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OZET

LEISHMANIA TROPICA PARAZITLERINDEN ELDE EDILEN iMMUNOJEN
MOLEKULLERE KARSI TANIDA KULLANILMAK UZERE HiBRIDOMA
TEKNOLOJISINE DAYALI ANTIKOR URETILMESI

Asli Pinar ZORBA
Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
Es Danismani: Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Ulkemizin ve diinyanin ciddi halk sagligi problemlerinden biri olan leishmaniasis
zoonotic bir hastaliktir. Diinya Saghk Orgiiti’niin yayinladigi veriler cercevesinde her yil
yeni 2 milyon vaka ile beraber diinyada 350 milyon kisi bu hastaligin tehditi altinda
yasamakta olup, 90 llkede endemiktir. Leishmaniasisin kutan6z, mukokutandz ve
visseral olmak Ulzere (¢ formu mevcuttur. Tirkiye’de kutandz leishmaniasise
Leishmania tropica, mukokutandze Leishmania major, visseral leishmaniasise ise
Leishmania infantum sebep olmaktadir. Tedavide kullanilan antimonyal ilaglara ve
vektorlerde ise kullanilan insektisistlere karsi direncin gelismesi, suana kadar etkin bir
asinin gelistirilememesi ve ayrica tanidaki sorunlarin simdiye kadar giderilememesi
hastaligin  genis vyayilim godstermesinin nedenleri arasinda yer almaktadir.
Leishmaniasisin tanisinda mikroskobik, kiltlir ve mikrokiltiire dayah sistemler,
serolojik ve molekiler yontemler kullaniimaktadir. Mevcut tani ydntemlerinin
hastaligin farkli formlarina ve parazitin tlrtine karsi gosterdikleri duyarliliklar
birbirinden farkhdir. Bu yontemler arasinda daha yaygin kullanilan klasik mikroskobik
yontemlerin temelini Giemsa boyali preperatlar olusturmaktadir. Ucuz ama kismen
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uygulanabilir olan mikroskobik yontemlerin dezavantaji, orneklerin igerdigi parazit
sayisina bagh olarak duyarlilik derecesinin degisimidir. Diger bir yontem olan kiltir
yonteminde, kapali bir sistem igerisinde parazit gelisimin gdézlenmesi mimkiin olsa da
bu hastaligin tanisinin koyulabilmesi icin 15-30 glinlik uzun slirelere gereksinim
duyulmaktadir. Kdiltir yontemlerinin bu dezavantajina karsin, sonraki yillarda
gelistirilen mikrokultir yontemi ile daha kisa sirede (1-5 giin) daha yiksek duyarlihk
saglanmistir. Bu yontem sadece leishmaniasisin tanisinda degil, donor kanlardan elde
edilen Orneklerde, asi gelistiriimesinde, farelerin sakrifiye edilmeden cgalisilmasinda,
kok hiicre izolasyonu ve helikobakter tanisinda da 6rnek bir model olusturmustur.
leishmaniasisin tanisinda kullanilmak Uzere gelistirilen izoenzim analizleri, polimeraz
zincir tepkimesi, gercek zamanh polimeraz zincir tepkimesi gibi molekiler tabanl
yontemler de kullanilmaktadir. Bu yontemlerinde dezavantajlarinin basinda, parazite
bagh duyarlilikla beraber pahali olmasi ve uzmanlik gerektirmesi gelmektedir.
Leishmaniasis hastaliginda, parazitin ylizey antijenlerini hedef alan antikor temelli
diagnostik onem teskil eden serolojik yontemlerde bulunmaktadir. Erken tani igin
avantaj saglayan bu serolojik yontemlerin basinda immiinofloresans boyama tabanlh
IFAT, ELISA ve rk39 kitleri gelmektedir. Mevcut serolojik ydntemlerin temelini serumda
bulunan antikorlarin tespiti olusturmaktadir. Ticari olarak Uretilen ve leishmaniasisin
tanisinda kullanilan rK39 kiti, visseral leishmaniasisli hastalarda daha yliksek duyarhliga
sahipken; kutan6z leishmaniasisli hastalarda duyarhligin orani %20 civarlarinda
kalmaktadir. Buna gore de kutan6z leishmaniasisde uygulanan serolojik yontemlerin
disik duyarlihgr ancak lezyon bodlgesinde parazite has antijenin bulunmasina
dayandirilabilir. Diinya’da ve Ulkemizde kutan®z leishmaniasisli hastalarin tanisinda
kullanilmak Uzere rk39 kitine benzer herhangi bir calismaya rastlamadik. Bu tarz test
kitlerlerinin hazirlanmasinin temelinde ise; hibridoma teknolojisine dayali antikorlarin
Uretilmesi gelmektedir. Hibrodoma teknolojisi ile bir ¢ok hastaliga karsi yliksek 6zgulliik
ve afiniteyi saglayan tani sistemleri olusturulmaktadir. Diinya’da leishmaniasise karsi
hibridoma teknolojisine dayal calismalar daha c¢ok (Uretilen antikorlarin capraz
reaksiyonlarini incelemekle kalmis, etkili bir tani sisteminin gelistiriimesine ait herhangi
bir calismaya rastlanmamistir.

