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EKSOZOM: HUCRE DISI VEZIKULLERIN YAPISI,
SENTEZIi VE BiYOKIMYASAL KOMPOZiSYONU

Cem HOROZOGLU
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Ekstraseliiler vezikiiller (EV), hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberlesme, metabolik
atiklarin yonetimi gibi 6nemli biyolojik islerde rol almaktadir. Hiicre zarindan
direkt veya indirekt olarak koken alan bu vezikiiller i¢in farkl siniflandirmalar
s6z konusu olmasina karsin, genel kanaat ii¢ sinif olarak kategorize edilme-
si yoniindedir. Membrandan hiicre digina gonderilen mikrovezikiiller, apop-
totik siiregte olusan apoptozomlar ve hiicre zarindan tiiretilen 6zel bir form
olan eksozomlar olmak iizere tim EV’lerin gerek fizyolojik gerek ise patofiz-
yolojik stireglerle siki iliskilerin ortaya konulmaya baslanmistir. Hiicreler arasi
bir kargo ve haberlesme sistemi gibi gorev yapan bu vezikiiller salgilandiklari
hiicrelere 6zgili yapida olabilmektedir. Koken aldiklar: hiicreye spesifik ihtiva
ettikleri molekiiler biyobelirteglerin klinik 6énemi de son yillarda énemli bir
tartisma konusudur. Bu béliimde hiicre dist vezikiillerin siniflandirmasi, ya-
p1si, sentez mekanizmalar1 ve biyokimyasal kompozisyonlar1 hakkinda genel
bilgilerin verilmesinin yani sira, biyolojik gorevleri ekseninde de bir bakis agis1
sunulmustur.

HUCRE DISI VEZIKULLERIN YAPISI VE SENTEZ
MEKANIZMALARI

Eksozomlar hiicre dis1 vezikiiller olarak ve lipit ¢ift katmanli membran yapisin-
da, gesitli hiicreler tarafindan salgilanmaktadir. Bu vezikiiler salg: sistemi ev-
rimsel olarak oldukga iyi korunmus olup tiim canl tiirlerinde tanimlanmigtir.
Hiicreler arasi iletisimde 6nemli rollerinin oldugu kesfedildikten sonra genetik
materyali aktarabilme potansiyelinin oldugu da belirlenmistir (1-4). 1967 y1-
linda ilk olarak Peter Wolf tarafindan koagiilasyon kaskad: ile yakin iligkisi ol-
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dugu gozlemlenen eksozomlarin trombositten tiiredigi tespit edilmistir. Trams
ve arkadaslari ise farkli hiicre hatlarinda ve kanser hiicre hatlarinda 5’-niikle-
otidaz aktivitesine sahip vezikiilleri tespit etmistir. Bu eksozomal vezikiillerin
biyokimyasal yapis1 incelendigi zaman, eksfolyatif stirecte ekto-ATPaz aktivite-
sinin korundugu, yapisal olarak fosfolipit, stingomiyelin ve goklu doymamus yag
asitlerine yaygin sekilde rastlandig; tespit edilmistir. Elektron mikroskobisi so-
nuglarinda 500-1000 nm ve 40 nm ¢apinda iki fraksiyon bulunmustur. Bu biyo-
kimyasal ¢esitliligi yiiksek kompozisyonun fizyolojik yansimalarinin olabilecegi
diisiiniilerek Trams ve arkadaslar1 1981 yilinda bu vezikiiler yapilar igin “Ek-
sozom” terimini 6nermistir (5). Giiniimiizdeki ileri biyokimyasal ve molekiiler
arastirma teknikleri kullanildig1 zaman bu vezikiillere ait farkli siniflandirmalar
giindeme gelmistir. Bu vezikiiler siniflar apoptotik cisimcikler, mikrovezikiiller
ve eksozomlar olmak {izere ii¢ sinif altinda kabul gérmektedir ($ekil 1).
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Sekil 1. Hiicre dis1 vezikiiller (6).

