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OZET

BALB/c FARELERDE OLUSTURULAN KUTANOZ LEYiSMANYOZUN
TEDAVIiSI UZERINE MAKROFAJ SPESiFiK ANTIKOR BAGLI GRAFEN
OKSIT NANOPARTIKULLERI iLE FOTOTERMAL UYGULAMANIN ETKIiSi

Necati OZPINAR
Doktora Tezi

Parazitoloji Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Ziibeyda AKIN POLAT
2017, 77 sayfa

Kutan6z leyismanyoz (KL), diinyada kozmopolit bir dagilim gosteren ve milyonlarca
insan1 etkileyen, zoonoz ve antroponoz karakterli bir protozoon hastaligidir. Insanlarin
endemik bdlgelere seyahatlerinin ¢ogalmasi, siyasi ve ekonomik sebeplerle yapilan
gocler endemik olmayan bolgelerde de bu enfeksiyonun goriilme sikligini arttirmistir.

KL’un tedavisinde kullanilan ilaglarin 6zellikle karaciger ve bobrekler lizerine
toksik etkilerinin olmasi, bazi1 Leismania tiirlerinin ilaglara diren¢ kazanmasi, pahali
olmalar1 gibi nedenler arastiricilar1 daha giivenilir, daha etkili ve daha ucuz bir tedavi
secene8ini aramaya yoneltmistir. Bu calismadaki amacimiz, Balb/c farelerde
olusturulan KL modelinde makrofajlara spesifik antikora bagli grafen oksit (GO)
nanopartikiilleri ve fototermal uygulamanin (FTU) birlikte KL iizerne etkisini
arastirmaktir.

Calismada BALB/c 1rki fareler, ayak tabanlarina Leishmania major amastigotlari
inokiile edilerek enfekte edildi. inokiilasyondan 21 giin sonra enfekte hayvanlar 6 deney
grubu (GO+15 sn FTU, GO+30 sn FTU, makrofaj spesifik antikor (MSA) ile modifiye
edilen GO +15 sn FTU, MSA ile modifiye edilen GO+30 sn FTU, 15 sn FTU, 30 sn
FTU), 3 kontrol grubu (miltefosin, negatif ve pozitif kontrol) olacak sekilde gruplara
ayrildi. GO ve makrofaja spesifik antikor kimyasal yontemlerle baglandi ve bu
baglanma FT-IR ve elementer analizlerle dogrulandi. GO+MSA’un makrofajlara
baglandigin1 test etmek amaciyla sentezlenen molekiil enfekte farelere verilerek
immiinhistokimyasal analiz yapildi. Nanopartikiiller, yara bolgesi yakinina derialt1 yolla
enjekte edildi ve 24 saat sonra tedavi prosediirii uygulandi. Tedavinin 5. ve 10. giiniinde

sonra lezyonlar klinik (eritem ve 6dem) olarak 10. giiniinde ise hem klinik hem de



histopatolojik ve immiinhistokimyasal olarak pre-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1,
IL-6 ve IFN-x) siddeti degerlendirildi.

Tedavinin 5. giinlinde en iyi sonucu makrofaj spesifik antikor ile modifiye edilen
GO +15 sn FTU grubunda elde edildi (%50 tam iyilesme). Bu grupta 10. giinde tam
lyilesme oran1 %75¢ yiikseldi. 10. giinde yapilan histopatolojik degerlendirmede yogun
bir myofibroblastlar ve anjiyogenezis goriildii. Bu durum iyilesme siirecinin bir
gostergesi olarak yorumlandi. Immiinhistokimyasal degerlendirmede ise pre-inflamatuar
sitokinlerde diger gruplara gore belirgin bir azalma saptandi.

Bu calisma, GO ile makrofaj spesifik antikor baglanarak nanopartikiiliin
makrofaj yilizeyine tutunmasini ve fototerapi ile enfekte makrofajlarin ve iglerindeki
amastigotlarin dldiiriilmesini saglayan ve 5 giin gibi kisa siirede tedaviye yanit alinabilen
diinya literatiiriindeki ilk calismadir. Bulgularimiz, bu tedavi protokoliiniin yeni bir

tedavi aday1 oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kutanéz Leyismanyoz, Leishmania, BALB/c, Nanopartikiil,

Grafen oksit, Fototerapi



ABSTRACT

THE EFFECT OF PHOTOTHERMAL APPLICATION WITH MACROPHAGE-
SPECIFIC ANTIBODY RELATED GRAPHENE OXIDE NANOPARTICLES
ON THE TREATMENT OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS CREATED IN

BALB/c MICE

Necati OZPINAR
Ph.D. Thesis
Department of Parasitology
Supervisor: Prof. Dr. Ziibeyda AKIN POLAT
2017, 77 pages

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a protozoa disease with a zoonotic and anthroponotic
character, showing cosmopolitan distribution throughout the world and affecting
millions of people. The increase in people travelling to endemic areas and migration for
political or economic reasons have increased the frequency of this infection seen in non-
endemic areas.

As the drugs used in the treatment of CL have toxic effects, especially on the
liver and kidneys, some Leishmania species have become drug-resistant and the drugs
are expensive, this has directed researchers to investigate more reliable, more effective
and cheaper treatment options. The aim of this study was to investigate the effect of
macrophage-specific antibody bound graphene oxide (GO) nanoparticles together with
photothermal application (PTA) on a CL model created in BALB/c mice. This treatment
protocol has not been previously used.

BALB/c mice were infected by inoculation of Leishmania major amastigotes to
the soles of the feet. At 21 days after the inoculation, the infected animals were
separated into 6 study groups (GO+15 secs PTA, GO+30 secs PTA, macrophage
specific antibody (MSA) modified GO +15 secs PTA, MSA modified GO+30 secs
PTA, 15 secs PTA, 30 secs PTA), and 3 control groups (miltefosine, negative and
positive control).

GO and MSA were bound together with chemical methods and this binding was
confirmed with PT-IR and element analyses. To test the binding of GO+MSA to

macrophages, immunohistochemical analysis was applied by administering the

Vi



synthesized molecule to the infected mice. Nanoparticles were injected subcutaneously
to the wound area and the treatment procedure was applied after 24 hours. The lesions
were clinically evaluated (erythema and oedema) on the 5™ and 10™ days of treatment
and on the 10" day, in addition to clinical evaluation, the severity of pre-inflammatory
cytokines (TNF-o, IL-1, IL-6 and IFN-¥) was evaluated histopathologically and

immunohistochemically.

On the 5th day of treatment, the best result was obtained in the MSA modified
GO+15 secs PTA group (50% full recovery). In this group, the full recovery rate
increased to 75% on the 10th day. In the histopathological evaluation made on the 10th
day, intense myofibroblasts and angiogenesis were observed. This was interpreted as an
indicator of the healing process. In the immunohistochemical evaluation, a significant
reduction was determined in pre-inflammatory cytokines compared to the other groups.

This study is the first study in world literature to show the attachment of MSA
bound GO nanoparticles to the macrophage surface and the death of infected
macrophages and the amastigotes within them with phototherapy and that a response to
treatment can be obtained within a short period, such as 5 days. These findings indicate

that this treatment protocol could be a new treatment possibility.

Key Words: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania, BALB/c, Nanoparticle, Graphene

oxide, Phototherapy
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1.GIRIS ve AMAC

Diinyada kozmopolit bir dagilim gosteren leyismanyoz, zoonoz ve antroponoz
karakterli bir protozoon hastaligidir. Hastaligin etkeni olan Leishmania protozoonlari ilk
kez 1901 yilinda William B. Leishman tarafindan tespit edilip isimlendirilmistir.
Leyismanyozda insan, otuz Leishmania tiriiniin yirmi biri tarafindan enfekte
olabilmektedir. Bu farkli tiirler morfolojik olarak ayirt edilemezken ayirim
biyokimyasal veya molekiiler diizeyde ger¢eklesmektedir. Leishmania parazitleri
tirlerine gore oOldiiriici olmayan ve kendiliginden iyilesen deri lezyonlarindan, i¢
organlari tutan ve epidemilerle binlerce insanin Sliimiine sebep olabilen enfeksiyonlara
kadar degisebilen bir klinik goriiniim sergilemektedirler.

Ulkemizde son on yilda, leyismanyoz vakalarmin sayisinda dnemli bir artis
goriilmiistiir. Insanlarin endemik bélgelere seyahatlerinin cogalmasi farkli nedenlerle
insan hareketlerinin artmasiyla endemik olmayan bolgelerde de kutandz leyismanyoz
goriilmeye baslamistir. Bu yoniiyle leyismanyoz artik endemik olmayan bolgeler i¢in de
onemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tedavi girisimleri basarisizlikla
sonuglanabilmektedir. Anti-leyismanyal ilaglar; toksik, bazi Leishmania izolatlarina
etkisiz ve pahali preparatlardir. Bunun yanisira, son yillarda nanoteknolojinin gerek
tedavi, gerekse tam amach kullanimi artmustir. Ozellikle gesitli patojenik ve genetik
hastaliklarin ~ teshis ve tanisinda, tiimor hiicrelerinin erken tespitinde bu
nanopartikiillerin optik, floresan ve manyetik 06zelliklerinden yararlanilmaktadir.
Grafen, bu nanopartikiillerden sadece biridir ve mekanik, fiziksel ve optik
ozelliklerinden dolay1 medikal alanda da bir¢cok akademik ¢alismaya konu olmustur.

Giiniimiizde KL tedavisinde kullanilan ilaglardaki olumsuzluklar arastiricilari
yeni tedavi protokolleri aramaya itmistir. Bu calismada amacimiz, daha o6nce hig
kullanilmamis olan, makrofaj spesifik antikor bagli grafen oksit nanopartikiilleri ve
fototermal uygulamanin birlikte kutan6z leyismanyoz tedavisi {izerine etkisini

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Diinyada Antartika disinda biitiin kitalarda dagilim gosteren leyismanyoz zoonoz ve
antroponoz karakterli disi kum sineklerinin (Phlebotomus, kum sinegi, tatarcik)
vektorliik yaptigi milyonlarca insani etkileyen bir protozoon hastaligidir. Hastaligin
etkeni olan Leishmania protozoonlart ilk kez 1901 yilinda William B. Leishman
tarafindan tespit edilip isimlendirilmistir. Morfolojik olarak ayirt edilemeyen
Leishmania tiirleri insanda visseral leyismanyoz (VL, kala azar), kutanéz leyismanyoz

(KL, sark ¢iban1) ve mukokiitanéz leyismanyoza (ML) neden olurlar [1, 2].

2.1. Siniflandirma
Giinlimiize kadar biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanimlanmig 30 Leishmania

tiirinden 21’inin insan1 enfekte edebildigi bildirilmistir [3].

Regnum . Animalia
Superphylum : Protozoa
Phylum : Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Class : Zoomastigophora
Order : Kinetoplastida
Family : Trypanosomatidae
Genus : Crithidia
Endotrypanum

Blastocrithidia

Herpetomonas
Leptomonas
Phytomonas

Genus : Leishmania

Species X Leishmania donovani

Leishmania infantum
Leishmania chagasi
Leishmania tropica
Leishmania major

Leishmania aethiopica
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Leishmania mexicana
Leishmania mexicana
Leishmania amazonensis
Leishmania venezuelensis
Leishmania pifanoi
Leishmania enrietti
Subgenus : Viannia
Species : Leishmania brazilliensis kompleksi
Leishmania brazilliensis
Leishmania colombiensis
Leishmania equatorensis
Leishmania peruviana
Leishmania guyanensis
Leishmania guyanensis
Leishmania panamensis
Leishmania shawi
Leishmania lainsoni
Leishmania naiffi

2.2. Morfolojisi
Leishmania tiirlerinin yasam dongiilerinde omurgali konakta goriilen amastigot form,
vektor ve besiyerlerinde goriilen promastigot form olmak iizere morfolojik olarak farkli

iki form bulunmaktadir.

Sekil 1. Leishmania spp. amastigot (A), ve promastigot (B) formlarmin goriiniimi
(100x). (Orijinal).



Amastigot form; yaklasik 2-6 um biiyiikliiglinde yuvarlak veya oval sekilli
hareketsiz formdur. Polimorf niikleuslu 16kositler, endotel hiicreleri ve monositler
igerisinde boyuna ikiye boliinerek cogalirlar. Hiicre icerisinde tek tek veya gruplar
halinde, enfekte makrofajlarin pargalanmasi sonucu hiicre disinda da goriilebilmektedir.
Sitoplazmada 6n uca yakin biiyiik bir ¢ekirdek ve ¢ekirdegin yakininda kinetoplast
bulunmaktadir. Sitoplazmada ayrica vakuoller, blefaroblast, blefaroblasttan ¢ikip arka
ucta sonlanan ve kamg¢inin sitoplazmada kalan kismi olan aksonem bulunmaktadir.
Mitokondrium tektir ve bunun yani sira golgi apereyi ve lizozomlar sitoplazma iginde
bulunan diger organellerdir (Sekil 2) [1-3].

Promastigot form; 15-20 um boyunda mekik seklinde olup bir adet kamgisi
bulunmaktadir. Vektorii olan kum sineklerinin viicudunda ve besiyerlerinde boyuna
ikiye boliinerek g¢ogalmaktadir. On ugtan g¢ikan 15-20 um uzunlugunda serbest bir
kamgist ve kamgr kokii yakininda yerlesmis bir aksonemi bulunmaktadir. Arka ugta
yuvarlak veya at nali seklinde bir kinetoblast, kinetoblastin 6n kisminda blefaroblast
bulunmaktadir. Merkezi bir ¢ekirdek ve cekirdekgik, ¢ekirdek membraninda da porlar
bulunmaktadir. Ayrica sitoplazma iginde golgi aygiti, endoplazmik retikulum,
mitekondrium gibi hiicre organelleri bulunmaktadir (Sekil 2) [3, 4].

Flagellum

Kinetoplast
Mitekondrium

- Golgi
1 Multi-vezikiiler

cisimlen Mitekondrium

Otofagozom

/ :

Endoplazmik ,
retikulum
Megazom -
Niikleus

\ Asidokalsizom

ozom

Sekil 2. Leishmania spp. promastigot ve amastigot formlarinin sematik gériiniimii [4].

Flagellar Paket
Flagellum
(ic)

Kinetoplast

Otofagozom

Multi-vezikiiler
tiibiil, Lizozom



2.3. Yasam Dongiisii

Leishmania tiirlerinin vektorii olan kum sinekleri enfekte bir omurgalidan kan emerken
makrofajlar iginde bulunan amastigot formlarin1 da alirlar. Emilen kan, kum sineginin
orta midesinde peritrofik membran ile sarilir. Amastigotlarin bir kismi1 makrofajlarin
parcalanmasi sonucu sindirilirken kalanlar “prosiklik promastigot” denilen enfektif
olmayan forma doniismektedirler. Prosiklik promastigotlar boliinerek ¢ogalmaya
baslamaktadir. Cogalmalarini siirdiiren parazitler salgiladiklar1 enzimlerle peritrofik
membrani eriterek torasik mideye gecerler. Bu boliimdeki parazitler daha uzun ve ince
yapidadir. Bu promastigotlar, “nektomonad” olarak isimlendirilirler. Torasik mideden
bagirsaga gelen promastigotlar kamgilar1 ile bagirsak epitel hiicrelerinin
mikrovilluslarina tutunurlar ve buradaki form “haptomonad” olarak adlandirilir. leriki
asamalarda bu promastigotlar midenin 6n tarafina dogru goc ederek 6zefagus ve farinks
kivrimlarina, kamgilar1t aracilifiyla tutunmakta ve limeni tikamaktadirlar.
Promastigotlar zaman zaman buradan ayrilarak kum sineginin agiz pargalarina
gelmektedir. Burada bulunan promastigotlar artik bdliinmez ve enfektif olan bu form

“metasiklik promastigot” olarak adlandirilir (Sekil 3, 4) [1, 3].

Prosiklik promastigot Metasiklik promastigot

¥

Amastigot

Sekil 3. Leishmania spp. prosiklik promastigot (A), metasiklik promastigot (B) ve

amastigot (C) formlarmin elektron mikroskobundaki goriiniimii [4].



Parazit

Enfekte konaktan Amastigotlar farklilagsmasi
kan emme

Metasiklik
promastigot

Duyarli konaga -
parazit inokulasyonu

Sekil 4. Leishmania’nin kum sinegindeki evrimi ve parazitin konagina transferi [5].

Enfektif metasiklik promastigotlar1 barindiran kum sinegi beslenmek amaciyla
bir omurgalidan kan emerken yaklagik 500 ile 1000 arasindaki metasiklik promastigotu
omurgali konaga inokiile eder. Kan emme sirasinda salgilanan salgimin antikoagiilan
etkisinin yani1 sira enfeksiyonun baslayabilmesinde de Onemli bir rolii oldugu
bilinmektedir [3].

Deriden viicuda giren promastigotlar ilk saatlerde serumdaki kompleman
tarafindan opsonize edilmekte ve makrofaj, monosit veya langerhans hiicreleri
tarafindan fagosite edilmektedir. Fagosite edilen promastigotlar fagolizozomlar icinde
yaklasik 1-4 saat’te kamgilarin1 kaybederek amastigot forma doniisiirler ve ikiye
boliinerek cogalirlar. Enfekte makrofaj parazitin ¢ogalmasi sonucu parcalanir ve
amastigotlar etrafa dagilir. Bu amastigotlar diger makrofajlar1 enfekte edebilmektedir
(Sekil 5) [1, 3].

Enfeksiyon bu asamadan sonra Leishmania tiiriine gore sekillenmektedir.
Enfeksiyon ya deride siirli kalip KL olusturabilmekte ya da i¢ organlara yayilip VL

olusturabilmektedir.



intestinal hiicreler

N
2\
{ @/ Niikleus

& :%/ Kinetoblast
Yo

/
Flagellum -
)

Kum Sidegi

insan ve rezervuar konak

\ Boliinen
amastigotlar

Sekil 5. Leishmania tiirlerinin yasam dongiisii. 1;Vektoriin kan emmesi sirasinda
konaga verdigi promastigotlar konak makrofajlar1 tarafindan tutulur. 2;
Makrofajlar igerisinde promastigotlarin 2-4 um boyutlarindaki amastigot forma
dontigmeleri i¢in 1-4 saatlik bir siire gereklidir. 3; Amastigot, parazitoforoz
vakuol i¢inde ikiye boliinme ile gogalir. Makrofajlar yaklasik 48 saat sonra
icleri amastigot ile dolar. Parcalanan makrofajlardan aciga ¢ikan amastigotlar,
diger makrofajlar tarafindan tutulur ve dongli devam eder. Sonugta KL
sekillenir. 3.1; Amastigotlarin Leishmania tiiriine gore retikiilo endotelyal
sistem (RES)’de ve cesitli i¢ organlarda ¢cogalmasi sonucu yaklasik 6 ay kadar
sonra i¢ organ leyismanyozu sekillenir. 4-7; Kum sineklerinin enfekte konaktan
kan emmesi sonucu alinan amastigotlar vektdr viicudunda 10-20 pm
uzunlugunda promastigot forma doniisiir ve dongii kendini tekrarlar [6].
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2.4. Leishmania Tiirlerinin Hayatta Kalma Stratejisi

Leishmania tiirleri kum sinegi ve omurgali konaktan olusan diheteroksen bir hayat
dongiisiine sahiptir. Makrofajlar i¢inde bulunan Leishmania amastigotlar1 kan emme
sirasinda kum sinegi tarafindan kanla birlikte alinir. Ilk asamada, kum sineginin orta
midesinde peritrofik membran denilen bir membran ile sarilmaktadir. Makrofajlardan
aciga c¢ikan amastigotlar promastigota farklilagirken glikofosfatidilinositolden olusan
kalin bir glikokaliks oOrtiisi es zamanli sentezlenir. Glikoinositolfosfolipidler,
glikokaliks tabakasinin altinda bulunur ve koruyucu bir bariyer gibi islev goriir.
Yaklasik iki giin sonra peritrofik membran rupture olur ve promastigotlar kamgilariyla
ve lipofosfoglikan ile spesifik olarak bagirsak duvarma tutunur ve hizla boliiniir.
Boliinme yaklagik 4-7 giin siirer, parazit metasiklik promastigot formuna doniisiir ve bu
esnada lipofosfoglikanin yapisal degisikligi nedeniyle artik bagirsak duvarina
baglanmaz. Daha sonra konagina inokiilasyona hazir bir sekilde 6zefagus ve farinkse
dogru gog¢ eder. Bu asamada kum sinegi tlikriigli promastigotlarin hayatta kalmasini ve
gelisimini saglayan etkenlerdendir [7].

