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OZET
PARAZITLERIN VE PARAZITLERDEN ELDE EDILEN
EKSTRASELULER VEZIKULLERIN KANSER TEDAVISINDE
KULLANIMI
Bulus kanser tedavisi amaciyla parazitleri ve parazitlerden izole edilen
ckstraseliiler vezikiillerin kullanimu ile ilgilidir. Bulus, parazitlerin ve parazit
eksozomlarmin kanser tedavisinde kullanimimi ve eksozomlarin ila¢ yiikleme
kapasitesinden yararlanilarak cksozomlara etkin madde yiiklenmesini; bdylece
saghkli hiicrelere yan etki gostermeksizin dogrudan hedef kanser hiicrelerine
spesifik ila¢ tasimasi vapilarak ilacin biyoyararlaniminin artirilmasi ile tiimore
spesifik hedef bélgede istenilen etkinin alinmasim amaclamaktadir. Bulug
kapsanminda, ekstraseliiler vezikiiller ig¢in kaynak olarak ozellikle Leishmania

infantum paraziti kullanilmaktadar,

31



10

15

20

25

30

25418.89

ISTEMLER

1. Habis (malign} timodrlere veya kontrolsiiz hiicre biiyiimesi seklinde
agiklanan fizyolojik durumlarin ifadesi olan neoplastik hastaliklarin tedavisi igin

kullamlan parazitler ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiiller.

2. Acanthamoeba sp. (Acanthamoeba castellanii), Echinocococcus spp., E.
histolytica spp., Ancylostoma  brazilense, A. caninum, A. cevianicum,
and Uncinaria stenocephala., Angiostrongylus cantonensis, Ascaris, Giardia,
Leishmania spp. (L. Arabica, L. archibaldi, L. aristedesi, L. braziliensis, L.
chagasi, L. colombiensis, L. Deanei, L. donovani, L. enrietii, L. equatorensis, L.
Sforattinii, L. garnhami, L. gerbil, L.guvanensis, L. herreri, L. hertigi, L. infantum,
L. killicki, L. lainsoni, L. major, L. Mexicana, L. naiffi, L. panamensis, L.
peruviana, L. pifanoi, L. shawi, L. tarentolae, L. tropica, L. turanica, L.
venezuelensis), Plasmadium spp. (P. falciparum, P. vivax, P. ovale), Schistosoma
spp.., Toxoplasma spp. (Toxoplasma gondii), Trypanosoma brucei ssp. tiirlerinden

olusan bir gruptan segilen en az bir parazit olan Istem 1’deki gibi parazitler.

3. Acanthamoeba sp. (Acanthamoeba castellanii), Echinocococcus spp., E.
histolytica  spp., Ancvlostoma brazilense, A. caninum, A. ceylanicum,
and Uncinaria stenocephala., Angiostrongylus cantonensis, Ascaris, Giardia,
Leishmania spp. (L. Arabica, L. archibaldi, L. aristedesi, L. braziliensis, L.
chagasi, L. colombiensis,L. Deanei, L. donovani, L. enrietii, L. equatorensis, L.
Jforattinii, L. garnhami, L. gerbil, L.guvanensis, L. herreri, L. hertigi, L. infantum,
L. killicki, L. lainsoni, L. major, L. Mexicana, L. naiffi, L. panamensis, L.
peruviana, L. pifanoi, L. shawi, L. tarentolae, L. tropica, L. turanica, L.
venezuelensis), Plasmadiom spp. (P. falciparum, P. vivax, P. ovale), Schistosoma
spp., Toxoplasma spp. (Toxoplasma gondii), Trypanosoma brucei ssp. tiirlerinden
olusan bir gruptan segilen en az bir parazit kaynakli olan Istem 1 veya 2’deki gibi

parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiiller.
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4. Parazit antijenlerinin (1s1 ile inaktive edilmis veya direkt antijenin kendist),
genetik materyalinin (mRNA, small RNA, mitochondrial DNA, DNA fragments),
gen transferi ve transfekte olmus parazitlerin (plazmid aktarimi, lentiviral, SV40
antijeni ile elektroporasyon), CRISPR (niikleodit diizenleme igeren yéntemler)
kanser tedavisi igin kullanilan istem 1°deki gibi bir parazit ve parazitlerden elde

edilen ekstraseliiler vezikiiller.

5. Parazit antijenlerinin (1s1 ile inaktive edilmis veya direkt antijenin kendisi),
genetik materyalinin (mRNA, small RNA, mitochondrial DNA, DNA fragments),
gen transfert ve transfekte olmus parazitlerin (plazmid aktarimi, lentiviral, SV40
antijeni ile elektroporasyon), CRISPR (niikleodit diizenleme igeren ydntemler)
kanser tedavisinde nano tastyici sistemler igerisine enkapsiile edilerek kullanilan

[stem 1°deki gibi parazitler.

6. Kiiltiir medyas1 olan Istem 1°deki gibi parazitler ve parazitlerden elde

edilen ekstraseliiler vezikiiller.

7. Parazit olarak Leishmania infantum secildigi Istem 2’deki gibi parazitler

ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiiller.

8. Parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikillerin karakterize edilmesinde
parazit olarak Leishmania infantum Istem 3’teki gibi parazitler ve parazitlerden

elde edilen ekstraseliiler vezikiiller.

9. Neoplastik hastalik olarak; meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, sarkoma,
blastoma, lenfoma, gliyoblastom, néroblastom, vulva kanseri, rahim agzi1 kanseri,
endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri, karaciger kanseri, hepatom, 16semi,
mesane kanseri, bdbrek kanseri, tikiinik bezi karsinomu, tiroid kanseri ve ¢esitli

bas ve boyun kanserlerinden olusan bir gruptan segilen en az bir kanser hastalii
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icin kullamlan Istem 1°deki gibi parazitler ve parazitlerden elde edilen

ekstraseliiler vezikiiller.

10.  Glioblastoma hticre hatti olan US87 kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi
seklinde kanser tedavisi icin kullanilan Istem 9’daki gibi parazitler ve

parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiilleri.

11. Glioblastoma hiicre hattt olan A172 kanser hiicrelerinin 6ldlriilmesi
seklinde kanser tedavisi icin kullanilan Istem 9°daki gibi parazitler ve

parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiilleri.

12. Noroblastoma hicre hattt olan SHSY-5Y kanser hicrelerinin 6lduriilmesi
seklinde kanser tedavisi i¢in kullamlan Istem 9’daki gibi parazitler ve

parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiilleri.

13.  Melanoma hiicre hatti olan SH4 kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi seklinde
kanser tedavisi igin kullamlan istem 9’daki gibi parazitler ve parazitlerden elde

edilen ekstraseliiler vezikiilleri.

14. Prostat hiicre hatti1 olan 22RV kanser hiicrelerinin 8lddriilmesi seklinde
kanser tedavisi igin kullamlan Istem 9°daki gibi parazitler ve parazitlerden elde

edilen ekstraseliler vezikiilleri.

