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OZET

Kutanéz Leishmaniasis Hastalarinda Sitokin Gen Polimorfizmi ve
Genetik Yatkinhk

Kutan6z Leishmaniasis (KL) tiim diinyada yayillim gosteren paraziter
bir enfeksiyon hastahigidir. KL enfeksiyonlarina yakalanmada konagin genetik
yatkinhig1 6nemli rol oynamaktadir. Bu calismanin amaci baz1 sitokin gen
bolgelerinde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP’ler) KL’ye
genetik yatkinlikla iliskisini belirlemektir.

Caliymaya Sanhurfa ilinde yasayan 55 KL hastas1 ve 110 saghkh
kontrol dahil edilmistir. TNF-o promoter - 308 G/A, IFN-y +874 T/A, 1L-12B
p40 1188 A/C, IL-10 promoter -1082 G/A and IL-4 promoter -590 C/T gen
bolgelerindeki SNP’leri saptamak icin periferik kan orneklerinden ekstrakte
edilen genomik DNA ‘Polimerase Chain Reaction- Restriction Fragment
Length Polymorphism- (PCR-RFLP)’ ve ‘Amplification Refractory
Mutational System-PCR (ARMS-PCR)’ yontemleri ile genotiplendirilmistir.

Hasta ve saghklh kontrol grubu arasinda, TNF-a promoter -308 G/A ve
IL-4 promoter -590 C/T SNP’leri allel (TNF-a: p<0.001, IL-4: p: 0.004) ve
genotip (TNF-a: p=0.001, IL-4: p: 0.001) dagilimlarinda anlamh bir farkhhk
saptamirken IFN-y +874 A/T, IL-12B p40 1188 A/C ve IL-10 promoter -1082
G/A SNP’leri allel (IFN-y: p= 0.414, 1L12: p=0.93, IL-10: p=0.148) ve genotip
(IFN-y: p= 0.133, IL12: p=0.86, IL-10: p<0.001) dagilimlarinda anlamh bir
farkhihik saptanmamistir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismaya gore TNF-a 308 G/A ve IL-4-590 C/T
SNP’leri istatistiksel olarak anlamh bir sekilde KL’ye genetik yatkinhkla
iliskili bulunmustur. Sitokin gen polimorfizmlerinin KL’ ye genetik yatkinhkla
iliskisi ile ilgili Tiirkiye’de herhangi bir yaymin bulunmamasi ve diger
iilkelerde de ¢ok az sayida yaymn yapilmus olmasi1 nedeniyle daha genis
popiilasyonlarla yapilmis daha fazla sayida cahsma onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kutanéz leishmaniasis, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10,
IL-12, Polimorfizm, SNP
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ABSTRACT

Cytokine Gene Polymorphisms in Cutaneous Leishmaniasis Patients
and Genetic Susceptibility.

Cutaneous Leishmaniasis (CL) is a global parasitic infectious disease.
The host’s genetic suceptibility play an important role in CL. The aim of this
study is to determine the association of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in certain cytokine genes and genetic suceptibility to CL.

A total 55 CL patients and 110 healthy controls living in Sanliurfa
provinence were included in this study. Genomic DNA extracted from
peeripheral blood samples were gentoyped by ‘Polimerase Chain Reaction-
Restriction  Fragment Length  Polymorphism- (PCR-RFLP)’ and
‘Amplification Refractory Mutational System- PCR (ARMS-PCR)’ methods
for detection of SNPs at TNF-a promoter - 308 G/A, IFN-y +874 T/A, IL-12B
p40 1188 A/C, IL-10 promoter -1082 G/A and IL-4 promoter -590 C/T gene
loccus.

A significant diffference was noted in the allele (TNF-a: p<0.001, IL-4:
p=0.004) and genotype (TNF-a: p=0.001, IL-4: p: 0.001) frequencies of the
TNF-a promoter -308 G/A and IL-4 promoter -590 C/T SNPs between patients
and controls. However, no significant diffference was noted in the allele (IFN-
v: p= 0.414, I1L12: p= 0.93, IL-10: p=0.148) or genotype (IFN-y: p= 0.133,
IL12: p=0.86, IL-10: p<0.001) frenquencies of the IFN-y +874 A/T, IL-12B
p40 1188 A/C and IL-10 promoter -1082 G/A SNPs between patients and
controls.

In conclusion, this study indicates that SNPs at TNF-a 308 G/A and IL-
4-590 C/T are significantly associated with susceptibilty to CL. As there is no
published data in Turkey and only a few publications from other countries on
association of cytokine gene polymorphisms and genetic susceptiblity to CL
further investigations with larger populations are recommended.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, TNF-a, IFN-y, IL-4, 1L-10, IL-12,
Polymorphism, SNP
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1. GIRIS

Kutanoz Leishmaniasis (KL) ; tiim diinyada yayilim gosteren, zorunlu hiicre
ici protozoon parazitlerinden Leishmania cinsine tiirlerin neden oldugu, vektor
enfekte disi kum sineklerinin 1sirmasiyla hayvanlardan insanlara veya insanlardan
insanlara bulasan, genellikle deriyi ve bazen de mukozalari tutan, tedavi ile veya
kendiliginden iyilesebilen, dmiir boyu bagisiklik birakan paraziter bir enfeksiyon
hastaligidir (1) .

KL etkeni tek hiicreli protozoon parazitlerinin Kinetoplastida takimi,
Trypanasomatidae ailesinde yer alan Leishmania cinsine ait tiirlerdir. Memelileri
enfekte eden 30 farkli Leishmania tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerden 21’1 insanlarda
enfeksiyonlara neden olmaktadir (2) . Ulkemizde en ¢ok L. tropica, nadiren L
major ve L.infantum tiirleri, KL enfeksiyonuna yol acarlar (1).

Leishmania cinsi parazitlerin yasam dongiilerinde morfolojik olarak
amastigot ve promastigot olmak {iizere iki yasam formu vardir. Amastigot formu
memeli konakta goriilen kamgisiz ve hareketsiz formudur. Promastigot formu ise
vektorde veya laboratuvarda kiltir ortaminda goriilen kamgili ve hareketli
formudur (1, 3) .

Leishmania parazitlerini bulastiran vektorler kum sinegi adi verilen

Phlebotomus ve Lutzomyia cinsi sineklerdir. Bu sineklerin disileri insanlari ve bazi
omurgali hayvanlarin kanin1 emerek beslenirlerken parazitleri insanlara bulastirirlar
1,4).
Kum sineginin 1sirmasi sonucu insan derisine gecen promastigotlar 1sirik
yarasindaki makrofajlar ve mononiikleer fagositik hiicreler icerisinde amastigot
formlara doniigiirler. Amastigotlar boliinerek c¢ogalirlar ve diger mononiikleer
fagositik hiicreleri enfekte ederler. Kan emme sirasinda tekrar kum sinegine gecen
amastigotlar promastigotlara doniislirler ve baska insanlara ve ya memeli
hayvanlara bulastirilirlar (2) .

KL, tilkemizde halk arasinda ‘‘Sark Cibani, Antep Cibani, Halep Cibani, Y1l
Cibani, Giizellik Yarast’ gibi farkli isimlerle bilinmektedir. KL; genellikle sinek



isirmasina daha fazla maruz kalan, viicudun giysilerle ortiilmeyen bas, boyun, kol
ve bacak gibi agikta kalan kisimlarindaki deride, bazen de mukozalarda, deride bir
iz birakarak kendiliginden iyilesebilen bir deri hastaligidir (5) .

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan alti dnemli tropikal hastaliktan biri
olarak kabul edilen Leishmaniasis, basta Afrika, Asya ve Latin Amerika kitalar
olmak iizere toplam 98 iilkede endemik olarak goriilmekte ve 310 milyon insan bu
enfeksiyona karsi risk altindadir. Her yil yaklasik 2 milyon yeni enfeksiyon
bildirilmektedir. Tiim diinyada her y1l yaklasik 300. 000 yeni Viseral Leishmaniasis
(VL) vakasi bildirilirken 1.2 milyon yeni KL vakasi bildirilmektedir (6)

Ulkemizde 7 cografik bolgede hem VL hem de KL goriilmektedir.
Tiirkiye’de VL enfeksiyonlarindan L. infantum sorumludur ve en ¢ok Ege, Akdeniz
ve I¢ Anadolu bolgelerinde sporadik olarak bildirilmektedir. KL ise en ¢ok
Glineydogu Anadolu bolgesinde daha sonra Akdeniz Bdlgesi’nden bildirilmistir
().

KL iilkemizde bildirimi zorunlu bir hastalik olup Saglik Bakanlig1 verilerine

gore Tiirkiye’de 1990-2014 yillarinda 53.847 KL olgusu saptanmis bu olgularin
biiyiikk ¢ogunlugu Sanliurfa ilinden ,d aha sonra sirasiyla Adana, Osmaniye, Hatay,
Diyarbakir, i¢el ve Kahramanmaras illerinden bildirilmistir (8).
KL ayrica Tiirkiye nin iran ve Suriye gibi komsularinda da halen 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. Suriye’de yasanan savastan kagarak tlilkemize siginan ve sayilari
2 milyonu asan miilteciler basta KL olmak tizere birgok bulasici hastaligin
tilkemize taginmasi riskini ortaya ¢ikarmistir. Tiirkiye’de 2013 yilinda 2.268 yerli
ve 2000’°den fazla Suriyeli KL olgusu rapor edilmistir (8).

KL ile miicadelede kombine miidahale stratejileri gerektirir. Zoonotik
leishmaniasisin  kontroliinde rezervuar konaklarin kontroli 6nemli iken,
antroponotik leishmaniasiste ise olgularin saptanmasi, siirveyans ve uygun tedavisi
onemlidir. Rezervuarlara ve vekorlere yonelik olarak yerlesim alanlar1t ve
cevresinde sineklerle ve kemirgenlerle miicadele edilmelidir. Tedavide secilmesi
gereken birincil ilag bes degerlikli antimon bilesikleridir. Hastaligin kontroliinde
asilama onemlidir fakat diinyada hentiz etkili ve lisansli bir KL agis1 yoktur (5,8).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de halen 6nemli bir halk sagligi

sorunu olan KL’nin insanlarda enfeksiyona neden olmasi bir¢ok faktore baglh



olabilmektedir. Bu faktorlerden birisi de konagin genetik yatkinligidir. Son
zamanlarda yapilan c¢aligmalarda akut ve kronik bir¢cok enfeksiyon hastaliginin
konagi genetik yapisinin etkisi ile ortaya ¢iktigina isaret eden bulgular gittikce
artmaktadir. Enfeksiyoz ajanlara karsi konak immiin yanitin1 belirleyen birgok gende
tek niikleiotid polimorfizmleri (Single Niicleotide Polymorphism=SNP) saptanmistir
).

KL’ye konagin genetik yatkinligim1 saptamada oncelikli olarak hiicresel immiin
yanitta kilit rol oyanayan sitokinleri kodlayan gen bolgelerindeki SNP’leri arastirmak
onemli olmaktadir. Bu ¢alismada, KL ye immiin yanitta kilit rol oynadig diisiiniilen
cesitli sitokinlerin salmimdan sorumlu gen bdlgelerinde saptanan tek niikleotid
polimorfizmlerinin KL’ye genetik yatkinlikla iliskisini belirlemek amaglanmistir.
Bunun icin; KL hastalar1 ve saglikli kontrol grubundan alinan tam kan
orneklerinden izole edilen DNA ornekleri “Amplification Refractory Mutational
System- Polimerase Chain reaction (ARMS-PCR) ” ve “PCR- Restriction Fragment
Length Polymorphism-(PCR-RFLP) » yontemleriyle analiz edilmis, TNF-a geni
promoter -308 G/A, IFN-y geni +874 T/A, IL-12B p40 geni - 1188 A/C, IL-10 geni
promoter -1082 G/A, IL-4 geni promoter -590 C/T bolgelerinde tek niiklotid

polimorfizm varlig1 arastirilmis, bulgular istatisiksel analizlerle degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KL Genel Tanim:

KL; tim diinyada yayilim gosteren, zorunlu hiicre i¢i protozoon
parazitlerinden Leishmania cinsine ait tiirlerin neden oldugu, enfekte disi kum
sineklerinin 1sirmasiyla hayvanlardan insanlara veya insanlardan insanlara bulasan,
genellikle deriyi ve bazen de mukozalari tutan, tedavi ile veya kendiliginden
iyilesebilen, Omiir boyu bagisiklik birakan vektor kaynakli bir paraziter enfeksiyon

hastaligidir (1).

2.2. KL Tarihge:

2.2.1. Eski Diinya (Dogu Yarimkiire)’da KL:

KL oldukg¢a eski bir hastaliktir. Hastaligin deride goriilen formu olan KL
lezyonlarmi tanimlayan belgelere ilk kez M.O. 7. yiizyilda Asur Kral
Ashurbanipal’ in kiitiiphanesinde bulunan tas tabletlerde rastlanmistir. Bu
tabletlerdeki bilgilerin ise M.O. 1500-2500” den kalma olabilecegi diisiiniilmiistiir.
M.O. 2000°li yillarda Misir’da yazilmis tibbi metinler iceren Ebers Papiriislerinde
“Nil Ciban1” olarak da bu hastaliktan bahsedilmistir. 10.yy’da yasamis olan Iranl
hekim Ibn-i Sina(Avicenna) Afganistan’m kuzeyinde yasayan hastalarda gordiigii
bu hastaligi Belh Yaras1 (Balkh Sore) olarak tanimlamistir. 10. ylizyilda “Sark
Cibani, Dogu Yaras: (Oriental Sore)” olarak bilinen KL, goriildigi iilke veya
bolgeye gore farkli isimler almistir. Tiirkiye’de “Sark Cibani, Antep Cibani, Yil
Cibani, Suriye’de Halep Cibani, Afganistan’da “Balk Yaras1”, Tiirkmenistan’da
“Penjdeh Yaras1”, Hindistan’da “Delhi Ciban1”, Irak’da “Bagdat Cibani1” olarak
adlandirilmistir. Hindistan’da bu hastaligin i¢ organlar tutan 6ldiiriicii formu olan

VL ise “Kala-Azar (Kara Ates)” olarak bilinmekteydi. 1756 yilinda Alexander



Russell Tiirk bir hastay:r klinik olarak tanimlamis ve gilinlimiizde tilkemizde sark
¢ibani olarak bilinen bu hastaliga “Halep Cibani” adini vermistir. 1885 yilinda
Hindistan Ordusu’nda hekim olarak gorev yapan David Douglas Cunningham
“Delhi  Cibanm1” olarak isimlendirdigi hastaligt mantar hastaligi olarak
nitelendirmistir. 1898 yilinda Rus Ordusu hekimlerinden Peter Borovsky,
Ozbekistan’in Taskent Hastanesi’nde gérev yaparken hastaligin etkeni olan paraziti
kesfetmis ve hastaliga “Dogu Yaras1” adin1 vermistir. 1903 yilinda, isko¢ Ordusu
doktor olarak gorev yapan William Leishman, Hindistan’da “dum-dum atesi” adi
verilen hastaliga yakalanmis bir askerin dalaginda gordiigii cisimcikleri
Trypanasoma parazitleri olarak isimlendirmistir. Ayni yil, Hindisitan’da Madras
Universitesi'nde profesor olarak gérev yapan Charles Donovan, benzer hastalarin
dalagindan ayni paraziti gozlemlemis, bu parazitlerin Trypanasoma olmadigini
belirtmistir. Bundan sonra bu parazitler “Leishman-Donovan cisimcikleri” olarak
isimlendirilmistir. Bu parazitleri Leishmania cinsi igerisinde tanimlamasiyla

’

parazite artik “Leishmania donovani” ismi verilmistir. Parazite ilk Once
“Piroplasma donovani” ad1 verilmis ancak daha sonra Ingiliz Hekim Dr. Ronald
Ross’un  “Leishmania” cinsini tanimlamasiyla kala azar etkeni “Leishmania
donovani” adini almistir. Onceleri Dr. Ross parazitin bir sporozoan olduguna
inanirken, 1904 yilinda Leonard Rogers paraziti besiyerinde iiretip kamgili formunu
ortaya koyunca, parazitin hemoflagellat oldugu aciklik kazanmistir. 1908’de Nicole
ve Compte de ayni paraziti Tunus’da kopeklerde gostermistir. Akdeniz Havza’sinda
yer alan ilkelerdeki Kala Azar’in genellikle cocuklarda goriilmesi nedeniyle,
buradaki parazitin farkli olduguna inanilarak  “Leishmania infantum” adi
verilmistir. 1907°de Patton kala azarli hastalardan beslenen tahtakurularinin
midesinde kamgili protomastigotlarin gelistiini gozlemlemistir. Bu gozlem
aragtirmacilar1 vektoriin arastirilmasinda yanlis denemelere yonlendirmis ve 12
yildan daha fazla birslire tahtakurusunun bulagimdaki rolii arastirilmistir. 1921
yilinda Leishmania parazitlerinin Phlebotomus cinsi kum sinekleri tarafindan
insanlara bulagtigin1 ispatlayan ilk arastirmacilar ise Edouard ve Etienne adl
Sergent kardeslerdir. Akdeniz iilkelerinde kopekler iizerinde beslenen pirelerin
vektor oldugundan siiphelenilmis fakat Nicolle ve Anderson(1924) pirelerin

kendilerine 6zgii promastigotlara sahip olduklarini ve vektorlik yapmadiklarimi



saptamiglardir. 1924’de Kala Azar komisyonu Sinton’un gozlemine dayanarak
Hindistan’da hastaligin  bulundugu bdlgeler ile belli bir tatarcik tiiriiniin
(Phlebotomus argentipes) dagiliminin ortiistigiinti bildirmis ve Knowles, Napier ve
Smith Kalkiitta’daki kala azarin vektorii olarak tatarcik sinekleri hakkinda
epidemiyolojik deliller bulmuslardir. Fakat tatarciklar tarafindan bulasin
gosterilmesinde zorluklar yaganmistir. 1939°da Smith, Haldar ve Ahmed, tatarciklar
bir kez kan emdikten sonra, tekrar kan emme yerine kuru iiziim iizerinde
beslendiklerinde, tasidiklar1 kamgilililarin asirt miktarda tiredigini ve pirelerdeki
veba basilinde oldugu gibi farinksi tikadiklarini saptamislardir. Bu arastiricilar
sonra bu tatarciklart hamsterler iizerinde beslemisler ve hamsterlarin hepsinin
enfekte oldugunu goérmiislerdir. KL nin insana bulagimi ise 1941°de gosterilmistir.
Adler ve Ber, goniillii denekleri enfekte Phlebotomus papatasi’nin isirmasini
saglamiglar ve onlart Leishmania major ile enfekte etmislerdir.1942°de ise
Swaminath, Shortt ve Andersen, 6 goniilliiniin enfekte Phlebotumus argentipes’in

isirmastyla enfekte olduklarini gostermislerdir ( 1, 10, 11,12).

2.2.2. Yeni Diinya (Bati1 Yarimkiire)’ da Leishmaniasis:

Yeni Diinya’ da gorillen KL vakalari da ¢ok eski yillara dayanmaktadir.
Amerika kitalarinda, Ekvator ve Peru’da Inkalar 6ncesinden kalma M.S. 1. yy’ a ait
comleklerin ilizerinde resmedilmis deri ve yiiz lezyonlar1 sekilleri KL’ye dair ilk
kanitlardandir. 15. ve 16. ylizyila Inka donemine ait bazi belgelerde lepra lezyonlarina

(13

benzer yaralar olusturmasi nedeniyle KL lezyonlarinin “beyaz lepra” veya “ vadi
hastalig1 (valley sickness)” ,“And Hastalig1 (Andean sickness)” olarak adlandirildigi
bilinmektedir. 16 yy.’da Ispanya’li misyonerlerin yazdiklar1 metinlerde 5 yy.’dan kalma
KL hastast insan heykellerinden bahsetmislerdir. O zamanlarda Eski Diinya
Leishmaniasis’i ile Yeni Diinya Leishmaniasisi’ nin aymi oldugu disiiniilmekteydi.
Ancak 1911 yilinda Gaspar Vianna adli arastirmacit Giiney Amerika’daki tiirler ile
Afrika ve Hindistandan’daki tiirlerin birbirinden farkli oldugugunu kesfetmis, Giiney
Amerika’daki bu yeni tiire “Leishmania brazilienzis” adi verilmistir. 1895 yilinda

Moreira bu hastaligin varligini kesfetmis ve hastaliga “Biskra Nodiili” ismini vermistir.

1895 yilinda Breda, ayni hastaligi Brezilya’ya gidip Italya’ya geri dénen gégmenlerde



tanimlamigtir. 1908 yilinda Portekiz’de ¢ok sayida insanin bu hastaliga yakalandigi
bildirilmigtir. Etkeni heniiz kesfedilmese de bu hastalik o bdlgede “Bauru iilseri,
Kuzeydogu Yarasi, Keskin Yara” gibi isimlerle anilmistir. 1909 yilinda Adolfo
Lindenberg bu hastaliga neden olan parazitin Leishmania paraziti oldugunu
aciklamigtir. 1911 yilinda Pedroso ve Dias da Silva, Bauru tilserli hastalardan paraziti
izole etmis ve laboratuar ortaminda “Neal, Nory ve Nicolle (NNN) Medium” ad1 verilen
besiyerinde kiiltiiriinii yapmisglardir. 1922 yilinda ilk kez Brezilya’da parazitin hayvan
inokiilasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica 1922 yilinda Yeni Diinya
Leishmaniasis’inin vektoriiniin Phlebotumus tiirleri degil Lutzomyia cinsi kum sinekleri
oldugu kesfedilmistir. 1923 yilinda bir insana deneysel olarak Leishmania brasiliensis
paraziti inokiile edilmistir. Son yillarda ise Ralph Lainson ve arkadaslari tarafindan

kesfedilen tiirler ¢esitli kompleksler igerisinde yeniden siniflandirilmistir (10, 13).

2.3. KL Etkenleri ve Ozellikleri:

2.3.1. Leishmania tiirleri:

Memelileri enfekte eden 30 farkli Leishmania tirii bulunmaktadir. Bu
tiirlerden 21°i insanlarda enfeksiyonlara neden olmaktadir. insanlar1 enfekte eden
Leishmania tiirleri dort kompleks altinda toplanmaktadir (2) ;

- L. donovani kompleksi: (L.d. donovani, L.d. infantum, L.d. chagasi)

- L. tropica kompleksi: (L. t. tropica, L.t. minor, L.t. major, L.t. aethiopica,)

- L. mexicana kompleksi: (L.m. mexicana, L.m. amazonensis, L.m. venezuelensis,
L. m. garnhami, L.m. pifanoi)

- L. braziliensis kompleksi: (L. b. braziliensis, L.b. guyanensis, L.b. panamensis,

L.b. peruviana, L.b. lainsoni, L.b colombiensis, L.b. naiffi, L.b. shawii )

VL’ye L. donovani kompleksi tiirleri neden olurken Mukokutanéz KL
(MKL) etkenleri ise L. mexicana kompleksi ve L.braziliensis kompleksi tiirleridir.
KL etkenleri Eski Diinya’ da L. tropica kompleksi ve L. donovani kompleksi, Yeni

Diinya’da ise L. mexicana kompleksi tiirleridir (14, 15). Ulkemizde ise en ¢ok L.



tropica tiirli, nadiren L. major ve L.infantum tiirleri KL enfeksiyonlarina neden
olmaktadir (1) Ancak son yillarda yapilan epidemiyolojik caligmalarda L.major

tiirliniin neden oldugu KL vaka sayilarinin artmaya basladigi bildirilmistir (16,17).

