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OZET

IMMUNOSTIMULAN POLIMERLER iLE ATTENUE EDILMIS LEISMANIA
PARAZITLERININ ASI OLARAK ETKINLIGININ IN VITRO VE IN VIVO
INCELENMESI

Serhat ELCICEK

Biyomihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Melahat BAGIROVA

Turkiye’nin ve dlinyanin 6nemli halk saghgi problemlerinden birisi olan leishmaniasis,
diinya genelinde 98 iilkede yaygin olarak goriilmekte olup, 350 milyon insan bu
hastaligin tehdidi altinda bulunmaktadir. Diinyada 12 milyon kisinin leishmaniasis ile
enfekte oldugu ve her yil bunlara 2 milyon yeni olgunun (1.5 milyon KL, 500.000 VL)
eklendigi tahmin edilmektedir. Tirkiye’'de ise yaklasik 20 milyon kisi bu enfeksiyona
yakalanma riski altindadir. Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar oldukca toksik olup,
son yillarda hastalik etkenlerinde kullanilan ilaglara, vektorlerinde ise insektisitlere
karsi direnc gelistigi, ayrica kiresel iklim degisikligi ile hastaligin giderek yayginlastig
bilinmektedir. Bununla birlikte cesitli calismalar yapilmasina ragmen, simdiye kadar
Leishmania’ya karsi etkin bir asi gelistiriimesi mimkin olmamistir. Ginlimize kadar
Leishmaniasis’e karsi asi gelistirilmesinde farkli yaklasimlar denenmistir. Bu
yaklasimlardan biri de zayiflatilmis canli asilardir. Ancak simdiye kadar elde edilen
zayiflatilmis asilar da diger asi yaklasimlari gibi yeterli etkinlik gosterememistir. Bunun
esas nedenlerinden birisi, parazitlerin uzun sireli kiltlir ortaminda avirulent hale
getirilmesi sirasinda parazitlerin 6nemli immunojen molekillerinin (LPG ve gp63 gibi)
giderek azalmasi veya bu molekiillere ait genlerden sorumlu bélgelerin susturulmasidir.
Buna gore de, etkinligi yiksek olan zayiflatiimis canli asilarin elde edilebilmesi icin bu
dezavantajlari barindirmayan yeni yaklasimlarin gelistiriimesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
Ayni zamanda polielektrolitlerin in vivo kosullarda immun cevabi artirdigi, 6zellikle
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Poliakrilik asit (PAA) ve Polioksidonyum (POX)'un yiiksek adjuvant etkisi oldugu
bilinmektedir. Ancak, adjuvant 6zelligi olan polielektrolitlerin canli Leishmania parazit
molekdlleri ile etkilesimi sonucunda in vitro (makrofaj hiicre kiltiriinde) ve in vivo
kosularda olusacak immun yanit ve enfektiflik konusunda higcbir g¢alisma
bulunmamaktadir. Buna gore de, bu tez g¢alismasinin amaci ilk kez olarak
immunostimulan o6zelligi olan pozitif ve negatif yikli polielektrolitlere (PAA ve POX)
maruz kalan VL etkeni L.infantum promastigotlarinin in vitro makrofaj kiltirlerindeki
enfektifliklerinin ve olusturduklari hiicre yanitlarinin, in vivo olarak ise parazite karsi
olusan hiimoral ve hiicresel immun yanitin incelenmesi sonucunda leishmaniasise karsi
attenlie asi modelinin olusturulmasinda yeni bir yaklagimin gelistirilmesi olmustur.

Kullanilan Yontemler: Hedefe ulasmak icin calismalarda Giemsa boyama ile enfektiflik
tayini, Griess Reaktifi ile Nitrik Oksit Tayini, MTT ile hiicre canlilik belirleme yéntemi ve
morfolojik incelemeler icin taramali elektron mikroskobu kullanilmistir. in vivo
calismalarda ise, fare serumundaki total IgG miktari ve sitokin (IL-2, IL-4, IL-10 ve IFN-y)
miktarlari ELISA yontemi kullanilarak, karaciger ve dalaktaki parazit yukd LDU birimi
olarak, periton makrofajlardaki % enfektiflik dustisi ise giemsa boyama ile
hesaplanmistir. Ayrica fare periferik kanindaki parazit varligl giemsa boyama ve mikro
kiltir yontemi (MKY) ile, gecikmis tip asiri duyarlilik ise DTH testi ile belirlenmistir.
Veriler, SPSS version 19.0 for Windows programi ile belirlenmis ve p < 0,05 degeri
istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.

Sonuglar: In vitro makrofaj kiltiirt incelendiginde, polimere maruz kalmis parazitlerin
enfektifligini kaybetmis olmasina ragmen, makrofajlarin NO Uretimini indukledigi
gosterilmistir. /n vivo fare modellerinde ise PAA’ya maruz kalmis parazitlerle enfekte
olmus fare gruplarinda IgG antikor seviyesinin kontrole gére anlamli olarak arttig
belirlenmistir.  Kontrole gore parazit yukindeki azalma ylzdeleri ise PAA’'ya maruz
kalan parazitler ile enfekte olmus farelerin dalaklari igin 84,27+2,98, karacigerleri igin
89,75+2,12 oldugu belirlenmistir. POX’a maruz kalan parazitlerle enfekte olmus
farelerin dalaklari igin 76,92+1,88 ve karacigerleri igin ise 80,02+3,11 oraninda parazit
yikiinde disis oldugu tespit edilmistir (p < 0,05). Ozellikle PAA’ya maruz kalan
promastigotlarin immiin sistemi Th1l tip hiicre proliferasyonu yoninde uyararak,
L.infantum enfeksiyonlarinda koruyucu rolii olan IFN—y sitokinlerinin Gretimini
indukledigi ve kontrole gore 7 kat artis oldugu saptanmistir (p<0,05). Ayrica POX ile
yapilan deney sonuglari ise POX'un 6000 pg/ml ve Uzerindeki dozlarinin hiicre igi
parazitlerin proliferasyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir. Boylece bu calismada ilk
kez olarak PAA ve POX kullanilarak leishmaniasise karsi attenlie olmus asi modelinin
gelistirilmesinin mimkiin oldugu gosterilmistir. Elde edilen bu sonuclarin ileride
leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde dnemli bir rol oynayabilecegi ve ayni zamanda
immunoterapi acgisindan vyeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin temelini
olusturabilecegi dlisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: POX, PAA, J774, L.infantum, toksisite, MTT, hicre kiltlra,
amastigot,Nitrik Oksit, Asl
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ABSTRACT

IN VITRO AND IN VIVO INVESTIGATION OF EFFECTIVENESS OF
ATTENUATED LEISHMANIA PARASITES BY IMMUNOSTIMULANT
POLYMERS AS A VACCINE

Serhat ELCICEK

Department of Biongineering

PhD. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Melahat BAGIROVA

Leishmaniasis, which is one of the important public health problems for both Turkey
and the world, commonly occurs in 98 countries around the world and 350 million
people are under the threat of this disease. Furthermore, 12 million people are
currently infected with Leishmaniasis at worldwide and it is estimated that 2 million
new cases are being added each year (1.5 million CL, 500,000 VL). Also in Turkey,
approximately 20 million people are at the risk of the infection. At the same time,
drugs that are used for the treatmenti, are highly toxic, besides the disease pathogens
and vectors have developed resistance to the antileishmanial drugs and insecticides.
Furthermore, it is known that the disease is spreading all around the world by the
effect of global warming. However, although there are several studies to develop an
effective vaccine against Leishmania, these endeavors have not reached to a success.
Up to the present, different approaches have been tried to develop a vaccine against
Leishmaniasis. One of these approaches is live attenuated vaccines approach.
However, obtained attenuated vaccines could not demonstrate sufficient
effectiveness, just like other vaccine approaches so far. One of the main reasons for
this failure is gradually decrease of important immunogenic molecules of the parasites
(such as LPG and gp63) during the avirulation process in long term culture or silencing
of genes of these molecules. In order to obtain highly effective attenuated live
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vaccines which alter these disadvantages, there is a great need to develop new
approaches. Accordingly, it is known that polyelectrolytes increase the immune
response, especially polyacrylic acid (PAA) and polyoxidonium (POX) shows high
adjuvant effect in vivo. On the other hand, there is no study about the effects of the
polyelectrolytes those have adjuvant properties and interacted with live Leishmania
parasites related to immune response and infectivity in vivo and in vitro (macrophage
cell cultures). According to this, the aim of this thesis study, as a first time, is to determine
influence of immunostimulant negative and positive charged polyelectrolytes (PAA and
POX) exposed VL agent L. infantum parasites to infectivity rates, resultant cell response
effects in vitro and humoral and cellular immune responses in vivo and according to this to
develop an approach in generating attenue vaccine models against Leishmania.

Methods: To reach this target, Infectivity determination with Giemsa staining studies,
determination of Nitric Oxide with Griess reagent, MTT method to determine cell
viability and scanning electron microscopy for morphological studies were used in this
thesis. On the other hand, in the in vivo studies total IgG and cytokine (IL-2, IL-4, IL-10
and IFN-y) amounts in the mouse serum was determined by ELISA method while liver
and spleen parasite amount in LDU units, % infectivity decrease in peritoneal
macrophages was calculated by Giemsa staining method. In addition, presence of
parasites in the mouse peripheral blood was determined with Giemsa staining and
micro culture method (MCM) while delayed-type hypersensitivity was determined by
the DTH test. The data was performed with SPSS version 19.0 for Windows program
and p <0.05 was considered as statistically significant.

Results: In the in vitro macrophage cells, it has been shown that parasites exposed to
the polymer both lost infectivity and induced the production of NO. In in vivo mouse
models PAA subjected mouse groups IgG antibody levels significantly increased
compared to the control group, while the percentage of reduction in parasite burden
compared to the control for PAA spleen 84.27 + 2.98, for PAA liver 89.75 + 2.12, for
POX spleen 76.92 + 1.88 and finally for POX liver 80.02 + 3.11 has been found (p
<0.05). In particular PAA exposed promastigotes induces the immune system to Thl
type of cell proliferation, induce the production of IFN-y cytokines that have protective
role in L.infantum infections and 7-fold increase compared to control (p <0.05). In
addition, results of tests carried out with POX has shown for the first time that Pox
doses that are above 6000 pg / ml, inhibits the proliferation of intracellular parasites.
Thus, for the first time in this study it was shown that by using POX and PAA it is
possible to develop a attenuated vaccine against leishmaniasis. The obtained results
may constitute a basis for the development of a vaccine against leishmaniasis in the
future or immunotherapy methods to be developed.

Keywords: POX, PAA, J774, L.infantum , toxcicity, MTT, cell culture,
amastigot,Nitric Oxide, vaccine
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BOLUM 1

GiRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tirkiye’nin ve diinyanin énemli halk saghgi problemlerinden birisi olan leishmaniasis,
Leishmania tirindeki zorunlu hiicre i¢i parazitlerin neden oldugu tropikal bir
hastaliktir. Diinya Saglik Orgiiti’niin yayinladigi en 6nemli tropikal hastaliklar listesinde
Leishmaniasis, sitmanin ardindan ikinci sirada bulunmaktadir. Leishmaniasis, Diinya
saglik drgiitiiniin (DSO) 2010 raporuna gore , diinya genelinde 98 iilkede yaygin olarak
gorilmekte ve bu llkelerden yalnizca 32’sinde bildirim zorunlulugu oldugu icin
olgularin gercek sayisi tam olarak kayit edilememektedir ve 350 milyon insan risk
altinda bulunmaktadir [1]. Dinyada 12 milyon kisinin leishmaniasis ile enfekte oldugu
ve her yil bunlara 2 milyon yeni olgunun (1.5 milyon KL, 500.000 VL) eklendigi tahmin
edilmektedir [2]. Tirkiyede ise yaklasik 20 milyon kisi bu enfeksiyonun tehditi
altindadir. Ulkenin degisik bdlgelerinde hastaligin visseral ve &zellikle de kutandz
formlarina rastlanmaktadir [3]. Ulkemizde ise sadece Cukurova Bélgesi’'nde her vyil

yaklasik 5000 kisinin Kiitan6z Leishmaniasis’e yakalandigi tahmin edilmektedir.

Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar oldukca toksik olup son vyillarda hastalik
etkenlerinde kullanilan ilaglara, vektorlerinde ise insektisitlere karsi direncli oldugu
bilinmektedir [4]. Ayrica bircok calisma yapilmasina ragmen simdiye kadar
Leishmania’ya karsi etkin bir asi gelistirilememistir. Ancak bu hastaliga karsi asi
gelistirilmesine DSO tarafindan oldukca biyiik &nem verilmektedir [1]. Uzun yillardan

beri leishmaniasise karsi ac¢li calismasarinda c¢esitli yaklasimlar gelistirilmistir.
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Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde bircok yaklasim bulunmaktadir [5]. Bunlarin
en onemlilerinden biride zayiflatiimis canl asilardir. Leishmaniasise karsi zayiflatiimis
canh asi elde etmenin temel prensibi kullanilacak yonteme bagli olarak parazitlerin
virulans olmayan forma doéniismesidir. Parazitlerin virulans olup olmadigi ise iki sekilde
degerlendirilir.  Bunlardan birincisi virulans olmayan ve zayiflatiimis olan
promastigotlarin  in  vitro  makrofaj  kdltlrlerinde  enfektif  o6zelliklerinin
degerlendirilmesine dayanir. Eger zayiflatilmis promastigotlar makrofajlarlar tarafindan
fagosite edildikten sonra amastigot formunda yasamlarini stirdirebiliyorsa, kullanilan
zayiflatilmis canli asi gelistirme yéntemi basarisiz kabul edilir. ikinci degerlendirme
yontemi ise zayflatilmis promastigoitlarin in vivo hayvan modellerinde kullaniimasidir
[6]. Bu amagla gliniimlize kadar leishmaniasise karsi zayiflatilmis canh asi elde etmek
amaci ile uzun sireli in vitro kiltirden elde edilen Leishmania promastigotlarinin
kullanilmasi, sicakhgin arttirilmasi, gama 1sinlama, kimyasal mutajenez veya
gentamisinli ortamda kiltlriin devam ettirilmesi gibi islemlerin yapilmasi ve son
zamanlarda ise parazitlerde gen eklenmesi ve silinmesine dayanan genetik yontemler

kullanilmistir [7].

Yapilan g¢alismalarda leishmaniasisli hastalardan yada hayvan modellerinden izole
edilen parazitlerin in vitro kiltiirlerde yapilan pasaj sayisina bagl olarak enfektif
Ozelliklerini kaybettigi belirlenmistir. Leishmania promastigotlari kiltir ortaminda
prosiklik (non-infektif) ve metasiklik (enfektif) olmak Uzere iki formda bulunurlar.
Parazitlerin enfektik oldugu metasiklik promastigot formu 0Ozellikle kiltirin stasyoner
fazinda daha fazla oranda bulundugu saptanmistir. Fakat vyapilan uzun sireli
kiiltirlerde stasyoner fazda bulunan metasiklik parazit sayisinda bile 6nemli oranda
dislis meydana gelmistir. Bu nedenle uzun sireli kiltlir promastigotlari virulans
ozelliklerini kaybettikleri icin zayiflatilmis asi olarak kullaniimistir. Yapilan bir calismada
uzun slreli kultirden edilen L.tropica ve L.major parazitleri ile asilanan Balb/c farelerde

oldukca diisiik seviyede latent parazitlerden dolayi kismi koruma meydana gelmistir
(8].

Gentamisin, Leishmania kiltlrlerinde bakteri kontaminasyonlarini dnlemek igin
kullanilir. Parazitler kiiltir ortaminda 20 pasaj boyunca 20 pg/ml gentamisine maruz
birakilarak attenlie edilmistir. Gentamisin ile attenuasyon L.mexicana, L.major,
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L.donovani ve L.infantum promastigotlarinda denenmistir. Sonuclar uzun streli kiltir

parazitlerine benzer olarak kismi koruma saglamistir [6].

Bir diger yontemde virulans L.major promastigotlari kimyasal bir mutajen madde olan
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) ile maruz tutularak virulans olmayan
parazitler elde edilmistir. Bu parazitler ile yapilan asilamada lezyon bolgesinde kismi bir
koruma saglansa da etkin bir koruma saglanamamistir. Ayrica MNNG’ye maruz kalmis
parazitlerin 19 2C’de kiltiri yapilarak hem kimyasal mutajenez hem de isil islem ile
attenuasyon yapilmistir. Karsinojen olan MNNG letal ve mutajen etkisini DNA

metilasyonu ile gosterir. MNNG zararli etkisinden dolayi kullanimi uygun degildir [9].

Leishmaniasise karsi zayiflatiimis canli agi elde etmede kullanilan yéntemlerden biride
radyo-attenuasyondur. Bu yontemde Leishmania promastigotlari 150 krad dozunda
Isimaya maruz tutularak atteniie edilmistir. Gama isimaya maruz tutularak L.major ile

yapilan asilamada koruma saglansada etkin bir koruma saglanamamistir [10].

Canli parazitlerden belli bir genin uzaklastirilmasi (knock out) veya eklenmesi (knock in)
yolu ile elde edilen zayiflatilmis canl asilarda bulinmaktadir. Birincisine dihidrofolat
reduktaz, timidilat sentaz, sistein proteinaz veya biyoperitin transporter gibi dnemli
genleri uzaklastirilmis yani “knock-out” olmus Leishmania tlirlerine aittir. Bu tir canli
asilar farelerde koruma saglamasina ragmen maymunlarda basarisiz olmustur.
ikincisine ise, Herpes-l virusunun ganciclovir-duyarli timidin kinaz genleri veya
Saccharomyces cerevisae ait 5-florositozine duyarl sitozin deaminaz geni gibi ilag
duyarlilik genlerinin Leishmania genomuna eklenmesi (knock in) ile elde edilen
“suicidal cassettes''asilari dahildir [11]. Su anda bu konu ile ilgili calismalar 6nklinik

arastirma asamasindadir.

Simdiye kadar elde edilen zayiflatilmis asilarin yetersiz olmasinin esas nedenlerinden
birisi uzun sureli kiltlir ortaminda parazitlerin 6nemli immunojen molekillerinin
giderek azalmasi veya bu molekiillere ait genlerden sorumlu bélgelerin susturulmasidir.
Buna gore de zayiflatilmis canl asilarin gelistirilmesi i¢cin bu dezavantajlari
barindirmayan yeni yaklasimlarin gelistiriimesine ihtiyac duyulmaktadir. Yapilan
calismalarda bazi sentetik polimerlerin immin sistemi uyararak immunostimilan

ozellik gdsterdigi belirlenmistir. immunostimiilan bir polimer olan Poliakrilik Asit (PAA)



sulu ortamda polianyonlara ayrilmaktadir. Antijen olmayan PAA, koyun eritrositleri ile
maruz tutulduktan sonra, Balb/c verildiginde, zamanla immiin yanitin arttigi ve bu
maddelerin immuinostimuilan olarak gorev aldiklari belirlenmistir. Diger sentetik bir
polimer olan Polioksidonyum (POX) ile influenza virls proteinlerinin konjugasyonuyla
elde edilen ilk sentetik polimer asisi Rusya’da yedi yilda 50 milyon kisiye uygulanmis ve
basarili sonug almistir [12]. POX, N-oxidized polyethylene-piperazine tilrevi olup, suda
¢Ozlinebilen 60-100 kDa molekil agirlikliginda, sentetik immunomodiilator bir
molekildir. Polielektrolit antijen konjugatinin hem hiicresel hemde hiimoral immun
yaniti 10 ila 100 kat arasinda artirdigl ve koruyucu 6zellige sahip oldugu belirlenmistir
[12]. Bu konu ile ilgili ise protozoon etkenleri ile ilgili herhangi bir calisma
yapiimamistir. Ancak TUBITAK projesi kapsaminda tamamladigimiz ¢alismada ilk kez
olarak Leishmania parazitlerinin ylizey molekillerinden olan Lipofosfoglikan’nin (LPG)
polimer konjugati veya karisimi ile in vivio modellerde 6nemli bir asi adayr oldugu
ortaya ¢cikmistir. Literatiirde ayni zamanda polielektrolitlerin canli hiicrelerin ylzeyinde
bulunan molekillerle etkilesimi konusunda bilgiler bulunmaktadir. Bdylece
polimerlerin ister hicre ylizey molekdilleri isterse de virlslerle olan etkilesimi,

parazitler ile de etkilesiminin mimkiin olabilecegini gdstermektedir.

1.2 Tezin Amaci

Buna gore de, bu tez calismasinin amaci ilk kez olarak immiinostiimilan 6zelligi olan
pozitif ve negatif ylUkli polielektrolitlere (PAA ve POX) maruz kalan Viseral
Leishmaniasis (VL) etkeni L.infantum promastigotlarinin in vitro makrofaj
kiltirlerindeki enfektifliklerinin ve olusturduklari hiicre yanitlarinin, in vivo olarak ise
parazite karsi olusan himoral ve hiicresel immin yanitin incelenmesi sonucunda
leishmaniasise karsi attenlie asi modelinin olusturulmasinda yeni bir yaklasimin

gelistirilmesi olmustur.

1.3 Hipotez

Bu calismanin hipotezi simdiye kadar immiinostimulan 6zelligi bilinen polimerler (PAA

ve POX) ile canli Leishmania parazitlerinde bulunan molekiller arasi etkilesim



sonucunda, parazitlerin enfektiflik ozelliklerini kaybettirmekle, leishmaniasise karsi

polimerlere dayali zayiflatilmis yeni asi modelini gelistirmektir.
Hipotezin gergeklestirilmesi igin asagidakiler 6ngorilmektedir.

1.Farkli yuklere sahip polielektrolitlerin Leishmania parazitlerine maruz tutularak

non-enfektif parazitlerin elde edilmesi
2.Yuzey molekiilleri polimerler ile kaplanmis olan Leishmania parazitlerinin;

e/n vitro makrofaj hiicre kiltirlerinde, makrofajlar tarafindan 6ldirilerek

hiicre yanitinin olusmasi

eIn vivo fare modellerinde ise hiimoral ve hiicresel immune yanitin olusmasi



BOLUM 2

2. GENEL BiLGILERLeishmania Parazitleri

Leishmania parazitlerinin neden oldugu Leishmania hastalig1 (Leishmaniasis), klinik ve
epidemiyolojik agidan ¢ok gesitlilik gosteren ve ciddi bir halk saghigi problemi olarak
tim dinyada o6nemini koruyan bir hastaliktir [13]. Zorunlu hiicre i¢i parazit olan
Leishmania, trypanozom ailesinin kinetoplastida sinifina aittir. Leishmania parazitleri

ile enfekte disi tatarciklarin kan emmesi sirasinda hastalgi bulastirir [2].

Leishmania parazitleri ilk kez olarak Leishman tarafindan 1900 yilinda Hindistan'da
dizanteriye yakalanan bir hastanin dalaginda goriilmustiir. Daha sonra Donovan
Madras'ta VLU'li hastalarin dalagindan elde ettigi 6rneklerde paraziti géormis ve
bulgularini 1903 yilinda yayinlamistir. Ross ise sonraki yillarda paraziti L. donovani
olarak adlandirmistir. Leishmania parazitlerinin jn vitro kiltirt ilk kez Nicolle
tarafindan 1908 de vyapilmis, tatarciklardaki evrimi ise sonraki vyillarda cesitli
arastiricilar tarafindan agikhiga belirlenmistir. Nicolle ve Compte kdpeklerde Leishmania
parazitlerini tespit edilmistir. Nicole tarafindan 1908 yilinda bu parazite L. infantum adi

verilmistir [14].

Leishmania cinsi icinde farkli tiirler ve alt tlrler bulunur [15]. Isik mikroskobunda bitiin
tirler morfolojik olarak ayni gériinime sahip oldugundan; neden olduklari hastaliklar,
epidemiyolojik, cografik dagilim, serolojik, immunolojik, biyokimyasal ve biyolojik
Ozelliklerine dayanarak siniflandirma vyapilmistir. Son vyillarda siniflandirmada
izoenzimlerin arastirilmasi, monoklonal antikorlar ya da parazitin DNA vyapisinin
incelenmesi de dikkate alinmistir. Buna ragmen siniflandirma da sorunlar devam

etmektedir. [16].



Gizelge 2.1 Leishmania parazitlerinin siniflandiriimasi [17]
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2.2 Parazitlerin Morfolojisi

Leishmania parazitleri insan ve diger memelilerde amastigot, vektorlerde ise (sand fly,

tatarcik, yakarca) promastigot olmak Gzere iki farkli morfolojik sekilde bulunur.

Parazitlerin amastigot formu, 1-3 um eninde, 2-5 um boyunda, oval ve hareketsizdir.
Sitoplazmada arka uca yakin biiyik bir nukleus ve nukleusa yakin kinetoplast bulunur
(Sekil 2.1). Kinetoplast elektron mikroskobunda disk biciminde gorilir ve boyutu 0,4—
0,8 um arasinda degisir. Giemsa ile boyanan simirlerde amastigotun sitoplazmasi soluk
mavi, cekirdegi ise koyu kirmizi renkte gorilir. Kinetoplast ¢ekirdegin yaninda parlak
kirmizi veya mor renkte boyanir. Kinetoplast'ta cekirdekten farkli bir DNA bulunur
[14]. Bu DNA'nin dizilimi tlrlere gore farklihk gosterdigi icin tir belirlenmesinde
kullanilir. Kinetoplastin genetik bir devamliligi oldugu ve cekirdekten 6nce bollindugi
belirlenmistir. Kinetoplast’ta koyu boyanan parabazal cisim ve yaninda nokta seklindeki
blefaroplasttan cikip 6n kisimda sonlanan bir aksonem vardir. Elektron mikroskobu ile
yapilan gozlemlerde parazit plazma membraninin tipik olarak tg¢ katli oldugu, hiicreye

destek gorevi de yapan 2-4nm'lik bir yapi olan pelikil alti mikrotibulleri bulunmaktadir
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[18]. Makromolekdllerin hiicre igine alinisinda énemli rol oynayan bu mikrotibillerin
sayilari ve merkezden uzakliklari Leishmania tir ayriminda kullanilmaktadir. Bitin
Leishmania tlrlerinde sitoplazmada tek bir mitokondri bulunmaktadir. Lizozomlarin,
suda erimeyen polifosfat asidinin, peroksizomlarin ve RNA iceren volutin taneciklerinin,
parazitin beslenmesinden ve salgl kontroliinden sorumlu oldugu belirlenmistir [14].

Amastigotlar, kamgi cebi icinde aktif ve serbest olmayan bir kamgiya sahiptir.

Tatarciklarin bagirsaklarinda ve in vitro kiltiir ortamlarinda bulunan ve parazitin hlicre
disi formu olan promastigotlarin ise, 14-20 um boyunda, 1,5-3 um genislikte ve 6n
uctan cikan serbest bir kamgisi bulunmaktadir (Sekil 2.1) [19]. Kamginin bir ¢ift merkez
ve dokuz cift periferik fibril ciftinden olusan bir aksonemi vardir. On ucta yuvarlak veya
at nal seklinde kinetoplast vardir. Kinetoplastin 6n ve kamg¢inin dip kisminda ise
bleforablast bulunur. Cekirdek ve cekirdekcik merkezde bulunur ve cekirdek zarinda
porlar bulunur. Ayrica sitoplazma iginde golgi aygiti ve endoplazmik retikulum gibi

organeller vardir [20].
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Sekil 2.1 Leishmania parazitlerinin formlari[21], [22]

2.3 Parazitlerin Hayat Dongiisii

Disi tatarciklar enfekte konaktan kan emerken amastigotlar ile enfekte olurlar. Kan ile
alinan amastigotlarin bir kismi sindirilirken, bir kismi da orta bagirsakta boliindikten

sonra kamgi olusturur ve metasiklik (enfektif) promastigot formuna donisurler.
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Peritrofik membran iginde ¢ogaldiktan sonra, membrani eriten promastigotlar, torasik
mideye gecerek kemotaksis ile 6zafagus ve farinkse tutunurlar. Ozafagustan ayrilan
daha kiglk olan metasiklik promastigotlar 7. glinlinde agiz kisimlarinda ve hortumda

gorilebilir [14].

Agiz kisminda bulunan enfektif promastigotlar, tatarciklarin kan emmesini diizenleyen
kardiak kapaga zarar vererek, kan akiminin tersi yoniinde tatarcigin viicudundan
omurgali konaga gecerler. Makrofajlarin promastigotlarla 4-8 saat icinde enfekte
oldugu ve 24 saat sonra amastigotlarin ¢ogaldigi belirlenmistir [19]. Konaga gecen
promastigotlarin bir kismi, kan dolasimina katilarak konak tarafindan oldarilir. Ancak
geri kalan promastigotlar deri makrofajlari veya dendritik hiicreler tarafindan reseptor
temelli fagositoz ile fagosite edilir. Fagosite edilen promastgotlar, amastigot formuna
doniserek cogalirlar ve hiicreyi patlatarak serbest kalirlar. Hiicreyi parcalayarak
serbest hale gecen bu amastigotlar, yeniden makrofajlari enfekte ederek dalak,
karaciger ve kemik iligi gibi retikuloendotelial sistem organlarina yerlesirler [23].
Enfekte olmus konaklarin kan ve lezyonlarinda hem serbest amastigotlar, hem de
enfekte makrofajlar vardir. Tatarcik, enfekte konaktan tekrar kan emdiginde, hem
serbest amastigotlari, hem de enfekte makrofajlari alir. Amastigotlar tekrar tatarcigin
mide kanalinda gelisim slrecini gecirirerek, promastigot forma dénisirler. Bu dongi
tatarcigin beslenmek icin bir baska konak bulmasiyla devam etmekte ve tiim bu dongi

ozellikle cevre isisina bagl olarak 4-25 giin stirmektedir [24].
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@’ ‘ farkhlasmas: farkhlasmasi

Kumsinegi

Vektoriin kan emmesi ile
amastigotlarm alinmasi

Amastigotlarm
cogalmasi ve farkh
doku hiicrelerini
patlatarak yayilmasi

Sekil 2.2 Leishmania parazitlerinin hayat dongusu [25], [26].

2.4 Leishmaniasis

Diinya Saghk Orgiti tarafindan olusturulan klinik tabloya gére, leishmaniasisin

Visseral, Kutandz, Mukokiitan6z ve Diffliz-Kiitanoz olmak tzere 4 farkh klinik formu

vardir (Cizelge 2.2) [2].

Cizelge 2.2 Onemli Leishmania tiirleri ve cografik dagilimlari [14]

Parazit Hastaligin Rezervuar Vektor Hastaligin
Formu Dagilimi

Eski Diinya Leishmaniasis

L. (L.) major LCL Col Kemirgenleri Phlebotomus Kuzey Afrika
papatasi ve Orta dogu,
Asyanin bir
Bolimi

Hindistan

L. (L.) tropica LCL Yaban faresi, P. sergenti Kuzey Afrika
insan ve Orta dogu,

Asya
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Cizelge 2.3 Onemli Leishmania tiirleri ve cografik dagilimlari (devami)

L. (L) LCL, DCL
aethiopica

L. (L) VL, LCL
infantum

L. (L) VL
donovani

Yeni Diinya Leishmaniasis

L. (L.) LCL, DCL
mexicana
L. (L.) LCL, DCL
amazonensis
L. (L.) pifanoi LCL, DCL
L. (L.) LCL
garnhami
L. (L.) LCL
venezuelensis
L. (V.) LCL, ML
braziliensis
L. (V.) LCL, ML
panamensis

Yaban Faresi

Kopekler

insanlar

Orman
Kemirgenleri

Sican

Kemirgen

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Keseli sigan,
yakali tembel
hayvan ve orman
kemirgenleri

Evcil Kopekler ve
maymunlar

yakali tembel
hayvan

12

P. pedifer

P. longipes

P. perniciosus

P. argentipes

Lutzomyia
olmeca olmeca

Lu. cruciata

Lu.
faviscutellata

Unknown

Lu. youngi

Lu. olmeca
bicolor

Psychodopygus
wellcomej

and others

Lu. trapidoi

Lu. ylephiletor

Etiopya, Kenya

Akdeniz, Orta
dogu ve Asya

Kenya, Sudan,
Hindistan,
Pakistan veCin

Meksika

Orta Amerika

Glney
Amerika

Venezuella

Venezuella

Venezuella

Glney
Amerika

Orta Amerika

Panama, Kosta
Rika,
Kolombiya



2.4.1 Kutanoz Leishmaniasis

Kutanoz leishmaniasis (KL); Sark Cibani, Yil vyarasi, Delhi lseri, Alleppo, deri
leishmaniaisisi olarak adlandirilir. Leishmania cinsi parazitler, tatarcik tarafindan kan
emilen yerden derinin retikuloendotelial hiicrelerine girererek amastigot formuna
donusurler. Vektor tarafindan isirilan yerde kiglk kirmizi bir papll meydana gelir, bu
papul daha sonra nodil haline doner. Papiiller 2 cm' den biyik ¢apli, kasintili lezyonlar
olustururlar ve daha sonra ilserleserek kabuklanir. inkiibasyon periyodu 2 hafta kadar
kisa (L. major) bir slire olabilecegi gibi, birka¢ aydan 3 yila kadar uzun (L. tropica, L.
aethiopica) da olabilir. KL'nin Tirkiye'deki baslica etkeni L. tropica’dir. Ancak son
yillarda yapilan calismalarda L. infantum’un da KL’ ye neden oldugu ortaya cikmistir

[27].

KL her yasta gorlebilir. Genellikle tatarcigin kan emdigi vicudun ortiilmeyen
kisimlarinda olusur. Ornegin yiiz, ense ve kolda siklikla gériliir. Ancak, gévdede, sagh
deride ve hatta peniste de olustugu bildirilmistir. Parazit memeli konaga girdikten
sonra ilk lezyonun tam olarak gorilebilmesi icin 2-12 haftalik bir siirenin ge¢cmesi
gerekmektedir. Daha uzun siiren kulucka streleri de bildirilmistir [14]. Ayrica diinyanin

cesitli bolgelerinde KL'nin cinsiyete gore de farkhlik gdsterdigi bilinmektedir [28].

