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OZET

Mukokutanoz Leishmaniasis Etkeni Leishmania Major’a
Kars1 Antimonial Ila¢ ve Curcuma Longa Kaynakh
Ekstraseliiler Vezikiillerin Antileishmanial Etkinliginin

Hiicre Kiiltiirii Sistemlerinde Incelenmesi

Kiibra KARADAS

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, Leishmaniasis diinya genelinde sitmanin
ardindan en sik goriilen parazitik hastalik olup, diinya iizerinde milyonlarca
insanin hayatini tehdit etmektedir. Tedavide kullanilan ilaglarin toksik 6zellik
gostermesi, ciddi yan etkilere sebep olmasi ve parazitlerde bu ilaclara kars: direng
gelisimi tedavi uygulamalarinin en biliylik dezavantajlaridir. Bu nedenle,
glinimiizde hastaliga kars1 alternatif tedavi yaklasimlar1 gelistirmek icin
calismalar devam etmektedir. Yapilan ¢alismalarda bitkilerden elde edilen
ekstraseliiler vezikiillerin pek ¢ok hastaligin tedavisinde alternatif bir yaklasim
olusturdugu gosterilmistir. Curcuma longa bitkisinin antiinflamatuar, antioksidan
ve antimikrobiyal etkinliklerine yonelik ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Ancak
Curcuma longa kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin tek basina veya antileishmanial
ilaglarla kombinasyon halinde antileishmanial etkinliginin incelendigi herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu tez c¢alismasinda Curcuma Ionga kaynakh
ekstraseliiler vezikiillerin tek baslarina ve Leishmaniasis tedavisinde altin standart
olarak kullanilan Glukantim isimli ilagla kombinasyon halinde L.major’iin

promastigot ve amastigot formlarina karsi in vitro antileishmanial etkinliklerinin
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incelenmesi amaglanmistir. Hedefe ulasmak icin oOncelikle Curcuma longa
bitkisinden ektraseliiller vezikillerin izolasyonu ve  karakterizasyonu
gerceklestirildi. Daha sonra hazirlanan tiim formilasyonlarin ]774 ve L929
hiicreleri tizerindeki non-toksik konsantrasyonlari belirlendi. Bu konsantrasyonlar
kullanilarak hazirlanan ekstraseliler vezikiil-ilag kombinasyonlarin1 igeren
formilasyonlarin L. major promastigot ve amastigot-makrofaj kiltliriindeki
antileishmanial aktiviteleri incelendi. Ayn1 zamanda kombinasyonlara maruz kalan
makrofajlarin irettikleri NO seviyeleri Griess reaksiyonu ile 0l¢iildii. Deneysel
sonuglara gore, ekstraseliiler vezikiillerin ortalama boyutunun 198 nm oldugu
belirlendi. Ekstraseliiler vezikiillerin 100 ve 200 pg/ml, Glukantim’in ise 20 ve 50
pg/ml’lik konsantrasyonlarinin non-toksik oldugu belirlendi. Bu konsantrasyonlar
kullanilarak hazirlanan kombinasyonlarin tek basina Glukantim’e kiyasla hem
promastigotlar hem de amastigotlar lizerinde yaklasik 2 kat daha fazla
antileishmanial etkinlik gosterdikleri tespit edildi. Kombinasyonlara maruz kalan
makrofajlarda NO tretiminin kontrole nazaran arttig1 da ortaya c¢ikarildi. Boylece
bu calismada ilk kez, mevcut tedavi yontemlerine gore daha diisiik toksisiteye
sahip olan, mevcut ilaglarin kullanimini sinirlayan dezavantajlar1 barindirmayan ve
yliksek antileishmanial 6zellige sahip bitkisel kaynakl ekstraseliiler vezikiil temelli

tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania, ekstraseliiler vezikiil, Curcuma longa, eksozom,

antileishmanial aktivite
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ABSTRACT

Investigation of Antileishmanial Efficiency of Antimonial
Drug and Curcuma Longa Derived Extracellular Vesicles
against Mucocutaneous Leishmaniasis Agent Leishmania

Major in Cell Culture Systems

Kiibra KARADAS

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

According to the World Health Organization, Leishmaniasis is the most common
parasitic disease after malaria worldwide, threatening the lives of millions of
people. The biggest disadvantages of treatment are that the drugs show toxic
properties, cause serious side effects, and the resistance to these drugs. For this
reason, studies are continuing for new approaches. Studies have shown that plant
derived extracellular vesicles constitute an alternative approach in the treatment
of many diseases. There are many studies on the anti-inflammatory, antioxidant
and antimicrobial activities of Curcuma longa plant. However, there are no studies
investigating the antileishmanial efficacy of Curcuma longa derived extracellular
vesicles alone or in combination with antileishmanial drugs. In this thesis, it was
aimed to investigate the antileishmanial activities of Curcuma longa derived
extracellular vesicles against L.major parasites alone and in combination with the

Glucantime, which is used in the treatment of Leishmaniasis. Firstly the isolation

XV



and characterization of extracellular vesicles were carried out. The non-toxic
concentrations on ]J774 and L929 cells were determined. The antileishmanial
activities of the formulations in L. major parasites were investigated. NO levels
produced by macrophages exposed to the combinations were measured by Griess
reaction. According to the results the average size of the extracellular vesicles was
198 nm. 100 and 200 pg/ ml of extracellular vesicles and 20 and 50 pg/ ml of
Glucantime were determined to be non-toxic. Combinations prepared using these
concentrations were found to have approximately 2 times more antileishmanial
activity compared to Glucantime alone. NO production increased in macrophages
exposed to combinations compared to control. Thus, for the first time in this study,
it has been shown that it is possible to develop plant derived extracellular vesicle-
based treatment approaches that have lower toxicity and do not have the
disadvantages compared to existing treatment methods and have high

antileishmanial properties.

Keywords: Leishmania, extracellular vesicle, Curcuma longa, exosome,

antileishmanial activity

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis 20’den fazla Leishmania tiriiniin neden oldugu, Phlebotomus cinsi
kum sinekleri tarafindan memeli konakg¢ilara bulastirilan, vektoér kaynaklh bir
parazitik hastalik grubudur [1]. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2017 raporuna gore,
diinyada 102 iilkede hastalik endemik olarak goriilmektedir. Diinya tizerinde 12
milyon kisi hastalikla enfektedir ve halen diinya genelinde 350 milyon Kkisi
Leishmaniasis ile enfekte olma tehdidi altindadir. Leishmaniasis, deride, visseral
organlarda ve nazo-orofaringal bolgelerde bulunan makrofajlar1 enfekte eden
parazitlerin replike olmasiyla ortaya ¢ikan ve ciddi endikasyonlara neden olan bir
enfeksiyoz hastaliktir. Leishmaniasis’in Kutan6éz (CL), Mukokutanéz (MCL) ve
Visseral (VL) olmak iizere 3 klinik formu bulunmaktadir. Diinya ¢apinda her yil
50.000-90.000 yeni VL ve 600.000-1.000.000 yeni CL ve MCL vakasi
gorilmektedir. 2016 yih itibariyle en ¢ok CL vakasi goriilen 10 tilke Afganistan,
Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Irak, Pakistan, Peru, Suriye, Tunus ve Yemen’dir ve
tim CL vakalarinin %84'linii olusturmaktadir [2]. Leishmania parazitleri yasam
dongiileri icerisinde promastigot ve amastigot olmak tlzere iki farkli formda
bulunmaktadir. Kum sineklerinin gastrointestinal bolgesinden tiikiiriik bezlerine
ilerleyen kamgili promastigot formdaki parazitler, kum sineginin 1sirig1 sonucunda
memeli konakg1 olan insana geger ve dermal makrofajlar tarafindan hiicre icerisine
alinir ve burada amastigot formda yasamlarini siirdiirtir. Kum sinegi, enfekte bir
konakg¢idan beslendiginde dongii tamamlanir. Kemirgenler ve cogunlukla da kopek
gibi bazi1 memeliler Leishmania parazitlerinin rezarvuarlaridir [3], [4]. Hastaligin
yayllimi1 enfekte kum sineklerinin kan emme sirasinda konakgiya parazit
bulastirmasi, dogum sirasinda anneden bebege kan yoluyla parazit gecisi, kan
transfiizyonu, laboratuvar kazalar1 ve kok hiicre ve organ transplantasyonu gibi
cesitli yollarla gerceklesebilir [5]. Zayif immiin sistem, savas ve gocler, hastaligin
tanisinda yasanan problemler ve son yillarda parazitlerin tedavide kullanilan

ilaclara kars: direng gostermesi hastaligin giderek yayilmasinda oldukc¢a 6nemli



etkenlerdir [6]. Hastaligin klinik formlar1 arasinda en tehlikeli olan VL tedavi
edilmezse hayati tehlike arz eden sistemik enfeksiyonlara neden olur ve L.
donovani, L. infantum ve L. chagasi VL'nin baslica etkenleridir. Mukokutan6z form
burun, agiz ve bogazda mukoza zarinin kismen veya tamamen islevini
kaybetmesine neden olur. L. brazilensis, L. panamensis, L. guyanensis MCL'in baslica
etkenleridir [7], [8]. Kronik cilt yaralar: ile sonug¢lanan CL etkenleri, eski diinya
tiirleri olan L. major, L. tropica, L. aethiopica ve yeni dlnya turleri L. amazonensis, L.
mexicana, L. braziliensis ve L. guyanensis’dir [1]. Kum sineginin 1siriginin ardindan
yuz, kollar, bacaklar gibi viicudun a¢ik kisimlarinda ortaya ¢ikan tlseratif lezyonlar
Kutan6z Leishmaniasis’in en sik goriilen belirtisidir. Hayat1 tehdit edici degildir,
ancak bu lezyonlar birkac ay icerisinde kendiliginden iyilesmesine ragmen cildin
gorulir bolgelerinde hastanin giinliik yasaminda ciddi psikolojik ve sosyal
travmalara sebep olabilecek izler birakir [3], [9], [10]. Leishmanaisis tedavisi, hem
VL hem de CL tedavisi icin kullanilan pentavalent antimonialleri, amfoterisin B ve
pentamidini iceren birinci basamak ilaglar; miltefosin, paramomisin, azoller,
allopurinol iceren alternatif ilaglar; ilaglarin tek baslarina kullanimlarinda
direnclilik gibi dezavantajlarin ortadan kaldirilmasin1 hedefleyen, miltefosin-
paromomisin, antimonial- amfoterisin B gibi kombine tedaviler; ve fotodinamik,
kriyoterapi, termoterapi gibi bolgesel tedaviler olmak tlizere 4 gruba ayrilabilir.
Sistemik tedaviler tiim Leishmaniasis tiirleri i¢in kullanilabilmesine ragmen
yliksek toksisiteye sahiptir ve tedavisinin hastaya, enfeksiyon etkeni Leishmania
tiriine ve enfeksiyonun alindigr cografi bolgeye gore bireysellestirilmesi
gerekmektedir [11]. Tiim diinyada, Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan kendi
kendine iyilesmeyen Kutan6z Leishmaniasis tedavisi i¢in 6nerilen yontem 20-28
glin boyunca ginde 20 mg/ kg pentavalent antimonial ilaglarin (sodyum
stiboglukonat veya meglumin antimoniat) kullanilmasidir [12]. Glinlimiizde hala
ilk tedavi secenegi olarak kullanilsa da yiiksek maliyet, yliksek toksisite ve zamanla
parazitlerin ilaca karsi diren¢ olusturmasi tedavide sorunlara sebep olmaktadir
[13]. Sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan Amfoterisin B (Amf
B), hiicre zarindaki ergosterol gibi kompleksler sayesinde iyon dengesini
degistiren ve hiicre 6liimii ile sonuglanan gézeneklere neden olur [14]. Bu ajaninin

uygulamasini kisitlayan en onemli faktorler, yiiksek toksisiteye sahip olmasi,



diisiik terapotik indeksi ve wuzun saatler boyunca parenteral uygulama

gerektirmesidir [15].

Antileishmanial ilaglarin bahsedilen dezavantajlar1 ve hastaligin diinya genelinde
giderek yayilmasi nedeniyle Leishmaniasis ile miicadele i¢in yeni yaklasimlarin
gelistirilmesine olduk¢a fazla ihtiyag duyulmaktadir. Mevcut ilaglarin
dezavantajlarinin, toksisitesinin azaltilmasi ve tedavideki etkinliginin arttirilmasi
icin formilasyonlarin kombinasyon seklinde uygulanmasi en ¢ok tercih edilen
yontemlerden biridir. Literatiirde Leishmaniasis tedavisinde altin standart olan
Glukantim’in ~ ¢esitli  antileishmanial  bilesiklerle =~ kombinasyon olarak
kullanilmasina yonelik gesitli calismalar mevcuttur [16]. Leishmaniasis tedavisinde
alternatif olarak, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan o6zellikler
gosteren ve yara iyilesmesini hizlandiric1 etkinligi olan cesitli bitkisel biyoaktif
ajanlar da kullanilmaktadir. Curcuma Ilonga bitkisinden ekstrakte edilen
kurkuminin Leishmania parazitleri lizerinde yliksek dlizeyde antiparaziter aktivite
gosterdigi bilinmektedir [17]. Son yillarda kanserin ve enfeksiyon hastaliklarin
eradikasyonunda kullanilmaya baslanan alternatif bir diger tedavi yaklasimi ise
ekstraselliler membran vezikiilleridir. Farkli kaynaklardan elde edilen vezikiiller
gerek tek baslarina gerekse de ilaclarla yiiklendikten sonra bir¢ok hastaligin
iyilestirilmesinde Umit verici sonuglarin ortaya ¢ikmasina araci olmustur. Tim
hiicrelerden dis ortama salgillanan ekstraseliiler vezikiiller araciligiyla komsu
hiicreye tasinan kargo icerigi, hiicresel gelismeyi, boliinmeyi ve apoptozu
indiikleyebilir [18]. Ekstraseliiler vezikiiller insan ya da hayvan hiicre kiiltiiriinden
elde edilebilecegi gibi farkl bitkilerden de elde edilebilir. Gilincel ¢alismalarda
biyolojik olarak onemli olan bitkisel sivilardan elde edilecek EV’lerin viicutta ciddi
islevleri olabilecegi ve homeostaza katkida bulunabilecegi belirtilmistir [19]. Bir
calismada limondan elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin kargo iceriginde yiiksek
miktarda sitrat ve C vitamini tasidigl, ve iceriginde turuncgillerden farkli dagilim
boyutuna sahip kisa RNA dizileri bulundurdugu tespit edilmistir. Calismanin in
vitro sonuclar1 bu vezikiillerin oksidatif strese karsi koruyucu etkinligi oldugunu
gostermistir [20]. Insan akciger karsinoma hiicre hatti A549 ve miyeloid l6semi
hiicre hatti LAMA84 lizerinde yapilan bir diger calismada ise yine limondan elde
edilen ekstraseliiler vezikiillerin TRAIL aracili apoptozu aktive ederek kanser

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [21]. Bitkilerden elde
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edilen ekstaseliiler vezikiillerin, bitkileri enfeksiyonlara karsi korudugu
bilinmektedir. Bu nedenle, bu vezikiillerin memeli konakgilar1 enfeksiyonlara karsi
koruyuculuguna yonelik ¢calismalar da literatiirde mevcuttur. Yapilan bir calismada
periodontal bir patojen olan Porphyromonas gingivalisin  zencefil kaynakli
ekstraseliiler vezikiillerin kargo icerigi ile etkilesiminin ardindan patojenik
mekanizmalarinda ciddi bir azalma gorildigu belirtilmistir [22]. Ancak glinlimiize
kadar literatirde Curcuma longa bitkisinden ekstraseliiler vezikiillerin izole
edilmesine yonelik herhangi bir ¢alisma gerceklestirilmemistir. Ayni zamanda
bitkisel kaynakli ekstraseliiler vezikullerin tek baslarina veya konvansiyonel bir
antileishmanial ilagla kombinasyon halinde Leishmania parazitleri tizerindeki

antiparaziter etkinliklerinin incelenmesine dair bir calisma da mevcut degildir.

Tim bu bilgiler 15181nda bu c¢alismada ilk kez Curcuma longa bitkisinden elde
edilen ekstraseliiler vezikiillerin etkinlikleri tek baslarina ve Glukantim isimli
antileishmanial ila¢ ile kombinasyon halinde L. major promastigotlar1t ve
amastigotlar lzerinde incelenmis ve bitkisel kaynakli ekstraseliiler vezikiillere

dayal1 yeni bir alternatif tedavi yaklasimi gelistirilmistir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, Curcuma longa bitkisinin suyundan ekstraseliiler
vezikiillerinin izolasyonunun ve karakterizasyonunun yapilmasi, bu ekstraseliiler
vezikiillerin tek baslarina ve Glukantim ile kombinasyonlarinin L. major
promastigot ve amastigotlar1 iizerindeki terapotik etkinliginin in vitro ortamda
belirlenmesidir. Bu tez ¢alismasi ile Leishmaniasis tedavisinde giincel olarak
kullanilan Glukantim’in toksisitesinin azaltilmasi, ilaca karsi gelisen direncin
distrilmesi, ilacin antileishmanial etkinliginin arttirilmasi ve bitkisel kaynakli
ekstraseliiler vezikiillere dayali yeni bir tedavi yaklasiminin gelistirilmesi

amagclanmistir.
Bu amaca ulasmak i¢in agsagidaki ¢alismalar gergeklestirilmistir:

o Ekstaseliiler vezikiillerin Curcuma Ionga bitkisinden kit kullanilarak
izolasyonu ve Zetasizer, SEM, Flow Sitometre ve Bradford yontemleriyle

karekterizasyonunun gerceklestirilmesi



e Ekstraseliiler vezikillerin ve Glukantim’in sitotoksik etkinliklerinin MTT
yontemi ile incelenmesi

e Ekstraseliiller  vezikiillerin ve Glukantim’in toksik  olmayan
konsatrasyonlarinin  belirlenmesi ve bu konsantrasyonlar ile
kombinasyonlarin hazirlanmasi

e Hazirlanan kombinasyinlarin L. major promastigotlar1 lizerinde in vitro
antileishmanial etkinliklerinin MTT ve sayim yontemleri ile incelenmesi

e Hazirlanan kombinasyinlarin L. major amastigotlar1 tizerinde in vitro
antileishmanial etkinliklerinin MTT, Giemsa Boyama ve Mikro Kiiltiir

yontemleri ile incelenmesi
1.3 Hipotez

Leishmanaisis tedavisinde Glukantim isimli pentavalent antimonial tiirii ilaglar
altin standart tedavi olarak kullanilmaktadir. Parazitlerin bu tedaviye karsi direng
gelistirmesi ve ilacin uygulandig1 hastalarda ciddi toksik yan etkilere neden olmasi
sebebiyle literatiirde alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢ok
saylda calisma gergeklestirilmistir. Glukantim’in farkli ilaglar veya antileishmanial
etkinligi oldugu bilinen ajanlarla kombinasyon olarak kullanilmasi1 yaygin bir
yontemdir. Curcuma longa bitkisinin icerdigi kurkumin bilesigi nedeniyle
antileishmanial 6zellige sahip oldugunun belirtildigi bir¢cok ¢calisma mevcuttur. Son
yillarda iizerine yogun calismalar yapilan ekstraseliiler vezikillerin de zengin
kargo icerigi sayesinde cesitli hastaliklarin eradikasyonunda timit verici sonuclarin
alinmasina katkida bulundugu bilinmektedir. Buna karsin; su ana kadar Curcuma
longa bitkisinden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin antileishmanial etkinligi

incelenmemistir.
Bu bilgilere dayanarak bu tez calismasinin hipotezini;

e Literatiirde Curcuma longa bitkisinin antileishmanial etkinliginin oldugunu
belirten ¢alismalarin olmasi,

e Yapilan ¢alismalarda farkl kaynakli bitkilerden elde edilen ekstraseliiler
vezikiillerin yiiksek dlizeyde antikanser ve antibakteriyal etkinlik gostermis

olmasi,



Glukantim’e kars1 parazitlerin direng gelistirmesi ve ilacin toksik etkisinin
bulunmasi

Literatiirde Curcuma longa bitkisinden ekstraseliiler vezikiillerin
izolasyonuna yonelik calismaya rastlanmamis olmasi,

Literatirde Curcuma longa kaynakl ekstaseliiler vezikiiller ile Glukantim’in
kombinasyonlarinin antileishmanial etkinliginin incelenmemis olmasi

olusturmaktadir.

