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KISALTMA LISTESI

AIDS
APC
cb4*
CcD8"
CFA

Edinilmis bagisik yetersizligi hastalig
Antijen sunan hiicreler

CD4 hiicre yizey antijeni bulunduran lenfosit
CD8 hiicre yiizey antijeni bulunduran lenfosit
Complete Freund's Adjuvan

Karbondioksit

Gozunlr Leishmania Antijeni

Diklorometan
Dendritik hicreler
Dimetil sulfoksit
Dulbecco’s Minimum Essential Medium
Deoksiribonukleik asit

Diinya Saghk Orgiit

Etilen Diamin Tetra Asetik asit

Enzim Bagli immunosorbent Test
Leishmania infantum susu

Fetal Sigir Serum (Fetal Bovine Serum)
Amerikan Gida ve ilag Dairesi

Leishmania ylizey membran metaloproteazi
Hidrojen klorir

N-2-hidroksi etilpiperazin N-2 etansulfonik asit
imminoglobulin A

imminoglobulin D
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interlékin 12

interlékin 4

interlékin 10
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LPG Lipofosfoglikan

MgCl,  Magnezyum klorir

MHC Major histokompabilite kompleks
MKL Mukokiitan6z leishmaniasis

MKY Mikro kaltir yontemi

MTT 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid
MW Molekdiler Agirhk (Molecular Weight)
Na,HPO, Disodyum fosfat

NacCl Sodyum kloriir

NaH,P0; Monosodyum fosfat

NaHCO3; Sodyum bikarbonat

NaNsz Sodyum azid

NK Dogal éldirici hicreler (Natural Killer cells)

NO Nitrik Oksit

NP Nanopartikil

oD Optik Yogunluk (Optical Density)

OLA Otoklavlanmis Leishmania Antijeni

PBS Fosfat Tampon Sollisyonu (Phosphate buffered saline)
pH Potansiyel hidrojen

PLGA Poli (D,L-laktik ko-glikolik asit)

PNNP Para-Nitrofenilfosfat

PO Polioksidonyum

RPM Bir dakikadaki devir sayisi (Revolutions per minute)

RPMI Roswell Park Memorial Institute-1640

TGF-B Transforming growth factor P (transforme bliyiime faktori beta)

Thl T helper 1 (Yardimci T hiicre yaniti alt sinif 1)
Th2 T helper 2 (Yardimci T hiicre yaniti alt sinif 2)
TMP Timidin monofosfat

TNF-a Timor nekroz faktor alfa

uv Ultraviyole

VL Viseral leishmaniasis

ZnCl, Cinko klorir
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OZET

LEISHMANIA INFANTUM’UN FARKLI ANTIJEN KOMBINASYONLARINI
ICEREN POLI(LAKTIK-KO-GLIKOLiK ASiT) NANOPARTIKULLERININ
SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE ViSSERAL LEISHMANIASIS’E KARSI ASI
ADAY! OLARAK ETKINLIKLERININ /N VITRO VE IN VIVO iINCELENMESI

Ozlem Ayse TOSYALI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Melahat BAGIROVA

Leishmaniasis, Leishmania tlrindeki zorunlu hiicre ig¢i parazitlerin neden oldugu
tropikal bir hastalik olup Diinya’nin ve Tirkiye’nin en o6nemli halk sagligi
problemlerinden biridir. Dlinyada 350 milyon kisi bu hastaliga yakalanma riski
altindadir. Hastalik Tirkiye’nin de icinde oldugu 98 llkede endemik olup, enfekte
kisilerin sayisi ise 12 milyondur. Ozellikle Suriye’de meydana gelen i¢ savaslar nedeniyle
Guneydogu Anadolu bolgemizde olgu sayisi olduk¢a artmis durumdadir. Saghk
bakanligl verilerine gbére 2012-2017 arasinda Suriyeli misafirlerde 8.513 Kutanoz
Leishmaniasis vakasi tespit edilerek tedavileri yapilmistir. Hastaligin Glkemizde ve
diinyada yaygin olmasinin baslica nedenleri; iklim degisiklikleri, hastaligin vektorlerinde
kullanilan insektisitlere, parazitlerde ise ilacglara karsi direngliligin gelismesidir.

Tim bunlar Leishmaniasis’e karsi asinin gelistiriimesinin olduk¢ca 6nemli oldugunu
ortaya koymaktadir. GlUniimize kadar Uc¢ jenerasyonda asi adaylari gelistirilse de, her
birinin farkl dezavantajlari nedeniyle heniiz etkin ve glivenilir bir asi elde edilmesi
mumkin olmamistir. Birinci nesil grubuna dahil olan asilar o6ldurdlmis parazit
antijenleriyle veya zayiflatilmis canli (attenlie) Leishmania parazitlerinden
olusmaktadir. Attenlie asilar, parazitin tekrar aktiflesebilme olasiligl oldugundan risk
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tasimaktidir. Bu nedenle kullanimi  sinirlhidir.  Cozinir leishmania (CLA) ve
otoklavlanmis leishmania antijenleri (OLA) gibi antijenler yapisinda bir¢ok hedef
protein icerdiginden birgok MHC ile etkilesim olanagl saglayip yliksek immin yanit
olusturabilmektedir. Bunun yaninda elde edilmesi kolay ve maliyeti dglktiir. Ancak
bu antijenler de tek baglarina ve gliniimuze kadar g¢esitli adjuvanlarla birlikte kullanimi
disiik koruma derecesi sergilemistir. Buna gore de bu antijenlerinin olusturdugu
immun yaniti arttirabilmek icin daha uygun adjuvanlarin arastirilmasi oldukca
onemlidir. ikinci jenerasyon asilar daha ¢ok parazitin yiizey molekiilleri, hiicre ici
molekdlleri, strese duyarli molekilleri ve metabolik yolaklardaki diger birgok
biyomolekiller antijen olarak kullanilmistir. Bunlar icerisinde Lipofosfoglikan (LPG)
parazitin ylzeyinde en ¢ok bulunan immiinojen bir molekildir. Ancak tek basina
subunit antijenler de yeterli immiin yanit olusturamamaktadir. Ugiincii nesil icersinde
yer alan DNA asilari ise nispeten kolay uretilebilmeleri, yonlendirilmesi kolay,
immunojen olmalari tasinmasinda bircok geni bir araya getirebilme olanagi saglamasi
nedeniyle avantajlidir. Ancak birgcogunun etkinliginin diisiik olmasi ve yeterli koruma
saglayamamasi ve maliyet gibi nedenler dezavantajlarini olusturmaktadir.

Laboratuvarimizda daha énce TUBITAK projesi kapsaminda tamamlanan ¢alismada ilk
kez olarak Leishmania parazitlerinin immunojenik ylizey molekillerinden olan LPG’nin
(poliakrilikasit) PAA ile konjugatinin in vivo modellerde %80 koruma sagladigl ve
boylece 6nemli bir asi adayl oldugu ortaya konulmustur. Ancak son zamanlarda
nanoteknolojide meydana gelen gelismeler asi ¢alismalarina yeni bir boyut getirmistir.
Nanopartikiler, antijenlerin biyolojik sistemde degrede olmadan, kontrolli ve efektif
olarak salimini ile hedefe yénelik tasinimlarina olanak saglamaktadir. Ozellikle
kombinasyon seklinde birden fazla antijenin ayni antijen sunucu hiicre tarafindan
alinmasi nanopartikiiler antijen tasiyici sitemin en Onemli avantajlarindan biridir.
Tastyici sistem olarak biyouyumlu, biyobozunur ve ayni zamanda adjuvan 6zellige sahip
FDA onayli PLGA (poli laktik-ko glikolik asit) nanopartikilleri sikga kullaniimaktadir.
Literatliri inceledigimizde ¢6zlnir ve otoklavlanmis leishmania antijenini ile
lipofosfoglikan ikili antijen kombinasyonu igeren PLGA nanopartikdlleri ve imminojenik
Ozellikleriyle ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Buna gore de bu tez
calismasinin  amaci, L.infantum parazitlerinden izole edilen lipofosfoglikan
molekilinin ¢ozlinlir leishmania antijeni veya otoklavlanmis leishmania antijeni ile
kombinasyon halinde FDA onayli PLGA nanopartikillerine enkapsiile edilmesi,
karakterizasyonu ve elde edilen nanoformiilasyonlarin etkinliginin in vitro ve in vivo
olarak incelenmesiyle diinyada ve llkemizde Visseral Leishmaniasis’e karsi yeni nesil
asl adayr formilasyonlarin gelistiriimesidir. Tezin amag¢ ve hedefine uygun olarak
¢alisma kapsaminda, tiim parazit antijenini iceren CLA ve OLA ile parazit ylzeyinde bol
miktarda bulunan imminojen 06zellikli LPG molekili elde edilmesi icin parazitin
biyoreaktorde biylk olcekli kiltiri yapilip biyomasdan elde edilmistir. Daha sonra
biyomasdan elde edilen antijenler PLGA igerisine enkapsiile edilmistir. Ardindan
olusturulan nanoformiilasyonlarin karakterizasyonu gerceklestirildi. Elde edilen hem
tek basina LPG, CLA ve OLA antijenlerini iceren PLGA nanoformilasyonlari (F1, F2 ve
F3) hem de CLA-LPG ve OLA-LPG ikili antijen iceren PLGA nanoformilasyonlarinin (F4
ve F5) toksisitesi J774 makrofaj ve L929 fibroblast hiicre kiltiriinde MTT yontemi ile
incelenmistir. Ardindan toksik olmadigi belirlenen formiilasyonlarin makrofaj hiicre
kiltirinde sitokin ve Nitrik Oksit (NO) tretme potansiyeli incelenmistir. Daha sonra bu
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nanoformilasyonlarin asi adayi olarak koruyucu etkinlikleri in vivo olarak fareler
Uzerinde incelemek igin iki hafta araliklarla immunizasyon islemi gergeklestirilmis ve
olusan antikor miktari deney hayvanlarinin serum oOrneklerinden ELISA ile
belirlenmistir. imminizasyonlarin ardindan her bir gruptaki fareler L.infantum
parazitleri ile enfekte edilmistir ve enfeksiyonun kontrolii Giemsa boyama ve mikro
kiltir yontemi ile takip edilmistir. Bir ay sonra kontrol grubunda enfeksiyonun tespit
edilmesinin ardindan fareler sakrifiye edilerek; dalak ve karaciger parazit yukia (LDU)
belirlenmistir. Ayrica farelerin dalak lenfositleri izole edilmis ve lenfositlerden
salgilanan IL-4, IL-10, IL-12 ve IFN-y sitokinleri ticari bir kit yardimiyla tayin edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, incelenen farklh konsantrasyonlarda F4 ve F5
nanoformilasyonlarinin J774 makrofaj ve L929 fibroblast hiicre kiltiiriinde kontrole
kiyasla 500 pg/ml’a kadar anlamh bir toksik etki gostermedigi saptanmustir.
Formilasyonlarin, makrofajlarin NO Uretmeleri Gzerindeki etkinligi incelendiginde ise,
makrofaj hiicrelerinde NO Uretimine en fazla etkiyi kontrole kiyasla NO Giretimini 15 kat
arttiran F4 nanoformilasyonu ve 20 kat arttiran F5 nanoformilasyonun gosterdigi
saptanmistir. Benzer sekilde asi formilasyonlari uygulanan makrofaj hicrelerinin
Urettigi IL-12 ve IFN-y sitokin seviyelerinin kontrol grubuna goére, 4-6 kat arasinda
arttirirken tek basina antijen kombinasyonlariyla anlamh bir farklilik gdézlenmemistir.
Bunun nedeninin, PLGA nanopartikillerinin icerisindeki antijenlerin zamanla 72 saatlik
kisa slire sonunda yalnizca az miktarda antijenin ortama salinmasi olabilir. IL-4 ve IL-10
seviyelerinde anlamli bir degisikligin meydana gelmedigi belirlenmistir. IL-12 ve IFN-y
sitokinlerinin Th1l yanitini, IL-4 ve IL-10 sitokinlerinin ise Th2 yanitini indikledigi
bilinmektedir. IL-12 ve IFN-y seviyelerinin kontrole gore yiksek olmasi immiin yanitin
Thl tipi yonlinde gelisebilecegini disindirmektedir. Daha sonra tim
nanoformulasyonlar Balb/c fareler tzerinde incelendi. En yuksek antikor seviyesi F5
nanoformiilasyonu uygulanan gruplarda gozlenmistir. Ayrica farelerin
sakrifikasyonunun ardindan F4 ve F5 formilasyonu ile imminize edilen deney
hayvanlarinda parazit enfeksiyonuna karsi sirasiyla yaklasik %75 ve %78 koruma
saglandigi gozlenmistir. incelenen bir diger parametre dalak hicrelerindeki sitokin
seviyeleridir. F4 ve F5 nanoformilasyonlarinin IL-12 igin sirasiyla 9 ve 15, IFN-y sitokin
icin ise sirasiyla yaklasik 10 ve 18 kat arttirdigi, diger yandan IL-4 seviyelerinde herhangi
bir degisikligin olmadigi ve IL-10 degeri ise F5 formiilasyonu icin kontrole nazaran 2 kat
azalma gosterdi. Elde edilen sonuglara gore, her iki formiilasyonun da farelerde gerek
antikor seviyesini gerek parazit ylikinde meydana gelen azalma gerekse de Th1l immin
yaniti indikleyen IL-12 ve IFN-y sitokin seviyelerini arttirmasi, bu asi formulasyonlarinin
immunojenik ozelliklerini net bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu sonu¢ uygulanan asi
formilasyonlarinin hiicresel ve himoral yaniti tetikleyerek organlardaki parazit
enfeksiyonunu oOnemli derecede engelledigi disindirmektedir. Boylece bu tez
calismasi kapsaminda Diinyada ve Ulkemizde ilk kez olarak, Visseral Leishmaniasis’e
karsi etkinligi in vitro ve in vivo kanitlanmis CLA-LPG ve OLA-LPG ikili antijen
kombinasyonu iceren PLGA temelli yeni nesil nanoasi formilasyonlari gelistirilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: L.infantum, PLGA, Nanopartikil, Asi, Sitokin

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND /N VITRO AND IN VIVO
INVESTIGATION OF EFFECTIVENESS AS VACCINE CANDIDATE AGAINST
VISCERAL LEISHMANIASIS OF POLY(LACTIC-CO-GLYCOLIC ACID)
NANOPARTICLES CONTAINING COMBINATION OF DIFFERENT ANTIGENS
OF LEISHMANIA INFANTUM

Ozlem Ayse TOSYALI

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

Advisor: Assist. Prof Dr. Melahat BAGIROVA

Leishmaniasis, one of the serious public health problems of Turkey and the world, is a
tropical disease which is obligatory intracellular Leishmania parasites. Through the
world, nearly 350 million people are under the risk of this disease. The disease is also
in Turkey, where endemic in 98 countries, the number of people infected is 12 million.
The number of incidents in the Southeastern Anatolia region has increased
considerably due to the civil wars especially in Syria. Climate change, the development
of resistance to the drugs and also many mammals have a disease reservoir play a
major role in this widespread disease. In addition, the problems in the diagnosis of the
disease, the difficulties in treatment and the development of resistance clearly reveal
the necessity of an effective and safe vaccine the against the disease. Even though
vaccine candidates have been developed in three generations to date, still there is no
an effective and safe vaccine because of their different disadvantages. Vaccines from
the first generation group consist of killed parasite antigens or attenuated Leishmania
parasites. The attenuated vaccines were risky as the parasite was likely to be
reactivated. Therefore, its use is limited. Due to the contain many target proteins in
their structure, soluble leishmania (SLA) and autoclaved leishmania antigens (ALA) can
interact with many MHC molecules and produce a high immune response. Besides this,
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it is easy to obtain and low cost. However, these antigens alone and/with the use of
various adjuvants to date showed a low degree of protection. So, in order to increase
the immune response of these antigens, it is very important to investigate more
appropriate adjuvants. Second generation vaccines based on mostly surface molecules,
intracellular molecules, stress sensitive molecules and many other biomolecules in
metabolic pathways as a antigen. Among these, lipophosphoglycan (LPG) is a molecule
that most immunogenic and abundant in parasite surface. However, subunit antigens
alone cannot produce adequate immune responses. DNA vaccines in the third
generation are advantageous because they are relatively easy to produce, easy to
direct, and have the ability to combine many genes in their transport. However,
reasons such as low efficiency and not being able to provide adequate protection and
also cost factors are DNA vaccines’ disadvantages. Recent advances in nanotechnology
have brought a new dimension to vaccine studies. Nanoparticular allows controlled
and effective release of antigens without degredation in the biological system and
their targeted transport. In particular, the combination of multiple antigens in the form
of the same antigen presenting cell is one of the most important features of the
nanoparticular antigen-carrying system. FDA-approved PLGA (poly lactic co-glycolic
acid) nanoparticles are commonly used as carrier systems due to the biocompatible,
biodegradable and also adjuvant properties. When we review the literature, there is
no study about PLGA nanoparticles and immunogenic properties of soluble and
autoclaved leishmania antigen combination with lipofosfoglycan. Accordingly, the aim
of this thesis is to encapsulate the lipofosfoglycan molecule isolated from L.infantum
promastigotes in combination with soluble leishmania antigen or autoclaved
leishmania antigen to FDA-approved PLGA nanoparticles, to investigate the
effectiveness of the nanoformulations in vitro and in vivo against the visceral
leishmaniasis. In this thesis, the parasite cultured in a bioreactor in order to obtain
biomass for isolation of SLA, ALA and LPG antigens. The obtained antigens used as a
both single and binary combination to encapsulated into PLGA. The characterization of
the nanoformulations was then performed using different devices. The amount of
antigen and the release profile of the nanoformulations were determined using the
UV-spectrophotometer. Both LPG, SLA and ALA antigens alone (F1, F2 and F3) and SLA-
LPG and ALA-LPG binary antigens (F4 and F5) encapsulated in PLGA was investigated
toxicity by MTT method in J774 macrophage and L929 cell culture. The potential for
the production of cytokine and nitric oxide (NO) was investigated in macrophage cell
culture. Immunization was carried out at two week intervals to investigate protective
activities of these nanoformulations as a vaccine candidate in vivo, and the amount of
antibody level was determined by ELISA from the serum samples of the experimental
animals. After 8 immunizations, mice in each group were infected with L.infantum
parasites and control of infection was monitored by Giemsa staining and micro-culture
method. One month later after the detection of infection in the control group, the
mice were sacrificed; The parasite load (LDU) in the spleen liver and bone marrow
were determined. In addition, IL-4, IL-10, IL-12 and IFN-y cytokines secreted from
lymphocytes were determined by a commercial kit. According to the results, it was
found that the different concentrations of nanoformulations in J774 macrophage and
L929 cell culture did not show a significant toxic effect up to 500 pg/ml compared to
the control. When the effectiveness of the formulations on the NO production of

XXi



macrophages was examined, it was found that the highest effect on NO production in
macrophage cells was F4 nanoformulation which increased NO production by 15-fold
and F5 nanoformulation which increased 20-fold compared to control. Similarly,
vaccine formulations increased the levels of IL-12 and IFN-y cytokines produced by
macrophage cells to 4 to 6 fold compared to the control group, while no significant
difference was observed with antigen combinations alone. The reason for this may be
the release of only a small amount of antigens into the medium after 72 h of short
time in time the antigens within the PLGA nanoparticles. There was no significant
change in IL-4 and IL-10 levels. IL-12 and IFN-y cytokines are known to induce Thl
response and IL-4 and IL-10 cytokines induce Th2 response. High levels of IL-12 and
IFN-y levels suggest that the immune response may develop in the Thl-type. The all
groups were then examined on Balb/c mice. The highest antibody level was observed
in F5 nanoformulation groups. In addition, it was observed that 75% and 78 %
protection against parasitic infection in experimental animals immunized with
respectively F4 and F5 formulation following sacrification of mice. Another examined
parameter is cytokine levels in spleen cells. It was found that F4 and F5
nanoformulations increased 9 and 15 fold for IL-12 level and 10 and 18 fold for IFN-y
cytokine, respectively. On the other hand, no change was observed for IL-4 levels and
2-fold decrease IL-10 levels shown in F5 nanoformulation compared to control.
According to the results obtained, both F4 ve F5 nanoformulations clearly demonstrate
the immunogenicity of these vaccine formulations in which both the increase in
antibody level and IL-12 and IFN-y cytokine levels inducing the Thl immune response
and also decrease the parasite load in mice are evident. This result suggests that the
administered vaccine formulations significantly inhibit the parasite infection in the
organs by inducing cellular and humoral response. Thus, for the first time in this study,
nanoformulations containing binary leishmania antigens such as SLA-LPG and ALA-LPG
for the first time have been shown to have significant potential as a vaccine candidate
against visceral leishmaniasis in vitro and in vivo.

Keywords: L.infantum, PLGA, Nanoparticles, Vaccine, Cytokine
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Hastaligin 6nlenmesi, tedaviden ¢ok daha etkili ve daha az maliyetlidir. Bu nedenle
asinin gelistirilmesi, hastaliklarin 6nlenmesinde en 6nemli ve glgli bir aragtir. Yeni
stratejiler gelistirerek gelecekte asilarin glvenligini, verimliligini ve istikrarini
arttirilabilir [1], [2]. Leishmaniasis, paraziter hastaliklari arasinda ikinci sirada yer alir
ve disi kum sineklerinin (phlebotamine sandfly) memeliyi i1sirmasi sonucu ortaya ¢ikan
protozoon hastaligidir. Hastaligin Gg¢ farkli klinik formu mevcuttur. Bunlar kitanoz,
miikokitanoz ve visseral’dir. Dinyanin tropik ve subtropik bolgelerinde yaygin olarak
gorilen bu hastallik, yeterince rapor edilmemekle birlikte ciddi morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir. Bu hastalik, Okyanusya kitasi haric tim kitalarda
bulunur ve Diinya Saghk Orgiiti’niin 2010 yili raporuna goére, hastalik 102 iilkede
gorilmekte olup VL vakalarinin % 90'inin Banglades, Brezilya, Etiyopya, Hindistan,
GuUney Sudan ve Sudan'da meydana geldigi, KL vakalarinin ise yaklasik % 70'inin
Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Kosta Rika, Etiyopya, iran, Sudan ve Suriye'de
meydana geldigi belirtilmistir [3],[4]. Dinyada 12 milyon bireyin bu hastalik ile enfekte
oldugu ve her yil bunlara 1,5 milyon kitandz leishmaniasis, 500 bin visseral
leishmaniasis yeni olgunun eklendigi tahmin edilmektedir. Tirkiye'de ise her yil
yaklasik 5 bin KL vakasi bildirilmektedir. Hastaligin 6zellikle Cukurova ve Glineydogu
Anadolu bolgesinde hiperendemik olarak seyrettigi bilinmektedir. Ayrica Suriye'de
yasanan i¢ savas nedeniyle yaklasik 3 milyon miiltecinin (ilkemize go¢ etmesine bagli
olarak hastaligin epidemiyolojik durumu (ilkemiz icin daha da kritik hale gelmistir [5],

[6]. 2009 ve 2015 yillari arasinda Turkiye'de Leishmaniasis pozitif 263 hasta ile yapilan
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bir epidemiyolojik calismada hastalarin % 66.15'inin Tirk,% 33.46'sinin Suriyeli, %
0.38'inin ise Afgan oldugu gosterilmistir. Calismada hastalardan izole edilen tirlerin ise

Leishmania tropica ve Leishmania infantum oldugu tespit edilmistir [7].

Leishmaniasis epidemiyolojik ve klinik agidan buylk bir &neme sahip olmasina ragmen,
arastirma/gelistirme calismalari yeterince finanse edilmediginden DSO’nce bu hastalik
ihmal edilmis hastaliklar grubuna dahil edilmistir. Hastalik sosyo-ekonomik agidan
yetersiz, cogunlukla saglk hizmetlerine erisimin sinirli oldugu cografi bolgelerde daha
sik gorilmektedir. iklim degisiklikleri, savaslar, gé¢ ve ayrica hastaligin tedavisinde
kullanilan terapotik seceneklerin az ve pahali olmasi, toksik o6zellik gdstermesi
hastaligin yayihimasini arttirmaktadir. VL, leismanisis tirleri arasinda en yaygin
hastaliklardan biri olup, tedavi edilmediginde, vakalarin % 95'inden fazlasi 6limle
sonuclanmaktadir [8], [9]. Hastaligin etkenlerinde kullanilan antileishmanial ilaglara,
vektorlerinde ise insektisitlere karsi direnclilik gelismistir. Hastaligin ortadan
kaldirilmasi ve kontroll gibi uzun vadeli hedefler ancak bu hastaliga karsi etkin bir
leishmania asisinin gelistiriimesi ile mimkin olabilir. Leishmaniasis’e karsi asl
gelistirilmesi calismalari 80 yila yakin bir stiredir devam etmektedir. Ginlimize kadar
leishmaniasis’e karsi g farklh jenerasyon asilar gelistirilmistir [10]. Birinci jenerasyonda
yer alan canli virtilans formdaki asi (leishmanizasyon) daha sonra yerini oldiraimis
parazit antijenleri ve zayiflatilmis Leishmania parazitlerine birakmistir. Zayiflatiimis
parazit antijenlerinin kullanimi parazitlerin zamanla virtlansliklarini tekrar kazanmalari
ve ozellikle immiin sistemi baskilanmis kisilerde parazitlerin kisa stirede aktiflesmesine
neden olabilmeleri bunlarin dezavantajini olusturmaktadir. Ol{i parazit antijenlerinin
ise tek baslarina yeteri kadar immin yanit olusturamadiklari tespit edilmistir. Bu
nedenle birinci nesil asilarla yapilan ¢alismalar klinik olarak faz 3 asamasinda kalmistir
[11]. Yizey molekilleri, hiicre ici molekdller, strese duyarli molekiller ve metabolik
yolaklarda bulunan diger biyomolekdlleri ise ikinci jenerayon asilari olusturmaktadir.
Fukoz mannoz ligandi (FML) ve daha ¢ok imminojen o6zellige sahip glikoprotein 63
(gp63), Lipofosfoglikan (LPG) gibi yizey molekdlleri asi gelistiriimesinde en c¢ok
incelenen molekiillerdendir. Uglincii jenerasyon asilar ise DNA temelli asilar olup, esas
avantajlari kolay uretilmeleri ve stabil olmalaridir. Ancak dezavantajlari ise maliyetinin

ylksek olmasi ve heniiz faz 2a klinik asamasinda olmalaridir [12], [13].
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Leishmania antijeni olarak, birinci jenerasyon asi grubunda yer alan ¢o6zinir
Leishmania antijeni (CLA) ve otoklavlanmis Leishmania antijeni (OLA) kullanimina
yonelik calismalar maliyet, glivenlik, antijenik 0Ozellik ve antijenin biyokimyasal
bilesiminin stabilitesi agisindan hala glindemdedir [14], [15]. Bunlarin yaninda ikinci
jenerasyon asilarda énemli bi yeri olan LPG molekili parazitin ylizeyinde baskin olarak
bulunan imminojen ozellikli glikokonjugattir [16], [17]. Dort temel kisimdan (kapak,
fosfoglikan tekrarlayan Uniteler, glikan cekirdegi ve lipit ankraji) olusur. Omurgali
konakgilarda LPG, Leishmania'yi kompleman sistemine kargi koruyarak ve
fagolizozomal biyogenezi inhibe ederek virlilansa katkida bulunmaktadir. Simdiye
kadar bu onemli antijenik yapilar tek baslarina virllanshgini arttirmak icin cesitli
adjuvanlarla c¢alisiimistir. LPG aracii  immiinizasyon mekanizmalarinin  heniiz
bilinmemesine ragmen, koruyucu o6zellikte oldugu gosterilmistir. LPG'nin oOzellikle T
hicrelerini aktive ettigi ve Thl bagisikhk cevabini destekledigi ve bdylece
Leishmania'nin hicre ici asamasina karsi korumaya aracilik ettigi gosterilmistir [18],
[19], [20], [21]. Laboratuvarimizda Prof. Dr. Adil Allahverdiyev onciliginde
tamamlanan ¢alismada (TUBITAK, 108S170SBAG) LPG molekili ile PAA konjugati
basarili bir sekilde olusturulmus ve bu konjugatin in vivo modellerde % 80 koruma
sagladigl gézlenmis ve boylece dnemli bir asi adayi oldugu ortaya konulmustur [22],

[23].

Son yillarda nanoteknolojide meydana gelen gelismeler asi ¢alismalarinda da Umit
verici sonucglar ortaya koymaktadir. Nano boyutlarda partikiiler tasiyici sistemlerin
gelistirilmesiyle sayesinde biyolojik ortamlarda antijenik yapilarin degrede olmalarini
onlerler, daha uzun siirede kontrolli antijen salimi ile tasidiklari antijeni ve/veya
adjuvani Antijen Sunucu Hucrelere (ASH) daha yilksek verimlilikle sunmalari ve ayrica
birden fazla antijen cesidinin tek bir formulasyonda barindirabilmeleri gibi 6nemli
Ozellikleri vardir [24], [25]. Bu sayede Leishmania antijenlerinin kombinasyonlar
halinde nanopartikiler sitemlere enkapsile edilip ASH’lere ayni anda ulastirilabilirler.
Leishmaniasis’e karsi asi gelistirilmesinde polimerik nanpartikiller, lipozomlar, kati lipit
nanopartikilleri kullanilmistir. Lipozom ve kati lipit nanopartikilleri disiik yikleme
kapasiteleri, lipitin fiziksel durumunun karmasikhgi, hazirlama yontemleride ve

uygulama sirasinda stabilite problemleri gibi bazi dezavantajlar vardir [26], [27].
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Son yillarda yapilan galismalarda polimerik nanopartikiler tasiyi sistem olarak polilaktik
ko-glikolik asit (PLGA) siklikla kullanilmaktadir. PLGA viicut dokularinda hidrolize olur ve
dogal yoldan parcalanabilen monomerik metabolitler olan laktik asit ve glikolik asite
dontsir. Bir takim biyokimyasal ve fizyolojik reaksiyonlara katkida bulunan laktik ve
glikolik asitler normal sartlarda viicutta bulunur. Bu nedenle ilag tagima sistemlerinde
ve biyomedikal uygulamalarda PLGA kullanimi sonrasinda herhangi bir toksik etki veya
yan etki goriilmesine yonelik bilgiler bulunmamaktadir. PLGA nanpopartikilleri, bir-iki
hafta ile birka¢c ay arasinda degisen siurelerde antijen/adjuvan molekillerinin strekli
salimini saglayarak immiin stimilasyonunu arttirmaktadir. FDA onayli, biyobozunur,
biyouyumlu, biyolojik maddelerle iyi etkilesim gostermesi en 6nemli 6zellikleridir ve
ayrica adjuvan olarak kullanilip gesitli enfeksiyon hastaliklarina karsi asi potansiyelini
arttirabildigi gosterilmektedir [28], [29]. Yapilan ¢alismalar PLGA nanopartikillerinin
birden ¢ok leishmania parazit antijenlerinin kombinasyonlar halinde enkapsiile edilip
ylksek immiin yanit olusturabilecegini gostermektedir. Tafaghodi ve arkadaslarinin
yaptigl bir calismada, PLGA nanopartikillerine otoklavlanmis leishmania majér antijeni
enkapsule ederek, KL'ye karsi BALB/c fare modelinde yogun Th1 koruyucu bagisikhk
yaniti olusturdugu gosterilmistir [30], [31]. Bir baska calismada, kinetoplastid membran
proteini 11 (KMP-11) ile yuklenmis olan PLGA nanopartikiillerin in vivo olarak KL
modelinde parazit yikini 6nemli Olcide azalttigini gosterilmistir [32]. PLGA
nanopartikilleri ile yapilan asi ¢alismalari ¢ogunlukla KL'ye yonelik olmustur. Ancak
2017 yilindan bu yana VL'ye karsi ¢calismlara da rastlamaktayiz. Wang vd. Toll benzeri
reseptor (TLR) 7/8 agonisti 3M-052'nin adjuvanini Leishmania donovani 36-kDa
nikleozid hidrolaz protein antijeni (NH36) ile kombine halde PLGA mikropartikillerine
enkapslle ederek arastirmislar ve bu formilasyonun Thl'e bagh bir immiin yanit
ortaya cikardigini gdstermistir [33]. Boylece literatlirde CLA-LPG ve OLA-LPG ikili antijen
kombinasyonunu iceren PLGA nanopartikillerinin V0L'ye karsi etkinligini incelemis

herhangi bir calismaya rastlamadik.



1.2 Tezin Amaci

Bu tez c¢alismasinin amaci, L.infantum parazitlerinden izole edilen lipofosfoglikan
molekllinin ¢6zlinlr leishmania antijeni veya otoklavlanmis leishmania antijeni ile
kombinasyon halinde FDA onayli PLGA nanopartikillerine enkapsiile edilmesi ve elde
edilen nanoformdlasyonlarin etkinliginin in vitro ve in vivo olarak incelenmesiyle
diinyada ve lkemizde Visseral Leishmaniasis’e karsi yeni nesil asi adayi

formulasyonlarin gelistiriimesidir.
Amaca ulagmak igin ;

1- EP126 L. infantum parazitlerinin manuel ve biyoreaktorde kiltlrinin yapilmasi ve

parazit biyomasinin elde edilmesi

2- Elde edilen biyomasdan Otoklavlanmis Leishmania antijeni (OLA) ve c¢o6ziinlie

Leishmania antijeni (CLA) elde edilmesi

3- Ayrica yine bu biyomasdan LPG molekiillniin izolasyonu ve karakterizasyonun

yapilmasi

4- Elde edilen antijenlerin CLA-LPG ve OLA-LPG antijen kombinasyonlari halinde PLGA

nanopartiklllerine enkapstilasyonu ve karakterizasyonunun yapilmasi

5- Nanoformiilasyonlarin makrofaj ve Fibroblast hiicre kiltlriinde toksisitesinin MTT

yontemi ile incelenmesi

6- Nanoformilasyonlarin makrofaj hiicre kiltlirinde NO lretme potansiyelinin Griess
reaksiyonu ile tayini
7- Nanoformilasyonlarin in vitro makrofaj kiltlirlinde sitokin Gretme potansiyelinin

incelenmesi

8- In vitro ¢alismalarin sonucuna gore, en yiksek antileishmanial etkinlige sahip,
non-toksik konsantrasyonlarin belirlenmesi ve BALB/c farelerin

nanoformiilasyonlarla immiinize edilmesi,
9- ELISA yontemi ile farelerde olusan antikor diizeyinin 6l¢im{i

10- Yeterli immiin yanit olusan farelerin enfektif L. infantum parazitleri ile enfekte

edilmesi



11- Giemsa ve Mikrokdiltur yontemi ile enfeksiyonun kontrollinin yapilmasi

12- Kontrol grubunda enfeksiyon olusumunun ardindan deney hayvanlarinin sakrifiye

edilmesi ve Karaciger ve dalakta parazit yikinin (LDU) incelenmesi

13- Lenfositlerden salgilanan IL-4, IL-10, IL-12 ve IFN-y sitokinlerinin tayini

13 Hipotez

Birinci jenerasyon asilar igerisinde yer alan ¢ozinlr ve otoklavlanmis leishmania
antijenleri bir cok farkli antijenik yapiy1 (epitop) barindirmalari sebebiyle, cok sayida
MHC molekuli ile etkilesime girebilir ve antijen sunucu hiicreler tarafindan kolaylikla
taninabilirler. ikinci jenerasyon Leishmania asilari icerisinde yer alan lipofosfoglikan
molekillinin ise glgli bir imminojen 6zellige sahip oldugu ve hastaligin gelisimini
engelleyen Thl yanitini tetikleyerek hiicresel imminiteye dnemli bir katki sagladigi

bilinmektedir.

Bu antijenik yapilarin uzun sireli salimini saglayacak ve ayni zamanda istenen doku ve
hiicrelere tasinmasina katkida bulunacak taslyici sistemlerin icerisine enkapstllenmesi
ile gelistirilecek formulasyonlarin immiin sistemin devamli aktif durumda kalmasina ve
hastaliga karsi kalici, uzun sireli ve daha glicli bir koruma saglanmasina imkan
taniyacagl disinilmektedir. FDA onayh bir polimer olan PLGA biyouyumlu ve
biyobozunur 6zellik géstermesinin yaninda adjuvan gérevini de Ustlenmesi nedeniyle
son yillarda asI ¢calismalarinda tasiyici sistemler olarak kullaniimaktadir. Bu polimerden
hazirlanan nanopartikiller kapstle ettikleri antijenik yapilarin degrede olmasini
engelleyerek biyolojik sistemlerde uzun sureli kalmalarini saglamaktadir. Ayni zamanda
surekli antijen salimini hedefleyen bu tiir sistemler antijenlerin yiksek verimlikle
ASH’lere tanitilmalarina yardimci olmaktadir. Ayrica bu sistemler ikili antijen
kombinasyonlarinin biyolojik sistemde dagilmadan ayni ASH tarafindan taninmasini da

saglamaktadir.