15. Cift fazli sivi sistemleri ile izolasyon (ATPS), dereceli santritij,
ultrasantrifiyj, sukroz gradient ultrasantrifiij, polimerik ¢oktiirme, ultrafiltrasyon,
kromatografik yontemler ile izolasyon (affinite kromatografi (antikor and peptit
affinite), boyut ayrimmi kromatografisi (boyut dislama kromatografisi)), mikro
boncuklar ile izolasyondan iyon yiikiine gore ¢oktiirme (elektriksel yiik bazh
coktiirme), salting tuzla ¢oktlirme yontemlerinden en az biri ile izole edilen
yukaridaki istemlerden herhangi birindeki gibi parazitler ve parazitlerden elde

eilen ekstraseliler vezikiller.
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16.  Ekstaseliiler vezikiillerin izole edilecegi parazitin kiiltir medyasinin
toplanmasi,

— kiiltir medyasinin hiicre artiklart ve parazitler gibi istenmeyenlerden
uzaklastirilmasi amaciyla 5-20 dakika siireyle 2,000g-10,000g arasinda bir
hizda santrifiij edilmesi,

— santrifiij sonrasinda filtreleme ile 220 nm ve {istli boyuttaki pargaciklarin
uzaklastirilmasi,

— santriftij islemi ile elde edilen vezikiil-protein karigiminin ayristirilmasi
amaciyla PEG fazi ve DEX fazi iceren ¢ift fazli sivi sistemi igerisine
alinmasi,

— PEG fazinin proteinlere, DEX fazinin ise fosfolipid yapili membranlara
olan kimyasal egiliminden vyararlanilarak vezikiillerin; vezikiil disi
proteinlerden, hiicresel yaglardan ve diger kirliliklerden arindirilmasi,

— 1zole edilmis vezikillerin elde edilmesi adimlarindan olusan bir ¢ift fazli
s1v1 sistem ile izolasyon ydntemiyle izole edilen Istem 15°deki gibi parazit

ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiiller.

17.  Yukandaki istemlerden herhangi birindeki gibi parazitler ve parazitlerden
elde edilen ekstraseliiler vezikiilleri iceren ve icerisinde ekstraseliiler vezikiiller,
emiilsiyon sistemleri, biyolojik ve kimyasal yapili nanopartikiiller (polimerik
nanopartikiiller, katt lipid nanopartikiiller), inorganik yapili nanopartikiiller
(metalik nanopartikiller), lipid yapili vezikiiler sistemler (lipozomlar, niozomlar
ve etozomlar), dendrimerler, polimer ilag- konjugatlart miseller, karbon
nanotiiplerden olusan bir gruptan secilen nano tasiyict sistemler bulunan bir

farmasotik bilesim.

18. istem 17°ye gére farmasétik bilesim olup diger etken madde antiparazitik,
antibakteriyel, antiviral, antineoplastik ve/veya sitotoksik ve/veya antimetastatik
etki gosteren bilinen aktif bilesikler ve bunlarin ikili ve tiglii kombinasyonlarindan

olusan bir gruptan secilen en az bir aktif bilesik icermektedir.
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19.  Istem 18°e gére farmasétik bilesim olup antibakteriyel etki gdsteren aktif
bilesik olarak; amikasin, gentamisin, kanamisin, neomisin, netilimisin, tobramisin,
paromisin, streptomisin, spektinomisin, geldanamisin, herbimisin, rifaksimin,
lorakarbef, ertapenem, doripenem, imipenem, meropenem, sefadroksil, sefazolin,
sefalotin, sefaleksin, sefaklor, sefamandol, sefoksitin, sefprozil, sefuroksim,
sefiksim, sefdinir, sefditoren, sefoperazon, sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim,
seftibliten, secftizoksim, sefepim, seftarolin fosamil, seftobiprol, teikoplanin,
vankomisin, televansin, dalbavansin, oritavansin, clindamisin, linkomisin,
daptomisin, azitromisin, klaritromisin, diritromisin, eritromisin, roksitromisin,
troleandomisin, telitromisin, spiramisin, aztreonam, furazolidon, nitrofurantoin,
linezolid, posizolid, radezolid, torezolid, amoksisilin, ampisilin, azlosilin,
karbenisilin, kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin, mezlosilin, metisilin,
nafsilin, okzasilin, penisilin G, penisilin V. piperasilin, temosilin, tikarsilin,
klavulanat, sulbaktam, tazobaktam, basitrasin, kolistin, polimiksin B,
siprofloksasin,  enoksasin,  gatifloksasin,  gemifloksasin, levofloksasin,
lomefloksasin, moksifloksasin, nalidinik asit, norfloksasin, ofloksasin,
trovafloksasin,  grepafloksasin,  sparfloksasin, temafloksasin,  mafenid,
sulfasetamid, sulfadiazin, siilfadimetoksin, silfametizol, siilfametoksazol,
sulfanilimid, siilfasalazin, siilfisoksazol, trometoprim, demeklosiklin, doksisiklin,
minosiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin, klofazimin, dapson, kapreomisin,
sikloserin, etambutol, isoniyazid, pyrazinamid, rifampisin, rifabutin, rifapentin,
streptomisin, arsfenamin, kloramfenikol, fosfomisin, fusidik asit, metronidazol,
mupirosin, platensimisin, kinupristin, dalfopristin, tiamfenikol, tigesiklin,
tinidazol, trimetoprim’i ve bunlarin ikili veya lglii kombinasyonlan ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden secilen en az bir ajan

icermektedir.
20. Istem 18’e gore bir farmasétik bilesim olup antiviral etki gdsteren aktif

bilesik olarak; abakavir, asiklovir, adefovir, amantadin, amprenavir, ampligen,

arbidol, atazanavir, atripla, balavir, sidofovir, kombivir, dolutegravir, darunavir,
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delavirdin, didanosin, dokosanol, eduksudin, efavirenz, emtrisitabin, enfuvirtid,
entekavir, ekoliver, famsiklovir, fomivirsen, fosamprenavir, foskarnet, fosfonet,
gansiklovir, ibasitabin, imunovir, idoksuridin, imikuimod, indinavir, inosin,
interferon tip I, interferon tip II, interferon tip III, interferon, lamivudin, lopinavir,
lovirid, maravirok, moroksidin, metisazon, nelfinavir, nevirapin, neksavir,
nitazoksanid, novir, oseltamivir, peginterferon alfa-2a, pensiklovir, peramivir,
plekonaril, podofilotoksin, proteaz inhibitorii, niikleosit analoglari, ralgetavir,
ribavirin, rimantadin, ritonavir, piramidin, saquinavir, sofosbuvir, stavudin,
telaprevir, tenofovir, tipranavir, trifliridine, trizivir, tromantadin, trovada,
valasiklovir, valgansiklovir, vidarabin, viramidin, zalsitabin, zanamivir,
zidovudin’i  ve bunlarm ikili  veya {¢lii  kombinasyonlart  ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden segilen en az bir ajan

icermektedir.

21.  Istem 18'e gdre bir farmasétik bilesim olup antiparazitik etki gdsteren aktif
bilesikler olarak; nitazoksanit, melarsoprol, eflornitin, metronidazol, tinidazol,
miltefosin, mebendazol, pirantel pamoat, tivabendazol, dietilkarbamazin,
ivermektin, niklosamid, prazikuantel, albendazol, rifampin, amfoterisin B,
fumagillin, furazolidon, nifursemizon, nitaksozanid, omidazol, paramomisin
siilfat, pentamidin, pirimetamine, tinidazol, albendazol, mebendazol,
tivabendazol, fenbendazol, triklabendazol, flubendazol, abamektin,
dietilkarbamazin, ivermektin, suramin, pirantel pamoat, levamisol, niklosamid,
nitasokzanid, oksiklonazd, monepantel, derquantel, amfoterisin B, iire stibamin,
sodyum stiboglukonat, meglumin antimoniat, paromomisin, miltefosin,
flukonazol, pentamidin’den ve bunlarin ikili veya iiglii kombinasyonlari ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden secilen en az bir ajan

icermektedir.
22, Istem 18'e gdre bir farmasitik bilesim olup ekstraseliiler vezikiiller

ve/veya nanotastyicl sistemlerle kombine olarak antineoplastik etki gosteren aktif

bilesikler olarak; siklofosfamid, ifosfamid, temozolomid, kapesitabin, 5-floro
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urasil, metotreksat, gemsitabin, pemetrekset, mitomisin, bleomisin, epirubisin,
doksorubisin, etoposit, paklitaksel, irinotekan, dosetaksel, vinkristin, karboplatin,
cisplatin, okzaliplatin, bevacizumab, setuksimab, gefitinib, imatinib, trastuzumab,
denosumab, rituksimab, sunitinib, zoledronat, abirateron, anastrozol, bikalutamid,
eksemestan, goserelin, medroksiprogesteron, oktreotid, tamoksifen, bendamustin,
karmustin, klorambusil, lomustin, melfalan, prokarbazin, streptozosin, fludarabin,
raltitrexed, aktinomisin D, daktinomisin, doksorubisin, mitoksantron, eribulin,
topotekan, vinblastin, vinorelbin, afatinib, aflibersept, krizotinib, dabrafenib,
interferon, ipilimumab, lapatinib, nivolumab, panitumumab, pembrolizumab,
pertuzumab, sorafenib, trastuzumab emtansin, temsorilimus, vemurafenib,
ibandronik asit, pamidronat, bexarotan, buserelin, siproteron, degareliks, folinik
asit, fulvestrant, lanreotid, lenalidomid, letrozole, leuprorelin, megestrol, mesna,
talidomid, vinkristin’den ve bunlarin ikili veya tgli kombinasyonlan ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden secilen en az bir ajan

icermektedir.

