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Antibiyotik direnci

» Antibiyotiklere karsi direncg giin gectikce hizla artmakta / yayilmaktadir
* Asiri kullanim

* Uygunsuz kullanim
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Antibiyotik direnci

Resistance of Klebsiella pneumoniae to Carbapenems

* Karbapenemlere karsi da direng
hizli artis icerisinde

* Yeni antibiyotik kesfi son 20-30 | 1
yilda belirgin azalmigtir (esiye isolates) et

ISO
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Antibiyotik direnci; sonucg ?

* Direncli enfeksiyonlar nedeniyle her yil 700.000 kisi hayatini kaybetmekte
* Bu hizin devam edecegi ve yeni antibiyotik kesfi mimkiin olmayacagi kosullarda
e 2050’lerde her yil

e 10 milyon kisinin 6lecegi

* Ekonomik yukiin 100 trilyon ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir

Faj tedavisi
Bakteriosinler
‘ Mikroorganizmalari 6ldtrici mekanizmalar

Direncin oniline gecilmesi

Yeni antibiyotiklerin kesfi
Yeni ¢c6zUm arayislari
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Eksozom

1- Plazma membrani invagine olur ve erken endozomlari olusturur

2- Erken endozomlar invagine olur intraluminal vezikuller olusur

* Tum meme“ hucreleri; tumor 3- Boylece multivezikuler cisimcikler olugur
h ucreleri ve mikrOOI’ga nizma Ia r 4- MVB plazma membranit ile birlesip ekstraseliiler alana eksozom olarak salinir
tarafindan salinan _
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Rodrigues M et al. Theranostics 2018; 8(10): 2709-2711.
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Eksozom

Endocytotic
pathway
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Ilk zamanlar hiicre icerisinde bulunan artik
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Tetraspanin
e.g. CD9,CD63

Yuzeyde CD9, CD63, CD81,
CD82, CD53 proteinleri
Biyobelirtec

KLIMIK-2019

(MRNA, miRNA, DNA)
* Lipid

(Kolesterol, sfingomyelin)

Rodrigues M et al. Theranostics 2018; 8(10): 2709-2711.
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Eksozom

* Hepatit C virtsu ile enfekte hasta kanlarindan elde edilen eksozomlarda HCV zar
proteinine karsi mRNA ile mast hiicreden koken alan eksozomlarda ise miRNA
saptanmasi eksozomlar ile ilgili calismalara hiz kazandirmistir

hiicreye endositoz araciligi ile alinmakta D Ty c
) oy @~ S
* Hucreler arasi iletisim ww O |
s A 5 (@)
* Genetik materyallerin transferi oo A f‘, e
, Qe Qo @DQ s O
e Sinyal iletimi = Ny

* immiinolojik yanitlarin diizenlenmesi

o Masciopinto F et al. Eur J Immunol 2004;34:2834-42.
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Eksozom

* Eksozomlar hedef hilicreye yalnizca iceriklerini aktarmakla kalmadiklari ayni
zamanda hedef hlicrede bazi degisikliklere de yol actiklari ilk glioblastomlu

olgularda gosterilmistir

* Boyle olgularin eksozomlarinin tasidigi mRNA ve miRNA alindiklari beyin endotel
hiicrelerinde proteine donustlgl ve bu proteinin timor mikrogcevresinin

dizenlenmesinde rol oynadigi saptanmistir

* Ayni zamanda bu eksozomlarin glioblastom hiicrelerinin ¢ogalmasina katki
sagladiklari da gosterilmistir

Skok J et al. Nt Cell Biol 2008; 10: 1470-6.



Eksozom

* Tum mikroorganizmalar da eksozom olustururlar

Mikroorganizmalarin olusturduklari eksozomlar nasil bir rol oynayabilir ?

Antibiyotik baskisi altinda iken olusan Staphylococus aureus eksozomunun

bakteriler arasi iliskisi incelenmis N
Lee J et al. Antimicrob Agents and Chemotherapy 2013; 57(6): 2589-2595.

Bu S.aureus eksozomunun bir beta laktamaz proteini olan BlaZ'yi salgiladigi
saptanmis

Bu eksozomun ampisiline duyarli oldugu bilinen Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerin ortamda ampiilin varliginda bile cogalmalarina olanak sagladigi
gosterilmis



Eksozom

* Gram negatif bakterilerden salinan eksozomlarin

* Protein ve genetik madde aktariminda
e Bkteri hiuicresinden bakteri hiicresine sinyal gondermede

* Biyofilm olusumuna neden olmada rol oynadiklari bilinmektedir

* Bu Gram pozitif bakteri eksozomlarinin da bakteriler arasinda iletisimde rol

oynadigini gosteren ilk calisma

» S.aureus eksozomunun antibiyotik direncinde rol oynadigini gosteren bir calisma

Lee J et al. Antimicrob Agents and Chemotherapy 2013; 57(6): 2589-2595.