2.4.2 Mukokutanoz Leishmaniasis

Latin Amerika'da Espundia olarak da adlandirilan hastahgin 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 [2]. Hastaligin kulucka stresi 10 giin ile birka¢ ay arasinda
degisebilir. Tatarcigin kan emdigi bolgede meydana gelen nodil-papil-vezikiil-tlser
lezyonlari 10 cm'den blylik olabilir. Herhangi bir komplikasyon olusmazsa lezyon 6 ay
ile 2 yil arasinda kendiliginden iyilesebilir. MKL lezyonlari mukozal bélgelerde meydana
geldiginden, sark cibanindan ayirt edilebilir [1]. Burundaki lezyonlar sonucu doku
kayiplari olusur. Doku harabiyeti sonucunda burun, st dudak ve alt g6z kapaginda

ciddi patolojik degisiklikler gelisir [2].
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2.4.3 Visseral Leishmaniasis

VL etkenlerinden Leishmania donovani Hindistan ve Afrika'da, Leishmania infantum
Akdeniz Bdlgesi'nde ve Leishmania chagasi ise Yeni Diinya'da gorilmektedir . VL
yetersiz beslenme, organ nakilleri sonucu olusan immun depresyon ve AIDS gibi immun
sistemin baskilandigl durumlarda kolaylikla gelisebilmektedir . Kala-Azar olarak da
bilinen VL, o6zellikle dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf nodlarinda bulunan
monontikleer fagositik sistem hicrelerinin enfekte olmasi sonucu gorilen bir
hastaliktir. Ancak, mononukleer fagositik sistem hiicrelerinin bulundugu akciger ve
bagirsaklarda da gorilebilir [19]. Hastaligin kulucka suresi genellikle 2 ila 4 ay
arasindadir. Bu slire bir yila kadar uzayabilir. Tatarcigin memeli konaktan kan emdigi
yerde 2-3 mm buylkliglinde bir nodil gelisir. Soluk pembe renkte olan bu nodiiliin
ortasi daha sonra kabuk tutmaktadir. Hastalik genellikle kendini gizleyerek sinsi baslar,
immun sistemin baskilandigl durumlarda aniden ortaya ¢ikabilir. Baslangigta bas agrisi,
zayiflama ve hafif ates goruliir. Daha sonra ylksek ates ile birlikte dalak buydr.
Hastaligin ilerlemesi ile ates yukselip diserek VL'ye spesifik bir egri cizer. Bu durum,
glinde iki kez yikselen aralikli bir atestir. Genelde 39-40°C olmakla beraber bazen 40-
40.5 °C'ye cikabilir. Her aralikh ates yikselmesinden sonra dalagin biraz daha blyidigi
belirlenmistir. Eriskinlerde de gorilen VL genellikle ¢cocuklarda tedavi edilmez ise ciddi
enfeksiyonlara ve hatta 6limlere neden olabilir [29]. Klinik olarak VL'in akut, subakut
ve kronik olmak tze 3 formu oldugu belirlenmistir. Subakut form; klinik olarak en sik
gorilen form olup akut forma gore daha belirgindir. Klinik tablosu yilkselen ates ile
karaciger ve dalagin blyumesi, kanda eritrosit, I0kosit ve trombosit sayisinin normalin
altina dismesi ile kendini gostermektedir. Glinde 2 kez yikselip diisen ates tipiktir,
fakat hastalik sinsi oldugundan hasta genelde kendisini iyi hissedebilir. Ates ylkselisleri
ile baslangicta yumusak olan dalagin, daha sonra sertlesip biyldiugi gézlenmektedir.
Karaciger ilk ayin sonundan itibaren blylimeye baslar. Hastalik ilerledikce kilo kaybi ve
anemi belirgin bir hal almaktadir, fakat tim bunlar hastanin normal hayatini
etkileyecek seviyede olmamaktadir. Ginlimizde yapilan ¢alismalarda, hastaligin tedavi
edilmesine ragmen % 1 ile % 11 arasinda 6limle sonuglandigi bildirilmistir. Olim
nedenleri olarak gastrointestinal sistem kanamalari, anemiye bagh gelisen kalp

yetmezligi ve karaciger yetmezligi rapor edilmistir. Akut form; siddetli dis eti, burun,
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bagirsak kanamalari ile kemik iligi baskilanmasina bagli olusan kanda eritrosit, 16kosit
ve trombosit sayisinin normalin altina dismesi sonucu hastalik daha da agirlasarak
ilerlemekte ve oOzellikle ishal sikayetlerinin eklenmesi ile hastanin genel durumu
bozulmakta, hasta 2-3 ay icinde hayatini kaybetmektedir. Kronik vakalarda zayiflama,
karaciger ve dalak blylkligl disinda genelde hastalarda bir sikayet olmayip, hastanin

yasamini normal olarak devam ettirdigi bildirilmistir [30].

2.5 immunoloji

Leishmania parazit enfeksiyonlarinda hiicresel immun yanit ile beraber, parazitin
virulans oOzellikleri, hastaligin gelisimi ve konagin genetik o6zelliklerine bagh olarak
gelistirdigi immun cevap rol almaktadir [31]. Parazitler humoral immun cevabin
olusmasindan kagmak igin, konak hiicre icinde bulunduklari fagolizozomlarda antijenik
Ozellikte olan bolgelerini degistirerek konagi taklit etmektedirler. Enfekte makrofajlar
Leishmania parazitlerine karsi nitrik oksit Uretmelerine ragmen bu sistem
fagolizozomlardaki parazitler tarafindan inhibe edilir. fagolizozomlarda g¢ogalan
amastigotlar konak hicreyi dagitarak yeni fagositik hicreleri enfekte edecek olan
amastigotlarin serbest kalmasina neden olurlar. Makrofajlar ve dentritik hiicreler
Leishmania antijenlerini T hicrelerine sunarlar. Sonucta, ya hiicresel ya da humoral
immun yanit olusur. Leishmaniasis enfeksiyonuna olan direng, Thl hicreleri ile
meydana gelirken, hassasiyet Th2 hiicreleri ile olmaktadir. immunolojik ¢alismalarda
parazitlerin 6ldurilmesinde uyarilmis makrofaj ve lenfositlerin humoral antikorlarla
birlikte etkili oldugu gosterilmistir [32]. Ayrica hiicresel immun yanitin, Makrofaj
icindeki Leishmania parazitlerinin memeli konaktaki bagisikhgl dizenleyebilecegi
belirtilmistir. ilk olarak makrofajlar Leishmania promastigotlarini fagosite ederler, daha
sonra parazitler fagolizozom iginde cogalirken Urettikleri metabolitler antijen o6zelligi
gostererek lenfositleri uyarirlar. Bu durumda enfekte makrofajlara oldirici etki
yaparlar. Olerek parcalanan makrofajlardan Leishmania parazitleri serbest kalir.

Parazitler antikorlarla yok edilirler [33].

KL'de hiicresel immun yanit gérilmekte ve bu deri duyarhgi ile belirlenmektedir.
Kendiliginden iyilesme sonucu devamli bagisiklik gelisir. Yapilan ¢alismalarda

kendiliginden bagisiklik olusturan hastalarda IL-2 ve IFN-y diizeyinin arttigi, siddetli
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enfeksiyonu olan olgularda ise IL-4 ve IL-10 dlizeyinin arttigi gosterilmistir [31]. Deri
duyarlik testi negatif olan VL'de ve bazi KL olgularinda, kendiliginden iyilesme
olmamaktadir. Bagisiklik tlire 6zgi oldugundan VL etkeni L.donovani enfeksiyonu, KL
etkeni L.tropica enfeksiyonuna karsi bagisiklik olusturmaz [34]. Bu farkh klinik
spektrum, konagin Thl, Th2, CD4 T hicrelerinin farkh cevap olusturmasindan

kaynaklanmaktadir [31].

Leishmaniasise karsi tedavinin izlenmesi agisindan IFN-y, TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin
onemli oldugu belirlenmistir. Tedavide IFN-y kullanilabilecegi, anti-IL-10 ya da inhibitor
sitokinleri baskilaylp ayni zamanda da IFN-y sentezleten IL-12 gibi sitokinlerin
kullanilabilecegi dustnilmektedir. Asi calismalarinda ise, IL-12 gibi immun sistemi
glclendirecek, sitokinlerin sentezini uyaracak antijenik 6zellikteki parazit proteinlerinin

kullanilmasi ile etkili sonuclar alinabilecegi diistintilmektedir [35].

Akut VL'de ilk 4 hafta IL-2 ve IFN-y sentezlenmedigi, ancak tedaviden sonra salgilandigl
gosterilmistir. Subakut VL' de ise IFN-y sentezinin ¢ok az oldugu gorilmustur. Akut VL'l
hastalarda IL-2 reseptorl, kanda serbest olarak bulunan IL-2 ile birleserek hedef
hiicreye ulasmasini engellemektedir [36]. Akut VL'li hastalarin lenf nodillerinde ¢ok
yuksek oranda IL-10 mRNA sentezi oldugu ancak tedavi edilen hastalarda sentezin
durdugu belirlenmistir. L.mexicana’nin neden oldugu KL hastalarinda, IL-10 ve TGF-a’
da dordincl aydan itibaren belirgin bir artis gorilir ve makrofajlar tGzerine inhibitor
etki yaparak enfeksiyonun kroniklesmesine neden olur [37]. Bazi Leishmania tirlerinde
makrofaj fonksiyonlarini inaktive eden TGF-a ve IL-10 gibi sitokinler, hastaligin

patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

Parazitin antijenik yapisi Gzerinde yapilan ¢calismalarda, genelde somatik yapida olan 30
kadar antijenin oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak parazitin antijenik yapisi ve bu
antijenlere karsi olusan hicresel ve humoral immun cevaplara yonelik calismalar ile

leishmaniasise karsi asi gelistirme calismalari hala devam etmektedir.

2.5.1 Leishmania Parazitlerinin Konak Hiicre icindeki Yasami

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

efektor hiicreler olarak leishmaniasiste oldukga 6nemli bir rol oynar [38]. Leishmania
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parazitleri, konak hicre icinde: LPG molekilleri tarafindan fagozom-endozom
birlesmesinin inhibisyonu ile , LPG ve gp63 sayesinde fagolizozom icindeki hidrolitik
enzimlerin inhibisyonuyla, kalsiyum mobilizasyonunu degistirerek engellenen sinyal
iletimi ile, gesitli konak sinyalizasyon yollarinin inhibisyonu ile; amastigot ylzeyindeki
GIPLs (glycosylinositolphospholipids) tarafindan nitrik oksit Gretiminin inhibisyonu ile,
LPG ve gp63 tarafindan oksidatif solunum metabolitlerinin inhibisyonu ve makrofaj
sitokin Gretiminin moduilasyonu ile hayatta kalir [39], [40], [41], [42], [43], [44], [45],
[46], [47].

Aktif hastalik esnasinda, Leishmania antijenlerine karsi negatif gecikmis tip asin
duyarhlik ve non-proliferatif yanitlar ile tanimlanan immunbaskilama (Leishmania
antijenlerine 06zgili), deneysel calismalar ile gosterilmistir [48]. Yardimci T hicreleri
koruyucu ya da ilerleyici bagisiklik yanit kusaginda énemli bir rol oynamaktadir. Thl
hiicrelerinin ¢ogalmasi, IL-12, IFN-y ve TNF-a gibi leishmaniasidal sitokinler yoluyla
koruma saglarken, Th2 hiicre genislemesi hastaligi siddetlendirir. Diger hicreler de
siraslyla IL-12 ve IFN-y Ureten dendritik hiicreler (DC) ve dogal katil (NK) hicreleri ile

sitokin Uretiminde (koruma dahil) sorumlu tutulmaktadir [49], [50], [51].

Leishmaniasise karsi koruyucu bir bagisiklik yaniti olusturmada énemli bir adim antijen
sunan hicreler (APC) tarafindan uygun antijenlerin sunumudur. Ancak, Leishmania
parazitleri, antijenlerin (6zellikle amastigote antijen) CD4" T hiicrelerine sunumunu
inhibe eder [52]. Leishmania’nin, major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif Il gen
ekspresyonu bastirarak [52] veya antijenlerin MHC sinif Il molekillerine sunumunu
engelleyerek inhibe ettigi diistiniilmektedir [53], [54]. MHC sinif Il antijen sunumu T
hiicre yanitlari uyarmak icin yeterli degildir. Yardimci-uyarici molekdllerin ligasyonu,
sirasiyla APC'de B7-1/B7-2 ve CD40 ile T hicrelerinde CD28 ve CD40L molekdllerinin
birlesmesi gerekmektedir [55]. CD40/CD40L ligasyonu APC tarafindan IL-12 Uretimini
indlikleyerek, T hiicrelerinin IFN-y gibi leishmaniasidal sitokinler iretmek icin aktive

olmasini saglar [56].

heterodimerik immunoregtlator sitokin olan IL-12, T hiicreleri, dogal éldirtci hiicreler
ve makrofajlar da dahil olmak lizere cesitli efektor hiicrelerin aktivitesini artirir ve IFN-y

gibi sitokinlerin Gretimini indikleyerek, Th1l vyanitlarinin indiksiyonunu stimile
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edilebilmektedir [57]. Bazi ¢alismalarda, IL-12’nin ayni zamanda Th2 immun cevap
aktivasyonunu engelledigini rapor etmistir [58]. Thl hicre populasyonunun
bakimindan IL-12’nin roli oldukga énemlidir ve IL-12 yoklugunda, Th1 hicrelerinin bir
enfeksiyon sirasinda elimine oldugu gézlenmektedir [59]. Hem direngli hem de duyarh
Leishmania promastigotlari konak makrofajlarin istilasi sirasinda IL-12 indiiksiyonundan
kacarlar [60]. Leishmania’ya yanit olarak makrofajlar ¢cok az IL-12 Uretirler ve enfekte
makrofajlar gesitli uyaranlara yanit olarak IL-12 Gretiminde azalmaya neden olmaktadir
[60]. Yapilan ¢alismalarda DC'lerin erken enfeksiyon sirasinda, IL-12 kaynagi oldugunu
gostermistir [61]. Ayrica, IL-12 {retiminin DC'ler tarafindan uyarilmasi muhtemelen
birden fazla sinyal gerektirir ve IL-12 yanitina katkida bulunabilen birka¢ konak bileseni
vardir [62]. Ornegin, CD40-CD40L etkilesimleri IL-12 {iretimini arttirir ve bu yoldan
yoksun fareler Kitanoz leishmaniasise duyarlidirlar. Direngli farelerden IL-12 geni
cikarilmasi ile farelerin enfeksiyona karsi duyarli oldugu, duyarh farelere ise IL-12
verildiginde farelerin enfeksiyona direngli hale geldigi gdsterilmistir [63]. Enfekte olmus
fareleri iyilestirmek icin eksojen IL-12'nin kapasitesi ve IL-4’lin baskilanmasi, IL-12’nin
glclu etkisi ile iliskilidir. Bu nedenle BALB/c‘lerde koruyucu Th1 yaniti eksikligi, 1L-12

reseptorinde IL-4’nin inhibitor etkisi nedeniyle olabilir [64].

Th1 hicreleri tarafindan salgilanan IFN-y, makrofajlarda nitrik oksit (NO) sentaz
enzimini indikleyerek NO-aracili 6ldirme indiksiyonu yoluyla Leishmania enfeksiyona
kars! direng kazandirir [65]. Bu nedenle IFN-y sentezleyemeyen farelerde enfeksiyonu
tedavi etmek basarisizdir [66]. IFN-y’'nun etkisi ile Th2 immun yanit sitokini olan IL-4
miktarida blyuk 6l¢lde azalir [67]. Ayrica, anti-IFN-y antikoru ile IFN-y nétralizasyonun
da direncli farelerin duyarli olmasina neden olmustur [68]. Bir baska sitokin, TNF-a,
cesitli hastalik formlarina karsi korunmada onemli bir rol oynar ve IFN-y ile sinerji
olusturarak iNOS aracili Leishmania oldirmeyi indiiklemesi ve hiicre ici patojen

replikasyon kontroliinde gorevlidir [69], [70], [71].

IL-10 baslangigta Th2 immun yanit sitokini olarak karakterize edilirdi ancak daha sonra,
makrofajlar da dahil olmak (izere farkh hiicre tiplerinden salgilanan bir pleiotropik
sitokin, oldugu kanitlanmistir [72]. IL-10, temel makrofaj-deaktive eden sitokin 6zelligi

gosterir ve bu hicrelerin Leishmania’yr 6ldirme yetenegini azaltir [73]. Bu nedenle,
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hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir diizenleyici olarak rol oynar. IL-10, Leishmania ile

enfekte kisilerden lenfositler araciligi ile ¢esitli immunolojik yanitlari koreltir [74].

Th1 aktivasyonu ve sitotoksik yanit sonucunda baskilanarak diizenlenen IL-12 ve IFN-y
Uretiminin, IL-10 tarafindan engellendigi gosterilmistir [75]. IFN-y’'nun makrofaj aracili
mikrobisidal aktivitesinin IL-10 tarafindan baskilanabilecegi ayni zamanda baska

hastaliklar icin de belirlenmistir [76].

Yapilan galigmalarda IL-10 ve IL-12’nin birbirine karsi bir mekanizma ile galistig
gosterilmistir. IL-10; Makrofaj, B hiicreleri ve dendritik hiicreler tarafindan IL-12 sentezi
baskilayarak, IFN-y Uretimini inhibe eder [77]. IL-10, yardimci uyaranlarin aktivitelerinin
ve B7 ekspresyonunun indirgenmesini saglar [78]. L. donovani ile enfekte BALB/c
farelerde T hicreleri tarafindan IFN-y Gretimi icin B7/CD28 etkilesiminin gerekli oldugu
gosterilmistir [79]. Ancak, IL-12 eklenmesi veya IL-10'nun monoklonal antikorlar
tarafindan notralizasyonunun IFN-y Uretimi ve lenfosit proliferasyonu tekrar

dizenlemistir [80].

19



Aktivasyon
Deaktivasyon :
Makrofaj

Parazit

Replikasyonu

Sekil 2.3 Leishmania enfeksiyonlarinin immunopatogenesisi [67]

2.6 Mononiikleer Fagositik Sistem Hiicrelerinin Gelisimi

Mononikleer fagositik sistem, fonksiyonu fagositoz olan hiicrelerden olusmus olup
immun sistemin ikinci blyldk hiicre grubudur. Bu sistemin bitlin hicreleri kemik

iliginden gelisir (Sekil 2.4) [81].

Kemik iliginde bulunan 6nci hiicrelerden, multipotent miyeloid hiicreler olusur. Bu
hicrelerden ise monosit colony forming unit (CFU-M) hiicreleri meydana gelir. CFU-M
hlcreleri monoblastlara dodndsir. Monoblastlarda bélinerek  promonositleri
olusururlar. Promonositler monositlerden daha kiicik hicreler olup 15-20 pm'lik capa
sahiptirler. Kemik iliginde bulunan promonositlerin yaklasik yarisi hizli bir sekilde

bolinip, kigllerek bolinebilme 6zelligini kaybeden monositlere farkhlasirlar. Geriye
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kalanlar promonositler ise gerektigi zaman monositlere donustrler. Kok hiicreden
monosite farklilasma yaklasik olarak 55 saat olup bu monositler kemik iliginde 1-2 giin

kaldiktan sonra kana gecerler [82], [83].

Monositlerin ¢aplari yaklasik 12-20 um olup blyik bir cekirdege sahiptirler.
Cekirdekleri merkezden ice dogru cokiintl olusturarak bobrege benzemektedir. Bir
veya iki cekirdege sahip olabilirler. Monosit sitoplazmasinin iyi gelismis Golgi
kompleksi, ribozom ve poliribozomlar, c¢cok sayida kiiciik mitokondri icerdigi
belirlenmistir. Az sayida granilli endoplazmik retikulum igerirler. Hiicrenin periferinde
mikrotibll ve mikrofilamanlar, pinositik vezikiller bulunur. Hiicre vyilzeyinde
mikrovilluslar vardir. Monositler dolasimda birka¢ giin kalip bag dokuya gecerek

makrofajlari olusturmaktadir [83].

Monosit ve endotel hiicre membranlarindaki hiicre adhezyon molekdlleri monositlerin
endotele tutunarak yavaslamasini, durmasini ve endotel hiicreleri arasindan dokulara
gecisini saglar. Bu goc sirasinda ilk adim kan damarlarinda dolasan monositin, endotel
hiicresinin ylizeyine tutunmasidir. Daha sonra damar ylizeyinden yavasca yuvarlanarak
suruklenir ve daha gligll bir sekilde tutunarak durur. Bu olayda selektinler, B-1 integrin
ve endotel ylzeyindeki VCAM-1 gibi adhezyon molekilleri ilk tutunmada gorev alirken,
I6kosit B-2 integrin ile ICAM-1 ve 2 ise monositin durmasini saglayan adhezyon
molekilleridir. Monositler daha sonra endotel hiicreleri arasindan, hem monosit hem
endotel ylizeyinde bulunan PECAM-1 molekiilleri araciligi ile dokuya gecerler. Endotel
bazal membranini gecen monositler makrofajlara dontisecekleri bolgelere goé¢ ederler

[84].
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Sekil 2.4 Makrofaj aktivasyonu [84]

2.6.1 J774 Hiicre Hatti

J774 fare makrofaj hicre hatti disi bir BALB/c farede ortaya ¢ikan timorden elde
edilmistir. Hiicre hattinin ¢ogalmasi dekstran sulfat, bakteriyel lipopolisakkaritler ile
inhibe olur. J774 hiicre hatti monosit-makrofajlarin fizyolojisini ve makrofaj koloni
sitimiile edici faktoriin (M-CSF) fonksiyonunu anlamak amaciyla bir¢cok biyokimyasal
calismada kullanilmistir. Bu hiicre hatti yiksek miktarda lizozim sentezler ve c¢ok az
sitoliz gorillr. Fakat genellikle antikor bagimli fagositoz meydana gelir. J774 hiicreleri,
IFN-y cok dustik konsantrasyonlarinda bakteriyel lipopolisakkarit (10 ng/ml) ile aktive
oldugu zaman nitrik oksit sentaz enzimi ylksek seviyede aktive oldugu icin bilylk
miktarlarda nitrik oksit Gretir. IFN-y , J774 hicrelerinde IL-12 ‘nin sentezlenmesini

indlikler. J774 hiicre hatti hiicre kiltlr ortamlarina surekli olarak IL-1 salgilar [85].

2.6.2 Makrofajlarin Aktivasyonu ve Fonksiyonlari

Monositler dokulara gecip makrofaja donistikten sonra yaklasik 2-4 ay arasinda
yasarlar. Bu sire icinde bazi makrofajlar dokuya tutunarak hareketsiz kalirlar. Bunlara
sabit makrofaj denir. Genellikle matriksteki kollajen fibrillere tutunurlar. Geriye kalan

makrofajlar ise ameboid hareketle strekli yer degistirirler. Butliin doku makrofajlari
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ylzeylerinde bulunan reseptorlerle ve pinositoz yaparak cevrelerini denetlerler. Eger
cevreden gelen herhangi bir sinyalle veya antijenle karsilasirlarsa makrofaj aktivasyonu
gercgeklesir. Bu siregte makrofajlarin biyuklukleri, metabolik hizlari, hareketlilikleri ve
fagositik aktiviteleri hizla artar. Hiicre Bulylkliginin artmasi sitoplazmik hacmin
artmasiyla olur. Aktivasyonla pek ¢ok yeni madde sentezlenir [81]. Bunlar icinde en
onemli olanlarindan biri indiiklenebilir nitrik oksit sentazdir (INOS). Bu enzim ile L-
arginin’den son olarak olusan nitrik oksit (NO) cok disuk konsantrasyonlarda bile
mikroorganizmalar ve timor hiicreleri icin sitotoksik etkiye sahiptir [86]. Makrofajlarin

belli basli 6nemli fonksiyonlari sunlardir:

2.6.2.1 Fagositoz

Makrofajlar timor hicreleri, parazit, bakteri, makromolekil, antijen gibi yabanci
maddelerle, hasarli, 6lG hiicre ve artiklarini fagosite ederler. Makrofajlarin hiicre
membraninda farkl antijenik maddeler icin spesifik reseptorler bulunur. Makrofajlarin
yabanci partikilleri ve hasarli dokulari tanimasinda fosfolipid ve seker reseptorlerinin
onemli roli vardir. Bunlar icinde mannoz reseptorii, membran CD 14 reseptoérd, toll-
like reseptor (TLR) ailesi sayilabilir [87]. Makrofajlar, antikorlari ise ylizeylerinde
bulunan Fc reseptorleri ile tanirlar. Fagosite edilecek madde yiizey reseptorlerine
baglanir ve bu baglanma ile sindirilecek maddenin hiicre icine alinmasiyla sitoplazmada
fagozom olusur. Fagozomlar hiicre icerisinde bulunan lizozomlarla birleserek
fagolizozomu (sekonder lizozom) olusturur. Lizozomal enzimler sindirilecek materyalin
komponentlerinin katabolik reaksiyonlarla yikilip, sitoplazmaya verilmesini saglar.
Ayrica makrofajlarda molekiler oksijen indirgenerek Uretilen reaktif oksijen radikalleri
ile hiicre ici enfeksiyon ajanlarini oldiiriirler. Fagolizozom icinde olusan komponentler
ve artik maddeler ekzositoz yolu ile hiicreden atilir veya sitoplazma icerisinde artik

olarak birikir [88].

Sindirilecek materyalin fazla sayida, blylik veya sindiriimeye direncli olmasina bagli
olarak bolgeye ¢ok sayida makrofaj birikir. Ayrica bu bdlgelerde lenfositler, fibroblastlar
ve diger hiicreler de birikir. Bu sekilde olusan yapilara graniiloma denir. Graniilomadaki
makrofajlara epiteloid hicreler denir. Bunun nedeni makrofajlarin epitel hiicrelerine

benzer olarak yan yana gelerek, hiicre-hiicre baglantilari olusturacak sekilde
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birbirlerine uzantilar gondermeleridir. Bdylece graniloma disina madde gegisini

engellenmis olur [88].

Dokulara giren yabanci bir cismin fagositozla alinmasi tek bir hiicre igin ¢ok zor oldugu
zaman bircok makrofaj bir araya gelip birleserek ¢ok c¢ekirdekli dev bir hiicre yapisi
olustururlar. Buna yabanci-cisim dev hiicresi denir. Boylece bilylik zararli-yabanci

cisimler yakalanip, sindirilebilir [89].

2.6.2.2 Salgilama

Makrofajlar biyolojik olarak aktif olan ¢ok fazla madde salgiladigi ve bu salgilanan
maddelerin bugline kadar 100'den fazla c¢esidi belirlenmistir. Bunlardan lizozim,
hidrojen peroksit gibi maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri varken, elastaz ve
kollajenazlar ekstraselliiler matriks donglisiinde gorev alirlar. Makrofajlar ayrica sitokin
adi verilen sinyal molekilleri salgilayarak immun sistemi regiile ederler. Sitokinler,
immun sistem hucreleri arasinda iletisimi saglayan kiicik proteinlerdir. En 6nemlileri
arasinda TNF q, interlokin-1B, interferon a, B, interlokin 6, 10, 12, fibroblast biylime

faktori (FGF), prostoglandinler, kemokinler, nitrik oksit vb. bulunmaktadir [87].

2.6.2.3 Antijen Sunma

Makrofajlar antijenlerle birlesen ilk hiicreler olup, antijen sunma o6zellikleri vardir.
Yabanci maddelerle birleserek onlarin lenfositler tarafindan taninmalarini ve lenfosit
cevabi olugsmasini saglarlar. Yiizeylerinde major histokompabilite kompleks Il (MHC II)
olarak adlandirilan spesifik proteinler igerirler. Bu molekdiller antijene spesifik T-helper
(CD4") lenfositler tarafindan taninir. Makrofajlar, yabanci bir hiicreyi veya antijeni
fagosite ettikten sonra elde ettikleri antijenler MHC Il molekiillerinin ylizeyine tutunur.

Eger CD4" T lenfosit bu antijeni tanirsa aktive olur ve immun reaksiyon baslar [88].

2.7 Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit (NO) yari 6mri kisa ve gaz yapisinda bir molekildiir [90]. Nitrik oksit,
Uzerinde ylk tasimamasi, ciftlesmemis elektron bulundurmasi ve lipofilik 6zellikte
olmasi hiicreden hiicreye higbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gegmesini saglar.
Oksijensiz ortamda oldukga stabildir. Disik konsantrasyonlardayken, ortamda oksijen
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olsa bile oldukga kararli olan NO, bilinen en disik molekul agirlikli, biyolojik olarak
aktif memeli hiicresi salgisidir. Diger serbest radikaller hiicreler igin zararli iken NO
dislik konsantrasyonlarda bile 6nemli fizyolojik islevlerde rol alir. NO bu 6zellikleri ile
ideal bir fizyolojik haberci molekili 6zelligine sahiptir [91]. INF-y veya bakteri
lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen makrofajlarda, nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan L-arjininden sentezlenen NO, intrasellller parazitlere karsi ¢cok 6nemli bir
savunma mekanizmasinda rol oynar [92]. Nitrik oksit sentazin, néronal NOS (nNOS),
endoteliyal NOS (eNOS) ve indiklenebilir NOS (iNOS) olmak Uzere (g farkli izoenzimi
vardir. ilk iki formu konstiitif olup, kalsiyuma bagli olarak endoteliyal NO’in
Uretiminden sorumlu iken iNOS kalsiyumdan bagimsizdir ve bliyliik oranda makrofaj

kokenli NO sentezinden sorumludur.

L-Arginin'e etki eden iki enzim vardir. Bunlardan birincisi Nitrik Oksit Sentaz-Il (NOS-II)
olup makrofajlar tarafindan salgilanarak nitrik oksit (NO) Uretilmesini saglar. Diger
enzim ise arginaz olup gorevi L-argininden L-ornitin ve lre olusumunu saglamaktir.
NOS-Il enziminin son urlini olan NO, mikromolar konsantrasyonlarda bile mikrobik
organizmalar ve tiimor hicreleri igin sitotoksik etkiye sahiptir. Arginaz enziminin son

Urdni olan L-Ornitin ise 6zellikle parazit gelisimi igin faydali oldugu bildirilmigtir [93].

Makrofaj kaynakl NO Leishmania parazitleri Gizerinde sitotoksik etki yapar. Yiksek NO,
bakterilerde DNA sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan ribonikleotid rediiktazi bloke
ederek hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile sitotoksik etki yapar [94]. iNOS ekspresyonu
normal fizyolojik sartlar altinda gerceklesmezken herhangi bir yabanci madde ya da
hiicrenin viicuda girmesi durumunda sitokinler veya endotoksinler tarafindan
indliklenir ve boylece uzun sire yiksek konsantrasyonlarda NO (retilebilir. iINOS basta
makrofajlar olmak lizere polimorfonikleer |6kositler, notrofiller, hepatositler, diiz kas
hiicreleri ve kondrositler gibi bircok hiicrede uyarilabilir. iNOS tarafindan retilen NO
makrofajlarda antileishmanial etkiye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik konak

savunma sisteminin 6nemli bir parcasidir [93].

2.8 Leishmaniasise karsi asi adaylar

Leishmaniasis igin tedavi segenekleri birinci hat ilag olarak pentavalent antimonialler ve

ikinci hat ilag olarak da pentamidin, amfoterisin B kullanimi ile sinirlanmistir. Birinci hat
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ilaglara karsi direngliligin artmasi ve ikinci hat ilaglarin toksik etkileri nedeniyle hastaliga
etkili bir asi gelistirilmesi gerekmektedir. Asilarin kemoterapiye gore belirli avantajlar
bulunmaktadir. Bunlar uzun sireli etkiyi tetiklemeleri, hem profilaktik hem de
terapotik olarak kullanilabilmeleridir. Ayrica kemoterapiden farkh olarak asilara karsi
direnc gelismemektedir. Buna ragmen su ana kadar Leishmaniasisin hicbir tlriine karsi
insanlar icin etkin bir asi gelistirilememistir [5]. Buna ragmen hastalik sonrasi iyilesen
insanlarda yeniden enfeksiyonun gorilmesine karsi immiin yanitin gelismesi, hastaliga

karsi asi gelistiriimesinin mimkin olabilecegini gostermektedir.

2.8.1 Birinci Jenerasyon Asilar

Leishmaniasis’e karsi ilk asi, populer ismi ile Leishmanizasyon, 1940’h yillarin basinda
gelistirilmistir ve yaklasik 60 sene pek ¢ok tlkede kullaniimistir [95]. Ancak daha sonra
Leishmanizasyon islemi glivenlik sebebiyle devam etmemis ve glinimizde ise
Ozbekistan’da kaydedilen bir asi ve iranda etkinligi insanlar {izerinde denenen bir baska
asl olarak hala kullanilmaktadir [96], [97]. Birinci Jenerasyon Leishmania asilari
(Leishmanizasyon) oli parazitlerden ve canli attenlie Leishmania parazitlerinden

olusmaktadir [98].

2.8.1.1 Zayiflatilmig Canli Leishmania Asilari

Zayiflatilmis canl asilar intraseliiler patojenlere karsi korumada altin standart olarak
degerlendirilir. Leishmanizasyonla ve olu parazitlerle asilama ile kiyaslandiginda
Atteniie parazitler (patojen olmayan parazitler) ile asilamanin pek ¢ok avantaji oldugu
bilinmektedir [99]. Uzun sireli in vitro kiltirden elde edilen atteniie Leishmania
astlarinin gelistirilmesi sirasinda sicakhgin etkisi, gama i1sinlama, kimyasal mutagenez
veya gentamisinli ortamda kiltlirin devam ettirilmesi gibi islemlerin yapilmasi,
parazitlerde genetik mutasyonlarin olusmasina ve bu nedenle etkinliklerinin
azalmasina neden olmaktadir [6], [8], [9], [10], [11], [100], [101], [102]. Ayrica son
zamanlarda Leishmania genomuna yeni genlerin ilave edilmesi veya bazi genlerin
cikarilmasi  sonucu genetik olarak modifiye edilmis parazitlerin gelistirilmesi
zayiflatilmis canli asi potansiyelini arttirmakta ve bu durum leishmaniasise karsi asi

gelistirilmesi konusunda guigli bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.
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L. major dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (DHFR-TS) knock-out genlerin
degistirilmesi ile olusturulan ilk Grindir ve potansiyel bir asi olarak test edilmektedir.
Buna ragmen, DHFR-TS immiinizasyonu primat modelinde immdinite saglayamamigtir
[103]. Ancak bu asilama antijene 6zgli pozitif proliferatif cevap olusturmusturmasina
ragmen, koruyucu IFN-y cevabi olusturamamis ve yiksek sensitiviteyi dnleyememistir
[103]. GDP-mannozun golgiye tasinmasinda gorevli Ipg2" geni eksik olan L.major
parazitleri ile asilama ise L.major’e karsi oldukca hassas olan farelerde koruma saglamis
ancak C57BL/6 farelerine karsi CPG oligonikleotid adjuvani kullanilmadan imminite
olusturmada basarisiz olmustur [104], [105]. Ayrica bazi deneylerde bu mutantlar telafi
edici bir mekanizma ile enfeksiyona neden olma kabiliyetlerini tekrardan

kazanmislardir [106].

SIR2 geninin allelerinden birisi eksik olan L. infantum ile immiinizasyon ise virulent
suslara karsi yuksek derecede koruma saglamistir [107]. Ancak SIR2 geni segici olarak
zarar gordiginden intraseliler amastigot formlarin biylime ve gelismesini

etkilemistir.

2.8.1.2 Olii Leishmania Asilan

Oli parazitler ile asilamanin gecmisi 1940’l yillarin basina dayanmaktadir. Brezilyali
bilim adamlari Later, Mayrink ve arkadaslar 5 farkh Leishmania izolatindan olusan bir
Ol asi gelistirmislerdir [108], [109]. Elde edilen asinin gilivenli oldugu ve Leishmania
deri testi yapilan 6lgimlerde imminojenik oldugu gosterimisse de, sadece %50
oraninda koruma saglamistir. Leishvacin olarak bilinen ve yalnizca L.amazonensis’'ten
olusan basit bir asi da profilaktik koruma saglayip saglamadiginin anlasilabilmesi icin
Kolombiya ve Ekvator'da test edilmis ve sonuc olarak asinin giivenli olmasina ragmen,

etkili olmadig ortaya cikmistir [110], [111], [112].

