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Bu c¢alisma, Atkuyrugu (Equisetum arvense) ve Lavanta (Lavandula angustifolia)
bitkilerinden izole edilen eksozom benzeri nanovezikiillerin (pEV’ler) yara iyilesmesi ve
antimikrobiyal etkilerini in vitro kosullarda incelemeyi amaglamaktadir. Bitki tiirevli
eksozom benzeri nanovezikiiller, biyouyumlu yapilart ve dogal bilesen tasima
kapasiteleri sayesinde modern yara tedavilerinde yenilik¢i bir alternatif olusturmaktadir.
Bu kapsamda, pEV’ler kademeli santrifiij ve ultrasantrifiij yontemleriyle izole edilmis,
morfolojik karakterizasyonlari Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Dinamik
Isik Sagilimi1 (DLS) analizleriyle dogrulanmistir. GC-MS analizi, eksozomlarda biyolojik
olarak aktif metabolitlerin varligin1 ortaya koymustur. Immortalize edilmis insan
keratinosit hiicre hattt (HACAT) ve insan dermal fibroblast hiicre hatt1 (HDF) iizerinde
yapilan MTT (hiicre canlilig1 testi) ve cizik (scratch) testleri, pEV’lerin hiicre canliligini
korudugunu ve yara kapanma siirecini hizlandirdigini gostermistir. Ayrica -galaktosidaz
boyamasi, oksidatif stres ve gen ekspresyon analizleri, pPEV’lerin yaslanma karsit1 ve
antioksidan etkilerini desteklemistir. Mikrodiliisyon yontemiyle yiiriitiilen testlerde her
iki bitkiden elde edilen pEV’lerin, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans suslarma karst belirgin antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Bu bulgular, bitki tiirevli eksozom benzeri nanovezikiillerin yara iyilesmesi ve
enfeksiyon kontroliinde giivenli, etkili ve siirdiiriilebilir bir biyoterapdtik ajan olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Kasim 2025, 128 sayfa

Anahtar Kelimeler : Antimikrobiyal etki, Hiicresel yaslanma, Atkuyrugu, Lavanta,
Bitki kaynakli ekzosom benzeri nanovezikiiller (DEV'ler), Yara iyilesmesi



ABSTRACT

Master Thesis

THE ROLE OF EXOSOME-LIKE NANOPARTICLES DERIVED FROM
HORSETAIL AND LAVENDER ON WOUND HEALING AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY IN HACAT CELL LINES

Selin ASIK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. {lker BUYUK

This study aims to investigate the in vitro wound healing and antimicrobial effects of
exosome-like nanovesicles (pEVs) isolated from Horsetail (Equisetum arvense) and
Lavender (Lavandula Angustifolia). Plant-derived exosome-like nanovesicles represent
an innovative alternative in modern wound treatment due to their biocompatible
structures and natural biomolecule delivery capacity. Within this scope, pEVs were
isolated using differential centrifugation and ultracentrifugation methods, and their
morphological characterization was confirmed by Transmission Electron Microscopy
(TEM) and Dynamic Light Scattering (DLS) analyses. GC-MS analysis revealed the
presence of biologically active metabolites within the vesicles. Experiments performed
on immortalized human keratinocyte (HACAT) and human dermal fibroblast (HDF) cell
lines, including MTT viability and scratch wound assays, demonstrated that pEVs
maintained cell viability and promoted wound closure. Furthermore, B-galactosidase
staining, oxidative stress, and gene expression analyses supported the anti-aging and
antioxidant properties of pEVs. Antimicrobial evaluations conducted by the microdilution
method revealed that pEVs derived from both plants exhibited significant inhibitory
effects against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans
strains. Collectively, these findings suggest that plant-derived exosome-like nanovesicles
can serve as safe, effective, and sustainable biotherapeutic agents for wound healing and
infection control.
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1. GIRIS

Son yillarda nanoteknoloji ve biyoteknoloji alanlarinda yasanan hizli gelismeler, hiicreler
arasi iletisim mekanizmalarinin anlasilmasi ve bu siireclerin tedavi edici amaclarla
modiile edilmesine yonelik ¢alismalara ivme kazandirmistir. Bu baglamda, hiicrelerin
mikrovezikiiller ve eksozomlar gibi ekstraselliiler vezikiiller (EVs) araciligiyla genetik
materyal, protein ve lipitleri tagiyarak biyolojik islevler lizerinde belirleyici bir rol
oynadigi bilinmektedir. Eksozomlar, 30—150 nm ¢apinda, ¢ift katli lipit membrana sahip,
endozomal kokenli yapilar olup, biyogenezi sirasinda yiiklenen biyomolekiiller ile hedef
hiicrelerde gen ekspresyonunu, metabolizmay1 ve immiin yaniti diizenleyebilmektedir.
Giiniimiizde eksozomlar yalnizca memeli hiicrelerinden degil, ayn1 zamanda bitkilerden
de elde edilmekte ve bu bitki kaynakli eksozom benzeri nanovezikiiller (PEV’ler)
biyouyumluluk, diisilk immiinojenisite ve zengin biyolojik icerikleri nedeniyle ilag
tagiyict sistemler, yara iyilestirme ve antimikrobiyal uygulamalarda dikkat cekici bir

potansiyele sahiptir.

PEV ler, igeriklerinde bulunan flavonoidler, terpenler, alkaloidler, fenolik bilesikler ve
ucucu yaglar gibi biyoaktif molekiiller sayesinde oksidatif stresin azaltilmasi, hiicre
proliferasyonunun tesviki, inflamasyonun baskilanmasi ve patojenlerin inhibisyonu gibi
cok yonlii biyolojik etkiler gosterebilmektedir. Atkuyrugu (Equisetum arvense) ve
Lavanta (Lavandula angustifolia) bitkileri, tarihsel olarak yara iyilestirme, cilt sagliginin
korunmasi ve enfeksiyonlarin 6nlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Atkuyrugu, yiiksek
silika igerigi, flavonoidler ve alkaloidler bakimindan zengin olup, kollajen sentezini
destekleyerek doku rejenerasyonunu hizlandirabilmektedir. Lavanta ise basta linalool ve
linalil asetat olmak tizere giiglii antimikrobiyal ve anti-inflamatuar etkiye sahip bilesenler
icermekte, ayrica yara bolgesinde agrinin azaltilmasi ve epitelizasyonun hizlanmasina

katk1 saglamaktadir.

Bununla birlikte, yara iyilesme siirecinde hiicresel senesens 6nemli bir biyolojik siire¢
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Senesens, hiicrelerin proliferatif kapasitesini kaybederek
metabolik olarak aktif kalmaya devam ettigi, genellikle DNA hasari, oksidatif stres veya

telomer kisalmasi gibi uyaranlarla tetiklenen geri doniisiimsiiz bir duraklama halidir.



Kronik yaralarda veya yaslanmaya bagli doku hasarlarinda senesan hiicrelerin birikimi,
iyilesme siirecini yavaslatmakta; buna karsin yara bolgesinde kisa siireli senesens, doku
yeniden yapilanmasini destekleyebilmektedir. Bu nedenle senesensin diizenlenmesi, yara

tyilestirme stratejilerinde yeni bir hedef olarak degerlendirilmektedir.

Bu c¢alisma, atkuyrugu ve lavanta bitkilerinden elde edilen eksozom benzeri
nanovezikiillerin, in vitro kosullarda, immortalize insan keratinosit hiicre hattt (HACAT)
ve insan dermal fibroblast hiicre hatt1 (HDF) iizerinde yara iyilestirme potansiyelinin ve
antimikrobiyal  etkilerinin  degerlendirilmesini  amaglamaktadir. ~ Ayrica, bu
nanovezikiillerin morfolojik ve yapisal karakterizasyonu, sitotoksisite analizleri ve
antimikrobiyal testleri ile biyolojik etkinlikleri kapsamli bir sekilde incelenecektir. Elde
edilen bulgular, bitki tabanli eksozom benzeri yapilar ile yara iyilestirme ve enfeksiyon
kontroliinde yeni ve biyouyumlu bir tedavi yaklasiminin gelistirilmesine katki saglamay1

hedeflemektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve/veya KAYNAK OZETLERI
2.1 Eksozomlar ve Eksozom Benzeri Yapilar

Hiicreler tarafindan salgilanan kiiciik boyutlu ¢esitli membran vezikiilleri topluca
ekstraselliiler vezikiiller olarak adlandirilmaktadir (Yang vd., 2019). EV’ler eksozomlar,
mikrovezikiiler cisimcikler (MVB’ler) ve apoptotik cisimcikler olmak {izere li¢ ana grup
olarak incelenmektedir (Sekil 2.1). MVB’ler ve apoptotik cisimcikler, hiicre zarinin disa
dogru tomurcuklanmast ve bdliinmesi ile olusmaktadir. Eksozomlar, hiicreler arasi
iletisimi yoneten ve endozomal kokenleriyle dikkat ¢eken, ekstraselliiler vezikiiller
ailesinin fonksiyonel agidan en dinamik alt tiplerinden biri olarak bilinmektedir
(Battistelli ~ ve Falcieri, 2021). ilk kesfedildikleri zamanlarda hiicrelerden atik
materyalleri uzaklastirmak ile gorevli olduklar1 diisiiniilse de giincel ¢alismalar gesitli
proteinler (Simpson vd., 2009; Théry vd., 2009), lipitler (Vidal vd., 1989) ve DNA, RNA
acisindan zengin niikleik asitler (Waldenstrom vd., 2012; Yin vd., 2023) gibi biyoaktif
bilesenleri igerdigini gostermistir. Bu bilesenler sayesinde eksozomlar immiin yanit
olusturma (Greening, Gopal, Xu, vd., 2015), sinyal iletimi, antijen sunumu gibi farkli
stireglerde de onemli roller oynamaktadir (Mittelbrunn vd., 2011). Hiicreler arasi
iletisimin kilit oyuncular1 olarak kabul edilen eksozomlar son yillarda yapilan ¢aligsmalar
ile kokenlendigi hiicreden aldigi niikleik asit, protein gibi igerikleri ile klinik arastirmalar,

tedavi siiregleri, ilag tasima gibi ¢esitli konularin ilgi odagi haline gelmistir.

EKSOZOM MIXROVEZIKUL APOPTOTIK CISIMCIKLER

Sekil 2.1 Hiicresel kaynakl ekstraselliiler vezikiillerin siniflandirilmasi (Gurunathan vd.,
2019)



2.1.1 Eksozomlarin yapisi ve biyolojik fonksiyonlari

Eksozomlar, boyutlar1 yaklasik olarak 30-150 nm’yi bulan ve zar yapilan lipit ¢ift
katmanli olan vezikiillerdir (Doyle ve Wang, 2019). Zar yapilari, esas olarak kolesterol,
fosfatidilserin ve sfingomiyelin gibi doymamis lipitlerden olusmaktadir. Bu lipit
yapilarin, ozellikle de doymamis yag asitleri ve sfingolipitlerin, eksozomlarin zar
yapilarin stabilize ettigi ve in vivo kosullarda gerekli zar biitliinligiini korudugu
diistiniilmektedir (Ridder vd., 2014). Buna ek olarak eksozom salgilanmasinda da 6nemli
rol oynadiklar1 bilinmektedir (Skotland vd., 2019). Ekzosomlar i¢in olduk¢a 6nemli
bilesenlerden olan proteinler ise esas olarak tetraspanin ailesini (CD9, CD63 ve CD81),
membran tagima ve flizyon proteinlerini (GTPazlar, anneksinler ve flotilin), integrinleri,
1s1 soku proteinlerini (HSP'ler), tasima igin gerekli olan endozomal ayirma kompleks
proteinlerini (Alix, TSG101), sitoskeletal proteinleri ve transferrin reseptorleri ve MHC
I ve II molekiilleri gibi belirli proteinleri igermektedir (Mashouri vd., 2019; Vlassov vd.,
2012). Ekstraselliiler vezikiiller, 6zellikle eksozomlar, hiicreler arasi iletisimde kritik
aracilar olup; biyomolekiiler icerikleri sayesinde immiin yanit, rejenerasyon ve patolojik
stireclerde onemli roller listlenmektedir. Eksozomlarin yapisi incelendiginde (Sekil 2.2);
lipit bilesenleri arasinda glikoproteinler, kolesterol, seramid ve sfingomiyelin dikkat
cekerken, bu molekiiller membranin akiskanligi ve stabilitesini saglamaktadir. Protein
icerikleri arasinda yer alan transmembran reseptorler, integrinler, transferrin reseptorleri
ve tetraspaninler (CD9, CD37, CD53, CD63, CD81, CD82), hiicre hedeflenmesi ve sinyal
iletiminde gorev alir. Ayrica immiin diizenleyici molekiiller olan MHC smif I/1I,
bagisiklik sistemine antijen sunumunda rol oynarken; 1s1-sok proteinleri (HSP70, HSP90)
stres yanitlarimin diizenlenmesine katkida bulunur. Hiicre iskeleti proteinleri (aktin,
miyozin), vezikiiliin yapisal biitiinliiglinii desteklerken, membran tasima ve flizyon
proteinleri (ESCRT kompleksi, Rab5, Rab7, annexin) eksozom biyogenezinde ve
membran fiizyonunda islev gormektedir. i¢ kisimlarinda bulunan niikleik asitler (DNA,
mRNA, miRNA, siRNA) ise genetik ve epigenetik bilginin tasinmasina aracilik ederek
alict  hiicrelerin  biyolojik yanitlarin1 ~ sekillendirmektedir. Ekzosomlar yapisal
biitiinliiklerine yardimc1 olan proteinlere ve lipitlere ek olarak, hiicreler arasi iletisimin
ana kargosu olan ve hedef hiicrelerin biyolojik siireclerini etkilerken, ebeveyn

hiicrelerinin durumunu yansitan biiyiik miktarda DNA, mRNA ve kodlamayan RNA



icermektedir (Zhang vd., 2019). Bu ¢ok yonlii molekiiler icerik, eksozomlari hem
fizyolojik siireglerde hem de terapdtik uygulamalarda giiglii biyolojik araclar haline
getirmektedir (Koh vd., 2023).

Insanlarda EV'ler; tiikiiriik, idrar, kan, anne siitii ve beyin omurilik s1vis1 gibi ¢esitli viicut
stvilart da dahil olmak iizere farkli kaynaklarda bulunabilmektedir (Arraud vd., 2014;
Greening, Gopal, Mathias, vd., 2015; Ho6g ve Lotvall, 2015; Lasser vd., 2011; Taylor
vd., 1980; Théry vd., 2002; Yuana vd., 2013). Bagli olduklar1 ana hiicrelere 6zgii i¢erikler
barindiran eksozomlarin, birgok ¢alismada farkli hiicre tiplerinde tespit edilmesi ve de
onemli roller iistlenmesi kisa siirede arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmelerinde ana
etkendir. Ornegin; makrofajlar, dogustan gelen bagisiklikta kritik rol oynayan
mononiikleer fagositlerdir. Makrofaj kaynakli EV’lerin islevsel bagisiklik proteinleri
tasidigr bilinmektedir; bu EV’ler, beyin damarlarindaki endotel hiicreleriyle etkilesime
gecebilir ve ylizey bilesenleri araciligiyla kan-beyin bariyerini asabilirler. Ayrica, IL-4
gibi anti-inflamatuar sitokinleri tasima yetenegine sahiptirler. Bu vezikiiller, giiglii
antitimor ve anti-inflamatuar etkiler de sergilemektedir (Cheng vd., 2017; Yuan vd.,
2019). Farkli bir 6rnek olarak mezenkimal k6k hiicreler, hiicre temelli tedavilerde sik¢a
tercih edilen bir segenektir. Kemik iligi, dis pulpast ve adipoz doku gibi ¢esitli insan
dokularindan kolaylikla elde edilebilirler. Mezenkimal kok hiicreler, kendini yenileme
yetenegine sahiptir ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde rol oynarlar. Bu hiicrelerden
izole edilen eksozomlar, yara iyilesmesini desteklemektedir ve cilt ya da kalp dokusu gibi
cesitli dokularin onariminda oldukga faydalidir (Cao vd., 2021). Bu vezikiiller ayrica
kanserin ilerlemesini  baskilayabilir ve inflamasyonu hafifletici  ozellikler
gosterebilmektedir (Zhang vd., 2014). Ek olarak, bu hiicrelerin diger hiicrelere kiyasla
nispeten daha fazla eksozom salgiladiklar1 da bilinmektedir (Che vd., 2019; Grégoire vd.,
2015; Yao ve Ricardo, 2016).
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Sekil 2.2 Eksozomlarin yapisal ve molekiiler bilesenleri. Eksozom membrani, lipitler

(glikoprotein,  kolesterol, seramid, sfingomiyelin) ve proteinlerle
(transmembran reseptorler, transferrin reseptorleri, integrinler, tetraspaninler)
zenginlesmistir. Ayrica MHC siif I/IL, 1s1-sok proteinleri (HSP70, HSP90),
hiicre 1iskeleti proteinleri (aktin, miyozin) ve membran tasima/fiizyon
proteinleri (ESCRT, Rab5, Rab7, annexin) eksozomlarin biyolojik
islevselligini destekler. i¢ kistmlarinda DNA, mRNA, miRNA ve siRNA gibi
niikleik asitler tagirlar (Koh vd., 2023).

Hiicre/doku kokenine bagli olarak ekzosomlara bir¢ok farkli islev atfedilmistir.

Ekzosomlar bagisiklik tepkisinin kolaylastiricilar: olarak yogun bir sekilde incelenmistir

(Théry vd., 2009) ve antijen sunumunda ekzosomlarin rolii kapsamli bir sekilde

belgelenmistir (Théry vd., 2002). Programlanmis hiicre 6liimii, anjiyogenez, inflamasyon

ve pihtilasmada ekzosomlarin rolleri bildirilmistir (Janowska-Wieczorek vd., 2005).

Ekzosomlar, gelisim ve farklilasma sirasinda polaritenin yaratilmasinda morfogen

tastyicilart olarak da gosterilmistir (Lakkaraju ve Rodriguez-Boulan, 2008).



Bir arastirma grubu, insan siitiinden elde edilen ekzosomlardaki farkli mikroRNA
seviyelerini birka¢ aylik emzirme déneminde incelemistir (Kosaka vd., 2010). Ozellikle
bagisiklik diizenleyici rollerinde rol alan miR-181a ve miR-155 olmak iizere belirli
miRNA'lar, emzirme déneminin ilk 6 ayinda yiiksek seviyelerde mevcutken, sonraki
asamalarda bu miRNA’larin 6nemli dl¢iide azaldigi tespit edilmistir. Anne siitiinden elde
edilen ekzosomlarda bulunan miRNA'larin bebegin bagisiklik sisteminin gelisimini
modiile edebilecegi One siiriilmiis ve daha yakin tarihli ¢alismalar, ekzosomlarin yalnizca
protein ve lipit alisverisi yapmak veya asagi akis sinyal olaylarini tetiklemek icin alici
hiicrelere 6zel olarak hedeflemedigini, ayn1 zamanda belirli niikleik asit kargosunu da
ilettigini gostermistir (Belting ve Wittrup, 2008; Pegtel vd., 2011; Valadi vd., 2007).
Ekzosomlarin en ozel islevleri arasinda, uzak mesafelerdeki hiicre-hiicre iletisimini
miimkiin kilmas1 yer almaktadir. Mast hiicrelerinin yaklasik 1300 farkli genden mRNA
tasiyan eksozomlar salgiladigi bildirilmistir. Bu mRNA’larin ne kadarimin tam uzunlukta
ve ne kadarmin par¢alanmis oldugu heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Ayrica bu
eksozomlar, >100 farkli mikroRNA dahil olmak {izere ¢ok sayida kiiciik RNA
icermektedir (Valadi vd., 2007). Eksozomlarin alici hiicrelere aktarilabilmesi ve bu
hiicrelerde bazt mRNA’larin aktif bi¢imde cevrilebilmesi, tasinan mRNA’larin islevsel
oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde dogal ve

diizenli bir mekanizma olarak kullanildigini diistindiirmektedir.

Geleneksel olarak hiicre iletisimi; temas bagimli (jukstakrin), parakrin, endokrin,
ekzokrin veya sinaptik yollarla gergeklestigi kabul edilen bir siiregtir. Bu klasik modelde,
sinyal iletimi genellikle reseptor aracili etkilesimlerle saglanir; ya komsu hiicrelerin
yiizey bilesenleriyle dogrudan temas ederek ya da belirli mesafelerdeki hedef hiicrelere
hormon veya ndrotransmitter gibi ¢oziinebilir molekiillerin salinimiyla gerceklesir.
Ancak son yillarda ortaya c¢ikan veriler, hiicreler arasi iletisimin bundan c¢ok daha
karmasik bir bi¢gim alabildigini gostermektedir. Hiicreler, daha karmasik veya hedefe
yonelik bir “mesaj” iletmek istediklerinde, bu gorevi eksozomlar araciligiyla
gerceklestirebilirler. Eksozomlar, igeriklerini koruyarak bir hiicreden digerine
taginabilen, hiicre zarindan kolaylikla fiizyon yoluyla gecebilen ve virlislere benzer

yapisal 6zelliklere sahip nanovezikiillerdir. Bu 6zellikleri sayesinde, eksozomlar hiicreler



aras1 bilgi aktariminda etkili ve dogal bir “tasiyici sistem” olarak degerlendirilmektedir

(Ratajczak vd., 2006).

2.1.2 Eksozomlarin biyogenezi ve hedef hiicreler tarafindan alinmasi

Lipid ¢ift tabakasi ile ¢gevrelenmis olan eksozomlar, biyogenezleri agisindan kapsamli bir
sekilde incelenmistir ve membran taginimi ile fiizyonuna iliskin gesitli proteinleri
icermekte olduklari ortaya konmustur. Bu proteinler arasinda Rab GTPazlari, aneksinler,
integrinler, fibronektin (Hsu vd., 2010; Kowal vd., 2014; Théry vd., 2002), tetraspaninler
(CD9, CD63, CD81 ve CD82) (Andreu ve Yafiez-Mo, 2014; Escola vd., 1998), 1s1 sok
proteinleri (HSP'ler) (Clayton vd., 2005) ve lipid salicili proteinler (Subra vd., 2007;
Trajkovic vd., 2008) bulunmaktadir.

Eksozom olusumu, hiicre zarmin iki kez ice dogru kivrilmasi ile baslayan ¢cok basamakli
bir siireci kapsamaktadir (Sekil 2.3). Bu siire¢, kargo yliklenmesi sirasinda ara form
gorevi goren multivezikiiler cisimciklerin (MVB’ler) veya intraliiminal vezikiillerin
(ILV’ler) olgunlasmasi ile devam etmektedir (Colombo vd., 2014; Raposo ve Stoorvogel,
2013). MVB olusumu sirasinda, golgi aygiti ve endoplazmik retikulumdan gelen yiikler
MVB’lere dahil edilir (van Niel vd., 2011), bu MVB’ler daha sonra eksozomal yol
araciligiyla plazma zarn ile flizyona girerek eksozomlar1 serbest birakabilir veya
lizozomlarla birleserek yikim siirecine girebilir (Hessvik ve Llorente, 2018; Ostrowski
vd., 2010). Bu ayrim, iki tip MVB olusumuna yol acar: eksozom salinimina yol acan ve
de kolesterol agisindan zengin salgisal MVB’ler (sMVB’ler) ve lizozomal yikim yoluna
katilan kolesterol agisindan fakir MVB’ler (IMVB’ler) (Mobius vd., 2003). Ayrica bu iki
MVB igin bir ayrim da, lizobisfosfatidik asit agisindan degerlendirilmistir.
Lizobisfosfatidik asit IMVB’lerde bulunurken sMVB’lerde bulunmamaktadir
(Kobayashi vd., 1998).

Eksozom biyogenezi, tasinim igin gerekli endozomal siralama kompleksleri (ESCRT) ile
iliskilendirilmektedir. ESCRT, dort ayr1 kompleksten olusmaktadir: ESCRT-0, ESCRT-
I, ESCRT-1l ve ESCRT-III (Hurley, 2008). Her kompleks, eksozom olusumu ve

salmmminin belirli asamalarina katkida bulunmaktadir. ESCRT-0, ubikitinlenmis
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kargolarin  kiimelenmesinden sorumluyken; ESCRT-I ve ESCRT-1I membran
tomurcuklanmasini saglamaktadir; ESCRT-III ise membran kesilmesini baslatmaktadir
(Henne vd., 2011). Eksozom biyogenezi, MVB’lerin ve mikrotiibiillerin hiicre zarina
yaklasmasiyla devam etmektedir. Bu noktada Rab GTPazlar1 ve ardindan SNARE
proteinleri, eksozomlarin hiicre zari ile kaynasarak ekstraseliiler alana salinmasini
kolaylagtirmaktadir (Savina vd., 2005). Bu siiregte baslica yer alan kompleks ESCRT olsa
da eksozom biyogenezinde yalnizca ESCRT mekanizmasi rol almamaktadir; seramid ve
sindekan-sintenin-ALIX yollar1 gibi diger mekanizmalar da eksozom biyogenezi

acisindan kritik oneme sahiptir.

Seramid aracili ger¢eklesen mekanizmada, tip Il sfingomiyelinaz (SMase2),
sfingomiyelini seramide doniistiirerek vezikiil olusumu icin gerekli olan membran
egriligini tesvik eden bir rol istlenmektedir. Yapilan bir arastirma SMase2’nin
susturulmasi ile birlikte, Olineu hiicrelerinden PLP’nin eksozomal salinimini azalttigini
bildirmektedir (Trajkovic vd., 2008). Sindekan-sintenin-ALIX aracili gerg¢eklesen
mekanizmada ise sindekan kargosunun heparan siilfat (HS) zincirlerine baglanmasi,
sindekanlarin kiimelenmesine ve ardindan membran tomurcuklanma siireci i¢in sintenin-
1 ve ALIX’in ise alinmasina yol agmaktadir (Baietti vd., 2012). Syntenin hiicre zarina
alindiginda ALIX ile etkilesir; ALIX de TSG101 ve CHMP4 gibi ESCRT proteinleri ile
¢ adet LYPX(n)L motifi araciligiyla baglanti kurar. Bu baglanti tomurcuklanma
stirecinde ESCRT mekanizmasi ile is birligi yapmak i¢in gerekli olan sindekan-sintenin-

ALIX kompleksini olusturmaktadir (Bissig vd., 2013; Matsuo vd., 2004).

Basarili bir sekilde salinimi1 gerceklestirilen ve hedef hiicrelere ulasan eksozomlar ii¢ ana
yolla etki gostermektedir: (1) hedef hiicre yilizey reseptorleri ile dogrudan etkilesim
yoluyla sinyal yonlendirme; (2) dogrudan plazma membran ile fiizyon yoluyla igerik
birakimi; (3) endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinma ve igerik salimimu. Ik mekanizmada,
eksozom yiizeyindeki CD47, tetraspaninler, integrinler veya FasL. ve TRAIL gibi
ligandlar, alic1 hiicre reseptorlerine baglanarak hiicresel isleyisin regiilasyonuna etki
edebilmektedir (Gurung vd., 2021; M. A. Kumar vd., 2024). ikinci mekanizmada ise,
lipid raft bolgeleri ve SNARE/Rab proteinleri araciligiyla eksozom membrani, hedef

hiicre membran1 ile hemi-flizyon yaparak igeriklerini dogrudan sitoplazmaya



birakabilmektedir. Bu siirecin ozellikle tiimor hiicrelerinde (disik pH ve zengin
sfingomiyelin igerigi nedeniyle) daha etkili olabilecegi vurgulanmaktadir (Gurung vd.,
2021).

Ucgiincii ve de en yaygin yol olan internalizasyon mekanizmalar1 arasinda klatrin-aracili
endositoz, caveolin-aracili endositoz, makropinositoz, fagositoz ve lipid raft bagiml
yollar gibi farkli siiregler yer almaktadir (Liu ve Wang, 2023; McKelvey vd., 2015).
Endositoz sonrasi eksozomlar, endozomal yola girmektedir; bu siiregte bazilar1 lizozomal
degradasyona ugrarken, bazilar1 da trans-golgi ag1 gibi alternatif yollara yonlendirilerek
iceriklerini serbest birakabilmektedir. Ayrica, diisiik verimle de olsa endozomal kagis
yoluyla eksozom igeriklerinin sitoplazmada islevsel hale gelmesi de miimkiindiir

(McKelvey vd., 2015).

Sonug olarak, eksozomlarin hedef hiicreler tarafindan alinmasi; kaynak hiicrelerinin
biyokimyasal yapisi, alici hiicrelerin reseptor profili, lipid-protein kompozisyonu ve de
cevresel etkenler gibi ¢ok katmanli faktorlere bagli olarak gerc¢eklesmektedir. Bu
kompleks siireg, hiicresel iletisimi anlamak ve eksozom tabanli hedefe 6zgii ilag tasima
sistemlerini gelistirmek agisindan degerlendirildiginde olduk¢a dnemlidir (Gurung vd.,
2021; Liu ve Wang, 2023).

