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OZET

Leishmaniasis Tirkiye’nin ve Dunya’nin ciddi halk saghgi problemlerinden biridir.
Dinyada 12-40 milyon arasinda kisinin Leishmania parazitleri ile enfekte oldugu, 350
milyona yakin kisinin hastaliga yakalanma riski tasidigi bilinmektedir. Hastaligin genis
yayliminin nedeni hastaligin etkenlerinde kullanilan ilaglara, vektorlerinde insektisitlere
karsi direnc gelismesi, yeterli bir asinin bulunmamasi ve kuresel isinmadir. Son yillarda
tip alaninda nanoteknolojiye olan ilgi giderek artmaktadir. Nanopartikullerin sahip
olduklari essiz ozelliklere ve genis yizey alanlarina bagh olarak antimikrobiyal etki
gosterdikleri bildirilmistir. Ancak literatiirde nanopartikillerin leishmania parazitleri
Uzerinde gosterdigi etki ile ilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Buna goére de
bu calismada ilk kez olarak titanyum dioksit (TiO) ve giimis (Ag) nanopartikillerinin
Kitan6z Leishmaniasis (KL) etkeni L.tropica parazitleri Uzerindeki in vitro etkisi
incelenerek, Leishmaniasisin tedavisinde nanopartikillere dayali yeni bir tedavi
yaklasiminin gelistirilmesi amaclanmistir.

Deneylerde KL etkeni L.tropica promastigot, amastigot (enfekte olmus makrofaj)
kaltarleri kullanildi. Nanopartikillerin boyut 6l¢imi Atomik Force Mikroskopta yapildi
Cahismalarda Kklasik ve mikrokultlr yontemleri, biyokimyasal (MTT), Flow
sitometrik(G0,G1,S,M), mikroskobik(morfoloji, parazit sayimi) ve enfektiflik
yontemleri kullanilarak TiO, ve glimis nanopartikullerinin L.tropica promastigotlarinin
proliferasyonuna, morfolojisine, metabolik aktivitesine, enfektifligine ve hicre
dongusune etkisi incelendi. Veriler, SPSS version 16.0 for Windows programi ile
degerlendirildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Sonuclar,
titanyum dioksit ve gimis nanopartiktllerinin incelenen tim konsantrasyonlarda (25-
200 pg/ml) parazitlerin morfolojisine, proliferasyonununa, hicre canlihidina, 6nemli
Olcide etki ettigini gosterdi. Nanopartikillerin parazitlerin enfektifligini de kontrole
nazaran buyik oranda azalttigi, parazitlerin hiicre dongusiini ise DNA sentezi ve mitoz
safhalarinda inhibe ettigi tespit edildi. Elde edilen bu sonuglar, Diinyada ilk kez olarak
Leishmaniasis’e  karsi nanopartikillere dayali yeni bir tedavi yaklasiminin
gelistirilebilecegini gostermektedir

Anahtar kelimeler: Leishmaniasis, nanoteknoloji, titanyum dioksit, gumus,
nanopartikul, hicre kultdrd
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ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the serious public health problems in Turkey and also around
the world. It is known that there are 12-40 million Leishmania infected people on the
world and approximately 350 million people have the infection risk.The reason for
wide-spreading of the disease is about the resistance to the agents of the disease ,
resistance to the insecticides of their vectors , the disability to improve a sufficient
vaccine and the global. Of late years , interest regarding the nanotechnology in medicine
has been increasing.Suggesting that , regarding to unique properties and wide surface
area of the nanoparticles , they shows anti-microbial effects.Nevertheless, according to
the literature there is no study about the effects of the nanoparticles on Leishmaniasis
parasites. Thus , in this study , it has been searched the in vitro effects of titanium
dioxide (TiOy) and silver(Ag) nanoparticles on L.tropica parasites , the agent of
Cutanouse Leishmaniasis (CL) and regarding this research ,a nanoparticle-based new
approach has been aimed to improve in the treatment of Leishmaniasis.

In the experiments , as an agent of Cl , L.tropica promastigote , amastigote (infected
macrofage) cultures were used. Size evaluation of nanoparticles has been done by
atomic force microscope. Classical and micro culture technics , biochemical (MTT) ,
Flow-cytometric (G0,G1,S,M) , microscobic (morpholog,parasite counting) used during
the research and by using effectivity technics ,it has been investigated the effect of TiO,
and silver nanoparticles on proliferation , morphology, methabolic activity,infectivity
and cell cycle of L.tropica promastigotes.Data assessed with SPSS version 16.0 for
Windows program and p<0,05 is taken as statistically acceptable. Results showed that ,
all studied concentrations of titanium dioxide and silver nanoparticles (25-200 pg/ml)
effect the morphology , proliferation , cell viability of the parasites significantly.it has
been detected that nanoparticles decrease the infectivity of the parasites significantly
much more than controls, and also inhibit the cell cycle of the parasites at DNA
synthesis and mitosis phases.According to these results , it has been showed that a novel
nanoparticle-based treatment approach can be developed against to Leishmaniasis

Key Words: Leishmaniasis, nanotechnology, titanium dioxide, silver, nanoparticle, cell
culture
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1.GIRIS

Leishmaniasis Turkiye’ nin ve Dunya’nin ciddi halk saghgi problemlerinden biridir. Her
yil diinya genelinde 12 - 40 milyon arasinda kisinin Leishmania parazitleri ile enfekte
oldugu, 350 milyona yakin kisinin hastalia yakalanma riski altinda oldugu
bilinmektedir. Dinya uzerinde her yil 1-1,5 milyon Kisi hastaligin farkli formlarindan
Kitan6z Leishmaniasis’e, 500,000 kisi ise Visseral Leishmaniasis’e yakalanmaktadir
(Desjeux, 2001). Ulkemizde ise yaklasik 20 milyon kisi bu enfeksiyonun tehditi
altindadir ( Ozcel, 1995). Kiiresel i1sinmanin diinya Gzerindeki etkisini arttirmasiyla
birlikte Leishmania parazitlerinin vektorlerinde meydana gelecek artisa bagli olarak
olgu sayisinin daha da artmasi beklenmektedir (Peterson vd. , 2003).

Bugune kadar yapilan tim calismalara ragmen, Leishmaniasis’in tedavisinde etkin bir
ilac gelistirilememistir. Tedavide kullanilan ilaglardan birisi olan ve tedavi icin altin
standart olarak kabul edilen bes degerlikli antimonlarin insanlar icin son derece toksik
olduklari bilinmektedir. Bunun disinda son yillarda parazitlerde antileishmanial ilaclara,
vektorlerde ise insektisitlere karsi direnclilik gelistigi gozlenmektedir. Ayrica kullanilan
ilaclarin oldukca pahali olmasi bunlarin gelismemis ve gelismekte olan tlkelerde
kullanimini sinirlamaktadir. Tum bunlarin yaninda ilaglarin hastaliga neden olan tim
parazit turleri Gzerinde etkili olmamasi da antileishmanial ilaglarin bir baska
dezavantajini olusturmaktadir. Tum bu nedenlerden 6tirl Leishmaniasisin tedavisi icin
yeni yaklasimlarin gelistirilmesine olan ihtiyac her gecen giin artmaktadir.

Son yillarda bilimin her alaninda oldugu gibi tip alaninda da nanoteknolojiye olan ilgi
cogalmaktadir. Bu durumun esas nedeni gelecek yillarda gesitli hastaliklarin tanisinda
ve tedavisinde nanopartikillerin ve nano boyuttaki cihazlarin  kullaniminin
beklenmesidir (Sondi, 2004). Materyallerin kditlesel boyutlari ile kiyaslandiginda
nanomalzemeler essiz elektriksel, optik, manyetik ve kimyasal Ozellikler kazanirlar.
Ancak nanopartikiillerin en 6nemli 6zellikleri kiiglik boyutlarina kiyasla sahip olduklar
genis yulzey alanlaridir. Bu 0zellikleri sayesinde nanopartikiller temas halinde
bulunduklari yiizeylerle ciddi bir bicimde etkilesime girerler. Ozellikle metal oksit
nanopartikilleri hiicre membranlari ile etkilesime girdiklerinde reaktif oksijen tirlerini
(ROS) olusturmaktadir. Bunun haricinde klcik boyutlari sayesinde hiicre igerisine
kolaylikla girebilen nanopartikuller, htcre icerisinde bulunan yasamsal enzimlerle ve
DNA ile etkilesime girerler ve bu molekuller Gzerinde ciddi bir bicimde hasara yol

acarlar (Morones, 2005).



Son yillarda vyapilan calismalarda bu Ozellikleri nedeniyle metal oksit
nanopartikillerinin enfeksiyon yapici ajanlarin tzerinde 6lduriict etkiye sahip olduklari
tespit edilmistir. Bakterilerin haricinde metal oksit nanopartikillerinin virtisler ve kanser
hiicreleri Uzerinde de etkili olduklari g6zlenmistir. Diger hicre modelleri (zerinde
toksik etkisi ispatlanan metal oksit nanopartikillerinin, 6zellikle TiO2 ve gumusin sahip
olduklari essiz 6zelliklere ve Leishmania parazitlerinin duyarli olduklari bilinen serbest
radikalleri Gretiyor olmalarina bagli olarak bu nanopartikillerin Leishmania parazitleri
Uzerinde de etkili olabilecegini distinmemizin temelini olusturmaktadir. Bu konu ile
ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Buna gore de bu galismada ilk
kez olarak metal oksit nanopartikullerinden titanyum dioksit (TiO,) ve glimusun in vitro
kiltar ortaminda Kitandz Leishmaniasis etkeni olan L.tropica parazitleri tzerindeki
etkisi incelenerek, bu hastaligin tedavisinde nanopartikillere dayali yeni bir tedavi

yaklagimi gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Leishmania Parazitleri

2.1.1. Parazitlerin Taksonomisi

Filum : Protozoa
Alt-Filum : Sarcomastigophora

Super Sinif : Mastigophora (Flagellata)

Sinif : Zoomastigophora (Zooflagellata)
Ordo . Kinetoplastida

Aile : Trypanasomatidae

Cins : Leishmania ( Ashford, 1983)

2.2. Parazitlerin Morfolojisi

Leishmania parazitlerinin insan ve diger memelilerde amastigot, vektorlerde ise
promastigot olmak Gzere iki farkli evrim sekli bulunmaktadir. Parazitlerin konak
hicreleri enfekte etmis ya da bu hiicrelerin hemen yakininda bulunan formlari olan
amastigotlar 2-4 ym boyunda, kamcisiz ve dolayisi ile hareketsiz yapilardir. Yuvarlak
veya oval sekilde olan amastigotlarin hicre duvarlarina hemen bitisik buyuk bir
nukleusu ve bu nukleusa teget halde bulunan comak seklindeki kinetoplastlari icerdikleri
bilinmektedir. Giemsa ile boyanan preparatlarda koyu pembeye boyanan nukleus, mor-
meneksemsi bir renk alan kinetoplast ve agik pembe renge boyanan sitoplazma acik bir
sekilde gorulur. Parazitlerin tatarciklarda bulunan formu olan promastigotlar ise yaklasik
20 ym boyutunda ve bulundurduklari kamcilar sayesinde hareketli olan yapilardir.
Promastigotlarin nukleuslari amastigotlardan farkl olarak daha kiglktir ve merkeze
daha yakin olarak bulunmaktadir. Kinetoplastlar da amastigotlarin aksine nukleuslardan
ayri olarak hareketi saglayan kamcinin bulundugu 6n kisimda yer almaktadir.
Leishmania parazitleri distan oldukga ince, kolay kirtlabilen, elastik bir pelikul tabakasi
ile cevrilmistir. Bu tabaka parazitlere belirgin bir sekil verir ancak dalgal bir membran
olusturmaz.

Leishmania parazitleri tek bir kamc¢iya sahiptir. Parazitlerin promastigot formunda
kam¢i oldukca uzun ve serbesttir. Promastigotlardaki bu kamci parazitin anterior
kisminin hemen yaninda bulunan blefaroblasttan ya da bazal cisimcikten orjin



almaktadir. Blefaroblastin yakininda ise parabasal cisimcik ya da kinetoplast olarak
isimlendirilen yapr bulunmaktadir. Ancak herhangi bir sitozom bulunmamaktadir.
insanlardaki promastigotlarda ise kamgilar daha kisadir ve serbest halde bulunmazlar.
Bu kamcilar fibril benzeri sekildedir ve sitoplazmanin icerisine gomulli halde
bulunurlar. Kamginin enlemesine kesiti elektron mikroskobunda incelendiginde tipik bir
9 + 2 ic fibril diizeni gozlenir.

Pelikilun altinda bulunan sitoplazma renksiz ve homojendir. Sitoplazma ektoplazma ve
endoplazma olarak farkliliasmamistir. Elektron mikroskobu calismalari sitoplazmanin
boylamasina seritlerl veya mikrotlbdllerle isaretlendigini gostermistir. Sitoplazmada
bulunan diger yapilar ise blefaroblast, kinetozom, rizoplast, golgi cisimcigi, mitokondri,
vakuol ve nukleustur. Leishmania parazitleri genis, kiresel ve vezikiler bir nukleusa
sahiptir. Ayrica merkezi bir karyozom ve nukleolus icerir. Nukleusun etrafi porlu ve ¢ift

katmanli bir membran ile ¢evrilmistir (Prakashan, 2000).
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Sekil 2.1. Parazitlerin farkl yasam formlari (A: amastigot B: promastigot) ve
sahip olduklari organeller



Sekil 2.2. Parazitlerin promastigot ve amastigot formlarinin mikroskobik géruntuleri

2.3. Leishmania Parazitlerinin Cogalmasi

Leishmania parazitleri ile bagh herhangi bir sekstel treme bilinmemektedir. Aseksuel
ireme ise hicrenin boylamasina ikiye boliinmesi seklinde gerceklesir. Oncelikle
kinetoplast ve blefaroplast bolunir ve boylece ciftlerini olustururlar. Yeni kamgi
blefaroplastlardan bir tanesinden gelismeye baslarken, eski kamci diger blefaroplasta
tutunmus halde kalir. Mitozun ardindan nukleus 2 tane kardes c¢ekirdek olusturur. En
son olarak da Leishmania paraziti 6n taraftan arkaya dogru tam ortadan boylamasina
olacak sekilde ikiye bolunir ve iki tane kardes Leishmania ortaya ¢ikmis olur
(Prakashan, 2000).

2.4. Parazitlerin Hayat Dongusu

Leishmania tirlerinin yasam siklusu Phlebotominae vektor ile omurgali konak arasinda
birbirini takip eden dizenli bir donglyl icermektedir (Evans, 1996). Kan emme
sirasinda parazitler, enfekte ettikleri tatarciklar (vektor) tarafindan konakgi hiicreye
verilirler ve konakg¢inin makrofaj ve makrofaj benzeri hicrelerine invaginasyonla
girerek, vektorlerin vakuolleri iginde gelismeye baslarlar (Zuckerman, 1977).
Leishmania parazitleri, vektor olarak kullandiklari tatarciklarin sindirim kanalinin farkl
bolgelerinde farkli morfolojik dzellikler gostermektedir. Bunun esas nedeni, parazitlerin
vektorlerin sindirim kanallarinin degisik kisimlarindaki farkl kosullara uyum saglamaya
calismalaridir (Ozcel, 1997). Vektor, Leishmania ile enfekte olan konaktan kan emmesi
esnasinda makrofajlarla birlikte, makrofajlari konak hicre olarak kullanan parazitlerin
hiicre ici formu olan amastigotlari da alir. Makrofajlarin tatarcigin midesinde
pargalanmasi ile serbest kalan amastigotlar boylarinin uzamasi ve kamgi gelisimi ile

promastigotlara donlsur. Promastigotlar bolinerek cogalirlar ve 6n mideye oradan da



ozafagusa gecerler. Ozafagustaki promastigotlar enfektif yapiya sahiptirler ve uzun
kamcilarinin bulunmasi, arka uclarinin sivri ve dar olmasi ile diger promastigot
formlardan ayrilirlar. Promastigotlarin tatarciklarin agiz kismina gelmesiyle dong
tamamlanmaktadir (Ribeiro. 1986 , Wargburg, 1986 , Lawyer, 1990). Tatarciklarin
insanlari 1sirmalari sirasinda insan kanina Leishmania promastigotlarini vermesiyle

dongu yeniden baslamis olur.
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Sekil 2.3. Leishmania parazitlerinin hayat dongisu

2.5. Leishmaniasis

Memelilerin zorunlu hiicre ici parazitleri olan Leishmania turlerinin neden oldugu
Leishmaniasis, diinya genelinde Tirkiye ve Amerika Birlesik Devletleri’ni de kapsayan
88 Ulkede ciddi halk sagligi problemlerinden birini olusturmaktadir. Dlnya Saghk
Orgiiti’niin yayinladigi en énemli tropikal hastaliklar listesinde Leishmaniasis, sitmanin

ardindan ikinci sirada bulunmaktadir (Desjeux, 2001).



2.5.1. Epidemiyolojisi

Diinyada 12 ila 40 milyon arasinda kisinin Leishmania ile enfekte oldugu ve her yil bu
saylya yaklasik 400,000 yeni olgunun eklendigi tahmin edilmektedir. 350 milyona yakin
kisinin ise bu hastaliga yakalanma riski altinda oldugu bilinmektedir. Her yil diinya
genelinde 1,0-1,5 milyon insan hastaligin farkli formlarindan deri leishmaniasisine,
500.000 kisi ise visseral leishmaniasis’e yakalanmaktadir. Turkiye’de ise yaklasik 20
milyon Kisi bu enfeksiyonun tehditi altindadir. Her yil yeni olgu sayisi da yaklasik 5000
kisi civarindadir. Kiresel 1sinma ile tropikal bélgelerde gorulen hastaligin tasiyicisi olan
vektorlerin yasam alaninin genislemesinden dolayi, dinya tzerinde éniimizdeki yillarda
leishmaniasis vakalarinda ciddi bir artisin meydana gelebilecedi distnulmektedir
(Peterson, 2003).

Hastaligin farkh formlarindan biri olan Visseral Leishmanisis Turkiye’nin de icinde
bulundugu Akdeniz havzasi, Gliney Bati Asya, Batl Afrika, Hindistan ve Cin gibi
ulkelerde endemik olarak gortlmektedir. Visseral leishmaniasis Asya, Afrika, Guney
Avrupa ve Gilney Amerika’da 80’den fazla Ulkede gorulebilmektedir. Leishmania
donovani esas patojen olup, Hindistan, Sudan, Banglades, Nepal ve Brezilya gibi 5
tilkede yilda 500 bin yeni vaka bildirilmektedir ( Petit, 1999, Henry, 2001) Ulkemizde
daha cok Ege ve Akdeniz Bolgelerinde gorilen Visseral Leishmaniasis, diger
bolgelerimizden de sporadik olarak bildirilmektedir (Ozensoy, 2009). Hastahgin diger
bir formu olan Kutan6z Leishmaniasis ise tum dunyada gorllebilen bir hastalik olup
ozellikle Akdeniz’e kiyisi olan (lkelerde, tim Orta Dogu Ulkelerinde, Orta Asya’da,
Hindistan, Pakistan ve Glineybati Afrika’da insidansi ¢ok ylksektir (Gurel, 2002, Ok,
2002). Kutan6z Leishmaniasis (KL), Ulkemizde Guneydogu Anadolu Bdlgesinde
ozellikle Sanhurfa ilinde hiperendemik, Cukurova boélgesinde ise endemik bir hastalik
olarak yillardir hikim siirmektedir. Saglik Bakanliginin istatistiklerine gére hastalik son
10-12 yil icinde artis gostermekte ve ozellikle Sanhurfa, Osmaniye, Adana, Hatay ve
Mersin illerinden ¢ok sayida olgu bildirilmektedir (Akkafa, 2000). Olgularin, 1950°li
yillardan 6nce en fazla Giineydogu Anadolu Bdélgesinde goruldugu, 1950°den sonra
sitma kontroliinde kullanilan insektisitler yoluyla azaldi§i, ancak daha sonraki yillarda
kontrol calismalarindaki yetersizlik sonucu tekrar olgu sayisinin arttigi belirtilmektedir
(Uzun, 1999). GAP projesi ile artan tarimsal sulama ile KL'nin artis gosterebilecegi de
bildirilmektedir.



Sekil 2.4. Leishmaniasis’in Diinya Uzerindeki yayilimi



2.5.2. Leishmaniasis Hastahginin Degisik Formlari

Leishmania tdrleri klinik olarak Visseral Leishmaniasis (VL), Kutandz Leishmaniasis

(KL) ve Mukokutandz Leishmaniasis (MKL) olmak tizere 3 farkli klinik tablo olusturur

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Leishmaniasis Hastaliginin Degisik Formlari

Klinik Hastalik Etkiledigi Organ Leishmania Turd Cografi Dagilim
L.tropica Kompleksi Eski Dinya
L.tropica
L.aethiopia
L.major
L.mexicana Kompleksi Yeni Diinya
L.mexicana
L.pifanoi
Kitandz Deri L.amazonensis
Leishmaniasis L.Braziliensis Kompleksi Yeni Diinya
L.peruvianna
L.guyanensis
L.panamensis
L.lainsoni
L.columbiensis
L.infantum Eski Dunya
L.chagasi Yeni Diinya
L.Braziliensis Kompleksi Yeni Diinya
L.Braziliensis
L.guyanensis
Mukukitantz Deri ve Mukoz L.panamensis
Leishmaniasis Membran L.mexicana Yeni Diinya
L.tropica Eski Dinya
L.major Eski Dunya
L.donovani Kompleksi
L.donovani Eski Dunya
Visseral i¢c Organlar L.infantum Eski Dinya
Leishmaniasis L.chagasi Yeni Dinya
L.tropica Eski Dunya
L.amazonensis Yeni Dunya
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2.5.2.1. Kitandz Leishmaniasis

Kitandz leishmaniasis (KL) ulkemizde daha cok Sark Cibani, Antep Cibani, Halep
Cibani, Yil Cibani gibi isimlerle anilan, ¢ogunlukla L.tropica parazitlerinin neden
oldugu bir deri hastahigidir. Leishmaniasis hastaliginin tilkemizde ve diinyada en sik
gorilen formu olan Kitan6z Leishmaniasis genellikle yiz ve el gibi acik bdlgelerde
iyilesmeyen lezyonlar olusturmaktadir ve tedavisi oldukca zordur (Culha, 2006).
Kutandz Leishmaniasis tim diinyada gortlebilen bir hastalik olup 0zellikle Akdeniz’e
kiyisi olan ulkelerde, tim Orta Dogu Ulkelerinde, Orta Asya’da, Hindistan, Pakistan ve
Guneybati Afrika’da insidansi ¢ok yuksektir. Ayrica 2001 yilindan beri Afganistan ve
Irak’ta bulunan Amerikan askerlerinden vyaklasik 1000 tanesinin de Kitan6z
Leishmaniasis’e yakalandigi dikkate alindiginda, hastaligin Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) icin de buyik bir sorun teskil ettigi dustinulmektedir. Kutantz Leishmaniasis
(KL), ulkemizde ise Gineydogu Anadolu Bolgesi’nde 0zellikle Sanhurfa ilinde
hiperendemik, Cukurova bdlgesinde ise endemik bir hastalik olarak yillardir hikim
stirmektedir.

Kitandz Leishmaniasis Klinik olarak lokalize ve generalize olmak Uzere baslica iki
grupta incelenir. Lokalize Kutan6z Leishmaniasis akut, kronik ve rezidivan olmak (zere
3 grupta siniflandirihr. Akut Kitanéz Leishmaniasis kuru ve yas tipte olabilir. Kuru tip
daha c¢ok kentlerde gorilur ve kulugka stresi iki aydan daha fazla strer. Papiler veya
noduler olabilen derideki lezyon, genellikle tektir ve iginde bol miktarda bol miktarda
parazit bulundurur. Zaman icinde nodllun ortasinda tlserasyon gelisir ve Ulserasyonun
Uzeri sert bir krut ile ortulir. Buraya kadar gecen sire 6 aydir.(Memisoglu,1994)
Ulserasyonun Gzerindeki krutun kaldiriimasi oldukca zordur. Kaldirildginda skutiin alt
yuzeyinde “ Hulusi Behcet’in ¢ivi belirtisi ” adi verilen ¢ikintilar gorilar. Lezyon 8-12
ay surer ve sikatris birakarak iyilesir. Boylece hastalik 1,5 yil kadar surmas olur. Yas tip
ise genellikle kirsal kesimde yaz ve bahar aylarinda gorulir ve hizh bir bicimde
seyreder. Lezyonlari kuru tipe gore kenarlari daha az belirgin noduloulserler seklinde
olup noddllerin iginde bulunan parazit miktari daha azdir. Birkag aydan bir yila kadar
degisen stirede derin sikatris birakarak iyilesirler.(Kotogyan, 1995)

Kronik KL yash insanlarda sik gordlir ve yillarca sirebilir. Rezidivan Leishmaniasis,
leishmaniasis skari cevresinde iyilesme olduktan sonra ufak, kirmizi-kahverengi
papuller ve tuberkuller gelismesiyle karakterizedir. Bu papuller genisleyerek lupus

vulgaris’e benzeyen bir gorinum alirlar ve plaklar olustururlar. Lezyonlar yaz aylarinda
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kotulesip Ulserlesebilir. Lezyonlarda nadir olarak parazitler gorulir (Arnold, 1990,
Markel, 1992).

2.5.2.2. Mukokitanoz Leishmaniasis

Latin Amerika'da Espundia olarak da adlandirilan hastaligin etkeni L. Braziliensis’tir.
L.braziliensis ile enfekte olan kisilerde, burun, agiz, farinks ve larinkste mukozal
lezyonlarin gelismesi ile mukozal (mukokitandz) leishmaniasis olarak isimlendirilen
klinik tablo ortaya cikabilir (Desjeux, 2005). Hastaligin kulugka stiresi 10 giin ile birkag
ay arasinda degisebilir. Tatarcigin kan emdigi bolgede meydana gelen nodil-papul-
vezikul-Glser lezyonlari 10 cm’den biyik olabilir. Herhangi bir komplikasyon
olusmazsa lezyon 6 ay ile 2 yil arasinda kendiliginden iyilesebilir. MKL lezyonlari
mukozal bélgelerde meydana geldiginden, sark ¢ibanindan ayirt edilebilir (DSO, 1990).
Burundaki lezyonlar sonucu doku kayiplari olusur. Doku harabiyeti sonucunda burun,
ust dudak ve alt goz kapaginda ciddi patolojik degisiklikler gelisir (Memisoglu vd. ,
1994).

2.5.2.3. Visseral Leishmaniasis

Kala-azar olarak da bilinen Visseral Leishmaniasis karaciger dalak, kemik ligi gibi
Retikiloendotelyal Sistemi olusturan organlarin intraseltler Leishmania parazitleri
tarafindan enfekte edilmesi sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Singh, 2006, Murray,
2005). L. infantum, L.donovani, L chagasi parazitleri bu hastaligin olusmasina neden
olmaktadir. Visseral Leishmanaiasis 6zellikle HIV virlsu ile enfekte olmus veya organ
transplantasyonunun ardindan bagisiklik sistemi baskilanmis insanlar igin giderek artan
potansiyel bir problem olarak taninmaktadir. Visceral Leishmanaisis hastaliginin esas
belirtileri yuksek ates, kilo kaybi, karaciger blylmesi, dalak buyimesi, lenf bezlerinin
sismesi, pansitopeni ve kandaki gammaglobulin seviyesinin azalmasidir (Pintado, 2001).
Gastrointestinal sistemi de iceren tim organlarin retikiloendotelyal hiicreleri bu hastalik
ylziinden kusatilabilir. Laboratuar agisindan bakildiginda meydana gelen anomaliler
serum aminotransferaz ve alkalin fozfataz seviyelerinin makul bir sekilde artmasi ve
albumin seviyesinin aniden dusmesidir. Visseral Leishmaniasis eder tedavi edilmezse
yiiksek oranda hastayi 6ldirme potansiyeline sahiptir (di Martino, 1992).

Bagisiklik sistemi bozulmus Kisilerin Visseral Leishmaniasis’e daha yatkin hale
gelmelerine neden olan duzensizlikler; hematolojik timorler, sistemik lupus

eritematozus, renal transplantasyon, yetersiz beslenme, yas ve immdn sistemi baskilayici
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kortikosteroid terapidir (Berenguer, 1989). Visseral Lieshmaniasis vakalarinin yaklasik
olarak %50’sinin HIV ile birlikte enfekte olmus insanlarda gorildigu hesaplanmistir,
Bagisiklik sistemi saglam olan hastalarda Visseral Leishmaniasis vakalarinin hemen
hemen tamaminda dalak buyumesi goéruliirken, HIV ile birlikte enfekte olan Visseral
Leishmaniasisli hastalarda dalak buytimesi gorilmemistir. Bu iki populasyon arasindaki
bir diger fark ise Leishmania parazitine karsi olusan antikorlardir. Bagisiklik sistemi
saglam olan kisilerde Leishmania parazitine karsi antikorlarin olusma orani % 95 iken,
HIV ile enfekte olmus kisilerde bu antikorlarin % 66’sI olusmamaktadir (Vigevani,
1989).

