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SUTTE BULUNAN EKSOZOMLARIN NANO-LC SISTEMINDE
ANALIZI

OZET

Bu tez c¢alismasinin amaci, ters faz nano-sivi kromatografisi (nano-LC) i¢in yeni
metakriloil grafen oksit nano partikiil (MGONP) bazli hidrofobisitesi artiritlmig monolitik
nano kolonlarin hazirlanmasi ve bu kolonlarin siit numunelerinden eksozomlarin ayrimi
ve analizi i¢in nano-LC sisteminde kullanilmasi olarak belirlenmistir. Bu baglamda,
calisma kapsaminda MGONP’leri grafit kullanilarak elde edilmis ve MGONP igerigine
sahip monolitler hazirlanarak karakterizasyon calismalar1 yapilmustir. ik olarak,
monolitik kolonlar, butilmetakrilat (BMA), etilen dimetakrilat (EDMA) ve MGONP
iceren soliisyonlar hazirlanmig, porojenik ¢6ziicii olarak dimetilformamid (DMF) ve su
kullanilmistir. Hazirlanan polimerik soliisyon 50 um i.d.’lik fused silika kapiler kolonlar
icerisine enjekte edilerek in-situ polimerizasyon yontemi ile monolitik kolonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan kolonlarin  hidrofobisitesinin  artirilmasi igin, kolonlar
dimetiloktadesilklorosilan (DODCS) ile modifiye edilmistir. Karakterizasyon igin
monolitik kolonlarin morfolojik yapilart SEM goriintiileri ve FT-IR analizleri ile
incelenmistir.  Ayrica, hazirlanan  monolitik nano kolonlarin  kromatografik
karakterizasyonu nano-LC’de alkilbenzen homologlar1  kullanilarak  yapilmustir.
Karakterizasyonu yapilmis monolitik kolonlar kullanilarak nano-LC sisteminde siitten
ekstrakte edilen eksozom ayirimi ve analizi i¢in kromatografik optimizasyon ¢aligmalari
yaptlmistir.  Eksozomlar Karakterizasyon ve tanimlamalari igin NTA, SEM, FT-IR
kullanilmis ve sonrasinda etkin olarak nano-LC’de kromotografik analizleri yapilmstir.
Gelistirlen yontemin etkin sonu¢ verdigi ve yeni bir yaklasimla eksozom izolasyon
yontemi gelistirilmis oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Nano-LC, monolit, grafen oksit, eksozomlari, izolasyon,
karakterizasyon.



ANALYSIS OF EXOSOMES IN MILK IN NANO-LC SYSTEM

ABSTRACT

The aim of this thesis is to prepare methacryloyl graphene oxide nanoparticles
(MGONPs) based monolithic nano-columns with increasin hydrophobicity for the
separation and analysis of exosomes in milk samples. In this thesis, graphite was used for
the synthesis of MGONPs and the preparation adn characterization of the developed
monolithic columns were performed. Firstly, the monolithic columns are prepared using
polymeric solutions composing of BMA EDMA and MGONPs and DMF/H.O as
porogenic solvent. The final solution for monolithic column preparation was injected into
the fudes silica capillary column with 50 um i.d. in order to make in-situ polymerization.
Final monolithic columns are modified for the increasing their hydrophobicity, which is
neccessary for exosome separation and analysis. SEM images and FT-IR are applied for
the characterization of monolithic columns as well as chromatographic characterization
with homologous alkylbenzenes. The characterized monolithic olumns are applied for the
separation and analaysis of exosomes in milk samples by using reversed-pahse nano-LC.
In addtion to nano-LC studies, NTA, SEM and FT-IR are used for the tandem
characterization of exosomes. All results shows that the developed tecnique is a novel
and promising methadology for exosome isolation and it is proposed as a novel approach
for exosome isolation.

Keywords: Nano-LC, monolith, grafen oxit, exosomes, isolation, characterization.



1. GIRIS

1.1. Sivi Kromotografisi (LC)

Siv1 kromatografisi (LC), iki faz (kat1 faz ve siv1 faz) arasinda yiiriitiilen fiziksel bir
ayirma teknigidir. Bir numune, hareketli faz (akan sivi) ve kati sabit faz arasinda
dagitilarak (bolme, adsorpsiyon veya diger etkilesimler yoluyla) igerdigi bilesenlerine
(veya analitlerine) ayrilir (Dong, 2019). Sivi kromatografisi 1900'lerin basinda, "klasik
kolon kromatografisi" olarak ortaya ¢ikmistir (Snyder & Kirkland, 1979).

Sivi kromatografisinin (LC) gelisimi 1941'de Martin ve Synge tarafindan yiiriitiilen
caligmalarla  gerceklestirilmistir. Martin ve Syinge ¢alismalarinda, sivi-sivi
kromatografisine ve kromatografinin teorik modeline ek olarak, LC'nin "harketli faz
icerisinde ¢ok kiiclik bilesenlerin kolon boyunca yiliksek basing farki" kullanilarak elde
edilecegini ongordiiler (Ettre, 1971). Martin ve Syinge 1952'de gaz kromatografisinin
(GC) kullanimina bagl kalarak basarili uygulamalari, LC'nin gelistirilmesi i¢in teorik
temelin olusumunu saglamigtir (Dong, 2019). Bu nedenle GC’de, ugucu olmayan ve
farkli Ozellikteki bilesenlerin analiz edilememesi giiclii bir teknik olan sivi

kromatografisine olan ilgiy1 arttirmistir.

1960'arin sonlarinda LC, yiiksek basingli pompalar gerektiren kiiciik partikiil icerikli
kolonlarin kullanimiyla "ytliksek performans"a doniistii. 1960'larda ve 1970'lerin basinda
tiim LC tiniteleri dahil kolonlarin, pompalarin ve dedektdrlerin ticarilestirilmesi, teknigin
kullanimin1 basitlestirdi ve potansiyel kullanicilarin nispeten kolaylikla uygulamasin

sagladi (Neal, 1995).



AN
s/
.

Sekil 1.1. Klasik kolon kromotografinin gosterimi (Snyder et al., 2009)

HPLC’nin temeli olarak goriilen klasik kolon kromotografisinde; ilk olarak bir cam
silindir, tebesir gibi ince boliinmiis bir tozla doldurulur, kolonun tepesine bir numune
uygulandiktan sonra kolonun iizerine bir ¢oziicii ilave edilir (Sekil 1.1). Coziici
yergekimi ile kolondan asagi akarken, numunenin bilesenleri (A, B ve C) kolon boyunca

farkli hizlarda hareket etmeye baslar ve bilesenlerin ayrimi bu sekilde gerceklesir (Snyder
& Kirkland, 1979).

Hareketl Pompa Oto Kalon Dedekitr
Faz Siselen rnekleyici depalayic
va iglemei

Atk

Sekil 1.2. LC sisteminin gematik gosterimi (http://okanongan.blogspot.com/2015/01/hplc-yuksek-
performans-sivi.html)

Modern bir LC sistemi (Sekil 1.2) pompa, numune enjektorii, kolon, dedektor, veri
kaydedici ve atiktan olugmaktadir (Altgelt, K H., Gouw, T H., 1979). HPLC sisteminde

kullanici, 6rnekleri bir plakaya yerlestirerek otomatik enjeksiyonla baglar. Hareketli faz


https://www.osti.gov/search/author:%22Altgelt,%20K%20H%22
https://www.osti.gov/search/author:%22Gouw,%20T%20H%22

rezervauri hedeflenen bilesenlerin sistem boyunca taginmasina ve kolondan ge¢mesine
nihayetinde dedoktore wulasarak bilesenlerin  kromotografik okumalarina aracilik
etmektedir. Numunenin ¢esidine gore harkerli faz olarak farkli ¢oziiciiler (ACN, su,
methanol, propanol vb.) kullanilir. Pompa sistemi yliksek basing kullanarak hareketli
fazin sistem boyunca kesintisiz iletilmesini saglamaktadir. Oto drnekleyici ya da numune
enjeksiyon kismi numunelerin sisteme yiliklenecegi bdlmeyi ifade eder. Kolon kismi
LC’nin kalbidir ve sabit faz olarak ifade edilmektedir. Numunedeki bilesenlerin ayrimi

kolonda gerceklesmektedir.

Farkli ozellikte kolonlarin kullanimiyla genis tabana yayilan farkli polariteye sahip
bilesenler analiz edilebilmektedir. Coziicii siirekli olarak pompa yoluyla kolona
pompalanir Ve kolondan gegen bilesikler es zamanli olarak dedektor tarafindan algilanir.
Gelismis UV/VIS, PDA, RID, FLD (floresans), MS vb. bir¢ok dedektor tipi
bulunmaktadir. Dedektore iletilen sinyallerin sonucunda veri toplayici olarak adlandirilan
bilgisayar araciligtyla yapilan okumalar kromotograma aktarilir. Numunedeki bilesikler
(6rn; 1, 2 ve 3) ayrimlar1 sonucunda kromotogramda pik seklinde ortaya ¢ikar. LC ilag,

gida, ¢evre ve klinik uygulamalarinda igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Dong, 2019).

Tablo 1.1. Sivi kromotografisinde kolon i¢ ¢aplarina gore isimlendirme (Chervet et al., 1996)

Kolon i¢ Cap1 (1.D.) (mm) Akis Hizi (mL min-1) Isimlendirme
4,6-3,2 2,0-0,5 HPLC
3,2-15 0,5-0,1 Microbore LC
1,5-0,5 0,1-0,01 Micro LC
0,5-0,15 0,01-0,001 Kapiler-LC
0,15-0,01 0,001-0,0001 Nano-LC
0,05-0,005 <0,0001 Open-Tubular LC




LC i¢in genel terminoloji, klasik modlardan minyatiir modlara kadar uzanir. Genel
olarak, bu tanimlamalar, kolon i¢ ¢apina (i.d) veya analiz boyunca uygulanan akis hizina
dayanir (Vasconcelos Soares Maciel et al., 2020). I¢ caplara gore cesitli kolon tiplerinin
tanimlar1 ve bunlarla iliskili karakteristikler Tablo 1.1'de gosterilmektedir. HPLC kolon i¢
cap1 4,6-3,2 mm ile karakterize edilir ve akis hizi 2 ml’e kadar ¢ikabilir. Son yillarda
oldukg¢a popiiler olan nano-LC’ de ise kolon i¢ ¢apt 200-5 um’ye kadar diigsmektedir.
Nano-LC’de 1000-50 nL/dk’ye kadar diisiik akis hizlarinda c¢alisma kosullar
olusturulmaktadir. Diislik kolon i¢ ¢ap1 ve diisiik akis hiz1 beraberinde yiliksek basingl

sistemlerin kullanilmasini zorunlu kilmustir.

1.2. Nano-LC

Minyatiir LC'nin gelisimi, 40 um'ye kadar daha dar i¢ ¢apl (diisiik i.d.) kolonlarda
kromatografik ayrimlar 20. yiizyil sonlarinda bazi dncii ¢alismalarin gergeklestirilmesi ile
yayginlasmigtir (Takeuchi & Ishii, 1981). Nano-LC ¢aligmalari genellikle yiiksek
hassasiyet gerektiren, bir biyokarisimda ¢ok diisiik miktarda bulunan ve kritik rol
oynayan bilesenlerin analizinde kullanilan modern kromatografi sistemidir (Sestak et al.,

2015).

Sekil 1.3. Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan nano-LC sistemi



Daha sonra bu ¢aligmalara dayanarak teorik, enstriimental ve uygulama ¢aligmalarinda bu
tekniklere biiyiik ilgi duyulmus ve boylece ticari LC sistemleri mikro-nano oOlgekli

formatta olusturulmustur (Sekil 1.3).

Minyatiir s1v1 kromotografi tekniginin isimlendirilmesi ile ilgili olarak, kolon i¢ ¢ap (i.d.)
ve/veya hareketli faz akis hizi dikkate alinir. Bu nedenle, i.d. <200 pum, sirastyla 50-800
nL/dk akis hizlariyla nano-LC olarak adlandirilir (Fanali, 2017). Nano-LC terimi, sivi
kromatografi minyatiirlestirmesindeki ilerlemeyi belirtmek i¢in 90'l1 yillarinin sonlarinda
kullanilmistir (Chervet et al., 1996; Vissers et al., 1997). "nano" terimi, uygulanan nano
hacimlerden kaynaklanir. Ancak nano-LC terimi giiniimiizde daha ¢ok ayirma igin

kullanilan kolonun 10-100 um araligindaki i¢ capr ile baglantilidir (Sestak et al., 2015).
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Sekil 1.4. Nano-LC sisteminin avantajlar1 (Aydogan, 2019)

Son yillarda biyoanalitik ayirma caligmalarinda, ayirma kolonunun ¢apini ve akis
oranlarimi azaltan minyatiir LC sistemlerinin gelistirilmesinin 6nemi artmistir. Nano-LC,
toksik reaktifler dahil olmak tizere hareketli ve sabit faz tiikketiminde genis bir azalma gibi
klasik LC'ye gore cesitli avantajlar saglar. Genel olarak nano-LC’nin avantajlart Sekil
1.4’te verilmistir. Mikro/nano-akis ayirma sistemlerinde oldugu gibi, nano-LC, klasik
LC'ye gore diisiik numune gereksinimi, kisa analiz siiresi, az miktarda reaktif kullanimi

gibi bazi avantajlar sunmaktadir (Aydogan, 2019). Bunun yaninda kiiciik o6rnek



hacimlerinde calisma imkanlar ile yliksek ¢oziniirlikli pikler elde edilmektedir.
Sistemin MS ile uyumlu olmasi ve bdylece yiiksek hassasiyet sunmasi avantajlari
arasinda yer almaktadir. Ayrica partikiil ¢apinin ve kolon uzunlugunun azaltilmasi, hizl
analizlere olanak saglar (Asensio-Ramos et al., 2017; Vasconcelos Soares Maciel et al.,
2020; Zampachova et al., 2021). Ozellikle, en onemli avantajlari arasinda, yesil
teknolojiye uygun olarak atik olusumunun azaltilmasi yonii dikkat ¢ekilmektedir (Welch
etal., 2010).

