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Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre, Leishmaniasis dünya genelinde sıtmanın 

ardından en sık görülen parazitik hastalık olup, dünya üzerinde milyonlarca 

insanın hayatını tehdit etmektedir. Tedavide kullanılan ilaçların toksik özellik 

göstermesi, ciddi yan etkilere sebep olması ve parazitlerde bu ilaçlara karşı direnç 

gelişimi tedavi uygulamalarının en büyük dezavantajlarıdır. Bu nedenle, 

günümüzde hastalığa karşı alternatif tedavi yaklaşımları geliştirmek için 

çalışmalar devam etmektedir. Yapılan çalışmalarda bitkilerden elde edilen 

ekstraselüler veziküllerin pek çok hastalığın tedavisinde alternatif bir yaklaşım 

oluşturduğu gösterilmiştir. Curcuma longa bitkisinin antiinflamatuar, antioksidan 

ve antimikrobiyal etkinliklerine yönelik çok sayıda çalışma mevcuttur. Ancak 

Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin tek başına veya antileishmanial 

ilaçlarla kombinasyon halinde antileishmanial etkinliğinin incelendiği herhangi bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu tez çalışmasında Curcuma longa kaynaklı 

ekstraselüler veziküllerin tek başlarına ve Leishmaniasis tedavisinde altın standart 

olarak kullanılan Glukantim isimli ilaçla kombinasyon halinde L.major’ün 

promastigot ve amastigot formlarına karşı in vitro antileishmanial etkinliklerinin 



xiv 
 

incelenmesi amaçlanmıştır. Hedefe ulaşmak için öncelikle Curcuma longa 

bitkisinden ektraselüler veziküllerin izolasyonu ve karakterizasyonu 

gerçekleştirildi. Daha sonra hazırlanan tüm formülasyonların J774 ve L929 

hücreleri üzerindeki non-toksik konsantrasyonları belirlendi. Bu konsantrasyonlar 

kullanılarak hazırlanan ekstraselüler vezikül-ilaç kombinasyonlarını içeren 

formülasyonların L. major promastigot ve amastigot-makrofaj kültüründeki 

antileishmanial aktiviteleri incelendi. Aynı zamanda kombinasyonlara maruz kalan 

makrofajların ürettikleri NO seviyeleri Griess reaksiyonu ile ölçüldü. Deneysel 

sonuçlara göre, ekstraselüler veziküllerin ortalama boyutunun 198 nm olduğu 

belirlendi. Ekstraselüler veziküllerin 100 ve 200 µg/ml, Glukantim’in ise 20 ve 50 

µg/ml’lik konsantrasyonlarının non-toksik olduğu belirlendi. Bu konsantrasyonlar 

kullanılarak hazırlanan kombinasyonların tek başına Glukantim’e kıyasla hem 

promastigotlar hem de amastigotlar üzerinde yaklaşık 2 kat daha fazla 

antileishmanial etkinlik gösterdikleri tespit edildi. Kombinasyonlara maruz kalan 

makrofajlarda NO üretiminin kontrole nazaran arttığı da ortaya çıkarıldı. Böylece 

bu çalışmada ilk kez, mevcut tedavi yöntemlerine göre daha düşük toksisiteye 

sahip olan, mevcut ilaçların kullanımını sınırlayan dezavantajları barındırmayan ve 

yüksek antileishmanial özelliğe sahip bitkisel kaynaklı ekstraselüler vezikül temelli 

tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesinin mümkün olabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Leishmania, ekstraselüler vezikül, Curcuma longa, eksozom, 

antileishmanial aktivite 
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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 
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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 µg/ ml of extracellular vesicles and 20 and 50 µg/ 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 
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1  
GİRİŞ 

 

1.1 Literatür Özeti 

Leishmaniasis 20’den fazla Leishmania türünün neden olduğu, Phlebotomus cinsi 

kum sinekleri tarafından memeli konakçılara bulaştırılan, vektör kaynaklı bir 

parazitik hastalık grubudur [1]. Dünya Sağlık Örgütünün 2017 raporuna göre, 

dünyada 102 ülkede hastalık endemik olarak görülmektedir.  Dünya üzerinde 12 

milyon kişi hastalıkla enfektedir ve halen dünya genelinde 350 milyon kişi 

Leishmaniasis ile enfekte olma tehdidi altındadır. Leishmaniasis, deride, visseral 

organlarda ve nazo-orofaringal bölgelerde bulunan makrofajları enfekte eden 

parazitlerin replike olmasıyla ortaya çıkan ve ciddi endikasyonlara neden olan bir 

enfeksiyöz hastalıktır. Leishmaniasis’in Kutanöz (CL), Mukokutanöz (MCL) ve 

Visseral (VL) olmak üzere 3 klinik formu bulunmaktadır. Dünya çapında her yıl 

50.000-90.000 yeni VL ve 600.000-1.000.000 yeni CL ve MCL vakası 

görülmektedir. 2016 yılı itibariyle en çok CL vakası görülen 10 ülke Afganistan, 

Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Irak, Pakistan, Peru, Suriye, Tunus ve Yemen’dir ve 

tüm CL vakalarının %84’ünü oluşturmaktadır [2]. Leishmania parazitleri yaşam 

döngüleri içerisinde promastigot ve amastigot olmak üzere iki farklı formda 

bulunmaktadır. Kum sineklerinin gastrointestinal bölgesinden tükürük bezlerine 

ilerleyen kamçılı promastigot formdaki parazitler, kum sineğinin ısırığı sonucunda 

memeli konakçı olan insana geçer ve dermal makrofajlar tarafından hücre içerisine 

alınır ve burada amastigot formda yaşamlarını sürdürür. Kum sineği, enfekte bir 

konakçıdan beslendiğinde döngü tamamlanır. Kemirgenler ve çoğunlukla da köpek 

gibi bazı memeliler Leishmania parazitlerinin rezarvuarlarıdır [3], [4]. Hastalığın 

yayılımı enfekte kum sineklerinin kan emme sırasında konakçıya parazit 

bulaştırması, doğum sırasında anneden bebeğe kan yoluyla parazit geçişi, kan 

transfüzyonu, laboratuvar kazaları ve kök hücre ve organ transplantasyonu gibi 

çeşitli yollarla gerçekleşebilir [5]. Zayıf immün sistem, savaş ve göçler, hastalığın 

tanısında yaşanan problemler ve son yıllarda parazitlerin tedavide kullanılan 

ilaçlara karşı direnç göstermesi hastalığın giderek yayılmasında oldukça önemli 
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etkenlerdir [6]. Hastalığın klinik formları arasında en tehlikeli olan VL tedavi 

edilmezse hayati tehlike arz eden sistemik enfeksiyonlara neden olur ve L. 

donovani, L. infantum ve L. chagasi VL’nin başlıca etkenleridir. Mukokutanöz form 

burun, ağız ve boğazda mukoza zarının kısmen veya tamamen işlevini 

kaybetmesine neden olur. L. brazilensis, L. panamensis, L. guyanensis MCL’in başlıca 

etkenleridir [7], [8]. Kronik cilt yaraları ile sonuçlanan CL etkenleri, eski dünya 

türleri olan L. major, L. tropica, L. aethiopica ve yeni dünya türleri L. amazonensis, L. 

mexicana, L. braziliensis ve L. guyanensis’dir [1]. Kum sineğinin ısırığının ardından 

yüz, kollar, bacaklar gibi vücudun açık kısımlarında ortaya çıkan ülseratif lezyonlar 

Kutanöz Leishmaniasis’in en sık görülen belirtisidir. Hayatı tehdit edici değildir, 

ancak bu lezyonlar birkaç ay içerisinde kendiliğinden iyileşmesine rağmen cildin 

görülür bölgelerinde hastanın günlük yaşamında ciddi psikolojik ve sosyal 

travmalara sebep olabilecek izler bırakır [3], [9], [10]. Leishmanaisis tedavisi, hem 

VL hem de CL tedavisi için kullanılan pentavalent antimonialleri, amfoterisin B ve 

pentamidini içeren birinci basamak ilaçlar; miltefosin, paramomisin, azoller, 

allopurinol içeren alternatif ilaçlar; ilaçların tek başlarına kullanımlarında 

dirençlilik gibi dezavantajların ortadan kaldırılmasını hedefleyen, miltefosin-

paromomisin, antimonial- amfoterisin B gibi kombine tedaviler; ve fotodinamik, 

kriyoterapi, termoterapi gibi bölgesel tedaviler olmak üzere 4 gruba ayrılabilir. 

Sistemik tedaviler tüm Leishmaniasis türleri için kullanılabilmesine rağmen 

yüksek toksisiteye sahiptir ve tedavisinin hastaya, enfeksiyon etkeni Leishmania 

türüne ve enfeksiyonun alındığı coğrafi bölgeye göre bireyselleştirilmesi 

gerekmektedir [11]. Tüm dünyada, Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından kendi 

kendine iyileşmeyen Kutanöz Leishmaniasis tedavisi için önerilen yöntem 20-28 

gün boyunca günde 20 mg/ kg pentavalent antimonial ilaçların (sodyum 

stiboglukonat veya meglumin antimoniat) kullanılmasıdır [12]. Günümüzde hala 

ilk tedavi seçeneği olarak kullanılsa da yüksek maliyet, yüksek toksisite ve zamanla 

parazitlerin ilaca karşı direnç oluşturması tedavide sorunlara sebep olmaktadır 

[13]. Sistemik mantar enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılan Amfoterisin B (Amf 

B), hücre zarındaki ergosterol gibi kompleksler sayesinde iyon dengesini 

değiştiren ve hücre ölümü ile sonuçlanan gözeneklere neden olur [14]. Bu ajanının 

uygulamasını kısıtlayan en önemli faktörler, yüksek toksisiteye sahip olması, 
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düşük terapötik indeksi ve uzun saatler boyunca parenteral uygulama 

gerektirmesidir [15].  

Antileishmanial ilaçların bahsedilen dezavantajları ve hastalığın dünya genelinde 

giderek yayılması nedeniyle Leishmaniasis ile mücadele için yeni yaklaşımların 

geliştirilmesine oldukça fazla ihtiyaç duyulmaktadır. Mevcut ilaçların 

dezavantajlarının, toksisitesinin azaltılması ve tedavideki etkinliğinin arttırılması 

için formülasyonların kombinasyon şeklinde uygulanması en çok tercih edilen 

yöntemlerden biridir. Literatürde Leishmaniasis tedavisinde altın standart olan 

Glukantim’in çeşitli antileishmanial bileşiklerle kombinasyon olarak 

kullanılmasına yönelik çeşitli çalışmalar mevcuttur [16]. Leishmaniasis tedavisinde 

alternatif olarak, antibakteriyel, antiinflamatuvar ve antioksidan özellikler 

gösteren ve yara iyileşmesini hızlandırıcı etkinliği olan çeşitli bitkisel biyoaktif 

ajanlar da kullanılmaktadır. Curcuma longa bitkisinden ekstrakte edilen 

kurkuminin Leishmania parazitleri üzerinde yüksek düzeyde antiparaziter aktivite 

gösterdiği bilinmektedir [17]. Son yıllarda kanserin ve enfeksiyon hastalıkların 

eradikasyonunda kullanılmaya başlanan alternatif bir diğer tedavi yaklaşımı ise 

ekstraselüler membran vezikülleridir. Farklı kaynaklardan elde edilen veziküller 

gerek tek başlarına gerekse de ilaçlarla yüklendikten sonra birçok hastalığın 

iyileştirilmesinde ümit verici sonuçların ortaya çıkmasına aracı olmuştur.  Tüm 

hücrelerden dış ortama salgılanan ekstraselüler veziküller aracılığıyla komşu 

hücreye taşınan kargo içeriği, hücresel gelişmeyi, bölünmeyi ve apoptozu 

indükleyebilir [18]. Ekstraselüler veziküller insan ya da hayvan hücre kültüründen 

elde edilebileceği gibi farklı bitkilerden de elde edilebilir. Güncel çalışmalarda 

biyolojik olarak önemli olan bitkisel sıvılardan elde edilecek EV’lerin vücutta ciddi 

işlevleri olabileceği ve homeostaza katkıda bulunabileceği belirtilmiştir [19].  Bir 

çalışmada limondan elde edilen ekstraselüler veziküllerin kargo içeriğinde yüksek 

miktarda sitrat ve C vitamini taşıdığı, ve içeriğinde turunçgillerden farklı dağılım 

boyutuna sahip kısa RNA dizileri bulundurduğu tespit edilmiştir. Çalışmanın in 

vitro sonuçları bu veziküllerin oksidatif strese karşı koruyucu etkinliği olduğunu 

göstermiştir [20]. İnsan akciğer karsinoma hücre hattı A549 ve miyeloid lösemi 

hücre hattı LAMA84 üzerinde yapılan bir diğer çalışmada ise yine limondan elde 

edilen ekstraselüler veziküllerin TRAIL aracılı apoptozu aktive ederek kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir [21]. Bitkilerden elde 
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edilen ekstaselüler veziküllerin, bitkileri enfeksiyonlara karşı koruduğu 

bilinmektedir. Bu nedenle, bu veziküllerin memeli konakçıları enfeksiyonlara karşı 

koruyuculuğuna yönelik çalışmalar da literatürde mevcuttur. Yapılan bir çalışmada 

periodontal bir patojen olan Porphyromonas gingivalis’in  zencefil kaynaklı 

ekstraselüler veziküllerin kargo içeriği ile etkileşiminin ardından patojenik 

mekanizmalarında ciddi bir azalma görüldüğü belirtilmiştir [22]. Ancak günümüze 

kadar literatürde Curcuma longa bitkisinden ekstraselüler veziküllerin izole 

edilmesine yönelik herhangi bir çalışma gerçekleştirilmemiştir. Aynı zamanda 

bitkisel kaynaklı ekstraselüler veziküllerin tek başlarına veya konvansiyonel bir 

antileishmanial ilaçla kombinasyon halinde Leishmania parazitleri üzerindeki 

antiparaziter etkinliklerinin incelenmesine dair bir çalışma da mevcut değildir.  

Tüm bu bilgiler ışığında bu çalışmada ilk kez Curcuma longa bitkisinden elde 

edilen ekstraselüler veziküllerin etkinlikleri tek başlarına ve Glukantim isimli 

antileishmanial ilaç ile kombinasyon halinde L. major promastigotları ve 

amastigotları üzerinde incelenmiş ve bitkisel kaynaklı ekstraselüler veziküllere 

dayalı yeni bir alternatif tedavi yaklaşımı geliştirilmiştir. 

1.2 Tezin Amacı 

Bu tez çalışmasının amacı, Curcuma longa bitkisinin suyundan ekstraselüler 

veziküllerinin izolasyonunun ve karakterizasyonunun yapılması, bu ekstraselüler 

veziküllerin tek başlarına ve Glukantim ile kombinasyonlarının L. major 

promastigot ve amastigotları üzerindeki terapötik etkinliğinin in vitro ortamda 

belirlenmesidir. Bu tez çalışması ile Leishmaniasis tedavisinde güncel olarak 

kullanılan Glukantim’in toksisitesinin azaltılması, ilaca karşı gelişen direncin 

düşürülmesi, ilacın antileishmanial etkinliğinin arttırılması ve bitkisel kaynaklı 

ekstraselüler veziküllere dayalı yeni bir tedavi yaklaşımının geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. 

Bu amaca ulaşmak için aşağıdaki çalışmalar gerçekleştirilmiştir: 

 Ekstaselüler veziküllerin Curcuma longa bitkisinden kit kullanılarak 

izolasyonu ve Zetasizer, SEM, Flow Sitometre ve Bradford yöntemleriyle 

karekterizasyonunun gerçekleştirilmesi 
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 Ekstraselüler veziküllerin ve Glukantim’in sitotoksik etkinliklerinin MTT 

yöntemi ile incelenmesi 

 Ekstraselüler veziküllerin ve Glukantim’in toksik olmayan 

konsatrasyonlarının belirlenmesi ve bu konsantrasyonlar ile 

kombinasyonların hazırlanması 

 Hazırlanan kombinasyınların L. major promastigotları üzerinde in vitro 

antileishmanial etkinliklerinin MTT ve sayım yöntemleri ile incelenmesi 

 Hazırlanan kombinasyınların L. major amastigotları üzerinde in vitro 

antileishmanial etkinliklerinin MTT, Giemsa Boyama ve Mikro Kültür 

yöntemleri ile incelenmesi  

1.3 Hipotez 

Leishmanaisis tedavisinde Glukantim isimli pentavalent antimonial türü ilaçlar 

altın standart tedavi olarak kullanılmaktadır. Parazitlerin bu tedaviye karşı direnç 

geliştirmesi ve ilacın uygulandığı hastalarda ciddi toksik yan etkilere neden olması 

sebebiyle literatürde alternatif tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine yönelik çok 

sayıda çalışma gerçekleştirilmiştir. Glukantim’in farklı ilaçlar veya antileishmanial 

etkinliği olduğu bilinen ajanlarla kombinasyon olarak kullanılması yaygın bir 

yöntemdir. Curcuma longa bitkisinin içerdiği kurkumin bileşiği nedeniyle 

antileishmanial özelliğe sahip olduğunun belirtildiği birçok çalışma mevcuttur. Son 

yıllarda üzerine yoğun çalışmalar yapılan ekstraselüler veziküllerin de zengin 

kargo içeriği sayesinde çeşitli hastalıkların eradikasyonunda ümit verici sonuçların 

alınmasına katkıda bulunduğu bilinmektedir. Buna karşın; şu ana kadar Curcuma 

longa bitkisinden elde edilen ekstraselüler veziküllerin antileishmanial etkinliği 

incelenmemiştir. 

Bu bilgilere dayanarak bu tez çalışmasının hipotezini; 

 Literatürde Curcuma longa bitkisinin antileishmanial etkinliğinin olduğunu 

belirten çalışmaların olması, 

 Yapılan çalışmalarda farklı kaynaklı bitkilerden elde edilen ekstraselüler 

veziküllerin yüksek düzeyde antikanser ve antibakteriyal etkinlik göstermiş 

olması, 
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 Glukantim’e karşı parazitlerin direnç geliştirmesi ve ilacın toksik etkisinin 

bulunması 

 Literatürde Curcuma longa bitkisinden ekstraselüler veziküllerin 

izolasyonuna yönelik çalışmaya rastlanmamış olması, 

 Literatürde Curcuma longa kaynaklı ekstaselüler veziküller ile Glukantim’in 

kombinasyonlarının antileishmanial etkinliğinin incelenmemiş olması 

oluşturmaktadır. 

Tüm bu bilgiler ışığında bu tez çalışması kapsamında ilk kez olarak 

Leishmaniasis tedavisinde kullanılmak üzere Curcuma longa kaynaklı 

ekstraselüler veziküllerin izolasyonu, karekterizasyonu, tek başına ve 

Glukantim ile kombinasyonlarının Leishmania parazitlerinin promastigot ve 

amastigot formları üzerindeki in vitro antileishmanial etkinliğinin incelenmesi 

hedeflenmiştir. 
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2  
GENEL BİLGİLER 

 

2.1 Leishmania 

2.1.1 Taksonomi 

Trypanosomatidae ailesi, Kinetoplastida sınıfına ait Leishmania cinsidir [21]. 

Tanımlanmış 53 Leishmania türünden ( L. tropica, L. majör, L. infantum vb. ) 31 

tanesi memeliler, 20 tanesi ise insanlar için patojeniktir [22]. 

2.1.2 Parazit Morfolojisi 

Leishmania parazitleri, diğer birçok protozoan parazit türünde olduğu gibi vektör 

ve enfekte ettikleri konakçı memelide digenetik yaşam döngüsüne sahiptir. 