Frhmn myregteres encdor o
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o
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Sekil 2.3 Eksozom biyogenezinin temel asamalari. Hiicre i¢ine alinan vezikiiller ilk
olarak erken endozomlara taginir. Bu bolgeler, icerdikleri kargolari ayrigtirarak
bir kismini geri donilisiim endozomlar1 aracilifiyla plazma membranina geri
gonderirken, bir kismin1 da ge¢ endozomlara yonlendirir. Ge¢ endozomlarda
multivezikiiler cisimcikler olusur; bunlarin i¢inde yer alan intraluminal
vezikiiller ise eksozomlarin onciilleridir (Zhang vd., 2023).
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2.1.3 Eksozomlarin tibbi ve terapotik uygulamalardaki kullamimlari

Dogal kokenli olmalar1 nedeniyle eksozomlar yiiksek biyouyumluluk ve diisiik toksisite
gostermektedir. Ayrica, Smirli imminojenisiteye sahip olup biyolojik olarak
parcalanabilmektedirler. Bu ender 6zellikleri ile, eksozomlar sentetik tasiyicilar veya
nanoparcaciklara (NP'ler) kiyasla daha avantajli ajanlar olarak one c¢ikmaktadir
(Batrakova ve Kim, 2015; Tan vd., 2013; van Dommelen vd., 2012). Eksozomlarin
sagladiklar1 bir diger 6nemli avantaj ise dogal olarak hedefleme potansiyelleridir. Ayrica
hedefleme ile kalmayip, yapilarinda dogal olarak bulundurduklar1 bilesenleri dogrudan
veya kapsiillenmis ilaclarla birlikte sinerjik etki gostererek hedef hiicrelere
iletebilmektedir. Yapilan bir arastirmada eksozomlarin kan-beyin bariyeri (BBB) gibi
fizyolojik engelleri asarak belirli bir néron popiilasyonuna ulasabildigi kanitlanmistir (Ha
vd., 2016; Shi vd., 2019). Jiang vd. (2021) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada
noronlardan elde edilen ekzomlarin, mikroglia ve astrositleri inhibe ettigi bilinen miR-
124-3p tasiyabildigi, bdylece omurilik yaralanmalarinin iyilesmesine katki sagladigi
gosterilmistir (Jiang vd., 2020). Eksozomlar ayrica noron-glia etkilesimlerini etkileyerek
noroinflamasyonu ve noropatogenezini de iyilestirebilmektedir. Ayrica, mikroRNA’lar
(miRNA’lar) ile zenginlestirilmis eksozomlarin, iltihaplanmayr ve Kkoagiilasyon
kaskadint modiile edebildigi Li vd. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada gosterilmistir
(Li vd., 2021). Yapilmis farkli caligmada, makrofajlarin IL-4'e maruz kaldiginda,
iltihaplanmay1 baskilamak amaci ile de eksozomlar salabildigine deginilmistir (Phu vd.,
2022). Buna ek olarak bagigiklik yanitlarinin, astrositlerden tiireyen eksozomlarin
CD4+T hiicrelerini diizenlemesiyle de modiile edilebildigi bildirilmistir (Szpakowski vd.,
2023). ALL (akut lenfoblastik I6semi) hastalarindan elde edilen eksozomlarin, FOXP3
ekspresyonunu ve Treg ile iligkili sitokinleri artirabildigi, ALL hastalarinin
eksozomlarinin apoptozisi tesvik ederek T lenfositlerinin fonksiyonlarini etkiledigi de
bildirilmistir (Gholipour vd., 2022). Eksozomlar, oksidatif hasari ve organellerin
fonksiyonunun diizenlemesinde de rol oynamaktadir. Ornegin, T lenfositlerinden izole
edilen eksozomlarin, NOX4'i yukar1 regiile ederek oksidatif hasari indiikleyebilecek
MEK1/2 ve ERK1/2 tasidg: tespit edilmistir (Rolski vd., 2022).
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Eksozomlar, kiiciik molekiiller, RNA, DNA ve proteinler gibi ¢esitli terapotik ajanlari
kapsiilleyebilme 6zellikleri sayesinde, hedefli ilag¢ tagima i¢in ideal biyolojik sistemler
olarak degerlendirilmektedir. Dogal kokenleri ve hiicrelere 6zgii ylizey molekiilleri,
belirli hiicre tiplerine segici hedefleme kapasitesini artirir. Nitekim, Kamerkar vd.,
(2017), eksozomlarin siRNA’y1 pankreas kanseri hiicrelerine 6zgii bigimde iletmek iizere
modifiye edilebilecegini ve bdylece daha az yan etkiyle potansiyel bir kanser tedavisi

sunduklarini géstermistir (Kamerkar vd., 2017).

Eksozomlarin biyolojik islevleri yalnizca ilag tasima ile sinirhi degildir; ayn1 zamanda
hiicresel sinyal iletimi, metabolik diizenleme ve immiinomodiilasyon gibi siireclerde de
kritik roller iistlenirler. Ornegin, Robbins ve Morelli (2014), eksozomlarin kanser
immiinoterapisinde antijen sunumu ve bagisiklik yanitlarinin modiilasyonu araciligiyla
nasil kullanilabilecegini kapsamli bigimde gozden gegirmistir (Robbins ve Morelli,
2014).

Bununla birlikte, eksozomlar hiicre 6liim mekanizmalarinin dizenlenmesinde de onemli
rol oynar. Kemik iligi kok hiicrelerinden (BMSC’ler) tiiretilen eksozomlar, Akt/mTOR
yolunu modiile ederek otofajiyi indiikleyebilmekte, apoptozisi baskilayabilmekte ve
inflamatuvar sitokin diizeylerini azaltabilmektedir (Xiao vd., 2022). Benzer sekilde,
periferal noropatide de eksozomlar, mitokondrilerin normal fonksiyonlarini koruyarak
hiicresel onarim1 destekleyebilir (Shan vd., 2022). Oksidatif stresle iligkili hastaliklarin
tedavisinde de eksozomlarin terap6tik potansiyeli giderek daha fazla 6ne ¢ikmaktadir.
Ozellikle siit kaynakli eksozomlarn KEAP1-siRNA ile zenginlestirilmis formlarmin,
Nrf2 ekspresyonunu artirarak oksidatif hasar1 azaltabildigi ve diyabetik yara iyilesmesini

hizlandirdig: bildirilmistir (Xiang vd., 2023).

Eksozomlarin igerikleri (0zellikle proteinler ve niikleik asitler) ait olduklari ana
hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik durumlarini yansittigindan, hastaliklarin tanisinda
biyomarker olarak da biiyiik bir potansiyel tasirlar. Dahasi, eksozomlar belirli genetik
materyalleri ve lipidleri tasima kapasiteleri sayesinde, hastalik mikrogevresini
degistirebilecek veya genetik defektleri diizeltebilecek bir “hassas tip araci” olarak

degerlendirilmektedir. Bu dogrultuda, Kooijmans vd., (2012), eksozomlarin o6zellikle
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patolojik bolgelerle secici etkilesim kurmak iizere tasarlanabilecegini ve bdylece hedef

dis1 etkilerin minimize edilebilecegini vurgulamistir (Kooijmans vd., 2012).

Ozellikle son yillarda bilim diinyasmin ¢dziim arayisinda oldugu ilag direncli kanser
tirlerinde, eksozomlarin kemoterapiye yanitt modiile edebildigi farkli ¢alisma
gruplarinca bildirilmistir (Pegtel ve Gould, 2019; Van Niel vd., 2018; Yaiez-M6 vd.,
2015). Eksozomlar; proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi cesitli biyomolekiilleri
tasiyarak hem timor hiicreleri arasinda hem de tiimor-stroma arasi iletisimde etkili
olmaktadir (Colombo vd., 2014; Simons ve Raposo, 2009; Valadi vd., 2007; Zhang ve
Grizzle, 2014). Eksozomal mikroRNA’lar (6rnegin miR-21), hedef hiicrelerde timor
baskilayici genleri baskilayarak (6r. PTEN), PI3K/AKT gibi proliferatif sinyalleri aktive
ederek ilag direncine katki saglayabilmektedir (Mu vd., 2014; Teng vd., 2018; B. Wang
vd., 2014; Wang vd., 2023). Eksozomlar ayn1 zamanda epitel-mezenkimal gecis (EMT),
kanser kok hiicresi (CSC) karakteri ve immiin kagis gibi mekanizmalarla direngli
fenotiplerin gelisimini kolaylastirmaktadir (Ju vd., 2013; Kim vd., 2014; Reiner vd.,
2017; van der Pol vd., 2012; Witwer vd., 2017). Bu baglamda, eksozomlar yalnizca
biyobelirteg veya tasiyict degil, aym zamanda terapotik hedef olarak da
degerlendirilmektedir. Cizelge 2.1°de eksozomlarin g¢esitli galismalarda kanitlanmis

potansiyelleri 6zetlenmistir.

Klinik ac¢idan, eksozomlar ve tiirevleri (bitki kaynakli EV’ler dahil), ilaglarin tasinmasi
ve hedef dokuya yonlendirilmesi amaciyla incelenmektedir. Ayrica, genetik
mithendislikle diizenlenmis eksozomlarin immiin cevabi giiclendirme ve tedaviye
duyarliligi artirma potansiyeli tasidigi klinik oncesi bulgularda belirtilmistir (Jin vd.,
2024). Bu bulgular, eksozomlarin yalnizca onkolojik degil, yara iyilesmesi ve enfeksiyon
kontrolii gibi rejeneratif tip alanlarinda da potansiyel uygulamalari olabilecegini
gostermektedir. Bitkisel kokenli eksozom benzeri nanovezikiillerin daha giivenli,
stirdiiriilebilir ve hedefe yonelik tedavi platformlar1 sunabilecegi diisiiniilmektedir (Ju vd.,

2013).
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Cizelge 2.1 Eksozomlarin terapdtik ajanlar olarak potansiyeli

Kullanim Mekanizma/Etki . = Referans
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hastahklar & | . P), noral onarim eksozomlar1 KEAP1- 2020;
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yara iyilegmesini 2023
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Cizelge 2.1 Eksozomlarin terapdtik ajanlar olarak potansiyeli (devam)

Kullanim Mekanizma/Etki Yolu Avantajlar Ornek Bulgular Referans
Alani Calisma
Eksozom igerikleri
Protein, lipit ve RNA . . i kanger ve
S Non-invaziv ndrodejeneratif .
] ] iceriklerinin hiicre . Valadi vd.,
Biyobelirtec teshis, erken tan1 | hastaliklarin erken . ol
.~ | durumunu yansitmasi : S 2007; Shi
potansiyeli biyobelirteci olarak vd. 2019
kullanilir B
o Eksozomlar
Genetik defektleri Hedef dis: etkiyi patolojik dokulara "
. azaltma, N s Kooijmans
dizeltme, hedefe .. Co Ozel nikleik .
. 1 kisisellestirilmis P . vd., 2012;
Hassas tip yonelik kargo tasima . asit/lipit tasir, tedavi
tedavi I Tan vd.,
seciciligini artirir 2013

2.1.4 Bitki kaynakh ekstraselliiler vezikiiller

Bitkilerden salinan ekstraselliiler vezikiiller {izerine yapilan calismalar yakin zamanda
baslamis olsa da, pEV’lerin biyogenezi ve mekanizmalarini tanimlayan g¢alismalar
mevcuttur. Ilk bulgulara gére, bitkilerin patojen enfeksiyonu ve saldirist da dahil olmak
tizere bircok biyotik ve abiyotik ¢evresel strese yanit olarak ekstraseliiler vezikiiller
urettigi bilinmektedir (An, Ehlers, vd., 2006; An, Hiickelhoven, vd., 2006). pEV’lerin
iiretimi ve salgilanmasina dair ikna edici kanitlar sunmak amaciyla, Qianli ve arkadaslari
arpa yaprag hiicrelerinde sitoplazmada intravakuoler MVB’lerin proliferasyonunu ve bu
organelin ile zarinin tagmmasiyla meydana gelen yapisal bozulmalarim
gozlemlemislerdir (An vd., 2007). Biyotrofik kiilleme mantari, hipersensitif hiicrelere ve
bu hiicrelerin saglam komsu hiicrelerine saldirmaktadir. Patojenlere karsi antimikrobiyal
bilesikler iceren intravakuoler MVB'ler, mantarin penetrasyonunu engellemek ya da
mantarin plazma zari ile etkilesime yanit olarak saglam epidermal hiicrelerde uyarildigi
tespit edilmistir (An, Hiickelhoven, vd., 2006; An vd., 2007; Samuel vd., 2015; Yanez-
Mo vd., 2015). Ayrica, mantar enfeksiyonunun artmasinin, bitki bagisiklik tepkilerini
uyararak enfeksiyon bolgesinde MVB proliferasyonunu indiikledigine dair g¢esitli
raporlar da mevcuttur (An, Ehlers, vd., 2006; F. Wang vd., 2014). pEV’lerin biyogenez
mekanizmasinin, memelilerden elde edilen eksozomlarin (MDE’ler) mekanizmasindan

belirgin bir seviyede farkli oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (Halperin ve
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Jensen, 1967; Marchant vd., 1967; Marchant ve Robards, 1968). Tipki MDE’lerin
biyogenezinde oldugu gibi, ESCRT komplekslerinin pEV’lerin olgunlagmasinda ve
yiiklerinin ayristirtlmasinda rol oynadigi 6ne siiriilmektedir. Fakat yapilan arastirmalarda,
yiiksek bitkilerde klasik bir ESCRT-0 kompleksi bulunmamaktadir; bunun yerine,
konservatif VHS (VPS27, HRS, STAM) bolgelerine sahip TOMZ1-benzeri (TOL)
proteinler, ESCRT-0 yerine gegerek ubiquitin baglayici proteinler olarak gorev
yapmaktadir ve erken endozomda auxin tasiyici PIN-FORMED 2 (PIN2)'nin vakuoler
ayristirilmasinda rol oynamaktadir (Gao vd., 2017).

PEV’lerin; boyut dagilimi, yiizey elektrik yiikii, morfolojisi, yogunlugu ve bazi
bilesenleri gibi ozellikler bakimindan MDE’lere benzedigi bilinmektedir (Deng vd.,
2017; Ju vd., 2013; Raimondo vd., 2015). MDE’ler gibi pEV’ler de fizyolojik siiregleri
diizenleyen RNAlar, proteinler ve lipidler gibi biyomolekiilleri igermektedir (Teng vd.,
2018). pEV’lerin kendileri tasima vezikiilleri olarak kullanilabilirken, tasidiklar1 yapisal
ve fonksiyonel biyomolekiiller de klinik olarak faydali uygulamalara sahip olabilmektedir
(Wang vd., 2013; X. Wang vd., 2019). pEV’lerin sagladig1 avantajlardan biri, ¢ok sayida
yenilebilir  bitkiden elde edilebilmeleri sayesinde etkin ve bol miktarda
uretilebilmeleridir. pEV’lerin kaynak hiicresine bagli olarak her bir pEV, farkl 6zellik ve
bilesenlere sahiptir; bu nedenle pEV’ler ve igerdikleri molekiiller, ¢esitli mekanizmalarla
ve hiicresel alim yollariyla sinyal iletim yollarinin diizenlenmesinde 6zgiin yaklagimlar

gostermektedir.

Ornegin, Zhuang ve arkadaslar1 zencefil kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerde
(GDEN’ler) bolca bulunan 6-shogaol bilesiginin, TLR4/TRIF yolunu diizenleyerek
Nrf2’yi aktive ettigini ve bu yolun anti-inflamatuar etkileri araciligiyla alkol kaynakli
karaciger hasarma kars1 koruma sagladigini dogrulamistur (Zhuang vd., 2015). Ayrica,
Ju ve arkadaglar1 iliziim kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerin, intestinal kok
hiicrelerin iyilesmesini Wnt/B-catenin sinyal yolunu diizenleyerek indiikledigini, bu
yolun AXIN-2, Cyclin D1, c-MYC ve EGF gibi genleri diizenledigini bildirmistir (Ju vd.,
2013). Uziim kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerin hiicresel alimi agisindan, bu
nanovezikiillerin intestinal kok hiicrelere yiiksek segicilik sergiledigi ve alimlarinin

mikropinositoz inhibitérii olan sitokalasin-D ile nemli l¢iide engellendigi, buna karsin
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klatrin aracili endositoz inhibitorlerinden etkilenmedigi yine ayni ¢alismada bildirilmistir
(Ju vd., 2013).

pPEV’ler ile MDE’ler arasinda bir¢ok benzerlik bulunsa da bu iki vezikiil grubu pek gok
acidan baz1 farkliliklar da gostermektedir. MDE’lerin lipid ¢ift tabakasi genellikle
kolesterol, glikosfingolipitler, seramidler ve fosfatidilserinden olusur; bu da onlara
kararlilik ve 6zgiin bir sertlik saglamaktadir (Mashouri vd., 2019; Nishio vd., 2020;
Stremersch vd., 2016; Waldenstrom ve Ronquist, 2014). Buna karsin, pEV’lerin
eksozomal zarlar1 fosfatidik asit (PA), fosfatidilkolin (PC), digalaktosildiasilgliserol
(DGDG) ve monogalaktozil diasilgliserol (MGDG) agisindan zengindir (Teng vd., 2018);
bu o6zgiin lipid Ozellikleri, memeli hiicrelerini diizenleyici etkiler sunmaktadir.
Fosfolipitler arasinda 6zellikle PA pEV’lerde yaygin olarak bulunmaktadir, memeli
hedefi olan rapamisin (mTOR) yolunu hedefleme ve uyarma yetenegi ile de dikkat
cekmektedir. mTOR yolu hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, iyilesmesi gibi islevlerden
sorumludur ve insan sagligi ile hastaliklarinda genis bir etki alanina sahiptir. PC ise
viicutta kolin kaynagi olup, kalin bagirsaklardaki hiicre zarlarinda yapisal blok

olusturarak hiicre duvarini koruyabilmektedir.

Teng ve arkadaslari, GDEN’leri izole ederek gen, protein ve lipid profillerini analiz
etmislerdir. Arastirmada, GDEN’lerin fosfolipit agisindan zengin zarlarinin
mikrobiyotaya tercihli olarak alindigt ve bagirsak bakterilerinin  ortamini
diizenleyebilecegi belirlenmistir. Ayrica, bazi 0zgiin protein ve genlerin varligi,
GDEN’lerin bagirsak mikrosistemini diizenleme potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir. Bu essiz 6zellikler bir araya geldiginde, pEV’lerin tiirler arasi iletisime de
katk1 saglayabilecegi diistiniilmektedir (Teng vd., 2018). Bu degerli o6zelliklerin bir
sonucu olarak, pEV’lerin MDE’lere veya yapay nanovezikiillere kiyasla olaganiistii
terapotik avantajlar sagladigr diisiiniilmektedir. Bu avantajlar arasinda kolay ve biiyiik
oOlgekli tiretim (Li vd., 2018), diisiik toksisite ve azalmis immiinojenisite (Deng vd., 2017),
etkili hiicresel alim (Wang vd., 2013), yiiksek biyouyumluluk ve stabilite (M. Zhang, E.
Viennois, M. Prasad, vd., 2016) gibi birgok 6zellik yer almaktadir. pEV’lerin 6zellikleri

ve tedavi edici etkinlikleri ile ilgili cok sayida ¢aligsma yapilmis olsa da bu vezikiillerin
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bircok yonii hala aragtirma konusudur. Bu nedenle, pEV’lerin biyolojik aktiviteleri ve

uygulamalar1 hakkinda bilgi birikimimizi artirmak amaciyla ek ¢caligmalara ihtiyag vardir.

2.1.5 Bitki tabanh nanovezikiiller’in tibbi ve terapotik uygulamalardaki
kullanimlari

Memeli eksozomlari, yeni terapiler ve tedaviler olusturmak amaciyla proteinleri, ilaglari,
siRNA'lari, miRNA'lar1 ve CRISPR/Cas9 molekiillerini tasimak icin birgok ¢alismada
daha once kullanilmistir. Bununla birlikte, insan eksozomlarinin ilag dagitim sistemi
olarak kullanilmasina iliskin bir¢ok kisitlama olusmustur. In vitro olarak iiretilebilen veya
viicut sivilarindan izole edilebilen insan eksozomlarmin zor ulasilabilir olmasi ¢alismalar
icin giicliik olusturmaktadir. Elde edilen memeli eksozomlarinin bilimsel ¢aligmalarda
kullanilmas: etik agidan degerlendirildiginde ¢alisilmasi daha gii¢ bir materyal olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumun ana sebeplerinden birisi immiin yanit olusturma
egilimidir. Ayrica memeli eksozomlarinin saf olarak elde edilme siireci, iiretim maliyeti,
klinik ortamlardaki kullanigliligi ve de biyouyumlulugu da tartisilan dezavantajlar

arasindadir.

Giliniimiizde yapilan ¢alismalarda pEV’ler, memeli hiicre kaynakli vezikiillerin teknik
sinirlamalarin1 agmay1 miimkiin kilarak, bunlara alternatif olma potansiyelleri acisindan
arastirilmaktadir. Genis 6lgekli tiretilebilirlikleri agisindan degerlendirildiginde, pEV’ler
hastalik tedavisinde ve cesitli dozajlar1 uygulayabilen ilag¢ tasiyici sistemler (DDS)
gelistirilmesinde fizyolojik, kimyasal ve biyolojik o6zellikleri sayesinde biiyiik bir
uygulama potansiyeline sahiptir (Rome, 2019; Yang vd., 2018; M. Zhang, E. Viennois,
C. Xu, vd., 2016). Ornegin, Wang ve arkadaslari, ilk kez terapotik ajanlari beyin
timorlerine ulastirmak amaciyla c¢ok islevli pEV’leri nano-vektorler olarak
gelistirmiglerdir (Wang vd., 2013). pEV’lerin, in vivo ortamda belirli dokularda
biriktigini ve yiiksek nanovektor stabilitesi sayesinde periferik kanda uzun siire dolagimda
kaldigin1 gostermislerdir. Nanoteknoloji temelli ilag gelistirme, cazip bir strateji haline
gelmistir; dolayisiyla pEV temelli tedavilerin, kanserler, inflamasyonlar ve bagisiklikla

iliskili hastaliklarin tedavisinde umut vadeden bir yaklasim olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Genel olarak Uziim (Ju vd., 2013), Greyfurt (B. Wang vd., 2014; Wang vd., 2015),
Zencefil (Brahmbhatt vd., 2013), Limon (Raimondo vd., 2015), Brokoli (Deng vd., 2017),
Havug (Mu vd., 2014), Hindistan Cevizi (Zhao vd., 2018), Sarimsak (Yu vd., 2025), EIma
(Fujita vd., 2018) gibi yenilebilir bitkiler tarafindan salgilanan dogal nanovezikiiller olan
PEV’ler, kaynak bitkilerde bulunan dogal biyokimyasallar sayesinde belirgin terapotik
faydalar sunmaktadir. Cizelge 2.2°de pEV’lere yonelik yapilan ¢alismalarin ve terapdtik
etkilerinin bir 6zeti sunulmaktadir. pEV’ler ve tasidiklar1 bitki kaynakli kimyasallar,
fizyolojik ve patolojik siirecler tizerinde ¢esitli etkilere sahiptir. Birgok farkli ¢alismanin
ilgi odagi bitkilerden biri olan zencefil, eksozom ¢alismalarinda da biiyiikk bir ivme
kazanmigtir. GDEN’lerin igerdikleri kargonun, timér hiicre proliferasyonunu ve
inflamatuar bagirsak hastaligint  (IBD) baskilamada ve doku hasarindan sonra
mikrobiyotay1 hedefleyerek diizenlemek ve normale dondiirmek yoluyla etkili oldugu
kanitlanmistir (Li vd., 2018; Teng vd., 2018; M. Zhang, E. Viennois, M. Prasad, vd.,
2016; Zhang vd., 2017). Ayrica, pEV’lerin uygulanmasiyla iligkili herhangi bir
inflamasyon veya toksisiteye dair bir kanit bulunmamaktadir ve bu nedenle, kopolimer
bazli nanovezikiiller, metal bazli nanovezikiiller (altin/giimiis) ve karbon bazl
nanovezikiiller gibi yapay nanotasiyicilardan daha giivenli kabul edilmektedirler

(Nelemans ve Gurevich, 2020; Wolfram vd., 2015; Zhou vd., 2019)

Biiylik miktarlarda tiretilebilen ucuz yenilebilir bitkiler, toksisiteye neden olmadan ve
ayni1 zamanda yiiklerini bir hiicreden digerine aktarirken stabilitelerini koruyarak hiicreler
aras1 iletisimde kilit bir rol oynamaktadir. Dogustan biyouyumluluklari, belirli hiicreleri
hedefleme yetenekleri ve terapétik kimyasallart kapsiilleme ve koruma yetenekleri
nedeniyle kapsamli bir sekilde incelenmistir. Uretim kolayligi ve de iiretim seviyesi
acisindan oldukg¢a avantaj saglayan biyolojik, kimyasal ve de fizyolojik uygunluklari
sayesinde nano-tastyict molekiiller olmanin yaninda biyobelirteg olarak kullanilabilme ve
diagnostik ¢aligmalarda da oncii olabilme potansiyellerini de ortaya koymuslardir. pEVler
biyolojik olarak uyumludur ve hayvanlardan elde edilen sentetik nanovezikiillere veya
eksozomlara gore bir bagisiklik tepkisini tetikleme olasiligi daha disiiktiir. Bitkilerden
elde edilen eksozom benzeri nanovezikiiller flavonoidler, proteinler ve RNA'lar dahil
olmak tizere anti-inflamatuar ve anti-kanser 6zelliklerine sahip 6nemli miktarda biyolojik

olarak aktif materyal igerirler. Bu vezikiillerin en 6nemli avantajlarindan biri, insan
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hiicreleri tarafindan iyi tolere edilmeleri ve genellikle toksik olmamalaridir. Ayrica,
cesitli farmakolojik ozellikler gosteren bitki metabolitlerini i¢ermeleri, onlari dogal
terapotik ajanlar olarak 6nemli kilmaktadir. Kolayca bulunabilen bitki kaynaklarindan
biiyiik miktarlarda yapilabildiklerinden, uygun maliyetli bir alternatiftirler. Bu 6zellikler
bu nanovezikiillerin ticari kullanighiligini artirmaktadir. Bitkisel nanovezikiillerin
dogrudan bitki hiicrelerinden elde ediliyor olmasi, hayvan haklarma duyarl tiiketiciler
i¢in de ideal bir segenek haline gelmektedir. Son yillarda vegan igerikli tiriinlere yonelik
talebin artmasi, 6zellikle kozmetik endiistrisinde onemli bir degisime yol agmistir ve
birgok tiiketici, hayvanlar tizerinde test yapilmamis ve hayvansal bilesenler igermeyen
tirtinlere yonelmektedir. pEV’ler vegan igerik taleplerini karsilayarak hem etik hem de
cevresel agidan daha siirdiiriilebilir bir secenek olmaktadirlar. Biyouyumluluklari, diisiik
toksisiteleri, biyoaktif bilesen tasima kapasiteleri ve ekonomik iiretim avantajlari ile
pEV'ler, gelecekte hem tibbi hem de kozmetik sektorlerinde daha yaygin olarak

kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir.

Yukarida Ozetlenen literatiir bulgular1 dogrultusunda, bitki ve hayvan kaynakl
eksozomlarin benzer yapisal 6zellikler tasimasina karsin, bitki kaynakli eksozom benzeri
vezikiillerin translasyonel biyomedikal uygulamalarda daha avantajli bir profil sundugu
goriilmektedir. pEV’ler; diisiik immiinojenite, yiiksek biyostabilite, toksik olmama ve
maliyet etkinligi gibi temel 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir (X. Chen vd., 2019; Teng
vd., 2018; Wang vd., 2023). Ayrica bitkisel kokenleri nedeniyle etik agidan siirdiiriilebilir
olmalar1 ve sekonder metabolitlerce zengin igerikleri, bu yapilar1 yalnizca biyolojik
tastyicilar degil, aynt zamanda terapotik etkiye sahip biyoaktif sistemler héline
getirmektedir (Kim, Jang, Kim, vd., 2023). Bu ozellikler, pEV’leri yara iyilesmesi,
antimikrobiyal savunma ve antioksidan yaklagimlar gibi biyomedikal alanlarda umut
vadeden yeni nesil biyoterapétik ajanlar olarak konumlandirmaktadir. Hayvan ve bitki
kaynakli eksozomlarin baslica benzerlik ve farkliliklarini 6zetleyen karsilastirmali

nitelikler Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.2 PEV’lerin terapotik etkileri

Bitki | Boyut(nm) | Eksozomalicerik |  Invivo Etkinlik Referans
Calisma
DSS kaynakl1 kolit
. semptomlarinin
- 200-800 r_nIRNA,_ azaltilmasi, bagirsak kok (Ju vd.,
Uziim proteinler, lipidler N .
(380.5) (PA, PE, PC) hiicrelerinin korunmasi, 2013)
S bagirsak dokusunda
iyilesme
MiRNA, Timor biiylimesinin
50-800 proteinler, baskilanmasi, (W;gf 4\)/d"
Greyfurt | (253.7); 105.7- metabolitler inflamasyonun azalmasi, (Wang vd
y 3061 (210.5) (naringin, DSS kaynakli kolit 2033) "
' ' naringenin), modelinde viicut agirlig
lipidler kaybinin 6nlenmesi
Tiimor bitylimesinin
. inhibisyonu, 16semi .
. MIiRNA, IMAIDISYOL, ¢ (Raimondo
Limon 50-70 proteinler, lipidler hiicrelerinin vd., 2015)
proliferasyonunun
azaltilmasi
aroofi | 1831182 MIRNA, K"htlrslfmf’f“}lf“lfn (Deng vd.,
(32.4) proteinler, lipidler azaimasl, bagirsa 2017)
mukozasinda iyilesme
mMiRNA, OATP2B1 (Fujita vd.,
proteinler, ekspresyonunun 2018)
Elma 100-200 (170) | metabolitler artirtlmasi, bagirsak
(flavonoidler, fonksiyonlarinin
furanokumarinler) diizenlenmesi
(Fujita vd.,
2018)
(Zhang vd.,
2016)
70-500 MIRNA Tlimor biiylimesinin (Zhang vd.,
00 o | Prowmen s | REREIE e
. ©-0); SIRNA; yor "
Zencefil | 100-300; 100- metabolitler azaltilmasi, bagisiklik 2018)
500 (206.8); (gingerol yanitinin modiilasyonu, (Teng vd.,
232.7;, 102.3- Sghogaol), karaciger hasarina karsi 2018)
398.3 (294.1) g koruma (Wang vd.,
2019)
(Zhuang vd.,
2015)
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Cizelge 2.3 Memeli kaynakli eksozomlarin ve bitki kaynakli eksozom benzeri
nanovezikiillerin karsilagtiriimasi

; Bitki Kaynaklh
Ozellik Memeli Kaynakh Eksozomlar Eksozom Benzeri
Nanovezikiiller
Hiicre kiiltiirleri, serum, siit, idrar, hiicre M?yve, sebze, yaP rak,
Kaynak - ) kok, tohum ve hiicre
slispansiyonlar1 . .
stispansiyonlari
R . Potansiyel zoonotik bulag ve immiinojenik Doga}, to.ks1k olmayan ve
Biyogiivenlik . . immiin sistem tarafindan
riskler tasiyabilir L S
iyi tolere edilir
Bitkilerden biiyiik
Etik/Uretim Maliyeti Hiicre kiiltiirti veya hayvan.kullfmlml gerektirir; r‘r'.ll!(t.ar(.i.a"kolayc.a IZQIG
yiiksek maliyetli edilir; diisiik maliyetli ve
etik acidan avantajl
Basit ekstraksiyon ve
izolasvon Kolavhi Hiicre kiiltiiri ortamina baglh, karmasik ultrafiltrasyon
zolasy ylgt saflagtirma adimlar1 gerektirir yontemleriyle yiliksek
verim almabilir
Protein, lipit, miRNA ve DNA tasir; S?konder m.e tab_o litler,
. genellikle tiir spesifik mIRNA’ ar.]tIOkS.ldan ve
I¢erik (Kargo) antimikrobiyal bilesikler

igerir; tiirler aras1
etkilesime uygundur

Biyolojik Stabiliye

pH ve sicaklik degisimlerine duyarli; kisa raf
omri

Asidik ortama dayanikli;
mide asidine kars1 stabil;
uzun siireli depolanabilir

Hedefleme Kapasitesi

Genetik miihendisligi ile artirilabilir; dogal
hedefleme sinirli

Dogal hedefleme 6zelligi
yiiksek; intestinal bariyeri
gegebilme kapasitesi
kanitlanmigtir

Tasima Sistemi
Olarak Kullanim

Klinik diizeyde aragtirmalar mevcut ancak
iiretim zorlugu sinirlayici

Genis spektrumlu tasiyici
potansiyeli; ilag, RNA
veya fitokimyasal
ylikleme i¢in ideal

Yenilenebilir, ¢evre dostu

doku rejenerasyonu

Siir dF;iEci)ill?l:;irlik Hiicre kiiltiirii atiklar1 ve enerji tiikketimi yiiksek ve stirdiiriilebilir {iretim
dongiisiine sahip
Yara iyilesmesi,

Uygulama Alanlari Kanser, norodejeneratif hastaliklar, antimikrobiyal tedaviler,

antioksidan ve anti-aging
uygulamalar
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2.2 Atkuyrugu (Equisetum arvense)

Atkuyrugu bitkisinin sindirim, solunum ve idrar yolu rahatsizliklar1 gibi yaygin
rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi oldukga eskiye dayanmaktadir. Atkuyrugu bitkisi
sahip oldugu gii¢lii antioksidan igerikler, anti-inflamatuar etkiler ve antibakteriyel
ozellikleri ile birgok tedavi yontemi agisindan giiglii bir igerik ile 6ne ¢ikmaktadir
(Carneiro vd., 2019). Giliniimiizde, bitkisel igeriklerle tedavi gelistirmeye yonelik ¢alisan
arastirmacilar, tibbi inovasyonlarin stirdiiriilebilirligi ve giivenilirligi i¢in 6zellikle tibbi
bitkiler basta olmak {izere dogal kaynaklardan tedavi ve ilag gelistirmeye
odaklanmislardir. Dogal igeriklerin tibbi ¢alismalarda kullanimi, DSO'niin kiiresel tibbi
durumlari yonetmek i¢in 6nermis oldugu yenilikgi stratejilerden biri olarak da karsimiza

¢ikmaktadir (Luanda vd., 2023).