Leishmania promastigotlar1 yogun bir yiizey glikokaliks ortiisii ile kaplidir. Bu
ortii  glikosilfosfatidilinositol ~molekiillerinden olusur. Bu molekiiller gp63,
proteofosfoglikanlar ve lipofosfoglikanlar gibi parazit yiizey proteinleri icerir. Bu
molekiillerden en fazla bulunan, lipofosfoglikan ve gp63 parazit viriilansindan
sorumludur. Lipofosfoglikan makrofaj infeksiyonu ve parazitin kum sinegi viicudunda
sagkalimi gibi bir¢ok asamada gereklidir. Lipofosfoglikanin parazitin amastigot
formunda bir rolii yoktur fakat amastigotlar yapisal olarak iligkili glikokonjugatlar
olusturmaya devam etmektedirler. Parazit yiizey proteini olan gp63 bir endoproteinaz
ile birlikte immiinoglobiilinleri, kompleman faktorii ve lizozomal proteinleri pargalama
fonksiyonu  bulunmaktadir. Bu  proteolitik  aktivite  sayesinde  makrofaj
fagolizizomlarindaki asidik pH’da amastigotlar hayatta kalabilmektedir [7].

Kum sinegi memeli konaktan kan emerken epidermisi parcalar ve dermal kilcal
damarlara erigir. Az sayida parazit (yaklagik 100 adet) kum sineginin konakta actig1
yaradan inokiile edilir. Ancak deneysel modellerde enfeksiyon olusturmak icin daha
fazla parazite ihtiyag vardir (>500). Kum sinegi tiikkriigiiniin IL4’e bagli hastaligi tesvik
edici ¢ok dnemli etkileri vardir. Tiikriik inflamasyonu tesvik eder, oksidatif metabolik
stireci ve makrofajlarda antijen sunumunu inhibe eder. Protein fosfataz inhibitorii ve
vazodilatator etkili maksadilan adi1 verilen, tiikriik bezlerinden salinan aktif bir madde

olarak tanimlanmistir [8]. Promastigotlarin biiyiikk bir kismi viicut savunma sistemi
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tarafindan oldiiriilmektedir. Bununla birlikte bazilar1 kompleman aracili lizise direng
gostermektedir. Bu parazit yiizeyinden C5b-C9 kompleksinin lipofosfoglikan ile iliskili
olarak ayrilmasiyla alakalidir. Metasiklik promastigotlar ayrica C3, C5 ve C9u
fosforilasyon ile inaktive eden bir serin treonin protein kinaza sahiptirler. Leishmania
ayni zamanda leishmaniolyzin adi da verilen gp63 denilen bir ¢inko bagimli proteinazi
eksprese ederler ki bu opsonik faktoér olan C3b’yi iC3b’ye donistiiriir ve parazitlerin
iCR3 (CD11b/CDI8)’e sahip olan konak hiicreler tarafindan alinmasini saglar [7].
Hayatta kalan Leishmania promastigotlart dentritik hiicreleri ve langerhans
hiicreleri de dahil olmak iizere monosit ve makrofajlar tarafindan tutulur. Tutunma,
mannoz fukoz reseptorii, fibronektin reseptorii ve C-reaktif protein reseptorii gibi bircok
reseptor rol oynar. Tutunmadan sonra parazit makrofaj tarafindan fagosite edilir.
Fagozomlar endositik organellerle birlesir ve hidrolazlar, kathepsinler ve 8 glukorinidaz
iceren parazitoforoz vakuolii olustururlar. Parazitoforoz vakuol i¢inde yaklagik 2 gilinde
promastigotlar hareketsiz form olan amastigot forma doniistirler. Amastigotlar sadece
lipofosfoglikan sentezlemekle kalmaz ayni zamanda proteofosfoglikan, asit fosfataz ve
glikoinositolfosfolipidleri de sentezlerler. Asidik pH, konak hiicre kokenli H'ATPaz ve

parazit hiicre membran1 kdkenli P tipi H' ATPaz tarafindan diizenlenir [7].

2.5. Klinik Goriiniim

Klinik bulgularina gore; kutanéz (KL), mukokutanéz (ML) ve visseral (VL)
leyismanyoz olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Parazitin tiirii ve konagin immiin yaniti
hastaligin klinik goriiniimiinde belirleyicidir [3, 9]

VL etkeni olan tiirler Leishmania tiirleri arasinda en patojen olanidir. Halk
arasinda kara humma, dum dum atesi gibi isimlerle de anilmaktadir. Parazit
asemptomatik bir seyirden oliimciil bir tabloya kadar degisebilen bir klinik gdriiniim
olusturabilmektedir. Diizensiz ates, kilo kaybi, hepatosplenomegali, ilerleyici anemi,
pansitopeni ve hiperglobiilinemi ile karakterizedir. VL’da sekonder firsatgi
enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. Parazit, makrofajlar1 istila eder ve makrofajlar
icerisinde ¢ogalarak dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf bezleri de dahil olmak iizere
hemen hemen biitiin retikiiloendotelyal sistemi etkiler. Siddetli VL olgular1 ¢cogunlukla
oliimle sonlanir. Oliim genellikle bagisiklik sisteminin yetersizligi ve firsatc1 sekonder
enfeksiyonlar sonucu olmaktadir. VL, tipik olarak ¢ tirii iceren L. donovani
kompleksinden kaynaklanir. Bu tiirler; L. donovani donovani, L. donovani infantum, L.

donovani chagasi dir [7]. Kayitlh vakalarin % 90’1 Banglades, Hindistan, Nepal ve
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Sudan’da ortaya ¢ikar. [9]. Diinya ¢apinda her yil 200.000 ile 400.000 arasinda kisi bu
infeksiyona maruz kalmaktadir. Sitmadan sonra en sik dliimlere sebep olan paraziter
hastaliktir [10, 11].

Post Kala Azar Dermal Leyismanyoz (PKDL); Ulseratif olmayan kutandz
lezyonlarla karakterize olup, genel olarak VL’in bir komplikasyonudur. VL
tedavisinden sonra hastalarin yaklagik %10’unda geligir. Hastalarda eritematdz veya
depigmente makiiler, makiilopapiiler ve nodiiler dokiintiilerle karakterize deri lezyonlari
olusturur. Biitliin viicuda yayilir veya fokal lezyonlar seklindedir. Burun {izerinde
kelebek benzeri bir dagilim sik goriiliir. Sonraki donemde lezyonlar nodiillesir [7, 12].

KL; Hastalik etkenlerinden L. tropica, L. major, L. aethiopica ve L. infantum
Eski Diinya kutanéz leyismanyozuna yol agarken, L. mexicana, L. brasiliensis, L.
panamensis, L. peruviana, L. venezuelensis, L. amazonensis, L. guyanensis Yeni Diinya
leyismanyozuna neden olmaktadirlar [3, 7]. Kayith vakalarin % 90’1 Afganistan, Suudi
Arabistan, Brezilya, iran, Peru ve Suriye 'de goriilmektedir [9].

Bu parazitozda kulugka siiresi 2-8 haftadir. Sark ¢ibani, antep ¢ibani ve yil
¢ibani gibi isimlerle anilan bu parazitozun kdylerde ve sehirlerde goriilen sekilleri bazi
ayricaliklar gosterir. Sehirlerde goriilen kuru tip diye adlandirilirken, kdylerde goriilen
yas tip diye adlandirilir. Kuru tipin kulugka siiresi uzundur ve kronik seyreder.
Lezyonda ¢ok sayida parazit bulunur. Yas tipin kulucka siiresi kisadir ve lenf bezlerinde
biiyiimeye neden olur. Bu tip multifokal olmaya meyillidir. Disi tatarcigin kan emdigi
yerde kiigiik sert ve kasintili bir papiil seklinde baslar ve zamanla gevresi kizarir. Parazit
tiirline bagli olarak 1-4 ay icinde etrafi sert ve kabarik, lizeri kabuklu, hafif sizintil1 bir
yara sekline dontisiir. Yavas biiyiiyen, 2-3 cm c¢apma gelen yaraya sekonder
enfeksiyonlar eklenirse kisilerde ates, titreme gibi belirtiler goriiliir. Zaman i¢inde yara,
yerine bir skar dokusu birakarak iyilesir [2].

Diffiiz Kutanéz Leyismanyoz (DKL); Viicuttaki parazit sayisinin fazlaligi ve
anerjik kisilerde kronik, ilerleyici, {lseratif olmayan, yaygin deri lezyonlariyla
karakterizedir. Bu lezyonlar lepra ile karistirilabilmektedir. DKL, Venezuella, Dominik
Cumhuriyeti ve Etiyopya’da goriilmektedir. DKL’ye L. aethiopica ve L. mexicana
kompleksi tiirleri sebep olur [7].

ML,; Espundia olarak ta bilinen ML, L. braziliensis etkenli, kismi veya total
nazal, agiz ve bogaz dokularinin lezyonlar: ile karakterizedir. Bu parazitoz kisileri
sosyal hayattan ayr1 koyan deformiteler olusturur. Bilinen vakalarin % 90 Bolivya,

Brezilya ve Peru'da goriilmistiir.  Belirtileri basli basma o6limciil degil, ama
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komplikasyonlar ile iliskili firsatgr enfeksiyonlar ve beslenme giigliiklerinden dolay1

oliimle sonuglanabilmektedir [7, 9].

2.6. Diinya’da KL Dagilim

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore leyismanyoz 98 iilkede endemiktir ve 350
milyondan fazla insan risk altindadir. Yilda 2 milyon yeni vakanin goriildiigii bildirilmis
olup bu vakalardan 500 bini VL olgusu iken 1,5 milyonu KL olgusudur [13].

KL, diinyada ¢ok genis bir alana yayilmistir. L. tropica i¢in Hindistan, Asya ve
Afrika’nin kuzeyi, L. major i¢in Asya ve Kuzey Afrika, L. aethiopica i¢in Dogu Afrika
ana odaklar haline gelmistir. Hastaligin yayilmasinda diger 6nemli adim bir¢ok ekolojik
farkl1 odaktan ger¢eklesmesidir ki bunun sonucu olarak hastalik Arjantin’de Giiney
Amerika’ya kadar yayilmistir. KL vakalarinin yaklagik % 90’1 Afganistan, Cezayir,
fran, Sudi Arabistan, Suriye, Bolivya, Brezilya, Kolombiya, Nikaragua ve Peru’dan
bildirilmistir. Kolombiya, Nikaragua ve Pakistan son zamanlarda KL insidansinda
biiyiik artiglar bildirirken, Etiyopya ve Sudan daha Once hastaligin goriilmedigi
bolgelere hastaligin yayildigini gosteren vakalar bildirmislerdir. Son yillarda pek ¢ok
endemik bolgelerde hastalik insidansinda dalgalanmalar tespit edilmektedir. Bu durum,
iklim degisiklikleri ve gdcler gibi bir ¢ok spesifik nedenle bagdastirilabilir. Iklimsel
degisikliklerin yani sira sosyo-ekonomik degisiklikler ve diger cevresel degisiklikler
vektorlerin  ve leyismanyozun gelecekte farkli bdolgelere de yayilabilecegini

gostermektedir [13].

2.7. Tiirkiye’de KL Dagilim

Bir bolgede KL’in dagilimi vektér yaygmhgi, iklim, sosyokiiltirel durum ve
rezervuarlarin cografik dagilimiyla yakindan iliskilidir. Endemik boélgelerden diger
bolgelere yapilan gogler de hastaligin yayilmasinda dnemli etkenlerdendir. 1990-2010
yillar1 arasinda tilkemizde toplam 46,003 yeni olgu bildirilmis ve bu vakalar % 50,47
(n=23219) oraninda Sanlwurfa’dan, % 13,57 (n=6241) oraninda Adana’dan, %13,24
(n=6092) oraninda Osmaniye’den, % 7,93 (n=3650) oraninda Hatay’dan, % 5,35
(n=2462) oraninda Diyarbakir’dan, %3,43 (n=1578) oraninda Mersin’den, % 1,92
(n=883) oraninda Kahramanmaras’tan, % 1,15 (n=531) oraninda Antalya’dan, % 0,95
(n=436) oraninda Aydin’dan, % 0,62 (n=284) oraninda Kayseri’den, % 0,36 (n=165)
oraninda Nigde’den, % 0,2 (n=90) oraninda Mus’tan, % 0,8 (n=372) oraninda diger
illerden bildirilmistir [14].
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2010 yilindan gliniimiize kadar olan siiregte diger etkenlerin yani sira 6zellikle
KL icin endemik bir bdlge olan Suriye’den iilkemize yapilan gocler sonrast KL’in
prevalansinin 6nemli derecede etkilendigi, endemik olmayan bolgelerden de KL
vakalarinm bildirildigi goriilmektedir. Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Leishmania
Tan1 ve Tedavi Merkezi’nde yapilan bir arastirmada 2013 ve 2014 yillarinda 635 KL
vakasi bildirilmistir. Yapilan calismada bu hastalarin sadece 67 (%10,6)’si Tiirkiye
uyruklu iken 568 (89,6) hastanin Suriye uyruklu oldugu tespit edilmistir [15].
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji poliklinigine
bagvuran 2011-2014 tarihleri arast 110 KL vakasi tespit etmislerdir. Bu hastalarin
%69’u Suriye vatandasi iken %3 1’inin Tirkiye vatandasi oldugunu belirtmislerdir [16].
Ocak 2014-Haziran 2015 tarihleri arasinda Urfa Birecik Toplum Sagligi Merkezi ve
Birecik Devlet Hastanesi’ne bagvuran 178 KL vakasi tespit etmisler bunun %23,6’sinin
Tirkiye, %76,4’tniin Suriye vatandasi oldugunu belirtmislerdir [17]. 2010-2013
tarihleri arasinda Nizip Devlet Hastanesi’'ne gelen 341’1 Suriye miiltecisi olmak tizere
toplam 416 KL vakasi tespit edilmistir [18]. Antalya ilinde 2011-2012 yillar1 arasinda
Antalya Halk Saghigi Midiirliigii Bulasict Hastaliklar Birimi’ne, il genelinde hizmet
veren saglik kuruluslarinca toplamda 36 KL olgusu bildirimi yapilmistir [19].

2.8. Vektor

Kum sinekleri olarak ta adlandirilan tatarciklar Phlebotomidae ailesinden olup disileri
insan ve hayvanlardan kan emerek kagintili deri lezyonlarina sebep olmalarinin yani sira
basta leyismanyoz olmak iizere bircok hastaligin da biyolojik vektorliiglini
yapmaktadirlar. Bu ailenin Phlebotomus, Sergentomyia ve Lutzomyia cinslerinde
yaklagik 600 tiirti bulunmaktadir. Yurdumuzda Phlebotomus ve Sergentomyia cinsleri
bulunmaktadir [2, 20, 21].

Kum sineklerinin erigkinleri 2-5 mm boyundadir ve tiim viicudu tiylerle kapl,
sari-kahverengi renktedir. FEriskinlerin baglar1 viicutla 45 derecelik bir ac1
olusturmaktadir. Bagta gozler, hortum, 16 segmentten olusan antenler, 5 segmentli
palpler bulunmaktadir. Kum sineklerinin gdgsiiniin orta pargasi biiyiikk oldugundan
kambur gibi goériinmektedir. Gogiisten ¢ikan iki ¢ift kanattan bir ¢ifti halter ad1 verilen
rudimenter uzantilar halindedir. Kanatlar dinlenme esnasinda V harfi bigiminde
durmaktadir. Gogiis pargasindan li¢ ¢ift bacak ¢ikmaktadir. Karin bolgesi 10 pargalidir
ve son iki parga genital organlari tasimaktadir (Sekil 6). Sindirim sistemleri hortumla

baslamakta farinks ve 6zefagus ile devam etmektedir. Daha sonra mide, kisa bir barsak,
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rektum ve aniisle sonlanmaktadir. Tatarciklarin yumurtasi, 0,3-0,4 mm boyutunda ig
seklindedir. Yumurta ilk yumurtlandiginda beyazdir ve birka¢ saat i¢inde tiire gore
kahverengiden siyaha degisen bir renk alirlar. Yumurtadan ¢ikan larva 12 segmentlidir
ve pupaya doniismeden Once 4 gomlek degistirir. Dordiincii donem larvanin uzunlugu
4-5 mm kadardir. Pupa, torasik bolgede bir sislik olusturmaktadir. Viicudunun arkasinda
son larval donemden atilan gomlek bulunur [2, 12].

Kum sinekleri tam baskalasimli canlilar olup yasam dongiilerinde yumurta,
larva, pupa, erigkin donemleri vardir. Disiler ¢iftlestikten ve kan emdikten 4-5 giin sonra
20-50 kadar yumurta yumurtlamaktadirlar. Uygun kosullarda 6-10 yumurtanin iginde
olusan larva yumurtadan c¢ikmaktadir. Yumurtadan ¢ikan larva cilirlimiis bitkisel
atiklarla beslenmektedir. Larvanin pupa haline geg¢mesi i¢in dort gémlek degistirmesi
gerekmektedir. Bu siire yaklasik 1-7 ay arasindadir. Normal kosullarda evrim siiresi 1,5-
2 ay kadar siirmekte disi kum sinegi yumurtladiktan sonra tekrar kan emerek
yumurtlayabilmektedir [12, 22].

Kum sinekleri evlerin ve ahirlarin iginde, hayvan inlerinde, magara ve agac
kovuklarinda yasayabilmektedir. Sicakkanli hayvanlarin yam1 sira soguk kanli
hayvanlardan da geceleri kan emmektedirler. U¢ma yetenekleri az olup kisa araliklarla
ucabilmektedirler.

Erkek kum sinekleri parazit degildirler. Agiz yapilarindan dolayr bitki 6zsuyu ile
beslenirler. Erkek kum sinekleri 4 giinliik yagamlari boyunca hi¢ beslenmeyebilirler.

Son larval déonemde aldiklari besinlerle yasamlarini siirdiirebilmektedirler [12, 22].
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Sekil 6. Kum sinegi goriiniimii [23].

2.9. immiinolojisi

Leishmania tiirleri ile enfekte kum sinegi kan emme sirasinda metasiklik
promastigotlart omurgali konaga inokiile eder. Metasiklik promastigotlar makrofajlar ve
dentritik hiicreler tarafindan fagosite edilirler ve amastigot forma donisiirler.
Leishmania konak makrofajlarinin fagolizozomlar1 iginde gizlenmek suretiyle antikor
yanitindan kagmaktadirlar. Hiicre i¢indeki parazit dolasimda bulunan antikorlara maruz
kalmadigindan hastaligin seyri lizerine hiimoral bagisikligin bir etkisi yoktur.
Bagisiklik, tamamen T hiicre aracili immiiniteyle saglanmaktadir. T hiicreleri, yabanci
antijenleri ancak antijen sunan hiicre (ASH)’ler tarafindan sunuldugu zaman
taniyabilmektedir. ASH, T hiicresi ile etkilestiginde T hiicreleri sitokin tiretmekte, bu da
makrofajlar tarafindan parazitin 6ldiiriilmesini saglamaktadir [1, 3]. Fagolizozomlarinda
parazit bulunduran infekte makrofajlardan salinan IL-12, dogal 6ldiiriicii hiicre (NK)
aktivasyonunu ve Thl (CD4+) farklilasmasini tegvik eder ve Thl hiicrelerinden IFN-y
salinir. IFN-y, makrofajlar iginde indiiklenebilir nitrik oksit sentazi ve nitrik oksit
tiriinlerini stiimiile eder. Bu, parazitin 6ldiiriilmesini ve iyilesme siirecini baglatir. IL-12
veya alternatif olarak IL-4 ve IL-13 salinnminin yetersiz oldugu durumda enfekte

makrofajlar i¢inde diizensiz bir parazit replikasyonu gercgeklesir. Bu durum konak¢1 Th2
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hiicrelerinden IL-10 salinimina yol agar. Boyle bir durumda hastaligin ilerlemesinin
yant sira latent enfeksiyon veya premiinisyon bagisikligi da s6z konusu olabilmektedir
[7].

