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OZET

DOKTORA TEZi

Leishmania major iLE ENFEKTE EDILEN GERBILLERDE BAZI
INFLAMATUAR VE KOMPLEMAN YOLAK GENLERIN iFADELERININ
mRNA VE PROTEIN DUZEYINDE ARASTIRILMASI

Baycan MOR
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Arzu GORMEZ
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Berna DEMIRCI

Hiicre igi protozoonlardan biri olan Leishmania tiirlerinin neden oldugu leishmaniasis,
deri ve i¢ organ enfeksiyonlaria neden olan ve son yillarda prevalansi artan sistemik, kronik bir
hastaliktir. Toplum saglig1 agisindan 6nemli goriilen ve immiin sistem hiicrelerini de enfekte
edebilen Leishmania tiirlerine karg1 immiin sistemin olusturdugu bagisiklik mekanizmalari tam
olarak ortaya konulamamistir. Bu amagla yola c¢ikilan c¢alismada, gerbillerde (Meriones
unguiculatus), L. major enfeksiyon modelinin olusturulmasi, Leishmania enfeksiyonlarina karsi
immiin sistem hiicrelerinin cevabinin belirlenebilmesi i¢in IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a
genlerinin ekspresyon seviyeleri ile inflamatuar yanittaki rollerinin arastirilmasi, kompleman
sistemde lektin yolaginin roliinii incelemek igin MBL-1, MBL-2, C2, C3 genlerinin ekspresyon
seviyeleri ile bu genlerden MBL-1, C2, C3 proteinlerinin seviyelerinin belirlenmesi, gerbillerde
enfeksiyona karsi olusabilecek oksidatif stresin tespiti i¢in biyokimyasal testler (GSH ve
MDA)’in yapilmasi ve son olarak kandaki 16kosit sayilarmin degerlendirilmesi igin de
hematolojik analizlerin gergeklestirilmesi amaclanmistir. Bu baglamda ilk olarak gerbillerde
kutan6z leishmaniasis hayvan modeli olusturulmus ve lezyon bolgelerinden alinan 6rneklerde
mikroskobik incelemeler ve kiiltiir ¢alismalari ile parazitlerin varligi tespit edilmistir. Enfekte
edilen gerbillerde inflamatuar sitokin ve kompleman sistem genlerinin ekspresyon seviyelerinin
ve bazi kompleman sistem proteinlerinin 6nemli Olglide arttig1, azalan GSH ve artan MDA
diizeylerine bagli olarak oksidatif stresin olustugu ve enfeksiyona bagli olarak l6kositlerin
miktarinda da 6nemli diizeyde artis oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda, kutanoz
leishmanisis enfeksiyonlarinda Thl, Th2 ve kompleman sistem yolaklarinin aktive oldugu
belirlenmis olup, hastalifin patogenezinde farkli immunpatolojik mekanizmalarin da
degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

2022, 97 Sayfa
Anahtar Kelimeler: Gerbil, Immiin sistem, Inflamatuar, Kompleman, Leishmania major,

Leishmaniasis, Lektin.



ABSTRACT

Ph.D

INVESTIGATION OF THE EXPRESSIONS OF SOME INFLAMMATORY
AND COMPLEMENT PATHWAY GENES AT THE mRNA AND PROTEIN
LEVEL IN GERBILS INFECTED WITH Leishmania major

Baycan MOR

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Arzu GORMEZ
Co- Supervisor: Assist. Prof. Dr. Berna DEMIRCI

Leishmaniasis caused by Leishmania species, one of the intracellular protozoa, is a
systemic, chronic disease that causes skin and internal organ infections and its prevalence has
increased in recent years. The immunity mechanisms created by the immune system against
Leishmania species, which are important for public health and can infect immune system cells,
have not been completely revealed. For this purpose, in this study, it was aimed to create a L.
major infection model in gerbils (Meriones unguiculatus), investigate of the expression levels of
IL-1B, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a genes and their roles in the inflammatory response in order to
determine the response of immune system cells against Leishmania infections, determining the
expression levels of MBL-1, MBL-2, C2, C3 genes to examine the role of the lectin pathway in
the complement system, and the protein expression levels of MBL-1, C2, C3 from these genes,
performing biochemical tests (GSH and MDA\) to detect oxidative stress that may occur against
infection in gerbils and finally hematological analyzes to evaluate the leukocyte counts in the
blood. In this connection, the cutaneous leishmaniasis animal model was created in gerbils firstly,
and the presence of parasites was determined in the samples obtained from the lesion areas by
microscopic examinations and culture studies. It was determined that the expression levels of
inflammatory cytokine and complement system genes increased significantly in infected gerbils,
oxidative stress occurred due to decreased GSH and increased MDA levels, and the amount of
leukocytes increased significantly due to the infection. At the end of the study, Thil, Th2, and
complement system pathways were determined to be activated in the cutaneous leishmanisis,
infections, and it was reached the conclusion that different immunopathological mechanisms
should also be evaluated in the pathogenesis of the disease.

2022, 97 Page

Keywords: Gerbil, Immune system, Inflammatory, Complement, Leishmania major,
Leishmaniasis, Lectin.



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca destegini ve emegini higbir zaman esirgemeyen,
tecriibelerinden daima faydalandigim, beni cesaretlendiren ve 6grencisi olmaktan her
zaman gurur duyacagim degerli danisman hocam Prof. Dr. Arzu GORMEZ’e ve
calismam siiresince bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen, maddi ve manevi desteklerinden
dolay1 es danismanim Dr. Ogr. Uyesi Berna DEMIRCI’ye,

Calismamin ilk adimini1 gergeklestirmek iizere laboratuarlarinin kapilarini agarak
On caligmalarimi yapma imkan1 saglayan, ¢alismamin her anini yakindan takip eden ve
tizerimde biiyilk emegi olan gerek parazit suslarinin temininde gerek enfekte hayvan
modeli olusturmamda destek olan Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Parazitoloji Ana Bilim Dal1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ahmet OZBILGIN hocam’a ve bu
laboratuvarlarda bulundugum siirece yardimlarini esirgemeyen Biyolog Ibrahim
CAVUS’a,

Deney hayvanlarinin temini ve uygulamalarinda, bilgi ve deneyimlerinden
yararlandigim Aydin Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Ana
Bilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Serkan BAKIRCI ve Dog. Dr. Hiiseyin Bilgin
BILGIC e,

Calismamin uygulama siirecinde, biiylik bir 6zveri ile her tiirli katkida bulunan
kiymetli dostum Dr. Baris YILDIZ ve laboratuvar ekibine,

Biyokimyasal analizleri gergeklestirmemde maddi ve manevi destegini
esirgemeyen kiymetli hocam Dr. Ogr. Uyesi Ahmet HARMANKAYAya,

Doktora egitimim boyunca her tiirlii destekte bulunan, bilgi ve deneyimleri ile
akademik hayatima 151k tutan, hi¢bir zaman desteklerini esirgemeyen degerli hocalarim,
Kafkas Universitesi 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Siileyman GUL, Prof. Dr. Ozkan ARSLAN,
Prof. Dr. Zati VATANSEVER, Dog¢. Dr. Ozkan OZDEN, Dog. Dr. Neriman MOR, Dog.
Dr. Ahmet DENiZ, Dog. Dr. Pmar AKSU KILICLE, Dog. Dr. Nilnur EYERCI ve Dr.
Ogr. Uyesi Cem OZIC’e,

Calismami basindan sonuna kadar biiylik bir merak ve heyecan ile takip edip
destekte bulunan, gérev yaptigim Kafkas Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii 6grencilerine,

Tez calismamim desteklenmesinde Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiine,

Son olarak hayatim buyunca varliklariyla her zaman gurur duydugum, kosulsuz
destekgilerim olan sevgili annem Nermin MOR’a, abim Azer MOR’a ve kardesim Kiirsad
MOR’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Baycan MOR
Haziran 2022



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ...ttt [
AB ST R A CT ettt ettt be e b et et nae e i
TESEKKUR .....ocooviiiiiiiteceeeee et en sttt na st en st ens st s s san s sanees iii
ICINDEKILER .........ocoooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........ccocooooiiiiiicece, vii
SEKILLER DIZINI ...ttt X
CIZELGELER DIZINI .......ooooiiiieeeeeeee ettt Xi
| R 3 021 £ 1
1.1, LEISRMANIA .....ciiiiiicici e 1
1.2. Leishmania spp.’nin TaKSONOMIUSI .........cccciuiiiiiieiieiieseese ettt 2
1.3. Leishmania spp.’nin MoOrfolojiSi.......cuiuiuriiieiierierieienesieseseseees s sresneas 3
1.3.1. Promastigot TOMM........oiiiiiiiieie et 3
1.3.2. AMASTIGOT FOMMN ...t 4
1.4. Leishmania spp.’nin Yasam DONGUSTL .......cveveieriirieiiniiiisisisesie e 5
1.5. Leishmania spp.’nin Genetik YapiSi........cccueurieriererenenisesiseseeeesee e 6
1.6, LEISNMANTASIS ..o e 7
1.7. Leishmaniasisin Klinik FOrmlart ..........cccooiiiiiiiineeee e 8
1.7.1. Kutandz LeishmaniaSis (KL) ......cccooiiiiiiiniiieieiese e 8
1.7.2. Visseral LeishmaniasisS (VL) ....ccucciiieiieiiiie et 8
1.7.3. Mukokutan6z Leishmaniasis (MKL) .......cccccoiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.7.4. Diffiiz Kutan6z Leishmaniasis (DKL) .......cccccooiiiiiiiiiceee e 9
1.7.5. Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) .........ccccoviiiriiniiiinenenesesesieins 9
1.7.6. Kanin Leishmaniasis (KanL) ..........ccociiiiiiiiiii e 10
1.8. Leishmaniasisin Epidemiyolojisi ..........ccooviiiiiiiiiiiies e 10
1.9. Leishmaniasis’in Laboratuvar Tanisinda Kullanilan Yontemler .............ccocvenene. 13
1.9.1. Direkt tant yONteMIETT .......ccvviiiiiiiiiieiic e 14
1.9.1.1. Mikroskobik tan1 YONteMI .........ccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiesc e 14
1.9.1.2. KUIHUE tan1 YONTEMI «..eeviiiiiiiiiiiiie e 14
1.9.2. Indirekt tant yONtEMIET.......ccccvovvvivivereiiiiecreieteieeecee e 15
1.9.2.1. Serolojik tant YONTEMI .......ccueeiriiiiiiiieiee e 15
1.9.2.2. Molekiiler tani yONteMIETT.........ccovirieiiiiiieieeee e 15



1.20. LeiSNMANIASES TOUAVISE «..eeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e ee e e e e e e e e 16

111 IMMEN SISEIM 1.ttt ettt bbbttt 17
L.11.1. DOZal IMMUNIEE. .....eiviiiiiiiiiiieiiieie e 17
1.11.2. AdAPLIT IMMUNILE ... 18
1.12. Sitokinlerin Genel OZelliKIETi ..........cevevevreveieieieeececeee et 19
1.13. KOMPIEMEAN SISTEIM ... 22
1.13.1. Kompleman aktivasyonunun erken basamaklari ...........ccccvevvriiiiiiiiiinniiieniiiennns 23
1.13.1.1. ARENAtif YOI ... s 23
1.13.1.2. KIGSTK YOI ..ot 23
1.13.1.3. LEKEIN YOIU 1ot 24
1.13.2. Kompleman aktivasyonunun ge¢ basamaklari...........c.cccooveririiniieiiinicniciennenn 24
1.14. Leishmania’nin Imminopatogenezi........ccoe.evevreecveiceerereceesieeesesessesseeses e 27
1.15. Leishmaniasis ve OKSIOatif STrES ..........coovviiiiiiiiiiics e 29
2. LITERATUR OZETLERI ......coostviiiiiiiiiniesien e 32
3. MATERYAL ve YONTEM........cooniiniiiiniiiiiiiissiesis s 40
.1 IMALEIYAL ... reere s 40
3.1.1. Calismada kullanilan Leishmania izolatlari..............ccccooveeiieeeieeiineccrec e 40
3.1.2. Calismada kullanilan deney hayvanlart ..........c.cccooveiiiiiiniiiiiceceeee 40
3.1.3. Calismada kullanilan cihazlar ..............cccocoviiiiiiii e 41
3.1.4. Calismada kullanilan besiyerleri, kitler, kimyasallar ve ¢ozeltiler ....................... 42
3.1.5. Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ..o 43
3.1.5.1. Molekiiler analizler i¢in kullanilan ¢Ozeltiler .............cocevviiiiiiiiniiiiiiee 43
3.1.5.2. Biyokimyasal yontemler i¢in kullanilan ¢ozeltiler .............cccoviviiiniiiiinncnn 43
K I o) 1175 1 o T PP P PPN 44
3.2.1. NNN besiyerinin hazirlanmasi (Katt Faz).........cccocooiiiiiiiiii 44
3.2.2. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi (S1v1 Faz)........ccccooiiiiiiiiiiiciee 45
3.2.3. Leishmania major’un kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmast...........cccccvvireiiinencinenen. 45

3.2.4. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan Leishmania major ile gerbillerin enfekte edilmesi .. 46

3.2.5. Enfekte gerbillerden kan ve doku drneklerinin toplanmast ...........c.ccevevvrivcnnnnn 48
3.2.6. Molekiiler analizler ve gen ekspresyon g¢alismalart ..........cccoooveiiiiicniiiicnnnnn 49
3.2.6.1. DNA ZOIASYONU....cuiiiiiiiiiiie ittt nne s 49
3.2.6.2. Konvansiyonel PCR ile parazitlerin teSpiti.........cccccceevieiieeiieiiie e 49
3.2.6.3. Total RNA 1ZOIaSYONU ......ccuviiiieiii et 50
3.2.6.4. cDNA kiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve RT-PCR reaksiyonu .............c.cc.co..... 50
3.2.6.5. Real TIME-PCR (QPCR) .....ccviiiiiiiiiiicieceee e 51



3.2.7. MBL-1, C2 ve C3 protein ekspresyonlarinin ELISA y6ntemi ile belirlenmesi.... 53

3.2.8. Biyokimyasal @naliZIEr............cccoiiiiiiiii e 53
3.2.8.1. DOKU NOMOJENIZASYONU......cviiiiiieiiiieiieiieie ettt 53
3.2.8.2. Glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi .........ccccoocevriiiiiiiiiciiiciec 54
3.2.8.3. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin belirlenmesi..............ccoceiveiiiciieninnnn. 54
3.2.8.4. Hematolojik ANANZIEI ........ccoiiiiiieee e 55
3.2.9. IstatistikSel ANAZIET .........c.cvveivereriiiceeieie et 55
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA..........ccooiiiiiiiiece s 57
4.1. Gerbillerde Kutandz Leishmaniasis Modelinin Olusumu............c.cccceeeeviiveeeninnennn. 57
4.2. Gerbillerde Olusan Lezyonlarin Mikroskobik Inceleme Sonuglari ......................... 57
4.3. EKimi Yapilan Doku Orneklerinin Kiiltiir Ortaminda Ureme Sonuglari ................. 59
4.4. Molekiiler Analiz ve Gen Ekspresyon Calismalarinin Sonuglart .........c.cocceevvennene 60
4.4.1. Genomik DNA iz0lasyon SONUGIATT .........ccvvriiiiieeiiiiieiieiiseeseee e 60
4.4.2. Konvansiyonel PCR SONUGIATIT ......ccvviviiiiiiiiiiiic e 61
4.4.3. Total RNA 1z0lasyon SONUGIATT..........cccouiiiiiiiiiiiieiie e 61
4.4.4. cDNA sentezi ve qPCR ile gen ekspresyon galismalart.........cccccoeviiiiiiiniinnns 62
4.4.5. qPCR ile gen ekspresyon seviyelerindeki degisiKliKler.........covvvveriiiiiciiinnnnns 64
4.4.6. ELISA SONMUGIATT....cvviiiiiiieiiiie ittt sae e nine e s e e s 71
4.4.7. Biyokimyasal analiz SONUGIAIT ...........ccoeiiiiiiiiiiiiei e 72
4.4.7.1. Glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri.......ccccccoocvvivevviiirinnnnns 72
4.4.7.2. Hematolojik analizlerin sonuglart ...........cccocvvieniiiiicic e 73
5.SONUC ve ONERILER.............ccccoooiiiiiiiiieeseeeeeee e, 75
S SOMUG ..ttt 75
5.2 ONEIILET .ottt ettt neeeas 76
KAYNAKLAR .o 77
ERLER ... 96

R L e 96

B bbbt 97

Vi



Simgeler

°C

pum

pumol

dk

kb
kDa

Mb
mg
ml
mM

mmol
ng
nm
rpm

Sh

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama

Santigrat Derece
Mikrolitre
Mikrometre
Mikromol
Baz Cifti
Dakika

Gama

Gram

Kilo Baz Cifti
Kilo dalton
Litre
Megabaz Cifti
Miligram
Mililitre
Milimolar
Milimetre kiip
Milimol
Nanogram
Nanometre
Dakikadaki Donme Sayisi
Saniye

Volt

Alfa

Beta
Mikromolar

vii



Kisaltmalar

ASH
CAT
CT
DAT
DKL
DSO
EDTA
ELISA
FBS
GM-CSF
gp63
GSH
GSH-Px
GST
IFAT
IFN

IHA
IL
ITS

KanL
KDNA
KL
LAT
LM
LPG
MAC
MASP
MBL
MDA

Antijen Sunan Hiicre

Katalaz

Dongii Esigi

Direkt Agliitinasyon Testi
Diffliz Kutan6z Leishmaniasis
Diinya Saglik Orgiitii
Etilendiamintetraasetik Asit
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fetal Bovine Serum

Graniilosit Makrofaj Koloni Uyarici Faktor
Glikoprotein63/Leishmanolysin
Glutatyon

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon S-Transferaz

Indirekt Fluoresan Antikor Testi
Interferon

Immiinoglobulin

Indirekt Hemagliitinasyon Testi
Interlokin

Internal Transkript Spacer
Kontrol Grubu

Kanin Leishmaniasis
Kinetoplast DNA

Kutan6z Leishmaniasis

Lateks Agliitinasyon Testi
Leishmania major Grubu
Lipofosfoglikan

Membran Atak Kompleksi
Mannan Baglayici Lektin Iliskili Serin Proteaz
Mannoz Baglayict Lektin
Malondialdehit

viii



MKL
NK
NNN
PBS
PCR
PKDL
Q-PCR
RFLP
RPMI
RT-PCR
SLME
SOD
SSU
TBA
TCA
Th
TNF
uv
VL

Mukokutan6z Leishmaniasis

Negatif Kontrol Grubu
Novy-MacNeal-Nicol

Fosfat Buffer Salin

Polimer Zincir Reaksiyonu

Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis
Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu
Kesilmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi
Roswell Park Memorial Institute

Reverse Transkriptaz Polimer Zincir Reaksiyonu
Splice Leader Mini-Exon

Stiperoksit Dismutaz

Small Subunit Ribosomal Ribonucleic Acid
Tiyobarbitiirik Asit

Triklorasetik Asit

T helper/Yardimci T Hiicresi

Timor Nekroz Faktorii

Ultraviyole

Visseral Leishmaniasis



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.
Sekil 1.8.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

SEKILLER DiZiNi

Disi Phlebotomus (Tatarcik)........cceeveiverierieiieneeie e s 1
Leishmania parazitinin promastigot formu...........ccccveveiiviie s 4
Leishmania parazitinin amastigot fOrmu ............cccccveveiieie s 5
Leishmania’nin yagam dOngUsll .........ccueververienerenininesiseeeese e 6
Diinya Saglik Orgiitii 2020 Kutandz Leishmaniasis verileri .......................... 12
Diinya Saglik Orgiitii 2020 Visseral Leishmaniasis verileri...........cccovvueunn.e. 13
Sitokinlerin endokrin, parakrin ve otokrin etkileri..........cccccovvevviiciveieennenn, 20
Kompleman etkilesmesinin erken basamaklart ............cccoveviiiniiiiiiinincnnns 26
NNN BESIYEIIEIT ... s 45
Leishmania major’un RPMI 1640 siv1 besiyerinde iiretilmesi..............coc...... 46
Anestezi uygulanmig gerbiller ..., 47
Gerbillerin ayak tabanindan parazit enjekSiyonu ...........cccceoeveneiencnennnnnn 47
Kan ve doku 6rnekleri alinmak iizere sakrifiye edilmis gerbil...................... 48
Kutandz leishmaniasisli hayvan modellerine ait ayak lezyon goriintiileri ..... 57
Leishmania major amastigotlarinin gortintileri ...........ccvvveveerereieiencsesiene, 58
Ekim yapilan besiyerlerindeki Leishmania major promastigotlarinin
GOTUNTULETT ..o 59
Izole edilmis genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii ............ 60
Konvansiyonel PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii............. 61
Melt CUIVE ETTILEIT ... 63
IL-1pB, IL-2 ve IL-6 genlerinin mMRNA ekspresyon seviyelerine ait gPCR

103810 o] o PRSPPI 64
IFN-y ve TNF-a genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine ait qPCR
103810 o] o PR R PSRRI 67
MBL-1 ve MBL-2 geninin mRNA ekspresyon seviyelerine ait g°PCR

SOMUGIATT ..t 69

Sekil 4.10. C2 ve C3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine ait qPCR sonuglari... 70
Sekil 4.11. GSH ve MDA dUZEYIET .....cveviviiiiiiiiieicieiese e 72



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 1.1. Leishmania spp’nin siniflandirtlmast ...........cccooereriniiiinienenencceee 2
Cizelge 1.2. Sitokinlerin OZeIlIKIEIT .......ceveveverererereeeeeeeecreeeeeeee et 21
Cizelge 3.1. Calismada olusturulan deney gruplar1 ve uygulama protokolii.................. 40
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan CIRazlar............ccocoveieiiiin i 41
Cizelge 3.3. Calismada kullanilan besiyerleri, kitler, kimyasallar ve ¢ozeltiler............. 42
Cizelge 3.4. PCR 1eaksiyon KartSImil ....c.eeoivieiiiieiiiieiiie e 49
Cizelge 3.5. PCR reaksiyon KOSUIIArt .........cccoovviiiiiiiiiiii i 50
Cizelge 3.6. RT-PCR reaksiyon Kartgimi...........cccooveiiiiininiiiiciicecseecse e 51
Cizelge 3.7. RT-PCR reaksiyon KoSullari..........cccoceoiiiiiiiiiiiiicceec e 51
Cizelge 3.8. Gen ekspresyon ¢aligsmalarinda kullanilan primerler ve dizi bilgileri........ 52
Cizelge 3.9. qPCR reaksiyon Kartgimi .........coccovveiiiiiiiiiiiii e 52
Cizelge 3.10. qPCR reaksiyon KOSUllart .........ccocoiviviiiiiiiiii e 53
Cizelge 3.11. GSH TAYINT ...ocviiiiiiiiiceie e 54
Cizelge 3.12. MDA TAYINI ..ottt ettt sbe b b nneas 55
Cizelge 4.1. DNA Konsantrasyon de@erleri ........c..ouuirereneieninisesinieiesee e sienneas 60
Cizelge 4.2. izole edilen RNA Konsantrasyonlari..............ccoe.eevevecueresrssensensssseseneesnns 62
Cizelge 4.3. ELISA SONUGIATT .....coiiiiiiiiii it 72
Cizelge 4.4. Hematolojik analizIler.............cccooiiiiiiiiiiic e 73

Xi



1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Leishmania

Leishmania  tiirleri,  protozoanlarin ~ Mastigophara  alt  subesinden
Tryponosomatidae familyasina dahil olan ve leishmaniasis hastaligina neden olan
parazitlerdir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde goriilen leishmaniasis, ciddi bir halk
sagligi problemi olup, gelismekte olan iilkelerde enfeksiyon riski giin gectikce
artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 2018 yilinda yayinlanan verilere
gore, diinya genelinde leishmaniasis i¢in endemik kabul edilen 98 {ilke ve 83 bolgede, 1
milyardan fazla insan enfeksiyon riski altinda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda tahmini
olarak her yil 30.000 yeni viseral leishmaniasis (VL) ve 1 milyondan fazla yeni kutan6z
leishmaniasis (KL) vakasi bildirilmektedir (WHO 2022).