2.3.2. .Leishmania Taksonomisi ve Siniflandirilmasi:

Leishmania tiirlerinin taksonomik siniflandirilmasi asagidaki gibi kabul
edilmektedir (18);

Alem (Kingdom): Protista (Haeckel, 1866)

Altalem (Subkingdom): Protozoa (Goldfuss, 1817)

Sube (Phylum): Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)
Altsube (Subphylum): Mastigophora (Deising, 1866)

Siif (Class): Zoomastigophora (Calkins, 1909)

Takim (Order): Kinetoplastida (Honigber, 1963, Vickerman, 1976)
Aile (Family): Trypanasomatidae(Doflein, 1901, Grobben, 1905)

Cins (Genus): Leishmania (Ross, 1903)

Tiir (species) : Leishmania spp.

1987 yilinda izoenzim ve molekiiller markerlar kullanilarak yapilan cesitli
caligmalar degerlendirilmis ve Leishmania cinsine ait tiirler Leishmania ve Viannia
olmak tizere iki alt cins (subgenus) altinda toplanmistir (Sekil 2.1). Her bir
subgenus komplekslere ayrilir ve her komplekste farkli tiirler bulunmaktadir
(19,20).
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Sekil 2.1. Leishmania cinsinin subgenuslari, kompleksleri ve bu komplekslere bagli tiirler (20).

2.3.3. Leishmania Vektorleri:

Leishmania parazitlerini bulastiran vektorler “kum sinegi” adi verilen
sivrisineklerdir. Tropik ve 1liman iklimlerde yasayan bu sineklerin disileri omurgali
hayvanlarin kanimi1 emerek beslenirler. Eski Diinya Leishmaniasis’ inin vektori
Phlebotomus cinsi kum sinekleri (Sekil 2.2) iken Yeni Diinya Leishmaniasis’inin
vektorii ise Lutzomyia cinsi disi kum sinekleridir . Phlebotomus ve Lutzomyia
cinsine ait 50 farkli kum sinegi tiirliniin insanlara paraziti bulastirdig: bilinmektedir
(1, 4, 21).

Philebotonus papatsi (disi) Phliebotonuispapatsi(erkek)

Sekil 2.2. Leishmania vektorii Phlebotomus papatasi (disi ve erkek kum sinegi) (22)



Enfekte rezervuar konak veya insandan kan emme yoluyla kum sineklerine
gegcen parazit, vektoriin viicudunda morfolojik ve biyolojik olarak degisime
ugramakta, vektoriin tekrar kan emmek icin bir omurgaliyr 1sirmasi durumunda
parazit yeni bir konaga ge¢cmektedir (1).

Kum sinekleri iilkemizde halk arasinda “tatarcik, yakarca, yakagan,
giipdiisen” isimleriyle bilinmektedir (1). Ulkemizde yapilan calismalarda KL’in
kesin vektorlerinin Phlebotomus papatasi, Phlebotomus sergenti ve Phlebotomus
tobbi tiirleri oldugu bildirilmistir (23,24).

Phlebotomus’lar giin batimi1 ile giin dogumu arasinda kan emerler.
Gilindiizleri ise aga¢ kovuklari, ahir, giibre yiginlari, duvar catlaklari, elbise
dolaplar1 ve tuvalet/banyo koselerinde saklanirlar. Phlebotomus’larin yasamasi igin
asgari %45-60 oranlarinda nem gereklidir (23, 25).

2.3.4. Leishmania Rezervuarlar:

Leishmania tiirlerinin bilinen rezervuarlari (dogal kaynaklari); insanlar,
vahsi ve evcil karnivorlar (kedi, kopek, cakal, kurt vs.), kiigik memeliler

(kemirgenler ), oposumlar, karincayiyenler ve tembel hayvanlardir (1, 12, 26 ).

2.3.5. Leishmania Morfolojisi:

Leishmania cinsi parazitlerin yasam dongiilerinde morfolojik olarak “amastigot” ve
“promastigot” olmak {iizere iki yasam formu vardir (Sekil 2.3). Amastigot formu
memeli konakta gorilen kamgisiz ve hareketsiz formudur. 2.5-6.8 um
biiytlikliigiinde, yuvarlak, oval sekilli, hareketsiz, konakta 37 -C’de uzunlamasina
boliinerek ¢ogalabilen, gegmiste Leishman-donovan cisimcikleri olarak tanimlanan
yapilardir. Pargali ¢ekirdekli 16kositler, monositler ve endotel hiicreleri i¢inde tek
tek veya gruplar halinde veya hiicre disinda goriilebilmektedirler.
Sitoplazmalarinda diger organellere ek olarak nukleusa bitisik kinetoplast adi
verilen ve kinetoplast-DNA igeren bir organel bulunmaktadir. Sitoplazmada bir
bleforablast(kamg¢1 kokii) ve kamginin sitoplazmada kalan kismi olan aksonem adi
verilen yapilar da bulunmaktadir. Promastigot formu ise vektoérde goriilen kamgili

ve hareketli formudur. 15-20 pm boyunda, mekik seklinde, tek kamgili, 27-C’de

10



vektor iginde uzunlamasina bdliinerek ¢ogalabilen, kum  sineklerinin
bagirsaklarinda ve amastigot formlarin uygun besiyerlerinde sekil degistirmesinden
sonra goriilen formudur. Serbest bir kamgisi, bleforablast, kinetoplast ve aksonemi

bulunmaktadir (1, 3).

Kinetoplast

Kinetoplast

Nucleus

Amastigot form

Promastigot form

Sekil 2.3. Leishmania parazitinin promastigot ve amastigot formlar1 (27).
2.3.5. Leishmania Yasam Dongiisii:

Leishmania parazitlerinin memeli konakta ve vektér kum sineklerinde gecirdigi

safhalar Sekil 2.4.” deki gibi 6zetlenebilir ;
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Kum Sinegi Safhasi

insan Safhasi

d: diagnostik safha
i: infektif safha

Sekil 2.4. Leishmania parazitinin yasam dongiisii 1. Kum sinegi kan emme sirasinda agiz kismindaki
promastigotlar1 insan derisine enjekte eder. 2. Promastigotlar isirik yarasindaki makrofajlar veya
diger mononiikleer fagositik hiicreler tarafindan fagosite edilirler. 3. Promastigotlar bu hiicreler
igerisinde kamgilarini kaybederler ve amastigotlara doniisiirler. 4. Amastigotlar boliinerek ¢ogalirlar
ve diger mononiikleer fagositik hiicreleri enfekte ederler 5,6. Kan emme sirasinda amastigotlar kum
sineginin sindirim kanalina yerlesir. 7. Kum sineginin midesinde amastigotlar promastigotlara
doniistirler. 8. Kum sineginin sindirim kanalinda ¢ogalan promastigotlar agiz kismina dogru go¢
ederler (2).

2.4. KL Bulas Yollar:

Leishmania parazitleri vektor kum sinekleri araciligiyla zoonotik
(hayvandan hayvana) veya antroponotik (insandan insana) bulas yoluyla bulasir. L.
donovani ve L. tropica tiirleri ¢ogunlukla antroponotik iken diger tiirler zoonotiktir
(21) . Leishmania tiirleri cogunlukla vektor araciligiyla bulagsa da, nadiren
konjenital yolla anneden bebege de gecebilmektedir. Ayrica tranfiizyonla veya
kontamine enjektrorlerle meydana gelecebilecek kazalar nedeniyle parenteral yolla

da bulasabilmektedir ( 1, 4).
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2.5. KL Epidemiyolojisi:

KL’nin goriilme siklig1 bolgenin ekolojik, iklim, vektér ve rezervuarlarin
cografik dagilimiyla yakindan iliskilidir. Hem konagin yasam ve davranis bigimleri,
hem de vektoriin iireme ve yasam Ozellikleri KL epidemiyolojisinde 6nem
tasimaktadir. Endemik bolgeden endemik olmayan bolgeye goclerle gelen enfekte
kisilerin uygun vektor ve c¢evre-iklim sartlar1 varsa hastaligi o bolgeye tasimalari
miimkiindiir. Aym1 zamanda da enfekte olmayan kisiler endemik bdlgeye
geldiklerinde bolgenin yerlesik insanlarindan daha fazla enfeksiyon riskine sahip
olmaktadirlar. Bu nedenlerle KL epidemileri siklikla go¢gmenlerde ve duyarh
olmayan kisilerin endemik bolgelere gelmesi ile ortaya ¢ikar. Endemik bolgelerin
cogunda leishmaniasis fokal odaklar1 vardir. Bu alanlar vektorii, paraziti ve
rezervuar konagi etkileyen mikro-ekolojik durumlarla iligkilidir. Hastaligin dagilim
ve yayilimi ekonomik durum, davranig ve ¢evre degisiklikleri ile iliskilidir. Yeni
yerlesim yerleri, orman alanlarina yerlesimler, ormanlarin yok edilmesi, kirsal
alanlardan sehirlere go¢, hizli ve plansiz sehirlesme, kopek ve kemirgen
popiilasyonunda artig, insektisit kullaniminda azalma, immiinsiiprese konak
sayisinda artig, barajlarin insasi, yeni sulama projeleri, basta savas ve dogal afet
olmak tzere c¢esitli nedenlerle gogler hastaligin yayilmasinda O6nemli rol
oynamaktadir. Kiiresel 1sinma ve buna bagl iklim degisikliklerinin etkisiyle vektor
canlilarin popiilasyonlarinda artig olacagi, lireme ve yasam alanlarmin deniz
seviyesinden daha yiikseklere ve kuzey enlemlere dogru genisleyecegi
diistiniilmektedir. (8).

KL iklime duyarli bir hastalik olup; sicaklik, yagis ve nem oranlarindaki
degisimler; dagilimlarini, hayatta kalma siirelerini ve popiilasyon biiyiikliiklerini
degistirerek tatarciklara ve rezervuar konaklara etki edebilir. Carpik kentlesme ve
kentlere gbé¢ sonucu rodent rezervuar konaklarin yogun bulundugu alanlarda
varoslarin olusmasi bu alanlarda leishmaniasis insidansinda artisa neden olmustur.
Antroponotik tip enfeksiyonlarda epidemi riski daha ytiksektir. Epidemiler vektor
habitatindaki degisiklikler, kitleler halinde insan hareketleri (mevsimsel, savas,
dogal affet gibi nedenlerle) ve malnutrisyon gibi immiiniteyi azaltan durumlarla

iligkilidir. Non-endemik alanlardaki epidemilerde ¢ocuklar ve eriskinler daha ¢ok
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etkilenir. Endemik alanlarda ise daha ¢ok ¢ocuklar etkilenir, eriskinlerin ¢cogu daha

once subklinik veya klinik olarak hastalig1 gecirdiklerinden bagisiktirlar ( 8).

2.5.1. Diinyada KL:

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan alt1 dnemli tropikal hastaliktan biri
olarak kabul edilen Leishmaniasis basta Afrika, Asya ve Latin Amerika kitalari
olmak iizere toplam 98 iilkede endemik olarak goriilmekte ve 310 milyon insan bu
enfeksiyona karsi risk altindadir. Her yil yaklagik 2 milyon yeni enfeksiyon
bildirilmektedir. Tim dinyada her yil yaklasik 300. 000 yeni VL vakasi
bildirilirken 1.2 milyon yeni KL vakasi bildirilmektedir (6, 28)

KL enfeksiyonun tiim diinyada yayilim1 oldukga genistir. Vakalarin iigte biri
iic ayr1 epidemiyolojik bolgede goriilmektedir. Bunlar; Amerika kitalari, Akdeniz
Havzasi ve Ortadogu’dan Merkez Asya’ya kadar uzanan Bat1 Asya bolgesidir. VL
olgularinin  %90’1indan fazlas1 Hindistan, Banglades, Sudan, Giiney Sudan,
Etiyopya ve Brezilya’da goriiliirken, KL olgularinin ise %70-75’1 Afganistan,
Cezayir, Kolombiya, Brezilya, Iran, Suriye, Etiyopya, Kuzey Sudan, Kosta Rika ve
Peru’da goriilmektedir (28).

2.5.2. Tiirkiye’de KL:

Tiirkiye KL nin endemik oldugu iilkelerden biridir. Tiirkiye’de Leishmaniasis’in
KL ve VL olmak iizere 2 klinik sekli goriilmektedir. Diinya genelinde oldugu gibi
Tiirkiye’de de KL olgularina daha sik rastlanmaktadir (5,7).

Ulkemizde 7 cografik bolgede hem VL hem de KL goriilmektedir Tiirkiye’de VL
enfeksiyonlarmdan L. infantum sorumludur ve en ¢ok Ege, Akdeniz ve I¢ Anadolu
bolgelerinde sporadik olarak bildirilmektedir. (7). Ulkemizde en sik goriilen KL
etkeni Leishmania tropica antroponotik (insan-vektor-insan gegisli) ozelliktedir.
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde hastalik etkeninin L. tropica, Dogu Akdeniz

Bolgesi’nde ise L. infantum ve L. tropica oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda L.
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major un etken oldugu KL vakalarinin arttigina dair yayinlar bulunmaktadir. (16,
17, 29).

KL tilkemizde bildirimi zorunlu bir hastalik olup T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine
gore Tiirkiye’de 1990-2014 yillarinda bildirilen 53.847 KL olgusu saptanmis bu
olgularmn biiyiik cogunlugu Sanlurfa ilinden daha sonra sirastyla Adana, Osmaniye,
Hatay, Diyarbakir, icel ve Kahramanmaras illerinden bildirilmistir (8).

Bildirimi zorunlu hastaliklardan olan KL, bulasic1 hastaliklar bildirim sisteminde
grup A hastaliklar icerisinde yer almaktadir. Buna gore KL, iilke genelindeki tiim
0zel ve kamu saglik merkezlerinde tan1 konulup tedaviye baslanilmasi diger yandan
hastaya ait bilgilerin 11 Saghik Miidiirliigi’ne iletilmesi zorunludur. Bildirim
yapilmast sonrasinda tedavide kullanilan bes degerli antimon bilesikleri illerde

Saglik Miidiirliikleri tarafindan ticretsiz olarak saglanmaktadir ( 29).

2.5.3. KL ve Gog:

Tiirkiye’nin bulundugu bolgede, &zellikle Irak, Iran ve Suriye gibi
komgularinda KL halen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Suriye’deki i¢ savas
nedeniyle iilkemize gb¢ eden miiltecilerde hastaligin siklikla goriilmesi nedeniyle
ozellikle Giineydogu Anadolu illerimizde hastalik 6nemli bir boyut kazanmistir
(30,31). Suriye’de yasanan savastan kagarak iilkemize siginan ve sayilari 2 milyonu
asan miilteciler basta KL olmak iizere bircok bulasici hastaligin {ilkemize tasinmasi
riskini ortaya ¢ikarmistir. Tiirkiye’de 2013 yilinda 2.268 yerli ve 2000°den fazla
Suriyeli KL olgusu rapor edilmistir (8). Birlesmis Milletler Miilteciler Yiiksek
Komiserligi’nin hazirladig rapora gore iilkemizde Suriyeli miilteci sayis1 2 milyona
ulagsmistir. Suriye’de 2009 yilinda 46.398, 2010 yilinda 42.165 KL ve 2011 yilinda
ise 43.000 den fazla KL vakas1 bildirilmistir. I¢ savasin devam ettigi iilkede son
zamanlardaki yillik vaka sayisinin 250.000 oldugu tahmin edilmektedir. KL hastas1
Suriyeli miiltecilerin bir kismi iilkemize gelmekte ve bu kisilerin bir kismi
kamplarda bir kismi ise degisik sehirlerimize yerlesmektedir. Bu kisilerin durumlari
T.C. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu ilgili birimleri tarafindan takip
edilmekte ve kayit altina alinmaya ¢alisilmaktadir. Suriyeli miiltecilerden biiyiik bir

kisminin KL hastasi olup iilkemize paraziti kolayca tagimaktadirlar. Ortadogu’da
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KL tedavisinde kullanilan antimon bilesiklerine kars1 direngli olgular bildirilmeye
baglamigtir. Direncli vakalarin zamaninda tespit edilemeyip sayist ve bolgelerinin

artmas1 durumunda bu hastalikla miicadele oldukg¢a zor ve sorunlu olacaktir (32).

2.6. KL Klinik Tablo:

Cografi bolgeye baglh olarak bir¢ok farkli Leishmania tiirii insanlarda farkli klinik
formlarda hastaliklara neden olmaktadir. Insanlarda klinik olarak 3 farkli klinik
tablo ortaya ¢cikmaktadir; dalak, karaciger, kemik iligi gibi i¢ organlar1 tutan “VL” ,
deride lokalize yaralara neden olan “KL” ve deri ve mukozalarin birlestigi yerde
tilser ve kabuklasmalara neden olan “MKL” . Ayrica L. donovani’ nin etken oldugu
Kala Azar (VL) enfeksiyonlarinda tedavi sonrasi deride ortaya ¢ikan “Post-Kala
Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL)” ve baskilanmis hiicresel immiin cevap
sonucu lilserlesmeyen, nekrotize olmayan ve kendiliginden iyilesmeyen “Diffiiz
Kutanoz Leishmaniasis (DKL)” adi verilen iki klinik tablo son yillarda kabul
edilmistir. (1, 14, 33).

2.7. KL Klinik Tan1 ve Belirtiler :

KL diistiniilen lezyonlarin klinik belirtileri asagidaki gibidir (1) ;

- Genellikle viicudun giysi ile Ortiilmeyen acik olan kisimlarindaki deriye
lokalize,

- Uzun siiredir (en az bir ay) iyilesmeyen,

- Sekonder olarak bakterilerle enfekte olmadikca agrisiz,

- Eritemli papiil, nodiil, nodiilo-iilseratif, plak, tilsere plak seklinde lezyon,

- Ulserlesmis lezyonlarin iizerinde alta sikica yapisik krutlu, kenarlar1 lastik silgi
kivaminda endiirasyon gosteren (merkezinde krateri olan volkan bigiminde)
lezyon,

- Lezyonlar, yaz aylarinda ve geceleri aktif olan tatarcik sineginin beslenmek icin

kan emdigi deri bolgesinde, 4-8 aylik inkiibasyon doneminden sonra ortaya
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cikan, agrisiz eritemli bir papiil seklinde baglar. Lezyon, 1-2 ay igerisinde
giderek biiyliyerek 1-2cm capli nodiile doniisiir. Nodiiler lezyon zaman
igerisinde merkezden {ilserleserek krutla kaplanir. Tedavisiz olgularda lezyon
dogal seyri genellikle 1-1,5 yillik siire¢ i¢inde dmiir boyu siiren depresif skar
birakarak iyilesir. Iyilesmeden sonra kisiyi émiir boyu reinfeksiyonlara karsi
koruyan dogal bir bagisiklik gelisir.

- Non-endemik bolgelerde benzer Ozelliklere sahip lezyonlara rastlanildiginda
ozellikle yaz aylarinda endemik bolgelere seyahat Oykiisii agisindan ayrintili

anamnez alinmalidir.

KL lezyonu yiiz ve ekstremiteler gibi giysiyle ortiillmeyen alanlarda, eritemli
bir papiil olarak baslar ve yavasca agrisiz ve yumusak veya tizeri kurutlu bir nodiile
dontisiir. Bu stireg kisiye gore degisir ve 2-8 ay kadar siirer. Nodiiller genellikle
volkan tarzinda tlserlesirler. Papiil veya nodiiller bazen iilserlesmeden de
tyilesebilirler. Lezyon sayisi birden ¢ok olabilir ve multipl lezyonlar genellikle ayni
ozelliktedirler. KL 1-1,5 yil i¢inde tedavi edilmese bile sosyal, estetik ve psisik
problemlere neden olabilen bolgesel bir stigma, sikatris dokusu ile iyilesir.
Dokudaki inflamasyona ve iilserin derinligine bagl olarak sikatris dokusu ¢ok ufak
belirsiz olabilecegi gibi olduk¢a genis ve belirgin de olabilir. Uzeri krutlu olan
lezyonlarda krut kaldirilinca agrisiz, kirmizi, sulantil iilser goriiliir. Ulsere lezyon
uzerindeki alta sikica yapisik sert krut kaldirildiginda krutun alt yiiziinde ¢iviye
benzer ¢ikintilar goriiliir, bunlara Tiirk Dermatolog Dr. Hulusi Behget’in “Civi
belirtisi (Signe de clou)” adi verilir. Lezyon kenarlarinin normal deriden ortadaki
krater seklindeki iilsere dogru bir egimle yiikselmesi ise “volkan belirtisi” olarak
tanimlanir (29).

KL lezyonlar1 2 yil icinde tedavi ile ya da spontan olarak iyilesmez ise
kronik KL (KKL) olarak adlandirilir. Genelde %5-10 oraninda goriilen KKL
lezyonlar1 daha ¢ok agrisiz, iyilesmeyen iilseratif bir nodiil veya infiltre, diffuz
genis bir plak seklinde yiizde ve el sirtlarinda goriliir. Rezidivan KL (RKL)
tamamen ya da kismen iyilesmis bir KL sikatris dokusunun periferinde, sinirinda
yeni eritemli kirmizi-sarimsi papiillerin ortaya ¢ikmasi ve bunlarin bir araya gelip

birlesmesi ile kendini gosterir. KL lezyonu tamamen iyilestikten 1-2 yil sonra bile
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paptiller ortaya ¢ikabilir. Tedaviye oldukg¢a gii¢ yanit verirler. Lupus vulgarise
benzerligi nedeniyle “Lupoid leishmaniasis” adi1 da verilir. Leishmania parazitinin
farkl1 tiirlerinin neden oldugu KL lezyonlari, klinik goriinlimlerine bakilarak ayirt
edilmeye ve etken tahmin edilmeye c¢alisilmis, L. major’un “islak”, L. tropica’nin
“kuru” tip KL lezyonlarina neden oldugu varsayilmistir. Gliniimiizde etken artik
klinik goriinimden ¢ok izoenzim analizi veya molekuler biyolojik yontemlerle
belirlenmektedir (29)

2.8. KL Tedavisi:

KL tedavi edilmeden gelisen immunite ile kendiliginden atrofik sikatris birakarak
iyilesebilmektedir. KL mortalite ve belirgin fiziksel morbiditeye yol agmadigindan
endeminin yasandigi iilkelerde 6nemli bir halk saglig1 sorunu olarak goriilmemistir.
Ancak aktif KL lezyonu olanlar kadar KL sikatrisi olanlarda da depresyon,
anksiyete ve yasam kalitesinde azalma saptanmistir. Bu nedenle KL 1iyilesse bile
stirekli bir sosyal ve ruhsal morbidite nedeni olabilmektedir. KL tedavi edilmezse
genellikle 1-1,5 yilda atrofik skatris birakarak kendiliginden iyilesir ancak tani
konulan tiim hastalar tedavi edilmelidir. Erken tedavi ile infeksiyon zinciri kirilir,
yeni olgular 6nlenerek yeni infeksiyon alanlarinin olugmasi engellenir (29)
Tedavide secilmesi gereken birincil ilag bes degerlikli antimon bilesikleridir. Eger
lezyonlarda herhangi bir sekonder enfeksiyon yoksa hemen, eger varsa Oncelikle
uygun antimikrobiyal tedavisinden sonra tedaviye baslanmalidir. Tanisi
parazitolojik olarak dogrulanmis biitiin olgular tedaviye alinmalidir. Ancak bas-
boyun bolgesi disinda, cap1 1cm’den kiiciik ve tek olan lezyonlar gelisiminin belli
araliklarla takip edilmesi kaydiyla tedavisiz birakilabilirler. Gebe ve emziren
anneler icin sistemik veya intralezyonel tedavi Onerilmemektedir. Belirgin
kardiyak, renal, hepatik ve hematolojik hastaligi bulunan olgularda “intralezyonel
enjeksiyon tedavisi” tercih edilmelidir.

