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OZET

Leishmaniasis Tedavisinde EKkstraselliiler Vezikiiller
iceren Formiilasyonlarin Gelistirilmesi ve Etkinliginin

incelenmesi

Giilnaz YILDIRIM KOKEN

Biyomiihendislik Anabilim Dali Biyomiihendislik Programi

Doktora Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Es-Danisman: Prof. Dr. Erdal KARAOZ

Leishmaniasis tropik, subtropik bolgelerde ve Giiney Avrupa'da olduk¢a yaygin
olan, insanlarda goriilen parazitik bir hastaliktir. Leishmaniasis kemoterapisi icin
kullanilan ilaglar oldukg¢a pahalidir ve hastalarda toksik yan etkilere neden
olmaktadir. Son donemlerde, ekstraselliiler vezikiil (EV) biyolojisine olan ilginin
artmasiyla birlikte yapilan g¢alismalar sonucunda, mikroskobik olarak oldukg¢a
kiciik olan bu vezikiillerin 6nemli fizyolojik fonksiyonlar1 oldugu ortaya ¢ikmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarin pek c¢ok hastaligin
tedavisinde basariyla kullanildig1 gosterilse de leishmaniasise karsi in vitro
antiparazitik etkinlikleri ve leishmaniasise 6zgii yaralarin iyilesmesindeki rolleri

bugiline kadar arastirilmamistir.

Bu c¢alismada kutanéz leishmaniasis tedavisinde kullanilmak tzere gobek
kordonundan mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) izolasyonu, iiretimi ve
karakterizasyonunu yapilmasi, MKH’lerden elde edilen ekstraselliiler vezikiillerin

(EV) izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi ile ekstraselliiler
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vezikiillerin yara iyilestirmesindeki etkinligi daha 6nce gosterilen salisilik asit ve
aloe-emodin isimli bilesenlerle kombinasyon halinde in vitro sitotoksik,
antileishmanial ve yara iyilestirici aktivitelerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Ayrica,
antileishmanial ilaglarin dezavantajlarini icermeyen hem antiparaziter etkinlik hem
de yara iyilestirici 6zellik gosterebilen yeni nesil ilag aday1 formiilasyonlarin

gelistirilmesi hedeflenmistir.

Bu calisma hem salisilik asit ve aleo-emodinin hem de gébek kordonundan izole
edilmis MKH’lerden tiiretilen eksozomlarin Leishmania parazitlerinin her iki formu
tizerinde de antileishmanial etkinlik gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte, kombinasyon halinde kullanildiklarinda gerek antileishmaial
etkinliklerinin gerekse de yara iyilestirme kabiliyetlerinin anlamh 6l¢iide arttigi
tespit edilmistir. Eksozomlarin ytliksek seviyedeki yara onarim performanslar: goz
ontine alindiginda, bu kombinasyonun sadece yaralardaki parazitleri inhibe etmekle
kalmayacagi, ayni zamanda defektli dokularin rejenerasyonunu da artiracagi
distiniilmektedir. Yara bolgesindeki parazitleri inhibe etme ve agik yaralari
iyilestirme konusundaki potansiyelleri nedeniyle, bu kombinasyonlarin gelecekte
Kutan6z Leishmaniasis tedavisinde umut verici bir yaklasim olarak

degerlendirilecegini 6ngérmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kutanoéz leishmaniasis, eksozom, Wharton jeli kokenli

mezenkimal kok hiicre, salisilik asit, aleo-emodin
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ABSTRACT

Development of Formulations Containing Extracellular
Vesicles and Evaluation of Efficacy in the Treatment of

Leishmaniasis

Giilnaz YILDIRIM KOKEN
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Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Emrah Sefik ABAMOR

Co-supervisor: Prof. Dr. Erdal KARAOZ

Leishmaniasis is a parasitic disease in humans that is very common in tropical,
subtropical regions and Southern Europe. The drugs used for leishmaniasis
chemotherapy are quite expensive and cause toxic side effects in patients. Recently,
with the increasing interest in extracellular vesicle (EV) biology, studies have
revealed that these microscopically small vesicles have important physiological
functions. Although it has been shown that exosomes isolated from mesenchymal
stem cells have been successfully used in the treatment of many diseases, their in
vitro antiparasitic activities against leishmaniasis and their role in the healing of

leishmaniasis-specific wounds have not been investigated until now.

In this study, isolation, production and characterization of mesenchymal stem cells
(MSCs) from the umbilical cord for use in the treatment of cutaneous leishmaniasis,
isolation, purification and characterization of extracellular vesicles (EVs) obtained
from MSCs, and salicylic acid and In this study, it was aimed to examine in vitro

cytotoxic, antileishmanial and wound healing activities in combination with
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components named aloe-emodin. In addition, it is aimed to develop new generation
drug candidate formulations that do not contain the disadvantages of
antileishmanial drugs, which can show both antiparasitic activity and wound

healing properties.

This study reveals that both salicylic acid and aleo-emodin and exosomes derived
from MSCs isolated from the umbilical cord exert antileishmanial activity on both
forms of Leishmania parasites. However, it has been determined that both
antileishmaial activities and wound healing abilities increase significantly when
used in combination. Given the high level of wound repair performance of exosomes,
it is thought that this combination will not only inhibit parasites in wounds, but also
increase the regeneration of defective tissues. Because of their potential to inhibit
parasites at the wound site and heal open wounds, we anticipate that these
combinations will be considered a promising approach in the treatment of

Cutaneous Leishmaniasis in the future.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, exosome, Wharton jelly derived mesenchymal

stem cell, salicylic acid, aleo-emodin
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis, basta Phlebotomus ve Lutzomyia (Avrupa, Kuzey Afrika, Orta Dogu,
Asya ve Glney Amerika'nin bir kismi) olmak tizere bir kum sineginin 1sirmasi
yoluyla insanlara bulasan hiicre i¢i bir parazitin neden oldugu tropikal ve
subtropikal bir hastaliktir. Istisnai olarak, bir laboratuvar kazasi sonucu
enfeksiyonun olustugu rapor edilmistir. Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gére,
leishmaniasis en 6nemli yedi tropikal hastaliktan biridir ve potansiyel olarak
olimcil sonuglar olabilen, genis klinik belirtiler gosteren ciddi bir diinya saghk
sorununu temsil etmektedir [1]. Okyanusya hari¢ tiim kitalarda bulunur ve
Kuzeydogu Afrika, Gliney Avrupa, Orta Dogu, Giineydogu Meksika ve Orta ve Gliney
Amerika'daki sinirh cografi bolgelerde endemiktir. Klinik 6zellikler, enfekte olunan
Leishmania tiirlerine ve konagin bagisiklik tepkisine bagl olarak farkl siddetlerde
cok cesitli belirtiler icermektedir. Leishmaniasis, diinya ¢apinda genis yayilim
gosteren ve 89 lilkede bulunan bir hastaliktir [2]. Asya, Afrika, Amerika ve Akdeniz
bolgesinde endemiktir. Amerika kitasinda, esas olarak Phlebotomus ve Lutzomyia
cinslerinden kum sinekleri tarafindan bulasan bir orman zoonozudur (ancak yari
¢ol veya soguk bolgelerde). Sili, Uruguay ve El Salvador harig, Amerika Birlesik
Devletleri'nin giineyinden Arjantin'in kuzey eyaletlerine kadar bir¢ok tlkede
kutanoz leishmaniasis (KL) icin %0.17 seroprevalansi bulunur [3]. Diinyada 12 ila
15 milyon insan enfekte ve 350 milyon kisi hastalia yakalanma riski altindadir. Her
y1l tahminen 1,5 ila 2 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir ve yilda bu vakalarin
70.000’i o6liimle sonuc¢lanmaktadir. 2012'de DSO, diinya capinda 102 iilke veya
bolgede leishmaniasis'in yiikii ve dagilimi hakkinda rapor hazirlamaya yoénelik
calismalar yapmistir ve 2010 yilina kadar olan veriler, kiiresel VL vakalarinin
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KL ilk olarak Eski Diinya'da 1876'da Lewis ve Cunningham tarafindan
tanimlanmistir. Bu hastaligin temel etkeni L. tropica 'dir. Glineybat1 Meksika'da ve
Guatemala sinirinda, KL temel etkeni L. mexicana'dir. Viicudun vektor 1siriklarina
maruz kalan bolgelerinde olusur, en ¢ok tutulan boélgeler kulaklardir. Burun, tist
dudak, yanaklar, bacaklar, eller, kollar ve ayak bileklerinde de KL’ye daha sik
rastlanmaktadir. Kulugka dénemi 1 ila 4 hafta kadar siirmektedir ancak birkag yila
kadar strebilir. Isirilan bélgede sicaklik ve sismenin artisi ile karakterizedir. Kasinti
mevcut olmasina ragmen, 1sirik bolgesinde eritematdz asemptomatik bir papiil
gorulmektedir. Boyut 1 ila 10 mm arasinda degisir. 2 giin sonra vezikiil, daha sonra
pustiil haline donistr. Kendiliginden veya darbeye bagh bir travma ile hasar
gordiigiinde, keskin ve sivri uclu, nodiiler veya kalin sinirlari olan yuvarlak bir tlser
olusmaktadir. Bu tir tilserler 3-5 aydan 15-20 yila kadar deri tlizerinde kalabilir.
Ulserin alt kisminda, siirtiindiigiinde kanayan graniilasyon dokusu gériilmektedir.
Yara dokusu beyazimsi bir psddomembran ile kaplanmistir. Bazi durumlarda, bol
miktarda salg1 yapisik bir kabuk olusturur. Sekonder olarak enfekte degilse lezyon
bélgesinde agr1 olmayabilir. Ulserler tek veya coklu olabilir; iilserli alanlarla uzun
sureli temas yoluyla bir onceki sivrisinek 1sirigindan uzak boélgelerde (6n kollarda

oldugu gibi) enfeksiyon ile otoinokiilasyon gézlemlenmistir [4].

Multipotent mezenkimal stromal hiicreler olarak bilinen MKH'ler rejeneratif tibbin,
yara bolgesine go¢ etme Kkabiliyetlerinin yani sira c¢ok-dereceli farklilasma
potansiyelleri ve in vitro kosullar altinda yiiksek seviyede ¢ogalma yetenekleri ile
biiyiik ilgi odag1 olmustur. Farkli organlarin (kalp, bobrek, akciger ve karaciger) akut
doku yaralanmasindaki potansiyel terapotik uygulamalari i¢in, MKH’ler klinik
calismalarda kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan ¢alismalar,
MKH’lerin yarali doku hiicrelerinde yararl etkisinin, farklilasmalarina degil,
koruyucu bir mekanizmanin aktiflestirilmesine ve endojen rejenerasyonunun
uyarilmasina bagh oldugunu géstermistir. ileri siiriilen bu fikir apoptoz ve fibrozu
inhibe ettigi, anjiyogenezi arttirdigl, mitozu uyardigi ve / veya doku-i¢ progenitor
hiicrelerinin farklilasmasini ve immiin tepkisini modiile ettigi bilinen biyoaktif
cozunur faktorlerin tiretilmesiyle desteklenmektedir. MKH’ler tarafindan salgilanan
biyoaktif molekiiller, hedef hiicreleri dogrudan aktive eden ve/veya komsu
hiicrelerin, fonksiyonel olarak aktif ajanlar1 salgilamasina neden olan parakrin veya

endokrin diizenleyicileri olarak gérev yapmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler,
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belirli ¢oklu farklilastirici ve fonksiyonel o6zelliklerin yani sira olgunlasmis
mikroRNA'larin sec¢ilmis modelleriyle mRNA igceren 6nemli miktarda mikrovezikiil
salgilarlar. Bu ntkleik asitler, mikrovezikuller yoluyla alic1 hiicrelere aktarilarak
fonksiyonel ve fenotipik degisiklikler meydana getirilebilir. Bu gozlem, kok
hiicrelerin, genetik bilgi sunarak ve hedef hiicrelerin gen ekspresyonunu
degistirerek mRNA ve microRNA'nin mikrovezikiil aracili transferi yoluyla biyolojik
etkilerini degistirebilme olasiligin1 ortaya koymaktadir. Embriyonik kok hiicre
mikrovezikiillerinin 6nemli miktarda mikroRNA icerdigi ve bu mikroRNA'nin in
vitro olarak fare embriyonik fibroblastlarina aktarilabilecegi gosterilmistir. Ek
olarak, insan mezenkimal kok hiicrelerinden ve insan karaciger kok hiicrelerinden
(HLSC'ler) salinan mikrovezikiillerin, RNA'nin hiicre ic¢i trafiginde yer alan
riboniikleoproteinleri ve secilmis yetiskin mikroRNA modellerini iceren,
mezenkimal kokenli insan yetiskinkok hiicreleri tarafindan iiretilen MV'lerde
dinamik bir dizenleme ve bolimlendirmeyi 6nerdigi gosterilmistir. Mezenkimal
kok hiicre tiirevli mikrovezikiillerin benzer bir koruyucu etkisi, bir renal
iskemi/reperfiizyon hasari modelinde gozlendi. Bu modelde, MV'lerin uygulanmasi
sadece apoptozu inhibe ederek ve proliferasyonu uyararak akut hasari sinirlamakla
kalmayip, ayn1 zamanda kronik bobrek hastaliginin gelisimini de 6nlemektedir. Bir
baska calismada, HLSC tiirevli MV'lerin insan ve sican hepatositlerinin in vitro
proliferasyonuna ve apoptoz direncine neden oldugunu goéstermistir. In vivo
calismada ise, % 70 hepatektomi modelinde mikrovezikiillerin uygulanmasi ile

birlikte morfolojik ve islevsel toparlanmanin olustugu gorilmiistir.

Ekstraselliiler vezikiiller (EV) (eksozomlar, prostasomlar, mikrovezikiiller,
ektozomlar ve onkozomlar), bagisiklik diizenlemesinden doku fizyolojisi ve
rejenerasyonu dahil olmak tizere néronal iletisime kadar temel hiicresel siireclerde
yer alan proteinleri, lipidleri ve nitkleik asitleri tasiyarak alici hiicrelere
iletmektedir. Timor biiyimesinden patojen bulasmasina kadar olan patofizyolojik
sturecler EV'lerden etkilenmektedir. EV'ler, biyogenezlerinde, yapilarinda ve hedef
hiicrelerle etkilesimlerinde yer alan ortak bir bilesen kompleksi tasimaktadir. Farkl
hiicre tipleri tarafindan salinan EV'lerde benzersiz protein alt kiimeleri
bulunmaktadir [5]. 1980'lerin basinda kesfedilen eksozom terimi, retikiilositler
tarafindan salgilanan endozomal kékenli kiigiik (30-100 nm) vezikiilleri belirtmek

icin kullanilmistir. Eksozom salgilanmasi, kiiciik vezikiillerin tiimoérin yok
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edilmesine yol acan bagisiklik tepkilerini uyardigi bagisiklik hiicrelerinde daha
ayrintili olarak tanimlanmistir Hiicreler yalnizca eksozomlar: degil, ayn1 zamanda
mikrovezikiiller (MV'ler) olarak adlandirilan plazma zarinin tomurcuklanmasiyla
uretilen vezikiilleri de serbest birakabildiginden, farkli EV tiirlerinin ve bunlarin
ilgili islevlerinin net bir sekilde anlasilmasi karmasik bir siirectir. izolasyon
yontemleri, her vezikiil alt tipinin yiiksek oranda zenginlestirilmis 6rneklerini elde
edebilmek i¢in tam olarak optimize edilememistir. Farkli vezikil tirleri i¢in
saflagtirma ve karakterizasyon protokollerini standardize etme ¢abalar1 halen
devam etmektedir. Eksozomlar, ilk olarak 1980'lerde tanimlanan yaklasik 30-150
nm boyutunda EV'nin bir alt kiimesidir. Oligodendrositler, astrositler, néronlar,
mikroglia gibi merkezi sinir sistemi (CNS) hiicreleri de dahil olmak tizere viicutta
bilinen hemen hemen her hiicre tipi tarafindan salinirlar. Eksozomlar ayrica beyin
omurilik sivisi, kan, anne siitii ve idrar da dahil olmak iizere ¢ogu viicut sivisinda
bulunur. Eksozomlar, tetraspanin proteini CD9'un ekspresyonu ile diger EV'lerden
ayirt edilir. CD81 ve CD63 de yaygindir ancak eksozomlarda her yerde ifade
edilmektedir. Eksozomlar genellikle, seramid ve sfingomyelin gibi lipid

bilesenlerinin yiiksek konsantrasyonlari ile karakterize edilir [6].

Wharton Jeli (W]), gobek kordonu icerisinde myofibroblast benzeri stromal
hiicreler iceren jelatinli bir dokudur. Kok hiicre fenotipi gosterdigi one siiriilen
benzersiz bir hiicre popiilasyonu olan bu hiicreler mezenkimal kék hiicrelerdir
(MKH). Kolay izolasyon, etik sorunlarin olmamasi, yiiksek proliferasyon, ¢ok soylu
farklilasma potansiyeli ve gobek kordonu ile 6l¢lilen mezenkimal kok hiicrelerin
immiinomodilator 6zellikleri, onlar1 kok hiicre arastirmalarinda degerli bir arag
haline getirir. Son zamanlarda, W]'nin gobek kordonunun cesitli boltimleri arasinda
en iyi mezenkimal kok hiicre kaynagi oldugu kanitlanmistir. Cesitli ¢calismalar
MKH’lerin farkli deneysel modellerde akut ve kronik bobrek hasarini parakrin
mekanizmalarla tersine cevirme kapasitesine sahip oldugunu goéstermistir. Bu
parakrin eylem mRNA, mikroRNA ve proteinlerin yatay transferi ile sonu¢lanan,
mezenkimal kok hiicrelerden salinan vesikiiller sebebiyle gerceklestigi
distiniilebilir. Endozomal bélmeden eksozom olarak salgilanan veya hiicre
ylizeyinden olusan mikrovezikiiller artik hiicre i¢ci mikro-ortamin ayrilmaz bir
bileseni olarak kabul edilmektedir. Bilgi aktarimi i¢in ara¢ olarak hareket ederek,

hiicreden hiicreye iletisimde 6nemli bir rol oynar [7].
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Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), Liliaceal ailesine ait ¢ok yillik bir sukulenttir.
Sicak ve kuru iklimlerde yetisen kakttis benzeri bir bitkidir. Dogada, ultraviyole (UV)
radyasyonu veya bocekler tarafindan fiziksel olarak zarar gorebilir. Belki de zorlu
bir ortamda hayatta kalmasi, insanlar1 aloe veranin yara iyilestirici ve antibiyotik
etkileri olduguna inanmaya tesvik etmektedir. Bu nedenle, aloe vera'nin
immiinomodiilatér, antiinflamatuar, UV koruyucu, antiprotozoal ve yara ve yanik
iyilestirici 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmis olmasi tesadiifi degildir [8]. Aloe
veranin bitlin jel 6zlniin, antienflamatuar, antifungal, hipoglisemik ve mide
koruyucu 6zelliklere sahip olmasinin yani sira, 6zellikle yara, yanik ve donma 1sir1g1
iyilesmesini desteklemek icin ¢esitli farmakolojik 06zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir [9]. Yara iyilesmesinin birbiriyle ortiisen Ug¢ olaydan olustugu kabul
edilir: [9] inflamasyon, [10] yeni doku olusumu ve [11] matriks yeniden
sekillenmesi. [10] Aleo vera jeli ile hayvan modelleri lizerinde birgok klinik deney
yapilmistir. Biiyiime faktorleri, hiicre gocu ile ilgili faktorler, matris olusturan
faktorler ve matris bozunma faktérleri gibi yara iyilesmesi ile ilgili protein faktorleri
arastirlmistir. Aloe vera jel oOziinln, fibroblast biliytimesini uyardigl, yara
dokusunda yara gerilme mukavemetini ve kollajen miktarini1 arttirdiglr yapilan
calismalar ile kanitlanmistir. [11-13] Baska bir ¢alismada ise, aloe vera jelinin
topikal uygulamasi, aldehit igerigini artirarak ve asit ¢6ziiniirliiglinii azaltarak
graniilasyon dokusu igerigini ve doku ¢apraz baglanmasini artirmanin yani sira
fibroblast aktivitesini ve kollajen proliferasyonunu uyardigi belirlenmistir. [14-15]
Aloe vera jeli ayrica graniilasyon dokusunda hyaluronik asit ve dermatan siilfat
diizeylerini de arttirmistir [16]. Ayrica, aloe vera jel tedavisinden sonra kan akisinda
bir artis gézlemlendigi de belirtilmistir [17]. Aloe vera jel 6z ile yapilan bir hayvan
calismasinda, yaniklarin daha hizli iyilesmesinin sagladigi ve kobayin yanik

dokusunun damarlanmasinin yeniden olustugu tespit edilmistir. [18,19].

Salisilik asit, bir monohidroksibenzoik asit, bir tiir fenolik asit ve bir beta hidroksi
asittir. Salisin metabolizmasindan elde edilir. Aspirinin aktif bilesenine
(asetilsalisilik asit) kimyasal olarak benzer ancak ayni olmayan bir bilesik olmasinin
yani sira, akne tedavisinde kullanimi ile bilinmektedir. Salisilik asidin tuzlar1 ve
esterleri salisilatlardir. Kimyasal olarak salisilik asit, bir hidroksil grubu veya
fonksiyonel tiirevleri ile aromatik bir halkaya sahip ¢esitli bitki fenolikleri grubuna

aittir. Serbest salisilik asit, 157-159°C'de eriyen kristal bir tozdur. Suda orta
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derecede ¢ozintr, ancak polar organik ¢ozictler icinde oldukga iyi ¢oziinmektedir.
Salisilik asit, bitkilerde dogal olarak bulunan bir sinyal molekulidir ve cesitli
patojenlerin neden oldugu enfeksiyona karsi savunma gorevi gormektedir. Salisilik
asit iceren bitki ham 6zleri, insanlar i¢in bir gesit tibbi ajan olarak kullanilmistir.
Literatiirde salisilik asit ve tiirevleri ile ilgili ¢esitli patentler bulunmaktadir.
Patentlerin ¢ogunda romatizmal ates, grip veya diger viral enfeksiyonlarla baglantili
semptomlar, soguk alginligy, bel ve boyun agrisi, bas agrisi, dis agrisi, burkulma ve
incinmeler, miyozit, nevralji, sinovit, artrit, bursit, yaniklar, cerrahi sonrasi
yaralanmalar gibi bir¢ok prosediirde etkili oldugunu géstermektedir. Yapilan bazi
calismalarda da salisilik bilesiklerin kozmetik veya dermatolojik aktif ajanlarin

aktivitesini giiclendirmeyi de miimkiin kildig: belirtilmektedir [20].

1.2 Tezin Amaci

Diinya’'nin ve Tiirkiye’nin en 6nemli halk sagligi problemlerinden birisi olan
Leishmaniasis, Leishmania tiirtindeki zorunlu hiicre ici parazitlerin neden oldugu
tropikal bir hastaliktir. Diinyada 350 milyon kisi Leishmaniasis’e yakalanma riski
altindadir. Hastalik Tiirkiye'nin de iginde oldugu 98 tilkede endemik olup, enfekte
kisilerin sayisi ise 12 milyondur. Hastaligin 6nemli bir versiyonu olan Kiitanoz
Leishmaniasis deride lezyon olusturma yetenegine sahiptir. Leishmaniasis tedavi
edilmedigi durumlarda hastalarda oliimle sonuglanabilir. Leishmaniasis’in
tedavisinde kullanilan ilaglarin toksisite, diren¢ gelisimi ve yiiksek maliyet gibi
cesitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ayn1 zamanda hastalik tedavi edilse bile,
deride genis bir skar olusumu gorilmektedir ki, bu durum hastalarda ciddi
psikolojik travmalara neden olmaktadir. Giinlimiize kadar Leishmaniasis tedavisi
sonrasl olusan skar olusumunun iyilestirilebilmesi icin ¢esitli calismalar yiirtitiilse
de bu ¢calismalardan yeterli bir basari elde edilememistir. Mezenkimal Kok Hiicreler
(MKH) kendi kendini yenileyebilen, bir¢ok hiicreye farklilasma potansiyeline sahip
yetiskin kok hiicrelerden olusan bir popiilasyondur. Temelinde MKH yer alan
terapilerin hayvan hastalik modellerinde ve insan klinik denemelerinde olumlu
sonuglar gosterdigi bildirilmistir. Osteogenezis, kemik kiriklari, travmatik beyin
hasarlari, inme ve miyokardial infarktus gibi hastaliklarda olumlu terapotik etkilere
sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Diger yandan, MKH’lerin yara

tedavisinde biliyiik potansiyele sahip oldugu pek ¢cok calismada gosterilmistir.



MKH’lerin kiitandz yara iyilesmesini destekledigi ve dokuyu yeniden onardig1 da
bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢ok sayida temel ve klinik ¢calisma, MKH'lerin
kutandz rejenerasyon icin umut verici bir strateji oldugunu, kolayca izole
edildiklerini diisiik immiinojeniteye sahip olduklarin1 ve doku rejenerasyonu igin
elverisli bir ortam yarattiklarini goéstermistir. Onceki calismalarda ayrica, MKH'lerin
hasarll dokulara ev sahipligi yapabildigini ve hasarli hiicreleri onarmak ve
degistirmek icin farklilasabilecegini ve boylece doku onarimini kolaylastirdigini
gostermistir. Ek olarak, MKH'lerin enflamatuar yanitini modiile ederek vaskiilarize
bir graniilasyon matrisinin olusumunu tesvik ettigi, cilt hiicrelerinin
proliferasyonunu ve gociinli artirarak ve apoptozu inhibe ederek kiitanoz

rejenerasyonu hizlandirdigi bildirilmistir.

Bununla birlikte son yillarda MKH’lerin tedavi etkilerini arttirma yolunda yapilan
calismalar, MKH’lerden izole edilen eksozomlar iizerine yogunlasmistir. Eksozomlar
dolasim sisteminde bol miktarda bulunur ve proteinler, mRNA'lar, mikroRNA'lar ve
benzeri faktorleri ileterek hedef hiicreleri etkileyebilir. Eksozomlar, hiicre dis1 bir
ortama maruz kalan transmembran proteinlerin dis alanlar1 ile bir lipit cift
tabakasina yerlestirilmis sitoplazmaya esdegerdir. Bununla birlikte eksozomlar, in
vivo fare modelinde yara iyilesmesi ¢calismalarinda kullanilmistir. Literatiirde farkh
kaynaklardan elde edilen eksozomlarin paraziter hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasina yonelik ¢alismalar bulunmasina ragmen, kok hiicrelerden izole
edilen eksozomlarin paraziter hastaliklar tzerindeki etkisi ile ilgili bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Salisilik asit (SA), 2.000 yildan fazla bir stiredir gesitli cilt rahatsizliklarini tedavi
etmek icin kullanilmaktadir. Salisilik asidin stratum corneum'u pul pul dokebilmesi,
onu soyulma icin iyi bir ajan yapar. Ozellikle salisilik asidin komedolitik 6zelligi, onu
akneli hastalar i¢in yararl bir soyma ajani haline getirir. Bir zamanlar keratolitik bir
ajan olarak kabul edildiginde, salisilik asidin hiicreler arasi keratin filamentlerini
kirmak veya pargalamaktan ziyade hiicresel baglantilar1 bozma kabiliyeti nedeniyle
desmolitik bir ajan oldugu kabul edilmektedir. Derideki epidermal hiicrelerin
kohezyonu, desmogleinler dahil bircok protein iceren desmozomlara baghdir.
Organik bir asit olan SA'nin, desmogleinler dahil olmak {izere dezmozomal

proteinleri irettigi bulunmustur. Bu eylemin bir sonucu olarak, epidermal



hiicrelerin kohezyonu kaybolur ve bu da pul pul dokiilmeye neden olur. Salisilik asit
bitkilerde dogal olarak bulunan bir sinyal molekiilidir ve gesitli patojenlerin neden
oldugu enfeksiyona karsi bitki savunmasiyla ilgili eylemlerde rol oynar. SA,
saligenin ve glukozit salisin gibi fenolik maddeler iceren bitki ham 6zleri, insanlar

icin bir ¢esit tibbi ajan olarak kullanilmistir.

Aloe vera bitkisi ylizyillardir saghk, giizellik, tibbi ve cilt bakim1 amagh 6zellikleri
nedeniyle kullanilmaktadir. Aloe vera kelimesi Arapc¢a kokenli olup, “Alloeh”
parlayan acit madde, “Vera” ise Latin kokenli olup gercek anlaminda kullanilmistir.
2000 y1l 6nce, Yunan bilim adamlar1 Aloe vera bitkisini “universal panacea” seklinde
her derde deva ilag olarak adlandirmistir. Misirhilar ise Aloe bitkisini 6ltimsuzlik
bitkisi olarak isimlendirmislerdir. Bugiin Aloe vera bitkisi dermatolojide degisik
amach olarak kullanilmaktadir. Aloe veranin botanik adi Aloe barbadensis miller
olup, Asphodelaceae (Liliaceae) ailesine ait, agag¢si, uzun omiirli, etli, bezelye yesili
renkte bir bitkidir. Genel olarak Afrika, Avrupa ve Amerika’ nin kuru boélgelerinde
yetismektedir. Yapisinda yer alan her bir lif 3 tabaka icerip i¢c kisminda seffaf jel
tabaka %99 oraninda su, kalaninda ise glukomannan, aminoasit, yag, sterol ve
vitaminler icerir. Orta tabaka olan lateks aci1 sar1 6zsu, antrakinon ve glikozidleri
icermektedir. Dis kalin tabaka ise 15-20 hiicre iceren kabuk olarak adlandirilan
kisim olup, koruyucu fonsiyondadir ve karbonhidrat ile protein sentezi gorevi
bulunmaktadir. Aleoveranin icinde 77 farklh bilesen bulunmaktadir (vitamin,
mineral, enzim, seker, antrakinonlar, yag asitleri ve hormonlar). Aleo-emodin ise
antrakinonlar grubunda yer alarak analjezik, antibakteriyel ve antiviral 6zelliklere
sahiptir. Bununla birlikte iyilestirme o6zelligi, ultraviyole ve gama-isinina deri
maruziyeti Uzerine etkileri, anti-inflamatuvar etkisi, immun sistem tizerine etkileri,
antiviral ve antitimor aktivite, nemlendirici ve anti-aging etkisi, antiseptik 6zelligi
ve antiparazitik etkileri de bulunmaktadir. Aloe vera yaprak ekstrelerinin etkinligi
in vitro olarak leishmaniasiste degerlendirmis, kutan6z, mukokutan6z ve visseral
leishmaniasis etkeni promastigotlar: tizerinde reaktif oksijen salinimini arttirarak
ve konak makrofajlarini aktive ederek leishmanisidal etki gosterebildiklerini rapor
edilmistir. Baz1 ¢alismalar, aloe-emodinin antibakteriyel, antifungal, antiviral,
ditiretik, immiinosupresif, hepatoprotektif, laksatif, antiinflamatuvar ve antikanser

ozelliklerine sahip oldugunu gostermistir. Aloe-emodinin, herpes simpleks viriist,



influenza viriisii ve insan sitomegaloviriis gibi zarfli viriislerin ¢ogalmasini

engelledigi bildirilmektedir.

Tim bu maddelerin yara iyilesmesindeki etkinlikleri tek tek calisilmis olmasina
ragmen eksozomlarla birlikte kombine halde kullanildig1 bir c¢alisma heniiz
yapilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismanin temel amaci; Leishmaniasis tedavisinde
kullanilmak tizere W] kaynaklhi EV {retilmesi, karakterizasyonu ve yara
iyilesmesinde etkinligi daha 6nce kanitlanmis salisilik asit ve aleo-emodin ila¢ etken
maddeleri ile kombine haldeki in vitro antileishmanial etkinliklerinin ve yara
iyilesmesi iizerine etkilerinin belirlenmesidir. Calismalar kapsaminda 6ncelikle bu
t¢ bilesenin farkli hiicre hatlar1 lizerindeki non-toksik konsantrasyonlar: tespit
edildikten sonra antiparaziter etkinlikleri incelenmistir ve test edilen
formilasyonlar icerisinde KL tedavisinde kullanilmak iizere en uygun formiilasyon

belirlenmeye ¢calisiimistir.
Amaca ulasmak i¢in asagidaki calismalar gerceklestirilmistir;

% lyi tiretim uygulamalan (Good Manufacturing Practise: GMP) kurallarina
uygun olarak gobek kordonu W] bolgesinden MKH izolasyonunun yapilmasi,
elde edilen hiicrelerin karakterizasyonunun yapilmasi

* W] bolgesinden izole edilen MKH’lerden eksozomlarin iiretilmesi,
saflastirilmasi, karakterizasyonlarinin yapilmasi

¢ Salisilik ve aleo-emodin formiilasyonlarinin hazirlanmasi

¢ Eksozom, salisilik asit ve aleo-emodin konsantrasyonlarinin farkli hiicre
hatlar1 iizerinde sitotoksik etkisinin belirlenmesi

¢ Toksik olmayan konsantrasyonlar kullanilarak ikili kombin dozlarin
hazirlanmasi

+ Eksozom, salisilik asit ve aleo emodin ile eksozom-salisilik asit ve eksozom-
aleo emodin ikili kombinasyonlarin L.major promastigot kiiltiirtinde in vitro
anti leishmanial etkilerinin belirlenmesi

+ Eksozom, salisilik asit ve aleo emodin ile eksozom-salisilik asit ve eksozom-
aleo emodin ikili kombinasyonlarin L.major amastigot-makrofaj kiiltiiriinde

in vitro antileishmanial etkilerinin belirlenmesi



«» Eksozom, eksozom-salisilik asit ve eksozom-aleo emodin
kombinasyonlarinin L929 fibroblast hiicre hatti1 iizerinde in vitro yara

iyilesmesi lizerine etkisinin belirlenmesi

1.3 Hipotez

Bu calismada leishmaniasis tedavisinde kullanilmak iizere mezenkimal kok
hiicrelerden ekstraselliiler vezikiillerin izolasyonu, karakterizasyonu ve yara
iyilestirilmesindeki etkinligi daha 6nce gosterilen salisilik asit ve aloe-emodin isimli
bilesenlerle kombinasyon halinde in vitro antileishmanial etkinligin ve yara

iyilestirici aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmistir.

+ Mezenkimal kok hiicrelerin rejenerasyon etkilerine sahip olmasindan dolay1
yara iyilestirici 6zelliklerinin bulunmasi

« Daha oOnce yapilmis olan in vitro ve in vivo c¢alismalarda W] kokenli
MKH’lerden elde edilen eksozomlarin yara iyilestirmesi iizerine etkisinin
belirlenmis olmasi

% Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda aleo-emodinin L. major parazitleri
lizerinde anti-leishmanial etkiye sahip oldugunun tespit edilmesi

¢ Aleo-emodinin anti-paraziter etkiye sahip oldugunun bilinmesi

¢ Salisilik asitin uzun yillar boyunca kozmetik alaninda ve yara iyilesmesi
calismalarinda aktif olarak kullanilmasi ve etkinliginin tespit edilmis olmasi

¢ Salisilik asitin ilk defa leishmaniasis tedavisinde kullanilacak olmasi

< W] kokenli MKH’lerden elde edilen eksozomlarin leishmaniasis tedavisi
tizerinde kullanilmamis olmasi

s Eksozom ile birlikte ikili formiilasyonlarin kullanilmasinin daha etkili

sonuglar verebileceginin diisiiniilmesi

Tez c¢alismast kapsaminda olumlu sonuglar alinmasi durumunda mevcut
antileishmanial ilaglarin dezavantajlarini icermeyen hem antiparaziter etkinlik hem
de yara iyilestirici o6zellik gosterebilen yeni nesil ilag aday1 formiilasyonlarin

gelistirilmesi hedeflenmistir.

Kiitanoz leishmaniasis tedavisinde kullanilmak tizere herhangi bir toksik yan etkisi

olmayan, hem yara boélgesinde bulunan parazitleri 6ldiirmeyi hem de skar olusumu

10



olmadan yaralarin kapanmasini hedefleyen yeni bir tedavi alternatifinin agiga

cikmasi saglanacaktir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Leishmania

Leishmaniasis, Leishmania cinsinin protozoon parazitleri ile enfeksiyonun neden
oldugu bir hastaliktir. Diinya’da 350 milyondan fazla insanin risk altinda oldugu 98
tilke veya bolgede endemik olduklari diistiniildiigiinde hala diinya ¢apinda 6énemli
bir halk saglig1 sorunudur. Ayrica, viseral leishmaniasis'in (VL) yilda 50.000'den
fazla 6liime neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu oran paraziter hastaliklar
arasinda yalnizca sitma nedeniyle asilmistir ve leishmaniasis kiiresel bir bulasici
hastalik analizinde dokuzuncu siraya yerlesmistir [21]. Elde edilmis verilera ragmen
leishmaniasis, tropikal hastaliklar arasinda 6ncelik agisindan biiyiik 6l¢tide g6z ardi
edilmektedir ve en ¢ok ihmal edilen tropikal hastaliklar arasindadir [22]. Karmasik
epidemiyolojisi ve ekolojisi, vaka kontroli icin basit ve uygulamasi kolay
teknolojinin eksikligi, mevcut vaka verilerinin yetersizligi gibi sebeplerle bu
hastaligin kritik seviyesi farkedilmemistir [23]. Avrupa'da kene kaynakl hastaliklar
icin tartisildigr gibi, leishmanialarin degisen epidemiyolojisinde politik ve
sosyoekonomik degisikliklerin kiiresel 1sinmadan daha onemli bir roli oldugu
diisiiniilmektedir [24]. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi tarafindan
hazirlanan listede en yiiksek 10 vektor kaynakli hastalik arasinda leishmaniasis yer

almaktadir [25].