BCG ile birlikte otoklavlanmis L.major’'l iceren asilarin glivenli oldugu ancak saglikli
gonillilere uygulandiginda iran’da Kiitandz Leishmaniasis’e, Sudan’da ise Visseral
Leishmaniasis’e karsi kayda deger bir immiin yanitin olusumunu indiklemedigi
gosterilmistir. Ancak Otoklavlanmis L.major'un sap ile absorbe edilmis formunun BCG
ile kombinasyonunun daha immiinojenik, koruyucu oldugu ve Visseral Leishmaniasis’e

karsi kopeklerde, maymunlarda ve farelerde giiclii ve uzun sireli Thl yaniti Grettigi,
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ancak insanlarda kesin ve inandirici sonuglar olusturamadigi gosterilmistir [113], [114],

[115], [116].

2.8.2 ikinci Jenerasyon Asilar

ikinci jenerasyon asilar, sentetik veya rekombinant alt Uriinlere, genetik olarak
modifiye edilmis Leishmania sp’e, Leishmania antijenlerine tasiyan rekombinant
bakteri ve virlslere ve parazitlerden pirifiye edilmis dogal fraksiyonlara dayanir. Pek
cok Leishmania proteini, ylizey lokalizasyonuna, T hiicre klonlarina, antijen havuzlarinin
gorintilenmesine, enfekte hayvan ve insanlardan alinan serumlar ile gen ekspresyon
kitliphanelerinin gorintilenmesine dayanilarak identifiye edilmistir [117]. Bu
proteinler, glikoprotein 63 (gp63), membran glikoprotein 46 (gp46, M-2 olarak da
bilinir), fuktoz-mannoz ligandi, aktive edilmis C kinaz icin homolog Leishmania
reseptorleri (p36/LACK), NH36, Protein Q chimera, cysteine proteinase (CP)B ve CPA,
GRP78, LD1 antijenleri, acillenmis hidrofilik ylizey proteini B1 (HASPB1), LCR1, tlikuruk
proteini 15 (SP15), promastigot ylizey antijeni 2 (PSA-2), A-2, histone H1, MML,
Leishmania baslangi¢ faktori (LelF), 6karyotik stres indikleyici protein 1'in (LmST11)
L.major homologu, 6karyotik tiyole 6zgli antioksidanin (TSA) L.major homologu, Leish-

111fdir [5].

2.8.2.1 Gp63

Su ana kadar en kapsaml arastirilan antileishmanial asi adayi parazitin ylzeyinde
eksprese edilen glikoprotein 63 (gp63) ve ya diger adiyla leishmanolisin’dir.
Saflastirilmis gp63’lin koruyucu etkisi pek cok deneysel modelde farkli suslar ve
adjuvanlar kullanilarak arastiriimis ve cgeliskili sonuclar ortaya ¢ikmistir [118]. E.coli’de
eksprese edielen gp63’in rekombinant formu L.major enfeksiyonuna karsi fareleri
korumada basarisiz olurken [119], maymunlarda ise yalnizca kismi bir koruma
saglamistir [120]. Buna karsin, L.major'den saflastirilan dogal bir protein, BCG veya bir
lipozom ile bir arada verildiginde farelerde sirasiyla L. major ve L. Mexicana
enfeksiyonlarina karsi koruma saglamistir [121]. Farelerin gp63’lin transforme edildigi
Salmonella typhimirrum veya BCG’de eksprese edilen gp63 ile asilanmasi, L.major ve

L.donovani enfeksiyonlarina kargi anlamli bir diren¢ olusturmustur [115,116].
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immiinize farelerdeki dalak ve lenf diigiimi hiicreleri yukari dogru regiile edilen IFN-y
and IL-2 Uretimi ile baglantili olarak gliclli bir proliferatif T hiicre cevabini indiiklemistir
[122], [123]. Ancak bu hiicreler, gecikmis tip asiri duyarlilik cevabini olusturamamistir
[122].insanlar tizerindeki calismalarda degisken sonuglarin elde edilmesi [124] ve gp63
ile asilanan fare makrofajlarindaki T hiicrelerin koruyucu bir yanit olusturmamasi [125],
arastirmacilarin gp63 ve DNA temelli asilara ve gp63’den elde edilen sentetik
peptidlere odaklanmasina neden olmustur. Dendritik hiicrelerin immin yanit
olusturmadaki merkezi rolleri, bu hicrelerin bir antijen ile birlikte dogal bir adjuvant
olarak gorev yapabileceklerine dair umutlari arttirmistir [126]. Bu bakimdan tek basina
gp63’ler ve gp63’lerin sentetik peptidleri dendritik hiicreleri tetikleyerek, dendritik
hicre temelli gp63 asilarinin potansiyelini arastirmak icin kullanilmistir [127].
Leishmanolisinin tetikledigi dendritik hicreler ile asilanmis farelerin  L.major
enfeksiyonunu kontrol edebildikleri ve korumanin seviyesinin Thl cevabi ve IL-12
ekspresyonunun seviyesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Buna ragmen bu asi hastaligin
daha da agirlasmasina neden olurken, gp63’ten elde edilen bazi sentetik peptidler ile

tetiklenen dendritik hicreler koruma saglamistir [127].

2.8.2.2 PSA-2/gpa6/M-2

Diger bir asi adayl olan GPI bagli membran proteini gp46/M-2,Lohman ve ark.
tarafindan karakterize edilmis ve Leishmania amazonensis spesifik promastigot
polipeptidi olarak tanimlanmistir [128], [129]. Glikoprotein gp46/M-2 cogu Leishmania
tiriinde eksprese edilen gen ailesine aittir [130,131]. Membran glikoprotein gp46/M-2
ile imminize edilen farelerde L.amazonensis’e karsi 6dnemli derecede bir koruma
saglandigi gosterilmistir [128], [130]. L. amazonensis’e karsi korumanin seviyesini
ozellikle 1gG1 ve 1gG2 ‘ye baglh olarak artan antikor cevabi yansitmaktadir. Bu
korumanin, antijen ile stimile olmus dalak hicrelerindeki IFN-y, IL-2,IL-4 ve TNF-a’ya
bagh Thl ve Th2 immiin yanit tiplerinin birlikte calismasina bagl olarak gelistigi

dislintilmektedir [131].

Leishmania infantum PSA-2 iliskisiz bir ylizey antijeni olan proteofosfoglikan ile ortak
olarak 15 bazlik 16sin zengin tekrarlari iceren(LRR) bolgeler icerir[ [132]. PSA-2

proteininin farkli tiirler arasinda ¢ok benzerlikleri bulunmasina ragmen ailenin degisik
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Uyeleri arasinda yiliksek derecede heterojenlik bulunmaktadir [133]. Dogal parazit
ylzey antijeni (PSA-2) ve Corynebacterium parvum ile birlikte immuinize edilen
farelerde Th1 hiicre bagimli immiin cevapta énemli bir artis gézlenmistir [134], [135].
Fakat E. Coli de rekombinant olarak Uretilen PSA-2’'nin C.parvum ile imminize edilen

farelerde Th1 cevabi olusan diger farelere gére basarisiz olmustur [135].

2.8.2.3 LACK

LACK (Leishmania aktive C Kinaz icin homolog reseptor) (36kDa) ylksek derecede
Leishmania tirleri arasinda korunan ve hem promastigotlarda hem de amastigotlarda
eksprese edilen bir antijendir [136]. L. major infeksiyonlarinda farelerdeki
Immiinopatojenik rolii yiiziinden LACK antijenine leishmaniasise karsi potansiyel asi
aday! olarak 6nemli derecede odaklaniimistir. Fakat LACK ile L. Amazonensis’e karsl
asllama farelerde basarisizliga ugramis ve L.donovani infeksiyonlari ile yapilan
calismalarda ise IFN-y saviyesinde azalma ve ylksek seviyede anti-LACK ve parazit
spesifik antijen varhg goridlmdistir [137]. Ayrica LACK antijeninin SLA antijeni ile
birlikte periferal kan mononikleer hicrelere uygulanmasi sonucu kitandz ve
mukokitandz Leishmania hastalarinda artan IL-10 ve azalan IFN-y Uretimi gdzlenmistir
[138]. Fakat LACK proteininin bu sonuclari ile genis kapsamli bir sonuca
varilamadigindan arastirmacilar LACK antijeninin protein formu yerine DNA’sina

odaklanmis durumdadilar.

28.24 FML

En cok calsilmis ikinci nesil aci adayr Fruktoz-mannoz ligandi (FML) ilk olarak
L.donovani’den izole edilmis ve kimyasal olarak Palatnik de souza ve ark. tarafindan
karakterize edilmistir [117]. Su anda Leishmune®(patent INPI no: PI1100173-9, federal
University of Rio de jeneiro , Brezilya) adi altinda ticari olarak bulunabilmektedir [139].
Antijen parazitin bitin vyasam sikluslari boyunca ylizeyinde bulunmakta ve
makrofajlarin Leishmania’nin birgok tliriniin promastigot ve amastigotlarinin fagosite

edilmesini inhibe etmektedir [117].

Saponin gibi bir adjuvan ile birlikte FML antijen kullanarak kopeklerde cesitli calismalar

yapilmis ve cesaret verici sonuglar hemen hemen tim olgularda gézlenmistir [140],
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[141]. FML antijeni ile asilama IgG2a artis seviyesi ile birlikte etkili koruma saglamis ve
deneysel olarak enfekte edilmis ve dogal olarak maruz kalan kdpeklerde % 79-100
gecikmis tip asirt duyarhhk (DTH) tepkisi gortalmistir [141]. Quil-A saponin
formilasyonu ile kullanilan FML antijeni, kala-azar enfeksiyonuna karsi kopeklerde% 95
koruma saglamistir. Asilanan kopeklerde vyilksek seropozitiflik (%100), higbir
Leishmanial DNA ve intradermal reaksiyonlar tespit edilemedi. FML-QuilA asisi
kopeklerde kala-azar’a kargi 6nemli, uzun 6mirli ve gligll bir koruyucu etki saglamistir
[142]. Ancak, Leishmune ® (1mg) lisansh bir FML-saponin formilasyonu, daha fazla
oranda gec tip asiri duyarlilik reaksiyonlari gostermis ve dnemli derecede anti-FML IgG
antikorlari, belirgin olarak yiksek seviyelerde ve istikrarli 1gG2 ve azalan bir IgG1
yanitina yol agmis ve Thl tip hicre aracili yanitinida bozmustur. Leishmune® asisi
kopek visseral leishmaniasis immuinoterapisi icin iyi bir secenek olabilir, ancak, bir

immunoterapoétik ajan olarak kullanimiile ilgili bir bildirim yoktur.

2.8.2.5 LIESA-MDP

Diger ikinci-nesil kdpek asisi Ill. Faz ¢alismalarunda basarili sonuglar elde edilen LIESA-
MDP 54 kDa L.infantum protein promastigot protein ile Muramil dipeptid’in (MDP) bir
kompozisyonudur [143]. LIESAp ile asilanan kopeklerden elde edilen periferik
lenfositlerin Leishmania enfekte makrofajlar ile inklibasyonu IFN-y ile makrofaj
aktivasyonu sonucu 6nemli derecede NO(nitrik oksit) bagimli leishmanisidal etki

gostermistir [144].

2.8.2.6 Sistein Proteinaz (CPs)

Katepsin L-sistein proteinazi (CPs), papain slperailesinin 6nemli bir asi adayi olup
agirlikl olarak amastigot lizozomlarinda ifade edilir [145]. Sistein proteinaz parazitin
yasam, c¢ogalma ve hastaligin baslamasinda onemli bir rolii bulunan ila¢ veya asi
hedefidir [146]. Leishmania’da Ug sinif CP tespit edilmistir: Tip | (CPB), Tip Il (CPA) ve
Tip Il (CPC) [146]. CPB, 6zellikle C-terminal uzantisi bulunan ve multikopyali genlerden
olusmasiyla karakterize edilir, CPA ve CPC ise tek bir kopya gen tarafindan
kodlanmistir. Farelerde CPA/B flizyon proteini ile yapilan deneysel kiitanoz

leishmaniasis calismalarinda, 1gG2a ve IFN-y artan seviyesi ile farelerde Th1l immin
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yaniti olusumu sonucu kismi bir koruma elde edilmistir [147]. Sistein proteinaz proteini
kullanarak bir asi gelistirmek icin g¢abalar simdi protein formundan DNA formuna

kaymustir.

2.8.2.7 Glucose-regulated protein 78 (GRP78)

L. donovani‘nin glukoz-regiile protein 78 (GRP78) 70kDa stress protein ailesinin en
korunmus Uyesidir. GRP78 kodlayan genler mayalar, Trypanosoma, sican diger
Leishmania tirleri ( L.major, L. infantum ve L. braziliensis dahil olmak Uzere birgok
tirde karakterize edilmistir [148], [149], [150]. L. donovani GRP’si sirasiyla, L. major,
L.infantum, L. braziliensis ve Trypanosoma cruzi GRP‘lerine %98,%97, %89 ve %82
oranlarinda homoloji gostermektedir. Son zamanlarda, 78 kDa antijeni ¢esitli
adjuvanlar (MPL-A, RIL-12 ve lipozomal kapsiilleme) ile birlikte formile edildiginde

artan Thl immin yanit gosterdigi ve koruma sagladigi gosterilmistir [151].

2.8.2.8 Amastigot Antijenleri (P4, P8,A2)

Amastigotlara 6zgu olan ve potansiyel asi modelleri igin kullanilan antijenler P4, P8 ve
A2 antijenleridir.  Farelerin L. pifanoi’den elde edilen P4 veP8 antijenleri ile
immdinizasyonu oldukga biyuk proliferatif cevaplara ve artmisg IFN-y tretimi ile kismen
koruma saglamistir [152]. Son zamanlarda, farelerde, makrofaja bagh sitokin ve
kemokinlerce Uretilen Toll-benzeri reseptér 4 Uretiminin P8 proteoglikolipid kompleksi
(PGLC) tarafindan indlklendigi bildirilmigtir [153]. IFN-y , makrofaj migrasyonu inhibitor
faktord (MIF) ve tumor nekrozis faktori / limfotoksin (TNF/LT) Ureterek baskin bir
CD4" T-hiicre cevabi olusturan P4 antijeninin imminize edici bir ajan oldugunu ortaya
cikmistir [154]. P8 ve P4 antijenlerine [155], [156] karsi cevap veren kiitanoz
leishmaniasisli hastalardan elde edilen PBMC’ler deneysel olarak L. chagasi/L. infantum
ile enfekte edilmis [157], ve Th1 benzeri immiin cevap olusturarak artan diizende IFN-y
ve TNF-a Urettikleri ve disilik IL-4 mRNA expresyonu saglandigl ortaya cikmistir. A2
proteininin sadece Leishmania’nin amastigot formunda intraseliiler olarak en az 11
genden olusan bir multigen ailesinden Uretilen bir protein oldugu ve Leishmania
parazitlerinin memeli konak icerisinde hayatini slirdirmesinde gerekli olan virlilent bir

faktor oldugu kesin olarak bilinmektedir. Son zamanlarda, adenoviris A2 eksprese
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eden (AdA2) BALB/c farelerinin A2’ye 6zgii CD4" ve CD8" T hiicreleri yiiksek seviyede

IFN-y Uretirken dislik antikor cevabi verdikleri belirlenmistir [158].

2.8.2.9 HASPB1

Asidik yuzey molekillerinden heterojen bir aileye ait ylzey moleklli olan ve,
Leishmania’nin hayat dongislinde sadece amastigot fazda ve metasiklik fazda eksprese
edilen rekombinant hidrofilik agillenmis ylizey proteini B1, VL modeli farelerde
adjuvanin yoklugunda koruyucu etkiye sahiptir [159]. Ancak, kopeklerde, adjuvan

olarak Montanide kullanildiginda rekombinant HASPB1 kismi koruma saglamistir [160].

2.8.2.10 LCR1

T. cruzi flajellar polipeptidi ile homolojik sekilde tekrarlayan 67-aminoasit zinciri iceren
bir diger rekombinant protein ise LCR1’dir. BCG’de L. chagasi enfeksiyonuna karsi kismi
koruyucu etkisi oldugu ve asi olarak yonlendirilen ve enfekte fare dalak hiicrelerinde T
hicre proliferasyonunu ve IFN-y Uretimini uyardigi belirtilmistir [161], [162]. BCG-LCR1
ile immunizasyon araciligi ile duyarl farelerde LRC1 proteininin yalniz kullaniimasi ile
kiyaslandiginda daha iyi bir koruma saglamaktadir ancak bu koruma salinim rotasina

(yoluna, sekline vs) bagl olmaktadir [162].

2.8.2.11 H1 (Histon 1)

Leishmania histonlari, hem Leishmania enfeksiyonu ve hem de hastaligi boyunca
konagin immiin cevap olusturmasina neden olan potansiyel imminojenlerdir.
Rekombinant histon 1’in koruyucu etkisi av kopekleri Gzerinde L. infantum’a karsi ve
yesil Afrika maymunlari Gzerinde de L. major’a karsi belirlenmistir [163]. Her iki
durumda da imminizasyon kismi olarak indiklenmistir. Native H1 ve sentetik
peptidleri immuinizasyon sonrasinda farelerdeki kitandz leishmaniasis lezyon
biyudkliginde kicllmeye neden olmustur [164]. Son zamanlarda, kopeklerin
immunizasyonu, Montanide ile formile edilmis H1 ile kiyash deneysel calismalar

yapildiginda ekstrem kosullarda bile kismi koruma sagladigi belirtilmistir [160].
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2.8.2.12 ORFF

ORFF (open reading frame fragment) tek bir kopya halinde 35. kromozom (izerinde yer
alan multigen LD1 lokusuna aittir ve parazit gelisimi icin dGnemli bir gendir [165], [166].
ORFF proteini ile ilgili asilama c¢alsmalari VL'li fare ¢alismalari ile sinirlandiriimistir.
Rekombinant ORFF proteininin CpG-ODN kombinasyonu ile farelerin immuinizasyonu
L. donovani enfeksiyonuna karsi belirgin bir koruma sagladigi ve bunu da zengin IgG2a
and IFN-y Uretimi ile gergeklestirdigi ancak proteinin tek basina sadece kismi bir

koruma sagladigi belirlenmistir [167], [168].

2.8.2.13 dp72

VL hastasi insanlarin serumlarindan alinarak tanimlanan, L. donovani’den elde edilen
dp72 proteini C. parvum ile desteklenmis kombinasyonunun asi adayi olarak
kullanilmasi ile BALB/c farelerinde L. donovani’ye karsi kismi koruma saglar [124],

[169].

2.8.2.14P0

PO ribozomal proteini, VL tanisi konulmus kdpeklerin serumlarindaki L.infantum’dan
tanimlanmistir [170]. Artan IFN-y ve IgG2a uretimi ile Thl tipi immiin cevabi aracili
rekombinant PO ribozomal proteini (rLiPO) kullanilarak imminize edilen farelerde
koruma saglandigi gosterilmistir [171]. Ancak, BALB/c farelerinin L. major enfeksiyonu
ile indiiklenmesinde Th2 cevabi yeterli koruma saglayamamaktadir. Son zamanlarda
LRP (Leishmania major ribosomal proteins)’nin CpG-ODN ile kombinasyonunun BALB/c
farelerini asilamada kullanimi dermal patolojilerde iyilesme oldugunu ve L. major ile

rekabetinde parazit ylikiinde azalma oldugunu gostermistir [172].

2.8.2.15KMP-11

Hicre ylzey membranina bagh kinetoplastid membran proteini-11 (KMP-11),
Leishmania tirlerini yiksek sekilde korur, ve bunu T-lenfositlerinin proliferasyonunu
ve antikor cevaplarini uyararak yapar [173], [174]. Periferal kan monontkleer
hlcrelerinin stimilasyonu ile VL ve KL hastalarindan native KMP-11 ve sentetik
peptidleri ileT hiicre proliferasyonunun engellendigi IFN-y'nun belirgin sekilde
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Uretiminin dlsuk oldugu belirlenmistir [175]. Ancak, deneysel olarak enfekte edilen
kopeklerden elde edilen PBMC’ler KMP-11 antijenine karsi cevap olusturmus ve IFN-y

‘ve karsi artan bir dizenleme gelismistir [176].

2.8.2.16 PFR-2

Flajellar rod proteini-2 ile immiinizasyonda disi hamsterlerda bulunan yaralardaki
blylme L. panamensis’e karsi olan enfeksiyonlarda engellenirken, L. mexicana’ya karsi

olan enfeksiyonlarda efektif olmamistir [177].

2.8.2.17 Poliprotein asilari

Protein Q. Asi gelisimindeki son yaklasim poliprotein kompozitlerinin farkl proteinler
ile kullanimina dairdir. Asidik ribozomal protein Lip2a, Lip2b, PO ve histon 2A (H2A) gibi
4 fragmentlerinin genetik flzyonlarini iceren antijen kompoziti olan rekombinant
protein Q viseral leishmaniasis hastasi kopeklerde % 90 koruma saglamis ve parazit
yukini dustirmustir [178]. Protein Q ayni zamanda farkl adjuvanlar (hsp70, BCG,
CpG-0ODN, pUC18, pcDNA3, alum ve Freund's adjuvant) ile kombinasyonunda immiin

cevap icin aktivator potansiyele sahiptir [179].

Leish-111f. Umut veren bir diger ikinci-jenerasyon asi érnegi de Leish-111f'dir. Leish-
111f leishmaniasis igin tanimlanan ilk asi olmustur ve klinik fazl ve 2 denemelerinde
kullanilmistir. Leish-111f, L. major homolog 6karyotik tiyol-spesifik antioksidan (TSA)
[180], L. major stress- inducible protein 1 (LmSTI1) [181] ve L. braziliensis elongation
and initiation factor (LelF) [182] gibi U¢ molekilin kompozisyonu olan bir
poliproteindir. Leishmania’nin hayat dongllerinde bulunan proteinler asi olma
potansiyeli tasiyan proteinlerdir. Rekombinant LelF ile imminize edilen SCID
farelerinde IFN-y, IL-12 ve IL-18 d{retimin arttigi Thl tipi immin cevap olusumu
gozlenmistir [183]. Leish-111f proteinin diger bilesenleri TSA ve LmSTI1'dir. Tek basina
antijen ile (TSA or LmSTI1) immiinize edilen farelerde koruma gozlenmemistir ve 1gG2a
antikoruna karsilik 1gG1 iUretimi olmamistir.. Buna karsilik, 1L-12 kullanimi adjuvan
olarak gliclli bir koruma saglarken LmSTI1 ve TSA adjuvanlarinin sirasi ile artan IFN-y ve

IgG2a konsantrasyonlari ile kismi koruma saglamaktadirlar [183], [184].
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Ancak L. braziliensis'ten tek basina ya da kombinasyonlar seklinde elde edilen LmSTI1
ve TSA kullanilarak hazirlanan rekombinant izolatlar ile immiinizasyonda L.braziliensis’e
karsi farelerde antikor ve hiicre temelli cevaplar olusmasina ragmen koruma
gorilmemistir [185]. Liesh-111f'nin rekombinant bilesimlerinin karisiminin képeklerde
oldukga yiksek immiunijenite olusturmus ancak L.infantum’a karsi korumada ise
yaramadigl ve kopeklerde faz-3 ¢alismalarinda ise hastalik gelisimi durdurulamamistir

[186], [187].

2.8.3 Ugiincii Jenerasyon Leishmania Asilari: DNA Asilari

Yabanci protein kodlayan plazmid DNA’sinin direk enjeksiyonunun kesfi, endojen
protein biyosentezi ve buna karsi spesifik bir immin cevap olusmasi, asi gelistirmede
yveni bakis acisi saglamistir. DNA asilari nispeten kolay Uretilebilmeleri, stabil,
yonlendirilmesi kolay ve ¢cogunlukla immiinojenik olmalari nedeniyle avantajlidir [188].
Boyle asilar sitokinler ve /veya CpG oligonikleotidleri ile daha da modile edilebilir
CD4" ve CD8" T hiicre cevabi ortaya cikarabilirler [189], [190]. En ¢ok calisilan ve uzun
zamandir kullanilan DNA asilari rekombinant proteinler halindedir [191], [192], [193].
Cogu tek basina bazilari ise multijenik asilar olarak denenmistir [194]. DNA ile
heterolog prime-boost stratejisinde protein ile immin cevabin daha da arttirilmasinin
modiile edilmesi yogun calismalar gerektirir. Heterolog prime boost stratejisi, DNA ve
protein asilama ile immiin cevabin arttirilmasina yonelik bir stratejidir [195]. Bir ¢cok
calisma farede KL'ye ve VLye karsi [196], [197], bazi hamsterlarda VL' ye karsi ve
kopeklerde canine VL’ ye karsi kullanilmistir [187], [198]. Gp63 kodlayan gen DNA asisi
olarak ilk kullanilandir ve fareye oral yolla gp63 eksprese eden S. Typhimurium’ un
tercihen CD4" Th1 uyaran ancak saptanabilir DTH cevabi vermeyen altkiimesi verilerek
immunize edilmis, pCMV-gp63 intramuskiler olarak verildiginde hem gli¢lii Th1 cevabi
gelismis hem de L. major enfeksyonuna karsi belirgin direng olusmustur [199]. Diger
calismalar tum farelerin Thl yanitiyla indiklenmesine ragmen farelerin %30’unda L
major’ e karsi koruma saglandigini ve L. mexicana enfeksyonuna karsi gp63 DNA’siyla
immunizasyonda kismi koruma saglandigini ortaya koymustur [200], [201]. Buna
ragmen gp46 ve cysteine proteinase b (CPb) karismi gp63 ile birlikte koruma derecesini

arttirmisitir [202]. Aliminyum fosfat ve plazmid kodlayan CD40L’nin kullanimi adjuvan
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olarak gp63’ln etkisini daha da arttirmistir ve deneysel enfeksiyon sonrasi inflamatuar
reaksiyonu kismen baskilamistir [203]. Tim bunlara ragmen gp63 iceren multijenik

DNA asisi kopeklerde L.infantum’a karsi koruma saglayamamigstir [204].

Karsilastirmali bir calisma gp63 iceren farkli DNA asi adaylarinin gegici koruma
sagladigini ve neticede asilanmig farede de kontroldekine benzer lezyonlarin gelistigini
gosterdi [205]. Ayni ¢alisma ayrica koruma saglamayan yiizey antijen 2 promastigotuda
(PSA-2) icermektedir. LACK (Leishmania homologue of receptors for activated C
kinase) simdiye kadar hem kiitanoz hem de VL’ ye karsi kullanilan en yaygin DNA
asisidir.  Farelerin LACK DNA ile IL-12’li ve IL-12’siz immunizasyonu L.major
enfeksyonuna karsi uzun sireli koruma saglamasina ragmen CD4" and CD8" T
hicrelerinin azalmasi koruyucu immiuniteyi ortadan kaldirmistir [206], [207]. Benzer
olarak intranazal verilen LACK DNA ayni zamanda fareyi L. amazonensis ve L. chagasi
enfeksyonuna kargi korumus ancak intramuskiler olarak verildiginde IFN-y artmasina
ragmen L. chagasi enfeksyonuna karsi korumada yetersiz kalmistir [208], [209], [210].
Melby ve arkadaslarinin onceki calismalarida LACK DNA’nin farede L. donovani
enfeksyonuna karsi glicli bir Thl cevabi tetiklenmesine ragmen korumayi
arttiramadigini desteklemistir [211], [212]. LACK iceren diger multijenik plazmid DNA’si

kopeklerde deneysel L. infantum enfeksyonuna karsi koruma saglayamamistir [204].

DNA kodlayan P4 nikleazi ve IL-12 ile immiininazyon farede Th1 cevabini gelistirmis ve
L. amazonensis enfeksyonuna karsi koruma saglamasina ragmen L.major enfeksyonuna
karsi yetersiz kalmigtir [194]. Farelerin A2 DNA ile immunizasyonu onlari Thl cevabi ile
L. amazonensis ve L. chagasi enfeksyonunun her ikisine karsi da korumustur ancak
A2’nin HSP70 DNA asisi ile kombinasyonu karisik Th1/Th2 cevabini indiiklemis ve fareyi

L. amazonensis enfeksyonuna karsi koruyamamistir [213].

2.8.4 Heterolog prime-boost asl

DNA prime-protein boost rejimi hiimoral ve hiicresel kaynakli cevaplarin her ikisini de
insan disi primatlarda aydinlatiimistir [214]. Bu ayni zamanda asi varliginda uzun
Omirlu antikor cevabinin artmasiyla olusan etkinligi ve IL-12 ve IFN-y salgilanmasini
arttinir [215]. prime-boost stratejisinde L. infantum LACK ile birinci asilamayi takiben

vaccinia virus (VV)' de eksprese edilen LACK ile immunojeniteyi artirmak (boosting)
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farede koruma saglar ve L.major enfeksyonuna karsi Th1l cevabini indiikler ve koruma
IL-12 and IL-18 eksprese eden DNA’nin birlikteligiyle daha da kuvvetlenir [216]. Ancak
sistein proteinaz tip I’ in C-terminal ile birincil agilamadan sonra booster, immiinojenik
olmasina ragmen fareleri L. infantum enfeksyonuna karsi koruma saglayamamistir
[217]. Ancak prime-boost rejimi ile indiiklenen koruyucu cevap sadece DNA asisiyla

olusandan daha fazla degildir [218].

2.9 Leishmania Asi Adaylarinda Test Edilen Adjuvanlar

2.9.1 interlékin-12 (IL-12)

IL -12, makrofajlar, dendritik hiicreler, B lenfositler ve diger yardimci hicreler
tarafindan duretilir ve hiicre aracili immunitenin gelismesinde ve proliferasyon ve
leishmaniasisin koruyucu immunitesinde énemli olan T hiicreleri ile dogal NK hicreleri
tarafindan INF-y Uretiminin stimulasyonunda kritik bir komponentdir [31], [58], [219].
Ayrica bu sitokin, leishmaniasisin immunitesinde koruyucu olmaktadir [220], [221].
Deney hayvanlarinda, baskin Th1 lenfosit yaniti (IL-2, IFN-y) ile hastaligin kendi kendini
sinirladigl; baskin Th2 cevabinin ise hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugu gosterilmistir
[222]. IL-12’nin kullanilmasinin en sinirlayici faktord, yiksek maliyetli olmasi olabilir. IL-
12 pahali ve uretimi zor olmakla beraber insanda adjuvan olarak kullaniimasi

tartismahdir [223].

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

Rekombinant GM-CSF; dendritik hiicrelerin goglini, olgunlasmasini ve aktivasyonunu
uyararak etki etmektedir. Bu sitokin Th1 hiicre cevabinda baskindir [224]. Adjuvan
olarak etkili dozunun 25 mg -50 mg oldugu ve VL hastalarinda kullanildiginda iyi tolere
edildigi gosterilmistir [225], [226]. Bu sitokin ile asilanan mukozal leishmaniasisli
hastalarin iyilesmesinin arttigi gosterilmistir [224]. Lezyon bdlgesine pentevalan

antimoneller ile birlikte enjekte edildiginde, GM-CSF iyilesme siresini azaltmistir [227].
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2.9.3 Bacille Calmette Guerin (BCG)

BCG, tuberkilozun etkeni olan Mycobacterium tuberculosis ile yakin iliskili olan
Mycobacterium bovis’in zayiflatiimis halidir. (http:// www. MedicineNet. com). BCG,
Th1 tip immun yaniti uyararak etki eder ve insanda kullanimiigin Th1 yanitini uyaran en
kabul edilebilir adjuvandir. BCG’nin asilarda adjuvan olarak uygulamasi her zaman
problemsiz olmamaktadir. BCG'nin enflamatuar artritis ve otoimmun reaksiyonlar gibi
yan etkileri ve komplikasyonlari rapor edilmistir [113], [228], [229]. Bu nedenle,

BCG’nin bu etkileri glivenli bir asi igin dezavantajdir.

2.9.4 Montanide ISA 720

Montanide Incomplete Seppic adjuvanlari, (Montanide ISA) metabolize edilmeyen
mineral yaglari, metabolize mineral yaglari veya iki yagin karisimi ile kombine edilen
farkl surfaktanlari iceren bir gruptur. (http: // www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/
overview.htm). Montanide ISA 720 aliminyum hidroksite alternatif adjuvan olarak
insanda deneysel kullanimi onaylanmistir [163], [230], [231]. insanda Th1 tipi hiicresel
ve hiimoral immun cevap igin uyarici oldugu gosterilmistir [163]. Montanide ISA 720
ayrica primatlarla yapilan asilama calismalarinda da iyi sonuclar gostermistir [163],

[232].

2.9.5 Aliiminyum tuzlan

Aliminyum tuzlarina dayali adjuvanlar genellikle Alum olarak isimlendirilirler ve
aliminyum oksihidroksid, aliiminyum hidroksifosfat veya aliminyum hidroksil silfat
gibi cesitli tuzlari iceren kristal olmayan jellerdir [233]. Adjuvanlar arasinda insanda
kullanimi onaylanmis olan alum goreceli olarak reaktojenik degildir [234]. Aliminyum
fosfat ve aliiminyum hidroksit (alum) insan asilarinda kullanilan en yaygin bilesiklerdir.
Alumun kullanilmasi 70 yil 6nce Glenny ve arkadaslari tarafindan uygulanmistir [235].
Glenny ve ark. Alum-c¢oktirilmuis difteri toksoidlerinin sivi toksoidlerden ¢cok daha
immunojenik oldugunu kesfetmislerdir. Aliminyum adjuvanlari dokulardaki
antijenlerin depo formunda olup immun hiicrelere sunmak Uzere antijen lretir ve belli
komplement ve diger immun arttiricilari aktive eder. Bazi immun yanitlarda, ancak

hepsinde degil, protein antijenleri aliminyum tuzlarla arttirilmis ancak bu tuzlar peptit
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ve polisakkarit antijenlerde dilsik etkiye sahiptir. Aliminyum adjuvanlar birincil
immunizasyon serilerini arttirirken, antijen miktarini ve doz sayisini azaltir [236].
Aliminyum iceren asilarda lokal reaksiyonlar, steril abseler, eritema, deri alti noddller,

granulomatoz enflamasyon ve asiri duyarlilik gibi yan etkiler rapor edilmistir [237].

2.9.6 CPG Oligodeoksiniikleotit (CpG ODN)

Metillenmemis CpG dinlkleotit motifleri bakteriyal genomda veya sentetik
oligodeoksinikleotitlerde sunulmus ve farede verilen antijene karsi himoral ve
hiicresel cevabi uyararak giicli immunostimolan etki sergilemistir [238], [239].
immunostimulan CpG motiflerini iceren ODN’ler Thl yanitini, leishmaniasisie karsi

asillamak icin istenen adjuvan aktivitesini uyarabilirler.

2.9.7 Lipozomlar

Lipozomlar, belli lipitler veya sulu ortamlarda kendiginden olusabilen mikropartikdl

veya kolloid tasiyicilardir [240].

2.9.8 Glukan

Glukan ekmek mayasinin B 1,3 polyglukoz tirevidir [241].

2.9.9 Corynabacterium parvum (C. parvum)

Bakteriyel enfeksiyonlardaki mikroorganizmalar ve 6li bakterileri, bazi bakterilerin
metabolik Urlinleri ve bilesiklerini iceren asilarin verilmesinin antikor yanitini uyardigi
ve immunostimulan olarak gérev aldigi bilinmektedir. Boyle mikroorganizmalarin ve
bilesiklerin asilarin icine eklenmesi immun vyaniti arttirir. Mikroorganizmalarin
tamamen veya belli parcalari kullanildigi en genel yapilar Bordetella pertussis

komponentleri, kolera toksini, Mycobacteria ve Corynabacteria’dir [242].