Tim bu bilgiler 1s18iInda bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez olarak

Leishmaniasis tedavisinde kullanilmak tizere Curcuma longa kaynaklh

ekstraseliiler vezikiillerin izolasyonu, karekterizasyonu, tek basina ve

Glukantim ile kombinasyonlarinin Leishmania parazitlerinin promastigot ve

amastigot formlar tizerindeki in vitro antileishmanial etkinliginin incelenmesi

hedeflenmistir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Leishmania
2.1.1 Taksonomi

Trypanosomatidae ailesi, Kinetoplastida sinifina ait Leishmania cinsidir [21].
Tanimlanmis 53 Leishmania tiriinden ( L. tropica, L. majér, L. infantum vb. ) 31

tanesi memeliler, 20 tanesi ise insanlar i¢in patojeniktir [22].
2.1.2 Parazit Morfolojisi

Leishmania parazitleri, diger bir¢ok protozoan parazit tiiriinde oldugu gibi vektor
ve enfekte ettikleri konak¢i memelide digenetik yasam donglsiine sahiptir.
Leishmania parazitlerinin yasam donglisii, kum sineklerinin gastrointestinal
bolgesinde kamgili halde bulunan ekstraseliiler promastigotlar ve memeli konak
makrofaj ve monositleri icinde kamcisiz halde bulunan amastigotlardan olusur
[23]. Parazitler, flagellum, bazal gévdeyi olusturan mitekondriyal kinetoplast ve
golgi ve flagellar cep birimlerinden olusmustur. Temel hiicresel yap1 iki
morfolojide de korunur ve bu birimler parazitin farkli morfolojilerini olusturmak
icin birbirlerine goére konumlanirlar. Leishmania morfolojisi, hiicre sekli, kamg¢i
uzunlugu, kinetoplast ile ¢ekirdegin pozisyonu gibi kriterler baz alinarak kesin
sekilde tanimlanabilir. Amastigot formda, flagellar cepten belirsiz bir sekilde ¢ikan,
duyusal fonksiyonlar1 daha yogun olan, kisa ve hareketsiz kamgisi ile kii¢iik ve
kiresel bir hiicre govdesi gozlenir. Promastigot formda itici gii¢ saglayan, flagellar
cepten disar1 uzanan ve uzun ve hareketli bir kamg ile oval bir hiicre govdesi
bulunmaktadi [24]. Parazit promastigot formunda 15-20 mikrometre uzunligunda
ikin amastigot formda 3-5 mikrometredir [4]. Parazitlerin amastigote ve

promastigot formlari Sekil 2.1’de verilmistir.
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Sekil 2. 1 Leishmania parazitlerinin promastigot ve amastigot formlari [25]
2.1.3 Hayat Dongiisi

Leishmania parazitleri yasam dongtlerini, konak veya vektérde bulunmalarina
bagl olarak amastigot ve promastigot olmak iizere iki ana morfolojide tamamlar
(Sekil 2.2 ). Promastigot formu, vektorleri olan kum sineklerinin gastrointestinal
bolgesinde, amastigot formu ise konaklar1 olan memeli fagositlerinin fagolizozomal
vakuollerinde gelisir ve ¢ogalirlar [26]. Parazitin hayatta kalmasi, kala-azar, post
kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) olan insanlar araciligiyla antroponotik veya
kopek gibi rezervuari olan hayvanlar araciligiyla zoonotik bulasma ile gerceklesir.
Enfekte bir kum sinegi 1sirig1 ile metasiklik promastigotlar 1sirik bolgesine
birakilir. Isirik boélgesinde makrofajlar yogunlasir. Promastigotlar makrofajlari
enfekte eder ve konakta hayatlarim1 bu sekilde siirdiirtrler. Promastigotlar
kamcilarindan dolay1 yiiksek hareket kabiliyetine sahiptir. Bu sebeple parazitler
1siritk bolgesinde makrofajlar1 enfekte edebilecekleri gibi farkli bolgelerde de
fagosite olabilirler. Flagella ile makrofaj icine giren parazit uzun kamgil
formundan amastigot formuna farklilasir. Amastigotlar, fagosit igerisinde lizis
olana kadar cogalmaya devam eder. Lizis sonrasinda diger makrofajlar1 enfekte
etmek tlizere hiicre disina salinirlar. Boyama yontemleri ile hiicre igerisinde
goriilen amastigotlar Leishman-Donovan cisimcikleri olarak adlandirilir. Kum

sinegi enfekte bir konaktan beslendigi zaman parazitler kum sineklerinin



gastrointestinal bolgesinde tekrar kamgili promastigot forma doniisiirler ve dongii

bu sekilde devam eder [4], [24].

Sandfly stages Human stages
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N pmm ’\_% q @
Promasngotes transform into
amastigotes inside macrophages
@ Amastigotes transform Into
promastigote stage in gut
induding macrophages, of
Vanous tissues
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Sekil 2. 2 Leishmania parazitlerinin yasam dongtsu [1]

Amastigotes multiply in cells,

2.1.4 Epidemiyoloji

Diinya saglik orgiitii (WHO)'ne gore Leishmaniasis, en onemli tropikal hastaliklar
listesinde sitmanin ardindan 2. siradadir ve kiiresel 6liim sebepleri arasinda 6ne
cikmaktadir. 2018 yayinlanan “Global leishmaniasis surveillance, 2017-2018, and
first report on 5 additional indicators” raporuna gore bildirilen 200 tilkeden 88’i
Kutanoz Leishmaniasis, 78'i ise Visseral Leishmaniasis icin endemik olarak kabul
edilmistir. 66 tlilke hem CL hem de VL i¢in endemiktir. 2018 yilinda 253.435 yeni
CL vakas1 ve 17.223 yeni VL vakasi bildirilmistir [27]. Kolombiya, Suriye,
Afganistan, Cezayir, Brezilya, iran, Kosta Rika, Etiyopya, Kuzey Sudan ve Peru,
yaklasik olarak KL insidansinin % 70-75'ini olusturmaktadir [28]. Hastaligin
yayllmasi kum sineklerinin kam emmesi sirasinda olabilecegi gibi, memeliden
memeliye; kan transflizyonu, dogum sirasinda anneden bebege, laboratuvar

kazalar1 ile ve ayrica kok hiicre ve organ transplantasyonu gibi cesitli yollarla



gerceklesebilir [5]. Leishmaniasis c¢ogunlukla Akdeniz havzasi, Dogu Afrika,
Amerika ve Asya yasayan fakir insanlar etkiler [29]. Leishmaniasis’e karsi uzun
yillardir ¢calismalar devam etmesine ragmen hastalig1 yayilmasi devam etmektedir.
Diger bircok tropik hastalida benzer sekilde, leishmaniasis endemik bélgelerdeki
nem, sicaklik, rakim, bitki cesitliligi gibi faktorlere baghdir. Bolgenin ekonomik
kalkinmasinin da hastalik iizerinde ciddi etkisi vardir. Yesil alanlarin azalmas;,
kentlesmenin artmasi, kentsel alanlara goc¢iin artmasi ile kum sineginin yayilmasi
icin yeni bolgelerin olusmasi, hastaligin rezervuari olan kopek ve fareler, zayif
immiinite, gocler, savaslar, hastaliin tanisindaki problemler, en O6nemlisi
kullanilan ilacglara ve insektisitlere karsi diren¢ gelismesi hastaligin yaygin olarak
gorilmesinin sebepleridir [5], [6]. Diinya genelinde Leishmaniasis’in dagilim

haritalar Sekil 2.3 ve 2.4 ‘te verilmistir.

v o @

Number of new CL cases reported, 2018

Countries reporting imported CL cases B 5000
Brazil - 265 Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000 - 4999
Lebanon - 263 Venezuela (Bolivarian  Suriname - 4 X
{ran (Islamic Republic of) - 158 Republic of) - 20 Bulgaria - 3 B 100- 9% [ Mo autochtonous cases reported
Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece - 1 [ <100 [ No data
Bodvia (Plurinational State of) - 29 China - § El Salvador - 2 Ttaly - 1 ===
Belgium - 25 Peru -5 Bangladesh - 1 Panama - 1 o [ Not applicable

Sekil 2. 3 Diinya genelinde Kutan6z Leishmaniasis goriilen bolgeler [27]
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1%
Countries reporting k}.ﬁ - Number of new VL cases reported, 2018
imported VL cases %

Uganda - 64 - 21000

Ethiopia - 49 United Kingdom - 2 I 500 - 999

Bragil - 6 Colormbia - 1 —

Crédee2 Jordan - 1 W 100 - 499 [77] Mo autochtonous cases reported
Ttaly - 2 Lithwsania - 1 1 <100 7 Mo data

Nepal - 2 Portugal - 1 [ <100 m—

Sweden - 2 Saudi Arabia - 1 0 Not applicable

Sekil 2. 4 Diinya genelinde Visseral Leishmaniasis goriilen bolgeler [27]
2.1.5 Klinik Formlar
3.1.1.1 Kutanoz Leishmaniasis

Afganistan, Suriye, Brezilya gibi tilkelerin de icinde bulundugu 70’den fazla iilkede
endemik olan ve kronik cilt yaralan ile sonuglanan CL, hastaligin en yaygin
formudur. Eski Diinya’da L. tropica, L. major, yeni diinyada ise L. Braziliensis, L.
guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. mexicana, L. amazonensis, ve L.
venesuelensis CL'nin baslica etkenleridir. CL, son yillarda tropikal iilkelerden dénen
turistler arasinda en yaygin goriinen 10 cilt hastaligindan biridir [30]. Kum
sineginin 1siriginin ardindan yiiz, kollar, bacaklar gibi viicudun agik kisimlarinda
tlseratif lezyonlar Kutanéz Leishmaniasis’in en sik goriilen belirtisidir. Hayati
tehdit edici degildir, ancak bu lezyonlar birka¢ ay icerisinde kendiliginden
iyilesmesine ragmen cildin goriliir bolgelerinde hastanin giinliik yasaminda ciddi
psikolojik ve sosyal travmalara sebep olabilecek izler birakir [3], [9], [10].
Yaralarin iyilesmesi enfekte eden Leishmania tiirtine ve konagin bagisikligina gore
3 aydan 18 aya kadar uzayabilir. Hastaligin tedavisi hastaligin klinik formuna,
Leishmania tiirtine ve klinik bulgularina baglh olarak degisir [31]. Hastaligin Diffiize
Kutan6z Leishmaniasis (DCL) olarak adlandirilan formu, yiiksek parazit yiikii, deri

testlerine kars1 duyarsizlik ve tedaviye direng gibi belirleyici 6zelliklere sahiptir.
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Bu hastalarda tiim viicudu saran tllserlesmemis kutanéz papuller ve nodiiller
gorilir (Sekil 2.5 ) [5]. L tropica ve L major'un neden oldugu lezyonlar bir y1l icinde
kendi kendine iyilesir ancak kalic1 izler birakma egilimindedir. L. aethiopica'nin yol
actig1 lezyonlarin iyilesmesi ise yillar alir ve  MCL ve DCL formlar1 seklinde
gelisebilir. L. mexicana'nin neden oldugu lezyonlar daha hizl iyilesirken, L. viannia
daha siddetli tilser lezyonlar ve MCL gelisebilir. Leishmaniasis iyilesir ancak L.
tropica nedeniyle deride olusan skar1 c¢evreleyen ve giderek genisleyen yeni
lezyonlar olarak tekrarlayabilir. Kutandz Leishmanisis yaralar1 kendi kendine
iyilesmesine ragmen, iyilesmenin hizlandirilmasi, yara izinin ve yayilma riskinin
azaltilmasi ve ardindan MKL gelisiminin engellenmesi gibi durumlarda tedavi
uygulanir. Ayrica ¢oklu (> 5), buyiik (> 4 cm), 6 aydan uzun siiren ve yiz veya

eklemler gibi hassas bolgelerdeki lezyonlar i¢in de tedavinin baslatilmasi gerekli

gorilmektedir [1].

Sekil 2. 5 Kutanoz Leishmaniasis’in sebep oldugu cilt lezyonlari [32]

3.1.1.2 Mukokutanoz Leishmaniasis

Mukokutan6z form, burun, agiz ve bogazda mukoza zarinin kismen veya tamamen
islevini kaybetmesine neden olur. Burun deliklerinde kizariklik ve ilseratif
lezyonlarla baslar ve mukozal bélgelerde olusmasiyla CL’den ayirt edilir (Sekil 2.6
). CLl’nin tedavisinin yetersiz oldugu durumlarda da MCL goriilebilir ve agir
yaralanmalara ve oliime sebep olabilir [5]. L. brazilensis, L. panamensis, L.

guyanensis MCL baslica etkenleridir [7].
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Sekil 2. 6 Mukokutan6z Leishmaniasis’in sebep oldugu cilt lezyonlar [33]
3.1.1.3 Visseral Leishmaniasis

VL, Kala- azar olarak da adlandirilmaktadir. L. infantum ve L. donovani parazitin
hastaligin etkeni olan tiirleridir [34]. Hastaligin klinik formlari arasinda en tehlikeli
form olan VL kemik iligi, karaciger, dalak gibi retikiiloendotelyal organlar etkiler
ve etkili tedavi edilmezse hayati tehlikeye neden olur (Sekil 2.7 ) [35]. Diinya
capinda 200.000’den 500.000’e kadar meydana gelen VL vakalarinin biyiik
cogunlugu Bangledas, Brezilya, Etiyopya, Hindistan ve Sudan gibi iilkelerde
gorilmektedir [36]. ki haftadan uzun siiren ates, yorgunluk, halsizlik, istah kayb;,
genislemis lenf digiimleri VL'nin yaygin klinik belirtileridir. Post Kala-azar
Leishmaniasis (PKDL) VL sonucunda meydana gelir ve her vaka potansiyel bir

PKDL kaynagi olarak diistiiniilmektedir [37].
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Sekil 2. 7 Visseral Leishmaniasis sebebiyle olusan belirtiler [38]
2.1.6 Tam
2.1.6.1 Mikroskop ve Kiiltiir

Kutanoz ve Mukokutanéz Leishmanisis’in tanis1 laboratuvar ortaminda,
lezyonlardan alinan orneklerin Giemsa ile boyamasi yontemiyle mikroskobik
olarak yapilir. Bu yontemde amastigotlar oval sekilli, 2-4 mikrometre ¢apinda
goriiniir. Bu yontemde lilserlesmis yaralardan alinan 6rnekler daha yiiksek sonug
vermektedir. Mikroskop ile tani yonteminin kiiltiir ile kombine edilmesi ile
duyarlilik artmaktadir. VL'nin mikroskobik tanisi i¢in genellikle dalak veya kemik
iligi aspiratlar1 kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda karaciger, lenf diiglimleri,
periferal kandan alinan o6rneklerle de amastigot varligi belirlenebilir. Tim bu
orneklerin Giemsa boyama sonucu mikroskobik incelemelerinde duyarliliklari
degisiklik gostermektedir. Dalaktan alinan o6rnekler daha yiiksek duyarlilik
gostermektedir [39].

2.1.6.2 Mikro Kiiltiir Yontemi

KL'in tanisi icin gelistirilen Mikro Kiultir Yontemi (MKY), mikrokapiler tip ile
uygulanan bir yontemdir. Geleneksel kiiltiir yontemiyle (GKY) karsilastirildiginda
duyarlilig1 daha yiiksek bir yontem olarak belirtilmistir. GKY'nin duyarhhgi parazit
susuna, lezyon tipine, alinan bolgeye gore ve parazit yogunluguna gore degisiklik

gosterirken MKY bu degiskenlere daha duyarsizdir. Mikrokiiltiir yonteminde
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gereken inkiibasyon siiresi ¢cok daha kisadir. Cok daha az sayida parazit test icin

yeterlidir [40].
2.1.6.3 Serolojik Yontemler

Kutan6z Leishmaniasis i¢in kullanilan serolojik yontemler antileishmanial
antikorlarin saptanmasinin zor olmasi ve olusan zayif hiimoral yamit, diisiik
konsatrasyonda olmasi sebebiyle diisiik duyarliiga sahiptir. VL’de serolojik
yontemler floresan antikor (IFA), enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA),
Western Blot ve dogrudan agliitinasyon testi(DAT) olarak siralanabilir. Bu
yontemlerin en biiylik dezavantaji halen var olan veya daha 6nce hastaligin

gecirilmesinin ardindan pozitif kalan antikorlar arasinda ayrim yapilamamasidir.
2.1.6.4 Molekiiler Yontemler

Kilir ile birlikte PCR testi en hassas yontemdir ancak gelismekte olan tilkelerde
hastaligin az olmasi sebebiyle aktif olarak kullanilmamaktadir ve pratik degildir.
VL'de farkli molekiiler yontemler var olsa da PCR temelli testler 6zellikle immiin
sistemi baskilanmis hastalarda kullanilan baslica tani yontemidir. Bu yontemde
leishmania DNA’sim1 belirlemek icin dalak, lenf nodu, kemik iligi, kan gibi

bolgelerden alinan 6rnekler ile gerceklestirilir [39].
2.1.7 Tedavi

Leishmanisis i¢in birinci basamak tedaviyi antimonialler olusturmasina ragmen
ilaca artan direng¢ tedaviyi sinirlandirmaktadir. Sitma, zatiirre gibi hastaliklarla
birlikte gelisen enfeksiyon da, zamaninda teshis ve tedavi edilmezse hastalifin
olumculligini arttirmaktadir. Alternatif olarak kullanilan pentamidin ve
amfoterisin gibi 2. Basamak tedaviler mevcuttur. Ancak bu tedavilerde de olusan
direncin yaninda yiiksek toksisite goriilmektedir. Ayni zamanda Amfoterisin B
yuksek maliyetli bir ilactir. VL ve CL’nin tedavisi icin kullanilan antikanser ila¢ olan
miltefosin bolgesel etkinligi ve kisa tedav siiresi gibi avantajlara sahiptir.
Kullanilan bu kemoterapik ilaglar, parazitin amastigot formunda mononiikleer
biyosentez inhibisyonu, membranin bozulmasi ya da protein sentezine miidahale
gibi mekanizmalarla etki ederler. Bu ilaclarin toksisite, yiiksek maliyet, uzun tedavi

suresi gibi dezavantajlarini azaltmak icin yeni ajanlar gelistirilmelidir [29].
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2.1.7.1 Pentavalent Antimoniallar

Pentavalent antimoniallar [Meglumin antimonat (MA), sodyum stiboglukonat
(SSG)] Leishmaniasis tedavisinin temelini olusturan ve on yillardir VL, MCL ve KL
icin kullanilan bir ilagtir. Gliniimtizde hala ilk tedavi segenegi olarak kullanilsa da
yliksek maliyet, yliksek toksisite ve zamanla parazitlerin ilaca karsi direng
olusturmasi tedavide sorunlara sebep olmaktadir [12]. Antimoniallar en az 3 hafta
boyunca giinde 20mg / kg kullanilmasidir. Ilacin parenteral uygulanmas: lokal
agrinin yaninda, bulanti, kusma, halsizlik gibi sistemik yan etkilere sebep olur.
Diinya saghk orgiitii (WHO) bu dezavantajlardan dolay1 yeni antileishmanial

ilaglarin gelistirilmesini siddetle tavsiye etmektedir [41].
2.1.7.2 Amphotericin B

Amf B c¢ok sayida mantar tiiriinliin tedavisinin yaninda Leishmaniasis i¢in de
kullanilan geni¢ spekturumlu bir antifungal ilagtir. Amf B mantarlarin hiicre
zarindaki ergosterol baz leishmania tiirlerinde de lanosterol gibi kompleksler
sayesinde iyon dengesini degistiren transmembran kanallara neden olur [42].
Antimoniallerin etkisiz oldugu ya da antimoniallere karsi diren¢ olusturan
vakalarda leishmaniasisin 2. basamak tedavisi olarak gelistirilmistir. Bu ajaninin
uygulamasini kisitlayan en 6nemli faktorler, yiiksek toksisiteye sahip olmasi,
disiik terapotik indeksi ve wuzun saatler boyunca parenteral uygulama
gerektirmesidir. 15 glin boyunca 1mg/ kg uygulama rejimi zahmetli ve pahal bir
uygulamaya sebep olmaktadir [43]. Amfoterisin B’ye gore daha az toksik olan
Lipozomal Amfoterisin B (L- AmB) daha yiiksek dozun daha kisa silirede
uygulanmasi sayesinde tedavi siiresini kisaltmaktadir [44]. WHO tarafindan

tavsiye edilen lipozomal amfoterisin B, AmBisome’ dur [42].
2.1.7.3 Pentamidin

Pentamidin, Pneumocystis Jiroveci pnomonisinin tedavisinde kullanilan bir ilactir.
Leishmaniasis tedavisinde de iyi klinik sonuclar elde edildigi gosterilmistir.
Antimoniallerin etkisiz oldugu ya da antimoniallere karsi diren¢ olusturan
vakalarda pentamidine, leishmania parazitlerinin sayisinin azalmasinda klinik
basarilar gostermistir [13]. Pentamidin, leishmanianin kinetoplast DNAsina
baglanarak etki eden bir mekanizmaya sahiptir [45]. Pentamidin kisa stireli tedavi

olanagi sunsa da hastalarda gelisen yiliksek derecede(%50) hiperglisemi, pankreas
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hasari, hipotansiyon ve tasikardi pentamidin kullanimu ile iliskilendirilmektedir