2.6. Leishmania Parazitlerinin Kulturu

2.6.1. Klasik Kultlr Yontemi

Hemoflagellatlarin kiltirinun yapilmasi igin pek ¢ok farkli besiyeri kullaniimaktadir.
Leishmania promastigotlari da diizenli bir sekilde pasajlanmak suretiyle bir ¢cok besiyeri
kullanilarak aksenik olarak kultire edilir. Bu yolla Uretilen parazitler yaygin olarak
Leishmania turlerinin molekdler biyolojisi, immunolojisi, biyokimyasi tzerinde yapilan
calismalarda kullanilir. Promastigotlar birbirinden nitel ve nicel olarak farkh kaltar
ortamlarinda biiyimeye adapte olabilirler. Primer lezyonlardan alinan bazi parazit tirleri
devaml kiltarleri icin % 30 FCS ile zenginlestirilmis Schneider’s Drosophila besiyeri
gibi zengin ve ¢ok bilesenli bir besiyerine ihtiya¢ duyarken, daha az miktarda serum
iceren ya da serumun yerini baska komponentlere biraktigi besiyerlerinde tremeye
adapte olabilirler.

Leishmania genusu dyelerinin in vitro olarak standartlastiriimis kaltlrinin yapilmasi,
konak-parazit etkilesiminin daha iyi anlasilabilmesi igin tani amacgl olarak ya da
parazitlerin biyolojik ya da imminolojik 6zelliklerini belirlemek igin uygum miktarda
parazitin dretilmesi igin yararh bir yaklasimdir. Parazitlerin kultiranun yapilmasindaki
en biylk amac farkl Leishmania turlerinin aktif ve boélinen populasyonlarinin uzun
sureli olarak devam ettirilmesidir. Leishmania parazitlerinin kalttra icin 90 yil askin
stredir kullanilan besiyerleri iki farkh sinif altinda toplanabilir : yari-kati bifazik
besiyeri ve sivi monofazik besiyeri. Leishmania parazitlerinin kultird ilk kez olarak bir
difazik besiyeri olan NNN ( Novy, Mac Neal, Nicole ) agarda yapilmistir (Novy, Mac
Neal, 1904, Nicole, 1908). NNN besiyeri 900 ml suda ¢6zinmis 14 gr agar ve 6 gr
NaCl icermektedir. Bu karisim tuplere dagitilir ve hacminin Ugte biri kadar tavsan kani



13

45- 50 °C’ye sogutulmus agarin icerisine ilave edilir. NNN agar zaman icerisinde beyin
kalp infuzyonu gibi bakteriyolojik katki maddeleri ile zenginlestirilmistir ve glinimuzde
sivi fazin kati faza eklenmesinin cesitli modifikasyonlari ile birlikte kullaniimaktadir
(Chance,1974). Bu tam olarak tanimlanmamis difazik besiyeri ginimuzde halen
omurgali ve omurgasiz konaklardan direkt olarak izole edilen Leishmania suslarinin
kilturi ve adaptasyonu icin kullaniimaktadir. Bununla birlikte NNN besiyerinin bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin hazirlanmasi karisik, standartlastiriimasi ise
oldukca zordur. Ayrica bu besiyeri parazitlerin replikasyonu icin énemli faktorler olarak
biyolojik ve immunolojik calismalari zorlastiran kan agar ve bakteriyolojik katki
maddelerini igermektedir.

Son zamanlardaki calismalar serum ile zenginlestirilmis sivi monofazik besiyerinin
kullanimi ile yapilmaktadir. Afrikan trypanasomalarindan orijinal olarak gelistirilen
tanimlanmamis glukoz-laktalbumin-serum-hemoglobin besiyeri (Jadin, 1963), karaciger
infuzyon triptoz besiyeri (LIT) (Castellani, 1967), Panmede besiyeri (Rezai, 1977),
tavsan kani ile hemolize edilerek hazirlanan modifiye NIH besiyeri (Mansour, 1973) ve
yarl tanimli HOMEN besiyeri (Berens, 1976) bu tir besiyerlerine 6rnek olarak
verilebilir. Baslangigta memeli ve bocek hucrelerinin kultird igin formulize edilen
serum ile zenginlestirilmis doku kudltur besiyerleri de pek ¢ok Eski ve Yeni Dinya
Leishmania turinun basarili bir sekilde kdiltire edilmesi icin kullaniimaktadir. Bu
besiyerleri ise 199H besiyeri, RPMI 1640 besiyeri, Schneider Drosophila besiyeri ve
Grace’s bocek doku kultir besiyeridir (Sadigursky, 1986). Tim bu doku kultur
besiyerlerine, Leishmania promastigotlarinin uzun sureli biiytimesi i¢in gerekli bir faktor
olarak ylksek konsantrasyonda fetal dana serumunun (% 10-30) ilave edilmesi
gerekmektedir.

L.donovani promastigot formlarinin kaltird icin serumun, bovine serum albumin ile
veya purin bazlarin, vitaminlerin veya bovin albumin fraksiyonlarinin karisimi ile
degisimi de yapilmistir. En kolay sekilde hazirlanan ve tuzlari, glukozu ve triptozu
iceren hemen hemen tamamen tanimlanmis besiyerinin(érnegin LIT besiyeri) konsantre
edilmis RPMI 1640 ve 199 besiyerine eklenmesi ile olusturulan yeni besiyerinin
L.chagasi ve L.amazonensis promastigotlari ve diger Leishmania tirleri icin uygun
oldugu gosterilmistir. Ayrica Leishmania turlerinin seri kiltirleri, memeli hiicrelerinin
serumdan bagimsiz olarak buyimesi icin gelistirilen besiyerine adaptasyonu da

gerceklestirilmistir. Bu besiyeri belirli amino asitlerin, vitaminlerin, bovin albuminin,
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hormonlarin, peptidlerin ve 0zellikle son zamanlarda insan idrarinin yiiksek

konsantrasyonlari ile zenginlestirlmistir (Howard, 1991, Armstrong, 1994).

2.6.2. Mikro Kultir Yontemi

Allahverdiyev ve arkadaslar tarafindan gelistirilen mikro kultir yontemi yalnizca 70
pl’lik kapiler tiplerden ve sivi besiyerinden olusmaktadir. Mikrokultir yontemi ile tani
konulabilmesi icin oldukga dusuk miktarda besiyerine ihtiyacin olmasi ve kapiler
tiplerin kullanilmasi ile geleneksel tup kullanimina kiyasla maliyetin yaklasik 10 kat
azalmasi bu yontemin en biylk avantajlarini olusturmaktadir. Bunun yani sira yontemin
hazirlanmasinin ve kullaniminin oldukca kolay olmasi ve parazit sayisinin az oldugu
durumlarda bile diger yontemlere gore daha hassas olmasi yontemin diger dnemli
avantantajlaridir. Bu yontem kullanilarak in vitro ortamda az sayida bulunan
amastigotlarin hareketli promastigotlara ne oranda donustigi kolaylikla saptanabilir. Bu
yontemin PCR calismalari ile kombine sekilde kullanilmasi Kitanéz ve Visseral
Leishmaniasis’in hizli tanisinda ve parazitlerin genotipik tiplendirilmesinde buytk
kolaylk sagladigi belirlenmistir (Allahvediyev, 2004).

2.7. Leishmaniasis Tanisi

Leishmaniasisin tanisi kemik iligi ve dalaktan alinan doku aspiratlarinin ya da biyopsi
orneklerinin besiyerine inokile edilmesinin ardindan parazitlerin izole edilmesi ya da
hazirlanan simirlerde parazitlerin gortlmesi ile guvenilir bir sekilde yapilir. Bu
yontemler arasinda dalak aspirasyonu en yiiksek duyarliliga sahiptir(%98) ancak asiri
kan kaybi gibi komplikasyonlarin olusma ihtimali de yiksektir. Bazen karaciger
biyopsisinde ( %50 duyarli), lenf nodilu aspiratlarinda ya da HIV ve Leishmania ile
birlikte enfekte olmus Kkisilerin buffy coat simirlerinde de amastigotlar gozlenebilir
(Davidson, 1998).

Kitandz Leishmaniasisin parazitolojik tanisi ise deri lezyonlarindan alinan biyopsilerde
amastigotlarin  gorilmesi veya bu orneklerin  kdlturiniin ~ yapilmasi  sonucu
gerceklestirilir. Geleneksel simir ve kulttr tekniklerindeki en buyuk sorun, bu
tekniklerin gizli ve herhangi bir belirti gostermeyen enfeksiyonlarin belirlenmesindeki
disuk hassasiyetleridir. Bu teknikler ayni zamanda yavas sonu¢ veren, zaman
kaybettrici ve sahada yapiimasi mimkun olmayan tani teknikleridir.
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2.7.1. Serolojik Tani

Serolojik testler visseral leishmaniasisde spesifik hiimoral yanitin varhgina, kiitandz ve
mukokitantz leishmaniasisde ise hicre aracili immin yanita dayanir. Kitantz
Leishmanaisis’in tanisinin  serolojik testler ile yapilmasinin guvenilir olmadig
distnilmektedir. Bunun nedeni disuk serum antikor titreleri ve parazitolojik vakalarin
%30’nun bu vyolla belirlenememesidir (Edrissian vd. 1979). Yiksek miktarda
antileishmanial antikor titrelerinin varhgi nedeniyle serolojik testler visseral
leishmaniasisin tanisinda daha basarihdir. Visseral Leishmanaisisin tanisi igin
duyarlihgr ve spesifikligi degisen pek cok serolojik metot kullaniimaktadir. Ancak bu
metotlar arasinda en ¢ok basvurulanlar ; indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT), ELISA
ve Direkt Aglutinasyon Testi (DAT)’ dir.

IFAT tanida kullanilan en duyarh testlerden biridir. Bu yontemin temeli enfeksiyonun
en erken safhalarinda ortaya c¢ikan ve iyilesmenin ardindan 6 ile 9 ay sonra fark
edilemez hale gelen antikorlarin belirlenmesine dayanir. EGer antikorlar disuk titrede
devam ediyorlarsa, bu hastahigin yeniden niiksettiginin iyi bir gostergesidir. 1:20’nin
Uzerindeki titreler kayda deger, 1:128’in (izerindekiler ise tanisaldir (Davidson, 1998).
Bunun yaninda tripanazomal serumlar ile ¢capraz bir reaksiyon ihtimali bulunmaktadir.
Ancak promastigotlarin yerine Leishmania amastigotlari kullanilarak bu durumun
ustesinden gelinir. Her ne kadar bu test ELISA ile kiyaslandiginda daha duyarh (% 98)
ve spesifik (% 96) ise de sonu¢ alinmasi oldukg¢a uzun bir sire almaktadir ve saha
kosullarina uygun degildir (Sassi, 1999).

Direkt Aglitinasyon Testi (DAT) de oldukca spesifik ve duyarli bir testtir. Ayni
zamanda ucuz ve hem sahada hem de laboratuar ortaminda kullanimi kolaydir. Bu
yontemde dondurulup kurutulan ya da suspansiyon haldeki boyanmis promastigotlar
kullanilir. Dondurulup kurutulmus form isiya karsi stabildir ve bu nedenle bu yontemin
sahada kullanimina yardimci olmaktadir. Bununla birlikte DAT’In en blylk dezavantaji
18 saatlik uzun inkubasyon siresi ve serumun seri dilisyonlarina olan ihtiyactir (
Schallig, 2001). Ayrica DAT hastaligin seyriyle ilgili herhangi bir bilgi vermez. Test
tedavinin ardindan yillar boyunca pozitif olarak kalabilir. DAT son yillarda L.major
promastigotlarini kullanarak Kutanéz Leishmaniasisin tanisi icin degerlendirilmektedir
ve oldukca spesifik ve hassas (% 90.5) olduklari gésterilmistir (Schoone, 2001).

ELISA leishmaniasisin serolojik tanisinda oldukca degerli bir aractir. Bu test hem
laboratuar analizleri i¢in hem de saha uygulamalari igin kullanilabilir. Buna ragmen

ELISA’nin hassashgi ve spesifikligi kullanilan antijenden oldukga fazla miktarda
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etkilenmektedir. Son zamanlarda L.donovani’ den rGBP, L. infantum’ dan RORFF,
L.chagasi ’ den rgp63, rK9, rK26 ve rK39 gibi pek ¢cok rekombinant antijen gelistirilmis
ve test edilmistir (Montoya, 1997, Martin, 1998, Jensen, 1999, Rajasekariah, 2001).
Bunlarin icerisinde rK39 antijeninin olduk¢ca duyarli oldugu ve Visseral
Leishmaniasis’li hastalarda hastahigin belirtilerinin ortaya c¢ikma siresi konusunda
tahmin edici oldugu bulunmustur. Buna karsilik bu test Kutandz ve Mukokiitangz
Leishmaniasis igin fark edilebilir antijenler gostermemektedir. Bu antijene karsi antikor
titreleri direkt olarak aktif hastalikla iliskilidir ve klinik olarak hastaligin tekrardan
niiksetmesini tahmin etme ve kemoterapiyi goruntiuleme potansiyeli vardir. Buna ek
olarak rK39 ELISA AIDS gibi hastaliklar nedeniyle bagisiklik sistemi bozulmus
kisilerde Visseral Leishmaniasisin fark edilmesi icin yiksek miktarda tahmin edici

deQere sahiptir.

2.7.2. Molekuler Tani

Mikroskobik gozlemler ve alinan drneklerin kaltarinun yapilmasi dusik hassasiyet
sorununu beraberinde getirir ve oldukca zaman kaybettiricidir. imminolojik metodlar
ise enfeksiyonun ge¢cmisi ve gelecegini ayirma konusunda basarisizdir veimmdn sistemi
bozulmus hastalarda guvenilirligini yitirir. Buna karsin molekuler yaklasimlar parazite
6zgu nilkleik asitleri belirleme kapasitesine sahiptir ve ayni zamanda diger
yontemlerdeki sinirlamalari ortadan kaldirabilirler. Ginumiize kadar hem DNA’y1 hem
de RNA’y1 hedefleyen cok sayida nukleik asit gorintuleme yontemi gelistirilmistir.
Bunlarin icerisinde PCR yonteminin oldukca spesifik ve yuksek duyarliliga sahip bir
yontem oldugu kanitlanmistir. PCR testi hastaliga 6zgu belirtilerin ve semptomlarin
ortaya c¢ikmasinin 1-2 hafta sonrasinda parazitlerin DNA’ sini ve RNA’ sini
goruntileme kapasitesine sahiptir. ITS bdlgesi, gp63 lokusu, telomerik sekanslar 18s
rRNA ve SSU-rRNA gibi rRNA genlerini hedefleyen sekanslar gibi Leishmania
genomundaki farkli DNA sekanslari ve kinetoplast DNA’sindaki degisken bélgeler PCR
yonteminde kullanilmaktadir ( Attar, 2001, Santos-Gomes, 2000, EI Tai 2001, Pizzuto,
2001).

Konvansiyonel dalak aspirasyonu ya da kemik iligi ve karaciger biyopsisine kiyasla
PCR yonteminde yalnizca kan érneklerinin kullaniimasi bu yéntemin daha Gmit verici
bir arac olarak kullaniimasini saglamistir. Periferik kanin kullanildigi PCR yénteminin
duyarliigi (% 75) mikroskobik gozlemin ( % 26,3) ve kan kilturinin (%42,3)
duyarliligina gore oldukga yuksektir. Bununla birlikte PCR yodntemi halen sahada
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kullaniimak i¢in pahali bir yontem olarak durmaktadir. Ayrica kultiri pozitif olan
asemptomatik donorlerin kan ornekleri igin negatif sonuglar vermektedir. Buna ek

olarak PCR mililitrede yalnizca 10 paraziti géruntileyebilir (Singh, 1995).

2.7.3. Mikro Kultir Yontemine Dayali Tani

Allahverdiyev ve arkadaslar tarafindan gelistirilen mikro kultir yontemi yalnizca 70
pl’lik kapiler tiplerden ve sivi besiyerinden olusmaktadir. Mikrokdltlr yontemi ile tani
konulabilmesi icin oldukga disuk miktarda besiyerine ihtiyacin olmasi ve kapiler
tiplerin kullaniimasi ile geleneksel tup kullanimina kiyasla maliyetin yaklasik 10 kat
azalmasi bu yontemin en biylk avantajlarini olusturmaktadir. Bunun yani sira yontemin
hazirlanmasinin ve kullaniminin oldukca kolay olmasi ve parazit sayisinin az oldugu
durumlarda bile diger yontemlere gére daha hassas olmasi yontemin diger énemli
avantantajlaridir. Bu yontem kullanilarak in vitro ortamda az sayida bulunan
amastigotlarin hareketli promastigotlara ne oranda donustugu kolaylikla saptanabilir. Bu
yontemin PCR calismalari ile kombine sekilde kullanilmasi Kitanéz ve Visseral
Leishmaniasis’in hizli tanisinda ve parazitlerin genotipik tiplendirilmesinde buytk

kolaylk sagladigi belirlenmistir (Allahvediyev, 2004).

2.8. Kiutantz Leishmaniasis’in Tedavisinde Kullanilan Y&ntemler

Kutandz Leishmaniasis hastaliginin tedavisi ile ilgili cok sayida bilimsel calisma
olmasina ragmen ideal tek bir tedavi tanimlanamamistir. Kitan6z Leishmaniasis
tedavisinde amag, mukozal yayilimi dnlemek, iyilesmeyi hizlandirmak ve yara izi
olusumunu engellemektir. Her ne kadar bazi durumlarda hastalik kendi kendine iyilesse
de, bazen de daha invazif bir form olan ve deride genis yara izleri birakan Mukokutantz
Leishmaniasis’e donusir. Bu nedenle hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar ile bu tir
komplikasyonlarin  dnlemesi  hedeflenmelidir. Hastaligin tedavisinde gelistirilen

yontemler sistemik ve lokal tedavi basliklari altinda toplanmaktadir.

2.8.1. Sistemik Tedavi

2.8.1.1. Pentavalent Antimonlar

Meglumin antimoniate (glukantim) ve sodyum stiboglukonati (pentostam) iceren
pentavalent antimonlar 50 yildan daha uzun siredir parazitik leishmaniasis hastaliginin

tedavisinde kullaniimaktadir. Leishmaniasis’in tim formlarina karsi tedavide halen



18

oncelikli olarak pentavalent antimonlara basvurulmaktadir. Buna ragmen ilacin klinik
olarak kullanimi pek ¢ok nedenden 6turt sinirlanmaktadir. Bu bilesikler en az 3 hafta
boyunca (20 mg of Sb/kg/gun) her giin parenteral olarak verilmelidir. Antimon terapiye
kas ici enjeksiyon sirasinda cogu zaman yerel bir agri ve pek ¢ok yan etki eslik eder.
Tipik yan etkiler miyalji, karin agrisi, diyare, hepatotoksisite ve daha da dnemlisi
kardiyotoksisitedir. Hastaligin tedavisinde ilaca karsi direncliligin olusmasi bir diger
onemli problemdir. Tim bu dezavantajlarinin yaninda ilacin yuksek maliyeti 6zellikle
gelismemis ve gelismekte olan Ulkelerde ilacin satin alinmasini ve kullanimini en disuk
seviyeye getirmektedir. ilacin tim dezavantajlarina ragmen hastaligin tedavisi icin tam
olarak etkin bagka bir ilacin gelistirilememis olmasindan oturt bes degerlikli antimon
kullanimi leishmaniasis ile micadelede ilk basvurulan yontemdir (Seaton, 1992,
Aronson, 1998) .

Pentavalent antimoniallerin etki mekanizmasi hala net olarak anlasilamamistir.
Antimonun son aktif formunun ¢ degerlikli mi yoksa bes degerlikli mi oldugu net
degildir (Duffin, 1991). Arastirmacilar ilacin etki mekanizmasi ile ilgili 2 farkli model
ortaya atmistirlar. Birinci modele gore bes degerlikli Sb(V) 6ncu bir ilag gibi davranir ve
organizmanin igerisinde daha toksik ve aktif form olan Sh(lll)’e rediikte olur (Shaked-
Mishan, 2001). Bu model yapilan in vivo ¢alismalarda Sb(V)’in Sb(lll)’e indirgenmesi
ile desteklenmistir. Yapilan son calismalar tiyol gruplarinin bu cevirimde redikleyici
ajan olarak rol alabilecegi gostermektedir. 4 farkli thiol grubu degerlendirilmistir:
glutathione (GSH) memeli hicrelerinin sitosollerinde bulunan ana tiyol grubudur,
Sistein ve sisteinil glisin  (Cys-Gly) lizozomlar igerisindeki baskin thiollerdir.
Glutathione-spermine konjugati, trypanothione (T(SH)2) parazit icerisindeki baskin
tiyol grubudur (Fairlamb, 1992). Cys, Cys-Gly ve T(SH)2 37 °C’de Sb(V)’in Sb(lll)’e
indirgenmesini arttirabilirler. Sasirtici olarak Sb(V)’in indirgenmesi ile ilgili baslangi¢
oranlari Cys-Gly, Cys ve T(SH), varliginda tek basina GSH ‘tan daha buytktir. Tim bu
reaksiyonlar pH 5 ve pH 7°de meydana gelir ancak genellikle asidik pH ve yavas bir
sekilde artan sicaklik tercih edilir. Tim bu veriler Sb(V)’in Leishmania parazitleri
icerisinde in vivo olarak T(SH), tarafindan, memeli hucrelerinin asidik kisimlari
icerisinde de Cys veya Cys-Gly tarafindan indirgendigi hipotezini desteklemektedir. Bu
nedenle indirgenme isleminin promastigotlara gore daha dusuk hticre ici pH’a sahip ve
daha yuksek sicakliklarda yasayabilen amastigotlarda meydana geldigi bulunmustur
(Fairlamb, 1992).
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Sb (111)’tn sistein ve histidin residuelerinden
olusan cinko parmak proteinler ile baglanma yeteneginde oldugu gdsterilmistir. Bu
yapisal elementler DNA tanima, RNA paketleme, protein katlanmasi ve sentezi, lipid
baglanmasi, transkripsiyonel aktivasyon, hiicre farklilasmasi ve blylimesi ve apoptozun
regulasyonu gibi protein-nikleik asit ve protein-protein etkilesimlerinden sorumludur.
Bu nedenle Leishmania infantum amastigotlarinin dusiik konsantrasyonda Sh(lll) ile
bile tedavisi apoptoz olusumunu indikler (Leon, 2000).

ikinci modele gore ise Sb(V) esas antileishmanial aktiviteyi olusturmaktadir. Sb(V)’in
Leishmania donovani’de tip | DNA topoizomeraz’i spesifik olarak inhibe ettigi
gosterilmistir. Sb(V) bunu pBR322 supercoil plasmidininin klavajini engelleyerek
gerceklestirmektedir (Chakraborty, 1988). De Micheli ve arkadaslari (2002) da Sbh(V)
‘in adenin ribonikleosit ile bir kompleks olusturabilecegini bildirmislerdir. Ribozda
bulunan —OH gruplari Sb(V) icin baglanma bélgeleridir. Sb(V)’in ribonukleositlerle
kompleks olusturmasi asidik pH’larda daha hizli bir sekilde gergeklesir.

Pentavalent antimoniallerin etki mekanizmasinin T-hiucre kiimeleri ve sitokinleri de
iceren cok sayida faktore bagh oldugu Onerilmistir (Murray, 2001). Sodium
stiboglukonat’in sitokin cevabinin artmasini saglayan protein tirozin fosfatlarin giiclii bir
inhibitord oldugu bulunmustur (Pathak, 2001). Son zamanlarda yapilan bir baska
calisma da meglumin antimoniat’in monositlerin ve nétrofillerin fagositik kapasitesini
arttirdigini ve fagositoz sirasinda Uretilen slperoksit anyonlarinda belirli bir artis
gozlendigini gostermistir. Bu yonleriyle bu ilaglar parazitlere karsi savunmada oncelikli
olarak kullanilirlar. Tim bu sonuglar bir araya getirildiginde Sb(V)’in konak hicre
cevabini  dnemli hale getirerek direkt ve indirekt mekanizmalarla parazitleri

oldurebilecegi dnerilmektedir (Muniz-Junqueira, 2008).

2.8.1.2. Pentamidine

Pentamidine, aromatik bir diaimidin olup Leishmania, Pneumocystis carini ve African
Trypanosomes gibi bircok protozoa icin toksik olmaktadir. Aktivite mekanizmasi tam
olarak belirlenmemistir. Pentamidine pentevalent antimonallerine alternatif olarak
kullanilir ve French Guyana’da Kutan6z Leishmaniasis vakalarinn %90’indan
fazlasindan sorumlu L. guyanensis tedavisinde kullanilan ilk seridir ( Nacher, 2001).

Kisa slreli distik dozlu olarak pentamidinin verilmesi Kutanéz Leishmaniasis’i bulunan
saghkh insanlarda, Pneumocystis icin ylksek dozaj uygulanan HIV-pozitif hastalara
gore daha iyi tolere edilir (Pradinaud, 1994).. Tim yan etkiler geri donistumluddr ve
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distik doz uygulanan 2200°den fazla hastada yeni diabetus mellitus gortilmemistir.
Ancak tedavide yiiksek dozajlara (>2000 mg) ihtiyag duyulan Mukozal
Leishmaniasis’de diabetus mellitus gorulebilir (Amato, 1998). Kan sekeri ve glisemi her
enjeksiyonda kontrol edilmelidir. ilacin diger yan etkileri ise azotemi, bobrek
yetmezligi, mide bulantisi, diyare, I6kopeni, trombositopeni, anemi, akut hepatitis,
neralji ve haltsinasyonlardir (Tomkins, 1972).

2.8.1.3. imidazoller / Triazoller

imidazoller ve onlarla yapisal olarak baglantili olan triazoller antifungal ilaglar olarak
tanimlanirlar. Ancak bu ilaglarin ayni zamanda antileishmanial aktiviteleri de vardir.
imidazol ve triazollerin az sayida yan etkiye sahip olmasi ve agiz yoluyla alinabiliyor
olmasi bir avantaj olarak gorilse de bu ilaclar sadece bazi tiirlere karsi etkilidir.
Itraconazole de kullanilan ilaglardan birisidir ancak bu ilagla ilgili veriler ¢ok az ve
tartismalidir.

Fluconazol iran’da rasgele olarak kontrollii ila¢ denemelerinde cahsilmistir. Bu
denemelerde Leishmania major tirlerine karsi Gmit verici sonuglar alinmasina ragmen
ilacin diger Leishmania turlerine karsi gosterdigi etki ile ilgili herhangi bir veri yoktur
(Alrajhi, 2002).

2.8.2. Lokal Tedavi

2.8.2.1. Fiziksel YOontemler

Kitanoz leishmaniasis, fiziksel yontemlerin genis bir araligini kapsayan, koterizasyon
(elektrik veya kimyasal maddelerle dokulari yakma), cerrahi kesim, Kriyoterapi ve
lokalize kontrollu 1s1 gibi yontemlerle tim yas gruplarinda tedavi edilmektedir.
Kriyoterapi, 2 mm “den genis olan lezyonlarda, pamuk uclu aplikator yada pamuktan bir
bezle sivi nitrojenin lezyon bolgesine tekrar eden periyodlarla uygulanmasidir.
Uygulama basina dondurma siiresi 15-20 saniyedir. Bu islem toplam suire 30-120 saat
olacak sekilde, kisa periyotlarla 2 yada 3 kez tekrarlanir. Yeterli uygulamada lezyon
sinirinin 2-3 mm disinda beyazlama gortlmektedir. Dondurma sonrasi lezyon (izerinede

2-3 glin boyunca 6dem ve kabarikliklar olur ve daha sonra kabuklasir (Gurel, 2000).



21

2.8.2.2. %15 Paromomycin igeren Merhem

Lokal formalasyonlarin; ilacin uygulama kolayhgi, daha dusik yan etki ve daha dlsik
maliyet etkinligi gibi 6nemli avantajlari vardir. Fakat deri icine yapilan emilim intakt
deri tarafindan 6zellikle derinin dis tabakasi tarafindan engellenir. Lokal tedaviler agik
lezyonlara uygulanabilir fakat epiltelyal kalinlasma yiziinden lezyon icine emilim ¢ok
etkin degildir.

Paromomycin bir aminoglikosit antibiyotik olup, sistematik olarak hem Visseral hem de
Kitanoz Leishmaniasise karsi kullantlir. Bir merhem olarak farkli formulasyonlari ya
beyaz yumusak parafin icinde methylbenzethonium ile ya da beyaz yumusak parafin ve
ure ile test edilmektedir.

