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OZET

LEISHMANIA PARAZITLERINDEN LIPOFOSFOGLIKAN (LPG)
SAFLASTIRILMASI VE AS| MODELI OLARAK LPG-POLIMER KONJUGATININ
ANTILEISHMANIAL ETKINLIGININ iN VIiTRO VE iN ViVO iNCELENMESI

Rabia CAKIR KOC

Biyomuhendislik Bolimi
Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis, enfekte Flebotomus cinsi sineklerin kan emme sirasinda Leishmania
protozoan parazitlerini memeli konaklara bulastirmasi ile ortaya ¢ikan bir hastalik
grubudur. Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiiti’niin (DSO) belirledigi en énemli tropikal
hastaliklar listesindeki 6 hastaliktan biridir. Dinyada 350 milyon kisi leishmaniasise
yakalanma riski altindadir. Bu hastalik 98 llkede endemik olup, enfekte kisilerin sayisi
ise 12 milyondur. Leishmaniasis ayni zamanda Tirkiye’'nin de ciddi halk sagligi
problemlerinden biri olup 20 milyondan fazla kisi bu hastaligin tehdidi altindadir.
Ulkemizde hastaligin visseral ve 6zellikle de kutandz formlar gérilmektedir. Saglik
Bakanhgi'nin son yillardaki bilgilerine goére, Tirkiye genelinde her yil yalnizca KL igin
yaklasik 5.000 yeni olgu bildiriimektedir. Leishmaniasisin endemik oldugu komsu
Ulkelerden son yillarda ortaya ¢ikan savas nedeniyle insanlarin gé¢ etmesi hastaligin
giderek artmasina sebep olabilir. Hastaligin diinyada ve (lilkemizde bu kadar yaygin
olmasinin en 6nemli sebepleri; hastalik etkenlerinde kullanilan ilaglara, vektorlerinde
ise insektisitlere karsi direncliligin gelismesi, bircok memeli hayvanin hastalik
etkenlerinin rezervuari olmasi, tanida yasanan problemler, kiiresel iklim degisiklikleri
gibi nedenlerdir. Tim bunlarin yani sira glinimiizde leishmaniasise karsi etkin bir asi
bulunmamakta ve hastaligi engelleyici etkin bir asinin gelistirilmesinin zorunlu hale
geldigi son yillarda DSO tarafindan da 6zellikle vurgulanmaktadir.
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1940’ yillardan glinimuze kadar hastaliga karsi etkin bir agi gelistirilmesi igin gesitli
yaklasimlar gelistirilmistir. Bu yaklasimlara uygun olarak asi calismalari birinci, ikinci ve
Uglnci nesil agilar olarak gruplandiriimaktadir. Birinci nesil asilarin temelini éldurilmus
ya da canhligi azaltilmis parazitler; ikinci nesil asilarin temelini tip ve teknolojinin
gelismesiyle saflastirilmis antijen asilari, rekombinant protein asilari; Gglncli nesil
asllarin temelini ise DNA agilari ve dendritik hiicre asilari olusturmaktadir. Bitlin bu
yaklagimlara ragmen etkin bir asi gelistiriimesi halen mimkin olmamistir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda 6zellikle saflastirilmis dogal antijenlere dayal asilara
onem verilmektedir. Bu gruptan ozellikle Leishmania’ nin ylizeyindeki baskin bir
molekil olup, parazitin makrofajlarda hayatta kalmasini saglayan ayrica
Flebotomus’lardaki yasam dongisu icin de olduk¢a 6nemli olan LPG molekilinin asi
adayi olarak Gmit verici oldugu belirtilmistir.

LPG ile yapilan onceki calismalarda L. mexicana ve L. major’dan elde edilen LPG’nin tek
basina veya farkh adjuvanlar ile farelerde kismi koruma sagladigi gosterilmistir. Boylece
yapilan bu calismalar, leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde LPG’nin 6nemli bir
immunojen molekil oldugunu goésterse de; tek basina veya kullanilmis mevcut
adjuvanlarla korumanin yetersiz oldugu ortaya c¢ikmistir. Yapilan son yayinlarda
Leishmania parazitlerinin glikokonjugatlarinin asi olarak kullanilabilecegi ancak daha
etkin bir tasiyici ve adjuvana gereksinim oldugu ortaya konulmustur.

Son yillarda polielektrolit polimerlerin; protein, dogal mikrobiyal polisakkaritler ve
onlarin sentetik analoglari gibi antijenik yapilar ile karistirilmasi sonucunda immin
uyarici olarak gorev yaptigi ve bagisiklik yanitini birkag kat gliclendirdigi bilinmektedir.
Ayrica Leishmania parazitlerinin LPG’sinin NH, gruplari ile poliakrilik asitin COOH
gruplari arasinda konjugat olusturmanin teorik olarak mimkin olmasi bu
molekillerden elde edilen konjugatin asi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Buna gore de; bu calismada ilk kez olarak Leishmania parazitlerinden LPG’nin
izolasyonu, saflastirilmasi ve asi modeli olarak LPG-PAA konjugatinin antileishmanial
etkinliginin in vitro ve in vivo incelenmesi amaglanmistir.

Hedefe ulagsmak igin Leishmania parazitlerinin kiltiri elde edilip blyuk 6lgekli kultir
metotlari gelistirildi. Daha sonra cogaltilan kiltirden biyomas elde edilip LPG
izolasyonunda  kullanildi.  Saflastirlan LPG polimer ile konjugasyonu ve
karakterizasyonlari gerceklestirip cesitli hicre kiltirlerinde MTT yontemi ve flow
sitometrik olarak toksisiteleri incelendi. Toksik olmadigi belirlenen farkh asi
formilasyonlarinin BALB/c farelere enjeksiyonu yapildi ve immin yanitlar, ELISA, IFAT,
sitokin olcilmesi, Mikrokiltlir ydntemi, peritonel makrofajlarin in vitro enfektifliginin
Olclilmesi, dalak ve karaciger agirliklarinin 6lg¢lilmesi, Leishman-Donovan Units (LDU) ile
parazit yikinin belirlenmesi yontemleri ile incelendi.

Elde edilen sonuglar incelenen tim parametrelere gore en yiiksek asi aracili immin
koruma yanitinin LPG-PAA konjugati ile saglandigini géstermistir. Ozellikle Leishman-
Donovan Unite gore parazit yikindeki en yiksek diisis %81,17 ile 35 pug LPG igeren
LPG-PAA konjugat iceren grupta olmustur. Sadece LPG ile immiinize edilen kontrol
grubunda ise bu deger %44,93'tir. Diger gruplarda 10 pg LPG igeren LPG-PAA
konjugatinda %53,37, 35 ug LPG igeren LPG + PAA fiziksel karisiminda % 55,2, sadece
LPG ile imminize edilen grupta %44,93, LPG + Freund’s adjuvani iceren grupta ise
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%65,8 olarak saptanmistir. Boylece bu calismada Leishmania parazitlerinden LPG’nin
izolasyonu, saflastiriimasi ve asi modeli olarak LPG-PAA konjugatinin antileishmanial
etkinliginin in vitro ve in vivo incelenmesi sonucunda, hem fiziksel karisimin hem de
konjugatin asi olarak etkinliginin yiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Elde edilen bu
sonuglarin leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde bundan sonraki ¢alismalara isik
tutacak yeni bir yaklasimin dncisii olacagini diisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Anti-leishmanial Asi, Leishmania, Lipofosfoglikan, Polimer,
Konjugat, BALB/c
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ABSTRACT

PURIFICATION OF LYPOPHOSPHOGLICAN (LPG) FROM LEISHMANIA
PARASITES AND INVESTIGATION OF ANTILEISHMANIAL EFFICIENCY OF
LPG-POLYMER CONJUGATE AS VACCINE MODEL IN VITRO AND IN VIVO

Rabia CAKIR KOC

Department of Bioengineering
PhD. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis is a group disease transmitted by the bite of the infected Phlebotomus
while obtaining blood from mammalian host. According to the World Health
Organization, leishmaniasis is one of the six major tropical diseases. 350 million people
in the world are under the risk of the disease. It is endemic in 98 country and 21
million people is infected. Leishmaniasis is also important public health problem in
Turkey and 20 million people is under the risk of disease. In our country, visceral and
especially cutaneous form is endemic. According to Ministry of Health statistics, 5000
new cases are occurring every year. It is expected that this number will be on increase
due to migration from endemic neighboring countries. The important reasons for
spread of the disease are resistance to the drugs, global climate changes, difficulty of
diagnosis. Also there is still no effective vaccine against to leishmaniasis.

Different studies for vaccine development have been conducted since 1940 as first,
second and third generation vaccine studies. These studies are based on killed
parasites, live-attenuated parasites, purified and recombinant antigen based vaccines,
DNA vaccines and dendritic cell based vaccines. Although there have been studies on
vaccine development for long years, there is still no effective vaccine against to
leishmaniasis. Recent studies give much more importance to LPG, one of the most
important surface antigens. LPG, with glycolipid structure, is dominant molecule in the
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surface of parasites. LPG is responsible for pathogenesis and survival of parasites in
mammalian host and vector.

LPG is being investigated as a vaccine candidate thanks to its important properties. In a
study, purified LPG from L. major and L. mexicana alone or with adjuvant injected to
the mice and this application provided a partial protection against the disease. These
studies showed that LPG is important immunogenic molecule, however, LPG, alone or
with the present adjuvant does not have enough efficiency. Recently, it was revealed
that synthetic polyelectrolytes, when introduced in mixtures with typical antigens
(proteins, natural microbial polysaccharides, and their synthetic analogs), serve as
immunostimulants by enhancing immune response as several times. Also it is
theoretically possible to conjugate LPG to PAA by using NH, groups of LPG and COOH
groups of PAA.

Therefore, for the first time in this study, the aim is to prepare the conjugate of LPG
with poliacrylic acid (PAA) which has adjuvant property, and to investigate the
efficiency of the conjugate as a vaccine on mice models against to leishmaniasis.

To reach the goal of this study, firstly large-scale culture methods were developed.
Then obtained cultures are used in isolation of LPG. Purified LPG was conjugated to
polymer and MTT assay and flow cytometry were performed in order to determine the
toxicity of the conjugates on various cell cultures. Different vaccine formulations were
determined as non-toxic and injected to the BALB/c mice and immune responses were
studied with ELISA, IFAT, cytokine measurement, microcultures method, in vitro
infectivity of peritoneal macrophages, measurement of the spleen and liver weights,
Leishman-Donovan Units (LDU) for determininig the parasite burden.

Efficiency of the conjugate has been researched by ELISA, IFAT, micro culture method,
additionally in vitro infectivity of peritonal macrophages, spleen and liver mass and
parasite burden calculation by Leishman-Donovan Units (LDU) had been investigated
by several methods. According to the obtained results, LPG-PAA conjugate possessed
the most effective vaccine-Induced protective immune response comparing to the
control group bound to all of studied parameters. Especially according to LDU, 35 pg
LPG including LPG-PAA conjugate has a decrease of 81,17% for parasite burden but
53,37% decrease for 10 pug LPG including group. Especially, the highest decrease of
parasite burden exists for 35 pug LPG including LPG-PAA conjugate with a rate of
81,17%. This rate is 44,93% for immunized of LPG control group. Other groups, 10 pg
LPG including LPG-PAA conjugate has a decrease of 53,37%, 35 ug LPG including LPG-
PAA physical mixture has a decrease of 55,2% , the immunization by just LPG group
has a decrease of 44,93% and LPG-Freund’s adjuvant group has a decrease of %65,8.
Thereby, for the first time in the world and in our country, a new vaccine oriented to
LPG-polymer has been developed against leishmaniasis.

Keywords: Anti-leishmanial Vaccine, Leishmania, Lipophosphoglycan, Polymer,
Conjugate, BALB/c
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis, enfekte Flebotomus cinsi sineklerin kan emme sirasinda Leishmania
protozoan parazitlerini memeli konaklara bulastirmasi ile ortaya ¢ikan bir hastalik
grubudur. Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiiti’niin (DSO) belirledigi en énemli tropikal
hastaliklar listesindeki 6 hastaliktan biridir. Diinyada 350 milyon insan leishmaniasise
yakalanma riski altinda olup, hastalik 98 lilkede endemiktir ve enfekte kisilerin sayisi 12
milyondur [1]. Hastalik Turkiye’'nin de ciddi halk saghgi problemlerinden biri olup 20
milyon kisi bu hastaligin tehdidi altindadir. Ulkemizin cesitli bélgelerinde hastaligin
visseral ve Ozellikle de kutandéz formlarina rastlanmaktadir. Saglik Bakanligi
istatistiklerine gore, yalnizca kitan6z leishmaniasis (KL) i¢in, her yil yeni olgu sayisi
yaklasik 5.000 kisidir [2], [3]. Son yillarda ortaya cikan savas nedeniyle leishmaniasisin
endemik oldugu komsu Ulkelerdeki insanlarin Glkemize gé¢ etmesi hastaligin giderek
artacagini gostermektedir. Hastaligin diinyada ve (ilkemizde bu kadar yaygin olmasinin
en onemli sebepleri; hastalik etkenlerinde kullanilan ilaglara vektorlerinde ise
insektisitlere karsi direncliligin gelismesi, bircok memeli hayvanin hastalik etkenlerinin
rezervuari olmasi, tanida yasanan problemler, kiresel iklim degisiklikleri gibi
nedenlerdir. Tim bunlarin yani sira gliniimiizde leishmaniasise karsi etkin bir asi
bulunmamakta ve hastaligi engelleyici etkin bir asinin gelistirilmesinin zorunlu hale

geldigi son yillarda DSO tarafindan da 6zellikle vurgulanmaktadir [4], [5].

1940’ yillardan glinimuze kadar hastaliga karsi etkin bir asi gelistirilmesi igin gesitli
yaklasimlar gelistirilmistir. Bu yaklasimlara uygun olarak asi calismalari birinci, ikinci ve
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Ucglincl nesil asilar olarak gruplandirilmaktadir. Birinci grup asilarin temelini 6ldtrilmis
ya da canlihg azaltilmis parazitler; ikinci grup asilarin temelini tip ve teknolojinin
gelismesiyle saflastirilmis antijen asilari, rekombinant protein asilari; Gclinci grup
asilarin temelini ise DNA asilari ve dendritik hiicre asilar olusturmaktadir [6]. Oli
parazit asilarinin kullanimi guivenli olurken etkinliginin disik oldugu saptanmistir.
Zayiflatilmis Leishmania asilari (Leishmanizasyon) ise parazitlerin sonradan virilanshk
kazanmasi ve hastaligin ortaya cikmasi gibi glivenlik nedenleri ile kullanimi
durdurulmustur. Rekombinant antijenler ile DNA asilarinin birgogunun etkinliginin
disik oldugu ve yeterli koruma saglayamadigi belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan
in vivo ve in vitro ¢alismalarda 6zellikle saflastiriilmis dogal antijenlere dayal asilarin
onemi vurgulanirken, parazitin ylzey antijenlerinden lipofosfoglikan (LPG) one
ctkmistir. LPG molekuli Leishmania’ nin ylzeyindeki baskin bir molekil olup glikolipid
yapisindadir. LPG, memeli konaktaki patojenez etkenidir ve parazitin makrofajlarda
hayatta kalmasini saglar. Ayrica parazitin Flebotomus’lardaki yasam dongisi icin de
oldukca oOnemlidir. LPG parazitlerin 6n bagirsak epiteline yapismasini saglar ve
parazitleri  Flebotomus’larin  6n  bagirsagindaki enzimatik ortamdan korur.
Promastigotlarin ylizeylerindeki LPG ve gp63 gibi yapilar parazitin makrofaj reseptorleri
tarafindan taninmasini saglar [6]. LPG, oksidatif metabolitlerin olusumunu saglayan
anahtar molekil protein kinaz C'yi inhibe etmesi ile makrofajlarin sinyallerini

engelleyerek parazitin makrofaj icerisinde hayatta kalmasini saglar [7].

LPG’nin bu gibi 6zellikleri molekilin asi adayi olarak incelenmesi acisindan oldukga
onemlidir. LPG’nin antileishmanial asi ozelligi ile ilgili cesitli calismalar yapilmistir.
Yapilan bir calismada saflastirilmis L. major LPG’si farelere verilmis ve parazit
enfeksiyonuna karsi koruma saglandigi gérilmdistir [8]. LPG’nin lipozomla olusturdugu
konjugatlar ile yapilan calismalarda ise L. mexicana’ya karsi asilanan farelerde,
hastaligin siddetinde herhangi bir artis gorilmemistir. Bir baska calismada ise LPG,
immun uyaricl tripalmitoyil-S-gliserilsistein’e konjuge edilmis hayvan modelleri
Uzerinde denenmis ve potansiyel bir asi adayr oldugu saptanmistir. Boylece LPG ile
kullanilan lipozom ve tripalmitoyil-S-gliserilsistein gibi adjuvanlar koruma ozelligi
gosterseler de, incelenen az sayidaki adjuvan ile yeterli sonu¢ alinamamistir [6]. Bu

calismalar sadece kutan6z leishmaniasise karsi yapilmistir. Bdylece yapilan ¢alismalar
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LPG’nin, asI adayi olarak giincel oldugunu ancak simdiye kadar denenen adjuvanlardan

farkh olarak etkin bir adjuvan gerekliligini ortaya koymaktadir.

Son vyillarda polielektrolit polimerlerin; protein, dogal mikrobiyal polisakkaritler ve
onlarin sentetik analoglarn gibi antijenik yapilar ile karistiriimasi sonucunda immiin
uyarici olarak gorev yaptigi ve bagisiklik yanitini birkag kat glclendirdigi bilinmektedir.
Leishmania parazitlerinin LPG’sinin NH, gruplari ile poliakrilik asitin COOH gruplari
arasinda konjugat olusturmanin muimkin olmasi, bu molekiller ile elde edilecek

konjugatin asi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Simdiye kadar cesitli viral etkenlere karsi polimerlere dayali asi calismalari yapiimis ve
basarili sonuclar elde edilmistir. Adjuvan etkisi gosteren polimerler leishmaniasise karsi
asl gelistiriimesinde de o6nemli rol oynayabilir. Ancak simdiye kadar dinyada
leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde polimerlerin adjuvan 6&zellikleri dikkate

alinmamis ve bu konuda ¢alisma yapilmamistir.

1.2 Tezin Amaci

Buna gore de bu calismada ilk kez olarak Leishmania parazitlerinden LPG’nin
izolasyonu, saflastirilmasi ve asi modeli olarak LPG-PAA konjugatinin antileishmanial

etkinliginin in vitro ve in vivo incelenmesi amacglanmustir.

Lipofosfoglikan ile poliakrilik asitin konjugatinin hazirlanmasi ve etkin bir asi olmasinin

esas hipotezini ise asagidakiler olusturmaktadir.

1. Leishmania parazitlerinin kamgisi dahil tim yizeyinde yogun sekilde bulunan,
parazitin hayatta kalmasi ve patojenezinde oldukga bliylk roli olup en dnemli
immunojen bolgelerinden biri olan lipofosfoglikanin asi adayi olarak Gneminin

bilinmesi ancak tek basina yetersiz olmasi

2. Polielektrolit polimerlerden poliakrilik asitin adjuvan o6zelliklerinin bildirilmesine
ragmen simdiye kadar leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde polimere dayali

bir yaklagimin mevcut olmamasi,



3. En 6nemlisi ise lipofosfoglikanin yapisinda bulunan NH, gruplari ile poliakrilik

asitin COOH gruplari arasinda konjugat olusturmanin mimkin olmasidir.

Hedefe ulagmak igin asagidaki islemler gergeklestirilmistir;

Leishmania parazitlerinin kalturi elde edilip buytk oOlgekli kiltir metotlarinin

gelistirilmesi,

— Kultirden biyomas elde edilip LPG izolasyonu, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu,

— Saflastirilan LPG’nin polimer ile konjugasyonu ve karakterizasyonlari,

— LPG, PAA ve LPG-PAA konjugatinin cesitli hicre kiltirlerinde MTT yontemi ve
flow sitometrik olarak toksisitelerinin incelenmesi,

— Farkli asi formulasyonlarinin BALB/c farelere enjeksiyonu,

— Farelerde olugsan immin yanitlarin serolojik yontemler ile (ELISA, IFAT, sitokin
Olctlmesi) 6l¢tilmesi

— Enfekte olmus farelerde parazit varliginin belirlenmesi igin mikrokiltir
yonteminin etkinliginin incelenmesi

— Farelerden izole edilen peritonel makrofajlarin in vitro enfekte edilmesi ve
enfektifligin 6lglilmesi,

— Visseral leishmaniasisin 6nemli bulgularindan olan dalak ve karaciger
agirhklarinin élgiilmesi,

— Agi etkinliginin Olgilmesinde 6nemli parametrelerden olan Leishman-Donovan

Units (LDU) ile parazit yukinin belirlenmesi.

1.3 Bulgular

Bu calismada tezin amacina uygun olarak, simdiye kadar asi gelistirilmesi icin kullanilan
yaklasimlardan farkh olarak polimere dayali yeni bir yaklasim gelistirilerek ilk kez LPG-
PAA konjugatinin antileishmanial asi 6zelligi ortaya cikartilmistir. Bu amacla Leishmania
parazitlerinden LPG izolasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu, LPG-PAA konjugatinin
toksisite calismalari ve asi etkinliginin ELISA, IFAT, MKY yontemlerinin yani sira asl
calismalarinda kullanilan gilincel yontemler olan peritonel makrofajlarin in vitro

enfektifliginin olclilmesi, dalak agirliklarinin dlgilmesi, Leishman-Donovan Units (LDU)



ile parazit yukiiniin 6lglilmesi ve dalak hicrelerinden sitokin Gretiminin tespit edilmesi

yontemleri ile asagidaki sonuclar elde edildi.

1. Parazitlerden LPG elde etmek igin blylk miktarda parazit biyomasi
gerektiginden biylik 6lcekli kiiltlir optimizasyonu saglandi ve 6lcek blyitme ile
kiltirin buyidk miktarda ¢ogaltilmasi yontemi gelistirildi.

2. Parazit biyomasi elde edildikten sonra LPG’nin saflagtiriimasi ve
karakterizasyonu vyapildi. Ticari olarak satilmayan ve diinyanin sayil
laboratuvarlarinda Uretimi olan LPG llkemizde ise ilk kez olarak saf halde elde
edildi.

3. Daha sonra elde edilen LPG, PAA ve konjugatlarin fare fibroblast (L929), insan
meme kanser hicrelerinde (MCF-7) ve fare makrofaj hicrelerinde (J774)
incelenen konsantrasyonlarda toksik etki gostermedigi MTT yontemi ve flow
sitometrik olarak gosterildi.

4. Ticari olarak satilan ELISA kitleri, Leishmania parazitlerinin LPG’den farkli
molekdillerine karsi oldugu igin bu kitler kullanilarak LPG’ye karsi olusan
antikoru olgmek mimkin olmadigl icin LPG’ye karsi farelerde olusan antikor
miktarlarini tayin etmeye imkan saglayacak LPG-spesifik ELISA yontemi
gelistirildi. Elde edilen sonuglara gore, LPG, konjugat ve fiziksel karisim enjekte
edilen fare gruplarindaki antikor miktarinin, kontrole gore daha yliksek oldugu,
ayrica LPG-polimer konjugati iceren gruplarda diger immiinize gruplara gore,
antileishmanial antikor seviyesinin daha yiksek oldugu saptandi.

5. IFA testinde ise kontrol grubunda incelenen 4 haftada da Leishmania’ya spesifik
IgM antikoru saptanmazken, LPG iceren cesitli asi formulasyonlari ile imminize
edilmeye calisilan BALB/c farelerinde Leishmania’ya spesifik IgM antikor yaniti
belirlendi. incelenen gruplar arasinda en fazla floresan 1sima yogunlugu ise LPG-
PAA (konjugat) grubunun 2, 3, 4. haftasinda ve LPG-PAA (fiziksel) grubunun 4.
haftasinda gozlendi.

6. immiinize ve kontrol grubundan alinan serum &rneklerinin L. donovani
promastigotlari lzerine antileishmanial etkisinin in vitro incelenmesi
sonucunda, LPG-PAA konjugati iceren gruptan alinan serum orneklerinin, L.

donovani promastigot canliligina en fazla etkiyi gosterdigi tespit edildi.
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7.

10.

11.

Enfekte edilen farelerin Giemsa boyama ve MKY ile yapilan incelemelere gore,
tim immiunize gruplarda ve tim haftalarda alinan kan o6rneklerinde, Giemsa
sonuclari negatif cilkmasina ragmen mikrokiltiir sonuclar pozitif cikmistir.
Ancak ornekteki parazit sayilari incelendiginde asilanan farelerin kanindaki
parazit sayilarinin kontrol grubuna gore daha disik miktarda oldugu gosterildi.
Ayrica MKY’nin asi deneylerinde mevcut yontemlerden farklh olarak fareleri
oldirmeden parazit ylkinU tayin etmeye imkan sagladigi tespit edildi.
LPG+PAA konjugati ile imminize edilen gruplarda dalak agirhginin, kontrol
grubunun yarisi kadar oldugu tespit edildi. Ayrica tim immiinize gruplarda
dalak agirhginda kontrole gore disis oldugu belirlendi.

Periton makrofajlarinda enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma LPG-PAA
konjugatinda (10 pg LPG icin %87; 35 ug LPG icin %89 ), sonrasinda ise LPG-PAA
fiziksel karisim (10 pg LPG igin %65,36; 35 pg LPG igin %67), LPG+ Freund's
Adjuvan grubu (10 pg LPG icin %46,22; 35 ug LPG icin %43) ile immiinize edilmis
farelerde belirlendi. Bu sonuglar da asi aracili koruyucu immin yanitin en iyi
LPG-PAA konjugati ile asilanan fare gruplarinda oldugunu gostermektedir.
Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde kullanilan ve 6nemli bir parametre
olan Leishman-Donovan unite gore parazit yikiinde en belirgin azalma % 81,17
ile 35 ug LPG iceren LPG + PAA konjugat grubunda gozlenmistir. 10 pg LPG
iceren grupta ise bu duslis % 53,37’dir. Ayrica 35 pg LPG iceren LPG + PAA
fiziksel karisiminda % 55,2, sadece LPG ile immiinize edilen grupta % 44,93, son
olarak ta LPG + Freund’s adjuvani iceren grupta % 65,8 oraninda parazit
yikiinde diisis belirlenmistir. 10 ug LPG iceren gruplarda ise LPG + PAA fiziksel
karisimindaki disius % 36,23, sadece LPG ile imminize edilen grupta % 34,40
olarak belirlenmistir. Boylece asi formilasyonlarinin icerdigi LPG miktari
artirildigl zaman, olusan immin yanita bagli olarak parazit yikiinde anlamh bir
dislis meydana gelmistir.

Sitokin incelenmesi ile konjugat grubunda IFN-y seviyesinin yiksek olmasi,

immun yanitin Th1l yoniinde oldugunu gostermektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Leishmaniasis

Leishmaniasis, enfekte Flebotomus’larin isirmasi ile memelilere bulastirilan protozoan
parazitik bir hastaliktir. Hastaligin visseral (VL), kutanoz (KL) ve mukokutanéz (MKL)
olmak Uzere 3 farkli klinik tipi bulunmaktadir. Leishmaniasis ihmal edilmis bir hastalik
olarak belirtiimesine ragmen hastaligin taksonomisi, epidemiyolojisi, klinik bulgulari,

tanisi ve tedavisi lizerine bircok calisma yapilmaktadir [10].

2.2 Parazitin Morfolojisi ve Yasam Dongiisii

Leishmania parazitleri morfolojik ve biyokimyasal olarak farkhlik gosteren 2 forma
ayrilir. Leishmania parazitleri, memeli makrofajlari icerisinde kamgisiz amastigot
formunda, vektor viicudunda kamcili promastigot formunda bulunur [4]. Vektor formu
promastigot olarak bilinir ve kan kamcillarina olduk¢ca benzerdir. Promastigotlar,
kinetoplast olarak bilinen ve halka DNA'nin ¢ok sayida tekrarlanan zincirlerini iceren
mitokondri benzeri organale tutunan tek bir kamgi gosterirler [11]. Ayrica lizozom,
endoplazmik retikulum, golgi aygiti, vakuoller ve zengin DNA icerigine sahip nikleusu

bulunur [12].

Promastigotlarin ig seklinde goévdesi 10-15 pm wuzunlugunda ve 1.5-3.5 um
genisligindedir. Kamgi boylari 20 um’ye kadar ulasabilir ve yliksek oranda hareketlilige
izin verir. Amastigot formlari ise kiire seklinde bir yapida olup yaklasik 2-3 um

capindadir [13, 14]. Flebotomus’larin enfekte konaktan (kopekler, kemirgenler,
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keseliler gibi) kan emmesi ile dongi baslar (Sekil 2. 1). Leishmania parazitini iceren az
miktardaki kan, lenf ve makrofajlar sindirilmeye basladiginda amastigotlar
Flebotomus’larin ortabarsagina go¢ eder ve burada promastigot formlarina donusur.
Promastigotlar, vektoriin orta barsaginda lateral ayrilma ile bolunirler ve kamgilari
aracitligiyla buraya tutunurlar. Promastigotlar vektorin hortum kismina géc¢ etme
yetenegine sahiptir ve bu go¢ sirasinda yuvarlak ve kisa formun ¢esitli varyasyonlarini
gosterdikleri birka¢c asamaya girer. Bu proses metasiklogenez olarak adlandirilir, bu
evrede parazitler olgun ve boélinmeyen enfektif asamadadirlar [15]. Yiizey
glikokonjugatlari bu evrede sentezlenir ve promastigotun konak serumuna direncini
arttirir. Bu evredeki parazit, metasiklik promastigot olarak adlandirilir [6]. Bu metasiklik
promastigotlar epitelyal hiicrelerden ayrilir ve hortum boélimiine dogru go¢ ederler.
Dort veya bes gunlik bir donem sonrasi promastigotlar 6zafagusa ve tlikirik
kanallarina ilerler. Enfekte kum sinegi ikinci bir kan emme sirasinda farinks
bolgesindeki promastigotlari konak memeliye bulastirir. Metasiklik promastigotlar
memeli derisinin icinde insekt vektoriin hortumu boyunca enjekte olurlar. Hastaligin
rezervuarinin kan akimina gecen promastigotlar mononiklear fagositik hicreler
tarafindan fagoliz edilir. Fagolizden sonra bdélinen amastigotlara donlisim 24 saat
icinde baslar. Fagolizozomal vezikil icinde bulunan amastigotlar, anaerobik solunum
yapar, metabolik enzimleri disik pH’'da aktivite gosterir ve eseysiz lreme ile
bolinlrler [15]. Leishmania parazitleri lizozomlardan salinan asit hidrolazlarin
mikrobisidal aktivitesine direng saglayabilmektedir. Fagolizozomal parazitler yiksek
basinca, distk pH’ya ve hidrolaz enzimlerine maruz kalirlar ve bu stres faktorleri
parazitin hicresel farkhilasmasini tetikler [16]. Sonug olarak ¢cogalan amastigotlar konak
hiicreyi parcalar, parazitler serbest hale gelir ve yeni hiicrelerle farkli organlarin

dokularina yayilarak lezyonlara ve doku tahribatina neden olur [17, 18].
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Sekil 2. 1 Leishmania parazitlerinin hayat donglsu

2.3 Taksonomi

Mikroskobik inceleme veya parazit kiltirleri kullanildiginda, Leishmania’nin farkl
turleri morfolojik olarak benzer oldugu bilinmektedir. Bu nedenle Leishmania’nin
siniflandiriimasi cografik dagilim, vektor, tropizm ve klinik bulgulara dayandirilmaktadir
[19]. Bilinen iki alt cins Leishmania ve Viannia gelisimlerini tamamladiklari kum
sinegine gobre (Suprapylaria ve Peripylaria) ayirt edilirler. Alt cinslerin icerisindeki
turlerin tanimlanmasinda standart coklu lokus enzim elektroforezi (MLEE) altin
standarttir [20]. Ancak, 20 tanesi insanda hastalik olusturan toplam 30 tiir tanimlayan
su anki siniflandirma sisteminin dogrulugu sirekli sorgulanmaktadir [21]. Leishmania
taksonomisinde bircok molekiiler metotlar kullanilmasina ragmen bu konu hala
tartismaldir [22]. Son zamanlarda Fraga ve ark. yiksek derecede korunmus 70 kDa isi
sok proteinlerinin dizilerini kullanarak farkli cografik bolgelerin izolatlarini ve suslarini
analiz ettiklerinde 17 incelemeye karsin sadece 8 monofletik grup oldugunu
gostermislerdir. L. donovani kompleksinde sadece L. donovani durumunu korumus ve

sadece L. donovani infantum alt tiir olarak belirtilmistir. Benzer olarak sadece L. tropica
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degil L. aethiopica tirlerinin de durumu korunmus, L. major ise bagimsiz tiirler olarak
karar verilmistir [23]. Yenidlinya Leishmania ve Viannia gbz 6nline alindiginda sadece L.
(L) mexicana, L. (V) braziliensis, L. guyanensis ve L. (V) lainsoni bireysel tirler olarak

tanimlanmis ve L. naiffi’'nin durumu ileri arastirmalar igin beklemededir [24].

2.4 Epidemiyoloji

Leishmaniasisin kiiresel saglk Uzerindeki etkisi, hastaligin giderek yayginlasmasi,
endemik alanlarin genislemesi gibi coklu faktorlere bagh oldugu icin oldukca hafife
alinmaktadir. Bu agidan hastaligin ortaya ¢ikisini hesaplamakta ikincil veriler oldukga
faydali olacaktir [25]. VL'in %90’indan fazlasinin Hindistan ve Sudan’da oldugu ve
Hindistan’in Bihar eyaletinde tek basina tim olgularin %90 in1  olusturdugu
bilinmektedir. Ancak 1977’den beri Bihar'dan resmi olarak aciklanan L. donovani
enfeksiyonunun 200.000 vaka oldugu ve bu rakamin hastaligin gergek insidansinin
altinda oldugu distintlmektedir [26]. Avrupa’da hem KL hem de VL'nin insidansi
0.02/100,000 ile 0.49/100,000 arasinda olmaktadir [27]. Ancak cevresel degisimler,
insan davranislari ve kopeklerin seyahatinde artislar Kuzey Avrupa’da L. infantum
gorilmesini tetiklemistir [28]. Bircok entomolojik arastirma iki VL vektorinin
(Phlebotomus perniciosus ve P. neglectus) yogunlugunun italya Alpler bélgesinde
arttigini gdstermistir [29]. insan ve kdpek VL'sinin onaylanan veya yerel vakalari sadece
kuzey italya’da degil, kuzey Almanya’da da rapor edilmistir [30]. DSO’niin
actklamalarina goére, hem KL hem de VL, Bati Akdeniz Bolgesinde 22 ilkenin 14’lnde
(Afganistan, Misir, iran, Irak, Libya, Fas, Pakistan, Suudi Arabistan, Somoli, Sudan,
Suriye, Tunus ve Yemen) ortaya ¢imistir [31]. 2008’de, Afganistan’da 24.585, Suriye’de
29.140, iran’da 6.824 vaka olmak izere 12 ilkede yaklasik 100.000 yeni KL vakasi rapor
edilmistir. Ancak son bir arastirmada Urdiin Nehri Vadisi’nde KL insidans oraninin KL
icin, Suriye’de gorilenden daha yiksek yani 75/100.000 oldugu bulunmustur [32].
Sudan ve Somalide yaklasik 5.000 VL vakasinin yani sira diger bes ilkede (iran, Fas,
Suudi Arabistan, Suriye ve Tunus) 500 vaka belirlenmis ancak bu sayi muhtemelen
hastaligin gercek miktarindan daha disuktir [31]. Latin Amerika’da Brazilya VL'nin en
yuksek goraldigi ulke olup 1980’lerde ortalama 1.500 vaka gorilirken, 2000-2006

arasinda bu rakamin 3.000’den fazla oldugu belirlenmistir [5]. Bu (ilkede hastalik
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glineye ve batiya dogru yayilmakta ve Sad Paulo ve Mato Grosso do Sul eyaletlerinde

de gozlenmektedir.

Tlrkiye’'de ise Saglik Bakanligi’'nin (SB) 2005 yili istatistiklerine gore ise hastalik son 12-
15 yil icinde artis gostermekte ve 6zellikle Sanliurfa, Osmaniye, Adana, Hatay ve Mersin
illerinden ¢ok sayida olgu bildiriimektedir [33]. Bu olgularin illere goére dagilimi
incelendiginde Tirkiye’'nin pek c¢ok bolgesinde hastaligin artma egiliminde oldugu

dikkat cekmektedir (Sekil 2. 2).

Turkiye’de yaklasik 20 milyon kisi leishmaniasis tehdidi altindadir. Ulkenin degisik
bolgelerinde visseral ve Ozellikle de kutanéz formlarina rastlanmaktadir. Her yil yeni

olgu sayisi da yaklasik 5.000 kisidir.

@ Visceral Leishmaniasis

@ Kutanoz Leishmaniasis

@ Visceral&Cutaneous Leishmaniasis

Sekil 2. 2 Tlrkiye’de Leishmaniasis Dagilimi

2.5 Leishmaniasisin Epidemiyolojisinde Rol Oynayan Faktorler

insan immiin yetmezlik viriistiniin (HIV) 1980’lerin ortasindaki ortaya cikisi ve yayilmasi
HIV/VL infeksiyonun dért Akdeniz (lkesinde (ispanya, Fransa, italya, Portekiz)
artisindan sorumlu olup, vakalarin ¢ogu damardan uyusturucu kullanicilaridir [34]. HIV
enfeksiyonu ayrica leishmaniasisin pediatrikten yetiskin hastaligina kaymasinda da rol
oynamistir. HIV/VL enfeksiyonunun en vyiksek insidansi 1996 ile ylksek aktivite
gosteren antiretroviral terapinin Avrupa’da yaygin hale geldigi 1998 yili arasinda

gorulmustir [35]. Sonraki yillarda Avrupa’nin glineyi boyunca (Portekiz harig), HIV/VL
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insidansindaki hizh disls gézlenmistir [36]. Buna karsin HIV/VL enfeksiyonu Afrika’nin
Sahra alti bolgelerde, Hindistan’da ve Gilney Amerika’da artmakta, bunun sebebi
gocler, savaslar, antimonallere direng olusumu ve retroviral terapi ile kombinasyonun
ulasilabilir olmamasi olabilir. Ornek olarak Etiyopya’da Addis Ababa’da tiim VL
vakalarinin %35’i HIV enfeksiyonu ile iliskili olup, pamuk ve susam tarimi igin
gocmenleri barindiran Bati Tigray’in Humera bdlgesinde bu rakam 2006’da %40°dir
[37]. Sudan’da Médecins Sans Frontiéres’de HIV/VL enfeksiyonunun prevelans oraninin
%25 iken Khartoum’da %5-9,4 oldugu gosterilmistir [38]. Brazilya’da 2001-2005 yilinda
rapor edilen VL vakalarinin %2’si HIV ile enfektedir. Guney Avrupa’da HIV ile beraber
gorilen leishmaniasisin %37’si VL, %43’G MKL'dir [34]. Ancak artan VL riski oldukga
degisken olup Arnavutluk’ta VL'nin hala pediatrik olup toplam vakalarin %90’ina
yakininin 15 yas alti hastalar oldugu ve en yiiksek insidansin 0-6 yas arasinda gorildigu
belirlenmistir [39]. KL ve VL organ ve kemik iligi nakil hastalarinda, otoimmiin
hastaliklari olanlarda, immin baskilayici ve biyolojik ilaglar (6rn infliximab, etanercept,

adalimumab) kullanan kisilerde firsatgi olarak ilerlemektedir [40].

Diger hasta kategorisi kanserden etkilenen kisilerdir. Son bir ¢calismada 44 hastanin
kanser ve leishmaniasis arasinda iliski oldugu belirlenmistir. Leishmaniasis kanseri taklit
etmekte ve kemoterapi alan hastalara enfeksiyonun tanisi zorlasmakta ve sonug olarak
Leishmania tirleri kutandz veya mukozal bozukluklara neden olmaktadir [41].
Hastalarin diger bir grubu ise endemik boélgelere uluslararasi seyahat edenler ve askeri
personellerdir. 2004’de Irak, Kuveyt ve Afganistan’da gorev alan Amerikan askerlerinde
600’den fazla KL vakasi tespit edilmistir. Ayrica Afganistan’daki Hollandal askerlerde
%18.3 oraninda KL tespit edilmistir [42].