Leishmania parazitleri, enfekte disi kum sinekleri aracilig ile tasinmakta ve bu
kum sineklerinin kan emmesi ile omurgali konaklarin kan ve dokularma yerleserek
leishmaniasis enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Sekil 1.1.). Hastaligin KL, VL ve
mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak {izere ii¢ ana formu bulunmaktadir. Bu
formlarinin yani sira diffiiz kutandz leishmaniasis (DKL), post kala azar dermal
leishmaniasis (PKDL) ve en oOnemli rezervuart olarak kopeklerde olusan kanin
leishmaniasis (KanL) formlart da bilinmektedir (WHO 2022).

Sekil 1.1. Disi Phlebotomus (Tatarcik) (CDC 2022)
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1.2. Leishmania spp.’nin Taksonomisi

Tek hiicreli 6karyotik grup olan Protozoa igerisinde sistematize edilen Leishmania
tiirlerinin dahil oldugu kinetoplastidler; tek hiicreli, serbest ya da parazitik yasayan,
flagellumlu 6karyotlardan olusan 6glenozoonlar olarak bilinmektedir. Kinetoplastidler,
tek ve biiylik bir mitokondri i¢inde bir DNA Kitlesi olarak bilinen kinetoplast varligi
nedeniyle isimlendirilen bir 6glenozoon grubudurlar (Bender et al. 2017). DSO tarafindan
sistematize edilen Leishmania spp’nin cins, alt cins ve tiir kompleksi Cizelge 1.1.’de
belirtilmistir (WHO 2022).

Cizelge 1.1. Leishmania spp’nin siniflandirilmasi (Bates 2007; WHO 2022)

Alem Protista

Alt alem Protozoa

Sube Sarcomastigophora
Alt sube Mastigophora
Simf Zoomastigophora
Takim Kinetoplastida
Aile Tryponosomatidae
Cins Leishmania

Alt cins Leishmania

Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania
chagasi, Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania

Tiir aethiopica, Leishmania mexicana, (Leishmania. amazonensis,
Leishmania venezuelensis, Leishmania pifanoi, Leishmania
enrietii)

Alt cins Viannia

Leishmania braziliensis kompleksi (Leishmania braziliensis,
Leishmania colombuensis, Leishmania equatorensis, Leishmania

Tiir peruviana), Leishmania guyanensis (Leishmania guyanensis,
Leishmania panamensis, Leishmania shawi) Leishmania
lainsoni, Leishmania naiffi

Leishmania genellikle Eski Diinya’da Phlebotomus, Yeni Diinya’da ise Lutzomyia
cinsi olarak bilinen disi yakarcalarin 1sirmasiyla omurgalilara bulasmaktadir. Kamgili
protozoonlar olarak bilinen Leishmania cinsine ait yaklasik 30 farkli tiir, leishmaniasis

enfeksiyonlarini olusturmaktadir. Morfolojik olarak ayirt edilemeyen bu tiirler PCR’a
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dayali molekiiler yontemler, izoenzim analizleri ve monoklonal antikorlar kullanilarak

belirlenmekte ve tiir tayinleri yapilmaktadir (Ozbel ve Téz 2007).

1.3. Leishmania spp.’nin Morfolojisi

Leishmania parazitinin promastigot ve amastigot olmak {iizere iki farkli forma
sahip oldugu bilinmektedir. Parazit, vektor olan kum sinegi bagirsaginda kamgili
promastigot formda, insanlarda ve diger memelilerde kamgisiz amastigot formda
bulunmaktadir (Unat 1991; Markell et al. 1992; Kima 2007). Leishmania tiirlerinin
amastigot ve promastigot formlar1 farkli morfolojilere sahip olmalarina ragmen ayni
temel hiicre diizeninde yer almaktadir (Sunter and Gull 2017). Leishmania’nin amastigot
ve promastigot formlarinda ii¢ tabakali, 2-4 nm genisliginde plazma membrani
bulunmaktadir. Bu plazma membraninin hemen altinda da 20-22 nm subpellikiiler
mikrotiibiiller uzanmakta ve bunlarin kalinliklari, sayilar1 ve birbirine olan uzakliklar
Leishmania tiirleri arasinda farklilik gésterdigi igin tiir ayriminda 6nemli kriterler olarak
degerlendirilmektedir. Bu baglamda L. donovani’de 80-120; L. mexicana’da 150-200; L.
tropica’da 80-115 mikrotiibiil bulundugu bildirilmektedir (Ozbel ve Tz 2007).

1.3.1. Promastigot form

Parazitin promastigot formu vektoriin bagirsaginda ve in vitro kiiltiir ortaminda
bulunan formudur. Promastigotlar 15-20 um boy ve 1,5-5 um genisglikte ince-uzun bir
morfolojiye sahiptirler (Sekil 1.2.). Uzunlamasma boliinerek ¢ogalmakta olan
promastigotlar Phlebotomus’larin enfekte bir omurgaliyi 1sirdiktan sonra bagirsaklarinda
26°C’de 4-25 giin kalabilmektedirler (Torres-Guerrero et al. 2017). Elektron mikroskopu
ile incelendiginde merkezde membraninda porlart olan bir nukleus, sitoplazmalarinda
kinetoplast, endoplazmik retikulum, golgi aygit1 gibi yapilar goriilmektedir (Ohan ve
Yasarol 1981; Byrceson 1996; Cook and Zumla 1996; Kuman ve Altintas 1996; Malani
2010). Promastigotlar, oldukga hareketli ve hiicre membranindan daha kalin bir kilif ile
kapli, 200 nm kalinliginda ve parazitin boyundan daha uzun bir kamgiya (15-28 um
uzunlugunda) sahiptirler. Kamg1 kokii etrafinda yerlesmis dokuz ¢ift periferik, bir ¢ift
merkezi lifden olusan bir aksonem (sitoplazmada kalan kisimda) bulunmaktadir (Gerlind
1999).
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Sekil 1.2. Leishmania parazitinin promastigot formu (x100) (Hai et al. 2017)

1.3.2. Amastigot form

Kamgisiz ve oval seklinde olan amastigotlar 2,5-6,8 um biiytikliigiinde parazitin
hareketsiz formlaridir (Sekil 1.2.) (Kuman ve Altintas 1996). Amastigotlarin
sitoplazmasinda bir nukleus ve hemen yaninda Kinetoplast yer almaktadir. Kinetoplastin
kendisine ait bir DNA’s1 olup, bu DNA dizileri tiirden tiire farklilik gosterdigi igin tiir
ayriminda hedef bolge olarak kullanilmaktadir. Leishmania tiirlerinin hepsinde yalnizca
bir tane mitokondri bulunmaktadir. Promastigotlara benzer sekilde amastigotlarda da
kamg1 bulunmakta ve kamg1 cebi iginde yer alarak hiicre disina ¢itkmamaktadir. Insan
viicut sicakliginda (37°C’de) amastigotlar genellikle monositler, makrofajlar, polimorf
cekirdekli 10kositler veya endotel hiicreleri igerisinde uzunlamasina boliinerek
cogalmaktadir (Unat 1991). Amastigotlar membran yapilarindan dolayr makrofajlarin
asidik etkilerine karsi dayanikli olmakta ve makrofaj iginde ¢ogalarak enfeksiyonlari
olusturmaktadirlar (Kuman ve Altintag 1996; Alexander et al. 1999; Topgu vd 2002;
Malani 2010). Serbest hale gegerek ortama dagilan bu amastigotlar yeni makrofaj
hiicrelerini ve retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerini enfekte ederek ¢ogalmaya devam
etmektedirler (Jeronimo and Pearson 1992; Cook and Zumla 1996; Saygi 1998; Ozbel ve
Toéz 2007). Leishmaniasiste dongii disi kum sineginin beslenmek i¢in enfekte bir
konaktan kan emmesi ile devam etmekte olup, ¢evre 1sisina bagl olarak tam bir dongi

ortalama 4-25 giin siirmektedir (Despommier et al. 2005; Elcigek 2009).
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Sekil 1.3. Leishmania parazitinin amastigot formu (x1000) (Harman 2015)

1.4. Leishmania spp.’nin Yasam Dongiisii

Difazik hayat evresine sahip olan Leishmania’larin vektorleri olan disi kum
sinekleri enfekte bir omurgali konaktan kan emerken makrofajlarda bulunan parazitlerin
amastigot formlarmi almaktadirlar. Leishmania’lar ilk olarak kum sineklerinin
midelerinde boliinerek ¢cogalmaya baglamakta ve ¢ogalan parazitlerin bir kismi sindirim
enzimleri tarafindan sindirilirken digerleri boylari uzayip kamgilarini gelistirerek enfektif
olmayan prosiklik promastigot adi verilen formu olusturmaktadirlar. Promastigotlar
kamgilar1 sayesinde midenin u¢ kismina gelerek once bagirsak epitel hiicrelerine, daha
sonra 6zofagus ve farinks duvarma tutunarak enfektif forma doniismekte ve olusan
enfektif metasiklik promastigotlar hortuma go¢ etmektedirler (Topgu vd 2002; Ozbel ve
T6z2007; Malani 2010; Mcgwire and Satoskar 2014). Kum sinekleri bir sonraki omurgali
konaktan kan emerken metasiklik promastigotlar konaga gegmektedirler (Descoteaux and
Turco 2002). Konak viicuda giren promastigotlar ilk olarak kompleman tarafindan
opsonizasyona ugrayarak fagosite edilmektedir (Cook and Zumla 1996). Promastigotlar
konaga gegince bir kismi immiin sistem tarafindan yok edilmektedir. Fagosite edilen
promastigotlar, makrofajlar i¢ine girerken kamgilarimi kaybederek amastigot forma
dontismekte ve ¢ogalmaktadir. Bunun sonucunda hiicre pargalanarak tekrardan diger
makrofajlar1 enfekte etmek {izere amastigotlar, ortama dagilmaktadir (Jeronimo and
Pearson 1992; Cook and Zumla 1996; Sayg1 1998; Ozbel ve Téz 2007). Enfeksiyonun
bundan sonraki seyri Leishmania’nin tiiriine gore degismekte olup ya deride lokalize

olmakta ya da deriden kan yoluyla basta dalak, karaciger ve kemik iligi olmak iizere diger
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i¢ organlara ve dokulara go¢ ederek birgok farkli patojenik etki olusturabilmektedir. Fakat
bu gb¢ etme hareketi parazit tiirlerinin visserotropizm/dermatropizm karakterlerine ve
enfekte konagin immun sistemine gore farkliliklar gosterebilmekte ve bazen parazitler

tiiriine dzgii olmayan bolgelere de go¢ edebilmektedirler (Ozbel ve Toz 2007).
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Sekil 1.4. Leishmania’nin yasam dongiisii (CDC 2022)

1.5. Leishmania spp.’nin Genetik Yapisi

Kinetoplastida takiminda yer alan Leishmania genomunun 0,3 ile 2,5 megabaz
(Mb) arasinda degisen biiyiikliikkte 36 kromozomdan olustugu ve haploid genom
iceriginin ise yaklasik 34 Mb oldugu bilinmektedir. Leishmania genomunun %30’u
tekrarli dizilerden olusmakta ve bu tekrarli dizilerin yarisida telomerik heksamer
tekrarlar1 igermektedir. Genom da tekrarli diziler disinda diger basit dizi tekrarlari,
transpozonlar, rRNA, spliced-leader, gp63 ve tubulin gibi dagilmis gen aileleri de
bulunmaktadir (Myler et al. 1999).
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Tryponosomatidae ailesinde yer alan organizmalar polisistronik transkripsiyon,
trans-splicing, Pol I'in mRNA ve RNA sentezinde rol oynamasi gibi essiz mekanizmalar
sergilemektedirler (Vanhamme and Pays 1995; Stuart et al. 2005). Genomda polisistronik
genler kiimeler halinde dizilmis olup bu organizasyon Tripanosomatidler igerisinde ilk
dizilenen L. major’un 1. kromozomunda gézlenmistir (Myler et al. 1999). Genomda, gogu
polisistronik gen kiimeleri arasinda rRNA genlerinin tekrarli dizileri ve 2 ila 10 gene
kadar tRNA genleri yer almaktadir (Ivens et al. 2005; Padilla-Mejia et al. 2009).
Tripanosomatidler ayrica kromozomlarinin u¢ kisminda tekrar eden GGGTTA

dizilerinden olusan telomerik bolgeler icermektedirler (Sunkin et al. 2000).

Leishmania tiirlerinin de yer aldigi trypanosomatid organizmalar, niikleusta
bulunan genomik DNA ve kam¢inin bazal kisminda yer alan kinetoplast DNA (kDNA)
adi1 verilen mitokondriyal bir genoma sahiptirler. kDNA, “maxicircle” ve “minicircle” adi
verilen bir DNA ag1 igermektedir. Genomda yaklagik 10.000 minicircle ve 50 maxicircle
bulundugu bilinmektedir Maxicircle, 20-35 kilo baz (kb) biiyiikliigiinde homojen yapiya
sahipken minicircle, 0,5-1,5 kb biiyiikliigiinde heterojen yapidadir (Gerlind 1999).
Minicircle yaklagik 800 bp uzunluguna sahip olup, biitiin Leishmania tiirleri 120 bp
uzunlugunda korunmus benzer niikleotid dizisine sahiptirler. KDNA genomunda yer alan
maxicircle bolgesi tiirler aras1 farklilik gostermekte olup, degisken ve kodlanmayan
bolgeler icermektedir. Bu nedenle Leishmania’nin molekiiler tanisi igin kDNA yaygin
olarak kullanilmakta ve hedef bolgeler olarak genellikle internal transkript spacer I (ITS
), splice leader mini-exon (SLME), SSU rRNA geni, tubiilin ve gp63 gibi gen bolgeleri
tercih edilmektedir (Brewster et al. 1998; Marfurt et al. 2003; Bensoussan et al. 2006).

1.6. Leishmaniasis

Diinyada sitmadan sonra en fazla 6liimlere neden olan Leishmania paraziti, hiicre
i¢1 bir protozoon olup, enfekte disi kum sineklerinin 1sirmasi ile leishmaniasis hastaligina
neden olmaktadir (Chiragkumar and Jimishaben 2017). Hastaligin genel olarak KL, VL
ve MKL olmak tizere kabul edilen {i¢ ana formu bildirilmektedir (Kocabas vd 1998;
Koktiirk vd 2002). Bunlarin yani sira DKL, PKDL ve KanL formlart da bilinmektedir
(Pearson et al. 2005). Ulkemizde leishmaniasis, KL ve VL olmak iizere iki sekilde
gorilmektedir (Ak vd 1995; Unat vd 1995).
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1.7. Leishmaniasisin Klinik Formlari

1.7.1. Kutanoz Leishmaniasis (KL)

Halk arasinda Sark Cibani olarak bilinen, genelde L. major ve L. tropica tiirlerinin
retikuloendoteliyal hiicreleri enfekte etmesi ile olusan KL, iyilestiginde deride papiil,
nodiil ve yara olusumu ile iz birakan ve sekil bozukluguna yol acan leishmaniasisin en
yaygin formudur (Desjeux 1996; Zare and Baghestani 2001; Alrajhi 2003). KL
enfeksiyonunda, disi kum sineginin kan emdigi yerde kiigiik bir papiil olusmakta ve 3-4
ay i¢inde ¢evresi kizarip, etrafi sert, kabarik ve {izeri kabuklu bir yaraya doniismektedir.
Bu yaralar papiiler veya nodiiler olarak baslayarak iilserlesebilmektedir. Papiiller 1
cm’den kiiciik ve kabarcik seklinde, nodiiller ise 1-3 cm topak seklinde olabilmektedir.
Bu yaralarin boyutlar1 zamanla degismekte olup, genellikle agrisiz olmakla birlikte agrili
da seyredebilmektedir (Wortmann et al. 2000). Yaranin iizerindeki kabuk kanatilmadan
kaldirilirsa alt yiizeyinde “Hulusi Behget’in ¢ivi belirtisi” denilen sivri ¢ikintilar oldugu
goriilmektedir (Saygi 1998). Parazitin omurgali konaga girisini takiben yaklasik 2 hafta
ile 3 aylik bir stire sonunda ilk lezyonlar goriillmeye baslanmaktadir (Memisoglu vd
1994).

1.7.2. Visseral Leishmaniasis (VL)

Visseral leishmaniasis, kala-azar olarak da bilinen kronik bir hastalik olup,
genellikle dalak, karaciger ve kemik iligi gibi ¢esitli i¢ organlara tutulumu ile 6liimlere
neden olabilen leishmaniasis formudur (Gupta and Nishi 2011). Genellikle L. donovani
ve L. infantum tiirleri VL etkeni olup, nadiren L. mexicana, L. tropica ile L.
infantum/donovani hibritlerinin de VL’ye neden oldugu bilinmektedir (Barral et al. 1986;
Sacks et al. 1995; Ozbilgin et al. 2016). Enfekte olmus hastalarda genellikle yiiksek ates,
kilo kaybi, dalak ve karaciger biiyiimesi yani sira anemi, 16kopeni ve trombositopeni gibi
diisiik kan sayimmi da goriilmektedir (Gupta and Nishi 2011; Giilez vd 2011; van Griensven
2012; McGwire and Satoskar 2014). Ayrica konagm immiinite durumuna bagl olarak
tonsiller, larinks, 6zofagus ve barsak gibi organlari da etkilemektedir (Ashford 1996;

Desjeux 1996). Hastaligin inkiibasyon siiresi konagin immun sistem durumuna gore
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degismekte olup, 2-8 ay arasi degisiklik gostermekte ve enfeksiyon tedavi edilmedigi
takdirde oliimle sonuglanmaktadir (Ready 2014).

1.7.3. Mukokutano6z Leishmaniasis (MKL)

Baslica etkeni L. braziliensis olmakla beraber L. panamensis, L. guyanensis ve L.
amazonensis tiirlerinin de MKL’ye neden oldugu bilinmektedir (Goto ve Lindoso 2010).
Genellikle Giiney Amerika’da endemik olarak goriilen bu hastalik nazal septumda,
dudaklarda, damakta, deride ve mukozalarda c¢ogalarak nodiil, papiil ya da vezikiil
seklinde lezyonlarin goériilmesi ile karakterize edilmektedir (Saygi 1998; Murray et al.
2005; Amato et al. 2007). Hastaligin seyri konagin immun sistemine bagli olarak
degismekte olup, enfekte bireylerin mukozalarina ulagarak nazal bolgede doku harabiyeti
ve ciddi patolojik degisikliklere neden olmaktadir (Blum et al. 2004; Machado-Coelho et
al. 2005; Amato et al. 2007; Konecny and Stark 2007).

1.7.4. Diffiiz Kutan6z Leishmaniasis (DKL)

Diffiiz kutandz leishmaniasis, {ilserlesmeyen, agrisiz papil ve nodiillerle
lezyonlar seklinde immun sistemi baskilanmis bireylerin yliz, ekstremiteler ve kalga
kisimlarinda kronik bir seyri olan ve siklikla tedavi basarisizliklar: ile seyreden
leishmaniasis formudur (Sinha et al. 2008). Yeni Diinya’da DKL etkeni L. mexicana ve
L. amazonensis, Eski Diinya’da ise L. aethiopica olarak bilinmektedir (Agudelo et al.
1999; Sinha et al. 2008).

1.7.5. Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL)

Post kala azar dermal leishmaniasis, visseral leishmaniasisin bir komplikasyonu
olup, genellikle bu form L. donovani tarafindan enfekte olan hastalarda tedaviden sonra
goriilmektedir. VL'den iyilesen bir hastada ciltte sar1 benekler ve nodiiler dokiintiiler ile
karakterize edilmektedir. Dokiintii genellikle agiz ¢evresinde baslayarak siddetine gore
viicudun diger bolgelerine yayilmaktadir. PKDL'de hastalar aylarca ya da yillarca
semptom gostermeyebildigi gibi semptomlar bu siire sonunda da gelisebilmektedir (Esch

and Petersen 2013). VL hastalarinin periferik kanindaki yiiksek interlokin (IL-10)

9
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konsantrasyonlari, PKDL gelisimini 6ngérmektedir. VL sirasinda interferon gama (IFN-
y), periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) tarafindan {iretilmemektedir. VL
tedavisinden sonra, PBMC’ler IFN-y iiretmeye baslamakta, bu da IFN-y iireten
hiicrelerden kaynaklanan PKDL lezyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla ortiiserek deride kalici
parazitlere tepki olarak deri iltihabina neden olmaktadir (Zijlstra et al. 2003).

1.7.6. Kanin Leishmaniasis (KanL)

Kanin leishmaniasis, parazitin dogada en 6nemli rezervuari olan kopeklerde
meydana gelen enfeksiyon formudur. KanL’in etken tiirleri arasinda L. infantum, L.
tropica, L. chagasi, L. major ve L. braziliensis yer almaktadir. KanL’nin etkeni Eski
Diinya’da L. infantum, Yeni Diinya’da ise L. chagasi olarak bilinmektedir (Reithinger
and Davies 1999; De Andrade et al. 2006; Bamorovat et al. 2015; Baneth et al. 2017).
KanL, genis klinik belirti ve siddet derecesi ile kendini gostermekte ve bu hastaligin
yonetimi konusunda yeterli bilimsel anlagma bulunmamaktadir (Baneth et al. 2008).
Enfekte organizmalarda goriilen semptomlar 6zellikle yiiz, kulak ve ayaklarda yara, kilo
kaybi, lenf bezlerinde biiylime, tily dokiilmesi ve deride kasintili olmayan kizariklik ve
dokiintii seklinde siralanmaktadir (Handman ve Bullen 2002). Hastaligin ilk evrelerinde
belirgin semptomlar goriilmemekle birlikte kopeklerde ilk belirtiler halsizlik ve kilo kayb1
ile birlikte tiiy dokiilmesi, kalp krizi, konjonktivit ve bobrek palpasyonunda agri
semptomlari ile seyretmektedir (Alvar et al. 2004). Daha sonraki evrelerde ise kopeklerde
yiksek ates, halsizlik, istah ve kilo kaybi, asir1 su tiikketimi gibi spesifik olmayan
semptomlar goriilmektedir. Ayrica bu donemde enfeksiyona farkli formlarda kutan6z
lezyonlar da eslik edebilmektedir (Ferrer 1989). Enfeksiyonun ilerleyen dénemlerinde
kas atrofisi, tirnaklarda kalinlasma, kirilganlik ve tirnak etrafindaki dokuda iltihaplanma

gibi semptomlar da gozlemlenmektedir (Slappenden 1988).