Tim bu bilgiler 1si8inda, bu tez ¢alismasi kapsaminda PLGA nanopartikillerinin sahip
olduklari 6zellikler, LPG molekilinin ve OLA/CLA antijenlerinin de yuksek
immunojenik yapisi dikkate alinarak, bu antijenlerin kombinasyon halinde PLGA

nanopartikillerinin icerisine ylUklenmesiyle olusturulacak formulasyonlarin in vitro ve



in vivo koruyucu etkinliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.  Gelistirilecek
formilasyonlarin hem hicresel hem de hiimoral yaniti tetiklemesi ve leishmaniasise
karsi uzun sireli ve glicli bir koruma saglamasinin beklenmesi bu tez calismasinin ana
hipotezini olusturmaktadir. Elde edilecek olumlu sonuglarin visseral leishmaniasise
karsi nanoteknolojiye ve taslyici sistemlere dayal yeni nesil asi adaylarinin gelistirilmesi

konusunda 6nemli bir katki saglayacagi diisiiniimektedir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

21  Agi

Asi, hem bulasict hem de bulasici olmayan hastaliklara karsi tip tarihinde biytk
basarilar elde etmistir. Patojenlerin neden oldugu bulasici hastaliklar, insanlarin
karsilastigl en 6nemli zorluklardan biridir. Gegmiste, ciddi komplikasyonlara bagli
enfeksiyon hastaliklari insanlar igin yliksek mortaliteye sebep olmustur. Hastaliklari
Onleme amaciyla asilarin kullanilmasi tip tarihinin en buylk basarisidir. Asilar, bir
bireyin immiinize oldugu patojenleri taniyan ve bertaraf eden bagisiklik tepkilerini

stimile etmek amaciyla uygulanan preparatlardir [34].

Dinya saghk orguti (WHO) verilerine gore bulasici hastaliklara karsi asilarin
gelistirilmesi, 6lim oranlarinda ve asilarin stabilitesinin neden oldugu hastalik
komplikasyonlarindaki kayda deger diisis oldugunu bildirmistir. Kayitlara goére tibbi
miidahalelerde asi kullanimi dakikada 5 kisinin 6lm{ini ve 2011-2020 yillari arasinda 25
milyon olimi oOnleyebilir. Asilar, kimyasal ilaglarla karsilastirildiginda uzun sireli
bagisiklik saglamasi, hastaligi onleyici 6zelligi ve iyilestirici performansi ve ilag

direncinin olmamasi gibi bircok avantaji vardir [35], [36].

Genel olarak, ideal bir asi asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir.

i) maksimum guvenlik

ii) uzun vadeli korumaya yol acabilecek az miktarda imunogene patojenlere karsi
i) fiyatin uygun olmasi,

iv) 6nleme ve tedavide etkin ve yararl olmali,
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v) tek bir dozda kullaniimalidir,
vi) kolay recete edilebilmesi,
vii) polivalent olabilir ve patojenin gesitli yonlerine karsi koruma saglar.

20. yuzyildan beri, koruyucu ve tedavi amagl olarak, tipta gesitli yeni asilar ortaya

ctkmistir [16].

Geleneksel asi gelistirme yaklasimlari birgok 6nemli hastaligin kontroliine ve bazi
durumlarda eradikasyona yol agmistir. Ancak, basarilarina ragmen pazarda etkili bir
asisinin mevcut olmadigl bircok hastalik da hala mevcuttur. Bu durum genellikle
koruyucu olmayan bagisiklik yanitlarinin gelismesi ve/veya zayif giivenlik sorunlarinin
olusmasi gibi bircok nedenden kaynaklanmatadir. Bu nedenle, patojenlerin glivenli ve
etkili alt-birimi antijenlerini belirleme kapasitesi, bu hastaliklarin énlenmesi igin basarih
asllarin Uretilmesi igcin heyecan verici gelismedir. Bununla birlikte, yliksek derecede
saflastirilmis antijenlerin zayif immiinojenisitesi nedeniyle asi etkinligini arttirmak icin
bagisiklik tepkilerinin tirlerini uyaran gigli yardimci maddeler ile verilmeleri
gerekmektedir. Ayrica, insan kullanimina yonelik lisansl asilarda birka¢ adjuvan
kullanilmakta ise de, genellikle antijenler ile karisim olarak uygulanan bu adjuvanlar,

yeni nesil agi gelistirmek igin gerekli olan bagisiklik tepkilerini saglamayabilir[37], [38].

Son on yillarda etkili asilar gelistiriimesine ragmen, asilar salgin ve salgin hastaliklarin

onlenmesi icin farkh mekanizmalarla sunulmahdir.

Asilama tarihi, 12. ylzyill ile 15. ylzyll arasinda yasayan Cin ve Ortadogu halkinin
gozlemleri ve deneyimleriyle baslatildi. Bu siire zarfinda, cicek hastaligi tanisi konan
hastanin cildini veya pustil sivisini immiinizasyon amaciyla kullanmislardir. Asilama
surecinde, insanlari virlise karsi bir sonraki maruziyetine karsi korumak igin gigek virisu
kullanmiglardir. Bu sire¢ hastaliga karsi korunmaya yol acabilse de, hastaliklar
gelistirme ve dolayisiyla 6lim riski yliksektir. Cin ve Orta Dogu'dan sonra bu tedavi
yontemi, 17. ylzyilda Avrupa gibi diger alanlarda da gelismistir. Bu yontemle ilgili ilk
bilimsel calisma, Edward Jenner tarafindan yapilmistir. E. Jenner insan Poxvirus yerine
sigir cicek hastahgi kullanarak insanlari asilamistir ve bu asi gelistirmenin baslangicini
olusturmustur. Jenner’in tarihi basarisina ragmen, mikroorganizma ve mikrobiyoloji

hakkinda yeterli ve temel bilgi eksikliginden dolayi, gelecek yizyila kadar yeni asilar
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yapiilmamistir. 19. ylzyilin sonlarinda Louis Pasteur, Robert Koch ve Paul Ehrlich gibi
bilim adamlarinin yikselisi ve asilama biliminin gelisimi asi ¢alismalarinda yeni bir
dénem baslamistir. Bu dénem, patojenlere karsi yeni asilarin liretiimesine ve Diinya
capinda genis arastirmalarin yapilmasina yol agmistir [39], [40]. Bu arastirmalar
sirasinda, 1930'a kadar Kuduz, Tifo, Difteri, Tliberkiiloz, Tetanoz ve Bogmaca gibi cesitli
faktorlere karsi asilar Gretilmis ve pazarlanmistir. 1931'de Louis Pasteur'iin birden ¢ok
teknik uygulayarak tavuk embriyosunda virlisii cogaltarak asilarin seri Gretiminin yeni
bir donemi baslatmistir. 1930-1950 yillari arasinda, 6zellikle Il. Dinya Savasi sirasinda,
askeri hedefler asilarin gelistirilmesinde yliksek motivasyon yaratmistir. Ayrica, bu
dénemden itibaren, DSO ve arastirma enstitiileri gibi vakif ve kamu kurumlarinin
destegi dnemli 6lciide artmistir. Polio, Japon ensefalit B ve influenza’ya karsi asilar bu
zamanlarda Uretilmistir. Il. Dlinya Savasi'ndan sonra, asilama programlarini hedeflemek
halk saghgini gelistirmek icin evrensel bir araca déntdsmustir. Kiresel asilama programi
ve Dinya capinda asinin tedarik edilebilmesinin ardinda ilgili hastaliklara bagl
mortalite 6nemli 6l¢lide azaldi ve Cicek hastaligl ve Cocuk felci ortadan kaldirildi [41].
20. yuzyilin ikinci yarisinda, iliskili bilimsel bulgular taranmasi ve enddstriyel asi Gretimi
ile yeni nesil asilarin gelistirilmesine yol agmis ve bu dénem asi biliminin altin ¢agi
olarak bilinmistir. Bu dénem, 1960'l yillarda Kizamik, Kizamik¢ik ve Kabakulak'a karsi
asilar Ureterek baslanmistir ve 1970'lerde Sucicegi asisi lretimi ve inaktive edilmis
Japon ensefaliti ile devam etmistir. Bu donemden sonra, 1980'lerde, konjuge kapstler
polisakkarid ve protein asilari gelistirilmistir. Taslyici proteinler ile konjuge asilar
kullanilmasi, islevsiz karbohidrat antijenlerine karsi bagisiklik yaniti sorununu da ortan
kaldirmistir. Bu asilar, hepatit B gibi bir grup patojende immiin yanitin etkinligini ve
immunojenisite icin antijenlerin glvenli kullanimini artirmistir. Sonunda 1990 yilinda,
DNA asilarinin gelistirilmesi ile cesur ve sasirtici asilarin evrimi son asamaya girmistir.
Bu asi, bulasici ve bulasici olmayan hastaliklarla basa ¢ikmak icin umut verici bir
yaklasimdir. Bu asilarin sunumundan bu yana, insan immin yetmezlik virGst (HIV)
Sitma ve Leishmania gibi, insanin Onleyemedigi veya tedavi edemedigi hastaliklara

karsi asi gelistirilmesi i¢in blyuk ilerlemeler kaydedilmistir [42].
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2.2 Leishmaniasis

Leishmaniasis, Leishmania tirindeki zorunlu hiicre ici parazitlerin neden oldugu
tropikal bir hastalik olup Diinya’nin ve Tirkiye’'nin en ©6nemli halk saghg
problemlerinden birisidir. Leishmaniasisin visseral (VL), kutanoz (KL) ve mukokutanoz
(MKL) olmak tzere 3 farkli klinik formu bulunmaktadir. Hastalik tropikal ve subtropikal
bélgelerde yaygindir. Diinya Saghk Orgiiti’niin (DSO) verilerine gore Leishmaniasis,
Avrupa, Afrika, Asya ve Amerika'da 98 llkede goriilmektedir. Ancak yeni vakalarin
%90'Indan fazlasi sadece 13 (lkede (Afganistan, Cezayir, Banglades, Bolivya, Brezilya,
Kolombiya, Etiyopya, Hindistan, iran, Peru, Giiney Sudan, Sudan ve Suriye) meydana
gelmektedir. Diinyada 350 milyon insan bu hastaliga yakalanma riski altindadir. Her yil
0,9 ila 1,7 milyon insanin yeni enfekte oldugu tahmin edilmektedir. Bunlar icerisinde
sadece kucik bir kismi  hastahigi gecirmekte ve 20.000-30.000’i oOlimle

sonucglanmaktadir [43].

Turkiye’nin de ciddi halk saghgi problemlerinden biri olan bu hastalik yaklasik 20 milyon
kisiyi tehdit etmektedir. Tiurkiye’de Ege ve Akdeniz Bolgesinde viseral form, Giiney ve
Guneydogu Anadolu Bolgesinde kiitanoz forma daha sik rastlanmaktadir [44], [45],

[46].

KL olgularinin %98'inin endemik oldugu Sanliurfa, Osmaniye, Adana, Hatay, Mersin ve
Kahramanmaras kentlerinde meydana geldigi TC Saghk Bakanligi tarafindan
bildirilmistir. Ozellikle Suriye’de meydana gelen i¢ savaslar sonucu son zamanlarda
Suriyeli miltecilerin go¢ etmesi 6nemli derecede artmistir [47], [48]. Bunun sonucu

olarak Sanlurfa KL i¢cin son derece endemik hale gelmistir.

2009 ve 2015 yillari arasinda Tirkiye'de Leyismanyazis pozitif 263 hasta ile yapilan bir
epidemiyolojik ¢alismada hastalardan izole edilen tiirlerin ise Leishmania tropica ve

Leishmania infantum oldugu tespit edilmistir [44].

Phlebotomus ve Lutzomyia cinslerinin 98 tiri, insan leishmaniasis icin vektordr.
Sadece disi kum sinekleri, yumurta gelisiminin tamamlanmasinda gerekli olan kan
ogelerini almak icin memelileri 1sirilar. Bazi kum sinekleri, kopekler, kemirgenler ve

keseliler dahil olmak lizere genis bir konak araligina sahiptir, digerleri ise esas olarak
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insanlar Uzerinden beslenmektedir. Buna gore, insan leishmaniasis zoonotik veya

antroponotik iletim modellerine sahip olabilmektedir [49].

2.1.1 Kiitano6z leishmaniasis (KL)

Leishmaniasisin en yaygin sekli, dinya ¢apinda her yil meydana gelen 0.7-3.3 milyon
yeni vaka ile KL'dir. Vicudun agikta kalan kisimlarinda deri lezyonlarina, Ulserlere,
yasam boyu yara izleri ve ciddi sakatliklara neden olmasi nedeniyle deri leishmaniasisi
olarak da bilinmektedir. Saf KL ilk olarak Eski Dinya'da Lewis ve Cunningham
tarafindan 1876'da tanimlanmistir. KL'li olgularin % 90 Afganistan, Brezilya, iran, Peru,
Suudi Arabistan ve Suriye'de meydana gelmektedir [43], [50]. 2015 yilinda 3 llkede
yeni KL vakalarinin Gcte ikisi gerceklesmistir: Cezayir, Kolombiya ve Suriye Arap
Cumbhuriyeti. Yilda 600.000 ila 1 milyon arasinda yeni vaka ortaya c¢iktigi tahmin
edilmektedir [9]. Son yillarda Irak, iran, Afganistan, Tirkmenistan ve Suriye gibi
Ulkelerden politik sebepler, savaslar, is imkanlari nedeniyle Tirkiye'ye gbé¢ eden

miulteci sayisinin artmasi nedeniyle olgu sayisida artmistir [51].

L. aethiopica, L. donovani, L. infantum, L. majér ve L. tropica olmak Uzere baslica bes
Leishmania tirinin Eski Dinya KL (EDKL)’e neden oldugu bildirilmistir. Diffuz KL'e ise
L. aethiopica neden olmaktadir. L. infantum, L. major ve L. tropica bucal mukoza veya
girtlak lezyonlarina neden olabilmektedirler. Yeni Dinya KL (YDKL)'de ise hem
Leishmania subgenera (L. amazonensis, L. infantum, L. mexicana, L. venezuelensis) hem
de Viannia subgenera (L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana) ¢oklu

leishmania tirleri neden olabilmektedir [50].

KL'de, parazitler deride bulunan makrofajlari enfekte eder. Konakgl hilicre parazitlerle
doldugunda patlar ve serbest kalan amastigotlar komsu makrofajlari enfekte eder.
Burada parazit kamgisini kaybederek amastigot haline doénislir ve ikiye boéllinerek
cogalirlar [3]. Kulugka stiresi 1 ila 4 hafta arasidir ancak birkac yila kadar surebilir.
Enfeksiyon parazitlerin miktarina ve konagin bagisiklik sisteminin durumuna gore
degisen bir zaman diliminde meydana gelir. Sicakhgin ve sismenin lokal olarak artmasi
ile karakterizedir. Baslangicta kigclik kirmizi papul seklindedir ve yavasca agrisiz ve
yumusak veya Uzeri krutlu bir nodiile donisir. Bu sireg kisiye gore degisir ve 2-8 hafta

kadar siirer. Lezyon sayisi bir veya birden cok olabilir ve lezyonlar 1 ila 10 mm c¢ap
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araliginda, kasintili olabilmektedirler [45]. KL genellikle hafif seyirlidir ve nodiller kendi

kendine iyilesebilirken bazi nadir durumlarda Ulserleserek kroniklesmektedir [52], [53].

Tanisi konulan tim hastalar tedavi edilmelisi gereklidir. Erken tedavi sayesinde
enfeksiyon zinciri kirilir, yeni olgularin 6nline gegilerek yeni enfeksiyon alanlarinin
olusmasi engellenebilir [54].

KL, enfekte eden Leishmania tirine, cografi konuma, hastalik rezervuarina ve konak
immun sistemine gore farkli yas dagiimindaki kisileri etkilemektedir [55] [54]. Ayrica
diinyanin gesitli bolgelerinde KL'nin cinsiyete gore de farklihk gosterdigi bilinmektedir
[56]. KL, lokalize kutanoz leishmaniasis (LKL), diffiz kutandz leishmaniasis (DKL) ve

mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak Gzere Ug farkh formda ortaya ¢ikmaktadir.

LKL, viicudun agikta kalan kisimlarinda cilt lezyonlari ve Ulserler ile kalici izler birakarak
karakterizedir. DKL'de, LKL'den farkli olarak tim viicudu kapsayan Ulserasyon

gorilmez ve nodiller daha yavas gelisir [57].

2.1.2  Mukokutanoz leishmaniasis (MKL)

Bu klinik forma neden olan tirler L. braziliensis, L. guyanensis ve L. panamensis i¢eren
kompleks L. braziliensis'e aittir. Mukokitandz leishmaniasis vakalarinin% 90'indan

fazlasi Bolivya'da (Brezilya), Brezilya, Etiyopya ve Peru'da gorilir [58].

Nazofaringeal mukozanin invazyonuna ve tahribatina neden olur. invazyon yavasca
ortaya cikar, bazen baslangicta rahatsizliga yol agmaz, bdylece mukozal hasarin fark
edilmeden ilerlemesine izin verir. Boylece hastalarda burun, agiz ve bogazdaki mukoza
zarlarinin kismen veya tamamen yok sebep olabilir. Enfekte tatarcigin isirdig1 bolgede
meydana gelen yaklasik 10 cm ¢apindaki nodil, papul yada vezikil benzeri lezyonlar 10
gin ile birkag ay arasinda gorilebilmektedir [59]. Genellikle, lezyonlar burun
mukozasinda baslar ve agiz ve farenks mukoza, larinks ve burun ve dudak derisine
yayilir. Hastaligin erken déneminde, mukozaya ylizeysel Ulser infiltrasyonu olur. Daha
sonra Ulserler ilerlediginde, sinirlari nekrotik bir gériinlime sahip olur ve yirtilip ayrilir.
Damak catisi bademcikler ve kiiclik dil (uvula) tahrip olabilir [57]. MKL ‘de hastaligin
seyri, hastanin imminitesine ve parazitin imminolojisine bagh olarak degismekte olup

hastalarin %1-10‘unda enfeksiyon mukozaya kadar ilerlemektedir [60], [61], [62]. Daha
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sonra mukozal Ulserler nazal septumun tahribatina neden olur ve dudaklarin ve
damagin yapisinda bicimsel bozulmalar meydana gelir. Enfeksiyon burun boslugunda
oldugunda, burun konkalarinin atrofisi ve koti koku ile kikirdakli septumun tahribi

meydana gelebilir ve asiri durumlarda olimlere neden olabilir [63].

2.1.3  Visseral Leishmaniasis (VL)

Kala-azar olarak da bilinen visseral leishmaniasis, vakalarinin % 95'inden fazlasinda
tedavi edilmezse 6liimcildiir. 2015 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii'ne gére ¢ogu vakalarin
(% 90'Indan fazlasi) Brezilya, Etiyopya, Hindistan, Kenya, Somali, Giney Sudan ve
Sudan’da gorildigi rapor edilmistir. Her yil diinya ¢capinda yaklasik 50 000 ila 90 000
yeni VL vakasi ortaya cikmaktadir [64]. Visseral leishmaniasis vakalarinin ¢ogu
Leishmania donovani veya Leishmania infantum/Leishmania chagasi parazitlerinden
kaynaklanmaktadir. Leishmaniasisin klinik bulgulari hem enfekte eden parazitin tiiriine
hem de konagin immin yanitina baghdir. Risk altindaki popiilasyon, okul o6ncesi
cocuklari ve bagisiklik sistemi zayif ve yetersiz beslenen ve organ nakilleri sonucu
immun depresyon olusan bireyleri icerir [65], [66]. Son zamanlarda VL, AIDS olan veya
intravenoz ila¢ kullanan veya her ikisi de olan hastalarda artan siklikta goérilmektedir.
AIDS ‘de immun sistemin baskilandigindan dolayi hastalik kolaylikla gelisebilmektedir.
VL-HIV koenfeksiyonunda hastalik atipik lokalizasyon sergileyerek gastrointesitinal

sistem ve solunum yolunda gozlenebilmektedir [67], [68], [69].

Hastalik bulastiktan sonra kulucka slresi 3 ila 8 ay arasinda degismektedir.
Retikilloendotelyal sistemdeki lezyonlar subklinik bir seyir izleyebilir. Diizensiz ates
nobetleri, kilo kaybi, dalak ve karaciger bliylimesi ve anemi ile karakterizedir. Bunun
yaninda lenfadenopati, hepatomegali, splenomegali, solgunluk, anemi, |6kopeni,
trombositopeni, gece terlemeleri, halsizlik, istahsizlik, asteni, kutan6z pigmentasyon ile
haftalar veya aylar icinde hizla ilerleyebilir [70] . Ayrica, etkilenen ¢ocuklar karakteristik
kronik ishal ve bliyiime geriligi olusabilir. Hindistan'da hastalarda Hiperpigmentasyon
gelisebilmektedir. Bu sebeple VL'ye Hintge "kara ates" anlamina gelen kala-azar da

denilmektedir [71], [72].

Enfekte kum sineginin (sandfly) bireyi isirmasiyla promastigotlar makrofajlar

tarafindan hiicre icine alinirlar ve amastigot forma donisirek fagolizozomlarda
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cogalirlar. Parazitlerin hiicre icinde ¢ogalip yayilmasiyla karaciger, dalak, kemik ilgi ve
lenf nodli gibi ¢esitli dokularda bulunan retikuloendotelyal sistem hiicrelerini enfekte

edebilmektedirler [73], [74].

2.3 Leishmania Parazitleri, Morfolojisi ve Yasam Dongiisii

2.3.1 Leishmania Parazitleri

Leishmania, trypanozom ailesinin kinetoplastida sinifina ait zorunlu hicre igi bir
parazittir [75]. insanlar da dahil olmak lizere omurgali konaklarinda leishmaniases adi
verilen klinik ve epidemiyolojik agidan genis spektrumlu hastaliklara neden olmaktadir
[76], . Leishmaniaslarin semptomlari hafif kendiliginden iyilesen kutan6z lezyonlardan
Olimcil visseral vakalara kadar degisebilir. Parazitlerin kesfi 1900'lerin baslarinda
bildirildirilmistir [77], [78]. Parazitlerin kesfedilmesinin ardindan Leishmania
parazitlerinin transferi ve yasam dongilsi bilimsel olarak teyit edilmistir [79], [80].
Gunlmuze kadar 20 tanesi hastalik olusturmak tizere toplamda 30 tiir tespit edilmis ve
bunlar arasinda ¢ok sayida morfolojik olarak benzer tirler ve alt tlrler bulunmustur,
bulunmaya da devam etmektedir. Isik mikroskobunda incelendiginde tim tirler
morfolojik olarak ayni gériinse de, neden olduklari hastaliklar; epidemiyolojik, cografik
dagihm, serolojik, immunolojik, biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerine dayanarak gesitli
siniflandirmalar yapilmistir [81]. Leishmania parazitlerinin taksonomisinin karmasik

olmasi nedeniyle tek bir kategorizasyon kabul edilememektedir [82].
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Sekil 2.1 Leishmania parazitlerinin siniflandiriimasi [83]

2.3.2  Parazitlerin Morfolojisi

Leishmania parazitleri, memeli bir konakg¢i ve flebotomin kum sinekleri (Diptera:
Psychodidae, alt aile Phlebotominae) vektorleri, arasinda degisen bir dimorfik yasam
dongisline sahiptir. Leishmania parazitleri vektorde (kum sinegi) icinde promastigot
morfolojisine sahipken memeli konakgida (insan, kdpek vs) amastigot morfolojisine
sahiptir  [84], [85]. Parazitin morfolojisindeki bu farkhliklar  organellerin
fonksiyonlarindaki degisikliklerden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, Leishmania iki
hiicre sekli arasinda korunmustur ve capraz bagh alt-pellikiler korse mikrotiibuller
(mikrotlibullerin yerlerinde kiguk degisiklikler) ile tanimlanmistir. Bu dizi hicre

donglisii boyunca korunur, bu nedenle de hiicre béliinmesi mikrotibillerin mevcut
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diziye eklenmesi ve uzamasina dayanir. Hicrenin g¢ekirdegi merkezde bulunur ve
cekirdek zarinda porlar bulunur. Cekirdegin 6n kismi kinetoplasttir ve flagellumun
uzandigl bazal gévdeye dogrudan bagh olan birlestirilmis mitokondriyal DNA kitlesi
icerir [86], [87]. Ayrica sitoplazma iginde golgi aygiti lizozom ve endoplazmik retikulum
bulunur. Parazitin promastigot formu 15-20 um boyunda, 1,5-3 pm genisligindedir. On
uctan c¢ikan serbest bir kamgiya (flagella) sahiptir ve hareketini kamgisinin
dogrultusunda yapmaktadir (Sekil 2.2). Kamgi, bir cift merkez ve dokuz cift periferik
fibrilden olusan aksoneden olusmaktadir. Parazitin amastigot formu ise memeli
makrofajlarin igerisinde hizla ¢ogalmaktadir. Amastigotlar, 1-3 um eninde, 2-5 um
boyunda olup promastigotlardan daha kicilktir. Amastigotlar, oval sekle sahiptir ve
kamgisi flagellar cep icerisine aldigindan hareketsizdirler [88]. Promastigotlarin
amastigotlara donlisimi salgi ve endositik yolak kompartmanlarinin hicre ici
dagihimindaki ve bagil bollugundaki degisim ile iliskilidir. Ornegin amastigotlar cok
kiicik bir endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi icerirken, biylik lizozom sistemi
icermektedirler [89]. Sitoplazmada arka uca yakin biyik bir nukleus ve nukleusa yakin
kinetoplast bulunur (Sekil 2.2) Kinetoplast'ta cekirdekten farkli bir DNA bulunur.
Kinetoplastin genetik bir devamlligi oldugu ve cekirdekten o6nce bolindigi

belirlenmistir [90].

— | 2 L] LM
(a) (b)

Flagellar pocket

Mitochondria

Kinetoplast

Golgi

Multi-vesicular bodies
MNucleus

Endoplasmic reticulum

Drug Discovery Today

Sekil 2.2 Promastigot (a) ve amastigot (b) morfolojilerinin ve Leishmania yasam
donglslinin farkli hiicre tiplerinde sematik gésterimi [91].
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2.3.3  Parazitlerin Hayat Dongiisii

Leishmania parazitleri hem omurgali hem de omurgasiz konakta iki gelisim asamasi

iceren karmasik bir yasam-dongtstine sahiptirler [92] .

2.3.3.1 Promastigot Formdan Amastigot Forma Gegis

Promastigot, parazitin disi kum sinegi limeninde bulunan proliferatif bigimidir. Enfekte
kum sinekleri beslenmek icin memeli bir konagi isirdiginda, bélgeye promastigotlar
enjekte edilir. Kum sineginin neden oldugu hasar, makrofajlarin isirik bdlgesine
toplanmasina neden olur. Metasiklik promastigotlar, oldukca hareketli hiicrelerdir ve
Leishmania, bir kolajen matrisi boyunca goé¢ edebilmektedir [93]. Bu nedenle,
Leishmania parazitleri, i1sirik bolgesinden ¢ok uzak yerlerde ortaya ¢cikmasi mimkinddr.
Makrofaj hiicreleri, Leishmania'nin konak olarak kullandigi ve yasadigi hicrelerdir.
Konak hiicre igerisine amastigot alimina aracilik eden mekanizmanin tam olarak
anlasilmamasiyla birlikte parazitler, konak hiicrelerinin Fc reseptorlerine baglanirlar ve
immunoglobilin aracili fagositoz yoluyla makrofajlara girerler [94], [95] . Wetzel vd.
Abl2 olarak bilinen bir tirozin kinaz reseptorinin makrofajlar tarafindan L.
amazonensis amastigot alimini kolaylastirdigini gostermistir [96]. Makrofaj icerisinde
fagolizozoma girdiginde kamgili, hareketli ve uzun bir hiicre sekline sahip promastigot
formdan farklilasarak, artik daha kiiresel bir hiicre gévdesine ve kisa bir kamgiya sahip
olan bir amastigot formuna donusir. Bu donidsim hiicre bicimindeki dnemli bir
degisimdir ve hicre ylizeyi hacim oraninin en aza indirgenmesiyle sonuglanir. Bu
sayede parazit, parazitofor vakiollniin sert ortamina maruz kaldigi alani azaltir.
Amastigot formuna farklilasma sirasinda flagellum yapisindaki dnemli degisime ek
olarak, flagellum baglanti bolgesi proteinlerinin lokalizasyonundaki degisikliklerle iliskili
flagellar cep ve boyun boélgesinin blylik bir yeniden yapilandirma olusur. Flagellar cep
boynunun kapanmasi da muhtemelen asidik ve proteazlarla dolu olan parazitofor
vaklollin icindeki ortamdan hicrenin potansiyel olarak savunmasiz bir alaninin
korunmasini saglar [97], [98]. Bagisiklik tepkisinden kacarak ikili fisyonla hiicre icinde
cogalan amastigotlar hiicreyi patlatarak serbest hale gelirler. Serbest hale gelen bu
amastigotlar yeniden makrofajlari enfekte ederek dalak, karaciger ve kemik iligi gibi

retikuloendoteliyal sistemin organlarina vyerlesirler. Sonu¢ olarak konak hicre
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parcalanir, parazitler serbest hale gelir ve yeni hiicrelerle farkl organlarin dokularina
yayilarak lezyonlara ve doku tahribatina neden olur [99]. Parazitin biyolojik donglistini

53 ila 100 giin arasinda gerceklestirdigi bilinmektedir [96].

2.3.3.2 Amastigot Formdan Promastigot Forma Gegis

Amastigotlar cesitli memeli konakgi hicre iginde bulunan proliferatif Leihmania
formudur. Saglikh disi tatarciklar enfekte konaktan kan emerken amastigotlar ile
enfekte olurlar. Kan ile alinan amastigotlarin bir kismi sindirilirken, bir kismi da
makrofajdan saliverildikten sonra amastigot, hareketli bir promastigot formuna
donlismeye baslar [100], [101]. Sinegin orta bagirsaginda kamgi olusturur ve metasiklik
(enfektif) promastigot formuna dondsirler (Sekil 2.3). Burada sicaklik ve pH'daki

degisim sebebiyle amastigottan promastigot forma farklilasir [102], [103].
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Sekil 2.3 Parazitlerin hayat dongisi [106]

Peritrofik membran iginde ¢ogaldiktan sonra torasik mideye gecerek kemotaksis ile
ozafagus ve farinkse tutunurlar. Ozafagustan ayrilan daha kiiciik olan metasiklik
promastigotlar burdan sinegin agiz kisimlarina gecerler [104], [105]. Bu dongi

tatarcigin beslenmek icin bir baska konak bulup i1sirmasiyla devam etmektedir.
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2.4 Vektor

Yaklastk 600 Phlebotominae tiri bilinmektedir, bunlarin ¢ogu Eski Diinyadaki
Phlebotomus cinsine ve Yeni Dinyadaki Lutzomi'ye aittir. Bu tirlerin % 10'undan azi
hastalik vektorleri olarak hareket eder ve bunlarin sadece 30 tiiri halk sagligi agisindan
onemlidir. iki kum sinegi cinsi olan Phlebotomus ve Lutzomyia disileri, insanlar igin
patojenik olan Leishmania tirlerinin kanitlanmis vektorleri olarak tibbi agidan
onemlidir. Phlebotomus, Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Arap Yarimadasi'nin kuzey ve orta
kisimlari ve Eski Diinya'nin diger bolgelerine uzanan diinya ekolojik bdlgelerini baskin
bir cinstir. Phlebotomus, Kuzey Amerika'da ¢ok az 6neme sahipken, Lutzomyia, Latin
Amerika'daki ana cinstir ve buylk boélgelerde bulunur. Kum sineklerinin yayilimi ve
dagilimi, leishmaniasisin ortaya c¢ikisini blyik 6l¢tiide belirlemektedir. Genel olarak,
Phlebotomus (Eski Diinya sandfly tirleri) colde veya yari kurak ekosistemlerde gorilir
[107]. Genellikle, kum sinekler, insan barinagi etrafinda gorilirler ve glibre, diski,
yaprak kiri ve yliksek sicaklik ve nem iceren duvarlardaki catlaklar da dahil olmak Gzere
belirli organik atiklarda beslenirler. Zamanla kum sinekleri ve leishmaniasis dagilim

modelinin degistigi gorilmektedir [108].

2.5 Leishmaniasis’de immiinite

Leishmaniasis hastaliginda hiicre aracili immiin yanit komponentleri ve dogal immiin
sitemin 6nemli antijen sunucu hiicrelerinden olan makrofaj aktivasyonun koordineli
etkilesimi 6nemlidir [109], [110]. Ayni zamanda parazitin konak hiicresi olan makrofaj
hicreleri glgli antimikrobiyal isleve sahiptirler ve fagosite ettikleri Leishmania
antijenlerini T hicrelerine sunarlar. Hastaligin kontroll hiicre aracili immin yaniti ile
dizenlenir. Bu sebeple T yardimci hiicreler, ya koruyucu ya da ilerleyici immiin yanitin
olusmasinda énemli bir rol oynar. Bunun sonucunda ise hiicresel ya da hiimoral immun
yanit olusmaktadir. Th1 hiicrelerinin proliferasyonu IL-12, IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler
ile saglanmaktadir. Th2 hiicrelerinin proliferasyonu ise hastaligin ilerlemesine neden

olmaktadir [111], [112].

Diger dogal bagisiklik hiicrelerinin de Leishmania’ya karsi immuin yanitta dnemli rolleri
bulunmaktadir. Bu hicrelerden biri olan noétrofiller, esas gorevi istilaci patojenleri

fagosite etmek olan primer antimikrobiyal efektor hiicrelerdir. Notrofiller hizla hasarli
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doku (tatarcigin isirdigl bolge) bdlgelerine toplanirlar. Birgok mikroorganizmalarin
notrofiller sayesinde hizla o6ldirilebilmektedirler. Ancak bazi firsatgl hicre igi
patojenler bu hiicrelerin yok edici ortaminda yasayabilmektedirler [94]. Notrofillerin
Leishmania parazitleri gibi hiicre ici patojenleri 6ldiurebildigi ve leishmaniasis’e karsl
erken korumada roli oldugunu gosteren calismalar mevcuttur [113], [114], [115].
Leishmania donovani amastigotlari kullanilarak deney hayvanlarinda yapilan bir
calismada nétrofillerin koruma islevine sahip oldugu gosterilmistir. immin sistemde
notrofil fonksiyonu bliyik olasilikla konagin genetik ge¢cmisi, parazit susu ve kullanilan

parazitin gelisimsel asamasina baghidir [116].

Bir diger dogal immiin sistem hiicresi olan Dendritik hicrelerle (DH) Leishmania
parazitlerinin etkilesimleri ise karmasik, tutarsiz ve enfeksiyon kontroliine veya
hastaligin ilerlemesine yol acabilmektedir. DH aktivasyonunun miktari ve Kkalitesi,
Leishmania parazitlerinin gelisim asamasina ve tiri/susuna bagh olmasinin yani sira
DH'nin alt kiimesine ve farkli calismalara katilan ekzojen uyarilara da bagl olarak
degisir [117], [118]. Vucuttta farkli bolgelerde bulanan dendritik hicreler farkl
fonksiyonlar sergilemektedirler. Ornegin deride bulunan DH’ler Langerhans hiicreleri
(LH) olarak bilinmektedir. Bu hicrelerde antijen sunucu hiicre olduklarindan
leishmania enfeksiyonu esnasinda paraziti algilar, hicre icine alir ve onlari T
hiicrelerine sunmak Uzere lenf digimiine tasirlar [119], [120]. Bazi arastirmacilar
DH'lerin leishmaniasisde birincil antijen sunucu hicreler oldugunu savunurken bazilari
da lenf nodiliinde yer alan DH'lerin immiin yaniti baslattigini ileri sirmektedir [121],
[122]. Ancak leishmania parazitleri DH'lerden kagmak icin gesitli stratejiler kullanirlar.
Bu stratejilerin bazilari tim parazit formlari igin ayni iken bazilari ise parazitin tiirline
gore farkhlik géstermektedir. Bu durum belki de farkli Leishmania suslarinin farkli
hastaliklara neden oldugunu agiklamaktadir [123]. Yapilan arastirmalarda L. donovani
ve Glney Amerika tlrlerinin (L. amazonensis, Leishmania brazillenisis'in) inhibe edici
etkileri L. majér ile karsilastirilmis ve L. donovani parazitlerinin, bireylerde DH
olgunlasmasini bloke ettigi gosterilmistir [124]. Dendritik hiicreler ve dogal éldirici
hicreler (NK) de sitokin Gretmektedirler. Uyarilmis DH'ler interlokin-12 (IL-12)
Uretirken, NK htcreleri interferon-gama (IFN-y) lretmektedir [125]. Heterodimerik

yapida bir sitokin olan IL-12, T hicreleri, NK hiicreler ve makrofajlar gibi cesitli efektor
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hlcrelerin aktivitesini arttirir ve ayrica IFN-y gibi sitokinlerin Gretimini uyararak Th1l
yaniti stimiile edebilmektedirler [126], [127]. Ayrica bazi arastirmacilar, IL-12 'nin Th2
immun yanit aktivasyonunu bloke ettigine inanmaktadir [128], [129]. Enfeksiyon
esnasinda IL-12'nin yoklugunda Th1l hicrelerinin elimine edildigi gézlenmesi lzerine
Thl hiicre popilasyonunun sirdiridlmesinde [L-12'nin  roliniin  énemli oldugu
anlasilmistir [130], [131], [132], [133]. Leishmania promastigotlari direngli ve duyarh
konakta makrofajlarin istila edilmesi sirasinda IL-12 indlksiyonundan kagarlar.
Leishmania’ya karsi immin yanitta makrofajlar, ¢ok az IL-12 Uretirler ve enfekte
makrofajlar gesitli uyaranlara karsi yanit olarak IL -12 {iretminde azalma gosterir [134].
Farelerde (ve muhtemelen insanlarda da) koruyucu immin yanit baslatilmasinda
gerekli olan IL-12 sitokininin DH’ler tarafindan Uretimi, L. donovani ve L. majér
parazitlerinden farkli etkilenir: IL-12 Uretiminde L. majér birincil DH'ler tarafindan

alinirken L. donovani bu hiicreler tarafindan alinmamaktadirlar [135], [136].