2.2.1 Botanik ozellikler

Atkuyrugu bitkisi bilinen diger adi ile Kirkkilit otu bitki diinyasinda damarl bitkiler
(Tracheophytes) arasinda yer alan bir tiirdiir. Eseyli egrelti otlar1 (Polypodiophyta)
smifina, Equisetidae alt smifina ve Equisetales takimina dahildir. Equisetaceae
familyasina baglh olan bu bitki, Equisetum cinsi iginde, E. subg. Equisetum alt cinsine ait
bir tlirdiir. Atkuyrugu iki farkli tipte gévdeye sahip ¢ok yillik bir bitkidir. Bunlardan ilki,
steril ve fotosentetik oOzellikler gosteren yesil, dalli ve de igi bos olan yapidaki
govdelerdir. Digeri ise fotosentetik dzellikler barindirmayan, daha ¢ok tiremeye yonelik
yapida olan sporlu govdelerdir. Ilkbaharda gelismis olan yesil fotosentetik govdeleri,
yaklagik olarak yaz aylarindan ilk don zamanina kadar canliligin1 koruyabilmektedir.
Ardindan ortaya ¢ikan iireme govdeleri ise fotosentetik govdelere kiyasla genellikle
kahverengi renkte olup, daha kisa boylu, dallanmamis ve stomalardan yoksundur. Bu
yapilar yaklasik olarak 10 ila 25 cm uzunlugundadir, tizerleri pullu kahverengi yapraklar
ile kaphidir ve ug kisimlarinda da spor liretimini saglayan bir apikal spor konisi (strobilus)
tasimaktadirlar (Sekil 2.4), (Parameshwaran vd., 2022). Atkuyrugu tarim alanlarinda
yaygin bicimde bulunur. Ozellikle derin kok sistemine ve rizomlar (kdksaplar)
aracilifiyla vejetatif iireme kapasitesine sahip olmasi, bu tiirlin eradikasyonunu

giiclestirmektedir. Ayrica ekstrem kosullarda (soguk, golge ve don gibi) gosterdigi
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yiiksek toleransa ile atkuyrugu bitkisinin yabani ot olarak da siniflandirilmaktadir
(Filipov ve Chiorescu, 2021).

Commons)

Atkuyrugu bitkisi, 6zellikle Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya olmak iizere kuzey
yarimkiirede oldukga yaygin olarak yetisen bir bitkidir (Makia vd., 2022). Yaygin olarak;
Hindistan, Japonya, italya, Almanya, Fransa, Amerika Birlesik Devletleri, Cin, Rusya,
Afganistan, Yunanistan, Pakistan, Ukrayna, Kolombiya, Isve¢, Portekiz, Avusturya,
Bulgaristan ve Tiirkiye dahil olmak iizere kuzey yarimkiirede bulunan hemen hemen tiim

ilkelerde dogal olarak yetismektedir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 Atkuyrugu bitkisinin diinya genelinde yayilimi
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2.2.2 Kimyasal icerik

Atkuyrugu bitkisi, alkaloidler, terpenoidler, flavonoidler, steroller, fenoller, fitosteroller,
tanenler ve saponinler gibi oldukga ¢esitli fitokimyasal siniflar1 igermektedir (Sekil 2.6)
(Dormousoglou vd., 2022; Makia vd., 2022; Sandhu vd., 2010). Bu igeriklere ek olarak;
proteinler, karbonhidratlar, amino asitler (Makia vd., 2022), eser elementler ve mineraller
(sodyum, potasyum, stronsiyum, kalsiyum, magnezyum, demir, fosfor, bakir, ¢inko,
titanyum, manganez ve silikon) ve de B1, B2, B6, C, E, K vitaminleri de dahil olmak
lizere besin bilesenleri acisindan da oldukg¢a zengin bir bitki oldugu bilinmektedir

(Oniszczuk vd., 2014).

» Antioksidan aktivite
* Anti-inflamatuar etkiler
Flavonoidler * Hiicre proliferasyonunu destekleme

J
- . N\
+ Kollajen sentezini artirma
* Hiicre matriks destegi
Silika Ve .. ..
Mineraller * Yara iyilesmesini destekleme )
N
« Antimikrobiyal aktivite
Alkoloidler Ve * Hiicresel stres yanitlarin1 modiile etme
Saponinler )

« Serbest radikalleri temizleme

Fenolik * Hiicre yaslanmasini geciktirme
Bilesikler

Sekil 2.6 Atkuyrugu bitkisinin sahip oldugu icerikler ve bilinen biyolojik fonksiyonlari

2.2.3 Biyolojik aktiviteler ve geleneksel kullanim alanlari

Atkuyrugu bitkisi, geleneksel ve modern tipta kullanimi agisindan incelendiginde, ve
zengin igerigi goz Oniinde bulunduruldugunda; yanik tedavisinden kardiyovaskiiler
hastaliklara, karaciger ve bobrek rahatsizliklarindan {ilser ve yara iyilesmesine kadar
bircok alanda terapdtik olarak oldukea yiiksek aktiviteye sahiptir. Ayrica yapilan bazi
calismalarda HIV kaynakli sitopati, kemik ile iligkili rahatsizliklar, kanser ¢alismalari,

tiiberkiiloz, kirilgan tirnaklar, kanamalarin durdurulmasi, hipertansiyon, sistit, cocuklarda
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eniirezis, Uretrit, hemorajiler, hepatit, diyabet ve sarilik gibi cesitli saglik sorunlariin da
destekleyici tedavisinde de kullanilabilirligini gostermektedir. Bu genis farmakolojik ve
terapotik etki yelpazesi ile atkuyrugu bitkisinin icerdigi biyoaktif bilesiklerin yenilik¢i
tedavilerde kullanimi ve ilag gelistirme siireglerinde potansiyeli kanitlanmigtir (Badole
ve Kotwal, 2015; Carneiro vd., 2019; Makia vd., 2022; Oh vd., 2004; Parameshwaran
vd., 2022), (Schlappack vd., 2022; Schoendorfer vd., 2018; Zia ur vd., 2022).

Atkuyrugu bitkisinin sahip oldugu icerikler géz 6niinde bulunduruldugunda, 6ne ¢ikan
farmakolojik etkiler arasinda antibakteriyel aktivitesi yer almaktadir. Ozellikle de
giinimiizde antibiyotik direncinin giderek artmasi ile birlikte, dogal igeriklerin
antimikrobiyal potansiyeli ilgi ¢eken bir konu haline gelmistir (Dadgostar, 2019).
Atkuyrugu bitkisinin metil ve etil alkol ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada, hastalarin agiz
boslugundan izole edilmis olan ve antibiyotik direncli oldugu bilinen bakteriler iizerinde
atkuyrugu bitkisinin antimikrobiyal etkisi arastinlmistir (Kryvtsova vd., 2021).
Calismanin sonucunda, her iki ekstrenin de (6zellikle Staphylococcus aureus gibi Gram-
pozitif bakterilerde) biyofilm olusumunu olduk¢a anlamli diizeyde azaltmis oldugu ve de
diisiik konsantrasyonlarinda dahil etki potansiyeli oldugunu kanitlanmistir. Disk diflizyon
ve minimal inhibitér konsantrasyon (MIC) yontemleri ile yapilmis olan
degerlendirmelerde ise, %70 sulu etanolik govde ekstresinin, 6zellikle S. pneumoniae, S.
pyogenes ve S. aureus gibi patojenler tizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu saptanmigtir
(Pallag vd., 2018). Buna ek olarak n-biitanolik ve etil asetat ekstrelerinin de benzer
sekilde Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus gibi direngli suslara karsi
oldukca etkili oldugu bildirilmistir (Canadanovi¢-Brunet vd., 2009). Bu baglamda
atkuyrugu bitkisinin gosterdigi antimikrobiyal ozelliklerin, sahip oldugu biyoaktif
bilesiklerin bakteri hiicre duvari ve sitoplazmik zar yapisi ile etkilesime girerek bakteriyel
bliyiimeyi inhibe etmesi veya diren¢ mekanizmalarini asmast ile iliskili oldugu

diistiniilmektedir (Aabed vd., 2020), (Vaou vd., 2021).

2.3 Lavanta (Lavandula angustifolia)

Lavanta, uzun zamandir hem geleneksel tipta hem de aromaterapide kullanilmus,

sakinlestirici ve yatistirici 6zellikleri ile bilinen oldukca 6nemli bir tibbi bitkidir. Sahip
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oldugu igerikler ile; 6zellikle sinir sistemi, cilt hastaliklari, solunum ve sindirim sistemi
ile iligkili gesitli rahatsizliklarin destekleyici tedavisinde kullanilmaktadir (Cavanagh ve
Wilkinson, 2002; Lis-Balchin ve Hart, 1999; Perry ve Perry, 2006). Lavanta esansiyel
yag1 basta olmak lizere bitkisel ekstraktlari, anksiyete, depresyon, uykusuzluk, agri, bas
agris1 ve sindirim sorunlar1 gibi birgok durumda etkili bulunmustur (Kasper, 2013; Lis-
Balchin ve Hart, 1999; Woelk ve Schlifke, 2010). Ozellikle linalool ve linalil asetat gibi
ucucu bilesenler sayesinde, lavanta yagi sakinlestirici, antimikrobiyal, anti-inflamatuar
ve analjezik etkiler gostermektedir (Koulivand vd., 2013; Peana vd., 2002; Prashar vd.,
2004). Giintimiizde arastirmacilar, ¢evre haklarma duyarli, siirdiiriilebilir ve etkili
terapotik ajanlar gelistirme amaciyla, 6zellikle tibbi bitkilerden elde edilen dogal {iriinlere
yonelmektedir. Lavanta gibi tibbi etkileri kuvvetli oldugu bildirilen bitkiler, i¢erdikleri
biyoaktif bilesikler sayesinde genis farmakolojik etkilere sahiptir. Diinya Saglk Orgiitii
(DSO), geleneksel tibbin modern tedaviye entegre edilmesini desteklemekte ve bu

kapsamda dogal tiriinlerin kullanimini da tesvik etmektedir WHO (2013).

2.3.1 Botanik ozellikler

Ingiliz lavantas1 (Lavandula angustifolia) damarli bitkiler (Tracheophytes) arasinda
simiflandirilan bir ¢igekli bitkidir (Angiosperms). Bu tiir, gergek ¢igekliler (Eudicots) ve
asterid grubu (Asterids) iginde yer alir. Lamiales takimina bagh olan bitki, Lamiaceae

(13

familyasinin Lavandula cinsine ait bir tiirdiir. “Lavanta” adi, Latince’de “yikamak”
anlamina gelen lavo kelimesinden tiiremistir; bu durum bitkinin tarihsel olarak temizlik
ve hijyen amaciyla kullammia isaret etmektedir. ingiliz lavantasi olarak bilinen L.
angustifolia, Haziran—Agustos aylar1 arasinda gigeklenen, hos kokulu pembemsi-mor
ciceklere sahip ¢ok yillik otsu bir tiirdiir (Sekil 2.7). Kare kesitli govde yapisi, gri-yesil
renkte aromatik yapraklari ve yumusak tiiylerle kapli calimsi1 goriiniimii ile karakterizedir.
Yaklasik 45 cm’ye kadar boylanabilen bitkide, uzun ve sivri uglu yapraklar ile 6-10
tiibiiler ¢icekten olusan basak tipi salkimlar dikkat ¢eker. Cicek kaliksi bes disli olup geng
donemde beyaz, olgunlastikca ise yesile donen yapisiyla tanimlanir; ayrica bazi
varyetelerde oval-eskenar dortgen bi¢imli ve brakteolleri bulunmayan ya da 2,5 mm’ye
kadar biiyiiyebilen brakteler goriilebilir (McCoy ve Davis, 2021; Tucker ve Hensen,

1985).
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Ingiliz lavantasi, iyi drene edilmis alkali topraklarda, kuru ile orta nemli kosullarda ve
tam giines altinda en iyi gelisimi gosterir. Asirt nem kok ¢liriimesine neden oldugundan
bu tiir i¢in drenaj bilyiikk 6nem tasimaktadir. Organik madde acisindan fakir substratlari
tolere edebilmesi, bitkinin farkli ekolojik kosullara uyum saglayabilmesine olanak verir.
Yiiksek kaliteli ugucu yag {lretimi nedeniyle ekonomik agidan degerli olan L.
angustifolia, kisa ¢igek saplarina ve kiigiik ¢igeklere sahip olmasi sebebiyle diger lavanta

tiirlerine kiyasla daha diisiik ¢igcek ve yag verimine sahiptir (Wells vd., 2018).

Sekil 2.7 Tibbi lavanta bitkisinin ¢igeklenme donemindeki goriiniimii (Bresson, 2012,
Wikimedia Commons)

Dogal olarak Bati Akdeniz’in daglik bolgelerinde yayilis gostermektedir (McCoy ve
Davis, 2021). Tiiriin dagilimi; Venezuela, Avusturya, Dogu Ege Adalar1, Kirim, italya,
Ispanya, Fransa, Bulgaristan ve Bati Himalayalar gibi genis bir cografyay
kapsamaktadir. Giiniimiizde ticari amagla yetistiriciligi 6zellikle Bulgaristan, Fransa,
Ispanya, Portekiz, Birlesik Krallik, Avustralya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yaygin
olarak yapilmaktadir (Wells vd., 2018). Bununla birlikte, herhangi bir ekolojik ya da
ekonomik etkisine dair kesin kanit bulunmaksizin Amerika Birlesik Devletleri, Belgika,
Avustralya, Danimarka, Hindistan, Cekya, Norveg, Slovenya, Yunanistan, Kibris ve
Isvigre dahil olmak iizere toplam 11 iilke veya adaya sonradan gotiiriildiigii

kaydedilmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Lavanta bitkisinin diinya genelinde yayilim1

2.3.2 Kimyasal icerik

Linalil asetat, lavanta esansiyel yaginin %40'na kadarini olusturur ve tatli bir koku veren
antimikrobiyal bir esterdir. Lavanta esansiyel yagi ayrica, antimikrobiyal bilesenler
iceren ve insanlar igin zararsiz olan bir terpen alkolii olan linalool igerir (McCoy ve
Davis, 2021). Ingiliz lavantas: ayrica 1,8-sineol, terpinen-4-ol, beta-osimene ve kafur
igerir (Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavanta esansiyel yagi, basta linalool (%20-45)
ve linalil asetat (%25—46) olmak iizere, 1,8-sineol, terpinen-4-ol, borneol, a-terpineol, a-
pinen ve B-pinen gibi monoterpenoid bilesenler acisindan zengindir. Bu bilesenler,
lavantanin antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve antioksidan ozelliklerini belirleyen temel
unsurlardir. Ayrica, lavanta bitkisinin ¢igcek ve yapraklari flavonoidler, tanenler ve fenolik

asitler gibi fitokimyasallar icermektedir.

Lavanta tiirleri, cevresel ve gelisimsel faktorlere bagli olarak bilesiminde 50°den fazla
monoterpen ve seskiterpen barindirir; bu ugucu bilesenler bitkinin savunma
mekanizmasinda rol alarak ot¢ul organizmalara karsi koruma saglar ve allelopatik
etkileriyle ¢evredeki bitkilerin biiyiimesini baskilayabilir (Sekil 2.9), (Hassiotis vd.,
2014).
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« Antimikrobiyal aktivite
* Anti-inflamatuar etki
*Sakinlestirici ve stres azaltici etkiler

+ Antioksidan aktivite
*Hiicre proliferasyonunu destekleme
*UV hasarina kars1 koruma

« Antimikrobiyal ve antifungal aktivite
*Hiicre yenilenmesini destekleme

(<< 4

Sekil 2.9 Lavanta bitkisinin sahip oldugu igerikler ve bilinen biyolojik fonksiyonlari

2.3.3 Biyolojik aktiviteler ve geleneksel kullanim alanlari

Lavanta, yiizyillardir geleneksel tipta cesitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Antiseptik ve yatistiric1 6zellikleri sayesinde yanik tedavisinde, cilt enfeksiyonlarinda ve
sinirsel rahatsizliklarda tercih edilmistir. Modern arastirmalar, lavanta esansiyel yaginin
antibakteriyel, antifungal, anti-inflamatuar, antioksidan ve sedatif etkilerini

dogrulamaktadir.

Ozellikle Lavandula angustifolia tiirii, stres, anksiyete ve uykusuzluk gibi sinir sistemi
bozukluklarinin tedavisinde etkili bulunmustur. Ayrica, lavanta yag, ciltteki serbest
radikallerle savasarak yaslanma karsiti etkiler gosterir ve yara iyilesmesini hizlandirir

(Dobros vd., 2023) .

Yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo caligmalar, lavanta’nin hem merkezi sinir sistemi
tizerinde sedatif ve anksiyolitik etkiler gosterdigini hem de antioksidan savunma
sistemlerini gliglendirdigini ortaya koymustur (de Rapper vd., 2016; Sarkic ve Stappen,
2018). Avrupa Ilag Ajansi (EMA), lavanta'nin hafif stres semptomlar: ve uyku
bozukluklari i¢in geleneksel bitkisel ila¢ olarak kullanilabilecegini onaylamistir (Mori

vd., 2016). Lavanta ayrica topikal uygulamalarda yara iyilestirici, antiseptik ve
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antimikrobiyal etkileri nedeniyle kozmetik ve dermatolojik tiriinlerde yaygin olarak yer
almaktadir (Arzi vd., 2011; Woelk ve Schlifke, 2010). Geleneksel kullanimi disinda,
modern fitoterapi uygulamalarinda da lavanta esansi ya da ekstrakti, farmasotik
preparatlara dahil edilerek hem oral hem de dermal kullanim i¢in formiile edilmektedir

(Costa vd., 2011; de Rapper vd., 2016; Hardy vd., 2018).

Lavanta esansiyel yagi, ozellikle Gram-pozitif bakterilere karsi gii¢lii antibakteriyel
etkilere sahiptir. Metisiline direngli S. aureus suslarina kars1 yapilan ¢alismalarda, lavanta
yaginin bakteriyel biiylimeyi inhibe ettigi ve sinerjik etkiler gosterdigi rapor edilmistir.
Minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) degerleri, lavanta yagmin E. coli ve P.
aeruginosa gibi Gram-negatif bakterilere kars1 da etkili oldugunu gostermektedir. Bu
etkiler, lavanta yaginin hiicre zarin1 bozarak bakteriyel hiicre liimiine neden olmasiyla

iliskilendirilmistir.

Lavanta ugucu yagi, tarih boyunca aromaterapide yaygin olarak kullanilan ve diisiik
toksisiteye sahip olmasi nedeniyle tibbi amaglarla da tercih edilen bir bitkisel triindiir.
(Buckle, 2003; Cavanagh ve Wilkinson, 2002). De Rapper vd. tarafindan gergeklestirilen
caligmada (2012) lavanta yagi, farkli etki mekanizmalarina sahip dort konvansiyonel
antimikrobiyal ajan (kloramfenikol, siprofloksasin, nistatin ve fusidik asit) ile
kombinasyon halinde test edilmis ve bu kombinasyonlarin S. aureus, P. aeruginosa ve
C. albicans gibi patojenler tlizerindeki etkinlikleri minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIC) yontemiyle degerlendirilmistir (De Rapper vd., 2012). GC-MS analizleri
sonucunda lavanta yaginin ana kimyasal bilesenleri linalil asetat (%36.7), linalool
(%31.4) ve terpinen-4-ol (%14.9) olarak belirlenmis, bu bilesiklerin antimikrobiyal
etkilerde rol oynadig tespit edilmistir (Behnam vd., 2006; Daferera vd., 2000; Roller vd.,
2009; Sokovi¢ vd., 2010). Yagin tek basina kullanimi da etkili bulunmus, 6zellikle C.
albicans, S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde sirastyla 3.00, 2.00 ve 2.00 mg/mL MIC
degerlerine ulagilmistir. Kombinasyon sonuglarinda ise, lavanta yagi ile kloramfenikoliin
P. aeruginosa tizerinde giiglii bir sinerji olusturdugu (ZFIC = 0.29), siprofloksasin ile S.
aureus tizerinde sinerjik etki sagladigi (XFIC = 0.49), fusidik asit ile de baz1 oranlarda
pozitif etkiler gozlendigi goriilmiistiir; ancak nistatin ile kombinasyonlarda genellikle

etkisizlik ya da antagonizm gozlemlenmistir. Genel olarak, lavanta yaginin orani arttik¢a
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sinerjik etkinin daha belirgin hale geldigi saptanmistir. Bu bulgular, dogal iiriinlerin bazi
antibiyotiklerle birlikte kullanimimin antimikrobiyal etkileri artirabilecegini ve dzellikle
protein sentezini hedefleyen ilaclarla yapilan kombinasyonlarda umut verici sonuglar
ortaya koydugunu gostermektedir (Carson vd., 2002; Hiibsch vd., 2014; Lopez-Romero
vd., 2015; Trombetta vd., 2005). Sonug olarak, antibiyotik direncinin artmasiyla birlikte,
lavanta yagi gibi dogal ajanlarin mevcut antimikrobiyal ilaglarla sinerjik kullanimi, tedavi
stratejilerinde alternatif ve etkili bir yaklasim olarak diisiiniilebilmektedir (Arias ve
Murray, 2009; Othman vd., 2011).

2.4 Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi, canli organizmalarda dokularin biitiinliigliniin bozulmasiyla baglayan
karmagik bir biyolojik yanittir. Bu siire¢, organizmanin hayatta kalmas1 ve homeostazin
yeniden saglanmasi agisindan temel bir savunma ve onarim mekanizmasi olarak kabul
edilir. Fizyolojik olarak olduke¢a diizenli isleyen bu yanit; hemostaz, inflamasyon, hiicre
proliferasyonu ve yeniden yapilanma gibi birbirini izleyen ancak kismen Ortiisen
olaylardan olusur. Yaranin kapatilmasi yalnizca doku biitlinliigiiniin yeniden saglanmasi
anlamina gelmez; ayn1 zamanda hiicre dis1 matriksin, biiylime faktorlerinin ve immiin
sistem bilesenlerinin senkronize bir sekilde etkilesime girdigi dinamik bir rejenerasyon
stirecini ifade eder. Yaralanma sonrasi baglayan hemostaz fazinda damarlar daralir,
trombositler aktive olur ve fibrin ag1 olusturarak hem kanamay1 durdurur hem de hiicre
g0¢li i¢in gegici bir matriks saglar (Gurtner vd., 2008). Bunu izleyen enflamasyon fazinda
notrofiller ve makrofajlar yara bolgesine go¢ ederek patojen ve doku artiklarini temizler,
ayn1 zamanda PDGF ve VEGF gibi biiyiime faktorleri salgilayarak proliferatif fazin
baslamasim tetikler (Eming vd., 2014). Proliferatif fazda fibroblastlar ve endotelyal
hiicreler yogun sekilde ¢alisarak kolajen ve ekstraseliiler matriks bilesenlerini sentezler,
yeni damar olusumu (anjiyogenez) ve epitel hiicre go¢ii (re-epitelizasyon) ile graniilasyon
dokusu meydana gelir ve yara kenarlari daralmaya baslar (Reinke ve Sorg, 2012),
(Rodrigues vd., 2019). Remodeling (matiirasyon olarak da ifade edilir) fazinda ise Tip III
kolajen yikilarak yerine daha giiclii Tip I kolajen yerlesir, kolajen lifleri yeniden
diizenlenir ve doku dayaniklilig: artar; bu siireg haftalar hatta aylar siirebilir ve cogunlukla

skar dokusu olusumu ile sonlanir (Gurtner vd., 2008; Rodrigues vd., 2019). Son yillarda
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yapilan calismalar, iyilesme siirecinin hiicresel bilesenler ve mikrogevre arasindaki
dinamik etkilesimlere bagli oldugunu, bagisiklik yaniti ile doku rejenerasyonu arasindaki
dengenin yara iyilesmesinin hizin1 ve kalitesini belirledigini ortaya koymaktadir

(Wilkinson ve Hardman, 2020).

2.4.1 Yara iyilesmesi siirecinde deri yapisinin, keratinositlerin ve fibroblastlarin
fonksiyonel 6nemi

Insan derisi, viicudun dis yiizeyini kaplayan en biiyiik organdir ve organizmayi dis
cevreye karst koruyan ilk savunma hattidir. Deri, patojenler, UV isinlar1, kKimyasallar ve
fiziksel travmalar gibi zararli etkenlere kars1 bariyer gorevi goriirken; ayn1 zamanda viicut
1s1s1n1n diizenlenmesi ve su kaybinin kontroli gibi yasamsal fizyolojik islevleri yerine
getirir. Bu gorevler, yapisal olarak {i¢ ana katmanda yer alan 6zellesmis hiicre gruplari

tarafindan gerceklestirilir: epidermis, dermis ve hipodermis.

En dis katman olan epidermis, %95 oraninda keratinositlerden olusur; geri kalan kismini
ise pigment tretici melanositler, dokuda yerlesik bagisiklik hiicreleri olan Langerhans
hiicreleri, Merkel hiicreleri ve T bellek hiicreleri olusturur (Yousef vd., 2025).
Keratinositler yalnizca fiziksel bariyer olusturmakla kalmaz; ayn1 zamanda epidermal su
dengesini saglayan lipidleri salgilar ve bagisiklik savunmasinda gorev alirlar. Bu
hiicreler, Toll-like reseptorler araciligiyla patojenleri tanir, ardindan IL-1f, IL-8 ve
CCL20 gibi inflamatuvar sitokin ve kemokinler salgilayarak bagisiklik hiicrelerinin yara
bolgesine yonlendirilmesini saglar (Kennedy-Crispin vd., 2012; Kéllisch vd., 2005;
Medzhitov, 2001).

Epidermisin hemen altinda yer alan dermis, papiller ve retikiiler olmak iizere iki bag
dokusu katmanindan olusur. Papiller tabaka daha gevsek bag dokudan olusarak epidermis
ile dogrudan temas halindedir; retikiiler tabaka ise daha kalin, yogun kolajen lifleri igeren
bir yapiya sahiptir (Kennedy-Crispin vd., 2012; Kéllisch vd., 2005; Medzhitov, 2001;
Woodley, 2017; Yousef vd., 2025). Dermiste ter bezleri, kil folikiilleri, kas lifleri, duyu
noronlar1 ve zengin bir damar agi bulunur. Bu damar agi, yalnizca epidermise ve

eklentilerine besin ve oksijen tasimakla kalmaz; ayn1 zamanda yara sonrasi inflamatuar
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hiicrelerin (naotrofiller, lenfositler vb.) bolgeye gogiinii saglayarak bagisiklik yanitinda
aktif rol oynar. Dermiste bulunan bagisiklik hiicreleri arasinda dendritik hiicreler,
makrofajlar, CD4" ve CD8" T bellek hiicreleri, mast hiicreleri ve Foxp3* T diizenleyici
hiicreler yer alir ve bu hiicreler genellikle kil folikiilleri ¢evresinde yogunlasir (Yousef
vd., 2025).

Bu yapilar arasinda dermiste en yaygin bulunan hiicreler fibroblastlardir. Fibroblastlar;
elastin, fibrillin, kolajen (6zellikle tip 1 ve I1lI) gibi ECM (ekstraselliiler matriks)
proteinlerini ve gesitli biiylime faktorlerini sentezleyerek dermisin mekanik dayanikliligi,
elastikiyeti ve biitiinliigiini saglar (Cole vd., 2018). Ayrica, bazal membran yapisinda
gorev alan kolajen 1V ve integrin a6 gibi molekiiller, epidermis ve dermis arasinda saglam

bir baglant1 olusturarak cilt biitiinliigliniin korunmasina katki sunar (Yousef vd., 2025).

Derinin en alt katmani1 olan hipodermis (subkutan doku), esas olarak yag hiicreleri
(adipositler), mezenkimal kok hiicreler (MSC’ler), kan ve lenf damarlarindan olusur
(Gaur vd., 2017). Bu katman yalnizca enerji deposu degil; ayn1 zamanda hormon
salgilayan ve bagisiklik sistemini etkileyen aktif bir dokudur. Igeriginde adipositlerin yan
sira fibroblast onctilleri (pre-adipositler) ve ¢ok ¢esitli bagisiklik hiicreleri de yer alir
(Mraz ve Haluzik, 2014). Ayrica, hipodermiste yer alan mezenkimal kok hiicreler
(AdMSC’ler), biiytime faktorleri salgilayarak dermisin yenilenmesi ve doku
biitiinliigliniin siirdiiriilmesine katki saglar (S. X. Chen vd., 2019; Ezure ve Amano,
2007). Bu hiicreler ayn1 zamanda doku homeostazinin diizenlenmesi, inflamasyonun
kontrolii, anjiyogenez ve metabolik siirecler (lipid metabolizmasi, insiilin duyarliligi)
tizerinde de 6nemli etkilere sahiptir (Gaur vd., 2017; Jackson vd., 2011; Niu vd., 2015).
Sekil 2.10° da insan derisinin yapisal detaylar1 gosterilmektedir. Deri epidermis, dermis
ve hipodermis olmak iizere ii¢ ayr1 katmandan olusur. Epidermis, patojen istilasina karsi
bir bariyer saglar ve viicuttan atilan Su miktarimi1 diizenler. Epidermis, hiicresel
farklilasmanin ve yenilenmenin diizenli olarak gergeklestigi cok katmanli bir yapidir. En
altta yer alan stratum basale, siirekli boliinen kok hiicrelerden olusur ve epidermisin
yenilenmesini  saglar. Uzerindeki stratum spinosum, desmozomal baglantilarla
giiclendirilmis keratinositlerden olusarak dokuya dayaniklilik kazandirir. Stratum

granulosum, keratohiyalin graniilleri igeren hiicreleriyle keratinlesmenin basladig

34



tabakadir. En tstteki stratum corneum ise 6li, ¢ekirdeksiz, yogun keratinize hiicrelerden

meydana gelir ve dis etkenlere kars1 koruyucu bir bariyer olusturur (Brito vd., 2024).