2.6 Leishmaniasisin Klinik Yonleri

Leishmaniasisin bulastiktan sonra hastalik olusturma siresi yaklasik 2—4 ay arasinda
olup bir yila kadar uzadigi gorulmuistir. Hastalik genelde asemptomatik olarak
baslamakla beraber, hastaligin aniden ortaya ¢iktig vakalar da mevcuttur. Belirtiler
baslangicta halsizlik, bas agrisi, zayiflama ve hafif ates olup hastaligin ilerleyen

evrelerinde dalak ve karaciger buyimesi gorilir. Ginde iki kez 39-40°C’ye ylkselen
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aralikh bir ates, kilo kaybi, hepatosplenomegali ve pansitopeni VL nin klasik

ozellikleridir [43].

Leishmaniasisin klinik bulgulari hem enfekte eden parazitin tlirine hem de konagin
immin yanitina baghdir [44]. HIV ile enfekte hastalarda VL'nin olusumu HIV
enfeksiyonu olmayan bireylerden farkhdir. HIV’li hastalarda tedaviye cevap oldukga
disuk olmakta ve antiretroviral tedavi gérmeyen kisilerde %90 oraninda hastalik tekrar
etmektedir [45]. Antiretroviral tedavi VL niiksetmesinin insidansini azaltmakla iliskili
olup hastaligin 6nlenmesinde genel etki sahibi degildir. Klasik AIDS ile iliskili firsatgi
enfeksiyonlara karsin HIV/VL vakalarinda enfeksiyonun kontroll igin antiretroviral
tedavi ile CD4+ T hicre sayisinda artis saglanmistir. HIV ile enfekte hastalarda
paraziteminin kalitatif ve semikalitatif PCR ile belirlenmesi ile ilgili yapilan birgok
calismada, spesifik tedaviye uygun cevap olusturmasina ragmen Leishmania DNA’sIinin
varliginin disik seviyede devam ettigi gosterilmistir [46]. Ek olarak, daha 6nce VL
tedavisi yapilan kisilerde gozlenen KL (kala azar sonrasi deri leishmaniasisi) genelde

Hindistan ve Sudan ile sinirli olmaktadir [47].

2.7 VL Hastahiginin Gelismesi

VL’nin inklibasyon periyodunun 2 ila 4 ay arasinda oldugu bilinmektedir. Hastalk, akut,
subakut veya kronik olarak gelisebilir veya konak tamamen asemptomatik olabilir.
Asemptomatik kisiler genellikle serolojik yontemler ile pozitif olarak belirlenir. Enfekte
kisiler hastaligin subklinik formunda veya hastaligin acik¢a goriildiigl sekilde olabilirler.
VL'nin klasik belirtisi ates, oksurik, kilo kaybi, halsizlik, ishal veya dizanteri ve karin
sisligidir. Hastalar ayrica ciddi kaseksi, pansitopeni (anemi, trombositopeni, |6kopeni,
notropeni ve goreceli lenfositoz ve monositoz ile), 6dem, kanama, hepatosplenomegali
(splenomegali genellikle baskin) ve hypergammaglobulinemi (poliklonal B hiicre
aktivasyonu esas olarak I1gG) ve hipoalbuminemi gosterebilirler [48]. VL olimcil
hastalik olma potansiyeline sahiptir ve enfeksiyona karsi uzun stireli imminite gelisir. L.
donovani veya L. infantum tarafindan olusturulan insan VLi, parazitlerin dalak,
karaciger ve kemik iligi gibi retikiiloendotelyal sisteme yayilmalari ile genellenebilir.
Enfeksiyona maruz toplumlarda yasa bagimli olarak gligli hicresel immiunite gelisir

[49]. Bircok calisma akut hastalik boyunca Th2 yanitinin baskin oldugunu ve leishmanial
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antijenlere karsi Thl yanitinin baskilandigini géstermistir. Endojen interlokin 4 (IL-4),
interferon gamaya goére (IFN-y) baskindir ve poliklonal B hiicre aktivasyonu sonucu
hipergamaglobulinemi gorultr [50]. Buna karsilik L. major fare modelinde hastaligin
seyrinde hem Th1l hem de Th2 benzeri hiicreler aktive olur ve IFN-y ile IL-10’nin yliksek
seviyede oldugu tespit edilmistir [51]. IL-10’un IL-4’den daha fazla Gretimi hastaligin
klinik bir 6zelligi olarak goriilmektedir. Bu sitokin immiin sistemin baskilanmasi ile
iliskilidir ve genelde VL hastalarinda gorilir [52]. Ayrica hastaligin ortaya ¢ikmasi Thl
ve Th2 hiicre popitlasyonu arasindaki denge tarafindan diizenlenir ve belirlenir [53]. Bu
nedenle insanlarda bile L. donovani ile koruyucu immiunite veya VL nin olusumu ile ilgili
cevabi ayirt etmek zordur. Calismalar doku sitokin mRNA ekspresyon galismalari L.
donovani enfeksiyon patolojisinde hastalikta IL-10 ile iliskisini ve CD4+T hiicre
cevaplarinin baskilanmasindaki roliini gostermistir [54]. Ancak aktif VL IFN-y, IL-2, IL-
10 ve IL-4 uyarilmasinin artisi ile de iligkili bulunmustur. Hastaligin iyilesmesinden sonra
IFN-y, IL-4 ve IL-10 seviyeleri Th1 ve Th2 varhgiyla es olarak kahcidir [55, 56, 57, 58, 59].
VLU'li kisiler Leishmania antijenlerine karsi deri testinde negatif cevap verirler. Hatta bu
kisilerin periferal kan mononukleer hiicreleri in vitro olarak spesifik antijene maruz
kaldiklarinda proliferasyon veya IFN-y (retiminde basarisiz olmaktadirlar [60]. Farkh
kisilerden elde edilen periferal kan monontkleer hiicrelerinin sitokin retimi hastalig
klasik VL’e dogru ilerledigini gosterirken, IFN-y Uretimi hastaligin subklinik seviyede
ilerlediginin gostergesidir. Bu gézlemler enfeksiyonun ortaya ¢ikisinda erken T hiicre
aktivasyon sekillerini incelemenin kritik dnemini géstermektedir. Aktif hastaligi olan
kisilerin Leishmania antijen karakteristiginde zayif T hiicre aktivitesinin altinda yatan
neden I[L-10'un dengesiz Uretiminden kaynaklanabilir. IL-10’un kan seviyeleri bu
sitokinin lenf nodu hicreleri veya kala-azar hastalarinin periferal kan mononikleer
hiicreleri tarafindan salgilanan kadar yiiksektir [52, 61, 62]. Anti IL-10 monoklonal
antikorlarinin akut enfekte hastalarin periferal kan mononiikleer hiicrelerine eklenmesi
ile Leishmania lizatina karsi proliferatif cevapta artis oldugu gozlenmistir [52]. Bu
baglamda L. infantum antijeninin (papLe22, 22-kDa protein) VL hastalarinda
monontkleer hicreleri tarafindan IL-10 Gretimini uyardigi tespit edilmistir [63]. IL-10
major dizenleyici sitokin olup, Uretimi hastaligin ortaya ¢ikmasinda kritik kontrole

sahiptir. IL-12 Uretimindeki basarisizlik hastaligin aktif formu ile iligkilidir [64]. Ayrica
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dengesiz IL-10 Uretimi hastaligin kutandz forma dogru ilerleyisinde de rol oynayabilir

[52].

2.8 Tani

VL tanisi icin kanda, kemik iligi, dalak, karaciger, lenf bezi ponksiyonu ile alinan
materyalde Leishmania parazitlerinin varligi incelenir. Direkt tani ile yayma o6rnekleri
Giemsa, Romanovski boyasi ile incelenmektedir. Hasta 6érnegi Novy, Nicolle, Mac Neal
(NNN) besiyerine ekilerek ya da deney hayvanlarina inokiile edilerek de tani
konulabilir. Ancak hayvan deneyleri zahmetli ve masraflidir. NNN besiyeri ise tanida
duyarhligi distktir ve uzun siirede sonug verebilmektedir. Son yillarda Allahverdiyev
ve ark. [80] tarafindan insan KL hastalarinda kullanilan mikrokiltir yontemi,
ginimiizde VL tanisinda da basariyla uygulanmaktadir [65, 66, 67, 68, 69]. Klasik
yontemden farkh olarak bu yontemle hastaligin tanisi 1-6 ay yerine 2-7 giin icinde
konulabilmektedir. Tlrkiye’de ve diinyanin gesitli bolgelerinde uygulanan bu yontemle
promastigotlarin deri, kemik iligi, dalak aspirasyon materyallerinden ayrica periferal
kandan da izolasyonu muimkindur. Clnkli kapiler tlpte sivi besiyeri kullanilarak,
ornekte parazit sayisi az olsa bile sivi kiiltirde cogaltiimasinin mimkiin oldugu
gosterilmistir. Ayrica mikroaerofilik bir ortam saglanarak, kisa slirede amastigotlarin
promastigotlara donlstigl ve bu promastigotlarin hizli bir sekilde cogaldigi da
bilinmektedir. Mikrokiiltir yontemi diger yontemlere gore daha hassas, daha spesifik,

daha duyarli, daha hizli ve daha ekonomik olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir [70].

Serolojik yontemler ise ELISA, IFA, Western Blot, Formol-gel deneyi, DAT, FAT,
immunokromotografik testlerdir. Serolojik yontemler hizli ve pratik olmalari ve invaziv

olmayan orneklerde uygulanmalari nedeniyle Gnem kazanan testlerdir [71].

Afrika ve Hindistan’da, direk aglutinasyon (DAT) ve immuinokromotografik test (ICT,
k39 antijeni ile) sahada uygulamasi pratik ve duyarl populer tani yontemleridir [72].
Ancak k39Ag testi Bati Afrika’da Hindistan’a gére daha az glivenilir olmaktadir [73]. K28
flzyon proteinine dayal yeni gelistirilen tani kitinin, Sudan ve Banglades’te duyarlihg
sirasiyla %96 ve %98 olmustur. Bu 6n calismalar genis o6lcekli uygulamalar ile
onaylanirsa Leishmania enfeksiyonunun ilk tanisi ile ilgili yeni bir test olarak énem

kazanabilir [74].
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Leishmania tanisi icin standart ve ticari bir PCR henliz olmasa da, PCR, KL ve VL tanisi
icin klasik parazitolojik metotlardan daha yiksek duyarhlik gostermektedir [75]. Real
time PCR belirli miktar parazit DNA’sini her reaksiyon igin 0.01 parazit civarinda bir
analitik duyarlilikla 6lgmektedir. Kala azar sonrasi deri leishmaniasisinde Leishmania
parazitlerinin deri lezyonlarinda gérmek oldukc¢a zordur. Ancak real time PCR bu
durumdaki 25 hasta ile yapilan incelemede hepsinde Leishmania DNA’sI tespit etmistir
[76]. Real time PCR ile 7SL RNA gen ekspresyon seviyesinin Olclilmesi calismasinda
dermal leishmaniasis hastalarinin normal derisinde de canli parazitlerin varhg tespit

edilmistir [77].

2.9 Tedavi

Leishmaniasis icin tedavi segenekleri birinci hat ilag olarak pentavalent antimonialler ve
ikinci nesil ila¢ olarak da pentamidin, amfoterisin B kullanimi ile sinirlanmistir [78].
Soydum amonyum glukonat (SAG) veya sodyum stiboglukonat (SSG)'In VL ve MKL
tedavisi icin gerekli dozu kalp icin toksiktir. ikinci nesil ilaclardan amfoterisin B de
bircok yan etkiye sahiptir, pentamidin ise glukoz metabolizmasinin bozulmasi ve diger
toksisite problemleri ile iliskilidir. Hatta ilag direnglilik gelismesi nedeniyle bu ilaglarin

da diinya capinda basarisiz oldugu gorisi ortaya ¢cikmistir [79].

VL'nin tedavisinde bes degerlikli antimon bilesikleri 10-20 mg/kg/gun olacak sekilde
uygulanir. Pentostam® sodyum stiboglukonat ticari preparatinin 1 ml'sinde 100 mg'a
esdeger sodyum stiboglukonat bulunurken, Glucantime® (meglumine antimonate)
ticari preparatinin 1 ml'sinde 85 mg'a esdeger sodyum stiboglukonat bulunmaktadir

[80].

Gelir diizeyi yuksek olan tlkelerde VL'nin tedavisinde Lipozomal amfoterisin B (L-AMB)
tercih edilmektedir ancak yiliksek maliyetlerinden dolayl diislik gelirli tlkelerde ve
genelde endemik olan bolgelerde ulasilmasi zordur [81]. L-AMB dozu arttirildiginda yan
etkilerinde artis olmadig1 gosterilmektedir. Bir fosfotidilkolin analogu olan miltefosin,
VL' nin oral tedavisi igin sadece Hindistan ve Almanya’da onaylanmis, Kolombiya ve
Bolivya’da KL'nin tedavisinde uygulanmaktadir. Faz 4 deneylerde Hindistanda VLli
1,100 yetigkin ve gocuk hastada miltefosinin etki orani %82 olarak bulunmustur [82].

Bu ilag iyi tolere edilmekte ve en yaygin yan etkisi (hastalarin %8’inde) ishal ve kusma
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olmaktadir. Bircok c¢alismada Yenidlinya ve Eskidinya leishmaniasisine karsi
Miltefosinin  etkinligi, plasebo veya Antimonaller ile kiyaslanmaktadir [83].
Paromomisin, Hindistandaki Faz 3 deneylerin ardindan 21 gun icin 15 mg/kg/gin
dozunda, VL'nin tedavisinde givenli ve etkin bulunmustur [84]. Ancak Dogu Afrika’da
Paromomisin kullanimina disuk etkinlik nedeniyle son verilmistir [85]. Buna karsin bu
bolgede Sodyum Stiboglukonat 45 yas Ustl hastalarda yuksek o6lim riski ile iligkili
olmasina ragmen hala etkili bir tedavi olarak kalmaktadir [86]. Dogu Afrika’da
Miltefosin onaylanmamis ve ulasilmasi zor olup, L-AMB hala biitceyi asan bir ilac

oldugu icin paromomisin ¢alismalari sirdirilmektedir.

2.10 Leishmania Parazitlerinin Kulturu

Parazitlerin in vitro kiltlirinin yapilmasi, konak-parazit iliskilerinin anlasilmasi,
parazitlerin biyolojik ve immiinolojik karakteristiklerinin belirlenmesi, hastaligin
tanisinin konulmasi ve asi ¢alismalari igin saflastiriimis antijen elde edilmesinde oldukga
onemlidir. Memeli konaklarda hiicre icinde yasayan amastigotlarin kiltird, makrofaj
benzeri hicreler icinde yapilmaktadir. Ancak amastigot kiltlriinin yapilmasinin
nispeten zor ve zahmetli olmasi nedeniyle, promastigot kiiltliri tercih edilmektedir.
Yine de makrofaj hiicrelerinde bulunan amastigotlarin pasajlari yerine, aksenik

amastigot kiltirleri de basariyla yapilabilmektedir [87].

Promastigot ve amastigot formdaki parazitlerin biylime kosullari arasinda, sicaklik, pH,
besin kaynagi ve serum komponentleri agisindan dnemli farkliliklar bulunur. Sicaklik ve
pH’nin, promastigotlarin amastigotlara donlisimini tetiklemede 6nemli roli vardir.
Bu sekilde ortam 0Ozelliklerini degistirerek promastigotlar aksenik amastigotlara

dondstirdlebilir [88].

Leishmaniasisli hayvanlardan alinan biyopsi ornekleri, uygun besiyerine ekilerek
Leishmania kiltird yapilabilmektedir. Kiltlre ekilen biyopsi 6érneklerindeki Leishmania

parazitleri dnce hareketli promastigotlara dontsiir, daha sonra cogalmaya baslar [87].

Daha ¢ok tani amagch kullanilan beyin-kalp inflizyonu kan eriyigi (brain-heart infusion),
NNN besiyerinden agarin cikartilmasi ile hazirlanmakta ve kisa sirede bol miktarda

Leishmania Uretilmesini saglamaktadir [89].
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Leishmania tlrleri hazir besiyerlerinde Uretildikleri gibi, deney hayvanlarina inokiile
edilerek de duretilebilirler. Deney hayvanlar kullanilarak; Leishmania parazitlerinin

vektorlerdeki yapisi, biyolojisi ve patolojisi deneysel olarak arastirilabilmektedir [90].

Leishmania turlerinin devamhligl, yapilan promastigot ve amastigot kiltrleri ile
hayvanlara inoktilasyonla ya da diger memeli hiicreleri veya protozoonlarda oldugu gibi

sivl azotta dondurup uzun sire saklayarak (kriyoprezervasyon) saglanabilir [90].

2.11 Leishmaniasise Karsi immiin Yanit Mekanizmasi

Makrofajlar, Leishmania parazitlerinin konak hicreleri, antijen-sunan hiicreler (APC) ve

efektor hiicreler olarak leishmaniasiste olduk¢a dnemli bir rol oynar [91].

Aktif hastalik esnasinda, Leishmania antijenlerine karsi negatif gecikmis tip agsiri
duyarliik ve non-proliferatif yanitlar ile tanimlanan immin baskilama (Leishmania
antijenlerine 6zgli), deneysel calismalarla gosterilmistir [92]. Leishmaniasisin kontroli
hiicre aracili bagisiklik yaniti ile makrofajlarin fagolizozomunda yasayan ve himoral
immin yanittan kagan parazitler tarafindan diizenlenir [93]. Leishmanisis hastaligina
kars! direncin T hiicre aracili immunite ile saglandigl bilinmektedir. Bunu destekleyen
bazi calismalar mevcuttur [50], [94], [95]. T hilicre hasari gormis olan farelerde
Leishmania ile enfeksiyon sonrasi direng olusmazken, T hicrelerinin transferi ile bu
hayvanlarda diren¢ olustugu gézlenmistir. Ayrica B lenfositleri eksik olan hayvanlarda
enfeksiyonun gidisatinin  etkilenmedigi goérilirken, anti-lgM ile antikorlarin
baskilanmasinin herhangi bir etki yaratmadigi da belirlenmistir. Yiksek diizeyde IgG ve
IgM seviyelerinin enfeksiyona karsi koruyucu bir etki gostermemesi de bagisikhigin
tamamen hiicresel bagisikliga bagh oldugunun gostergesidir [50]. Yardimci T hiicreleri
koruyucu ya da ilerleyici bagisikhk yanitta énemli bir rol oynamaktadir. CD4+ tasiyan T
hiicreleri direng icin olduk¢a 6nemli iken CD8+ tasiyan T hiicreleri daha ¢ok bellek
olaylarinda gorev alirlar. VL'de ise IL-4'Un artisi ile hastaligin seyri arasinda iliski oldugu
gosterilmistir. Hastaligin aktif doneminde dalakta IFN- y ve IL-4 Uretim miktarinin
arttig, iyilesme sonrasi ise anlamli 6lctide azaldigi belirlenmistir [96, 97, 98]. Dendritik
hiicreler (DC) ve dogal katil (NK) hicreleri gibi diger hiicreler de IL-12 ve IFN-y sitokin

Uretiminden sorumludur [78].
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Leishmaniasise karsi koruyucu bir bagisiklik yaniti olusturmada énemli bir adim antijen
sunan hicreler (APC) tarafindan uygun antijenlerin sunumudur. Ancak, Leishmania
parazitleri, antijenlerin (6zellikle amastigote antijen) CD4" T hiicrelerine sunumunu
inhibe eder [99]. Leishmania’nin, major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif Il gen
ekspresyonunu baskilayarak veya antijenlerin MHC sinif Il molekillerine sunumunu
engelleyerek inhibe ettigi diisinilmektedir [78]. MHC sinif Il antijen sunumu T hiicre
yanitlari uyarmak icin tek basina vyeterli degildir. Yardimci-uyarici molekdllerin
ligasyonu, sirasiyla APC'de B7-1/B7-2 ve CD40 ile T hicrelerinde CD28 ve CD40L
molekillerinin birlesmesi gerekmektedir [100]. CD40/CD40L ligasyonu APC tarafindan
IL-12 Gretimini indUkleyerek, T hicrelerinin IFN-y gibi leishmaniasidal sitokinler

Uretmek icin aktive olmasini saglar [101].

Heterodimerik immin dizenleyici sitokin olan IL-12, T hiicreleri, dogal o6ldirici
hicreler ve makrofajlar da dahil olmak Gzere ¢esitli efektor hiicrelerin aktivitesini artirir
ve IFN-y gibi sitokinlerin Uretimini indikleyerek, Th1l yanitlarinin indiiksiyonunu
uyarabilmektedir [102]. BazI ¢alismalarda, IL-12'nin ayni zamanda Th2 immin cevap
aktivasyonunu engelledigini rapor etmistir [103]. Th1 hiicre popilasyonu bakimindan
IL-12'nin roll oldukga 6nemlidir ve IL-12 yoklugunda, Th1 hiicrelerinin bir enfeksiyon
sirasinda elimine oldugu gobzlenmektedir [104]. Hem direngli hem de duyarh
Leishmania promastigotlari konak makrofajlarin istilasi sirasinda IL-12 indiiksiyonundan
kacarlar. Leishmania’ya yanit olarak makrofajlar ¢ok az IL-12 Uretirler ve enfekte
makrofajlar cesitli uyaranlara yanit olarak IL-12 iretiminde azalmaya neden olmaktadir
[105]. Yapilan ¢alismalarda enfeksiyonun erken safhasinda, IL-12 kaynaginin dendritik
hiicrelerin (DH) oldugunu gostermistir [106]. Ayrica, IL-12 Gretiminin DH'ler tarafindan
uyarilmasi muhtemelen birden fazla sinyal gerektirir ve IL-12 yanitina katkida
bulunabilen birka¢ konak bileseni vardir [107]. Ornegin, CD40-CD40L etkilesimleri IL-12
Uretimini arttirir ve bu yoldan yoksun fareler KL'e duyarlidirlar. Direncli farelerden IL-12
geni cikarilmasi ile farelerin enfeksiyona karsi duyarli oldugu, duyarl farelere ise 1L-12
verildiginde farelerin enfeksiyona direncli hale geldigi gosterilmistir [108]. Enfekte
olmus fareleri iyilestirmek icin eksojen IL-12’nin kapasitesi ve IL-4’lUn baskilanmasi, IL-
12'nin glicli etkisi ile iliskilidir. Bu nedenle BALB/c farelerde koruyucu Th1l yaniti

eksikligi, IL-12 reseptdrinde IL-4’nin inhibitor etkisi nedeniyle olabilir [109].
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Th1 hicreleri tarafindan salgilanan IFN-y, makrofajlarda nitrik oksit (NO) sentaz
enzimini indikleyerek NO-aracili 6ldiirme indiiksiyonu yoluyla Leishmania enfeksiyona
karsi direnc¢ kazandirir [110]. Bu nedenle IFN-y sentezleyemeyen farelerde enfeksiyonu
tedavi etmek basarisizdir [111]. IFN-y’nun etkisi ile Th2 immin yanit sitokini olan IL-4
miktarini buylk ol¢lide azalir [112]. Ayrica, anti-IFN-y antikoru ile IFN-y n6tralizasyonun
da direngli farelerin duyarli olmasina neden olmustur [113]. Bir baska sitokin, TNF-a,
cesitli hastalik formlarina kargi korunmada 6nemli bir rol oynar [114] ve IFN-y ile sinerji
olusturarak iNOS aracili Leishmania oldirmeyi uyarmada [115] ve hiicre ici patojen

replikasyon kontroliinde gorevlidir [116].

IL-10 baslangigta Th2 immiin yanit sitokini olarak karakterize edilmesine ragmen daha
sonra, makrofajlar da dahil olmak Gzere farkh hiicre tiplerinden salgilanan bir
pleiotropik sitokin oldugu kanitlanmistir [117]. IL-10, temel makrofaj-deaktive eden
sitokin Ozelligi gosterir ve bu hiicrelerin Leishmania’y 6ldirme yetenegini azaltir [118].
Bu nedenle, hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir dizenleyici olarak rol oynar. IL-10,
Leishmania ile enfekte kisilerden lenfositler araciligi ile ¢esitli imminolojik yanitlar
sinirlandirnir  [52]. Th1l aktivasyonu ve sitotoksik yanit sonucunda baskilanarak
diizenlenen IL-12 ve IFN-y Uretiminin, IL-10 tarafindan engellendigi gosterilmistir [119].
IFN-y’nin makrofaj aracili mikrobisidal aktivitesinin IL-10 tarafindan baskilanabilecegi
ayni zamanda baska hastaliklar icin de belirlenmistir [120]. Yapilan ¢alismalarda IL-10
ve IL-12’nin birbirine karsi bir mekanizma ile calistigi gésterilmistir. IL-10; makrofaj, B
hiicreleri ve dendritik hiicreler tarafindan IL-12 sentezi baskilayarak, IFN-y Uretimini
inhibe eder [121]. IL-10, yardimci uyaranlarin aktivitelerinin ve B7 ekspresyonunun
indirgenmesini saglar [122]. L. donovani ile enfekte BALB/c farelerde T hicreleri
tarafindan IFN-y Uretimi icin B7/CD28 etkilesiminin gerekli oldugu gosterilmistir [123].
Ancak, IL-12 eklenmesi veya IL-10'nun monoklonal antikorlar tarafindan notralizasyonu

IFN-y Giretimi ve lenfosit proliferasyonunu tekrar saglamaktadir [64].

2.11.1 Thl Th2’ye Karsi

Leishmania tirlerine karsi olan bagisikligr anlamaktaki en blyik avantajlardan biri fare
modellerinin kullanilabilmesidir. Rutin olarak kullanilan farelerde iki genetik farklilik

bulunmaktadir; C57BL/6 fare genel olarak direncli olmaktayken, BALB/c fareler
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hastaliga karsi duyarhdir. Hastaligin meydana gelmesinde esas farkhlik Leishmania’ya
karsi farede gelisen immin cevabin tipi ile iliskilidir. Direngli C57BL/6 farede IFN-y
Uretimine bagh Th1 aracili yanit olusurken, BALB/c farede Th2 tipi yanit olusmakta ve
bu da hastaliga karsi duyarliiga neden olmaktadir. Thl tipi yanit Leishmania aracili
lezyonlarin ve parazitin ¢ogalmasinin 6nlenmesinde olduk¢a &nemlidir. Enfeksiyon
bolgesine ilk gelen hiicreler notrofiller olup Leishmania parazitlerini fagosite etmeye ve
IL-8 gibi sitokinleri salgilamaya baslarlar. Bu monositler veya makrofajlarin enfeksiyon
bolgesine goclini uyarir. Ancak makrofaj gocl Leishmania promastigotlarinin
makrofajlarin ylzey molekdillerine baglanip igeri girisi icin en dnemli asamadir. Parazit
makrofaj icine girdikten sonra amastigot forma donusdrler, ikiye bolinerek cogalirlar
ve sonucta makrofaji patlatip diger hiicrelere gecerler. Buna karsin enfekte hticreler ile
makrofajlarin etkilesimi direngli bir fenotip ve koruyucu imminitenin ilerlemesi igin
gerekli olan makrofaj aktivasyonunu ve Th1l sitokin Uretimini (IL-12, TNF ve IFN-y)
uyarir. Ek olarak H,0, ve NO gibi ROS ve RNS Uretimi, cogalmayi kontrol altina alarak
parazitlerin oldirtlmesini hedefler. Ancak olaylarin en 6nemli kisimlari Thl aracili

immun cevabin baslatiimasidir [124].

Makrofajlar, dendritik hticrelerle (DH) birlikte ylizeylerinde MHC | ve MHC 1l
molekulleri ile beraber parazitlerin peptitlerini sunarlar. CD4+ T hiicreleri TCR:MHC Il
molekdillerinin es uyarimiyla iliskili T hicrelerinin Gzerindeki CD8 ve APC uzerindeki
CD80/CD/86 birlesmesini takiben aktiflesir. Oli amastigotlari yutan makrofajlarin veya
diger enfekte makrofajlarin yizeyindeki MHC II'nin taninmasi parazit spesifik CD4+ T
hiicrelerin Giretilmesindeki anahtar olaydir. Ek olarak makrofajlar veya DH’lerden IL-12
Uretilmesinin sonucu olarak CD4+ T hiicreleri Th1 hicrelerine farkhlasir. Th1 hiicreleri
IFN-y Uretimine baslar ki bu da tip | sitokin fenotipini destekler. Bu Thl birikimi
koruyucu imminite icin gereklidir ve enfeksiyonun C57BL/6 fare modelindeki
durumudur. Bunun tersi BALB/c farede olusur, APC hiicrelerinden ¢ok disik miktarda
IL-12 eksprese edilir ve CD4+ T hicreleri Th2 hicrelerine donliserek IL-4 Uretir ve
koruyucu olmayan fenotip gozlenir. CD4+ Th1 hiicreleri deneysel leishmaniasise direng
saglanmasinda baskin hiicrelerdir. NK hiicreleri ile birlikte CD8+ hiicreleri enfeksiyon
boyunca IFN-y Ureticileri olup hastaliga direnci destekler. Ancak CD8+ T hiicrelerinin

koruyucu imminitedeki kesin roli tam olarak bilinmemektedir. CD8+ T hiicreleri
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parazite 6zgln hafiza hiicre havuzunun saglanmasi ile sekonder enfeksiyon boyunca
daha 6nemli olabilir ve dermal Leishmania enfeksiyonuna karsi koruyucu immiin yanit

ve hastaligin ¢6zimdu ile iliskili olabilir.

Aktivasyon IL-12 (iretimine, MHC II'nin ve es uyarim molekdllerin arttirilmasina yonelir.
Bu CD4+ T hicrelerini IFN-y Uretimini aktive eder ve Th1l tipi imminite baslar, boylece

Leishmania fagositik 6ldirmeden kagar [124].

2.11.2 Leishmania Parazitlerinin Fagositik Hiicreleri istila Etmesi

Leishmania tirleri fagositik 6ldirme mekanizmasini engelleyerek makrofajlari konak
olarak kullanir ve boylelikle immin sistemin kendi hicreleri igcerisine girerek immun
sistemden kagar. Leishmania parazitleri tarafindan enfeksiyon sirecinde eksprese
edilen en 6nemli molekil LPG olup aktif sekilde fagozomlari ve lizozom birlesmesini
engeller. Boylece parazit toksik lizozomal Urlinler olmadan amastigota donisebilir. Ek
olarak gp63 ylizey proteaz inhibitorl, lizozom flizyonunda yer almasi gereken
fagolizozomal enzimlerin aktivasyonunu engeller. Sonrasinda amastigot makrofajin
fagozomu icerisinde yasama adapte olur. LPG ve gp63 ayrica reaktif oksijen tirlerinin
aktivasyonunu onleyerek de promastigotlarin hayatta kalmasina yardimci olur.
Apoptozis ve MHC Il molekilleri ile antijen sunumunun 6énlenmesi parazitin makrofajin
icerisinde hayatta kalmasini saglayan daha ileriki mekanizmalardir. Leishmania MHC Il
molekillerini endositoz eder. Ek olarak peptit yliklemesini inhibe ederek T hicre

aktivasyonu ve adaptif immdiniteyi engeller [124].

2.11.3 Th1/Th2 Birikimi ve Asi Gelistirilmesi

Leishmaniasise karsl basarili bir asi, uygun ve koruyucu immiunite saglamahdir. Antikor
izotipi oldukca kritiktir. Clink(i bazi antikorlar hiicre disi patojenlerin yok edilmesinde
faydaliyken digerleri hiicre ici bakteri veya virlsleri elimine eder. Yardimci T hiicre
cevabi Uretilen sitokinlere bagh olarak Thl ve Th2'nin ikisine doénisebilir. Asinin
basarisini Leishmania fare modelinde dogru alt birimlerin Uretilmesi belirler. T
hiicrelerin yanls fenotipe farklilasmasi patojenin devamliligini, hastaligi ve hatta 6lime
neden olur. T hicrelerinin Thl veya Th2 ye farklilasmasina etkileyen cok parametre

vardir. ilk kritik parametre asinin 6lii ya da canli olmasidir. Canl asilar kendi normal
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cevrelerinde cogalirlar ve uygun immiin yanit Uretilir. inaktive asilar veya 6zel
antijenler cogalmazlar ve bu nedenle CD8+ T hiicrelerini zayif uyarirlar. Asinin dozu
veya yari omru de Th1/Th2 gelisimini etkileyebilir. Sitokin yaniti da kritiktir. IL-12 ve
IFN-y acisindan zengin ortamdaki asilar T hiicrelerini Th1 fenotipine donusturirken, IL-
4 ve IL-5 Th2 fenotipini uyarir. Adaptif immin yanitin ortaya ¢ikmasi, asilamayi takiben
baslangi¢c yolaklarina baglidir. CD4+ T hiicre fenotipi ayrica daha sonraki antikor
izotipini de belirler. Native ve IgM eksprese eden primer efektor B hicreleri yliksek
etkinlige ancak disik afiniteye sahiptir. Primer efektor B hiicreleri 1gG’ye dogru
degisen bir izotip gosterir. Mukozal bolgelerde izotip IgA veya IgE lretimi seklinde
meydana gelir. Bir¢cok asi iyi bir antikor iretimi saglar ancak dnemli olan uygun izotipin
uyariimasidir. IgA’nin Uretimi mukozal enfeksiyonlara karsi asilamak icin 6nemli bir

kriterken, bazi asilar komplemana bagl antikor izotipi uyarir [124].

2.12 Leishmania Parazitlerinin Onemli Glikokonjugatlari

Parazitler konak ve vektor ortaminda hayatta kalabilmek ve g¢ogalabilmek igin
biyokimyasal ve morfolojik adaptasyon saglamasi gerekmektedir. Bu adaptasyon sireci
cogu glikozilfosfatidil inozitol (GPI) bagh glikokonjugatlarin ekspresyonunu
icermektedir [6]. GPI molekilleri proteinler gibi ylizey molekilleri igin tipik baglanma
bolgeleri olarak bilinmekte ancak tim okaryotlarda bulunmamaktadir [125, 126].
Leishmania’da GPI'ya bagh molekdiller lipofosfoglikan (LPG), glikoinozitolfosfolipitler
(GPILs), glikoprotein 63 (gp63) ve proteofosfoglikan (PPG) veya onlarin sekrete ettigi
protein iceren fosfoglikanlari (PGs), proteofosfoglikanlari ve sekrete edilen asit
fosfatazlar icerir [127]. Bu glikokonjugatlardan olan LPG glikokaliksi olusturan énemli
bir yapidir. Promastigotlarin yiizeyinde bulunan LPG, konagin kompleman sistemi
tarafindan parazitin imha edilmesini Onledigi gibi ayni zamanda parazitin konak
hiicreye girmesini ve makrofaj icinde hayatta kalmasini saglar. Bu ylzden LPG,

parazitin ylzeyinde bulunan glikokonjugatlarin en 6nemlilerinden biridir [6].

2.12.1 Promastigotlardan Elde Edilen LPG’ nin Yapisi

Leishmania promastigotlarinin  tim tirlerinde LPG sentezlenmektedir. LPG,

parazitlerin kamgisi dahil tim ylzeyinde bulunmaktadir. Leishmania’da temel LPG
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yapisi 4 bolge igerir (1) alifatik C24 veya C26 iceren 1-O-alkil-2-lizo-fosfatidilinozitol ile
karakterize lipit baglanma bolgesi, (2) Gal(al,6)Gal(al,3)Galf (B1,3)[Glc(al)-
PO4]Man(al,3)Man(al,4)-GlcN(al) yapisini iceren glikan merkez, (3)
(Gal(B1,4)Man(al)-PO4) tekrarlayan Uniteleri iceren bir iskelet ve (4) oligosakkarit cap

yapisi (Sekil 2. 3) [128].
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Sekil 2. 3 LPG’nin yapisi [6]
Farkh Leishmania tirlerinin LPG’leri ile yapilan yapisal analizler sonucunda lipit
bolgenin bitin tirler icin ayni, fosfosakkarit merkezin ise cogunlukla ayni oldugu ancak

tekrarlayan fosforillenmis sakkarit Gnitelerinin ve ug¢ yapisinin farkh tirlerde gesitlilik

gosterdigi belirlenmistir.

Farkh tlrlerin LPG’sinin yapisal analizleri lipit baglanma bdlgesi ve glikan merkezin
korundugunu gostermistir. Leishmania tirleri arasindaki polimorfizm tekrarlayan
Unitedeki seker yapisinda ve cap yapisindadir [12]. Oncil calismalar genellikle L.
donovani, L. major, L. tropica and L. aethiopica gibi Eskidlnya tlrleri ile yuritilmustar

[129, 130, 131, 132, 133].

Buna karsilik Yenidiinya Leishmania’sinin glikobiyolojisi hala bilinmemektedir. LPG’nin
metasiklogenez boyunca degistigine dair hala kesin bir kanit yoktur. Ancak bircok
calismada turler ve vektor arasindaki etkilesimler incelenmistir. Hem cap bodlgesinde
hem de LPG’nin yan zincirlerinde bulunan B-Glc rezidilerinin ekspresyonu vektér orta

barsagina baglanma islevinde gerceklestigi savunulmaktadir.
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Prosiklik ve metasiklik LPG’nin tekrarlayan Uniteleri kapiller elektroforez kullanilarak
belirlenmistir. Tekrarlayan Unitelerin sayisi metasiklik LPG igin 19 iken prosiklik LPG’de
34 olarak bildirilmistir [134]. Sonug olarak Eskidiinya leishmaniasisine benzer olarak L.
infantum LPG’si de metasiklogenez boyunca tekrarlayan Unitelerin sayisinin yaklasik
ikiye katlanmasi nedeniyle de degismektedir. L. infantum LPG’sinin belirlenmesini
takiben ilk LPG yapisi Vianni suslari ile gosterilmistir [135] L. braziliensis LPG’sinde LPG
yan zincirlerindeki karbonhidrat dizenlemesinde farkli mekanizmalar géstermistir. L.
braziliensis promastigotlarinin LPG’si L. donovani ile benzerlik géstermistir ve Gal-Man-
P disakkarit govdeden yan zincirlerin dallanmasi yoktur [132]. Bu artirma yoluyla
diizenleme Leishmania alt-tiirlerine ait bazi tirlerde gdzlenmektedir. Ornegin L.
donovani ve L. infantum’da metasiklogenez sirasinda B-Glc rezidlleri azalmaktadir
[129], [136]. L. braziliensis cap bolgesi tam olarak belirlenememis ancak kapiler
kromotografi kullanilarak monosakkaritlerin kalitatif analizi mannoz, glukoz ve galaktoz
varligini (3:1:3) gostermistir [135]. Son zamanlarda Brazilya, Afrika ve Avrupa’daki L.
infantum’un tekrarlayan Uniteleri incelenmistir. Sonuglar gostermistir ki L. infantum
LPG’sinin tirler arasi polimorfizmi oldukga dustktir ve suslarin yaklasik %90°1 yan

zincirlerden yoksundur.

2.12.2 Amastigotlardan Elde Edilen LPG’nin Yapisi

LPG’nin yapisini ve fonksiyonunu anlamak igin elde edilen bitlin bilgiler Leishmania
promastigotlarindan saglanmistir. Son zamanlarda ise L. donovani ve L. major
amastigotlarinda bulunan LPG lizerinde de calismalar yapilmistir. L. donovani
amastigotlarinda yeni LPG sentezlenmedigi ve var olan LPG’nin 10* kat azaldig
belirlenmistir [137]. Ancak L. donovani’den farkh olarak L. major amastigotlarinin,
LPG’yi sentezledigi belirlenmistir [138]. L. major’'un amastigot ve promastigot formu
icin LPG’nin bircok ortak yani olmasina ragmen amastigotlara spesifik olarak LPG
karbonhidratlarinda heniiz bilinmeyen bazi farkhliklar oldugu belirlenmistir [139].
Sonug olarak LPG’nin amastigot formunun 6zellikleri promastigot formuna gore ¢ok az

bilinmektedir.
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2.12.3 Vektor ile Etkilesimde LPG’nin Rolii

Flebotomus’lar Leishmania ile enfekte olmus konaktan kan emerken parazitin
amastigot formlari ile enfekte olurlar. Kan ile alinan amastigotlarin bir kismi da
Flebotomus’un orta bagirsaginda bolindikten sonra kamgi olusturur ve metasiklik
(enfektif) promastigot formuna donusiir. Vektorin peritrofik membrani icinde
cogalarak membrani eriten promastigotlar, torasik mideye gecerek kemotaksis ile
Ozafagus ve farinkse tutunurlar. Metasiklogenez sirasinda LPG yapisal olarak modifiye
olur. LPG’de olusan bu modifikasyonlarin parazitin memeli konak icerisinde basarili bir
sekilde yasamasindaki 6nemi kanitlanmistir. Bu yapisal degisikliklerin, promastigotun
vektérin orta bagirsak epitelyum hiicrelerine baglanmasini, ayrilmasini ve ayni
zamanda hortum kismina gé¢ etmesini kontrol ettigi dislntlmektedir. Yapilan bir
calismada, Phlebotomus papatasi’nin barsaginda L. majorun gelisimi sirasinda
ortamda hem LPG'nin hem de gp63’'in ekspresyonu incelenmistir. gp63’ln
promastigotlar lizerinde ylksek bir ekspresyona sahip olmasina ragmen, bagirsak
hiicreleri lzerinde ifadesi gozlenmemistir. Metasiklik LPG’ye sahip promastigotlarin
bagirsak duvarindaki epitelyum hiicrelerine baglanamadiklari ve Flebotomus’un agiz
kismina dogru goc ettikleri rapor edilmistir. LPG’ nin ayni zamanda promastigotlari

Flebotomus’un bagirsagindaki hidrolitik aktiviteye karsi korudugu da belirlenmistir [6].