2.9.10 Saponinler (Quil-A, ISCOM and QS-21)

Saponinler, bitkilerden izole edilen triterpen glikozidlerdir [243]. Adjuvan
arastirmalarinda en fazla kullanilan saponin Quil-A ve onun tirevleri olup Quillaja

saponaria agacinin kabugundan ekstrakte edilirler [244]. Quil-A, adjuvan aktivitesi ve
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toksisitesini degistiren triterpen glikozidlerinin heterojen bir karisimidir. Saponinler
veteriner asilarinda adjuvan olarak genis sekilde kullanilirlar. Ozellikle Quil-A nin
saflastirilmis fraksiyonlari antijen, fosfolipit, kolesterol ve Quil-A fraksiyonlarindan
olusan immunostimulator komplekslerde kullanilirlar [233]. ISCOM’lar, hemolitik

aktiviteleri ve bazi lokal etkileri nedeniyle sadece veteriner agilamada kullaniimaktadir.

2.9.11 Freund's adjuvants

Tam ve tam olmayan olmak Uzere 2 tir Freud’s adjuvani bulunmaktadir. Freund's tam
adjuvani (FCA) metabolize olmayan yaglar, bir sirfaktan (Arlacel A) ve mikobakteri (M.
tuberculosis or M. butyricum) kansimidir. Bir hacim FCA ile bir volum sulu antijen
sollisyonunun kombine edilmesi ile hazirlanir. Emilsiyonda antijen genis ylizey alanina
yayilir ve iliskili hicrelerle etkilesim potansiyelini arttirir [245]. Mikobakteri ve
surfaktan tarafindan makrofajlarin immun spesifik olmayan potansiyelleri ve depo

etkileri sayesinde FCA tarafindan Antikor Gretimi arttirilir [246].

2.10 Adjuvan Olarak Kulanilan ilk Sentetik Polimer: Polioksidonyum (POX)

Antijenlerin sentetik immunostimulan polimerlerle konjugasyonuyla olusturulan
polimer-subunit asi prensibi, teorik olarak temel alinmis ve deneysel olarak
dogrulanmistir. Bu prensibe gore gribe karsi Grippoll ticari ismiyle Uretimi yapilan ilk
sentetik polimer asisi gelistirilmis ve Rusya’da milyonlarca insan asilanmistir. Grippol,
sentetik bir polimer olan Polioksidonyum (POX) ile influenza virlis proteinlerinin
konjuge edilmesiyle elde edilmistir. POX, N-oxidized polyethylene-piperazine tirevi
olup, suda ¢oziinebilen 60—100 kDa molekil agirhkhginda, sentetik immunomodiilator
bir molekildir Polielektrolit antijen konjugatinin hem hiicresel hemde hiimoral immun
yaniti 10 ila 100 kat arasinda artirdig1 ve koruyucu 06zellige sahip oldugu belirlenmistir
[12]. POX'un insan periferal fagositik kan hiicrelerinin fonksiyonel aktivitesi lzerine in
vitro etkisi incelenmistir. POX, |6kositlere bir saat maruz tutuldugunda doza-bagimh
olarak lokositlerin fagositik aktivitelerini artirarak Staphylococcus aureus’un fagositoz
yoluyla éldurilmesine neden olmustur [247], [248], [249]. Lokositlerdeki bu etki hem
saglikh kisilerde hemde kronik graniilomatodz hastalarinda gozlenmistir. Genel olarak

POX'un immunostimulan aktivasyonundaki mekanizmalari belirlenmistir. Bunlar; T ve B
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hlcrelerinin  gb¢ aktivasyonu, hucreler arasi isbirligi, yardimci T hicrelerinin
yenilenmesi, membran proteinlerinin  kiimelenmesi ve bdylece membran
gecirgenliginin artmasi, Ca(2+) ve (Na(+),K(+))-ATPaz aktivasyonudur [247], [248],
[249]. Ayrica bu asilarin koruyucu antikor sinifinda bulunan IgM, 1gG1, 1g2a, Ig2b, 1gG3,
IgA  antikorlarini artirdig1 fakat alerjik IgE antikorlarinda artisa neden olmadig
gosterilmistir. Sonug olarak POX ile yapilan Grippol asisi yuksek etkinlik ve mutlak
koruyuculuguyla halen ilk sentetik polimer asisi olarak kullanilmaktadir [12]. POX ile
konjuge edilmek Uzere bruselloz, tliberkiilloz, dizanteri, AIDS ve hepatit virls
antijenlerine karsi polimer-subunit asilarin onklinik ve klinik denemeleri halen devam
etmektedir. Ayrica,biyouyumlu olan Polioksidonyum Rusya’da 6zellikle immun sistem
yetmezligi olan kisilerde immunomodilatér ilag olarak kullaniimaktadir. POX
antitimoral bagisiklik etkinligini artirir [250]. Polioksidonyumun antitiimoral etkisinin
temelini, antitimoral korumanin olduk¢a 6nemli bilesenlerinden olan makrofaj ve
notrofilleri aktive etmesi olusturur. Kanserli hastalarin tedavisinde, cerrahi tedavi,
kemoterapi ve radyoterapiyle kombine olarak kullanilan POX'un timorin
gerilemesinde ve komplikasyonlarin 6nlenmesinde daha iyi sonuglar verdigi
gosterilmistir [250]. Boylece POX’un immuniteyi aktive ederek timor gelisimini inhibe

ettigi belirlenmistir.
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Sekil 2.5 POX'un molekdiler yapisi
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2.11 Polimerler

2.11.1 Polimerlerin Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmalari

Polimerler monomer adh basit yapilarin birlesmesiyle olusan uzun zincirli
molekiillerdir. iki veya daha fazla monomerin birlesiminden yapilabildikleri gibi tek bir

monomerden de yapilabilirler [251].

Polimerlerin, farkl kriterleri gbéz onlinde bulundurularak, farkh siniflandirmalari
yapilmaktadir. Ornegin molekil agirliklarina gére (oligomer, makromolekiil), dogal
veya sentetik olmalarina gore, 1siya karsi gosterdikleri davranislara gore
(termoplastikler, termosetler), zincirin kimyasal ve fiziksel yapisina gore (diz,
dallanmis, ¢apraz bagl, kristal, amorf; homopolimer, kopolimer), sentezlenme

sekillerine gore siniflandirilabilirler.

Polimerlesme reaksiyonlari esnasinda pek cok monomer, diger monomerlerle ya da
ortamda daha Once tepkime vermis ve belli bir molekiler agirhiga ulasmis molekdil
zinciri ile tepkime verebilir. Eger polimer zinciri yeterince blyimemisse oligomer
olarak adlandirilir. Olusan zincirlerin buyukltkleri, tlrlerin molekiler yapilarindan,

tepkime verme yollarina ve sentez sekillerine kadar pek ¢ok faktére baglidir.

Uzun zincirler halinde bulunan diz ya da dallanmis zincirlerden olusan polimer
sistemlerine termoplastik adi da verilmektedir. Yiiksek oranda c¢apraz bag iceren
sistemler ise termosetting olarak tanimlanir. Termoplastik bir malzeme, sicaklik artigi
ile eriyerek seklini degistirebilir ve boylece kaliplara dokilebilmesi miimkiin olur. Oysa
yiksek oranda capraz bag iceren bir yapinin sicaklik artisi ile boyle bir degisim
gecirmesi, zincirlerin hareketli olmayisi nedeniyle, zordur ve sicakhgin artisi bu tir

malzemenin erimesine degil, parcalanmasina neden olur [251].

Polimerlerin ¢ogu etilen, stiren gibi basit monomerlerden hazirlanir. Poli(etilen
terethalate) veya naylon—6,6 gibi polimerler iki monomerin reaksiyonundan
hazirlanirken, iki monomerden fazlasinin reaksiyonunu iceren polimerler de vardir.
Buna o6rnek olarak akrilonitril, stiren ve butadienin polimerizasyonuyla olusan

poli(akrilonitril-butadien-stiren) kopolimeri verilebilir [251].
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Sentetik polimerlerin yani sira dogal olarak olusan bir¢ok polimer vardir. En iyi bilinen
dogal polimerler; proteinler, deoksiribontikleik asit (DNA), hemoglobin, insilin, nisasta

gibi yapilardir [251].

2.11.2 Polielektrolitler

Polielektrolitler, kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplari ve bu gruplara
bagl iyonlari bulunan polimer sistemleridir. Polielektrolitler, Gzerinde bulunan yukli
gruplarin timiinin eksi yukli olmasi durumunda polianyon adini alirken, timi arti
yukli ise polikatyon adini alir. Poliamfolitler yapilarinda kovalent bagh olarak anyonik

ve katyonik gruplarin her ikisini de iceren makromolekiillerdir (Sekil 2.6).

(a) (b) (c)
Polycation Polyanion Polyampholyte
(integral type) (pendant type) (integral type)

Sekil 2.6 Polielektrolitlerin siniflandirilmasi a.polikatyon b.polianyon c.poliamfolit[252]

Polifosfatlar ve polisilikatlar inorganik polielektrolitler olarak sayilabilir. Sentetik
polielektrolitler genelde bir katilma veya kondenzasyon polimerlesme reaksiyonlariyla
elde edilebilir. Sentetik yapida polielektrolitlerin disinda, polisakkaritler, proteinler ve
niikleik asitler gibi dogal polielektrolitler de mevcuttur [253]. Bunlarin yani sira
karboksimetilselliloz gibi yari sentetik polielektrolitler, dogal polimerlerin 6zelliklerinin

iyilestirilmesi icin modifiye edilmesiyle elde edilir [254].
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Polielektrolite bagh elektrolit gruplar sulu cozeltilerde dissosiye olup polimeri yikli
hale getirirler. Bu durum polimerin konformasyonunu degistirir. Herhangi bir polimerin
konformasyonu, polimerin yapisi ve c¢ozeltiyle iliskisi gibi cesitli etkenlere baglidir.
Cozelti icindeki yikstz, diz bir polimer zinciri rasgele yumak konformasyonu
gosterirken, polielektrolitler tizerindeki yuklerin birbirini itmesi sonucu uzanmis, diiz bir
konformasyon olusturmaya egilim gosterir (Coulomb etkisi). Bu konformasyon,
polielektrolit ¢ozeltilerinin  viskozitesinin yilkselmesine yol agar. Polielektrolit
¢ozeltilerinin 6zellikleri, sulu ortamin iyonik siddetine baghdir. iyonik siddetin
artmasiyla polielektrolitteki iyonlarin elektrik yikleri arasindaki itme kuvvetinin
engellenmesi viskozitenin degismesine neden olur. Polielektrolitler, ¢ozeltideki iyonik
siddetin daha fazla artmasi ile yilksiz polimerlere benzer davranis gostermeye

baslarlar [255].

Zayif polielektrolitlerin o6zellikleri iyonik siddetin yani sira, ortamin pH’indan da
etkilenir. Cunkl iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yuk
yogunlugu ortamin pH’ina bagh olarak degisir. Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir
Ozelligi ise yiksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alani altinda, kiclik molekil agirlikh

iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makroiyonlar da go¢ etmektedirler.

1970°’li yillarin baslarinda immiinologlarin ve kimyacilarin ortak c¢alismalari ile bazi
sentetik polielektrolitlerin organizmadaki immiin cevaba etkisi aydinlatiimis ve sentetik
polielektrolitlerin bu gibi amaclar icin daha uygun oldugu tespit edilmistir. Cunki
polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha basittir, istenilen molekil agirliginda,
elektrik ylkinde, konformasyonda veya vyiksek molekiiler yapida elde etmek
mumkindir. Ayrica suda iyi ¢Ozlinlir ve bilinen vyapilarda c¢esitli kompleksleri
sentezlenebilir. Polielektrolitlerin molekil agirhgi, polimerlesme derecesi ile orantil

olup molekil agirligi ¢cozlintrligi etkiler [256].

2.11.2.1 Homopolielektrolitler

Homopolielektrolitler bitin monomerlerinde ayni isaretli ylklere sahip olan
polielektrolitlerdir. YuklG gruplarin timunidn eksi yikli olmasi durumunda polianyon
adini alirken, timiu arti yukli ise polikatyon adini alir. Polielektrolitler, herbir

tekrarlayan birimi bir elektrolit grup tasiyan polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu
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cozeltilerde dissosiye olup polimeri yikli hale getirirler (Sekil 2.7). Polielektrolitlerin
ozellikleri hem elektrolitlere (tuzlar) hem de polimerlere benzemektedir ve bazen
polituzlar olarak adlandirilmaktadirlar. Sulu ¢ozeltileri, tuzlar gibi elektrigi iletir ve

polimerler gibi viskozdur.

| COOH [ Ccoo®© ____ Co0®@
+
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Sekil 2.7 Poliakrilik asitin sulu ¢ozeltideki dissosiyasyonu

2.11.2.2 Poliamfolitler

Poliamfolitler yapilarinda kovalent bagli olarak anyonik ve katyonik gruplarin her ikisini
de iceren makromolekillerdir. Dogada bol bulunan veya sentetik yapida elde edilebilen
proteinler, asidik veya bazik aminoasitler igerdikleri icin amfolit o6zelliktedir. Bu
proteinler pH’a bagh olarak proton verme veya alma 6zelligindedir. Asidik ortamlarda
proteinler ¢ozeltiden proton aldiklari icin net pozitif bir yike, bazik ortam kosullarinda
ise ortama proton verdikleri icin net negatif yiike sahip olurlar. izoelektrik noktada ise

poliamfolitlerin net yiik toplami sifira esittir[257] .

Poliamfolitlerin yapisal 6zellikleri, anyonik ve katyonik monomer birimleri arasindaki
iyonik ¢gekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik ve katyonik gruplarin
molar orani birbirine yaklasmaya basladikca iyonik etkilesimler globular yapiya neden
olurlar ve bircok durumda deiyonize suda ¢ozlinmezler [257]. Bir poliamfolit izoelektrik

noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa ¢ozintrligi disiktiir ve kolay ¢cokturilebilir .

2.12 Poliakrilik Asit

Poliakrilik asit, akrilik asit monomerlerinden olusan bir polimerdir. Akrilik asit oda
sicakliginda renksiz ve kokulu bir sividir. Su, alkol, eter ve bircok organik ¢oziici ile

¢Oziinebilen bir maddedir. Akrilik asit 1siya, 1s18a veya metallere maruz birakildiginda
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cok kolay polimerlesir. Sekil 2.8’de goriildiigl gibi akrilik asitin kimyasal yapisi CH,=CH-
COOH’dir (Willey, 1964).

n HC CH:

— CH—HG—

CoOoH COOH | n
akrilik asit poliakrilik asit

Sekil 2.8 Poliakrilik asitin yapisi
Akrilik asitin bazi ozellikleri Cizelge 2.3’de verilmistir (Willey, 1964). Akrilik asitin
kolaylikla polimerize olma 6zelliginden dolayi kuvvetli bir ekzotermik polimerlesmeden
korunmak igin ticari akrilik asitin igerisine polimerlesme inhibitort eklenir. Poliakrilik
asitin ¢ozunarlagunia etkileyen bircok parametre vardir. Bunlara deney sartlari,
dallanma derecesi, molekil agirligi, capraz baglanma orani, ortamdaki diger ¢6ziinen
maddeler ve sicaklik ornek verilebilir. Poliakrilik asitin kurutma islemi c¢apraz
baglanmayi onleyecek sekilde yapilirsa ¢ozindrligld yuikselir. Buna karsin polimer

yluksek sicakliklarda tamamen kurutulmussa ¢6ztnurligl oldukga azdir [258].

Cizelge 2.4 Akrilik asitin bazi 6zellikleri [258]

Molekul agirligi (g/mol) 72,0

Donma noktasi (°C) 13,5

Yogunluk (g/mL) 1,045 (25,0 °C)
Normal kaynama noktasi (°C) 141,0

Refraktif indeksi 1,4185 (25,0 °C)
Kinematik viskozitesi (cks) 1,1 (25,0 °C)

Poliakrilik asitin ¢ozundrliglu sicakhgin azalmasiyla diiser. Fakat poliakrilik asitin
molekdl agirhgr ve konsantrasyonu disikse ve tuz ya da mineral asitleri
bulunduruyorsa sicaklik distigiinde ¢ozlinirliglinde azalma gortlmez. Ancak hidrojen

bagi olan bilesiklerdeki ¢coziinlrlGgu sicakhgin artmasi ile diser (Willey, 1964).

Akrilik asit farkli alanlarda kullanilmaktadir. Ornegin tekstil materyallerinin modifiye

edilmesinde, plastiklerde, kagit imalatinda, dis cephe boyalarinda, zemin cilalarinda,
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zemin ve duvar kaplamalarinda, otomobil, arac-gere¢ ve mobilya verniklemede,

eczaclilikta kontrolli ilag salinim sistemlerinde kullaniimaktadir.

Biyo-adeziv hidrojel olarak, hem mukozaya yapisan hem de viskozite artiran PAA jelleri,
gozde merhemler gibi bulaniklik yapmadan rahat sekilde kullaniimaktadir. Goz igin
yapilan ilaglarin, gbz igine iyi bir sekilde absorplanabilmeleri ve tedavide aktif rol
oynayan maddelerin daha uzun sireli gbz tabakasinda bulunabilmeleri icin PAA ile
deneyler yapilmistir. Yapilan bir galismada PAA gibi ayri ayri kullanilan polimerler
mukoz tabakayla bag kurarak gz ylzeyinde c¢ozinir, kolloidal ve partikil halde

bulunan materyali yakalayabilmektedir [259].

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

konuda onemli 6rneklerdir [260].

Yapilan bazi galismalarda poliakrilik asitin adjuvant, antitrombojenik madde ve ilag
salinimlarinda tasiyici olarak kullaniimakta oldugu gosterilmistir. Normalde toksik olan
PAA zincirine, NIPAAm (Unitelerinin katilmasiyla toksisitesi azaltilmaktadir. Mevcut
calismalar, poliakrilik asit ve cu® komplekslerinin sulu ¢ozeltilerinin, protein karisimlari
ile radyasyon etkisine maruz birakildiklarinda, belli dozlara kadar gerek polimer
gerekse protein molekdllerinin in vitro kosullarda bozulmadan direng gosterdiklerini
bildirmistir. Poliakrilik asit ve poliakrilik asit-Cu®*  &rneklerinin kan hucrelerini

radyasyondan koruma ozelligi tasidig1 gosterilmistir [261].
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3. MATERYAL

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Cizelge 3.1 Ekipman ve sarf malzemeler

EKIPMAN VE SARF MALZEME URETiCi FIRMA
Hava akimli kabinler (Laminar flow ) Thermo Scientific Hera safe, Faster
BH- EN 2006)
Karbondioksitli inkiibator (New Brunswick scientific CO-150
37°C)
Sogutmali inkiibator FrioCell 111 25 °C
inverted mikroskop (Olympus CKX41)
Isik mikroskobu (Olympus)
Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)
Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)
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Cizelge 3.1 Ekipman ve sarf malzemeler (devami)

EKiPMAN VE SARF MALZEME URETICi FIRMA

Isiticih karigtirici (Heidolph instruments)

ELISA ¢oklu plak yikama cihazi (Thermo)

(Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C),

Dondurucular GFL(-40°C))

-195°C azot tanki ve azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)
UV-spektrofotometre (Jasco V-530)
ELISA ¢oklu plak okuyucusu (Thermo)
(spektrometre)
Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)
10, 50, 100, 1000 pl'lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)
100,300 pl 'lik cok kanalli pipetler (Thermo)
Santrifiij tiipleri -1, 2, 15, 50 ml. (Eppendorf , IsoLAB)
Buz makinesi (Scotsman AF100)

(LMS(laboratuvary medical supplies)
Vortex VTX-3000L)
(GFL (gesselschaft fiir labortechnik)

Su banyolari mbH, Kerman)
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Cizelge 3.1 Ekipman ve sarf malzemeler (devami)

EKIPMAN VE SARF MALZEME URETICi FIRMA
ELISA 96 kuyulu plaklari (TPP)
Hiicre kiiltiiri plaklan (TPP)
Pipet tabancasi (Thermo)

Serolojik pipetler -1,5,10 ml

(Blau Brand Germany)

Steril pastor pipeti -3ml

(LP ITALIANA SPA)

Whatman filtre kagidi

3M

Kriyotiipler

(TPP)

Makas, diseksiyon seti

(Muller - Germany)

Siizgeg

(BD Falcon)

50-1000ml'lik otoklavlanabilir cam
siseler

(ISOLAB, SCHOTT)

Hiicre sayimi i¢cin thoma lami

(Menzel superior)

1-2,5-5-10-50 cc'lik enjektor

(Ayset)

0,22 p,m ve 0, 45 pm'lik siringa filtreleri

(MILLIPORE, TPP, Sartorius)

Lateks eldiven

(Broche)

Hassas terazi

(Precisa Gravimetrics AG)
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3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Cizelge 3.2 Kimyasal ve besiyerleri

MADDE ADI URETICi FIRMA

Sodyum hidroksit

Hidroklorik asit

L-glutamin

Penisilin streptomisin

Gentamicin

Fetal sigir serumu

Tripsin EDTA

DMSO

Sodyum kloriir

Potasyum kloriir

Disodyum hidrojen fosfat

Potasyum dihidrojen fosfat

HEPES

FBS-fetal bovine serum
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Riedel De Haen

Merck

Biological Industries

Biological Industries

Sigma

Seromed

Biological Industries

Sigma

Atabay

Carlo Erba

Riedel De Haen

Riedel De Haen

(AppliChem)

(GIBCO Invitrogen)



Cizelge 3.2 Kimyasal ve besiyerleri (devami)

MADDE ADI URETICi FIRMA

Potasyum kloriir Carlo Erba
Tripsin Biochrom
EDTA Merck
Thiazoly blue tetrazolium bromide(MTT) Sigma
Formaldehyd (%37) Applichem
2-propanol Applichem
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck
Poliakrilik Asit (MA:100,000 ) Aldrich
Poliakrilik Asit (MA:30,000 ) Aldrich

Polioksidonyum

Anti-fare IgG-AP konjugati (Millipore)
BSA bovine serum albiimin Sigma
Tripan mauvisi (Biologycal Industry)
Yagsiz siit tozu (AppliChem)
Amonyum siilfat, (NH4)2S04 Merck
Sodyum bikarbonat, NaHCO3 Merck
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Cizelge 3.2 Kimyasal ve besiyerleri (devami)

MADDE ADI URETICi FIRMA

Glisin (Fluka)

Magnezyum kloriir, MgCl, (Fluka)

Cinko Kloriir, ZnCl, (Fluka)

Sodyum azid, NaN3 (Sigma)

Potasyum hidroksit, KOH (Merck)
Dipotasyum fosfat, K,HPO, (Sigma)
Monopotasyum fosfat, KH,PO, (Sigma)
Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,P0O;.H,0 (Merck)
Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, (Merck)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Siikroz (MERCK)
N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED) (Sigma)
Metanol (Merck)

Formalin (Sigma)

Paranitrofenil fosfat (Sigma)

RPMI-1640 (Fenol redli ve fenol redsiz) besiyerleri  (GIBCO Invitrogen)
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3.3 (Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 1x PBS Tampon Hazirlanmasi

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 gr Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 tartihp 900 ml deiyonize suda
¢ozundurildi. pH 7,4’e ayarlandi ve son hacim deiyonize suyla 1 litreye tamamlandi. 1
atm basing, 121°C sicaklik ayarlanmis otoklavda cam siseler igersinde 20 dakika steril

edildi.

3.3.2 1x Tripsin solusyonu

Tripsin 62,5 mg tartildi. Steril edilmis 50 ml’lik 1xPBS icinde ¢éziindirildi. Once

0,45’lik sonra 0,22’lik filtreden stzilerek steril edildi.

3.3.3 RPMI 1640 Medyumunun Hazirlanmasi

100 ml RPMI 1640 (L-glutamin iceren) icerisine 0,5 ml gentamisin (10 mg/ml’lik)
eklenerek stok hazirlandi. Kiltliirde kullanilmak tizere buradan 45 ml alinip 5 ml FCS

eklenerek %10 FCS’li besiyeri hazirlandi.

3.3.4 Hiicre Dondurma Medyumunun Hazirlanmasi

%80 FCS ve %20 DMSO’dan steril bir bicimde hazirlandi.

3.3.5 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT (Sigma M5655) 1xPBS icersinde ¢ozindurilda. Kullanilacak MTT prosediriine
uygun olarak 0,6 mg/ml ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda 5 ml hazirlandi. Once hassas
terazide 0,6 mg/ml icin 3 mg, 10 mg/ml icin 50 mg MTT tartihp PBS ile 5 ml'ye
tamamlandi. Vortekste calkalanarak iyice ¢ozlindiikten sonra steril edilmek lizere 6nce
0, 45ul daha sonra 0,22 ul’lik (CS) filtreden gecirilerek steril edildi. MTT isiga duyarh

oldugu icin, genel olarak bu islemler karanlikta yapildi.

3.3.6 MTT Reaksiyon Sonlandirici Soliisyonun Hazirlanmasi

%50 izopropanol, %10 SDS bulunan bu c¢ozeltiden 10 ml hazirlandi. 5 ml sivi
izopropanol, 5 ml distile su ve 1 mg toz SDS tartilip vorteksle karistirilarak hazirlandi.
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3.3.7 Poliakrilik Asit (50 mg/ml, MA: 100,000 dalton) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Deneylerde MA:100.000 olan ve ticari olarak satin alinan su iginde agirlikca %35 jel
PAA kullanildi. PAA %35’lik oldugu icin 100 ml’de 35 g PAA bulunur. 50 mg’dan 5 ml

hazirlamak igin 2500 mg PAA gereklidir.
100 mI'de 35 gvarsa

X 2500 mg

X=7,142 m| PAA

35 ml PBS eklendi 48-72 saat manyetik karistiricida karismasi beklendi. pH 7’ye
ayarlandi. Son hacim 50 ml olacak sekilde PBS ile tamamlandi, 0,22 um’lik millipore

filtrelerden gecirilerek steril edildi ve +4°C’de saklandi.

3.3.8 Poliakrilik Asit (50 mg/ml, MA: 30,000) C6zeltisinin Hazirlanmasi

MA: 30,000 olan ve ticari olarak satin alinan %40 g/ml sivi PAA kullanildi. 100 ml’sinde

40 g PAA bulunacagi icin
100 mI'de 40 gvarsa

X 2500 mg

X=6,25 ml PAA

PBS eklenip manyetik karistiricida 48 saat karistirildiktan sonra pH 7’ye ayarlanip son
hacim 50 ml olacak sekilde PBS ile tamamlandi. 0,22 um’lik millipore filtrelerden

gecirilerek steril edildi ve +4°C’de saklandi

3.3.9 Polioksidonyum Cozeltisinin Hazirlanmasi

Polioksidonyum (POX) FDA onayli katyonik bir polimer olup, 3 ve 6 mg toz seklinde
bulunur. POX c¢ozeltileri 3 mg/ml, 6 mg/ml ve 12 mg /ml olmak lizere steril PBS ile

hazirlanmistir.
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3.3.10 ELISA icin Kaplama Cozeltisi (Coating buffer)

1,59 g Na2CO3 , 2,93 g NAHCO3, 0,2 g NaN3 tartilarak 800 ml distile su iginde

¢Ozlllr. pH’19,6’ya ayarlandiktan sonra distile su ile 1It'ye tamamlanir.

3.3.11 ELISA igin Substrat Tamponu (pH:10,4)

0,02 g ZnCl2, 0,04 g MgCl2, 1,5 g Glisin tartilarak 150 ml distile suda ¢ozilir. pH; 10,4’e

ayarlanir 200 ml’ye tamamlanir (miktar ihtiyaca gore ve taze olarak hazirlanir).

3.3.12 ELISA igin Substrat Cozeltisi

25 mg paranitrofenil fosfat( PNFF , pNPP) 25 ml substrat tamponunda ¢ozlindirialdr.

Kullanilacagi glin taze olarak hazirlanir.

3.3.13 ELISA icin PBS/Tween20 Cozeltisi

PBS ¢Ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween20 eklenir ( ihtiyaca miktarina gére

hazirlanir her kuyuya 100 pl).

3.3.14 ELISA icin PBS/Tween20/milk Cozeltisi

PBS/Tween20 ¢ozeltisine %2 olacak sekilde sit tozu eklenir ( ihtiyag miktarina goére

hazirlanir her kuyuya 100 pl).

3.3.15 interlékin 2 (IL2) , interldkin 4 (I1L4), interl6kin 10 (IL10) ve y-interferon (INF-y)

icin Sollisyonlar

Yikama Tamponu - 0.05% Tween® 20 PBS iginde ¢ozilur, pH 7.2 - 7.4 (R&D Systems
Catalog # WA126).

Bloklayici Tampon 1% BSA, 0.05% NaN3 PBS iginde ¢ozulir.
Reagent Diluent - 1% BSA PBS iginde ¢ozilur, pH 7.2 - 7.4 (R&D Systems Catalog #
DY995).

Substrat Sollisyonu - 1:1 (H202) ve Tetramethylbenzidine karistirilir (R&D Systems
Catalog # DY999).

57



Durdurma Soliisyonu - 2 N H2S04 (R&D Systems Catalog # DY994).

3.4 METOD

3.4.1 Hiicrelerin Kriyobanktan Cikariimasi

3.4.1.1 J774 Hiicre Hattinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Sivi azot tankindan ¢ikartilan hiicreler 37°C su banyosunda ¢alkalanarak sivi igersinde
tutularak ¢oziindiraldi. Coziinen hicre slispansiyonu tlipliine alinarak Utzerine 5 ml
%10 FCS’li RPMI 1640 eklenir ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Slipernatant
dokildikten sonra pellete az miktar besiyeri eklenerek yavasga pipetaj yapildi ve

besiyeri konulmus flasklara ekim yapildi.

3.4.1.2 MCAN/TR / 2005 / EP126 L. infantum Suslarinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Sivi azot tankindan ¢ikartilan hiicreler 37°C su banyosunda c¢alkalanarak sivi icersinde
tutularak ¢6zlindurildi. Coziindurilen hiicre stspansiyonunun, 7,5 ml RPMI 1640

(%10 FCS) besiyeri konulmus flasklara ekimi yapildi.

3.4.2 Hiicre Hatlarinin Kuiltiira

3.4.2.1 J774 Hiicre Hattinin Kulturu

Bu calismada kullanilan 1774 serisi makrofajlar, istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali 6gretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Ayhan Bilir
tarafindan temin edilmistir. Hicreler, Yildiz Teknik Universitesi, Hiicre Kiltiri
Laboratuvari’'na, devaml kiltirleri yapilmak Ulzere getirildi ve kiltiiriin adaptasyonu
saglandi. Kultlr labotuvara getirildikten sonra kendi besiyerinde tutuldu. 48 saat sonra
ise kiltir ortaminda bulunan 5 ml besiyerinin 2,5 ml'si alinarak yerine yeni
hazirladigimiz besiyerinden (RPMI 1640 +%10 FCS) ayni miktarda eklendi. Kdiltlriin
durumu her giin ters mikroskop ile incelendi. Besiyeri, kiltlriin durumuna ve ortamin
pH’sina uygun olarak degistirildi. Ylzey kaplamasini tamamladigi tespit edilen

makrofajlarin pasaji yapildi. Pasajin yapilmasi icin hiicrelerin devaml kultiiri %10 FBS
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iceren RPMI 1640 besiyerinde yapildi. Kiltir kabi olarak 25 cm?lik steril kdiltar flasklari
kullanildi. Kiltir %5 CO, igeren etiivde (Innova CO-150) 37°C de inklibasyona birakildi.
Ters mikroskop ile giinlik gelisimleri ve hareketlilikleri incelendi. Genel olarak pasaji
haftada bir kez vyapildi. Ylzeyi kaplayan hicreler tripsinizasyon ile kaldirldi.
Tripsinizasyon islemi igin 6nce flask igerisindeki besiyeri dokildi ve PBS ile 2 defa
yikandi. 2 ml Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler
ylzeyden ayrildiktan sonra 7 ml RPMI 1640 (%10 FBS) iceren besiyeri icerisinde 1000
rom’de 5 dakika santrifij edildi. Stpernatant dokilerek dipteki hiicre pelletinden
makrofajlarin sayimi yapilarak ml’ deki makrofaj sayisi hesaplandi. Flask igindeki 5 ml
besiyerinde 5x10° makrofaj olacak sekilde ekim yapildi. Ayrica pasaj sirasinda elde
edilen kiltirin geri  kalan kismi  kriyoprezervasyonu vyapilarak kriyobankin

olusturulmasi icin kullanildi [263].

3.4.2.2 Tripan Mavisi (TM) ile J774 Hiicre Canhliginin Tayin Edilmesi ve Hiicre Sayimi

Tripan mavisi (Biol. Ind., 628255) molekil yapisi CasH3Ng014S4Nag4 olan, canli hiicreleri
boyamayip 6li hiicreleri boyayan béylece canli hiicre sayisini tespit etmekte kullanilan

vital bir boyadir.

Hlcrelerin pasaj ve deneylerde kullanilmadan 6nce sayimi, tripan mavisi ile thoma
laminda yapildi. Sayimin kolay yapilmasi icin 50 kat seyreltme tercih edildi. Kiltar flaski
icerisindeki besiyeri dokildi ve PBS ile 2 defa yikandi. 2 ml Tripsin-EDTA eklenerek
37°C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler ylizeyden ayrildiktan sonra 7 ml RPMI 1640
(%10 FBS) iceren besiyeri igerisinde 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sipernatant
dokilerek dipteki hiicre pelletinden makrofajlarin sayimi yapilarak ml’ deki makrofaj
sayisi hesaplandi. Hiicre slspansiyonundan 2 ul alinarak 1,5 ml’lik steril eppendorf
tlpl icine konuldu. Bu oranin saglanmasi icin Gzerine 48 pl tripan mavisi sollisyonu ve
50 pl besiyeri eklenerek iyice pipetaj yapildi. Thoma laminin her iki bélimiine de lam
ile lamel arasina 10’ ar ul hiicre stispansiyonundan dikkatlice yayildi. Ters mikroskopta
tripan mavisi ile maviye boyanmis ve boyanmamis olan hiicreler sayildi ve kiltirin %
canhlik orani hesaplandi. Hicre canliigi %95 ‘in altinda olan kiltirler deneylerde

kullaniimadi.
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3.4.2.3 MCAN/TR /2005 / EP126 Leishmania Promastigot Kiiltiiriiniin Yapilmasi

VL etkeni olan L.infantum promastigotlari (MCAN/TR / 2005 / EP126), Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim {yesi Sayin Prof. Dr. Seray Ozensoy ve
Prof. Dr. Yusuf Ozbel’den temin edildi. Leishmania parazitlerinin kiltiirii RPMI 1640
besiyerlerinde 27°C sogutmal etlvde (Friocell, 111) gergeklestirildi. Parazitlerin
gelisimi ve morfolojik durumu ters (invert) mikroskopta (Olympus CKX41) glinliik olarak
incelendi. Kiltlirlin pasaji haftada bir kez yapildi. Pasaj dncesi kiltlirden 6rnek alindi,
ortamin pH’1I parazitlerin morfolojileri, hareketlilikleri incelendi ve sayimlari yapildi.
Flaska 7,5 ml besiyeri eklendi ve tzerine 3x10° parazit/ml olacak sekilde kilturden
parazit ekimi yapildi. Leishmania promastigotlarinin kiltlri bu sekilde devam ettirildi

[264].