Daha o6nce laboratuvarimizda tamamlanan yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda
visseral leishmaniasis etkeni L.infantum’a karsi hibridoma teknolojisine dayali
monoklonal antikor Uretilmistir. Bu alandaki ¢alismalarin yetersiz olmasinin
nedenlerinden biri de immin yanit olusturmada yasanan zorluklardir. Leishmaniasise
karsi yapilan hibridoma calismalarinin ortak noktalarindan biri de imminizasyon
asamasinda Freund’s adjuvaninin kullanilmasidir. Bu adjuvanin etkili ama toksik oldugu
yapilan cesitli calismalar ile belirtilmistir. Siklikla kullanilan bu adjuvanin toksik 6zellikte
olmasi yeni adjuvan gereksinimlerini beraberinde getirmektedir. Buna gore de bu tez
¢alismasinin amaci, L.tropica parazitlerinin immuinojen molekillerine karsi kutanoz
leishmaniasisin tanisinda kullanilmak (zere hibridoma teknolojisine dayali antikor
Uretilmesi ve cesitli adjuvanlarin antikor Uretimi Uzerindeki etkinliginin incelenmesi
olmustur.

Amaca ulasmak icin Leishmania tropica parazitlerinden elde edilen ylizey antijen
molekdlleri ile asilanan farelerin dalak hiicrelerinden izole edilen B-lenfositleri ile kemik
iligi kanser hiicresi olan myelomalarin flizyonu sonucunda olusturulan hibridoma
teknolojisini temel alan antikor Gretimi gerceklestirilmistir. Bu teknolojinin asamalari
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arasinda yer alan imminizasyonda, Leismania tropica tim vylzey antijenleri ile
literatlrde siklikla kullanilan Freund’s adjuvan kompleksi ve literatlirden farkh olarak
polimerik temelli, FDA onayli ve toksik olmayan polioksidonyum (PO) adjuvani
kullanilarak, farelerde olusan immiin yanitlar karsilastiriimigtir. Yeterli yanitlarin alindigi
fareler servikal dislokasyon yontemi ile kesilerek B-lenfositleri izole edilmis ve kemik
iligi kanser hiicreleri olan myelomalarla flizyona ugratilmistir. Hibridoma teknolojisi ile
uretilen hibrit hiicrelerin rettikleri antikorlar ELISA sistemi ile test edilmistir. Ayrica
olusturulan bu hibridoma hicrelerinin Urettikleri antikorlar yalnizca Leishmania
parazitine karsi degil, ayni zamanda immiinizasyon asamasinda kullanilan adjuvana
karsi da olusup olusmadigl da ilk incelenmistir. Hibridoma hcrelerinin Urettigi bu
antikorun ayni zamanda parazitin ylizeyinde yer alan ve en immiinojenik molekil olan
lipofosfoglikana (LPG) ve Leishmania’nin diger tirleri olan L. major ve L. infantum’a
karsi da olusup olusmadigi test edilmistir.