23.  Istem 18-22"den herhangi birine gére bir farmasétik bilesim olup en az bir

etkin madde icerir.

24, Istem 18-23’den herhangi birine gére bir farmasétik bilesim olup, tedavide
uygulama  yOnteminin; parenteral, intravendz, intradermal, subkutan,
intraperitonal, topikal, intratekal, intranasal, intraserebroventrikiiler, okiiler,
vajinal, {retral, transdermal, sublingual, subaraknoid, rektal, periodontal,
perindral, peridural, periartikiiler, oral, intratimpanik, intratumor, intrapulmoner,
intrasinovial, intramuskuler, intraovarian, intrameningeal, intracorporus
kavernosum, intrakoroner, intraserebral, epidural, kiitandz, bukkal, dental’den

olusan bir gruptan secilen en az bir uygulama yoéntemi olmasidir.

25.  Adjuvan olarak kanser tedavisi icin kullanilan Istem 1'e gore ektraselliiler

vezikiller.
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26. Istem 18-24’den herhangi birine gére bir farmasétik bilesim olup,
parazitlerden elde edilen ekstraseliller vezikiillerin, 3D-MPL, kolesterol, CG
oligonukleotid iceren aliiminyum hidroksit, aliiminyum fosfat, tokoferol,
emiilsiyon sistemlerinden en az birinin veya bunlarin ikili veya daha fazla

kombinasyonu igerisinde bulunmasi ile olusturulmaktadir.
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TARIFNAME
PARAZITLERIN VE PARAZITLERDEN ELDE EDILEN
EKSTRASELULER VEZIKULLERIN KANSER TEDAVISINDE
KULLANIMI

Teknik Alan
Bu bulus kanser tedavisi amaciyla parazitleri ve parazitlerden izole edilen

ekstraseliiler vezikiillerin kullanimu ile ilgilidir.

Onceki Teknik

Kanser giiniimiiziin en tehlikeli ve sik rastlanan hastaliklarindan biridir. 2012
ythinda diinyada ortalama 14.1 milyon yeni kanser vakas1 oldugu diisiiniilmektedir
[1]. Birgok farkli kimyasal ve biyolojik ajan kanser tedavisinde denenmis olsa da
gelistirilen tedavi yontemleri etkinliklerinin diisiik ve yan etkilerinin ylksek
olmasi dolayisiyla yetersiz kalmaktadir. Ornegin, kemoterapi ggiis kanseri gibi
birgok kanser tiiriinde en sik basvurulan tedavi yontemi olsa da viicutta kemik
iligi, sa¢ ve sindirim sistemi gibi bir¢ok saglikli dokuya ciddi zararlar verir [2].
Tedavi metotlarinin yetersizligi, bilim insanlarin1 kanser alaninda yeni metotlarn
denemeye itmistir. Bu denemeler arasinda, eksozomlar etkili sonuclar vaat

etmektedir.

Bagvuru kapsaminda kullanilan “neoplastik hastaliklar” ifadesi, habis (malign)
timorlere veya kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile karakterize olan bir fizyolojik
duruma, ornegin kanser hastaligina isaret etmektedir. Bu kapsamda, “neoplastik
hastalik” ve “kanser” terimleri birbiri ile degisebilir sekilde kullanilabilir. Kanser
omekleri karsinoma, lenfoma, blastoma sarkoma ve losemiyi igermekte olup
bunlarla smirli degildir.

+ Karsinoma, burada kullanildigi sekliyle, epitel hiicrelerden olusan bir

kanser tiiriindi ifade etmektedir.
o Lenfoma, burada kullanildig:r sekliyle, lenfositlerden gelisen bir kanser

tarini anlatmaktadur.
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o Blastoma, burada kullanildig1 sekliyle, blast hiicre adiyla da bilinen 6ncii
hiicrelerden gelisen bir kanser tiiriinii anlatmaktadir.

e Sarkoma, burada kullanildigt sekliyle, mezenkimal kékenli degismis
hiicrelerden kaynaklanan kanser tiirtinii anlatmaktadir.

o Losemi, burada kullamildign sekliyle, kemik iliginde baslayan ve yiiksek
sayida anormal akyuvar hiicresi olusumuna neden olan kanser tiiriinii ifade

etmektedir.

Kanser tiirlerine ait daha 6zel drnekler meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanseri, kii¢tik hiicreli akciger kanseri, kili¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, gliyoblastom,
vulva kanseri, rahim agzi kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri,
karaciger kanseri, hepatom, mesane kanseri, bobrek kanseri, tiikiirik bezi

karsinomu, tiroid kanseri ve ¢esitli bag ve boyun kanserlerini igerir.

Kanserin tedavisi adina siklikla, cerrahi operasyon ve/veya kemoterapi
kullanilmaktadir. Cerrahi operasyon, bazi1 vakalarda, tam ve etkili bir sonug
dogururken; genellikle, hayatta kalan ve uzun zamanda kanser olusumunu
tetikleyecek olan kanserli hiicreler ihtimaline karsi, ameliyat sonrasi
kemoterapotik ilag uygulanmasi séz konusudur. Cogunlukla kemoterapi, kanserli
hiicrenin yam sira saglikli hiicrelere de zarar vererek bir takim yan etkilere neden
olur. Viicutta ¢ogalma hiz1 yiiksek olan hiicreler kemoterapiden en ¢ok etkilenen
hiicrelerdir ki bunlar da sa¢, kemik iliginde iretilen kan hiicreleri ve sindirim

sistemi hicreleridir.

Kemoterapi sonrasi siklikla gézlemlenen yan etkiler;
o Halsizlik: Cogunlukla kan hiicrelerinin etkilenmesinden dolayr olusan
anemi sebebi ile olsa da kaynag psikolojik de olabilir.
e Bulanti ve Kusma: Ilaglara olan duyarliliktan dolay1 olabilecegi gibi

psikolojik sebepler ile de olabilir.
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o  Sa¢ Ddékiilmesi: Hizli biiyiimelerinden dolayr kemoterapiden ozellikle
olumsuz olarak etkilenen sa¢in dokiilmesi, hastalarin psikolojilerinin
bozulmasindaki en bliylik nedenlerden birisidir.

o Kan Degerlerinin Diismesi: Kemik iliginin kemoterapiden etkilenmesi,
kan hiicrelerinde kayda deger bir diisiis olmasi ile sonuglanir. Bu diisiisiin
sonucu olarak da dokulara yeterli oksijen gidememesinden, bagisikhigin
zayiflamasima kadar kan pihtilasmasindaki zorluklara kadar bircok
olumsuzluk gozlemlenebilir.