3.4.2.4 Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Kaltir ortamindaki parazitler hareketli olduklari icin thoma laminda sayilmasi zordur.
Bu nedenle homojenligi saglanmis kiltirden ~100-200ul alindi ve 1:1 oraninda %2’lik
formalinle (sigma, HT501128) karistirilarak 5—10 dakika bekletildi. Daha sonra Thoma

laminda (Menzel superior) asagidaki formil kullanilarak sayim yapildi:
Parazit sayisi = Ortalama hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma lami sabiti
Parazit sayisi: 1 ml’deki parazit sayisi

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve Ust kisminda bulunan 16 karedeki

hicrelerin aritmetik ortalamasi
Sulandirma katsayisi: Sayim igin yapilan sulandirma katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000

3.4.3 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

3.4.3.1 J774 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flask ylizeyini tek tabaka olarak kaplayan makrofaj kiltird Gzerine Tripsin-EDTA

sollisyonundan 2 ml. ilave edilerek hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Derhal lzerine 7 ml
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kiiltir medyumu ilave edilerek hiicreler pipetle steril santrifiij tliplerine aktarihp 1000
rom’ de 5 dakika, +4°C’ de santrifiij edildi. Santriflij edilen tlplerin Ust fazi dokildiikten
sonra dipte kalan pellet resiispanse edildi ve son hacim , %10 DMSO iceren dondurma
sollisyonu ilave edilerek kriyo tliplere aktarildi. Kriyo tlipler +4°C’ de 1 saat, —20°C’ de
2 saat kaldiktan sonra, — 40°C derin dondurucuda 24 saat bekletildi, kriyobanki

olusturulmak Uzere sivi nitrojen tankina konuldu.

3.4.3.2 MCAN/TR / 2005 / EP126 Promastigotlarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Kaltirin genel durumunun iyi oldugu invert mikroskop ile incelendikten sonra pasaj
asamasina gelen hicreler donduruldu. Siispansiyon halindeki kiltiirden 1,8 ml kriyo
tipe alinip, 0,2 ml steril DMSO yavasca eklendi. 1 saat 4°C’'de, 24 saat -40°C'de

bekletilip sivi azot tankina konuldu.

3.4.4 Balb/c tiirii Farelerden Peritonal Makrofaj Hiicrelerinin izolasyonu

Balb/c tiiri fareler yiksek doz eter inhalasyonu ile sakrifiye edildi. Sakrifikasyonu
takiben sirtiistl pozisyonda sabitlenen hayvandan hizla peritonal makrofaj izolasyonu
yapildi. Bunun igin 6ncelikle abdominal boélgesi alkol ile dezenfekte edilip pens ve
makas yardimiyla derisi peritondan ayrildi. Periton igerisine 1,5 mL steril RPMI-1640
besiyeri enjekte edildi. Abdomenin 6n ve yan bolgelerine hafifce bastirilarak,
besiyerinin periton igerisinde dolasimi saglandiktan sonra besiyeri enjektor ile geri

alinarak peritonal makrofaj izolasyonu saglandi.

2,5 ml'lik enjektor icerisine fenol kirmizisi icermeyen RPMI 1640 ile izole edilen
besiyeri-hilicre karisimi santrifiij tliptine alindi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifij edilip
sipernatant atildiktan sonra pellet tizerine 5 mL fenol kirmizisi icermeyen %10 FBS
iceren RPMI 1640 eklendi ve slispanse edildi. Dipteki hiicre pelletinden makrofajlarin
sayimi yapilarak mililitredeki makrofaj sayisi hesaplandi. Sayimi yapilan makrofajlar

daha sonra Nitrik Oksit ve toksisite calismalari icin Kullanildi.

3.4.5 POX ve PAA’nin Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

Polimerlerin toksik etkileri Leishmania parazitleri igin konak hiicre olan makrofaj

hiicreleri ile L.infantum promastigotlarinda yapildi. Bu amagla hem primer fare periton
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makrofaj hiicreleri hemde J774 fare monosit/makrofaj hiicre hatti kullanildi. Daha 6nce
canhhg olgllen ve sayimi yapilan makrofaj hiicreleri diiztabanli 96 kuyuculu plaklara
ekildi. Yuzey kaplamasi tamamlandiktan sonra ortama farkl konsantrasyonlarda POX
ve PAA ilave edildi. Madde ile 48 saat inkiibasyonun ardindan 10 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanan MTT sollisyonundan her bir kuyucuga 10 ul eklendi ve
37°C’de 4 saat inkibe edildi. Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek
incelendi. MTT durdurucu soliisyondan 100 pl eklendi 30 dakika oda sicakliginda
beklenip formazan kristallerinin ¢6zindiglu kontrol edildi. Ayni islemler polimer
besiyeri etkilesimini kontrol etmek amaciyla, hiicre bulunmayan sadece besiyeri ilave
edilmis 96 kuyucuklu plaklarda da yapildi. Son olarak optik yogunlugu 6lgmek lGizere 96
kuyucuklu plagin kapagi acilarak 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina

yerlestirildi ve cihazin optik 6l¢lim sonuclari bilgisayar ortamindan alindi [263].

3.4.5.1 POX ve PAA’nIn Fare Periton Makrofajlari ve 1774 Hiicrelerindeki 48 Saatlik

Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

Periton makrofajlari ve J774 hiicreleri ml’de 100,000 olacak sekilde fenol red’siz RPMI
1640 (%10 FCS) besiyeri icersinde deneyde kullanilacak miktarda hazirlandi. Hazirlanan
hicre slspansiyonundan her kuyucuga 100 pl (10,000 hicre/kuyucuk) eklendi.
Kuyucuk sayisi polimerin her konsantrasyonu icin 4 kuyucuk olacak sekilde hesaplandi.
Hicrelerin dagiliminin esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, 37°C’lik CO,
etiiviine kaldinldi ve 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan 24 saat sonra hiicrelerin
ylzeyi kapladigi ve morfolojik olarak normal oldugu tespit edildikten sonra PAA
konsantrasyonu 2,5 pg/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250
pug/ml, 500 pg/ml ve 1000 pug/ml olacak sekilde eklendi. POX konsantrasyonu ise 5
ug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml,
6000 pg/ml ve 12000 pg/ml olacak sekilde eklendi.

Polimerler eklendikten sonra %5 CO, iceren etlivde 37°C de 48 saat inkiibasyona
birakildi. MTT sollisyonunun hazirlanmasi boliminde aciklandigi gibi hazirlanan 10
mg/ml MTT soltisyonundan her kuyucuga 10 pl eklendi ve 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Formazan kristalleri olusumu invert mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflari

cekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100 pul eklendi, formazan kristallerinin tamamen

62



¢6zuldigu mikroskobik olarak incelendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklenip ELIZA
cihaziile 570 nm dalga boyunda optik yogunluk 6l¢uldi [263].

3.4.5.2 POX ve PAA’nin MCAN/TR / 2005 / EP126 Promastigotlarina 48 Saatlik

Toksik Etkisinin MTT Yontemi ile incelenmesi

L.infantum promastigot kiltirli yapilan parazitler vyeterince c¢ogaldiklari ve
durumlarinin iyi oldugu invert mikroskopta incelendikten sonra, hiicre sayimi yapildi.
Suspanse kiltirden ml’de 300,000 parazit olacak sekilde mikropipet ile gekildi ve fenol
red’siz RPMI 1640 (%10 FCS) besiyeri icersinde diliie edilerek deneyde kullanilacak
miktarda hazirlandi. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan her kuyucuga 100 ul (30,000
hicre/kuyucuk) eklendi. Polimerin her konsantrasyonu icin 4 kuyucuk olacak sekilde
hesaplandi. Hicrelerin dagiliminin esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, PAA
1, 2.5, 5, 10 ve 15 mg/ml olacak sekilde eklendi. POX ise 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
pug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pug/ml, 2000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 pg/ml

olacak sekilde eklendi.

Kontrol grubu olarak hiicresiz besiyeri lizerine ayni konsantrasyonlardaki polimerler
ayni sekilde ilave edildi. Polimer eklendikten sonra hiicreli ve hiicresiz 6rnekler 27°C’'de
48 saat inklbe edildi. MTT sollsyonunun hazirlanmasi boliminde agiklandigi gibi
hazirlanan 10 mg/ml MTT soliisyonundan her kuyucuga 10 ul eklendi ve 27°C’'de 4 saat
inklibe edildi. Formazan kristalleri olusumu ve hareketlerinin aktifligi invert
mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflari cekildi. MTT durdurucu soliisyondan 100
ul eklendi, formazan kristallerinin tamamen ¢6zildigu mikroskobik olarak incelendi ve
30 dakika oda sicakhiginda beklenip ELIZA cihazi ile 570 nm dalga boyunda optik
yogunluk ol¢iildi [263].

3.4.6 Promastigotlarin PAA ve POX’a Maruz Tutuldiktan Sonra Taramali Elektron
Mikroskobunda (SEM) Ultrayapi Analizi

SEM analizleri Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik B&lim,
Nanobiyoteknoloji Laboratuvari sorumlusu Sayin Prof. Dr. Mustafa Culha’nin destegiyle
yaptmistir. Bu amagla daha once kiltarad yapilan MCAN/TR / 2005 / EP126

promastigotlari stasyoner faza geldiginde enfektiflik calismalari sonucu belirlenen
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polimer konsantrasyonlarina (5 mg PAA ve 12 mg POX) 1 saat maruz tutulduktan sonra
3 kez 3000 rpm’de 5 dakika PBS ile yikama yapilmistir. Yikama yapildikdiktan sonra
promastigotlar poly-L Lysine kapli lamlara yayildiktan sonra % 2,5 gluteraldehid icin 30
dakika fiske edilmisir. Distile suyla 3-5 defa yikama yapildiktan sonra dehidrasyon
protokoliine gecilmistir. Bu amacla %25-100 arasi etanol iceren ortamlarda Tabloda
belirtildigi gibi bekletilmistir. Dehidrasyon sonrasi lamlarin yiizeyi altin ile kaplandiktan

sonra SEM cihazinda analiz edilmistir.

Cizelge 3.3 SEM analizi 6ncesi hiicreleri hazirlama protokoli

Kimyasal Sicakhik Zaman Tekrarlama

Fiksasyon % 2.5 Gluteraldehit 0-4°C 30 dakika 1

(distile suda)
Yikama Distile su 0-4°C 5-10 dakika 3-5
o)

Dehidrasyon 0//05?3 etanoll 0-4°C 5 dakika 1

cV7(z) 7553'(3:0 I > dakika 1

‘;90_ 95 etanol > dakika 1

‘;/1(')0 € a”‘l) 5 dakika )

o100 etano 5-10 dakika

3.4.7 Promastigotlarin PAA ve POX’a Maruz Tutulduktan Sonra Enfektiflik

Ozelliklerinin incelenmesi

3.4.7.1 Makrofajlarin Enfekte Edilmesi

Makrofaj kaltirinin enfekte edilmesi amaciyla L.infantum (MCAN/TR / 2005 / EP126)
kullanildi. Makrofaj kiltlirini promastigot ile enfekte etmek icin 24 kuyucuklu kultir
plagi (TPP) kullanildi. Steril 12 mm capindaki yuvarlak steril lameller tek tek
kuyucuklara yerlestirildi. Thoma laminda makrofaj hiicrelerinin sayimi yapildi. Lamel
yerlestirilen kuyucuklara 5x10* hiicre olacak sekilde RPMI 1640 (%10 FCS) iceren hiicre
sispansiyonundan eklendi. Makrofajlarin lamellerin lzerine adhezyonu icin 24 saat
37°C de %5 CO; iceren etiivde inklibasyonu saglandi. Kultiri yapilan MCAN/TR / 2005
/ EP126 promastigotlari stasyoner faza geldiginde PAA (molekil agirhg 30,000 ve
100,000) konsantrasyonu 1, 2.5, 5 ve 10 mg/ml olacak sekilde 1, 2, 3 ve 24 saat

64



polimere maruz tutulduktan sonra 3 kez 3000 rpm’de 5 dakika PBS ile yikama
yapimistir. Yikama yapildikdiktan sonra 37°C de %5 CO, igceren etlivde inkiibasyona
birakilan 24 kuyucuklu kulttr plagindaki makrofajlar Gizerine hiicre basina 10
promastigot diisecek sekilde (5x10° parazit) promastigotlarin ekimi yapilmistir. Ayni
sekilde stasyoner fazdaki promastigotlar POX konsantrasyonu 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 ug/ml, 3000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 pg/ml
olacak sekilde 1, 2, 3 ve 24 saat polimere maruz tutulduktan sonra 37°C de %5 CO,
iceren etlivde inkiibasyona birakilan 24 kuyucuklu kiltlr plagindaki makrofajlar izerine
hiicre basina 10 promastigot disecek sekilde (5x10° parazit) promastigotlarin ekimi
yapilmigtir. Kontrol gruplari ise herhangi bir polimere maruz tutulmadan direk makrofaj

hicreleri Gzerine ekimi yapiimistir [263].

Makrofajlara verilen tiim promastigotlar %5 CO, iceren etlivde 37°C'de 4 saat sireyle
inklibe  edildikten sonra fagosite edilmeyen ekstraselliler promastigotlari
uzaklagtirmak icin 1 ml RPMI 1640 ile kuyular 3’er kez yikandi ve yeni hazirlanmis RPMI
1640 (%10 FCS) besiyerinden 1 ml ilave edildi. Deney ve kontrol grubunda bulunan
lameller 24. ve 48. saatlerde Giemsa boyanarak isik mikroskobunda (100x) enfektiflik
hesaplandi. 24. ve 48. saatlerde Giemsa boyama yapilmadan 6nce her konsantrasyon
ve gruptan alinan besiyeri 6rnekleri Nitrik Oksit 6lcimu icin ependorf tiplerinde -20

°C’de saklandi.

3.4.7.2 Enfekte Olmus Makrofajlarin Giemsa ile Boyanmasi

Enfekte makrofajlar 24 ve 48 saat 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkibasyona
birakildiktan sonra, 24 kuyucuklu kultir plagindaki besiyeri alindiktan sonra. Her kuyu
500 pl PBS ile bir kez yikandi. PBS bosaltildiktan sonra her kuyu 500 pl PBS-metanol
(1:1,5) solusyonu ile yikandi. PBS-metanol solusyonu bosaltildiktan sonra her kuyuya
250 pl metanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika beklendi. Metanol dokildiikten
sonra tekrar metanol ile yikama yapilir. Sonra lamel ylzeyini kaplayacak miktarda (200
ul) Giemsa eklendi. 24’lik kiltlr plagi hafifce sallanarak boyanin tiim ylzeye yayilmasi
saglandi. 3 dakika oda sicaklinda duran boya dokiildi. Boya dokiildiikten sonra 24’1k
kiltir plagl ¢esme suyu altinda yikandi. Daha onceden 24’luk kultir plagi igine

koydugumuz 12 mm’lik lameller cikarilarak, Giemsa ile boyanmis olan enfekte

65



makrofajlar 151k mikroskobunda x100 blylutmede immersiyon yagl (Applichem,

3w07849) ile gozlendi [263].

3.4.7.3 Enfektifligin Hesaplanmasi

Giemsa boyama ile elde edilen simirlerde toplam 200 makrofaj sayilarak, bunlarin
icinden kac tanesinin enfekte oldugu mikroskobik olarak belirlendi (ylizde enfektiflik).
Daha sonra makrofaj basina diisen ortalama amastigot sayisi hesaplandi. Son olarak
enfeksiyon indeksini (infection index) belirlemek igin ylzde enfektiflik sayisi ile
makrofaj basina diisen ortalama amastigot sayisi carpilarak enfeksiyon indeksi
hesaplandi. Enfeksiyon indeksi, amastigot-makrofaj kdiltirlerinde, parazitlerin

virulanshigini belirlemek igin oldukga 6nemli bir degerdir [263].

3.4.8 PAA ve POX’a Maruz Tutulan Promastigotlarin Makrofaj Kiiltiirlinde Nitrik

Oksit Uretimine Etkisi

Promastigotlar PAA ve POX’a maruz tutulduktan sonra makrofajlarda 24. ve 48.
saatlerdeki enfektiflik 6l¢iminden oOnce sipernatantlar Nitrik Oksit Olgimi igin
toplanmisti. Genel olarak hiicre kiltirlerindeki besiyerinde Nitrik Oksit 6lcim Griess
Reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak yapilmaktadir. Griess Reaksiyonu iki adimda
gercgeklesir ilk adimda Nitrik, Sulfanilamid ile reaksiyona girerek diazonyum iyonuna
dontsdr. Olusan bu iyonlarda N-(1-Naphthyl)Ethylenediamine ile baglanarak

kromoforik azo tirevlerine donustr. Son olarakta 540/550 nm de okuma yapilr [263].

3.4.8.1 Griess Reaktifi’nin Hazirlanmasi:
e 20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklenir

e Bu c¢oOzeltiye sirasiyla 0,1 g N-(1-Naphthyl)Ethylenediamine ve 1 g Sulfanilamide

eklenerek karistiricida ¢éziinmesi saglanir.

e Son olarak ¢ozelti distile su ile 100 ml ye tamamlanir.
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3.4.8.2 Standartlarin Hazirlanmasi:

e 10 ml distile su icinde 0, 345 g Sodium Nitrike 500uM olacak sekilde

¢ozulir.(stok)
e Daha sonra asagidaki tabloya gore standart ayarlanir.

e Distile su yerine besiyeri kullanilir.

Standart Nitrat Besiyeri Transfer Transfer
Konsantrasyonu Hacmi Hacmi (ml) Kaynagi
(uMm) (ml)

S7 100.0 4.0 1.0 Stok
S6 50.0 1.0 1.0 S7
S3 25.0 1.0 1.0 S6
sS4 10.0 1.5 1.0 S5
S3 5.0 1.0 1.0 S4
S2 1.0 4.0 1.0 S3
S1 0.5 1.0 1.0 S2
SO 0 1.0 - i,

Standartlar hazirlandiktan sonra, standartlardan ve NO o6lcimi yapilacak kaltir
ortamindan 50 pl alinarak 96’lik plate eklenir. Bu 6rneklerin Gzerine 50 ul Griess

reaktifi eklenerek oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyon yapilir.

67



Cizelge 3.4 Orneklerin Plate Uzerindeki Yerlesimi
1 2 3 4 5 6 7 S 9 10 11 12
A SO SO Ul Ul U9 U9 Ul7 Ul7 U25 U25 U33 U33

B S1 S1 U2 U2 U10 Ul10 U18 U18 U26 U26 U34 U34
C S2 S2 us3 U3 U1l U1l U19 U19 U27 U27 U35 U35
D S3 | S3 u4 U4 U12 U12 U20 U20 U28 U28 U36 U36
E S4 5S4 us U5 U13 U13 U21 U21 U29 U29 U37 U37
F S5 'S5 U6 U6 Ul4 Ul4 U22 U22 U30 U30 U38 U3S
G S6 S6 uz U7 U15 U15 U23 U23 U31 U31 U39 U39

H S7 ' S7 U8 U8 |Ul6 | Ul6 U24 U24 | U32 U32 U40 | U40

Son olarak 540 nm’de absorbans alinir. Standartlar Gzerinden nmol/ml biriminden NO

miktari belirlenir.

3.4.9 PAA ve POX’un Antileishmanial Etkisinin Amastigot-Makrofaj Kiiltiiriinde

incelenmesi

Daha once yapilan g¢alismalarda polimerlerin makrofajlar ve L.infantum (zerindeki
toksik etkisi ile polimerlere maruz kalan parazitlerin enfektiflik 6zellikleri incelenmisti.
Cahsmanin bu boliminde ise 6zellikle ilag ve direnglilik ¢alismalarinda antileishmanial
etkinin en 6nemli kriterlerinden biri olan amastigot-makrofaj kiltlrlerinde polimerlerin
etkisinin incelenmesi olacaktir. Bu amacla ilk asamada amastigot-makrofaj kiiltlirti elde
edildi. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda PAA ve POX verilerek pozitif kontrol
olarak Leishmania tedavisinde 6nemli bir ila¢ olan Glucantim’e gore etkisi incelendi.
Polimerlerin amastigot-makrofaj kiiltlirinde antileishmanial etkisini belirlemek
amaciyla 3 farkl yontem kullanildi. 3 yontemde de ilk adimda amstigot-makrofaj
kiltlrinidn elde edilmesi gerekmektedir.Bu yontemlerden biri olan Giemsa boyama ile

enfektifligin belirlenmesi daha 6nce agiklanmistir.
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3.4.9.1 Amastigot-Makrofaj Kiiltiiriiniin Elde edilmesi

Makrofaj kultirlini promastigot ile enfekte etmek igcin 24 kuyucuklu kiltir plag
kullanildi. Steril 12 mm g¢apindaki yuvarlak steril lameller tek tek kuyucuklara
yerlestirildi. Thoma laminda makrofaj hiicrelerinin sayimi yapildi. Lamel yerlestirilen
kuyucuklara 5x10* hicre olacak sekilde RPMI 1640 (%10 FCS) iceren hiicre
suspansiyonundan eklendi. Makrofajlarin lamellerin lzerine adhezyonu igin 24 saat
37°C de %5 CO, iceren etlivde inklibasyonu saglandi. 37°C de %5 CO, iceren etiivde
inklibasyona birakilan 24 kuyucuklu kiltir plagindaki makrofajlar tizerine hiicre basina
10 promastigot disecek sekilde (5x10° parazit) Stasyoner fazdaki promastigotlarin
ekimi yapilmistir. Makrofajlara verilen tiim promastigotlar %5 CO, igeren etlivde
37°C'de 4 saat silreyle inklibe edildikten sonra fagosite edilmeyen ekstraselliler
promastigotlari uzaklastirmak icin 1 ml RPMI 1640 ile kuyular 3’er kez yikandi ve yeni
hazirlanmis RPMI 1640 (%10 FCS) besiyerinden 1 ml ilave edildi. Boylece

antileishmanial calismalar icin amastigot-makrofaj kiltiiri elde edilmis oldu.

3.4.9.2 PAA ve POX’un Antileishmanial Etkisinin Amastigot-Makrofaj Kiiltiiriinde

MTT Yontemiyle Belirlenmesi

MTT yontemiyle daha ©6nce makrofaj ve promastigotlardaki toksisite calismalari
yapilmistir. Amastigot kiltliriinde ise parazitler hiicre iginde oldugu icin makrofajlarin
lizise ugratilarak hiicre disina salinmasi gerekmektedir. Bu ylzden protokol olarak
normal MTT yontemine gére fakliliklar icermektedir. Bu amacgla daha o6nce elde
ettigimiz amastigot-makrofaj kiiltirlerine 150, 300, 600 ve 1000 pg/ml olacak sekilde
Glucantime, 25, 50, 250, 500 pg/ml olacak sekilde PAA son olarak 150, 300, 750, 1500,
3000, 6000 v3 12000 pg/ml olacak sekilde POX eklenmistir. PAA, POX ve Glucantime
eklendikten 24 ve 48 saat sonra amastigot canliigini dlgmek amaciyla MTT yapilmistir.
Oncelikle 24. ve 48. saatlerde enfekte makrofajlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra 200
pl serumsuz RPMI-1640 besiyerinde hazirlanmis %0,01 sodyum dodesil silfat (SDS) ile
lizise ugratilir. Lizis islemi yaklasik 10-15 dakika sirer ve inverted mikroskoptan lizis
kontroli yapilir. Hicreici amastigotlar serbest kaldiktan sonra (zerlerine 800 ul
serumsuz RPMI-1640 eklenir ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra

sipernatant uzaklastirilir. Bu islemden sonra amastigot pelleti 100 ul fenolred’siz
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besiyeri ile slispanse edilip 96’lik plate’e eklenir [265]. MTT sollsyonunun hazirlanmasi
boliminde agiklandigi gibi hazirlanan 10 mg/ml MTT sollisyonundan her kuyucuga 10
ul eklendi ve 37°C'de 4 saat inklbe edildi. Formazan kristalleri olusumu ve
hareketlerinin aktifligi invert mikroskopla tek tek incelendi ve fotograflari ¢ekildi. MTT
durdurucu sollisyondan 100 ul eklendi, formazan kristallerinin tamamen ¢ozildigu
mikroskobik olarak incelendi ve 30 dakika oda sicakliginda beklenip ELIZA cihazi ile 570
nm dalga boyunda optik yogunluk 6lguldi. Ayrica lizis dncesi enfekte makrofajlar PBS

ile yikkanmadan 6nce besiyeri Nitrik Oksit 6l¢tim icin ayrilmistir.

3.4.9.3 PAA ve POXun Antileishmanial Etkisinin Amastigot-Promastigot

Doniisiimiine Gore Belirlenmesi

Bu amacla daha once elde ettigimiz amastigot-makrofaj kilttrlerine 150, 300, 600 ve
1000 pg/ml olacak sekilde Glucantime, 25, 50, 250, 500 pug/ml olacak sekilde PAA son
olarak 150, 300, 750, 1500, 3000, 6000 ve 12000 pg/ml olacak sekilde POX eklenmistir.
PAA, POX ve Glucantime eklendikten 24 ve 48 saat sonra kiltlr ortami 3 kez PBS ile
yikandiktan sonra 1 ml RPMI-1640 + %5 FBS iceren besiyeri eklenerek 24°lik plate’ler
promastigotlarin kltiir sicakhgl olan 25 °C'lik sogutmali etlive alinmistir. Boylece bu
ortamda 48 saat icinde canli kalan amastigotlar hareketli promastigot formuna
donistikten sonra MTT yontemiyle canlilik dl¢lilmUistiir. Bunun icin 6nce besiyeri steril
farkli bir ortama alinarak serbest haldeki promastigotlar ayrildi. Daha sonra daha 6nce
belirtilen lizis protokol uygulanarak makrofaj icinde promastigota donisen fakat
makrofajdan c¢ikamayan hiicrelerin izolasyonu yapildi. Birlestirilen kiltlr yikama
yapildiktan sonra MTT protokoll uygulanarak canlilik testi tamamlandi. Ayrica kontrol,
Glucantim, PAA ve POX ‘un tim konsantrasyonlarinda amastigottan hareketli

promastigotlara donisen kultirlerin video kaydi yapildi.
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3.5 IN VIVO HAYVAN CALISMALARI

3.5.1 Cesitli Asi Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Gahsmalarda PAA ve POX'un in vitro enfektiflik sonuglarina dayanarak, PAA ve POX’tan

iki tip asi aday! hazirlanmistir.

Birinci tip asi adayi: Stasyoner fazdaki L.infantum promastigotlari sayilarak, 1x10°
olacak sekilde 5 mg/ml PAA iceren RPMI-1640 besiyerinde bir saat tutulduktan sonra
3 kez PBS ile yikanmistir. Son hacim 100 pl olacak sekilde ayarlanmistir.

ikinci tip asi adayr: Stasyoner fazdaki L.infantum promastigotlari sayilarak, 1x10°
olacak sekilde 12 mg/ml POX iceren RPMI-1640 besiyerinde bir saat tutulduktan sonra
3 kez PBS ile yikanmistir. Son hacim 100 pl olacak sekilde ayarlanmistir.

Kontrol Grubu: Bu gruptaki farelere ilk asamada sadece 100 pl PBS verilmistir.

3.5.2 PAA ve POX’a Maruz Kalmis Promastigotlarin Balb/C Farelere Enjekte

Edilmesi

Calismanin  etik  kurul onayr ile birlikte c¢alismada kullanilacak fareler
Bezmialem Vakif UniversitesiArastirma Merkezi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan
temin edilmis ve yapilmistir. Deneylerde 20-25 gram agirlinda 6-8 haftalik disi Balb/C
tira fareler kullanilmistir. Enjekte edilecek asi formilasyonlari daha 6nce anlatildigl
gibi 0,1 mL hacimde PBS igerisinde hazirlandi. Hazirlanan asi formilasyonlari eter
anestezisi altindaki farelerin periton bodlgesine, intraperitonel olarak enjekte edildi.
Deney gruplarina gore ayrilan kafesler farelerin uygun yasam kosullari saglanan
odalarda birakildi. Enjeksiyonu takiben, Leishmania’ya karsi antikor olusumlari

incelenmek UGizere her hafta farelerden serum ornekleri alindi.

3.5.3 BALB/C Farelerden Serum Orneklerinin Alinmasi

Kan ornekleri, eter anestezisi altindaki farelerin kuyruk bolgesinden alindi. Alkolle
silinen kuyrugun ug kismindan yaklasik 1 cm uzunlukta kesim yapildi. Kuyruk kismindan

ctkan yaklasik 30-50 pl hacmindeki kan, otomatik pipet yardimiyla alinarak
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antikoagulan olarak EDTA iceren ependorf tiipler igerisine konuldu. Tim hayvanlardan
kan alimini takiben, tipler 5000 devirde 5 dakika santriflij edilerek serumlari ayrildi.
Serumlar baska ependorf tliplerine alinarak ELISA yontemi ile analiz edilinceye kadar -

202C’'de saklandi.

Farelerden kan alma islemi 10 hafta boyunca devam ettirildi. ikinci haftadan itibaren
kuyrukta kan alinan kuyruk bdlgesinin yaklasik yarim cm altindan tekrar kesim

yapilarak kan érnekleri alinmaya devam edildi.

3.5.4 ELISA Yéntemi ile Serumdaki immiinoglobulin Miktarlarinin Tayini

PAA ve POX'a maruz kalmis stasyoner fazdaki Leishmania promastigotlarina karsi fare
serumunda olusan antikorlarin ELISA yontemiyle tayin edilmesi igin parazitin ¢oézinur

antijenleri kullanildi.

3.5.4.1 Antijen Hazirlama

Kaltarlg yapilan L.infantum promastigotlari 6nceden belirlenen protokole goére
kiiltirin 4. ve 5. glinlerinde stasyoner faza gelmektedir. Bu nedenle stasyoner faza
gelen parazitler sayim yapildiktan sonra 3000 rpm’de 5 dakika santrifij edilir ve steril
PBS'de vyikanir ve distile su ile 1:40 oraninda sispanse edilir. Cozlnir antijen
hazirlamak amaciyla dondurma-¢oézdiirme yontemi kullanildi. Dondurma islemi sivi
azot icinde hizli bir sekilde dondurmak icin bekleterek, ¢6zme islemi ise 37°C’lik su
banyosunda yapildi. Dondurma-¢ézdirme islemi en az 3 kez tekrarlandiktan sonra
¢O0ziinmeyen kisimlarin ayrilmasi icin 10.000 rpm’de 15 dakika santriflj edilir ve

sipernatant antijen olarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklanir.

3.5.4.2 ELISA Plate’lerin Tam Parazit Antijeni ile Kaplanmasi

Daha 6nce hazirlanan ¢ozinir antijenlerdeki protein miktari spektrofotometrik olarak
belirlendi. Seyreltilen protein ¢ozeltisinin 280nm (A280) ve 260nm (A260) dalga

boylarindaki absorbanslari 6l¢iill. Protein miktarinin belirlenmesinde asagidaki formil

kullanildr:

Protein derisimi (mg/ml): (1.5x Azgo -0.75x A,¢0)x sulandirim katsayisi
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Sulandirma katsayisi: Olciim icin yapilan sulandirma katsayisi
Ajg0: Protein ¢ozeltisinin 280 nm dalga boyunda gosterdigi absorbans degeri
Aze0: Protein ¢ozeltisinin 260 nm dalga boyunda gosterdigi absorbans degeri

Protein miktari spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra 0,05 M karbonat
kaplama sollisyonu (coating buffer) (pH: 9,6) icinde antijen dillisyonlari hazirlanir. Her
kuyuya 1ug/100 ul olacak sekilde antijen eklenir ve kaplamanin olmasi i¢in bir gece +4
°C’'de inkUibasyona birakilir. Bir gece inkiibasyondan sonra plate’ler PBS /Tween20 ile 3
defa yikanir. Kaplama solusyonu icine %2 olacak sekilde eklenen sit tozu eklenerek
hazirlanan solusyondan plate’lere 100 pl eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edilir. Siit
totunun eklenme amaci plate’lerde antijen kaplanmayan bos yerlerin doldurulmasidir.

Sut tozu ile bir saat inkiibasyondan sonra plate’ler 3 kez PBS/Tween 20 ile yikanir.

3.5.4.3 Plate’lere Fare Serum Orneklerinin Eklenmesi

10 hafta boyunca farelerden alinan serum o6rnekleri 1:100 oraninda seyreltilir.
Seyreltme c¢ozeltisi olarak daha once hazirlanan %2lik sut tozu ile PBS/Tween20
kullanildi. Negatif-Pozitik kontrol gruplari ve deney gruplarindan seyreltilen serumlar
kuyulara 100 ul olacak sekilde eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyondan sonra plate’ler 3
kez PBS/Tween 20 ile yikanir. Bu asamada Leishmania ¢ozinlr antijenlerine karsi

olusan antikorlarin, daha 6nceden kaplanan antijenlere baglanmasi gerceklestirildi.

3.5.4.4 Enzim Bagli Anti-Mouse IgG (Fc) Antikorlarinin Eklenmesi

Alkelin fosfataz (AP) konjuge 1gG monoklonal antikorlari 1/2000 oraninda
PBS/Tween20 ile sulandirilarak her kuyuya 100ul eklenir. Bir saat 37°C'de oda
sicakliginda inklbe edilir. 37°C'de bir saat inklibasyondan sonra plate’ler 5 kez

PBS/Tween 20 ile yikanir [266].

3.5.4.5 Substrat Eklenmesi ve ELISA Cihazinda Okuma

Plaklarin inkiibasyonu ve yikamasini takiben, substrat ¢ozeltisinden (Paranitrofenil)

100 pL eklendi ve 45 dakika oda sicakhginda karanlik ortamda inkiibe edildi. ELISA
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Olclimlerinin sonuclari, ELISA okuyucu cihazinda 405 nm dalga boyunda okuma

yapilarak tespit edildi.

3.5.5 Deney Hayvanlarinin PAA ve POX'a Maruz Kalmis Parazitlerde

immiinizasyonundan Sonra Leishmania Parazitleriyle Enfekte Edilmesi

3.5.5.1 immiinize Edilen Farelerin L.infantum Parazitleri ile Efekte Edilmesi

PAA ve POX’a maruz kalmis fareler 4 hafta boyunca immiinize edildi. Polimerlere
maruz kalmis parazitlerin asi olarak koruyucu etkisinin olup olmadigini anlamak igin,
kontrol ve immiinize fareler 1 x 10’ L.infantum promastigotlari ile farelerin karin
bolgesinde deri altina enjeksiyon yapilarak, enfekte edildi. Daha sonra farkli

parazitolojik ve immunolojik calismalar icin enfekte edilen fareler incelendi.

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

Parazit Varliginin ve Miktarinin Tespit Edilmesi

Deneylerde polimerlere maruz kalmis canh parazit kullanildigindan, immiinizasyon ve
enfeksiyon siresince fare kaninda parazit olup olmadigini belirlemek amaciyla oldukga
duyarh bir yéntem olan Mikrokiltiir Yontemi ve Giemsa Boyama ile incelenmistir.
Tim fare gruplarindan alinan kan 6rneklerinden 10 ul alinarak alkolle (Riedel, 32221)
temizlenmis lam (Metzel gloser) Uzerine yayma yapildi. Lam {Uzerindeki 6rnek
kurutuldu ve metanol (Merck,106009) ile 5 dakika oda sicakhginda fikse edildi. Simir
kurutuldu ve 1:10 oraninda sulandirilmis Giemsa boyasinda (Merck, 109204) 25 dakika
oda sicakliginda boyama islemi gerceklestirildi. Giemsa ile boyanmis 6rnekler cesme
suyu ile yikandi, kurutuldu. Son olarak 15tk mikroskobunda (100x) immersiyon yagi
kullanilarak incelendi. Giemsa boyama ile parazit varliginin degerlendirilmesi Cizelge

3.3’e gore yapildu.