KL’da hastalik lokalizedir ve aktif bir enfeksiyon oldugu i¢in lezyonlar kontrol
altindadir. Hastalik yaklasik 1 yil icerisinde kendiliginden iyilesmektedir. Kendiliginden
iyilesen KL devamli bir bagisiklik birakmaktadir [1-3, 7].

Aktif VL’de hiimoral bagisiklik tepkisi spesifik olmayan antikorlarin iiretilmesi
ile karakterizedir. VL’de ilk olarak IgG antikor seviyesinde hizli bir yiikselis
goriilmektedir. Fakat antikorlar spesifik olmadigindan hastalik tizerinde koruyucu bir
rolii bulunmamaktadir. Aktif VL’de B hiicrelerinin poliklonal aktivasyonundan otiirii
IgG ve daha diisiik diizeyde IgM artis1 goriilmektedir. Uretilen antikorlar parazite
spesifik degildir fakat hipergammaglobulinemi diagnostik bir degere sahiptir. Poliklonal
B hiicre aktivasyonu VL’de hem insanda hem de deneysel modellerde gosterilmistir
fakat B hiicre aktivasyonunun ve immiinoglobulinlerin VL’deki koruyucu etkisinin
olmadig1 belirtilmektedir. Leishmania, makrofajlarin fagolizozomlar1 iginde bulunmak
suretiyle hiimoral bagisikliktan korunmaktadirlar. Deneysel ¢alismalarda B hiicrelerinin
yoklugunun ve anti- IgM ile antikorlarin baskilanmasinin hastalik {izerinde her hangi bir
etkisinin bulunmamasi, yliksek diizeydeki IgG ve daha az olarak IgM diizeylerinin
infeksiyona karsi koruyucu bir etkisinin bulunmamasi bagisikligin tamamen hiicresel
bagisikliktan kaynaklandigin1 gostermektedir. T hiicre etkinlestiginde sitokin tliretmekte
ve makrofajlar tarafindan parazitin 6ldiiriilmesi saglanmaktadir. Th1 hiicreler IL-2, IFN-
vy ve TNF-B, Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 iiretmektedir. Ayrica her
iki tip birden 1L-3 ve TNF-a tiretmektedir (Sekil 7) [3, 7].
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Sekil 7: Leishmania’da immiinolojik yanit. Leishmania sp. ile enfekte kum sinegi kan
emme sirasinda metasiklik promastigotlari omurgali konaga enjekte eder.
Metasiklik promastigotlar, makrofajlar (M) ve dentritik hiicreler (DC) iginde
amastigot forma doniisiir. Infekte hiicrelerden salman IL-12, Dogal 6ldiiriicii
(NK) hiicre aktivasyonunu, Thl (CD4+) farklilagsmasini tesvik eder ve Thl
hiicrelerinden IFN-y salinir. IFN-y makrofajlar iginde indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS)’1 ve nitrik oksit (NO) f{irlinlerini stiimiile eder. Bu parazitin
oldiirtilmesini ve iyilesme siirecini baglatir. IL-12 veya alternatif olarak IL-4 ve
IL-13 saliniminin yetersiz oldugu durumda enfekte makrofajlar i¢inde diizensiz
bir parazit replikasyonu gerceklesir. Bu durum konak¢1 Th2 hiicrelerinden IL-10
salinimina yol agar. Boyle bir durumda hastaligin ilerlemesinin yani sira latent
enfeksiyon veya premiinisyon bagisikligi da s6z konusu olabilmektedir. Aktif
VL’de B hiicrelerinin poliklonal aktivasyonundan otiirii IgG ve daha diisiik

diizeyde IgM artis1 goriilmektedir [7].

2.10. Leyismanyoza Kars1 As1 Stratejileri

Leyismaniyasise karsi bir aginin gelistirilmesi beseri tipta ve veterinerlikte hem koruma
hem de hastaligin kontrol altina alinmasi agisindan uzun vadeli bir hedef olarak
goriilmiistiir. Maalesef asilarin gelistirilmesi, ciddi boyutlardaki antijenik ¢esitlilik ve
parazitlerin diheteroksenik bir yasam dongiisiine sahip olmasi nedeniyle olduk¢a zordur.

Gegtigimiz on yilda, bircok alt birim ve DNA antijenleri deney hayvanlarinda
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potansiyel as1 adaylar1 olarak tanimlanmistir ancak simdiye kadar higbiri insanlarda
kullanim agisindan onaylanmamistir. Ancak leyismanyozun tedavisinin ardindan
gozlenen kalict bagisiklik, leyismanyozu onlemeye yonelik asilamanin gelencksel

bagisiklama yontemlerinin kapsamina girdigini gostermektedir [7, 24].

2.10.1. Canh Asilar

Promastigotlarin gelismesini destekleyebilen kiiltiir sartlarinin olusturulmasi ile birlikte,
1908'de Nicolle ve Manceau, enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in canli organizmalar
kullanilmaya baslanmistir. Leyismanizasyon, canli viriilan Leishmania’nin asilanmasi,
yizyill askin bir siiredir uygulanmaktadir. Canli parazitlerin enjeksiyonu biiyiik
olasilikla kontrollii lezyon meydana getirir ve T-hiicre aracili bagisikligi indiikler.
Leyismanizasyon eski Sovyetler Birligi Cumhuriyeti, Israil ve iran'da uzun bir siire
basarili bir sekilde kullanilmistir ancak birgok iilkede cogunlukla giivenlik sorunlari
nedeniyle terk edilmistir. Kontrollii enfeksiyona yonelik intihar genleri ile birlikte
ilaglara duyarli Leishmania mutantlarinin dahil edilmesi, lezyonlarin boyut ve siiresini
azaltmak i¢in 6lii parazitlerin kullanilmasi veya anti-leyismaniyal bagisikligin daha hizli
baslamasini ve lezyonlarin hizli iyilesmesini saglayan adjuvanlarin kullanilmas1 yoluyla
leyismanizasyon giivenligini artirmak i¢in c¢alisilmaktadir. Canli amastigotlarin
kullanim1 hamsterlarda denenmis olan en eski asilama stratejileri arasinda yer
almaktadir, ancak bu L. donovani ile miicadeleye karst korumayi saglamada
basarisizlikla sonuclanmistir. Farelerde belli diizeyde direng¢ baglatmis olan bir strateji
olan BCG'in adjuvan olarak kullanilmasina yonelik bir girisim dahi hamsterlarda
denendiginde duyarliligin artmasina yol agmustir. Ancak L. donovani 'nin UR6 susunun
canli promastigotlarini kullanan bir yaklagim, hem dalak hem de karacigerde onemli

olglide koruma saglamistir [7, 25].

2.10.2. Canli- Zayiflatilmis Asilar

Patojenik olmayan parazitlerle asilama, 6lii promastigotlarla birlikte leyismanizasyon
veya asilama ile karsilastirildiginda 6nemli avantajlara sahiptir. Zayiflatilmis parazitler,
dogal konake1 hiicre tarafindan viriilan organizmalarla ayni bdliime tasinir ve hastaliga
neden olmadan uygun bagisiklik tepkisinin olusmasina yetecek kadar uzun siire
devamlilik gosterirler. Zayiflatilmig Leishmania asilari, gentamisine maruz birakma,
irradiyasyon ve kimyasal mutagenler altinda kiiltiirlenme ve son zamanlarda

Leishmania genomundan genlerin silinmesi yoluyla uzun siireli kiiltiirlerde tretilmis
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parazitlerdir. Dihidrofolat rediiktaztimidilat sentetazin1 (DHFR-TS) kodlayan gen gibi
memeli konak¢ida uzun siireli sagkalim igin gerekli genlerden yoksun parazitler,
potansiyel asilar olarak analiz edilmistir. Bununla birlikte, DHFR-TS'den yoksun L.
major ile asilama, bir primat modelinde koruyucu bagisiklik gostermede basarisiz

olmustur [26].

2.10.3. Olii Asilar

Olii parazit asilari, profilaktik ve terapdtik asilar olarak Onerilmistir. VL'ye karst
zayiflatilmig veya Oli parazitlerin kullanimi da dahil olmak iizere cesitli stratejiler
denenmistir. Bazi birinci kusak 6l agilar, KL’a kars1 as1 ¢aligmalarinda yer almistir, bu
durum ise {imit verici sonuclarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Ilk denemeler
arasinda, 6lii promastigotlarin, CF1 farelerinde enfeksiyona kars1 kismi direng verebilen
deri altindan veya damar i¢inden enjekte edilen bir adjuvan olarak glukan ile birlikte
kullanilmasi yer almaktadir. Bir asilama g¢alismasinda, bes 6lii Leishmania susunun
promastigotlarinin, Leishmania deri testi doniisimi ile Olgiilerek giivenli ve
immiinojenik oldugu gosterilmis ancak sadece disiik bir koruma diizeyi (%50)
kazandirmigtir. Daha sonra L. amazonensis IFLA/BR/67/PH8’den Leishvacin olarak
bilinen bir agmnin iretimi baslatilmigtir. Farelerde ve maymunlarda yapilan asilama
calismalarindan sonra, Thl bagisiklik tepkisinin enfeksiyona karsi koruma i¢in gerekli

olabilecegi, ancak KL'ye karsi koruma i¢in yeterli olmadig ileri siiriilmistiir [7, 27, 28].

2.10.4. Fraksiyonel Alt birim Asilar:

Insanlarda yapilan tek bir deneme disinda, Leishmania fraksiyonlarini kullanilarak
yapilan asilama hayvan modelleriyle sinirli kalmistir. Bu agilama hayvan modellerinde,
leyismanyal antijenlerin ve adjuvanlarmin derialtina enjeksiyonu seklindedir. Asi
gelistirme ile ilgili yapilan ilk calismalar, Leishmania lipofosfoglikan (LPG) gibi
glikolipidlerin miikemmel koruma sagladigina isaret etmistir [24, 25]. Koruma,
lipozomlar veya Corynebacterium parvum gibi adjuvanlarin kullanimina ve molekiiliin
biitiinliigline bagli olmustur. L. donovani kokenli LPG ile yapilan ¢alismalar, bunun asi

gelistirme igin limit verici bir aday olabilecegini ortaya koymustur [7].

2.10.5. Ciplak DNA Asilari
Ciplak DNA ile bagisiklik kazandirma, bulasici hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde

devrim yaratmayi vaat eden yeni bir yaklagimdir. Asi1 adayimi kodlayan gen, bir memeli

18



ekspresyon vektoriinde klonlanir ve DNA dogrudan kas veya deri i¢ine enjekte edilir.
Sasirtict bir sekilde plazmid DNA hiicreler tarafindan alinir ve ¢ekirdege gonderilir.
Burada RNA'ya kopyalanir ve daha sonra sitoplazmaya doniistiiriiliir. Plazmid DNA'nin
alinim verimliligi ve ekspresyonu son derece diislik olmalidir, bununla birlikte T ve B
hiicrelerinde bagisiklik tepkilerini tetiklemenin yeterli olduguna dair ¢ok sayida kanit
bulunmaktadir. Cok sayida bilgi kaynagi, hem CD4+ hem de CD8+ hiicre aracili
yanitlarin uyarildigina bunun ise Leishmania asisi1 igin bir DNA asisii ¢ekici hale
getirdigine isaret etmektedir. Uygun bagisiklik yanitlarini uyarabilmenin yani sira, DNA
asilari, polipeptitin uygun katlanmasini sagladigi, antijeni uzun siire boyunca iirettigi ve
adjuvanlar gerektirmedigi i¢in caziptir. Baska bir avantaj ise tiretim teknolojisinin ¢ok
basit olmasidir. DNA sabittir, uzun raf émriine sahiptir ve dagitim icin siki bir soguk
zincir gerektirmez. gp63, LACK ve PSA-2, sistein proteaz tip |1 (Cpb) ve tip 1l (Cpa)
kodlayan DNA ile yapilan asilama, genetik olarak direngli ve duyarl farelerin tiimiinii

L. major enfeksiyonuna karst korumustur [29].

2.10.6. Rekombinant ve Sentetik Asilar

Incelenmekte olan daha yeni asilar ise rekombinant DNA kokenli antijenleri ve
peptidleri kapsar. Hedef antijenlerden bazilar1 canli tiirleri ve yasam dongiisii asamasina
0zgudiir, buna karsilik digerleri ise promastigotlar ve amastigotlar tarafindan paylasilir.
Bazilar1 Leishmania tiirleri arasinda korunurken, bazilar1 korunmamaktadir. T
hiicrelerinin, MHC simif I kanalinda baglanmis sitozolik proteinlerden tliremis peptidleri
veya antijen sunucu hiicre ylizeyi iizerindeki MHC simif II kanalinda baglanmis
lizozomal bolmeden tiiremis peptidleri tanimasindan dolayr herhangi bir parazit
proteini, parazitteki konumu ne olursa olsun, bir antijen olarak islev gorebilir.
Rekombinant antijenler saflastirilmis proteinler, bunlart kodlayan ¢iplak DNA veya tabi
vaziyetinde proteinleri iireten bakteriler olarak taginabilir. Manipiilasyonlar, antijenin
spesifik lokasyonlara veya primer T hiicre yanitlarinin baslatilmasi i¢in gerekli oldugu
diisiiniilen, dendritik hiicreler veya langerhans hiicreleri gibi belirli antijen sunucu
hiicrelere hedeflenmesine izin verir. Bakterilerin enjeksiyonu veya c¢iplak DNA, bu
antijen sunucu hiicrelerin "etkinlestirilmesi" veya "yetkilendirilmesi" gibi destekleyici

etki saglayacak ek bir avantaja sahip olabilir [7].
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2.10.7. As1 olarak Anti-tatarcik Tiikiiriigii Bilesenleri

Leishmania parazitleri, tatarcik tiikiiriigiindeki bir siispansiyon olarak tatarcik 1sirigi
sirasinda bir konakg¢idan digerine tasinir. Bu nedenle, tiikriik bilesenlerine karsi
bagisiklik tepkilerinin tetiklenmesi anti-leyismanyal bagisiklig1 dolayl olarak artirabilir.
Yapilan ilk caligmalar, tatarcik tikiiriigiindeki molekiillerin enfeksiyon olusumunu
kolaylagtirarak hastalik gelisimini siddetlendirdigini ortaya koymustur. Diger taraftan,
farelerin enfekte olmamis tatarciklarin isiriklarina daha onceden maruz kalmasimin L.
major enfeksiyonuna kars1 koruma sagladigi goriilmiistiir. Koruma, parazit enjeksiyonu
bolgesindeki bir gecikmis tip hipersensitivite yaniti ile iliskilendirilmistir [30].
Maxidilan [8] veya bir 15 kDa proteini, SP15 [31] gibi tiikriikte bulunan molekiiller ile
bagisiklik kazandirma da KL'ye karsi korumayi baslatmistir. Tiikriik molekiillerinin
dogal enfeksiyon siirecindeki rolii anlasilmamaktadir, bagisikligin bunlara kars1 tepki
vermesini saglayan hi¢cbir mekanizma korumayi baslatmamaktadir. Koruyucu
bagisiklik, tikiiriikteki bagisikligi diizenleyicilere yoneltilebilir, bu da enfeksiyonu
kolaylastirma yeteneklerini etkisiz hale getirir. Alternatif olarak, tiim g¢aligmalarda
gbzlemlenen gecikmis tip hipersensitivite yaniti, enjeksiyon yerindeki ortami
degistirebilir ve Leishmania agisindan bunu rahatsiz edici hale getirebilir (Belkaid
yanit1). Bu amagla, IL12 salgilamak i¢in retroviral enfeksiyonla tasarlanmis dendritik
hiicrelerin adoptif transferi, L. donovani antijeniyle atilan dendritik hiicrelerle
asilamanin etkisini arttirmak i¢in kullanilmistir. Bazi bakteriyel DNA dizilerinin
immunostimiilator etkilere sahip olduklar1 goriilmektedir. Metillenmemis diniikleotitler
(CpG motifleri) igeren spesifik DNA dizileri, B hiicreleri ve dendritik hiicreleri aktive
eder ve makrofajlar araciliiyla sitokin tiretimini baglatir. CpG motiflerinin, polarize bir
Thl yanitina yol agan IL-12 ve TNF-a iretimini baslatma yetenegi, Leishmania
asilarina yonelik adjuvanlar olarak bunlar ilgi ¢ekici hale getirir. CpG iceren DNA'nin

astlamada immiinostimiilator etkileri vardir [7].

2.10.8. Adjuvanlarin Dagitim

Latincede kelime anlami olarak "yardimci olmak" anlamina gelen adjuvanlar, 1920'lerin
basindan itibaren asinin tesirini arttirmak icin kullanilmistir. Adjuvanlarin sayist ve
tiirleri artmis olmasina ragmen etki mekanizmalar biiyiik 6l¢iide gizemini korumakta ve
ampirik niteliktedir. Son zamanlarda bircok laboratuarda c¢aligmalar, bagisiklik
tepkilerini baslatan hiicreler ve molekiillere iliskin diislincelerimizi degistirmistir.

Gliniimiizdeki anlayisa gére uzman "profesyonel" antijen sunucu hiicrelerin, primer T
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hiicre yanitlarin1 baslatmasi1 gerekmektedir. Bu hiicreler dendritik hiicreler veya deride
bulunan langerhans hiicreleridir. Dendritik hiicreler, reseptor aracili endositoz veya sivi
fazli pinositoz yoluyla antijeni alirlar. Daha sonra dokudan, toplanarak antijenin
peptidlere islendigi ve peptidlerin MHC smif II molekiillerini karsiladigi drenaj lenf
diigtimlerine taginirlar. MHC sinif II'ye sahip peptid kompleksi, hiicre yiizeyine taginir
ve T hiicreleri tarafindan taninmasi igin gosterilir. Antijen sunucu hiicreler ayni
zamanda CD4+T hiicrelerini alana ¢eken sitokinleri salgilarlar, béylece peptid MHC
sinif II kompleksi i¢in ayni tiirden reseptorleri olan T hiicreleri klonal genisleme
gecirirler. Th1/Th2 degisiminin bu noktada ortaya c¢ikmasi ve boylelikle bagisiklik
tepkisinin seyrini ve sonucunu belirlemesi olasidir. Bu diizeyde, adjuvanlarin bagisiklik

tepkisinin siddetine ve kalitesine katkida bulundugu diistiniiliir [7, 32].

2.11. Leyismanyozda Deneysel Hayvan Modelleri

Herhangi bir aragtirmanin basarist uygun bir model olusturulabilmesine ve gilivenilir
tekniklerin kullanilmasina baglidir. Yeni gelistirilen asilarin, immiinoterapotik ajanlarin
leyismanyoza kars1 etkinligi hakkinda yapilan c¢aligmalarda bu tiir model hayvanlar
tercih edilir. Yapilan ¢alismalar i¢in hayvan modellerinde hastaligin insanda olusan
tepkileri vermesi arzu edilen bir 6zelliktir. Giliniimiize kadar herbiri farkli 6zelliklere
sahip bir¢ok deneysel model gelistirilmistir. Ancak leyismanyozda insanda olusan
immiinolojik, patolojik ve fiziksel tepkileri dogru bir sekilde yansitan hayvan modelleri

arasinda BALB/c irk1 fareler ve hamsterler 6nemli bir yer tutmaktadir [7].