Vektor ile etkilesiminde, LPG’nin fosfoglikan bdlgesinde tirler arasi ve tirler igi
polimorfizm vektér 6zglnliginde o6nemli olabilir [140, 141, 142, 143]. Bircok
calismada serbest ve 6zglin vektorlerin oldugu konusu tartismahdir. Buna ragmen bazi
vektorler farkli Leishmania tirleri tarafindan enfekte edildigi ile ilgili sonuclara ragmen
bazi calismalar bu siirecteki LPG’nin ters etkisini gz 6éniine almistir. Ornegin L. major
sadece Phlebotomus papatasi’yi enfekte etmektedir [142]. Diger taraftan bircok tir
farkl vektor ortabarsaginda etkilesime girebilmekte ve hatta L. mexicana LPG- hasarli
mutantlari farkli vektérlerde enfeksiyonu devam etmistir [144]. Daha onemlisi, in vitro
modelden elde edilen sonuglarda bazi tartismalar vardir [145] ve bircok zorluk ve sorun
hala ¢oziimlenememistir [146]. L. longipalpis ve L. infantum in vitro baglama
calismalarindaki ilk ¢alisma Eskidliinya L. donovani ve L. major'u ile benzer sonuglar
gostermistir. Fosfolipit C ile muamele edilerek lipit baglantisi ortadan kaldirilan
metasiklik LPG’lerden farkh olarak, prosiklik LPG’ler tutunma ve parazit adezyonunu
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inhibe etme yetenegindedir [136]. Orta barsak reseptori oldugu ile ilgili glicli kanitlara
ragmen, L. longipalpis’de bu reseptorin varligi ile ilgili ulasilabilinen bir bulgu yoktur.
Sadece L. major icin P. papatasi'nin orta barsaginda galektin reseptori bulunmustur
[147]. Galektinler (A-D) L. longipalpis igin transkriptom varligi ve LPG icgin varsayilan
ligandi rapor edilmistir [148]. Bu tiirler oldukca serbest olduklar icin [149], P. papatasi

icin gozlemlenenlere benzer bir reseptor varligl bilinmemektedir.

LPG’den bagimsiz mekanizma vektorlerde, glikoprotein kaplanmis N-acetilgalaktozamin
(GalNAc) rezidiileri gibi bulunabilir [150]. LPG1- mutant L. major vektérde enfeksiyona
devam edebilmektedir. Ancak bu kombinasyonlar dogada meydana gelmemektedir.
Diger ilging ornek ise L. major/L. infantum hibritleridir. Bu hibritler ¢ogunlukla L. major
LPG’si eksprese ederler ve P. papatasi’yi enfekte edebilirler. iki tiriin de L.
longipalpiste hayatta kalma o0zelligi olmasina ragmen L. infantum tek basina L.
papatasi'de hayatta kalamaz [151]. 3 tip LPG’nin (I, II, lll) L. longipalpis vektori ile
etkilesimi incelenmistir. Tim suslar vektori basarili sekilde enfekte etmis ve bu siirecte
LPG polimorfizmi etki gostermemistir [150]. Sadece iki ¢alisma L. braziliensis igin
vektoriin orta barsaginda baglanma bdlgesinin varligini gostermistir. Bu tlirler Viannia
alt tdrlerinden olup [152], pilorik UGggenin 6ninden agiz kismina gogl ile gelisimi
basladigi bilinmektedir. L. braziliensis promastigotlarindan elde edilen Heparin baglama
proteinleri Lutzomia intermedia ve Lutzomia whitmani orta barsagindan elde edilen
proteinleri tanima 6zelligindedir. Bu sinif proteinler omurgasiz konaklar ile etkilesimde
oneme sahip olmalarina ragmen bu fikri desteklemek amaciyla inhibisyon testleri
gerceklestirilmemistir [153]. Diger taraftan in vitro baglanma modeli kullanilarak
sadece prosiklik formun LPG’leri degil ayrica metasiklik parazitler de L. intermedia ve L.
whitmani orta barsaginda parazit baglanmasini inhibe etme 6zelligine sahiptir. Bu
LPG’lerin sadece tutunma icin degil vektorin agiz kismina gog icin de gerekli oldugunu
gostermektedir [154]. Bu tirlerde metasiklik LPG’ler tarafindan tutunmanin sira disi
modeli peripilariam davranisinin sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilir. Bu etkilesimin
bilinmeyen adimi metasiklik parazitlerin nasil tutunduklari yerden ayrildiklaridir [143],

[154].
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2.12.4 Omurgali Konak-Leishmania Etkilesimlerinde LPG

Leishmaniasis turlere bagh olarak genis bir klinik spektrum gosterir. Ancak ylizey
glikokonjugatlarinin hangi farkhhg Th1/Th2 cevabini yonlendirmekte oldugu ve

hastaligin imminopatolojisinin ortaya ¢itkmasinda belirleyici oldugu bilinmemektedir.

Metasiklik (enfektif) promastigotlarin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi ve
makrofaj icinde yasamini devam ettirmesi parazitin  sitotoksik serum
komponentlerinden kagmasi ve T hicre immiin cevabinin olusmamasi durumunda
mumkiin olabilir. Promastigotlarin LPG ve gp63 gibi ylizey proteinleri, makrofajlar
tarafindan parazitin yutulmasinda ve istilasinda 6nemli rol oynarlar. Leishmania
parazitleri fagosite edildikleri makrofajda hayatta kalmak icin 6nce bu ortamda olusan
oksidatif etki mekanizmasini indirger, LPG bunu oksidatif metabolitlerin olusumunu
saglayan anahtar molekil olan Protein Kinaz C'yi inhibe ederek gerceklestirir.
Amastigotlar promastigotlardan farkli olarak peroksidaz, superoksit dismutaz ve
katalaz gibi oksidatif stres metabolitlerini etkisizlestirecek enzimlere sahiptir. Parazitte
bulunan onemli ylizey antijenlerinden olan gp63'lin proteaz aktivitesinin pH:4'te
gerceklestigi ve proteolitik lizozomal enzimlerin inaktivasyonunda rol oynadig
gosterilmistir. Buna ek olarak Leishmania’nin, makrofajlarin aktivasyonu igin gerekli
sinyallerden biri olan MHC Il ekspresyonunu ve IL-1 salgisini engelleyerek immiin

cevaptan kactigi gosterilmistir [6].

LPG sadece omurgasiz konaklardaki etkilesimlerde degil enfeksiyonun erken
adimlarinda da olduk¢a 6nemlidir. L. major'da makrofajlarin icindeki parazitoforlu
vakuollerde amastigotlara farklilasmadan sonra LPG ekspresyonu anlaml olclide
azalmakta, LPG ile benzer glikan 6zelliklerine sahip proteofosfoglikanlarin ekspresyonu
artmaktadir [155]. Glikokonjugatlarin diger sinifi olan gliko inozitol fosfolipitler (GPIL)
promastigot ve amastigotlarda gosterilmis ve konakta enfeksiyon boyunca replike
olmustur. Genel olarak LPG, Yeni veya Eskidlinya Leishmania tiirlerinde gosterilmistir
ve konakta enfeksiyonun olusumu boyunca farkli proseslere katilimi oldugu
gosterilmistir. Bu prosesler; kompleman sisteminin litik etkisine karsi direng,
makrofajlara tutunma ve giris, asidik vokuoller icinde proteolitik hasardan koruma [91],

fagozomal olgunlasmanin inhibisyonu [156], nitrik oksitin ve IL-12 {retimi azaltiimasi
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[157, 158], Protein Kinaz C’'nin inhibisyonu [159], notrofillerin hiicre disi tuzaginin (NET)
[160] ve Protein Kinaz R’nin (PKR) induksiyonudur [161]. Konak derisinde vektor
tarafindan inokilasyondan sonra, isirik bélgesinde bircok hiicresel ve molekiiler olaylar
yer alir. Dogal immiunitenin hiicresel komponentleri sadece Leishmania igin degil diger
protozoalar icin de enfeksiyonun erken adimlarinda belirleyicidir. Dendritik hiicreler,
dogal oldiriciler, noétrofiller ve makrofajlar anahtar elementlerden bazilaridir ve
parazitlere cevapta dikkat cekmektedir. Bu hiicrelerin aktivasyonu TH1 lenfositlerinin
birikiminin gelistirilmesinde ve hticre aracili bagisikligin gelisiminde énemlidir. Hicresel
dogal immiunitenin sagladigi baslangicta etkili olan immiin cevap, kronik enfeksiyon,
tekrar eden enfeksiyon ve immiinopataloji adimlari boyunca olduk¢a 6nemlidir [162].
Leishmania’nin konak immiunitesini gegme ve hiicre icinde ¢cogalma yeteneginin altinda
yatan mekanizma olduk¢a kompleks ve farklidir. Enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi sadece
tirlere ve parazitin virlilensligine degil, makrofaj altpopilasyonu ve aktivasyon
evresine de baglidir. Leishmania parazitleri, mannoz-fukoz reseptorlerini (MFR) [163,
164, 165], kompleman reseptér CR1, CR3 [166], [167] ve Fc reseptorlerini [168, 169] de
iceren bircok fagolitik reseptor aracihigiyla makrofajlari tanir ve icerisine girebilir.
Leishmania’da patojen iliskili molekiler patternlerin (PAMP) en geneli LPG ve GIPLdIr.
Farkh hicre tipleri tarafindan Toll-Like reseptorler (TLR) tarafindan taninirlar ve sinyal

iletim yolaklarini kullanirlar [170, 171, 172, 173].

2.12.4.1LPG’ nin Hiicresel Komponentler ile Etkilesimi

LPG c¢oklu virlGlens faktori oldugu saflastinlmis molekilin kullaniimasi ile
gerceklestirilen in vitro calismalar ile gdsterilmistir. Bazi calismalar Leishmania tirlerine
konak cevabi boyunca farklihgr ve 6nemini gostermistir. LPG mutant L. major gibi
Eskidlinya tlrleri makrofajlari enfekte etmek ve enfeksiyona devam etmekte basarisiz
olurken, L. mexicana parazitleri normal sekilde gelismislerdir [174, 175, 176].
Enflamatuar makrofajlar parazit cogalmasini hedef almadan 6nce ilk olarak nétrofillerin
enfeksiyon alanina ulastigl L. major modelinde gosterilmistir [177]. Leishmania LPG'si
ile notrofillerin etkilesiminin 6nemli LPG1 (-/-) ve LPG2 (-/-) gen mutasyonu olan L.
donovani’de de gosterilmistir. LPG, parazitin saglam, litik olmadan, noétrofil iginde

devamhligini saglarken, LPG eksikligi olan mutant parazitler fagozom ve lizozom
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flzyonunu 6nlemede basarisiz kalmis, litik cevre olusumu parazitin 6limu ile takip
etmistir [178]. L. amazonensis’de enfeksiyonun baslangi¢c adimlarinda nétrofillerin rold,
notrofil hiicre disi traplar (NET) araciligiyla fagositoz bagiml olmayan oldiirme
mekanizmasi kullanilarak gosterilmistir. Kromatin ve graniler proteinlerden olusan bu
yapilarin fungus ve bakteriler gibi patojenlere karsi antimikrobiyal etkisi vardir [179].
Sadece parazitler degil, saflastirilmis L. amazonensis LPG’si de hiicre ve doz bagiml
sekilde notrofil hiicre disi traplari uyarabilir [160]. Diger taraftan Eskidinya tiirlerinden
L. donovani LPG ve gp63 varligindan bagimsiz olarak nétrofil hiicre digi traplari
uyarabilir, ayrica LPG bulunmayan mutantlar nétrofil disi traplara bagimh 6ldiirmede

duyarhligi arttirir ve bu da LPG’nin bu tiirlerde koruyucu rollint gésterir [180].

2.12.4.2 Fagozom-endozom Fiizyonunun ve Oksidatif Patlamanin LPG Tarafindan

Engellenmesi

Fagozom olgunlasmasi ile ilgili calismalarin ¢ogu Eskidlinya Leishmania tirleri ile sinirli
kalmistir. Genelde enfeksiyonun baslangicinda Leishmania promastigotlari, parazitofor
vakuolleri olarak da adlandirilan makrofajlarin fagozomlarinin igerisine alinirlar. Bu
yapilar endositik organeller ile flizyon gecirirler ve lizozomlar potensiyal mikrobisidal
bollimler (retirler.  Leishmania promastigotlari fagolizozomlar icerisindeki litik
cevreden kurtulmak icin stratejiler gelistirirler [156, 181]. LPG’nin fagolizozomal
olusumu inhibe eder ve boylece promastigotlari hidrolitik yikimdan korur ve
amastigotlara farklilasmalari i¢in elverisli ortam saglar [181]. Boylece Leishmania
promastigotlarini iceren fagozomlar endositik organellere karsi distk fizyon ozellikleri
gosterir. Ayrica, makrofaj enfekte etmenin erken safhalari boyunca, LPG’si hasarli L.
donovani mutantlarin cevresinde vakuoller olusmus ve endozomlar ve lizozom flizyonu
sonucunda parazitler tamamen yok edilmislerdir [156]. LPG'nin fagozom-endozom
fizyonunu inhibe ettigi bu mekanizma Yenidlnya tirlerinde ¢ok az anlasilabilmistir.
Bircok calisma, L. donovani enfeksiyonlarinin proseslerini iceren komponentlerden biri
olan Protein Kinaz C a (PKCa)’'nin rolind agiklamistir. PKCa, fagozomal membran ve
aktin bazh hareket ve membran trafigini ile iliskili membran proteini olan fosforile
miristoile edilmis alaninden zengin C kinaz substrati (MARCKS) ile iliskilidir. Bu ara yolak

hem lizozomlarin hem de fagozomlarin mikrotibiller Gzerinden hareketini yonlendirir
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[183], [184]. Makrofajlarda, L. donovani LPG'si tarafindan PKCa inhibisyonu fagozomal
membranda F-actin depolimerizasyonunun inhibisyonuna yol acar ve parazitofor
vakuoller icerisindeki endozomal icerigin flizyon ile dagitimini engeller [185, 186].
PKCa’nin LPG tarafindan inhibe edilmesi L. mexicana’da da gozlenmistir. ilging olani L.
mexicana LPG’si duyarl BALB/c farelerde PKCa aktivasyonunu inhibe ederken, direngli
C57BL/6 farelerde inhibisyon olusmamistir. Buna ayrica C57BL6 farelerden farkh
olarak, BALB/c farelerde oksidatif patlama eslik etmistir [187]. Fagozom-endozom
fizyonunun inhibisyonuna ek olarak, LPG’nin promastigotlarin igeri girigini takiben lipit
cift tabakasinin ylzeyine girmeyi de sagladigi gosterilmistir [188, 189]. LPG, membran
cift tabakasina girerek fiziksel organizasyonu modifiye etmekte ve membran mikro
domainleri ve normal flizogenik 6zellikleri bozmaktadir. Hiicresel membran ile bu yakin
etkilesim promastigotlarin fagositozunu azaltmaya, NADPH oksidaz kompleksinin
olusumunu, normal hiicresel sinyallerini ve fagozom asidifikasyonu engelleyerek

oksidatif patlamanin inhibisyonuna neden olmaktadir [190, 191, 192, 193, 194, 195].

2.12.4.3 Uyarilabilir Nitrik Oksit Sentazin (iNOS) Diizenlenmesi

Patojenler tarafindan konagin isgali, kemokinler, sitokinler, adezyon molekdlleri ve
enzimler gibi sekonder enflamatuvar aracilari (NO gibi) Gireten, bircok immuin aracilarin
aktivasyonunu uyarir. Makrofajlarda iNOS ekspresyonu, IFN-y, TNF-a ve
lipopolisakkaritler (LPS) gibi bircok faktor ile wuyarilirlar ve NO’in yiliksek
konsantrasyonlarda uretilmesine neden olurlar [196, 197]. Leishmania NO Uretimini
bozacak bir mekanizmaya sahip oldugundan hiicre icerisinde hayatta kalabilmektedir.
Ayrica bircok etkili bir immin cevabin gelismesi icin gerekli olan sitokin aracili makrofaj
fonksiyonlarinin ¢ogunu da inhibe etmektedir [198]. Fare modellerinde vyapilan
calismalar, L. major LPG’sinin IFN-y (retimini, iNOS ekspresyonunu uyararak parazit
direncini ve konak korumasini sagladigini géstermistir [199, 200]. iNOS eksik farelerde
promastigotlarin ortadan kaldiramadigl gosterilmesi bu enzimin 6nemini gdsteren
baska bir bulgudur [201]. Timor nekroz faktor-a (TNF-a) Thl tipi proinflamatuar
sitokin olup, NO Uretimi icin cok onemlidir [202]. L. major ile enfekte olup TNF-a
sitokini mutant olan farede enfeksiyona karsi direng olmamasi, TNF-a ve NO Uretiminin

onemini gosterilmistir [203]. Diger bir calismada, L. major LPG’leri makrofajlarda IFN-y
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Uretimini uyarmis ve yiliksek miktarda iNOS Uretimine neden olmus, bu da LPG
yapilarinin kompleksligi ile oranti gostermistir [158]. Diger taraftan L. amazonensis
promastigotlari, J774 makrofajlarinda LPS kullanarak NO (retimini inhibe etmistir
[204]. L. mexicana LPG’si TLR2 araciligiyla TNF-a'y1 uyarmakta ve bu Uretim lipit
bolgesinin bltlnligline bagl olmaktadir [170]. Boylece Eski ve Yenidlinya tirlerinde

LPG, uyarilmamis makrofajlarda NO liretimini uyarmamaktadir.

2.12.4.4 Hiicresel Sinyal iletimi ve Sitokin Uretimi

Leishmania gibi hicre igi patojenlerin hayatta kalmak ve ¢ogalmak igin konak hiicre
mekanizmalarindan c¢ikar sagladigi bir¢ok yol vardir. Konak makrofaj sinyal Ulretim
arayollarinin bozulmasi, parazitlerin kullandigi hayatta kalma stratejilerinden biridir
[173]. Bu mekanizmalar, kinaz ve fosfotazlarin kaskadlarinda fosforilizasyon ve
defosforilizasyon olaylari ile gerceklesir. Leishmania enfeksiyonuna, mitojen aktive
protein kinazlar (MAPKs), TLR ve CD40’lar ile tetiklenen NF-kB yolaklar katilmaktadir
[205]. Leishmania LPG’si makrofajlarda dogal immin sinyal ara-yolaklarini ve TLR2
aractligiyla NK hiicrelerini aktive ettigi gosterilmistir [170, 171]. Belli genleri ¢ikartilmis
farelerle yapilan in vivo calismalarda Leishmania enfeksiyonu sirasinda diger TLR’lerin
onemini gostermistir [206]. MyD88, TLR2, TLR3, TLR4 ve TLR9un rolleri L. donovani ve
L. major'da gosterilmistir [170, 172, 207, 208]. L. infantum’da TLR9, IL-12 ve miyeloid
DH’ler NK hiicrelerinin aktivasyonu ile parazitin kontrolliinde 6nemlidir [209]. Diger
taraftan fare modelinde L. mexicana’ya koruyucu immin yanitin gelisimi I1L-12
Uretimini gerektirmemektedir [210]. Buna karsilik in vitro calismalar, L. mexicana’ya
karst LPG bagimli proinflamatuar transkripsiyonel vyanit dendritik hiicrelere
dayandirmaktadir [211]. Diger bir calismada, L. mexicana LPG’si, monositlerde [L-12
Uretiminde azalmaya yol acarak, NF-kB’un niiklear translokasyonunu bozmustur [212].
L. braziliensis ile enfekte fare modellerinde IL-12, TNF-a ve iNOS hastaligin ortaya
¢ikmasinda oldukca 6nemlidir [213]. Hatta bu tirlerde, TLR2 enfeksiyon sirasinda
dizenleyici etkiye sahipken, MyD88 koruyucu immiinitelerin olusumunda zorunludur
[214]. L. amazonensis’de CD40/CD40L etkilesimlerinin bozulmasi IFN-y, lenfotoksin-
TNF ve NO dretimini azaltarak parazitin enfeksiyonunu arttirmistir [215]. Kemik iligi

kaynakh mast hicrelerinde (BMMCs), TLR2 ekspresyonu C57BL/6 farelerinde BALB/c
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farelerinden daha vyiksektir. Bu durum, L. mexicana LPG’si ile in vitro uyarim
sonrasinda, TNF-a, IL-10 ve MIP-1a seviyelerinin artirilmasina neden olmustur [216].
Sonuc¢ olarak bu calismalar, koruyucu immiin cevabin esas komponentlerinin

Leishmania tirlerine gore degistigini gostermektedir.

MAP kinazlar serin/treonin sinyal kinazlarinin énemli bir grubu olup, farkli hiicre disi
uyariya cevaben nikleusta gen uyarilmasi ile transmembran sinyal baglayarak cift
fosforilizasyonu aktive eder [217, 218]. L. major metasiklik promastigotlari ve sentetik
LPG’ler kullanilarak yapilan in vitro ¢alismada, LPG’nin makrofajlarda IL-12 ve NO
Uretimini duzenledigi gosterilmistir. Bu NF-kB aktivasyonundan bagimsiz olarak
meydana gelir ve I1L-12’de gozlemlenen baskilayici etki ERK1/2 MAPKs aktivasyonu ile
sonucglanir [219]. Baska bir calismada Leishmania LPG’si ERK, p38 ve NK’lerin
aktivasyonunu uyarmis ve bunun AP-1 aktivasyonu, IL-12 ve NO Uretimi icin dnemli
oldugu gorilmustir [220]. Hiicre sinyallerini iceren diger énemli grup Protein Kinaz
C'dir (PKC). Bunlar membran fosfolipitleri tarafindan aktive olan en az 12 serin treonin
kinaz ailesi olup, efektor genlerin aktivasyonu icin anahtar kinazlardir ve patojenlere
karsi koruyucu cevapta onemlidir [221]. NO dretimi PKC tarafindan aracilik edilen
fosforilasyon olaylari tarafindan diizenlenmektedir. Sadece L. donovani parazitleri igin
degil, saflastiriimis LPG de makrofajlardaki PKC araciligi ile oksidatif patlamayi inhibe
etmekte ve parazitlerin hiicre ici hayatta kalmalarini saglamaktadir. LPG’nin PKC'yi
inhibe etme mekanizmasi, yarismali inhibitorli olabilecegi veya PKC aktivitesi igin
gerekli olan Ca?* icin selasyon yapabilecegi seklinde iki mekanizma ile agiklanabilir [222,
223, 224, 225]. Yenidlinya Leishmania tirlerini goz 6nline alindiginda, L. mexicana’dan
saflastirilmis LPG, BALB/c makrofajlarindaki PKCa aktivitesini inhibe etmis, oksidatif
patlamayi azaltmis ve parazitin hayatta kalmasini saglamistir [187]. Diger sinyal grubu
Protein Kinaz R (PKR)’'dir. dsRNA, TNF-a, IL-1B, IFN-y ve LPS gibi bircok uyaranla aktive
olur [226, 227, 228]. L. amazonensis enfeksiyonunda, RAW hiicrelerinde ¢ift sarmal
RNA bagimh aktivasyon gorulmistir. Parazit, baskilayici IL-10 Gretimi ile iliskili olarak
once NF-kB aktivasyonunu ve sonra NO dretimini negatif yonlendirir [229]. Son
zamanlarda bu tirlerin LPG’si PKR transkript seviyelerini TLR2 aracihgiyla arttirdigi
bulunmustur [161]. Sonug olarak LPG’'nin etkiledigi sinyal olaylarinin mekanizmasi

Yenidiinya Leishmania tirleri igin hala ¢alisiimasi gerekli bir alandir.
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2.12.4.5 Parazitofor Vakuoller icinde Leishmania Parazitlerinin Hayatini Siirdiirmesi

Enfeksiyonun ilk asamasinda, parazitler makrofajin membran-bagh fagozomu igine
alinirlar. Fagozom makrofajin plazma membraninin dis tabakasindan olusur. Bu ylizden
parazitler baslangicta hiicre icinde olmalarina ragmen ektraseliiler vakuol icinde
bulunurlar. Daha sonra fagozom sekonder lizozomun flizyonuyla modifiye olur, bu
yaplya parazitofor vakuol (PV) ya da fagolizozom denir. PV yiksek miktarda
mikrobisidal peptidler ve hidrolitik enzimler igeren asidik bir ortama sahiptir.
Leishmania ile enfekte olmus makrofajlarda mikrobisidal fonksiyon degisir.
Makrofajlarda parazitlerin bulunmasina ragmen, PV icinde pH korunur ve PV
aktiviteleri normaldir. Fakat enfekte makrofajda PV icinde sliperoksit Uretimi parazitler
tarafindan inhibe olur. Bu, Leishmania parazitlerinin makrofajlar tarafindan salgilanan
litik enzimler ve toksik oksidatif trinler ile karsilastiklari fagolizozomlarin tahrip edici

ortamina karsi yiksek savunma mekanizmasina sahip oldugunu gosterir [230, 231].

Yapilan calismalarda Leishmania tlrlerinin hiicre ici devamhligi icin LPG’ye ihtiyac
duyduklari gosterilmistir. L. major'iin LPG salgillayamayan avirlilent bir klonu,
makrofajlar tarafindan fagosite edildiginde 18 saat icinde oOldiglu gosterilmistir.
Saflastirilmis LPG’nin virdlent bir L. major tirinden avirilent bir promastigota pasif

transferi ile parazitin makrofaj icinde yasamaya devam ettigi gorilmistir [6].

2.12.4.6 Hidrolitik Enzimlerin inhibisyonu

Leishmania parazitleri, konak hiicre icinde vyasayabilmek igin, konak hicrenin
fagolizozomunda bulunan hidrolitik enzimleri (lizozomal enzimleri) inhibe etmek

zorundadir. Lizozomal enzimlere karsi direng, parazitin ylizey 6zelliklerine baglidir.

Yapilan bir calismada, LPG’nin fare peritonal makrofajlarinda bulunan 4 adet hidrolitik
enzim Uzerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir. Sonuclar LPG’nin asit fosfataz, B-
glukoronidaz ve N-asetil-B-glukozaminidaz Uzerinde inhibisyon etkisinin olmadigini
gostermistir. Ancak inkiibasyondan 3 saat sonra B-galaktosidaz aktivitesi 6nemli dlg¢lide
inhibe olmustur. Bu inhibisyonun nedeni, LPG molekillerinin ylksek negatif yiki veya

LPG’de yiksek miktarda bulunan fosforillenmis disakkarit Gal(B 1,4)Man yapisi olabilir.
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Ancak in vitro olarak elde edilen bu sonuglar, in vivo ortamda ¢ahsildiginda daha iyi

anlasilabilir [232].

Parazitin fagolizozom icinde hayatta kalmasinda LPG’nin rolini acgiklamak amaciyla,
yuzeyi LPG ile kaplanmis eritrositlerin makrofajlar tarafindan sitolizi incelenmistir.
Yiizeyi LPG ile kaplanmis eritrositlerin makrofajlar tarafindan sitoliz oranlarinin LPG’siz
eritrositlere gore oldukga diisiik oldugu gorilmustir [233]. Bu sonuglar gercekten de
Leishmania parazitlerinde bulunan LPG’nin hidrolitik enzimleri inhibe ederek, parazitin

fagolizozom icinde hayatta kalabilecegini gostermektedir.

2.12.4.7 Kalsiyum Baglanmasi

Kalsiyum hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde hiicre ici ikincil haberci ve enzim
kofaktoru olarak 6énemli gorevlere sahiptir. L. major ile enfekte edilen makrofajlarin
enfekte edilmemis makrofajlara gore yaklasik %40 daha fazla kalsiyum degisimi icerdigi

goralmastir [233].

2.12.4.8 C-Fos Gen Ekspresyonunun inhibitorii

c-fos geni gibi protoonkogenleri de iceren cesitli genlerin ekspresyonu PKC'nin
aktivasyonu ile sonuglanir [234]. Yaygin bir hipoteze gore Fos, niikleer t¢lincll mesajci
molekil gibi cevresel sinyallere gore gen ekspresyonunu diizenler. Makrofajlarda c-fos
gen ekspresyonu bir PKC veya bir cAMP-bagli yolla indiiklenebilir. PKC’'nin aktivasyonu,
c-fos mRNA’sinin hizli ve gecici artisi ile sonuglanir [235]. Buna karsin cAMP’nin artisi c-

fos geninin stabil ve dayanikli ekspresyonunu uyarir [236].

Makrofajlarin LPG ile inklibasyonu, PKC bagh c-fos geninin inhibisyonuyla sonuglanir.
Buna zit olarak makrofajin cAMP’ye yanit olarak c-fos genini eksprese etme yetenegi,

LPG’de azalmaya neden olmaz [237].

IFN-y ve TNF a gibi makrofaj aktive eden sitokinler PKC bagimli sinyal (iretim yollari gibi
hareket ederler. PKC bagimli gen ekspresyonunun zayiflamasi, aktivasyon sinyallerini

azaltir ve sonugta hiicre igi Leishmania parazitlerine faydali olur [237].
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2.12.4.9 Kemotaksisin inhibisyonu

inflamasyonda kan monositlerinin hizli birikimi inflamatuar yanitin énemli bir adimidir.
L. donovani LPG’si monosit ve noétrofillerin kemotaktik hareketlerini inhibe edebilir.
Boylece lezyon bolgesinde inflamatuar reaksiyonlarin inhibisyonu, hastaligin

kroniklesmesini destekler [238].

2.12.4.10 Toksik Oksijen Metabolitlerinin Temizlenmesi

Oksidatif patlamada LPG, PKC aracili enzimatik inhibisyonun yani sira patlama sirasinda
ortaya cikan toksik oksijen metabolitlerini de temizleyebilir [239]. LPG’nin hidroksil ve
siperoksit anyonlarini  yiiksek etkinlikle temizledigi, elektron spin resonans
spektroskopi ile belirlenmistir. Bu 06zellik genis sekilde tekrar eden fosforillenmis
disakkarit Uniteleri ile gerceklesmektedir ve sekerlerin hidroksil gruplarinin

oksidasyonu ile acgiklanabilir [240].

2.12.4.11 IL-1 Uretiminin inhibisyonu

Makrofaj ve diger antijen sunan hicrelerin, T lenfositlerin aktivasyonunu saglayarak
etkili bir immun yanit gésterme konusunda 6nemli rolleri bulunmaktadir. Makrofajin
yardimci T lenfositlerinin aktivasyonunu diizenlemede iki fonksiyonu vardir; (1) MHC II
molekdllerinin ekspresyonu (2) IL-1 Gretimidir. L. donovani ile enfekte makrofajlarda bu
iki fonksiyon da inhibe olmustur. Ayrica monositlerin saf L. donovani LPG'si ile

inkibasyonu LPS uyarimh IL-1 sekresyonunu inhibe etmistir [241].

2.12.4.12 TNF-a Reseptorlerinin Degistirilmesi

TNF-a immiin cevabi etkileyen bir sitokindir. Makrofajlar bircok mikroorganizma ve
bunlardan kéken alan molekillere karsi, TNF-a cevabi Uretirler. TNF-a ise makrofajin
sitotoksik fonksiyonlarini aktive eder. Diger LPS’lerin aksine LPG, makrofajin bu
fonksiyonlarinda blyik bir azalmaya sebep olur. Leishmania parazitleri makrofajlarda
TNF-o  sekresyonunu arttirsa da, TNF-a reseptorlerinin azaltilmasi o6zellikle
enfeksiyonun baslangicinda Leishmania’nin hayatta kalmasinda énemli rol oynayabilir

[242].
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2.12.5 Asi Adayi Olarak Lipofosfoglikanin Onemi

LPG, Leishmania promastigotlarinin membran yizeyinde en fazla bulunan molekildir.
Saflastirilmis L. major LPG’si farelere verildiginde, parazit enfeksiyonuna karsi tam
koruma saglandigi gorilmistiir [6]. Bu sonuglar antijenik 6zelligi olan LPG’nin

leishmaniasise karsi bir asi adayi olabilecegini desteklemektedir.

LPG’nin suda ¢ozlinlr karbonhidrat bolgesi (fosfoglikan) hastada bagisiklik olusturmus
fakat lezyon gelisimi Gizerinde herhangi bir etkisi olmamigtir [243]. LPG’nin lipozomla
olusturdugu konjugatlar ile L. mexicana’ya karsi asillanan farelerde, hastaligin
siddetinde herhangi bir artis gorilmemistir. Béylece LPG’ nin asilamada etkin bir rol
oynayacag! ispatlanmistir [244]. Asilanmis fareden izole edilen T hicreleri genetik
olarak ayni 6zelliklere sahip baska bir fareye verildiginde, bu farede de L. mexicana
promastigotlarina karsi immin koruma goézlenmistir. Bu korumanin antijen-spesifik T

hiicreleri tarafindan gergeklestigi gorialmustir.

Onceki calismalarda, saflastiriimis LPG’nin farede L. major’a karsi koruyucu rolii oldugu
gosterilmistir. Bir calismada LPG, tetrasakkarit bir araciya baglanmis ve immun uyarici
tripalmitoyil-S-gliserilsistein ile konjuge edilmis ve bu potansiyel asi hayvan modelleri

Uzerinde denenmistir.

Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde glincel vyaklasimlar glikokonjugatlara,
bunlardan da o6zellikle parazit icin oldukca dnemli olan ve ayni zamanda immiinojen
ozellikleri bulunan LPG’ye dikkat ¢ekmektedir. Ancak baslica problem LPG’nin tek
basina vyeterli olmamasi, imminojenliginin arttirilmasi icin uygun bir adjuvan

gerekmesidir [6].

2.13 Leishmaniasise Karsi Asi Gelistirilmesi

Asi; konaga verildiginde himoral veya hicresel yanit olusturarak, konagin belli bir
enfeksiyona karsi korunmasini saglayabilen aktif imminojenik bilesiktir. Parazitlerin
biyolojik ve immuinogenetik yapilarinin diger mikroorganizmalara gére daha karmasik
olmasi, bunlarin olusturdugu enfeksiyonlara karsi asi gelistirilmesinde zorluklara neden
olmustur. Buna ragmen, paraziter hastaliklara ve 0Ozellikle leishmaniasise karsi asi

gelistiriilmesinde uzun vyillardan beri yogun sekilde ¢alismalar yapilmaktadir [245].
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Leishmaniasise karsi asi simdiye kadar yapilan ¢ok sayidaki ¢alismaya ragmen ¢ok az
asama kaydedilmistir ve hastalikla micadelede tek umut 40 yildan uzun siredir
kullanilan ilaclardir [246]. Kemoterapi, diren¢ ve toksisite problemleri nedeniyle
hastalikla miicadele icin verimli degildir. Bu nedenle tedavi yaklasimlarina ek olarak asi

gelistirilmesi de g6z 6nlinde bulundurulmasi gereken bir noktadir [246].

Uzun sireli calismalar bu hastalik grubunun kontroli igin asinin en énemli islemlerden
biri oldugunu gostermistir. Maalesef asilarin gelistirilmesi, blyik antijenik farklilik ve 2
farkl konaktaki farkli hayat siklusu 6zellikleri nedeniyle oldukga guigtiir. Gegen 10 yilda
cesitli sublinit ve DNA antijenleri hayvanlarda potansiyel asi adaylari olarak belirlenmis
ancak insan calismasi yoktur. Oli parazitler ile asilama maliyetten dolayi hala cazip bir
yaklasimdir. Su ana kadar diinyanin herhangi bir yerinde rutinde kullanilacak VL asisi

bulunmamaktadir [246].

Asilarin kemoterapiye gore belirli avantajlari bulunmaktadir. Bunlar uzun stireli etkiyi
tetiklemeleri, hem profilaktik hem de terap6tik olarak kullanilabilmeleridir. Ayrica
kemoterapiden farkli olarak asilara karsi direng gelismemektedir [78]. Leishmaniasise
karsi immiinizasyon geg¢miste canli parazitleri insanlara enjekte ederek kendiliginden
iyilesen lezyonlar olusturulmasi (leishmanization) ile basariimistir. Bundan sonra ilk
nesil asilar 61l parazitler ile olusturulmus ve VL0L’e karsi olmasa da, KL'e karsi gelistirilmis
ve endemik bolgelerde insan popilasyonlarinda genis klinik testlerde denenmistir [247,
248, 249, 250]. ikinci nesil asilar olusumlarina gére 3 kategoriye ayrilir; canli mutant
asilar, belirli subunit asilar ve dogal antijen fraksiyonlaridir. Son olarak Ugiinci nesil
asillar cDNA kodlayan leishmanial antijenlerden olusturulmus ve hala baslangic
asamasindadir [247]. Buna ragmen cok sayidaki antijenler in vitro hiicre veya fare
modellerinde KL'e karsi incelenmis ve hala insan kala-azara karsi etkili bir asi elde

edilememistir [246].

2.13.1 Leishmaniasise Karsi Asi Gelistirilmesinde Kullanilan Deney Hayvan Modelleri

Hayvan modellerinin, Leishmania tirlerine maruz kaldiklarinda, insanda gorilen
patolojik ozellikleri ve imminolojik cevaplari taklit etmesi beklenir. Bircok deneysel
hayvan modeli gelistirilmis ancak insanda olusanlari tam olarak gdsteren bir model

olusturulamamistir. VL'nin deneysel modelinin olusturuldugu bircok hayvan tiiri
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bulunmaktadir. Bunlardan en oOnemlileri BALB/c fareleri ve Suriye golden
hamsterlaridir. Ayrica sekonder olarak kopekler ve farkli maymun tirleri de
kullanilabilirler. Dogal kosullarda enfekte kum sinegi birka¢ ylz metasiklik
promastigotu konagin derisinden igeri verirken, deneysel enfeksiyonlarda in vitro
kosullarda deri icine veya damar icine milyonlarca promastigot veya kutandz lezyondan
veya enfekte dalaktan elde edilen amastigot enjekte edilir. Her bir laboratuar
hayvaninda enfeksiyonun gelisimi, enjekte edilen Leishmania tlrlerine, parazitin
virulansligina enjeksiyon sekline ve yoluna baglidir. L. donovani igin uygun bir
laboratuar hayvani, konak parazit iliskileri, patojenez, biyokimyasal degisimler,
profilaksi ve parazitin vicutta kalmasi noktalarda 6nemli olup, yeni bilesiklerin
antileishmanial aktivitesinin gosterilmesi i¢in kritiktir. Hayvanlarda enfeksiyonun
belirlenmesinde birkag kriter vardir; bunlar (1) inokile edilen hayvanin duyarliligi, (2)
parazit kdltirinin yasi ve morfolojik olarak hangi fazda oldugu, (3) enfeksiyonun

taridar [246].

Enfeksiyonun verilis sekli olduk¢a onemli bir asamadir. Genellikle deri igi, derialti,
venoz damar igi ve periton i¢i yollar kullanilir ancak bazi ¢alismalar farkh yollarla
enfeksiyonun da basarili sonuclar verdigini gostermistir. Son vyillarda, dogal sekline
uygun olarak dustik miktarda enfektif parazitin deri icine verildigi calismalar yapilmistir.
Bu agidan laboratuvar izolatlarinin enfektifligini gelistirmek amaci ile kum sineklerinin

salgl bezi ekstraktlarini kullanilmasi ilging bir yaklasimdir [251].