Paromomycin’nin methylbenzethonium ile olan kombinasyonlari, tre ile olanlardan
daha etkilidir. Fakat daha fazla lokal iltihapli reaksiyonlara neden olurlar (Bryceson,
1994). Yeni dinya leishmaniasisi ile yapilan iki calismada merhemin, ilaglardan daha
iyi tedavi etme hizi rapor edilmesine ragmen, uzmanlar, mukozal hastalik risklerinden

dolayi kutanoz lezyonlarin kullaniimasi konusunda kararsizdirlar (Arana, 2001).

2.8.2.3. intralezyonel Bes Degerli Antimon injeksiyonu

Bes degerli antimon injeksiyonu, lezyonlarda cok az yan etkiye sahiptir. Fakat
metastatik enfeksiyonlar gorilmez. Esas hedef lezyonun bulundugu deri bolgesine bes
degerli antimonu doldurmaktir. Bunun anlami lezyon bélgesine ilaci dikkatli bir sekilde
enjekte etmektir. 25G 6lgekli bir igne ilacin lezyon bdélgesine basing altinda enjekte
edilmesinde kullanilir. Doku bosluklari ¢ok kigtk oldugundan deri icine enjeksiyon
zordur. ila¢ subkutan dokuya gecmemelidir, aksi takdirde hizli bir sekilde absorbe olur
ve enfeksiyon bolgesine gecemez.

llacin enjeksiyonu lezyonun merkezine dogru uygulanir. Cozelti lezyonun altindan tiim
lezyon bolgesini kapsayacak sekilde enjekte edilir. Lezyon her 5-7 glinde, 2 yada 5 kez
tedavi edilmelidir. Eger lezyon bes uygulamadan sonra iyilesmezse, bir ay boyunca
incelenmelidir. Lezyon altina yapilan enjeksiyon olduk¢a aci verici olup uygulama

acisindan da cok tecriibeli olmak gerekir (Berman, 1997).
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2.8.3. Halen Arastiriimakta Olan ilaglar

2.8.3.1. Miltefosine

Bir fosfokolin analogu olan Miltefosine leishmania’ya karsi yuksek in vitro aktivite
gosterir. Kolombiya’daki kontrolli olmayan denemelerde elde edilen sonuglar tmit
vericidir. 3-4 hafta sire ile giinde 133-150 mg doz kullanildiginda iyilesme orani
%94°tur. Terapinin ardindan yarali b6lgede herhangi bir parazite rastlanmamistir. 3 ay
sonra ise epitel doku yeniden olusmustur. Bununla birlikte hastaligin nilksetme oranini
hesaplayabilmek igin hastalarin uzun sure gozetim altinda tutulmasi gerekmektedir. Bu
ilaclarin pentavalen antimon bilesiklerine karsi direncli olan suslara karsi etkili oldugu
ispatlanmistir. Ancak teratojenik etkileri, dar doz araligi, kisa yartlanma 6émri ve ilaca
karsi kisa surede direng¢ gelisimi konularinda ciddi endiseler bulunmaktadir. Yapilan
calismalar da bu endiseleri dogrulamaktadir. En sik gorulen yan etkileri mide bulantisi,
gastrointestinal sikayetler, bas agrisi ve karaciger enzimlerindeki artistir. Miltefosine
kullaniminin Kitanéz Leishmaniasis’ in rutin tedavisi olarak onerilebilmesi icgin cesitli
Leishmania tirleri ile daha fazla kontrollii denemelerin yapilmasi gerekmektedir (Soto,
2001).

2.8.3.2. Amfoterisin B/ Lipozomal Amfoterisin B

Antifungal bir ajan olan Amfoterisin B Leishmania tirlerine karsi da aktiftir ancak ¢ok
sayida yiksek insidansh Kkarsit reaksiyonlara yol acabilir (Ornegin; hyperpyrexia
,yuksek tansiyon ,anemi , thrombofilebitis , hepatitis , bobrekte hasar ve azotemi gibi).

Serbest haldeki ilaca gore ¢ok daha az toksik 6zellik gosteren ¢ok sayida amfoterisin B
lipid formulasyonu gelistirilmistir ve bunlarin Visseral Leishmaniasis’ in tedavisinde
faydali oldugu kanitlanmistir. Ancak Kitandz Leishmanisis icin lipozomal Amfoterisin
B’ nin formulasyonu ve etki gosteren dozajinin hesaplanmasi konusunda yeterli calisma

yaptimamistir (D’Oliveira, 1997).

2.8.3.3. Allopurinol

Bir hipoksantin analogu olan Allopurinol, pentavalen antimonun eksikliginde etkili
degildir. Ancak bununla birlikte Allopurinol ( 20 mg/kg/giin 15 gun igin ) ve
stiboglukonat ( 20 mg/kg/gtin 15 giin icin ) kombinasyonu ayni dozda stiboglukonatin
tek basina gosterdigi etkiden ( %36-39 iyilesme orani) ¢ok daha fazla bir etki gosterir
(%71-74 iyilesme orant).
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2.8.3.4. Bagisiklik Sistemini Etkileyen ilaclar

immiinomodulatérler ilging bir sekilde pentavalen antimonlarin yaralari iyilestirme
oranlarini gelistirebilirler ancak bugiin igin net bir verinin bulunmayisi bu ilacin tavsiye

edilmesini engeller.

2.8.3.5. Diger ilaclar

Rifampisin, dapsone ve ¢inko sulfat gibi diger ilaclar da Leishmaniasis tedavisi igin test
edilmislerdir (Kochar, 2000, Dogra, 1991, Sharquie, 2001). Bazilari imit verici olmakla
birlikte tedavi icin kullanilmadan 6nce bu ilaglarin kesin bir sekilde hastaligi onleyici

etkiye sahip oldugunu gosteren sonuglarin elde edilmesi gerekmektedir.

2.9. Kiitanoz Leishmaniasis Tedavisinde Kullanilan ilaglarin Dezavantajlari

Leishmaniasis’in tedavisinde kullanilan ilaglarin en blylk dezavantaji sebep olduklari
yan etkilerdir. Basta tedavide altin standart olarak kabul edilen pentavalent antimonlar
olmak uzere kullanilan tum ilaglar pek ¢ok yan etkiye sebebiyet verirler.(Cizelge 2.2)
Ayni zamanda antileishmanial ila¢ tedavisinin ardindan derideki lezyonlar tam olarak
iyilesememekte ve deride genis yara izleri kalmaktadir (Scope, 2003, Schubach, 1998).
Ayrica son vyillarda hastalik etkenlerinde kullanilan ilaglara, vektorlerinde ise
insektisitlere karsi direncliligin artmasi bir baska ©nemli sorunu olusturmaktadir.
Pentamidin gibi ilaclar ise hastalia neden olan Leishmania parazitlerinden sadece bir
kaci Uzerinde etkili olabilmektedir . Ayrica Leishmania parazitleri ile HIV virislerinin
birlikte enfekte ettikleri hastalarda leishmaniasis tedavisinde kullanilan klasik ilaglara
karsi diren¢ olusmakta ve tedavi genellikle basarisizlikla sonuglanmaktadir. Kitanoz
Leishmaniasis tedavisinde kullanilan ilaclarin bir diger dezavantaji ise uzun sireli
kullanim gerektiren ilaclarin oldukca pahali olmasidir. Tim bu nedenlerden o6tiri
Kitandz Leishmaniasis hastaligi ile micadele icin yeni yaklasimlara oldukca fazla

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Cizelge 2.2. Leishmaniasisin tedavisinde kullanilan ilaglarin toksik yan etkileri

ILAC

YAN ETKILERI

Bes degerlikli antimonlar

Miyalji, diyare,

EKG ile %30-60 oraninda goriulebilen
kardiyak toksisitesi ,

%50 geri donusumli olarak karaciger
zehirlenmesi

Hematoksisite (anemi, I6kopeni, trombopeni)

Pentamidin

Kisisel sikayetler: kas-iskelet semptomlari,
miyalgiya, basagrisi, mide bulantisi, sindirim
sistemi sikayetleri, enjeksiyon bdlgesinde
agri, sirt agrisi

Nadiren gorilen komplikasyonlar:
glomerulonefritis, , periferal bobrek iltihabi,
deride pul pul dokulme, herpes zoster,
Aseptik apse (pentamidin ile subkitandz
dokunun kazara temast), diyabet,

hipoglisemi, proteinire, disiik tansiyon

Ketokonazol

Geri  donltsumli  karaciger zehirlenmesi,
(genellikle hafif)

Testosteron degerlerinde (%70) disus,

Kisisel sikayetler: sirt agrisi, bas agrisi, mide
bulantisi, ates ve halsizlik

Flukonazol

Karaciger zehirlenmesi

Alerjik deri reaksiyonlari

Hematoksisite (anemi, I6kopeni, trombopeni)
Kisisel sikayetler: bas agrisi, sindirim

sistemi sikayetleri
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3. NANOTEKNOLOJi NEDIR?

“Nano” sOzcuk olarak, bir fiziksel blydkligin milyarda biri anlamina gelir. Bir
nanometreyse, metrenin milyarda birine esit uzunluk birimidir. Nano 0lcekteki
malzemeler, malzemenin molekuler haldeki 06zelliklerinden ¢ok farkli olan yeni
Ozelliklere sahiptirler. Nanomalzemeler kitlesel halde bulunan malzemelerle
kiyaslandiginda toplam hacimlerine gore ¢cok daha biylik oranda ytizey alanina sahiptir.
Genis yuzey alani elementlerin ve nanoparcaciklarin birbirleriyle olan etkilesimini
etkiler. iste bu sekilde daha biiyiik boyutlarina gére oldukca farkli elektriksel, mekanik,
optik ve manyetik 6zellikler gosteren atomik ve molekiler boyutlardaki ( 1-100 nm )
fonksiyonel materyallerin, aletlerin, sistemlerin Gretilmesini konu alan bilim dali
nanoteknoloji olarak isimlendirilmektedir (Singh, 2006).

Bu nedenle nanoteknoloji asagidaki anahtar fiziksel ve kimyasal konulari kapsar:

= Nano boyuttaki yeni fiziksel 6zelliklerin varhgi

= Atomik ve molekdler boyutlardaki analizler

= Maddelerin atomik boyutlarda kontroli

= Niteliksel olarak yeni 0Ozelliklere sahip olan fonksiyonel kompleks sistemlerin

Uretilmesi

3.1. Nanobiyoteknoloji

Nano boyuttaki materyallerin insan viicudunda bulunan hiicrerden daha kiicik olmakla
birlikte hicrelerin icerisinde bulunan makro molekillerle hemen hemen ayni boyutta
olduklari bilinmektedir. Yapilan arastirmalar DNA’nin eninin yaklasik olarak 2.5 nm
oldugunu ve protein molekillerinin eninin ise 1-20 nm arasinda degistigini ortaya
koymustur. Canli hicrelerin fonksiyonel bilesenlerinin bu dogal nano boyutlari,
nanoteknolojinin biyoteknoloji icerisinde uygulanmasini kacinilmaz hale getirmektedir.
Bu durum nanobiyoteknoloji teriminin ortaya cikmasini saglar. Nanobiyoteknoloji,
nanoteknoloji ve biyoteknolojinin ortak bir noktada birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan bir
bilim dahdir. Nanobiyoteknoloji, nano boyuttaki materyallerin ya da Urlnlerin
yapiminda biyolojik molekullerden yararlanir. Olusan bu nano materyaller ise biyolojik
sistemleri etkilerler.

Nanobiyoteknolojinin katilimiyla birlikte gelecekte biyolojik sistemlerde 6zellesmis
bolgeleri hedefleyebilen, bulundugu bdlgeden farkh olarak cevresindeki yapilari
denetleyebilen, cesitli kimyasallarin saliniminda gorev alabilen, dokularin veya

hicrelerin verdikleri yanitlar algilayabilen ve cevresinde bulunan dokulari yeniden
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olusturabilen  cesitli  nanopartikillerin ~ veya baska yapilarin  gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Sonu¢ olarak nanobiyoteknolojideki gelismeler gelecek yillarda 6zel
olarak dizayn edilmis nano yapilarin iletisimi saglayan bir operatér vasitasiyla kontrol
edilerek canh bir organizma (6rnegin bir hastada) icerisinde idare edilebilecegini ve

verilen sinyallerle istenen noktalara yonlendirilebilecegini gostermektedir.

3.2. Nanotip

Nanotip terimi tam olarak nanoteknolojinin tip alaninda uygulanmasi anlamina
gelmektedir. Nanotip fikri ilk kez olarak Nobel 6dulli Profesér Richard Feynman
tarafindan dile getirilmistir. Feynman ince robotlarin ve nano boyuttaki aletlerin tani ve
tedavide daha glvenilir, kesin, ucuz ve hizh vyaklasimlarin saglanmasinda
kullanilabilecegini soylemistir (Feynman, 1992).

Bazi konularda birbirleriyle alakali olsalar da, nanobiyoteknoloji ve nanotipin ¢alisma
alanlari birbirinden farklidir. Genel olarak nanotip tibbi uygulamalarda nanoteknolojik
kavramlarin kullanimi (zerine odaklanmaktadir. Nanobiyoteknoloji ise biyolojik
sistemler Uzerinde nano boyutta yapilan tlim arastirmalari kapsamaktadir (Riehemann,
2009).

Feynmann’in yillar 6nce 06ngordigu gibi son yillarda nanotipa olan ilgi giderek
artmaktadir.  GUnumuizde nanotibbin  c¢alisma alanlart ilaclarin  tasinmasi,
biyomateryallerin olusturulmasi, in vivo gorintileme, in vitro tani, aktif implantlarin
olusturulmasi ve hastaliklarin tedavisi olmak uzere gesitli basliklar altinda toplanabilir.
Temel yaklasimi hasta hicrelerin saglikhi hicrelere oranla daha cabuk bir bicimde
ortadan kaldiriimasi olan ameliyat, kemoterapi ve radyasyon ile muamele gibi
konvansiyonel tedavilerin aksine, nanotip spesifik hiicrelerin belirlenmesi, 6ldirilmesi
veya tedavi edilebilmesi igin ¢ok yonli uygulamalari kullanmayi amaglamaktadir. Bu
nedenle nanotip yalnizca nanoteknolojik kavramlarin  kabul edilmesine ve
uygulanmasina degil, ayni zamanda gerekli bilgilerin nanoteknolojiye aktarilmasina da
ihtiyac duymaktadir. Bu ytzden bu iki calisma alani birlikte gelismektedir (SEER
Cancer Statistics Review; 1975 — 2003).

Nanotip’in hedeflerinden birisi de tip alaninda uygulanmasi amaglanan ve yeni
fonksiyonel ve dinamik o6zelliklere sahip cok dizeyli molekiler agregatlarin
tasarlanmasidir. Bu ama¢ dogrultusunda boyuta ve bdlgeye spesifik nano boyuttaki
sistemler Gretilmeye calisiimaktadir. Bu yaklasim ayni zamanda kisisellestirilmis tibbin
gelistirilmesi  dogrultusunda yeni olasiliklar 6nermektedir. Kisisellestirilmis tip
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gelecekte genomik ve proteomik teknolojileri kullanarak her hasta icin en uygun

farmakoterapinin gelistirilmesini hedeflemektedir (Yang, 2008).
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Sekil 3.1. Nanobiyoteknolojinin Nanotip ile iliskisi

3.3. Nanopartikuller

Nanopartikiller 100 nm’den daha kicik boyutlardaki, boyutlarina kiyasla oldukca genis
yuzey alanlarina sahip ¢éziinmeyen partikillerdir. Nanopartikdiller kitlesel materyallerle
atomik yapilar arasinda bulunan ara yapilardir. Kutlesel materyaller genellikle sabit
fiziksel ozelliklere sahiptirler. Kutlesel materyallerin aksine nanopartikillerin ise
oldukca degisken elektriksel, manyetik ve optik 6zellikleri bulunmaktadir (Sinha, 2006).
Tum bu farkh 6zellikleri nanopartikillerin hastaliklarin tanisi ve tedavisi konusunda ilgi
odagi haline gelmelerini saglamaktadir (Suri, 2007).

Nanopartikiller boyut olarak insan hicrelerinden daha kiicuk olmakla birlikte enzimler
ve reseptorler gibi biyolojik makro molekillerle ayni boydadirlar. Bu nedenle
nanopartikiller ayni boyda olduklari peptidler, antikorlar veya nikleik asitlerle konjuge
edilerek problar seklinde kullanilabilirler. Boylece patolojik bdolgeler ile ilgili olan

hlcresel hareketler ve molekdler degisiklikler gézlenebilir. Bu problar genis bir spektral
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arahiga karsi yiksek dlzeyde hassasiyet, stabilite ve absorbsiyon kat sayisi saglarlar
(Cuencha, 2006). Antikorlarla, kollajenlerle ve mikro molekullerle kaplanan
nanopartikiller kanser gibi hastaliklarin erken tanisi icin de denenmektedir. Vitaminleri,
hormonlari, enzimleri sentezleyen genlerle tasarlanan biyolojik robotlar irsi ya da
sonradan kazanilmis hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir (Freitas, 2005). Ayrica nano
boyuttaki aletler yuksek dozda antikanserojen ilaglarin ve genlerin normal hiicrelere
zarar vermeden kot huylu ve hasta hiicrelerin icine tasinmasi igin 6zellesmistirler. Bu
sayede antikanserojen ilaclar en az yan etki ile maksimum yeterlilik gdsterirler. Bu nano
tastyicilar ayni zamanda kimyasallar, manyetik alan, 1s1 ve pH gibi uyaranlar tarafindan
aktive olacak sekilde diizenlenebilirler ( Lee, 2008). Nano tastyicilar benzer sekilde
ilaclarin kan-beyin bariyeri gibi anatomik bariyerlerden, akcigerler ve deriden penetre
olmasi icin de kullanilirlar. Son zamanlarda nano tastyicilar hedefleme, ila¢ tasima
cihazi ve biyolojik sensor olarak fonksiyon gosterme gibi ¢ok fonksiyonlu sekilde
tasarlanmaktadirlar (Lepage, 2007).

Son yillarda nanopartikillerden mikrobiyoloji alaninda da yararlaniimaya baslanmistir.
Yapilan calismalarda nanopartikillerin pek cok bakteri tirt ve diger hicre modelleri
uzerinde antimikrobiyal 0zellik gosterdikleri ortaya ¢ikmistir. Ayrica nanopartikullerin
mevcut antibiyotiklere karsi direncli olan bakteriler (zerinde de etkili olmasi
enfeksiyonlarla miicadele konusunda Umit verici bir gelisme olarak nitelendirilmektedir.
Gunumuzde hastaliklarin tani ve tedavisinde kullaniimak Gzere halen arastirilmakta olan
nanopartikiller ve nano cihazlar; quantum dotlar, nano kabuklar, nano kureler, metal
nanopartikiller, paramanyetik nanopartikiller ve karbon nanotiplerdir. Kanser tani ve
tedavisi ile nanoteknolojinin birlestirilmesi hizla ilerleyen calisma alanlarindan bir
tanesidir ve bu kavramlarin daha genis bir sekilde anlasilabilmesine ihtiyac

duyulmaktadir.

3.4. Hastaliklarin Tanisinda Nanopartikuller

Gunumuzdeki senaryoda Manyetik Rezonans Goruntiileme (MRI) ve tomografi tani ve
goruntilemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yani sira nano boyuttaki kontrast
ajanlari gadolinium gibi geleneksel kontrast ajanlarina gore daha yiksek miktarda
manyetik hassaslia sahiptir. Stper paramanyetik nanopartikiller viicuda intraventz
olarak verildikten sonra hizli bir sekilde karacigerler tarafindan alindiklari icin hepatik
timorlerin karakterize edilmesi icin kullanilirlar (Wang, 2001). Benzer sekilde 5-10 nm

boyutunda oldukca kigclk, stper paramanyetik demir oksit kontrast ajanlari lenf
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nodulleri ve kemik iligi tarafindan hiicre igerisine alinir. Bu nanopartikuller serviks,
meme, akciger ve prostat kanseri hastalarinda lenf nodillerinin durumlarini karakterize
etmek icin kullanilir. Positron emisyon tomografisinin algilama limitinin altinda olan
lenf nodillerindeki 2 mm’den daha kuiglk captaki mikro metastazlar demir oksit
kontrast ajanlari kullanilarak tanimlanir (Harisinghani, 2003, Torchilin, 2007). Ayni
sekilde LH-RH iceren silika kapli lipit miseller demir oksit partikullerin LHRH
reseptori pozitif olan kanser hicrelerine birakilmasi igin kullanilirlar. Kanser hicreleri
tarafindan alinan partikiuller MRI kulllanilarak gorintilenir. Slperparamanyetik
nanopartikiller in vivo olarak MRI igin bir kontrast ajani olarak kullanilabilir. Bu
nanopartikiller metastazlarin tanimlanabilmesi igin hassasiyeti arttirirlar ve periferal
organlardaki, lenf nodillerindeki ve kemiklerdeki hucrelerin yayilmasini saglarlar.
Ayrica yapilan bir calismada nanopartikullere dayali indirekt immunofloresan
mikroskobun Mycobacterium tuberculosis’in hizli tanisinda oldukga etkili oldugu
gosterilmistir (Qin, 2007).

3.4.1. Quantum Dots

Quantum dotlar kadmiyum veya gimus gibi elemental inorganik ¢ekirdektan ve onu
cevreleyen metal bir kabuktan olusan nanokristallerdir. Dis taraftaki kabuk quantum
dotlari fotokimyasal zarardan korur ve onlarin suda ¢6zunarlugund arttirir. Quantum
dotlar spesifik dokulari ve organlari hedeflemek icin antikorlar ile veya nukleik asitlerle
konjuge edilebilir ve floresan problar olarak kullanilabilir. Boyutlarina ve
kompozisyonlarina bagl olarak 400-2000 nm arasinda degisen bir i¢ floresan emisyon
spektra dalga boyuna sahiptir (Medintz, 2008). Ayrica quantum dotlar gorindr
spektrumda yetersiz penetrasyona sahip olan bagirsak gibi dokulari goérintiilemek icin
de kullanilir. 700-1000 nm dalga boyunda yakin infrared (NIR) spektrumda floresan 1sik

yayan quantum
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Sekil 3.2. Boyutlarina bagl olarak renk degistiren Kuantum Dotlar

dotlar cesitli hayvan modellerinde in vivo lenfatik gortntiileme icin dizenlenmistir
(Kim, 2004). Quantum dotlarin agir metal kompozisyonlarina ve UV isinlanmaya maruz
kaldiktan sonra sitotoksik kadmiyumun serbest kalmasina bagh olarak hayvanlar
Uzerinde potansiyel kullanimi fazla degildir. Bu yan etkileri quantum dotlarin polietilen
glikol(PEG) ile kaplanmasi veya misellerden olusan kapsullerle sarilarak azaltilabilir
(Moghimi, 2005).

3.4.2. Nanokabuklar

Quantum dotlarin sitotoksik etkisi silikadan yapilmis dielektrik bir ¢ekirdek iceren ve
ince bir metal kabuk ile cevrilen nanokabuklar kullanilarak da giderilebilir.
Nanokabuklar 10-300 nm ¢apinda quantum dotlardan daha buylik olan ancak agir metal
toksisitesi icermeyen yapilardir. Nanokabuklarin optik 6zellikleri elektrik enerjisinin
ISIk enerjisine donismesine dayanir. Kabuk kalinligina ya da c¢ekirdek capina bagh
olarak nanokabuklar yakin Infrared bdlgesini de iceren genis bir dalga boyunun
uzerindeki 15191 ya etrafa sacarlar ya da absorblarlar. Nanokabuklar fotoakustik
tomografi ya da optik es evreli tomografide gorinttileme i¢in kontrat ajanlari olarak da
kullanilirlar (Loo, 2005). Nanokabuklarin PEG ile kaplanmasinin oral biyouyumluluk ve
yarilanma suresinin arttirilmasi ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica timdre-6zgi

molekdlleri hedeflemek icin immunopartikullerle konjuge edilirler (Loo, 2004). Yapilan
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calismalar nanokabuklari igeren biyokonjugatlarin insan meme kanserindeki HER-2’leri

hedeflemek ve gorintilemek igin kullanilabilecegini gostermistir (Loo, 2005).

Sekil 3.3. Nanokabuklar

3.5. ilaclarin Tasinmasinda Nanopartikdiller

Geleneksel olarak oral ya da parenteral yolla ila¢ verilmesi degismis farmakokinetik
parametreler ve genis yayllim nedeniyle pek ¢ok dezavantaja sahiptir. Ayrica genetik
polimorfizme bagh olarak direncliligin gelismesi ilaglarin etkinliginin azalmasina
katkida bulunmaktadir. Etkilesimin olmasi istenen bolgeye ila¢ verilmesi igin nano
yaptlar kullanilarak bu sorunun Ustesinden gelinebilecegi dustnulmektedir. Nano
yapilara bagli bu sistem ilacin istenen bolgede en az toksik etki ile spesifik olarak
birikmesi icin imkan sunmaktadir. ilag tasinmasinda kullanilan nanopartikiiller
lipozomlari, dendrimerleri, miselleri ve karbon nanotipleri icermektedir. Dendrimerleri,
seramik nanopartikilleri ve karbon nanotupleri iceren nano cihazlar kanser hiicrelerini
hedefleyebilirler. Kanser hicreleri yizeylerinde bir monoklonal antikor veya hicre
ylzey reseptdr ligandi ile baglanmis nanopartikillerin hiicre icerisine alinmasinda
kullanilabilecek pek ¢ok reseptdr bulundurmaktadirlar (Pison, 2006).
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3.5.1. Lipozomlar

Lipozomlar lipit bilayer katmani ile cevrili sulu bir i¢ kissimdan olusan yapay fosfolipid
vezikullerdir. Lipozomlar biyolojik olarak inert ve hicbir toksik reaksiyon gostermeyen
tamamen biyouyumlu yapilardir (Torchilin, 2007). Lipozomlarin suda ¢6zinen ilaglarla
yuklenen igteki sivi kismi amfoterisin B gibi zayif olarak absorblanan ilaclarin biyolojik
olarak kullanilabilirligini arttirmak icin kullanilir. Bu ilaglar immunolojik olarak
baskilanan bireylerde hayati tehdit eden fungal enfeksiyonlara karsi kullanilirlar
(Cagnoni, 2002). Benzer sekilde kanser hastalarinin kemoterapisi icin lipozomal
doxorubicin formulasyonlarinin daha az yan etki gostererek daha gicli olduklar
gosterilmistir (Gabizon, 1997).

‘Gizli olmayan’ lipozomlar olarak isimlendirilen bu konvansiyonel lipozomlar retikilo-
endotelyal sistem igin yiksek afiniteye sahiptir ve kan dolasimindan hizl bir sekilde
cikarlar. Bununla birlikte bu sorun ‘gizli’ lipozomlar ve akustik olarak aktif lipozomlar
gibi lipozomlarin yeni formilasyonlari kullanilarak giderilebilir (Fanciullino, 2005). Bu
gizli lipozomlar makrofajlar tarafindan hicre icerisine alinimini azaltan ve artan nufuz
ve birikme etkisi(EPR) olarak isimlendirilen bir sistem tarafindan timor hicrelerinin
icerisinde konsantre olmasina izin veren PEG ile baglanabilir (Greish, 2004). EPR etKkisi
timor endotelinin artan gecirgenligi ve timor hacrelerindeki lenfatik stzilmenin
eksikligi iliskilidir. Sonug olarak ilacin timorin etrafinda bulunan damarlardan timor
hicresinin icerisine gegmesinde ve lenfatik stziilme eksikligine bagh olarak ilacin
timor hicrelerinde blytmesi artmistir. Bu gelismis liposomal formulasyonlarin surekli

ila¢ birakim sistemleri olarak kullanilmasi beklenmektedir (Maeda, 2001).

Sekil 3.4. Lipozom ve ikili fosfolipit tabaka
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3.5.2. Miseller

Miseller zayif olarak c¢ozlnen ilaclarin ¢ozlndrligind ve biyolojik olarak
uygulanabilirligini arttirmak icin kullanihrlar. Kiglk boyutlarina bagh olarak miseller
timor hicrelerin icerisine dogrudan penetre olurlar ve EPR etkisine bagli olarak
aktivitelerini olduk¢a uzun slre sirdarebilirler. Yapilan calismalar misellerle
birlestirilen adriamycin gibi antikanserojen ilaclarintumér hiicrelerinde diger hiicrelere
gore daha yogun bir sekilde akimile olduklarini gostermistir (Yokoyama, 1999).
Amerika Gida ve ilag Yonetimi(FDA) nin meme kanserinin tedavisi icin onayladig
Abraxane (ABI-007) paclitaxelin nanopartikil formulasyonu ile stabilize olan bir
albumindir. Paclitaxel ilaci zayif bir sekilde ¢6zindugu icin ilacin ¢cozinlrliga hiper
duyarlilik reaksiyonlarina neden olan misel olusturucu cremophor ethoxylated castor oil
(EL) ilavesi ile arttirilir. Abraxane’in bulunmadigi cremophor EL 300 mg/m?/hafta doz
ile verildiginde meme kanseri hastalarinda hiper duyarlilik reaksiyonlarina bagl olarak
herhangi bir infuzyon géralmemistir (lbrahim, 2002). Benzer sekilde abraxane ve
paclitaxel ile ayri ayri yapilan deneylerde paclitaxel verilen kanser hastalarinda metataza
verilen cevap orani % 19 iken, abraxane ile birlikte bu oranin % 33’e ¢iktig
g6zlenmistir (Gradishar, 2005).