o Agiz yaralari: Kemoterapi ilaglar1 bazen agiz icerisinde iltihapli varalara
neden olabilir. Bu siirecte hastalarin, asir1 sicak veya soguk ig¢eceklerden
kaginmalar1 ve agiz hijyenlerine azami dikkat gostermeleri gerekmektedir.

o Ishal veva Kabizlik: Sindirim sistemi hiicrelerinin farkhi kemoterapik
ajanlara  karst  gosterdikleri tepki sonucu ishal veya kabizlik
gizlemlenebilir. Cogunlukla diyet ile etkileri azaltilabilen bu durum, kimi
vakalarda damar yolundan sivi alinmasinin gerektigi kadar siddetli ishale
de doniisebilir.

o Cilt ve Twnak Degisiklikleri: Kemoterapotik ilaglar cilt renginde
koyulasma, ciltte soyulma, kizariklik veya kuruluk van etkilere sahiptir.
Tirnaklarm  kolay kirilmasi  veya renklerinin  koyulagsmas1 da
gozlemlenebilir. Ozellikle ciltteki soyulmalara, bagisiklig1 zayiflamis olan
hastalarda agik yara olusturacagindan dolayi, ¢ok dikkat edilmesi gerekir.

o  Uvku Problemleri: Genellikle psikolojik sebeplerle ortaya c¢iksa da
viicudun 6zellikle kemoterapi sirasinda dinlenememesi durumu hem
kemoterapinin etkisini azaltan hem de hastanin ruh sagligini daha da bozan

bir durumdur.

Tedavi basarisinin artmasi i¢in kemoterapinin gerek cerrahi operasyonla gerekse
diger yontemlerle birlikte kullanilmast gerekliligi ile birlikte, yan etkilerinin
¢oklugu ve hastadan hastaya degismesinden dolayr tahmin edilemezligi, bilim

insanlarim yeni tedavi yontemleri aramaya itmistir.
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Nauts ve ark. (1953) mikroorganizmalarin antitimér yanit olusturabilecegini
gostermislerdir. Zayiflatilmig ya da genetik olarak modifiye edilmis, patojenik
olmayan organizmalarin antitiimdr ajan olarak kullanilabilecedi fikri Uizerinde
calisrislardir [3]. Toxoplasima gondii and Acanthamoeba castellanii'nin antitumor
aktivite gosterdigini bulmuslardir. Bu gelismelerin 1s18inda, mikroorganizmalarla
onkolojide yeni bir tedavi alam olusmus, ilk kez 1931 wilinda kullanilan

"Biyoterapi" adi altinda arastirma ve gelisme ¢alismalar1 yapilmastir [4, 5, 6, 7, 8].

Baird ve ark. (2013), zayiflatilmis Toxoplasma gondii parazitini BI6F10 murin
melanom tedavisinde kullanmiglar, Toxoplasma gondii verilen farelerde, giicli

bir CD8+ T hiicre-kaynakli antitiimdr yamtin olustugunu géstermiglerdir [9].

Bose ve ark. (2016) vyaptign cahsmada, 11 ile zayiflatilmis Leishmania
donovani'nin HepG2 karacier kanser hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kaynakli p53've bagh mitokondrial yolaginda apoptozun indiiklendigi sonucuna

varmislardir [10].

Yang ve ark. (2017), Plasmodium ile enfekte edilmis farelerden izole edilen
eksozomlar1 Lewis akciger kanser modelinde denemisler ve tumor anjiyogenezini

inhibe ettigini gbzlemlemislerdir [11].

Mevcut tedavi yOntemlerini gelistirmek ve yan etkileri azaltabilmek adina
baglatilan g¢alismalarda eksozomlar elde edildikleri hiicrenin spesifik kargo
igeriklerini tasimalarn ile hedeflemede kullanilabilirligi dolayisiyla on plana

cikmistir.

Ekstraseliiler vezikiiller; hiicreler arasinda maddelerin taginmasinda gérev alan ve
sitoplazma sivisindan en az bir ¢ift tabakali lipit katmanh kii¢lik keseciklerdir.
Ekstraseliiler vezikillerden biri olan eksozomlar ise, yiiksek dkaryotlara, bitkilere
kadar birgok organizma tarafindan salgilanan, farkli boyutlarda bulunabilen ¢ift

tabakal lipit zar tagiyan vezikiillerdir. Bu vezikiillerin 6nem, hiicresel fonksiyonu
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etkilemek amaciyla diger hiicrelere bilgi aktarma kapasitesi altinda yatar.
Eksozomlar ile sinyal aktarimi, proteinler, lipidler, niikleik asitler ve sekerlerden
olusan birgok farkli kategorideki biyomolekiiller aracilif ile gerceklestirilir [12].
Uretildikleri hiicrenin yiizey proteinlerini tasidiklar1 igin, eksozomlar in vivo
sistemlerde verildikleri hiicre tiiriine giidiimliidiirler. Bu 6zellikleri, eksozomlari,
ilag, biyoaktif madde ve gen terapisi igin niikleik asitleri tasimakta elverish kilar.
Eksozomlarin bir diger ayirt edici yani, tasidiklan sinyallerin ve kargolarin
tiretildikleri hiicreye ve hiicrenin o anda bulundugu fizyolojik durumlara has
olmalaridir. Farkl canlilarin eksozomlari, ayni canhnin farkli tiirdeki hiicrelerinin
eksozomlart ve aymi hicrenin ayri kosullardaki eksozomlar: farkli &zellikler

gdsterir.

Her hiicre kendi amaglanna yonelik eksozomlar tiretir. Kanser hiicrelerinin
tirettikler1 eksozomlar ile viicutta kendileri i¢in elverisli bir ortam yarattiklar [13],
bagisiklik sisteminden kagtiklarn [14, 15] ve metastasis ig¢in eksozomlardan
faydalandiklar1 [16] kesfedilmistir. Viicudun kansere karst cevabinda ise kok
hiicre eksozomlarinin [17] ve dzellikle bagisiklik sistemi hiicreleri olan dendritik
hiicrelerin eksozomlarimin [18, 19] bircok calismasi bulunmaktadir. Basarih
sonuglar gosteren bir bagka eksozom kaynad bitkilerdir. Limondan elde edilen
eksozomlar kronik miyeloid l6semi modeli lizerinde tedavi amaciyla basarili bir

sekilde kullanilmigtir [20].

Biitiin dkaryotik hiicreler kendi eksozomlarini iiretirler, buna okaryotik parazitler
de dahildir. Leishmaniasis, Leishmania protozoan parazitlerinin enfeksiyon
kapmis disi tatarcik (sandfly) sineklerinin 1sirmasi ile insana tasinan, vektorel
kaynakl bir grup hastaliga verilen ortak addir. Diinya Saghk Orgiitii verilerine
gbre Leishmaniasis, Tiirkiye ve lilke cografyasi da dahil olmak lizere Gzellikle
Giiney Avrupa, Orta Dogu ve Kuzey Afrika Ulkeleri dahil diinya ¢apinda 60'dan

fazla tlkede yaygin goriilmektedir.
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Teknikte bilinen uygulamalardan EP1687025 sayili Avrupa patent bagvurusunda,
interlokin 18 ve saponin destekleyici sistemi igeren bir as1 kompozisyonundan
bahsedilmektedir. Bulus kapsaminda agiklanan kombinasyon terapisinin, bulasici
hastaliklar, kanserler, otoimmiin hastaliklar ve iligkili kosullarin tedavisinde ve

korunmasinda kullanisli oldugu belirlenmistir.

Teknikte bilinen uygulamalardan CN102988417 sayili Cin patent basvurusu
dokiimaninda, hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrolii i¢in helmintik parazit biyolojik
ajanlarmin  kullanimmdan  bahsedilmektedir. Bu parazit preparatlar, bir
diizenleyici T hiicresi fonksiyonunu etkilemektedir. Parazit preparatinin
uygulanmasiyla diizenleyici T hiicre aktivitesi degistirilerek bir hastaligin tedavisi
gergeklestirilmektedir. Bu yontem ile tedavi edilen hastaliklardan olarak Thl veya

Th2 iligkili kanser gosterilmektedir.

