¢erisindeki 16kositleri %99,99
(4log) azaltma kapasitesi olan Teruflex marka 16kosit filtresinden (Terumo BCT,
ABD) gegirilerek transfer torbasina aktarildi (Sekil 8).

NN —

- 1 =
- A

a\ Y

1

=

Sekil 8. LA-ES 6rneklerinin olusturulmast ES’nin filtrasyonu

Transfer torbasina aktarilan ES, Steril Tiip Birlestirme Sistemi yardimiyla dort
pediatrik torbaya esit olarak dagitildi. LA-ES’lerin 0, 14, 28 ve 42 stok giinii 6rnekleri
sekil 7°dekine benzer sekilde ana torbadan hortum kapatma cihazi yardimiyla ayrilarak

olusturuldu.

Olusturulan NL-ES ve LA-ES 6rneklerinin 14, 28 ve 42. raf glinlinii temsil edecek
olanlar1 ALS marka kan saklama dolaplarinda (Angelantoni, Perugia, Italy)
saklanirken, 0. giin 6rnekleri calismanin geri kalan asamalar i¢in islemden gegirildi
ve hazirlandi. Bu hazirlik iglemleri 14, 28 ve 42. raf giinleri geldiginde ilgili 6rneklere

de 0. giin 6rneklerine benzer sekilde uygulandi.
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3.1.3. Eksozom izolasyonu

. Ekosomlarin elde edilmesi igin ticari eksozom izolasyon kiti (NORGEN mini
kit, Canada) (Sekil 9) kulanilmistir. Her bir plazma 6rneginden 15 ml'lik falkon
tiiptine 1000 ul (1ml) alind1 ve isimlendirildi. Bunun iizerine 3 ml Niikleaz
icermeyen steril distile su eklenildi. Buffer soliisyonu olmadan olusan bu test
ornegi karisiminin hacmi 4000 ul'ydi.

. 4ml test Orneklerinin {izerine 100ul ExoC Buffer soliisyonu eklendi ve
vortekslendi.

. Uzerlerine 200pl SlurryE soliisyondan eklenir ve 10 saniye vortekslendi ve 5-
10 dakika kadar oda 1sisinda bekletilidi.

. Tekrar 10 saniye boyunca vortekslendi. Sonra 2000-4000 RPM' de 2 dakika
santrifiij ve supernatant kismi atildu.

. Tiipiin dip kisminda kalan Slurry pelletinin {izerine 200ul ExoR tampondan
eklenir ve 10 saniye vortekslendi.

. ExoR tamponunda yeniden siispanse edilmis Sulurry pelleti 5-10 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi.

. Inkiibasyondan sonra, 10 saniye vortekslendi ve 500-2000 RPM' de 2 dakika
santrifiij edildi.

. Siipernatant, filtreli mini spin kolon olan eliisyon tiipiine aktarildi ve 6000
RPM' de 1 dakika santrijiij edildi.

o Ornekler 15-30 dakika rotatdra yerlestirildi ve 16000 RCF'de 5 dakika

dondiirtldi.

 TEYES

m— (TS e

— e lu_'

Sekil 9. Eksozom izolasyon kiti (NORGEN mini kit Cat. 58300).
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3.1.4.Monoklonal CD9 antikoru ile boncuk konjugasyonu

1,5 mL epandorf tiipine 20 ul boncuk (Carboxyl Latex, % 4 W/V 3.5 um, Life
Technology) 80 ul 1X PBS eklendi.

On (10) dakika boyunca maksimum RCF (16100 Rcf) 'de santrifiijlemeden sonra

stipernatanti atild1.

20 pg CD9 antikoru (Biolegend-Mouse, ABD) (flororokrom igermez), 50 ul'lik

hacim i¢indi resiispanse edildi.

Oda sicakliginda 30 dakika boyunca tiipler inkiibe edildi, sonra 500 ul 1xPBS'ye

kadar tiipti tamamlayin ve 10 saniye vorteksle karistirildi.

Tiipleri bir rotatorde inkiibe (oda sicakligi, orta hiz ve gecelik) ve konjuge
boncuklarin bloke edilmesi i¢in 12.000 RCF'de 10 dakika boyunca 1.5 ml tiipler
mikrosantrifiij edildikten sonra siipernatant1 alindi ve tiiplere 1 ml% 5 BSA
eklendi ve tekrar siispansiyon haline getirilip tiipleri dondiiriildii (oda sicakligi,

orta hiz) ve 4 saat Oda Sicakligi beklenirdi, siipernatanti1 uzaklastirilirdi.

200 pul % 1 BSA tiiplere eklenip tekrar siispansiyon haline getirildi.

Boncuk-anti-CD9 konjugasyonu akan hiicre olger ile degerlendirildi. Bu

degerlendirmede daha 6nce izole ettigimiz eksozomlar ya dogrudan ya da boncuk-anti-

CD9 kompleksi ile inkiibe edildikten sonra akan hiicre 6lgerde analiz edildi. Boncuk-

anti-CD9 kompleksine baglanmis eksozomlar akan hiicre 6lgerle saptanabilirken, bagli

olmayanlar saptanamadi (Sekil 10). Bu sonug¢ boncuk-anti-CD9 kompleksinin

eksozom Ol¢limleri i¢in hazir oldugunu gosterdi.
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Data Set 5: EXOS0M LR BOS TUP Data Set 6: EXOSOM HL BOS TUP
A 2018-12-26 001 B 2018-12-26 001
[Ungated] FS INT / S5 INT [Ungated] FS INT / S5 INT
1000 1000
200 200
z 500 Exosom : 0.0% E 600 Exosom : 0.0%
A A
4004 400+
2004 2004
U‘k:-l T T T T T o T T T T T
i} 200 400 600 800 1000 a 200 400 &00 800 1000
FSINT FSINT
Data Set 2: BBNL 2018-12-26 001 Data Set 1: BELR 2018-12-26 001
C [Ungated] FS INT /7 SSINT D [Ungated] FS INT / S5 INT
1000 1000
300 200
6001 Exaosom : 12.1% 600 Exosom @ 15.1%
= =
A A
400 400
2004 200
D'F— — T T T T o - T T ' i I
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
FS INT F5INT

Sekil 10. Boncuk-anti-CD9 kompleksi ile baglanmayan eksozomlar (A,B) ve baglanan eksozomlar (C,D).

3.1.5. Bicinchoninic Acid Assay

Yiiksek hassasiyet, dogruluk ve hiz ile protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in
en sik kullanilan tekniklerden biri BCA testidir. Biz tez ¢alismamizda SoluLink
markasina ait BCA kitini kullandik (Sekil 11). Sonrasinda da mikroplaktaki 6rnekleri
okutmak i¢in marka spektrofotometre cihazini kullandik. Calisma SoluLink markasina
ait BCA kitinin protokolii takip edilerek su sekilde yapilmistir. 1.5 ml'lik mikrofiij
tiipiine 1x PBS den 1 ml alind1.
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Sekil 11. BCA Protein Assay kKiti ve BCA Protein Plag:

Ayri bir yerde 15 ml'lik falkon tiipiiniin igerisine 5 ml BCA Reaktif A, ardindan
100 uL BCA Reaktif B eklendi ve bu soliisyon yesil renk alana kadar karistirildi.
Sonrasinda da drnekler protokolde bulunan tabloya gore hazirlandi. Kullanacagimiz
orneklerin protein konsantrasyonlar: 1-10 mg/mL arasinda oldugu i¢in total hacmimiz
20 pL olacak sekilde PBS kullanilarak 10 kat seyreltildi. Yan1 Ornek hacmimiz (2 pL)
yiizerine 18uL PBS eklendi.

Kuyu 1- 50ul 1X PBS ve 50 ul 2mg/ml BSA standardin1 bir kuyuya eklendi
(Img/ml)

Kuyu 2- 50 ul 1X PBS ve 1. kuyucuktan 2. Kuyucuga 50 ul ilave edildi (0.5mg/ml)
Kuyu 3- 50 ul 1X PBS ve 50 ul'u 2. kuyucuktan 3. Kuyucuga eklendi (0.25mg/ml)
Kuyu 4- 50 ul 1X PBS ve 3. kuyucuktan 4. kuyucuga 50 ul ilave edildi (0.125mg/ml)
Kuyu 5- 50 ul 1X PBS ve 4. kuyudan bir 5. kuyuya 50 ul ilave edildi (0.0625mg/ml)
Kuyu 6 — 50 ul 1X PBS ilave edildi (Buffer blank).

Ornekler hazirlandiktan sonra calismada kullanilacak olan standartlarda kitin
icerisinde bulunan 2 mg/ml konsantrasyonundaki albiimin kullanilarak tablodaki gibi
hazirlandi.

Sirastyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bu albiiminlerin her birinden 20 pL
alinip, mikroplagin 1. kuyusundan 6. kuyusuna kadar yukaridaki sirayla konuldu.
Standartlar konulduktan sonra da total hacmi 20 uL olan 6rnekler sirayla kuyucuklara
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konuldu. Ardindan Orneklerin ve standartlarin bulundugu her kuyuya, en basta
hazirlamig oldugumuz, reagent A ve B'nin karisimindan olusan yesil renkteki
karistmdan 150uL konulup pipet yardimiyla karistirildi. Tiim kuyulara bu karisimdan
konulduktan sonra mikroplak seffaf yapigskan bir film ile kapatilidi ve 15-20 dakika
boyunca bir su banyosunda 37-40°C’de inkiibe edildi. Bu inkibasyonun ardindan plak
spektrofotometrede 562 nm de okutuldu (Sekil 12).

1200
1000 y = 808,24x
R?=0,9976
800
600 Seril
—— Dogrusal (Seri 1)
400
200
0 B T T 1
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000

Sekil 12. BCA ¢alismasi standart

3.1.6. Eksozom-Boncuk Konjugasyonu

Konjugat ekosomlarini hazirlanmis boncuk ile (Boncuk stoku iceren% 1 BSA)
(1 ug ekzosom + 1 ul CD9 Konjuge Bead), 30 dakika oda sicakligi ve 500 ul 1x PBS

ve 10 saniye vorteks tiipleri eklendi.

e  Tipleri bir dondiiriiciide (Oda sicakligi, orta hiz ve gece) inkiibe edilindi ve 10
dakika boyunca 12.000 RCF'de 1,5 ml tiipler mikrosantrifiij ve slipernatanti atildi
ve 100 pl 1xPBS ekleyi tekrar siispanse edildi (Bead-eksozom konjugasyon
kompleksi).