Nano-LC’de analitlerin ayrilmasi, diisiik akis hizlarinda (10-700 nL/dak) iletilen bir

hareketli fazin etkisi altinda secilmis sabit fazlar iceren kapiler kolonlarda gerceklesir.

mOpen Tubular Kolon  mPaketlenmis Partikul Dolgulu Kolon mMonolit Kolon ® Mikrogip Kolon

Sekil. 1.5. Minyatiirize LC ile ilgili son on yildaki yaynlar, kapiler kolonlarin ana tiirleri arasinda
arasindaki dagilim (Vasconcelos Soares Maciel et al., 2020)

Sekil. 1.5°te sabit faz tiplerine gore kapiler kolonlarin kendi i¢cindeki dagilim1 verilmistir.
Buna gore sabit fazlar acik tiibliler LC (OT-LC), partikiil dolgulu ve monolitler
(polimerik, silika veya hibrit) seklinde tretilmektedir. Azaltilmis akis orani nedeniyle,
nano-LC, klasik LC ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir kiitle duyarliligina sahiptir.



Bu 6zellik, daha diisiik bir kromatografik seyreltmeden kaynaklanmaktadir (Vissers et al.,
1997). Karlsson ve Novotny'nin kiigiik i¢ c¢aplara sahip kolonlar kullanarak yiiksek
verimlilik ve daha kisa analiz sliresini gosteren Oncii ¢alismasindan sonra, bazi bilim
adamlar1 nano-LC ile ilgili hem teorik, hem aragsal hem de metodolojik yaklasimlari
dikkate alan c¢aligmalar rapor etmistir (Karlsson & Novotny, 1988; Vissers et al., 1997,
Zhang et al., 2016). Sonug olarak dar i.d'ye sahip kromatografik kolonlar igeren ayirma
teknikleri (6rn, nano-LC), uluslarars literatiirde dikkat ¢ekmektedir (Asensio-Ramos et
al., 2011).

1.3. Nano-LC Kolon Tiirleri

Uzunluk, i¢ ¢ap ve sabit faz tipi dikkate alinarak uygun kromatografik kolonun se¢imi,
daha kiiciik i¢ ¢apa (i.d.) sahip kromatografik kolonlarin kullanimi yapilan herhangi bir
analitik ayirmanin performansi i¢in 6énemlidir. MS ile kolay baglanti, yiiksek verimlilik,
diisiik reaktif tiiketimi ve sonugta ortaya ¢ikan diisiik ¢evre kirliligi gibi ¢esitli erisilebilir
avantajlar nano-LC’nin 6nemli avnatajlarindandir. Kolon i¢ ¢apmin azalmasiyla,
ayristirilan  bilesiklerin - kolon ig¢indeki konsantrasyonu yiikselir ve elektrosprey
iyonizasyon (ESI-MS) kiitle spektrometresi gibi diisiik konsantrasyona duyarli
dedektorlerle birlestiginde gelismis hassasiyet elde edilir (Wilson et al., 2019).

Bir ayirma kolonu aslinda her kromatografik sistemin en Onemli parcasidir. LC
sisteminin diger bilesenleri de ayirmayi etkiler, ancak kolon, ayirmanin gercgeklestigi
kisimdir. Daha once bahsedildigi gibi, i¢ ¢ap1 (i.d.) 10-100 um araligindaki kolonlar;
nano kolonlar olarak adlandirilir. Nano kolonlar ¢ogunlukla arastirmacilar tarafindan
sabit faz kimyasinin gercek gereksinimlerine, partikiil-gozenek boyutuna ve kolon
caplarina gore hazirlanan kolonlardir. Nano kolonlar paketlenmis dolgulu, agik borulu

veya monolit bazli olabilir.

Gilinlimiizde, gesitli arastirma alanlarin1 (omics bilimi, toksikoloji , tip, gida giivenligi ve
kalitesi, ¢evre gozetimi, digerleri arasinda) kapsayan minyatiirlestirilmis LC'ye dayali
uygulamalar olarak, yeni analitik kolonlarin gelistirilmesine odaklanan g¢alismalar da
tesvik edilmektedir. Bu nedenle, minyatiirize LC'nin genel kalitesini iyilestirmede 6nemli

bir dali temsil eden kolon teknolojisine artan bir ilgi olmustur (Wilson et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/toxicology

Tablo 1.2. Nano-sivi kromatografisinde kullanilan analitik kolon tipleri (Vasconcelos Soares Maciel et al.,

2020)

Kolon Tiirleri

Sabit Fazlar

Uygulamalar

Avantajlar

Partikiil Dolgulu

Alkil bagli (C8, C13),
Fenil-heksil, Kolesterol-

Gida, gevre, ilag ve

Birgok sabit fazin farkli

bagli polimerik fazlar.

Kolonlar hidrit, amino, diol ve ilag analizi segiciligi mevcuttur
siyano
. Biyoanaliz i¢in _
Organik polymer Yiksek gegirgenlik, hizli
. . kiral ayirmalar,
Monolitik monolitler finit kiitle transferi, diigiikk ayirma
arinite
Kolonlar Silika bazli monolitler o stiresi, ayarlanabilir
o ) kromatografisi ve
Hibrit monolitler ) ozellikler ve basit {iretim
biyomolekiiller
. LC-EI-MS igin potansiyel
WCOT: fiziksel olarak .
o o Yetersiz numuneler | olarak daha uygun olan
adsorbe edilmis polimerik
Acik Tubiiler ) icin: adli tip, tip, yiiksek kromatografik
fazlar ve nanopartikiiller; S )
Kolonlar ) biyotip ve dogal verimlilik, optimum
PLOT: kimyasal olarak ) )
tiriinler gecirgenlik ve diisiik karsi

basing oranlar1

Genel olarak nano-LC kolonlar1 partiikiil dolgulu, monolitik ve agik tubiiler (open-
tubular) kolonlar olarak siniflandirmaktadir. Kapiler-nano kolonlar, Tablo 1.2°de
ozetlendigi gibi monolitik kolonlar, a¢ik borulu ve partikiil dolgulu kolonlar olmak {izere
iic biiyiik gruba ayrilabilir. Cesitli uzunluklarda ve tipik olarak C18 kolonlar yaygindir
(Wilson et al., 2019). Gida, gevre, ilag ve ilag analizi ¢alismalarinda genellikle tercih
edilmektedir. Sabit fazlarin segiciligi dnemli avantaj1 olarak goriiliir. Ancak yiiksek geri

basing ve diislik gecirgenlikleri gibi dezavantajlarida bulunur.

Monolitik kolonlar, kii¢iik boyutlu kat1 bir iskelet yapis1 gibi benzersiz 6zellikler gosteren
gbzenekli yapida malzemelerdir ve bu morfoloji yiiksek gegirgenlik gosterir. Monolitler,

kolay hazirlanmalari, hizli kiitle transferi ve daha yiiksek gecirgenlik ile birlikte 6nemli



avantajlara sahiptir (Aydogan, 2016). Dolgulu kolonlarda uga takilan frit kullanmasi
sorunlu oldugundan, ug frit gerektirmeyen monolitler bu sorunu ortadan kaldirdi (Vitha,
2016). Monolitler organic ¢oziiciler ile c¢alisildiginda sisme egilimindedirler ve
dolayisiyla gézenek yapisinda degisiklikler meydana gelebilir. Mekanik olarak kararsiz

olmalarida dezavantajlari arasindadir.

Acik tubiiler kolonlarda, sabit faz olarak erimis silika kilcal kolonun i¢ duvarlar kaplanir.
I¢ duvarlart kaplanmis kolonun ortas1 kolon boyunca agiktir. Son yillarda, acik tubiiler
kolonlar, biyoanalitik ayrimlar alaninda artan bir ilgi kazanmistir (Knob et al., 2015).
Acik tubiiler kolonlar 6zellikle az miktarda bulunan adli tip ve biyo-tip gibi alanlarda
numunelerin analizinde tercih edilmektedir. Agik tubiiler kolonlar LC-EI-MS igin
potansiyel olarak daha uygun olan, yiikksek kromatografik verimlilik, optimum

gecirgenlik ve diisiik kars1 basing oranlari gibi 6nemli avantajlara sahiptir.
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Monolithic

Stainless steel tube
s Capillary LC —_—_—mmmm ‘
. ' Packed
Both tube materials avallable
— Nano LC R ——— G
PLOT
s Open Tubular LC
Fused silica wbe
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Sekil 1.6. Nano-LC modlarinin ile yaygin analitik kolonlarinin ve bu kolon tiirlerinin temsili goriintiileri
(\Vasconcelos Soares Maciel et al., 2020)

Sekil 1.6’da nano-LC kolonlart ile yaygin kullanilan analtik kolonlarin temsili goriintiileri
verilmistir. Klasik LC kolonlar ¢elik malzemeden {iretilmektedir ve genellikle genis i¢
caplara sahiptir. Fakat kapiler LC ve nano-LC kolonlar i¢in kullanilan malzemeler
degiskenlik gostermektedir. Agik tubiiler kolonlarda yaygin kullanilan erimis silika

malzemeden {iretilen daha kii¢lik i¢ ¢capli kolonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Open Tubular Kolon Partiikiil dolgulu kolon Monolitik Kolon

Sekil 1.7. Analitik kolon gesitleri; a) A¢ik tubular, b) Partiikiil dolgulu ve ¢) Monolitik kolonlar

Monolitik ve partikiil dolgulu kolonlar igerisine dolgu yapilir. Agik tubiiler olan kolonlar
ise kolon i¢ duvar1 kaplanir orta kisim ise agiklik kalacak sekilde iiretilir. Monolitik

kolonlar genellikle i¢ yapisi dallanmis ags1 bir yapiyr animsatir (Sekil 1.7).

1.3.1. Partikiil Dolgulu Kolonlar

Genel olarak, partikiil dolgulu nano kolonlarin tekrarlanabilir bir sekilde hazirlanmasi
icin 1yl deneyim ve becerilere ihtiya¢ vardir. Nano-LC’nin gereksinimleri geregince
kolon yarigapinin azaltilmasi performansta iyilesmeye neden olabilir. Ayrica, 6zellikle
kiiciik i¢ capli kapiler kolonlar (<150 um) igin kiigiik partikiillerin paketlenmesi ve
kapiler kolonlarin igine fritlerin yerlestirilmesi hem teknik olarak zorluk olusturmaktadir

(Nie et al., 2007).

1.3.2. Acik Tubiiler Kolonlar

Acik tubiiler kolon tiretiminde, kapiler i¢ duvarlar1 modifiye etmek i¢in ¢esitli yontemler
kullanilir. Bunlar arasinda polimer kaplamalar, gézenekli silika katmanlari, agindirma ve
sol jel teknikleri yer alir. Bu tipler arasinda, uzun siireli stabilite ve farkli ligand
modifikasyonu ile polimer kaplama yontemi, duragan fazin kapilerin i¢ duvarlarina

kaplanmasi i¢in daha iyi bir alternatif saglar (Collins et al., 2012)
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1.3.3. Monolitik Kolonlar

Monolitler, tek bir yapidan olusan ve ags1 yapi1 i¢eren kat1 yapi olarak tanimlanir (Arrua
etal., 2012). LC igin polimer monolitik sabit fazlar, partikiil dolgulu kolonlara alternatif
olarak 1990'larin baslarinda Svec ve Frechet tarafindan Onerilmistir (Svec and Frechet,
1992). Siirekli gozenekli ayirmayi kullanmanin orijinal fikri ise, Mold ve Synge
tarafindan 1952'de yayimlanan ¢alismasina kadar uzanmaktadir (Mould & Synge, 1952).
Monolitler monomer, porojen ve bir baslatict igeren homojen bir polimerizasyon
karisimindan tek bir adimda hazirlanabilirler. Ote yandan, polimerizasyon karigimimin
bilesimini ayarlayarak yani porojen bilesimini veya monomer-porojen oranini
degistirerek veya polimerizasyon sicakligi ve siiresi gibi reaksiyon kosullarini
degistirerek makro gozeneklerin ve mikro kiireciklerin boyutunu kii¢liltmek ayirma
verimliligi arttirabilir (Svec & Frechet, 1995). Monolitik kolonlarin hazirlama tekniginin
cok yonliiliigii, hidrofobik, hidrofilik, iyonize olabilen ve zwitteriyonik monomerlerle
kullanimiyla ortaya konulmustur (Svec, 2004). Monolitik kolonlar hem numune
zenginlestirme i¢in O6n kolon (trap kolon) olarak hem de molekiillerin ayrilmasi i¢in
analitik kolon olarak kullanilabilir. Monolitleri i¢eren analitik kolonlarin, partikiil dolgulu
kolonlardan daha yiiksek bir gecirgenlige sahiptir ve ayrica bir kromatografik
analiz yapildiginda daha diisiik analitin kiitle transfer direnci sunmaktadir (Ladisch and
Zhang, 2016).