Bulusun Kisa Agiklamasi

Bulusun amaci, parazit ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin
kanser tedavisinde kullanimidir. Parazit eksozomlarinin saglikli hiicrelere yan etki
gostermeksizin dogrudan kanser hiicrelerinde yanit olusturmaktadir. Ayrica,
eksozomlarin 1ilac yikleme kapasitesinden yararlanilarak eksozomlara etkin
madde yiiklenebilmekte; bodylece hedef hiicreye spesifik ila¢ tasimasi yapilarak
ilacin biyoyararlaniminin artirillmasi ile tiimére spesifik hedef bolgede istenilen
etkinin alimmasi gergeklestirmektir. Bulus kapsaminda, ekstraseliiler vezikiiller
(eksozomlar) igin kaynak olarak ozellikle Leishmania infantum paraziti

kullamlmaktadar.

Bulusun Ayrintih Ac¢iklamasi
Bu bulusun amacina ulasmak i¢in gerceklestirilen “Parazitlerin ve parazitlerden
elde edilen ekstraseliller vezikiillerin kanser tedavisinde Kkullamimi” ckli

sekillerde gdsterilmis olup; bu sekillerden:
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Sekil 1 -

Sekil 2 -

Sekil 3 —

Sekil 4 —

Sekil 5 —

Sekil 6 —

Sekil 7 -

Sekil 8 -

Sekil 9 —

Leishmania infantum parazitlerinin U87 hiicreleri ile birlikte 2 farkl
dozda inkiibasyonunun hiicreler {izerindeki apoptotik etkisinin
degerlendirilmesinin grafiksel gdsterimidir.

Kiltiir ortamindaki U87 hiicrelerinin parazit ile inkiibasyonundan 8
saat sonraki parazit enfeksiyonunu gosteren 1sitk mikroskobu
fotografinin gosterimidir

Leishmania infantum parazitlcrinden elde edilen eksozomlarin 8
farkli dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada U87 hiicrelerinin hiicre
canliligina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin 8
farklt dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada A172 hiicrelerinin
hiicre canlilifina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen cksozomlarin 8
farkl1 dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada SHSYSY hiicrelerinin
hiicre canliligina etkisinin grafiksel gdsterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin 8
farkli dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada SH4 hiicrelerinin hiicre
canliligina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin 8
farkli dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada 22RV hiicrelerinin
hiicre canlilifina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin 8
farkli dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada hDF hiicrelerinin hiicre
canlilifina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin 8
farklh dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada Hacat hiicrelerinin

hiicre canliliZina etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 10 —Leishmania infantum parazitlerinden c¢lde edilen cksozomlarin 8

farkli dozda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamada Astrosit hiicrelerinin

hiicre canliligina etkisinin grafiksel gosterimidir.
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Sekil 11 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 48 saatlik uygulamada, SHSYSY ndroblastoma hiicrelerinde
Bax gen ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 12 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 48 saatlik uygulamada SHSY3Y néroblastoma hiicrelerinde
Bcl-2 gen ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 13 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 48 saatlik uygulamada SHSY5Y néroblastoma hiicrelerinde
Caspase 3 gen ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 14 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 48 saatlik uygulamada SHSY5Y néroblastoma hiicrelerinde
p53 gen ifadesine etkisinin grafiksel gdsterimidir.

Sekil 15 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen e¢ksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada SHSYS5Y néroblastoma hiicrelerinde
p21 gen ifadesine etkisinin grafiksel gdsterimidir.

Sekil 16 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada Astrosit hiicrelerinde p21 gen ifadesine
etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 17 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada SHSY5Y néroblastoma hiicrelerinde
p53 gen ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 18 —Leishmania infantum parazitlerinden elde edilen eksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada Astrosit hiicrelerinde p53 gen ifadesine
etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 19 —Leishmania infantum parazitlerinden ¢lde edilen eksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada SHSYS5Y noéroblastoma hiicrelerinde
Caspase3 gen ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.

Sekil 20 —Leishmania infantum parazitlerinden clde edilen cksozomlarin tek
dozda 3 saatlik uygulamada Astrosit hiicrelerinde Caspase3 gen

ifadesine etkisinin grafiksel gosterimidir.
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Bulus, parazitler ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin, neoplastik
hastaliklarm tedavisi igin kullanilmasidir. Bu “neoplastik hastaliklar” ifadesi habis
(malign) tiimdrlere veya kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile karakterize olan bir
fizyolojik durum olup, kanser hastaligina isaret eder. Bulus kapsaminda
“neoplastik  hastalik” ve “kanser” terimleri birbiri ile degisebilir sekilde
kullamlabilir. Neoplastik hastalik olarak; meme kanseri, prostat kanseri,
kolorektal kanser, deri kanseri, kiigiik hilicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri,
sarkoma, blastoma, lenfoma, gliyoblastom, noroblastom, vulva kanseri, rahim
agz1 kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri, karaciger kanseri,
hepatom, 16sem1, mesane kanseri, bobrek kanseri, tiikiiriik bezi karsinomu, tiroid
kanseri ve ¢esitli bas ve boyun kanserlerinden olusan bir gruptan secilen en az bir
kanser hastaligr igin olabilmektedir. Bulus kapsamimnda, glioblastoma hiicre hatti
olan U87 kanser hiicrelerinin ve A172 kanser hiicrelerinin, néroblastoma hiicre
hatt1 olan SHSY-5Y kanser hiicrelerinin, melanoma hiicre hatti1 olan SH4 kanser
hiicrelerinin, prostat hlicre hatti olan 22RV kanser hiicrelerinin &ldiiriilmesi

scklinde kanser tedavisi gergeklestirilmektedir.

Bulus konusu, Leishmania parazitlerin ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler
vezikiillerin  secici olarak kanser hiicrelerini  6ldiirmesi sebebiyle kanser
tedavisinde kullanilmalarini ele almaktadir. Bulusun gelistirilmesi kapsaminda,
parazitlerin ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin kanser {izerinde
yiiksek derecelerde dliimciil olduklarini, fakat saglikli hiicreler tizerinde neredeyse

higbir yan etki gostermedigi gozlemlenmistir.

Bulus kapsaminda, parazit c¢ksozomlarmin ilag yilkleme kapasitesinden
yararlanilarak eksozomlara etkin madde yliklenebilecek; hedef hiicreye spesifik
ilag tasimasi vapilabilecck, béylece ilacin biyoyararlaimu artirilarak hedef

bdlgede 1stenilen etkinin alinmasi saglanabilecektir.



10

15

20

25

30

25418.89

Bulusun farklih@i, kanser tedavisinde Leishmania parazitinden izole edilen
eksozomlarin kullanmasidir. Onceki teknik baslig1 altinda bahsedilen galismalarda
direkt parazitlerin kullanilmasi, parazitlerin hastalik olusturmasi nedeniyle
tedavide kullanilmalarn oniinde ciddi bir engeldir. Bulus konusunda ise,
parazitlerden elde edilen eksozomlar kullanilarak, direkt parazitlerin

kullamimindaki olas1 hastalik riskinin dniine geg¢ilmektedir.