3.2. ES Orneklerinde Akan Hiicre Olcer Olgiimlerin Yapilmasi

NL-ES ve LA-ES’lere ait 6rnekler, akan hiicre dlger yontemi ile ylizey belirteglerin

ekspresyonlarina gore arastirilmasinda kullanildi.
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3.2.1. Eksozomlarin Koken Aldiklar: Hiicrelere Gore Degerlendirilmesi

Calismada her 6rnek i¢in 320 adet akan hiicre dlger tiipii (12x75 mm) kullanildi

(Sekil 13). Insan MNH yiizey belirteclerine karsi sican ve farelerden elde edilmis
fluorescein isothiocynate (FITC) (Beckman/Coulter, ABD), phycoerythrin (PE)
(Beckman/Coulter, ABD), allophycocyanin (APC) (Beckman Coulter, ABD),
phycoerythrin-cyanin5.1 (PE-Cy5) (Beckman Coulter, ABD), R-Phycoerythrin-Texas
Red-X (ECD) (Beckman/Coulter, ABD) ile isaretli monoklonal antikorlardan

yararlanildi. Kullanilan antikorlarin prospektiis bilgileri dogrultusunda uygulandi.

Calismamizda kullanilan monoklonal antikorlar tablo-1’te 6zetlenmistir.

— [ 1 § o

Sekil 13: Akan Hiicre Olger igin Eksozomlarin Tiiplerde Hazirlanmast

Tablo-1. MNH yiizey belirtegleri i¢in monoklonal antikorlar

Tiip 1 BOS
Tiip 2 CD9FITC CD8 PE CD3 ECD CD4 APC
P (6ul) (6u) (Gul) Gul) -
Tiip 3 CD9 FITC CD3 PE CD19 ECD CD56 APC
P (6uD) (6 ul) Gul) Gul) -
Tiip 4 CD9 FITC CD11b PE HLA-DR ECD CD14 APC CD15 PC5
P (6u) (6 ul) (ul) (ul) (ul)
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3.3. NL-ES’lerde Lokosit Diizeylerinin Olgiilmesi

Depolanma siireci boyunca iiriin icerisindeki lokosit sayisinin degerlendirilmesi
icin eksozom izolasyonu oncesi NL-ES’lerde kan merkezinde kullanilmakta olan
hemogram cihazinda 16kosit sayimi yapildi (CELL-DYN, Abbott, ABD) LA-RE’lerde
16kosit sayist Log4 filtreler yardimiyla %99,99 oraninda azaltildigindan ve rezidiiel
hiicre sayisinin hemogram cihazinda okunamayacak kadar diisiik oldugu daha 6nce
yapilan kalite kontrol ¢alismalar1 sirasinda belirlendirinden LR-ES’lerin igindeki

16kosit sayist ihmal edildi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda siirekli degiskenler medyan (minimum-maksimum) degerleriyle
ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirmalar Mann Whitney testi, grup igi
karsilastirmalar ise Wilcoxon isaretli sira testi kullanilarak yapildi. Bagimli zaman
dilimlerinde 6l¢iimii yapilan degiskenlerin gruplar arasi karsilagtirmalar igin ylizde
degisim degerleri hesapland1 ve bu degerlerin karsilastirmalar1 yine Mann Whitney

testi kullanilarak yapildu.

Son él¢iim - Tk 6l¢iim

Yiizde degisim (YD) = Ik blciim

[statistiksel analizler SPSS v.21 programinda yapilmis olup, p<0,05 istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

10 adet kan bagis¢isindan tam kanlar alinip, 0, 14, 28 ve 42. depolanma giinleri
icin LA-ES ve NL-ES o6rnekleri olusturulduktan sonra ilgili testler ¢alisildi. Bu testler
sonucunda elde edilen tiim bulgular ve boxplot grafikler asagida belirtilmistir.
bulgular boliimiinde sadece bu bulgulara yonelik ¢izgi grafiklere ve istatistiksel

degerlendirme sonuglarina yer verilmistir.

4.1. T, B, NK, NKT Hiicreler i¢cin Bulgular

T lenfositler, yardimer T lenfositler (Th) ve sitotoksik T lenfositleri (Tc), B
lenfositler, NK hiicreleri, NKT hiicreleri ve Miyeloid kokenli supresor hiicreleri
(MDSC) degerlendirmek i¢in monoklonal antikorlar araciligiyla boyanan hiicre yiizey
molekiilleri asagidaki gibidir:

e Tigin; CD9*"CD3*

e Thigin; CD9*CD3*CD4"

e Tci¢in; CD9"CD3"CD8"

e Bi¢in; CD9"CD19"

e NK i¢in; CD9"CD56"

e NK-T i¢in; CD9"CD3"CD56"

e Monositler i¢in; CD9"CD14"

e Graniilositler i¢in; CD9*CD15*

e HLA-DR eksprese eden eksozomlar igin; CD9*HLA-DR*

e MDSC'ler i¢in; CD9*CD11B*

e Monosit kokenli MDSC'ler i¢in; CD9"'CD11B*HLA-DR'CD15CD14*

e Graniilosit kokenli MDSC'ler igin; CD9"CD11B*HLA-DR'CD15*CD14"
akan hiicre Olger, Ol¢iimler sonucunda Th, NK, NK-T ve monosit kokenli

MDSC'lerden koken alan eksozom saptanamamistir.
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T ve Tc lenfosit kokenli eksozom seviyelerinde her iki grupta (lokositi
azaltilmamis ve azaltilmis) raf 6mrii boyunca azalma goriilmiistiir. T hiicre kokenliler
16kositi azaltilmis grupta 0. giine gore 42. giin 6rneklerinde anlamhi sekilde azalirken
(p<0,05), Tc lenfosit kokenli olanlar bu kez 16kositi azaltilmamis grupta 0. giine gére

14 ve 42. giin 6rneklerinde anlamli sekilde azalma gostermistir (p<<0,05).

B lenfosit kokenli eksozom seviyelerinde her iki grupta raf dmrii boyunca azalma
goriilmiistiir. Lokositi azaltilmamis grupta 0. gline gore 28 ve 42. giin 6rneklerinde

anlaml sekilde azalma gostermistir (p<0,05).

MDSC ve G-MDSC’lerden koken alan eksozomlar her iki grupta da raf 6mrii
boyunca anlamli sekilde azalma gostermistir (p<<0,05). Buna ragmen 42. giin

orneklerinde bile bu eksozomlari diizeyleri belirgin sekilde yiiksek bulunmustur.

Bunlarin disindaki o6rneklerde anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Ayrica
l16kositi azaltilmis ve azaltilmamis gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamuistir (p>0,05).

Depolanma siireci boyunca NL-ES’lerdeki Olgiilen 10kosit diizeyleri anlamli

sekilde azalmistir (p<0,05).

Elde edilen sonug¢larin minimum, medyan ve maksimum degerlere gore genel

istatistiksel bir 6zeti Tablo-2-5te ve grafik 1-9’da verilmektedir.

Calismamizda ayn1 zamanda NL-ES’lerde 16kosit sayilar1 da arastirilmis sonuglar
tablo-5’da 6zetlenmistir. Bulgulara gére NL-ES’lerde 16kosit diizeyleri 0. giine gore

14,21 ve 42. giin 6rneklerinde anlamli sekilde azalma gostermistir (p<<0,05).
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Tablo-2. Eksozomlarin (%) degerleri 6zeti

LOKOSIT AZALTILMAMIS LOKOSIT AZALTILMIS

0.glin | 14.glin | 28. giin | 42.giin | 0.glin | 14. glin | 28. giin | 42. giin

Medyan 81,50 82,00 80,00 79,50 80,50 81,50 81,00 80,50

CD9* Minimum | 72,00 79,00 75,00 70,00 73,00 71,00 73,00 74,00

Maksimum | 94,00 86,00 90,00 86,00 85,00 88,00 85,00 85,00

Medyan 2,00 2,00 1,50 1,00 2,00 2,00 1,00 1,00

CD9*CD3* Minimum 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Maksimum| 3,00 2,00 2,00 2,00 3,00 2,00 3,00 2,00

Medyan 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CD9*CD3*CD4* | Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Maksimum| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Medyan 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CD9*CD3*CD8* | Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Maksimum| 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

medyan 2,00 2,00 1,50 1,00 2,00 1,50 2,00 1,00

CD9*CD19* minimum 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00

maksimum | 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

medyan 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CD9*CD3°CD56* | minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

maksimum | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

medyan 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CD9*CD3*CD56* | minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

maksimum | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

medyan 26,50 23,50 21,50 19,00 26,50 23,00 21,00 20,00

CD9*CD11B* minimum | 23,00 21,00 20,00 18,00 23,00 19,00 17,00 16,00

maksimum | 48,00 28,00 24,00 20,00 36,00 25,00 24,00 21,00

medyan 2,00 2,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,50 1,00

CD9*CD14* minimum 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00

maksimum | 2,00 2,00 3,00 2,00 1,00 2,00 3,00 3,00

medyan 99,00 98,50 99,00 99,00 99,00 99,00 99,00 99,00

CD9*CD15* minimum | 90,00 96,00 95,00 98,00 92,00 88,00 96,00 98,00

maksimum | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,00 99,00 99,00 | 100,00 | 100,00

medyan 11,00 11,00 11,00 10,00 12,00 11,00 11,50 11,00

CD9*HLA-DR* | minimum | 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 9,00

maksimum | 12,00 13,00 12,00 12,00 13,00 12,00 13,00 14,00

CD9*CD11B* medyan 21,50 20,00 18,00 16,00 20,50 19,00 18,00 16,50

HLA-DR minimum | 18,00 17,00 17,00 15,00 16,00 16,00 14,00 13,00

CDISCDI4 [ magsimum | 42,00 | 22,00 | 2000 | 1800 | 31,00 | 2100 | 2000 | 1800

38




Tablo-3. Sonuglarn istatistiksel Ozeti

; LOKOSIT AZALTILMAMIS | LOKOSIT AZALTILMIS

0-14 giin | 0-28 giin |0-42 giin | 0-14 giin | 0-28 giin |0-42 giin
CDo" 0506 | 0919 | 0766 | 0,373 | 0,439 | 0573
CD9*CD3" 0564 | 0317 | 0059 | 0,317 | 0,083 | 0014
CD9*CD3"CD4" 1000 | 1,000 | 1000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
CD9*CD3"CD8" 0025 | 1,000 | 0025 | 0,317 | 1,000 | 0317
CD9+CD19+ 0083 | 0025 | 0008 | 0,564 | 0,705 | 0480
CD9+CD3-CD56+ 1000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
CD9+CD3+CD56+ 1000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
CD9+CD11B+ 0005 | 0004 | 0005 | 0,005 | 0,005 | 0005
CD9+CDL4+ 0414 | 0705 | 0102 | 0317 | 0206 | 0,206
CD9+CD15+ 0809 | 0480 | 0861 | 0,680 | 0,680 | 0257
CD9+HLA-DR+ 0518 | 0739 | 0470 | 0,196 | 0,608 | 0327
NS 0,005 | 0004 | 0004 | 0008 | 0005 | 0005