Eksozomlar 30-150 nm boyutlarinda 1.11-1.19 g/mL dansitede, mikrove-
zikiiller ise 100-1000 nm boyutlarinda ve 1.12-1.22 g/mL dansitededir. Ekso-
zom ve mikrovezikiillerin biyokimyasal igerigi DNA, mRNA, miRNA, protein
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ve lipit molekiilleri bakimindan zengindir. Apoptotik cisimciklerin vezikiiler
yapist icin stabil bir dansiteden bahsetmek s6z konusu degildir. Apoptotik
cisimciklerin biiyiikligi 50-5000 nm gibi genis bir araliktadir, eksozom ve
mikrovezikiillerden farkl: olarak hiicre organallerini veya derivatif parcalarini
barindirirlar.

Bu ii¢ vezikill yapisi icinde biyokimyasal kompozisyonlarinin disindan en
onemli ayirt edici noktalardan birisi de sentez yollaridir. Mikrovezikiiller hiic-
re membranindan tomurcuklanarak salinirken, apoptotik cisimcikler hiicre
membranindan kabarciklanarak meydana gelmektedir. Eksozomlar igin ise
daha spesifik bir mekanizma olan ekzositoz yolu sentez basamag: olarak ka-
bul gérmektedir (7,8). Eksozomal vezikiiller multivezikiiler cisimciklere dogru
olgunlasan erken endozomlarin sinir membraninin ige dogru tomurcuklan-
mastyla meydana gelirler. Bu hiicre igi kompleks sistemin ana varolus sebebi
biyokimyasal diizenin saglanmasi icindir. Proteinler basta olmak tizere makro-
molekiillerin sistemli sekilde ayrilmasi, depolanmasi, hiicre digina salinimi veya

o klanm: Apoptotik cisimcil
.

 Erken eksazom @
Dokiilme ]

geri doniisiimii i¢in kontroli kritik 6nem tasr.

Salgi hiicresi

O = O J O O

Alici huicreler

Sekil 2. Vezikiil salinim mekanizmalar1 (9).
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Bu organizasyon esnasinda olusan bir vezikiiliin iki akibeti s6z konusu-
dur. Birincisi, tim bilesenleriyle birlikte vezikiiliin lizozoma goénderilerek
parcalanmasi, digeri ise hiicre disina salinmast igin vezikiiliin plazma zar1 ile
kaplanmasidir (10,11). Bu iki yoldan vezikiiliin hangisine yonlenecegine dair
mekanizmalar halen agik sekilde tespit edilememistir. Immiinoelektron mik-
roskobisi verilerine gore, vezikiillerin akibetinin membranin kolesterol iceri-
giyle yakin iligkili olabilecegini diisiindiiren sonuglar elde edilmistir. Koles-
terol igerigi yiiksek olan vezikiillerin salinim yoluna girdigi, diisiik veya hig
kolesterol icermeyenlerin ise lizozom transportuna yonlendigi diisiintilmek-
tedir (12).

Eksozom biyosentezi igin en belirgin sekilde tanimlanmis yolun “Tagima
icin gerekli endozomal siralama kompleksleri (ESCRT)“ oldugu ve bu komp-
leksin iiyelerinin 4 temel transmembran proteinden olustugu tespit edilmistir.
ESCRT-0 endozomal membranda lokalize olup bir protein dedektorii olarak ¢a-
ligmaktadir. ESCRT-I/II ise yardimci proteinler olarak isimlendirilmis olup ak-
tiviteleri ALIX ve TSG101e baghidir. Bu aktivasyon sonrasinda kompleks tiyeleri
makromolekiilleri kategorize ederek depolanma ve ayrilma siireglerini yonetir.
ESCRT-III (tasima III i¢in gerekli olan endozomal siralama kompleksi), intra-
luminal endozomal vezikiillerin olusumu veya ortadan kaldirilmasi siirecinde
gorev alir. Bu esnada VSP4 proteini ise multivezikiiler cisimciklerden kopmay1
destekler.