Leishmania parazitlerinin yaşam döngüsü, kum sineklerinin gastrointestinal 

bölgesinde kamçılı halde bulunan ekstraselüler promastigotlar ve memeli konak 

makrofaj ve monositleri içinde kamçısız halde bulunan amastigotlardan oluşur 

[23]. Parazitler, flagellum, bazal gövdeyi oluşturan mitekondriyal kinetoplast ve 

golgi ve flagellar cep birimlerinden oluşmuştur. Temel hücresel yapı iki 

morfolojide de korunur ve bu birimler parazitin farklı morfolojilerini oluşturmak 

için birbirlerine göre konumlanırlar. Leishmania morfolojisi, hücre şekli, kamçı 

uzunluğu, kinetoplast ile çekirdeğin pozisyonu gibi kriterler baz alınarak kesin 

şekilde tanımlanabilir. Amastigot formda, flagellar cepten belirsiz bir şekilde çıkan, 

duyusal fonksiyonları daha yoğun olan, kısa ve hareketsiz kamçısı ile küçük ve 

küresel bir hücre gövdesi gözlenir. Promastigot formda itici güç sağlayan, flagellar 

cepten dışarı uzanan ve uzun ve hareketli bir kamçı ile oval bir hücre gövdesi 

bulunmaktadı [24].  Parazit promastigot formunda 15-20 mikrometre uzunlığunda 

ikin amastigot formda 3-5 mikrometredir [4]. Parazitlerin amastigote ve 

promastigot formları Şekil 2.1’de verilmiştir. 
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Şekil 2. 1 Leishmania parazitlerinin promastigot ve amastigot formları [25] 

2.1.3 Hayat Döngüsü 

Leishmania parazitleri yaşam döngülerini, konak veya vektörde bulunmalarına 

bağlı olarak amastigot ve promastigot olmak üzere iki ana morfolojide tamamlar 

(Şekil 2.2 ). Promastigot formu, vektörleri olan kum sineklerinin gastrointestinal 

bölgesinde, amastigot formu ise konakları olan memeli fagositlerinin fagolizozomal 

vakuollerinde gelişir ve çoğalırlar [26]. Parazitin hayatta kalması, kala-azar, post 

kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) olan insanlar aracılığıyla antroponotik veya 

köpek gibi rezervuarı olan hayvanlar aracılığıyla zoonotik bulaşma ile gerçekleşir. 

Enfekte bir kum sineği ısırığı ile metasiklik promastigotlar ısırık bölgesine 

bırakılır. Isırık bölgesinde makrofajlar yoğunlaşır. Promastigotlar makrofajları 

enfekte eder ve konakta hayatlarını bu şekilde sürdürürler. Promastigotlar 

kamçılarından dolayı yüksek hareket kabiliyetine sahiptir. Bu sebeple parazitler 

ısırık bölgesinde makrofajları enfekte edebilecekleri gibi farklı bölgelerde de 

fagosite olabilirler. Flagella ile makrofaj içine giren parazit uzun kamçılı 

formundan amastigot formuna farklılaşır. Amastigotlar, fagosit içerisinde lizis 

olana kadar çoğalmaya devam eder. Lizis sonrasında diğer makrofajları enfekte 

etmek üzere hücre dışına salınırlar. Boyama yöntemleri ile hücre içerisinde 

görülen amastigotlar Leishman-Donovan cisimcikleri olarak adlandırılır. Kum 

sineği enfekte bir konaktan beslendiği zaman parazitler kum sineklerinin 
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gastrointestinal bölgesinde tekrar kamçılı promastigot forma dönüşürler ve döngü 

bu şekilde devam eder [4], [24]. 

 

Şekil 2. 2  Leishmania parazitlerinin yaşam döngüsü [1] 

 

2.1.4 Epidemiyoloji 

Dünya sağlık örgütü (WHO)’ne göre Leishmaniasis, en önemli tropikal hastalıklar 

listesinde sıtmanın ardından 2. sıradadır ve küresel ölüm sebepleri arasında öne 

çıkmaktadır. 2018 yayınlanan “Global leishmaniasis surveillance, 2017–2018, and 

first report on 5 additional indicators” raporuna göre bildirilen 200 ülkeden 88’i 

Kutanöz Leishmaniasis, 78’i ise Visseral Leishmaniasis için endemik olarak kabul 

edilmiştir. 66 ülke hem CL hem de VL için endemiktir. 2018 yılında 253.435 yeni 

CL vakası ve 17.223 yeni VL vakası bildirilmiştir [27].  Kolombiya, Suriye, 

Afganistan, Cezayir, Brezilya, İran, Kosta Rika, Etiyopya, Kuzey Sudan ve Peru, 

yaklaşık olarak KL insidansının % 70-75'ini oluşturmaktadır [28]. Hastalığın 

yayılması kum sineklerinin kam emmesi sırasında olabileceği gibi, memeliden 

memeliye; kan transfüzyonu, doğum sırasında anneden bebeğe, laboratuvar 

kazaları ile ve ayrıca kök hücre ve organ transplantasyonu gibi çeşitli yollarla 
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gerçekleşebilir [5]. Leishmaniasis çoğunlukla Akdeniz havzası, Doğu Afrika, 

Amerika ve Asya yaşayan fakir insanları etkiler [29]. Leishmaniasis’e karşı uzun 

yıllardır çalışmalar devam etmesine rağmen hastalığı yayılması devam etmektedir. 

Diğer birçok tropik hastalığa benzer şekilde, leishmaniasis endemik bölgelerdeki 

nem, sıcaklık, rakım, bitki çeşitliliği gibi faktörlere bağlıdır. Bölgenin ekonomik 

kalkınmasının da hastalık üzerinde ciddi etkisi vardır. Yeşil alanların azalması, 

kentleşmenin artması, kentsel alanlara göçün artması ile kum sineğinin yayılması 

için yeni bölgelerin oluşması, hastalığın rezervuarı olan köpek ve fareler, zayıf 

immünite, göçler, savaşlar, hastalığın tanısındaki problemler, en önemlisi 

kullanılan ilaçlara ve insektisitlere karşı direnç gelişmesi hastalığın yaygın olarak 

görülmesinin sebepleridir [5], [6]. Dünya genelinde Leishmaniasis’in dağılım 

haritaları Şekil 2.3 ve 2.4 ‘te verilmiştir. 

 

 

Şekil 2. 3 Dünya genelinde Kutanöz Leishmaniasis görülen bölgeler [27] 



11 
 

 

Şekil 2. 4 Dünya genelinde Visseral Leishmaniasis görülen bölgeler [27] 

2.1.5 Klinik Formlar 

3.1.1.1  Kutanöz Leishmaniasis 

Afganistan, Suriye, Brezilya gibi ülkelerin de içinde bulunduğu 70’den fazla ülkede 

endemik olan ve kronik cilt yaraları ile sonuçlanan CL, hastalığın en yaygın 

formudur. Eski Dünya’da L. tropica, L. majör, yeni dünyada ise  L. Braziliensis, L. 

guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. mexicana,  L. amazonensis, ve L. 

venesuelensis CL’nin başlıca etkenleridir. CL, son yıllarda tropikal ülkelerden dönen 

turistler arasında en yaygın görünen 10 cilt hastalığından biridir [30]. Kum 

sineğinin ısırığının ardından yüz, kollar, bacaklar gibi vücudun açık kısımlarında 

ülseratif lezyonlar Kutanöz Leishmaniasis’in en sık görülen belirtisidir. Hayatı 

tehdit edici değildir, ancak bu lezyonlar birkaç ay içerisinde kendiliğinden 

iyileşmesine rağmen cildin görülür bölgelerinde hastanın günlük yaşamında ciddi 

psikolojik ve sosyal travmalara sebep olabilecek izler bırakır [3], [9], [10]. 

Yaraların iyileşmesi enfekte eden Leishmania türüne ve konağın bağışıklığına göre 

3 aydan 18 aya kadar uzayabilir. Hastalığın tedavisi hastalığın klinik formuna, 

Leishmania türüne ve klinik bulgularına bağlı olarak değişir [31]. Hastalığın Diffüze 

Kutanöz Leishmaniasis (DCL) olarak adlandırılan formu, yüksek parazit yükü, deri 

testlerine karşı duyarsızlık ve tedaviye direnç gibi belirleyici özelliklere sahiptir. 
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Bu hastalarda tüm vücudu saran ülserleşmemiş kutanöz papuller ve nodüller 

görülür (Şekil 2.5 ) [5]. L tropica ve L major'un neden olduğu lezyonlar bir yıl içinde 

kendi kendine iyileşir ancak kalıcı izler bırakma eğilimindedir. L. aethiopica'nın yol 

açtığı lezyonların iyileşmesi ise yıllar alır ve MCL ve DCL formları şeklinde 

gelişebilir. L. mexicana'nın neden olduğu lezyonlar daha hızlı iyileşirken, L. viannia 

daha şiddetli ülser lezyonlar ve MCL gelişebilir. Leishmaniasis iyileşir ancak L. 

tropica nedeniyle deride oluşan skarı çevreleyen ve giderek genişleyen yeni 

lezyonlar olarak tekrarlayabilir. Kutanöz Leishmanisis yaraları kendi kendine 

iyileşmesine rağmen, iyileşmenin hızlandırılması, yara izinin ve yayılma riskinin 

azaltılması ve ardından MKL gelişiminin engellenmesi gibi durumlarda tedavi 

uygulanır. Ayrıca çoklu (> 5), büyük (> 4 cm), 6 aydan uzun süren ve yüz veya 

eklemler gibi hassas bölgelerdeki lezyonlar için de tedavinin başlatılması gerekli 

görülmektedir [1]. 

 

Şekil 2. 5 Kutanöz Leishmaniasis’in sebep olduğu cilt lezyonları [32] 

 

3.1.1.2  Mukokutanöz Leishmaniasis 

Mukokutanöz form, burun, ağız ve boğazda mukoza zarının kısmen veya tamamen 

işlevini kaybetmesine neden olur. Burun deliklerinde kızarıklık ve ülseratif 

lezyonlarla başlar ve mukozal bölgelerde oluşmasıyla CL’den ayırt edilir (Şekil 2.6 

). CL’nin tedavisinin yetersiz olduğu durumlarda da  MCL görülebilir ve ağır 

yaralanmalara ve ölüme sebep olabilir [5]. L. brazilensis, L. panamensis, L. 

guyanensis MCL başlıca etkenleridir [7]. 
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Şekil 2. 6 Mukokutanöz Leishmaniasis’in sebep olduğu cilt lezyonları [33] 

3.1.1.3 Visseral Leishmaniasis 

VL, Kala- azar olarak da adlandırılmaktadır. L. infantum ve L. donovani parazitin 

hastalığın etkeni olan türleridir [34]. Hastalığın klinik formları arasında en tehlikeli 

form olan VL kemik iliği, karaciğer, dalak gibi retiküloendotelyal organları etkiler 

ve etkili tedavi edilmezse hayati tehlikeye neden olur (Şekil 2.7 ) [35]. Dünya 

çapında 200.000’den 500.000’e kadar meydana gelen VL vakalarının büyük 

çoğunluğu Bangledaş, Brezilya, Etiyopya, Hindistan ve Sudan gibi ülkelerde 

görülmektedir [36]. İki haftadan uzun süren ateş, yorgunluk, halsizlik, iştah kaybı, 

genişlemiş lenf düğümleri VL’nin yaygın klinik belirtileridir. Post Kala-azar 

Leishmaniasis (PKDL) VL sonucunda meydana gelir ve her vaka potansiyel bir 

PKDL kaynağı olarak düşünülmektedir [37]. 
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Şekil 2. 7 Visseral Leishmaniasis sebebiyle oluşan belirtiler [38] 

2.1.6 Tanı 

2.1.6.1 Mikroskop ve Kültür 

Kutanoz ve Mukokutanöz Leishmanisis’in tanısı laboratuvar ortamında, 

lezyonlardan alınan örneklerin Giemsa ile boyaması yöntemiyle mikroskobik 

olarak yapılır. Bu yöntemde amastigotlar oval şekilli, 2-4 mikrometre çapında 

görünür. Bu yöntemde ülserleşmiş yaralardan alınan örnekler daha yüksek sonuç 

vermektedir. Mikroskop ile tanı yönteminin kültür ile kombine edilmesi ile 

duyarlılık artmaktadır. VL’nin mikroskobik tanısı için genellikle dalak veya kemik 

iliği aspiratları kullanılmaktadır. Bunların yanında karaciğer, lenf düğümleri, 

periferal kandan alınan örneklerle de amastigot varlığı belirlenebilir. Tüm bu 

örneklerin Giemsa boyama sonucu mikroskobik incelemelerinde duyarlılıkları 

değişiklik göstermektedir. Dalaktan alınan örnekler daha yüksek duyarlılık 

göstermektedir [39]. 

2.1.6.2 Mikro Kültür Yöntemi 

KL’in tanısı için geliştirilen Mikro Kültür Yöntemi (MKY), mikrokapiler tüp ile 

uygulanan bir yöntemdir. Geleneksel kültür yöntemiyle (GKY) karşılaştırıldığında 

duyarlılığı daha yüksek bir yöntem olarak belirtilmiştir. GKY’nin duyarlılığı parazit 

suşuna, lezyon tipine, alınan bölgeye göre ve parazit yoğunluğuna göre değişiklik 

gösterirken MKY bu değişkenlere daha duyarsızdır. Mikrokültür yönteminde 
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gereken inkübasyon süresi çok daha kısadır. Çok daha az sayıda parazit test için 

yeterlidir [40]. 

2.1.6.3 Serolojik Yöntemler 

Kutanöz Leishmaniasis için kullanılan serolojik yöntemler antileishmanial 

antikorların saptanmasının zor olması ve oluşan zayıf hümoral yanıt, düşük 

konsatrasyonda olması sebebiyle düşük duyarlılığa sahiptir. VL’de serolojik 

yöntemler floresan antikor (IFA), enzime bağlı immünosorbent testi (ELISA), 

Western Blot ve doğrudan aglütinasyon testi(DAT) olarak sıralanabilir. Bu 

yöntemlerin en büyük dezavantajı halen var olan veya daha önce hastalığın 

geçirilmesinin ardından pozitif kalan antikorlar arasında ayrım yapılamamasıdır. 

2.1.6.4 Moleküler Yöntemler 

Külür ile birlikte PCR testi en hassas yöntemdir ancak gelişmekte olan ülkelerde 

hastalığın az olması sebebiyle aktif olarak kullanılmamaktadır ve pratik değildir. 

VL’de farklı moleküler yöntemler var olsa da PCR temelli testler özellikle immün 

sistemi baskılanmış hastalarda kullanılan başlıca tanı yöntemidir. Bu yöntemde 

leishmania DNA’sını belirlemek için dalak, lenf nodu, kemik iliği, kan gibi 

bölgelerden alınan örnekler ile gerçekleştirilir [39]. 

2.1.7 Tedavi 

Leishmanisis için birinci basamak tedaviyi antimonialler oluşturmasına rağmen 

ilaca artan direnç tedaviyi sınırlandırmaktadır. Sıtma, zatürre gibi hastalıklarla 

birlikte gelişen enfeksiyon da, zamanında teşhis ve tedavi edilmezse hastalığın 

ölümcüllüğünü arttırmaktadır. Alternatif olarak kullanılan pentamidin ve 

amfoterisin gibi 2. Basamak tedaviler mevcuttur. Ancak bu tedavilerde de oluşan 

direncin yanında yüksek toksisite görülmektedir. Aynı zamanda Amfoterisin B 

yüksek maliyetli bir ilaçtır. VL ve CL’nin tedavisi için kullanılan antikanser ilaç olan 

miltefosin bölgesel etkinliği ve kısa tedav süresi gibi avantajlara sahiptir.  

Kullanılan bu kemoterapik ilaçlar, parazitin amastigot formunda mononükleer 

biyosentez inhibisyonu, membranın bozulması ya da protein sentezine müdahale 

gibi mekanizmalarla etki ederler. Bu ilaçların toksisite, yüksek maliyet, uzun tedavi 

süresi gibi dezavantajlarını azaltmak için yeni ajanlar geliştirilmelidir  [29]. 
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2.1.7.1 Pentavalent Antimoniallar  

Pentavalent antimoniallar [Meglumin antimonat (MA), sodyum stiboglukonat 

(SSG)] Leishmaniasis tedavisinin temelini oluşturan ve on yıllardır VL, MCL ve KL 

için kullanılan bir ilaçtır. Günümüzde hala ilk tedavi seçeneği olarak kullanılsa da 

yüksek maliyet, yüksek toksisite ve zamanla parazitlerin ilaca karşı direnç 

oluşturması tedavide sorunlara sebep olmaktadır [12]. Antimoniallar en az 3 hafta 

boyunca günde 20mg / kg kullanılmasıdır. İlacın parenteral uygulanması lokal 

ağrının yanında, bulantı, kusma, halsizlik gibi sistemik yan etkilere sebep olur. 

Dünya sağlık örgütü (WHO) bu dezavantajlardan dolayı yeni antileishmanial 

ilaçların geliştirilmesini şiddetle tavsiye etmektedir [41]. 

2.1.7.2 Amphotericin B 

Amf B çok sayıda mantar türünün tedavisinin yanında Leishmaniasis için de 

kullanılan geniç spekturumlu bir antifungal ilaçtır. Amf B mantarların hücre 

zarındaki ergosterol bazı leishmania türlerinde de lanosterol gibi kompleksler 

sayesinde iyon dengesini değiştiren transmembran kanallara neden olur [42]. 

Antimoniallerin etkisiz olduğu ya da antimoniallere karşı direnç oluşturan 

vakalarda leishmaniasisin 2. basamak tedavisi olarak geliştirilmiştir. Bu ajanının 

uygulamasını kısıtlayan en önemli faktörler, yüksek toksisiteye sahip olması, 

düşük terapötik indeksi ve uzun saatler boyunca parenteral uygulama 

gerektirmesidir. 15 gün boyunca 1mg/ kg uygulama rejimi zahmetli ve pahalı bir 

uygulamaya sebep olmaktadır [43]. Amfoterisin B’ye göre daha az toksik olan 

Lipozomal Amfoterisin B (L- AmB) daha yüksek dozun daha kısa sürede 

uygulanması sayesinde tedavi süresini kısaltmaktadır [44]. WHO tarafından 

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

2.1.7.3 Pentamidin 

Pentamidin, Pneumocystis Jiroveci pnömonisinin tedavisinde kullanılan bir ilaçtır. 

Leishmaniasis tedavisinde de iyi klinik sonuçlar elde edildiği gösterilmiştir. 

Antimoniallerin etkisiz olduğu ya da antimoniallere karşı direnç oluşturan 

vakalarda pentamidine, leishmania parazitlerinin sayısının azalmasında klinik 

başarılar göstermiştir [13]. Pentamidin, leishmanianın kinetoplast DNAsına 

bağlanarak etki eden bir mekanizmaya sahiptir [45]. Pentamidin kısa süreli tedavi 

olanağı sunsa da hastalarda gelişen yüksek derecede(%50) hiperglisemi, pankreas 
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hasarı, hipotansiyon ve taşikardi pentamidin kullanımı ile ilişkilendirilmektedir 

[46]. 

2.1.7.4 Miltefosin 

Miltefosin, Leishmaniasis’i tedavi etme potansiyeline sahip kullanılan ilk oral 

ajandır. Anti- tümör etkisine sahip alkilfosfokolin analoğudur. Antileishmanial etki 

mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Leishmania türleri çeşitli bölgelere göre 

farklılık gösterdiği için alınan sonuçlar da değişkendir. Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA, “Food and Drug Administration”) bu ilacı L. Beaziliensis,  L. 

Panamensis ve L. Guyanesis için onaylamıştır [47]. Daha fazla Leishmania türünde 

etkinliğinin belirlenmesi için daha fazla çalışma yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır  

[48]. 

2.1.7.5 Bölgesel Tedaviler 

Kriyoterapi Kutanöz Leishmaniasis tedavisi için yaygın olarak kullanılan etkili bir 

fiziksel yöntem olarak gösterilmektedir. CO2 veya sıvı azot kullanılarak uygulanan 

kriyoterapi tek başına veya intralesional veya sistemik paromomisin gibi ajanlarla 

kombinasyon tedavi olarak kullanılabilir [49]. Tüm Leishmania türlerinin 

termosensitif olması, kriyoterapinin düşük sıcaklıklar sayesinde leishmania 

parazitleri için öldürücü etki göstermesine sebep olur [50]. Bassiouny ve 

arkadaşlarının 30 CL hastası ile yaptığı çalışmada hastalar CO2 kriyomakinesi ile 

tedavi edilmiş ve 4-5 hafta içerisinde tüm hastalarda iyileşme görülmüştür. 