1.8. Leishmaniasisin Epidemiyolojisi

Hiicre i¢i bir protozoon olan 20’den fazla Leishmania tiiriiniin neden oldugu
leishmaniasis, diinyanin en énemli halk sagligi problemlerinden birisidir. Insanlar da
dahil olmak ftizere yaklasik 70 hayvan tiirii, Leishmania parazitlerinin dogal rezervuar

kaynaklar: olarak bilinmektedir. Leishmaniasis, DSO’niin en énemli tropikal hastaliklar

10
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listesinin ilk siralarinda yer almaktadir. Diinyada tropik ve subtropik bolgelerde 350
milyon kisi leishmaniasis’e yakalanma riski altindadir. DSO’niin verilerine gore
hastaligin 98 tilkede endemik oldugu ve bugiin 1 milyardan fazla insanin enfeksiyon riski
altinda yer aldig1 bilinmektedir. Bu verilere, her yil tahminen 30.000 yeni VL vakas1 ve
1 milyondan fazla yeni KL vakasi eklenmekte olup, leishmaniasis kaynakli 6liim
sayisinin yillik 65 bine kadar ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir. Hastalik en ¢ok Afrika,
Asya ve Latin Amerika’da goriilmekte olup, olumsuz barinma kosullari, gogler,
sosyoekonomik kosullar, iklim degisiklikleri, yetersiz beslenme, bagisiklik sisteminin
zay1flig1 gibi faktorlerin hastaligin insidansinin artmasinda etkili oldugu bilinmektedir.
Leishmaniasisin ayrica ormansizlagsma, barajlarin insasi, sulama planlar1 ve kentlesme

gibi gevresel degisikliklerle de baglantili oldugu bildirilmektedir (WHO 2022).

Kutanoz leishmaniasis vakalarinin yaklasik %95'i Akdeniz havzasi, Amerika,
Orta Asya ve Orta Dogu'da goriilmektedir. DSO’niin verilerine gére 2020'de yeni KL
vakalarmin %85'inden fazlas1 Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Irak, Libya,
Pakistan, Peru, Suriye Arap Cumhuriyeti ve Tunus’tan bildirilmistir. Diinya genelinde
yilda 600.000-1 milyon arasinda yeni vakanin ortaya ¢ikacagi da tahmin edilmektedir
(Sekil 1.5.) (WHO 2022). Ulkemizde KL, Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Akdeniz
Bolgesinde endemiktir. i¢c Anadolu ve Ege Bolgelerinden de KL vakalari rapor edilmis
olup, Tiirkiye'de KL'ye neden olan ajanlar L. tropica, L. infantum, L. donovani ve L.
major olarak bilinmektedir (Uzun et al. 1999; Gurel et al. 2002; Svobodova et al. 2009;
Ozbilgin et al. 2016).
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Sekil 1.5. Diinya Saglik Orgiitii 2020 yili Kutandz Leishmaniasis verileri (WHO 2022)

Tiirkiye’de ozellikle Giineydogu Anadolu Boélges’inde 1950°1i yillardan 6nce
olduke¢a sik goriilen KL vakalari, sitmaya kars1 kullanilan dikloro difenil trikloroethan
(DDT)’nin kullanim1 neticesinde eradike olan kum sinegi popiilasyonuna paralel olarak
azalmistir. Fakat 1980’11 y1llardan sonra Sanliurfa, Adana, Diyarbakir ve Osmaniye illeri
cevresinde hastaligin insidansinin arttig1 rapor edilmistir (Harman 2015). Son yillarda
Suriye’deki i¢ ¢atigmalar sebebiyle iilkemize go¢ eden siginmacilarla birlikte hastaligin
kutan6z formu 6zellikle Giineydogu Anadolu Bélgesi illeri i¢in 6nemli bir halk sagligi
problemi haline gelmistir (Salman vd 2014; Korkmaz vd 2015; Ozkeklik¢i et al. 2017).
Ulkemizin Giiney ve Giineydogu bdlgelerine bu savastan dolayr yaklasik 3 milyon
siginmact girig yapmis ve bu durum hastali§in insidansinin artmasina sebep olmustur.
2009-2015 yillar1 arasinda iilkemizin Gaziantep ilinde yapilan parazitolojik ve DNA
temelli epidemiyolojik bir ¢alismada 263 leishmaniasis pozitif hastanin %66,15'inin
Tiirk, %33,46'simnin Suriyeli ve %0,38'inin Afgan oldugu ve bu hastalarda (Tiirk ve
Suriyeli) etken tiirlerin L. tropica ve L. infantum oldugu bildirilmistir (Ozkeklikgi et al.
2017).

Salgin ve oliim potansiyeli acgisindan en 6nemli paraziter hastaliklardan biri
olmaya devam eden VL vakalarinin ¢ogu Brezilya, Dogu Afrika, Hindistan, Banglades,
Nepal ve Sudan'da goriilmektedir (Harman 2015; Ozbilgin et al. 2016; WHO 2022).
Diinya ¢apinda yilda tahmini 50.000-90.000 yeni VL vakasi oldugu bilinmekte ve bu
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vakalarin DSO’ye sadece %25 ile %45’i rapor edilmektedir. DSO tarafindan 2020'de yeni
vakalarin %90"'indan fazlasinin Brezilya, Cin, Etiyopya, Eritre, Hindistan, Kenya, Somali,
Giliney Sudan, Sudan ve Yemen iilkelerinde oldugu bildirilmistir (Sekil 1.6.) (WHO
2022). VL etkeni Afrika, Asya ve Avrupa lilkelerinde L. donovani ve L. infantum, Giiney
Amerika da ise L. chagasi olarak bilinmektedir (Murray et al. 2005; Lukes et al. 2007).
Ulkemizde ise hastalik, en fazla Akdeniz ve Ege Bolgelerinde goriilmektedir (Ozbel vd
2002; Bodur vd 2003).

[ rtin
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Sekil 1.6. Diinya Saglik Orgiitii 2020 yili Visseral Leishmaniasis verileri (WHO 2022)

1.9. Leishmaniasis’in Laboratuvar Tanisinda Kullanilan Yontemler

Leishmania tiirlerinin birgogunun hastalik siirecinde asemptomatikten Sliimciil
etkilere kadar ciddi patolojik etkileri bulunmaktadir. Genellikle Leishmania tiirleri ile
hastalik tipi/siddeti arasinda korelasyon goriilmektedir. Leishmaniasis her zaman klinik
semptomlar géstermeyip asemptomatik olarakta seyredebilmekte veya diger hastaliklarin
semptomlari ile benzer olabildigi i¢in karistirilabilmektedir. Dolayisiyla kesin tani igin
Klinik belirtiler varsa da yeterli kabul edilememektedir. Endemik bolgelerde yasayan ya
da bu bolgelere seyahat eden kisilerde nodiil, iilsere nodiil, plak, iilsere plak, eritemat6z
papiil, viicudun agik bolgelerinde kronik lezyon ortaya ¢ikmasi gibi klinik durumlar KL
tanisin1  diigiindiirmektedir. Ancak klinik olarak KL; bakteriyel deri enfeksiyonlari,

malign iilserler, mantar enfeksiyonlari, deri tiiberkiilozlari, travmatik iilserler, enfekte
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bocek 1sirig1, graniilomlar, miyazis, tropikal iilser, sarkoidoz, sarbon, lepramatdz lepra,
psodolenfoma ve sporotrikoz gibi ¢ok sayida hastaligi taklit edebildiginden ayirici
tanilamanin 6nemi dikkat ¢ekmektedir (Uzun vd 2017). Siirekli ve diizensiz ates, kilo
kayb1, splenomegali, pansitopeni semptomlar1 ise VL tanisini diisiindiirmektedir. I¢ organ
tutulumu yapan klinik VL enfeksiyonunun akut formu, sitma, akut chagas hastaligi, tifoid
ates, tifus, tiiberkiiloz, akut schistosomiasis ve ameboma ile karisabildigi gibi bazen de
subakut ve kronik formda, brusellosis, enfeksiy6z mononukleosis, histoplazmosis ile
karistirilabilmektedir (Ozkocaman 2002). Bu nedenle hastalik teshisinin konulmasinda
semptomlarin degerlendirilmesi yaninda parazit etmenin tanisina yonelik de planlama
yapilmaktadir. Genel olarak leishmaniasis’in tanisinda kullanilan yontemler, direkt tani
yontemleri (mikroskobik ve kiiltiir tan1) ve indirekt tan1 yontemleri (serolojik ve

molekiiler tan1) seklinde ayrilmaktadir (Goto and Lindoso 2010; Mitropoulos et al. 2010).

1.9.1. Direkt tan1 yontemleri

1.9.1.1. Mikroskobik tam1 yontemi

Tanida en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan mikroskobik incelemede kan,
kemik iligi, dalak, deri lezyonu ve lenf diiglimii gibi dokulardan alinan 6rnekler de
parazitin amastigot formu arastiriimaktadir. Bu amagla hazirlanan yayma ya da touch
preparatlar Giemsa veya Leishman ile boyanarak mikroskopta incelenmektedir. Dalak ve
karaciger aspirasyonunda parazitin bulunma orani ¢ok yiiksektir fakat bu yontemlerde
kanama riski oldugu i¢in tanida kemik iligi aspirasyonunun en giivenli yontem oldugu
bildirilmektedir (Aviles et al. 1999; Schallig et al. 2001; Kuman 2002; Sundar and Rai
2002; Akhoundi et al. 2017).

1.9.1.2. Kiiltiir tam yontemi

Kiiltiir yontemi; promastigotlar1 elde etmek iizere deri kazintilar1, doku aspiratlari
ve biyopsi Orneklerinin in vitro kiltiir ortaminda cogaltiip mikroskobik olarak
goriintiilenmesi temeline dayanan bir tani yontemidir. Parazitolojik tani, siipheli
lezyonlardan alinan 6rneklerin histopatolojik incelenmesi ya da in vitro ortamda parazitin

varhigiin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir (Akhoundi et al. 2017). Bu yontemde
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lezyonun bulundugu bolgeden alinan numunenin, tavsan kani igeren kati Novy-MacNeal-
Nicole (NNN) ile fetal sigir serumuyla zenginlestirilmis Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1629, RPMI 1630, RPMI 1640, Schneider sivi besiyerlerine ekimi yapilmakta ve
amastigotlarin promastigotlara doniisiip dontismedigi kontrol edilmektedir. Genellikle
NNN besiyerinde 21 giin iginde, RPMI ve Schneider besiyerinde ise 4-5 giinde lireme
gerceklesmektedir (Novy ve McNeal 1904; Unat vd 1995; Saygi 1998; Ozbel ve Toz
2007). Kontaminasyon riski dikkate alinarak aseptik kosullarda gergeklestirilecek kiiltiir
yonteminde izolatlarin yaklasik 15-35 giin boyunca inkiibe edilerek gozlenmesi

gerekmektedir (Allahverdiyev et al. 2004; Korkmaz ve Ok 2011).

1.9.2. indirekt tam yontemleri

1.9.2.1. Serolojik tam1 yontemi

Serolojik yontemler, Leishmania tiirlerine spesifik antikorlarin kullanimi ile
antijenlerin tespit edilmesi temeline dayanmaktadir (Sundar and Rai 2002). Bu amagla
akut fazda parazite kars1 olusan antikorlarin titreleri belirlenerek tanilama yapilmaktadir.
Serolojik testlerin pozitif olmasi leishmaniasis'de Onemlidir. Ancak seronegatif
durumlarda diger parazitolojik tekniklerin de kullanimina ihtiya¢ duyulmakta ve birden
fazla test uygulanarak kesin tani gergeklestirilmektedir (Allahverdiyev et al. 2004).
Leishmaniasis tamisinda Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT), Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA), rK39 antijeninin kullanildigi Dipstick Testi, Direkt
Agliitinasyon Testi (DAT), Lateks Agliitinasyon Testi (LAT), Indirekt Hemagliitinasyon
Testi (IHA) ve Western Blot yontemleri de kullanilmaktadir (Mohammed et al. 1985;
Mary et al. 1992; Boelaert et al. 2007; Gavgani et al. 2008).

1.9.2.2. Molekiiler tam1 yontemleri

Parazitin dogrudan tanisina yonelik yontemler giivenilir olmakla beraber
genellikle hassasiyeti oldukea diisiiktiir. Ozellikle parazitin az miktarda olmas: veya
kiltir yontemindeki kontaminasyon riski gibi nedenlerden dolayr Leishmania
parazitlerinin belirlenmesinde zorluklar yasanabilmektedir. Ayni1 zamanda tanida

kullanilan serolojik testler de immiinitesi baskilanmis kisilerde hatali sonuglar vermekte
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ve eski/yeni vaka ayirimlari tam olarak yapilamamaktadir. Bu nedenlerle birgok
molekiiler yontem igerisinde en yliksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahip polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR), hem Leishmania’nin tespiti hemde tedaviden sonra hastaligin
takibi agisindan etkili bir yontem oldugu bildirilmektedir (Maia and Campino, 2008).
Leishmania spp’nin molekiiler tiplendirmesinde nested PCR, multipleks PCR, kesilmis
parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve DNA dizi analiz yontemleri
kullanilabilmektedir. PCR reaksiyonlar1 yiiksek duyarliliga sahip olmalar1 yaninda ¢ok
sayida farkli klinik 6rnek iizerinde uygulanabilirligi ve oldukca kisa siirede sonug
vermeleri nedeniyle tercih edilmektedirler. ELISA’dan farkli olarak, konak tiiriine 6zgii
reagentlara ihtiya¢ duyulmayan bu yontemde tek bir reagent ile insan, kopek veya baska
bir omurgali konaktan alinan ornekler analiz edilebilmektedir. Leishmania tiirlerinin
saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in genellikle sitoplazmada ¢ok¢a bulunan "maxicircle" ve
"minicircle" DNA ag1 iceren kDNA ve 16S rRNA genleri, PCR testleri i¢in hedef bolgeler
olarak se¢ilmektedir (van Eys et al. 1992; Osman et al. 1997; Aviles et al. 1999; Lachaud
et al. 2001; Sambrook and Russell 2001; Schonian et al. 2003). Ancak PCR testlerinin
hassasiyeti yiiksek olmakla birlikte, uygulamasi ve maliyetleri rutin uygulamalari

olumsuz etkilemektedir (Sundar and Rai 2002; Eroglu 2008).

1.10. Leishmaniasis Tedavisi

Leishmaniasis i¢in giiniimiizde gelistirilmis kesin bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Hastaligin tedavisinde cesitli antibiyotikler, iic ve bes degerlikli
antimon bilesikleri denenmekte, ancak {i¢ degerlikli antimon bilesiklerinin toksisitesi
yiiksek oldugu i¢in tedavide tercih edilmemektedir. Tedavide etki mekanizmalar1 tam
olarak kesinlesmemekle birlikte, parazitin molekiiler yapisina ve makrofaj-konak
iliskisine etki ettikleri diisiiniilen bes degerlikli antimon bilesikler, diisiik toksisiteleri ve
tedaviye daha net yanit verdikleri i¢in giinlimiizde en ¢ok kullanilan bilesikler olarak
bilinmektedir (Olliaro and Bryceson 1993; Santos et al. 2008; Baiocco et al. 2009).
Hastaligin tedavisinde ayrica Amfoterisin B, Paromomisin, Pentamidin, Miltefosin ve
Imikimod da kullanilmaktadir. Polien antibiyotik olarak bilinen Amfoterisin B,
Leishmania tiirlerinin amastigot ve promastigot formlarinda hiicre zar1 gegirgenligini
artirip iyon girisine neden olarak parazitin 6lmesini saglamaktadir (Goto and Lindoso

2010). Paromomisin, 16S ribozomal RNA'ya baglanarak parazitin protein sentezini bloke
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etmektedir (Mcgwire and Satoskar 2014). Antimon ile benzer etkiye sahip bir ilag olan
Pentamidin, organizmanin kinetoplast morfolojisini degistirerek DNA sentezine etki
etmekte ve mitokondriyal membranin par¢calanmasina neden olmaktadir (Marfurt et al.
2003). Miltefosin, VL tedavisinde oral yolla kullanilmakta (Sundar et al. 2006),
imikimod, TNF-a, IFN-y ve IL-2 gibi pro-inflamatuar sitokinleri indiikleyerek makrofaj
aktivasyonunu saglayan bir ajan olarak tedavide degerlendirilmektedir (Arevalo et al.
2001).

1.11. immiin Sistem

Viicudu zararl tiim antijenlere, 6zellikle patojenik mikroorganizmalarin sebep
oldugu enfeksiyonel hastaliklara kars1 koruyan ve birgok organ, doku ve hiicrede yer alan
savunma mekanizmasini ifade eden sistem “immiin sistem” veya “bagisiklik sistemi”
olarak tanimlanmaktir. Immiin sistem tarafindan antijenlere veya mikroorganizmalara
kars1 verilen tepkiye ise immiin yanit adi verilmektedir (Janeway et al. 2005). immiin
sistem; her zaman aktif ve hizli olup, immiinolojik hafiza ve spesifitesi olmayan bir cevap
olusturan “dogal immiinite” ile daha yavas aktive olarak immiinolojik hafiza olusumunu
saglayan “edinsel immiinite” olmak iizere iki temel mekanizmaya sahiptir. Dogal ve
adaptif immiinite viicutta homeostazi korumak ve uyaranlara karsi savunma olusturmak
igin siirekli etkilesim halinde olup, bir diizen iginde gorev yapmaktadir (Chinen 2006;
O’Connor et al. 2014). immiin sistem hiicrelerinden lenfositler, yabanci istilacilarin
taninmasi1 ve yok edilmesinde gdrev alan hematopoietik kokenli hiicreler olup, lenfoid
organlarda, lenf sivisinda ve dolasimda yer almaktadirlar (Miller 1996). Viicudun
herhangi bir ajanla karsilagsmas1 sonucunda lenfosit hiicreler bu ajanlar1 yok etmek i¢in

aktif hale gegmektedirler.

1.11.1. Dogal immiinite

Organizmada dogustan var olan dogal immiinite, enfeksiyonlara yol agan patojen
mikroorganizma ve molekiillerin viicuda girisini engelleyen veya viicuda girmeyi
basarmis mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak icin ¢aligsan bagisiklik sistemidir. Dogal
bagisiklik sistemi deri, epitelyal bariyerler, kompleman, konak savunma peptidleri,

hiimoral faktorler (sitokin, kemokin vs.), l6kositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal

17



1. GIRIS

katil hiicreler (NK) gibi bir¢ok farkli komponent igermektedir (Goldsmith et al. 2012).
Dogal immiinitenin ilk savunma hattin1 deri ve epitelyal bariyerler olusturmaktadir. Bu
bariyeri gecmeyi basaran patojen mikroorganizmalar kompleman sistem proteinleri,
fagositler ve dogal Katil hiicreler tarafindan saldiriya ugramaktadir. Dogal immiin
sistemdeki bu yanit, yabanci maddeler ile karsilasir karsilasmaz harekete gegmekte ve
dogal bagisiklik sistemi hiicreleri hafizas1 olmamasina ragmen patojenleri 6zgiin olarak
tanmimaktadir. Ayrica dogal immiinite, organizmadaki ilk savunma yaniti olusturdugu gibi

adaptif immiin yanitlarin olusmasinda da gorev almaktadir (Abbas et al. 2015).

1.11.2. Adaptif immiinite

Adaptif immiinite viicudun enfeksiyona karsi olusturdugu ikinci savunma hattidir.
Viicuda giren patojen veya antijenler dogal immiinite bariyerlerini asabilirse adaptif
immiin yanit tetiklenmektedir. Adaptif immiinitenin gérevi enfektif ajanlarin taninmasini
saglamaktir. Adaptif immiinite bu sekilde dogal immun sistem bariyerlerini ge¢mis
patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in hiicreleri ve molekiilleri uyararak
enfeksiyona neden olan bu patojenlere kars1 yanit verirken ayni zamanda immiinolojik
bellek olusturmaktadir (O’Connor et al. 2014). Adaptif immiinitenin ana bilesenleri B ve
T lenfositleri olmakla beraber dogal bagisiklik sistemi hiicreleri olan makrofajlar ve
dendritik hiicreler de antijen sunucu hiicreler olarak adaptif immiin sisteme destek
saglamaktadirlar (Delves et al. 2011). Adaptif immun sistem, B hiicreleri vasitasiyla
hiicre dis1 etkenlere kars1 antikor bagimli humoral yanit ve T lenfositler vasitasiyla hiicre
ici etkenlere kars1 hiicresel yanit seklinde reaksiyon gostermektedir (Janeway et al. 2005).
Humoral immiin yanitta B lenfositlerin tirettigi antikorlar sayesinde hiicre dis1 patojenler
ortadan kaldirilmaktadir. Antikorlar dolasima, gastrointestinal sisteme, iirogenital
sisteme, mukozal organlarin liimenlerine ve diger viicut sivilarina salgilanarak mikroplari
ve mikroplarin salgiladiklart toksinleri etkisiz hale getirmektedir. Bu antikorlar
salgilandiklar1 bolgelerde bulunan protein, karbonhidrat, lipit ve niikleik asit gibi
antijenlere, patojenlere ve bu patojenlerin toksik {irlinlerine baglanarak fagosite
edilmelerini saglamakta ve boylece hedef hiicrelere girisleri engellenmektedir. Hiicresel
immiin yanit hiicre i¢i mikroplara karsi olusmakta ve isleyisine T lenfositler aracilik
etmektedir. T lenfositlerinin yardime1 ve sitotoksik olmak iizere iki formu bulunmakta ve

bu lenfositler genellikle protein yapidaki antijenleri tanimaktadir. Yardimc1 T lenfositleri
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mikroplar1 yok etmek iizere fagositleri harekete gegirirken sitotoksik T lenfositleri
sitoplazmada bulunan enfeksiyonlar1 yok etmektedirler. Kisaca B lenfositlerinin tirettigi
antikorlar hiicre dist mikroplarin antijenlerini tanirken, T lenfositler ise hiicre igi

mikroplarin antijenlerini taniyarak immiinite saglamaktadirlar (Abbas et al. 2015).