2.11.1 Fare
BALB/c fare tiirlerinin L. major ile enfeksiyonu, hiicre i¢i bir patojene verilen hiicre
aracilt yanit sirasinda olusan immiinoregiilasyon i¢in en iyi modeli sunar. Duyarli
BALB/c farelerinde, KL enfeksiyonu parazite 6zgiil Th2 tipi hiicrelerin drene oldugu
lenf diigiimlerinde, 1L-4'i salgilayan CD4+ efektor T-hiicrelerinin goriinimiiyle iliskili,
viseral yayilim ile ilerleyen bir hastaliga neden olur. Bunun aksine ayni soydan gelen
diger tiirlerin (6rnegin, CBA, C3H, veya C57BL/6) cogu kolaylikla enfeksiyonu kontrol
altina alabilir ve IFN-y'y1 serbest birakan ancak IL-4’salmayan Thl tipi CD4+ efektor
hiicreleri ile iliskili saglam bir tepki gelistirirler ve bu fagosit bagimli immiinitenin
aktivasyonunu saglamaktadir [33].

Hastaligin duyarliligt veya direnci Th2 veya Thl hiicrelerinden salinan

sitokinlerin {iretimi ile yakindan iligkilidir. O halde sorulmasi gereken soru Thl veya
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Th2 baglantisinin nasil belirlendigidir. IL-4 (daha az oranda IL-10) ve IL-12'nin
sirastyla Th2 ve Thl gelisimine aracilik etmede Onemli bir role sahip oldugu
gosterilmigtir.  1L-12, IFN-y'y1 aktive ederken IL-4 transkripsiyonunu baskilar.
Enfeksiyonun uzun siireli kontroliinii siirdiirmek i¢in Th1l yanit1 ve IL-12'nin kalicili1
gereklidir [34].

BALB/c farelerinin L. major'e genetik yatkinligi, biiyiik olasilikla Leishmania
antijen epitoplarinin CD4+T hiicreleri tarafindan anormal bir sekilde tanimmasindan
kaynaklanir. Oyle ki IL-4 iiretimi fazlasiyla artarlen IL-12 asir1 bir sekilde baskilanir.
Farkli Leishmania tiirleri klinik olarak farkli hastaliklara neden olur ve herhangi bir
parazitin neden oldugu hastaligin ciddiyeti, bireysel olarak belirgin bir sekilde
degisebilir. Leishmania enfeksiyonunun, konakgisi tizerindeki direngliligi ve duyarlilig:
konusunda tartismalar devam etmektedir. Bu konu leyismanyozda kullanilan hayvan
modellerine kadar uzanir. Ancak bilinen bir gercek vardir ki C57BL/6 fareleri her
zaman direnglidir, BALB/c ise daima duyarlidir [7].

Thl bagisiklik tepkisinin Leishmania enfeksiyonunu onlemedeki en 6nemli
olaydir. Uyarilmig Thl hiicreleri, makrofajlar1 aktive eden ve parazitleri 6ldiiren IFN-
y'yt indiikler. C57BL/6 fareleri erken Thl bagisiklik yanit1 baslatir ve enfeksiyonun
yayilmasini Onler, iyilesme siirecini baglatir. Buna karsilik BALB/c tiirii fareler ise

erken Th2 yanitini baglatir ve iyilesmeyen lezyona ve hastaligin ilerlemesine yol agar

[7].

2.11.2. Hamster

Farelerde dogustan, rekombinant ya da deneysel olarak mutasyon gegiren suslarin
kullanimi ile karakterize bir genetik yap1 s6z konusu iken, hamsterlar asirt duyarl bir
konak i¢in mikemmel bir model olusturmaktadir. Bu nedenle, Leishmania
enfeksiyonuna kars1 hamsterlar, histopatolojik caligmalar, ila¢ etkinligi caligmalar1 ve

as1 ¢alismalari igin siklikla kullanilirlar [7].

2.11.3. Kobay

Kobaylar, gecikmis tip hipersensitivite ¢alismalar1 i¢in geleneksel bir modeldir. Bunlar
L. enriettii'nin dogal konakgilaridir ve Leishmania’nin diger tiirleriyle deneysel olarak
enfekte edilmislerdir. Leishmania igin tani testlerinde kullanilmak tizere potansiyel

antijenleri taramak igin cilt testi modeli olarak kullanilmislardir [7].
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2.11.4. Kopek

Diger hayvan modellerindeki deneysel veriler ile karsilastirildiginda, kopeklerde
Leishmania’ya karsi bagisiklik tepkisinde yer alan mekanizmalar ile ilgili bilgiler
giinimiizde de olduk¢a smirlidir. Bu, temelde kopek bagisiklik hiicresi
poplilasyonlarinin ve kemokinlerinin karakterizasyonu i¢in standartlastirilmis ticari
tirtinlerin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Kopeklerin Leishmania enfeksiyonuna
kars1 dogal ve deneysel klinik direnci uzun zamandir bilinmektedir. Klinik olarak,
enfekte asemptomatik kopeklerin ii¢ kategorisi tanimlanabilir. Bunlar; belirgin hastalik
tablosu olusturanlar, uzun siire semptomsuz kalanlar ve kendiliginden iyilesenler. Son
iki grubun kopeklerinin, klinik hastaliga yatkin ve duyarli olarak tanimlanan
hayvanlarin aksine genellikle direncli olduklar1 kabul edilir. Kdpek genetiginin, klinik
leyismanyoza kars1 direncin belirlenmesinde etkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin,
Ibizian av kopekleri arasinda hastalik vakalarinin siklig1 diger cinslere gore ¢ok daha
diisiiktiir. Bu durum 6nemli immiin hiicre reaktivitesiyle iligskilendirilmistir. Deneysel
ve dogal olarak enfekte olmus hayvanlardan, farkli derecelerde klinik semptom gosteren
hayvanlar, Leishmania antijenine karsi olusturulan lenfoproliferatif yanitlart ve IFN-y
veya IL-4 icermeyen bazi sitokinlerin iiretimi agisindan incelenmistir. Genel olarak,
direngli kopeklerden alinan lenfositler antijene daha siddetli tepki gostermis ve enfekte
olmamis veya semptomatik kopeklerden gelen hiicrelere kiyasla daha yiiksek IL-2 ve

TNF-B seviyeleri tiretmistir [7].

2.12. Leyismanyozda En Son Tedavi Yontemleri

2.12.1 Giincel ilaclar

Son yillara kadar antiparazitik ilaglara gerek ila¢ endiistrileri gerekse hiikiimetler
tarafindan yeterince dnem verilmemistir. 2000 li yillara gelindiginde yeni antiparazitik
ilaglara yapilan yatirim kiiresel yatirnmin yanlizca % 0,1°1 kadardir [35]. Buna ilaveten
leyismanyoz hastaligina karst insanlara yonelik etkili bir as1 gelistirilmediginden
kemoterapoétiklerle sagaltim bu hastalik i¢in birinci Oncelik olma o6zelligini
korumaktadir. Leyismanyoz i¢in kullanilan yeni kemoterapdtiklerin olmasina ragmen,
bunlarin bir¢ogu eski kemoterapotiklerden tiiretilenlerdir. VL ve KL i¢in kullanilan
giincel ilaglar stibogluconate of sodium (Pentostam®), N-methylglucantime
(Glucantime®), pentamidine (Pentacarinato®), ve amphotericin B (Fungizone®)

seklinde siralanabilir. Bu ilaglar paranteral kullanima uygun olup uzun stireli bir tedavi
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stireci gerektirmektedir. Bunun yan1 sira, bu ilaglar ¢cok pahali olup yiiksek toksisiteye
sahiptir ve yan etkileri géz ardi edilemeyecek kadar coktur. Bu faktorler bir biitiin
olarak ele alindiginda tam bir tedavi miimkiin olamamaktadir. Bunun yani sira tedavinin
yetersizligi Leishmania tiirlerinin var olan kemoterapétiklere biiyiikk oranda direng
gelistirmesine de sebep olmaktadir. Fakat, liposomal amphotericin B (AmBisome®),
paramomycin, and miltefosin gibi yeni kemoterapétikler ile leyismanyoz tedavisinde
olumlu sonuglar alinabilmektedir. Birgok tilkede liposomal amphotericin B
(AmBisome®), VL’da ilk tercih edilen ilag konumundadir. Bununla birlikte, bu yeni
ilaglarin yan etkileri digerleri kadar fazla degildir. Ancak leyismanyoza Karsi yeni ilag

ve tedavi yontemi arayisi, glincelligini daima korumaktadir [36].

2.12.2. Leyismanyoza Karsi Kullanilan Dogal Uriinler

Insanlar tarih boyunca hastaliklarin tedavisi i¢in atalarindan o6grendikleri bilgiler
dogrultusunda dogal kaynaklardan ve 0Ozelliklede bitkilerden yararlanarak birgok
yontem kullanmiglardir. Son yillarda tip ne kadar gelisirse gelissin gerek kolay ulagim
gerekse ekonomik sebepler yiiziinden bu gelenek ozellikle gelismekte olan toplumlarda
hala devam etmektedir. Giiniimiizde de bitkisel tedavilerin yeri gz ardi edilemeyecek
kadar biiyiiktiir. Hal bu olunca bir¢ok arastirmaci ve laboratuvar bitkisel kdkenli yeni
molekiil arayisina girmislerdir. Bitkiler, anti-Leishmania aktivitesine sahip molekiilleri
iceren Onemli bir kaynaktir. Son yillarda yapilan caligmalarda anti-Leishmania
aktivitesine sahip bitkisel kaynaklara oldukca sik rastlanmaktadir. Yapilan ¢alismalara

gore diinyadaki ve tilkemizdeki bazi bitkisel kaynaklar Tablo 1°de gosterilmistir.
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Tablo 1. Anti-leyismanyal aktiviteye sahip bazi bitkisel droglar.

Tir Halk ismi Cografik Bolge Bitkinin Kaynak
kullanilan kismi1
Andrographis paniculata ~ Hint ekinezyas1 Hindistan Yaprak [37]
Camptotheca acuminata Mutluluk agaci Cin Kabuk, Kok [38]
Curcuma longa Zerdegal Hindistan Kok [39]
Mimusops elangii Ispanyol kirazi Hindistan Tohum [40]
Peganum harmala Uzerlik Hindistan Tohum [41]
Piper nigrum Karabiber Hindistan Tohum [42]
Taxus baccata Yaygin porsuk Yunanistan Dal [43]
Yucca filamentosa Avize gigegi Almanya Tiim bitki [44]
Annona glauca Giil elmast Senegal Tohum [45]
Annona muricata Tar¢in elmasi Kolombia Meyve [46]
Allium sativum Sarimsak fran Sogan [47]
Posidonia oceanica Deniz eristesi Tirkiye Tim bitki [48]
Ulva lactuca Deniz marulu Tiirkiye Tiim bitki [48]
Salvia cilicica Adagay1 Tiirkiye Kok [49]

2.13. Anti-Leyismanyal Ila¢ i¢cin Potansiyel Hedefler

Parazit direnci, maliyeti, yan etkileri, toksisitesi ve diger tedavi sorunlar1 leyismanyoz
tedavisi i¢in yeni ilaclar ve alternatif hedefler belirlemek ve gelistirmek ihtiyaci
dogurmustur.

Anti-protozoer etki i¢in glikolitik yolak, poliamin biyosentezi, glioksalaz yolag,
fosfolipidlerin ve sfingolipidlerin alimi ve dongiisii, mikrotiibil biyosentezi gibi
metabolik yollar ve folat metabolizmas1 hedeflenmistir. Parazit enzimleri gibi yeni
hedeflere yonelik ilaglarin gelistirilmesi, yeni anti-leyismanyal ilaclarin arastirilmasina
da onciiliik etmistir. Arjinaz, leyismanyoz tedavisinde yakin zamanda tanimlanmis bir
hedeftir. Enzim, Leishmania gibi bazi tripanosomatidlerde bulunan bir subseliiler
organel olan glikozomda lokalizedir. Arginaz yolagmin engellenmesi, poliamin
biyosentetik yolaginin engellenmesine ve anti-leyismanyal aktiviteye neden olur [50].

Anti-leyismanyal ilag eylemi i¢in potansiyel hedef olarak arastirilan diger enzim
sistemleri, nitrik oksit sentaz, DNA topoizomeraz, trypanothione reduktaz, siiperoksit
dismutaz enzimleri ve hipoksantin-guanin fosforibosiltransferazi igerir. L. major
genomunda serin, sistein, aspartik, treonin ve metalopeptidazlari da igeren 154 peptidaz
saptanmustir. Sistein peptidaz-spesifik inhibitérii K11777, bu peptidazlarin parazit

bliylimesi i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Buna gore gelistirilen bazi inhibitorlerin
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paraziti 6ldiirmedigi goriilmesine ragmen peptidazlarin bu konuda umut verici hedefler
oldugu diisiiniilmektedir. Karbonik anhidrazlar, Leishmania igin arastirilmaya baslanan
yeni bir hedeflerdir. Karbonik anhidrazlar, CO, hidrasyonunu bikarbonat ve protonlara
katalize eden metalloenzimlerdir ve bes karbonik anhidraz sinifi belirlenmistir (o, B, v, 0
ve (). Karbonik anhidrazlar tarafindan katalize edilen reaksiyon, organizmalardaki asit-

baz dengesinin diizenlenmesinde gereklidir [50].

2.14. Leyismanyoz Tedavisi Icin Yeni Bir Tedavi Yontemi, Nanopartikiil
Teknolojisi

Son yillarda nanobilimdeki gelismeler terapotik kullanim amagli nanomateryallerin de
gelistirilmesini sagladi. Gelistirilen nanomateryaller 6zellikle son on yilda tedavi araci
olarak kullanilmaya baslamistir. Bunlardan biiyiik bir kismi da tibbi bitkilerden elde
edilen bilesiklerle hazirlanan nanoformiilasyonlardir. Saponinler (lipozom) ve
alkaloidler (nanopartikiil) nanoformiilasyonu hazirlanan baslica bitki bilesenleridir [50].

Bu nanoformiilasyonlardan bazilar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Nanoformiilasyonu hazirlanan baslica bitki bilesenleri.

Formiilasyon Aktif igerik Kaynak

Mannoz kaph lipozom Piperine [51]
Nanopartikiil 2”,6’-dihydroxy-4’- methoxychalcone [52]
Mikrokiire, Nanopartikiil Quercetin [53]
Mikrokiire, Nanopartikiil bacopasaponin C [54]
Mikrokiire 14-deoxi-11- oxoandrographolide [55]
Lipid Nanopartikiil Piperine [42]
Nanopartikiil, Mikroemiilsiyon bassic acid [40]
Nanojel, Nanopartikiil arjunglucoside I [56]
Nanopartikiil andrographolide [57]
Nanopartikiil B-aescin [58]
Altin Nanopartikiil quercetin [59]

2.15. Leishmania Enfeksiyonu Sirasinda Konak Hiicre miRNA Ekspresyonunun
Modiilasyonu ve Yeni Terapotik Bir Molekiil olarak miRNA'nin ortaya ¢ikisi

Leyismanyozda, Kinetoplastid protozoon olan Leishmania amastigotlari doku makrofajlarmin
icinde bulunmaktadir. Leishmania, enfekte makrofaj hiicrelerindeki 6zel hiicre igi yapilar olan

parazitoforéz vakuollerde bulunmakla birlikte enfekte olmus ve heniiz enfekte olmamis komsu
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hiicrelerdeki gen ekspresyonunu da etkilemektedir. Okaryotik hiicrelerin mikro diizenleyici
RNA's1 olan miRNA'larin ekspresyonu, hem Leishmania ile enfekte makrofajlarda hem de
enfekte fare karacigeri hepatositlerinde degisim gecirmektedir. Karacigerde serum kolesteroliinii
diizenleyen ve Leishmania enfeksiyonu ile azalmis bir hepatik miRNA olan miR-122'nin
restorasyonu, serum kolesterol diizeyindeki artis ve karaciger parazit yiikiiniin azaltilmast ile
iliskili oldugu bilinmektedir [60].

I¢ ya da dis ortamdaki degisikliklere karsilik olarak metabolik siireglerin hizlarim
kontrol etme yetenegi tiim canli hiicreler i¢in olmazsa olmazdir. Metabolik kontrol ve
homeostazin korunmasi i¢in gerekli olan mekanizmalar, 6zellikle tiim yiiksek metazoali
hayvanlarda meydana gelen gen ekspresyonunun transkripsiyonel, translasyonel, post-
translasyonel ve allosterik diizenlenmesini igeren kompleks siireglerdir. Dokuya &zgii bir
mIiRNA olan miR-122'nin karacigerde kolesterol ve lipid homeostazim diizenledigi ortaya
konmustur. MiR-122, insan ve kemirgen hayvanlarin karacigerinde bol miktarda eksprese
edilmektedir ve inhibisyonunun karaciger kolesterol diizeyini azalttigi arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir. Kriitzfeldt ve ark. [61], miRNA inhibitorlerinin yeni bir sinifi
olan antagomirleri kullanarak miR-122'nin farelerdeki kolesterol metabolizmasi iizerine
etkisini incelemislerdir. Antagomir-122°nin karacigerdeki miR-122'yi azalttig1 ve antagomir
tedavisinin 4 giin sonrasinda bile plazma kolesterol diizeylerinde belirgin bir diisiise neden
oldugu goriilmiistiir [61]. Glosh ve ark.; miR-122'nin koruyucu roliinii daha iyi belirtmek
amactyla miR-122 ekspresyonu, enfeksiyonun baglangic olusumunun ardindan karacigerde
artirllmistir. Yalnizea ii¢ dozluk miR-122 ekspresyon plazmid enjeksiyonundan sonra, miR-
122 seviyesinde bir artis ile birlikte kolesterol diizeyinde de bir yiikselme goriilmiistiir.
Daha da 6nemlisi, daha 6nce oldugu gibi hepatik parazit yiikiiniin azaldigin1 ve burdan yola
c¢ikarak arastiricilar, miR-122'nin koruyucu etkisinin oldugunu gostermislerdir [62].

KL’de miRNA diizeylerindeki degisimleri gosteren ¢alismalar sinirh sayidadir.
L. major etkenli KL ile ilgili yapilan bir arastirmada enfeksiyon sonrasi 3, 6, 12 ve 24.
saatlerde 365 mMIRNA'lik bir dizi profillenmis L. major enfeksiyonunda insan
miRNA’larmin  yaklagik %20'sinin  ekspresyonunu degistirdigi tespit edilmistir.
Enfeksiyondan 3 saat sonra, 31 miRNA miktarinda artis tespit edilmis ancak {igliniin
ekspresyonunda bir azalma oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik, enfeksiyondan 6 saat
sonra sadece bes miRNA ekspresyonu artmis ve yedi miRNA ekspresyonunda ise
azalma oldugu gorilmiistiir. Daha uzun enfeksiyon siiresi sekiz ve yedi miRNA'nin
sirastyla 12 ve 24 saatte ekspresyonunu artirirken, ii¢ ve onbir miRNA ekspresyonu bu

zaman noktalarinda azalmistir. Son olarak, 64 miRNA arasinda 4 miRNA (miR-28,
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miR-331, miR-486 ve miR-502), en az iki farkli enfeksiyon zamaninda farkl sekilde

diizenlenmistir [63].