Son yillarda monolitik kolonlar, kolay hazirlama, yiiksek akis hizinda hizli ayirma,
fonksiyonellik ve iyi gegirgenlik gibi miikemmel kromatografik ozellikleri nedeniyle
kiiclik molekiillerin ve makro molekiillerin ayrilmasindaki énemli 6zelliklerine ek olarak
hazirlama, karakterizasyon ve uygulamada da hizla gelismistir (Liu K. et al., 2013).
Monolitik polimerlerin bir baska avantaji ise, monomerler (belirli bir fonksiyonel grup ve
bir c¢apraz baglayict monomer ile monomer/monomerler), porojenik karigim ve
polimerizasyon reaksiyonunu baslatan bir radikal baglatici igceren homojen bir
polimerizasyon karigimindan tek bir adimda hazirlanabilir (Arrua et al., 2012). Monolitik
kolonlar, bilesimlerine gore ii¢ ana gruba ayrilir; organik polimer bazli, inorganik silika

bazli ve organik-silika hibrit monolitler (Zajickova, 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/monoliths
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chromatographic-analysis
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/chromatographic-analysis
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Inorganik silika bazli monolit, kiiciik molekiillerin hizli ayrilmasi i¢in iyi mekanik
stabilite, gegirgenlik ve yiliksek kolon verimliligi saglar. Bununla birlikte, silika
monolitlerinin ylizeyinin modifiye edilmesi, yogun emek gerektirmekte ve zaman
almaktadir (Cabrera et al., 2000). Silika bazli ve organik-inorganik monolitlerle
karsilastirildiginda; Polimetakrilat, poliakrilamid ve polistiren monolitleri igeren polimer
bazli monolitler, iyi kimyasal stabilite, basit hazirlama gibi énemli avantajlar gosterir.
Silika kolonlar partiikiil dolgulu ve monolit silika olarak hazirlanabilirler. Monolitik
silika kolonlarin, benzer bir kolon verimliliginde daha yiiksek gegirgenlik ve daha yiiksek

mekanik stabilite dahil olmak tizere, silika partikiil dolgulu kolonlara gdre avantajhidir.

Organik polimer bazli monolitler inorganik silika bazli monolitlerin aksine yapimi
oldukga kolaydir (Wilson et al., 2019). Organik polimer monolitik kolonlarda iki ana
gozenek tiirii vardir: mezo gozenekler ve makro gozenekler. Mezo gozenekler (2-50 nm),
analitin aktif adsorpsiyon bdolgelerine eristigi, hareketli mobil faz ile dolu gézeneklerdir.
Makro goézenekler, geri basincit 6nemli Olgiide artirmadan daha biiyiik mobil faz akisi
saglar. Mikro ve mezo gozenekler esas olarak yiizey alanina katkida bulunurken, makro
gdzenekler esas olarak gozeneklilige katkida bulunur (Svec, 2004). Iyi bir monolitik
kolon, yeterince genis bir yiizey alani sergiler ve kolon i¢inde alikonma i¢in yiiksek bir

akis ve diisiik bir geri basing sergiler.

Siirekli monolitik yapi

-----------------------------------

/ mezopor:

FAGALEY

I

polimer makropor
mikroglobdil

mikroporoz yapi

...................................

Sekil 1.8. Kolon igindeki monolit yapinin ayrintili gézenek yapisi (Stassen et al., 2014)

Monolitik fazlar, makro gozenekler yoluyla agin yapisindan kaynaklanan daha yiiksek dig

gozeneklilige sahiptir. Sekil 1.8 monolitik bir kolonun gézenekli yapisin1 gostermektedir.
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Mezo ve makro gozeneklerin aglar1 birbiri etrafinda agsi yapi olusturur. Bu yapisal
ozellik, kolonun diisiik bir hidrolik direncinin mobil faz akisi (diisiik geri basing) ve analit

tutma icin gereken yiizey alanini saglar.

Fonksiyonel monomerlerin ¢esitliligi nedeniyle, polimer bazli monolit, ters fazli sivi
kromatografisi (RPLC), hidrofobik etkilesim kromotografisi (HIC), hidrofilik etkilesim
kromatografisi (HILIC) ve iyon degisim kromatografisi (IEC) dahil olmak {izere ¢esitli
kromatografik modlara genis ¢apta uygulanmigtir (Talebi et al., 2013). Bununla birlikte,
daha az mezoporlar1 ve daha diisiik spesifik yiizey alanlar1 nedeniyle 6zellikle izokratik
elisyonda kiiciik molekiiller icin diisiik kolon verimi ve alikonmaya bagli kolon
performansi sunar ( Liu K. et al., 2013). Mikro gozeneklerin varligi, kiigiik molekiillerin
jel yapisina niifuz etmesine izin verdigi ve durgun kiitle transfer direnci nedeniyle
kromatografik dagilimi arttirdigi i¢in ayirma verimliligine zarart olacaktir (Nischang,
2013).

Biiyiik molekiillerde polimer monolitlerin ve kiigiik molekiillii ayirmalardaki silika bazli
monolitlerin s1vi kromatografi performanslari alanlarindaki belirgin farklari, aslinda silika
bazli ve polimer bazli monolitlerde bulunan gozenekli yapidaki farkliliklar olabilir.
Monolitik kolonlarin gézenek 6zellikleri, 6zellikle genis gdzenekler ve buna bagli olarak
diisiik spesifik ylizey alani, bunlarim biiyiikk biyomolekiillerin ayrilmasi veya
saflastirilmasi i¢in siklikla kullanilmasindan kaynaklanir (Arrua et al., 2012). Yiiksek
gozeneklilik ve ylizey alani, hareketli ve sabit fazlar arasinda hizli kiitle aktarim kinetigi

ve yliksek baglama kapasitesi dahil olmak {izere bir¢ok iyilestirme sergiler.
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Tablo 1.3. Biyoanalitik uygulamalar igin alternatif fazlara kiyasla monolit kullanmanin avantajlari
(Saunders vd., 2009)

Monolitik Sabit Fazlar

Diisiik maliyet, yerinde hazirlamanin géreceli kolayligi, mekanik olarak saglam, geleneksel LC akis hizlariyla olusan
bosluk hacimlerinin yoktur

Biiyiik ve kiigiik molekiillerin ayrilmasi icin monomerlerin ve porojenlerin bilesimlerini degistirerek gézenekli
ozellikleri kontrol edebilir

Yiiksek hidrolik gegirgenlik ve ayirmanin son derece yiiksek akis hizlarinda gergeklestirilmesine izin veren dinamik
kosullar altinda etkin analiz imkan1 verir

Esnek sentez, monolitlerin iyon degisimi, afinite, kiral, karigik mod, kisith erisim, hidrofobik ve hidrofilik dahil
olmak iizere hemen hemen her islevsellik ile sabit fazlar1 farkli analitler i¢in uyarlamak lizere degistirilebilecegi
anlamia gelir

Herhangi bir sekle kaliplanabilir (kilcal, kolon, mikropipet uglart, ¢ip tizerindeki mikroakigkan kanali).

Acik gozenekli yapisi nedeniyle nispeten biyouyumludur

Yaygin olarak kullanilan geleneksel silika bazli partikiill malzemelere gore polimer
monolitlerin bir takim potansiyel avantajlar1 vardir (Tablo 1.3). Polimer monolitler,
ornegin daha biiyiik 6l¢ekli numune hazirlama ve kiiciik dlcekli kapiler veya nano-LC
ayirmalart gibi ¢ogu biyoanalitik duruma uyarlanabilir ve bunlarin biyoanaliz kullanimi
son yillarda artmistir. Bu malzemeler, sivilar ve biyolojik numuneler i¢in yiiksek
gecirgenlikleri gibi daha geleneksel partikiil malzemelerle karsilastirildiginda bazi 6nemli

ozelliklere sahiptir ve bu da onlar kati faz ekstraksiyonu (SPE) i¢in ideal kilar.

Monolitik fazlar ¢esitli formatlarda kullanilabilir ve LC kolonlar1, kat1 faz eksraksiyonu
plakalari, pipet uglar1 dahil ¢esitli formatlarda hazirlanabilir ve hatta nano akis i¢in dar

capli kapilerlerde sentezlenebilir (Saunders et al., 2009).
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Sekil 1.9. Boronik asit ve Fiime silica nanopartikiilleri (FSNP) ile hazirlanmis monolitin SEM goriintiisii
(Aydogan, 2016)

Daha kiigiik i¢ caplar1 ile monolitik kolonlar gida analizinde kiiciik ve orta olgekli
bilesiklerin analizi i¢in kullanilmigtir (Aydogan, 2019). Polimer bazli monolitik nano-
kolonlar LC de yaygin olarak hazirlanmis ve hem durgun faz olarak farkli biyolojik
yapilarin, proteinlerin analizinde (Sekil 1.9) (Aydogan, 2016; Aydogan et al., 2020;
Giinyel et al., 2021; Lynch et al., 2019), iyon analizinde (Aydogan et al., 2015) proteomic
caligmalarinda (Yi et al., 2017) mikro-nano 6l¢ekli kromatografi ¢alismalarinda (Liu Y.
et al., 2018; Vasconcelos Soares Maciel et al., 2020) analitik kolon olarak kullanilmistir.

Monolitik protein ayrimlarinin ¢ogu, organik polimer monolitlerini kullanir. Bu
monolitler, 6zellikle makromolekiil ayrimlar1 i¢in uygun olan genis gozenekli bir
“karnabahar” yapisina sahiptir (Lynch et al., 2019). Monolitik kolon tabanli nano-LC,
genis tabana yayilan numune analiz ¢aligmalarinda biiyiik potansiyele sahip minyatiir bir
ayirma teknigi olarak goriilmektedir. Nano-LC ayrimlari, farkli segeneklerde sabit fazlar
iceren dar i¢ ¢apa sahip kilcal kolonlarda (6rnegin, 50-100 um) gergeklestirilir (Aslan et
al., 2022). Yakin zamanda yapilan ¢alismada garfen oksit ile islevsellestirilmis 50 ve 100
pum capinda bir monolit nano kolon ile bazi kii¢iik molekiiller ve proteinlerin basarili bir

sekilde nano-LC’de ayrimini elde edilmistir (Aydogan et al., 2021).
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1.4. Eksozomlar

Eksozomlar, ilk olarak 1980 yillarinda R. M. Johnstone ve arkadaslar1 tarafindan
kesfedilmis ancak islevleri hakkinda o yillarda hiicresel atiklarin hiicre disina atilmasinda
gorev aldiklarini 6n gérmiislerdir (Pan B.T. and Johnstone, 1985; Pan B.-T. ve Johnstone,
1983). On yi1l sonra, eksozomlarin B lenfositleri ve dendritik hiicreler tarafindan benzer

bir yoldan salindigi bulundu (Raposo et al., 1996). 2000’ 1i yillardan sonra eksozomlarin

mRNA ve miRNA igeriklerinin saptanmasiyla beraber onlara olan ilgiyi biiylik oranda

arttirdi (Théry, 2011).

Sekil 1.10. TEM mikroskobuyla gériintiilenmis 100 nm ¢apinda sigir siitii eksozomu

Eksozomlar 40-100 nm (Sekil 1.10) ¢apinda olduklar1 bilinen hiicre i¢i endozomuyla
olusturulan ve hiicre disina hiicre plazma zarindan salinan hiicre dis1 vezikiillerin bir alt
grubudur (Simpson et al., 2009). Bu biyogenez mekanizmasi, mikrovezikiillerden ve
apoptotik kabarciklardan farklidir ve eksozomlarin digerlerinden farkli 6zel islevlere
sahip olabilecegi hipotezine yol agmistir (Tauro, 2013). Eksozomlar, ¢ift katmanl
fosfolipit zar yapisina sahip hiicre dist vezikiillerdir. Su ana kadar yapilan
simiflandirmalara gore 3 farkli hiicre dis1 vezikiiller karakterize edilmistir: eksozomlar,
mikrovezikiiller ve apoptotik cisimler. Hiicre dis1 vezikiiller boyut, goérev ve igerik

bakimindan farklilik gostermektedir. Eksozomlarin izolasyon caligmalarinda ¢ogunlukla
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orneklerin siipernatant kismi tercih edilmistir. Bunun nedeni, protein, lipit vb.
safsizliklarin  gidermek ve eksozomlarin izolasyonunun kontrolli bir sekilde
yapilabilmesidir. Bununla birlikte numune ve caligmaya alanina gore spesifik yontemler

de kullanilabilmektedir (Wang L. et al., 2019).
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Sekil 1.11. Biyogenez ve ekstraseliiler vezikiillerin hiicre membranindan salgilanmasi (Tauro, 2013)

Eksozomlar Sekil 1.11°de gosterildigi gibi, membran mekanizmasini igeren ard arda
gelisen iki ayr siirecte endositik yolla olusur. ilk olarak, plazma zarindan tiiretilen
endositoz, hiicre dis1 s1v1 i¢eren igten disa yonelimli endositik vezikiiller olusturur. Coklu
endositik vezikiillerin flizyonu, multivezikiiler bir govdeye (MVB) olgunlagan erken bir

endozom olusumuyla sonuglanir (Tauro, 2013).

Genel olarak, boyut, bilesim ve islev agisindan biiyiik 6l¢iide degisebilen heterojen bir
popiilasyonun salinmasina yol agan birden fazla EV olusumu yolu vardir. Simdiye kadar,
izole vezikiillerin alt popiilasyonuna dayali olarak belirli bir yol atamak zorlugu devam
etmektedir. Bu nedenle, EV'lerin biyogenezini, siniflandirilmasimi ve serbest
birakilmasii farklilastiran faktorlerin daha iyi anlagilmasina acgik bir sekilde ihtiyag
vardir. Uluslararasi EV'ler Dernegi (ISEV), bir EV'yi belirli bir biyogenez yoluna
atamanin zorlugundan dolay1, EV serbest birakilma sirasinda canli goriintiileme teknikleri
yakalanmadig1 siirece, bu tip vezikiiller i¢in bir semsiye terim olarak EV'nin

kullanilmasin1 6nermektedir (Gandham et al., 2020).
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Sekil 1.12. Eksozomlar , mikrovezikiiller ve apoptik govdeler(Wang X. et al., 2021)

Ekstraseliilar vezikiillerin alt gruplar1 boyutlar1 ve islevleri bakimindan hetorejen bir
dagilim gostermektedir (Sekil 1.12). Salgilama mekanizmasi dogrultusunda boyutlari 40-
100 nm arasinda degisiklik gosteren multivezikiiller i¢inde olusturulan ve eksozitoz

yoluyla hiicre disina salgilanan eksozomlar yer alir.