1.12. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Sitokinler, immun ve inflamatuar yanitta gorev alan, uyarilmis lenfositler,
monositler ve makrofajlar ile diger hiicreler tarafindan sentezlenen 20-30 kDa (kilo
dalton) agirhiginda peptid veya glikoprotein yapisinda maddelerdir. Cok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkin olan sitokinler solubl formda bulunmaktadirlar (Kiligturgay
2003). Sitokinler farkli etkinlige sahip olmalari ve immiin yanitlarda rolleri farkli
olmalarina ragmen bazi Onemli Ozellikleri paylasmaktadirlar. Bagisiklikta,
inflamasyonda ve hematopoezde gorev alan ve bagisiklik hiicrelerinin etkinliklerini
arttirmada aract molekiiller olarak bilinen sitokinler, depolanmadan siirekli (yeniden/de
nova) tretilmektedirler. Disaridan gelen uyarilar sonucunda tetiklenen sitokinler hedef
aldiklar1 hiicrelerin ylizeyinde bulunan yiiksek afiniteli reseptorlere baglanarak otokrin,
parakrin ve endokrin etkiler gosterebilmektedirler. Cogu sitokin {iretildikleri hiicre
tizerine (otokrin etki) ya da yakininda bulunan hiicrelere (parakrin etki) etki ederek islev
goriirken, enfeksiyona karsi tetiklenen dogal immiin yanitta dendritik hiicreler ve
makrofajlarin uyarilarak bol miktarda sitokin dretilmesi suretiyle de salgilandiklar:
bolgenin uzagina da etki etmektedirler (endokrin etki) (Sekil 1.7) (Owen et al. 2007
Abbas et al. 2015).
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Sekil 1.7. Sitokinlerin endokrin, parakrin ve otokrin etkileri (Owen et al. 2007)

Sitokinler lenfokin, kemokin, interlokin, adipokin, koloni uyarici faktorler,
interferonlar gibi bir¢ok farkli tanim ile siniflandirmaktadir. Siniflandirmada sitokinlerin
islevsel yakinliklar1 dikkate alindiginda, farkli hiicreler i¢in pozitif veya negatif biiyiime
faktorleri olarak hareket eden sitokinler (IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-10, IL-11, IL-12 ve
Graniilosit Makrofaj Koloni Uyarici Faktor (GM-CSF)), proinflamatuar sitokinler (TNF-
o/p, IL-1a/B, IL-6, IFN-a/y, IL-8 ve makrofaj inhibitor protein 1) ve antiinflamatuar
sitokinler (IL-1 reseptdr antagonistleri, TNF-a binding protein, IL-1 binding protein,
solubl IL-1 reseptorleri) seklinde ii¢ gruba ayrilabilmektedirler (Gruys et al. 2005).
Bagisiklik ve inflamatuar yanitlar1 diizenleyen sitokinler 16kositlerin birbirleriyle ve
bagka hiicrelerle iletisimini saglamaktadirlar. Lokositler tarafindan sentezlenip l6kositler
tizerine etkileri dikkate alindiginda molekiiler olarak tanimlanan sitokinlerin biiyiik bir
boliimii interlokinler olarak adlandirilmaktadir. Dogal immiin yanit kapsaminda tretilen
sitokinlerin baglica kaynaklart mikroorganizmalarca uyarilan dendritik hiicreler ve
makrofajlardir, ancak epitel hiicreleri ve diger farkli hiicre tipleride sitokinler
tiretebilmektedirler. Adaptif immiin yanitta sitokinler ¢ogunlukla CD4" T hiicreleri
tarafindan salgilanmaktadir. Etkinlestikten sonra 1-2 saat i¢inde CD4" T hiicrelerinden
uretilen ilk sitokin, IL-2’dir. Etkinlesmenin gergceklesmesi ile yiizeyde yiiksek afiniteli
IL-2 reseptor sergilemesi gerekmekte ve bdylece T hiicrelerinin IL-2’ye baglanma yetisi

ve yanitt hizla artmaktadir (Abbas et al. 2015).
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Cizelge 1.2. Sitokinlerin Ozellikleri (Mayer 2015)

Sitokin  Kaynak Hiicre Hedef Hiicre Baslica etkileri
Monositler .
Makrofajlar Tﬂhucreler; B Kostimulatdr molekiil
Fibroblastlar hucreler. Aktivasyon (inflamasyon)
IL-1 oo . Endoteliyal hiicreler
Epiteliyal hiicreler Hipotalamus Ates
Endoteliyal hiicreler - Akut faz reaktanlari
. Karaciger
Astrositler
T hiicreleri T hi"%creler Bl?yl::lme
IL-2 NK hiicreleri B hiicreler Biiylime
Monositler Aktivasyon
IL-3 T hiicreleri Kemik iligi onciilleri  Biiyiime ve farklilasma
Naif T hiicreler Th2 hiicrelere doniisiim
. . T hiicreler Biiylime
IL-4 T hitereleri B hiicreler Akzil\l/asyon ve biliylime; Ig
E’ye izotip ¢cevrimi
IL-5 T hiicreleri Iéoglil;roihelr of Biiyiime ve aktivasyon
T hiicreleri T hlfCI'eleI' Kostimulatér molekiil
X B hiicreler e
IL-6 Makrofajlar Matiir B hiicreler Biiylime(insanda)
Fibroblastlar . Akut faz reaktanlari
Karaciger
Makrofajlar
IL-8 Epiteliyal hiicreler Notrofiller Aktivasyon ve kemotaksis
Plateletler
ASH aktivitesinin
. . Makrofajlar inhibisyonu
IL-10 T hiicreleri (Th2) T hiicreler Sitokin iiretiminin
inhibisyonu
IL-1p  Makrofajlar Naif T hiicreler Thi hiicreye doniisim
NK hiicreleri
Monositler Aktivasyon
Endoteliyal hiicreler ~ Aktivasyon
IFN-y T hﬁc.releri ‘ ) ‘ .
NK hiicreleri Ozellikle makrofajlar MHC smf I ve II artig1
olmak tizere ¢cogu
dokudaki hiicreler
T hiicreleri T hiicreler Inh lb isyon aktivasyon ve
TGF-p Makrofajlar Makrofajlar bitytime
Aktivasyon inhibisyonu
T hiicreleri
GM-CSF gﬂni;(()r;fl?g :lrhﬁcreler Kemik iligi onciilleri ~ Biiyiime ve farklilagma
Fibroblastlar
TNF-a Makrofajlar IL-1 ile benzer IL-1 ile benzer

T hiicreleri
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1.13. Kompleman Sistem

Kompleman sistemi, patojenlere karsi konak savunmasinda ve antikor aracili
doku hasarinda 6nemli rol oynayan, dolasimda ve hiicre membraninda bulunan, ardisik
etkilesen bir grup proteinin tamamini ifade eden bir sistemdir. Sistem igerisinde yer alan
proteinler, antikorlarin antimikrobiyal etkisine yardim etme veya tamamlama
yeteneginden dolay1 “’kompleman’’ismini almstir. Tk defa 1890’larda Bordet ve Erlich
tarafindan tanimlanan kompleman sistem, ¢esitli kimyasal ajanlarla kompleks olusturarak
viicudun patojenlere karsi savunmasinda ve inflamatuar yanitta gorev almaktadir
(Dunkelberger and Song 2010). Kompleman sistemin aktivitesi, dogal veya adaptif
mekanizmalar tarafindan tetiklenebilmektedir. Antikor yoklugunda dogal immun yanitin
bir pargasi olan kompleman sistem, patojenlere baglanan antikorlarin aktivasyonu ile de
adaptif imminitenin bir pargasi oldugunu goéstermektedir (Abbas et al. 2015). Farkli
hiicresel mekanizmalara sahip olsalar da bagisiklikta bu iki sistemin mekanizmalari
arasinda baglantt bulunmaktadir (Parkin and Cohen 2001). Kompleman sistemin
alternatif, klasik ve lektin olmak tizere ti¢ yolagi bilinmektedir. Alternatif ve lektin yollar
antikor yoklugunda patojenler tarafindan, klasik yol ise antikorlar tarafindan
tetiklenmektedir (Abbas et al. 2015). Kompleman sistemde kan ve hiicre membrani ile
iliskili 30’dan fazla protein bulunmaktadir (Sarma and Ward 2011). Bu proteinler C
harfinin yanina konan say1 ve harflerle gosterilmektedir (C1, C2, C3b gibi). Kompleman
yolakta C3a ve CS5a'nin olusumuyla sonuglanan sirali bir enzimatik reaksiyonlar dizisi
gerceklesmektedir (Kiligturgay 2003). Alternatif, klasik ve lektin yollarinin hepsinde C3
proteini sistemin temel molekiilii olmakla birlikte plazmada da en fazla miktarda bulunan
proteindir. Kompleman sistemin aktivasyonu erken ve ge¢ basamaklar olmak tizere iki
asama ile gerceklesmektedir. Ilk asama, erken basamak olarak ifade edilen ve her bir
yolakta farklilik gosteren reaksiyonlar dizisidir. Aktivasyon islemlerinin son agamasi olan
geg basamaklar ise her yolak igin ayni reaksiyon dizileri ile devam etmektedir (Abbas et
al. 2015).
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1.13.1. Kompleman aktivasyonunun erken basamaklari

1.13.1.1. Alternatif yol

Mikroorganizma yiizeylerinde bulunan karbonhidrat, protein veya lipit
partikiilleri tarafindan tetiklenen kompleman sistemi, antijen antikor kompleksine ihtiyag
duymadan erken donemde 6nce C3 yapisinin diisiik seviyede kendiliginden hidrolizi
sonucu hedefe bagli bulunan C3b yapilarina dontismektedir. C3b mikroorganizmanin
yiizeyinde biriktiginde bu yolun aktivasyonu baslamaktadir. Daha sonra bir serin proteaz
olan faktér B proteininin yikimi sonucu olusan Bb protein pargasi, mikroorganizma
yiizeyine bagli C3b proteinlerine baglanarak C3 konvertazi olan C3bBb kompleksini
olusturmaktadir. C3 konvertaz’t C3 proteinini C3a ve C3b’ye parcalayan enzimdir.
C3bBb kompleksi C3 konvertaz olarak islev gérmesi nedeniye daha fazla miktarda C3
enzimatik olarak yikilmakta ve bunun sonucunda daha fazla C3b ve C3bBb molekiilii
yapilmaktadir. Olusan bu C3bBb molekiiliiniin bir kism1 mikroorganizmaya baglanirken,
bir diger kismi1 ise C5’i yikan ve kompleman aktivasyonun ge¢ basamaklarini baslatan
C5 konvertaz olarak rol oynayan C3bBb3b’yi olusturmaktadir (Abbas et al. 2015).

1.13.1.2. Klasik yol

Genellikle 6zgiil antijen ile immiinoglobulin M (IgM) ve IgG gibi alt sinifa ait
spesifik antikorlarin kompleks olusturarak C1 (C1q, C1r ve C1s) ile etkilesimi sonucunda
tetiklenmektedir. Bu baglanmayla antikorun Fc bdlgeleri, kompleman proteinlerinin
baglanabilecegi bir pozisyon almaktadir. C1 komplemanin enzimatik olarak aktif hale
gelmesi i¢in iki veya daha fazla Fc bolgesine baglanmasi gerekmektedir. C1 kompleman:
enzimatik olarak aktiflesip C2 ve C4 proteinlerine baglanarak pargalanmalari
saglanmaktadir. Parcalanma sonucu olusan C4b2a, antikora ve antikorun bagli oldugu
mikrobiyal yiizeye baglanmaktadir. C4b2a bu yolagin C3 konvertazi olarak goérev
yapmaktadir. C3 konvertaz C3’ii par¢alamakta ve olusan C3b’lerin bir kismi alternatif
yolakta oldugu gibi mikroorganizma yiizeyinde birikmeye baglarken bir kismi1 C4b2a
yapisina baglanarak C4b2a3b kompleksini olusturmaktadir. Olusan C4b2a3b kompleksi
kompleman aktivasyonunun ge¢ basamaklarini baslatacak olan C5 konvertaz olarak

gorev yapmaktadir (Abbas et al. 2015).
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1.13.1.3. Lektin yolu

Kompleman aktivasyonunun ii¢lincii yolu olan antikor yoklugunda indiiklenen
lektin yolu; mannoz baglayici lektin (MBL) veya Fikolinlerin (1-ficolin, H-ficolin ve M-
ficolin), maya, bakteri, parazit ve viriis gibi mikroorganizmalarin yiizeylerindeki
karbonhidrat yapilarina baglandiginda tetiklenmektedir. MBL ve Fikolin, serumda MBL
iligkili proteinler ile kompleks olusturarak dolagmaktadir. Serumda bulunan MBL iliskili
serin proteaz 1 (MASP1), MASP2 ve MASP3 komplemanin lektin yolunu aktive edebilen
molekillerdir. Bunlara ek olarak MAP19 ve MAP44 molekiilleri de MBL’e daha diisiik
affinite ile baglanan serin proteazlardir (Thiel 2007). MBL-MASPs kompleksinin hedef
mikroorganizmaya baglanmasi C4 ve C2’nin yikimina sebep olmaktadir. MASP2, C4’{in
C4a ve C4b’ye parcalanmasindan sorumlu iken MASP1 ve MASP2’nin C2’nin
par¢alanmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir. MASP3 ise MASP2’nin C4 ve C2’ye
bolinme aktivitesini down regiile etmektedir (Wagner and Frank 2010). MASP2’nin bir
alternatif transkripti olan MAP19’un ise MASP2 ile karsilastirildiginda on kat daha diisiik
afinite ile siireci gergeklestirdigi bilinmektedir (Degn et al. 2011). MBL’in fonksiyonu,
C1 kompleman proteininin fonksiyonuna es deger olup, C4 aktivasyonunu saglamaktadir.
Bu asamadan sonraki yol klasik yolda gerceklesen olaylara benzer olup, hidrolize ugrayan
C4 ve C2 sonucunda bu yolun C4b2a kompleksi olusmaktadir. C3 konvertaz olarak gorev
yapan bu kompleks antikor ve antikorun bagl oldugu hiicreye baglanmakta ve C3
konvertazin C3 molekiiliinii C3b’ye parcalamas: sonucu olusan C3b’lerin bir kismi
C4b2a kompleksine baglanarak kompleman aktivasyonunun ge¢ basamaklarini
baslatacak olan C5 konvertazi olarak gorev yapan C4b2a3b kompleksinin olusumunu

saglamaktadir (Nesargikar et al. 2012; Abbas et al. 2015).

1.13.2. Kompleman aktivasyonunun ge¢c basamaklari

Kompleman sistemin ii¢ yolaginda da C3 konvertaza C3b bileseninin eklenmesi
ile olusan C5 Kkonvertaz, kompleman aktivasyonunun ge¢ basamaklarina gegisi
saglamaktadir. Bu asamada C5’in proteolizi ile C5a ve C5b olusmakta, olusan C5b
proteoliz olmadan C6 ve C7'ye baglanarak kompleks olarak zara baglanmaktadir. Daha
sonra C5b67 kompleksi, hiicre membraninda polimerize olarak C8'i ve ardindan son

protein olan ¢oklu C9'lar1 kendisine baglamaktadir. Bunun sonucunda hiicre
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membraninda delikli bir poli-C9 membran atak kompleksi (MAC) olugsmakta ve bu
delikli yap1 hiicreye su ve iyon girisine yol acarak hiicrenin 6liimiine yol agmaktadir

(Sarma and Ward 2011; Abbas et al. 2015; Liszewski and Atkinson 2015).

25



1. GIRIS

Kompleman stiinlesmesmin zag bazamakian

)
' = Serum yogunlugu| | >
L Protein e Islev ]
C3  640-1660  C3b mikrop yizeyine baglanarak
opsonin ve C3 ile C5 konvertazlarin
bir komponent: olarak islev goriir.
C3a inflamasyonu uvarir.
| lil o 1 Bb bir serin proteazdir, C3 ve C5
| = B | = konvertazlarin etkin enzimidir.
. C3b'ye baglandiginda Faktor B'yi
Faktor D 1-2 kesen plazma serin proteazdir
C/ S ogunluzu| j
Protein ELOmey: VgL Islew
L pg/ml ]
C1 'Klasik yolag: baslatir; Clq antikorun
(Clqr2S2) Fc kismina baglanir: Clr ve Cls. C4
ve C2'nin etkinlesmesine yol agcan
| ] proteazlardir.
Cc4 150-450 C4b antikorun bagli oldugu mikrobun

veva hiicrenin yiizeyine baglanir ve
komplemans etkin kilar. C4b. Cls
tarafindan avrnistirilmak iizere C2've
baglanir. C4a inflamasyonu uvarir.

| Cc2 | 20 C2a bir serin proteazdir. C3 ve C5
konvertazlarin etkin enzimi olarak
islev gorir

Mannoz = 0.8-1 Lektin yolagin baslatir; MBL _
baglayan mikrobiyal karbonhidratlardaki terminal
lektin mannoz artiklaring baglar MBL 1ligkili

oteaz, klasik volaktaki gibi C4 ve
(MBL) LS y a1

- C2'vyi etkin kalar.

(*A: Alternatif, klasik ve lektin yolaklarindaki akis benzer olmasina ragmen her ii¢ yolagin antikor ve kullanilan protein gereksinimi
farklidir. B: Alternatif yolak erken basamaklarinda yer alan proteinlerin 6nemli 6zellikleri. C: Klasik ve lektin yolaklarinin erken

basamaklarinda yer alan proteinlerin 6nemli 6zellikleri)

Sekil 1.8. Kompleman etkinlesmesinin erken basamaklar1 (Abbas et al. 2015)
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1.14. Leishmania’min immiinopatogenezi

Leishmania enfeksiyonlarinin, parazitin tiirii ve patojenitesi, konagin enfeksiyona
kars1 gelistirdigi immiinite ve konagin genetik alt yapis1 gibi faktdrlerin tamamina bagl
oldugu bilinmektedir (Chang and McGwire 2002; De Almeida 2003). Okaryotik bir
patojen olan Leishmania’nin en o6nemli Ozelliklerinden biri konak organizmada
evrilebilmesi ve uzun siireli kronik enfeksiyonlara neden olmasidir. Leishmania
enfeksiyonunun ortadan kaldirilmasi, ¢oklu bagisiklik sistemi efektorlerinin koordineli
hareketini gerektirmektedir. Leishmania’nin konak hiicre igerisinde ¢ogalarak farkli
konaklara bulagabilme 0Ozelligi biiylik Olclide bagisiklik sisteminden kagma
kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Leishmania enfeksiyonlarinin dogal bagisiklik yaniti
asamalar1 hastaligin seyrini belirleyecek en onemli basamak olarak bilinmektedir.
Leishmania parazitleri fagozomal kompartmanlarda form degistirerek kompleman
sistemden kagabilmekte ve enzimatik yikimlara karsi dayanikli olmalar1 sebebiyle de
immiin sistem regiilasyonunu (antijen sunumu, DH’ler) bozarak adaptif immiiniteyi ele

gecirebilmektedir (Sacks and Sher 2002).

Enfekte disi kum sineklerinin konak organizmayi isirmasiyla Leishmania
promastigotlarinin deriye enjekte edilmesi sonucu parazitler hizla lokalize olmaktadir. Bu
noktada parazitlerin opsonize edilerek uygun hiicreler tarafindan fagosite edilmek iizere
karsilastig1 ilk konak savunmasi kompleman proteinleridir. Ancak Leishmania parazitleri
yiizeyinde bulunan ve hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynayan kalin lipofosfoglikan
(LPG) ve leishmanolysin (gp63) tabakalari nedeniyle kompleman aracili lizizden
kaginmaktadirlar (Brittingham et al. 1995; Franco et al. 2012). Parazitin yasam
dongiisiine bagli olarak ekspresyon diizeyi degisen determinantlar olarak bilinen LPG ve
gp63’tin makrofaja tutunma ve kompleman C’den korunmada oldugu kadar
Leishmania’nin promastigot formdan amastigot forma doniisiimiinde ve amastigotlarin
makrofajlar igerisinde ¢ogalarak diger hiicrelere yayilmalarinda da rolleri oldugu
bilinmektedir (Bogdan et al. 1996; Bogdan and Rollinghoff 1998; Alexander et al. 1999;
Chang and McGwire 2002; De Almeida 2003; Spath et al. 2003; Awasthi et al. 2004).
Konak hiicreye giren promastigotun ilk hedefi makrofajlar olup, bu promastigotlar
makrofajdaki C’ reseptorii 1-3, mannoz-fukoz reseptorii ve Fc reseptorii sayesinde

tutunmay1 saglamaktadir (Sacks and Sher 2002). Enfeksiyona karsi olusan antikorlar ve
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kompleman C’nin aktif litik formu olan C3b, parazitin yiizeyinde birikerek
opsonizasyonu baslatmakta ve C3b molekiilii LPG ve gp63’iin yiizeyine tutunarak klasik
yoldan C aktivasyonunu gergeklestirmektedir. C3b ile opsonize olan Leishmania’lar
makrofajlar tarafindan fagositoza ugramaktadirlar. Ancak Leishmania parazitlerinin
yiizeyinde bulunan kalin LPG ve gp63 molekiillerinin ekspresyonlari artmakta ve boylece
kompleman aracili lizis gergeklesememektedir. Dolayisiyla parazitler C5-9 litik
kompleksinden korunmus olmaktadir. Hiicre yiizey molekiillerinden gp63 ayni zamanda
C3b’yi inaktif formu olan iC3b’ye doniistiirmekte ve iC3b kompleman reseptorlerinden
CR3’¢ baglanmast sonucu IL-12 firetimi baskilanarak adaptif immiin sistem
aktiflesememektedir (Alexander et al. 1999; De Almeida 2003; Cecilio et al. 2014,
Santos-Mateus et al. 2016).

Leishmaniasis’e karst organizma karmasik bir dizi bagisiklik yanit
olusturmaktadir. Leishmania enfeksiyonlarina karsi olusturulan direng ya da duyarlilik
Th1/Th2 (Th: T helper) dengesine bagli olup, T hiicrelerinin koruyucu immiinitede
onemli rol oynadiklar1 distiniilmektedir (Alexander et al. 1999). Th1/Th2 dengesi,
patojen tiiriine, konak immiin sistem ve genetik alt yapisina, viriilans faktorlerine, antijen
sunan hiicre (ASH)’lerin T hiicreleri ile etkilesimlerine ve salgilanan sitokinlerin miktari
gibi bir¢ok faktore bagli olarak degisiklik gostermektedir. Th1/Th2 dengesinin Th2
yoniine kaymasi veya Thl yanitinin baskilanmasinin leishmaniasis’den sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Leishmaniasis’e kars1 direng olugsmasi, Th1 yanitinin gelismesi ile IL-
1, IL-12, IFN-y, TNF-a ve IL-2 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimine baglanmakta
ve sonug olarak makrofaj aktivasyonu saglanarak parazitler yok edilmektedir (Sacks and
Noben-Trauth 2002; von Stebut et al. 2003). Leishmaniasis’e karsi duyarlilik s6z konusu
ise Th2 yanit1 ve IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi sitokinlerin {iretimi gercekleserek parazitin
¢ogalmasina neden olmaktadir (Sacks and Noben-Trauth 2002; Gordon 2003; Kropf et
al. 2005). Ancak KL’nin immiinopatolojisinde ve immiino-korunmasinda aksi goriisler
devam etmektedir. Bu noktada Thl yanitinin olusmasi ve bununla beraber pro-
inflamatuar sitokinlerin asir1 iretiminin organizmada énemli immiinopatolojik sorunlara
yol agtig1 bildirilmektedir (Martin and Leibovich 2005; Eming et al. 2007; Borthwick et
al. 2013; Pasparakis et al. 2014). Ayn1 zamanda, Th2 yanitinin olusmasi durumunda
diisiik seviyelerde anti-inflamatuar sitokin iiretiminin, reaksiyonlar1 ve yara iylestirme

stirecini hizlandirdig: da bildirilmektedir (Allen and Wynn 2011; Gause 2013; Pasparakis
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et al. 2014). Ayrica IL-22, IL-17 ve IFN-y gibi Th17 inflamatuar sitokinleri, 1L-10 ve
TGF-p gibi diger diizenleyici sitokinler, Leishmania parazitinin tiirii ve konagin genetik
alt yapist da hastaligin seyrini olumlu veya olumsuz yonde degistirebilmektedir (Wu et
al. 2010; Seder et al. 2018).

1.15. Leishmaniasis ve Oksidatif Stres

Organizmalarda yasamsal faaliyetlerin kusursuz devam etmesi i¢in oksidan ve
antioksidanlarin denge halinde olmasi gerekmektedir. Bu denge, antioksidanlarin yetersiz
olmast durumunda bozulmakta ve oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir (Heyman et al.
2011). Oksidatif strese maruz kalmis bir organizmada, oksijenin kullanimi ve
metabolizmast sirasinda dis yoriingelerinden birinde eslesmemis elektron igeren
molekiiller olusmaktadir. Bu molekiillere serbest radikaller denilmektedir. Normalde
organizma bu serbest radikalleri antioksidanlar vasitasiyla kontrol altinda tutmak isterken
bu dengenin bozulmasi durumunda serbest radikaller saglikli hiicreleri okside ederek
yapilarin1 bozmakta ve boylece oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir. Oksitleyici
bu ajanlar, organik molekiillerin tamamini etkilemekte ve lipit, protein ve niikleik
asitlerin oksidasyonuna sebep olmaktadir. Ayn1i zamanda monontikleer fagositler
igerisinde yer alan Leishmania tiirlerinin bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmesi
stirecinde olusan reaktif oksijen radikallerinin de bu noktada 6nemli rolii bulunmaktadir.
Mononiikleer fagositler, fagositoz sirasinda bilyiik dl¢iide artan reaktif oksijen radikalleri
ile solunum patlamasina maruz kalabilmektedir. Boylelikle fagositoza ugrayan parazit,
solunum patlamasi neticesinde olusan {iriinlerin toksik etkisi ile oldiirtilebilmektedir.
Genel olarak serbest radikallerin ve lipid peroksitlerin, kanser, ndrolojik, psikiyatrik,
bobrek hastaliklari, koroner kalp hastaligi, diyabetes mellitus, yaslanmayla iliskili
dejeneratif degisiklikler ve leishmaniasis gibi enfeksiyon hastaliklarla iligkisi oldugu
bildirilmektedir (Vural et al. 2000; Dei et al. 2002; Hunt et al. 2002; Sofic et al. 2002;
Jafari et al. 2015).