Eksozomlarin ozellikleri ve kullanimlari

Kahraman T et al. Turk J Immunol 2014;2(2):34-40. Schorey JS et al. EMBO Reports 2015;16:24-43.
Hedef Hiicre o . .
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Eksozom

= .
® OO / 5 e Matir dendritik hiicrelerden @

d:)o —_— sa.\.lgllanan eksfc.)zomlar cesitli <j.N;LAMMAT.§N -
o> hiicrelere etki ile enflamasyon

Dendritik hicre . . .
\ @ gelisimine neden olurlar

Makrofaj

B Huicresi

16.03.2019 KLIMIK-2019 11



Eksozomlarin ozellikleri ve kullanimlari

Kahraman T et al. Turk J Immunol 2014;2(2):34-40.

Hedef Hiicre
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* Eksozomlar vicutta cok cesitli
hicreleri aktive ve/veya inhibe
edebilmektedirler

e Bunlardan birisi de bagisik
sistemdir

e Matiur dendritik hiicrelerden
salgilanan eksozomlar cesitli
hiicrelere etki ile enflamasyon
gelisimine neden olurlar

e Olgunlasmamis dendritik
hicrelerden salgilanan eksozomlar
ise immunosupresif etki gosterirler

KLIMIK-2019

Schorey JS et al. EMBO Reports 2015;16:24-43.
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J Immunol. 2009 November 1; 183(9): 5983-5990. doi:10.4049/jimmunol.0802994.

Immature Dendritic Cell-Derived Exosomes Rescue Septic
Animals via MFGES

Michael Miksa' ’2, Ronggian wu' :2, Weifeng Dongz, Hidefumi Komura2, Dhruv Amin2,
Youxin Ji2, Zhimin Wangz, Haichao Wang1, Thanjavur S. Ravikumarz, Kevin J. Tracey1, and
Ping W.ang1 2

1 The Feinstein Institute for Medical Research, Manhasset, NY 11030, USA

2 Department of Surgery, North Shore University Hospital and Long Island Jewish Medical Center,
Manhasset, NY 11030, USA

Milk fat globule EGF factor 8 apoptotik hiicre fagositozunu saglamakta

Dendritik hiicre kaynakl eksozomlar;

MFGES8 de artisa yol acarak

Hem sepsis kaynakli akut sistemik enflamasyonu hafifletmis
Hem de apoptotik hiicrelerin ortadan kaldirilmasi artirilimis

Boylece sepsise bagli mortalite belirgin azaltilmis
KLIMIK-2019 13



Eksozomlarin asi olarak uygulamalari

* Antijen ve adjuvanlarin eksozomlar ile birlestirilerek

hastaliklardan korunmada / hastaliklarin tedavisinde .
. . . o T —
asi olarak kullanimlarini gindeme getirmektedir .. /-\I \
e GUnumiuzde bazi kanser asilarinin gelistirilmesinde " <
hayvan modelinde calismalar hiz kazanmistir e .T /\
* Enfeksiyon hastaliklari alaninda da eksozomlar ile asi %O
calismalari mevcuttur Op©

EKSOZOM
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Eksozom asi olarak enfeksiyon hastaliklarinda
uygu |a malarl Vaccine 28 (2010) 5785-5793

Contents lists available at ScienceDirect

Vaccine

FVIFR journal homepage: www.elsevier.com/locate/vaccine

Fragments of antigen-loaded dendritic cells (DC) and DC-derived exosomes
induce protective immunity against Leishmania major

Johannes K. Schnitzer, Simon Berzel!, Marcela Fajardo-Moser?, Katharina A. Remer, Heidrun Moll *

University of Wiirzburg, Institute for Molecular Infection Biology, Germany

* Dendritik hiicreden salinan eksozomlara Leishmania major antijenleri transfer edilmis

* Splenositlerde T hiicre proliferasyonuna ve IL-12 salinimina yol acarak koruyucu bagisik yanit ortaya
cikartmis

Yorum; Leishmania ve diger enfeksiyon hastaliklarina karsi immunoprofilaksi amaciyla hiicre icermeyen
ast yapmak mumkun olabilir