Bununla birlikte hibridoma hiicrelerinin literatlirde yer alan dondurma protokolleri
izlenerek, kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasi Urettikleri antikor dinamigi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar c¢ergevesinde, Freund’s adjuvani ile immiunize
edilmis farelerde 6.immiinizasyon sonrasinda, PO ile immiinize edilmis farelerde ise
8.immiunizasyon sonucunda antikor dlizeyinin kontrole gore yaklasik 5.5 kat arttig
saptanmistir. Ayrica ayni serum oOrneklerinde adjuvana karsi yanit olusup olusmadigi
da test edilmistir. Buna gére de 8. immunizasyon sonucunda adjuvan olarak Freund’s
kullanilan farelerin Freund’s’a karsi olusturdugu antikor yanitinin kontrole gére yaklasik
olarak 3 kat arttig;; PO adjuvan olarak kullanildigi farelerde ise 8.immunizasyon
sonucunda bu adjuvana karsi olusan yanitin kontrole gore anlamli bir degisme
gostermedigi saptanmistir. Sonraki asama olan flizyon sonucu olusan hibridomalarin
secici besiyeri icerisinde kiiltiirii yapilmis ve Urettikleri poliklonal antikor yanitlari ELISA
yontemi ile tespit edilmistir. Bu antikor yanitlarina gére hibridoma kiltirinin 10. ve
20. glinlerinde L.tropica’ya karsi poliklonal antikor olusumu gozlenmistir. Ayrica bu
antikorlarin etkinligi sadece antijen kaplamalarla degil; ayni zamanda adjuvan
kaplamalar yapilarak da incelenmistir. Freund’s grubu hibridomalarinin antijene 6zgii
yanitlari 10. gline kiyasla 20. giinde daha da azalmistir. PO grubu hibridomalarinin
antijene 6zgl Urettikleri antikorlar 10. giine gore 20. giinde daha yiksek oldugu tespit
edilmistir. Freund’s grubu hibrit hicrelerinin Grettikleri antikorun yalnizca antijene
spesifik olmadigi, ayni zamanda adjuvanin kendisine de bir yanit olusturdugu tespit
edilmistir. PO ile yapilan kaplama sonuglarinda ise hibridomalarin Urettikleri antikor
yanitlarinin 10. giine karsin 20. giinde daha da azaldigi gérilmistir. Uretilen
antikorlarin tim parazit Leishmania ve Leishmania’nin en immiinojenik yizey molekilQ
olan LPG’ye karsi olusturdugu yanit tespit edilmistir. Hibridomalarin antikor tGretme
yetenekleri kriyoprezervasyon 6ncesi ve sonrasinda karsilastirmali olarak incelenmis ve
Uretilen bu antikorlarin sadece L.tropica’ya 6zgl degil, L.infantum ve L.major'e karsi da
farkli duyarlihikta etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismalar 1siginda, Uretilen
antikorlarin ileride kutandz leishmaniasisin tanisinda kullanilmak tzere tani kitlerinin
gelistirilmesinde miimkiin oldugu distiniiimektedir. Ayrica, deneysel degere de sahip
olan bu antikorlar, parazitlerin besiyerleri icerisine eklenerek, Uretildikleri antijenlerin,
enfektivite 6zelliklerinin, promastigot-amastigot farklilasmasi gibi evrimsel siireglerinin
incelenmesine olanak saglamaktadirlar. Boylece bu calisma kapsaminda kutanodz
leishmaniasise karsi hibridoma teknolojisine dayali antikor Uretiminde L.tropica
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parazitlerden dondurup-¢c6zme yontemi ile elde edilen immiinojen molekillere karsi
antikor Uretilmesinde Freund’s adjuvanina karsi ilk kez olarak toksik olmayan FDA
onayli PO daha etkin oldugu ortaya ¢ikmigtir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, antikor, hibridoma teknolojisi, adjuvan
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ABSTRACT

GENERATION OF HYBRIDOMA TECHNOLOGY BASED ANTIBODIES
AGAINST IMMUNOGEN MOLECULES ISOLATED FROM LEISHMANIA
TROPICA PARASITES IN ORDER TO USE IN DIAGNOSIS