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 koruyucu etkileri olan antioksidanlar
endojen veya eksojen kaynakli olup, hiicre i¢inde olusabilen ya da disaridan alinan
molekiiller olarak bilinmektedir. Endojen antioksidanlar, enzim olan ve enzim olmayan

antioksidanlar olarak iki gruba ayrilmaktadirlar. Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
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peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal
sitokrom oksidaz ve hidroperoksidaz enzim olan endojen antioksidanlar, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon (GSH),
sistein, metiyonin, trat, laktoferrin ve albiimin ise enzim olmayan endojen
antioksidanlardir. Eksojen antioksidanlar ise vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar
olmak tizere simiflandirilabilmektedirler (Valko 2006).

Enzim olmayan antioksidanlardan olan GSH karacigerde sentezlenen 6nemli bir
antioksidan olup, serbest radikallere ve peroksitlere karsi savasarak hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korumaktadir. Ayrica GSH hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde,
detoksifikasyon sisteminde, membran transportunda, gen ekspresyonunda ve apoptozisde
gorev yapan bir antioksidan olarak da bilinmektedir (Townsend et al. 2003). KL
hastalarinda oksidatif stresin antioksidan sistemleri uyardigi ve lipid peroksidasyonu
sonucu, oksidan antioksidan dengesinin oksidan yoniine degistigi bildirilmektedir (Vural
et al. 2004). Aymi zamanda mononiikleer fagositlerde hiicre i¢i Leishmania
amastigotlarimin varliginin oksidan-antioksidan dengesini bozdugu da bilinmektedir
(Babior 1987; Locksley and Louis 1992). Bunun yaninda KL hastalarinda enfeksiyon
baslangicindan 90 ve 120 giin sonra karaciger ve dalakta oksidatif stres indiiksiyonu

gozlenmis ve artan oksidatif stresin DNA fragmantasyonu ile iliskili olabilecegi

bildirilmistir (Jafari et al. 2015).

Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan ve kan ile idrarda ortaya ¢ikan
malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterdigi
icin  biyolojik materyallerde lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak
kullanilmaktadir. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir
reaksiyonu olup, direkt olarak membran yapisina ve iirettigi reaktif aldehitlerle indirekt
olarak diger hiicre bilesenlerine zarar vermekte, dolayisiyla doku hasarina ve bir¢cok
hastaliga neden olmaktadir. Hiicre membran yapisinda yer alan doymamis yag asitleri,
serbest radikallerin aracilik ettigi lipid peroksidasyonu ile parcalanarak membran
biitiinliigii bozulmaktadir (Freeman and Crapo 1982). KL hastalarinda, antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisikliklerin leishmanisidal etkiyi artirabilecegi, bu degisikliklerin
parazitin 0lmesine veya diger hiicre ve dokularda oksidatif hasara neden olabilecegi

bildirilmektedir (Kocyigit et al. 2003).
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Tezin Amaci; Diinyada yaklasik 12 ila 40 milyon arasinda kisiyi enfekte eden,
350 milyona yakin kisiyi ise tehdit eden ve pek ¢ok tilkede ciddi saglik problemlerinden
biri olarak bilinen leishmaniasisin varlig: iilkemizde Giineydogu Anadolu, Dogu Akdeniz
ve Ege Bolgelerinde bildirilmistir. Tiirkiye’ye komsu olan Suriye, Irak ve Iran’da oldukga
endemik tiir olan L. major 'un prevalansi, Tiirkiye’ye gelen gd¢gmenlerin de etkisiyle giin
gectikce artmaktadir. Bu nedenle ¢alismada; dncelikle kutandz leishmaniasis etkeni olan
L. major ile gerbillerde (Meriones unguiculatus) enfeksiyon modelinin olusturulmasi,
olusturulan enfeksiyon sonucunda gerbillerde parazite karsi olusacak immiin sistem
yaniti, bu sistemle iliskili baz1 sitokinlerin inflamatuar yanittaki rollerinin belirlenmesi ve
aynt zamanda dogal veya adaptif immiinitenin bir pargast olan kompleman sistem
yolaklarinda gorev alan bazi gen ve proteinlerin ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi

amagclanmustir.
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Leishmania tiirlerinin neden oldugu leishmaniasis enfeksiyonunda, gerbillerde
enfeksiyon modeli olusumu, immiin sistem yanitt ve bu sistemle iliskili kompleman

sistem yolaklar1 tizerinden yapilan ¢aligmalar asagida sunulmustur.

Bakirci vd (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, L. major izolat1 ile gerbillerde (M.
unguiculatus) enfeksiyon modeli olusturulmas: ve enfeksiyon modeli olusturulan
gerbillerde amastigotlarin yayilma ve visseralize olma durumlari arastirilmistir.
Calismada, Bitlis ili kirsalinda yasayan bir bireyden alinan klinik L. major izolat: ile
enfekte edilmis gerbillerden alinan doku ornekleri (karaciger, dalak, akciger, bobrek,
kalp, testis) Giemsa ile boyanip NNN besiyerine ekimleri yapilarak incelenmis ve her iki
yontemde de parazitin varligi tespit edilmistir. Bunun yaninda Leishmania parazitlerinin
ribozomal internal transcribed spacer 1 (ITS1) bolgesine 6zgii tasarlanan primer ve
problar ile Real Time PCR (gPCR) testi yapilmis ve parazitin varligi dogrulanmistir.
Calismanin sonucunda, KL ve VL ile iliskili yapilacak deneysel ¢alismalarda gerbillerin

basari ile kullanilabilecegi bildirilmistir.

De Miranda Santos et al. (2001) tarafindan MBL’nin VL’e duyarlilig: ile ilgili
yapilan caligmada, serumda MBL diizeyinin artist dogrudan VL gelisimi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica, MBL’ nin makrofaj islevi lizerine etkisinden dolay1, opsonize
edilmis promastigotlar ve enfekteli monositlerin salgiladiklari sitokinlerin ekspresyonu
arastirilmis ve MBL nin TNF-a ile IL-6 sitokin miktarlarini arttirdig: bildirilmistir. Buna
bagli olarak yliksek MBL konsantrasyonunun, bu sitokinlerin iiretimini arttirarak

makrofajlardaki leishmaniasidal etkiyi artirabilecegi rapor edilmistir.

Dominguez et al. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada, saglikli bireylerde Clq ve
C2 kompleman faktorlerinden yoksun serumlarda Leishmania tiirlerinin
opsonizasyonunu tetikleyen mekanizmanin belirlenmesi amaglanmistir. C3 baglanma
kinetigini belirlemek amaciyla serumlara Clq ve C2 proteinleri eklenilmis ve sonuglar
degerlendirildiginde Leishmania tiirlerinde C3 opsonizasyonu igin her iki proteinin de

gerekli oldugu kanisina varilmistir. Caligmanin sonucunda C1q ve C2 bakimindan yoksun
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serumlarda kompleman sistemin klasik yolaginin tetiklenmedigi ve C3 opsonizasyonu ile

bu yolun aktive olabilecegi bildirilmistir.

Laurenti et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, L. (L) amazonensis etkenli
KL’li BALB/c farelerde enfeksiyonunun erken evresinde kompleman sistemin rolii
arastirilmistir.  Yapilan g¢aligmada, total serumda hemolitik testler ile kompleman
aktivitesi degerlendirilmis ve mevcut C3 birikimi immiinofloresan yontemlerle
belirlenmistir. Calismanin sonucunda, kompleman protein miktarlarinin enfeksiyonlu
farelerde Ozellikle 7. giinden itibaren oldukga arttigi tespit edilmis ve kompleman

proteinlerin varliginin parazit yayilmasinin kontroliinde 6nemli olabilecegi bildirilmistir.

Bildik et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, KanL kopeklerde antioksidan
savunma mekanizmasinin durumunu tespit etmek amaciyla enfekteli konaklarda GSH ve
MDA gibi baz1 parametreler incelenmistir. Yapilan ¢alismada, kontrol grubuna gore
KanL kopeklerin GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamsiz bir azalmanin oldugu,
MDA seviyesinde ise anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir. Caligmada, oksidanlara
kars1 kullanilmas1 nedeniyle GSH seviyelerinde azalmanin s6z konusu oldugu, ayni
zamanda olusan enfeksiyona bagli olarak eritrosit zarindaki hasar, hiicresel membranlarin
¢oklu doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonu ile parcalanmasi ve ardindan
membran biitliinliigliniin bozulmas1 gibi nedenlerden dolayr da MDA diizeylerinde artisin

goriilebildigi degerlendirilmistir.

Jacobs et al. (2005), L. major enfeksiyonunda kompleman sistemin roliinii ortaya
koymak i¢in alfal-antitripsin promotoriiniin kontrolii altinda kobra zehir faktortinii (CVF)
eksprese eden transgenik BALB/c fareler ile in vivo ¢alismalar gergeklestirmistir. Yapmis
olduklar1 ¢aligmada, CVF ekspresyonunun aktivasyonu ile serumda kompleman C3
protein tiiketiminin arttifin1 ve dolayisiyla parazitlere duyarli transgenik olmayan
BALB/c farelerine gore transgenik farelerde C3 protein miktarinin azaldigini
bildirmislerdir. Buna ragmen CVF-transgenik farelerin L. major enfeksiyonuna karsi
oldukga direngli oldugunu ve 6nemli dl¢iide azalan bir parazit yayilimi gosterdigini de
rapor etmislerdir. Ayni zamanda calismada, C3 proteininin yoklugunda konakgi
hiicrelerde kalic1 enfeksiyonlarin olusabilecegi, kutandz lezyonlarin olusumunun

tamamen bloke edebilecegi dolayisiyla kompleman aktivasyonunun iki ucu keskin bir
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kili¢ (double-edged sword) gibi degerlendirilebilecegi bildirilmistir. Bunun yaninda
yapilan ¢alismada T hiicre (IFN-y ve IL-4) yanitinin her iki grupta da benzer oldugu ve
kontrol grubuna gore her iki grupta IFN-y ve IL-4 sitokin seviyelerinde artisin oldugu da

rapor edilmistir.

Ambrosio and De Messias-Reason (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, serum ve
serumdan saflagtirllan MBL’nin L. braziliensis promastigotlar {izerine etkileri ve non-
immiin insan serumu (NHS) ile etkilesimden sonra parazit yiizeyinde yer alan MBL, Clq,
C4 ve C3 proteinlerinin birikimi aragtirilmistir. Caligma sonucunda hem serum MBL hem
de saflagtirllmis MBL-MASP kompleksinin L. braziliensis yiizeyine baglandigi ve bu
baglanmanin MBL'nin karbonhidrat tanima alanlar1 yoluyla ger¢eklestigi dogrulanmaistir.
Ancak MBL baglanmasinin, kompleman proteinlerin parazitler tizerindeki litik etkisini
etkilemedigi ve NHS ile inkiibasyondan sonra Clq, C4, C3 birikimi ve parazit lizisinin
gozlendigi bildirilmistir. Sonug olarak MBL'nin L. braziliensis'e baglandigi ve buna
parazitlerin yiizeyindeki spesifik bir karbonhidratin aracilik ettigi ve parazit yiizeyinde
kompleman aktivasyonunun antikor-bagimsiz mekanizmalar1 igin bir kanit sagladigi

degerlendirilmistir.

Asgharzadeh et al. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, MBL geninin ve promotor
varyantlarinin - sikligin1 belirlemek ve MBL alelleri ile VL gelisimi arasindaki
korelasyonu belirlemeyi amaglamislardir. Caligma sonucunda yiiksek MBL seviyelerinin
dogrudan VL gelisimi ile iligkili oldugunu ve hasta bireylerin genomunda s6zkonusu

allellerin siklikla bulundugunu tespit etmislerdir.

Horimoto and Costa (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, VL ve KL hastalarinda
otoantikor profili ve kompleman protein seviyelerinin tespiti amag¢lanmistir. Yapilan
calisma sonucunda KL’li hastalarin tamaminda VL’li hastalarin ise %86,7 sinde
kompleman C3 protein seviyelerinin yiiksek oldugu, anti-Leishmania antikor testlerinde
ise VL’li hastalarin tamaminda, KL’li hastalarin ise %62,2'sinde pozitif olarak
belirlendigi bildirilmistir. Ayrica c¢alismada, humoral, sistemik ve Th2 yanitin
tetikleyerek olusan otoantikorlar ile VL olusumu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu

tespit edilmistir.
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Limoncu and Balcioglu (2011) tarafindan Tiirkiye’de yapilan ¢alismada, KL ve
VL hastalarinda C1, C3 ve C4 kompleman protein diizeyleri arastirtlmistir. Yapilan
calismada kompleman C3 seviyelerinin KL’li hastalarda kontrole gore oldukca yiiksek
oldugu bildirilmistir. Calismada KL hastalarinin lezyon bdlgelerinde amastigot
sayilarinin az oldugu tespit edilse de enfeksiyonlu bireylerde yiiksek C3 seviyelerinin
(%92) olustugu goz oniinde bulundurularak, KL enfeksiyonlarinda kompleman C3
seviyelerinin belirlenmesinin leishmaniasis teshisi i¢cin 6nemli bir parametre olabilecegi

Ongorilmiistiir.

Ramer-Tait et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, L. amazonensis ile enfekte
edilen farelerde, IL-2’nin IL-12 gibi makrofajlardaki fonksiyon bozukluklari iizerinde
onemli etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Calismanin sonucunda, IL-2'nin diizenleyici
T hiicrelerinden bagimsiz olarak baskin bir immiinosupresif rol oynadigi ve bunu
enfeksiyon esnasinda lenfositlerin ¢ogalmasini saglayan IL-12’nin gorevini sinirlayarak

yaptig1 bildirilmistir.

Ramirez et al. (2012) tarafindan yapilan calismada, Leishmania (Viannia)
panamensis ile enfekte olmus insanlarda makrofajlar ile potansiyel uygunluklari goz
onlinde bulundurularak IL-1B, TNF-a, IL-6, graniilosit makrofaj koloni uyarict faktor
(GMCSF) ve prostaglandin endoperoksit sentaz 2 (PTGS2) genlerinin dogal ve adaptif
immiin sistem igerisindeki rolii aragtiritlmistir. Yapilan ¢alismada, her bir parametrenin
gen ekspresyon seviyeleri qPCR yontemi ile belirlenip Mikroarray Analiz yontemleri ile
dogrulanmis ve IL-1B3, TNF-a ve IL-6 gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigi
bildirilmistir. Calismanin sonucunda, L. panamensis ve L. chagasi/infantum gibi farkli
tirler tarafindan indiiklenen makrofaj tepkileri arasinda onemli farkliliklarin oldugu

gosterilmistir.

De Araujo et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, L. guyanensis'in neden
oldugu KL ile MBL2 varyant alellerinin genetik iliskisi arastirilmistir. Promotor bolgesi
ve ekzon 1'de ilicer adet olmak iizere toplam alti MBL2 varyantinin genotiplendirildigi
calismada sadece iki varyantin KL ile iligkili oldugu ve bu varyantlardan da 6zellikle bir

tanesinin yiiksek KL riski tasidigi bildirilmistir.
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Mishra et al. (2015) tarafindan Hindistan’da yapilan bir c¢alismada, VL
hastalarinda MBL2 fonksiyonel varyantlar1 arastirilmis ve dolagimdaki MBL serum
seviyeleri olgiilmistiir. VL hastalarinda MBL diizeylerinin saglikli bireylere gére daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢alismada MBL2 i¢in olusturulan varyantlardan iki
mindr allelin serum MBL (insanlarda MBL2 tarafindan kodlanir) diizeylerini arttirdig1 ve

VL’de koruyucu rol oynadig tespit edilmistir.

Jafari et al. (2015), L. major ile enfekte olmus disi farelerin dalak ve karacigerinde
apoptoz olusumunu arastirdiklar1 calismalarinda, karaciger ve dalakta siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), kaspaz-3 aktiviteleri ile DNA fragmentasyonu, GSH,
MDA, total protein ve siiperoksit anyon seviyeleri gibi g¢esitli parametreleri
incelemislerdir. Calismanin sonucunda, enfeksiyonun neden olabilecegi biyotik stresi
belirlemek amaciyla ¢aligmis olduklart GSH diizeylerinin KL’li farelerde kontrol grubuna
gore azaldigini, MDA diizeylerinin ise arttigini bildirmislerdir. Artan MDA diizeylerine
bagli olarak KL’li farelerde oksidatif stresin olustugunu, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon-S-transferaz dahil serbest radikallere kars1 savasan gesitli enzimler i¢in substrat
olarak islev géren GSH’in azalmasiyla da farelerin biyotik stres yasadigini rapor

etmislerdir.

Manamperi et al. (2017) tarafindan Sri Lanka’da yapilan bir ¢aligmada, viseralize
olan L. donovani tiiriiniin neden oldugu KL hastalarinda Th1 (IFN-y, TNF-a, IL-12) ve
Th2 (IL-4, 1L-10) gen ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Calismanin sonucunda
kontrol grubuna gore karisik bir Th1/Th2 sitokin ekspresyon profili gdzlenilmis ve genel
olarak Thl yanitinin arttigi, Th2 yanitinin azaldigi, dolayisiyla enfekteli bireylerdeThl

yanitina karsi bir yatkinlik olduguna isaret edilmistir.

Khudhur and Alomashi (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, KL’li hastalarda
makrofaj aktivasyon yolaginda multiple pleiotropik etkiye sahip NRAMP1 (Natural
resistance associated macrophage protein 1) gen polimorfizminin IL-1f3 ve TNF-a gibi
pro-inflamatuar sitokinler iizerine etkisi ile KL enfeksiyonuna karsi duyarliliktaki
roliiniin belirlenmesi amaglanmistir. Caligsma sonucunda IL-1p ve TNF-a sitokinlerinin
serum konsantrasyonlarinin, KL’li hastalarda 6nemli derecede yiliksek oldugu ve bu

sitokinlerin kutandz lezyonlarin iyilesmesinde temel rol oynadiklar1 bildirilmistir.
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Schwartz et al. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, paromomisin antibiyotigi ve
insan anti-TNF-a antikorlarinin hem ayr1 ayri hemde birlikte kullanilarak deri
inflamasyonuna etkileri ve bazi inflamatuar sitokinlerinin gen ekspresyon seviyelerindeki
degisimleri aragtirllmigtir. Calisma sonucunda uygulanan tedavinin KL’li farelerin deri
inflamasyonlart ile ilgili semptomlar1 azalttig1 bildirilmistir. Ayrica tedavi uygulanan
farelerde IL-6 ve IL-1B'nin ekspresyon seviyesinin azalmasi ile anti-inflamatuar etkinin
dolayli olarak olustugu bildirilmistir. Calismada ayrica TNF-a, IL-1p ve IL-17 gibi
inflamatuar markerlerin ekspresyon diizeylerinin KL’li farelere gore tedavi uygulanan

farelerde azaldig1 da rapor edilmistir.

De Hippolito et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, Amerikan kutandz
leishmaniasis (ACL)’li hastalarda farkli ekspresyon seviyelerine sahip IFN-y geninin IL-
10, IL-27, TNF-0, TGF-B ve IL-6 genlerinin ekspresyon profilleri iizerine etkileri
incelenmistir. Calismada diisiik ekspresyonlu IFN-y grubunda TNF-a seviyesinin, yiiksek
ekspresyonlu IFN-y grubuna gore daha yiiksek oldugu, IL-6’nin enfekteli tiim gruplarda
benzer ancak kontrol grubuna gore yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir. Sonug olarak
IFN-y ve TNF-o’nin denge halinde olmasinin enfeksiyon ve inflamatuar siirecin

kontroliinde 6nemli rol oynadig1 kanisina varilmistir.

Dakeel and Yousif (2019) tarafindan yapilan ve bazi genlerin mRNA gen
ekspresyon diizeylerinin arastirildig1 ¢alismada, KL hastalarinda IFN-y, TNF-o, IL-4 ve
IL-10 sitokinlerinin gen ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde
artt1igi ve bu sitokinlerin gen ekspresyon seviyesi noktasinda birbirleri ile yakin
korelasyon gosterdikleri bildirilmistir. Ayrica calisma sonucunda, nitrik oksit iireterek
makrofajlar aktive etmek ve iclerindeki parazitleri yok etmek icin birlikte ¢alisan IFN-y

ve TNF-a arasinda 6nemli ve pozitif bir korelasyon oldugu rapor edilmistir.

Silva et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, KL enfeksiyonunda fotodinamik
tedavinin (PDT) ve 5-aminoleviilinik asit (ALA) etkinliginin makrofaj aktivasyonu
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla TNF-a, IL-10, induced nitric oxide synthase
(INOS), arginaz-1 ve hem oksijenaz (Hmox) gibi markir genlerin profili

degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda bu genlerden TNF-a ve iNOS’un ekspresyon
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seviyelerinin PDT uygulanan gruplarda arttig1 bildirilmis ve Thl tepkisinde ki

degisimlerin bu sonuglara bagli olarak gerceklestigi kanaatine varilmistir.

Silva et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, MBL2 gen varyantlarinin MBL
serum diizeyleri ve L. chagasi etkenli VL olusumu iizerine etkileri arastirilmistir.
Caligsmada hasta ve saglikli bireylerin MBL diizeyleri arasinda herhangi bir fark olmadig:
ve serumdaki MBL diizeylerinin de L. chagasi enfeksiyonuna karsi duyarliligi

etkilemedigi bildirilmistir.

Navas et al. (2020) tarafindan yapilan ¢calismada, KL li hastalarda tedavi dncesi
ve sonrasi immiin yanit genlerinin ekspresyon profilleri aragtirllmigtir. KL.’li hastalarda
monosit/makrofaj aktivasyonunda rol oynayan IL-1p, IL6, TNF-a gibi sitokinlerin ve T
hiicrelerinden salgilan IFN-y’nin artan ekspresyon seviyelerinin tedavi sonrasi azaldigi

rapor edilmistir.

Darzi et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, antroponotik KL (L. tropika
etkenli) ve zoonotik KL (L. major etkenli) vakalarinin patojenitesinde, proinflamatuar
sitokinlerin etkinligi aragtirllmistir. Calismada, her iki grupta da TNF-a ve IFN-y
sitokinlerinin ekspresyon seviyelerinin saglikli bireylere gore onemli diizeyde arttig1 ve
proinflamatuar sitokinlerden o6zellikle IL-1B ve IL-8’in antroponotik KL hastalarinda

daha uzun siireli kalic1 lezyon olusumuna neden oldugu bildirilmistir.

Kalavi et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, L. mojor ile enfekte edilmis
insan makrofaj hiicrelerinde erken bagisiklik tepkisi ve inflamatuar yolaklardaki gen
ekspresyon degisiklikleri arastirilmistir. Calismada patojenlerin pro-inflamatuar yanit
olusturdugu ve bu yanitta gorev alan sitokinlerden, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, IFN-y ve
TNF-o genlerinin ekspresyon seviyelerinin onemli diizeyde arttigi, IL-2’nin T
hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynadig: ve IL-15 ile benzer isleve
sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica IFN-y ekspresyon seviyesinin, makrofajlar, T

hiicreleri ve NK hiicrelerinin aktive edilmesinden dolay da arttig1 rapor edilmistir.