3.5.3. Karbon Nanotupler

Karbon nanotupler benzen halkalarindan olusan karbon silindirlerdir. Tip formundaki
atomlarin katmanlaridir. Karbon nanotupler farkli molekulleri ve antijenleri ylzeylerine
adsorbe ederek spesifik timor hucrelerini hedeflerler ve endositoz yoluyla hiicre
icerisine girerler. Nanotuplerin arasindaki genel konfigurasyon iki gesittir: tek duvarli
nanotiipler(SWNT) ve cok duvarli nanottipler(MWNT). Tek duvarli nanotipler yakin
Infrared 15191 absorblamak icin tasarlanmistir ve in vitro olarak fototermal kesip ¢ikarma
uygulamalarinda kullanilir. Ayrica yuksek performansli manyetik rezonans goruntileme
kontrast ajani olarak kullanilmak (izere paramanyetik gadolinium partikulleri ile
birlestirilen SWNT’ler de gelistirilmektedir (Li, 2006). SWNT’lerin fiziksel boyutlari
nikleik asitlere benzemektedir ve bu nedenle gen ve ila¢ tasima sistemleri icin Gmit
verici bir yaklasim vaad etmektedirler. Cok duvarl nano tupler ise daha genistirler ve
cok sayida tek duvarli nano tupun bir tanesinin igerisine kiumlenmesi ile
olusturulmusturlar. Cok duvarli nano tupler bakteri htcrelerinin icerisinde iacglarin

spesifik olarak tasinmasinda kullanilirlar (Prado, 2008).
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Sekil 3.5. Karbon Nanotupler

3.6. Hastaliklarin Tedavisinde Nanopartikuller

Mikrobiyolojik agidan incelendiginde gintmuzde fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
olan nano boyuttaki ila¢c partiktllerinin sentezlenmesi yeni farmasdtik drinlerin
gelistirilmesinde ilgi gekici bir konuyu olusturmaktadir. Nanopartikillerin sahip oldugu
essiz elektriksel, kimyasal, mekanik ve optik ozellikleri, yuksek yuzey alani / hacim
oranlari ve oldukca kiclk boyutlari sayesinde etkin antimikrobiyal 6zellik gosterdikleri
gozlemlenmistir (Morones, 2005). Ozellikle yiiksek kimyasal reaktivitelerine bagli
olarak serbest radikalleri de iceren reaktif oksijen tirlerin(ROS) dretiminde buyuk
oranda artisa neden olmasi nanopartikillerin enfeksiyon yapici ajanlari 6ldirme
mekanizmasini olusturmaktadir (Nel, 2006). Son yillarda yapilan ¢alismalarda en ¢ok
kullanilan nanopartikillerden biri olan gumis nanopartikillerinin  650’ye yakin
enfeksiyona sebebiyet veren mikroorganizma uzerinde o6ldirici etkisinin oldugu
disunulmektedir. Nanopartikullerin ve nanopartikiller tarafindan tretilen reaktif oksijen
thrlerinin silfur ve fosfor gruplarini iceren bilesikler ile giicli bir etkilesime girdikleri
bilinmektedir. Bu nedenle nanopartikillerle muamele edilen bakteri hiicresinde sulfir ve
fosfor gruplarini bulunduran DNA ve yasamsal enzimler ciddi bir sekilde zarar goriir
(Asharini, 2008).
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Nanopartikuller dncelikle bakteri hiicre membranlarini bozarak, membran gecirgenligini
kayda de@er bicimde arttirirlar. Daha sonra hicre icerisine giren nanopartikiller
yasamsal enzimlerin inhibisyonuna ve DNA’nin replikasyon aktivitesini yitirmesine
neden olurlar. Son olarak ATP sentezinin durmasi ve reaktif oksijen turlerinin olusmasi
sonucu meydana gelen oksidatif stresten etkilenen hiicre apoptoza yonelir (Asharini,
2008).

Ayni etki mekanizmasiyla yani gerek Reaktif Oksijen Turlerini(ROS) olusturmak
suretiyle gerekse de hicre igerisinde bulunan komponentlerde meydana getirdikleri
degisimlere bagli olarak nanopartikillerin  cesitli  kanser hicreleri  Gzerinde
antikanserojen etki gosterdikleri ve bu hicrelerin proliferasyonlarini inhibe ettikleri de
belirlenmistir. Ayrica yapilan calismalarda 6zellikle metal oksit nanopartikillerinin
funguslar ve virGsler Gzerinde de etkili olduklari gosterilmistir. Tim bu calismalar
nanopartikullerin hastalik yapici etkenleri inhibe edecegini gostermesi agisindan
onemlidir. Ancak nanopartikullerin bahsedilen hiicreler Gzerindeki etkileri bugiine kadar
yalnizca in vitro olarak gosterilmistir. Bununla birlikte in vivo uygulamalar igin
nanopartikillerin ~ kullanilmasi  konusunda  bazi  sipheler  bulunmaktadir.
Nanopartikullerin tek baslarina insan vicuduna verildiklerinde saglikli insan hiicreleri
Uzerinde de toksik etki olusturabilecekleri disuntlmektedir. Bunun Onlenmesi igin
nanopartikillerin polimerler ile ya da baska bilesiklerle kompozit yapilar olusturarak
insan vucuduna verilmesi hedeflenmektedir. Bu sayede nanopartikillerin saghkli insan
hlcrelerine zarar vermeden enfeksiyon yapici ajanlari ya da kanser htcrelerini inhibe

etmesi saglanabilecektir.

3.6.1. Metal Oksit Nanopartiktlleri

Metal nanopartikilleri genellikle ilgili metalin vakum igerisinde buharlastiriimasi ya da
lazer ile agindirma gibi fiziksel metotlar ya da metal tuzlarin indirgenmesini kapsayan
kimyasal metotlar kullanilarak hazirlanmaktadir (Rao, 2000). Bunun yani sira polimer
konjugatlarini gelistiren Sambhy ve arkadaslari glimis bromid — polimer kompozitlerini
basit bir presipitasyon basamagini kullanarak sentezlemistir (Sambhy, 2006).
Nanopartikullerin stabilizasyonu siklikla surfaktan kullanilarak yapiimaktadir. Bu
sayede kolloidal partikillerin kiimelesmeye olan egilimleri engellenmis olur (Xu, 2006).
Chen ve arkadaslart pH degistirilerek gumuis nanopartikillerin - sekillerinin - ve

renklerinin kontrol edilebilecegini bildirmistir. Nanopartikillerin sentezlendigi tim
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durumlarda UV-gorinir absorbsiyon spektrumu nanoyapilarin gelisiminin gosterilmesi
ve nanopartikillerin boyutlarinin géruntulenmesi icin kullantlir (Chen, 2007).

Metal nanopartikillerinin en 6nemli avantajlari boyutlari ile kiyaslandiginda oldukca
genis olan yuzey alanlari ve sahip olduklari essiz 6zelliklerdir. Bunun haricinde disuk
maliyetli olmalari, kullanimlarinin kolay olmasi ve oldukga kararli olmalari metal
nanopartikillerinin diger avantajlarini olusturmaktadir. Ayrica metal nanopartikillerinin
cevreye herhangi bir toksik etki gostermemesi, bu nanopartikillerin gereken
uygulamalarda kullanimi icin ideal ortami olusturmaktadir (Shrivastava, 2007).

Calisma yapilan tim metal oksit nanopartikillerinin antimikrobiyal etki gosterdikleri
bilinse de; enfeksiyon yapici ajanlar tzerinde en blyuk etkinin ¢ok iyi bir fotokatalist
olarak bilinen titanyum dioksit ve gimis nanopartiktlleri tarafindan elde edildigi

g6zlenmistir.

4. TiO, NANOPARTIKULLERI

4.1. TiO, Nanopartikillerinin Genel Ozellikleri

Anataz ve rutil gibi dogal minerallerden olusmus TiO, nanopartikilleri yanici olmayan ,
tatsiz beyaz bir toz halinde bulunur . Mikro boyutlarda hayvanlar ve insanlar i¢in toksik
olmayan TiO,, biyolojik olarak hareketsizdir. Yiksek oranda fotokatalitik etki gosteren
TiO; nanopartikillerinin Uretiminin oldukca kolay ve ucuz olmasi, fiziksel ve kimyasal
kararlihgi, ve son olarak elektronik ve optik 6zellikleri TiO;’ i diger metal oksit
fotokatalistlere oranla daha fazla 6n plana c¢ikarmaktadir. Ginlimizde TiO, boyadan
yiyecek renklendiricilerine, kozmetik driinlerden ilacglara kadar endistrinin pek cok
alaninda kullaniimaktadir. TiO, kozmetik alanda en sik giines kremlerinde kullanilir.
UV radyasyona karsi sahip olduklari ylksek absorbans sayesinde gunes kremlerinde
bulunan koruyucu faktorlerin sayisini arttirir. Ayni sekilde yiyecekleri UV 1sinlarindan
koruyup raf 6mriind uzattigi icin TiO, yiyeceklerin paketlenmesi konusunda da énemli

bir bilesendir.

4.2. Fotokatalizm

Fotokatalizm (photocatalysis) “Bir katalist varligi ile bir fotoreaksiyonun
hizlandirilmasi” olarak tanimlanabilir. Fotokatalizmin bu tanimi “fotosensitizasyon
(photosensitization)”  prosesini  de  igermektedir.  Fotosensitizasyon  prosesi

“fotosensitizor (photosensitizer) olarak adlandirilan kimyasal tirliin gelen radyasyonu
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absorplamasi sonucu baska bir tirde meydana gelen fotokimyasal degisim olarak
tanimlanabilir (Mills ve LeHunte, 1997). Yariiletkenler (ZnO, TiO,, Fe,03, ZnS, CdS
vb.), elektronik yapilarina baglh olarak, fotokatalitik aktivite uygulamalarinda sensitizor
olarak davranabilirler (Hoffmann vd., 1995). Yariiletkenler arasinda TiO,’in anataz

formu, en yuksek fotokatalitik aktivite 6zelligini géstermektedir (Fujishima vd., 2000a)

4.3. TiO2 Nanopartikullerinin Etki Mekanizmalari

Son yillarda tip ve mikrobiyoloji alaninda en ¢ok kullanilan metal nanopartikillerden
birisi TiO,’dir. Mikro boyutlarda biyolojik agidan inert ve non-toksik olarak bilinen
TiO, diger nanopartikillerden farkl olarak UV 1simanin ardindan fotokatalitik 6zellik
kazanirlar (Hesterberg, 1998). Bir yari iletken olan TiO; elektronlar ile dolu bir degerlik
bandi (DB)’na ve bos enerji diizeylerini igeren bir iletkenlik bandina (CB) sahiptir. Bir
enerji boslugu bu bantlar birbirinden ayrir. Degerlik bandindan iletkenlik bandina
elektron transferi igin yari iletken tarafindan absorblanan fotonun enerjisi, yari iletkenin
degerlik bandi ile iletkenlik bandi arasindaki bu boslugun enerji degerinden buyuk
olmalidir. TiO, nanopartikillerinin 385 nm’den daha disuk dalga boyuna sahip olan
ultraviyole 1sik altinda i1sinlanmasi sonucunda elektronlar degerlik bandindan iletim
bandina dogru hareket ederler ve pozitif yikle yiklenmis bir bosluk olustururlar
(Fujishima, 1999). Valens bandinda olusan bosluk yizey tarafindan emilen H,O ve
hidroksit iyonlariyla reaksiyona girerek hidroksil radikallerini, iletim bandindaki
elektronlar ise O;’i indirgeyerek stiperoksit iyonlarini olustururlar. Bu nanopartikullerin
fotokatalitik oksidasyonuyla birlikte hidroksil radikalleri, suiper oksit radikallerinin yani

sira hidrojen peroksit ve singlet oksijen de meydana gelmektedir(Fujishima, 1999).
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Sekil 4.1. TiO, nanopartikillerinden UV 1sik altinda serbest radikallerin olusma prosesi
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Olusan tum radikallerin oldukca reaktif olduklari bilinmektedir. Bu nedenle Fujishima
ve Honda (1972) tarafindan TiO,’in fotokatalitik aktivite 6zelligi ortaya atildiktan sonra,
dinya icin ciddi bir problem haline gelen cevre Kirliligi sorunlarina karsi ¢6zim
yaratabilecegi dusuncesiyle bu konu Uzerinde yogun olarak calisiimaya baslanmistir.
Cevresel aritma konusundaki ilk calisma TiO; tozlari ile su igerisindeki siyanurin
parcalanamasi ile gerceklestirilmistir (Frank ve Bard, 1977). Bu tarihten giinimuze
kadar, nanopartikiller kullanilarak organik ve inorganik su kirlerinin aritilmasi izerine
cesitli calismalar yapiimistir.

UV 1sik altinda TiO, fotokatalistinin, organik maddeleri pargalama 6zelliginin disinda
bir baska 6zelligi de anti-bakteriyel etkiye sahip olmasidir. Matsunaga vd. (1985), TiO,-
Pt Kkatalistlerini, UV 1sik ile aktive etmek suretiyle, su icerisindeki mikrobiyal hiicreleri
1 ila 2 saat arasinda degisen sirelerde o6ldirerek bu konudaki ilk calismayi
gerceklestirmistir. Bu calismanin ardindan TiO, fotokatalistinin bakteriler Uzerindeki
etkisi Uzerine pek ok calisma yapilmis ve nanopartikillerin etki mekanizmalari igin
farkli yaklasimlar ortaya atilmistir. Maness ve digerleri (1999), TiO, yizeyinde olusan
reaktif oksijen tlrlerinin, hiicre membraninin yapisini bozarak lipid peroksidasyon
reaksiyonunu gerceklestirdigini ve bu sayede E.coli K-12 hicrelerinin 6limine sebep
oldugunu kaydetmistir. Huang ve digerleri (2000), fotokatalitik reaksiyonlarin, hiicre
gecirgenligini arttirdigini ve hicre bilesenlerinin bozulan hiicre membranlarindan
disariya akmasi sonucunda hiicre 6luminin gerceklestigini kaydetmislerdir. Sunada ve
digerleri (2003), TiO, filmlerin ylzeylerini, nispeten gucli bir UV 1s1§1 siddetiyle
isinlandirmislar - (ImW/cm?) ve E. coli hiicrelerinin  6liminin iki basamakta
gerceklestigini 6ne strmuslerdir. Birinci basamakta, UV 1siga maruz kalan TiO, film
yuzeylerinde olusan reaktif oksijen tirleri (¢\OH, HO,e, H20,), E. coli hiicresinin distaki
membranini, kismen parcalar. Olusan bu radikaller hiicre membraninin permeabilitesini
bozarlar (Sunada, 2003). Hlcre membraninin gegirgen hale gelmasiyle intraseltler
bilesikler hiicrenin disina yonelir. Bu arada TiO nanopartiklleri de hiicre igine girerek
halen hiicrede bulunan komponentlere siki bir bicimde baglanirlar ve hiicrenin 6limdine
onculuk ederler(Jacoby, 1998, Kimberley, 2008). O,’nin veya uygun elektron alicisinin
yoklugunda ultraviyole 1sikla temasin ardindan herhangi bir fotokatalitik oksidasyon
meydana gelmez.

Zhang vd. (2003), saf TiO, nanopartikillerinin ve farkli konsantrasyonlarda Ag ile
kaplanmis TiO, numunelerinin, Micrococcus lylae (M. Lylae) bakterilerine karsi olan

bakteriyel etkilerini arastirmistir. M. lylae’nin UV’ye dayanikli bir bakteri soyu
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oldugunu kaydetmisler ve 1 saat boyunca 365 nm UV 1sig1 altinda aydinlatilan
bakterilerin hicbir hlcre hasarina ugramadiklarini 6ne strmuslerdir. Bununla birlikte
karanlikta, ne saf TiO;’in ne de Ag ile kaph TiO2’in, M. lylae’ye karsi bakteriyel etki
gostermedigini kaydetmislerdir. E. coli hicreleri ile yapilan baska bir calismada da
(Coleman vd., 2005), Ag/TiO, fotokatalistinin, karanlkta antibakteriyel etki
gOstermedig@i kaydedilmistir. Bununla birlikte, UV 1s1g1 altinda, Ag ile kapli TiO2’in,
TiO2’e gore, cok daha fazla miktarda anti-bakteriyel etki gosterdiklerini tespit
etmislerdir.

UV 1s1gin insan doku ve hicreleri Gzerinde zararli olduklari dikkate alinarak, TiO;
nanopartikillerinin 11k absorbsiyon arahgini  gorinlir araliga c¢ekebilmek igin
ginimizde c¢ok sayida calisma ydritulmektedir. Bu calismalar soy metallerin
depozisyonunu ve metal iyonlarinin TiO, kafesinin icerisine doplanmasini igerir.
Machida vd. (2005), medikal seramikler Gzerlerini TiO, filmler ile kaplamis, bu
filmlerin Gzerlerine de stk ile Dbiriktirme yontemini kullanarak Ag iyonlarini
uygulamiglardir. E. coli (IFO 3301) bakterileri TiOx/Ag filmlerinin ylzeylerine
ekildikten sonra kaplamalar beyaz floresan lamba (0.02 mW/cm2) ile aydinlatiimistir.
Machida vd. (2005), TiOy/Ag filmlerinin kalinliginin ve 1sik yardimi ile yizeyde
biriktirilen Ag miktarinin artmasi ile birlikte filmlerin anti-bakteriyel aktivitelerinin de
arttigini tespit etmistir. TiOo/Ag filmlerinin, anataz ve rutil fazlarini birlikte icerdikleri ve
sinterleme sicakhginin artmasina baglh olarak film icerisindeki rutil miktarinin da arttigi
kaydedilmistir. Artan sinterleme sicakligi ile filmdeki anataz miktarinin azalmasinin
anti-bakteriyel aktiviteyi azalttigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, filmlerdeki anataz
miktarinin antibakteriyel aktiviteyi guclu bir bicimde etkiledigi vurgulanmistir
(Machida, 2005).

Istk absorbsiyonunu gorundr 1sik araligina uzatmak icin son yillarda kullaniimaya
baslanan bir baska yontem de gecis iyonlari ile doplama yapmaktir. Bu tarz metaller ile
doplama sayesinde sub-band bosluk enerjisinde gorunir 1si§in  absorbsiyonunu
indukleyen yalitim ve valens bandlarinin hemen yakininda intra-band boslugu olusur.
Doplanmis maddeler yik degis tokusunu inhibe ederek fotokatalitik aktiviteyi arttirir.
Hsin-Hou Chang ve arkadaslari 2008 yilinda yapmis olduklar c¢alismalarda bu
yaklagimi kullanarak karbon igceren TiO, nanopartikillerinin gorindr 11k altinda da
fotokatalitik etki gosterdiklerini bulmuslardir. 150 °© C ve 200 ° C’ de toz haline

getirilmis karbon igeren TiO, partikillerinin goriindr 151k altinda, ticari olarak satilan ve
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UV isik altinda aktif hale gelen TiO, nanopartikullerinden ¢ok daha fazla antimikrobiyal
Ozellik gosterdikleri gosterilmistir.

Gunumize kadar gelen sirecte TiO, nanopartikullerinin fotokatalitik etkilerinin kanser
hlcreleri Gzerinde de goruldigunu gosteren calismalar da yapilmistir (Xu, 1998). TiO,
nanopartikillerinin tek baslarina ve UV 1sima ile birlikte Ls-174-t insan kolon kanseri
hicreleri Uzerindeki etkileri incelendigindetek basina TiO,’in ve tek basina UV i1simanin
hlicreler Uzerinde benzer etkiler gosterdikleri ve ikisinin birden ayri ayri 30 dakikalik
muamelenin ardindan ¢ok az miktarda kanser hiicresinin(% 20) 6limune neden oldugu
gozlenmistir. Buna karsilik ayni sire boyunca UV 1sima ile aktiflestirilen TiO;
nanopartikillerinin ise kanser hucrelerinin %80’ninden daha fazlasinin 6limune yol
actigr  kesfedilmistir (Zhang, 2004). Bu sonuclar 1sinlamanin ardindan TiO;
nanopartikillerinin ne denli toksik 6zellik gosterdiklerini gdz dniine sermektedir.

Ayni sekilde Juan Xu ve arkadaslari TiO, nanopartikilleri ile hicreye spesifik
antikorlarin olusturdugu biyokonjugatlarin UV 1sinlamanin ardindan LoVo kanser
hlicreleri ve TE353.Sk normal hiicreleri Gzerindeki etkisini incelemistir. Yapilan calisma
sonucunda LoVo kanser hicreleri icin spesifik olan antikorlarin TiO, nanopartikilleri
ile yaptiklari konjugatlarin kanser hucrelerinin sayisini ciddi oranda azalttigi ancak
normal hicreler Gzerinde bu denli etkin olmadigi gdézlenmistir. Bu calisma TiO,
nanopartikillerinin belirli antikorlar ile hedefleme yapilarak cevresindeki hiicrelere en
az zararl verecek sekilde cesitli kanser tdrlerinin tedavisinde kullanilabilecegini

gOstermesi agisindan 6nemlidir (Xu, 2007).
5. GUMUS NANOPARTIKULLERI

5.1. Gumus Nanopartikillerin Genel Ozellikleri

Gumis antik caglardan beri yaniklarin ve kronik yaralarin tedavisi igin kullaniimaktadir.
Gumdisun, gimis iyonlarinin ve gimis iceren bilesiklerin antibakteriyal ve antiviral
davranislari da uzun zamandir arastirilmaktadir (Takumaru, 1984, Oka, 1994, Oloffs,
1994) . Epidemiyolojik tarihine bakildigi zaman normal kullanimda gimdusiin insanlar
icin toksik olmayan Ozellikler igerdigi gozlenmektedir. Metalik gimisin neden oldugu
katalitik oksidasyon ve cozunmeyen tek degerlikli glimis iyonu ile reaksiyonun
bakterisidal etkilerine katkida bulunduklari dustintlmektedir (James, 1971). 1700’10
yillarda cinsel yolla bulasan hastaliklarin, ¢ibanlarin ve kemik veya vicudun baska

bolgelerinde olusan abselerin tedavisinde giimus nitrat kullaniimistir (Klasen, 2000). 19.
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yuzyilda epitel dokularin olusmasi ve yara bolgelerinde kabuk olusturulmasi igin
dokularin igerisinde anormal bir sekilde meydana gelmis olan ufak kitlelerin ortadan
kaldiriimasinda gimdas nitrat kullanilmistir. Taze yaralarin tedavi edilmesi icin giimds
nitratin farkli konsantrasyonlari denenmistir. 1881’de Carl S.F. Crede glmdus nitrat
iceren g0z damlalarini kullanarak goz iltihaplanmasini tedavi etmistir (Klasen, 2000,
Landsdown, 2002). 1940l yillarda tip dinyasinin penisilin ile tanismasinin ardindan
bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in giimasun kullanimi oldukga azalmistir (Hugo ve
Russell, 1982; Demling ve DeSanti, 2001; Chopra, 2007). Ancak 1960°h vyillarda
Moyer’ in yaniklarin tedavisi igin %0.5’lik gumus nitrat solusyonunu sunmasinin
ardindan gumus tekrardan gindeme geldi. Moyer bu solisyonun epidermal
proliferasyona engel oldugunu ve Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli’e karsi antibakteriyal 6zellige sahip oldugunu o6nerdi (Moyer, 1965).
1968 yilinda gumuis nitrat stlfanomid ile birlestirildi ve giimus stlfadazin kremleri
olusturuldu. Bu kremlerin genis bir aralikta antibakteriyal ajanlar olarak gérev yaptigi ve
yaniklarin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Gumus sulfadazin E. coli, S. aureus,
Klebsiella sp., Pseudomonas sp. gibi bakterilere karsi etkindir.

Ancak son zamanlarda mikroplar geleneksel antibiyotik uygulamalarina direng
gosterdikleri gibi gumis bilesiklerine karsi da direng gostermeye baslamislardir.
Gumuse karsi olusturulan bu direncin nedeni, metalin organizma icerisinde genis aralikli
bir hedef grubuna saldirmasi sonucunda bakterilerin kendilerini koruyabilmesi icin
mikroorganizmada spontan mutasyonlarin meydana gelmesidir (Gemmell, 2006 ;
Chopra, 2007). Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda giimuis nanopartikillerinin
tek baslarina veya bir kompozit icerisindeki antimikrobiyal davranislari hususunda tmit

verici sonugclar rapor edilmistir (Sondi, 2004 ; Li, 2005).

5.2. Gumus Nanopartikilleri ve Etki Mekanizmalari

Sondi ve arkadaslari (2004) ilk kez olarak gumus nanopartikillerinin bir gram bakteri
modeli olan E.coli’ye karsi antibakteriyal aktivite gosterdigini rapor etmistir. SEM’den
alinan gorintilerde glimus nanopartiktllerini iceren agregatlarin olusumu ve 6lu bakteri
hicreleri gozlenmistir. Ayrica glimus nanopartikillerinin bakteri membraninin yapisal
elemanlariyla etkilesime girdigi ve hiicrelere zarar verdigi de gézlenmistir. Transmission
elektron mikroskobu (TEM) analizleri de hticre ylzeyinde girinti ¢ikintilarin olusmasina
bagli olarak nanopartikillerinin hiicre igerisine dahil oldugunu dogrulamistir (Sondi,
2004). Butkus ve arkadaslari UV 1sinlamanin herhangi bir etki gostermedigi bir RNA
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virtsi Uzerinde gumdas iyonlarinin ve UV isinlamanin sinerjitik etkisini arastirmistir.
Gumus iyonlarinin UV 1s1gin etkinligini arttirdigi gozlenmistir. Bu artan isinlama
etkisinin ayrica poliovirls, norovirlis ve enterik adeno gibi patojenik virslerin
inaktivasyonunda kullanilabilecegi disunulmektedir (Butkus, 2004) .

Morones ve arkadaslari glmis nanopartikillerinin 1 ila 100 nm araliginda degisen
boyutlarinin  Gram negatif bakteriler Uzerindeki etkilerini Yiksek Agili Dairesel
Karanlik Alan  Mikroskobu(HAADF) veya TEM kullanarak arastirmistir.
Nanopartikillerin ~ karakterizasyonu ~ TEM  aracithgiyla  yapilmistir.  Gumus
nanopartikillerinin  bakterilerle olan etkilesimini arastirabilmek igin  gumus
nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarini igeren (0,25,50,75,100 pg/ml) Luria
Bertoni (LB) besiyerleri hazirlanmistir ve 10 pl bakteri kdltir( bu besiyerlerinin
icerisine inokdile edilmistir. TEM analizi nanopartikillerin boyut araliginin 16 nm
oldugunu gostermistir. Gumusun farkli konsantrasyonlarinin bakterilerin  biytimesi
uzerine etkisi incelendiginde 75 pg/ml‘ in zerindeki konsantrasyonlarda herhangi bir
bakteri Gremesi gozlenmemistir. Taramali Transmisyon Elektron Mikroskobu (TTEM)
analizi de hicre membraninin icinde ve bakteri icerisinde gumusin varligini
dogrulamistir. HAADF gorintuleri de kicik boyuttaki nanopartikullerin (yaklasik 5
nm) etkin bir bicimde antibakteriyal 6zellik gosterdiklerini bu nedenle de gimdus
nanopartikillerin aktivitesinin boyuta bagh oldugunu ortaya cikarmistir (Morones,
2005).  GUmus nanopartikillerinin etki mekanizmasinin 3 asamali oldugu tahmin
edilmektedir. Birinci asamada bakteri hucreleri ile etkilesim halinde olan gimds
nanopartikilleri hiicre igine girerek bakterinin yasami igin oldukga 6nemli olan solunum
ve permeabilite gibi fonksiyonlari bozarlar. Zayif asit 6zellikteki gimisin R-S-R, R-
SH, RS-, PR3 gibi kukurt ve fosfor iceren zayif bazlarla yiksek oranda reaksiyona
girme egilimi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle membrandaki ve hiicre icerisindeki
sulfir iceren proteinler ve fosfor iceren DNA gibi elementler giimis nanopartikillerinin
baglanmasi icin dncelikli bolgeleri olusturmaktadir (McDonnell, 1999). Bu sebeplerden
oturd ikinci asama olarak nanopartikiller DNA ve proteinlere baglanarak onlarin da
yapilarini bozarlar. Son asamada ise nanopartiktller giimus iyonlarini serbest birakarak
ve reaktif oksijen tdrlerini olusturarak hiicre 6limine katkida bulunurlar. Membran
morfolojisinin bozulmasiyla membran gecirgenliginin artmasi kontrolsliz transporta ve
ardindan hiicre 6limine neden olmaktadir (Sondi, 2004). Ayrica bir grup arastirmaci

glmdas nanopartikillerinin bakterilerde sinyal iletimini bozdugunu ve bu sayede hiicre
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blyumesini inhibe ederek bakteriyal o6lime oOncllik ettigini rapor etmislerdir
(Deutscher, 2005 ; Kirstein, 2005) .