Hastalik, tatarcik olarak da bilinen kum sinekleri tarafindan insanlara bulasir ve
asemptomatik veya subklinik enfeksiyondan, deri (kutantz) ve mukozal
leishmaniasis (mukokutan6z) formlarina veya potansiyel olarak 6liimctl viseral
hastaliga kadar farkh klinik belirtiler gostermektedir [26-29]. Bu polimorfizm
enfekte olan parazit susunun viriilansina, kum sinegi tiikiirigliiniin bagisiklik
diizenleyici etkilerine ve ayrica konagin genetik gecmisine ve bagisiklik tepkisine

bagl oldugu diistiniilmiustiir [30,31].
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Sekil 2.1 Ergin (a) disi ve (b) erkek kum sinegi [32]

Leishmania parazitleri iki ana gruba ayrilabilir: Eski Diinya ve Yeni Diinya. Eski

Diinya'nin en popiiler parazitleri L. donovani, L. infantum, L. major, L. aethiopica ve

L. tropica'dir. Yeni Diinya'nin en popller parazitleri L. mexicana, L. amazonensis, L.

venezuelensis L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis ve L. (Viannia)

panamensis'tir.
Leishmania parazitlerinin filogenisi Tablo 2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Leishmania taksonomisi

Alem Protista
Simif Kinetoplastea
Alt simif Metakinetoplastina
Grup Trypanosomatida
Familya Trypanosomatidae
Alt Familya Leishmaniinae
Cins Leishmania

Bugiine kadar yaklasik 53 Leishmania tiirti rapor edilmistir; bunlardan 31 tiiriin

memelileri ve 20 tiirtin insanlar1 enfekte ettigi kabul edilmektedir. Yeni Diinya'da

KL’e L. mexicana, L. braziliensis, L. amazonensis, L. panamensis ve L. guyanensis dahil
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olmak tizere cesitli tiirler neden olurken, Eski Diinya'da KL'e esas olarak L.

aethiopica, L. major ve L. tropica tiirleri neden olmaktadir. [33].

2.1.1 Leishmania Yasam Ddngiisii

Leishmania'nin iki farkl1 yasam déngiisii vardir: tatarcik bocek vektoriinde bulunan
promastigot formu ve memeli konak¢inin makrofajlarinda bulunan amastigot
formu. Yasam dongiisii, amastigot ile enfekte olmus konak makrofajlarinin isirilmasi
sonucu disi tatarciklara bulagsmasini kapsamaktadir. Amastigotlar daha sonra tatar
sinegi bagirsaginda hizla promastigotlara farklilasirlar ve 6n bagirsaga gog¢ ederler
ve 1sirma sonucu memeli konakgeiya iletilirler. Tatarcik sineginin yasam evresi

kisadir, genellikle bir hafta icinde son bulmaktadir. [34]

—  lagellum

Flagellar pocket

Mitochondria

Kinetoplast

Golgi

Multivesicular bodies
Mucleus

e Endoplasmic reticulum

Sekil 2.2 Leishmania parazitinin iki formunun morfolojisini gosteren diyagrami
[34]
(A) Parazitin uzun promastigot formu bir ¢ekirdek ve bir terminal kinetoplast icerir.
Ayrica parazitin itilmesi ve kum sinegi bagirsaginda mikrovillilere tutunma igin
kullanilan tek kamgiya sahiptirler. (B) Amastigotlar, herhangi bir gortniir flagella
olmaksizin yuvarlak kiiresel formdadir. Metasiklik promastigotlarin memeli
konakeiya iletilmesi lizerine, promastigotlar doku makrofajlar tarafindan hizla
fagosite edilir ve daha sonra fagolizozoma déniisecek olan fagozom iginde

bulunurlar. Farklilagsmayi takiben, amastigotlar asidik fagolizozom bélmesinde kalir
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ve bolinmeye ugrar. Memeli konakc¢idaki amastigot yasam evresi, hastalikla
sonuclanan birkag¢ ay veya yil boyunca kalici olabilir. Leishmania'nin onlarca yildir
veya belki de memeli konak¢inin tiim yasami boyunca gizli kaldig1 bile rapor
edilmistir. Boylece Leishmania, her ikisi de normal olarak yabanci patojenleri
sindiren, parcalayan veya yok eden ¢ok farkli iki konak¢i ortaminda farklilasmak ve
cogalmak icin evrimlesmistir. Leishmania parazitleri hayatta kalabilmek i¢in,
tatarcik sindirim enzimlerinden kagmak ve memeli kompleman sistemi gibi
dogustan gelen bagisiklik tepkisini ve nitrik oksit ve reaktif oksijen ara triinlerini
iceren intramakrofaj savunma mekanizmalarini barindirmak icin direng

mekanizmalari gelistirmistir [35, 36].

Sand fly vector
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“% Foregut i &
-,
Metacyclic . M i
. = C # eutrophil
7 3 g promastigote - Dendritic cell
.-‘f /__,.p:p— Macrophage

Differentiation

: .F' ?f.':' ;{.' Division
.;:’ '.'_/-':-. "‘

4 7 34 Differen-
: tiation

. P - Differen

i PR Y WY £ -

(a) . _\‘fqi-'?,‘_-'i 9 = tiation /
Midgut - / .

-
-

-
g
.
Blood meal _ -
=
-
-
-
-
.
-
-
=
-
.
3
d

Mammalian hosts

Proechymis spp
(natural reservoir)

Sekil 2.3 Leishmania yasam dongiisii:iki ve ti¢ boyutlu 6rnek goriintiileme [37]

Leishmania, kum sineginin sindirim sisteminde kamg¢ili promastigotlar olarak ve
memeli konake¢inin hiicrelerinde hiicre i¢ci amastigotlar olarak bulunan dimorfik
parazitlerdir. Bir kum sinegi parazit ile enfekte olmus bir doku ile beslendiginde,
amastigotlar kan ile yutulur ve dogrudan orta bagirsagin karin kismina geger. 24

saat icinde amastigotlar promastigotlara dontisiir. Bu formlar hizla ¢ogalir, orta
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bagirsagin 6n kismindan (a) 6n bagirsaga (b) goc¢ eder ve bir sonraki 1sirma ile
enfekte edebilecek metasiklik promastigotlara (c) farklilasir. Enfeksiyoz
promastigotlarin memeli konak¢inin dermisine bulagsmasindan sonra, parazitler,
makrofajlar (d,efh,i) ve dendritik hiicreler (g) dahil monosit kokenli hiicreler
tarafindan fagosite edilir. Graniilositler de ¢ok uygun hedef hiicrelerdir.
Fagositozdan birka¢ dakika sonra promastigotlar fagozomal kompartimana (e,f)
yerlesirler. Bu fagozomlar daha sonra endositik organellerle fiizyon yoluyla yeniden
sekillenir ve bir parazitofor vakuol (PV) (fh,i) olusturur. PV icinde promastigotlar,
hiicreleri kolonize eden hareketli olmayan amastigotlara dontistir ve ¢ogalir [37].
Yasam dongist, kum sinekleri cilt lezyonlarinin yakininda beslendiginde ve
amastigotlar, daha sonra promastigot formlarina déniisecekleri kum sineginin orta

bagirsagina girdiginde tamamlanir [38, 42].

2.1.2 Leishmania Epidemiyolojisi
2.1.2.1 Diinya’da Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Leishmaniasis, tatmin edici tedavilerin olmamasi, tedavilerin yan etkileri,
maliyetleri, ¢ogunlukla parenteral olan uygulama bicimleri, gelismekte olan
tilkelerde kullanimlarinin sinirlandirilmasi ve ilaca direncli suslarin ortaya ¢ikmasi
nedeniyle 6nemli bir saglik sorunudur. Leishmaniasis, Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
tarafindan, diinya ¢apinda distik gelirli insanlar etkileyen, ihmal edilen bir tropikal
hastalik olarak kabul edilmektedir. Diinya ¢apinda tahminen 700.000 ila 1 milyon
enfeksiyon, yilda 20.000 ila 30.000 6liime neden olmaktadir [43].

Leishmania enfeksiyonlar1 Avustralya ve Antarktika disinda her kitada bulunan
yaklasik 90 iilkede insanlarda gorilmektedir. Parazit, yagmur ormanlarindan
collere kadar cesitli ekolojik kosullara uyum saglayabilir. Hastalik, cogu diinyanin
gelismekte olan bolgelerinde yer alan tropik ve iliman bélgeler arasinda yaygin bir
dagihm gostermektedir. Zaman icinde meydana gelen degisiklikler nedeniyle
vakalarin tam sayisini tahmin etmek zordur; ancak, tahmini yillik KL insidansi
aralig1 600.000 ile 1 milyon arasindadir. Degisen cevresel kosullar ve go¢ ya da
seyahat aliskanliklar gibi insan faktoérleri, bagisikligi baskilanmis birey sayisinin
artmasi ya da insektisit kullaniminin azalmasi, vektor ve leishmaniasis yelpazesinin
genislemesinde etkilidir. 2015 yilinda, yeni KL tanilarinin tgte ikisinden fazlasi

Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Suriye Arap Cumhuriyeti ve Iran Islam

16



Cumhuriyeti olmak iizere alt1 iilkeyle sinirliydi. 2017 yilinda DSO'ye bildirilen yeni
vakalarin %94'iintin ise yedi llkede meydana geldigi belirtilmistir. Bu tlkeler
arasinda Brezilya, Etiyopya, Hindistan, Kenya, Somali, Giiney Sudan ve Sudan yer
almaktadir. Liibnan, Urdiin ve Tiirkiye'de salginlara yol acan Suriye Arap
Cumhuriyeti'ndeki son KL salgini, Iran, Irak ve Kolombiya'daki énceki salginlar gibi
catisma ve leishmaniasis arasindaki iliskiyi bir kez daha gostermektedir. Salginlar,
tatarciklarin yasadigl ormanlik alanlarin insan tarafindan istila edilmesi veya
endemik bolgelerde duyarh konakg¢ilarin maruz kalmasiyla da meydana gelebilir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, gliney-orta Teksas, KL i¢cin endemik bir bolgedir

[44].
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Visceral Leishmaniasis
M Endemic Countries

Cutaneous Leishmaniasis
B Endemic Countries

Sekil 2.4 (a) Viseral leishmaniasis'in diinyadaki durumu. (b) Diinyada kutanéz
leishmaniasisin durumu [45]

2.1.2.2 Tiirkiye’'de Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Hem VL hem de KL, Tiirkiye'nin yani sira Akdeniz Havzasi'nda yer alan birgok
tilkede endemik olan hastaliklardir. Tiirkiye'de her yil yaklasik iki bin KL vakasi
resmi olarak rapor edilmektedir ve bunlarin %95'inden fazlasi ¢ogunlukla Akdeniz
ve Glineydogu Bolgelerinde bulunan dokuz endemik ilde yer almaktadir. Leishmania
infantum insan ve kopeklerde VL'nin ana etkeni iken, L. tropica Turkiye'nin tiim
bolgelerinde KL'ye neden olan ana tiirdiir. Bu parazitlerin yani sira VL hastalarinda
L. tropica ve L. donovani, KL hastalarinda L. infantum, L. major ve L. donovani de

bildirilmistir [46].

Tiirkiye'nin 6zellikle giineydogu bélgesinde Suriye Arap Cumhuriyeti, iran ve Irak
gibi iilkeler ile sinirlarinin bulunmasi sebebiyle leishmaniasis riski ile kars: karsiya

kalmistir. Suriye'de sirasiyla zoonotik KL, antroponotik KL ve VL'nin etken
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parazitleri olarak L.major, L.tropica ve L.infantum bildirilmistir. L. major ve L.
tropica, Iran ve Irak'in bir¢ok ilinde KL'nin baslica nedensel ajanlar: olarak rapor
edilmistir [47, 48]. KL insidansinin i¢ savaslardan sonra Irak ve Suriye'de arttig1 ve
Suriyeli miiltecilerin Liibnan, Irak, Urdiin ve Tiirkiye gibi komsu iilkelere goc
etmesinin KL salginlar1 ve yerel alanlarin epidemiyolojisini degistirdigi
bildirilmistir. i¢ savaslar1 nedeniyle yaklasik 6,2 milyon Suriyeli lilke icinde yerinden
edilmis, 5,4 milyondan fazla Suriyeli ise hem KL hem de VL'nin endemik oldugu
Tiirkiye, Liibnan ve Urdiin gibi komsu iilkelere go¢ etmistir. Tiirkiye, acik kapi
politikas1 ve sinirlarinin genisligi nedeniyle 29 Mart 2018 itibariyla toplam
3.567.130 ile en fazla Suriyeliye ev sahipligi yapan tilke olmustur. Tirkiye, 2016
yilinin {igiincii ceyreginde DSO tarafindan yiiksek oranda KL yiikii olan bir iilke
olarak rapor edilmistir. KL, Tiirkiye'nin yani sira giiney ve dogu komsu tilkelerinde
de hala biyiik bir halk sagligi sorunudur [49]. KL'nin Tiirkiye'nin giineydogu ve
Akdeniz bolgelerinde endemik oldugu ve i¢c Anadolu ve Ege boélgelerinde de KL
vakalari oldugu bildirilmistir [50]. Tirkiye Saglhik Bakanlgi tarafindan rapor edilen
verilere gore, 1990-2010 yillar arasinda 46.003 yeni vaka rapor edildi ve bunlarin
%96's1 Sanliurfa, Adana, Osmaniye, Hatay, Diyarbakir, icel ve Kahramanmaras
illerinde bildirildi. Son 20 yilda toplam KL vakalarinin %45'i Sanhlurfa'da
bildirilmistir. KL Tiirkiye icin yeni bir vaka olmasada, Suriye'den gelen miilteciler
sebebiyle, Tlrkiye'nin zaten endemik olan glineydogu boélgesinde KL vakalarinin

sayis1 artmis ve endemik olmayan diger illere de bu hastalik yayilmistir [51].
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Sekil 2.5 Tiir tanimlamasina dayali KL'nin Tiirkiye'deki mevcut klinik ve cografi
durumu [50]

2.1.3 Leishmaniasis Klinik Sekilleri

Leishmania parazitlerinin 3 ana formu vardir: viseral leishmaniasis (VL- hastaligin
en ciddi formu olan kala-azar olarak da bilinir), kutan6z leishmaniasis (KL-en

yaygin) ve mukokutandz leishmaniasis (MKL).

2.1.3.1 Kiitanoz Leishmaniasis

KL, diinyanin biiytik bir boliimiinde, 6zellikle az gelismis lilkelerde énemli bir halk
saglig1 sorunudur. En az 88 iilke endemik bolgelerdir ve vakalarin yaklasik licte biri
Amerika, Akdeniz havzasi ve Orta Dogu'dan Orta Asya'ya kadar Bati Asya dahil
olmak tlzere Ug¢ epidemiyolojik bélgenin her birinde meydana gelmektedir.
Afganistan, Cezayir, Kolombiya, Brezilya, Iran, Suriye, Etiyopya, Kuzey Sudan, Kosta
Rika ve Peru, en ytliksek insidansa sahip 10 iilkedir. Yilda yaklasik 0,7-1,2 milyon
yeni KL vakasinin meydana geldigi tahmin edilmektedir. KL, Leishmania cinsinin
farkl tirlerinden kaynaklanir (eski diinyada L. major, L. tropica ve L. aethiopica ve

yeni diinyada L. amazonensis, L. mexicana ve L. braziliensis) [52].

Cografi bolgeye bagh olarak, KL genellikle Eski Diinya ve Yeni Diinya olmak tlizere
iki kategoriye ayrilir; bunlarin her ikisi de enfeksiyon bolgesinde, genellikle bas veya
ekstremiteler gibi agikta kalan bir viicut bolgesinde tipik olarak kiigiik bir papiil
olarak baslar. Bu papiil, giderek tilserlesen bir nodiile doniismek iizere yavas yavas

genisler.Nihai iilser, KL'nin karakteristigidir ve spesifik tiire bagh olarak 3 ila 18
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ayda kendi kendine iyilesir. KL vakalarinin %10 kadarinin progresyon gosterdigi,
kroniklestigi ve daha siddetli klinik 6zellikler gosterdigi tahmin edilmektedir. Eski
Diinya KL'nin iki ana formu vardir, bunlar zoonotik (genellikle L. major'un neden
oldugu erken iilseratif olarak da bilinir) ve antroponotik (L. tropica’'nin neden

oldugu geg iilseratif olarak da bilinir).

Sekil 2.6 KL'nin klinik sunumlari [51]

Antroponotik KL, insandan insana vektor yoluyla bulasir, daha ¢ok kentsel alanlarda
gorulir ve daha kronik bir seyir ile karakterize edilir.55 Eski Diinya KL'nin nadir,
ancak onemli iki belirtisi, leishmaniasis recidivans (LR) veya kronik lupoid
leishmaniasis'tir. LR, akut lezyonun iyilesmesi sirasinda veya sonrasinda yeni
papiiler lezyonlarin goériinlimiinii ifade eder. Klinik olarak, genellikle KL'nin
iyilesmis lezyonlarinin periferinde ince, pullu, eritematoz papiiller olarak ortaya
cikar. LR lezyonlari tek tek kalabilir veya birlesebilir ve yillar boyunca yavas yavas
biiyliyebilir. KL hastalarinin kii¢lik bir béliimiinde, KL'nin baslangi¢ lezyonlari
beklenen silirede diizelmez ve devam eder. Enfeksiyon 2 yildan uzun siirerse kronik
KL olarak kabul edilir. Kronik KL lezyonlari birkag y1l devam edebilir ve parazit yiikii

dustiktiir. Genellikle tlserlesmezler ve tedaviye direnglidirler.
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Sekil 2.7 a) Kronik kutan6z leishmaniasis; 4 yildir sag dirsekte tiimoral lezyon. b)
Leishmaniasis recidivans; atrofik iyilesmis merkez ve periferde yeni baslayan
papiiller. c) Timor kutanoz leishmaniasis; ciltte dev tilser [44]

Kronik lupoid leishmaniasis, kutanoz tiiberkiilozun lupus vulgaris formuna klinik ve
histopatolojik benzerlik gosterir ve tanisi zordur. Diffiiz KL ve dissemine KL tipik
olarak immiinosupresyonla baglantilidir. Difftiz KL klinik olarak lepramat6z lepray:
andirir ve yiiz ve ekstremitelerde ¢ok sayida iilser olmayan papiil ve papiilonodiil
ile kendini gosterir. Genellikle azalmis bir hiicresel bagisiklik tepkisi ile iligkilidir.
Dissemine KL, genellikle iilserasyon veya mukozal tutulumun eslik ettigi klasik
KL'ye benzer ¢ok sayida lezyon ile karakterizedir. Bu form Latin Amerika'da goriliir
ve Leishmania antikorlarinin varligl ve azalmis interferon-gama tiretimi ve timor
nekroz faktori alfa ile iligkilidir. Diffiiz KL ve dissemine KL, farkli hiicresel bagisiklik

tepkilerinin nasil farkl klinik belirtilere doniisttiglinii gosterir [44].

2.1.3.2 Visseral Leishmaniasis

Viseral leishmaniasis (VL-kala-azar olarak da bilinir), kutanéz enfeksiyonun ilk
bolgesinden parazitlerin ve parazitle enfekte makrofajlarin metastazi nedeniyle
retikiiloendoteliyal sistem icindeki fagositlerin enfeksiyonundan kaynaklanir.
Diinya ¢apinda 600 milyondan fazla insan VL’ye yakalanma riski altindadir. Her yil
50.000-90.000 arasinda yeni vaka bildirilmektedir. 2019 yilinda 5.710 6liim
kaydedilmistir. Ayrica HIV ile enfekte olmus bireylerde aktif VL gelistirme riski
2.000 kat daha yiiksektir. 2019'da DSO'ye bildirilen yeni vakalarin %90'indan
fazlasi 10 lilkede meydana gelmistir. Bu iillkeler arasinda Brezilya, Etiyopya, Eritre,
Hindistan, Irak, Kenya, Nepal, Somali, Gliney Sudan ve Sudan yer almaktadir. Eski
Diinya’da, VL'ye L. donovani (Hindistan, Pakistan, Cin ve Afrika bolgelerinde) ve L.
infantum (Akdeniz bolgesinde) neden olur. Yeni Diinya'da, VL'ye Brezilya'da
bulunan L. infantum (L. infantum chagasi olarak da bilinir) neden olur. Orta Dogu'da,
klasik olarak bir KL ajani olarak diisiiniilen L. tropica'nin visserotropik suslarinin

neden oldugu viseral hastalik bildirilmistir. VL'li hastalarin karaciger, dalak ve
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kemik iliginde bulunan makrofajlarda parazitlerin ¢ogalmasi ilerleyici
hepatosplenomegali ve kemik iligi baskilanmasina yol ag¢maktadir. Tedavi
edilmedigi takdirde, hastalarda pansitopeni (Eritrosit, lokosit ve trombosit
hiicrelerinin sayisinin azalmasi) ve imminosupresyon gelismektedir. HIV ile ko-
enfekte olmus bireylerde VL'nin siddeti artar ve HIV hastalarinda VL gelisimi AIDS'i
tanimlayan bir hastaliktir. Bu muhtemelen her iki ajanin konagin bagisiklik sistemi

tizerindeki diizensiz etkilerinden kaynaklanmaktadir [53].

Sekil 2.8 Visseral Leishmaniasis tanili hasta [54]

En sik goriilen sistemik bulgular anoreksi, halsizlik, oksiirtik, solukluk, gece
terlemeleri, organomegali, lenfadenopati ve aralikli veya stirekli olabilen atestir.
Tedavi edilmeyen VL vakalarinin %95'inden fazlasi, genellikle sepsis, ¢oklu sistem
hastaligl veya siddetli anemi nedeniyle 2 yil icinde 6limcildiir. Kala-azar (Hint
dilinde kara humma anlamina gelir) adinin verilmesine yol a¢an iyi bilinen nadir bir
bulgu olsa da, hormonal degisikliklerden kaynaklandig1 diisiiniilen kutanoz
hiperpigmentasyondur. VL'nin diger kutanéz belirtileri, enfekte bolgelerdeki
hastaliga 6zgii lezyonlar (paptller, nodiiller veya tlserler) ve spesifik olmayan
lezyonlar (purpura, sa¢ rengi degisikligi ve kseroz) olarak ikiye ayrilabilir [44].

2.1.3.3 Mukokutanoz Leishmaniasis

Mukokutanoz leishmaniasis (MKL), lokal deri hastaliginin mukokutan6z dokuya

yayllmasi veya parazit metastazindan kaynaklanabilen bir hastaliktir. Temel etken
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ise L. braziliensis’dir. MKL, primer lezyonlarin ¢o6ziilmesinden aylar veya yillar sonra
ortaya ¢ikabilir. Genellikle burun, agiz, oro- ve nazo-farinks ve goz kapaklarindaki
dokularin kronik lokal tahribatindan kaynaklanan ciddi oranda sekil degistirebilen
bir enfeksiyondur. Bununla birlikte solunum ve beslenme sistemini de etkileyebilir.
MKL’nin temel mekanizmasi heniiz tam anlasilamamistir ve muhtemelen konak ve
parazit faktorlerinin karmasik etkilesiminin bir sonucudur. MKL, genellikle ilaglara
karsi direnglidir ve bu hastaliga yakalanan bireyler ikincil siiper enfeksiyonlardan
ve yetersiz beslenmeden oliirler. MKL, Giiney Amerika'daki iilkelerde bulunur;
hastaligin biiytiik bir kismi Brezilya, Peru ve Bolivya'da bulunur. Kolombiya,
Ekvador, Paraguay ve Venezuela gibi lilkelerde daha diistik oranda bulunmaktadir.
Ekvador'da vakalarin ¢cogu Amazon ovalarinda bulunurken, Pasifik kiy1 bolgelerinde

daha az insidans goriilmektedir. [55, 57].

Sekil 2.9 (A) Nazal perforasyon ile komplike mukokutan6z leishmaniasis (MKL),
(B) Diffiiz kutanoz leishmaniasis (DKL), (C) sag yanakta dev KL plak ve (D) MKL
tilseri olan Yemenli kiz. Bolgesel Leishmaniasis Kontrol Merkezi klinikleri, Yemen
[58]

2.1.3.4 Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis

VL hastaligina sahip bireylerin basarili bir sekilde tedavi edilmesinden sonra, aylar
ila yillar boyunca asemptomatik kalan bir hasta alt grubunda, deri icinde yaygin
makiiler, makiilo-papiiler veya nodiiler lezyonlara yol agan bir parazit

proliferasyonu gelisir. Kala-azar sonrasi dermal leishmaniasis (PKDL), esas olarak
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Hindistan ve Sudan'da L. donovani ile enfekte olan hastalarda goriilmektedir [59].
Sudan'da, hasta olan bireylerin %50'sinde PDKL ortaya ¢ikabilir. Ayrica, VL'nin
tedavi edilmesinden sonraki 2-3 yil icinde %5-10'luk bir insidansa sahip oldugu
belirtilmistir. Bu oran, Hindistan'daki hastalara gore daha erken (6 aya kadar) bir

sureci temsil etmektedir.

PKDL'nin patogenezi tam olarak anlagilmamistir, ancak kalici dermal parazitlere
karst olusturulan agresif bir interferon-konak¢r immiin tepkisi ile iligkili
gorunmektedir. PKDL lezyonlarinin biyopsisi incelendiginde, VL'yi olusturan

parazitlerle genotipik olarak 6zdes olan amastigotlarin yogun bir sekilde

makrofajlarda bulundugu tespit edilmistir [55].

Sekil 2.10 a) Sudanl bir hastada tipik paptiler dokiintii. B) Bangladesli bir hastada
makiler dokiintii [60]

2.1.4 Leishmaniasis Tedavisi

Leishmaniasis, Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan az gelismis ve gelismekte
olan iilkelerin yoksul nifusunu etkileyen, diinyada ihmal edilen baslica
hastaliklardan biri olarak siniflandirmistir [61]. Kiiresel capta dagilmis ve bliyiik
sosyo-ekonomik etkiye sahip olan tropikal hastaliklar, gelismekte olan tlkelerde
cogunlukla yoksul insanlar1 etkilemektedir. Bu nedenle, bu hastaliklar i¢gin yeni
farmasotik bilesikler [62, 63] gelistirmeye yonelik ticari ilgi sinirhdir, ¢iinki
etkilenen yoksul niifusun bu ilaglara ve tedavi imkanlarina erisimini saglamak icin
tedavilerinin karsilanabilir olmasi gerekmektedir. Son zamanlarda leishmaniasis
tedavisi icin birkag alternatif ila¢ ortaya ¢ikmistir. Fakat bu ilaglarin fizyolojik olarak
toksik etkileri bulunmaktadir. KL tedavisinde kullanilan ilaglarin avantaj ve

dezavantajlari Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2 Kutanoz Leishmaniasis tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin avantaj ve

. dezavantajlar
ILACLAR AVANTA]J DEZAVANTA]
Pentavalent Kolay kullanilabilirlik ve Tedavinin uzunlugu,
antimon disuk fiyat enjeksiyonun aci verici
olmasi,toksisite
Amfoterisin B Birincil direng bilinmiyor Intravendz uygulamalarda

yavas enjeksiyon, 1s1ya karsi
duyarly, nefrotoksisite
Lipozomal Yiksek etkinlik, diisiik [s1 stabilitesi (25°C’'nin altinda
amfoterisin B toksisite tutulmali), pahali, intravenoz
uygulamalarda yavas
enjeksiyon
Miltefosin Etkili ve giivenli Yiiksek fiyat, teratojenik, zayif

hasta uyumu

Paromomysin  Etkilj, iyi tolere edilebilir, Direnc olusturabilir, etkinligi
ucuz bolgeden bolgeye
degismektedir
Pentamidin Kisa stireli etkinlik Etkinligi Leishmania tiirlerine
gore degisir

Leishmania tedavisi icin tiretilen ilaglarin ¢ogu, yliksek toksisiteleri, uzun tedavi
stireleri ve siklikla tedaviyi birakmaya yol acan ciddi advers reaksiyonlari nedeniyle
ideal olarak kabul edilmemektedir. Ayrica en sik kullanilan ilaglar, tiim enfekte
bireylerden parazitleri tamamen ortadan kaldirmamaktadir [64, 65]. Pentavalent
antimonlar, hem VL hem de KL i¢in degisken etkinliklerine ragmen leishmaniasis
tedavisinde en sik kullanilan ilaglar arasindadir [66-69]. Dokularda birikmeleri
nedeniyle antimonlar kusma, bulanti, istahsizlik, miyalji, karin agrisi, bas agrisi,
artralji ve letarji gibi ciddi yan etkilere neden olabilir ve nadiren 6liimciil kardiyak
aritmi gibi ciddi reaksiyona neden olabilmektedir [70-73]. Bu yan etkiler, hastaneye
yatis ve hastalarin yakindan izlenmesini gerektirebilecek siddetli kardiyotoksisite,
pankreatit ve nefrotoksisiteden kaynaklanmaktadir Bu ilaglarin toksisitesini

azaltmak icin yapilan calismalar etkili olmamistir [74]. Yan etkiler ve uzun tedavi
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periyodu, Bihar'da (Hindistan) oldugu gibi direncli Leishmania suslarinin ortaya
¢ikmasina neden olarak tedavinin basarisiz olmasina ve tedavinin birakilmasina
sebep olmaktadir [75]. Yiliksek toksisitesine ragmen, amfoterisin B leishmaniasis
tedavisi icin kullanilan ilk ilaglardan biridir [76, 77]. Intravendz uygulamasi siklikla
miyokardit ve nefrotoksisite ile iliskili olarak titreme ve atese neden olmaktadir.
Amfoterisin B formiilasyonlari (lipid kompleksi, kolloidal form ve lipozomal form),
yan etkileri azaltmak ve farmakokinetigi ve biyoyararlanimi iyilestirmek igin
gelistirilmistir. Daha az toksik olduklar1 kanitlansada, alternatif amfoterisin B
formilasyonlarinin gelismekte olan tilkelerde kullanim i¢in sinirlamalar vardir: ¢ok
maliyetlidirler ve daha yiiksek sicakliklarda (sogutma gerektiren) kararsizdirlar
[78]. Pentamidin, su anda leishmaniasis i¢in kullanilan baska bir ilagtir ve tedavi
oldukga toksiktir. Diyabetes mellitus, siddetli hipoglisemi, hipotansiyon, miyokardit
ve renal toksisite gibi onemli yan etkileri vardir ve nihayetinde 6liime neden olabilir
[79]. Pentamidin diren¢ vakalarinin ortaya ¢ikmasi [80], yliksek toksisitesi ve diisiik
etkinligi [81] nedeniyle nadiren kullanilmaktadir. Pentamidin esas olarak kombine
terapotik protokollerde kullanildiginda tavsiye edilmektedir. Paromomisin,
leishmaniasis tedavisi i¢in alternatif bir ilactir; bununla birlikte, parenteral
formiilasyonlar nefrotoksisite, ototoksisite ve daha nadiren hepatotoksisite dahil
olmak tUzere ciddi advers reaksiyonlara neden olabilir [82-84]. Alternatif bir
antileishmanial ila¢ olan Mitelfosin [85,86], oral uygulama avantajina sahiptir.
Bununla birlikte, bu ilacin en ciddi yan etkileri teratogenezin indiiklenmesi ve tedavi
basarisizlig1 indeksinin ortaya ¢ikmasi oldugundan hamile kadinlar i¢in kullanimi
sinirhdir [87]. Son 35 yilda, rifampisin, tamoksifen, doksi siklin, monomisin,
trimetoprim ve nifurtimox gibi bircok bilesigin leishmaniasise karsi diisiik etkinlige

sahip oldugu bulunmustur [88-98].

Leishmaniasisin alternatif tedavisi icin baska bir yaklasim, lipozomlar ve
nanopartikiiller gibi kontrollii salim sistemlerinin kullanilmasidir. Bu tip sistemler,
ilaclar bir kez adsorbe edildiginde veya tasiyicilarda kapsiillendiginde daha fazla
etkinlik ve gilivenlik saglayarak, geleneksel formiilasyonlarin dozunu ve advers
reaksiyonlarin1 azaltmaktadir [52-54]. Amfoterisin B'nin bir lipozomal
formiilasyonu olan Ambisome, leishmaniasis tedavisinde kullanilmis ve sodyum
stiboglukonat kullanilarak elde edilenden daha iyi sonuglar gostermistir. KL'li

hastalarda daha az yan etki ve tedavi basarisizlig trettigi tespit edilmistir [99-101].
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Leishmaniasis tedavisini iyilestirmeye yonelik diger bir strateji hem parazitlerde
hem de konakei hiicrelerde yeni hedeflerin tanimlanmasidir. Molekiiler ve
biyokimyasal calismalarda ilaclar icin yeni potansiyel hedefler belirlenmis ve
bazilar1 dogrulanmistir [102-104]. Konak-parazit etkilesimlerinin biyolojisini daha
iyi anlamaya yonelik c¢alismalar, Leishmania enfeksiyonuna karsi daha etkili

ilaglarin tasarlanmasini kolaylastiracaktir [105].

2.1.5 Leishmania Konak Bagisiklik Tepkileriyle Etkilesimleri

Leishmania, diger bir¢ok parazit gibi, konak¢1 bagisiklik sistemine karsi sistematik
diren¢ olusturmustur. Tek hiicreli organizmalarin uzun siireli gelisimi, onlara
hayatta kalabilmek i¢in zorlu durumlara nasil adapte olduklarini 6gretmistir.
Makrofajlar, memeli konake¢idaki Leishmania parazitlerinin hedefidir, ¢lnki

parazitler bagisiklik sisteminden kagabilme yeteneklerine sahiptir.

Daha once Leishmaniasis’de aciklanan baz1 kacis mekanizmalarn asagida

listelenmistir:

¢ C5-C9 membran saldiris1i kompleksi olusumunu 6nleyerek kompleman sistemi

olgunlagsmasini bloke etme.

e Fc ve fosfatidilserin reseptorleri gibi makrofaj giris reseptorlerini kolaylastirmak

icin lipofosfoglikan kullanma.

« Sitokin yolagini kapatmak icin TLR2/TLR4 sinyal yolunu degistirme.
e Makrofajlar icinde fagozomun lizozom flizyonunu 6nleme.

¢ V-ATPase pompasini durdurarak fagozom i¢cindeki pH'1t kontrol etme.
e Parazite demir saglamak icin 6zel demir tasiyicilari kullanmak.

e T-hiicresi antiparaziter yaniti i¢in temel faktorler olarak B7 ve CD40

ekspresyonunun azaltilmasi.

e JAK/STAT yolunun inhibisyonu yoluyla makrofajlarda sitokin aktivasyon

sinyalinin 6nlenmesi.
« Sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyon seviyelerinin degistirilmesi.
Parazit, konakta hayatta kalmak i¢in farklh bagisiklik mekanizmalarin1 kontrol

edebilmenin avantajini kullanir. Bu nedenle bagisiklik sistemi faktorleri ile tedavi
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enfeksiyonla miicadelede alternatif bir yaklasimdir. Leishmania enfeksiyonunun
dogas1 hakkinda artan bilgi, daha giivenilir ve etkili tedavilerin kesfedilmesine
yardimci olur. Daha hizli iyilesme i¢in enfeksiyonu daha iyi tedavi etmek 6nemlidir.
Baz1 ¢alismalar, tedavi protokoliinde 6zel bir sitokin uygulamaya odaklanirken,
digerleri, istenmeyen bir yolu bloke etmeye veya enfeksiyonu hafifletmeye yardimci
olmak i¢in belirli hiicreleri kullanmaya ¢alisir. Baz1 arastirmacilar, daha iyi sonuglar

elde etmek icin kemo ve immiinoterapiyi birlestirmeyi denemektedir (Sekil 2.11).

Kemoterapi
. I Monoklonal
Hiicrese ‘ Antikor Tedavisi

Terapi
«_ @

B Slesenl - | Sitokin
ile tedavi . ;-. e !
Patojenik
olmayan ’ ‘
1. tarentolae Immunterapi
yoluyla tedavi

Sekil 2.11 Leishmaniasise karsi farkli tedavi yaklasimlar: [106]
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2.2 Kok Hiicreler

Kok hiicre terimi, ilk olarak 1868 yilinda Ernst Haeckel tarafindan ortaya atilmistir.
Daha sonra Till ve McCulloch'un 1960°larda 1s1nlanmis fareler tizerinde yaptig1 bir
calismada, kemik iligi 6nciil hiicrelerinin enjeksiyonundan sonra makroskobik dalak
kolonilerinin olustugunu belirlemeleri ile hematopoietik sistemde kok hiicre
varligina dair kesin kanitlar ortaya koyulmustur. Bu ¢alisma ile kok hiicrelerin altin
standart niteligindeki iki 6zelligi tespit edilmistir: kok huicrelerin kendi kendilerini
yenileme ve farklilasma yetenekleri. Kok hiicreler doku dengesinin korunmasindan

sorumludur [107].

Kok hiicreler, yasamin embriyonik, fetal ve yetiskin evrelerinde bulunur. Doku ve
organlarin yapi taslarnt olan farklilasmis hiicreleri olusturan farklilasmamis
hiicrelerdir. Yasamin dogum sonrasi ve eriskin evrelerinde, dokuya 6zgii kok
hiicreler farklilasmis organlarda bulunur ve organin yaralanmasini takiben

onarimda etkilidir. Kok hiicrelerin baslica 6zellikleri sunlardir:
(a) Kendini yenileme (kapsaml bir sekilde ¢ogalma yetenegi)
(b) Klonalite (genellikle tek bir hiicreden kaynaklanir)
(c) Potens (farkl hiicre tiplerine farklilasma yetenegi)

Bu ozellikler cesitli kok hiicreler arasinda farklihk gosterebilir. Ornegin,
blastosistten tiiretilen embriyonik kok hiicreler, kendi kendini yenileme ve
farklilasma i¢in daha biiytlik bir yetenege sahipken, yetiskin dokuda bulunan kok
hiicreler kapsaml bir sekilde cogalamayacaklari ve yalnizca dokuya 6zgii hiicrelere

farklilasabilecekleri icin sinirli kendi kendini yenileme 6zelligine sahiptir.