Tablo-4. LA-ES ve LR-ES gruplarinin Karsilastirilmasi (Yiizde Degigim)

YD 0.giin | 14.giin | 28. giin | 42. giin
CDo* 0,361 0,91 0,762 0,52
CD9*CD3* 0,702 0,23 0,654 0,645
CD9*CD3*CD4* 0.1 - - -
CD9*CD3*CD8* 0,189 0,48 0,371 0,48
CD9*CD19* 0,029 0,423 0,141 -
CD9*CD3CD56* 0.1 - - -
CD9*CD3*CD56" 0.1 - - -
CcDh9*CD11B* 0,466 0,94 0,82 0,271
CD9*CD14* 0,24 0,231 0,215 0,968
CD9*CD15* 0,79 0,939 0,871 0,474
CD9*HLA-DR* 0,065 0,154 0,299 0,909
CcD9*CD11B*
HLA-DR-CD15'CD14- 0,232 0,063 0,183 0,363
Tablo-5. Lokosit Azaltilmamig Grupta Lokosit Diizeyleri
(x1000) Medyan Minimum Maksimum
0. giin 6,45 5,00 8,00
14. giin 3,40 1,30 4,60
28. giin 2,65 1,00 4,30
42. giin 1,70 0,80 3,50
P 0-14 giin 0-28 giin 0-42 giin
0,005 0,005 0,005
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5. TARTISMA VE SONUC

Allojenik kan transfiizyonu hayati 6neme sahip bir tibbi miidahaledir. ES’lar1
dolagimdaki eritrosit seviyesinin diisilk oldugu (anemi) durumlarda dokulara oksijen
iletimini artirmak amaciyla kullanilir. Cesitli tibbi ve cerrahi miidahalelerde bu
uygulamaya siklikla yer verilmektedir. ES kullanimi sonucunda ES’ler igerisinde
bulunan l6kositlere bagh olarak febril komplikasyonlar, alloimmiinizasyon, akciger
hasar1 (transfusion-related acute lung injury; TRALI) ve sitomegalovirus infeksiyonu
gecisi gibi komplikasyonlar gelisebilmektedir. Bu amagla 16kosit sayisinin {iriin
icerisinde azaltilmasi icin degisik yontemler kullanilmaktadir. Kritik bakim
hastalarinin yaklasik %30'u ve kalp cerrahisi hastalarinin %50'sinden fazlas1 hastanede
kaldiklar siire boyunca kan triinleri almaktadirlar (Bennett-Guerrero ve ark., 2010;
Raghavan ve Marik, 2005). Diinya genelinde yilda 90 milyon iiniteden fazla ES
transfiize edildigi diisiiniilmektedir ve her gecen giin gereksinim de artmaktadir
(Almizrag ve ark., 2017). Neoadjuvan kemoradyoterapi gibi bir¢cok yeni tibbi
uygulama hastalarin AKT’ye olan ihtiyacin1 artirmaktadir (McCool ve ark., 2018).
Ancak, AKT hastalara yarar saglamanin yanisira ¢ok sayida komplikasyonu da
beraberinde getirmektedir. Bunlardan bir tanesi de transfiizyonla ilgili
immiinomodiilasyon (TRIM)’dir. TRIM halen bir¢ok agidan aydinlatilamamis gizemli
bir transfiizyon komplikasyonu durumundadir. TRIM, enfeksiyon artisi, kanser
bliylimesinin hizlanmasi, organ fonksiyon bozuklugu ve transflizyon sonrasi kisa
stireli mortalite gibi olumsuz klinik sonuglara neden olabilmektedir (Cata ve ark.,
2013; Muszynski ve ark., 2017). Bu giine kadar TRIM’i tetikleyen etkenleri ve bu
etkenlerin olusturdugu diisiiniilen immiinmodiilatuvar degisiklikleri belirleyebilmek
icin ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Etkeni belirlemeye yonelik ¢alismalarda daha
cok kan bilesenleri hedef alinirken, immiinmodulatuvar degisiklikleri saptamaya
yonelik calismalarin odagi ise AKT alicisi hastalar olmustur. Ancak, TRIM’i
yonlendiren asil etkenlere ve alicinin immiin sisteminde meydana geldigi diisiiniilen
degisikliklere yonelik g¢esitli goriisler bildirilmis olsa da, TRIM halen nedenleri ve

sonuglar agisindan tam olarak aydinlatilamamais bir fenomen durumundadir.
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Anabilim Dalimiz tarafindan daha 6nce bu konuda yapilmis bir arastirma da
bulunmaktadir. “Eritrosit Siispansiyonlarinda Depolanma Siirecinin T Hiicre Alt
Gruplar1 Uzerine EtKisi” baslg1 bu ¢alismada kan bileseni i¢indeki yardimer T hiicre
alt gruplarnn arastirilmis ve siireg boyunca birikim gdsteren sitokinler
degerlendirilmistir (Bal ve ark., 2018). Bu ¢alismada depolanma siirecinin farkli
giinlerinde NL-ES’ler iginde Th2, Thl7, Treg hiicrelerin aktivite kazandigi,
siipernatanda TGF-f diizeylerinde artisin oldugu saptanmis ve bu bulgular TRIM ile
iliskilendirilmistir (Bal ve ark., 2018). Buna benzer ve yaymlanma asamasinda olan
calismalar da bulunmaktadir. Tiim bu ¢alismalardaki ama¢ TRIM’e neden olacak

etkeni veya siireci belirlemek ve bunlarin I6korediiksiyonla iligkilerini aragtirmaktir.

TRIM’in allojeneik MNH’lerden kaynaklanabilecegi ve 16korediiksiyonun TRIM
etkisini engellemedeki yeterliligi konusundaki degisken bulgular (Bilgin ve Brand,
2008; Blumberg ve ark., 2007; Friese ve ark., 2008; Hebert ve ark., 2003; Phelan ve
ark., 2007; Vamvakas ve ark., 2001; Vamvakas ve Blajchman, 2007; van de Watering
ve ark., 1998), bu tez ¢alismasinda bizleri eksozomlara yonlendirmistir. Bazi
aragtirmacilar, kan iriinlerinin siipernataninda bulunan ¢dziinebilir biyolojik
mediatorlerin  ve ekstravezikiiller (EV) gibi subseliiler bilesenlerin alicida
immiinosupresyona veya kotii prognoza neden olacagini bildirmislerdir (Nickel ve
ark., 2015; Muszynski ve ark., 2015; Hart ve ark., 2015; Danesh ve ark., 2014; Ki ve
ark., 2018; Cata ve ark., 2013). Son zamanlarda kan bilesenleri i¢indeki EV'lerin
immiinomodiilator etkilere aracilik etmede Gnemli bir rol oynayabilecegi tizerinde
durulmaktadir (Belizaire ve ark., 2012; Krailadsiri ve ark., 1997; Zhang ve ark., 2014).
Ormnegin, depolama sirasinda biriken ES iinitelerindeki EV'lerin, nétrofil
aktivasyonuna katkida bulundugu ve transflizyon alicisinda enflamatuar yaniti
tetikledigi gosterilmistir (Aatonen ve ark., 2012; Hunter ve ark., 2008). EV'lerin,
immiin sisteminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecek miRNA gibi genetik
bilgileri aktardiklar1 6ne siiriilmistiir (Belizaire ve ark., 2012; Cardo ve ark., 2008).
EV’lerin en kiigiik ¢apli molekiilleri olan ve g¢esitli hiicre tiplerinden salgilanan
eksozomlarin rol aldiklar1 fizyolojik siireglere ek olarak, farkli mekanizmalarla
karsinojenez, metastaz ve immiino-modiilasyon gibi patofizyolojik siireclere de

aracilik ettigi bildirilmistir (Jan ve ark., 2019; Luo ve ark., 2019; Mathieu ve ark.,
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2019; Okamoto ve ark., 2018; Qing ve ark., 2018). Koken aldiklar1 hiicrelere ait DNA
pargalarini, kodlama yapan veya yapmayan RNA parcalarini ve proteinleri igeren

eksozomlar igeriklerini alict hiicrelerine aktararak bu etkilerini gosteriyor olabilirler.

Ornegin eksozomlara ait kodlama yapmayan RNA pargaciklarinin karsinogenez
ve immiin-modiilasyondaki 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (Cypryk ve ark., 2018;
Qing ve ark., 2018). Yani eksozomlar hiicrelerden koken almaktadir, biyiiklikleri
geregi lokosit filtrelerinden gecebilme, depolanma silireci boyunca kan bileseni
icerisinde birikim gosterme ve alictda TRIM etkisi goriilmesine neden olma
olasiliklar1 s6z konusudur. Bu durum bizi eksozomlarla ilgili arastirma yapmaya
itmistir. Ayn1 zamanda Danesh ve arkadaslarinin ¢alismasi da bizim igin yol gosterici
olmustur (Danesh ve ark., 2014). Bu amagla planlanan ¢alismamizda depolanma siireci
boyunca ES’ler igindeki 16kosit kaynakli eksozom profilinde meydana gelebilecek
olas1 degisiklikler arastirilmistir. Eksozomlar 6zel bir kit ile ES’lerden ayristirilmis ve
akan hiicre Olcer yardimiyla tanimlanmistir. Calismada 6zellikle son yillarda

tanimlanan miyeolid kokenli baskilayici hiicreler {izerine odaklanilmistir.