Panacek ve arkadaslari glimis nanopartikillerinin metisiline direncli S.aureus gibi ¢coklu
direncli suslari da iceren Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi yuksek miktarda
antimikrobiyal ve bakterisidal etki gosterdiklerini rapor etmislerdir. Nanopartikdllerin
antibakteriyal aktivitelerinin boyuta bagli oldugu ve 25 nm boyutundaki
nanopartikillerin en yuksek antibakteriyal etkiyi gosterdikleri kesfedilmistir (Panacek,
2006). Shahverdi ve arkadaslari gimis nanopartikillerinin antibiyotiklerle birlikte
etkilerini incelemistir. Gumus nanopartikilleri Klebsiella pneumoniae kullanilarak
sentezlenir ve S. aureus ve E. coli’ e karsi antimikrobiyal etkileri hesaplanmistir.
Yapilan deneysel calismalar sonucunda penisilin G, amoksisilin, eritromisin,
klindamisin ve vankomisin gibi antibiyotiklerin S. aureus ve E. coli’e Karsi
antibakteriyal aktivitelerinin gimus nanopartikillerinin varliginda arttigi gozlenmistir.
En yiksek sinerjitik etkinin S.aureus’a karsi eritromisin tarafindan olusturuldugu
belirlenmistir (Shahverdi, 2007).

Elechiguerra ve arkadaslari gimus nanopartikillerin boyutlarina bagh olarak HIV
(human immunodeficiency virus) tip | virusiinin gpl20 glikoprotein basliklariyla
etkilesim icine girdiklerini bulmuslardir. Texas, Austin ve Mexico Universitelerinin
birlikte yuruttigi calismada nanopartiktllerin virtslerle etkilesiminin virtslerin konak
hiicrelere baglanmasini engelledigi anlasiimistir. Nano grandller virlslerle hemen
hemen ayni c¢apa sahiptir. Hatta bazen virlslerden bile daha kuigik olabilirler. Bu
yonleriyle virlisin icine girip replikasyonlarini durdurma &zelligine sahiptirler.
Nanopartikillerin genis yizey alanina sahip olmasi nedeniyle buyik bir adsorblama
ozelligine de sahiptirler. Bu o6zelliklerini kullanarak virisleri, metabolik Grlnleri ve
duplikasyonu saglayan bolgeleri adsorbe ederler (Elechiguerra, 2005). Ayrica literatiirde
nanopartikillerin hepatit B virlsleri (zerindeki etkilerinin anlatildigi yayinlar da
bulunmaktadir (Lu, 2008).

6. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

6.1. Stper Oksit Radikalleri

Slperoksit radikalleri (02, hiicrelerde redikte elektron tasiyicilarinin otooksidasyonu
ile Oretilmektedirler. Siperoksit olusumu; ortamdaki oksijen derisimine ve elektron

tastyicisinin redoks durumuna baghdir. Zayif bir oksidan olan superoksit radikalinin
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kendi basina 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi mimkun gorilmemektedir. Ancak
superoksit radikalleri oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyon bagslatabilir. Bu

reaksiyonlarin en énemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve

H,O, demir varliginda etkileserek oldukga reaktif olan HO" radikallerini
olusturmaktadir. Uretilen bu OH' radikalleri oldukca reaktif olup DNA gibi yapilarla

reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol acabilmektedir. O, radikalleri, hiicre ici
demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale gecen demir iyonu Haber-
Weiss gibi radikal Ureten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal aracilikli hicre
hasarinda rol oynayabilir. Superoksit radikalleri ¢ok kisa bir yari émre sahip olup
dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve oksijen dretirler. Dismutasyon reaksiyonu spontan
olarak meydana gelmekte ve reaksiyon superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile

katalizlenmektedir.

6.2. Hidrojen Radikalleri

Hidroksil radikalinin (HO'), biyolojik sistemlerde bulunan en glcliu serbest radikal

oldugu bildirilmistir. Dokular radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢cogu hcre
icindeki su tarafindan absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga
neden olur. Sonugta iki farkli radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H’)
ve digeri ise hidroksil radikalidir (OH).

Hidrojen peroksitin (H,O;) Fe+2 veya Cu+2 ile reaksiyona girmesiyle de OH

olusmaktadir. H,O, toksisitesinin biyuk ¢ogunlugunun temelinde bu olusan OH" oldugu

dustnulmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve

ginimizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.
OH’ radikalleri basta lipid, protein ve nikleik asitler (DNA ve RNA) olmak (zere

hemen hemen bitiin hicresel molekillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH
Radikalinin DNA da bulunan deoksiriboz molekiliine etki ederek cesitli Grlnler
olusturdugu ve bu olusan Urinlerin bazilarinin mutajenik olduklari géralmastir. Yine
OH' radikalleri aromatik halkaya katilma 6zelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da
bulunan pirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal olusumuna neden olurlar.
Ornegin: Timine katilarak timin radikalini olusturur ve bu radikal oksijenle reaksiyona
girerek son derece reaktif olan timin peroksil-radikaline dontsmektedir. Bu gibi bir dizi
reaksiyona katilabilen OH~ Radikali DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar

olusturarak DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa hucresel
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koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve
hiicre 6lumleri meydana gelir. Bu radikaller DNA’nin purin ve pirimidin bazlari ile
etkilesmenin yanisira tiyol grubu iceren biyolojik molekillerden H atomu da
koparabilmektedir.

Sonugta olusan silfur radikalleri ilging kimyasal 6zelliklere sahiptir. Stlfur radikalleri,
O, ile kombine olabilir ve oksi-silfir radikallerini olusturur. Bu radikaller biyolojik
molekdllerde hasara neden olurlar. OH”In sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan
biyolojik hasar lipid peroksidasyon olayidir. OH" membran fosfolipitlerinin doymamis
yag asit yan zincirlerine hiicum eder. Bu 6zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit
yan zincirlerinden -C atomunun birinden H atomunun cikartilmasi ve su olusumu
seklinde gerceklesir

Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C - radikali oksijen ile
kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

6.3. Reaktif Oksijen Turlerinin Leishmania Parazitlerinin Uzerindeki Etkisi

Yapilan pek cok arastirmada Leishmania parazitlerinin reaktif oksijen turlerine karsi
duyarli oldugu gosterilmistir. Ornegin Channon ve Blackwell (1985) H202’ nin
parazitin hem promastigot hem de amastigot formlari Uzerinde 6lduriici etkisinin
oldugunu gostermistir. Promastigotlarin  fagositoz sirasinda H,O, ‘ye maruz
kaldiklarinda ya da H,O, ekzogenik olarak in vitro ortama eklendiginde 6lebilecekleri
anlasiimistir. Mauell ve arkadaslari antiparazitik ajanlar veya makrofajlar tarafindan
uretilen H,O.’yi de iceren reaktif oksijen tdrlerinin intraseliler parazitleri
oldurebilecegini ve bu nedenle protozoal enfeksiyonlarin énemli bir regilatori
oldugunu kesfetmislerdir.

Basu ve arkadaslari (2006) reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ve nitrik oksitin (NO) iKki
temel mikrobiosidal molekil oldugunu g6z o6nlnde bulundurarak, leishmanaisis
tedavisinde en ¢ok kullanilan ilaglardan biri olan sodyum antimon glukonat’in (SAG)
antileishmanial etkisinin bu iki serbest radikal tiriine bagli olup olmadigini arastirmistir.
24 saatlik inkubasyonun ardindan enfekte edilmis ancak SAG ile muamele edilmemis
Mdos hucrelerine gore SAG ile muamele edilmis M¢s hiicrelerinde amastigot sayisinda

azalma goralmastr.
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In vitro pentavalent antimon tedavisi insan polimorfoniklear hucrelerinde ROS
olusumunu indikledigi icin Basu ve arkadaslari SAG ile muamelenin enfekte olmus ve
olmamis M¢s hicrelerinde ROS olusumunu indiikleme kabiliyetini arastirmislardir.
Enfekte olmayan hiicrelerde SAG ile muamelenin ardindan ROS (retiminin 3 saat
boyunca arttigi daha sonra ise kademeli bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Ayni sekilde
ayni zaman araliginda NO miktarinda da kayda deger bir artis gortilmustar. Ayni sekilde
enfekte edilmis M¢s hicrelerinde enfekte olmamis hicrelerle kiyaslanir sekilde erken
donemde ROS ve daha sonraki donemde NO dretimi gorildi. Ayrica enfekte edilmis
hicreler ROS’nin inhibitori olan Nac ile muamele edildiginde ROS (Uretiminin en
yiksek oldugu muamelenin 6.saatinde L.donovani parazitlerinde SAG’a bagli hiicre igi
parazitlerin 6limdndn inhibe oldugu gozlenmistir. Bu durum L.donovani’nin ROS

tirlerine karsi duyarli oldugunu géstermektedir.
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7. DENEYSEL CALISMALAR
7.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

7.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Deneysel calismalarda asagidaki cihazlar kullaniimistir:
= Laminar-hava akisli kabin

= Sogutmali Etiiv (Friocell)

= inkiibatér (37 °C %5 CO,)

= Ters mikroskop

= ELISA reader

= Magnetik karistirici (Heidolp MR 3001)

= pH metre (inolab WTW level 1)

= Hassas terazi (Precisa XB 220A)

= Kaba terazi (Precisa BJ 6100D)

= Santrif(lj (Hettich Zentrifugen-EBA20)

= VVorteks (Heidolp REAX top)

= Bidistile su cihazi

= Buzdolabi

= - 45°C derin dondurucu

= Sivi azot tanki

= Otoklav

= Flow Sitometri (Beckman Coulter- Cell Lab Quanta)
= Sonikator

= Atomik Force Mikroskobu (Shimadzu, SPM-9600)
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7.1.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Cizelge 7.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

MADDE ADI URETICI FIRMA KATALOG NO
Sodyum hidroksit Riedel De Haen 062303
Hidroklorik asit Merck 100314
RPMI 1640 with L glutamin Biological Industries 01-100-1B
L-glutamin Biological Industries 03-020-1C
Penisilin streptomisin Biological Industries 03-031-I1C
Gentamicin Sigma G1397
Fetal sigir serumu Seromed S0115
Tripsin EDTA Biological Industries 03-051-5B
DMSO Sigma D26650
Sodyum klortr Atabay AT091-950
Potasyum klorir Carlo Erba 360107
Disodyum hidrojen fosfat Riedel De Haen 81890
Potasyum dihidrojen fosfat Riedel De Haen 8210A
Tripsin Biochrom L2103
EDTA Merck 1132780
Thiazoly blue tetrazolium bromide | Sigma M5655-1G
(MTT)

Formaldehit (%37) Applichem A0877
2-propanol Applichem A03928
Sodyum dodesil stlfat (SDS) Merck S95310-811
Annexin-V Invitrogen A1310
7-AAD Invitrogen 527016A

7.1.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

7.1.3.1. PBS Tampon Hazirlanmasi

PBS c¢ozeltisinin hazirlanmasi icin 8 g NaCl, 1,44 gr Na,HPO,, 0,24 g KH2PO,, 0,2 g
KCI tozlar tartilarak erlenin igerisine aktarildi. Daha sonra erlenin igine 500 ml. distile
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su dokuldu ve tuzlar ¢oziinene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Tuzlar tam
olarak ¢oziindukten sonra soliisyon cam siselere aktarildi ve bu siseler 121 ° C’de 1 atm

basing altinda otoklav cihazinda 20 dakika sterilize edildi.
7.1.3.2. 1X Tripsin solusyonu

Hassas terazide 62,5 mg tripsin tartildi ve zerine daha énce steril edilen 50 ml’lik 1x
PBS eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra ise dnce 0,45’lik ve ardindan 0,22’lik

filtreler kullanilarak tripsin solusyonu steril edildi.

7.1.3.3. RPMI 1640 Medyumun Hazirlanmasi

500 ml’lik RPMI 1640 besiyerinin icerisine 5 ml L-glutamin ve 0.5 ml Gentamisin
eklenir. Leishmania parazitlerinin kultlrd yapilirken stok besiyerinden 45 ml alinarak 50
ml’lik Falcon tuplere aktarilir. Ardindan 5 ml Fetal Dana Serumu (FDS) Falcon tlplerde
bulunan besiyerinin icerisine ilave edilir ve bdylelikle % 10 FDS iceren besiyeri
hazirlanmis olur. Daha sonra besiyerinin pH’1 6él¢ilur ve eger istenen diizeyde degilse

100 ml HEPES tamponu ilave edilerek pH istenen duizeye getirilir.

7.1.3.4. Hicre Dondurma Medyumunun Hazirlanmasi

1,5 ml’lik eppendorf tuplerinin icerisine steril olacak sekilde 0.8 ml FBS ve 0.2 ml
DMSO eklenerek hazirlanir.

7.1.3.5. MTT Solusyonunun Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan MTT’ den 10 mg/mlI” lik soliisyon hazirlanir. Ornedin 10 mI’lik bir
sollisyonu icin 100 mg MTT tozu hassas terazide tartilir ve Gzerine 10 ml steril PBS
eklenir. Daha sonra MTT tozunun PBS icerisinde tam olarak ¢oziinmesi icin sollsyon 1-
2 dakika vortekslenir. Ardindan solisyon o6nce 0,45’lik ve daha sonra 0,22’lik

filtrelerden gegirilerek steril hale getirilir.

7.1.3.6. TiO, Nanopartikdillerini iceren Cozeltinin Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan TiO, nanopartikilleri Sayin Do¢. Dr. Cengiz Kaya tarafindan
temin edilmistir.  TiO, nanopartikiillerinin 1 mg/ml” lik solusyonu hazirlanir. TiO,
tozundan 0,01 gr tartilarak bos bir penisilin sisesinin igerisine konur. Ardindan sisenin
icerisine 10 ml distile su ilave edilir. Daha sonra soliisyon 1-2 dakika vortekslenir.
Solusyon icindeki agregatlarin pargalanmasi ve TiO, nanopartikillerinin ortaya ¢ikmasi

icin solusyon 30 dakika sonikatorde bekletilir. Sonikasyon isleminin ardindan TiO;
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nanopartikdllerini iceren solisyon 121 ° C’ de 1,1 atmosfer basing altinda 20 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir. Her kullanimdan 6nce TiO, nanopartikillerini iceren

sollisyon 1-2 dakika vortekslenir.

7.1.3.7. Gumiis Nanopartikullerini iceren Cozeltinin Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan TiO, nanopartikllleri Sayin Do¢. Dr. Cengiz Kaya tarafindan
temin edilmistir. TiO, nanopartikillerinin 1 mg/ml” lik solisyonu hazirlanir. Gumus
tozundan 0,01 gr hassas terazide tartilarak bos bir penisilin sisesinin igerisine konur.
Ardindan sisenin icerisine 10 ml distile su ilave edilir. Daha sonra solusyon 1-2 dakika
vortekslenir. Sollisyon icindeki agregatlarin parcalanmasi ve giimis nanopartikllerinin
ortaya ¢ikmasi icin solusyon 30 dakika sonikatorde bekletilir. Sonikasyon isleminin
ardindan gumus nanopartikullerini iceren solisyon 121 ° C’ de 1,1 atmosfer basing
altinda 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. Her kullanimdan 6nce gumds

nanopartikillerini iceren solusyon 1-2 dakika vortekslenir.

7.1.3.8. Baglayici Tampon (Binding Buffer) Cozeltisi Hazirlanmasi

50 ml distile su icinde son konsantrasyon 10 mM HEPES/NaOH, 150 mM NaCl, 5 mM
KCI, 1 mM MgCl, ve 1.8 mM CaCl, olacak sekilde pH 7.4’e ayarlandiktan sonra
+4°C’de saklandi.

7.1.3.9. Annexin V-FITC Soltsyonu Hazirlanmasi

1 mg/ml olan Annexin V stok c¢ozeltisinden 10 pl alinip 90 pl baglayici tampona
(Binding Buffer) eklenir. 100 pl calisma solusyonundan her 6rnek icin 10 pl kullanilir.

7.1.3.10. AAD Calisma Solusyonu Hazirlanmasi
1 mg/ml olan 7-AAD (Sigma) stok cozeltisinden 20 pl alinip 980 yl PBS’ye eklenir.

1000 pl calisma solusyonundan her érnek icin 5 pl kullanilir.

7.2. Hucre Kiltard Teknikleri
7.2.1. MONI/Ep 39 L.tropica Susu

7.2.1.1. MONI/EP39 L. tropica Suslarinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Kriyobanktan c¢ikarilan kriyotiplerin icerisinde bulunan L.tropica promastigotlari 37 °
C’lik su banyosunda ¢ozundarulir. Ardindan ¢ézindurulen soliisyon 7 ml RPMI 1640
besiyeri bulunduran flaska ekilir.
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7.2.1.2. Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Parazitlerin sayiminda thoma lami kullanilir. Hareketli olan parazitlerin sayiminin
yaptlmasi oldukga zordur. Bunun igin parazitlerin fikse edilmesi gerekmektedir. Bu
ama¢ dogrultusunda daha rahat sayim yapilabilmesi igin flasktaki parazitlerin
yogunluguna bagh olarak parazit kiltiri 1:1, 1:5 veya 1:10 oranlarinda formalin ile
sulandirildi. Thoma laminin her iki bélmesine de parazitlerin fikse edilmesini saglayan
formalin ile parazit kdltirlnd iceren solisyondan birer damla damlatildi ve invert
mikroskopta sayima gecildi.

Millitredeki parazit sayisinin bulunabilmesi icin asagidaki formal kullanildi:

Parazit sayisi = Ortalama Hucre Sayisi x Sulandrma Katsayisi x Thoma Lami Sabiti

Parazit sayisi : 1 ml’deki parazit sayisi

Thoma Lamindaki Ortalama Hicre Sayisi: Thoma laminin her iki bélmesindeki
karelerin igerisinde bulunan parazit sayisinin aritmetik ortalamasi

Thoma Lami Sabiti : 10000° dir.

7.2.1.3. MonI/Ep39 L. Tropica Promastigotlarinin Kaltira

L.tropica parazitlerinin kiltir( sekilde L-Glutamine ile zenginlestirilmis % 10 FBS
iceren RPMI 1640 besiyeri icerisinde 27 ° C’lik sogutmali etlivde gerceklestirilir.
Parazitlerin pasaji 6nceki kiltirden 3 x 10° promastigot/ml alinarak 7,5 ml RPMI

besiyeri igceren yeni bir flaska aktariimak suretiyle haftada bir kez yapildi.

7.2.1.4. MonI/Ep39 L. Tropica Promastigotlarinin Dondurulmasi

Kilturt yapilan parazitlerin morfolojileri, proliferasyonlari ve hareketlilikleri gunluk
olarak invert mikroskop altinda incelendi. Bu parametrelere bagli olarak genel durumu
iyi olan parazitlerin dondurma iskemi gerceklestirildi. Bu islem icin parazit kulttriinden
1,8 ml alinarak kriyotiipe aktarildi. Ardindan 0.2 ml DMSO kriyotlpin cidarindan
parazit hicrelerine zarar vermeyecek bicimde yavas yavas kriyotiipe eklendi. Kapag!
iyice kapatilan kriyotipler 1 saat 4°C’de, 24 saat -40°C’de bekletildikten sonra
kriyobankin olusturulmasi icin sivi azot tankina transfer edildi.
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7.2.2. J774 Hlcre Hatti

7.2.2.1. J774 Makrofaj Hucrelerinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Oncelikle kriyobanktan cikarilan ve kriyotipler icerisinde bulunan J774 makrofaj
hicreleri su banyosunda 37 ° C’de hicreler ¢oziinene kadar bekletilir. Daha sonra
hicreler icerisinde 5 ml RPMI 1640 besiyeri bulunduran falcon tiiplerine aktarilir ve
ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifujlenir. Santriftjun ardindan (st fazda bulunan

besiyeri uzaklastirilir ve dipteki hiicre pelletinin sayimina gegilir.

7.2.2.2. J774 Makrofaj Hucrelerinin Sayimi

J774 makrofaj hucrelerinin sayimi Tripan Mavisi boyasiyla boyandiktan sonra thoma
lami aractligiyla yapilir. Oncelikle 1,5 mI’lik eppendorf tiiplerinin icerisine 50 pl Tripan
Mavisi eklenir. Daha sonra ise boyanin tzerine 48 ul RPMI 1640 besiyeri ilave edilir.
En son asamada ise santrifijun ardindan dibe coken yaklasik 250 pl’lik hiicre
pelletinden 2 pl alinarak Tripan Mavisi + besiyeri karisiminin igerisine eklenir. BOylece
hicreler 50 kat sulandiriimis olur. Daha sonra iyice bir pipetaj yapilarak hiicre + boya
stispansiyonundan birer damla thoma lamina aktarilir ve invert mikroskop altinda sayim

gerceklestirilir.

Ortalama Hicre Sayisi x Sulandrma Katsayisi x Thoma Lami Sabiti

HUCre SayISl = ====-mmmmmm e m oo oo e e e e e e e

Hiicre Sayisi : 1 ml’de bulunan J774 makrofaj hiicre sayisi

Ortalama Hicre Sayisi : Thoma laminin iki bélmesinde de bulunan toplam 16 adet
karenin icerisindeki hiicre sayilarinin aritmetik ortalamasi

Thoma Lami Sabiti : 10000°dir.

Hicre sayimi 250 pl’ lik hicre pelletinden yapildigi icin 1 ml’deki hicre sayisini
bulabilmek i¢in Thoma lamindaki ortalama hticre sayisinin sulandirma katsayisi ve thoma lami

sabiti ile carpimi 4’e bolundr.
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7.2.2.3. J774 Makrofaj Hicrelerinin Kaltirinin Yapilmasi

Sayim isleminin ardindan 5 ml RPMI 1640 besiyeri bulunan flaskin icerisine 5 x 10°/ml
miktarinda makrofaj hucresi ilave edilir ve flask 37 °C’lik etlivde kapagi yari acik bir
bicimde inkubasyona birakilir. J774 makrofaj hucrelerinin pasaji haftada bir kez
gerceklestirilir. Yeterince ¢ogalan ve flask yuzeyini kaplayan hicrelerin pasaji yapilir.
Pasaj sirasinda 6ncelikle flasktaki besiyeri dokulur ve flaskin yiizeyine tutunmus halde
bulunan hiicreler pastor pipetleri kullanilarak 1,0 -1,5 ml PBS ile iki-t¢ kez yikanir.
Daha sonra hucrelerin flask ylzeyinden kaldirilmasi igin hiicrelerin Uzerine 2 ml kadar
Tripsin-EDTA ilave edildi ve 37 ° C’de 5 dakika inkibe edildi. Hucrelerin yiizeyden
ayrildiklari invert mikroskop yardimiyla tespit edildikten sonra hicreler 7 ml kadar
RPMI 1640 besiyeri ile yikanir ve ardindan 15 ml’lik falcon tuplere aktarilir. Daha sonra
bu falcon tupler 1000 rpm’de 5 dakika santrifijlenir. Santrifijin ardindan Ust fazda
bulunan besiyeri uzaklastirilir ve dipteki hicre pelletinin sayimina gegilir. Sayimin
ardindan 5 x 10° makrofaj hiicresi flask icerisinde bulunan 5 ml RPMI 1640 besiyeri
uzerine aktarilir. Ardindan flasklar 37 ° C’de inkubasyona birakilir. Flasklara ekimi

yaptlmayan hiicreler ise kriyoprezervasyon yapilarak kriyobanka konuldu.

7.2.2.5. J774 Hucrelerinin Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyonu yapilacak hicrelerin flask yiizeyinden kaldirilmasi ve santrifiijun
ardindan geriye kalan 250 pl hiicre pelleti 1:1 oraninda %20 DMSO iceren dondurma
solusyonu ile karistirilarak kriyottplere aktarilir. Daha sonra kriyotlpler +4°C’ de 1
saat, — 20°C’ de 2 saat kaldiktan sonra, — 40°C derin dondurucuda 24 saat bekletildi,

kriyobankin olusturulmasi igin sivi nitrojen tankina konuldu.

7.3. TiO, Nanopartikullerinin Karakterizasyonu

TiO, nanopartikillerinin boyutlarinin 6lcimi  Atomik Force Mikroskopta (AFM)
gerceklestirildi. Oncelikle stok TiO; soliisyonundan 1/100 oraninda seyreltme yapildi.
Daha sonra seyreltme yapilan solisyondan 2 pl “mica” Gzerine damlatildi ve 5 dakika
oda sicakhginda bekletildi. Bu sirenin ardindan oda sicakhi§inda ultra saf su
kullanilarak yikama yapildi ve érnek kurumaya birakildi. Ornek kuruduktan sonra
tarayicinin oldugu bolgeye yerlestirildi. Boyut dlcimleri “Phase Mode” da elde edildi.
Cantilevel (Nanoworld, NCHR-10) kullanilarak yikseklik sinyaline ait goruntuler elde
edildi.
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7.4. TiO, Nanopartiktllerinin Leishmania Promastigotlarinin Proliferasyonuna ve

Enfektifligine Etkisi

7.4.1. TiO2 Nanopartiktllerinin Leishmania Promastigotlarinin Proliferasyonuna
Etkisi

TiO, nanopartikillerinin Leishmania promastigotlarinin proliferasyonu tizerindeki etkisi

yapilan parazit sayimlari ve hiicre canlilik testi (MTT) ile belirlenmistir.

7.4.1.1. TiO, Nanopartikullerinin Farkh Ortam Kosullarinda (Karanlk ve UV
Isik) Leishmania Promastigotlari Uzerindeki Etkisinin Tayini

Bu deneyde TiO, nanopartikullerinin farkli konsantrasyonlarinin karanhkta ve UV isik
altinda Leishmania promastigotlari tzerindeki etkisi incelendi. 8 adet 2 ml’lik deney
tiipiinin her birisine baslangic miktari olarak 1,0 x 10°/ml L.tropica promastigotlari
ekildi ve 24 saat inklbasyona birakildi. 24 saatlik inkibasyonun ardindan tlplerden 2
tanesi 25 pg/ml, 2 tanesi 50 pug/ml ve 2 tanesi de 100 pg/ml TiO, nanopartikillerini
iceren solisyona maruz birakildi. Geriye kalan iki tup ise herhangi bir nanopartikil
muamelesine maruz birakilmayarak kontrol grubu olarak kullanildi. Ardindan kontrol
grubu ve 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda nanopartikdllere
maruz birakilan ikiser tlpten birer tanesi 15 dakikalik sireyle UV 1siga maruz
birakilmistir. Geride kalan tipler ise ayni sureyle karanlk ortamda bekletilmistir. 15
dakikanin ardindan bdtin tapler bir araya getirilmis ve 27 °C’de inkubasyona
birakilmistir. TiO, nanopartikillerine maruz birakildiktan sonra inkiibasyonun 48. ve
96. saatinde tlpler de bulunan promastigotlar hemositometre yardimiyla sayilmistir.
Boylece TiO, nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarinin karanhk ve UV 1sikli

ortamda L.tropica promastigotlari Gzerindeki etkisi belirlenmeye calisiimistir.

7.4.1.2. Farkli Sarelerde UV Isiga Maruz Kalan Sabit Konsantrasyondaki TiO;

Nanopartikullerinin L .tropica Promastigotlari Uzerindeki Etkisinin Tayini

Bu deneyde karanlik ortam kosullarinda bekletilen ve farkli sirelerde UV Isiga maruz
birakilan TiO, nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin proliferasyonu Uzerine
olan etkisi incelendi. Bu amag dogrultusunda 8 adet 2ml’lik deney tlpunin her birisinin
icerisine 1 x 10°/ ml L.tropica promastigotlari ekildi ve tiim tiipler 24 saat inkiibe edildi.
24 saatlik inkubasyonun ardindan 8 deney tupi dorderli iki gruba ayrildi. Birinci grupta

bulunan tiplerden her birisinin icerisine 100 pg/ml konsantrasyonunda TiO,
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nanopartikilleri ilave edildi. Daha sonra bu tiplerden bir tanesi 30 dakika, digeri 45
dakika, Gglncust ise 60 dakika UV 1siga maruz tutuldu. Dordunci tip ise karanlik
ortamda bekletilir ve kontrol grubu olarak kullanildi. ikinci grupta bulunan tiipler ise
TiO, nanopartikillerine maruz birakilmaksizin ayni sekilde birinci tip 30 dakika, ikinci
tlp 45 dakika ve Ugiincu tip 60 dakika UV 1sik ile muamele edildi. Son tlp ise karanlik
ortam kosullarinda bekletildi. Deney tuplerinde bulunan promastigotlar 24 saatlik
araliklarla inkiibasyonun 24., 48., 72. ve 96. saatlerinde hemositometre yardimiyla

sayildi.