Primer test modelleri: Kemirgenler: L. donovani enfeksiyonu icin kiicik kemirgenlerin
kullanilmasi ile ilgili ge¢miste bircok girisimde bulunulmustur. Bunlar hamsterlar,
fareler, sicanlar, sincaplar, ¢ol sicanlari seklindedir [252]. VLye karsi asi ve ilag
testlerinde cesitli hayvan modellerinden en yaygin kullanilani BALB/c fare ve Suriye

golden hamsterlaridir [246]

Fareler; outbreed fareler genellikle L. donovani enfeksiyonuna direngli olmasi ancak
inbred tlrlerin duyarlihkta farkhliklar gostermesi, 1970'lerde Lsh duyarlilik geninin
izolasyonuna neden olmustur (NRAMP1 olarak dizayn edilmistir) [253]. NRAMP 1
parazitlerin karaciger ve dalaklarinin erken genisleme derecesini belirler [254]. Fare

modelleri ile vyapilan calismalar, dalakta olmasa da karacigerden parazitlerin
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temizlenmesine neden olan organ spesifik immin cevaplarda 6nemli olan immiin
mekanizmalarin karakterizasyonuna da neden olmustur. Fare modellerinin diger
onemli katkisi ise T hicre aracili cevaplarin yoklugunda kemoterapinin etkisiz
oldugunun kesfi olmustur [255]. Bu deneysel ¢alismalar basarili bir kemoterapi igin
immun sistemi aktive etmek gerektigini géstermis ve Hindistan’da basarili denemeler

gerceklestirilmistir.

Fare modelleri VL’ye karsi asi gelistiriimesinde de genis olarak kullanilmaktadir [256,
257, 258]. C57BL/6, CBA/J, C3H veya BIOD2 gibi fare modelleri hastaliga direngli olup,
birkag ay icerisinde iyilesirken, BALB/c farelerde ve tim T hiicre immin yetmezligi olan
turlerde sistemik VL gorilmektedir [259]. C57BL/6 fareleri erken Th1 yaniti olusturarak
parazitin daha fazla gelismesini 6nler ve kendiliginden iyilesen fenotipe neden olurken,
duyarli BABL/c farelerde erken Th2 yaniti iyilesmeyen lezyonlar ve hastaligin ilerlemesi
gorulir [260]. C57BL/6 ve BALB/c farelerin direnglilik ve duyarlliklari sadece Thl ve

Th2 tip immin cevaba degil, ayrica konagin genetik ge¢misine de baghdir.

ik asi girisimlerinde 6l{ parazitler adjuvan olarak glukan veya IL-12 ile derialti veya ven
icinden verilmistir. Bu cabalar CF1 farede enfeksiyona karsi miicadelede kismi direng
saglamistir [261]. Canhiligi azaltilmis veya genetik olarak modifiye edilmis parazitler de
BALB/c ve C57BL/6 farelerinde incelenmistir [262], [263]. Rekombinant L. donovani
proteinleri ile imminizasyon yapilarak L. donovani paraziti ile enfeksiyona karsi olusan

immun yanitin incelendigi bircok ¢alismada BALB/c fareleri kullanilmistir [246].

insan VL'i kendiliginden kontrol altina alinan hastaliktan, ilerleyici forma kadar bircok
klinik spektrum gosterir. Fare modelleri kendiliginden kontrolllii oligosemptomatik
vakalar ile kiyaslanabilir ve bu koruyucu immiin cevabin calisilmasi icin faydalidir. Diger
taraftan L. donovani ile enfekte hamsterlarda ilerleyici VL olusur ve bu da

immunbaskilama calismalari icin faydali bir modeldir [246].

2.13.2 Birinci Nesil Asilar

Leishmaniasise karsi ilk asi, populer ismi ile Leishmanizasyon, 1940’h yillarin basinda
gelistirilmistir ve yaklasik 60 senedir bircok tlkede kullanilmaktadir [264]. Ancak daha

sonra Leishmanizasyon islemi gilvenlik sebebiyle devam etmemis ve glinimizde ise
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Ozbekistan’da kaydedilen bir asi ve iran’da etkinligi insanlar lizerinde denenen bir
baska asi olarak hala kullanilmaktadir [265]. Birinci jenerasyon Leishmania asilari
(Leishmanizasyon) olU parazitlerden ve zayiflatiimis Leishmania parazitlerinden

olusmaktadir [266].

2.13.2.1 Zayiflatilmig Leishmania Asilar

Zayiflatilmis asilar hiicre i¢i patojenlere karsi korumada altin standart olarak
degerlendirilir. Leishmanizasyonla ve oOli parazitlerle asilama ile kiyaslandiginda
zayiflatilmis parazitler (patojen olmayan parazitler) ile asilamanin bazi avantajlar
oldugu bilinmektedir [267]. Uzun sireli in vitro kiltirden elde edilen zayiflatiimis
Leishmania asilarinin gelistirilmesi sirasinda sicakligin etkisi, gama i1sinlama, kimyasal
mutajenez veya gentamisinli ortamda kdiltirin devam ettirilmesi gibi islemlerin
yapilmasi, parazitlerde genetik mutasyonlarin olusmasina ve bu nedenle etkinliklerinin
azalmasina neden olmaktadir [268]. Ayrica son zamanlarda Leishmania genomuna yeni
genlerin ilave edilmesi veya bazi genlerin gikarilmasi sonucu genetik olarak modifiye
edilmis parazitlerin gelistiriimesi zayiflatilmis canl asi potansiyelini arttirmakta ve bu
durum leishmaniasise karsi asi gelistirilmesi konusunda giicli bir alternatif olarak

degerlendirilmektedir.

L. major dihidrofolat rediiktaz-timidilat sentaz (DHFR-TS) knock-out genlerin
degistirilmesi ile olusturulan ilk Grindir ve potansiyel bir asi olarak test edilmistir.
Buna ragmen, DHFR-TS immunizasyonu primat modelinde immuinite saglayamamistir
[269]. Ancak bu asilama antijene 6zgli pozitif proliferatif cevap olusturmasina ragmen,
koruyucu IFN-y cevabi veya gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu olusturamamistir.
GDP-mannozun golgiye tasinmasinda gorevli lpg2™ geni eksik olan L. major parazitleri
ile asilama ise L. major’e karsi duyarl farelerde koruma saglamis [270] ancak C57BL/6
farelerine karsi CPG oligoniikleotid adjuvani kullaniimadan imminite olusturmada
basarisiz olmustur [271]. Ayrica bazi deneylerde bu mutantlar bir mekanizma ile
enfeksiyona neden olma kabiliyetlerini tekrardan kazanmiglardir [272]. SIR2 geninin
allelerinden birisi eksik olan L. infantum ile immunizasyon ise virulent suslara karsi
yuksek derecede koruma saglamistir [273]. Ancak SIR2 geninin segici olarak zarar

gordigliinde hicre i¢i amastigot formlarin blyime ve gelismesini etkilemistir. L.
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donovani sentrin gen hasari parazitlerin amastigotlarinin in vitro ve makrofaj igerisinde

¢ogalmasini engeller [274].

Zayiflatilmis asilarin kullanilmasi enfeksiyonun dogal ilerlemesini taklit eden dnemli bir
asilama seklidir. Ancak en énemli glivenlik kisitlamasi viriilensligin tekrar kazaniimasi ve
immun sistemi baskilanmis kisilerde parazitlerin aktiflesmesi olup, zayiflatilmis asilarin

blyik olgekli kullanimlarini kisitlamaktadir [275].

2.13.2.2 intihar Kasetleri

Leishmania genomuna, hastaligin kontroli amaci ile ila¢ duyarlilik genleri eklenmesi
seklindeki yeni bir yaklasimdir. Bu agidan intihar sistemleri Muyombwe ve ark.
tarafindan virlilent L. major enfeksiyonuna kargi timidin kinaz-gansiklovir
kombinasyonuna dayali olarak gelistirilmistir [276] ve bu sistem ile gansiklovir
tedavisinin suresine bagli olarak farkli derecelerde koruma saglanmistir. Daha sonraki
denemelerde Saccharomyces cerevisae’ya ait 5-florositozine duyarl sitozin deaminaz
geni gibi ilag duyarliik genlerinin Leishmania genomuna eklenmesi (knock in) ile

calismalar yapilmistir [277, 278].

2.13.2.3 Olii Leishmania Asilan

Oli parazitler ile asilamanin gecmisi 1940’li yillarin basinda Brezilya’da 5 farkh
Leishmania izolatindan olusan bir 6lG asi gelistirmesine dayanmaktadir [279]. Elde
edilen asinin givenli oldugu ve Leishmania deri testi ile yapilan Olcimlerde
immunojenik oldugu gosterilmisse de, sadece %50 oraninda koruma saglamistir.
Leishvacin olarak bilinen ve yalnizca L. amazonensis'ten olusan basit bir asi da
profilaktik etkisi Kolombiya ve Ekvator’da Faz Ill klinik denemelerde test edilmis ve
sonug olarak asinin givenli olmasina ragmen, etkili olmadigi ortaya ¢cikmistir [280]. BCG
ile birlikte otoklavlanmis L. major'ii iceren asilarin givenli oldugu ancak saghkli
gonillilere uygulandiginda iran’da KL'e, Sudan’da ise VL e karsi kayda deger bir immiin
yanitin olusumunu indiklemedigi gosterilmistir. Ancak otoklavlanmis L. major’'un BCG
ile kombinasyonunun daha imminojenik, koruyucu oldugu ve VLl’'e karsi kopeklerde,
maymunlarda ve farelerde gliclii ve uzun sireli Th1l yaniti Urettigi, ancak insanlarda

kesin ve inandirici sonuglar olusturamadigi gésterilmistir [281].
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Yapilan ¢alismalarda 6lU parazit asilarinin glvenliligine ragmen, 6li parazitlere dayali

etkili profilaktik asi halen gelistirilememistir [78].

2.13.3 ikinci Nesil Asilar

ikinci nesil asilar, sentetik veya rekombinant alt iriinlere, genetik olarak modifiye
edilmis Leishmania tirlerine, Leishmania antijenlerine tasiyan rekombinant bakteri,
virlisler ve parazitlerden saflastirilmis dogal fraksiyonlara dayanir. Pek ¢ok Leishmania
proteini, ylzey lokalizasyonuna, T hiicre klonlarina, antijen havuzlarinin
gorintilenmesine, enfekte hayvan ve insanlardan alinan serumlar ile gen ekspresyon
kitliphanelerinin gorintilenmesine dayanilarak identifiye edilmistir. Bu proteinler,
glikoprotein 63 (gp63), membran glikoprotein 46 (gp46, M-2 olarak da bilinir), fuktoz-
mannoz ligandi, aktive edilmis C kinaz i¢cin homolog Leishmania reseptorleri
(p36/LACK), NH36, Protein Q kimera, sistein proteinaz (CPB ve CPA), GRP78S,
Leishmania DNA 1 (LD1) antijenleri, acillenmis hidrofilik ylizey proteini B1 (HASPB1),
LCR1, tukriik proteini 15 (SP15), promastigot ylizey antijeni 2 (PSA-2), A-2, histone H1,
MML, Leishmania baslangi¢c faktori (LelF), okaryotik stres indukleyici protein 1'in
(LmST11) L. major homologu, Okaryotik tiyole 6zgli antioksidanin (TSA) L. major

homologudur.

2.13.3.1gp63

Su ana kadar en kapsaml arastirilan antileishmanial asi adayi parazitin ylzeyinde
eksprese edilen glikoprotein 63 (gp63) veya diger adiyla leishmanolisindir. gp63, ¢inko
metalloproteazi olup, LPG gibi promastigotlarin yiizeylerinde eksprese edilir. 63 kD
boyutunda olan gp63, parazitin konaktaki immiin cevabina karsi konakta hayatta
kalmada oldukg¢a 6nemlidir. Parazit, bu antijen araciligi ile makrofaj ylzeyinde bulunan
reseptdor 3 (CR3)'e baglanarak hiicreye girisini saglar [251] Saflastirilmis gp63’ln
koruyucu etkisi pek cok deneysel modelde farkh suslar, adjuvanlar kullanilarak (S.
Thyphimurium BCG pCMV pCMV3ISS gibi) veya farkh diger antijenlerle (KMPII, TRYP,
LACK gibi) kombinasyon halinde arastiriimis ve geliskili sonuglar ortaya ¢ikmistir [282].
E.col’de eksprese edilen gp63’lin rekombinant formu L. major enfeksiyonuna karsi

fareleri korumada basarisiz olurken [283], maymunlarda yalnizca kismi bir koruma

44



saglamistir [284]. Buna karsin, L. major’den saflastirilan dogal bir protein, BCG veya bir
lipozom ile bir arada verildiginde farelerde sirasiyla L. major ve L. mexicana
enfeksiyonlarina karsi koruma saglamistir [282, 285]. Farelerin gp63’lin transforme
edildigi Salmonella typhimirrum veya BCG'de eksprese edilen gp63 ile asilanmasi, L.
major ve L. donovani enfeksiyonlarina karsi anlamh bir direng¢ olusturmustur [286].
immdiinize farelerdeki dalak ve lenf diigiimii hiicreleri artirilmis IFN-y ve IL-2 (iretimi ile
baglantil olarak glglu bir proliferatif T hiicre cevabini indiklemistir [287]. Ancak bu
hiicreler, gecikmis tip asirt duyarlilik cevabini olusturamamistir [288]. insanlar
Uzerindeki ¢alismalarda degisken sonuglarin ortaya ¢ikmasi ve gp63 ile asilanan fare
makrofajlarindaki T hiicrelerin koruyucu bir yanit olusturmamasi, arastirmacilarin gp63
ve DNA temelli asilara ve gp63’den elde edilen sentetik peptidlere odaklanmasina
neden olmustur [78]. Dendritik hiicrelerin immin yanittaki dnemli rolleri, bu hiicrelerin
bir antijen ile birlikte dogal bir adjuvan olarak gorev yapabileceklerine dair umutlari

arttirmistir [289].

2.13.3.2PSA-2/gpa6/M-2

Diger bir asi adayi olan GPI bagli membran proteini gp46/M-2, Lohman ve ark. [290]
tarafindan karakterize edilmis ve L. amazonensis’e 6zgli promastigot polipeptidi olarak
tanimlanmistir [291]. Glikoprotein gp46/M-2 cogu Leishmania tirinde eksprese edilen
gen ailesine aittir. Membran glikoprotein gp46/M-2 ile immiinize edilen farelerde L.
amazonensis’e karsi onemli derecede bir koruma saglandigi gosterilmistir [292]. L.
amazonensis'e karsi korumanin seviyesini 6zellikle IgG1 ve IgG2’ye bagli olarak artan
antikor cevabi yansitmaktadir. Bu korumanin, antijen uyarilmis dalak hiicrelerindeki
IFN-y, IL-2, IL-4 ve TNF-a’ya bagh Th1 ve Th2 immdin yanit tiplerinin birlikte calismasina
bagli olarak gelistigi distnulmektedir [292].

L. infantum PSA-2 bir yizey antijeni olan proteofosfoglikan ile ortak olarak 15 bazlik
I6sinden zengin tekrarlari iceren (LRR) bdlgeleri icerir [293]. PSA-2 proteininin farkli
turler arasinda ¢ok benzerlikleri bulunmasina ragmen ailenin degisik Uyeleri arasinda
yiksek derecede heterojenlik bulunmaktadir [294]. Dogal parazit ylizey antijeni (PSA-2)
ve Corynebacterium parvum ile birlikte immiunize edilen farelerde Th1l hiicre bagimli

immun cevapta 6nemli bir artis gdzlenmistir [295]. Fakat E. coli’de rekombinant olarak
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Uretilen PSA-2'nin C.parvum ile imminize edilen farelerde Th1l cevap olusumu diger

farelere gore basarisiz olmustur [296].

2.13.3.3LACK

LACK (Leishmania aktive C kinaz icin homolog reseptor) (36kDa) Leishmania tirleri
arasinda yuksek derecede korunan ve hem promastigotlarda hem de amastigotlarda
eksprese edilen bir antijendir [297]. L. major enfeksiyonlarinda farelerdeki
immunopatojenik rolii nedeniyle leishmaniasise karsl potansiyel asi adayi olarak LACK
antijenine 6nem verilmistir. Fakat LACK ile L. amazonensis’e karsi asilama farelerde
basarili olamazken, L. donovani enfeksiyonlari ile yapilan c¢alismalarda [IFN-y
seviyesinde azalma ve yiksek seviyede anti-LACK ve parazite 6zglin antijen varligi
gorilmastiir [298]. Ayrica LACK antijeninin SLA antijeni ile birlikte periferal kan
mononikleer hiicrelerine uygulanmasi sonucu KL ve MKL hastalarinda artan IL-10 ve
azalan IFN-y Uretimi gozlenmistir [299]. Fakat LACK proteininin bu sonuglari ile genis
kapsamli bir sonuca varilamadigindan, arastirmacilar LACK antijeninin protein formu

yerine DNA’sina odaklanmis durumdadilar.

2.13.3.4FML

En ¢ok calisilmis ikinci nesil asi adayr Fukoz-mannoz ligandi (FML) ilk olarak L.
donovani’den izole edilmis ve kimyasal olarak Palatnik de souza ve ark. tarafindan
karakterize edilmistir. Su anda Leishmune® (patent INPI no: PI1100173-9, federal
University of Rio de Jeneiro, Brezilya) adi altinda ticari olarak bulunabilmektedir [300].
Antijen parazitin bitin vyasam sikluslari boyunca ylizeyinde bulunmakta ve
makrofajlarin Leishmania’nin birgok tliriniin promastigot ve amastigotlarinin fagosite

edilmesini inhibe etmektedir [301].

Saponin gibi bir adjuvan ile birlikte FML antijeni kullanilarak kopeklerde cesitli
calismalar yapilmis ve umut verici sonuclar gézlenmistir [302]. FML antijeni ile asilama
IgG2a artis seviyesi ile birlikte etkili koruma saglamis ve deneysel olarak enfekte
edilmis ve dogal olarak maruz kalan kopeklerde %79-100 gecikmis tip asiri duyarlilik
(DTH) tepkisi gordlmdistir [303]. Quil-A saponin formilasyonu ile kullanilan FML

antijeni, kala-azar enfeksiyonuna karsi kopeklerde %95 koruma saglamistir. Asilanan
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kopeklerde yliksek seropozitiflik (%100), hicbir Leishmanial DNA ve intradermal
reaksiyonlar tespit edilemedi. FML-QuilA asisi kdpeklerde kala-azara karsi 6nemli, uzun
omurli ve gicli bir koruyucu etki saglamistir [304]. Ancak, Leishmune® (1mg) lisansh
bir FML-saponin formilasyonu, daha fazla oranda gecikmis tip asirt duyarhhk
reaksiyonlari gostermis ve dnemli derecede anti-FML IgG antikorlari, belirgin olarak
yuksek seviyelerde ve istikrarl 1gG2 ve azalan bir IgG1 yanitina yol agmis ve Thl tip
hicre aracili yanitinida bozmustur. Leishmune® asisi kopek VL immiinoterapisi igin iyi
bir segenek olabilir, ancak, bir immiinoterapi ajani olarak kullanimi ile ilgili bir bildirim

yoktur.

2.13.3.5 LiESA-MDP

Diger ikinci-nesil képek asisi Faz 3 galismalarinda basarili sonuglar elde edilen LIESA-
MDP 54 kDa L. infantum protein promastigot protein ile Muramil dipeptid’in (MDP) bir
kompozisyonudur [305]. LiESAp ile asilanan kopeklerden elde edilen periferik
lenfositlerin Leishmania enfekte makrofajlar ile inklibasyonu IFN-y ile makrofaj

aktivasyonu sonucu énemli derecede NO bagimli leishmanisidal etki gostermistir [306].

2.13.3.6 Sistein Proteinaz (CP)

Katepsin L-sistein proteinazi (CPs), papain sliper ailesinin dnemli bir asi adayi olup
agirlikh olarak amastigot lizozomlarinda ifade edilir [307]. Sistein proteinaz parazitin
yasam, cogalma ve hastaligin baslamasinda 6nemli bir roli bulunan ilag veya asi
hedefidir [308]. Leishmania’da g sinif CP tespit edilmistir: Tip | (CPB), Tip Il (CPA) ve
Tip Ill (CPC) [309]. CPB, 6zellikle C-terminal uzantisi bulunan ve multikopyali genlerden
olusmasiyla karakterize edilir, CPA ve CPC ise tek bir kopya gen tarafindan
kodlanmistir. Farelerde CPA/B flizyon proteini ile yapilan deneysel KL ¢alismalarinda,
IgG2a ve IFN-y artan seviyesi ile farelerde Thl immiin yaniti olusumu sonucu kismi bir
koruma elde edilmistir [310]. CP proteini kullanarak bir asi gelistirmek icin cabalar

simdi protein formundan DNA formuna kaymistir.
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2.13.3.7 Glukoz-diizenleyici protein 78 (GRP78)

L. donovani’nin GRP78’i 70 kDa stress protein ailesinin en korunmus Uyesidir. GRP78
kodlayan genler mayalar, Trypanosoma, si¢can [311] diger Leishmania tirleri dahil
olmak Uizere bir¢ok tlirde karakterize edilmistir. L. donovani GRP’si sirasiyla, L. major,
L. infantum, L. braziliensis ve Trypanosoma cruzi GRP’lerine %98, %97, %89 ve %82
oranlarinda homoloji gostermektedir. Son zamanlarda, 78 kDa antijeni c¢esitli
adjuvanlar (MPL-A, RIL-12 ve lipozomal kapsilleme) ile birlikte formile edildiginde

artan Thl immiin yanit gosterdigi ve koruma sagladigi gosterilmistir [311].

2.13.3.8 Amastigot Antijenleri (P4, P8,A2)

Amastigotlara 6zgu olan ve potansiyel asi modelleri igin kullanilan antijenler P4, P8 ve
A2 antijenleridir.  Farelerin L. pifanoi’den elde edilen P4 ve P8 antijenleri ile
immdinizasyonu oldukga buyuk proliferatif cevaplara ve artmis IFN-y Gretimi ile kismen
koruma saglamistir [312]. Son zamanlarda, farelerde, makrofaja bagl sitokin ve
kemokinlerce tretilen Toll-benzeri reseptor 4 Gretiminin P8 proteoglikolipid kompleksi
(PGLC) tarafindan induklendigi bildirilmistir [313]. IFN-y makrofaj go¢ inhibitor faktori
(MIF) ve timér nekroz faktérii/limfotoksin (TNF/LT) Ureterek baskin bir CD4" T-hiicre
cevabi olusturan P4 antijeninin immdinize edici bir ajan oldugunu ortaya ¢ikmistir [314].
P8 ve P4 antijenlerine karsi cevap veren KLli hastalardan elde edilen PBMC'ler
deneysel olarak L. chagasi/L. infantum ile enfekte edilmis ve Th1 benzeri immiin cevap
olusturarak artan dizende IFN-y ve TNF-a Urettikleri ve dislik IL-4 mRNA expresyonu
saglandigl ortaya cikmistir [315]. A2 proteininin sadece Leishmania’nin amastigot
formunda hicre ici olarak en az 11 genden olusan bir multigen ailesinden (retilen bir
protein oldugu ve Leishmania parazitlerinin memeli konak icerisinde hayatini
sirdirmesinde gerekli olan virllent bir faktor oldugu kesin olarak bilinmektedir. Son
zamanlarda, adenoviriis A2 eksprese eden (AdA2) BALB/c farelerinin A2’ye 6zgii CD4*
ve CD8" T hiicreleri yiiksek seviyede IFN- y iretirken diisiik antikor cevabi verdikleri

belirlenmistir [316].
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2.13.3.9HASPB1

Asidik ylUzey molekillerinden heterojen bir aileye ait ylzey molekili olan ve
Leishmania’nin hayat dongisiinde sadece amastigot fazda ve metasiklik fazda eksprese
edilen rekombinant hidrofilik agillenmis ylzey proteini B1, VL'li fare modelinde
adjuvanin yoklugunda koruyucu etkiye sahiptir. Ancak, kopeklerde, adjuvan olarak
Montanide kullanildiginda, rekombinant HASPB1 sadece kismi koruma saglamistir

[317].

2.13.3.10 LCR1

T. cruzi flajellar polipeptidi ile homolojik sekilde tekrarlayan 67-aminoasit zinciri iceren
bir diger rekombinant protein ise LCR1'dir. BCG’de L. chagasi [318] enfeksiyonuna karsi
kismi koruyucu etkisi oldugu ve asi olarak yonlendirilen ve enfekte fare dalak
hicrelerinde T hiicre proliferasyonunu ve IFN- y Uretimini uyardigi belirtilmistir [319].
BCG-LCR1 ile imminizasyon duyarh farelerde LRC1 proteininin yalniz kullanilmasi ile
kiyaslandiginda daha iyi bir koruma saglamaktadir ancak bu koruma asinin verilis

yoluna bagli olmaktadir [320].

2.13.3.11 Histon 1 (H1)

Leishmania histonlari, hem Leishmania enfeksiyonu ve hem de hastaligi boyunca
konagin immin cevap olusturmasina neden olan potansiyel immiunojenlerdir.
Rekombinant histon 1’in koruyucu etkisi av kopekleri Gizerinde L. infantum’a karsi ve
yesil Afrika maymunlari (zerinde de L. major’a karsi belirlenmistir [78]. Her iki
durumda da immdiinizasyon kismi olarak indliklenmistir. Dogal H1 ve sentetik peptidleri
immunizasyon sonrasinda farelerdeki KL lezyon boyutunda kiiclilmeye neden olmustur
[321]. Son zamanlarda, kdpeklerin immiinizasyonu, Montanide ile formile edilmis H1

ile kiyash deneysel ¢alismalar yapildiginda kismi koruma sagladigi belirtilmistir [317].

2.13.3.12 Open Reading Frame Fragment (ORFF)

ORFF tek bir kopya halinde 35. kromozom (zerinde yer alan multigen LD1 lokusuna
aittir ve parazit gelisimi icin dnemli bir gendir [322]. ORFF proteini ile ilgili agilama
calismalari VUli fare calismalari ile sinirlandiriimistir. Rekombinant ORFF proteininin
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CpG-ODN kombinasyonu ile farelerin immiinizasyonu L. donovani enfeksiyonuna karsi
belirgin bir koruma sagladigi ve bunu da zengin 1gG2a and IFN-y Uretimi ile
gerceklestirdigi ancak proteinin tek basina sadece kismi bir koruma sagladig

belirlenmistir [323].

2.13.3.13 dp72

VL hastasi insanlarin serumlarindan alinarak tanimlanan [324], L. donovani’den elde
edilen dp72 proteini C. parvum ile desteklenmis kombinasyonunun asi adayi olarak

kullanilmasi ile BALB/c farelerinde L. donovani’ye karsi kismi koruma saglar [325].

2.13.3.14 PO

PO ribozomal proteini, VL tanisi konulmus kdpeklerin serumlarindaki L. infantum’dan
tanimlanmistir [326]. Artan IFN-y ve IgG2a Uretimi ile Thl tipi immin cevabi aracili
rekombinant PO ribozomal proteini (rLiPO) kullanilarak imminize edilen farelerde
koruma saglandigi gosterilmistir [327]. Ancak, BALB/c farelerinin L. major enfeksiyonu
ile indiklenmesinde Th2 cevabi yeterli koruma saglayamamaktadir. Son zamanlarda L.
major ribozomal protein (LRP)’'nin CpG-ODN ile kombinasyonunun BALB/c farelerini
asllamada kullanimi dermal patolojilerde iyilesme oldugunu ve L. major ile

kiyaslandiginda parazit yiukiinde azalma oldugunu géstermistir [328].

2.13.3.15 Kinetoplastid Membran Proteini-11 (KMP-11)

Hiicre ylzey membranina bagh KMP-11, Leishmania tirlerine karsi koruma saglar ve
bunu T lenfositlerinin proliferasyonunu ve antikor cevaplarini uyararak yapar [329].
Periferal kan mononikleer hiicrelerinin uyarilmasi ile VL ve KL hastalarindan dogal
KMP-11 ve sentetik peptidleri ile T hicre proliferasyonunun engellendigi IFN-y’'nin
Uretiminin belirgin sekilde distk oldugu belirlenmistir [330]. Ancak, deneysel olarak
enfekte edilen kopeklerden elde edilen PBMC'ler KMP-11 antijenine karsi cevap

olusturmus ve IFN-y’nin artisini dizenlemistir [331].
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2.13.3.16 Flajellar rod proteini-2 (PFR-2)

PFR-2 ile imminizasyonda disi hamsterlerda bulunan vyaralardaki bliyime L.
panamensis’e karsi olan enfeksiyonlarda engellenirken, L. mexicana’ya karsi olan

enfeksiyonlarda etkili olmamistir [332].

2.13.3.17 Poliprotein asilari

Protein Q

Asi gelisimindeki son vyaklasim poliprotein kompozitlerinin farkh proteinler ile
kullanimidir. Asidik ribozomal protein Lip2a, Lip2b, PO ve histon 2A (H2A) gibi 4
fragmentlerinin genetik flizyonlarini iceren antijen kompoziti olan rekombinant protein
Q VL hastasi kopeklerde % 90 koruma saglamis ve parazit yikind distrmdistir [333].
Protein Q ayni zamanda farkli adjuvanlar (hsp70, BCG, CpG-ODN, pUC18, pcDNA3,
alum ve Freund's adjuvan) ile kombinasyonunda immiin cevap icin aktivator

potansiyele sahiptir [334].

Leish-111f

Umut veren bir diger ikinci-nesil asi 6rnegi de Leish-111f'dir. Leish-111f leishmaniasis
icin tanimlanan ilk asi olmustur ve klinik Faz 1 ve 2 denemelerinde kullaniimistir. Leish-
111f, L. major homolog Okaryotik tiyol-spesifik antioksidan (TSA) , L. major stress-
inducible protein 1 (LmSTI1) ve L. braziliensis uzama ve baslangic faktori (LelF) gibi Ug¢
molekiliin kompozisyonu olan bir poliproteindir. Leishmania’nin hayat dongilerinde
bulunan proteinler asi olma potansiyeli tasiyan proteinlerdir. Rekombinant LelF ile
immiunize edilen SCID farelerinde IFN-y, IL-12 ve IL-18 Uretimin arttig1 Th1 tipi immin
cevap olusumu gozlenmistir [78]. Leish-111f proteinin diger bilesenleri TSA ve
LmSTI1’dir. Tek basina antijen ile (TSA veya LmSTI1) imminize edilen farelerde koruma
gozlenmemistir ve IgG2a antikoruna karsilik 1gG1 Uretimi olmamistir. Buna karsilik, IL-
12 kullanimi adjuvan olarak glicli bir koruma saglarken LmSTI1 ve TSA adjuvanlarinin

sirasi ile artan IFN-y ve IgG2a konsantrasyonlari ile kismi koruma saglamaktadir [335].

Ancak L. braziliensis’ten tek basina ya da kombinasyonlar seklinde elde edilen LmSTI1
ve TSA kullanilarak hazirlanan rekombinant izolatlar ile immiinizasyonda L.
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braziliensis’e karsi farelerde antikor ve hiicre temelli cevaplar olusmasina ragmen
koruma gorilmemistir [336]. Liesh-111f'nin rekombinant bilesimlerinin karisiminin
kopeklerde oldukca yiksek bagisiklik olusturmus [337] ancak L. infantum’a karsi
korumada ise yaramamistir. Képeklerde Faz 3 calismalarda ise hastalik gelisimini

durduramamistir [338].

LPG

Glikokonjugatlar parazitlerin en 6nemli ylizey molekilleri olup, parazitleri memeli
konak tarafindan salgilanan cesitli faktérlerden korumada ve mevcut ortama adapte
olmada onemlidir [12]. Lipofosfoglikan (LPG), Leishmania promastigotlarinin hiicre
ylzey glikokonjugatlarindan elde edilir. Parazitlerin kamgisi da dahil olmak lizere bitin
ylzeyinde bulunur [339]. Parazitin makrofajlar tarafindan reseptor araciligiyla
alinmasinda bu antijenlerin énemli roll vardir [340]. L. major ve L. donovani'den izole
edilen LPG ile yapilan galismalarda, LPG'nin Umit verici bir asi adayi olabilecegi

belirtilmistir [341].

2.13.4 Ugiincii Nesil Leishmania Asilari: DNA Asilar

Yabanci protein kodlayan plazmid DNA’sinin direk enjeksiyonunun kesfi, endojen
protein biyosentezi ve buna karsi spesifik bir immuin cevap olusmasi, asi gelistirmede
veni bakis acisi saglamistir. DNA asilari nispeten kolay Uretilebilmeleri, stabil,
yonlendirilmesi kolay, immiinojen olmalari tasinmasinda soguk bir ortama ihtiyac
duymamasi ve en onemlisi bircok geni bir araya getirebilme olanag saglamasi
nedeniyle avantajidir [342], [343]. Boyle asilar sitokinler ve/veya CpG
oligoniikleotidleri ile daha da modiile edilebilir CD4" ve CD8" T cell humoral cevabi
ortaya cikarabilirler [344]. Genelde rekombinant asi adayi olarak kullanilan antijen
dizileri DNA asilari icin de kullaniimaktadir. DNA asilari, tekli asi, genlerin
kombinasyonu olarak, rekombinat proteinin enjeksiyonunu takiben veya rekombinant
proteini eksprese eden Vaccinia virlsi olarak denenmistir. Yapilan ¢alismalardan

sadece ikisinde adjuvan kullaniimistir [345].
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En cok calisilan ve uzun zamandir kullanilan DNA asilari rekombinant proteinler
halindedir [346]. Cogu tek basina bazilari ise multigenik asilar olarak denenmistir. DNA
ile heterolog prime-boost stratejisinde protein ile immin cevabin daha da
arttirilmasinin saglanmasi yogun calismalar gerektirir. Heterolog prime boost stratejisi,
DNA ve protein asilama ile immin cevabin arttirilmasina yonelik bir stratejidir [347].
Bircok calisma farede KL'ye ve VL'ye karsl, bazi hamsterlarda ve kopeklerde VL’ ye karsi
kullanilmistir [78]. gp63 kodlayan gen DNA asisi olarak ilk kullanilandir ve fareye oral
yolla gp63 eksprese eden S. typhimurium’ un CD4" Th1l uyaran ancak DTH cevabi
vermeyen [348] alt kiimesi verilerek immunize edilmis, pCMV-gp63 kas ici yolla
verildiginde hem glcli Thl cevabi gelismis hem de L. major enfeksiyonuna karsi
belirgin bir direng olusmustur [349]. Diger calismalar tim farelerin Th1l yanitiyla
indiiklenmesine [350] ragmen farelerin %30’unda L major’ e karsi koruma saglandigini
ve L. mexicana enfeksiyonuna karsi gp63 DNA’slyla immiunizasyonda ancak kismi bir
koruma saglandigini ortaya koymustur. Buna ragmen gp46 ve Sistein Proteinaz B
karismi gp63 ile birlikte verildiginde koruma derecesini arttirmistir [351]. Aliminyum
fosfat [352] ve plazmid kodlayan CD40L’nin kullanimi adjuvan olarak gp63’lin etkisini
daha da arttirmistir ve deneysel enfeksiyon sonrasi inflamatuar reaksiyonu kismen
baskilamistir [340]. Tim bunlara ragmen gp63 iceren multigenik DNA asisi kopeklerde

L. infantum’a karsi koruma saglayamamistir [353].

Karsilagtirmali bir ¢alisma gp63 iceren farkli DNA asi adaylarinin gegici koruma
sagladigini ve neticede asilanmis farede de kontroldekine benzer lezyonlarin gelistigini
gostermistir [346]. Ayni calisma ayrica koruma saglamayan yizey antijen 2’yi de (PSA-
2) icermektedir. LACK simdiye kadar hem KL hem de VL’ ye karsi kullanilan en yaygin
DNA asisidir. Farelerin LACK DNA’si ile 1L-12’li ve IL-12’siz immiinizasyonu L. major
enfeksiyonuna karsi uzun sireli koruma saglamasina ragmen CD4" and CD8" T
hiicrelerinin azalmasi koruyucu immdiniteyi ortadan kaldirmistir. Benzer olarak
intranazal verilen LACK DNA’si ayni zamanda fareyi L. amazonensis ve L. chagasi
enfeksiyonuna karsi korumus ancak kas ici olarak verildiginde IFN-y artmasina ragmen
L. chagasi enfeksiyonuna karsi korumada vyetersiz kalmistir [78]. Melby ve
arkadaslarinin  onceki calismalari [354] da LACK DNA’sinin farede L. donovani

enfeksiyonuna karsi gliclii bir Thl cevabi tetiklenmesine ragmen korumayi
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arttiramadigini desteklemigstir [355]. LACK igceren diger multigenik plazmid DNA’si

kopeklerde deneysel L. infantum enfeksiyonuna karsi koruma saglayamamistir [353].

Dort histon plazmitinin (H2A, H2B, H3, H4) karisimi BALB/c farede L. major'a karsi Th-1
aracili koruma saglamistir. CPa ve CPb plazmitleri tek baslarina etki gdstermezken
birlikte kullanildiklarinda farede L. major'a karsi koruma saglanmistir. KMP-11 ile
asilanan farelerde immin yanit olusurken KMP-11, TRYP, LACK ve gp63'ten olusan
karisim haldeki DNA ile asilanan kopeklerde L. infantum'a karsi koruma

saglanamamistir [267].

NH36 DNA asisi ise farelerde Th-1 yaniti olusturarak L. chagasi, L. mexicana ve L.
amazonensis'e karsi rekombinant NH36 veya FML antijenleri ve saponinden daha

yuksek koruma saglamistir [278].

DNA kodlayan P4 niikleazi ve IL-12 ile immiininazyon farede Th1 cevabini gelistirmis ve
L. amazonensis enfeksiyonuna karsi koruma saglamasina ragmen L. major
enfeksiyonuna karsi yetersiz kalmistir [356]. Farelerin A2 DNA ile immiinizasyonu Th1l
cevabi ile L. amazonensis ve L. chagasi enfeksiyonunun her ikisine karsi da korumustur
ancak A2’nin HSP70 DNA asisi ile kombinasyonu karisik Th1/Th2 cevabini indiklemis ve

fareyi L. amazonensis enfeksiyonuna karsi koruyamamistir [357].

Denenen asl adaylarinin henliz Faz lla asamasinda oldugu ve koruyucu ozellikler

gosterdigi bilinse de simdiye kadar Faz Ill asamasinda bulunan bir ¢alisma yoktur.

2.13.4.1 Heterolog prime-boost asi

DNA prime-protein boost rejiminin hiimoral ve hiicresel kaynakli cevaplarin her ikisini
uyardigi primatlarda gozlenmistir [358]. Bu ayni zamanda asi varliginda uzun omurli
antikor cevabinin artmasiyla olusan etkinligi ve IL-12 ve IFN-y salgilanmasini arttirir
[359]. Prime-boost stratejisinde L. infantum LACK ile birinci asilamayi takiben vaccinia
virusde eksprese edilen LACK ile immiinojeniteyi artirmak (boosting) farede koruma
saglar ve L. major enfeksiyonuna karsi Thl cevabini indikler [360] ve koruma IL-12 and
IL-18 eksprese eden DNA’nin birlikteligiyle daha da kuvvetlenir [361]. Ancak sistein

proteinaz tip I’ in C-terminal ile birincil asilamadan sonra booster, immiinojenik
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olmasina ragmen fareleri L. infantum enfeksiyonuna karsi koruma saglayamamistir
[362]. Ancak prime-boost rejimi ile indiklenen koruyucu cevap sadece DNA asisiyla

olusandan daha fazla degildir [363].

2.13.5 Kum Sinegi Tiikiiriik Antijenlerini iceren Asilar

Leishmania parazitleri, bir konaktan digerine, kum sineginin Isirmasi sirasinda
tikiruglindeki stspansiyonla beraber bulasir. Yaklasik 30 farkhh kum sinegi tiri
Leishmania parazitlerini tasir ve bulastirir. Eskidliinya Leishmania parazitleri Flebotomus
cinsi kum sinekleri tarafindan bulasirken, Yenidiinyadakiler Lutzomyia cinsi sinekler ile
bulasir. Endemik alanlardaki hayvan ve insanlar enfekte olmamis kum sinekleri
tarafindan daha sik isirilir ve bundan dolayi hiicre aracili anti tikirik antikorlari isirilan

kisimda gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonu gosterir [364].

Kum sinegi tikiriglu ve onun vazodilator peptidi olan maxadilan enfeksiyonun ilk
asamasinda Leishmania enfeksiyonunu desteklemis ve birkac fare tirinde KL'in daha
da ilerlemesine neden olmustur [365]. ilging olarak, Lutzomyia longipalpis maxadilan
veya Flebotomus papatasi SP-15 protein gibi bilesenlere dnceden bagisikl farelerin L.
major enfeksiyonuna karsi korunmali olduklari gorilmustir [366]. Bu sonuglar, kum
sinegine spesifik bilesenlere hedefli bir asi ile farelerde, ciltte kum sinegi isiriklari gibi
yerel vyanitlarin degismesine ve mikro ortamda parazit igin koloni olusmayi
zorlastirmasina neden olabilecegini gostermistir. Bu tip asilar parazite spesifik
hedeflenen asilara gére daha avantajlidir ¢clinkii dogada kum sinegi tekrarlanan isiriklari
korumayi artirir. Eger insan denemelerinde etkinligi kanitlanirsa, bu leishmaniasisin ve
diger vektorle bulasan hastaliklarin kontrol stratejisi icin oldukca 6nemli olacaktir. Bu
tlr asilar icin esas problem farkli kum sinegi tirleri ve L. major disindaki farkli

Leishmania tirleri icin ortak koruyucu antijenleri tanimlamaktir [367].