Bize kaynaklik eden Danesh’in ¢aligmasinda hedef yapilar ekstraseliiler vezikiiller
(EV) olmus ve bu molekiiller ultrasantrifiigasyon yontemiyle elde edilmistir. Danesh,
EV’leri daha sonra biiyiikliiklerine gore kiiciik EV (eksozom olarak nitelemis) ve
biiyiikk EV’ler olarak tekrar degerlendirilmistir (Danesh ve ark., 2014). Ama sonuglari
bu molekiiller i¢in ayrica tartismamistir. Bizim ¢alismamizda dogrudan eksozomlara
odaklanilmis ve NL-ES ve LA-ES’lerden izolasyonlari i¢in 6zel bir purifikasyon kiti
kullanilmigtir ve ¢alisma 3, 14, 28 ve 42. giinlerde gerceklestirilmistir. Bizim
calismamiza benzer sekilde Almizraq ve arkadaslar1t LA-ES’lerin i¢indeki EV’leri 3,
7, 21 ve 42. depolanma giinlerinde aragtirmislar ve depolanma siirecinde artis
gosterdiklerini  bulmuslardir (Almizraq ve ark.,2017). Ancak farkli olarak bu
calismada sadece LA-ES Orneklerinin santrifiigasyonu ile elde edilmis EV’ler

degerlendirilmistir.

Danesh calismasinda 16korediiksiyon kapasitesi %99,9 olan filtreler kullanilarak
elde edilmis LR-ES’leri kullanmis ve bu sekilde iiriin i¢indeki l6kosit sayisinin
5.000.000 az olmasi saglanmistir. Calismamizda lokorediiksiyon kapasitesi %99,99

olan 4log filtreler kullanilarak LR-ES’ler elde edilmis ve iiriin i¢erisindeki 16kosit
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sayist  500.000’den az olmasi saglanmistir. Buna ek olarak c¢alismamizda
l6korediiksiyonun  iirin  igerisindeki eksozom profili iizerine etkileri de
degerlendirilirken, Danesh’in ¢alismasinda NL-ES grubu 6rnekler olusturulmadigi

i¢in l6korediiksiyonun etkinligi degerlendirilememistir.

Depolanma siireci boyunca epitel, monosit, NK, B ve T hiicrelerden koken alan
EV diizeyleri %5’in altinda bulunurken, bizim ¢alismamizda da depolanma siireci
icerisinde Th, Tc, NK ve NK-T hiicrelerden kdken alan eksozomlar neredeyse hig
saptanamamugtir. T, B hiicrelerden ve monositlerden koken alan eksozomlarin diizeyi
ise genel olarak %3’{in altinda bulunmustur. Birbirine paralel ama diizey olarak farkl
bu sonug¢ profilinin nedeni Danesh’in c¢aligmasinda biiyiikk EV’leri de igeriyor
olmasindan veya yontemsel farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. EV ¢aligsmalarinda
yontemsel farkliliklarin sonuglart etkileyebildigi gosterilmistir (Almizraq ve ark.,
2017). Bu ¢alismada depolanma siireci boyunca LA-ES’ler igindeki EV’lerin artig
gosterdikleri belirlenmis olsa da, asil farkli yontemlerle yapilan degerlendirmelerin
sonugclar lizerindeki etkisine vurgu yapilmistir. Molekiil biiyiikliigii 200 nm’den kiigiik
olan EV’lerin depolanma siireci boyunca gosterdigi artis Tunable Resistive Pulse
Sensing Assesment (TRPS) ile saptanabilirken, 200 nm’den biiyiik olanlarin gosterdigi
artis hem TRPS hem de akan hiicre Olger araciligiyla saptanabilmistir. Bizim
sonuglarimizla Danesh’in ¢alismasi arasindaki kiiciik farkin nedeni bizim eksozom,
Danesh’in EV ¢alismasina bagh olarak ortaya ¢ikan akan hiicre 6l¢er gozden kagan

daha kiiciik molekiiller olabilir.

Bizim calismamizda graniilositlerden kdken alan eksozomlar depolanma siireci
boyunca hem LR-ES hem de NL-ES gruplarinda ¢ok yiiksek oranda saptanirken
Danesh’in ¢aligmasinda bu hiicrelere bakilmamaistir. Ancak, ¢alismasinda bizden farkl
olarak eritrosit ve trombosit kokenli EV’ler1 aragtirmistir. Eritosit ve trombosit kdkenli
eksozomlarin her ikisi de depolanma siiresinin yarisinda artis gosterdikten sonra 42.
giinde trombosit kokenliler azalirken, eritrosit kokenliler ilk yaridan daha ytiksek
oranda artis gostermistir. Bu hiicreler daha ayrintili arastirma yapmaya uygun hiicreler
olarak goriinmektedir. Ama bizim c¢alismamizda bu hiicreler degerlendirilmemistir.
Amacimiz TRIM ile eksozomlar1 iligkilendirmek oldugu i¢in asil hedefimiz

immiinsiipresif 6zellikleri olan MDSC’ler olmustur. MDSC'ler myeloid hiicrelerin tam
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olarak tanimlanmig bir alt grubu olmaktan ziyade matiir hiicrelere farklilagmalari
engellenmis aktive immatiir hiicrelerin olusturdugu heterojen bir topluluktur.
Monositlere, makrofajlara veya DH'lere 6zgii hiicre ylizeyi belirteglerinin ifadesinden
yoksun olan graniilositik ve monositik morfolojili miyeloid hiicrelerin bir
karisimindan meydana gelen hiicrelerdir. Bu hiicreler birgok patolojik kosullar altinda
immiin yanitlar1 diizenleyen kritik faktorlerdendir. Akut ve kronik enflamasyon,
enfeksiyon, travmatik stres ve kanser gibi durumlarda sayilar1 artis gostermektedir
(Dolcetti ve ark., 2008; Gabrilovich, 2017). Boyle durumlarda bu hiicrelerden eksprese
edilen eksozom sayilarinin artmasini beklemek yanlis olmayacaktir. Ancak saglikli
kan bagiscilarinda ve bu kisilerin bagisladigi kan bilesenlerinde yiiksek diizeyde
MDSC bulunmasini beklemek dogru degildir. Calismamizda iiriin igerisinde MDSC
diizeylerine bakilmamistir. Ama MDSC kdkenli eksozom diizeyleri depolanma kosul
ve sirelerinde hem LR-ES hem de NL-ES’lerde anlamli sekilde azalmistir. Bu
sonuclar depolama kosullarinda iiriin igerisinde bulunan MDSC kdkenli eksozomlarin,
yani bagis¢idayken eksprese edilerek {iriine gegmis olan MDSC kokenli eksozomlarin
yok olmasina veya iiriin igerisinde ekspresyonlarinin biiyiik 6l¢lide azalmasina bagh
goriinmektedir. Bu durum ES’lerin depolanma sicakligiyla (4-6°C) iliskili bir etkinin
var olabilecegini diisiindiirmektedir (Brooks ve ark., 2013). iginde 16kosit birakilan
NL-ES’lerde bile ekspresyon artisinin olmamasi sicaklik ile ilgili goristimiizii
dogrular goriinmektedir. Ote yandan NL-ES’lerde depolama siirecinde 16kosit
sayilarinin anlaml sekilde azalmasini sonuglarimizdaki azalmanin nedeniymis gibi
kabul etmek miimkiindiir. Ancak bu bizi yanilgiya goétiiren bir yorum olacaktir. Eger
sicaklik diizeyi eksozom ekspresyonunu etkilemiyor olsaydi, depolama siireci boyunca
NL-ES’ler igerisinde meydana gelecek eksozom ekspresyonu LR-ES’lere gore fark
olusturmalrydi. Iki grup arasinda anlaml fark bulunmamasi sicaklik diizeyiyle ilgili
ongoriimiizii desteklemektedir. Ayrica MDSC kokenli eksozom diizeylerindeki
azalmanin nedeni ne olursa olsun 42. giin 6rneklerinde azimsanmayacak diizeyde
MDSC kokenli eksozom bulunuyor olmast TRIM ile iligkili olabilecekleri

Ongoriimiizii canli tutmustur.