Bulusta aralarinda Leishmania infantum parazitinin de yer aldig: ¢esitli parazitler
ve parazitlerden elde edilen eksozomlar kanser tedavisinde kullamilmaktadir.
Bulus  kapsaminda, burada kullamlan  “parazitler”™ Acanthamoeba sp.
(Acanthamoeba castellanii), Echinocococcus spp., E. histolytica spp,
Ancylostoma  brazilense, A. caninum, A. ceylanicum, and Uncinaria
stenocephala., Angiostrongylus cantonensis, Ascaris, Giardia, Leishmania spp.
(L. Arabica, L. archibaldi, L. aristedesi, L. braziliensis, L. chagasi, L.
colombiensis, L. Deanei, L. donovani, L. enrietii, L. equatorensis, L. forattinii, .
garnhami, L. gerbil, L.guyanensis, L. herreri, L. hertigi, L. infantum, L. killicki, L.
lainsoni, L. major, L. Mexicana, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. pifanoi,
L. shawi, L. tarentolae, L. tropica, L. turanica, L. venezuelensis), Plasmadium
spp. (P. falciparum, P. vivax, P. ovale), Schistosoma spp., Toxoplasma spp.
(Toxoplasma gondii), Trypanosoma brucei ssp. tlrlerini igermektedir. Bulus
kapsaminda yukarida siralanan bu parazitlerden biri kullanilabildigi gibi,
bunlardan en az bir parazit kaynakli olan bir parazit veya parazitlerden elde edilen
ekstraseliiler vezikiiller kullanilmaktadar.

Bulus kapsaminda, parazit olarak Leishmania infantum segilmekte olup,
parazitlerden elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin karakterize edilmesinde parazit
olarak Leishmania infantum secilmektedir. Kanser tedavisinde kullamimi

parazitlerin kiiltiir medyasi olabilmektedir.
Bulus kapsaminda parazitler ve parazitlerden elde edilen ekstraseliiler

vezikiillerinin, parazit antijenlerinin (151 ile inaktive edilmis veya direkt antijenin

kendisi), genetik materyalinin (mRNA, small RNA, mitochondrial DNA, DNA

10
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fragments), gen transferi ve transfekte olmus parazitlerin (plazmid aktarimu,
lentiviral, SV40 antijeni ile elektroporasyon), CRISPR (niikleodit diizenleme
iceren yontemler) kanser tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Bunlar, kanser tedavisinde

nano tagiyict sistemler igerisine enkapsiile edilerek kullanilmaktadir.

Parazitler ve parazitlerden elde edilen ckstraseliiler vezikiillerin izolasyonu, bulug
kapsaminda, ¢ift fazli sivi sistemleri ile izolasyon (ATPS), dereceli santrifiij,
ultrasantrifiij, sukroz gradient ultrasantrifiij, polimerik ¢Oktiirme, ultrafiltrasyon,
kromatografik ydntemler ile izolasyon (affinite kromatografi (antikor and peptit
affinite), boyut ayrimi kromatografisi (boyut dislama kromatografisi)), mikro
boncuklar ile izolasyondan iyon yilkiine gore ¢éktirme (elektriksel yiik bazh
¢oktiirme), salting tuzla ¢dktiirme yontemlerinden en az bir izolasyon yontemi
kullanilmaktadir, Bulus kapsaminda tercih edilen ¢ift fazh siv1 izolasyon ydntemi:

— Ekstaseliiler vezikiillerin izole edilecegi parazitin kiiltir medyasinin
toplanmasi,

— kiiltir medyasinin hiicre artiklari ve parazitler gibi istenmeyenlerden
uzaklastirilmasi amaciyla 5-20 dakika stireyle 2,000g-10,000g arasinda bir
hizda santrifiij edilmesi,

— santriflij sonrasinda filtreleme ile 220 nm ve iistli boyuttaki pargaciklarin
uzaklastirilmasi,

— santrifiij igslemi ile elde edilen vezikiil-protein karisiminin ayristirilmasi
amaciyla PEG fazi ve DEX fazi igeren ¢ift fazh sivi sistemi igerisine
alinmasi,

— PEG fazmin proteinlere, DEX fazinin ise fosfolipid yapili membranlara
olan kimyasal egiliminden vyararlanilarak vezikiillerin; vezikiil disi
proteinlerden, hiicresel yaglardan ve diger kirliliklerden arindirilmasi,

— izole edilmis vezikiillerin elde edilmest adimlardan olusmaktadir.
Bulus kapsaminda gelistirilen ve parazitler ve parazitlerden elde edilen

ekstraseliiler vezikiilleri iceren bir formiilasyon; vezikiiller, emiilsiyon sistemleri,

biyolojik ve kimyasal yapili nanopartikiiller (polimerik nanopartikiiller, kat: lipid

11
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nanopartikiiller), inorganik yapili nanopartikiiller (metalik nanopartikiiller), lipid
yapilt vezikiiler sistemler (lipozomlar, niozomlar ve etozomlar), dendrimerler,
polimer ilag- konjugatlart miseller, karbon nanotiiplerden olusan bir gruptan
segilen nano tagiyic sistemler igermektedir. Bu formiilasyon; diger etken madde
antiparazitik, antibakteriyel, antiviral, antineoplastik ve/veya sitotoksik ve/veya
antimetastatik etki gdsteren bilinen aktif bilesikler ve bunlarm ikili ve gl
kombinasyonlarindan olusan bir gruptan secgilen en az bir aktif bilesik
icermektedir. Bu formiilasyon antibakteriyel etki gésteren aktif bilesik olarak;
amikasin, gentamisin, kanamisin, neomisin, netilmisin, tobramisin, paromisin,
streptomisin, spektinomisin, geldanamisin, herbimisin, rifaksimin, lorakarbef,
ertapenem, doripenem, imipenem, meropenem, sefadroksil, sefazolin, sefalotin,
sefaleksin, sefaklor, sefamandol, sefoksitin, sefprozil, sefuroksim, sefiksim,
sefdinir, sefditoren, sefoperazon, sefotaksim, sefpodoksim, seftazidim, seftibiiten,
seftizoksim, sefepim, seftarolin fosamil, seftobiprol, teikoplanin, vankomisin,
televansin, dalbavansin, oritavansin, c¢lindamisin, linkomisin, daptomisin,
azitromisin, klaritromisin, diritromisin, eritromisin, roksitromisin, troleandomisin,
telitromisin, spiramisin, aztreonam, furazolidon, nitrofurantoin, linezolid,
posizolid, radezolid, torezolid, amoksisilin, ampisilin, azlosilin, karbenisilin,
kloksasilin, dikloksasilin, flukloksasilin, mezlosilin, metisilin, nafsilin, okzasilin,
penisilin G, penisilin V, piperasilin, temosilin, tikarsilin, klavulanat, sulbaktam,
tazobaktam, basitrasin, kolistin, polimiksin B, siprofloksasin, enoksasin,
gatifloksasin, gemifloksasin, levofloksasin, lomefloksasin, moksifloksasin,
nalidinik  asit, norfloksasin, ofloksasin, trovafloksasin, grepafloksasin,
sparfloksasin, temafloksasin, mafenid, sulfasetamid, sulfadiazin, siilfadimetoksin,
sillfametizol,  siilfametoksazol, sulfanilimid, siilfasalazin, siilfisoksazol,
trometoprim, demeklosiklin, doksisiklin, minosiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin,
klofazimin, dapson, kapreomisin, sikloserin, etambutol, isoniyazid, pyrazinamid,
rifampisin, rifabutin, rifapentin, streptomisin, arsfenamin, kloramfenikol,
fosfomisin, fusidik asit, metronidazol, mupirosin, platensimisin, kinupristin,
dalfopristin, tiamfenikol, tigesiklin, tinidazol, trimetoprim’i ve bunlarin ikili veya