Stratum comneum
Stramtum granvlosum

Epidermis

< o . Strmum spervosam

Dermis

Hypodermis

Stratum basale

Dermis

Sekil 2.10 Insan derisinin yapisal detaylar1 (Brito vd., 2024).

Keratinositlerin (HaCaT hiicreleri) ve Fibroblastlarm (HDF hiicreleri) yara
onarimindaki fonksiyonlari: Yara iyilesmesi, cildin bariyer islevinin yeniden
saglanmasini hedefleyen ¢ok asamali ve hiicreler arasi etkilesime dayali bir siirectir. Bu
stireg; iltithaplanma, yeni bag dokusunun olusumu, epitel kapanmasi ve skar dokusunun
yeniden sekillenmesi gibi asamalardan geger. Ozellikle iyilesmenin orta ve geg
evrelerinde, keratinositler ile fibroblastlar arasinda yogun ve karsilikli bir etkilesim

gerceklesir.

Keratinositler, yarali bolgenin kenarlarinda c¢ogalir ve goc¢ ederek epitel tabakasini
yeniden olustururlar. Bu hiicreler ayn1 zamanda yara ortaminda fibroblastlar1 uyararak,
onlarin bag dokusu iiretimini ve ¢ogalmasini artiran gesitli sinyaller salgilamalarini
saglar. Fibroblastlar, bu uyarilar dogrultusunda biiyiime faktorleri ve kolajen gibi yapi
taglarin1 sentezleyerek iyilesmenin ilerlemesine katkida bulunur. Bu karsilikli etkilesim
hem Kkeratinositlerin davranisin1 diizenler hem de yeni doku olusumunu destekler.
Zamanla fibroblastlar, daha fazla kasilma yetenegine sahip bir yapiya doniiserek yara

dokusunun daralmasina yardimci olur. Bu doéniisiim; hiicre dis1 matristeki degisimler,
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biiyiime faktorleri ve mekanik gerilim gibi unsurlarla kontrol edilir. Bu siiregte,
fibroblastlarin kas benzeri 6zellikler kazanmasi, yaranin daha hizli kapanmasini saglar.
Avyrica, keratinositler ve fibroblastlar birlikte ¢alisarak yarali bolgedeki hiicre dis1 yapinin
yeniden olusmasina katki saglar. Bu yapi, keratinositlerin yerlesimini ve farklilasmasini
etkileyerek saglikli bir epitel tabakasinin olusmasini miimkiin kilar. Sonu¢ olarak,
keratinosit ve fibroblastlar arasindaki etkilesimler yara iyilesmesinin diizenlenmesinde
merkezi bir rol oynar. Bu hiicreler arasi iletisim, iyilesmenin siiresi, Kalitesi ve yara izi
olusumu gibi klinik sonuglart dogrudan etkiler. Bu nedenle bu etkilesimlerin daha iyi
anlasilmasi, 6zellikle kronik yaralar veya asir1 skar olusumu gibi durumlarda yeni tedavi
yaklagimlarmin gelistirilmesine olanak saglayabilmektedir (Eming vd., 2014; Gurtner
vd., 2008; Reinke ve Sorg, 2012; Werner vd., 2007; Wilkinson ve Hardman, 2020).

2.4.2 Yara iyilesme siireci ve asamalari

Cilt bitiinliginde yara iyilesmesi, yaralanmadan hemen sonra baslayan ve yillarca
stirebilen hiicresel, humoral ve molekiiler mekanizmalarin dinamik ve oldukga
diizenlenmis bir siirecidir. Fonksiyon kaybiyla birlikte normal anatomik yapinin her doku
bozulmasi bir yara olarak tanimlanabilir. Integumental yaralanmalar acik veya dis yaralar
olarak tanimlanirken, i¢ veya kapali yaralar hala saglam bir cilt ile i¢ organlarin ve
dokularin yaralanmalarin1 veya yirtilmalarini tanimlar. Bir cilt yarasinin kapanmasi
rejenerasyon veya onarim ile gergeklestirilebilir. Cilt yarasmin iyilesmesi, yalnizca
hasarli dokunun kapatilmasi degil, ayn1 zamanda hiicreler arast iletisim ve sinyal yolaklart
aracilig1 ile islevsel biitiinligiin yeniden kazanilmasi siirecidir. Rejenerasyon, bu siirecin
ideal formunu temsil eder; doku, hasar 6ncesindeki formunu ve fonksiyonunu biiyiik
ol¢tide geri kazanir. Bu baglamda yara iyilesmesi, ¢esitli hiicre tiplerinin es zamanl ve
koordineli etkilesimi ile ilerleyen dinamik bir siire¢ olarak ortaya ¢ikar (PEYVANDI vd.,
2012) (Golebiewska ve Poole, 2015). Hiicrelerin, biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin
etkilesimi cildin kapanmasiyla sonuglanir. Ancak hiicreler ve aracilar arasindaki bu
hassas denge bozulsa bile, son veriler bir hiicre tipinin eksikliginin veya bir aracinin
yoklugunun yara iyilesmesine dahil olan digerleri tarafindan telafi edilebilecegini ve

boylece onarimin yine de gerceklesebilecegini gostermektedir (Szpaderska vd., 2003).
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Yara iyilesme siireci yapay olarak zaman ve mekanda ortiisen ti¢ ila bes faza boliinebilir
(Gaertner ve Massberg, 2016).

Genel olarak yara iyilesmesi, birbiri ile baglantili olan ancak birbirinden farkli g
biyolojik siire¢ araciligiyla gergeklesmektedir; bu asamalar sirasiyla hemostaz ve
inflamasyon, proliferasyon ve remodelasyondur (Almadani vd., 2021; Wallace vd.;
Wang, 2018). Bu evreler biitiinii ile yara iyilesme siirecini kaskadini temsil etmektedir ve
bu evrelerin herhangi birinde yasanan yetersizlik, viicudun yara iyilestirme kapasitesini
engelleyebilir. Hemostaz asamasi, deri biitiinligiine zarar veren herhangi bir
yaralanmanin hemen ardindan baslamaktadir (Barrientos vd., 2008). Bu asamada kan
damarlar1 daralirken, trombositler de agiga ¢ikan kollajenle temas ederek aktive olur ve
graniillerini salgilar, bu durum devaminda daha fazla trombosit aktivasyonuna ve
agregasyonuna yol agmaktadir. Koagiilasyon kaskadinin aktivasyonu ile, bu siire¢ yara
icinde gegici bir fibrin matriksinin olusumuyla sonuglanir (Furie ve Furie, 2008).
Hemostaz sirasinda trombosit aktivasyonunun bir sonucu olarak, nétrofillerin ve
makrofajlarin kemotaksisini destekleyen transforman biiyiime faktori-p (TGF-B) ve
trombosit kaynakli bitylime faktorii de dahil olmak tizere ¢ok sayida sitokin salgilanir ve
inflamatuar faz  baglatilir  (Bevilacqua vd., 1985; Pohlman vd., 1986).
Notrofiller, akut olarak ortaya c¢ikan ilk hiicreler arasindadir. Deneysel veriler,
notrofillerin  yoklugunda vyara iyilesmesinin ilerleyebilecegini ©ne siirerken,
makrofajlarin bu faz ve genel yara iyilesmesi igin kritik oldugu bulunmustur (Simpson
ve Ross, 1972; van Amerongen vd., 2007). Aktive monositlerden tiireyen makrofajlar,
fagositoza yardimci olur ve fibroblast proliferasyonu, anjiyogenez ve keratinosit gégiinii
tesvik eden daha fazla sitokin ve biiylime faktorii iiretir. Diizensiz yara makrofaj
fonksiyonu, diyabetik yaralarda yara iyilesmesinin bozulmasiyla iliskilendirilmistir
(Barman ve Koh, 2020).

[k yaralanmay1 takiben 2-3 giin iginde yeterli sayida fibroblast yara bdlgesine go¢ eder
ve bu, iyilesmekte olan kutandz yarada 3 haftaya kadar siiren proliferatif fazin
baslangicin1 miijdeler. Fibroblastlar, bu fazda gecici matriks icine diizensiz kollajen,
ozellikle olgunlasmamuis tip Il kollajenden zengin kollajen iiretimiyle 6nemli bir rol

oynar. Yara bolgesine go¢ eden fibroblastlar, ¢esitli sitokinlerin etkisiyle miyofibroblasta
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dontigebilir; bu da artmis kollajen iiretimi ve nihai yara kontraksiyonuna yol agar
(Desmouliére vd., 1993; Finnson vd., 2020).

Yara iyilesme siirecinin modiilasyonunda birgok sinyal yolunun rol oynadigi da
bildirilmistir; bunlar arasinda angiotensin Il ve TGF-B’nin kanonik ve kanonik olmayan

sinyal yollar1 da yer almaktadir (Finnson vd., 2020; Murphy vd., 2015).

Yara iyilesmesinin son remodelasyon fazinda, graniilasyon dokusu kalic1 skar dokusuyla
yer degistirir. Net kollajen iiretimi 4-5 hafta boyunca aktif sekilde devam eder ve sonraki
yil boyunca tip 11 retikiiler kollajen, tip | fibriller kollajen ile yer degistirir (Diegelmann,
2003), (Carlson ve Longaker, 2004). Epidermal hiicreler tarafindan salgilanan ve matriks
metalloproteinazlar olarak bilinen ¢inkoya bagimli endopeptidazlar, doku
remodelasyonunda merkezi bir rol oynar (Broughton vd., 2006; Velnar vd., 2009). Yara
¢ekme dayanimi, kollajen tiretiminin artmasiyla birlikte artmaya devam eder; 1. haftada
%3, 3. haftadan sonra %20 oraninda artig goriiliir. Yaralanmadan 3 ay sonra, ¢ekme
dayanimi saglikli derinin %80’ine ulasir, ancak %100’e asla erisemez (Levenson vd.,
1965; Lindstedt ve Sandblom, 1975). Hemostaz/inflamasyon, proliferasyon ve
remodelasyon olmak iizere her bir faz, yara iyilesme siirecinin basarisi igin hayati 6nem
tasir (Janis ve Harrison, 2016). Sekil 2.11’de yara iyilesmesi fazlarinin sematik olarak

gOsterimi yer almaktadir.

1. Hemostaz 2. Inflamasyon 3. Proliferasyon 4. Maturasyon

Sekil 2.11 Yara iyilesmesi agamalar1 (Trinh vd., 2022)
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2.4.3 Eksozomlarin ve bitki kaynaklhh eksozom benzeri nanovezikiillerin yara
iyilestirmedeki potansiyelleri

Giiniimiizde bilim insanlar1 alternatif tip alaninda yapilan ¢alismalarda giivenilir igerik
olusturma hedefi ile yenilik¢i yaklasimlara bagvurmaktadir. Gelisen teknoloji ile birgok
farkli rahatsizlikta daha yenilik¢i ve hedefe yonelik tedaviler gelistirilmis bu siiregte de

dogal icerikli tedavilere olan yoénelimin arttig1 gézlemlenmistir.

Yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma
evrelerinden olusan kompleks bir siiregtir ve bu siirecin diizenlenmesinde EV’ler ¢ok
yonlii gorevler iistlenmektedir. Ik evre olan hemostazda, trombosit kaynakli EV’ler
ozellikle trombinle aktive edilmis trombositlerden salindiginda pihti olusumunu giiglii
bigimde destekler (Lee vd., 1999). Bu EV’ler, fosfatidilserin (PS) ve P-selektin gibi
molekiilleri yiizeylerinde sergileyerek trombin {iretimini ve fibrin olusumunu
kolaylastirir (Gasecka vd., 2019; Owens vd., 2011). Ayni zamanda, doku faktorii (TF) ile
etkileserek hem ekstrinsik hem de intrinsik pihtilasma yollarii aktive edebilirler

(Rodrigues vd., 2019; Wang, 2018).

Ikinci evre olan inflamasyon fazinda, nétrofil kaynakli EV’ler (NDEV’ler) ortam
kosullarina bagh olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve IL-8 (notrofil kemotaksisini
tesvik eden bir kemokin) iiretimini artirabilir (p < 0.05) ve endotel hiicrelerinde E-selektin
ile VCAM-1 (bagisiklik hiicrelerinin endotele yapismasini saglayan adezyon molekiilleri)
ekspresyonunu tetikleyerek pro-inflamatuar bir yanit olusturur (Kolonics vd., 2020). Bu
fazda, M2 makrofajlardan saliman EV’ler, M1 fenotipindeki makrofajlari yeniden
programlayarak iNOS (pro-inflamatuvar nitrik oksit tiretiminden sorumlu enzim)
ekspresyonunu baskilar; buna karsin arginaz (anti-inflamatuvar M2 fenotip belirteci)
diizeylerini artirir (Kim vd., 2019). Ayn1 zamanda, yaral1 keratinositlerden salinan EV’ler
ozgiin N-glikan yapilar1 ve miR-21 (anti-inflamatuar ve proliferatif sinyalleri destekleyen
mikroRNA) gibi mikroRNA’lar araciligiyla bu dontsiimii destekler; hnRNPA2B1
proteininin  (EV’lerde miRNA paketlenmesini saglayan protein) susturulmasi, bu

fonksiyonun bozulmasina neden olur (Zhou vd., 2020).
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Proliferatif fazda, hipoksi altinda aktive olan endotel hiicreleri ve endotelyal progenitor
hiicrelerden (EPC’ler) salinan EV’ler, E-selektin, VEGF (anjiyogenezi baslatan temel
biiyiime faktorii), COX-2 (inflamasyon ve anjiyogenezi destekleyen enzim) gibi pro-
anjiyojenik genlerin yan1 sira c-Myc (hiicre dongiisii ve proliferasyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktorii) ekspresyonunu artirir (Li vd., 2016; J. Zhang vd., 2016). Bu
etkinin ERK1/2 (hiicre biiytimesi ve farklilasmasini diizenleyen sinyal yolu) iizerinden
gerceklestigi ve miR-21 ile aktive edildigi bildirilmistir (Xu vd., 2020; J. Zhang vd.,
2016). Ayrica, kemik iligi kokenli EPC-EV’ler, miR-221-3p igerigiyle PECAM-1 (damar
biitiinliiglinii saglayan hiicresel adezyon molekiilii), VEGF ve Ki67 (hiicre proliferasyonu
belirteci) gibi genlerin ekspresyonunu artirir (Xu vd., 2020).

Bunun disinda, makrofaj, osteoblast ve tiikiirik kaynakli EV’ler de VEGF, Wnt3a
(anjiyogenezi ve hiicre farklilasmasimi yoneten sinyal molekiilii), UBE20 (ubikuitin
aracili protein yikiminda gorevli enzim) ve BMP-2 (kemik ve damar gelisiminde gorevli
biiylime faktorii) gibi bilesenler araciligiyla anjiyogeneze katki saglar (Gangadaran vd.,
2020; M. Li vd., 2019; Mi vd., 2020; Tang vd., 2019).

Endotel kaynakli EV’ler, fibroblastlarda PI3K/Akt/mTOR (hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve hayatta kalmasmi saglayan sinyal yolaklari) ve YAP/CTGF
(mekanotransdiiksiyonla iligkili transkripsiyonel yolak) iizerinden kolajen sentezini ve
miyofibroblast farklilasmasini destekler (Lipson vd., 2012; Wei vd., 2020). KCs-EV’ler
ise ERK1/2 sinyali araciligiyla MMP-1 ve MMP-3 (ekstraseliiler matriksin yeniden
sekillendirilmesinde gorevli metalloproteinazlar), IL-6 ve IL-8 (pro-inflamatuvar ve pro-
anjiyojenik sitokinler) ekspresyonunu artirirken, RECK ve TIMP (MMP inhibitorleri)
proteinlerini  baskilar. Ayrica, bu etkilerde miR-21’in belirleyici rol oynadigi
gosterilmistir (Q. Li vd., 2019).

Yara iyilesmesinin son evresi olan yeniden yapilanma fazinda, ECM 6nce MMP-1 ve
MMP-8 ile pargalanir (matriks yikimi), ardindan LOX (lizil oksidaz; kolajen liflerinin
capraz baglanmasini ve dokunun mekanik dayanikliligini saglayan enzim) tarafindan
stabilize edilir (Mathew-Steiner vd., 2021). Fibroblast kaynakli EV’ler, diger
fibroblastlarda kolajen I, MMP-1 ve MMP-3 ekspresyonunu artirarak bu siiregleri
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hizlandirir (p < 0.01) (Oh vd., 2020); hipoksik endotel hiicrelerinden salinan EV’ler ise
LOXL2 (LOX ailesinden kolajen capraz baglayict enzim) tasiyarak kolajen matrisin
sikilasmasina katki saglar (de Jong vd., 2016). Ayn1 zamanda, fibroblastlarin a-SMA
(kasilabilir miyofibroblast fenotip belirteci) ve N-kadherin (hiicre-hiicre adezyonunu
destekleyen protein) ekspresyonu da EV’lerle artar (Q. Li vd., 2019). Bu siireg, PLGF-1
(VEGF ailesinden anjiyojenik ve fibrotik faktor) igeren miyofibroblast EV’leriyle daha
da hizlanir (Arif vd., 2020).

Son olarak, fibrosit kaynakli EV’ler (FDEV’ler), Hsp-90a (hiicre motilitesi ve re-
epitelizasyonu destekleyen saperon protein), STAT3 (¢ok sayida iyilesme iliskili genin
ekspresyonunu yoneten transkripsiyon faktorii) ve miR-21, miR-126, miR-124a gibi
cesitli mikroRNA’lar araciligiyla fibroblast aktivasyonu, kolajen sentezi ve
inflamasyonun ¢oziilmesine katkida bulunur (Bhatia vd., 2016; Dauer vd., 2005; Geiger
vd., 2015; Suga vd., 2014).

Elde edilen bulgular, EV’lerin yara iyilesmesinin tiim evrelerinde aktif rol oynayan
biyolojik araci sistemler oldugunu ortaya koymaktadir. Farkli hiicre tiplerinden salinan
EV’ler; igeriklerindeki proteinler, enzimler, yilizey molekilleri ve o6zellikle
mikroRNA’lar araciligiyla hemostazi  diizenleyebilmekte, inflamatuvar yaniti
yonlendirmekte ve fibroblastlar ile endotel hiicrelerinin fonksiyonlarini esgiidiimlii
sekilde koordine edebilmektedir. EV'lerin bu 6zgiin tasima kapasitesi; pihtilasma
faktorlerinden  anjiyojenik sinyallere, inflamatuvar diizenleyicilerden yeniden
yapilanmay1 saglayan matriks proteinlerine kadar ¢ok genis bir molekiiler yelpazeyi
kapsar. Ayrica, hiicresel fenotip degisikliklerini tetikleyebilmeleri (6rnegin M1’den
M2’ye makrofaj doniisiimii veya fibroblastlarin miyofibroblasta farklilasmasi), onlari
yalnizca pasif tasiyici yapilar degil, ayn1 zamanda aktif biyolojik diizenleyiciler haline
getirmektedir. Tim bu veriler, EV’lerin yara iyilesmesinde dogal rejeneratif
mekanizmalarin Kilit parcalari oldugunu ve potansiyel olarak hedefe yonelik tedavi
yaklasimlarinda degerlendirilebilecek giiglii biyomolekiiller olduklarini gostermektedir
(Narauskaité vd., 2021).
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Son birkag yilda, EV'ler, klinik uygulamalarda umut verici bir tedavi stratejisi olarak 6zel
bir ilgi kazanmustir. Sasirtici bir sekilde, bitki hiicrelerinden izole edilen EV'lerin, memeli
hiicreleriyle ¢ok benzer 6zelliklere ve salgilama modellerine sahip oldugu gosterilmistir
(Xiao vd., 2018; Xu vd., 2023). Ozellikle, bitki kaynakli EV'ler, mevcut benzer
sistemlerle karsilagtirildiginda maddelerin tasinmasinda daha avantajli sistemlerden birini
temsil etmektedir. Kiigiik boyutlar1 ve negatif yiikleri, farkli pH ve sicaklik araliklarinda
artirtlmas fizikokimyasal stabilite ile birlestiginde, hedef hiicrelere etkin bir sekilde niifuz
etmelerini saglar. Dahasi, bu tiir EV'ler, yapay olarak iiretilmis lipozomlar ve hayvan
kaynakli EV'lerle karsilagtirildiginda, disiik yan etki olasiligi ile yiiksek hedefleme
potansiyeline sahiptir (He vd., 2021). Terapiye yonelik etkileri, yara iyilesmesi ve doku
onarimu da dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklarinda gosterilmistir (Xu vd., 2023); bu
etkiler esas olarak giiglii antioksidan ve anti-inflamatuvar etkilerine dayanmaktadir (Kim,
Jang, Kim, vd., 2023). Bu baglamda, greyfurt kaynakli ekstraselliiler vezikiillerin
(GEV'ler), HACAT hiicreleri tizerinde H2O- aracili oksidatif stres yoluyla hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirleri (ROS) igerigini azalttigi bulunmustur. Ger¢ekten de, GEV’ler, antioksidan
ozellikleri sayesinde HACAT hiicrelerinin proliferasyonunu ve gogiinii tesvik etmis ve
kolajen tip I, fibronektin, laminin ve vimentin dahil olmak {izere yara iyilesmesiyle iligkili
MRNA ve proteinlerin ekspresyonunu artirmistir. Ayrica, bir tip olusumu testi,
GEV’lerin kapiller tiip olusumunu da destekledigini, bunun da yara iyilesmesini oksijen
ve besin maddesi temini yoluyla iyilestirdigini dogrulamistir (Saver vd., 2021). Benzer
sekilde, Sanchez-Lopez ve ark. (Sanchez-Lopez vd., 2022), nar suyundan (PgEV’ler) ilk
kez EV izole etmis, bunlarin Thp-1 hiicreleri iizerinde anti-inflamatuvar etkilerini ve
Caco-2 hiicreleriyle yapilan ¢izik (scratch) testinde iyilesme siirecini gelistirme
yeteneklerini gostermistir. Ayrica, Aloe Saponaria'dan elde edilen EV’ler (ASEV ler),
RAW 264.7, HDF veya HUVEC hiicreleri lizerinde kronik deri yaralarinin iyilesmesini
arastirmak amaciyla kullanildiginda, higbir toksik etki tespit edilmemistir. Dikkat ¢ekici
sekilde, ASEV’ler, LPS (lipopolisakkarit) ile uyarilan RAW 264.7 fare makrofaj hiicre
hattinda IL-6 ve IL-1B gibi inflamatuvar sitokinlerin mRNA ekspresyonunu etkili bir
sekilde azaltmigtir. Ayrica, bu ASEV aracili anti-inflamatuar etkiler, HDF hiicrelerinin
proliferasyonunda ve gogiinde artisa yol agmistir (Kim vd., 2022). Kim ve ark. (Kim vd.,
2021) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada, Aloe vera'dan elde edilen EV’lerin

(AEV’ler) yara iyilestirici 6zelliklerinin belirgin bir antioksidan etkiyle iliskili oldugu
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gosterilmigtir. AEV’lerin antioksidan aktivitesinin doza bagimli olarak ve AEV’lerin
hiicre igine alinmasi yoluyla arttigi bulunmustur. Yazarlar ayrica AEV’lerin (10°
partikil/mL) giiglii bir antioksidan olan quercetin'e benzer antioksidan ozellikler
sergiledigini gostermistir. Son olarak, AEV’ler, Nrf-2 gibi antioksidan savunmayla iliskili
genlerin mRNA ekspresyonunu yukari regiile etmistir. Tiim bu etkiler hem HACAT

hiicrelerinin hem de HDF hiicrelerinin gogilinii artirmistir.

Dikkate deger bir sekilde, bugdaydan elde edilen EV’lerin de rejeneratif ozellikler
sergiledigi bulunmustur. Bu etki, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri ve dermal
fibroblastlar {izerindeki proliferatif ve gocii artirici etkilerine dayanmaktadir ve kolajen
tip I mMRNA ekspresyon diizeyindeki artis, tiip benzeri yapilarin olusumu ve apoptozda
azalma ile iliskilidir (Sahin vd., 2019). Genel olarak pEV’ler, doku yeniden sekillenmesi
ve gelecekteki klinik uygulamalar i¢in yeni bir yaklasim temsil edebilir. Sonug¢ olarak
pEV’ler, yiiksek biyouyumluluk, antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri sayesinde yara
iyilesmesi ve doku onarmmi alaninda umut vadeden biyolojik araglardir. Hiicresel
proliferasyon, migrasyon ve kolajen iiretimini desteklemeleri, onlar1 konvansiyonel
tastyicilara karsi avantajli kilmaktadir. Ozellikle diisiik toksisiteleri ve hedefleme
yetenekleri, gelecekte klinik uygulamalarda yaygin kullanim potansiyellerini
giiclendirmektedir. Bu baglamda, pEV’lerin rejeneratif tipta giivenli ve etkili biyo-
terapotikler olarak gelistirilmesi yoniinde ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.5 Hiuicresel Senesens

Hiicresel senesens, genellikle hiicre dongiisiinden ¢ikmis ve hasar goérmiis normal
hiicrelerde geri doniisiimsiiz bir proliferatif duraklama olarak tanimlanir. Bu hiicreler
yiiksek metabolik aktivite sergiler (Dorr vd., 2013), canli kalir ve apoptozu aktif sekilde
baskilarlar (Childs vd., 2014; Zhu vd., 2015). Senesens halindeki hiicreler, dinlenme
hiicreleri ve terminal farklilagsmis hiicreler gibi diger bdliinmeyen hiicre
popiilasyonlarindan ayiran 6zgiin morfolojik ve molekiiler o6zelliklere ve islevlere
sahiptirler (Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007; Collado vd., 2007; d'Adda di Fagagna,
2008). Hiicresel senesensin ayirt edici Ozellikleri arasinda; uzun siireli hiicre dongiisii

duraklamasi, transkripsiyonel degisiklikler, senesensle iliskili sekretuar fenotip (SASP)
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olarak bilinen biyolojik olarak aktif bir salg1 profili kazanimi, makromolekiiler hasar ve

diizensiz metabolizma yer almaktadir (Gorgoulis vd., 2019).

2.5.1 Hiicresel senesensin genel tanimi ve biyobelirtegleri

Hiicresel senesens, DNA hasari, telomer disfonksiyonu, onkogen aktivasyonu ve organel
stresine yanit olarak ortaya ¢ikan kompleks bir biyolojik siiregtir ve tiimor baskilama,
doku onarimi, embriyogenez ve organizma yaslanmasi gibi bir¢ok kritik olayla

iliskilendirilmistir.

Hayflick ve Moorhead (1961), normal kiiltiire edilmis insan fibroblastlarinin sinirl bir
hiicre boliinme kapasitesine sahip oldugunu ve bu kapasitenin tiikenmesinin ardindan geri
doniigsiiz bir biiylime duraklamasina, yani replikatif senesensa girdigini gostermistir
(Hayflick ve Moorhead, 1961). Bu gozlem, dokularin yaslanmasinin, zamanla biriken
hasarli hiicrelerin yerine gegecek proliferatif kapasiteyi kademeli olarak kaybeden
hiicreler nedeniyle olustugu hipotezini dogurmustur (Hayflick, 1965). Ancak, senesensli
hiicre birikiminin organizma yaslanmasini ve fonksiyon bozuklugunu tesvik ettigini

kanitlamak i¢in uygun araglarin gelistirilmesi yillar almistir.

Senesens arastirmalarinda 6nemli bir sinirlilik, kiiltiir veya doku drneklerinde senesensli
hiicreleri tamimlamak icin tek, evrensel veya model-spesifik biyobelirteclerin
bulunmamasidir. Giinimiizde, senesensli hiicrelerin tanimlanmasi, birden fazla belirtecin
kombinasyonuna dayanmakta olup; bu belirte¢ler ayn1 anda mevcut oldugunda, kararl
sekilde duraklamis senesensli hiicreler ile farklilasmis hiicreler arasindaki ayrimi

yapabilmektedir.

Senesensli hiicreleri kiiltiirlenmis hiicrelerde ve taze doku 6rneklerinde tespit etmek igin
kullanilan ilk ve hala en yaygin biyobelirteg, ‘senesens ile iligkili B-galaktozidaz’ (SA-p-
gal) birikimidir (Dimri vd., 1995). Bu belirteg, histokimyasal boyama ile gogu senesensli
hiicrede tespit edilebilir ve genellikle presenesan, kuiesan veya immortalize ve transform

edilmis hiicrelerde bulunmaz. Bununla birlikte, SA-B-gal aktivitesi, serumdan yoksun
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birakilmig veya asir1 yogun kiiltiirlenmis hiicrelerde de birikebilir ve in vivo olarak bazi
makrofaj alt popiilasyonlarini, immiin uyarilara kars1 geri doniislii bir yanitin pargasi

olarak isaretleyebilir (Hall vd., 2017).

Senesensli hiicrelerin bir diger 6zelligi, lipofuscin birikimidir. Biotin bagli Sudan black
B analoguna dayanan yeni bir yontem, farkli hiicre ve doku tiplerinde senesensli hiicreleri
giivenilir sekilde izlemek icin ortaya c¢ikan bir sistem olarak dnem kazanmaktadir
(Evangelou vd., 2017). Senesensli hiicrelerin bir diger ayirt edici 6zelligi ise, anormal
derecede genis ve yassi morfolojiye sahip olmalar1 ve sitoplazma/cekirdek oraninin
orantisiz sekilde artmasidir. Baslangigta, bu hacimli sitoplazma, hiicresel senesensin
olusumu ile birlikte goriilen bir 6zellik olarak tanimlanmisken, yakin tarihli bir ¢alisma
artmig hiicre boyutunun senesens ile iligkili biiyiime duraklamasini tetikleyici bir rol
oynayabilecegini one stirmiistiir (Neurohr vd., 2019). Ayrica in vivo olarak, SA-B-gal
pozitif senesensli hiicreler, tek hiicre diizeyinde tespit edilen SA-B-gal negatif hiicrelere

kiyasla daha biiyiik hiicre boyutuna sahiptir (Biran vd., 2017).