[nsan viicudu, embriyonik kok hiicrelerin endoderm, mezoderm ve ektoderm germ
katmanlarina tiiretildigi zigot ve blastosistten gelisir. Germ katmanlar spesifik
organlari olusturur. Organ olusumuna katkida bulunan bazi progenitor hiicreler,
terminal olarak farklilasmazlar ancak doku kok hiicreleri olarak kalirlar ve kemik
iligi, kemik, kan, kas, karaciger, beyin, yag dokusu, deri ve gastrointestinal sistemde
bulunmaktadir. [108, 109] Doku kok hiicreleri, doku veya organin terminal olarak
farklilasmis ve 0Ozellesmis hiicrelerini olusturduklarindan progenitor hiicreler
olarak adlandirilabilir. Bu hiicreler doku icinde beklemede kalarak yaralanma ve

onarim durumlarinda ¢ogalmaktadir. [110-112] Doku kok hiicrelerinin veya
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progenitor hiicrelerin dinamikleri dokudan dokuya degisir; kemik iligi, karaciger,
akciger ve bagirsakta, kok hiicreler normal doniisiim veya yaralanma sirasinda
hiicreleri desteklemek i¢in dizenli olarak ¢ogalirlar. [113-116] Pankreas, kalp veya
sinir sisteminde yaralanmayi takiben hasarli hiicrelerin yerini almak i¢in ¢cogalirlar.
[117-121] Kok hiicre arastirmalarinda bir takim etik sorunlar ortaya ¢ikmis olsa da,
kok hiicre izolasyonu ve gelisimindeki son gelismeler, bilim insanlarinin Parkinson,
Alzheimer, kalp, kaslar, akciger, karaciger ve diger organ hastaliklar1 gibi cesitli
hastaliklarda doku rejenerasyonu icin spesifik hiicre tiplerini tanimlamasina ve
kiltiriinin yapilmasina yardimci olmustur. [122] Hiicresel tedavide kullanilan

farkl hiicre kaynaklari Sekil 2.12’de gosterilmistir.

Embriyo Yetigkin Kok Hiicreler Fetal Kok Hiicreler
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Pluripotent/multipotent kok hicrelerin kiiltird

Sekil 2.12 Hiicresel terapide kullanilan farkli kok hiicre kaynaklari
(Biorender.com’da cizildi)

2.2.1 Farklilagsma Potansiyeline Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi

Kok hiicrelerin iki temel 6zelliginden biri olan farklilasma yetenegi, kokenlerine ve
tirevlerine bagh olarak kok hiicre gruplar1 arasinda farklihik gosterir. Tiim kok
hiicreler, farklilasma potansiyellerine goére 5 gruba ayrilir: totipotent veya

omnipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent.

En farkhllasmamis kok hiicreler arasinda totipotent veya omnipotent hiicreler yer

alir ve erken gelisim evrelerinde bulunurlar. Déllenmis bir oosit ve ilk iki
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boliinmenin hicreleri, hem embriyonik hem de ekstra embriyonik dokulara

farklilasarak embriyo ve plasentay1 olusturduklari icin totipotent hiicrelerdir [123].

Pluripotent kok hiicreler, tim doku ve organlarin gelistigi 3 germ tabakasindan-

ektoderm, endoderm ve mezoderm- ortaya ¢ikan hiicrelere farklhlasabilir [124].

Embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilan pluripotent kok hiicreler ilk olarak
blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilmistir. [125] Takahashi ve Yamanaka
[126] yaptiklar1 bir g¢alismada, somatik hiicreleri yeniden programlayarak
embriyonik kok hiicrelerle benzer 6zellik tasiyan pluripotent hiicreler trettiler. Bu

hiicreler uyarilmis pluripotent koék hiicreler (iPSC'ler) olarak adlandirildi.

Multipotent kok hiicreler ¢ogu dokuda bulunur ve tek bir germ tabakasindan
hiicrelere farklilasir. [127] Mezenkimal kok hiicreler (MKH) en ¢ok taninan
multipotent hiicrelerdir. Kemik iligi, yag dokusu, kemik, Wharton jeli (W]), gobek
kordon kani ve periferik kan dahil olmak iizere ¢esitli dokulardan elde edilebilirler.
[128] MKH’ler hiicre Kkiiltiirii kaplarina yapisabilir ve spesifik yilizey hiicre
belirtecleri ile karakterize edilirler. Bu hiicreler yag dokusu, kemik, kikirdak ve kas
gibi mezodermden turetilen dokulara farklilasabilir [129-131]. Son zamanlarda,
MKH’ler ektodermden tiiretilen noéronal dokuya farklilastirildi.  Bu,
transdiferansiyasyonun yani bir germ tabakasindan (mezoderm) bir hiicrenin

noronal dokuya (ektoderm) farklilasmasinin bir 6rnegidir [132].

Oligopotent kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilir ve belirli bir doku i¢inde 2
veya daha fazla soy olusturabilir; 6rnegin, kornea dahil domuzun okiiler ytizeyinin,
ayr1 ayr1 kornea ve konjonktival hiicre kolonileri olusturan oligopotent kok hiicreler
icerdigi rapor edilmistir [133]. Hem miyeloid hem de lenfoid soylara
farklilasabildikleri icin hematopoietik kok hiicreler, oligopotent kok hiicrelerin tipik
bir 6rnegidir [134].

Unipotent kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilir ve yalnizca belirli bir hiicre
tipine farklilasabilir ve kas kok hiicreleri gibi tek bir soy olusturarak, diger hiicrelere
degil, olgun kas hiicrelerini olusturur [135-138]. Akcigerde, alveollerin tip II
pnomositleri, tip I pnomositlere doniismektedir. Kok hiicre yenilenmesi ve

farklilasmasi Sekil 2.13’de gosterilmistir.
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Sekil 2.13 Kok hiicre yenilenmesi ve farklilasmasi [139]
2.2.2 Kokenine Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi

Kok hiicreler, kokenlerine gore 4 genis kategoriye ayrilmaktadir: Embiyonik kok
hiicre, fetal kok hiicreler, yetiskin kok hiicreler ve iPSC'ler [140,141]. Genel olarak,
embriyonik kok hiicreler ve iPSC'ler pluripotenttir, oysa yetiskin kok hiicreler
oligopotent veya unipotenttir. Embriyonik kok hiicreler déllenmeden 5-6 giin sonra
implantasyon 6ncesi embriyonun bir asamasi olan blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden
tiretilmistir. Bu hiicreler, 3 birincil germ tabakasinin dokusuna farklilasma
ozelligine sahiptir. Ancak, kiiltiirde uzun siire farklilasmamis bir durumda muhafaza

edilebilir [142].

Blastosist, embriyoyu olusturacak i¢ hiicre kiitlesi ve plasentay1 olusturacak olan
trofoblast ad1 verilen dis hiicre kiitlesi olmak tizere 2 hiicre katmanina sahiptir. I¢
hiicre tabakasindaki hiicreler, trofoblastlardan ayrilir ve embriyonik kok hiicre
hattin1 gelistirmek i¢in 6zel kosullar altinda bir kiltir kabina aktarilir [143].
Embriyonik kok hiicreler, Nanog ve Oct4 [144,145] gibi transkripsiyon faktorlerinin
varligi ile tanimlanir. Bu faktorler, kok hiicreleri farklilasmamis, kendini
yenileyebilen bir durumda bekletebilir [145, 146]. Genetik anormallikleri

bulunmayan farklilasmamis embriyonik kok hiicreler kiiltiirlendiklerinde
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embriyonik kok hiicre hatti olarak ¢ogalabilir. Bu hiicreler, daha sonraki kiltiirler

ve deneyler icin dondurulabilir ve ¢oziilebilir [147].

Embriyonik kok hiicrelerin farklilasmamis olarak kalmasi icin kiiltiir kosullar1 ¢cok
onemlidir. Bunun i¢in embriyonik fibroblast hiicrelerinin besleyici tabakas1 veya
farklilasmay1 onleyen sitokinler igceren besiyeri kullanilir. Besiyerinin ortamdan
uzaklastirilmasi veya besleyici tabakanin uzaklastirilmasi 3 farkli germ tabakasinin
(endoderm, mezoderm ve ektoderm) olusmasi ile sonuglanmaktadir. [148-152]
Yetiskin kok hiicreler, amniyon epitel hiicreleri gibi plasental dokudan elde edilen
yetiskin doku kaynakli kok hiicrelerin yani sira MKH'leri de iceren hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu oldugu ve hayvan yara
modellerinde iyilesmeyi artirdig1 gosterilmistir. Bu hiicreler, in vitro olarak farkl
germ hiicre katmanlarindan dokuya farklilasmis olmalarina ragmen, simirh
farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir. [153,154] Allojenik uygulamalarda
yasanan etik problemler ve reddedilme sorunlari otolog uygulamalarda

yasanmadigindan yetiskin kok hiicreler daha avantajhdir 155].

Yetiskin kok hiicreler, 3 germ tabakasinin tiim dokularindan elde edilebilir. Yapilan
calismalarda, yetiskin kok hiicre naklinin, kok hiicre farklilasmasi ve yeni 6zellesmis
hiicrelerin tretilmesi yoluyla kemik dokusu onarimi ve iskemik kalp dokusunun
yeniden damarlandirilmasi gibi hasarli organlari in vivo restore ettigini gostermistir.
[156-158] Ayrica, kiiltiirlenen yetiskin kok hiicrelerin immiinomodiilatér ve
anjiyojenik ozelliklere sahip ¢esitli molekiiler aracilar salgilayarak onarimi

destekledigi de belirtilmistir. [159-160]

Yetiskinlerde bazi doku ve organlarin yaralanmasini takiben, yenileme ve onarim
yetenegi dokuya 6zgl, terminal olarak farklilasmis hiicreler tireten dokuda yerlesik
kok hiicrelere kritik 6l¢tide baghidir [161]. Yapilan calismalar, bu hiicrelerin uyarici
faktorler ile uyarilmadiklar siirece ¢ogalmalarini, farklilasmalarini veya goclerini
aktive edene kadar hareketsiz olarak beklediklerini gostermistir [162,163]. Bu
ozellik, onarim sirasinda dokuya 6zgii hiicrelerin tretilmesi disinda baska islevleri
yerine getirmeyen bir hiicre popiilasyonunun korunmasi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Hiicre dis1 matristen gelen cesitli sinyallerden ve hiicre sinyallesmesine ve gen
ekspresyonuna aracilik eden ¢oziiniir aracilardan olusan nis ortami, kok hiicre

cogalmasini, goclinii, farklilasmasini veya apoptozu diizenler. Kok hiicrelerin
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kendini yenileme ve ¢ogalma durumundan farklilasmaya ge¢mesi icin
tetikleyicilerin neler oldugunu ve bu sinyallerin dokuya 6zgu olup olmadig tam
olarak aciklanamamustir. Ayrica, bir kok hiicrenin gecirdigi hiicre boliinmesi tiirleri,
hiicre tiiriiniin trettigi hiicreleri belirler. Bir kok hiicre tarafindan simetrik hiicre
boliinmesi, yaralanmanin ardindan hasarli hiicreleri yeniden olusturmak icin yeni
hiicreler saglayan 6zdes yavru hiicrelerle sonuglanir. Kok hiicre proliferasyonunda
kontrolsiiz bir artisin kok hiicre hiperplazisine ve/veya karsinogeneze yol
acabilecegini, kok hiicrelerde bir azalmanin ise organ onarimini bozacagini
belirtmek 6énemlidir; bu nedenle kdk hiicre homeostazinda denge ¢ok 6nemlidir.
Asimetrik boltinme, bir kok hiicre, 6zdes bir yavru hiicre ve ikinci bir farklilagtirilmis
yavru hiicre tlrettiginde meydana gelir. Bu siireg, bir kok hiicre popiilasyonunu

korurken organlarin onarilmasina ve yenilenmesine izin vermektedir [164-166].

iPSC'ler, genetik olarak yeniden programlanmis yetiskin somatik hiicrelerden elde
edilir. [167] Fare iPSC'leri ilk kez 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka [168]
tarafindan fare fibroblastlarinin oktamer baglayic1 transkripsiyon faktori 3/4
(OCT3/4), SRY ile ilgili yiiksek hareketlilik grup protein-2 (SOX2), onkoprotein c-
MYC ve Kruppel benzeri faktor 4 (KLF4) transkripsiyon faktorlerini kodlayan 4 gen
ile farklilastirilmasi sonucu elde edilmistir. 2007'de Yamanaka ve meslektaslari
[169] Oct3/4, Sox2, Klf4 ve c-Myc transkripsiyon faktorlerine sahip yetiskin insan
dermal fibroblastlarindan insan iPSC'lerinin olusumunu bildirmistir. Bu hiicrelerin
morfoloji, proliferasyon, ylizey antijenleri, gen ekspresyonu, pluripotent hiicreye
0zgi genlerin epigenetik durumu ve telomeraz aktivitesi agisindan insan
embriyonik kok hiicrelerine benzer oldugunu ve in vitro olarak 3 germ tabakasinin
hiicre tiplerine farklilasabildiklerini gostermislerdir. [169] Bu hiicreler hastaliklarin
modellenmesi, ila¢ gelistirilmesi ve rejeneratif tip icin 6nemli araglardir. Ancak
pluripotent kok hiicrelerin 6zelliklerini barindirsa da IPSC ve embriyonik kok
hiicrelerin klinik uygulamada 6nemli 6l¢iide farklilik gosterip gostermeyecekleri

heniiz bilinmemektedir [170].

Viicudun dengesini ve siirekli yenilenme kapasitesini anlamak icin kok hiicreler ¢cok
onemli bir aractir. Patogenetik sorunlarin incelenmesinde 6nemli bir modeldir ve
hastaliklarin fizyolojisini anlamada yardimci bir etmendir. Yeni farmakolojik

ajanlarin gelistirilmesinde ve incelenmesinde imkan sunarken en biiyiik
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potansiyelleri hasarli dokuyu onarmak ve organlar yenilemektir. Bu zamana kadar
yapilan Kklinik oncesi ve klinik c¢alismalarda ¢ok sayida arastirma protokoli
calisiimistir. Bu calismalar dogrultusunda rejeneratif tipta yeni terapotik
yontemlerin gelistirilmesi sonrasinda umut verici sonuglar yayinlanmis olsa da
birtakim riskler ve engeller bulunmaktadir. Bu engellere ragmen, rejeneratif tip

konusunda devam eden arastirma ve gelistirmeler mevcuttur.
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2.3 Mezenkimal Kok Hiicreler

Multipotent stromal hiicreler veya mezenkimal stromal hiicreler olarak da
adlandirilan mezenkimal kok hiicreler (MKH), 1960'larin sonlarinda Alexander
Friedenstein tarafindan kesfedilmistir. Friedenstein ve meslektaslar1 yaptiklar: ilk
calismalar, mezodermden kaynaklanan MKH’lerin osteoblastlar, kondrositler ve
adipositler gibi cesitli mezenkimal doku soylarina farklilasma kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. [171] MKH’ler kemik iligi, yag, kas, kemik, dalak,
karaciger, bobrek, akciger, timus ve pankreas gibi bircok dokudan elde edilebilir.
Farkli doku kaynaklarinda bulunmalarina ragmen, koken aldiklarnt dokularin
ozelliklerini yansitsalar da benzer bir karakteristik fenotip 6zellige sahiptirler.
MKH’ler en az Ug¢ hiicre tipine, yani adipositler, kondrositler ve osteositlere
farklilasma kapasitesine sahip multipotent kok hiicreler olarak tanimlansalar da,
stromal destek hiicrelerine farklilasma potansiyeli ve stroma veya diger hiicreleri
desteklemek ig¢in faktorler salgilayan progenitér stromal hiicreler olarak
goriilmektedir. Terapotik amacla kullanilmasinin en biiyiik sebebi ise MKH'lerin
mezodermal replasman hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahip olmasidir.
Ayrica, ¢ok farkli dokulardan elde edilebilir olmasi, etik olarak kabul edilebilir
yetiskin dokulardan izole edilmesi ve ex vivo kosullarda biiytime kolayligina sahip
olmas1 rejeneratif tip c¢alismalarinda MKH’lerin kullanilmasini tegvik eden
unsurlardir [172]. Anatomik kokenlerine gore isimlendirilen ve tretilen toplam 15
cesit MKH vardir: 1. Adipoz kaynakli MKH'ler. 2. Amniyotik sivi ve amniyotik zardan
tiretilen MKH'ler. 3. Kemik iligi MKH'leri 4. Dental pulpa MKH'leri. 5. Endometriyal
MKH'ler. 6. Uzuv tomurcuklarindan tiiretilen MKH'ler. 7. Menstriial kan tiiretilen
MKH'ler. 8. Kas ve periosteumdan tliretilen MKH'ler. 9. Periferik kandan tiiretilen
MKH'ler. 10. Plasenta ve fetal membrandan tiiretilen MKH'ler. 11. Tiukiirtiik bezi
kaynakli MKH'ler 12. Deri ve siinnet derisinden tiiretilen MKH'ler. 13. Sub-
amniyotik insan gobek kordonu astar membranindan tiiretilen MKH'ler. 14.

Sinovyal sivi MKH'leri. 15. Wharton jeli (W]) kaynakli MKH'ler. [173]

MKH’ler ilk olarak hiicre izolasyonu i¢in hala en yaygin doku kaynaklarindan biri
olmaya devam eden kemik iliginden izole edildi. Insizyonel, eksizyonel ve diyabetik
kronik yaralar dahil olmak tzere gesitli yara iyilesmesi modellerinde, kemik iligi

kaynakli MKH’lerin uygulanmasi, hiicre kontrolii veya salin uygulamasina gore yara
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iyilesmesi icin 6nemli terapotik fayda sagladigi belirtlilmistir [174]. MKH’lerin
parakrin etkisi ilk olarak Haynesworth ve ark. [175]'nin 20 yil 6nce yaptiklar,
MKH’lerin ¢evresinde bulunan hiicreler lizerinde 6nemli etkiler gosteren buyiime
faktorii, kemokin ve sitokin sentezledigini gosterdikleri calismada agiklanmigtir. Bu
calismay1 takiben, salgilanan bu faktorlerin arteriyogenezi artirdigi [176], iskemik
renal ve ekstremite doku hasarina karsi korudugu [177], neovaskiilarizasyonu
destekledigi [178] ve anjiyogenezi artirdig1 [179,180] hakkinda ¢ok sayida farkh

calisma da yapilmistir.

Parakrin sinyaller araciligiyla pro-rejeneratif ve immiinomodiilator 6zelliklerinin
kullanilmasi ve hasarli bolgelere yonelim saglayabilmesi MKH’lerin iyilesmeyi
artiran yetenekleri arasindadir. [181-183] En onemli 06zelliklerinden biri de
MKH'lerin allojenik uygulanmasi sonucu alicilarda immun sistemde reaksiyon
olusturmamasidir. [184] MKH’ler 2006 yilinda Uluslararasi Hiicresel Tedavi
Dernegi tarafindan belirlendigi gibi, CD105, CD73 ve CD90 yuzey belirteclerinin
pozitif ifadesi ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR'nin
negatif ifadesi ile karakterize edilmektedir. [185] MKH'lerin genel karasteristik

ozellikleri bugiin hala genis capta kabul gormektedir ve sunlar icerir:

¢ Kendini yenileme yetenegi

¢ Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farkilasma yeteneklerine sahip ¢oklu
potansiyel.

s CD14, CD34, CD45 ve insan lokosit antijen-DR (HLA-DR) ekspresyonundan
yoksunken farklilasma belirtecleri CD73, CD90 ve CD105 gibi karakteristik
ylizey belirteclerinin ifadesi.

¢ MKH’ler plastik hiicre kiiltiir kaplarina yapisabilme ve biiytime 6zelliklerine

sahiptir ve in vitro kosullar altinda ileri pasajlara kadar biiytimektedir. [186]

2.3.1 W] Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Gobek kordonu anne ve gelismekte olan fetiis arasinda baglanti gérevi gortir ve fetal
beslenme kaynag saglayan bir yapidir. insanlarda, 1-2 cm genislikte, 40-60 cm
uzunlugundadir. Bir toplardamar ve iki atardamarin sirasiyla plasenta ve fetis
arasinda oksijenli ve oksijensiz kani tasidig1 bir mukoid bag dokusunu gevreleyen
tek bir amniyotik epitel tabakasindan olusur. Vaskiiler destek ve bazi kontraktil

islevler olarak kabul edilen adventisyal rollerin, ilk kez Thomas Wharton tarafindan
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1656'da tanimlanan ve ayni zamanda fetiisiin viicuttaki hareketi sirasinda
damarlarin biikiilmesini de 6nleyen mukoid bag dokusu tarafindan yerine getirildigi
diisiintilmektedir [187]. Gobek kordonunun damar ve arterlerinin yalittmini ve
korunmasini saglayan gébek kordonundaki jelatinli matris olan W]’den MKH'lerin
ilk izolasyonu 1991 yilinda McElreavey ve meslektaslar tarafindan yapilmistir.
[188, 189] W], bag dokusu olarak siiflandirilir. Bazilar1 WJ'yi sivi veya iskelet bag
dokularinin aksine basit bir bag dokusu olarak gérmektedir, ancak en yaygin olarak
mukoid veya mukus bag dokusu olarak siniflandirilir. Bag dokularinin ortak 6zelligi,
ayrintill olarak derecelendirdikleri hiicre dis1 matris ile ¢evrili hiicreler
icermeleridir. Hiicreler ilk kez Hooke [190] tarafindan 1665'te tanimlandigl i¢in,
Wharton'un kendisi "Jel" icindeki hiicreler hakkinda hic¢bir sey bilmiyordu. W], bag
dokular1 arasinda benzersiz bir yapiya sahiptir, ¢linkii yalnizca dokunun fonksiyonel
miyofibroblastlarin1 ve bunlarin oOnciillerini olusturan mezenkimal hiicreleri
icermektedir. WJ’de tanimlanan baska hi¢cbir hiicre tipi yoktur ve kordonun
kendisinin ¢ ana damar1 disinda hicbir damarsal veya sinirsel 06ge

bulunmamaktadir.

Amniyotik Epitel
- Kordon Astar1 W]

R Ara W]

Ven

."I [ ; /’/
T *@/— Perivaskiiler W]
—_ e N SR T ™
AN ﬂ%/
R

Histolojik Kesit

Sekil 2.14 U¢ boyutlu bir diyagram ile insan gébek kordonunun yapisi [187]

McElreavey ve ark. [191] insan gobek kordonundan ilk kez fibroblast benzeri
hiicreleri izole etmislerdir. Ayrica, Takechi ve ark. [192], miyo-filamentler iceren
fibroblastlara benzeyen ve hem vimentin hem de desmin icin pozitif boyanan
hiicreleri analiz etmislerdir. W] icerisinde hiicre dagilimi perivaskiiler alanda en

yogun ve amniyotik epitel altinda daha az olarak tamimlanmistir. Ayrica, periferik
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hiicreler, perivaskiiler bolgelerdekilerden daha uzun ve daha ¢ok sayida sitoplazmik
yapiya sahiptir.
WJ-MKH’lerin doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanimi i¢in c¢ekici hale
getiren bir¢ok avantaji vardir. Bu avantajlar;

<> MKH'lerin ¢oguna kiyasla nispeten geng bir hiicre tipidir,
> Embriyonik kok hiicrelerden farkl olarak etik kaygilar: yoktur,

<> Kemik iligi MKH'lerin aksine agrisiz bir sekilde hasat edilebilir,

<> Birka¢ embriyonik kok hiicre 6zelligi tasir,
<> Yiiksek hiicre proliferasyonu,

<> Genis farklilagsma potansiyeline sahiptir,
X Hipoimmiinojeniktir

X Tiimorojenik degildir [193].

Gobek kordonunun bir santimetresi yaklasik olarak 1-5x10% MKH icermektedir.
[194] Son zamanlarda, kollajenaz, hiyaliironidaz veya diger proteazlar kullanilarak
yapilan enzimatik sindirime dayali izolasyon, W]'nin hiicre dis1 matrisinden MKH
izolasyonu icin uygulanan en yaygin tekniklerden biridir. [195] Enzimatik sindirim
yontemi ile izole edilen MKH'larda hiicre sayisinin in vitro kosullar altinda iki katina
¢ikma siirelerinin olduk¢a uzun olmasina ve dolayisiyla hiicresel hasar olusma
riskinin artarak hiicre canliiginin azalmasina sebep olmaktadir. Bu ydnteme
alternatif olarak, daha diisiik maliyet ve daha yiiksek hiicre verimi gibi faydalar
saglayan eksplant kiltiir yontemi tercih edilebilir. Eksplant kiiltiir ile izole edilen
W]J-MKH’lerin enzimatik yontem ile izole edilen W]-MKH’lere kiyasla daha fazla
parakrin faktor salgiladigi belirtilmistir. Ayrica, W]-MKH’ler embriyonik kok hiicre
karakteristik 6zelliklerine sahip olmasi dolayisiyla terapotik uygulamalarda essiz
bir secenektir. Embriyonik kok hiicre benzeri antijen Tra-1-60, Tra-1-81, SSEA-1,
SSEA-4 ve Oct-4, Nanog, ve SOX-2 gibi pluripotensi genlerini ifade etmeleri W]J-
MKH’lerin sahip oldugu avantajlar arasindadir [196]. Ayrica, W]-MKH’ler, immiin
baskilayici durumlari nedeniyle allojenik terapotik tedaviler i¢in oldukc¢a uygundur.
Major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) Sinif [ icin minimal bir ifade sunarlar. Ayni
zamanda, CD40, CD80 ve CD86 kostimiilatéor molekiillerinin ekspresyonundan
yoksundurlar ve prostaglandin E2, indoleamin-2,3-dioksijenaz ve HLA-G gibi

yuksek diizeyde bagisiklik inhibitérlerine sahiptirler. [197]
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2.3.2 W]J-Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalari

Kok hiicre biyolojisi ve doku rejenerasyonundaki etkilerini belirlemek icin yapilan
calismalar sonucunda elde edilen veriler, bu hiicreleri rejeneratif tip alaninda
kullanilmaya tesvik etmektedir. MKH’ler, hastaliklarin tedavisinde hiicre bazl bir
terapi olarak arastirilmakta olan en yaygin kullanilan hiicre tiplerinden biridir.
www.clinicaltrials.gov adresinde MKH ile yapilan 600'den fazla klinik arastirma
listelenmistir. Yaygin kullanimlari, ¢ok c¢esitli deneysel hayvan hastalik
modellerinde gosterdikleri etkilerinden ve allojenik uygulamalardaki gtivenlik
profillerinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, belirli bir hastalik i¢in hastalara
uygulanan MKH'lerin kesin etki mekanizmasi, yogun bir arastirma alani olmaya
devam etmektedir. Yapilan arastirmalar dogrultusunda MKH'lerin es zamanli olarak

rol oynadig1 birkac farkli faktor tespit edilmistir. Bunlar arasinda;

X Sitokinleri salarak inflamasyonu sinirlamak,

X Bliytime faktorlerini ifade ederek iyilesmeye yardimci olmak,

X Immiinomodiilatér proteinler salgilayarak konak¢i immiin yanitlarini
degistirmek,

<> Endojen onarim hiicrelerinden gelen yanitlarin arttirilmasini
saglamak

> Kemik gibi baz1 dokularda olgun fonksiyonel hiicreler olarak hizmet

etmek yer almaktadir. [198]
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Sekil 2.15 W] kokenli mezenkimal kok hiicrelerin yenileyici 6zellikleri [199]

Babrek Hepatik
Rejenerasyonu Rejenerasyon

Karaciger hastaliklarinin tedavisinde gobek kordonundan izole edilen MKH'lerin in
vitro ve in vivo etkinlikleri gosterilmistir. W]-MKH'ler hepatosit benzeri hiicreler de
dahil olmak iizere endodermal kokende farklilasma potansiyeline sahiptir.
Karaciger gelisimini kanitlayan hepatik belirteclerin tiretilmesine bagh olarak bu
hiicrelerin karaciger hastalifinin tedavisinde 6énemli bir hiicre kaynagini temsil
ettigi bilinmektedir. Yapilan in vivo ¢alismalarda, karacigeri kismi olarak alinan
farelere farklilasmamis gobek kordonu kaynakli MKH'lerin transplantasyonundan
2,4 ve 6 hafta sonra albiimin ve AFP gibi insan hepatik belirteglerinin eksprese
edildigi gosterilmistir. Bir diger c¢alisma, bu hiicrelerin yarali karaciger
fonksiyonlarin1 diizeltmede ve in vivo fibrozisi azaltmada destekleyici bir roli

oldugunu tespit etmistir. [200]

Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda elde edilen sonuglar, W]-MKH'lerin en
umut verici 6zelliklerinden birinin kardiyovaskiiler doku miihendisligi oldugunu ve
doku miihendisliginde biiyiik potansiyele sahip oldugunu gostermistir. [201] Otolog
olmayan valfler veya kanallar kullanilarak yapilan cerrahi tedavinin, implantin
biiylimesinde tikayici doku ve Kkalsifikasyon dahil olmak t{zere belirgin
dezavantajlari vardir. [202,203] Kardiyovaskiiler fetal doku miihendisligi, kalp kasi
rejenerasyonu potansiyeli olan otolog, canli dokunun in vitro Turetimine
odaklanmaktadir. Gelismis 6zellikleri hakkindaki bilgilere ve basarili klinik 6ncesi

ve Kklinik uygulamalara iliskin ilk raporlara ragmen, W]-MKH'lerin Kklinik
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sinirlamalarini belirlemek ve gercekei klinik protokoller olusturmak icin daha fazla
calisma yapmak gerekmektedir. iskele tabanhh doku miihendisliginde halihazirda
uygulanabilen protokoller, cogunlukla dogal, sentetik veya hibrit polimerler gibi
yabanci malzemelere dayanmaktadir. Bu protokoller, biiylime ve yeniden
sekillenme eksikligi ile sonuc¢lanmaktadir. Bu siire¢ tromboembolik
komplikasyonlar ve enfeksiyonlar i¢in risk tasimaktadir. Bu sistemlerle ilgili olasi
problemler, sistemik toksisite, biiylime sinirlamasi, farklilasma ve fonksiyon
kisitlamalari, birlesme engelleri gibi zorluklardir. Bu nedenle, rejeneratif ve
immiinomodulatér  potansiyelini azaltmayan uyumlu biyomalzemelerin
gelistirilmesi gerekmektedir. [201] K6k hiicrelerin konak¢i dokuda uzun siire
hayatta kalmas1 ve tedavi rejiminin olusturulmasi, WJ-MKH'lerin genis klinik
uygulamalarini hala engelleyen kritik konular oldugundan, izolasyon,
karakterizasyon, uzun siireli ekim i¢in ilgili klinik kriterlerin olusturulmasi ve insan
MKH'lerinin bakimi, W]-MKH'lerin rejeneratif tipta basarili kullanimi icin gereklidir
[204].

Kikirdak dokusu diger dokulara kiyasla in vivo kosullar altinda daha zayif
rejenerasyon ve kendi kendini yenileme kapasitesine sahip bir bag dokusudur.
Otoimmun siirecler ve travmatik yaralanmalar, kikirdak hasar1 ve
dejenerasyonunun temel sebepleri arasindadir. Bu sebeple kondrosit benzeri
farklilasma gecirmis kok hiicrelerin doku miihendisliginde g¢alisiimasi umut
vericidir. Bu amagla yapilmis WJ-MKH’lerin kullanildigr kikirdak onarimi ve
rejenerasyonu ile ilgili in vitro ve in vivo ¢alismalar bildirilmistir. [205] W]-
MKH’lerin sahip oldugu kondrojenik potansiyelin analizi ile, bu hiicrelerin
multipotansiyel kapasiteye sahip olduklar1 ve kondrojenik kapasiteleri ile eklem

hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecekleri gosterilmistir [206].

Periferik sinir sistemi yaralanmalarinin ardindan meydana gelen noral
bozukluklarin tedavisi icin farkli bir¢cok terapotik yaklasim mevcuttur. Doku
mithendisliginde yapilan son ¢alismalar, aksonal bolgelerde yeniden biiylimenin
tesvik edilmesi icin biyoyapay sinir kanallar gelistirilmesi tizerine odaklanmistir.
[207,208] Sinir kanal boslugunu kapatmak icin sinir uclari arasina yerlestirilir ve
aksonlarin distal sinir segmentine yeniden biiyiimesine izin verilir. Fakat, sinir

boslugunun yapisi uzun oldugundan yapay sinir kanallarinin kullanimi kisith

43



olabilmektedir. Miyelin kilifi olusturan periferik glianin en 6nemli bilesenlerinden
biri olan Schwann hiicreleri, sinir liflerinin onarimi i¢in uygun bir mikro ortam
gorevi gormektedir [209]. Bu hiicrelerin diger periferik sinirlerden izolasyonunun
yapilmasi ve biyiutilmesi siirli oldugundan, bir¢ok arastirmaci gesitli doku
tiplerinden MKH’lere odaklanmistir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, goébek
kordonundan izole edilmis MKH’lerin néral dejenerasyonu destekleyen ve miyelin
kilifi insa edebilen Schwann hiicrelerine farklhilastigini gostermistir. [210,211] W]-
MKH'’den farklilasan Schwann hiicrelerinin NGF ve BDNF gibi norotrofik faktorler
urettigi tespit edilmistir. [212,213] Bu bulgular, gébek kordonu-Schwann
hiicrelerinin dogal Schwann hiicrelerine uygun bir alternatif oldugunu ve sinir

yaralanmalari icin hiicre bazl tedaviye uygulanabilecegini gostermistir.
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2.4 Ekstraselliiler Vesikiiller

Hiicreler arasindaki iletisimi diizenleyen mekanizmalarin islevlerini yerine
getirmek icin c¢evreleriyle bilgi alisverisinde bulunmalarn gerekmektedir.
Ekstraselliiler vezikiillerin (EV) bu 6zellikleri biyomedikal alaninda yapilan bilimsel
calismalarda kullanilmasini tesvik etmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
hiicre-hiicre etkilesimleri ya da hiicrelerden salinan molekiillerin yakinda ve uzakta
bulunan hiicreleri nasil etkiledigini belirlemek amaciyla yapilmistir. Daha 6nce
hiicrelerin atiklarin1 ortadan kaldirdig1 bir salgilama mekanizmasi olarak kabul
edilen [214], artik ¢ok 6nemli bir hiicre-hiicre iletisim mekanizmasi olarak kabul
edilmekte ve Uluslararasi Ekstraselliiler Vezikiiller Dernegi (ISEV) adli bilimsel
toplulugunun da ac¢ilmasiyla bir¢ok disiplinden arastirmacinin ilgisini cekmektedir.
EV'ler genellikle hiicre dis1 bosluga salinan lipoproteik vezikiilleri, yani eksozom,
ektozom, apoptotik ve nekrotik cisimleri ifade etmektedir. [215] Biytikliikleri,
bilesimleri ve kdkenleri farklilik gostermektedir ve genelde koken aldig: hiicrenin
durumuna bagh olarak heterojen bir popiilasyonu temsil etmektedir. EV alt
gruplarinin belli spesifik o6zellikleri yapilan ¢alismalarda arastirilmis olsa da,

spesifik belirtegler hala ¢alisiimaktadir. [216]

Ev'ler hedef hiicrelerle etkilesime girerek fenotipik degisikliklere sebep olmaktadir.
Hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde hiicreler arasi iletisimin 6nde gelen
faktorleri olarak gorev almaktadir. [217,218] Ligand-reseptor reaksiyonlarini
kullanarak hedef hiicre tizerinde hiicre ici yolaklar etkileyebilir. Proteaz tarafindan
kesilen EV membran proteinlerinin fragmanlar1 hiicre ylzeyi reseptorleri icin

ligand gorevi gormektedir. [219-221]

2.4.1 Ekstraselliiler vezikiil tiirleri

EV’ler ilk olarak 50 yil 6nce hiicre zarlar1 aracilifiyla hiicreden salinan atik bir
molekiil olarak kesfedilmistir. Eksozomlarin ilk kesfi 37 yil 6nce gerceklestirilmis
[222] ve 1987 yilinda Johnstone ve arkadaslarinin [223] yaptiklar1 ¢alisma ile ilk
eksozom tanimi ortaya c¢ikmistir. EV'ler, i¢ ana lipid vezikiil sinifina ayrilr:
ektozomlar, apoptotik cisimler ve eksozomlar. Suflandirma genel olarak
vezikillerin biyogenezine ve boyutlarindaki farkhiliklara dayanmaktadir.

Ektozomlar (veya mikrovezikiiller), hiicre dis1 bosluga dokiilen plazma zarinin
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cikintilarindan olusmaktadir ve g¢aplar1 50 ila 500 nm arasinda degisir. Apoptotik
cisimler apoptozun bir trintidiir ve 6lmekte olan hiicreden gelen biyomateryali
icermektedir. Boyutlar1 50 ila 5000 nm arasinda degisir. EV’lerin son ve potansiyel
olarak en heyecan verici kategorisi eksozomlardir. Bunlar, 50 ila 150 nm arasinda
degisen bir capa sahip en kiiciik EV'lerdir ve multivezikiil cisimcikler (MVB'ler) ad1
verilen daha biiytik hiicre i¢i vezikiillerden dogarlar. MVB'ler, endozomal
membranin i¢ tomurcuklanmasiyla olusan intraluminal vezikiillerdir. MVB'ler,

plazma zar1 ile kaynastiklar: hiicrenin kenarina dogru gog ederler.