MDSC’ler kanserler gibi pek c¢ok hastalikta artig gosterirler ve ortamdan

uzaklagtirllmalar1 dramatik bir iyilesme ve hatta bazen anti-timor etkiye yol
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acabilmektedir (Youn ve ark., 2010). Bu ozelliklerini immiin siipresyon yapma
potansiyelleriyle aciklamak miimkiindiir. Bilindigi gibi MDSC’ler antijene 6zgii
olarak veya olmayarak iki farkli yol ile immiin baskilamada rol oynarlar. Antijene
Ozgii etkilerini genellikle H2O2 ve NO iizerinden yaparken (Kusmartsev ve
Gabrilovich, 2003; Kusmartsev ve ark., 2004; Nagaraj ve ark., 2007), antijene 6zgii
olmayan etkilerini PGE2, membran bagli TGF-f'lar1, arjininaz-1 aktiviteleri ile
meydana getirirdikleri rapor edilmistir (Kalinski, 2012; Li ve ark., 2009; Bronte ve
Zanovello, 2005). Bu yolaklardan hangisi ile etki gosterecekleri i¢inde bulunduklar
durumla, MDSC tipiyle ve bolgeyle iliskilidir. Dalaktaki MDSC'lerin yiiksek ROS
diizeyleri araciligiyla, bunun aksine tiimor dokusundaki MDSC'lerin ise yiiksek NO
ve ARGI ekspresyonlariyla aktive T hiicreleri baskilamalar1 bu duruma 6rnek olarak
verilebilir (Solito ve ark., 2011). MDSC’lerin alt tipleri arasinda kullanilan yolaklarin
farklilig1 da bu duruma bir diger 6rnektir. Graniilositik tipte olanlarin ana baskilayici
mekanizmasinin ROS sentezi, monositik tipte olanlarin ise iNOS ve ¢esitli sitokin
salinimlart oldugu gosterilmistir (Movahedi ve ark., 2008). Sonug olarak, MDSC’ler
bu yolaklar sayesinde T hiicre proliferasyonunun baskilanmasina (Bronte ve
Zanovello, 2005; Srivastava ve ark., 2010); T hiicre cevabmin baskilanmasina
(Bingisser ve ark., 1998; Harari ve Liao, 2004; Kusmartsev ve Gabrilovich, 2003;
Kusmartsev ve ark., 2004 Gabrilovich ve Nagaraj, 2009); gegici bir T hiicre
tolercansina (Nagaraj ve ark., 2007; Nagaraj ve ark., 2010); NK hiicrelerinin
sitotoksisitesinin, NKG2D ekspresyonunun ve IFN-y tiretimlerininin baskilanmasina
(Li ve ark., 2009); MHC Il ekspresyonunun azalmasina (Harari ve Liao, 2004) ve
Treg’lerin gelisimine neden olabilirler (Huang ve ark., 2006). Bu degisikliklere
bakildiginda TRIM ile MDSC’lerin bir iligkisi olabilecegi var saymak miimkiindiir. T
hiicre yanitinin, proliferasyonunun, sitokin iiretiminin, NK aktivitesinin baskilanmasi
ve Treg gelisimine yol ac¢malart TRIM gelisiminde rolleri olabilecegini
diistindiirmektedir. MDSC’ler ayn1 zamanda anjiyogenez, timor hiicresi invazyonu ve
metastazlardaki artiglara da katkida bulunduklarinin gosterilmesi de AKT sonrasi
kanser rekiirrenslerinde rollari olabilecegini diisiindiirmektedir (Youn ve Gabrilovich,
2010). Bununla birlikte gelismis bir¢ok iilkede kan bilesenleri 16kositi azaltilmig
olarak kullanmildig1 i¢in f{iriin igerisinde bu etkiyi gosterecek sayida MDSC

bulunmayabilir. Fakat, MDCS’lerden koken alan eksozomlar bu fonksiyonu
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gosteriyor olabilirler. Clinkii koken aldiklari hiicrelere ait birgok ylizey molekiiliinii ve
icerigi tagiyan eksozomlar, MDSC’lere immiin baskilayici 6zellik kazandiran tiim bu
molekiilleri ve 6zellikleri tasiyor olabilirler. Ayrica 16kosit filtrelerinden rahatlikla
gecebildikleri i¢in 16korediiksiyonla azaltilamazlar. Bu 6zellikleri nedeniyle ilgimizi
¢eken MDSC’lerden koken alan eksozomlar ¢calismamizda hem toplam (MDSC) hem
de monositlerden (M-MDSC) ve graniilositlerden (G-MDSC) koken alan MDSC’ler
olarak ayr1 ayr1 degerlendirdirilmistir. M-MDSC’ler ¢ok diisiik diizeyde saptanip
depolanma siireci boyunca da degisiklik gostermedikleri i¢in ihmal edilmistir. MDSC
ve G-MDSC’ler siire¢ boyunca hem NL-ES’lerde, hem de LR-ES’lerde yiiksek oranda
saptanmigtir. Depolanma siireci boyunca anlamli sekilde azalsalar da 42.giin
orneklerinde saptanan diizeyleri kabul edilebilir diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu
sonug kan bilsenlerinin depolanma siiresi (Koch ve ark., 2008; Offner ve ark., 2002;
Purdy ve ark., 1997; Zallen ve ark., 1999) ve transfiize edilen iiriin sayis1 (Bilgin ve
Brand, 2008; vande ve ark., 1998) ile TRIM arasinda dogrusal bir iliski bulundugunu
One siiren goriislerle uyusmamaktadir. Bizim sonuglarimizda immiin baskilayici
ozellikleri nedeniyle TRIM etkisinde rolii oldugundan siiphelendigimiz MDSC ve G-
MDSC kokenli eksozomlar depolanma siiresi boyunca azalma gostermistir. Eger
MDSC ve G-MDSC kokenli eksozomlar TRIM’e neden oluyorlarsa bu iki hipotezi
sonuclarimiz c¢iiriitecektir. Bu daha taze ES’lerin immiinsupresif etkileri oldugunu
savunan ¢alismalara destek olan bir sonugtur (Hendrickson ve ark., 2010; Hendrickson
ve ark., 2011). Ancak, yine de uzun siire depolanmig ES’lerle TRIM gelismeyecegini
diistinmek dogru olmayacaktir. Ciinkii ¢alismamizda ES’lerin 42. giin 6rneklerinde
dahi yiiksek miktarda MDSC ve G-MDSC kokenli eksozomlarin belirlenmis olmasi
bu sekilde diisiindiirmektedir.

Calismamizda LR-ES ve NL-ES o6rneklerinde depolanma siireci iginde goriilen
degisimleri 16korediiksiyon etkilemedigini de gostermistir. Danesh’in ¢alismasinda
arastirtlmayan bu 6zellik, daha onceleri TRIM gelisiminde 16korediiksiyonun etkili
oldugunu one siiren goriislere ters bir durum olusturmaktadir (Blumberg ve ve ark.,
2007; Friese ve ark., 2008; Herbert ve ark., 2003). Bu da TRIM gelisiminde birden
fazla degiskenin katkis1 olabilecegini distindiirmektedir. Lokosit filtrelerinden

gecebilen ve immiinsupresif 6zellikleri olan molekiiller bu tabloya yol agiyor olabilir.
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Eritrositlerden salinan EV’ler olan ektozomlar bunlara 6rnek olarak verilebilir.
Ciinkii, ektozomlarin da makrofaj fonksiyonlarint bozdugu, TNF-a ve IL-8 diizeylerini
azalttigi gosterilmistir (Sadallah ve ark., 2008). Bu c¢alismada tiriin igindeki
ektozomlarin immiinsupresif etkilerinin TRIM ile karistiritliyor olabilecegi
bildirilmistir.

ES’lerin bu etkisi bilinenin aksine eritrositlerde bulunan RNA pargaciklariyla
iliskili de olabilir. Doss ve arkadaglar1 eritrositlerde miRNA’lar bulundugunu ve
bazilarinin TGF-B yolag: ile iliskili oldugunu goéstermistir (Doss ve ark., 2015).
Eritrosit ektozomlarmin immiin siipresif etkileri igerdikleri bu miRNA’lar araciligiyla
ortaya ¢ikiyor olabilir. Eritrositlerin bu etkisi de 16korediiksiyonun etkisiz kalmasinin
nedeni olabilir. Ote yandan sonuglarimizdan yola c¢ikarak eksozomlarm da
lokorediiksiyonun etkinligi azaltmada etkileri olan yapilardan olabileceklerini
diisiinmek miimkiindiir. Bu sayede aliciya gecen eksozomlar hem MDSC ve G-MDSC
kokenli olanlarda oldugu gibi kendi fonksiyonlariyla hem de tasidiklar1 kargolari
aracilifiyla TRIM etkisine katiliyor olabilirler. ES’lerin i¢indeki eksozomlarin 16kosit
belirteclerini tasimadiginin ve hiicre kiiltiirinde insan periferik kan MNH’lerini
uyarabildiginin gosterilmesi de TRIM gelisimde rolleri olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir (Danesh ve ark., 2014). ES igindeki eksozomlarin T-hiicre immiin
yanitini baskiladigi 6ne siiriilmesi de bu goriise destek olmaktadir (Taylor ve Gercel,
2011). Ote yandan I8kosit belirteclerinin eksikligi nedeniyle alict immiin sistemden
kacabilmeleri de etkilerini kolaylastiriyor olabilir. Alicida olusturduklar: etki
tagidiklar1 kargoyla da ilgili olabilir. Bilindigi gibi eksozomlar koken aldiklar
hiicrelere ait kargolar1 tasirlar ve bu kargonun en 6nemli parcalarindan birisi de
mRNA’lar, miRNA’lar gibi RNA’lardir (Falcone ve Felsani, 2015). RNA igerikleri
sayesinde hiicre-hiicre etkilesiminde rol oynayan eksozomlar, alic1 hiicreye transfer
oldugunda tasidiklart RNA kargolar1 ile hiicrenin fonksiyonunu degistirebilirler
(Minciacchi ve ark., 2015; Van der Pol ve ark., 2012). Tasidiklart bu miRNA’lar
araciliiyla alict immiin sistem hiicrelerini etkileyerek immiinmodulatuvar etkilere yol
aciyor olabilirler. Bu molekiillerin etkisini arastirmak isteyen Huang ve arkadaslar
ES’lerde eksozomlari1 ve eksozomlarin tagidigit miRNA’lar1 aragtirmistir. Bu ¢calismada
bazi miRNA’larin depolanma siireci boyunca artis gosterdigi saptamis ve bu

molekiillerin alicida gesitli biyolojik siiregleri etkileyebilegi bildirmistir (Huang ve
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ark., 2019). Ancak bu ¢alismadaki 6rnek sayist sinirli oldugu i¢in sonuglarini daha
genis caligsmalarla desteklemek gerekir.