Gozlemlere dayanarak kum sinegi ve tukirik bilesenlerinin patojenlerin enfektifligini
arttirdig1 ve asilarin tikirik bilesenleri veya vektor barsak antijenlerinin enfeksiyona

karsi korumayi arttirdigi sdylenebilir. Max veya Maxadilan proteinleri ve Phlebotomus
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papatasi'den elde edilen SP15 antijeni farede L. major enfeksiyonuna karsi direng

olusumunu saglamistir [6].

2.13.6 Dendritik Hiicre Temelli Asilar

Dendritik hiicreler viicudun tim dokularinda bulunurlar ve bircok Leishmania parazit
tirleri icin konak hiicre gorevi yaparlar. Viicutta bulunan parazitler DH'lere direk olarak
veya kan hiicrelerini enfekte ettikten sonra girerler [368]. Parazitler DH lzerinde
bulunan amastigotlara uygun DC-SIGN reseptoérlerini kullanirlar. Daha sonra enfekte
olmus DH vyizey fenotipleri olgunlasarak degisime ugrar. Enfekte DH'ler, Th-1 tipi
immun hcrelerini indiikleyerek Leishmania' nin ortadan kaldirilmasinda énemli roli

olan IL-12' yi Uretirler.

Son yillarda dogal bagisiklik sisteminin rolliniin anlasilmasi, anti-leishmanial bagisikhigin
baslamasi ve gelismesi icin, asi antijenlerinin tasinmasinda DH’lerin kullanimi
saglanmistir [369]. DH’ler, 6zel antijenlerle inkibe edilip bu antijenleri fagosite
ettikten sonra, antijene spesifik immin yanit olusturmaktadirlar. BALB/c fare
modelinde yapilan bir calismada, Langerhans hicrelerinin dogal bir adjuvan gibi
davrandigl ve bir L. major pargasiyla uyarilmis Langerhans hicrelerinin, IL-12 aracih

korumaya benzer sekilde, enfeksiyondan korumayi da destekledigini gostermistir [370].

Ex vivo antijen-sinyalli Langerhans hicrelerinin (LCs), myeloid DH'ler (mDH) ya da
plazmasitoid DH'lerinin BALB/c farelerde L. major enfeksiyonuna karsi koruma sagladigi
gosterilmistir. Farkli Gp63 kaynakh peptidlerle yiklenmis DH; kullanilan peptide bagh
olarak cok gicli korumadan hastaligin siddetlenmesine kadar farkli sonuclara yol

acmistir [371].

2.13.7 Leishmaniasise Karsi Non-Patojenik Asi Adayi olan L. tarentolae

insanlar icin patojen olmayan etkenlerin ayni tiirden olan enfeksiyonlara karsi asi
gelistiriimesinde o6nemli oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
parazitik ancak patojen olmayan protozoon olan L. tarentolae’nin da Leishmania’ya

karsi asi gelisirilmesinde umut verici oldugu ortaya ¢ikmigtir. Bu tiirden olan etkenler
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enfeksiyonu en iyi sekilde taklit eder ve immiin sistem aktivasyonunu artirir. Yapilan bir
calismada L. tarentolae canli asi adayi olarak kullanildiginda asi adayinin dendritik
hicreler ve lenfoid organlar tarafindan etkili sekilde tanindigi, antijen sunumunu
gerceklestirdigi ve sonug olarak T hiicre yanitini sagladig tespit edilmistir. Boylece L.
tarentolae'nin antijen sunumundaki artis sonucunda T-hilicrelerin immin yanittaki
etkisinin oldukg¢a biiylik ve kaliteli oldugu ortaya cikmistir [245]. L. tarentolae DH
olgunlasmasini aktive etmekle T-hiicre proliferasyonunu artirir ve IFN-y Uretimini
indUklemis olur. L. tarentolae parazitleri ile enfekte olan BALB/c farelerinde L.
donovani'ye karsi koruyucu bir immiin yanitin olustugu belirlenmistir. Bu sonuglar canli
asl adayi olarak L. tarentolae vektorlerinin kullanilmasinin Gmit verici bir yaklagim

oldugunu gostermektedir [372].

2.13.8 Leishmania Asi Adaylarinda Test Edilen Adjuvanlar

Adjuvan terimi antijenlere karsi olusan himoral veya hicresel immin yaniti
arttirabilen materyaller igin kullaniimaktadir. Geleneksel asilar ve adjuvanlar erken,
yliksek ve uzun sireli immiin yaniti ortaya c¢ikartmak icin kullanilirlar. Adjuvanlarin
etkinlikleri; asi yapilan bdlgede antijenlerin depo seklinde kalp yavas salinimini,
antijenlerin immiin hicrelere sunumunu ve farkli lenfositlerin Gretimini saglamak

seklindedir [373].

Bircok yeni asi adayi antijenlere dayali yaklasimlar olup geg¢miste kullanilan inaktive
veya canhihgl azaltilmis asilara gore imminojenlikleri dastktir. Simdiye kadar
tanimlanan asi adayi antijenler leishmaniasise karsi korumada hentiz yeterli degildir.
Sadece antijenin verilmesi ile her zaman etkili bir yanit olusmadigindan cesitli
adjuvanlar kullanilir. Bu nedenle de giiniimizde adjuvanlar yeni asi gelistirilmesi icin
onemi giderek artan bilesiklerdir. Asilanan antijene karsi uzun streli glicli bir immin
yanit olusturmak asi calismalarinin en énemli amacidir. Bunu saglamak ve antijenlerin

immunojenligini arttirmak icin adjuvan eklemek gerekmektedir.
Adjuvanlarin asi gelistiriimesindeki dnemi;
e Toplam veya fonksiyonel antikor titresini arttirmak,

e Antijen dozunu azaltmak,
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e Kesin immiinizasyon igin gerekli total asi dozunu azaltmak,
e Geng veya yasl kisilerde immiin yaniti arttirmak,

e Asi spesifik koruyucu cevabin hizini ve kalicihigini arttirmak,
e Hucre aracih imminiteyi arttirmak,

e Mukozal immuniteyi saglamak,

e (Capraz koruma gibi daha genis bir immin cevap saglamak seklindedir [277].

2.13.8.1interl6kin-12 (IL-12)

IL-12, makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler ve diger yardimci hicreler
tarafindan uretilir ve hicre aracih imminitenin gelismesinde ve proliferasyon ve
leishmaniasisin koruyucu immiunitesinde 6nemli olan [374] T hiicreleri ile dogal NK
hicreleri tarafindan [375, 376] INF-y Uretiminin uyarilmasinda kritik bir komponentdir.
Ayrica bu sitokin, leishmaniasisin immunitesinde koruyucu olmaktadir [102, 376, 377,
378]. Deney hayvanlarinda, baskin Thl lenfosit yaniti (IL-2, IFN-y) ile hastaligin kendi
kendini sinirladigl; baskin Th2 cevabinin ise hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu
gosterilmistir [379]. IL-12'nin kullaniimasinin en sinirlayici faktord, yiksek maliyetli
olmasi olabilir. IL-12 pahali ve lretimi zor olmakla beraber insanda adjuvan olarak
kullanilmasi tartismahlidir [380]. Ayrica daha oOnceleri sadece IL-12' nin KL hayvan
modellerinde Onleyici etkinligi gosterilmistir. 1L-12’nin  uzun sdreli imminite

saglamadigi belirlendiginden beri yeni bir adjuvan gelistirilememistir [277].

2.13.8.2 Graniilusit makrofaj-koloni stimulating faktor (GM-CSF)

Rekombinant GM-CSF; dendritik hiicrelerin gbégiini, olgunlasmasini ve aktivasyonunu
uyararak etki etmektedir [381]. Bu sitokin Th1l hiicre cevabinda baskindir [382].
Adjuvan olarak etkili dozunun 25-50 mg oldugu ve VL hastalarinda kullanildiginda iyi
tolere edildigi gosterilmistir [383]. Bu sitokin ile asilanan MKL hastalarinin iyilesmesinin
arttigr gosterilmistir [382]. Lezyon bdlgesine pentevalan antimoneller ile birlikte

enjekte edildiginde, GM-CSF iyilesme siresini azaltmistir [384].
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2.13.8.3 Bacille Calmette Guerin (BCG)

BCG, tuberkilozun etkeni olan Mycobacterium tuberculosis ile yakin iligkili olan
Mycobacterium bovis’in zayiflatiimis halidir. BCG, Th1 tip immin yaniti uyararak etki
eder ve insanda kullanimi icin Thl yanitini uyaran en kabul edilebilir adjuvandir.
BCG'nin asilarda adjuvan olarak uygulamasi bazi sorunlara neden olmaktadir. BCG’nin
enflamatuvar artritis ve otoimmin reaksiyonlar gibi yan etkileri ve komplikasyonlari
rapor edilmistir [385, 386, 387]. Bu nedenle, BCG’nin bu etkileri glivenli bir asi icin

dezavantajdir.

2.13.8.4 Montanide ISA 720

Montanide Incomplete Seppic adjuvanlari, (Montanide ISA) metabolize edilmeyen
mineral yaglari, metabolize mineral yaglari veya iki yagin karisimi ile kombine edilen
farkl strfaktanlari iceren bir gruptur. (http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/
overview.htm). Montanide ISA 720 aliminyum hidroksite alternatif adjuvan olarak
insanda deneysel kullanimi onaylanmistir [388]. insanda Th1 tipi hiicresel ve hiimoral
immun cevap igin uyaricl oldugu gosterilmistir. Montanide ISA 720 ayrica primatlarla

yapilan asilama galismalarinda da iyi sonuglar géstermistir [389].

2.13.8.5 Aliiminyum Tuzlari

Aliminyum tuzlarina dayali adjuvanlar genellikle Alum olarak isimlendirilirler ve
aliminyum oksihidroksid, alliminyum hidroksifosfat veya alliminyum hidroksil silfat
gibi cesitli tuzlari iceren kristal olmayan jellerdir [390]. Adjuvanlar arasinda insanda
kullanimi onaylanmis olan alum goreceli olarak reaktif degildir [391]. Aliminyum fosfat
ve alliminyum hidroksit (alum) insan asilarinda kullanilan en yaygin bilesiklerdir [392].
Alumun kullaniimasi 70 yil 6nce Glenny ve arkadaslari tarafindan uygulanmistir [393].
Glenny ve ark. Alum-¢oktirilmus difteri toksoidlerinin sivi toksoidlerden cok daha
immunojenik oldugunu kesfetmislerdir. Aliminyum adjuvanlari  dokulardaki
antijenlerin depo formunda olup immuiin hiicrelere sunmak Uzere antijen Uretir ve belli
komplement ve diger immun arttiricilari aktive eder. Bazi immun yanitlarda, protein
antijenleri aliminyum tuzlarla arttirlmis ancak bu tuzlar peptit ve polisakkarit

antijenlerde dusik etkiye sahiptir. Aliminyum adjuvanlar birincil immiinizasyon
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serilerini arttirirken, antijen miktarini ve doz sayisini azaltir [394]. Aliminyum igeren
asilarda lokal reaksiyonlar, steril abseler, eritema, deri alti nodiller, granulomatoz

enflamasyon ve asiri duyarlilik gibi yan etkiler rapor edilmistir [395].

2.13.8.6 Monofosforil Lipid A

Rekombinant leishmanial antijeninin squalen yag adjuvani iceren monofosforil lipit A

ile kombine edilmesiyle kullanilmaktadir [345].

2.13.8.7 CPG Oligodeoksiniikleotit (CpG ODN)

Metillenmemis CpG dinukleotit motifleri bakteriyel genomda veya sentetik
oligodeoksinikleotitlerde sunulmus ve farede verilen antijene karsi himoral ve
hiicresel cevabi uyararak giiclii immiin uyarici etki sergilemistir [396], [397]. immun
uyarici CpG motiflerini iceren ODN’ler Th1 yanitini, leishmaniasisie karsi asilamak igin

istenen adjuvan aktivitesini uyarabilirler.

2.13.8.8 Lipozomlar

Lipozomlar, belli lipitler veya sulu ortamlarda kendiginden olusabilen mikropartikiil

veya kolloid tastyicilardir [398].

2.13.8.9 Glukan

Glukan ekmek mayasinin B 1,3 polyglukoz tirevidir [399].

2.13.8.10 Corynabacterium parvum (C. parvum)

Bakteriyel enfeksiyonlardaki mikroorganizmalar ve 6lG bakterileri, bazi bakterilerin
metabolik Urlinleri ve bilesiklerini iceren asilarin verilmesinin antikor yanitini uyardigi
ve immiin uyarici olarak gorev aldigi bilinmektedir. Boyle mikroorganizmalarin ve
bilesiklerin asilarin icine eklenmesi immin yaniti arttinr. Mikroorganizmalarin
tamamen veya belli parcalari kullanildigi en genel yapilar Bordetella pertussis

komponentleri, kolera toksini, Mycobacteria ve Corynabacteria’dir [400].
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2.13.8.11 Saponinler (Quil-A, ISCOM and QS-21)

Saponinler, bitkilerden izole edilen triterpen glikozidlerdir [401]. Adjuvan
arastirmalarinda en fazla kullanilan saponin Quil-A ve onun tirevleri olup Quillaja
saponaria agacinin kabugundan ekstrakte edilirler [402]. Quil-A, adjuvan aktivitesi ve
toksisitesini degistiren triterpen glikozidlerinin heterojen bir karisimidir. Saponinler
veteriner asilarinda adjuvan olarak genis sekilde kullanilirlar. Ozellikle Quil-A’nin
saflastirilmis fraksiyonlari antijen, fosfolipit, kolesterol ve Quil-A fraksiyonlarindan
olusan immiu uyarici komplekslerde kullanilirlar [390]. ISCOM’lar, hemolitik aktiviteleri

ve bazi lokal etkileri nedeniyle sadece veteriner asilamada kullaniimaktadir [392].

2.13.8.12 Freund's Adjuvans

Tam ve tam olmayan olmak lzere 2 tir Freund’s adjuvani bulunmaktadir [392].
Freund's tam adjuvani (FCA) metabolize olmayan yaglar, bir sirfaktan (Arlacel A) ve
mikobakteri (M. tuberculosis or M. butyricum) karisimidir. Bir hacim FCA ile bir hacim
sulu antijen sollisyonunun kombine edilmesi ile hazirlanir. Emilsiyonda antijen genis
ylzey alanina yayilir ve iliskili hicrelerle etkilesim potansiyelini arttirnr [403].
Mikobakteri ve sirfaktan tarafindan makrofajlarin  immin spesifik olmayan

potansiyelleri ve depo etkileri sayesinde FCA tarafindan antikor Gretimi arttirihr [404].

Sonug olarak Leishmania asi biliminde adjuvanlarin 6neminin giderek daha da artacagi
muhtemeldir. ilk nesil 8li asilar goreceli olarak giivenli olmakla beraber, daha az
inoktlasyon ile daha uzun sireli korumayi saglamasi icin uygun adjuvanlarin eklenmesi
gerekmektedir. Verilecek asi formilasyonun secilmesi icin dnemli kriterler; antijenik
komponentlerin dogasi, istenen immin cevabin tipi, tercih edilen verilis yolu, yan
etkilerden kaginma ve asinin stabilligidir. Optimum formiile edilen adjuvanlar; glivenli,
verilis sonrasi stabil, biyoyikiimi ve eliminasyonu mimkin olmali, antijen spesifik
immun yaniti uyarabilmeli ve Gretimi pahali olmamahdir. HIV, leishmaniasis, malaria ve
tiberkiilozu iceren hiicre ici enfeksiyonlar tarafindan ortaya ¢ikan bir¢ok hastalik icin
acil yeni asilara ihtiya¢ vardir. Bunlar oldukga karmasik yaklasimlari gerektirmektedir.
Bu hiicre ici patojenler olan iyi adapte olmus parazitler; immin cevaptan kagmak icin
oldukga karmagsik mekanizmalara sahiptir. Leishmaniasis igin gelistirilen asilarda,
immun yanitin spesifikligi, tipi, yogunlugu, siresi ve genetik cesitliligi gibi
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parametrelerini etkileyen adjuvanlara karar vermek gerekmektedir. Adjuvan g¢alismasi
farkh tip immin yanitlarin ekspresyonunun kontroliini saglayan faktorlerin de
calisiilmasidir. Adjuvan arastirmalarinda uygun bir antijenle kombine edildigi zaman
erken, glicli ve uzun sireli Leishmania-spesifik hiicresel immin yanitin elde edilmesi

heyecan verici olacaktir [405].

2.13.9 Adjuvan Ozellikli Polimerler

Son yillarda adjuvan o6zellikli polimerlerin asi ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli oldugu
gosterilmistir. Bunun nedeni polimere baglanmis antijenlerden olusan konjugatlarin

immunojenliginin, antijenlerin tek basina kullaniimasina gére daha yiiksek olmasidir.

Polimerlerden o6zellikle polielektrolit 6zelligi olanlar, tipik antijenler (protein, dogal
mikrobiyal polisakkaritler ve onlarin sentetik analoglari) ile karistirildiklari zaman,
immin uyarict  olarak goérev yapmakta ve bagisikhk yanitini  birkag kat
glclendirmektedir. Kendileri yeterince aktif olmayan bireysel bakteriyel veya viral
antijenler, kimyasal sentetik polielektrolitlere baglandiginda giglendirilmis spesifik

immun yaniti uyarirlar [406].

Sentetik polimerlerden, poliakrilik asid (PAA) sulu ortamda polianyonlara ayrilmakta,
poli-4-vinilprimidin (PVP) ise ilgili polikatyon formuna proton ekleyerek ¢éziinmektedir.
Bu polimerlerin kan igerisindeki sulu ¢ozeltileri kemik iligindeki kdk hiicrelerin (immiin
sistemin tiim fonksiyonel hicrelerinin onciil hiicreleri) bicimlerini ve organizmadaki go¢
ve yaylhmlarini fark edilir sekilde glclendirmektedir [407]. Antijen olmayan PAA ve
PVP, koyun eritrositleri ile beraber verildiginde immun yaniti (antikor formlu hiicrelerin
Uretimi, AFCs) birka¢ kat arttirmis ve bu maddelerin immin uyarici olarak gorev
aldiklari ortaya cikarilmistir. PAA’nin adjuvan etkisi 6nceden Diamanstein ve ekibi
tarafindan PAA’yr belli basl dogal polianyonlarla test edilerek in vivo olarak
bulunmustur [408]. Diger calismacilarin verilerin incelediginde, PAA’'nin ve PVP
anyonlarinin farkh kimyasal yapilarla monometrik forma sahip zincirlere sahip oldugu
fark edilmistir [407]. Yapilari farkli olsa da immin cevabi neredeyse esit oOlclide

uyarmaktadirlar. SPE alaninin genislemesi diger bircok kimyasal yapinin PAA ve PVP’ye
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benzer sekilde immun uyarici olarak rol aldiklarini géstermistir. Bunlardan bazilarinin

formilleri Sekil 2. 4’de gorilmektedir.
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Sekil 2. 4 Adjuvan ozellikli polimerler
Bu sonuglar farkli SPE’lerin polimerik dogalariyla ilgili genel bir mekanizmaya gore
immun sistemi etkiledigini akla getirmistir. Diger taraftan immdin uyarici olan bu
SPE’lerin dugsik molekil agilikli analoglarinin in vivo testlerde higbir aktivite
gostermedigi gosterilmistir. Etki sadece yliksek dereceli polimerizasyon saglandiginda

gorilmektedir [409].

Organizmada antikor Uretiminin dogal prosesini baslatmada ¢esitli immun hiicrelerin
spesifik etkilesimlerine ihtiya¢ duyulmaktadir [410, 411]. Bu isleve katilan esas hticreler
T lenfositleri (yardimci T hiicreleri), antijen sunucu hticreler (ASH, makrofajlar onlarin
cesitli varyasyonlarindan biridir) ve B lenfositlerdir (antikor treten hiicreler). Fakat B ve
T hiicrelerinin reseptorleri farklilik gostermektedirler. ilk reseptodr sekil itibariyle
komplemanter oldugu antijenik yapiyi kendiliginden tanimlayabilmektedir. ikinci
reseptor ise tanimlama icin bir yardimciya (rijit yapiya sahip bir peptid, ¢ift tanimlama)
ihtiyac  duymaktadir. Bu vyapi, histokompatibilitenin ana  kompleksinin

kompozisyonunda bulunan immiin cevap geninde (Ir-genleri) programlanmaktadir.

Yapilan in vitro galismalarda, izole B lenfositlerinin, SPE eklenmis slispansiyonunun
minor kismi DNA sentezini ve hicre flizyonunu aktive ettigi ve antijen sunumunda,

antijen bagiml hiicre farklilasmasinda, immuin yanit, immun sistemin diger hicrelerinin
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yardimi olmaksizin bir tiip icinde dogrudan baslatiimistir [412]. Bu mekanizma SPE ile B
lenfositlerinin davranislarinin fizikokimyasal ve biyokimyasal sonuglarinin galisilmasiyla
bulunmustur. B lenfositlerinin slispansiyonuna PAA’nin sulu ¢ozeltisinin eklenmesinin
hicre disi membranin iyon gegirgenligini kesin bir sekilde arttirmasiyla agiklanabilir.
Ozellikle, potasyum iyonlari hiicrelerden, potasyum iyonu konsantrasyonu disiik olan
¢Ozeltiye hiicum eder (Sekil 2. 5). Diger ¢oOziinebilir SPE’ler de ayni sekilde rol
oynamaktadirlar. Buna karsin, suda ¢ozlinebilir elektronétral polimerler higbir aktivite
gostermezler. Cozeltideki kalsiyum iyon konsantrasyonu hiicre icindekinden yiksek
oldugunda hicre icine hiicum ederler. Sonuc¢ olarak, SPE’ler hiicre membran
icerisindeki nanopor olusumunu indiklemekte ve konsantrasyon gradyentine gore
iyonlar porlardan diffize olmaktadirlar. Membranin uzunlamasina ¢atlaklarinin
elektronik mikrofotograflari, SPE ve B hiicrelerinin bir araya gelmelerinin membran
proteinlerinin agregasyonu ile sonuclandigini gostermektedir [412]. Sulu ¢bzeltilerdeki
lineer polielektrolitlerle bag yapan protein globdllerinin agregasyonunun fenomeni iyi
bilinmektedir ve siklikla ¢calisiimaktadir [413]. Baglanma bdlgeleri, her seyden 6nce, SPE
yiklenmesinin aksine yiiklenen globiil yizeydeki iyon gruplaridir. Ek olarak, poliiyon ve
proteinlerin kimyasal yapilarina bagli olarak, baglanma verici-alici veya hidrofobik
etkilesimlere dayali olarak gerceklesmektedir. Bundan dolayi, hiicre membraninin
disinda SPE tutunmasi ve membran proteinlerinin poliiyonlar ile sulu c¢ozeltilerde
meydana gelen mekanizmalara benzer olarak 2 boyutlu kiime formuna donustiirecek
sekilde etki etmesi dogal goriinmektedir. Sonra bosluklar arasi biriken protein

globiilleri muhtemelen por olarak islev gormektedirler.

Sekil 2. 5 Hiicre membraninda bulunan ve iyon pompasi olarak gérev alan protein
yapilar
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Sulu ¢6zeltide bulunan PAA’nin B-lenfositleri ile etkilesimi, hiicreler tarafindan ATP’nin
harcanmasini keskin bir sekilde arttirmis ve bu inhibitér analizleri her iki ¢esit ATPazin
ek aktivasyon gostermesine neden oldugunu gostermistir [414], [415]. Yani, potasyum
iyonunun akimindan dolayr hicrenin dogal durumunun bozulmasi ve kalsiyum
iyonlarinin girisi neticesiyle, molekiiler pompalarin degisimine neden olmaktadir. Ve bu
diger hiicre i¢i sistemlerin calismasi icin tetikleyici olarak goérev yapmaktadir. B-
lenfositleri farklilasmaya ve bolinmeye, antijen tanimlama icin reseptorler
sentezlemeye baslamaktadir ve bu boylece komplementar antikorlari Uretmeye

baslamaktadirlar.

immiin hiicrelerin tepkileri baslatmasi icin gerekli siklaz enzimleri immin sistem

aktiflesmesinin standart mekanizmasi boyunca bu islemde aktive degildir.

Immiin hiicreyle temasta, SPE bu hiicreye bilinmeyen bir tetikleyici faktér olarak gérev
yapmaktadir ve bu etki immiin yanitin kuvvetinin genetik kontroliine karsidir. Aslinda,
T lenfositler yukarda belirtilen in vitro sistemlerde bulunmayan Ir-genlerinin
ekspresyonundan sorumludurlar. Bu sonu¢ T hiicrelerinden yoksun fare kullanilarak
yapiimis in vivo deneylerde elde edilen sonuglara tamamiyla uygun gelmektedir.
Normal fareler ise antijenlerin yénetimine yanit vermemektedirler. Ayni zamanda, bu
fareler icinde B lenfositleri, olgunlastiriilmaya ve farkhlastiriimaya hala potansiyel olarak
surdirilebilmektedir. Benzer antijenler SPE ile karisim halinde verildiginde, B
lenfositleri aktiflesmekte ve sonra dalakta normal bir farenin karakteristiginde benzer

immun glicte antikorlar Gretmektedirler.

Boylece SPE’ler immin reaksiyonlarinin gelistiriimesini in vitro ve in vivo olarak Ir

genlerini disinda alternatif bir mekanizmayla uyarirlar.

2.13.9.1insanlar igin Polielektrolit immiin Uyaricilar

Immiin uyarici olarak SPE’lerin pratik uygulamalari oldukca dnemlidir ciinkii SPE’ler tek
baslarina immiunojenik degillerdir. Ek olarak, T hiicreleri olmadan immiin sistemin
aktiflegsmesiyle ilgili bulgular, mikroplara karsi oldukga zayif korumaya sahip kisiler igin
immunyetmezligin telafi edilmesini saglamaktadir. Dogal olarak, asil amag¢ insanda

verimli bir sekilde kullanilabilecek, yan etki yaratmayacak SPE’lerin sentezlenmesidir.
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SPE etkisi altindaki hicre aktivasyonunun molekiler mekanizmasi izole edilmis B
lenfositlerinin spesifik olmayan in vitro deneyler i¢in kanitlanmistir. SPE’ler diger
membranlarla ayni davranislarla farkl tlirdeki immiin hicreleri aktive etmek icin
birbirlerini etkileyebilirler. immiin uyarici polimerler icin yiizey genisligi siiphesiz bir

avantajdir.

GUclh hedeflemeli immin yaniti elde etmek igin, SPE’lerin hedefe ulasmasi saglanmali
ve B lenfositlerinin lzerindeki reseptorlere secici baglanmalidir. Gerekli antijen veya
antijenik faktér polimerik zincire kimyasal olarak kolayca baglanabilmelidir. Sonra,
konjugat olusursa, organizma icinde farkl hicreler arasinda yol almali, ilgili antijene
tamamlayici reseptor bulunan hiicreye tesadiifen ulasmalidir. Bu sekilde bu etken

reseptore baglanabilir nitelige kavusmus olur.

Antijen-SPE konjugatinin serbest dolasgiminin mimkiinliigl ve organizma iginde adres
hiicreyi arama yolu agiklanamamistir. Uzun zincirli polimerlerin genellikle ylizeye geri
donlsimli baglandiklari bilinmektedir. Hiicre membrani 6zellikle polikatyonlar gibi
¢ogu polielektrolit icin iyi bir ¢ozlici ortamdir. Bu ylzden, dogal olarak, B lenfositinin
spesifik bir klonuna adreslenmis konjugat diger hicrelere baglanmakta ve bu nedenle

asil hedefe ulasamamaktadir.

Ayni zamanda, bu problem belirtildiginde, konjugat tarafindan gerekli hicreleri
arastirmasinin - mekanizmasinin  var oldugunu dolayli kaynaklardan tarafindan

bilinmektedir.

Antijen-SPE konjugatlarinin immun koruyucu 6zelliginin anlasiimasi icin SPE zincirlerine
bagh saflastiriilmis mikrobiyal proteinler kullaniimistir. Salmonollosis incelenen ilk
enfeksiyon olup yapilan calismada iki cesit konjugat hazirlanip farelerde incelenmistir.
Konjugat 1’de bakteriden izole edilen polisakkarit antijeni (PS) AA-VP kopolimerine
baglanirken konjugat 2'de PS ve flagellin proteini AA-VP kopolimerine birlikte
baglanmistir. 14 ila 30 glinliik bir donemin ardindan bu konjugatlar ile immiinize edilen
fareler bakterin 6limcil dozu ile enfekte edilmistir. Kontrol grubundaki fareler 6lirken,
asilanan gruptakiler iyilesme gostermis ve %100 koruma saglanmasi icin konjugat

1’deki gruba, konjugat 2’deki gruba gore 10 kat yilksek doz gerekmistir. Serbest
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polisakkarit atijeni kabul edilebilir dozlarda yeterli bir koruma saglayamamistir. Boylece

antijen-SPE konjugatinin antibakteriyel asi olarak etkisi gosterilmistir.

Viral enfeksiyonlarda ise koruma saglamanin bakteriyel enfeksiyonlara gore ¢ok daha
karmasik oldugu bilinmektedir. Viral enfeksiyonlara karsi yapilan c¢alismada ise
influenza virus antijenini iceren AA-VP kopolimeri kullanilarak virusun 6limcil dozunda

fareler hayatta kalabilmislerdir [412].

Polioksidonyumun hemaglutinin ve néraminidaz ile konjugati, grip virtslerinin protein
alt birimleri, Rusya'da basarili bir sekilde de kullanilan Pasteurian olmayan ilk asi olarak
ortaya cikmistir (son 7 yil icin yaklasik 50 milyon bagisikli kisi). Boylece diinyada ilk kez
olarak polimer-alt birimi ile insanda kullanilabilen aginin yapilabilirligi gosterilmistir

[407].

Sonug olarak SPE’ler ile immiin cevabin uyarilmasinin mekanizmasinin yardimci T
hicrelerinin fonksiyonunun ayarlanmasi ile oldugu bulunmustur. SPE’lerin membran
aktivitesi ve immun uyarici 6zellikleri, tekrarlayan Unitelerinin farkh kimyasal yapilarina

ve polimerizasyon derecesine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Polimer bagh subunit immiinojen konjugatlarinin ve asilarin olusturulmasinin prensibi,
immin uyarici SPE’lere antijenlerin eklenmesine ve deneysel olarak onaylanmasina
dayanir. SPE’lere kovalent bagh antijenlerin koruyucu 6zellikleri ve immunojenlikleri
10-100 kat artmaktadir. Bu da immiinojenlerin ve asilarin olusturulmasinda oldukca
onemlidir. Grippol asisi ile diinyada diger tehlikeli enfeksiyonlara karsi yeni nesil

asilarin asilarin gelistirilmesi icin yeni bir yol aciimistir.

2.13.9.2 Poliakrilik Asit

Poliakrilik asit, akrilik asit monomerlerinden olusan bir polimerdir. Akrilik asit oda
sicakliginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su, alkol, eter ve bircok organik ¢ozlici ile
¢Ozlinebilen bir maddedir. Akrilik asit isiya, i1s18a veya metallere maruz birakildiginda
cok kolay polimerlesir. Akrilik asitin kimyasal yapisi CH2=CH-COOH’dir. Molekil agirhg
72,0 g/mol, kaynama noktasi 140,9°C, erime noktasi 12,1°C, yogunlugu ise 20°C'de
1,052 g/cm>tiur [416].
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Biyo-adeziv hidrojel olarak, hem mukozaya yapisan hem de viskozite artiran PAA jelleri,
gdzde merhemler gibi bulanikhk yapmadan rahat sekilde kullaniimaktadir [417]. G6z
icin yapilan ilaglarin, goz icine iyi bir sekilde absorplanabilmeleri ve tedavide aktif rol
oynayan maddelerin daha uzun sireli gbz tabakasinda bulunabilmeleri igin PAA ile
deneyler yapilmistir. Yapilan bir galismada PAA gibi ayri ayri kullanilan polimerler
mukoz tabakayla bag kurarak goz ylzeyinde ¢ozlnur, kolloidal ve partikiil halde

bulunan materyali yakalayabilmektedir [418].

Vajinal lezyonlarin tedavisi amaciyla poliakrilik asit, metilseliiloz, karboksi metilseliiloz,
hidroksi propil seliiloz ve hidroksipropil metil seliloz kullanilarak asiklovir iceren biyo-
adeziv tabletler hazirlanmistir. Biyo-adeziv polimer olarak poliakrilik asit ve
hidroksipropil metil selliloz kullanilan tabletlerin laktik ¢6zeltisi veya distile suda 6 saat
boyunca sistigi ve etkin madde saliminin 8 saatten daha fazla oldugu gorilmustir.
Poliakrilik asit, sodyum karboksimetil seliiloz ve ginko siilfat iceren vajinal tabletler bu

konuda 6nemli 6rneklerdir [419, 420, 421].

Yapilan bazi ¢alismalarda poliakrilik asitin adjuvan 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir.
Ancak literatiir analizine goére leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde sentetik
polielektrolitlere dayali bir yaklasim bulunmamaktadir. Leishmania promastigotlarinin
ylzey antijeni olan LPG molekillerinin kimyasal yapilarinin gesitli polimerler ile
konjugasyon olusturma yetenekleri, LPG polimer konjugasyonunun leishmaniasise karsi

asl adayi olarak Gmit verici olmasinin nedenidir (Sekil 2. 6).

68



OH 7370
a) T —_" :HO .
g
2 o:(ifo/\/\O
Lipofosfoglikan (LPG)
CI’H HO
|
——0—P-0
0—P-0
b) Il o I
0 H o o) HO
Ho NalO, 0
on A S
o7 o7 §
HO HO
0 o)
Lp'éoé'% LPG’nin alﬁi}eﬁrevi
oHl o o L
c) Hc|3 oH
0—p-0 o "
(o]
o Ho \ HoN<_~"NH,, NaCNBH, 0
/AI i o7 o
& o H yé
(o) o
HO ﬁ
(e} NHz  HN o’ o
Y4 /ﬁ
& o o
NH,
LPG’nin aldehid turevi LPG’nin amin tlrevi
10
d) i
o COOH
[¢) HO o _ ﬁ H
N Od + coon  Karbodiimid (EDC) HacANH—c—NM++'CH3
Hoy{/O COOH HaC
- Oﬁ COOH
NH,
LPG’nin amin tlirevi PAA LPG-PAA konjugati

Sekil 2. 6 a) LPG molekiliinlin yapisi, b) LPG’nin NalO4 ile aldehid tiirevine
yukseltgenmesi, c) LPG’nin etilen daimin ve sodyumsiyanoborohidrir ile
aminlendirilmesi, d) LPG ve PAA’nin karbodiimid kullanilarak konjugasyonu
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz, Kimyasal ve Cozeltiler

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Deneysel calismalarimizda asagidaki cihazlar kullanildi.

Laminar-Hava Akisli Kabin (Heraeus, KS12)
Sogutmali Etliv (Friocell)

CO, inkiibatdrii (New Brunswick Innova CO-150)
Ters mikroskop (Olympus, CKX 41)
Magnetik Karistirici (Heidolp MR 3001)

pH Metre (Hanna, pH 211)

Hassas Terazi (Precisa XR 305A)

Hassas Terazi (Sartorius, CP 225D)
Santriflij (Thermo IEC, Micromase RF)
Santrifiij (Sigma, Benctop 1-15)

Sogutmali Santriflj (Ependorf, 5810R)
Vorteks (Heidolp Reax top)

Bidistile Su Cihazi (GFL, 2104)

Buzdolabi No-Frost (Argelik, 5007 NF)
-40°C Derin Dondurucu (GFL, 6341)

Sivi Azot Tanki (Air liquide, ARPEGE S5)
Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50)
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ELISA Okuyucu (ThermoLabsystem, Multiscan Ascent)

ELISA Yikayicl (ThermoLabsystem, Wellwash 4Mk 2)

Isiticih Manyetik Karistirici (Heidolp MR 3001)

Sonikator (Bondelin, Sonopuls)

Su Banyosu (GFL, 2104)

Su Saflastirma Sistemi (Millipore MilliQ Elix 5)

Rotary Evaporator ve Vakum Hatti (Blichi Rotavapor, R-200)
Liyafilizator (Telstar, Cryodos)

Triokdlar Fluoresan ve Yansima-Kontrast Mikroskobu (Leica, DMR HC)
Flow Sitometri (Beckman Coulter, Cell Lab Quanta)

UV/VIS Spektrofotometre (Jasco V-530)

Fraksiyon Toplayici (Bio-rad, 2110)

GPC (Viscotek)

Vakumlu Kurutucu (MMM, Medcenter Vacucell, 111)
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3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan maddeler

MADDE ADI URETiCi FIRMA KATALOG NO
Hidroklorik asit Merck 100314
Gliserin Sigma G2289
Giemsa Cozeltisi Merck 109204
Etanol Riedel De Haen 32221
Sodyum hidroksit Riedel De Haen 62303
Hidroklorik asit Merck 100314
DMEM-F12 Sigma D5546
RPMI 1640 with L glutamin Biochrom AG F1215
L-glutamin Biological Industries 03-020-IC
Penisilin Streptomisin Biochrom AG A2213
Gentamisin Sigma G1397
Fetal bovin serumu Biochrom AG S0113
Tripsin EDTA Biological Industries 03-051-5B
DMSO Applichem A7248
Tripsin Biochrom L2103
EDTA Applichem A5097
Thiazoly blue tetrazolium bromide (MTT) Sigma M5655-1G
Formaldehit (%37) Applichem A0877
2-propanol Applichem A03928
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck $95310-811
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan maddeler (devam)

Poliakrilik Asit (MA:100,000 Da) Aldrich 523925
Formalin Cozeltisi Sigma P4557
immersiyon Yagi Sigma-Aldrich 56822

KH2PO4 Sigma-Aldrich 4243
Kloroform Carlo Erba 438603
Metanol Merck 106009
MgCl2 Merck 105833
Na2CO3 Sigma-Aldrich 13423
Na2HPO4.2H20 Merck 106329
NacCl Sigma-Aldrich 13423
NaHCO3 Merck 106329
NaN3 Merck 106688
Parafin J.T.Baker 3925
PNFF Sigma-Aldrich N4645
KCI2 Riedel De Haen 12636
Schneider Insect Medium Sigma S0146
NaOH Riedel De Haen 62303
Sut tozu Fluka 70166
Tris Base Applichem A2264
Tween 20 MP 194841
ZnCI2 Merck 108815
Anti-Mouse IgM-FITC Sigma-Aldrich F9259
Anti-Mouse IgG (H+L)-Alkalin Fosfataz Millipore AP160A
Anti-Mouse Polyvalen Ig (IgG, 1gM, AgA) Sigma A0162
Brain Heart Infusion BioLab BHI20500
Annexin V FITC invitrogen IM3546
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) invitrogen A07704
Freund’s Adjuvan Sigma-Aldrich F5881
Mouse IFN-y R&D Systems, Inc. DY485
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan maddeler (devam)

Mouse IL-2 R&D Systems, Inc. DY402
Mouse IL-4 R&D Systems, Inc. DY404
Mouse IL-10 R&D Systems, Inc. DY417

3.1.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1 1x PBS Tampon Hazirlanmasi

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 gr Na,HPOQ,, 0,24 g KH,PO,4 tartilip 900 mL deiyonize suda
¢Ozdurildu. pH 7,4’e ayarlandi ve son hacim deiyonize suyla 1 It'ye tamamlandi. 1 atm
basing vel21°C sicakliga ayarlanmis otoklavda cam siseler icerisinde 20 dakika steril

edildi.

3.1.3.2 1x Tripsin solusyonu

Tripsin 62,5 mg tartildi. Steril edilmis 50 mL’lik 1xPBS icinde ¢dziindiriildi. Once 0,45

pm’lik sonra 0,22 um’lik filtreden stzilerek steril edildi.

3.1.3.3 DMEM-F12 Besiyerinin Hazirlanmasi

500 mL DMEM-F12 besiyeri igersine 5 mL 200 mM L-glutamin, 2,5 mL penisilin-
streptomisin ilave edilerek stok besiyeri hazirlandi. Hiicre pasajinda kullaniimak lizere
%10 FBS iceren besiyeri icin 45 mL stoktan alinip 5 mL FBS eklendi, tim besiyerleri
+4°C’de saklandi.
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3.1.3.4 RPMI-1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

100 mL RPMI-1640 (L-glutamin igeren) icerisine 0,5 mL gentamisin (10 mg/mL’lik)
eklenerek stok hazirlandi. Kiltirde kullanilmak Gzere buradan 45 mL alinip 5 mL FBS

eklendi.