Asli Pinar ZORBA

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
Co-Adviser: Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Leishmaniasis is a zoonotic disease which is one of the serious public health problem in
our country and the world. Data released in the framework of the World Health
Organization, 2 million new cases occur each year and in worldwide 350 million people
are living under the threat of this disease is endemic in 90 countries. Cutaneous
leishmaniasis is caused by Leishmania tropica, while Leishmania major causes
Mucocutaneous, Leishmania infantum causes the Visceral Leishmaniasis. Antimonial
drugs used in the treatment and vectors used in the development of resistance to
insecticidal in failure to develop an effective vaccine until now and also that the
diagnosis of these problems can not be solved until now it is among the causes of the
disease show wide distribution. The diagnosis of leishmaniasis are used microscopy,
culture and micro culture-based systems, serological and molecular methods.
Sensitivity ratings given against parasite species and different forms of the disease is
different in the current diagnostic methods. Giemsa stained preparations form the
basis of the microscopic method. The most important disadvantage of the microscopic
method which is cheap but partially applicable, depending on the number of samples
contained parasites change the degree of sensitivity. In another method is culture
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methods, the observation of parasite development in a closed system is also possible,
although it is required to put the 15-30 days long in the diagnosis of this disease.
Despite these disadvantages of the culture method, the micro-culture method
developed in the following years and it was achieved more sensitive response in a
shorter period of time (1-7 days). This method is not only used in the diagnosis of
Leishmaniasis. This method has been a role model also used in the samples obtained
from the donor blood, vaccine development, mice to study without being sacrificed,
stem cell isolation and the diagnosis of Helicobacter. There are also molecular methods
such as isoenzyme analyses, polymerase chain reactions, realtime polymerase chain
reactions to diagnose Leismaniasis. The biggest disadvantages of these methods are
that they are susceptible to paracites and also very expensive. In the diagnosis of
disease, serologic methods that targets the antigens on the surface of the parasites
have become very important. The most used serologic methods that provide an early
diagnosis are immunofluorescence colouring based IFAT, ELISA and rk39 kits. The
underlying source in these serologic methods is the detection of antibodies in the
serum. Commercially produced r39 kits have a high susceptibility on patients with
Visseral Leismaniasis however their susceptibility level on patients with Cutaneous
Leishmaniasis is 20%. According to this, it could be said that the low levels of
susceptibility towards Cutaneuous Leismanasis might be because the parasite has a
particular kind of antigen in its lesion area. We have not come across a method like
RK39 kits that is used to diagnose patients with Cutaneous Leishmaniasis in our
country and in the world. Antibodies that are produced based upon hybridoma
technologies are rooted in why these kinds of test kits are prepared. Diagnostics
systems that have very high affinity and specificity towards many kinds of diseases
have been developed with this technology. The studies that have used hybridoma
technology against Leishmaniasis in the world has only examined the cross reactions of
the produced antibodies but they did not develop an effective diagnostics system.
Previously in the scope of a master’s thesis, monoclonal antibody was produced to
work against the factor L.infantum of Leishmaniasis in our laboratory. The reasons as
to why the studies in this field are insufficient is because the difficulties in getting
immune answers. One of the common subjects of hybridoma studies is the use of
Freund’s adjuvant in the immunisation stage. This adjuvant is established in some
studies as effective but also toxic. This toxic nature brings the need to have new
adjuvants. According to this, the purpose of this thesis study is to produce antibodies
with hybridoma technology to use in the diagnostics of cutaneous leishmaniasis
against the immunogen molecules of L.tropica parasites and to examine the
effectiveness of this antibody production on various adjuvants. To achieve this goal,
hybridoma technology created as a result of fusion based antibodies were produced by
fusion of myelomas cancer cells with B-lymphocytes isolated from bone marrow of
mices that are immunized with surface molecules obtained from Leishmania tropica.