Bununla birlikte hiçbir hastada lezyonlar nüksetmemiştir ve tedavi sonrası 

enfeksiyon görülmemiştir [51]. Diğer bir çalışmada 40 lezyon üzerinde sıvı 

nitrojen ile kriyoterapi uygulanmış ve 3-8 hafta içerisinde tüm lezyonlarda 

iyileşme görülmüştür [52]. Kriyoterapi, basit bir yöntem olması, anesteziye gerek 

duyulmaması, parazitler üzerinde hızlı etki göstermesi gibi birçok avantaja 

sahiptir. Ancak bu tedavi, özellikle koyu tenli hastalarda kalıcı hipopigmentasyona 

neden olabilir ve yüksek nüks etme oranına  (% 12 ) sahiptir [49], [50]. Leishmania 

türlerinin termosensitif özelliği, leishmaniasisin tedavisinde sıcak banyo, kızılötesi 

ışık, fotodinamik tedavi ve lazer ile tedavinin etkili sonuçlar göstereceğini 

desteklemektedir. Radyofrekans dalgaları tarafından üretilen ısı, çevre dokulara 

zarar vermeden, leishmania parazitlerinin amastigot formlarının bulunduğu 

bölgeye kadar etki gösterir [53]. Meksika’da yapılan bir çalışmada, CL tanısı 
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koyulan 201 hastaya kontrollü olarak ısı üreten LCF-RF (“localized current field-

radio frequency”) cihazı ile 30 saniye boyunca 50 derecelik ısı ile ısı terapisi 

uygulanmıştır. 4 hafta sonra incelenen 122 hastada %95 oranında, 8 haftanın 

sonunda incelenen 191 hastada ise %90 oranında iyileşme görülmüştür [54]. 

1970’li yıllardan beri cilt hastalıklarının tedavisinde kullanılan lazer, CL 

tedavisinde de bir tedavi seçeneğidir. Bu yöntem sağlıklı dokuya zarar vermeden 

doğrudan lezyon üzerinde termoliz etkisi oluşturmaktadır. 3-4 hafta içerisinde 

başarılı kozmetik sonuçlar elde edilmektedir. Tek bir seansın yeterli olması tedavi 

maliyetini düşürmektedir [55]. 

2.1.8 Leishmaniasis’e Karşı Bitkisel Bileşiklerin Kullanımı 

Leishmaniasis tedavisinde, kullanılan ilaçlara direnç gelişmesi, toksisite, sıtma, 

zatürre gibi hastalıklarla birlikte gelişen enfeksiyon, aşının bulunmaması gibi 

tedaviyi sınırlayan nedenlerden dolayı, mevcut ilaçların yerini alacak ya da 

etkinliklerini arttıracak ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır. Bitki ekstraktları ya da 

bitkilerden elde edilen bileşiklerin alternatif tedavi için etkili bir kaynak olduğu 

bilinmektedir. DSÖ tarafından Leishmaniasis’in alternatif tedavisi için bitkisel 

bileşiklerin kullanılması tavsiye edilmektedir. Bitki ekstraktlarının flavonoid, 

steroid, alkoloid gibi kimyasal bileşenleri biyolojik aktivitelerinde önemli rol 

oynamaktadır. L. amazonensis promastigotları üzerinde  Centrolobium 

sclerophyllum bitkisinden ekstrakte edilen 2 farklı heptanoid, (2[β-(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) 

bileşiğinin yüksek antileishmanial etki gösterdiği belirtilmiştir. Çalışmada sonuçlar 

LD50 = 77 nM, LD50 = 86nM and LD50 = 140 nM değerleriyle verilmiştir [56]. 

Sudan’dan elde edilen bazı bitkilerin antileishmanial etkinliğinin araştırıldığı bir 

çalışmada Azadirachta india için 11.5 µg/mL, Maytenus senegalensis için 55 µg/mL 

ve Eucalyptus globulus için ise 78 µg/mL konsantrasyonlarında L. major 

promastigotları için IC50 değerine ulaşılmıştır  [57]. Başka bir çalışmada Khaya 

senegalensis bitkisinden izole edilen proantosiyanidinler [catechin-(4α,6)-catechin 

and catechin-(4α,8)- catechin] L. donovani promastigotları üzerinde etkisiz 

kalırken (EC50>25.0 μg/mL) amastigotları üzerinde ciddi antileishmanial etkinlik 

göstermiştir. 
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2.1.8.1 Leishmaniasis’e karşı Curcuma longa bitkisinin kullanımı 

 

Şekil 2. 8 Curcuma longa bitkisi 

Curcuma longa, yaygın adı zerdeçal olan, zencefil ailesinden bir bitkidir (Şekil 2.8 ). 

Baharat olarak kullanımının yanında, ülser, ateş, yara iyileşmesi, sedef hastalığı 

gibi birçok hastalıkta tedavi amacıyla kullanılmaktadır. Curcuma longa’nın başlıca 

aktif bileşeni olan kurkumin, hidrofobik bir polifenoldür. Curcuma longa 

demetoksikurkumin, isdemetoksikurkumin ve yakın zamanda tanımlanan 

siklokurkumin gibi kurkuminoid bileşenlerine de sahiptir. Kurkiminin 

antiinflamatuar, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, antiviral özellikleri 

olduğuna yönelik binlerce çalışma mevcuttur. Kurkuminin bu etkinlikleri, 

transkripsiyon ve büyüme faktörleri, sitokinler, kinazlar, yapışma molekülleri gibi 

hedefler ile etkileşimi ve bu moleküler hedefleri düzenleme mekanizmalarından 

kaynaklanır [58]. Kurkuminin bu eşsiz özelliklerinin Leishmania parazitleri 

üzerinde incelendiği çok sayıda çalışma bulunmaktadır. L. major promastigotları 

üzerinde tek başına (5- 80 µM) ve CM11 peptidi ile kombinasyonlarının etkinliği 

incelenmiş ve kontrol olarak da optimum doz olan 123.5 µL (10.5 mg pentavalent 

antimony)/mL Glukantim kullanılmıştır. 5 µM konsantrasyonunun üzerinde 

kurkumin promastigotlar üzerinde ciddi inhibisyon göstermiştir [18]. Kurkiminin 

L. major üzerinde etkinliğinin incelendiği bir diğer çalışamada kurkuminin artan 

konstrasyonlarına(0- 100 µM) orantılı olarak yüksek antileishmanial etkinliği 

olduğu gösterilmiş ve LDU değeri 37.663.5 mM olarak belirtilmiştir [59]. 



20 
 

2.2 Ekstraselüler Veziküller 

Hücreler arası iletişimin sürdürülmesi çok hücreli organizmalarda hücre gelişimi 

ve homeostaz için çok önemli bir gerekliliktir. Bu iletişim birbirine bitişik 

hücrelerin doğrudan teması ile olabileceği gibi dolaşım yoluyla gönderilen 

sinyallerle de gerçekleşebilir [60]. Son yıllarda, hücresel etkileşim veya bazı 

faktörlerin salgılanmasının yanında hücre dışı veziküllerin de hücreler arası 

iletişime aracılık ettiği belirtilmektedir. Ekstraselüler veziküller (EV’ler), 

salgılandığı hücrenin kökenini yansıtan DNA, RNA, lipid, protein ve diğer 

metabolik yüklerin bulunduğu zengin kargo içeriğini taşır. Birçok farklı hücre 

tipinden, fizyolojik veya patolojik durumlarda hücre dışı boşluğa salınır [61]. 

EV’lerin protein içeriği keşfinden itibaren bilinse de RNA varlığı 2007 yılında 

yapılan çalışma sonucunda doğrulanmış ve içerdiği mRNA’nın in vitro koşullarda 

proteinlere dönüşebileceği gösterilmiştir [62]. Amip, parazit ve memeliler gibi tüm 

ökaryot hücreler ve prokaryotik hücreler hücre dışı ortama ekstraselüler 

veziküller salgılamaktadır. EV’ler biyogenezlerine göre eksozom, ektozom veya 

mikroveziküller ve apoptotik cisimler olmak üzere 3 gruba ayrılır (Şekil 2.9 ). Bu 

üç grupta da protein, RNA gibi belirli kargo yükünü çevreleyen lipit çift katmanlı 

membran bulunur, ancak boyutları farklılık gösterir. Çapları, eksozomlar için 30- 

150 nm, ektozomlar için 100-1000 nm, apoptotik cisimler için ise 50-5000 nm’dir. 

Bu veziküllerin boyut, yapı, kaldırma yoğunluğu gibi özelliklerine göre kesin olarak 

ayırt etmek çok zordur ve yeni izolasyon ve saflaştırma yöntemlerine yönelik 

çalışmalar devam etmektedir [61], [63]. 
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Şekil 2. 9  Hücrelerden salınan eksozom, ektozom ve apoptotik cisimlerin 
gösterimi [61] 

2.2.1   Eksozomlar 

Plazma membranının içeri doğru tomurcuklanmasıyla multiveziküler cisimcikler 

olarak adlandırılan endozomlar, eksozomların oluşmasını sağlar. Plazma 

membranı ve multiveziküler cisimcikler (MVB)’in füzyonu sonucu MVB’lerin 

içeriğinde bulunan intraluminal veziküller (ILV’ler) mikroçevreye salındığında 

eksozom olarak adlandırılır (Şekil 2.10 ). Son yıllarda eksozomlar üzerine yapılan 

çalışmalar hız kazanmış olsa da eksozom kelimesinin geçmişi 1970 yılına 

dayanmaktadır. Eksozomlar lipit çift tabakalı membranla çevrili DNA, RNA, protein 

gibi lümen kargosunu taşımakla görevlidir. İçeriğinde taşıma proteinleri 

(GTPazlar, Anneksinler ve flotillin), ısı şoku proteinleri (Hsp70 ve Hsp90), 

tetraspaninler (CD9, CD63, CD81 ve CD82)’in yanında kolesterol, sfingolipidler, 

fosfogliseritler, seramidler gibi farklı lipit türleri de mevcuttur. Bir eksozom 

veritabanına göre eksozomlar 8000 protein ve 194 lipit içerir. Eksozom içerisinde 

bulunan tetraspaninler hücrede füzyon, hücre göçü, hücre yapışmasında görevli 

olmakla birlikte eksozomlardaki görevi tam olarak bilinmemektedir. İntegrinler ise 
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hücrenin hücre dışı matiese yapışmasında görev alırken eksozomda ise 

veziküllerin hedef hücreye yapışmasında rol oynar. Eksozom oluşumu sırasında 

eksozomlara dahil olan CD55, CD59, laktadherin, ALIX ve TSG101 gibi proteinler 

hücreler arası iletişim için kargo görevi görürler. Tüm bu proteinler eksozomlar 

için belirteçlerdir. Proteinlerin yanı sıra eksozom yapısında çokça bulunan 

lipitlerden sfingomiyelin ve GM3 eksozomun rijiditesinin belirlenmeside, 

fosfatidilserin eksozomun PM’a sinyal göndermesinde ve füzyonunda görevlidir. 

Eksozomlar mikroRNA (miRNA), haberci RNA (mRNA) ve kodlayıcı olmayan 

RNA’ların da olduğu nükleik asitleri bulundurur [60] ,[61]. Eksozomların hücreler 

arası iletişimde ve fizyolojik süreçlerde kökenlerine de bağlı olarak önemli 

görevleri olduğu düşünülmektedir. Antijen sunan hücrelerden salınan 

eksozomların majör histouyumluluk kompleksi (MHC) I ve II moleküllerini ifade 

etme yetenekleri sayesinde CD8 + ve CD4 + T hücrelerini aktive ederek spesifik 

bağışıklık tepkilerini uyarmayı sağladıkları gösterilmiştir [64], [65]. 

Trombositlerden salgılanan eksozomlar inflamatuar yanıtta görev alırken [66] 

glioblastoma hücrelerinden salgılananlar mRNA, miRNA, anjiyojenik proteinler 

içerir ve anjiyogenezin uyarılmasında [67] rol alır. 

 

Şekil 2. 10 Eksozomların (a) kaynağı ve (b) önemli bileşenleri [68] 

2.2.2 Ektozomlar 

50-1000 nm arasında değişen boyutlara sahip ve PM’dan dışarı doğru 

tomurcuklanma ile oluşan ve belirli protein ve lipitleri taşıyan veziküllerdir  [60]. 

Ektozomlar da ekzozomlar gibi plazma membranının (PM) tomurcuklanmasından 

dolayı spesifik değişiklikler gösterdiği için farklı membrana sahiptir. Eksozomlara 

benzer kargo içeriği olsa da daha az araştırılmıştır. Bazı çalışmalarda ektozomların 
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matris metalloproteinazlar (MMP), glikoproteinler, integrinler, reseptörler ve β-

aktin ve α-aktinin-4 gibi proteinleri içerdiği gösterilmiştir [69], [70]. 

2.2.3 Apoptotik Cisimcikler 

Apoptotik cisimler, 50-5000 nm arasında değişen boyutlara sahip, apoptoz geçiren 

hücreler tarafından hücre dışı boşluğa salınan apoptotik DNA ve sitoplazma 

parçaları içeren membran vezikülleridir. Bu cisimler fagositleri apoptotik 

bölgelere yönlendiren sinyaller taşır. Diğer ekstraselüler veziküllerden farklı 

olarak apoptotik cisimler sadece apopototik hücre ölümü sırasında salınır. 

Apoptotik cismin içeriğini oluştuğu bölgedeki hücresel bileşenler belirler. Bundan 

dolayı apoptotik cisim yoğun nükleer kromatin içerebileceği gibi sadece 

sitozlazmik bileşen de içerebilir. Taşıdıkları bu içeriğe göre nükleer apoptotik 

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

2.2.4 Ekstraselüler Veziküllerin İzolasyonu 

Ekstraselüler veziküllerin izolasyonu için santrifügasyon, boyut dışlama 

kromatografisi, filtrasyon, immünoafinite, polimerik çöktürme gibi farklı ilkelere 

dayanan çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. 

2.2.4.1 Santrifügasyon 

Ekstraselüler veziküller, hücre dışı ortama salındıkları için hücrenin parçalanması 

gerekmeden hücre kültür süpernatantlarından, biyolojik sıvılardan doğrudan izole 

edilebilir. Ekstraselüler veziküllerin izolasyonu için kullanılan en temel yöntem 

diferansiyel santrifügasyondur [72]. Hücre kültür süpernatantından eksozomların 

izolasyonu için,  süpernatant artan hızlarla santrifüjlenir. Düşük hızlarda elde 

edilen pelletler hücreleri, hücre döküntülerini, trombositleri, biyopolimer 

agregatlarını ve büyük apopototik cisimler gibi yüksek kaldırma yoğunluğuna 

sahip parçaları içerir. 10.000- 20.000 g hızlarında mikroveziküller daha yüksek 

hızlarda da (100.000 g- 120.000g) eksozomlar pellet oluşturmaktadır. Oluşan 

pellet PBS ile yıkanarak tekrar ultrasantrifüjlenir ve saflık daha da arttırılır. Elde 

edilen EV çözeltisi 0.1, 0.22 veya 0.45 μm gözenek çapına sahip filtrelerden uygun 

olanı seçilerek filtrelenir. Ancak bu yöntem saflığı arttırmakla birlikte EV miktarını 

azaltmaktadır. Santrifüj süresi, kullanılan tüpün uzunluğu, g kuvveti, rotor tipi, 

numune viskozitesi, gradyan özellikleri vezikül izolasyonunu etkileyen önemli 

faktörlerdir. Özellikle daha yüksek viskoziteye sahip örneklerde santrifüj süresi ve 
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basamak sayısı arttırılmalıdır. Ultrasantrifügasyon işleminde apoptotik cisimler ve 

eksozom olmayan parçacıklardan kaynaklanan safsızlıkların giderilmesi için çeşitli 

yoğunluk gradiyentleri kullanılabilir. Bu yöntem mitokondri, peroksizom ve 

endozom gibi hücre bileşenlerinin ayrılmasını sağlamaktadır. Bu nedenle EV 

izolasyonu için uygun bir yöntem olarak düşünülmektedir. Gradyan olarak sükroz, 

iodiksanol kullanılabilir. Yapılan bir çalışmada sükroz gradiyenti kullanılmasıyla 

solüsyonda eksozom dışında kalan protein agregatları gibi safsızlığa sebep olan 

içerikler dipte kalırken eksozomun gradiyent üzerinde kaldığı 

belirtilmiştir[73],[74], [75]. 

2.2.4.2 Filtrasyon 

Ticari olarak temin edilebilen filtreler vezikülün izolasyonuna imkan sağlayacak 

çok küçük gözenek çaplarına sahiptir. Öncelikle izole edilmek istenenden daha 

büyük parçacıklar uygun gözenek boyutuna sahip bir filtreden (örn. 0,8 mm) 

geçirilerek ortamdan uzaklaştırılır. Çalışmalarda genellikle filtrenin ardından 

ultrafiltrasyon basamağı eklenir. Genellikle ilk adımda 0,8, 0,45, 0,22 ve 0,1 μm gibi 

gözenek çapına sahip sırasıyla filtreler kullanılır. Böylece istenilen vezikül 

konsatre olarak elde edilmiş olur. Filtre kullanımının büyük veziküllerin veya 

trombositlerin parçalanmasına sebep olabileceği bu nedenle çok küçük kuvvetlerle 

uygulanması gerektiği belirtilmektedir [73], [75]. Bir çalışmada idarar kaynaklı 

EV’lerin konsatrasyonunun artırılması için ticari olarak satılan nanomebranlar 

içeren ultrafiltrasyon kullanılmıştır [76]. Ancak ultrafiltrasyon yöntemi ile elde 

edilmiş EV içeriğinin düşük miktarada akuaporin ya da nefrolisin gibi EV proteini 

içerdiği ve yüksek mikrarda albumin and α-1-antitripsin gibi EV proteini olmayan 

proteinler tespit edilmiştir [77]. Daha başarılı sonuçlar elde etmek için 

ultrafiltrasyon ile birlikte satrifüj ve ultrasantrifüj veya arka arkaya ultrafiltrasyon 

basamakları kullanılmalıdır. 0,65 μm gözenek çaplı filtre ile filtrasyon işlemi 

ardından 10.000xg’de santrifüj mikroveziküllerin, 0.65, 0.45, 0.22 ve 0.1 μm 

gözenek çaplı filtre ile ardarda filtrasyon işlemiyle ise eksozomların izolasyonunu 

sağlar. Başka bir seçici izolasyon yöntemi olarak büyük parçaları uzaklaştıracak 

düşük protein afinitesine sahip  filtre [Millipore Express (PES) membrane Stericup 

Filter Unit] ile filtrasyonun ardından 5 kez daha küçük kontaminantları 

uzaklaştıracak teğet akış filtrasyonu (100 nm TrackEtch filtresi, Millipore, Amerika 

Birleşik Devletleri) gösterilebilir  [78].  
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2.2.4.3 Boyut Dışlama Kromatografisi 

Bu yöntem protein, polisakkarit, proteoglikan gibi biyopolimerlerin hidrodinamik 

yarıçaplarına bağlı olarak izolasyonu için kullanılmaktadır. EV izolasyonu için de 

kullanılan bu yöntem tekrarlanabilirlik, verimlilik ve madde kaybı olmaması gibi 

avantajlara sahiptir. EV’ler protein ve lipoproteinler ile karşılaştırıldıklarında daha 

büyük çapa sahip oldukları için izolasyonları daha kolaydır. Bu yöntem EV’lerin 

büyük ölçekli izolasyonu için uygundur. Ancak kolonun kolay kontamine olması ve 

her fraksiyon için zaman alıcı analizlerin gerekmesi uygulamanın dezavantajlarıdır 

[79]. Yapılan bazı çalışmalarda izolasyon, boyut dışlama kromastografisi ve 

ultrasantrifüj olmak üzere 2 adımda gerçekleştirilmiştir. Çalışmalarda ilk 

olarak Bio-Gel A50m ve Sepharose 2B kolonları kullanılmıştır. Daha sonra 

örneklerin 280 nm’de absorbansları ölçülmüştür. 50 × 106 Da’dan büyük olan 

fraksiyon için 100.000xg’de 1 saat boyunca ultrasantrifügasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir [80], [81]. 