Yapilan literatiir caligmalarindan da anlasilacagi lizere leishmaniasis hastaligina

kars1 konak organizmalar tarafindan olusturulan immiin sistem mekanizmalari tam olarak
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aciga kavusturulamamistir. Genel olarak sinirlt sayida yapilan ¢alismalarda gozlenildigi
tizere, Leishmania tiirleri konak savunma mekanizmalarin1 aktive ederek veya
baskilayarak konakta etkisini gostermekte ve enfeksiyona karsi konak yanit1 da kontrollii
sitokin tiretimi ile diizenlenmektedir. L. major etkenli KL’li organizmalarda 6zellikle de
enfeksiyon modeli i¢in oldukga uygun olan gerbillerde immun sistem mekanizmalari ile
ilgili de literatiirde yeterli sayida ¢alismanin olmadig1 goriilmektedir. Dolayisiyla immiin
yanitta kritik rol oynayan sitokinleri ve kompleman sistem yolaklarini, hastalik
patogenezine ve sonuglarina dogrudan dahil etmek, her bir kategoride ayrintili
aragtirmalar yapmak, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar yanitlarin kapsamli bir
analiziyle birlestirilebilecek genomik ve proteomik ¢alismalarin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Bu baglamda tez kapsaminda prevelansi Tiirkiye’de artmakta olan L.
major etkenli KL’ ye kars1 olusacak immun sistem yaniti ve bu sistemle iligkili olarak
kompleman sistem yolaklarinda gérev alan bazi gen ve proteinlerin ekspresyon

seviyelerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullamilan Leishmania izolatlar

Calismada kullanilan L. major izolatlar1 (MHOM/TR/2014/CBCL-LM) Manisa

Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dal1 biinyesinde bulunan

Parazit Bankasi’ndan temin edildi.

3.1.2. Calismada kullanilan deney hayvanlari

Calismada hayvan materyali olarak kullanilan gerbiller (M. unguiculatus), Aydin
Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Laboratuvari’ndan temin edildi ve
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AYDIN ADU-HADYEK/64583101/2019/055)
tarafindan kullanilmasi onaylandi. Temin edilen hayvanlar ¢alisma kapsaminin amacina

yonelik Cizelge 3.1.’de gosterildigi sekilde gruplandirildi.

Cizelge 3.1. Calismada olusturulan deney gruplar1 ve uygulama protokolii

Deney Gruplarn Uygulama Protokolii
Kontrol Grubu (K) Standart pelet yem ve igme suyu ad libitum olarak
verildi (n=5)

Negatif Kontrol Grubu (NK)  Standart pelet yem ve icme suyu ad libitum olarak
verildi. Sag arka ayak tabanindan 0,2 ml parazit
icermeyen RPMI 1640 besiyeri enjekte edildi (n=3)

L. major Grubu (LM) Standart pelet yem ve igme suyu ad libitum olarak
verildi. RPMI 1640 besiyerinde ¢ogalmis L. major
ile sag arka ayak tabanindan 0,2 ml (1x10’
parazit/ml) enjekte edildi (n=7)
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3.1.3. Cahismada kullanmilan cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1

Model

+4°C ve -20°C Sogutucu
-80°C Derin Dondurucu
Biyogiivenlik Kabini
Buz Makinast

Ceker Ocak
Elektroforez Unitesi
Hassas Terazi
Homojenizator

Isik Mikroskobu
Inkiibator

Inverted Mikroskop

Jel Goriintiileme Sistemi
Manyetik Isitic

Mini Santrifij
Nanodrop

Otoklav

PCR Cihazi

Real Time PCR Cihazi
Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre

Su Banyosu

Vorteks

Panasonic, Pharmaceutical Refrigerator/MPR-215F-PE
Panasonic/MDF-DU300H-PE

X Bio, MSC CLASS I

ITV, Icemakers/102204

KF/1500

BioRad, PowerPac Basic/041BR312026
OHAUS/PR224

Roche/MagNA Lyser/03358968001

Leica

Panasonic/MIR-154-PE

Invitrogen, AMF4300/K0218-155H-0354
Invitrogen, iBright CL1000/A32747

Velp scientifica/SA20500061

HERMLE/Z 130 M

Thermo Scientific Multiscan SkyHigh/A51119700
Niive/OT 40L

Applied Biosystems, MiniAmp Plus/A37029
Applied Biosystems, StepOne PlusTM S/N: 720012158
HERMLE/Z 130 M/Z 216 MK/Z 326 K

Thermo Scientific Multiscan SkyHigh/A51119700
Niive

Velp scientifica/F202A0173
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3.1.4. Calismada kullanmilan besiyerleri, kitler, kimyasallar ve ¢ozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan besiyerleri, Kitler ve kimyasal maddeler Cizelge

3.3.7te belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan besiyerleri, kitler, kimyasallar ve ¢ozeltiler

Besiyerleri, Kitler ve Kimyasallar

Marka

1,1,3,3-tetraetoksipropan

1-Biitanol

2X PCR Master Mix
5,5-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)
5X DNA Loading Dye

Agaroz

cDNA sentez kiti

Defibrinated Rabbit Blood
Di-sodyum hidrojen fosfat (NazHPO4)
DMSO

DNA Ladder

DNA Marker (A DNA/EcoRI+HindIII)
Etanol

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
Fetal Bovine Serum

Gentamisin

Giemsa

Ketamin (%10)

Komplement C2 ELISA Kiti
Komplement C3 ELISA Kkiti

Ksilazin (%2)

MBL-1 ELISA kiti

Metafosforik asit

NNN Modified Medium

Nuclease Free Ultra-Pure Water

PBS

Sigma/MFCD00009240
Sigma/MFCD00002964
Eco-Tech/ET5
ThermoFisher/22582

Thermo Scientific/R0611
Sigma/A9539-500G
Bio-Rad/64391664
HemoStat/DRB030

Merck/ 10028-24-7
BioShop/DMS555.500
Vivantis-VC 100bp /NL1401
Thermo Scientific/SM0191
Emsure/1.00983.2511
Sigma/MFCD00003541
Gibco/10500-064
Sigma/G1272
Merck/1.09204.0500
Vetaketamin-Vetagro

ELK Biotechnology/ELK5097
ELK Biotechnology/ELK5254
Rompun/81082405

ELK Biotechnology/ELK9752
Sigma/MFCD00011351
Himedia/M681-500G
ClearBand/DWO05L

Bio Basic/PD0435
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Cizelge 3.3. (Devam)

Penisilin/Streptomisin Gibco/15140-122
Rediikte L-glutatyon (GSH) Sigma/MFCD00065939
RPMI 1640 Medium 500 ml Sigma/R8758

Sodyum kloriir (NaCl) Merck/102406

Sodyum sitrat Sigma/MFCD00150031
SYBR Green kiti Bio-Rad/64391682
TAE Buffer (50X) AppliChem-Panreac/A4686,0500
Tissue Genomic DNA izolasyon Kiti Eco-Tech/E1070
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma/MFCD00006674
Total RNA izolasyon kiti Eco-Tech/2075
Triklorasetik asit (TCA) Sigma/MFCD00004177

3.1.5. Calismada kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

3.1.5.1. Molekiiler analizler i¢in kullanilan cozeltiler

1X TAE tamponu: 20 ml 50X TAE tampon iizerine 980 ml distile su eklenerek

hazirlanildi.

Agaroz jel (%1,5°lik): 200 ml 1X TAE tamponu igerisine 3 g agaroz eklenerek
hazirlanan ¢6zeltide agaroz ¢oziiniinceye kadar 1siticili manyetik karistiricida karigtirildi.

Karigtirma igleminden sonra tizerine 10 pl etidyum bromiir (20:1) eklenildi.

3.1.5.2. Biyokimyasal yontemler i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Coktiiriicii Cozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA ve 30 g NaClI alinarak, bir

miktar distile suda ¢6ziildii ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Fosfat Cozeltisi (0,3 M Na2HPO4): 53,4 g Na2HPO4.2H20 distile suda ¢6ziilerek, hacim

1 litreye tamamlandi.

DTNB (5,5’-Dithiobis (2-Nitrobenzoik asit), Ellman's ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alind1

ve %]1' lik sodyum sitrat ile hacim 100 ml' ye tamamlandi.
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Sodyum Sitrat cozeltisi (%1): 1g sodyum sitrat alinarak hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

Standart GSH Cozeltisi (1 mM=1000 uM): 15,4 mg GSH distile suda ¢6ziildii ve hacim
50 ml'ye tamamlandi. Bu ¢ozelti ile 1000-31,25 uM’lik seri diliisyonlar hazirlandi. 412

nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Triklorasetik asit Cozeltisi (TCA, %20): 20 g triklorasetik asit distile suda ¢oziildi ve

hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Tiyobarbiitirik asit Cozeltisi (TBA, %0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit distile suda

¢oziildii ve hacim 250 ml' ye tamamlandi.

Standart 1,1,3,3-Tetraetoksipropan Cozeltisi: 0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (d:
0,92; %97; MA: 220,3) 100 ml alkolde ¢oziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozelti
hazirlandi. Bundan 0,1 ml alinarak hacmi 100 ml'ye tamamlandi ve 20 mmol/L'lik
standart ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti ile 2,5-5-10 mmol/L'lik diliisyonlar hazirlandi ve

535 nm’de kore karsi optik dansiteleri okunarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.2. Yontem

3.2.1. NNN besiyerinin hazirlanmasi (Kat1 Faz)

NNN Modified Medium Part A (Kati faz) kismindan 6,2 g tartilarak 200 ml distile
suya eklenip 500 ml’lik erlen igerisinde karigtirildi. Karistirildiktan sonra erlenin agzi
gazl1 bez ve pamukla kapatilarak otoklavda 1,1 atm basingta 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi. Otoklavdan gikarilan besiyeri yaklagik 50°C’lik su igerisine alinarak sogutuldu.
Yaklagik 50-55°C’ye kadar sogutulan besiyeri iizerine yaklagik 15 ml defibrinize tavsan
kani eklenerek iizerine 2 ml penisilin-streptomisin ve 2 ml gentamisin ilave edilip
karistirildi. Hazirlanan besiyerleri steril tiiplere 3-4 ml olacak sekilde aktarildi. Tiiplere
aktarilan besiyerleri belli bir egim olusturulan zeminde katilagincaya kadar oda
sicakliginda bekletilip ardindan +4°C’de muhafaza edildi (Sekil 3.1.) (Novy and
MacNeal 1904; Ozbilgin vd 2020).
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by 0 00 by W 0

3.2.2. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi (S1v1 Faz)

Hazirlanan NNN besiyerine ilave edilmek tizere, 500 ml RPMI 1640 besiyeri
lizerine 50 ml Fetal Bovine Serum (%10, FBS) eklenildi. Uzerine 5,5 ml gentamisin
(%1,1), 55 ml penisilin-streptomisin (%1,1) eklenerek karistirildi ve kullanilacagi
zamana kadar +4°C’de muhafaza edildi. Hazirlanan stok RPMI 1640 besiyerinden kati
faz NNN besiyerinin bulundugu tiipler iizerine yaklasik 2-3 ml ilave edilerek calismada
kullanildi.

3.2.3. Leishmania major’un kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi

Sivi azotta (-196°C) muhafaza edilen L. major promastigotlar1 azot tankindan
¢ikarildi ve 37°C’lik su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiirtildii. Cozdiiriilen izolatlarin
11tk mikroskopu altinda canlilik oranlari kontrol edildi. Canliligi tespit edilen
promastigotlarin dnceden hazirlanmig NNN+RPMI 1640 besiyerine ekimleri yapilarak
26°C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. Ekimin yapildig1 giinden itibaren 2 giinde bir
iireme durumlar1 kontrol edildi. Ureyen promastigotlarin logaritmik faza girmelerini
saglamak ic¢in 10. giin, igerisinde 5 ml RPMI 1640 besiyeri bulunan steril bir flask
icerisine yaklasik 0,5-1 ml promastigot eklenerek tekrardan 26°C’lik etiivde inkiibasyona
birakildi. Uremeleri devam eden promastigotlar gogaldik¢a iizerlerine 2 giinde bir

yaklasik 2-3 ml RPMI-1640 eklendi (Sekil 3.2.). 10. ve 18. giinler aras1 Thoma laminda
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sayimlar1 yapilarak parazit miktarlar takip edildi. Kiiltiir ortamindaki promastigotlar 18.

giinde 1x107 parazit/ml’ye ulasinca hayvan deneyleri i¢in hazir hale getirildi.

Sekil 3.2. Leishmania major’un RPMI 1640 sivi besiyerinde tiretilmesi

Thoma laminda parazit sayimi: Thoma laminin ortasinda hacmi 0.1 mm?3 olan
biiytik bir kare, bu kare igerisinde de 16 adet orta boy kare bulunmaktadir. Tiim lam 400
kiiciik kareden olusmaktadir. Calismada, Thoma lami iizerinde bulunan iki ¢ikint1 hafifge
islatilarak lamin tizeri lamel ile kapatildi. Promastigotlardan Thoma laminin sayim
kamaralarina damlatilarak 40x biiyiitme ile sayimlar yapildi. Sayim yapilirken Thoma
laminin her kosesinde bulunan toplam dort kare ve orta alandan bir kare igerisinde
bulunan promastigotlar sayilarak biiyiik karedeki (0,1 mm?® hacimdeki) ortalama parazit
sayis1 hesapland1. Daha sonra 1 ml' deki promastigot sayisin belirlemek igin ise 0,1 mm?3

hacimdeki promastigot sayist 10.000 ile garpildi.

3.2.4. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan Leishmania major ile gerbillerin enfekte edilmesi

Gerbillere, enfeksiyon oncesinde 0,025 ml %2’lik Ksilazin ve 0,2 ml %10’luk
Ketamin ilaglar1 ile anestezi islemi uygulandi (Sekil 3.3.). Anestezi ilaglar1 gerbilin

abdominal bolgesi ile bacagi arasinda kalan bolgeden intramiiskiiler yolla verildi.
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Sekil 3.3. Anestezi uygulanmis gerbiller

RPMI 1640 besiyerinde g¢ogalmis parazitlerden gerbilin arka ayak tabanina
yaklasik 0,2 ml (1x107 parazit/ml) enjekte edildi (Sekil 3.4.). Calisma kapsaminda yer
alan negatif kontrol grubunda bulunan gerbillere ise sag arka ayak tabanlarindan 0,2 ml
parazit icermeyen RPMI 1640 besiyeri enjeksiyonu gerceklestirildi. Parazit enjeksiyon
isleminden sonra 16 haftalik enfekte etme siireci boyunca her bir gerbilin kafeslerde tek
tek barmmmasi saglanarak yem ve sulari ad libitum olarak verildi (Bakirci vd 2015;
Ozbilgin vd 2018).

Sekil 3.4. Gerbillerin ayak tabanindan parazit enjeksiyonu
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3.2.5. Enfekte gerbillerden kan ve doku érneklerinin toplanmasi

Enfeksiyon olusumu igin beklenilen 16 haftalik siire¢ sonunda hayvanlarin
birgogunda ayak lezyonlarinin olustugu goézlemlendi. Bu lezyonlarin olugmasinin
ardindan hayvanlara anestezi islemi uygulanarak her bir lezyondan lam iizerine siiriintii
ornekleri alindi ve giemsa ile boyama islemine tabi tutuldu. Daha sonra hayvanlara
Otenazi islemi uygulanarak biyokimyasal ve hematolojik analizleri yapmak iizere kan
ornekleri toplandi. Bu iglemden sonra karaciger doku drneklerinden siiriintii 6rnekleri
alinarak giemsa ile boyama islemine tabi tutuldu. Daha sonra her bir hayvanin ayak
lezyonundan ve karaciger dokularindan steril kosullarda birer kiigiik parca alinarak NNN
besiyerlerine ekimleri yapildi. L. major, KL etkeni olmakla beraber bazen i¢ organlara da
go¢ etme ihtimali olmasi nedeniyle ¢alismada karaciger dokularindan alinan doku
parcalarinin da NNN besiyerlerine ekimi yapildi. Kalan doku 6rnekleri hayvandan alinir
alinmaz azot igerisinde dondurularak paketlendi ve kan serumlari ile molekiiler ve

biyokimyasal analizlerin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.5. Kan ve doku 6rnekleri alinmak iizere sakrifiye edilmis gerbil

Giemsa ile boyama: Siirlintii 6rnekleri alinan preparatlar kurutularak metanol ile
2 dk tespit edildi. Metanol kuruduktan sonra pastor pipet yardimiyla lamin {izerini
kaplayacak sekilde giemsa boyasi1 dokiilerek 25-30 dk bekletildi ve siire sonunda distile
suyla yikanarak kurutuldu. Incelemeye hazir hale gelen preparatlar immersiyon yag
damlatilarak 100x biiyiitme ile mikroskop altinda incelendi (Ozbilgin vd 2020).
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3.2.6. Molekiiler analizler ve gen ekspresyon ¢alismalari

3.2.6.1. DNA izolasyonu

Enfeksiyon siireci tamamlandiktan sonra (16 hafta) calismaya dahil edilen tiim
gerbillerden alinan karaciger dokularindan DNA izolasyonlar1 yapildi. DNA izolasyon
islemi iretici firmanin 6nermis oldugu protokol basamaklarma gore hazir ticari kit
(EcoTech Tissue Genomic DNA Kiti, Cat No: E1070) kullanilarak gergeklestirildi. izole
edilen tim DNA’larin konsantrasyonlar1 Nanodropta 6l¢iildii ve DNA’lar %1,5’lik
agaroz jelde (20:1 oraninda etidyum bromiir igeren) 50 dakika boyunca 90V’de yiiriitme
islemi yapilarak UV goriintiileme cihazinda degerlendirildi. Yapilan yiirlitme isleminde
IXTAE buffer, kontrol amacityla DNA marker (A DNA/EcoRI+HindIII) ve 6rneklerin jele
yiiklenmesinde 5x yiikleme boyas1 kullanildi.

3.2.6.2. Konvansiyonel PCR ile parazitlerin tespiti

DNA izolasyon islemi tamamlandiktan sonra karaciger dokularinda parazitin
varligint kontrol etmek amaciyla Leishmania spp.’nin Internal Transcribed Spacer 1
“ITS1” gen bolgesi igin tasarlanmis primerler (Forward (F) 5°-CTG GAT CATTTT CCG
ATG-3’, Reverse (R) 5’-GAA GCC AAG TCA TCC ATC GC-3’) kullanilarak PCR
islemi yapildi (Bakirci vd 2015). PCR reaksiyon karisimi Cizelge 3.4.’de, PCR reaksiyon
kosullari ise Cizelge 3.5.”te belirtildi.

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon karisimi

Reaktif Miktar (pl)
2X PCR Master Mix 12,5 ul
Forward primer 1wl
Reverse primer 1wl
Ultra Pure dH20 9,5 ul
Template DNA 1ul
Toplam Hacim 25 ul
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Cizelge 3.5. PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (sn/dk) Dongii sayisi
On Denatiirasyon 94 4 dk -
Denatiirasyon 94 40 sn

Baglanma 53 30sn 40
Uzama 72 1dk

Son Uzama 72 10 dk -

PCR firiinlerinin konsantrasyonlart Nanodropta dl¢iildii ve PCR {iriinleri 20:1
oraninda etidyum bromiir iceren %1,5’lik agaroz jelde 50 dakika boyunca 90V’de
yiirlitiildi. Yiriitme isleminde kontrol amagli 100 bp DNA ladder kullanildi ve 5X

yiikleme boyasi ile 6rnekler jele yiliklenerek UV goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

3.2.6.3. Total RNA izolasyonu

Calismada yer alan tiim gerbillerin karaciger dokularindan total RNA izolasyon
islemi tiretici firmanin 6nermis oldugu protokol basamaklarina gére hazir ticari kit (Eco-
Tech Total RNA Kkiti, Cat. No: E2075) kullamlarak gerceklestirildi. Izole edilen
RNA’larin Nanodrop cihazinda konsantrasyon ol¢iimleri yapilarak cDNA kiitiiphaneleri

olusturuldu.

3.2.6.4. cDNA Kkiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve RT-PCR reaksiyonu

Calismada izole edilen RNA’lardan cDNA Kkiitiiphaneleri olusturmak i¢in hazir
ticari kit (Bio-Rad iScript cDNA sentez kiti, Cat. No: #1708891) kullanild1 ve iretici
firmanin 6nermis oldugu protokol basamaklarina gore ¢alismalar gergeklestirildi. cCDNA
kiitiiphanesinin olusturulmasi i¢in, RNA konsantrasyonlar1 belirlenen 6rneklerin tamami
normalize edildi ve elde edilen cDNA konsantrasyonlar: esitlenildi. cDNA sentezi i¢in
olusturulan RT-PCR reaksiyon karisimi Cizelge 3.6.’da, reaksiyon kosullari ise Cizelge
3.7.’de verildi.
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Cizelge 3.6. RT-PCR reaksiyon karigimi1

Reaktif Miktar (ul)
5X iScript Reaksiyon Mix 4 ul
iScript Reverse Transkriptaz 1 ul
Niikleaz-Free Water Sul
RNA 06rnegi 10 ul
Total Reaksiyon Hacmi 20 ul

Cizelge 3.7. RT-PCR reaksiyon kosullar1

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk)
Priming 25 5
Reverse Transcriptaz 46 20
RT inaktivasyonu 95 1
Opsiyonel adim 4 0

Reaksiyon sonucunda olusturulan ¢cDNA 06rnekleri qPCR reaksiyonlarinda
kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.6.5. Real Time-PCR (gPCR)

Gen ekspresyon galigsmalari i¢in hazir ticari kit (Bio-Rad SsoAdvanced Universal
SYBR® Green Supermix, Cat. No: #1725271) kullanildi ve iiretici firmanin &nermis
oldugu protokol basamaklarina gore ¢alismalar gerceklestirildi. Her 6rnek 3 tekrarl
calisildi ve gergeklestirilen her reaksiyonun ardindan, Melt Curve egrileri de analiz
edilerek, elde edilen PCR iiriinlerinin dogrulugu teyit edildi. Reaksiyonlarda kullanilan
her bir 6rnegin normalizasyonu i¢in B-actin primerleri kullanildi. Reaksiyonlar sonunda
elde edilen Ct degerleri kullanilarak katlanma degerleri (2"24¢") hesapland: ve hesaplanan
katlanma degerleri uygun istatistiksel testler ile analiz edildi. Reaksiyonda kullanilan
Forward ve Reverse primer setleri, gerbil (M. unguiculatus) tiiriiniin NCBI veritabaninda
bulunan gen sekanslar1 referans alinarak, Geneious R9.1.8 yaziliminda Primer3 2.3.4
araci kullanilarak tasarlandi. Kullanilan gen bolgelerinin bilgileri Cizelge 3.8’de, gPCR

reaksiyon karisimi Cizelge 3.9.”da, reaksiyon kosullar1 ise Cizelge 3.10.’da verildi.
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Cizelge 3.8. Gen ekspresyon ¢aligsmalarinda kullanilan primerler ve dizi bilgileri

Genler  Forward (F) - Reverse (R) Bp/Tm(°C)  Referanslar
p-actin  F: 5-CTGGTCGTACCACTGGCATT-3' 234bp/60°C  XM_0216529
R: 5-AGTCCAGGGCAACATAGCAC-3' 73
IL-1B F: 5-CTGAAAGCTCTCCACCTC-3' 296bp/60°C ~ AB164705.1
R: 5-GTGCTGATGTACCAGTTGG-3'

IL-2 F: 5-CTTGGACCTCTGCATGATGTG-3' 230bp/60°C  XM_0216322
R: 5-GCACGCGGTTATTGAGTCAT-3' 88.1

IL-6 F: 5-CTCCGCAAGTAAGTGAAGGC-3' 162bp/60°C  AY570509.1
R: 5-GTGAAGGGAAGGCAAAGCAG-3'

IFN-y F: 5-ATGTCTTGAGGAACTGGCAA-3' 282bp/57°C ~ XM_0216583
R:5-TGACTCTGGGTGACAGATGGCCCA-3' 85.1

TNF-a  F:5-GCTCCCCCAGAAGTCGGCG-3' 254bp/60°C ~ XM_0216559
R: 5-CTTGGTGGTTGGGTACGACA-3' 00.1

MBL-1 F:5-AATCAGAACTGGAGCACACC-3' 303bp/60°C ~ XM_0216577
R: 5-CATGGTCATTGGGCTCGTC-3' 87.1

MBL-2 F:5-GTTCTCCAGGCCTGAATGG-3' 79bp/60°C XM_0216478
R: 5-CTTGACCTGGTTCTCCCTTTT-3' 96.1

C2 F: 5-AATTTCACCCTCAGCCATGG-3' 280bp/60°C XM _0216559
R: 5-CATGCTCACACTCGAAGCTC-3' 02.1

C3 F: 5-GAGCCCCATGTACTCCATCA-3' 124bp/60°C XM _0216318
R: 5-TGGGAAGTTATGCACGGAGA-3' 21.1

Cizelge 3.9. qPCR reaksiyon karisimi

Reaktif Miktar (ul)

SYBR Green Supermix 5ul

Reverse Primer 1 ul

Forwad Primer 1wl

Niikleaz-Free Water 2 ul

cDNA 6rnegi 1 ul

Total Reaksiyon Hacmi 10 pl
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Cizelge 3.10. qPCR reaksiyon kosullar

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (sn/dk) Dongii sayis1
On Denatiirasyon 95°C 30 sn 1
Denatiirasyon 95°C 15sn

Baglanma-Uzama* 60°C 1dk } 40
Melting Curve 95°C-60°C - 1

*Yalnizca IFN-y i¢in baglanma-uzama sicaklig1 57°C’de calistlmstir.