Eksozom membran bilesenlerinin konumlanmasi ve liimenlerinin igerigi ana
hiicreninkine benzer. Eksozomlar i¢in salgilandiklar1 ana hiicrenin kiiciik kopyasi da
denilebilir (Raimondo F. et al., 2011). Eksozomlar tim memeli hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Insanlarda eksozomlar, plazma, idrar, tiikiiriik, anne siiti ve
bronkoalveolar lavaj sivisi dahil olmak {izere fizyolojik sivilarda bulunur (Yamauchi et
al.,, 2019). Eksozomlar mikroRNA, mRNA, membrandz ve hiicre i¢i proteinler
icerdiginden, hem eksozom yiizey antijenlerinin hedef hiicre reseptorii ile dogrudan
etkilesimi hem de RNA'larin ve proteinlerin eksozomlarda tasinmasi yoluyla hiicreler

arasi iletisimde rol oynadiklar1 6ne stiriilmiistiir (Théry et al., 2009; Valadi et al., 2007).

Cesitli biyolojik yiikler tasiyan EV'lerin, ana hiicrelerin fizyolojik durumunu yansittig
kabul edilir (Stremersch et al., 2016). Eksozomlarin 4563 protein, 764 miRNA, 1639
mRNA ve 194 lipid igerigi karakterize edilmistir (Mathivanan et al., 2012). Her tiir

dokudan eksozom kargolarini simiflandirma c¢abasiyla 2009 yilinda bir veri tabam
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gelistirilmistir (Keerthikumar et al., 2016). Mevcut durumda ise exoCarta platformunda
9769 protein, 3408 mRNA, 2838 miRNA ve 1116 lipid rapor edilmistir.
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Sekil 1.13. Pubmed’de ‘exosomes’ terimi ile yapilan aragtirmanin yillara gére yayin sayist grafigi

Eksozomlara olan ilgi yayimlanan arastirmalardan goriilmektedir. Sekil 1.13° te Pubmed
veri tabanindan “exosomes” terimi ile yapilan arastirmada yayin sayisi, 2010 yilinda 282
yaymm mevcuttur ve eksozomlarin onemli fonksiyonlarinin kesfedildigi bu tarihten
itibaren ¢alismalar hizla artmistir ve 2022 yilinda 5200’e ulasarak eksozomlara olan

ilgiye 6nemli dayanak olusturmustur.

1.4.1 Gidalarda Eksozomlar

Eksozomlar, farkli organizmalarin biyolojik sivilarinda bulunan nano vezikiillerdir (40-
100 nm) (Simpson et al., 2009). Gidalarda bulunan biyoaktif bilesenlerinin insan sagligi
ve hastaliklar1 tizerindeki etkisi onemli bir alan olusturmaktadir. Hiicredis1 vezikiillerin
alt grubundan biri olan eksozomlar gidalarda kesfedilen onemli biyoaktif bilesenler
arasindadir (Munir et al., 2020). Eksozomlar meyvelerden, sebzelerden ve hayvansal
kaynaklardan elde edilen gidalardan basarili sekilde izole edilmistir (Raimondo S. et al.,
2015). Son yillarda yapilan ¢alismalarda limon, zencefil, havug, greyfurt ve siit gibi

gidalardan eksozomlar izole edilmistir. Bitkilerden izole edilen eksozomlarin anti-
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enflamatuar Ozellikler, anti-proliferatif, anti-kanser gibi hastaliklara karst antijen

ozellikler sergilemistir (Raimondo S.et al., 2015; Wang B. et al., 2014).

Gida kaynakli eksozomlar (FDE), bagirsakta kolayca emilebilir ve kan akis1 yoluyla diger
organlara verilerek alic1 hiicrelerde uzaktan islev gorebilir. Bundan dolay1r FDE'lerin
spesifik kargolanmasi ve yiiklerinin bosaltilmasinin detaylar1 ve hedef hiicrelerle
etkilesimi hakkindaki ¢alismalar yetersiz olsa da bu molekiiller fizyolojik ve patolojik
stireclerin kontroliinde ve terapdtik araglar olarak potansiyel rolleri nedeniyle dikkat

cekmistir (Munir et al., 2020).

Siit eksozomlarinin ekonomik uygulanabilirligi, toksik olmamasi ve alerjik sok etkisinin
olmamasi nedeniyle, farkli terapotik molekiiller i¢in ilag dagitim sistemlerini siit
eksozomlarin1 daha ¢ok caligmaya itti (Munagala et al., 2016). Eksozomlarin RNA
iceriginin belirlenmesi ve hiicreler arasi iletisimdeki rollerinin rapor edilmesinden beri,
EV'lerin, niikleik asitlerin belirli hiicrelerle hiicre i¢i iletimini saglayan dogal bir ilag

dagitim sistemi (DDS) olarak kullanilmas1 arastirilmaktadir (Somiya et al., 2018).

1.4.2. Siit Eksozomlari

Siit, yenidogan i¢in biiyiimeyi, gelismeyi destekleyen ve bagisiklik sisteminin gelisimini
desteklemek i¢in biyoaktif bilesenler saglayan ilk besindir (Ballard and Morrow, 2013).
Siitlin  besleyici roliine ek olarak, yenidoganlarin sindirim sisteminde aktif olan
immiinoglobulinler (antikorlar) ve immiin diizenleyici proteinler dahil biyoaktif
bilesenler icerir. Ozellikle, eksozomlar ve siit yag: globiilleri (MFG) dahil olmak iizere

farklt EV'ler, siit biyoaktif bilesikleri arasinda yer almaktadir (Reinhardt et al., 2012).

Inek siitii kolostrumu bol miktarda kazein, B-laktoglobulin ve a-laktalbiimin gibi
proteinleri ve monosit farklilagma antijeni CD14 gibi bagisikligin gelismesi ve yeni
doganin biiyiimesi i¢in Onemli bilesenleri icermektedir. Dogumdan hemen sonra
salgilanan siit (kolostrum) immiinoglobulinler ac¢isindan zengin farkli bir protein
bilesimine sahiptir (Farrell et al., 2004). Kolostrum sonrast siitte bu bilesenlerin (laktoz

hari¢) cogunun miktar1 kolostrum siitiine oranla daha diistiktiir.
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Sekil 1.14. Pubmed de ‘milk exosomes’ terimi ile yapilan aragtirmada yillara gore yayin sayisi grafigi

Siitte eksozom ¢alismalart siitiin cazip bir 6rnek olmasindan dolay: artmistir. Sekil 1.14°te
yil yil siit eksozomlarma olan ilgi artarak devam ettigi goriilmektedir. Ozellikle
eksozomlarin izolasyon ve karakterizasyonda c¢aligmalarin derinlesmesi ile farkl
teknikler gelistirilmistir ve ¢aligmalarin bagladigi 2000°1i yillarin basinda siit eksozomlar1
iizerine yayinlanan yayin sayist 1 ile 5 arasinda kalirken, 2021°e gelindiginde bu say1

85’e ulagmustir.

Birgok calisma eksozomal tasiyicilar ile dikkate deger sonuglar bildirmis olsa da, 6l¢ek
biliylitme ve immiinojenisite ile ilgili sorunlar, terapotik iiriinler olarak eksozomlarin
gelistirilmesinde 6nemli engeller teskil etmektedir (Akao et al., 2011). Bu ¢aligmalarda
belirtilen o6nemli engellerden biri hiicre dizilerinden veya hasta Orneklerinden
eksozomlarin toplanmasi, ticari farmasotik liretimle uyumlu degildir ve eksozomlarin
protein bileseni, sistemik olarak uygulandiginda ise muhtemelen bagisiklik tepkilerini
tetikleyecek olmasidir. Bununla birlikte, eger mevcut kaynaklardan bol miktarda
eksozom hasat edilebilirse ve bagisiklik endiseleri hafifletilebilir veya ¢oziilebilirse, bu
engeller potansiyel olarak asilabilir durumda olacak (Mathivanan et al., 2010). Oral
uygulama ila¢ kullanimi i¢in siit eksozomlar1 ile yapilan bir klinik deneyde siit
eksozomlarindan gelen miRNA'larin, kan hiicrelerindeki genleri diizenlemek i¢in yeterli
seviyelerde insan hastalarin kanina emildigini gostermistir (Baier et al., 2014; Zempleni
etal., 2017).
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Bagka bir c¢alismada, eksozomlarin Olgeklenebilir miktarlarda inek siitlinden elde
edilebilecegini ve siit eksozomlarimin oral uygulama yoluyla ila¢ vermek icin
kullanilabilecegini ileri siirmiistiir. Hemen hemen ¢ogu insanin ¢ocukken siit tiiketmesi ve
birgogunun yasamlar1 boyunca ecksozom igeren siit iriinleri (6rnegin, siit, yogurt)
tilketmesi gercegi, insanlarin inek siitiindeki proteinlere karsi bir bagisiklik toleransi
gelistirmis olmalart muhtemel kilmaktadir. Reinhardt ve ark. inek siitii eksozomlarinda
vezikiil flizyonu ve tasiyiciligr ile ilgili Rab proteinleri ve anneksinler gibi 2107 protein
tanimlad1 (Reinhardt et al., 2012). Inek siitii eksozomlar1 mide asitleri tarafindan
bozulmaya kars1 korundugundan (Izumi et al., 2012), siit eksozomlarinin insan tibbinda
ila¢c dagitim sistemleri (DDS) i¢in yararli oldugu diistiniilmektedir; inek siitii eksozom

kapsiillii formiilasyonlar1 terapdtik amaglar i¢in kullanilabilir.

Inek siitiiniin proteomu insan siitiinden énemli 6l¢iide farklilik gdsterse de, hem inek siitii
hem de kolostrum, bebek mamasi ve protein takviyelerinin iiretimine Onemli
katkilarindan dolay siirekli olarak incelenmistir (Le et al., 2011). Son on yilda, hiicre dist
vezikiiller (EV'ler) ¢esitli tiirde siitlerden karakterize edilmistir (Baddela et al., 2016; Gu
et al., 2012; Quan et al., 2020; Samuel et al., 2017; Vaswani et al., 2019). Siit hiicre dis1
keseciklerine (MEV'ler) baslangigta insan siitiinde (Admyre et al., 2007) ve daha sonra
sigir siitinde (Hata et al., 2010) bagisiklik diizenleyici 6zellikler {izerinde ¢alisilmigtir
(Hansen et al., 2022).

Inek siitii eksozomlari iizerindeki ¢alismalarin bir diger yonii laktasyon evresi 6zellikle de
mastisis meme hastaligi ile ilgili, gelismis teshislere, siit kalitesinde ve ¢iftlik karliliginda
iyilesmelere yol acacak olan meme fizyolojisi ve immiinolojisinin daha iyi anlagilmasinin
anahtaridir (Boehmer, 2011). Eksozom fonksiyonlarinin/proteinlerinin meme saglig
tizerinde etkileri olabilir. Bu proteinlerin eksozomlarda tanimlanmasi, meme beziyle
iligkili hiicrelerde bu yollarin varligini ve bu bagisiklik mekanizmalarinin bir enfeksiyon

durumunda yanit vermeye hazir oldugunu basit¢e gosterebilir.

Bagisiklikla iliskili proteinler, bir enfeksiyona kars1 bagisiklik tepkisinde dogrudan bir rol
oynayabilir. Eksozomlarin antijenleri paketleme ve proinflamatuar yanitlari uyarma
yetenegi, meme enfeksiyonlarimin kontrolii ve anlagilmasi i¢in ¢ikarimlar mevcuttur.

Ornegin, MHC smif I molekiilleri, siit eksozomlarmin dis yiizeyinde bulunur.
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Eksozomlarin, bagisiklik hiicresinin spesifik baglanmasi ve aktivasyonu ile sonuglanan
T-hiicreleri ile ayn1 kokenli MHC smif I antijenlerini sundugu gosterilmistir. Ayrica,
antijenik peptitler iceren eksozomlar, dendritik hiicreler tarafindan alinabilir ve antijeni T

hiicrelerine sunabilir (Bobrie et al., 2011).

Siit eksozomlarna iligkin bu veriler, laktasyon ortasindaki ineklerden alinan eksozomlar
icin genis bir veri tabani olusturur ve bu nedenle meme bezindeki fizyolojik kosullar
degistikce meme hiicrelerindeki fonksiyonel degisiklikleri incelemek i¢in bir arka plan
olusturur. Son olarak bu veriler, meme fonksiyonu ve siit bilesenleri ile ilgili “Omics”
veri tabanlarinin genisletilmesine katkida bulunur. Bunlar, 6zellikle eksozomlarin yeni
tanimlanmis bagisiklik fonksiyonu rollerine odaklanan gelecekteki fonksiyonel
caligmalarda laktasyon fizyolojisi ve meme sagliginin daha iyi anlasilmasinin anahtari

olacaktir (Reinhardt et al., 2012).

Siit sigirlarinda sagim déneminde sagim giinde iki kez yapilir ve biiyilik miktarda siit elde
etmek kolaydir. Bununla birlikte, toplam inek siitii proteinlerinin %80'inden fazlasin
olusturan ana siit proteinleri olan biiylik miktarda kazeinin mevcudiyeti nedeniyle inek
stitii eksozomlarini izole etmek ve saflagtirmak zordur (Groenen & van der Poel, 1994).
Bu nedenle, siit eksozomlariin sonraki analizleri i¢in ilk olarak kazeinleri ¢ikarmak icin

siral1 ultrasantrifiijler (UC) gereklidir (Yamauchi et al., 2019).