[46].
2.1.7.4 Miltefosin

Miltefosin, Leishmaniasis’i tedavi etme potansiyeline sahip kullanilan ilk oral
ajandir. Anti- timor etkisine sahip alkilfosfokolin analogudur. Antileishmanial etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Leishmania tiirleri cesitli bolgelere gore
farklihk gosterdigi icin alinan sonuglar da degiskendir. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA, “Food and Drug Administration”) bu ilact L. Beaziliensis, L.
Panamensis ve L. Guyanesis i¢in onaylamistir [47]. Daha fazla Leishmania tiiriinde
etkinliginin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir

[48].
2.1.7.5 Bolgesel Tedaviler

Kriyoterapi Kutan6z Leishmaniasis tedavisi icin yaygin olarak kullanilan etkili bir
fiziksel yontem olarak gosterilmektedir. CO; veya sivi azot kullanilarak uygulanan
kriyoterapi tek basina veya intralesional veya sistemik paromomisin gibi ajanlarla
kombinasyon tedavi olarak kullanilabilir [49]. Tim Leishmania tiirlerinin
termosensitif olmasi, Kkriyoterapinin diisiik sicakliklar sayesinde leishmania
parazitleri icin oldiirtici etki gostermesine sebep olur [50]. Bassiouny ve
arkadaslarinin 30 CL hastasi ile yaptig1 calismada hastalar CO; kriyomakinesi ile
tedavi edilmis ve 4-5 hafta icerisinde tiim hastalarda iyilesme goriilmistiir.
Bununla birlikte hi¢bir hastada lezyonlar niiksetmemistir ve tedavi sonrasi
enfeksiyon gorilmemistir [51]. Diger bir calismada 40 lezyon {lizerinde sivi
nitrojen ile kriyoterapi uygulanmis ve 3-8 hafta icerisinde tiim lezyonlarda
iyilesme gorilmiistiir [52]. Kriyoterapi, basit bir yontem olmasi, anesteziye gerek
duyulmamasi, parazitler lzerinde hizli etki gostermesi gibi bircok avantaja
sahiptir. Ancak bu tedavi, 6zellikle koyu tenli hastalarda kalic1 hipopigmentasyona
neden olabilir ve ytliksek niiks etme oranina (% 12 ) sahiptir [49], [50]. Leishmania
tirlerinin termosensitif 6zelligi, leishmaniasisin tedavisinde sicak banyo, kizilotesi
151k, fotodinamik tedavi ve lazer ile tedavinin etkili sonuclar gosterecegini
desteklemektedir. Radyofrekans dalgalarn tarafindan iiretilen 1s1, ¢cevre dokulara
zarar vermeden, leishmania parazitlerinin amastigot formlarinin bulundugu

bolgeye kadar etki gosterir [53]. Meksika’da yapilan bir calismada, CL tanisi
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koyulan 201 hastaya kontrollii olarak 1s1 iireten LCF-RF (“localized current field-
radio frequency”) cihazi ile 30 saniye boyunca 50 derecelik 1s1 ile 1s1 terapisi
uygulanmistir. 4 hafta sonra incelenen 122 hastada %95 oraninda, 8 haftanin
sonunda incelenen 191 hastada ise %90 oraninda iyilesme gorilmustir [54].
1970’li yillardan beri cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilan lazer, CL
tedavisinde de bir tedavi segenegidir. Bu yontem saglhikli dokuya zarar vermeden
dogrudan lezyon tlzerinde termoliz etkisi olusturmaktadir. 3-4 hafta igerisinde
basarili kozmetik sonuglar elde edilmektedir. Tek bir seansin yeterli olmasi tedavi

maliyetini diistirmektedir [55].
2.1.8 Leishmaniasis’e Karsi Bitkisel Bilesiklerin Kullanimi

Leishmaniasis tedavisinde, kullanilan ilaglara diren¢ gelismesi, toksisite, sitma,
zatiirre gibi hastaliklarla birlikte gelisen enfeksiyon, asinin bulunmamasi gibi
tedaviyi sinirlayan nedenlerden dolayi, mevcut ilaglarin yerini alacak ya da
etkinliklerini arttiracak ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitki ekstraktlar1 ya da
bitkilerden elde edilen bilesiklerin alternatif tedavi icin etkili bir kaynak oldugu
bilinmektedir. DSO tarafindan Leishmaniasis’in alternatif tedavisi icin bitkisel
bilesiklerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bitki ekstraktlarinin flavonoid,
steroid, alkoloid gibi kimyasal bilesenleri biyolojik aktivitelerinde 6nemli rol
oynamaktadir. L. amazonensis promastigotlar1 izerinde Centrolobium
sclerophyllum bitkisinden ekstrakte edilen 2 farkli heptanoid, (2[B-(p-hydroxyphenyl)-
ethyl]-6(p-hydroxyphenyl)-tetrahydropyran ve 3-hydroxy-1,7-bis-(4",4"-
dihydroxyphenyl)-heptane) ve 1 flavonoid (7,3'-dihydroxy-4'-methoxy-isoflavone)
bilesiginin yliksek antileishmanial etki gosterdigi belirtilmistir. Calismada sonuclar
LD50 = 77 nM, LD50 = 86nM and LD50 = 140 nM degerleriyle verilmistir [56].
Sudan’dan elde edilen bazi bitkilerin antileishmanial etkinliginin arastirildig bir
calismada Azadirachta india i¢in 11.5 pg/mL, Maytenus senegalensis i¢in 55 pg/mL
ve Eucalyptus globulus icin ise 78 pg/mL konsantrasyonlarinda L. major
promastigotlar1 i¢in ICso degerine ulasimistir [57]. Bagka bir calismada Khaya
senegalensis bitkisinden izole edilen proantosiyanidinler [catechin-(4a,6)-catechin
and catechin-(4a,8)- catechin] L. donovani promastigotlar1 ilizerinde -etkisiz
kalirken (EC50>25.0 pg/mL) amastigotlar: lizerinde ciddi antileishmanial etkinlik

gostermistir.
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2.1.8.1 Leishmaniasis’e kars1 Curcuma longa bitKisinin kullanimi

Sekil 2. 8 Curcuma longa bitkisi

Curcuma longa, yaygin ad1 zerdecal olan, zencefil ailesinden bir bitkidir (Sekil 2.8 ).
Baharat olarak kullaniminin yaninda, iilser, ates, yara iyilesmesi, sedef hastaligi
gibi bir¢ok hastalikta tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Curcuma longa’nin baslica
aktif bileseni olan kurkumin, hidrofobik bir polifenoldir. Curcuma longa
demetoksikurkumin, isdemetoksikurkumin ve yakin zamanda tanimlanan
siklokurkumin gibi kurkuminoid bilesenlerine de sahiptir. Kurkiminin
antiinflamatuar, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiviral o6zellikleri
olduguna yonelik binlerce ¢alisma mevcuttur. Kurkuminin bu etkinlikleri,
transkripsiyon ve biiytime faktorleri, sitokinler, kinazlar, yapisma molekiilleri gibi
hedefler ile etkilesimi ve bu molekiiler hedefleri diizenleme mekanizmalarindan
kaynaklanir [58]. Kurkuminin bu essiz o6zelliklerinin Leishmania parazitleri
tizerinde incelendigi cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. L. major promastigotlari
tizerinde tek basina (5- 80 uM) ve CM11 peptidi ile kombinasyonlarinin etkinligi
incelenmis ve kontrol olarak da optimum doz olan 123.5 pL (10.5 mg pentavalent
antimony)/mL Glukantim kullanilmistir. 5 pM konsantrasyonunun {izerinde
kurkumin promastigotlar tizerinde ciddi inhibisyon gostermistir [18]. Kurkiminin
L. major lzerinde etkinliginin incelendigi bir diger ¢alisamada kurkuminin artan
konstrasyonlarina(0- 100 uM) orantili olarak yiliksek antileishmanial etkinligi

oldugu gosterilmis ve LDU degeri 37.663.5 mM olarak belirtilmistir [59].
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2.2 Ekstraseliiler Vezikiiller

Hiicreler arasi iletisimin siirdiiriilmesi ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre gelisimi
ve homeostaz icin ¢ok oOnemli bir gerekliliktir. Bu iletisim birbirine bitisik
hiicrelerin dogrudan temas: ile olabilecegi gibi dolasim yoluyla gonderilen
sinyallerle de gerceklesebilir [60]. Son yillarda, hiicresel etkilesim veya bazi
faktorlerin salgilanmasinin yaninda hiicre dis1 vezikiillerin de hiicreler arasi
iletisime aracilik ettigi belirtilmektedir. Ekstraseliller vezikiiller (EV’ler),
salgilandig1 hiicrenin kokenini yansitan DNA, RNA, lipid, protein ve diger
metabolik yiiklerin bulundugu zengin kargo igerigini tasir. Bir¢ok farkli hiicre
tipinden, fizyolojik veya patolojik durumlarda hiicre disi bosluga salinir [61].
EV’lerin protein icerigi kesfinden itibaren bilinse de RNA varligi 2007 yilinda
yapilan ¢alisma sonucunda dogrulanmis ve icerdigi mRNA'nin in vitro kosullarda
proteinlere doniisebilecegi gosterilmistir [62]. Amip, parazit ve memeliler gibi tiim
Okaryot hiicreler ve prokaryotik hiicreler hiicre disi ortama ekstraseliiler
vezikiller salgilamaktadir. EV’'ler biyogenezlerine gore eksozom, ektozom veya
mikrovezikiiller ve apoptotik cisimler olmak lizere 3 gruba ayrilir (Sekil 2.9 ). Bu
li¢ grupta da protein, RNA gibi belirli kargo ytkiini ¢evreleyen lipit ¢ift katmanlh
membran bulunur, ancak boyutlar: farklilik gésterir. Caplari, eksozomlar icin 30-
150 nm, ektozomlar i¢in 100-1000 nm, apoptotik cisimler i¢in ise 50-5000 nm’dir.
Bu vezikiillerin boyut, yapi, kaldirma yogunlugu gibi 6zelliklerine gore kesin olarak
ayirt etmek cok zordur ve yeni izolasyon ve saflastirma yontemlerine yonelik

calismalar devam etmektedir [61], [63].
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2. ECTOSOMES or SHEDDING
MICROVESICLES (100-1000 nm)

1. EXOSOMES (30-150 nm)

Sekil 2. 9 Hiicrelerden salinan eksozom, ektozom ve apoptotik cisimlerin
gosterimi [61]

2.2.1 Eksozomlar

Plazma membraninin igeri dogru tomurcuklanmasiyla multivezikiiler cisimcikler
olarak adlandirilan endozomlar, eksozomlarin olusmasini saglar. Plazma
membran1 ve multivezikiiler cisimcikler (MVB)’in fiizyonu sonucu MVB'lerin
iceriginde bulunan intraluminal vezikiller (ILV’ler) mikrocevreye salindiginda
eksozom olarak adlandirilir (Sekil 2.10 ). Son yillarda eksozomlar iizerine yapilan
calismalar hiz kazanmis olsa da eksozom kelimesinin ge¢misi 1970 yilina
dayanmaktadir. Eksozomlar lipit cift tabakali membranla ¢evrili DNA, RNA, protein
gibi limen kargosunu tasimakla gorevlidir. Igeriginde tasima proteinleri
(GTPazlar, Anneksinler ve flotillin), 1s1 soku proteinleri (Hsp70 ve Hsp90),
tetraspaninler (CD9, CD63, CD81 ve CD82)’in yaninda kolesterol, sfingolipidler,
fosfogliseritler, seramidler gibi farkh lipit tiirleri de mevcuttur. Bir eksozom
veritabanina gore eksozomlar 8000 protein ve 194 lipit icerir. Eksozom icerisinde
bulunan tetraspaninler hiicrede fiizyon, hiicre goci, hiicre yapismasinda gorevli

olmakla birlikte eksozomlardaki gérevi tam olarak bilinmemektedir. integrinler ise
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hiicrenin hiicre dis1 matiese yapismasinda gorev alirken eksozomda ise
vezikiillerin hedef hiicreye yapismasinda rol oynar. Eksozom olusumu sirasinda
eksozomlara dahil olan CD55, CD59, laktadherin, ALIX ve TSG101 gibi proteinler
hiicreler arasi iletisim i¢in kargo gorevi gortrler. Tiim bu proteinler eksozomlar
icin belirteclerdir. Proteinlerin yani sira eksozom yapisinda ¢ok¢a bulunan
lipitlerden sfingomiyelin ve GM3 eksozomun rijiditesinin belirlenmeside,
fosfatidilserin eksozomun PM’a sinyal gondermesinde ve flizyonunda gorevlidir.
Eksozomlar mikroRNA (miRNA), haberci RNA (mRNA) ve kodlayici olmayan
RNA’larin da oldugu niikleik asitleri bulundurur [60] ,[61]. Eksozomlarin hiicreler
arasi iletisimde ve fizyolojik siireclerde kokenlerine de bagl olarak 6nemli
gorevleri oldugu disinilmektedir. Antijen sunan hicrelerden salinan
eksozomlarin major histouyumluluk kompleksi (MHC) I ve II molekiillerini ifade
etme yetenekleri sayesinde CD8 + ve CD4 + T hiicrelerini aktive ederek spesifik
bagisiklik  tepkilerini uyarmay1 sagladiklar1 gosterilmistir [64], [65].
Trombositlerden salgilanan eksozomlar inflamatuar yanitta gorev alirken [66]
glioblastoma hiicrelerinden salgilananlar mRNA, miRNA, anjiyojenik proteinler

icerir ve anjiyogenezin uyarilmasinda [67] rol alir.
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Sekil 2. 10 Eksozomlarin (a) kaynagi ve (b) 6nemli bilesenleri [68]

2.2.2 Ektozomlar

50-1000 nm arasinda degisen boyutlara sahip ve PM’dan disar1 dogru
tomurcuklanma ile olusan ve belirli protein ve lipitleri tasiyan vezikiillerdir [60].
Ektozomlar da ekzozomlar gibi plazma membraninin (PM) tomurcuklanmasindan
dolay: spesifik degisiklikler gosterdigi icin farkli membrana sahiptir. Eksozomlara

benzer kargo icerigi olsa da daha az arastirilmistir. Bazi ¢alismalarda ektozomlarin
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matris metalloproteinazlar (MMP), glikoproteinler, integrinler, reseptorler ve 3-

aktin ve a-aktinin-4 gibi proteinleri icerdigi gosterilmistir [69], [70].

2.2.3 Apoptotik Cisimcikler

Apoptotik cisimler, 50-5000 nm arasinda degisen boyutlara sahip, apoptoz geciren
hiicreler tarafindan hiicre dis1 bosluga salinan apoptotik DNA ve sitoplazma
pargalar1 iceren membran vezikiilleridir. Bu cisimler fagositleri apoptotik
bolgelere yonlendiren sinyaller tasir. Diger ekstraseliiler vezikiillerden farkli
olarak apoptotik cisimler sadece apopototik hiicre o6liimii sirasinda sahnir.
Apoptotik cismin igerigini olustugu bolgedeki hiicresel bilesenler belirler. Bundan
dolay1 apoptotik cisim yogun niikleer kromatin icerebilecegi gibi sadece
sitozlazmik bilesen de icerebilir. Tasidiklar1 bu icerige gore ntkleer apoptotik

cisim (NAB) veya sitoplazmik apoptotik cisim (CAB) olarak adlandirilir [71].

2.2.4 Ekstraseliiler Vezikiillerin izolasyonu
Ekstraseliiler vezikiillerin izolasyonu i¢in santrifiigasyon, boyut dislama
kromatografisi, filtrasyon, immiinoafinite, polimerik ¢oktiirme gibi farkl ilkelere

dayanan cesitli yontemler kullanilmaktadir.

2.2.4.1 Santrifiigasyon

Ekstraseliiler vezikiiller, hiicre dis1 ortama salindiklari i¢in hiicrenin pargalanmasi
gerekmeden hiicre kiiltiir siipernatantlarindan, biyolojik sivilardan dogrudan izole
edilebilir. Ekstraseliiler vezikiillerin izolasyonu i¢in kullanilan en temel yéntem
diferansiyel santrifiigasyondur [72]. Hiicre kiltiir siipernatantindan eksozomlarin
izolasyonu icin, siipernatant artan hizlarla santrifiijlenir. Diisiik hizlarda elde
edilen pelletler hiicreleri, hiicre dokiintiilerini, trombositleri, biyopolimer
agregatlarin1 ve biiyiik apopototik cisimler gibi yiliksek kaldirma yogunluguna
sahip parcalan icerir. 10.000- 20.000 g hizlarinda mikrovezikiiller daha yiiksek
hizlarda da (100.000 g- 120.000g) eksozomlar pellet olusturmaktadir. Olusan
pellet PBS ile yikanarak tekrar ultrasantrifiijlenir ve saflik daha da arttirilir. Elde
edilen EV c¢ozeltisi 0.1, 0.22 veya 0.45 pm gozenek ¢apina sahip filtrelerden uygun
olani secilerek filtrelenir. Ancak bu yontem saflig1 arttirmakla birlikte EV miktarini
azaltmaktadir. Santrifiij siiresi, kullanilan tiiptin uzunlugu, g kuvveti, rotor tipi,
numune viskozitesi, gradyan o6zellikleri vezikiil izolasyonunu etkileyen 6nemli

faktorlerdir. Ozellikle daha yiiksek viskoziteye sahip érneklerde santrifiij siiresi ve
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basamak sayisi arttirilmalidir. Ultrasantrifiigasyon isleminde apoptotik cisimler ve
eksozom olmayan pargaciklardan kaynaklanan safsizliklarin giderilmesi icin ¢esitli
yogunluk gradiyentleri kullanilabilir. Bu y6ntem mitokondri, peroksizom ve
endozom gibi hiicre bilesenlerinin ayrilmasini saglamaktadir. Bu nedenle EV
izolasyonu i¢in uygun bir yontem olarak dusiintilmektedir. Gradyan olarak siikroz,
iodiksanol kullanilabilir. Yapilan bir ¢alismada stikroz gradiyenti kullanilmasiyla
soliisyonda eksozom disinda kalan protein agregatlar1 gibi safsizliga sebep olan
icerikler ~ dipte  kalirken  eksozomun  gradiyent iizerinde  kaldigi

belirtilmistir[73],[74], [75].