Leishmaniasis immiunitesinde en 6nemli etmen parazite karsi koruyucu immiin yanit
olusturacak uygun antijenlerin antijen sunan hucreler (ASH'ler) tarafindan
sunulmasidir. Fakat Leishmania parazitlerinin antijenleri (6zellikle amastigot antijenleri)
sayesinde konak hiicreyi (CD4" hiicreleri) ve diger immiin sistem hiicrelerini inhibe
ederler [137]. Leishmania parazitlerinin, major histokompatibilite kompleksi sinif Il
(MHC) gen ekspresyonunu 6nleyerek antijenin sunulmasini engelledigine veya MHC
sinif 1l molekdilleri Gizerinden antijenin sunulmasina midahale ettigine inaniimaktadir

[138], [139], [140].

Sadece MHC sinif Il lizerinden antijen sunumu T hiicre yanitlarini uyarmak icin yetersiz
kalmaktadir. Bunun igin es-uyarici molekuller olan ASH Uzerindeki B7-1/B7-2 ve CD40
molekillerinin ve T hiicresi Uzerindeki D28 ve CD40L molekdllerinin sirasiyla
birbirlerine baglanmasi gerekmektedir [141]. CD40/CD40L ligasyon antijen sunucu
hicreler tarafindan IL-12 Gretimini indlklerken IL-12 'de T hicrelerini aktive ederek
IFN-y gibi leishmanicidal sitokinlerin Gretimini uyarir [142]. Ayrica, DH'ler tarafindan IL-
12 dretiminin uyarilmasi, muhtemelen birden fazla sinyali gerektirir ve IL-12 yanita

katkida bulunabilecek bircok ana bileseni vardir [143].
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T hiicre bagimli IFN-y sitokini, makrofajlari aktive ederek iNOS regtilasyonu saglar ve
boylece hiicre igi parazit oldiiriilmesinde ve hastalik kontroliinde etkili olan Nitrik Oksit
(NO) duretilir [144]. IFN-y Uretimi olmayan farelerde (knockout) tedavi basarisiz
olmaktadir. Ayrica direngli farelerde IFN-y geninin veya IFN-y reseptorinin ligand
baglama zinciri farelerde Leishmania enfeksiyonuna karsi duyarhligin artmasina yol
actigl gosterilmistir [145]. Buna ek olarak, anti-IFN-y antikoru tarafindan IFN-y

notralestirilmesi de fareleri duyarli hale getirmistir [146].

IFNy, hicre igi parazitlerin oldurilmesi igin insan makrofaj hicrelerinin aktive
edilmesini saglayabilmektedir ve eksojen IFN-y, insan KL tedavisini ilerletebilmektedir
(Sekil 2.4). Bu baglamda, VL hastalarda IFN-y etkisi sinirh kalabilmektedir ve KL
hastalarinda sadece CD4" tarafindan IFN-y Uretimi, Leishmania antijenlerine karsi
korumada yetersiz kalmistir. Bu durum IFN-y sitokinin yaninda diger mekanizmalarinda
onemli oldugunu gostermektedir [147], [148]. Bir diger sitokin olan TNF-a da cesitli
hastaliklara karsi koruma saglamada 6nemli rol oynamaktadir. IFN-y ile birlikte bir
sinerji olusturarak iNOS araciligl ile parazitlerin oliminid ve hiicre igi patojen
cogalmasini kontrol edilmesini saglar [149], [150]. Deneysel modellerle yapilan
galismalar, IL-10 sitokininin parazit devamliliginda ve patolojisinde merkezi rol
oynadigini géstermistir [151], [152]. Onceleri IL-10, bir Th2 sitokini olarak karakterize
edilse de daha sonra bunun pleiotropik bir sitokin oldugu kanitlanmistir. IL-10,
makrofajlar da dahil olmak Uzere ¢esitli hiicre tiplerinden salgilanmaktadir [153]. IL-10,
makrofaj deaktive edilmesinde esas sitokindir ve Leishmania parazitlerini 6ldiren bu
hiicrelerin yetenegini azaltir. Bu sebepten dolayl hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir

diizenleyici rol oynamaktadir [154].

IL-10, Leishmania ile enfekte kisilerin lenfositleri vasitasiyla gesitli immin yanitlari
baskilamaktadir. IL-10'un Thl aktivasyonu bloke ettigi ve bunun sonucunda IL-12 ve
IFN-y  sitokinlerinin salgilanmasi baskilanarak sitotoksik immiin yaniti indikledigi
gosterilmistir [155], [156].

Makrofajin IFN-y aracili mikrop oldiricl aktivitesi Gizerinde IL-10 baskilayici yetenegi
diger hastaliklarda da gosterilmistir. Bazi c¢alismalarda IL-10 sitokininin IL-12
mekanizmasi ile ters calistigi gosterilmistir. 1L-10, IL-12 sentezini baskilayarak
makrofajlardan, B hiicrelerinden ve dendritik hiicrelerden IFN-y Uretimini inhibe eder
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[157]. IL-12 sitokinin B7/CD28 etkilesimi ile sinerji olusturmasi T hicreleri tarafindan
IFN-y Gretimini indUklerken L. donovani ile enfekte BALB/c farelere IL-10 uygulanmasi,
ortak uyarici aktiviteleri belirgin bir sekilde azaltmistir [158]. Bununla birlikte, IL-12'nin
eklenmesi veya monoklonal antikorlar [159] tarafindan IL-10'un nétralizasyonu lenfosit

¢ogalmasini ve IFN-y Uretimini yeniden saglamaktadir.

Yapilan ¢alismalarda IL-10 blokajinin VL PBMC IFN-y yanitini arttirdigi ve makrofaj
hlcrelerinde parazit replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu durum VL'li insan
patolojisindeki IL-10'un rolli desteklemektedir [156], [155]. IL-4 sitokini de Th2 yanitta
onemli bir sitokindir. Fare modelinde yapilan ¢alismalarda IL-4'lin VL'de herhangi bir
rolii olmadigi ancak KL'e sahip farelerde enfeksiyonu siddetlendirdigi ortaya konmustur

[160].
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Sekil 2.4 Leishmania enfeksiyonlarinin immunopatogenesisi [161]

2.6 Visseral Leishmaniasis immiinitesi

L. donovani ve L. infantum parazitleri ile enfekte olan farelerde parazit, karaciger, dalak
ve kemik iligine yerlesir. Dalaga yerlesen parazitler sonucu splenomegali, gelismis
hematopoietik aktivite ve lenfoid doku bozulmasi gézlemlenir [162]. VL'li hastalardaki
parazitlerin gelisme ve vyayillmasinin kontrol edilememesinin altinda yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak anlagiimistir. VL'ye yol agan suslarla enfekte insanlarin
birgogunda hastalikta iyilesme goézlenmemektedir. Bilindigi kadariyla Leishmania'ya
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karsi bagisiklik yaniti, konakgly1 enfekte eden parazit tiriine ve konakginin genetigini
bagh olarak ortaya c¢ikmaktadir [163]. VL hastalarinin, Leishmania enfeksiyonlarina
yanit olarak dokuda yerlesik makrofajlar tarafindan (retilen bir pro-inflamatuar sitokin
olan plazma diizeylerinde IL-8 oldugu bulunmustur. Ote yandan, IL-15, IFN-y liretmek
icin  NK hdicrelerini aktive eder, IL-12'yi indulkler. Makrofajlarin leishmaniacidal
aktivitesini uyarir. Ayrica, akut VL hastalarinda IL-15 dlzeyinin artmasi, IL-4 gibi Th2
sitokinlerini baskilayabilir. interldkin-18 ayni zamanda makrofajlar tarafindan iretilen

bir pro-inflamatuar sitokindir, NK ve T hticre hiicrelerinde IFN-y sentezini tetikler [164].

Enfeksiyona karsi immiin cevabi etkileyen bazi faktoérler vardir, ancak Th1 hicreleri,

enfeksiyonun akibetine karar veren baslica 6nemli hiicrelerdir [165].

Leishmania enfeksiyonuna karsi immiin yanitta hayati rolleri icin distnilen diger
hiicreler makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal 6ldiirticti hiicreleri, T-yardimci hiicreleri,
sitotoksik T hicreleri ve bu hiicreler tarafindan salgilanan sitokinleri icerir; CD8
hicrelerinin, makrofajlari aktive eden IFN-y'yi salgilayarak enfeksiyonu kontrol ettigi
bilinmektedir ve ayni zamanda, enfeksiyonu kontrol etmede dogrudan katkida bulunan
ve dolayisiyla da immiin immin vyanitlarinin gelisimine dogru giden, dogal T
hicrelerinin Thl'e farklilasmasini tesvik eder. Leishmania’ya ev sahipligi yapan
makrofajlar, Thl ve NK hicrelerinden Uretilen IFN-y tarafindan aktive edilir ve bu
sayede fagositoz ile parazitin 6ldirilmesi saglanir (Sekil 2.5). Opsonizasyonun paraziti
oldirdigu bilinmektedir, ancak leishmanial enfeksiyonda komplemanin C3 bileseni
bunu yapamaz ve yizden aktiflesmeyen makrofajlarda parazit sagkalimi ortaya cikar
[166]. Bu durumun VL hastalarin periferal kan mononiikleer hiicrelerinde Thl immin
yanita spesifik antijen eksikligi ile ilgili oldugu distniilmektedir. VL'li hastalarda yiksek
seviyede IL-10 sitokini gozlenir. IL-10'un makrofaj hiicreleri lizerinde inhibitér etkisi
gostermektedir ve makrofajlarin tepkisiz kalmasini saglayarak sitokin aktivasyonunu
engellemektedir. Ayrica IL-10, VL'de 6énemli olan efektér T hiicrelerinin kaybina yol

acabilmektedir.

Dendritik hiicreler, antijenleri CD4" T hiicrelerine (T-yardimci hiicreleri) ve CD8" T
hicrelerine (sitotoksik T hiicreleri) sunar ve T-yardimci hiicrelerin Thl veya Th2'ye

farklilasmasini ve proliferasyonunu saglayarak leishmanial enfeksiyonun kaderini
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belirler. Antijenin CD4" T hiicrelerine sunulmasi, IL-12 salgilanmasina yol agar ve
salgilanan IL-12’de Thl ve dogal 6ldirtci hicrelerinin proliferasyonunu yoénlendiren
makrofajlari aktive eder ve de Th2 tepkilerini inhibe eder [167], [168]. Ancak akut VL'de
ilk 4 hafta IL-2 ve IFN-y sentezlenmeyip, tedaviden sonra salgilandigl gosterilmistir.

Subakut VL'de ise IFN-y sentezinin ¢cok az oldugu rapor edilmistir [169].
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Sekil 2.5 Visseral Leishmaniasisde imminite [170]

2.7 Parazit Konak Etkilesimi ve Konak igerisinde Hayatta Kalma Stratejileri

Memeli konakgl iginde parazitlerin hayatta kalmasi, bagisiklik engellerinin kaginma
yetenegine baglidir. Hicre disi promastigotlarinin ¢cogu makrofajlara girmeden 6nce
kompleman faktorler tarafindan oldirdlirler. Hayatta kalan Leishmania parazitleri,
dendritik hiicreler ve Langerhans hicreleri, monosit /makrofaj cinsi hiicrelere ve ayni
zamanda insan granilosit hiicrelerine yapisirlar. Parazitlerin hiicrelere yapismasina
mannoz-fukoz reseptord, fibronektin reseptori ve C-reaktif protein reseptor gibi bircok
reseptor aracilik eder. CR1, CD3S, CR111, CD11b/CD18 gibi kompleman reseptorleri
parazitin plazma membraninda bulunan kompleman bilesenlerine baglanir ve

sonrasinda kivrimlanarak fagositoz benzeri etkilesim ile hiicre icine alinirlar. Fagozom
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ve endozom birlesir ve hidrolazlar, katepsin ve B-glukuronidaz iceren parazitofor
vakuol (PV) olusturur [171] . Hicre ici parazit olan Leishmania, dogrudan himoral
immin yanittan etkilenmez, ancak hiicre aracili immdinite tarafindan saldiriya yatkin
hale gelir [172]. Leishmania parazitler, makrofaj aktivasyonu igin gerekli olan IL-12
Uretimini inhibe eder. Bunu takiben leishmanisidal aktivite de (indiklenebilir nitrik
oksit sentazin (iNOS), nitrik oksit (NO) ve IFN-y yukari regile oldugu igin) azalir.
Superoksit (0,) ve nitrik oksit (NO) Gretimi iki blylk anti-leishmanial efektor
mekanizmalaridir. Parazit ile enfekte makrofajlar, esterler ile uyarildiktan sonra oksijen
radikallerini liretme kapasitesinde azalma meydana gelir. NO, Leishmania gibi hiicre
ici parazitlerin 6ldiriilmesinde 6nemli bir rol oynayan toksik bir molekiildir. NO,
cesitli sitokinlerle aktiflestirilmis makrofajlarda, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-
arjininden sentezlenir. L-Arginin'e etki eden iki enzim vardir. Bunlardan ilki Nitrik Oksit
Sentaz-Il (NOS-II) olup makrofajlar tarafindan salgilanarak nitrik oksit (NO) Gretilmesini
saglar. Digeri ise arginaz olup gorevi L-argininden L-ornitin ve Ure olusumunu
saglamaktir [173]. Yapilan galismalardaki bircok veri, enfeksiyonun erken asamalarinda
Leishmania parazitlerinin NOS-Il aktivitesini inhibe ederken, enfeksiyonun ileriki
asamalarinda NOS-Il Uretimi arttirdigini gostermektedir [174]. Nitrik oksit sentazin,
noronal NOS (nNOS), endoteliyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak Uzere
Ug farkli izoenzimi vardir. Yapilan ¢alismalarda iNOS eksikli farenin giigli bir Th1 (IFN-y)
yanitina ragmen L. majér enfeksiyonuna karsi yliksek olciide hassas oldugu anlasiimis
ve iNOS'un parazit kontrolini kolaylastirmadaki 6nemi bulgular ile desteklenmistir

[175].

IFN-y Ureten Th1 hicreleri, parazite karsi uygulanacak ana silahlar arasindadir, ancak
enfeksiyonda, parazit dogrudan bu hicrelerin isleyisine midahale ederek konakgi
bagisikhk mekanizmalarinin Gstesinden gelmektedir [172]. Hiicre aracih bagisiklik,
paraziti ortadan kaldirdigi bilinen CD8 hiicrelerini kullanir, fakat programlanmis hiicre
O0limu ifadesi nedeniyle CD8 hiicreleri tikenmesi VL'de rapor edilmistir. Parazitin
immun yanittan kacinma mekanizmasinin bir parcasi da parazitin sitokin tepkilerini
kendi lehine dizenlemesidir (IL-10 ve TGF-B'yi yukari dogru dizenleyen) ve antijen
isleme ve sunumu Gzerindeki etkisi olan IL-1 ve TNF-a'nin Uretiminin azaltildigi da

bilinmektedir [176]. isgalci parazit cesitli mekanizmalarla hedeflenmesi ve yok edilmesi
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icin tasarlanmis bagisiklik tepkilerinden basarili bir sekilde kagma evrimi gosterir. Bu
kaginma mekanizmalari, makrofaj fonksiyonunun modiilasyonundan antijen sunumu

inhibisyonu ve T hiicresinin uyarimina kadar olan tim stratejileri igerir [177].

Leishmania parazitleri hayatta kalmak i¢cin makrofaj hiicresi aktivasyonunundan ve T

hicreleri tarafindan taninmaktan kagmaya ihtiya¢ duyar [178].

Promastigotlarin makrofajlara girisi, kompleman reseptéri 1 (CR1) veya 3 (CR3) yoluyla
serum opsonizasyonunu takiben olusur [179]. Promastigotlar makrofajlarda
¢ogalmazlar, amastigot forma donuslrler, flagellumun kaybederler ve vyizey
molekillerinin ekspresyonunun bastirilir. Bu farklilasma slirecinde, promastigotlar,
fagozom olgunlagmasini durdurur, bu da, LAMP1 gibi ge¢ endozom lizozom
isaretleyicilerinin gecikmeli veya azaltilmis alimini gosterir [180]. Fagozomun yeniden
modellenmesi, lipid yapilarinda degisiklik ile ve NADPH oksidaz kompleksinin
bozulmasiyla iliskilidir. Fare makrofajlarina viriilan metasiklik promastigotlarin alinmasi,
kaveola araciligi ile girisle iliskilendirilmistir ve bu yol, erken lizozom flizyonundan
kacinmak icin ©Onemlidir. Ayrica, insan makrofajlari tarafindan metasiklik
promastigotlarin alinmasi, mannoz reseptori pozitif kompartmanlarindan ve gecikmis
lizozom flizyonundan kaginilmasi ile iliskilidir [181], [182]. Promastigotlara benzer
sekilde, amastigotlarin hiicre icine alinmasi, farkli serum bilesenleri (kompleman) ile
opsonizasyondan etkilenebilen klasik bir fagositik islemle olusur [183]. Amastigotlarin
alinmasiyla olusturulan vakuoller, flizyona kolayca ugrar ve fagozom olgunlasmasina
bagh belirtecler kazanir. Amastigotlar vakuolin hidrolitik ortama direnclidir ve
fagolizozom ile ¢ogalirlar [180]. Leishmania'nin fagozom olgunlasmasini modile etme
kabiliyeti, parazitin ylzeyinde bol miktarda bulunan fosfoglikan ailesinin bir Gyesi olan
lipofosfoglikan (LGP) molekiline baghdir. Bu molekil grubu, omurgali konakcida
bulunmayan Gal (1,4) Man (a1-PO4-6) disakkaritlerinin tekrarlayan bir yapiya sahiptir.
LPG, tek basina acillenmis fosfoinositol ankraji ile membrana bagh tekrarlayan
disakkaritlerin bir ana omurgasini icerir. Bu ana omurgaya ek olarak, yan zincirler L.

major ve L. tropica gibi Leishmania'nin farkh tirlerindeki farkhlik gosterir [184].

Bu molekil oksijen radikallerini temizledigi, Protein kinaz C (PKC)'yi inhibe ettigi ve NO

Uretimini makrofajlarla baskiladigi disiniilmektedir [185]. PKC, proenflamatuar
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sitokinleri, NO, ve reaktif oksijen tlrlerini Ureten makrofajlarin fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [186].

Parazitin diger ylizey molekillerinden biri olan glikoprotein 63 (gp63) GP63 tim
Leishmania promastigotlarinin yilizeyinde eksprese edilen 63 kDa buyukliglinde ¢inko-
bagimli metalloproteinazdir ve LPG'ye oranla yaklasik 10 kat daha az bulunmaktadir Bu
molekilin de makrofaj hiicre i¢i sinyal kaskadini 6nleyerek makrofajin mikrobisidal
aktivitesini baskiladig1 gosterilmistir [187] [188], [189]. Parazitler, konak hiicre
icerisinde birgok farkh sekilde hayatta kalabilmektedir. LPG molekili araciligi ile

fagozom- endozom flizyonunu inhibe eder [190], [191].

Bu iki molekil (LPG ve gp63) sayesinde parazitler fagolizozom igerisinde hidrolitik
enzimlere dayanabilirler ve sadece bununla kalmayip bu enzimleri inhibe edebilirler.
Ayrica kalsiyum mobilizasyonu degistirerek sinyal iletiminin bozabilirler konak
hiicredeki cesitli sinyal yolaklarini inhibe edebilirler. Amastigot ylizeyinde bulunan
glikozilinositolfosfolipitler (GIPL) nitrik oksit Gretimini inhibe edebilirler makrofajin
sitokin Uretimini modile ederek ve LPG ve gp63 molekilleri sayesinde oksidatif
metabolitleri inhibe edebilirler. Deneysel c¢alismalarda aktif hastalik sirasinda
Leishmania antijenlerine karsi negatif gecikmis tip asiri hassasiyet ve non-proliferatif
tepki gibi immiin baskilanma (Leishmania antijenlere 6zgli) gosterilmistir [176], [192],
[193], [194], [195]. Metasiklik promastigotlarin prosiklik promastigotlara gére makrofaj

hiicresi icerisinde daha kolay hayatta kaldiklari belirtilmistir [196].

Bu nedenle, parazitin konak igerisinde adaptasyon mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasi, paraziti ortadan kaldirmak icin gerekli olan spesifik bagisiklik tepkilerini
indikleme potansiyeline sahip etkili bir profilaktik asinin gelistirilmesine yardimci

olacaktir.

2.8 Visseral Leishmaniasis Tanisi

VL enfeksiyonlarinin ¢ogu, klinik olarak, dlzensiz ates, anemi, l|0kopeni ve
hepatosplenomegali gozlemiyle teshis edilir. Ancak leishmaniasis'in ¢esitli laboratuar
teshis yontemleri vardir. Bunlar arasinda, mikroskopik inceleme, kiiltlir ve tanimlama

icin kiltlir ve ardisik izoenzim analizi ile parazit tespiti veya parazit DNA'sinin
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(polimeraz zincir reaksiyonu, PCR) saptanmasi icin molekiler biyoloji bazl analizler yer
almaktadir. Bu son testler daha hassastir, ancak sadece belirli merkezlerde 6zellikle
Avrupa'da olmak tzere yiksek gelirli ilkelerde kullanilmaktadir [197], [198]. Kantitatif
PCR genellikle ven6z kan oOrnekleri yerine kemik iligi aspirasyonu kullanarak dogru
taniya izin vermektedir. Farkli PCR yontemleri degerlendirilmis ve mikroskopi yayma ve

in vitro kaltur ile karsilastirildiginda Gstin bir duyarhlik gésterdigi bulunmustur [199].

Serolojik tani, nadiren KL ve mukokitandz leishmaniasis (MKL) hastahgi icin kullanilsa
bile, VL i¢in daha sik kullanilan tekniktir. VL'nin tanisinda dokulardan (kemik iligi,
karaciger, dalak ve lenf nodilii) elde edilen aspiratlarin giemsa boyanmasi ile makrofaj
icindeki amastigotlarin mikroskobik olarak goriintiilenebilir [200]. Mikroskobik taninin
spesifikligi yuksektir ancak dalak (%93-%99), kemik iligi(%52-%85), ve lenf nodili
(%52—%58) aspiratlarinda bir birinden farkhlik géstermektedir. Bir yayma 6rneginde
parazitleri serbest formda veya makrofajlar icinde veya daha az siklkla
polimorfontiikleer I6kositlerde, tek bir hiicrede 2'den 20've kadar degisen sayilarda
ortaya cikarabilir. Parazit sekli oval veya piriform (oval veya yuvarlak bir cekirdek ile)
ve boyu 2 ila 5 pm uzunlugunda ve 1 ila 2 pm genisligindedir. istisnai olarak kamgili

formlar gozlenmistir [201].

Kan 6rneginden yapilan analizler tanida en kolay yontem olmasina ragmen buffy
tabakasinda bulunan enfekte hiicre sayisi azdir [71]. Allahverdiyev ve ark. tarafindan
gelistirilen mikrokiltir yontemi (MKY) hem KL hem de VL tanisinda basariyla
uygulanmaktadir [202], [203], [204]. Bu yontemde mikrolitre 6lceginde kapiler tiip ve
sivi besiyeri kullaniimaktadir. Hazirlanmasi kolay olmasi ve kapiler tiiplerin kullanimi ile
disiik miktarda besiyeri ihtiyaci bu yontemin en bilyik avantajini olusturmaktadir.
Diger yontemlerle kiyaslandiginda hastaligin tanisi daha kisa siirede konulabilmektedir.
Kapiler tuplerde mikroaerofilik bir ortam olusmasi sebebiyle 6rnekte bulunan az
sayidaki amastigotlar sivi besiyerinde promastigotlara donilserek hizli bir sekilde
cogaldigi gosterilmistir. Boylece MKY’nin diger yontemlere kiyasla daha hassas, daha

spesifik, daha duyarli, daha hizli ve daha ekonomik oldugu soylebilmektedir [202].

immunofloresans antikor testi (IFA), enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA),

western blot, rk39 antijeni icin hizli serit testi, dogrudan aglitinasyon teknigi veya
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lateks agliitinasyon ile Leishmania antijeninin saptanmasi dahil olmak Uzere ¢esitli
teknikler kullanilir. Yiiksek serum antikor seviyeleri hem asemptomatik hem de aktif
VLl'de bulunur ve birka¢ yil mevcut kalir. Bununla birlikte, bu testlerin VL-endemik
bolgelerdeki spesifitesi degiskendir ve Leishmania / HIV ko-enfeksiyonlarinda, virtsin
immin baskilayici etkisinden dolayi taniya yonelik serolojik yaklasim zor olmaktadir.
Aslinda, bu durumlarda, serolojik testlerin sonuglari negatifse ek molekiler veya diger
parazitolojik testler gerekli olabilir. Mohapatra ve dig. Hint viseral leishmaniasis
serolojik tanisi igin farkh rekombinant antijenlerin karsilastirmali bir degerlendirmesini
gerceklestirmistir. rkK39 (L. chagasi'den kinesin-iliskili antijenin 39-aminoasit-tekrar
eden imminodominant B-hiicre epitopu), rk26 ve rK9 ile karsilastirildiginda en uygun
antijen oldugu sonucuna varmislardir. Bu son antijen, VL'nin dogru teshisi icin rk39'a
ek olarak kullanilabilmektedir. rK39 strip testin duyarhligi ve 6zgllligi sirasiyla % 94
ve % 95 olarak tahmin edilmektedir [73]. Klinik semptomlarla birlikte rKk39
immuinokromatografik hizli testi yaygin olarak kullanilirken, 6zellikle endemik
bolgelerde asemptomatik enfeksiyonlar icin molekiler ve serolojik testlerin
kombinasyonun kullanimi yararhdir. Rekombinant L. infantum i1si soku proteini (83)
(rHsp83) ile gerceklestirilen ELISA yontemi, KL, MKL ve VL'nin teshisi icin rutinde

dogrulayici bir testtir [9].

2.9 Visseral Leishmaniasis’in Tedavisi

Leishmaniasisin tedavi basarisizligl giderek artan kiiresel bir sorun oldugu igin eski ve
Yeni Dinya leishmaniasis igin tedavi kilavuzlarinin yeniden degerlendirilmesi
gerekmektedir. Tedavi basarisizliginin temek belirleyicisi ilag direci olmasina ragmen,
kiresel HIV/AIDS salgini ve bunun bagisiklik sistemi tzerindeki etkileri de bu olaya

katkida bulunur [205], [206].

Gunlimiuzde dogal ve sentetik molekiillerden elde edilen bes ila¢ kullanilarak VL tedavi
edilmektedir. Bunlar, pentavalent antimonials, amfoterisin B (AmpB), miltefosin,
paromomisin ve pentamidindir. Bu ilaglar, farkl kesif kdkenleri, benzersiz yapilar ve

farkli eylem tarzlarina sahiptir [207].

Leishmaniasise karsi antimonun aktivitesi, ilk olarak 1900'li yillarin basinda antimon

(1) potasyum tartaratin mukokutanoz leishmaniasise karsi etkili oldugu tespit

32



edilmistir. Daha sonra, leishmaniasisin visseral formuna karsi etkinlik gosterildigi rapor
edilmistir. Ancak ciddi toksisiteye neden olmasi kullanimini sinirhdirmistir. Pentavalent
antimon (V), daha glivenli bir form olup VL icin kullanilan ilk ilactir [208]. Bu ilag, 20.
yuzyihn ilk yarisindan bu yana leishmaniasis tedavisinde diinya c¢apinda basariyla
kullanilmistir. Ancak son 10-20 yildir Hindistan'in Kuzey Bihar sehrinde ilaca karsi klinik
direncin artisl gozlenmistir. Leishmania ayrica bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde
firsatc parazit olarak da ortaya cikabilir. Kemoterapi, genellikle asemptomatik
olgularda uygulanmadigi halde, hastaligin yo6netilmesinde temel yaklasimdir.
GUnumuzde iki tip organo-antimon (V) kompleksleri ticari olarak temin edilebilir:
Glucantime® (meglumin antimoniat) ve Pentostam® (sodyum stibogluconat).
Pentavalent antimon’un etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber iki ana iki
ana felsefe mevcuttur. ilk goriise gére Sb (V)'in Sb (lll)' e parazit veya enfekte olmus
hicreler (konak) tarafindan indirgenmesi sonucu aktif ajan olusumuna dayanmaktadir
[209], [210]. ikincisi ise aktif tir olarak Sb(V) oldugunu varsaymaktadir. ilk modelde, Sb
(V) Leishmania ile enfekte olmus konakgl hiicrelere girer ve lizozom (sistein ve
sisteinilisin) icinde tiyollere ve parazite (tripanotiyon) maruz kalir ki bu durumda Sb
(V)'in Sb'ye (lll)'ye biyo donisimind saglar. Donustirme islemi, hicre digi
promastigotlardansa hiicre i¢i amastigot ortamini yansitan in vitro diisik pH'da daha
etkilidir [211]. Antimonit rediktaz [212] ve tiyol bagimli rediktaz 1 [213] da donisim
surecine dahil oldugu ileri surilmektedir. Birka¢ calisma, indirgenmis Sb (lll)’'Gn
olusturuldugunda asagi akis (down regiile) sonuclarini aciklamistir. Sb (Ill) salfhidril
kisimlari iceren biyomolekdilleri giicli bir sekilde baglar. Bu 6zellige dayanarak, Sb (ll1)
'Uin tripanotiyon ile konjuge ciftler olusturdugu bildirilmistir. Tripanotiyon, konak
icerisinde oksidasyon stresine karsi parazitleri koruyan bir virlilans faktéridir [214].
Konjugasyon, tripanotiyonun antioksidan aktivitesini inaktive eder. Onerilen bir baska
Sb (11l) mekanizmasi, tripanotionun rediiktaz'in (TryR) inhibisyonunu icerir [215]. TryR,
tripanotiyonu indirgeyici bir durumda tutmak icin oksidize tripanotiyonu geri
déniistiiren bir enzimdir. Onerilen baska bir senaryo, Sb'nin (lll), aktive edicideki
cinkoyu degistiren ve DNA replikasyonu ve onarimi ile ilgili ¢esitli alt-islevlere midahale

eden bir CCHC cinko parmak proteini olan HEXBP proteinine baglanmasini icerir [216].
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ikinci modelde, Sb (V) pentavalent form, Leishmania'ya karsi dogrudan etkinlik gésterir

[217].

1955 yilinda Veneziiella’da Streptomyces noclosus'tan izole edilen dogal bir antibiyotik
olan Amfoterisin B (AmpB), antifungal ve antiparazitik aktiviteleri olan bir makrolid
polien metabolitidir. Glinimizde AmpB, sistemik Candida albicans ve Aspergillus
fumigatus enfeksiyonlarini tedavi etmek icin kullaniimaktadir ve ozellikle fungal
enfeksiyonlara karsi immin yetmezlikli hastalara karsi etkilidir. Bununla birlikte,
AmpB'nin kullanimi, nefrotoksisite [218] ve hematotoksisite gibi ciddi yan etkilerle
sinirhdir. Son zamanlarda, kan dolasimindaki serbest AmpB konsantrasyonunu disiiren
bazi formiiller, toksisiteyi azaltmak igin arastiriimistir. Ampb'nin ilk antilishmanyal
aktivitesi 1960'larin baslarinda bildirilmistir. Halen, AmpB'nin (AmBisome®) lipozomal
formilasyonu, VLl'yi tedavi etmek icin intraven6z olarak uygulanmaktadir ve tek doz
terapisi icin % 95'lik bir ilag oranina sahiptir [219]. AmBisome®’un yiiksek maliyeti
gelismekte olan ilkelerdeki hastalar icin sinirlayici bir faktdrdiir. Diinya Saglk Orgiiti
ve AmBisome® (reticisi Gilead'in, tedavinin fiyatini (50 mg ampul basina 18 dolar)
azaltmak igin yapilan gériismelere ragmen, tedavi hala pahalidir [220], [221] . AmpB, iki
ana cekirdek yapisal bilesen icerir: bir makrolakton halka ve C19 pozisyonunda bir
glikosile olan bir miyoamindir. Makrolakton halkasinda, yedi konjuge cift bag, sert bir
omurga olarak islev gorirken hidrofilik hidroksil gruplari, halkanin diger tarafini
karakterize eder. Mikozamin grubu C3 'pozisyonunda bir anjin grubu icerir ve lakton
halkasindaki C16 pozisyonundaki bir karboksilik asit ile birlikte bilesigin amfoterik
Ozelligine yol acar. Bu yapisal nitelikler AmpB'nin tedavi edicikarakteri ile glgli bir
sekilde ilgilidir. Lakton halkasindaki C28 ve C29 pozisyonlari arasinda sadece bir ¢ift bag
ile farkliik gosteren oldukca benzer bir bilesik olan Amphotericin A, anti-enfektif
aktiviteyi onemli Ol¢lide azaltmistir [222]. AmpB, tercihen insan kolesteroliinden ziyade
parazitin ergosteroliine baglanir. Genel olarak bu baglanmada, ergosterol ile AmpB'nin
makrolid halkasindaki polyene stre¢c arasinda hidrofobik bir etkilesim esastir.
AmpB'deki sterolun C3 hidroksil grubu ve mikozamin icindeki fonksiyonel gruplar
arasinda etkilesimin oldugu hipotezi baglanma icin ¢ok 6nemlidir. Bu ozelliklere
dayanarak, mekanizmasini aciklamak icin bazi modeller olusturulmustur. AmpB'nin

etkisi icin en kapsamli olarak incelenen ve yaygin olarak kabul edilen model, parazit
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zarindaki gozeneklerin olusumudur. Gozenekler, iyonlar, su ve glikoz molekiillerinin,
parazit ya da mantarin 6limiine yol agan, lipit iki tabakasindan gegmesine izin verir..
Lipit tabakasinda iki tip kanal olusturulabilir. Birinci tipte, tek tarafli bir gézenek
olusturarak, zari yaymak icin sadece bir AmpB molekiilii gereklidir. ikinci tipte iki
AmpB, iki tarafli bir goézenek olusturur [223]. Gegtigimiz birka¢ on yil boyunca,
modelleri destekleyen kapsamli deneysel veriler Uretildi. Her iki model de temel olarak
in vitro ¢alismalardan elde edilen biyofiziksel kanitlara dayanmaktadir ve Leishmania ile
ilgili arastirmalar sinirli kalmistir. Bu nedenle, hiicresel seviyede Leishmania'ya karsi

AmpB'nin etkisini daha da aydinlatilmasi 6nemlidir.

Miltefosin, ilk olarak 1980'lerde meme kanseri metastazlari ve solid timorler icin bir
tedavi olarak gelistirilen bir alkilfosfokolin sinifi molekuldir [224]. Ayni dénemde,
miltefosinin in vitro antileishmanyal aktivitesi de ortaya cikarilmistir [225]. Daha sonra
Hindistan hiikiimeti, Diinya Saglik Orgiitii ve bir ila¢ firmasi ortak projesinde, Miltefosin
ile ilgili Faz Il ve Faz Il klinik ¢alismalarinda basarili sonuglar elde edilmistir. 2002
yilinda, miltefosin VL igin ilk oral tedavi olarak uygulanmistir. Miltefosinin kimyasal adi
heksadesil 2- (trimetil-azaniumil) etil fosfattir. Miltefosin, uzun bir alkil zinciri ve apolar
fosfokolin grubu ile amfifilik oOzellik gostermektedir. Edelfosine, ilmofosine ve
perifosine gibi diger yapisal olarak benzer bilesikler, anti layismanya faaliyetlerine
sahiptir. Miltefosine’nin antileishmanial aktivitesi, eter fosfolipid metabolizmasi, GPI
baglanti biyosentezi ve sinyal iletimi Uzerine etkiyi icerir. L. donovani'nin miltefosine
maruz kalmasi sonucu fosfatidil kolin iceriginde 6nemli bir azalma ve fosfatidil
etanolamin iceriginde bir artisa sahip oldugu gosterilmistir [226]. Miltefosin, DNA
etiketlemesi ile gdzlemlenen L. donovani'de apoptosis benzeri bir 6lim fenotipini
indliklemistir. Miltefosin, membran potansiyelini depolarize ederek ve muhtemelen
parazitin apoptoza bagh olimiyle iliskili olan sitokrom c¢ oksidazi inhibe ederek

mitokondriyal fonksiyonu etkiledigi gosterilmistir [227].

Streptomyces krestomuceticus'dan izole edilen bir amino glikozit antibiyotik olan
Paromomisin, amebiyazis ve kriptosporidyoz gibi bagirsak enfeksiyonlarini tedavi
etmek icin kullanilir. Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi bakterisidal aktivite
gostermektedir [228]. Paromomisinin antileishmanial aktivitesi ilk olarak 1960'larda
tanimlanmistir [229].
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Paromomisin Hindistan'da faz IV klinik ¢calismada % 94,6'lik tedavi orana sergilemistir
ve halen VL'nin tedavisinde kullanilan parenteral bir formilasyondur. Bununla birlikte,
paromomisinin oral yolla alindiginda zayif bir sekilde emilir bu da ilacin sadece kas ici
enjeksiyonlarla kullanilmasi sinirlamasini getirir. Leishmania'daki paromomisin etkisinin
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Membran akiskanhginin degistiriimesi ve
mitokondriyal membran potansiyeli Uzerindeki etkileri gibi olasi mekanizmalar

onerilmistir.