1.5. Eksozomlarin izolasyon Yéntemleri

Eksozomlarin tekrarlanabilir izolasyonu ve zenginlestirilmesi biyolojik islevlerinin
degerlendirilmesine yardimci olacaktir. Bununla birlikte, eksozomlar boyut, igerik,
fonksiyon ve kaynak bakimindan heterojendir bu durum eksozomlarin izolasyonunu
zorlagtirmaktadir. Mevcut izolasyon tekniklerinin ¢cogu, eksozomlar1 benzer biyofiziksel
ozelliklere sahip lipoproteinlerden ve endozomal olmayan yollardan tiiretilen hiicre disi
vezikiillerden tam olarak ayiramaz, bu da diisiik eksozomal saflik ile sonug¢lanir. Bununla
beraber eksozomlar1 en saf sekilde saflastirmak i¢in hala gecerli bir yontem tam olarak

gelistirilememistir.
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Tablo 1.4. Yaygin eksozom izolasyon tekniklerinin kargilagtirilmasi (Li P. et al., 2017)

izolasyon Teknigi | 1zolasyon prensibi Avantajlar Dezavantajlar
Diisiik ayirma maliyeti ve Yiiksek ekipman maliyeti,
diisiik kontaminasyon, hantal, uzun caligma

. . iylik numune kapasitesi il liresi ve agir is yukii
Bilesenlerin ve bityik numune kapasitesi ile | siiresi ve agir is yikd,

Ultrasantriifiije Sziinmiis maddelerin biiyiik miktarlarda eksozom | diisiik taginabilirlik
Dayali Teknikler soz 3 eldesi saglar, az teknik durumu, yiiksek hizli
yogunluk ve boyuta . e )
dayal ayrimlart uzmanlik, az veya hig santrifiijleme ile
numune on islemi eksozomlara zarar gérme
gerektirmez, ihtimali
Filtrasyon membranina
0,8 um, 0,45 pm, Farkl1 parcaciklar, molekiiler Zlils)észlgillfani?emyle
Ultrafiltrasyon 0,22 pm ¢aph agirliklarma ve boyutlarina ) Y .
membrane dayali ayirma Filtreleme sirasindaki
kullanilmasi Yiiksek saflik basing ile EV'lerin

deformasyonu ve hasari

Ultrafiltrasyon ile, hizli, 6zel
ekipman gerektirmez, diigiik | Utrafiltrasyon ile, izole
Eksozom izolasyonu, | ekipman maliyeti, iyi edilmis eksozomlarin orta
eksozomlar ve diger taginabilirlik, dogrudan RNA | derecede safligi, kesme
Boyuta Dayali bilesenler arasindaki | ekstraksiyonu miimkiin. SEC | geriliminin neden oldugu

Teknikler boyut farkina dayal ile, yiiksek saflikta eksozom | bozulma, tikanma ve
aylrma eldesi, biyolojik aktiviteyi vezikiil yakalama olasiligi,
(ultraffiltrasyon, korur; istiin zarlara yapisma nedeniyle
SEC) tekrarlanabilirlik, orta seviye | eksozom kaybu.

ornek kapasitesi.

Eksozom izolasyonunda birgok yontem kullanilir (Tablo 1.4). En yaygin olarak
kullanilan teknikler; Boyut dayali teknikler (SEC), ultrafiltrasyon ve ultrasantriifiijleme
olarak siralanabilir. Bu tekniklerin 6nemli avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. En
yaygin kullanilan teknik ultrasantriifiijleme teknigidir. Diisiik ayirma maliyeti ve diisiik
kontaminasyon, biiylik numune kapasitesi ile biiyiik miktarlarda eksozom eldesi teknigin
onemli avantalaridir. Ek olarak ultrasantrifiijleme, ¢cok az teknik uzmanlik gerektirir ve
cok az veya hi¢ numune 6n islemi gerektirmez. Yiiksek maaliyetli ekipman, uzun ¢aligma
stiresi ve agir ig yiki, diisiikk tasinabilirlik durumu, yiiksek hizli santrifiijleme ile

eksozomlara zarar gorme ihtimali ise teknigin dezavantajlar1 arasindadir.

1.5.1. Ultrasantrifiijleme Teknigi (UC)

Ultrasantrifiijleme (UC) su anda en yaygin kullanilan eksozom izolasyon teknigidir ve

eksozom ekstraksiyonu ve ayrilmasi i¢in altin standart olarak da bilinir. UC, esas olarak,
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bir ¢ozeltideki her bir bilesenin boyut ve yogunluk farkliliklarina dayali olarak gerekli
bilesenleri toplar, bu nedenle sedimantasyon katsayisinda 6nemli farkliliklar olan biiyiik
dozlu numune bilesenlerinin ayrilmas:t ig¢in uygundur (Livshits et al., 2015).
Ultrasantrifiijleme esas olarak iki asamaya ayrilmistir. Ik olarak, bir dizi siirekli diisiik
orta hizli santrifiijleme Ol hiicreleri, hiicre kalintilarin1 ve biiyiilk boyutlu hiicre dist
vezikiilleri uzaklastirmak ve daha sonra eksozomlari 100.000 x g'lik bir merkezkag
kuvveti ile daha yiiksek bir hizda ayirmak icin eksozomlar Kirletici proteinler gibi
safsizliklar1 gidermek i¢in PBS ile yikamak. Calismalar, santrifiijleme siiresi, merkezkac
kuvveti, rotor tipi ve parametrelerinin tiimiiniin hedef eksozomlarin verimini ve safligini
etkiledigini bulmustur (Cvjetkovic et al., 2014; Livshits et al., 2015). Burada bir dizi
diferansiyel merkezkag¢ kuvveti ve zaman kullanilir. Once daha biiyiik parcaciklar,
ardindan daha kiigiik parcaciklar ayrilir. Hiicrelerin, hiicresel kalintilarin, biiyiik EV'lerin
ayrilmasi icin diisiik merkezkac kuvvetleri (<10000 g) kullanildi. Eksozom toplama igin
uzun siireli (100000-200000 g, >70 dk) giiglii merkezka¢ kuvveti kullanildi. Fosfat
tamponlu salin, kalan proteinlerin ¢ikarilmasi i¢in eksozomlarin peletini yikamak i¢in
kullanilir. Bu iglem safligi artirmasina ragmen, izole edilmis eksozomlarin verimini

azaltir (Akuma et al., 2019).

1.5.2. Ultrafiltrasyon

Diferansiyel ultrasantrifiijleme ile izole edilen eksozomlarin diisiik safligi nedeniyle hem
daha yiiksek saflik hem de verim ile eksozomlarin biiylik 6lcekli izolasyonu igin
yontemler tasarlamaya yoOnelik ¢abalar devam etmektedir.  Ultrafiltrasyon,
biyomolekiilleri boyut farkina gore ayiran bir tekniktir (Akuma et al., 2019). Eksozom
parcaciklarinin daha yiiksek bir geri kazanimina yol agtigini gézlemledigi bir ¢aligmada,
bu yontemi ultrasantrifiijlemeye daha hizli bir alternatif olarak 6ne siirtilmistiir (Lobb et
al., 2015). Ultrafiltrasyon, daha sonra eksozomlarin izolasyonu ile biiyiik molekiiler
boyutlu kirleticileri ortadan kaldirmak i¢cin membran filtrelerin ve basincin kullanilmasini
icerir. Yiiksek saflik vaadine ragmen, filtrasyonda uygulanan basing, daha biiyiik
vezikiiller eksozomlara benzeyen vezikiillere parcalanabilecegi ve eksozomlarla birlikte

izole edilebilecegi igin kontaminasyona yol agabilir (Li P.et al., 2017).
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1.5.3. Boyut Dislama Kromotografisi (SEC)

SEC ile izolasyon, partikiillerin boyutuna bagl olarak gozenekli sabit bir faz ile izole
edilmesine dayanir. Belirli bir boyutta birgok gozenek igeren kiiresel jel boncuklara sahip
bu gozenekli duragan faz (kolon) SEC’in temelini olusturur. SEC ile ayirmada numune
cozeltisi duragan fazdan gecerken, kiigiik parcaciklar gozeneklerden gecer ve daha biiyiik
olanlar eliiec edilerek disar1 ¢ikar. SEC ile eksozom izolasyonu, eksozomlar ve diger
bilesenler arasindaki boyut farkina dayali izolasyonu yapilir (Bankar et al., 2022). SEC
ile yiiksek saflikta eksozom elde edilir ve bdylece biyolojik aktiviteyi korur. SEC yiiksek
tekrarlanabilirlik ve orta seviye drnek kapasitesi nedeniyle tercih edilmektedir (Li P. et
al., 2017).

Her izolat teknigi, yogunluk, boyut veya immiinoafinite gibi eksozomun kendilerine 6zgii
bir ozelligine/karakteristiklerine dayandigindan, diisiik ile orta dereceli safliklar izole
eksozomlar siklikla gozlenir. Ote yandan, bu teknikler, daha yiiksek maliyetlere sebep
olur, bu nedenle potansiyel olarak hem analiz oncesi hem de sonrasinda daha biiyiik hata

Olusturur ve daha diistik geri kazanimlarla sonuglanir.

Bu caligmada ultrasantriifiijj yontemi ile eksozomlarin izolasyonu sonrasinda ters faz
nano-LC sistemiyle yiiksek hidrofobik monolitik kolon kullanarak yeni yaklagimlar
eksozom izolasyonu ve analizleri hedeflenmistir. Eksozom analizlerinde literatiirde nano-
LC kullanim1 yeni bir yaklasim olmakla birlikte en yaygin yontem olan ultrasantriifiijiin

onemli ustunlikleri bulunmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

1950 yilinda kapiler nano kolonlar gaz kromatografisi i¢in Golay tarafindan ugucu

bilesenlerin analizinde kullanilmigtir (GOLAY, 1958).

El-Rassi ve Horvath tarafindan 1960-1985 1i yillar arasinda nano diizey kromatografi
caligmalar1 i¢ capr diisiik kolonlar kullanilarak yapilmis ve diisiikk miktarli numunelerin
analizinde kullanilarak gelistirilmistir (El Rassi and Horvath, 1986; Horvath et al., 1967;
Rassi and Horvath, 1986).

1988°de Karlsson ve Novotny tarafindan nano-LC teknigi tanimlanmis ve kiiciik ¢aph

partikiil kolonlar kullanilarak literaturde gosterilmistir (Karlsson and Novotny, 1988).

1990-2000 arasinda nano-LC teknigi laboratuvarlarda uygulanmasina ve pek ¢ok bilimsel
caligma yapilmasina ragmen ticari olarak tiretimi sinirlt olmustur (Deterding et al., 1991;

Fanali et al., 2004; Novotny, 1996).

Monolitler Svec ve Frechet tarafindan 1996 yilinda Science dergisinde tanitilmistir (Svec

and Frechet, 1992).

El-Rassi ve arastirma grubu farkli tiirde nano-kolon hazirlayarak nano-LC sisteminde
kullanmiglardir (Bedair and El Rassi, 2005; Okanda and El Rassi, 2007).

Nano-LC uygulamalar1 i¢in son zamanlarda farkli monolitik nano-kolon hazirlanmis ve

kromatografik durgun faz olarak ayirma amagh kullanilmistir (Hong et al., 2016).

Grafenin tek tabakali yapisinin gézlenmesi ve karakterizasyonu ilk olarak Novoselov ve

arkadaglari tarafindan 2004 yilinda tesbit edilmistir (Novoselov et al., 2004).

Wang ve Yang ilk olarak 2012 yilinda GO kullanarak GO-monolit hazirlamiglardir
(Wang M.-M. and Yan, 2012).
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Qu ve arkadaslar1 Grafen ve GO kullanarak, 3-AMDS ile kaplanmis kapiler durgun faz
hazirlamig daha sonra kapiler sivi kromatografide kullanmislardir (Qu et al., 2012).

Eksozomlar kesfedilmeden 6nce, memeli hiicrelerinin birbiri arasinda hiicresel bilgileri
ilettigi bilinmesine ragmen bunlarin hangi yollarla ve nasil iletildigi tam olarak
anlagilamamistir. Eksozomlarla ilgili ilk olarak 1983 yilinda, iki farkli kan 6rneginde
yapilan calisma ile retikiilositlerin eritrositlere doniistiigii gozlemlenmis ve transferrin
reseptorlerinin 50 nm biyiikliigiindeki kiiciik vezikiiller yoluyla hiicre bosluguna
salindigr iki ayr1 makalede bildirilmistir (Harding et al., 1983; Pan B.-T. and Johnstone,
1983).

1987 yilinda Rose Johnstone restikiilositlerin olgunlagmasi sirasinda vezikiil olusumunu
aciklarken onlar1 diger vezikiillerden ayirt etmek icin ‘eksozom’ terimini ortaya atmistir

(Johnstone et al., 1987).

Escudier ve calisma grubu tarafindan 2005 yilinda dentrik kokenli hiicrelerden tiiretilmis
eksozomlarin as1 olarak kullanilmasi iizerine yapilan klinik c¢alismada eksozomlarin

bagisiklikta dnemli rol aldiklari bildirilmistir (Escudier et al., 2005).

Bagslarda siit vezikiilleri, Admyre tarafindan yapilan ¢alismada insan siitiinde bagisiklik

diizenleyici olarak atanmigtir (Admyre et al., 2007).

2000’11 yillardan sonra siit eksozomlar ile ilgili birgok ¢alisma ele alinmis ve cesitli
slitlerden eksozomlarin elde edildigi bildirilmistir (Baddela et al., 2016; Gu et al., 2012;
Hata et al., 2010; Quan et al., 2020) .

Sigir siitiinden eksozomlar1 izole etmek i¢cin Yamada ve ¢alisma arkadaglar1 yaptiklari
caligmada 4 farkli izolasyon metodunu degerlendirmistir. Eksozom verimi agisindan bu
yontemler yaygin kullanilan ultrasantriifiij yontemi ile karsilastirilmistir (Yamada et al.,
2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Alet ve EKipmanlar

Kromotografi analizleri i¢in proFlow nano LC (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
series- NCS, 3500 RS) sistemi kullanildi. Sistem baslica su birimlerden olusur; solvent
rezervuart (SRD-3400), pompa (NCP-3200RS), degisebilir 3 nl flow cell kapasitesi ile
UV-Vis dedektor (3400-RS) ve son olarak oto drnekleyici (WPS-3000 RS). Ultra saf su
icin (Direct-QR-3) Millipore corporation (Billerica, MA, ABD) cihazi kullanildi. Ayrica
hassas LC sisteminde kullanilmak iizere yiiksek saflikta aritilmis su igin LC-pak® (No:
LCPAKO000) tiriinii kullanildi. Partikiil igeren sivi solusyonun homojenize edilmesi i¢in

Bandelin ultrasonikator kullanildi.