2.2.4.2 Filtrasyon

Ticari olarak temin edilebilen filtreler vezikiiliin izolasyonuna imkan saglayacak
cok kiiciik gozenek caplarina sahiptir. Oncelikle izole edilmek istenenden daha
biiylik parcaciklar uygun gozenek boyutuna sahip bir filtreden (6rn. 0,8 mm)
gecirilerek ortamdan uzaklastirilir. Calismalarda genellikle filtrenin ardindan
ultrafiltrasyon basamagi eklenir. Genellikle ilk adimda 0,8, 0,45, 0,22 ve 0,1 um gibi
gozenek capina sahip sirasiyla filtreler kullanilir. Bdoylece istenilen vezikiil
konsatre olarak elde edilmis olur. Filtre kullaniminin biiyiik vezikiillerin veya
trombositlerin parcalanmasina sebep olabilecegi bu nedenle ¢ok kiiciik kuvvetlerle
uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir [73], [75]. Bir ¢alismada idarar kaynakl
EV’lerin konsatrasyonunun artirilmasi icin ticari olarak satilan nanomebranlar
iceren ultrafiltrasyon kullanilmistir [76]. Ancak ultrafiltrasyon yontemi ile elde
edilmis EV iceriginin diisiik miktarada akuaporin ya da nefrolisin gibi EV proteini
icerdigi ve yliksek mikrarda albumin and a-1-antitripsin gibi EV proteini olmayan
proteinler tespit edilmistir [77]. Daha basarii sonuglar elde etmek icin
ultrafiltrasyon ile birlikte satrifiij ve ultrasantrifiij veya arka arkaya ultrafiltrasyon
basamaklar1 kullanilmahdir. 0,65 pm gozenek caph filtre ile filtrasyon islemi
ardindan 10.000xg’de santrifiij mikrovezikiillerin, 0.65, 0.45, 0.22 ve 0.1 pm
gozenek capl filtre ile ardarda filtrasyon islemiyle ise eksozomlarin izolasyonunu
saglar. Baska bir segici izolasyon yontemi olarak biiyiik pargalari uzaklastiracak
diisiik protein afinitesine sahip filtre [Millipore Express (PES) membrane Stericup
Filter Unit] ile filtrasyonun ardindan 5 kez daha kii¢iik kontaminantlari
uzaklastiracak teget akis filtrasyonu (100 nm TrackEtch filtresi, Millipore, Amerika
Birlesik Devletleri) gosterilebilir [78].
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2.2.4.3 Boyut Dislama Kromatografisi

Bu yontem protein, polisakkarit, proteoglikan gibi biyopolimerlerin hidrodinamik
yarigaplarina bagh olarak izolasyonu igin kullanilmaktadir. EV izolasyonu icin de
kullanilan bu yontem tekrarlanabilirlik, verimlilik ve madde kaybi1 olmamasi gibi
avantajlara sahiptir. EV’ler protein ve lipoproteinler ile karsilastirildiklarinda daha
biiylik ¢apa sahip olduklari i¢in izolasyonlari daha kolaydir. Bu yontem EV’lerin
biiytlik 6lcekli izolasyonu i¢cin uygundur. Ancak kolonun kolay kontamine olmasi ve
her fraksiyon i¢in zaman alic1 analizlerin gerekmesi uygulamanin dezavantajlaridir
[79]. Yapilan baz1 ¢alismalarda izolasyon, boyut dislama kromastografisi ve
ultrasantrifiij olmak tlizere 2 adimda gergeklestirilmistir. Calismalarda ilk
olarak Bio-Gel A50m ve Sepharose 2B kolonlar1 kullanilmistir. Daha sonra
orneklerin 280 nm’de absorbanslar1 ol¢iilmiistiir. 50 x 10 Da’dan biiyiik olan
fraksiyon i¢in 100.000xg'de 1 saat boyunca ultrasantrifiigasyon islemi

gerceklestirilmistir [80], [81].

2.2.4.4 immiinoafinite

Ekstraseliiler vezikiillerde bulunan spesifik yilizey proteinlerinin varligi
immiinoafinite izolasyonunun temelini olusturur. Immiinolojik teknikler EV
izolasyonunda yiiksek 6zgiilliik ve saflik potansiyeline sahiptir ancak verimi diisiik
olabilir. Antikorlarin cesitli boncuklar veya matrislerle kovalent ya da yiiksek
afiniteli etkilesimi, diisiik hizli santrifiij ile ya da manyetik tekniklerle fiziksel
ayirmayi saglar [73]. Ekstraseliiler vezikiillerin izolasyonu i¢in bir¢ok farkli antikor
baglh mikroboncuk cesidi ticari olarak elde edilebilmektedir. Yaygin olarak
kullanilan diger yiizey proteinleri ise CD9, CD63 ve CD81 iceren tetraspaninler ve
epitel hiicre adezyon proteinleridir (EpCAM). Yapilan calismalarda EV’lerin lipit
katmanindaki fosfatidilserin baglayici proteinlerinin bulunmasindan dolay1 bu
proteinleri iceren Tim-4 baghh mikroboncuklar, heparinin EV’lerin hiicre tarafindan
alinmasinda roli oldugu i¢in, heparin bagh sefaroz boncuklarla immiinoafinite

temelli izolasyon yontemleri kullanilmistir [82] [83].

2.2.4.5 Polimerik Coktiirme
Bu izolasyon yonteminin temelini ticari olarak elde edilen polimerik karisimlarin
izolasyonu yapilacak soliisyonun igerisinde gece boyunca inkiibe edilmesi

olusturur. Inkiibasyonun sonucunda EV diisiik hizla santrifiigasyon islemi
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sonucunda pellet olusturmus olur. Polietilen glikol (PEG), dekstran, polvinil gibi
polimerler ya da ticari olarak temin edilen ExoQuick, Total Exosome Isolation
Reagent ve miRCURY gibi polimer bazh reaktifler kullanilmaktadir. Bu y6ntemin
sahip oldugu polimer bazli reaktiflerinin kullanim kolayligi, gereken pratik
zamanin az olmasi, ulstrasantrifiij gibi 6zel ekipmanlar gerekmemesi gibi
avantajlar1 kullanimini popiiler hale getirmektedir. En biiylik dezavantajlaridan
biri ise ExoQuick, Exospin gibi bu yonteme dayali izolasyon Kkitlerinin temin

edilmesi i¢in ciddi biitgeler gerektirmesidir [83].

2.2.4.6 Sulu Ikili Faz Sistemi

izolasyondan protein kontaminasyonunu énlemek i¢in PEG ve dekstran kullanilan
bir yontem 6nerilmektedir. Bu polimerler suda ¢6ziinerek 2 faz olusturur. EV’ler ve
uzaklastirllmak istenen diger molekiiller polimerlerle spesifik fizikokimyasal
ozelliklerine baglh olarak tercihli bir birikme gerceklestirir. EV’ler dekstran fazinda
birikirken diger molekiiller PEG fazinda tercihli birikim gerceklestirir. PEG
soliisyonu ile siirekli ortamdan uzaklastirilarak kontaminant icerigi azaltilmis olur.
PEG igeriginin 4 kez yenilenmesi protein konsantrasyonunu 10 kat diistirmekte ve

EV kaybi olmamaktadir [84].

2.2.5 Ekstraseliiler Vezikiillerin Karakterizasyonu

2.2.5.1 Elektron Mikroskobu (EM)

EV’lerin boyut ve morfolojisinin karakterizasyonu i¢in kullanilan en net yontem
151k yerine elektron 1sim1 kullanilarak nano boyuttaki nesnelerin yiiksek
¢cozunirlikli gorintisinin alinmasini saglayan elektron mikroskoplaridir.
Taramali ve gecirimli elektron mikroskoplari (SEM ve TEM) en yaygin kullanilan
iki elektron mikroskobu tiirtidiir. SEM’de gortintli analiz alaninin elektron 1siniyla
taranmasi ve alandaki atomlar tarafindan yayilan ikincil elektronlarin tespit
edilmesiyle EV ylizeyinin topografyasi olusturulur. TEM’'de ise yayilan degil
numuneden gecen elektronlar ile gortinti olusturulur. Bu iki mikroskopta da analiz
edilecek hiicre veya vezikiiliin sabitlenmesi ve kurutulmasi gerekmektedir.
Ornegin dehidrasyonunu énlemek amaciyla ¢ok diisiik sicakliklarda ultra ince sivi
filmin goriintiillenmesi temeline dayal kriyo-TEM yontemi uygulanir. Bu yontemle
EV’ler kendi dogal durumlarinda yiiksek ¢ozinirlikli olarak goriintiilenebilir

[85].
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2.2.5.2 Atomik Kuvvet Mikroskobu

Atomik kuvvet mikroskobunda prensip numunenin yiizeyinin ¢ok sivri bir ug ile
taranarak yiikseklige cevrilmesine dayanan taramali prob mikroskobudur. Ornegin
topolojisinin nano boyutlarda yiliksek coziintrliikle goriintiilenmesini saglar. EV

analizi icin kuru ve sabitlenmis 6rnekler kullanilir ve boyut ve yap1 belirlenir [86].

2.2.5.3 Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

NTA EV’lerin konsatrasyonunun ve boyut dagiliminin analiz edilmesini saglayan
optik partikil izleme yonteminin ticari adidir. Cihazdan sagilan bir lazer 1sininin
carptigl her parcacik icin ortalama hiz, bir sarja bagh (CCD) kameranin kaydettigi
Brownian hareketine baghh olarak Stokes Einstaen denklemiyle hesaplanir.
Floresan etiketli EV’lerin analizi icin floresan modundaki NTA kullanilabilir [73].
Ornegin NTA’sindan 6énce lipoprotein, protein kompleksileri gibi EV’lere benzer
boyuttaki partikillerin iyi izole edilmesi gerekmektedir. Biiylik protein
komplekslerinin EV’ler ile benzer Brownian hareketlerinden dolay1 151k sagilim
modunda kullanilan NTA sonucunda hesaplanan vezikiill konsatrasyonunda

vezikiler olmayan yapilar da bulunabilir [73].

2.2.5.4 Ayarlanabilir direngli darbe algilama (tRPS)

Bu yontemde parcaciklar teker teker ayarlanabilir nano boyuttaki gozenekten
gecerken elektrik akimindaki degisiklikler 6lctilerek analiz gerceklestirilir. Elektrik
akimindaki diisiisiin buytikligii gozenekten gecen partikiil boyutuyla dogru
orantilidir. Son zamanlarda boyutlar1 bilinen polisitren gibi nanopartikiillerle
kalibre edilmis cihazlar EV'nin boyut ve konsatrasyonunu belirlemek icin
kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda EV’lerin nanogézenekten ge¢me zamanlari
Olclilerek zeta potansiyelleri de belirlenebilir. Zeta potansiyelinin belirlenmesi,
farmokinetik 6zellikleri etkiledigi icin EV’lerin terapotik uygulamalar i¢in 6nem

arz etmektedir [85].

2.2.5.5 Dinamik Isik Sac¢ilimi (DLS)

Dinamik Isik Sagilimi EV’lerin boyut dagilimini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.
EM ve AFM’den farkhh olarak, DLS’de vezikiillerin tek tek degil toplu olarak
difiizyon katsayisi belirlenir. Bunun icin EV’lerin hareketi sonucu sacilan lazer
1s18inin  yogunluk dalgalanmalar1 analiz edilir. DLS o6lglimiin basitligi ve kisa

stirmesi sebebiyle EV analizi icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [87].
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2.2.5.6 Akis Sitometrisi (FC)

Akis sitometrisi EV’leri yiliksek verimde Olgebilen ve fenotipleyebilen bir yéntem
oldugu icin EV’lerin karakterizasyonu icin aktif olarak kullanilan bir yontemdir.
Akis sitometrisi cihazlarinin temelini parc¢aciklar: 6l¢gmek izin birden fazla lazerin
sac¢llmasinin kullanilmasi olusturur. Akis sirasinda kirilma indisi farkindan dolay:
sagilan 151k farkh dedektorler tarafindan algilanir. Ileri dagihm hiicre boyutunu
verirken yan dagilim bilesimi hakkinda bilgi verir. EV’lerin kii¢iik boyutlari
nedeniyle ¢ozelti ile kirilma indislerinin yakin olmas1 EV’lerin 151k sa¢ilimi daha
diisiik olmasina sebep olur [85]. Bu sebeple EV’lerin akis sitometrisi ile analizi i¢in
bocuk temelli yontemler kullanilmaktadir. Bu yodntem EV’lerin boncuklarla
birlestirilmesi, florokrom- konjuge birincil veya sekonder antikorlar kullanilarak
EV’lerin floresan etiketlenmesi ve akis sitometrisinde analizi olmak iizere tig
adimdan olusmaktadir. Bu yontem gelismis ya da daha 6zel bir sitometri cihazina
ihtiya¢ duymadan EV tespiti yapilmasina olanak saglar [83]. Stoner ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen vezikil akis sitometrisi(VFC) EV’lerin bir floresan libip
probu ile etiketlenmesinin ardindan yiiksek hassasiyetle tek partikiil analizine
imkan saglar. Vezikiillerin ¢apt 120 nm ortalama c¢apa sahip di-8-boyali
lipozomlarla karsilastirilarak tespit edilir. Floresan sinyali EV'lere 6zgii olan iki
kath lipit membrana 6zgl oldugu icin lipoprotein, protein kompleksleri gibi EV

olmayan kontaminantlarin dahil edilmesi engellenmis olur [88].

2.2.5.7 Western Blotting

Bu yontemde EV markirler: kullanilarak ( CD9, CD63, CD81, TSG101, Aliks, aktin,
tiibiilin, flotilin-1, HSC70 / HSP73, HSP70 / HSP72 ve MHC) istenilen proteinin
varligl ya da yoklugunun belirlenmesi i¢in kullanilir. EV’lerin miktarini belirlemez

[83].

2.2.6 Ekstraseliiler Vezikiil Kaynaklari

Ekstraseliiler vezikiiller mezenkimal kok hiicreler, tiimor hiicreleri gibi hiicre
kiltlrlerinin slipernatantlarindan, ¢ok hiicreli organizmalarda kan, idrar, tiikiirik,
anne siti, beyin omurilik sivisi, amniyon sivisi gibi viicut sivilarilarindan ve cesitli

bitkisel kaynaklardan izole edilebilirler.
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2.2.6.1 Hiicre Kiltiirii Kaynaklh Ekstraseliiler Vezikiiller

Hiicre kiiltiirii stipernatantlarindan elde edilen EV'ler yapilan ¢alismalarda sikca
kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler (MSC), doku onarimi ve yara
iyilesmesindeki rolleri, osteoblast, kondrosit, adiposit, endotelyal, kardiyovaskiiler
ve norojenik hicre tiplerine farklilasma yetenekleri ve izolasyonunun etik
olmasindan dolay1 gilivenilir bir terapotik ajan olarak sunulmaktadir. Yapilan
calisamalarda gii¢lii antienflamatuar ve imminosupresif 6zellikleri oldugu da
gosterilmistir. MSC'lerin bu o6zellikleri ve c¢esitli hayvan modellerinde yapilan
calismalar MSC kaynakli EV’lerin terapétik potensiyeli oldugunu gostermektedir.
Ayn1 zamanda MSC’den EV izolasyonu siirdiiriilebilir ve tekrarlanabilir 6zelliklere
sahiptir [89]. Ayrica MSC kaynakli EV’lerin akut ve kronik bébrek hastaliklarinda
kullanilmasina yonelik ¢ok sayida umut vaat eden c¢alisma mevcuttur [90].
Melanom hiicrelerinden salgilanan EV’ler anjiyogenez, immiin regiilasyon ve
dokunun mikrogevresinin diizenlenmesi gibi tiimor o©ncesi siireclerde rol
almaktadir. Melanom kaynakli EV’ler hiicrelerin degisen mikrogevreye uyumunu
ve anti- timor immiin yanitlara ve terapotik zorluklara hizli adaptasyonunu saglar.
Bu sebeplerle bu EV’ler melanom hiicreleri i¢cin biyobelirte¢ olarak kullanilabilir ve
tlimor asilar icin yiiksek potansiyele sahiptir [91]. Kanser i¢in Dogal 6ldiirtict
(NK) hiicre-bazli hiicresel tedavilerde timoriin diisiik NK hiicre filtrasyonu ve
timoriin etkili kacis mekanizmalar1 nedeniyle kati tiimorleri hedeflemekte
zorluklar yasanmaktadir. NK hiicreleri sitolitik protein ve tiimor hedefleyici
molekiilleri iceriginde bulunduran EV’ler sagilamaktadir. Bu vezikiiller ¢ok kiigiik
boyutlarindan dolay: tiimor dokusu ile daha etkili bir sekilde etkilesime gecebilir.
Ayrica NK kaynakli EV’ler timor mikrocevresine karsi daha az duyarlidir. Bu
avantajlar NK kaynakli EV’lerin onkoloji alaninda etkili bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir [92]. Vaskiiler duvar kaynakli progenitér
hiicreler parakrin mekanizmalar ile iskelet onarimini indiiklemektedir. Yapilan bir
calismada perivaskiiler kok hiicrelerinin (PSC) ve PSC EV’lerinin kemik
iyilesmesindeki roli arastirilmistir. PSC kaynakli EV’lerin kemik onariminyi, iskelet
hiicrelerinin proliferasyonunu, gocliinii ve osteodifaransiyasyonu uyardigl

gosterilmistir [93].
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2.2.6.2 Viicut Si1vis1 Kaynakli Ekstraseliiler Vezikiiller

Cok hiicreli organizmalarda kan, idrar, tikiuriik, anne siiti, beyin omurilik sivisi,
amniyon s1visi gibi viicut sivilar1 EV kaynagidir. Kandan plateletlerin izolasyonu ile
elde edilen platelet kaynakli EV'lerin incelendigi bir arastirmada platelet kaynakli
EV’lerin PRP benzeri etkileri oldugu belirtilmis ve yara iyilesmesi ve doku
onariminda PRP’nin yerini alabilecegi 6ngoriilmiustiir [94]. Nekrotizan enterokolit
(NEC) %20-40 gibi yiiksek 6liim oranlari ile yenidoganlar icin ciddi bir problemdir.
Tedavinin yiiksek maliyeti sag kalan bebeklerde goriilen kisa bagirsak sendromu
ve gelisimsel gerilikler gibi problemler bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada anne
sttt kaynakli EV’lerin NEC insidansin1 6nemli Olglide azalttigi bagirsak epitel
hiicreleri (IEC)'nin proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdig1 ve in vitro olarak
apoptozu azalttigl gosterilmistir [95]. Insan tikriigii bircok yapisal ve
biyokimyasal 6zellige sahip partikiller iceren, invaziv olmayan tani1 yontemleri icin
kullanimi1 ¢ok uygun olan bir viicut sivisidir. Tiikiiriik kaynakli EV’lerin klinik
acidan oOnemli bilgiler icerdigi belirtilmektedir. Tiukiiriik kaynakhi EV’lerin
premalign lezyonlarin ve erken evredeki kanserlerin tanisinda ve timérogenezin
molekiiler temelinin anlasilmasinda kullaniminin tmit verici sonuclar1 olacagi

diisiintilmektedir [96].

2.2.6.3 Bitki Kaynakl Ekstraseliiler Vezikiiller

Uzun yillardir yapilan ¢alismalarda EV’lerin ayn1 dokuda yakinindaki hiicrelerle
veya dolasim yoluyla kargo icerigini tasidig1 ve hiicresel arasi iletisimi arttirdigi
bilinmektedir. Son yillarda ise EV’lerin memeli-parazit, memeli-bakteri, bitki-
parazit gibi farkh tirler arasinda da etkinligi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
nedenle de biyolojik olarak onemli olan bitkisel sivilardan elde edilecek EV’lerin
vicutta ciddi islevleri olabilecegi ve homeostaza katkida bulunabilecegi
belirtilmistir [97]. Bu konuda yapilan 6nemli bir calismada, EV'lerin bitkilerde
yogun olarak bulundugu, bitki kaynakli EV’lerin memeli hiicreleri {izerinde
etkinliklerinin oldugu ve ¢oklu bitki kaynakli EV’lerin terapotik etkinliklerinin
arastirilmasini 6énemli oldugu belirtilmistir (Sekil 2.11) [20]. Bitki kaynakli EV’lerin
viicutta ulastigl ilk bolge gastrointestinal sistem oldugu icin EV’lerin bagirsak
bariyeri lizerindeki biyolojik fonksiyonlar1 iizerindeki ¢alismalara 06nem
verilmektedir. Yapilan bir ¢alismada fareler 7 giin boyunca giinde 2 mg iiziim
kaynakli EV’ler ile beslenmis ve sadece PBS verilen kontrol gurubu ile
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karsilastirildiginda EV’lerin bagirsak epitelinde Lgr5- EGFP hiicrelerinde
proliferasyonu arttirdig1 goriilmiistiir. Ayni1 zamanda in vitro ortamda Lgr5- EGFP
hiicrelerine 40 pg/mL verilmis ve tizim kaynakli EV’lerin organoid olusumunu
hizlandirdigs tespit edilmistir. Uziim kaynakh EV’ler ile yapilan bir diger calismada
kolit hasar1 (DSS- induced) olan fareler oral olarak tedavi edilmis ve PBS ile tedavi
edilen kontrol grubuna nazaran kilo kaybinin azaldig), epitel hiicre
proliferasynunun ve epitel olusumunun arttig1 gésterilmistir [98]. Benzer sekilde
kolit hasar1 (DSS- induced) olan fareler greyfurt kaynaklh EV’ler ile oral olarak
tedavi edilmis ve I1-6 ve II-1 beta sitokin gen ekspresyonlarinda ve monosit ve T
hiicrelerinin toplanmasinda rolii olan kemokin seviyelerinde azalma goriilmiisttr.
Ayrica greyfurt kaynakli EV’ler bagirsaktaki makrofajlara dahil olmus ve
antienflamatuar kapasitelerini uyarmistir [99]. Brokoli [100], zencefil [101] gibi
bitkilerden kaynakli EV’'lerin antienflamatuar roli oldugunu gosteren c¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bitki kaynakli EV’ler kanser c¢alismalarinda da sik¢a
kullanilmaktadir. Limon kaynaklhh EV’lerin A549, SW480 and LAMA84 Kkanser
hiicreleri tlzerinde etkinlikleri incelenmistir. Calismada EV’lerin TRAIL aracili
apopototik hiicre 6liimiinii aktive ederek in vivo kronik miyelojen 16semi(CML)
tlimoriniin blyimiiseni baskiladigl gosterilmis ve EV’ler kanser tedavisi i¢cin yeni

bir yaklasim olarak énerilmistir [102].