Leishmania’daki ribozomal alt birimler saflastirilmis ve daha sonra paromomisine
maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglar gére Leishmania'daki etki mekanizmasinin
bakterilerdekine benzeyebilecegini gostermektedir. Paromomisine direncli L. donovani
ve normal (wild-type) L. donovani tirleri arasindaki proteome farkhliklarinin analiz
edildiginde, direncli parazitlerde ribozomal proteinlerin yukari reglilasyonu
gozlenmistir. Bu sonug¢ Leishmania parazitlerinin protein sentezi mekanizmasinda

paromomisin etkisinin oldugunu gostermektedir [230].

1930'larda, sentetik insilin analoglari gelistirme cabalari sonucu diguanidin bazl bir
bilesik Uretildi. Bu bilesigin, daha sonra, Trypanosome enfeksiyonuna karsi anti
protozoal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur; bu, daha sonra, antiparazitik aromatik
diamidinlerin, 6rnegin, aspentamidin gibi kesfine yol agmistir. VL tedasinde halen inatgi
hastalar i¢in pentavalent antimonial tedavi sonrasi Pentamidin ikinci sirada
kullanilmaktadir. Artan tedavi basarisizligi ve ciddi derecede toksisite olusu, ilacin

kullaniminda dislise neden olmustur [209] .

Pentamidinin  kimyasal ismi 4-[5-4-karbam-imidoilfenoksi] pentoksil benzen
karboksimidamiddir. Yapisinda simetrik sekilli aromatik diamidinler, arasinda bes
karbon zinciri bulunan eter baglantilariyla birbirine baghdir. Leishmania ve diger
Kientoplastidlerde pentamidinin birincil etkisi iyi anlasilmamistir, fakat yapisal 6zellikler
ve deneysel sonuglar, aktif transport sisteminin ve mitokondrinin inhibisyon bélgeleri
oldugunu gostermektedir. Pentamidin alim mekanizmalari arasinda arjinin ve poliamin

gibi iki enerji bagimli transport sistemini icerdigi varsayilmistir [231].

Her iki transpot substratin yapisal 6zellikleri, nitrojen atomunun katyonik 6zelliklerinin

ortak oOzelligini pentamidin ile paylasir. Bununla birlikte yapilan bir dizi deney,
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pentamidinin, bir substrattan ziyade arginin ve poliamin tasiyicilarinin bir inhibitori
olarak davrandigini géstermistir. Deneysel olarak tiiretilmis bir pentamidin direngli L.
donovani susunda, parazitin mitokondriyal membran potansiyelinde azalma oldugu
bulunmustur. Yapilan c¢alismada dogal (wild-type) parazitlerin mitokondrilerinde
birikme goérilmesine karsin, direngli parazitlerde gérilmemistir, bu da pentamidinin
parazitin mitokondrisi izerinde lokalize oldugunu ve hareket ettigini gostermektedir.
ilerleyen arastirmalarda Pentamidin'in, Ca*'nin akisini indikleyen ve parazitin
apoptoza bagh 6liminde 6nemli derecede artisa yol acan solunum zinciri kompleks
II'yi inhibe ettigini gosterilmistir [232]. Mitokondriyal membran potansiyelinin
batinlugl disinda, bir diger olasi hedef mitokondriyal replikasyon sistemidir.
Pentamidin bilesigin yUkli amidin grubu ile DNA'nin adenini ve timin kalintilar
arasindaki etkilesimler yoluyla duplekslenen DNA'nin kiglik oluguna baglanir. Bu
baglanma, kinetoplasttaki DNA'nin enzimlerine miuidahale eder. Pentimidine,
Trypanosoma equiperdum'da, muhtemelen, topoizomeraz Il aktivitesinin inhibisyonu
yoluyla, mini cemberlerin ¢ift iplikli kopmalarini indiikler. Topoizomeraz Il aktivitesinin
inhibisyonu, Leishmania panamensis ve L. donovani'de de gozlemlendi. Bu
inhibisyonun ardindan apoptozisin tipik belirtileri olan mitokondriyal membran
potansiyeli, sitokrom C'nin serbest birakilmasi, metakaspaz aktivasyonu ve DNA
fragmantasyonu izlemektedir [233]. Genel olarak, pentamidin, mitokondri lzerinde
hareket ederek, solunum zinciri kompleksini etkileyerek veya replikasyon sirecini

inhibe ederek programlanmis hiicre 6limini desteklemektedir.
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Sekil 2.6 Leishmanasis’in tedavisinde onaylanmis ilaglar [205]

2.10 Asinin Gerekliligi

Leishmaniasis tedavisinin yliksek maliyetli olusu, ilaglarin toksisitesi ve giinimizde
mevcut mutasyonlar sebebiyle ilaglara karsi artan parazit direnci gibi ¢esitli terapotik
zorluklar nedeniyle diinya gapinda 6nemli bir halk saghgl sorunu olarak ortaya
citkmistir. Bilimsel toplulugun VL asi gelisimi ile ilgili karsilastigi temel zorluklar, insan
populasyonundaki parazit ve heterojenite tarafindan kullanilan evrim kaginma
mekanizmalarini igerir. Bir asinin gelistirilmesi bes farkli asamadan olusur: hazirlanan
asinin kesif, klinik 6ncesi gelisimi, klinik gelisimi, tescil ve satis sonrasi degerlendirme.
Bu bes adimh protokol bir¢ok faktér tarafindan sinirlandirilabilir, bunlar arasinda ana

glgler sunlardir:

o Gelisim maliyeti: Bir asi gelistirmenin yiksek maliyeti, asi gelistirme programini
engelleyen 6nemli bir sinirlayici faktor olmustur, ancak bircok kurulus bu alanda
arastirmayi tesvik etmek icin finansman saglamaktadir.

e Siyasi katiim: ihmal edilen tropikal hastaliklar temel olarak yoksul topluluklari
etkileyen gelismekte olan llkelere lokalizedir. Bu sebeple 6zel sirketler bu alanda

kalkinma icin kamu kaynaklarinin katilimini gerektiren ¢ok fazla kar bulamazlar.
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ideal bir anti-leishmania asisinin sahip olmasi gereken &nemli 6zellikler arasinda
givenlik, disik maliyet, tGretim kolayhgi, saglamlik, uzun siireli T-hicre yanitlari ve
hem profilaktik hem de terapotik etkinlik bulunmaktadir.  VL-spesifik asinin
gelistirilmesi 6nemli bir kiiresel saglik 6nceligi olmaya devam etmektedir. Bu baglamda
birinci ve ikinci jenerasyon asilarin gelistirilmesi ve denemeleri de dahil olmak lzere

bilimsel topluluklar tarafindan énemli cabalar sarf edilmistir [234].

2.11 Gelistirilmis Anti-Leishmaniyal Asi Adaylari

Hastaligin olusumundan ©nce onlenmesi, tedaviden cok daha etkili ve daha az
maliyetlidir. Bu nedenle asi, hastaliklarin 6nlenmesi ve asilamanin gelistirilmesi icin
insanlar i¢in en 6nemli ve glgli bir aragtir. Bu nedenle de hastaligin ortadan
kaldirilmasi ve kontroll gibi uzun vadeli hedeflerde etkili ve glvenilir bir leishmania
asisinin gelistirilmesi acil bir ihtiya¢ olmaktadir. Ayrica asilama sirasinda ve sonrasinda
meydana gelen hiicresel ve himoral olaylar ile ilgili ¢alismalarin eksikligi
Leishmaniasisin kontroliinde asinin 6nemini vurgulamaktadir. Bir asi modelinin
olusturdugu immiin yanitin anlasilmasi, koruma mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in 6n
kosuldur. Simdiye kadar Leishmaniasis’in hicbir tirine karsi insanlar igin etkin ve
guvenilir bir asi gelistirilememistir. Leishmaniasise karsi fare modellerinde koruyucu
Ozellikte bircok asi adayr gelistirimesine ragmen insanlarda kullanilabilir bir asi
gelistirilmesinin zor oldugu kanitlanmistir. Ancak Leishmune®'in iki lisansh kdpek
asisinin basarisi; Brezilya'daki Leishmune® ve Leishtec (Leishmune®: FML-saponin
formiilasyonu; Leishtec: L. donovani A2 protein-adenoviris), bilim insanlarini insan
leishmaniasis asisinin gelistirilmesi icin tesvik etmistir. CanilLeish® (LIESP / QA-21) asisI
bu listede bir sonraki siradadir ve bu da tam bir yil boyunca devam eden Th1 dominant
bagisikhk yanitini gostermistir [235], [236]. GlnlUmize kadar gelistiriimis olan
leishmaniasis asilari; birinci jenerasyon, ikinci jenerasyon ve Ucilnci jenerasyon olmak

Uzere 3 ana baslik altinda toplanmaktadir [234], [237].

2.11.1 Birinci Jenerasyon Asilar

Leishmaniasis alanindaki ilk asi calismalari 1940'larda baslamistir. Leishmanizasyon

olarak bilinen bu en eski yontemde saglkli bireyin deri alti bolgesine virlilan
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Leishmania parazitleri uygulanir. Sovyetler Birligi, Asya ve Orta Dogu'daki ilk
denemelerde % 100 etkinlikle basarili sonuglar elde ettimistir. Bununla birlikte, canli
asilarin kullanimi ile baglantili olarak glivenlik sorunlari ve ayni zamanda ¢ocuklarda
tetanoz, difteri ve bogmaca gibi diger asilarin uygulanmasinda bagisiklik bastirici
aktivitesi ve buylk kontrolsiiz deri lezyonlarinin gelismesi nedeniyle uygulanmasi
sonlandirilmistir. Canli viriilan formdaki asi (leishmanizasyon) daha sonra, oldiriImis
parazit antijenleriyle veya canl zayiflatiimis Leishmania parazitlerinden olusan birinci
kusak Leishmania asilari ile degistirildi [238], [11]. Asi olarak 6éldirilmus parazitler ilk
kez Brezilyali bilim adamlari tarafindan gelistirilmistir. Daha sonra Mayrink ve
meslektaglari tarafindan givenli ve imminojen olan o&ldirilmis Leishmania
antijenlerini iceren asi gelistirilmis, ancak ¢ok az koruma derecesi saglamistir. Convit
vd. 1990'li yillarin baslarinda, oldirilmis Leishmania amazonensis veya Leishmania
mexicana ile Bacillus Calmette Gue’rin kullanilarak KL tedavisi icin kombine bir
yaklasim kullanilmistir ve yliksek tedavi orani elde etmistir (>% 95) [239]. Bu
oldirilmis asilar, basit ve nispeten kolay olusu nedeniyle gelismekte olan Ulkelerde
disik maliyetle Uretilebilmektedir. Bununla birlikte, kiltlirlenmis parazitlerden elde
edilen asilarin standardizasyonunun zorlugunun olmasi tescillenme islemlerinde
potansiyel bir engel olusturmaktadir. Koruyucu etkinliginin tekrarlanabilirligi hakkinda
da siiphelidir. Oldiriilmis parazit asisini kullanan yeni (Ekvador, Kolombiya, Brezilya)
ve eski (Sudan ve iran) diinya iilkeleirnde bir dizi randomize calismada gosterilmistirki,
asinin koruma saglamasi icin gerekli olan uzun sireli bagisiklik yaniti saglanamamustir.
Birinci kusak asilarin profilaktik calismalarinin aksine, terapotik calismalar ¢ok cesaret
verici sonuclar vermistir [240]. Bu durum birinci jenerasyon leishmaniasis asilarinin

terap6tik amaglar icin faydalari oldugu gercgegini hakli ¢cikarmaktadir [241].

Leishmania parazitlerinin canh zayiflatilmis formu bir baska asi seklidir. Bu asi formu
daha az virlilan Leishmania parazitleri formu elde etmek icin genetik olarak modifiye
edilmis ancak yine de immiinojenitesini korumustur. Bu tirde bir asi dogal
enfeksiyonlari yakindan taklit eder ve bdylece canli virilan parazitlerle iliskili tehdit
olmadan benzer bagisikhik tepkileri Uretirler. Bu asi formu temel olarak parazit
tarafindan gerekli olan gerekli genlerin degistirilmesi ya da cikarilmasiyla Uretilir,

dolayisiyla parazitleri knock out olarak adlandirilir. Bu alandaki ilk yenilik Leishmania
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majorinde rediktaz timidilat sentaz geni bulunmayan nakavt parazitlerinin elde
ediilmesiydi ve farelerde 6nemli bir koruma sagladigi, ancak vyeterli koruma
primatlarda olusmadigl gozlemlenmis. Ancak canl asilarin tekrar virtlanshgini

kazanmalari nedeniyle kullanilmamktadir [242].

2.11.1.1 Olii Leishmania Asilar

Oldiirilmiis tim Leishmania promastigotlarda KL ve VL'ye karsi profilaktik ve terapétik
asl adayi olarak arastirilmistir. Bu agilari ile ilk defa 1940'l yillarin baslarinda Brezilya'da
cahsilmistir. Daha sonra oldirilmis parazit antijenleri tek basina veya adjuvan ile
kombinasyon halinde faz-I, Il ve Il ¢cahismalarinda test edilmeye baslanmistir [243],
[244]. Otoklavlanmis Leishmania antijeni ve BCG adjuvan ile olusturulan asi

formilasyonunun KL insidansini 18-78% oraninda azaldigi tespit edilmistir [245].

Otoklavlanmig leishmania major antijeni ile BCG adjuvani asi adayi olarak saglikli
gondullilerde kitanoz ve viseral leishmaniasise karsi test edilmis ve giivenli bulunmus
ancak yeterli koruma saglamadigi aciklanmistir. Bununla birlikte, oldiriimis L.
amazonensis ile BCG birlikte kullanildiginda lokalize kutandz leishmaniasisli hastalarda
karsi % 95 den fazla iyilesme gozlenmis ve tedavinin Thl immiin yanit ile iligkili oldugu
tespit edilmistir. L. braziliensis, L. guyanensis ve L. amazonensis'den olusan bir Ug-
degerli preparat Ekvator’da yapilan bu calismada kiitandz leishmaniasise karsi 6nemli
bir koruma saglandigi belirtilmistir. Asi adayi olarak BCG ile birlikte oldirilmus L.
braziliensis parazitinin kullanimi kopeklerde ve mukokutanézIli hastalarda koruyucu
immiin yanit olusturdugu gosterilmistir [246]. Benzer calismalar iran, Sudan ve
Ekvador'da yapilmistir. Bes farkli 6lu leishmania antijeni kullanilarak yapilan bir
¢alismada asinin leishmania deri testi (LST) 6l¢imu ile glivenli ve immiinojenik oldugu
gosterilirken %50 koruma sagladigi bildirilmistir [247]. Oli L. major ile BCG
kombinasyonu kullanilarak L. donovani parazitleeine karsi koruma saglanmistir. Benzer
bir calismada kopek ve hamster modellerinde 6li L. major kullanilarak L. donovani
enfeksiyona karsi basarili koruma elde edilmis ve bu sonug insan denemeleri igin bir
baslangic olmustur [248]. Yapilan bir baska calismada ise 6li L. braziliensis antijeni,
kum sinegi tlkirik bezi ekstrakti ve saponin iceren bir asi formilasyonunun L. chagasi

enfeksiyonuna karsi anti-Leishmanial 1gG izotiplerinde artisi oldugu gosterilmistir [249].
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Nagill ve arkadaslarinin yaptiklari galismada otoklavlanmis Leishmania donovani ve isi
ile 6lduridlmis Leishmania donovani antijenin hiicre aracili ve hiimoral immin yaniti
indiikleme potansiyeli degerlendirmisler. Isi ile oldirilmis parazit antijeni ve
otoklavlanmis parazit antijeni ile asilamanin farelerde gecikmis tip asiri duyarlilik
(GTAD) yaniti 6nemli olgide indiklenmis oldugunu gostermisler. Boylece 1si ile
oldurilmis parazit antijeni ve otoklavlanmis parazit antijeninin hicre aracili immiin

yaniti tetikleyebilme potansiyeli oldugunu gostermislerdir [15], [250] .

2.11.1.2 Zayiflatilmig Canli (Atteniie) Leishmania Asilar

Zayiflatilmis parazitler, virllent parazitlerle benzer sekilde konakgi hiicreler tarafindan
alinir ve hastaliga neden olmadan uygun bir immin yanitin uyarilmasi igin uzun siire
immun yanitin devamini saglarlar. Bu durum konak hiicrede parazit antijenlerine karsi
glclh immiin yanitin olusmasina izin vermektedir. Zayiflatilmis Leishmania asilari,
gentamisinli medyumda uzun sireli kiltire edilerek, radyasyon uygulayarak, kimyasal
mutagenez ve son zamanlarda gelistiriimis olan Leishmania genomundan genlerin
silinmesi yontemleriyle elde edilebilmektedir [4], [251]. Bu tirde elde edilen
parazitlerle fare ve hamsterlarda yapilmis calismalarda adjuvan kullaniimadan da iyi
koruma sagladigi kanitlanmis olsa da parazitlerin virulans faktorlerinin geri dontstima

konusu tartismalidir [252].

Dihidrofolat rediiktaz eksik olan L. majér asisi, bir primat modelinde calisiimis ve
koruyucu immin yanitta basarisiz olmustur [253]. Zayiflatilmis parazitlerin 6ngérdigu
sinirll koruma, bu tlr asilarin konak hiicre tarafindan hizla ortadan kaldiriimasi
olabilmektedir. Ancak sistein proteinaz genleri veya Ipgl genleri gibi diger virllans
genlerin hedeflenerek silinmesi ile parazitler attenlie edilse de hastaliga neden
olabilmektedir [254]. Attenlie organizmalarda IFN-y ve gecikmis tip asiri duyarlilik
Olcimi yapildiginda indiiklenen korumanin Th1l yanit ile iliskili olmadig sonucuna
varilmistir.  Sonug olarak zayiflatilmis organizmalarin kullanimi, dogal enfeksiyonun
benzeri immiin yanita yol acabildiginden avantajlidir [255]. Ancak, zayiflatiimis
parazitlerin kullanilmasindaki temel sorun biyik 6lcekli kullaniminda giivenlik ile ilgili

endiselerin olmasidir.
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2.11.2 ikinci Jenerasyon Asilar

Leishmania’ya karsi gelistirilmis ikinci nesil asilar, rekombinant proteinlerden
poliproteinlere kadar genis bir kategori icerir. Bu asilar, genetigi degistirilmis
parazitlerden (ilaca duyarh genlerin ilavesiyle birlikte nakavt veya intihar kasetleri)
parazit antijenlerini ifade eden ve tasiyici olarak kullanilan rekombinant bakterilere
veya virlslere kadar genis c¢apta degerlendirilmistir. Cesitli proteinler veya
lipofosfoglikan (LPG) gibi saflastirilmis Leishmania subfraksiyonlarini igeren ikinci nesil
asilarin  diger formlar vardir. Butin bu formlar immunoprofilaktik ve/veya
imminoterapotik asi olarak kullaniimalarini engelleyen bir veya daha fazla kisitlamaya

sahiptir [16], [256].

2.11.2.1 Membran / Yiizey antijenlerine Dayali Asi Hedefleri

Leishmania parazitleri yasam donglsi boyunca farkli ylizey molekdli bilegimi
gosterirler. Hem prosiklik hem de metasiklik promastigotlarin ylzeyi, glikoproteinler
ve parazitin hayati yapisal bilesenini olusturan glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile ylizey

membranina baglanan diger glikosile molekdller tarafindan kaplanir [257].

Lipofosfoglikan (LPG)

Leishmania hiicre ylizeyi yogun bir glikokalik kaplamaya sahiptir, ylizey molekdlleri GPI
baglayicilari (ankrajlari) veya gp63 ve PPG'ler gibi GPI ile iliskili molekdller tarafindan
baglanir. Saflastirilmis LPG, Toll-benzeri reseptorleri (TLR) tetikleyen ve ayni zamanda
konakgl hiicrelerde pro-enflamatuar ve sinyal yollarina midahale ettigi bilinen bir
patojen-iliskili molekiler model molekili (PAMP) olarak kabul edilmistir. Buna ek
olarak, proteinleri bagh olmayan ancak parazit ylzeyine bol miktarda GPl bagh
glikosilinositolfosfolipidler (GIPL'ler) vardir. LPG, en oOnemli ve kompleks
glikofosfolipittir. Bu karmasik glikolipid dort ana kisimdan olusur: bir korunmus 1-O-
alkil-2-lipo-fosfatidil  (miyo) inositol membran baglayicisi, korunmus  bir
difosfoheptasakkarit cekirdek yapisi, tlire 6zgli yan zincirleri tasiyan tekrarlayan
fosfosakkarit birimleri (fosfoglikan veya PG) degisken, genellikle mannoz bakimindan

zengin olan bashk kisimlarindan olusur [257].
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LPG molekili, parazitin hayatta kalmasinda énemli bir rol oynadig bilinmektedir. LPG
molekill sayesinde makrofaj icerisinde hidrolitik enzimlerden ve oksidatif strese karsi
korunur bunun yaninda fagolizozomal flizyonu 6nleyerek makrofaj aktivasyonunu
inhibe eder ve parazit konak icerisinde kompleman sisteminden korunur [258]. LPG,
leishmaniasise karsi tanimlanmis ilk molekiler asi adayidir. L. donovani LPG'si ile

yapilan ¢alismalarda bu molekil umut verici bir asi aday olarak énerilmistir [259].

immiin yanit olarak LPG molekiilii incelendiginde metasiklik formdaki parazitlerin LPG
molekdlleri, iNOS Ureterek, IFN-y ve TNF-a lretiminin artmasina neden olmakta ve
makrofajlarda leishmanisidal efektor mekanizmasina aracilik etmektedir. Ayrica fare
modelinde L. majoér enfeksiyonlara karsi koruma saglamistir [260]. Yapilan bir
calismada LPG ile poliakrilik asit kombinasyon halinde fare modelinde asi olarak
kullanilmistir ve herhangi bir toksik etki olmaksizin potansiyel bir asi gelistirmek igin
daha fazla galisiimasi gerektigini vurgulanmistir. Bacillus Calmette-Guerin ile birlikte
LPG'nin farelerde ve ayni zamanda hamster modelinde Thl immin yanitini arttirdigi
gosterilmistir [261]. Laboratuvarimizda Prof. Dr. Adil Allahverdiyev yiritiictliglinde
daha once yaptigimiz galismamizda (TUBITAK, 1085170SBAG-4007) iki farkh LPG
konsantrasyonunda (35 ve 70 ug) LPG-PAA konjugati basarii bir sekilde
olusturulmustur. Hazirlanan bu konjugatin deney hayvanlari Gzerindeki etkinligi,
LPG/PAA ve LPG/Freund fiziksel karisimlari ile karsilastirmali olarak incelendi. LPG-PAA
konjugatinin  %70-80 araliginda koruma sagladigi gozlenirken, tek basina LPG

molekilinin %50 koruma sagladig gosterilmistir [23].

Kinetoplastid membran protein 11

Kinetoplastid membran protein 11 (KMP-11), 11-kDa molekdl agirhginda ylzey
membraninda en ¢ok bulunan glikoproteinlerinden biridir ve LPG molekili ile zayif
etkilesimlerle (kovalent olmayan) bir arada bulunur. 276 bp'lik gen bdlgesinden
kodlanan bu 11-kDa proteini, promastigot ve amastigot formlari boyunca eksprese
edilen bir dominant membran glikoproteinidir, ancak ylizey ekspresyonu
amastigotlarda ve metasiklogenez sirasinda metasiklik promastigotlarda artar [262],
[263]. Bu protein, laysmanyazinin immiinolojisinde hayati bir isleve sahip oldugu

bilinmektedir ve gliclii bagisiklik tepkisini indikleme kabiliyeti nedeniyle potansiyel bir
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asl adayi olarak 6nerilmistir. DNA asisi formunda, KMP-11'in hem antimon duyarl hem
de direngli virGlan L. donovani suslarina karsi etkili oldugu bilinmektedir. Bir baska
calismada antimona direngli ve dayanikh parazitlerde, IL-4 ve NO'nun DNA asisi olarak
KMP-11'in kullanimi Gzerindeki roli agiklanmistir. Paraziti oldirmek icin bagisikhk
sisteminin baglica sitokinleri olan IFN-g ve TNF-a, NO uretmek igin iNOS ile birlikte
calisir ve boylece paraziti yok etmek icin bagisikhk yanitini kuvvetlendirir [264]. Bu
durum, KMP-11'in T hiicre proliferasyonu uyaricisi ve bagisiklik yaniti diizenleyicisi

oldugunu kanitlar.

Fukoz Mannoz Ligandi (FML)

Bagka bir molekil, fukoz mannoz ligandi (FML) olarak adlandirilan bir 36-kDa’lik bir
glikoproteindir. DNA veya dogal rekombinant asi formunda farelerde koruyucu antijen
oldugu belgelenmistir. Hamster, fare ve képeklerde immiinojenik, immunoprofilaktik
ve imminoterapo6tik potansiyeli olan ve Leishmune olarak piyasada bulunan Faz Il

calismalarinda basaril olan lisansh kopek asisidir [265].

gp63, gpa6/PSA, HASPB

Glikoprotein 63, ya da leishmanolysin (ya da major ylzey proteaz), makrofajlar igine
parazit girisine aracilik eden, fagositozu ve makrofaj icinde hayatta kalmayi arttiran
kinetoplastidlerin ylzeyinde bulunan bir ¢cinko metaloproteazdir. Leishmaniasis'e karsi
gelistirilmis ilk rekombinant antijen gp63'tiir. L. donovoni, L. chagasi ve L. infantum gibi
VLl'ye neden olan farkl tirler arasinda GP63'Un korunmus oldugunun dogrulanmis
olmasi, GP63-bazl asilarin basaril bir sekilde uygulanabilecegini gostermektedir [266]
[267], [268].

Ayrica, gp63'liin proteinaz aktivitesi, komplement aktivasyon silrecinin kontrol
edilmesinde dnemli bir rol oynar. Boylece bir sekilde, paraziti kompleman-aracili liziz ile
basa cikma direnci saglar. Parazitler, IFN-g sinyalinin anahtar regiilatorii olan JAK-STAT
yolagindan makrofajin uyarilmasinda yeterince etkilidirler. Bu nedenle, gp63, parazitin
hayatta kalmasinda ve beslenmesinde 6nemli bir molekuldir denilebilir ve Leishmania

enfeksiyonuna karsi asilama icin bir aday olarak onerilebilir [269].
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Gp46 olarak da bilinen PSA, parazitin her iki yasam evresinde bolca eksprese edilen
yuzey glikozinositol fosfolipid-bagh glikoproteindir. PSA'nin, kompleman aracili lizise
karsi direng kazandirmaktan sorumlu oldugu icin parazit icin 6énemli bir ara¢ oldugu
bilinmektedir. Ayni zamanda, adjuvan ile kombinasyon halinde koruyucu bir immiin
tepkisi uyandirabilir. PSA-2'ye karsi reaktivite gosteren hiicrelerin yiksek dizeyde IFN-y
Urettigi bilinmektedir. Bu nedenle leishmaniasis'e karsi Thl dogal bagisiklik yaniti

olusturur [270].

HASPB tiril olarak bilinen Leishmania'ya 6zgl hidrofilik asilatlanmis ylizey proteinleri
(HASP'ler), yalnizca parazitin enfektif oldugu asamasinda (metasiklik promastigotlar ve
amastigotlar) plazma zarinda eksprese edilir. Bu proteinin membrandaki lipidlerle
etkilesimi hentz iyi sekilde anlasilmamis olsa da asI adayi olarak davranma yetenekleri
iyi gosterilmistir.

Rekombinant yontemler ile elde edilen subunit agilari ile ilgili fare modellerinde artan

sayida deneysel calismalar yapilsada bu yaklasimlarla kopeklerde etkili sonuclar

alinamamistir [271].

2.11.2.2 Dendritik Hiicre Temelli Asilar

Cesitli sistemik ve mukozal bélgelerdeki antimikrobiyal immin tepkilerini baslatan,
glclendiren ve slirdiren énemli antijen sunan hiicreler olarak DH'nin rolli hakkindaki

yeni bilgiler, yeni asilama stratejilerinin gelistirilmesine temel olusturabilir [272], [273].

L. major lizat1 ile ex vivo olarak puls yapildiktan sonra epidermal Langerhans
hicrelerinin, duyarli BALB/c farelerinin  uzun sireli korumasini indukledigini
gostermistir. DH bazli asinin yol actig saglam bagisiklik, Laysmanya'ya 6zgi T hiicresi
belleginin olusturur. Langerhans hiicrelerinin parazit antijenine maruz kalmasi, IL-12
ekspresyonunun énemli bir yukari regililasyonuna yol acar ve bu da Th1 hiicre aracih
immuniyeti desteklemektedir [274]. DH'nin ayrica, Leishmania amastigotes veya
promastigotes tarafindan hiicresel invazyona dogrudan yanit olarak IL-12 salgiladig da
gosterilmistir. VL'ye karsi hedeflemis DH asilari, parazit-spesifik Thl yanh uzun sireli
koruma saglamaktadir [275]. Cozlinlr Leishmania donovani antijenleri ile DH'lerin

adoptif gocl, Ag-spesifik IFN-y (iretimine neden olmaktadir.
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2.11.2.3 Anti-tatarcik Tiikiiriik (Salya) Proteinlerine Dayali Asi Hedefleri

Leishmaniasis, enfekte tatarcigin tiiklirigu icerisindeki parazitleri memeliyi isirarak kan
emmesi sirasinda bulastirmasiyla meydana gelir. Eski dinya Leishmania parazitleri
Phlebotomus cinsi kum sinekleri araciligi ile bulasirken, Yenidlinya parazitleri Lutzomyia
cinsi sinekler araciligi ile bulagsmaktadir. Bu nedenle de immiuin yaniti tetikleyen tikirik
bilesenlerine karsi dolayli olarak anti-Leishmanial immuniteyi arttirabilmektedir. Kum
sineginin tlkurigu, farmakolojik olarak aktif molekdillerin genis bir repertuarini icerir
[276]. Bu molekiiller, insanlar, kopekler ve farelerde yliksek immiinojenik olarak kabul
edilir. Bu tikiruk proteinleri ayrica parazitin konak igerisinde korunmasini saglayan
bazi Leishmania kdkenli antijenleri de igerir. Tlkiirik bezi homojenatinda yer alan iki
ana tukurik proteini: maxadilan ve PpSP15 L. major'a karsi farelerde koruyucu oldugu
kanitlanmistir. Maxadilan, Lutzomyia longipalpis'in tiuklrtglinde bulunur ve burada
molekile karsi bagisiklik, siddetli enfeksiyonun nétralizasyonuna yol acar. Ayrica
maxadilanin TH2 tepkileri (IL-6, IL-10 ve TGF-b) ile iliskili sitokinleri etkiledigi, fakat TH1
sitokinlerini (IL-12p70 ve TNF) ve NO’i downregiile ettigi bilinmektedir. Phlebotomus
papatasi'den elde edilen PpSP15, fare modellerinde (vahsi tip ve B-hiicre eksikligi)
hiicresel bagisiklik yanitini saglama yetenegine sahiptir. Promastigot salgilayici jel (PSG)
veya L. mexicana'dan kimyasal olarak tanimlanmis sentetik glikozasin, enfekte olmus
kum sineklerinin isirigina kargi 6nemli bir koruma saglamaktadir. Ancak her ikisi de

(PSG veya glikoaksin), bagisiklik saglamada etkili olmamistir [277].

2.11.3 Ugiincii Jenerayon Asilar

Genetik mihendisligi alanindaki ilerlemeler rekombinant asilarin gelistirilmesine yol
acmistir. DNA bazh asilar, bir hedef proteini kodlayan genin ekspresyon vektériinde
klonlandig Gglinct kusak asiyr olusturur. Proteinler, ikinci nesil asilara (rekombinant
proteinler) kiyasla daha stabil ve daha immiinojenik olmasiyla daha iyi koruma derecesi
saglayabilmektedir [278]. ilk DNA asisi olan glikoprotein 63 (gp63) dnemli seviyelerde
CD4 vyaniti olusturmustur. Aktif C (LACK) ve promastigot yilizey antijeni-2 (PSA-2)
reseptorleri icin Leishmania homologu gibi DNA asisi olarak kullanilan parazitten
tiretilmis baska molekiller vardir. Bu alandaki en son gelismeler arasinda asi adayi

olarak leishmania hemoglobin reseptoriniin yer alir ve DNA asilari, heterolog prime-

47



boost asilamasi, oligodeoksintkleotitlerin (ODN) ve sitokinlerin eklenmesi gibi cesitli
modifikasyonlar da tglnci nesil asilar da gézlenmektedir. Test edilen bir baska antijen,
L. donovani'nin sodyum stibogluconate duyarli ve direngli klinik izolatlarinda salgilanan
ve ayni zamanda vyuzey-bagh formlar olarak bulunan ve farkli olarak salgilanan
Proteofosforglikanlar (PPG'ler) 'dir. L. donovani'nin PPG geninin yapisini ve islevini
aciklamak igin, antijenik determinantlarin ¢ogunlugunu iceren 16 kb'lik N-terminal
alaninin bir kismi dizisi, hamsterlerde (Mesocricetus auratus) DNA asi adayi olarak
degerlendirilmis ve L. donovani enfeksiyonunda PPG-DNA asisi Thl tipi

immunoprotektif yaniti gostermistir [279].

Son olarak, DNA asilarinin insanlarda kullaniminin kabul edilmesi igin asi gelisiminin

erken evrelerinde givenlik sorunlarina dikkat edilmelidir.

2.12 Adjuvanlar

Adjuvan’in kelime anlami "yardim etmek" demektir. immiinolojide adjuvanlar,
1920'lerin baslarinda kullanilmaya baslanmistir. Dogal yada sonradan kazaniimis
bagisikhgin aktivasyonu araciligiyla zayif immiunolojik 6zellik gésteren antijenlerin
etkinliginin arttirlmasinda kullanilmaktadir. Glinimiize kadar c¢esitli adjuvanlar
gelistirilmis olsa da etki mekanizmalari, blylk Olglide gizemli kalmigtir. Tam olarak,
adjuvanlarin immiin yaniti nasil arttirdigi bilinmemektedir. Adjuvanin 6zellikleri
arasinda (a) ASH'lere antijen tasinmasini saglayabimesi, (b) ASH'lerin aktivasyon
durumunu tesvik edebilir (c) ASH'ler tarafindan antijenin islenmesi ve sunumu
arttirabilir (d) antikor aviditesini modiile eder ve (e) hiicre aracili immun yaniti stimile

etmesi bulunmaktadir.

Adjuvanlar, bilesen kaynaklarina, fizyokimyasal 6zelliklerine veya etki mekanizmalarina
gore siniflandirilabilirler. Modern asilarda yaygin olarak bulunan iki adjuvan sinifi

asagidaki gibidir:

e Antijenlere karsi tepkileri arttirmak icin bagisiklik sistemi lizerinde dogrudan etki

gosteren imminostimilanlar.

Bu sinifta yer alan ve en sik kullanilan adjuvanlar Freund adjuvanlari (tamamlanmis

Freund adjuvani, CFA ve tamamlanmamis Freund yardimci maddesi, IFA), alum
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bilesikleri, difosforil lipid A, muramildipeptit, monosit koloni uyarici faktér, grantlosit
makrofaj koloni wuyarici faktér, saponinler (QS, QuilA) interlokin 12 ve CpG-

oligonikleotit bulunmaktadir [280], [255], [281], [282] [283].

e Antijene karsi spesifik immin tepkisini arttirmak icin kontrolli salim yapabilen
tasiyici sistemlerdir. Bu sistemler ayrica immino-uyaricilari sunmaya da hizmet

edebilir.

Bu sinifta ise mineral tuzlari, emdlsiyonlar, lipozomlar, virozomlar (influenza
hemaglutinin ve fosfolipidler gibi viral proteinlerden yapilan nanopartikiiller), biyolojik

olarak pargalanabilen polimer mikrokireler ve bagisiklik uyarici kompleksler.

2.12.1 Geleneksel Adjuvanlar

2.12.1.1 Freund adjuvanlari

Bunlar igerisinde, Freund adjuvanlari siklikla kullanilir. Freund adjuvan enjekte edilen
antijenin yavas salinmasini saglar ve bu adjuvan igerisinde mevcut olan
mikobakterilerin patojenle iliskili molekiler desenleri, toll -benzeri reseptor (TLR) gibi
patojen taniyan reseptorler ile etkilesime girmesi sonucu T hiicrelerinin aktivasyonu ve
cogalmasi saglanir. CFA’'nin mikobakteryum bileseni, 6zellikle enjekte edilen antijene
karsi gecikmis tipte asiri hassasiyet reaksiyonunun baslatiimasi ile sonuglanan, Thl
yolagini aktive eder [284]. Ayrica, kan sisteminde Mac- 11 olgunlasmamis myeloid
hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen bazi sistemik etkileri gozlenmistir. IFA
mycobacterium igermez ve humoral immiin yanit ile dogru orantili olan Th2 yolagini
aktive eder. Bununla birlikte, Freund adjuvan icinde mevcut olan parafin yaginin

parcalanamadigi ve toksisite problemlerine neden oldugu gosterilmistir [285].