NCS-3500 RS ProFlow-nano-LC: (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series)
Dedektor: VWD-3400RS (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series)
Autosampler: WPS-3000TPL (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 series)
Sogutmali Santriifiij: Beckman Coulter (Allegra X-30R)

Elektron Mikroskop: (SEM, Zeiss, Evo-50)

FT-IR spektometre: (PerkinElmer, spectrum 100)

pH Metre: Thermo Orion Star A111

Magnetic Karigtirict: Termal WN-H320

Karistirici(vorteks): WN-2800

Ultrasonic Su Banyosu: WUC-DO06H

Hassas Terazi: HR250AZ (252 g/0,1 mg)

Su Banyosu: WF-SB11

Ultra Saf Su Cihaz1: (Direct-QR-3) Millipore corporation (Billerica, MA, ABD)
Otomatik Pipet: EPPENDORF

Siringa Filtre (0,20 pm): Corning NY 14831(Lot:02821008) (Almanya)

Tiip (14 m), Cutter, Septum
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3.2. Sarf Malzemeler

Asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) (99% LC-Grade) Merck A.G (Darmstadt,
Almanya) den, N, N-Dimetilformamid (DMF) ve Toluen (>98%) Aldrich’den satin
alindi. Alkilbenzenler, 1- Dodecanol (Lauryl alkol) Merck’den (Darmstadt, Almanya)
satin alindi, AIBN (2,2’-Azobisisobutyronitrile) Chemical (Sangay, Cin) den satin alindi,
Butil metakrilat (BMA), 3-(Trimetoksilill)propil metakrilat (TMSPM) ve etilen
dimetakrilat (EDMA) Merck’den (Darmstadt, Almanya), sodyum hidroksit (NaOH)
Biontech Co. Ltd.’den satin alindi. TSP050375 50 um i.d. ve 363 um o.d. (Lot:
BUHTO02A) BGB Analitik’den satin alindi. Reduced grafen oksid (Lot: MKBW8678V)
Aldrich’ den (USA) satin alindi.

3.3. Deneysel Yontem

3.3.1. Kolon Silanizasyonu

Silanizasyon, kapiler kolonun polimerizasyon asamasindan 6nce bir 6n hazirlama
islemidir ve kolonun i¢ duvarindaki hidrolize olmus silanol gruplarinin yogunlastirilmasi

saglanir. Silanizasyon islemi ile silanol gruplarmin yogunlugunu arttirmak amaciyla

alkali bir soliisyon kullanilir.

Kolon I¢ Duvart

: :
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Sekil 3.1. Silanizasyon sonucu kapiler kolon i¢ duvarinda meydana gelen 3-(Trimetoksilill) propil
metakrilat (TMSPM) ile silanol gruplarinin etkilesim mekanizmasi
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Silanizasyon ile erimis silika kapiler kolonlarin i¢ yiizeyindeki siloksan gruplari, sonraki
polimerizasyon i¢in baglayici gorevi goren silanol gruplarinin yogunlugunu arttirmak
stiretiyle vinilizasyon i¢in 6n islem yapilir (Sekil 3.1) (Gusev et al., 1999). Kapiler i¢
yiizeyin silanizasyonu yiiksek basinca direngli, mekanik olarak stabil kolonlar hazirlamak
amaciyla polimerin kovalent olarak baglanmasini saglamak i¢in kullanilir. Kolon i¢

duvarinda bahsedilen vinil gruplarini elde etmek i¢in ¢calismamizda TMSPM kullanildi.

Silanlama yapilmak tizere 50 cm uzunlugunda fused kapiler kolonu Kkesici (cutter)
kullanilarak kesildi. Silanlama isleminden 6nceden 0,5 M NaOH hazirlandi. Vinilize
islemi i¢in kullanilan TMSPM, MeOH ile %50-50 oraninda karistirtlarak hazirlandi.
Silanizasyon islemi i¢in 1 ml’lik siringa kullanildi. Her asama icin ayri siringalar

kullanildi.

I 15 dk NaOH (0.5 M) |

|

| 15 dk Saf Su |

|

| 15 dk MeOH |

|

| 15 dk TMISPM/MecOH (%6 50-50) |

l

| Su Banyosu (35 °C 20 Saat) |

l

| 15 dk MecOH |

|

| 15 dk Aseton |

|

| Etiiv (50 °C 24 saat) |

Sekil 3.2. Kolon silanizasyonu islem basamaklar1

Silanlama i¢in ilk olarak bos kapiler kolon 15 dk boyunca 0,5 M NaOH ile muamelesinin
ardindan 15 dk siireyle deiyonize su kullanilarak yikandi. Sonraki adimda sirasiyla
kolondan 15 dk MeOH ve %50-50 oraninda hazirlanan TMSPM/MeOH karisimi

kolondan gegirildi. Islem sonunda kolonun her iki ucu septum ile kapitilarak 6nceden
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ayarlanmig 35°C su banyosunda 18-20 saat bekletildi. Ayarlanan siire sonunda su
banyosundan c¢ikarilan kolon 15 dk siireyle metanol ile yikandi. Bu asamada kapiler i¢
duvara baglanamamis yapilarin kolondan arindirilmasi amaglanmaktadir. Son olarak
kolonu kurutmak amaciyla 15 dk aseton ile muamele edildi. islem sonunda kolonlar
tamamen kurutulmasi amactyla 50 °C 24 saat etiive konuldu (Sekil 3.2). Ayni islemler
diger kolonlar igin tekrar edildi.

3.3.2. Grafen Oksit Sentezi

GO sentezi yayimlanmusg literatiire (Aydogan et al., 2021; Hummers and Offeman, 1958)
gore yapildi. GO hazirlama igin grafit kullanildi. Ozetle, 1 g grafit tartildi, 5 mL H2SO4
(%98), 2 g K2S20s ve 2 g P20s igeren bir karisimda oksitlemek igin 4,5 saat 80 ° C'de
bekletildi. Deiyonize su ile yikamasi yapilan kat1 faz, 12 mL H>SOs4 (%98) ve 0,25 g
NaNOs (%98) ilave edilmesinin ardindan karisima sirasiyla 2 g KMNO4 ve 12 mL
deiyonize su ilave edildi. 35 ° C'de 1 saat karigtirildiktan sonra nihai ¢ozelti deiyonize su
ile yikamasi yapilarak kurutuldu. Son olarak GONP'ler kahverengi katt NP'ler (nano
partikiiller) olarak elde edildi. Elde edilen GO nanopartikiilleri, MGONP sentezi igin
kullanildu.

Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan MGONP igerigine sahip polimer karigimlari
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Sekil 3.3’te 4 farkli konsantrasyonlar hazirlanan MGONP’lere ait koyu renkli bir polimer
stivi elde edilmistir. Farkli oranlarda katilan MGNOP’lerin polimer sivist iginde
¢Ozlinmesinin arastirilmasi i¢in polimer karigimlar1 hazirlanmistir. Bu asamada
MGONP’ler polimerizasyon karisiminda 4 konsantrasyonda da basarili bir sekilde

¢ozlindiiriildii. Polimer s1vis1 hazirlanirken dncelik karigtmin homojen olmasidir.

3.3.3. Poli(BMA-EDMA-MGONP) Monolitik Kolon Sentezi

50 pmi.d.x12 cm

Septum ile
Monomer sivi lflarln Su  banyosu

+ Swmga | — ¢ 65 °C 20 saat
kapatilmasi

Baslatici

Silanl1 kolona
enjeksiyon

Sekil 3.4. Monolit kolon hazirlama akis semasi

Monolitik kolon hazirlamak i¢in, ilk olarak 6nceden silanlanmis 50 pm i.d. di¢ gapli 12
cm uzunlugunda kapiler kolon kesildi. Polimerizasyon islemi i¢in sicak su banyosunda 65
°C’de 20 saat polimerizasyona birakildi (Sekil 3.4). Bu tezde eksozomlarin
kromotografide analizi igin yiiksek hidrofobik yapili poli(BMA-EDMA-MGONP)

kolonlar hazirlanarak kullanild.
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Tablo 3.1. MGONP'li veya MGONP'siz monolitik kolonlarin hazirlanmasinda kullanilan polimerizasyon
kartsiminin bilesimi

Spesifik
Monomer be Porojen 20 yiizey Gecirgenlik
Kolon  pya-Epma: MGONPS® - pue o0 R alani (x10%)
(m?g)
C1 2:1 - 71 - - -
Cc2 2:2 - 7:1 - - -
C3 3:2 - 7:1 1 71,2 6,84
c4 3:2 0,81 7:1 0,9985 - -
C5 3:2 1,60 71 0,9984 - -
C6 3:2 3,44 71 0,9995 402,5 2,25
c7 3:2 5,21 7:1 - - -
C8 3:2 7,10 7:1 - - -

2 BMA ile EDMA oranlari, ® Genel polimer karigimmdaki MGONPs nin yiizdesi (% wt)
¢DODCS ile modifiye edilmis kolonlar
4DMF ile H20 oranlar, ¢ Akis hizi ve monolitin ortaya gikan geri basinci arasindaki dogrusal iligki

Polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in Tablo 3.1°de verilen oranlara gore; monomer
olarak agirlikga %12,62 BMA, capraz baglayici olarak %10,18 EDMA, porogen olarak
agirhikca %8,64 deiyonize su, %64,5 DMF ve baslatici olarak agirlik¢a %0,8 AIBN
kullanildi. MGNOP agirlikca %3,44 kullanildi. Epandorfta hazirlanan karisim 5 dk
boyunca ultra sonikatérde homojenize edildi ve son olarak vortekslendikten sonra hazir
hale getirildi. Polimerizasyon karigimi bir siringa yardimiyla silanlanmig 50 pm’lik
kolona enjekte edildi (Sekil 3.4). Hazirlanan kolon yerinde polimerizasyon i¢in 65 °C’de

onceden 1siltilmis su banyosunda 20 saat bekletildi.
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Sekil 3.5. Monolitik kolon hazirlama asamasina ait resimler

Sekil 3.5’de monolitik kolon hazirlanmasina ait resimler gosterilmektedir.

3.3.4. Siit Numunelerinin Temin Edilmesi

Siit numunesi, laktasyon ortast donemdeki saglikli Holstein irki ineklere ait olup, Bingol
merkez ilgeye bagli bir kdyden temin edilmistir. Siit, giinliik otla beslenen ve yaslar1 3-4
arasinda degisen ineklerden elde edilmistir. Ornekler arasindaki farkliliklar1 gidermek
amaciyla deneyden once siit &rnekleri birbiriyle karistirildi. Ornekler ayni giin veya

hemen sonraki giin kullanilmak iizere 4 °C de muhafaza edildi.
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3.3.5. Eksozom Izolasyonu

Eksozom izolasyonu amaciyla, siit numunesinin ultrasantriifiijii ile eksozomlarin
izolasyonunun yaninda ¢6ziiniir proteinler, yaglar, kazein ve diger kirleticiler giderilir. Bu
asamada eksozomlarin sicaklik etkisiyle bozunmasinin oniline ge¢mek icin sogutmali
ultrasantriifiijii kullanilmustir. izolasyon sirasinda uygulanan yiiksek santriifiij hizalar1 ve
uzun santriifiij siireleri eksozomlarin yapisina zarar verebilir. Bunun yaninda diisiik akis
hizlar ise eksozomlarla beraber diger EV alt gruplarinin beraberinde izole edilmesine

neden olabilir.

Literatiirde siitten eksozomlarin ultrasantriifiij ile izole edilmesine dair ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Rahman et al., 2019; Samuel et al., 2017; Somiya et al., 2018; Vaswani et
al., 2019; Yamada et al., 2012; Yamauchi et al., 2019). Eksozomlarin ultrasantriifiij ile
izolasyonu i¢in bu ¢aligmalarda ortak bir prosediir bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda
eksozomlarin ultrasantriifiij prosediirii, literatiirde yayimlanmig birka¢ basarili ¢calismada
onerilen prosediirler, mevcut labaratuvar kosullarina gore diizenlenerek yeniden
olusturulmustur. Bu tez kapsaminda yenilenen bu prosediir {izerinden eksozomlarin

izolasyonu yapilmistir

2000 rcf uygulamasi, hiicresel kalintilarin ve daha biiyiik bilesenlerin matristen topak
haline getirilmesine yardimci olur. 0,22 pum filtreleme ve 12000 rcf adimlari, matrisi
saflagtirarak daha biiyilk EV'leri ve apoptotik cisimleri ortamdan arindirir. Son olarak,
eksozomlar ve 25000 rcf santrifiij adimlar ile izole edilir. Bu nedenle ¢alismamizda
eksozomlarin ultrasantriifiij ile izolasyonuna ait literatiirde yapilan ¢aligmalarin

degerlendirilmesi sonucunda uygun ultrasantriifiij kosullarin1 olusturduk.
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14 ml inelk siat (14=4)

< l 2000 ref *30 dikc¥* 4 °C

Sivi kisim aliar Stpernatan

‘ l 12 000 ref =30 dkc™ 4 =C
Sivi kisim aliar Stpernatan

C l 25 000 ref = 4 saat = 4 °C
Savi kisim aluar Siipernatan filtre (020 pm)

C |

0.5 ml PBS ekleme (10 ml numune)

Sekil 3.6. Siitten eksozom izolasyonu

Siit numunesinden eksozomlarin izolasyonuna ait islem basamaklar1 Sekil 3.6’de
verilmistir. Eksozom numuneleri bir dizi ultrasantriifiij islemi uygulanarak izole edildi.
Son asamada fitreden gegirilirdi. Asagida izolasyon adimlarin1 gosteren resimlere yer
verilmistir. Eksozomlarin izolasyonu amaciyla siit numuneleri toplandi. Numuneler

ultrasantriifiij edilmek iizere 14 mL’lik 4 ayr1 falcon tiipline boliindii.