Mikrokiltir yénteminde ise antikoagtilan (EDTA) madde bulunan tiplere alinan 100 pl
kan 6rnegi kapiller bir tlipe aktarilarak 3000 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Serum
bulunan Ust fazi ile eritrositlerin bulunan alt faz arasinda kalan buffy coat tabakasi 10
pL’lik mikropipet yardimi ile alindi. %15 FBS iceren RPMI 1640 besiyerine alinan érnek,

mikrokapiler tliplere aktarildi. Kapiler tiplerin kenarlari mum yardimi ile kapatilarak 27
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oC'ye ayarlanmis sogutmal etlive kaldinldi. 24 saatlik inkiibasyonu takiben

mikrokapiler tipler inverted mikroskopta incelendi.

Gizelge 3.5 Giemsa ve Mikrokiltir yontemi ile fare periferik kaninda parazitlerin
degerlendirilmesi

Leishmania amastigotlarinin smearde Leishmania promastigotlarinin
derecelendirilmesi Mikrokultirde derecelendirilmesi
Derece Ortalama parazit yogunlugu Derece Ortalama parazit yogunlugu
6+ >100 parazit/ bir alanda 6+ >100 parazit/ tiim alanda
5+ 10-100 parazit/ bir alanda 5. 51-100 parazit/ tim alanda
4+ 1-10 parazit/ bir alanda 4+ 26-50 parazit/ tiim alanda
3+ 1- 10 parazit/ bir alanda 3+ 11-25 parazit/ tiim alanda
2+ 1- 10 parazit/ 100 alanda 24 6-10 parazit/ tim alanda
1+ 1- 10 parazit/ 1.000 alanda 1+ 1-5 parazit/ tiim alanda
0 0 parazit/ 1.000 alanda 0 0 parazit/ tim alanda

3.5.7 Farelerin Sakrifiye Edilmesi ve Organlarinin Ayrilmasi

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

izolasyonu saglandi.

Daha sonra karaciger ve dalak izolasyonu icin periton kesildi. Organlarin hizla ve

travmatize etmeksizin steril olarak tartimlari yapildi. Dalaktan IL-2,IL-4, IL-10 ve INF-y
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miktarini belirlemek amaciyla lenfosit izolasyonu yapildi. izole edilen lenfositler
antijenle uyarilarak kiltir ortamina salgilanan sitokinleri belirlemek amaciyla
sipernatantlar toplandi ve -20 °C'de saklandi. Ayrica dalak ve karacigerden ise

Leishman-Donavan Unit’in (LDU) hesplanmasi igin smear hazirlandi.

3.5.8 Peritonal Makrofaj Hiicrelerinin izolasyonu ve Leishmania Promastigotlari ile

In Vitro Enfeksiyonu

Fareden 2,5 ml’lik enjektor igerisine fenol kirmizisi icermeyen RPMI 1640 ile izole
edilen besiyeri-hiicre karisimi santriflij tliptiine alindi. 1000 rpm’de 5 dakika santrif(j
edilip siipernatant atilir pellet tzerine 5 mL fenol kirmizisi igermeyen %10 FBS iceren
RPMI 1640 eklendi ve stispanse edildi. Hicre stispansiyonu 25 em?lik kiltir flaskina

alinir ve % 5 CO; igeren 37° C'lik etlivde inklibasyona birakildi.

Siringa ile periton icinden izole edilen makrofajlar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Slpernatant uzaklastirildi ve dipteki hiicre pelletinden makrofajlarin sayimi yapilarak

mililitredeki makrofaj sayisi hesaplandi.

Periton makrofajlarini Leishmania donovani promastigotlari ile enfekte etmek igin 24
kuyucuklu kilttr plagi (TPP) kullanildi. Steril 12 mm capindaki yuvarlak lameller tek tek
kuyulara yerlestirildi. Daha 6nce Thoma laminda sayimi yapilan hicreler lamel
yerlestirilen kuyulara 5x10* hiicre olacak sekilde RPMI 1640 (%10 FBS) igeren hiicre
sispansiyonundan eklendi. Makrofajlarin lamellerin Gzerine tutunmasi icin 24 saat

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

24 saat 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkiibasyona birakilan 24 kuyucuklu kaltar
plagindaki makrofajlar tGzerine hiicre basina 10 promastigot diisecek sekilde (5x10°
parazit) inokile edildi. Hazirladigimiz plate %5 CO, iceren etlivde 37°C’de 4 saat sireyle
inklibe edilerek makrofajlarin enfekte olmasi saglandi. Daha sonra ekstraselliler
promastigotlari uzaklastirmak icin 1 mL RPMI 1640 ile kuyular tcer kez yikandi ve yeni
hazirlanmis RPMI 1640 (%10 FBS) besiyerinden 1 ml ilave edildi. Deney ve kontrol
grubunda bulunan lameller 48. saatte Giemsa boyanarak isik mikroskobunda (100x)

enfeksiyon ideksi hesaplandi.
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3.5.8.1 Enfekte Olmus Periton Makrofajlarin Giemsa ile Boyanmasi

Enfekte makrofajlar 48 saat 37°C de %5 CO, iceren etlivde inkiibasyona birakildiktan
sonra 24 kuyucuklu kiltlir plagindaki besiyeri dokildi. Her kuyu 500 L PBS ile bir kez
yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra her kuyu 500 puL PBS-metanol (1:1,5) solusyonu ile
yikandi. PBS-metanol sollisyonu uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 250 puL metanol
eklendi ve oda sicakhginda 10 dakika beklendi. Metanol uzaklastirildiktan sonra tekrar
metanol ile yikama yapildi. Daha sonra hiicre yizeyini 6rtecek miktarda (200 uL)
Giemsa eklendi. 3 dakika oda sicaklinda duran boya uzaklastirildi. Boya
uzaklastirildiktan sonra 24’lik kiltir plagl cesme suyu altinda yikandi. Daha dnceden
241Uk kaltur plagi igine ekledigimiz 12 mm’lik lameller gikarilarak, Giemsa ile boyanmis
olan enfekte makrofajlar 1sitk mikroskobunda x100 bilyitmede immersiyon yagi

(Applichem, 3w07849) ile gozlendi [151].

3.5.8.2 Enfektifligin Hesaplanmasi

Giemsa boyama ile elde edilen simirlerde toplam 200 makrofaj iginden kag¢ tanesinin
enfekte oldugu belirlendi (ylzde enfektiflik). Daha sonra toplam amastigot sayisi
belirlendi. Boylece ortalama bir makrofaja diisen amastigot sayisi hesplandi. Son olarak
enfeksiyon indeksini (infection index) belirlemek igin ylzde enfektiflik sayisi ile
ortalama amastigot sayisi ¢arpildi. Sonuglar kontrole gére enfeksiyon indeksindeki (Ei)

disls ylzdesine gore degerlendirildi [151].

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

3.5.9 Karaciger ve Dalaktan Simir Hazirlanmasi ve Enfeksiyonun Degerlendirilmesi

Sakrifiye edilen her hayvanin dalak ve karacigeri alinip tartildi. Dalak ve karacigerin
kesilen parcalari RPMI 1640 (pH: 7,2) icinde yikandi ve kesik kisimlari lam (izerine
surilerek simir hazirlandi. Simir 6rnekleri metanolde fikse edilip Giemsa ile boyandi.

Simirler immersiyon yagi ile mikroskobik (100x) olarak incelendi. Her lam igin toplam
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200 hicre incelendi ve hiicrelerin igindeki parazitler sayildi. Parazit yikiu Leishman-

Donovan Units (LDU) kullanilarak asagidaki formiile goére hesaplandi [151]:

Amastigot sayisi . o
LDU = — - ————x Milligram Cinsinden Organ Agirhig
Karaciger hiicre cekirdegi

DU Amastigot sayis1 Milli Cinsinden O Asirhs
= X Milligram Cinsinden Organ Agirhg
Dalak hiicre cekirdegi & ean ASe

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

immunize Grubunun LDU Degeri
%LDU _ 409 —( = X 00)

Diisiisii Kontrol Grubunun LDU Degeri

3.5.10 Gecikmis Tip Asiniduyarlilik (DTH) Testi

Enfeksiyon sonrasi farelerin kesiminden iki giin 6nce, tim farelerin sag ayaklarina 50 pl
PBS sol ayaklarina ise 50 pl’de 40 pg olacak sekilde Leishmanin (parazit antijeni) deri
altina enjekte edildi. Leishmania promastigot pelleti, 5 ml %0,5 fenol icinde 10 dakika
bekletildi. Fenoll uzaklastirmak icin PBS ile 3 kez yikama yapildi. Parazitler dondurma
¢Ozdiirme yontemiyle lizize ugratildiktan sonra spektrofotometrik olarak protein
miktari belirlendi. Farelere antijen enjeksiyonu yapildiktan 48 saat sonra, arka sag ve
sol ayaklarinini kalinhgi elektronik kumpas ile 6lctldi. DTH yaniti asagidaki formiile

gore degerlendirildi [151];

x 100

(Sol Ayak Kalinlig1 - Sag Ayak Kalinligi)
' Sag Ayak Kalinlig
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3.5.11 Agi Tarafindan indiiklenen Sitokin Uretiminin Belirlenmesi

Tim fare gruplarinin dalaklarindan izole edilen lenfositler Thoma laminda sayildiktan
sonra 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 24 kuyulu plate’re RPMI-1640 %5 FBS iceren
ortama ekildi. Kiltlir ortaminda her fare igin antijenle uyarilmis ve uyarilmamis olmak
Uzere iki grup olusturuldu. Uyarilmis olan gruplara 50 ug antijen verilirken diger
gruplara sade PBS verildi. Daha sonra %5 CO, iceren etiivde 37°C'de 72 saat slreyle

inklbe edildikten sonra stipernatant alinip sitokin dlgimi igin -20°C’ye kaldirildi [151].

3.5.11.1 interlokin 2 (IL-2) Uretiminin ELISA Yéntemi ile Belirlenmesi

Kaplama Antikorunun (Capture Antibody) Hazirlanmasi: 180 pg/mL sican anti-mouse
IL-2 1.0 mL PBS ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 180 pg/mlL’lik stoktan 1

ug/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan PBS iginde hazirlanir.

Belirleyici Antikorun (Detection Antibody) Hazirlanmasi: 72 pg/mL biyotin bagh goat
anti-mouse IL-2 1.0 mL Reagent Diluent ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 72
ug/mL’lik stoktan 400 ng/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan Reagent

Diluent icinde hazirlanir.

Standardin Hazirlanmasi: 100 ng/mL rekombinant fare IL-2 olacak sekilde ticari alinan
tip 0,5 ml Reagent Diluent ile sulandirihr. 15 dakika yavasc¢a c¢alkalandiktan sonra
3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, ve 800 pg/mL olacak sekilde Reagent

Diluent ile seri sulandirmalar yapilarak standart hazirlanir.

IL-2 igin ELISA Plate’in Hazirlanmasi

Kaplama antikoru ile hazirlanan calisma solusyonundan 96’lik ELISA plate’ine 100 pl
eklenerek bir gece oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Kaplama antikoru ELISA
plate’in ylzeyini kapladiktan sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha
sonra her kuyucuga 300 ul bloklama tamponu eklenerek en az bir saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikanir bdylece

plate drnek eklemeye hazirdir.

IL-2 i¢in Ornek ve Standartlarin Eklenerek Ol¢iimiin Yapilmasi
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Daha oOnce fare dalak orneklerinden izole edilen lenfosit kiltirinden alinan
sipernatant 6rnekleri ile hazirlanan standartlardan 100 ul alinarak IL-2 igin hazirlanmis
plate’lere eklenerek 2 saat oda sicakhginda inklibasyona birakilir. Bu islemden sonra 3
kez yilkama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra her kuyuya 100 pl Biotin bagh
belirleyici antikor eklenir. Bu islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama
yapilir. Daha sonra Streptavidin-HRP solusyonundan 100 pl eklenerek Biotin-
Streptavidin baglanmasi icin 20 dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu
islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra 100 pl substrat
solusyonu eklenerek dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu asamadan
sonra enzim substrat reaksiyonunu durdurmak i¢in 50 pl durdurma solusyonu eklenir
ve yavasca karistirilir. Son olarak optik yogunlugu 6lgmek lizere 96 kuyucuklu plagin
kapagi acilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin

optik 6l¢lim sonuglari bilgisayar ortamindan alindi.

3.5.11.2 interferon-y (IFN-y) Uretiminin ELISA Yéntemi ile Belirlenmesi

Kaplama Antikorunun (Capture Antibody) Hazirlanmasi: 720 pg/mL sican anti-mouse
IFN-y 1.0 mL PBS ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 720 ug/mL’lik stoktan 4

ug/mL olacak sekilde tastyici protein kullanmadan PBS iginde hazirlanir.

Belirleyici Antikorun (Detection Antibody) Hazirlanmasi: 18 pg/mL biyotin bagh goat
anti-mouse IFN-y 1.0 mL Reagent Diluent ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise
18 pg/mlL’lik stoktan 100 ng/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan Reagent

Diluent iginde hazirlanir.

Standardin Hazirlanmasi: 205 ng/mL rekombinant fare IFN-y olacak sekilde ticari
alinan tip 0,5 ml Reagent Diluent ile sulandirihr. 15 dakika yavasca calkalandiktan
sonra 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, ve 800 pg/mL olacak sekilde Reagent

Diluent ile seri sulandirmalar yapilarak standart hazirlanir.

IFN-y igin ELISA Plate’in Hazirlanmasi

Kaplama antikoru ile hazirlanan calisma solusyonundan 96’lik ELISA plate’ine 100 pl

eklenerek bir gece oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Kaplama antikoru ELISA
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plate’in ylzeyini kapladiktan sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha
sonra her kuyucuga 300 pl bloklama tamponu eklenerek en az bir saat oda sicakhginda
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikanir boylece

plate 6rnek eklemeye hazirdir.

IFN-y i¢in Ornek ve Standartlarin Eklenerek Olgiimiin Yapilmasi

Daha oOnce fare dalak orneklerinden izole edilen lenfosit kiltiriinden alinan
supernatant ornekleri ile hazirlanan standartlardan 100 pl alinarak IFN-y igin
hazirlanmis plate’lere eklenerek 2 saat oda sicakliginda inkibasyona birakilir. Bu
islemden sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra her kuyuya 100 pl
Biotin bagh belirleyici antikor eklenir. Bu islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile
yikama yapilir. Daha sonra Streptavidin-HRP solusyonundan 100 pl eklenerek Biotin-
Streptavidin baglanmasi icin 20 dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu
islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra 100 pl substrat
solusyonu eklenerek dakika i1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu asamadan
sonra enzim substrat reaksiyonunu durdurmak i¢in 50 pl durdurma solusyonu eklenir
ve yavasca karistirilir. Son olarak optik yogunlugu olgmek Gzere 96 kuyucuklu plagin
kapagi acilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin

optik 6l¢lim sonuglari bilgisayar ortamindan alindi.

3.5.11.3 interlékin 4 (IL-4) Uretiminin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Kaplama Antikorunun (Capture Antibody) Hazirlanmasi: 720 pg/mL sican anti-mouse
IL-4 1.0 mL PBS ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 720 pg/mL’lik stoktan 4

ug/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan PBS iginde hazirlanir.

Belirleyici Antikorun (Detection Antibody) Hazirlanmasi: 108 pug/mL biyotin bagh goat
anti-mouse IL-4 1.0 mL Reagent Diluent ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 108
ug/mL’lik stoktan 600 ng/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan Reagent

Diluent icinde hazirlanir.

Standardin Hazirlanmasi: 180 ng/mL rekombinant fare IL-4 olacak sekilde ticari alinan

tip 0,5 ml Reagent Diluent ile sulandirilir. 15 dakika yavasca calkalandiktan sonra
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3,125,6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, ve 800 pg/mL olacak sekilde Reagent

Diluent ile seri sulandirmalar yapilarak standart hazirlanir.

IL-4 igin ELISA Plate’in Hazirlanmasi

Kaplama antikoru ile hazirlanan ¢alisma solusyonundan 96’lik ELISA plate’ine 100 ul
eklenerek bir gece oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Kaplama antikoru ELISA
plate’in ylzeyini kapladiktan sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha
sonra her kuyucuga 300 ul bloklama tamponu eklenerek en az bir saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikanir boylece

plate 6rnek eklemeye hazirdir.

IL-4 igin Ornek ve Standartlarin Eklenerek Ol¢limiin Yapilmasi

Daha oOnce fare dalak orneklerinden izole edilen lenfosit kultiriinden alinan
sipernatant érnekleri ile hazirlanan standartlardan 100 ul alinarak IL-4 igin hazirlanmis
plate’lere eklenerek 2 saat oda sicakhginda inklibasyona birakilir. Bu islemden sonra 3
kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra her kuyuya 100 pl Biotin bagh
belirleyici antikor eklenir. Bu islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama
yapilir. Daha sonra Streptavidin-HRP solusyonundan 100 pl eklenerek Biotin-
Streptavidin baglanmasi icin 20 dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu
islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra 100 pl substrat
solusyonu eklenerek dakika i1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu asamadan
sonra enzim substrat reaksiyonunu durdurmak i¢in 50 pl durdurma solusyonu eklenir
ve yavasca karistirilir. Son olarak optik yogunlugu olgmek lzere 96 kuyucuklu plagin
kapagi acilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin

optik ol¢lim sonucglari bilgisayar ortamindan alindi.

3.5.11.4 interl6kin 4 (IL-4) Uretiminin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Kaplama Antikorunun (Capture Antibody) Hazirlanmasi: 720 pg/mL sican anti-mouse
IL-10 1.0 mL PBS ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 720 pg/mlL’lik stoktan 4

ug/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan PBS iginde hazirlanir.
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Belirleyici Antikorun (Detection Antibody) Hazirlanmasi: 72 pg/mL biyotin bagh goat
anti-mouse IL-4 1.0 mL Reagent Diluent ile sulandirilir. Calisma konsantrasyonu ise 72
ug/mL’lik stoktan 400 ng/mL olacak sekilde tasiyici protein kullanmadan Reagent

Diluent icinde hazirlanir.

Standardin Hazirlanmasi: 50 ng/mL rekombinant fare IL-4 olacak sekilde ticari alinan
tip 0,5 ml Reagent Diluent ile sulandirihir. 15 dakika yavasga c¢alkalandiktan sonra
3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ve 3200 pg/mL olacak sekilde

Reagent Diluent ile seri sulandirmalar yapilarak standart hazirlanir.

IL-10 igin ELISA Plate’in Hazirlanmasi

Kaplama antikoru ile hazirlanan ¢alisma solusyonundan 96’lik ELISA plate’ine 100 pl
eklenerek bir gece oda sicakliginda inklibasyona birakilir. Kaplama antikoru ELISA
plate’in ylzeyini kapladiktan sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha
sonra her kuyucuga 300 ul bloklama tamponu eklenerek en az bir saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonrasi 3 kez yikama tamponu ile yikanir boylece

plate drnek eklemeye hazirdir.

IL-10 icin Ornek ve Standartlarin Eklenerek Olgiimiin Yapilmasi

Daha once fare dalak o6rneklerinden izole edilen lenfosit kiltirinden alinan
sipernatant ornekleri ile hazirlanan standartlardan 100 pl alinarak IL-10 igin
hazirlanmis plate’lere eklenerek 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Bu
islemden sonra 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra her kuyuya 100 pl
Biotin bagh belirleyici antikor eklenir. Bu islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile
yikama yapilir. Daha sonra Streptavidin-HRP solusyonundan 100 pl eklenerek Biotin-
Streptavidin baglanmasi icin 20 dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu
islemden sonra da 3 kez yikama tamponu ile yikama yapilir. Daha sonra 100 pl substrat
solusyonu eklenerek dakika 1siksiz ortamda oda sicakliginda beklenir. Bu asamadan
sonra enzim substrat reaksiyonunu durdurmak i¢in 50 pl durdurma solusyonu eklenir
ve yavasca karistirilir. Son olarak optik yogunlugu 6lgcmek lizere 96 kuyucuklu plagin
kapagi acilarak 450 nm dalga boyuna ayarlanmis ELIZA cihazina yerlestirildi ve cihazin

optik 6l¢lim sonuglari bilgisayar ortamindan alindu.
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3.6 istatistik Analiz

Deneyler en az 3 kez tekrarlandi. Sonuglar ortalama * SD olarak ifade edildi. /In vitro
calismalarda toksisite, enfektiflik ve nitrik Oksit ¢alismalarinda gruplar arasindaki fark
parametrik yontemler olan ANOVA ve student t test ile belirlenmistir. In vivo
calismalarda ise ELISA, sitokin, LDU degerleri, periton makrofajlarindaki %enfektiflik
diisisti, DTH degerleri, karaciger ve dalak agirligi arasindaki fark istatistiksel olarak
parametrik yontemler olan ANOVA ve student t test ile belirlenmistir. Tim veriler
Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 19.0 for Windows) programi ile

yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4. IN VITRO CALISMA SONUCLARI

4.1 POX ve PAA’'nin J774 Fare Makrofaj Hiicre Hatti ve Primer Fare Periton

Makrofajlarinda Toksik Etkisinin incelenmesi

Molekil agirlikl 30 ve 100 kDa olan PAA ile POX'un toksik etkisini incelemek amaciyla,
96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 10,000 J774 fare makrofaj hlicre hatti ve
primer fare periton makrofajlari ekilip 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra her bir
kuyucuga MTT boyasi ilave edildi ve spektorfotometrik olarak hicre canhligi

belirlenmistir.

PAA 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 ug/ml, 500
ug/ml ve 1000 pg/ml olacak sekilde canlilik sonuglari belirlendi. Elde edilen sonuglara
gore PAA konsantrasyonu 100 ug/ml’ye kadar olan olan konsantrasyonlarda énemli bir
toksik etki gortlmezken, PAA’nin her iki molekil agirliginda da 250 pg/ml’de canlilik
dismeye baslamistir (Sekil 4.1). Buna gore PAA ‘nin farkli molekil agirliklarinda yapilan
ICso hesaplamalarina gére molekil agirligi 30 kDa olan polimerin ICso degeri 393,83

ug/ml iken molekil agirhgi 100 kDa olan polimerin ICso degeri ise 382,33 pg/ml’dir.
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Sekil 4.1 J774 hiicrelerinin 30 ve 100 kDa PAA ile 48 saat inklibasyon sonrasi MTT
yontemiyle sitotoksik etkisi

Ayrica PAA 2,5 pg/ml, 5 ug/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml ve 1000 pg/ml olacak sekilde primer fare periton makrofajlarinda da canlilk
sonuglari belirlendi. Elde edilen sonuglara gére J774 makrofaj hiicre hattinda oldugu
gibi primer makrofaj hiicrelerindede PAA konsantrasyonu 100 pug/ml’ye kadar olan olan
konsantrasyonlarda ©onemli bir toksik etki olusmazken, PAA'nin her iki molekdil
agirhginda da 250 pg/ml’de canlihk dismeye baslamistir (Sekil 4.2). Buna gore PAA ‘nin
farkl molekil agirliklarinda yapilan 1Cso hesaplamalarina gére molekdl agirhgr 30 kDa
olan polimerin 1Cso degeri 503,07 pg/ml iken molekil agirhigi 100 kDa olan polimerin
ICso degeri ise 509,91 pug/ml’dir. PAA’'nin her iki molekil agirhiginda da 6zellikle primer
hiicre makrofaj hiicre kiltiiriinde 1Cso degerinin daha ylksek ¢ikmasi ileride asilarda

kullanilmasinda olumlu bir sonug olarak gorilmektir.
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Sekil 4.2 Primer fare periton makrofajlarinda 30 ve 100 kDa PAA ile 48 saat inki{ibasyon
sonrasi MTT yontemiyle sitotoksik etkisi

J774 fare makrofaj hiicre hatti ve primer fare periton makrofajlarinda, POX
konsantrasyonu ise 5 pg/ml, 25 pug/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml, 250 pug/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 pg/ml olacak sekilde canhlik sonuglari

MTT yontemiy belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére POX konsantrasyonu 12000 pg/ml’ye kadar olan olan
konsantrasyona kadar denenmis fakat hem 1774 fare makrofaj hiicre hatti hemde
primer fare periton makrofajlarinda énemli bir toksik etki gortilmemistir (Sekil 4.3).
Buna gore POX'un farkl iki hiicre tipinde yapilan ICsy hesaplamalarina gore 1774 fare
makrofaj hilicre hatti icin 1C5o degeri 146,612 mg/ml iken primer fare periton
makrofajlarinda ICsq degeri ise 177,854 mg/ml’dir. Bu sonuglara gére POX makrofaj
hiicrelerinde oldukca ylksek konsantrasyonlarda bile toksik etkisi olmayacagini

gostermektedir.
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Sekil 4.3 J774 fare makrofaj hlicre hatti ve primer fare periton makrofajlarinda POX’un
MTT yontemiyle sitotoksik etkisi

4.2 POX ve PAA’'nin L.infatum Promastigotlan Uzerine Toksik Etkisinin

incelenmesi

POX ve PAA’nin L.infatum promastigotlari Uzerine toksik etkisi MTT yontemi ile
belirlenmis  olup, kontroliin canliigi %100 kabul edilerek PAA’nin farkh
konsantrasyonlarinin (1, 2,5, 5, 10 ve 15 mg/ml) L.infantum promastigotlari lzerine
etkisi Sekil 4.4’te verilmistir. 1 mg/ml PAA’ya maruz kalmis promastigotlarin canliligi ile
kontrol arasinda istatiski olarak fark yoktur (p> 0,05). 5 mg/ml PAA’ya maruz kalmis
promastigotlarin kontrole gbre canhligi anlamli olglide dusmustir (p<0,05). 5
mg/ml’nin Gizerinde PAA’ya maruz kalmis promastigotlarda canhlk giderek azalmistir.
Elde edilen MTT sonuglarina gére molekil agirligi 30 kDa olan PAA’da ICso degeri 6,37
mg/ml iken molekil agirhg 100 kDa olan PAA’da ICsq degeri 4,79 mg/ml’dir. Buna goére
de in vivo calismalarda hangi molekil agihiginin kullanilacagina yonelik ilk sonuclar elde

edilmistir.
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Sekil 4.4 Leishmania infantum promastigotlarinda 30 ve 100 kDa PAA ile 48 saat
inklibasyon sonrasi MTT yontemiyle sitotoksik etkisi

POX’un farkli konsantrasyonlarinin (100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml,
3000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 ug/ml) L.infantum promastigotlari Gzerine etkisi
Sekil 4.5’te verilmistir. Elde edilen sonuclara gore 1500 pg/ml konsantrasyona kadar
POX’a maruz kalmis promastigotlarin canhligi ile kontrol arasinda istatiski olarak fark
yoktur (p> 0,05). 3000 pg/ml POX’a maruz kalmis promastigotlarin kontrole gore
canliigi anlamli 6lgide dusmustir (p<0,05). 3000 pg/ml’nin Gzerinde POX’a maruz
kalmis promastigotlarda canlilik giderek azalmistir. Elde edilen MTT sonuglarina goére

molekil agirhg: 48. saat ICso degeri 7,655 mg/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Leishmania infantum promastigotlarinda POX ile 24 ve 48 saat inklibasyon
sonrasi MTT yontemiyle sitotoksik etkisi

MTT disinda POX'un farkh konsantrasyonlarinin L.infantum promastigotlari lizerine
toksik etkisi sayim yapilarak incelenmistir. Buna gére POX’un farkli konsantrasyonlarina
(100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 6000 pug/ml ve 12000
ug/mil) 1x10° parazit/ml olan tuplerden 5 giin boyunca sayim yapilmistir. Sonuglar MTT
sonuglarini destekler nitelikte olmasina ragmen o6zellikle 6000 ve 12000 pg/ml olan

konsantrasyonlarda parazit Gremesi tamamen inhibe olmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Leishmania infantum promastigotlarinda POX ile 120 saat inkiibasyon sonrasi
sitotoksik etkisi

4.3 Promastigotlarin PAA ve POX’a Maruz Tutuldiktan Sonra Taramali Elektron

Mikroskobunda (SEM) Ultrayapi Analiz Sonuglari

PAA ve POX'un bir saat L.infantum promastigotlarina maruz tutuldugunda morfolojik
olarak ultrayapi Uzerine olan etkisi SEM ile incelenmistir. Buna gére 3000x ve 15000x
bliyitme yapilan kontrol grunda parazitlerin morfolojik olarak gerek kamcilari gerekse

hicre sekillerinin normal oldugu gorilmektedir (Sekil 4.7 ve 4.8).
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EHT = 10.00 kV Mag= 3.00 KX

Sekil 4.7 L.infantum promastigotlarinin morfolojik gérintisi (SEM, 3000x)

EHT = 10.00 kV Mag = 15.00 KX W

Sekil 4.8 L.infantum promastigotlarinin morfolojik goriintist (SEM, 15000x)

92



PAA'ya bir saat saat tutulmus olan L.infantum promastigotlarinin ise hicre
ylzeylerinde polimerin etkisiyle olusmus olan porlar gorilmektedir. B hicreleriyle
yapilan calismalarda PAA’'nin hiicre ylizey molekilleri ile etkilesime girerek hiicre
ylzeyinde bulunan sodyum-potasyum ve kalsiyum gegirgenliginden sorumlu olan
pompalarin islevini bozarak gecirgenligini degistirdigi bilinmektedir. Benzer olarak
PAA’'nin promastigot ylzeyinde bulunan molekiller ile etkilesime girerek porlar

olusturdugunu gormekteyiz (Sekil 4.9 ve 4.10).

10um
|—| EHT = 10.00 kV Mag = 5.00KX

Sekil 4.9 L.infantum promastigotlarinin PAA’ya bir saat maruz tutulduktan sonra
morfolojik gorintisi (SEM, 5000x)
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2um
|—| EHT = 10.00 kV Mag = 15.00 KX

Sekil 4.10 L.infantum promastigotlarinin PAA’ya bir saat maruz tutulduktan sonra
morfolojik goriintisi (SEM, 15000x)

POX’a bir saat saat tutulmus olan L.infantum promastigotlarin polimerin etkisiyle
olusmus kiimelerin normal parazit kimelerinden farkli olarak ug uga birlestigi bir sekil
aldig1 gorilmektedir. SEM goriintilerinden anlasilacagl gibi parazitlerin kamgilari ile
diger hiicresel kisimlari ayirt edilememektedir. Ayrica kiimelenmemis parazitlerde

kamg¢inin morfolojik olarak atipik oldugu gorilmektedir. (Sekil 4.11 ve 4.12).
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4.4 PAA'ya

10um
|—| EHT = 10.00 kV Mag= 5.00KX

Sekil 4.11 L.infantum promastigotlarinin POX’a bir saat maruz tutulduktan sonra
morfolojik gorintisi (SEM, 5000x)

2pum
|—| EHT =10.00 kV Mag = 15.00 KX

Sekil 4.12 L.infantum promastigotlarinin POX’a bir saat maruz tutulduktan sonra
morfolojik gérintiisi (SEM, 15000x)

Etkilesimi ve Enfektifliginin incelenmesi

Parazitler 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5 mg/ml ve 10 mg/ml PAA’ya 1, 2, 3 ve 24 saat maruz
birakildiktan sonra PBS ile yikanip sayim yapilarak, J774 makrofaj hiicrelerine, makrofaj

basina 10 promastigot olacak sekilde verildikten 4 saat sonra, makrofajlara giremeyen
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promastigotlar, yikama vyapilarak ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra enfektifligi
belirlemek amaciyla 24. ve 48. saatlerde Giemsa boyama yapildi. Genel olarak elde
edilen sonuclarda, polimere maruz kalmis ortamlarda kontrole gore enfektifligin
onemli 6lglide diistigl gozlendi. Giemsa boyama ile elde edilen simirlerde toplam 200
makrofaj icinden kag tanesinin enfekte oldugu belirlendi (yluzde enfektiflik). Daha sonra
toplam amastigot sayisi belirlendi. Boylece ortalama bir makrofaja diisen amastigot
sayisl hesplandi. Son olarak enfeksiyon indeksini (infection index) belirlemek igin yiizde
enfektiflik sayisi ile ortalama amastigot sayisinin carpimi hesaplandi. Bu hesaplamalara
gore, polimere maruz kalmamig 24. saatteki kontrol grubunda makrofajlarin %70,27’si
enfekte makrofaj olup, ortalama bir makrofaja diisen promastigot sayisi ise 3.1’dir. Bu
durumda infeksiyon indeksi 70,27 x 3,1 = 218’dir. Polimere maruz kalmamis 48.
saatteki kontrol grubunda makrofajlarin %28,12’si enfekte makrofaj olup, ortalama bir
makrofaja diisen promastigot sayisi ise 0,6’dir. Bu durumda infeksiyon indeksi 28,12 x
0,6 = 19'dur. 48. saatte enfektifligin bu kadar dismesinin nedeni; in vitro kosullarda
makrofaj sayisinin sabit olmasi ve amastigotlarin diger makrofajlari enfekte etmesi icin
yeterli zamani in vitro’da saglayamamasi olabilir. Sekil 4.13'de Giemsa boyama ile

kontrol grubundaki morfolojik sonuglar goriilmektedir

-

Sekil 4.13 L.infantum ile enfekte olmus J774 makrofaj hiicreleri (Kontrol, Giemsa
boyama, 48 saat sonra, 100x)

t

%

[y )
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Cizelge 4.1’de molekdl agirhgr 30 ve 100 kDa olan 1 mg PAA’ya maruz kalmis
L.infantum promastigotlarinin enfektifligi verilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrole
gore 1 mg polimere maruz kalmis tim sirelerde %enfektiflik, amastigot sayisi ve
enfeksiyon indeksinde anlamli diisiis meydana gelmistir (Cizelge 4.1). Fakat 100 kDa
PAA’ya maruz kalan ortamda 30 kDa PAA’ya gore % enfektiflik daha yliksektir. Ayrica
her iki molakil agirhginda da PAA’ya maruziyet siiresi arttik¢ca enfektiflikte cok distkte
olsa bir artis meydana gelmistir. Bunun nedeni ilk saatte parazitle etkilesime giren
polimer miktarinin zamanla azalmasi yada parazit tarafindan polimerin uzaklastiriimasi

olabilir.