icli kombinasyonlart ve/veya enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun
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icerisinden segilen en az bir ajan igermektedir. Bu formiilasyon antiviral etki
gdsteren aktif bilesik olarak; abakavir, asiklovir, adefovir, amantadin, amprenavir,
ampligen, arbidol, atazanavir, atripla, balavir, sidofovir, kombivir, dolutegravir,
darunavir, delavirdin, didanosin, dokosanol, eduksudin, efavirenz, emtrisitabin,
enfuvirtid, entekavir, ekoliver, famsiklovir, fomivirsen, fosamprenavir, foskarnet,
fosfonet, gansiklovir, ibasitabin, imunovir, idoksuridin, imikuimod, indinavir,
inosin, interferon tip I, interferon tip II, interferon tip III, interferon, lamivudin,
lopinavir, lovirid, maravirok, moroksidin, metisazon, nelfinavir, nevirapin,
neksavir, nitazoksanid, novir, oseltamivir, peginterferon alfa-2a, pensiklovir,
peramivir, plekonaril, podofilotoksin, proteaz inhibitdri, niikleosit analoglari,
ralgetavir, ribavirin, rimantadin, ritonavir, piramidin, saquinavir, sofosbuvir,
stavudin, telaprevir, tenofovir, tipranavir, trifliridine, trizivir, tromantadin,
trovada, valasiklovir, valgansiklovir, vidarabin, viramidin, zalsitabin, zanamivir,
zidovudin’i  ve bunlarm ikili veya T{glii kombinasyonlar ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden secilen en az bir ajan
igermektedir. Bu formiilasyon antiparazitik etki gdsteren aktif bilesikler olarak;
nitazoksanit, melarsoprol, eflornitin, metronidazol, tinidazol, miltefosin,
mebendazol, pirantel pamoat, tivabendazol, dietilkarbamazin, ivermektin,
niklosamid, prazikuantel, albendazol, rifampin, amfoterisin B, fumagillin,
furazolidon, nifursemizon, nitaksozanid, ornidazol, paramomisin siilfat,
pentamidin, pirimetamine, tinidazol, albendazol, mebendazol, tiyabendazol,
fenbendazol, triklabendazol, flubendazol, abamektin, dietilkarbamazin,
ivermektin, suramin, pirantel pamoat, levamisol, niklosamid, nitasokzanid,
oksiklonazd, monepantel, derquantel, amfoterisin B, Ure stibamin, sodyum
stiboglukonat, meglumin antimoniat, paromomisin, miltefosin, flukonazol,
pentamidin’den ve bunlarin ikili veya liglii kombinasyonlan ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden secilen en az bir ajan
icermektedir. Bu formiilasyon ekstraseliiler vezikiiller ve/veya nanotasiyict
sistemlerle kombine olarak antineoplastik etki goOsteren aktif bilesikler olarak;
siklofosfamid, ifosfamid, temozolomid, kapesitabin, 5-floro uvrasil, metotreksat,

gemsitabin, pemetrekset, mitomisin, bleomisin, epirubisin, doksorubisin, etoposit,
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paklitaksel, irinotekan, dosetaksel, vinkristin, karboplatin, cisplatin, okzaliplatin,
bevacizumab, setuksimab, gefitinib, imatinib, trastuzumab, denosumab,
rituksimab, sunitinib, zoledronat, abirateron, anastrozol, bikalutamid, eksemestan,
goserelin, medroksiprogesteron, oktreotid, tamoksifen, bendamustin, karmustin,
klorambusil, lomustin, melfalan, prokarbazin, streptozosin, fludarabin, raltitrexed,
aktinomisin D, daktinomisin, doksorubisin, mitoksantron, eribulin, topotekan,
vinblastin, vinorelbin, afatinib, aflibersept, krizotinib, dabrafenib, interferon,
ipilimumab, lapatinib, nivolumab, panitumumab, pembrolizumab, pertuzumab,
sorafenib, trastuzumab emtansin, temsorilimus, vemurafenib, ibandronik asit,
pamidronat, bexarotan, buserelin, siproteron, degareliks, folinik asit, fulvestrant,
lanreotid, lenalidomid, letrozole, leuprorelin, megestrol, mesna, talidomid,
vinkristin’den ve bunlarn  ikili veya ii¢cli kombinasyonlarn ve/veya
enkapsiilasyonlarindan olusan bir grubun igerisinden segilen en az bir ajan
icermektedir, Ayrica bu formiilasyon en az bir etkin madde igermektedir, Etkin

madde, yukarida tamimlanmis ve siralanmis olan maddeleri kapsamaktadir.,

Yukanda agiklanan bu farmasétik bilesimin tedavide uygulama yontemi;
parenteral, intravendz, intradermal, subkutan, intraperitonal, topikal, intratekal,
intranasal, intraserebroventrikiiler, okiiler, wvajinal, Uuretral, transdermal,
sublingual, subaraknoid, rektal, periodontal, perindral, peridural, penartikiiler,
oral, intratimpanik, intratumor, intrapulmoner, intrasinovial, intramuskuler,
intraovarian,  intrameningeal, 1intracorporus  kavernosum,  intrakoroner,
intraserebral, epidural, kiitandz, bukkal, dental’den olusan bir gruptan secilen en

az bir uygulama yontemidir.

Bulus kapsaminda ekstraseliiler vezikiiller, adjuvan olarak kanser tedavisi igin
kullanilmaktadir. Bulus kapsamunda ag¢iklanan farmasotik bilesim; parazitlerden
elde edilen ekstraseliiler vezikiillerin, 3D-MPL, kolesterol, CG oligonukleotid
igeren aliminyum  hidroksit, aliminyum fosfat, tokoferol, emiilsiyon
sistemlerinden en az birinin veya bunlarin ikili veya daha fazla kombinasyonu

icerisinde bulunmasi ile olusturulabilmektedir.
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Bulusun amaci dogrultusunda kanser tedavisinde kullanilabilecek parazitlerin ve

parazit ekstraseliiler vezikiillerinin firetilmesi, asagidaki adimlar: icermektedir:

1. Parazitlerin kiiltiirii

Leishmania infantum (MHOM/MA/67/ITMA-P263) promastigotlan 27 °C’de

RPMI mediumunda (1sica inaktive cttirilmis %10 fetal bovin scrum, 2 mM L-
glutamine, 20 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomisin
esliginde) inkiibe edilir. Logaritmik faza ulasan parazitler (10%ml) enfektif hale

getirilir.

2. Kiiltiire edilmis parazitlerin glioblastoma kanseri ile muamele edilip

Annexin V deneyi ile apoptoz miktarlarimin 6l¢ciimii

Kiiltiir ortamindaki glioblastoma US87 hiicrelerinin iizerine hazirlanmis olan
parazitler eklenir. 2 farklh doz olmak tizere (U87 hiicrelerinin 50 ve 100 kati)
verilen parazitler 8 saat inkiibe edildikten sonra U87 hiicrelerinin {istiindeki
parazitler uzaklastirilir. Ertesi giin Annevin V soliisyonu eklenerek 6liim orani

akis sitometrisi cihazinda élgiliir.

3. Parazit medvasinin toplanmasi

Bulusun kapsaminda parazit ekstraselller vezikiilleri, ¢ift fazli siv1 sistem ile
izolasyon, dereceli santriflij, ultrafiltrasyon, kromotografik ydntemler, polimer
bazli izolasyon, mikro boncuklar ile izolasyondan olusan bir gruptan segilen bir
izolasyon yoOntemiyle izole edilmektedir. Aralarindan en saf bir sekilde
ckstraseliller vezikiil izolasyonu ¢ift fazli sivi sistem ile izolasyon ile
saglanmaktadir ve bu sebeple bagvuru kapsaminda bu izolasyon yontemi tercih

edilmektedir.