2.16. Leyismanyozda Serum Kolestrol Seviyesi Degisimleri ve
Terapotik Ajan Olarak Kolesterol

VL’da kolesteroliin 6nemi ¢ok iyi sekilde tespit edilmistir. Serum kolesterol igeriginin,
hastaligin ilerlemesi ile birlikte VL hastalarinda tehlike arz edecek sekilde azaldigi
tespit edilmistir ve ilgingtir ki bu, parazit yiikii ile ters korelasyona sahiptir. [64]. Bu
durum, kolesteroliin lipozomal olarak verilmesi ile diizeltilebilir [65]. VL'nin deneysel
hamster modellerinde, lipozomal kolesterol uygulamasi enfekte hayvanlari organ paraziti
yiikiinden kurtardigi Banarjee ve ark.’nin yapmus olduklari ¢aligmada gosterilmistir [66].
Hiperkolesterolemik farelerde yapilan daha ileri diizeyde ¢aligmalar, kolestrol seviyesinin
dogrudan hastaligin siddeti ve ilerlemesiyle iliskili oldugunu ortaya koymustur [67].
Kolesterol uygulamasi ile birlikte yapilan tedavi, dogrudan veya ilaca dayali temel bir tedaviye
yardimei olarak klinik ortamda kullaniimaktadir. L. donovani, hiicre i¢i yasam dongiisii boyunca
membran akigkanligini arttirarak enfekte makrofajlarin membran raftlarin1 bozar. Bu durum,
kolestrol bakimindan zengin lipozomlarin leyismanyoz tedavisinde terapétik bir role sahip
olabilecegi fikrini desteklemistir. Enfekte makrofajin faz gecis sicakligindan daha diisiik bir
sicaklia maruz birakilmasiyla veya asirt kolestroliin lipozomal olarak verilmesiyle diizeltilen
membran akiskanligi, enfekte olmus makrofajdaki antijen sunum probleminin diizeltilmesini
saglamustir [65]. Bu ve kolesteroliin Leishmania enfeksiyonuna kars1 potansiyel bir terapotik
ajan olarak islev gorebilecegi yoniindeki diger bulgular, arastirmalarin L. donovani ile enfekte
hamsterlarda kolestrol bakimindan zengin lipozomlarin terapétik etkinligine odaklanmalarim

saglamustir [60].

2.17. Leyismanyoza Karsi Terapotik Bir Ajan Olarak miRNA'nin Gelecegi

Terapotik ajanlar olarak kiiciik diizenleyici RNA'larm potansiyeli heniiz arastirllmamustir.
mMiR-122'nin, asirt ekspresyonun enfekte hayvan karacigerinden parazitin temizlenmesini
saglayabilecek onemli bir molekiil oldugu kesfedilmistir. Bu miRNA'nin, farkli memeli
konakgilarda ilaca direngli parazitler tarafindan enfeksiyona karsi etkinliginin test edilmesi
ile olumlu sonuglar elde edilebilir. Bunun, enfekte dokuda esasen kolestroliin artirilmasi
yoluyla anti-leyismanyal faktor gibi davrandigi goriilmektedir ancak miRNA

ekspresyonunun parazit sayismi dogrudan etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. lk
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bulgular umut verici olmakla birlikte gelecekte miR-122, L. donovani ile enfekte bireylerde
anti-leyismanyal gen olarak faydali olabilir [60].

Goriildigi gibi Leishmania enfeksiyonu sirasinda miRNA ekspresyonlarinda belirgin
degisiklikler hem KL’da hem de VL’da yapilan arastirmalar sonucu tespit edilmistir.
miRNA’lar birgok hastaligin diizenlenmesinde gorev alan yeni tedavi yaklagimlaridir.
Belirli bir miRNA dizisini inhibe eden, o diziye spesifik olan antagomirler yeni bir ilag
grubu olma yoniinde ilerlemektedir. miRNA’larin kontrolii ile yakin gelecekte bir¢ok

hastaligin tedavisinin miimkiin olacag diistiniilmektedir [60].

2.18. Nanoteknoloji ve Nanotip

Son zamanlarda teknolojinin bir¢ok alaninda oldugu gibi tip alaninda da adindan sikg¢a
s0z ettiren bilim dali Nanoteknoloji’dir. Yunanca’da ciice anlamina gelen “Nano” bir
fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri olup, bir nanometre yaklasik 2—3 atomun yan yana
dizilmesiyle elde edilen uzunluktur. 1 ile 100 nanometre boyutlari arasinda olan
nanopartikiillerin gelistirilmesiyle nanoteknoloji, tip alaninda da tan1 ve tedavi amagh
kullanilmaya baslamistir. Ozellikle cesitli patojenik ve genetik hastaliklarin teshisinde,
timor hiicrelerinin erken tespitinde bu nanopartikiillerin optik, floresan ve manyetik
ozelliklerinden yararlanilmaktadir. Nanopartikiillerin tedavi amagli kullanimiyla ilgili
calismalar henliz c¢cok yeni olmakla beraber son yillarda bu tiir calismalara
rastlamaktay1z.

Grafen, bu nanopartikiillerden sadece biridir. Bal petegi kristal yapisinda olan

" "

grafen ancak 2004 yilinda sentezlenebilmistir. Ingilizce'de "Graphite" ve "ene
kelimelerinden tiiretilen "graphene" terimi tiirkgede grafen olarak karsilik bulmustur.
2010 Nobel Fizik Odiilii, "iki-boyutlu grafen malzemesine iliskin ¢igir agan deneyleri
icin" Andre Geim ve Konstantin Novoselov'a verilmistir [68]. Grafen Oksit (GO),
mekanik, fiziksel ve optik ozelliklerinden dolayr medikal alanda da bir¢ok akademik
calismaya konu olmustur [69-71]. Bu c¢alismalar, GO’e baglanan tasiyict maddeler
vasitasiyla grafenin 6zellikle kanserli dokularda yogunlasmasi ve erken evrede kanserli
hiicrelerin teshisini amacglamistir. Bilindigi gibi kanser tedavisindeki en biiyiik
sorunlardan biri ilaclarin kanser hiicrelerine etki ederken diger saglikli hiicrelere de
zarar vermesidir. Sadece kanser hiicrelerine etki edecek tedaviler nanoteknoloji ile
miimkiin olmaktadir. Jung ve ark. [71] tarafindan yapilan calismada GO’e baglanan

hyaluronik asit vasitasiyla grafen, bir deri kanseri olan melanom dokusunda

yogunlastirilmis ve yakin infrared 1sima yardimiyla uygulanan fototermal terapi
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sonucunda kanserli dokuda belirgin bir iyilesme tespit etmislerdir. Nanoteknolojinin
ozellikle medikal alanda yakin gelecekte bircok tan1 ve tedavi amacl kullanilan bir

yontem olacag diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari:

Calismada, disi BALB/c (4-8 haftalik, 20+5 gr agirliginda) ki fareler kullanildi.
Fareler calisma siiresince Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Laboratuvari’nda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda barindirildi. Caligmada
kullanilan fareler Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden satin alindi1. Arastirma, Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’nun 25.03.2016 tarih ve 52 sayili karari ile kabul edilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan deney gruplar1 ve hayvan sayilari

Deney Grubu Hayvan Sayisi

GO+FTU 15sn

GO+ FTU30 sn
GO+MSA FTU 15sn
GO+MSA FTU 30 sn
FTU 15sn

FTU 30 sn

K (Miltefosin)

PK

NK

TOPLAM 68

&~ 0O OO © © © © o0 oo

GO: Grafen oksit, FTU: Fototermal uygulama, MSA: Makrofaj spesifik antikor, K:
Kontrol, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol.

FTU gruplara 30 sn ve 15 sn siire ile uygulandi. Deney gruplar1 sadece GO’in
etkisini, GO+MSA modifikasyonunun etkisini ve sadece FTU’nin etkisini 6lgmek
amaciyla olusturuldu, kontrol gruplariyla karsilastirildi. Kontrol grubunun ilki
miltefosin ile tedavi edildi. Pozitif kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmazken
negatif kontrol grubudaki hayvanlar KL olusturulmayan tamamen saglikli hayvanlardan

olustu.

31



3.2. Parazit Inokiilasyonu

Calismamizda kullanilan L. mojor MHOM/TR/2013/MANISAPB145 susu Celal Bayar
Universitesi Parazit Bankasi’ndan temin edildi. Parazit, Celal Bayar Universitesi T1p
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda 10 adet BALB/c irk1 farenin ayak tabanlarina
amastigot formda inokiile edildilerek pasaj yapildi. Yaklasik 3 hafta sonra farelerde KL

sekillendi. Pasajlar hayvandan hayvana yapilarak susun devamliligi saglandi.

3.3. Deneysel KL Modelinin Olusturulmasi

Deneysel leyismanyoz modeli olusturma asamalar1 asagidaki sekilde gerceklestirildi;

1. Enfeksiyon isleminden 6nce negatif kontrol grubundaki fareler disinda biitiin
fareler genel anesteziye alindi. Anestezi islemi % 10’luk ketaminden (Ketalar,
Pfizer) 60 pL intraperitoneal yolla verilerek gerceklestirildi.

2. Daha onceden KL olusturulmus farenin ayak tabani etil alkol (Merck, 100983)
ile silinerek bolgenin asepsisi saglandi. Lezyonlu bdlge steril bir makas
yardimiyla dikkatlice kesildi ve steril bir erlene alindi. Hayvanlara inokiilasyon
yapmadan Once amastigot yogunlugunu degerlendirmek amaci ile kesilen
bolgeden degdirme seklinde (Sekil 8A) ve hazirlanan inokiilasyon sivisindan
(Sekil 8B) praparatlar hazirlanip Giemsa (Merck, 109204) ile boyandiktan sonra
mikroskopta incelendi (Sekil 9). Daha sonra islem yapilan fare sakrifiye edildi.
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Sekil 8. KL olusturulan fareden degdirme (A) ve inokiilasyon sivisindan (B) preparat

hazirlama.

Sekil 9. Amastigotlarin degdirme preparat (A) ve inokiilasyon sivist (B)’ndaki

gorinimui.

3. Kesilen pargalar bir deney tiipiine konularak iizerine %10 at serumu (Sigma,
HO0146) iceren RPMI-1640 (Sigma, R8758) besiyerinden 5 mL eklendi ve steril

bir cam baget yardimiyla homojenizasyonu saglandi (Sekil 10).
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Sekil 10. Inokiilasyon s1visinin homojenizasyonu.

4. Homojenizasyonu yapilan inokiilasyon sivisi steril gazli bez vasitasiyla siiziildi

(Sekil 11).

Sekil 11. inokiilasyon sivismin siiziilmesi.
5. Siiziilen inokiilasyon sivist steril bir deney tiiplinde toplanarak deneye alinacak

farelerin ayak tabanlarina deri alt1 yolla ve insiilin enjektorii araciligiyla 50 pL

enjekte edildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Inokiilasyon sivisinin fare ayak tabanina deri alti enjeksiyonu. Deri altina

giris (A), inokiilasyonun tamamlanmasi (B).

3.4. Makrofaj Spesifik Antikor bagh Grafen Oksit Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi

GO (Sigma, 794341) nanopartikiilleri 1 mg/mL’lik konsantrasyonda, makrofaj spesifik
antikor (MSA, Abnova, MAB5180) ticari olarak satin alindi. GO-MSA konjugasyonu
isleminde EDC/NHS amiditasyon protokolii  kullanmildi [69]. (EDC;N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride, Sigma, 161462, NHS;N-
Hydroxysuccinimide, Sigma, 130672) Buna gore:

1. 400 mM EDC ve 100 mM NHS karisimindan 1 mL alinarak lizerine 1 mL 1
mg/mL konsantrasyonda GO ve 1 mL pH: 5,2 MES buffer (Sigma, M8250, 2-
(N-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate) eklenerek 30 dk oda sicakliginda
aktive edildi.

2. Karisim 13000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, stipernatant atildi.

3. MES buffer ile tekrar yikanarak santrifiij edildi. EDC ve NHS’nin kalan
kisimlar1 reaksion karisimindan uzaklastirildi.

4. Fonksiyonel karisimin tizerine 1 mL pH:7,4 PBS eklenerek 5 dk homojenize
edildi.

5. Uzerine 100 pL MSA ( Sug/mL ) eklendi.

6. Siispansiyon homojenize edilerek 1 gece +4°C’de bekletildi.
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7. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimi PBS ile yikanip 13000 rpm de 5 dk
santrifiij edilerek siipernatant kisim atildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

8. Son yikamadan sonra kalinti iizerine 1 mL %1 SSA (Sigir Serum Albiimini,
Sigma, A2058) igeren pH:7,4 PBS eklenerek homojenize edildi.

9. Soliisyon +4°C’de 3 hafta icinde kullanilmak iizere saklandi.

3.5. GO+MSA Sentezinin Dogrulanmasi
GO+MSA modifikasyonunun basarili olup olmadigi fourier dontisiimlia infrared
spektrofotometre (FT-IR) analizi ve elementel analiz ile dogrulandi. Analizler, Anadolu

Universitesi Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirma Merkezi’nde yapild.

3.5.1. FT-IR Analizi

GO ve modifiye edilen GO+MSA nanopartikiilleri ayr1 ayr1 13000 rpm’de satrifiij
edildi. Supernatan kisim atildi. 2 mL deiyonize saf su ile homojenize edildi. Yikama
islemi 5 kez tekrarlandi. Yikama sonrasi elde edilen maddeler liyofilizasyon cihazinda
(Christ Freeze Dryer Alpha 1-2 LD, Almanya) 24 saat liyofilize edildi. Spektrumlar,
KBr tabletleri hazirlanan maddelerin FT-IR spektrometresinde (Perkin Elmer, Spektrum
100, Amerika) 4000-400 cm * arahiginda analiz edilmesiyle elde edildi.

3.5.2. Elementel Analiz
Maddelerin elementel analizleri mikro elementel analiz cihazi (Leco TruSpec, Amerika)

kullanilarak yapildi.

3.6. GO+MSA Nanopartikiilinin KL Farelerde Doku icinde Makrofajlara
Baglanabildiginin Dogrulanmasi

Sentezlenen GO+MSA nanopartikiillerinin makrofajlara baglandigin1 dogrulamak
amaciyla dokular immiinfloresan boyama ile degerlendirildi. Bunun i¢in, KL
olusturulmus farelerden 2’sine lezyonlu bolge yakinina 20 pL GO+MSA derialt1 yolla
enjekte edildi. 24 saat sonra madde 3.3’de belirtildigi gibi genel anesteziye alinan
fareler sakrifiye edildi. Taze dokudan alinan Grnekler cryotome (Leica, Almanya)
cihazinda -22 derecede donduruldu. Dondurulan dokudan alinan kesit 6rnekleri 1 gece
ayni cihazda bekletildi. Bir sonraki giin PBS soliisyonuna alinan preparatlardaki
dokularin kenarlar1 doku sinirlayici kalem ile belirginlestirildi. Dokularin tizerine 1/15

oraninda hazirlanan monoklonal antikor (anti-MSA, ab177226) damlatilarak 1.5 saat
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inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan PBS’e alman preparatlar 5 dk bekledikten sonra
1/1 oraninda hazirlanan gliserin/PBS kapama soliisyonu ile kapatma islemi yapildi ve
mikroskobik olarak degerlendirildi.

3.7. Tedavisi

BALB/c farelerde olusturulan KL olgularinda olusan deri lezyonlari kumpas ile
olgiilerek birbirlerine yakin biiyiikliikteki lezyonlar ¢alismaya alindi. Calismada 6 deney
grubu, 3 kontrol grubu olusturuldu ve her gruba 8’er adet fare alinirken negatif kontrol
grubuna 4 adet fare alindi. Kontrol gruplarindan pozitif kontrol grubuna herhangi bir
tedavi uygulanmazken diger kontrol grubuna leyismanyoz tedavisinde kullanilan
miltefosin ilk bes giin 50 mg/kg/giin, son bes giin ise 25 mg/kg/glin dozunda oral yolla
uyguland1 (Sekil 13). Negatif kontrol grubunda bulunan farelerde KL olusturulmadi ve
higbir uygulama yapilmadi. Fototermal uygulama (FTU), PL-E Pro 808 nm Infrared
Lazer (Jet, Cin) cihazi ile yakin infrered 1s1ma seklinde 15 sn/giin ve 30 sn/giin dozunda
uyguland1 (Sekil 14). Deney gruplar1 Tablo 3’te belirtildigi gibi GO+FTU 15 sn,
GO+FTU 30 sn, GO+MSA+FTU 15 sn, GO+MSA+FTU 30 sn, FTU 15 sn ve FTU 30
sn seklinde diizenlendi. GO ve GO+MSA nanopartikiilleri yara bolgesi yakinina derialti
yolla 20 pL enjekte edildi ve 24 saat sonra tedavi prosediirii uygulandi. Tedavinin 5’inci
ve 10’uncu giinlinde fareler fiziksel goriiniim ve klinik olarak, 10’uncu giiniinde ise
histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. 10 giinliik tedavi siireci
sonunda hayvanlar genel anestezi sonrasi sakrifiye edildi. Calismalar arastiricinin
giivenligi agisindan nanopartikiillerin inhale edilmesini engellemek amaciyla
biyogiivenlik kabininde gerceklestirildi, arastiric1 laboratuvar gozIiigii, kimyasal maske

ve eldiven kulland.

37



Sekil 13. Oral yolla miltefosin uygulamasi.

Sekil 14. PL-E Pro 808 nm infrared lazer ile FTU.
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3.8. Tedavinin Etkisinin Belirlenmesi

1. Fiziksel goriiniim: Hayvanlar ¢aligmanin baslangicinda ve sonunda tartilarak
genel bir agirlik artis1 veya azalmasi olup olmadig: takip edildi.

2. Klinik goriiniim: Calismanin 5’inci ve 10’uncu giiniinde hayvanlarda
olusturulan KL lezyonlarinda eritem ve 6dem varligi ve iyilesme durumu
derecelendirildi (0: eritem ve 6dem yok, tam iyilesme 1: kismi bir eritem ve
O0dem var, kismi iyilesme 2: ileri derece eritem ve 6dem var, iyilesme yok).

3. Tedavinin 10’uncu giiniinde, deney ve kontrol grubundan alinan doku
ornekleri  histopatolojik ~ (hematoksilen &  eosin  boyama) ve
immiinohistokimyasal (TNF-a, IL-1, IL-6 ve IFN-¥) olarak degerlendirildi.
Hematoksilen & eosin boyamada dokulardaki yangisal reaksiyon 0: yok, 1:
orta dereceli, 2: siddetli seklinde derecelendirilirken immiinohistokimyasal
boyamada TNF-a, IL-1, IL-6 ve IFN-¥ yogunlugu 1: hafif sitokin var, 2: orta
dereceli sitokin wvar, 3: yogun sitokin var seklinde derecelendirildi.
Gruplardaki amastigot miktarin1 belirlemek amaciyla mikroskop altinda 40X
biiylitmede preparatlardaki en yogun amastigot bdlgesi tespit edilerek bir
mikroskop alanindaki amastigotlar sayildi. Bu islem gruptaki her hayvan i¢in

ayr1 ayr1 yapilarak amastigot ortalamasi tespit edildi.

3.9. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme
Tedavi siireci tamamlandiktan sonra, genel anestezi altinda sakrifiye edilen farelerin
lezyonlu ayaklar1 kesilerek, %10’luk formaldehit soliisyonu icerisinde Cumhuriyet

Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvarinda isleme alind.

3.9.1. Doku takibi ve Dokularin Boyama i¢in Hazirlanmasi

Dokular, %10’luk formaldehit soliisyonu igerisinde 12 saat tespit edildi. Makroskobik
islemle alinan doku Ornekleri, doku takip cihazina (Shandon Excelsior, Almanya)
konularak, doku takip islemi (8 saat % 99,9’luk ethanol, 4 saat ksilen, 4 saat parafin)
yapildi. Daha sonrasinda, bloklanan dokulardan, mikrotom (Leica, Almanya) ile 3
mikron kalinliginda kesitler alind1. Deparafinizasyon islemi 1,5 saat 65°C’lik etiivde, 20
dk ksilende, % 99,9’luk, % 90’lik, % 80’lik ethanolde 10’ar dk bekletilerek
gerceklestirildi.
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3.9.2. Hematoksilen & Eosin Boyama

Boyama isleminden Once preparatlar ¢esme suyunda yikandi ve hematoksilen
(Facepath) boyasinda 2,5 dk boyandi. Boyanan preparatlar ¢esme suyunda yikandiktan
sonra % 1’lik asit alkole bir defa hizlica batirildi ve tekrar cesme suyunda yikandi. %
I’lik amonyakli suya ii¢ defa batirilarak mavilestirme iglemi yapildi. Ardindan
preparatlar ¢esme suyunda 1 dk yikandi. Eosin (Facepath) boyasi ile 1,5 dk boyanan
preparatlar ¢esme suyunda yikanarak alkol serisine li¢ defa batirilip cikarildi ve
preparatlarin kurumasi i¢in etiive alindi. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilip

mikroskobik olarak degerlendirildi.