Bu bilinen ESCRT sistemini kullanmayan vezikiiler cisimcikler de bulun-
maktadir. Ozellikle CD63 eksozomlarda oldukea sik rastlanan bu durum tetras-
panin (CD9, CD81, CD82, CD53, CD37) proteinlerinde yaygin sekilde goriiliir.
Bu grup igerisinde yer alan tetraspanin proteinleri sadece eksozomlarda degil,
mikrovezikiil ve apoptotik cisimciklerde de yer almaktadir (8, 13-15). ESCRT
pozitif ve negatif olarak degerlendirilebilen bu vezikiillerin hangi mekanizma
ile sentez, salinim ve diizenlenmeyi tercih ettiklerine dair net bir kanit elde edil-
memesine karsin, fonksiyonel ¢aligmalar hiicre tipine bagli olarak bu se¢ilimin
gerceklestigi yoniindedir. Ornek olarak, oligodenroglial hiicre dizilerinde bi-
yogenez, salinim siireglerinin sfingomyelinaz enzim aktivitesine baghidir. Sfin-
gomyelinaz enzimi seramid olusumuna sebep olan ve ESCRT kompleksinden
bagimsiz olarak bu kompleksi taklit eden bir sistem olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir (16). Bir diger ornek ise, epitel hiicrelerinde melanogenez esnasinda orta-
ya ¢ikan vezikiiler sistemleridir. Bu sistemde melanositler yaygin olarak her iki
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yolu da tercih edebilmektedir (17). Kompleman sistemin 6nemli mediatorlerini
diizenleyen B hiicreleri ve diger antijen sunan bir¢ok hiicredeki eksozomal vezi-
kiiller MHC II sinufi iiyelerini barindirmaktadir. MHC-II'nin ubikitinasyonun-
dan bagimsiz hedef hiicreler tarafindan eksozomlarin alinabilinmesi, ESCRT
kompleksinden bagimsiz vezikiiler transport mekanizmalarina verilebilecek en
giizel orneklerdendir (18).

Eksozomlarin alic1 hiicreler tarafindan taninip alinabilmesi i¢in gerek-
li mekanizmalar hiicre sinyal iletimi ile benzerlikler gostermektedir. Vezikiil
ve hedef hiicre arasindaki reseptor ligand ¢esitliligi ve uyumu sinerjik olarak
biyolojik yanitin olusumuyla iligkilidir. Vezikiiliin nihai hedefi bir alic1 hiicre
olabilecegi gibi hiicre dig1 matriks de olabilmektedir. Baglanma siireci sonra-
sinda klasik sekilde hiicre i¢i sinyal kaskad: seklinde devam eden siire¢ CCR5,
EGFRvVII veya MET gibi fonksiyonel olarak aktif reseptérlerin hedef hiicre-
sine transfer edilerek hiicrede fenotipik degisimlere de sebep olabilmektedir
(19-21). Eksozomal vezikiillerin varlig1 ve miktarindan bagimsiz olarak hedef
hiicrenin fagositoz yetenegi de biyokimyasal sinyal iletim yolaklarini sinirlan-
dirabilen unsurlardan birisidir. Vezikiiliin hedef hiicre ile interaksiyonu genel
olarak fiizyon seklinde meydana gelmektedir. Bu fiizyonun gergeklesmesi es-
nasinda ekstraselliiler matriksin pH’sinin rolii de oldukga biiyiiktiir. Fiizyon
genel olarak pH 5 civarinda gerceklesir; pH 7de ise daha rijit membran yapi-
s1 meydana geldiginden dolay: fiizyon ya gerceklesmemekte ya da kismi bir
fiizyonla sonuglanabilmektedir. Ozellikle hedef hiicre ve hedef hiicrenin mikro
gevresiyle yakin iligkili hastalik modellerinde bu mekanizma daha kritik 6nem
tastyabilmektedir. Buna bir 6rnek olarak tiimor mikrogevresinde var olan asi-
dik pH’nin, saglikli normal dokudan farkli olarak pH’ya spesifik hiicre dis1 ve-
zikiiller araciligiyla kanserin gelisim siirecini yonlendirebildigi tespit edilmistir
,»(11,22,23). Eksozomal vezikiillerin bircogu ekstraselliller matrikste ¢oziine-
bilir formda bulunur ve biyolojik acisindan hiicre hedefindeki etkinliklerin-
den daha az aktiftir. Bu biyolojik aktivasyonun ekseninde hiicre kiiltiirleri ve
farkli viicut sivilarinda yapilan proteomik galigmalar hem ¢6ziiniir, hem de
hiicre yiizeyine baglh vezikiiler formda matriks metalloproteinazlarin (MMP)
varliginin 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir (24,25). Bu noktadan hareketle
vezikil igeriginin hedef hiicreye gidene kadar degisiklikler gecirdigi ve aktif
MMP varliginin hedef hiicre reseptorlerini parcalayabilecegi hipotetik olarak
disinilebilir.
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HUCRE DISI VEZIKULLERIN BiYOKIMYASAL KOMPOSIZYONU VE
BiYOLOJiK FONKSIYONA POTANSIYEL KATKILARI