3.1.3.5 Hiicre Dondurma Cézeltisinin Hazirlanmasi

%80 FBS ve %20 DMSO’nun karistirilmasi ile steril bir bicimde hazirlandi.

3.1.3.6 Beyin Kalp infiizyon Besiyerinin Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan beyin kalp inflizyon besiyerinden 1 L besiyeri hazirlamak amaci ile
toz haldeki besiyerinden 37 g tartildi ve Uzerine distile su ilave edildi. Isitmali manyetik
karistiricida 100°C sicakhikta 1000 rpm’de karistirilarak homojen hale getirildi ve 15
dakika 121°C’de otoklavda sterilizasyonu yapildi.

Diger taraftan besiyeri katki maddesi olan hemin ve adenozin stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Hemin 25 mg tartilarak, 500 puL 1,0 N NaOH icinde ¢6zildi ve distile su ile 50 mL’ye
tamamlanip otoklavlandi. Adenozin ise 0,1 g tartilarak 37,5 mL distile suda ¢ozuldi ve
filtre edilerek steril edildi. Kiltlirde kullanilmadan dnce 1 L beyin kalp inflizyonu igin 10

mL adenozin ve 10 mL hemin ilave edildi.

3.1.3.7 Coomassie Brillant Blue Reaktifinin hazirlanmasi

0,1 g Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL %95’lik etil alkol, 100 mL %85 fosforik asit
ve distile su bir beherde karistirihp 1000 mL’lik balon jojeye aktarildi. Son olarak saf su
ile 1000 ml'ye tamamlandi. Karanlikta 1 gece karistirilarak bekletildi ve filtre

kagidindan stizild.

3.1.3.8 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT (Sigma M5655) 1 x PBS icersinde ¢ozindirildi. Kullanilacak MTT prosediiriine
uygun olarak 0,6 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda 5 mL hazirlandi. Once
hassas terazide 0,6 mg/mL icin 3 mg, 10 mg/mL i¢cin 50 mg MTT tartilip PBS ile 5 mL’ye

tamamlandi. Vortekste ¢alkalanarak iyice ¢oziindiikten sonra steril edilmek lizere énce
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0,45 um daha sonra 0,22 um’lik (CS) filtreden gecirilerek steril edildi. MTT is1ga duyarh

oldugu icin, bu islemler karanlk ortamda yapildi.

3.1.3.9 50 mg/mL ve 0,5 mg/mL PAA (MA: 100,000 Da) C6zeltisinin Hazirlanmasi

Deneylerde MA:100.000 Da olan ve ticari olarak satin alinan %35 g/mL sivi PAA
kullanildi. PAA %35’lik oldugu igin 100 mL'de 35 g PAA bulunur. 50 mg’dan 5 mL
hazirlamak igin 2500 mg PAA gereklidir. Asagidaki formil ile dogru oranti kurarak

hesaplamalar elde edildi.
100 mL’de 35 g varsa

X 2500 mg

X=7,142 mL PAA

35 mL PBS eklendi 48-72 saat manyetik karistiricida karismasi beklendi. pH 7’ye
ayarlandi. Son hacim 50 mL olacak sekilde PBS ile tamamlandi, 0,22 um’lik filtrelerden
gecirilerek steril edildi ve 4°C’de saklandi. Steril edilmis 50 mg/mL hazirlanan PAA
cozeltisinden 0,5 mL alinip, steril PBS ile 50 ml'ye tamamlanarak 0,5 mg/mL

konsantrasyonu hazirlandi.

3.1.3.10 Sitokin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

PBS - 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,4, pH 7.2 - 7.4, 0.2

um filtreden gegcirildi.
Yikama Tamponu — PBS’de %0.05 Tween-20, pH 7.2 - 7.4 hazirlandi.
Bloklama tamponu - PBS’de %1 BSA ve %0.05 NaN3 hazirland.

Reaksiyon Cozeltisi - 20 mM Trizma base, 150 mM NaCl icerisinde hazirlanan %0.1
BSA, %0.05 Tween 20, pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtreden gegirildi..

Reagent Diluent2 - PBS’de hazirlanan % 1 BSA, pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtreden gegirildi.
Substrate Coézeltisi - 1:1 oraninda H,0, ve Tetrametilbenzidin karistirildi.

Durdurucu Cozelti- 2N H,S0O,4 hazirlandi
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3.1.3.11 Baglama Tamponu Hazirlanmasi

10 mM HEPES (pH:7,4), 150 mM NaCl, 5 mM KCIl, 1 mM MgCl, ve 1,8 mM CacCl,

icerecek sekilde hazirlandi.

3.2 Hiicre Kiiltiir Calismalari

3.2.1 L. donovani Promastigot Formlarinin in vitro Devaml Kiiltiiriiniin Yapilmasi

L. donovani parazitlerinin kiltlirli 27°C sogutmali etlivde yapildi. Parazitlerin gelisimi ve
morfolojik durumu ters mikroskopta glinliik olarak incelendi. Kiltiir haftada bir kez
pasajlandi. Pasaj oncesi kiltirden 6rnek alindi, ortamin pH’i, parazitlerin morfolojileri,
hareketlilikleri incelendi ve sayimlari yapildi. Kiltlr flaski igine 7,5 mL besiyeri eklendi

ve Uzerine 3x10° parazit/mL olacak sekilde kiltlirden parazit ekimi yapildi.

3.2.1.1 Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Kdltar ortamindaki promastigotlar hareketli olduklari icin oncelikle fikse etmek
gerekmektedir. Bu nedenle homojenligi saglanmis kiltirden 100 pL alindi ve 1:1
oraninda %2’lik formalinle karistirilarak 5-10 dakika bekletildi. Daha sonra Thoma
laminda asagidaki formdl kullanilarak sayim yapildi:

1 mLl’deki Parazit sayisi = Ortalama hiicre sayisi* x Sulandirma katsayisi** x Thoma
lami*** sabiti

*Ortalama hicre sayisi: Thoma laminin alt ve Gst kisminda bulunan 16 karedeki
hicrelerin aritmetik ortalamasi

**Sulandirma katsayisi: Sayim icin yapilan sulandirma katsayisi

***Thoma lami sabiti: 10.000

3.2.1.2 Kiiltiiriin ve Kullanilan Besiyerlerinin Sterillik Kontrolii

Her bir pasaj esnasinda kiltlir ve besiyerleri kontaminasyon ve pH acisindan incelendi.
Sterilligi tayin edilecek besiyeri veya kiltir ortamindan alinmis érnekler kanh agara,
sabouraud agara ve %10 FBS iceren sivi besiyerlerine inokiile edildi ve 37°C’'de inkiibe
edilerek kontrolleri yapildi. Ayrica kiiltirden 6rnekler alinarak yayma hazirlandi ve

Giemsa boyama ile incelendi.
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3.2.1.3 Leishmania Promastigotlarinin Biiyiimesini Destekleyen Farkli Kiltir

Kosullarinin incelenmesi

MCF-7 hiicre metabolitlerinin alinmasi

MCF-7 hicre kualtarinin 3. ginlinde %10 FBS igceren ve icermeyen kiltirdeki
hicrelerin pasaji esnasinda (tripsin/EDTA uygulanmadan 6nce) flasklardaki siipernatant
steril sekilde alindi. Hiicrelerin 3 glin boyunca urettikleri metabolitlerini ve kullandiklari
besiyerini iceren bu slipernatant deneylerde kullaniimak Gzere pH’1 kontrol edilerek,

4°C'de bekletildi.

MCF-7 hiicre metabolitlerinin Leishmania promastigotlarinin gelisimine etkisi

Birinci grup deneylerde, Leishmania promastigot kultiirli, %25, %50 ve %100 oraninda
MCF-7 hiicre metaboliti igerisinde yapildi. Metabolitlerin %25 ve %50’lik dilusyonlari
FBS bulunmayan DMEM/F12 besiyeri ile saglandi.

ikinci grup deneylerde ise FBS iceren ve icermeyen ortamlarda elde edilen MCF-7
metabolitlerinin parazitlerin gelisimine olan etkisi incelendi. Kontrol grubu olarak
Leishmania promastigotlarinin kiltirt DMEM/F12 (%10 FBS) ve DMEM/F12 (FBS

bulunmayan) besiyerinde yapildi.

3.2.2 insan Meme Kanser Hiicre Hatti (MCF-7)

insan adenokarsinomu kaynakli meme kanser hiicre serisi olup, 5 yillik bir siirede iki
gogsi alinan 69 yasinda Kafkasya’li bir kadindan 1970’te izole edilmis ve gliniimiizde
kiltir calismalarinda standart bir hat olarak kullanilmaktadir. Hastanin gogis
duvarindan nodillerin kaldirilmasindan sonra plevral sizinti tespit edilmistir ve MCF-7

hiicre serisi, bu plevral sizintisindan izole edilerek, kiltira yapilmistir [422].

3.2.2.1 MCF-7 Hiicre Serisinin Kiiltiir ve Kriyoprezervasyonunun Yapilmasi

Kaltira yapilmak Gzere sivi nitrojen tankindan gikarilan MCF-7 hiicre hatti (Prof. Dr.

Nedret ALTIOK tarafindan temin edilmistir) 37°C’ ye ayarlanmis su banyosunda hizlica

¢ozlldikten sonra, igcinde 5 mL %10 FBS’ li DMEM/F12 besiyeri bulunan santrifj

tupleri igine alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatant uzaklastirildi
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ve pellet 7,5 mL %10 FBS’li DMEM/F12 ile suspanse edilip 25 cm?lik flaska aktarildi.
Flask, kapagl hafifce gevsetilerek 37°C'de %5 CO, igeren inkiibatére (Innova CO-170)
konuldu. Kiltirin 48. saatinde flaskin icindeki besiyeri uzaklastirildi ve 7,5 mL taze
hazirlanmis %10 FBS’ li DMEM/F12 eklendi. Ayni islem kltlrin 7. giininde de tekrar
edildi. Kiltirin 9. gliniinde ters mikroskop altinda gozlenen hiicrelerin ylizeyi

tamamen kapladig gorilda.

Tek tabaka hiicre ile kaplanmis olan flask igerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile
yikandi. EDTA’lI tripsinden 1 mL flaska eklendi. Flask, 37°C'de %5 CO, iceren inklibatore
birakildi ve 5-10 dakika enzimin aktivasyonu i¢in beklendi. Kapaklari tekrar kapatilarak
inkibatorden alinan flask, ters mikroskop ile gozlendi. Hiicrelerin ylizeyden ayrildig
gorildi ve flaska hafifce vurularak mekanik etki ile hicrelerin tamamen flaskin
ylizeyinden ayrilmasi saglandi. Ters mikroskop altinda hicrelerin tamamen ayrildigi
gozlendikten sonra flask icine 5 mL %10 FBS iceren DMEM/F12 eklenerek hiicre
sispansiyonunun tamami, 15 mL’lik santrifiij tliptine alindi ve 1000 rpm’ de 5 dakika

santriflj edildi.

Total hicre sayisinin hesaplanmasinin ardindan steril 25 cm?lik flask icine %10 FBS
iceren DMEM/F12 besiyeri eklendi. Santrifij tupunin igindeki suspanse edilmis
hiicrelerden 1-2x10° hiicre/mL olacak sekilde otomatik mikropipet ile cekilerek taze
besiyeri iceren flaska eklendi. Agzi sikica kapatilarak ters mikroskop altinda incelendi ve
%5 CO; iceren 37°C'lik etiive kapaklari hafifce gevsetilerek konuldu. Hicrelerin flaskin
ylzeyine tutunmalari ve ¢ogalmalari hergiin ters mikroskop altinda izlendi. Hiicreler
ayrica kriyoprezerve edilerek ileri kullanimlar icin sivi nitrojen tankinda saklandi.
Kriyoprezervasyonda kisaca hiicre slispansiyonu dondurma c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda
karistirllarak 2 ml’lik kriyo tliplere konuldu. Buzdolabinda +4°C'de bir saat
bekletildikten sonra -20°C'de 2 saat, ardindan -40°C’'de 1 gece bekletip sivi nitrojen

tankina konuldu.

3.2.3 Fare Fibroblast Hiicre Hatti (L929)

100 gunlik C3H/An erkek farenin bag dokusunun normal subkutan6z ve yag

dokusundan elde edilmistir. 1940 yilinda W.R. Earle tarafindan olusturulan esas L
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serisinin alt klonudur ve morfolojik yapisi fibroblast benzeridir. Tek tabakali olarak

blyur [423].

3.2.3.1 L1929 Kiiltiiriinin Kiiltir ve Kriyoprezervasyonunun Yapilmasi

Kiltiiri yapiimak tizere sivi nitrojen tankindan cikarilan L929 hiicreleri (Prof. Dr. ismet
DELILOGLU GURHAN tarafindan temin edilmistir) 37°C’ ye ayarlanmis su banyosunda
hizlica ¢ozuldikten sonra icinde 5 mL %10 FBS’ li DMEM/F12 besiyeri bulunan santrifij
tupleri igine alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hucre pelleti 7,5 mL %10
FBS’li DMEM/F12 ile suspanse edilip 25 cm?lik flaska aktarildi. Flask, kapag hafifce

gevsetilerek 37°C'de %5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

Kultirde flaskin ylzeyini yeteri kadar kaplamis olan L929 hiicreleri Uizerindeki besiyeri
uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. PBS ile seyreltilmis 1X konsantrasyondaki tripsinden 1,5
mL flaska eklendi. Flask, tripsinin aktivitesini gostermesi icin kapagi hafif gevsetilerek
37°C'de %5 CO; igeren inkibatore birakildi ve 5-10 dakika beklendi. Flaskin ylizeyinden
tamamen ayrilan hiicrelere 5 mL %10 FBS’ li DMEM-F12 eklendi ve 15 mL’lik santrifij

tlplne alindi. Oda sicakliginda 1000 rpm’ de 5 dakika santrifij edildi.

Pelletteki total hiicre sayisinin hesaplanmasinin ardindan steril 25 cm?lik flask icine
taze hazirlanmis %10 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri eklendi. Santriflj tiplinin igindeki
suspanse edilmis hiicrelerden 1-2x10° hiicre/mL olacak sekilde otomatik mikropipet ile
cekildi ve taze besiyeri iceren flaska eklendi ve %5 CO, iceren 372C etlivde inkiibe

edildi.

Tripsinizasyon sonrasi santriflij tiplintiin dibinde kalan hilicrelerden sayim yapildiktan
sonra kiltirden geriye kalan hiicre pelleti, kriyobank olusturmak Uzere sivi nitrojen
tankina konulmadan 6nce dondurma ¢ozeltisiyle 1:1 oraninda yavasca karistirilarak 2
mL’lik kriyo tlipine aktarildi. Buzdolabinda +4°C’'de bir saat bekletildikten sonra -

20°C’'de 2 saat ardindan -40°C’de bir gece bekletip sivi nitrojen tankina konuldu.

3.2.4 Fare Makrofaj Hiicre Hatti (J774)

J774 fare makrofaj hiicre hatti disi bir BALB/c farede ortaya c¢ikan timérden elde

edilmistir. Bu hiicre hatti yliksek miktarda lizozim sentezler ve ¢ok az sitoliz gorulir.
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Fakat genellikle antikor bagiml fagositoz meydana gelir. J774 hiicreleri, ¢ok diistk
konsantrasyonlarinda bakteriyel lipopolisakkarit (10 ng/mL) ile aktive oldugu zaman
nitrik oksit sentaz enzimi yiksek seviyede aktive oldugu igin bliyik miktarlarda nitrik
oksit Gretir. IFN-y, J774 hiicrelerinde IL-12’'nin sentezlenmesini indiikler. J774 hiicre

hatti hiicre kiltlir ortamlarina stirekli olarak IL-1 salgilar [424].

3.2.4.1 J774 Hiicre Serisinin Kiiltiir ve Kriyoprezervasyonunun Yapilmasi

J774 hiicreleri (Prof. Dr. Ayhan BILIR tarafindan temin edilmistir) kiltiri yapilmak
Uzere sivi nitrojen tankindan ¢ikarildiktan sonra 37°C’ ye ayarlanmis su banyosunda
hizlica ¢ozildurilip 5 mL %10 FBS’ li RPMI-1640 besiyeri bulunan santrifiij tipleri igine
alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika santriflj edildi. Hicre pelleti 5 mL %10 FBS’ |li RPMI-
1640 ile suspanse edilip 25 cm?lik flaska aktarildi. Flask, 37°C’de %5 CO, iceren
inkiibatore konuldu ve yilzey kaplamasini tamamladigl tespit edilen makrofajlar

tripsinizasyon ile kaldirildi.

Tripsinizasyonla ylizeyden tamamen ayrilan hiicrelere 5 mL %10 FBS’ li RPMI-1640
eklenerek, 15 mL’lik santrifij tlpline aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Tupin dibinde kalan hiicre pelletinde total hiicre sayisinin hesaplanmasinin ardindan,
1-2x10° hiicre %10 FBS iceren RPMI-1640 besiyeri bulunan 25 cm?lik flask icine

eklendi.

Geriye kalan hiicre pelleti dondurma c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirilarak 2 mL’lik
kriyo tiplere konuldu. Buzdolabinda +4°C’de bir saat bekletildikten sonra -20°C’de 2

saat, ardindan -40°C’de 1 gece bekletilip sivi nitrojen tankina konuldu.

3.2.5 L. donovani Parazitlerinin Amastigot Formlarinin in vitro Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Promastigot kiltlirinden farkh olarak amastigot kiltlirini elde etmek icin mutlaka
konak hiticreye ihtiya¢ vardir. Bu amacla kullanilan makrofaj kiltliriini promastigot ile
enfekte etmek icin 24 kuyucuklu kiltir plagi kullanildi. Steril 12 mm ¢apindaki yuvarlak
lameller tek tek kuyucuklara yerlestirildi. Lamel yerlestirilen kuyucuklara 25x10* 1774
hiicresi eklendi ve 1 giin 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkiibasyonu saglandi. Daha

sonra hicre:parazit orani 1:10 olacak sekilde logaritmik fazdaki L. donovani
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promastigotlarindan 25x10° parazit makrofajlarin bulundugu kuyucuklara inokiile
edildi. Hazirladigimiz plate %5 CO; iceren etiivde 37°C’'de 2 saat siireyle inkiibe edilerek
makrofajlarin enfekte olmasi saglandi. Daha sonra fagosite edilmeyen ekstrasellller
promastigotlari uzaklastirmak igin 1 mL PBS ile liger kez yikandi ve yeni hazirlanmis
kiltir besiyerinden 1 mL ilave edildi. Giemsa boyama ydntemi ile boyanmasi
enfeksiyon indeksi hesaplandi. Giemsa boyamada kisaca, énce lameller steril kabinde
kurutulduktan sonra metanol iginde 5 dakika bekletilerek enfekte makrofajlarin
fiksasyonu saglandi. Daha sonra lameller metanolden g¢ikarilip kurutuldu. Enfekte
makrofajlarin bulundugu lamel, Giemsa boya icinde 37°C 10-15 dakika bekletildikten
sonra distile su ile yikandi. Giemsa ile boyanmis olan enfekte makrofajlar isik

mikroskobunda x100 buyltmede immersiyon yagi ile gbzlendi.

3.2.5.1 Enfektifligin Hesaplanmasi

Giemsa boyama ile elde edilen yaymalarda en az 200 makrofaj sayilarak, bunlarin
icinden kag tanesinin enfekte oldugu mikroskobik olarak belirlendi (ylizde enfektiflik).
Daha sonra makrofaj basina diisen ortalama amastigot sayisi hesaplandi. Son olarak
enfeksiyon indeksini (infection index) belirlemek igin ylizde enfektiflik sayisi ile

makrofaj basina dlisen ortalama amastigot sayisi carpimlari alindi [1].

. Immunize Farelerin Enfeksiyon indeksi
%El =100 — - X
Kontrol Grubunun Enfeksiyon Indeksi

3.3 Leishmania Parazitlerinden Lipofosfoglikanin izole Edilmesi

3.3.1 L. donovani Paratzitlerinin Biiyiik Olgekli Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Blyuk olgekli kiltiriin yapilmasinda ekonomik olmasi amaciyla beyin kalp inflizyon
besiyeri kullanildi. L. donovani promastigotlari 25 cm?lik flaskta beyin kalp inflizyon

besiyerine adapte edildikten sonra biyuk 6lcekli kiiltdr icin kullanildr.
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Sekil 3. 1 Buyik olcekli flasklarda kiltirin yapilmasi
Buytik Slcekli kiltir icin Sekil 3.1°de gérilen kiiltir kaplari kullanilarak 25 cm?lik flaskta
(A) 10° parazit/mL olacak sekilde ekim yapilip 10’ parazit/mL’ye ulastiginda 75 cm?lik
flaska (B) aktarildi. Parazit sayisi tekrar mL’de 10”’ye ulastiginda 150 cm?lik flasklara

eklendi.

@ @—0—

Sekil 3. 2 Kaltiiran (A) 25 cm?lik (B) 75 cm?lik ve (C) 150 cm?lik flasklarda yapilmasi

Boylece ekilen parazit sayisi sabit tutularak farkli olgekte kiltlriin yapilmasi sirasinda
baslangicta 25 cm?lik flaskta 5 mL’de 5x10° parazit bulunurken 2. asamada 75 cm?lik
flaskta 50 mL’de 5x10® parazit, 3. asamada ise toplamda 500 mL besiyerinde 5x10°
parazit sayisina ulasildi (Sekil 3. 2).
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3.3.2 Santrifiij ile Parazit Biyomasinin Elde Edilmesi

Parazitler kiltir ortaminda maksimum yogunluga ulasip, duragan faza gectiklerinde
izolasyona baslandi. Kiltirde sivi besiyeri ortamindaki parazitler 50 mL’lik steril konik

falkon tlplerine ayrilarak 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi.

Santriflijden sonra stpernatantlar uzaklastirildi ve her bir tiipteki pelletler 3 mL PBS ile
reslispanse edildi. TUm tlplerin igerisindeki pelletler toplanarak 15 mL’lik steril tlplere
aktarildi ve 10.000 rpm’de 10 dakika santrifj edildi. Santrifijden sonra sipernatant

uzaklastirildi ve LPG izolasyonu yapilacak parazit kitlesi elde edildi.

3.3.3 Sonikator ile Biyomasin Pargalanmasi

Sonikasyon, titresimle ve yilksek ses dalgalariyla hiicre bitlinliglinin bozulmasi
prensibine dayanan bir yontemdir. Ultrasonikatorler, elektrik enerjisini kesikli
karakterde mekanik enerjiye gevirerek, titanyumdan yapilmis bir sonda yardimiyla
ultrases dalgalarini sollisyon icindeki materyale iletir. Bu tiir pargalama islemleri
sirasinda aciga cikan isiyl yok etmek icin uygun sogutmanin yapilmasi gerekmektedir

[425].

Pellet halinde elde ettigimiz L. donovani parazitlerinin hiicre bitinligini bozmak
amaci ile sonikasyon yapilmistir. Bu amacla pellet halinde elde edilen parazitlerin
Uzerine; pellet hacminin 3,75 kati kadar kloroform/methanol (1:2) sollsyonu ilave
edildikten sonra vorteks ile slispanse edildi. Elde edilen slispansiyon sonikatorde 30
devir/sn’ de 3 dakika parcalandi. Sonikasyonu yapilan pellet oda sicakliginda 1 saat

bekletildi ve 10.000 rpm’de 15 dakika santifiij edildi.

3.3.4 Propanol Ekstraksyonu

Sonikatorle parcalanmis her bir pelletin izerine 8 mL %9’luk 1-propanol sollisyonundan
eklendi. Pellet bu sollisyonun iginde tekrar siispanse edildi ve sonikatorde 30 devir/sn’
de 3 dakika parcalandi. Sonikasyonun ardindan 1 saat oda sicakliginda bekletildi ve
suspansiyon 14.000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. LPG igeren slipernatant cam
erlen mayer igine alindi ve dipte kalan pellette bulunan LPG’yi en verimli sekilde elde

etmek icin, propanol ekstraksiyonu 3 kere tekrarlandi. Her defasinda erlen mayerde
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biriktirilen stipernatantlar beher igerisinde vakumlu kurutucuya yerlestirildi. Elde edilen
ekstrakt, 1-propanol uzaklasincaya kadar (yaklasik 1 gece) vakumlu kurutucuda

bekletildi.

3.3.5 Elde Edilen Ekstraktlarin Liyofilize Edilmesi

Liyofilizasyon yonteminin prensibi tGrinin dondurulmasi ve daha sonra disik neme
sahip bir atmosfere maruz birakilarak Urinde olusturulan buz kristallerinin
siiblimasyonuna dayanir ve biyolojik kaynakh Griin degisiklige ugramadan kurutularak
korunur. Elde edilen Uriin kullanilincaya kadar oda sicakhginda aylarca saklanabilir ve

liyofilize Grlin uygun bir ¢oziicl ile tekrar ¢ozelti haline getirilebilir.

Calismamizda propanol ekstraksiyonundan sonra evaporatorde alkoli uzaklastirilip
yogunlastirilan izolat, -40°C’de dondurulup, liyofilizasyon cihazina yerlestirildi. Bir giin

boyunca liyofilize olan 6rnek kolon kromotografisi yapilana kadar -20°C’de saklandi.

3.3.6 Lipofosfoglikan’in Kolon Kromotografisi ile Saflastiriimasi

Kromotografi; kimyasal maddelerin farkli adsorblanma &zelligine dayanan analiz
yontemi olarak tanimlanabilir. Sabit bir faz lizerinde hareketli bir faz kullanilarak elde

edilen karisimin bilesenlerini ayrimlama yontemidir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi; protein, lipoprotein ve glikolipid molekullerinin
hidrofobik gruplari ile durgun faz arasindaki hidrofobik ¢ekime dayanir. Bu yontemde
kullanilan durgun faz (kolon dolgu maddesi), biitil, oktil ya da fenil gibi kiiclik non-polar
gruplarin, capraz bagh dekstran ya da agaroz gibi hidrofilik polimer omurgasina
baglanmasiyla olusur. Yapilan calismalara uygun olarak LPG’nin saflastirilmasinda oktil-
sefaroz (%4 agaroz ve non-polar grup olarak oktil) dolgu maddesi kullanildi. Ayrimi
yapilacak molekil ylksek tuz konsantrasyonu iceren tampon icinde kolona yiklendi.
Daha sonra hidrofobik etkilesimle oktil gruplarina bagli olan molekdller ya tampondaki
tuz derisimi azaltilarak ya da polar olmayan organik solventler kullanilarak kolondan

uzaklastirildi.
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3.3.6.1 Oktil-Sefaroz Kolonun Paketlenmesi ve Dengelenmesi:

LPG’nin saflastiriimasi igin 10 cm x 1 cm olan kolonun (BIO-RAD) %80’ini dolduracak
kadar, yaklasik 7 mL oktil sefaroz dolgu maddesi dokildi. Kolonda hava kabarcigi
olmasi istenmedigi icin oktil sefaroz kolona dokildikten sonra, cam baget yardimiyla
kolona hafifce wvurularak hava kabarciklari yok edildi. Daha sonra kolonun
sartlandirilmasi igin, kolondan 1-propanol/0,1 M amonyum asetat ¢oOzeltisi gegirildi.
Kolonun muslugu agilarak solvent akigina izin verildi ve oktil sefarozun kolona oturmasi
saglandi. Kolon %5 1-propanol/0,1 M amonyum asetat ¢ozeltisi ile dengelendikten

sonra, LPG izolatinin yliiklenmesi icin hazir duruma geldi.

3.3.6.2 Lipofosfoglikan izolatinin Kolona Yiiklenmesi

Daha once izolasyonu yapilmis, liyofilize LPG kolona yiklenmeden once baslangi¢
cozeltisi olan, %5 1-propanol/0,1 M amonyum asetat icinde ¢6zuldi. Daha sonra
kullanilan ¢6zlcl miktarinin 4 kati kadar 0,1 M amonyum asetat eklendi. Son olarak

¢ozulen LPG izolati kolonun geperlerine degdirilerek tatbik edildi.

3.3.6.3 Lipofosfoglikanin Hidrofobik Oktil Gruplarina Baglanmasi

LPG izolati kolona yuklendikten sonra, mobil faz olarak %5 1-propanol/0,1 M amonyum
asetat cozeltisi kolondan gecirildi ve fraksiyonlar yaklasik 50 damla olacak sekilde
tiplerde toplandi. Elde edilen fraksiyonlar ince tabaka kromatografisinde analiz edildi.

Bu islem sirasinda LPG’nin hidrofobik gruplari, hidrofobik oktil gruplarina baglandi.

3.3.6.4 Lipofosfoglikanin Eliisyonu

Polar molekiiler kolondan uzaklastirildiktan sonra, oktil gruplarina hidrofobik olarak
baglanmis molekdillerin kolondan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Hazirlanan izolat
kolona yiiklendikten sonra 10 dakika beklenip yliklendikten sonra sirasiyla; kolon hacmi

kadar (10 mL)
a.% 5 1-propanol (0,1 M amonyum asetat icerir)
b.% 10 1-propanol (0,1 M amonyum asetat icerir)

¢.% 20 1-propanol (0,1 M amonyum asetat icerir)
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d.% 30 1-propanol (0,1 M amonyum asetat igerir)
e.% 40 1-propanol (0,1 M amonyum asetat igerir)
f.% 50 1-propanol (0,1 M amonyum asetat icerir)

g.% 60 1-propanol (0,1 M amonyum asetat igerir) gegirildi ve tim fraksiyonlar

toplandi.

3.3.6.5 Kolonun Rejenerasyonu

Bu amagla kolondan 100 mL %60 1-propanol/0,1 M amonyum asetat gegirildi.

3.3.7 Lipofosfoglikanin Karakterizasyonu

3.3.7.1 ince Tabaka Kromotografisi ile LPG Varliginin Saptanmasi

Silika kapli kagitlara her fraksiyondan 2 pL 6érnek damlatildi ve kurutuldu. Kagit Gizerine
orkinol puskirtuldi ve kurutuldu. Daha sonra %15 silfurik asit puskartaldi ve
100°C'de 10 dakika tutuldu. Bu islem renk olusana kadar tekrarlandi. Pozitif sonug

¢ikan tiplereki LPG toplanarak evaporasyon yapildi.

3.3.7.2 Coomassie Brillant Blue Yontemi ile Protein Agisindan Safligin Tayini

Bu yontem, Brilliant Blue boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda olusturdugu

renkli ¢cozeltilerin 595 nm’de absorbansinin dl¢lilmesi ilkesine dayanir.

Kisaca; deney tlipine analizi yapilacak LPG’den 100 uL eklendi ve (izerine hazirlanan
Coomassie Brillant Blue reaktifinden 5 mL eklenerek 5 dakika beklendi.

Spektrofotometre kiivetlerine hazirlanan 6rnekten 1 mL koyuldu.

Standart egri olusturmak icin ise BSA (bovine serum albumin) stok c¢ozeltisinden
derisimi 0, 20, 40, 60, 80, 100 mg/L olacak sekilde hazirlanan standart c¢ozeltilerin
absorbanslari okutularak konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizildi. Tim 6rnekler
ve standart cozeltileri absorbans degerleri spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga

boyunda 6lgilda.
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3.3.7.3 Fenol Sulfiirik Asit Metotu

Fenol sulfirik asit metodu karbonhidratlarin varligini tespit etmek icin kullanilan bir
yontemdir. Metodun uygulanmasinda standart olarak 1 mg/mL glikoz ¢o6zeltisi
kullanildi ve bu ¢ozeltiden 10, 20, 40, 60 ve 80 uL alinarak distile su ile 100 pl'ye
tamamlandi. Blank olarak 100 pL su kullanildi. LPG iceren 6rnekten 50 pl alinip 100
ul’'ye tamamlandi. Her bir 6rnege ve standarda %80 fenol soliisyonundan 50 ul eklendi
ve vorteksle karistirildi. Ardindan 2 mL konsantre sulfiirik asit eklenip 10 dakika oda
sicakhginda bekletildi ve her bir 6érnegin 490 nm’de UV’de absorbansi 6lglldi. Cikan
sonuctan standart egri yapildiginda bu egriden CHO miktari ol¢ilmis olmaktadir.

Buradan da LPG miktarini hesaplamak i¢in “pug LPG = 1.25 x ug CHO” formdila kullanildi.

3.4 Lipofosfoglikan Polimerler ile Konjugasyonunun Yapilmasi

3.4.1 Polimerlerin Leishmania Parazitlerinden izole Edilen Lipofosfoglikan ile

Konjugasyonu

Calismanin konjugasyon kismi Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Balimii
Polimerik Biyomalzeme Grubu tarafindan vyapilmistir. Kisaca; saflastirilan LPG
ortamindaki tuzu uzaklagstirmak amaciyla 24 saat suya karsi diyaliz edildi. Diyaliz
sonrasinda 0,02 M fosfat tamponunda NalO, yardimiyla LPG’deki hidroksil gruplar
aldehide vyikseltgendi. Reaksiyon sonunda reaksiyona girmeyen maddeleri
uzaklagtirmak amaciyla suya karsi 24 saat diyaliz yapildi. Aldehite gevrilen hidroksil
gruplari yine fosfat tamponu icerisinde, etilendiamin ve NaCNBH3 ile amin gruplarina

cevrilerek, reaksiyon karisimi 0,1 M fosfat tamponuna karsi 24 saat diyaliz yapildi.

Sonraki asamada ise LPG’de olusturulan amin gruplari ile PAA’daki asit gruplarinin
baglanmasina gecildi. Bu amacla, 0,5 mg/mL konsantrasyondaki PAA (MA=100 kDa)
cozeltisine, [EDC]/[-COOH]=1 olacak sekilde suda ¢6zlunur karbodiimid (EDC) eklendi.
pH 5,0’e ayarlandi ve 30 dakika boyunca karistirildi. EDC ile aktive edilmis PAA {izerine
ayni hacimde aminlendirilmis LPG eklendi. Gece boyunca +4°C’de karistirildi. Elde

edilen konjugat Jel Gegirgenlik Kromatografi (GPC) cihazinda incelendi.
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3.4.2 Lipofosfoglikan-Polimer Konjugatinin Karakterizasyonun Yapilmasi

3.4.2.1 GPC Analizi

GPC cihazinda kirilma indisi, i1sik sacilmasi ve viskozite dedektoérleri bulunmaktadir. Tek
bir polimer standart (PEO, 22 kDa) kullanilarak cihaz kalibrasyonu yapilmaktadir. Analiz
sonucunda polimerin molekil kitlesi (agirlikca-ortalama molekil kitlesi, Mw; sayica-
ortalama molekul kitlesi, Mn), boyutu, polidispersite degeri, Mark-Houwink sabitleri
elde edilmektedir. Bu calismada mobil faz olarak PBS (pH: 7,0) kullanildi ve oda
sicakhginda cahsildi. Uretilen PAA’lar Tosoh marka G5000PWy, GPC kolonunda
(30x0,78 cm) incelendi ve akis hizi 0,8 mL/dak. olarak galisildi. LPG, LPG-PAA konjugati
ve konjugasyonda kullanilan PAA ise Shim-Pack Diol-300 (50x0,79 cm) kolonunda analiz
edildi ve akis hizi 1,0 mL/dak. olarak ¢ahsildi.

3.5 Sentezlenen Polimerlerin, Konjugatin ve izole Edilen Lipofosfoglikanin

Toksisitesinin incelenmesi

3.5.1 Sentezlenen Polimerlerin, Konjugatin ve izole Edilen Lipofosfoglikanin

Toksisitesinin MTT Yontemiyle incelenmesi

3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) ydnteminin prensibi,
canh hicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enziminin MTT
reaktanini mor renkli formazan Uriniine dénlstiirmesine dayanir. Olusan mor renkli
formazan kristallerinin ¢ozlindirilmesi ve absorbansinin okunmasi sonucu, canl
hiicrelerde absorbans yiiksek cikarken, canllik azaldik¢a orantili olarak absorbans da
azalir [426]. Polimerin, LPG’nin ve konjugatin toksisitesinin incelenmesinde fare

fibroblast hiicreleri (L929) ve insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) kullanildi.

3.5.2 PAA’nin L929 ve MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile

incelenmesi

96 kuyucuklu plaklara, her kuyucuga 100 pL besiyeri icerisinde 10.000 fare fibroblast
hicreleri (L929), insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) olacak sekilde ekim yapildi.

Hicreler ekildikten sonra, plaklar 37°C'de %5 CO, igeren ortamda 48 saat inklbe edildi.
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inkiibasyonun ardindan, her konsantrasyon icin 5 kuyucuk olacak sekilde PAA’nin
(pH=7) farkh konsantrasyonlari (1, 10, 20 ve 30 ug/100 uL) ilave edildi. Polimer ile 24
saat inkGbasyonun ardindan 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan MTT

sollisyonundan her bir kuyucuga 10 pL eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.

inkiibasyonu takiben MTT durdurucu soliisyon olan dimetil siilfoksitten 100 pL eklendi.
Plak 30 dakika oda sicakliginda beklenip 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA

cihazina yerlestirildi ve cihazin absorbans 6lgiim sonuglari bilgisayar ortamindan alindi.

3.5.3 LPG’nin J774, 1929 ve MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT

Yontemi ile incelenmesi

Fare fibroblast hicreleri (L929), insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) ve fare makrofaj
(J774) hicreleri kiltirde ¢ogaltildiktan sonra her kuyucuga 10.000 hiicre olacak sekilde
96 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicreler 37°C'de %5 CO, iceren ortamda 48 saat inklbe
edildi. inkiibasyonun ardindan, her konsantrasyon icin 5 kuyucuk olacak sekilde
LPG’nin farkli konsantrasyonlar (1, 10 ve 20 pg/100 uL) ilave edildi. 24 saatlik
inklibasyonun ardindan MTT sollisyonundan her bir kuyucuga 10 uL eklendi ve 37°C'de
4 saat inklbe edildi.

inkiibasyonu takiben 100 pL DMSO eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek

570 nm dalga boyunda absorbans 6él¢timleri alindi.

3.5.4 LPG-PAA Konjugatinin J774, 1929 ve MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik

Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

1774, 1929 ve MCF-7 hiicrelerinden her kuyucuga 10.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plaklara ekimi yapildi. Hicreler 37°C'de %5 CO, igeren ortamda 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, her konsantrasyon icin 5 kuyucuk olacak sekilde
konjugatin farkli konsantrasyonlari (1, 10, 20 ve 30 pg/100 pL) ilave edildi. 24 saatlik

inkiibasyonun ardindan MTT soliisyonundan eklendi ve 37°C'de 4 saat inkiibe edildi.

inkiibasyonu takiben DMSO eklendi ve 30 dakika oda sicakhiginda bekletilerek 570 nm

dalga boyunda absorbans 6lglimleri alindi.
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3.5.5 PAA, LPG ve LPG-PAA Konjugatinin J774 ve L929 Hiicreleri Uzerindeki

Toksisitesinin Flow Sitometrik Olarak incelenmesi

Annexin V ve 7-AAD boyama: Apoptozis sirasinda, hicre zarinin fosfolipid ig
tabakasinda bulunan fosfatidilserinin (PS), hiicre zarinin dis tabakasina geger. Annexin
V fosfatidilserine ylksek afinite ile baglandigi igin apoptotik hiicrelerin belirlenmesini
saglar. 7 -Amino-Aktinomisin D (7-AAD) ise, DNA'nin sitozin ve guanin bazlari arasina
giren bir nukleik asit boyasi olup canli olan hicreleri canli olmayanlardan ayirt

edilmesinde kullanilir [427].

L929 ve J774 hiicrelerinin kiltirinde 6 kuyucuklu kaltir plagr kullanildi. Thoma
laminda hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra 25x10* hicre olacak sekilde %10 FBS
iceren RPMI-1640 besiyeri bulunan hiicre sitspansiyonundan eklendi. Hlcrelerin
tutunmasi igin 24 saat 37°C de %5 CO; igeren etlivde inkiibasyonu saglandi. Hiicrelerin
Uzerine LPG (35 pg), PAA (70 pg) ve LPG-PAA konjugati (105 pg) eklenerek, 37°C de %5
CO, iceren etlivde 48 saat inkiibasyona birakildi. Hicreler flow sitometrik inceleme igin
Tripsin-EDTA ile plak tzerinden kaldirilip 2 kez PBS ile yikandi. Daha sonra hiicrelere
Annexin V-FITC calisma solisyonundan 10 pL, 7-AAD c¢alisma sollisyonundanda 5 plL ve
baglama tamponundanda 100 pL eklenerek 15 dakika oda sicakhiginda karanlikta
inkiibasyona birakildi. 15 dakika inklibasyondan sonra her 6rnege 900 ulL daha baglama
tamponundan eklendi. Son olarak tim o6rnekler 1 saat saat icinde flow sitometride

analiz edildi.