2.2.4.4 İmmünoafinite 

Ekstraselüler veziküllerde bulunan spesifik yüzey proteinlerinin varlığı 

immünoafinite izolasyonunun temelini oluşturur. İmmünolojik teknikler EV 

izolasyonunda yüksek özgüllük ve saflık potansiyeline sahiptir ancak verimi düşük 

olabilir. Antikorların çeşitli boncuklar veya matrislerle kovalent ya da yüksek 

afiniteli etkileşimi, düşük hızlı santrifüj ile ya da manyetik tekniklerle fiziksel 

ayırmayı sağlar [73]. Ekstraselüler veziküllerin izolasyonu için birçok farklı antikor 

bağlı mikroboncuk çeşidi ticari olarak elde edilebilmektedir.  Yaygın olarak 

kullanılan diğer yüzey proteinleri ise CD9, CD63 ve CD81 içeren tetraspaninler ve 

epitel hücre adezyon proteinleridir (EpCAM). Yapılan çalışmalarda EV’lerin lipit 

katmanındaki fosfatidilserin bağlayıcı proteinlerinin bulunmasından dolayı bu 

proteinleri içeren Tim-4 bağlı mikroboncuklar, heparinin EV’lerin hücre tarafından 

alınmasında rolü olduğu için, heparin bağlı sefaroz boncuklarla immünoafinite 

temelli izolasyon yöntemleri kullanılmıştır [82] [83]. 

2.2.4.5 Polimerik Çöktürme 

Bu izolasyon yönteminin temelini ticari olarak elde edilen polimerik karışımların 

izolasyonu yapılacak solüsyonun içerisinde gece boyunca inkübe edilmesi 

oluşturur. İnkübasyonun sonucunda EV düşük hızla santrifügasyon işlemi 
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sonucunda pellet oluşturmuş olur. Polietilen glikol (PEG), dekstran, polvinil gibi 

polimerler ya da ticari olarak temin edilen ExoQuick, Total Exosome Isolation 

Reagent ve miRCURY gibi polimer bazlı reaktifler kullanılmaktadır. Bu yöntemin 

sahip olduğu polimer bazlı reaktiflerinin kullanım kolaylığı, gereken pratik 

zamanın az olması, ulstrasantrifüj gibi özel ekipmanlar gerekmemesi gibi 

avantajları kullanımını popüler hale getirmektedir. En büyük dezavantajlarıdan 

biri ise ExoQuick, Exospin gibi bu yönteme dayalı izolasyon kitlerinin temin 

edilmesi için ciddi bütçeler gerektirmesidir [83]. 

2.2.4.6 Sulu İkili Faz Sistemi 

İzolasyondan protein kontaminasyonunu önlemek için PEG ve dekstran kullanılan 

bir yöntem önerilmektedir. Bu polimerler suda çözünerek 2 faz oluşturur. EV’ler ve 

uzaklaştırılmak istenen diğer moleküller polimerlerle spesifik fizikokimyasal 

özelliklerine bağlı olarak tercihli bir birikme gerçekleştirir. EV’ler dekstran fazında 

birikirken diğer moleküller PEG fazında tercihli birikim gerçekleştirir. PEG 

solüsyonu ile sürekli ortamdan uzaklaştırılarak kontaminant içeriği azaltılmış olur. 

PEG içeriğinin 4 kez yenilenmesi protein konsantrasyonunu 10 kat düşürmekte ve 

EV kaybı olmamaktadır [84]. 

2.2.5 Ekstraselüler Veziküllerin Karakterizasyonu 

2.2.5.1 Elektron Mikroskobu (EM) 

EV’lerin boyut ve morfolojisinin karakterizasyonu için kullanılan en net yöntem 

ışık yerine elektron ışını kullanılarak nano boyuttaki nesnelerin yüksek 

çözünürlüklü görüntüsünün alınmasını sağlayan elektron mikroskoplarıdır. 

Taramalı ve geçirimli elektron mikroskopları (SEM ve TEM) en yaygın kullanılan 

iki elektron mikroskobu türüdür. SEM’de görüntü analiz alanının elektron ışınıyla 

taranması ve alandaki atomlar tarafından yayılan ikincil elektronların tespit 

edilmesiyle EV yüzeyinin topografyası oluşturulur. TEM’de ise yayılan değil 

numuneden geçen elektronlar ile görüntü oluşturulur. Bu iki mikroskopta da analiz 

edilecek hücre veya vezikülün sabitlenmesi ve kurutulması gerekmektedir. 

Örneğin dehidrasyonunu önlemek amacıyla çok düşük sıcaklıklarda ultra ince sıvı 

filmin görüntülenmesi temeline dayalı kriyo-TEM yöntemi uygulanır. Bu yöntemle 

EV’ler kendi doğal durumlarında yüksek çözünürlüklü olarak görüntülenebilir 

[85]. 



27 
 

2.2.5.2 Atomik Kuvvet Mikroskobu 

Atomik kuvvet mikroskobunda prensip numunenin yüzeyinin çok sivri bir uç ile 

taranarak yüksekliğe çevrilmesine dayanan taramalı prob mikroskobudur. Örneğin 

topolojisinin nano boyutlarda yüksek çözünürlükle görüntülenmesini sağlar. EV 

analizi için kuru ve sabitlenmiş örnekler kullanılır ve boyut ve yapı belirlenir [86]. 

2.2.5.3 Nanopartikül İzleme Analizi (NTA) 

NTA EV’lerin konsatrasyonunun ve boyut dağılımının analiz edilmesini sağlayan 

optik partikül izleme yönteminin ticari adıdır. Cihazdan saçılan bir lazer ışınının 

çarptığı her parçacık için ortalama hız, bir şarja bağlı (CCD) kameranın kaydettiği 

Brownian hareketine bağlı olarak Stokes Einstaen denklemiyle hesaplanır. 

Floresan etiketli EV’lerin analizi için floresan modundaki NTA kullanılabilir [73]. 

Örneğin NTA’sından önce lipoprotein, protein kompleksileri gibi EV’lere benzer 

boyuttaki partiküllerin iyi izole edilmesi gerekmektedir. Büyük protein 

komplekslerinin EV’ler ile benzer Brownian hareketlerinden dolayı ışık saçılım 

modunda kullanılan NTA sonucunda hesaplanan vezikül konsatrasyonunda 

veziküler olmayan yapılar da bulunabilir [73]. 

2.2.5.4 Ayarlanabilir dirençli darbe algılama (tRPS) 

Bu yöntemde parçacıklar teker teker ayarlanabilir nano boyuttaki gözenekten 

geçerken elektrik akımındaki değişiklikler ölçülerek analiz gerçekleştirilir. Elektrik 

akımındaki düşüşün büyüklüğü gözenekten geçen partikül boyutuyla doğru 

orantılıdır. Son zamanlarda boyutları bilinen polisitren gibi nanopartiküllerle 

kalibre edilmiş cihazlar EV’nin boyut ve konsatrasyonunu belirlemek için 

kullanılmaktadır. Bunların yanında EV’lerin nanogözenekten geçme zamanları 

ölçülerek zeta potansiyelleri de belirlenebilir. Zeta potansiyelinin belirlenmesi, 

farmokinetik özellikleri etkilediği için EV’lerin terapötik uygulamaları için önem 

arz etmektedir [85]. 

2.2.5.5 Dinamik Işık Saçılımı (DLS) 

Dinamik Işık Saçılımı EV’lerin boyut dağılımını belirlemek için kullanılmaktadır. 

EM ve AFM’den farklı olarak, DLS’de veziküllerin tek tek değil toplu olarak 

difüzyon katsayısı belirlenir. Bunun için EV’lerin hareketi sonucu saçılan lazer 

ışığının yoğunluk dalgalanmaları analiz edilir. DLS ölçümün basitliği ve kısa 

sürmesi sebebiyle EV analizi için yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir [87]. 
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2.2.5.6  Akış Sitometrisi (FC) 

Akış sitometrisi EV’leri yüksek verimde ölçebilen ve fenotipleyebilen bir yöntem 

olduğu için EV’lerin karakterizasyonu için aktif olarak kullanılan bir yöntemdir. 

Akış sitometrisi cihazlarının temelini parçacıkları ölçmek izin birden fazla lazerin 

saçılmasının kullanılması oluşturur. Akış sırasında kırılma indisi farkından dolayı 

saçılan ışık farklı dedektörler tarafından algılanır. İleri dağılım hücre boyutunu 

verirken yan dağılım bileşimi hakkında bilgi verir. EV’lerin küçük boyutları 

nedeniyle çözelti ile kırılma indislerinin yakın olması EV’lerin ışık saçılımı daha 

düşük olmasına sebep olur [85]. Bu sebeple EV’lerin akış sitometrisi ile analizi için 

bocuk temelli yöntemler kullanılmaktadır. Bu yöntem EV’lerin boncuklarla 

birleştirilmesi, florokrom- konjuge birincil veya sekonder antikorlar kullanılarak 

EV’lerin floresan etiketlenmesi ve akış sitometrisinde analizi olmak üzere üç 

adımdan oluşmaktadır. Bu yöntem gelişmiş ya da daha özel bir sitometri cihazına 

ihtiyaç duymadan EV tespiti yapılmasına olanak sağlar [83]. Stoner ve arkadaşları 

tarafından geliştirilen vezikül akış sitometrisi(VFC) EV’lerin bir floresan libip 

probu ile etiketlenmesinin ardından yüksek hassasiyetle tek partikül analizine 

imkan sağlar. Veziküllerin çapı 120 nm ortalama çapa sahip di-8-boyalı 

lipozomlarla karşılaştırılarak tespit edilir. Floresan sinyali EV’lere özgü olan iki 

katlı lipit membrana özgü olduğu için lipoprotein, protein kompleksleri gibi EV 

olmayan kontaminantların dahil edilmesi engellenmiş olur [88]. 

2.2.5.7 Western Blotting 

Bu yöntemde EV markırlerı kullanılarak ( CD9, CD63, CD81, TSG101, Aliks, aktin, 

tübülin, flotilin-1, HSC70 / HSP73, HSP70 / HSP72 ve MHC)  istenilen proteinin 

varlığı ya da yokluğunun belirlenmesi için kullanılır. EV’lerin miktarını belirlemez 

[83]. 

2.2.6 Ekstraselüler Vezikül Kaynakları 

Ekstraselüler veziküller mezenkimal kök hücreler, tümör hücreleri gibi hücre 

kültürlerinin süpernatantlarından, çok hücreli organizmalarda kan, idrar, tükürük, 

anne sütü, beyin omurilik sıvısı, amniyon sıvısı gibi vücut sıvılarılarından ve çeşitli 

bitkisel kaynaklardan izole edilebilirler. 
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2.2.6.1 Hücre Kültürü Kaynaklı Ekstraselüler Veziküller 

Hücre kültürü süpernatantlarından elde edilen EV’ler yapılan çalışmalarda sıkça 

kullanılmaktadır. Mezenkimal kök hücreler (MSC), doku onarımı ve yara 

iyileşmesindeki rolleri, osteoblast, kondrosit, adiposit, endotelyal, kardiyovasküler 

ve nörojenik hücre tiplerine farklılaşma yetenekleri ve izolasyonunun etik 

olmasından dolayı güvenilir bir terapötik ajan olarak sunulmaktadır. Yapılan 

çalışamalarda güçlü antienflamatuar ve immünosupresif özellikleri olduğu da 

gösterilmiştir. MSC’lerin bu özellikleri ve çeşitli hayvan modellerinde yapılan 

çalışmalar MSC kaynaklı EV’lerin terapötik potensiyeli olduğunu göstermektedir. 

Aynı zamanda MSC’den EV izolasyonu sürdürülebilir ve tekrarlanabilir özelliklere 

sahiptir  [89]. Ayrıca MSC kaynaklı EV’lerin akut ve kronik böbrek hastalıklarında 

kullanılmasına yönelik çok sayıda umut vaat eden çalışma mevcuttur [90]. 

Melanom hücrelerinden salgılanan EV’ler anjiyogenez, immün regülasyon ve 

dokunun mikroçevresinin düzenlenmesi gibi tümör öncesi süreçlerde rol 

almaktadır. Melanom kaynaklı EV’ler hücrelerin değişen mikroçevreye uyumunu 

ve anti- tümor immün yanıtlara ve terapötik zorluklara hızlı adaptasyonunu sağlar. 

Bu sebeplerle bu EV’ler melanom hücreleri için biyobelirteç olarak kullanılabilir ve 

tümör aşıları için yüksek potansiyele sahiptir [91]. Kanser için Doğal öldürücü 

(NK) hücre-bazlı hücresel tedavilerde tümörün düşük NK hücre filtrasyonu ve 

tümörün etkili kaçış mekanizmaları nedeniyle katı tümörleri hedeflemekte 

zorluklar yaşanmaktadır. NK hücreleri sitolitik protein ve tümör hedefleyici 

molekülleri içeriğinde bulunduran EV’ler sagılamaktadır. Bu veziküller çok küçük 

boyutlarından dolayı tümör dokusu ile daha etkili bir şekilde etkileşime geçebilir. 

Ayrıca NK kaynaklı EV’ler tümör mikroçevresine karşı daha az duyarlıdır. Bu 

avantajlar NK kaynaklı EV’lerin onkoloji alanında etkili bir şekilde 

kullanılabileceğini göstermektedir [92]. Vasküler duvar kaynaklı progenitör 

hücreler parakrin mekanizmalar ile iskelet onarımını indüklemektedir. Yapılan bir 

çalışmada perivasküler kök hücrelerinin (PSC) ve PSC EV’lerinin kemik 

iyileşmesindeki rolü araştırılmıştır. PSC kaynaklı EV’lerin kemik onarımını, iskelet 

hücrelerinin proliferasyonunu, göçünü ve osteodifaransiyasyonu uyardığı 

gösterilmiştir [93]. 



30 
 

2.2.6.2 Vücut Sıvısı Kaynaklı Ekstraselüler Veziküller 

Çok hücreli organizmalarda kan, idrar, tükürük, anne sütü, beyin omurilik sıvısı, 

amniyon sıvısı gibi vücut sıvıları EV kaynağıdır. Kandan plateletlerin izolasyonu ile 

elde edilen platelet kaynaklı EV’lerin incelendiği bir araştırmada platelet kaynaklı 

EV’lerin PRP benzeri etkileri olduğu belirtilmiş ve yara iyileşmesi ve doku 

onarımında PRP’nin yerini alabileceği öngörülmüştür [94]. Nekrotizan enterokolit 

(NEC) %20-40 gibi yüksek ölüm oranları ile yenidoğanlar için ciddi bir problemdir. 

Tedavinin yüksek maliyeti sağ kalan bebeklerde görülen kısa bağırsak sendromu 

ve gelişimsel gerilikler gibi problemler bulunmaktadır. Yapılan bir çalışmada anne 

sütü kaynaklı EV’lerin NEC insidansını önemli ölçüde azalttığı  bağırsak epitel 

hücreleri (IEC)’nin proliferasyonunu önemli ölçüde arttırdığı ve in vitro olarak 

apoptozu azalttığı gösterilmiştir [95]. İnsan tükrüğü birçok yapısal ve 

biyokimyasal özelliğe sahip partiküller içeren, invaziv olmayan tanı yöntemleri için 

kullanımı çok uygun olan bir vücut sıvısıdır. Tükürük kaynaklı EV’lerin klinik 

açıdan önemli bilgiler içerdiği belirtilmektedir. Tükürük kaynaklı EV’lerin 

premalign lezyonların ve erken evredeki kanserlerin tanısında ve tümörogenezin 

moleküler temelinin anlaşılmasında kullanımının ümit verici sonuçları olacağı 

düşünülmektedir [96]. 

2.2.6.3 Bitki Kaynaklı Ekstraselüler Veziküller 

Uzun yıllardır yapılan çalışmalarda EV’lerin aynı dokuda yakınındaki hücrelerle 

veya dolaşım yoluyla kargo içeriğini taşıdığı ve hücresel arası iletişimi arttırdığı 

bilinmektedir. Son yıllarda ise EV’lerin memeli-parazit, memeli-bakteri, bitki- 

parazit gibi farklı türler arasında da etkinliği olabileceği düşünülmüştür. Bu 

nedenle de biyolojik olarak önemli olan bitkisel sıvılardan elde edilecek EV’lerin 

vücutta ciddi işlevleri olabileceği ve homeostaza katkıda bulunabileceği 

belirtilmiştir [97]. Bu konuda yapılan önemli bir çalışmada, EV’lerin bitkilerde 

yoğun olarak bulunduğu, bitki kaynaklı EV’lerin memeli hücreleri üzerinde 

etkinliklerinin olduğu ve çoklu bitki kaynaklı EV’lerin terapötik etkinliklerinin 

araştırılmasını önemli olduğu belirtilmiştir (Şekil 2.11) [20]. Bitki kaynaklı EV’lerin 

vücutta ulaştığı ilk bölge gastrointestinal sistem olduğu için EV’lerin bağırsak 

bariyeri üzerindeki biyolojik fonksiyonları üzerindeki çalışmalara önem 

verilmektedir. Yapılan bir çalışmada fareler 7 gün boyunca günde 2 mg üzüm 

kaynaklı EV’ler ile beslenmiş ve sadece PBS verilen kontrol gurubu ile 
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karşılaştırıldığında EV’lerin bağırsak epitelinde Lgr5- EGFP hücrelerinde 

proliferasyonu arttırdığı görülmüştür. Aynı zamanda in vitro ortamda Lgr5- EGFP 

hücrelerine 40 μg/mL verilmiş ve üzüm kaynaklı EV’lerin organoid oluşumunu 

hızlandırdığı tespit edilmiştir. Üzüm kaynaklı EV’ler ile yapılan bir diğer çalışmada 

kolit hasarı (DSS- induced) olan fareler oral olarak tedavi edilmiş ve PBS ile tedavi 

edilen kontrol grubuna nazaran kilo kaybının azaldığı, epitel hücre 

proliferasynunun ve epitel oluşumunun arttığı gösterilmiştir [98].  Benzer şekilde 

kolit hasarı (DSS- induced) olan fareler greyfurt kaynaklı EV’ler ile oral olarak 

tedavi edilmiş ve Il-6 ve Il-1 beta sitokin gen ekspresyonlarında ve monosit ve T 

hücrelerinin toplanmasında rolü olan kemokin seviyelerinde azalma görülmüştür. 

Ayrıca greyfurt kaynaklı EV’ler bağırsaktaki makrofajlara dahil olmuş ve 

antienflamatuar kapasitelerini uyarmıştır [99]. Brokoli [100], zencefil [101] gibi 

bitkilerden kaynaklı EV’lerin antienflamatuar rolü olduğunu gösteren çok sayıda 

çalışma mevcuttur. Bitki kaynaklı EV’ler kanser çalışmalarında da sıkça 

kullanılmaktadır. Limon kaynaklı EV’lerin A549, SW480 and LAMA84 kanser 

hücreleri üzerinde etkinlikleri incelenmiştir. Çalışmada EV’lerin TRAIL aracılı 

apopototik hücre ölümünü aktive ederek in vivo kronik miyelojen lösemi(CML) 

tümörünün büyümüseni baskıladığı gösterilmiş ve EV’ler kanser tedavisi için yeni 

bir yaklaşım olarak önerilmiştir [102].   