Bugiine kadar yapilan arastirmalara ragmen, transfizyon ile iliskili
immiinomodiilasyonda  eksozomlarin  (Eritrositlerden  tiiretilmis) roli  ve
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamigtir. Bunun i¢in daha ayrintili ¢alismalara
ihtiyag vardir. Eger eksozomlarin etkileri kesinlestirilirse, bu durum bizleri eksozom
olusumu ve gecisini engellemek i¢in farkli depolama yontemleri gelistirmeye ya da
kan bilesenlerini eksozomlardan veya EV’lerden arindiracak yeni ydntemler

gelistirmeye zorlayacaktir.
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BHR
CD
DH
ESCRT
EV
Exo

FasL

ICAM
HSP
HIV
IL
ILV
IFN-y

LBP
LPS
MHC
miRNA
mMtDNA
MV
MVE
MSC
NK

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

: Antikor

: Antijen Sunan Hiicre

: B-Hiicre reseptorii

: Cluster of differentiation

: Dendritik Hiicre

: Endosomal sorting complex responsible for transport
: Extracellular vesicle

: Exosome

: Fas ligand

: Immunoglobulin

. Intercellular Adhesin Molecule

: Heat shock protein

: Human Immunodeficiency viriis
- Interleukin

- Intraluminal vesicle

. Interferon-gamma

. Interferon induced protein

: LPS-binding protein

: Lipopolysaccharide

: Major Histocompatibility Complex
: Micro RNA

: Mitochondrial DNA

: Microvesicle

: Multivesicular Body

: Mesenchymal stem cell

: Natural killer
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NO
NOD
ODN
PAMP
PBS
PCR
Pdc
PRR
PS

RIG
RIP
TCR
TF

Th

TIR
TLR
TNF
Treg
AKT
ES
TRIM
MDSC
GVHD
GM-CSF
TSAP6
MFGE8
MNH
Tc

PS

- Nitrik oxide

: Nucleotide-binding oligomerization domain
: Oligodeoxynucleotide

: Pathogen associated molecular patterns

: Phosphate buffered saline

: Polymerase chain reaction

: Plasmacytoid dendritic cells

: Pattern recognition receptors

: Phosphatidylserine

: Retinoic acid inducible gene

: Receptor-interacting protein

: T-cell receptor

- Transcription factor

: T-helper

: Toll/IL-1 receptor

: Toll-like Receptor

: Tumor Necrosis Factor

: Regulatory T-cell

> Allojenik Kan Transfiizyonunun

: Eritrosit Stispansiyon

: Transfiizyonla Iliskili Immiin Modiilasyon
: Myeloid Derived Suppressor Cell

: Kronik Graft Versus Host Disease

: Grantilosit-Makrofaj Koloni Stimiile edici faktoru
: Timor Baskilayici Aktive Edilmis yol-6

: Milk Fat Globule EGF Factor 8

: Mononiikleer hiicreler

: Sitotoksik T hiicre

: Fosfatidilserin
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8. EKLER

EKJ1. kulanilan eksozom miktari

Eksozom miktari

3 ~ | BCA degerleri BCA degerleri | Eksozom miktari
Bagiscilar listesi Bagiscilar listesi
(ng/nl) (1) (ng/pl) (ul)
B1-0 NLR 297 17 ul B1-14 NLR 332 17 wl
LR 284 18 ul LR 308 18 ul
B2-0 NLR 276 18.50 ul B2-14 NLR 297 17wl
LR 290 17.50 pl LR 375 15 ul
B3-0 NLR 270 18.50 pl B3-14 NLR 240 21 ul
LR 263 19 ul LR 259 20 pl
B4-0 NLR 266 19wl B4-14 NLR 336 15 ul
LR 231 224l LR 273 19 ul
B5-0 NLR 260 19.50 pl B5-14 NLR 272 18.50 pl
LR 286 17.50 pl LR 293 17 ul
B6-0 NLR 268 19wl B6-14 NLR 342 15 ul
LR 238 21.50 LR 271 18.50 pl
B7-0 NLR 337 15v ul B7-14 NLR 349 15 ul
LR 178 28 ul LR 297 17 wl
B8-0 NLR 281 18 ul B8-14 NLR 367 14l
LR 191 26 ul LR 276 18.50 pl
B9-0 NLR 202 25wl B9-14 NLR 247 20 pl
LR 214 24 ul LR 249 20 pl
B10-0 NLR 269 19 wl B10-14 NLR 281 18 ul
LR 401 13 ul LR 330 16 pl
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ek2. kulanilan eksozom miktari

Bagiscilar listesi |BCA degerleri |Eksozom miktari Bagiscilar listesi BCA degerleri |Eksozom miktari
(ng/m1) (u1) (ng/p) (u1)
B1-21 NLR 362 14 pl B1-42 NLR 373 14 pl
LR 397 13 pl LR 262 19 pl
B2-21 NLR 348 14.5 B2-42 NLR 366 14 pl
LR 352 14.5 LR 334 15l
B3-21 NLR 297 17 B3-42 NLR 274 18.5 pl
LR 240 21 pl LR 289 17.5
B4-21 NLR 274 18.5 ul B4-42 NLR 352 14.5 pl
LR 296 17 LR 301 17
B5-21 NLR 273 18.5 pl B5-42 NLR 308 16.5 pl
LR 295 17 ul (R 301 17
B6-21 NLR 332 15l B6-42 NLR 311 16 pl
LR 246 20 ul LR 329 15.5 ul
B7-21 NLR 238 21 ul B7-42 NLR 285 17.5 pl
LR 226 22 LR 252 20 pl
B8-21 NLR 293 17 B8-42 NLR 232 22 ul
LR 216 23l (R 236 22l
B9-21 NLR 182 28 ul B9-42 NLR 301 17
LR 221 23 LR 214 24l
B10-21 NLR 262 19 pl B10-42 NLR 268 19l
LR 283 18 pl LR 232 215 pl

74




EKS:

CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001
[Ungated] FS INT / SS INT

Akan Hiicre Olger sonuglar

CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001

CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001

[EXOSOM] FS PEAK / FS INT [B] FITC
10004 10004
30
800 800
Ty [EXOSOM : 89.5% Ry o
z z =
a i S
4004 4004
: 10
——
2004 200 / @ [E:0.2%)
T T T T T T T T T T Y t T T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 100 10' 107 10°
FS INT FS PEAK FITC
CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001
[B] PE [B] APC [B] CD45 EDC
20
15
- - -
c c c
= = oo 3
S ! S S
[F:0.1%) 19
1 0.4% D:0.2%
© R | J
r T T T T T 0 Hlrrby—t T T
10° 10! 10 10° 10° 10 10 10° 10° 10 10 10°
PE APC CD45 EDC
CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001
[B] FL4 INT ) [B] PE / FITC : [B] FL4 INT / FITC
3T ez : 0.0% "3A1 A2 : 0.2%)
2 0.2%) 0.
107 104
15
€ v %)
3 % E 10' 4 E 10’
O
: [T:0.3%] -
5317%[ C4:0.1%] A3 :[A4: 0.0%)
100 10' 107 10° 100 10' 102 10! 100 10' 102 10°
FL4 INT PE FL4 INT
CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001 CB1NLO BOS TUP 2019-01-10 001
) [B] APC / FITC J [B] FL4 INT / PE [B] APC / PE
T P00y "R ‘\m £0.04] T per: 0.0%)
+
0.1%)
10?4 10047 10?4
E 10'+ B 10" B 10
P+ :
10°40.2% 10°
:IP+-: 0.4% R-- :[R+- : 0.2%
%.. .|
1:7“ |‘0‘ 1:)1 10 1:1" 1‘0‘ 1:}1 10° 1:)“ J)‘ 151 10°
APC FL4 INT APC

75



Count

con FITC

CDB PE

CB1NLO 3TUP 2019-01-10 00Z

CB1NLO 3TUP 2019-01-10 002
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1NLO 3TUP 2019-01-10 002

CBINLO 3TUP 2019-01-10 002

[Ungated] FS INT £ S5 INT [EXOSOM] FS PEAX / FS INT {B] CO9 FITC
2004 1000
"] 2o
el ‘FEXOSOM 92 2 ‘ 2o
=
0 <
0
00 -
1004
1] !;I ‘;’ l;l l:" "';Q 0 T r T v -
FSINT L] R I T
FS PEAK
CBINLO 3TUP 2019-01-10 002 CBINLO 3TUP 2019-01-10 002 CBINLO 3TUP 2019-01-10 002
[B) Ccd PE [B) CD4 APC [8) CD3 EDC
00
0
= 2
S @ =
2 2
o (™)
0.6%] 3 4
G oy D147
Z ARl
10° 10 e " ° 3 . i - -
CCa PE 1w 10 " 1" 1w [ 1w
CDs APC CD3 EDC
CBINLO ATUP 2019-01-10 002 CBINLO 3TUP 2019-01-10 002 CBINLO 3TUP 2019-01-10 002
(B) CO& PE / CDY FITC o [8) CD3 EDC / COS FITC [B) €04 APC / CDY AITC
" TEz-054 TR YRS R+ 0.0]
6% [ 1. : :
"
o
=
1® ‘é .
DR
1 B
16, C4: 0,00 sy Re- 1 0,07
no-pmiok 134 0,0¢) Re- O
1w —|'l' » w' ':Y o l:-’ 1t |'r M 1w »'
CD8 PE CD3 ECC CO4 APC
CBINLO 3TUP 2015-01-10 002 CRINLO 3TUP 2019-01-10 002 CBINLO ITUP 2019-01-10 002
[8) CO3 EDC / COB PE ‘ [B] €D4 APC / CD& PE [B] CD4 APC / CD3 EDC
" TQ Qe 005 | I, Wer - 0.07]
b vayal
0.3% 1-3%)
® :‘Soo : O.}.'\-: s K”]
5 g B,
wy,. g - 10
1 8 S
L e S;- 1.1% "T}VQR: Qe- 2 0.1%] 104 5
AR 'WIII Wor, W01
1" M » ' w0 0 1 1" 1 W w »'
<03 EDC CD4 APC CO4 APC