3.9.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal boyama, 3.8.1 maddesinde belirtilen prosediirii takiben
hazirlanan preparatlar otomatik immiinohistokimyasal boyama cihazinda (Roche
Ventana Bencmark XT, Arizona) boyamaya alindi. TNF-a, IL-1, IL-6 ve IFN-¥
(Biorbyt) antikorlar 1/100 oraninda sulandirilarak cihaza konuldu. 4 saat siiren boyama
isleminin ardindan preparatlar etiivde kurutuldu. Entellan ile kapatilarak mikroskobik

olarak degerlendirildi.

3.10. Istatistiksel Yontem

Calismamizdan elde edilen eritem ve oOdem bulgular1 ile histopatolojik ve
immiinohistokimyasal veriler SPSS (Ver:22, IBM, Amerika) programina yiiklenerek
verilerin degerlendirilmesinde Man Whitney U testi kullanildi ve yanilma diizeyi 0,05

olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel KL Modeli

BALB/c wrki1 4-8 haftalik disi deney farelerinin ayak tabanlarina yapilan amastigot
inokulasyonundan 5 giin sonra ayak tabaninda ¢ok belirgin olmayan bir eritem tespit
edildi. Lezyon 10’uncu giinde 1’inci derece eritem ve O0dem ile kendini gosterirken
(Sekill15A) 21 giin sonra 2’inci derece eritem ve ddem gelisti (Sekil 15B). 21 giin sonra

KL lezyonu iilserlesmeden tedavi siireci baslatildi.

Sekil 15. BALB/c farelerin ayak tabaninda olusturulan KL, hastalik olusturulduktan 10

giin sonraki goriiniim (A), 21 giin sonraki goriiniim (B).
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4.2. GO+MSA Sentezinin Dogrulanmasi
GO+MSA sentezinin basarili olup olmadigi FT-IR analizi ve elementel analiz ile

dogrulandi. Analiz sonuglar1 asagida gosterilmistir.

4.2.1. FT-IR Test Sonucu

FT-IR analizi esnasinda cihaz tarafindan molekiile verilen infrared 1sinlart molekiiliin
titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Isima siddeti zamanin bir fonksiyonu
olarak alinir ve her dalga boyundan yiiksek ¢oziiniirliikte spektrumlar elde edilebilir. Bu
yontem ile molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak kati, sivi, gaz veya c¢ozelti
halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup
olmadig1 belirlenebilir. Bu sebeplerden dolayr GO nanopartikiillerine MSA baglanma
isleminin dogrulanmasi amaci ile FT-IR analizi yapildi. FT-IR analiz sonuglarina gore;

GO iki temel kimyasal yap1 igermektedir. Bunlar; 10 adet tiim molekiil iskeletini
cevreleyen karboksilik asit (-COOH) gruplar1 ve molekiiliin ortasinda bulunan aromatik
benzen halkalarindan olusan yapidir. O halde FTIR spektrumlarina bakilarak su yorum
yapilabilir;

GO spektrumunda -COOH grubu 3300-2500 cm™ olan fonksiyonel grup
bélgesinde spektrumda isaretli olan ~2800 cm™ ve ~2900 cm™ olmak iizere iki pik
seklinde goriilmiistiir. Molekiiliin ortasinda yer alan aromatik halkalar ki burada
monosiibstitiie benzen halkasi 770-730 cm™ ve 710-690 cm™’de gdzlenmesi gerekirken
cok fazla karboksil grubu ile bagli oldugundan maskelenmistir ve net bir pik
vermemistir. Ancak 1600-1400 cm™ bolgesinde aromatik yapilara ait C=C ikili baglari
ve aym zamanda 1000-670 cm™*de yani yaklasik 670 cm™de aromatik yapilara ait C-H
pikleri gozlenmektedir (Sekil 16).

GO+MSA spektrumunda; baglanmadan sonra molekiiliin en distaki —-COOH
gruplar1 6nce karboksilat anyonuna (-COQ7) ve sonra da amid (-COONH) yapisina
déniismelidir. Bu iki baglanmada 1515 cm™’de amid bagi ve yine 1625 cm™ de amid
bag1 gozlenmistir (Sekil 17).

Sonug olarak FT-IR spektrumunda GO’te mevcut bulunan —COOH gruplarinin
antikor baglandiktan sonra yerini —COONH baglarina birakmasi

baglanmanin/konjugasyonun tam olarak basarili bir sekilde gergeklestiginin kanitidir.
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Sekil 16. GO FT-IR diyagrami (Fonksiyonlu grup bolgesi; 4000-1500 cm™, Parmak izi
bolgesi; 1500-400 cm™).

(=]
[S]

GO+MSA

(=]
[
o

Gecirgenlik ( % T )

2 3 L 1 L 1 s 1 " 1

= sAmm m~zmm Anan
200 <Uuy <2VU o

(=]
o
(=]
o
5
LS

Dalgs Sayki{cm )

Fonksiyonlu grup bolgesi Parmak izi bolgesi
Sekil 17. GO+MSA FT-IR diyagramu (Fonksiyonlu grup bélgesi; 4000-1500 cm™,
Parmak izi bolgesi; 1500-400 cm™).
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4.2.2. Elementel Analiz Test Sonucu

Modifikasyon sonucu yapida elementel analiz sonucuyla desteklenen % element analizi
sonuglarina gore, sentezlenen GO+MSA yapisinda azot %7,1109, karbon %25,196,
hidrojen %3,6028, kiikiirt %3,8936 oranlarinda bulundu. GO yapisinda bulunmayan
azot ve kiikiirtiin, sentezlenen GO+MSA yapisinda bulunmast GO yapisina MSA’un

baglandigin1 dogrulamaktadir.

4.3. Immiinfloresan Boyama

Sentezlenen GO+MSA’un KL’li farelere derialtt enjeksiyonundan 24 saat sonra
antikorun hedef makrofaja viicut i¢inde baglandigi immiinfloresan antikor boyama ile
dogrulandi. Yesil floresan 1s18in yogunlugu, dokudaki MSA ve MSA’a bagli olan GO
yogunlugunu gostermektedir (Sekil 18).

Sekil 18. GO+MSA’un dokuda hedef makrofajlara baglandigin1i  gosteren
Immiinfloresan boyama sonuglar1 (A, B), A:Genel goriiniim (10X), B: (ok)
Makrofaj (100X).

4.4. Tedavi Etkisinin Belirlenmesi

Uygulanan tedavinin 5’inci ve 10’uncu giiniinde fareler fiziksel ve klinik goriiniimleri
acisindan degerlendirilirken, 10’uncu giinde sakrifiye edilen fareler yangisal
reaksiyonun tespiti amaci ile histopatolojik (hematoksilen & eosin boyama) ve iyilesme
diizeyinin belirlenmesi amaci ile immiinohistokimyasal (TNF-a, IL-1, IL-6 ve IFN-¥)

olarak degerlendirildi.
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4.4.1. Fiziksel Goriiniim

Tedaviye basladiktan 5 giin sonunda deney ve kontrol gruplarinda her farede ortalama 1
gr bir agirlik artis1 tespit edilmis olup baska bir fiziksel degisim saptanmadi. 10’uncu
giin fiziksel goriinlimler incelendiginde miltefosin verilen gruptaki farelerin agirlik
ortalamasinda herhangi bir degisim saptanmazken diger gruplarda her farede ortalama
1,25 gr’lik bir agirlik artis1 tespit edildi. Onuncu giin sonunda gruplarda bagka bir

fiziksel degisim saptanmadi.

4.4.2. Klinik Goriiniim

4.4.2.1. Tedavinin 5’inci Giinii Bulgulan

Tedavinin 5’inci gilinlinde deney ve kontrol gruplarinin klinik goriiniimleri lezyonlardaki
eritem ve 0dem durumuna gore 0-2 arasinda puanlanarak derecelendirildi. Elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. GO+FTU 15 sn grubu incelendiginde 8
hayvandan 2 (% 25)’sinde tam bir iyilesme (eritem:0, 6dem:0), 2 (% 25)’sinde kismi bir
iyilesme (eritem:1, 6dem:1l) tespit edilirken 4 (% 50)’linde iyilesme saptanmadi
(eritem:2, 6dem:2). Gruptaki farelerin lezyonlu bolgeleri incelendiginde 8 farede de ayak

tabanlarinda yiizeysel yanik yaralar1 olustugu gézlemlendi (Sekil 19).

Sekil 19. 5 giinliik tedavi sonras1 GO+FTU 15 sn grubunda olusan yiizeysel yanik

goruntimul.
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GO+MSA+FTU 15 sn grubunda 8 farenin 4 (% 50)’inde tam bir iyilesme
kaydedildi. Bunun yanisira bu grupta 2 (% 25) farede kismi bir iyilesme tespit edilirken
2 (% 25)’sinde iyilesme saptanmadi. Gruptaki farelerde tedavi siirecinde herhangi bir
komplikasyona rastlanmadi. FTU 15 sn grubu incelendiginde 8 hayvandan 2 (%
25)’sinde tam bir iyilesme, 2 (% 25)’sinde kismi bir iyilesme tespit edilirken 4 (%
50)’iinde iyilesme saptanmadi. Bu grupta da tedavi siirecinde herhangi bir komplikasyon
sekillenmedi. Miltefosin uygulanan grupta 8 fareden 2 (% 25)’sinde lezyonlarda tam bir
tyilesme tespit edilirken, 2 (% 25)’sinde kismi bir iyilesme gézlemlendi. Bunun yani sira
bu guruptaki farelerden 4 (% 50)’iinde herhangi bir iyilesme kaydedilmedi. Pozitif
kontrol grubundaki 8 hayvanda herhangi bir iyilesme belirtisi goriilmedi (Sekil 20, Tablo
4).

Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde GO+FTU 15 sn grubu ve sadece
FTU 15 sn grubunun pozitif kontrole gore farki istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
(p>0,05), GO+MSA+FTU 15 sn grubunun pozitif kontrole gore farki 6énemli bulundu
(p<0,05). Aym1 gruplar negatif kontrol ile karsilastirildiginda GO+MSA+FTU 15 sn

grubu ile arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirlendi (p>0,05).

Tablo 4. Tedavinin 5’inci giiniinde gruplardaki klinik degerlendirme verileri.

Gruplar Tam Iyilesme Kismi Iyilesme Iyilesme Yok
(eritem:0, 6dem:0) (eritem:1, 6dem:1) (eritem:2, 6dem:2)

GO+FTU 15sn 2 (%25) 2 (%25) 4 (%50)

GO+MSA FTU 15sn 4 (%50) 2 (%25) 2 (%25)

FTU 15sn 2 (%25) 2 (%25) 4 (%50)

Miltefosin 2 (%25) 2 (%25) 4 (%50)

PK 0 0 8 (%100)

GO: Grafen oksit, FTU: Fototermal uygulama, MSA: Makrofaj spesifik antikor, PK:

Pozitif kontrol.
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Sekil 20. 5 giinliik tedavi sonrasi lezyonlarin ve klinik derecelendirmenin goriiniimii
GO+MSA FTU 15 sn (eritem:0, 6dem:0) (A), miltefosin uygulamasi
(eritem:1, 6dem:1) (B), pozitif kontrol (eritem:2, 6dem:2) (C).
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Yapilan gozlemler dogrultusunda 30 sn siire ile FTU gruplarinin hemen hemen
tamaminda ileri derece yanik komplikasyonu gelistigi gozlemlendi. Yanik yaralarmin
durumundan dolayr 30 sn FTU gruplart uygulamanin 5’inci giiniinde tedavi siireci

sonlandirilarak bu gruplar deney grubundan ¢ikarildi (Sekil 21).

YN

Sekil 21. FTU 30 sn gruplarinda olusan yanik yaralart.

Miltefosin uygulanan grupta tedavinin 6’inct giiniinde iyilesme belirtisi
goriilmeyen farelerden 1’1, 7’inci giinlinde ise yine iyilesme belirtisi goriilmeyen
farelerden 1’1 6lmiistiir. Bundan dolay1 ilk 6limiin gergeklestigi 6 inc1 giin itibariyle

tedavi dozu yariya indirilmistir.

4.4.2.2. Tedavinin 10’uncu Giinii Bulgular:

GO+ FTU 15 sn grubu incelendiginde 8 hayvandan 4 (% 50)’linde tam bir iyilesme, 3
(% 37,5)’iinde kismi bir iyilesme tespit edilirken 1 (% 12,5)’inde iyilesme saptanmadi.
Gruptaki farelerin lezyonlu bdlgeleri incelendiginde 8 farede de ayak tabanlarinda
olusan yiizeysel yanik yaralarmin devam ettigi gozlemlendi. GO+MSA+ FTU 15 sn
grubundaki 8 farenin 6 (% 75)’sinda tam bir iyilesme kaydedildi. Bunun yanisira bu
grupta 2 (% 25) farede kismi bir iyilesme tespit edildi (Sekil 22). Gruptaki farelerde 10
giinliik tedavi siirecinde herhangi bir komplikasyona rastlanmadi. FTU 15 sn grubunun
durumlar incelendiginde 8 hayvandan 4 (% 50)’linde tam bir iyilesme, 3 (% 37,5)’linde
kismi bir iyilesme tespit edilirken 1 (% 12,5)’inde iyilesme saptanmadi. Bu grupta da 10
giinliik tedavi stlirecinde herhangi bir komplikasyon sekillenmedi. Miltefosin uygulanan

grupta 6 fareden 3 (% 50)’iinde lezyonlarda tam bir iyilesme tespit edilirken, 1 (%
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16,6)’inde kismi bir iyilesme gozlemlendi. Bunun yani sira bu guruptaki farelerden 2 (%
33,4)’sinde herhangi bir iyilesme kaydedilmedi. Pozitif kontrol grubundaki 8 hayvanda
herhangi bir iyilesme belirtisi goriilmedi (Sekil 22, Tablo 5).

Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde ¢alismaya alinan biitiin gruplarin
pozitif kontrol ile aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0,05). Gruplar
arast farklar karsilagtirildiginda GO+MSA FTU 15 sn grubu ile diger deney gruplari

arasindaki farkin 10 giinliik tedavi sonrasinda da 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Tablo 5. Tedavinin 10’uncu giiniinde gruplardaki klinik degerlendirme verileri.

Gruplar Tam lyilesme Kismi Iyilesme Iyilesme Yok
(eritem:0, 6dem:0) (eritem:1, 6dem:1) (eritem:2, 6dem:2)

GO+FTU 15sn 4 (%50) 3 (%37,5) 1(%12,5)

GO+MSA FTU 15sn 6 (%75) 2 (%25) 0

FTU 15sn 4 (%50) 3 (%37,5) 1(%12,5)

Miltefosin 3 (%50) 1 (%16,6) 2 (%33,4)

PK 0 0 8 (%100)

GO: Grafen oksit, FTU: Fototermal uygulama, MSA: Makrofaj spesifik antikor, PK:

Pozitif kontrol.
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Sekil 22. 10 Giinliik tedavi sonrasi klinik goriinim A; GO+FTU 15 sn (kismi iyilesme),
B; GO+MSA FTU 15 sn (tam iyilesme), C; miltefosin grubu (iyilesme yok), D;
pozitif kontrol (iyilesme yok).

50



4.4.2.2.1. Tedavinin 10’uncu Giinii Bulgular1 Histopatolojik Degerlendirme

Yapilan histopatolojik degerlendirmede, hematoksilen & eosin boyama sonucunda
preparatlarda enfeksiyonun siddeti (0; yangi yok, 1: orta derecede yangi var, 2: siddetli
yangt var) derecelendirildi. Sekil 23.A.’da negatif kontrolde goriilen histopatolojik
goriintii, Sekil 23.B.’de GO+MSA FTU 15 sn grubundaki orta dereceli yangi tablosu ve
anjiyogenezis, Sekil 23.C.’de ise pozitif kontrolde goriilen siddetli enfeksiyon tablosu
gosterilmistir.

Histopatolojik degerlendirme sonucunda GO+FTU 15 sn grubu incelendiginde,
siddetli derecede (2’inci derece) enfeksiyon varligi tespit edildi. Yogun Ilenfosit
infiltrasyonuna ek olarak polimorf niikleuslu l6kositlerin bolgede yogun oldugu tespit
edildi. 40X biiyiitmede preparatin en yogun amastigot miktar1 sayildiginda amastigot
ortalamasi 2 olarak tespit edildi. GO+MSA+FTU 15 sn grup verileri incelendiginde,
bolgede 1’inci derece yangi ile beraber yogun bir polimorf niikleuslu 16kosit
infiltrasyonu tespit edildi. Yer yer goriilen myofibroblastik hiicreler ve anjiyogenezis
yara iyilesmesinin basladigini ve devam ettigini gostermektedir. Yapilan incelemede
inflamatuar reaksiyon devam ederken diger taraftan yara iyilesmesi siirecinin de devam
ettigi goriildii. 40X biiylitmede preparatlarda amastigot tespit edilmedi. FTU 15 sn
grubunda epitelioit histiyositlerin yogun oldugu graniilomatéz bir enfeksiyon tespit
edildi. Yogun lenfosit infiltrasyonuna ek olarak polimorf niikleuslu 16kositlerin bolgede
oldukca fazla oldugu tespit edildi. 40X biiylitmede preparatin en yogun amastigot
miktar1 sayildiginda amastigot ortalamasi 5 bulundu. Pozitif kontrolde siddetli derecede
(2’inci derece) enfeksiyon varligi belirlendi. Lenfositlere ek olarak polimorf niikleuslu
16kositlerin bolgede yogun oldugu tespit edildi. Bu durum kronik enfeksiyon ile beraber
ayn1 zamanda akut enfeksiyonun da devam ettiginin bir gdstergesi olarak kabul edildi.
40X biliylitmede preparatin en yogun amastigot miktar1 sayildiginda amastigot
ortalamasimin >20 oldugu tespit edildi. Miltefosin uygulanan grupta pozitif kontrole
benzer bir sekilde herhangi bir iyilesme belirtisine rastlanmadi. Dokuda orta derecede
bir mikro apse formasyonu ve ileri derecede graniilamatdz enfeksiyon tespit edildi. 40X
biiyiitmede preparatin en yogun amastigot miktar1 sayilldiginda amastigot ortalamasinin

>20 oldugu goriildii (Tablo 6).
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Sekil 23. Hematoksilen & eosin boyama A: negatif kontrol (enfeksiyon yok), B:
GO+MSA FTU 15 sn (orta dereceli yangi), C: pozitif kontrol (siddetli

enfeksiyon) a: amastigot, an: anjiyogenezis (40X).
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Enfeksiyon derecesi acisindan veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde
GO+MSA+FTU 15 sn grubu ile pozitif kontrol arasindaki fark énemli iken (p<0,05),
pozitif kontrol ile negatif kontrol grubu disindaki diger deney gruplari1 arasindaki fark
Oonemsiz bulundu (p>0,05). Gruplar aras1 farklar karsilastirildiginda GO+MSA+FTU 15
sn grubu ile diger deney gruplari arasindaki farkin 10 giinliik tedavi sonrasinda da
onemli oldugu tespit edildi (p<0,05). Amastigot sayilar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde miltefosin ile pozitif kontrol arasindaki fark 6nemsiz iken (p>0,05),
diger deney gruplariin pozitif ve miltefosin uygulanan gruba gore aralarindaki farkin
onemli oldugu goriildii (p<0,05). Gruplar arasi veriler incelendiginde GO+FTU 15 sn,
GO+MSA+FTU 15 sn, FTU 15 sn deney gruplar1 hem kendi aralarinda hemde pozitif

kontrol ve miltefosin uygulanan grup ile farli bulundu (p<0,05).