Mukozal veya yari-mukozal tutulumu olan tiim olgular, lokalizasyon itibari ile
tyilestiginde fonksiyon bozukluguna yol agma riskine sahip lezyonu olan olgular,

burun ve kulak sayvani gibi altinda kikirdakli dokunun bulundugu deri bolgelerinde
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gelismis iilsere ve enflamatuvar lezyonlu olgular, ¢apt S5cm’ nin iizerinde olan
enflamatuvar veya iilsere lezyonlu olgular, rezidivan ya da kronik formda lezyonu
bulunan olgular, altta yara iyilesmesini geciktiren kronik veya immiin yetmezlikle
seyreden hastalig1 olan ya da immiin siipresif tedavi alan olgular ve multiple (¢coklu)
lezyonlu olgularda “Sistemik antimon tedavisi” tercih edilmelidir (1, 12).

KL’de iyilesme yavas olup, tedaviden sonra da devam eder. Lezyonlar tedavinin
sonunda nadiren tam iyilesir. Tedaviye yanit genellikle klinik goriiniime gore
degerlendirilir. Tedaviyi izleyen 4-6 haftada lezyon 2/3 oraninda kii¢iilmeli, 6dem
ve inflamasyon diizelmeli, iilser reepitelize olmal1 ve yeni lezyonlar gelismemelidir.
Ulserlerin reepitelizasyonu veya tam klinik iyilesme genellikle tedaviyi izleyen ii¢

ayda olur. Tedaviden sonra hastalar relaps acisindan 6-12 ay siiresince izlenmelidir

@8).

2.8.1. KL Tedavi Uygulamalari:

. Sistemik antimon tedavisi:

10-20mg /kg/giin bes degerlikli antimon 12-15 giin siireyle parenteral olarak
uygulanir.  Sodyum stiboglukonat IM ve IV uygulanabilirken Meglumine
antimonate IM derin enjeksiyon seklinde uygulanir. Birinci kiir tedaviden sonra bir
ay ara verilir ve lezyon bu siire sonunda tekrar degerlendirilir. Gerekirse ikinci kiir

tedavi uygulanir (1).

e Intralezyonel Enjeksiyon Tedavisi:

Antimonun lokal olarak enjeksiyonu erken donemdeki, iltihapsiz lezyonlar igin
oldukg¢a faydalidir. Tlag dogrudan enjektdre cekilir ve lezyonun igine intradermal
olarak, lezyon tamamen beyazlasana kadar enjekte edilir. Subkutan dokuya veya
damar igerisine kag¢irmadan uygulanmalidir. Optimal doz lezyonun tamamini

beyazlatan dozdur. Lezyon iilsere ise, ilacin disart sizmasini Onlemek igin
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enjeksiyon {iilser kenarina , iilsere paralel olarak uygulanir.Haftada 1-2 kez olmak
iizere 5 doz enjeksiyon genellikle yeterlidir. Bir ay sonra yapilan kontrollerde
lezyonda tam iyilesme saglanamamis ise ikinci kiir tedavi uygulanir. Tedavisi
tamamlanan olgularin relapslar agisindan ii¢ ayda bir, bir yil siire ile takip edilmesi

uygundur. Relapslarin ¢ogu 3-6 ayda meydana gelmektedir (1).

2.8.2. Diger Tedavi Secenekleri:

Kriyoterapinin etkinligi klinik ¢alismalarda %353 ile 100 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir. Kriyoterapi ve takiben yapilan IL SbV seklindeki lokal tedavi daha
etkili bulunmustur. Kiigiik, non-iilsere yeni lezyonlarda tek basma kriyoterapi
yapilabilir. Bu uygulama iyilesme olana kadar ii¢ haftada bir tekrarlanabilir.
Kriyoterapi eritem, 6dem, biil olusumu, kalici pigment degisiklikleri ve sikatris
olusumuna neden olabilir(8).

Termoterapi az sayida, kiiciik ve goz kapagi, burun, dudak, kulak lokalizasyonlu
olmayan lezyonlarda kriyoterapiye alternatif bir tedavi olarak kullanilabilir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) bu amagla kullanim i¢in onay almis
termoterapi cihazi vardir. Bu cihaz ile yapilan 1s1 tedavisinden 2-3 ay sonra %53 ile
73 arasinda degisen klinik iyilesme oranlari bildirilmistir. Uygulama agrili
oldugundan lokal anestezi gerekir. Termoterapi mukozal ve lenfokutandz yayilma
potansiyeli olan lezyonlarda kullanilmamalidir. Ayrica yiizeyel sinirler, kikirdak,
burun, dudak ve goz kapagi iizerine dogrudan uygulanmamalidir. ilave olarak
termoterapi ve kriyoterapi sistemik tedaviden sonra iyilesmeyen rezidiiel
lezyonlarin tedavisinde kullanilabilir. Ayrica gebe ve emziren kadinlarda da her iki
tedavi de uygundur (8).

Fotodinamik tedavi reaktif oksijen iriinleri olusturarak dokuda harabiyete neden
olur. Bu amacla hedef dokuda segici olarak biriken bir foto duyarlandirici (5-
aminolaevulinic acid gibi) alindiktan sonra 1sinlama yapilir. Nispeten yeni olan bu
tedavi yontemine iliskin veriler sinirhidir. Eski Diinya KL’1i olgularda tedaviden 2

ay sonra %93 oraninda tam klinik iyilesme bildirilmistir. Tedavide ayrica lokal

20



eksizyon, kiiretaj veya elektrodesikasyon da uygulanabilecegi belirtilse de relaps
riskinin yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilmemelidir (1, 8).

Uzun siireli parenteral kullanim, toksisite, endemik bolgelerdeki yliksek maliyet,
ozellikle Hindistan ve Sudan’da gorii- len direngli olgular ve HIV’le koinfekte
kisilerde tedavi basarisizlig1 gibi sorunlar nedeniyle leishmaniasis hastaligina karsi
yeni ilaglar iizerinde ¢alismalar baglamistir ( 34).

Ikincil ilaglardan aminosidin, pentamidin ve ketokonazol gibi alternatif ilaglarda
bulunmakta fakat klinik olarak etkinligi bilinmemektedir. Rifampisin’in KL
lezyonlarma etkili oldugu bildirilmistir fakat tiiberkiiloz ve lepranin endemik
oladugu bolgelerde kullanimi1 uygun goriilmemektedir. Miltefosin adi1 verilen ilag
oral yolla kullanildiginda oldukc¢a etkili oldugu goriilmiistiir. Aminosidin,
paramomisin ve metil benzethonyum klorid’in beyaz yumusak parafin ile
karigtirilmasiyla elde edilen topikal merhem uygulamasi L. major’ un etken oldugu
KL lezyonlarinda etkili oldugu belirtilmektedir. Antimonlara direncli hastalarda
Amphoterisin B kullanilmaktadir. Iyilesmeyen kronik KL vakalarinda oral
ketoconazoliin etkili oldugu bildirilmistir. Klotrimazol, Itrakonazol, Dapson gibi
ajanlarin da KL tedavisinde etkili oldugunu bildiren ¢alismalar vardir. Sitamakin
Primakin analogudur. VL’de oral kullanimi ile ilgili ¢aligmalar siirmektedir.
Pirazinamid hiicre igi L.major’e karst etkili bulunmustur. Bitki ekstrelerinin
kullanim1 makrofajlarda amastigot yiikiinii azaltan “propolis” “Toxus baccata”,
“afidikolin”, “Hipokrellin” gibi iiriinlerin amastigot ve promastigotlara etkilerinin
yani sira immiin sistem iizerinde de etkili olduklar1 gosterilmistir. Kombinasyon
tedavileri Bes degerli antimon bilesikleriyle birlikte topikal immunomodulator olan
“imikuimod” etkin bulunmustur. Bu ilacin makrofajlarca nitrik oksit yapimini
stimiile ettigi ileri slriilmistiir. Paromomisin-sodyum stiboglukonat, miltefosin-
amfoterisin B veya paromomisin, flukonazol-miltefosin ve bitki orijinli
immunomodulator olan “picroliv’ kombinasyonlariyla basarili sonuglar alinmistir.
Bazi sitokinlerle birlikte kombinasyonlar da denenmektedir (Amfoterisin B ile IL-
12, anti CD40, anti IL-10 kombinasyonlari gibi) (1, 34).

Leishmaniasis’te proteaz inhibit6rlerinin kullanimi tizerinde de c¢alisilmaktadir.
Ornegin amastigotlarda virulansta rol alan sistein proteazlar 6nemli ilag

hedefleridir. Antimikrobiyal peptitlerin (AMPs) de antileishmanial aktiviteleri
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iizerinde arastirmalar stirmektedir (Dermaseptin, Temporin gibi). Plazma membrani
AMPs’lerin esas biyolojik hedefidir. AMPs’ler Leishmania membran yapilarini ve
fosfolipid kompozisyonlarini degistirebilirler. Ancak parazite ait GP63 gibi bazi
yiizey metalloproteazlarin, Leishmania’lari antimikrobiyal peptitlerin etkisinden
korudugu, bu nedenle bazi tiirlerin antimikrobiyal peptitlere direncli oldugu

saptanmustir (1, 34).

2.9. KL Parazitolojik Tani:

KL klinik tanisiyla uyumlu her olgu, direkt parazitolojik tani yontemleri ile
dogrulanmalidir. Serolojik testler gibi indirekt tan1 yontemlerinin KL tanisinda
degeri yoktur (35) .

KL’nin parazitolojik tanis1 ti¢ sekilde yapilabilir;

- Mikroskopik inceleme

- Parazit kiiltiirii

- Molekiiler Tani

Mikroskopik inceleme ile KL tanisi, deri kazintilarindan veya biyopsi
orneklerinden hazirlanan Giemsa veya benzeri bir boya ile boyanmis preparatlarda
parazitin goriilmesi seklinde dogrudan konabilir. Lezyondan yapilan yaymalarda
Leishmania amastigotlarinin goriilmesi kesin tani koydurucu oldugu i¢in, sark
cibant slipheli olgularda oOncelikli tan1 yontemi Giemsa boyanmis yaymalarin
incelenmesidir (36) .
Parazit Kkiiltiirii ile KL tanisinda hasta Orneklerinden kiiltiir yapilabilir. Bu
amagla NNN besiyeri gibi besiyerleri kullanilabilir. Kiiltiirde promastigot formlarin

saptanmasi kesin tan1 bulgusudur ve “Leishmania spp tiredi” seklinde rapor verilir (35).

Molekiiler Tam1 Yontemleri’ yle de KL tanis1 konulabilmektedir. Molekiiler
testler oldukca duyarli ve Ozgiildiir. Leishmania DNA’sinin saptanmasi kesin tani
kriteridir. Ornekte Leishmania spp varligin1 saptamak igin, cesitli Leishmania tiirlerinde

ortak olan rRNA internal transcribed spacer 2 (ITS2) bolgesi kullanilir. Ayrica
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kinetoplastik DNA, telomerik sekanslar, gp63, minieksonlar, B-tubulin gibi hedefler de
kullanilmistir. Piyasada ger¢ek zamanli PCR kitleri de bulunmaktadir (35, 36, 37).

2.9.1. KL Tanisinda inceleme Orneklerinin Alinmasi:

KL parazitolojik tanisi i¢in baslica deri lezyonlarindan kazinti, aspirat veya
biyopsi 6rnekleri alinabilir. Buna gore Orneklerin alinmasinda asagidaki hususlara
dikkat edilmelidir (35);

- Orneklerden hazirlanan yayma preparatlar hasta basinda hazirlanmali ve
sabitlenmeli; her birinin rodajli kismina hastanin adi yazildiktan sonra birbirine
temas etmeyecek sekilde uygun bir lam kutusu i¢in yerlestirilerek laboratuvara
gonderilmelidir.

- Kiiltir i¢in alman ornekler laboratuvardan temin edilmis NNN besiyerine
konarak, oda sicakliginda 24-48 saat i¢inde laboratuvara nakledilmelidir. Eger
besiyeri temin edilemiyor veya besiyeri gelene dek hasta bekletilemiyorsa
ornekler bir steril, pH’ 1 ndtral (~7-7.4) tamponlu soliisyona (tamponlu tuzlu su,
%10 fetal dana serumu igeren RPMI, Eagle, Schneider veya Tobie vasatlari)
konarak, oda sicakliginda 24-48 saat i¢inde gonderilmelidir.

- Eger birden fazla lezyon varsa; sekonder enfeksiyonu olmayan bir lezyon
secilmelidir, en yeni/aktif lezyondan 6rnek alinmalidir.

- Lezyonun orta kisimlarinda nekrotik dokular bulundugundan dolayi, ornek
lezyon kenarindan almmalidir. Kabuk varsa kaldirilarak kabugun altindan ve
yaranin kenarindan 6rnek alinir.

- Bakteriyel veya fungal kontaminasyon promastigotlarin {iremesini inhibe
edebileceginden, kiiltiir icin 6rnekler almirken aseptik kosullarin saglanmasina
azami dikkat gosterilmelidir.

- Deri lezyonundan 6rnekler kazint1 yontemi ya da ince igne aspirasyon teknigi ile
dermatoloji uzmani tarafindan veya bu konuda egitim almis bir hekim tarafindan

alinabilir.
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- Elde edilen materyal 3-4 adet lam {izerine nazikg¢e yayilir.

- Yaymalar havada kurutulur ve iizerine saf metanol konarak fikse edilir.

e Kazint1 6rnegi alma yontemi:

Lezyon %70’lik alkolle iyice temizlenir. Lezyonun kenar1 iki parmak arasinda iyice
sikilir ve bir bistiiri ile 0.5 cm uzunlugunda ve 2-3 mm derinliginde bir insizyon
yapilir. Gazli bez yardimi ile insizyon iizerindeki kan damlasi alinir, bu siire
icerisinde lezyon kenarma iki parmak ile yapilan basiya devam edilerek kanama
Onlenir. Bistiiri ucu ile insizyonun i¢ kismina insizyona dik olacak sekilde kazima
islemi yapilir ve miimkiin oldugunca kansiz serdz bir materyal elde edilmeye

calisilir. Elde edilen bu materyal lam iizerine yayilir, metanolle fikse edilir (35).

e Ince igne aspirasyon yontemi:

Saglam deriden lezyon kenarina dogru 0.3 mL steril SF iceren enjektor ile girilir;
deri i¢ine 0.1-03 mL SF verilir ve igne hafifce one arkaya ve icerde dondiirerek ve
pompalanarak hareket ettirilir ve aspire ederek en az 0.1mL 6rnek alinir. Elde edilen bu

materyal lam iizerine yayilir, metanolle fikse edilir (35).

2.9.2. Inceleme Orneklerinin Boyanmasi:

KL tanist i¢in deri lezyonundan hazirlanmis ve metanolde fikse edilmis
yaymalar Giemsa boyama yontemi ile boyanir. Metanolle fikse edilmis ve kurutulmus
yayma preparatlar Giemsa sollisyonu iceren salenin i¢ine konur ve 10 dk bekletilir.
Yayma lamlari saleden ¢ikarilir ve tamponlu su i¢ine batirilir; 3-4 kez batirip ¢ikarilarak

yikanir. Lamlar diisey pozisyonda dizilir ve havada kurutulur (35).

2.9.3. . Inceleme Orneklerinin Mikroskopisi:

KL tanisi deri lezyonundan hazirlanmis ve boyanmis yayma preparatlar

immersiyon objektifi (100X) kullanilarak 151k mikroskobunda incelenir. 100x objektif
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ile yapilan incelemede negatif sonu¢ vermeden Once, tercihen preparatin kenarlarini
kapsayacak sekilde 300 mikroskop alani taranmalidir. Leishmania amastigotlari
makrofajlarin iginde veya disinda cok kiiclik (3 ila 5 um) yuvarlak veya oval
organizmalar seklinde goriiliirler. Bir amastigotta kirmizi-mor niikleus, oldukea kiiciik
daha koyu kirmizi-mor boyanmis kinetoplast ve agik mavi sitoplazma ayirt edilir.
Giemsa boyanmig yaymalarin mikroskopik incelenmesi sonucu Leismania spp
amastigot formlarinin saptanmasi ile parazitolojik olarak “kesin tani” konur;

“Leishmania spp amastigotlar1 goriildii” seklinde rapor edilir (35).

2.9.4. Parazit Kiilturii:

Leishmania spp. izolasyonu i¢in kiiltiir mikroskobik taniya destektir ve tani
sansini yiikseltmek i¢in kullanilmalidir. En ¢ok tercih edilen besiyeri NNN’ besiyeridir.
NNN besiyeri - bifazik, kanli bir besiyeridir; laboratuvarda hazirlanir. Ayrica Offutt'un
modifikasyonu veya Evan’ in modifiye ettigi Tobie’ nin besiyeri, ve/veya Schneider’in
in Drosophila besiyeri gibi Modifiye NNN besiyerleri de Leishmania izolasyonunda
kullanilabilir ve laboratuvarda hazirlanabilirler. Bazilar1 izolasyonda basar1 sansini
artirmak i¢in Orneklerin iki farkli besiyerine inokiilasyonunu onermektedir. Ticari
olarak mevcut hiicre kiiltiirii besiyeri RPMI 1640, Schneider’in besiyeri veya Medium
199 da kullanilabilir (35).

e NNN Besiyeri Kiiltiirii ve degerlendirme:

e NNN Besiyerinin Hazirlanis::

500 mL’lik bir erlen i¢inde NaCl ve agar suyla karigtirithir. 121°C’de 15 dk.
otoklavlanir. Besiyeri 50-55°C’ye sogutulur; aseptik kosullarda i¢ine 10 mL defibrine
tavsan kanm1 ve 1 mL antibiyotik stok soliisyonu (Penisilin (20.000 U/mL) ve
Streptomisin (20.000 pg/mL) eklenir. Aseptik kosullarda tiiplere 4’er mL dagitilir.
Tiipler hemen 10°’lik bir a¢1 ile yatirihir. Katilagir katilasmaz, dip kisimda

kondansasyon sivisinin olusmasi icin tiipler dik bir sekilde bir spora yerlestirilir ve
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buzdolabina kaldirilir. Tiipler besiyerinin adi, hazirlama/son kullanma tarihi yazilarak
etiketlenir; raf omrii 3 haftadir. Buzdolabinda saklanir. (35).
e NNN Kiiltiirii Degerlendirme:

Miimkiinse érnekler hasta basinda kiiltiir tiiplerine inokiile edilmelidir. Ornekler
dogrudan laboratuvara gelmis ise once kiiltiire alinmalidirlar. KL deri lezyonu 6rnekleri
aseptik sartlarda biyogiivenlik kabini igerisinde ya da bek alevi basinda NNN veya
tercih edilen bir baska besiyerine ekilir. Tiipler inokiilasyon oncesinde oda sicakligina
getirilmis olmalidir. Ornek inokiile edilmeden &nce besiyeri tiipleri buzdolabindan
cikarilir ve oda sicakligina gelmeleri icin beklenir. Dipte birikmis kondansasyon sivisi
tizerine 1 mL steril tamponlu SF veya PBS eklenerek besiyeri ekim yapmaya hazir hale
getirilir. Tiiplerin ilizerine hastanin adi, protokol numarasi, ekim tarihi yazilir. Her bir
ornek en az 2 kiiltiir tiipine ekilmelidir. Aspirat drnekleri ve biyopsi parcalart NNN
besiyerinin dip sivisina ekilir. Fazla miktarda Ornek inokiilasyonu gelisimi
baskilayabilecegi i¢in bir tiipe 2-3 damladan fazla 6rnek konmamalidir. EKimden sonra
tiipler, 23-25°C’de 45°’ lik a¢1 ile sogutmali etliivde inkiibe edilir. Ekilen 6rneklerde
etken varsa, genellikle 5-7 giinde promastigotlar gézlenir. Eger 10-15 giin sonra lireme
yoksa yeni pasaj yapilarak her iki tiip birlikte de izlenebilir. Uremenin olup olmadigina,
besiyerinin s1v1 fazindan alinan 6rneklerin incelenmesi ile karar verilir. 4 hafta boyunca
2-3 ¢ giinde bir besiyerinin sivi fazindan 6rnek alinip lam-lamel arasi veya Giemsa
boyal1 preparatlar hazirlanir ve mikroskopta kamgili promastigotlarin varligr yoniinden
degerlendirilir. Ureme varsa Leishmania spp.’nin yapay besiyerinde iireyen formu olan
kamgili promastigotlarin varligr gozlenir. Kiiltlirlerden genellikle 3-7 giin igerisinde
pozitif sonu¢ almir. Normal sartlarda pozitif 6rneklerin yaklasik %70%“inde iireme
olmaktadir. Kiiltiirler, negatif sonu¢ vermeden once, 2-3 giin araliklarla 4 hafta boyunca
tireme varligr agisindan kontrol edilmelidir. Kiiltiirde promastigot formlarin saptanmasi

kesin tan1 bulgusudur ve “Leishmania spp. tiredi” seklinde rapor verilir (35).

2.9.5. KL Laboratuvar Tam Akis Semasi:
T.C. Saghk Bakanlhigi Tirkiye Halk Saghg Kurumu Ulusal Mikrobiyoloji

Standartlar1  Klinik Parazitoloji Tani Standartlari Caligma Grubu tarafindan

hazirlanan Sark Cibani’ nin Mikrobiyolojik Tanis1 rehberine gore sark c¢ibani
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tansisinda alinabilecek ornekler ve tani1 yontemleri igin akis semasi Sekil 2.5.” deki

gibidir (35).

SARK CIBANI (KL) SUPHELI VAKA

Vicudun agikta kalan deri bélgesinde agrisiz lezyon
Lezyon; eritemli papll/nodul veya llsere, volkan gibi
Lezyon tabaninda lastik silgi kivaminda bir yapi;
Lezyonun en az 1 yildir iyilesmemesi;

Endemik bélgede yasama veya
seyahat;

Ailede baska bireyde bulunma;
Tedavi &ykisi

Oda sicakliginda +4°C'de
saklanir, tasinir saklanir,
tasinir

Lezyon aspirasyon drnedi, kiiltir icin

EDTA'lI tlipte érnek, ‘punch’ biyopsit- 2 Lezyon kabugu?

I
]l & O 9 i
[}
[
Yayma preparat, Kilttir igin Metanolde 1
Giemsa boyall EDTAll tiipe - ---1 ] tespitli :
& ! oyanmamis

Mikroskobik alinmig 6rmek ' yyayma T
incelemede NNN tiipiine X !
Leishmania ekim i !
1
Kiltirde Greme X :
X '
| I
]

Yok Var Var Yok3 :

1
\_1_1 | :
| |
I
SARK CIBANI | \
(KESIN TANI) ! !
Tamyi
d|§lan¥az : : Mikroskopi, kdltdr, ileri
Klinik siphe 1 1 tetkik (PCR vb) veya
devam ediyorsa == =T ST TS s sssss--== rm———— ———" dogdrulama icin 48 saat
diger iginde Referans

yontemlerden

el Laboratuvara génderilir
yararlanmir

Sekil 2.5. Sark ¢ibani tansisinda alinabilecek 6rnekler ve tant yontemleri igin akis semast. (35)

2.10. KL Korunma ve Kontrol:

Leishmaniasisin onlenmesi ve kontrol altina alinabilmesi kombine miidahale
stratejileri gerektirir. Zoonotik leishmaniasisin kontroliinde rezervuar konaklarin
kontrolii 6nemli iken, antroponotik leishmaniasiste ise olgularin saptanmasi,
siirveyans ve uygun tedavisi 6nemlidir. Rezervuarlara yonelik olarak yerlesim
alanlar1 ve cevresinde kemirgenlerle miicadele edilmelidir. Kemirgen yuvalarinin
ve beslenme ortamlarmin tahrip edilmesi zoonotik KL’nin kontroliinde etkilidir.
Ayrica sokak kopeklerinin veteriner takibi yapilmali, uygun iriinlerle kum

sineklerinden korunmalari1 saglanmalidir. Vektor kontroliinde kimyasallar, ¢cevresel
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iyilestirme ve kisisel korunma gibi kontrol yontemleri uygulanabilir. Vektor
miicadelesinde kum sineklerinin iireme ve gizlenme alanlarinin kontrolii ve tahribi
oldukc¢a onemlidir. Bu kapsamda; kum sineklerinin giindiiz saklandiklar1 evlerin,
ahirlarin ve tuvaletlerin duvarlarindaki yarik ve gatlaklarin sivanarak onarilmasi,
kirecle badanalanmasi gereklidir. Ayrica organik atiklarin diizenli olarak
toplanmas1 ve ¢imlerin belirli araliklarla bicilmesi de faydali olmaktadir. Kimyasal
miicadele kapsaminda; evlerin, ahirlarin, hayvan barmaklarinin i¢ ve dis
duvarlarma rezidiiel insektisitlerle uygulama yapilmalidir. Vektor-insan iliskisini
kesmek amaciyla Ozellikle insektisit emdirilmis cibinlikler ve perdelerin
kullanilmast etkili olmaktadir. Yine kum sineklerinin aktif oldugu saatlerde disari
cikilmamasi, uzun kollu giysiler giyilmesi ve sinek kovucu iiriinler kullanilmasi da
vektor tarafindan 1sirilma olasiligini azaltacaktir (8).