In the steps of this technology, the immune mice responses against all-surface antigens
of Leishmania tropica with Freund's adjuvant complex that is frequently used in
literature or unlike literature using new polymeric based Polioksidony | (PO) adjuvant
that is FDA approved and non-toxic, were compared. The Mice with sufficient response
is sacrified by cervical dislocation method and B-lymphocytes isolated to used in the
fusion studies with myeloma bone marrow cancer cells. Antibody produced by the
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hybrid cell produced by hybridoma technology were tested by ELISA system. Also
secreted that antibodies produced by hybridoma cells not only against Leishmania
parasites, has also been examined against the adjuvant which used in the
immunization step. These antibodies produced by hybridoma cells is also tested
against the L. major, L. infantum and the parasite's surface and the immunogenic
molecule lipophosphoglycan (LPG). However, the amount of antibody produced by
hybridoma cells was examined before and after cryopreservation depending on
freezing protocols in the literature. Within the framework of the obtained results,
FREUND after'S mice immunized with adjuvant 6. immunization in mice immunized
with PO 8. It is found that immunization resulted in increased approximately 5.5 times
compared to the control antibody level. Also the same serum samples were also tested
against the adjuvant. Accordingly to this 8. Immunization result in Freund's adjuvant as
compared to the control mice used in the antibody response generated against
Freund's it was determined that approximately three-fold increase. But the mice
immunized against Polyoxidonium adjuvant, there was no significant changes in
responses compared the control after 8. Immunization. The next step resulting from
the fusion of hybridomas cultured in selective medium and produced polyclonal
antibody responses were determined by ELISA method. According to the these
antibody responds, polyclonal antibodies against the L.tropica was observed in
hybridoma cultures in the 10th and 20th days. Furthermore the effectiveness of
antibody were examined not only against to the antigen coating but also the adjuvant
coatings. Freund's group hybridoma cell responses (antigen-specific) were more
decreased 20th day compared to 10th day. PO group of hybridoma cells produced
specific antibodies to the antigen was detected 20th days higher than 10th day.
Freund's group of the antibody produced by the hybrid cells is not only specific to the
antigen, the adjuvant also has been found to create a response to it. The PO coated
ELISA plate results, produced by the hybridoma cell antibody response, 10th day
versus 20th days was seen more reduced. Produced antibodies by Hybridomas have
been identified to generate the response against whole leishmania lysate and
Leishmanias' most immunogenic surface molecules; LPG. Hybridoma cells' antibody
producing ability before and after cryopreservation were comparatively analyzed and
this antibody response not just for L.tropica has also been found to show effects in the
different susceptibility to L.infantum and L.major. In the light of this study, suggested
the use of these antibodies in the diagnosis of cutaneous leishmaniasis. In addition, the
experimental value of having these antibodies also added into the medium of parasite
antigens were produced, the properties of infectivity, as they allow to investigate the
evolutionary process promastigote-amastigote differentiation.

Keywords: Leishmaniasis, antibody, hybridoma technology, adjuvant
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis, 20’den fazla tire sahip olan Leishmania protozoonlarinin neden oldugu,
Phlebotomus ve Lutzomyia cinsi sinekler aracihgiyla tasinan zoonotic bir hastaliktir [1],
[2], [3], [4], [5]. 90 (lkede yaklasik 350 milyon yetiskin insan ve ¢ocuk Leishmaniasis