Eksozomlarin biyokimyasal kompozisyonunda antijenik reseptor c¢esitliligi,
adezyon molekiilleri, membran transport proteinleri, vezikiiliin karakteristik
olarak tastyabilecegi transmembran proteinler, vezikiiliin gérev ve islevine 6zgii
sinyal transdiiksiyonu, hiicre iskeleti proteinleri ve ¢esitli enzimler yer almakta-
dir. Vezikiilin membran proteinleri arasinda, seramid, kolesterol, sfingomiyelin
ve fosfoidilserin oldukga yiiksek oranda bulunmaktadir (Sekil-3).
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Sekil 3. Eksozomun biyokimyasal icerigi (26).

Eksozomlar basta olmak iizere tiim hiicre dis1 vezikiillerin protein yapisi-
na iliskin in silico ve biyoinformatik ¢alismalar neticesinde genis bir protein
katalogu arastirmacilara online veri tabanlarinda sunulmaktadir. Fonksiyonel
ve biyoinformatik ¢aligmalar kiimiilatif olarak degerlendirildigi zaman bu ve-
zikiillerde en az 349.988 protein tiiriiniin barindirildig: goriilmektedir (27). Bu
kategorizasyon mikrovezikiil ve eksozomlar i¢in daha iyi karakterize edilmis
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olmasina karsin ekstraselliiler ¢oziiniir formdaki vezikiillerin protein igerigi ha-
len belirsizligini korumaktadir. Diferansiyel ultrasantrifiij, yogunluk gradiyanl
santrifiij (sakkaroz ve iyodiksanol grandyanlari), boyut dislama kromatografi-
si gibi metotlarla yapilan ¢aligmalarda tespit edilen protein tipleri vezikiillerin
karakterize edilmesine katki saglamakla birlikte, su an veriler kategorizasyon
i¢in yeterli degildir (11). Ayni zamanda hiicre ici spesifik bir vezikiil tipinden
daha karmagik bir kompozisyon s6z konusudur. Herhangi spesifik bir hiicrenin
fizyolojik durumu, gevresel faktorler, vezikiil salinimini uyarici veya smirlayici
faktorler, doku kompleksinin anatomik tezahiirii gibi unsurlar farkli vezikiil ge-
sitliligine sebep olmaktadir.

Organoid model ¢aligmalarinda, intestinal hiicrelerin apikal yiizeyinden sa-
linan antijen sunumu yapan hiicrelerde MHC-I sinif molekiilleri tespit edilir-
ken, ayn1 durum bazolateral yiizeyde s6z konusu degildir. Bu baglamda bahse-
dilen MHC-I/II iiyeleri, tetraspanin gruplari, 1s1 sok proteinleri, ALIX, ESCRT
proteinleri temel olarak tiim vezikiil tiplerinde goriilebilen protein belirtegler
olmasi sebebiyle kategorize edilmeye katki sunmamaktadir (28-30). Gruplar-
dan bagimsiz olarak bu vezikiillerde tespit edilen flotilin-1 (FLOT1), mitokond-
riyal akonitat hidrataz (ACO?2), voltaj bagimli anyon selektif kanal proteini 1
(VDACI1), gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH), sitoplazmik aktin-1
(ACTB) gibi sitoplazma, mitokondri, endoplazmik retikulum kokenli protein-
ler de bulunabilmektedir (31). Insan plazmasindan izole edilen ekstraselliiler
vezikiillerde ise proteomik calismalar neticesinde kolektin, fikolin, mannoz
baglayici lektin serin proteazlar olmak iizere 9 tip lektin ailesi iiyesi tespit edil-
mistir (32). Eriyik bir lektin formu olan galaktin ailesinin {iyelerinden galek-
tin-1 ve galektin-3 iiyeleri idrar ve tiikiiriik basta olmak tizere farkl1 viicut sivis1
eksozomlarinda tespit edilmistir (33,34). Bir¢ok vezikiilde saperon olarak gorev
alan HSP70 ve HSP90 spesifik patofizyolojik durumlara 6zgii olarak eksozomal
vezikiillerin yapisinda bulunabilmektedir (35,36).