Senesensli hiicrelerin bir diger belirgin gostergesi, DNA replikasyonunun olmamasidir,
bu durum tipik olarak niikleozid analogu (6rnegin 5-bromodeoksiuridin veya [*H]timidin)
inkorparasyonu veya PCNA ve Ki-67 gibi proliferasyon belirtecleri i¢in immiin boyama
ile tespit edilir. Ancak, bu belirtecler senesensli hiicreleri kuiesan veya farklilagsmis

postmitotik hiicrelerden ayirt edemez.

p21 ve pl6, p53 ve RB tarafindan yonetilen tiimor baskilayici yolaklarin bir bileseni olan
siklin-bagimli kinaz inhibitorleridir ve siklikla senesensli hiicrelerde birikir. p21 ve p16
ekspresyon seviyeleri, senesensle iliskili biiyime duraklamasini olusturmak ve
sirdiirmek icin yeterli oldugundan, bu proteinler hem doku hem de kiiltiirlenmis
hiicrelerde senesensli hiicrelerin tanmimlanmasinda kullanilmaktadir. Ozellikle p16,
senesensli hiicrelerin secici olarak ortadan kaldirilmasinin test edildigi fare modellerinde
yerine gegici bir senesens belirteci olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, tiim senesensli
hiicre tipleri pl6 eksprese etmez; bazi tiimor hiicreleri, 6zellikle RB fonksiyonunu

kaybetmis olanlar, p16°y1 da eksprese edebilir (Witkiewicz vd., 2011).
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Cekirdekteki senesensle iligkili heterokromatin foklari (SAHF) da senesensli hiicrelerin
tespitinde kullanilmakla birlikte, bunlar aktive olmus onkogenler ve DNA replikasyon
stresorleri tarafindan indiiklenen senesens programina 6zgii goriinmektedir. Ayrica, hasar
bolgelerinde sitolojik olarak tespit edilebilen ¢ekirdek foklarinda biriken kalict DNA
hasar yanit1 faktorleri, senesensli hiicrelerin bir diger belirtecidir ve telomerik dizilerde
birikmeleri durumunda, telomerle iligkili foklar, senesens durumu igin gii¢lii bir belirteg
olarak kabul edilir (d'Adda di Fagagna, 2008; Fumagalli vd., 2012; Herbig vd., 2006).

Son olarak, senesensle iliskili sekresyon profili (SASP) bilesenleri, o6zellikle
proinflamatuar sitokinler IL-6 ve IL-8, transkript ve protein diizeyinde genel doku veya
hiicre kiltiirii senesensini degerlendirmek igin kullanilabilir. Ancak, SASP tek basina
glivenilir bir senesens biyobelirteci olarak kullanilamaz; zira p16 asir1 ekspresyonuyla
tetiklenen senesens, SASP transkripsiyon programinda degisiklik gerektirmez (Coppé
vd., 2011).

Genel olarak, evrensel senesens biyobelirteclerinin arastirilmasi, senesens fenotiplerinin
yiiksek derecede heterojen olmasi ve baslangig tetikleyicisine ile hiicre tipine bagl olarak
farklilik gostermesi nedeniyle siirekli bir zorlukla karsi karsiyadir. Bu nedenle, ilgili
hiicre ve doku tiplerinde tek hiicre diizeyinde yapilan transkriptomik ve proteomik
caligmalar, senesens durumunun 6zgiin veya ortak belirteclerini, ayrica yash ve hastalikli
dokulardan senesensli hiicrelerin izole edilmesini saglayacak hiicre yiizeyi molekiillerini
belirlemek i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Son donemde, ger¢ek zamanl olarak senesens
yiikiinii izlemek ve klinik Orneklerde senoterapi etkinligini degerlendirmek ig¢in
gelistirilen yenilik¢i goriintiilleme tabanli araglar ve floresan izleyiciler, bilim camiasinin
ilgisini ¢ekmis olup, senesens temelli translasyonel tip uygulamalart i¢in bir doniim
noktasi olma potansiyeline sahiptir (Lozano-Torres vd., 2019; Y. Wang vd., 2019).

2.5.2 Hiicresel senesensin molekiiler mekanizmalari

Senesensin nedenleri arasinda ¢ok sayida faktor olsa da, hiicre dongiisii mekanizmasinin
inhibisyonu en belirleyici 6zelliktir. Ayrica tim hiicresel yaslanma fenotiplerinin hem

olusmas1 hem de siirdiiriilmesi i¢in kritik oneme sahiptir. Genel olarak, yaslanan
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hiicrelerin  biiyiimesinin durmasinin, hasarli hiicrelerde DNA replikasyonunun
baslamasii 6nlemek icin G1 fazinda bir hiicre dongiisii blokaji yoluyla gerceklestigi
distiniilmektedir (Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007; d’Adda di Fagagna, 2008).
Senesens hiicreler, DNA hasarinin varliginda mitozu engellemek igin G2'de de durabilir
(Gire ve Duli¢, 2015). Bu hiicre dongiisli durmasi, hasarli veya doniistiiriilmiis hiicrelerin
mutasyon yaymamasini saglamak icin baslatildigindan, siirdiiriilmesi siki bir sekilde
kontrol edilmelidir. Bu adimlar, hiicre dis1 ve hiicre i¢i yaslanmay tetikleyen sinyallere
yanit veren ancak farkli, sinyale bagli gen ifade kaliplar1 gdsteren temel hiicre dongiisii

diizenleyicilerinin eylemini gerektirir.

Hiicresel senesens, DNA hasari, telomer kisalmasi, onkogen aktivasyonu, oksidatif stres
ve metabolik bozukluklar gibi ¢esitli uyaricilarla tetiklenen kalici hiicre dongiisii
duraklamasidir ve bu siirecte p53/ARF ile RB/p16 tiimor baskilayici yolaklari temel
diizenleyici mekanizmalar1 olusturur. Her iki yolak, stres tiirli ve hiicre tipine bagl olarak
tek basina ya da birlikte aktive olarak senesensin baslamasini ve siirdiiriilmesini saglar
(Beauséjour vd., 2003; d'Adda di Fagagna, 2008; Gire vd., 2004). Ornegin telomer
kisalmasi, insan fibroblastlarinda replikatif senesensin ana tetikleyicisidir ve shelterin
kompleksiyle korunamayan telomerler DDR aktivasyonu ile hiicre dongiisiinii durdurur.
Buna karsin fare fibroblastlarinda uzun telomerler ve telomeraz aktivitesi nedeniyle
senesens daha ¢ok oksidatif stres araciligiyla ortaya ¢ikar (Blackburn, 2005; Bodnar vd.,
1998; Cesare vd., 2009; Hayflick ve Moorhead, 1961; Hewitt vd., 2012; Parrinello vd.,
2003). Ayrica, telomerik DNA’nin yapisal ozellikleri nedeniyle telomerler oksidatif
hasara 6zellikle duyarhidir ve bu bolgelerdeki DNA kiriklart TRF2 proteininin onarim
enzimlerini engellemesi nedeniyle kalic1 hale gelir, boylece DDR siirekli aktif kalir ve
senesens pekisir (Broccoli vd., 1997; Fumagalli vd., 2012; Hewitt vd., 2012). Onkogen
kaynakl1 senesens (OIS) ise asir1 mitojenik sinyaller sonucu replikasyon stresi ve DNA
hasarinin artmasiyla tetiklenir; burada p53 ve RB yolaklar1 genellikle zorunlu olmakla
birlikte, fare ve insan hiicreleri arasinda farkli diizenlenme bigimleri goriiliir (Denoyelle
vd., 2006; Di Micco vd., 2006; Kamijo vd., 1997; Serrano vd., 1997). Ornegin, Ras
aktivasyonu insan fibroblastlarinda cogunlukla p16-RB yoluyla, fare fibroblastlarinda ise
p53 araciligiyla senesensi baslatir; ancak bazi hiicre tiplerinde p53 veya pl6’nin tek
basina OIS i¢in gerekli olmadigi da bildirilmistir (Cipriano vd., 2011; Denoyelle vd.,
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2006; Gray-Schopfer vd., 2006). Bu siiregte CDKN2A lokusunun epigenetik kontrolii de
onemlidir; PRC1/2 kompleksleri p16 ekspresyonunu baskilarken, senesens sirasinda
baskilayici isaretlerin kaldirilmasi pl16 transkripsiyonunu kolaylastirir (Barradas vd.,
2009; Yap vd., 2010). Ayrica, ARF (pl4ARF/p19ARF) geninin onkogenik uyarilara
verdigi yanit, tlrler arasinda farklilik gosterir; farelerde ARF p53 aktivasyonunu
tetiklerken, insan hiicrelerinde ¢ogunlukla p16 aracili mekanizmalar baskindir (Kim ve
Sharpless, 2006; Krishnamurthy vd., 2004; Munro vd., 1999; Rowland vd., 2002). Bu
nedenle, insan melanositik nevilerinde (melanosit adi verilen pigment hiicrelerinden
koken alan benleri (neviisleri) tanimlar. Bunlar genellikle iyi huylu (benign) deri
lezyonlaridir) sik goriilen BRAF veya N-RAS mutasyonlart p16 aracili senesensa yol
acarken ARF katkis1 sinirlidir, fakat ARF’in melanom ilerlemesinde tiimor baskilayici
rolii kritik 6neme sahiptir (Gray-Schopfer vd., 2006). Sonug olarak, senesens siirecinin
baslatilmasinda telomer kisalmasi, DNA hasari, oksidatif stres ve onkogen aktivitesi gibi
farkl1 uyarilar rol oynasa da bu sinyallerin ortak paydasi DDR’nin kalic1 aktivasyonu ve
p53 ile RB yolaklari tizerinden hiicre dongiisii duraklamasinin saglanmasidir. Ancak bu
mekanizmalarin isleyis bi¢imi hiicre tipine, tiire ve uyariciya bagl olarak degiskenlik

gosterir (Berkovich vd., 2003; Inoue vd., 1999).

2.5.3 Hiicresel senesensin fizyolojik ve patolojik etkileri

Hiicresel senesens, hiicrelerin kalici proliferatif duraklamaya girdigi ve metabolik olarak
aktif kalmaya devam ettigi kompleks bir biyolojik siirectir. Fizyolojik diizeyde, senesens
organizmanin doku homeostazini korumasinda, hasar gormiis veya potansiyel malign
hiicrelerin ¢ogalmasinin engellenmesinde kritik rol oynar. Ornegin, replikatif senesens,
hiicrelerin yaglanma siirecinde telomer kisalmasi sonucu ortaya ¢ikarak, genom
biitiinliigliniin korunmasin1 saglar ve kanser gelisimini Onleyici bir mekanizma olarak
islev goriir (Campisi, 2013; Hayflick, 1965). Ayrica, senesens yaralanma sonrasi
dokularin onarim siirecinde fibroblastlarin ve diger hiicrelerin proliferasyonunu
siirlayarak, asir1 fibrozis ve doku sertlesmesini 6nlemeye katkida bulunur (Demaria vd.,

2017).
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Bununla birlikte, hiicresel senesensin uzun siireli birikimi ve senesensle iliskili sekretuar
fenotip (SASP) olarak bilinen inflamatuar ve doku modiile edici faktorlerin salinima,
patolojik siireclere zemin hazirlayabilir. SASP, proinflamatuar sitokinler, kemokinler,
proteazlar ve biiylime faktorlerini igerir; bu molekiiller ¢evre dokularda kronik
inflamasyon, doku bozulmasi ve immiin sistem fonksiyonlarinda diizensizliklere yol
acabilir (Coppé vd., 2008; Freund vd., 2010). Ozellikle yaslanma ile iliskili kronik
hastaliklarda, 6rnegin ateroskleroz, osteoartrit, diyabet ve norodejeneratif hastaliklarda
senesens hiicrelerin birikimi ve SASP aktivitesinin artis1 patogenezde onemli bir yer

tutmaktadir (Caravia ve Lopez-Otin, 2015; Childs vd., 2015).

Kanser baglaminda ise, hiicresel senesens ¢ifte yonlii bir etkiye sahiptir. ilk asamalarda
tiimor baskilayici bir rol iistlenirken, uzun siireli senesens hiicrelerin olusturdugu SASP,
timor mikrogevresini degistirerek kanser ilerlemesini ve metastazi tesvik edebilir (Zhu
vd., 2015). Bu nedenle, senesens hiicrelerin hedeflenmesi ve ortadan kaldirilmasi
(senolitik tedaviler) giiniimiizde anti-aging ve kanser tedavisinde dnemli bir arastirma

alan1 haline gelmistir (Campisi, 2013).

Sonug olarak, hiicresel senesens hem organizmanin fizyolojik islevlerinde koruyucu bir
mekanizma hem de kronik hastaliklarin gelisiminde patolojik bir faktor olarak rol oynar.
Bu cift yonlii dogasi, senesensle iliskili stireglerin ayrintili anlasilmasi ve bu hiicrelerin
modiilasyonuna yonelik terapotik stratejilerin gelistirilmesi agisindan biiylik 6nem

tasimaktadir.

Atkuyrugu ve hiicresel senesens : Atkuyrugu fenolik bilesikler, flavonoidler ve
ozellikle yiiksek silika igerigi ile dikkat c¢eken bir bitkidir. Bu kimyasal igerikleri
sayesinde antioksidan, anti-inflamatuar ve dokuyu koruyucu etkiler gosterebilir.
Preklinik ¢aligmalarda, bu bitkinin yaslanma ile iliskili hiicresel bozukluklar1 modiile

etme kapasitesi lizerine 6nemli veriler elde edilmistir.

Ornegin, osteoporoz fare modelinde yapilan bir calisma, atkuyrugu ekstraktinin
osteoklastogenezi baskilayarak kemik rezorpsiyonunu azalttigini ve kemik yapisinda

yasa bagli degisimlerin ilerlemesini yavaslattigini géstermistir (Hegedis ve ark., 2024).
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Ayrica, Wistar siganlarda yapilan bir ¢alismada, 120 mg/kg dozunda verilen atkuyrugu
ekstresi mandibula kemik mineral yogunlugunda belirgin bir artis saglamistir
(Arbabzadegan vd., 2019). Diger bir ¢alismada, kemik-olgiitleri, kemik biyobelirtegleri
ve dengesini inceleyen deneylerde atkuyrugu ekstrakti uygulamasi kemik sagligini

destekleyici etkiler gostermistir (Ibrahem vd., 2022).

Metabolik etkiler baglaminda, streptozotosin ile diyabet modeli olusturulan siganlarda
atkuyrugu ekstraktinin SIRT1 ekspresyonunu artirma egiliminde oldugu, insiilin
duyarliligimmi iyilestirme ve oksidatif stres yanitlarim1 diizenleme potansiyeli tasidigi
bildirilmistir (Hegedts vd., 2020). SIRT1’in hiicresel enerji dengesi, DNA onarimi ve
yaslanma diizenlemesinde merkezi rolii géz oniine alindiginda, bu sonuglar atkuyrugu
ekstraktinin yaslanma ile iligkili metabolik bozukluklarda terapdtik bir aday olabilecegini

diistindiirmektedir.

Ek olarak, anti-inflamatuar etkiler, kronik inflamasyon kaynakli hiicresel senesens
birikimini sinirlandirma potansiyelini ortaya koymaktadir. Atkuyrugu ekstrakti, oksidatif
stres kaynakli DNA hasarmi azaltarak hiicrelerin yaslanma siireclerine karsi
dayanikliligim1 artirabilir. Bu mekanizmalar, ozellikle yaslanmayla iligkili doku

bozulmalari tizerinde koruyucu etkiler tasiyabilir.

Lavanta ve hiicresel senesens : Lavanta, zengin fenolik bilesikler, terpenoidler ve ugucu
yag igerikleri sayesinde giiclii antioksidan, anti-inflamatuar ve hiicre koruyucu etkilere
sahiptir. Bitkiye ait Oziitlerin ve yaglarin, oksidatif stres, DNA hasar1 ve iltihap
siireclerine karsi modiilator etkileri cesitli in vitro ve in vivo modellerde ortaya

konmustur.

Ornegin, insan hepatoma hiicre hatt1i (HepG2) ve izole edilmis sigan hepatosit
modellerinde yapilan c¢alismalarda, lavanta ugucu yagmnin oksidan kaynakli DNA
lezyonlarin1 anlamli bigimde azaltti1, ayrica siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve GSH diizeylerini artirarak antioksidan savunmalar1 destekledigi

gosterilmistir (Kozics vd., 2017). Ayrica lavantanin 1s1ga maruz kalma durumuna (UV)
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kars1 koruyucu etkisi de, antioksidan kapasitesiyle iliskili sekilde gosterilmistir (Stelmach
vd., 2025).

Inflamatuar siirecler acisindan, lavanta ugucu yagmin proinflamatuar sitokin iiretimini
(6rnegin IL-6, IL-8) onemli Olgiide engelledigi ve lipopolisakkarit (LPS) kaynakli
hiicresel inflamasyonu baskiladigi raporlanmistir (Pandur vd., 2021). Benzer sekilde,
finansal tromboz modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada, lavanta yaginin trombiis
olusumunu ve doku hasarini azalttig1, serumdaki oksidatif stres belirteglerini diistirdiigii
bildirilmistir (But vd., 2023). Yaslanma ve hiicresel senesens agisindan da ilgi ¢ekici
veriler giincel ¢alismalarla ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, lavantadan izole edilen bir
bilesik olan B-Cyclocitral (CYC)’1n, oksidatif stres, telomer diizenlemesi ve otofaji
yollarin1 modiile ederek anti-yaglanma etkisi gosterebildigi Onerilmistir; CYC’nin
yaslanan model organizmalarda biyobelirtecleri etkileyerek hiicre sagligim
destekleyebilecegi one siiriilmiistiir (Shan vd., 2024). Ayrica, lavanta kaynakli eksozom
benzeri nanopargaciklar (lavender exosome-like nanoparticles, LELNs) kullanilarak
yapilan bir UVB foto-yaslanma modeli ¢alismasinda, bu nanoparcaciklarin HACAT
hiicrelerinde ve fare derisinde inflamasyonu ve doku yaslanmasini azaltici etkileri
gosterilmistir  (Li vd., 2025). Lavanta o&ziitlerinin noroprotektif, antidiyabetik,
kolinesteraz inhibitdrii etkileri {izerine de literatiirde ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin,
lavanta etanolik ekstraktinin enzim inhibitorliigi (6rnegin asetilkolinesteraz) ve
antioksidan etkinlik agisindan karakterize edildigi bir ¢alisma mevcuttur (Tundis vd.,
2023). Ayrica “Phenolic Compounds and Pharmacological Potential of Lavandula”
baslikli derlemelerde, lavantanin sinir koruyucu etkileri, antioksidan kapasitesi ve
yaglanmayla iliskili noérodejeneratif yollardaki potansiyel rolii kapsamli bi¢imde

incelenmistir (Mykhailenko vd., 2025).

2.5.4 Klinik ve terapétik uygulamalardaki onemi

Hiicresel senesensin klinik uygulamalardaki 6nemi hem yaslanma siireci hem de ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde oynadigr cift yonlii rolden kaynaklanmaktadir. Senesens
hiicreler, doku homeostazinin korunmasinda énemli iglevler goriirken, birikimleri kronik

inflamasyon ve doku hasarina yol agarak cesitli yasa bagh hastaliklarin gelisimini
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tetikleyebilir (Caravia ve Lopez-Otin, 2015; Childs vd., 2015). Bu durum, hiicresel

senesensin terapotik miidahaleler igin potansiyel bir hedef haline gelmesini saglamistir.

Son yillarda, senesens hiicrelerin spesifik olarak hedeflenmesi ve ortadan kaldirilmasi
amaciyla gelistirilen senolitik ajanlar, klinik aragtirmalarda énemli bir ilerleme olarak
kabul edilmektedir. Bu ilaglar, ozellikle yasa bagli hastaliklarda, kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, osteoartrit, fibrozis ve norodejeneratif hastaliklar gibi durumlarda, senesens
hiicrelerin birikimini azaltarak doku fonksiyonlariin iyilestirilmesini hedeflemektedir
(Kirkland ve Tchkonia, 2017; Zhu vd., 2015). Ornegin, fare modellerinde senolitik
tedavilerin, yaglanmaya bagl kas gii¢siizliiglinii ve inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir

(Xu vd., 2018).

Kanser tedavisinde ise, senesens hiicrelerin hem koruyucu hem de zararh etkileri goz
oniinde bulundurulmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi sonrasi olusan senesens hiicreler,
timor baskilayici bir bariyer olustursa da, SASP araciliiyla mikro ¢evreyi degistirerek
timor ilerlemesini destekleyebilir. Bu nedenle, senesens hiicrelerin segici olarak
temizlenmesi, tedavi etkinligini artirmak ve niiks riskini azaltmak i¢in arastirilmaktadir
(Demaria vd., 2017; Ovadya ve Krizhanovsky, 2014). Ayrica, immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ve diger immiinoterapdtik yaklasimlarla senesens hiicrelerin immiin sistem

tarafindan elimine edilmesinin desteklenmesi klinik agidan umut vaat etmektedir.

Bunun yanmi sira, senesens hiicrelerin varliginin biyobelirte¢ olarak kullanilmasi,
yaslanma ve hastalik takibinde yeni diagnostik yontemlerin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Ornegin, kan ve doku oOrneklerindeki SASP faktdrlerinin Slciilmesi,
hastalik progresyonunun izlenmesinde ve tedavi yanitlarinin degerlendirilmesinde

yardimci1 olabilmektedir (Justice vd., 2019).

Ozetle, hiicresel senesensin klinik ve terapdtik uygulamalardaki &nemi, hastalik
patogenezinde oynadigi kritik rol ve tedavi stratejilerindeki potansiyel hedef olarak degeri
nedeniyle giderek artmaktadir. Senolitik ve senomorfik ilaglarin gelistirilmesi ile
senesens hiicrelerin modiilasyonu, yaslanma ve ilgili hastaliklarla miicadelede yeni bir

paradigma sunmaktadir.
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2.6 Antimikrobiyal Etki

Bakteriler prokaryotik hiicre yapisina sahip mikroorganizmalardir; ¢ekirdek zarlari ve
membran organelleri bulunmaz, genetik materyalleri sitoplazmada dagmik halde
niikleoid bolgesinde yer alir. Hiicre duvar yapilarinda bulunan peptidoglikan tabakasi,
bakterilerin siiflandirilmasinda temel bir kriterdir. Gram-pozitif bakteriler, kalin bir
peptidoglikan tabakasina ve teikoik asitlere sahipken; Gram-negatif bakteriler ince
peptidoglikan tabakasi ile birlikte dis membranda lipopolisakkarit (LPS) bulundurur, bu
da onlarm antibiyotiklere kars1 daha direngli olmalarina katkida bulunur (Madigan vd.,
2019). Gram-negatif firsatg1 bir patojen olan Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle yogun
biyofilm olusturma yetenegi, ¢oklu ilag direnci mekanizmalar1 (efluks pompalari, -
laktamaz iiretimi) ve quorum sensing (QS) sistemi araciligiyla kontrol edilen toksin ve
enzim iiretimi ile klinik agidan 6nemlidir; immiinsiiprese bireylerde ciddi solunum yolu
ve yara enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Moradali vd., 2017; Pang vd., 2019). Gram-
pozitif bir patojen olan Staphylococcus aureus ise yiizey proteinleri araciligiyla adezyon
saglama, c¢esitli ekzotoksinler ve enzimler iiretme, ayrica metisiline direngli MRSA
suslariyla artan antibiyotik direnci nedeniyle hem toplum hem de hastane kaynakli
enfeksiyonlarda ciddi sorun olusturmaktadir (Tong vd., 2015). Literatiirde, lavanta ugucu
yaginin Ve baslica bilesenleri linalool, linalyl asetat ve geraniol’iin hem P. aeruginosa
hem de S. aureus’a kars1 antimikrobiyal ve antibiyofilm etkiler sergiledigi gosterilmistir
(Cavanagh ve Wilkinson, 2002; Herman vd., 2016). Ayrica linaloolun antibiyotiklerle
sinerjistik etkilesim gostererek direngli S. aureus suslarinda etkinligi artirdigt
raporlanmistir (Kwiatkowski vd., 2020). Atkuyrugu oziitleri ise fenolik ve flavonoid
bilesenleri araciligiyla 6zellikle Gram-pozitif tiirler tizerinde anlamli antibakteriyel etki
gostermis; S. aureus’a karsi inhibitor zonlar olusturdugu rapor edilmistir (Pallag vd.,
2018). P. aeruginosa i¢in dogrudan PEV veya 6ziit temelli gii¢lii kanitlar sinirli olsa da,
bitkinin yiiksek antioksidan kapasitesi ve fenolik igerigi bu bakteri i¢in de potansiyel etki
mekanizmalar1 sunmaktadir. Genel olarak, lavantanin quorum sensing ve biyofilm
modiilasyonu iizerinden, atkuyrugunun ise fenolik/flavonoid igerigiyle Gram-pozitif

bakterilere kars1 antimikrobiyal potansiyeli 6n plana ¢ikmaktadir.
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2.6.1 Atkuyrugu ekstraktinin antimikrobiyal etkileri

Atkuyrugu zengin silika, fenolik bilesik ve flavonoid igerikleriyle bilinir. Radulovi¢ ve
arkadaslarinin ~ caligmasinda, atkuyrugu ugucu yagmin 1:10 seyreltmesinin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella enteritidis gibi hem Gram-pozitif hem Gram-negatif
bakterilere kars1 genis spektrumlu giicli antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. GC-MS analizinde 6ne ¢ikan bilesenler arasinda hexahydrofarnesyl acetone,
cis-geranyl acetone, thymol ve trans-phytol yer almaktadir (Radulovi¢ vd., 2006). Ayrica
Eren ve Inci tarafindan yiiriitiilen bir arastirma, metanol ve etanol ekstraktlarinin cesitli
patojenler tizerinde 20 mm civarinda inhibisyon zonlari olusturdugunu bildirmistir (Eren
vd., 2024). Farkl ¢o6ziiciilerle yapilan ¢alismalar, antibakteriyel etkinligin ekstrakt tipine
gore degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Ornegin sinirhi etkinlik gosteren
kloroform ekstraktina karsin, metanol ve etanol ekstraktlari belirgin seviyede inhibisyon
saglamistir. Bu sonuglar, atkuyrugu’nun biyoyararliligini kanitlar sekilde, fenolik ve
flavonoid igeriklerinin antimikrobiyal aktivite agisindan ©6nemli oldugunu isaret

etmektedir.

2.6.2 Lavanta ekstraktimin antimikrobiyal etkileri

Lavanta ugucu yagi, 6zellikle linalool ve linalil asetat bilesenleriyle dikkat ¢eker ve
bakteriyel zar gecirgenligini bozarak etki gosterir. Massoud ve arkadaslarinin ACS
Omega’da yayimlanan ¢alismasinda, Liibnan menseli L. angustifolia ve L. x intermedia
(lavandin) yaglarinin S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. coli ve S. marcescens gibi
bakterilere kars1 test edildigi ve minimum inhibit6r konsantrasyonlarin (MIC) sirasiyla
0.174 ve 0.169 mg/mL oldugu raporlanmistir. Ayrica her iki yag da bakteriyostatik degil,
bakterisidal etki gostermis, yani bakteriyi oldiirmiistiir (Massoud vd., 2024). Bir bagka
caligma ise Bulgaristan’in Varna bdolgesinde yetistirilen “Jubileina” lavantasi yaginin
linalool/segici monoterpen yapici profili tasidigin1 ve E. coli gibi bakterilere 0.31 %
diizeyinde antibakteriyel aktivite sergiledigini gostermistir (Stamova vd., 2025). Bu

caligmalar, lavanta esasli yaglarin Gram-pozitif bakterilere karsi 6zellikle etkili
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oldugunun yani sira, Gram-negatiflere kars1 da 6nemli potansiyel igerdigini destekler
niteliktedir.