16.03.2019 KLIMIK-2019 15



Eksozom asi olarak enfeksiyon hastaliklarinda
uygulamalari

INFECTION AND IMMUNITY, Jan. 2007, p. 220-230 Vol. 75, No. 1
0019-9567/07/$08.00+0 doi:10.1128/IA1.01217-06
Copyright © 2007, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Dendritic Cell-Derived Exosomes Express a Streptococcus pneumoniae
Capsular Polysaccharide Type 14 Cross-Reactive Antigen
That Induces Protective Immunoglobulin Responses
against Pneumococcal Infection in Mice"

Jesus Colino and Clifford M. Snapper*

Department of Pathology, Uniformed Services University of the Health Sciences, 4301 Jones Bridge Road,
Bethesda, Maryland 20814

Disi BALB/cj tipi farelere dendritik hiicrelerden salinan eksozomlar ile birlestirilmis
Streptococcus pneumoniae kapsuler polisakkarid tip 14 peritondan uygulanmis

0, 14, 38 ve 43. glinlerde antikor titreleri ELISA ile 6lculmus

Sonucta CP14 antijeni iceren eksozomun spesifik koruyucu diizeyde antikor liretimine

neden oldugu saptanmis
16.03.2019 KLIMiK-2019



Eksozom asi olarak enfeksiyon hastaliklarinda
uygulamalari

Eur. J. Immunol. 2013. 43; 3279-3290 DOI: 10.1002/eji.201343727 Immunity to infection

Exosomes carrying mycobacterial antigens can protect
mice against Mycobacterium tuberculosis infection

Yong Cheng and Jeffery S. Schorey

Department of Biological Sciences, Center for Rare and Neglected Diseases and Eck Institute
for Global Health, University of Notre Dame, Notre Dame, IN, USA

* Mycobacterium tuberculosis kultur filtrat proteini ile muamele edilmis makrofajlardan
elde edilen eksozomlar asi olarak kullanildigi farelerde, disiik doz aerozolize
Mycobacterium tuberculosis verilmesine karsin enfeksiyon gelismedigi gosterilmis

16.03.2019 KLIMIK-2019
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Eksozom - Enfeksiyon iliskisi

Enfeksiyon gelisimine

transmitting pathogen yol acgabilir / engel olabilir
related molecules

infection anti-infection
PMCIpaMg - cxosome
immune escape
o Dendritik hucre ?
inhibiting immune o accelerating
responses Ma krofaJ !

Zhang W et al. Frontiers in Immunology 2018;9:90.
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Eksozom - Enfeksiyon iliskisi

* Leishmania ile enfekte dendritik hiicrelerden salgilanan eksozomlar bagisik
sistemi akive etmektedir. Bu tir eksozomlardan asi olusturmak ve boylece
hastaliktan korunmak mumkin olabilmektedir

* Leishmania ile enfekte makrofajlardan salgilanan eksozomlar ise bagisik yaniti
baskilayici etkiye sahipler. Parazitin cogalmasina ve enfeksiyon gelismesine yol
acarlar

* Enfekte hiicrelerden salgilanan eksozomlarda GP63 varligi

* GP63 bagisik yaniti baskilayarak parazitin yasamasina ve copgalmasina olanak
saglamaktadir

Fuhrmann G et al. European J of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 2017:118:56-61.

16.03.2019 KLIMIK-2019 19



Eksozom - Enfeksiyon iliskisi
PHAGOCYTES, GRANULOCYTES, AND MYELOPOIESIS

Antibacterial effect of microvesicles released from human neutrophilic
granulocytes

*Csaba |. Timar,' *Akos M. Lérincz,! Roland Csépanyi-Kémi,! Anna Valyi-Nagy,! Gyérgy Nagy,? Edit |. Buzas,? Zsolt lvanyi,?
Agnes Kittel, David W. Powell,56 Kenneth R. McLeish,57 and Erzsébet Ligeti'

Departments of 'Physiology, and 2Genetics, Cell Biology and Immunology, Semmelweis University, Budapest, Hungary; *Clinic for Anaesthesiology and
Intensive Care, Semmelweis University, Budapest, Hungary; 4Institute of Experimental Medicine, Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Hungary;
Departments of SMedicine and ®Biochemistry and Molecular Biology, University of Louisville, Louisville, KY; and “Robley Rex VA Medical Center, Louisville, KY

S.aureus enfeksiyonunda noétrofil kaynaklh mikrovezikullerin kanda belirgin oranda artmakta

Bu mikrovezikullerin S.aureus cogalmasini bakteri agregasyonu saglayarak azalttiklari in-
vitro gosterilmis

Bu erken donemde mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyen bir mekanizma olabilir