 

 

Şekil 2. 11 Bitkisel kaynaklı ekstraselüler veziküllerin tedavide kullanım alanları 
[97] 

2.2.7 Ekstraselüler Veziküllerin Terapötik Uygulamaları 

Dendritik hücreler gibi antijen sunan hücrelerden salgılanan eksozomlar, MHC 

sınıf I ve II adezyon ve uyarıcı molekülleri ifade etmekte ve böylece CD8 + ve CD4 + 



32 
 

T hücrelerini aktifleştirerek güçlü bir immünojenik yanıt oluşmasını 

sağlamaktadır. Tümör kaynaklı eksozomlar dendritik hücreleri aktive eden tümör 

antijenlerini ifade ettiği ve böylece lizatlara veya çözünür antijenlere göre daha 

yüksek bir immün yanıt oluşturabileceği belirtilmiştir [103]. Yapılan çalışmalarda 

yüksek immün yanıtın veziküllerin yapısında bulunan adjuvan özelliğine sahip ısı 

şoku  protein (HSP) varlığı olduğu ve doğal öldürücü hücreleri (NK) ve 

makrofajları aktive edebileceği belirtilmiştir[104], [105]Eksozomların içerdiği 

yüksek miktarda miRNA, doku yenilenmesi, adipojenik farklılaşma ve anjiyogenez 

gibi önemli süreçlerde rol almasını sağlamıştır [94], [106]. Yapılan bir çalışmada 

insan göbek kordon kanı endotel hücre kaynaklı eksozomların kronik diyabetik 

yara iyileşmesinde önemli rolü olan pro-anjiyojenik genlerin ekpresyonunu 

indüklediği, anjiyogenezle ilişkili olan endotel fibroblast büyüme faktörü 1(FGF-1), 

nitrik oksit sentaz (eNOS) ve interlökin-8 (IL-8) üretimini 4 kat arttırdığı; vasküler 

endotelyal büyüme faktörü reseptör 2 (VEGFR-2), kemokin ligand-16 (CXCL-8), 

anjiyopoietin-1 (ANG-1), E-selektin, vasküler endotelyal büyüme faktörü A’yı 

(VEGFA) önemli derecede up-regüle ettiği rapor edilmiştir [107]. İnsan fibrosit 

kaynaklı eksozomlar, keratinositlerin göçünü ve çoğalmasını, dermal 

fibroblastların proliferasyonunu, kolajen I ve III’ün salgılanmasını önemli derece 

arttırmaktadır. Ayrıca kültür esnasında PKH67 ile etiketlenen eksozomların, 

endotel hücreler, keratinositler ve dermal fibroblastlar içerisinde çok sayıda varlığı 

tespit edilmiştir. Dolayısıyla fibroblast kaynaklı eksozomların yara iyileşmesinde 

fonksiyonel işlevi olan farklı hücre tiplerine kargo görevi üstlenerek pro-

anjiyojenik aktivite göstererek doku yenilenmesinde önemli rol oynadığı 

saptanmıştır [108]. Eksozomların in vitro ve in vivo ortamlarda stabilitesi, 

organizmada iyi dağılması, kan beyin bariyerini geçebilmesi ve miRNA ve siRNA’yı 

hedef hücrelere transfer ederek gen ekspresyonunu düzenleyebilmesi terapötik 

amaçlar için eksozomları uygun bir aday yapmaktadır [65]. 
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3 

MATERYAL VE METOD 
 

3.2 Materyal 

3.2.1 Ekipman  

• Hava akımlı kabinler (Thermo Scientific Hera safe, Faster BH-EN 2006)  

• Ters mikroskop (Olympus CKX41)  

• Işık Mikroskopları (Olympus ve Soif / BX51 ve BA2303) 

• Santrifüj (Eppendorf, Thermo Micromax RF)  

• Ultrasantrifüj (Beckman / Optima L100 XP) 

• Karbondioksitli inkübatör (New Brunswick scientific CO-150 37°C)  

• Manyetik karıştırıcı (Heidolph MR3000) 

• Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)  

• Pastör fırını (Memmert)  

• Buz üretme makinesi (Scotsman AF100)  

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

• Su banyosu (GFL (gesselschaft für labortechnik) mbH, Kerman)  

• Pipet uçları (1-10, 20-200, 100-1000 μl’lik tek kullanımlık, AxyGen)  

• UV-spektrofotometre (Jasco V-530)  

• -197 °C azot tankı ve azot taşıma tankları (DMC air liquid systems)  

• Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)  

• ELISA cihazı (Thermo) 

• ELISA çoklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo) 

• Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)   

• Mikropipetler (10, 100 ve 1000 μl’lik ,Thermo, Pippetman) 

• Enjektörler 1, 5, 10 ve 50 cc’lik (Ayset) 

• Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Arçelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))  

• Santrifüj tüpleri 15 ve 50 mL (Eppendorf, IsoLAB)  

• ELISA 96 kuyulu plakları (TPP)  

• Hücre kültürü plakları (TPP)  
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• Kriyotüpler (TPP)  

• Hücre kültür flaskları 25 ve 75 cm2 (TPP, Corning)  

• Serolojik pipet tabancası (Thermo)  

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

• Steril pastör pipeti 3 ml (LP ITALIANA SPA)  

• Otoklavlanabilir cam şişeler 50-1000ml’lik (ISOLAB, SCHOTT) 

• Thoma lamı hücre sayımı için (Menzelsuperior)  

• Şırınga filtreleri 0,22 μm ve 0, 45 μm’lik (MILLIPORE, TPP, Sartorius)  

• Taramalı elektron mikroskobu (SEM)  

• Floresans Spektrofotometre ( QuantaMaster)  

• Sonikasyon Cihazı(Bandelin Sonoplus GM2200)  

• Flow Sitometre (Merck/ Guava)  

• pH-metre (HANNA instruments)  

3.2.2 Kimyasallar  

• Glukantim 

• Tween-20 (MP Biomedicals LLC) 

• Metanol (Merck)   

• EX01-25 Exo-spin™ kit, 24 columns buffer CELL GUIDANCE SYSTEMS 

• RPMI-1640 (Fenol red içeren ve içermeyen) besiyerleri (GIBCO Invitrogen) 

• Tripan mavisi (BiologycalIndustry) 

• İmmersiyon yağı (Merck)  

• Etanol (Merck) 

• EDTA (AppliChem) 

• L-Glutamine (PAN Biotech) 

• Dipotasyum fosfat, K2HPO4 (Sigma)  

• Amonyum sülfat, (NH4)2SO4 (merck)  

• Sodyum klorür, 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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• BSA (Bovine Serum Albumin) standart solüsyonu (Sigma)  

• Aldehyde/Sulfate Latex Beads, 4% w/v, 4 µm ( thermo fisher A37304)  

• HEPES (Sigma Aldrich) 

3.2.3 Deneylerde Kullanılan Tampon, Besiyerleri ve Kimyasalların 

Hazırlanışı 

3.2.3.1 Tamponlar 

PBS Tamponu  

0,2 g KCl, 8 g NaCl, 0,24 g KH2PO4 ve 1,44 g Na2HPO4 kimyasalları tartılıp 900 ml 

distile suda çözündürüldü. pH’ı 7,4’e ayarlandı ve son hacim distile suyla 1 litreye 

tamamlandı. 1 atm basınç, 121°C sıcaklığa ayarlanmış otoklavda cam şişeler 

içerisinde 20 dakika steril edildi.  

HEPES Tamponu  

90 ml distile suyun içine 0,8 g NaCl, 0,027 g Na2HPO4.2H2O ve 1,2 g HEPES 

eklendi. 1M NaOH ile pH’ı 7,05’e ayarlandı ve ardından total hacim 100 ml’ye 

tamamlandı. Son olarak solüsyon 0,22 µm’lik filtreden geçirildi. 

3.2.3.2 Kimyasallar 

Tripsin Solüsyonu  

%0,25 tripsin solüsyonu hazırlamak için 2,5 g tripsin ve 0,2 g EDTA tartılıp 1 ml’ye 

tamamlanarak manyetik karıştırıcıda çözdürüldü. 

MTT Solüsyonu  

10 mg/ ml son konsatrasyon olacak şekilde Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 

tuzu hassas terazide 20 mg tartılıp PBS ile 2 ml’ye tamamlandı. Vortekste 

çalkalanarak iyice çözündükten sonra steril edilmek üzere 0,22 µm’lik şırınga 

filtreden geçirildi. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide tuzu ışığa karşı hassas 

olduğu için, bu işlemler karanlıkta yapıldı.     

Nitrik Oksit (NO) için Griess Reaktifi 

20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklendi. Bunun içerisine sırayla 0,1 g N-(1- 

Naftil)Etilendiamin ve 1 g Sülfanilamit eklenerek karıştırıcıda çözünmesi sağlandı. 

Son olarak çözelti distile su ile 100 ml’ye tamamlandı.  
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NO için Standart Çözeltileri  

Standart madde olarak Sodyum Nitrit kullanıldı. Bunun için 10 ml distile su içinde 

0,345 g Sodyum Nitrit çözülürek 500 µM stok çözelti hazırlanmış oldu. Elde edilen 

stok çözeltiden 0-100 µM aralığında standartlar hazırlandı. 

Bradford Reaktifi 

50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 hassas terazide tartıldı ve 50 ml metanol 

içerisinde çözüldü. İçerisine 100 ml 85% (w/v) fosforik asit (H3PO4) eklendi. 

Hazırlanan solüsyon 850 ml distile suya eklendi ve filtre kağıdından geçirilerek 

reaktif elde edildi.  

3.2.3.3 Besiyerleri 

Hücre Dondurma Solüsyonu 

%80 FBS ve %20 DMSO içeren çözelti kabin içerisinde 15 ml’lik falkonlarda steril 

bir şekilde hazırlandı ve -20°C’de muhafaza edildi.  

DMEM- F12 Medyumu 

%10 FBS içeren DMEM- F12 besiyerinin hazırlanması için öncelikle 500 ml 

DMEM/F12 stok besiyeri içerisine 5 ml penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin 

ilave edildi. 50ml’lik falkona hazırlanan besiyerinden 45 ml alınıp 5ml FBS 

eklenerek tamamlandı. +4°C’de muhafaza edildi.  

RPMI 1640 Medyumu 

%10 FBS içeren RPMI 1640 besiyerinin hazırlanması için öncelikle 500 ml RPMI 

1640 stok besiyeri içerisine 5 ml penisilin streptomisin ve 5 ml L-glutamin ilave 

edildi. 50ml’lik falkona hazırlanan besiyerinden 45 ml alınıp 5ml FBS eklenerek 

tamamlandı. +4°C’de muhafaza edildi.  

3.2.4 Deneylerde Kullanılan Hücreler 

J774 Makrofaj hücre hattı: Dişi bir BALB/c fare tümöründen elde edilen J774 fare 

makrofaj hücre hattı toksisite testleri ve L. major parazitlerinin promastigot- 

amastigot döngüsünde konak olarak kullanılmıştır.  

L929 Fibroblast hücre hattı:  Fare fibroblast hücresi olan bu hücre hattı hazırlanan 

formülasyonların toksisite testleri için kullanılmıştır. 
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L. major parazit hattı: Kutanöz ve mukokutanöz Leishmaniasis’in etkeni L. major 

parazitlerinde, hazırlanan formülasyonların parazit ve enfekte makrofaj üzerindeki 

etkinlikleri incelenmiştir. 

3.3 Metod 

3.3.1 Hücre Kültürü Metodları 

3.3.1.1 Hücre Hatlarının Kriyobanktan Çıkarılması 

Deneylerde Yıldız Teknik Üniversitesi Kimya Metalurji Fakültesi Biyomühendislik 

Bölümü ‘‘Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği’’ laboratuvarında bulunan 

kriyobanktan çıkarılan J774 ve L929 hücre hattı bulunan kriyotüpler 37 oC’deki su 

banyosunda çözdürüldü. Çözdürülen hücre süspansiyonu 5 ml %10 FBS içeren 

RPMI 1640 besiyerine eklendi ve 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet içerisinde 5 ml besiyeri bulunan 25 cm2’lik 

T25’lik flaska ekildi.   

3.3.1.2 Hücre Hatlarının Kültürünün Yapılması 

Hücrelerin devamlı kültürü %10 FBS içeren RPMI 1640 besiyerinde yapıldı. T25’lik 

flasklarda 5ml besiyeri içerisinde hücrelerin ekimi gerçekleşti. Kültürün durumu, 

hücrelerin morfolojisi ve proliferasyonu her gün düzenli olarak ters mikroskopta 

incelendi. Besiyeri, kültürün proliferasyonuna ve ortamın pH’sına bağlı olarak 

değiştirildi. Hücreler %90 yoğunluğa ulaştıktan sonra tripsinizasyon işlemi 

gerçekleşti.  

3.3.1.3 Hücre Hatlarının Tripsinizasyonu ve Pasajı 

Tripsinizasyon işlemi için flasktaki besiyeri döküldü ve hücreler 2 ml PBS ile 2 kez 

yıkandı. 2 ml Tripsin- EDTA flasklara eklenerek 37C’de 5 dk inkübe edildi. 

Hücreler yüzeyden ayrıldığı ters mikroskopla gözlemlendikten sonra 4 ml RPMI 

1640 (%10 FBS içeren) besiyeri içerisinde 1000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre pelletinden makrofajların sayımı yapılarak 

ml’deki makrofaj sayısı hesaplandı. Hücre sayısına göre her T25’lik flaskta 400,000 

hücre olacak şekilde flask içine homojen bir şekilde dağıtıldı. Flasklar %5 CO2 

içeren 37°C’deki inkübatöre bırakıldı.  
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3.3.1.4 Hücre Sayımı 

Hücrelerin sayımı, tripan mavisi ile thoma lamında yapıldı. Santrifüj yapılan hücre 

süspansiyonunun süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve pellet 1 ml besiyeri ile 

resüspanse edildi. Hücre süspansiyonundan 2 µl alınarak 1,5 ml’lik steril ependorf 

tüpü içine konuldu. Üzerine 48 µl tripan mavisi solüsyonu ve 50 µl besiyeri eklendi. 

Thoma lamının alt ve üst kısımlarına lam ile lamel arasına kalacak şekilde 10 µl 

hücre süspansiyonundan dikkatlice yayıldı. Ters mikroskopta hücre sayımı 

gerçekleştirildi. Ayrıca pasaj sırasında elde edilen kültürün geri kalan kısmı 

kriyoprezervasyonu yapılarak kriyobankın oluşturulması için kullanıldı.   

Hücre sayısı (1ml) = Ortalama canlı hücre sayısı x Sulandırma katsayısı x Thoma 

lamı sabiti (10,000)  

Ortalama hücre sayısı: Thoma lamının alt ve üst kısımlarında bulunan 16 karedeki 

canlı hücrelerin aritmetik ortalaması  

Sulandırma katsayısı: Pelletten alınan hücrelerin sayımı için yapılmış sulandırma 

katsayısı  

Thoma lamı sabiti: 10.000  

 

Şekil 3. 1 Thoma lamı görüntüsü 

 

3.3.1.5 Hücre Hatlarının Kriyoprezervasyonu 

Hücrelerin kriyoprezervasyonu için pasaj sonrası hücrelerin sayımı yapıldı, 1 

ml’lik kriyotüpte 106 hücre, 50:50 oranında hücre/ kriyoprotektan olacak şekilde 
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alındı. Ardından yavaş dondurma işlemi başlatıldı. Hücreler 1 saat +4°C’de, 2 saat -

200C’de ve bir gece -40°C’de tutularak, - 196°C’deki kriyobanka aktarıldı. 

3.3.1.6 L. major Parazit Hattının Kültürü 

Deneylerde Yıldız Teknik Üniversitesi Kimya Metalurji Fakültesi Biyomühendislik 

Bölümü ‘‘Hücre Kültürü ve Doku Mühendisliği’’ laboratuvarında bulunan 

kriyobanktan çıkarılan L. major promastigotlarını içeren kriyotüpler 37 oC’deki su 

banyosunda çözdürüldü. Daha sonra içerisinde 5 ml besiyeri bulunan T25’lik flaska 

ekilerek kültür başlatıldı. Kültür 27 oC sıcaklıkta CO2 içermeyen etüvde 

inkübasyona bırakıldı.   

Parazitlerin sayımı için Thoma lamı kullanıldı. Hareketli olan parazitlerin sayımı 

zor olduğu için fikse etmek amacıyla parazit kültürü 1:10 oranında formalinle 

sulandırıldı. Mikrotüpün içinde 90 µl formaline 10 µl parazit eklenerek solüsyon 

hazırlandı. Ependorftaki parazit-formalin solüsyonundan thoma lamının alt ve üst 

kısımlarına lam ile lamel arasına kalacak şekilde 10 µl hücre süspansiyonundan 

her iki yüzüne de eklendi ve ters mikroskopta sayımı yapıldı. Sayımda 1 ml’deki 

parazit sayısının bulunabilmesi için aşağıdaki formül kullanıldı.  

1 ml’de bulunan toplam parazit sayısı = Thoma lamı sabiti x ortalama hücre sayısı x 

sulandırma katsayısı  

Thoma lamında sayılan ortalama parazit sayısı: Lamın her iki bölmesindeki 16 

büyük karenin içerisinde sayılan parazit sayısının aritmetik ortalaması  

Sulandırma Katsayısı: Parazitler formalinle 1:10 oranında seyreltildiği için katsayı 

10  

Thoma Lamı Sabiti: 10000 

T25’lik flasklarındaki 3-4 günlük parazitlerin inkübasyonundan sonra, 

kültürlerdeki promastigotların sayısı 8-10 milyon/ml parazite ulaştı. Hücre sayımı, 

ters mikroskopta hemasitometre yardımıyla yapıldı. T25’lik flasklardan T75’lik 

flasklara yaklaşık 4,5 ml kültür ilave edildi ve % 10 FBS ile zenginleştirilmiş 35 ml 

RPMI 1640, 1 milyon/ml parazit sayısıyla başlayarak daha büyük şişelerde kültürü 

başlatmak için ilave edildi. 3-4 günlük inkübasyonu takiben T75’lik şişelerinde 

maksimum parazit sayısı 8-10 milyon/ml'ye ulaştı.  



40 
 

3.3.2 Ekstraselüler Veziküllerin İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

3.3.2.1 Ekstraselüler Veziküllerin İzolasyonu için Örneklerin Hazırlanması 

Ekstraselüler vezikül elde etmek için taze Curcuma longa (zerdeçal) bitkisi distile 

su ile yıkandı, katı meyve sıkacağı ile suyu sıkıldı ve filtre kâğıdından geçirildi. Elde 

edilen zerdeçal suyu 50 ml’lik 2 falkona aktarıldı. 300 g hızda 10 dk santrifüjlendi. 

Süpernatant yeni tüplere aktarıldı ve 1000 g de 20 dk ve ardından 5000 g de 30 dk, 

10000 g de 45 dk ve 20000 g de 1 saat olmak üzere santrüfüj edildi. Her santrifüj 

basamağında süpernatant yeni tüplere aktarıldı ve pellet uzaklaştırıldı. Tüm 

işlemler +4oC’de gerçekleştirildi. Süpernatant sırasıyla 0.45 µm ve 0.22 µm’lik 

filtrelerden geçirildi. 1 kg taze zerdeçaldan yaklaşık 100 ml örnek elde edilmiştir. 

3.3.2.2 Ekstraselüler Veziküllerin İzolasyonu 

60 ml zerdeçal örneğinden Exo-spin™ kiti ile ekstraselüler vezikül izolasyonu 

yapıldı. Exospin™ tamponu, süpernatanın yarı hacminde tüpe eklendi ve 4ºC'de 

gece boyunca inkübe edildi. Bunun için 50 ml’lik 2 ayrı falkonda bulunan 30 ml 

örneğin her birine 15 ml kitte hazır bulunan Exo-spin™ tamponu eklendi ve falkon 

tüp iyice ters düz edilerek karıştırıldı. Daha sonra örnek +4oC’de gece boyunca 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrası örnekler 60 dk süreyle 16000 g’de +4 oC’de 

santrifüj edildi. Elde edilen pellet kit içerisinde bulunan PBS ile (100 µl) süspanse 

edildi ve 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı.  Exo-spin™ kolonlarının 

hazırlanması aşamasında kolonlar kullanılmadan 15 dk önce oda sıcaklığına 

getirildi. Ardından kolonun altındaki kapak çıkarıldı, kolon atık toplama tüpüne 

yerleştirildi ve üst kapağı çıkarıldı. Mikropipet kullanılarak, koruyucu tamponu 

kolonun üzerinden aspire edildi. Kolonun kurumasını önlemek için hemen bir 

sonraki adıma geçildi. Kolona 200 µl Exo-spin™  PBS eklendi ve kolonlar 50 g’de 10 

saniye boyunca santrifüj edildi. 100 µl eksozom örneği kolonlara aktarıldı ve 

kolonlar 50 g’de 60 saniye boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonrası atık tüpleri 

1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüpleri ile değiştirildi. Kolonlara tekrar 200 µl Exo-spin™  

PBS eklendi ve kolonlar 50 g’de 60 saniye boyunca santrifüj edildi ve böylece 

mikrosantrifüj tüplerinde 200 µl ekstraselüler vezikül örneği saf olarak elde edildi. 