3.2.7. MBL-1, C2 ve C3 protein ekspresyonlarinin ELISA yontemi ile belirlenmesi

Calisma kapsaminda olusturulan tiim deney gruplarinda yer alan gerbillerin
karaciger dokularinda MBL-1, C2 ve C3 proteinlerinin seviyelerini belirlemek igin ticari
ELISA kitleri (MBL-1: ELK9752, C2: ELK5097, C3: ELK5254) kullanilarak iretici
firmanin O6nermis oldugu protokol basamaklarina gore calismalar gergeklestirildi.
Gerbillerden alinan karaciger doku orneklerinden 100 mg tartilarak igerisinde 900 pl
soguk fosfat tamponu (PBS, +4°C) bulunan eppendorf tiiplere aktarildi. Boncuklu
homojenizatérde homojenize edildi. Homojenizasyon siiresince 6rneklerin 1sinmasinin
engellenmesi i¢in her 6rnek belirli araliklarla buz igerisinde sogutuldu. Elde edilen
sispansiyon, ultrasonik hiicre bozucu prob yardimi ile ¢ozelti berraklasana kadar
sonikasyona tabi tutuldu. Sonikasyon isleminden sonra 6rnekler +4°C’de ve 10000xg’de
5 dakika santriifiij edildi. Olusan siipernatantlar yeni eppendorf tiiplerine aktarilarak 3 set
aligot olusturuldu. Her bir numunenin total protein miktar1 Bradford yontemiyle
(ClearBand Bradford Reagent) tespit edilerek normalize edildi ve analiz asamasina

gecildi.

3.2.8. Biyokimyasal analizler

3.2.8.1. Doku homojenizasyonu

(Calisma kapsaminda olusturulan tiim deney gruplarinda yer alan hayvanlarin kan
ve karaciger dokularindan drnekler alinarak oksidan ve antioksidan parametreler (GSH
ve MDA) calisildi. Bu amagla, hayvanlardan alinan karaciger dokusundan 0,1 g tartilarak

eppendorf tiiplere alind1 ve iizerlerine 1ml PBS eklendi. Boncuklu homojenizatérde 30

53



3. MATERYAL ve YONTEM

saniye boyunca homojenize edilerek 3000 rpm’de 10 dakika santriifiij edildi ve olusan
slipernatantlar baska eppendorflara aktarilarak analizler yapilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.2.8.2. Glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi

GSH analizleri igin kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bu amagla ilk
olarak kor tiipiine 2 ml distile su ve 3 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti eklenildi. Standart tiipe 200 pl
standart GSH ¢ozeltisi, numune tiipiine 200 pl 6rnek konulduktan sonra her iki tiipe 1,8
ml distile su ve 3 ml ¢oktiriicii eklendi. Hazirlanan karisimlar buzlu suda 5 dakika
bekletildikten sonra 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek iist fazdan yeni tiiplere 2
ml aktarildi. Aktarilan siipernatantlarin iizerine 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1 ml DTNB
eklendikten sonra 412 nm’de UV spektrofotometrede olgtimleri yapildi ve sonuglar

umol/g doku olarak hesaplandi (Cizelge 3.11.) (Beutler et al. 1963).

Cizelge 3.11. GSH tayini

Kor Standart Test
Numune - - 200 pl
Standart 200 pl -
Distile Su 2ml 1,8 mi 1,8 ml
Coktiiriicii Cozelti 3aml 3ml 3ml

Buzlu suda 5 dakika bekletildi. Ardindan 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve
bagka tiiplere siipernatantdan 2 ml aktarildi.

Fosfat Cozeltisi 8 mi 8 mi 8 ml

Karistirildi
DTNB 1ml 1ml 1mil

412 nm'de tiiplerin optik dansitleri kore kars1 okundu.

3.2.8.3. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin belirlenmesi

MDA analizi i¢in vida kapakli cam tiiplere homojenize edilmis kan serumu ve

karaciger numunelerinden 500 pl alinarak tiizerine %?20’lik 2,5 ml TCA eklenip

54



3. MATERYAL ve YONTEM

karistirildi. Karisimin tizerine %0,67°lik 1 ml TBA eklenildi. Kor tiipii, 3 ml TCA ve 1
ml TBA ile hazirlanildi. Tipler sikica kapatilarak 90°C'de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra su altinda sogutuldu. Reaksiyon tiiplerine 1-butanol ilave edilerek 3000 devirde 10
dakika santrifiij edildikten sonra olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de UV
spektrofotometrede Ol¢iimleri yapildi ve sonuglar pumol/g doku olarak hesaplandi.
Calismalarda standart olarak 1,1,3,3- tetractoksipropan kullanildi (Cizelge 3.12.)
(Yoshioko et al. 1979).

3.2.8.4. Hematolojik analizler

Gerbillere oOtenazi islemi uygulanirken alinan kan oOrneklerinden 1 ml
antikoagiilantl tiiplere konuldu ve Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklar

Anabilim Dalinda bulunan otoanalizérde hiicre sayimlar1 yapildi.

Cizelge 3.12. MDA tayini

Kor Test
Numune - 500 ul
TCA 3ml 2.5 ml
TBA 1ml 1mil

90°C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra tiipler su altinda sogutuldu.

1-Biitanol 4 ml 4 ml
3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de kore kars1 optik dansiteler okundu.

3.2.9. istatistiksel analizler

Elde edilen veriler IBM SPSS 26 yazilimina aktarilarak veri setleri olusturuldu.
Olusturulan veri setine oncelikle Shapiro-Wilk normallik testi uygulandi ve verilerin
normal dagilima uyup uymadiklarina bakildi. Normal dagilima uyan (parametrik) verilere
One-Way ANOVA testi uygulanarak istatistiksel farkliliklarin bulundugu tiim gruplara,
Levene homojenite testi uygulandi ve elde edilen 6nemlilik degerlikleri dogrultusunda

uygun PostHoc ikili karsilastirma testleri gergeklestirildi (LSD veya Games-Howell).
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Normal dagilima uymayan (non-parametrik) verilerde ise gruplar arasindaki farkliliklarin
degerlendirilmesinde Mann-Whitney testi uygulandi. Veriler ortalama =+ standart sapma

olarak belirtildi ve yapilan tiim istatistiksel analizlerde p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Gerbillerde Kutanéz Leishmaniasis Modelinin Olusumu

Calisma kapsaminda hayvan materyali olarak kullanilan gerbillerde KL modelinin
olusturulmasi, literatiirde oldukg¢a sik uygulanan L. major promastigotlarinin gerbillerin
arka ayak tabanlarindan subkutandz enjeksiyon islemi ile gerceklestirildi. Enjeksiyon
isleminden 3 hafta sonra birkag¢ gerbilde, 16 haftanin sonunda ise gerbillerin tamaminda

ayak bolgesinde lezyonlar goriildii (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Kutanoz leishmaniasisli hayvan modellerine ait ayak lezyon goriintiileri

4.2. Gerbillerde Olusan Lezyonlarin Mikroskobik inceleme Sonuclari

Enfekte edilen gerbillerde goriilen lezyon boélgeleri %70’lik alkol ile temizlenip
kurutulduktan sonra enfeksiyon bolgesi ile saglam dokunun birlestigi alandan lanset
yardimiyla serdz sivi alindi ve yayma preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar
metanol ile tespit edilerek Giemsa boya ¢dzeltisi ile boyandi. Isik mikroskop altinda

incelenen preparatlarda saptanan bazi L. major amastigotlarinin goriintiisii Sekil 4.2.’de
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gosterilmistir. Calismada alinan karaciger doku 6rneklerinden hazirlanan prepatlarda ise

herhangi bir amastigot varligina rastlanilamadi.

O

Sekil 4.2. Leishmania major amastigotlarinin goriintiileri  (x1000) (Kalibrasyon
bari=100pm).
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4.3. Ekimi Yapilan Doku Orneklerinin Kiiltiir Ortaminda Ureme Sonugclari

Gerbillere otenazi islemi uygulandiktan sonra havyanlarin ayak lezyon ve
karacigerinden alinan doku oOrneklerinde parazitlerin varlifini arastirmak amaciyla
aseptik kosullarda NNN besiyerinin sivi fazina (RPMI 1640 kismina) ekimler yapildi.
Hayvanlarin ayak lezyonlarindan alinan 6rneklerde, besiyerlerinin tamaminda ekimden 6
giin sonra promastigot varligina rastlanildi (Sekil 4.3.). Karaciger dokularindan alinan
orneklerde ise tireme olup olmadigini tespit etmek amaciyla 5-6 hafta boyunca besiyerleri
inverted mikroskopta giinliik olarak takip edildi ve NNN besi yerine ekimi yapilan
karaciger dokularinda herhangi bir iireme goriilmedi. Bu durum L. major’un viseralize

olmadigini gosterir nitelikte degerlendirildi.

- Ny -

Sekil 4.3. Ekim yapilan besiyerlerindeki Leishmania major promastigotlarinin
gortntiileri (x400) (Kalibrasyon bari=100um).

59



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.4. Molekiiler Analiz ve Gen Ekspresyon Calismalarinin Sonuclari

4.4.1. Genomik DNA izolasyon sonuglari

Gerbillerin karaciger dokularindan yapilan total DNA izolasyonu sonucunda,
izolasyon isleminin basarili olup olmadigimi gormek amaciyla izole edilen DNA’lar
agaroz jelde yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Yapilan elektroforez
sonucunda genomik DNA’larin tamaminin izole edildigi belirlendi ve izole edilen
DNA’larin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4.de konsantrasyonlar1 ise Cizelge 4.1.de

gosterildi.

23130bp
9416bp
4361bp

(M: Marker (Lambda DNA/Hindlll Marker), K: Kontrol Grubu, NK: Negatif Kontrol Grubu, LM: L. major Grubu)

Sekil 4.4. Izole edilmis genomik DNA’larmn agaroz jel elektroforez goriintiisii

Cizelge 4.1. DNA konsantrasyon degerleri

Genomik DNA izolatlar DNA Konsatrasyonu (ng/pl)
K1 189,5
K2 186
K3 174
K4 172,5
K5 175

NK1 133,5
NK2 112
NK3 109,5
LM1 105,5
LM2 121
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Cizelge 4.1. (Devam)

LM3 113
LM4 170
LM5 163,5
LM6 113
LM7 140

4.4.2. Konvansiyonel PCR sonuglari

Leishmania major, KL etkeni olmasina ragmen bazi durumlarda i¢ organlara gog
etme ihtimali de g6z 6niinde bulundurularak PCR islemine tabi tutuldu. DNA izolasyon
islemi tamamlandiktan sonra KL etkenlerine spesifik ITS bolgeleri hedef alinarak
gergeklestirilen tekrarlt PCR reaksiyonlari sonucunda L. major’un karaciger dokusuna
ulagsmadig1 tespit edildi (Sekil 4.5.) Yapilan PCR sonucunda parazitin karaciger
dokularina viseralize olmadig1 gozlenildi ve yapilan besiyeri kiltiri ve mikroskobik

inceleme teknikleri ile de desteklenildi.

(M: Marker 100bp, K: Kontrol Grubu, NK: Negatif Kontrol Grubu, LM: L. major Grubu, N: PCR Negatif Kontrol,
P: PCR Pozitif Kontrol)

Sekil 4.5. Konvansiyonel PCR sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.4.3. Total RNA izolasyon sonuclari

Calismada olusturulan tiim deney gruplarinda yer alan hayvanlardan alinan
orneklerden total RNA izolasyon islemi iiretici firmanin onermis oldugu protokol
basamaklarina gore gergeklestirildi ve izole edilen RNA konsantrasyonlar1 Cizelge
4.2.’de verildi.
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Cizelge 4.2. izole edilen RNA konsantrasyonlari

RNA izolasyonu RNA Konsatrasyonu (ng/pl)
K1 282,2
K2 196,0
K3 755,0
K4 172,0
K5 287,7

NK1 197,7
NK2 4540
NK3 386,7
LM1 180,5
LM2 408,5
LM3 884,0
LM4 507,3
LM5S 428,0
LM6 683,0
LM7 387,0

4.4.4. cDNA sentezi ve gPCR ile gen ekspresyon ¢alismalar:

Izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonlar: belirlendikten sonra gPCR
sonuglarinin dogrulugu i¢in RNA’lar normalize edildi ve iiretici firmanin kit i¢in 6nerdigi
protokol basamaklarina gore cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar IL-1p,
IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a, MBL-1, MBL-2, C-2 ve C-3 genlerine ait spesifik primerler
ile gPCR’da amplifiye edildi. Her bir genin normalizasyonu i¢in f-actin primerleri
kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen Ct degerleri kullanilarak katlanma degerleri (2°
AACH hesaplandi. Kurulan her reaksiyonun ardindan, her bir genin Melt Curve egrileri de

analiz edilerek, elde edilen PCR iiriinlerinin dogrulugu teyit edildi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Melt Curve egrileri
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4.4.5. qPCR ile gen ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler

Tez caligmasi kapsaminda IL-1B, IL-2 ve IL-6 genlerinin, Kontrol, Negatif
Kontrol ve L. major gruplari arasinda MRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler Sekil
4.7.’de gosterilmistir. Yapilan incelemelerde, L. major grubunda IL-1p, IL-2 ve IL-6 gen
ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gére 6nemli diizeyde arttig1 ve her ti¢ genin
de kontrol gruplari arasinda herhangi bir fark goriilmedigi tespit edilmistir (IL-1p igin
p<0,001; IL-2 i¢in p<0,01; IL-6 i¢in p<0,05).

IL-1p N b i

Kat Artisa
-
e
Kat Artist
-
-
Kat Artisi

A AY & > A
¢ & & & & s Sy § §
& & & & & & & & &
§ & & § & & § . &
&\\ &\\ 0',\.‘\ W S &
N ) &
e{’00 L \s\\Q ‘eg,% § %bo 0\\
A%

(IL-1p: One-Way ANOVA p<0.001. PostHoc (Games-Howell) #p<0,001)
(IL-2: One-Way ANOVA p<0.001. PostHoc (Games-Howell) ®p<0,01)
(IL-6: One-Way ANOVA p<0.01. PostHoc (Games-Howell) *p<0,05)

Sekil 4.7. IL-1B, IL-2 ve IL-6 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine ait qPCR

sonuglart.

Genel olarak, leishmaniasis ile 1lgili bagisiklik mekanizmalar1 karmasik olup, bazi
sitokinlerin kesin rolii belirsizligini siirdiirmektedir. Hiicreler arasi sinyal aligverisinde
kritik rol oynayan sitokinler leishmaniasis’e kars1 bir immiinolojik reaksiyon sirasinda
sinerjistik  veya antagonistik etkilerinden dolayr immiin yanitin = yOniini
degistirebilmektedir (Maspi et al. 2016). Bagisiklik tepkisinin bir gostergesi olarak da
bilinen sitokinlerin ekspresyon diizeyleri, patojen tiiriine, viriilans faktorlere ve ayrica
konagin genetik gecmisine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. L. major'a karsi
konak organizmada gelistirilen bagisiklik tepkisi, enfeksiyonun viicuda girdigi andan
itibaren baglamakta ve enfeksiyon siiresi boyunca devam etmektedir. Bu siiregte L. major
hayatta kalabilmek i¢in konak savunma mekanizmalarini kendi lehine ¢evirebilmekte ve
hedef hiicre olan makrofajlar1 kendisi i¢in gilivenli bir ortama doniistiirme egilimi

tagimaktadir. Bu siirecte Leishmania enfeksiyonuna karsi konak organizmada olusacak
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bagisiklik mekanizmalari, Th1/Th2 dengesine bagh olarak direng ya da duyarlilik ile
sonuglanabilecek karmasik bir dizi yanit olusturabilmektedir. Leishmania enfeksiyonlari
bagisiklik sistemi hiicreleri icerisinde cogalabildiginden konak hiicrenin koruyucu
immiinitesinde 6zellikle T hiicrelerinin 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (Alexander
et al. 1999). Konak tarafindan belirlenen T hiicre aktivitesi, sitokin sekresyonu ve
Leishmania tiirleri arasindaki etkilesim konakta hangi tiir yanitin gelisecegini
belirlemektedir. Konagin enfeksiyonu kontrol etme yetenegi, hiicre i¢i parazitleri ortadan
kaldirmak i¢in konak makrofajlarin1 aktive edebilen hiicre aracili bagisiklik tepkilerinin
olusmasini gerektirmektedir (Rosas et al. 2005). Ancak enfekte olmus konakgi
hiicrelerdeki bir¢ok sitokinin ekspresyonu bu patojenler tarafindan degistirilebilmektedir.
Bu amagla leishmaniasis'te pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin degisiklikleri ile
ilgili literatiirde birgok calisma yer almaktadir (Ewunetu et al. 2015; Maspi et al. 2016).
Bu baglamda yiiriitiilen tez calismasinda da leishmaniasis ile iligkili oldugu diisiiniilen

sitokin parametreleri galisilarak sonuglar1 degerlendirilmistir.

Leishmania enfeksiyonlarinda, makrofajlar tarafindan da salgilanan ve TNF-a’nin
alarm sitokini olarak goérev yaptigi bilinen onemli pro-inflamatuar sitokin IL-1’in
koruyucu veya patojenik etkileri 6nem arzetmektedir (Auron 1998; Mantovani et al.
1998; Stylianou and Saklatvala 1998; Apte and Voronov 2008; Charmoy et al. 2016).
Kostka et al. (2006) tarafindan yapilan ¢caligmada, L. major ile enfekte C57BL/6 farelerde
IL-1B’nin Thl yanitim1 destekledigi ve boylelikle enfeksiyona karsi koruyucu etkisinin
oldugu ayni zamanda IL-10 ile de Th2 yanitinin uyarildig: bildirilmistir. Ayrica Kalavi et
al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, L. major ile enfekte makrofaj hiicrelerinde pro-
inflamatuar yanitin olustugu ve bu yanitta goérev alan sitokinlerden birinin de IL-1p
oldugu belirtilmistir. Bu kapsamda tez caligmasinda L. major ile enfekte edilmis
gerbillerde pro-inflamatuar sitokinlerden IL-1B geninin ekspresyon seviyesinin kontrol
gruplarina gore onemli diizeyde arttig1 tespit edilmis olup, S6z konusu sitokinin TNF-a
tretimini de uyardigi goz Oniine alinarak gerbillerde Thl yanitinin indiiklenmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda elde edilen bulgular literatiirdeki ¢alismalari

destekler nitelikte degerlendirilmektedir (Kostka et al. 2006; Kalavi et al. 2021).

Tez ¢alismast kapsaminda ekspresyon seviyesi arastirilan bir diger pro-

inflamatuar sitokin olan IL-2’nin, CD4'T hiicreleri basta olmak tizere CD8'T, NK ve
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NKT hiicreleri tarafindan sentezlenen bir biiylime faktorii oldugu bilinmektedir (Malek
2008). IL-2’nin genellikle IFN-y ile birlikte KL’de Thl yanitin1 uyarmas: sonucunda
makrofajlar1 aktive ederek enfeksiyona karsi koruyucu rol istlendigi bildirilmistir
(Alexander et al. 1999; Wang and Mosmann 2001; Goyonlo et al. 2014; Oliveira et al.
2015). Kalavi et al. (2021) tarafindan yapilan ¢calismada da, L. major ile enfekte makrofaj
hiicrelerinde IL-2 iiretiminin adaptif immiiniitenin ana bilesiklerinden olan T hiicrelerinin
cogalmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynadigi belirtilmistir. Bununla birlikte 1L-4
tiretimi vasitasiyla IL-2’nin, Th2 yanitin1 uyardig1 da bilinmektedir (Le Gros 1990). Bu
baglamda IL-2’nin KL’e karsi1 hem duyarliligt hem de direnci arttirdigi sonucuna
varilabilmektedir (Maspi et al. 2016). Tez ¢alismasi kapsaminda L. major ile enfekte
edilen gerbillerde IL-2 gen ekspresyon seviyesinin kontrol gruplarina goére onemli
diizeyde arttig1 tespit edilmis olup, literatiirdeki verilerle uyumludur (Alexander et al.
1999; Wang and Mosmann 2001; Goyonlo et al. 2014; Oliveira et al. 2015; Kalavi et al.
2021). Ayrica ¢alisma kapsaminda incelenen diger pro-inflamatuar sitokinlerin artisi ile
beraber artan IL-2 seviyelerinin de KL’li gerbillerde Thl1’i tetikledigi ve boylelikle

immiin yanitta koruyucu rol istlenildigi diisiintilmektedir.