3.6 in Vivo Deney Hayvani Calismalar

3.6.1 Cesitli Asi Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Calismalarda LPG antijeninden 4 tip asi adayi hazirlanmistir. Ayrica LPG’nin 2 ayri dozu

(10 pg ve 35 pg LPG icerecek sekilde) incelenmistir.

Birinci tip asi adayi: LPG antijeni tek basina (10 pg/100 pL PBS ve 35 pug/100 uL PBS

pH:7,4) immiinizasyon igin asi adayi olarak kullanildi.
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ikinci tip asi adayi: LPG-PAA konjugati 20 pg PAA ve 10 ug LPG icerecek sekilde toplam
100 pl PBS icinde ¢ozulda. Ayrica 70 ug PAA ve 35 pg LPG igerecek sekilde toplam 100
ul PBS icinde hazirlandi.

Uglincii tip asi adayi: Bu asi grubunda ise PAA ve LPG’nin 2:1 oraninda fiziksel karisimi
hazirlandi. 20 pg PAA + 10 pug LPG ve 70 ug PAA ve 35 ug LPG, pH:7.4 100 ul PBS iginde

¢ozulerek hazirlanan fiziksel karisim immunizasyon igin asi adayi olarak kullanildi.

Dordiincii tip asi adayi: Son asi grubunda ise asi ¢alismalarinda yaygin kullanilan
Freund’s adjuvani (50 ul) ve LPG (10 pg ve 35 pg pH:7.4) toplam 100 pl olacak sekilde

hazirlandi.

3.6.2 LPG igeren Cesitli Asi Formiilasyonlarinin BALB/c Farelere Enjekte Edilmesi

Eter anestezisi altindaki farelerin sirt bolgesine, deri altindan enjeksiyon yapildi.
Enjekte edilecek maddeler 0,1 mL hacimde PBS igerisinde ¢o6zlindirildi. Deney
gruplarina gore ayrilan kafesler farelerin uygun yasam kosullari saglanan odalarda
birakildi. Enjeksiyonu takiben, Leishmania’ya karsi antikor olusumlari incelenmek lizere

her hafta farelerden serum ornekleri alindi.

3.6.3 BALB/c Farelerden Serum Orneklerinin Alinmasi

Kan ornekleri, eter anestezisi altindaki farelerin kuyruk bdélgesinden alindi. Alkolle
silinen kuyrugun u¢ kismindan yaklasik 1 cm uzunlukta kesim yapildi. Kuyruk kismindan
¢ctkan yaklasik 30-50 pL hacmindeki kan, otomatik pipet yardimiyla alinarak sitrath
ependorf tipleri icerisine konuldu. Tim hayvanlardan kan alimini takiben, tiipler 5000
devirde 5 dakika santriflij edilerek serumlari ayrildi. Serumlar baska ependorf tiiplerine

alinarak ELISA yontemi ile analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi.

3.6.4 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Testi) Yontemi ile Serumdaki

immiinoglobulin Miktarlarinin Tayini

Leishmania parazitlerine karsi fare serumunda olusan antikorlarin tayin edilmesi icin

cesitli yontemler bulunmasina ragmen bu yontemler parazitin dnemli immiinolojik
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bolgesi olan LPG’ye karsi degildir. Buna gore de tez kapsaminda, BALB/c farelerde LPG
ve LPG-polimer konjugatlarina karsi antikor olusumunun incelenmesi igin, LPG’ye
spesifik ELISA testi gelistirildi. Bu amacla parazitlerden elde ettigimiz saf LPG kullanildi.
Kuyucuklara, mevcut ELISA protokollerinden faydalanilarak, 100 ng LPG/ 100 uL PBS

konsantrasyonunda eklenerek 42C’de bir gece inkibe edildi.

inkiibasyonun ardindan plaklar 3 kere yikama tamponu ile yikandi ve non-spesifik
baglanmalarin 6nlenmesi igin her bir kuyucuga 200 uL jelatin ¢6zeltisinden eklendi.

Plak 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra yikama yapildi.

Serum o6rnekleri 1:50 oraninda dilue edilerek her bir kuyucuga 100 pL eklendi. 4 °C'de 2
saat inkilibe edildikten sonra tekrar yikama yapildi ve 1:1500 oraninda dilue edilen
polivalen ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Plaklarin inkiibasyonu ve yikamasini takiben,
Paranitrofenil c¢ozeltisinden 100 uL eklendi ve 45 dakika oda sicakliginda karanhk
ortamda inklibe edildi. ELISA 6l¢iimlerinin sonuglari, ELISA okuyucu cihazinda 405 nm

dalga boyunda okuma yapilarak tespit edildi.

3.6.5 Fare Serum Orneklerindeki Antikorun IFAT (indirekt Fluoresans Antikor Testi)

ile incelenmesi

imminize edilmis farelerde antileishmanial antikor varligi IFA testi ile incelendi.
Cahsma igin VL etkeni L. donovani promastigotlarindan hazirlanan antijenler kullanildi.
Parazit kultiri % 0.9 NaCl igeren serum fizyolojik ile birka¢ kez yikanarak, IFA
lamlarinda her kuyucukta 2-3 x 10° parazit/mL olacak sekilde hazirlandi. Parazitleri
yaydigimiz lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlar IFA testi uygulanana
kadar -40° C'de sakladi. Calismalarda antikor olarak FITC-bagli anti Mouse IgM
kullanildi. Hazirlanan antijen lamlarina uygulanan IFA testi kisaca su sekildedir: Kuyular
serumlarla kaplandi. 37° C'de 30 dakika inkiibasyonun ardindan 15 dakika PBS’de
birakilarak yikandi. Daha sonra lamlara seyreltilmis IgM antikoru 30 dakika karanlik
ortamda uygulandi ve tekrar PBS ile yikama yapildi. Gliserin ile lamelleri kapatilan

ornekler 200x biyutmeli immiin floresan mikroskopta incelendi.

3.6.6 Elde Edilen Antikorun In Vitro Hiicre Kiiltiriinde Antileishmanial Etkisinin
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incelenmesi

RPMI-1640 besiyerinde kiltlri yapilan L. donovani promastigotlarinin, 96 kuyulu
plaklara 10° parazit/mL olacak sekilde ekimleri yapildi. Parazitler 24 saat 27°C’lik
sogutmali etlivde inkiibe edildi. Ters mikroskop ile hareketli, normal morfolojiye sahip
oldugu gozlemlenen parazitlerin Gzerlerine serum oOrnekleri eklendi. LPG, LPG+PAA
(konjugat), LPG+PAA (fiziksel karisim) ve LPG+Freund’s adjuvan ile imminize edilmis
farelerin 2, 3 ve 4. hafta serum 6rnekleri 4’er kuyuya eklendi ve 27°C’de 48 saat inkiibe
edildi. Kontrol olarak hicbir enjeksiyon yapilmamis fare serumu ve hicbir serum ornegi
eklenmemis parazitler kullanildi. 48 saatlik inkiibasyonu takiben tim kuyulara 10 plL
MTT solusyonu (10 mg/mL) eklendi ve 4 saat inkibe edildi. Daha sonra formazan
kristallerini ¢6ziinmesini saglamak amaciyla reaksiyon durdurucu olarak DMSO ilave
edildi ve oda sicakliginda yarim saat bekletilip ELISA okuyucuda absorbans degerleri

saptandi.

3.6.7 immiinize Edilen Farelerin L. donovani Parazitleri ile Enfekte Edilmesi

immiinizasyon yapilan fareler 1 x 10’ L. donovani promastigotlari ile farelerin karin
bolgesinde deri altina enjeksiyon vyapilarak, enfekte edildi. Daha sonra farkh

parazitolojik ve immunolojik calismalar icin enfekte edilen fareler incelendi.

3.6.8 Giemsa Boyama ve Mikro Kiiltiir Yontemi (MKY) ile Fare Periferik Kaninda

Parazit Varliginin ve Miktarinin Tespit Edilmesi

Deneylerde kullanilan farelerin L. donovani promastigotlari ile enfekte edilmesini
takiben 4 hafta boyunca kan alindi. Enfekte olan tiim fare kanlarindan 10 pL alinarak
alkolle temizlenmis lam (izerine yayma yapildi. Lam Uzerindeki 6rnek kurutuldu ve
metanol ile 5 dakika oda sicakliginda fikse edildi. Yayma ornekleri kurutuldu ve 1:10
oraninda sulandirilmis Giemsa boyasinda (Merck, 109204) 25 dakika oda sicakliginda
boyama islemi gerceklestirildi. Giemsa ile boyanmis 6rnekler yikandi ve kurutuldu. Son

olarak 151k mikroskobunda (100x) immersiyon yagi kullanilarak incelendi.

Mikrokiltir yonteminde ise antikoagilan (EDTA) madde bulunan tiiplere alinan 100 pL

kan 6rnegi kapiller bir tlipe aktarilarak 3000 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Serum
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bulunan Ust fazi ile eritrositlerin bulunan alt faz arasinda kalan buffy coat tabakasi 10
pL’lik mikropipet yardimi ile alindi. %15 FBS iceren RPMI 1640 besiyerine alinan ornek,
mikrokapiler tiplere aktarildi. Kapiler tiiplerin kenarlari mum yardimi ile kapatilarak 27
°C'ye ayarlanmis sogutmali etlive kaldinldi. 24 saatlik inkibasyonu takiben

mikrokapiler tlpler ters mikroskopta 40x biylitme ile incelendi.

3.6.9 Farelerin Sakrifiye Edilmesi ve Organlarinin Ayrilmasi

Kontrol ve immiinize gruplardaki tim fareler enfeksiyondan 30 giin sonra yiiksek doz
eter inhalasyonu ile sakrifiye edildi. Sakrifikasyonu takiben sirtlisti pozisyonda
sabitlenen hayvandan hizla peritonal makrofaj izolasyonu yapildi. Bunun igin dncelikle
abdominal bdlgesi alkol ile dezenfekte edilip steril pens ve makas yardimiyla derisi
peritondan ayrildi. Periton igerisine 1,5 mL steril RPMI-1640 besiyeri enjekte edildi.
Abdomenin 6n ve yan boélgelerine hafifce bastirilarak, besiyerinin periton icerisinde
dolasimi saglandiktan sonra besiyeri enjektor ile geri alinarak peritonal makrofaj

izolasyonu saglandi.

Daha sonra karaciger ve dalak izolasyonu icin periton kesildi. Organlarin hizla ve
travmatize etmeksizin steril olarak tartimlari yapildi. izole edilen lenfositler antijenle
(LPG) wuyarilarak kiltir ortamina salgilanan sitokinleri  belirlemek amaciyla
sipernatantlar toplandi ve -20 °C’'de saklandi. Karacigerden ve dalaktan Leishman-

Donavan Unit’in (LDU) hesaplanmasi igin yayma hazirlandi.

3.6.10 Peritonal Makrofaj Hiicrelerinin izolasyonu ve Leishmania Promastigotlari ile

in vitro Enfeksiyonu

Fareden 2,5 ml’lik enjektor icerisine fenol kirmizisi icermeyen RPMI-1640 ile izole
edilen besiyeri-hiicre karisimi santriflij tliptine alindi. 1000 rpm’de 5 dakika santrif(ij
edilip slipernatant atildi pellet tGzerine 5 mL fenol kirmizisi igermeyen %10 FBS igeren
RPMI 1640 eklenip stispanse edildi. Hicre stispansiyonu 25 cm?lik kiiltiir flaskina alind

ve % 5 CO, iceren 37° C'lik etlivde inklibasyona birakildi.

Periton makrofajlarini L. donovani promastigotlari ile enfekte etmek icin 24 kuyucuklu

kiltir plagr kullanildi. Steril 12 mm capindaki yuvarlak lameller tek tek kuyulara
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yerlestirildi. Daha 6nce Thoma laminda sayimi yapilan hiicreler lamel yerlestirilen
kuyulara 5x10% hicre olacak sekilde RPMI-1640 (%10 FBS) iceren hiicre
suspansiyonundan eklendi. Makrofajlarin lamellerin Ulzerine tutunmasi igin 24 saat

37°C de %5 CO; iceren etlivde inklibasyonu saglandi.

24 saat 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkiibasyona birakilan 24 kuyucuklu kaltir
plagindaki makrofajlar lzerine hiicre basina 10 promastigot disecek sekilde (5x10°
parazit) inokiile edildi. Hazirladigimiz plate %5 CO,; iceren etlivde 37°C’'de 4 saat slireyle
inkiibe edilerek makrofajlarin enfekte olmasi saglandi. Daha sonra ekstrasellller
promastigotlari uzaklastirmak icin 1 mL RPMI-1640 ile kuyular Gger kez yikandi ve yeni
hazirlanmis RPMI-1640 (%10 FBS) besiyerinden 1 mL ilave edildi. Deney ve kontrol
grubunda bulunan lameller 72. saatte Giemsa ile boyanarak i1sik mikroskobunda (100x)

enfeksiyon indeksi hesaplandi.

3.6.11 Enfekte Olmus Periton Makrofajlarinin Giemsa ile Boyanmasi

Enfekte makrofajlar 72 saat 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkiibasyona birakildiktan
sonra 24 kuyucuklu kltir plagindaki besiyeri dokildi. Her kuyu 500 pL PBS ile bir kez
yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra her kuyu 500 uL PBS-metanol (1:1,5) ¢Ozeltisi ile
yikandi. PBS-metanol sollisyonu uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 250 pyL metanol
eklendi ve oda sicakhiginda 10 dakika beklendi. Metanol uzaklastirildiktan sonra tekrar
PBS ile yikama yapildi. Daha sonra hiicre yizeyini 6rtecek miktarda (200 pL) Giemsa
eklendi. 3 dakika oda sicakhigindaki boya uzaklastirildi. Boya uzaklastirildiktan sonra
24’10k kultir plagi yikandi. Daha 6nceden 24°ltk kiltdr plagiicine ekledigimiz 12 mm’lik
lameller cikarilarak, Giemsa ile boyanmis olan enfekte makrofajlar isik mikroskobunda
100x buyitmede immersiyon yagi ile gozlendi. Enfektiflik daha 6nce anlatildigi gibi

(3.2.5.1. Enfektifligin hesaplanmasi) hesaplandi.

3.6.12 Karaciger ve Dalaktan Yayma Hazirlanmasi ve Enfeksiyonun Degerlendirilmesi

Sakrifiye edilen her farenin dalak ve karacigeri alinip tartildi. Dalak ve karacigerin
kesilen pargalari RPMI-1640 iginde yikandi ve kesik kisimlari lam Uzerine sirilerek
yayma hazirlandi. Yayma ornekleri metanolde fikse edilip Giemsa ile boyandi. Yaymalar

immersiyon yagi ile mikroskobik (100x) olarak incelendi. Her lam igin en az 200 hiicre
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incelendi ve hicrelerin igindeki parazitler sayildi. Parazit yiki Leishman-Donovan Units

(LDU) kullanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi:

Amastigot sayisi . o
LDU = — - —— X Milligram Cinsinden Organ Agirhg
Karaciger hiicre cekirdegi

LDU degeri kullanilarak ise parazit sayisindaki % dusls ise su formille hesaplandi:

100 Immunize Grubun LDU Degeri 100
Kontrol Grubunun LDU Degeri X

3.6.13 Dalaktan Sitokin Uretiminin Degerlendirilmesi

Fareden izole edilen dalak hiicreleri sitokin 6l¢cimleri icin RPMI-1640 besiyerinde
kiiltiire alindi. immunize gruplardan izole edilen dalak hiicreleri 10 pg LPG ile uyarildi.
LPG ile uyariimadan onceki sipernatantlari ve uyarildiktan 72 saat sonraki kaltlr

sipernatantlari toplanarak sitokin dl¢timlerinde kullanildi.

3.6.13.1INF-y ve IL-2

Maddeye spesifik antikor (capture antibody) PBS tamponu ile sulandirildi ve 96
kuyucuklu plaga 100 pL eklendi. Plak gece boyu oda sicakliginda inkiibe edildi. Yikama
¢Ozeltisi ile 3 kere yikama yapildi ve blok c¢ozelti eklenerek non-spesifik baglanma
engellendi ve oda sicakliginda en az 1 saat bekletildi. Tekrar yikama yapilarak reaksiyon
¢Ozeltisi-1'de sulandirilan 6rneklerden ve standarttan 100 plL eklenip oda sicakliginda 2
saat inklibe edildi. Maddeler kapl antikorlara baglandiktan sonra tekrar yikama yapilip
ayni maddenin farkli bir bolgesine (epitopa) baglanan isaretli bir antikor (detection
antibody) eklenerek 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve yikama yapildi. 100 plL
Streptavidin-HRP her bir kuyucuga eklenip oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildikten
sonra yikama yapildi ve her bir kuyucuga 100 plL substrat ¢ozeltisi eklendi. 20 dakika
oda sicakhginda inkiibe edilip 50 pL durdurucu ¢ozelti eklendi ve 450 nm dalga
boyunda 6lglim yapildi.
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3.6.13.21L-4 ve IL-10

Maddeye spesifik antikor (capture antibody) PBS tamponu ile sulandirildi ve 96
kuyucuklu plaga 100 uL eklendi. Plak gece boyu oda sicakhginda inkiibe edildi. Yikama
¢ozeltisi ile 3 kere yikama yapildi ve blok ¢ozelti eklenerek nonspesifik baglanma
engellendi ve oda sicakliginda en az 1 saat bekletildi. Tekrar yikama yapilarak reaksiyon
¢Ozeltisi-2 de sulandirilan érneklerden ve standarttan 100 uL eklenip oda sicakliginda 2
saat inkiibe edildi. Maddeler kaph antikorlara baglandiktan sonra tekrar yikama yapilip
ayni maddenin farkli bir bolgesine (epitopa) baglanan isaretli bir antikor (detection
antibody) eklenerek 2 saat oda sicakliginda inklibe edildi ve yikama yapildi. 100 pL
Streptavidin-HRP her bir kuyucuga eklenip oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildikten
sonra yikama yapildi ve her bir kuyucuga 100 plL substrat ¢ozeltisi eklendi. 20 dakika
oda sicakhginda inkibe edilip 50 pL durdurucu cozelti eklendi ve 450 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapildi.

3.7 istatistiki Degerlendirme

Deney sonuglarindaki anlamhlik ANOVA ve student t-test kullanilarak
degerlendirilmistir. Tim veriler Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version
16.0 for Windows) ile degerlendirilmis ve p < 0.05 istatistiki olarak anlaml kabul

edilmistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 In Vitro Kiiltiir Calismalari

In vitro kiltir cahismalarinda oncelikle Leishmania parazitlerinin cogalmasina etki eden
faktorler incelenmis daha sonra biyik 6lcekli kiltlir yontemleri gelistirilmistir. MCF-7
L-929 ve J-774 hiicre serisinin ise kiltird basarli sekilde yapilmis ve toksisite

calismalarinda kullaniimistir.

4.1.1 Leishmania Promastigotlarinin Biiyiimesini Destekleyen Farkli Kiiltiir Kosullar

Galismanin bu bolimiinde, MCF-7 kiltirinin metabolitlerini de iceren atik besiyerinin
Leishmania parazitlerinin in vitro ¢ogalmasina etkisi incelenmigtir. Kultlr
metabolitlerini iceren ortamda parazitlerin aktif, morfolojilerinin diizgiin oldugu ve
sayica artislarinin kontrole gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 1 ve Sekil

4.2).
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Sekil 4. 1 %10 FBS iceren kiltlr ortaminda parazitlerin morfolojileri

Sekil 4. 2 Metabolit iceren kiiltir ortaminda parazitlerin morfolojileri (x 20)

Cizelge 4. 1’de metabolitlerin farkh konsantrasyonlarinin parazitlerin gelisimi (izerine
etkisi goriilmektedir. Parazit sayisi serum igermeyen kontrol grubunda (FBS’siz besiyeri)
oldukca diisikken metabolit orani arttikga parazit sayisinin yiikseldigi tespit edilmistir.

96. saate gruplar arasindaki parazit sayisinda anlamli farklilik bulunmaktadir (P < 0.05).

Gizelge 4. 1 Farkh konsantrasyonlardaki metabolitlerin parazitlerin proliferasyonuna

etkisi

100
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Parazit Sayisi (105/ml)
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Metabolit miktari (%)

(~0]
M 48. saat

i 96. saat

FBS iceren ve icermeyen MCF-7 atik besiyerinin ve standart besiyerinin parazit

¢ogalmasina etkisi incelendiginde serum bulunan ortam ile atik besiyeri arasinda
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anlamli bir fark bulunmamaktadir. Diger taraftan FBS igermeyen kultir ortami

parazitlerin gelisimini yeterince saglayamamistir (Cizelge 4. 2).

Cizelge 4. 2 Farkh kaltir ortamlarinin parazit proliferasyonuna etkisi; (1) Besiyeri

(FBS’siz), (2) FBS’siz ortamda gogaltilan MCF-7 hiicrelerinin metaboliti, (3) FBS’li

standart besiyeri, (4) FBS'li standart besiyerinde ¢ogaltilmis MCF-7 hiicrelerinin
metaboliti

80 -
60 -

40 - H0
I H 48. saat
i 96. saat

30 ~

Parazit Sayisi (105/ml)

20 -

10 -

Gruplar

Ancak hem FBS’de hem de metabolitte bilinmeyen bazi makromolekiiler yapilar
bulundugu icin ve ¢ogaltilan kiiltiirden izole edilecek LPG’nin safligini etkilememesi icin
ayni zamanda ekonomik agidan sagladigi avantajlar nedeniyle blylk Olcekli kilttr
calismalarinda kullanilmak lizere, parazitlerin proliferasyonuna beyin kalp inflizyon

besiyerinin etkisi incelenmistir.

4.1.2 L. donovani Parazitlerinin Beyin Kalp infiizyon Besiyerinde Biiyiik Olgekli

Kiltiriinin Yapilmasi

Cizelge 4. 3'de 150 cm?lik flasklar icindeki L. donovani promastigotlarinin cogalma
egrisi gosterilmektedir. Sekilde gorildigiu gibi parazit sayisi 8. giinde en vyiksek
seviyeye ulasmistir. Bu asamada mLl’deki parazit sayisi ~11x10° parazit/mL

yogunlugundadir.
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Cizelge 4. 3 Sogutmali inkiibatorde (27°C) flask icinde yapilan parazit kilttranin
cogalma egrisi
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Sogutmali inktibatorde flask icerisinde yapilan parazit kiiltlirine ek olarak cam erlenler
kullanilarak ¢alkalamali ve duragan sistemde parazit kiltlirt yapildi. Parazit kiltird igin

optimum galkalama hizinin 50 rpm oldugu belirlendi.

Sekil 4. 4’de duragan ve calkalayici ortamda, L. donovani’nin bliyiime egrisi verilmistir.
Sekilde goruldigu gibi ¢calkalamali ortamda parazit sayisi duragan kiiltiire gére anlamli

Olclide daha yuksektir (p < 0,05).

102



Cizelge 4. 4 L. donovani promastigotlarinin cam kltlr siselerinde ¢alkalamali (1) ve
duragan (1) kaltarlerin cogalma egrileri (27°C)
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Calkalamali ortamda besiyeri sirkiilasyonunun olmasi parazitlerin kiltiir sisesinin
tabaninda alt faz olusturup, birbirlerininin gelisimini inhibe etmesini engellemis olur.

Bu ise homojen bir kiiltlir ortami olusmasini saglar.

LPG izolasyonu igin ¢ok miktarda parazite ihtiya¢ duyulmasindan dolayl parazit
kiiltirindn orbital calkalayicida yapilmasina devam edildi. Sonug olarak L. donovani
promastigot formlarinin in vitro olarak devaml kiiltlirii ve kriyoprezervasyonu yapildi.

Ayrica LPG izolasyonu icin blyik 6lcekte parazit elde etmek icin optimize edildi.

4.1.3 Leishmania Parazitlerinin Amastigot Formlarinin in vitro Kiiltliriiniin Yapilmasi

Leishmania promastigotlari ile enfekte olmus makrofajlar Sekil 4. 3 (A, B)'de
gosterilmistir. Enfektiflik hesaplamasina gore 24. saatte makrofajlarin %70,27’si
enfekte olmustur. Makrofaj basina diisen ortalama amastigot sayisinin enfeksiyon
indeksinin ise 218 (70,27 x 3,1) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 3 A). 48. saatte enfekte
olmus makrofajlarin ylzdesi azalarak %28,12’ye, makrofaj basina diisen ortalama
amastigot sayisi ise 0,6’ya dismustir. Bu durumda ise enfeksiyon indeksi 19 (28,12 x
0,6) olmustur (Sekil 4. 3 B). 24. saatte enfeksiyon indeksinin daha yiksek olmasi
enfektiflik ylzdesi ve ortalama amastigot sayisinin fazla olmasindan kaynaklanir. Bu
nedenle ileride yapilacak in vitro calismalarda enfektifligin 24. saatindeki amastigot
kaltdrdndn kullanilmasinin uygun oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 3 Leishmania promastigotlari ile enfekte olmus makrofajlar (A. 24. saat, B. 48.
saat, x100)

4.2 Leishmania Parazitlerinden LPG’nin izole Edilmesi

Leishmania parazitlerinden LPG izole edildikten sonra safligi ve miktari ince tabaka

kromotografisi, fenol stlfurik asit metotu ve Coomassie Blue yontemi ile incelendi.
4.2.1 LPG’nin Karakterizasyonu

4.2.1.1 ince Tabaka Kromotografisi

Sekil 4. 4’de kolon kromotografisi yapildiktan sonra ince tabakaya damlatilan
fraksiyonlarda orkinol ve sulfarik asit uygulamasindan sonraki renk olusumu
gosterilmistir. Kontrolde mor renk olusmasi, mor renkli fraksiyonlarda glikokonjugat
varhgini géstermektedir. Buradan renk olusan fraksiyonlar toplanmis ve LPG iceren bu
fraksiyonlar liyofilize edilerek kurutulmus, fenol silfiirik asit yontemi ile LPG varlgi

saptandiktan sonra ileriki calismalar icin kullanilmistir.

A
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Sekil 4. 4 ince tabaka kromotografisi ile LPG varliginin saptanmasi

4.2.1.2 Fenol Siilfurik Asit Metotu

Fenol sulfurik asit metodu karbonhidratlarin varligini tespit etmek igin kullanilan bir
yontemdir. Calismamizda elde edilen LPG miktarini belirlemek amaciyla bu yontem

kullanildi.

1 mg/mL glikoz ¢ozeltisinden hazirlanan 10, 20, 40, 60 ve 80 pug/mL alindi, 490 nm’de
absorbansi Olcgulerek standart hazirlandi (Cizelge 4. 5). Oktil sefaroz kolon ile
saflastirilan LPG'nin 490 nm’de absorbans degerleri okundu. Seker miktarina bagh
olarak olusturulan standarda gore, saf LPG’nin icerdigi seker miktari, buradan da elde
ettig§imiz LPG miktari hesaplandi. Her bir izolasyon ve saflastirma sonrasinda bu

yontem uygulanarak miktar tayini yapildi.

Cizelge 4. 5 Fenol sulfirik asit metotu ile 490 nm’de glukoz tarafindan olusturulan
standart

0,06

0,05 ~ y = 0,0108x - 0,014
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Seker Miktan (ug)

4.2.1.3 Coomassie Blue Yontemi Spektrofotometrik Protein Tayini

Standart egri olusturmak icin BSA (bovine serum albumin) stok ¢ozeltiden derisimi O,
20, 40, 60, 80, 100 pg/mL olacak sekilde standartlar hazirlandi (Cizelge 4. 6). Oktil
sefaroz kolon ile saflastirilan LPG’nin 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Protein
miktarina bagh olarak olusturulan standarda gore saf LPG’nin protein icermedigi
belirlendi. Her bir izolasyon ve saflastirma sonrasinda bu yéntem uygulanarak protein

kontaminasyonu acisindan kontrol edildi.
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Cizelge 4. 6 Coomassie blue yontemi 595 nm’de BSA tarafindan olusturulan standart
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4.3 LPG’nin PAA ile Konjugasyonunun Yapilmasi

4.3.1 PAA’nin Leishmania Parazitlerinden izole Edilen LPG ile Konjugasyonu ve

Karakterizasyonun Yapilmasi

LPG’nin yapi ve fonksiyonel grup analizi, s6z konusu teknikler icin (FTIR, H-NMR gibi)
gereken 6rnek miktari izolasyonda elde edilene kiyasla fazla oldugu igin yapilmamis;
buna karsilik LPG molekill, polimer-LPG konjugati ile kiyaslayabilmek amaciyla GPC

cihazinda analiz edilmistir.

LPG’nin, GPC cihazi ile analizinden elde edilen sonuclar Cizelge 4. 7'de gozikmektedir.
Kromatogramlarin ilk 20 mL’sinde 1sik sacilmasi hari¢ hicbir dedektorde pik
gozlenmemektedir. Isik sacilmasi molekil kitlesine baglh olarak sinyal olusturan bir
dedektordir. 10,8 mL’de ¢ikan pik, miktari cok az ama molekiil kitlesi yliksek olan bir
molekil olabilir. Ama diger dedektorlerde ayni dakikada sinyal alinmadigindan mobil
fazdan kaynakl bir pik olabilir. 21,3 mL’de kirilma indisinde ¢ikan negatif pik tuz pikidir.
Diger dedektorlerde de bu dakikada c¢ikan negatif ve pozitif pikler bu sebepten
olusmaktadir. Kirllma indisi dedektériinde daha sonra gelen siddetli pik ise LPG izolati

icinde bulunan amonyum asetat tuzu olabilir. Zira konsantrasyona hassas olan kirilma
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indisi dedektoriinde bu kadar siddetli pik vermesine ragmen isik sacilmasi
dedektoriinde ¢ok ufak bir pik goriilmesi, molekill kitlesi ¢ok az olan molekiillere
uygun gelmektedir. Bu analizden elde edilebilecek sonug, LPG molekilinin miktarinin
GPC yontemi ile izlenebilecek diizeyde olmayisi olabilir.

Cizelge 4. 7 izole edilen LPG’nin GPC cihazindan elde edilen kirilma indisi (a), 151k
sagilmasi (b), viskozimetri (c) kromatogramlari.
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LPG molekiliniln yetersiz miktarda olmasi sebebiyle GPC ile gozlenememis olmasina
ragmen, LPG-PAA konjugatinin polimerin davranisina bagh olarak gozlenebilecegi
dislincesinden hareketle, elde edilen konjugat da GPC ile analiz edilmistir. PAA
(Mw=100 kDa), GPC ile kolaylikla analiz edilebilen bir molekildir. Bu nedenle PAA ile
olusturulan bir konjugatin da bu yéntem ile analiz edilebilecegi disiiniimektedir. Elde
edilen konjugat ve PAA, GPC ile incelendiginde Cizelge 4. 8'de goriilen sonuclar

alinmistir. Bu sonuclara gore 10,9 ml'de cikan pik PAA’ya aittir. Konjugasyon
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sonrasinda LPG-PAA konjugati da ayni sirede kolonu terk etmektedir. Kirllma indisi
dedektoriindeki PAA ve LPG-PAA konjugatinin pik alanlari degismemistir. Isik sagiimasi
kromatograminda ise konjugatin pik alani artmistir. Bu, polimerin molekil kitlesinde
bir artisin oldugunu gostermektedir. Viskozimetri dedektoriinde ise konjugatin pik alani
PAA’ya gore oldukga azalmistir. EDC ile aktivasyon sonrasinda polianyonun toplam net
yukiinin azalmasindan dolayr daha kompakt hale gelmesi viskozite degerini
distrmustir. Bu da polimerin viskozitesine bagh olarak sinyal olusturan viskozimetri

dedektorinden elde edilen pikin alaninda azalmaya yol agmistir.

Tim kromatogramlar g6z o©nlne alindiginda, konjugasyon sonrasinda tim
dedektorlerdeki PAA pikinde meydana gelen degisimlerin PAA’ya LPG baglanmasi
sonucunda oldugu distnulebilir.

Cizelge 4. 8 LPG-PAA konjugati (yesil) ve PAA’nin (siyah) GPC cihazindan elde edilen
kirilma indisi (a), 151k sacilmasi (b), viskozimetri (c) kromatogramlari
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4.4 PAA’nin, LPG-PAA Konjugatinin ve izole Edilen LPG’nin Toksisitesinin

incelenmesi

4.4.1 PAA’nin L929 ve MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile

incelenmesi

PAA’'nin fare fibroblast hicreleri (L929) ve insan meme kanser (MCF-7) hicreleri

Uzerindeki toksik etkisi MTT yontemi ile incelenmistir.

Cizelge 4. 9’da polimerin farkli konsantrasyonlarinin L929 hicrelerinin canlilig
Uzerindeki etkisi gosterilmistir. Sekilde gorildigi gibi incelenen konsantrasyonlarda
kontrole kiyasla absorbans degerlerinde anlamli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). Bu da poliakrilik asitin incelenen konsantrasyonlarda L929 hiicre kiiltlirinde

toksik etki olusturmadigini gostermektedir.

Cizelge 4. 9 PAA’nin farkli konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin canliigina etkisi
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Polimerin ayni konsantrasyonlarinin toksik etkisi MCF-7 hiicrelerinde de incelenmistir.
Cizelge 4. 10°da polimerin incelenen konsantrasyonlarda MCF-7 hiicreleri Uzerinde

toksik etki gostermedigi gorilmektedir.
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Cizelge 4. 10 PAA’nin farkli konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinin canliigina etkisi
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4.4.2 LPG’nin J774 ve L929 Hiicreleri Uzerindeki Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile

incelenmesi

Cizelge 4. 11'de LPG molekdiliniin 3 farkh konsantrasyonunun L929 hicre canliligina
etkisi goOsterilmektedir. LPG’nin incelenen hicbir konsantrasyonda toksik etki
gostermedigi tespit edilmistir. Hlcreler kontrole kiyasla benzer canlilik ve metabolik

aktivite gostermislerdir.

Cizelge 4. 11 LPG’nin farkh konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin canliligina etkisi
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Cizelge 4. 12’de LPG molekilinin 6 farkli konsantrasyonunn, J774 fare makrofaj hiicre

canliligina etkisi gosterilmektedir. incelenen hicbir konsantrasyonda toksik etki
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gorilmemigstir. Hucreler kontrole kiyasla benzer canllik ve metabolik aktivite

gostermislerdir.

Cizelge 4. 12 LPG’nin farkli konsantrasyonlarinin J774 fare makrofaj hicre canhligina

etkisi
P
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4.43 LPG - PAA Konjugatinin J774, L929 ve MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksik

Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

LPG-PAA konjugatinin fare makrofaj hiicreleri (J774), fare fibroblast hiicreleri (L929) ve
insan meme kanser hicreleri (MCF-7) Uzerindeki toksik etkisi MTT yontemi ile
incelenmistir. Konjugatin L929 hiicrelerinin izerine toksik etkisi incelenmis ve kontrole

kiyasla canlilikta anlamli bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir (p>0,05) (Cizelge 4. 13).

Cizelge 4. 13 LPG-PAA konjugatinin farkl konsantrasyonlarinin L-929 hiicrelerinin
canhligina etkisi
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Cizelge 4. 14’de ise konjugatin ayni konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri Uzerine
toksik etkisi incelenmistir. incelenen bu konsantrasyonlarda MCF-7 hiicreleri tizerinde

de toksik etki olmadigi belirlenmistir (p>0,05).

Cizelge 4. 14 LPA-PAA konjugatinin farkh konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicrelerinin
canhligina etkisi
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LPG-PAA konjugatinin J774 fare makrofaj hiicreleri Gzerindeki toksik etkisi MTT
yontemi ile incelenmis ve konjugatin J774 fare makrofaj hiicreleri tizerine toksik etkisi
sadece PAA kullanilan konsatrasyonlarla benzerlik gostermistir. Cizelge 4. 15'de
goruldtgl gibi in vivo calismalarda kullanilan asi formilasyonlarinin fare makrofaj

hiicreleri lizerine herhangi bir toksik etkisi olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 4. 15 LPA-PAA konjugatinin farkli konsantrasyonlarinin J774 fare makrofaj
hiicre canhligina etkisi
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4.4.4 PAA, izole Edilen LPG ve PAA-LPG Konjugatinin L929 ve J774 Hiicreleri

Uzerindeki Toksisitesinin Flow Sitometrik Olarak incelenmesi

Cizelge 4. 16’da PAA, LPG ve konjugatin incelenen konsantrasyonlarda 1774
hicrelerinin canliigina etkisi gorilmektedir. Sekilde gorildigl gibi incelenen bilesikler
hiicreler Uzerine toksik etki gostermemis, hiicrelerde apoptoz veya nekroza neden
olmamistir. Hicre canlihklarinda da kontrol ile anlamh bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05). Cizelge 4. 17’de ise PAA, LPG ve konjugatin incelenen konsantrasyonlarda

L929 hiicrelerinin canliigina etkisi verilmistir.

Cizelge 4. 16 LPG, PAA ve LPG-PAA konjugatinin J 774 hiicreleri Gzerindeki toksik
etkisinin flow sitometrik olarak incelenmesi
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Kontrol PAA LPG PAA-LPG
H Erken Apoptotik  H Geg apoptotik/Olii Hiicreler & Canli Hiicreler

Cizelge 4. 17 LPG, PAA ve LPG-PAA konjugatinin L929 hiicreleri lizerindeki toksik
etkisinin flow sitometrik olarak incelenmesi
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J774 hicrelerinde oldugu gibi incelenen bilesikler L929 hiicreleri lizerinde toksik etki
gostermemis, hiicrelerde apoptoz veya nekroza neden olmamistir. Hiicre canhliklarinda

kontrol ile anlamh bir fark bulunmamaktadir (p>0,05).

4.5 In Vivo Deney Hayvani Calismalari

4.5.1 ELISA Yéntemi ile Serumdaki immiinoglobulin Miktarlarinin Tayini

ELISA testi sonucunda 10 ve 35 pug LPG iceren ¢esitli asi formulasyonlari ile immiinize
edilmis BALB/c fare gruplarindan elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4. 18 ve
Cizelge 4. 19°da sunulmustur. Daha o6nce aciklandigi gibi ilk immiinizasyondan sonra
fareler ayni doz asi adayi ile tekrar immiinize edildi. ikinci immiinizasyondan sonra ise
fareler L. donovani promastigotlari ile enfekte edilmistir. Kontrol grubunda antijen ile
imminizasyon yapilmadiginda antikor seviyesi degismezken, enfeksiyondan sonra
verilen parazitlerden dolayi diisiik seviyede antikor Gretimi belirlendi. Tim imminize
gruplarda birinci hafta antikor seviyesinde kontrole gére artis goézlendi. ikinci
immdinizasyondan sonra Uglinct hafta serum orneklerinde tekrar antikor seviyesinde
artis meydana geldi (ikincil immin yanit). Tum asi adaylari arasinda ise antikor
seviyesinde en belirgin artis LPG-PAA konjugatlarinin oldugu grupta gozlendi. Freund’s
adjuvani, genellikle mikobakteriler gibi 6ldirilmis mikroorganizmalari iceren yag ve su
emdlsiyonu olup immiin sistemi uyarmaktadir. Ancak sekilde gorildigu gibi Freund’s
adjuvani ile beraber verilen LPG, polimer konjuge edilmis LPG (konjugat) kadar ylksek
verimlilikte antikor Uretimini saglayamamistir. Ayni zamanda LPG’in konjuge edilmeden
polimer ile karistirilarak verilen asi formilasyonunun da (fiziksel karisim) yiiksek bir
immunite sagladigl tespit edilmis, ancak absorbans konjugat ile imminize edilen
farelerdeki kadar yiliksek olamamistir. Son olarak tiim imminize gruplarda
enfeksiyondan sonra antileishmanial antikor seviyesinde artis goézlenmistir. Benzer
olarak LPG-PAA konjugat grubunda diger asi adaylarina gére antikor seviyesindeki artis
daha fazladir. Asi adayi gruplari arasinda yapilan istatistik analizleri sonucunda LPG-
PAA konjugat iceren grup, diger gruplardan anlamli olarak farkh ¢ikmistir (10 pug LPG
icin P degeri = 0.014, 35 ug LPG icin P degeri = 0.026).
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Cizelge 4. 18 10 ug LPG iceren cesitli asi formilasyonlari ile immiuinize edilmis BALB/c
fare serumlarindaki LPG’ye karsi polivalen antikor seviyeleri

o
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Cizelge 4.19 35 ug LPG iceren gesitli asi formulasyonlari ile immiinize edilmis BALB/c
fare serumlarindaki LPG’ye karsi IgG antikor seviyeleri
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Boylece fare serum 6rneklerinde ELISA yontemi ile antileishmanial antikor incelenmesi

sonucunda kontrol grubundan farkli olarak tim immiunize gruplarda antileishmanial
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antikor varligi tespit edildi. TUm imminize gruplarda ikinci immiinizasyondan sonra
birinci immiinizasyona gore absorbansta artis oldugu belirlendi. Ayrica LPG-PAA
konjugati iceren gruplarda diger imminize gruplara gore, antileishmanial antikor

seviyesinin daha yiksek oldugu saptandi.