Cizelge 4.2’de molekil agirhgr 30 ve 100 kDa olan 2,5 mg PAA’ya maruz kalmis
L.infantum promastigotlarinin enfektifligi verilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrole
gore 2,5 mg polimere maruz kalmis tim slirelerde %enfektiflik, amastigot sayisi ve
enfeksiyon indeksinde anlamli diisiis meydana gelmistir (Cizelge 4.2). 1 mg PAA’dan
farkli olarak 2,5 mg PAA’ya maruz kalan ortamda 100 kDa ve 30 kDa PAA’da %
enfektiflik agisindan bir fark olusmamistir. Ayrica her iki molakil agirhiginda da PAA'ya

maruziyet siresi arttikga enfektiflikte ¢ok diislikte olsa bir artis meydana gelmistir.
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PAA Molekiil Agirhig1 30 kDa

PAA Molekiil Agirhig 100 kDa

Cizelge 4.1 Molekil agirhgi 30 ve 100 kDa olan 1 mg PAA’ya maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin enfektifligi

Kontrol

1
mg/mL,

1h
1
mg/mL,
2h
1
mg/mL,
3h
1
mg/mL,
24h

mg/mL,
1h

mg/mL,
2h

mg/mL,
3h

mg/mL,
24h

24 Saat Sonra Enfektiflik

% Amastigot
Enfektiflik Sayisi

70,27+1,20 3,1%0,10

240,01 0,2+0,001

50,02 0,240,001

610,001 0,210

410,03 0,3+0,001

17,2+0,06  0,3+0,007

15,2+0,04 0,27%0,01

13,3+0,003 0,11+0

17,7+0,06  0,34+0,01

Enfeksiyon

indeksi

219+2,80

O*

1+0,01*

1+0,01*

1+0,01*

5+0,04*

4+0,06*

1+0,01*

6+0,06*
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48 Saat Sonra Enfektiflik

%
Enfektiflik

28,12+0,05 0,6+0,01

1+0,01

240,01

240,01

1+0,01

240,01

4,5+0,01

4+0,01

440,01

Amastigot

Sayisi

0,01+0

0,01+0

0,010

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

Enfeksiyon

indeksi

19+0,9

0*

0*

0*

0*

0*

0*

0*

0*



Cizelge 4.2 Molekul agirhigi 30 ve 100 kDa olan 2,5 mg PAA’ya maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin enfektifligi

PAA Molekiil Agirhigi 30 kDa

PAA Molekiil Agirhig 100 kDa

Kontrol

2,5
mg/mL,

1h
2,5
mg/mL,
2h
2,5
mg/mL,
3h
2,5
mg/mL,
24 h
2,5
mg/mL,
1h
2,5
mg/mL,
2h
2,5
mg/mL,
3h
2,5
mg/mL,
24h

24 Saat Sonra Enfektiflik

% Enfektiflik

70,27%1,20

1,240,01

1,4+0,03

1,740,001

3,410,002

1+0,05

1,1+0,06

1,3+0,002

3,240,03

Amastigot
Sayisi

3,1+0,10

0,2+0,001

0,1+0,001

0,210

0,210

0,1+0,004

0,1+0,01

0,01+0

0,12+0,001

Enfeksiyon
indeksi

48 Saat Sonra Enfektiflik

% Enfektiflik

Amastigot
Sayisi

219+2,80 28,12+0,05 0,610,01

0*

O*

0*

1+0,01*

O*

0*

0*

0*
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1+0,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

140,01

140,01

1+0,01

1+0,01

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

Enfeksiyon
indeksi

19+0,9

0*

O*

0*

0*

0*



Cizelge 4.3'te  molekdl agirhgr 30 ve 100 kDa olan 5 mg PAA’ya maruz kalmis
L.infantum promastigotlarinin enfektifligi verilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrole
gore 5 mg polimere maruz kalmis tim sirelerde %enfektiflik, amastigot sayisi ve
enfeksiyon indeksinde anlamli diisiis meydana gelmistir (Cizelge 4.3). 1 mg PAA’dan
farkl olarak 5 mg PAA’ya maruz kalan ortamda 30 kDa PAA’da 100 kDa PAA’ya goére 2
ve 3 saat maruziyet slirelerinde % enfektiflik agisindan bir artis olmustur. Ayrica her iki
molakil agirliginda da PAA’ya maruziyet slresi arttikca enfektiflikte cok diisiikte olsa
bir artis meydana gelmistir. Bu sonuglara gére 100 kDa, 5 mg PAA’ya bir saat maruz
kalmis promastigotlarin in vivo ¢alismalar icin en uygun molekil agirligi, konsantrasyon

ve maruziyet sliresi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4’te  molekdl agirligi 30 ve 100 kDa olan 10 mg PAA’ya maruz kalmis
L.infantum promastigotlarinin enfektifligi verilmistir. Elde edilen sonuglarda kontrole
gore 10 mg polimere maruz kalmis tim silirelerde %enfektiflik, amastigot sayisi ve
enfeksiyon indeksinde anlamli diisiis meydana gelmistir (Cizelge 4.4). 1, 2,5 ve 5 mg
PAA’dan farkh olarak 10 mg PAA’ya maruz kalan ortamda 30 kDa PAA ve 100 kDa
PAA’da maruziyet sireleri arttikca % enfektiflik agisindan bir artis olmustur. Fakat bu

artis 100 kDa PAA’da daha dustktir.
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PAA Molekiil Agirligi 30 kDa

PAA Molekiil Agirlig1 100 kDa

Cizelge 4.3 Molekil agirligi 30 ve 100 kDa olan 5 mg PAA’ya maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin enfektifligi

24 Saat Sonra Enfektiflik 48 Saat Sonra Enfektiflik
% Amastigot Enfeksiyon % Amastigot Enfeksiyon
Enfektiflik Sayisi indeksi | Enfektiflik Sayisi indeksi

Kontrol 70,27+1,20 3,1+0,10 219+2,80 28,12+0,05 0,6+0,01 19+0,9

5 10,001 0,010 0* 10,01 0,010 0*
mg/mL,

1h
5 410,03 0,340,001 1+0,01* 140,01 0,010 0*
mg/mL,
2h
5 5,340,001 0,43+0 2+0,01* 1,4+0,01 0,010 0*
mg/mL,
3h
5 140,002 0,01+0 (0} 140,01 0,010 0*
mg/mL,
24 h
5 1+0,002 0,010 (0} 1+0,01 0,010 0*
mg/mL,
1h
5 1+0,003 0,02+0,01 (0} 1+0,01 0,01+0 0*
mg/mL,
2h
5 1+0,001 0,010 0* 1+0,01 0,010 0*
mg/mL,
3h
5 410,03 0,12+0,001 (0} 140,01 0,010 0*
mg/mL,
24 h
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PAA Molekiil Agirligi 30 kDa

PAA Molekiil Agirlig1 100 kDa

Cizelge 4.4 Molekil agirhgi 30 ve 100 kDa olan 10 mg PAA’ya maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin enfektifligi

Kontrol

10
mg/mL,

1h

mg/mL,
2h

10
mg/mL,
3h
10
mg/mL,
24 h

10
mg/mL,
1h
10
mg/mL,
2h
10
mg/mL,
3h

10
mg/mL,
24 h

24 Saat Sonra Enfektiflik

%
Enfektiflik

70,27%1,20

340,01

4,3+0,03

4,6+0,001

11,2+0,02

1+0,002

1,8+0,06

2,1+0,002

4,4+0,03

Amastigot
Sayisi

3,1+0,10

0,2+0,001

0,31+0,001

0,310

0,4+0

0,01+0

0,2+0,01

0,110

0,120,001

Enfeksiyon
indeksi

219+2,80

1+0,01*

1+0,01*

1+0,01*

4+0,06*

O*

O*

O*

1+0,01*
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48 Saat Sonra Enfektiflik

%
Enfektiflik

28,12+0,05

140,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

1+0,01

Amastigot Enfeksiyon

Sayisi
0,610,01

0,01+0

0,010

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

0,01+0

indeksi

19+0,9

0*

0*

0*

0*

0*

0*

0*



Amastigotes

Sekil 4.14 Giemsa boyama ile PAA’ya maruz kalmis 6nemli olan konsantrasyonlardaki
morfolojik sonuglar gérilmektedir.
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4.5 POX'a Maruz Kalmis L.infantum Promastigotlarinin J774 Hiicreleri ile

Etkilesimi ve Enfektifliginin incelenmesi

Parazitler, POX konsantrasyonu 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 ug/ml olacak sekilde 1, 2, 3, 4 ve 24
saat polimere maruz birakildiktan sonra PBS ile yikanip sayim yapilarak, J774 makrofaj
hlcrelerine, makrofaj basina 10 promastigot olacak sekilde verildikten 4 saat sonra,
makrofajlara giremeyen promastigotlar, yikama yapilarak ortamdan uzaklastirildi. Daha
sonra enfektifligi belirlemek amaciyla 24. ve 48. saatlerde Giemsa boyama yapildi. Elde
edilen sonuglarda, 6000 ve 12000 pg/ml POX’a maruz kalmis ortamlarda kontrole gore
enfektifligin dnemli dlclide diistigl gozlendi. Giemsa boyama ile elde edilen simirlerde
toplam 200 makrofaj icinden kag¢ tanesinin enfekte oldugu belirlendi (ylzde
enfektiflik). Daha sonra toplam amastigot sayisi belirlendi. Bdylece ortalama bir
makrofaja diisen amastigot sayisi hesplandi. Son olarak enfeksiyon indeksini (infection
index) belirlemek igin ylzde enfektiflik sayisi ile ortalama amastigot sayisinin ¢arpimi

hesaplandi.

Cizelge 4.5'te goruldigu gibi 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml POX’a maruz kalan
parzitlerin enfektifligi ile kontrol grubu arasinda hem 24 hem 48. Saatlerde anlamh bir
fark gorilmemektedir. Fakat Cizelge 4.6’da ise 6zellikle 1000 pg/ml POX ile kontrol
arasinda enfektiflik agisindan %6’lik  bir disis meydana gelmistir. Ayni
konsantrasyonda enfeksiyon indeksindeki disus ise %31,6’dir. Bu durum enfektiflik

ylzdesinde %6’lik bir diislis olsa bile

1000 pg/ml POX'un  makrofaj basina disen amastigot sayini 6nemli olglide
dislirdGglni gostermektedir. Bunu baska sekilde acgiklarsak polimere maruz kalmis

parazitlerin dnemli 6lclide makrofaj icindeki replikasyonlari dismustr.

Cizelge 4.7'ye baktigimizda 2000 pg/ml, 6000 pg/ml ve 12000 pg/ml maruz kalan
parzitlerin enfektifligi ile kontrol grubu arasinda hem 24 hem 48. Saatlerde anlamli bir
fark gorulmektedir. Enfektiflikteki en fazla dists O6zellikle polimerin  farkh
konsantrasyonlarinin parazite bir saat maruz kaldiginda gértlmistir. 2000 pg/ml’de
enfektiflik %20,08 diserken enfeksiyon indeksi %50,09 dismustiir. 6000 pg/ml’de
enfektiflik %85,3 diserken enfeksiyon indeksi %98,6 dusmustur. 12000 pg/ml’de
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enfektiflik %99,6 diiserken enfeksiyon indeksi %100 dismustdr.

vivo calismalarda en uygun konsantrasyonun 12000 pg/ml’ye bir saat maruz kalmis

parazitler oldugu belirlendi.

POLIOKSIDONYUM

Boylece POX icin in

Cizelge 4.5 25, 50 ve 100 pg/ml POX'a maruz kalmis L.infantum enfektifligi

Kontrol
25

ug/ml,
1h

25

ug/ml,
2h

25

pg/ml,
3h

25

ug/ml,
24h

50

ug/ml,
1h

50

ug/ml,
2h

50

ug/ml,
3h

50

ug/ml,
24h

100

pg/ml,
1h

100

ug/ml,
2h

100

pg/ml,
3h

24 Saat Sonra Enfektiflik

%

Enfektiflik

82,27+1,51

81,45+1,65

83,11+1,34

82,45+1,40

83,11+1,98

81,30+1,76

80,10+1,21

80,15+1,32

83,05%1,62

81,47+1,28

81,22+1,27

80,20+1,38

Sayisi

4,2+0,09

4,7+0,11

4,44+0,14

3,42+0,08

4,01+0,12

4,10+0,15

3,3240,11

3,44+0,08

3,92+0,14

3,12+0,07

3,54+0,07

3,240,02

Amastigot | Enfeksiyon

indeksi

346+3,13

3464+3,48

36945,21

282+4,22

333+44,10

333+3,66

266%2,47

276+3,01

326+3,84

254+2,83

288+3,46

257%2,68
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48 Saat Sonra Enfektiflik

%

Enfektiflik

42,34+0,1

44,71+0,3

47,6610,21

43,44+0,4

43,30+0,14

42,55+0,11

41,01+0,04

42,12+0,3

40,37+0,6

41,07+0,3

40,35+0,23

39,78+0,07

Amastigot

Sayisi

1,78+0,031

1,920,044

1,38+0,042

1,550,037

1,55+0,020

1,81+0,036

1,290,022

1,54+0,025

1,23+0,044

1,65+0,031

1,780,042

1,34+0,022

Enfeksiyon

indeksi

751,56

86+3,96

664,23

67+1,88

671,61

77+1,91

53+1,14

65+1,36

50+1,13

68+1,37

52+1,11

53+1,08



Cizelge 4.6 250, 500 ve 1000 pg/ml POX’a maruz kalmis L.infantum promastigotlarinin
enfektifligi

24 Saat Sonra Enfektiflik 48 Saat Sonra Enfektiflik

Amastigot | Enfeksiyon % Enfektiflik Amastigot Enfeksiyon
0

0 -
% Enfektiflik Sanst indeksi Sayisi indeksi

Kontrol 82,27+1,51 4,2+0,09 346+3,13 42,34+0,1 1,78+0,031 75%1,56

250
ug/mi, 80,35+1,44 3,88+0,15 312+3,56 39,93+0,4 1,88+0,074 75%3,55
1h
250
pg/ml, 80,24+1,41 4,01+0,21 322+3,11 41,34+0,12 1,41+0,033 58+3,22
2h
250
pg/ml, 80,15+1,27 3,81+0,09 305%3,75 42,12+0,5 1,440,041 61+1,43
3h
250
ug/ml, 78,88+1,76 3,3340,21 263+4,10 39,41+0,25 1,270,027 50+1,33
24 h
500
pg/ml, 79,46+1,87 3,90+0,14 310+3,10 40,11+0,24 1,51+0,049 61+1,24
1h
500
pg/ml, 79,90+1,82 3,67+0,31 293%2,99 40,55+0,37 1,550,062 63+1,35
2h
500
pg/ml, 78,89+1,77 3,5940,28 283%3,36 40,97+0,43 1,65+0,031 68+1,77
3h
500
ug/ml, 77,10£1,22 3,44+0,31 265+3,11 39,98+0,54 1,47+0,037 59+2,24
24 h
1000
pg/ml, 78,44+1,33 3,41+0,03 267+2,53 39,11+0,42 1,71+0,040 67+2,45
1h
1000
pg/ml, 78,31+1,45 3,75%0,04 294+3,76 38,47+0,33 1,55+0,051 60+1,96
2h
1000
pg/ml, 77,95+1,78 3,34+0,03 260+2,87 38,18+0,06 1,22+0,035 47+1,44
3h
1000
pg/ml, 77,45+1,66 3,06+0,27 237+3,75 37,71+0,38 1,370,051 52+2,11
24 h

POLIOKSIiDONYUM
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POLIOKSIiDONYUM

Cizelge 4.7 2000, 6000 ve 12000 pg/ml POX’a maruz kalmis L.infantum

Kontrol

2000
pg/mi,
1h
2000

pg/ml,
2h

2000

pg/ml,
3h

2000

pg/ml,
24h

6000

pg/ml,
1h

6000

ug/ml,
2h

6000

ug/ml,
3h

6000

ug/ml,
24h

12000

pg/ml,
1h

12000

pg/ml,
2h

12000

pg/ml,
3h

12000

pg/ml,
24 h

promastigotlarinin enfektifligi

24 Saat Sonra Enfektiflik

%
Enfektiflik
82,27+1,51

65,23+1,49

66,44+1,65

66,57+1,59

68,15+1,39

12,12+0,04

13,26+0,06

13,44+0,03

15,17+0,04

1,020,004

2,2+0,03

3,91+0,04

4,25+0,03

Amastigot
Sayisi

4,2+0,09

2,61+0,04

2,87+0,04

2,34+0,02

2,86%0,35

0,410,007

0,57+0,06

0,51+0

0,54+0,01

0,01+0,0002*

0,1+0,003

0,23+0,001

0,270,001

Enfeksiyon
indeksi

346+3,13

170+2,11

191+3,33

156+2,13

195+2,98

5+0,03*

8+0,06*

7+0,03*

8+0,05*

0*

0*

1+0,01*

1+0,01*
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48 Saat Sonra Enfektiflik

%
Enfektiflik
42,34+0,1

29,20+0,12

30,12+0,22

30,14+0,09

30,8510,24

1,5710,01

2,51+0,01

2,8610,01

3,01+0,01

0,1+0,001

0,1+0,001

0,110,001

0,1+0,001

Amastigot
Sayisi

1,78+0,031

1,01+0,017

1,23+0,043

1,19+0,027

1,21+0,047

0,210,001

0,270,001

0,31+0

0,31+0

0,01+0,001

0,01+0,001

0,01+0,001

0,01+0,001

Enfeksiyon

indeksi

751,56

29+0,89

37+1,15

36+1,84

37+1,31

0*

1+0,01*

1+0,01*

1+0,01*

0*

0*

0*

0*



Sekil 4.15 50 pg/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile enfekte
olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)

Sekil 4.16 250 pug/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile enfekte
olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)
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Sekil 4.17 1000 pg/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile
enfekte olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)

Sekil 4.18 2000 pg/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile
enfekte olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)
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Sekil 4.19 6000 pg/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile
enfekte olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)

Sekil 4.20 12000 pg/ml POX’a bir saat maruz kalmis L.infantum promastigotlari ile
enfekte olmus J774 makrofaj hiicreleri (Giemsa boyama, 24 saat sonra, 100x)
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4.6 PAA ve POX’un Makrofaj Kiiltiiriinde Nitrik Oksit Uretimine Etki Sonuglari

Makrofaj kaynakli NO Leishmania parazitleri Gzerinde sitotoksik etki yapar. Bu ylzden
makrofajlar tarafindan lretilecek NO oldukg¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada parazite maruz
birakmaksizin PAA ve POX'un farkli konsantrasyonlarinin hem J774 makrofaj hiicre
hattinda hemde primer periton makrofajlarinda NO lretimine etkisi incelenmis ve
Griess Reaktifi kullanilarak Gretilen NO miktari dlgilmustir. Molekil agirhgr 30 ve 100
kDa olan PAA’nin 5, 25, 100 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinda hem J774 makrofaj
hicre hattinda hemde primer periton makrofajlarinda NO lretimine etkisi incelenmis
ve elde edilen sonucglara gore sadece PAA’'nin makrofaj hiicrelerinde NO Uretimine
etkisi olmadigi gosterilmistir (Sekil 4.21).

0,25

mi774

Periton Makrofaji

Iw ‘w ‘{ ‘ I V V ‘

Nitrik Oksit [pM)

Kontrol 5 pg/mL 25 pg/mL 100 pg/mL 500 ug/mL 5 pg/mL 25 pg/mL 100pg/mL 500 pg/mL
PAA (Molekiil agirhg 30 kDa)-Sadece Makrofaj PAA (Molekiil agwhg 100 kDa)-Sadece Makrofaj
Hiicrelerinde Hiicrelerinde

Sekil 4.21 PAA'nin farkh makrofaj hiicrelerinde NO Uretimine etkisi
POX’un 5, 25, 100, 250, 500, 1000, 3000, 6000 ve 12000 pug/ml konsantrasyonlarinda
hem J774 makrofaj hiicre hattinda hemde primer periton makrofajlarinda NO
Uretimine etkisi incelenmis ve elde edilen sonuclara gore sadece POX'un makrofaj
hicrelerinde NO Uretimine etkisi 6000 ve 12000 pg/ml olan konsantrasyonlarda

gosterilmistir (Sekil 4.22).
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0,8 -
07 - Polioksidonyumun Makrofaj I
Hiicrelerinde Nitrik Oksit Uretimi
0,6 - Uzerine Etkisi
48. Saat

E‘ 0,5
i
e mI774
ﬁ 0.4 Periton Makrofaji I
g 0,3

0,2

I & & & B B @ g
0,1 J
o -

Kontrol 5 pg/miL 25 pg/mL 100 pg/mL 250 ug/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL 3000 pg/mL 6000 pg/mL 12000
He/mL

Sekil 4.22 POX’un farkli makrofaj hiicrelerinde NO Uretimine etkisi

4.7 PAA ve POX’a Maruz Tutulan Promastigotlarin Makrofaj Kiltiiriinde Nitrik

Oksit Uretimine Etki Sonuglari

Makrofaj kaynakli NO Leishmania parazitleri lizerinde sitotoksik etki yapar. Fakat dogal
enfeksiyonlarda parazitler makrofajlarin NO (retimini inhibe ederek hayatta
kalabilirler. Polimerlere maruz kalan parazitlerin enfektiflik 6zelliklerini kaybetmesi,
makrofajlar tarafindan 6ldiridlme ve bunun da NO Ulretiminin bir etkisi olup olmadigini
incelemek amaciyla Griess Reaktifi kullanilarak Uretilen NO miktari o6lgllmustir.
PAA'nin farkh konsantrasyonlarina maruz kalmis L.infantum parazitlerinin NO
Uretimine etkisi incelenmis ve sonugclar Sekil 4.23'te gosterilmistir. Buna gore sadece
PAA’nin makrofajlarda NO Uretimine etkisi olmazken parazitin 6zellikle 1 mg/ml PAA’ya
bir saat maruz kalan konsantrasyonlarinda NO (retiminde kontrole gore fark
gorilmastir (p < 0,05). Ayrica diger konsantrasyonlardaki PAA’ya maruz kalan

parazitlerde de kontrole gére anlamli fark belirlenmistir.
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10 4 !

Sl

=

Nitrik Oksit (uM)

I f

Kontol  Enfekte

Makrofaj \'§° '1?' \-\, ,\’h‘\ \'\’9 ,\’u‘\ I\ ,th
v & & @ &® & & @
N R\ “ & N & % &
30 kDa PAA'ya Maruz Kalmis 100 kDa PAA'ya Maruz Kalmis
Enfekte Makrofajlar Enfekte Makrofajlar

Sekil 4.23 PAA’ya maruz kalan L.infantum promastigotlarinin J774 makrofaj
hiicrelerinde NO Uretimine etkisi

POX’un 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 3000, 6000 ve 12000 pg/ml konsantrasyonlarinan
maruz kalmis L.infantum promastigotlarinin J774 makrofaj hicre hattinda NO
Uretimine etkisi incelenmis ve elde edilen sonuclara gore sadece POX'un makrofaj
hicrelerinde NO Uretimine etkisi 6000 ve 12000 pg/ml olan konsantrasyonlarda
gosterilmistir (Sekil 4.24). Ozellikle 6000 ve 12000 pug/ml POX olan konsantrasyonlarda
parazitlerin polimere maruz tutuldugunda meydana enfektiflik diststinin, makrofajlar

tarafindan UGretilen NO (iretimini destekler nitelikte oldugu goérilmektedir.
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10

Nitrik Oksit [uM)

] Polioksidonyuma 1 Saat Maruz Kalmis
. L.infantum Promastigotlarinin Makrofaj {
Hiicrelerinde Nitrik Oksit Uretimi
Uzerine Etkisi I

- W24 5aat W48 Sast
: o b L ‘ |

Kontrol Enfekte 25pg/mL 50pg/mL 100 pg/mL 250 pgfmL 500 pg/mL 1000 3000 6000 12000

Kontrol g,/ L pg/mL g/ mL g/ mL

Sekil 4.24 Farkh konsantrasyonlarda polioksidonyuma bir saat maruz kalmis L.infantum

Nitrik Oksit [uM)
=

promastigotlarinin makrofaj hiicrelerinde NO Uretimi tzerine etkisi

| Polioksidonyuma 24 Saat Maruz Kalmis
| L.infantum Promastigotlarimin Makrofaj
Hiicrelerinde Nitrik Oksit Uretimi
| Uzerine Etkisi
W24 Saat 48 Saat |
Kontrol Enfekte 25 pg/mL S50pg/mL 100 pg/mlL 250 pg/mL 500 pg/mL 1000 3000 6000 12000
Kaontrol pg/mL g/ mL g mlL pgfmL

Sekil 4.25 Farkli konsantrasyonlarda polioksidonyuma 24 saat maruz kalmis L.infantum

promastigotlarinin makrofaj hiicrelerinde NO (retimi lizerine etkisi
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Farkli konsantrasyonlarda polioksidonyuma 1 ve 24 saat maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin makrofaj hiicrelerinde NO Uretimi lGzerine etkisine Sekil 4.26’da ayni
grafikte bakildiginda 6zellikle 6000 ve 12000 pg/ml POX olan konsantrasyonlara 1 saat

maruz kalmis parazitlerin NO lretimine daha fazla etkisi oldugu belirlenmistir.

10 4
9 _ ‘|'
g8 - W24 Sagt W48 Saat
, ] | {
i §
=
£ } I
(=}
T -
b |
z° I
3 4
2 -
1 -
g M=

Kontrol Enfekte 1000pg/1 3000pgf/1 E000pg /1 12000ug/1 1000 pg/ 24 3000 g/ 24 6000 pg/ 24 12000 ug/ 24
Kontrol saat saat saat saat saat saat saat saat

Sekil 4.26 Farkli konsantrasyonlarda polioksidonyuma 1 ve 24 saat maruz kalmis
L.infantum promastigotlarinin makrofaj hiicrelerinde NO Uretimi izerine etkisi

4.8 PAA ve POX'un Antileishmanial Etkisinin Amastigot-Makrofaj Kiltiiriinde

inceleme Sonuglari

Amastigot kiltiriinde ise parazitler hiicre icinde oldugu icin makrofajlarin lizise
ugratilarak hiicre disina salinmasi gerekmektedir. Bu ylizden protokol olarak normal
MTT yontemine gore fakliliklar icermektedir. Bu amacla daha Once elde ettigimiz
amastigot-makrofaj kilturlerine 150, 300, 600 ve 1000 pg/ml olacak sekilde
Glucantime, 25, 50, 250, 500 pug/ml olacak sekilde PAA son olarak 150, 300, 750, 1500,
3000, 6000 v3 12000 pg/ml olacak sekilde POX eklenmistir. PAA, POX ve Glucantime
eklendikten 24 ve 48 saat sonra amastigot canliigini 6lcmek amaciyla MTT yapilmistir.

Sekil 4.27'de Glucantim’in antileishmnial etkisine bakildiginda 1000 pg/ml
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konsantrasyonda parazit canliligl %98 azalmistir. Glucantime Leishmaniasis tedavisinde

kullanilan bir ilag olmasina ragmen parazitlerin tamamini 6ldirememistir.

Glucantim'in Antileishmanial Etkisi

120 +
98
100 +

80 -

92 I
83 I 82,5
I 75
70
I 62,5
60 - 50 W 24.saat
40 | 48.saat
20 -+
0

150 pg/ml Glucantim 300 pug/ml Glucantim 600 pg/ml Glucantim 1000 pg/ml
Glucantim

% Parazit Dusisi

Sekil 4.27 Glucantim’in hiicre ici amastigot kiltlriinde antileishmanial etkisi

Glucantim’in amastigot kiltirinde NO Uretimine baktigimizda, enfekte makrofajlar

tarafindan NO (retimine etkisi olmadigi Sekil 4.28'de goriilmektedir.

Glucantime'in L. infantum ile
Enfekte Makrofaj Hucrelerinde
45 - Nitrik Oksit Uretimi
a I Uzerline EtlusIl I I
W 24, 5aat
3,5
— 43.5aat
= 3 -
2
=225
L
o 2
=
=15 -
=
1 -
0,5 A
0 mim ~
Kontrol Enfekte Kontrol 150 pg/ml 300 ug/ml 600 pg/ml 1000 pg/ml
Glucantim Glucantim Glucantim Glucantim

Sekil 4.28 Glucantim’in hiicre i¢i amastigot kiltliriinde NO Uretimine etkisi
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Sekil 4.29'da PAA'nin antileishmnial etkisine bakildiginda 500 pg/ml konsantrasyonda
parazit canliigl %54 azalmistir. Bu sonuglara gore PAA’nin antileishmanial etkisi
yetersizdir. Bunun en énemli nedeni kullanilan konsantrasyonlarin zaten makrofajlarda

toksik etki gostermesidir.

Poliakrilik asitin Antileishmanial Etkisi

70 -

60 - 51 94 52 4
2 50 - 40 42 I I
y 37,5
3 a0 - I I
£ 25 W24, saat
E 30 1 48.saat
® 20 -

10

0

25 pg/mlPAA 50 pg/ml PAA 250 pg/mlPAA 500 pg/ml PAA

Sekil 4.29 PAA'nin hiicre ici amastigot kiiltlirinde antileishmanial etkisi

PAA'nin amastigot kiltirinde NO (retimine baktigimizda, enfekte makrofajlar
tarafindan NO (retimine etkisi olmadigi Sekil 4.30’da goriilmektedir.
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Poliakrilik Asit'in L.infantum ile m24.Saat

Enfekte Makrofaj Hiicrelerinde 48, Saat
5 - Nitrik Oksit Uretimi
4,5 Uzerlme Etkisi
4
53,5
2 3
E 2,5
@]
= 2
5 1,5
1
0,5
0 mim =
Kontrol Enfekte Kontrol 25 pg/mIPAA 50 ug/mlIPAA 250 ug/mIPAA 500 ug/mlPAA

Sekil 4.30 PAA'nin hicre ici amastigot kiiltiriinde NO Uretimine etkisi

Sekil 4.31’de POX’un antileishmnial etkisine bakildiginda 6000 ve 12000 pg/ml
konsantrasyonda kontrole gore parazit canliligi %99 ve %99,9 azalmistir. Elde edilen bu
sonuclar Glucantime ile kiyaslandiginda kullanilan bu konsantrasyonlarda POX'un hem
toksik olmamasi hemde ciddi oranda amastigot ve promastigot canlligini azaltmasi,
makrofajlarda NO Uretimini indliklemesi, polimerin ileride Leishmania tedavisinde

kullanilabilecek 6nemli bir ila¢ olacabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.31 POX’un hiicre ici amastigot kiltlriinde antileishmanial etkisi

Polioksidonyum'un L.infantum ile
Enfekte Makrofaj Hiicrelerinde Nitrik
Oksit Uretimi Uzerine Etkisi

M 24, Saat
24 _Saat 48. Saat

| | II |

I
I
| I

Kontrol Enfekte 150 pg/mil 300 pg/ml 750 pgi/mil
Kontrol

1500 pg/ml 3000 pg/ml 6000 pg/ml 12000 pg/mil

Sekil 4.32 POX’un hiicre i¢i amastigot kilturinde NO Uretimine etkisi
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5. IN VIVO CALISMA SONUCLARI

5.1 PAA ve POX'a Maruz Tutulan Promastigotlarin Fare Serumlarinda

Antileishmanial Antikor Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

ELISA testi sonucunda 5 mg PAA ve 12 mg POX'a bir saat maruz tutulan
promastigotlarin fare serumlarinda antileishmanial antikor seviyelerinin absorbans
degerleri Sekil 5.1’te sunulmustur. Fare ¢alismasinin ilk 4 haftasinda 2 deney grubuna
PAA ve POX’a maruz kalan parazitler verilirlen kontrol grubuna sadece PBS verilmistir.
4. haftada ise tim gruplar polimerlerin asi etkinligini 6l¢gmek amaciyla enfeksiyon
bulastiriimistir. Elde edilen sonuglara gore ilk 4 haftada sadece PAA’ya maruz birakilan
parazitlere karsi, antileishmanial 1gG antikorlari olusurken POX verilen gruplarda
herhangi bir antikor yaniti alinamamistir. Farelerde vyapilan dogal L.infantum
enfeksiyonlarinda parazitlerin 1gG antikor yanitini engelleyerek Th2 tip immin yanitin
olusmasini sagladigi ve bu nedenle enfeksiyonun ilerledigi tespit edilmistir. Fakat
yaptigimiz  c¢calismada PAA’yva maruz kalan parazitlerin  immun sistemi
yonlendiremedikleri Thl tip immin yanitin olusarak parazite karsi 6nemli bir koruma
saglanmistir. 4. haftada enfeksiyon bulastirmak amaciyla metasiklik enfektif parazit
acisindan zengin olan stasyoner faz promastigotlari fare gruplarina verildiginde yine
sadece PAA iceren grupta 2. immunizasyon etkisi yaratarak her hafta artis gosterecek
sekilde absorbans artisi olmustur. Enfeksiyon sonrasi kontrol ve POX iceren grupta ¢ok
dislik seviyede antileishmanial I1gG liretimi olsada PAA iceren grupla kiyaslanamiyacak

seviyededir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 PAA ve POX’a maruz tutulan promastigotlarin fare serumlarinda
antileishmanial antikor seviyeleri

Sekil 5.2’de ELISA testi sonucunda 5 mg PAA ve 12 mg POX’a bir saat maruz tutulan
promastigotlarin ilk 3 hafta boyunca fare serumlarinda antileishmanial antikor
seviyelerinin gostergesi olan renk olusumu gortlmektedir. PAA’nin ilk haftadan itibaren
antikor Uretimine ne kadar etkisi oldugu sekilden goriilmektedir. Sadece PAA iceren
gruplarda antikor yaniti olusurken POX iceren gruplarda herhangi bir antikor yaniti

olusmamistir.
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Sekil 5.2 ilk 3 hafta boyunca farelerde olusan antikor siddeti

Kontrol, POX ve PAA fare gruplarina karsi 10 hafta boyunca olusan antikor yanitlari
Sekil 5.3 ve 5.4’te verilmistir.