Tatarciklarin lireme, dinlenme ve beslenme ortamlarinin farkli olmasi, eriskin ve
larvalari ile yapilacak miicadeleyi zorlagtirmaktadir. Organik besinlerin bol olarak
bulundugu nemli olan her ortamda iireyebilmekte, erigkinleri giindiizleri karanlik,
riizgar almayan her yerde saklanabilmektedir. Bu 6zellikleri dikkate alindiginda
larva doneminde miicadele hemen hemen olanaksizlasirken, eriskinler icin farkl
donemlerde farkli miicadele teknikleri uygulanmalidir. Vektor ve rezervuar kontrol
yontemlerinin maliyeti yiiksek olup iy1 bir altyapiya gereksinim gdstermektedir.
Kalict insektisitlerle vektdr kontrolli, yasam alanlarinin etrafinda ve icinde
miicadelede etkili olabilmekte fakat vahsi dogada kendi i¢inde bulasimlari
onlemede etkili olamamaktadir. Eriskinlerin olasi dinlenme yerleri olan evlerin
icinde, hayvan barinaklarinda, evlerin ¢evresindeki aga¢ kovuklarinda, kemirgen
yuvalarinda kalict insektisitlerle korunma yapilabilir. Sivrisinek ergin miicadelesi
yapilan bdlgelerde kismen tatarcik ergin miicadelesi de yapilmis olmaktadir. KL’de
cilt lezyonlar1 vektor tatarciklar i¢in son derece uygun beslenme yerleri olduklari
icin lezyonun bir bandaj ile kapatilmas1 yaranin tatarciklar fiziksel temasini ortadan
kaldirmasi agisindan énemlidir (1).

Hastalarin tan1 konulur konulmaz tedaviye baglamalar1 bulastiriciligi onleyecegi
icin  Onemlidir. Mevsimlik c¢alisan isciler gibi calisma amacgh kitlesel
yerdegistirmelerde, gidilen yerdeki saglik kuruluslarinda dermatologlar tarafindan

kisilerin sark ¢ibani agisindan kontrol edilmeleri gerekmektedir.
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Endemik bolgelerde cibinlik veya insektisitli cibinlik kullaniminin tesvik edilmesi,
ev ve hayvan barinaklarinin fiziksel kosullarinin iyilestirilmesi, hastaligin sik
gortldiigli sark ¢ibani merkezlerinin kurulmasi, halkin bilinglendirilmesi ig¢in
egitimler diizenlenmesi ve saghk ile ilgili kuruluslarin konuya hassasiyet
gostermeleri gerekmektedir (1).

Ulkemizde KL epidemiyolojisinde sosyoekonomik, politik ve gevresel
faktorler belirleyici rol oynamaktadir. Ulkemizdeki ulasimin kolaylasmasiyla gerek
caligmak gerekse de gezi amacl yolculuklarin artmasi, cesitli nedenlerle kirsaldan
kentlere goglerin artis1 ile buna paralel olarak yetersiz altyapr ve sagliksiz
kosullarda barmmma zorunlulugu, kentlerin koylesmesi gibi faktorler yillardir
Gilineydogu Anadolu’da smirli yerlesim gosteren hastaligin yayilimindaki en
onemli belirleyicilerdir. G6¢ edenler kirsaldaki yasam tarzlarini, tiretim bigimlerini
ve aligkanliklarini aynen gog ettikleri kentlerde de siirdiirmeye calismaktadir.
Altyapisiz garpik kentlesme Leishmaniasis i¢in en 6nemli kiiresel risk faktoru olup
hastaligin 6zellikle antroponotik odaklardaki siirekliligine katkida bulunmaktadir.
Kentlerin kenar kesimlerinde hizli ve plansiz olusan bu yerlesim yerlerinde su,
kanalizasyon gibi alt yapr eksiklikleri uygun olmayan bir yasam ortami
olusturmaktadir. Sanlurfa gibi KL siirekliligi goriilen endemik alanlarda kentsel
altyap1 eksikliklerinin yaninda evlerle i¢ ice ahirlarin varligi, ahirlarda biriktirilen
organik maddeler ve yakit olarak kullanilan tezek yiginlar1 goriilmektedir.
Sanliurfa’da sehrin altyapis1 daha iyi ve apartmanlardan olusan kisimlarinda KL
hemen hi¢ goriilmezken yakin bolgedeki alt yapi yetersizlikleri olan gecekondularin
ve hayvan barmaklarinin bulundugu kesimlerinde yogun olarak KL goriilmektedir.
Antroponotik KL’de ozellikle ana kaynak hastalarin tedavi edilmemesinin yani sira,
vektor kum sineklerinin kullanilan insektisitlere diren¢ kazanmasi veya kalici
insektisit uygulamasmin etkin ve yeterli yapilamamasi da hastaligin
yayginlagmasinda oOnemli rol oynamaktadir. Endemik alanlarda insektisit
kullanilarak vektor miicadelesi ile kum sinegi yogunlugu azalinca KL olgu
sayisinda da azalma goriilmektedir. Ancak sadece insektisit vektor miicadelesinde
yeterli olmamaktadir. Saha ¢alismalar1 yapilmali, topluma hastaligin nedenleri ve
tedavi yollar1 ile ilgili bilgi verilmeli, hastalik saglik kuruluslar1 ve ilgili diger

kuruluslar tarafindan ihmal edilmemelidir (29).
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2.11. KL immiinolojisi:

2.11.1. KL immiinopatogenez :

Leishmania enfeksiyonlarinin kontroliinde, hiicresel immiinite ile beraber, parazitin
invaziv o6zelligi, tropizmi, patojenitesi ve konagin genetik alt yapisina bagl olarak
gelistirdigi immiinite ile vektoriin evrimsel acgidan sahip oldugu avantajlarin
tamaminin rol aldig etkilesimler sorumludur. Bu Okaryotik patojenler omurgali
immiin sisteminde evrimlesmislerdir ve en tipik ozellikleri uzun siireli kronik
enfeksiyon yapmalaridir. Konakla etkilesimlerinde, dogal bagisik yaniti agmalari en
temel ve hastaligin gidisini belirleyen en Onemli basamaktir. Hiimoral efektor
mekanizmalardan (kompleman sistemi gibi) kagmalar1 ve hiicresel toksik metabolit
ve lizozomal enzimlere dayanmalari gerekmektedir. Bu nedenle, fagozomal
kompartmanlarda yeniden sekillenmeye sebep olmalar1 ve hiicresel sinyal yolaklar
ile interferenste bulunarak antijen sunumunu ve dendritik hiicrelerin (DH) immiin
regiilasyonunu bozmalar1 da adaptif immiiniteyi ele geg¢irmeleri acisindan cok
onemlidir (38).

Leishmaniasis immiinopatogenezi 3 ayr1 asamay1 igine alan bir etkilesim zinciri

olarak ele almabilir ( 38);

- Parazit-vektor iligkisi ve immiinopatogenez
- Vektor-memeli konak iligkisi ve immiinopatogenez

- Parazit-memeli konak iliskisi ve immiinopatogenez

2.11.1.1. Parazit-vektor iliskisi ve immiinopatogenez:

Disi Phlebotom kan emerek amastigotu alir, barsaginda promastigota
cevirir. Promastigot, ekstraseliiler olarak vektor barsagindaki mikrovilluslara
tutunur. Boliinme yetenegi olan bu prosiklik promastigot, boliinme yetenegini
kaybetmis metasiklik promastigota doniistiigiinde (metasiklogenez) memeli konak

icin enfektif olan formunu kazanir. Ortalama 1-1000 metasiklik promastigot ile
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dongilistinli  tamamlar. Vektor, bir sonraki konak temasi vakti geldiginde,
maksimum enfektif kapasitesine erismis olur (38).

Vektor-memeli konak iliskisi ve immiinopatogenez:

Vektor kan emmek i¢in deri ile tekrar temasa geger ve metasiklik
promastigotu dermise enjekte eder. Leishmaniasis olusumunda sadece metasiklik
promastigotun enjekte edilmesi yeterli degildir. Promastigotun, mekanik hareketle
dermisin derin tabakalarina itilmesi gereklidir, aksi halde hedefledigi dermal
kapillerlere ulagsmasi zordur. Cok daha énemli bir nokta, inokiilasyon bolgesindeki
dogal immiin engellerin asilmast gerekliligidir. Vektoriin  tlikriigiindeki
hyaliironidaz-maksadilan gibi vazodilatator etkili salgilar, enjeksiyon bdlgesinde
hizli bir sekilde hareket ederek temel immiin engellerin asilmasini saglar ve

enfeksiyonun baglamasina yardimei olur (38).

211.1.2. Parazit- memeli konak iligkisi ve immiinopatogenez:

e Dogal Iimmiin Yanitin Asilmast:

Leishmania parazitleri memeli konaga vektor kum sineginin i1sirmasiyla
bulagmaktadir. Kum sine8inin insana inokiile etigi tiikiiriikte bulunan
promastigotlar konagin immiin cevabina yon vermede kritik rol oynamaktadir.
Metasiklik promastigotlar, deriye ulastiktan sonra nétrofiller, makrofajlar, dendritik
hiicreler, keratonsitler ve langerhans hiicreleri gibi bircok hiicreyle etikilesime
girerler ve intraseliller amastigotlara doniistirler. Parazitlerin makrofajlarca
fagositozu monosit ve nétrofillerin devreye girmesine yol agar (39).

Leishmania enfeksiyonlarinin énlenmesinde nétrofiller ti¢ farkl: sekilde rol
oynamaktadir; fagositoz sonrasi intraseliiler 6ldiirme, notrofil ekstraseliiler tuzaklar
(NET’ler)’in  salinimiyla ektraselliiler o6ldiirme, makrofajlarla kooperasyon
aracilifiyla oldiirme. Ayrica, promastigotlarin nétrofiller igerine alinmasi hiicresel
apoptotik sinyalleri inhibe eder ve bu sayede notrofillerin émrii uzar. “Truva at1”

rolli oynayan bu uzun omiirlii notrofiller Leishmania parazitlerini 6ldiiremezler ve
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parazitin makrofaj gibi diger hiicrelere yayilmasinda rol oynarlar. Yapilan kimi
caligmalarda L. braziliensis kaynakli KL enfeksiyonlarinda nétrofillerin koruyucu
rol oynadigi, L.major kaynakli KL enfeksiyonlarinda ise tam tersi olarak
notrofillerin koruyucu rol oynamadigi gozlemlenmistir (39).

Enfeksiyonun ilk giinlerinde nétrofillerin rolii daha ¢ok iken enfeksiyonun
ilerleyen agamalarinda monositlerin rolii daha biiyiiktiir. Enfeksiyondan bir hafta
sonra monositler enfeksiyon bolgesine go¢ ederler ve parazitleri ihtiva eden
monosit kaynakli dendritik hiicrelere farklilagirlar. Monosit kaynakli dendritik
hiicreler proinflamatuvar sitokinlerden IL-12 salinimi yaparak Thl hiicrelerini
aktive ederler ve NK hiicrelerinin aktivasyonu ile IFN-y iiretimini saglayarak KL
enfeksiyonlarinit onleyen Thl tipi hiicresel immiin cevabin olusumunda kilit rol
oynarlar. Yapilan calismalarda enfekte DH’lerden IL-12 salinimi sayesinde L.
major kaynakli KL enfeksiyonlarinin 6nlendigi bildirilmistir (39).

Doku makrofajlarinin ise KL enfeksiyonlarinda ikili rolleri vardir. Parazitle
enfekte makrofajlar IFN-y ve TNF alfa ile klasik yoldan aktive olurlarsa
indiiklenebilir nitrik oksit (iNOs) adi verilen sitotoksik bir enzim salgilayarak
makrofaj icindeki Leishmania parazitlerini Oldirtirler. 1L-4 gibi sitokinler
tarafindan aktive olan makrofajlar parazitin hayatta kalabildigi ve ¢cogaldig1 konak
hiicreler olarak rol yaparlar. Bu makrofajlar sitotoksik enzimler salgilamadiklari
icin Leishmania parazitlerini gogaltici etkiye sahiptir (39)

Dogal Oldiiriicii Hiicreler olan NK hiicreleri de KL’e karsi dogal
bagisiklikta Onemlidir. NK hiicreleri Leishmania antijeni ile karsilasmalari
durumunda prolifere olarak IFN-y iiretirler ve parazit ¢ogalmasini durdurucu etki
gosterirler. NK hiicreleri enfekte makrofajlar1 ve parazitleri lizis yoluyla dldiirerek
enfeksiyonun kontrol altina alinmasini saglarlar. Fakat bu etkinin parazit tiirlerine

gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir (39).

e Kazamilmis immiin Yamitin Asilmasr:

Leishmania’lar zorunlu hiicre i¢i parazitler olmalar1 nedeniyle enfeksiyonun

kontroliinde kazanilmis immiin yanit mekanizmalarindan hiicresel immiin cevap
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etkilidir. CD4+ ve CD8+ yardimci T hiicreleri (Th) ve salgiladiklart sitokinler

hiicresel immiin cevapta Onciil rol oynarlar (39).

e CD4+ Th Hiicrelerinin rolii:

Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalar CD4+ Th hiicreleri tarafindan IFN-
y tretiminin L. major kaynakli KL enfeksiyonlarina direngten, IL-4 iiretiminin ise
KL enfeksiyonlarina duyarliliktan sorumlu oldugunu gostermistir. KL
enfeksiyonlarinin gidisatini T hiicrelerinin polarize olacagt Th hiicre tipi
belrilemektedir. KL enfeksiyonlarinda Thl tipi klonlar koruyucu rol oynarken, Th2
tipi klonlar koruyucu olmamaktadirlar. Yapilan diger destekleyici ¢alismalar da
gostermektedir ki Th1/Th2 tipi hiicrelerin {drettigi sitokinlerin dengesi KL
enfeksiyonlarinin gidisatin1 belirlemektedir. KL enfeksiyonlarina direngte CD4+
Thl hiicreleri tarafindan salimman IFN-y sitokini olurken, KL enfeksiyonlarina
duyarlilikta ise CD4+ Th2 hiicreleri tarafindan erken salinan IL-4 sitokinleri rol
oynamaktadir. Antijen sunucu DH’lerden salinan IL-12 sitokinin miktar1 Th1/Th2
tipi immiin yanita yon vermektedir. Yapilan calismalarda DH’ler tarafindan az
miktarda IL-12 salimmi T hicrelerinin Thl hiicrelerine polarizasyonuna, ¢ok
miktarda IL-12 salimmm ise a Th2 hiicrelerine polarizasyonunda rol aldigini
gostermistir. Ayrica KL’ye duyarli farelerin I1L-12 ile tedavi edilmesi durumunda

iyilesme gosterdikleri belirlenmistir (39).

e CDS8+ T hiicrelerinin rolii:

Aktive olmus CD8+ T hiicreleri de makrofajlart aktive eden IFN-y irettigi
icin KL enfeksiyonlarina karsi hiicresel immiin yanitta 6nemli rol oynadiklari
bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar bu goriisii desteklemektedir. CD8+ T
hiicreleri olmayan farelerin Th2 yoniinde immiin cevap gelistirdikleri ve KL
enfeksiyonlarina duyarli olduklar1 goriiliirken, CD8+ T hiicreleri olan farelerin Thl
yoniinde immiin cevap olusturarak KL enfeksiyonlarina direngli olduklar

gbozlemlenmistir (39).
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e Sitokinlerin rolii:

Sitokinler, hiicreleraras1 haberlesmede rol oynayan, cesitli biyolojik
fonksiyonlar1 diizenleyen protein yapisindaki maddelerdir. Ozellikle immun yanit
ve inflamasyonda onemli rolleri bulunmaktadir. Farkli sitokinler bir hiicrede ayni
sinyal yollarin1 tetikleyebilir ya da bir sitokin farkli hiicrelerde farkli sinyal
yollarini uyarabilir. Sitokinlerin KL enfeksiyonlardan korunmada tasidiklart 6nem

bilinmektedir (40)

o Interferon gamma (IFN-y) sitokinin rolii:

IFN-y KL enfeksiyonlarina direngte kritik bir oneme sahip sitokindir. IFN-y
makrofajlar1  aktive ederek makrofajlarin parazitleri Oldiiriicii  mikrobisidal
molekiilleri iiretmelerini saglarlar. Ayrica IFN-y salinimi, Th2 tipi sitokinlerin
salimmmini engelledigi i¢cin Th2 tipi immiin cevap baskilanir, KL enfeksiyonun
ilerlemesi Onlenir. Farelerle yapilan ¢aligsmalar bu bilgiyi desteklemistir. Farelere
anti-IFN-y antikorlar1 verildiginde Th2 tipi immiin yanit devreye girmis ve fareler
KL enfeksiyonuna duyarl hale gelmislerdir. Tam tersi olarak IFN-y enjekte edilmis
KL enfeksiyonu olan farelerin ise Thl tipi immiin yanit olusturarak iyilestikleri

gorlilmiistiir (39).

e Tiimor Nekroz Faktor (TNF) Sitokinlerinin Rolii:

TNF ailesi sitokinlerin de KL enfeksiyonlarinin gidisatinda 6nemli rolleri
bulunmaktadir. TNF ailesi sitokinlerin, IFN-y sitokini ile birlikte sinerjistik etki
gostererek KL enfeksiyonlarindan korunmada ve iyilesmede rol oynadiklari
bildirilmistir. TNF gen bolgesi eksik olan farelerde makrofajlarin nitrik oksit (NO)
tretemedikleri  ve  makrofaj  icerisindeki  parazitleri  oldiiremedikleri
gozlemlenmistir. Tam tersi olarak TNF gen bdlgesi olan farelerin TNF sitokini
iretebildikleri  i¢in  makrofajlar  igerisindeki  parazitleri  oldiirdiikleri

gozlemlenmistir. Ayrica KL ile enfekte edilmis farelere tedavi amagli TNF

34



verildiginde lezyonlarda azalma ve iyilesme gozlemlenirken, tam tersi olarak anti-
TNF antikorlart verilmesi durumunda KL lezyonlarinin saymnin arttigt ve
enfeksiyonun daha da ilerledigi gézlemlenmistir (39).

o Interlokin 4 (IL-4) ve interlékin -13 (1L-13) sitokinlerinin Rolii:

IL-4 ve IL-13 KL enfeksiyonuna duyarliliktan sorumlu Th2 tipi
sitokinlerdir. Bu sitokinler 1L12, TNF-alfa gibi sitokinlerin salinimini baskilarlar ve
makrofaj aktivasyonu engellerler. Parazitler makrofajlarca dldiirelemedigi i¢in yani
Thl tipi immiin yanit baskilandig1 i¢in enfeksiyon KL’ye duyarlilikla sonuglanir.
Yapilan c¢aligmalar yiiksek seviyede IL-4 sitokini {iretiminin KL enfeksiyonun
ilerlemesine yol acgtifini gostermistir. Ayrica IL-4’l noétralize eden antikorlar
enjekte edildiginde farelerin KL’ye direng gosterdikleri bildirilmistir. Ancak
yapilan bir ¢alismada farkli L. major suslart kullanilmig, IL-4 geni olmayan
farelerin sulardan biri ile yapilan enfeksiyona diren¢ gosterdigi saptanirken,
digeriile yapilan enfeksiyon duyarli oldugu saptanmistir. Bu durum Th2 tipi baska
sitokinin de KL’ye duyarlikta rol alabilecegini diisiindiirmiistiir. Yapilan bir
calismada L. major ile enfekte farelerde IL-13’iin hastalig: ilerlettigi bildirilmistir
(39).

e interlokin 10 (IL-10) Sitokinin Rolii:

IL-10 KL enfeksiyonlarina duyarliliktan sorumlu Th2 tipi sitokinlerden
biridir. IL-10 direkt olarak Thl tipi hiicrelerinin IFN-y iiretimini onler. IL-10,
ayrica makrofajlarin aktive olarak IFN-y iiretmesini de bloke ederler. Bu sayede
makrofajlar NO iiretemedikleri i¢in parazitleri 6ldiiremezler. Regiilator T hiicreler
(Treg) tarafindan tretilen IL-10 parazit persistansi ile de iliskilidir. Treg hiicreleri
tarafindan tretilen IL-10 sitokinin persistan kronik KL enfeksiyonlarma yol actigi

bildirilmistir (39).
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e Interlékin 17 (IL-17) Sitokininin ve Th17 Hiicrelerinin Rolii:

Th17 hiicresi IL-17 sitokini iireten yeni bir Th hiicre grubudur. IL-17
sitokinin immiin aracili hastaliklarda patolojik rol oynarken bazi enfeksiyon
hastaliklarinda koruyucu rol oynadigir bildirilmistir. IL-17 salinnminin KL’ye
duyarhiliga yol agtig1 ¢esitli hayvan deneylerinde gosterilmistir. IL-17 gen bolgesi
olmayan farelerde L. major enfeksiyonlar1 hafif seyrederken, IL-17 gen bolgesi
olan farelerde hastalik daha siddetli seyretmektedir. IL-17’nin enfeksiyon
hastaliklarinda patolojik rol oyanadigi kesin degildir. Yapilan c¢aligmalarda
Leishmania tiirlerine gore IL-17’nin farkli roller oynadig gosterilmistir. Ornegin,
yapilan bir ¢aligmada IL-17 ve Th17 hiicrelerinin L. donovani enfeksiyonlarinda
hastaligin iyilesmesinde rol aldig: bildirilirken, bir baska ¢alismada L. braziliensis
enfeksiyonlarinda patolojik rol oyandig1 ve hastaliga duyarliliktan sorumlu oldugu
bildirilmistir. Sonu¢ olarak KL enfeksiyonlarinda IL-17’ nin rolii Leishmania

tirlerine gore degismektedir (39).

e Regiilator T Hiicrelerin (Treg) Rolii:

Treg’ler, CD4+CD25+Foxp3+ T hiicre grubununda yer alan immiin
sisteminin aktivasyonunu baskilayarak immiin cevabin diizenlenmesinde rol alan
hiicrelerdir. L. major enfeksiyonlari sirasinda Treg hiicreleri primer enfeksiyon
bolgesinde birikirler ve efektér T hiicreler tarafindan parazit eliminasyonunu
baskilarlar, hastaligin kroniklesmesine aracilik ederler ve sayica azalmalar
parazitlerin yok edilmesini saglar. T reg hiicreleri ayrica Leishmania
reaktivasyonunda da rol oynar. Treg hiicrelerinin enfeksiyon bolgesinde birikmesi
sonucu enfeksiyonun daha uzun siirmesine ve parazitlerin daha uzun siire hayatta

kalmasina yol agmaktadir (9).