76



CBINLO 4TUP 2019-01-10 001 CBINLO 4TUP 2019-01-10 001 CBINLO 4TUP 201%-01-10 CO1
[Ungated] FS INT / SS INT [EXOSOM] FS PEAK / FS INT [B] CD9 FITC
10004 10004
1204
A0 200
00 0= ey
'g EXOSOM : 90.5%] g §
2 Qe S
A0 420+
s
0= MO
- T v - T T T T T v 0
o 1 w00 30 R o Py 00 w00 £ oo o w w 10!
FSINT FS PEAK CD9 FIC
CBINLO 4TUP 2019-01-10 DO1 CBINLO 4TUP 2019-01-10 001 CBINLO 4TUP 2019-01-10 001
[8] CD3 PE [8] CD56 APC (8] CD19 EDC
"o
]
o o v
[ c c
2 3 2
o = =3
< o W
e s [n T1.7%)
lG = 0.3%
o .l T -y —
we w o w w w w
CD3 PE CD56 APC CD19 ERC
CBINLO 4TUP 2019-01-10 001 CBINLO 4TUP 201%9-01-10 C01 CBINLO 4TUP 2019-01-10 001
2 [B] CD3 PE / CD% FITC . [B] CD19 ECC ¢/ CD3 FITC : [B] €056 APC / CDY FITC
i [ 2 092 At 2 1.5% 3 R+~ : 0.2%
93.4% 93...
WP W
= % [ & [=
L o o
o o o
=Y a o
~ o (=)
3 ] \ [Re- = 0.0%)
5.4% | A4 1 0.0%
:‘o»' =’ !10‘ -‘f 1:7‘ 10' l‘O" ;3' ?d 107
CD19 EDC CD56 APC
CBINLO 4TUP 2019-01-10 001 CBINLO <TUP 2015-G1-10 CO1 CBINLO 4TUP 2019-01-1C 001
[B] €D19 EDC / CD3 PE [8] CD56 APC / CD3 PE [B] CD5% APC / CD19 EDC
v+ 0.6% Yo o T i ;0,25
. 62
10.8% 1.3%
sl
L4 1 1074
w g g
8 w 8 W' 2 10'4
0 v (=]
w
W 0.0%
x:\‘ w 1::' w 7‘0 ::s' w 1’
<D19 EDC D56 APC

CBINLO 4TUP 2019-01-10 001
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

77



SSINT

Count

Count

CD9 FITC

CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1NLD 2TUP 2019-01-10 001 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001 CBINLO 2TUP 2019-01-10 00
[Ungated] FS INT / SS INT [EXOSOM] FS PEAK / FSINT [X] CD9 FITC
12004 1000 4
004 8004
500 ) 5 6004 -
[EXOSOW. : 91.3%| = 5
- A 3
004 0 v
o S
0 W a0 0 X 100 0 W 4w e D 100
FSINT FS PEAK CD9 ATC
CB1NLD 2TUP 2019-01-10 001 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001 CBINLO 2TUP 2019-01-10 001
[X] CD118B PE [X]CD14 APC [X] HLA-DR EDC
0] 0
40
w-
0 40
g £
“ — 3 » ) g
(cD11B : 47.7% ) CD14: 1.1%) [HLA-DR : 11.4%)
iy 20 -
) 10 ;
0 0 e - 0
W 10' 0 10 10 10 10 10 10° 10° 107 10
CD11B PE CD14 APC HLA-DR EDC
CB1NLD 2TUP 2019-01-10 001 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001
[X] CD15 PCS [X] CD11BPE / CD9 FITC [X] HLA-DR EDC / CD9 FITC
10’ —_— o v ——
2: 11.0%]
04 107 4
[= =
0 . . 'é' 10' 4 ‘é
}§D15 :99.2%) (5 8
20 107 ,'i
A< 0.3%)
Q< T | T T vy
10 10" 10° 10! 1w 10' 10° 10*
CD15 PC5 CD11B PE HLA-DR EDC
CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 (01 CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001
; [X] €215 PC5 / €09 FITC ‘ [X] CD14 APC / CD9 FITC ; [X] HLA-DR EDC / CD11B PE
PP 95.5%] R R 0.9 R R R
1.1%) 95.7% | 40....
10° 4 10° 10% 4
2 &
10" 4 '; 10 g 10'
8 ‘ B
£ ol
1074 3 1w £
P--...[[P+-3.4%} iR“ R+- : 0.0%|
x‘r}' |:)x n')’ 10 l;)" I;)‘ u')‘ 10 13 |;)‘ 0 i
CD15 PC5 CD14 APC HLA-DR EDC

78



10°

CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CBINLO 2TUP 2019-01-10 001
[X] CD15 PC5 / CD11B PE

CB1NLO ZTUP 2019-01-10 001
[X] CD14 APC / CD9 FITC

U- Joes - 46.1%] 10 : faee - 1.0%)
TSN T 95.4%1
0.4%
W 107
= =
g 107 '; 107
S =]
10° =
Q- 1. /Qt- 2 0.0%)
To“ W ';'o" -Br —;crv 1w
CD15 PCS CD14 APC
CBINLO 2TUP 2019-01-10 001 CBINLO ZTUP 2019-01-10 001
) [X] CD14 APC / HLA-DR EDC [%] CD14 APC / CD15 PC5
R Ty e 0.4%]
9. =
104 o
g 2
g 1074 o
3 S
1075
oA We-: 0.6%
1wt 10! M'Y 0w 13’ 0
CD14 APC
[Jiil
1000+
§ 20004
-~
30004
4000
B CO11B-HLA-DR-CD15-CD14- [l CD11B-HLA-DR-CD15-CD14+
CD11B-HLA-DR-CD15+CD14- [ JCD11B-HLA-DR-CD15+CD14+
CD11B-HLA-DR-CD15-CD14- [ |CO11B-HLA-DR-CD15-CD14+
PICD11B-HLA-DR+CD15+CD14- [ ]CD11B-HLA-DR+CD15+CD14+
BICD11B+HLA-DR-CD15-CD14- [ JCO11B+HLA-DR-CD15-CD14+
L 1CD11B+HLA-DR-CD15+CD14- [T]CD11B+HLA-DR-CD15+CD14+
CD11B+HLA-DR+CD15-CD14- [ICD11B+HLA-DR+CD15-CD14+
CD11B+HLA-DR+CD15+C014- [ |CO118+HLA-DR+CD15+CD14+
Gate %Gated
AlL 100.0
CD11B8-HLA-DR-CD15-CD14- 0.3
CD11B-HLA-DR-CD15-CD14+ 0.0
CD11B-HLA-DR-CD15+CD14- 45.9
CD11B-HLA-DR-CD15+CD14+ 0.4
CD11B-HLA-DR+CD15-CD14- 0.1
CD11B-HLA-DR+CD15-CD14+ 0.0
CD11B-HLA-DR+CD15+CD14- 5.4
CD11B-HLA-DR+CD15+CD14+ 0.1
CD11B+HLA-DR-CD15-CD14- 0.2
CD11B+HLA-DR-CD15-CD14+ 0.0
CD11B+HLA-DR-CD15+CD14- 41.5
CD11B+HLA-DR-CD15+CD14+ 0.3
CO11B+HLA-DR+CD15-CD14- 0.1
CD11B+HLA-DR+CD15-CD14+ 0.0
CD11B+HLA-DR+CD15+CD14- 5.3
CD11B+HLA-DR+CD15+CD14+ 0.3

79

HLA:DR EDC

CB1NLO 2TUP 2019-01-10 001
[X] CD15 PC5 / HLA-DR EDC

o V-

0.2%

N+ 1 10.1%]

CD15 PCS




SSINT

Count

Count

FITC

CB1LRO 2019-01-11 001

CB1LRO 2019-01-11 001
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001

[Ungated] FS INT / SS INT [EXOSOM] FS PEAK / FS INT [B] FITC
1000 1000
8004 800 100
600 [EXOSOM : 96.4% 600 w
[ z 5
© S
400 400 50
200 200 / @
|
E: 0.4%) '
T T T T T 0 T T T T T 0 T T T
200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 10° 10' 10* 10°
FS INT FS PEAK FITC
CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001
[B] PE [B] APC [B] ECD
100 80
- - 60
[ e
2 3
(5] (=}
b o o
50 |F:0.2%) “0
G :0.1%) 20 D:0.0%
0 T T T T T 0 T T T
10° 10 10? 10° 10' 10? 10° 10° 10' 10 10°
PE APC ECD
CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001
[B] PC5 i [B] PE / FITC ) [B] PC5 / FITC
e :l—cz :0.1% "TAT A2 0.1%]
0.1% 0.1%
60 b Shcind
107 4 104
40 IS) S)
= 1014 = 10+
w w
2 T:0.1%) 100 104
C32. 1 /C4: 0.1%J A3 :||A4 : 0.0%)
99.8% 5| 99.
0 T l T T T
10° 10' 107 10° 10° 10' 10% 10° 10° 10' 10% 10°
PC5 PE PC5
CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001 CB1LRO 2019-01-11 001
[B] APC / FITC : [B] PC5 / PE ) [B] APC / PE
-+ :TPH : 0.0%) R R 0.1%] s :FSH 1 0.0%
.3%) 4 0.2%) )
0. i
1004 1024
w1014 & 10"+
10°4
Sskia LS+- : 0.0%)
99.8% | }
v'ol 10° 10° 13‘ 1:71 10° 1‘00 110‘ !;)7 10°
PC5 APC

80



CB1LRO 2019-01-11 002
[Ungated] FS INT / SS INT

CB1LRO 2019-01-11 002
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1LR0 2019-01-11 002 CB1LR0 2019-01-11 002
[EXOSOM] FS PEAK / FS INT [X] CD9 FITC

10004 1000
100
800 800
(EXOSOM : 92.7%)
600 - 6004 o
z z 5
o
a 100 bl w00 O s
200 200
T T T T T T T T T T 0~
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 10° 10' 10* 10°
FS INT FS PEAK CD9 FITC
CB1LR0 2019-01-11 002 CB1LR0 2019-01-11 002 CB1LRO 2019-01-11 002
[X] CD8 PE [X] CD4 APC [X] CD3 ECD
100
80
80
- =60 o %
c c c
2 3 3
(=] (=] (=]
(o] (o] [v]
40 @
+ D:1.4%
20 |G : 0.0%) 20 [Q
0 v T T 0 sttty T
10° 10! 10? 10° 10° 10! 10 10° 10° 10 10 10°
CD8 PE CD4 APC CD3 ECD
B1 19-01-11 1L 19-01-11 1Ll 19-01-11
CB1LRO 2019-0 002 CB1LRO 2019-0 002 CB1LRO 2019-0 002
[X] FL4 INT [X] CD8 PE / CD9 FITC | [X] CD3 ECD / CD9Y FITC
e 3A1 S|
81
1004 10
= = 2
g [ T o
S a a
504 [v] [v]
1 32.6%)
10° 5
A3 : (A4 :0.0%)
i
0 T T ey T T
10° 10' 107 10° 10° 10' 10t 10°
FL4 INT CD8 PE CD3 ECD
1L 19-01-11 1L 19-01-11 1L 19-01-11
CB1LRO 2019-0 002 CB1LRO 2019-0 002 CB1LRO 2019-0 002
[X] CD4 APC / CD9 FITC 5 [X] CD3 ECD / CD8 PE [X] CD4 APC / CD9 FITC
Re+ : 0.0%) T b 0.4% Qr+ : 0.0%
107+ 10%
€] [¢)
E o E
: = 10' i
o o
S © S
4
10.1%
R SRR )
R+ : 0.0% b Q--: Q+:0.0%
17.5%|
\B" 1‘0‘ vt'ﬂ 10 11)“ 1:)‘ 1I0Z 10° 11)0 1:)‘ 1;)2 10°
CD4 APC CD3 ECD CD4 APC