Anti-inflammatory effects
a Anti-cancer properties
E— Drug delivery
\ Action on gut microbiota
Sekil 2. 11 Bitkisel kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin tedavide kullanim alanlari
[97]

2.2.7 Ekstraseliiler Vezikiillerin Terapotik Uygulamalari

Dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerden salgilanan eksozomlar, MHC
sinif [ ve Il adezyon ve uyarici molekiilleri ifade etmekte ve boylece CD8 + ve CD4 +
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T hiicrelerini aktiflestirerek glicli bir immiinojenik yanit olusmasini
saglamaktadir. Tumor kaynakh eksozomlar dendritik hiicreleri aktive eden timor
antijenlerini ifade ettigi ve boylece lizatlara veya ¢oziiniir antijenlere gére daha
yuksek bir immiin yanit olusturabilecegi belirtilmistir [103]. Yapilan ¢alismalarda
yuksek immiin yanitin vezikiillerin yapisinda bulunan adjuvan 6zelligine sahip 1s1
soku protein (HSP) varligi oldugu ve dogal oldiiriicii hiicreleri (NK) ve
makrofajlar1 aktive edebilecegi belirtilmistir[104], [105]Eksozomlarin icerdigi
yuksek miktarda miRNA, doku yenilenmesi, adipojenik farklilasma ve anjiyogenez
gibi 6nemli siireglerde rol almasini saglamistir [94], [106]. Yapilan bir ¢alismada
insan gobek kordon kani endotel hiicre kaynakli eksozomlarin kronik diyabetik
yara iyilesmesinde 6nemli rolii olan pro-anjiyojenik genlerin ekpresyonunu
indiikledigi, anjiyogenezle iliskili olan endotel fibroblast biiytime faktori 1(FGF-1),
nitrik oksit sentaz (eNOS) ve interlokin-8 (IL-8) liretimini 4 kat arttirdig; vaskiiler
endotelyal biiytime faktoru reseptor 2 (VEGFR-2), kemokin ligand-16 (CXCL-8),
anjiyopoietin-1 (ANG-1), E-selektin, vaskiiler endotelyal biiylime faktori A’y
(VEGFA) 6nemli derecede up-regiile ettigi rapor edilmistir [107]. Insan fibrosit
kaynakli eksozomlar, keratinositlerin goc¢iinii ve c¢ogalmasini, dermal
fibroblastlarin proliferasyonunu, kolajen I ve III'iin salgilanmasini énemli derece
arttirmaktadir. Ayrica kiiltiir esnasinda PKH67 ile etiketlenen eksozomlarin,
endotel hiicreler, keratinositler ve dermal fibroblastlar igerisinde ¢ok sayida varlig
tespit edilmistir. Dolayisiyla fibroblast kaynakli eksozomlarin yara iyilesmesinde
fonksiyonel islevi olan farkli hiicre tiplerine kargo gorevi tlstlenerek pro-
anjiyojenik aktivite gostererek doku yenilenmesinde o6nemli rol oynadigi
saptanmistir [108]. Eksozomlarin in vitro ve in vivo ortamlarda stabilitesi,
organizmada iyi dagilmasi, kan beyin bariyerini gecebilmesi ve miRNA ve siRNA'y1
hedef hiicrelere transfer ederek gen ekspresyonunu diizenleyebilmesi terapotik

amaglar icin eksozomlari uygun bir aday yapmaktadir [65].
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3

MATERYAL VE METOD

3.2

3.2.1

Materyal

Ekipman

Hava akiml kabinler (Thermo Scientific Hera safe, Faster BH-EN 2006)
Ters mikroskop (Olympus CKX41)

Isik Mikroskoplar: (Olympus ve Soif / BX51 ve BA2303)

Santriflij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

Ultrasantrifiij (Beckman / Optima L100 XP)

Karbondioksitli inkiibatér (New Brunswick scientific CO-150 37°C)
Manyetik karistirici1 (Heidolph MR3000)

Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

Pastor firin1 (Memmert)

Buz liretme makinesi (Scotsman AF100)

Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)

Su banyosu (GFL (gesselschaft fiir labortechnik) mbH, Kerman)
Pipet uclari (1-10, 20-200, 100-1000 pl'lik tek kullanimlik, AxyGen)
UV-spektrofotometre (Jasco V-530)

-197 °C azot tanki ve azot tasima tanklar1 (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

ELISA cihazi (Thermo)

ELISA ¢oklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)

Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)

Mikropipetler (10, 100 ve 1000 pl'lik ,Thermo, Pippetman)
Enjektorler 1, 5, 10 ve 50 cc’lik (Ayset)

Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Arcelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
Santrifiij tiipleri 15 ve 50 mL (Eppendorf, IsoLAB)

ELISA 96 kuyulu plaklar: (TPP)

Hiicre kiilttirii plaklar (TPP)
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Kriyottipler (TPP)

Hiicre kiiltur flasklar: 25 ve 75 cm? (TPP, Corning)

Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

Serolojik pipetler 1, 5, 10 ml (Blau Brand Germany)

Steril pastor pipeti 3 ml (LP ITALIANA SPA)

Otoklavlanabilir cam siseler 50-1000ml’lik (ISOLAB, SCHOTT)
Thoma lami hiicre sayimi icin (Menzelsuperior)

Siringa filtreleri 0,22 um ve 0, 45 pm’lik (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Floresans Spektrofotometre ( QuantaMaster)

Sonikasyon Cihazi(Bandelin Sonoplus GM2200)

Flow Sitometre (Merck/ Guava)

pH-metre (HANNA instruments)

Kimyasallar

Glukantim

Tween-20 (MP Biomedicals LLC)

Metanol (Merck)

EX01-25 Exo-spin™ kit, 24 columns buffer CELL GUIDANCE SYSTEMS
RPMI-1640 (Fenol red iceren ve icermeyen) besiyerleri (GIBCO Invitrogen)
Tripan mavisi (Biologycallndustry)

Immersiyon yagi (Merck)

Etanol (Merck)

EDTA (AppliChem)

L-Glutamine (PAN Biotech)

Dipotasyum fosfat, K2ZHPO4 (Sigma)

Amonyum stlfat, (NH4)2504 (merck)

Sodyum kloriir, NaKL (Sigma)

Sodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

FBS-fetal bovine serum (GIBCO Invitrogen)

DMSO (AppliChem)

Penisillin-streptomisin (PAN Biotech)

Coomassie Blue G250
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J BSA (Bovine Serum Albumin) standart soliisyonu (Sigma)

J Aldehyde/Sulfate Latex Beads, 4% w/v, 4 um ( thermo fisher A37304)
J HEPES (Sigma Aldrich)

3.2.3 Deneylerde Kullanilan Tampon, Besiyerleri ve Kimyasallarin

Hazirlanigi
3.2.3.1 Tamponlar
PBS Tamponu

0,2 g KC], 8 g NaCl, 0,24 g KH2P0O4 ve 1,44 g Na2ZHPO4 kimyasallar: tartilip 900 ml
distile suda ¢oziinduriildii. pH1 7,4’e ayarlandi ve son hacim distile suyla 1 litreye
tamamlandi. 1 atm basing, 121°C sicakliga ayarlanmis otoklavda cam siseler

icerisinde 20 dakika steril edildi.
HEPES Tamponu

90 ml distile suyun icine 0,8 g NaCl, 0,027 g Na2ZHPO4.2H20 ve 1,2 g HEPES
eklendi. 1M NaOH ile pH1 7,05’e ayarlandi ve ardindan total hacim 100 ml'ye

tamamlandi. Son olarak soliisyon 0,22 pm’lik filtreden gecirildi.
3.2.3.2 Kimyasallar
Tripsin Soliisyonu

%0,25 tripsin solisyonu hazirlamak i¢in 2,5 g tripsin ve 0,2 g EDTA tartilip 1 ml'ye

tamamlanarak manyetik karistiricida ¢ézduruldi.
MTT Soliisyonu

10 mg/ ml son konsatrasyon olacak sekilde Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
tuzu hassas terazide 20 mg tartihlp PBS ile 2 ml'ye tamamlandi. Vortekste
calkalanarak iyice coziindiikten sonra steril edilmek tlizere 0,22 pm’lik siringa
filtreden gecirildi. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide tuzu 1s18a karsi hassas

oldugu icin, bu islemler karanlikta yapildi.
Nitrik Oksit (NO) icin Griess Reaktifi

20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklendi. Bunun igerisine sirayla 0,1 g N-(1-
Naftil)Etilendiamin ve 1 g Siilfanilamit eklenerek karistiricida ¢éziinmesi saglandi.

Son olarak ¢ozelti distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
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NO icin Standart Cozeltileri

Standart madde olarak Sodyum Nitrit kullanildi. Bunun i¢in 10 ml distile su icinde
0,345 g Sodyum Nitrit ¢oziliirek 500 uM stok ¢ozelti hazirlanmis oldu. Elde edilen

stok ¢6zeltiden 0-100 uM araliginda standartlar hazirlandi.
Bradford Reaktifi

50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 hassas terazide tartildi ve 50 ml metanol
icerisinde ¢oziildii. Icerisine 100 ml 85% (w/v) fosforik asit (H3P04) eklendi.
Hazirlanan soliisyon 850 ml distile suya eklendi ve filtre kagidindan gegirilerek
reaktif elde edildi.

3.2.3.3 Besiyerleri
Hiicre Dondurma Soliisyonu

%380 FBS ve %20 DMSO iceren ¢ozelti kabin igerisinde 15 ml’lik falkonlarda steril
bir sekilde hazirlandi ve -20°C’de muhafaza edildi.

DMEM- F12 Medyumu

%10 FBS iceren DMEM- F12 besiyerinin hazirlanmas: i¢in 6ncelikle 500 ml
DMEM/F12 stok besiyeri icerisine 5 ml penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin
ilave edildi. 50ml’'lik falkona hazirlanan besiyerinden 45 ml alinip 5ml FBS

eklenerek tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.
RPMI 1640 Medyumu

%10 FBS iceren RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi i¢in éncelikle 500 ml RPMI
1640 stok besiyeri icerisine 5 ml penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin ilave
edildi. 50ml’lik falkona hazirlanan besiyerinden 45 ml alinip 5ml FBS eklenerek

tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.
3.2.4 Deneylerde Kullanilan Hiicreler

J774 Makrofaj hiicre hatti: Disi bir BALB/c fare tiimoriinden elde edilen 774 fare
makrofaj hiicre hatti toksisite testleri ve L. major parazitlerinin promastigot-

amastigot dongiisiinde konak olarak kullanilmistir.

L929 Fibroblast hiicre hatti: Fare fibroblast hiicresi olan bu hiicre hatti hazirlanan

formiilasyonlarin toksisite testleri icin kullanilmistir.
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L. major parazit hatti: Kutan6z ve mukokutan6z Leishmaniasis’in etkeni L. major
parazitlerinde, hazirlanan formiilasyonlarin parazit ve enfekte makrofaj tizerindeki

etkinlikleri incelenmistir.

3.3 Metod

3.3.1 Hiicre Kiiltirii Metodlar:
3.3.1.1 Hiicre Hatlarinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Deneylerde Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik

vy

Bolimii “Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi” laboratuvarinda bulunan
kriyobanktan ¢ikarilan J774 ve L929 hiicre hatti bulunan kriyotiipler 37 oC’deki su
banyosunda ¢ozdiiriildii. Coézdiiriilen hiicre stispansiyonu 5 ml %10 FBS iceren
RPMI 1640 besiyerine eklendi ve 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirild1 ve pellet icerisinde 5 ml besiyeri bulunan 25 cm2’lik

T25’lik flaska ekildi.
3.3.1.2 Hiicre Hatlarinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Hiicrelerin devaml kiiltiirti %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde yapildi. T25’lik
flasklarda 5ml besiyeri icerisinde hiicrelerin ekimi gerceklesti. Kiiltiiriin durumu,
hiicrelerin morfolojisi ve proliferasyonu her giin diizenli olarak ters mikroskopta
incelendi. Besiyeri, kiltiiriin proliferasyonuna ve ortamin pH’sina bagh olarak
degistirildi. Hiicreler %90 yogunluga ulastiktan sonra tripsinizasyon islemi

gerceklesti.
3.3.1.3 Hiicre Hatlarinin Tripsinizasyonu ve Pasaji

Tripsinizasyon islemi icin flasktaki besiyeri dokiildii ve hiicreler 2 ml PBS ile 2 kez
yikandl. 2 ml Tripsin- EDTA flasklara eklenerek 37°C'de 5 dk inkitibe edildi.
Hiicreler yiizeyden ayrildig1 ters mikroskopla gozlemlendikten sonra 4 ml RPMI
1640 (%10 FBS iceren) besiyeri icerisinde 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelletinden makrofajlarin sayimi yapilarak
ml’deki makrofaj sayis1 hesaplandi. Hiicre sayisina gore her T25’lik flaskta 400,000
hiicre olacak sekilde flask icine homojen bir sekilde dagitildi. Flasklar %5 CO2
iceren 37°C’deki inkiibatore birakildi.
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3.3.1.4 Hiicre Sayimi

Hiicrelerin sayimi, tripan mavisi ile thoma laminda yapildi. Santrifiij yapilan hiicre
stispansiyonunun stpernatant kismi uzaklastirildi ve pellet 1 ml besiyeri ile
restlispanse edildi. Hiicre siispansiyonundan 2 pl alinarak 1,5 ml’lik steril ependorf
tiipii icine konuldu. Uzerine 48 pl tripan mavisi soliisyonu ve 50 pl besiyeri eklendi.
Thoma laminin alt ve tst kisimlarina lam ile lamel arasina kalacak sekilde 10 pl
hiicre silispansiyonundan dikkatlice yayildi. Ters mikroskopta hiicre sayimi
gerceklestirildi. Ayrica pasaj sirasinda elde edilen kiiltiiriin geri kalan kismi

kriyoprezervasyonu yapilarak kriyobankin olusturulmasi i¢in kullanildi.

Hiicre sayis1 (1ml) = Ortalama canli hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma

lama1 sabiti (10,000)

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve st kisimlarinda bulunan 16 karedeki

canli hiicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hiicrelerin sayimi i¢in yapilmis sulandirma

katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000

Sekil 3. 1 Thoma lami goriintiisi

3.3.1.5 Hiicre Hatlarinin Kriyoprezervasyonu

Hiicrelerin kriyoprezervasyonu igin pasaj sonrasi hiicrelerin sayimi yapildi, 1

ml’lik kriyotiipte 106 hiicre, 50:50 oraninda hiicre/ kriyoprotektan olacak sekilde
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alindi. Ardindan yavas dondurma islemi baslatildi. Hiicreler 1 saat +4°C’de, 2 saat -

200C’de ve bir gece -40°C’de tutularak, - 196°C’deki kriyobanka aktarildi.
3.3.1.6 L. major Parazit Hattinin Kiiltiirii

Deneylerde Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik
Bolimii “Hiicre Kiltirit ve Doku Miihendisligi” laboratuvarinda bulunan
kriyobanktan ¢ikarilan L. major promastigotlarini iceren kriyotiipler 37 °C’deki su
banyosunda ¢6zdiiriildii. Daha sonra igerisinde 5 ml besiyeri bulunan T25’lik flaska
ekilerek kiiltiir baslatildi. Kiiltiir 27 ©°C sicaklikta CO; igcermeyen etiivde

inktibasyona birakildi.

Parazitlerin sayimi i¢in Thoma lami kullanildi. Hareketli olan parazitlerin sayimi
zor oldugu icin fikse etmek amaciyla parazit kiltiri 1:10 oraninda formalinle
sulandirildi. Mikrotiipiin icinde 90 ul formaline 10 pl parazit eklenerek soliisyon
hazirlandi. Ependorftaki parazit-formalin soliisyonundan thoma laminin alt ve iist
kisimlarina lam ile lamel arasina kalacak sekilde 10 ul hiicre siispansiyonundan
her iki yiizline de eklendi ve ters mikroskopta sayimi yapildi. Sayimda 1 ml’deki

parazit sayisinin bulunabilmesi i¢in asagidaki formul kullanildi.

1 ml’de bulunan toplam parazit sayis1 = Thoma lami sabiti x ortalama hiicre sayisi x

sulandirma katsayisi

Thoma laminda sayilan ortalama parazit sayisi: Lamin her iki bélmesindeki 16

biiylik karenin icerisinde sayilan parazit sayisinin aritmetik ortalamasi

Sulandirma Katsayisi: Parazitler formalinle 1:10 oraninda seyreltildigi i¢cin katsay1

10
Thoma Lami Sabiti: 10000

T25’lik  flasklarindaki 3-4 giinlik parazitlerin inkiibasyonundan sonra,
kiltirlerdeki promastigotlarin sayisi 8-10 milyon/ml parazite ulasti. Hiicre sayimi,
ters mikroskopta hemasitometre yardimiyla yapildi. T25lik flasklardan T75’lik
flasklara yaklasik 4,5 ml kiiltiir ilave edildi ve % 10 FBS ile zenginlestirilmis 35 ml
RPMI 1640, 1 milyon/ml parazit sayisiyla baslayarak daha biiyiik siselerde kiiltiirti
baslatmak i¢in ilave edildi. 3-4 giinliik inkiibasyonu takiben T75’lik siselerinde

maksimum parazit sayisi1 8-10 milyon/ml'ye ulasti.
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3.3.2 Ekstraseliiler Vezikiillerin izolasyonu ve Karakterizasyonu
3.3.2.1 Ekstraseliiler Vezikiillerin izolasyonu i¢cin Orneklerin Hazirlanmasi

Ekstraseltler vezikiil elde etmek icin taze Curcuma longa (zerdegal) bitkisi distile
su ile yikandi, kati meyve sikacagi ile suyu sikildi ve filtre kdgidindan gecirildi. Elde
edilen zerdegal suyu 50 ml'lik 2 falkona aktarildi. 300 g hizda 10 dk santriftijlendi.
Sitipernatant yeni tiiplere aktarildi ve 1000 g de 20 dk ve ardindan 5000 g de 30 dk,
10000 g de 45 dk ve 20000 g de 1 saat olmak tlizere santrifiij edildi. Her santrifiij
basamaginda silipernatant yeni tiliplere aktarildi ve pellet uzaklastirildi. Tim
islemler +4°C’de gerceklestirildi. Stipernatant sirasiyla 0.45 pm ve 0.22 pm’lik
filtrelerden gecirildi. 1 kg taze zerdegaldan yaklasik 100 ml 6rnek elde edilmistir.