2.11.2. KL’ye Diren¢ ve Duyarhhk:
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Leishmania enfeksiyonlarina diren¢ ya da duyarliliktan hiicresel immiin
cevapta Kkilit rol oyanayan Th1/Th2 dengesi sorumludur. Enfeksiyonun
baslangicinda, hem diren¢li hem duyarli konaklarda karisik (Th1/Th2) sitokin
cevabr sdz konusudur. Onemli olan hangi tip yanitin baskinlik saglayacagidir.
Th1/Th2 dengesinin Thl yoniine kaymasi KL’ye direnglilik ve ya iyilesme
saglarken, dengenin Th2 yoniine kaymasi KL’ye duyarlik ve ya enfeksiyonun
ilerlemesinden sorumludur. Bu goriis ¢esitli deneysel ¢alismalarla desteklenmistir.
Duyarli ve direngli farelerle yapilan deneysel L.major enfeksiyonlarinda Thl
cevabinin baskin olmasi, lezyonlarin iyilesmesine neden olurken, Th2 cevabinin,
ilerleyen hastalik tablolarina neden oldugu gozlenmistir. (38, 39, 41,42, 43, 44).

KL’de iyilesme makrofajlarin leismanisidal duruma aktive olmasi ile
gerceklesir. Bu olay T helper-1 (Th1) tipi immiin yanit araciliiyla gerceklesir. Thl
tipi immiin yanit sayesinde latent kronik enfeksiyonlarin tekrar olugmasi da
engellenmis olur. Thl tipi immiin yanit antijen sunucu DH hiicreler tarafindan
antijenlerin CD4 ve CDS8 T hiicrelere sunulmasi ve IL-12, IFN- y ve TNF- o gibi
proinfalamatuvar sitkokinlerin sekresyonu ile karakterizedir (41).

IL-4, 1L-10, IL-13, TGFp gibi Th2 tipi sitokinler ise makrofajlar1 deaktive
ederek ve koruyucu sitokinlerin salgilanmasini onleyerek Th2 tipi immiin yanitin
olusmasinda rol oynarlar. Th2 tipi immiin yanit kronik ve ya rekkiirren KL
enfeksiyonlarina yol acar. DKL veya MKL’ e doniisen enfeksiyonlarda da Th2 tipi
sitokin konsantrayonlar1 yliksektir. Bu nedenle bu enfeksiyonlara sahip hastalarda

kendiliginden iyilesme goriilmez (41).

2.11. 3. KL ve As1 Calismalar:

Enfeksiyonu gegiren kisiler parazit tiiriine gore hastaliga kars1 hayat boyu
bagisiklik kazanirlar. KL’e karst kullanilabilecek lisansli bir ticari bir as1 heniiz
yoktur. Ast gelistirme calismalari devam etmektedir. Tiim paraziter hastaliklar
icinde KL’in, as1 gelistirilmesine en uygun olan enfeksiyon oldugu
distiniilmektedir. Parazitin oldukg¢a basit bir yasam dongiisiine sahip olmasi,

ozellikle KL’de gozlenen hastaligin resoliisyonunu takiben re-enfeksiyona direng
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saglanmast ve deneysel modellerin ortaya koymus oldugu, Thl tipteki hiicresel
immiin yanitin hastaliga karst mutlak koruyuculugu, as1 hedefi i¢in uygunluk
olusturmaktadir. Uygun bir Leishmania asis1 genis etkili, ¢apraz koruyuculuga
sahip ve uzun siireli etki gosterebilen bir as1 olmalidir. Yapilan c¢alismalar
Leishmania enfeksiyonlarindan korunmak igin, belirli hiicre gruplarinin
aktivasyonlarinin gerekliligini ortaya koymustur. Bu hiicre gruplart DH’ler, CD4+
ve CD8+ T hiicreler ile makrofajlardir (45).

Tiimorlere ve bazi diger kronik enfeksiyonlara karsi gelistirilen ve basari
gosteren “DH bazli asilar”, KL’ye karsti da denenmektedir. DH’lerin
mikroorganizmalarla ve adaptif immiinite agisindan T hiicreleri ile etkilesimleri
daha net ortaya ¢ikarildikca, bu hiicrelerin immiinoterapotik amach
maniplilasyonlar1 olanakli hale gelmektedir. Belirli adjuvanlarin, sitokinlerin,
Leishmania antijenik peptitleri ile kombinasyonlar1 ya da ex vivo olarak antijenler
ile tetiklenen DH’ler, Leishmania asi veya as1 tasiyicisi olarak kullanilabilmektedir.
DH’ler ayrica, yakin gelecekte immiinoterapdtik olarak kullanilabilecektir (38).

Sitokin ve adjuvanlarla kombine edilmis parazit antijenlerinin, plazmid
DNA’s1 tarafindan kodlandigt DNA bazli asilar diger grup yeni asilardandir.
Literatiirde 6rnegi olan bu as1 yaklagimi, hem CD4+ hem CD8+ T hiicre grubunu
uyarabilme kapasitesine sahiptir (38).

Son yillarda O©nemi ortaya konmus olan, vektoriin tiikriglindeki
immiinomodiilatér  etkili bir takim maddeler de asi1 bilesiklerine eklenmeye
baslamistir. “Transmission blocking vaccine” adi da verilen bu yeni asilar,
maksadilan gibi regiilator fonksiyonlu parazitik maddeleri igermekte ve vektor
tekrar konakla temasa gectiginde lokal inflamasyona neden olarak enjekte edilen
parazitin yasamini engellemektedir (38).

Ozellikle KL’ye karst umut vaad eden ve klinik kullanima en yakin iki
asidan s6z etmek miimkiindiir. Bunlardan birincisi, “Leishmanization (dogal direng
olusturmak i¢in aktif enfeksiyon olusturulmasi)” adi verilen canli-viriilan dogal
asidir. Bu as1, otoklavlanmis canli L.major’u igeren, birinci jenerasyon asidir. ideal
edilebilmis bir antijen preparasyonu olamamasina ragmen, Orta Dogu ve Dogu
Avrupa’da kullanilmis olan bu as1, KL’de %0-75 oraninda kuvvetli ve uzun siireli

koruma saglarken, viriilansinin ayarlanamamasi1 ve katlanilamayacak boyutta
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lezyonlar olusturmasi sebebiyle kullanimdan kaldirilmistir. Su anda, DSO’niin
oncelikli optimizasyon programinda, endemik bolgelerde rutin kullanima uygun
hale getirilmesine ¢alisilmaktadir. ikinci as1 ise “Trifusion” adi ile anilan, ii¢ farkl
rekombinant Leishmania antijenini (TSA, LACK, LelF), alum adjuvani ve IL-12 ile
kombine halde tastyan bir rekombinant alt iinite asisidir. Bu aginin, hem CD4+ hem
CD8+ T hiicrelerini indiikledigi ve uzun siireli immiinite saglamasi a¢isindan umut
veric oldugu distiniilmektedir (38).

Hayvan modelleri ve insan hastaligindan elde edilen verilerin 1s18inda yakin
gelecekte uygun bir immiinoprofilaksinin gelistirilmesi miimkiin goériinmektedir.
Canli as1 ve rekombinant alt iinite asilart hedefe en yakin grubu olusturmaktadir

(38).

3.  GEREC VE YONTEM
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3.1. Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunu Olusturan Ornekler:

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Etik Kurul
Baskanligi’nin “17.04.2009 tarihli ve 2009/55-04 sayili Etik Kurul Onayi’ni
almustir.

Calismaya, 2010 yilinda T.C. Saglik Bakanligi Sanhurfa Valiligi’ne bagh
Remziye Erseven Sark Cibani Teshis ve Tedavi Merkezi’ne bagvuran 55 KL
hastasindan alinan deri lezyon 6rnekleri ve tam kan ornekleri dahil edildi. Saglikli
kontrol grubunun kanlari, KL’nin endemik olarak goriildiigii Sanlurfa ili’nde
yasayan ve KL Oykiisii bulunmayan 110 saglikli bireyden elde edildi. Saglikli
kontrol grubu segilirken cinsiyet ve yas ortalamalarinin hasta grubu ile uyumlu
olmasina dikkat edildi. Tiim hastalara ve saglikli kontrol grubuna ¢alisma hakkinda
bilgi verildi ve onay1 alinan kisiler ¢calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen
hasta ve saglikli kontrol grubuna ait kisilerden 3-4 ml periferik kan Ornegi,

igerisinde antikoagiilan (EDTA) bulunan tiiplere alindi.

3.2.Kullanilan Arag ve Gerecler:

3.2.1. Kullamilan Cihazlar

- PZR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)
- Seviye 2 Biygiivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)

- Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

- Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

- Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
- Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich-Universal 32 R)

- Mikrodalga Firin (Beko-MD 1500)

- Derin Dondurucu (Ugur)

- Sogutmali Etiiv (Memmert)

- Otoklav (Niive-OT 020)

- Hassas Terazi (Scaltec)

- Buzdolabi (Indesit)
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- Vortex (NM-110)

- Su Banyosu (Memmert)

- Distile su cihazi (Niive NS 108)

- Mikropipet Seti (Gilson-Pipetman-P 10-P100-P1000)
- Is1 blogu (Techne DB-2D)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler:
Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-302430300
30354)

Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

Borik asit (Merck K29935665 204)

Brom fenol mavisi (SCP Science B7722)

Giemsa Boyas1 (Sigma 48900)

Triton X-100 (Sigma X100)

Etanol absolut (Riedel- deHaén/ 32221 Germany)
Kloroform (Merck K28735331 107)

Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013K0008)

Tag DNA Polimeraz (Fermentas)

10X PCR Buffer (Mg Free) (Fermentas)

5 mM MgCI2 (Fermentas)

10 mM dNTP Mix (Fermentas)

Proteinaz K (Sigma P 2308)

100 bg’lik Markar (100 bp DNA Step Ladder) (Fermentas)
%95°lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

Methanol (Sigma 322415 USA)

Tween-80 (Sigma P043 USA)

Etidyum-Bromid (Sigma E8751-1G USA)

Distile Su

DNase, RNase icermeyen su (Fermentas)

Roche High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 11 796 828 001)
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Primerler
o IL-12 p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi
= 1188-F,5-TTCTATCTGATTTGCTTTA-3'
= 1188-R, 5-CCTACATACCTTACAAAGT -3'
o IFN-y +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi
= Antisense 5-TCAACAAAGCTGATACTCCA-3'
= Primer A (sense) 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3'
=  Primer T (sense) 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3'
o 1L-10-1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi
» Antisense 5-CAGCCCTTCCATTTTACTTTC-3'
Primer G (sense) 5-TACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'
Primer A (sense) 5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3'

Internal kontrol
Primer 1 (sense) 5-GCCTTCCAACCATTCCCTTA-3'
= Primer 2 (antisense) 5'-TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3'
o IL-4-590 C/T tek niikleotid polimorfizmi
» Primer 1: (AW41A) 5'-ACTAGGCCTCACCTGATACG-3'
*  Primer 2: (AW41B) 5-GTTGTAATGCAGTCCTCCTG-3'
o TNF-a -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi
= Generic primer (antisense) 5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3'
»  Primer G (sense): 5-ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3'
»  Primer A (sense): 5-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3'
Kesim Enzimleri
o BsmFI (Faql) (Fermentas ER1811)
o Tagl (Fermentas ER0671)

3.2.3. Kullanilan Boyalar ve Cozeltiler:
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e Giemsa Stok Boya Hazirlamisi:

- Cam boncuklar 3.0 mm,

- 30 mL Metanol, saf, asetonsuz 270 mL

- Giemsa boya, toz (sertifiye) 3 g

- Gliserol 140 mL

Temiz, kuru, 500 mL’lik bir kahverengi cam sise alinir; igine dnce cam
boncuklar konur ve listedeki diger maddeler verilis sirasina gore sisye eklenir.
Burgu kapak sikica kapatilir. Sise bir ¢alkalayicinin {izerine bir agiyla yerlestirilir;
orta hizda, en az 14 giin, glinde 30-60 dk olacak sekilde calkalanir. Kapak nem
almayacak sekilde daima sikica kapali tutuldugu siirece stok Giemsa oda 1sisinda
stiresiz stabildir. Kullanmadan 6nce sise galkalanir. Calisma soliisyonu hazirlamak
icin kullanilacak kadar bir miktar Whatman No 1 filtre kagidindan siiziilerek alinir

(35).

e Calisma Tamponu 0.0067M, pH 7.2:
- Stok Tampon 10 mL
- Deiyonize su 990 mL
Kullanmadan 6nce pH kontrol edilir. pH7.2 olmalidir. Etiketlenir ve oda

1sisinda saklanir. Raf omrii 1 aydir (35).

e Triton X-100, %5’lik:
- Deiyonize su (56°C*ye 1sitilmig) 95 mL
- Triton X-100 5 mL
Deiyonize su onceden isitilir ve Triton X-100 yavasga eklenir; yavas

cevrilerek karistirilir (35).

e %2.5’luk Giemsa Calisma Boyas1 Hazirlanis::
- Calisma tamponu 40 mL
- Giemsa stok boya 1 mL
- %5 Triton X-100 20 puL
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Gilinliik olarak taze hazirlanir (testten hemen donce). Eger ¢ok sayida lam
boyanacaksa boya giin iginde yenilenmelidir. Ideal olarak hazirlanmis bir ¢alisma

boyasi 1 saatten sonra kullanilmamalidir (35).

3.3. Yontemler:

3.3.1. Parazitolojik Tanm1 Yontemleri:

e KL lezyonlarindan kazinti 6rneginin alinisi ve yayma preparat

hazirlanisi:

Calismaya dahil edilen hastalardan alinan kazinti 6rnekleri SanlurfaValiligi Sark
Ciban1 Teshis ve Tedavi Merkezi’nde c¢alisan uzman personel tarafindan alind.
Sekil 3.1. tez ¢alismasina dahil ettigimiz bir ¢ocuk hastanin sag bacagindaki tizeri
kurutlu KL lezyonunu gostermektedir. Lezyon %70’1lik etil alkolle iyice
temizlendi. Lezyonun kenari iki parmak arasinda iyice sikildi ve bir bistiiri ile 0.5
cm uzunlugunda ve 2-3 mm derinliginde bir insizyon yapildi. Gazli bez yardimu ile
insizyon tiizerindeki kan damlasi alindi. Bu siire igerisinde lezyon kenarina iKi
parmak ile yapilan basiya devam edilerek kanama Onlendi. Bistiiri ucu ile
insizyonun i¢ kismina insizyona dik olacak sekilde kazima islemi yapildi ve
miimkiin oldugunca kansiz serdz bir materyal elde edilmeye calisildi. Elde edilen
bu materyal temiz bir lam {izerine yayildi ve metanolle fikse edildi. Yaymalar oda

1sinda kurumaya birakildi.
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Sekil 3.1. Tez ¢alismasina dahil ettigimiz bir ¢ocuk hastanin sag bacaginda tizeri kurutlu KL lezyonu (Bu
fotograf doktora 6grencisi Fatma Esin AYDIN tarafindan 2010 yilinda Sanliurfa Sark Cibant Teshis
ve Tedavi Merkezi’nde ¢ekilmistir.)

e KL lezyonlarindan hazirlanan yayma preparatlarin Giemsa boyasi ile

boyanmasi:

KL tanist i¢in alinmis deri kazint1 6rneklerinden hazirlanmis ve metanolde fikse
edilmis yaymalar Giemsa boyama yontemi ile boyandi. Metanolle fikse edilmis ve
kurutulmug yayma preparatlar %2.5’luk Giemsa ¢aligma soliisyonu igeren salenin igine
kondu ve 10 dk bekletildi. Yayma preparatlar1 saleden ¢ikarildi ve distile su igine 3-4
kez batirip ¢ikarilarak yikandi. Lamlar diisey pozisyonda dizildi ve havada kurutuldu.

Lam kutularinda arsivlenerek mikroskopi yapilincaya kadar saklandi (35) .

e Mikroskopik inceleme ve Degerlendirme:

KL deri lezyonundan hazirlanmis ve Giemsa boyasi ile boyanmis yayma
preparatlar immersiyon objektifi (100X) kullanilarak 151k mikroskobunda
incelendi.Giemsa boyanmis yayma preparatlarin mikroskopik incelenmesi sonucu
makrofajlarin i¢inde veya disinda c¢ok kii¢iik yuvarlak veya oval organizmalar seklinde
Leishmania amastigotlar1 goriilen preparatlar pozitif olarak degerlendirildi. Bu yontemle

parazitolojik olarak kesin tanis1 konulmus hastalar tez ¢alismasina dahil edildi (35).
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3.3.2. Molekiiler Yontemler:
3.3.2.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan tam kan

orneklerindeki lenfosit ve graniilositlerden genomik DNA ekstraksiyonu Roche

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche 11 796 828 001)’i kullanilarak

gerceklestirildi. Calismaya baslamadan 6nce “Inhibitor Removal Buffer”a 20 ml ve

yikama tamponu (wash buffer)’na 80 ml absolut etanol eklendi. Liyofilize olan

proteinaz K, 4.5 ml DNase/RNase igermeyen distile suda ¢oziildii ve 50 pl’lik

hacimlere ayrilarak -20°C’de ¢alisilincaya kadar saklandi.

Steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine 200 pl binding buffer ve 40 pl proteinaz K
konuldu.

Bunun iizerine 200 pl tam kan 6rnegi ilave edildi ve vortekslendi.

70°C’de 10 dakika bekletildikten sonra iizrene 100 pl izopropil alkol ilave
edildi.

Her bir hasta i¢in ekstraksiyon kitinin igerisinde bulunan toplama tiipii ve
filtreli tlipten bir adet hazirland1 ve ependorf tiipteki sivinin tamam filtreli
tiiplere aktarildi.

Toplama tiipii ve filtreli tiip 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi
ve filtreli tiipe 500 pl “inhibitor removal buffer” eklenerek tekrar 9.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi
ve filtreli tlipe 500 pl yikama tamponu eklenerek tekrar 9.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi.

Bu basamak bir kez daha tekrarlandi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilmadan igerisindeki sivi atik kabina
dokiildii, toplama tiipii tekrar filtreli tiipiin altina yerlestirilerek 12.000
rpm’de 10 saniye yliksek devirde santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiipii atilarak filtreli tlip steril 1.5 ml’lik ependorf
tiipline yerlestirildi ve iizerine 70°C’de bekleyen “elution buffer’dan 150 pl

1lave edilerek oda 1si1sinda 3 dakika beklendi.
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- Siire sonunda 9.000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak filtreli tiipte bulunan
stvinin ependorf tiipe gegmesi saglandi.

- Edle edilen DNA calisilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.3.2.2. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Belirlenmesi
Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan
kanlarindan elde edilen DNA orneklerindeki tek niikleotid polimorfizmlerini tespit

etmek i¢cin ARMS PZR ve PZR-RFLP yontemleri kullanildi.

3.3.2.2.1. TNF-a Geni Promoter -308 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizmi icin ARMS PZR
yontemi Oh ve ark.’nin (46) ¢aligmalarindan se¢ilmistir. Bu yontemde iki adet allel
spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu gen bolgesi

cogaltildi (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi ARMS PZR ydnteminde kullanilan primer
dizileri (46).

Polimorfizm Uzunluk
Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3")
bolgesi (bg)
Generic primer
. TCTCGGTTTCTTCTCCATCG
TNF-a promoter - (antisense) 184
308 G/A Primer G (sense) ATAGGTTTTGAGGGGCATGG
Primer A (sense) AATAGGTTTTGAGGGGCATGA

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu
son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)2SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer G ve Primer A], Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte
edilen DNA konularak hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge

3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karigimi
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PZR malzemeleri -308 G niikleotidi -308 A niikleotidi

Distile su 33.7 ul 33.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl, (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul 1 ul
Generic primer (antisense) (100 pmol/pl) 0.5l 0.5 ul
Primer G (sense) (100 pmol/ul) 0.5 ul -
Primer A (sense) (100 pmol/ul) - 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul 0.3 ul
Toplam PZR karisim1 hacmi 45 ul 45 ul
DNA 5ul 5l
Toplam hacim 50 pl 50 nl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait,
iizerinde G ve A harfi yazili steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul DNA &rnegi konulup termal dongii cihazina
yerlestirildi. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi i¢in termal dongii
cihazinda ARMS PZR kosullar1 Cizelge 3.3.’teki gibi uygulanmistir.

Cizelge 3.3. TNF-a geni promoter -308 G/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR
kosullari (46).

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 64 50 saniye 10
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 59 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1

Bekleme 4 0 0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere

elektroforez uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirildi.
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3.3.2.2.2. IFN-y Geni +874 T/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizmi i¢in ARMS PZR ydntemi
Lopez-Maderuleo ve ark.’nin (47) calismalarindan secildi. Bu yontemde iki adet
allel spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu gen

bolgesi cogaltildl (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi ARMS PZR yonteminde kullanilan primer dizileri (47).

Polimorfizm Uzunluk
Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3")
bolgesi (bg)
N Antisense primer TCAACAAAGCTGATACTCCA
% Primer A (sense) TTCTTACAACACAAAATCAAATCA 261
+874 T/IA

Primer T (sense)  TTCTTACAACACAAAATCAAATCT

Yine bu gen bolgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gerceklestigini
gostermek i¢in insan biliylime hormonu (erisim numarast M13438) niikleotid
dizisinden tasarlanan ve 426 bg¢’lik bdlgeyi cogaltan primerler ARMS PZR
reaksiyonunda ayni anda amplifiye edildi (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. IFN-y geni +874 T/A polimorfizminde kullanilan internal kontrol primer dizileri (47).

Uzunluk
Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3")
(be)
Internal kontrol primer 1 GCCTTCCAACCATTCCCTTA 26
Internal kontrol primer 2 TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu
son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)2SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer A, Primer T, Internal kontrol primer 1 ve Internal kontrol primer
2], Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi.

Her bir 6rnek igin reaksiyon karisimi Cizelge 3.6.’da belirtilmistir.
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Cizelge 3.6. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri +874 T niikleotidi +874 A niikleotidi
Distile su 32.7 ul 32.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl; (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1 pl 1 pl
Internal kontrol primer 1 0.5 ul 0.5 ul
Internal kontrol primer 2 0.5 ul 0.5 ul
Antisense primer (100 pmol/ul) 0.5 pl 0.5 pl
Primer A (sense) (100 pmol/ul) - 0.5l
Primer T (sense) (100 pmol/ul) 0.5l -
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.3 ul 0.3 ul
Toplam PZR karisim1 hacmi 45 ul 45 ul
DNA S5ul Sul
Toplam hacim 50 pl 50 nl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait,
iizerinde A ve T harfi yazili steril 0.2 mI’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul DNA &6rnegi konulup termal dongii cihazina
yerlestirildi. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi i¢in termal dongii cihazinda ARMS
PZR kosullart Cizelge 3.7.’deki gibi uygulanmistir.

Cizelge 3.7. IFN-y geni +874 T/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR kosullari

(47).
Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) Siire Dongii Sayisi

[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 10
Zincir Uzamasi (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 56 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye

Son Uzamas1 (Extension) 72 5 dakika 1

Bekleme 4 00 0
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3.3.2.2.3. IL-10 Geni Promoter -1082 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizmi icin ARMS PZR
yontemi Lopez-Maderuleo ve ark.’nin (47) caligmalarindan se¢ildi. Bu yontemde
iki adet allel spesifik ve bir adet genel primer kullanilarak polimorfizmden sorumlu

gen bolgesi ¢ogaltildi (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi ARMS PZR yo6nteminde kullanilan primer
dizileri (47).

Polimorfizm Uzunluk
Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3")
bolgesi (bg)
IL-10 Antisense

] CAGCCCTTCCATTTTACTTTC
promoter primer

-1082 Primer G (sense)  TACTAAGGCTTCTTTGGGAG
G/A Primer A (sense) CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG

550

Yine bu gen bolgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gerceklestigini
gostermek i¢in insan biliylime hormonu (erisim numarast M13438) niikleotid
dizisinden tasarlanan ve 426 bg¢’lik bolgeyi c¢ogaltan primerler ARMS PZR
reaksiyonunda ayni anda amplifiye edildi (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizminde kullanilan internal kontrol primer dizileri
(47).