Hiicre dis1 vezikiillerin biyokimyasal ve in silico analizlerde tespit edilen li-
pit icerigine bakildig1 zaman sfingomiyelin, kolestrol ve glikosfingolipitler a¢1-
sindan zengin oldugu goriilmektedir. Bu vezikiillerin karakteristik lipit igerigi
hiicre disinda gosterdikleri stabilite ile yakin iligkilidir. Ayni zamanda ytiksek
lipit icerigine bagl olarak hedefe yonelik manuplasyona agik olmasi sebebiyle
farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi, salinim ve etki mekanizmalarin kontrol
altina alinmasi agisindan 6nemli stratejik katki sunmaktadir (37,38). Ek ola-
rak eikozanoid, kolesterol ve yag asitlerinin dokuya enerji transferi agisindan
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kullanilabilmesi metabolik agidan 6nemlidir, enflamasyon agisindan ise vezi-
kiiler biyoloji bir¢ok sirr1 barindirmaktadir. Sadece lipitlerin kendi formlar1 de-
gil, spesifik bir lipidin yapim veya yikim stiregleriyle yakin iligkili olan mRNA,
miRNATlar1 barindirabilmesi yoniinden de total olarak lipit metabolizmasina
etki edebilecek yansimalara sahiptir (Sekil 4).

Hedef hiicreye vezikiillerin alimi

Membran uizerinde
ligand etkisi

Sekil 4. Eksozomda lipit trafigi (39).

Bu duruma bir 6rnek olarak glikoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PDH), yag
asidi sentaz (FASN)’1n aktivitelerini epigenetik diizenleyebilen miR-122 igeren
yvezikiiller hedef hiicrede yag asidi sentezini arttirabilmektedir. Bu eksende
baska bir 6rnek olarak Peroksizom Proliferator Aktive Reseptor Alfa (PPAR-
Alpha)’y1 inhibe edebilme potansiyeli tagiyan miR-27b-3p tasiyan vezikiillerde
lipitler normalden daha kararl sekilde eksprese olabilmektedir (39).

Hiicre dis1 vezikiillerin niikleik asit icerigine bakildig1 zaman farkl tipte
DNA ve RNA agisindan zengin olduklar: goriilmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Eksozomun niikleik asit igerigi, hedef timor hiicresine transportu ve yanit
mekanizmalari (40)

DNA igeriginde mitokondriyal DNA (mtDNA), tek ve ¢ift sarmalli genomik
DNA, onkogen dizilerinin amplifiye fraksiyonlar1 gibi birgok derivatif niikle-
ik asit bulunmaktadir. Bunlar arasinda mtDNAnin 6zellikle hedef hiicrelere
transportu yoniinden patofizyolojik 6nemi oldukea fazladir. Kanser eksenin-
de ise onkogenlere ait dizilerin fibroblastlarin sitozol veya ¢ekirdege olan fiiz-
yonlar1 dikkat gekicidir. Fizyolojik siirecin haricinde mutasyonlarla karakterize
herhangi bir hastalik i¢in mutant dizilerin eksozomal vezikiillerde korunarak
tasinabilmesi de miimkiin olabilmektedir (41-44). Ayni zamanda hiicre dis1
serbest DNAlar (cfDNA) da vezikiiler formasyonun bir pargasidir. Niikleus ve
mitokondriden koken alan cfDNAlar mikrovezikiillerde ve eksozomda tanim-
lanmstir. Buna karsin cfDNATlarin vezikiil biyogenezi esnasinda hangi agama-
da penetre olduklarina iliskin mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamuistir.
ADP-ribozilasyon faktérii 6 (ARF6) ve Ras homolog aile {iyesi A (RhoA)’in,
molekiillerin vezikiile yitklenmesinde rol oynayabilecegine dair veriler bildiril-
mesine karsin DNA agisindan veriler spekiilatiftir (45,46). Genomik DNAdan
ziyade mikroniikleusa spesifik belirteglerin vezikiillerde tespit edilmesi DNA
hasar1 ve mikroniikleus zarmin yirtilmas: sonucunda meydana gelmektedir.
Genomik kararsizliklikla dogru orantili olacak sekilde vezikiiler DNAnin hiic-
resel homeostaz, hiicresel yaslanma siirecinin yonetimi ve apoptozu 6nlemek
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gibi fizyolojik fonksiyonlarinin olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Mikroniikleusun
DNA hasariyla koreleparalel sekilde sitozolik salinimina ek olarak, mtDNAlla-
rin da oksidatif hasara bagh sekilde mikrovezikiil veya eksozom igerigine dahil
olabilmektedir. Y iikleme ve salinim mekanizmalarinin yani sira DNA igerigi
agisindan daha derin galismalar konunun daha iyi anlagilmasina yardimai ola-
caktir (47-49).