3.3.2.2 Ekstraseliiler Vezikiillerin izolasyonu

60 ml zerdecal 6rneginden Exo-spin™ Kkiti ile ekstraseliiler vezikiil izolasyonu
yapildi. Exospin™ tamponu, slipernatanin yar1 hacminde tiipe eklendi ve 4°C'de
gece boyunca inkiibe edildi. Bunun i¢in 50 ml’'lik 2 ayr1 falkonda bulunan 30 ml
ornegin her birine 15 ml kitte hazir bulunan Exo-spin™ tamponu eklendi ve falkon
tlip iyice ters diiz edilerek karistirildi. Daha sonra 6rnek +40C’de gece boyunca
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi érnekler 60 dk siireyle 16000 g'de +4 °C'de
santrifiij edildi. Elde edilen pellet kit icerisinde bulunan PBS ile (100 pl) siispanse
edildi ve 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Exo-spin™ kolonlarinin
hazirlanmasi asamasinda kolonlar kullanilmadan 15 dk 6nce oda sicakligina
getirildi. Ardindan kolonun altindaki kapak g¢ikarildi, kolon atik toplama tiipiine
yerlestirildi ve tist kapagi ¢ikarildi. Mikropipet kullanilarak, koruyucu tamponu
kolonun tzerinden aspire edildi. Kolonun kurumasini 6nlemek i¢in hemen bir
sonraki adima gegcildi. Kolona 200 pl Exo-spin™ PBS eklendi ve kolonlar 50 g’de 10
saniye boyunca santrifiij edildi. 100 pl eksozom o6rnegi kolonlara aktarild1 ve
kolonlar 50 g’de 60 saniye boyunca santrifiij edildi. Santriftij sonrasi atik tiipleri
1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipleri ile degistirildi. Kolonlara tekrar 200 pl Exo-spin™
PBS eklendi ve kolonlar 50 g'de 60 saniye boyunca santrifiij edildi ve bdylece
mikrosantrifij tiiplerinde 200 pl ekstraseliiler vezikiil 6rnegi saf olarak elde edildi.
Elde edilen eksozom iceren ¢ozelti -80 °C'de daha sonra kullanilmak tizere

depolandi.
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3.3.2.3 Ekstraseliiler Vezikiillerin SEM ile Karakterizasyonu

Goriintiileme yapilabilmesi icin 6rnek oncelikle yliksek vakum altinda altin ile
kaplandi. Karbon bant iizerine ekstraseliiler vezikiiller yerlestirildi. izole edilmis
zerdecal kaynakl ekstraseliiler vezikiiller ArelPOTKAM’da FEI QUANTA 450 FEG
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelendi.

3.3.2.4 Ekstraseliiler Vezikiillerin Dinamik Isin Sacilimi ile

Karakterizasyonu

Zerdecal bitkisinden izole edilen ekstraseliiler vezikiiller 995 ul PBS ve 5 pl olacak
sekilde hazirlandi. 0.20 um filtreden gecirildi. Boyut ve zeta potansiyel 6l¢imii
Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik Béliimii
KMC-306 no.lu laboratuvarda bulunan Malvern Instruments ZetaSizer cihazi

kullanilarak gergeklestirildi.
3.3.2.5 Ekstraseliiler Vezikiillerin AKis Sitometrisi ile Karakterizasyonu

Her bir akis sitometri tlipiine 50 ul hacminde ekstraseliiler vezikiil eklendi. 1 tiip
negatif kontrol diger tiiplere ise 10 ul CD63 PE/CD81APC ve CD9 FITC ylizey
antikorlan eklendi ve karanlik ortamda, oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra 2 ml PBS ile 2200 g'de 5 dk santrifiij edildi. 300 ul PBS ile
pellet ¢éziiliip okundu. Flow sitometri deneyleri Istinye Universitesi'nde, BD FACS

Calibur cihazinda, CEll Quest Pro yazilimi ile gerceklestirilmistir.
3.3.2.6 Ekstraseliiler Vezikiiller i¢cin Bradford Protein Tayini

Ekstraseliiler vezikillerinin konsatrasyonlarinin belirlenebilmesi icin protein
miktar1 Bradford yotemiyle belirlendi. Bovine Serum Albumin (BSA) proteini ile 0,
20, 40, 60, 120 ve 200 pg/ml konsantrasyonlari kullanilarak standart soliisyonlari
hazirlandi. Cam tiiplere her bir konsatrasyon i¢in 30 pl standart 6rnegi, 1,5 ml
Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk inkiibasyona birakildi. Blank i¢cin 30 pl distile su
kullanildi. 595 nm’de UV spektroskopisinde o6l¢ciim alindi ve standart grafigi
olusturuldu. Daha sonra standart soliisyonunun 6l¢limiine benzer sekilde 30 pl
ornek ve 1,5 ml Bradford reaktifi tiiplere eklendi. 10 dk inkiibasyonun ardindan
595 nm'de ol¢lim alindi. Standart grafiginin dogru denklemi kullanilarak

orneklerin protein miktar1 pg/ml cinsinden belirlendi.
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3.3.3 Hazirlanan Formiilasyonlarin Hiicre Hatlari iizerinde MTT yontemi ile

Toksisitelerinin Tayini ve Toksik Olmayan Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Tek baslarina ekstraseliiler vezikiillerin ve Glukantim’in makrofaj hiicreleri (]774)
ve fibroblast hiicreleri (L929) ilizerinde toksik olmayan konsantrasyonlarinin
belirlenmesi ve buna gore kombinasyonlarin hazirlanmasi icin MTT ydntemi
kullanildi. Ekstraseliiler vezikiiller ve Glukantim’in tek baslarina toksik olmayan
konsatrasyonlar: se¢ildi ve kombinasyonlarin da toksik etkileri MTT yOntemi ile
belirlendi. Bu amagla ilk olarak her bir kuyucuga 104 makrofaj ve fibroblast
hiicresi olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekim yapildi. 48. ve 96. saatlerde 6l¢iim
almak icin 2 hiicre icin de 2’ser plak ekildi. Hiicreler gece boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Ardindan ekstraseliiler vezikiiller ve Glukantim’in 5 farkh
konsantrasyonda (10-20-50-100-200 pg/ml) makrofaj ve fibroblast ekilen 96
kuyulu plaklara her bir konsantrasyon igin 3 tekrar olacak sekilde eklendi.
Ardindan 37 °C’lik inkiibatorde 48 ve 96 saat boyunca inkiibe edildi. MTT testi igin,
20 mg/ml tetrazolyum tuzu 2 ml PBS icerisinde ¢6ziildi ve sirasiyla 0.22 pm ve
0.45um’lik filtrelerden gecirilerek sterilizasyon saglandi. Her bir kuyuya 10 pl MTT
soliisyonu  [(3-(4,5-Dimethylthiazol2-yl))-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide)]
verildi. Plaktaki hiicreler 37 °C'lik inkiibatérde 3,5 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. 3,5 saatin sonunda olusan formazan Kkristalleri ters mikroskopta
gozlemlendi. Tuzlarin ¢oziilmesi i¢in kuyulara 100 pL. DMSO soliisyonu eklendi ve
30 dk boyunca oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Her bir kuyunun 570

nm’deki absorbans degerleri Elisa Reader’da okundu.

3.3.4 Hazirlanan Formiilasyonlarin Leishmania major Amastigot ve

Promastigotlar1 Uzerindeki Antileishmanial Etkinliklerinin incelenmesi

3.3.4.1 Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L.major

Promastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkinliklerinin incelenmesi

Stasyoner fazdaki L. major promastigotlari, devam eden kiiltirden 1 ml’de 106
hiicre olacak sekilde 1,5 ml'lik ependorf tiiplerine aktarildi. Bir gece 27 °C'de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, ekstraseliiler vezikiil ve Glukantim’in toksik
olmayan konsantrasyonlar1 tek baslarina ve kombinasyon halinde, bir gece
inklibasyona birakilan promastigotlar tlizerinde uygulandi. Ependorflar tekrar

27°C’de inkilibasyona birakildi. Antileishmanial etkinlik, formilasyonlarin
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uygulamasinin ardindan 48. ve 96. saatlerde ependorflardaki parazit sayilarinin
thoma lami yardimiyla sayilmasi ile saptandi. Parazit sayimini kolaylastirmak icin
ependorftan alinan 10 pl parazit, 90 pl %2’lik formalinle karistirilarak 5-10 dk

bekletildi. Ardindan thoma laminda asagidaki formil kullanilarak sayim yapildi:
Parazit sayisi = Ortalama hiicre sayisi x sulandirma katsayis1 x thoma lami sabiti
Parazit sayisi: 1 ml'deki parazit sayisi

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve iist kisminda bulunan 16 karedeki

hiicrelerin aritmetik ortalamasi
Sulandirma katsayisi: Sayim i¢in yapilan sulandirma katsayisi
Thoma lami sabiti: 10.000

3.3.4.2 Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L.major
Promastigotlarinin Metabolik Aktiviteleri Uzerindeki Etkinliklerinin

incelenmesi

Stasyoner fazdaki L. major promastigotlari, devam eden kiiltiirden alinarak sayim
islemi gerceklestirildi. Deneylerde kullanilan 96 kuyulu plaklarda her bir kuyuya
100 pl’de 100.000 promastigot diisecek sekilde ekim yapildi. Plak bir gece 27 °C'de

inkiibasyona birakildi.

Daha sonra, ektraseliiler vezikiil (100 pg/ml, 200 pg/ml) ve Glukantim’in (20
ug/ml, 50 pg/ml) toksik olmadigi belirlenen konsantrasyonlar1 tek baslarina ve
kombinasyon halinde kuyulara 3’er tekrar olacak sekilde eklendi. 48. ve 96.
saatlerde oOl¢im alabilmek icin ayni sekilde 2 farkli plak hazirland.
Formiilasyonlarin eklenmesinden sonra plaklar 27 °C'de 48 ve 96 saat
inkiibasyona birakildi. 48 ve 96. Saatlerde her bir kuyucuga, 10’ar pl (10 mg/ml)
MTT soliisyonu eklendi. Daha sonra plak tekrar 4 saat 27 °C'de inkiibasyona
birakildi. Bu siire zarfindan parazit kiimelerinin icerisinde olusan ve enzimatik
aktiviteye bagh hiicre canliliginin bir gostergesi olan formazan kristallerinin
olusumu mikroskop yardimiyla takip edildi. 4 saatlik inkiibasyonda hiicre
canlihiginin bir gostergesi olan formazan kristalleri olustu. Bu kristallerin
cozlinmesi icin 4. saatin sonunda her bir kuyuya 100’er pl DMSO eklendi ve plak
oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30 dk bekletildi. Son olarak plak 570
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nm’de ELISA Reader cihazinda okutularak kuyulardaki absorbans degerleri tayin

edildi.

3.3.4.3 Ekstraseliller Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L.major

Amastigotlar1 Uzerindeki Etkisinin infeksiyon Indeksi Tayini ile Belirlenmesi

Ekstraseliiler vezikiill ve Glukantim kombinasyonlarinin L. major amastigotlari
tizerindeki etkisinin enfeksiyon indeksi tayini ile belirlenebilmesi icin ]774
makrofaj hiicreleri kuyu basina 30.000 hiicre olacak sekilde 6’lik plaklara aktarildi
ve yilizeye tutunmasi icin 24 saat inkiibasyona birakildi. Amastigot formunun
olusturulmasi icin 6ncelikle makrofajlar L. major promastigotlari ile enfekte edildi.
Bunun ic¢in kuyulardaki makrofajlara, stasyoner fazda bulunan L. major
promastigotlar1 makrofajlarin sayica 10 kati olacak sekilde, her bir kuyuya
300.000 parazit verildi. L. major verilen makrofajlarin, parazitlerce enfekte
olabilmesi i¢cin 6’lik plaklar 4 saat 37 °C’'de %5 CO?’li inkiibatérde inkiibasyona
birakildi. 4 saatin sonunda makrofajlarin enfekte olup olmadigi ters mikroskop ile
incelendi. Parazitlerin makrofaj icerisinde amastigot forma doniistiigii tespit
edildikten sonra, ekstraseliiler vezikiiller belirlenen 100 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarda, Glukantim 20 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlar1 olacak sekilde formiilasyonlar hazirlandi. Amastigot-makrofaj
kiltird bulunan kuyulardan biri formiilasyon verilmeden kontrol gurubu olarak
belirlendi. Diger kuyulara hazirlanan formiilasyonlar eklendi. Plaklar 37 °C’de 48
saat boyunca inkiibasyona birakildi. 48 saatin sonunda verilen formiilasyonlarin
enfeksiyon indeksinin hesaplanabilmesi icin plaklarda bulunan enfekte
makrofajlar Giemsa boya ile boyandl. Oncelikle kuyulardaki besiyerleri
uzaklastirildi. Her kuyu 1 kez 500 pl PBS ve 1 kez 500 pl 1:1.5 oraninda PBS-
metanol ile yikandi. Daha sonra her kuyuya 250 pl metanol eklendi ve 10 dk
bekletildi. Her kuyuya 200 pl Giemsa eklendi ve 3 dk bekletildi. Kuyular boya
uzaklastirllana kadar su ile yikandi. Boyanmis enfekte makrofajlar 1s1k
mikroskobunda 100 kat biiylitme kullanilarak immersiyon yag: ile incelendi.
Giemsa boya ile boyandig1 tespit edilen kiltiirde her kuyu icin 200 makrofaj
saylilarak kag tanesinin enfekte oldugu ve enfekte makrofaj basina diisen amastigot

sayildi.
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Enfeksiyon indeksi = ( Enfekte makrofaj sayis1 / toplam makrofaj sayisi) x

makrofaj basina diisen toplam amastigot sayisi

3.3.4.4 Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L.major

Amastigotlarinin Metabolik Aktiviteleri Uzerindeki Etkinliginin Incelenmesi

Ekstraseliiler vezikiill ve Glukantim kombinasyonlarinin L. major amastigotlari
tizerindeki etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi i¢in 6’lik plakalara 30.000
makrofaj ekildi ve 1 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan her bir
kuyuya 300.000 L. major promastigotu verildi. Makrofajlarin parazitler ile enfekte
olmas1 i¢cin 4 saat 37 °Cde %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakildi.
Hazirlanan 100 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda, Glukantim 20 pg/ml ve
50 pg/ml konsantrasyonlarda ve kombinasyonlar1 olacak sekilde formiilasyonlar
kuyulara verildi. 1 kuyu kontrol grubu olacak sekilde birakildi. Plaklar bu
formiilasyonlarla birlikte 48 saat 37 °C'de % 5 CO?'li inkiibatérde inkiibasyona
birakildi. 48 saatin sonunda formiilasyonlari igeren besiyeri uzaklastirdi ve yeni
besiyeri eklendi. Daha sonra plaklar 72 saat daha 27 °C’de inkiibasyona birakildi.
27 °C’de makrofajlar parcalandi ve icerisindeki amastigotlarin disar1 ¢ikmasi
saglandi. Toplanan besiyerleri 96’lik plaga aktarildi. Her bir kuyucuga, 10’ar pl
(10 mg/ml) MTT soliisyonu eklendi. Daha sonra plak tekrar 4 saat 27 °C'de
inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyonda hiicre canliliginin bir gostergesi olan
formazan kristalleri olustu. Bu kristallerin ¢6ziinmesi i¢in 4. saatin sonunda her bir
kuyuya 100’er pl DMSO eklendi ve plak oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30
dk bekletildi. Son olarak plak 570 nm’de ELISA Reader cihazinda okutularak

kuyulardaki absorbans degerleri tayin edildi.

3.3.4.5 Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L.major
Amastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkinliginin Mikro Kiiltiir
Yéntemiyle incelenmesi

Ekstraseltiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlarinin L.major amastigotlarinin
proliferasyonu iizerindeki etkinliginin mikro kiiltiir yontemiyle incelenmesi icin,
kuyu basina 30.000 makrofaj 6’lik plaklara ekildi ve tutunmasi icin bir gece
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan makrofaj basina 10 parazit gelecek
sekilde L. major promastigotlar ile enfekte edildi ve amastigot doniisiimii i¢in 4

saat 37 °C'de inkiibe edildi. Her bir kuyuya belirlenen formiisyonlar eklendi. 48
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saat 37 °C'de % 5 CO2’li inktibatorde inkiibasyona birakildi. Daha sonra plaklar 72
saat daha 27 °C’de inkiibasyona birakildi. 27 °C’de makrofajlar parcalandi ve
icerisindeki amastigotlarin disar1 ¢ikmasi saglandi. Her bir kuyudaki besiyeri
mikrokapiler tiip igerisine aktarildi. Bir gece mikrokapiler tiip igerisinde
inkiibasyona birakildi. Mikro kiiltlir yontemi ile amastigot-promastigot dontisiimii
sagland1. Inkiibasyonun ardindan kapiler tiipler icerisindeki promastigotlar ters
mikroskop altinda gozlemlendi. Promastigot yogunlugu, gozlenen alanda 20'nin
lizerinde parazit i¢in 6+, 20 parazit i¢cin 5+, 15 parazit icin 4+, 10 parazit i¢cin 3+, 5

parazit i¢in 2+ ve 1 ile 5 arasinda parazit icin + olarak belirlendi.

3.3.4.6 Ekstraseliiler Vezikill ve Glukantim Kombinasyonlarina Maruz
Birakilan Makrofaj Hiicrelerinin Urettikleri Nitrik Oksit Miktarinin Tayin
Edilmesi

J774 makrofaj hiicreleri kuyu basina 30.000 hiicre olacak sekilde 96’lik plaklara
aktarildi ve yiizeye tutunmasi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. Hazirlanan 100
ug/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda, Glukantim 20 pg/ml ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlar:1 olacak sekilde formiilasyonlar kuyulara
verildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saatin ardindan kuyulardaki
besiyerleri toplandi. Ekstraseliiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlarinin,
makrofajlarin nitrik oksit tiretmeleri tizerindeki etkinlikleri Griess reaksiyonu ile
kalorimetrik o6l¢iim ile belirlenmistir. ilk olarak standart soliisyonlarin
hazirlanmasi i¢in 0,345 g sodyum nitrit 10 ml distile su ile ¢oziildu ve stok ¢ozelti
olusturuldu. Bu stok c¢dzeltiden sirasiyla 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1 ve 0.5 uM’lik
standartlar hazirlandi. Toplanan besiyerleri ve standart c¢ozeltilerinden 50 pl
alinarak 96’lik plakalara eklendi ve tizerlerine 50 pl Griess reaktifi eklenerek 10 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 540 nm'’de 6l¢iim yapild.
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4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 ]J774 Makrofaj ve L929 Fibroblast Hiicrelerinin Kiiltiirii

Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Doku Miihendisligi ve Hiicre
Kiltiirti Laboratuvarinda bulunan kriyobanktan cikarilan J774 makrofaj ve L929
fibroblast hiicrelerinin kiltiirii icin %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyeri hazirlandi.
Kriyobanktan c¢ikarilan J774 ve L929 hiicreleri 37 °C’'de su banyosunda ¢ozdiirtldii
ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirild1 ve pellet filtreli
T25’lik flaska 5 ml besiyeri ile ekildi. Hiicrelerin proliferasyonu ve morfolojisi
diizenli olarak ters mikroskop ile incelendi. Kiiltiiriin 7. giinlinde hiicrelerin
normal sekilde prolifere oldugu, homojen yayilma gosterdigi, parlak ve canh

oldugu belirlendi.

Sekil 4. 1 L929 Fibroblast hiicrelerinin goriintiisii (10X)
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Sekil 4. 2 |774 Makrofaj hiicrelerinin goriintiisii (10X)
4.2 Leishmania Kiiltiirii

L. major parazit kiltiri icin %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyeri hazirland.
Kriyobanktan ¢ikarilan L. major parazitleri 37 °C’'de su banyosunda ¢ozdiirildii ve
filtresiz T25'lik flaska 5 ml besiyeri ile ekildi. Hiicrelerin proliferasyonu diizenli
olarak ters miktoskop ile incelendi. Kiltiirtin 5. giiniinde parazitlerin normal

sekilde prolifere oldugu belirlendi.

Sekil 4. 3 Leishmania kiiltiirti T25 ve T75’lik flasklar
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Sekil 4. 4 Leishmania parazitlerinin goriintiisi (10X)

4.3 Ekstraseliiler Vezikiillerin izolasyonu

Curcuma longa bitkisinin suyundan ekstraseliiler vezikiillerin izolasyonu i¢in Exo-
spin™ eksozom izolasyon kiti kullanildi. On santrifiij basamaklarinin ardindan
slipernatant yar1 hacimde Exo-spin™ buffer 50 ml'lik falkonda karistirild1 ve gece
boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan 60 dk, 16.000 g’'de
+4 oC’de santrifiij edildi. Olusan pellet 100 pl Exo-spin™ PBS ile restispanse edilerek

kitti mevcut olan kolondan gegirilerek -40 °C’de sakland.
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Sekil 4. 5 Curcuma longa bitkisinin izolasyon adimlari

4.4 Ekstraseliiler Vezikiillerin Karakterizasyonu
4.4.1 Ekstraseliiler Vezikiillerin Boyut Analizi

Curcuma longa kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin dinamik 1s1k sa¢ilmasi yontemi
ile olgiillen boyut analiz grafikleri Sekil 4.6 da verildi. izole edilen ekstraseliiler
vezikiillerin ortalama boyutu 198,3 nm, ¢oklu dagilim indisi(PDI) 0,376 olarak
olculdi.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4. 6 Curcuma longa kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin Zeta- Sizer boyut
dagilim grafikleri

4.4.2 Ekstraseliiler Vezikiillerin Protein Miktarinin Belirlenmesi

EV’lerin Bradford Assay ile protein tayini icin hazirlanan BSA standart grafigi Sekil
4.7'de verildi. BSA ile hazirlanan standart grafiginin denklemi y=0,0103x-0,0064x,
R2 degeri 0,99 olarak hesaplandi. BSA standart grafiginin denklemine goére
ekstraseliiler vezikill 6rneklerinin protein konsantrasyonu 241 pg/ml olarak

belirlendi.