7.4.1.3. Farkli Ortam Kosullarinda (Karanlik ve UV isik) TiO, Nanopartikillerinin
Parazitlerin Canlihgi Uzerindeki Etkisinin Tayini

Karanlikta ve UV 1sik altinda TiO, nanopartikullerinin farkli konsantrasyonlarinin
Leishmania parazitlerinin canhiligi Uzerindeki etkisini tespit edebilmek icin MTT
yonteminden vyararlanildi. Bu deney icin 96 kuyucuklu plak kullanildi. Deneyde
L.tropica promastigotlari Gzerinde TiO, nanopartikillerinin 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
pg/ml, 150 pg/ml ve 200 pg/ml gibi farkli konsantrasyonlari denendi. Baslangi¢ olarak
mikroplagin birinci sirasinda yukaridan asagilya 3 kuyucuk kontrol grubu olarak
kullanildi ve bu kuyucuklara parazit ve besiyeri eklenmesi disinda herhangi bir
nanopartikil muamelesi yapilmadi. Deneyin birinci giniinde plagin yukaridan asagiya
ilk ¢ kuyucuguna, sagdan sola ise ilk 6 kuyucuguna yani toplamda 18 kuyucuguna
parazit ekimi gerceklestirildi. Bu 18 kuyucugun her birisinin icerisine 3 x 10* parazit
iceren 100 pl parazit kdltari + besiyeri karisimindan eklendi. Ayni islem TiO,
nanopartikillerinin UV 1sik altinda parazitlerin canliligina etkisinin incelenebilmesi icin
ikinci bir mikroplakta da gerceklestirildi. Ardindan mikroplaklarin yukaridan asagiya 4.
, 5. ve 6. kuyucuklarina ve asagidan yukariya 4. kuyucuktan itibaren saga dogru ilk 6
kuyucuga yani toplamda yine 18 kuyucuga kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde
yalnizca besiyeri eklendi. Yapilan bu ikinci islemin amaci nanopartiklllerin ve
besiyerinin MTT sollsyonu ile olasi reaksiyonlarinin belirlenemesi icin her bir
konsantrasyon igin nanopartikil kontrol gruplarinin olusturulmasiydi. Deneyin ikinci
giininde mikroplaklara TiO, nanopartikillerini ekleme islemine gecildi. Her iki
mikroplakta da parazit kontrol olarak kullanilan gruplara nanopartikil eklenmezken
yalnizca 20 pl distile su eklendi. Distile su eklenmesinin nedeni nanopartikil iceren
gruplarla ayni hacmin saglanmasidir. Ayrica ELISA reader’da okuma esnasinda

herhangi bir problem olusmamasi i¢in nanopartikullerin ¢ézindukleri distile su kontrol
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gruplarina eklenmelidir. Nanopartikillerin 25 pg/ml konsantrasyondaki TiO; igin 1
mg/ml’lik stok stspansiyondan 2,5 pl TiO, nanopartikil ¢ozeltisi ve 17,5 pl distile su,
50 pg/ml konsantrasyon icin 5 pl TiO, nanopartikil ¢ozeltisi ve 15 pl distile su, 100
pg/ml konsantrasyon icin 10 pl TiO, nanopartikul ¢ozeltisi ve 10 pl distile su , 150
pg/ml konsantrasyon igin 15 pl TiO, nanopartikil ¢ozeltisi ve 5 pl distile su ve son
olarak ,00 pg/ml konsantrasyon igin 20 pl TiO, nanopartikil ¢ozeltisi hem karanlikta
hem de UV isikta bekletilecek mikroplaklarda parazitlerin bulundugu kuyucuklara
eklendi. Ayni degerler nanopartikil kontrol gruplarina da eklendi. Ancak ayni yukarida
anlatildigi gibi birinci situndaki 4. , 5. ve 6. kuyucuklara yalnizca 20 pl distile su ilave
edildi. Daha sonra iki mikroplaktan bir tanesi 1 saat sureyle karanlik ortam kosullarinda,
digeri ise UV 1sik altinda bekletildi ve bir saatlik strenin ardindan mikroplaklar 27 °
C’de 48 saat inkube edildi. 48 saatlik inkibasyonun ardindan iki mikroplakta da tiim
kuyucuklara 10 mg/ml’lik MTT solisyonundan 100’er mikrolitre ilave edildi. Bu sayede
canli hucrelerde formazan kristallerinin olusmasi saglandi. Mikroplaklar 3-4 saat kadar
daha 27 °C’de inkibe edildikten sonra MTT reaksiyonunun durmasi i¢in tim
kuyucuklara 100’er mikrolitre DMSO ilave edildi. 30 dakika oda sicakliginda bekletilen

mikroplaklardaki htcrelerin canlili§i 570 nm’de ELISA reader tarafindan 6lguldu.

7.4.2.TiO, nanopartikillerinin Leishmania Promastigotlarinin Enfektifligine
Etkisinin Tayini

Bu deneyde 18 adet deney tlpu kullanildi. Deney tliplerinden 9 tanesinin igerisinde TiO,
nanopartikllerini iceren  kaplamalar  bulunurken  digerlerinde  kaplama
bulunmamaktaydi. Deney tuplerinden kaplama iceren 3 tanesi karanlik ortam
kosullarinda bekletilecek Karanlik-Nanopartikil grubunu olustururken, kaplama
icermeyen 3 deney tlpl ise bu gruba karsilik gelen Karanlik-Kontrol grubunu
olusturmaktadir. Geriye kalan deney tuplerinden kaplama igeren 3 tanesi goriinur isikta
bekletilecek Gorinar 1sik-nanopartikil grubunu olustururken, 3 tane kaplama icermeyen
deney tlpd bu gruba karsilik gelen Gorinir Isik-Kontrol grubunu olusturmustur. Geriye
kalan 6 deney tlpu ise ayni sekilde kaplama iceren ve icermeyen olacak sekilde 3’erli 2
gruba ayrilmistir ve kaplama iceren deney grubu UV-nanopartikil, icermeyen deney
grubu ise UV-Kontrol grubu olarak kullanitimistir. Boylece her bir deney grubu igin 3
adet deney tlpl ayrilmistir. Deneyin birinci gininde kaplama igceren veya icermeyen
butiin deney gruplarinin icerisine 3 ml 1 x 10%ml L.tropica promastigotu ekilmistir.
Daha sonra Gorundr 1sik-nanopartikil ve Gorindr Isik-Kontrol gruplari 1 saat slreyle
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goranar 1s1ga, UV-nanopartikul ve UV-Kontrol gruplari 1 saat streyle UV 1siga maruz
birakilirken, Karanlk-nanopartikil ve Karanlik-Kontrol gruplari 1 saat streyle karanlk
ortam kosullarinda bekletilmistir. Bir saatlik siirenin ardindan butlin deney tlpleri 27
°C’de inklibasyona birakilmistir. 24 saatlik araliklarla inkiibasyonun 24. , 48. , 72. ve
96. saatlerinde tim dney gruplarindaki parazitlerin sayisi hemositometrede sayilmistir.
inkiibasyonun 24. saatinde daha 6nceden igerisine lamel koyulan 6’ plagin her bir
kuyusuna 2,5 x 10* J774 makrofaj hiicresi ekildi. Protokol geregi makrofajlarin enfekte
edilmesi 1 makrofaj basina 10 parazit dusecek sekilde olmalidir. Bunun icin 6 adet
deney grubunun her birinin icerisinde bulunan 3 tane deney grubundan birisi secilerek, o
siseden 5 x 10° parazite karsilk gelecek miktarda parazit alinarak makrofajlari
bulunduran plagin icerisine aktarildi. Boylece Karanlik-nanopartikil, Karanlik-Kontrol,
Gorlndr 1sik-nanopartikil, Gorandr Isik-Kontrol, UV-nanopartikil ve UV-Kontrol
gruplarindan ayri ayri alinan promastigotlar 6’ plagin kendilerine ayrilan bélimlerine
aktarilarak bu gruplarin makrofajlar Uzerindeki enfektifligi incelenmeye calisildi.
Enfeksiyonun ardindan 6’ plak 37 °C’de 3-4 saat inkibasyona birakildi. Bu surenin
ardindan etuivden cikarilan plagin her bir kuyucugunda bulunan besiyeri uzaklastirildi ve
hicreler 1-2 kez PBS ile yikandl. Bu sayede makrofajlari enfekte etmemis olan
promastigotlar ortamdan uzaklastiriimis oldu. Ardindan tum kuyucuklardaki makrofaj
hlcrelerinin tzerine 3 ml besiyeri konuldu ve plak bir gecelik inkiibasyon icin tekrardan
etive kaldirildi.

Parazitlerle enfekte edilmis makrofaj hicrelerini bulunduran 6’ plak 24 saatlik
inklibasyonun ardindan ettivden cikarildi ve her kuyucugun tzerinde bulunan besiyeri
dokdldi. Daha sonra her bir kuyucuk 1 ml PBS ile yikandi. PBS bosaltildiktan sonra
kuyucuklarin icindeki lamellere tutunmus halde bulunan makrofaj hiicreleri bir sefer de
500 ul PBS — metanol sollsyonu ile yikandi. Bu islemin ardindan her bir kuyucuktaki
makrofaj hucrelerinin lamellere tam olarak fikse edilmesi icin her kuyucuga 250 ul
metanol eklendi ve 6’l plak 10 dakika oda sicakhginda tutuldu. 10 dakika sonra
metanoliin de kuyucuklardan uzaklastiriimasinin ardindan kuyucuklara lamellerin
uzerini Ortecek kadar (yaklasik 800 pl) giemsa boyasi eklendi. 5 dakika boyunca
giemsa boyasina maruz kalan 6’11 plaktaki kuyucuklar bu strenin ardindan gesme suyu
altinda yikandi. Boyanin tam olarak uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra her bir
kuyucukta bulunan lameller cikarilarak ters bir sekilde lamlarin konuldu. Daha sonra
lamlarin (zerine immersiyon yagdlr dokilerek makrofajlarin parazitler tarafindan

enfekteligi invert mikroskopta 100X biyutmede tayin edildi.
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7.4.2.1. Makrofaj Hucrelerinin  TiO, Nanopartikillerine Maruz Kalmis

Parazitlerle Enfektifliginin Hesaplanmasi

invert mikroskop altinda 6 preparatin tiimi incelendi. Preparatlarin herbiri icin tek tek
enfeksiyon indeksi hesaplandi. Bunun icin dncelikle preparatlardaki makrofajlardan 200
tanesi sayildi ve bunlarin icinde enfekte olanlar belirlendi. Boylelikle o preparat igin
yuzde enfektiflik sayisi (% enfektiflik) belirlenmis oldu. Ardindan enfekte olmus
parazitlerdeki toplam amastigot sayisi hesaplandi ve bu sayede bir makrofaja disen
amastigot sayisi belirlenmis oldu. Son olarak herbir preparatin enfeksiyon indeksini
belirlemek icin ylzde enfektiflik sayisi ile makrofaj basina disen ortalama amastigot

sayisi carpildi.

7.4.3. TiO, Nanopartikiillerini iceren Kaplamalara Maruz Kalmis L.tropica
Promastigotlarinin J774 Makrofaj Hucrelerini Enfektifliginin Mikro Kultur
Yontemi ile Tayini

TiO, nanopartikillerine maruz kalan ve kalmayan parazitlerin enfekte edebilmesi igin
6’ plagin her bir kuyucuguna 2,5 x 10* miktarinda J774 makrofaj hiicresi ekildi. Plak
bir gece 37 ° C’de inkibe edildi. Ertesi giin TiO, nanopartikullerine maruz kalan ve
kalmayan parazitler kuyucuk basina 25 x 10* parazit olacak sekilde makrofajlarin
bulundugu 6’h plaga ilave edildi. 6’ plak parazitlerin makrofajlari enfekte etmesi igin
4 saat boyunca 37 ° C’de inkibe edildi. Daha sonra plaktaki kuyucuklar PBS ile
yikanarak makrofajlari enfekte edemeyen parazitler ortamdan uzaklastirildi. Bir glnlik
inkiibasyonun ardindan makrofaj hucreleri kuyucuklarin yiizeyinden kaldirildi ve
besiyeri ile birlikte 10-20 pl hicre kapilerlere aktarildi. Kapilerin iki ucu mum ile
kapatildi. Ardindan kapilerler 27 °C’ye kaldirilarak makrofajlarin parcalanmasi ve
amastigotlarin ortaya ¢ikmasi saglandi. Hazirlanan mikrokdlturlerin takibi 1-4 gln

stiresince 20X buyutmede ters mikroskopta yapildi.

7.5. TiOz nanopartikdllerinin Leishmania Promastigotlarinin Hiicre Dongusu
Uzerine Etkisinin Tayini

Yalnizca TiO, kaplamaya, TiO, kaplama ile birlikte gorintr ve UV 1s1ga maruz kalan
deney gruplarindan ve bunlara karsilik gelen kontrol gruplarindan birer adet deney tlpu
secilerek bu deney tuplerinin her birinden 1 x 10%/ml Leishmania paraziti alinarak 15
ml” lik falcon tiiplere koyuldu. Daha sonra her bir tupteki hacim PBS ile 2 ml’ e
tamamlandi ve her bir tip 1500 rpm’de 5 dakika santrifujlendi. Daha sonra dibe ¢oken
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parazitlerin Uzerindeki slipernatantlar atilarak fiksasyon igin tuplere 2 ml kadar metanol
eklendi ve tiipler 1 saat boyunca — 20 ° C’de bekletildi. Daha sonra flow sitometride

analiz islemine gecildi

7.6. Gumus Nanopartikillerinin Karakterizasyonu

Gumdis nanopartikillerinin boyutlarinin 6lcimi Atomik Force Mikroskopta (AFM)
gerceklestirildi. Oncelikle stok giimiis soliisyonundan 1/100 oraninda seyreltme yapild.
Daha sonra seyreltme yapilan solisyondan 2 pl “mica” Gzerine damlatildi ve 5 dakika
oda sicakhginda bekletildi. Bu sirenin ardindan oda sicakhiginda ultra saf su
kullanilarak yikama yapildi ve érnek kurumaya birakildi. Ornek kuruduktan sonra
tarayicinin oldugu bélgeye yerlestirildi. Boyut 6lcuimleri “Phase Mode” da elde edildi.
Cantilevel (Nanoworld, NCHR-10) kullantlarak ytikseklik sinyaline ait gorunttler elde
edildi.

7.7. Gumus Nanopartikillerin Leishmania Promastigotlarinin Proliferasyonuna ve
Enfektifligine Etkisi

7.7.1. GUmus nanopartikillerinin Leishmania Promastigotlarinin

Proliferasyonuna Etkisi

Gumus nanopartikillerinin Leishmania promastigotlarinin proliferasyonu tzerindeki

etkisi yapilan parazit sayimlari ve hiicre canlilik testi (MTT) ile belirlenmistir.

7.7.1.1. UV Isiga Maruz Kalan Gumis Nanopartikullerini iceren Kaplamalarin

L .tropica Promastigotlari Uzerindeki Etkisinin Tayini

Bu deneyde 2 adet deney tuipi kullanildi. Oncelikle deney tiiplerinden birisinin icerisine
gumus nanopartikillerini iceren kaplama ilave edilirken diger deney tupune kaplama
ilave edilmedi ve kontrol grubu olarak birakildi Her iki deney tlplnln icerisine 3 X
10°/ml L.tropica promastigotlarini iceren 2 ml RPMI 1640 besiyeri eklendi. Daha sonra
her iki deney tipl de 1 saat sireyle UV 1siga maruz birakildi. Tlplerde bulunan
L.tropica promastigotlari 24 saatlik araliklarla inkibasyonun 24. , 48. ve 72. saatlerinde

hemositometrede sayildi.
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7.7.1.2.Gumus Kaplamalarin Gorunur Isik ve UV Isik Altinda L.tropica

Promastigotlari Uzerinde Etkisinin Tayini

Bu deneyde 6 adet deney tlpl kullanildi. Deney tuplerinin 3 tanesinin icerisine gumus
nanopartikillerini iceren kaplamalar ilave edildi. Diger 3 deney tlpunin igerisine
kaplama konulmadi ve bu siseler kontrol grubu olarak kullanildi. ilk giin deneyde
kullanilacak L.tropica promastigotlarinin flaska ekimi gerceklestirildi. Deneyde 6 adet
deney tliptiniin her birisinin icerisine 1 x 10%/ml parazit iceren 3 ml besiyeri eklenecegi
icin toplamda 18 x10% 18 ml parazite ihtiyag vardi. Stok Leishmania kiiltiirinden
yapilan sayimin ardindan 18 x10° promastigota karsilik gelen 1,8 ml parazit kultiiri 16,2
ml RPMI 1640 besiyeri iceren flaska ekildi. Boylelikle flaskin icerisinde 18 ml’lik
parazit kiltir( + besiyeri karisimi olusturuldu. Ardindan flask bir geceligine 27 °C’de
inklibasyona birakildi. Ertesi gun parazit kulttrt flasktan deney tlperine aktariimaya
baslandi. Her bir deney tlpdndn icerisine 3 ml parazit kiltiri ilave edildi. Daha sonra
deney tipleri bir tanesi glimus nanopartikillerini iceren kaplamalari bulunduran digeri
bulundurmayan ikiserli 3 gruba ayrildi. Birinci grup bir saat siireyle UV 1s13a, ikinci
grup bir saat stireyle gorlndr 1siga maruz birakihurken, Gguncl grup ayni sireyle
karanlk ortam kosullarinda bekletildi. Bir saatin ardindan btun deney tipleri 27 °C’de
inkibasyona birakildi. Daha sonra penisilin siselerindeki promastigotlarin sayimi 24
saatlik araliklarla inkibasyonun 24. ,48. ve 72. saatlerinde hemositometre yardimyla

yapildi.

7.7.1.3. Gumus Nanopartikdllerinin Farkli Konsantrasyonlarinin Karanlk ve

UV’li Ortamda Parazitlerin Canlihgi Uzerindeki Etkisinin Tayini
Bu deney icin 2 adet 96 kuyucuklu mikroplak kullanildi. 2 adet mikroplak

kullaniimasinin sebebi plaklardan birisinin UV 1siga maruz birakilip digerinin karanhk
ortam kosullarinda bekletilecek olmasidir. Deneyin birinci giiniinde mikroplaklarin her
ikisinin de st taraflarinda bulunan soldan saga 6, yukaridan asagiya ise 3 kuyucuga
yani toplamda 18 kuyucuga parazit ekimi gerceklestirildi. Parazit ekimi yapilan
kuyucuklarin hemen altindaki asagidan yukariya 4. , 5. ve 6. kuyucu@a, soldan saga ise
ilk 6 kuyucuga yani toplamda 18 kuyucuga yalnizca besiyeri ilave edildi. Deneyin ikinci
glint kuyucuklara nanopartikul ekleme islemine gegildi. Deneyin yapilisi sirasinda MTT
solusyonunun gumis nanopartikilleri ile reaksiyona girdigi g6z oniine alinarak gimus
nanopartikillerinin farkl konsantrasyonlari hem parazitlerin bulunduklari kuyucuklara

hem de parazitlerin bulunmadiklari kuyucuklara eklendi. Yalnizca mikroplagin en
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solundaki sltunun asagidan yukariya ilk G¢ kuyucugunu olusturan parazit kontrol
grubuna ve hemen onun altindaki 3 kuyucugu olusturan nanopartikil kontrol grubuna
yani toplamda 6 kuyucuga nanopartikil eklenmedi. Kontrol gruplarinin hemen
yanindaki sutundaki 6 kuyucuga 25 pg/ml gimdis solisyonuna karsilik gelen 2,5 pl
guimus nanopartikil solusyonu ve 17,5 pl distile su, 50 pg/ml konsantrasyon icin 5 pl
gimus nanopartikil ¢ozeltisi ve 15 pl distile su, 100 pg/ml konsantrsyon icin 10 pl
gimus nanopartikil ¢ozeltisi ve 10 ul distile su, 150 pg/ml konsantrasyon icin 15 pl
gumis nanopartikil ¢ozeltisi ve 5 ul distile su ve son olarak 200 pg/ml konsantrasyon
icin yalmzca 20 pl gumis nanopartikil cozeltisi eklendi. Nanopartikil eklenmesi
isleminin ardindan mikroplaklardan birisi 1 saat streyle UV isik altinda tutulurken,
diger mikroplak karanlik ortam kosullarinda bekletildi. Bir saatlik muamelenin ardindan
iki mikroplak da 27 °C’de inkubasyona birakildi. Nanopartikil ilavesinin 48. saatinde
MTT uygulamasina gegildi. Etivden alinan mikroplaklardaki her bir kuyucuga 0,45’lik
filtreden gegirilen 10 mg/ml stok MTT soliisyonundan 100’er pl ilave edildi ve ardindan
plaklar yeniden etiive kaldirildi. 3-4 saatlik inkibasyonun ardindan etlivden cikarilan
mikroplaklardaki her bir kuyucuga MTT reaksiyonunun durmasi icin 100’er ul DMSO
ilave edildi. Bu islemin ardindan oda sicakhginda ve karanhk ortamda 30 dakika
bekletilen mikroplaklar ELISA reader’da 570 nm’de okutuldu. ELISA reader’da
kuyucuklardaki canlilik hesaplandiktan sonra parazitlerin bulundugu kuyucuklardaki
degerler parazitlerin bulunmadigi kuyucuklardaki degerlerden cikartildi ve sonuglar
degerlendirildi.  Bdylece gumis nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin

canlihgina olan etkisi belirlenmis oldu.

7.8. GUmus nanopartikillerinin Leishmania Promastigotlarinin Enfektifligine
Etkisi

7.8.1. Gumiis Nanopartikiillerini iceren Kaplamalara Maruz Kalmis L.tropica
Promastigotlarinin J774 Makrofaj Hucrelerini Enfektifliginin GIEMSA Boyama
ile Tayini

Gumls  nanopartiklllerini  iceren  kaplamalara maruz  birakilan  L.tropica
promastigotlarinin makrofaj hiicreleri izerindeki enfektifliginin incelenmesi i¢in icinde
lamel bulunan 6 kuyucuklu plagin her birisinin icerisine 5 x 10* J774 makrofaj hiicreleri
ekildi. 24 saatlik inklbasyonun ardindan penisilin siselerindeki promastigotlarin
sayisina bagli olarak her bir penisilin sisesinden 5 x 10° promastigota karsilik gelen

parazit kiltar alindi ve 6’h plagin kendilerine ayrilan kuyucuguna eklendi. Boylece her
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bir kuyucukta bir makrofaj basina 10 parazit disecek sekilde bir oranlama yapilmis
oldu. Ardindan 6’li plak 37 °C’de 3-4 saat inkiibe edildi. Bu 3-4 saatlik strenin ardindan
etivden cikarilan 6’1 plagin her bir kuyucugu 2 kez 1-2 ml PBS ile yikandi ve bdylece
makrofajlari enfekte etmeyen parazitler ortamdan uzaklastiriimis oldu. Bu islemin
ardindan 6’l plak tekrardan ettive kondu ve bir gece boyunca 27 °C’de inkibe edildi.
Parazitlerle enfekte edilmis makrofaj hicrelerini bulunduran 6’h plak 24 saatlik
inktbasyonun ardindan etlivden c¢ikarildi ve her kuyucugun Uzerinde bulunan besiyeri
dokdldi. Daha sonra her bir kuyucuk 1 ml PBS ile yikandi. PBS bosaltildiktan sonra
kuyucuklarin igindeki lamellere tutunmus halde bulunan makrofaj htcreleri bir sefer de
1-1,5 ml PBS — metanol sollsyonu ile yikandi. Bu islemin ardindan her bir kuyucuktaki
makrofaj hicrelerinin lamellere tam olarak fikse edilmesi icin her kuyucuga 1 mi
metanol eklenir ve 6’1 plak 10 dakika oda sicakhiginda tutuldu. 10 dakika sonra
metanoliin de kuyucuklardan uzaklastirilmasinin ardindan kuyucuklara lamellerin
Uzerini Ortecek kadar (yaklasik 800 ul) giemsa boyasi eklendi. 5 dakika boyunca
giemsa boyasina maruz kalan 6’11 plaktaki kuyucuklar bu strenin ardindan cesme suyu
altinda yikandi. Boyanin tam olarak uzaklastirildigindan emin olunduktan sonra her bir
kuyucukta bulunan lameller cikarilarak ters bir sekilde lamlarin Gzerine konuldu. Daha
sonra lamlarin (zerine immersiyon yagi dokulerek parazitlerin makrofajlar Gzerindeki
enfektifligi invert mikroskopta 100X bulyutmede tayin edildi.

invert mikroskop altinda 6 preparatin tiimi incelendi. Preparatlarin herbiri icin tek tek
enfeksiyon indeksi hesaplandi. Bunun igin oncelikle preparatlardaki makrofajlardan 200
tanesi sayildi ve bunlarin iginde enfekte olanlar belirlendi. Boylelikle o preparat igin
yuzde enfektiflik sayisi (% enfektiflik) belirlenmis oldu. Ardindan enfekte olmus
parazitlerdeki toplam amastigot sayisi hesaplandi ve bu sayede bir makrofaja diisen
amastigot sayisi belirlenmis oldu. Son olarak her bir preparatin enfeksiyon indeksini
belirlemek icin ylzde enfektiflik sayisi ile makrofaj basina diisen ortalama amastigot

sayisi carpildi.

7.8.2. Gumiis Nanopartikillerini iceren Kaplamalara Maruz Kalmis L.tropica
Promastigotlarinin J774 Makrofaj Hdicrelerini Enfektifliginin  Mikro Kaltar

Yontemi ile Tayini

Gumis nanopartikullerine maruz kalan ve kalmayan parazitlerin enfekte edebilmesi igin
6’ plagin her bir kuyucuguna 2,5 x 10* miktarinda J774 makrofaj hiicresi ekildi. Plak

bir gece 37 ° C’de inkibe edildi. Ertesi glin gimus nanopartikillerine maruz kalan ve
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kalmayan parazitler kuyucuk basina 25 x 10* parazit olacak sekilde makrofajlarin
bulundugu 6’h plaga ilave edildi. 6’ plak parazitlerin makrofajlari enfekte etmesi igin
4 saat boyunca 37 ° C’de inkibe edildi. Daha sonra plaktaki kuyucuklar PBS ile
yikanarak makrofajlari enfekte edemeyen parazitler ortamdan uzaklastirildi. Bir ginlik
inktbasyonun ardindan makrofaj hicreleri kuyucuklarin ylzeyinden kaldirildi ve
besiyeri ile birlikte 10-20 pl hicre kapilerlere aktarildi. Kapilerin iki ucu mum ile
kapatildi. Ardindan kapilerler 27 °C’ye kaldirilarak makrofajlarin parcalanmasi ve
amastigotlarin ortaya ¢ikmasi saglandi. Hazirlanan mikrokdltirlerin takibi 1-4 gin
stresince 20X buyitmede ters mikroskopta yapildi.

7.9. Gumus nanopartikillerinin Leishmania Promastigotlarinin Hiicre Déngusu
Uzerine Etkisinin Tayini

Yalnizca gimis nanopartikillerini iceren kaplamaya, gumus kaplama ile birlikte
gorundr ve UV 1siga maruz kalan deney gruplarindan ve bunlara karsilik gelen kontrol
gruplarindan birer adet deney tiipii secilerek bu deney tiiplerinin her birinden 1 x 10%/ml
Leishmania paraziti alinarak 15 ml’ lik falcon tuplere koyuldu. Daha sonra her bir
tlpteki hacim PBS ile 2 ml’ e tamamlandi ve her bir tip 1500 rpm’de 5 dakika
santrifijlendi. Daha sonra dibe c¢oken parazitlerin Gzerindeki slpernatantlar atilarak
fiksasyon igin tuplere 2 ml kadar metanol eklendi ve tlipler 1 saat boyunca — 20 ° C’de
bekletildi. Daha sonra flow sitometride analiz islemine gegildi.

7.10. istatistik Analiz

Deneyler en az 3 kez tekrarlandi. Varyanslarin homojenitesi Levene’s test ile belirlendi.
Tim veriler Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 16.0 for Windows)

programi ile yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlaml kabul edildi.
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8. DENEY SONUCLARI VE TARTISMALAR

8.1. Titanyum Dioksit (TiO,) Nanopartikullerinin Karakterizasyonu

Bu bolumde deneylerde kullanilacak TiO, nanopartikillerinin karakterizasyonu ve
boyutlarinin élgima icin Atomik Force Mikroskop kullaniimistir. Sekil 8.1°de Atomik
Force Mikroskop altinda TiO, nanopartikillerinin ¢ boyutlu goruntust, Cizelge 8.1°de

ise TiO; nanopartikillerinin ortalama boyutlar verilmistir.