2.12.1.2 Alum

Alum olarak adlandirilan, aliiminyum tuzu bazh adjuvanlar, aliiminyum oksihidroksit
(aliminyum hidroksit jeli olarak anilir), aliminyum hidroksifosfat (aliminyum fosfat jeli
olarak anilir) veya aliiminyum hidroksi stilfat gibi cesitli tescilli tuzlara dayanan kristal

olmayan jellerdir [286]. Alum, insan kullanimi icin lisansh olan birka¢ adjuvandan
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biridir. Oldurilmis parazitler ile birlikte kullanildigi ¢alismada L. donovani

enfeksiyonuna karsi belirgin bir direng sergilermistir [287].

2.12.1.3 Bacillus Calmette—Guérin (BCG)

Bagisiklik kuvvetlendirici 6zellige sahip oldugu bilinen Mycobacterium bovis BCG,
1920'lerden beri tliberkiiloza karsi bir asi olarak kullaniimistir. Asilamalarda BCG
uygulamasi problemler olusturmus olmasina ragmen, insan kullanimi i¢in en uygun
Thil-indiikleyici adjuvantir. inflamatuar artrit ve otoimmiin reaksiyonlar dahil olmak
Uzere BCG kullanimi ile yan etkiler veya komplikasyonlar bildirilmistir [288]. BALB/c
farelerin BCG intravenoz olarak asilandiginda asinin L. donovani amastigotlarina karsi
koruyucu ve tedavi edici oldugu bulunmustur. Kontroller ile karsilastirildiginda BCG ile
asllanmis farelerde parazit yiki anlamli derecede disik diizeyde gozlenmistir. VLi'ye
karsi benzer bir girisim hamster modelinde denendiginde hastalik siddetlenmis ve

hayvanlari hastaliga karsi korumada basarisiz olmustur [288].

Levamisol, siklosporin A, C. parvum, glukan, MDP tlrevleri ve saponinler gibi diger bazi
immin-uyaricilar non-spesifik olarak makrofajlar aktive etme yetenekleri nedeniyle

blyik oranda kullanilmaktadir [289], [290], [291], [292].

2.12.1.4 interlékin 12 (IL-12)

En basarili gorilen adjuvanlardan biri olarak gorilen ¢ozlinir sitokinler, Thl immiin
yaniti stimile ettigi bilinmektedir. Bunlar igerisinde yer alan IL-12, Th1l bagisikhk
tepkilerinin, indiklenmesi ve slrdlrilmesi igin 6enmlidir. 1L-12, L. donovani
enfeksiyonuna karsi erken yanitta dnemli bir komponenttir. IL-12 KL’ye kars! etkili bir
adjuvan oldugu gosterilse de, L. donovani ile enfekte fare modelinde etkisiz oldugu
tespit edilmistir. Ayrica IL-12'nin kullanilmasinin sinirlayan en 6énemli faktor, yliksek
maliyetli olmasidir. IL-12 pahali ve Uretiminin zor olmasiyla beraber insanda adjuvan
olarak kullanilmasi hala tartismahdir[293]. IL-12'nin adjuvan potansiyeli, ¢ozinir
Leishmania antijeni kullanilarak murin modellerinde belgelenmistir ve hastaliga karsi
tam bir koruma gostermistir [294]. Tersine, Vervet maymunu kullanan ¢alismalarda, bir
insan rekombinant IL-12 preparatinin dislik dozlari, IL-12 olmayan antijenleri alan

hayvanlara benzer sekilde hiicresel bagisiklikta kiigtik bir artisa neden olmustur[295] .
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2.12.1.5 Metillenmemis diniikleotid (CpG)

Yeni adjuvanlar arasinda yer alan metillenmemis CpG oligonikleotidleri belirli
bakteriyel DNA dizileridir. Metillenmemis dintikleotid (CpG motifleri) ihtiva eden 6zel
DNA dizileri, B hiicreleri ve dendritik hiicreleri aktive eder ve makrofajlar tarafindan
sitokin Uretimini uyarmaktadir. Farelerde gliclii immuinostimilator ajanlar olarak gérev
yapar ve antijenler ile birlikte uygulandiginda hem humoral hem de hiicresel immin
tepkilerini arttirir [296]. CpG motiflerinin IL-12 ve TNF-a sitokinlerinin Gretimini
indiiklemesi Thl immiin yanitta artisa neden olur. Bu da Leishmania asilar i¢in adjuvan

olarak CpG motiflerini cazip hale getirmektedir [297].

2.12.2 Nanopartikiiller

Leishmania asilarinin  gelistirilmesinde  bagisiklik  tepkilerini  etkileyen farkh
parametreler arasinda adjuvan(lar) kritik role sahiptir. Uygun bir antijen ile biraraya
getirilmesi, erken, kuvvetli, uzun sireli ve leishmania antijenine spesifik hiicresel
immin tepkisini indikleyebilmesi igin adjuvanlarin gelistiriimesi ¢ok 6nemlidir. Bununla
birlikte, yukarida bahsedilen geleneksel adjuvanlar, asi uygulamasindan sonra ciddi yan
etkiler ortaya cikabilmektedir ve bu adjuvanlarin insan kullanimi icin mutlak etkinlik ve

glvenlik garanti etmemektedir.

Cesitli partikiler adjuvanlar veya tasiyici sistemler leishmania asilarinda kullaniimistir.
Bunlar arasinda lipozomlar, mikroparcaciklar, immiinstimile edici kompleksler ve

adjuvanli lipopeptitler tarafindan olusturulan miseller 6rnek olarak verilebilir [298].

Nanopartikiller (NP), 1-1000 nm civarinda boyutlara sahip, dogal veya sentetik polimer
yapisinda olabilen ve hazirlama yéntemine bagh olarak nanokiire veya nanokapsiil
formunda olusabilen kati yapilardir. Cok gesitli ilaglar (hidrofilik ve hidrofobik kiguk
ilaclar), genler, antijenler ve biyolojik makromolekiiller gibi maddeler nanopartikil
icerisinde c¢ozlindirilerek, hapsedilerek, yizeyine adsorbe edilerek veya kimyasal
olarak sisteme baglanarak kontrolli salimlari yapilabilmektedir. Nanopartikiller
tasidiklari molekdllerin ayni zamanda belirli organlara, dokulara veya hiicrelere hedefli

bir sekilde dagitiimasina imkan saglar [299].
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Biyolojik olarak bozunabilir polimerik nano tasiyici sistemler, kolayca antijen sunucu
hicreler tarafindan alindiklari igin imminomodilatér ajanlarin gelistirilmesinde de
onemli bir potansiyele sahiptir. Cesitli calismalarda, nano tasiyici sistemlerin tasidiklari
antijeni ve/veya adjuvani Antijen Sunucu Hicrelere (ASH) daha yiiksek verimlilikle
sunduklar gosterilmis ve tek basina antijen/adjuvan uygulamasina oranla daha yiksek

immin yanitlarin elde edildigi tespit edilmistir [300].

Boyut, sekil ve zeta-potansiyeli gibi fizikokimyasal 6zelliklerine bagh olarak NP'lerin
ASH'ler ile etkilesimi degisim gdstermektedir. Nanopartikiller, daha buyik partikilerle
kiyaslandiginda makrofajlar tarafindan daha etkin bir sekilde alinmaktadir ASH'ler
tarafindan nanopartikiil alimi icin en uygun boyut hala tartisiimaktadir. Patojenlerle
ayni  bluyuklige sahip olan nanopartikillerin  ASH'ler tarafindan kolaylikla
taninabildikleri (Sekil 2.7) ve immiin yanit olusturabildikleri disinilmektedir. [301],
[302].

Virts boyutundaki (20-200 nm) NP'ler dendritik hiicreler tarafindan kolayca alinirken,

mikron boyutuna (0.5-5 um) sahip parcaciklar ise makrofajlar tarafindan alinmaktadir.

Biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan sentetik polimerler; poli (laktik
asit), poli (glikolik asit), poli (e-kaprolakton), poli (hidroksibutirat) ve bunlarin
kopolimerleri gibi alifatik poliesterleri icerir. Bunlarin arasinda, poli (laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) kopolimeri, glvenilirlik, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi 6nemli

ozellikleri nedeniyle asi calismalarinda genis ¢capta arastirilmistir [303], [304], [305].
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Sekil 2.7 Nanopartikil tabanl asi ile bagisiklik yanitlarinin indiksiyonu [306]

2.12.2.1 Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Temelli Nanopargaciklar ile Asilama

Uygun partikil boyutu ve kapsilleme verimliligi nedeniyle, poli (laktik-ko-glikolik asid)

(PLGA), biyobozunur polimerik matrislerin en basariyla kullanilanlarindan biridir.

PLGA nanopartikllleri asagida belirtilen o6nemli 6zellikleri nedeniyle asilama

¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir:

(i) biyobozunurluk ve biyouyumluluk,

(ii) parenteral uygulama icin FDA ve Avrupa Tip Kurumu onayl,
(iii) farkh ilag tlrlerini (hidrofilik veya hidrofobik kigik molekiller veya
makromolekdller) kapstlleme 6zelligine sahip olmasi,

(iv) bozunmaya karsi ilacin/antijenin korunmasi,

(v) stirekli salim olasiligi,

(vi) biyolojik maddelerle daha iyi etkilesim ve/veya gizlilik saglamak icin ylzey
modifikasyonuna imkan saglamasi,

(vii) nanoparcaciklari belirli organlara veya hiicrelere hedefleme imkani [29], [28].

PLGA viicut dokularinda hidrolize olur ve dogal yoldan parcalanabilen monomerik
metabolitler olan laktik asit ve glikolik asite donlsur (Sekil 2.8). Bir takim biyokimyasal
ve fizyolojik reaksiyonlara katkida bulunan laktik ve glikolik asitler normal sartlarda

vicutta bulunur. Bu nedenle ila¢ tasima sistemlerinde ve biyomedikal uygulamalarda
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PLGA kullanimi sonrasinda herhangi bir toksik etki veya yan etki gorilmez. PLGA
nanpopartikilleri, bir-iki hafta ile birka¢ ay arasinda degisen sirelerde antijen ve
adjuvan molekillerinin siirekli salimini saglayarak immin stimilasyonunu arttirir [307].
Proteinler, peptidler, lipopeptitler, hicre lizatlar, virisler veya plasmid DNA gibi ¢ok
sayida antijen PLGA nanopartikiillerinde basariyla formile edilmistir [308]. Asilamada,
antijenlerin uzun sireli salimi, daha etkili bagisiklik tepkileri saglayabilir, ayrica tolerans
riskinden de kaginabilmektedir. Antijenin hedef bolgelere sirekli ve kontrolli salimi ile
arttirllmis bir antijen stabilitesi, daha iyi immiinojenlik ve imminostimilator etki
saglamaktadir. MHC | kompleksleri vasitasiyla antijen sunumu, CD8+ T hiicrelerinin
sitotoksik bir fenotip kazanmasina neden oldugundan, timér ve bulasici hastaliklarin
kontroli icin ©6nemlidir. Asilar ve kanser imminoterapisi i¢in kullanilan PLGA
nanopargaciklari, MHC | kompleksleri vasitasiyla CD8" T hiicrelerine ¢apraz olarak
eksojen antijenler saglayabilir. PLGA nanopartikillerinin, dendritik hiicreler tarafindan

alindiktan sonra MHC | yoluna erisme 0Ozelligine sahip oldugu gortlmektedir [309].

PLGA nanopartikilleri, bir antijenin, farkli antijen kombinasyonlarinin veya daha da
onemlisi, ayni partikildeki antijenlerin ve adjuvanlarin kombinasyonu igeren tasiyici
sistemler olarak islev gorebilir. Ayni tlrdeki hicrelerin  eszamanh olarak
hedeflenebilmesi igin antijenler ve adjuvanlarin ayni pargacik tarafindan birlikte
verilmesi gerektigi gosterilmistir. Ayrica ¢ok duslik doz antijen iceren PLGA
nanopartikilleri ve adjuvanlar bile glicli T hiicre yanitlarina neden olabilmektedir. Bu
molekillerin daha diisiik dozlarinin kullanilmasi, yalnizca adjuvanlarin kullanimiyla
iliskili potansiyel yan etkilerin en aza indirgenmesi igin degil, ayni zamanda ekonomik
acidan da avantajli olmaktadir. Cesitli antijenler ve adjuvanlar PLGA nanoparcaciklarina
basariyla kapsillenmistir. PLGA parcaciklari Hepatit B ylizey antijeni, VMPO0O1 sitma
proteini, HIV antijenleri, timor ile iliskili antijenler ve timor lizati dahil olmak Gzere

genis bir yelpazede protein ve peptid antijenlerinin sunulmasi icin kullanilmistir [310].

Laboratuvarimizda CAPE ve (CAPE) PLGA NP'lerinin L. infantum promastigotlari ve
amastigotlari Uzerindeki antileishmanial etkileri in vitro arastirilmis ve karsilastirmali
olarak incelenmistir. CAPE ve (CAPE) PLGA NP'lerinin, L. infantum promastigotlari ve
amastigotlari Gzerinde 6nemli inhibe edici etkiler gosterdigi, buna karsilik serbest

NP'lerin herhangi bir anlamli antileishmanial etkinlik géstermedigi saptanmistir. Ote
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yandan, (CAPE) PLGA NP'lerinin, her iki parazit formunda Ustlin antileishmanial
aktiviteye sahip oldugu ve makrofajlarin nitrik oksit Gretimini kuvvetli sekilde tetikledigi

saptanmistir [311].

H. Van de Ven vd. yaptiklari ¢alismada VL'yi tedavi etmek igin aescin yukli PLGA
NP'lerin etkinliklerini in vitro incelemistir. Nanopartikll igerisine boya konularak
konfokal mikroskopi ile internalizasyonun gorsellestirilmesi saglanmistir. GFP-
transfekte Leishmania donovani ile enfekte J774A.1 makrofajlardaki floresan ve nil
kirmizi etiketli 200-400 nm boyut araliginda PLGA NP'lerin intravendzden sonra RES'un
makrofajlari tarafindan kolaylikla alindigi gézlenmistir. Etkili hiicresel alim sayesinde
IC50 degerinde L. infantum amastigotlarinda iki kat azalma oldugu rapor edilmistir

[312].

Tafaghodi vd. yaptiklari calismada otoklavlanmis Leishmania major antijeni (ALM)
iceren PLGA nanokdreleri ile ALM ve CpG-ODN adjuvani igeren PLGA nanokdrelerinin,
L. major enfeksiyonuna karsi BALB/c fareler (zerindeki koruyucu etkinliklerini
karsilastirmali olarak incelemistir. incelenen formiilasyonlar icerisinde (ALM+CpG-ODN)

PLGA nanokdrelerinin fareler lizerinde en yliksek korumayi sagladigi gosterilmistir [31].

Wang vd. Toll benzeri reseptér (TLR) 7/8 agonisti 3M-052'nin adjuvanhgini Leishmania
donovani 36-kDa niikleozid hidrolaz protein antijeni (NH36) ile kombine halde
arastirmiglardir. NH36 ve 3M-052, ayri gruplar halinde poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) mikropartikillerinde (MP'ler) kapsullenmistir. Kemik iligi kaynakh dendritik
hiicrelerin (IL-12 salgisi ile 6lcilmis) in vitro uyarimi, 3M-052'nin (serbest veya
mikropartikil formile edilmis) konsantrasyona bagli olarak 2 mg/ml konsantrasyonda
immunostimilan etkiye sahip oldugu gosterilmistir. BALB/c farelerindeki immiinojenite
calismalarinda, mikropartikil ile formile edilmis NH36 ve 3M-052, Th1 ile iliskili IgG2a
ve lgG2b antikorlarinin yiksek seviyede (Uretimini saglamis ve IFNy'yi (reten
splenositlerin sayisini artirmistir. Mikropartikullerin icerisine enkapsiile edilmis NH36
ve 3M-052'nin, Thl'e bagh bir immin yanit ortaya c¢ikarmasi, bu formiilasyonun
leishmaniasis asilari icin bir adjuvan olarak kullanilma potansiyelini gostermektedir
[33]. Santos vd. son zamanlarda, kinetoplastid membran proteini 11 (KMP-11) ile
yiklenmis olan PLGA nanopartikillerin in vivo olarak parazit yikini énemli olglide
azalttigini gostermisler. Rekombinant antijen iceren PLGA nanopartikillerinin in vitro
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immunojen etkinlikleri Leishmania braziliensis ile enfekte edilmis makrofaj
modellerinde c¢alisilmistir. Makrofajlarin KMP-11 yiikli PLGA nanopargaciklar ile
inklibasyonuna bagl olarak, parazit yikiiniin 6nemli 6lclide azaldigi saptanmis ve buna
paralel olarak, artmis nitrik oksit, sUperoksit, TNF-a ve IL-6 Uretiminde artis

gozlemlenmistir [32].

o}
HO (o} H*
HaC OH
o y A — +
o HO
CH, x o] y -
Poly(lactide-co-glycolide acid) Lactic acid Glycolic acid
BIODEGRADABLE \ /
Metabolized by the body

Sekil 2.8 PLGA molekiiliniin biyobozunurlugu [306]
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler

Cizelge 3.1 Deneysel GCalismalarda Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler

EKIPMAN VE SARF MALZEME MARKA
Saf su cihazi ELGA
Karbondioksitli inkiibator New Brunswick scientific CO-150 37°C
Sogutmali inkiibator FrioCell 111 25 °C
invert mikroskop Olympus CKX41
Isik Mikroskobu Leita
Santrifiij Eppendorf, Thermo Micromax RF
Manyetik karistirici Heidolph MR3000
pH metre HANNA instruments
Hassas terazi Precisa Gravimetrics AG
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Cizelge 3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler (devam)

Hava akimli kabinler (Laminar flow ) Thermo Scientific Hera safe,

Faster BH- EN 2006

Vortex LMS(laboratuvary medical

supplies) VTX-3000L

Su banyosu (2 adet) GFL
Isiticih karistinici Heidolph instruments
ELISA ¢oklu plaka yikama cihazi Thermo
Dondurucular Beko(+4,-20°C), Argelik(+4-

20°C), GFL(-40°C)

-195°C azot tanki ve azot tasima tanklari DMC air liquid systems
Otoklav (2 adet) Kerman, HIRAYAMA
UV-spektrofotometre Jasco V-530
ELISA ¢oklu plaka okuyucu Multiscan Ascent
Homojenizator Bandelin
Zeta Sizer NanoS
SEM Zeis
GPC Viscotek
Sonikator Bondelin, Sonopuls
Liyafilizator Telstar Cryodos
Fraksiyon Toplayici Bio-rad 2110
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Cizelge 3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler (devam)

10, 50, 100, 1000 pl'lik mikropipetler

Thermo, Pippetman

1-10, 10-100, 100-1000 ul 'lik tek kullanimhk
pipet uclarn

AxyGen

Santrifiij tiipleri 1, 2, 15, 50 ml.

Eppendorf, IsoLAB

ELISA 24, 48 ve 96 kuyulu plakalar TPP
Hucre kiiltari flasklari 25cm2 ve 75 cm2lik TPP
Pipet tabancasi Thermo

Serolojik pipetler -1,5,10 ml

Blau Brand Germany

Kriyotiipler TPP
Suzgeg (40 um) BD Falcon
50-1000ml'lik otoklavlanabilir cam siseler ISOLAB, SCHOTT
1-2,5-5-10-50 ml'lik enjektor Ayset

0,22 um ve 0, 45 um'lik siringa filtreleri

MILLIPORE, Sartorius

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Cizelge 3.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri

MADDE ADI MARKA

RPMI-1640 (Fenol redli ve fenol redsiz)
besiyerleri

GIBCO Invitrogen

DMEM (Fenol redli ve fenol redsiz) besiyerleri

GIBCO Invitrogen
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Cizelge 3.2 Deneysel galismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri

(devam)

FBS-fetal bovine serum

GIBCO Invitrogen

HEPES AppliChem
Gentamisin Sigma
Tripsin Biochrom
EDTA Merck
L-glutamin Sigma
Penisilin streptomisin Sigma

Oxoid Brain Heart Infusion Broth

Biological Industries

Hemin Sigma

Adenozin Sigma

DMSO Sigma

Thiazoly blue tetrazolium bromide(MTT) Sigma
Sodyum kloriir Sigma

Tripan mauvisi

Biologycal Industry

Sodyum hidroksit

Riedel De Haen

Hidroklorik asit

Merck

Disodyum hidrojen fosfat

Riedel De Haen
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Cizelge 3.2 Deneysel galismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri (devam)

Potasyum dihidrojen fosfat Riedel De Haen
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Merck
N-(1-Naftil)Etilendiamin Merck
Sodyum Nitrit Merck

Fosforik Asit Riedel De Haen
Siilfanilamit Merck
Chloroform Extra Pure Merck
TLC silica gel Merck
immersiyon yagi Fluka
Albumin from bovine serum Fluka
Phenol solution for molecular biology Sigma
PROPANOL EXTRA PURE-2,5L Merck
Orcinol -5g 10g Sigma
Ammonium Acetate Extra Pure Merck
Octyl-Sepharose® CL-4B Sigma
Dichloromethane Puriss., Meets Analytical Sigma

Specification Of Ph. Eur., NF, 299% (GC)
Poly(D,L-Lactide-Co-Glycolide), Lactide:Glycolide Siema
(50:50), MOL. WT. 30,000-60,000 &
Poly(Vinyl Alcohol), 98-99% Hydrolyzed, Average Sigma
MW 31,000-50,000 g
Yagsiz siit tozu AppliChem
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Cizelge 3.2 Deneysel c¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri

(devam)
Anti-Mouse Polyvalen Ig (IgG, I1gM, IgA) Anti-Mouse Polyvalen Ig
(G, I1gM, IgA)

Sodyum bikarbonat, NaHCO3; Merck
Potasyum kloriir Carlo Erba

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, Merck

NaH,P0,4.H,0

Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO, Merck

Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma

Metanol Merck

Formalin Sigma

Paranitrofenil fosfat (PNNF) Sigma
ELISA kit Mouse IL-4 Affimetrix
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Cizelge 3.2 Deneysel galismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve besiyerleri (devam)

ELISA kit Mouse IL-10 Affimetrix
ELISA kit Mouse IL-12 Affimetrix
ELISA kit Mouse IFN-y Affimetrix

3.1.3  Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1 PBS Tampon Hazirlanmasi

200 mg KCI, 800 mg NacCl, 240 mg KH,PO,4 ve 1,44 g Na,HPO, tartilip 900 ml deiyonize
suda ¢oziundirildi. pH 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim deiyonize suyla 1 litreye
tamamlandi. 1 atm basing, 121°C sicaklik ayarlanmis otoklavda cam siseler icerisinde

temiz otoklavda 20 dakika sire ile steril edildi.

3.1.3.2 RPMI 1640 Medyumun Hazirlanmasi

500 ml L-glutaminli RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) igerisine antibiyotik
olarak 2,5 ml gentamisin (10 mg/ml) eklenerek stok besiyeri hazirlandi. Kiltlrde
kullanilmak Uzere buradan 45 ml alinip 5 ml FBS eklenerek %10 FBS iceren besiyeri

hazirlandi ve +4°C’de steril bir sekilde muhafaza edildi.

3.1.3.3 DMEM Medyumun Hazirlanmasi

500 ml L-glutaminli DMEM (Dulbecco's modification of Eagle medium) igerisine
antibiyotik olarak 2,5 ml penisilin streptomisin (10 mg/ml) eklenerek stok besiyeri
hazirlandi. Kiltiirde kullanilmak tizere buradan 45 ml alinip 5 ml FBS eklenerek %10 FBS

iceren besiyeri hazirlandi ve +4°C’de steril bir sekilde muhafaza edildi.

3.1.3.4 Beyin Kalp infiizyon (BHI) Mediyumun Hazirlanmasi

1 L besiyeri hazirlamak icin, liyofilize haldeki beyin kalp inflizyon besiyerinden 37 g

tartildi ve Gzerine distile su ilave edilerek homojen hale getirildi. Ardindan 15 dakika
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121°C’de otoklavda sterilizasyonu yapildi. Besiyerine ilave edilecek katki maddeleri
olan hemin ve adenozin igin stok ¢ézeltileri hazirlandi. Hemin 25 mg tartilarak, 500 ul 1
N NaOH iginde ¢ozlldi ve distile su ile 50 mlI’'ye tamamlanip otoklavlandi. Adenozin ise
0,1 g tartilarak 37,5 mL distile suda ¢ozlldi ve filtre edilerek steri hale getirildi.
Onceden hazirlanmis steril 1 L BHI besiyerine 10 ml adenozin ve 10 ml hemin ilave

edildi.

3.1.3.5 Coomassie Brillant Blue Reaktifinin hazirlanmasi

0,1 g Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 mL %95’lik etil alkol, 100 mL %85 fosforik asit
ve distile su 1000 mL'lik balon jojede karistirildi. Boya ¢ozlindiikten sonra lizerine saf su
eklenerek 1000 mL’ye tamamlandi. Karanlikta 1 gece karistirilarak bekletildi ve son

olarak filtre kagidindan stzulerek kullanildi.

3.1.3.6 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

MTT tuzu PBS igerisinde ¢ozlindurildd. Kullanilacak MTT prosediiriine uygun olarak
once hassas terazide 10 mg/ml igin 20 mg MTT tartilip PBS ile 2 ml'ye tamamlandi.
Vortekste calkalanarak iyice ¢6ziindikten sonra steril edilmek lzere 0,22 um’lik siringa

filtreden gecirildi. MTT 1s18a karsi hassas oldugu icin, bu islemler karanhkta yapildi.

3.1.3.7 Nitrik Oksit (NO) icin Griess Reaktifinin Hazirlanmasi

20 ml distile suya 2,5 ml fosforik asit eklendi. Bunun icerisine sirayla 0,1 g N-(1-
Naftil)Etilendiamin ve 1 g Silfanilamit eklenerek karistiricida ¢éziinmesi saglandi. Son

olarak ¢ozelti distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

3.1.3.8 NO i¢in Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kalibrasyon grafigi elde etmek igin standart madde olarak Sodyum Nitrit kullanildi.
Bunun icin 10 ml distile su icinde 0,345 g Sodyum Nitrit ¢ozilirek 500 uM stok ¢ozelti
hazirlanmis oldu. Elde edilen stok c¢o6zeltiden 0-100 uM arali§inda standartlar

hazirlandi.
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3.1.3.9 ELISA icin Kaplama Cozeltisi (pH: 9,6)

0,79 g Na,C0Os, 1,46 g NaHCOs, 0,1 g NaNs tartilarak 400 ml distile su iginde ¢ozildi.

pH’19,6’ya ayarlandiktan sonra distile su ile 500ml’ye tamamlandi.

3.1.3.10 ELISA icin Substrat Tamponu (pH:10,4)

0,02 g ZnCl,, 0,04 g MgCl,, 1,5 g Glisin tartilarak 150 ml distile suda ¢ozildi. pH; 10,4’e

ayarlandi ve son hacim 200 ml’'ye tamamlandi.

3.1.3.11 ELISA igin Substrat Cozeltisi

25 mg paranitrofenil fosfat( PNFF) 25 ml substrat tamponunda ¢ozlindiralda.

3.1.3.12 ELISA igin PBS/Tween20 Cozeltisi

PBS ¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween20 eklenerek hazirlandi. Kuyucuk
basina 100 ul eklendi.

3.1.3.13 ELISA icin PBS/Tween20/milk Cozeltisi

PBS/Tween20 ¢ozeltisine %2 oraninda sit tozu eklenerek hazirlandi. Her kuyuya 100 pl

eklendi.

3.2 Metot

3.2.1  Hiicrelerin Kriyobanktan Cikarilmasi

3.2.1.1 J774 Hiicre Hattinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Kriyobankta kriyotip icerisinde muhafaza edilen J774 Hicre hattindan 1 tip c¢ikartilip
37°C su banyosunda hafifce calkalanarak ¢ézindurildi. Coziinen hiicre slispansiyonu 5
ml %10 FBS’li RPMI 1640 besiyeri iceren falkon tipline alinarak 1000 rom’de 5 dakika
santriflij edildi. Stpernatant ¢ozelti dokildikten sonra geriye kalan hiicre pelleti 3ml
besiyeri ile yavasca pipetaj yapilarak reslispanse edilip besiyeri (%10 FBS’li RPMI 1640)

konulmus 25 cm?lik flasklara ekim yapildi.
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3.2.1.2 L1929 Fibroblast Hiicre Hattinin Kriyobanktan Cikarilmasi

Kriyobankta kriyotilp icerisinde muhafaza edilen L929 hiicrelerinden 1 tiip ¢ikartilip
37°C su banyosunda hafif¢e calkalanarak ¢ozlindirildi. Daha sonra iginde 5 mL %10
FBS’li DMEM besiyeri bulunan santrifj tlpleri icine alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika
santrifij edildi. Hucre pelleti 5 mL %10 FBS’li DMEM ile yavasga reslspanse edilip 25

cm?lik flaska ekim yapildi.

3.2.1.3 MONI/EP126 L. infantum Susunun Kriyobanktan Cikarilmasi

Kriyobanktan ¢ikarilan kriyotlp igerisindeki hicreler 37°Clik su banyosunda
calkalanarak sivi icerisinde c¢Ozlindirialdid. Donuk hiicre slispansiyonu ¢ozinir

¢oziinmez 7 ml %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri konulmus flaska yavasga aktarildi.

3.2.2  Hiicre Hatlarinin Kiiltiirii ve Kriyoprezervasyonu

3.2.2.1 J774 Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Kriyoprezervasyonu

Kriyobankimizdan ¢ikarilan J774 makrofaj hicre hatlarinin kiltird, ilk asamada RPMI
1640 +%10 FBS iceren 25 cm?lik steril kiltar flasklarinda gercgeklestirildi. Kiltar %5
CO, iceren etiivde 37°C de inkibe edildi. Kilttirin durumu ters mikroskop ile ginlik
kontrol edildi. Hucrelerin flaskin ylizeyini kapladigi tespit edildiginde makrofajlarin
pasaji yapildi. Hicrelerin flask Uzeyinden kaldirilmasi islemi tripsin yardimi ile
gerceklestirildi. Bunun icin dnce flask icerisindeki besiyeri bosaltildi ve flask PBS ile 2
defa yikandi. 2 ml Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’'de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler
yuzeyden ayrildigi mikroskop ile gozlendikten sonra sonra 5 ml RPMI 1640 (%10 FBS)
iceren falkon icerisine aktarilip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatant
dokilip tipln dibindeki hiicre pelletinden total hiicre sayisi tripan mavisi adi verilen
boya yardimiyla hesaplandi. Daha sonra steril 25 cm?lik flask icine yeni hazirlanmis
%10 FBS’li RPMI besiyeri eklendi ve sayimi yapilmis olan hiicre pelletinden 1-2x10°
hicre/ml olacak sekilde flaska ekimi yapilip, %5 CO; iceren 37°C etlivde inkiibasyona
birakildi.

Geriye kalan santriflij tiplniin dibinde hiicrelerden kriyobank olusturmak lizere sivi

azot tankina konulmadan o©Once dondurma c¢oOzeltisiyle 1:1 oraninda vyavasca
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pipetajlanarak 2 ml’lik kriyotlp igerisine aktarildi. Buzdolabinda +4°C’de bir saat
bekletildikten sonra -20°C’de 2 saat, ardindan -40°C’de bir gece bekletilip sivi azot

tankina yerlestirildi.

3.2.2.2 Fibroblast (L929) Hattinin Kiiltiirii ve Kriyoprezervasyonu

Kaltarh yapilan 1929 hicreleri flaskin yiizeyini yeteri kadar kapladiginda hiicrelerin
Uzerindeki besiyeri uzaklastirildi ve 2 kez PBS ile yikandi. 1,5 ml tripsinden flaska
eklendi ve 5 dakika beklendi. Hiicrelerin flaskin yizeyini tamamen ayrildigi mikroskop
ile gozlendikten sonra 5 mL %10 FBS'li DMEM iceren 15 ml’lik santriflij tlipline
aktarildi. Oda sicakhginda 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant ayrilarak
tipun dibindeki hiicre pelletinden total hiicre sayisi tripan mavisi boyasi yardimiyla
hesaplandiktan sonra steril 25 cm?lik flask icine yeni hazirlanmis %10 FBS igeren
DMEM besiyeri eklendi. Santrifj tiplnun icindeki restispanse edilmis hicrelerden 1-
2x10° hiicre/ml olacak sekilde otomatik mikropipet ile ¢ekildi ve taze besiyeri iceren

flaska eklendi ve %5 CO, iceren 37°C etlivde inkiibasyona birakildi.

3.2.3  Tripan Mavisi boya ile Hiicre Canliliginin Tayin Edilmesi ve Hiicre Sayimi

Tripan mavisi, 6l0 hiicreleri boyayan ve boylece mikroskopta parlak gortinimli canli
hlcre sayisini tespit etmekte kullanilan bir boyadir. Hicrelerin kullaniimadan 6nce
sayimi, tripan mavisi ile thoma laminda yapildi. Sayimin kolay yapilmasi i¢in 50 kat
seyreltme yapildi. Kiltir flaski icerisindeki besiyeri bosaltildi ve PBS ile 2 defa yikandi.
2 ml Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’'de 5 dakika inkibe edildi. Hicreler yizeyden
ayrildiktan sonra 5 ml RPMI 1640 (%10 FBS) iceren besiyeri igerisinde 1000 rpm’de 5
dakika santrifij edildi. Stipernatant ayrilarak tiiptin dibindeki hiicre pelleti besiyeri ile
1ml tamamlanarak resiispanse edildi. Bu hiicre sispansiyonundan 2 pl alinarak
eppendorf tipl icerisine konuldu. 1:1 orani icin Gzerine 48 ul tripan mavisi ¢ozeltisi ve
50 pl besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Thoma lamina 10 ul hiicre siispansiyonundan
yayildi. Ters mikroskopta parlak boyanmamis hiicreler sayildi ve bdylece kiltlriin

canlilik orani hesaplandi.
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3.2.3.1 MONI/EP126 L.infantum Kiiltiirlinlin Kultiiriniin Yapilmasi ve Devamli

Kiiltlirtinlin Elde Edilmesi

Kriyobankimizda mevcut olan VL etkeni L.infantum promastigotlarinin (MONI/EP126),
kiiltlir RPMI 1640 besiyerlerinde 27°C sogutmali etiivde gerceklestirildi. Parazitlerin
gelisimi ve morfolojik durumu ters mikroskopta incelendi. Kiiltlirlin pasaji haftada iki
kez yapildi. Pasaj oncesi kiltirden 6rnek alindi, ortamin pH’1 parazitlerin morfolojileri,
hareketlilikleri incelendi ve sayimlari yapildi. Flaska 7 ml besiyeri eklendi ve lzerine
3x10° parazit/ml olacak sekilde kultirden parazit ekimi yapildi. Leishmania

promastigotlarinin kiltird bu sekilde devam ettirildi (Sekil 3.3).

Asi formulasyonlari hazirlanmasinda kullaniimak Uzere ¢ozinir Leishmania antijeni
(GLA), otoklavlanmig Leishmania antijeni (OLA) ve lipofosfoglikan (LPG) antijenlerinin
izole edilecek olmasi nedeniyle biylik miktarlarda parazit biyomasina ihtiyac
duyulmaktadir. Bunun igin kiglik 6lcekli Leishmania parazit kiltlrinin yapilmasinin

ardindan Leishmania parazitlerinin blyik olgekli kiltlrinin yapildi.

Bluyuk Olcekli kiltirde kademeli 6lgcek blyiutme islemi gergeklestirildi. Kiltlrin
biyitilmesinde besiyeri olarak ekonomik olmasi nedeniyle BHI kullanildi. Oncelikle 25
cm?lik flaskta pasaji gelen vyani 10’ parazit/ml sayisina ulastiginda L.infantum
promastigotlarinin 75 cm? lik flaska aktarildi. Uzerlerine 30 ml %5 FBS’li RPMI 1640
besiyeri eklendi. 24 saatlik araliklarla parazitlerin sayimlari yapildi. 75 cm?lik flasktaki
parazit killtirii 107 parazit/ml’e ulastiginda, parazitler 1Llik erlene aktarildi (Sekil 2).
Uzerine 350 ml BHI besiyeri eklendi. Dért giin sonra (izerine taze besiyeri eklenerek
hacmi iki katina gikarildi. inkiibasyon siiresi boyunca, homojen bir ortam saglanmasi
icin erlendeki parazit kiltlru orbital galkalayici Gizerinde inklibe edildi. Bu sekilde her
seferinde 4 erlenle galisildi. 3 erlende bulunan kultirler, parazitin ylzey antijeni olan
LPG molekiliiniin en yogun goruldigu safha olan metasiklik evreye ulastiklarinda 50
ml’lik falkonlarda + 4°C’de 4000 rpm’de 25 dk santriflij edildi. Falkonlarda bulunan
pellet 1 ml PBS ile yikanarak 50 ml’'lik falkonda toplandi. Daha sonra +4°C’de 4000
rom’de 15’dk santriflij edilerek slipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pellet 50 ml’lik

falkonda biriktirildi ve parcalama islemi olana kadar -20°C’de saklandi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Kademeli olarak L. infantum kiltiiriiniin yapilmasi ve biyomasin elde edilmesi

Geriye kalan 1 erlendeki parazitler (ml de 10’ parazit) ise biyoreaktérde ¢ogaltilmasi
icin kullanilmistir. Biyoreaktor icin parazitin ml deki sayisi 10° olacak sekilde BHI
besiyeri kullanildi. Parazitlerin biyoreaktordeki glinlik durumlari, sicakligi, pH’1 hergiin
kontrol edildi (Sekil 3.2). Parazitlerin sayisi mlI’de 15x10’ ulastiginda biyomas elde
etmek icin yukarida anlatilan islemler tekrar edildi. Elde edilen biyomas parcalama

islemi olana kadar -20°C’de saklandi.