BSA Standart Grafigi

0,12

0,1 y-=0,0103x-0,0064
0,08
0,06
0,04

0,02

0 20 40 60 80 120 140 160 180 200

Sekil 4. 7 BSA Standart Grafigi
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4.4.3 Ekstraseliiler Vezikiillerin Taramali Elektron Mikroskobu ile

Karakterizasyonu

Ekstraseliiler vezikiillerin taramali elektron mikroskobu ile farkli biyiitme
oranlarindaki goriintiileri Sekil 4.8 ve 4.9’da verilmistir. Taramali elektron
mikroskobu ile ylizey morfolojilerinin kiiresel ve ‘cup’ seklinde oldugu

gosterilmistir. Goriintii zetasizer boyut 6l¢ciimtinii destekler niteliktedir.

Sekil 4. 8 Curcuma longa kaynakl ekstraseliiler vezikiillerin SEM goriintiisii
(40.000X)
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Sekil 4. 9 Curcuma longa kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin SEM goriintiisi
(20.000X)

4.4.4 Ekstraseliller Vezikiillerin Yiizey Belirteglerinin Akis Sitometrik

Analizi

Ekstraseliiler vezikiillerin CD9-FITC, CD63-PE ve CD81-APC ylizey belirtecleriyle
gerceklestirilen analiz sonuglar1 Sekil 4.10- 4.11- 4.12’de verilmistir. Analiz
ekstraseliiler vezikillerin CD63 ve CD81 belirteclerine ¢ok ytiksek oranda spesifik
oldugu ancak CD9 belirtecine spesifikligin nispeten daha diisiik oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 10 Ekstraseltler Vezikiillerin CD9 Yiizey Belirtecinin Akis Sitometrik

Analizi
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Sekil 4. 11 Ekstraseliiler Vezikiillerin CD63 Yiizey Belirtecinin Akis Sitometrik
Analizi
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Sekil 4. 12 Ekstraseliiler Vezikiillerin CD81 Yiizey Belirtecinin Akis Sitometrik
Analizi

4.5 Hazirlanan Ekstraseliiler Vezikiillerin Hiicre Hatlari

Uzerinde Etkinliginin in vitro incelenmesi

4.5.1 Ekstraseliiller Vezikiiller, Ekstrakt ve Glukantim’in J774 Makrofaj

Hiicre Hatt1 Uzerinde Sitotoksitelerinin Belirlenmesi

Sekil 4.13’ de ekstraseliiler vezikiillerin, ekstraktin ve Glukantim’in 10, 20, 50, 100
ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda J774 makrofaj hiicre hatti lizerinde 48 saat
inkiibasyonunun ardindan toksisite degerleri verilmistir. Burada amag
ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin olusturulabilmesi icin toksik
olmayan konsantrasyonlarin belirlenmesidir. Grafikte goriildiigi gibi ekstraseliiler
vezikillerin ve ekstraktin artan konsatrasyonlarda sitotoksik etkisinin arttig
ancak bu hiicre hatti lizerinde 6nemli derecede toksisiteye sahip olmadiklar1 ve
IC50 degerlerinin >200 pug/ml oldugu belirlendi. Kontrole kiyasla, Glukantim’in
10, 20 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda makrofajlarda daha yiiksek canllik
gorildi. Glukantim icin IC50 degeri yaklasik 200 pg/ml olarak hesaplandi. Bu
sonugclardan yola ¢ikilarak kombinasyonlar icin ekstraseliiler vezikiiller icin 100 ve
200 pg/ml, Glukantim icin 20 ve 50 pg/ml non- toksik konsatrasyonlarin

kullanilmasina karar verildi.
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Ekstraseliiler Vezikiil, Ekstrakt ve Glukantim'in J774 Makrofaj
Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

M Ekstraseliiler Vezikiil
M Ekstrakt

M Glukantim

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml 50 pg/ml 100 pug/mi200 pg/ml
Konsantrasyon

Sekil 4. 13 Ekstraseliiler vezikiil, ekstrakt ve Glukantim'in ]774 makrofaj hiicre

hatti Gizerindeki sitotoksisite analizi

Tablo 4.1'de belirtilen kombinsyonlar hazirland1 ve ]774 makrofaj ve L929

fibroblast hiicre hatlar1 lizerinde hazirlanan kombinasyonlarin sitotoksik etkileri

Sekil 4.14 - 4.15 'de verildi. Hazirlanan formiilasyonlarin tek baslarina oldugu

sekilde kombinasyon halinde de ]774 makrofaj ve L929 fibroblast hiicre hatlari

tizerinde sitotoksik olmadig1 gosterildi.
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Tablo 4. 1 Ekstaseliiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlari

Ekstraseliiler Vezikiil 100 pug/ml V100
Ekstraseliiler Vezikiil 200 pg/ml V200
Ekstrakt 100 pg/ml E100
Ekstrakt 200 pg/ml E200
Glukantim 20 pg/ml G20
Glukantim 50 pg/ml G50

Ekstraseliiler Vezikiil 100 ug/ml+ Glukantim 20 pg/ml | G20V100

Ekstraseliiler Vezikiil 100 ug/ml+ Glukantim 50 pg/ml | G50V100

Ekstraseliiler Vezikiil 200 pug/ml+ Glukantim 20 pg/ml | G20V200

Ekstraseliiler Vezikiil 200 pug/ml+ Glukantim 50 pg/ml | G50V200

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin J774 Makrofaj Hiicre
Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkileri

0,45
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0,35 -
0,3 -
i:‘ 0,25 -
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Sekil 4. 14 Ekstraseltiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin J774 makrofaj
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisite analizi
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Ekstrakt ve Glukantim Kombinasyonlarinin L929 Fibroblast Hiicre Hatti
Uzerindeki Sitotoksik Etkileri
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Sekil 4. 15 Ekstraseliiler veziktl- Glukantim kombinasyonlarinin L929 fibroblast
hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisite analizi

4.5.2 Ekstraseliiler Vezikiill -Glukantim Kombinasyonlarinin L. major
Promastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Antileishmanial Etkisi

Sekil 4.16’da kontrol grubu ve G50V200 kombinasyonuna maruz kalmis tiip
icerisindeki parazitlerin 48 saat inkiibasyon sonucunda goriintiileri verilmistir.
Kontrol grubunda goriilen sar1 renk G50V200 kombinasyonuna maruz kalan
parazitlere oranla, kontrol grubunda ¢ok yiliksek oranda proliferasyon oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 16 Formiilasyonlarin L. major promastigot kiiltiiriinde pH’ a olan etkisi
(Kontrol ve G50V200)

Sekil 4.17°'de ekstraseliiler vezikiil ve Glukantim’in tek baslarina 10- 200 pg/ml
konsantrasyonlarda L. major promastigotlar lizerindeki etkileri verilmistir. Artan
konstantrasyonlarla orantili olarak inhibisyon etkisinin arttig1 ancak tek baslarina

uygulanan en yliksek konsantrasyonda bile yar1 yariya azalma oldugu goriilmiistiir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim'in L. major Promastigotlari
Uzerindeki Etkileri (48 saat)
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Sekil 4. 17 Ekstraseliiler vezikiil ve Glukantim’in L. major promastigotlarinin
proliferasyonu tizerindeki etkisi
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L. major promastigotlar1 48 ve 96 saat silre ile Tablo 4.1'de belirtilen

formiislasyonlara maruz birakilmistir.

48. saatte formiilasyonlarin L. majér promastigotlarinin proliferasyonu tizerindeki
etkinlikleri Sekil 4.18’de verilmistir. Ekstraseliiler vezikillerin 200 pg/ml
konsantrasyonunda promastigot proliferasyonunu yar1 yariya azalttigr ve
promastigotlar lizerinde ekstraktta oldugu kadar antileishmanial etkinligi oldugu
goruldu. Tek baslarina Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonunda vezikiillere
benzer sekilde yaklasik yar1 yariya inhibisyon goriildii. Kombinasyonlar1 sekilde
verilen formilasyonlarda ise etkinliklerinin artig1 gézlemlenmistir. Proliferasyon
G50V200 kombinasyonunda kontrole gore yaklasik 4 kat Glukantim’in tek basina
50 pg/ml konsantrasyonuna gore ise yar1 yariya azalma goriilmustiir. Glukantim'in
kombinasyonun etkinligini gosterebilmesi i¢cin 200 pg/ml’den daha yiiksek bir

toksik konsantrasyonda uygulanmasi gerekmektedir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L. major
Promastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi( 48. Saat)
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Sekil 4. 18 Ekstraseltiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin L. major
promastigotlarinin proliferasyonu tlizerindeki 48. saatteki etkinligi

96. saatte formilasyonlarin L. major promastigotlarinin proliferasyonu iizerindeki
etkinlikleri sekil 4.19'da verilmistir. Tek baslarina ekstraseliiler vezikiillerin 48.
saate gore etkinliginin daha yiiksek oldugu ve kontrole kiyasla ekstrakta benzer

sekilde 200 pg/ml konsantrasyonunda yaklasik 3 kat azalma sagladi
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gorilmektedir. Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonunda promastigot
proliferasyonu 3  kat azalmisken kombinasyonlar1  sekilde verilen
formiilasyonlarda etkinliklerinin artigi goézlemlenmistir. Proliferasyon, G50V200
kombinasyonunda kontrole gore 5 kat, Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonuna
kiyasla yar1 yariya azalma gostermistir. Glukantim’in bu etkinligi tek basina

gostermesi i¢in toksik konsantrasyonlara ¢ikilmasi gerekmektedir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L. major
Promastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Etkisi(96. Saat)
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Sekil 4. 19 Ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin L. major
promastigotlarinin proliferasyonu tizerindeki 96. saatteki etkinligi

4.5.3 Ekstraseliiler Vezikiil -Glukantim Kombinasyonlarinin L.major

Promastigotlarinin Canlilig1 Uzerindeki Antileishmanial Etkisi

Sekil 4.20 ve 4.21'de, tablo 4.1'de verilen formiilasyonlarin L.major
promastigotlarinin canlihigl tizerindeki 48 ve 96. saatlerdeki antileishmanial etkisi

verilmistir.

48. saatte ekstraseliiler vezikillerin 200 pg/ml  konsantrasyonunda
promastigotlarin canlihiginin %50 degerine diistiigli ve promastigotlar tlizerinde
ekstrakta benzer sekilde antileishmanial etkinligi oldugu goériildii. Tek basina

Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonunda vezikiillere benzer sekilde %50 canlilik
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gorildi. Kombinasyonlar1 sekilde verilen formiilasyonlarda ise G50V200

kombinasyonunda %35’e diism{istiir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L. Major
Promastigotlarinin Canliigi Uzerindeki Etkisi (48. Saat)
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Sekil 4. 20 Ekstraseltler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin L. major
promastigotlarinin canliligi tizerindeki 48. saatteki etkinligi

96. saatte 200 pg/ml konsantrasyonunda ekstrakt ve ekstraseliiler vezikiil
promastigot canliligimi %30’lara kadar distirmiistiir. Glukantim 50 pg/ml
konsatrasyonunda benzer bir canlilik ytizdesi saglamistir. G20V200 kombinasyonu

olarak verildiginde ise canlilik %20ye kadar dimdiistiir.
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Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin L. Major
Promastigotlarinin Canlihgi Uzerindeki Etkisi (96. Saat)
120
100 -~
x 80 -
€ 60 -
o
= 40 -
0 .
‘éo Q (9 (9 QQ
& <</'\ 9% A\' Q’l« QA'& QA’I/ QA Q&L
A ¥ ¥ & P
Kombinasyonlar

Sekil 4. 21 Ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin L. major
promastigotlarinin canliligi tizerindeki 96. saatteki etkinligi

Ekstraseltiler Vezikiil-Glukantim kombinasyonlari, hem L. major
promastigotlarinin proliferasyonunda hem de canliligl iizerinde tek basina

Glukantim uygulamasina gore daha yiiksek oranda antileishmanial etki

gostermektedir.

Sekil 4.22’de MTT reaktaninin etkisiyle metabolik aktivitenin ve canliligin
gostergesi olarak olusan L. major parazitlerindeki formazan kristallerinin
mikroskop goriintiileri verilmistir. Kontrol grubuna nazaran formiilasyonlarin

verildigi parazitlerde formazan kristali olusumunda ciddi bir azalma gorilmiistiir.
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Sekil 4. 22 Farkl formiilasyonlarin L. major promastigotlari tizerindeki etkileri

(a) Kontrol grubu (b) 50 pg/ml Glukantim’e maruz kalan promastigotlarda
olusan formazan kristalleri (c) 200 pg/ml ekstraseliiler vezikiile maruz kalan
promastigotlarda olusan formazan kristalleri (d) G50V200 kombinasyonuna

maruz kalan promastigotlarda olusan formazan kristalleri

4.5.4 Ekstraseliiler Vezikiil- Glukantim Kombinasyonlarimin L.major

Amastigotlarinin Enfeksiyon indeksi Uzerindeki Etkisi

Tablo 4.2’de tek baslarina Glukantim’in 20 pg/ml ve 50 pg/ml
konsantrasyonlarinin, ekstraseltiler vezikillerin 100 pg/ml ve 200 pg/ml
konsantrasyonlarinin ve kombinasyonlarinin L. major ile enfekte olmus

makrofajlar tizerindeki enfeksiyon indeksi degerleri verilmistir.
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Tablo 4. 2 L. major amastigotlari ile enfekte makrofajlarda enfeksiyon

indekslerinin hiicrelere uygulanan formiilasyonlara gore degisimi

Formiilasyonlar Enfeksiyon Indeksi
Kontrol 376
G20 231
G50 197
V100 219
V200 205
G20V100 156
G20V200 125
G50V100 130
G50V200 103

Sekil 4.23’de goriuldugi tuzere tek baslarina Glukantim’in 50 pg/ml
konsantrasyonunda ve ekstraseliiler vezikiillerin 200 pg/ml konsantrasyonunda
amastigotlarin enfeksiyon indeksleri yar1 yariya diisiis gostermistir. Ancak
kombinasyonlari seklinde uygulandiklarinda antileishmanial etkinliklerinin arttig
gorilmiistiir. Enfeksiyon indeksi degerlerinde G20V200 kombinasyonunda
kontrole gore yaklasik 3 kat, G50V200 kombinasyonunda ise yaklasik 4 kat diistis
gorilmiistiir. Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonuna kiyasla G50V200

kombinasyonunda enfeksiyon indeksinde 2 kat daha fazla azalma goriilmektedir.

Ekstraseliiler Vezikiil- Glukantim Kombinasyonlarinin L. major
Amastigotlarimin Enfeksiyon Indeksleri Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 23 Ekstraseltler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin L. major
amastigotlarinin enfeksiyon indeksi tizerindeki etkisi
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4.5.5 Ekstraseliiller Vezikiill- Glukantim Kombinasyonlarimin L.major
Amastigotlarinin Proliferasyonu Uzerindeki Antileishmanial Etkinliginin

Mikro Kiiltiir Yontemiyle Gosterilmesi

Tablo 4.3’de her bir formiilasyon i¢in parazit yogunlugu verilmistir. Glukantim ve
ekstraseliiler vezikiillerin tek baglarina konsantrasyonlar1 promastigot
yogunlugunda kismi bir diisiise neden olmakla birlikte kombinasyonlara maruz

kalan gruplarda parazit yogunlugu anlaml bir sekilde diismiistiir.

Tablo 4. 2 Formiilasyonlarin L. major promastigot yogunluguna etkisi

Formiilasyonlar Promastigot Yogunlugu
Kontrol 6+
G20 5+
G50 5+
V100 5+
V200 5+
G20V100 4+
G20V200 3+
G50V100 4+
G50V200 3+

Sekil 4. 24 Ekstraseliiler Vezikiil- Glukantim Kombinasyonlarinin L.major
amastigotlarinin proliferasyonu tizerindeki antileishmanial etkinliginin
mikrokapiler tiipte goriintiisii

(a) kontrol (b) G50V200 kombinasyonu
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4.5.6 Glukantim ve EKkstraseliiler Vezikill Kombinasyonlarinin L.major

Amastigotlarinin Metabolik Aktivitesi Uzerindeki Antileishmanial Etkisi

Sekil 4.25'de Glukantim ve ekstraseliiler vezikiil kombinasyonlarinin L.major
amastigotlarinin metabolik aktivitesi tizerindeki antileishmanial etkisi verilmistir.
Tek baslarina Glukantim’in 20 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ve
ekstraseliiler vezikiillerin 100 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda
amastigotlarin canlihiglr yaklasik %50 degerlerindedir. Ancak kombinasyonlari
seklinde uygulandiklarinda antileishmanial etkinliklerinin arttifi ve amastigot
canliigin azaldigr gorilmistir. G20V200 kombinasyonunda canlilik %34,
G50V200 kombinasyonunda ise %30 degerindedir. Bu sonuglar L. major
promastigotlarinda oldugu gibi amastigot formunda da kombinasyon

formiilasyonlarin daha yiiksek antileishmanial etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarmnmn L.
Major Amastigotlarinin Canlihg Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 25 Ekstraseltiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlarinin L. major
amastigotlarinin canlilig1 iizerindeki etkisi

4.5.7 Nanopartikiil-Glukantim Kombinasyonlarinin Makrofajlarin Nitrik

Oksit Uretimleri Uzerindeki EtKisinin incelenmesi

Nitrik oksit makrofaj, monosit gibi fagotsitlerin enfeksiyona sebep olan bir ajanla

karsilastiklar1 zaman ortama salinan bir antimikrobiyal bilesiktir. Nitrik oksitin
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onemli Ol¢liide antileishmanial 6zelligi bulunmaktadir. Verilen formiilasyonlarin
makrofajlarin nitrik oksit liretimini arttirmalar1 beklenmektedir. Sekil 4.26’de
Ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin makrofajlarin Nitrik Oksit
uretimleri uizerindeki etkisi gosterilmistir. Kontrol grubuna ve tek baslarina
Glukantim’in 20 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ve ekstraseliiler
vezikiillerin 100 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarina kiyasla
kombinasyonlara maruz birakilan makrofajlarin nitrik oksit iiretimini arttirdigi
gorilmiistiir. G50V200 kombinasyonu kontrole kiyasla nitrik oksit tiretimini 2 kat

arttirmistir.