Tablo 6. Histopatolojik degerlendirmede gruplardaki enfeksiyonun/yanginin derecesi ve

ortalama amastigot sayilari

Gruplar Enfeksiyon/Yangi Ortalama amastigot
derecesi sayisi

GO+FTU 15sn 2 2

GO+MSA+FTU 15 sn 1 0

FTU 15 sn 2 5

Miltefosin 2 >20

PK 2 >20

GO: Grafen oksit, FTU: Fototermal uygulama, MSA: Makrofaj spesifik antikor, PK:
Pozitif kontrol.
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Yapilan histopatolojik degerlendirme sonucu sadece GO+MSA+ FTU 15 sn
grubunda GO  nanopartikiillerine  rastlanmistir. ~ Yapilan  incelemede GO
nanopartikiillerinin MSA sayesinde makrofajlara tasinmakla kalmayip biiyiik bir
kismmin makrofajlar tarafindan fagosite edildikleri ve hiicre sitoplazmasinda da

yogunlasgtig1 tespit edilmistir (Sekil 24).

Sekil 24. Histopatolojik degerlendirmede GO+MSA FTU 15 sn grubunda makrofajlar
yakininda ve i¢inde goriilen GO nanopartikiilleri (40X).
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Yapilan histopatolojik incelemelerde GO+15sn FTU, GO+MSA+FTU 15 sn,
FTU 15 sn gruplarida ve miltefosin uygulanan grupta yukaridaki bulgulara ek olarak
ilging bir sekilde periostitis tablosu tespit edildi (Sekil 26).

Sekil 26. Histopatolojik degerlendirmede GO+MSA FTU 15 sn grubunda tespit edilen
periostitis tablosu , K: kemik dokusu, P: periost A:10X, B:40X.
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4.4.2.2.2. Tedavinin 10’uncu Giinii Bulgular1 immiinohistokimyasal Degerlendirme
Yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmede TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y ile boyama
sonucunda preparatlarda sitokin varlig1 (+; hafif sitokin var, ++: orta derecede sitokin
var, +++: yogun sitokin var) derecelendirildi. Sekil 27.A.’da GO+MSA FTU 15 sn
grubundaki hafif TNF-a varligi, Sekil 27.B.’de GO+MSA FTU 15 sn grubundaki orta
dereceli IL-6 varligi, Sekil 27.C.’de ise pozitif kontrolde goriilen yogun sitokin varligi
gosterilmistir. Derecelendirme, hiicre sitoplazmasindaki boyanin siddetine gore
yapilmistir (Sekil 27).

Imiinohistokimyasal degerlendirme sonucunda pozitif kontrol ve miltefosin
uygulanan grupta TNF-a ve IFN-y’nin yogun, IL-1 ve IL-6’nin orta siddette oldugu
tespit edildi. Diger gruplar incelendiginde GO+FTU 15 sn grubunda yogun bir TNF-a
ve IL-1 tespit edilirken, orta dereceli bir IL-6 ve IFN-y varlig: tespit edildi. GO+MSA
FTU 15 sn grup verileri incelendiginde TNF-a, IL-1, IL-6 varligmin hafif, IFN-y
varliginin ise orta derecede oldugu goriildii. FTU 15 sn grubunda yogun bir TNF-a, orta
dereceli IL-1 ve IL-6, ve hafif bir IFN-y varlig1 tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 7. immunohistokimyasal boyama sonuglarina gore sitokinlerin durumu.

Gruplar TNF-a IL-1 IL-6 IFN-y
GO+FTU 15sn +++ +++ ++ ++
GO+MSA FTU15sn + + + ++
FT+FTU 15 sn +++ ++ ++ i
Miltefosin +++ ++ ++ +4++
Pozitif kontrol +++ ++ ++ A e

+: hafif sitokin varligi, ++: orta derece sitokin varligi, +++: yogun sitokin varlig

Immiinohistokimyasal ~ veriler istatistiksel olarak  degerlendirildiginde
GO+MSA+FTU 15 sn grubu ile pozitif kontrol arasindaki fark 6nemli iken (p<0,05),
pozitif kontrol ile diger deney gruplari arasindaki fark 6nemsiz bulundu (p>0,05).
Gruplar aras1 farklar karsilagtirildiginda GO+MSA+FTU 15 sn grubu ile diger deney
gruplar arasindaki farkin 10 giinliik tedavi sonrasinda da 6nemli oldugu tespit edildi

(p<0,05).

56



Sekil 27. Immiinohistokimyasal derecelendirme. A: GO+MSA FTU 15 sn grubundaki

hafif derecede TNF-o varlig: (+), B: GO+MSA FTU 15 sn orta dereceli IL-6

varhigi (++), C: pozitif kontrol yogun IFN-y varligi (+++).
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5. TARTISMA SONUC

Leyismanyoz, Leishmania cinsine ait protozoon parazitlerin neden oldugu vektor aracili
bir hastaliktir. DSO’niin raporlara gore, leyismanyoz 98 iilkede endemiktir ve her yil
350 milyondan fazla insan risk altindadir [13]. Ulkemizde son yillarda dzellikle KL
vakalarmin sayisinda onemli bir artis goriilmiistiir. Insanlarin endemik bélgelere
seyahatlerinin ¢ogalmasi ve Suriye’den gelen gé¢men sayisinin artmasiyla iilkemizde
endemik olmayan bolgelerde de KL goriilmeye baslamistir. Bu yoniiyle leyismanyoz
artik endemik olmayan boélgeler icin de 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir [15-19]. Leishmania parazitlerinin ilacina ve kum sineklerinin vektor
kontroliinde kullanilan insektisitlere direng gelistirmesi hastaligin tedavi sansini oldukga
azaltmakta, birgok omurgali hayvanin hastalik i¢in rezervuar konak olmasi, iklim
degisiklikleri endemik bolgelere seyahat ve gocler gibi nedenler ise hastaligin
yayginligini artirmaktadir. Bu durumlar goéz Oniine alindiginda arastirmacilarin 6zellikle
son yillarda leyismanyoz i¢in yeni tedavi yaklagimlarina ve asi calismalarina
yogunlastigi gériilmektedir [7].

Leyismanyoza karsi insanlara yonelik her hangi bir as1 gelistirilmediginden
kemoterapétikler ile sagaltim bu hastalik ic¢in birinci oncelik olma o6zelligini
korumaktadir. Leyismanyoz i¢in kullanilan yeni kemoterapétiklerin olmasina ragmen
bunlarin birgogu eski kemoterapotiklerden tiiretilenlerdir. Bunun yani sira intralezyonel
ve sistemik antimon bilesikleri tedavide altin standart olma 6zelligini korumaktadir [7].
DSO, KL igin paramomisin pomat, intralezyonal pentavalan antimon uygulamalari,
sistemik uygulanan antimon bilesikleri, miltefosin ve ketakanazol gibi kimyasallari
tedavi amagl Onermistir. Giinde iki kez 20 giin boyunca devam eden Paramomisinin
topikal uygulamalarindan intralezyonel uygulanan pentavalan antimon bilesikleri kadar
iyi sonuglar alindigini, L. major etkenli KL olgularinda %15 paramomisin ve %0,5
gentamisinin kombine uygulamalarindan yine plaseboya gore etkili sonuglar alindigin
belirtmistir. Intralezyonal pentavalan antimon uygulamalarinda lezyon biiyiikliigiine
gore giinlik 0,5-5 mL, yaklastk 1 ile 8 uygulama lezyonun kenarindan ilacin
infiltrasyonu Onerilmistir. Sistemik uygulanan antimon bilesikleri yan etkilerinden
dolay1 sadece kompleks ve ¢ok merkezli lezyonlarda onerilmektedir. Kalp, karaciger,
pankreas, bobrek ve hematolojik hastalig1 olanlarda, ileri yaslarda toksisitesinden dolay1
antimon bilesiklerinin sistemik kullanimlar1 6nerilmemektedir. Antimon bilesiklerinin

sistemik uygulamasi intravendéz veya intramuskuler yolla 20mg/kg/giin dozunda
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uygulanabilir. Oral yolla uygulanan miltefosin ve flukanazoliin L. major etkenli KL
olgularinda plaseboya gore olumlu etkilerinden bahsedilmistir [13]. Literatirde KL ile
ilgili bircok olgu sunumu ve deneysel arastirma bulunmaktadir. 375 KL vakasi iizerine
yapilan bir ¢alismada tedavi amaciyla birinci gruba %15 lik paromomisin ve %0,5 lik
gentamisin uygulanirken diger gruba sadece %15’lik paromomisin pomat seklinde
lezyonlu bolgerelere haricen uygulanmistir. Tedaviye 20 giin devam edilmis, hazirlanan
pomatlar giinde bir kez uygulanmis ve iyilesme siireci 42 giin sonra lezyonun
blyiikligl, 98 giin sonra reepitelizasyon, 168 giin sonra niikslerin varlig1 seklinde
degerlendirilmistir. Calismada gentamisin iceren ve gentamisin igermeyen %]15°lik
paromomisinin L. major kaynakli KL iizerinde etkili bir kemoterapdtik ajan oldugu ve
tedavi amagh kullanilabilecegi sonucuna varilmistir [72]. Amfoterisin B ile tedavi edilen
iki farkli olgu sunumunun ilkinde 35 yasinda sol baldirinda KL bulunan hastaya
dermatoloji polikliniginde intralezyonel megliimin antimonat tedavisine baslanmis
hastada goriilen asir1 reaksiyon sonucu sistemik olarak tedaviye devam edilmistir. Bu
uygulama da hasta sikayetleri ve ilacin yan etkileri dolayisiyla kesilmistir. Bunun
lizerine sistemik lipozomal amfoterisin B, 20 mg/kg/gilin dozunda 20 giin siire ile hastaya
uygulanmis ve 15 gilin sonra yaranmn hafif hiperpigmentasyon birakarak iyilestigi
goriilmiistiir [73]. Ikinci olguda ise yedi yasindaki erkek hastanin agiz bolgesinde KL
tanis1 konulmus ve lipozomal amfoterisin B intravendz olarak uygulanmigtir.
Amfoterisin B hastaya bes giin siire ile giin asir1 uygulanmis 1’inci giin 3 mg/kg, 2’inci
ve 3’linci glnler 4 mg/kg, 4’lincii ve 5’inci glinler ise 5 mg/kg dozda toplamda 21
mg/kg dozda amfoterisin B uygulanmistir. Yaklasik alt1 ay sonra yara bolgesinde hafif
bir skar dokusu birakarak iyilesme kaydedilmistir [74]. Viicudunda 143 adet mukozal
tutulumlu KL olgusu bulunan 75 yasindaki bir hastaya tedavi amagli megliimin
antimonat ve miltefosin kombine bir sekilde sistemik olarak kullanilmis ancak tedavi
siirecinde renal toksisite gelistirdigi gozlenmis ve tedavi kesilerek pentamidin ile
tedaviye devam edilmistir. Pentamidin tedavisi sonucunda lezyonlar sistemik toksisite
olmaksizin tamamen iyilestigi bildirilmistir [75]. Aerts ve ark. nin 2015 yilinda
yayinlamis oldugu bir olguda yiiziinde 2,5 cm ¢apinda KL bulunan 6 yasindaki kiz
cocugunu antifungal etkisiyle bilinen flukanazol ile giinde 3 mg/kg dozluk bir uygulama
sonucu tedavi etmeyi basarmiglar ve yaklasik 12 hafta sonra tamamen iyilestigini
gozlemlemislerdir [76]. Flukanazoliin KL iizerine etkisini Olgmeyi amaglayan bir
calismada 106 KL hastasina oral yolla 6 hafta boyunca giinde 200 mg/kg dozunda

flukanazol verilmis ve etkisi plasebo verilen 103 KL hastas1 ile karsilastirilmistir. 3 ay
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sonra flukanazol verilen grupta %79 oraninda tam bir iyilesme tespit edilirken plasebo
verilen grupta %34 oraninda bir iyilesme tespit edilmis ve 6 hafta oral flukanazoliin L.
major etkenli KL olgularinda tedavi amagli kullanilabilecegi sonucuna varilmistir [77].
Bagka bir ¢alismada ise miltefosinin topikal uygulama ile L. major etkenli KL {izerine
etkisi arastirllmistir. Arastirmada deneysel olarak BALB/c farelerde olusturulan KL
modelinde lezyon iizerine %6’lik miltefosin topikal olarak uygulanmis ve miltefosinin
topikal uygulamaya elverisli olmadigi sonucuna varilmistir [78]. BALB/c farelerde
olusturulan KL modeline 0&strojen modiilatorii olarak bilinen ve meme kanseri
olgularinda siklikla kullanilan tamoksifen uygulanmistir. Deney gruplart %1°lik
tamoksifen ve %1’lik tamoksifen +40 mg/kg pentavalan antimon seklinde
olusturulmustur. Tamoksifen yara bolgesine haricen uygulanirken pentavalan antimon
bilesigi sistemik olarak uygulanmigtir. 20 giin uygulanan tedavi sonucunda tamoksifen
ve pentavalan antimon bilesiginin sinerjist bir etki olusturdugu, tamoksifenin pentavalan
antimon bilesiginin etkisini artirdig1 sonucuna varilmistir [79]. Diger bir ¢alismada yine
topikal olarak kullanilan % 10 pentamidin isotiyonat ve % 10 usnik asit igeren pomat 50
mg/kg dozda ve deneysel olarak KL olusturulmus hamsterlara 10 giin siireyle
uygulanmis ve hamsterlar 20 giin gozlem altinda tutulmustur. Calisma sonucunda,
hazirlanan pomatin KL iyilesmesinde 6nemli derecede etkili oldugu sonucuna varilmistir
[80].

Arastirmalardan anlasilacag {izere bircok arastirma ve olgu DSO onerilerine
paralel olarak yapilmis cesitli kimyasallar gerek kombine olarak gerekse yalin halde
sistemik yada lokal olarak kullanilmis ve yara iyilesmesinde olumlu sonuglar alinmistir.
Ancak calisma verileri ayrintili olarak incelendiginde birka¢ olgu disinda tam bir
lyilesme saglanamamis hastalarda ya yara yerinde bir skar dokusu ya da sistemik bir
toksisite ile tedavi son bulmustur. Tedavi siirelerine dikkat ¢ekilecek olur ise 20 giin ile
6 ay arasinda degisen birbirinden ¢ok farkli gozlem stirelerinin varligr dikkati ¢ekecektir.

Bizim calismamizda ise sistemik olarak herhangi bir kimyasal kullanilmamaistir.
GO+MSA+15 sn yakin infrared uygulama ile 5 giinliik bir tedavi sonucunda deney
grubunun yarisinda (%50) neredeyse tam bir iyilesme kaydedilmistir. Klinik bulgular
histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak ta desteklenmistir.

KL tedavisinde kullanilan kimyasallarin yan etkilerinin ve toksisitelerinin fazla
olusu bilinen bir gergektir. Oral kulanilan miltefosin ve parenteral megliimin
antimonatin karaciger ve bobrek toksisitesi gelistirdigi goriilmiistiir [75]. KL tedavisinde

kullanilan kimyasallarin yan etkilerinin yanisira edinilebilirliklerindeki giicliikler ve
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maliyetlerinin yiliksek olusu aragtirmacilart farkli tedavi yontemlerini bulma c¢abasina
itmistir. Bu konuda ilk akla gelen gerek giivenilirlikleri gerekse kolay ulagim ve diisiik
maliyetlerinden dolayr dogal kaynaklar olmustur. Giiniimiizde anti-leyismanyal
aktivitesi arastirilmis bir¢ok bitki ve onlardan izole edilen etken maddeler KL
tedavisinde in vitro ve in vivo olarak denenmistir. Konuyla ilgili literatiirde bir¢ok
aragtirma yer almaktadir. Salvia cilicica (adagay1)’nin L. major iizerine etkisini arastiran
bir calismada adagay1 kok ekstraktlar1 icerisinde spektrometrik analizler sonucu bulunan
triterponeik asitlerin L. major promastigotlarina orta dereceli etki gosterirken amastigot
formlarma giiclii anti-leyismanyal etki gosterdigi in vitro olarak tespit edilmistir [49].
Carissa edulis kok ekstraktlarinin L. major promastigot ve amastigot formlar {izerinde
anti-leyismanyal etkisi in vitro olarak test edildigi bir ¢alismada. C. edulis’in eter
ekstraktinin L. major’iin her iki formu tizerine de giiglii bir anti-leyismanyal aktivitesi
oldugu tespit edilmistir. Ekstraktin minimum inhibisyon konsantrasyonu 625 pg/ml
olarak bulunmustur [81]. Pakistanda yapilan baska bir aragtirmada Phyllanthus amarus
yaprak ve P.muellerianus kok metanol ekstraktlarinin L. major promastigotlar1 {izerine
anti-leyismanyal aktivitesi in vitro olarak degerlendirilmistir. Calisma sonucu
incelendiginde P. amarus yaprak methanol ektratlarinin anti-leyismanyal etkisi tespit
edilirken (IKs0;78,27 pg/ml) P. muellerianus kok methanol ektraklarinin L. major
promastigotlari tizerinde herhangi bir etkisi goriilmemistir [82].

BALB/c farelerde olusturulan L. major etkenli KL olgulart iizerinde Allium
sativum L. (sarimsak) ekstraktinin etkisini 6l¢gmeyi amaglayan bir ¢alismada farelerde
KL olusturulduktan 30 giin sonra tedavi denenmis deney gruplarindan ilkine 20 mg/kg
dozda sarimsak ekstrakti intraperitonal verilmis, ikinci deney grubuna 60 mg/kg dozda
derialt1 yolla glukantim uygulanmis, iliclincli deney grubuna ise bahsedilen dozlarda
sartmsak ekstrakti ve glukantim kombine olarak uygulanmis ve kontrol grubuyla
karsilagtirilmistir.  Calisma  sonucunda, sarimsak ekstraktinin  glukantim ile
kombinasyonundan olumlu sonuglar alinmis ve sarimsagin immiinomodiilator
ozelliginden dolayr glukantim tedavisini destekledigi diistiniilmiistiir [47]. In vivo bir
calismada Physalis angulata L. (fener otu) ekstrakti BALB/c farelerin kulaginda
olusturulan L. amazonensis etkenli KL olgularinda pomat seklinde uygulanmis ve tedavi
etkisi amfoterisin B ile karsilastirnlmistir. Tedaviye 5 hafta devam edilmis tedavi
sonunda lezyonlar klinik goriinlim ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Ayni
calismada P. angulata’nin L. major {lizerine etkisi in vitro olarak degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda P. Angulata’nin KL tizerinde gii¢lii bir tedavi edici etkisinin oldugu
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ve bu bitkiden yararlanilarak KL i¢in alternatif kemoterapétikler bulunabilecegi yazarlar
tarafindan belirtilmistir [83]. Bu c¢alismalara ek olarak Kalanchoe pinnata, Plumbago
scandens, Piper aduncum, Peschiera australis, Phyllanthus amarus ve son zamanlarda
sitma tedavisindeki etkisinden dolayr olduk¢a sik bahsedilen Artemisia annua
bitkilerinin KL ve VL {iizerine anti-leyismanyal etkisi yapilan bir¢ok ¢aligma ile ortaya
konmustur [84].