Sekil 3.2 Biyoreaktorde buyilk olcekli parazit Gretimi
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3.2.3.2 Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Formalin hareketli parazitlerin thoma Ilaminda fikse hale gelip sayllmasi
kolaylastirmaktadir. Bu nedenle %2’lik formalin kullanilarak parazitlerin fikse edilmesi
saglanmis oldu. Kultirden 10 pl 6rnek alindi ve 1:10 oraninda %2’lik formalinle
karistinlarak 3-5 dakika bekletildi. Daha sonra Thoma laminda asagidaki formdal

kullanilarak sayim yapildi:

Parazit sayisi/ml=Ortalama hticre sayisixSulandirma katsayisixThoma lami sabiti  (3.1)
Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve st kisminda bulunan 16 karedeki
hicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Sayim icin yapilan sulandirma katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000
3.2.4 L. infantum Promastigotlarindan Antijen Elde Edilmesi

3.2.4.1 Dondurup/Cézme Yéntemi ile L. infantum Antijeninin Elde Edilmesi

Gozinlr Leishmania antijeni (CLA) igcin daha 6nce blyuk 6lgekle elde edilen parazit
pelletinden 1ml alinip PBS ile 1 ml tamamlandi. Elde edilen hiicre slispansiyonu 5dk
boyunca sivi azotta dondurulur sonrasinda 5 dk boyunca 37°C su banyosunda
¢6zduriildi. islem 5 kez tekrar edildi. Elde edilen lizat ¢éziinmeyen kisimlarin ayrilmasi

icin 10.000 rpm’de 15 dakika santrifj edildi.
. ... (Mg
Protein derisimi (H) = (1.5xA280 — 0.75xA260)xSulandirma katsayisi (3.2)

Supernetanttaki protein miktari icin 280nm (A280) ve 260nm (A260) dalga boylarindaki
absorbans UV-Spektrofotometrede o6lcildi ve protein miktari asagidaki formdl ile

belirlendi :

Sulandirma katsayisi: Olciim icin yapilan sulandirma katsayisi
Ayso: Protein ¢ozeltisinin 280 nm’deki absorbans degeri

Ay60: Protein ¢ozeltisinin 260 nm’deki absorbans degeri

Slpernatant antijen olarak kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.
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3.2.4.2 Otoklavlama Yontemi ile L. infantum Antijeninin Elde Edilmesi

Otoklavlanmis Leishmania antijeni (OLA) icin daha 6nce blyilk 6lcekle elde edilen
parazit pelletinden 1ml alinip PBS ile 1ml tamamlandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu
penisilin siselerine aktarildi. Daha sonra 121 °C 1.1 atm basing altinda 15 dk sureyle
otoklavlama islemine tabi tutuldu. ml'deki antijenik protein miktari UV-

Spektrofotometre yardimiyla 6l¢tildii. Kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edidi.

3.2.4.3 EP 126 L.infantum Parazitlerinden LPG izolasyonu

EP 126 L.infantum Kiiltiiriinden Elde Edilen Peletin Pargcalanmasi

-20°C’'de kullanilmak Gzere muhafaza edilen biyomas buzu ¢ozdirilemesi icin soguk su
banyosunda cevire ¢evire eritildi. Biyomas homojen olarak ¢6zildikten sonra her
birine 3 ml gelecek sekilde toplam 8 tane 50 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. Uzerlerine
11 ml 6nceden hazirlanan 2:1 oraninda klorofom/metanol karisimi eklendi. Her bir
tlpteki parazit kiitlesi sonikatorle 50 voltta 1 dk boyunca buz iginde pargalandi ve daha
sonra 1 saat siliresince dinlendirildi. Beklemenin ardindan 6rnekler 4000 rpm’de ve
4°C’de 10 dk santriflj edildi. Santriflij sonrasi siipernatantlar uzaklastirilarak pelletlerin
Uzerine 15 ml o©nceden hazirlanmis %9’luk isopropanol eklendi. Vortekslenerek
¢Ozdirulen pelletler buz icerisinde sonikator ile 1 dk boyunca 50 voltta parcalandi. 1
saat beklemenin ardindan 14000 rpm de 4°C'de 25 dk boyunca santrifuj edildi.
Supernatantlar ayri bir yerde toplandi. Pellet Gizerine yeniden 15 ml %9’luk isopropanol
eklenerek parcalama ve santriflj islemleri aynen uygulandi. Bu parcalama islemi
toplamda (¢ kere tekrarlandi. Daha sonra slipernatantlar bir yerde toplanip,

liyafilizatorde kurutulmak tizere -40°C’e kaldirildi.

Ornegin lizerine %25’lik 1-propanol eklenir ve etanol/kurubuz banyosunda dondurulur.
Ardindan oda sicakliginda erimeye birakilir. 14000 rpm’de 15 dk santriflij edilir.
Slpernetant bir behere toplanir. Slipernatanta asagidaki formile gére 0.1 M amonyum

asetat cozeltisi eklenir. Bu sekilde 6rnek kolon kromatografisine hazir hale getirilir.

[(Ornek hacmi x %25) / %5] - 6rnek hacmi = ml 0,1 M amonyum asetat (3.3)
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Orneklerin Kolon Kromatografisi ile Saflastiriimasi

Parcalanmis hiicre siispansiyonundan LPG molekilinin saflastirilmasi icin hidrofobik
etkilesime dayali ayinmi saglayan oktil-sefaroz kolonu kullaniimistir. Bunun igin
oncelikle, yaklasik 15 ml oktil sefaroz dolgu maddesi 15 cm x 1.5 cm olan kolonun (BIO-
RAD) % 80’ini dolduracak sekilde, kolonun igerisine konuldu. Daha sonra kolonun
sartlandiriimasi igin, kolondan %5 1-propanol/0,1 M amonyum asetat ¢Ozeltisi gegirildi.
Kolonun muslugu agilarak solvent akisi saglandi. Kolon %5 1-propanol/0,1 M amonyum
asetat ¢ozeltisi ile dengelendikten sonra, LPG 6rneginin yiklenmesi icin hazir duruma
geldi. Daha 6nceden hazirlanmis olan LPG igeren 6rnek kolona yuklendikten sonra bir
gece bu sekilde bekletildi. Bu islem sirasinda LPG’nin hidrofobik gruplari, hidrofobik
oktil gruplarina baglandi. Ertesi glin yikama ¢ozeltisi olarak 50 ml %5 1-propanol/0,1

M amonyum asetat ¢ozeltisi kolondan gegirildi ve yikama ¢ozeltisi bir behere toplandi.

Kontaminantlar (polar molekiiller) kolondan vyikandiktan sonra, oktil gruplarina
hidrofobik olarak baglanmis molekiiller kolondan elue edildi. Bunun igin sirasiyla; kolon
hacmi kadar 50 ml % 10-50 araliginda 1-propanol (0,1 M amonyum asetat icerir)

gecirildi ve tiim fraksiyonlar toplandi.

Kolon kromatografisinin ardindan kollektérde toplanan oOrneklerin karakterizasyon
islemine gecildi. Oncelikle tiim fraksiyonlar iclerindeki karbonhidrat varliginin tespit
edilmesi icin ince tabaka kromatografisi ile incelendi. Daha sonra protein
kontaminasyonu tayini icin spektrofotometrik analiz ve LPG miktarinin tayini icin Fenol

Silfirik Asit yontemi uygulandi.

ince Tabaka Kromotografisi (TLC) ile LPG Varhiginin Saptanmasi
ince tabaka kromatografisinde; silika kapl kagitlara her fraksiyondan 2 pl érnek
damlatildi ve kurutuldu. Kagit (zerine orkinol ¢ozeltisi puskirtildi ve 100°C'de 15

dakika tutuldu.

Protein Agisindan Safligin Tayini

Protein Acisindan Safligin Tayininde; Standart egri olusturmak icin BSA (bovine serum
albumin) stok c¢ozeltisinden derisimi 0, 20, 40, 60, 80, 100 mg/l olacak sekilde
hazirlanan (%0,9’luk NaCl’de) standart ¢ozeltilerin absorbanslari (280 nm’de) 6l¢lilerek

konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizildi.
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Deney tliplne ise analizi yapilacak LPG’den 10ul konuldu ve (izerine %0.9’luk NaCl
eklendi. Spektrofotometre kiivetlerine hazirlanan érnekten 1 ml koyuldu. Tim 6rnekler
ve standart cozeltileri icin absorbans degerleri spektrofotometre cihazi ile 280 nm

dalga boyunda olgilda.

LPG Molekiiliiniin Amicon Filtreli Santrifiij Tiiplerinde Saflagtirilmasi

Bliyik 6lcekte amicon filtreli santrifiij tliplerinde saflastirilma yapilmadan 6nce disik
konsantrasyonda LPG alinarak 6n deneme yapildi. Metot optimize edildikten sonra
geriye kalan tim LPG 6rnegi icin ayni islemler yapildi. Bu amagla, 1 ml distile su filtreli
santrifiij tipine konuldu ve lzerine oktil-sefaroz kolon kromatografisi sonrasi elde
edilen LPG’den 1 mg/ml konsantrasyonunda 6rnek eklendi ve pipetaj yapildi. Tlip daha
sonra +4°C'de 3500 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijleme islemine tabii tutuldu (Sekil
3.3). Santrifiij sonrasi tipe 1 ml distile su konulup pipetaj yapildi ve tekrar
santrifiijlendi. Bu islem 10 kez tekrar edildi. Son olarak elde edilen alt faz ve Ust faz

orneklerine TLC yapildi ve 6rnekler GPC'de analiz edildi.

!-‘\

Sekil 3.3 Amicon filtreli santrifiij tiplerinde LPG molekdliniin saflastiriimasi islemi

Fenol Siilfiirik Asit Yontemi
Fenol sulfurik asit metodu karbonhidratlarin varligini tespit etmek igin kullanilan bir

yontemdir. Yontemde standart olarak 1 mg/ml glikoz ¢o6zeltisi kullanildi ve bu
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¢Ozeltiden 10, 20, 40, 60 ve 80 ul alinarak distile su ile 100 ul'ye tamamlandi. Kor
¢ozelti olarak 100 pl su kullanildi. LPG igeren 6rnekten 50 ul alinip 100 pl'ye
tamamlandi. Her bir 6érnege ve standarda %80 fenol sollisyonundan 50 pl eklendi ve
vorteksle karistirildi. Ardindan 2 mL % 98’lik konsantre sulflrik asit eklenip 10 dakika
oda sicakhginda bekletildi (Sekil 3.4) ve her bir 6rnegin 490 nm’de UV'de absorbansi
Olclldu. Cikan sonugtan standart egri yapildiginda bu egriden CHO miktari 6lglilmis

olmaktadir.

LPG miktarini hesaplamak igin “pg LPG = 1.25 x pg CHO” formduli kullanildi. Seker
miktarina bagh olarak olusturulan standarda gore, saf LPG’nin icerdigi seker miktari

hesaplandi.

Sekil 3.4 Fenol Sulfurik asit yontemi icin standart ve ornekler

3.2.5 ikili Emiilsiyon (w/o/w) Goziicii Buharlastirma Yontemi ile Nanopartikiil

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nanoformulasyonlarin hazirlanmasinda ikili emdulsiyon ¢6zici ucurma (w/o/w)
yontemi kullanildi. Bu yontemde ilk olarak etkin maddenin sulu ¢6zeltisi polimeri iceren
organik faz igerisinde dagitilir. Elde edilen w/o emilsiyonu dis sulu faz igerisinde

emuilsifiye edilerek w/o/w ikili emulsiyonu elde edilir. Elde edilen w/o/w emiilsiyonu,
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antijen ¢oOzeltisini iceren polimer ¢ozeltisi damlaciklarini olusturur ve ¢ozici
buharlastirildiktan sonra, antijenin sulu ¢oOzeltisini iceren nanopartikiil sispansiyonu
elde edilir. Bu sitispansiyon santrifiijlenerek nanopartikiiller elde edilir, su ile yikkama
yapildiktan sonra kurutlan nanopartikiller liyofilize olarak kurutulur ve daha sonra
kullanilmak tzere donduruldu. Bu tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan Otoklavlanmis
Leishmania antijen (OLA), ¢6zlnir Leishmania antijen (CLA) ve Lipofosfoglikan (LPG)
kullanilarak nanopartikiiler sistemler hazirlandi. Hazirlanan nanoformulasyonlarda

kullanilan antijen tlrleri ve miktarlari asagidaki gizelgede (Cizelge 3.3) verildi.

3.2.5.1 Nanopartikiillerin ikili Emiilsiyon Céziici Ugurma (w/o/w) Yoéntemi ile

Hazirlanmasi

Enkapsile edilecen antijenler (her bir formilasyon icin miktarlari ¢izelge 3.3’de
verilmistir) 1 ml suda ¢6zlld, her bir formulasyon igin 100 mg PLGA polimeri kullanildi
ve polimer 2,5 ml diklorometanda (DCM) ¢6zuldi. Sulu fazdaki antijen ¢ozeltisi organik
fazdaki polimer ¢ozeltisi ile karistirildi ve karisim 100 W sonikasyon altinda 90 sn
boyunca emiilsiye edildi. Elde edilen tekli emilsiyon 10 ml % 3 w/v polivinilalkol (PVA)
¢Ozeltisi Uzerine eklendi. Ayni sonikasyon sartlari uygulanarak elde edilen ikili
emdlsiyon (w/o/w) 35 ml % 0,1 w/v PVA (izerine eklenerek 350 rpm’de gece boyunca
karismaya birakildi. Nanopartikillerin eldesinde kullanilan antijenlerin bilgileri Cizelge

3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Nanopartikullerin eldesinde kullanilan antijen cesitleri ve miktarlar

Nanoformiilasyon | Kullanilan Antijen | Kullanilan Antijen
Kullanilan
Kodu Adi Miktar Polimer Miktan
) ) ) 100 mg
F1 LPG 50 mg 100 mg
F2 CLA 50 mg 100 mg
F3 OLA 50 mg 100 mg
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Fa CLA +LPG 25 mg+25 mg 100 mg

F5 OLA +LPG 25 mg+25 mg 100 mg

3.2.5.2 Nanopartikiillerin Yikanmasi ve Saflastiriimasi

Elde edilen nanopartikil siispansiyonlari 9000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve Ust
fazlar enkapstiile olmamis antijenin hesaplanabilmesi icin ayrildi. Pellet izarine 35 ml
distile su eklenerek yikandi ve tekrar 9000 rpm’de 30 dakika santriflijlendi. Yikama
isleminin 3 kere tekrarlanmasinin ardindan elde edilen tim Ust fazlar birlestirilerek
yliklenmemis antijen miktari tayin edilmek Uzere ayrildi. Dipte kalan kati

nanopartikiller liyofilize edilerek kurutuldu.

3.2.5.3 Elde Edilen Partikiillerin Karakterizasyonu

Elde edilen nanopartikiller oncelikle reaksiyon verimi, enkapsilasyon etkinligi ve
ylikleme kapasitesinin tayini gibi analizler ile incelendi. Daha sonrasinda
nanopartiklllerin detayl karakterizasyon islemleri igin sirasi ile boyut, zeta potansiyel

ve ¢oklu dagihm indeksleri, SEM analizi, FT-IR analizi gerceklestirildi.

3.2.5.4 Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi

Uretilen nanopartikiillerin reaksiyon veriminin hesaplanmasi icin elde edilen kati

nanopartikiller tartildi. Her bir nanopartikil icin reaksiyon verimi hesaplandi.

Uretilen Nanopattik il miktar 1 (mg)
Kullan 1lan PLGA+Antijen Miktar1(mg)

Reaksiyon Verimi % = 100 (3.4)

3.2.5.5 Enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanmasi

Enkapsilasyon etkinligi hesaplanmasi icin her bir antijene ait kalibrasyon egrisi
kullanildi. Ust fazlarin UV &lgiimleri CLA ve OLA icin 280 nm’de gerceklestirildi. LPG icin
ise Fenol Silfurik Asit yontemi uygulandi. Enkapsiilasyon etkinligi elde edilen UV
degerlerine karsilik kalibrasyon egrilerinden madde miktarlarinin tayin edilmesi ile

hesaplandi.

Enkapsiile edilmis antijen miktar1 (mg)

Enkapsiilasyon Etkinligi % = X 100 (3.5)

Baslangi¢ antijen miktar1 (mg)
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3.2.5.6 Yiikleme veriminin hesaplanmasi

Yikleme verimi asagida verilen formile gore, enkapsiile edilen antijen miktarinin

Uretilen nanopartikiil miktarina bélimda ile hesaplandi.

Enkapsiile edilmis antijen miktar1 (mg)

Yiikleme Verimi % = x 100 (3.6)

Uretilen nanopartikill miktar1 (mg)

3.2.5.7 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Farkh antijenlerin ylUklenmesi ile Uretilen nanopartikiillerin ylzey morfolojileri ve
sekilleri taramali elektron mikroskobisi yontemi ile incelendi. Cift tarafli karbon band
Uzerine yerlestirilen toz halindeki nanopartikiller 6ncelikle altin kaplama isleminden
gecirildi daha sonrasinda ise Zeiss EVO® LS 10 (Germany) model SEM mikroskop ile 5

kV da vakum altinda morfolojik olarak incelendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Liyofilize edilmis bir miktar 6rnegin karbon bant Gizerine aktariimasi ve érnegin
altin kaplanmasi

3.2.5.8 Boyut ve Zeta Potansiyel Analizi

Elde edilen nanopartikillerin partikil boyutlari; Dinamik Isik Sagilmasi yontemiyle 4,0
mV He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatilmis Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
UK) cihazinda 25 °C’'de = 0,1 °C hassasiyeti ile gergeklestirilmistir. Tim analizler
otomatik modda ve 3 tekrar ile yapilmistir. Zeta potansiyel Olciimleri ise kapiler
kiivetlerde Elektroforetik Isik Sacilmasi teknigi kullanilarak yine ayni cihazda 25 °C'de
+0,1 °C hassasiyeti ile ve 3 tekrarda gergeklestiriimistir. Boyut ve Zeta potansiyel
OlcimU icin nanopartikil uretimi ile elde edilen slspansiyonlar 1/30 oraninda
seyreltildi ve gerekli 6lcimler Malvern-Zetasizer NanoZS cihazi ile gerceklestirildi.
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3.2.5.9 Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Elde edilen nanopartikillerin fonksiyonel gruplarinin analizi IR-Prestige 21 FTIR cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Olglimler PLGA ve tiim nanoformiilasyon icin cihaz ATR
modunda kullanilarak gergeklestirildi. Herbir 6rnek igin 4000-500 cm™ dalgaboyu
araliginda 4 cm™ c¢o6zinirlikte ve 16 tarama ile gerceklestirildi. Elde edilen

spektrumlar bos PLGA NP ile karsilastirmali olarak incelendi.

3.2.5.10/n vitro Salim Galismalari

in vitro salim ¢alismalari nanopartikiillerin fizyolojik ortami benzeri olan fosfat tampon
¢ozeltisinde (pH=7.4) c¢ozilmesi ile gergeklestirildi. Salim icin  {retilen
nanopartiklllerden 10’ar mg tartiip 10 ml PBS tamponunda (pH=7.4) 37 °C'da
karistiricil inkibatérde (150 rpm) yatay olarak calkalanarak gerceklestirildi. Secilen
belirli zamanlarda (1 saat, 2 saat, 3 saat, 1, 2, 3, 4, 7, 12, 15, 19, 26, ve 30. giin) salim
ortami 9000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek Ust fazin alinmasi ve yerine yeni salim
ortaminin konulmasi ile salim calismasi yirutiuldi. Elde edilen salim ortamindan
nanopartikll icerisinden salinin antijen miktari analiz edildir. Her bir analiz sonucu

kiimulatif olarak toplanarak salim galismasi sonlandirildi.

3.2.6 J774 ve L1929 Hiicre Hatlari Uzerinde Toksisitenin MTT Yontemi ile

incelenmesi

3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) ydnteminin prensibi,
canh hicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enziminin
laktati, priivata yiikseltgerken aciga ¢tkan NADH™‘nin sari renkli MTT tuzunu mor renkli
formazana Urinine doénustiirmesine dayanir (Sekil 3.6). Olusan mor renkli formazan
kristalleri ¢ozlindurilir ve absorbansi okunur. Absorbans degeri, canlilik ile dogru
orantilidir. Dolayisiyla canli hiicrelerin sayisi arttikgca absorbans yiiksek cikarken, canhlik

azaldikca absorbans da azalir.
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Sekil 3.6 Formazan kristallerinin olusumu

Deneylerde kullanilacak PLGA NP, (CLA)PLGA, (OLA)PLGA, (LPG)PLGA, (CLA-LPG)PLGA
ve (OLA-LPG)PLGA nanoformiilasyonlarinin hiicreler tGizerinde herhangi bir toksik etkiye

sahip olup olmadiklarini incelemek icin MTT testi yapildi.

Sitotoksisite testleri L929 hiicresi ve Leishmania parazitleri igin konak hiicre olan J774
(makrofaj) hicrelerinde incelendi. Daha 6nce sayimi yapilan makrofaj ve fibroblast
hiicreleri ayri ayri 96 kuyucuklu plaklara kuyu basina 100 pl’de 10” hiicre olacak sekilde
ekildi. Hicre dagiliminin esit oldugu mikroskop ile incelendikten sonra, hiicrelerin
kuyucuklara tutunmasi igin 37°C’lik %5 CO,’li etlivde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatin
ardindan her bir nanoformulasyon konsantrasyonu 10 pg/ml, 25 ug/ml, 50 pug/ml, 100
pug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Tum
orneklerin her konsantrasyonu icin 4 tekrarli ¢alisildi. Tim plakalar 37°C’lik %5 CO,
iceren etlvde 48 saat inkiibe edildi. 10 mg/ml konsantrasyonunda MTT ¢Ozeltisinden
kuyu basina 10 pl eklendi ve 37°C'de 4 boyunca inkibasyona birakildi. Mor renkli
formazan kristallerin olusumu invert mikroskopla incelendi. MTT reaksiyonu
durdurmak icin 100 ul DMSO eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inklbe
edilip formazan kristallerinin ¢6zindGglu kontrol edildi. Ayni islemler hiicre
bulunmayan sadece besiyeri konulmus 96 kuyucuklu kuyularda antijen ve
nanoformiilasyonlarin plaklar eklenmesiyle kontrol grubu olarak gergeklestirildi. Son

olarak absorbans, 570 nm’ye ayarlanmis ELISA okuma cihazi yardimiyla gergeklestirildi.
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3.2.7 Nanoformiilasyonlarinin Makrofajlarin Nitrik Oksit (NO) Uretimi Uzerindeki

Etkinliginin incelenmesi

NO olcimi prensibi, spektrofotometrik olarak griss reaksiyonuna dayanarak
yapilmaktadir. Bu reaksiyon iki adimda gergeklesir ilk adimda Nitrik, Stlfanilamit ile
etkileserek diazonyum iyonu olusur. Olusan bu iyonlarda N-(1-Naftil)Etilendiamin ile
etkileserek kromoforik bir boya tirline (azo) donistr (Sekil 3.7). Son olarak olusan

pembemsi rengin absorbansi 540 nm‘de ol¢liir.

2NO, # NO—N,0, + 1,0

#

0, Sulfanilamide + 2NO,  Griess assay
/ N-1-naphthylethylencdiaming
Macrophages
4]
I
, W= N=N Ni
S al < ;f\’
[ \__\
» i N,
" A
<.

Sekil 3.7 NO reaksiyonu

Sitotoksisite deneylerinin ardindan, hiicreler Gzerinde toksik olmadiklari belirlenen
nanopartikil formuilasyonlarinin makrofajlarin NO Gretmeleri Gzerindeki etkinliklerinin
belirlendi. Bu amacla, (CLA)PLGA, (OLA)PLGA, (LPG)PLGA, (CLA-LPG)PLGA, (OLA-
LPG)PLGA nanoformilasyonlari deney grubu ve PLGA nanopartikilleri ve PBS kontrol
olarak kullanildi. Bunun igin, 1x10° 1774 makrofaj hiicresi mikroplaklara ekildi. 24 saat
inklibasyonun ardindan, nanopartikiillerin ve antijenlerin  toksik olmayan
konsantrasyonlari hicreler (zerinde uygulandi. Hicreler 72 saat boyunca bu
konsantrasyonlarda antijen kombinasyonlarina ve nanoformiilasyonlara maruz
birakildi. Bu siirenin ardindan, tim kuyucuklardaki siipernatantlar toplanarak ependorf

tiplerine alindi. Nanopartikiillere maruz kalan ve kalmayan makrofajlarin Grettikleri

80



nitrik oksit miktari Griess Reaksiyonu kullanilarak tespit edildi. Standartlardan ve NO
Olgimu yapilacak kultir ortamindan 50 pl alinarak 96 kuyulu plaka eklendi. Bu
orneklerin Gzerine 50 pl Griess reaktifi eklenerek oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi.
Son olarak 540 nm’de absorbans alindi. Standartlarin absorbans degerleriyle
kalibrasyon egrisi ¢izilir ve bu egri yardimiyla 6rneklerdeki nmol/ml cinsinden NO

miktari belirlendi.
Standartlar ise asagidaki cizelge 3.4’de gosterildigi gibi hazirlandi.

Cizelge 3.4 NO standartlarinin hazirlanmasi

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

No (M)

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 - -

3.2.8 Nanopartikiiler Formiilasyonlara Maruz Kalan Makrofajlarin (J774)

Urettikleri Sitokin Seviyelerinin incelenmesi

Bu amagla, IL-12, IFN-y, IL-10 ve IL-4 sitokinleri incelendi. Formiilasyonlarin makrofaj
hiicrelerindeki sitokin yanitlarini incelemek icin 6ncelikle 1x10° J774 makrofaj hiicresi
96 kuyucuklu mikroplaklara ekildi. Bir gecelik inkibasyonun ardindan,
nanopartikillerin ve antijenlerin sitokin testinde kullanilacak konsantrasyonu 500
ug/ml hucreler Gzerinde uygulandi. Hucreler 72 saat boyunca bu konsantrasyonda
antijen ve nanopartikillere maruz birakildi. Bu siirenin ardindan, tiim kuyucuklardaki

sipernatantlar toplanarak eppendorf tiplerine alindi.
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Makrofaj hicrelerinin olusturdugu sitokin yanitlari ticari olarak temin edilen kit

yardimiyla gergeklestirildi.

Yikama Tamponu (20X); 50 ml stoktan alindi ve distile su ile 1000 mlye

tamamlandi(1X).

Assay Tamponu (20X); 2,5 ml stoktan alindi ve distile su ile 47,5 ml’'ye tamamlandi (1X).
Biotin Konjugat; 1:100 oraninda assay tampon ile seyreltildi.

STREPTAVIDIN-HRP;1:200 oraninda assay tampon ile seyreltildi.

Fare IL-12p70 Standart; Stok 400 pg/ml, Fare IFN-y, Fare IL-4 ve Fare IL-10

Kullanilacak kuyular 400 ul yikama tampon (1X) ile 2 kez yikandi ve 10-15 dk bekletildi.
Kuyular bir havlu lzerine bosaltildi. Standart olarak kullanilacak tim kuyulara ve blank
kuyularina 100 pl érnek seyreltme tamponundan eklendi. Ornekler icin kulanilacak
kuyulara 50 ul 6rnek konuldu. Biotin Konjugat hazirlandi ve tim kuyulara 50 pl eklendi.
Plate oda sicakliginda (18-25°C) 2 saat bekletildi. Daha sonra tiim kuyular 4 kez 400 ul
yitkama tampon (1X) ile yikandi ve ardindan Streptavidin-Hrp c¢ozeltisinden tim
kuyulara 100 pul eklendi. Plate oda sicakliginda (18-25°C) 1 saat bekletildi. Ardindan tim
kuyular 4 kez 400 pl yikama tampon (1X) ile yikandi. Yikamanin ardindan TMS substrat
¢Ozeltisinden tim kuyulara 100 pl eklendi. Plate oda sicakhginda karanlhkta 10 dk
inkiibe edildi. En konsantre standart (std 1) koyu mavi olduktan sonra tim kuyulara
100 pl durdurma soliisyonundan eklendi. Hemen 450 nm’de ELISA okuyucuda okuma

yapildi.

3.2.9 Deney Hayvanlarinin immiinizasyonunda Kullanilmak Uzere Nanopartikiiler

Asi Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin immiinizasyonunda kullanilacak nanoformilasyonlar asagidaki
cizelgede gorildigl sekilde hazirlandi. Hazirlanan formilasyonlar icin kullanilan
nanopartikil miktari, enkapsiile edilen antijen miktari ve 1 mg nanopartikil icindeki

antijen miktarlari hesaplandi.
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Cizelge 3.5 Formiilasyonlar ve 1 mg nanopartikil igcindeki antijen miktarlari

Nanopartikiil | Nanopartikil Enkapsiile Uretilen Antijen
No Adi Edilen nanopartikil miktari (mg
Antijen (mg) | (mg) Nanopartik
al)
- Bos np (PLGA) - 93 -
F1 (LPG)PLGA 4,2 31,2 0,13
F2 (CLA)PLGA 15,7 93,1 0,16
F3 (OLA)PLGA 9,5 31,2 0,13
F4 (CLA-LPG)PLGA LPG: 3,2 56 LPG: 0,056
GLA: 6,9 CLA: 0,12
F5 (OLA-LPG)PLGA LPG: 3,5 28 LPG: 0,12
OLA: 8,1 OLA: 0,28

3.2.10 Hazirlanan Nanopartikiller Formiilasyonlar ve Antijenler ile Deney

Hayvanlarinin immiinizasyonu

Deney hayvanlari ile ilgili uygulamalar Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi
Deney Hayvanlari Laboratuvarinda gercgeklestirildi. 6-8 haftalik disi Balb/c fareler 12

saat karanlk 12 saat aydinlik ortamda tutuldu.

In vitro elde edilen sonuclar dogrultusunda, nanopartikillerde bulunan antijen
miktarlarina dayanarak asi formilasyonlari hazirlandi. Bunun icin, her bir fareye CLA
icin 200 pl’de 150 pg, OLA icin 200 pl’'de 180 pg ve LPG i¢in 200 pl’'de 120 ug olacak
tartilip homojen sekilde coziindllerek formilasyonlar hazirlandi. Asagidaki cizelgede

immunizasyon gruplari sunulmustur.
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Cizelge 3.6 immiinizasyon Gruplari

No immiinizasyon
Gruplan

1 PBS

2 PLGA NP

3 CLA-LPG

4 OLA-LPG

5 (LPG)PLGA NP

6 (CLA)PLGA NP

7 (OLA)PLGA NP

8 (CLA-LPG)PLGA NP

9 (OLA-LPG)PLGA NP

3.2.11 Agsi Formiilasyonlarinin BALB/C Farelere Enjekte Edilmesi

Enjekte edilecek asi formilasyonlari daha 6nce bahsedildigi gibi 100 ul PBS igerisinde
hazirlandi. Hazirlanan asi formilasyonlari farelere intraperitonel olarak enjekte edildi
(Sekil 3.8). Enjeksiyonun ardindan, olusan antikor yanitini incelenmek icin iki haftada

bir farelerden serum 6rnekleri alindi.
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Sekil 3.8 Farelerin intraperitonel enjeksiyonu

3.2.12 BALB/C Farelerden Serum Orneklerinin Alinmasi

Kan ornekleri, submandibular bélgeden ependorf tiipler icerisine alindi (Sekil 3.9). Tim
hayvanlardan kan alimini isleminin ardindan tiipler, 3000 rpom’de 5 dakika santrifij
edilerek serumlari ayrildi. Serumlar diger ependorf tuplerine alikotlandi ve ELISA
ybntemi ile analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Farelerden kan alma islemi

simdiye kadar 16 hafta boyunca iki haftada bir olacak sekilde devam ettirildi.
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Sekil 3.9 Farelerden kan alimi

3.2.13 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Testi) ile Serum Orneklerindeki

Antikor Miktarinin Tayini

Her bir fare grubuna uygun olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklar antijenlerle (CLA, OLA,
LPG, CLA-LPG, OLA-LPG) kaplandi. Bunun icin her bir kuyuda 1 pg antijen olacak
sekilde, 0,05 M karbonat kaplama ¢ozeltisi (coating buffer, pH: 9,6) icerisinde antijenler
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiden her kuyucuga 100 pl eklendi ve bir gece +4 °C'de
inkiibasyona birakildi. Bir gece inkiibasyondan sonra plaklar PBS /Tween20 ile ELISA
plaka yikama cihazinda 3 kez yikandi. %2’lik olacak sekilde kaplama sollisyonu icerisine
slit tozu eklenerek hazirlanan ¢ozeltiden plaklara 100 pl eklenerek 37°C’de 6rnek 1 saat

inkiibe edildi. Boylece plaklarda antijen ile kaplanmayan bos yerler de kaplanmis olur.
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Sit tozu ile 1 saat inkibasyonun ardindan plaklar 3 kez PBS/Tween 20 ile yikandi.
Farelerden alinan serum 6rnekleri 1:50 oraninda % 2’lik sit tozu iceren PBS/Tween20
ile seyreltildi. Negatif kontrol gruplari ve deney gruplarindan seyreltilen serumlar
kuyulara 100 ul olacak sekilde eklendi. 37°C’de bir saat inkiibasyondan sonra plaklar 3
kez PBS/Tween 20 ile yikandi. Ardindan 1:1000 oraninda PBS/Tween20 ile seyreltilen
anti-mouse polivalen Ig (IgG, 1gM, IgA) ¢Ozeltisinden her kuyuya 100 pl eklendi. Bir saat
37°C’'de oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan plaklar 5 kez
PBS/Tween 20 ile ELISA plaka yikama cihazinda yikandi. Plaklarin yikamasinin ardindan
PNNF substrat c¢ozeltisinden (1mg/ml) 100 uL kuyulara eklendi ve 45 dakika oda
sicakhginda karanlikta bekletildi. Daha sonra 405 nm’de ELISA okuyucuda absorbanslar

slculdil.

3.2.14 Balb/c Farelerin Enfektif L.infantum Promastigotlariyla Enfekte Edilmesi

In vitro ortam kosullarinda enfektivitesi ve virllansi arttirilmis amastigot-makrofaj
kultiirinden elde edilen L. infantum promastigotlari (1 x 10’) ile Balb/c farelerin
intraperitoneal enjeksiyon yapildi. Enfeksiyonun (zerinden gecen 1., 2., ve 4.
haftalarda farelerden kan ornekleri alinlp Giemsa ve mikro kiltlir ydontemi ile parazit

varligl incelendi.

3.2.15 Giemsa Boyama ve Mikro Kiiltiir Yontemi (MKY) ile Kandan Parazit Varliginin

incelenmesi

Giemsa boyamasi i¢in kan érneklerinden 10 ul alinarak alkolle temizlenmis lam lizerine
yayma yapildi. Lam Gzerindeki 6érnek kurutuldu ve metanol ile 5 dakika oda sicakliginda
fikse edildi. Yayma o6rnekleri kurutuldu ve 1:10 oraninda sulandirilmis Giemsa boyasi
kullanilarak 30 dakika oda sicakhginda boyama islemi gerceklestirildi. Giemsa ile
boyanmis o6rnekler yikandi ve kurutuldu. Son olarak 1sik mikroskobunda (100x)

immersiyon yagi kullanilarak incelendi.

Mikro kaltir yonteminde kullanilmak i¢in yukarida bahsedildigi gibi kapiler tiplere
alinan 60 pl kan 6rnegi 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Serum bulunan Ust fazi ile
eritrositlerin bulunan alt faz arasinda kalan buffy coat tabakasi mikropipet yardimi ile

alindi. %20 FBS iceren RPMI 1640 besiyerine alinan 6rnek, mikrokapiler tuplere
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aktarildi (Sekil 3.10). Kapiler tlplerin kenarlari mum yardimi ile kapatilarak 27°C
sogutmali etlivde inkibe edildi. 24, 48 ve 72 saatlik inklibasyonu takiben mikrokapiler

tlpler mikroskopta incelendi.

Sonug olarak, kontrol gruplarindaki farelerden elde edilen kan 6rneklerinde parazit
varliginin tespit edilmesi ve farelerde Leishmaniasis’e 0zgi lezyonlarin olusmaya
baslamasi hastalik gelismekte oldugunun bir gostergesi olarak kabul edildi. Kontrol
grubunda lezyonlarin olusmaya baslamasinin ardindan tim gruplardaki farelerden

ornekler alinarak hastalik gelisimindeki farkhliklar kiyash olarak incelendi.

Sekil 3.10 MKY yontemi

3.2.16 Enfektivitesinin Hesaplanmasi

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

ile makrofaj basina diisen ortalama amastigot sayisi carpimlari alind.
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. Immunize Farelerin Enfeksiyon indeksi
%El =100 — X

Kontrol Grubunun Enfeksiyon indeksi (3.7)

3.2.17 Farelerin Sakrifiye Edilmesi ve Organlarinin Ayrilmasi

Kontrole gore yilksek immiin yanit olusan tim fareler, son imminizasyonunun
ardindan servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Sirtlisti yatirilan farenin
derisi gogls bolgesinden steril makas ve pens yardimiyla kesildi (Sekil 3.11). Daha
sonra farenin periton boslugu agilarak karin bélgesinin sol alt kismindan dalak ¢ikartildi.