2.6.3 Antifungal etki

Mantarlar dkaryotik mikroorganizmalar olup hiicre duvarlarinda kitin, membranlarinda
ise ergosterol bulundurmalar1 ile diger canli gruplarindan ayrilir ve bu &zellikler
antifungal tedavilerin baslica hedeflerini olusturur (Talapko vd., 2021). Cesitli yasam
bi¢imlerine sahip olan mantarlar arasinda Candida albicans, en sik rastlanan firsatci
patojen maya tiirlerinden biridir. Normal sartlarda insan mukozalarinda kommensal
olarak bulunmasina ragmen bagisiklik sisteminin baskilanmasi veya mikrobiyota
dengesinin bozulmasi halinde patojen hale gecerek yiizeyel ya da sistemik enfeksiyonlara
yol agabilir (Macias-Paz vd., 2023; Srb vd., 2025). C. albicans’in baslica viriilans
faktorleri arasinda dimorfizm (maya hif arasinda form degisimi), giiglii biyofilm
olusturma kapasitesi, adezyon proteinleri, hidrolitik enzimler (proteaz, fosfolipaz) ve
konagin immiin yanitin1 baskilayan mekanizmalar yer almaktadir (Yal¢in ve Bonabian,
2025). Bu nedenle biyofilm ve hiflenmenin baskilanmasi antifungal stratejiler agisindan
kritik oneme sahiptir. Literatiirde lavanta ugucu yagmm ve temel monoterpenleri olan
linalool ve linalyl asetatin C. albicans iizerinde fungistatik ve fungisidal etkilere sahip
oldugu, diisiik konsantrasyonlarda hiflenmeyi baskiladig: ve biyofilm olusumunu anlamli
derecede azalttig1 raporlanmistir (Neisari vd., 2025). Benzer sekilde geraniol, ergosterol
seviyelerini diistirerek, PM-ATPaz aktivitesini inhibe ederek ve biyofilmi zayiflatarak
daha diistik sitotoksisiteyle antikandidal etki sergilemektedir (de Souza vd., 2024). Ayrica
bu bilesiklerin antifungal ajanlarla sinerjistik etkilesim gosterebildigi vurgulanmaktadir
(Biernasiuk ve Malm, 2023). Atkuyrugu tarafinda ise dogrudan C. albicans’a karsi
modern veriler sinirli olsa da, atkuyrugundan izole edilen endofitik bakterilerin
antikandidal etki gosterebildigi bildirilmistir (Das vd., 2016). Ayrica bitkinin fenolik ve
flavonoid bilesenlerce zengin oziitlerinin antifungal potansiyel tasiyabilecegi One
striilmektedir (Pallag vd., 2018). Genel olarak bakildiginda, lavantanin o&zellikle
hiflenme ve biyofilm gibi viriilans faktorlerini hedefleyebildigi, atkuyrugunun ise
potansiyel antifungal etkilerinin daha ¢ok dolayli olup ileri ¢alismalara ihtiya¢ duydugu

gorilmektedir.
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2.6.4 Bitki kaynaklh eksozom benzeri nanovezikiillerin antibakteriyel ve antifungal
aktivitelerdeki rolii

PEV’ler lipit—protein—niikleik asit kargolar1 ve biyouyumlu zar yapilari sayesinde
antimikrobiyal ve konak-modiilator etkiler i¢in giderek daha fazla arastirilmaktadir; son
derlemeler pEV’lerin bakteriyel ve fungal patojenlere karsi potansiyelini one
cikarmaktadir (Shan vd., 2024; Yi vd., 2023). S.aureus ve P. aeruginosa ozelinde,
GDEN’ler dahil gesitli pEV’lerin antibakteriyel/antibiyofilm etki gosterebildigi ve hatta
hibrit nano-platformlarda (6r. Pd—Pt ile birlestirilen GDEN’ler) giiglii antimikrobiyal
performans sergiledigi bildirilmistir (Bahri vd., 2024; Qiao vd., 2022). Hayvan-kaynakli
EV’ler agisindan, siit EV’leri’nin S. aureus biiyiimesini dogrudan inhibe ettigi ve
antibiyotik tasiyicisi olarak etkinligi artirabildigi gosterilmistir; yakin tarihli ¢caligmalar
mEV’lerin B-laktamlar gibi ajanlarla birlikte i¢ hiicre i¢i S. aureus hedeflemede yararl
olabilecegini gostermektedir (J. Kumar vd., 2024; Sapugahawatte vd., 2024).
Mezenkimal kok hiicre (MSC)-tiirevi EV’ler Ve epitel/immiin hiicre EV’leri, S. aureus ve
P. aeruginosa’ya kars1 antibakteriyel ve antibiyofilm etkiler, inflamasyon azaltimi ve
akciger enfeksiyonu modellerinde yiik azalmasi ile iliskilendirilmistir (Bokka vd., 2020;
Enayati vd., 2024). Fungal alanda, oral epitel hiicrelerinden tiireyen EV’lerin Candida
albicans’a kars1 dogrudan membran hasari araciligiyla antifungal etki gosterebildigi;
ayrica makrofaj-tiirevi belirli EV alt populasyonlarinin C. albicans enfeksiyonlarinda
biyobelirteg/terapotik hedef olabilecegi raporlanmistir (Li vd., 2024). C. albicans’ta
konak ve mantar kaynakli EV’lerin rolii proteomik ve hastalik modelleriyle
aydmlatilmaya devam ederken (Gandhi vd., 2022), pEV’lerin dogrudan C. albicans
tizerine antifungal etkisini kantitatif olarak ortaya koyan birincil deneysel veri hala

sinirhidir
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez calismasinda bitkisel kaynakli eksozom benzeri nanopargaciklarin izolasyonu,
karakterizasyonu ve in vitro biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla cesitli
kimyasal, biyolojik ve fiziksel materyaller kullanilmistir. Kullanilan tiim materyaller,

kullanim amaglarina gore asagida detaylandirilmistir.

3.1.1 Bitkisel materyaller

Calismada kullanilacak bitkisel materyaller, Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Halk
Saglig1 Enstitiisii’ne bagli Geleneksel, Tamamlayici ve Entegratif Tip Boliimii’ne ait
Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bahgesi’nden temin edilmistir. Deneylerde kullanilacak iki
farkli tibbi bitki tirti (Lavandula spp. ve Equisetum spp.) eksozom benzeri
nanopargaciklarin kaynagi olarak secilmistir. Bitkiler, taze olarak toplanip steril sartlarda

yikanmis ve homojenizasyon islemine tabi tutulmustur.

3.1.2 Kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Bu calismada kullanilan baslica kimyasallar ve islevleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered | Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Saline)

RIPA Buffer Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD
Qubit™ Protein Standards 1, 2, 3 ve | Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Reagent ABD

%4 Paraformaldehit (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD
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Cizelge 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler (devam)

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered

Saline)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

%1 Uranyl Asetat

Electron Microscopy Sciences (EMS),
Hatfield, ABD

Metanol, Su, Kloroform

Merck, Darmstadt, Almanya

Tripan Mavisi

Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD

DMSO (Dimetilsiilfoksit)

Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD

DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

RPMI
Institute)

(Roswell  Park  Memorial

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

FBS (Fetal Bovine Serum)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep)

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Trypsin-EDTA

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Mueller-Hinton Broth

(MHB; Merck, Darmstadt, Almanya)

3.1.3 Biyolojik materyaller

Insan Keratinosit Hiicre Hatt1 Hiicre Hatti (HACAT): Epidermal homeostaz ve yara

tyilesme siireclerinin modellenmesinde kullanilmistir. Hiicreler %10 FBS igeren RPMI

besiyeri ile kiiltiire edilmis ve %5 CO: ortaminda 37°C'de inkiibe edilmistir.

insan Dermal Fibroblast Hiicre Hatti (HDF): Cilt dokusunun rejenerasyonu ve yara
iyilesmesinde dnemli rol oynayan hiicrelerdir. Eksozom uygulamalarinin hiicreler arasi
etkilesimler ve bag doku yanitlar1 {izerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla

kullanilmistir. Hiicreler %10 FBS iceren DMEM besiyeri ile kiiltiire edilmis ve %5 CO-

ortaminda 37°C'de inkiibe edilmistir.
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Bitkisel Eksozom Benzeri Nanopartikiiller: HACAT ve HDF hiicrelerine uygulanarak
hiicre canliligi, yara iyilesmesi, anti-senesens etkisi, antimikrobiyal aktivitesi ve gen

ekspresyonu analizlerinde test edilmistir.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: Klinik izolat kokenli, siklikla antibiyotik
diren¢ mekanizmalariin arastirilmasinda kullanilan, Gram-negatif, firsatg1 patojen bir
bakteridir. Antimikrobiyal testlerde kalite kontrol susu olarak yaygin sekilde

kullanilmaktadir.

Staphylococcus aureus ATCC 43300: Metisiline direngli (MRSA) fenotipe sahip,
Gram-pozitif patojen bir bakteridir. Antimikrobiyal diren¢ ¢alismalarinda ve in vitro

duyarlilik testlerinde referans susu olarak kullanilmaktadir.

Candida albicans ATCC 10231: insanlarda sik rastlanan mantar enfeksiyonlarinin
etkenlerinden biridir. Antifungal duyarlilik testlerinde ve patojenite caligmalarinda

kullanilan standart maya susudur.

3.1.4 Cihaz ve laboratuvar ekipmanlar:

Homojenizator: Bitki materyallerinin pargalanarak homojen hale getirilmesi igin

kullanilmastir.

Santrifiij ve Ultrasantrifiij (2.000g, 10.000g, 120.000g): Eksozom benzeri
nanopartikiillerin izolasyonu i¢in sirasiyla partikiil uzaklastirma ve ¢oktiirme amaciyla

kullanilmastir.

Invitrogen™ Qubit™ 4 Florometre: izole edilen eksozom benzeri nanopartikiillerin

protein igeriginin kantitatif olarak olgiilmesinde kullanilmistir.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM): 1izole edilen eksozom benzeri

nanopartikiillerin morfolojik olarak goriintiilenmesi ve boyut tayini igin kullanilmistir.

Formvar/Carbon Supported Copper Grids: TEM analizinde eksozom benzeri

nanopartikiilleri tasimak amaciyla kullanilmistir.
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Dinamik Isik Sagihima (DLS) Cihazi1 — Nanosizer: Eksozom benzeri nanopartikiillerin

boyut dagilimi ve polidispersite indeksinin belirlenmesinde kullanilmistir.

GC-MS (Gaz Kromatografi - Kiitle Spektrometresi): Eksozom benzeri
nanopartikiillerin iceriginde bulunan metabolitlerin ayrilmasi ve analiz edilmesi i¢in

kullanilmistir.

MetaboAnalyst Yazilimi: GC-MS sonuglarinin analizinde; PCA ve 1s1 haritalari

olusturmak i¢in kullanilmistir.

TC20™ Automated Cell Counter (Bio-Rad): Hiicre canliligi ve yogunlugunun

otomatik sayimi i¢in kullanilmistir.

inkiibatér (%5 CO:, 37°C): Hiicrelerin uygun kosullarda biiyiitiilmesi icin

kullanilmuistir.

Invert Mikroskop: Hiicre morfolojisinin ve kiiltiir yogunlugunun izlenmesinde

kullanilmastir.
96 Kuyucuklu Plakalar: Hiicre kiilttirti ve MTT testi igin kullanilmistir.

qPCR Cihazi: Gen ekspresyon analizlerinin gergeklestirilmesinde kullanilmistir.

3.1.5 Molekiiler biyoloji reaktifleri (QPCR)

cDNA Sentez Kiti: Eksozom uygulamasi sonrasi hiicrelerden elde edilen RNA’nin

cDNA’ya cevrilmesinde kullanilmistir.

SYBR Green & Master Mix: qPCR sirasinda DNA amplifikasyonu saglamak igin

kullanilmastir.

Gen Spesifik Primerler: FGF, MMP, Col1A1l, Col1A2 ve IL-6 genlerinin ekspresyon

seviyelerini degerlendirmek amaci ile tasarlanmiglardr.
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3.2 Yontem

Bu c¢alisma, atkuyrugu ve lavanta bitkilerinden elde edilen eksozom benzeri
nanovezikiillerin, in vitro kosullarda, HACAT ve HDF hiicre hatti iizerinde yara
lyilestirme  potansiyelinin ~ ve  antimikrobiyal etkilerinin  degerlendirilmesini
amaclamaktadir. Ayrica, bu nanovezikiillerin morfolojik ve yapisal karakterizasyonu,
sitotoksisite analizleri, hiicresel senesens tizerine etkileri ve de antimikrobiyal testleri ile
biyolojik etkinlikleri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Elde edilen bulgular, pEV tabanl
ile yara iyilestirme ve enfeksiyon kontroliinde yeni ve biyouyumlu bir tedavi

yaklagiminin gelistirilmesine katki saglamay1 hedeflemektedir.

3.2.1 Bitki materyali temini

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi (AYBU) Halk
Saglig1 Enstitiisii, Geleneksel, Tamamlayici ve Entegratif T1p Boliimii, Tibbi ve Aromatik
Bitkiler Yetistirme Bahgesi’nden bitki materyali temini saglanmistir. Deneysel
uygulamalar i¢in PEV kaynagi olarak tibbi bitkilerden atkuyrugu ve lavanta temin
edilmistir. Bitkiler taze olarak hasat edildikten sonra uygun sterilize kosullar altinda
muhafaza edilmistir ve bu ¢alismada her iki tiirlin de ¢igek kisimlar1 kullanilmak tizere

secilmistir.

3.2.2 Eksozom izolasyonu

Yapilacak arastirmalarda kullanilmak iizere pEV’lerin izolasyonu standardize edilmis
protokollerin uygulanmas: ile gergeklestirilmistir. Izolasyon siirecinin ilk giiniinde bitki
ornekleri tartilarak %70’lik EtOH ile dezenfekte edilmis ardindan ddH2O kullanilarak
EtOH uzaklastirilmistir. Devaminda bitki 6rnekleri PBS kullanilarak blender yardimi ile
parcalanmis ve steril filtreler kullanilarak stiziilmiistiir. Stiziilen 6rnekler steril falkonlara
45ml olacak sekilde boliinerek kademeli santrifiij i¢in hazirlanmigtir. Kademeli santrifiij
sonras1 Ornekler yeni steril falkonlara aktarilmis ultrasantrifiij asamasina kadar beklemek

tizere -20°C’de saklanmistir (Sekil 3.1A). Ultrasantrifiij asamasinda falkonlarda saklanan
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bitki 6rnekleri ultrasantrifiij tiiplerine maksimum hacim miktarina kadar (yaklasik olarak
80 mL) aktarilir ve tiipler kapatilmadan once hassas terazide 6lglim yapilarak hacimleri
esitlenir. Tiplerin kapaklar1 sabit bir kuvvet ile sikica kapatilir ve ardindan ilk yikama
islemi i¢in cihaza yerlestirilir, Ornekler 34.000 rpm’de yaklasik olarak 2 saat
santrifiijlenir. Devaminda tiipler agilir igerisindeki sivi bosaltilir yerine ddH2O yeniden
hacimleri esitlenerek eklenir. Tiipler kuvvet ile kapatildiktan sonra cihaza yerlestirilir ve
ikinci yikama islemi i¢in 34.000 rpm’de yaklasik 1 saat daha santrifiijlenir. Yikama islemi
sonunda siv1 yeniden bosaltilir ve tiiplerin kenarinda bulunan eksozomlar1 parcalamak
tizere totalde 700uL PBS asamali bir sekilde eksozom iizerinde pipetaj yapilarak
uygulanir. Pargalanan eksozomlar eppendorflara aktarilir (bu asamada hala homojen bir

yapida olmayan eksozomlara kisa siireli sonikasyon uygulanir) (Sekil 3.1B).

Sekil 3.1 pEV’lerin izolasyon asamalari
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3.2.3 Invitrogen™ Qubit™ 4 Florometre kullanilarak protein miktari belirlenmesi

Protein miktar1 tayini Qubit™ Protein analiz kiti (Katalog Num: Q33211) kullanilarak
Invitrogen™ Qubit™ 4 Florometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
cihazi ile gergeklestirilmistir. Ticari kit ile birlikte satin alinan ti¢ farkli standart (Qubit
Protein Standards 1, 2, 3) hazirlanmistir. Kit protokoliinde belirtildigi {izere her standart
icin 199 uL buffer ve 1 pL reagent kullanilarak karisim olusturulmus ve tiiplere
dagitilmustir. Olgiilecek protein 6rnedi, RIPA buffer ile 1:1 oraninda (5 uL RIPA + 5 uL
ornek) seyreltilmistir. Ornekler, 15-20 kez pipetaj yapilarak karistirilmistir. 1 dakika
bekledikten sonra, 2 puL RIPA'll 6rnek standart karigimina eklenmistir. Tim tiipler,
karanlik bir ortamda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan, ilk standartlar 6l¢iilerek protein
miktar1 belirlenmistir. Olciim sonuclari, RIPA ile sulandirma orani dikkate alinarak 2 ile

carpilarak nihai protein miktar1 hesaplanmustir.

3.2.4 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile eksozom morfoloji ve
boyutunun incelenmesi

Eksozomlarin morfolojisini ve spesifik boyutunu karakterize etmek i¢in Transmisyon
Elektron Mikroskobu (FEI, Tecnai G2 S-TWIN, ABD) ile inceleme gergeklestirilmistir.
Eksozomlar 10 dakika boyunca TEM 1zgaralarimin (Formvar/Carbon Supported Copper
Grids) karbon kapl:i yiizeyinde inkiibe edilerek gride adsorblanmigtir. Daha sonra
eksozomlarin 1zgara {izerine sabitlenmesini saglamak amaciyla %4 PFA ilave edilerek 5
dakika inkiibasyon saglanmis ve PFA’nin yikama islemi ile uzaklastirilmasinin ardindan
eksozomlarin zit boyamasi, 5 dakika boyunca %1 uranil asetat ¢ozeltisi ile inkiibe
edilerek gerceklestirilmistir. 2 saatlik bir kurutma isleminin ardindan TEM altinda

eksozom morfolojileri gézlemlenmistir.

3.2.5 Dinamik Isik Sacilim (DLS) ile boyut dagiliminin belirlenmesi

Eksozomlarmin boyut dagilimi ve polidispersite indeksi, kiiresel pargaciklarin Brown
hareketinin neden oldugu sagilan 151k yogunlugundaki degisiklikleri 6lcen DLS teknigi

ile degerlendirilmistir. Bu amagcla, eksozomlar hacimce 1:10 olacak sekilde DPBS ile
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seyreltilmis ve eksozomlar i¢in Nanosizer (Malvern Panalytical, Birlesik Krallik)

kullanilarak DLS spektrumlar elde edilmistir.

3.2.6 GC-MS analizi ve veri isleme

Metabolomik ¢alismalar i¢in metanol-su-kloroform sistemi ile izole edilen metabolitlerin
gaz kromatografi-kiitle spektrofotmetresi (GC-MS) ile analizlerinin gergeklestirilmesi
icin s0z konusu metabolitlerin tiirevlendirilmesi gerekmektedir. Tiirevlendirme ajani
olarak  N-Metil-N-(trimetisil)  trifluoroasetamid  ve  N-tert-biitildimetilsil-N-
metiltrifluoroasetamid (MTBSTFA) denenecektir. GC-MS’de iyonlagsma igin kullanilan
yiikksek enerji, bilesikleri kiigiik fragmentlere parcalamaktadir. Bu ylizden uygun
fragmentin seg¢ilmesi dogru analizlerin gergeklestirilmesi i¢in kritik rol oynamaktadir.
Elde edilen spektrumlar Metaboanalyst gibi veri isleme ve biyoinformatik araglar ile
islenmis ve sonucta gruplar aras1 ayrmmlar gdstermek icin Ilksel Bilesen Analizi ve
gruplarin ayrismasina katkida bulunan metabolitlerin belirlenmesi i¢in 1s1-harita grafikleri

elde edilmistir.

3.2.7 Hiicre Kiiltiirii kosullar:

Elde edilecek eksozomlarin biyolojik etkinliklerinin temel diizey hiicre Kiltiri
seviyesinde test edilmesi planlanmigtir. Bunun i¢in laboratuvar altyapimizda HACAT
hiicre hatti ve HDF hiicre hattt mevcuttur. HACAT hiicreleri, epidermal homeostazisi ve
bunun patofizyolojisini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilirken, bu hiicreler, %10 FBS
igceren RPMI besiyeri ile kiiltiire edilirler ve %5 karbondioksit igeren bir inkiibatorde
37°C’de biiyiitiiliirler (Figiir 3.2) Benzer sekilde Insan deri fibroblastlarindan tiiretilmis
olan HDF hiicreleri, dermal matriks sentezi, yara iyilesmesi ve hiicreler arasi
etkilesimlerin arastirilmasinda siklikla kullanilmaktadir. HDF hiicreleri de benzer olarak,
%10 FBS iceren DMEM besiyeri ile kiiltiire edilmistir ve %35 karbondioksit iceren
inkiibatorde 37°C’de biiyiitiilmiistiir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 (A) %10 FBS igeren hiicrelerin besiyeri ile kiiltiire edilmesi. (B) %5
karbondioksit i¢eren inkiibatdrde 37°C’de biiyiitiilmesi

3.2.8 Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler bir invert mikroskop yardimiyla morfolojik ve sayisal agidan diizenli olarak
incelenmistir. Hiicrelerin besi ortamlar1 2-3 giin araliklarla taze besiyeri ile

degistirilmistir.

3.2.9 Hiicre sayim islemi

Mililitrede bulunan canli hiicre sayisinin hesaplanabilmesi i¢in Tripan mavisi ile boyama
yontemiyle hiicre sayim islemi gerceklestirilmistir. Sayma islemi TC20™ Automated
Cell Counter (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, ABD) cihaz1 ile
gergeklestirilmistir. Ustel biiyiime fazindaki hiicreler 96 kuyucuklu plakalarda kuyu
basma 1.0 x 10° hiicre yogunlugunda ekilerek ve %5 CO: iceren, nemlendirilmis

inkiibatorde 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3.2.10 Hiicrelere eksozom uygulamasi i¢in efektif dozun belirlenmesi (ecso) ve
hiicrelere eksozomlarin uygulanmasi

Hiicrelere uygulanacak olan optimum eksozomlarin doz ve siirelerinin belirlenmesi igin
on deneme setleri kurulmustur. Bu kapsamda hiicrelere 1, 10, 50, 100, 200, ve 500 ug/mL
ve 12. 24. 48. ve 72. saatte eksozom uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.3). Uygun doz aralig

hiicre canliligini 6lgen MTT testi araciligiyla segilerek hiicresel yanitlari incelenmistir.
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MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) bilesiginin ¢éziinmeyen
bir formazan tiriiniine donistiiriilmesine dayanmaktadir. Aktif metabolizmaya sahip canlt
hiicreler MTT'y1 formazana doniistiiriirken 6lii hiicreler bu yetenegini kaybeder ve sinyal
gosteremezler. Bu nedenle renk olusumu, yalnizca canli hiicrelerin yararli ve uygun bir
belirteci olarak hizmet etmektedir. 590 nm'de o6lgiilen absorbans, canli hiicrelerin
sayistyla orantilidir. Tiim denemeler 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3 Hiicrelere eksozom uygulanmasi igin efektif doz belirlenmesi amaciyla (A)
hiicrelerin ekilmesi ve (B) hiicrelere PEV uygulamasi

3.2.11 Atkuyrugu ve lavanta kaynakh pev’lerin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin
in vitro olarak incelenmesi

Yara iyilesmesi ilizerine eksozomlarin etkilerini degerlendirmek amaciyla in vitro ¢izik
testi uygulanmistir. HACAT ve HDF hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve %90
konfluens diizeyine ulastiklarinda, steril pipet ucu kullanilarak monolayer yiizeyinde
cizik olusturulmustur. Ardindan hiicreler, belirlenen konsantrasyonlarda pEV’ler ile

muamele edilerek 24, 48 ve 72. saatlerde diizenli araliklarla izlenmistir.

Tedavi sonrasi hiicre gocili ve yara kapanma siireci ters mikroskop altinda gézlemlenmis

ve goriintiilenmistir. Cizik modeli kapsaminda hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve yara
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kapanma oranlar1 ImageJ yazilimi kullanilarak kantitatif olarak 6l¢iilmiis ve elde edilen

veriler analitik degerlendirmeye tabi tutulmustur.

3.2.12 Hiicresel senesensin  SA-B-Gal (p-Galaktosidaz) aktivitesi ile
degerlendirilmesi

Senesens, Cell Senescence P-Galactosidase Staining Kit (Katalog No: K320-500,
MedChemExpress (MCE), Monmouth Junction, NJ, USA) kullanilarak
degerlendirilmistir. Hiicreler yaklasik %90 konfluens diizeyine ulastiginda kiiltiir ortami
uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan, B-galaktozidaz fiksatif
cozeltisi ile oda sicakliginda 10-15 dakika siireyle fikse edilen hiicreler ii¢ kez PBS ile

yikanmustir. Negatif kontrol i¢in boyama ¢6zeltisi eklenmemis hiicreler kullanilmistir.

Boyama sollisyonu, iretici talimatlarina gére hazirlanarak hiicrelere uygulanmis ve
inkiibasyonun ardindan senesens fenotipini yansitan mavi formazan cokeltileri optik
mikroskop altinda degerlendirilmistir. Goriintiiler ImageJ yazilimi kullanilarak analiz
edilmis, PB-galaktozidaz pozitif alanlar hiicresel yiizey alanina normalize edilerek

kantitatif olarak hesaplanmustir.

3.2.13 Total Oksidan Statiisii (TOS) / Total Antioksidan Statiisii (TAS) él¢iimleri ile
redoks dengesinin degerlendirilmesi

HDF ve HACAT hiicreleri, her bir flaskta 1 x 10° hiicre yogunlugunda olacak sekilde
T25 flasklara ekilmistir. Hiicreler %90 konfluensiye ulastiginda, H-EV, L-EV veya S-EV

(sinerjik grup) ile muamele edilmistir.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan hiicreler tripsin ile ayrilmis, elde edilen
hiicre lizat1 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan

sonra hiicre pelletleri 1 mL soguk PBS igerisinde siispanse edilmistir.

Toplam antioksidan kapasite, ABTS-temelli kolorimetrik bir kit (E-BC-K801-M,
Elabscience, ABD) kullanilarak belirlenmistir. 0—2 mmol/L araliginda, %60 etanol ile
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hazirlanan standart diliisyonlar1 ile standart egri olusturulmus ve 660 nm’de absorbans

degisimleri kaydedilmistir.

Toplam oksidan seviyeleri ise kolorimetrik bir kit (E-BC-K802-M, Elabscience,ABD)
kullanilarak degerlendirilmistir. Hidrojen peroksit (H20:) standartlari, ¢ift distile su ile 0—

100 pmol/L araliginda hazirlanmis ve dl¢timler 590 nm’de yapilmistir.

Her iki analizde de 6rneklerin TOS ve TAS konsantrasyonlari, optik yogunluk degerleri

tizerinden hesaplanan formiiller kullanilarak belirlenmistir.

3.2.14 Gen ekspresyon analizleri (RNA izolasyonu ve cDNA sentezi)

Ticari kit kullanilarak ve treticinin 6nermis oldugu protokol adimlar takip edilerek
RNA’lar elde izole edilmistir. Elde edilen RNA’larin saflik ve miktarlart NanoDrop Lite
spektrometre (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, ABD) ile lciilmiistiir. izole
edilen RNA’larin lambda degerlerinin 1.9-2,0 arasinda olmas1 izolasyon adimlarinin
basarili bir sekilde gerceklestigini ve sonraki adimlarda kullanilmak tizere dogru kalitede
ve safliktaki RNA’larin izole edildigini dogrulamistir. Takiben izole edilen RNA’larin
integritilerinin kontroliinii saglamak {lizere RNA’lar %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Gen ifadesini Ol¢gmek {izere tek iplikli RNA’lar c¢cDNA’ya
doniistliriilmiistiir. cDNA eldesi i¢in ticari kit kullanilarak tiretici firmanin Onermis

oldugu protokol adimlar takip edilerek cDNA’lar sentezlenmistir

3.2.15 Primer tasarim

Hedef genler (Col 1A1, Col 1A2, FGF, MMP, IL-6) igin primerler, Integrated DNA
Technologies (IDT) PrimerQuest Tool ¢evrimig¢i yazilimi kullanilarak tasarlanmistir.
Gen-spesifik bolgeler segilerek tasarim siirecinde GC igerigi optimize edilmistir (Cizelge
3.2). Amplikon uzunluklar1 ve potansiyel ikincil yapilar (sa¢ tokalari, dimerizasyon) IDT
algoritmalar1 kullanilarak kontrol edilerek hedef genler tasarlanamistir. Tasarlanan

primer dizileri, NCBI Primer-BLAST veritaban1 araciligiyla 06zgiilliik agisindan
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dogrulanarak ticari olarak sentezlettirilmistir. Devaminda FGF, MMP, Col 1A1 Col 1A2
ve IL-6 genlerine ait tasarlanan primerler kullanilarak elde edilen cDNA'larin ¢ogaltimi

saglanmistir.

Cizelge 3.2 Primerler, Integrated DNA Technologies (IDT) PrimerQuest Araci
kullanilarak tasarlanmis ve Ozgiilliikkleri Primer-BLAST veri tabani
araciligiyla dogrulanmistir. Tabloda, ilgili genler i¢in ileri (F) ve geri (R)
primer dizileri 5'—3’ yoniinde sunulmaktadir

ileri Primer Dizileri (5'—3") Geri Primer Dizileri (5'—3")
COL1A1 CTGCTGGACGTCCTGGTGAA ACGCTGTCCAGCAATACCTTGAG
COL1A2 GAGGGCAACAGCAGGTTCACTTA |TCAGCACCACCGATGTCCAA
FGF (FGF-2) |GTGTGTGCTAACCGTTACCT GCTCTTAGCAGACATTGGAAG

MMP (MMP-1) | TTGAAGCTGCTTACGAATTTGC GAAGCCAAAGGAGCTGTAGATGTC

IL-6 TAGCCTCAATGACGACCTAAG GTGGGGCTGATTGGAAACCT

3.2.16 gPCR analizi

cDNA o6rnekleri, gen-6zgiil primerler kullanilarak SYBR Green [ boyasi (Bio-Rad, ABD)
ile amplifiye edilmistir. gPCR reaksiyonlari, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, ABD) cihazinda gergeklestirilmis ve gen ekspresyon seviyeleri nicel

olarak degerlendirilmistir.

3.2.17 Antibakteriyel ve antifungal aktivitenin belirlenmesinde mikrodiliisyon
yontemi

Antibakteriyel ve antifungal aktivitenin test edilmesinde mikrodiliisyon yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde, CLSI (2008, 2009) standartlar1 referans alinarak kismen
modifiye edilmis bir yaklagim izlenmistir. Bu baglamda, ¢alismada test materyali olarak
Mueller-Hinton Agar (MHA; Merck, Darmstadt, Almanya) plaklarinda aktive edilen
bakteri ve mantar suslar1 kullanilmistir. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve Candida albicans ATCC 10231 suslari igin
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antimikrobiyal aktivite testlerinde Mueller-Hinton Broth (MHB; Merck, Darmstadt,

Almanya) tercih edilmistir.

Bakteriyel suslar i¢in 24 saat, fungal sus i¢in ise 48 saat slireyle 37 °C’de inkiibasyonun
ardindan, MHA plaklarinda gelisen kiiltiirlerden 0.5 McFarland standardina uygun kiiltiir
stispansiyonlar1 hazirlanmistir. Kiiltiir siispansiyonunun hazirlanmasinin ardindan, her bir
mikrotitre plaka kuyusuna 150 pL MHB ortami, bakteriyel suslar i¢cin 5 x 10° CFU/mL
ve fungal sus i¢in 0.5-2.5 x 10* CFU/mL olacak sekilde (her bir kuyuya 15 pL) inokiile
edilmistir. Ayrica, ii¢ farkli test grubu ile negatif ve pozitif kontrol gruplar1 da kuyulara

eklenmistir.

Bu baglamda, test gruplari bitkilerden izole edilip karakterize edilen ekstraseliiler
vzezikiillerin farkli konsantrasyonlariyla olusturulmustur. Her bir 6rnek 10° vezikiil/mL
konsantrasyonunda hazirlanmis ve MHB ortami, 105, 10° ve 107 vezikiil/mL olacak
sekilde ayarlanmistir. Pozitif kontrol kuyularinda yalnizca ortam ve kiiltiir inokulumu yer
almistir. Inokiilasyon sonrasi, bakteriyel kiiltiirler igin plaklar 24 saat boyunca 37 °C'de,

fungal kiiltiir i¢in ise 48 saat boyunca 35 °C'de inkiibe edilmistir.

Optik yogunluk (OD) 6lciimleri, bakteriyel kiiltiirler i¢in 6., 12. ve 24. saatlerde; fungal
kiiltiir i¢in ise 24. ve 48. saatlerde, 600 nm dalga boyunda ¢alisan bir mikrotitre plaka
okuyucusu ile gerceklestirilmistir. Test gruplarindaki optik yogunluk degerlerinde,
kontrol gruplarina kiyasla gozlenen azalmalar, uygulanan vezikiillerin potansiyel

antimikrobiyal aktivitesi olarak yorumlanmaigtir.