Elde edilen eksozom içeren çözelti -80 ºC'de daha sonra kullanılmak üzere 

depolandı. 



41 
 

3.3.2.3 Ekstraselüler Veziküllerin SEM ile Karakterizasyonu 

Görüntüleme yapılabilmesi için örnek öncelikle yüksek vakum altında altın ile 

kaplandı. Karbon bant üzerine ekstraselüler veziküller yerleştirildi. İzole edilmiş 

zerdeçal kaynaklı ekstraselüler veziküller ArelPOTKAM’da FEI QUANTA 450 FEG 

Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelendi. 

3.3.2.4 Ekstraselüler Veziküllerin Dinamik Işın Saçılımı ile 

Karakterizasyonu  

Zerdeçal bitkisinden izole edilen ekstraselüler veziküller 995 µl PBS ve 5 µl olacak 

şekilde hazırlandı. 0.20 µm filtreden geçirildi. Boyut ve zeta potansiyel ölçümü 

Yıldız Teknik Üniversitesi Kimya Metalurji Fakültesi Biyomühendislik Bölümü 

KMC-306 no.lu laboratuvarda bulunan Malvern Instruments ZetaSizer cihazı 

kullanılarak gerçekleştirildi. 

3.3.2.5 Ekstraselüler Veziküllerin Akış Sitometrisi ile Karakterizasyonu  

Her bir akış sitometri tüpüne 50 µl hacminde ekstraselüler vezikül eklendi. 1 tüp 

negatif kontrol diğer tüplere ise 10 µl CD63 PE/CD81APC ve CD9 FITC yüzey 

antikorları eklendi ve karanlık ortamda, oda sıcaklığında 30 dk inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra 2 ml PBS ile 2200 g’de 5 dk santrifüj edildi. 300 µl PBS ile 

pellet çözülüp okundu. Flow sitometri deneyleri İstinye Üniversitesi’nde, BD FACS 

Calibur cihazında, CEll Quest Pro yazılımı ile gerçekleştirilmiştir.   

3.3.2.6 Ekstraselüler Veziküller İçin Bradford Protein Tayini 

Ekstraselüler veziküllerinin konsatrasyonlarının belirlenebilmesi için protein 

miktarı Bradford yötemiyle belirlendi.  Bovine Serum Albumin (BSA) proteini ile 0, 

20, 40, 60, 120 ve 200 µg/ml konsantrasyonları kullanılarak standart solüsyonları 

hazırlandı. Cam tüplere her bir konsatrasyon için 30 µl standart örneği, 1,5 ml 

Bradford reaktifi eklendi ve 10 dk inkübasyona bırakıldı. Blank için 30 µl distile su 

kullanıldı. 595 nm’de UV spektroskopisinde ölçüm alındı ve standart grafiği 

oluşturuldu. Daha sonra standart solüsyonunun ölçümüne benzer şekilde 30 µl 

örnek ve 1,5 ml Bradford reaktifi tüplere eklendi. 10 dk inkübasyonun ardından 

595 nm’de ölçüm alındı. Standart grafiğinin doğru denklemi kullanılarak 

örneklerin protein miktarı µg/ml cinsinden belirlendi.  
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3.3.3 Hazırlanan Formülasyonların Hücre Hatları üzerinde MTT yöntemi ile 

Toksisitelerinin Tayini ve Toksik Olmayan Konsantrasyonların Belirlenmesi 

Tek başlarına ekstraselüler veziküllerin ve Glukantim’in makrofaj hücreleri (J774) 

ve fibroblast hücreleri (L929) üzerinde toksik olmayan konsantrasyonlarının 

belirlenmesi ve buna göre kombinasyonların hazırlanması için MTT yöntemi 

kullanıldı. Ekstraselüler veziküller ve Glukantim’in tek başlarına toksik olmayan 

konsatrasyonları seçildi ve kombinasyonların da toksik etkileri MTT yöntemi ile 

belirlendi. Bu amaçla ilk olarak her bir kuyucuğa 104 makrofaj ve fibroblast 

hücresi olacak şekilde 96 kuyulu plaklara ekim yapıldı. 48. ve 96. saatlerde ölçüm 

almak için 2 hücre için de 2’şer plak ekildi. Hücreler gece boyunca 37oC’de 

inkübasyona bırakıldı. Ardından ekstraselüler veziküller ve Glukantim’in 5 farklı 

konsantrasyonda (10-20-50-100-200 µg/ml) makrofaj ve fibroblast ekilen 96 

kuyulu plaklara  her bir konsantrasyon için 3 tekrar olacak şekilde eklendi. 

Ardından 37 oC’lik inkübatörde 48 ve 96 saat boyunca inkübe edildi. MTT testi için, 

20 mg/ml tetrazolyum tuzu 2 ml PBS içerisinde çözüldü ve sırasıyla 0.22 µm ve 

0.45µm’lik filtrelerden geçirilerek sterilizasyon sağlandı. Her bir kuyuya 10 µl MTT 

solüsyonu [(3-(4,5-Dimethylthiazol2-yl))-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)] 

verildi. Plaktaki hücreler 37 oC’lik inkübatörde 3,5 saat boyunca inkübasyona 

bırakıldı. 3,5 saatin sonunda oluşan formazan kristalleri ters mikroskopta 

gözlemlendi. Tuzların çözülmesi için kuyulara 100 µL DMSO solüsyonu eklendi ve 

30 dk boyunca oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edildi. Her bir kuyunun 570 

nm’deki absorbans değerleri Elisa Reader’da okundu.   

3.3.4 Hazırlanan Formülasyonların Leishmania major Amastigot ve 

Promastigotları Üzerindeki Antileishmanial Etkinliklerinin İncelenmesi 

3.3.4.1 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Promastigotlarının Proliferasyonu Üzerindeki Etkinliklerinin İncelenmesi 

Stasyoner fazdaki L. major promastigotları, devam eden kültürden 1 ml’de 106 

hücre olacak şekilde 1,5 ml’lik ependorf tüplerine aktarıldı. Bir gece 27 °C’de 

inkübasyona bırakıldı. Daha sonra, ekstraselüler vezikül ve Glukantim’in toksik 

olmayan konsantrasyonları tek başlarına ve kombinasyon halinde, bir gece 

inkübasyona bırakılan promastigotlar üzerinde uygulandı. Ependorflar tekrar 

27oC’de inkübasyona bırakıldı. Antileishmanial etkinlik, formülasyonların 
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uygulamasının ardından 48. ve 96. saatlerde ependorflardaki parazit sayılarının 

thoma lamı yardımıyla sayılması ile saptandı. Parazit sayımını kolaylaştırmak için 

ependorftan alınan 10 µl parazit, 90 µl %2’lik formalinle karıştırılarak 5–10 dk 

bekletildi. Ardından thoma lamında aşağıdaki formül kullanılarak sayım yapıldı:  

Parazit sayısı = Ortalama hücre sayısı x sulandırma katsayısı x thoma lamı sabiti  

Parazit sayısı: 1 ml’deki parazit sayısı 

Ortalama hücre sayısı: Thoma lamının alt ve üst kısmında bulunan 16 karedeki 

hücrelerin aritmetik ortalaması  

Sulandırma katsayısı: Sayım için yapılan sulandırma katsayısı  

Thoma lamı sabiti: 10.000 

3.3.4.2 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Promastigotlarının Metabolik Aktiviteleri Üzerindeki Etkinliklerinin 

İncelenmesi 

Stasyoner fazdaki L. major promastigotları, devam eden kültürden alınarak sayım 

işlemi gerçekleştirildi. Deneylerde kullanılan 96 kuyulu plaklarda her bir kuyuya 

100 µl’de 100.000 promastigot düşecek şekilde ekim yapıldı. Plak bir gece 27 °C’de 

inkübasyona bırakıldı. 

Daha sonra, ektraselüler vezikül (100 µg/ml, 200 µg/ml)  ve Glukantim’in (20 

µg/ml, 50 µg/ml)  toksik olmadığı belirlenen konsantrasyonları tek başlarına ve 

kombinasyon halinde kuyulara 3’er tekrar olacak şekilde eklendi. 48. ve 96. 

saatlerde ölçüm alabilmek için aynı şekilde 2 farklı plak hazırlandı. 

Formülasyonların eklenmesinden sonra plaklar 27 °C’de 48 ve 96 saat 

inkübasyona bırakıldı. 48 ve 96. Saatlerde her bir kuyucuğa,  10’ar µl (10 mg/ml) 

MTT solüsyonu eklendi. Daha sonra plak tekrar 4 saat 27 °C’de inkübasyona 

bırakıldı. Bu süre zarfından parazit kümelerinin içerisinde oluşan ve enzimatik 

aktiviteye bağlı hücre canlılığının bir göstergesi olan formazan kristallerinin 

oluşumu mikroskop yardımıyla takip edildi. 4 saatlik inkübasyonda hücre 

canlılığının bir göstergesi olan formazan kristalleri oluştu. Bu kristallerin 

çözünmesi için 4. saatin sonunda her bir kuyuya 100’er µl DMSO eklendi ve plak 

oda sıcaklığında ve karanlık bir ortamda 30 dk bekletildi. Son olarak plak 570 
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nm’de ELISA Reader cihazında okutularak kuyulardaki absorbans değerleri tayin 

edildi. 

3.3.4.3 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotları Üzerindeki Etkisinin İnfeksiyon İndeksi Tayini ile Belirlenmesi 

Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının L. major amastigotları 

üzerindeki etkisinin enfeksiyon indeksi tayini ile belirlenebilmesi için J774 

makrofaj hücreleri kuyu başına 30.000 hücre olacak şekilde 6’lık plaklara aktarıldı 

ve yüzeye tutunması için 24 saat inkübasyona bırakıldı. Amastigot formunun 

oluşturulması için öncelikle makrofajlar L. major promastigotları ile enfekte edildi. 

Bunun için kuyulardaki makrofajlara, stasyoner fazda bulunan L. major 

promastigotları makrofajların sayıca 10 katı olacak şekilde, her bir kuyuya 

300.000 parazit verildi. L. major verilen makrofajların, parazitlerce enfekte 

olabilmesi için 6’lık plaklar 4 saat 37 oC’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona 

bırakıldı. 4 saatin sonunda makrofajların enfekte olup olmadığı ters mikroskop ile 

incelendi. Parazitlerin makrofaj içerisinde amastigot forma dönüştüğü tespit 

edildikten sonra, ekstraselüler veziküller belirlenen 100 µg/ml ve 200 µg/ml 

konsantrasyonlarda, Glukantim 20 µg/ml ve 50 µg/ml konsantrasyonlarda ve 

kombinasyonları olacak şekilde formülasyonlar hazırlandı. Amastigot-makrofaj 

kültürü bulunan kuyulardan biri formülasyon verilmeden kontrol gurubu olarak 

belirlendi. Diğer kuyulara hazırlanan formülasyonlar eklendi. Plaklar 37 oC’de 48 

saat boyunca inkübasyona bırakıldı. 48 saatin sonunda verilen formülasyonların 

enfeksiyon indeksinin hesaplanabilmesi için plaklarda bulunan enfekte 

makrofajlar Giemsa boya ile boyandı. Öncelikle kuyulardaki besiyerleri 

uzaklaştırıldı. Her kuyu 1 kez 500 µl PBS ve 1 kez 500 µl 1:1.5 oranında PBS- 

metanol ile yıkandı. Daha sonra her kuyuya 250 µl metanol eklendi ve 10 dk 

bekletildi. Her kuyuya 200 µl Giemsa eklendi ve 3 dk bekletildi. Kuyular boya 

uzaklaştırılana kadar su ile yıkandı. Boyanmış enfekte makrofajlar ışık 

mikroskobunda 100 kat büyütme kullanılarak immersiyon yağı ile incelendi. 

Giemsa boya ile boyandığı tespit edilen kültürde her kuyu için 200 makrofaj 

sayılarak kaç tanesinin enfekte olduğu ve enfekte makrofaj başına düşen amastigot 

sayıldı. 
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Enfeksiyon indeksi = ( Enfekte makrofaj sayısı / toplam makrofaj sayısı) x 

makrofaj başına düşen toplam amastigot sayısı 

3.3.4.4 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotlarının Metabolik Aktiviteleri Üzerindeki Etkinliğinin İncelenmesi 

Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının L. major amastigotları 

üzerindeki etkisinin MTT yöntemi ile belirlenmesi için 6’lık plakalara 30.000 

makrofaj ekildi ve 1 gün inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından her bir 

kuyuya 300.000 L. major promastigotu verildi. Makrofajların parazitler ile enfekte 

olması için 4 saat 37 oC’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 

Hazırlanan 100 µg/ml ve 200 µg/ml konsantrasyonlarda, Glukantim 20 µg/ml ve 

50 µg/ml konsantrasyonlarda ve kombinasyonları olacak şekilde formülasyonlar 

kuyulara verildi. 1 kuyu kontrol grubu olacak şekilde bırakıldı. Plaklar bu 

formülasyonlarla birlikte 48 saat 37 °C’de % 5 CO2’li inkübatörde inkübasyona 

bırakıldı. 48 saatin sonunda formülasyonları içeren besiyeri uzaklaştırdı ve yeni 

besiyeri eklendi. Daha sonra plaklar 72 saat daha 27 °C’de inkübasyona bırakıldı. 

27 °C’de makrofajlar parçalandı ve içerisindeki amastigotların dışarı çıkması 

sağlandı.  Toplanan besiyerleri 96’lık plağa aktarıldı. Her bir kuyucuğa,  10’ar µl 

(10 mg/ml) MTT solüsyonu eklendi. Daha sonra plak tekrar 4 saat 27 °C’de 

inkübasyona bırakıldı. 4 saatlik inkübasyonda hücre canlılığının bir göstergesi olan 

formazan kristalleri oluştu. Bu kristallerin çözünmesi için 4. saatin sonunda her bir 

kuyuya 100’er µl DMSO eklendi ve plak oda sıcaklığında ve karanlık bir ortamda 30 

dk bekletildi. Son olarak plak 570 nm’de ELISA Reader cihazında okutularak 

kuyulardaki absorbans değerleri tayin edildi. 

3.3.4.5 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotlarının Proliferasyonu Üzerindeki Etkinliğinin Mikro Kültür 

Yöntemiyle İncelenmesi 

Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının L.major amastigotlarının 

proliferasyonu üzerindeki etkinliğinin mikro kültür yöntemiyle incelenmesi için, 

kuyu başına 30.000 makrofaj 6’lık plaklara ekildi ve tutunması için bir gece 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından makrofaj başına 10 parazit gelecek 

şekilde L. major promastigotları ile enfekte edildi ve amastigot dönüşümü için 4 

saat 37 oC’de inkübe edildi. Her bir kuyuya belirlenen formüsyonlar eklendi. 48 
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saat 37 °C’de % 5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Daha sonra plaklar 72 

saat daha 27 °C’de inkübasyona bırakıldı. 27 °C’de makrofajlar parçalandı ve 

içerisindeki amastigotların dışarı çıkması sağlandı. Her bir kuyudaki besiyeri 

mikrokapiler tüp içerisine aktarıldı. Bir gece mikrokapiler tüp içerisinde 

inkübasyona bırakıldı. Mikro kültür yöntemi ile amastigot-promastigot dönüşümü 

sağlandı. İnkübasyonun ardından kapiler tüpler içerisindeki promastigotlar ters 

mikroskop altında gözlemlendi. Promastigot yoğunluğu, gözlenen alanda 20’nin 

üzerinde parazit için 6+, 20 parazit için 5+, 15 parazit için 4+, 10 parazit için 3+, 5 

parazit için 2+ ve 1 ile 5 arasında parazit için + olarak belirlendi. 

3.3.4.6 Ekstraselüler Vezikül ve Glukantim Kombinasyonlarına Maruz 

Bırakılan Makrofaj Hücrelerinin Ürettikleri Nitrik Oksit Miktarının Tayin 

Edilmesi 

J774 makrofaj hücreleri kuyu başına 30.000 hücre olacak şekilde 96’lık plaklara 

aktarıldı ve yüzeye tutunması için 24 saat inkübasyona bırakıldı. Hazırlanan 100 

µg/ml ve 200 µg/ml konsantrasyonlarda, Glukantim 20 µg/ml ve 50 µg/ml 

konsantrasyonlarda ve kombinasyonları olacak şekilde formülasyonlar kuyulara 

verildi ve 72 saat inkübasyona bırakıldı. 72 saatin ardından kuyulardaki 

besiyerleri toplandı. Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının, 

makrofajların  nitrik oksit üretmeleri üzerindeki etkinlikleri Griess reaksiyonu ile 

kalorimetrik ölçüm ile belirlenmiştir. İlk olarak standart solüsyonların 

hazırlanması için 0,345 g sodyum nitrit 10 ml distile su ile çözüldü ve stok çözelti 

oluşturuldu. Bu stok çözeltiden sırasıyla 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1 ve 0.5 µM’lık 

standartlar hazırlandı. Toplanan besiyerleri ve standart çözeltilerinden 50 µl 

alınarak 96’lık plakalara eklendi ve üzerlerine 50 µl Griess reaktifi eklenerek 10 dk 

oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 540 nm’de ölçüm yapıldı. 

 

 

 

 

 



47 
 

4 
DENEYSEL SONUÇLAR 

 

4.1  J774 Makrofaj ve L929 Fibroblast Hücrelerinin Kültürü 

Yıldız Teknik Üniversitesi Kimya Metalurji Fakültesi Doku Mühendisliği ve Hücre 

Kültürü Laboratuvarında bulunan kriyobanktan çıkarılan J774 makrofaj ve L929 

fibroblast hücrelerinin kültürü için %10 FBS içeren RPMI-1640 besiyeri hazırlandı. 

Kriyobanktan çıkarılan J774 ve L929 hücreleri 37 oC’de su banyosunda çözdürüldü 

ve 1000 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve pellet filtreli 

T25’lik flaska 5 ml besiyeri ile ekildi. Hücrelerin proliferasyonu ve morfolojisi 

düzenli olarak ters mikroskop ile incelendi. Kültürün 7. gününde hücrelerin 

normal şekilde prolifere olduğu, homojen yayılma gösterdiği, parlak ve canlı 

olduğu belirlendi.   

 

Şekil 4. 1 L929 Fibroblast hücrelerinin görüntüsü (10X) 
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Şekil 4. 2 J774 Makrofaj hücrelerinin görüntüsü (10X) 

4.2 Leishmania Kültürü 

L. major parazit kültürü için %10 FBS içeren RPMI-1640 besiyeri hazırlandı. 

Kriyobanktan çıkarılan L. major parazitleri 37 oC’de su banyosunda çözdürüldü ve 

filtresiz T25’lik flaska 5 ml besiyeri ile ekildi. Hücrelerin proliferasyonu düzenli 

olarak ters miktoskop ile incelendi. Kültürün 5. gününde parazitlerin normal 

şekilde prolifere olduğu belirlendi.  