200 [um] £ 0.00 - B

Ti-nanoparticle

Sekil 8.1. Atomik Force Mikroskop altinda TiO, nanopartikillerinin G¢ boyutlu

goruntisu

Sekil 8.1°de 4 um?’lik alanda bulunan TiO, nanopartikiillerinin yuvarlak ve oval sekilli
olduklari ve bir arada bulunmaya meyilli olduklari icin bir yigin halinde bulunduklari

belirlenmistir.



Cizelge 8.1. TiO, nanopartikillerinin Atomik Force Mikroskop altinda boyut 6l¢timii

1.38
[nm]

65

degerleri

/\

N

a

\/ﬂ

\ N\~

0.00
0.00 325.23 [nm]
Width[1m] Height[rm] Angle[ded]
w— (2 T 0.02 0.03
27 .53 0.08 0.16
—31.15 0.03 0.05

Cizelge 8.1’de Atomik Force Mikroskop altinda TiO, nanopartikullerinin ortalama
boyutlari belirlenmistir. Buna gére gorunti alaninin farkh boélgelerinden yapilan boyut
analizine gore TiO, nanopartikillerinin ortalama olarak 29.46 nm boyutunda oldugu
tespit edildi.

8.2. Titanyum Dioksit (TiO,) Nanopartiktllerinin Farkli Konsantrasyonlarinin

L.tropica Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

TiO, nanopartikdllerinin karanlik ve UV isikli ortamda farkli konsantrasyonlarinin ( 50
ve 100 pg/ml) L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna farkli inkibasyon
surelerinde (24, 48 ve 96. saat) etkisi kantitatif olarak incelendi.

Cizelge 8.2’de 100 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikilleri bulunan ortamda
parazit canliliginin kontrole nazaran oldukga dusiik oldugu gorulmektedir. Bu etki 96.
saatte ve UV 151k bulunan ortamda daha da belirgindir.

Karanhk ortamda 100 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikillerine maruz kalan
deney grubundaki parazit sayisinin, 50 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikillerine
maruz kalan deney grubuna gore daha az oldugu ve her iki konsantrasyonda da TiO;
bulunan ortamdaki parazit sayisinin sadece UV isiga maruz kalan kontrol grubuna goére

anlamli 6lcude azaldigi tespit edilmistir. ( p < 0.05)
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Cizelge 8.2. TiO, nanopartikullerinin farkl konsantrasyonlarinin karanlkta ve UV 151k
altinda L.tropica parazitlerinin proliferasyonuna etkisi
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Bu sonuglar TiO, nanopartikillerinin karanhk ortamda L.tropica promastigotlarinin
canliligina etki gosterdiklerini, bu etkinin 6zellikle 100 pg/ml konsantrasyonda daha da
belirgin oldugunu gdstermistir. Ayrica UV 1sik ile birlikte 50 pg/ml konsantrasyonda
TiO,’e maruz kalan deney gruplarinda da parazit sayisinin oldukca disuk olmasi, UV

1519in TiO, nanopartikillerinin etkinligini arttirdigini gostermektedir.

8.3. Farkli Sirelerde UV Isiga Maruz Kalan Titanyum Dioksit (TiO,)

Nanopartikullerinin (100 pg/ml) L.tropica Promastigotlarinin Proliferasyonuna
Etkisinin incelenmesi

TiO, nanopartikillerinin 100 pg/ml konsantrasyonda bulundugu ortamda 30, 45 ve 60
dakika slreyle UV isinlamanin L.tropica promastigotlarinin canhiligi Gzerine etKkisi
kantitatif olarak incelendi.

Cizelge 8.3’de gorildugi gibi karanhkta 100 pg/ml TiO, bulunan ortamda parazit sayisi
kontrole nazaran daha distktir. Bununla birlikte UV 1sik bulunan ortamdaki parazit
sayisinin da karanliktakine gore daha distk oldugu gorilmektedir. Bu durum 6zellikle

UV 1s10a maruz kalma siresi arttikga belirginlesmektedir.
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Cizelge 8.3. 100 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikillerinin farkl sirelerde UV
1sik altinda ve karanlikta L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna etkisi (48. saat)

48. h
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I1- Karanlik + TiO,,
I11- UV 30 dakika,

IV- UV 30 dakika + TiO2,
V- UV 45 dakika,
VI- UV 45 dakika + TiO2,
VI1I- UV 60 dakika,
VIII- UV 60 dakika + TiO2)

TiO, nanopartikilleri ile birlikte 30 dakika UV 1siga maruz kalan deney grubunda
promastigotlarin sayisinda kontrol grubuna nazaran bir azalma meydana gelmistir.
Ancak promastigotlar Gzerindeki bu etki TiO, nanopartikilleri ile birlikte 45 ve 60
dakikalik sirelerle UV 1siga maruz birakilmis deney gruplarinda daha belirgindir
(cizelge 8.3). TiO, nanopartikulleri ile birlikte 60 dakika boyunca UV 1si§a maruz kalan
deney grubunda tek basina 60 dakika boyunca UV isiga maruz kalan deney grubu ile
kiyaslandiginda belirgin bir etki oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak bu deney TiO,
nanopartikillerinin karanlik ortamda promastigot canliligi Gzerine etki gosterse de UV
IsSiga maruz kaldiklarinda 1sinlanma siresine bagl olarak parazitler Gzerindeki
etkinliklerini arttirdiklarini ortaya c¢ikarmistir. TiO, nanopartikillerinin UV 1si§a daha
uzun siire maruz kalmasinin, daha fazla miktarda Reaktif Oksijen Trlerinin (ROS)
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olusmasina neden oldugu ve bdylece TiO, nanopartikillerinin L.tropica parazitleri

uzerindeki etkinliklerini arttirdigini distindurmektedir.

8.4. TiO, Nanopartikillerinin ~ Farkli  Konsantrasyonlarinin  L.tropica

Promastigotlarinin Metabolik Aktivitesine Etkisinin incelenmesi

TiO2 nanopartikillerinin farkh konsantrasyonlarinin karanlikta ve UV 1sik altinda
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktiviteleri Gzerine etkisi mikroskobik olarak ve
MTT yontemi ile incelendi.

Sekil 8.2°de MTT reaktani ile inkiibasyon sonrasi kontrol grubunda L.tropica

promastigotlarinda formazan kristallerinin olustugu gorilmektedir.

3 ) . « ; |

Sekil 8.2. L.tropica promastigotlarinda formazan kristallerinin olusumu (40 X)

TiO, nanopartikillerinin bulundugu ortamda ise nanopartikil konsantrasyonuna bagl
olarak olusan formazan kristallerinin miktarinin azaldigi tespit edilmistir. Sekil 8.3’de
100 pg/ml ve Sekil 8.4’de 150 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikillerine maruz
kalan deney gruplarinda formazan kristallerinin miktarinda kontrole goére biyuk bir

azalma oldugu gorulmektedir.
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Sekil 8.3 TiO, nanopartikillerinin 100 pg/ml konsantrasyonunun karanlik ortamda
L.tropica promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)

Sekil 8.4. TiO2 nanopartikillerinin 150 pg/ml konsantrasyonunun karanlik ortamda
L.tropica promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)

Sekil 8.5’de UV 1sik altinda TiO, nanopartikillerinin bulunmadi§i kontrol grubunda
MTT reaktani ile inkiibasyon sonrasi formazan kristallerinin olustugu gézlenmektedir.
UV isik altinda TiO; nanopartikillerinin bulundugu deney gruplarinda ise nanopartikl

konsantrasyonunun artmasi ile birlikte formazan kristallerinin azaldigi belirlenmistir.
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UV 1sik altinda 100 pg/ml (Sekil 8.6.) ve 150 pg/ml konsantrasyonda (Sekil 8.7) TiO;
nanopartikillerine maruz kalan deney gruplarinda formazan Kkristalleri miktarinda
kontrole gore bilyuk bir azalma oldugu gorilmektedir.

—

Sekil 8.5. UV 1s1ga maruz kalan L.tropica promastigotlarinda formazan kristallerinin
olusumu (40 X)
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Sekil 8.6. TiO, nanopartikillerinin 100 pg/ml konsantrasyonunun UV 1sik altinda
L.tropica promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)
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Sekil 8.7. TiO, nanopartikdllerinin 150 pg/ml konsantrasyonunun UV isik altinda
L.tropica promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)

Cizelge 8.4°de farkli konsantrasyonlardaki TiO, nanopartikillerinin UV 1sik altinda
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktiviteleri Gizerine etkisi gorilmektedir. UV
stk altinda 25 pg/ml konsantrasyonunda TiO, nanopartikillerine maruz kalan
Leishmania parazitlerinin metabolik aktivitelerinin kontrole nazaran arttigi gozlense de,
UV 1sik ile birlikte 50 pg/ml konsantrasyonda TiO, nanopartikillerine maruz kalan
deney gruplarinda parazitlerin metabolik aktivitesinin azaldigi belirgin bir bicimde

gorilmektedir.
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Cizelge 8.4. TiO, nanopartikillerinin UV Isikta konsantrasyona bagl olarak L.tropica
promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi

TiO2 UV Hicre Canlngi

0,07
0,06 -
0,05 -

0,04 -

Absorban:

0,03 4
0,02 4

0,01 -

0 °
T T T A T e

Kontrol 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml

UV isik ile birlikte 100 ve 150 pg/ml TiO2 nanopartikillerine maruz kalan deney
gruplarinda ise hiicrelerin metabolik aktivitelerini kaybettigi tespit edilmistir.

8.5. Karanlhkta ve UV Isik Altinda TiO, Nanopartikillerinin L.tropica

Promastigotlarinin Morfolojisine EtKisi

Sekil 8.8 ’de herhangi bir nanopartikil veya UV i1siga maruz kalmayan kontrol
grubundaki parazitlerin Giemsa boyama sonrasi mikroskobik gorintlsi verilmistir.
Kontrol grubunda bulunan parazitlerin morfolojik yapilarini koruduklari ve gekirdek,
kinetoplast ve kamcilarinin net bir bigimde fark edilebildikleri g6zlendi. Buna karsin
karanhkta (Sekil 8.9) ve UV isik altinda (Sekil 8.10) TiO, nanopartikillerine maruz
kalan promastigotlarin morfolojik yapilarini kaybettikleri belirlendi. Her iki grupta da
parazitlerin cekirdeklerinin ve kinetoplastlarinin birbirinden ayirt edilemeyecek hale
geldikleri ve hicre membranlarinin bozulmasiyla parazitlerin atipik bir form aldiklari

tespit edildi.
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Sekil 8.8. Karanlikta kontrol grubunda bulunan parazitlerin mikroskobik gorintisu
(Giemsa, 100X)

Sekil 8.9. Karanlikta TiO, nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin mikroskobik
gorintlsu (Giemsa, 100X)
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Sekil 8.10. UV 1sik altinda TiO; nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin
mikroskobik gorintisu (Giemsa, 100X)

8.6. Klasik Kiltirde TiO, Nanopartikillerinin Leishmania Parazitlerinin

Enfektifligine Etkisinin incelenmesi

Deneyler karanlik, gorindr 151tk ve UV 1sik olmak (zere dg farkli ortamda yapildi.
Nanopartikil icermeyen kontrol grubundaki ve deney gruplarindaki parazitler karanlk,
goranar 151k ve UV 1s1ga maruz birakildi. Sekil 8.11°de karanlik, Sekil 8.12°de goérinir
1stk ve Sekil 8.13’de UV 1sik kontrol gruplari sunulmustur. Farkli ortam kosullarinda
olmalarina ragmen UV dahil kontrol gruplarinin tamamindaki parazitlerin makrofajlari

enfekte ettikleri tespit edilmistir.
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L

Sekil 8.11. L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj hiicreleri (Giemsa,
100X)

Sekil 8.12. Gorundr 1s1§a tutulan L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj
hlcreleri (Giemsa, 100X)



Sekil 8.13. UV 1sikh ortamda tutulan L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus
makrofaj hiicreleri (Giemsa, 100X)

Buna karsilik karanlik (Sekil 8.14), gorindr 1sik (Sekil 8.15) veya UV 1sik altinda
(Sekil 8.16) TiO, nanopartikullerine maruz kalmis parazitlerin makrofajlari enfekte
edemedigi gozlenmistir. Bununla birlikte 6zellikle parazitlerin ylizeylerine yapisan
nanopartikullerin makrofajlarin hiicre zarinda patolojik degisikliklerin meydana geldigi

tespit edilmistir.

Sekil 8.14. Karanlik ortamda TiO, nanopartikillere maruz kalan L.tropica
promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj hiicreleri (Giemsa, 100X)
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Sekil 8.15. Gorundr 1sik altinda TiO, nanopartikillerine maruz kalan L.tropica
promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj huicreleri (Giemsa, 100X)

TiO, nanopartikullerine maruz kalmis promastigotlar ile enfekte edilen makrofajlarin
kontrol grubundan farkli olarak atipik bir form aldiklari ve morfolojik ozelliklerini
kaybettikleri gorulmektedir.(Sekil 8.14)

Sekil 8.16. UV 1sikli ortamda TiO, nanopartikullere maruz kalan L.tropica
promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj hiicreleri (Giemsa, 100X)
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Sekil 8.15 ve Sekil 8.16 ’de goruldugu gibi gorundr 151k ve UV 1sik altinda tutulan
parazitlerin yuzeyinde bulunan nanopartikillerle temas eden makrofajlardaki morfolojik
degisimler karanlik ortama gore daha da belirginlesmistir. Ozellikle UV ortamda tutulan
nanopartikillere maruz kalan makrofajlarin  boylarinin uzadigi ve morfolojik
Ozelliklerinde 6nemli degiliklikler oldugu gorilmektedir (Sekil 8.16 ).

8.7. Mikrokultir Yontemi ile TiO, Nanopartikullerinin Leishmania Parazitlerinin
Enfektifligine Etkisinin incelenmesi

TiO, nanopartikillerinin - L.tropica promastigotlarinin - makrofajlari  enfektifligi
uzerindeki etkisi Mikrokulttr Yontemi (MCM) ile de incelenmistir.

Sekil 8.17°de kontrol grubunda makrofajlari enfekte eden ancak kapilerin 27 ° C’de
tutulmasi sonucu makrofajlarin parcalanmasi ile birlikte hiicre disina ¢ikan ve hareketli
durumda bulunan parazitlerin amastigot formlari gérilmektedir.

Sekil 8.17. Kontrol grubunda amastigotlarin kapilerdeki gorintist (Mikrokaltir
Yontemi, 20X)

Buna karsin TiO, nanopartikillerine maruz kalan deney grubunda makrofajlarin
parcalanmasi  sonucunda kapiler icerisinde parazitlerin amastigot formlarinin
bulunmadig tespit edilmistir (Sekil 8.18).
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Sekil 8.18. TiO, nanopartikillerine maruz kalan parazitlerle enfekte olan makrofajlarin
kapilerdeki goruntist (Mikrokultir Yontemi, 20X)

Bu sonuglar kontrol grubunda bulunan parazitlerin makrofajlari enfekte ettigini ancak
TiO2 nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin konak makrofaj hucrelerini enfekte

edemedigini gostermektedir.

8.8. Karanlkta, Gorunir ve UV Isik Altinda Titanyum Dioksit (TiO,)

Nanopartikullerinin L.tropica Promastigotlarinin Hiicre Déngustine Etkisi

Deneylerde L.tropica promastigotlari karanlikta, goérinir ve UV isik altinda TiO2
nanopartikillerine maruz birakildi. Kontrol ve deney gruplarindaki parazitlerin hicre
dongusu flow sitometrik olarak incelendi.

Cizelge 8.5’de karanlikta nanopartikillere maruz kalan L.tropica promastigotlarinin
kontrole nazaran daha az miktarda GO/G1 evresinde bulunduklarini ve cok sayida
parazitin S evresinde oldugu gorilmektedir. TiO, bulunan ortamdaki promastigotlarin
kontrole gore daha fazla miktarda M evresinde bulundugu tespit edilmistir.
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Cizelge 8.5 Karanlikta TiO, nanopartikullerinin L.tropica promastigotlarinin hiicre
dongusune etkisi
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Cizelge 8.6’da ise gorundr isik altinda nanopartikillere maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin kontrole nazaran daha fazla GO/G1 evresinde bulunduklari ve az
miktarda parazitin S evresine gecerek DNA sentezini gergeklestirdikleri goralmustur.
Buna karsin kontrol grubunda GO/G1 evresinde bulunan parazitlerin sayisinin oldukca
az oldugu ve parazitlerin cogunun S evresine gecerek DNA sentezine basladiklari tespit
edilmistir. M evresinde ise iki grup arasinda buyuk bir farklihk gézlenmemekle birlikte
nanopartikillere maruz kalan deney grubundaki parazitlerin kontrol grubuna gére daha

fazla miktarda mitoz evresinde bulunduklari belirlenmistir.
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Cizelge 8.6. Goriindr i1sikta TiO, nanopartikallerinin L.tropica promastigotlarinin hiicre
dongusune etkisi
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Cizelge 8.7°de ise UV 1sik altinda TiO, nanopartikillerine maruz kalan deney
grubundaki parazitlerin kontrole nazaran daha az miktarda GO/G1 evresinde kaldiklari
gorilmektedir. Bununla birlikte S evresinde her iki grup icin anlamh bir fark
gorilmezken M evresinde nanopartikilllere maruz kalan deney grubunda parazit

sayisinda belirgin bir azalma meydana gelmistir.

Cizelge 8.7. Gorinir i1sikta TiO, nanopartikllerinin L.tropica promastigotlarinin hiicre
dongusl Uzerine etkisi
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Boylece TiO, nanopartikillerinin karanlikta, gorinir 1sikta ve UV 1sik altinda L.tropica
promastigotlarinin hiicre déngusune etkisinin incelenmesi sonucunda 6zellikle gortntr
ve UV isik altinda TiO, nanopartikillerinin parazitlerin hiicre dongusiine etki gosterdigi
tespit edilmistir. Gorindr 1sik altinda TiO, nanopartikullerine maruz kalan parazitlerde
DNA sentezinin, UV 1sik altinda TiO, nanopartikillerine maruz kalan parazitlerde ise
hlcre bolunmesinin kontrol gruplarina gore anlamli bir sekilde azaldiklari belirlenmistir.

8.9. Gumus Nanopartikillerinin Karakterizasyonu

Bu boélumde deneylerde kullanilacak gumis nanopartikillerinin karakterizasyonu ve
boyutlarinin 6l¢tima igin Atomik Force Mikroskop kullaniimistir. Sekil 8.19°da Atomik
Force Mikroskop altinda gumus nanopartikillerinin ¢ boyutlu gorintist, Cizelge

8.8’de ise gimus nanopartikillerinin ortalama boyutlari verilmistir.

4.00x4.00[um] £ 000 - 17.98

Ag-nanoparticle

Sekil 8.19. Atomik Force Mikroskop altinda giimis nanopartikdllerinin t¢ boyutlu
goruntusu
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Sekil 8.19°da 16 pm?lik alanda bulunan giimiis nanopartikiillerinin yuvarlak ve oval
sekilli olduklari ve bir arada bulunmaya meyilli olduklari icin bir yigin halinde

bulunduklari belirlenmistir.

Cizelge 8.8. Gumus nanopartikillerinin Atomik Force Mikroskop altinda boyut 6l¢timdi
degerleri

4.82

[nm] /\
/\/\ Vas

0.00
0.00 243.09 [nm]
Width[nm] Height[rnm] Angle[ded]
NEERE 0.60 0.86
4310 0.03 0.05
—34 26 0.24 0.41

Cizelge 8.8’de Atomik Force Mikroskop altinda gimis nanopartikillerinin ortalama
boyutlari belirlenmistir. Buna gore goruntt alaninin farkli bolgelerinden yapilan boyut
analizine gdre gimus nanopartikillerinin ortalama olarak 39.06 nm boyutunda oldugu
tespit edildi.

8.10. Gumuss Nanopartikiillerini iceren Kaplamalarin UV Isik Altinda L.tropica

Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

Cizelge 8.9’da UV 1sik altinda giimis nanopartikillerinin 24, 48 ve 72 saat sonunda
L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna etkisi verilmistir. Kontrol grubuna
nazaran gimas nanopartiktllerini bulunduran deney grubunda tim zaman dilimlerinde
parazit sayisinda anlamli bir azalma meydana gelmistir. Bununla birlikte 72. saatin
sonunda UV isik altinda giimis nanopartikdllerinin L.tropica promastigotlari tizerindeki

etkisi daha da belirginlesmistir.
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Cizelge 8.9. Gumus nanopartikillerini iceren kaplamalarin UV isik altinda L.tropica
promastigotlar Gzerindeki etkisi
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Goruldugu tzere 72 saatin sonunda UV 1sik ile aktive edilen gimus nanopartikdlleri, tek
basina UV 1sitk muamelesine oranla L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna
yaklasik 2,5 kat daha fazla etki gostermistir. Deney sonucu inkiibasyon siiresinin artmasi
ile birlikte UV 151k altinda gimus nanopartikillerine maruz kalan grupta promastigot

sayisinda belirgin bir azalmanin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

8.11. Gumiis Nanopartikiillerini iceren Kaplamalarin L.tropica Promastigotlarinin

Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

Gumis  nanopartikullerini  igeren  kaplamalarin, L.tropica promastigotlarinin
proliferasyonuna etkisi, karanhkta, gorinir 1sitk ve UV 1sik altinda incelendi.
Kaplamalarin 24, 48 ve 72 saat inkubasyonu ile promastigotlarin proliferasyonlari
Uzerine etkisi kantitatif olarak belirlendi.

Cizelge 8.10°’da kontrol ile kiyaslandiginda gumis nanopartikillerine maruz kalan
deney gruplarinin timinde parazit sayisinda anlamh bir azalma meydana geldigi
gorulmektedir. Bu etkinin incelenen tim inkibasyon surelerinde belirgin bir sekilde

devam ettigi tespit edilmistir
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Cizelge 8.10. Gimus nanopartikillerini iceren kaplamalarin karanhkta, gorinir ve UV
Isik altinda L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna etkisi
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Cizelge 8.10°da goruldugu gibi, gumuds nanopartikillerini iceren kaplamalarin
promastigotlarin proliferasyonu lizerine etkisi gorunir 151k ve UV 151k altindaki ortamda,
karanlik ortama gore oldukga fazladir. L.tropica promastigotlarini proliferasyonuna etki
en fazla UV isik altinda gimis nanopartikilleri ile inkiibasyon sonucunda tespit
edilmistir.

Gumus nanopartikilleri bulunmayan UV 1sik altindaki deney grubuna nazaran UV 1sik
altinda glmus nanopartikullerine maruz kalan parazit sayisinda yaklasik 2,5-3 kat
azalma oldugu tespit edilmistir.

8.12. Gumis Nanopartikillerinin  Farkli  Konsantrasyonlarinin  L.tropica

Promastigotlarinin Metabolik Aktivitesine Etkisinin incelenmesi

Gumus nanopartikdllerinin farkli konsantrasyonlarinin karanlikta ve UV 1sik altinda
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi mikroskobik olarak ve MTT
yontemi ile incelenmistir.

Sekil 8.20’de karanlik ve nanopartikiill bulunmayan ortamda (kontrol grubu) L.tropica
promastigotlarindaki formazan kristali olusumu goérilmektedir. Sekilde gorildigu gibi

promastigotlarinin canlihginin yiksek olmasina bagli olarak formazan kristali olusumu
oldukga yogundur.
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Sekil 8.20. L.tropica promastigotlarinda formazan kristallerinin olusumu (40 X)

Gumus nanopartikillerinin bulundugu deney gruplarinda ise konsantrasyonunun artmasi
ile birlikte formazan kristallerinin olusumunun azaldigi gozlenmistir. Ozellikle 150
pg/ml (Sekil 8.21) ve 200 pg/ml (Sekil 8.22) konsantrasyonda formazan kristallerinin
oldukca az miktarda olustuklari tespit edilmistir.

Sekil 8.21. Gumus nanopartikullerinin (150 pg/ml) karanhk ortamda L.tropica
promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)
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Sekil 8.21 ve 8.22°de yiksek konsantrasyonlarda (150 ve 200 pg/ml)  gimis
nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi net bir

bicimde gorilmektedir.

Sekil 8.22. Gumis nanopartikullerinin (200 pg/ml) karanlhk ortamda L.tropica
promastigotlarina sitopatik etkisi (40 X)

Karanlkta elde edilen sonuclara benzer sekilde UV stk altinda da yuksek
konsantrasyonlarda gimus nanopartikullerinin L.tropica promastigotlarinin metabolik
aktivitesini azalttiklar mikroskobik olarak tespit edilmistir. Sekil 8.23’de nanopartikiil
bulunmayan UV isikli ortamda formazan kristallerinin olustuklari gérilmektedir. Buna
karsin 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonda glimis nanopartikillerine maruz kalan deney
gruplarinda formazan kristallerinin ¢ok az miktarda olduklari gérulmustir.( Sekil 8.24
ve Sekil 8.25)
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Sekil 8.23. UV 1sik bulunan ortamda L.tropica promastigotlarinda formazan
kristallerinin olusumu (40 X)

_ M"

LR ¥

Sekil 8.24. Gumus nanopartikillerinin (150 pg/ml) UV 1sikli ortamda L.tropica
promastigotlarina sitopatik etkisi(40 X)




-

Sekil 8.25. Gumus nanopartikillerinin (200 pg/ml) UV 1sikh ortamda L.tropica
promastigotlarina sitopatik etkisi (40X)

Daha sonraki deney gruplarinda glimis nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin
metabolik aktivitesine etkisi MTT yontemi ile incelenmistir. Cizelge 8.11’de gumdus
nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarinin karanlikta L.tropica promastigotlarinin
metabolik aktivitesine etkisi MTT yontemi ile gosterilmektedir. Cizelge 8.11°de
goraldugu tzere glimis nanopartikillerinin konsantrasyonu artmasiyla birlikte L.tropica
promastigotlarinin metabolik aktivitesi azalmaktadir. Kontrol ile kiyaslandiginda 25
pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonunda gimis nanopartikillerine maruz kalan L.tropica
promastigotlarinda metabolik aktivite degeri anlamli bir fark goértlmemistir. Ancak
gimuis nanopartikillerine 100 pg/ml konsantrasyonunundan itibaren maruz kalan
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivite degeri kontrole gore yaklasik 4 kata

kadar azalmistir.
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Cizelge 8.11. Gimus nanopartikdllerinin karanlikta konsantrasyona bagl olarak
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi
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Gumus nanopartikillerinin UV 1sik altinda Leishmania parazitlerinin canliligi tzerine
etkisi incelendiginde nanopartikill konsantrasyonunun artmasina bagh olarak deney
gruplarindaki hiicre canlihik miktarinin giderek azaldigi tespit edilmistir (Cizelge 8.12).
Deney gruplari icerisinde parazitler Gzerindeki en blyuk etkiyi UV 1sik ile birlikte 200

pg/ml konsantrasyonda giimis nanopartikilleri gostermistir.

Cizelge 8.12. Gumus nanopartikillerinin UV 1sik altinda konsantrasyona bagl olarak
L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi
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Deney sonuglari gimis nanopartikillerinin hem karanlik ortam kosullarinda hem de UV
IStk altinda L.tropica parazitleri Uzerinde etki ettigini gostermistir. Karanhk ortam
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kosullarinda kontrol ile kiyaslandiginda parazitlerin metabolik aktivite degerinin yiksek
konsantrasyonlarda yaklasik 2,5 kat, UV 1sik altinda ise yaklasik 6,5 kat azaldig

belirlenmistir.

8.13. Karanlikta ve UV Isik Altinda Gumus Nanopartikillerine Maruz Kalan

L .tropica Promastigotlarinin Morfolojilerinin incelenmesi

Sekil 8.26’da gumis nanopartikillerine ve UV 1siga maruz kalmayan kontrol
grubundaki promastigotlarin giemsa boyama sonrasinda morfolojilerini koruduklari ve
hicre organellerinin (nukleus, kinetoplast ve kamci) net bir bigcimde ayirt edilebildigi
gorilmektedir. Buna karsin karanlikta glimus nanopartiktllerine maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin morfolojilerini kaybettikleri ve organellerinin net bir bicimde ayirt
edilemedigi tespit edilmistir. (Sekil 8.27) Benzer sekilde gimis nanopartikilleri ile
birlikte UV 1s1ga maruz kalan deney gruplarinda da promastigotlarin hiicre
membranlarinin bozulmasiyla parazitlerin atipik bir form aldiklari belirlenmistir.(Sekil
8.28)

Sekil 8.26. Karanlikta giimis nanopartikdllerini icermeyen ortamda (kontrol grubunda)
bulunan parazitlerin mikroskobik goérintust (Giemsa, 100X)
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Sekil 8.27. Karanlikta gimis nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin mikroskobik
goruntusi (Giemsa, 100X)

Sekil 8.28. UV 1sik altinda glimiis nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin
mikroskobik gorintisu (Giemsa, 100X)
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8.14. Gumls Nanopartikillerinin Leishmania Parazitlerinin Enfektifligine
Etkisinin Incelenmesi

Sekil 8.29°da herhangi bir 1sik ve nanopartikil uygulamasina maruz kalmamis kontrol
grubundaki promastigotlarin  makrofajlari enfekte ederek amastigot formuna
donusttkleri gozlenmistir. Benzer sekilde yalnizca gorunir (Sekil 8.30) ve UV isiga
(Sekil 8.31) maruz kalan deney gruplarindaki promastigotlarin da makrofajlari enfekte
ettikleri tespit edilmistir. Ayrica her 3 grupta da makrofajlarin morfolojilerinin diizgln
oldugu, hicrelerin intakthigini korudugu tespit edilmistir.