1. Hafta _ 2. Hafta
0,6 1 -—
05 -| N
04 {7 1 Kontrol B i kontrol
LERY mPOX __ mPOX
02 -| EPAA , .l HPAA
01 -|

I

PAA
POX

Kontral

[=]

PAA
POX

Kontrol

Sekil 5.3 1. ve 2. hafta antileishmanial antikor seviyesi
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3. Hafta

4. Hafta
2 14
12
15 1
. M Kontrol 0.8 N Kontrol
BPOX 06 HPOX
05 HPAA 04 HPAA
0,2
PAA PAA
0 20X e POX
Fare3 Kontrol fares Kontrol
are are
Fared Eares Fare4 Eares
5. Hafta 6. Hafta
2 25
2
L5
M Kontrol 13 N Kontrol
1
HPOX 1 HPOX
a5 HPAA 05 FPAA
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0 POX 0 POX
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7.Hafta 8. Hafta
3 35
25 3
2
2 .5
N Kontrol 2 0 Kontrol
15
HPOX 13 BPOX
1
HPAA 1 HPAA
05 05
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a 20X 0 POX
Kontrol fares Kontral
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9. Hafta 10. Hafta
35 3
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25 s
2 B Kontrol N Kontrol
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15 HPOX BPOX
1
1 HPAA HPAA
05 05

PAA
POX
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POX
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Fare3

Fare4 Fares

Sekil 5.4 Haftalara gore antileishmanial antikor seviyesi
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5.2 Giemsa Boyama ve Mikro Kiiltiir Yontemi (MKY) ile Fare Periferik Kaninda

Parazit Varliginin Belirlenmesi

Giemsa boyama ile periferik kanda yapilan incelemelerde duyarhlik oldukca diistktir.
Bunun nedeni kandaki parazit sayisinin olduk¢a diisik sayida olmasidir. Bu nedenle
Mikrokultir yonteminde parazit sayisina gore degerlendirme tarafimizdan gelistirlen
Cizelge 3.3’teki degerlendirme ile yapildi.. Bu yontemin temeli kapiler tip icinde
mikroaerofilik ortamda bulunan hiicre ici amastigotlarin 27 2C'lik etlivde hareketli
promastigotlara donismesine dayanir. Mikrokiltlir yontemi o6zellikle asemtomatik
Leishmania enfeksiyonlarinda bile olduk¢a duyarhdir. Yaptigimiz c¢alismalarda
immunize gruplarda parazit redaksiyonu beklendiginden parazit varligini belirlemek
giemsa yontemi ile olduk¢a zordur. PAA ve POX’a maruz kalan parazitler canli oldugu
icin ilk 4 hafta boyunca farelerden alinan kan érneklerinde giemsa boyama ve MKY ile
tarama yapilmistir. Sonuglara gore ne giemsa nede MKY ile ilk 4 hafta boyunca kanda
parazit tespit edilememistir. Fakat 5. Haftadan itibaren tim incelenen gruplarda

parazit yogunluguna gore farkliklar tespit edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1 Giemsa ve Mikrokiltir yontemi ile fare periferik kaninda parazit
derecelendirme sonuglari

5. hafta 6. hafta 7. hafta 8. hafta
Giemsa MCM Giemsa MCM Giemsa MCM Giemsa MCM
Kontrol 0 4+ 0 5+ 1+ 6+ 1+ 6+

PAA-L.infantum 0 1+ 0 1+ 0 0 0 0

POX-L.infantum 0 2+ 0 2+ 0 2+ 0 1+

5.3 Periton Makrofajlarin In Vitro Enfektiflik Sonuglari

Leishmania asl ¢alismalarinda, asi tarafindan indiiklenmis koruyucu immiin yanit iki
sekilde degerlendirilir. Bunlardan birincisi parazit yikindeki distsi degerlendirmede
kullanilan in vitro periton makrofaj modelleri digeri ise enfeksiyon sonrasi in vivo fare

modellerinde karaciger yada dalaktaki parazit ylikin{ belirlemeye dayanir. Elde edilen
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sonuclara gore enfekte periton makrofajlarin ylizdesi ve enfekte olmus makrofaj basina
diisen amastigot sayisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda immiinize edilmis gruplarda
daha distk oldugu belirlendi. Enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma PAA’ya maruz
kalmis fare gruplarinda gorilirken (%91,098+1,87) POX’a maruz kalan fare gruplarinda
ise ortalama %80,576+1,81’lik bir diisis belirlenmistir (Sekil5.5).
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—_ 90,12 91.4
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S 70 K-
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ﬁ Fare2
— Fare3 POX
= Fared FareS
= B POX Ortalama
PAA

|
Sekil 5.5 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarinda kontrole gore enfeksiyon

ylzdesindeki disls

5.4 Gecikmis Tip Asirnduyarhlik (DTH) Yaniti

insan ve hayvanlarda basaril bir asilamanin iki kriteri vardir bunlardan birincisi verilen
antijene karsi indiiklenen in vivo gecikmis tip asiniduyarlilik yanitidir. ikincisi ise antijene
karsi olusan in vitro T hiicre stimilasyonudur. Bu yuzden asi ¢alismamizda her iki

kriterde denenmistir. Buna gore gecikmis tip asiriduyarlilik yaniti en fazla PAA’ya maruz
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kalmis parazitlerin verildigi deney grubunda tespit edilmistir. Ayrica POX’a maruz
kalmis parazitlerin verildigi deney grubunda kontrole gore fark belirlenmistir. Boylece
ayaktaki ylzde kalinlik artisi PAA olan fare grubunda 12,588+2,582, POX olan fare
grunda 3,346+0,612 son olarak kontrol grubunda ise 1,144+0,508 olarak belirlenmistir

(Sekil 5.6).
12,31
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N
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PAA
0
Farel POX
Fare2 F 3 |
are
Fared Kontro
Fare5
N Kontrol Ortalama

HPOY
B PAA

Sekil 5.6 DTH yanitina bagli olarak POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve
kontrolde ayaktaki ylzde kalinhk artisi

5.5 Dalak ve Karaciger Agirliklarinin Belirlenmesi

Visseral leishmaniasisin en ©6nemli klinik bulgularindan biri dalak ve karaciger
agirliginda meyadana gelen artistir. POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplar ve
kontroldeki dalak ve karaciger agirliklari 6l¢lilmis ve ortalamalari Sekil’da verilmistir.
Saglikh Balb/c farelerde ortalama dalak agirligi 100 mg’dir. Elde edilen sonugclara gore
dalak agirligi PAA olan fare grubunda 97,1+2,98, POX olan fare grunda 92,08+5,76 son
olarak kontrol grubunda ise 201,86+8,95 olarak belirlenmistir (Sekil 5.7). Karaciger
agirhg ise PAA olan fare grubunda 835,92+140,2 POX olan fare grunda 986,86+38,83
son olarak kontrol grubunda ise 1435,5+215,9 olarak belirlenmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.7 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve kontrol grubunun dalak agirhig
(mg)
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Sekil 5.8 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve kontrol grubunun karaciger
agirhigi (mg)

127




5.6 Karaciger ve Dalaktan Simir Hazirlanmasi ve Enfeksiyonun Degerlendirilmesi

Parazit yiki Leishman-Donovan Units (LDU) kullanilarak hesaplandiktan sonra
imminize gruplarda meydana gelen parazit yilkindeki azalma Sekil 5.11’de
gosterilmistir. PAA’ya maruz kalan parazitlerin verildigi fare grubunda, olusan immin
yanita bagh olarak parazit yiukiinde anlamli bir diislis meydana gelmistir. Elde edilen
sonuglara gore karacigere ait LDU degeri PAA olan fare grubunda 285,716+16,64, POX
olan fare grubunda 552,668+59,84 son olarak kontrol grubunda ise 2764,974+280,75
olarak belirlenmistir (Sekil 5.9). Elde edilen sonuclara gore dalaga ait LDU degeri ise
PAA olan fare grubunda 50,818+3,79, POX olan fare grubunda 74,544+3,29 son olarak
kontrol grubunda ise 322,898+15,49 olarak belirlenmistir (Sekil 5.10). Dalak ve
karaciger parazit ylkine bagl olarak POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait
parazit ylikindeki azalma yizdeleri PAA dalak icin 84,27+2,98, PAA karaciger icin
89,7512,12, POX dalak i¢in 76,92+1,88 ve son olarak POX karaciger icin 80,0213,11
olarak belirlenmistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.9 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve kontrol grubunun karaciger
parazit yiki (LDU)
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Sekil 5.10 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve kontrol grubunun dalak parazit
yiikii (LDU)
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Sekil 5.11 POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplari ve kontrol grubunun dalak ve
karacigere ait parazit ylkiindeki azalma yuzdeleri
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5.7 POX ve PAA’ya Maruz Kalmis Fare Gruplar Ve Kontrol Grubunun Sitokin

Yanitlan

Leishmania enfeksiyonlarinda makrofajlarin aktivasyonu ve hiicre ic¢i parazitlerin
oldirilmesine baglh olarak Thl ve Th2 yanitlari arasinda bir denge vardir. Leishmania
enfeksiyonlarina karsi diren¢ genel olarak CD4" T lenfositlerin alt tipi olan Thil
hlcrelerinin ¢ogalarak IFN-y Uretmeleriyle iliskilidir. Boylece Thl tarafindan IFN-y
Uretilerek makrofajlarin aktivasyonu saglanir. Aktive olmus makrofajlar ise serbest O,
radikalleri ve NO Ureterek amastigotlarin 6ldirilmesi saglanir. Ayrica IFN-y Th2 alt tip
lenfositleri baskilar ve buna bagli olarak IL-4 (retimini engeller. Bu durum Leishmania
enfeksiyonlarinda koruyucu immiin yanitin olusmasinda oldukc¢a énemli bir kriterdir.
Leishmania enfeksiyonlarina duyarl kisilerde genel olarak Th2 lenfositlerine bagl
olarak IL-4 ve IL-10 sitokinleri Uretilir. Bu sitokinlerden I[L-4, Thl lenfositlerin
¢agalmasini inhibe eder. Bu ylzden Leishmania asi ¢alismalarinda sitokin oOlglimleri
oldukga 6nemlidir. Sitokin Olgiimlerine ait standart grafikler Sekil 5.12, 5.13, 5.14 ve

5.15’te gosterilmistir.

INF-y
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Sekil 5.12IFN-y Uretimine ait standart egri
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Sekil 5.14 IL-4 Uretimine ait standart egri
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IL-10
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Sekil 5.15 IL-10 Uretimine ait standart egri

Standartlar kullanilarak POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarin farelerde sitokin
Uretimine etkisi hesaplanmistir. Buna gére POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina
ait IFN-y seviyeleri PAA igin 1632,194+108,41, POX igin 1189,816+227,82 iken en dusuk
degerler kontrol grubunda 223,84+27,49 olarak belirlenmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.16POX ve PAA’ya maruz kalmig promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IFN-y sitokin yanitlar
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Sekil 5.17 POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IFN-y sitokin yanit ortalamasi (enfeksiyondan 45 giin sonra)

POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IL-2 seviyeleri PAA i¢in 131,5+13,89,
POX icin 94,594+10,65 iken en diisik degerler kontrol grubunda 18,044+4,02 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.19).
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Sekil 5.18 POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-2 sitokin yanitlari
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Sekil 5.19 POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-2 sitokin yanit ortalamasi (enfeksiyondan 45 giin sonra)

POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IL-4 seviyeleri PAA icin 41,756+2,70,
POX icin 42,3341,80 iken en yiksek degerler kontrol grubunda 52,594+6,13 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.20POX ve PAA’ya maruz kalmig promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-4 sitokin yanitlari
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Sekil 5.21POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-4 sitokin yanit ortalamasi (enfeksiyondan 45 giin sonra)

POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IL-10 seviyeleri PAA icin 52,598+2,92,
POX icin 53,12+2,68 iken en yilksek degerler kontrol grubunda 73,032+6,03 olarak
belirlenmistir (Sekil 5.23).
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Sekil 5.22POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-10 sitokin yanitlari
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Sekil 5.23 POX ve PAA’ya maruz kalmis promastigotlarla immunize fare gruplari ve
kontrol grubunun IL-10 sitokin yanit ortalamasi (enfeksiyondan 45 giin sonra)
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada ilk kez olarak immuinostimdilan 6zelligi olan negatif yikli PAA ve pozitif
yuklid POX’a maruz kalan VL etkeni L.infantum promastigotlarinin in vitro makrofaj
kiltirlerinde enfektifligine ve hilicre yanitina, in vivo ise parazite karsi olusan hiimoral
ve hicresel immin vyanitina etkisi incelenmistir. In vitro makrofaj kultiru
incelendiginde, polimere maruz kalmis parazitlerin enfektifligini kaybetmis olmasina
ragmen, makrofajlarin NO iiretimini indiikledigi gdsterilmistir. in vivo fare modellerinde
ise PAA’ya maruz kalmis parazitlerle enfekte olmus fare gruplarinda IgG antikor
seviyesinin kontrole gére anlaml olarak arttig1 belirlenmistir. Kontrole gére parazit
ylikindeki azalma ylzdeleri ise PAA’ya maruz kalan parazitler ile enfekte olmus
farelerin dalaklari icin 84,27+2,98, karacigerleri icin 89,75+2,12 oldugu belirlenmistir.
POX’a maruz kalan parazitlerle enfekte olmus farelerin dalaklari icin 76,92+1,88 ve
karacigerleri icin ise 80,02+3,11 oraninda parazit yikinde disis oldugu tespit
edilmistir (p < 0,05). Ozellikle PAA’ya maruz kalan promastigotlarin immiin sistemi Th1
tip hilicre proliferasyonu yoninde uyararak, L.infantum enfeksiyonlarinda koruyucu
rolli olan IFN—y sitokinlerinin Gretimini indlkledigi ve kontrole gore 7 kat artis oldugu
saptanmistir (p<0,05). Ayrica POX ile yapilan deney sonuglari ise POX’un 6000 pg/ml ve
Uzerindeki dozlarinin hiicre ici parazitlerin proliferasyonunu inhibe ettigi de

gosterilmistir.
Tezin amacina uygun olarak yapilan ¢alismalar ile asagidaki sonuglar elde edilmistir.

PAA’nin J774 makrofaj ve primer fare periton makrofajlarinda, 100 pg/ml’ye kadar olan

olan konsantrasyonlarda onemli bir toksik etki gorilmezken, PAA'nin her iki molekdil
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agirhginda da 250 pg/ml’de canliligin azaldigi tespit edilmistir. Buna gére PAA ‘nin farkli
molekil agirhklarinda j774 makrofajlarinda yapilan ICso hesaplamalarina gére molekdl
agirhgr 30 kDa olan polimerin ICso degeri 393,83 pg/ml iken molekdl agirhg 100 kDa
olan polimerin ICsq degeri ise 382,33 ug/ml’dir. Buna gére PAA ‘nin farkh molekiil
agirliklarinda primer fare periton makrofajlarinda yapilan 1Cso hesaplamalarina gore
molekil agirligi 30 kDa olan polimerin I1Csq degeri 503,07 pg/ml iken molekil agirhg
100 kDa olan polimerin I1Cso degeri ise 509,91 pg/ml’dir. PAA'nin her iki molekdil
agirhginda da o6zellikle primer hiicre makrofaj hiicre kultliriinde ICso degerinin daha
ylksek ¢ikmasi ileride asilarda kullanilmasinda olumlu bir sonug olarak gérilmektir.
Yapilan bir calismada antijenle beraber c¢ok disik konsantrasyonda sentetik
polielektrolit eklenen izole B lenfositlerinde, DNA sentezi aktivasyonu ile proliferatif
etkisi oldugu belirlenmistir [12], [267], [268]. Benzer sekilde PAA’nin 1-5 pug/ml gibi
disik konsantrasyon araliginda makrofaj hicrelerinin canliliginda kontrole goére

anlaml artis meydana gelmistir (p < 0,05)

J774 fare makrofaj hiicre hatti ve primer fare periton makrofajlarinda, POX’un toksik
etkisi incelenmis ve elde edilen sonuclara gore POX konsantrasyonu 12000 pg/ml’ye
kadar olan olan konsantrasyona kadar denenmis fakat hem J774 fare makrofaj hiicre
hatti hemde primer fare periton makrofajlarinda énemli bir toksik etki gorilmemistir.
Buna gore POX'un farkh iki hiicre tipinde yapilan ICsy hesaplamalarina gore 1774 fare
makrofaj hilicre hatti icin 1Cso degeri 146,612 mg/ml iken primer fare periton
makrofajlarinda ICso degeri ise 177,854 mg/ml oldugu saptanmistir. Bu sonuglar POX’un
makrofaj hicrelerinde olduk¢ca vyiksek konsantrasyonlarda bile toksik etkisi
olmayacagini gostermektedir. Yapilan bir calismada POX'un karaciger hicrelerinin

rejeneratif ozelliklerini artirdig1 da belirlenmistir [269].

Calismanin sonraki asamasinda ise POX ve PAA’'nin L.infatum promastigotlari tzerine
toksik etkisi incelenmis ve elde edilen sonuglara gore 5 mg/ml’nin lzerinde PAA’ya
maruz kalmis promastigotlarda canhligin giderek azaldigi gosterilmistir. Molekil agirhg
30 kDa olan PAA’da ICsq degeri 6,37 mg/ml iken molekil agirhg 100 kDa olan PAA’da
ICso degeri 4,79 mg/ml’dir. POX'un ile elde edilen sonuglara gére 1500 upg/ml
konsantrasyona kadar POX’a maruz kalmis promastigotlarin canliligi ile kontrol
arasinda istatiski olarak fark olmadig1 gérialmistir (p > 0,05). 3000 pug/ml POX’a maruz
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kalmis promastigotlarin kontrole gore canlihg anlamh o6lciide diismistir (p<0,05).
3000 pg/ml'nin Gzerinde POX’a maruz kalmis promastigotlarda canhihk giderek
azalmistir. Elde edilen MTT sonuglarina gore 1Cso degeri 7,655 mg/ml olarak
belirlenmistir.  MTT disinda POX'un farkli  konsantrasyonlarinin  L.infantum
promastigotlari Uzerine toksik etkisi sayim yapilarak incelenmistir. Sonuglar MTT
sonuglarini destekler nitelikte olmasina ragmen 6zellikle 6000 ve 12000 pg/ml olan
konsantrasyonlarda parazit Gremesi tamamen inhibe olmustur. Daha 6nce yapilan
calismalarda da POX'un antibakteriyel ve antiviral 06zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir [270]. Béylece bu calismada elde edilen sonuglar ile ilk kez olarak POX’un
simdiye kadar gosterilen antibakteriyel ve antiviral 6zelliklerinin yaninda antiparazitik

ozelligi de ortaya ¢ikmistir.

Deneylerde ayni zamanda kullanilan polimerlerin L.infantum parazitleri tzerine olan
morfolojik etkileri SEM ile incelendiginde ise PAA’ya bir saat saat tutulmus olan
L.infantum promastigotlarinin hiicre ylzeylerinde polimerin etkisiyle olusmus olan
porlar saptanmistir.Daha dnce B hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda PAA'nin hiicre ylzey
molekilleri ile etkilesime girerek hicre ylizeyinde bulunan sodyum-potasyum ve
kalsiyum gegirgenliginden sorumlu olan pompalarin islevini bozarak gegirgenligini
degistirdigi bilinmektedir [12]. Benzer olarak PAA’nin promastigot ylzeyinde bulunan
molekiller ile etkilesime girerek porlar olusturdugunu goérmekteyiz. Yapilan bir
¢alismada B lenfosit slispansiyonuna PAA’nin sulu ¢ozeltisi eklendiginden, hiicrelerin
dis membran gecirgenligi ciddi bir sekilde artarak tersine dénmistiir. Ozellikle hiicre
icinde ylksek konsantrayonda bulunan potasyum iyonlari, diisiik konsantrasyonda olan
hiicre disina dogru akmistir. Diger iyonlarda benzer olarak konsantrasyon gradiyenti
yoninde hareket etmistir. Sonug¢ olarak sentetik polielektrolitler hiicresel
membranlarda bulunan porlarin formasyonunu uyararak hticrelerin segici gecirgenligini
etkilemistir [12], [267], [268].Boylece PAA’'nin B hiicrelerinde gorilen bu etkisi
sonuclarimizi  desteklemistir. POX’a bir saat saat tutulmus olan L.infantum
promastigotlarin polimerin etkisiyle olusmus kiimelerin normal parazit kiimelerinden
farkli olarak ug uca birlestigi bir sekil aldiglI bu ylizden parazitlerin kamcilari ile diger
hiicresel kisimlarin ayirt edilemedigi belirlenmistir. Yapilan bir calismada B hiicrelerinin

disuk konsantrasyonda PAA igeren ortamda hiicre flizyonunu uyardigl belirlenmistir
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[12]. Bu duruma benzer olarak POX’un kullandigimiz konsantrasyonda hiicre flizyonuna

neden oldugu belirlenmistir.

Polimere maruz kalmis parazitlerin enfektifligini inceledigimizde, genel olarak elde
edilen sonuglarda, polimere maruz kalmis ortamlarda kontrole gore enfektifligin
onemli olglide distugl gozlendi. Kontrole gore 5 mg polimere maruz kalmis tim
surelerde %enfektiflik, amastigot sayisi ve enfeksiyon indeksinde anlamh disis
meydana gelmistir. 1 mg PAA’dan farkl olarak 5 mg PAA’ya maruz kalan ortamda 30
kDa PAA’da 100 kDa PAA’ya gore 2 ve 3 saat maruziyet slirelerinde % enfektiflik
acisindan bir artis olmustur. Ayrica her iki molekil agiriginda da PAA’ya maruziyet
suresi arttikca enfektiflikte, ok distkte olsa bir artis meydana gelmistir. Bu sonuglara
gore 100 kDa, 5 mg PAA’ya bir saat maruz kalmis promastigotlarin in vivo ¢alismalar
icin en uygun molekil agirligi, konsantrasyon ve maruziyet siiresi oldugu belirlenmistir.
6000 ve 12000 pg/ml POX’a maruz kalmis ortamlarda kontrole gore enfektifligin
onemli 6lglide dustigu gozlendi. Enfektiflikteki en fazla disus 6zellikle polimerin farkli
konsantrasyonlarinin parazite bir saat maruz kaldiginda gorilmustir. 2000 pg/ml’de
enfektiflik %20,08 diiserken enfeksiyon indeksi %50,09 dusmustir. 6000 ug/ml’de
enfektiflik %85,3 dliserken enfeksiyon indeksi %98,6 dismustiir. 12000 pg/ml’de
enfektiflik %99,6 diserken enfeksiyon indeksi %100 diusmustir. Boylece POX igin in
vivo calismalarda en uygun konsantrasyonun 12000 pg/ml’ye bir saat maruz kalmis

parazitler oldugu belirlendi.

Makrofaj kaynakli NO Leishmania parazitleri Gizerinde sitotoksik etki yapar. Bu yilzden
makrofajlar tarafindan (retilecek NO olduk¢a ©6nemlidir. RAW 264.7 makrofaj
hiicrelerinde PAA’'nin NO iretimine etkisi konusunda yapilan bir calismada, sadece
PAA’nin NO miktarinin artisinda bir uyarici olmadigi belirlenmistir [271]. Benzer olarak
yaptigimiz calismada hem J774 makrofaj hicre hattinda hem de primer periton
makrofajlarinda NO (retimine etkisi incelenmis ve elde edilen sonuclara gore sadece
PAA’'nin makrofaj hiicrelerinde NO Uretimine etkisi olmadigi gosterilmistir. POX'un ise
makrofaj hicrelerinde NO Uretimine etkisi 6000 ve 12000 upg/ml olan

konsantrasyonlarda gosterilmistir.
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Dogal Leishmania enfeksiyonlarinda parazitler makrofajlarin NO Uretimini inhibe
ederek hayatta kalabilirler. Bu ylzden polimerlere maruz kalan parazitlerin enfektiflik
Ozelliklerini kaybetmesi ve makrofajlar tarafindan oéldirilmesinde NO Uretiminin bir
etkisi olup olmadigini incelenmistir. Buna gore sadece PAA’nin makrofajlarda NO
Uretimine etkisi olmazken parazitin 6zellikle 1 ve 5 mg/ml PAA’ya bir saat maruz kalan
konsantrasyonlarinda NO (iretiminde kontrole gére fark goriilmistir (p < 0,05).POX ile
yapilan incelemelerde ise Ozellikle 6000 ve 12000 pg/ml POX olan konsantrasyonlarda
parazitlerin polimere maruz tutuldugunda meydana enfektiflik dlsistinin, makrofajlar
tarafindan Uretilen NO (Uretimini destekler nitelikte oldugu goérilmektedir. Farkh
konsantrasyonlarda polioksidonyuma 1 ve 24 saat maruz kalmis L.infantum
promastigotlarinin makrofaj hiicrelerinde NO (retimi Ulzerine etkisine bakildiginda
Ozellikle 6000 ve 12000 pg/ml POX olan konsantrasyonlara 1 saat maruz kalmis

parazitlerin NO Uretimine daha fazla etkisi oldugu belirlenmistir.

Polimerlerin hiicre igi parazitlere etkisi amastigot-makrofaj kiltirlerinde incelenmistir.
Pozitif kontrol olarak Glucantim’in antileishmnial etkisine bakildiginda 1000 pg/ml
konsantrasyonda parazit canlihgi %98 azalmistir. Uzun yillardan beri Leishmaniasis
tedavisinde kullanilan Glucantime, hicre i¢i amastigotlarin 6ldiriilmesinde yeterli
etkinligi gosterememistir. PAA’nin antileishmnial etkisine bakildiginda 500 pg/ml
konsantrasyonda parazit canlihgi %54 azalmistir. Bu sonuglara gore PAA’nin
antileishmanial  etkisi  yetersizdir. Bunun en Onemli nedeni kullanilan
konsantrasyonlarin zaten makrofajlarda toksik etki gostermesidir. POX'un
antileishmnial etkisine bakildiginda 6000 ve 12000 pg/ml konsantrasyonda kontrole
gore parazit canhligi %99 ve %99,9 azalmistir. Elde edilen bu sonuclar Glucantime ile
kiyaslandiginda kullanilan bu konsantrasyonlarda POX’un hem toksik olmamasi hemde
ciddi oranda amastigot ve promastigot canliigini azaltmasi, makrofajlarda NO (retimini
indliklemesi, POX'un ileride Leishmania tedavisinde kullanilabilecek 6nemli bir bilesik

adayi olacabilecegini gosterilmistir.

Polielektrolitlerin Lleishmania parazitlerindeki in vitro sonuclarina dayanarak
¢alismanin son asamasinda in vivo c¢alismalar baslatiimistir. Bu amagla efektifligin
duslrilmesi icin en uygun polimer konsantrasyonu ve maruziyet siresi belirlendikten
sonra farelere enjeksiyon yapilmistir. Asi adaylari ile yapilan immunizasyondan 4 hafta
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sonra farelerde asinin etkinliginin incelenmesi amaciyla enfektif parazitler verilmistir.
10 haftalik in vivo ¢alismalarinda her hafta farelerden kan alinarak serumda Leishmania

antijenlerine karsi olusan antikor miktari ELISA yontemi ile incelenmistir.

ELISA testi sonucunda elde edilen sonuclara gore ilk 4 haftada sadece PAA’ya maruz
birakilan parazitlere karsi, antileishmanial 1gG antikorlari olusurken POX verilen
gruplarda herhangi bir antikor yaniti alinamamistir. Farelerde yapilan dogal L.infantum
enfeksiyonlarinda parazitlerin 1gG antikor yanitini engelleyerek Th2 tip immin yanitin
olusmasini sagladigi ve bu nedenle enfeksiyonun ilerledigi tespit edilmistir [266]. Fakat
yaptigimiz  c¢calismada PAA’yva maruz kalan parazitlerin  immun sistemi
yonlendiremedikleri Thl tip immin yanitin olusarak parazite karsi 6nemli bir koruma
saglanmistir. 4. haftada enfeksiyon bulastirmak amaciyla metasiklik enfektif parazit
acisindan zengin olan stasyoner faz promastigotlari fare gruplarina verildiginde yine
sadece PAA iceren grupta 2. immunizasyon etkisi yaratarak her hafta artis gosterecek
sekilde absorbans artisi olmustur. Enfeksiyon sonrasi kontrol ve POX iceren grupta ¢ok
disik seviyede antileishmanial 1gG Uretimi olsada PAA igeren grupla kiyaslanamiyacak

seviyededir.

Parazitolojik incelemede ise Giemsa boyama ile periferik kanda yapilan incelemelerde
duyarhlik oldukca duiisliktlir. Bunun nedeni kandaki parazit sayisinin oldukc¢a dusiik
sayida olmasidir. Bu nedenle Mikrokiltir yontemi ile de degerlendirme yapildi.. Bu
yontemin temeli kapiler tlip icinde mikroaerofilik ortamda bulunan hicre ici
amastigotlarin 27 2C'lik etlivde hareketli promastigotlara donlismesine dayanir.
Mikrokultir yontemi 6zellikle asemtomatik Leishmania enfeksiyonlarinda bile oldukca
duyarhdir. PAA ve POX’a maruz kalan parazitler canh oldugu icin ilk 4 hafta boyunca
farelerden alinan kan o6rneklerinde giemsa boyama ve MKY ile tarama yapilmistir.
Sonuclara gbére ne giemsa nede MKY ile ilk 4 hafta boyunca kanda parazit tespit
edilememistir. Fakat 5. haftadan itibaren tim incelenen gruplarda parazit

yogunluguna gore farkliklar tespit edilmistir.

Leishmania asi ¢alismalarinda, asi tarafindan indiklenmis koruyucu immin yanit iki

sekilde degerlendirilir. Bunlardan birincisi parazit ylikindeki diislisi degerlendirmede
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kullanilan in vitro periton makrofaj modelleri digeri ise enfeksiyon sonrasi in vivo fare
modellerinde karaciger yada dalaktaki parazit yikiini belirlemeye dayanir. Elde edilen
sonuclara gore enfekte periton makrofajlarin ylizdesi ve enfekte olmus makrofaj basina
diisen amastigot sayisi kontrol grubu ile kiyaslandiginda immiinize edilmis gruplarda
daha distk oldugu belirlendi. Enfeksiyon indeksindeki en belirgin azalma PAA’ya maruz
kalmis fare gruplarinda gorilirken (%91,098+1,87) POX'a maruz kalan fare gruplarinda
ise ortalama %80,576+1,81'lik bir disls belirlenmistir.

Basarili bir asilamanin iki kriteri vardir bunlardan birincisi verilen antijene karsi
indiiklenen in vivo gecikmis tip asiniduyarlilik yanitidir. ikincisi ise antijene karsi olusan
in vitro T hiicre stimilasyonudur. Bu ylizden asi calismamizda her iki kriterde
denenmistir. Buna gore gecikmis tip asiriduyarlilik yaniti en fazla PAA’ya maruz kalmis
parazitlerin verildigi deney grubunda tespit edilmistir. Ayrica POX’a maruz kalmis
parazitlerin verildigi deney grubunda kontrole gore fark belirlenmistir (p<0,05). Boylece
ayaktaki yuzde kalinlik artisi PAA olan fare grubunda %12,588+2,582, POX olan fare
grunda %3,346+0,612 son olarak kontrol grubunda ise %1,1441+0,508 olarak

belirlenmistir.

Visseral leishmaniasisin en o6nemli klinik bulgularindan biri dalak ve karaciger
agirhginda meyadana gelen artistir. Saglikh Balb/c farelerde ortalama dalak agirhig 100
mg’dir. Elde edilen sonuclara gore dalak agirhigi PAA olan fare grubunda 97,1+2,98 mg,
POX olan fare grunda 92,08+5,76mg son olarak kontrol grubunda ise 201,86+8,95mg
olarak belirlenmistir. Karaciger agirligi ise PAA olan fare grubunda 835,92+140,2mg
POX olan fare grubunda 986,86+38,83mg son olarak kontrol grubunda ise
1435,5+215,9mg olarak belirlenmistir

PAA'ya maruz kalan parazitlerin verildigi fare grubunda, olusan immin yanita bagh
olarak parazit yikiinde anlamli bir dlisiis meydana gelmistir. Elde edilen sonuclara gore
karacigere ait LDU degeri PAA olan fare grubunda 285,716+16,64, POX olan fare
grubunda 552,668+59,84 son olarak kontrol grubunda ise 2764,974+280,75 olarak
belirlenmistir Elde edilen sonuglara gore dalaga ait LDU degeri ise PAA olan fare
grubunda 50,818+%3,79, POX olan fare grubunda 74,544+3,29 son olarak kontrol

grubunda ise 322,898+15,49 olarak belirlenmistir. Dalak ve karaciger parazit yikiine
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baglh olarak POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait parazit yikiindeki azalma
yuzdeleri PAA dalak igin %84,27+2,98, PAA karaciger icin %89,75+2,12, POX dalak igin
%76,92+1,88 ve son olarak POX karaciger icin %80,02+3,11 olarak belirlenmistir.

Leishmania enfeksiyonlarinda makrofajlarin aktivasyonu ve hiicre i¢i parazitlerin
oldirilmesine bagli olarak Thl ve Th2 yanitlar arasinda bir denge vardir. Leishmania
enfeksiyonlarina karsi direng genel olarak CD4" T lenfositlerin alt tipi olan Thil
hlcrelerinin ¢ogalarak IFN-y Uretmeleriyle iliskilidir. Boylece Thl tarafindan IFN-y
Uretilerek makrofajlarin aktivasyonu saglanir. Aktive olmus makrofajlar ise serbest O,
radikalleri ve NO Ureterek amastigotlarin éldiriimesi saglanir. Ayrica IFN-y Th2 alt tip
lenfositleri baskilar ve buna bagl olarak IL-4 Gretimini engeller. Bu durum Leishmania
enfeksiyonlarinda koruyucu immin yanitin olusmasinda olduk¢a énemli bir kriterdir.
Leishmania enfeksiyonlarina duyarh kisilerde genel olarak Th2 lenfositlerine bagh
olarak IL-4 ve IL-10 sitokinleri Uretilir. Bu sitokinlerden IL-4, Thl lenfositlerin
¢agalmasini inhibe eder. Buna gére POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IFN-
vy seviyeleri PAA icin 1632,1944£108,41, POX igin 1189,816+227,82 iken en disuk
degerler kontrol grubunda 223,84+27,49 olarak belirlenmistir. POX ve PAA’ya maruz
kalmis fare gruplarina ait IL-2 seviyeleri PAA i¢in 131,5+13,89, POX icin 94,594+10,65
iken en duisik degerler kontrol grubunda 18,044+4,02 olarak belirlenmistir. POX ve
PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IL-4 seviyeleri PAA icin 41,756+2,70, POX icin
42,3311,80 iken en vyuksek degerler kontrol grubunda 52,594+6,13 olarak
belirlenmistir. POX ve PAA’ya maruz kalmis fare gruplarina ait IL-10 seviyeleri PAA igin
52,598+2,92, POX icin 53,12+2,68 iken en yliksek degerler kontrol grubunda
73,032+6,03 olarak belirlenmistir. Boylece PAA’ya maruz kalan promastigotlarin dogal
enfeksiyondan farkli olarak immin sistemi Thl tip hiicre proliferasyonu yoniinde
uyararak, L.infantum enfeksiyonlarinda koruyucu roli olan IFN—y sitokinlerinin

Uretimini indukledigi belirlenmistir.

Boylece bu calismada ilk kez olarak PAA ve POX kullanilarak leishmaniasise karsi
attenldie olmus asi modelinin gelistirilmesinin mimkin oldugu gosterilmistir. Elde
edilen bu sonuglarin ileride leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde dnemli bir rol
oynayabilecegi ve ayni zamanda immiuinoterapi agisindan yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinin temelini olusturabilecegi disunuilmektedir.
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ONERILER

1. PAA ve Leishmania parazitlerinde bulunan molekiiller arasinda gerceklesen
etkilesim sonucunda olusan in vitro ve in vivo immin yanittan dolayi ileride

zayiflatiimis asi gelistirilmesinde kullanilabilir.

2. Zayiflatilmis asi gelistirmede polimerlere dayali bu yaklasim ileride diger

enfeksiyon ajanlari igcinde kullanilabilir.

3.PAA’ya maruz kalmis Leishmania parazitlerinin, himoral ve hiicresel immiuniteyi
uyarmasi ileride leishmaniasisli hastalarda immiinoterapi agisindan ciddi bir

koruma saglayabilir.

4. PAA’ya maruz kalmis Leishmania parazitlerinin, yiiksek seviyede I1gG antikor
Uretimini indiklemesinden dolayi, PAA ileride hem Leishmania hemde diger

enfeksiyonlarda monoklonal antikor tretiminde kullanilabilir.

5. Her iki polimerinde Leishmania enfeksiyonlarinda 6nemli olan Thl tip
lenfositlerin proliferasyonunu uyarmasi ileride yapilacak immunolojik calismalar

acisindan énemli olabilir.

6. Uzun vyillardan beri leishmaniaisisin tedavisinde kullanilan Glucantime gore
POX'un hiicre ici parazitlere karsi gosterdigi yiiksek etkinlikten dolay ileride

POX ,antileishmanial ilaglarin gelistirilmesi icin incelenebilir.

7. Leishmania asi c¢alismalarinda farelerin sakrifye edilmesine gerek kalmadan
enfeksiyonun degerlendiriimesi amaciyla ileride Mikro Kdiltir Yontemi

kullanilabilir.

8. ilacin etkinligini daha iyi belirlemek amaciyla gelistirdigimiz amastigottan
promastigota donisen parazitlerin MTT yontemiyle canliiginin belirlenmesine

dayanan yontem ileride antileishmanial ila¢ calismalarinda kullanilabilir.
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