Bulus kapsaminda kullanilan parazit ekstraseliiler vezikiillerinin izolasyonu igin

kullanilan ¢ift fazh s1vi sistem ile izolasyon yontemi,
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o Ekstraseliiler vezikiillerin izole edilecegi parazitin kiiltiir medyasinin
toplanmasi

» Kiiltlir medyasinin hiicre artiklari ve parazitler gibi istenmeyenlerden
uzaklagtirilmasi amaciyla 5-20 dakika siireyle 2,000g-10,000g arasinda bir
hizda santrifiij edilmesi,

» Santrifiij sonrasinda filtreleme ile 220 nm ve istil boyuttaki pargaciklarm
uzaklastirilmasi

e Santrifiij islemi ile elde edilen vezikiil-protein karigiminin ayristirilmasi
amaciyla PEG fazx ve DEX fazi iceren cift fazli sivi sistemi igerisine
alinmasi,

+ PEG fazinin proteinlere, DEX fazimin ise fosfolipid yapili membranlara
olan kimyasal egiliminden yararlanilarak vezikiillerin; vezikiil dis1
proteinlerden, hiicresel yaglardan ve diger kirliliklerden anndirilmas,

o Izole edilmis vezikiillerin elde edilmesi adimlarindan olusmaktadhr.

4. MTS

Hiicreler kiiltiir ortaminda %10 fetal bovin serum (Invitrogen) ve %1 PSA
(Biological Industries, Beit Haemek, Israel) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) igerisinde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning Glasswork,
Corning, NY) 5.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildikten sonra 1., 2. ve 3.
giinlerde hiicrelerin canlilik diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Hiicre canliligr 3-(4,5-di-metil-
tiazol-2-11)-5-(3-carboksi-methoksi-fenil}-2-(4-sulfo-fenil}-2H-tetrazolyum

(MTS)-metodu (CellTiter96 Aqueous One Solution; Promega, Southampton, UK)
kullanilarak olgiildii. 100pl biiytime besiyeri igerisinde olan hicrelerin iizerine
10p] MTS soliisyonu eklenmis ve 2 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siirecinden sonra 490nm dalga boyunda ELISA plaka okuyucu (Biotek, Winooski,

VT) cihazi ile abzorbans Ol¢limii vapilarak canlilik analizi gozlemlenmistir.

5. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksivonu (RT-PCR)

Hiicreler kiiltiir ortaminda %10 fetal bovin serum (Invitrogen) ve %1 PSA

(Biological Industries, Beit Haemek, Isracl) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s
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medium (DMEM) igerisinde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning Glasswork,
Corning, NY) 150.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildikten sonraki giin,
hiicreler ¢esitli dozlarda (10-40 ug/ml) parazit eksozomu ile inkiibe edilmis,
inkiibasyondan 3. ve 48. saat sonra hiicrelerdeki p21, p53, caspase 3, Bcl-2 ve Bax
gen ifadelerine bakilmistir. Ozetle, hiicrelerden Trizol® ile RNA izolasyonu
yapilmig, NanoDrop spektrofotometresi ile total RNA konsantrasyonlan dlgiilmiis
ve sonrasmnda ¢cDNA Kkiti {(Roche) kullanilarak ¢DNA sentezi yapilmustir. RT-
PCR, SYBR Green Kit (Thermofisher scientific) kullanilarak 95 °C for 15 dk, 39
dongiide 95 °C 15 sn, 58 °C 1 dk ve 72 °C 30 sn programinda tamamlanmustir.
Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir.

Bulus konusunun teknigin bilinen durumu karsisinda farkliliklarindan biri, parazit
ve parazit kiiltiir ortamindan izole edilen eksozomlarin kullanilmasidir ve hem
izole edildigi canli tiri bakimindan hem de parazitlerin eksozomunun
kullanilmast bakimindan belirgin bir farklilik yaratmaktadir. Bu eksozomlar
hiicrelerin disariya salgiladiklar1 kimyasallarin sadece bir parcasidir.  Bulug
kapsaminda parazitlerin ve eksozomlarinin hem kanser hem de saglikli hiicre
hatlar1 lizerine olan etkisi gosterilmektedir. Parazitler glioblastoma hiicre hatti
olan U&7 hiicrelerinin {izerine hem 50 hat hemde 100 kat olacak sekilde verilip
kanser hiicrelerinin apoptoz vani oliim oranlari degerlendirilmekte ve 8 saat
inkiibasyonunun sonucunda iki dozda da vyiizde 30'lara varan Oliim
gozlemlenmektedir (Sekil 1). Ayni zamanda apoptoza yani Olime giden
hiicrelerin Leishmania infantum parazitleri ile enfeksiyonunu yaklasik ylizde 68
oraninda olmaktadir (Sekil 2). Sadece parazitlerin degil; ayni zamanda bu
parazitlerin salgiladig1 ve besi ortamundan izole edilen eksozomlar belirli kanser
ve saglikli hiicreler lizerine belirli konsantrasyonlarda (0.78-50 pg/ml) verilip 3
giin boyunca hiicre canliligina bakildiginda U87 glioblastoma hiicresinde (%40 ve
tizeri}), SHSYSY noroblastoma hiicresinde (090 ve lzeri), A172 glioblastomada
(%45 ve iizeri), SH4 melanoma hiicresinde (%90 ve ilizen), 22RV prostat

hiicresinde (%90 ve iizeri) hiicre canlilifinda azalma, 8liim goriiliirken; saglikl
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hiicre hatlar1 olan HACAT, hDF ve Astrosit hiicrelerinde canliliga herhangi bir
etkisi bulunmamaktadir (Sekil 3-10).

SHSY-5Y Noroblastoma hiicrelerinde, 10 ug/ml dozda eksozom verilip 48 saat
ink{ibasyondan sonra p53, caspase 3, Bel-2 ve Bax gen ifadesi Kantitatif gercek
zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tayin edilmis, sonucunda
SHSY-5Y Noroblastoma hiicrelerinde p53, caspasc 3 ve Bax geninde anlaml bir
artis ve Bcl-2 gen ifadesinde azalma goriilmistir (Sekil 11-14). SHSY-5Y
Noroblastoma ve Astrosit (NHA) hiicrelerinde, 40 ug/ml dozda eksozom verilip 3
saat inkibasyondan sonra p2l, p53 ve caspase 3 gen ifadesindeki degisiklikler
degerlendirilmig; SHSY-5Y noroblastoma hiicrelerinde p21 ve caspase 3 gen
ifadelerinde anlaml bir artis goriilmiis, Astrosit (NHA) hiicrelerinde ise p21, p53
ve caspase 3 gen ifadelerinin azaldif sonucuna vanlmistir (Sekil 15-20). Yapilan
deneyler 1s18inda elde edilen sonug, bulus konusunun, yiiksek miktarlarda kanser
hiicrelerinde &ltime (apoptosis) sebep olurken saglikli hiicrelerin iizerinde
sitotoksik bir etki birakmayan bir formiilasyonun gelistirilmesine uygunlugunu

gostermektedir.

Bulus konusunun avantajlan asagidaki gibi ifade edilebilir:

« Bulus farkli kanser tiirleri iizerinde 24 saat i¢inde neredeyse tamamen etki
gostermekte ve saglikl hiicreler {izerinde yan etki gostermemektedir,

« Parazitler, Ozellikle Leishmania tiirleri genetik modifikasyonlara son
derece agik olduklar i¢in parazitler ve parazitlerin ekstraseliiler vezikiilleri
ihtiyaca gdre genetik miidahale ile modifiye edilebilirler, kanser
tizerindeki etkinlikleri, parazitlerden elde edile iiretim hacmi gibi alanlarda
iyilestirmelere agiklardir,

» Eksozomlarin ila¢ yiikleme kapasitesinden vararlanilarak eksozomlara
etkin madde yiiklencbilmekte; béylece hedef hiicreye spesifik ila¢ tasimasi
yapilarak ilacin biyoyararlanimimin artirilmast ile timore spesifik hedef

bélgede istenilen etkinin alinmasi saglanabilmektedir,
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o Bulusta kullanilan ekstraseliiler vezikiiller yiiksek hacimlerde uygun

fiyatlarla iiretilebilen {iriinlerdir.
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EE SHSYSY
B SHEYSY 10 ug/ml

B3 S115YsY
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