Organlarin hizla ve travmatize etmeksizin steril olarak tartimlari yapildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.11 Farelerden dalak ve karacigerin ¢ikarilmasi
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Sekil 3.12 Karaciger ve Dalak tartimlari

3.2.18 Karaciger ve Dalaktan Yayma Hazirlanmasi ve Enfeksiyonun incelenmesi

Sakrifiye edilen her farenin dalak ve karacigeri alinip tartildi. 5 ml RPMI 1640 (%10 FBS)
iceren 15ml’lik falkona koyulan dalaktan yag ve diger tutunan dokulardan steril makas
ve pens ile uzaklastirildi (Sekil 3.13). Dalak steril sekilde 5 ml fenol redsiz RPMI 1640
iceren 100 mm petri kabina alindi. Enjektor icerisine 1 ml RPMI 1640 dolduruldu ve
dalaga birka¢ bolgeden enjekte edilip petri kabi icerisinde yikanarak organ icerisinde
kalmis fazla kan uzaklastirildi. Dalak ve karacigerin kesilen parcalar RPMI-1640 icinde
yikandi ve kesik kisimlari lam Uzerine surilerek yayma hazirlandi (Sekil 3.14).
Karacigerden ve dalaktan Leishman-Donavan Unit'in (LDU) hesplanmasi icin yayma

hazirlandi.

Bunun icin yayma ornekleri metanolde fikse edilip Giemsa boyama ile boyandi.

Yaymalar immersiyon yagi ile mikroskobik (100x) olarak incelendi.
Her lam igin en az 200 hiicre incelendi ve hiicrelerin icindeki parazitler sayildi.

*Parazit yiki Leishman-Donovan Units (LDU) kullanilarak asagidaki formiile gore

hesaplandi:

Amastigot sayl1si . o
LDU = — - ————x Milligram Cinsinden Organ Agirlig
Karaciger hiicre cekirdegi

(3.8)

*LDU degeri kullanilarak ise parazit sayisindaki % dusis asagidaki formille hesaplandi:
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100 — [(immunize Grubun LDU De geri ) . 100] (3.9)

Kontrol Grubunun LDU De geri

Sekil 3.13 Dalaktan yag ve diger tutunan dokularin uzaklastirilmasi
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Sekil 3.14 Karaciger ve Dalaktan yayma 6rneklerinin hazirlanmasi

3.2.19 Dalaktan Sitokin Uretiminin Degerlendirilmesi

Yikanip parcalanmis olan dalagin bir parcasi yayma islemi icin kullaniimisti. Geriye
kalan kismi 40 um’lik filtre icerisinde steril bir enjektoriin tersi ile iyice ezildi ve besiyeri
ile yikanarak hticreler filtreden sizildi (Sekil 3.15). Stiziilen hicrelerin thoma laminda
sayimi yapildiktan sonra 1x10° hiicre/ml olacak sekilde fenol redsiz RPMI-1640 (%10
FBS) iceren 24 kuyulu plaklara ekildi (Sekil 3.16). Kultir ortaminda her asi grubu icin
antijenle uyarilmis ve uyarilmamis olmak Gzere iki grup olusturuldu. Uyarilmis gruplar
icin 10 pug LPG, CLA, OLA, LPG-CLA ve LPG-OLA kullanildi, diger gruplara ise sadece PBS
eklendi. Daha sonra %5 CO, iceren etiivde 37°C'de 72 saat sireyle inkiibe edildikten

sonra stipernatant toplandi ve sitokin 6l¢im i¢in -20° C'de saklandi.

92



Sekil 3.16 Dalaktan izole edilmis splenositlerin mikroskop gorintisi (10X)

3.2.19.1 Interl6kin 12 (IL-2) Miktarinin ELISA ile Olgiimii

Anti-IL-12 kapli olan ELISA plaklara ilk olarak Standart diluent ile 1,5, 3, 6, 12 ve 24
pg/ml olacak sekilde seyreltilmis standartlardan 50 ul 6rneklerden (antijen ile uyariimis
ve uyarilmamis lenfosit kiltirinden alinan stipernetant) ise 40 pul eklendi. Daha sonra
ornekler Gzerine Biotin- anti-mouse IL-12’den 10 pl eklendi. Ardindan hem standartlari

hem de 6rnekleri iceren kuyucuklara Streptavidin-HRP sollisyonundan 50 ul eklendi ve
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Biotin-Streptavidin baglanmasi icin 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan plak, yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Daha sonra tim kuyucuklara
kromagen A ve B ¢0zeltilerinden sirayla 50’ser pl eklendi ve 37°C’'de 10 dk karanhkta
inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara enzim substrat reaksiyonunu
durdurmak igin durdurma ¢ozeltisinden 50 pl eklendi ve 450 nm’de ELISA mikroplak
okuyucuda absorbans olc¢tldi (Sekil 3.17).

Sekil 3.17 Kit yardimi ile sitokin deneylerinin ¢alisilmasi

3.2.19.2 Interferon-y (IFN-y) Miktarinin ELISA ile Olgiimii

Anti-IFN-y kaph olan ELISA plaklara ilk olarak Standart diluent ile 15, 30, 60, 125, 250,
500 ve 1000 pg/! olacak sekilde seyreltilmis standartlardan 50 pl érneklerden (antijen
ile uyarilmis ve uyarilmamis lenfosit kiiltiriinden alinan sipernetant) ise 40 ul eklendi.
Daha sonra 6rnekler lizerine Biotin-anti-mouse IFN-y’dan 10 ul eklendi. Ardindan hem
standartlari hem de ornekleri iceren kuyucuklara Streptavidin-HRP sollisyonundan 50
pl eklendi ve Biotin-Streptavidin baglanmasi icin 1 saat 37°C'de inkibe edildi.
inkiibasyonun ardindan plak, yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Daha sonra tiim
kuyucuklara kromagen A ve B ¢ozeltilerinden sirayla 50’ser pl eklendi ve 37°C’de 10 dk
karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara enzim substrat
reaksiyonunu durdurmak igin durdurma ¢ozeltisinden 50 pl eklendi ve 450 nm’de ELISA

mikroplak okuyucuda absorbans olculda.
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3.2.19.3 Interlékin 4 (IL-4) Miktarinin ELISA ile Olgiimii

Anti-IL-4 kaph olan ELISA plaklara ilk olarak Standart diluent ile 75, 150, 300, 600 ve
1200 ng/l olacak sekilde seyreltilmis standartlardan 50 pl orneklerden (antijen ile
uyarilmis ve uyarilmamis lenfosit kiltliriinden alinan siipernetant) ise 40 ul eklendi.
Daha sonra ornekler Uzerine Biotin- anti-mouse IL-4’den 10 pl eklendi. Ardindan hem
standartlari hem de ornekleri iceren kuyucuklara Streptavidin-HRP sollisyonundan 50
ul eklendi ve Biotin-Streptavidin baglanmasi icin 1 saat 37°C'de inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan plak, yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Daha sonra tiim
kuyucuklara kromagen A ve B ¢ozeltilerinden sirayla 50’ser ul eklendi ve 37°C’de 10 dk
karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara enzim substrat
reaksiyonunu durdurmak i¢in durdurma ¢ozeltisinden 50 ul eklendi ve 450 nm’de ELISA

mikroplak okuyucuda absorbans olculda.

3.2.19.4 Interl6kin 10 (IL-10) Miktarinin ELISA ile Ol¢limii

Anti-IL-10 kaph olan ELISA plaklara ilk olarak Standart diluent ile 100, 200, 400, 800 ve
1600 ng/l olacak sekilde seyreltilmis standartlardan 50 pl orneklerden (antijen ile
uyarilmis ve uyarilmamis lenfosit kiltiirinden alinan slpernetant) ise 40 ul eklendi.
Daha sonra ornekler lizerine Biotin- anti-mouse IL-10’dan 10 ul eklendi. Ardindan hem
standartlari hem de 6rnekleri iceren kuyucuklara Streptavidin-HRP sollisyonundan 50
pl eklendi ve Biotin-Streptavidin baglanmasi igin 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan plak, yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Daha sonra tiim
kuyucuklara kromagen A ve B ¢Ozeltilerinden sirayla 50’ser ul eklendi ve 37°C'de 10 dk
karanlhkta inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara enzim substrat
reaksiyonunu durdurmak icin durdurma c¢ozeltisinden 50 ul eklendi ve 450 nm’de ELISA

mikroplak okuyucuda absorbans olculda.

3.3 istatistik Analiz

In vitro ve in vivo calismalar sonuclarinda anlamhlik ANOVA ve student t-test
kullanilarak degerlendirilmistir. Tim veriler Statistical Packages of Social Sciences
(SPSS, version 19.0 for Windows) ile degerlendirilmis ve p < 0.05 istatistiki olarak

anlaml kabul edilmistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 In Vitro Calisma Sonuglar

4.1.1 Makrofaj (J774) Hiicre Kiiltiirii Yapilmasi

Deneylerde kullanilacak J774 Makrofaj hiicre hattinin kultlrleri gergeklestirilmistir.
Sekil 4.1‘de goruldiGgu gibi hiicreler kiltir alanini esit dagilimli kaplamis, morfolojik

olarak intak ve uzantilari normaldir.
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Sekil 4.1 Makrofaj (J774) ve Fibroblast (L929) hiicre kultlri gorintisa (10X)

4.1.2 L. infantum Promastigotlarini Kiiltiiriiniin Yapilmasi

LPG, CLA ve OLA gibi asi antijenlerini elde edebilmek igin 6ncelikle L. infantum kalturi
gerceklestirilmistir. Invert mikroskopta incelenen hiicrelerin hareketliliginin aktif

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Kiltlir ortaminda bulunan L. infantum promastigotlarin invert mikroskoptaki
gorintisu (20X)

4.13 L. Infantum (EP 126) Promastigotlarini Bilyiik 6lgekli Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Leishmania parazitlerinden yeterli miktarda antijenlerin elde edilebilmesi i¢in blyuk
miktarda parazit biyomasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna bagh olarak kii¢lik dlcekte
aktif ve duzgin morfolojiye sahip promastigotlar (8-10 milyon/ml parazit) olgek
blyitmeye gidilerek dnce 1 litrelik erlenmayere sonra da biyoreaktor sistemine gegildi.
Elde edilen sonuglara gore biyoreaktérde parazitlerin ¢ogaltilmasinin parazit miktarina
ve ortamin pH’ina bagl oldugunu gdstermektedir. Ancak erlenmeyerden farkl olarak
burada parazitlerin sayisinin 9 glnlik kiltiir boyunca devaml olarak arttigi ve pH
degerinin ise sabit kaldigi saptanmistir. 9. ginin sonunda parazit sayisi 15
milyon/ml'ye ulasmistir. Erlenmeyerdeki blylk Olgekli kademeli parazit kiltiriinde
parazit sayisinin maksimum 10 milyon/ml’e ulasmis olmasi nedeniyle, biyoreaktorde
gerceklestirilen buylk 6lgekli kiltiriin daha verimli oldugu gozlemlenmistir. Optimize
edilmis biyoreaktorde her blylk olcekli parazit kiltlriinin yapilmasi sonucunda
yaklasik 10 ml parazit pelleti elde edildi. Maksimum parazit sayisina ulasildigi anda
biyoreaktor sonlandirildi ve kiltirde bulunan parazitler santrifiij edilerek biyomas

haline getirildi.
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4.1.4 L.infantum Parazitlerinden izole Edilen LPG Molekiiliiniin Karakterizasyonu

4.1.4.1 ince Tabaka Kromotografisi

ince tabaka kromatografisi sonucuna goére, kapiler tiip ile TLC kagidina uygulanan
fraksiyonlara orkinol puskirtiilmesinden sonra renk olusumunun (mor renk) goérilmesi
fraksiyonun karbonhidrat varligi yoniinden pozitif oldugunu gostermektedir.
Fraksiyonlarda olusan mor renk, bu fraksiyonlarda glikokonjugat varligini
gostermektedir. Yapilan kromatografi sonrasinda pozitif sonug (mor renk olusan) ¢ikan
33-36 araligindaki fraksiyonlar toplandi (Sekil 4.3). Bu fraksiyonlardan bir kisim érnek

analiz icin ayirildi, geri kalani ise liyofilize edildi.
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Sekil 4.3 ince tabaka kromatografisi uygulamasi ve pozitif sonug alinan fraksiyonlarin
(33-36) gosterimi

4.1.4.2 Protein Agisindan Safligin Tayininin incelenmesi

TLC sonrasi toplanan pozitif fraksiyonlarda protein kirliligini belirlemek amaciyla UV-
spektrofotometre cihazinda 6rneklerin 280 nm’deki absorbansi alindi. Kalibrasyon
grafigi olusturmak icin BSA (bovine serum albumin) stok ¢ozeltisinden derisimi 0, 20,
40, 60, 80, 100 mg/I olacak sekilde % 0,9’luk NaCl’de hazirlandi ve standart ¢ozeltilerin

absorbanslari okutularak konsantrasyona karsi absorbans grafigi cizildi (Sekil 4.4).

Elde edilen kalibrasyon grafigi yardimi ile O6rnek icerisinde protein miktar

hesaplandiginda eser miktarda protein varligi tespit edildi.
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Sekil 4.4 Protein (BSA) kalibrasyon grafigi

4.1.4.3 Fenol Siilfurik Asit Yontemi ile LPG Miktarinin Belirlenmesi

Fenol silfirik asit yonteminde de LPG molekilinln sahip oldugu seker Unitelerinin
varligl analiz edildi. Bu yontemde monosakkaritlerin indirgen yapiya sahip olmalari
nedeniyle asidik ortamda sekerlerin indirgenip fenol ile reaksiyonlari sonucunda
kahverengi bilesikler olusturmasi prensibinden yararlanildi. Kolon ile saflastirilan LPG
molekillerinin 490 nm’de absorbans degerleri okundu (Sekil 4.5). Her bir izolasyon ve

saflastirma sonrasinda bu yontem uygulanarak miktar tayini yapildi.

OD (490 nm)

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Glukoz Konsatrasyonu (jg/ml)

Sekil 4.5 Fenol siilfirik asit yontemi icin hazirlanan standart egri grafigi
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4.1.4.4 LPG Molekiiliiniin Amikon Filtreli Santrifiij Tiiplerinde Saflastiriimasi

ince Tabaka Kromatografisi ve Fenol Siilfirik Asit yontemleri kullanilarak karbonhidrat
varligl tayin edilmis ornekteki LPG’nin molekil agirliginin tayin edilebilmesi igin Jel
Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) cihazina yiklendi. Elde edilen GPC sonuglarina gore
saflastirilan LPG izolatinda, LPG molekilliinin yani sira, diisiik molekiler agirliga sahip
tuz kalintilara rastlandi (Sekil 4.6). Bu kalintilarin temizlenmesi ve LPG izolatlarinin
saflastiriimasi igin, 6rnekler 50 kDa MWCO (Molecular Wight Cut Off) degerli amikon

filtreli santriflij tiplerinden (Sartorius) gecirildi.
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Sekil 4.6 Amikon filtreli tlipte LPG molekullniin saflagtirilmasi sonucu TLC

Sekil 4.6’de gorildigi Gzere, TLC sonuglarina gore amikon filtreli tiplerde santrifiij
sonrasi st fazda LPG oldugu tespit edilirken, alt fazda LPG’ye rastlanmamistir. Alt faz
ve Ust fazdan alinan 6rneklerin GPC cihazina yiiklenmesi sonucu elde edilen sonuglar

da TLC sonuglarini dogrulamaktadir (Sekil4.7).
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Overlay Plot: Right Angle Light Scattering (mV) Vs. Retention Volume (mL)
Method: BSA_UV-0002.vcm
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Sekil 4.7 Kolon sonrasi amicon filtreli tliplerde santrifiij edilen LPG 6rneklerinin GPC
analizi (Siyah pik: Ust fazdaki 6rnegi, yesil pik: alt fazdaki 6rnegi, kirmizi pik: kolon
sonrasi santrifijlenmeyen 6rnegi)

Sekilden de goriilecegi Uzere, 6rnekteki tuz kalintilarina ait pikler kolon sonrasi elde
edilen ve santriflij islemi yapilmadiginda yeniden gozlendi. Buna karsilik, santrifij
yapilan ve tlipinidn UGst kismindan alinan 6rneklerde yalnizca LPG molekilliniin pik
verdigi tespit edildi (siyah pik). Benzer sekilde tlpln alt kismindan alinan 6rnege
yapilan analiz sonucunda tuz kalintilarina ait piklere rastlanirken LPG molekiine ait pik
gozlenmemektedir (yesil pik). Bu durum, santrifiij islemi sonucu LPG molekilliniin Ust
fazda kaldigini, buna karsilik tuz artiklarinin filtreden gegerek alt haznede biriktigini
gostermektedir. Boyelikle izole edilen LPG molekili yaninda bulundurdugu tuz

kalintilarindan arindirildi.

4.1.5 Polimerik Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

4.1.5.1 Reaksiyon Verimi, Yiikleme Verimi ve Enkapsiilasyon Etkinligi Sonuglari

Sentezlenen nanopartikillerin reaksiyon verimi, enkapstilasyon etkinligi ve ylkleme

verimi sonuclari asagidaki cizelgede sunuldu.
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ikili emilsiyon yéntemi ile nanopartikiillerin elde edilmesinin ardindan her bir
nanoformilasyon kurutulup tartimlari alindi. Ayrica nanoformilasyonlarin yikanmasi
ve saflastirilmasi asamasinda olusan Ust fazlardan nanofaromilasyonlarda (F1, F2, F3,
F4 ve F5 ) LPG molekiliinin yikleme veriminin hesaplanmasi icin Fenol-Sulfurik asit
yontemi uygulanmistir. Ancak yapilan bu analizlerde sonug elde edilemedi. Bu sebeple
GPC yardimiyla Ust fazlardaki LPG miktari hesaplandi ve Cizelge 4.1’de sunuldu. CLA ve

OLA antijenleri ise bikinikonik asit yontemi (BCA) ile tayin edildi.
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Sekil 4.8 CLA ve OLA antijenlere ait BCA yontemi standart egrileri (A570nm)

Cizelge 4.1 Nanopartikiller icin reaksiyon verimi enkapstilasyon etkinligi ve yikleme
verimi sonuglari

Nanoformiilasy | Elde edilen Reaksiyon | Enkapsiile | Enkapsiilasyo | Yiikleme
on kodu nanopartikiil | verimi (%) | olan n etkinligi (%) | verimi
miktari (mg) antijen (%)
miktari
(mg)
PLGA NP 44,61 44,61 - - i
F1 56 37,33 4,2 8,4 16,86
F2 93,10 62,07 15,7 31,4 18,83
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F3 67,90 45,27 9,5 19,1 14,1
LPG: 3,2 12,8 LPG: 5,6
F4 28 18,67 A 69
GLA:6, 27,6 CLA: 12
LPG: 3,5 14,0 LPG: 12
F5 64,7 43,13 g1
OLA: 8, 32,4 OLA: 28

4.1.5.2 Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

SEM analizi sonucu elde edilen gorintiler degerlendirildiginde nanopartikillerin
kiresel ve plriizsiiz bir morfolojide oldugu, boyut dagilimlarinin genel olarak dar bir
aralikta oldugu goriildii. Sentezlenen nanoformilasyonlarin SEM gorintileri asagida

sunuldu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Nanoformiilasyonu SEM goriintiisi A. (CLA)PLGA, B. (OLA)PLGA, C. (LPG)PLGA
D. (CLA-LPG)PLGA ve E. (OLA-LPG)PLGA
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4.1.5.3 Boyut ve Zeta Potansiyel Analizi

Nanoformiilasyonlarin Isik sagilmasina (Intensity) ait boyut analizi sonuglar Sekil

4.10’da gorulmektedir.
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Sekil 4.10 Nanoformiilasyonlarin boyut analizi sonucu A. (CLA)PLGA, B. (OLA)PLGA, C.
(LPG)PLGA D. (CLA-LPG)PLGA ve E. (OLA-LPG)PLGA
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Zeta potansiyel nanopartikillerin kararliigini etkileyen énemli parametrelerden biridir.
Uretilen nanopartikiillerin negatif yiiklii oldugu ve zetapotansiyel degerlerinin -24,7 +
2,20 mV ile -34,2 + 0,01 mV arasinda degistigi gorilmektedir (Sekil 4.10). Olciilen
negatif zeta potansiyel degeri nanopartikillerin ylizeyindeki karboksil gruplarindan
(PLGA’ya ait) ve stabilizatér olarak kullanilan  polivinilalkol ~ (PVA)’den
kaynaklanmaktadir. Ayni zamanda yliksek negatif zeta potansiyeli nanopartikilin suda

yada fizyolojik ortamda dispersiyonunu arttirmaktadir.

Cizelge 4.2 Nanoformilasyonlarin boyut, zeta potansiyeli ve PDI degerleri

Nanoformiilasyon Z-Ave (nm) Zeta- Goklu Dagilim indeksi
kodu Ortalama Potansiyel (PDI)
Boyut (mV)
PLGA NP 154,4 + 2,19 -27,6 £0,89 0,182 + 0,035
F1 159,3+ 2,07 -34,2 £ 0,99 0,142 +0,01
F2 316,3+76,39 | -24,7+2,20 0,464 + 0,088
F3 199,1£8,40 | -259+1,40 0,372 + 0,061
Fa 306,9 £26,25 | -28,0+1,36 0,403 £ 0,079
F5 252,8 +2,65 -30,9+1,67 0,187 £ 0,024

4.1.5.4 Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

FTIR analizi sonucu elde edilen, antijen yukli PLGA nanoformilasyonlarina ait
spektrumlar, antijen icermeyen bos PLGA NP ile karsilastirmal olarak incelendi. Elde
edilen farkli nanoformiilasyona ait FTIR spektrumlari asagidaki grafiklerde sunuldu
(Sekil 4.11-4.13). Sekillerden gorilecegi lizere, herhangi bir antijen icermeyen PLGA
NP’den elde edilen spektrumun, nanoformiilasyonlarla benzer 6zellikler gosterdigi

anlasiimaktadir.
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Sekil 4.12 CLA ve LPG antijenleri ile F4 (CLA-LPG) nanoformiilasyonu FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.13 OLA ve LPG antijenleri ile F5 (OLA-LPG) nanoformiilasyonu FT-IR spektrumlari

4.1.5.5 Hazirlanmis Nanoformiilasyonlarinin In vitro Salim Etkinliginin incelenmesi

Nanoformiilasyonlar (F1, F2, F3, F4 ve F5), fizyolojik ortam kosullarinda (pH=7.4) 37
°C’da karistiricili inkiibatorde yatay olarak calkalanarak inkibe edildi. Segilen belirli
zamanlarda salim ortamindan antijen miktari analiz edilerek asagidaki salim grafigi elde

edildi. Her bir analiz sonucu kiimlatif olarak toplanarak salim calismasi gerceklestirildi.
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Sekil 4.14 Nanofromilasyonlarin kontrolli salim dinamigi
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Sekil 4.14’'den de goraldaglu gibi cesitli antijenlerle enkapsile edilmis
nanofromilasyonlarin In vitro ortamda salimlarinin gergeklestigi ve 30 ginde

antijenlerin yaklasik % 59,4 ile % 75,7 araliginda salindigi tespit edildi.

4.1.6 Nanoformiilasyonlarin J774 ve L929 Hiicre Hatti Uzerinde Sitotoksisitesinin

incelenmesi

Sentezlenen formilasyonlarin ilk olarak fare makrofaj hicreleri (J774) ve Fibroblast
(L929) Uzerindeki toksik etkisi MTT yontemi ile incelendi. Deneylerde nanopartikillerin
10, 25, 50, 100, 150, 200, 300 ve 500, 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin toksisiteleri
incelendi. Asagidaki grafiklerde nanopartikillerin farkh konsantrasyonlarina maruz
kalan hucrelerdeki canlihk degerleri sunulmaktadir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
Grafiklerden de gorilecegi Uzere, nanopartikiillerin incelenen konsantrasyonlarinda
hem L929 hem de J774 hucreleri tizerinde 500 pg/ml’ye kadar toksik etkiye neden

olmadigi tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 4.15 Nanoformiilasyonlarin farkli konsantrasyonlarinin L929 hiicrelerinin
canlihigina etkisi
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Sekil 4.16 Nanoformilasyonlarin farkli konsantrasyonlarinin J774 hiicrelerinin
canlihigina etkisi

4.1.7 Uygulanan Asi Formiilasyonlarinin Makrofajlarin Nitrik Oksit Uretimi

Uzerindeki Etkinliginin incelenmesi

Yapilan sitotoksisite c¢alismalari  sonrasinda, nanopartikil formiulasyonlarinin
makrofajlarin nitrik oksit Gretme potansiyelleri incelendi. Calismada tekli antijenleri
iceren nanoformilasyonlar (F1, F2 ve F3) ve LPG ve CLA antijenlerinin kombinasyonunu
iceren PLGA nanopartikilleri (F4) ve LPG ve OLA antijenlerinin kombinasyonunu iceren
PLGA nanopartiklleri (F5) kullanildi. Kontrol grubu olarak PBS ve PLGA NP kullanild.
Bu formiulasyonlarin 500 pg/ml’lik konsantrasyonuna maruz kalan hicrelerde olusan
nitrik oksit miktarlari hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore asi formilasyonlarinin
uygulandigl gruplarda lretilen NO miktarinin kontrol grubuna kiyasla anlamh sekilde
arttig1 tespit edildi. Herhangi bir asi formilasyonuna maruz kalmayan gruptaki
makrofajlarin Grettikleri NO miktari 4 ng/ml olarak 6lgirken, bos nanopartikil 6 ng/ml,
tek basina antijenleri iceren F1, F2 ve F3 nanoformilasyonlarina maruz kalan

makrofajlarda Gretilen NO miktarlarinin sirasiyla 34+1,90, 25+2,32 ve 23+1,43 ng/ml ve
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antijen kombinasyonlarini igceren F4 ve F5 nanoformiulasyonlari igin sirasiyla 563,21
ng/ml ve 71+3,84 ng/ml olcildi. incelenen formiilasyonlar icerisinde en yiiksek
etkinligi OLA ve LPG antijenlerini iceren F5 nanoformilasyonun gosterdigi tespit edildi.
Bu formilasyona maruz kalan makrofajlardaki nitrik oksit iretiminin kontrol grubuna
kiyasla vyaklasik 20 kat arttigi, tek basina antijen nanoformilasyonlari ile
kiyaslandiginda ise vyaklasik 3 kathk bir artis gozlendi (Cizelge 4.3). F4
nanoformiilasyonu kontrole gore yaklasik 15 kat artis gosterdi. Bu formulasyon tek
basina antijenleri igeren F1 ve F2 nanoformilasyon ile kiyaslandiginda sirasiyla 1,5 ve 2

kat artis sergiledi.

Cizelge 4.3 Nanoformilasyon uygulanmis Makrofaj hiicrelerinin trettigi NO miktari

Nanoformiilasyonlar Formiilasyonun icerdigi Makrofajlarin Urettigi NO
Antijenler Miktari (ng/ml)
Kontrol - 410,98
PLGA NP - 611,24
F1 LPG 23+1,43
F2 CLA 34+1,90
F3 OLA 25+2,32
F4 CLA-LPG 56+3,21
F5 OLA-LPG 7143,84

4.1.8 Nanoformiilasyon Uygulanan Makrofajlarin Urettikleri Sitokin Miktarlari

incelenmesi

Asi formiulasyonlari ile ilgili bir diger in vitro ¢calisma, bu formilasyonlarin uygulanmis
oldugu makrofaj hiicrelerinde sekrete edilen sitokinlerin tayinidir. F1, F2, F3, F4 ve F5

nanoformiulasyonlarin 500 pg/ml’lik konsantrasyonlari makrofajlar tizerinde uygulandi
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ve stpernatantlardaki IL-4, IL-10, IL-12 ve IFN-y sitokin miktari kantitatif olarak ticari

ELISA kitleri (ebioscience) kullanarak tespit edildi.

Enkapsile edilmemis CLA-LPG ve OLA-LPG antijenlerin uygulandigi makrofaj
hlcrelerinin Grettikleri IL-12 seviyesinin enkapsiile edilen antijenlerin uygulandigi
gruba kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Hem tek basina hem de kombinasyon
halinde kapsilasyonu gergeklestirilen antijenlerin ise makrofaj hiicrelerinin Grettikleri
IL-12 seviyesini ayni dlzeyde etkiledigi belirlendi. Tim nanoformilasyonlari kontrol
grubu ile kiyaslandiginda IL-12 seviyesini yaklasik 4 - 6 kat arasinda arttirdigi gézlendi.
En yiksek IL-12 seviyesi kontrol grubuna gore 6 katlik artisla, OLA-LPG antijenin
uygulandigi makrofajlarin Grettikleri gézlendi. Bir diger sitokin olan IFN-y seviyeleri
incelendiginde, benzer sonuglarin elde edildigi gorilmektedir. Tek basina antijen
uygulamasina maruz kalan makrofajlarin enkapsile edilmis antijenlere maruz kalan
makrofajlara kiyasla daha fazla oranda IFN-y sentezledikleri gorildi. Antijen igeren
nanoformilasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda, en vyiksek etkinligi F5
nanoformilasyonu gosterdi. Bu formilasyonla muamele edilen makrofajlarin IFN-y

seviyesini kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3 kat arttirdiklari saptandi (p<0.01).

Diger yandan makrofajlarin trettikleri IL-4 ve IL-10 seviyesi incelendiginde ise kontrol
grubu dahil tiim gruplarda hemen hemen esit diizeyde oldugu ve sirasiyla yaklasik 17

pg/ml ve 25 pg/ml tespit edildi.

Elde edilen tim bu sonuglar, antijenlerin PLGA nanopartikillerinin igerisine
kapsullenmesiyle olusturulan formilasyonlarin makrofajlarin Grettikleri IL-12 ve IFN-y
seviyelerini kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttirdigini géstermektedir. Buna
karsilik, bu formulasyonlara maruz kalan makrofaj hiicrelerinin ortama saldiklari IL-4 ve
IL-10 sitokin seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda esit dizeyde kaldigl ortaya
ctkmistir (Sekil 4.17-4.20).
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Sekil 4.17 Antijen kombinasyonlari ve nanoformilasyonlara maruz kalan makrofajlarin

Sitokin Miktar (pg/ml)

Urettikleri IL-12 miktarindaki degisim
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Sekil 4.18 Antijen kombinasyonlari ve nanoformilasyonlara maruz kalan makrofajlarin

Urettikleri IFN-y miktarindaki degisim
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Sekil 4.19 Antijen kombinasyonlari ve nanoformilasyonlara maruz kalan makrofajlarin
Urettikleri IL-4 miktarindaki degisim
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Sekil 4.20 Antijen kombinasyonlari ve nanoformilasyonlara maruz kalan makrofjlarin
Urettikleri IL-10 miktarindaki degisim
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4.2 In Vivo Calisma Sonuglari

4.2.1 Nanoformiilasyon ile immiinize Edilmis Fare (BALB/c) Serumlarinda Antikor

Seviyelerinin incelenmesi

Balb/c fareler iki hafta arayla toplamda 8 kez CLA-LPG, OLA-LPG antijenleri, tekli
antijen nanoformiulasyonlari (F1, F2, F3) ve antijen kombinasyonlari iceren
nanoformilasyonlar (F4 ve F5) ile immiinize edildi. Kontrol grubu olarak PBS ve antijen
icermeyen PLGA NP kullanildi. Her immiinizasyon 6ncesinde farelerden kan alinarak,
serum oOrneklerindeki antikor miktarlari ELISA ile incelendi. ELISA sonucunda asi
formulasyonlarinin fare serumlarindaki antikor seviyelerinin absorbans degerleri grafik
halinde Sekil 4.21’de sunuldu. ilerleyen immiinizasyon siirecinde kontrol gruplari harig
tim fare gruplarinin kan o6rneklerindeki antikor yanitlarinin kademeli olarak arttig
tespit edildi. Tum deney gruplarinda 6. immiinizasyon sonrasinda antikor yanitlarinda
onemli oranda bir artis meydana geldi. Bu artis 8. immiuinizasyon sonrasinda en yuksek
diizeye cikmigtir. Bu gruplar igerisinde antikor yanitlarinda en yiksek oranda artis
(OLA-LPG)PLGA grubunda gozlendi. Bu gruptaki farelerin 8. immiinizasyon sonrasinda
kanlarindaki antikor seviyeleri, 6. immiinizasyon sonrasina gore yaklasik 2 kat arttig
saptandi. Ayni zamanda (OLA-LPG)PLGA formilasyonu uygulanan farelerin antikor
yanitlari, OLA-LPG antijenlerine maruz kalan gruplar ile kiyaslandiginda yaklasik 1,5 kat,
tek basina OLA ve tek basina LPG antijenlerini igeren nanoformilasyonlarina
kiyaslandiginda ise sirasiyla 2 ve 3,5 kat daha fazla oldugu da goézlendi (p<0.01). Ayrica
(OLA-LPG)PLGA formilasyonu bir diger ikili antijen kombinasyonunu igeren (CLA-
LPG)PLGA nanoformiilasyon ile kiyaslandiginda yaklasik 2 katlik bir artis sergiledi (Sekil
4.21).

Bu sonuglar incelendiginde nano tasiyici sistemlerin tek basina antijen uygulamalarina
gore daha yiksek oranda immiin cevabi tetikledigini gorilmektedir (p<0.01). Ayrica
antijen yukli PLGA nanopartikiilleriyle immiinize edilmis farelerde meydana gelen
antikor miktarindaki artis kontrol grubuna kiyasla anlaml bir sekilde artis gdstermesi
nedeniyle, 8. Imminizasyonun ardindan imminizasyon islemleri sonlandirildi.

imminizasyon islemlerinin ardindan immiinize fareler virllent L.infantum
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promastigotlariyla enfekte edildi ve asi formulasyonlarinin fareler Gzerindeki koruyucu

etkinliklerinin belirlendi.
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Sekil 4.21 Asi formilasyonlari uygulamadan once (kontrol) ve uygulandiktan sonra
fare serumlarindaki antikor seviyeleri

4.2.2 Deney Hayvanlarinda Enfeksiyon Kontrolii

Tum fare gruplarinda hastalik gelisimi, enfeksiyonun {zerinden gecen bir aylik periyot
icerisinde her hafta yapilan goézlemsel kontollerle incelendi. Enfeksiyonun {zerinden
gecen 1 aylik sire sonucunda kontrol grubunda bulunan tim farelerde sekil 4.22‘de
gosterildigi gibi yara olusumu oncesi belirli bolgelerde tiy dokilmeleri gézlemlendi.
Bunun Uzerine farelerin periferik kanindaki parazit varliginin tayini icin kontrol
grubundaki tiim farelerden kan 6rnekleri alindi. Elde edilen kan 6rneklerinden hem

mikrokiltir hem de Giemsa boyamada kullanilmak lzere smearlar hazirlandi.
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Sekil 4.22 Kontrol grubunda bulunan farelerde yara olusumu 6ncesi tlly dokiilmeleri

4.2.3 Giemsa Boyama ve Mikro Kiiltiir Yontemi (MKY) ile Kandan Parazit Varliginin

incelenmesi

Kontrol gruplarindaki farelerden elde edilen kan o6rneklerinde parazit varligi ve
farelerde Leishmaniasis’e 6zgl lezyonlarin olusmaya baslamasi hastaligin gelismekte
oldugunun bir gostermektedir. Kontrol grubunda lezyonlarin tam olarak olusmaya
baslamasinin ardindan tim gruplardaki farelerden o&rnekler alinarak hastalik

gelisimindeki farkhliklar kiyasli olarak incelendi (Sekil 4.23).

Hazirlanan mikrokdltirler mikroskop altinda incelendi. Alanda gozlenen hareketli
promastigot saysina bagh olarak, ornekteki parazit yogunlugu kantittif olarak
degerlendirildi. Buna gobre; incelenen alanda 50’nin Uzerinde promastigot
bulundugunda parazit yogunlugu “6+”, 40-50 arasinda promastigot bulundugunda
parazit yogunlugu “5+”, 30-40 arasinda promastigot bulundugunda parazit yogunlugu
“4+”, 20-30 arasinda promastigot bulundugunda parazit yogunlugu “3+”, 10-20

arasinda promastigot bulundugunda parazit yogunlugu “2+” ve 10’dan az sayida
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promastigot bulundugunda parazit yogunlugiu “+” olarak degerlendirildi. Sonuglar
Cizelge 4.4’de sunulmaktadir. Sonuglara gore, mikrokiltlrlerde en yiliksek diizeyde
parazit yogunlugu PBS ve PLGA NP grubunda goriildi. Kontrol gruplarina kiyasla
enkapsiile edilmemis CLA-LPG ve OLA-LPG antijenleri ile imminize edilen farelerin kan
orneklerindeki parazit yogunlugu 1,2-1,5 kat arasinda azaldig tespit edildi. Parazit
yogunlugundaki dislis en fazla F3, F4 ve F5 nanoformilasyonlarda goézlendi. Bu
formiilasyonlar icerisinde en yiiksek etkinligi kontrol grubuna gore 3 katlik azalis ile F5

grubunun gosterdigi saptandi.