Sekil 3.7. Siit numunesinin 2000 rcf 30 dk 4 °C’de ultrasantriifiijii
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Siit ilk olarak 2000 rcf 30 dk 4 °C’de ultrasantriifiij edildi. Bu adimda siit numunesinin bu
asamada ultrasantriifiijii ile disiik yogunluklu siit yagi en istte, ortada ise siipernetant
olarak adlandirilan siv1 kisim ve en altta yiiksek yogunluklu siit proteinler vb. bilesenler
faz ayrimina ugrar. Bu asamada siipernatant kisim alinarak sonraki santriifiij adimi i¢in

hazirland1 (Sekil 3.7).

Sekil 3.8. Stipernatantin 12000 rcf 30 dk 4 °C’de siit ultrasantriifiij

Ikinci asamada siipernatant epandorflara (2,5 mL) aktarildi. 12000 rcf 30 dk 4 °C’de
ultrasantriifiij edildi. Bu adimdan sonra epandorflarda iist kisimda yine az miktardaki siit
yagi toplandi, yiiksek yogunluklu siit bilesenleri ise ultrasantriifiijiin etkisiyle altta

toplandi. Ortada bulunan iipernatant kisim alind1 (Sekil 3.8).

Sekil 3.9. Siipernatantin 25000 rcf 30 dk 4 °C’de ultrasantriifiijii
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Uciincii adimda siipernatant epandorflara aktarildi ve 25000 rcf 30 dk 4 °C’de
ultrasantriifiij edildi (Sekil 3.9). Bu asamada berrak bir sivi elde edildi. Yiiksek

santriifiijiin etkisiyle siit yag1 ve diger kirleticiler biiylik oranda uzaklastirildi.

Sekil 3.10. Siipernatanin 0,20 pm fitreden siiziilmesi

Epandorflar daki silipernatan siringa yardimiyla 0,20 um goézenek capina sahip filtreden
stiziildi (Sekil 3.10). Son adimda elde edilen numuneye 0,5 mL PBS eklendi ve analiz

edilmek tzere 4 °C’de muhafaza edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez c¢alismasi kapsaminda siit numunelerinden eksozomlarin izolasyonu ve
kromotografik analizi igin MGONP bazli hidrofobik monolitik nano-kolon sentezlendi.
Hazirlanan kolon literatuiirde yer alan poli (BMA-EDMA-MGONP) monolit kolon

hazirlama esasina gore optimize edildi ve olusturuldu (Giinyel et al., 2021).

4.1. MGONP’lerin Karakterizasyonu

Ileri kromatografik analizlerde kullanilan monolitik kolonlarin hazirlanmasinda genis
ylizey alanma sahip MGONP’leri kullanim1 yiiksek yiizey alanlar1 dikkate alindiginda
ideal bir se¢cim oldugu i¢in bu ¢alismada monolitik nano kolon hazirlamada
kullanilmigtir. MGONP’leri, epoksi, hidroksil ve karboksilik asit gruplari gibi ¢ok gesitli
fonksiyonel gruplara sahip nano yapili malzemelerdir (Gao, 2015). GONP’ler hazirlamak
icin grafit kullanildi. MGONP’leri polimerini elde etmek i¢in 3-(Trimetoksisilil) propil
metakrilat, epoksi fonksiyonel gruplari ile uygun kosullarda etkilestirilerek edildi. Daha
sonra DODCS ligandi ile modifiye edilerek yiizey hidrofobisitesi artirildi.

4.2. Poli(BMA-EDMA-MGONP) Monolitik Kolon Karakterizasyonu

MGONP miktar1 yiiksek hidrofobisiteli monolitik kolon hazirlamak i¢in &nemlidir.
Literatiirde GO’nun karisim icersindeki dagilabilirliginin, hem ¢oziiclinlin hemde yilizey
modifikasyonu gosterilmistir (Gao, 2015). Yeni monolitik nano kolonlar olusturulmasi
baglaminda, yeni bir nanoyapinin (MGONP) yapiya dahil edilmesi dolaysiyla
polimerizasyon igeriginin optimize edilmesi gerekir. Bu anlamda, MGONP nanoyapili
malzemelerle yeni bir homojen polimer ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in kolonun igeriginin
degistirilmesi gerekmektedir. Monolitin bu hazirlanmasinda, monomer olarak BMA
hidrofobisiteye katki verirken capraz baglayici olarak EDMA hem destek hem de
hidrofobik karakter etkisi olusturmaktadir. Tablo 3.1, monolitlerin hazirlanmasinda
kullanilan polimerizasyon c¢ozeltilerinin bilesimini gostermektedir. BMA ve EDMA

iceriklerinin optimizasyonu onceki ¢aligmamiza gore yapilmistir (Giinyel, 2021).
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Coziicii sisteminin se¢imi, monolitik nano-kolonun ayirma kapasitesini optimize etmek
icin MGONP'lerin polimerizasyon c¢ozeltisine dagilmasi i¢in 6nemli olan MGONP
modifiye monolitin hazirlanmasinda 6nemlidir. Bu baglamda 2-propanol/dodekanol,
sikloheksanol/dodekanol gibi ¢esitli solvent bilesimleri kullanilmistir ve bu solvent
bilesimleri ¢ok diisiik dagilabilirlik gostermistir. Bu sonuglar 1s13inda, MGONP'lerin
¢coziiniirligli dikkate alinarak porojenik ¢oziicii bilesimi olarak DMF ve su karisimi
secilmistir ve detayli calisilmistir. Bu amag¢ ic¢in Bandelin sonikatér kullaniminin

cozeltide MGONP'lerin homojen dagilimina etki ettigi vurgulanmalidir.

Porojenik solvent karisimindaki yliksek DMF igerigi, 860 bar't asan yiiksek geri basing
vermistir, porojen oranlar1 Tablo 3.1 de verilmistir. Optimizasyondan sonra, MGONP'ler,
BMA ve EDMA ile polimerizasyon ¢6zeltisi DMF/su i¢inde iyi bir sekilde ¢oziinmiistiir.
Buna bagli olarak homojen polimerizasyon karisimi elde edildi. Monolitik yapidaki
konsantrasyonu optimize etmek i¢cin TMSPM ile etkilesimi saglanarak elde edilen koyu
stispansiyonlu MGNOP'larin farkli miktarlarda kullanildi. (%0,81, 1,60, 3,44, 5,21 ve
7,10 (w/w)) Farkli MGONP igerigine sahip kolonlarin geri basinci ve gegirgenligi de

incelenmistir.
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Sekil 4.1. Metakriloil grafen oksit nanopartikiillerinin (MGONP'ler) nihai monolitin sematik reaksiyonu

Reaksiyon semasi Sekil 4.1 de verilmistir. MGONP igerigi artirildiginda elde edilen
monolit, polimerizasyonu etkileyen MGONP igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle istenilen
gecirgenligi gosterememis, bu nedenle toplam polimerizasyon karisimina gore agirlikca
%3,44 diizeyinde optimize edilmistir. Yukarida belirtildigi gibi, elde edilen nano-kolon,
etkin bir ayirma ve hidrofobik analitler (6rnegin protein ayrimi) i¢in kritik olan yliksek
hidrofobik yiizey elde etmek DODCS ile de modifiye edildi. MGONP'leri, epoksi
gruplari, bazal diizlemde hidroksil gruplari ve ayrica kenarlarinda karboksilik asit
gruplar1 gibi reaktif oksijen fonksiyonel gruplar1 igermektedir. Bu gruplar, halka
acilmasiyla (6rnegin epoksi gruplari) kolaylikla modifiye edilebilir. Literatiire gore GO
icin ¢esitli modifikasyon yaklagimlari basariyla uygulandi (Chen et al., 2012). Kolon
etkinligini artirmak i¢in monolitik kolon DODCS ile modifiye edildi. DODCS"in
monolitik yap1 ile reaksiyonu, yiiksek oranda hidrofobik ylizey saglayan DODCS

ligandlarinin kovalent baglanmistir.
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Sekil 4.2. Metakriliol grafen oksit nanopartikiilleri (MGONP) iceren (C ve D) ve igermeyen (A ve B)
monolitlerin SEM goriintiileri

Sekil 4.2A-B de MGONP icermeyen ve 4.2C-D de MGONP iceren monolitik nano-
kolonlarin SEM goriintiileri verilmistir. MGONP modifiye edilmemis monolitik kolon
daha biiyiik porlar olustururken, MGONP igeren kolon kiiciik ¢apli bir makro gézenek
olusumuna yol agmistir. Nano kolonlarin, eksozomlarin kromotografik ayiriminda Kritik
olan yiiksek hidrofobik yiizey elde etmek igin DODC ile modifiye edilmistir (Sekil 4.1).
Monolitik nankolonlarin mekanik stabilitesini gosteren karsi basing degerleri ve akis
hizlar1 arasindaki dogrusal iliskiyi ifade eden R? degerleri Tablo 3.1°de verilmistir. Bu
prosediir, Yang et al. (2009)’ e gore gergeklestirildi (Yang et al., 2009).
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Sekil 4.3A, C3 MGONP icermeyen kolonunun FT-IR spektrumlarini gosterirken, Sekil
4.3B, GO ile modifiye edilmis C6 kolonunun FT-IR spektrumlari verilmistir. Sekil 4.3B
FT-IR spektrumuna gore, 2901,74 ve 2971,77 cm™'de goriilen kayma ve MGONP'lerin

kolonun kolonun yapisina katildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Monolitik kolonlarin (A) MGONP igeremeyen ve B) MGONP igeren FT-IR spektrumlari

Monolitik nanokolonlarin gézenek boyutunun ve spesifik ylizey alaninin 6l¢iimii nitrojen
fizisorpsiyonu kullanilarak yapilirken, kolonlarin spesifik yiizey alanlarin1 hesaplamak
icin Brunauer-Emmett-Teller yontemi kullanildi. C3 ve C6 kolonlarin yiizey alam
sirastyla 71,2 ve 402,5m?/g olarak hesaplanmistir. Bu sonug ile MGONP'leri ile modifiye
edilmis kolon, bog monolit kolona gore spesifik yiizey alaninin alt1 kattan fazla arttig

goriildi.
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Sekil 4.4. Monolitik kolonlarin geri basincina kars1 akis hizinin kalibrasyon grafigi, (A) C3 kolonu (B) C6
kolonu

Sekil 4.4’de nano-LC sisteminde %80:20 ACN/H.0 mobil fazi ile farkli akis oranlarinda
kolon geri basmcinin (APkolon) Olgiilmesi ile kolonun mekanik stabilitesi degerlendirildi.
Bir kolonda, akis hizinin arttiritlmasi geri basincin artmasiyla sonuglanir. Her adimda
basingta olusan benzer artiglar kolonun mekanik dayaniminin iyi oldugunu gosterir. Akis
hiz1 ve kolon basinc1 arasindaki iligski R?ile verilir. C3 kolonu C6 kolonuna gore daha iyi
stabilite gostererek R?:1 olarak elde edilirken C6 kolonu ise R%0,9995 olarak 6lciildii
(Tablo 3.1). MGONP igerigi kolonun basincina dogrudan etkisi vardir. Sekil 4.4’te
goriildiigii gibi C3 kolonu 1 pL akis hizinda yaklasik 8 bar geri basing gosterirken, GO
katilmig GO kolonunun geri basinct >140 bar geri basing gostermistir. MGONP igerigi
arttikca polimer sivisinin rengi koyulasmistir ve kolonun geri basinct dogrusal olarak
artmistir. Geri basmcin artmast MGONP’nin monolit kolonun yapisina basarili bir
sekilde katildigim1 gostermektedir. Dolayisiyla MGONP’nin monolit kolon hazirlamada

uygun bir monomer olarak kullanilabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir.

Monolit kolon {iretilmesinin en 6nemli gerekliliginden biri kolon tekrarlanabilirligidir.
Kolonlarin takrarlanabilirligini test etmek amaciyla %60 ACN mobil faz oraninda
propilbenzen analiz edildi. Kolon tutuma faktdriiniin RSD degeri hesaplanarak dl¢tildii.

RSD degerleri sirasiyla %2,2, 2,5 ve ve 3,2°den az (n=5) olarak goriilmiistiir.
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4.3. Kromatografik Karakterizasyonlar

Monolitik  nanokolonlarin  kromatografik  karakterizasyonu, alkilbenzen (AB)
homologlari; propilbenzen, butilbenzen ve pentilbenzen kullanilarak yapildi. %88:12
(v/v) ACN/H20 mobil faz karisimi ile MGONP olmayan C3 kolonu AB'ler igin tatmin
edici bir alikonma saglamazken, DODCS ile modifiye edilmis MGONP’li C4, C5 ve C6

monolitik nanokolonlar kullanilarak AB'lerin kromatografik ayirimi yapildi.
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Sekil 4.5. Monolitik kolonlarda (C3, C4, C5 ve C6) analizi yapilan alkilbenzenlerin (ABs)
kromatogramlari. Mobil faz karisimi, %88:12 ACN/H,0 (v/v); pik sirasi, (1) propilbenzen, (2) butilbenzen,
(3) pentilbenzen. Akis hizi, 400 nL / dak; dalga boyu, 200 nm; konsantrasyon, 0,02 pL/mL

Sekil 4.5°de hazirlanan nano kolonlardaki artan MGONP igerigine gobre ayirma
kromatogramlarinin degisimini gosterilmektedir. Diger kolonlar ile karsilatirildiginda, C6
kolonu ile alkilbenzenlerin nano-LC’de temel ayrimimi gosteren yiiksek rezoliisyonlu

kromotogramlar elde edilmistir.
4.4. Eksozom Ekstraksiyon ve Karakterizasyon Calismalari
Siit numunesinden eksozomlarin ekstraksiyonu sogutmali ultrasantriifiij yontemi ile

gergeklestirildi. izole edilen eksozom numuneleri PBS tamponunda — 18 °C’de muhafaza

edildi. Eksozomlarin karakterizasyonu, boyut, protein ve lipid igerigi ile yapilmaktadir.
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Genellikle eksozomlar yilizey morfolojisi, vezikiill boyutu olgiilmesi sureti ile
tammlanmaktadir. izole edilmis eksozomlar iizerinde partikiil boyutu ve/veya
konsantrasyonu hakkinda fikir veren fiziksel analiz, nano partikiil izleme analizi (NTA)
kullanilir. Morfoloji temelli karakterizasyonda SEM yaygin kullanimi mevcuttur (Bruce
etal., 2019).