Sekil 8.29. L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj hiicreleri



Sekil 8.30. Gorunur 1s1ga maruz birakilan L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus
makrofaj hiicreleri

8.31. UV 1s1ga maruz birakilan L.tropica promastigotlari ile enfekte olmus makrofaj
hicreleri
Sekil 8.32’de karanlhikta gimis nanopartikiillerine maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin kontrol gruplari ile kiyaslandiginda daha az miktarda da olsa
makrofajlari enfekte ettikleri gosterilmistir. Ancak gumis nanopartikilleri ile birlikte

gOrlndr 1s1ga maruz kalan promastigotlarin (Sekil 8.33) ve gimis nanopartikulleri ile
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birlikte UV 1s1da maruz kalan promastigotlarin (Sekil 8.34) makrofajlari enfekte
edemedikleri belirlenmistir.

v

R =

8.32. Karanlik ortamda nanopartikullere maruz kalan L.tropica promastigotlari ile
enfekte olmus makrofaj hiicreleri

Sekil 8.33. Gorunir Isik altinda nanopartikillere maruz kalan L.tropica promastigotlari
ile enfekte olmus makrofaj hicreleri
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Sekil 8.34. UV 1s1k altinda nanopartikullere maruz kalan L.tropica promastigotlari ile
enfekte olmus makrofaj hiicreleri

8.15. Mikrokdltiur Yoéntemi ile GuUmus Nanopartikillerinin  Leishmania

Parazitlerinin Enfektifligi Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

Gumdis nanopartikillerinin  L.tropica promastigotlarinin - makrofajlari  enfektifligi
Uzerindeki etkisi Mikrokultir Yontemi (MCM) ile de incelenmistir. Sekil 8.35’de
kontrol grubunda makrofajlari enfekte eden ancak kapilerin 27 ° C’de tutulmasi sonucu
makrofajlarin pargalanmasi ile birlikte hicre disina ¢ikan ve hareketli durumda bulunan

parazitlerin amastigot formlari gértlmektedir.
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Sekil 8.35. Kontrol grubunda amastigotlarin kapilerdeki gorintust (Mikrokultar
Yontemi, 20X)

Buna karsin giimuis nanopartikullerine maruz kalan deney grubunda makrofajlarin
parcalanmasi  sonucunda Kkapiler icerisinde parazitlerin amastigot formlarinin
bulunmadi@ tespit edilmistir (Sekil 8.36)

Sekil 8.36. Gumus nanopartikullerine maruz kalan parazitlerle enfekte olan
makrofajlarin kapilerdeki gorintisu (Mikrokiltir Yontemi, 20X)
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Bu sonuglar kontrol grubunda bulunan parazitlerin makrofajlari enfekte ettigini ancak
gumuis nanopartikillerine maruz kaln parazitlerin konak makrofaj hicrelerini enfekte

edemedigini gostermektedir.

8.16. Gumus Nanopartikullerinin L.tropica Promastigotlarinin Hiicre Dongusine
Etkisi

Karanlikta, gortndr ve UV 1sik altinda giimus nanopartikillerine maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin hiicre dongust flow sitometrik olarak incelenmistir.

Cizelge 8.13’de karanhkta nanopartikillerin kontrol ile kiyaslandiginda L.tropica
promastigotlarinin  hiicre dongust  Gzerinde belirgin  bir etkisinin  olmadigi

gorilmektedir.

Cizelge 8.13. Karanlikta gumus nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin hticre
dongusune etkisi
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Cizelge 8.14’de gorundr 151k altinda nanopartikullere maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin kontrole nazaran daha fazla GO/G1 evresinde bulunduklari ve az
miktarda parazitin S evresine gecerek DNA sentezini gerceklestirdikleri gorilmastar.
Benzer sekilde nanopartiklllere maruz kalan ¢ok az miktarda parazitin S evresinden M

evresine gecerek hiicre bolinmesini baslattiklari belirlenmistir.
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Cizelge 8.14. Gorinir Isik Altinda glimus nanopartikillerinin L.tropica
promastigotlarinin hiicre déngisiine etkisi
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Cizelge 8.15’de ise UV 1sik altinda nanopartikilllere maruz kalan L.tropica
promastigotlarinin kontrole nazaran daha fazla GO/G1 evresinde bulunduklari ve her iki
grupta S asamasina gecen parazit miktarinin hemen hemen ayni oldugu tespit edildi.
Buna ragmen kontrol ile kiyaslandiginda ¢ok az miktarda parazitin S agamasindan M

asamasina gecerek hiicre bolinmesini baslattigi belirlendi.

Cizelge 8.15. UV Isik Altinda giimus nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin
hiicre dongusune etkisi
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Leishmaniasis dinyanin en 6nemli saghk sorunlarindan bir tanesidir. Leishmania
parazitlerinin neden oldugu bu hastalik Diinya Saglik Orgiti’niin (WHO) yayinladigi en
onemli tropikal hastaliklar listesinde sitmanin ardindan ikinci sirada bulunmaktadir.
Hastaligin onlenmesinde halen etkin bir asinin bulunmamasi ile birlikte hastaliga
yakalanan kisilerde tedavi oldukca zordur. Kullanilan ilaglarin olduk¢a pahali olmalari,
kullanimlarinin zor olmasi ve 6zellikle de hastalar tizerinde belirgin toksik yan etkilere
neden olmalari, bu ilaglarin hastaligin tedavisindeki etkinliklerini sinirlandirmaktadir.
Bunun disinda son yillarda parazitlerde antileishmanial ilaglara karsi direnclilik olustugu
da gozlenmektedir. Ayrica Kutanéz Leishmaniasis’e yakalanan hastalarda tedavinin
ardindan deride genis yara izlerinin kaliyor olmasi da tedavideki bir diger problemi
olusturmaktadir. Bu nedenlerden 6turu Leishmaniasis’in tedavisi igin yeni yontemlerin

gelistirilmesine duyulan ihtiya¢ artmaktadir.

Bu calismada L.tropica parazitleri Uzerinde gimis ve TiO, nanopartikillerinin
kullanilmasinin  nedeni; metal oksit nanopartikillerinin boyutlarina bagh olarak
kendilerine 6zgu essiz Ozellikler gostermeleri ve bu nanopartikillerin daha &nce
bakteriler, funguslar ve kanser hicreleri gibi farkli hicre modelleri Gzerinde toksik
Ozelliklere sahip olduklarinin gosterilmis olmasidir. Hem TiO, hem de gumus
nanopartikillerinin sahip olduklari genis yizey alanlari sayesinde gevrelerinde bulunan
yuzeylerle ciddi bir bicimde etkilesime girdikleri bildirilmistir. Belirli bir 1simanin
ardindan aktif hale gelen TiO, nanopartikilleri ve kendi baslarina aktif halde bulunan
glimis nanopartikulleri gevrelerinde bulunduklari yizeylerle etkilesime girdiklerinde
reaktif oksijen tirlerini (ROS) olusturmaktadir. Bu nedenle bu tir nanopartikullerle
etkilesime giren hiicre membranlari hasar gérmekte ve membran gecirgenligi kayda
deger bir bicimde artmaktadir. Ayrica kiclk boyutlarina bagh olarak hiicre igerisine
kolay bir sekilde giren metal oksit nanopartikilleri gerek yasamsal enzimlerin tiyol
gruplarina gerekse de hicrenin DNA’sina siki bir bicimde baglanarak bu tir
makromolekullerin zarar gormesine de neden olurlar. Metal nanopartikiillerin hem
reaktif oksijen tdrlerini olusturmasi hem de hiicre icerisindeki komponentlere verdigi
zarar, bu nanopartiklllerin enfeksiyon yapici ajanlari 6ldirme mekanizmasini

olusturmaktadir.

Yapilan literatir arastirmasi Leishmania parazitlerinin de ROS’a karsi duyarli

olduklarini ortaya cikarmistir. Her ne kadar Leishmania parazitlerinin konak hiicre
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olarak kullandiklari makrofajlarin yabanci molekulleri ROS’ u da igeren serbest
radikalleri olusturarak parcaladiklari bilinse de, Leishmania parazitlerinin sahip
olduklari enzimlerin makrofajlarda ROS olusum yol izini inhibe ettikleri ve bu sayede
ROS olusumunu engelleyerek makrofajlar icerisindeki yasamlarini surdirdikleri
bildirilmistir. Ancak ROS turlerini de iceren serbest radikallerin enzimler aracihg ile
biyolojik bir yol yerine nanopartikiillere bagl olarak fiziksel yol ile olusturulmasi
sonrasinda Leishmania parazitlerinin olusan bu serbest radikallerin toksik etkilerinden
etkilenecegi dusunilmektedir. Bunun nedeni parazitler tarafindan sentezlenen
enzimlerin makrofajlardaki mekanizmanin aksine, reaktif oksijen tirlerinin olusumunu
engelleyememesidir. Bunun yani sira tipki bakterilerde oldugu gibi nanopartikullerin
kiicik boyutlari sayesinde hiicre icerisine girerek hicrenin yasamsal enzimlerini,
DNA’sini ve diger makromolekullerini etkileyerek hiicreye ciddi hasar verecegi

dustnulmektedir.

Bu ama¢ dogrultusunda calismanin deneysel asamasinda Oncelikle TiO;
nanopartikillerinin  ve gumus nanopartikullerini igeren kaplamalarin  Kitanoz
Leishmaniasis etkeni L.tropica parazitlerinin proliferasyonu uzerindeki etkisi
incelenmistir. TiO, nanopartikilleri ile yapilan ¢calismada oncelikle nanopartikdllerin
farkli konsantrasyonlarinin karanlik ve UV isikli ortamda parazitler zerindeki etkisi
belirlenmeye calisiimistir. Deney sonuglarina gore 50 pg/ml konsantrasyonda kontrol
gruplarina nazaran karanlik ortam kosullarinda TiO, nanopartikillerinin parazitler
uzerinde etkin olmadigi g6zlenmisse de, ayni konsantrasyonda UV isik altinda biyuk bir
antileishmanial 06zellik kazandiklari ve herhangi bir nanopartikil veya UV 1sik
uygulamasina maruz kalmamis olan kontrol gruplarina gore parazit sayisinin yaklasik
olarak 10 kat daha az oldugu belirlenmistir. 100 pg/ml konsantrasyondaki TiO;
nanopartikillerinin ise hem karanlik ortam kosullarinda hem de UV isik altinda
kontrollerle kiyaslandiginda belirgin bir antileishmanial etki gosterdikleri gozlenmistir.
Bu sonu¢ TiO, nanopartikillerinin konsantrasyonun artmasi ile birlikte daha dusuk
konsantrasyonlarda gorilmeyen bir bicimde hem karanlikta hem de UV 1sik altinda
L.tropica parazitleri Gizerinde etkili oldugunu gdstermesi agisindan énemlidir. Bu durum
TiO, nanopartikillerinin yiksek konsantrasyonlarda ve UV isik ile muameleye maruz
kalmadiklari durumlarda parazitlerin hiicre icerisine girerek buradaki yasamsal
molekdlleri bozmak suretiyle, UV 1s1ga maruz kaldiklarinda ise hem 1sima ile birlikte
ROS olusturup hucre membranina hem de hucre icerisindeki molekullere zarar vererek

parazitler Uzerinde etkili olduklari seklinde yorumlanabilir. Bu nedenle ayni



102

konsantrasyonda UV 1sik ile aktive olan TiO, nanopartikillerinin karanlik ortam

kosullarina gore daha buyuk bir antileishmanial etki gosterdikleri dustuntlmektedir.

Bu deneyde 100 pg/ml konsantrasyondaki TiO, nanopartikillerinin yukarida bahsedilen
her iki ortam kosulunda da etkin bir bigimde antileishmanial etki gostermesi Uzerine,
TiO, nanopartikulleri ile yapilan bir sonraki deneyde 100 pg/ml konsantrasyon sabit
olarak kullanilmistir. Bir 6nceki calismada parazitler sabit olarak 15 dakika UV 1siga
maruz birakilmisken bu calismada UV 1sida maruz kalma sireleri degismektedir.
Kontrol gruplarindan farkli olarak TiO, nanopartikilleri ile birlikte 30 dakika, 45 dakika
ve 60 dakika UV 1si§a maruz kalan deney gruplari icerisinde parazitler Uzerindeki en
blylk etki 60 dakika boyunca UV isik altinda tutulan deney gruplarinda goéralmastr.
Ancak diger deney gruplarinda da UV 1si§a maruz kalma siresinin artmasi ile birlikte,

parazit sayisinin azaldigi géralmastar.

Bir onceki deneyde TiO, nanopartikillerinin konsantrasyona bagh olarak L.tropica
parazitleri Gzerinde etkili olduklari goérilmisti. Bu deneyde de antileishmanial etkinin
UV 1s1§a maruz kalma suresinin artisina bagh olarak arttigi belirlenmistir. Bunun nedeni
UV 1siga maruz kalma suresinin artmasi ile birlikte TiO, nanopartikillerinin
yuzeylerinde olusturduklari ROS miktarinin artmasi olabilir. Ayrica tim deney
gruplarinda TiO, nanopartikillerinin ayni konsantrasyonlari denenmis olmasina ragmen
UV 1s10in suresine gore antileishmanial etkinin degisiyor olmasi, bu deneyde parazitler

Uzerinde etki gosteren faktoriin reaktif oksijen tirleri oldugunu distindurmektedir.

TiO, nanopartikullerinin karanlikta ve UV 1sik altinda L.tropica promastigotlarinin
hiicre canliligina etkisi ise MTT yontemi ile belirlenmistir. Hicre canliigt MTT
solisyonunun deney gruplari Gzerinde uygulanmasinin ardindan gruplarda olusan
formazan kristallerinin miktarinin ELISA reader’da okunmasi sonucu hesaplanmaktadir.
Mikroskobik inceleme sonucunda hem karanhkta hem de UWV’li ortamda
nanopartikillerin bulunmadigi kontrol grubunda yogun olarak formazan kristallerinin
olustugu tespit edilmistir. Buna ragmen nanopartikil ile muamele edilen deney
gruplarinda konsantrasyona bagl olarak olusan formazan kristallerinin olusumunda
belirgin bir azalma gorulmaustir. Ozellikle yilksek konsantrasyonlarda ( 100 pg/ml ve
150 pg/ml) TiO, nanopartikillerine maruz kalan deney gruplarinda formazan

kristallerinin  miktarinin daha da azaldi§i belirlenmistir.  Bu sonuclar TiO;
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nanopartikillerinin gerek karanlikta gerekse de UV 1sik altinda parazitlerin metabolik
aktivitelerini bozduklarini géstermektedir.

TiO, nanopartiklllerinin L.tropica promastigotlarinin  konak hicreleri enfektifligi
Uzerine etkisi incelendiginde karanlik ortamda, gorundr 1sik altinda ve UV 1sik altinda
tutulan kontrol gruplarinda bulunan parazitlerin yogun bir bicimde makrofajlari enfekte
ettikleri ve makrofajlarin icerisinde amastigot formlara donustikleri tespit edilmistir.
Buna karsin karanhk ortamda, gorindr 1sik altinda ve UV 1sik altinda TiO,
nanopartikillerine maruz kalan parazitlerin makrofajlar oldukca az miktarda enfekte
edebildigi veya hi¢ enfekte edemedigi gorilmastir. Bunun yaninda parazitlerin
yuzeyine yapisan nanopartikullerin makrofajlar tzerinde ciddi bir hasara yol agtiklar
belirlenmistir. Nanopartikillere maruz kalan makrofajlarin hiicre membranlarinin hasar
gordugu, hicrelerin morfolojik yapilarinin degistigi ve uzayarak atipik bir form aldiklar
mikroskobik olarak tayin edilmistir. Bu tir morfolojisi degisen makrofajlarin parazitler
tarafindan enfekte edilemedigi gozlenmistir. Bunun nedeninin nanopartikillere maruz
kalan parazitlerin ya da makrofajlarin membran yizeylerinde bulunan reseptorlerinin
zarar gormesi oldugu distndlmektedir. Zarar goren reseptorler nedeniyle parazit ve
konak birbirini tantyamamis ve bu nedenle de parazitler makrofajlari enfekte edememis
olabilir.

TiO, nanopartikdllerinin L.tropica promastigotlarinin hicre doénglsi Uzerine etkisi
incelendiginde nanopartikullerin 6zellikle gériundr 1siIk ve UV 1sik altinda parazitler
uzerinde etkili olduklari géralmustir. TiO, nanopartikilleri L.tropica promastigotlarinin
hicre dongusini gorundr 1sik altinda DNA sentezi asamasinda, UV 1sik altinda ise
hlicre bélinmesi asamasinda baskilamistir.

Tipki TiO, nanopartikilleri ile oldugu gibi gimuas nanopartikilleri ile yapilan
calismalarda da bu nanopartikillerin Leishmania parazitleri Uzerinde etkili oldugu
belirlenmistir. ilk olarak giimiis nanopartikiillerinin tek baglarina L.tropica parazitlerinin
canliigi ~ (Gzerine  etkisi  incelendiginde, gumis nanopartikillerinin  artan
konsantrasyonlariyla ters orantili olarak parazitlerin canliliginin azaldigi ve en yiiksek
konsantrasyonlarda en biyuk antileishmanial etkinin gozlendigi belirlenmistir. Yapilan
literattr arastirmasi gumis nanopartikullerinin UV 1sik ile birlikte hucreler tizerinde
sinerjik bir etki yarattigini gostermistir. Bu nedenle gimus nanopartikillerinin UV 1s1k
ile birlikte parazitler Gzerindeki etkisi arastirilmistir. Yapilan deneyin sonucuna gore
gumus nanopartikdllerini iceren kaplamalarin UV isik altinda L.tropica promastigotlari

Uzerinde yalnizca UV 151k muamelesine kiyasla 48.saatin sonundaki sayima gore 2 kat,
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72. saatin sonundaki sayima gore ise 3 kat daha fazla antileishmanial etki gosterdikleri
gOzlenmistir. Deney gruplari icerisinde en blylk etkinin hem UV’ye hem de gimds
nanopartikillerine maruz kalan deney grubunda goérilmesi, bu iki faktoriin sinerjik
etkisine baglanmistir.

Ardindan gumus nanopartikallerini iceren kaplamalarin karanhkta, gorinir ve UV 1sik
altinda L.tropica parazitleri tzerindeki etkileri karsilastirmali olarak incelenmis, sayim
yaptlan tim inkibasyon sirelerinde kontrolleri ile kiyaslandiginda gimis
nanopartikillerinin hem karanlik ortam kosullarinda hem goérindr 1sik altinda hem de
UV 1sik altinda parazitler Uzerinde belirgin bir antileishmanial 6zellik kazandiklar
gOzlenmistir. Deney gruplari icerisinde en biyuk etkinin ise gimus nanopartiktlleri ile
birlikte UV 1s1ga maruz kalmis parazitler Uzerinde oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte glmuls nanopartikilleri ile birlikte gérunur 1s1ga maruz kalmis deney
gruplarindaki  parazitlerin  sayisinin  da tim inkibasyon surelerinde glmdis
nanopartikulleri ile birlikte UV 1s1da maruz birakilmis deney gruplarindaki parazit
sayisina yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte 48. saatin sonunda
yapilan parazit sayimina gore gortndr 1sik altinda bekletilen gimus nanopartikilleri ile,
UV 1sida maruz birakilan gumis nanopartikullerinin L.tropica parazitleri (zerinde
hemen hemen ayni etkiyi gosterdigi goralmustar.

Gumdis nanopartikullerinin L.tropica promastigotlarinin metabolik aktivitesine etkisi
incelendiginde gerek karanlikta gerekse de UV 1sik altinda herhangi bir nanopartikl
muamelesine maruz kalmayan kontrol gruplarinda yogun olarak formazan kristallerinin
olustugu go6zlenmistir. Buna karsin nanopartikillere maruz kalan gruplarda
konsantrasyona bagl olarak formazan kristallerinin olusumunun giderek azaldig
belirlenmistir. Yuksek konsantrasyonlarda ise formazan kristalleri miktarinin daha da
azaldigi mikroskobik olarak tespit edilmistir. Hucre canhihginin ELISA reader’da
okunmasinin ardindan da benzer sonuglar ¢ikmis, hem karanlhkta hem de UV isik
altinda giumis nanopartiktllerinin  konsantrasyonlarinin artmasi ile birlikte kontrol
gruplarina nazaran parazit canliligina yiksek miktarda etki gostermistir. Karanlkta ve
UV 1sik altinda 6zellikle 150 ve 200 pg/ml gibi yiksek konsantrasyonlarda gumus
nanopartikillerine maruz kalan deney gruplarinda bu etki daha da belirginlesmistir.
Bunun yani sira gimus nanopartikillerinin UV 1sikta parazitler Gzerindeki etkisinin
karanlik ortama gore daha fazla oldugu da tespit edilmistir. UV isik ile birlikte gimus
nanopartikilleri parazitler Uzerinde sinerjik bir etki gostermis ve bu durum

nanopartikillerin daha da aktif hale gelerek daha fazla miktarda ROS olusturmasina
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neden olmustur. Gumus nanopartikulleri bu sayede hem hiicre icerisine girerek yasamsal
molekillere etki etmek suretiyle hem de yogun bir bicimde olusturduklari ROS’a bagl
olarak hiicre membranlarina zarar vererek parazitler (zerinde daha biyik bir etkiye
neden oldugu dusunulmektedir.

Karanlhik ortam kosullarinda, gorinir ve UV 1sik altinda gumus nanopartikillerinin
L.tropica promastigotlarinin enfektifligine etkisi incelendiginde ise karanlik ortam
kosullrinda gumis nanopartikillerine maruz kalan deney grubundaki parazitlerin
makrofajlari enfekte ettikleri ancak kontrol gruplari ile kiyaslandiginda enfektiflik
yuzdelerinin oldukc¢a dusik oldugu belirlenmistir. Gorunir ve UV isik altinda gimdas
nanopartikillerine maruz kalan deney gruplarinda ise parazitlerin makrofajlari enfekte
edemedigi tespit edilmistir. UV 1s1ga maruz kalan kontrol grubu dahil kontrol
gruplarinin tamaminda parazitlerin konak hiicre olarak kullandiklari makrofajlari
enfekte ettikleri gdz Onlne alindiginda; glmids nanopartikillerinin  L.tropica
promastigotlarinin enfektifligi Gzerindeki etkisi daha iyi anlasiimis olur.

Ayrica yapilan calismalarda gimis nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin
hlicre déngusu Uzerinde de etkili olduklari ortaya ¢ikmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda
karanlik ortam kosullarinda gimus nanopartikillerine maruz kalan promastigotlarin
hicre dongustnde herhangi bir farkllik tespit edilmemis olmasina ragmen, gorunar i1sik
maruz kalan deney gruplarindaki parazitlerin hiicre déngusiinin DNA sentezi ve mitoz
evrelerinde baskilandigi tespit edilmistir. UV 1siga maruz kalan deney grubundaki
parazitlerin ise kontrol ile kiyaslandiginda hiicre déngulerinin 6zellikle mitoz evresinde

inhibe oldugu belirlenmistir.

Yapilan tiim deneysel calismalarda her iki metal oksit nanopartikilinin de
konsantrasyonlarina bagli olarak parazitlerin ¢ogalmasini ve canliliklarini azaltarak
antileishmanial etki gosterdikleri gorulmistir. Ayrica nanopartikillerin ozellikle de
TiO, nanopartikillerinin parazitler tizerindeki etkinliginde UV 1s1gin oldukca 6nemli bir
roli oldugu da ortaya ¢ikmistir. Nanopartikillerin tek baslarina belirgin bir sekilde
antileishmanial etki gosterdikleri bulunsa da; bu etkinin UV 1sik ile birlikte daha da
fazlalastigr belirlenmistir. Bu durumun esas nedeni UV 1si§in nanopartikillerin
yuzeylerinde meydana getirdikleri reaktif oksijen turleridir. Her ne kadar
nanopartikillerin tek baslarina hiicre membranlarindan kolay bir sekilde gecerek hticre
ici komponentler Uzerinde zarara yol agtiklari bilinse de; parazitlerin (zerinde

nanopartikillerin gercek etkisinin Leishmania ttrlerinin oldukca hassas olduklart ROS’u
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da iceren serbest radikalleri meydana getirmeleri oldugu sdylenebilir. Bu nedenle reaktif
oksijen turlerini olusturmak igin herhangi bir 1simaya gerek duymayan gimds
nanopartikdllerinin belirli bir 1Isimanin ardindan reaktif oksijen tirlerini olusturan TiO,
nanopartikillerine kiyasla karanlik ortam kosullarinda daha etkili olduklar
disunulmektedir. Bununla birlikte deney sonuglari UV 1siga maruz kalan gumis
nanopartikillerinin de karanlik ortam kosullarina gore daha biyuk miktarda
antileishmanial etkiye neden olduklarini géstermektedir.

Deney sonugclari icerisinde en ilging olani gorindr 1sigin TiO2 ve glmds
nanopartikilleri tzerinde hemen hemen UV 1sik kadar etkili olmasi ve nanopartikdlleri
bu denli aktive etmesidir. UV 1s1gin insan doku ve hicreleri Gzerinde hasara yol agtig
g6z onunde bulunduruldugunda, goérindr 1sik ile birlikte nanopartikillerin L.tropica
parazitleri Gzerinde UV isikla birlikte nanopartikillerin gosterdigi etkinin hemen hemen
aynisini gostermis olmasi ileride Kitanéz Leishmaniasis’in tedavisinde bu yontemin

kullaniimasinin daha mit verici olacagini disundirmektedir.

SONUCLAR VE ONERILER

Sonu¢ olarak ‘GlUmis ve TiO, Nanopartikillerinin Kutan6z Leishmaniasis Etkeni
L.tropica Parazitleri Uzerindeki Antileishmanial Etkilerinin incelenmesi’ bashkl tezin
amacina uygun olarak; farkli kiltir modelleri, MTT, flow sitometri, AFM kullanilarak,
TiO, ve gumuas nanopartikillerinin L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna,
morfolojisine, metabolik aktivitesine, enfektifliine ve hiicre déngistne (G0,G1,S,M)

etkisinin incelenmesi sonucunda ilk kez olarak;

1- TiO, ve gumis nanopartikiillerine maruz kalan parazitlerin proliferasyonunun
nanopartikil konsantrasyonuna bagl olarak inhibe oldugu,

2- Nanopartikillerin parazitlerin metabolik aktivitesi zerinde etkili olduklar ve UV
Isik altinda nanopartikillerin parazitlerin hiicre canliligini tamamen inhibe ettigi,

3- TiO, ve gumus nanopartikillerinin gerek karanhkta gerekse de gorinir ve UV 1sik
altinda parazitlerin enfektifliklerini etkiledikleri ve nanopartikillere maruz kalan
parazitlerin konak makrofaj hticrelerini enfekte edemedikleri,

4- Ozellikle gorinir ve UV isik altinda nanopartikiillere maruz kalan parazitlerin hiicre

déngulerinin DNA sentezi ve mitoz asamalarinda inhibe oldugu,
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5-  Incelenen tiim parametrelerde nanopartikiillerin karanlik ortam kosullarinda etkili
olduklari gozlense de; gorindr isik ve UV 1sik altinda nanopartikillerin daha da

aktifleserek parazitler tizerindeki etkinliklerini arttirdiklari tespit edildi.

Titanyum dioksit (TiO2) ve gumus nanopartikullerinin in vitro kiltir ortaminda Kitantz
Leishmaniasis etkeni olan L.tropica parazitlerinin proliferasyonu, morfolojisi, metabolik
aktivitesi, enfektifligi ve hicre dongusi Uzerindeki etkisinin incelenmesi sonucunda
Turkiye’de ve Dinya’da ilk kez olarak elde edilen bu yeni bilgiler, Leishmaniasisis’in
tedavisinde nanopartikillere dayali yeni bir tedavi yaklasiminin  gelistirilmesinin
temelinin olusturmustur.

ileride bu calismalrin in vivo ortam Kkosullarinda Kiitandz Leishmaniasis ile enfekte

olmus deney hayvanlari tizerinde de gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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