tehditi altinda yasamakta olup; Diinya Saglik Orgiiti’niin verilerine gére 12 milyon
enfekte kisi bulunmaktadir. Her yil diinyada yeni 2 milyon vaka gortlmektedir. Her yil
gorilen bu vakalarin 1-1,5 milyon kisi kutan6z Leishmaniasise, 500.000 kisi ise visseral
Leishmaniasise yakalanmaktadir [6]. Endemik olarak goriilen boélgelerin basinda Asya
ve Avrupa’nin batisi, Hindistan, Cin, ve Akdeniz Bolgesi gelmektedir [5]. Bu hastalik
tlkemizinde ciddi halk saghg problemlerinden biridir. Ulke sinirlarimiz icerisinde 20
milyon insan Leishmaniasise yakalanma riski ile karsi karsiyadir. Hastaligin genis yayilim
gostermesinin nedenleri arasinda tedavide kullanilan antimonyal ilaglara ve
vektorlerde ise kullanilan insektisistlere karsi direncin gelismesi, simdiye kadar etkin bir
asinin gelistirilememesi ve ayrica tanidaki sorunlarin simdiye kadar giderilememesidir
[3][4][7]. Bir hastaligin tanisi, dogru tedavinin uygulanabilmesi icin olduk¢a 6nemlidir.
Leishmaniasisin tanisinda farkli yontemler kullanilmakta olup; bu yontemlerin cesitli
avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda mikroskobik, kulttr
tabanli, serolojik ve molekiler yontemler kullanilsa da, hala altin standartlari iceren bir
yontem gelistirilememistir. Var olan mevcut vyontemler kendi aralarinda
kiyaslandiginda, hastaligin farkli formlarina ve parazitin tirline karsi gosterdikleri
duyarhlik derecelerinin de farkl oldugu goérilmektedir. VL ve KL tanilan klasik olarak
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kemik iligi ve deri lezyonundan hazirlanan Giemsa boyali yayma preparatlarin
mikroskobik olarak incelenmesi sonucu koyulmaktadir. Diger yontemlere gbre daha
sade, ucuz ve kismen uygulanabilir olmasi bu yéntemin avantajlarini olustururken,
dezavantajlari arasinda parazit sayisina bagh olan duyarhlik ve uygulanabilirlikte
deneyimli personele ihtiyag duyulmasi gelmektedir. Leishmaniasisin tanisinda
kullanilan diger yontemlerden biri de kultiir ydontemidir. Kiltir yontemlerinin temelini
kiiltir ortaminda bulunan amastigotlarin hareketli promastigotlara doénisimi
olusturmaktadir ki bu da mikroskobik olarak kolaylikla goérileblmektedir. Tir tayini ve
karakterizasyonda onemli bir yontem olan kiltir yontemi; pahali, zaman alici, teknik
destek ve uzmanlik gerektiren dezavantajlari icermektedir. Ayrica parazit sayisina bagh
olarak duyarhligin azalmasi ve tani koyulabilmesi icin uzun sirelere gereksinim
duyulmasi (1-6 aya kadar) diger dezavantajlarini olusturmaktadir. Kiltir yontemlerinin
basinda gelen NNN Agar ortaminda, hareketli promastigot kiltlrinin
gozlemlenebilecegi kapall bir sistemi olustururken; sonucu net olarak degerlendirmek
icin 15-30 glin gibi uzun siirelere gereksinim duymaktadir. Son yillarda Leishmaniasisin
tanisinda ve leishmania parazitlerinin saflastirilmasinda kullanilmak Uzere kiltiire
dayali mikrokiltir yontemi gelistirilmistir. Yiksek duyarhliga sahip, kolay uygulanabilir
ve ucuz olan bu mikrokiltlir yonteminin temelini, mikroaerofilik nis icerisinde parazit
gelisiminin incelenmesi olusturmaktadir. Klasik kltlr yonteminden farkli olarak
mikrokiltir yonteminde taninin konulabilmesi igin 15-30 gline karsi olarak ayni giin
veya maksimum 1 hafta icerisinde son karar verilebilmektedir. Sonraki vyillarda
isemikrokiltir yontemi asemptomatik Leishmaniasisde, donér kanlarindan elde edilen
orneklerde, asi gelistirme c¢alismalarinda, farelerin sakrifiye edilmeden ¢alisiimasinda,
kok hiicre izolasyonunda ve helikobakterin tanisinda uygulanabilirligi gosterilmis olup,
dinyanin c¢esitli yerlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Leishmaniasisin
tanisinda kullanilan molekiiler yontemler de olduk¢a 6nemlidir. Bunlarin basinda
izoenzim elektroforezi en ¢ok tercih edilen yontem olmakla birlikte, polimeraz zincir
tepkimesi (PZT), gercek zamanl polimeraz zincir tepkimesi (GZ-PZT), kesilmis parca
uzunlugu polimorfizmi yoéntemi (RFLP) de kullanilmaktadir. Bu ydntemlerin