Uzunluk
Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3")
(be)
Internal kontrol primer 1 GCCTTCCAACCATTCCCTTA 426
Internal kontrol primer 2 TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

PZR karigimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu
son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NH4)2SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler [Generic primer
(antisense), Primer A, Primer T, Internal kontrol primer 1 ve Internal kontrol primer
2], Taqg DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak hazirlandi.

Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.10.’da belirtilmistir.
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Cizelge 3.10. 1L-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi ARMS PZR reaksiyon karigim1

PZR malzemeleri -1082 G niikleotidi 10824
niikleotidi

Distile su 32.7 ul 32.7 ul
10X PZR tamponu Sul Sul
MgCl; (25 mM) 4 ul 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1ul 1 ul
Internal kontrol primer 1 0.5 ul 0.5 ul
Internal kontrol primer 2 0.5 ul 0.5 ul
Antisense primer (100 pmol/pl) 0.5 ul 0.5 ul

Primer G (sense) (100 pmol/ul) 0.5 ul -

Primer A (sense) (100 pmol/ul) - 0.5l
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.3 ul 0.3 pl
Toplam PZR karisimi hacmi 45 ul 45 ul
DNA 5l S5ul
Toplam hacim 50 pl 50 nl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait,
iizerinde G ve A harfi yazili steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde
paylastirildi. Uzerlerine de 5’er ul DNA &rnegi konulup termal dongii cihazina
yerlestirildi. IL-10 geni -1082 G/A polimorfizmi igin termal dongii cihazinda
ARMS PZR kosullar Cizelge 3.11.’deki gibi uygulanmaistir.

Cizelge 3.11. IL-10 geni promoter -1082 G/A polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan ARMS PZR
kosullar1 (47).

Reaksiyon Asamasi Sicakhik (°C) Siire Doéngii Sayis1

ik Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 10
Zincir Uzamas1 (Extension) 72 40 saniye
Denatiirasyon 95 20 saniye

Primer Baglanmasi (Anneling) 56 50 saniye 20
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye

Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1

Bekleme 4 0 0
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Termal dongili cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, orneklere

elektroforez uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirildi.

3.3.2.2.4. IL-12B p40 Geni 1188 A/C Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi i¢in PZR-RFLP
yontemi Hall ve ark.’nin (48) c¢alismalarindan sec¢ilmistir. Bu ydntemde
polimorfizmden sorumlu gen bolgesi dnce primer spesifik PZR teknigi (Cizelge
3.12.) ile gogaltilmakta daha sonra ¢ogaltilan bu bolge Tagl enzimi ile kesilerek

polimorfizm varlig1 arastirilmaktadir.

Cizelge 3.12. 1L-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi PZR-RFLP yo6nteminde kullanilan primer
dizileri (48).

Polimorfizm bolgesi Primer Adi Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
1188-F TTCTATCTGATTTGCTTTA

IL-12B p40 1188 A/C 233
1188-R CCTACATACCTTACAAAGT

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu
son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NHg)2SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler (1188-F ve 1188-
R), Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak

hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karisimi Cizelge 3.13.”de belirtilmistir.
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Cizelge 3.13. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri Miktar
Distile su 33.7 ul
10X PZR tamponu S5ul
MgCl; (25 mM) 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1l
1188-F (100 pmol/ul) 0.5 ul
1188-R (100 pmol/pl) 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0.3 ul
Toplam PZR karisim1 hacmi 45 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisim1 vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er
ul DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. IL-12B p40 geni 1188 A/C
polimorfizmi igin termal dongii cihazinda PZR kosullar1 Cizelge 3.14.’teki gibi

uygulanmistir.

Cizelge 3.14. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullar1 (48).

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 43 30 saniye 30
Zincir Uzamasi (Extension) 72 1 dakika
Son Uzamasi (Extension) 72 7 dakika 1
Bekleme 4 0 0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik
PZR teknigi ile amplifiye edilen 233 bg’lik bolge Tagl restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir 6rnek igin reaksiyon karisimi

Cizelge 3.15.’de belirtilmistir.
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Cizelge 3.15. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi RFLP reaksiyon karisimi

RFLP malzemeleri Miktar
Distile su 1.8 ul
10X Buffer Taql 1l
Restriksiyon enzimi (Taql) 0.2 ul
Toplam RFLP karigimi
hacmi 3 ul
PZR fiiriinii 7 ul
Toplam hacim 10 pl

Olusturulan RFLP karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege
ait steril 0.2 mI’lik PZR tiiplerine 3 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de
7’ser ul DNA 6rnegi konulup termal dongii cihazina yerlestirildi. IL-12B p40 geni
1188 A/C polimorfizmi igin termal dongii cihazinda RFLP kosullart Cizelge
3.16.’daki gibi uygulanmistir.

Cizelge 3.16. IL-12B p40 geni 1188 A/C polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP kosullar1

Reaksiyon Asamas1 ~ Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi

Inkiibasyon 65 16 saat 1

Bekleme 4 o0 o0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere

elektroforez uygulanmak tizere +4°C’ye kaldirildi.

3.3.2.2.5. IL-4 Geni Promoter -590 C/T Tek Niikleotid Polimorfizmi

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizmi i¢in PZR-RFLP
yontemi Li ve ark.’min (49) c¢alismalarindan sec¢ilmistir. Bu yoOntemde
polimorfizmden sorumlu gen boélgesi once primer spesifik PZR teknigi ile (Cizelge
3.17.) cogaltilmakta daha sonra ¢ogaltilan bu bolge BsmFI enzimi ile kesilerek

polimorfizm varlig: arastirilmaktadir.
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Cizelge 3.17. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi PZR-RFLP yonteminde kullanilan primer

dizileri (49).
Polimorfizm bélgesi Primer Ad1 Niikleotid dizisi (5'-3") Uzunluk (bg)
AW41A ACTAGGCCTCACCTGATACG
IL-4 promoter -590 C/T 254
AW41B GTTGTAATGCAGTCCTCCTG

PZR karisimi steril, temiz kabinlerde hazirlandi. Standart PZR reaksiyonu
son hacmi 50 pl olacak sekilde steril distile su, 10X PZR tamponu [(NHg4),SO4]
(Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP (Fermentas), primerler (AW41A ve
AWA41B), Tag DNA polimeraz (Fermentas) ve ekstrakte edilen DNA konularak

hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon karigimi Cizelge 3.18.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.18. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi PZR reaksiyon karigimi

PZR malzemeleri Miktar
Distile su 33.7 ul
10X PZR tamponu 5ul
MgCl, (25 mM) 4 ul
dNTP mix (10 mM) 1ul
AW41A (100 pmol/ul) 0.5 ul
AW41B (100 pmol/pl) 0.5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 0.3 ul
Toplam PZR karigimi1 hacmi 45 ul
DNA 5ul
Toplam hacim 50 pl

Olusturulan PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
steril 0.2 mI’lik PZR tiiplerine 45 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 5’er
ul DNA 6rnegi konulup termal dongii cihazina yerlestirildi. IL-4 geni promoter -
590 C/T polimorfizmi i¢in termal dongii cihazinda PZR kosullar1 Cizelge
3.19.’daki gibi uygulanmustir.
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Cizelge 3.19. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi amplifikasyonunda kullanilan PZR kosullar
(49).

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
ik Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 50 saniye
Primer Baglanmasi (Anneling) 62 50 saniye 30
Zincir Uzamasi (Extension) 72 50 saniye
Son Uzamasi (Extension) 72 5 dakika 1
Bekleme 4 e 0

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra primer spesifik
PZR teknigi ile amplifiye edilen 254 bg’lik bolge BsSmFI restriksiyon endontiikleaz
enzimi ile kesildi. PZR-RFLP yonteminde her bir drnek igin reaksiyon karigimi

Cizelge 3.20.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.20. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi RFLP reaksiyon karigimi

RFLP malzemeleri Miktar
Distile su 33 ul

10X Tango Buffer 1l
50X SAM* Buffer 0.2 pl
Restriksiyon enzimi (BsmFI) 0.5 pl

Toplam RFLP karigimu

hacmi Sl

PZR iiriinti 5ul
Toplam hacim 10 pl

*SAM: S-adenosyl-L-methionine

Olusturulan RFLP karigimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege
ait steril 0.2 ml’lik PZR tiiplerine 5 pl olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de

5’er ul DNA 6rnegi konulup 1s1 dongii cihazina yerlestirildi. 1L-4 geni promoter -
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590 C/T polimorfizmi igin 1s1 dongii cihazinda RFLP kosullar1 Cizelge 3.21.’deki

gibi uygulanmustir.

Cizelge 3.21. IL-4 geni promoter -590 C/T polimorfizmi restriksiyonunda kullanilan RFLP kosullar1

Reaksiyon Asamasi1  Sicakhk (°C) Siire Dongii Sayisi

Inkiibasyon 37 16 saat 1
Enzim inaktivasyonu 80 20 dakika 1
Bekleme 4 0 00

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere

elektroforez uygulanmak iizere +4°C’ye kaldirildu.

3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

ARMS PZR ve PZR-RFLP yontemleri ile tek niikleotid polimorfizminden
sorumlu gen bolgeleri amplifikasyonla ¢cogaltildiktan sonra etidyum bromid (Et-Br)
ile boyanmis %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek iirlinlerin elektroforezi yapildi.
Hazirlanan jelde yiirlitilen DNA’larin uzunluklari, biyiikliikleri belli DNA
fragmentlerini iceren molekiiler agirlik standardi ile kiyaslanarak saptandi.
Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
[TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan bu tampon kullanilmadan

once 1X olacak sekilde distile su ile sulandirildi.

e Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Bir balon jojede 0.45 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu icerisinde
mikrodalga firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Biraz soguduktan
sonra Et-Br’den 3 pl eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine
yavase¢a dokiildii. Katilasana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra elektroforez tankina yerlestirilerek amplifiye edilen ve restriksiyon enzimleri

ile kesilen 6rneklerin yiiklenmesine hazir hale getirildi.
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Termal dongli cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra buzdolabinda
bekleyen oOrneklerden 10’ar pl alinarak parafilm tizerinde 2 pl 1X TBE ile
hazirlanmis ylikleme tamponu (%20 siikroz veya gliserol, %0.25 brom fenol
mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin
kuyucuklarma sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagi
calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim verilerek, 6rneklerin elektroforezi
30-40 dakika boyunca gerceklestirildi. Yiikleme tamponunda bulunan brom fenol
mavisinin gogli takip ederek jelin 2/3’lik kismina ulastifinda elektroforez
durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k veren UV-

transliiminatoriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlart yapildi.

3.3.2.4. Tek Niikleotid Polimorfizminden Sorumlu Gen Bdlgelerinin

Tespiti

TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu
gen bolgesinin ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez
isleminden sonra 184 b¢ hizasinda gozlenen bantlar hedef bdolge olarak
degerlendirildi.

IFN-y geni +874 T/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen
bolgesinin ARMS PZR yoéntemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez
isleminden sonra 261 b¢ ve internal kontrol primerlerinin amplifiye ettigi 426 bg
hizasinda gozlenen bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizminden sorumlu
gen bolgesinin ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonunda, agaroz jel elektroforez
isleminden sonra 550 b¢ ve internal kontrol primerlerinin amplifiye ettigi 426 bg
hizasinda gozlenen bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizm varliginin PZR-RFLP
yontemi ile arastirilmasinda, PZR amplifikasyon {irlinlerinin elektroforezi sonrasi
233 bg hizasinda gozlenen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi. Yine ayn1 gen
bolgesinin amplifikasyon iirlinlerinin Tagl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesimi sonucu olusan RFLP firiinlerinin elektroforezinde 233, 165 ve 68 bg

hizasinda gozlenen bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.
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IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizm varligmmin PZR-
RFLP yontemi ile arastirilmasinda, PZR amplifikasyon iirlinlerinin elektroforezi
sonrasi 254 b¢ hizasinda gozlenen bantlar hedef bolge olarak degerlendirildi. Yine
ayni gen bdlgesinin amplifikasyon triinlerinin BSmFI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesimi sonucu olusan RFLP iirlinlerinin elektroforezinde 254, 210 ve 44

be hizasinda gozlenen bantlar hedef bolgeler olarak degerlendirildi.

3.3.3. Istatistiksel Analiz

Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ayr1 ayr1 ki kare veya
likelihood ratio testi ile incelenmistir. Anlamli bulunan genotip ve allel frekanslar
icin p degerleri hesaplanmistir. Allel ve genotip dagilimi bakimindan gruplarin
Hardy-Weinberg dengesi kontrol edilmistir. Siirekli degiskenler i¢in tanimlayici
istatistikler ortalama ve standart sapma cinsinden, kategorik degiskenler igin ise
frekans ve yiizde olarak verilmistir. Istatistiksel analizler SPSS v.11.5.1 ve
MedCalc v.11.5.0 paket programlari ile yapilmustir. Istatistiksel analizlerde p<0.05

ise sonuclar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Saghkh Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu ¢alismaya 2010 yilinda T.C. Saglik Bakanligi Sanlurfa Valiligi’ne bagh
Sanliurfa Remziye Erseven Sark Cibani Teshis ve Tedavi Merkezi’ne bagvurmus ve
KL tanist konulmus 55 hasta dahil edildi. Calismaya dahil edilen 55 hastanin 20
(%36.4) ’si erkek, 35(%63.6)’1 kadindi. Hastalarin 22 (% 40)’si onsekiz yasindan
kiigiik ¢ocuk hastalar hastalar iken 33 (%60)’ti 18 yasindan biiyiik yetiskin
hastalardi. Hastalarin yas ortalamalar1 26.13+14.3 idi. Yas ve cinsiyet ortalamalari
bakimindan hasta grubu ile uyumlu olan saglikli kontrol grubunu olusturan 110
kisinin 93 (%84.5)’1 erkek, 17 (%15.5)’si kadind1 ve yas ortalamalar1 29.40+£11.56
idi (minimum:18, maksimum:57) (Cizelge 4.1) .

Calismaya dahil edilen 55 KL hastasinin 48 (%87.27) ’i daha 6nce tedavi
gormemis Akut KL (AKL) hastasi, 4 (%7.27)’1 tedaviye direngli kronik KL (KKL)
, 3 (%5.46) i ise iyilesmeden sonra lezyonlar1 yeniden niiks eden Rezidivan KL

(RKL) hastasiydi. (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol gruplarinin demografik 6zellikleri

. Hasta Grubu  Kontrol Grubu

Demografik Ozellikler
(n=55) (n=110)

Yas Ortalamasi 26.13+14.34 29.41+11.56
Yas Grubu
-Eriskin (>18) 33 (% 60) 90 (%81.8)
-Cocuk (<18) 22 (% 40) 20 (%18.2)
Cinsiyet
-Erkek 20 (%36. 36) 93 (%84. 5)
-Kadin 35 (%63. 64) 17 (%15. 5)
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Cizelge 4.2. Hasta grubunu olusturan 55 kisinin tanisina gére demografik verilerin karsilastiriimast

Demografik veri/ Tam Akut KL Kronik KL Rezidivan KL Toplam
Hasta Sayisi 48 (%87.27) 4 (%7.27) 3 (%5.45) 55 (%100)
Erkek Hasta 15 (%27.27) 3 (%5.45) 2 (%3.63) 20 (%36.36)
Kadin Hasta 33 (%60) 1(%1.82) 1(%1.82) 35 (%63,64)

Cocuk Hasta (<18) 17 (%30.91) 3 (%5.45) 2 (%3.63) 22 (%40)
Eriskin Hasta (>18) 31 ( %56.36) 1(%1.82) 1(%1.82) 33 (%60)

4.2. Tek Niikletoid Polimorfizmi Sonuclari
Sitokin  salinimindan sorumlu gen bolgelerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerin molekiiler yontemlerle arastirllmasinda ARMS PZR ve PZR-

RFLP yontemleri kullanildi.

421. TNF-0 Geni Promoter -308 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

Sonuclari

TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizm varligini
aragtirmak icin ARMS PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik
ve bir adet genel primer kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde
edilen DNA’larin polimorfizmden sorumlu gen bolgesi amplifiye edildi.
Amplifikasyonu sonras1 olusan 184 bg¢’lik bolgenin  %1.5’luk agaroz jel

elektroforez goriintiisti Sekil 4.1.’de verilmistir.
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500 b¢ —>
400 bg —>

300b¢ =

200 b —> M s mmmmms  <— 184 be

100 bg —>

Sekil 4.1. TNF-a geni promoter -308 G/A tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR yontemi ile
amplifikasyonu sonrast olusan 184 bg’lik bolgenin %1.5°luk agaroz jel elektroforez goriintiisii
[Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241,
Fermentas), A: A alleli, G: G alleli, 1 nolu 6rnek: AA Homozigot, 2 nolu 6érnek: GG Homozigot, 3

nolu drnek: GA Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.3.’de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Hasta ve kontrol gruplari arasinda TNF-a geni promoter -308 G/A boélgesi tek niikleotid gen

polimorfizmi allel ve genotip dagilim:

Kontrol Grubu P degeri

Allel/ Genotip Dagilimlari Hasta Grubu (n=55)

(n=110)
TNF-a -308 G>A allel
A alleli 27 (%24,5) 22 (%10,0) 0.001
G alleli 83 (%75,5) 198 (%90,0)
TNF-a -308 G>A genotip
AA genotipi 4 (%7,3) 0 (0,0%)
GA genotipi 19 (%34,5) 22 (%20,0) 0.001
GG genotipi 32 (%58,2) 88(%80,0)
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TNF-a geni promoter -308 G/A bolgesi tek niikleotid gen
polimorfizmlerinin allel (p:0.001) ve genotip (p: 0.001) dagilimlar1 hasta grubu ile
saglikli kontrol grubu arasinda %5 giiven diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olusturmaktadir.

TNF-o geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢alisilan gruplar arasindaki
allel dagilimlar1 karsilagtirildiginda; hasta grubunda (%24.5) A allelinin daha sik
bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%90) ise G allellinin daha sik bulundugu
gozlemlenmistir. TNF-a geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢alisilan
gruplar arasindaki genotip dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta grubunda (%7.3)
AA genotipinin daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%80) ise GG

genotipinin daha sik bulundugu gézlemlenmistir.

4.2.2. IFN-y Geni +874 A/T Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuglari

IFN-y geni +874 A/T tek niikleotid polimorfizm varligini aragtirmak i¢in
ARMS PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik ve bir adet
genel primer kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen
DNA’larin polimorfizmden sorumlu gen bdlgesinin 261 bg’lik bdlgesi amplifiye
edildi. Yine bu gen bolgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun gergeklestigini
gostermek i¢in insan biiyiime hormonu niikleotid dizisinden tasarlanan ve 426
b¢’lik bolgeyi amplifiye eden primerler ARMS PZR reaksiyonunda ayni anda
kullanildi. Amplifikasyon sonrast olusan 261 ve 426 bg¢’lik bolgelerin %1.5°luk

agaroz jel elektroforez goriintiisti Sekil 4.2.’de verilmistir.

500 b
400 b

300 be

200 be

100 be
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Sekil 4.2. IFN-y geni +874 A/T tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR yontemi ile amplifikasyonu
sonrast olusan 261 bg’lik bolge ile insan bilylime hormonunun 426 bg¢’lik bolgesinin %1.5luk
agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler
100 bp DNA Ladder, SM0241, Fermentas), A: A alleli, T: T alleli, 1 nolu 6rnek: AA Homozigot, 2

nolu 6rnek: TT Homozigot, 3 nolu 6rnek: TA Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.4.’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplari arasinda IFN-y geni +874 T/A bdlgesi tek niikleotid gen

polimorfizmi allel ve genotip dagilimlari

. Hasta Grubu Kontrol Grubu
Allel/Genotip Dagilim P degeri
(n=55) (n=110)
IEN-y +874 T2A Allel
A alleli 52 (%47,3) 116 (%52.7)
T alleli 58 (%52,7) 104 (%47.3) p: 0.414
IFN-y +874 T>A Genotip
AA Genotipi 18 (%32,7) 34 (%30,9)
TA Genotipi 16 (9%29,1) 48 (%43,6) P:0.133
TT Genotipi 21 (%38,2) 28 (%25.5)

IFN-y geni +874 T/A boélgesi tek niikleotid gen polimorfizmlerinin allel (p:
0.414) ve genotip (p: 0.133) dagilimlari hasta grubu ile saglikli kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olugturmamaktadir.

4.2.3. I1L-10 Geni Promoter -1082 G/A Tek Niikleotid Polimorfizmi

Sonuglari

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizm varligini
arastirmak i¢in ARMS PZR yontemi kullanildi. Bu yontemde iki adet allel spesifik
ve bir adet genel primer kullanilarak hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde
edilen DNA’larin polimorfizmden sorumlu gen bdlgesinin 550 bg’lik bolgesi

amplifiye edildi. Yine bu gen bdlgesi calisilirken PZR amplifikasyonunun
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gerceklestigini gostermek i¢in insan biiyiime hormonu niikleotid dizisinden
tasarlanan ve 426 bg’lik bolgeyi amplifiye eden primerler ARMS PZR
reaksiyonunda ayni anda kullanildi. Amplifikasyon sonrasi olusan 550 ve 426
be’lik bolgelerin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintlisii Sekil 4.3.°te

verilmistir.

500 be
400 be

300 be

200 bg

100 bg

Sekil 4.3. IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid polimorfizminin ARMS PZR yontemi ile
amplifikasyonu sonrasi olusan 550 bg’lik bolge ile insan biiyiime hormonunun 426 bg’lik bolgesinin
%1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, SM0241, Fermentas), A: A alleli, G: G alleli, 1 nolu 6rnek: AA
Homozigot, 2 nolu 6rnek: GG Homozigot, 3 nolu 6rnek: GA Heterozigot, 4 nolu 6rnek: Negatif

kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrast
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.5.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-10 geni promoter -1082 G/A bolgesi tek niikleotid

gen polimorfizmi allel ve genotip dagilimlari

P
Hasta Grubu Kontrol Grubu de
Allel/Genotip Dagilimi
(n=84) (n=110) ge
ri
IL-10 -1082 G>A Allel
A alleli 67 (%60,9) 114 (%51.8) 0.148
G alleli 43(%39,1) 106 (%48.2)
IL-10 -1082 G>A Genotip
AA 22 (%40,0) 5 (%4.5) <0.001
GA 23 (%41,8) 104 (%94.5)
GG 10 (%18,2) 1 (%0.9)

IL-10 geni promoter -1082 G/A tek niikleotid gen polimorfizminin allel
dagilimlar1 (p: 0.148) hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusturmamaktadir. IL-10 geni promoter -1082 G/A tek
niikleotid gen polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 (p<0.001) hasta grubu ile
saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmaktadir.
Ancak bu gen bolgesi i¢in popiilasyonun ve kontrol grubunun dengede olmamasi
nedeniyle gruplar arasi genotip dagilimmin karsilastirilmas: yapilamamaktadir.

(Kontrol Grubu Hardy-Weinberg dengesi p<0.001).

4.2.4. 1L-12B p40 Geni 1188 A/C Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuclar:
IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak
icin PZR-RFLP yontemi kullanildi. Bu yontemde, once primer spesifik PZR teknigi
ile hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen DNA’lar kullanilarak
polimorfizmden sorumlu gen boélgesi amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi
olusan 233 b¢’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.4.°te

verilmistir.
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Sekil 4.4. 1L-12B p40 geni 1188 AJ/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bélgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 233 bg’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1, 2, 3: 233 bg¢’lik amplifikasyon iriinleri, Kolon 4: Negatif

kontrol].

Daha sonra amplifiye edilen bu bolge Taql restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile kesilerek polimorfizm varlig1 arastirildi. Kesim sonucu olusan 233, 165 ve 68
b¢’lik RFLP firiinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.5.’de

verilmistir.
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Sekil 4.5. IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bdlgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 233 bg’lik bolgenin Tagl restriksiyon
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endoniikleaz enzimi ile kesimi sonrast 233, 165 ve 68 bg’lik RFLP iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1: AA Homozigot (233 bg), Kolon 2: CC Homozigot (165
bg+68 bg), Kolon 3: AC Heterozigot (233 bg+165 bg+68 bg), Kolon 4: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrasi
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.6.’de

verilmistir.