Son zamanlarda teknolojinin bir¢ok alaninda oldugu gibi tip alaninda da adindan
sikga soz ettiren bilim dali “Nanoteknoloji” dir. Ozellikle ¢esitli patojenik ve genetik
hastaliklarin teshis ve tanisinda, tiimor hiicrelerinin erken tespitinde nanopartikiillerin
optik, floresan ve manyetik oOzelliklerinden yararlanilmaktadir. Terapdtik kullanim
amagli nanomateryallerin gelistirilmesi 06zellikle son on yilda tedavi araci olarak
kullanilmaya baslanmistir. Leyismanyoz tedavisi i¢in de yeni bir tedavi yaklasimi
olarak karsimiza ¢ikan nanoformiilasyonlarin sayisi da giin gegtikce artmaktadir. Tedavi
amacl kullanilan nanoformiilasyonlarin biiyiik bir kismi tibbi bitkilerden elde edilen
bilesiklerdir ve genellikle VL etkenleri ile ¢alisilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada 20 nm biiyiikliikteki ZnO nanopartikiillerinin RPMI 1640
besiyerinde {iretilen L. major promastigotlar1 tizerindeki etkileri in vitro olarak
aragtirtlmistir. Calismada L. major promastigotlart ZnO nanopartikiillerinin farkli
konsantasyonlarina maruz birakilmis ve c¢alisma 24, 48 ve 72’inci saatlerde
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda etkinin doza ve siireye bagl olarak degistigi 30
png/ml lik konsantrasyonda ve 24 saat sonunda minimum, 30 pg/ml lik konsantrasyonda
ve 72 saat sonra maksimum Oliim oraninmi gosterdigi yazarlar tarafindan belirtilmistir. L.
major amastigot formlar1 ile yapilan analizde enfekte makrofaj kiiltiri kullanilmis ve
amastigot sayilarimin promastigotlarla yapilan analize benzer bir sekilde kontrol
grubuna gore Onemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Calisma verileri
degerlendirildiginde ZnO nanopartikiillerinin L. major amastigot ve promastigot
formlarinda apoptozu indiikleyebilecegi, ZnO nanopartikiiliin etki mekanizmasinin
arastirtlmasi gerektigi vurgulanmistir [85]. Baska bir ¢alismada megliimin antimonat ile
yiikklenmis polimerik nanopartikiiller deneysel olarak KL ve VL modeli olusturulan
hayvanlara uygulanmistir. Calismanin temel amaci, megliimin antimonat ile yiiklenmis
polimerik nanopartikiillerin enfekte dokuda yogunlasmasini ve bu sayede megliimin
antimonatin tedavi dozunu azaltmak olarak belirlenmistir. Megliimin antimonat ile
yiiklenen, ortalama 150 nm biiytikliikteki polimerik nanopartikiiller sistemik olarak

leyismanyozlu farelere verilmistir. Anestezi altinda sakrifiye edilen farelerin
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organlarindaki nanopartikiill miktarlar1 arastirilmigtir. Deney sonucunda VL’li
hayvanlarin dalak ve karaciger dokularindaki nanopartikiil oranlarinin diger gruplara
gore oldukca yliksek bulunmasina ragmen KL hayvanlarda O6nemli bir veriye
rastlanmadig1 yazarlar tarafindan bildirilmistir. Yazarlar ayrica bu formiilasyonun KL
i¢in topikal olarak gelistirilmesi gerektiginden bahsetmislerdir [86]. L. tropica amastigot
ve promastigot formlar: iizerine 2016 yilinda yapilan bir diger ¢alismada titanyum
dioksit ve giimiis nanopartikiilleri (TiAgNPs, 90 nm) ile Nigella sativa (¢6rekotu) yagi
kombinasyonunun in vitro anti-leyismanyal etkileri arastirilmistir. Arastirmada
kullanilan dozlar icin toksisite testi yapilarak toksik olmayan dozlar kullanilmistir.
Arastirma sonucu TiAgNPs ile Nigella sativa yaginin kombine kullanimi, maddelerin
tek basina kullanilmalarinin aksine toksisitelerini en diisiik seviyeye indirgeyerek anti-
leyismanyal aktivitelerini artirdiklarin1 ~ gostermistir.  Yazarlar ayrica aragtirma
bulgularinin in vivo olarak desteklenmesi gerektigini vurgulamis ve arastirmacilari
konuyla ilgili ¢alismalara yonlendirmistir [87]. Titanyum dioksit (TiO,NPs, 10-25 nm),
¢inko oksit (ZnONPs, 10-30 nm), magnezyum oksit (MgONPs, 30-40 nm), giimiis
(AgNPs, 20-30 nm), altin (AuNPs, 20-30 nm) nanopartikiillerinin in vitro olarak L.
major iizerindeki anti-leyismanyal etkilerini arastirmayi amaglayan bir ¢alismada adi
gecen nanopartikiillerin etkileri L. major amastigot ve promastigot formlar1 iizerinde
incelenmistir. Arastirmada nanopartikiillerin promastigotlar tizerinde gii¢lii  bir
toksisiteye sahip olduklar1 ancak ayni toksisitenin makrofajlara karsi da olustugu
yazarlar tarafindan belirtilmistir. Nanopartikiillerin farkli toksisite mekanizmalarina
dayanarak tiim nanopartikiillerin promastigotlarin yani1 sira makrofaj membrani, ¢esitli
enzimler, hiicre niikleik asitleri gibi bircok yapiya zarar verdikleri tartigilmistir. Bu
veriler nanopartikiillerin spesifik bir hedefi olmadigi anlamina gelmektedir. Bu
nanopartikiillerin L. major {izerinde yiiksek anti-leyismanyal aktiviteye sahip
olmalarina, hiicrelerin ¢ogalmasi ve enfeksiyon indeksini diisiirme gibi 6zelliklere sahip
olmalarina ragmen yiiksek toksisitelerinden dolay: sistemik tedavilerde kullanilmamasi
gerektigi  vurgulanmistir. Bu nanopartikiillerin  sistemik ya da lokal olarak
kullanilabilmesi i¢in mutlaka nanopartikiilii spesifik hedeflere tasiyacak lektin veya
antikor gibi tasiyici bir molekiil baglanmasi gerektigi onerilmistir [88].

Bizim tedavi protokoliimiizde MSA ile modifiye edilen GO nanopartikiilleri
lokal olarak kullanilmis, sistemik olarak herhangi bir tedavi uygulanmamistir. Yapilan
literatlir taramalarinda 5 giin gibi kisa bir siirede KL’e yanit verebilen herhangi bir

tedavi metoduna rastlanmamistir. KL lezyonlarinin 5 giin gibi kisa bir siirede
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gerilemesinin  MSA ile modifiye edilen GO nanopartikiillerinin hedef hiicrelere
tasinmasindan ve uygulanan fototermal terapinin direk makrofaj ve igindeki
amastigotlara etkili olmasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Tedavi
metodumuzda, sentezlenen GO+MSA intralezyonel olarak tek bir enjeksiyonu yeterli
olmus ve tedavi yakin ifrered 1sima seklinde fototermal terapi ile desteklenmistir. Bu
yontem diger tedavi yontemlerine gore uygulamasi kolay ve ekonomik bir tedavi
seklidir.

Calismamizda, nanopartikiillerin toksik etkilerinin parazite 6zgii olmadigi,
viicuttaki diger hiicre, enzim ve niikleik asitleri de etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
sebepledir ki ¢aligmamizda kullanllan GO nanopartikiillerine MSA baglanarak
nanopartikiiliin hedefinde yogunlasmasi saglanmistir. Yapilan literatiir taramalarinda GO
nanopartikiilleri ile KL tedavisi lizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim
calismamizda GO kullanmamiz tamamiyle GO’in yapisal ve fonksiyonel 6zellikleriyle
alakalidir. Bu 6zelliklerden bazilarina deginilecek olursak:

v Yapisinda fonksiyonel oksijen gruplari bulunmasiyla GO hidrofiliktir ve su
icerisinde dagilabilir.

v" GO tabakalarmin boyutlari birkag nm den mm ye kadar degisebilir. GO’in
kimyasal kompozisyonu ve boyutlarinin degisebilir olmast bu malzemeyi
biyoloji ve tip alanlarinda da kullanilabilir kilmistir.

v' GO yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin ¢oklugu bu bolgelere ¢esitli
molekiiller ve nanopartikiillerin baglanabilmesine olanak saglar.

v GO hiicre zarindan gegebilecek kadar kiigiik oldugundan ve hidrofilik yapisindan
dolayr hiicre zarinda tutunamaz. Dolayisiyla hiicre igerisine girip fonksiyonel
gruplarla reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturur. Hiicre icine giren GO, ROS
miktarinda artigsa o da sitotoksisitenin artmasina neden olur.

v" GO yiiksek sicaklik direncine sahiptir -75 ile +200 °C’de yapisal bir degisiklik
gozlenmemektedir.

v Yiiksek 1s1 iletkenligine sahiptir (5000 W/Mk) su anda bilinen en iyi 1s1
iletkenidir. Fototerapi yakin infrared 15181 dalga boylari ile smirli bir sekilde
Ozellikle kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Yakin infrared 1sik dokularin
derinliklerine kadar girebilir. Televizyon uzaktan kumandasi gibi pek ¢ok
cihazda kullanilabilir ve zararsizdir. GO, infrered 1s1maya maruz kaldiginda

aniden 1s1 enerjisine doniisir.
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v' GO gii¢li bir antibakteriyeldir. Lu ve ark. nin 2012 yilinda yapmis olduklari
arastirmada hiicre kiiltiirleri kullanilarak GO’in yanlizca bakteriyel hiicrelere
etkili oldugunu Okaryotik hiicrelere zarar vermedigini gostermislerdir. Bunun
sebebi olarak GO’in elektron iletim giicii gdsterilmistir. Prokaryotik hiicreler de
GO’in yar1 gecirgen olan hiicre zar1 boyunca elektronlari iletmesi, elektronlarin
hiicre DNA’sina eriserek onu yok etmesi antibakteriyel etki mekanizmasi olarak
gosterilirken Okaryotik hiicrelerin daha az gegirgen olan niikleus membrani

sayesinde korunmakta oldugu belirtilmistir [89].

Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢alismamizda nanopartikiil olarak GO tercih edilmistir.
Bunun yani swra GO molekiillerine MSA baglanarak GO’in hedef hiicrelerde
lokalizasyonu saglanmis, hiicre i¢ine girisi ve dolayisiyla sitotoksisitesi en az seviyeye
indirgenmistir.

DSO raporunda termoterapiden, KL igin bir tedavi yaklasimi olarak soz
edilmektedir. Lezyon bolgesinin lokal olarak giinde bir veya iki kere 30 sn siire ile
50°C’ye kadar 1sitilmasi intralezyonel antimon bilesikleri kadar etkili oldugu
belirtilmektedir. Bu uygulamada ikinci derece yaniklarin olusabildigi ve uygulamanin
anestezi altinda olabilecegi komplikasyon ve dezavantaj olarak sunulmustur [13].
Literatiirde KL {izerine termoterapinin etkisinin incelendigi birgok in vivo g¢alisma
bulunmaktadir. L. tropica’ya bagli KL olgulari iizerine termoterapinin etkinliginin test
edildigi calismaya, tek bir KL lezyonu bulunan 259 hasta dahil edilmistir. Rastgele
secilen hastalardan 93 hasta intralezyonel sodyum stiboglukonat, 58 hasta intramuskuler
sodyum stiboglukonat ve 108 hasta termoterapi uygulanmak iizere gruplanmistir.
Termoterapi bir kez 50°C 1sida ve 30 sn uygulanmustir. Diger gruplara ise intralezyonal
sodyum stiboglukonat lezyon biiyiikliigiine gore toplamda 5 enjeksiyon, 2-5 ml, 5-7
giinde bir ve intramuskuler olarak giinde 20 mg/kg 21 giin siire ile uygulanmistir.
Aragtirma sonuglarma gore termoterapi alan grupta 100 giin sonra 108 hastanin
75(%69,4)’i reepitelizasyonu takiben tamamen iyilestigi kaydedilmistir. Intralezyonel
sodyum stiboglukonat uygulanan grupta 93 hastadan 70 (%75,3)’1 ve intramuskuler
sodyum stiboglukonat verilen gruptaki 58 hastadan 26 (%44,8)’sinda iyilesme tespit
edilmistir. Intralezyonel sodyum stiboglukonat uygulanan grup ile termoterapi
uygulanan grup arasi istatistiksel olarak karsilastirildiginda farkin énemsiz bulundugu
belirtilmistir. Calisma sonucunda termoterapinin KL i¢in etkili, iyi tolere edilebilir ve

hizli bir tedavi yontemi oldugu ve antimon tedavisine alternatif bir tedavi olabilecegi
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yazarlar tarafindan bildirilmistir [90]. Yapilan bir diger calismada 54 adet L. major
etkenli KL olgusu iizerinde termoterapinin etkisi intravendéz 20 mg/kg/giin dozunda
sodyum stiboglukonat etkisiyle karsilastirilmistir. Termoterapi 50°C 1sida ve 30 sn
uygulanmis ve hastalar 12 ay siiresince takip edilmistir. iki aylik bir siirede sodyum
stiboglukonat uygulanan grupta %54 oraninda, termoterapi uygulanan grupta ise %48
oraninda bir iyilesme kaydedilmistir. Aragtirma sonucunda tedavi komplikasyonlari
olarak geri dondiiriilebilir karin agris1, pankreatit, artralji, miyalji, bas agrisi, yorgunluk,
hafif sitopenialar ve artmis transaminazlar sodyum stiboglukonat ile tedavi edilen hasta
gruplarinda daha sik gorilirken, kabarciklanma, sizinti ve eritem gibi lokal
komplikasyonlar termoterapi alan hasta grubunda tespit edilmistir. Iyilesme oraninin
termoterapi alan hastalarla, sodyum stiboglukonat alan hastalar arasinda anlamli bir
farkin olmadig1r ve bunun yani sira, sistemik toksisitenin sodyum stiboglukonat alan
hastalarda daha fazla olmasi sebebiyle termoterapinin tercih sebebi olabilecegi yazarlar
tarafindan bildirilmistir [91]. Kolombiya’da yapilan bir ¢alismada termoterapi ile kas igi
uygulanan megliimin antimonatin etkisi karsilagtirilmigtir. Termoterapi 50°C 1s1da ve 30
sn/giin dozunda uygulanirken, megliimin antimonat 20 mg/kg/giin dozunda uygulanmis
ve tedaviye 20 glin devam edilmistir. Arastirma bulgularma gore, termoterapi alan
grubun tedavi orani 149 hastadan 86 (%58) iken megliimin antimonat verilen grupta
tedavi oran1 143 hastada 103 (%72) olarak belirlenmistir. Caligma sonucunda, megliimin
antimonatin tedavi orani termoterapiden daha yiiksek bulunmasina ragmen yan
etkilerinin ¢ok fazla oldugu belirtilmistir. Artan maliyetler, tedaviye uyum sorunu ve
toksisiteleri hesaba katildiginda termoterapinin KL i¢in akla gelmesi gereken ilk tedavi
yontemi oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir [92]. Yapilan bagka bir ¢alismaya
Darul Aman’da bulunan Ulusal Malarya ve Leishmania Kontrol Merkezi Leishmania
klinigine gelen tek lezyonlu 388 hasta alinmistir. Hastalar iki gruba ayrilmistir. Birinci
gruba 2-7 mL intralezyonel glukantim enjeksiyonu, 5 giin siireyle uygulanirken ikinci
gruba bir kez olmak iizere termoterapi 50°C 1sida ve 30 sn uygulanmustir. Iki tedavi
grubu da 6 ay siire ile takip edilmistir. Calisma bulgular1 termoterapi alan grubun
lyilegsme oraninin %82,5, intralezyonel glukantim tedavisi alan grubun iyilesme oraninin
%74 oldugunu gostermektedir. Calisma sonucunda, termoterapinin intralezyonel
glukantim uygulamasina gére daha ekonomik, tedavi siiresinin daha kisa ve daha az yan
etkili bir tedavi sekli oldugu ve yukarida belirtilen diger ¢alismalara paralel olarak
termoterapinin KL tedavisinde tercih edilmesi gerektigi yazarlar tarafindan belirtilmistir
[93].
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Yapilan caligmamizda 4-8 haftalik BALB/c wrki farelerin ayak tabanlarinda
olusturulan L. major etkenli KL iizerine MSA bagli GO nanopartikiilleri ile fatotermal
terapinin etkisini 6lgmek amaglanmustir. Fototerapi yakin infrared 1s1ma seklinde ve 808
nm dalga boyunda 15 sn ve 30 sn siire ile gerceklestirilmistir. Arastirma bulgularinda 30
sn fototermal terapi uygulanan gruplarda yanik yaralari olustugundan tedavi 5’inci giin
sonunda durdurulmustur. Benzer komplikasyon yiizeysel yanik yaralar1 seklinde olmak
tizere GO+FTU 15 sn grubunda da goézlenmistir. Bunun yani sira GO+MSA FTU 15 sn
grubunda Klinik olarak herhangi bir komplikasyona rastlanmamis tedavinin 10’uncu
giiniinde gruptaki biitiin hayvanlarda ileri diizeyde bir iyilesme klinik olarak tespit
edilmistir. Deney gruplar1 histopatolojik olarak degerlendirildiginde GO+MSA FTU 15
sn grubunda 1’inci derece yangi ile beraber yogun bir polimorf niikleuslu lokosit
infiltrasyonu tespit edilirken, incelenen preparatlarda amastigot tespit edilememistir.
Ayrica yer yer goriilen myofibroblastik hiicreler ve anjiyogenezis yara iyilesmesinin
basladigin1 ve devam ettigini gostermektedir. Immiinohistokimyasal degerlendirmede
ise ayni grupta preinflamatuar sitokinlerden olan TNF-o, IL-1, IL-6, IFN-y’nin diger
gruplara gére Onemli derecede azalmasi, iyilesme siirecini destekler niteliktedir.
Histopatolojik kesitlerde GO+FTU 15sn, GO+MSA FTU 15 sn, FTU 15 sn gruplarinda
ve miltefosin uygulanan grupta yukaridaki bulgulara ek olarak ilging bir sekilde
periostitis tablosu tespit edilmistir. Diger gruplarin histopatolojik kesitlerinde kemik
dokusuna rastlanmadigindan periostitis tablosu degerlendirilememigtir. KL’de
periostitis tablosu sik karsilagilan bir bulgu degildir ve bu enfeksiyonun sonraki adimi
osteomyelitisdir. Bu durumun Leishmania susunun patojenitesiyle alakali oldugu
diistiniilmektedir. Diinya’da KL’in osteomyelit tablosu olusturabildigi konusunda bu
giine kadar bildirilmis sadece birkag ¢alisma vardir. Bu ¢aligmalarda L. amazonensis
elkenli KL olgularinda osteomyelit tablosu radyografi, sintigrafi ve histopatolojik olarak
gosterilmistir [94, 95].

GO’in ileri derecede 1s1 iletimi dolayisiyla yamk yaralarimin olustugu
bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda GO nanopartikiilline MSA  baglayarak
sentezledigimiz molekiilin antikorlar araciligiyla derialtinda yogunlasmayip GO’in
hedefine taginmasii saglanmistir. GO’in MSA sayesinde hedef hiicreye taginmasinin
yant sira GO+MSA’un aym1 zamanda makrofajlar tarafindan fagosite edildigini
histopatolojik kesitlerde tespit edilmistir. Bu durumda hedef hiicrelerin direkt olarak GO
nanopartikiilleri sayesinde 1sitilmasini ve makrofajin icindeki amastigotlarla birlikte

oldiriilmesi gergeklestirilmistir. Oysaki MSA baglanmayan grupta tastyict bir molekiil
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olmadigindan GO enjeksiyon bdlgesinde yogunlagsmis ve fototermal terapinin etkisiyle
yiizeysel yaniklar olugsmustur. Bu calisma, GO’te MSA baglanarak nanopartikiiliin
makrofaj ylizeyine tutunmasini ve fototerapi ile enfekte makrofajlarin ve iglerindeki
amastigotlarin 6ldiiriilmesini saglayan ve 5 giin gibi kisa siirede tedaviye yanit alinabilen
diinya literatiirtindeki ilk ¢alismadir. Calismamizda uyguladigimiz KL tedavi protokolii

etkili, kisa siireli ve kolay uygulanabilir bir tedavi yontemidir.
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