Ekstraseliiler Vezikiil ve Glukantim Kombinasyonlarinin Makrofajlarin Nitrik
Oksit Uretimi Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4. 26 Ekstraseltiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlarinin J774 makrofaj
hiicre hattinin NO tiretimi lizerindeki etkisi
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5

SONUC VE ONERILER

Leishmaniasis, cogunlukla gelismekte olan, fakir iilkelerde endemik olarak goriilen
birgok tiire sahip Leishmania protozoanlarinin sebep oldugu bir hastalik grubudur.
Hastalik, parazitin kamg¢ili promastigot formunun kum sineginden insanlara
bulasmasi ile yayilmaktadir. Promastigotlar kum sineginde 10 gunlik siire
sonunda bulasic1 faz1 olan metasiklik forma dontisiir. Metasiklik promastigotlar
konak¢1 makrofajlarini enfekte ederek kamgisiz amastigot forma doniisir [18].
Kum sineginin 1siriginin haricinde, hastalik kan transfiizyonu, anneden bebege,
organ ve kok hiicre nakilleri sirasinda bulasabilir. Hastaligin Kutand6z, Visseral ve
Mukokiitanoz olmak tizere 3 temel klinik formu vardir. Hastaligin klinik formunu,
konagin genetik yapisi, parazit susu gibi cesitli faktorlere baghdir. Hastaligin en
yaygin gorilen ve iizerine en ¢ok calisilan formu olan CL cilt lezyonlarina sebep
olur. Lezyonlar Kklinik cilt tlserlerine sebep olabilir ve genelikle yiiz, boyun, kollar
gibi sinek 1sirigina maruz kalan goriiniir bélgelerde olusur. Mukokutan6z formu
burun, agiz, yutak gibi viicudun mukozal boélgelerinde goruliir. Kala- azar olarak da
bilinen Visseral Leishmaniasis hastaligin en o6liimcil formudur. Hastalik
retikiiloendotelyal sistemdeki i¢ organlar etkiler. Leishmaniasis tedavisinin ilk
basamagini pentavalent antimonialler olusturur. Antimoniallerin yaninda
pentamidin, amfoterisin b, miltefosin gibi ilaglarin da Leishmaniasis tedavisi icin
kullanim onayr bulunmaktadir. Ancak mevcut ilaglara diren¢ gelismesi, asinin
bulunmamasi, uzun tedavi rejimleri gerekmesi ve toksik etkilerinin yiiksek olmasi
gibi tedaviyi sinirlayan nedenlerden dolayi, mevcut ilaglarin yerini alacak ya da
etkinliklerini arttiracak ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir [5]. Bu nedenle giiniimiizde
yapilan ¢alismalarda bu tez calismasinda oldugu gibi, kullanilan ajanlarin toksik
etkilerini azaltacak ve antileishmanial etkinliklerini arttiracak alternatif tedavi
yaklasimlarinin gelistirilmesi amag¢lanmaktadir. Mevcut ajanlarin toksik etkilerini
azaltmak i¢in kullanilan yontemlerden biri de kombinasyon terapi yaklasimlaridir.
Literatiirde mevcut antileishmanial ilaclarin, antileishmanial etkinligi bilinen
ajanlar ile kombinasyonuna yonelik bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. L.tropica

tizerinde TiAg nanopartikiillerinin meglumin antimonial ile kombinasyonlarinin
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antileishmanial etkinligi in vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Bu calismada
Glukantim’in 100pg/ ml konsantrasyonda makrofajlar {izerinde toksisite
gostermeye basladig1 ve 1000 pg/ ml konsantrasyonda neredeyse makrofajlarin
tamamini inhibe ettigi gorilmistiir. Sonuglar tek basina meglumin antimonial
uygulamasina kiyasla kombinasyon tedavinin promastigot proliferasyonunu
konsatrasyonlara bagh olarak 2-5 kat azalttigin1 gostermistir. Kombinasyonlar
amastigot formu iizerinde %80-95 etkili olmustur. In vivo sonuglarda ise
kombinasyon tedavinin tek basina MA’ya kiyasla parazit yiikiinii 6nemli 6l¢lide

azalttigl gorilmiistur. [109].

L. amazonensis izerinde yapilan bir ¢alismada meglumin antimonial ile epoksi-a-
lapachone (LAP) veya epoksimetil-lawone (LAW) oksiranlarinin etkinlikleri
incelenmistir. Sonu¢lar bu kombinasyonlarin (3: 1; 1: 1 ve 1: 3) hiicre i¢i parazit
sayisl, endositik indeks gibi incelenen her parametrede yiiksek antileishmanial
etkinlik gosterdigini ortaya koymustur. En etkili kombinasyonlar 3: 1 oraninda %
98,3 endositik indeks ile MA / LAP ve % 93,6 endositik indeks ile MA / LAW olarak
belirtilmistir [110]. Bir diger ¢alismada ise Amfoterisin B, gallik asit (GA) ve
ellagik asit (EA) ile birlikte kombinasyonlar halinde L. major ile enfekte edilen
BALB/ c fareleri lizerinde denenmistir. 6 grup fare 21 giin boyunca giinde 2 kez
olmak iizere tek baslarina Amfoterisin B, gallik asit, ellagik asit ve kombinasyon
halinde AmfB ve GA, AmfB ve EA ile tedavi edilmistir. Fareler lezyon biiytkligi ve
parazit yiikii gibi parametrelere gore incelenmis ve GA ve EA nin Amf B ile
kombinasyonlarinin sinerjik etki gosterdigi belirtilmistir [111]. Bu durumda
normalde kullanilandan daha diisiik dozda antimonial kullanilarak hem ilag
toksisitesinin hem de ilaca karsi gelisen direnc sebebiyle diisiik verimliligin 6niine
gecilecegi diisiinilmektedir. Mevcut kullanilan antimonialler, miltefosin gibi
ilaclarla ayn1 zamanda bitkisel ekstraktlar, yaglar ve bitkilerden elde edilen
iiriinlerle de kombinasyon halinde kullanilmaktadur. ilgili bir calismada, sarimsak
ve Glukantim kombinasyonundan olusan formiilasyonlari ile tedavi edilen L. major
ile enfekte BALB/ c farelerinde Th1/ Th2 sitokin modelleri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar kombinasyon tedavisinin tek basina Glukantim uygulamasindan
daha yiiksek Th1 tepkisine yol actigini gostermistir [112]. Curcuma longa, zencefil
ailesine ait bir bitki tiirtidur. Yizyillardir enfeksiyon ve dermatolojik hastaliklarin

tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Zerdegalin hastaliklar tizerindeki etkinligi
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bitkinin rizomlarindan elde edilen ve lipofilik bir polifenol olan kurkuminden
kaynaklanir. Kurkiminin antiinflamatuar, antioksidan, antifungal, antibakteriyel,
antiviral o©zellikleri olduguna yonelik binlerce c¢alisma mevcuttur [113].
Kurkuminin L. major promastigotlar1 tlzerinde etkinliginin incelendigi bir
calismada 5 pM konsantrasyonun Uzerindeki degerlerde kurkuminin
promastigotlar lizerinde inhibe edici etkisi bulundugu goériilmistir. [18]. Ancak
literatiirde Curcuma longa kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin tek basina ve
Glukantim ile kombinasyonunun antileishmanial etkinliginin incelendigi bir
calismaya rastlamadik. Ayrica literatiirde Curcuma longa bitksinden izole edilen
ekstraseliiler vezikiillerin oldugu bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Buna goére bu
tez calismasinin amacini, Leishmaniasis’in birinci basamak tedavisini olusturan
Glukantim'in toksisitesini azaltmak, gelisen ila¢ direncinin 6niine ge¢cmek ve
tedavinin etkinligini arttirmak amaciyla, antileishmanial etkinligi bilinen Curcuma
longa bitkisinden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin izole ve karakterize
edilmesi, tek baslarina vezikiillerin ve Glukantim ile kombinasyonlarinin L. major
promastigotlar1 ve amastigotlar1 lizerinde antileishmanial etkinliklerinin ve J774
makrofaj ve 1929 fibroblast hiicreleri tlizerinde toksisitelerinin incelenmesi

olusturmaktadir.
Bu amaglara ulagsmak i¢in asagidaki ¢alismalar gerceklestirilmistir.

e C(Curcuma longa bitkisinde -ekstraseliiler vezikillerin kit kullanilarak
izolasyonu

e Vezikiillerin DLS, Bradford protein assay, flow sitometri ve SEM analizleri
ile karakterizasyonu

e Vezikiillerin ve Glukantim’in toksik olmayan konsantrasyonlarinin
belirlenmesi

e Vezikiillerin Glukantim ile kombinasyonlarinin olusturulmasi

e Kombinasyonlarin J774 makrofaj ve L929 fibroblast hiicreleri tizerinde
toksik etkinliklerinin incelenmesi

e Vezikiillerin tek basina ve kombinasyon halinde L. major promastigotlar
uzerinde MTT, sayim yontemleri ile amastigotlar tizerinde de MTT,
enfeksiyon indeksi, mikrokiiltiir yo6ntemleri ile antileishmanial
etkinliklerinin incelenmesi.

Polimerik c¢oktiirme yontemini temel alan kit ile izolasyonu gerceklestirilen
Curcuma longa kaynakl ekstraseliiler vezikiillerin DLS yontemiyle analizi
sonucunda ortalama boyut 198 nm olarak 6l¢ilmiistir. Literatiirde greyfurt ve

zencefil kaynakl vezikiillerin ortalama boyutlar1 250 nm olarak belirtilmistir. Buna
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gore elde ettigimiz vezikil boyutu literatiirdeki c¢alismalarla benzerlik
gostermektedir [114]. Vezikiillerin PDI degeri 0,376 olarak ol¢tilmiustir.
Literatirde izole edilen ekstraseliiler vezikillerin PBS ile restspanse edildigi
zaman polidispers dagilim gosterdigi belirtilmektedir [97]. Ayni zamanda
vezikillerin boyutlar1 ve morfolojileri SEM ile karakterize edilmistir. SEM analizi
zeta sonuclarini destekler boyut ve polidispers goriintiiler vermistir. Ayni zamanda
vezikillerin morfolojilerini tanimlamak i¢in kullanilan cup sekli ifadesi SEM
analizinde gorilmis ve dogrulanmistir [85]. Yapilan flow stometri analizinde
literatiirde ekstraseliiler vezikiillerin karekterizasyonu igin sik¢a kullanilan, CD81,
CD63 ve CD9 markirlarina vezikiillerin spesifiklikleri sirasiyla %99.17, %92.48 ve
%?70.28 olarak tespit edilmistir. Elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin protein
miktar1 Bradford yontemiyle belirlenmis ve 241 pg/ml olarak hesaplanmistir.
Hazirlanan formiilasyonlar icin konsatrasyon hesaplamalar1 protein miktarina

gore yapilmistir.

izolasyonu gerceklestirilen ekstraseliiler vezikiillerin ve Glukantim’in toksik
olmayan konsatrasyonlarini tespit edilmesi ve kombinasyonlarin belirlenmesi i¢in
J774 makrofaj hiicreleri tizerinde 2 ajanin da 10- 200 pg/ml arasinda degisen
konsatrasyonlarda sitotoksiteleri MTT yontemiyle Ol¢iilmustiir. Ekstraseliiler
vezikillerin artan konsatrasyonlarda sitotoksik etkisinin arttifi ancak bu hiicre
hatt1 tizerinde 6nemli derecede toksisiteye sahip olmadig1 ve ICso degerinin >200
ug/ml oldugu belirlenmistir. Glukantim’in 10, 20 ve 50 ug/ml konsatrasyonlarinda
makrofajlarda daha ytliksek canlilik goriilmiis ve 1Cso degeri yaklasik 200 pg/ml
olarak hesaplanmistir. Bu sonuclardan yola ¢ikilarak kombinasyonlar icin
ekstraseliiler vezikiiller icin 100 ve 200 pg/ml, Glukantim icin 20 ve 50 pg/ml non-
toksik  konsatrasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir. Hazirlanan
kombinasyonlarin ]774 makrofaj ve L929 fibroblast hiicreleri iizerinde
gerceklestirilen toksisite deneylerinde bu hiicre hatlar1 tizerinde toksik olmadigi

tespit edilmistir.

Deneylere toksik olmayan konsantrasyonlar ile hazirlanan kombinasyon
formiilasyonlar ile devam edilmistir. ilk olarak hazirlanan formiilasyonlarin L.
major promastigotlar1 lizerindeki antileishmanial etkinlikleri arastirilmistir. Bu

amaglar promastigot proliferasyonu sayim yontemi ile, parazit canlhliklar1 ise MTT
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yontemi ile tespit edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda alinan 6lgtimlerde
ekstraseliiler vezikiillerin 200 pg/ml konsantrasyonunun promastigot
proliferasyonunu yar1 yariya azalttifi ve promastigotlar lizerinde ekstraktta
oldugu kadar antileishmanial etkinligi oldugu gorilmiistiir. Ekstraktin icerisinde
antileishmanial etkinligi bilinen kurkumin etkin maddesi bulunmaktadir. Bu
nedenle ekstrakt ile benzer sonuglar gosteren ekstraseliiler vezikiillerin de
antileishmanial etkinligi oldugu gorilmiistiir. Tek baslarina Glukantim’in 50 pg/ml
konsantrasyonunda vezikiillere benzer sekilde yaklasik yar1 yariya inhibisyon
gorilmiistiir. Kombinasyon seklinde verilen formiilasyonlarda ise antileishmanil
etkinliklerin artig1 goézlemlenmistir. G50-V200 kombinasyonuna maruz kalan
promastigotlarin proliferasyonunda kontrole gore yaklasik 4 kat, tek basina
Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonuna gore ise 2 katlik bir azalma goriilmusttir.
Glukantim’in kombinasyonun etkinligini gosterebilmesi i¢cin 200 pg/ml’den daha
yuksek bir toksik konsantrasyonda uygulanmasi gerekmektedir. Ekstraseliiler
vezikiillerin 200 pg/ml konsantrasyonunda promastigotlarin canhliginin %50
degerine distliigli ve promastigotlar TUzerinde ekstrakta benzer sekilde
antileishmanial etkinligi oldugu gorilmiistiir. Tek basina Glukantim’in 50 pg/ml
konsantrasyonunda vezikiillere benzer sekilde %50 canlihik gorilmistiir.
Kombinasyon seklinde verilen formiilasyonlarda ise G50V200 kombinasyonunda
%35’e diismiistiir. 96. saatte ise tek baslarina ekstraseliiler vezikiillerin 48. saate
gore etkinliginin daha yiiksek oldugu ve kontrole kiyasla ekstrakta benzer sekilde
200 pg/ml konsantrasyonunda yaklasik 3 kat azalma sagladig1 goriilmektedir.
Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonunda promastigot proliferasyonu 3 kat
azalmisken kombinasyonlari sekilde verilen formiilasyonlarda etkinliklerinin artigi
gozlemlenmistir. Proliferasyon, G50V200 kombinasyonunda kontrole gore 5 kat,
Glukantim'in 50 pg/ml konsantrasyonuna kiyasla yar1 yariya azalma gostermistir.
Glukantim’in bu etkinligi tek basina gdstermesi icin toksik konsantrasyonlara
cikilmasi gerekmektedir. 200 pg/ml konsantrasyonunda ekstrakt ve ekstraseliiler
vezikiil promastigot canliligini %30’lara kadar disirmiistiir. Glukantim 50 pg/ml
konsatrasyonunda benzer bir canlilik ytizdesi saglamistir. G2Z0V200 kombinasyonu
olarak verildiginde ise canliik %Z20ye kadar diimistir. MTT deneyinde
promastigotlarda olusan formazan kristalleri invert mikroskop ile gozlenmistir.

Formazan kristalleri enzimatik aktiviteye bagh olarak hiicre canlilifinin gostergesi
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olarak olusur. Mikroskobik inceleme sonucunda kontrol grubunda yiiksek sayida
formazan kristali goriilirken G50V200 kombinasyonunda ¢ok kisithh formazan
kristali goruntisi mevcuttur. Formazan kristalinin kombinasyon uygulanan
kuyuda goriilmemesi burada yiiksek inhibisyon oldugunu gostermektedir. Bu
gorintii Elisa okuyucu ile alinan MTT sonuglarin1 destekler niteliktedir. Kontrol
grubunda canlilik degeri %100’diir. Bu nedenle yogun formazan kristali goriintiisii
bulunmaktadir. G50V200 kombinasyonunda ise canlilik olduk¢a diistik oldugu i¢in

formazan olusumu ¢ok diisiik seviyededir.

Hazirlanan formilasyonlarin L. major amastigotlar1 iizerindeki etkinlikleri
enfeksiyon indeksi, mikrokultir yontemi ve MTT yontemleriyle incelenmistir.
Glukantim’in 50 pg/ml konsantrasyonunda ve ekstraseliiler vezikillerin 200
pg/ml konsantrasyonunda amastigotlarin enfeksiyon indeksleri kontrol grubuna
gore yar1 yariya diisiis gostermistir. Kombinasyon seklinde uygulandiklarinda ise
antileishmanial etkinliklerinin daha da arttigi gorilmiistiir. Enfeksiyon indeksi
degerlerinde G20V200 kombinasyonunda kontrole gore yaklasik 3 kat, G50V200
kombinasyonunda ise yaklasik 4 kat diisiis gorulmistir. Glukantim’in 50 pg/ml
konsantrasyonuna kiyasla G50V200 kombinasyonunda enfeksiyon indeksinde 2
kat daha fazla azalma goriilmektedir. Bu sonuglar kombinasyon uygulamalarinin
tek basina ila¢ uygulamasina nazaran amastigotlar lizerinde ¢ok daha etkin
oldugunu gostermektedir. Ekstraseliiler vezikiil ve Glukantim kombinasyonlarinin
L. major amastigotlarinin proliferasyonu tlizerindeki etkinligi ayrica mikro kiiltiir
yontemiyle de incelenmistir. MTT uygulamasi yapilacak olan ve igerisinde
formiilasyonlara maruz kalan amastigotlarin bulundugu besiyerlerinden
mikrokapiler tiip igerisine bir miktar eklenmis ve bu hematokrit tiipler
inkiibasyona birakilmistir. Boylece mikroaerofilik ortamda amastigotlarin
promastigotlara doniisiimii saglanmistir. Inkiibasyonun ardindan kapiler tiipler
icerisindeki promastigotlar ters mikroskop altinda gézlemlenmistir. Promastigot
yogunlugu, gozlenen alanda 20’nin tizerinde parazit icin 6+, 20 parazit icin 5+, 15
parazit icin 4+, 10 parazit icin 3+, 5 parazit icin 2+ ve 1 ile 5 arasinda parazit i¢in +
olarak belirlenmistir. Glukantim ve ekstraseliiler vezikiillerin tek baslarina
konsantrasyonlar1 promastigot yogunlugunda kismi bir diisiise neden olmakla
birlikte kombinasyonlara maruz kalan gruplarda parazit yogunlugu anlamli bir

sekilde  diismiustiir.  Ekstraseliller  vezikill = ve  antileishmanial ilag
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kombinasyonlarinin L.major amastigotlarinin canlilig1 tizerindeki aktivitesi MTT
yontemiyle de incelenmistir. Yapilan MTT testine gore, tek baslarina Glukantim'in
20 pg/ml ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarina ve ekstraseliiler vezikillerin 100
pug/ml ve 200 pg/ml’lik konsantrasyonlarina maruz kalan amastigotlarin canliligi
yaklasik %50 degerindedir. Ancak kombinasyon uygulamalarinin amastigot
canliligini azaltma hususunda tek basina ila¢ iceren formiilasyona gore daha
basarili oldugu anlasilmistir. G20V200 kombinasyonuna maruz kalan
amastigotlarda hiicre canlilik oran1 %34, G50V200 kombinasyonuna maruz kalan
gruplarda ise %30 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar L. major promastigotlarinda
oldugu gibi amastigot formunda da kombinasyon formiilasyonlarin daha yiiksek
antileishmanial etkinlik gosterdigini acikca ortaya koymaktadir. Nitrik oksit
makrofaj, monosit gibi fagotsitlerin enfeksiyona sebep olan bir ajanla
karsilastiklar1 zaman ortama saldiklar1 antimikrobiyal bir bilesiktir. Nitrik oksitin
onemli 6l¢iide antileishmanial 6zelligi bulunmaktadir. Verilen formiilasyonlarin
makrofajlarin nitrik oksit tiretimini arttirmalar1 beklenmektedir. Kontrol grubuna
ve tek baslarina Glukantim’in 20 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda ve
ekstraseliiler vezikiillerin 100 pg/ml ve 200 pg/ml konsantrasyonlarina kiyasla
kombinasyonlara maruz birakilan makrofajlarin nitrik oksit iiretimini arttirdigi
gorilmiistiir. G50V200 kombinasyonu kontrole kiyasla nitrik oksit liretimini 2 kat

arttirmistir.

Boylece izole edilen ekstraseliiler vezikiillerin J774 makrofaj ve L929 fibroblast
hiicreleri tlizerinde yiliksek oranda toksisite gostermedigi belirlendi. Hazirlanan
kombinasyonlarin tek basina Glukantim’e kiyasla L. majér promastigot ve
amastigotlar tizerinde yaklasik 2 kat daha fazla antileishmanial etkinligi oldugu
sayim, MTT, enfeksiyon indeksi, mikrokiiltiir yontemleriyle tespit edildi. Elde
edilen sonuglar, mevcut tedavi yontemlerine gore daha diisiik toksisiteye sahip
olan, mevcut ilaglarin kullanimini sinirlayan dezavantajlari barindirmayan ve
yuksek antileishmanial 6zellige sahip bitkisel kaynakl ekstraseliiler vezikiil temelli

yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinin miimkiin oldugunu ortaya ¢ikard:.
Oneriler
1. Ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin preklinik ¢alismalarinin

gerceklestirilmesi
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2. Ekstraseltiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin ¢esitli leishmanial suslari

uzerinde etkinliklerinin incelenmesi

3. Ekstraseliiler vezikiil- Glukantim kombinasyonlarinin, leishmaniasisin farkl

klinik formlar1 Gizerinde etkinliklerinin incelenmesi
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