Cizelge 4.6. Hasta ve kontrol gruplar arasinda IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid gen

polimorfizmi allel ve genotip dagilimlari

Allel/Genotip Dagilimlar: Halsr Grublgy Kontg G P degeri
(n=55) (n=110)

IL-12B p40 1188 A>C Allel
Aalleli 90 (%81,8) 160 (%72.7) 0.093
C alleli 20 (%18,2) 60 (%27.3)

IL-12B  p40 1188 A->C

Genotip

AA genotipi 35 (%63,6) 58 (%52.7) 0.86
AC genotipi 20 (%36,4) 44 (%40,0)
CC genotipi 0 (%0,0) 8 (%7.3)

IL-12B p40 geni 1188 A/C tek niikleotid polimorfizmi igin allel (p=0.93) ve genotip
(p=0.86) dagilimi bakimindan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

4.25. IL-4 Geni Promoter -590 C/T Tek Niikleotid Polimorfizmi
Sonuclari

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizm varligini arastirmak
icin PZR-RFLP yontemi kullanildi. Bu yontemde, once primer spesifik PZR teknigi
ile hasta ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen DNA’lar kullanilarak
polimorfizmden sorumlu gen boélgesi amplifiye edildi. Amplifikasyon sonrasi
olusan 254 be’lik bolgenin %1.5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.6.”da

verilmistir.
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Sekil 4.6. IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bélgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 254 bg’lik bdlgenin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1, 2, 3: 254 bg’lik amplifikasyon iriinleri, Kolon 4: Negatif
kontrol].

Daha sonra amplifiye edilen bu bdlge BSmFI restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesilerek polimorfizm varligi arastirildi. Kesim sonucu 254, 210 ve 44
b¢’lik RFLP iiriinleri olugmaktadir. 44 b¢’lik RFLP iiriinii %1.5’luk agaroz jel
elektroforezinde goriilememektedir. 254 ve 210 bg¢’lik RFLP iirlinlerinin %1.5’luk

agaroz jel elektroforez goriintlisii Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid polimorfizminden sorumlu gen bdlgesinin primer
spesifik PZR yontemi ile amplifikasyonu sonrasi olusan 254 bg¢’lik bolgenin BsmFl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonrasi 254 ve 210 b¢’lik RFLP firiinlerinin %1.5’luk agaroz jel
elektroforez  goriintiisii (44 b¢’lik RFLP  {irlini %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde
goriilememektedir) [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder, SM0241, Fermentas), Kolon 1: TT Homozigot (254 bg), Kolon 2: CC Homozigot (210
bg+48 be), Kolon 3: CT Heterozigot (254 bg+210 bg+48 be), Kolon 4: Negatif kontrol].

Agaroz jel elektroforez sonrasi olusan bant paternlerinin incelenmesi sonrast
hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki allel ve genotip dagilimi Cizelge 4.7.’de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol gruplari arasinda IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid gen

polimorfizmi allel ve genotip dagilimlari

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Allel/Genotip Dagilim p
(n=55) (n=110)
IL-4 -590 C>T Allel
C alleli 82 (%74,5) 193 (%87.7) 0.004
T alleli 28 (%25,5) 27 (%12.3)

IL-4 -590 C->T Genotip
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CC genotipi 33 (%60,0) 83 (%75.45) 0.001
CT genotipi 16 (%29,1) 27 (%24.55)

TT genotipi 6 (%10,9) 0 (%0.00)

IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid gen polimorfizmlerinin allel (p:
0.004) ve genotip (p: 0.001) dagilimlar1 hasta grubu ile saglikli kontrol grubu
arasinda %95 giiven diizeyinde istatistiksel olarak anlamli  bir farklilhik
olusturmaktadir. IL-4 geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin galisilan
gruplar arasindaki allel dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta grubunda (%25.5) T
allelinin daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%87.7) ise C allellinin
daha sik bulundugu goézlemlenmistir. IL-4 geninde goriilen tek niikleotid
polimorfizmlerinin  ¢alisilan ~ gruplar  arasindaki  genotip  dagilimlan
karsilagtirildiginda; hasta grubunda (9%10.9) TT genotipinin daha sik bulundugu,
saglikli kontrol grubunda (%75) ise CC genotipinin daha sik bulundugu

gozlemlenmisgtir
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5. TARTISMA

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de halen 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olan KL enfeksiyonlar1 birgok faktére bagli olarak gelismektedir. Bu faktorlerden
birisi de konagin genetik yatkinlifi olabilir. Deney hayvanlariyla yapilan
calismalarda KL’ ye karsi etkili immiin cevabin olusturulmasinda kritik 6neme
sahip c¢esitli genler ve yollar ortaya c¢ikarilmis olmasina ragmen insanlarda KL’ ye
karst immiin cevapta rol alan ve hastaliga genetik yatkinlikla ile ilgili
mekanizmalarin  bilylk bir kismi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda birgok enfeksiyon hastaliginin konagmn genetik
yapisinin etkisi ile ortaya ciktigina isaret eden bulgular gittikge artmaktadir.
Enfeksiyoz ajanlara karsi konak immiin yanitin1 belirleyen bircok gende SNP’ler
saptanmistir. Bir patolojiye neden olmayan ve toplumda %1°den daha sik goriilen
Genomik DNA’daki tek niikleotid farklar1 olan SNP’ler, insanlar arasindaki genetik
cesitliligin en 6nemli formudur. SNP’ler bir gen ifadesinin niteligi veya niceligi ile
dogrudan iligkili olup toplumlarda hastaliklarin goriilme sikligi, siddeti, ilag
yararlanimi ve toksisitesi agisindan farklar olusturur. SNP’ler mutasyonlardan
farklidir. Mutasyonlar DNA ya da kromozom yapisinda bir degisiklik olusturan
varyasyonlardir. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilirken, SNP’ler hastalik nedeni
degildir, ancak hastaliga yatkinlik nedeni olabilirler. Konak genlerinde olugan SNP’ler
gen lriinlerinin farkli kodlanmasi ile veya transkripsiyon kontroliinii etkileyerek
konagin hastaliga duyarlililigi veya direnci ile iligskili olan dogal veya kazanilmig
immiin cevabi etkileyebilir (9).

Sitokin gen bolgelerinde goriilen SNP” lerin malarya, leishmaniasis, lepra,
bruselloz, tiiberkiiloz, salmonelloz, hepatit B ve C, Kronik Papilloma virus
enfeksiyonlari, sinsityal viral enfeksiyonlar gibi bir ¢ok viral, bakteriyel, fungal ve
paraziter enfeksiyon hastaligina genetik yatkinlikta rol oynadigin1 gésteren ¢aligsmalar
mevcuttur (9).

Konagin KL enfeksiyonuna duyarliligi veya direnci hiicresel immiin yanit

mekanizmalarindan Thl tipi ve Th2 tipi immiin yanit arasindaki dengeye baghdir.
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Thl tipi immiin yanit KL’ye direngten sorumlu iken Th2 tipi yanit ise KL’ye
duyarliliga yol agmaktadir. Bu dengeyi saglamada hiicresel immiin yanitta rol alan
hiicrelerden salman sitokinlerin rolii biiyiiktiir. Ornegin, IL-12, IFN-gamma, TNF-
alfa gibi proinflamatuvar sitokinler Thl tipi immiin yanitta kilit rol oynarlar ve KL’ ye
direngten ve iyilesmeden sorumludurlar. 1L-4, I1L-10, IL-13 gibi antiinflamatuvar
sitokinler ise Th2 tipi immiin yanita yol agarak KL’ye duyarlilik ve hastaligin
olusumundan sorumludur ( 41, 50, 51).

KL’ye konagin genetik yatkinligini saptamada Oncelikli olarak hiicresel
immiin yanitta kilit rol oyanayan proinflamatuvar ve ani-inflamatuvar sitokinleri
kodlayan gen bolgelerindeki SNP’leri arastirmak onemli olmaktadir. Fakat sitokin gen
bolgelerinde goriilen SNP’lerin KL’ye genetik yatkinlikla iliskisi ile yapilan ¢aligma
sayis1 oldukga azdir. Sadece bu ¢alismalarla sitokin genlerinde goriilen SNP’lerin KL
hastaligina genetik yatkinlikla iligkili oldugunu sdylemek uygun olmamakta daha
fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ulkemizde ise bu konu ile herhangi bir
caligma bildirilmemistir. Literatiire katkisi olacagini diisiindiigimiiz bu ¢alismada,
KL’ye immiin yanitta kilit rol oynadig diisiinlilen c¢esitli sitokinlerin salinimdan
sorumlu gen bolgelerinde saptanan tek niikleotid gen polimorfizmlerinin KL’ye
genetik yatkinlikla iligkisini belirlemek amaglanmaistir.

Proinflamatuvar sitokinlerden IL-12 sitokini T hiicrelerinin Thl tipi
hiicrelere polarizasyonunu saglayarak Thl hiicrelerini aktive derler ve NK
hiicrelerinin aktivasyonu ile IFN-y iretimini saglayarak KL enfeksiyonlarini
onleyen Thl tipi hiicresel immiin cevabin olusumunda kilit rol oynarlar. Enfekte
DH’lerden IL-12 salinimi sayesinde L. major kaynakli KL enfeksiyonlarinin
onlendigi bildirilmistir. Antijen sunucu DH’lerden salinan IL-12 sitokinin miktar1
Th1/Th2 tipi immiin yanita yon vermektedir. Yapilan calismalarda DH’ler
tarafindan az miktarda IL-12 salmmmi T hiicrelerinin Thl hiicrelerine
polarizasyonuna, ¢ok miktarda IL-12 salmmmimin ise Th2 hiicrelerine
polarizasyonunda rol aldigin1 gostermistir. (39, 43, 44).

Ulkemizde ve diinyada IL-12 sitokini kodlayan gen bélgelerinde tek
niikleotid polimorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iligkisini gosteren calismaya
rastlanmamistir. Yaptigimiz calismaya gore IL-12B p40 1188 A/C gen bdlgesi

polimorfizmlerinin KL’ye duyarliik veya direncle anlamli bir iligkisi
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bulunmamaktadir. Bu konu ile ilgili diinyada KL hastalariyla degil VL hastalariyla
yapilmig bir ¢alisma mevcuttur. IL12B geni -1188 poziyonunda goriilen
polimorfizmlerin VL’ye duyarlilikta veya direngteki roliinii saptamak amaciyla
Ahmed ve ark. (2015 )’nin 44 Irakli VL hastasi ve 40 saglikli kontrolle yaptigi
caligmada IL12 — 1188 polimorfizmleri ile VL arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki bulunamamistir. Ancak CC genotipine sahip VL hastalarinda daha yiiksek
diizeyde IL-12 salinimi oldugu bildirilmistir (52).

IFN-y sitokini, KL enfeksiyonlarina direngte kritik bir 6neme sahip Th1 tipi
pro-inflamatuvar sitokinlerdendir. IFN-y makrofajlar1 aktive ederek makrofajlarin
parazitleri 6ldiiriicii mikrobisidal molekiilleri iiretmelerini saglarlar. Ayrica IFN-y
salimimi, Th2 tipi sitokinlerin salinimin1 engelledigi i¢in Th2 tipi immiin cevap
baskilanir, KL enfeksiyonun ilerlemesi dnlenir ( 39, 43, 44).

Ulkemizde IFN-y sitokini kodlayan gen bolgelerinde tek niikleotid
polimorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iliskisini gosteren herhangi bir calismaya
rastlanmamistir.  Yaptigimiz  c¢alismada IFN-y +874 T/A gen bdlgesi
polimorfizmlerinin  KL’ye duyarlilik veya direngle anlamli bir iligkisi
bulunmamistir. Diinyada IFN-y sitokin gen poliorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla
iligkisini belirleyen birka¢ calisma mevcuttur.

Matos ve ark. (2007) IFNG+874T/A gen bolgesinde goriilen tek niikleoitd
polimorfizmlerinin ve in vitro IFN-y salinimmin American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL) ile iliskisini saptamak amaciyla yaptiklar1 caligmada
Brezilyali 136 ATL hastasim1 ( 78 KL ve 58 MKL ) ve 609 saglikli bireyi
degerlendirmislerdir. IFN-y+874 gen bolgesi tek niikleotid polimorfizmini ARMS-
PCR ile periferal kan mononiikleer hiicrele (PBMC) kiiltiiriinden IFN-y sitokin
Ol¢limiinii ise ELISA yontemiyle analiz etmiglerdir. +874T/A polimorfizmi
acisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. AA
genotipine sahip KL hastalarinda IFN-y diizeyi diisiik bulunmustur. Sonug olarak
bu calismada IFN-y +874T/A polimorfizmi KL veya MKL’ye duyarliklikla iliskili
bulunmamistir. IFNG +874T/A polimorfizminin KL hastalarinda IFN-y diizeyini
diistirdiigii fakat KL hastaligin1 6nlemedigi diisiiniilmektedir (53).

Kamali-Sarvestani ve ark. (2006) ’larinin iran’da yaptign calismada, 201
kendiliginden iyilesen KL hastasi, 92 asemptomatik enfekte kontrol, 58 KKL
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hastas1 ve 668 normal kontrol grubundan aldiklar1 kan 6rneklerini ¢alismaya dahil
etmigler ve Allele Spesific Oligonukleotide Polymerase Chain Reaction (ASO-
PCR) ve PCR-RFLP yo6ntemleri kullanarak TNF-o promoter -308 G/A, TNF- [
+252 G/A, IL-4 -590 C/T, IFN-y +874 A/T sitokin gen bdlgelerindeki tek
niikkleotid polimorfizmlerini  arasgtirmiglardir.  Normal kontrol grubu ile
kiyaslandiginda IFN-y +874 A/T polimorfizminin kronik KL hasta grubunda daha
az siklikta goriildiigli saptanirken, kendiliginden iyilesen KL hasta grubu ile
asemptomatik enfekte kontrol grubu arasinda IL-4 -590 C/T polimorfizmi frekansi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptnamistir. Sonug olarak bu
caligmada, IL-4 promoter -590 C/T gen bolgesinde goriilen fonksiyonel genetik
varyantlarin KL enfeksiyon riskini arttirdigini, IFN-y +874 A/T gen bdlgesinde
goriilen polimorfizmlerin ise hastaligit KKL’ye gevirebilecegini gostermistir (54) .

Magsood ve ark. (2014)’nin Iran’da 86 VL hastasi, 82 seropozitif birey ve
99 seronegatif saglik kontrol grubu olmak izere 267 bireyi dahil ettikleri ¢alismada
ARMS- PCR ile IFN-y geninin +874A/T lokusunda goriilen polimorfizmlerin VL
ile iligkisini aragtirmiglardir. IFN-y +874 A alleli siklig1 seropozitif bireylere(54%)
kiyasla hasta gurubunda (%75.5) daha yiiksek bulunmustur. IFN-y TT genotipi en
stk seropozitif bireylerde(%34.1) goriiliirken, en az siklikla hasta grubunda(
%24.5).gorlilmiistiir. Fakat bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Bu calismaya gore IFN-y +874A/T polimorfizmlerinin VL ile anlaml bir iligkisi
bulunmamaktadir (55).

Mohamed ve ark. (2003) IL4 veya IFNGR1 genlerindeki polimorfizmlerin
VL’ye duyarhilikla iligkisini saptamak amaciyla PKDL o6ykiisii bulunan veya
bulunmayan VL hastali 59 aile ile yaptiklar ¢aligmada, Th2 tipi sitokinlerden IL-4
polimorfizmlerinin VL’ye duyarlilbikta rol aldigi, IFNGR1’de goriilen
polimorfizmlerin ise PKDL’ye duyarlikta rol aldig: bildirilmistir (56) .

Ahmed ve ark. (2015) 44 Irakli VL hastas1 ve 40 saglikli kontrol grubu ile
yaptiklar1 calismada IFN-y geni +874 bolgesinde goriilen SNP’lerin VL ile
iliskisini saptamayi amaglamislardir. SNP analizleri sonuglarina goére; IFN-y geni
+874 allel ve genotipleri hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik gostermistir. Calismada ayrica, hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki IFN-y
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+874 genotipleri farkliligimin serum IFN-y diizeylerini etkilemedigi saptanmigtir
(57) .

Th1 tipi proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a ‘nin da KL enfeksiyonlarina
direng ve iyilesmede onemli rolleri bulunmaktadir. TNF ailesi sitokinlerin, IFN-y
sitokini ile birlikte sinerjistik etki gostererek KL enfeksiyonlarindan korunmada ve
iyilesmede rol oynadiklar1 bildirilmistir. TNF gen bolgesi eksik olan farelerde
makrofajlarn  NO  {retemedikleri ve makrofaj igerisindeki parazitleri
oldiiremedikleri gézlemlenmistir. Tam tersi olarak TNF gen bdlgesi olan farelerin
TNF sitokini iiretebildikleri i¢in makrofajlar igerisindeki parazitleri oldirdiikleri
gozlemlenmistir. Ayrica KL ile enfekte edilmis farelere tedavi amagli TNF
verildiginde lezyonlarda azalma ve iyilesme gozlemlenirken, tam tersi olarak anti-
TNF antikorlar1 verilmesi durumunda KL lezyonlarmin saymin arttigr ve
enfeksiyonun daha da ilerledigi gézlemlenmistir ( 39, 43, 44).

Ulkemizde TNF-o sitokini kodlayan gen bdolgelerinde tek niikleotid
polimorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iligkisini gdsteren herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir.  Yaptigimiz  ¢alismada TNF-a 308 G/A gen bdlgesi
polimorfizmlerinin KL’ye duyarlilik veya direngle istatisitiksel olarak anlamli bir
iliskisi bulunmustur. TNF-a 308 G/A geni A alleli ve AA genotpi KL’ye
duyarlilikla iliskili bulunurken, G alleli ve GG genotipt KL’ye direncle iligkili
bulunmustur. TNF-o geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢aligilan KL
hasta grubu ve saghkli kontrol grubu arasindaki allel dagilimlar
karsilastirildiginda; hasta grubunda (%24.5) A allelinin daha sik bulundugu, saglikli
kontrol grubunda (%90) ise G allellinin daha sik bulundugu, genotip dagilimlar
karsilastirildiginda ise; hasta grubunda (%7.3) AA genotipinin daha sik bulundugu,
saglikli kontrol grubunda (%80) ise GG genotipinin daha sik bulundugu
gbézlemlenmistir.

Diinyada TNF-a sitokin gen poliorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iligkisini
belirleyen birka¢ calisma mevcuttur. Cabrera ve ark. (1995) ’nin Venezuela’da
yaptig1 caligmada, Leishmania braziliensis ’in etken oldugu MKL hastalar1 ve
saglikli kontrol grubu arasinda TNF polmorfizmleri aragtirilmistir. Calismaya gore,
hasta grubundaTNF -beta intron 2 geninde allel 2 agisindan homozigotluk

goriilmesinin MKL’e yatkinliga neden oldugunu gostermistir. TNF-alfa -308
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geninde allel 2 agisindan homozigotluk goriilmesinin MKL’ye yatkinliga yol
acabilecegini bildirmislerdir. Hem TNF-alfa hem de TNF-beta polimorfizmlerinin
TNF-alfa seviyelerinde fonkisyonel farkliliklara yol agtigi bilinmektedir. Bu
caligmaya gore MKL’ye duyarlilikkta TNF-alfa iiretimine etki eden regiilator
polimorfizmlerin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (58).

Mera Ramirez ve ark. (2015)’nin yaptig1 bir ¢alismada asemptomatik L. (V)

panamensis’in etken oldugu KLve KKL hastalarinda TNFa, IL-10 and TLR4
gelerindeki SNP sikligi ve KL’ye duyarlilikla iligkisini arastirmislardir. ~ Afro-
amerikan KKL ( n=38) ve asemptomatik bireyler (n=43)’den elde edilen DNA
ornekleri PZR-RFLP teknigi ile analiz edilmis, TNFa -308G/A (rs1800629), 1L-10
-819C/T (rs1800871), ve TLR4 Asp299Gly (A/G) (rs4986790) ve TLR4Thr3991le
(C/T) (rs4986791) gen bolgelerindeki polimorfizmler arastirllmistir. TNFa
rs1800629 gen bolgesinde A allelinin dagilimi asemptomatik bireylerde daha fazla
goriiliirken, asemptomatik bireylere kiyasla Kronik KL hastalarinda IL-10
rs1800871 gen bolgesinde CC genotipi daha sik goriilmiistiir. Fakat bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Gruplar arasindaki TLR4 rs4986790
veya 1s4986791 polmorfizmlerinin sikligi istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmamistir (59).
Ortiz-Florez ve ark. ( 2015)’nin yaptig1 bir ¢alismada Meksika’da iki farkli
endemik bolgede yasayan 79 lokalize KL hastasi, 15 VL hastasi ve 127 ve 89 lokal
olarak eslestirilmis kontrol grubunda iki adet TNF-a promoter ve yedi adet
SLC11AT1 gene bolgesi SNP’lerinin allel, genotip ve haplotip iliskisi arastirilmistir.
Sonug olarak hicbir TNF-a alleli ve genotipi KL veya VL ile iliskilendirilmemistir
(60).

IL-4 KL enfeksiyonuna duyarliliktan sorumlu Th2 tipi sitokinlerdendir. IL-4
sitokini, IL12 ve TNF-alfa gibi sitokinlerin salimimini baskilarlar ve makrofaj
aktivasyonu engellerler. Parazitler makrofajlarca 6ldiirelemedigi ig¢in yani Thl tipi
immiin yanit baskilandig: i¢in enfeksiyon KL’ye duyarlilikla sonuglanir ( 39, 43,
44).

Ulkemizde IL-4 sitokinini kodlayan gen bolgelerinde tek niikleotid
polimorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iliskisini gdsteren herhangi bir calismaya

rastlanmamistir. Yaptigimiz bu ¢alismada IL-4 geni promoter -590 C/T tek
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niikleotid gen polimorfizmlerinin KL’ye yatkinlikla iliskili oldugu gbzlemlenmistir.
IL-4 geni promoter -590 C/T tek niikleotid gen polimorfizmlerinin ¢alisilan gruplar
arasindaki allel dagilimlan karsilastirildiginda; hasta grubunda (%25.5) T allelinin
daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%87.7) ise C allellinin daha sik
bulundugu goézlemlenmistir. IL-4 geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin
caligilan gruplar arasindaki genotip dagilimlart karsilastirildiginda; hasta grubunda
(%10.9) TT genotipinin daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%75) ise
CC genotipinin daha sik bulundugu gozlemlenmistir. Bu verilere gore; IL-4 geni
promoter -590 C/T bolgesinde T alleli ve TT genotipi KL ye duyarhilik, C alleli ve
CC genotipi KL ye direng ile iligskilendirilmistir.

IL-4 geni polimorfizmlerinin ve KL’ye duyarlilikta ve hastaligin
ilerlemesinde rol oynadigini gosteren calisma sayisi olduk¢a azdir. Kamali-
Sarvestani ve ark. (2006) * larinin Iran’da KL hastalariyla yaptig1 calismada 1L-4
promoter -590 C/T gen bolgesinde goriilen polimorfizmlerin KL enfeksiyon riskini
arttirdigini gostermistir (54). Mohamed ve ark. (2003) IL-4 polimorfizmlerinin
VL’ye duyarlilikta rol aldigini bildirmislerdir (56).