Mikrovezikiiller Apoptotik vezikiiller
(20-1000 nm) (1000-5000 nm)
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Sekil 2.16 Ekstraselliiler vesikiil tiirleri

Eksozomlar, ¢ogu 6karyotik hiicrenin endozomal bélmesinden salinan hiicre disi
molekiillerdir. Hem prokaryotlar hem de 6karyotlar dahil olmak iizere hiicrelerden
salinan, replikasyon kapasitesi olmayan lipid bilayer sferoid yapilar olarak
tanimlanan bir tiir hiicre dis1 vezikil tipidir. Basit tek hiicreli organizmalardan
karmasik cok hiicreli organizmalara kadar her canli tarafindan tretilir. Bu yapilar,
hiicreler arasi iletisim mekanizmalarinda yer alirlar ve evrim ile korunmakradir.
islevleri sadece ayn1 organizmanin hiicreleri arasinda degil, ayn1 veya farkh tiirden
farkli organizmalardan, hatta prokaryotlari ve dkaryotlari iceren hiicreler arasinda

da gozlemlenmistir [224]. Ornek olarak, kalin bagirsak epitel hiicreleri ve
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mikrobiyota arasinda iletisimi sagladiklar1 ve bagirsak dengesinin korunmasina

katkida bulunduklar gosterilmistir [225].

Eksozomlar, hiicre otokrin ve parakrin bilgilerinin 6nemli tasiyicilaridir.
Eksozomlar hedef hiicrelerle kaynasarak iclerinde tasidiklar1 proteinler, lipidler
veya RNA gibi kapsiillenmis maddeleri hiicreler arasi bilgi alisverisine aracilik
etmek ve hedef hiicrelerin fizyolojik ve patolojik islevlerini diizenlemek i¢in hedef

hiicrelere tasimaktadir. [226]

Eksozomlar, 30-150 nm ¢apindadir ve boyutlarn viriislerle benzer bir boyut
dagiliminm1 paylasmaktadir. Kan, idrar, tiikiiriik, amniyotik sivi, eklem sivis1 ve
plevral sivi gibi belirli biyolojik sivilardan salgilanmaktadir. Ayrica dendritik
hiicreler, lenfositler, fibroblastlar, tiimor hiicre hatlari, kok hiicreler ve noron
hiicreleri dahil cogu hiicre tarafindan iretilmektedir. Yapilan c¢alismalar ile,
eksozomlarin immiinolojide, tlimor biyolojisinde ve norobiyolojide biyobelirtecler,
terapotik aracglar ve biyolojik tasiyicilar olarak kullanildigi tespit edilmistir.
Eksozomlar doku rejenerasyonunda da hiicresiz tedavi olarak klinik potansiyel

sergilemektedir [227].

Eksozomlar ekzositoz yoluyla hiicre dis1 bosluga salinir. Bu siireg, timor proteini
p53 tarafindan ve hiicre iskeleti aktivasyon yolunun kontrolii altinda diizenlenir.
Eksozomlar, biiylik miktarlarda anneksinler, CD63, CD81 ve CD9 gibi tetraspaninler
ve Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 dahil olmak iizere 1s1 sok proteinleri igerir. Ayrica
programlanmis hiicre 6liimii 6 etkilesimli protein (Alix/PDCD6IP), tiimor duyarhilik
geni 101 (Tsg101) ve klatrin de ifade ederler. Eksozomlar, igeriklerini koruyan ve
dokularda uzun mesafeler boyunca hareket etmelerini saglayan sert bir cift
katmanh zar icinde Kkapsiillenir. iki katmanl zar, az miktarda fosfatidilserin

icerirken, biliylik miktarlarda kolesterol, seramid ve sfingolipid icerir. [228]

2.4.2 Eksozomlarin Biyogenezi

Eksozomlarin  biyogenezi, multivezikiller = endozomlarin ekzositozundan

kaynaklanir. Eksozom biyogenezi lic asamaya ayrilmaktadir:

<> Plazma zarinin istila edilmesiyle endositik vezikiillerin olusumu
<> Endozomal membranlarin ice dogru tomurcuklanmasiyla MVB olusumu
<> MVB'nin plazma zar1 ile fiizyonu ve eksozomlarin salinmasi.
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Cogu durumda, MVB'nin igerigi hidrolazlar tarafindan bozunmaktadir. Ancak, bazi
MVB plazma zar1 ile birlesebilir ve bu mekanizma ile igeriklerini hiicre dis1 ortama
salabilirler. [225] Eksozom saliminin, hiicresel miRNA salimini diizenleyen spesifik
sinyal yollar1 tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi gosterilmistir.
Eksozomlarin, hiicreler arasinda RNA alisverisi yapabildikleri ve bu hiicrelerin
iletisim kurma karmasikligin1 biiytik 6l¢iide artirdiklar bilinmektedir. Klinik bir
ortamda eksozomlarin potansiyel kullanimi, anti-inflamatuar, anti-fibrotik, anti-
immiinojenik proliferatif veya anjiyogenik etkileri uyarmak icin antijen sunan

vezikiller olarak fonksiyon gormelerinden kaynaklanir. [228]
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Sekil 2.17 Eksozom Biyogenezi (Biorender.com’da cizildi)

EV kargolar, vezikil tiplerine, bunlarin tiiretildigi hiicrelere ve fizyolojik kosullara
baghdir. EV'nin ana bilesenleri proteinler, lipidler ve niikleik asitlerdir. EV,
kokenlendigi hiicreden bagimsiz olarak spesifik hiicresel protein gruplari igerebilir.
EV igerisinde bulunan proteinler, endozomun kendisinden, plazma zarindan
kokenlenen ve sitozolde bulunan proteinlerdir. Cekirdek, mitokondri, endoplazmik
retikulum ve Golgi kompleksinden gelen proteinler genellikle EV i¢inde yer almaz.
Bu farklilik, bu tiir vezikiiller tretilirken proteinlerin spesifik bir diferansiyel

seciminin oldugunu gostermektedir. [229] EV icerigindeki lipitler de proteinler gibi
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tlretildikleri hiicrenin tipine gore degismektedir. Lipid ¢ift tabakalar:1 esas olarak
plazma zarindan gelen bilesenleri icerir, ancak fosfatidilserin, doymamis
fosfatidiletanolamin, doymamis fosfatidilkolin, sfingomiyelin, GM3 gangliozit ve
kolesterol gibi molekiiller bazi vezikiillerde daha bol bulunmaktadir. [230] EV
iceriginde niikleik asitlerin yer aldiginin kesfinden sonra yapilan bir¢ok calismada,
EV iceriklerinde haberci RNA (mRNA), miRNA ve kodlayic1 olmayan RNA (ncRNA)
gibi farkli RNA tiirlerinin de bulundugu kamitlamistir. [231] Protein ve lipit
molekiillerinin EV molekiillerinde farkli olmasina benzer olarak, hiicreler ve
onlardan tretilen EV arasindaki ntikleik asitlerin karsilastirmali analizleri, farkl

icerikler gosterebilmektedir.

Sitokinler, biiyiime ve transkripsiyon faktorleri, ¢ozliniir reseptorler, DNA,
mikroRNA'lar, mRNA'lar, ncRNA'lar ve dairesel RNA'lar (circRNA'lar) gibi
molekiillerde EV’lerin tasidiklar1 molekiiller arasindadir. EV’lerin tasidiklar:

molekiillerin 6zelliklerini ve iceriklerini degistiren durumlar arasinda;

¢ Proteomik ve transkriptom analizleri sonucunda kiiltiir ortami kosullari
+¢ Donoriin yasi

L)

% Hiicrelerin pasaj sayisi

X/
o

Vezikiillerin izolasyon yontemi

X/
o

Radyasyona maruz kalma gibi etkenler yer almaktadir.

Yaslanan hiicrelerin geng¢ hiicrelerden daha fazla EV saldig1 gosterildiginden,
kultirdeki pasajlarin sayisi da 6nemli bir rol oynamaktadir. EV iiretimine etki eden
degiskenlere, EV kargosunun belli bir 6zelligini agiga ¢ikarmak i¢cin miidahale
edilebilir. Ornegin, hipoksiye maruz kalan hiicreler, normal kosullarda biiyiitiilen
hiicrelerden daha yiiksek anjiyogenik kapasiteye sahip EV'ler iiretmektedir. Bircok
molekiil, protein ve niikleik asit, anjiyogenez, hiicre gocii ve inflamatuar yanitin

proliferasyonu veya diizenlenmesi gibi rejenerasyonu destekleyen siireclere
katilabilmektedir. [228]
2.4.3 Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlar

MKH’ler en ¢ok tercih edilen terapotik eksozom kaynaklaridir. MKH ile son on yilda
yapilan klinik ¢alismalar bu hiicrelerin rejeneratif calismalarda giivenilir oldugunu

kanitlamistir. [232] MKH’lardan elde edilen eksozomlarin avantaji, filtrasyon
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yoluyla sterilize edilebilmeleri ve kullamima hazir bir {rin olarak
tiretilebilmeleridir. MKH uygulamalarindan farkli olarak eksozom uygulamalarinin
timorijenik potansiyele sahip olmamasi hiicre bazl tedavilerde yasanan giivenlik
sorunlarin1 ortadan kaldirmaktadir. [233,234] MKH-eksozomlar1 norolojik,
kardiyovaskiiler, bagisiklik, bobrek, kas-iskelet sistemi, karaciger, solunum, goz ve
cilt hastaliklarinin yani sira kanserler dahil olmak iizere ¢esitli hastalik
modellerinde yeni hiicresiz terapotik stratejiler icin MKH'lere alternatif olarak
uygulanmistir. [235,236] MKH-eksozomlar1 ile ilgili yapilan klinik o6ncesi
calismalarda, MKH'ler cesitli doku ve hiicrelerden su sirayla izole edilmistir: kemik
iligi (%51), gobek/plasental dokular (%23), yag dokusu (%13), embriyonik kok
hiicreler veya induiklenmis pluripotent kok hiticreler (%8) ve digerleri (%5). [237]

MKH-eksozomlarinin terapoétik ozellikleri, temel olarak immiinomodilatér ve
immiinsupresif 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. interlékin 1 beta (IL-1pB) ve
timor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi sitokinlerin diizeylerini diisiirerek transforme
edici biiylime faktorii-beta (TGF[3) diizeylerini artirabilmektedir. Yogun ve kronik
inflamasyon streclerinin iyilesmesini sinirlayabilecegi ve tehlikeye atabilecegi gibi
baz1 patolojik durumlarin tedavisi icin kullanilabilmektedir. EV’lerin yaslanma
karsit1 6zellikleri, hem uyarilmis pluripotent kok hiicrelerden (iPSC) hem de geng
MKH’den salgilanan EV’ler ile yapilan ¢alismada reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
hiicre i¢i seviyelerini ve yaslanan MKH kiiltiirlerinde hiicresel yaslanmay1 azaltmasi
ile kanitlanmistir. EV’lerin sahip oldugu anti-fibrotik o6zellikleri eksozomlarin
karaciger, kalp, akciger ve deri gibi organlardaki fibrozisin tedavisinde

kullanilmasina olanak saglamaktadir. [225]
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Sekil 2.18 Ekstraselliiler vezikiillerin yaral doku tizerindeki etkileri [225]

Tedavide eksozomlarin kullanilmasinin bazi avantajlart bulunmaktadir. Bu

avantajlar arasinda:

<> Biiylik miktarda hiicre iiretimi gerektirmeden izole edilebilir.

<> Uygun sicaklik kosullarinda ihtiya¢ duyulana kadar saklanabilir.

X In vivo bozulmaya karsi korunabilir ve icerikleri kapsiillenebilir (hizla
bozunan sitokinler, biiylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri ve RNA gibi
kii¢lik coziiniir molekiillerle baglantili bazi problemlerin 6nlenmesi)

X Yapisi kararhdir ve uzun émirlidir.

<> Damardan enjekte edilebilir, vezikil boyutlarn MKH’lerden kiglk

oldugundan ince kilcal damarlarda daha rahat dolasabilir ve uzak yerlere

ulasabilir.
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<> Kan-beyin bariyerini gecebilir.
<> Hipoimmunojenik 6zellige sahip oldugundan bagisiklik reddi ¢ok dustiktiir.
<> Hiicresel iirtinlerin uygulanmasi sonucu olusabilecek hiicre farklilasmasi ya

da tiimor olusumu gibi istenmeyen yan etkilerin olusma riski dusiikttir.

2.4.4 Eksozomlarin karakterizasyon analizleri

EV igerikleri protein, lipit ve RNA molekiillerinden olugsmaktadir. EV niceliklerinin
belirlenmesi i¢in bu molekiillerin 6l¢tilebilmesi yeterlidir. Ancak bu yontemler, EV
pargaciklarinin sayisi hakkinda kesin bilgi vermemektedir. Nanoparg¢acik izleme
analizi (NTA), dinamik 151k sagilmasi (DLS) dahil olmak iizere pargaciklarin sayisini
ve boyutunu 6l¢mek icin cesitli yontemler mevcuttur. En yaygin kullanilan yontem
NTA'dir. [238-244] NTA, sulu bir ¢ozeltideki parcaciklarin hareketini izleyerek
parc¢aciklarin sayisini ve boyutunu belirler. [245] Son zamanlarda, floresan olarak
etiketlenmis EV'leri spesifik antikorlarla saptamak i¢in floresan NTA calismalari
yapimistir [246]. Tetraspaninler (CD9, CD63 ve CD81), Annexins, Flotillin, ALG-2-
etkilesimli protein X (Alix) ve timor duyarlilik geni 101 (TSG101) proteini dahil
olmak iizere cesitli proteinlerin eksozomlarla iliskili oldugu bildirilmistir. CD9,
CD63, CD81, TSG101 ve Alix gibi proteinler, koken hiicrelere kiyasla eksozomlarda
oldukca zengin olduklar: bilindiginden eksozomlar icin spesifik belirtegler olarak
onerilir. [247-249] Ek olarak, Alix ve TSG101, MVB’lerin olusumunda yer aldigindan,
bu proteinlerin varligi, eksozomlarin endositik kokenini desteklemek icin
gerekmektedir. Kalite kontrol analizleri igin, eksozomlarda bu proteinlerin
saptanmasi en azindan yar1 nicel yontemler i¢in 6nerilmektedir. ELISA ve flow
sitometrik analizin her biri hem GMP (Good Manufacturing Practise; Iyi Uretim
Uygulamalari) uyumlu tesisler hem de genel akademik laboratuvarlar icin
uygundur. Western blot, akademik laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bu yéntem, uygun nicelleme ve yontem dogrulama eksikligi nedeniyle
sinirh bir yontemdir. [250] EV'lerin saflig1 da kalite kontrol icin kritiktir. EV'lerin
safligini analiz etmek icin en basit yontem; partikiil-protein, protein-lipid veya RNA-
partikiil oranlarinmi belirlemektir. Potansiyel tehlikeli maddelerin uzaklastirilmasi
icin antibiyotikler ve serum dahil olmak tzere hiicre kiiltiirii stirecinden gelen
safsizliklar da analiz edilmelidir. Her EV grubu, tekrarlanabilirligi saglamak icin

akademik laboratuvarlarda bile terapotik amacglar veya fonksiyonel testler icin

52



kullanilmadan o6nce rutin kalite kontrol testleri ile kalifiye edilmelidir. Bununla
birlikte, EV'lerin nicellestirilmesi son derece zorlayici olmaya devam etmektedir.
Nano flow sitometrisi, dogrudan stokastik optik rekonstriiksiyon mikroskobu, optik
disk teknolojisine sahip ExoCounter ve goriintiileme flow sitometrisi gibi yeni
teknolojiler ve araglar tanmtilmaktadir. Tamamen GMP uyumlu cihaz ve
teknolojilerin gelistirilmesi biraz zaman alacak olsa da, EV'lerin nicellestirilmesi igin
metodolojilerde atilan bilyik adimlarin yakin gelecekte mevcut engellerin

asilmasiyla sonuclanmasi beklenmektedir.

2.4.5 Eksozomlarin fonksiyonlari

Son yillarda artan c¢alismalar, EV’lerin yalnizca doku onarimi ve bagisiklik
diizenleme gibi normal fizyolojik siireclerin disinda hayati cesitli hastaliklarin
olusumunun altinda yatan patolojileri belirleme gibi 6nemli bir roli oldugunu
gostermektedir. [251] EV, cesitli biyolojik mekanizmalar araciigiyla fizyolojik
olaylar1 ve hiicresel davranisi diizenlemektedir. Protein veya lipid ligandlar
araciligiyla membran reseptorlerini aktive etmek ve iceriklerini reseptor hiicrelere
dokmektir. Bu sekilde transkripsiyon faktorlerini, onkogenleri, miRNA, mRNA ve
hatta bulasici partikiilleri transfer edebilmektedir. [252] Bu nedenle, temel hiicresel
ve biyolojik islevleri kontrol etmek icin ¢ok islevli sinyal kompleksleri anlamina
gelen sinyalozomlar olarak da kabul edilmektedir. [253] EV'yi iceren biyolojik
stirecler, anjiyogenez, antijen sunumu, apoptoz, pihtilasma, hiicresel homeostaz,
iltihaplanma, hiicresel farklilasma ve hiicreler arasi sinyallesmeyi icermektedir.
Progenitor hiicrelerden gelen eksozomlarin, endotel hiicrelerinde migrasyon,

proliferasyon ve kan damarlarinin olusumunu uyardigi bulunmustur. [254]

Eksozom serbest birakilmasi, kargolarina ve reseptor hiicre tiplerine bagh olarak
apoptozu inhibe edebilir veya aktive edebilir. [255] EV'nin antijen sunan yardimci T
lenfositler olarak islevselligi gecen yiizyillin sonundan beri bilinmektedir. Bu
nedenle, B lenfositlerinin, MHC sinif II'de zenginlestirilmis ve T lenfositlerini aktive
etme kapasitesine sahip vezikiiller salgiladig1 bildirilmistir. EV, proinflamatuar
(kanser hiicreleri, sinovyal fibroblastlar, CD-4 +T hiicreleri, makrofajlar veya
dendritik hiicreler tarafindan {retildiklerinde) veya antiinflamatuar (MKH,
dendritik hiicreler veya T hiicreleri) olarak calisabilmektedir. Sonu¢ olarak, EV

bagirsak hastaligy, sepsis, artrit, diyabet, ateroskleroz ve noérodejeneratif hastaliklar
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gibi immiinolojik hastaliklarin olusumunda veya onlenmesinde o6nemli rol
oynamaktadir. EV'nin fizyolojik rolleri, kargolarina ve proteinleri, niikleik asitleri ve
diger molektlleri reseptor hiicrelere aktarma kapasitelerine baghdir. Kan-beyin
bariyerini gecme kapasitesi olan hastalara damardan verilebilmektedir. Bu nedenle,
son zamanlarda cesitli patolojilerin prognozu, teshisi ve tedavisi i¢in 6nemli

potansiyele sahip ilgili terapotik araglar olarak kabul edilmistir. [256]

Bu fonksiyonlar: yerine getirebilmeleri, asagidakiler de dahil olmak iizere gesitli
nedenlerden kaynaklanmaktadir:
<> Kokenlendikleri  hiicrelerin  fizyolojik durumunu yansitan farkh

biyomolekiiller tasiyabilmeleri

X Kanser gibi hastaliklarin patolojilerinde kararli biyobelirtecler olarak
kullanilabilmeleri

X Viicut sivilar1 boyunca hareket edebilmeleri

D Beyin omurilik, idrar, tiikiiriik ve kan gibi bu tiir viicut sivilarindan invaziv

olmayan tekniklerle tanimlanmalari ve nicellestirilmesinin kolay olmasi

D Kanser gibi hastaliklarin tedavisi icin miRNA, shRNA, siRNA ve ayrica
farmakolojik a¢idan ilgi cekici diger bilesikler dahil olmak tizere ilaglari
tasimak ve serbest birakmak i¢in terapotik araclar olarak kullanilabilmesi

> Rejeneratif ve/veya antiinflamatuar kapasiteye sahip farkli hiicrelerden
izole edilebilmeleri sebebiyle hasarli dokular1 onarmak icin uygulanma

potansiyeli olmasi

MKH-eksozomlarinin M1'den M2'ye makrofaj polarizasyonunu destekledigine dair
calismalar yapilmistir. M1 makrofajlar, IL-1B, IL-12 ve TNF-a gibi genis bir
proinflamatuar sitokin ve kemokin spektrumunun ekspresyonu ile karakterize
edilmektedir. Buna karsilik, M2 makrofaj fenotipi, Th2 sitokinler tarafindan
indiiklenir ve IL-10 ve TGF-f3 gibi anti-inflamatuar faktorlerin ve IL-1RA, CD163 ve
C-C motif kemokin gibi M2 belirteglerinin salgilanmasina yol agmaktadir. Cesitli
inflamatuar hastalik modellerinde MKH-eksozomlari tarafindan
immiinomodiilasyon da bildirilmistir. Ornekler asagidaki gibidir:

% Melatoninle 6n kosullandirilmis sican kemik iligi MKH eksozomlarinin oksidatif

stres ve apoptozu azaltarak, antioksidan ve anti-apoptotik proteinleri artirarak
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ve anjiyogenezi gli¢clendirerek sican renal IR yaralanma modelinde bobrek
hasarini azalttig1 bildirilmistir. [257]

Insan gobek kordonundan izole edilmis MKH’lerden elde edilen eksozomlarin,
sicanlarda otofajiye bagh bir sekilde sisplatin kaynakl akut bobrek hasarini
(AKI) azalttig1 da bildirilmistir. [258]

insan gobek kordonundan izole edilmis MKH’lerden elde edilen eksozomlarin,
sicanlarda deneysel otoimmiiniteyi azalttig1 tespit edilmistir. [259]

insan plasenta kaynakli MKH’lerden elde edilen eksozomlarin Duchenne
muskiiler distrofi (DMD) modeli olusturulmus fareye verilmesi doku fibrozisini
ve iltihab1 azaltmistir. [260]

insan gobek kordonundan izole edilmis MKH'lerden elde edilen eksozomlarin
makrofaj M2 polarizasyonu yoluyla pulmoner inflamasyonu ve alveolar-kilcal
sizintiy1 azaltarak akciger, kalp ve beyin patolojisini iyilestirdigi belirtilmistir.
[261]

Kuduz viral glikoprotein (RVG) peptidi tarafindan fare kemik iliginden elde
edilen kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarin hedeflenen teslimi, plak
birikimini, astrositlerin aktivasyonunu ve proinflamatuar ekspresyonu
azaltarak ve TNF-q, IL-f ve IL-6, IL-10, IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin seviyelerini
arttirarak transgenik APP/PS1 farelerinin bilissel islevini gelistirdigi tespit
edilmistir. [262]

insan kemik iliginden elde edilmis MKH’lerden izole edilen eksozomlarin, post-
iskemik immiinosupresyonu ve lenfopeniyi azaltarak ve ayrica norojenez ve
anjiyogenezi uyararak farelerde norolojik bozuklugu iyilestirdigi belirtilmistir.
[263]

Fare kemik iliginden elde edilen MKH’lerden elde edilen eksozomlarin,
TLR4/NF-kB sinyal yolunu hedefleyen miRNA'larin teslimi yoluyla makrofaj
polarizasyonunda yer alan ¢oklu faktorleri diizenleyerek fare diyabetik periferik
noropati modelinde termal ve mekanik uyaranlarin esigini distrdigi tespit

edilmistir. [264]

EV'ler veya eksozomlar, koken hiicrelerine bagli olarak yaslanma hiicrelerini

hafifletmede ve hatta genclestirmede 6nemli bir role sahiptir. Calismalar, EV'lerin

veya eksozomlarin yasa bagl hastalik belirtecleri olarak hareket ettigini

gostermektedir. [265-267]
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EV'lerde veya eksozomlarda yasa bagh degisikliklerin asagidakilerle sonu¢landigi
bildirilmistir:
1) Fibroblast, epitel hiicreleri ve kanser hiicrelerinin yaslanmasi sirasinda salinan

EV'lerin veya eksozomlarin sayisinda bir artis [268,269]

2) Insanlarda oldugu kadar farelerde ve sicanlarda da yasin ilerlemesi ile birlikte en
az 30'lu yaslardan 60'l yaslara kadar dolasimdaki EV seviyelerinde azalma [270-
272]

3) Yaslanma ile iliskili EV veya eksozom bilesiminde degisiklikler (miRNA'lar,
proteinler veya lipidler) [273]

65 yasin tizerindeki yash bireylerin sayisindaki kiiresel artis, yasl ciltler i¢in onarim
veya genclestirici turiinlere yonelik taleplerin artmasina sebep olmaktadir.
Cogunlukla MKH kiiltiriinden elde edilen kok hiicre besiyeri yaslanmay1 6nleyici,
kirisik onleyici, cilt ve sa¢ bakimi i¢in bir cilt bakim tirtini olarak kullanilmaktadir.

[274]

Hasarh Daku Eksozom ile tedavi edilmis deri
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Sekil 2.19 Yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarin
deri tizerindeki etkisi [274]

Farkli kok hiicre kaynaklarindan elde edilen eksozomlarin yara iyilesmesi
tizerindeki etkinligi de farklidir. Cilt ve yara bakim iirtinleri i¢in farkli hiicrelerden

gelen eksozomlarin giivenligi ve etkinligi analiz edilerek ve yag dokusu kaynakli
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MKH'lerden elde edilen eksozomlarin kemik iligi MKH’lerden elde edilen

eksozomlara gore bircok agidan daha giivenli ve etkili oldugu bulunmustur;

1) Yag dokusu kaynakli MKH’lerde major doku uyumluluk kompleksi (MHC) sinif I

ifadesinin olmamasi

2) Yag dokusu kaynakli MKH eksozomlar1 kemik iligi kaynakli eksozomlarina
kiyasla daha yiiksek seviyelerde anti-inflamatuar M2 makrofajlarinin

indiiklenmesini saglamasi

3) Hem in vivo hem de in vitro yag dokusu kaynakli MKH eksozomlar tarafindan

kanser biiytimesinin baskilanmasi [274].

insan viicudunun en biiyiik organi olan deri, viicudun i¢ ve dis ¢evresi arasindaki
dengeyi saglamaktadir. Cildin normal anatomik yapis1 ve fonksiyonel biitinligi
bozuldugunda, viicudun kendi koruma mekanizmasi altinda yara iyilesmesi ile ilgili
bir dizi fizyolojik ve patolojik onarim mekanizmasi baslatilmaktadir. lyilesme,
karmasik ve dinamik bir hiicresel sinyal yaniti ile olusan biyolojik ve molekiiler
aktivite stireclerinden gegmektedir. Doku onarimini saglamak 5 adimda gerceklesir.
Bu asamalar sirasiyla; hemostaz, inflamatuar, proliferasyon, migrasyon ve yeniden
sekillenmedir. Yara iyilesmesi kompleks bir siirectir ve genellikle haftalar veya aylar
stirmektedir. Yara iyilesmesi gerceklesmedigi ya da tedavi edilmedigi durumlarda
dinamik sistem, ¢ok yavas bir iyilesme stireci olan lokal kan akisinin azalmasi,
inflamatuar infiltrasyon ve iskemi veya nekrozdan kaynaklanan bir kas spazmi kisir
dongiisiine yakalanmaktadir. Kotii yara iyilesmesi klinik olarak skar olusumu,
hiperpigmentasyon, uzun siireli iyilesme, uzun stireli ilserasyon ve diger morfolojik
ve fonksiyonel anormallikler ile karakterizedir. Diisiik seviyeli lazer, gelismis
terapotik pansumanlar, negatif basin¢li yara tedavisi, elektrik stimiilasyonu,
hiperbarik oksijen ve deri grefti gibi iyilesmeyi gelistirmek icin bircok geleneksel
terapotik yaklasim rapor edilmistir. Bu yaklasimlarin hi¢biri tamamen tatmin edici
degildir. Bu nedenle bu yontemler klinik uygulamada yaygin olarak
kullanilamamaktadir. Teknolojinin de ilerlemesiyle birlikte mevcut tedavi
yontemlerine alternatif olarak eksozomlarin kullanilmasina agirlik verilmektedir.

[275]
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Kutanoz yara iyilesmesi, yaral cildi iyilestirmenin karmasik bir stirecidir. [276-
278] Bir¢ok hiicre tipi, kutanoz yara iyilesme siireci sirasinda asagidaki gibi olduk¢a

karmasik bir sirayla birbirleriyle etkilesime girmektedir [279];

1) Trombositler, kirmizi kan hiicreleri ve hiicre dis1 matris molekiillerinden olusan

kan pihtilarinin olusumunu baslatir.

2) Notrofiller, monositler ve makrofajlar, inflamatuar faz sirasinda fonksiyon
gosteren 6nemli hiicrelerdir. Notrofiller tarafindan salinan kemotaktik faktorler,
makrofajlardan monositleri ve sitokinleri ¢eker ve ¢evredeki normal dokulardan

yarali bolgeye girmek icin fibroblastlarin gé¢iinii uyartir.

3) Endotel hiicrelerinin anjiyogenezi ve vaskiilarizasyonu, proliferatif faz sirasinda
yara bolgesinde go¢ eden hiicrelerin proliferasyonunu desteklemek i¢in oksijen
temin eder. Fibroblastlar ayrica yarada bir gerilme kuvveti olusturmak icin
miyofibroblastlara farklilasir. Fibroblastlar, keratinositlerin gociinii ve ¢ogalmasini
aktive eden biiyime faktorleri salgilar. Reepitelizasyon, hiicrelerin kontakt

inhibisyonu ile migrasyonun durdurulmasi sonucu tamamlanir [279].

4) Fibroblast, miyofibroblast ve diger hiicrelerin apoptoz ile yeniden modellenmesi
ve ekstraselliiler matriksin bozunmasi, aylar ya da yillar siirebilen yara izi yeniden
sekillenmesi evresinde meydana gelir. MKH-EV'ler veya MKH-eksozomlari,
inflamasyonu modiile etme, bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler dahil
olmak tizere gesitli hiicrelerin go¢iinii ve proliferasyonunu aktive etme ve hatta yara
olusumunu iyilestirme yetenekleri nedeniyle cilt yara iyilesmesinin tiim agamalarini

diizenlemektedir. [280-283]

MKH-eksozomlarinin tasidig1 molekiiller arasinda sayisiz biiyiime faktori ve Wnt
aktivatoru tasidigr bilinmektedir. Gobek kordonu MKH eksozomlarinin Wnt4 ve
Wntl1l'i tasidiklari, Wnt sinyalini aktive ettigi ve hedef hiicrelerde hiicre
proliferasyonunu destekledigi bulunmustur. [284] MKH-eksozomlari, sa¢ biiytimesi
icin de cekici tedavi segeneklerinden biridir. Ancak bugiine kadar, MKH-
eksozomlarinin sa¢ blyiimesi lizerindeki etkilerini bildiren yalnizca bir yayin
vardir. Yapilan bu ¢alismada, fare kemik iligi MKH-eksozomlarinin insan dermal
papilla hiicrelerinin ¢ogalmasini destekledigi ve sa¢ biiytimesi icin gerekli olan VEGF
ve IGF-1 gibi biiylime faktorlerinin salgilanmasini indiikledigi gosterilmistir.

[285,286]
58



59



2.5 Salisilik asit

Bitkisel bir preparattan izole edilen farmakolojik olarak aktif ilk ilaglar on
dokuzuncu yiizyillda tanimlanmistir. [287] Bunlar analjezik salisin (2-
(hidroksimetil)fenil-B-D-glukopiranozit) ve metaboliti salisilik asit (SA) (2-
hidroksibenzoik asit)’dir. Bu maddeler s6giit kabugu ekstrelerinden elde edilmistir.
[287] Sogut kabugu ekstrelerinin analjezik ve antipiretik (ates dusuricii)
aktiviteleri kanitlanmistir. [288] On dokuzuncu ytuizyilin ikinci yarisinda SA, yaygin
olarak aspirin olarak adlandirilan, daha mide-bagirsak dostu steroidal olmayan anti-
inflamatuar ilag¢ asetilsalisilik asit (ASA veya 2-[asetiloksil]benzoik asit) olusturmak

lizere asetillenmistir. [289]

SA bir monohidroksibenzoik asit, bir tir fenolik asit ve bir beta hidroksi asittir.
Salisin metabolizmasindan elde edilmektedir. Aspirinin aktif bilesenine
(asetilsalisilik asit) kimyasal olarak benzer ancak ayni olmayan bir bilesik olmasinin
yani sira, en iyi akne karsit1 tedavilerde kullanimiyla bilinmektedir. SA’nin tuzlari ve
esterleri salisilatlar olarak bilinir. Kimyasal olarak SA, bir hidroksil grubu veya onun
fonksiyonel tiirevleri ile aromatik bir halkaya sahip olan ¢esitli bitki fenolikleri
grubuna aittir. Serbest SA, 157-159°C'de eriyen kristal bir tozdur. Suda orta
derecede ¢6zliniir, ancak polar organik ¢oziiciilerde yiiksek oranda ¢6ziinmektedir.
Sulu ¢ozeltisinin pH'1 2.4'tlir; pKa 2.98 ve log Kow 2.26'ya esittir. [290] SA'nin bir
analogu olan aspirin, sulu ¢6zelti icinde kendiliginden SA’ya hidroliz olur [291]. SA,
cesitli gruplara ait 36 bitkiden karakterize edilmistir. Piring, yenge¢ otu, arpa ve

soya fasulyesi gibi bitkilerde SA seviyesi yaklasik 1 mg/g taze kiitledir. [292,293]

Karboksil iceren karbona bitisik atomda bir hidroksil grubuna sahip bir benzoik
asittir. Bu bilesik daha uygun bir sekilde o-hidroksibenzoik asit olarak
adlandirilmaktadir. Asetillenmis formu olan aspirin komplikasyonsuz agizdan
alimir.  Deri yoluyla sistemik olarak emildiginde cocuklarda teorik bir Reye
sendromu riski olusturmaktadir. Reye sendromu, viral bir enfeksiyon, ¢cogunlukla
grip veya su cicegi sirasinda salisilat (genellikle aspirin) tliketiminden sonra
ensefalopatinin ve karacigerin dejenerasyonunun gelismesidir. Gebe hastalarda
topikal SA kullanimini goésteren hicbir ¢alisma olmamasina ragmen, aspirin ile
iliskisi ve hayvan modellerinde dogum kusurlarina neden olan sistemik

absorpsiyonu nedeniyle FDA (Food and Drug Administration) kurallarina gore
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Gebelik Sinif C olarak kabul edilir. Ayrica, sistemik SA, SA peelingi yapilan kadinlarin
emzirilen bebeklerinde veya pihtilasma o6nleyici hastalarda trombosit pihtilasma

sorunlarina neden olmaktadir. [294]

SA, 2000 yili agkin siiredir cesitli cilt bozukluklarini tedavi etmek icin topikal olarak
kullanilmaktadir. MS birinci ytizyilda, Pliny nasirlar1 ve misirlar: tedavi etmek icin
sogut kabugunu SA kaynagi olarak kullanmistir. SA'nin stratum corneumu
yumusatma ve pul pul dokme yetenegi 1860'larda kesfedilmistir. Alman dermatolog
Paul Gerson Unna, SA'nin 6zelliklerini ve kullanimini agiklamakla taninir. Diger
topikal ajanlarin penetrasyonunu arttirdigi da bilinmektedir. Bir zamanlar bir
keratolitik ajan olarak kabul edilen SA’nin, hiicreler arasi keratin filamentlerini
kirmak veya par¢alamaktan ziyade hiicresel baglantilar1 bozma kabiliyetinden

dolay1 bir desmolitik ajan olarak rolii taninmaktadir. [295]

SA tipik bir peeling ajanidir. [296] SA konsantrasyonunun %0,5'ten %30'a, hatta
%50'ye kadar ylkselmesi [297], etkisini temizleme ve iltihaplanmadan kimyasal
soymaya kadar degistirmektedir. [298] SA'nin giivenilirligi ve toleransi gosterilmis
ve bu nedenle dermatolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. [297] SA, stratum
corneum'u yumusatabilir ve desmozomlar1 hizla ¢6zerek Kkorneositlerin
yapismasinin azalmasina ve korneosit tabakalarinin pul pul dokiilmesine neden
olabilir. [299] Sonu¢ olarak SA, komedolitik o6zelliklere sahiptir ve hiicre
donlsumiini destekler. Lipotropizmi nedeniyle SA, yag bezine kolayca niifuz eder
ve ek iyilestirici etki icin hiperseboreyi (ergenlik donemiyle tetiklenen yag
bezlerinin meydana getirdigi bir salgl olan sebumun gereginden fazla tretilmesi
durumu) antagonize eder. Antiinflamatuar aktivite SA'nin bir diger 6nemli
ozelligidir ve ytiz eritemini giderir. Bununla birlikte, SA'nin kullanildig1 spesifik

mekanizmalar ve sinyal yollar belirsizligini korumaktadir. [300]

Sigiller ve lokalize hiperkeratoz, % 10 ila % 40 salisilik asit konsantrasyonlar ile
tedavi edilebilir. Daha diisiik konsantrasyonlarda plak sedef hastalig1 ve akne
tedavisinde kullanilir. Diger endikasyonlar arasinda akantozis nigrikans, aktinik
keratoz, iktiyoz, ylizeysel kimyasal peeling ve tinea nigra bulunur. Genel olarak,
akne ve kseroz tedavisi icin regetesiz satilan ilaglar % 5 veya daha az
konsantrasyonlarda SA icermektedir. Sigil ve nasir tedavisi icin soliisyonlar % 10 ila