Vezikiillerin RNA kompozisyonuna bakildig1 zaman total olarak 100 nt
RNA molekiiliiniin hacmi yaklasik 6 x 102 m3%e denk gelmektedir. Bu hesap-
tan yola ¢ikarak her eksozomun yaklagik 70-25.000 RNA barindirdig: hipotetik
olarak kabul edilmektedir (50). Vezikiiler formasyon igindeki RNA'lar exRNA
olarak tanimlanmuis olup ilk tespit edilenler mRNA formlaridir. Bir 6rnek olarak
fonksiyonel ¢alismalarda kok hiicrelerden salinan eksozomlarda OCT4 mRNA
transkriptleri tespit edilmis olup, bu transkriptler hedef hiicreye baglandig: za-
man artan OCT4 protein sentezine sebep olmaktadir. Benzer sekilde mRNA
transferinin mast hiicrelerinin trafiginde olduk¢a yogun oldugu izlenmistir
(51,52). exRNAlardan mRNAlar normalde 400-12.000 niikleotit uzunlugunda
bir diziye sahip iken, ¢ogu eksozomal kesecikte 700 niikleotit ve altinda dizi
uzunluguna sahip RNAlar ¢ogunluktadir. Ayni1 zamanda uzun kodlama yapma-
yan RNAlar (IncRNA), miRNAlar, piwi etkilesimli RNAlar, ribozomal RNA'lar
da eksozomal vezikiillerde yaygin olarak izlenmektedir (53,54). Teknik olarak
hiicresiz dolagan RNA (cfRNA)’lardan exRNAlarin ayirt edilmesi oldukea
6nemli bir husustur. Her ikisinin de hiicre dis1 birer komponent olmas: sebe-
biyle intraluminal lokalizasyonlarinin dogrulanmasi gerekmektedir. RNaseA ile
muamele edilen eksozomal vezikiillerde bu lokalizasyon enzime kars: direngle
sonug¢lanmaktadir. Bu durum iki yapinin ayirt edilmesi bakimindan oldukga
onemlidir. miRNA'larin RNaseAya kars1 direng mekanizmasini destekleyen im-
miinopresipitasyon ¢alismalarinda, Argonaute-2 (AGO) ile kompleks olusturan
RNAlarin RNAse aktivitesinden kagtig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde eks-
traselliiler proteinler ve HDInin de benzer mekanizmayla stabilizasyonu koru-
maya katki sagladig: bildirilmistir (55,56). Tiim bu hususlar dahilinde luminal
lokalizasyonu tespit edilmis dogrulanan eksozomal vezikiillerin ¢ok gesitli RNA
kompozisyonlar1 hem fizyolojik, hem de bir ¢ok patofizyolojik durumlarla ya-
kin iliskide olabileceginden, her hastalik paterni veya fizyolojik durum igin di-
zayn edilecek deneysel ¢aligmalar ileriki donemlerde konunun daha net agiga
kavusmasina aracilik edecektir.
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