IL-10 sitokini KL enfeksiyonlarima duyarliliktan sorumlu Th2 tipi
sitokinlerden biridir. IL-10 direkt olarak Thl tipi hiicrelerinin IFN-y iretimini
onler. IL-10, ayrica makrofajlarin aktive olarak IFN-y iiretmesini de bloke ederler.
Bu sayede makrofajlar NO iiretemedikleri icin parazitleri Oldiiremezler. Treg
tarafindan iretilen IL-10 parazit persistans1 ile de iligkilidir. Treg hiicreleri
tarafindan tretilen IL-10 sitokinin persistan kronik KL enfeksiyonlarina yol agtigi
bildirilmistir ( 39, 43, 44).

Ulkemizde IL-10 geni polimorfizmlerinin KL’ye duyarlilik veya direngle
iliskisini gosteren herhangi bir ¢alisma bildirilmemistir. KL hastalar ile yaptigimiz
caligmada IL-10 promoter -1082 G/A gen bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmi
sonuglarina gore allel (IL-10: p=0.148) ve genotip (IL-10: p<0.001 hasta grubu
dengedeyken saglikli kontrol grubu dengede degil, ayrica popiilasyon dengede
degil) dagilimi bakimindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Sonug¢ olarak bizim ¢alismamiza gore;
IL-10 promoter -1082 G/A geni polimorfizminin KL’ye duyarlilikla iligkisi

bulunmamaktadir.
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Kiany ve ark. ( 2005) Iran’da da IL-10 geni polimorfizmleri ile VL iliskisini
saptamak amaciyla 120 pediatrik kala azar hastasi, hastalarin kardeslerinden olusan 57
saglikli birey, endemik bolgede yasayan VL veya KL hikayesi olmayan seropozitif 102
saglikli bireyin dahil edildigi ¢alismada PZR-RFLP yontemiyle IL-10 geni promoter
bolgesinde -1082G/A, 819T/C, 592A/C olmak iizere 3 farkli polimorfizm arastirilmistir.
Gruplar arasinda arastirilan 3 farkli IL-10 gen polimorfizmleri i¢in de genotip ve allel
sikliklar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir (61).

IL-10’un VL enfeksiyonlarinda regiilatér rol oynadigi ve bu sitokini
kodlayan gen bolgesinde polimorfizm olusmasi IL-10 salinimini arttiracagi
diisiiniilmektedir. Hajilooi ve ark. (2013)’lar1 Iranl bir popiilasyonda IL-10 geni -
819 pozisyonunda goriilen polimorfizmlerin VL ile iliskisini arastirmislardir.
Calisma gruplarinin  seropozitif 100 VL hastast (Grupl), 62 seropozitif
asemptomatik VL hastasi (Grup 2) ve 128 saglikli kontrol grubu (Grup 3) seklinde
kategorize edildigi bu ¢alismada IL-10 -819 gen polimorfizmi PZR-RFLP teknigi
ile arastirilmistir. 1L-10 -819 (C/T) polimorfizmi VL ile istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde iligkilendirilirken,CT genotipi diger gruplara kiyasla VL hasta grubunda
daha sik gozlendigi belirtilmistir. C ve T allelleri VL ile iliskli bulunmamustir.
Sonug olarak IL-10 geni -819 C/T genotipinin VL ig¢in risk faktorii olusturabilecegi
ve VL’ye yatkinliga neden olabilecegi sdylenebilir (62) .

Salhi ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 ¢esitli c¢alismalarda aktif KL
lezyonlarinda Th2 tipi veya karisik tipTh1/Th2 tipi immiin yanitin yiiksek diizeyde
IL-10 salimimi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastirmacilarin
IL10-819C/T gen bolgesindeki polimorfizm analizleri ile ilgili ¢alismalarinda C
allelinin ve 1L10-819C/C genotipinin IL-10 salinimini arttirarak ve L. braziliensis
kaynakli KL lezyonlari riskini arttirdigini bildirmislerdir (63).

Ahmed ve ark (2015), 44 Irakli VL hastas1 ve 40 saglikli kontrolle yaptigi
caligmada IL-10 geni -1082, -819 ve -592 pozisyonlarindaki polimorfizmlerin
VL’ye yatkinlikla iligkini arasgtirmislar, bu gen bolgelerindeki polimorfizmler ile
VL arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulunamamustir. Ancak IL-10 geni
-1082 GG genotipine sahip VL hastalarinda daha yiiksek diizeyde IL-10 salinimi1
oldugu bildirilmistir (64).
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Bizim g¢aligmamizda calisilan sitokin gen bdlgeleri disinda diinya farkl
sitokin gen polimorfizmlerinin KL ve diger Leishmania enfeksiyonlartyla iliskisini
degerlendirlen cesitli ¢alismalar bildirilmistir. Moravej ve ark. ( 2012) Iran’da 95
pediatrik VL hastas1 ve 128 saglikli birey ile yaptig1 calismada PZR-RFLP teknigi
ile LT-o (+252A/G) ve IL-1B (+3953T/C ve -511T/C) gen bolgelerindeki
polimorfizmleri arastirmiglar, ¢alisma gruplar1 arasinda LT-a (+252A/G) ve IL-1P
(+3953T/C) gen bolgelerindeki polimorfizmlerin allel ve genotip siklig1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Fakat IL-1p -511 TT genotipi
siklig1 kontrol grubunda yiiksek iken,IL- 1B -511 CC genotipi ve C alleli hasta
grubunda daha yiiksek bulunmustur. IL-1p CC (-511/+3953) haplotipi kontrol
grubuna kiyasla VL hastalarinda daha sik goriilirken, TT haplotipi hasta grubuna
kiyasla kontrol grubunda daha sik goriilmiistiir. Sonug olarak; bu caligmada IL-1f -
511 C alleli, CC genotipi ve CC (-511/+3953) haplotipinin VL’ye duyarlilikla
iliskili bulunurken, IL-1p3 -511 TT genotipi, T alleli, TT haplotipi (-511/ +3953) ise
VL’ye direng ile iliskilendirilmistir (65).

L.mexicanahem LKL hem de DKL’ye neden olabilmektedir. Bu
hastaliklarin siddetini belirleyen faktorler ile bilgiler olduk¢a azdir. Fernandez-
Figueroa ve ark (2012)’nin Meksika’da 6’s1 DKL’li olan 58 LKL hastas1 ve 123
saglikli kontrolle yaptiklar1 ¢alismada; IL-1RA (+2018), IL-1p (-511) ve CXCLS8
(—251) genlerinde tek niikleotid polimormofizmlerini arastirmislardir. Sonug olarak
IL-1B =511 C/T polimorfizmleri LKL’ye duyarlilikla iligkilendirilirken, IL-1RA
(+2018) ve CXCL8 (—251) genlerinde goriilen polimorfizmler LKL ile iliskilili
bulunmamustir (66).

Thl tipi sitokinlerden biri oldugu disiiniilen IL-18 sitokininin VL’ye
direngte rol oynadigi diisiiniilmektedir. Kumar ve ark. (2014)’nin Hindistan’da 204
VL ve 267 saglikli kontrolle yaptiklari calismada IL-18 geninin promotor
rs1946519 (=656 G/T) ve rs187238 (=137 G/C) bolgelerinde ve rs549908
(+105A/C) kodon bolgesindeki goriilen SNP’ler PZR-RFLP teknigi ile
arastirilmistir. IL-8 geni —656 pozisyonunda goriilen G alleli sikligi ve GGC/GGA
haplotipleri istatisitiksel olarak anlamili bir sekilde saglikli kontrol grubunda daha

yiiksek iken, TT genotipi ve TGA haplotipi sikligt VL grubunda daha yiiksek
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bulunmustur. Sonug olarak G alleli tagimak VL’ye karsi koruyucu rol oynamaktadir
(67).

Ahmadpour ve ark. (2011) ’nin yaptig1 bir ¢alismada 91 VL hastasi, 105
seronegatif saglikli birey ve 78 seropzitif kontrol grubu c¢alismaya dahil edilmis,
calisma grubundan elde edilen DNA ornekleri ARMS-PCR yontemi ile IL-18
promoter -607A/C alleli agisindan analiz edilmistir. IL-18 promoter -607 CC
genotipi gruplar arasinda en baskin genotip olarak saptanmis, gruplar arasindaki
genotip dagilimi istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamustir. Saglikli
seropozitif grup ve hasta grubunda -607AC ve -607AA genotipi en az rastlanan
genotipler olmustur. Sonug olarak VL hasta grubu, saglikli seronegatif ve saglikli
sero-pozitif bireyler arasinda baskin genotipler 607C/C (38.5%), -607A/C (37.1%)
ve -607C/C (35.9%) olarak belirlenmistir (68). Ayni arastirmacilarin 2014 ylinda
Iran’da 91 VL hastas1 ve 106 seronegatif birey ve 79 saglikli kontrolle yaptiklari
calismada ARMS-PCR yo6ntemini kullanarak IL-18 geni —607A/C ve —137G/C
polimorfizmlerinin VL ile iligkisini aragtirmiglardir. Sonug olarak IL-18 geni
promoter bolgesindeki —607A/C ve —137G/C polimorfizmlerinin VL ile iligkili
olmadig1 bulunmustur (69).

IL-18 sitokininin T hiicrelerini uyararak IFN-y sitokini liretmelerinde ve
VL’ye kars1 savunmada rol aldig1 bilinmektedir. Moravej ve ark. (2013) yaptiklari
bir ¢aligmada IL-18 gen polimorfizmleri ile VL’ye duyarlilik arasindaki iliskiyi
arastirmak amaciyla 118 pediatrik VL hastas1 ve 156 saglikli kontrolde PCR-
PRFLP yomtemi ile IL-18 geni —656 G/T, —137 G/C ve +105A/C (kodon 35/3)
pozisyonlarindaki polimorfizmleri arastirmiglardir. Sonug olarak bu ¢aligma IL18
geni -656 pozisyonunda T alleline sahip olan bireylerin VL’ye direngli
olabileceklerini gostermistir (70).

IL-8’in VL enfeksiyionlarinda iyilesmede ve hiicresel immiin yanitin
aktivasyonunda rol aldig1 disiiniilmektedir. Hajilooi ve ark (2015). IL- 8 =251 T/A
polimorfizminin VL ile iligkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, 91
seropozitif semptomatik VL hastasi, 104 seropozitif asemptomatik VL hastasi ve
110 saglikli kontrol bireyde allel spesifik PCR yontemi ile IL-8 —251 T/A
polimorfizmini arastirmislardir. 1L-8—251 polimorfizmi istatistiksel olrak anlamli

bir sekilde VL ile iligkili bulunmusgtur. TT genotipi VL hasta grubunda daha sik
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goriilirtken  diger gruplarda daha az siklikla gorilmistir. 1L-8—251
polimorfizmlerinin VL’ye karsi risk faktorii oldugu diistiniilmektedir (71).

TGFB1 ve IL-8 sitokinlerinin VL’ye duyarlilikta ve hastaligin olusmasinda
rol oynadiklar1 disiiniilmektedir. Frade ve ark. (2011) 198 VL hastasi, 98
seropozitif asemptomatik birey ve 101 seronegatif saglikli birey ile yaptigi
calismada TGFBlgeni —509 C/T ve +869 T/C ve IL8 —251 A/T poziyonlarindaki
polimorfizmleri PCR-RFLP teknigi ile arastirmislardir. Hasta grubunda TGF1 geni
-509.’ncu poziyonunda T alleli siklig1 daha yiiksek bulunmustur. Sonug¢ olarak
VL’ye duyarlilikta ve hastaligin ilerlemesinde TGF1 geni polimorfizmlerinin rol
oynadigi diisiiniilmektedir (72).
Sonug olarak bizim ¢alismamizda I1L-4-590 C/T ve TNF-a 308 G/A polimorfizmleri
ise KL’ye yatkinlikla iliskilendirilmistir. Calistigimiz  diger sitokin gen
polimorfizmlerinin (IFN-y +874 T/A, 1L-10 -1082 G/A, IL-12B p40 1188 A/C)
KL’ye duyarlilikla veya direngle iliskisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Ulkemizde konu ile yeterli veri bulunmamakta, tiim diinyada yapilan galisma sayisi
olduk¢a azdir. Az sayida calisma ile KL’ye genetik yatkinlikta sitokin
polimorfizmlerinin rolii vardir veya yoktur sonucuna varmak uygun olmamaktadir.

Konu ile ilgili daha fazla sayida yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sitokin gen polimorfizmlerinin KL’ye genetik yatkinlik ile iligkisini
belirlemek amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada KL’ye karsi immiin yanitta kilit rol
oynayan sitokinlerin salgilanmasindan sorumlu gen bolgelerindeki SNP’ler
saptanmistir. Bunun i¢in; KL hastalar1 ve saglikli kontrol grubundan alinan tam kan
orneklerinden izole edilen DNA Ornekleri ARMS-PZR ve PZR-RFLP
yontemleriyle analiz edilmis, Thl tipi pro-inflamatuvar sitokinlerin  TNF-a
promoter -308 G/A, IFN-y +874 A/T, IL-12B p40 geni 1188 A/C gen bolgeleri ile
Th2 tipi anti-inflamatuvar sitokinlerin IL-10 promoter -1082 G/A bolgesi ve IL-4
promoter -590 C/T gen bolgeleri tek niiklotid polimorfizmleri arastirilmistir.

Bu calismaya 2010 yilinda Sanlwurfa Sark Cibam1 Tami ve Tedavi
Merkezi’ne bagvurmus ve parazitolojik olarak kesin tanis1 konulmus toplam 55 KL
hastas1 dahil edildi. Caligmaya dahil edilen 55 hastanin 20 (%36.4) ’si erkek,
35(63.6%)’1 kadindi. Hastalarin 22 (% 40)’ si onsekiz yasindan kiiciik ¢ocuk
hastalar iken 33 (%60)’ii 18 yasindan biiyiik yetiskin hastalardi. Hastalarin yas
ortalamalar1 26.13+14.3 idi. Calismaya yas ve cinsiyet ortalamalar1 bakimindan
hasta grubu ile uyumlu olan, KL i¢in endemik bir bolge olan Sanlwurfa ili’ nde
yasayan ve KL Oykiisii olmayan 110 saglikli birey dahil edildi. Saglikli kontrol
grubunu olusturan 110 kisinin 93 (%84.5)’1 erkek, 17 (%15.5)’si kadind1 ve yas
ortalamalar1 29.40£11.56 idi (minimum: 18, maksimum:57).

Hasta grubunu olusturan 55 KL hastasinin 48 (%87.27) i daha 6nce tedavi
gormemis AKL hastasi, 4 (%7.27)’i tedaviye direngli KKL, 3(%5.46)’ i ise
iyilesmeden sonra lezyonlar1 yeniden niiks eden RKL hastastydi.

Sitokin genleri tek niikleotid polimorfizm analizleri sonuglarina
baktigimizda; 55 KL hastas1 ve 110 saglikli kontrol grubu arasinda, TNF-a ve 1L-4
sitokinlerinin tiretiminden sorumlu TNF-o promoter -308 G/A ve IL-4 promoter -
590 C/T gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmi sonuglarina gore allel
(TNF-a: p<0.001, IL-4: p: 0.004) ve genotip (TNF-a: p=0.001, IL-4: p: 0.001)

dagilimi bakimindan hasta grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda %35 giiven
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diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Calisilan gruplar
arasindaki TNF-o geni tek niikleotid polimorfizmleri allel dagilimlar
karsilastirildiginda; hasta grubunda (%24.5) A allelinin daha sik bulundugu, saglikli
kontrol grubunda (%90) ise G allellinin daha sik bulundugu, genotip dagilimlari
karsilastirildiginda ise; hasta grubunda (%7.3) AA genotipinin daha sik bulundugu,
saglikli kontrol grubunda (%80) ise GG genotipinin daha sik bulundugu
gbzlemlenmistir. IL-4 geninde goriilen tek niikleotid polimorfizmlerinin ¢alisilan
gruplar arasindaki allel dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta grubunda (%25.5) T
allelinin daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%87.7) ise C allellinin
daha sik bulundugu, genotip dagilimlar karsilastirildiginda ise hasta grubunda
(%10.9) TT genotipinin daha sik bulundugu, saglikli kontrol grubunda (%75) ise
CC genotipinin daha sik bulundugu gozlemlenmistir. Ancak IFN-y, IL-12, IL-10
sitokinlerinin tiretiminden sorumlu IFN-y +874 A/T, IL-12B p40 1188 A/C ve IL-
10 promoter -1082 G/A gen bolgelerindeki tek niikleotid polimorfizmi sonuglarina
gore allel (IFN-y: p= 0.414, 1L12: p= 0.93, IL-10: p=0.148) ve genotip (IFN-y: p=
0.133, IL12: p=0.86, IL-10: p<0.001 hasta grubu dengedeyken saglikli kontrol
grubu dengede degil, ayrica popiilasyonun dengede degil) dagilimi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Bu verilere gore;
popiilasyonda TNF-o. geni promoter -308 bolgesinde G alleli ve GG genotipine
sahip bireylerin KL enfeksiyon riski diisiikk (KL’ye direncli) , A alleli ve AA
gentopine sahip bireylerin ise KL enfeksiyon riski yliksek (KL’ye duyarli)
olabilecegi, IL-4 geni promoter -590 C/T bélgesinde C alleline ve CC genotipine
sahip bireylerin KL enfeksiyon riski diisiik (KL’ye direncgli) , T alleli ve TT
genotipine sahip olan bireylerin ise KL enfeksiyon riski yiiksek (KL’ye duyarli)
olabilecegi sdylenebilir (Cizelge 6.1).

Sonug olarak yapilan bu calismada; istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
IL-4-590 C/T ve TNF-a 308 G/A tek niikleotid polimorfizmleri KL ye yatkinlikla
iligkilendirilirken, IFN-y +874 T/A, 1L-10 -1082 G/A, IL-12B p40 1188 A/C tek

niikleotid polimorfizmleri KL’ye yatkinlikla veya direncle iliskilendirilmemistir.
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Cizelge 6.1 Hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda IL-4 -590 C/T, TNF-a 308 G/A, IFN-y +874 T/A,
IL-10 -1082 G/A ve IL-12B p40 1188 AJ/C gen bolgesi tek niikleotid gen polimorfizmleri allel ve

genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

Allel/Genotip Dagilim Hasta grubu (n=55) Kontrol Grubu (n=110) p degeri
IL-4 -590 C/T Allel Dagilim p=0.004
- Calleli 82 (%74,5) 193 (%87.7)
- Talleli 28 (%25,5) 27 (%12.3)
IL-4 -590 C/ T Genotip Dagilim p=0.001
- CC genotipi 33 (%60,0) 83 (%75.45)
- CT genotipi 16 (%29,1) 27 (%24.55)
- TT genotipi 6 (%10,9) 0 (%0.00)
TNF-a.308 G/A Allel Dagilim p<0.001
- Aalleli 27 (%24,5) 22 (%10,0)
- Galleli 83 (%75,5) 198 (%90,0)
TNF-a 308 G/A Genotip Dagilim p=0.001
- AA genotipi 4 (%7,3) 0 (0,0%)
- GA genotipi 19 (%34,5) 22 (%20,0)
- GG genotipi 32 (%58,2) 88(%80,0)
IFN-y +874 T/A Allel Dagilim p=0.414
- Aalleli 52 (%47,3) 116 (%52.7)
- Talleli 58 (%52,7) 104 (%47.3)
IFN-y +874 T/A Genotip Dagilim p=0.133
- AAgenotipi 18 (%32,7) 34 (%30,9)
- TA genotipi 16 (%29,1) 48 (%43,6)
- TT genotipi 21 (%38,2) 28 (%25.5)
IL-10 -1082 G/A Allel Dagilim P=0.148
- Aalleli 67 (%60,9) 114 (%51.8)
- Galleli 43(%39,1) 106 (%48.2)
IL-10 -1082 G/A Genotip Dagilim p<0.001
- AAgenotipi 22 (%40,0) 5 (%4.5)
- GA genotipi 23 (%41,8) 104 (%94.5)
- GG genotipi 10 (%18,2) 1 (%0.9)
IL-12B p40 1188 A/C Allel Dagilim p=0.093
- Aalleli 90 (%81,8) 160 (%72.7)
- Calleli 20 (%18,2) 60 (%27.3)
IL-12B p40 1188 A/C Genotip Dagilim p=0.86
- AAgenotipi 35 (%63,6) 58 (%52.7)
- AC genotipi 20 (%36,4) 44 (%40,0)
- CC genotipi 0 (%0,0) 8 (%7.3)
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KL’ye karst konagin duyarlilik ya da direncini etkileyen gen bolgelerindeki
polimorfizmlerin belirlenmesi, hastaligin klinik seyri ve tahmini agisindan son
derece Onemlidir. Bu nedenle toplumumuzda bu konu iizerine yapilacak
caligmalarla ¢esitli gen bolgeleri ile KL’ye genetik yatkinlik arasindaki iligkilerin
tespit edilmesi gerekmektedir. Yapilacak bu g¢aligmalarin sonucunda, hastaligin
immiinopatogenezi ve konak savunma mekanizmalar1 daha ayrintili bir sekilde
aydinlatilacagt gibi ila¢ arastirmalarinda yeni farmakolojik hedeflerin
belirlenmesine, yeni ve etkinligi daha fazla olan asilarin gelistirilmesine de
yardimci olacaktir.

Yaptigimiz bu calisma nispeten kiiciik bir popiilasyonda gergeklestirilmistir.
Ayni galisma farkli popiilasonlarda da denenmelidir. Konagin immiin sisteminde sitokin
salimmmin1 kontrol eden bircok gen bolgesi bulunmaktadir. Ayrica bu sitokinlerin
salgilandiktan sonra fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri icin degisik hiicrelere
baglanmalarin1 saglayan ¢ok sayida reseptor bulunmaktadir. Gerek sitokin salinimini
kontrol eden genlerdeki gerekse bu sitokinlerin baglandiklar1 reseptorlerdeki
polimorfizmlerin, konagin KL’ye karst verecegi immiin cevabr diizenledigi
bilinmektedir. Bu yiizden KL’ye karst Th1/Th2 dengesini diizenleyen sitokinlerin
salinimin1  kontrol eden bu polimorfizmlerin ayrintili bir sekilde belirlenmesi
gerekmektedir. Ayrica KL’ye karg1 immiin cevapta etkili IL-6, IL-8, IL-18,IL-17 gibi
diger sitokinler ve¢ NRAMP1, CXCR1, HLA-Smif | HLA- Sif II, CCL2/MCP1 gibi
farkli gen bolgelerindeki polimorfizmler de arastirilmalidir. Calismamizda AKL hastasi
sayist daha fazladir. RKL ve KKL hastalar1 sayisinin daha ¢ok oldugu ¢alismalar da
yapilmalidir. Ayrica iilkemizde VL hastalariyla da ¢alisilma yapilmalidir. Sitokin
genlerinde goriilen polmorfizmlerle hasta ve kontrol grubu serum sitokin diizeylerinin
karsilastinlldigi ek calismalar da yapilmalhidir. KL etkenlerine gore tek niikleotid
polimorfizmlerinin etkisi arastirilmalidir. Ornegin L. major kaynakli KL ile L. tropica
kaynakli KL enfeksiyonlarinda polimorfizmlerin rolii ayr1 ayri1 degerlendirilmelidir.

KL’ye genetik yatkinlikla ilgili diinyada az sayida, lilkemizde ise herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Konu ile ilgili daha fazla ve ayrintili ¢aligmalar yapilmasi
onerilmektedir. Yapilacak bu caligmalarin sonucunda, hastaligin immiinopatogenezi ve

konak savunma mekanizmalari daha ayrintili bir sekilde aydinlatilacagi gibi ilag
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aragtirmalarinda yeni farmakolojik hedeflerin belirlenmesine, yeni ve etkinligi daha
fazla olan asilarin gelistirilmesine de yardimci olacaktir. Bu c¢alismalarin degisik
ilkelerde farkli popiilasyonlar {izerinde yapilarak sonuglarinin degerlendirilmesi, KL’ ye

kars1 daha etkili bir sekilde savasmamiza olanak saglayacaktir.
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