 

Şekil 4. 3 Leishmania kültürü T25 ve T75’lik flasklar 
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Şekil 4. 4 Leishmania parazitlerinin görüntüsü (10X) 

 

4.3 Ekstraselüler Veziküllerin İzolasyonu 

Curcuma longa bitkisinin suyundan ekstraselüler veziküllerin izolasyonu için Exo-

spin™ eksozom izolasyon kiti kullanıldı. Ön santrifüj basamaklarının ardından 

süpernatant yarı hacimde Exo-spin™ buffer 50 ml’lik falkonda karıştırıldı ve gece 

boyunca +4oC’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun ardından 60 dk, 16.000 g’de 

+4 oC’de santrifüj edildi. Oluşan pellet 100 µl Exo-spin™ PBS ile resüspanse edilerek 

kitti mevcut olan kolondan geçirilerek -40 oC’de saklandı. 
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Şekil 4. 5 Curcuma longa bitkisinin izolasyon adımları 

4.4 Ekstraselüler Veziküllerin Karakterizasyonu 

4.4.1 Ekstraselüler Veziküllerin Boyut Analizi 

Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin dinamik ışık saçılması yöntemi 

ile ölçülen boyut analiz grafikleri Şekil 4.6’ da verildi. İzole edilen ekstraselüler 

veziküllerin ortalama boyutu 198,3 nm, çoklu dağılım indisi(PDI) 0,376 olarak 

ölçüldü.  
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Şekil 4. 6 Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin Zeta- Sizer boyut 
dağılım grafikleri 

 

4.4.2 Ekstraselüler Veziküllerin Protein Miktarının Belirlenmesi 

EV’lerin Bradford Assay ile protein tayini için hazırlanan BSA standart grafiği Şekil 

4.7’de verildi. BSA ile hazırlanan standart grafiğinin denklemi y=0,0103x-0,0064x, 

R2 değeri 0,99 olarak hesaplandı. BSA standart grafiğinin denklemine göre 

ekstraselüler vezikül örneklerinin protein konsantrasyonu 241 µg/ml olarak 

belirlendi. 

 

Şekil 4. 7 BSA Standart Grafiği 
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4.4.3 Ekstraselüler Veziküllerin Taramalı Elektron Mikroskobu ile 

Karakterizasyonu 

Ekstraselüler veziküllerin taramalı elektron mikroskobu ile farklı büyütme 

oranlarındaki görüntüleri Şekil 4.8 ve 4.9’da verilmiştir. Taramalı elektron 

mikroskobu ile yüzey morfolojilerinin küresel ve ‘cup’ şeklinde olduğu 

gösterilmiştir. Görüntü zetasizer boyut ölçümünü destekler niteliktedir. 

  

 

Şekil 4. 8 Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin SEM görüntüsü 
(40.000X) 
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Şekil 4. 9 Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin SEM görüntüsü 
(20.000X) 

4.4.4 Ekstraselüler Veziküllerin Yüzey Belirteçlerinin Akış Sitometrik 

Analizi 

Ekstraselüler veziküllerin CD9-FITC, CD63-PE ve CD81-APC yüzey belirteçleriyle 

gerçekleştirilen analiz sonuçları Şekil 4.10- 4.11- 4.12’de verilmiştir. Analiz 

ekstraselüler veziküllerin  CD63 ve CD81 belirteçlerine çok yüksek oranda spesifik 

olduğu ancak CD9 belirtecine spesifikliğin nispeten daha düşük olduğu belirlendi. 
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Şekil 4. 10 Ekstraselüler Veziküllerin CD9 Yüzey Belirtecinin Akış Sitometrik 
Analizi 

 

Şekil 4. 11 Ekstraselüler Veziküllerin CD63 Yüzey Belirtecinin Akış Sitometrik 
Analizi 
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Şekil 4. 12 Ekstraselüler Veziküllerin CD81 Yüzey Belirtecinin Akış Sitometrik 
Analizi 

 

4.5 Hazırlanan Ekstraselüler Veziküllerin Hücre Hatları 

Üzerinde Etkinliğinin in vitro İncelenmesi 

4.5.1 Ekstraselüler Veziküller, Ekstrakt ve Glukantim’in J774 Makrofaj 

Hücre Hattı Üzerinde Sitotoksitelerinin Belirlenmesi 

Şekil 4.13’ de ekstraselüler veziküllerin, ekstraktın ve Glukantim’in 10, 20, 50, 100 

ve 200 µg/ml konsantrasyonlarında J774 makrofaj hücre hattı üzerinde 48 saat 

inkübasyonunun ardından toksisite değerleri verilmiştir. Burada amaç 

ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının oluşturulabilmesi için toksik 

olmayan konsantrasyonların belirlenmesidir. Grafikte görüldüğü gibi ekstraselüler 

veziküllerin ve ekstraktın artan konsatrasyonlarda sitotoksik etkisinin arttığı 

ancak bu hücre hattı üzerinde önemli derecede toksisiteye sahip olmadıkları ve 

IC50 değerlerinin  >200 µg/ml olduğu belirlendi.  Kontrole kıyasla, Glukantim’in 

10, 20 ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında makrofajlarda daha yüksek canlılık 

görüldü. Glukantim için IC50 değeri yaklaşık 200 µg/ml olarak hesaplandı. Bu 

sonuçlardan yola çıkılarak kombinasyonlar için ekstraselüler veziküller için 100 ve 

200 µg/ml, Glukantim için 20 ve 50 µg/ml non- toksik konsatrasyonların 

kullanılmasına karar verildi.   
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Şekil 4. 13 Ekstraselüler vezikül, ekstrakt ve Glukantim'in J774 makrofaj hücre 
hattı üzerindeki sitotoksisite analizi 

Tablo 4.1’de belirtilen kombinsyonlar hazırlandı ve J774 makrofaj ve L929 

fibroblast hücre hatları üzerinde hazırlanan kombinasyonların sitotoksik etkileri 

Şekil 4.14 – 4.15 ’de verildi. Hazırlanan formülasyonların tek başlarına olduğu 

şekilde kombinasyon halinde de J774 makrofaj ve L929 fibroblast hücre hatları 

üzerinde sitotoksik olmadığı gösterildi. 
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Tablo 4. 1 Ekstaselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonları 

Ekstraselüler Vezikül 100 µg/ml V100 

Ekstraselüler Vezikül 200 µg/ml V200 

Ekstrakt 100 µg/ml E100 

Ekstrakt 200 µg/ml E200 

Glukantim 20 µg/ml G20 

Glukantim 50 µg/ml G50 

Ekstraselüler Vezikül 100 µg/ml+ Glukantim 20 µg/ml G20V100  

Ekstraselüler Vezikül 100 µg/ml+ Glukantim 50 µg/ml G50V100 

Ekstraselüler Vezikül 200 µg/ml+ Glukantim 20 µg/ml G20V200 

Ekstraselüler Vezikül 200 µg/ml+ Glukantim 50 µg/ml G50V200 

 

 

Şekil 4. 14 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının J774 makrofaj 
hücre hattı üzerindeki sitotoksisite analizi 
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Şekil 4. 15 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L929 fibroblast 
hücre hattı üzerindeki sitotoksisite analizi 

 

4.5.2 Ekstraselüler Vezikül -Glukantim Kombinasyonlarının L. major 

Promastigotlarının Proliferasyonu Üzerindeki Antileishmanial Etkisi 

Şekil 4.16’da kontrol grubu ve G50V200 kombinasyonuna maruz kalmış tüp 

içerisindeki parazitlerin 48 saat inkübasyon sonucunda görüntüleri verilmiştir. 

Kontrol grubunda görülen sarı renk G50V200 kombinasyonuna maruz kalan 

parazitlere oranla, kontrol grubunda çok yüksek oranda proliferasyon olduğunu 

göstermektedir.  
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Şekil 4. 16 Formülasyonların L. major promastigot kültüründe pH’ a olan etkisi 
(Kontrol ve G50V200) 

Şekil 4.17’de ekstraselüler vezikül ve Glukantim’in tek başlarına 10- 200 µg/ml 

konsantrasyonlarda L. major promastigotları üzerindeki etkileri verilmiştir. Artan 

konstantrasyonlarla orantılı olarak inhibisyon etkisinin arttığı ancak tek başlarına 

uygulanan en yüksek konsantrasyonda bile yarı yarıya azalma olduğu görülmüştür. 

 

Şekil 4. 17 Ekstraselüler vezikül ve Glukantim’in L. major promastigotlarının 
proliferasyonu üzerindeki etkisi 
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L. major promastigotları 48 ve 96 saat süre ile Tablo 4.1’de belirtilen 

formüslasyonlara maruz bırakılmıştır.  

48. saatte formülasyonların L. majör promastigotlarının proliferasyonu üzerindeki 

etkinlikleri Şekil 4.18’de verilmiştir. Ekstraselüler veziküllerin 200 µg/ml 

konsantrasyonunda promastigot proliferasyonunu yarı yarıya azalttığı ve 

promastigotlar üzerinde ekstraktta olduğu kadar antileishmanial etkinliği olduğu 

görüldü. Tek başlarına Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonunda veziküllere 

benzer şekilde yaklaşık yarı yarıya inhibisyon görüldü. Kombinasyonları şekilde 

verilen formülasyonlarda ise etkinliklerinin artığı gözlemlenmiştir. Proliferasyon 

G50V200 kombinasyonunda kontrole göre yaklaşık 4 kat Glukantim’in tek başına 

50 µg/ml konsantrasyonuna göre ise yarı yarıya azalma görülmüştür. Glukantim’in 

kombinasyonun etkinliğini gösterebilmesi için 200 µg/ml’den daha yüksek bir 

toksik konsantrasyonda uygulanması gerekmektedir.  

 

 

Şekil 4. 18 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L. major 
promastigotlarının proliferasyonu üzerindeki 48. saatteki etkinliği 

96. saatte formülasyonların L. major promastigotlarının proliferasyonu üzerindeki 

etkinlikleri şekil 4.19’da verilmiştir. Tek başlarına ekstraselüler veziküllerin 48. 

saate göre etkinliğinin daha yüksek olduğu ve kontrole kıyasla ekstrakta benzer 

şekilde 200 µg/ml konsantrasyonunda yaklaşık 3 kat azalma sağladı 
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görülmektedir. Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonunda promastigot 

proliferasyonu 3 kat azalmışken kombinasyonları şekilde verilen 

formülasyonlarda etkinliklerinin artığı gözlemlenmiştir. Proliferasyon, G50V200 

kombinasyonunda kontrole göre 5 kat, Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonuna 

kıyasla yarı yarıya azalma göstermiştir. Glukantim’in bu etkinliği tek başına 

göstermesi için toksik konsantrasyonlara çıkılması gerekmektedir. 

 

 

Şekil 4. 19 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L. major 
promastigotlarının proliferasyonu üzerindeki 96. saatteki etkinliği 

4.5.3 Ekstraselüler Vezikül -Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Promastigotlarının Canlılığı Üzerindeki Antileishmanial Etkisi 

Şekil 4.20 ve 4.21’de, tablo 4.1’de verilen formülasyonların L.major 

promastigotlarının canlılığı üzerindeki 48 ve 96. saatlerdeki antileishmanial etkisi 

verilmiştir.  

48. saatte ekstraselüler veziküllerin 200 µg/ml konsantrasyonunda 

promastigotların canlılığının %50 değerine düştüğü ve promastigotlar üzerinde 

ekstrakta benzer şekilde antileishmanial etkinliği olduğu görüldü. Tek başına 

Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonunda veziküllere benzer şekilde %50 canlılık 
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görüldü. Kombinasyonları şekilde verilen formülasyonlarda ise G50V200 

kombinasyonunda %35’e düşmüştür. 

 

Şekil 4. 20 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L. major 
promastigotlarının canlılığı üzerindeki 48. saatteki etkinliği 

96. saatte 200 µg/ml konsantrasyonunda ekstrakt ve ekstraselüler vezikül 

promastigot canlılığını %30’lara kadar düşürmüştür. Glukantim 50 µg/ml 

konsatrasyonunda benzer bir canlılık yüzdesi sağlamıştır. G20V200 kombinasyonu 

olarak verildiğinde ise canlılık %20ye kadar dümüştür. 
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Şekil 4. 21 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L. major 
promastigotlarının canlılığı üzerindeki 96. saatteki etkinliği 

Ekstraselüler Vezikül-Glukantim kombinasyonları, hem L. majör 

promastigotlarının proliferasyonunda hem de canlılığı üzerinde tek başına 

Glukantim uygulamasına göre daha yüksek oranda antileishmanial etki 

göstermektedir. 

Şekil 4.22’de MTT reaktanının etkisiyle metabolik aktivitenin ve canlılığın 

göstergesi olarak oluşan L. major parazitlerindeki formazan kristallerinin 

mikroskop görüntüleri verilmiştir. Kontrol grubuna nazaran formülasyonların 

verildiği parazitlerde formazan kristali oluşumunda ciddi bir azalma görülmüştür. 
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Şekil 4. 22 Farklı formülasyonların L. major promastigotları üzerindeki etkileri 

(a) Kontrol grubu (b) 50 µg/ml Glukantim’e maruz kalan promastigotlarda 

oluşan formazan kristalleri (c) 200 µg/ml ekstraselüler veziküle maruz kalan 

promastigotlarda oluşan formazan kristalleri (d) G50V200 kombinasyonuna 

maruz kalan promastigotlarda oluşan formazan kristalleri  

4.5.4 Ekstraselüler Vezikül- Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotlarının Enfeksiyon İndeksi Üzerindeki Etkisi 

Tablo 4.2’de tek başlarına Glukantim’in 20 µg/ml ve 50 µg/ml 

konsantrasyonlarının, ekstraselüler veziküllerin 100  µg/ml ve 200 µg/ml 

konsantrasyonlarının ve kombinasyonlarının L. major ile enfekte olmuş 

makrofajlar üzerindeki enfeksiyon indeksi değerleri verilmiştir. 
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Tablo 4. 2 L. major amastigotları ile enfekte makrofajlarda enfeksiyon 

indekslerinin hücrelere uygulanan formülasyonlara göre değişimi 

Formülasyonlar Enfeksiyon İndeksi 

Kontrol 376 

G20 231 

G50 197 

V100 219 

V200 205 

G20V100 156 

G20V200 125 

G50V100 130 

G50V200 103 

 

Şekil 4.23’de görüldüğü üzere tek başlarına Glukantim’in 50 µg/ml 

konsantrasyonunda ve ekstraselüler veziküllerin 200 µg/ml konsantrasyonunda 

amastigotların enfeksiyon indeksleri yarı yarıya düşüş göstermiştir. Ancak 

kombinasyonları şeklinde uygulandıklarında antileishmanial etkinliklerinin arttığı 

görülmüştür. Enfeksiyon indeksi değerlerinde G20V200 kombinasyonunda 

kontrole göre yaklaşık 3 kat, G50V200 kombinasyonunda ise yaklaşık 4 kat düşüş 

görülmüştür. Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonuna kıyasla G50V200 

kombinasyonunda enfeksiyon indeksinde 2 kat daha fazla azalma görülmektedir. 

 

Şekil 4. 23 Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının L. major 
amastigotlarının enfeksiyon indeksi üzerindeki etkisi 
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4.5.5 Ekstraselüler Vezikül- Glukantim Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotlarının Proliferasyonu Üzerindeki Antileishmanial Etkinliğinin 

Mikro Kültür Yöntemiyle Gösterilmesi 

Tablo 4.3’de her bir formülasyon için parazit yoğunluğu verilmiştir. Glukantim ve 

ekstraselüler veziküllerin tek başlarına konsantrasyonları promastigot 

yoğunluğunda kısmi bir düşüşe neden olmakla birlikte kombinasyonlara maruz 

kalan gruplarda parazit yoğunluğu anlamlı bir şekilde düşmüştür. 

Tablo 4. 2 Formülasyonların L. majör promastigot yoğunluğuna etkisi 

Formülasyonlar Promastigot Yoğunluğu 

Kontrol 6+ 

G20 5+ 

G50 5+ 

V100 5+ 

V200 5+ 

G20V100 4+ 

G20V200 3+ 

G50V100 4+ 

G50V200 3+ 

 

 

Şekil 4. 24 Ekstraselüler Vezikül- Glukantim Kombinasyonlarının L.major 
amastigotlarının proliferasyonu üzerindeki antileishmanial etkinliğinin 

mikrokapiler tüpte görüntüsü  

(a) kontrol (b) G50V200 kombinasyonu 
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4.5.6 Glukantim ve Ekstraselüler Vezikül Kombinasyonlarının L.major 

Amastigotlarının Metabolik Aktivitesi Üzerindeki Antileishmanial Etkisi 

Şekil 4.25’de Glukantim ve ekstraselüler vezikül kombinasyonlarının L.major 

amastigotlarının metabolik aktivitesi üzerindeki antileishmanial etkisi verilmiştir. 

Tek başlarına Glukantim’in 20 µg/ml ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında ve 

ekstraselüler veziküllerin 100 µg/ml ve 200 µg/ml konsantrasyonlarında 

amastigotların canlılığı yaklaşık %50 değerlerindedir. Ancak kombinasyonları 

şeklinde uygulandıklarında antileishmanial etkinliklerinin arttığı ve amastigot 

canlılığın azaldığı görülmüştür. G20V200 kombinasyonunda canlılık %34, 

G50V200 kombinasyonunda ise %30 değerindedir.  Bu sonuçlar L. major 

promastigotlarında olduğu gibi amastigot formunda da kombinasyon 

formülasyonların daha yüksek antileishmanial etkinlik gösterdiği tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4. 25 Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının L. major 
amastigotlarının canlılığı üzerindeki etkisi 
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önemli ölçüde antileishmanial özelliği bulunmaktadır. Verilen formülasyonların 

makrofajların nitrik oksit üretimini arttırmaları beklenmektedir. Şekil 4.26’de 

Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının makrofajların Nitrik Oksit 

üretimleri üzerindeki etkisi gösterilmiştir.  Kontrol grubuna ve tek başlarına 

Glukantim’in 20 µg/ml ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında ve ekstraselüler 

veziküllerin 100 µg/ml ve 200 µg/ml konsantrasyonlarına kıyasla 

kombinasyonlara maruz bırakılan makrofajların nitrik oksit üretimini arttırdığı 

görülmüştür. G50V200 kombinasyonu kontrole kıyasla nitrik oksit üretimini 2 kat 

arttırmıştır. 

 

 

Şekil 4. 26 Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının J774 makrofaj 
hücre hattının NO üretimi  üzerindeki etkisi 
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5 
SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Leishmaniasis, çoğunlukla gelişmekte olan, fakir ülkelerde endemik olarak görülen 

birçok türe sahip Leishmania protozoanlarının sebep olduğu bir hastalık grubudur. 

Hastalık, parazitin kamçılı promastigot formunun kum sineğinden insanlara 

bulaşması ile yayılmaktadır. Promastigotlar kum sineğinde 10 günlük süre 

sonunda bulaşıcı fazı olan metasiklik forma dönüşür. Metasiklik promastigotlar 

konakçı makrofajlarını enfekte ederek kamçısız amastigot forma dönüşür [18]. 

Kum sineğinin ısırığının haricinde, hastalık kan transfüzyonu, anneden bebeğe, 

organ ve kök hücre nakilleri sırasında bulaşabilir. Hastalığın Kutanöz, Visseral ve 

Mukokütanoz olmak üzere 3 temel klinik formu vardır. Hastalığın klinik formunu, 

konağın genetik yapısı, parazit suşu gibi çeşitli faktörlere bağlıdır. Hastalığın en 

yaygın görülen ve üzerine en çok çalışılan formu olan CL cilt lezyonlarına sebep 

olur. Lezyonlar klinik cilt ülserlerine sebep olabilir ve genelikle yüz, boyun, kollar 

gibi sinek ısırığına maruz kalan görünür bölgelerde oluşur. Mukokutanöz formu 

burun, ağız, yutak gibi vücudun mukozal bölgelerinde görülür. Kala- azar olarak da 

bilinen Visseral Leishmaniasis hastalığın en ölümcül formudur. Hastalık 

retiküloendotelyal sistemdeki iç organları etkiler. Leishmaniasis tedavisinin ilk 

basamağını pentavalent antimonialler oluşturur. Antimoniallerin yanında 

pentamidin, amfoterisin b, miltefosin gibi ilaçların da Leishmaniasis tedavisi için 

kullanım onayı bulunmaktadır. Ancak mevcut ilaçlara direnç gelişmesi, aşının 

bulunmaması, uzun tedavi rejimleri gerekmesi ve toksik etkilerinin yüksek olması 

gibi tedaviyi sınırlayan nedenlerden dolayı, mevcut ilaçların yerini alacak ya da 

etkinliklerini arttıracak ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır [5]. Bu nedenle günümüzde 

yapılan çalışmalarda bu tez çalışmasında olduğu gibi, kullanılan ajanların toksik 

etkilerini azaltacak ve antileishmanial etkinliklerini arttıracak alternatif tedavi 

yaklaşımlarının geliştirilmesi amaçlanmaktadır. Mevcut ajanların toksik etkilerini 

azaltmak için kullanılan yöntemlerden biri de kombinasyon terapi yaklaşımlarıdır.  