Timar Cl et al. Blood 2013;121(3):510-8..
16.03.2019 KLIMiK-2019 20



Eksozomlarin ozellikleri ve kullanimlari

* Nanopartikal gibi kiicuk, vezikuler yapidadirlar

* Nnopartikullerden farkl olarak dogal yapidadirlar
Nanopartikuller;

* Birden cok antibiotigi tek bir partikul icerisine alabilir

* Ayni zamanda antibiyotik diren¢ gelisimini de azaltmada nanopartiklller 6nemli
rol oynadiklari kabul edilmektedir  pigrift Ry et al. Advanced Drug Delivery Reviews 2013;65(13-14):1803-1815

* Eksozomlar da nanopartikiller gibi lipid icerisinde ¢dzlnebilen ilaglar ile
birlestirilip her turlu vicut engellerinden glven ile gecip tedavi amaciyla
kullanilabilir

16.03.2019 KLIMIK-2019 21



Eksozomlarin enfeksiyon hastaliklari tedavisinde kullanimlari

3 ORIGINAL RESEARCH
Exosome-encapsulated antibiotic against
intracellular infections of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus saptamak amaciyla

This article was published in the following Dove Press journal:

International Journal of N: M . . . .o .
International Journal of Nanomedicine 2018:13 8095-8 104 1 LIneZOIId Ile 2 MakrOfaJ kOkenII eksozoma

* Fagosit hiicrelerin icerisinde kalan Metisiline
direncli Staphylococus aureus’a karsi etkinligi

yerlestirilmils olan Linezolid

Xiaohong Yang Background: Staphylococcus aureus survival inside phagocytes is considered to provide

Gongming Shi a reservoir of bacteria that are relatively protected from antibiotics, thus enabling long-term

Jian Guo colonization of the host and explaining clinical failures and relapses after antibiotic therapy. . . . . . . .

Chenhui Wang Purpose: The objective of this study was to develop a nanovesicle using exosomes loaded I n Vltro Ve | n VIVO pe rlto n |t m Od e | | n d e ga I |§| I m |§
Yun He with linezolid to overcome intracellular infections by pathogenic bacteria.

Methods: Exosomes were collected from the culture supernatants of RAW 264.7 cells. Their

Chongqing Key Laboratory of Natural . .. . . . . - . .
Ongqing "ey -aboratory of fHatura size distribution and zeta potential were characterized by dynamic light scattering, their morphol-

Product Synthesis and Drug R h, . 1 1 1ri 1 w
S::oZICtof);:a:ns-lasc:':uica:';gcierexzee:rc ogy was characterized by transmission electron microscopy, and their protein content (CD63 SO n U g . E kSOZO m I Ie bl r I e§t| rl I m |$ L N Z h U C re

Chongqing University, Chongqing and Flotillin 1) was assessed by Western blotting. Linezolid was incorporated into exosomes
401331, People’s Republic of China

by co-incubation at 37°C and it's accumulation in RAW264.7 cells and release in vitro were ige ri Si N d e te k ba §| na I i nezo I id ’d en go k d a h a

determined by high performance liquid chromatography. The intracellular bactericidal effect
was evaluated in methicillin-resistant S. aureus (MRSA)-infected macrophages in vitro and . . . .
MRSA peritonitis model in vivo, yuksek konsantrasyonda ve bakterisidal etki
H ayV an k anser te d aV| Results: We prepared a nanoformulation of the antibiotic linezolid using exosomes harvested

from mouse RAW264.7 macrophages. The exosomal formulation of linezolid was more effec-
modellerinde eksozomlar tive against intracellular MRSA infections in vitro and in vivo than the free linezolid. Our data yara tmi S

also showed no signs of cytotoxicity in macrophages.

| | d g | arin h (S d efe u I d § masini Conclusion: Exosomes provide an effective alternative for intracellular antibiotic delivery of
v . . antibiotic that is efficacious, cost-effective, and safe. This regimen can be viewed as a potential
saglamak icin kullanilmakta

antimicrobial agent for use against intracellular infections.
Keywords: exosomes, antibiotic, delivery, intracellular infection, MRSA
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Ozet

* Eksozomlar pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadiklari kabul ediliyor
* Kanser
* Otoimmun hastaliklar
* Alzheimer, Parkinson hastaligi

* Enfeksiyon hastliklari

* Eksozomlar enfeksiyon hastaliklari alaninda
* Immunoprofilaksi — Enfeksiyon hastaliklardan korunma / tedavi

* Dogal tasiyici 6zellikleri ile tim vicut dokularina ilaglarin ulastirilmasi, hticre
icine yogun gecislerin saglanmasi — Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi
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