Bu ¢alisma kapsaminda eksozomlarin detayli karakterizasyonunda nano-LC analizi, NTA
ve SEM ile karsilagtirmali analizleri yapildi. Bunun yaninda hazirladigimiz monolitlerle
beraber eksozom numunesi kullanilarak hazirlanan monolitlerin karsilastirmali FT-IR

analizi yapilmistir.

4.4.1. Eksozomlarin NTA Analizi

NTA, eksozomlarin konsantrasyonlarinin ve boyut dagilimlarinin karakterizasyonu ve
siniflandirilmast i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. NTA analizi ile bir karigimdaki
partikiillerin mutlak boyut dagilimini 6lgerek 50-1000 nm arasindaki polidispers vezikiil
orneklerini analiz ettigi bildirilmistir (Van Der Pol et al., 2010; Wang L. et al., 2019). Bu
nedenle eksozomlarin tanimlanmasi ve boyutlarinin dogrulanmasi igin ticari eksozom

standart numunesinin NTA analizi yapildi.
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Sekil 4.6. Eksozom standart numunesine ait kalibrasyon egrisi ve NTA 6l¢iimii; a) 1 pl enjeksiyon hacmi
ile 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan sigir siitiinden tiiretilen ticari eksozom standardina ait kalibrasyon
egrisi; kolona enjekte edilen eksozom miktar1 ile pik alanina karsilik bir egri ¢izilir. b) Siit eksozom
numunesine ait NTA 6l¢iimii

5 farkli konsantrasyonda hazirlanan eksozom standardina ait kalibrasyon egrisi ve ilgili
enjeksiyon hacmi ve absorbans verimleri Sekil 4.6a'da verilmistir. R? = 0,9968 elde
edilmistir. Grafikte goriildiigii gibi eksozom konsantrasyonunun artmasiyla dogru orantil
olarak pik alan1 artmistir. NTA ayrica partikiill konsantrasyonunun ve boyutunun
dogrudan analiz edilmesini saglar. NTA ile yapilan analiz sonucuna gore Sekil 4.6b’de
elde edilen konsantrasyona karsilik eksozom boyutunun dagilimi verilmistir. NTA
sonucuna gore, 100 nm’ye karsilik en yiiksek tepe yiiksekligi partikiillerin biiyiik

kisminin 30-200 nm araliginda oldugu gorilmiistiir.
4.4.2. Eksozomlarin SEM Analizi
Eksozomlarin varligini ve biitlinliigiinii dogrulamak ve monolit yapi ile nasil etkilesime

girdiklerini arastirmak i¢in bos kolon ve siit numunesi uygulanmig monolitlerin SEM

goriintiileri alindu.
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Sekil 4.7. Eksozom numunesi katilarak hazirlanan ve bos hazirlanan kolonlarm x20 000 magnifikasyon ile
elde edilen SEM goriintiileri; A) Bos monolitik kolonu (numune uygulanmamig) B) Ekstraksiyondan sonra
stit numunesi uygulanmig monolit

Sekil 4.7A dan goriilecegi iizere numune uygulanmamis kolon iizerinde 30-200 nm
diizeylerinde herhangi nano yap1 goriinmemesine karsilik, stit numunesi uygulanan Sekil
4.7B de yaklagitk 100 nm boyutlu nano yapilarin varligi net olarak goriilmektedir.
Dolaysiyla eksozomlarin monolitik kolon yiizeyine etkin olarak tutundugunu
gostermektedir. Eksozomlarin kolon yiizeyine tutunmasi, SEM goriintilleme ile
dogrulanmistir. SEM goriintiilerinde (Sekil 4.7B), izole edilen eksozomlar yaklasik 30-
150 nm ¢apinda, bozulmamis yapisi ve Karakteristik kiire seklindeki morfolojileri tespit

edilmistir.

4.4.3. FT-IR Analizi

FT-IR analizi i¢in bos polimer monolit ve ekstrakte edilen eksozom numunesi ile
hazirlanan polimer monolitler hazirlanmigtir.  Bu monolitler 65 °C’de 20 saat
polimerizasyona birakildi. FT-IR 6l¢iimleri yapilmak iizere elde edilen polimer monolit

yapi kurutularak toz haline getirildi.
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4.8. Monolitlerin FT-IR spektrumlari, a) Eksozom ile hazirlanmig monolite ait yesil bant b) Bos monolite
ait siyah bant

Bos monolit ve ekstrakte edilen siit numunesi uygulanarak hazirlanan monolite ait FT-IR
spektrumlara bakildiginda, bos monolitik kolon ve numune uygulanmig kolonun FT-IR
bantlar1 arasinda 6nemli 6l¢lide kaymanin oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ bize monolitik

yapida farkli eksozom gibi yapilarin oldugunu gostermektedir.

4.4.4. Gradient Nano-LC ile poli(BMA-EDMA-MGONP) Monolitik Kolonu

Kullanilarak Siit Numunesinden Eksozomlarin izolasyonu ve Analizi

Siit numunesinden izole edilen eksozom yapilarin1 dogrulamak ve potansiyel olarak
tespitini daha kolay goézlemlemek icin, kromotografik analizi 6nemlidir. Literatiirde
eksozomlarin sivi kromotografisi analizin {lizerine yapilmis bazi ¢aligmalar mevcuttur
(Almughlliq et al., 2018; Bruce et al., 2019; Dufresne et al., 2018; Li M. et al., 2021;
Wang L.et al., 2019; Zhu et al., 2021). Monolitik kolon bazli nano-LC de eksozom
analizine dair literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda yeni bir
yaklagim olarak yiiksek hidrofobik yapidaki MGONP bazli monolitik nanokolonlar

hazirlanmis ve siit numunesinden ekstrakte edilen e¢ksozomlarm kromotografik
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karakterizasyonunda kullanilmistir. Literatiir ¢alismalar1 dikkate alinarak, 216 nm dalga

boyu kullanilmistir ve eksozomlar bu dalga boyunda absorbans vermektedir (Huang et
al., 2019, 2020, 2021).

A Tuz, Seker, Protein Siit eksozomlar:
i '.\ 3
0.2 mAUI Y f*
[1:100] N\ |
. .
........... I e s came s e
B — - uz, Seker, Protein Siit eksozomlar
III- |'|I" -
0.2 mAUI [1:10] \ |
| |
[
C —_— Tuz, Seker, Protein Siit eksozomlari
v |I
\ |
[1:1] \ S
0.2 m.ﬂ.LJ:I: \ T
|II ‘
\_
T |
Siire (dk)

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan eksozom numunesinin poli(BMA-EDMA-MGONP)
monolit kolon (C6) ile kromotografik analizi. Analiz kosullari; 1 pL/dk akis hizi, 216 nm dalga boyu.
Gradient kosullar1 (A:%100 H,0 / B:% 80 ACN), 0-4 dk % 10 B, 4-16 dk % 90 B

Eksozom numuneleri bir UV-Vis dedektoriine bagli ProFlow-nano-LC-UV sistemine
enjekte edildi. Dedektérde 45 nL flow cell kullanilmistir. Izole edilen eksozomlar
sentezlenen 50 pm i.d. x 12 cm’lik poli(BMA-EDMA-MGONP) monolitik kolon ile 1
uL/dk akis hizi ve 216 nm dalga boyunda analiz edildi. izolatlarm kromotografik
karakterizasyonunda mobil faz olarak ACN/H20 tercih edildi. Analiz boyunca 0-4 dk
%10 B, 4-16 dk %90 B (A: H20B: %80 ACN) gradient eliisyonu uygulandi. Numuneler
1:100 (Sekil 4.9A), 1:10 (Sekil 4.9B) ve 1:1 (Sekil 4.9C) oraninda seyreltilerek
kromotografik analizi yapildi. Eksozomlara ait pikler 9-10 dk arasinda elde edilirken
eksozom disindaki siitte bulunan seker, tuz ve proteinler gibi kirleticiler genis bir pik

tabani ile karakterize edildi.
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Farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanmig siit numunesinden izole edilen eksozom
numunesinin kromotografik analizine ait kromotogramlar (Sekil 4.9), siit numunesinden
eksozomlarin basarili bir sekilde izole edildigi ve hazirladigimiz poli(BMA-EDMA-
MGONP) monolitik kolonda basarili bir sekilde tutuldugu goriilmektedir. Poli(BMA-
EDMA-MGONP) monolit kolonu yapisindaki grafen oksitin katilmasiyla berbaber
arttirtlmis hidrofobik 6zelligi ile eksozomlarin yapi ile etkilesimini arttirmistir. Kolonun

yiiksek ylizey alan1 mobil faz i¢indeki numunenin sabit faz ile etkilesim sansini arttirir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son zamanlarda, yeni analitik tekniklerin gelismesiyle birlikte, eksozomlarin islevi,
yapist ve salmim stratejileri iizerine arastirmalar artmaktadir. Ozellikle siit
eksozomlarin izolasyonuna yonelik arastirmalar 6nem kazanmistir. Eksozomlar gerek
teshis amacl kullanimi1 gerekse ilag olarak, ayrica yurt disinda eksozom {izerine 20’den
fazla sirket kurulmasi ve endiisrtiyel uygulama alanlar1 baglaminda 6nem arzetmektedir.
Eksozomlar ayrica gidalarda besin degerini gdsterebilen dnemli vezikiillerdir. Literatiirde
siit numunelerinde eksozomlar calisiimistir. Inek siitii ¢oklu iiretim icin dlgeklenebilir bir
eksozom kaynagidir. Ek olarak siitten izole edilen eksozomlarin biyouyumlulugu, siit
eksozomlarini oldukga degerli kilmaktadir. Bununla birlikte, hammaddelerin karmagikligi
nedeniyle saf vezikiilleri inek siitiinden izole etmek hala zordur. Eksozomlarin fiziksel
kosullar altinda calisilmasindaki zorluklar, bu calisma 06zelinde siit dahil olmak tizere
cesitli ortamlardan eksozom izolasyonu ve sonrasinda karakterizasyonu igin kullanilan
protokollerin standardizasyonunda yogunlasmaktadir. Eksozomlar {izerine yapilan
arastirmalarin ve potansiyel uygulamalarinin bliylimeye devam etmesi i¢in, daha diisiik
maliyetli, daha fazla zaman kazandiran eksozom izolasyon ve Karakterizasyon
yontemlerine ihtiyag vardir. Bu tez calismasinda eksozomlarin izolasyonunda yeni
yaklagimla hidrofobik etkilesim sureti ile monolitik nano-LC kullanimi literatiirde ilk
olarak yapilmistir. Eksozomlarin karakterizasyonunda fakli yontemlerde kullanilmig ve
nano-LC temelli gesitli prosediirler ve teknolojik ¢oziimler onerilmistir. Nano-LC, 100
um i.d ve altt i.d.'ye sahip nano kolonlarin kullanildigi gelismis kromotografik
tekniklerden biridir. Bu teknik daha diisiik kimyasal tiiketimi, daha yiiksek hassasiyet,
¢ozlniirliik ve daha diisiik akis hiz1 araliklar1 gibi birgok avantaja sahiptir. Bu ¢alismada,
genis yiizey alanin sahip MGONP ile poli(BMA-EDMA-MGONP) monolitik kolon
basariyla hazirlanmistir ve hidrofobik nano-LC ile eksozomlarin ayrilmasi i¢in sabit faz
olarak kullanilmistir. Kolon, alkilbenzen tlirevlerine karsi iyl bir tutma ve segicilik
sergilemistir (Sekil 4.5). Eksozomlarin hizli analizinin gerekli oldugu 6zel alanlar g6z
oniine alindiginda, gelistirdigimiz yiiksek hidrofobik yapili poli(BMA-EDMA-MGONP)
monolitik kolonu ile eksozomlarin 9-10 dk gibi kisa bir siirede analiz edildigi goriildii. Bu

tez calismasinda SEM, FT-IR ve nano-LC kromotografik analizlerin sonuglari,
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eksozomlarin siitten izolasyonunu dogrulamistir. Bu prosediirlerin es zamanl
uygulanmast ve izolasyon prosediirlerinin standardizasyonu basarili tanimlama igin
oldukca onemlidir. Elde edilen sonuglar 6zellikle kii¢iik ve biiyiik molekiillerin nano-LC
analizi i¢in umut verici olmasi tez sonuglarinin ¢iktisini genisletmektedir. Bu ¢alismada
eksozomlarin nano-LC de monolitik nano kolonlarla kisa siirede, hassas ve dogru analiz
edilmesini saglayan, kiigiik hacimlerde numune gerektiren birgok alan i¢in degerli olacak
bir bakis acis1 getirmis ve literature dnemli katki yapilmistir. Ilerleyen calismalar da
kullanilan prosediirler gelistirilerek eksozomlar gibi yapilarin kapsamli nano-LC

analizlerinin yapilabilmesi dngoriilmektedir.
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