Literatürde mevcut antileishmanial ilaçların, antileishmanial etkinliği bilinen 

ajanlar ile kombinasyonuna yönelik birçok çalışma bulunmaktadır. L.tropica 

üzerinde TiAg nanopartiküllerinin meglumin antimonial ile kombinasyonlarının 
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antileishmanial etkinliği in vitro ve in vivo olarak incelenmiştir. Bu çalışmada 

Glukantim’in 100µg/ ml konsantrasyonda makrofajlar üzerinde toksisite 

göstermeye başladığı ve 1000 µg/ ml konsantrasyonda neredeyse makrofajların 

tamamını inhibe ettiği görülmüştür. Sonuçlar tek başına meglumin antimonial 

uygulamasına kıyasla kombinasyon tedavinin promastigot proliferasyonunu 

konsatrasyonlara bağlı olarak 2-5 kat azalttığını göstermiştir. Kombinasyonlar 

amastigot formu üzerinde %80-95 etkili olmuştur. İn vivo sonuçlarda ise 

kombinasyon tedavinin tek başına MA’ya kıyasla parazit yükünü önemli ölçüde 

azalttığı görülmüştür. [109]. 

 L. amazonensis üzerinde yapılan bir çalışmada meglumin antimonial ile epoksi-α-

lapachone (LAP) veya epoksimetil-lawone (LAW) oksiranlarının etkinlikleri 

incelenmiştir. Sonuçlar bu kombinasyonların (3: 1; 1: 1 ve 1: 3) hücre içi parazit 

sayısı, endositik indeks gibi incelenen her parametrede yüksek antileishmanial 

etkinlik gösterdiğini ortaya koymuştur. En etkili kombinasyonlar 3: 1 oranında % 

98,3 endositik indeks ile MA / LAP ve % 93,6 endositik indeks ile MA / LAW olarak 

belirtilmiştir [110].  Bir diğer çalışmada ise Amfoterisin B, gallik asit (GA) ve 

ellagik asit (EA) ile birlikte kombinasyonlar halinde L. majör ile enfekte edilen 

BALB/ c fareleri üzerinde denenmiştir. 6 grup fare 21 gün boyunca günde 2 kez 

olmak üzere tek başlarına Amfoterisin B, gallik asit, ellagik asit ve kombinasyon 

halinde AmfB ve GA, AmfB ve EA ile tedavi edilmiştir. Fareler lezyon büyüklüğü ve 

parazit yükü gibi parametrelere göre incelenmiş ve GA ve EA nın Amf B ile 

kombinasyonlarının sinerjik etki gösterdiği belirtilmiştir [111].  Bu durumda 

normalde kullanılandan daha düşük dozda antimonial kullanılarak hem ilaç 

toksisitesinin hem de ilaca karşı gelişen direnç sebebiyle düşük verimliliğin önüne 

geçileceği düşünülmektedir. Mevcut kullanılan antimonialler, miltefosin gibi 

ilaçlarla aynı zamanda bitkisel ekstraktlar, yağlar ve bitkilerden elde edilen 

ürünlerle de kombinasyon halinde kullanılmaktadır. İlgili bir çalışmada, sarımsak 

ve Glukantim kombinasyonundan oluşan formülasyonları ile tedavi edilen L. majör 

ile enfekte BALB/ c farelerinde Th1/ Th2 sitokin modelleri incelenmiştir. Elde 

edilen sonuçlar kombinasyon tedavisinin tek başına Glukantim uygulamasından 

daha yüksek Th1 tepkisine yol açtığını göstermiştir [112]. Curcuma longa, zencefil 

ailesine ait bir bitki türüdür. Yüzyıllardır enfeksiyon ve dermatolojik hastalıkların 

tedavisinde kullanıldığı bilinmektedir. Zerdeçalın hastalıklar üzerindeki etkinliği 
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bitkinin rizomlarından elde edilen ve lipofilik bir polifenol olan kurkuminden 

kaynaklanır. Kurkiminin antiinflamatuar, antioksidan, antifungal, antibakteriyel, 

antiviral özellikleri olduğuna yönelik binlerce çalışma mevcuttur [113].  

Kurkuminin L. major promastigotları üzerinde etkinliğinin incelendiği bir 

çalışmada 5 µM konsantrasyonun üzerindeki değerlerde kurkuminin 

promastigotlar üzerinde inhibe edici etkisi bulunduğu görülmüştür. [18].  Ancak 

literatürde Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin tek başına ve 

Glukantim ile kombinasyonunun antileishmanial etkinliğinin incelendiği bir 

çalışmaya rastlamadık. Ayrıca literatürde Curcuma longa bitksinden izole edilen 

ekstraselüler veziküllerin olduğu bir çalışma da bulunmamaktadır. Buna göre bu 

tez çalışmasının amacını, Leishmaniasis’in birinci basamak tedavisini oluşturan 

Glukantim’in toksisitesini azaltmak, gelişen ilaç direncinin önüne geçmek ve 

tedavinin etkinliğini arttırmak amacıyla, antileishmanial etkinliği bilinen Curcuma 

longa bitkisinden elde edilen ekstraselüler veziküllerin izole ve karakterize 

edilmesi, tek başlarına veziküllerin ve Glukantim ile kombinasyonlarının L. major 

promastigotları ve amastigotları üzerinde antileishmanial etkinliklerinin ve J774 

makrofaj ve l929 fibroblast hücreleri üzerinde toksisitelerinin incelenmesi 

oluşturmaktadır. 

Bu amaçlara ulaşmak için aşağıdaki çalışmalar gerçekleştirilmiştir. 

 Curcuma longa bitkisinde ekstraselüler veziküllerin kit kullanılarak 
izolasyonu  

 Veziküllerin DLS,  Bradford protein assay, flow sitometri ve SEM analizleri 
ile karakterizasyonu 

 Veziküllerin ve Glukantim’in toksik olmayan konsantrasyonlarının 
belirlenmesi 

 Veziküllerin Glukantim ile kombinasyonlarının oluşturulması 
 Kombinasyonların J774 makrofaj ve L929 fibroblast hücreleri üzerinde 

toksik etkinliklerinin incelenmesi 
 Veziküllerin tek başına ve kombinasyon halinde L. majör promastigotları 

üzerinde MTT, sayım yöntemleri ile amastigotlar üzerinde de MTT, 
enfeksiyon indeksi, mikrokültür yöntemleri ile antileishmanial 
etkinliklerinin incelenmesi. 

Polimerik çöktürme yöntemini temel alan kit ile izolasyonu gerçekleştirilen 

Curcuma longa kaynaklı ekstraselüler veziküllerin DLS yöntemiyle analizi 

sonucunda ortalama boyut 198 nm olarak ölçülmüştür. Literatürde greyfurt ve 

zencefil kaynaklı veziküllerin ortalama boyutları 250 nm olarak belirtilmiştir. Buna 
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göre elde ettiğimiz vezikül boyutu literatürdeki çalışmalarla benzerlik 

göstermektedir [114]. Veziküllerin PDI değeri 0,376 olarak ölçülmüştür. 

Literatürde izole edilen ekstraselüler veziküllerin PBS ile resüspanse edildiği 

zaman polidispers dağılım gösterdiği belirtilmektedir [97]. Aynı zamanda 

veziküllerin boyutları ve morfolojileri SEM ile karakterize edilmiştir. SEM analizi 

zeta sonuçlarını destekler boyut ve polidispers görüntüler vermiştir. Aynı zamanda 

veziküllerin morfolojilerini tanımlamak için kullanılan cup şekli ifadesi SEM 

analizinde görülmüş ve doğrulanmıştır [85]. Yapılan flow stometri analizinde 

literatürde ekstraselüler veziküllerin karekterizasyonu için sıkça kullanılan , CD81, 

CD63 ve CD9 markırlarına veziküllerin spesifiklikleri sırasıyla %99.17, %92.48 ve 

%70.28 olarak tespit edilmiştir. Elde edilen ekstraselüler veziküllerin protein 

miktarı Bradford yöntemiyle belirlenmiş ve 241 µg/ml olarak hesaplanmıştır. 

Hazırlanan formülasyonlar için konsatrasyon hesaplamaları protein miktarına 

göre yapılmıştır. 

İzolasyonu gerçekleştirilen ekstraselüler veziküllerin ve Glukantim’in toksik 

olmayan konsatrasyonlarını tespit edilmesi ve kombinasyonların belirlenmesi için 

J774 makrofaj hücreleri üzerinde 2 ajanın da 10- 200 µg/ml arasında değişen 

konsatrasyonlarda sitotoksiteleri MTT yöntemiyle ölçülmüştür. Ekstraselüler 

veziküllerin artan konsatrasyonlarda sitotoksik etkisinin arttığı ancak bu hücre 

hattı üzerinde önemli derecede toksisiteye sahip olmadığı ve IC50 değerinin >200 

µg/ml olduğu belirlenmiştir.  Glukantim’in 10, 20 ve 50 µg/ml konsatrasyonlarında 

makrofajlarda daha yüksek canlılık görülmüş ve IC50 değeri yaklaşık 200 µg/ml 

olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlardan yola çıkılarak kombinasyonlar için 

ekstraselüler veziküller için 100 ve 200 µg/ml, Glukantim için 20 ve 50 µg/ml non- 

toksik konsatrasyonların kullanılmasına karar verilmiştir.  Hazırlanan 

kombinasyonların J774 makrofaj ve L929 fibroblast hücreleri üzerinde 

gerçekleştirilen toksisite deneylerinde bu hücre hatları üzerinde toksik olmadığı 

tespit edilmiştir.   

Deneylere toksik olmayan konsantrasyonlar ile hazırlanan kombinasyon 

formülasyonlar ile devam edilmiştir. İlk olarak hazırlanan formülasyonların L. 

major promastigotları üzerindeki antileishmanial etkinlikleri araştırılmıştır. Bu 

amaçlar promastigot proliferasyonu sayım yöntemi ile, parazit canlılıkları ise MTT 
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yöntemi ile tespit edilmiştir. 48 saatlik inkübasyon sonunda alınan ölçümlerde 

ekstraselüler veziküllerin 200 µg/ml konsantrasyonunun promastigot 

proliferasyonunu yarı yarıya azalttığı ve promastigotlar üzerinde ekstraktta 

olduğu kadar antileishmanial etkinliği olduğu görülmüştür. Ekstraktın içerisinde 

antileishmanial etkinliği bilinen kurkumin etkin maddesi bulunmaktadır. Bu 

nedenle ekstrakt ile benzer sonuçlar gösteren ekstraselüler veziküllerin de 

antileishmanial etkinliği olduğu görülmüştür. Tek başlarına Glukantim’in 50 µg/ml 

konsantrasyonunda veziküllere benzer şekilde yaklaşık yarı yarıya inhibisyon 

görülmüştür. Kombinasyon şeklinde verilen formülasyonlarda ise antileishmanil 

etkinliklerin artığı gözlemlenmiştir. G50-V200 kombinasyonuna maruz kalan 

promastigotların proliferasyonunda kontrole göre yaklaşık 4 kat, tek başına 

Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonuna göre ise 2 katlık bir azalma görülmüştür. 

Glukantim’in kombinasyonun etkinliğini gösterebilmesi için 200 µg/ml’den daha 

yüksek bir toksik konsantrasyonda uygulanması gerekmektedir. Ekstraselüler 

veziküllerin 200 µg/ml konsantrasyonunda promastigotların canlılığının %50 

değerine düştüğü ve promastigotlar üzerinde ekstrakta benzer şekilde 

antileishmanial etkinliği olduğu görülmüştür. Tek başına Glukantim’in 50 µg/ml 

konsantrasyonunda veziküllere benzer şekilde %50 canlılık görülmüştür. 

Kombinasyon şeklinde verilen formülasyonlarda ise G50V200 kombinasyonunda 

%35’e düşmüştür. 96. saatte ise tek başlarına ekstraselüler veziküllerin 48. saate 

göre etkinliğinin daha yüksek olduğu ve kontrole kıyasla ekstrakta benzer şekilde 

200 µg/ml konsantrasyonunda yaklaşık 3 kat azalma sağladığı görülmektedir. 

Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonunda promastigot proliferasyonu 3 kat 

azalmışken kombinasyonları şekilde verilen formülasyonlarda etkinliklerinin artığı 

gözlemlenmiştir. Proliferasyon, G50V200 kombinasyonunda kontrole göre 5 kat, 

Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonuna kıyasla yarı yarıya azalma göstermiştir. 

Glukantim’in bu etkinliği tek başına göstermesi için toksik konsantrasyonlara 

çıkılması gerekmektedir. 200 µg/ml konsantrasyonunda ekstrakt ve ekstraselüler 

vezikül promastigot canlılığını %30’lara kadar düşürmüştür. Glukantim 50 µg/ml 

konsatrasyonunda benzer bir canlılık yüzdesi sağlamıştır. G20V200 kombinasyonu 

olarak verildiğinde ise canlılık %20ye kadar dümüştür. MTT deneyinde 

promastigotlarda oluşan formazan kristalleri invert mikroskop ile gözlenmiştir. 

Formazan kristalleri enzimatik aktiviteye bağlı olarak hücre canlılığının göstergesi 
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olarak oluşur. Mikroskobik inceleme sonucunda kontrol grubunda yüksek sayıda 

formazan kristali görülürken G50V200 kombinasyonunda çok kısıtlı formazan 

kristali görüntüsü mevcuttur. Formazan kristalinin kombinasyon uygulanan 

kuyuda görülmemesi burada yüksek inhibisyon olduğunu göstermektedir. Bu 

görüntü Elisa okuyucu ile alınan MTT sonuçlarını destekler niteliktedir. Kontrol 

grubunda canlılık değeri %100’dür. Bu nedenle yoğun formazan kristali görüntüsü 

bulunmaktadır. G50V200 kombinasyonunda ise canlılık oldukça düşük olduğu için 

formazan oluşumu çok düşük seviyededir.  

Hazırlanan formülasyonların L. majör amastigotları üzerindeki etkinlikleri 

enfeksiyon indeksi, mikrokültür yöntemi ve MTT yöntemleriyle incelenmiştir. 

Glukantim’in 50 µg/ml konsantrasyonunda ve ekstraselüler veziküllerin 200 

µg/ml konsantrasyonunda amastigotların enfeksiyon indeksleri kontrol grubuna 

göre yarı yarıya düşüş göstermiştir. Kombinasyon şeklinde uygulandıklarında ise 

antileishmanial etkinliklerinin daha da arttığı görülmüştür. Enfeksiyon indeksi 

değerlerinde G20V200 kombinasyonunda kontrole göre yaklaşık 3 kat, G50V200 

kombinasyonunda ise yaklaşık 4 kat düşüş görülmüştür. Glukantim’in 50 µg/ml 

konsantrasyonuna kıyasla G50V200 kombinasyonunda enfeksiyon indeksinde 2 

kat daha fazla azalma görülmektedir. Bu sonuçlar kombinasyon uygulamalarının 

tek başına ilaç uygulamasına nazaran amastigotlar üzerinde çok daha etkin 

olduğunu göstermektedir. Ekstraselüler vezikül ve Glukantim kombinasyonlarının 

L. major amastigotlarının proliferasyonu üzerindeki etkinliği ayrıca mikro kültür 

yöntemiyle de incelenmiştir. MTT uygulaması yapılacak olan ve içerisinde 

formülasyonlara maruz kalan amastigotların bulunduğu besiyerlerinden 

mikrokapiler tüp içerisine bir miktar eklenmiş ve bu hematokrit tüpler 

inkübasyona bırakılmıştır. Böylece mikroaerofilik ortamda amastigotların 

promastigotlara dönüşümü sağlanmıştır. İnkübasyonun ardından kapiler tüpler 

içerisindeki promastigotlar ters mikroskop altında gözlemlenmiştir. Promastigot 

yoğunluğu, gözlenen alanda 20’nin üzerinde parazit için 6+, 20 parazit için 5+, 15 

parazit için 4+, 10 parazit için 3+, 5 parazit için 2+ ve 1 ile 5 arasında parazit için + 

olarak belirlenmiştir. Glukantim ve ekstraselüler veziküllerin tek başlarına 

konsantrasyonları promastigot yoğunluğunda kısmi bir düşüşe neden olmakla 

birlikte kombinasyonlara maruz kalan gruplarda parazit yoğunluğu anlamlı bir 

şekilde düşmüştür. Ekstraselüler vezikül ve antileishmanial ilaç 
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kombinasyonlarının L.major amastigotlarının canlılığı üzerindeki aktivitesi MTT 

yöntemiyle de incelenmiştir.  Yapılan MTT testine göre, tek başlarına Glukantim’in 

20 µg/ml ve 50 µg/ml’lik konsantrasyonlarına ve ekstraselüler veziküllerin 100 

µg/ml ve 200 µg/ml’lik konsantrasyonlarına maruz kalan amastigotların canlılığı 

yaklaşık %50 değerindedir. Ancak kombinasyon uygulamalarının amastigot 

canlılığını azaltma hususunda tek başına ilaç içeren formülasyona göre daha 

başarılı olduğu anlaşılmıştır. G20V200 kombinasyonuna maruz kalan 

amastigotlarda hücre canlılık oranı %34, G50V200 kombinasyonuna maruz kalan 

gruplarda ise %30 olarak hesaplanmıştır.  Bu sonuçlar L. major promastigotlarında 

olduğu gibi amastigot formunda da kombinasyon formülasyonların daha yüksek 

antileishmanial etkinlik gösterdiğini açıkça ortaya koymaktadır. Nitrik oksit 

makrofaj, monosit gibi fagotsitlerin enfeksiyona sebep olan bir ajanla 

karşılaştıkları zaman ortama saldıkları antimikrobiyal bir bileşiktir. Nitrik oksitin 

önemli ölçüde antileishmanial özelliği bulunmaktadır. Verilen formülasyonların 

makrofajların nitrik oksit üretimini arttırmaları beklenmektedir. Kontrol grubuna 

ve tek başlarına Glukantim’in 20 µg/ml ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında ve 

ekstraselüler veziküllerin 100 µg/ml ve 200 µg/ml konsantrasyonlarına kıyasla 

kombinasyonlara maruz bırakılan makrofajların nitrik oksit üretimini arttırdığı 

görülmüştür. G50V200 kombinasyonu kontrole kıyasla nitrik oksit üretimini 2 kat 

arttırmıştır. 

Böylece izole edilen ekstraselüler veziküllerin J774 makrofaj ve L929 fibroblast 

hücreleri üzerinde yüksek oranda toksisite göstermediği belirlendi. Hazırlanan 

kombinasyonların tek başına Glukantim’e kıyasla L. majör promastigot ve 

amastigotları üzerinde yaklaşık 2 kat daha fazla antileishmanial etkinliği olduğu 

sayım, MTT, enfeksiyon indeksi, mikrokültür yöntemleriyle tespit edildi. Elde 

edilen sonuçlar, mevcut tedavi yöntemlerine göre daha düşük toksisiteye sahip 

olan, mevcut ilaçların kullanımını sınırlayan dezavantajları barındırmayan ve 

yüksek antileishmanial özelliğe sahip bitkisel kaynaklı ekstraselüler vezikül temelli 

yeni tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesinin mümkün olduğunu ortaya çıkardı.  

Öneriler 

1.  Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının preklinik çalışmalarının 

gerçekleştirilmesi 
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2. Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının çeşitli leishmanial suşları 

üzerinde etkinliklerinin incelenmesi 

3. Ekstraselüler vezikül- Glukantim kombinasyonlarının, leishmaniasisin farklı 

klinik formları üzerinde etkinliklerinin incelenmesi 
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