dezavantajlari 6rnekteki parazit sayisina bagli olmasi, pahali teknik ekipman ve uzman



kisiler tarafindan uygulanabilir olusu gelmektedir [8]. Leishmaniasisin tanisinda
parazitin ylzey antijenlerini hedef alan primer veya sekonder antikor temelli
gelistirilmekte ve uygulanmakta olan serololojik yontemlerde bulunmaktadir. Erken
tani igin avantaj saglayan bu serolojik yontemlerin basinda imminofloresans boyama
tabanli IFAT, ELISA ve rK39 kitleri gelmektedir. Bu yéntemler hastaligin farkli formlarina
karsi ayri ylzdeliklerde duyarlilik saglamaktadirlar. Bu yontemler arasinda yer alan
Montenegro testi epidemiyolojik yayihm gosteren kutandz Leishmaniasis hastalarinda
duyarlilik acisindan 6ne c¢ikmaktadir. Ancak dezavantajlari arasinda enfeksiyonun
Onceye ya da suana ait olup olmadigi ile ilgili celiskili sonucglar vermekte oldugu tespit
edilmistir. Antikor- antijen temelli bir baska serolojik ydntem olan ELISA yéntemi de
siklikla kullanilmaktadir. Ancak Leishmaniasisin tanisinda kullanilan antikor temelli
kitlerin 6zellikle visseral Leishmaniasisli hastalardan elde edilen 6rneklere karsi daha
duyarli oldugu, kutanéz Leishmaniasisli hastalarda ise bu duyarhligin %20’den disuk
oldugu rapor edilmistir. Bu giktilar, kutan6z Leishmaniasisin tanisinda gelistirilecek olan
tani yontemlerinin temelini 6rnekte bulunan antijen igerigine dayandirmaktadir.
Genellikle serolojik yontemlerin ister antijen ister antikor saptanma prensibine bagl
olmadan gelistirilenbilen ve uygulanan herhangi bir yontemin daha hizl, daha duyarh
ve spesifik; ayni zamanda ¢o6l kosullarinda bile uygulanabilir olmasina imkan
saglamaktadir. Suanda ticari olarak piyasada bulunan rK39 testi genellikle VL tanisinda
daha olumlu sonuglar vermekte olup, KL karsi spesifik herhangi bir kit
bulunmamaktadir [9] [10]. Son yillarda paraziter hastaliklarin tanisinda kullaniimak
Uzere Uretilen poliklonal ve monoklonal antikorlar, analitik, terapatik ve diagnostik
Oneme sahip yapilardir. 20. ylzyilin sonlarinda in vitro kosullar icerisinde antikor
Ureten hiicrelerin 6mirlerini uzatmak icin cesitli arastirma gruplar farkh yontemler
Uzerinde calismislardir. Kohler ve Milstein (1975), basarili bir melez hiicre hatti igin
gerekli olan antikor Uretme yetenegi gosteren B-lenfositler ile strekli bélinme
yetenegindeki kemik ilgi kanser hiicresi olan myelomalari sendai virlis araciligyla
flizyona ugratarak; in vitro kosullarda strekli antikor lreten ve ¢ogalan hibrit hiicre
hatti elde etmislerdir [10], [11], [12]. Afinite yetenekleri ve Ozgilliikleri bakimindan

onem kazanan bu antikorlarin o0zellikle Leishmaniasisin tanisinda, hibridoma



teknolojisi kullanilarak tretilmesine dnem verilmektedir [13]. Hibridoma teknolojisine
dayali gelistirilen tani kitlerinin en blylik avantaji 6rnekte antikorun degil, parazite has
herhangi bir antijen moleklliniin bulunmasina dayanmaktadir. Boyle bir temele
dayanan vyaklasim kan orneklerinde disiik duyarhlifa sebep olan kutantz
Leishmaniasisli hastalarin tanisindaki bu ciddi problemin giderilmesine yol agabilir.
Literatlirde konuyla ilgili yapilan galismalar oldukga az sayida olup agirlikh olarak 80’li
yillara aittir. Bu ¢alismalarda Leishmania’nin farkli tiirlerine karsi tretilen monoklonal
ve poliklonal antikorlarin elde edildigi parazit tirinden farkli olarak ¢apraz reaksiyon
etkilerine ve alt klonlama islemleri sonucu lretilen antikorun ylizey antijenlerinin hangi
bolgesine spesifik olduguna bakilmistir. Bu yillarda leishmaniasise karsi hibridoma
teknolojisi ile Uretilen antikor calismalar, modern hibridoma c¢alismalari ile
karsilastirilirsa en basta immiinizasyon asamasindaki farkhliklar 6ne ¢ikmaktadir. Canli
promastigot kiltir ile immuinize edilmis farelerin dalak hicrelerinden B-lenfosit
izolasyonlari gerceklestirilmis ve myeloma hiicreleri ile flizyona ugratilmistir [14], [15],
[16]. Daha sonraki calismalarda bu gorisler pek destek bulamamistir. Literatir
incelemesinde bu vyillardan sonra glinimiize kadar bu alanda pek calismaya
rastlanmamistir. Ulkemizde 2012 yilina ait laboratuarimizda tamamlanan yiiksek lisans
tez calismasi kapsaminda visseral leishmaniasis etmeni L.infantum’a karsi monoklonal
antikor Uretilmistir [17]. Ancak kutan6z Leishmaniasis ile ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Leishmaniasise karsi bu alanda yapilan galismalarin yetersiz olmasinin
esas nedenlerinden biri de yeterli immun yanitin olusturulmasinin mimkiin olmamasi
olabilir. immiinojen molekiillerin immiinojenliginin arttirlmasinda cesitli adjuvanlar
kullanilmaktadir. Bu adjuvanlarin kullanilmasinin, en zayif imminojen molekili bile
immunojenitesi daha vyiksek molekiilden daha immiinojenik hale getirdigi
bilinmektedir. Leishmaniasise karsi hibriodoma c¢alismalarinda sadece Freund’s
adjuvaninin kullanildigi incelenmistir. Freund’s adjuvaninin mevcut adjuvanlardan farkli
olarak daha toksik oldugu ve yeterince etkin olmadigi bilinmektedir. Buna gore de,
hibridoma teknolojisine yonelik calismalarda FDA onayli ve daha etkin bir adjuvanin
secilmesi ve incelenmesi oldukca 6nemlidir. Son yillarda asi gelistirilmesinde kullanilan