3.2.18 Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz

gPCR’den elde edilen veriler referans olarak B-Actin geni kullanilarak 2-AACT formiilii
ile normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Daha sonra elde edilen bu veriler
Multiple t testi kullanilarak Graphpad Prism 9.0.0.121 (https://www.graphpad.com/
scientific-software/prism/) yazilimi ile istatistiksel analiz yapilmig ve grafige

doniistiiriilmiistiir. Antimikrobiyal ¢alismalar igin ise; Veriler, ortalama + standart sapma
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(SD) seklinde ifade edilmistir. Gruplar arasi istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu ile test
gruplar1 arasindaki ¢oklu karsilagtirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Dunnett’in post hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim analizler, GraphPad Prism

yazilimi (siiriim 8.0, GraphPad, Boston, MA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bitki kaynakli eksozom benzeri nanovezikiiller, hiicreler arasi iletisimde rol oynayan
dogal yapilar olmalar1 ve biyolojik igerik tasima kapasiteleri nedeniyle son yillarda yogun
ilgi gérmektedir. Zencefil (Zingiber officinale) (Zhu vd., 2015), tiiztim (Vitis vinifera)
(Savci vd., 2021), turunggiller (Citrus spp.)(Raimondo vd., 2015), gibi pek ¢ok bitkiden
elde edilen pEV’lerin morfolojik ve biyofiziksel 6zellikleri literatiirde detayli olarak rapor
edilmistir. Bununla birlikte, tibbi bitkiler arasinda 6nemli bir yere sahip olan atkuyrugu
ve lavanta kaynakli pEV’lere iliskin veriler smirlidir. Bu baglamda ¢alismamiz, soz
konusu iki bitkiden elde edilen pEV’lerin temel fiziksel 6zelliklerini ortaya koyarak,
literatiirdeki bulgularla kiyaslama yolu ile biyolojik etkilerini kapsamli bir sekilde

degerlendirmistir.

4.1 pEV’lerin morfolojik analizi ve karakterizasyonu

Bu c¢alismada, atkuyrugu ve lavanta bitkilerinden izole edilen eksozom benzeri
vezikiillerin morfolojik ve boyutsal dzellikleri detayli olarak incelenmistir. izolasyon
sonras1 gerceklestirilen karakterizasyon analizleri, bu vezikiillerin hem yapisal
biitiinliiklerini hem de tipik eksozomal morfolojilerini korudugunu ortaya koymustur.
Elde edilen bulgular, her iki bitki tiirlinden tiiretilen pEV’lerin nanometrik o6lgekte
istikrarli yapilar olusturdugunu, boyut dagilimlarinda ise farkliliklar gostererek biyolojik
cesitlilik sundugunu gostermektedir (Sekil 4.1). Bu 6n degerlendirmeler, s6z konusu
PEV’lerin biyolojik fonksiyonellikleriyle iligkili olabilecek yapisal nitelikleri anlamak

acisindan 6nemli ipuclart saglamaktadir.
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Sekil 4.1 E. arvense kaynakli pEV’lerin TEM goriintiisii (A) ve DLS analizi (B); L.
angustifolia kaynakli pEV’lerin TEM goriintiisii (C) ve DLS analizi (D);
PEV’lerin protein konsantrasyonlar1 (E)

E. arvense 6rnegimizde DLS analizinde 161 nm’lik baskin popiilasyon ve 430 nm’lik
ikinci pik gozlenmistir. Bu durum literatiirde bildirilen bimodal dagilimlarla uyumludur.
Ornegin, Raphani Semen (Raphanus sativus) kaynakli nanovezikiillerde ~294 nm ve
~386 nm civarinda iki ayr1 popiilasyon rapor edilmistir (An vd., 2015; An vd., 2023)
Benzer sekilde brokoli (Brassica oleracea var. italica) kaynakli nanovezikiillerde ~18 nm
ve ~118 nm’lik iki ayr1 boyut dagilimi gézlenmistir (Urzi vd., 2023). Ginseng (Panax
ginseng) kaynakli eksozom-benzeri nanovezikiillerde ise ortalama boyut ~105.8 nm
olmakla birlikte, 6l¢iim moduna bagl olarak daha biiytlik partikiil dagilimlarinin varlig

da bildirilmistir (Kim vd., 2022). Ayrica PEV’ler {izerine yapilan kapsamli derlemelerde,
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Elma (Malus domestica), Misir (Zea mays), Yaban Mersini (Vaccinium corymbosum) gibi
tirlerde iki veya daha fazla popiilasyon gozlendigi belirtilmistir (Calzoni vd., 2024) . Bu
bulgular, E. arvense oOrnegimizdeki ¢ift pikin, kiicik boyutlu eksozom-benzeri
nanovezikiiller ile daha biiyilk mikrovezikiil veya agregat alt popiilasyonlarini temsil
edebilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde rapor edilen 50-500 nm arasi degisen
dagilimlar dikkate alindiginda 430 nm pikin de biyolojik acidan olagan sinirlar icerisinde
degerlendirilebilecegi, ancak TEM/NTA ve fraksiyonlama gibi ydntemlerle
dogrulanmasinin gerekli oldugu sonucuna varilabilir. L. angustifolia 6rnegimizde DLS
analizi sonucu elde edilen 173 nm'lik tek pik, literatiirde bildirilen monodisperse eksozom
benzeri nanovezikiillerle uyumludur. Yapilmis giincel bir ¢alismada lavanta kaynakli
eksozom benzeri nanovezikiillerde ortalama boyutun 160.1 nm oldugu bildirilmistir (Li
vd., 2025). Bu bulgular, lavanta 6rnegimizin DLS analizinin, monodisperse ve biyolojik
olarak aktif nanovezikiillerin varligini1 destekledigini gostermektedir. Bu veriler, L.
angustifolia 6rnegimizin DLS analizinin, farkli bitkisel kaynakli eksozomlarla benzer
boyut oOzellikleri gosterdigini ve bu tiirlerin biyolojik fonksiyonlar1 acgisindan
karsilastirilabilir potansiyele sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, hem L.
angustifolia hem de E. arvense kaynakli eksozomlarin literatiirdeki diger bitki tiirleriyle
uyumlu boyut araliklarinda oldugunu, ancak tiirlere 6zgli morfolojik ¢esitlilik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Mevcut sonuglarin dogrulugunu artirmak i¢in NTA

gibi ek karakterizasyon tekniklerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Calismamizda yapilan tekrarlanan Sl¢iimler sonucunda, H-EV ve L-EV 6rneklerinin
protein konsantrasyonlarinin yaklasik 13.200 pg/mL (13,2 mg/mL) oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1E). Bu degerler, literatiirde raporlanan bitki kaynakli eksozom benzeri
vezikiillerin (pEV) protein konsantrasyonlarindan anlamli derecede yiiksektir. Ornegin,
Emmanuela ve ark. (2024), Solanum nigrum L. meyvelerinden izole edilen pEV’lerin
protein konsantrasyonunu BCA yontemi kullanarak 275,38 pug/mL olarak bildirmistir
(Emmanuela vd., 2024). Benzer sekilde, Iriawati ve Vitasasti (2024) tarafindan yapilan
calismada, papaya kaynakli pEV’lerin BCA yoOntemiyle ©6lgiilen protein
konsantrasyonlarinin 1486—1761 pg/mL araliginda oldugu rapor edilmistir (Iriawati vd.,
2024).
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Bu farkliliklar, kullanilan bitki kaynaklarindaki cesitlilik ve uygulanan izolasyon ile
protein tayin yontemlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir (Emmanuela vd., 2024).
Calismamizda elde edilen yiiksek protein konsantrasyonlari, uygulanan izolasyon
protokoliiniin etkili vezikiil saflastirmas1 sagladigin1 ve izolatlarin biyolojik islevsellik
acisindan zengin igerik tasidigini gostermektedir. Benzer sekilde, Bokka ve ark. (2020)
tarafindan domates kaynakli eksozom benzeri vezikiiller iizerinde yliriitiillen bir
caligmada, protein miktar tayini i¢in hem BCA hem de Qubit yontemleri kullanilmis ve
Qubit testinin daha giivenilir sonuglar verdigi bildirilmistir. Bu nedenle, s6z konusu

calismada yalnizca Qubit verileri dikkate alinmistir (Bokka vd., 2020).

4.2 pEV’lerin sahip oldugu biyoaktif bilesenlerin metabolom analizi

Eksozom benzeri vezikiillerin metabolomik igerikleri, biyolojik aktivitelerinin altinda
yatan mekanizmalar1 anlamada kritik bir rol oynamaktadir. Calismamizda H-EV ve L-
EV fraksiyonlarinin karsilagtirmali analizi (Sekil 4.2) ozellikle yara iyilesmesi ve
hiicresel yaslanma ile iliskili molekiillerin belirlenmesini saglamigtir. GC-MS ile yapilan
metabolomik incelemeler, her iki bitkinin pEV’lerinde c¢esitli biyoaktif bilesiklerin
bulundugunu gdstermistir. Bu metabolitlerin yara iyilesmesi, antioksidan savunma ve
antimikrobiyal etkilerle iligkili oldugu belirlenmistir. Metabolomik analizler, her iki
bitkinin pEV igeriginde biyolojik olarak aktif pek ¢ok metabolitin bulundugunu ortaya
koymustur. Ozellikle fenolik bilesikler, flavonoidler ve terpenoidlerin varligi, bu yapilara

potansiyel antioksidan, antimikrobiyal ve yara iyilestirici 6zellikler kazandirmaktadir.
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Sekil 4.2 E. arvense ve L.angustifolia kaynakli PEV’lerin metabolik profilleri

E. arvense’de daha once ugucu yag bilesikleri (0r. hexahydrofarnesyl acetone, thymol,
trans-phytol) raporlanmisken, bizim g¢aligmamizda nadiren bildirilen ugucu olmayan
metabolitler (5-aminoimidazole-4-carboxamide, a-tokoferol, organik asitler, sekerler)
saptanmustir. Ozellikle TCA dongiisii ara iiriinleri (sitrat, malat, fumarat) ve karbonhidrat
metabolitleri (glukoz, trehaloz, mannoz, sakkaroz), artan enerji ihtiyacinin karsilanmast,
redoks homeostazinin korunmasi ve rejeneratif siireglerin desteklenmesinde biyolojik
acidan anlamlidir (Martinez-Reyes ve Chandel, 2020; Wu vd., 2024). Nitekim trehalozun
keratinositlerde otofajiyi uyararak hiicre go¢iinii ve yara kapanmasini hizlandirdigr (Jin
vd., 2023), mannozun ise kolajen katlanmasi ve fibril organizasyonunda kritik rol

oynadi@1 gosterilmistir (Li vd., 2021).
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H-EV metabolomunda tespit edilen stearik asit, epidermal bariyer stabilitesine katki
saglarken; oleik asidin diisiik dozlarda gecirgenligi artirici, yiiksek dozlarda ise bariyer
bozucu etkiler gosterebildigi raporlanmistir (Bouwstra vd., 2023; Lin vd., 2018). L-EV
metabolomunda 6ne ¢ikan a-tokoferol (E vitamini) ve kafeik asit, giiglii antioksidan
ozellikleriyle dikkat cekmistir. a-Tokoferoliin oksidatif stresi baskilayarak kolajen
sentezini artirdig1 ve yara kapanmasini hizlandirdigi (Bonferoni vd., 2018; Primabudi vd.,
2025; Zhang vd., 2021), kafeik asit’in ise serbest radikal temizleyici ve antiinflamatuvar
etkileriyle fibroblastlarda kollajen benzeri polimer sentezini artirdigi raporlanmistir
(Song vd., 2008). Bu bulgular, her iki bilesigin sinerjik etkiyle proliferasyon, inflamasyon
kontrolii ve matriks yeniden yapilanmasi gibi yara iyilesmesinde kritik mekanizmalari

destekledigini gdstermektedir.

Ayrica L-EV’lerde yiiksek seviyelerde bulunan glycerol-1-phosphate, keratinositlerde
gliserolipid biyosentezi i¢in zorunlu bir 6nciil olup (Lewin vd., 2004; Wendel vd., 2009),
cilt nem dengesi ve bariyer fonksiyonlarmin korunmasinda kritik rol oynamaktadir.
Nitekim AQP3 eksik farelerde gliserol tasiniminin bozulmasinin cilt hidrasyonunu ve
bariyer biitiinliiglinii bozdugu, gliserol replasmant ile bu etkilerin diizeldigi gosterilmistir

(Hara ve Verkman, 2003).

Sonug olarak, literatiir L. angustifolia’y1 esasen ugucu bilesiklerle (linalool, linalyl asetat)
iliskilendirirken (Dong vd., 2020; Massoud vd., 2024) bizim ¢alismamiz fenolik asitler,
vitaminler, organik asitler ve uzun zincirli lipidler gibi daha genis bir metabolomik
cesitliligi ortaya koymustur. Bu kapsamli analiz, H-EV ve L-EV’lerin enerji
metabolizmasi, antioksidan savunma ve doku onarmminda farkli fakat birbirini
tamamlayan biyokimyasal eksenler sundugunu (Cizelge 4.1) ve bdylece yara iyilesmesi

ve yaslanma siire¢lerine potansiyel sinerjik katkilar saglayabilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.1 E. arvense ve L.angustifolia kaynakli pEV’lerin igerikleri ve 6ne ¢ikan

biyolojik etkileri

Bilesik Ada

One Cikan Biyolojik Etkisi

5-Aminoimidazole-4-Carboxamide

AMPK aktivasyonu, metabolik ve
proliferatif destek

Alpha-Tocopherol (E vitamini)

Giglii antioksidan, membran koruyucu

Caffeic Acid Antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflamatuvar

Cellobiose Prebiyotik potansiyel (sinirli)

Citric Acid Antimikrobiyal, pH diizenleyici

D-(+)-Trehalose Hiicre koruyucu, antioksidan,
osmoprotektan

D-Allose Anti-proliferatif, oksidatif stres
diizenleyici

D-Glucose Enerji kaynagi, proliferatif destek

Dioctyl Phthalate

Toksik, endokrin bozucu

DL-Glyceraldehyde

Sitotoksik potansiyel, oksidatif stres

indiikleyici
D-Lyxose Immiin yanitla iliskili, nadir seker
D-Malic Acid Metabolik destek, antioksidan
D-Mannose Antiadhezyon etkili, antimikrobiyal

D-Saccharic Acid

Antioksidan potansiyel

Estrone

Ostrojenik etki, proliferasyon artist

Fumaric Acid

Antioksidan, antiinflamatuvar

Gluconic Acid

Antimikrobiyal, pH diizenleyici

Glycerol

Nemlendirici, hiicre viabilitesi artirici
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Cizelge 4.1 E. arvense ve L.angustifolia kaynakli pEV’lerin igerikleri ve 6ne ¢ikan

biyolojik etkileri (devam)

Glycerol 1-Phosphate

Hiicre zari stabilizasyonu, metabolik rol

Lactobionic Acid

Antioksidan, nemlendirici, yara

iyilesmesini destekler

Lactose Prebiyotik potansiyel

Lactulose Prebiyotik, antiinflamatuvar

Leucrose Glukoz homeostazi tizerinde etkili (sinirl
veri)

Maltose Enerji kaynagi

Maltotriose Prebiyotik potansiyel

Myo-Inositol Hiicre sinyal iletimi, antioksidan,
proliferatif

Oleic Acid Antiinflamatuvar,  proliferatif,  yara
tyilestirici

Palmitic Acid Hiicre zarinda yapisal rol, yiiksek dozda

inflamatuvar

Phosphoric Acid

Fosfat kaynagi, metabolik siireclerde rol

Phytol Antioksidan, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal

Quinic Acid Antioksidan, antiviral, antitimor etkiler

Raffinose Prebiyotik, bagirsak sagligina destek

Stearic Acid Hiicre zarinda koruyucu, yiiksek dozda
inflamatuvar potansiyel

Sucrose Enerji kaynagi, mikrobiyal substrat

Tagatose Antioksidan, prebiyotik, diisiik glisemik
indeks

Tartaric Acid Antioksidan, antimikrobiyal, pH

diizenleyici

ADP-Mannose

Glikozilasyon  stirecleri,  proliferatif

destek
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4.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.3.1 Hiicrelere eksozom uygulamasi icin efektif doz belirlenmesi

Calismanin bir sonraki asamasinda, pEV'lerin insan deri hiicreleri iizerindeki etkileri
arastirtlmistir. Bu baglamda, HACAT ve HDF hiicre hatlarinda test edilen pEV'lerin
hiicre fizyolojisi tizerindeki potansiyel etkileri incelenmistir. Bu hiicre tipleri, insan
derisinin temel yapisal bilesenleri olan dermis ve epidermisi temsil etmektedir. In vitro
olarak, pEV'ler hiicrelere 24 ve 72 saat boyunca 1, 10, 50, 100, 200 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda uygulanmistir (Sekil 4.3). Hiicre canliligi, hiicresel metabolik
aktiviteyi yansitan dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesini 6lgen MTT testi kullanilarak
degerlendirilmistir (Kamiloglu vd., 2020). Bu yontem, uygulanan &ziitlerin hiicre sagligi
ve potansiyel toksisite iizerindeki etkileri hakkinda degerli veriler saglamistir. Bu
calismada elde edilen sonuglar, hem H-EV’lerin hem de L-EV’lerin HACAT
keratinositleri ve HDF dermal fibroblast hiicreleri lizerinde 24 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri boyunca non-sitotoksik bir profil sergiledigini ortaya koymustur. Tiim test
konsantrasyonlarinda (1, 10, 50, 100, 200 ve 500 pg/mL) hiicre canlilig1i degerleri
%90’nin iizerinde seyretmistir. Ozellikle 24 saatlik maruziyetlerde, her iki eksozom
grubunda da 100 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek hiicre canliligi orani
kaydedilmistir. Bu bulgular, H-EV ve L-EV’lerin yalnizca sitotoksisite gostermemekle
kalmayip, belirli kosullarda hiicresel metabolik aktiviteyi ve canliligi artirma
potansiyeline de sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug olarak, her iki eksozom
tipinin de hem keratinositler hem de dermal fibroblastlar tarafindan kisa ve uzun siireli
maruziyetlerde iyi tolere edildigi ve biyouyumluluk acisindan yiiksek bir uygulama

potansiyeli sundugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda pEV uygulamasinin 24 saat ve 72 saatlik inkiibasyon
sonrasinda hiicre canlilig1 lizerindeki etkileri. (A) Yukaridan asagiya: H-EV, L-
EV ve S-EV ile muamele edilen HDF hiicreleri.(B) Yukaridan asagiya: H-EV,
L-EV ve S-EV ile muamele edilen HaCaT hiicreleri (*p < 0.05, **p <0.01, ***p
<0.001, ****p <0.0001, ns: 6nemsiz)

Onceki calismalarda da benzer sekilde, farkli bitkisel kaynaklardan izole edilen pEV'lerin
biyouyumluluk ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Ornegin,
limondan elde edilen vezikiillerin hem in vitro hem de in vivo deneylerde insan periferik
kan mononiikleer hiicreleri (PBMC’ler) tizerinde sitotoksik etki olusturmadigi rapor
edilmistir (Raimondo vd., 2022). Ayni sekilde, Balon Cigegi (Platycodon grandiflorus)
kokiinden izole edilen vezikiillerin HDF hiicrelerinde proliferasyonu destekleyici 6zellik
gosterdigi bildirilmistir (Kim, Jang, ve Park, 2023). Papaya kaynakli pEV'lerin ise 5, 10,
20, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin hi¢birinde sitotoksisiteye neden olmadigi ve 5

pg/mL’de hiicre canliliginin %103,7’ye ulastig1 belirtilmistir (Iriawati vd., 2024)
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4.3.2 pEV uygulamasinin hiicre gocii ve yara iyilesmesi iizerine etkisi

Yara iyilesmesinde temel rol iistlenen hiicre gociinii degerlendirmek amaciyla, HACAT
ve HDF hiicrelerinde in vitro ¢izik modeli uygulanmis ve ardindan H-EV, L-EV ve S-
EV’ler ECso, yarim doz (72 ECso) ve iki kat doz (2x ECso) seviyelerinde test edilmistir
(Sekil 4.4) . Kontrol grubuna herhangi bir pEV uygulanmamustir.

HACAT hiicrelerinde: H-EV grubunda, kontrol hiicrelerinde 48. saatte yara kapanmasi
%45.01°de kalirken, H-EV uygulanan tiim dozlarda tam kapanma (%100) saglanmigtir.
24. saatte kapanma oranlar1 %2 dozda %17.75, 1 dozda %18.75 ve 2 dozda %23.61 olarak
Olciilmiis; doz artiginin erken donemde hiicre gocilinli hafif gekilde hizlandirdig:
gozlenmistir. Mikroskobik goriintiiler, H-EV’lerin 6zellikle 48. saatte hiicre gogilinii
belirgin bi¢cimde artirarak yara alanim1 tamamen kapattigini ortaya koymustur.
L-EV uygulamalarinda da kapanma kontrol grubuna kiyasla daha hizli gergeklesmistir.
Kontrolde 48. saatte %42.44 kapanma gozlenirken, L-EV uygulanan tiim gruplarda bu
stire sonunda tam kapanma elde edilmistir. 24. saatte /2 doz, 1 doz ve 2 doz gruplarinda
sirastyla %33.34, %41.18 ve %46.47 oranlarmda kapanma kaydedilmistir. Ozellikle
yiikksek doz L-EV uygulamasinin erken donemde en gii¢lii go¢ ve daralma etkisini
sagladig1 belirlenmistir.S-EV grubunda, kontrol hiicrelerinde 48. saatte kapanma %48.31
iken, 2 doz ve 1 doz uygulamalarinda tam kapanma saglanmis; 2 dozda ise %88 kapanma
gerceklesmistir. 24. saat sonuglarinda ise kapanma oranlar1 2 dozda %41.75, 1 dozda
%41.68 ve 2 dozda %28.32 olarak bulunmus, orta dozun erken dénemde en etkili oldugu

gorilmiistiir.

HDF hiicrelerinde: Kontrol grubunda 48. saatte kapanma %49.58 iken, H-EV uygulanan
tiim dozlarda tam kapanma gergeklesmistir. 24. saatte %2 dozda %35.48, 1 dozda %31.27
ve 2 dozda %43.75 kapanma gozlenmis; en yiiksek kapanma 2 doz grubunda elde
edilmistir. Mikroskobik analizler, 6zellikle yiiksek doz H-EV ile fibroblast gogiiniin
belirgin bi¢imde arttigin1 gostermistir. L-EV uygulamalarinda, kontrol grubunda 48.
saatte kapanma %33.33 iken, 1 doz ve 2 doz gruplarinda tam kapanma ger¢eklesmistir.
24. saatte 2 doz, 1 doz ve 2 dozda sirastyla %25, %37.71 ve %35.86 kapanma oranlari

elde edilmistir. Ozellikle 1 ve 2 doz uygulamalari, kontrol grubuna kiyasla erken
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donemde kayda deger artig saglamistir. Goriintiileme analizleri, L-EV’lerin fibroblast
tabakasinda gocli hizlandirarak yara boslugunu daha kisa siirede doldurdugunu
dogrulamistir. S-EV grubunda, kontrol hiicrelerinde 48. saatte kapanma %57.32 iken, 2
dozda tam kapanma, 1 dozda ise %92 oraninda kapanma elde edilmistir. 24. saatte
kapanma oranlar1 %2 dozda %30, 1 dozda %44.60 ve 2 dozda %51.08 olarak bulunmustur.
Ozellikle 2 doz S-EV uygulamas1 hem erken donemde hizli kapanma hem de 48. saatte
tam iyilesme saglamis, bu da sinerjik etkinin fibroblast gociinii ve proliferasyonunu

artirdigini géstermistir.

§

Sekil 4.4 A) HACAT-H-EV B) HACAT-L-EV C) HACAT-S-EV D) HDF-H-EV E)
HDF-L-EV F)HDF-S-EV. Farkli konsantrasyonlarda pEV ile zenginlestirilmis
kiiltlir ortaminin yara iyilesmesi iizerindeki etkileri. Cizik iyilesme modeli
kullanilarak hiicre gogii 0., 24. ve 48. saatlerde mikroskopik goriintiilerle
degerlendirilmistir

Bu calismada elde edilen bulgular, Jin ve arkadaslariin (2025) diyabetik yara
tyilesmesinde eksozomlarin terapdtik potansiyelini ele alan kapsamli derlemesiyle
paralellik gostermektedir. S6z konusu derlemede, eksozomlarin 6zellikle yiiksek glukoz

kosullarinda endotel hiicre fonksiyon bozuklugunu geri ¢evirebildigi, HUVEC
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hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve tiip formasyonu kapasitesini artirarak
anjiyogenezi yeniden aktive ettigi belirtilmistir. Bu etkilerin, eksozomlarin tagidigi
miRNA’lar (6zellikle miR-126, miR-21 ve miR-132), biiytime faktorleri (VEGF, FGF2,
HGF) ve antioksidan enzimlerin sinerjik katkisiyla gerceklestigi ifade edilmektedir. Jin
vd. (2025), eksozom aracili bu rejeneratif etkinin yalnizca vaskiilogenezi degil, aynm
zamanda inflamasyonun ¢oziilmesi, oksidatif stresin dengelenmesi ve fibroblast
proliferasyonunun uyarilmast gibi yara onariminin ¢oklu fazlarin1 destekledigini
vurgulamistir. Benzer sekilde, calismamizda da bitki kaynakli eksozom benzeri
nanopartikiillerin endotel benzeri hiicresel davraniglar1 destekleyebilecek, oksidatif stres
kosullarinda hiicre canliligin1 koruyabilecek ve rejeneratif siiregleri giiclendirebilecek
biyolojik aktivitelere sahip oldugu goériilmiistiir. Bu durum hem memeli hem de bitki
kokenli vezikiillerin, diyabetik yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu gibi kompleks
sireglerde ¢ok katmanli biyoterapotik araglar olarak degerlendirilebilecegini
gostermektedir (Jin vd., 2025). Literatiirde yer alan pEV odakli ¢alismalarda; Sarimsak
(Allium sativum), Zencefil (Zingiber officinale), EIma (Malus domestica), Narenciye
(Citrus spp.) ve Brokoli (Brassica oleracea) gibi bitkilerden elde edilen eksozomlarin,
hiicre proliferasyonunu, migrasyonu, anti-inflamatuar siirecleri ve kolajen sentezi gibi
yeniden yapilandirict siirecleri modiile ederek yara iyilesmesini hizlandirabilecegini
kanitlamigtir. Allium sativum eksozomlari, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleriyle
yara iyilesmesini destekler; hiicreler arasi iletisimi diizenleyerek inflamasyonu azaltir ve
doku onarmmini hizlandirir (Yu vd., 2025). Zingiber officinale eksozomlari, igerdigi 6-
gingerol ve 6-shogaol bilesenleri sayesinde inflamasyonu azaltarak yara iyilesmesini
destekler (Zhuang vd., 2015). Malus domestica eksozomlari, fibroblast proliferasyonunu
ve kolajen tiretimini artirarak yara iyilesmesini hizlandirir ve geleneksel kullanim
bulgulariyla paralellik gosterir (Trentini vd., 2022). Citrus spp. eksozomlari, fibroblast
proliferasyonunu artirmak ve anti-inflamatuar etki saglamak yoluyla yara iyilesmesini
destekler (Li vd., 2025). Bu karsilastirmalar, farkli bitkisel eksozomlarin biyolojik olarak
yara iyilesmesini destekledigini ve literatiirdeki bulgularla paralellik gosterdigini ortaya

koymaktadir.

PEV’lerin ve bitki Oziitlerinin, yara iyilesmesi siireglerinde hiicre proliferasyonu,

migrasyonu, anti-inflamatuar etkiler ve kolajen sentezi gibi mekanizmalar1 modiile
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ederek iyilesmeyi destekledigi bir ¢cok farkli calismada kanitlanmig olmakla birlikte; E.
arvense bu baglamda dikkat ¢ekici bir bitkidir; igcerigindeki silika ve flavonoid bilesenler
sayesinde diyabetik sican modellerinde %5 ve %10’luk merhem uygulamalar1 yara
kapanma oranlarint %99,71 ve %99,93e ¢ikararak dermal ve epidermal rejenerasyonu
artirmis ve graniilasyon doku kalinligini iyilestirmistir (Ozay vd., 2013). Benzer sekilde,
%?3’liik atkuyrugu merhemi epiziyotomi sonrasi yara iyilesmesini hizlandirmis ve agri
seviyelerini azaltmistir (Asgharikhatooni vd., 2015). Ayrica, E.arvense oziitleri fibroblast
kollajen sentezini artirarak diyabetik yaralarin iyilesmesini desteklemistir (Aguayo-
Morales vd., 2023). L. angustifolia ise igerdigi linalool ve linalil asetat gibi bilesenlerle
anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellik gosterir. L. angustifolia esansiyel yagi igeren
nanoemiilsiyon kremler derin cilt yaralarinin iyilesmesini hizlandirmis ve L. angustifolia
eksozom benzeri nanopargaciklar1 UVB kaynakli cilt yaglanmasina kars1 koruyucu etkiler
gdstermistir (Li vd., 2025). Ozellikle sinerjik uygulamalarda yara kapanma oranlarinin
tekli uygulamalara kiyasla daha yiiksek bulunmasi, bitkisel pEV’lerin hiicre gociinii ve
doku yenilenmesini giiglii sekilde destekledigini gostermektedir. Bu sonuclar, L.
angustifolia yaginin fibroblast farklilagsmasi ve kollajen sentezini artirdigina dair 6nceki
verilerle (Mori vd., 2016) uyumlu olmakla birlikte, pEV formlarinin kullanilmasiyla

literatiire yeni bir biyolojik etki diizeyi eklenmistir.

4.3.3 p-galaktosidaz aktivitesi ile hiicresel senesensin tayini

Bu caligmada, bitki kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerin hiicresel yaslanma
tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla HACAT ve HDF hiicrelerinde in vitro
senesens modeli olusturulmustur. Hiicrelerde yaslanma fenotipi, B-galaktosidaz (-Gal)
uygulamasi ile indiiklenmis ve yaslanma durumunun degerlendirilmesi amaciyla SA-B-
gal boyamas1 gerceklestirilmistir. Uygulama sonrasinda hiicre kiiltiirlerinde g6zlenen
renk degisimleri, senesens derecesinin gorsel olarak belirlenmesinde temel degerlendirme

kriteri olarak kullanilmistir.

SA-B-gal boyama sonuglarindan elde edilen fenotipik veriler, pEV uygulamasinin hem
HACAT hem de HDF hiicrelerinde senesens siirecini baskilayici etki gosterdigini ortaya

koymustur. Kontrol gruplarinda, yaslanma ile iligkili olarak hiicrelerin yassilagsmas1 ve
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yogun mavi boyanma gozlenmistir. Buna karsilik, pEV uygulanan gruplarda —6zellikle 1
x ECso ve 2 x ECso dozlarinda— mavi boyanma yogunlugunda belirgin azalma ve hiicre

morfolojisinde anlamli iyilesme tespit edilmistir (Sekil 4.5).