% 40 konsantrasyonlarinda hazirlanmaktadir. Regeteli giiclii kremler ve losyonlar
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% 6 veya lzeri konsantrasyonlar icermektedir. SA'nin giicui ve toksisitesi, kimyasal
yapisinin karboksil veya hidroksil gruplar tzerindeki ikamelerle degistirilir. Bu
yapt SA'min agri, viicut 1sisi, solunum, asit-baz dengesi, bobrekler, Kkalp,
gastrointestinal sistem, iirik asit atilimi, kan ve romatizmal, inflamatuar ve
immiinolojik siirecler tizerindeki etkilerinin yani sira lokal iritasyon olusturmasina
da neden olur. SA’nin benzen halkasi, ultraviyole radyasyonu deriden yayilan daha
uzun dalga radyasyonuna doéniistiirme islevi gérmektedir. Isi, boylece bir giines

koruyucu etkisi saglamaktadir [301].
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2.6 Aleo-emodin

Aloe vera kelimesi Arapg¢a "Alloeh" kelimesinden tiiretilmistir ve "parlayan aci
madde" anlamina gelir. "Vera" Latince bir kelimedir ve "gercek" anlamina gelir. Aloe
vera 2000 yili agkin siiredir fitoterapide veya fitomedikallerde kullanilan bir
bitkidir. Misirh bilim adamai aloe veray: "6liimstizliik bitkisi" olarak gérmiis ve 2000

y1l kadar 6nce Yunanlilar bu bitkiye "her derde deva" demislerdir. [302]

Aleo vera ilk olarak 1934 yilinda yapilan ¢alisma ile modern tip dergisinde
yaymlanmistir. Bu yayinda tiim yapragin radyasyon sonucu olusan dermatiti tedavi
etmek icin nasil kullanildig1 aciklanmistir. 20. yiizyilda aleo veranin ¢ok ¢esitli tibbi
ozelliklerini aciklayan bir¢cok makale yayinlanmistir. Raporlar esas olarak bitkinin
biitiin yapraginin, jelinin veya suyunun anti-diyabetik, antikanser ve antimikrobiyal

ozelliklerine odaklanmistir. [303] Aloe veranin farmakolojik 6zellikleri Tablo 2.3’de

Ozetlenmistir.
Tablo 2.3 Aleo veranin farmakolojik etkileri [303]
Vitaminler Vitamin A,B ve C Antioksidan olarak ¢alisir ve serbest
radikalleri nétralize eder.
Enzimler Alilaz, alkalin fosfataz, inflamasyonu azaltir ve
amilaz, bradikinaz, metabolizmaya yardimci olur.
karboksilaz, seliilaz, lipaz,
peroksidaz
Sekerler Glukoz, fruktoz ve Beslenme kaynag ve anti-alerjik
polisakkaritler aksiyon
Yag asitleri Kolesterol, beta-sisesterol, Anti-septik ve analjezik
lupeol gibi bitki steroidleri
Hormonlar Oksin ve giberellin Yara iyilesmesi ve anti-inflamatuvar
etki
Antrakinon Aloin ve emodin Analjezik, anti-bakteriyal ve anti-
viral

Aloe vera, Liliaceae familyasina ait iyi bilinen, sicak tropik iklimlerde kolayca yetisen
kaktiis benzeri bir bitkidir. Aloe vera yapragindaki jel, geleneksel olarak sindirim
sistemi rahatsizliklari, giines yanig1 ve yaralarin tedavisinde kullanilmistir. Aleo
vera jelinin in vitro ve in vivo ¢alismalarda farmakolojik etkileri, anti-inflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan, bagisiklik arttirict ve hipoglisemik o6zellikleri

incelenmistir. [304]
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% 99,0-99,5 su icerigine sahiptir ve geri kalan % 0,5-1,0'inin 200'den fazla aktif
bilesik ve 75 besin maddesi icerdigi kanitlanmistir. Bu bitkide bildirilen aktif
bilesikler saponinler, seker, enzimler, vitaminler, aloesin, aloe-emodin, aloin,
acemannan, aloemannan, aloeride, metilkromonlar, flavonoidler, naftokinonlar,
steroller, mineraller, antrakinonlar, amino asitler, lignin, SA, yagda ¢6ziinen ve suda
¢oziinen vitaminler, enzimler, mineraller, basit/kompleks sekerler, organik asit ve
fenolik bilesiklerdir. Ayrica, iyilestirici etki gosteren yiiksek molekiil agirlhikli
bilesiklere sahiptir. Laktin benzeri proteinler, polisakkaritler ve postagladinler,
Mannos-6-fosfat yara iyilesmesinde rol oynar. Antiviral 6zellikler i¢in cesitli
bitkilerden antrakinonlar incelenmistir. [302] Su tutma kapasitesi yiliksek
oldugundan cildi nemlendirmek icin kullanilmaktadir. Jelin, yara iyilesmesini
hizlandirdig ve hiicre biiytimesi, mide rahatsizliklari, kabizlik, termal yanik, giines
yanigl, radyasyon kaynakli yaralanmalar, cilt hastaligi, enflamatuar etki, diyabet,
tlser vb. hastaliklar icin kullanildig1 bilinmektedir. Aloe vera jeli ile viicudun
bagisiklik sisteminin uyarilabilecegi cesitli arastirmalarda da 6ne siirtilmektedir.
Ayrica ilag, kozmetik ve gida endistrisi gibi bircok alanda kullanilmaktadir.
Kozmetik ve tuvalet endiistrisinde, ¢ok ¢esitli endikasyonlar i¢cin hem harici hem de
dahili kullanimlar i¢in toz, kapsiil, krem, losyon, sabun, sampuan, yiiz temizleyici,
yag ve diger Uriinlerin iiretiminde temel malzeme olarak kullanilmistir. Aloe
tirlerinden bir¢ok aktif bilesen izole edilmis ve biyolojik aktiviteleri incelenmistir.
Bunlar arasinda aloin ve aloe-emodin bitkinin ana aktif bilesenleri olarak

tanimlanmistir. [305]

Aloe-emodin (1,8-dihidroksi-3-hidroksimetil-antrakinon), dogal bir antrakinon
tirevidir ve Cassia occidentalis, Rheum palmatum L., Aloe vera ve Polygonum
multiflorum Thunb gibi Cin bitkilerinin aktif bir bilesenidir. [306] Zorlu sartlarda
hayatta kalmasi, bilim insanlarin1 aloe veranin antibiyotik etkileri olduguna
inanmaya tesvik etmektedir. Aleo-emodin akciger, mide, karaciger, melanom,
meme ve kolon kanseri hiicreleri gibi farkli tiimoér hiicreleri tizerindeki dikkate
deger antineoplastik aktivitesi nedeniyle cok dikkat cekmistir. Ayrica, aloe-
emodinin antivirus, antienflamatuar, antibakteriyel, antiparaziter, néroprotektif ve
hepatoprotektif gibi genis bir farmakolojik etki yelpazesi sergiledigi gosterilmistir.
[307] Aleo-emodinin kimyasal yapisi Sekil 2.20’de gosterilmistir.

64



Sekil 2.20 Aleo-emodinin kimyasal yapis1 [308]

Aloe-emodinin, influenza viriisii, inflamasyon, sepsis, Alzheimer hastaligi, glokom,
sitma, karaciger fibrozu, sedef hastaligy, Tip 2 diyabet ve biiylime bozukluklari dahil
olmak tizere ¢esitli hastaliklarin profilaksisi ve tedavisi i¢in degerli bir tedavi
secenegi olabilecegi o©ne siiriilmektedir. Ayrica, oOnceki ¢alismalar, cesitli
kemoterapoétik ajanlar ve hedefe yonelik tedavilerle birlikte aloe-emodinin kanser
tedavisinde daha etkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle, aloe-emodinin diger
ilaglarla kombinasyon halinde giivenle kullanilabilmesi i¢in aloe-emodinin diger ilag

metabolizmasi lizerindeki etkisini degerlendirmek 6nemlidir [307].

Antrakinonlarin antiinflamatuar ve immiinomodiilator etkileri ile ilgili olarak,
Onerilen bir mekanizma antioksidasyonu igerir. Antrakinolar, antioksidanlar ve
radikal temizleyiciler olarak islev gorebilir. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikal
aracili reaksiyonlar, inflamatuar yanitta yer alir ve karaciger nekrozuna katkida
bulunabilir. [309] Karaciger 6rneklerinin histolojik analizi, aloe-emodin ile tedavi
edilen sicanlarda lenfositlerin ve Kuffer hiicrelerinin inflamatuvar infiltrasyonunun
azaldigin1 gostermistir. Aloe-emodin 6n tedavisi, karbon tetra kloriiriin neden
oldugu akut karaciger hasarim1i azaltmistir. [310] Aloe-emodin, hepatosit
hiicrelerinin 6limiine ve lipid peroksidasyonunu takiben olusan inflamatuvar
yanita karsi koruma saglamaktadir. [311] Aloe-emodinin antioksidan ve radikal
molekiillere kars1 yok edici aktivitesi, linoleik asidin peroksidasyonuna karsi bir
koruma mekanizmasi olarak oOnerilmistir. Aloe-emodin dahil antrakinonlarin
antiprotozoal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Aloe-emodin, mide kanserinin
olasi bir nedensel faktorii olan Helicobacter pylori'nin doza bagh biliylime
inhibisyonunu ortaya c¢ikarmistir. [312,313] Aloe-emodin, arilamin N
asetiltransferaz aktivitesinin inhibitorii gibi davranabilir, bdylece arilamin

kanserojenlerinin karsinogenezi indiiklemedeki etkilerini azaltabilmektedir. Ayrica
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aleo-emodin tedavisine yanit olarak iyilesen dokular tarafindan antibiyotik

faktorleri salinmaktadir [314].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler

Ters mikroskop (Olympus CKX41)

Santriflij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

Hava akimli kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Herasafe, Faster BHEN
2006)

Karbondioksitli inkiibator (New Brunswick scientific CO-150 37°C, FrioCell 111
25°()

Hassas terazi (PrecisaGravimetrics AG)

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

Su banyosu (GFL, Kerman)

Manyetik karistirici (Heidolph instruments)

ELISA cihaz (Spektromax)

Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
-152 °C dondurucu (Panasonic)

-80 °C dondurucu (Panasonic)

-197 °C azot tanki ve azot tasima tanklar1 (DMC air liquid systems)
Etliv (Niive)

Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)

Mikropipetler (10, 100 ve 1000 pl’'lik ,Thermo, Pippetman)

Pipet uglar1 (1-10, 20-200, 100-1000 pl'lik tek kullanimlik, AxyGen)
15 ve 50 ml. Santrifijj tiipleri (Eppendorf, Falkon)

ELISA 96 kuyulu plaklar (TPP)

Hiicre kiiltiirti plaklar: (TPP)

Hiicre kiiltir flasklar 25, 75, 175, 225 ve 300 cm? (TPP, Corning)
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Serolojik pipet tabancasi (Thermo, BlueSwan)

Serolojik pipetler 5,10, 25 ve 50 ml (Falkon)

Kriyotiipler (Corning, Nest)

e Enjektor ucu filtre (0.22 um)

e Otoklavlanabilir cam siseler 50-1000ml’lik (ISOLAB, SCHOTT)

e Thoma lami hiicre sayimi i¢cin (Menzel superior)

e Enjektorler 1, 5, 10 ve 50 cc’'lik (Set Medikal)

e Zetasizer NanoZS 90

e Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

e Ultrasantrifiij Tlpi (Optiseal, Beckman Coulter)

e Flow sitometri cihazi (BD)

e Real Time PCR (Thermo)

e Termal Doéngii Cihazi

e Gen Ekspresyonu (Qiagen), Qiagen RNA izolasyon kiti

e Spektrofotometre (Spektramax)

e Thermo Pierce BCA Protein Assay Kit

e System Biosciences Exo-Flow Exosome FACS Kits

e Qubit® RNA Assay Kit for Use With The Qubit®2.0 Fluorometer
[Invitrogen/Molecular Probes]

e TeloTAGGG Telomerase PCR Elisa Plus Kiti

¢ Human MSC Analysis Kit (Stemflow, BD)

e 100 mm plastik kiiltiir petri (Biopointe)

e Rt2 Syber Green Master Mix (Qiagen)

e SEM-ESEM-FEG (Low Vac)

e Nanosight NS300

e Vicell XR Cell Analyzer (Beckman Coulter)

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Besiyeri/Cozeltiler

e Tripan mavisi (Biologycal Industry)
e Amonyum siilfat, (NH4)2S04 (merck)
e Sodyum klortr, NaCL (Sigma)

e Potasyum hidroksit, KOH (Merck)
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Sodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

Etanol (Merck)

L-Glutamine (PAN Biotech)

Salisilik asit (Tekkim)

Aleo-emodin (Abcam)

RPMI-1640 (GIBCO Invitrogen)

DMEM F12 (Lonza, Capricon)

DMSO (Origen)

Tripsin EDTA (Biological Industries)
Penisilin/streptomisin (Biological Industries)
Human Serum (Sera Care)

MSC NutriStem XF Basal Medium (Biological Industries)
MSC Nutristem Supplement (Biological Industries)
FBS-fetalbovine serum (GIBCO Invitrogen)

DPBS (Gibco)

Metanol (Sigma)

Formaldehit (Sigma)

Vi-Cell Reagent Pak

Qubit® RNA Assay Kit for use with the Qubit®2.0 Fluorometer
[Invitrogen/Molecular Probes]

Human MSC Analysis Kit (Stemflow, BD)

BD FacsCanto (BD Biosciences)

Qiagen RNA izolasyon Kkiti

RT2 First Standard Kit (Qiagen)

TeloTAGGG Telomerase PCR Elisa Plus Kiti

System Biosciences Exo-Flow Exosome FACS Kits

CD63 PE/CD81 APC ve CD 9 PE antikorlari
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3.2 Metod

3.2.1 Invitro Hiicre Kiiltiirii

Ekstraselliiler vesikiil, salisilik asit ve aleo-emodin formiilasyonlarinin toksik ya da
metabolik etkilerini belirleyebilmek icin ]774 Makrofaj hiicre hatti, L929 fibroblast
hiicre hatt1 ve Vero hiicresi (maymun bobrek epitel hiicre hatti1) kullanildi. Hiicreler
standart hiicre kiltiru protokollerine gore ¢ogaltildi ve donduruldu. Dondurma
besiyeri olarak %70 DMEM, %20 Fetal Bovine Serum ve %10 DMSO kullanild:.
Hiicrelerin sayim islemleri icin Thoma Lami kullanildi ve OLYMPUS marka
mikroskop ile analiz edildi. 16 farkl kare icerisinden hiicreler sayildiktan sonra

toplam hiicre sayisi1 asagidaki formiile gére hesaplandy;
Hiicre Konsantrasyonu = Hiicre sayisi x Seyreltme orani x 10* hiicre/mL
Toplam Hiicre Sayisi= Hiicre konsantrasyonu x Hiicre Stispansiyon Hacmi (3.1)

3.2.1.1 J774 Makrofaj Hiicre Hattinin Kiiltiiriiniin Yapilmas:1 ve

Kriyoprezervasyonu

Kriyobankimizda mevcut olan ]J774 makrofaj hiicre hatlarinin kiiltiirti, RPMI 1640
(%1 Penisilin/Streptomisin, %10 FBS, %1 glutamin) iceren 25 cm?’lik steril kiiltiir
flasklar1 kullanilarak gergeklestirildi. Hiicreler -196°C’lik azot tankindan
cikarildiktan sonra 37°C’lik su banyosunda hizlica ¢oziilerek % 10 FBS iceren RPMI
1640 besiyeri ile sulandirildi. 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildikten sonra
hiicreler stispanse edildi ve Thoma lam1 yardimiyla sayimlar yapildi. T25 flask
icerisinde ml'de 1-2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve %5 CO2z iceren 37°C
etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler flaskin yiizeyini kapladiktan sonra
tripsinizasyon islemi baslatildi. Bunun i¢in flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi.
PBS ile yikandiktan sonra Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C’'de 3-4 dakika inkiibe
edildikten sonra hiicreler flasklardan kaldirildi ve falkon tiiplere aktarildi. Hiicreler
5 ml RPMI 1640 (%10 FBS) ile sulandirilarak 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifij
edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti tekrar RPMI 1640 ile
sulandirildi ve Thoma lami ile sayim yapildi. 1-2x10¢ hiicre/ml olacak sekilde
flasklara ekim yapildi. Artan hiicreler kriyobank olusturmak amaciyla taze

hazirlanan dondurma soliisyonu ile yavasca sulandirilarak 2 ml cryo tiiplerin
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icerisine aktarildi. +4°C’de bir saat bekletildikten sonra -20°C’de 2 saat, ardindan -

40°C’de bir gece bekletilip siv1 azot tankina konuldu.

3.2.1.2 L929 Fibroblast Hiicre Hattimin Kiiltiriniin Yapilmas:1 ve

Kriyoprezervasyonu

Kriyobankimizda mevcut olan L929 fibroblast hiicreleri -196°C’lik azot tankindan
cikarildiktan sonra 37°C’lik su banyosunda hizlica ¢oziilerek % 10 FBS iceren DMEM
F12 igeren falkon igerisine alindi. 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek
supernatant uzaklastirildiktan sonra hicre pelleti 6-7ml DMEM F12 (%1
Penisilin/Streptomisin, %10 FBS, %1 glutamin) besiyeri ile sulandirildi. Hiicreler
T25 flaska ekilerek %5 CO:z iceren 37°C etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler flask
yuzeyini yeteri kadar kapladiginda besiyeri uzaklastirildi ve flasklar PBS ile
yikandiktan sonra tripsin eklenerek %5 CO2 iceren 37°C’lik etliivde 3-4 dk inkiibe
edildi. Flask ylizeyinden kaldirilan hiicreler 5 ml % 10 FBS iceren DMEM F12
besiyeri ile sulandirildi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiijj edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra tekrar suladnirildi ve Thoma lami ile sayim yapildiktan
sonra 1-2x10¢ hiicre/ml olacak sekilde flasklara ekim yapildi. Artan hiicreler
kriyobank olusturmak amaciyla taze hazirlanan dondurma soliisyonu ile yavasca
sulandirilarak 2 ml cryo tiiplerin icerisine aktarildi. +4°C’de bir saat bekletildikten
sonra -20°C’de 2 saat, ardindan -40°C’de bir gece bekletilip sivi azot tankina

konuldu.
3.2.1.3 Vero Hiicre Hattinin Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Kriyoprezervasyonu

Kriyobankimizda mevcut olan Vero hiicre hatti (maymun bobrek epitel hiicresi) -
196°C’lik azot tankindan g¢ikarildiktan sonra 37°C su banyosunda ¢oziiliir ¢6ziilmez
% 10 FBS iceren DMEM F12 ile sulandirildi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra supernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 6-7 ml DMEM F12 (%1
Penisilin/Streptomisin, %10 FBS, %1 glutamin) besiyeri ile sulandirilarak T25’lik
flasklara ekim yapildi. Hiicreler flaskin ytlizeyini yeteri kadar kapladiktan sonra
diizenli olarak pasajlandi. Hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
yikandiktan sonra tripsin eklenerek %5 CO2 iceren 37°C’lik etlivde 3-4 dk inkiibe
edildi. Flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler 5 ml % 10 FBS iceren DMEM F12
besiyeri ile sulandirildi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant

uzaklastirildiktan sonra tekrar suladnirildi ve Thoma lami ile sayim yapildiktan
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sonra 1-2x10¢ hiicre/ml olacak sekilde flasklara ekim yapildi. Artan hiicreler
kriyobank olusturmak amaciyla taze hazirlanan dondurma soliisyonu ile yavasca
sulandirilarak 2 ml cryo tiiplerin icerisine aktarildi. +4°C’de bir saat bekletildikten
sonra -20°C’de 2 saat, ardindan -40°C’de bir gece bekletilip sivi azot tankina

konuldu.

3.2.2 L. Major Kultiiriiniin Yapilmasi

Kriyobankimizda mevcut olan kutanéz leishmaniasis etkeni L.major
promastigotlarinin kiiltiiri  RPMI 1640 besiyerinde 27°C sogutmali etlivde
gerceklestirildi. Parazitlerin gelisimi ve morfolojik durumu ters mikroskopta
incelendi. Kiiltiirtin pasaji haftada iki kez yapildi ve pasaj 6ncesi kiiltiirden 6rnek
alindi. Parazitlerin morfolojileri, hareketlilikleri incelendi ve sayimlar1 yapildi.
Flaska 7 ml besiyeri eklendi ve iizerine 3x105 parazit/ml olacak sekilde kiltlirden
parazit ekimi yapildi. Parazitlerin kriyobanki olusturmak tizere sivi nitrojen tankina
koymadan o©nce pasaj asamasina gelen hiicrelerin siispansiyon halindeki
kiiltiirinden 900 pl kriyo tiipe alinip, 100 pl steril DMSO yavasca tilipiin
ceperlerinden eklendi ve 1 saat 4°C’de, 24 saat -40°C’de bekletilip sivi azot tankina
kaldirildi. Parazitlerin hareketli olmalarindan otiri thoma laminda sayilmasi
zordur. Bu nedenle %2’lik formalinle parazitlerin fikse edilmesi gerekir. Kiiltiirden
10 pl alinir ve 1:10 oraninda %2’lik formalinle karistirilarak 3-5 dakika bekletilir.

Thoma laminda asagidaki formiil kullanilarak sayim yapilds;

Parazit sayisi (1 ml igindeki parazit sayist) = Ortalama hiicre sayist (16 karede

yapilan parazit sayimi) x Sulandirma katsayist x Thoma lami sabiti (10.000)  (3.2)

3.2.3 Gobek Kordonundan Mezenkimal Kok Hiicrelerin Eldesi ve

Karakterizasyonu

Liv Hospital Kadin Hastaliklar1 ve Dogum boéliimiinde sezaryen ile dogum yapan
saglikli donérden yazili onam alindiktan sonra gobek kordonu steril sartlar altinda
Liv Hospital Rejeneratif Tip ve Kok Hiicre Merkezi'ne uygun doku tasima sollisyonu
icerisinde getirildi. Iyi Uretim Uygulamalar1 (Good Manufacturing Practise-GMP)
kosullarina uygun olup olmadigim1 belirlemek amaciyla bagiscidan serolojik
testlerin (HbsAg, Anti-Hbs, Anti-HCV, HIV 1/2, VDRL, Anti-HBC Total) yapilmasi i¢in

kan alindu. Serolojik test sonuglarinin GMP sartlar altinda ¢alisma kosullarina uygun
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olmasi durumunda gobek kordonu dokusu isleme alindi. Gobek kordonundan elde
edilen mezenkimal kok hiicrelerin tez ¢alismasi kapsaminda kullanilabilmesi i¢cin
istinye Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvurularak calisma onay1

alindi (2017-KAEK-20).

3.2.3.1 Gobek Kordonundan Primer Kiiltiir ile Hiicre izolasyonu ve Devamh

Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Kordon iiniteleri yaklasik 5 cm uzunlukta kesilerek kiiciik pargalara ayrildi. Cam
petri icerisinde PBS ile yikanarak doku pargalar1 kandan uzaklastirildi. Endotel
hiicre kontaminasyonunu dnlemek i¢in arterler ve ven bir pens yardimiyla ¢ikarildu.
Gobek kordonunun pargalari daha kiiglik parcgalara kesilecek ve dokunun ig
kisminda yer alan Wharton Jeli 100 mm hiicre kiiltiirti plakalarina yapisacak sekilde
konumlandirildi. Doku etrafinda kalan yikama suyu kuruyana kadar laminar akis
kabini icerisinde agzi acik bir sekilde bekletildi. %2 insan serumu (Seracare, Milford,
MA, ABD), 50 U/ml penisilin- streptomisin (Biological Industries, Cromwell, CT,
ABD) eklenen MSC NutriStem® XF Basal Medium ve MSC NutriStem® XF
Supplement (Biological Industries, Cromwell, CT, ABD) iceren hiicre kultiri
ortaminda %5 CO: igceren 37°C'lik etiiv icerisinde inkiibasyona birakildi. Yeterli
ylizey doluluguna ulasan hiicrelerin lizerinden besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
yikandi. Hiicreler Tripsin-EDTA kullanilarak flasklardan kaldirildi ve falkon
icerisine alindi. 400g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra supernatant
atild1 ve pelet sulandirilarak hiicre sayis1 ve canliliklar1 analiz edildi. Sayim ve
canlilik analizleri i¢in Vicell XR Cell Analyzer (Beckman Coulter) ve Reagent ViCell
Pack sayim kiti kullanildi. Hiicrelerin belli pasajlarda dondurulmasi i¢in Nutrifreez
D10 Cryopreservation Medium kullanildi. Eksplant kiiltiir yontemi ile petrilere

yapisan hiicreler ileri pasajlara aktarilarak karakterizasyon analizleri yapildi.
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Sekil 3.1 Gobek kordonundan mezenkimal kok hiicre izolasyon, liretim ve
kriyoprezervasyon siireclerinin sematik 6zeti (Biorender.com’da ¢izildi)

3.2.3.2 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal K6k Hiicrelerin Flow

Sitometri Yontemi ile Karakterizasyonun Yapilmasi

Pasaj 3 seviyesine gelen hiicrelerin flow karakterizasyonu icin Human MSC Analysis
Kit (Stemflow, BD) kullanildi. Kiltirden tripsinizasyon islemi ile kaldirilan
hiicrelerden 1x106 hiicre ayrilarak 2000 rpm'de 3 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet lizerine 300 pl PBS eklendi. Pozitif,
negatif ve kontrol olmak tizere 3 farkh tiip hazirland1 ve hiicreler paylastirildi.

Tupler icerisine antikorlar asagida listelendigi gibi eklendi;

e Kontrol; 20 pl Isotype Control Positive + 20 ul Isotype Control Negative
e Pozitif; 5 pl CD90 + 5 pl CD44 + 5 pl CD73 + 5 ul CD105
e Negatif; 20 ul Negatif Cocktail (CD34, CD45, CD11b, CD19, HLA-DR).

Antikorlar tiiplere eklendikten sonra vortekslendi ve karanlikta oda sicakliginda 30
dk boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her tiibe 2 ml cell wash eklenerek
hiicreler yikandi ve 300g'de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra 300 pl cell wash ile yikandi ve BD FacsCanto (BD
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Biosciences) cihazi ile okunarak BD FacsDiva 6.6 Software yazilim programinda

analizleri yapildu.

3.2.3.3 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Gen

Ekspresyonu Analizlerinin Yapilmasi

Pasaj 3 seviyesine gelen hiicrelerin gen ekspresyonu analizleri yapildi. RNA
izolasyonu Qiagen RNA izolasyon Kkiti kullanilarak yapildi. cDNA ise, RT2 First
Standard Kit (Qiagen) kullanilarak sentezlendi. PCR ¢alismalar1 Syber Green PCR
Master Mix ile yapildi. Numunedeki ntikleik asit miktari, dongt esigi (CT) degeri ile
ters orantilidir. Bu deger, ornekteki kopya sayisi ile ilgilidir. 29'un altindaki CT
degerleri, genlerin pozitif ekspresyon verdigini gosterir. Ct degerleri 29'dan
kiiciikse, bu genler kuvvetli pozitif genler olarak tanimlanir. 30-37 arasindaki
genler, orta miktarda hedef ntiikleik asit gosteren reaksiyonlara kiyasla pozitif olarak
kabul edilir. Calismamizda OCT4, SOX2, TERT ve ZFP42 gibi spesifik mezenkimal
kok hiicre genlerini analiz edildi. OCT4'lin mezenkimal kok hiicrelerde bir
pluripotens belirteci oldugu bilinmektedir. SOX2, pluripotent kok hiicrelerde 6nemli
bir transkripsiyonel diizenleyicidir. Oct4 ve Nanog geni ile birlikte embriyonik kék
hiicrelerde gen ekspresyonunu kontrol eder ve pluripotensi 6zelliklerini korurlar.
ZFP4, bir pluripotens belirteci olmasinin yani sira, Oct4'iin hedef genidir ve
embriyonik kok hiicrelerin kendini yenilemesi ile pluripotensin strdiiriilebilirligi

icin gereklidir. Yapilan analizlerde kontrol olarak GAPDH seg¢ilmistir.

RNA izolasyonu

Qubit® RNA Assay Kit for wuse With the Qubit®2.0 Fluorometer
[Invitrogen/Molecular Probes] RNA 6lciimii icin kullanildi. Kit icerisindeki
standartlar ile RNA miktar1 ng/pl cinsinden hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda
cDNA sentezinde kullanilmasi amaciyla elde edilen total RNA miktarinin 0.8 pg

oldugu belirlendi.

Pasaj 3 seviyesine gelen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildiktan sonra 2x10° hiicre
ayarlandi ve tizerine 500 pl Buffer RLT 30 saniye boyunca vortekslendi. 2ml tiip
uizerine yerlestirilen gDNA ayristirict doniis kolonundan hiicreler gegirildi. 10.000
rpm’de 30 sn santrifiij edildikten sonra gDNA ayristiricit doniis kolonu atildi ve 350
ul %70’lik etanol eklenerek pipetaj yapildi. Farkli 2 ml tiip lizerine RNeasy doniis
kolonu eklendi ve 700 pl 6rnek kolondan gecirildi. 10.000 rpm’de 15 saniye santrifij
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edildikten sonra tiip atild1 ve kolon yeni bir tiipiin iizerine eklendi. Uzerine 700 pl
RW1 eklendikten sonra 10.000 rpm’de 15 sn santriflijlendi ve tiip tekrar atild.
Kolon tekrar yeni bir tlipe aktarildi ve bu sefer lizerinden 500 pul RPE eklendi ve
10.000 rpm’de 15 sn boyunca santrifiijlendi. Kolonu yeni bir tiipe aktarmadan énce
tekrar 500 pl RPE eklendi ve 10.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij yapildi. En
son olarak kolon diger bir tiipe alind1 ve 1 dakika boyunca son hizda gevrilerek
kurumas: saglandi. Son olarak kolon ependorf tlzerine koyularak 45 pl RNaz
icermeyen su eklendi ve kapagi kapatildi. 10.000 rpm’de 1 dakika boyunca

santrifiijlendi ve RNA izolasyonu gerceklestirildi.
cDNA sentezi

DNA eliminasyon miksi hazirlama

RNA 7 ul

Buffer GE 2 ul

RNaz icermeyen su 1 pl

TOTAL HACIM 10 pl

Yukaridaki oranda hazirlanan miks yavasca pipetajlandi ve termal déngt cihazinda

5 dakika boyunca 42°C’de inkube edildi.
Reverse-transkriptaz miksi hazirlama

5x Buffer BC3 4 ul

Control P2 1l
RE3 Reverse Transkriptaz Mix 2wl
RNaz icermeyen su 3ul
TOTAL HACiM 10 pl

10 pl genomik DNA eliminasyon miksi ile 10 pl revers-transkriptaz mikai
karistirilarak pipetaj yapildi ve déngii cihazina eklendi. 42°C’de 15 dakika, 95°C’de
5 dakika boyunca inkiibe edildi. Dongli sonunda 91 pl RNaz icermeyen su eklendi ve
reaksiyon buz icerisine konularak polimeraz zincir reaksiyonu devam ettirildi.
TERT, OCT4, SOX2 ve ZFP42 genlerinin ekspresyon seviyeleri Rt2 Syber Green
Master Mix (Qiagen) ile dl¢iildii. ACT degerleri hesaplandu.
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Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu icin segilen TERT, OCT4, SOX2 ve ZFP42
genlerinin 1 pM’lik primerleri ve Gliseraldehit 2-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)

primeri ticari olarak satin alindi.

PCR igeriklerinin hazirlanmasi

RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ul
c DNA sentez reaksiyonu 1l
Primer (1 pM) 1l
RNaz Icermeyen Su 10,5 ul
TOPLAM 25l

Hazirlanan karisimlar ile Real Time PCR amplifikasyon triinii elde etmek i¢in belli

dongiiler kullanildi.
Tablo 3.1 Real Time PCR protokolii
Asama Sicaklik Zaman Dongii
Hold 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 20 saniye 40
Annealing 55°C 30 saniye

3.2.3.4 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Telomeraz Enzim Aktivitelerinin incelenmesi

Pasaj 3 seviyesine gelen hiicrelerin telomeraz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in
TeloTAGGG Telomerase PCR Elisa Plus Kiti kullanildi. Tripsinizasyon ile kaldirilan
hiicrelerden 200.000 hiicre her reaksiyon i¢in ayrilir ve +4°C’de 3000g’de 5 dakika
boyunca santrifiij yapildi. Pellet PBS ile yikandiktan sonra tekrar +4°C’de 3000g’de
5 dakika boyunca santrifiij yapildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 200
ul Lysis Reagent ile resiispanse edildi ve buzda 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Elde edilen lizat 16000g’de +4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
temiz bir tiipe aktarildi ve bu 6rnekler “S1” olarak adlandirildi. Ayrilan 6rnekler 5

ul alinarak 952C’de 20 dk boyunca degradasyon saglandi. Sicakliga maruz birakilan
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bu hiicreler, bu asamadan sonra “S0” olarak adlandirildi. SO ve S1 6rnekleri

kullanilarak asagidaki PCR karisimi hazirlands;

Tablo 3.2 Lizatlarin PCR tiiplerinin hazirlanisi

1 pl Lysis 1ul Kontrol ~ 3pl Sicaklik  3pl Sicaklik

Reagent Template Uygulanmis Uygulanmamis
(Low yada Ornek Ornek
High)
30 ul 30 ul 30 ul 30 ul
19 ul 19 ul 17 wl 17 wl
50 pl 50 pl 50 ul 50 ul

Hazirlanan PCR 6rnekler (negatif kontrol, pozitif kontrol, SO ve S1 érnekleri)

asagidaki tabloda agiklanan PCR reaksiyonuna tabi tutulur;

Tablo 3.3 PCR reaksiyon siirecleri

Primer Uzatma 10-30 dk 25°C 1
Telomeraz 5dk 94 °C 1
inaktivasyonu
Amplifikasyon;
Denatiirasyon 30 sn 94 °C 1-30
Annealing 30 sn 50 °C
Polimerizasyon

30 sn 72 °C

10 dk 72°C 1
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Tut 4°C

ELISA yapim asamasi

S1 o6rnekleri ve pozitif konrol i¢in 2 ser tane eppendorf hazirlandi. Bunlardan biri
“T” digeri “IS” diye isimlendirildi. (Ornegin; Ornek adi-S1/T ve Ornek adi-S1/1S;
pozitif kontrol icin PK/T ve PK/IS).

SO ve negatif kontrol i¢in birer tane eppendorf hazirland1 ve “T” olarak

isimlendirildi. (Ornegin; Ornek adi1-S1/T ve negatif kontrol icin NK/T)

Hazirlanan “T” ve “IS” tliplerine 10 pL Denaturation Reagent ve 2,5 pL PCR {riini

eklendi. Tiipler 10 dk 15-252C’de inkiibe edildi

inkiibasyon siiresi doldugunda, hazirlanan tiiplerden “T” olarak isimlendirilenlere
Hybridization Buffer-T, “IS” olarak isimlendirilenlere Hybridization Buffer-I1S’den
100 pl eklenir. (Negatif kontrol ve SO 6rnekleri sadece T olarak adlandirildig icin

sadece Hybridization Buffer-T eklendigi unutulmamahdir).

Ornekler mikroplaka modiile yiiklendikten sonra iizeri kit icinden ¢ikan kaplama
kagidi ile dikkatlice kapatildi. Modiil 372C’de 2 saat 300 rpm’de inkibe edildi.
inkiibasyon sonunda kuyularda bulunan érnekler mikropipetle alinip, atildi. Bos
kalan kuyular 3 kez Washing Buffer ile yikandi. Her bir yikamada Washing Buffer’in
kuyularda kalma stiresinin en az 30 saniye olmasi gerekir. Yikama islemi ardindan

tlim kuyulara 100 pL Anti-DIG-HRP eklenir.

Washing Buffer Hazirlama: Kit icindeki Washing Buffer 10X’dir. Kullanimdan 6nce
1X’e steril distile su ile seyreltilmesi gerekmektedir. Onden hazirlanip kullanima

kadar +42C’de saklanabilir.

Anti-DIG-HRP Hazirlama: Kit iginde liyofilize olarak bulunur ve ilk olarak 240 pL
steril distile su ile ¢oziindiriliir. Bu ¢ozelti +42C’de 6 ay saklanabilir. Calisma
oncesinde ise bu hazirlanan ¢6zelti asagidaki 6rnekte verilen miktarlar baz alinarak

seyreltilir.

10 mL Anti-DIG-HRP ¢calisma ¢ézeltisi hazirlamak igin; 200 pL Anti-DIG-HRP stogu

9,8 mL Conjugate Dilution Buffer ile seyreltilir.
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e Modulin tizeri kaplama kagidi ile dikkatlice kapatildi. 30 dk 300 rpm’de 15-
252C’de inkiibe ettirildi.

e inkiibasyon sonunda kuyularda bulunan érnekler mikropipetle alinip, atildi.

e Bos kalan kuyular 5 kez Washing Buffer ile yikandi. Her bir yikamada Washing
Buffer’in kuyularda kalma siiresinin en az 30 saniye olmalidir.

e Daha 6nceden oda sicakligina getirilmis olan TMB Substrate’den her kuyuya 100
uL eklendi.

e Modiiliin tizeri kaplama kagidi ile dikkatlice kapatildi. 20 dk 300 rpm’de 15-
252C’de inkiibe ettirildi.

e Inkiibasyon sonunda, kuyularin i¢indeki ¢ozeltiler alinmadan iizerlerine 100 pL
Stop Reagent Solution eklendi. Bu islemin ardindan 30 dk iginde o6l¢iim
alinmalidir.

e 450 ve 690 nm dalga boylarinda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
Verilerin hesaplanmasi

ilk olarak elde edilen tiim okuma verilerinde 450 nm’de elde edilen degerlerden 690
nm'’de elde edilen degerler ¢ikartilir. Bu elde edilen yeni veriler ile asagida aciklanan

hesaplama ve degerlendirmeler yapilir.