81



CB1LRO 2019-01-11 003
[Ungated] FS INT / SS INT

1000

8004

600+

|[EXOSOM : 95.2%

CB1LRO 2019-01-11 003
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1LRO 2019-01-11 003
[EXOSOM] FS PEAK / FS INT

1000

8004

CB1LRO 2019-01-11 003
[B] CD9 FITC

600 -
5 g .
a il S
400 400+
200 200 / -
0 00 40 600 800 1000 0 00 40 600 800 1000
FS INT FS PEAK CD9 FITC
CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003
[B] CD3 PE [B] CD56 APC [B] CD19 ECD
100
100
80
80
g £ w0 g
3 o &l
S o O
F : 1.1%] o 40
- D:1.2%
m G : 0.0%) 5
0 Y T T 0 Y T T
10" 102 10 100 10! 102 108 10° 10" 102 108
D3 PE CDS6 APC CD19 ECD
CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003
[B] CD3 PE / CD9 FITC s [B] CD19 ECD / CD9 FITC [B] CD56 APC / CD9 FITC
® A2 : 1.3%) TR++: 0.0%
1024
s} [e) e}
= = =
et T o e
o o o
a a a
s} [v] v}
(ca - 3 R+- : 0.0%)
C4:0.1% i
S 19...| A4 : 0.0%)
ul)‘ 1:3’ 10° 1;)“ 16‘ uIJ’ 10° 15“ 12)‘ 12)’ 10°
CD3 PE CD19 ECD CD56 APC
CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003 CB1LRO 2019-01-11 003
; [B] CD19 ECD / CD3 PE ; [B] CD56 APC / CD3 PE } [B] CD56 APC / CD19 ECD
0 93+ T+ : 0.0% O TWer TWes : 0.0%]
0.4% 1.9%
1004 \ 1074 1074
3 Ser 0.3
w + < w S
= o a [
8 10" 8 10" ‘o_'- 10"+
s} o a
v}
-~
5+ : 1.5% Q- Tlar- 1 0.0%
T 99.6%
- Wo 007
16" 12)‘ 1;12 10° ul)“ 1:)‘ 1(IJ2 10° 1;1'J 1:)‘ 1:11 10
CD19 ECD CD56 APC CD56 APC

82



SS INT

Count

Count

CD9 FITC

CB1LR0 2019-01-11 004

CB1LR0 2019-01-11 004

DENEME 2TUP 2019-01-

CB1LRO 2019-01-11 004

10 001 - Imported

CB1LR0 2019-01-11 004

[Ungated] FS INT / SS INT [EXOSOM] FS PEAK / FS INT [B] CD9 FITC
10004 10004
1004
8004 800
80
600 ———— 6004 S
(EXOSOM : 93.5%| g € ol
| - 5
w o
400 400
404 —
Y (€9 : 81.7%)
2004 2004 — 201
0 260 4[‘)0 6(‘)0 860 1 DIOG 0 260 4(‘)0 6(‘]0 BlI)O 10‘00 10°
FS INT FS PEAK D9 FITC
CB1LRO 2019-01-11 004 CB1LRO 2019-01-11 004 CB1LRO 2019-01-11 004
[B] CD11B PE [B] CD14 APC [B] HLA-DR ECD
1004
80
60 E’ E
(CD11B : 36.1% 5 é
401 (HLA-DR : 12.1%)
204
0 0 {
10° 10! 102 10° 10° 10! 10 10°
CD11B PE CD14 APC HLA-DR ECD
[B] CD15 PC5 CB1LRO 2019-01-11 004 CB1LRO 2019-01-11 004
o [B] CD11B PE / CD9 FITC [B] HLA-DR ECD / CD9 FITC
804
60
(9 (&)
E E
('S [T
40 (D15 : 98.8%) y Sy
(V) ()
204
0 &
0 L v , . .
CD15 PC5 10° 10' 10? 10° 10° 10! 10? 10°
CD11B PE HLA-DR ECD
CB1LRO 2019-01-11 004 CB1LRO 2019-01-11 004 CB1LRO 2019-01-11 004
 [BICD14APC / CD9 FITC [B] HLA-DR ECD / CD11B PE [B] CD14 APC / CD11B PE
ki Res : 7.5%) " i+ : 2.5% T o 1.5%)
107? 10?4 10?4
w w
o o
10"+ o @
a a
(V) o
10°

T
10

i
CD14 APC

10°

T T
10' 10?

HLA-DR ECD

83

T T
10° 10 102

CD14 APC

10°



HLA-DR ECD

CB1LRO 2019-01-11 004
DENEME 2TUP 2019-01-10 001 - Imported

CB1LRO 2019-01-11 004 [B]
__ [BCD14 APC / HLA-DR ECD
10°

W [Wes:1.2% 01 l— I - — ——
+
130

mz'i : 2000

0y i

6000+

Count

\W+- 2 4.7%

Al T
10' 10 10°

CD14 APC

[l CD11B-HLA-DR-CD15-CD14-

[l CD11B-HLA-DR-CD15+CD14-

[ CD11B-HLA-DR+CD15-CD14-

[Z]cD11B-HLA-DR-CD15-CD14+
[JcD11B-HLA-DR-CD15+CD14+
[C]CD11B-HLA-DR+CD15-CD14+

[ICD11B-HLA-DR+CD15+CD14- [[]CD11B-HLA-DR+CD15+CD14+
[ CD11B+HLA-DR-CD15-CD14- [[]CD11B+HLA-DR-CD15-CD14+
[JCD11B+HLA-DR-CD15+CD14- [E]CD11B+HLA-DR-CD15+CD14+
[JCD11B+HLA-DR+CD15-CD14- [B]CD11B+HLA-DR+CD15-CD14+
[]cD11B+HLA-DR+CD15+CD14- [Z]CD11B+HLA-DR+CD15+CD14+

Gate %Gated
Al 100.0
CD11B-HLA-DR-CD15-CD14- 0.6

CD11B-HLA-DR-CD15-CD14+ 0.0
CD11B-HLA-DR-CD15+CD14- 55.1
CD11B-HLA-DR-CD15+CD14+ 0.5
CD11B-HLA-DR+CD15-CD14- 0.2
CD11B-HLA-DR+CD15-CD14+ 0.0
CD11B-HLA-DR+CD15+CD14- 7.4
CD11B-HLA-DR+CD15+CD14+ 0.1
CD11B+HLA-DR-CD15-CD14- 0.2
CD11B+HLA-DR-CD15-CD14+ 0.0
CD11B+HLA-DR-CD15+CD14-
CD11B+HLA-DR-CD15+CD14+ 0.5
CD11B+HLA-DR+CD15-CD14- 0.1
CD11B+HLA-DR+CD15-CD14+ 0.0
CD11B+HLA-DR+CD15+CD14- 4.0
CD11B+HLA-DR+CD15+CD14+ 0.3

84



9. TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, yiiriitiillmesi ve biitiin galismalarim siiresince bana
rehber olan, ¢aligmami bilimsel temeller 1518inda sekillendiren, ilgi ve yardimlarini
esirgemeyen, 6grencisi olmaktan onur ve mutluluk duydugum danigsman hocam Prof.
Dr. H. Barbaros ORAL’a,

Doktora 6grenimim boyunca tez ¢alismama yardimci olan, manevi destegini

esirmeyen ve bana her zaman vakit ayiran hocam Prof. Dr. Ferah BUDAK ’a,

Tez ¢aligmam siiresince bilgi ve deneyimleriyle bana bircok konuda yardimei1 olan

degerli abim Dr. Salih Haldun BAL’a

Calismam ic¢in kanlarin1  bagislayan degerli kan bagis¢is1 kardeslerim,
bagiscilardan kanlarin alinmasi, islenmesi, akan hiicre 6lcer galigmalarinda biiyiik
emek harcayan basta sevgili Figen AYMAK ve Deniz GULKAYA olmak iizere tiim
Immiinoloji laboratuvar1 calisani dostlarima tesekkiir ederim. Takim ruhunun

enerjisini, paylasimin giiciinii ve fedakarligin biiytikliigiinii yasattiniz.

Desteklerini esirgemeyen ve beni yiireklendiren sevgili arkadaslarima, Giilsiim

ITAK, Sema SONMEZ, Pmar HIZ, Elif ARDAHANLI tesekkiir ederim.

Beni hayatimin her doneminde destekleyen, kararlarima her zaman saygi duyan

ve uzakta olsalar bile bunu hissettirmeyen sevgili babam, annem ve abim,
Calismamiza maddi katkida bulunan BAP’a (DDP(T)-2017/9) nolu ‘‘Eritrosit

Siispansiyonlariin  Depolanma Siirecinde Eksozom/Mikropartikiil Profilindeki

Degisiklikler Incelenmesi’” isimli proje, Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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10. OZGECMIS

12.08.1985 tarihinde Tabriz’da (IRAN) dogdu. Lise 6grenimini Alavi Lisesinde
tamamlamistir. 2003 yilinda Tabriz Universitesi saglik Bilimleri Fakiiltesinde
Veterinerlik boliimiinde basladig lisans egitimini 2009 yilinda tamamlamistir. 2014
yilinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji (Immiinoloji) Anabilim

dalinda doktora egitimine baglamistir.
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