Cizelge 4.4 Mikrokiltir yonteminde alandaki parazit yogunlugu

Nanoformiilasyon Gruplar Alandaki Parazit
No Yogunlugu
- PBS +6
- PLGA NP +6
- OLA-LPG +4
- CLA-LPG +4
F1 (LPG)PLGA +5
F2 (CLA)PLGA +4
F3 (OLA)PLGA +3
F4 (CLA-LPG)PLGA +3
F5 (OLA-LPG)PLGA +2
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Sekil 4.23 Kontrol grubu farelerin kan smear 6rneklerinde amastigot goriintis
4.2.4 Deney Hayvanlarinin Sakrifikasyonu ve Karaciger ve Dalaktan Leishman

Donovan Unit (LDU) Degerlerinin Hesaplanmasi

Visseral Leishmaniasis’in degerlendirilmesinde en dnemli 6zelliklerden biri karaciger ve
dalaktaki parazit yukidir. Kontrol grubu farelerde kan érneklerinde yiliksek diizeyde
parazit varhginin tespiti, buna karsiik deney gruplarinda herhangi bir lezyon
olusumunun gorilmemesi ve kan Orneklerindeki parazit varliginin olduk¢a az
oldugunun goézlemlenmesi sonucu tim hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen tim
hayvanlarin karaciger ve dalaklari ¢ikarildi, tartildi ve alandaki hiicre sayisi ve ortamdaki

serbest haldeki parazit sayilarak LDU degerleri hesaplandi.

120



Sekil 4.24 Kontrol grubu farelerin karaciger smear 6rneginde amastigot goriintis

Sekil 4.25’de imminize farelerin karaciger ve dalaklarindaki parazit yikiini gosteren
LDU degerleri gosterilmektedir. En yliksek LDU degeri kontrol gruplarinda gozlemlendi.
Bu gruptaki farelerin karacigerlerindeki LDU degeri ortalama 12000 olarak hesaplandi.
Buna karsilik nanopartikiler formulasyonlarin uygulandigi gruplardaki farelerin
karaciger orneklerinde LDU miktarlarinin kontrol gruplarina ve tek basina antijen
uygulanan gruplara gére onemli oranda distligl gozlendi. LDU degerlerinin en dislik
oldugu gruplarin (CLA-LPG)PLGA ve (OLA-LPG)PLGA gruplari oldugu ortaya cikti. Bu
gruplardaki deney hayvanlarinin karaciger orneklerinde LDU degerlerinin kontrol

grubuna gore yaklasik 3-4 kat az oldugu belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 Farkh formulasyonlarda immiinize edilip enfekte edilen farelerin karaciger
LDU degerleri

Benzer sekilde dalak LDU degerleri de incelendi ve en yiliksek kontrol gruplarinda ve tek
basina antijen gruplarinda gozlendigi ortaya cikti. Bu degerler kontrol ve tek basina
antijenler icin yaklasik 400 civari olarak olgilirken, (CLA-LPG)PLGA ve (OLA-LPG)PLGA
gruplarinda ise 250 civari olculdu (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26 Farkh formulasyonlarda immunize edilip enfekte edilen farelerin dalak LDU
degerleri
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Sekil 4.27 Farkh formilasyonlarda immunize edilip enfekte edilen farelerin karaciger ve
dalak 6rneginde parazit yikiinin ylizde azalma degeri

Hem karaciger hem de dalak igin yapilan LDU incelemesinde parazit yukindeki %
azalma grafik olarak Sekil 4.27‘de sunuldu. Buna gore karacigerdeki LDU degerleri icin
yiksek etkinlik gosteren (CLA-LPG)PLGA grubu ve (OLA-LPG)PLGA grubu farelerde
sirasiyla yaklasik %75 ve % 78 oraninda koruma sagladigl ortaya cikarken dalak LDU
degerleri igin ylksek etkinligi yine ayni grup farelerde yaklasik %33 ve % 40 oraninda

oldugu ortaya cikti.

4.2.5 immiinize Farelerin Dalaklarindaki Sitokin Seviyelerinin Tayin Edilmesi

Tim farelerin sakrifikasyonu sonrasi farelerden elde edilen dalak hiicrelerinin (antijen
ile uyarilmis ve kontrol olarak antijen ile uyarilmamis) slipernatantinda sitokin yanitlari
ticari ELISA kiti (IL-12, IFN-y, IL-4 ve IL-10) yardimiyla incelendi. IL-12, IFN-y, IL-4 ve IL-

10 sitokinlerin 6lgtimlerine ait Sekil 4.28-4.31 arasinda gosterildi.

Grafikler incelendiginde, enfeksiyon sonrasi farelerde olusan IL-4 seviyelerinde anlamh
bir degisime neden olmadigl gézlenmezken IL-10 diizeyinde kontrole nazaran disis
gozlendi. Buna karsilik, immdnize farelerin dalak hiicrelerinden eksprese edilen IL-12

ve IFN-y seviyelerinin konrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi tespit edildi.
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Tim nanoformulasyonlarin IL-12 ve IFN-y {retimini tek bagina antijen uygulamasina
kiyasla daha fazla oranda arttirdiklari belirlendi. Nanoformiilasyonlarla imminize
farelerde dalak hicreleri tarafindan Uretilen IL-12 seviyelerinin 4-15 kat arasinda
arttirdig1 tespit edildi. OLA-LPG antijenlerini iceren F5 nanoformilasyon grubu ile
immunize edilen farelerde en yliksek etkinlik oranina ulasildi. Bu gruptaki IL-12 miktari
288,38+8,61 pg/ml degeri ile kontrole kiyasla 15 kat arttigi tespit edildi. Tek basina
OLA antijenini iceren F3 nanoformulasyonu ile kiyaslandiginda 2,5 kat, LPG antijenini
iceren F1 ile kiyaslandiginda ise 4,5 kat daha fazla yanit olusturdugu gozlendi. Bir diger
ikili antijen kombinasyonunu iceren F4 nanoformilasyonun uygulandigi grupta IL-12
miktari 181,38+8,42 pg/ml dlciildi ve kontrole kiyasla yaklasik 9 kat artis saptandi. F4
nanoformilasyonu tek basina antijenleri iceren F1 ve F2 nanoformilasyonuna gore

siraslyla 3 ve 2,5 kat daha fazla IL-12 sitokini Urettigi tespit edildi.

Benzer sekilde, dalak hticreleri tarafindan Uretilen IFN-y seviyelerinin de CLA-LPG ve
OLA-LPG antijenlerini iceren F4 ve F5 nanoformiilasyonlari ile imminize edilen
gruplarda anlamh sekilde artis gosterdigi belirlendi. IL-12 sonuglarina benzer sekilde,
en yuksek etkinlik F5 nanoformiilasyonu ile enfekte edilen farelerde gorildi. Benzer
sekilde IFN-y igin dlgllen degerler, F4 ile immiinize edilen fare grubunda 1145+102,4
pg/ml iken F5 icin 2077+107,1 pg/ml’dir. F5 nanoformilasyonu tek basina antijen
iceren F1 nanoformiilasyonlara gore 8, F3 nanoformiilasyonlara gore 16 kat daha fazla
IFN-y Uretimi gozlendi (p<0.01). Bu sonuglar farkli asi formulasyonlariyla immiinize

edilen farelerde immiin yanitin Thl yoniinde gelistigini gdstermektedir.

IL-4 sitokin miktarinin ise tim gruplarda yaklasik 1200 pg/ml civari oldugu, ve yine
benzer etkiye sahip IL-10 sitokin miktari F4 nanoformiilasyonu i¢in 916+61,3 pg/ml iken
F5 nanoformulasyonu igin 732+41,9 pg/ml oldugu goézlendi. IL-10 sitokin duzeyi ise F4
ve F5 nanoformiilasyonlari kontrole goére sirasiyla 1,5 ve 2 kat azalma gosterdi

(p<0.01).

incelenen tiim formiilasyonlar icerisinde in vivo koruyucu etkinlik gdsterilmesi
konusunda en yliksek etkinligi CLA-LPG antijenlerini iceren F4 ve OLA-LPG antijenlerini

iceren F5 nanoformilasyonun gosterdigi anlasildi.
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Sekil 4.28 Asi formilasyonlari ile immunize fare gruplarinda ve kontrol grubununda IL-
12 sitokin yanitlari
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Sekil 4.29 Asi formilasyonlari ile immunize fare gruplarinda ve kontrol grubununda
IFN-y sitokin yanitlari
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Sekil 4.30 Asi formilasyonlari ile immunize fare gruplari ve kontrol grubunun IL-10
sitokin yanitlari
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Sekil 4.31 Asi formilasyonlari ile immunize fare gruplari ve kontrol grubunun IL-4
sitokin yanitlari
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

18. ylizyilin sonlarindan bu yana mikroskobun icadiyla baslayan teknolojik gelismelerle
dogru orantili olarak asi calismalari da ilerlemistir. Diinya’nin ve Tirkiye’nin ciddi halk
saghg problemlerinden biri olan Leishmaniasis’e karsi da yaklagik 80 vyildir asi
gelistirilmesi yoninde ¢alismalar siirmektedir. Calismalar birinci, ikinci ve lglnci nesil
asilar olmak lzere Uc¢ sinifta incelenmistir. Ancak hentiz hastaliga karsi halen etkin bir
as! gelistiriimesi mimkin olmamistir. Son zamanlarda nanoteknolojide meydana gelen
gelismeler (imit verici sonuclar ortaya koymaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda ilk
kez olarak ikili leishmania antijenini iceren nanoformiilasyon olusturuldu ve etkinligi in

vitro ve in vivo olarak VLye karsi incelendi.

Leishmaniasis’e karsi asl calismalarinda oldlrilmis leishmania antijenleri, attenie
edilmis  parazitler, parazitlerin farkli  formlarindan izole edilen subunit
makromolekiiller, rekombinant DNA teknolojisi ile iretilen immiinojenik molekdller asi

adayi olarak kullanmlmistir [11] .

Bunlar icerisinde ¢ozlnir Leishmania antijenleri (CLA) ve otoklavlanmis leishmania
antijenleri (OLA) farkh antijenik yapilari bir arada barindirdigindan kullanimlari
avantajhidir. Clinkl bu sayede parazite ait epitop cesitliligi konak hiicrelerinde farkli
MHC molekdlleri ile etkilesebilmektedir. Ayrica parazit biyolojisinde ortaya cikan
yenilikler sayesinde parazitin ylizey antijenlerinin en iyi asi adaylarindan biri oldugu
gosterilmistir [169]. Ozellikle tiim Leishmania parazitlerinin yiizeyinde yogun olarak
bulunan LPG molekillerinin immiinojenik potansiyeli bircok calismada ispatlanmistir

[313], [23].
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Ancak, asi gelistiriimesinde tek basina bu antijenler yeterli immin yanit
olusturamamaktadir. Adjuvan denilen yardimci maddelerle asilarin etkinlikleri
arttirllabilmektedir. Gliniimize kadar hem CLA hem OLA hem de LPG antijenleri tek
baslarina cesitli adjuvan tirleriyle ¢ahlsilmis ve Leishmaniasis’e karsi etkinlikleri
incelenmistir. Ancak henliz etkin ve glivenli bir asi adayinin olusturulamamis olmasi

yeni adjuvan sistemlerinin de gelistiriimesi gerektigini acik¢a vurgulamaktadir.

Son yillarda gelistirilmeye baslanan nanopartikil temelli tasiyici sistemler antijenik
molekillerin uzun sireli salimina imkan taniyabilmesi, hem himoral hem de hiicresel
immun yanit olusturarak uzun stireli koruma saglayabilmesi yoniinde calismalar ortaya
konulmustur. Leishmaniasis’e karsi asi gelistiriimesinde polimerik nanpartikiller,
lipozomlar, kati lipit nanopartikilleri kullanilmistir.  Lipozom ve kati lipit
nanopartikllleri disik yukleme kapasiteleri, lipitin fiziksel durumunun karmasikligi,
hazirlama yontemleri ve wuygulama sirasinda stabilite problemleri gibi baz
dezavantajlar vardir [26], [27]. Polimerik nanopartikiiler tasiyi sistem olarak FDA onayh
polilaktik ko-glikolik asit (PLGA) siklikla kullaniimaktadir. PLGA viicut dokularinda
hidrolize olarak zarasiz laktik asit ve glikolik asite donislir. Bu polimerin biyobozunur,
biyouyumlu non-toksik ve adjuvan o6zellik de gosterebilmesi bu polimerin 6nemini
ortaya koymaktadir [314]. Cesitli enfeksiyonlara ve kansere karsi farkli antijenik
epitoplari iceren PLGA nanopartikilleri asi adayi olarak incelenmis ve bu ¢alismalarda

Umit verici sonuclar elde edilmistir [315], [316], [317], [318].

Ozellikle Leishmaniasise karsi PLGA bazli nanopartikiiler sistemlerin kullanildig
calismalarda otoklavlanmis Leishmania majér, ¢6zlinlr leishmania antijeni ve KMP-11
antijenleri farkl adjuvanlarla bir arada PLGA nanopartikillerinin igerisine yliklenmis ve
yapilan in vivo ¢alismalar sonucunda gelistirilen formilasyonlarin ylksek koruyucu
etkinlik gosterdikleri tespit edilmistir [31], [319], [32], [320], [321]. Ancak glinimiize
kadar CLA-LPG ve OLA-LPG antijenlerini bir arada iceren PLGA nanoformiilasyonlarinin
olusturulmasi ve bu formilasyonlarin koruyucu etkiniklerini inceleyen herhangi bir

calismaya rastlamadik.

Buna gore de tez calismasi kapsanimda ilk kez olarak CLA-LPG ve OLA-LPG molekdillerini
iceren PLGA nanoformulasyonlarin sentezi, karakterizasyonu ve in vitro/in vivo
imminojenik etkinliklerinin incelenmesi gerceklestirildi. Oncelikle tiim antijenlerin
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eldesi igin yogun miktarda parazit biyomasina ihtiya¢ duyuldugundan Leishmania
parazitlerinden olgek blylitme ydntemi ile hem manuel olarak hem biyoreaktor
yardimiyla parazit biyomasi elde edildi. Elde edilen parazit pelletleri, sonikasyon,
propanol ekstraksiyonu, kolon kromatografisi gibi ayirma islemleri kullanilarak
parcalanmis ve LPG molekilli saflastirilmistir. Saflastirilan LPG molekillerinin
karakterizasyonu icin ince Tabaka Kromatografisi, spektrofotometre ve GPC (jel
gecirgenlik kromatografisi) kullanilmis ve bdylece elde edilen izolatlardaki LPG varhgi
kantitatif ve kalitatif olarak tespit edildi. Laboratuvarimizda Prof. Dr. Adil M.
Allahverdiyev yuruticiliginde daha once yaptigimiz ¢alismamizda (TUBITAK,
1085170SBAG—4007) iki farkl LPG konsantrasyonunda (35 ve 70 ug) LPG-PAA konjugati
basarili bir sekilde olusturulmustur. Hazirlanan bu konjugatin deney hayvanlari
Uzerindeki etkinligi, LPG/PAA ve LPG/Freund fiziksel karisimlari ile karsilastirmali
olarak incelenmistir. LPG-PAA konjugatinin %70-80 araliginda koruma sagladig
gozlenirken, tek basina LPG molekiiliiniin %50 koruma sagladigi gosterilmistir. Sonug
olarak bu ¢alismada en etkili yanitin LPG-PAA konjugatinda oldugu goriildii. Bu sonug,
LPG’nin yiksek imminojen 0Ozellige sahip oldugunu ve diger adjuvanlarla bir arada
kullanildiginda asi adayi olarak etkinliginin daha da artabilecegini gostermektedir [22]

[23].

CLA ve OLA ise bu tez calismasinda kullanilan diger antijenlerdir. Bu antijenlerin
eldesinde sirasiyla Saremi, Khalil ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismadaki yontemler
kullanilmistir [322], [323], [324]. CLA ve OLA antijenleri sirasiyla sivi azotta dondurup
¢6zme yontemiyle ve otoklavlama yontemiyle elde edildi. Antijenlerin nanopartikiillere
enkapslilasyonu ve karakterizayonu proje kapsaminda projede yer alan degerli
hocalarimiz Dr. Ogr. Uyesi Zeynep Akdeste ve Do¢. Dr. Serap Derman’in
koordinatorligiindeki  Biyopolimer ve  Sentetik Asilar grubu tarafindan
gerceklestirilmistir. Bunun icin oncelikle LPG, CLA, OLA antijenleri tek basina PLGA
nanopartikillerine enkapsilasyonu gerceklestirilerek sirasiyla F1, F2 ve F3
naoformilasyonu ve CLA-LPG ve OLA-LPG ikili antijen kombinasyon halinde
enkapsllasyonu gergeklestirilerek sirasiyla F4 ve F5 nanoformiilasyonlari elde edildi.
Nanopartikillerin  hazirlanmasinda ikili solvent emilsiyon yontemi kullanildi.

Hazirlanan partikillerin karakterizasyonunda oncelikle tek basina antijenlerin, PLGA
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polimerinin ve sentezlenen nanoformilasyonlarin FTIR pikleri Gst Uste ¢akistirilarak
antijenlerin nanopartikillerin igerisine kapsullenip kapsillenmedigi FTIR cihazi
yardimiyla incelendi. Antijen yikli nanoformilasyonlarin nano boyutlarda olup
olmadiklari ise Zeta-Sizer cihazinda gergeklestirilen boyut analizi sonuglarina gore
tespit edildi. Buna gore, elde edilen nanoformiilasyonlarin boyutlarinin 159,3 £ 2,07 ve
316,3 + 76,39 nm boyutlari araliginda oldugu belirlendi. Ayni zamanda
nanopartiklllerin SEM analizleri ile morfolojilerinin pliriizsiiz oldugu ve homojen
dagihmli oldugu gozlendi. Nanoformilasyonlar igin bir diger 6nemli parametre
partikillerin salim profillerinin gikarilmasidir. Salinan antijen miktarini belirlemek igin
BCA vyontemi ile UV-Spektrofotometre cihazindan vyararlanildi. Sonug¢ olarak
nanopartiklllerin 30 giin igerisinde yaklasik % 59,4 ile % 75,7 araliginda salim yaptiklari
tespit edildi. Benzer sekilde nanopartikillerin enkapstlasyon verimlerinin % 8,4 ve %

32,4 arasinda oldugu da belirlendi.

Tum nanoformiulasyonlarin 50 - 1000 pg/ml konsantrasyon araliginda 1774 ve L929
hicre hatti Gzerindeki sitotoksisiteleri incelendi. Buna gore, 500 pug/ml konsantrasyona
kadar olan konsantrasyonlarin hiicreler Uzerinde herhangi bir toksik etkiye neden
olmadiklari 1000 pg/ml konsantrasyonunda ise nanopartikillerin hiicrelerde belirgin
toksik etkiler gosterdikleri belirlendi. Bu nedenle daha sonraki ¢alismalarda en yiksek
non-toksik konsantrasyon olarak belirlenen 500 pg/ml konsantrasyonu kullanildi.
Sentezlenen formdilasyonlarin 500 pg/ml’lik konsantrasyonu makrofajlar (izerine
uygulanarak, makrofajlarin nitrik oksit ve sitokin tiretme potansiyellleri belirlendi. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda tim nanoformilasyonlarin nitrik oksit ve sitokin
seviyelerini anlamli Olglide arttirdiklari saptandi. Tek basina LPG ve OLA antijenini
iceren nanoformilasyonlari hemen hemen ayni oranda nitrik oksit iretimi sagladigi ve
kontrol grubu ile kiyaslandiginda nitrik oksit miktarini sirasiyla 6 kat arttirdigi, CLA
antijenini iceren nanoformiilasyon ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda 8 kat arttirdigi
sonucuna varildi. Buna karsilik ikili antijen kombinasyonu iceren nanoformiilasyonlar
sirasiyla F4 ve F5 icin nitrik oksit miktarlari 56+3,21 ve 713,84 olarak ol¢lildii. Bu
sonuclar kontrol grubuyla kiyaslandiginda nitrik oksit seviyesini sirasiyla yaklasik 12 ve
20 kat arttirdiklar tespit edildi. Bu konuda yapilan ¢calismalardan birinde rekombinant

KMP-11 antijeninin PLGA nanopartikillerine enkapsilasyonu ile olusturulan
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formulasyonlarin periton makrofajlarinin NO Uretimi tGzerindeki etkinlikleri incelenmis.
Buna gore antijen yukli nanopartikillerin uygulandigi makrofajlarda NO seviyesinin
bos nanopartikil ve tek basina antijen iceren formilasyonlara kiyasla yaklasik 3 kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar antijen yikli polimerik
nanopartiklllerin in vitro ortamda makrofajlarin NO Uretme potansiyellerini
arttirabildiklerinin ortaya koymaktadir [32]. Bir baska calismada c¢alismada PLGA
nanopartiklllerine kinetoplastid membran proteini 11 (KMP-11) yikleyerek
olusturduklari formilasyonun etkinligi in vivo olarak incelemigler ve parazit yukina
onemli 6l¢lide azalttigi sonucuna varmiglardir. KMP-11 yiiklii PLGA nanopargaciklari ile
makrofajlarin inklbasyonu, parazit yikiini 6nemli 6lclide azalttigi ve buna paralel
olarak, artmis nitrik oksit, stiperoksit, TNF-a ve IL-6 lretimini gozlemlemisler. Sonug
olarak KMP-11 yiikli PLGA nanoparcaciklarinin, dogustan gelen glclii yanitlarin
indiiksiyonu yoluyla hiicre i¢i Leishmania parazitlerinin oldlrilmesini sagladigini rapor

etmisler [319].

Asi formilasyonlarinin degerlendiriimesinde kullanilan bir diger parametre ise
makrofaj hiicrelerinde sitokin liretme potansiyelleridir. Tez kapsaminda IL-4, IL-10, IL-
12 ve IFN-y sitokinleri ticari ELISA kitleri kullanilarak incelendi. Antijen yukli
nanoformilasyonlarin ve serbest haldeki antijenlerin 06zellikle 1L-12 ve IFN-y
seviyelerini 6nemli oranda arttirdiklari belirlendi. Nanoformiilasyonlar arasinda IL-12
ve IFN-gama sitokinleri Uretimi agisindan 6nemli bir farkhihk gézlenmezken kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bu sitokinlerin 4-6 kat arasinda arttig1 saptandi. Bu sitokinler
icin en yuksek degerler ise OLA-LPG ve CLA-LPG antijenlerinde gozlendi. OLA-LPG ve
CLA-LPG antijenlerine maruz kalan makrofajlarda IL-12 degerleri sirasiyla 58+£3,53
pg/ml ve 553,80 pg/ml olarak belirlenirken IFN-y sirasiyla 25+ 1,62 pg/ml ve 23+1,47
pg/ml olarak 6lculdi. Buna karsilik, serbest haldeki antijen kombinasyonlarina ve
antijen ylkli nanoformilasyonlara maruz kalan makrofajlardaki IL-4 ve IL-10
seviyelerinde anlamli bir degisikligin meydana gelmedigi belirlendi. IL-4 degeri hem
serbest antijenler hem de nanoformiulasyonlar igin yaklasik 17 pg/ml, IL-10 degeri ise

yaklasik 25 pg/ml olarak 6lculd.

IL-12 ve IFN-y gibi Thl immin yaniti tetikleyen sitokinlerin seviyelerinin kontrol

grubuna gore nanoformiilasyonlarla muamele sonucunda artmis olmasi, bu
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formulasyonlarin  Thl immin vyaniti tetikleyebileceginin  bir kaniti olarak

degerlendirilebilir [111].

In vitro sitokin deneyleriyle ilgili elde ettigimiz diger 6nemli sonug tek basina antijen
uygulamalarinin nanoformilasyonlarla ayni seviyede IL-12 ve IFN-y seviyesini
arttirmasidir. Bunun nedeninin, PLGA nanopartikillerinin igerisindeki antijenlerin
zamanla salindiklari igin, 72 saatlik kisa sire sonunda yalnizca az miktarda antijenin
ortama salinmasi ve makrofajlarin indiklenmesine neden olmasi olabilir. Ayrica,
nanopartikller sistemlerin serbest antijenlerle hemen hemen esit dizeyde sitokin
Uretimini tetiklemesi bu tasiyici sistemlerin bir adjuvan olarak da basarisini
gostermektedir. Tafagodi ve arkadaslari yaptiklari calismada PLGA nanokireleri
icerisine CpG-ODN immunoadjuvani ve otoklavlanmis leismania antijenini (OLA)
enkapslle ederek PLGA nanokiirelerinin asi tasiyici sistemi olarak koruyucu bagisiklik
tepkilerini artirabilecegi ve bodylece antijen yUkli PLGA nanopartikiler sistemlerin

immun yaniti Thl yoniinde regiile ettigi gosterilmistir [31].

Yapilan in vitro gahsmalarin ardindan tim gruplar igin belirlenen konsantrasyonlar

kullanilarak deney hayvanlarinin tizerinde gergeklestirilecek in vivo ¢alismalara gegcildi.

Deney hayvanlari  6ncelikle CLA-LPG, OLA-LPG antijen kombinasyonu ve
nanoformiilasyonlarla 8 kez imminize edildi. 8. immiuinizasyon sonucunda farelerden
alinan kan orneklerindeki antikor miktarlari incelendiginde, tiim nanopartikiler
formilasyonlarin antikor seviyelerini anlamh oranda arttirdigi sonucuna varildi.
Formilasyonlar icerisinde antikor yanitini arttirma konusunda en yiiksek etkinlige sahip
grubun (OLA-LPG) PLGA formilasyonu oldugu anlasildi. (OLA-LPG) PLGA ile imminize
edilen fare gruplar OLA-LPG grubu farelere kiyasla 2 kat ylksek antikor yaniti
olusturmustur. (OLA-LPG) PLGA formiilasyonu tek basina OLA ve tek basina LPG
antijenlerini iceren PLGA nanoformiilasyonlari ile kiyaslandiginda sirasiyla 2 ve 3,5

katlik artis gostermistir.

Boylece yeterli dlizeyde antikor yanitinin elde edilmesinin ardindan, deney hayvanlari
enfektif L.infantum promastigotlariyla enfekte edildi ve bir aylik siire boyunca dizenli
olarak takip edildi. Bir aylik bir inkiibasyon doneminin ardindan, kontrol grubu farelerin

belirli bolgelerinde tliylerinde dokilmeler goézlendi. Bunun lzerine tiim gruplardan kan
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ornegi alinip giemsa ve mikrokultiir yontemi ile kandan parazit varligi tespit edildi.
Giemsa ve MKY incelemeleri sonucu kontrol grubu farelerde yogun miktarda parazit
enfeksiyonu goézlendi. Bu gozlemlerin ardindan deney hayvanlarinin sakrifikasyonu
gerceklestirildi ve parazit ylikinin belirlenmesi (LDU) ve sitokin dlglimleri igin karaciger
ve dalaklari alindi. Hesaplanan LDU degerlerine gére (CLA-LPG)PLGA ve (OLA-
LPG)PLGA nanoformiilasyonlariyla immiinize edilen farelerin karacigerleri icin LDU
degerlerinin kontrole gore ciddi anlamda distlgli tespit edilmistir. Karaciger LDU
degerinde meydana gelen azalma sirasiyla (CLA-LPG)PLGA ve (OLA-LPG)PLGA igin
yaklasik %75 ve %78 olarak belirlendi. Tek basina antijen igeren nanoformilasyonlar
ise %50-65 arasinda koruma sagladigi tespit edildi. Dalak LDU degeri ise (CLA-LPG)PLGA
ve (OLA-LPG)PLGA igin sirasiyla yaklasik % 33 ve % 40 olarak belirlendi. LDU
degerlerinde meydana gelen azalma, deney hayvanlarinin karaciger ve dalaklarindaki
parazit yukinin azaldigini géstermektedir. Bu sonu¢ uygulanan asi formulasyonlarinin
hiicresel ve hiimoral yaniti tetikleyerek organlardaki parazit enfeksiyonunu biylk

Olgekte engelledigini diisindirmektedir.

incelenen bir diger énemli in vivo parametre dalak hiicrelerindeki sitokin seviyeleridir.
Bunun nedeni sitokinlerin hiicresel bliyime, inflamasyon, imminite ve doku onarimi
gibi cesitli 6Gnemli biyolojik olaylarda rol oynamasidir. Sitokinler, birbirinden farkh cok
cesitli uyarilara karsi cevap olarak 6zel hiicreler tarafindan salgilanirlar ve hedeflenen
hiicrelerin davranisini etkilerler [325]. Bu sayede Th1 ve Th2 immuin yanitlari arasindaki
dengede 6nemli gérevleri vardir. Hastaliga karsi direng genel olarak CD4" T lenfositlerin
alt tipi olan Th1 hiicrelerinin gogalarak IL-12 ve IFN-y Uretimiyle iliskilidir. Boylece
makrofajlarin aktivasyonu saglanir ve aktiflenmis makrofajlar serbest radikalleri ve NO
Ureterek parazitin hicre icinde o6ldlrilmesini saglamaktadir. Leishmaniasis’e duyarh
kisilerde ise genel olarak Th2 hiicrelerine bagli olarak IL-4 ve IL-10 sitokinleri Gretilir. Bu
sitokinlerden IL-4, Thl lenfositlerin ¢agalmasini inhibe eder [326], [327], [328]. Bu
ylizden Leishmaniasis’e karsi asi calismalarinda sitokin dlctimleri hastaligin kontroliinde
oldukca 6nemli role sahiptir. Bu nedenle tez kapsaminda tim gruplar i¢in IL-12, IFN-y,
IL-4 ve IL-10 sitokinleri degerlendirildi. Degerlendirme sonuglarina gére (CLA-LPG)PLGA
ve (OLA-LPG)PLGA nanoformiilayonlarinin IL-12 ve IFN-y seviyelerini anlamli 6lctide

arttirdiklari, IL-4 seviyesinin anlaml dizeyde degismedigi ve IL-10 seviyelerinin ise
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nanoformilasyon gruplarinda yaklasik 2 kathk bir disis gosterdigi saptandi. (CLA-
LPG)PLGA formiilasyonu uygulanmis farelerde dalak hiicrelerinin Grettigi IL-12 sitokin
miktari  181,38+8,42 pg/ml iken (OLA-LPG)PLGA igin dUretilen sitokin miktar
288,38+8,61 pg/ml hesaplandi. Benzer sekilde IFN-y icin Olgllen degerler, (CLA-
LPG)PLGA ile immunize edilen fare grubunda 1145+102,4 pg/ml iken (OLA-LPG)PLGA
icin 2077+107,1 pg/ml’dir. IL-4 sitokin miktarinin ise tim gruplarda yaklasik 1200
pg/ml civari oldugu, ve yine benzer etkiye sahip IL-10 sitokin miktari (CLA-LPG)PLGA
icin 916161,3 pg/ml iken (OLA-LPG)PLGA igin 732%41,9 pg/ml oldugu gozlendi.
incelenen tiim formiilasyonlar icerisinde in vivo koruyucu etkinlik gdsterilmesi
konusunda en yiksek etkinligi (CLA-LPG)PLGA ve (OLA-LPG)PLGA nanoformiilasyonun

gosterdigi anlasildi.

Geg¢miste konuyla ilgili yapilan c¢alismalarda antijenlerin kombinasyon halinde
uygulanmasinin, tek basina uygulanmalarina kiyasla daha yiksek etkinlik gostedikleri
tespit edilmistir. Kaur ve arkadaslari yaptiklari calismada visseral leishmaniasise karsi
gp63 ve Hsp70 antijenleri ile MPL-A (monofosfolipit-A) ve ALD (autoclaved leishmania
donovani) adjuvanlarinin kombinasyonlarini olusturarak bunlarin koruyucu etkinligini
incelemistir. Enfekte kontrol grubu ile karsilastirildiginda antijen kombinasyonlari ile
asilanmis Balb/c farelerin hepatik ve dalak parazit yikinde belirgin bir azalma oldugu
ortaya konulmustur [329]. Benzer bir ¢alismada Nagill ve arkadaslari Leishmania
donovani promastigotlarindan elde ettikleri otoklavlanmis ve 1siyla oldirilmis
antijenleri kullanarak deney hayvanlarinda hiicre aracili ve humoral tepkiyi indikleme
potansiyelleri degerlendirilmistir. Asilama ile oncelikle splenositlerde IFN-y ve IL-2
Uretiminin uyarildigl ve bununla birlikte IL-10 ve IL-4'lin asagl regililasyonun eslik ettigi
gosterilmis ve boylece arelerde Th1l tipi yanit gelistigi rapor edilmistir. Sonug olarak
istyla 6ldirilmus ve otoklava tabii tutulmus antijenlerin, hiicre aracili immin tepkiyi
tetikleyebilecek bir asi olma potansiyeli oldugunu isaret etmektedir [330]. Bir baska
calismada Bhowmick ve arkadaslari Leishmania donovani promastigotlarindan elde
ettikleri ¢ozinlr leishmania antijenlerini (CLA) negatif, notr veya pozitif yukli
lipozomlar icinde hapsederek VL'ye karsi asi etkinligini calismalarinda incelemislerdir.
BALB/c farelerinde L. donovani enfeksiyonuna karsi en iyi yaniti CLA yukliu pozitif

lipozom asi formilasyonu gostermistir. Bu asi formiilasyonunun parazitlerin hem
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karacigerden hem de dalaktan % 90'dan daha fazla oranda eliminasyona neden

oldugunu saptamislar [331].
Boylece bu tez calismasinda;

L.Infantum parazitlerinden imminojen &zellikli LPG molekiliiniin izolasyonu ve

karakterizasyonu gerceklestirildi. Ayrica CLA ve OLA antijenleri hazirlandi.

Hem tek basina LPG, CLA, OLA hem de CLA-LPG ve OLA-LPG antijen kombinasyonlari
halinde nanopartikiller icerisine enkapstile edilerek sirasiyla F1, F2, F3, F4 ve F5

nanoformilasyonlari elde edildi ve karakterizasyonu gergeklestirildi.

Elde edilen nanoformilasyonlarin fare fibroblast (L929) ve fare makrofaj
hicrelerinde (J774) 500 ul konsantrasyonuna kadar toksik etki gostermedigi MTT

yontemi ile belirlendi.

Tek basina antijen kombinasyonlarinin ve nanoformilasyonlarin in vitro etkinlikleri
Leishmania parazitin konak hticresi olan makrofaj hiicrelerinde calisildi. Bu calismalar
arasinda nanoformiilasyonlarin uygulandigi makrofaj hiicrelerinin NO ve sitokin Gretme
potansiyeli incelendi. Bunun sonucunda ikili antijen kombinasyonlarini iceren F4 ve F5
nanoformilasyonlarinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda nitrik oksit seviyesini sirasiyla
yaklastk 15 ve 20 kat arttirdiklari tespit edildi. Sitokin incelemelerinde ise tim
nanoformilasyonlar arasinda F5 nanoformilasyonu IL-12 ve IFN-y miktarlarinin en
fazla uretildigi grup olarak belirlendi. Ancak tek basina antijen kombinasyonlarinin
nanoformilasyonlarla yaklasik ayni diizeyde sitokin Gretimini uyardiklari gozlendi.
Bunun nedeninin nanopartikiler sistemlerin zamanla salim yapmalari sonucu 72 saatlik
kisa slire sonunda az miktarda antijenin ortama salinmasi ve makrofajlarin yeterince
indiiklenmemis olmasi olabilir. incelenen diger sitokiner IL-4 ve IL-10 seviyelerinde ise

tiim gruplara arasinda anlaml bir degisiklik tespit edilmedi.

Nanoformilasyonlarin in vivo etkinlerini incelemek icin oncelikle deney
hayvanlarinin immiinizasyonu gergeklestirildi ve 8. immiinizasyondan sonra en yiiksek

antikor yaniti F5 deney grubu farelerde gozlendi.

Daha sonra farelerin enfeksiyonu gerceklestirildi ve enfeksiyonun kontrolii Giemsa

boyama ve MKY ile yapilan incelemelere gore degerlendirildi.
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In vivo asi etkinliginin incelenmesinde Leishman-Donovan unite hesaplanmasinin
onemli bir yeri vardir. Buna gore parazit ylkiinde en belirgin azalma % 78 degeriyle
OLA-LPG antijenlerinin iceren PLGA (F5) ve yaklasik %75 ile (CLA-LPG)PLGA (F4)

grubunda gozlendi.

Bdylece bu tez calismasi kapsaminda Diinyada ve Ulkemizde ilk kez olarak,
Visseral Leishmaniasis’e karsi etkinligi in vitro ve in vivo incelenen CLA-LPG ve OLA-LPG
ikili antijen kombinasyonu iceren PLGA temelli yeni nesil asi nanoformilasyonlari

gelistirilmis oldu.
Oneriler

Elde edilen sonuglara dayanarak;

1- Ulkemizde Visseral Leishmaniasis’e karsi milli asilarin dretilmesi icin OLA-LPG ve
CLA-LPG iceren PLGA nanoformilasyonlarinin biyilk o6lcekte Uretimine yonelik
calismalar baslatilabilir.

2-Uretilecek asi nanoformiilasyonlarinin hastaligin rezervuari oldugu bilinen képekler
Uzerinde uygulanmasina yonelik ¢calismalara baslatilabilir.

3- Daha sonraki asamalarda ise insanlarda klinik faz asamalari baslatilabilir.
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