Negatif Kontrol Sonucu Degerlendirme: 450 ve 690 nm’deki veri farkindan elde
edilen deger 0,1’den kiiciik olmalidir. Aksi halde test tekrar edilmelidir.

Pozitif Kontrol Sonucu Degerlendirme: Elde edilen fark verileri ile asagidaki formiil

hesaplanir;
[(Pozitif kontrol, T) - (Negatif kontrol, T)] / (Pozitif kontrol, IS) (3.3)

Bu islem ardindan elde edilen deger Low Control kullanildiysa 0,3 - 0,8 arasinda,

High Control kullanildiysa 0,9 - 4 arasinda olmalidir.

Test Orneklerinin Degerlendirilmesi: Elde edilen fark verileri ile asagidaki formiil

hesaplanir.
[[(S1, T) - (SO, T)] / (S1,1S) ] / [PK-S1,T-NK-SO,T)/ PK-S1,IS] * 100 = RTA (3.4)

Elde edilen sonuc test edilen 6rnegin Relative Telomerase Activity (RTA) degerini

vermektedir.
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3.2.4 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerden
Ekstraselliller Vesikiillerin Uretilmesi ve Karakterizasyonunun

Yapilmasi
3.2.4.1 Eksozom Uretimi ve Saflastirilmasi

Primer kiiltiir izolasyonu yapildiktan sonra belirli pasaj seviyesine gelen ve
dondurulan hiicrelerden belli araliklarla eksozom tretimi yapildi. -152°Clik
buzdolabindan ¢ikarilan hiicreler 37°C’lik su banyosunda hizlica ¢ézdiirtldi ve %2
Human Serum igeren PBS igerisine aktarildi. Hiicreler 400g’de 5 dk boyunca
santrifiij edildikten sonra Nutristem besiyeri ile sulandirildi ve flask basina 1,5x106
hiicre olacak sekilde T300 flasklara ekim yapildi ve %5 CO:z iceren 37 °C'lik etiivde
inkiibe edildi. Hiicreler %50-60 yiizey kaplamasina ulastiktan sonra hiicrelerin
lizerinde bulunan Nutristem besiyeri uzaklastirilarak flasklar PBS ile yikandi.
Hiicrelerin iizerine eksozom besiyeri (DMEM F12+%1 penisilin/streptomisin)
eklendi ve 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan Kkiiltiir
stipernatantlar1 50 ml falkon tiipler igerisinde toplandi. Siipernatantlar 0.22 pm
capinda enjektor ucu filtreden gecirildi ve santrifiij edildi. Eksozom eldesi i¢in takip

edilen santrifiij protokoli asagidaki gibidir;
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Sekil 3.2 Eksozom iiretimi ve saflastirma stire¢lerinin sematik 6zeti
(Biorender.com’da cizildi)

Hiicre kiltirii siipernatanlarindan eksozomlar hazirlanirken, hiicrelerin saglikli ve
eksozom tliretim periyodunun sonuna geldiklerinden emin olunmasi 6nemlidir. Aksi
takdirde, siipernatant eksozom olmayan membran parcalari ile kirlenir. ilk adimda,
artan hizlarda ardisik santrifiijler yaparak biiyiik 6l hiicreleri ve biyiik hiicre
dokiintiilerini ortadan kaldirmak amaclanmistir. Bu adimlarin her birinde, pellet

atilir ve stipernatant sonraki adim i¢in kullanilir.

Son siipernatant kiigliik keseciklerin topaklanmasi i¢in 110,000 x g'de
ultrasantrifiijlendi (Beckman Coulter). Pelet, ortamda bulunan proteinleri elimine

etmek icin biiylik miktarda PBS icerisinde yikandi ve ayni yliksek hizda son bir kez
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santrifiijlendi. Eksozom pelleti PBS ile sulandirilarak vortekslendi ve -80°C’de
saklandi. Eksozom orneklerinin saflastirilmasinda kullanilan cihaz ve ultrasantrifiij

tlipleri sekilde gosterilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Eksozom izolasyonunda kullanilan a) Ultrasantrifiij b) Ultrasantrifiij
Rotoru c) Ultrasantrifiij Tiipi

3.2.4.2 Eksozom Orneklerinin Flow Sitometri Yontemi ile Karakterizasyonu

Elde edilen eksozom 6rneklerinin karakterizasyonu, ultrasantrifiij 6ncesi ve sonrasi
eksozom orneklerin safliginin analizi FACS Calibur cihazi ile flow sitometrik olarak
yapilmis olup analizler i¢in CD63, CD9 ve CD81 markerlar1 kullanildi. CD63 belirteci
icin System Biosciences Exo-Flow Exosome FACS Kits kullanildi. Ayni zamanda
CD63, CD9 ve CD81 antikorlari ayr1 ayri kullanilarak flow sitometrik yontemle yiizey

belirtecleri analiz edildi.
Manuel Flow Sitometri Protokolii

Eksozom ornekleri her flow sitometri tiipiine esit sekilde dagitildi ve tiiplerden bir
tanesi izotip kontrol tiipt, diger iki tiip ise istenilen proteine 6zgii olan CD63
PE/CD81 APC ve CD 9 PE antikorlar: eklendi. Tiiplere antikorlar eklendikten sonra
karanhk ortamda ve oda sicakhginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 2 ml PBS ile 2200 rpm’da 5 dakika boyunca yikandi. Yikama sonrasinda
flow sitometri o6lciimi yapabilmek icin 300 pL PBS eklendi. BD FACS Calibur
cihazindan okutularak CEll Quest Pro yazilim ile analiz edildi. Okutma esnasinda
flow sitometri esigi miimkiin olan en diisiik degere indirgenerek logaritmik
popiilasyon arandi. Eksozom popiilasyonu kapilanarak 10000 eksozom okutuldu ve

floresan sinyali ilgili histogram grafigi lizerinden antikor yiizdesi degerlendirildi.
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System Biosciences Exo-Flow Exosome FACS Kits protokolii
Exo-flow facs manyetik boncuk hazirlama

1. Boncuk c¢ozeltisini kisaca vorteksleyin ve ardindan numune basina 1.5 ml'lik bir

tiipe 40 pl boncuk ¢ozeltisini ekleyerek pipetleyin.
2. Ornekleri 2 dakika boyunca manyetik stand iizerinde bekletin.

3. 2 dakika sonra siipernatant1 dikkatlice ¢ikarin. Manyetik boncuk peletlerini

bozmadiginizdan emin olun.

4. Ornekleri manyetik standdan ¢ikarin ve 500 pl boncuk yikama tamponu ekleyin.

Birkag kez ters gevirin.

5. Ornekleri manyetik sehpaya yerlestirin ve toplam 2 yikama icin 2-4 arasindaki

adimlari tekrarlayin.
6. Tiim s1viy1 ¢ikarin, boylece sadece boncuklar tiiplin yaninda kalir.
Yakalama antikorunun boncuklara baglanmasi

7. Tipleri manyetik standdan c¢ikarin ve 10 pl biotinlenmis yakalama antikoru
(cd63) ekleyin. Boncuklar tiipiin dibine tasimak icin pipet ucunu kullanarak

numuneyi yukari ve asag1 pipetleyerek karistirin.

8. Tlpleri 2 saat buz lizerinde bekletin. Hafifce karistirmak i¢in her 30 dakikada bir

tlipe hafifce vurun.
9. 200 pl boncuk yikama tamponu ekleyin ve karistirmak i¢in hafif¢ce vurun.
10. Ornekleri 2 dakika boyunca manyetik stand iizerine yerlestirin.

11. 2 dakika sonra stipernatanti dikkatlice ¢ikarin. Manyetik boncuk peletlerini

bozmadiginizdan emin olun.

12. Ornekleri manyetik standdan ¢ikarin ve 500 ul boncuk yikama tamponu ekleyin.

Birkag kez ters cevirin.

13. Ornekleri manyetik sehpaya yerlestirin ve toplam 3 yikama icin 10-12

arasindaki adimlari tekrarlayin.

14. Ornek basina 400 pl boncuk yikama tamponu ekleyerek yakalama antikor-

boncuklarini siispanse edin.
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Eksozom yakalama

15. Toplam 500 pl hacim icin her bir boncuk 6rnegine 100 pl konsantre, izole edilmis

eksozom ekleyin.
16. Yakalama i¢in gece boyunca 4°C'de donen bir raf lizerinde inkiibe edin.
17. Ornekleri 2 dakika boyunca manyetik stand iizerine yerlestirin.

18. 2 dakika sonra stipernatant1 dikkatlice ¢ikarin. Manyetik boncuk peletlerini

bozmadiginizdan emin olun.

19. Ornekleri manyetik standdan ¢ikarin ve 500 ul boncuk yikama tamponu ekleyin.

2-3 kez ters ¢evirin; vorteks yapmayin. karistirmak i¢in tiipleri hafif¢ce vurun.

20. Ornekleri manyetik sehpaya yerlestirin ve toplam 2 yikama icin 3-5 arasindaki

adimlari tekrarlayin.

21. Numune basina 250 ul nihai hacim i¢in 240 pl exosome-fitc tamponu ve 10 pl

exo-fitc exosome ekleyin.

22.Tipleri 2 saat buz izerinde bekletin. Hafifce karistirmak i¢in her 30 dakikada bir

tiipe hafifce vurun.
23. Ornekleri 2 dakika boyunca manyetik stand iizerine yerlestirin.

24. 2 dakika sonra stpernatanti dikkatlice ¢ikarin. Manyetik boncuk peletlerini

bozmadiginizdan emin olun.

25. Ornekleri manyetik standdan ¢ikarin ve 500 ul boncuk yikama tamponu ekleyin.

Birkag kez ters gevirin.
3.2.4.3 Eksozom Orneklerinin BCA ile Miktarlarinin Tayini

Eksozom preparatinda bulunan toplam protein miktarinin 6l¢iilmesi, hiticreler
tarafindan salgilanan eksozomlarin miktar1 hakkinda bir fikir vermektedir. Hiicre
kiltir siipernatantlarinin iiretimi i¢in kullanilan serum uygun sekilde temizlenirse
ve deney dikkatli bir sekilde gerceklestirirse, protein konsantrasyonunun
nicelendirme icin giivenilir ve tekrarlanabilir bir yaklasim oldugu kanitlanmistir.
Uretilen eksozomlarin miktar hiicre tipine gore degisir. Protein konsantrasyonu
Thermo Pierce BCA Protein Assay Kit ile 6l¢iilmiistiir. Bikinkoninik testinin prensibi,

alkalin sartlar altinda CuZ2+ 'nmin Cul+' a indirgenmesi ile Cu2+ protein kompleksi
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olusumuna dayanir. 562 nm'de absorbans kaydedilir ve protein konsantrasyonu

standart bir egri ile karsilastirilarak belirlenir.

Tablo 3.4 BCA kit prosediiriine gére working soliisyonunun hazirlanmasi

Working Pierce BCA Protein Assay Reagent A 50 birim
Solution
Hazirlanmasi

Pierce BCA Protein Assay Reagent B 1 birim

* Protein standartlar1 hazirlandi (0.5 pg, 5 pug, 10 pg, 20 pg ve 30 pg).

» Her kuyuya hazirlanan standartlardan 25 pl eklendi.

» Eksozom oOrneklerinin oldugu soliisyondan 25 pl 6rnek kuyusuna eklendi.
Kontrollii ¢alismak icin eksozom o6rnekleri hem saf hem de 1:10 oraninda
sulandirilarak ¢calisildi.

* Working Solution 50:1 oraninda hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalarda her bir
kuyuya 200 pl olacak sekilde eklendi.

= 37 2C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra 562 nm dalga boyunda Spectramax
marka spektrofotometrede okutuldu.

3.2.4.4 Eksozom o6rneklerinin boyut analizlerinin yapilmasi

Elde edilen eksozom 6rneklerinin boyut analizleri iki farkli yontem ile analiz edildi.
Eksozom boyutunun 6l¢iimii i¢in Zetasizer NanoZS 90 ve Nanosight NS300 cihazlari
kullanildi. Zeta boyut analizinde cihazin temel prensibi 6rnek iizerine kirmizi ve
mavi lazer 15181 gonderilmesidir. Ornek tizerinden yansiyan 1s1ma yapan lazer 15181
cihazin dedektérleri aracihigiyla élgiiliir. Ornek icerisinde parcacik boyut dagilimini

6l¢mek icin sacilan 15181n agis1 ve siddeti kullanilir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Lazer saginim boyut analiz cihazinin ¢alisma prensibi

Ornek icerisinden gecen lazerin sagilma acis1 érneklerin parcacik boyutlarini
belirler. Ornek icinden sacilan acinin logaritmik olarak artmasi parcacik boyutunun
diisiik olmasina baghdir. Lazer 15181n1n siddeti ne kadar yiiksek ve sagilma acilari

diisiik ise parcacik boyutu o kadar biiyiiktiir [315].

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin Zetasizer NanoZS 90
cihazinda boyut analizleri icin stok olarak hazirlanan 1 ml PBS icerisindeki eksozom
orneginden 5 ul alinarak 995 pl distile su ile seyreltildi ve 3 kez 6l¢iildii. Olgiimler
icin cihazin ozel kiivetleri kullanildi. (Sekil 3.5). Olgiimlerin ortalamasi alindi ve

grafik olusturuldu.
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Sekil 3.5 a) Zeta potansiyel o6l¢ciim kiiveti b) Pargacik boyutu 6l¢iim kiiveti

Nanopartikiil izleme Analiz (NTA) Cihazi, érnek icerisinde bulunan bir ¢ok farkl
partikiilii ayn1 anda izleyerek ve kaydederek partikiil ve boyut analizi yapmaktadir.
Cihaz toplamda 3 adet 6nemli par¢cadan olusmaktadir; kamera, siringa pompasi ve
verilerin analizini yapan bilgisayar sistemi. Cihazin calisma prensibi, siv1 soliisyon
iceriginde bulunan nanoboyuttaki parcaciklarin boyut dagilimi 6l¢gmek icin hem 151k
sacilim1 hem de Brownian hareketini kullanmasidir (Sekil 3.6). Numune tipine bagh
olarak 0,01- 1 um ¢apindaki nanoboyuttaki par¢aciklarin boyut dagilimini ve
konsantrasyonunu o6l¢ebilmektedir. Cihaz yardimi ile, hiicre dis1 vesikiiller, ilag
salinimi, nanoteknoloji, lipozomlar, protein agregasyonu, kozmetik ve gida tirtinleri

gibi alanlarda kullanilan malzemelerle ¢alisma imkani sunulmaktadir [316].
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Sekil 3.6 Nanosight NS300 calisma prensibi, Uretici Firma [317]

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin boyut analizlerinin
yapilabilmesi i¢cin stok olarak hazirlanan ve PBS ile sulandirilan eksozomlar, 1:100
oraninda seyreltilerek enjektor yardimi ile cihaza yiiklendi. Okuma sonuglari

yazilim programi araciligl ile analiz edildi.
3.2.4.5 Eksozom orneklerinin SEM analizlerinin yapilmasi

Eksozomlarin morfolojik analizlerini ve boyut 6l¢timlerini yapabilmek icin SEM
analizi yapildi. izole edilen eksozomlar %2 gluteraldehit ¢ozeltisi ile lam {izerinde
fikse edildi ve artan alkol serisinden (%40, %60, %80, %96-98) gecirildi. Alkol

buharlastiktan sonra

lamlar oda sicakliginda 24 saat bekletilerek kurutuldu. Fikse edilen 6rnek altin-
palladyum ile kaplandi ve SEM-ESEM-FEG (Low Vac) cihazi ile analizleri yapildu.
3.2.5 Deneylerde Kullanilacak Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Salisilik asit kristali Tekkim Firmasindan (Bursa, TURKiYE) satin alind1 ve stok
¢ozeltisi olarak 40 mM konsantrasyonda dimetil siilfoksit (DMSO) icinde ¢oziildi. In

vitro analiz icin tim salisilik asit konsantrasyonlar1 % 0.1 DMSO, %1
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penisilin/streptomisin ve %10 Fetal Bovine Serum iceren RPMI 1640 ortaminda
hazirlandi. Aleo-emodin (ABCAM) 2000 pg stok solusyonu DMSO igerisinde
hazirlandi ve deneylerde c¢alisilan konsantrasyonlar % 0.1 DMSO, %1
penisilin/streptomisin ve %10 Fetal Bovine Serum igceren RPMI 1640 ortaminda
hazirlandi. Tiim deneyler i¢in kontrol besiyeri olarak % 0.1 DMSO iceren RPMI 1640

besiyeri kullanild.

3.2.6 Eksozom, Salisilik Asit ve Aleo-Emodin Formiilasyonlarinin Farklh

Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Toksik EtKisinin in vitro Olarak Belirlenmesi

Hiicre hatlar: tizerindeki sitotoksik deneyler MTT deneyi ile yapildi. MTT, hiicre
canliliginin, hiicre ¢ogalmasinin ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel
metabolik aktiviteyi 6l¢mek icin kullanilir. Bu kolorimetrik metod, sar1 bir
tetrazolyum tuzunun (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan mor formazan Kkristallerine

indirgenmesine dayanmaktadir (Sekil 3.7).

Mitechondrial
reductase CH,

MTT formazan

Sekil 3.7 Canli hiicrelerde formazan kristallerinin olusum mekanizmasi

Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NAD(P)H'ye bagh oksidorediiktaz
enzimleri icerir. Coziinmeyen formazan Kkristalleri, bir ¢oéziindiirme c¢ozeltisi
kullanilarak ¢oziliir ve elde edilen renkli ¢6zelti, 500-600 nm absorbans o6lciilerek
nicelendirilir. Cozelti ne kadar koyu olursa canli, metabolik olarak aktif hiicrelerin
sayis1 o kadar fazla olur. Deneylerde kullanilacak eksozom, salisilik asit ve aleo-
emodin maddelerinin sitotoksik etkisi L929, ]774 ve Vero hiicre hatlari lizerinde
incelenmistir. Maddelerin hiicre hatlar tlzerinde c¢alisilan dozlar1 Tablo 3.5°de

gosterilmistir.
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Tripsinizasyon ile kaldirilan hiicreler kuyu basina 10.000 hticre olacak sekilde % 10
FBS iceren besiyeri icerisinde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicreler 37°C'de % 5
CO2 iceren etiivde 12-16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler
tizerine farkli konsantrasyonlarda eksozom, salisilik asit ve aleo-emodin eklendi ve
24 saat inkiibasyona birakildi. 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT
cozeltisinden tiim kuyucuklara 10 pl eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Reaksiyonu durdurmak icin 100 ul DMSO eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda,
karanlikta inkiibe edildikten sonra 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okundu. Deney sonuglarinda kontrol grubunda elde edilen sonu¢ % 100 canlilik

olarak kabul edildi ve tiim degerler kontrol grubuna gore kiyaslandi.

Tablo 3.5 Hiicre sitotoksisite analizleri yapilan maddelerin konsantrasyonlari

Eksozom 25 g 50 ug 75 ug 100 pg X X

Salisilik 0,imM 0,4 mM 1 mM 4 mM 10 mM 40 mM

asit

Aleoemodi 25pg/m 50pg/m 75pg/m  100pg/m  150pg/m  200ug/m
n 1 1 1 1 1 1

3.2.7 Formiilasyonlarin L. Major Parazitlerinin Metabolik Aktiviteleri

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

L. major kiltiirinden sayim yapildiktan sonra elde edilen sonuca gore 20.000
parazit/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekim yapildi. 10 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan MTT ¢ozeltisinden tiim kuyucuklara 10 pl eklenerek
parazitler 27°C’de 4 saat inkibe edildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pl DMSO
eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildikten sonra 570 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Deney sonuglarinda kontrol grubunda
elde edilen sonug¢ % 100 canlilik olarak kabul edildi ve tiim degerler kontrol grubuna

gore kiyaslandu.

3.2.8 Formiilasyonlarin Makrofaj Hiicrelerinde Nitrik Oksit Uretimi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Enfekte makrofajlar elde etmek icin, kiltiirdeki L. major promastigotlar1 hiicre

basina 10 promastigot (10> parazit) olacak sekilde bir giin 6ncesinden ekilen ]J774
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hiicreleri tizerine ekildi. Daha sonra plakalar, %5 CO: iceren inkiibatorde 37°C'de 4
saat inkiibe edildi. Plakalar, fagosite edilmemis promastigotlar1 uzaklagstirmak i¢in
RPMI ortamu ile yikandi ve enfekte olmus makrofajlara formiilasyonlar eklendi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra, fenol kirmizisi icermeyen RPMI ortami ile hazirlanan

formiilasyonlardan siipernatantlar alindi ve nitrik oksit analizi yapildi.

Nitrik Oksit 6lciimli Griess Reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak yapildi.
Standart grafigi elde etmek icin standart madde olarak Sodyum Nitrit kullanildi.
Bunun i¢in 10 ml distile su i¢inde 0,345 g Sodyum Nitrit ¢oziiliirek 500 pM stok
¢ozelti hazirlanmis oldu. Elde edilen stok ¢ézeltiden 0-100 uM (0.5, 1, 5, 10, 25, 50,
100 pM) araliginda standartlar hazirlandi. Tripsinizasyon ile flasklardan kaldirilan
J774 hiicreleri kuyu basina 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekildi.
Bunun icin %10 FBS iceren fenol redsiz RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Hiicrelerin
inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra, hiicrelerin tizerindeki besi yeri atilarak
formiilasyonlarin oldugu besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.
inkiibasyonun ardindan standartlardan ve NO él¢iimii yapilacak kiiltiir ortamindan
50 ul alind1 ve 96 kuyucuklu plaklara eklendi. Bu 6rneklerin tizerine 50 pl Griess
reaktifi eklenerek oda sicakliginda, karanlikta 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi. 10 dakika sonra spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okundu ve

hesaplamalar yapildi.

Yapilan tiim deneyler sonucunda salisilik asit ve aleo-emodin dozlarinin en iyi sonug

veren dozlar1 ile eksozomun en iyi dozu secilerek kombin formiilasyonlar

hazirlanda.
Tablo 3.6 Eksozom kombin dozlarinin hazirlanmasi
Eksozom-Aleo emodin Kombin Eksozom-Salisilik Asit Kombin
Dozlari Dozlari
50 pg Eksozom + 25 pg/ml 50 pg Eksozom + 0,4 mM
50 pg Eksozom + 50 pg/ml 50 pg Eksozom + 1 mM
50 pg Eksozom + 75 pg/ml 50 pg Eksozom + 4 mM
50 pg Eksozom + 100 pg/ml 50 pg Eksozom + 10 mM
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3.2.9 Formiilasyonlarin L. Major Parazit Sayilar1 Uzerine Zamana Bagh

Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom, salisilik asit, aleo-emodin ve eksozomlarin bu maddelerle kombin olarak
hazirlanan dozlarinin L. major parazitlerinin sayisina etkisini belirlemek ic¢in
promastigotlar 1x10¢ parazit/ml olacak sekilde % 10 FBS iceren RPMI 1640 (%1
Penisilin/streptomisin, % 0,1 DMSO) icerisinde hazirland1 ve ependorflara ekildi.
Parazit sayimi 24, 48, 72 ve 96. saatlerde thoma lam kullanilarak yapildi.
Parazitlerin tespiti i¢in %4 formaldehit kullanildi. Parazit ve formaldehit soliisyonu
1:10 oraninda birlestirildi ve parazitlerin rahat¢a sayilabilmesi i¢cin 3-4 dakika

bekletildi. Parazit biiylimesinin inhibisyonu mikroskop altinda incelendi.

3.2.10 Eksozom, Salisilik Asit ve Aleo-Emodin Formiilasyonlarinin Anti-

Leishmanial Etkinliginin Belirlenmesi
3.2.10.1 Formiilasyonlarin Anti-Amastigot Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom ve eksozomlarin salisilik asit ve aleo-emodin ile kombin olarak hazirlanan
dozlarinin anti-promastigot etkisini belirlemek i¢cin J774 hiicreleri, kuyu basina
3x10% olacak sekilde 6 kuyulu plakalara ekildi ve 24 saat 37°C'de inkiibe edildi.
inkiibasyondan sonra, kuyu basina 3x105 parazit ekildi ve makrofajlarin parazitler
tarafindan enfekte olmasi beklendigi icin 37°C'de 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra
50 pg eksozom, salisilik asit (0.4, 1, 4, 10mM) ve aleo-emodin (25, 50, 75 ve 100
pug/ml) formilasyonlari enfekte makrofajlara kombinasyon halinde uygulandi ve
37°C'de 3 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ortam aym
formiilasyonlarla degistirildi ve 27°C'ye yerlestirildi ve 3 giin daha inkiibe edildi.

Ortamdaki promastigotlarin sayisi thoma lami ile sayildi ve analiz edildi.
3.2.10.2 Formiilasyonlarin Enfeksiyon indeksi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom ve eksozomlarin salisilik asit ve aleo-emodin ile kombin olarak hazirlanan
dozlarinin L. major promastigotlar1 ile enfekte edilmis makrofaj hiicreleri
uizerindeki etkisini incelemek icin, 2 ml RPMI 1640 ortami ile 6 kuyucuklu plakalarin
her bir oyuguna 3x10% ]J774 makrofaj hiicresi ekildi. 37°C'de 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, her kuyuya 3x105 L. major promastigot ekildi ve makrofajlari
enfekte etmek icin 37°C'de 3-4 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyular PBS

ile yikandi ve formiilasyonlari iceren ortam (2 ml) ilave edildi. Daha sonra plakalar
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%5 CO2 iceren 37°C'lik etiivde 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
formiilasyonlar ¢ikarildi, kuyular PBS ile yikandi ve enfekte olmus makrofajlar 1 ml
Metanol eklenerek 10 dakika boyunca fikse edildi. Metanol uzaklastirildiktan sonra
kuyucuklara 750 pl GIEMSA boyasi ilave edildi ve 2 dakika bekletildi. Daha sonra
kuyucuklar 2-3 kez musluk suyu ile yikandi ve kurutulduktan sonra immersiyon
yagl damlatildi ve mikroskop altinda sayilarak formiilasyonlarin parazitlerin
makrofaj tuzerindeki enfektivitesine etkisi belirlendi. Enfeksiyon indeksinin

belirlenmesi i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Enfeksiyon indeksi = (Enfekte makrofaj sayisi/Toplam makrofaj sayist) x
Makrofaj basina diisen toplam amastigot sayisi (3.5)

3.2.11 Eksozom, Salisilik Asit ve Aleo-Emodin Formiilasyonlarinin in vitro

Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom ve eksozomun bu maddelerle kombin olarak hazirlanan dozlarinin L929
hiicre hattinda yara iyilesmesi iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in 6 kuyulu plakalara
kuyu bas1 300.000 hiicre olacak sekilde % 10 FBS ve % 1 Penisilin/streptomisin
iceren DMEM F12 ile ekildi. 12-16 saat inkiibasyona birakilan hiicreler 1000 pl'lik
steril pipet ucu yardimiyla cizilerek yara modeli olusturuldu ve eksozom, salisilik
asit ve aleo-emodin formiilasyonlari eklendi. Yara olusturulan saat “0. Saat” olarak
kabul edildi Daha sonra 12, 24 ve 48. saatlerde diizenli olarak OLYMPUS DEE-3
marka fotograf makinesi ile fotograflarn cekildi ve yara mesafelerinin ol¢ciimleri
yapildl. 0. saatteki yara mesafesi %100 kabul edildi ve diger saatler bu orana gore

hesaplanarak karsilastirildi.

94



4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Morfolojik Gortintiileri

Mezenkimal kok hiicre izolasyonu icin sezeryan dogum yapan bagiscilardan yazili
onam alinan gobek kordonlar1 kullanildi. Kordondan kii¢iik parcalar kesildi ve
plakalara hiicre gocii icin eksplant kiiltiirti yontemi kullanildi. Besiyerinin 3-4 giinde
bir diizenli olarak degistirilmesi ile kiiltiiriin devamliligi saglanmistir. Hiicre gocti,
dokudan plakalara 5-6 giin icinde gercgeklesti (Sekil 1A). 8-12 giin icinde, yapisan
hiicreler koloniler olusturdu (Sekil 1B, C) ve pasajlandi (Sekil 1D). Hiicreler
pasajlandiktan sonra homojen bir dagilim gostermis ve flasklarin her bolgesine esit
dagilmasi saglanmistir (Sekil 2A, B, C). Hiicreler %80-90 doluluga ulastiginda,

diizenli olarak pasajlandilar ve pasaj 3 seviyesinde donduruldular (Sekil 2D).

95



Sekil 4.1 Wharton Jeli kokenli mezenkimal kok hiicrelerin morfolojik goriintiisii A)
P0/5.giin B) P0/8.gilin C) PO/11.giin D) P1/2.glin

Sekil 4.2 Wharton Jeli kokenli mezenkimal kok hiicrelerin morfolojik gortintiisiA)
P1/3.glin B) P2/4.giin C) P3/3.giin D) P3/Confluent



4.2 Gobek Kordonundan

izole

Hiicrelerin Karakterizasyonu

Edilen Mezenkimal

Kok

4.2.1 Gobek Kordonundan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Flow

Sitometrik Analizleri
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Sekil 4.3 Gobek kordonundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin yiizey
belirteglerinin ekspresyon seviyeleri

Mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini karakterize etmek icin flow sitometrik analizler
yapildi. CD90, CD73, CD105, CD44 gibi kok hiicrelerin karakteristik yiizey
belirtegleri ve CD45, CD14, CD34, CD19 ve HLA-DR gibi negatif belirteclerin karisimi

analiz edildi. Analiz sonuglarina gore CD90+, CD73+, CD105+, CD44+ yiizey

belirteglerinin ekspresyon seviyeleri sirasiyla % 99.87 +0.2338, % 99.93+ 0.1033,
%99.73+% 0.3670, % 99.98 + 0.04082 olarak belirlendi. Negatif ytlizey belirtecleri

kokteyl olarak ¢alisildi ve sonug¢ 0.1333+0.08165 olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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4.2.2 Gen ekspresyonu analizleri

CT degeri, nispi gen ekspresyon dongiisii esigi olarak ol¢lilmiistiir. Kantitatif PCR
sonuclarini raporlamak icin ACt yontemi kullanildi. GAPDH kontrol olarak kullanildi
ve tim genlerin ekspresyonlarinin sonuglart kontrol ile karsilastirildi. Gen
ekspresyonu sonuglar: 3 tekrar halinde 6l¢iilmiistir. Sonuglara gore, tiim spesifik
genler kontrol ile karsilastirildiginda, incelenen tiim genlerin ifadelerinin
kontrolden yiiksek oldugu tespit edildi. TERT, OCT4, SOX2, ZFP42 ve GADPH
genlerinin Ct degerlerinin sonuglar: sirasiyla 33.94 * 0.2417, 28.30 * 0.6236,
32.21%£1.903, 30.20 £ 0.2928 ve 22.33+0.7087 olarak belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Gobek kordonundan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin pluripotensi
genlerinin ekspresyon seviyeleri

4.2.3 Gobek kordonundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin telomeraz

enzim aktiviteleri

Telomeraz aktivitesi, lireticinin protokoliine gore TeloTAGGG PCR ELISAPLUS kiti

(Roche, Mannheim, Almanya) kullanilarak belirlendi. Telomeraz aktivitesi, yar1 nicel
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bir sekilde 'goreceli telomeraz aktivitesi' (RTA) olarak tamimlandi. (S, T -S0) degeri
SO veya negatif kontrolden 2 kat biiylikse numune telomeraz pozitif olarak kabul
edildi. Kitte onerilen degerlere gore negatif kontrol 0,1'den kiiciik ve pozitif kontrol
0,3-0,8 araliginda olmalidir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore negatif kontrol 0,09 ve
pozitif kontrol 0,45 olarak belirlendi. Bu verilerle kitin dogru ¢alistig1 kanitlanmistir.

RTA diizeyi asagidaki formiile gore hesapland;
% RTA=((S,T-S0)/S,1S) )/PC*100 (4.1)

450 nm 690 nm FARK

S0 | ST |SLIS| S0 | ST |SLIS| SO | ST | SLIS
Kontrol 0,0602 14631 |3,125%| 0,0397 0.0564 | 00282 | 00384 | 0,0390 | 0,0426

Wimse | 00950 | 0.1897 |2,7010| 0,0384 | 0,0390 | 0.0426 | 0.0566 | 0,1507 | 2,6384

50 Degerleri (S,T-50) Degerleri (5,T-S0)/S,IS Degerleri

0,0566 0,0041 0,035397231 7. 796603950

Sekil 4.5 Gobek kordonundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin telomeraz
enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in kullanilan parametreler ve RTA seviyesinin
hesaplanmasi

Elde ettigimiz sonuclara gore RTA ytizdesi %7,8 olarak belirlendi.
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4.3 Gobek kordonu kaynaklh mezenkimal kok hiicrelerden elde
edilen eksozomlarin Kkarakterizasyonu ve miktar tayinlerinin
yapilmasi

Eksozom eldesi icin Nutristem besiyeri ile ekilen hiicreler % 50-60 doluluga

geldikten sonra besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandiktan sonra

eksozom besiyeri (%1 penisilin/streptomisin icerem DMEM F12) eklendi. 24-48

saat inkiibasyonun ardindan hiicrelerin morfolojik gortntiileri sekildeki gibidir.

Sekil 4.6 Gobek kordonu kékenli mezenkimal kok hiicrelerin serumsuz DMEM F-
12 besiyeri icerisindeki mikroskobik goriintiisii

4.3.1 Gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen

eksozomlarin flow sitometrik karakterizasyonu

Hiicre zarina benzer sekilde, eksozomlar ylizeylerinde spesifik isaretler icerir.
Eksozomlarin karakterizasyonu, flow sitometri yéntemiyle CD9, CD81 ve CD63 gibi

ylzey belirtecglerinin ekspresyon seviyeleri dlciilerek gerceklestirilmistir.

Eksozom karakterizasyonu iki farkli yontemle analiz edildi. Birinci yontemde CD9,

CD63 ve CD81 antikorlar1 kullanilarak akis sitometrik analizi yapildi. ikinci
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yontemde System Biosciences Exo-Flow Exosome FACS kiti kullanilarak analiz
yapildi ve CD63 yiizey belirtecglerinin ekspresyon seviyesi 6l¢iildii. Birinci yontem
kullanilarak yapilan analiz sonuclarina gore eksozom orneklerinin CD9, CD63 ve
CD81 ylzey belirtegleri sirasiyla %81,66, %90,00 ve %99,06 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.7). ikinci yéntemin uygulandig: flow sitometri sonucuna gére CD63 yiizey

belirteglerinin ekspresyon sonucu %99,9 olarak belirlenmistir (Sekil 4.8).