HACAT hiicrelerinde yiiksek doz H-EV uygulamasi, yaslanma gostergesi olan
genislemis sitoplazmik yapilar1 ortadan kaldirarak daha kompakt ve ig seklinde hiicre
morfolojisinin yeniden olusumunu saglamistir. L-EV uygulamasi boyanma yogunlugunu
doz bagimli olarak azaltmis ve morfolojik iyilesmenin 6zellikle orta ve yiiksek dozlarda
belirginlestigi gozlenmistir. Kombine uygulamalar ise her iki parametre agisindan tekli

uygulamalardan benzer ya da daha giiglii etkiler gostermistir (Sekil 4.5A).

Benzer sekilde, HDF hiicrelerinde kontrol grubunda gézlenen yogun mavi boyanma ve
diizensiz hiicre morfolojisi, pPEV uygulamasi sonrasi doza bagli olarak azalmistir.
Uygulama yapilan gruplarda hiicrelerin daha diizenli, uzamis ve saglikli bir morfoloji
kazandig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5B). Bu bulgular, pEV’lerin SA-B-gal pozitif hiicre
oranini fenotipik diizeyde azalttigini ve yaslanma ile iliskili morfolojik degisiklikleri

kismen tersine ¢evirebildigini gostermektedir.

Goreceli SA-B-galaktosidaz aktivitesi verileri, hem H-EV hem de L-EV uygulamalarinin
HACAT ve HDF hiicrelerinde yaslanma ile iliskili biyokimyasal aktiviteyi anlaml
sekilde azalttigin1 ortaya koymustur. Kontrol grubunda normalize edilmis [3-galaktosidaz
aktivitesi degeri 1.0 olarak kabul edilirken, pEV uygulamalar tiim doz gruplarinda bu

degeri diislirmiistiir.

HACAT hiicrelerinde yiiksek doz H-EV (2 x ECso) uygulamasi, [B-galaktosidaz
aktivitesini en diisiik seviyelere indirerek gii¢lii bir anti-senesens yanit olusturmustur. L-
EV uygulamasi da aktiviteyr doz bagimli sekilde azaltmis, yliksek dozda belirgin bir
baskilama saglamistir. Kombine uygulamalar, her iki hiicre hattinda da tekli

uygulamalara gore daha giiclii inhibitor etki gostermistir.
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Benzer bigimde, HDF hiicrelerinde tiim pEV uygulamalar1 kontrol grubuna kiyasla -
galaktosidaz aktivitesini diisiirmiis; 6zellikle yiiksek doz kombine uygulama en diisiik
aktivite degerlerine ulagsmistir. Bu sonuglar, her iki bitkiden elde edilen pEV’lerin SA--
gal aktivitesini doz bagimli bigimde inhibe ettigini ve hiicresel yaglanmanin biyokimyasal

gostergelerini anlamli 6l¢iide hafiflettigini gostermektedir.

Sekil 4.6, bitki kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerin (pEV’lerin) HACAT ve HDF
hiicrelerinde senesens belirtegleri lizerindeki etkilerini gostermektedir. HDF hiicrelerinde
(Sekil 4.6A), hem H-EV hem de L-EV uygulamalari, tiim dozlarda (%2 x ECso, 1 X ECso,
2 x ECso) ve kombine gruplarda kontrol grubuna kiyasla B-galaktosidaz aktivitesini
azaltmistir. Bu azalma, diisiik dozlarda dahi gézlenmis olup dermal fibroblastlarda pEV
uygulamalarinin  senesensi  baskilama potansiyelini  vurgulamaktadir. HACAT
hiicrelerinde (Sekil 4.6B) ise benzer bir azalma egilimi izlenmis, ancak bu diisiis
fibroblastlara gore daha sinirli kalmistir. Bu durum, pEV’lerin anti-senesens etkilerinin
hiicre tipine bagl olarak degisebilecegini ve fibroblastlarda daha belirgin olabilecegini

diistindiirmektedir.

Benzer sekilde, Cho ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Panax ginseng
hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin (GcEVs) UVB 1sinina maruz birakilan
melanositlerde yaslanma siirecini hafiflettigi bildirilmistir. GCEV uygulamasi, SA-p-gal
aktivitesini doz bagimli olarak azaltmis ve kok kaynakli eksozomlardan (GrEVs) daha
etkili bir anti-senesens etki gostermistir. Ayrica, yaglanmis hiicre morfolojisinin daha

geng bir fenotipe doniistiigii gozlenmistir (Cho vd., 2021).

Buna ek olarak, Kim ve ark. (2023) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Iris
bitkisinden izole edilen eksozomlarin oksidatif stres kaynakli hiicresel yaglanmaya kars1
koruyucu etkileri incelenmistir. Hidrojen peroksit (H202) ile uyarilan insan epidermal
keratinositlerinde (nHEK) senesens hiicre oranit belirgin sekilde artarken, Iris-
eksozomlariyla 6n islem uygulanan gruplarda bu oran anlamli ve doz bagimli bigimde
azalmistir. Ayrica, hiicre dongiisii inhibitorii p21 geninin ekspresyonunda da diistis tespit

edilmistir. Bu bulgular, Iris-eksozomlarinin hiicre i¢i ROS iiretimini azaltarak yaslanma
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ile iligkili siiregleri hafifletme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir (Kim, Jang, ve
Park, 2023)

YXECy IXECq IXECy HXECy IXEC, IXECy
nay
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Sekil 4.5 B-galaktozidaz (SA-B-gal) boyamasi ile belirlenen hiicresel yaglanma iizerine
PEV uygulamasinin etkileri A) HACAT hiicreleri, B) HDF hiicreleri
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Sekil 4.6 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde yaslanma belirteci olan -galaktozidaz
(B-Gal) aktivitesi iizerine pEV uygulamasinin etkisi
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4.3.4 pEV’lerin antioksidan kapasiteleri ve oksidatif stresin modiilasyonu

Literatiirde, pEV’lerin hiicre i¢i mekanizmalar ve gen ekspresyonu iizerinde etkili olarak
doku onarmmini destekledigi bildirilmistir. Ozellikle bugday ve greyfurt kaynakli
PEV’lerin kollajen sentezini artirdigi, fibroblast proliferasyonu ve migrasyonunu
hizlandirdig1 ve anjiyogenez siireglerini destekledigi rapor edilmistir. Bu caligmalarla
paralel olarak, pEV’lerin dogal antioksidan bilesenlerinin, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyelerini azaltarak cilt yaslanmasiyla iligkili hiicresel hasar1 azalttigi ve kollajen
tiretimini uyardig gosterilmistir (Liu ve Wang, 2023; Savci vd., 2021; Sahin vd., 2019;
Yang vd., 2023).

Bu dogrultuda, ¢alismamizda elde edilen pEV’lerin anti-senesens ve yara iyilestirici
potansiyel sergiledigi gozlemlenmistir. Bu bulgular 1s18inda, H-EV ve L-EV’lerin
antioksidan kapasitesi ve oksidatif stres lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. pEV lerin,
icerdigi biyoaktif bilesenler aracilifiyla hiicresel antioksidan savunma sistemlerini
destekleyerek oksidatif hasar1 azaltma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. pEV
uygulamasinin oksidan seviyeleri lizerindeki etkilerinin arastirilmasi, bu yapilarin redoks
homeostazi ve yaslanma ile iligkili molekiiler mekanizmalar iizerindeki rollerini anlamak
acisindan 0nem tasimaktadir. Bu amacla, senesens kosullar1 altinda toplam oksidan
statiisii (TOS) oOlclimleri yapilarak pEV uygulamasimin oksidatif yilik {izerindeki
diizenleyici etkisi degerlendirilmistir (Sekil 4.7).

HDF hiicrelerinde, senesens kosullarinda toplam oksidan diizeyleri kontrol grubuna
kiyasla belirgin sekilde artmistir. pEV uygulamasi, tiim bitki kaynakli ve sinerjistik
gruplarda bu artig1 anlamli derecede azaltmistir (p < 0.0001). Benzer sekilde HACAT
hiicrelerinde senesens sonucu artan oksidan diizeyleri, pEV uygulamasiyla anlaml
bicimde diigmiistiir. Her iki hiicre tipinde de 6zellikle H-EV’lerin oksidan diizeylerini

baskilamada daha etkili oldugu saptanmustir.

Literatiirde, limon suyu kaynakli nanovezikiillerin (LNVs) oksidatif stres iizerindeki
etkilerini inceleyen bir ¢alismada hem in vitro hem in vivo modellerde koruyucu etkiler

gdzlenmistir. Insan dermal fibroblastlarinda yapilan deneylerde, 24 saatlik LNV 6n
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muamelesi, H-O: ve UVB ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda hiicre i¢i ROS
diizeylerini dnemli ol¢giide azaltmistir. Bu etki, AhR/Nrf2 sinyal yolunun aktivasyonu ile
iliskilendirilmistir. Zebrafish embriyo modelinde yapilan in vivo testler de ROS
diizeylerinde azalma ve LPS kaynakli nétrofil migrasyonunun baskilanmasi ile bu sonucu
desteklemistir (Urzi vd., 2023). Benzer sekilde Kim ve ark. (2021), Aloe vera kaynakli
eksozomlarin (A-EVs) oksidatif stres altindaki HACAT hiicrelerinde doza bagli ROS
azalmas1 ve SOD aktivitesinde artis sagladigini1 bildirmistir. Ayrica, Nrf2 yolunun
aktivasyonu ve HO-1, CAT, SOD gibi antioksidan genlerin anlamli sekilde yukari
regililasyonu rapor edilmistir (Kim vd., 2021).

Senesens kosullarinda HDF hiicrelerinin toplam antioksidan statiisii (TAS) kontrol
grubuna kiyasla belirgin sekilde azalmistir. pEV uygulamasi, bu azalmay: tiim bitki
kaynakli ve sinerjistik gruplarda tersine ¢evirmis, degerlerin kontrol grubunun {izerine
cikmasini saglamistir (Sekil 4.8) (p < 0.0001). Benzer sekilde, HACAT hiicrelerinde pEV
tedavisi, senesens nedeniyle azalan antioksidan kapasiteyi anlamli diizeyde artirmustir.
Her iki hiicre hattinda da H-EV’ler ve sinerjistik kombinasyonlar, antioksidan kapasiteyi

artirmada en etkili gruplar olarak 6ne ¢ikmustir.

Raimo ve arkadaslarmin (2023) yaptig1 bir ¢alismada, Exocomplex® adi verilen ve
kuskonmaz, kiraz, iiziim, kivi, portakal, kan portakali, limon, mango, papaya, greyfurt,
bergamot ve domates gibi bir¢ok bitkiden elde edilen pEV’leri igeren bir karigimin, H-O-
kaynakli oksidatif hasar ve redoks dengesizligini 6nemli dlclide azalttig1 gosterilmistir.
Bu calismada, pEV karisiminin yiliksek biyoyararlanima sahip dogal antioksidan
bilesenler igerdigi ve “siiper antioksidan” potansiyele sahip oldugu vurgulanmistir (Di
Raimo vd., 2024). Ayni arastirma grubunun bir y1l sonra yaptigi bir baska ¢alismada ise,
organik iizlim, kan portakali, papaya, nar ve mandalina kaynakli pEV karigimimin H-O-
ile indiiklenen redoks dengesizligini diizelttigi, mitokondriyal homeostazi iyilestirdigi ve
vimentin ile MMP-9 ekspresyonunu artirarak yara iyilesmesini destekledigi belirtilmistir
(Di Raimo vd., 2023). Ayrica, Li ve ark. (2023), kirmizi mandalina kaynakli pEV’lerin
yiiksek fenolik ve flavonoid igerigi nedeniyle giiclii antioksidan 6zellik sergiledigini ve
H:0: kaynakli hiicresel stres kosullarinda antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip

oldugunu bildirmistir (Li vd., 2023).
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Oksidatif Stres Indeksi (OSI), hiicre veya dokulardaki oksidatif stres diizeyini belirlemek
icin kullanilan 6nemli bir biyokimyasal parametredir. OSI, toplam oksidan statiisii (TOS)
ile toplam antioksidan kapasite (TAC) oran1 degerlendirilerek hesaplanir ve hiicresel
redoks dengesindeki bozulmalar1 nicel olarak yansitir. Yiksek OSI degerleri, ROS
tiretimi ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozuldugunu ve
oksidatif hasarin arttigin1 gosterir. Bu nedenle OSI OoOlgiimleri, yaslanma, kronik
inflamasyon, dejeneratif hastaliklar ve yara iyilesmesi siireclerinde oksidatif stresin

roliinii anlamak ag¢isindan kritik 6neme sahiptir (Tombulturk vd., 2024; Wang vd., 2023).

Bu dogrultuda, H-EV ve L-EV uygulamalari, her iki hiicre hattinda da senesensle
indiiklenen oksidatif stresi anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 4.9). Bireysel veya sinerjistik
olarak uygulandiginda, her iki bitki tilirlinden izole edilen pEV’lerin oksidatif stres
indeksini diisiirerek redoks dengesinin korunmasina katki sagladigi saptanmistir. Bu
bulgular, farkli bitki tiirlerinden elde edilen pEV’lerin, hiicresel yaslanma stireclerinde
oksidatif stresi diizenlemede ve doku sagligini korumada 6nemli bir rol iistlenebilecegini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.7 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde toplam oksidan seviyesi (TOS) tizerine
PEV uygulamasinin etkileri (***p < 0.001, ****p < 0.0001)
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Sekil 4.8 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesi (TAS)
tizerine pEV uygulamasinin etkileri (***p < 0.001, ****p < 0.0001)
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Sekil 4.9 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde oksidatif stres indeksi (OSI) iizerine pEV
uygulamasinin etkileri (¥***p < 0.0001)

4.3.5 Gen ekspresyon analizleri

HACAT hiicrelerinde E. arvense ve L. angustifolia kaynakli eksozom benzeri
nanovezikillerin uygulamalar1, kollajen gen ekspresyonu ve hiicre proliferasyonu
tizerinde belirgin etkiler gdstermistir (Sekil 4.10). E. arvense uygulamalar1t COL1A1 ve
COL1A2 genlerinin ekspresyonunu anlaml sekilde artirmis, FGF seviyeleri de hiicre
proliferasyonu ve yara iyilesmesini desteklemistir. Ancak MMP ekspresyonunda
gozlenen artis, kollajen yikiminin es zamanl olarak gerceklesebilecegini gostermektedir.

Lavanta pEV’leri de benzer sekilde kollajen genlerini ve FGF ekspresyonunu artirmas,
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fakat MMP seviyelerinde artis gdzlenmistir. ilave olarak, HACAT hiicrelerinde 1L-6
ekspresyonu incelenmis ve her iki bitki uygulamasinda da artis gézlenmistir; bu durum,

inflamatuar yanitin aktif olabilecegine isaret etmektedir.

HDF hiicrelerinde yapilan analizler, E. arvense ve L. angustifolia pEV’lerinin kollajen
genleri ve FGF ekspresyonunu anlamli sekilde artirdigini gostermistir. E. arvense
uygulamalari 6zellikle COL1A1 ve COL1A2 gen ekspresyonunda giiclii artiglar saglamas,
FGF seviyeleri de hiicre proliferasyonunu desteklemistir. L. angustifolia pEV’leri de
kollajen sentezini artirmis, fakat bazi durumlarda MMP ekspresyonunda ylikselmeler
gozlenmistir. HDF hiicrelerinde IL-6 analizi yapilmamis olup, inflamatuar potansiyel
sadece HACAT sonuglar iizerinden degerlendirilmektedir. Genel olarak, her iki bitkinin
PEV’leri HDF hiicrelerinde doku yenilenmesini desteklerken, MMP artis1 potansiyel

doku yikimu riskini gostermektedir.

Yapilan qPCR analizleri, hem H-EV hem de L-EV uygulamalarinin, 6zellikle sinerjik
kosullar altinda, HACAT ve HDF hiicrelerinde yara iyilesmesi ile iliskili genetik

programlar1 anlamli diizeyde modiile ettigini gdstermistir.
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Sekil 4.10 HACAT keratinositlerinde (A) ve HDF fibroblastlarinda (B) H-EV ve L-EV
uygulamalarinin qPCR sonuglart. Yara iyilesmesi ile iligkili genlerin
(COL1A1, COL1A2, FGF, MMP, IL-6) ekspresyon diizeyleri, bireysel ve
sinerjik kosullar altinda gosterilmistir. Istatistiksel analizler, kontrol ve pEV

gruplar1 arasinda anlamli farklar oldugunu ortaya koymustur (**p <0.01, ***p
< 0.001, ****p < 0.0001)
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Bu bulgular, bitki kaynakli nanovezikiillerin deri hiicrelerinde rejeneratif yanitlari
uyardigini bildiren giincel literatiirle uyumludur (Chen vd., 2023; Wang vd., 2023). Her
iki hiicre hattinda da kollajen genlerinin (COL1A1, COL1A2) ekspresyonu artmis;
Ozellikle fibroblastlarda gozlenen daha giiglii artis, bu hiicrelerin ekstraseliiler matriks
(ECM) sentezindeki fizyolojik rollerini desteklemistir. Bu durum, gesitli bitki kaynakl
vezikiillerin tip I kollajen {iretimini artirdigini gésteren deneysel verilerle ortiismektedir.
Ornegin, Hsu vd. (2025) tarafindan yapilan bir ¢alismada, glukorafanin agisindan zengin
Kara Lahana (Brassica oleracea var. acephala) kokenli e¢ksozom benzeri
nanovezikiillerin, insan dermal fibroblastlarinda (NB1RGB) tip I kollajen ekspresyonunu
anlamli diizeyde artirdig1 rapor edilmistir. Mikrodizi analizleri, ECM olusumu ve kollajen
sentezi ile iliskili genlerde yukar1 yonlii diizenlenme gostermistir. Ayrica, mikroRNA
acisindan zengin nanovzeikiillerin fraksiyonunun, Smad7 ekspresyonunu baskilayarak

kollajen tliretimini tesvik ettigi belirtilmistir (Hsu vd., 2010).

Her iki hiicre hattinda da FGF geninin anlaml diizeyde artis gostermesi, pEV’lerin
proliferatif ve migratif yanitlar1 destekleyen biiyiime faktorii ortamini gii¢clendirdigini
gostermektedir. Bu durum, bitki kaynakli vezikiillerin keratinosit ve fibroblast
migrasyonunu hizlandirarak yara kapanmasini tesvik ettigini bildiren c¢alismalarla
uyumludur. Cho vd. (2022) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, Gotu kola (Centella
asiatica), Semizotu (Portulaca oleracea), Yesil Cay (Camellia sinensis) yapraklarindan
ve on farkli Panax ginseng kokiinden elde edilen eksozomlarin, 6zellikle FGF12 dahil
olmak tizere FGF ailesi {yelerinin ekspresyonunu belirgin bi¢imde artirdigi
gosterilmistir. Bu etki, bitki kaynakli eksozomlarin cilt sagliginda biyolojik olarak aktif
bilesenler olarak kullanilabilecegini desteklemektedir (Cho vd., 2022).

MMP genlerindeki artis, yara iyilesmesinin ECM yikimi ve yeniden yapilanma fazini
temsil etmektedir. Bu fazda, MMP’ler kollajen liflerinin reorganizasyonu ve doku
mimarisinin yeniden sekillenmesinde kritik rol oynamaktadir (Kandhwal vd., 2022;
Krejner vd., 2016). Literatiirde, eksozom veya EV uygulamalarinin tip I kollajen sentezini
artirrcken  MMP  ekspresyonunu tamamen baskilamadigi, aksine ECM yeniden
yapilanmasini kolaylastirmak tizere MMP-1, MMP-3 gibi genlerin kollajen | ile birlikte
arttig1 bildirilmektedir (Narauskaité vd., 2021). Benzer sekilde, Di Raimo vd. (2024)
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tarafindan rapor edilen bir calismada, bitki kaynakli EV uygulamalarinin yara
bolgelerinde hem kollajen I hem de MMP-9 ekspresyonunu artirdigr ve bunun ECM
sentezi ile yikimi1 arasinda kontrollii bir denge olusturdugu belirtilmistir. Bu nedenle, bu
caligmada da gozlenen kollajen sentezi ve MMP aktivitesindeki eszamanli artis, yara

iyilesmesinin fizyolojik siireciyle uyumludur.

HACAT Kkeratinositlerinde IL-6 ekspresyonundaki artis, stres kosullarinda inflamatuar
yanit aktivasyonuna isaret etmektedir. Ancak, pEV uygulamasi bu artis1 modiile etmis ve
inflamatuar profili daha dengeli hale getirmistir. Benzer sekilde, limon kokenli
eksozomlarin, ERK/NF-kB yolaklarimi1 baskilayarak inflamasyonu azalttigt rapor
edilmistir (Raimondo vd., 2022).

Sonug olarak, elde edilen bulgular, bitki kaynakli eksozomlarin epidermal ve dermal
hiicrelerde rejeneratif siirecleri ¢ok yonlii olarak diizenledigini ortaya koymaktadir.
Kollajen sentezi ve FGF eckspresyonundaki artisa paralel olarak, MMP ve IL-6
regiilasyonu yara iyilesmesinin fizyolojik evreleriyle uyumlu bir sekilde gergeklesmistir.
Ozellikle sinerjik uygulamalar, tekli uygulamalara kiyasla daha giiglii biyolojik yanitlar

olusturmustur.

4.3.6 Antimikrobiyal ve antifungal aktivite

Antimikrobiyal ve antifungal aktivite testleri, pEV’lerin farkli mikroorganizmalara kars1
degisen diizeylerde etkili oldugunu ortaya koymustur. Mikrodiliisyon yontemiyle yapilan
testlerde: E. arvense pEV’leri, S. aureus ATCC 43300 iizerinde giiglii ve kalic1 inhibisyon
saglamistir. P. aeruginosa iizerinde sinirli etki gosterirken, C. albicans tizerinde anlamli

bir etki goriilmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 H-EV’lerin ti¢ farkli mikroorganizma tizerindeki antimikrobiyal ve antifungal
etkileri.(A) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, (B) Staphylococcus
aureus ATCC 43300 ve (C) Candida albicans ATCC 10231 suslarinin
biiylimesi, ODeoo nm Ol¢iimleriyle 6., 12., 24. ve 48. saatlerde
degerlendirilmistir

L. angustifolia pEV’leri ise daha ge¢ baslayan fakat zamana bagli olarak artan bir
antimikrobiyal etki gdstermistir. Ozellikle 12. saatten sonra yiiksek konsantrasyonlarda
P. aeruginosa ve S. aureus’un biiylimesinde anlamli azalma kaydedilmis, bu etkinin 24.
saatte daha da belirginlestigi tespit edilmistir (Sekil 4.12). Bu sonuglar, L. angustifolia
pEV’lerinin zamanla artan fakat daha ge¢ devreye giren bir antimikrobiyal mekanizmaya

sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

A B C
—— Joenin Lavaratala
Contrel Cux y
10° w'
15 =4 - 0 ot o [: !
. ¥ - |0 . ! o' a = -
) : on
31 i 8 g, 1 %
-1 - . : I A, A " 2
3 EB =8 b g =8 |
‘ s =8
1 EH | BH &R I 1
2l = N s |
T T
. - . = “
Thone potos Tume poms T posras
The growth of P, servpivese ATCOC 27R8) | The growsh of §. aureuy ATOC 4339 ; The growth of C. afdoens ATCC 10231

Sekil 4.12 L-EV’lerin ti¢ farkli mikroorganizma tizerindeki antimikrobiyal ve antifungal
etkileri.(A) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, (B) Staphylococcus
aureus ATCC 43300 ve (C) Candida albicans ATCC 10231 suslarinin
biiyiimesi, ODeso nm Olglimleriyle 6., 12., 24. ve 48. saatlerde
degerlendirilmistir
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Literatiirde, E. arvense ugucu yaginin hem Staphylococcus aureus hem de Escherichia
coli tizerinde inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir (Radulovi¢ vd., 2006). Benzer sekilde,
L. angustifolia ugucu yagmin da Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida albicans gibi patojen mikroorganizmalara karsi giiglii
antimikrobiyal aktivite sergiledigi; 6zellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve
vankomisine direncgli enterokok (VRE) suslarina karst belirgin bir etkinlik gosterdigi
rapor edilmistir (Betlej vd., 2023). Saroj vd. (2024) tarafindan gergeklestirilen bir
caligmada, nane yapragi Ozsuyundan izole edilen bitki kaynakli nanovezikiiller
(MENVs), okside aljinat ve kitosan igeren bir hidrojel formiilasyonuna entegre edilerek
“MENV HG” olarak adlandirilmistir. Yapilan bakteri testlerinde Micrococcus luteus ve
E. coli iizerinde anlamh diizeyde inhibitor etkiler goézlenmistir. In vivo sigan yara
modellerinde ise MENV HG uygulamasinin, MENVs’lerin yara bolgesine kontrollii ve
stirekli salinimin1 sagladigi, bu sayede kontrol grubuna kiyasla (87%) %99 oraninda yara

kapanmasi elde edildigi ve inflamatuar yanitlarin azaldigi bildirilmistir (Saroj vd., 2025).

Benzer sekilde, Tan vd. (2024) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, karahindiba kdkenli
bitki eksozom benzeri nanovezikiillerin S. aureus ekzotoksinlerine giiglii ve kararli
sekilde baglandig1, bu sayede konak hiicreleri toksin kaynakli hasarlardan korudugu ve

in vivo kosullarda tam detoksifikasyon sagladigi belirlenmistir (Tan vd., 2024).
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5. SONUC

Bu calismanin bulgulari, H-EV, L-EV ve S-EV uygulamalarinin hem HDF hem de
HACAT hiicrelerinde biyolojik olarak anlamli, ¢ok islevli etkiler sergiledigini ortaya
koymustur. Morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyon verileri, izole edilen pEV’lerin
yiiksek saflik, homojenlik ve protein i¢erigine sahip oldugunu gostermis, bu da biyolojik

fonksiyonellik agisindan giiglii bir potansiyeli dogrulamistir.

Hiicre canliligi analizlerinde her iki pEV tipi de sitotoksik etki gdstermemis ve
biyouyumluluk 06zellikleriyle one ¢ikmistir. ECso analizleri, bu vezikiillerin hiicre

metabolik aktivitesini artirma kapasitesine sahip oldugunu gostermistir.

In vitro yara iyilesme modelinde, pPEV uygulamalar1 hem keratinosit hem de fibroblast
hiicrelerinde hiicre gbcli ve proliferasyonunu belirgin bigimde hizlandirmis, 6zellikle
sinerjik uygulamalarda daha yiiksek yara kapanma oranlari elde edilmistir. Senesens
modellerinde, SA-B-gal aktivitesindeki azalma ve morfolojik iyilesmeler, pEV’lerin

hiicresel yaglanmay1 baskilama potansiyelini agik¢a ortaya koymustur.

Ayrica, antioksidan kapasitedeki artis, oksidan yiikiindeki azalma ve oksidatif stres
indeksinin diisilisii, pEV’lerin redoks homeostazinin yeniden dengelenmesine ve hiicre
hasarmma karsi koruyucu mekanizmalarin giliclenmesine katkida bulundugunu

gostermektedir.

gPCR sonuglari, COL1A1/COL1A2 ve FGF genlerinin yukari regiilasyonu ile ECM
sentezi ve proliferatif siireglerin desteklendigini ortaya koymustur. Buna paralel olarak,
MMP ve IL-6 gen ekspresyonundaki diizenlenme, yara iyilesmesinin fizyolojik yeniden

sekillenme siireciyle uyumlu sekilde gerceklesmistir.
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Genel olarak bu calisma, pEV’lerin yalnizca oksidatif stres ve senesensin olumsuz
etkilerini azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda doku rejenerasyonu, kollajen sentezi ve
yara kapanmasini hizlandirdigini, dolayisiyla ¢ok islevli biyoterapotik adaylar olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Uygulanan tedaviler arasinda 6zellikle H-EV’lerin etkilerinin tiir spesifik ve zamana bagl
olarak anlamli diizeyde degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Elde edilen sonuglar ayrica
bu vezikiillerin yalnizca antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini, aym1 zamanda
enfeksiyonlarin baskilanmasinda ve konak yanitinin desteklenmesinde de potansiyel

gosterdigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, elde edilen tiim veriler, bitki kaynakli eksozom benzeri nanovezikiillerin
giivenli, biyouyumlu ve etkili dogal nanovezikiil platformlari oldugunu giiglii bi¢imde
desteklemekte; bu yapilar, dermatoloji ve rejeneratif tip alanlarinda klinik arastirmalara
tasiabilecek  yiiksek  translasyonel  potansiyele  sahip  adaylar  olarak
degerlendirilmektedir. Gelecekte yapilacak ¢alismalar, bu vezikiillerin in vivo
biyodagilim profillerinin, stabilite ozelliklerinin ve hedef dokuya 06zgiil tasima
kapasitelerinin kapsamli sekilde arastirilmasina odaklanmalidir. Ayrica, yiikleme (cargo
engineering) stratejileri kullanilarak bu dogal nanovezikiillerin belirli biyolojik
molekiiller (6rnegin siRNA, miRNA, antioksidan veya anti-inflamatuar ajanlar) ile
zenginlestirilmesi, terapotik etkinliklerinin artirilmasi agisindan yeni bir arastirma alan
sunmaktadir. Kozmetik dermatoloji uygulamalarinda ise, cilt yaglanmasi, fotohasar ve
yara iyilesmesinde PEV’lerin igerigine bagli “smart delivery system” olarak

formiilasyonlara entegre edilmesi yenilik¢i yaklagimlar arasinda degerlendirilebilir.

Bununla birlikte, farkli bitki tiirlerinden elde edilen pEV’lerin karakterizasyon,
standardizasyon ve iiretim Olgeklenebilirligi konularinda uluslararasit diizeyde kabul
goren metodolojik protokollerin olusturulmasi gerekmektedir. Bu kapsamda ISEV
kilavuzlart dogrultusunda yapilacak ileri diizey multi-omik analizler (proteomik,
lipidomik, metabolomik) ve biyosentetik mekanizmalarin aydinlatilmasi, pEV’lerin
biyolojik islevlerinin daha derinlemesine anlagilmasina katki saglayacaktir. Son olarak,

insan klinik modellerinde yiiriitiilecek giivenlik, farmakokinetik ve etkinlik
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caligmalarinin  tamamlanmasiyla  birlikte, bitki kaynakli eksozom benzeri
nanovezikiillerin farmasoétik, kozmetik ve biyomedikal endiistride dogal, siirdiiriilebilir

ve etik temelli nanoterapétikler olarak kullanima sunulabilecegi 6ngoriilmektedir.
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