4.5.2 Fare Serum Orneklerindeki Antikor Varhginin IFAT (Indirekt Fluoresans

Antikor Testi) ile incelenmesi

Fare serum orneklerindeki antikor varligi IFAT ile incelendiginde kontrol grubunda
incelenen 4 haftada da Leishmania’ya spesifik IgM antikoru saptanmamistir (Cizelge 4.
20). LPG iceren cesitli asi formulasyonlari ile imminize edilmeye c¢alisilan BALB/c
farelerinde ise Leishmania’ya spesifik IgM antikor yaniti tabloda gosterildigi gibi 2+'dir.
incelenen gruplar arasinda en fazla floresan yogunlugu LPG-PAA (konjugat) grubunun
2, 3 ve 4. haftasinda ve LPG-PAA (fiziksel) grubunun 4. haftasinda olmustur. Sonuclara
gore antileishmanial antikor Gretimi floresan yogunluguna gore en fazla LPG-PAA
(konjugat) grubunda gozlendi ve bu da ELISA sonuglarini desteklemektedir. Boylece
tim asi adayr gruplarinda LPG antijenik 6zellik gostermis ve ancak farkh antikor
seviyeleri belirlenmistir.

Cizelge 4. 20 Cesitli asi formulasyonlari ile immiinize edilmis BALB/c fare
serumlarindaki LPG spesifik IgM antikor seviyelerinin IFAT yontemi ile incelenmesi

1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta |4. Hafta

Kontrol
LPG Band Yogunhigu
LPG + PAA(Konjugat) - e+t
+++
LPG + PAA(Fiziksel Karisim) A
+
Negatif

LPG + Freund’s Adjuvan

116




4.5.3 Cesitli Asi Formiilasyonlari ile immiinize Edilen BALB/c Fare Serumunun in
vitro Ortamda L. donovani Promastigotlarinin Canliligi Uzerine Etkisinin MTT Yontemi

ile incelenmesi

immiinize ve kontrol grubundan alinan serumlarin L. donovani promastigotlari tizerine
antileishmanial etkisi incelendiginde serum eklenmeyen kontrol grubunun canliligina
bagl olarak fare serumu bulunan promastigotlarin canlihgindaki dists goriilmektedir
(Cizelge 4. 21). Buna gore LPG-PAA konjugati iceren gruptan alinan serum 6rneklerinin
L. donovani promastigotlarina karsi antileishmanial etkisi en fazladir. Antileishmanial
antikor icermeyen kontrol grubunda ise kompleman proteinlerinden dolayi
promastigot canliiginda azalma oldugu belirlendi. immiinize gruplarda antileishmanial
etkinin en fazla LPG-PAA konjugatinda gorilmesi, lretilen antikor miktarinin en fazla

bu grupta olmasindan kaynaklanabilir.

Cizelge 4. 21 Cesitli asi formulasyonlari ile immunize edilmis BALB/c fare serumlarinin
antileishmanial etkisi
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4.5.4 Giemsa Boyama ve Mikro Kiltiir Yontemi (MKY) ile Fare Periferik Kaninda

Parazit Varliginin ve Miktarinin Tespit Edilmesi

Gimsa boyama ile periferik kanda yapilan incelemelerde duyarlilik olduk¢a dusliktdr.
Bunun nedeni kandaki parazit sayisinin olduk¢a diisik sayida olmasidir. Bu nedenle
mikrokiltir yonteminde parazit sayisina gore Cizelge 4. 22’deki sekilde yapildi. Bu
yontemin temeli kapiler tip icinde mikroaerofilik ortamda bulunan hicre igi
amastigotlarin  27°C’lik etlivde hareketli promastigotlara dénismesine dayanir.
Mikrokultir yontemi 6zellikle asemptomatik Leishmania enfeksiyonlarinda bile oldukga
duyarlidir [428]. Yaptigimiz ¢alismalarda imminize gruplarda parazit yikinde azalma
beklendiginden parazit varligini belirlemek Giemsa yontemi ile oldukca zordur. Elde
edilen sonuclara gore Giemsa yontemi ile periferik kanda tim immdiinize gruplarda
parazit belirlenememistir. Fakat kontrol grubunda 2. haftadan itibaren Giemsa
sonugclarinin pozitif oldugu belirlendi (Cizelge 4. 22). TiUm imminize gruplarda ve tim
haftalarda alinan kan orneklerinde Giemsa sonuglari negatif ¢ikmasina ragmen
mikrokultlr sonuclari pozitif cikmistir. Ancak incelenen gruplarda parazit yogunluguna
gore farkliklar tespit edilmistir (Cizelge 4. 22). Konjugat grubunda parazit sayisinin en az

oldugu, buna karsin kontrolde 6+ oldugu saptanmistir.

Cizelge 4. 22 Giemsa ve Mikrokultiir yontemi ile fare periferik kaninda parazit
derecelendirme sonuglari

1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Giemsa | MCM | Giemsa | MCM | Giemsa | MCM | Giemsa | MCM
Kontrol 0 6+ 2+ 6+ 2+ 6+ 3+ 6+
LPG 0 2+ 0 2+ 0 2+ 0 3+
LPG+PAA (Konjugat) 0 2+ 0 2+ 0 1+ 0 1+
LPG+Freund's Adjuvan 0 2+ 0 2+ 0 3+ 0 3+
LPG+PAA (Fiziksel
0 2+ 0 2+ 0 2+ 0 2+
Karigim)
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4.5.5 Dalak Agirliklarinin Tespit Edilmesi

VL’in en 6nemli klinik bulgularindan biri dalak agirliginin artmasidir. 10 ve 35 ug LPG
iceren cesitli asi formilasyonlari ile immiinize edilmis BALB/c fare gruplarindan elde
edilen dalak agirliklari o6lglilmiis ve ortalamalari Cizelge 4. 23’te verilmistir. Elde
ettigimiz sonuglarda ozellikle LPG+PAA konjugati ile immunize edilen gruplarda dalak
agirhg: kontrol grubunun yarisi kadardir. Asi formilasyonlarinin igerdigi LPG miktari 35
pg olan farkli zamanda farkli gruplarla yapildigindan dalak agirliklarinda farkhhik
gortlmustir. Fakat 10 ve 35 pg LPG iceren ayni asi gruplar arasinda anlamh fark
gorilmemistir (p > 0,05). Bu da LPG+PAA konjugat grubunda parazit yikiinin oldukca
dislik oldugunu gostermektedir. Ayrica tiim immiinize gruplarda kontrole gore dalak

agirhginda anlamli bir disis belirlendi (Cizelge 4. 23).

Cizelge 4. 23 immiinize ve kontrol grubu deney hayvanlarinin dalak agirlik ortalamalari
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Dalak Agirliklari Ortalama (gram)

4.5.6 Peritonal Makrofaj Hiicrelerinin izolasyonu ve Leishmania Promastigotlari ile

In Vitro Enfeksiyonu

Enfekte makrofajlarin ylizdesi ve enfekte olmus makrofaj basina diisen amastigot sayisi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda immiinize edilmis gruplarda daha disik oldugu
belirlendi. Enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma LPG-PAA konjugatinda (10 ug
LPG i¢in %87; 35 ug LPG icin % 89 ) sonrasinda ise LPG-PAA fiziksel karisim (10 ug LPG
icin %65,36; 35 ug LPG icin %67), LPG+ Freund's Adjuvan grubu (10 pg LPG i¢in %46,22;

35 pg LPG icin %43) ile imminize edilmis farelerde belirlendi (Cizelge 4. 25).
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LPG-PAA konjugati ile immiinize edilen farelerden elde edilen makrofajlar en diisik
enfekte makrofaj oranini ve makrofaj basina diisen amastigot sayisini gosterdi. Diger
immiunize edilen farelerden elde edilen oranlar ile kiyaslandiginda olusan fark oldukca
yuksektir (P < 0,01).

Cizelge 4. 24 10 ve 35 ug LPG iceren cesitli asi formulasyonlari ile immiinize edilmis

BALB/c fare gruplarindan in vitro enfekte peritoneal makrofajlarinin enfeksiyon
indekslerindeki diislis yuzdeleri
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Karisim) Adjuvan

LPG+PAA konjugat iceren grup ile diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmaktadir (P
< 0,01). LPG ve LPG+ Freund's Adjuvan gruplari arasinda enfeksiyon indeksleri arasinda

belirgin bir diists farki bulunmamaktadir.

Sekil 4. 5 Leishmania donovani ile enfekte edilmis periton makrofajlari, LPG (A); Kontrol

(B)
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4.5.7 Karaciger ve Dalaktan Yayma Hazirlanmasi ve Enfeksiyonun Degerlendirilmesi

Parazit yukid Leishman-Donovan Unit (LDU) kullanilarak hesaplandiktan sonra
imminize gruplarda meydana gelen parazit yikindeki azalma Cizelge 4. 25'de
gosterilmistir. Asi formilasyonlarinin igerdigi LPG miktari artirildigi zaman, olusan
immun yanita bagh olarak parazit yikinde anlamli bir diisis meydana gelmistir. Buna
gore parazit yikiunde en belirgin azalma % 81,17 ile 35 pg LPG igeren LPG + PAA
konjugat grubunda gozlenmistir. 10 pg LPG iceren grupta ise bu diisis %53,37'dir.
Ayrica 35 ug LPG iceren LPG + PAA fiziksel karisiminda % 55,2, sadece LPG ile immiinize
edilen grupta %44,93 son olarakta LPG + Freund’s adjuvani iceren grupta %65,8 parazit
ylikinde dislis belirlenmistir. 10 ug LPG iceren gruplarda ise LPG + PAA fiziksel
karisgimindaki duslis % 36.23, sadece LPG ile immunize edilen grupta %34,40 olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4. 25 Farkh formiilasyonlarda immiinize edilip enfekte edilen farelerdeki parazit
yukinin azalma ylzde degeri.
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4.5.8 immiinize Fare Dalak Hiicrelerinin IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10 Sitokin Uretimi

Cesitli asi formilasyonlari ile imminize edilen farelerin dalak hicrelerinin
sipernatantinda olcllen sitokin cevaplari (IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10) incelenen asi

formiilasyonlarinin immiin cevaba etkisini ortaya koymustur.
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Gizelge 4. 26’da goruldiugi gibi imminize farelerde IFN-y seviyesi kontrole gore anlamh
olciide yiiksek seviyededir. Ozellikle LPG-PAA konjugati ile immiinize edilen farelerde
IFN-y en yliksek seviyede oldugu gozlenmistir. Ayrica adjuvan grubunda da yiksek bir

sitokin cevabi tespit edilmistir.

IL-12 Uretiminde ise kontrole kiyasla anlamli bir fark yoktur (p>0,05). IL-4 Th2 tip hiicre
yanitin géstergesi olan bir sitokindir. immunize gruplarda IL-4 ve IL-10 iretiminde

kontrole goére herhangi bir artis olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).

IFN-y seviyesinin immiinize edilen farelerde yiksek olmasi immin yanitin T1 tipi
oldugunu duslindiirmekte, konjugat ile imminize farelerdeki leishmaniasise karsi
koruma ozelliklerini desteklemektedir. Bu da kontrolde farelerin iyilesmeme sebebini
actklayan onemli bir bulgudur. Konjugat grubunda ise bu durum tam tersi olup

farelerdeki parazit ylikiindeki ciddi azalmayi desteklemektedir.

Cizelge 4. 26 immunize farelerden izole edilen dalak hiicrelerinden IFN-y tretimi
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4.6 TARTISMA

Leishmaniasis, enfekte Flebotomus cinsi sineklerin kan emme sirasinda Leishmania
cinsi protozoan parazitleri memeli konaklara bulastirmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir.
Leishmaniasis, Diinya Saghk Orgiiti’niin (DSO) belirledigi en dnemli tropikal hastaliklar
listesindeki 6 hastaliktan biridir. Diinyada 350 milyon insan leishmaniasise yakalanma
riski altindadir. Bu hastalik 98 {ilkede endemik olup enfekte kisilerin sayisi 12 milyondur
[1]. Hastalik Tirkiye'nin de ciddi halk sagligi problemlerinden biri olup 20 milyon kisi bu
hastaligin tehdidi altindadir. Ayrica Ulkemizde birgok bdlgede hastaligin visseral ve
ozellikle de kutan6z formlarina rastlanmaktadir. Saglik Bakanhg istatistiklerine gore,
yalnizca kitan6z leishmaniasis (KL) igin her yil yeni olgu sayisi yaklagik 5.000 kisidir [2],
[3]. Endemik komsu (lkelerden goc ile hastaligin daha da artmasi beklenmektedir.
Hastaligin bu kadar yaygin olmasinin en 6nemli sebepleri; hastalik etkenlerinde
kullanilan ilaglara karsi direngliligin gelismesi, bircok memeli hayvanin hastaligin
rezervuari olmasi, kiiresel iklim degisiklikleri gibi nedenlerdir. Hastaligin tanisinin
konulmasindaki problemler, tedavisindeki zorluklar ve direng¢ gelisimi hastalik ile
micadelede etkin bir asinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Simdiye kadar etkin bir
asinin gelistirilememis olmasi asi calismalarinin énemini artirmaktadir ve DSO

tarafindan da bu gereklilik vurgulanmaktadir [4], [5].

1940’h yillardan glinimiize kadar hastaliga karsi etkin bir asi gelistirilmesi icin cesitli
¢calismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin temelini farkli yaklasimlar olusturmaktadir.
Bu yaklasimlara uygun olarak asi calismalari birinci, ikinci ve li¢linci nesil asilar olarak
gruplandirilmistir. En ideal asi organizmaya verildikten sonra herhangi bir hastalik
olusturma riski bulunmayan asidir. Bu acidan oli parazit asilari oldukca 6nemlidir.
Ancak yapilan calismalarda bu tir asilarin etkinliginin dislk oldugu ortaya cikmistir.
Zayiflatilmis asilar ise 61U asilardan farkli olarak daha etkindir. Ancak bu gruptan olan
asilarin en blyik dezavantaji belli bir slire sonra organizmada var olan zayiflatilmis
hastalik etkeninin kendini yeniden vyapilandirarak, immun sistemin zayifladig
durumlarda yeniden hastalik olusturmasidir. Leishmaniasise karsi leishmanizasyon ile
asilamada yillar sonra parazitin yeniden aktifleserek hastalik olusturdugu belirlenmistir.

Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde ayni zamanda rekombinant antijenler ile DNA
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asilarinin etkinligi incelenmis olmasina ragmen vyeterli koruma saglayamamistir.
Boylece 1940’lardan beri leishmaniasise karsi asi gelistirilmesi ¢alismalari yapilmasina

ragmen hala etkin bir asi gelistirilememistir.

Son zamanlarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda o6zellikle saflastirilmis dogal
antijenlere dayali asilarin 6nemi vurgulanirken, parazitin ylzey antijenlerinden 6zellikle

lipofosfoglikan 6nem kazanmistir.

Yapilan son calismalarda, leishmaniasise karsi gelistirilecek asilarin kompleks dogal
antijenlerden ve gelistirilmis adjuvanlardan olusmasi beklenmektedir [278]. Son
zamanlarda karbonhidrat antijenlerin asi ¢alismalarinda hedef yapilar olarak 6nemi
giderek artmaktadir ve Haemophilus influenzae type B, Neisseria meningitidis, ve
Streptococcus pneumoniae halihazirda rutin  immdinizasyon prosedirlerinde
kullanilmaktadir [429], [430], [431], [432]. Polisakkaritler cogunlukla heterozigot olup
dogal kaynaklardan elde edilmesi zor olmasina ragmen karbonhidrat sentezindeki son
teknolojiler yeni sentetik karbonhidrat asilarinin gelistiriimesine olanak saglamaktadir
[433]. Bu kompleks dogal antijenlerden ozellikle LPG, Leishmania’ nin yizeyindeki
baskin bir molekildir [6]. LPG Leishmania yizeyinde bulunan énemli bir virulans faktor
olup parazitlerin yasamasinda ve enfektifliginde 6nemli rollere sahiptir. LPG gibi
hastalik etkenlerine 6zgi karbonhidratlardan 6zellikle de kompleks oligosakkaritlerin
sentez metotlari gelistikce asi adaylari olarak dikkat cekmektedir. Bakterilere, HIV’e,
malaria’ya ve meme ve prostat kanserlerine karsi sentetik oligosakkarit antijenlere
dayali asilar preklinik veya klinik gelistirme asamasindadir [433]. Ancak LPG’nin etkin
bir asi adayl olmasi icin uygun bir adjuvana ihtiya¢ vardir. Alum hala insan asilari igin
dominant bir adjuvan olarak kalmaktadir. Bunun sebebi diger adjuvan adaylarinin
reaktiflik, toksisite, degiskenlik veya yliksek maliyet gibi uygun olmayan ozellikleridir.
Ancak alum polisakkarit antijenler icin goreceli olarak disik adjuvan etkisine sahiptir
[434]. Poliakrilik asit gibi polielektrolit polimerlerin ise, protein, dogal mikrobiyal
polisakkaritler ve onlarin sentetik analoglari gibi antijenler ile karistirildiklarinda immiin
uyarici olarak gorev yaptiklari ve bagisikhik yanitini birka¢c kat gliclendirdikleri
bilinmektedir. Kendileri yeterince aktif olmayan bireysel bakteriyel veya viral antijenler,
kimyasal sentetik polielektrolitlere baglandiginda giclendirilmis spesifik immiin yaniti
uyarirlar [406].
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Adjuvan etkisi gosteren polimerler leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde de énemli
rol oynayabilir. Buna gore de; bu ¢alismada Leishmania parazitlerinin en énemli ylzey
komponenti olan ve son vyillarda asi adayl olarak gosterilen LPG’yi immiin uyarici
ozellige sahip PAA ile konjuge ederek asi olarak etkinligini inceledik. Ozellikle de
lipofosfoglikanin yapisinda bulunan NH, gruplar ile poliakrilik asitin COOH gruplari
arasinda konjugat olusturmanin mimkin olmasi ¢alismanin teorik olarak mimkin

olacagini gbsteren en 6nemli 6zelliklerden biridir.

Hedefe ulasmak icin, Leishmania parazitlerinin kiltlri elde edilip blytk 6lcekli kiltir
metotlari gelistirildi. Daha sonra c¢ogaltilan kiltlirden biyomas elde edilip LPG
izolasyonunda kullanildi.  Saflastirilan  LPG’nin polimer ile konjugasyonu ve
karakterizasyonlari gercgeklestirilip ¢esitli hiicre kiltirlerinde MTT yontemi ve flow
sitometrik olarak toksisiteleri incelendi. Toksik olmadigi belirlenen farkh asi
formilasyonlarinin BALB/c farelere enjeksiyonu yapildi ve immun yanitlar, ELISA, IFAT,
sitokin Olglilmesi, Mikrokultiir yontemi, peritonel makrofajlarin in vitro enfektifliginin
Olctlmesi, dalak ve karaciger agirliklarinin 6lgilmesi, Leishman-Donovan Units (LDU) ile

parazit ylkinin belirlenmesi yontemleri ile incelendi.

Leishmania parazitlerinden LPG’nin izolasyonu icin, parazitlerin kiltiirde oldukca
yliksek miktarlarda Uretilmesi gerekmektedir. Diger yandan mevcut klasik kaltir
yontemleri yeterli sayida parazit elde etmeye imkan vermemektedir. Ayrica lireme
faktoriu olarak kullanilan FBS oldukga pahalidir ve mevcut yontemler yiiksek miktarda
parazit elde etmeyi sinirlandirmaktadir. Ayrica LPG’nin ticari satisi yoktur ve sadece
diinyanin sayili laboratuarinda izole edilebilmektedir. Yiksek miktarda parazit kitlesi
elde edebilmek amaciyla, calismalarda oncelikle kialtir ortaminda Leishmania
parazitlerinin cogalmasina ve biyokiitle elde edilmesine etki eden cesitli faktorler
incelendi. Daha sonra buyik o6lcekli kiiltlir calismalarinda kullaniimak Gzere, beyin kalp
inflizyon besiyerinin kullanilmasinin  ve 0&lcek blyitme ile c¢alkalamal kultir

metotlarinin parazitlerin proliferasyonunu artirdigi gésterildi.

Blyuk olcekli kiiltiir elde edildikten sonra, parazit biyomasindan LPG’nin saflastiriimasi
ve karakterizasyonu Prof. Dr. Sam Turco’nun protokolleri kullanilarak yapildi (REF.

Olabilir). Ayrica calismalarda kendisi de laboratuvarda bulunup elde edilen sonuglari
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takip etti ve 6nerilerde bulundu. Saflastirilan LPG ince tabaka kromotografisi, fenol
sulfirik asit metodu ve Coomassie blue metodu gibi LPG’nin gesitli parametrelerinin
belirlenmesinde kullanilan yontemler ile incelenerek karakterize edildi ve literatiire
uygun olarak LPG saf halde elde edildi. TUBITAK projesi dahilinde, Polimerik
Biyomalzeme Grubu tarafindan LPG ve polimerlerin konjugasyonu gerceklestirildi. Elde
edilen konjugat ve PAA, GPC ile incelendiginde 1sik sagilmasi kromatograminda
konjugatin pik alaninin arttig tespit edildi. Bu, polimerin molekiil kitlesinde bir artisin
oldugunu gostermektedir. Viskozimetri dedektoriinde ise konjugatin pik alani PAA’ya
gore oldukga azalmistir. Bu da polimerin viskozitesine bagh olarak sinyal olusturan
viskozimetri dedektoriinden elde edilen pikin alaninda azalmaya yol agmistir. Tim
kromatogramlar g6z 6niine alindiginda, konjugasyon sonrasinda tim dedektérlerdeki
PAA pikinde meydana gelen degisimlerin PAA’ya LPG baglanmasi sonucu gerceklestigi
dusitnilmektedir. Boylece ilk kez olarak bu ¢alismada Leishmania parazitlerinden elde

edilen LPG ile polimer konjugasyonu hazirlandi.

Elde edilen LPG, polimer ve konjugatlarin fare fibroblast (L929), insan meme kanser
hiicrelerinde (MCF-7) ve fare makrofaj hiicrelerinde (J774) toksisiteleri literatiirde
yaygin kullanilan MTT yontemi ve son yillarda glincel olarak toksisite ve apoptoz
belirlenmesinde kullanilan flow sitometrik yoéntemler ile incelendi. incelenmeler
sonucunda bu bilesiklerin incelenen konsantrasyonlarda (in vivo’da kullanilan dozlar)

toksik etki gostermedigi, MTT yontemi ve flow sitometrik olarak gosterildi.

Toksik etkisi olmadigl tespit edilen asi adaylarinin etkinligi, ELISA, IFAT, MKY
yontemlerinin yani sira asi ¢alismalarinda kullanilan glincel yontemler olan peritonel
makrofajlarin in vitro enfektifliginin 6lctlmesi, dalak agirliklarinin dlglilmesi, Leishman-
Donovan Units (LDU) ile parazit ylkinin olcilmesi ve dalak hicrelerinden sitokin

Uretiminin tespit edilmesi yontemleri ile de incelendi.

BALB/c modellerine, LPG-PAA konjugati, tek basina LPG, LPG'nin PAA ile fiziksel
karisimi ve literatlrde etkinligi bilinen bir Freund’'un adjuvani ile LPG’nin beraber
enjeksiyonu yapilmis ve farelerde olusan IgG miktarlari ELISA yOntemi ile tayin
edilmistir. Ticari olarak satilan ELISA kitleri, Leishmania parazitlerinin LPG’den farkli

molekillerine karsi oldugu icin bu kitler kullanilarak LPG’ye karsi olusan antikoru
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Olgmek mimkin degildir. Bu nedenle LPG’ye karsi farelerde olusan antikor miktarlarini
tayin etmeye imkan saglayacak LPG-spesifik ELISA yontemi gelistirildi. Elde edilen
sonuclara gore, LPG, konjugat ve fiziksel karisim enjekte edilen fare gruplarindaki
antikor miktarinin, kontrole gére daha yiiksek oldugu, ayrica LPG-polimer konjugati
iceren gruplarda diger imminize gruplara gore, antileishmanial antikor seviyesinin
daha yliksek oldugu saptandi. Boylece gelistirdigimiz ELISA protokoliiniin LPG’ye karsi
olusan antikorun tayin edilmesinde ELISA kiti olarak kullanilmasinin mimkiin oldugu
gosterildi. Bu sonuglar, LPG’nin bundan sonraki ¢alismalarda da tani kiti olarak

kullaniminda rol oynayabilir.

IFA testinde ise kontrol grubunda incelenen 4 haftada da Leishmania’ya spesifik IgM
antikoru saptanmazken, LPG iceren gesitli asi formilasyonlari ile immiinize edilmeye
calisilan BALB/c farelerinde Leishmania’ya spesifik IgM antikor yaniti belirlendi.
incelenen gruplar arasinda en fazla floresan isima yogunlugu ise LPG-PAA (konjugat)
grubunun 2, 3, 4. haftasinda ve LPG-PAA (fiziksel) grubunun 4. haftasinda gozlenmis,
bu da elde edilen ELISA sonuglarini desteklemistir. Béylece tiim asi adayi gruplarinda
LPG antijenik 6zellik gostermis ve adjuvan ozelligine gore de farkh antikor seviyeleri

belirlenmistir.

immdiinize ve kontrol grubundan alinan serum érneklerinin L. donovani promastigotlari
Uzerine antileishmanial etkisinin in vitro incelenmesi sonucunda, LPG-PAA konjugati
iceren gruptan alinan serum orneklerinin, L. donovani promastigot canliligina en fazla
etkiyi gosterdigi tespit edildi. Antileishmanial antikor icermeyen kontrol grubunda ise
hicbir serum o6rnegi ilave edilmeyen gruba gbre parazit canlihgindaki azalmanin,
kompleman proteinlerine bagh oldugu disinilmektedir. imminize gruplarda
antileishmanial etkinin en fazla LPG-PAA konjugatinda gorilmesi, Uretilen antikor
miktarinin en fazla bu grupta olmasindan kaynaklanmaktadir. Sonuglar ELISA ve IFA
testinde elde edilen sonuclari destekler niteliktedir. Boylece asi adaylari olan
konjugatin etkinligini belirlemek amaci ile incelenen serolojik yontemler konjugatin
kontrol grubu ve diger asi gruplarina gore daha yiiksek 1gG ve IgM miktarlarina sahip
oldugunu gostermistir. Literatiirde de polimerler ile yapilan ¢alismalarda, immiinojen

molekillere baglanan polielektrolitlerin B hiicre yanitini artirdigi gésterilmistir [406].
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Daha sonra ise farkli asi gruplari ile immiinize edilen fareler Leishmania parazitleri ile
enfekte edilerek asi adaylarinin koruma ozellikleri incelendi. Enfekte farelerin
yasadiklari slire boyunca parazitlerin varhigi MKY ve Giemsa yontemi ile incelendi.
Oldiriilen farelerde ise asi adaylarinin koruma 6zellikleri, dalak agirliklari, Leishman-
Donovan Units (LDU) ve peritonel makrofajlarin in vitro enfektifligi parametrelerine

gore degerlendirildi.

Giemsa boyama ve Mikro Kiltir Yontemi (MCM) ile yapilan incelemelere gore, tim
immunize gruplarda ve tim haftalarda alinan kan 6rneklerinde, Giemsa sonuclarinin
negatif ¢cikmasina ragmen mikrokiltiir sonuglar pozitif ¢ikmistir. Ancak 6rnekteki
parazit sayilari incelendiginde asilanan farelerin kanindaki parazit sayilarinin kontrol

grubuna gore daha disik miktarda oldugu gosterildi.

MKY ile kandaki parazit sayisi ¢ok dusik olsa bile canl parazit varlig
belirlenebilmektedir. Bu ydntemin en blylk avantaji asi c¢alismalarinda deney
hayvanlarini sakrifiye etmeden, non-invaziv olarak elde edilen 6rneklerde, parazit
ylkind uzun sire takip etmeye olanak saglamasidir. Boylece ilk kez olarak deney

hayvanlarinda mikrokiltir yénteminin uygulanmasinin avantaji ortaya konulmustur.

VL'nin en 6nemli klinik bulgularindan biri dalak ve karaciger agirhginin artmasidir. Buna
gore de asi calismalarinda, asinin etkinliginin belirlenmesinde dalak ve karacigerin
biydklGgiunin olglilmesi 6nemli parametrelerden biridir. Parazit yikinin artmasina
bagl olarak dalakta bliyime meydana gelmektedir. Elde ettigimiz sonuglarda 6zellikle
LPG+PAA konjugati ile imminize edilen gruplarda dalak agirligi, kontrol grubunun
yarisi kadardir. Ayrica tim imminize gruplarda dalak agirliginda kontrole gére disis

oldugu belirlenmistir.

In vitro peritonal makrofaj modellerinde parazit yikiindeki azalma, asi araciligiyla
saglanan koruyucu immiin yaniti gosteren onemli bir parametre oldugundan, farelerin
peritonel makrofajlari izole edilerek enfeksiyon indeksindeki azalmalar incelendi.
Periton makrofajlarinda enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma LPG-PAA
konjugatinda (10 pg LPG icin %87; 35 ug LPG icin %89 ) sonrasinda ise LPG-PAA fiziksel
karisim (10 pg LPG igin %65,36; 35 pg LPG igin %67), LPG+ Freund's Adjuvan grubu (10

pug LPG icin %46,22; 35 pg LPG icin %43) ile immiinize edilmis asilarda belirlendi. Bu
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sonuglar da asi aracilh koruyucu immiin yanitin en iyi LPG-PAA konjugati ile asilanan

fare gruplarinda oldugunu géstermektedir.

Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde kullanilan ve asi araciligiyla saglanan koruyucu
immin yaniti gosteren 6nemli bir diger parametre de Leishman-Donovan unittir. Bu
parametre ile dalak ve karacigerdeki parazit ylkini hesaplamak mimkin olmaktadir
[9]. Buna gore parazit ylkiinde en belirgin azalma % 81,17 ile 35 pg LPG iceren LPG +
PAA konjugat grubunda gozlenmistir. 10 ug LPG iceren grupta ise bu dists % 53,37'dir.
Ayrica 35 ug LPG iceren LPG + PAA fiziksel karisiminda % 55,2, sadece LPG ile immiinize
edilen grupta % 44,93, son olarak ta LPG + Freund’s adjuvani iceren grupta % 65,8
parazit yukinde disls belirlenmistir. 10 ug LPG iceren gruplarda ise LPG + PAA fiziksel
karisgimindaki disis % 36,23 sadece LPG ile immiunize edilen grupta % 34,40 olarak
belirlenmistir. Boylece asi formilasyonlarinin igerdigi LPG miktari artirildigi zaman,
olusan immiin yanita bagh olarak parazit ylikiinde anlamh bir diisiis meydana gelmistir.
Elde edilen bu sonuclar literatliirde tek basina LPG kullanilmasi ile ilgili dnceden
yapilmis c¢alismalari desteklemekte ve uygun bir adjuvanin etkinligi artirmadaki
onemini gostermektedir. Fiziksel karisim grubunda tek basina LPG’ye gore daha yiksek
bir immiin cevap olusmasi, polimer ile kovalent baglanma olmasa bile adjuvan etkisinin
oldugunu goéstermektedir. LPG, adjuvan 6zelliginin yani sira tasiyici olarak gérev yapmis

ve LPG’nin vicuttaki yari 6mrini artirmis da olabilir.

Sitokin degerleri ol¢lildiiglinde ise INF-y seviyesinin kontrol grubunda disik, asi
gruplarinda ise yiiksek olmasi, asilanan farelerde immin yanitin Thl yoniinde
olabilecegini gostermektedir. Bu da kontrolde farelerin iyilesmeme sebebini aciklayan
onemli bir bulgudur. Konjugat grubunda ise bu durum tam tersi olup farelerdeki parazit

ylkindeki ciddi azalmayi desteklemektedir.

Serolojik, parazitolojik ve immiinolojik yontemler ile incelenmesi sonucunda asi adayi
olan LPG—polimer konjugatinin diger asi gruplarina ve kontrole kiyasla asi etkinliginin

tim parametrelere gore daha yiksek oldugu tespit edildi.

Boylece bu calismada tezin amacina uygun olarak simdiye kadar asi gelistirilmesi icin
kullanilan yaklasimlardan farkh olarak polimere dayali yeni bir yaklasim gelistirilerek ilk

kez olarak LPG-PAA konjugatinin antileishmanial asi 6zelligi ortaya cikartilmistir.
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Elde edilen bu sonuglarin leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde bundan sonraki

calismalara 1sik tutacak yeni bir yaklasimin 6ncisi olacagini disinmekteyiz.

130



BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonug Degerlendirmesi

Bu galismada tezin amacina uygun olarak, simdiye kadar asi gelistirilmesi igin kullanilan
yaklasimlardan farkh olarak polimere dayali yeni bir yaklasim gelistirilerek ilk kez LPG-
PAA konjugatinin antileishmanial asi 6zelligi ortaya gikartilmistir. Bu amagla Leishmania
parazitlerinden LPG izolasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu, LPG-PAA konjugatinin
toksisite galismalari ve asi etkinliginin ELISA, IFAT, MKY ydntemlerinin yani sira asi
¢alismalarinda kullanilan glincel yontemler olan peritonel makrofajlarin in vitro
enfektifliginin olgllmesi, dalak agirliklarinin dlglilmesi, Leishman-Donovan Units (LDU)
ile parazit yikiniln o6lctilmesi ve dalak hiicrelerinden sitokin tGretiminin tespit edilmesi

yontemleri ile asagidaki sonuclar elde edildi.

1. Parazitlerden LPG elde etmek icin blylk miktarda parazit biyomasi
gerektiginden biylik 6lcekli kiltlir optimizasyonu saglandi ve Olgek biyilitme ile

kiltlrtn blylk miktarda cogaltilmasi yontemi gelistirildi.

2. Parazit biyomasi elde edildikten sonra LPG’nin saflastiriimasi ve
karakterizasyonu vyapildi. Ticari olarak satimayan ve diinyanin sayil
laboratuvarlarinda Uretimi olan LPG llkemizde ise ilk kez olarak saf halde elde

edildi.

3. Daha sonra elde edilen LPG, PAA ve konjugatlarin fare fibroblast (L929), insan

meme kanser hicrelerinde (MCF-7) ve fare makrofaj hicrelerinde (1774)

131



incelenen konsantrasyonlarda toksik etki gostermedigi MTT yontemi ve flow

sitometrik olarak gosterildi.

Ticari olarak satilan ELISA kitleri, Leishmania parazitlerinin LPG’den farkh
molekillerine kargi oldugu igin bu kitler kullanilarak LPG’ye karsi olusan
antikoru 6lgmek mimkiin olmadigi igin LPG’ye karsi farelerde olusan antikor
miktarlarini tayin etmeye imkan saglayacak LPG-spesifik ELISA yontemi
gelistirildi. Elde edilen sonuglara gore, LPG, konjugat ve fiziksel karisim enjekte
edilen fare gruplarindaki antikor miktarinin, kontrole gére daha yliksek oldugu,
ayrica LPG-polimer konjugati iceren gruplarda diger immiinize gruplara gore,

antileishmanial antikor seviyesinin daha yuksek oldugu saptandi.

IFA testinde ise kontrol grubunda incelenen 4 haftada da Leishmania’ya spesifik
IgM antikoru saptanmazken, LPG igeren ¢esitli asi formulasyonlari ile immunize
edilmeye calisilan BALB/c farelerinde Leishmania’ya spesifik IgM antikor yaniti
belirlendi. incelenen gruplar arasinda en fazla floresan 1sima yogunlugu ise LPG-
PAA (konjugat) grubunun 2, 3, 4. haftasinda ve LPG-PAA (fiziksel) grubunun 4.

haftasinda gozlendi.

immiinize ve kontrol grubundan alinan serum &rneklerinin L. donovani
promastigotlari lzerine antileishmanial etkisinin in vitro incelenmesi
sonucunda, LPG-PAA konjugati iceren gruptan alinan serum orneklerinin, L.

donovani promastigot canliligina en fazla etkiyi gosterdigi tespit edildi.

Enfekte edilen farelerin Giemsa boyama ve MKY ile yapilan incelemelere gore,
tim imminize gruplarda ve tim haftalarda alinan kan 6rneklerinde, Giemsa
sonuclari negatif c¢ilkmasina ragmen mikrokiltiir sonuclari pozitif ¢ikmistir.
Ancak Ornekteki parazit sayilari incelendiginde asilanan farelerin kanindaki
parazit sayilarinin kontrol grubuna gore daha disik miktarda oldugu gosterildi.
Ayrica MKY’nin asi deneylerinde mevcut yontemlerden farkli olarak fareleri

oldirmeden parazit ylikiini tayin etmeye imkan sagladigi tespit edildi.
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8.

10.

11.

LPG+PAA konjugati ile immunize edilen gruplarda dalak agirliginin, kontrol
grubunun yarisi kadar oldugu tespit edildi. Ayrica tim immiinize gruplarda

dalak agirliginda kontrole gore disis oldugu belirlendi.

Periton makrofajlarinda enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma LPG-PAA
konjugatinda (10 ug LPG icin %87; 35 ug LPG icin %89 ), sonrasinda ise LPG-PAA
fiziksel karisim (10 pg LPG igin %65,36; 35 pg LPG igin %67), LPG+ Freund's
Adjuvan grubu (10 pg LPG icin %46,22; 35 ug LPG icin %43) ile immiinize edilmis
farelerde belirlendi. Bu sonuglar da asi aracili koruyucu immin yanitin en iyi

LPG-PAA konjugati ile asilanan fare gruplarinda oldugunu gostermektedir.

Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde kullanilan ve 6nemli bir parametre
olan Leishman-Donovan unite gore parazit ylikiinde en belirgin azalma % 81,17
ile 35 ug LPG iceren LPG + PAA konjugat grubunda goézlenmistir. 10 pg LPG
iceren grupta ise bu dists % 53,37'dir. Ayrica 35 pg LPG iceren LPG + PAA
fiziksel karisiminda % 55,2, sadece LPG ile immiinize edilen grupta % 44,93, son
olarak ta LPG + Freund’s adjuvani iceren grupta % 65,8 oraninda parazit
ylikinde diisls belirlenmistir. 10 pg LPG iceren gruplarda ise LPG + PAA fiziksel
karisimindaki dists % 36,23, sadece LPG ile imminize edilen grupta % 34,40
olarak belirlenmistir. Boylece asi formilasyonlarinin icerdigi LPG miktari
artinldigr zaman, olusan immiin yanita bagli olarak parazit yikiinde anlamh bir

dislis meydana gelmistir.

Sitokin incelenmesi ile konjugat grubunda IFN-y seviyesinin yiiksek olmasi,

immun yanitin Th1l yénlinde oldugunu gostermektedir.
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5.2 Oneriler

Elde edilen sonuglara dayanarak;

1.

ileride parazitin farkli antijenlerinin elde edilmesi icin biyomas elde edilmesinde

asamali blyatme ve ¢alkalamali kiltir yontemleri kullanilabilmesi,

Mikrokultir yontemi kullanilarak asi deneylerinde mevcut yontemlerden farkli

olarak fareleri 6ldirmeden parazit yukinin tayin edilmesi,

Cesitli amaclarla LPG’nin elde edilmesinde optimize edilen bu protokoliin

uygulanmasi,

LPG-polimer konjugat yaklasimi kullanilarak LPG’nin yani sira asi adayi olarak
onemli olan diger Leishmania molekilleri ile de polimere dayal asi

¢alismalarinin yapilmasi,

Elde edilen asinin bundan sonraki asamada leishmaniasisin rezervuari olan ve
epidemiyolojisinde dnemli bir rol oynayan kopekler lzerinde denenmesi ve

ileride veterinerlikte de kullanilabilmesi,

Diinyada az sayida laboratuvarda izole edilen ve Ulkemizde ise ilk kez olarak
elde edilen LPG’nin ileride Leishmania tani kitlerinde kullanilabilecegi

onerilmektedir
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