Tez galismasi kapsaminda arastirilan bir diger sitokin IL-6, hem proinflamatuar
hem de antiinflamatuar sitokin olarak islev goren pleiotropik bir sitokin olup, B hiicresi
biiyiime faktorii olarak da bilinmektedir (Titus et al. 2001; Scheller et al. 2011). I1L-6
makrofajlar, endotelyal hiicreler ve T hiicreleri gibi g¢esitli hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir (Scheller et al. 2011). Literatiirde yapilan in vivo deneylerde, KL
enfeksiyonlarinda IL-6’nin, Th2 yanitin1 destekledigi ve dolayisiyla duyarlilik faktorii
olarak degerlendirildigi bilinmektedir (Moskowitz et al. 1997; Saha et al. 1999; Maspi et
al. 2016). Ancak sanilanin aksine Titus et al. (2001), tarafindan yapilan ¢aligmada, L.
major ile enfekteli ve IL-6 eksikligi olan BALB/c farelerde hem Thl hem de Th2
sitokinlerinin iiretiminin azaldig1 ve genel olarak pro-inflamatuar sitokin olarak bilinen
IL-6’nin KL’de anti-inflamatur sitokin olarak da gérev yaptigini ve boylelikle de Thl ve
Th2 yanitinda IL-6’nin degerlendirilemeyecegi bildirilmistir. Yapilan tez calismasi
kapsaminda, L. major ile enfekte edilen gerbillerde IL-6 gen ekspresyon seviyesinin
kontrol gruplarina gore arttigi tespit edilmistir. Bu durum yukarida bahsedilen
caligmalarla kiyaslandigi zaman gerbillerde Th2 yanitinin olugsma ihtimalini de

gostermektedir. Ayn1 zamanda yapilan tez c¢alismasi kapsaminda ekspresyon diizeyi
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arastirilan  diger sitokinlerin (IL-1B, IL-2, IFN-y ve TNF-a) gen ekspresyon
seviyelerindeki artiglar da goz oniine alindiginda gerbillerde hem Th1l hem de Th2’nin
aktive oldugu, IL-6’nin akut faz proteinlerini de biyolojik olarak aktive ettigi

degerlendirildiginde kompleman yolagini da tetikledigi diistiniilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda IFN-y ve TNF-a genlerinin Kontrol, Negatif Kontrol
ve L. major gruplarinda mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler Sekil 4.8.’de
gosterilmistir.  Yapilan incelemelerde, L. major grubunda IFN-y ve TNF-a gen
ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gére onemli diizeyde arttig1 ve her iki genin
kontrol gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmedigi tespit edildi (IFN-y i¢in p<0,01;
TNF-a i¢in p<0,001).
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(IFN-y: One-Way ANOVA p<0.001. PostHoc (Games-Howell) #°p<0,01; TNF-o: One-Way ANOVA
p<0.001. PostHoc (LSD) *p<0,001)

Sekil 4.8. IFN-y ve TNF-a genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine ait qPCR sonuglari

Tez ¢alismas1 kapsaminda degerlendirilen KL’nin immiinoproteksiyonu ve
immiinopatolojisinde pro-inflamatuar sitokinlerden IFN-y ve TNF-o kritik rollere
sahiptir. IFN-y temel olarak CD4" T hiicreleri, CD8" sitotoksik T lenfositleri, NK
hiicreleri ve NKT hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. Bu sitokinler, hiicre igi
patojenlerin ve tiimor hiicrelerinin kontroliinde onemli rollere sahip olmakla beraber
yiksek miktarda iretildiklerinde otoimmiin hastaliklara da yol acgabilmektedir
(Schoenborn and Wilson 2007). Sharma and Singh (2009) tarafindan yapilan ¢alismada,
IFN-y’nin makrofajlarda nitrik oksit sentezini uyararak hiicre i¢i parazitin ¢ogalmasini
engelledigi bildirilmistir. Liew et al. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, TNF-o’nin

makrofaj aktivitesindeki artisa ve nitrik oksit sentezine bagli olarak Leishmania’da
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onemli rol oynadigi bildirilmistir. TNF-a, L. major enfeksiyonuna karsi Th1/IFN-y
tepkilerini destekleyebilmektedir. L. major ile enfekte olmus TNF-a eksik C57BL/6
farelerde, makrofajlar tarafindan IFN-y ve IL-12 iiretimine ragmen oliimciil i¢ organ
enfeksiyonlarmin goriildigi bildirilmistir (Wilhelm et al. 2001). Ayn1 zamanda BALB/c
farelerinin TNF-a ile tedavisinin, KL'de parazit yiikiinii ve lezyon boyutunu azalttigi
tespit edilmistir (Theodos 1991). Ancak, asir1t TNF-o dretiminin, direngli C57BL/6
farelerde L. major enfeksiyonlarinda iyilesmeyen lezyonlara yol agtigi da rapor edilmistir
(Garcia et al. 1995). IFN-y ve TNF-o’nin artan nitrik oksit miktarina bagli olarak
makrofajlar1 uyarmasiyla L. major enfeksiyonuna karsi sinerjistik 6ldiirme etkilerinin
oldugu bilinmektedir (Liew et al. 1990). Yapilan klinik ¢alismalarda, KL hastalarinin
lezyonlarinda IFN-y ve TNF-a saptandigi bildirmis olup IFN-y ve TNF-a’nin yukari
regiilasyonu enfeksiyon bolgesindeki doku hasar ile iligkilendirilmistir (Gaafar et al.
1999; Pompeu et al. 2001; D'oliveira et al. 2002; Antonelli et al. 2004; Oliveira et al.
2011). L. braziliansis ile enfekte KL hastalarinda IFN-y ve TNF-a seviyeleri ile lezyon
boyutu arasinda pozitif korelasyon gézlenmis olup, daha biiyiik lezyonlu hastalarin
enfeksiyon bolgesinde bu sitokinlere ilave olarak IL-10’unda tespit edildigi bildirilmistir
(Bacellar et al. 2002; Antonelli et al. 2004, 2005). Dolayisiyla parazit eradikasyonu ve
enfeksiyon bolgesinin temizlenmesi ig¢in agir1 iretilen IFN-y sitokinlerinin konakgi
dokularda ciddi hasarlara neden oldugu kanitlanmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda L.
major ile enfekte edilerek olusturulan KL’li gerbillerde, kontrol gruplarina gére IFN-y ve
TNF-a sitokinlerinin gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artis tespit edilmis olup bu
artisin Th1l yanmitim1 ve 6zellikle TNF-a’nin kompleman proteinleri aktive edebilecegi
bununla beraber ilgili sitokinlerdeki artisin enfeksiyon bolgesindeki lezyon boyutu ve

doku hasari ile de iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Tez galismas1 kapsaminda MBL-1 ve MBL-2 genlerinin Kontrol, Negatif Kontrol
ve L. major gruplarinda mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler Sekil 4.9.’da
gosterilmistir. Yapilan incelemelerde, L. major grubunda MBL-1 ve MBL-2 gen
ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gore énemli diizeyde arttig1 ve her iki genin
de kontrol gruplart arasinda herhangi bir fark goriilmedigi tespit edilmistir (MBL-1 igin
p<0,001; MBL-2 igin p<0,05).

68



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

MBL-1 MBL-2
30 b 12 b
;ﬂ ;ﬂ 10 2 a
E 20 E 0
- = 0
S 2 a 2
1.0 04
02
00 00
Y Y N Y
& & ,5@9 @‘o °¢6° &
$0 {s D @p $ v& @9@9’
N '5& o
(\) <,
+° & + &

(MBL-1: One-Way ANOVA p<0.001. PostHoc (LSD) #p<0,001)
(MBL-2: One-Way ANOVA p<0.001. PostHoc (Games-Howell) *p<0,05)

Sekil 4.9. MBL-1 ve MBL-2 geninin mRNA ekspresyon seviyelerine ait gPCR sonuglari

Immiin sisteme sahip organizmalarda, antikor aracili doku hasarmnda ve
patojenleri ortadan kaldirmada 6nemli rol oynayan kompleman proteinleri serum ve hiicre
membraninda bulunan ardisik bir dizi proteinden olusan konak savunma sisteminin
onemli unsurlaridir. Kompleman aktivasyonu, ii¢ farkli yoldan meydana gelebilir. Klasik
yol, antikor varligin1 gerektirir ve Cl'in ilk aktivasyonunun ardindan C4 ve C2
proteinlerinin baglanmasi ile reaksiyon devam eder. Alternatif yolun aktivasyonu,
antikorlarin yoklugunda dogrudan mikroorganizma yiizey yapilari tarafindan tetiklenir.
Lektin yolu ise istilact mikroorganizmanin yiizeyindeki karbonhidratlara baglanan MBL
ile antikorlarin yoklugunda aktive edilir (Thiel 1992). Etkili bir opsonin ve aktivator
olarak hareket eden MBL, fagositik hiicreler tarafindan mikroorganizmalarin alimini
arttirir (Abbas et al. 2015). Leishmania tiirlerinin opsonizasyona ugrayarak konak
organizmada fagosite edilmek iizere karsilastig1 ilk savunma mekanizmasi kompleman
proteinleridir. Leishmania parazitleri yiizeylerinde bulunan LPG ve gp63 tabakalari
sayesinde kompleman lizizinden korunmaktadirlar (Brittingham et al. 1995; Franco et al.
2012). Literatiirde kompleman yolaklarinin arastirildig1 bazi ¢alismalar olmasina karsin
lektin yolagi ile leishmaniasis hastalig1 iliskisi noktasinda smnirli sayida calisma
bulunmaktadir (De Miranda Santos et al. 2001; Ambrosio and De Messias-Reason 2005;
Asgharzadeh et al. 2007; De Araujo et al. 2015; Mishra et al. 2015; Silva et al. 2019). De
Miranda Santos et al. (2001) tarafindan yapilan yapilan ¢caligmada, L. chagasi etkenli VL
olgularinda serumda MBL diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore arttig1 bildirilmistir.
MBL’nin makrofajlarin islevi iizerine etkisinden dolayi, opsonize edilmis parazitler ile

enfekte olmus monositlerde MBL artisi ile paralel olarak pro-inflamatuar sitokinlerden
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TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin tiretiminin de arttig1 ve boylelikle yiiksek MBL ve sitokin
oranina bagli olarak makrofajlarin leishmaniasidal etkisinin de Onemli derecede
etkilendigi c¢alismada rapor edilmistir. Yapilan tez g¢alismasit kapsaminda yukarda
bahsedilen ¢alismadan farkli olarak VL yerine L. major etkenli KL olusturulan gerbillerde
MBL-1 ve MBL-2 gen ekspresyon diizeylerinin, ayrica MBL-1 geninin protein
seviyesinin de kontrol gruplarina gore arttig1 (Cizelge 4.3) tespit edilmistir. MBL1 ve
MBL2 ile birlikte TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin de gen ekspresyon diizeylerinin arttigi
g6z oniinde bulunduruldugunda yiiriitilen ¢alisma, De Miranda Santos et al. (2001)
tarafindan Onerilen sonuglar1 destekler niteliktedir. Dolayisiyla tez ¢alismasi kapsaminda
aragtirtlan MBL1 ve MBL2 genlerindeki artisa bagl olarak gerbillerde lektin yolaginin
tetiklendigi ve bununla beraber pro-inflamatuar TNF-a ve IL-6 sitokinlerindeki artista
degerlendirmeye alindiginda KL olgularinda makrofajlarin leishmaniasidal etkisinin

arttig1 diistiniilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda C2 ve C3 genlerinin Kontrol, Negatif Kontrol ve L.
major gruplarinda mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler Sekil 4.10.’da
gosterilmistir. Yapilan incelemelerde, L. major grubunda C2 ve C3 gen ekspresyon
seviyelerinin kontrol gruplarina gére 6nemli diizeyde arttig1 ve her iki genin de kontrol

gruplar1 arasinda herhangi bir fark goriilmedigi tespit edilmistir (C2 ve C3 igin; p<0,05).
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(C2: One-Way ANOVA p<0.05. PostHoc (LSD) 2p<0,05)
(C3: One-Way ANOVA p<0.05. PostHoc (Games-Howell) ®p<0,05)

Sekil 4.10. C2 ve C3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerine ait gPCR sonuglari

Kompleman yolagin aktive olmasinda MBL-MASPs kompleksinin hedef

mikroorganizmaya baglanmasi ile C2 hidrolize ugrayarak (C2a) C3 konvertaz olarak
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gorev yapan kompleksin (C4b2a) yapisina katilmaktadir. Dolayisiyla C2 ve C3
kompleman yolaginda 6nemli kontrol proteinleri olarak ¢aligilabilmektedir (Dominguez
et al. 2002; Abbas et al. 2015). Kompleman yolak genlerinden plazmada en fazla bulunan
C3, alternatif, Klasik ve lektin yollarinin hepsinde yer alan sistemin temel proteinidir.
Bununla beraber kompleman yolaginda C2 proteininin yer almasi klasik ve lektin
yolaginin ayr1 bir gostergesi olarak da degerlendirilebileceginden tez ¢alismasinda C2 ve
C3 proteinlerinin  her ikisinin gen ve protein ekspresyonlar1 (Cizelge 4.3)
degerlendirilmistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda C3’iin KL’li hastalarda kontrollere
gore oldukea yiiksek oldugu tespit edildiginden lezyon bolgesinde yetersiz amastigot
olmasi durumunda leishmaniasis teshisi igin Onemli bir parametre olarak
degerlendirilmekte ve ayni zamanda parazit yayilimimin kontroliinde de etkin bir rol
tistlenmektedir (Laurenti et al. 2004; Limoncu and Balcioglu 2011). Literatiire benzer
sekilde tez ¢alismasi kapsaminda da L. major etkenli olusturulan KL’1i gerbillerde C2 ve
C3 gen ve protein ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina gore arttigi tespit
edilmistir. Calismanin sonuglara gore C3 artisina bagli olarak gerbillerde mevcut KL
enfeksiyonlarinda kompleman sistemin aktive oldugu ve her iki proteinin artigina bagl
olarak da kompleman yolagin parazitin kontroliinde etkisinin olabilecegi
degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda C2 proteinlerinin gen ve protein ekspresyon
diizeylerindeki artis1 ile kompleman yolakta klasik ve lektin yolaginin aktive oldugunu,
bununla beraber MBL genlerinin de degerlendirmeye katildiginda lektin yolagimnin

tetiklendigi belirlenmistir.

4.4.6. ELISA sonuglari

Tez ¢alismasi kapsaminda MBL-1, C2 ve C3 genlerinin Kontrol, Negatif Kontrol
ve L. major gruplarinin protein seviyelerindeki degisimler Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.
Yapilan incelemelerde, L. major grubunda MBL-1, C2 ve C3 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinin kontrol gruplarina gére 6nemli diizeyde arttig1 ve her iki proteinin de kontrol
gruplar1 arasinda herhangi bir fark goriilmedigi tespit edilmistir (MBL-1 i¢in p<0,05; C2
i¢in; p<0,001; C3 i¢in p<0,01)
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Cizelge 4.3. ELISA sonuglari

Proteinler K NK LM P degeri
MBL-1 (ng/mL) 5,61+1,172 5,95+0,592 7,88+1,41P bp<0,05
C2 (ng/mL) 5,37+0,132 5,43+0,15? 7,81+0,15°  #p<0,001
C3 (ng/mL) 15,79+3,112  1549+1,28%  24,26+526°  %p<0,01

(K: Kontrol Grubu, NK: Negatif Kontrol Grubu, LM: Leishmania major Grubu. Ayni satirdaki harfler gruplar arasindaki istatistiksel
farklar1 gostermektedir. One-Way ANOVA: MBL-1 i¢in; p<0,05, C3 i¢in; p<0,01, C2 igin; p<0,001 olarak kabul edildi)

4.4.7. Biyokimyasal analiz sonuclar:

4.4.7.1. Glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri

Calismada hayvanlarda olusabilecek oksidadif stresin belirlenmesi amaciyla
biyokimyasal testlerden GSH ve MDA diizeylerinin analizleri yapilmistir. Karaciger
dokusunda GSH ve MDA diizeylerindeki degisim ile kan drneklerindeki MDA diizeyleri
Sekil 4.11.’da verilmistir. L. major grubunun karaciger GSH seviyesinin, Kontrol ve
Negatif Kontrol gruplarina goére onemli diizeyde azaldigi (p<0,05) tespit edilmis olup,
Kontrol ve Negatif Kontrol gruplar1 arasinda herhangi bir fark goriilmemistir. Karaciger
ve kandaki MDA diizeylerinin ise, L. major grubunda Kontrol ve Negatif Kontrol
gruplarina gore 6nemli diizeyde arttigi tespit edilmistir (p<0,05). Kontrol ve Negatif

Kontrol gruplarimin karaciger ve kan MDA diizeyleri arasinda herhangi bir fark

goriilmemistir.
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(One-Way ANOVA p<0,05. PostHoc (LSD) *p<0,05)
Sekil 4.11. GSH ve MDA diizeyleri

Enzim olmayan 6nemli antioksidanlardan biri olan GSH, temel olarak karacigerde
sentezlenmekte ve 6zellikle serbest radikaller ile peroksitlere karsi savasarak hiicreleri

oksidatif hasara karsi korumaktadir (Townsend et al. 2003). Literatiirde yapilan
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calismalarda leishmaniasis’li olgularda genel olarak GSH diizeylerinin azaldigi, MDA
diizeylerinin ise arttig1 bildirilmistir (Bildik et al. 2004, Jafari et al. 2015). Bu durumunda
GSH’nin serbest radikallere karsi savasmasi, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-
transferaz dahil olmak iizere cesitli enzimler icin substrat olarak islev gormesi nedeniyle
GSH-tiikenmesine (glutathione depletion) bagli olarak olustugu rapor edilmistir. Bununla
beraber artan MDA diizeylerine baglh olarak da leishmaniasis olgularinda oksidatif stresin
olustugu bildirilmistir. Yapilan tez ¢aligmasinda da serbest radikallere kars1 savagmasi ve
cesitli enzimlere substrat olarak islev gormesi gibi nedenlerden dolay1 GSH seviyelerinde
azalma, enfeksiyondan dolay: eritrosit zarindaki hasar, hiicresel membranlarin ¢oklu
doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonu ile parcalanmasi ve ardindan membran
biitiinliigliniin bozulmasi gibi nedenlerden dolayr da MDA diizeyinde artisin olabilecegi
degerlendirilmistir. Bu kapsamda elde edilen sonuglar ve degerlendirmeler literatiirii

destekler niteliktedir.

4.4.7.2. Hematolojik analizlerin sonuclar

Leishmaniasis enfeksiyonu boyunca kan degerlerindeki degisimi belirlemek
amaciyla yapilan hematolojik analizlerde 16kosit (WBC), nétrofil, lenfosit, monosit ve
eozinofil seviyeleri olglilmiis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4.°te gosterilmistir.
Hematolojik analizlerde L. major grubunda 16kosit, nétrofil, lenfosit, monosit ve eozinofil
seviyelerinin, Kontrol ve Negatif Kontrol gruplarina gére 6nemli diizeyde arttig1 (p<0,05)
tespit edilmis olup, Kontrol ve Negatif Kontrol gruplari arasinda herhangi bir fark

goriilmemistir.

Cizelge.4.4. Hematolojik analizler

Kan Hiicreleri K NK LM P degeri
WBC (Lékosit) (103/ul) 3,90+0,26°  4,07+0,24% 5,66+0,50°

Notrofil (103/ul) 0,81+0,18%  0,84+0,24% 2,30+0,25"

Lenfosit (10%/pl) 1,80£0,30°  1,96x0,10° 2,86+0,32° p<0,05
Monosit (103/pl) 0,14+0,02% 0,200,022 0,42+0,07"

Eozinofil (10%/ul) 0,10+0,01*  0,12+0,012 0,24+0,06°

(K: Kontrol Grubu, NK: Negatif Kontrol Grubu, LM: Leishmania major Grubu. Ayni satirdaki harfler gruplar arasindaki istatistiksel
farklar1 gostermektedir. Anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edildi)
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Beyaz kan hiicresi (WBC) ya da akyuvar olarak bilinen 16kositler enfeksiyon ve
yangisal hastaliklarda viicudun savunmasinda ¢ok o©nemli rol oynamaktadirlar.
Lokositlerin en 6nemli gorevi, viicuda girmis olan bakteri, viriis, parazit, mantar ve zehirli
toksinler gibi antijenleri tamimak ve onlart yok etmektir. Lokositler viicudun
savunmasinda kritik role sahip olmasi yani sira doku hasarini gelisiminde de 6nemli role
sahiptirler (Col ve Durgun 2007). Lokositler, bes farkli tipte beyaz kan hiicresini
(notrofiller, lenfositler, monositler, eozinofiller, bazofiller) igermektedirler. Bagisiklik
sisteminin onemli bir parcasi olan 16kositlerin yabanci bir organizma ile karsilagsmalari
durumunda sayilar1 hizla artmaktadir. Ozellikle eozinofiller, paraziter enfeksiyonlara
kars1 konak savunmasi ve alerjik inflamasyonda 6nemli rolii olan periferik kan ve doku
grantilositleri olarak bilindiginden kan dolagimindaki eozinofil sayismnin alerjik
hastaliklar ve paraziter enfeksiyonlarda arttigir bilinmektedir (Yiicel 2018). Bununla
beraber literatiirde yapilan g¢alismalarda parazitlerle enfekteli organizmalarda genel
olarak I6kosit miktarinin yiiksek oldugu ancak tedavi sonrasi ya da iyilesme siireci
sonunda l6kosit miktarinin azaldig1 bildirilmistir (Yiicel 2018; An et al. 2019). Nicolato
etal. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise, KanL kopeklerde beyaz kan hiicre sayisinin
kontrol grubuna gore arttigi ancak eozinofil miktrarinda azalmanin gozlendigi, bu
durumunda hastalik siddetiyle iliskilendirilebilecegi bildirilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda yapilan ¢alismalarda da L. major etkenli KL’li gerbillerde beyaz kan
hiicreleri sayisinin, kontrol gruplarina gore arttig1 tespit edilmis olup literatiirii destekler

nitelikte degerlendirilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda oncelikle hiicre igi bir protozoon olan L. major
ile enfekte edilen gerbillerde (M. unguiculatus) kutan6z leishmaniasis hayvan modeli
basarili bir sekilde olusturulmustur. Kutanoéz leishmaniasis modeli olusturulan bu
gerbillerde immun sistem ve bu sistemle iligskili kompleman sistemin 6énemli proteinleri
ve Ozellikle lektin yolagi ile ilgili belirlenen baz1 genlerin ekspresyon ve protein diizeyleri
belirlenerek inflamatuar yanittaki rolleri incelenmistir. Ayrica c¢alismada kutandz
leishmaniasis’e karst olusabilecek oksidatif stresi belirlemek amaciyla biyokimyasal
analizler gerceklestirilmistir. Son olarak paraziter hastaliklarda 6nemli bir belirteg olan

kan degerleri belirlenerek degerlendirilmistir.

5.1. Sonug¢

1. Gerbillerde L. major etkenli kutanoz leishmaniasis hayvan modeli basarili bir
sekilde olusturulmustur.

2. Leishmania major ile enfekte edilen gerbillerde olusan lezyonlarda mikroskobik
incelemeyle amastigot varligi tespit edilmistir.

3. Lezyon bolgelerinden alinan sivi veya doku orneklerinden besiyerlerine ekim
yapilarak promastigotlarin varligi saptanmistir.

4. Calismada kullanilan L. major izolatinin 16 haftalik enfeksiyon siiresi sonunda
viseralize olmadig1 tespit edilmistir.

5. Gen ekspresyon ¢alismalarinda, inflamatuar sitokinlerden IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y
ve TNF-a genlerinin ekspresyon seviyelerinin ve kompleman yolak (lektin) ile ilgili
olarak MBL-1, MBL-2, C2 ve C3 genlerinin ekspresyon seviyelerinin énemli dl¢iide
arttig1 belirlenmistir.

6. MBL-1, C2 ve C3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin gen ekspresyon
seviyelerine paralel olarak 6nemli 6lgiide arttig1 belirlenmistir.

7. Yapilan gen ekspresyonu sonuglarina gére L. major enfeksiyonu sonucunda Thl,
Th2 ve kompleman sistem yolaklariin aktive oldugu tespit edilmistir.

8. Biyokimyasal analizlerde; GSH ve MDA diizeylerine bagl olarak oksidatif stresin

olustugu belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

9. Hematolojik analizlerde, parazit enfeksiyonuna bagli olarak l6kositlerin miktarinda

onemli diizeyde artis oldugu tespit edilmistir.

5.2. Oneriler

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, gerbillerde
kutandz leishmaniasis enfeksiyonunda immiin sistem hiicreleri tarafindan Thl yanita
daha yatkin olmak suretiyle Th1/Th2 sitokin ekspresyon profili olustugu belirlenmistir.
Ancak bununla beraber Kutantz leishmaniasis enfeksiyonlarinda immiin mekanizmalarin
tam olarak anlasilmas1 giictiir. Bu nedenle leishmaniasis hastaliginin patogenezi ve bu
hastaligin etkilerini aydinlatma noktasinda gelecekte yapilacak ¢alismalarla pro-
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve sinyal iletiminde 6nemli
diger parametrelerin de c¢alismalara dahil edilerek kapsamli genomik ve proteomik
analizlerin yapilmasi ve boylelikle tiim mekanizmanin aydinlatilmasi1 gerekmektedir.
Boylelikle enfeksiyonlarn tedavisine katki saglanmasinin da miimkiin olacagi

degerlendirilmektedir.
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