CD 9: % 81.66 CD 63: % 90.00 CD 81: % 99.06

Total Events 1000

Sekil 4.7 WJ-MKH koékenli eksozomlarin flow sitometri yontemi ile
karakterizasyon sonuglari

Feaora 1 D 1T 0l e 0

oA bk

Sekil 4.8 W]-MKH kokenli eksozomlarin Exo-Flow Exosome Purification Kiti ile
flow sitometrik karakterizasyonu

4.3.2 Gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen

eksozomlarin boyut analizi

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin karakterizasyonlar icin
boyut ve morfolojik analizleri yapildi. Eksozomlarin boyut analizleri Zeta Sizer ve
Nanosight NS300 cihazlar1 ile yapildi. Eksozomlarin morfolojik olarak

karakterizasyonu SEM analizi yapildi.
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4.3.2.1 Zeta Sizer ile boyut analizleri sonuclari

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin boyut analizi icin PBS ile
sulandirilmis stok eksozom soliisyonundan 5 pl 6rnek alinarak 995 ul ile
sulandirildi. Eksozom o6rneklerinin ortalama boyutlar1 196.2 + 43,04 nm olarak

slcildii (Sekil 4.9).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.9 W]-MKH’lerden elde edilen eksozomlarin Zeta Sizer ile boyut analizi
sonucu

4.3.2.2 NTA ile boyut analizi sonuclari

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin boyut ve partikiil analizleri
Yeditepe University Extracelluler Vesicle and Exosome Reseach Lab (EVER LAB)’da
yapildi. Stok olarak 1 ml PBS icerisinde sulandirilan eksozom 6rnekleri 1:100
oraninda seyreltilerek steril enjektor ile Nanosight NS300 cihazina yiiklenerek
okutma yapildi ve sonuglar analiz edildi. Eksozom 6rneklerinin ortalama boyutlari

158,6 + 83,8 nm olarak ol¢tildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 W]-MKH’lerden elde edilen eksozomlarin Nanosight NS300 ile boyut
analizi sonucu

4.3.3 Gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen

eksozomlarin SEM ile karakterizasyonu

Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin boyut ve morfolojik
ozelliklerinin tespit edilmesi i¢cin SEM analizi yapildi. Eksozomlar lam {izerine
gluteraldehit ile fikse edilerek yiikselen alkol serisinden gecirildikten sonra
kurumaya birakildi. Kuruyan oérnekler altin-palladyum ile kaplanarak SEM analizi
yapildi. Eksozomlarin morfolojik o6zelligi olan “cup-shape” SEM analizi ile
dogrulanmistir. Ayrica, SEM goériintileme sonrasi elde edilen eksozom boyut
analizlerinin sonuclar1 Zeta Sizer ve NTA ile yapilan boyut 6l¢iimlerini de

karsilamaktadir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Eksozomlarin SEM morfolojik analizleri

4.4 GoObek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde

edilen eksozomlarin farkli hiicre hatlari iizerindeki toksik etkisi

Ekstraselliiler vezikiil konsantrasyonlarinin Vero ve L929 hiicre hatlari iizerindeki
toksik etkisini belirlemek amaciyla MTT testi kullanildi. Kontrol degerleri %100
canli olarak kabul edildi. Eksozom konsantrasyonlarinin Vero hiicreleri tizerindeki
toksik etkisi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, 50 pg eksozom grubunda artis
gortlse de bu artis anlamli bulunmamistir. Tiim gruplarda kontrol grubuna gore
kiyaslama yapildiginda anlaml bir fark tespit edilememistir. Ekstraselliiler vezikiil
konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattindaki etkisi incelendiginde; tim gruplar
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda anlamh bir fark tespit edilememistir.
Eksozom formiilasyonlarinin hiicre hattinda belirgin bir toksik etkisinin olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Ekstraselliiler vesikiil formiilasyonlarinin Vero ve L929 hiicre hatlar
tzerindeki toksik etkileri

4.5 Salisilik asit konsantrasyonlarinin farkhh hiicre hatlar

uzerindeki toksik etkisi

Salisilik asit dozlarinin L929 ve J774 hiicre hatlarinda hiicre canliligl tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla 1x105 hiicre ekilmis ve salisilik asit dozlarina maruz
birakilmistir. Kontrol degerleri % 100 canlilik olarak kabul edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, farkli salisilik asit konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda canlilik
uzerindeki etkisi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda yalnizca 40 mM dozunda

anlaml bir azalma tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin L929 hiicre hatti iizerindeki
toksik etkisi

Salisilik asitin J774 hiicresi iizerindeki etkisi incelendiginde 1, 4, 10 ve 40 mM

salisilik asit dozlarinda anlaml bir artis tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin J774 hiicre hatti tizerindeki
toksik etkisi

4.6 Aleo-emodin konsantrasyonlarinin farkli hiicre hatlar:

uizerindeki toksik etkisi

Aleo-emodinin farkli konsantrasyonlarinin L929 ve ]J774 hiicreleri izerindeki toksik

etkisini belirlemek amaciyla MTT canlilik testi yapildi. Deneylerde kontrol
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grubunun sonuglar1 % 100 canlilik olarak kabul edildi. Elde edilen sonuglara gore,
farkl aleo-emodin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattinda canlilik iizerindeki
etkisi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda diisiik dozlarda kontrol grubuna gore
anlaml bir fark bulunmazken 75, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda anlaml bir artig
tespit edilmistir (p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin L929 hiicre hatti tizerindeki
toksik etkisi

Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin J774 hiicre hatti tizerindeki toksik etkisi
kontrol

grubuna gore kiyaslandiginda tiim gruplarda anlamli bir fark tespit edilememistir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin J774 hiicre hatt1 tizerindeki
toksik etkisi

4.7 Formiilasyonlarin L. major parazitlerinin metabolik

aktivitesi tlizerine etkisinin belirlenmesi

Eksozom, salisilik asit ve aleo-emodin konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin
metabolik aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT testi yapildi. 10>
parazit 96 kuyulu plakalara formiilasyonlar ile birlikte ekildi ve 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonlandiktan sonra 10 pl MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat
inkiibasyona birakildi. Her kuyuya 100 pl DMSO eklenerek oda sicakliginda,
karanlikta inkiibe edildi ve 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
Kontrol gruplarindan elde edilen sonuclar % 100 olarak kabul edildi ve analizler

yapildi.

4.7.1 Eksozom konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin metabolik

aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

5 farkli eksozom konsantrasyonunun L. major parazitlerinin metabolik aktivitesi
lizerine etkisi analiz edildiginde ve sonuclar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim
eksozom gruplarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir (***: p<0.001) (Sekil 4.17).

50 pg eksozom dozunda gozlemlenen azalmanin diger eksozom gruplarindan daha
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fazla oldugu belirlendi. Elde edilen bu sonuglar ile, 50 pg eksozom dozunun L.major

parazitlerinin metabolik aktivitesini azaltma da daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.17 Eksozom formilasyonlarinin L. major tizerindeki metabolik etkisi

4.7.2 Salisilik asit konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin metabolik

aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin metabolik aktivitesi
lizerine etkisi analiz edildiginde ve sonugclar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim

dozlarda anlaml azalma tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Salisilik asit formtilasyonlarinin L. major tizerindeki metabolik etkisi

4.7.3 Aleo-emodin konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin metabolik

aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin L. major parazitlerinin metabolik
aktivitesi Uzerine etkisi analiz edildiginde ve sonug¢lar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 25 pg/ml aleo-emodin dozunda anlamli bir degisme olmadig: 50,
75, 100, 150 ve 200 pg/ml dozlarinda kontrol grubuna goére anlaml bir azalma
oldugu tespit edilmistir (p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Aleo-emodin formiilasyonlarinin L. major tizerindeki metabolik etkisi
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4.8 Formiilasyonlarin Makrofaj ve Enfekte Makrofajlar Uzerinde

Nitrik Oksit Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom, salisilik asit ve aleo-emodinin farkli konsantrasyonlarinin makrofaj ve
enfekte makrofajlar izerinde nitrik oksit (NO) liretimine etkisini belirlemek icin
Griess reaksiyonu kullanildi. Griess reaksiyonu, nitritten asit katalizli nitroz asit
olusumundan (veya NO'nun otooksidasyonundan) iiretilen NO tiirevli nitroza edici
ajan, dinitrojen trioksitin (N203) stilfanilamid ile reaksiyona girerek bir diazonyum

urettigi iki asamali bir diazotizasyon reaksiyonudur. [318]

Asitlestirilmis nitritten (veya NO'nun otooksidasyonundan) iiretilen nitrozlastirici
ajan dintrojen trioksit (N203) stilfanilamid ile reaksiyona girerek bir diazonyum
tiirevi verir. Bu reaktif ara madde, 540 nm'de gii¢lii bir sekilde emen renkli bir diazo

iriint verecek sekilde N-1-naftilen diamin ile etkilesime girecektir.

4.8.1 Formiilasyonlarin Makrofajlar Uzerinde Nitrik Oksit Uretimine
Etkileri

Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin J774 makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit
tretimine etkisi incelendiginde ve konsantrasyonlarin etkisi kontrol grubu ile

kiyaslandiginda anlamli bir fark tespit edilememistir (Sekil 4.20).

2.5
T 2.0
% T
£ 15 1 I I
E 1.0
=
€ o5
0.

Kontrol 01mM 04mM 1mM 4mM 10mM 40mM

Sekil 4.20 Salisilik asit konsantrasyonlarinin J774 hiicrelerinde nitrik oksit
liretimi lizerine etkisi

Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin J774 makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit
liretimi tizerine etkileri incelendiginde ve gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda

tlim gruplarda anlaml bir fark tespit edilememistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Aleo-emodin konsantrasyonlarinin ]J774 hiicrelerinde nitrik oksit
Uretimi lizerine etkisi

4.8.2 Formiilasyonlarin Enfekte Makrofajlar Uzerinde Nitrik Oksit
Uretimine Etkileri

Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin enfekte makrofajlarda nitrik oksit tiretimi
lzerine etkileri incelendiginde ve gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim
salisilik dozlarinda anlaml bir fark tespit edilememistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 Salisilik asit konsantrasyonlarinin L. major ile enfekte edilmis ]774
hiicrelerinde nitrik oksit liretimi tizerine etkisi
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Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin enfekte makrofajlarda nitrik oksit tiretimi
uzerine etkileri incelendiginde ve gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim

aleo-emodin dozlarinda anlaml bir fark tespit edilememistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 Aleo-emodin konsantrasyonlarinin L. major ile enfekte edilmis J774
hiicrelerinde nitrik oksit tiretimi tizerine etkisi
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4.9 Formiilasyonlarin L. Major Parazit Sayis1 Uzerinde Zamana

Bagh EtKkisi

Eksozom, salisilik asit ve aleo-emodin formiilasyonlarinin L. major parazit sayisi
lizerine zamana bagh etkisini incelemek i¢in 1x106 parazit 2 ml ependorflar
icerisine formiilasyonlar ile birlikte ekildi ve inklibasyona birakildi. 24, 48 ve 96.

saatlerde diizenli olarak sayimlar1 yapildi ve sonuclar analiz edildi.

4.9.1 Eksozom Konsantrasyonlarinin L. Major Parazit Sayis1 Uzerinde

Zamana Bagh Etkisi

Farkli eksozom konsantrasyonlarinin L. major parazit sayisi lzerindeki etkisi
kontrol grubuna gore kiyaslandi. 0. Saatte 109/ml ekilen parazit sayisina gore
analizler yapildi. Her bir grupta parazit sayisi zamana bagh olarak diizenli olarak
artsa da kontrol grubu ile kiyaslandiginda eksozom formulasyonlarinin uygulandigi
gruplarda bu artisin daha az oldugu gozlemlendi. 48. ve 96. saatte elde edilen
verilerin sonuglar1 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda tiim eksozom gruplarinda
parazit sayisinda anlamli bir azalma oldugunu gostermistir (p<0.001) (Sekil 4.24).
96 saatlik inkiibasyonun ardindan eksozomlarin en yiiksek konsantrasyonunun
uygulandig1 grupta kontrol grubuna kiyasla parazit sayisinda yaklasik 1.5 kathik bir

azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.24 Eksozom formiilasyonlarinin L. major parazit sayisi iizerine zamana
bagh etkisi

4.9.2 Salilisik Asit Konsantrasyonlarinin L. Major Parazit Sayis1 Uzerinde

Zamana Bagh Etkisi

Farkl salisilik asit konsantrasyonlarinin L. major parazit sayisi uizerindeki etkisi
kontrol grubuna gore kiyaslandi. 0. Saatte 106/ml ekilen parazit sayisina gore
analizler yapildi. Her bir grupta parazit sayisi zamana bagh olarak diizenli olarak
artsa da kontrol grubu ile kiyaslandiginda salisilik asit formulasyonlarinin
uygulandig1 gruplarda bu artisin daha az oldugu gozlemlendi. 48. saatte elde edilen
sonuglara gore yalnmizca 10 ve 40 mM salisilik asit dozlarinin uygulandig1 grupta
kontrole gore anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.5, p<0.01). 96. saatte
elde edilen verilere gore tiim salisilik asit formiilasyonlarinda kontrole gore anlamli
bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.25). 96 saatlik inkiibasyonun
ardindan salisilik asitin en yiiksek konsantrasyonunun uygulandigi grupta kontrol

grubuna kiyasla parazit sayisinda yaklasik 2 katlik bir azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.25 Salisilik asit formiilasyonlarinin L. major parazit sayisi lizerine zamana
bagl etkisi

4.9.3 Aleo-Emodin Konsantrasyonlarinin L. Major Parazit Sayis1 Uzerinde

Zamana Bagh Etkisi

Farkli aleo-emodin konsantrasyonlarinin L. major parazit sayisi lizerindeki etkisi
kontrol grubuna gore kiyaslandi. 0. Saatte 109/ml ekilen parazit sayisina gore
analizler yapildi. Her bir grupta parazit sayisi zamana bagh olarak diizenli olarak
artsa da kontrol grubu ile kiyaslandiginda aleo-emodin formiilasyonlarinin
uygulandigi gruplarda bu artisin daha az oldugu gézlemlendi. 48. Saatte elde edilen
sonuglar kontrole gore kiyaslandiginda 25 pg/ml aleo-emodin dozunda anlaml bir
azalma tespit edilmezken 50, 75, 100 ve 150 pg/ml aleo-emodin dozlarinda parazit
sayllarinda azalma anlamli olarak tespit edilmistir (p<0.5, p<0.01, p<0.001). 96.
Saatte elde edilen sayim sonuglara gore, aleo-emodin uygulanan gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda tim gruplarda anlaml bir azalma tespit edilmistir
(p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.26). 96 saatlik inkiibasyonun ardindan aloe-emodinin en
yliksek konsantrasyonunun uygulandig1 grupta kontrol grubuna kiyasla parazit

sayisinda yaklasik 2 katlik bir azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.26 Aleo-emodin formiilasyonlarinin L. major parazit sayisi lizerine zamana
bagh etkisi

4.10 Eksozom ve Kombin Dozlarin L. Major Parazit Sayisi

Uzerindeki Zamana Bagh Etkisinin Belirlenmesi

Eksozom formiilasyonlar1 ile yapilan toksikolojik analizler, L. major parazit
metabolik aktivitesi analizleri ve parazit sayim sonuclarina gore elde edilen veriler
dogrultusunda kombin ¢alismalarda kullanilmak iizere 50 pg eksozom dozu secildi.
Salisilik asit ile yapilan ¢alismalar dogrultusunda kombin ¢alismalarda kullanilmak
tzere 0.4, 1, 4 ve 10 mM salisilik asit dozlari, aleo-emodin ile yapilan ¢alismalar
dogrultusunda kombin ¢alismalarda kullanilmak iizere 25, 50, 75 ve 100 pg/ml aleo-
emodin dozlan secildi. Eksozom ile salisilik asit ve aleo-emodin kombin
formiilasyonlarinin L.major parazit sayisi lizerine zamana bagh etkisini incelemek
icin 1x10° parazit 2 ml ependorflar icerisine formiilasyonlar ile birlikte ekildi ve
inkiibasyona birakildi. 24, 48 ve 96. saatlerde diizenli olarak sayimlari yapild1 ve

sonuglar kontrole gore kiyaslanarak analiz edildi.

4.10.1 Eksozom ve Salisilik Asit Kombin Dozlarinin L. Major Parazit Sayisi

Uzerine Zamana Bagh Etkisi

50 pg eksozom dozu 0.4, 1, 4 ve 10 mM salisilik asit konsantrasyonlari ile kombin
olarak calisildi. Kombin dozlarin L. major parazit sayisi tizerindeki etkisi kontrol
grubuna gore kiyaslandi. 0. Saatte 1x10%/ml ekilen parazit sayisina gore analizler
yapildi. Her bir grupta parazit sayis1 zamana bagh olarak diizenli olarak artsa da

kontrol grubu ile kiyaslandiginda kombin formiilasyonlarinin uygulandig:
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gruplarda bu artisin daha az oldugu gozlemlendi. 48 ve 96. saatlerde elde edilen
sayim sonuglar1 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda eksozom ve salisilik asitin
kombin olarak uygulandigl tiim dozlarda kontrol grubuna gore anlaml azalma
tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.27). 96 saatlik inkiibasyonun ardindan
kombinasyonlara maruz kalan gruplardaki parazit sayisinin kontrol grubuna gore 3

ila 6 kat arasinda azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.27 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarinin L.major parazit sayisina
zamana bagl etkisi

4.10.2 Eksozom ve Aleo-Emodin Kombin Dozlarinin L. Major Parazit Sayisi

Uzerine Zamana Bagh Etkisi

50 pg eksozom dozu 25, 50, 75 ve 100 pg/ml aleo-emodin konsantrasyonlari ile
kombin olarak g¢alisildi. Kombin dozlarin L. major parazit sayisi iizerindeki etkisi
kontrol grubuna gore kiyaslandi. 0. Saatte 1x10¢/ml ekilen parazit sayisina gore
analizler yapildi. Her bir grupta parazit sayisi zamana bagh olarak diizenli olarak
artsa da kontrol grubu ile kiyaslandiginda kombin formiilasyonlarinin uygulandigi
gruplarda bu artisin daha az oldugu gozlemlendi. 48 ve 96. saatlerde elde edilen

sayim sonuclari kontrol grubuna gore kiyaslandiginda eksozom ve aleo-emodinin
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kombin olarak uygulandigl tiim dozlarda kontrol grubuna gore anlaml azalma
tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.28). 96 saatlik inkiibasyonun ardindan
kombinasyonlara maruz kalan gruplardaki parazit sayisinin kontrol grubuna gore

2.5 ila 3.5 kat arasinda azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.28 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarinin L.major parazit sayisinda
zamana bagl etkisi
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4.11 Eksozom ve Kombin Dozlarin Enfekte Makrofajlarda Nitrik
Oksit Uretimine EtKisi

Eksozom ile salisilik asit ve aleo-emodinin kombin olarak hazirlandig1 farkh
konsantrasyonlarinin enfekte makrofajlar tizerinde nitrik oksit liretimine etkisini
belirlemek icin Griess reaksiyonu kullanildi. Reaksiyon sonucu olusan kromogenik

bilesik spektrofotometre ile ol¢tildii.

4.11.1 Eksozom ve Salisilik Asit Kombin Dozlarinin Enfekte Makrofajlar
Uzerinde Nitrik Oksit Uretimine Etkisi

50 pg eksozom dozu ile 0.4, 1, 4 ve 10 mM salisilik asit konsantrasyonlari ile kombin
olarak g¢alisildi. Kombin dozlarin enfekte makrofajlarda nitrik oksit tiretimine etkisi
kontrol grubundan elde edilen veriler ile kiyaslandi ve analiz edildi. Salisilik asitin
tek uygulandigr dozlar % 0.1 DMSO iceren RPMI besiyeri ile ekilmis enfekte
makrofajlardan elde edilen veriler ile kiyaslandi. Elde edilen sonuglara gore, salisilik
asitin tek uygulandigi gruplarda kontrol grubuna goére anlamh bir fark tespit
edilmemistir. Salisilik asit ve eksozom kombin dozlari, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda NO tiretiminde anlamli bir artma tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil
4.29).
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Sekil 4.29 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarinin enfekte makrofajlarin nitrik
oksit liretimi tizerine etkisi
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4.11.2 Eksozom ve Aleo-Emodin Kombin Dozlarinin Enfekte Makrofajlar

Uzerinde Nitrik Oksit Uretimine EtKisi

50 pg eksozom dozu ile 25, 50, 75 ve 100 pg/ml aleo-emodin konsantrasyonlari
kombin olarak calisildi. Kombin dozlarin enfekte makrofajlarda nitrik oksit
tretimine etkisi kontrol grubundan elde edilen veriler ile kiyaslandi ve analiz edildi.
Aleo-emodinin tek uygulandigi dozlar % 0.1 DMSO iceren RPMI besiyeri ile ekilmis
enfekte makrofajlardan elde edilen veriler ile kiyaslandi. Elde edilen sonuclara gore,
aleo-emodinin tek uygulandigi gruplar kontrol grubu ile kiyaslandigi NO tiretiminde
anlaml bir degisiklik tespit edilememistir (p>0.5). Ayrica aleo-emodin ve eksozom
kombin dozlar1 hem kontrol grubu ile hem de 50 pg eksozom dozu kiyaslandiginda

NO iiretiminde anlaml bir artma tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarinin enfekte makrofajlarin
nitrik oksit tiretimi lizerine etkisi

Elde edilen veriler dogrultusunda, salisilik asit ve aleo-emodinin tek uygulanmasi
sonucu elde edilen NO miktarinda anlamli bir fark tespit edilmezken, bu maddeler
ile 50 pug eksozomun kombin olarak uygulanmasi enfekte makrofajlarda NO

tiretimini anlaml olarak arttirdigi belirlenmistir.
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4.12 Eksozom ve Kombin Dozlarin Anti-amastigot Etkisinin

Belirlenmesi

Eksozom ve eksozomlarin salisilik asit ve aleo-emodin ile kombin olarak hazirlanan
dozlarinin anti-promastigot etkisini belirlemek icin J774 makrofaj hiicreleri 1:10
oraninda L. major parazitleri ile enfekte edildi. Enfekte makrofaj hiicreleri
formiilasyonlar ile 3 giin inkiibe edildikten sonra besiyeri degistirildi ve 3 giin daha
inkilibasyona birakildi. 3 giin icerisinde makrofajlar icerisinde amastigot formda
olan parazitlerin makrofaj igerisinden ¢ikmasi ve promastigot forma déniismesi
prensibine dayanarak ortamdaki promastigot parazitler sayildi ve sonuglar analiz

edildi.

4.12.1 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarinin anti-amastigot etkisi

50 pg eksozom dozu ile 0.4, 1, 4 ve 10 mM salisilik asit konsantrasyonlarinin anti-
promastigot etkisinin belirlenmesi icin tiim dozlar hem tek hem de kombin olarak
calisildi. Eksozom ve salisilik asitin tek uygulandigi dozlar % 0.1 DMSO iceren RPMI
besiyeri ile ekilmis enfekte makrofajlardan elde edilen veriler ile kiyaslandi. Elde
edilen sonuglara gore yalnizca 10 mM salisilik asit uygulanan grupta promastigot
sayisinda kontrole gore anlamli bir azalma tespit edilmistir. Diger dozlarda anlamli
bir fark tespit edilmemistir. Eksozom uygulanan gruptaki parazit sayis1 kontrol

grubu ile kiyaslandiginda anlaml bir azalma tespit edilmistir (p<0.001).

Eksozom ile salisilik asitin kombin olarak uygulanan grup kontrol ile
kiyaslandiginda ise, tiim kombin dozlarda kontrol grubuna gére anlaml bir azalma
tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 4.31). Kombinasyon uygulamasinin L.major

amastigot sayisini kontrol grubuna kiyasla yaklasik 8 kat azalttig1 belirlenmistir.

Kombinasyon uygulamasi tek basina eksozom uygulamasi ile kiyaslandiginda

L.major amastigotlari tizerinde yaklasik 4 katlik bir azalmaya neden olmustur.
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Sekil 4.31 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarinin L. major tizerine anti-
amastigot etkisi

4.12.2 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarinin anti-promastigot etkisi

50 pg eksozom dozu ile 25, 50, 75 ve 100 pg/ml aleo-emodin konsantrasyonlarinin
anti-promastigot etkisinin belirlenmesi icin tiim dozlar hem tek hem de kombin
olarak ¢alisildi. Eksozom ve aleo-emodinin tek ve kombin olarak uygulandigi dozlar
% 0.1 DMSO iceren RPMI besiyeri ile ekilmis enfekte makrofajlardan elde edilen

veriler ile kiyasland.

Elde edilen sonuglara gore, aleo-emodinin tek uygulandigi gruplar kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda tiim gruplarda promastigot sayisinin anlaml olarak azaldigi
tespit edilmistir. Eksozomun tek basina uygulandigi grup kontrol grubu ile
kiyaslandiginda promastigot sayisinda anlaml bir dusts tespit edildi (p<0.001).
Eksozom ile aleo-emodin kombin dozlar1 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda ise
promastigote sayisinda anlamli bir azalma tespit edildi (Sekil 4.32).
Kombinasyonlarin uygulandigl grupta amastigot sayisinin kontrol grubuna gore

yaklasik 5 kat azaldig1 tespit edilmistir.

Kombinasyonlarin etkinligi tek basina eksozom uygulamasi ile kiyaslandiginda tek
basina eksozom uygulanan gruptaki parazit sayisinin kombinasyonun uygulandigi

gruplara nazaran 4 katlik bir artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.32 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarinin L. major iizerine anti-

amastigot etkisi

Elde edilen tiim veriler dogrultusunda eksozom, salisilik asit ve aleo-emodinin tek

basina uygulandigi durumda promastigote sayisinin azaldig1 fakat bu azalmanin

eksozom kombin dozlarinda daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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4.13 Eksozom ve Kombin Dozlarin Enfeksiyon indeksi Uzerine

EtKkisi

Eksozom ve eksozomlarin salisilik asit ve aleo-emodin ile kombin olarak hazirlanan
dozlarinin anti-amastigot etkisini belirlemek icin ]J774 makrofaj hiicreleri 1:10
oraninda L. major parazitleri ile enfekte edildi. Enfekte makrofaj hiicreleri
formiilasyonlar ile 3 giin inkiibe edildikten sonra GIEMSA boyasi ile boyandi ve

makrofajlar icerisindeki amastigot parazitler sayilarak sonuglar analiz edildi.

4.13.1 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarin enfeksiyon indeksi lizerine

etkisi

50 pg eksozom dozu ile 0.4, 1, 4 ve 10 mM salisilik asit konsantrasyonlarinin anti-
amastigot etkisinin belirlenmesi i¢in tiim dozlar hem tek hem de kombin olarak
calisildi. Eksozom ve salisilik asitin tek ve kombin olarak uygulandig dozlar % 0.1
DMSO iceren RPMI besiyeri ile ekilmis enfekte makrofajlardan elde edilen veriler ile
kiyaslandi. Salisilik asitin tek uygulandigi dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda
tlim gruplarda amastigot sayisinda anlaml bir dusts tespit edildi. Ayrica, eksozom
ile salisilik asitin birlikte uygulandig: gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim
gruplarda anlaml bir azalma tespit edildi. Bununla birlikte, eksozomun salisilik asit
ile uygulandig: tiim gruplarda elde edilen amastigot sayisindaki diistisiin salisilik
asitin tek uygulandig1 gruba gore daha fazla oldugu tespit edildi (p<0.001) (Sekil
4.33). Kombinasyonlarin farklh dozlarina maruz kalan enfekte makrofajlarin

enfeksiyon indeksi degerinin anlaml sekilde azaldig1 goriilmuistiir.

Tek basina eksozom uygulanan grup ile kiyaslandiginda kombinasyonlara maruz

kalan gruplarda enfeksiyon indeksinin 8 ila 10 kat azaldig tespit edilmistir.
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Sekil 4.33 Eksozom ve salisilik asit kombin dozlarinin enfeksiyon indeksi lizerine
etkisi

4.13.2 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarin enfeksiyon indeksi iizerine

etkisi

50 pg eksozom dozu ile 25, 50, 75 ve 100 pg/ml aleo-emodin konsantrasyonlarinin
anti-amastigot etkisinin belirlenmesi i¢in tiim dozlar hem tek hem de kombin olarak
calisildi. Eksozom ve aleo-emodinin tek ve kombin olarak uygulandig1 dozlar % 0.1
DMSO iceren RPMI besiyeri ile ekilmis enfekte makrofajlardan elde edilen veriler ile
kiyaslandi. Elde edilen sonuclara gore, aleo-emodinin tek basina uygulandigi
gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplardaki amastigot parazit
sayisinda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.001). Ayn1 zamanda, aleo-emodinin
eksozom ile kombin olarak uygulandig1 gruplar kontrol grubu ile kiyaslandiginda
parazit sayisinda anlaml bir azalma tespit edildi. Tek ve kombin olarak uygulanan
dozlar kendi aralarinda kiyaslandiginda ise, eksozomun aleo-emodin ile birlikte
uygulandig1 gruplardaki amastigot parazit sayisinin aleo-emodinin tek uygulandigi
gruba gore daha fazla azaldigi tespit edildi (p<0.001) (Sekil 4.34). Kombinasyonlarin
farkli dozlarina maruz kalan enfekte makrofajlarin enfeksiyon indeksi degerinin

anlaml sekilde azaldig1 gorilmiistiir.

Tek basina eksozom uygulanan grup ile kiyaslandiginda kombinasyonlara maruz

kalan gruplarda enfeksiyon indeksinin 2.5 ila 4 kat azaldig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.34 Eksozom ve aleo-emodin kombin dozlarinin enfeksiyon indeksi lizerine
etkisi
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4.14 Formiilasyonlarn in vitro Yara lyilesmesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.35 Formiilasyonlarinin L929 hiicre hattinda yara iyilesmesi tizerine etkisi

Eksozom, salisilik asit ve aleo-emodin yiiksek dozlarinin kombin
formiilasyonlarinin yara iyilesmesi lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla L929
hiicreleri ile in vitro yara modeli olusturuldu. Yara modeli olusturmak i¢in ekilen
hiicreler 1000 pl lik steril pipet ucu ile ¢izildi ve olusan yaralarin 0., 12., 24. ve 48.
saatlerde diizenli olarak Olympus E-330 EVOLT Review marka fotograf makinesi ile
fotograflan cekildi. Her bir grubun 0. saatindeki yara genisligi %100 olarak kabul
edildi ve alandaki kapanma orani hesaplanarak 0. saatte 6lciilen yara genisligi ile

kiyaslandu.

Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubunun 12., 24. ve 48. Saatlerdeki yara alan
incelendiginde yara iyilesmesinin zamana bagh olarak anlaml oranda arttig, yara
alaninin  anlamhi  olarak azaldig1 tespit edildi (p<0.001). Eksozom,
eksozom+aleoemodin ve eksozom+salisilik asit dozlarinin uygulandig1 gruplarda
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda yara alaninda zamana bagli olarak anlaml bir
azalma tespit edildi (p<0.001). Sekil 4.35 incelendiginde, kombin dozlarda zamana
bagl olarak iyilesme oraninin daha yiiksek, yara alanindaki azalmanin tek uygulama

yapilan gruplara kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Formiilasyonlarin L929 hiicre hattinda in vitro yara iyilesmesi
tizerindeki etkisinin incelenmesi
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5

SONUC VE ONERILER

ihmal edilen bir tropikal hastalik olarak Leishmaniasis, tiim diinyada tropikal ve
subtropikal bélgelerdeki genis popiilasyonlar1 etkiler. Diinya Saglik Orgiitii
WHO'nun 2016 tarihli en son raporuna gore, yiiksek diizeyde endemik 11 tilkede
399 milyon insan, hastaligin kutan6z formu i¢in risk altindadir. En fazla enfekte olan
12 iilkede 556 milyon kisi VL tehlikesiyle karsi karsiyadir. Endemik bolgelerde her
y11900 000 ila 1,3 milyon yeni vaka ve 20 000 ila 30 000 6liim bildirilmektedir [319].
Su anda insanlar i¢in leishmaniasis'e karsi onaylanmis bir as1 yoktur. Mevcut
onaylanmis asilar, Leishmune, Leishtec ve CaniLeish dahil olmak iizere képek
viseral leishmaniasis 6nlenmesi icindir [320]. Kutan6z forma kars: gercekten etkili
tek yaklasim olan leishmanization uygulamasi, giivenlik endiseleri nedeniyle
sonlandirilmistir [321]. Leishmaniasis icin mevcut tedaviler, kutanoéz ve
mukokutanéz formlar icin antimonlarla kemoterapiyi ve VL i¢cin Amfoterisin B'yi
(AmB) icerir. Sitotoksisite disinda, ila¢ direnci mevcut tedavinin 6niindeki ana
engeldir [322]. Kutanoz leishmaniasis sonucu deride olusan nodiiller, derin yaralar
her ne kadar 6ldiirticii olmasa da uzun vadede hasta bireylerde psikolojik sorunlar
yaratabilmektedir. Tedavide kullanilan ilaglarin dezavantajlar1 sebebiyle tedaviye
yonelik yeni yaklasimlarin arastirilmasi gerekmektedir. Bu sebeple kok hiicreler ve
bu hiicrelerden elde edilen eksozomlarin kutanéz yara modellerini iyilestirmesine

yonelik rejeneratif 6zellikteki calismalar artmistir.

Bu calismada KL tedavisinde kullanilmak tizere gobek kordonundan MKH
izolasyonu, tiretimi ve karakterizasyonunu yapilmasi, MKH’lerden elde edilen EV
izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi ile ekstraselliiler
vezikiillerin yara iyilestirmesindeki etkinligi daha 6nce gosterilen salisilik asit ve
aloe-emodin isimli bilesenlerle kombinasyon halinde in vitro sitotoksik,
antileishmanial ve yara iyilestirici aktivitelerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Ayrica,
antileishmanial ilaglarin dezavantajlarini icermeyen hem antiparaziter etkinlik hem
de yara iyilestirici o6zellik gosterebilen yeni nesil ilag aday1 formiilasyonlarin

gelistirilmesi hedeflenmistir.
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MKH’lerin bagisiklik sistemini baskilayici 6zelligi ve hasarli dokuya 6zgii farklilasma
ve onarim kapasitesi nedeniyle rejenerasyon ve onarim ¢alismalarinda biiyiik etkisi
vardir. MKH'ler, CD105, CD73 ve CD90 ylizey belirteclerinin pozitif ifadesi ve CD45,
CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR'nin negatif ifadesi ile
Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan belirlendigi sekilde
karakterize edilir [174]. W]'den izole edilen kok hiicrelerin pozitif belirteclerinin
ekspresyon seviyeleri de literatiire uygun olarak %90'in lizerinde ve negatif
belirteglerin %Z2'den az olarak analiz edildi. Arno ve arkadaslarinin 2014 yilinda
yaptiklart calismada WJ]'den elde edilen mezenkimal kék hiicrelerin yiizey
belirteglerinin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Karakterizasyon i¢in MKH
hiicre ytizeyi belirtecleri (CD90+, CD73+, CD105+, CD45-, CD14-, CD34-, CD19-ve
HLA-DR-) kullanilmis ve hiicrelerin kék hiicre karakteristik 6zelliklerini tasidiklari
tespit edilmistir [323]. Doi ve arkadaslarinin 2015 yilinda farkli kaynaklardan izole
edilen mezenkimal kok hiicrelerin yara iyilesmesi iizerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, gobek kordonu kani ve W] kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin yiizey
belirteclerinin ekspresyon seviyelerini karsilastirmislardir. Elde edilen sonuclara
gore, her iki kaynaktan da elde edilen hiicrelerin CD34, CD44, CD45, CD73, CD90 ve
CD105 yiizey belirteclerinin ekspresyon seviyeleri mezenkimal kok hiicre
karakteristigini karsilamaktadir [324]. Tormin ve arkadaslarinin 2009 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada kemik iliginden izole ettikleri mezenkimal kok hiicrelerin
karakterizasyon analizlerini yapmislardir. Gen ekspresyonu ve flow sitometrik
karakterizasyon yaptiklari ¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer olarak CD90, CD75,
CD105 pozitifyiizey belirtegleri ve CD34, CD45, CD14, CD19, HLA-DR negative ytizey
belirteclerinin ekspresyon seviyelerini incelemislerdir [325]. 2018 yilinda insan
yag dokusu kaynakli sekonder hiicre hatti mezenkimal kok hiicreler ile yapilan bir
calismada MKH’lerin karakterizasyonu i¢in flow sitometrik analiz yapilmis ve elde

edilen sonuclar ISCT’nin belirttigi degerlere uygun olarak tespit edilmistir [326].

Tormin ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar: bir calismada kemik iliginden izole
edilen MKH’lerin karakterizasyonu i¢in flow sitometrik analiz yaparak CD73, CD90,
CD105, CD45, CD14, CD34 ve HLA-II ylizey belirteclerinin ekspresyon seviyelerini
analiz etmislerdir. Elde edilen sonuglar ISCT’nin belirlemis oldugu kriterler

dogrultusundadur [325]. Yukarida 6zetlenen calismalarda elde edilen sonuglar ile
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calismamizda kullandigimiz gobek kordonundan elde edilen MKH’lerden izole

edilmis eksozomlarin ekspresyon sonuclari ile paralellik gostermektedir.

Mezenkimal kok hiicreler yiiksek farklilasma kapasitesine ve rejeneratif 6zelliklere
sahiptir. Potansiyel kullanimlari, hasarl dokular1 yenilerken teratomun olmamasina
ve taze hiicre havuzlarinin gelismesine baghdir. Baz1 ¢alismalar, MKH'lerin timoér
hiicresi biiylimesini destekleyebilecegini gostermistir [327, 328]. Kok hiicrelerde
telomer uzunlugunun korunmasi, hiicrelerin kendini yenilemesi ve farklilasma
profilleri i¢cin 6nemli bir faktérdiir [329]. Embriyonik kok hiicrelerde telomeraz
enzim aktivitesi ¢ok ytliksek iken somatik hiicrelerde bu oran ¢ok diistiktiir. Bu
nedenle, MKH'lerin telomerik giivenligi, relatif telomeraz enzim aktivitesinin
Ol¢lilmesiyle belirlendi. Daha 6nceki bir ¢alismada farkl hiicre hatlarinin telomeraz
enzim aktiviteleri arastirilmisti. Bu calismada dental papilla dokusu, gébek kordonu,
yag dokusu ve kanser hiicrelerinden (MDA-MB-231, U87 MG ve MCF-7) elde edilen
mezenkimal kok hiicreler kullanildi. Somatik hiicre olarak fetal fibroblast ve eriskin
kas hiicreleri kullanildi. Calismanin sonuglarina gore MDA-MB-231, U-87 MG, MCF-
7, DPSCs, UCSCs ve ASCs hiicrelerinin telomeraz aktiviteleri %35+6.7, %36+3.5,
%44+4.7 olarak bulunmustur. %51+3.3, %46+4.4 ve %34+3.0. Ote yandan, bu
calismada WJ]-MKH’lerin telomeraz enzim aktivitesi %7 olarak belirlendi. Bir 6nceki
calisma ile karsilastirildiginda, mezenkimal kok hiicrelerimizin RTA seviyesinin
kanser hiicre hattinin RTA seviyesinden ¢ok daha diisiik oldugu analiz edildi. Bir
diger calismada, somatik hiicreler ile kanser hiicrelerinin telomeraz enzim
aktiviteleri karsilastirildi. Elde edilen sonuglar kanser kok hiicre RTA diizeyi ile
karsilastirlmis ve kanser hiicrelerinin RTA sonug¢larinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir [330]. Yapilan bir calismada 24 farkhh kanser tiiriinde telomer
uzunluklari ve telomeraz aktiviteleri arastirilmis ve sonuglarin normal hiicrelere
gore onemli degisiklikler icerdigi tespit edilmistir. Telomeraz aktivitesi metastatik
timorlerde ¢ok yiliksek iken iyi huylu timorlerde yoktur. Calismalar, timérlerin

%385'inden fazlasinin telomeraz aktivitesine sahip oldugunu kanitlamistir [331].

Transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun somatik kok hiicre o6zelliklerinin
korunmasi icin gerekli oldugu 6ne strilmistiir. Oct4 ve Sox2 gen ekspresyon
analizleri kok hicrelerin pluripotensi 06zelliklerinin tespit edilmesi igin

yapilmaktadir [332]. Telomerik uglarin uzunlugu, telomeraz ters transkriptaz
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(TERT) geninin ekspresyonu ile kontrol edilmektedir. Somatik hiticreler genellikle
diisiik veya saptanamayan telomeraz seviyelerine sahiptir. Azalan TERT aktivitesi,
hiicre kiiltiirinde MKH'lerin farklilasmasi ve artan pasaj sayisi ile iliskilidir. Kanser
hiicrelerinin artan seviyelerde telomeraz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir

[333].

2011 yilinda kemik iliginden izole edilen MKH’lerin transkripsiyon analizlerinin
yapildig1 calismada, OCT4 ve SOX2 genlerinin RT-PCR ile analizi yapildi. Calismada
kontrol geni olarak GADPH kullanildi. 21 giin boyunca osteojenik indiikleme yapilan
kemik iligi kaynaklh MKH’lerden 0., 6. ve 21. glinlerde 6rnekler alind1 ve OCT4 ve
SOX2 genlerinin ifadeleri analiz edildi. 6 giinliik osteojenik indiiksiyonun ardindan
hiicrelerde benzer bir OCT4 ve SOX2 transkripsiyonu seviyesi gozlendi. 21. giinde
elde edilen transkripsiyon seviyesi 6. glinden daha diistik olarak gézlemlendi. OCT4
ve SOX2 proteinlerinin ekspresyonu, RT-PCR sonuclarini dogrulamak i¢in western
blot analizi ile de degerlendirildi. OCT4 ve SOX2 proteinleri, farklilasmamis kemik
iligi kaynakli MKH’lerde ve kemik iligi kaynakli MKH’lerde osteojenik farklilasmay1
takip eden 14 ve 21. giinlerde degil, 7. giinde saptand1 Bu sonuglar, RT-PCR
analizinin sonugclariyla tutarhh olarak tespit edildi. Bu sonuglar, osteojenik
farklilasmay1 takiben 7. glinde farklilasmamis hiicreler oldugunu gostermektedir
[334]. Gade ve arkadaslarinin 2012 yilinda buffalo kemik iliginden izole ettikleri
MKH’ler ile yaptiklar1 calismada molekiiler ve hiicresel karakterizasyon analizleri
yapmislardir. OCT4 pluripotensi geninin ekspresyon seviyelerini RT-PCR ile analiz
ederek bu hiicrelerin MKH olduklarin1 kanitlamislardir. Ayrica, hiicre ylizeyi ve
pluripotens belirteclerinin ifadesi, bufalo kemik iligi MKH’lerinin 4. pasajinda
immiinofloresan ile degerlendirildi. Pluripotens belirtecleri OCT4, SOX2 ve Nanog
belirtecleri poliklonal antikorlar kullanilarak lokalize edildi. RT-PCT ve
immunofloresans yontemine ek olarak ayni belirteclerin flow sitometrik analizleri
de yapildi. OCT4, SOX2 ve Nanog ylizey belirteclerinin eksprese edildigi tespit
edilmistir. [335]. Kara6z ve arkadaslarinin 2011 yilinda, insan dis 6zl kok hiicreleri
ile kemik iligi kaynakli MKH’lerin noéral ve epitelyal kok hiicre ozelliklerini
karsilastirdiklari calismada OCT4, SOX2 ve Nanog genlerinin ekspresyon seviyeleri
analiz edilmistir. Kok hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini yansitan bu genlerin her
iki hiicre hattinda da ekspre edildiklerini tespit etmislerdir [332]. Yapilan bu

calismada, gobek kordunundan izole edilen MKH’lerin karakterizasyonu i¢gin OCT4,
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SOX2, TERT transkripsiyon faktorlerine ek olarak ZPF42 transkripsiyon faktoriiniin
de ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. GADPH geninin kontrol olarak
kullanildig1 analizler sonucunda, gobek kordonundan izole edilen MKH’lerde
belirtilen genlerin ifadesi oldugu kanitlanmistir. Calismamizda elde edilen
sonuglarin yukarida Ozetlenen diger calismalarla paralellik gosterdigi tespit

edilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonlarinin yapilmasinin ardindan bu
hiicrelerden eksozom iiretimi gerceklestirildi. Son zamanlarda, hiicre dis1 biyolojiye
ilgi biiytik 6l¢iide artmis ve biyofiziksel 6zelliklerine ve biyogenezlerine bagh olarak
farkl vezikiil tiirleri tanimlanmistir. Eksozomlar, 40 ila 100 nm boyutunda homojen
kiigiik parcaciklardir ve endositik geri doniisim yolundan turetilir. Bircok
calismada mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlarin doku
rejenerasyonu ve organ hasarinda etkili oldugu gosterilmistir. Sirasiyla bobrek
bozukluklari, kardiyovaskiiler problemler, Parkinson ve yara iyilesmesi lizerine de

calismalar vardir [336].

izole edilmis eksozomlarin Kkarakterizasyonu icin flow sitometri ile yiizey
belirteclerinin ekspresyonu, Zeta ve NTA ile boyut analizleri ve SEM ile morfolojik
analizler yapilmistir. Calismamizda hem manuel olarak hem de Exo Flow kiti ile flow
sitometrik analiz yapilmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Calisilan o6rneklerde
yliksek CD9, CD63 ve CD81 seviyelerinin eksprese edildigi ve eksozomlarin varligina
isaret ettigi gosterilmistir. Bircok farkli calismada eksozomlar igin gerekli olan
ekspresyon seviyeleri de gosterilmistir [337-340]. Yin Hu ve ark., 2017 yilinda
yaptiklar1 c¢alismada gobek kordon kanindan elde edilen eksozomlarin
karakterizasyonu icin flow sitometrik analiz yaparak CD63 ekspresyonunun
varhigim1 kanitlamiglardir [337]. Adolf Geiger ve ark. 2015 yilinda yaptiklar:
calismada insan fibrosit kaynakli eksozomlarin CD9, CD81 ve CD63 yiizey
belirteclerinin ifadesini analiz etmistir ve elde edilen sonuglara gore yiizey
belirteclerinin ifadesinin varligi kanitlanmistir [341]. Zang ve arkadaslarinin 2014
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, insan gobek kordonu MKH’lerinden elde edilmis
eksozomlarin sican derisinde olusan yanik yarasini iyilestirmesindeki etkisi
incelenmistir. izole edilen eksozomlarin karakterizasyon analizleri icin Western

blot yontemi kullanilarak CD9, CD63 ve CD81 ylizey belirteglerinin ekspresyonu
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analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar MKH’lerin CD9, CD63 ve CD81 yiizey
belirteclerini eksprese ettiklerini gostermistir. [342]. Zhao ve arkadaslarinin 2017
yilinda insan amniyotik epiteliyal hiicrelerden elde edilen eksozomlarin yara
iyilesmesini arttirmasi ve yara olusumunu inhibe etmesi iizerine yaptiklari
calismada, elde ettikleri eksozomlarin karakterizasyon analizleri i¢in CD63, CD9 ve
CD81 ylizey belirteclerinin hem western blot hem de flow sitometrik analizlerini
yapmislardir. Western blot yontemi ile CD9, CD63, Alix ve TSG101 gibi baz1 ekzomal
belirteclerin eksprese edildigini gosterdi. Flow sitometrik karakterizasyon
analizlerine gore, gobek kordonu MKH’lerinden izole edilmis eksozomlarin yiizey
belirtecleri sirasiyla CD9 (%88.8+6.1), CD63 (%98.1+1.2), CD81 (%91,7+3.6) olarak
tespit edilmistir [343].

2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, HS-5 hiicrelerinden elde edilen eksozomlarin
boyutlar1 139 + 6 nm olarak 6l¢iilmiis ve TEM analizi ile eksozomun ana morfolojik
ozelligi olan kap sekli gozlemlenmistir [344]. Baska bir ¢alismada, fetal dermal
mezenkimal kok hiicrelerden eksozomlar elde edilmis ve elde edilen eksozomlarin
boyutlar1 100 nm olarak belirlenmistir [345]. Sokolova ve arkadaslarinin 2011
yilinda 3 farkli hiicre hattindan elde ettikleri eksozomlarin karakterizasyon
analizlerini yaptiklar1 ¢alismada NTA analizi ve SEM sonuglar1 karsilagtirllmistir.
Embriyonik bobrek hiicre hattt HEK 293T, primer insan mezenkimal kok/stroma ve
primer endotel koloni olusturan hiicreler (ECFC)'den elde ettikleri eksozomlar
kullanilmistir. NTA analizinden elde edilen sonuglara gére eksozomlarin boyutu,
HEK eksozomlar1 i¢in yaklagik 120 nm, ECFC eksozomlar i¢cin 110 nm ve MKH
eksozomlar1 i¢in 110 nm olarak tespit edilmistir. SEM analizi ile tim hiicre
hatlarindan elde edilen eksozomlarin cup-shape modeline sahip olduklar
kanitlanmistir [346]. Eksozom karakterizasyonu i¢in ¢alismamiz sonucunda elde
edilen SEM ve NTA analizleri literatiirde elde edilen sonuclarla benzerlik

gostermektedir [347].

Gelismekte olan tlkelerde patojenik mikroorganizmalar, mantar ve bakteri suslari,
bagisiklig1 baskilanmis hastalarda mortalite ve morbiditeye yol acan yasami tehdit
eden enfeksiyonlarin ana nedenidir [348]. Piyasada bu mikroplari 6ldiirebilen veya
bu mikroplarin biiyiimesini engelleyebilen ve patojenik mikroorganizmalarin

kontroliinii saglayan bir¢ok antibiyotik ve antimikrobiyal ajan mevcuttur. Ama
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sorun su ki, bircok mikrop birden fazla ilaca direngli olmasina ragmen bu mikroplar
ilaclara karsi her gecen giin daha direncgli hale gelmektedir. Bu nedenle, hastaliga
neden olan ve ¢oklu ilaca direngli mikroplarin ¢esitli antibiyotiklerle tedavisi, halk
saghgl uzerinde ¢ok biiytk bir tehdit olusturmaktadir [349, 350]. Patojenlerin
oldirilmesiyle birlikte bu ilaglar da cesitli yan etkilere neden olabilir. Bu nedenle,
dogal, daha giivenli ve daha ucuz antifungal ve antibakteriyel ajan kaynaklarina

ihtiyag¢ vardir.

Aloe-emodin ve aloe vera'nin yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini topikal uygulama
ile analiz eden c¢alismalar olmasina ragmen KL vakalarindaki etkileri
arastirilmamistir. Ancak mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlar, kok
hiicrelerin izolasyon yontemlerinin zor olmasi ve sinirh tedarik sorunlari nedeniyle
aym calismalarda etkin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. izole edildikleri
hiicrelerin kokenlerine ve 0Ozelliklerine gore belirli o6zelliklere sahip olan
eksozomlar, yara iyilestirme c¢alismalarinda da kullanilmistir. Daha 6nceki
calismalarda MSC'lerin farkli hastaliklardan kaynaklanan kronik cilt yaralarinin
iyilesmesinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmis ve ayrica MSC'lerin hasarli ciltlerin
onarimi ve yenilenmesinde umut verici kaynaklar oldugu kok hiicre ¢alismalarinin
artmasiyla daha fazla kanitlanmistir. Dokular. Kutandz yara iyilesmesi, inflamasyon,
proliferasyon ve olgunlasma basamaklarini igeren fizyolojik siiregleri igerir.
Hiicreler arasi etkilesimleri artirarak cilt biitiinliigiinlin yeniden saglanmasi

amagclanir [351].

Leishmaniasis, Leishmania cinsi protozoan parazitlerinin neden oldugu ve
flebotomin tatarcik tarafindan bulasan vektér kaynakli bir hastaliktir [352]. Bazi
calismalarda viriis, mantar ve bakteri gibi bircok mikroorganizma tlizerinde etkisi
oldugu gosterilmistir. Ayrica antikanser aktivite 0Ozelligi ile noéroektodermal
tiimorler ve hepatom tizerinde etkili oldugu bildirilmistir [353]. Dalimi ve ark. 2015
yilinda, aloe-emodinin enfekte makrofajlarindaki amastigot parazitlerinin sayisinin
artan doz ve zamanla azaldigin1 bulmuslardir [308]. Baz1 ¢alismalarda aleo-
emodinin kaynag1 olan aleovera'nin konak hiicre makrofajlarin1 aktive ederek
antileishmanial etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Karaciger, dalak, kemik iligi gibi
organlardaki parazit oraninin %90 oraninda azaldig1 belirlendi [354].

Calismamizda farkli konsantrasyonlarda eksozom ve aloe emodinin antileishmanial
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etkileri ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde incelenmistir. Antipromastigot ve
antiamastigot etkileri ayr1 ayr analiz edildiginde, her iki durumda da eksozom ve
aloe-emodin konsantrasyonlarinin artan doz ve zamanla parazit sayisinda 6nemli
bir azalmaya ve makrofajlarda amastigot form parazitlerinin sayisinda énemli bir

azalmaya neden oldugu kanitlanmistir.

Salisilik asit, bir monohidroksibenzoik asit, bir tiir fenolik asit ve bir beta hidroksi
asittir. Salisin metabolizmasindan elde edilir. Aspirinin aktif bilesenine
(asetilsalisilik asit) kimyasal olarak benzer ancak ayni olmayan bir bilesik olmasinin
yan1 sira, muhtemelen en iyi akne tedavisinde kullanimui ile bilinir. Salisilik asidin
tuzlari ve esterleri salisilatlardir. Kimyasal olarak salisilik asit, bir hidroksil grubu
veya fonksiyonel tiirevleri ile aromatik bir halkaya sahip ¢esitli bitki fenolikleri
grubuna aittir. Serbest salisilik asit, 157-159°C'de eriyen kristal bir tozdur. Suda
orta derecede ¢ozlnir, ancak polar organik c¢oziiciler icinde oldukga iyi
cozunmektedir. Salisilik asit, bitkilerde dogal olarak bulunan bir sinyal molekiiliidiir
ve cesitli patojenlerin neden oldugu enfeksiyona karsi savunma gorevi gorir.
Salisilik asit iceren bitki ham o6zleri, insanlar igin bir ¢esit tibbi ajan olarak
kullanilmistir. Literatiirde salisilik asit ve tirevleri ile ilgili cesitli patentler
bulunmaktadir. Patentlerin ¢ogunda romatizmal ates, grip veya diger viral
enfeksiyonlarla baglantili semptomlar, soguk alginligi, bel ve boyun agrisi, bas agrisi,
dis agrisi, burkulma ve incinmeler, miyozit, nevralji, sinovit, artrit, bursit, yaniklar,
cerrahi sonrasi yaralanmalar gibi bircok prosediirde etkili oldugunu
gostermektedir. Yapilan bazi ¢alismalarda da salisilik bilesiklerin kozmetik veya
dermatolojik aktif ajanlarin aktivitesini giiclendirmeyi de miimkiin kildig:

belirtilmektedir.

Bir sonraki adimda, toksik olmayan salisilik asit ve eksozom konsantrasyonlari
birlestirildi ve L. majér promastigotlar ve amastigotlar tizerine uygulandi. Daha 6nce
salisilik asidin antileishmanial etkileri ¢cok sayida klinik 6ncesi ve klinik ¢calismada
sergilendi. Nahrevanian ve ark. 2012 yilinda, L. major ile enfekte olmus farelerin
tedavisi icin asetil salisilik asit (ASA) oral yoldan uygulandi. Calismanin temel amaci,
ASA'nin farelerde NO iiretimi Uzerine etkisini, L. majér lezyonunu degistirme
kapasitesini, amastigot olusumu ve proliferasyonu tlizerindeki etkisini belirlemekti.

Amastigotlar1 saptamak icin karaciger, dalak ve lenf diiglimleri kullanildi. Calisma
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sonucunda kontrol grubuna gore ASA verilen farelerde plazmadaki NO miktarinin
arttigl ve makrofajlardaki amastigotlarin azaldig1 belirlendi. Ayrica histolojik
calismalar sonucunda hepato/splenomegali ve lezyon boyutlarin1 azalttig
belirlenmistir [355]. Nilforoushzadeh ve arkadaslarinin calismasinda, akut kutanéz
leishmaniasisli 75 hasta tizerinde glukantim hem tek basina hem de kombine bir
tedavi olarak (glikolik asit %70 ve salisilik %20) kullanilmistir. Tedavi 8 hafta
siireyle uyguland1 ve silire sonunda glukantimin tek basina uygulandigl grupta
iyilesme oran1 %37,3 iken, glukantim ve glikolik asit ve salisilik verildigi grupta
iyilesme oram1 %42,7 oldu [356]. 2019 yilinda yapilan bir baska c¢alismada KL
olgularinda lezyon bdlgelerine ASA pedleri ile birlikte metrinadazol soliisyonu
uygulanmistir. 2-18 yas arast 85 hasta ile yapilan c¢alismanin sonuglari
incelendiginde en ytiksek iyilesmenin 6-10 yas arasi ¢ocuklarda oldugu belirlendi
[357]. Bu sonugclar, salisilik asidin baska bir biyoaktif molekiil ile birlikte
uygulandiginda Ustiin  anti-leishmanial performans sergiledigini ortaya
koymaktadir. Bu c¢alismada da benzer sekilde salisilik asit ve eksozom
kombinasyonlarinin, bu ajanlarin tek basina kullaniomina kiyasla L. major
promastigotlar ve amastigotlar lzerinde ¢ok daha fazla inhibitoér etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Ayrica, Nahrevanian ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada
yukarida oOzetlenen bilgilere ek olarak NO analizi yapilmis ve ASA uygulamasi
yapilan farelerde NO liretiminin artti1 tespit edilmistir [355]. Yapilan bu ¢alismada,
salisilik asitin makrofaj ve enfekte makrofaj hiicrelerinde NO iiretimine etkisi analiz
edilmis fakat iki farkli hiicre hattinda da tiim dozlarda anlaml bir fark tespit
edilmemistir. Fakat, salisilik asit ve aleo-emodinin eksozom ile kombin olarak
uygulandigl dozlarda NO iretimini anlamh olarak arttig1 tespit edilmistir. Bu
calisma sonunda, yara iyilestirme konusunda basaris1 kanitlanmis salisilik asit ve
aleo-emodinin eksozom ile kombin uygulanmasi sonucunda tiretilen NO miktari, bu
maddelerin tek basina uygulanarak iiretilmesini sagladigit NO miktarindan daha

fazla oldugu belirlenmistir.

Kutanoz rejenerasyon, hasarli bir bolgedeki epidermal hiicreler, dermal hiicreler,
biiylime faktorleri, hiicre dis1 matris (ECM), sinirler ve kan damarlarini iceren bir
dizi koordineli etkilesim gerektiren dinamik ve karmasik bir siirectir. Iyilesmenin
dort asamasi vardir: hemostaz, iltihaplanma, ¢ogalma ve yeniden sekillenme.

Hemostaz sirasinda kanama, vazokonstriksiyon ve inflamatuar asamasinda gelen
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bagisiklik hiicreleri i¢in bir iskele gorevi goren bir fibrin pihtisi olusumu yoluyla
durdurulur. Normal iyilesen yaralarla karsilastirildiginda, kronik yaralar artmis
proinflamatuar sitokinler, proteazlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve yaslanmis
hiicreler ve azalmis bir kok hiicre popiilasyonu sergiler [358]. Yara iyilesmesini
desteklemek i¢in kok hiicre tedavilerinin kullanilmasina biiytik ilgi vardir. Kok
hiicreler, kendi kendini yenileme yetenekleri ve ¢ok yonliiliikleri veya birden fazla
hiicre tipine farkhlasma yetenekleri ile tamimlanir. Immiinomodiilasyon ve
rejenerasyonda yer alan sitokinleri ve biiylime faktorlerini salgiladiklar
gosterilmistir, bu da onlar1 kronik yaralarda gozlenen altta yatan biyolojik
eksiklikleri diizeltmek igin umut verici bir ajan yapar [359]. Anjiyogenezi,
immiinomodiilasyonu ve endojen doku kok/progenitor hiicrelerinin fonksiyon
gormesi, farklilasmay1 destekleyen faktorlerin salinimi gibi parakrin sinyalleme,
MKH'lerin pozitif yara iyilestirici etkilerinin altinda yatan olasi mekanizmalar
olarak tanimlanmistir [360,361]. Mevcut MKH kaynaklarindan farkh olarak gobek
kordonu, MKH'leri izole etmek i¢in uygun maliyetli, Uiretken, uygulanabilir, kabul
edilen ve evrensel bir kaynag: temsil etmektedir. Kemik iligi kaynaklh MKH ve
yagdan turetilen MKH’ler ile karsilastirildiginda avantajli olarak kabul edilir.
Kecilerden izole edilen W]-MKH’lerin ayni tiirden hayvanlarda yara kapanmasini
hizlandirirken graniilasyon dokusunu ve iltihab1 en aza indirdigi gosterilmistir
[362]. Ciplak farelerde 5 mm c¢apinda tam kalinhikta cilt kusurlarinin yara
bolgelerine dogrudan gobek kordonu kani kékenli-MKH ve WJ]-MKH'leri enjekte
ettikten sonra zamanla yaralarin kapandigin1 kaydetti. Makroskopik incelemeler
sonucunda, yaralar 7. giinde neredeyse tamamen kapanmistir ve tedaviden 14 giin
sonra yara dokusu olarak goriinmektedir. 14 giinliik takip siiresi boyunca gruplar
arasinda yara kapanma hizinda belirgin bir fark goriilmemistir. Kantitatif analiz,
Olcilen yara alaninin, 1. ve 3. gilinlerde kontrol tedavisi alan farelerle
karsilastirildiginda, gobek kordonu kani kaynakli MKH veya WJ]-MKH uygulanan
farelerde biraz daha kiiciik oldugunu géstermistir, ancak gruplar arasinda anlamh
bir fark tespit edilememistir. Ayrica tedaviden 14 gilin sonra skar alaninin gorsel

analizleri sonucu, gruplar arasinda anlaml bir fark tespit edilememistir [363].

insan kemik iligi MKH-eksozomlarinin ve cene kemigi iligi MKH-eksozomlarinin
kutanoz yara iyilesmesini destekledigi ve makrofaj M2 polarizasyonu yoluyla

bronkopulmoner displaziyi (BPD) iyilestirdigi [364] bildirilmistir. Ayrica, gesitli
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MKH'lerden tiiretilen eksozomlar, kutandz yaralarin yani sira diger enflamatuar
hastaliklarda M2 makrofajlarinin aktivasyonunu tesvik etmede de 6nemli bir rol
oynar. Fare kemik iligi kokenli MKH’lerden elde edilen eksozomlarin, in vivo
makrofaj M2 polarizasyonu yoluyla aterosklerozdaki iltihab1 hafiflettigi
bulunmustur [365]. MKH-eksozomlar1 ayrica T hiicrelerinin fonksiyonlarini veya
aktivitelerini de modiile eder. Kemik iligi kokenli MKH’lerden elde edilen
eksozomlarin Th1'i Th2'ye déntstirdiigi ve PBMC'lerde Th17 farklilasmasini
azaltigy bildirildi [366] Insan kemik iligi kokenli MKH'lerden elde edilen
eksozomlarin, deri yaslanmasini 6nlemeye ve tedavi etmeye yardimci olabilecek
farelerde fotoyaslanmayi ve iltihabi azalttig1 bildirildi [367]. Birlikte ele alindiginda,
MKH-eksozomlari, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip makrofaj M2 polarizasyonunu
tesvik ederek ve M1 makrofajlar ve inflamatuar dendritik epidermal hiicreler
(IDEC'ler) gibi pro-inflamatuar sitokin salan hiicreleri azaltarak cilt yenilenmesinde
kilit oyunculardir. Doi ve ark. 2016 yilinda gobek kordon kani ve wharton jelinden
mezenkimal kok hiicreler elde edilmis ve bu hiicrelerin yara iyilesmesine etkisi
karsilastirmali olarak arastirilmistir. Farelerin 5 mm tam kalinlikta yarasi olan
bolgelerine ayni miktarda gobek kordonu-MKH ve WJ]-MKH uygulanmis ve yara
iyilesme potansiyelleri karsilastirilmistir. Sonuglara gore tedavi gruplarinda yara
alan1 ytizdesi karsilastirildiginda, WJ-MKH grubunda iyilesme goriildii ancak bu fark
anlamli bulunmadi. [324]. MKH'lerin cilt yaralari iizerindeki etkisini gosteren baska
bir calismada, MKH tarafindan salgilanan sitokinler ve biliytime faktdrlerinin
enjeksiyon ve topikal uygulama sonucunda yara iyilesmesi icin yeterli oldugu
gosterilmistir [183]. Nie et al. sican yag dokusundan elde edilen kok hiicrelerin EGF-
A, HGF ve fibroblast biiytime faktori-2 eksprese ettigini ve bu hiicrelerin yara

iyilesmesinde etkili oldugunu géstermistir [368].

Bir calismada 3 farkli mezenkimal kok hiicre kaynagindan (gobek kordonu, kemik
iligi ve yag dokusu) elde edilen eksozomlarin hiicre gocii tlzerindeki etkisi
arastirllmistir. Dermal fibroblast ve Kkeratinosit hiicreleri, farkli eksozom
konsantrasyonlar ile tedavi edildi. Gobek kordonundan izole edilen MKH’lerden
elde edilen 20 pug uygulanan eksozom dozunun, fibroblast goc¢ii tizerinde kemik iligi
kokenli MKH’lerden elde edilen 10 ve 20 pg eksozom dozlarindan daha yiiksek
indiiksiyon sergiledigini bulmuslardir. Bununla birlikte, gobek kordonu MKH’lerden

gelen eksozomlarin keratinosit géciinde diger eksozomlardan daha etkili oldugunu
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bulmuslardir [369]. Baska bir ¢calismada, insan mikrovaskiiler endotel hiicreleri ile
yapilan yaralarda eksozom partikillerinin etkisi arastirilmistir. Gobek
kordonundan elde edilen 2 farkli eksozom dozu incelendiginde partikiil sayisi
arttikca hiicre gogii artmis ve yara bolgesi kapanmistir [370]. Baska bir ¢alismada,
birincil insan dermal fibroblastlarinda olusturulan yara boélgesindeki kapatma
etkinligini incelemek icin adipoz dokudan elde edilen 0, 25, 50, 100 pg/ml
dozlarinda eksozomlar kullanildi. Fibroblast hiicre gociiniin 12. ve 24. saatlerde

kontrol grubuna gore daha ytiksek oldugu belirlendi [371].

Bin Zhao et al. 2017 yilinda insan amniyotik epitel hiicrelerinden tiiretilen
eksozomlarin yara iyilestirme kapasitesini inceledi. 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100
ng/mL'lik eksozom 6rnekleri, toplam hacim 100 pL olan PBS i¢inde hazirlandi ve
yaranin ¢evresine deri altindan enjekte edildi. Sonug¢lara gére eksozom grubunda
yaralanma sonrasi 14. giinde yara PBS grubuna gore 6nemli 6l¢liide kapandi. Ek
olarak, ylksek konsantrasyonlu eksozom tedavisi de daha yiiksek oranda yara
kapanmasi gostermistir. Hizlandirilmis yara kapanmasi ve azaltilmis skar olusumu
yara iyilesmesinin kalitesini degerlendiren parametrelerdir [343]. Li Hu et al. 2016
yiinda insan yag dokusundan izole edilen MKH’lerden elde edilen eksozomlarla
farelerde yara iyilestirme kapasitesini inceledi. 200 pg eksozom, 200 pl PBS icinde
seyreltildi ve subkutan ve intravenoz olarak iki ayr1 uygulama grubu tlzerinde
calisildi. Intravenoz eksozom enjeksiyonu, yaradan sonraki 7. giinde %50 kapanma
ile sonuglandi. Yara kapanmasi 14. giinde ~ %75 ve 21. giinde ~ %90 diizeyinde
tespit edildi [371]. Xiao Wang et al. 2019 yilinda fetal dermal kok hiicrelerden
eksozomlar elde edilmis ve kutan6z yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini belirlemeyi
amaclamistir. Fareleri 2 gruba ayirarak ve 200 pl PBS icinde seyrelterek yara
bolgelerine deri altindan 200 pg eksozom enjekte ettiler. Eksozomla tedavi edilen
grupta yaralarin kontrol gruplarina gére daha hizh iyilestigi bulundu. Histolojik
boyama sonuglarina gore, eksozom ile tedavi edilen grubun hiicre dis1 matriste daha
fazla hiicreye sahip oldugu ve hiicre dis1 matris proteinlerinin tedaviden 7 giin ve 14
glin sonra daha kalin bir kollajen tabakasi ile kontrol grubuna gore daha diizenli ve
yogun oldugu gosterildi [345]. Yin Hu ve ark. 2018 yilinda 12 haftalik erkek C57BL
/ 6 fareyi (26-30 gr) tiras ettikten sonra sirtta iki tam kalinlikta (12 mm ¢apinda)
eksizyonel cilt yarasi olusturuldu.Yirmi fare rastgele iki tedavi grubuna ayrildy;

gobek kordonundan tiiretilen eksozomlar (200 ug 100 uL PBS i¢inde ¢oziilmiis)
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veya esit hacimde PBS ile deri altindan enjekte edildi. Bu ¢alismanin sonucunda,
eksozomlarla tedavi edilen farelerin yaralar1 hizla kapatildi ve PBS ile tedavi edilen
kontrol grubuna kiyasla yaralanmadan 2, 5 ve 8 giin sonra daha kti¢tik yara alanlarn
olcildu [337]. 2015 yilinda Jieyuan Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 calismada,
sicanlar tiras edildikten sonra sirt derisinde 18 mm capinda 3 yara olusturuldu.
Sicanlar rastgele 3 farkl tedavi grubuna ayrildi ve yaral bolgelere PBS (tedavi
edilmeyen grup), MesenGro hMSC ortam1 (kontrol grubu) veya hiPSCMSC-Exos
(deney grubu) ile deri altindan enjekte edildi. Elde edilen sonuclara gore, yara
olusturulduktan sonra 4., 7. ve 14. giinlerde kontrol edildiginde hiPSC-MSC-Exos ile
tedavi edilen sigan grubunun kontrol ve tedavi edilmeyen gruplara gore daha fazla
yara kapanmasi gosterdigi bulundu. [372]. Adolf Geiger ve ark. 2015 yilinda genetik
olarak diyabetik B6. Leprdb / db fareler (11 ila 12 haftalik) ile yara kapatma ¢alistu.
Bir biyopsi zimbasi kullanilarak dorsal orta hattin her iki tarafinda yaralar
yapilmistir. Uyarilmis insan fibrositleri tarafindan salgilanan eksozomlar, yara
bolgelerine 0,5 veya 50 ug ile 200ul PBS icinde enjekte edildi ve yara kapanma
potansiyeli incelendi ve eksozomlarla tedavi edilen gruplarda konsantrasyona bagh
olarak artan yara kapanmasi bulundu. Eksozomla tedavi edilen yaralarda fare
endotelyal antijen (MECA-32) iceriginde doza bagh giiclii bir artis gosterilmistir.
Ayrica doza baglh olarak tip 1 kollajen ve a-SMA proteinlerinin artti1 bulundu [338].
Xiaocong Li ve ark. 2016 yilinda eksozomlarin yara iyilesmesi tizerindeki etkisini
belirlemek icin sicanlarda tiras sonrasi 2,0 cm uzunlugunda ve 0,2 cm derinliginde
bir eksizyon yarasi olusturulmustur. Siganlar rastgele 2 farkli tedavi grubuna ayrildi
ve bir gruba 100 pL PBS (kontrol grubu) ve diger gruba endotel progenitor
hiicrelerden elde edilen eksozomlar (EPC-Exos) (100 pg) enjekte edildi. Tip 1
diyabetli bir hayvan modelinde yara iyilesme potansiyelinin incelenmesiyle elde
edilen sonuclar, EPC-Exos ile tedavi edilen siganlarin kontrol gruplarina kiyasla 7.
ve 14. giinlerde daha yiiksek oranda yara iyilesmesi sagladigini gostermektedir. Tip
1 diyabetli bir hayvan modelinde yara iyilesme potansiyelinin incelenmesiyle elde
edilen sonuclar, EPC-Exos ile tedavi edilen siganlarin kontrol gruplarina kiyasla 7.
ve 14. gilinlerde daha yiiksek yara iyilesmesi oranina sahip oldugunu
gostermektedir. Bu sonuclara ek olarak, eksozom grubunda yara uzunluklarinin
kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢lide kisaldigl belirlendi. Bu sonuglarla eksozomun

diyabetik yaralarin tedavisinde tedavi edici bir ara¢ olarak kullanilabilecegi
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gosterilmistir [373]. Eksozomun yara iyilesmesi lizerine etkisinin arastirildigi bir
baska calismada ise sicanlarin sirtlarinda 1.5 cm ¢apinda yuvarlak, tam kat deri
yaralar1 olusturuldu. Yaralarin olusturuldugu gin (0. giin), diyabetik yara
bolgelerine 1 ml PBS, 1 ml diisiik konsantrasyonlu Exos, yiiksek konsantrasyonlu
Exos ve LPS (10pg/mL) kombinasyonu subkutan enjeksiyon ile enjekte edildi ve
giinlerde yara iyilesmesi analiz edildi. 7, 14 ve 21. Diyabetik yara azalma orani
sonuglar1 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda 7 giin sonunda yuksek
konsantrasyonlarda 1 mg/mL eksozom i¢in PBS i¢in %18, eksozom i¢in %64 ve %81
olarak bulundu. Tedavinin 14. giiniinde hem diisiik hem de yiiksek eksozom
grubundaki yaralar tamamen iyilesti; her iki grupta da yara boyutundaki azalma
%94'ln uzerindeydi. Elde edilen sonuclar, eksozomun yara boyutunu kiiciiltmede
ve iyilesme silirecinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermistir [374]. Chen ve
arkadaslarinin 2018 yilinda insan idrarindan elde ettikleri eksozomlarla yaptiklari
calismada in vitro yara iyilesme kapasitesi ve diyabetik fare modelleri lizerinde in
vivo yara iyilesmesi lizerine deneyler yapmislardir. In vitro ¢calismada endoteliyal
hiicreler ie yapilan yaralar tizerinde idrardan elde edilmis eksozomlarin etkinligi 6-
12 saat boyunca incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore, eksozom grubunda elde
edilen yara kapanma alani kontrol grubuna kiyaslandiginda anlaml bir fark tespit
edilmis ve eksozom uygulanan gruplarda yara alaninin daha iyi kapandig tespit
edilmistir [375]. Gao ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklari ¢alismada insan
amniyon mezenkimal kok hiicrelerinden elde ettikleri eksozomal miR-135a’nin yara
iyilesmesi lizerindeki etkisini incelemislerdir. SD si¢anlar ile yapilan in vivo yara
iyilesmesi ¢calismalarinda insan amniyon mezenkimal kok hiicrelerini diistik-orta ve
yuksek yogunluk olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda yara boélgesine enjekte
ederek 15 giin boyunca takip etmislerdir. Ayrica, 2. deney programinda MiR-135a'y1
asir1 eksprese eden eksozomlar dogrudan yara bolgesine enjekte edilmis ve 15 giin
boyunca takip edildikten sonra yara bodlgeleri histolojik c¢alismalar icin fikse
edilmistir. Deneylere ek olarak, miR-135a'nin asir1 ekspresyonu veya ekspresyonun
engellendigi durumlarda hiicre gociiniin nasil etkilendigi analiz edildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, hiicre yogunlugunun fazla oldugu deney grubundaki
iyilesme orani kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicrelerin iyilesmeyi 6nemli

derecede etkiledigi tespit edilmistir. Ek olarak, miR-135a'nin ekspresyonunun
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engellenmesi ile, eksozomlarin hiicre goci tizerindeki tesvik edici etkisini etkili bir

sekilde azalttig1 belirlenmistir

Bu c¢alismada, in vitro kosullar altinda farkli eksozom, aleo-emodin ve salisilik asit
konsantrasyonlarinin yara iyilestirme potansiyeli de arastirildi. Daha onceki
calismalarda detayll olarak bahsedilen eksozom c¢alismalarinda elde edilen
sonuglara benzer sekilde, eksozomun hem tek basina hem de cilt bakiminda uzun
yillardir kullanilan aleo-emodin ve salisilik asit ile birlikte kullanildiginda yara
iyilesmesinde 6nemli bir artis gézlemlendi. Eksozomun aloe-emodin ve salisilik asit
ile birlikte kullanilmasiyla daha etkili bir iyilesme orani elde edildi. Elde edilen bu
veriler sonucunda KL sonucu ciltte olusan yaralarin tedavisinde eksozom ve kombin

formiilasyonlarin alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.
Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda;

» Bu calisma hem salisilik asit ve aleo-emodinin hem de W] kokenli

eksozomlarin anti-leishmanial etki gosterdigini kanitlamistir.

» Bununla birlikte, birlikte kullanildiklarinda etkinliklerinin 6énemli o6l¢iide

arttig1 belirlenmistir.

» Eksozom-salisilik asit kombinasyonlarinin antileishmanial etkinliginin daha

fazla oldugu ortaya gikmistir.
P Her iki kombinasyonun da yara iyilestirici 6zelliklerinin son derece yiiksek
oldugu tespit edilmistir.

» Eksozomlarin yara onarim performanslari géz oOniine alindiginda, bu
kombinasyonlarin sadece yaralardaki parazitleri inhibe etmekle
kalmayacagi, ayni zamanda defektli dokularin rejenerasyonunu da artiracagi

tarafimizca diisiiniilmektedir.

» Bu kombinasyonun Kutanéz Leishmaniasis tedavisinde umut verici bir

yaklasim olarak degerlendirilecegini umut ediyoruz.
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