daha etkin , FDA onayli ve toksik olmayan adjuvanlarin kullanimina yonelik ¢alismalar



giderek artmaktadir. Laboratuvarimizda tamamlanan ylksek lisans ve doktora tez
calismalarinda ilk kez olarak PO’nun , dondurulmus-¢ozilmis ve otoklavlanmig
antijenler ile etkili kombinasyonlarinin yiiksek immiinojen etki gosterdigi saptanmistir
[18], [19]. Ancak literatirde hibridoma teknolojisinde PO’nun kullanimina yoénelik
herhangi bir c¢alismaya rastlamadik. Hibridoma teknolojisi ile olusturulmus hibrit
hiicrelerinin antikor Uretmesinde toksik olmayan adjuvanlarin kullanilmasi oldukca

Onem tasimaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Gunlmuzde bir cok faktore bagh olarak genis bir yayihm gostermekte olan kutanoz
leishmaniasise karsi etkili bir tani sisteminin gelistirilememis olmasi ve mevcut tani
sistemlerinin pahali, duyarlilik agisindan yetersiz ve her kosulda uygulanabilirliginin
disik olmasi nedeni ile ylzey antijenlerini hedef alarak uretilen antikor temelli
serolojik tani sistemleri 6Gnem kazanmaktadir. Buna goére de bu tezin amaci, L.tropica
parazitlerinin immiinojen molekillerine karsi kutandz leishmaniasisin tanisinda
kullanilmak Uzere hibridoma teknolojisine dayali  antikor Uretilmesi ve g¢esitli
adjuvanlarin antikor Uretimi Uzerindeki etkinliginin incelenmesi olmustur. Amaca

ulasmak igin;
e [.tropica kiltiriniln biyuk 6lcekte tretilmesi,
e Uretilen kiiltirden dondurup-¢ézme yéntemi ile antijen elde edilmesi,

e Literatlirde sikhkla kullanilan Freund’s adjuvani ve literatiire alternatif olarak
sundugumuz FDA onayli PO, antijen ile etkili kombinasyonlari olusturularak ilk

kez olarak hibridoma teknolojisinde kullanimi ve antikor Uretimine etkisi,

e 6-8 haftalik Balb/c farelerinin olusturulan adjuvant-antijen kompleksleri ile

dizenli araliklarla immiinizasyonu,

e Flizyon icin literatlirde uygun gorilen P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hattinin
kiltlirinidn cogaltilmasi, 1774 fare monosit timor makrofaj kiltiiriinin
cogaltilmasi ve ayni zamanda hibrid hiicrelerinin gelisimini desteklemek
amaciyla kullanilmasi icin makrofaj metabolitlerinin toplanmasi,
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e imminizasyonun sonlandiriimasi sonucu deney hayvanlarinin sakrifikasyonu,

dalaklarinin ¢ikarilmasi ve B-lenfosit izolasyonu,

e Deney hayvanlarindan elde edilen periton makrofaj hiicrelerinin flizyon 6ncesi
besleyici tabaka olarak plaklara ekilmesi, , izole edilen B-lenfositlerinin ve

myeloma hiicrelerinin PEG araciligiyla flizyonunun gergeklestirilmesi,

e Flzyon sonucu olusan hibridomalarin segici besiyeri igerisinde kiltiriiniin
yapilmasi ve belirli araliklar ile Grettikleri poliklonal antikor yanitlarinin ELISA

yontemi ile tespit edilmesi,

e Leishmania antijenine karsi ELISA sonuclarinda pozitif yanit veren kuyucuklarin
secgilmesi sonucu kolonizasyonunun takibi, hibridomalarin ¢ogaltiimasi, alt

klonlanmasi ve kriyoprezervasyonu,

e Kriyoprezervasyon sonrasi pasaj sayisina bagh olarak degisen antikor

yanitlarinin tespiti,

e Ayrica Uretilen poliklonal antikorlarin Leishmania parazitlerinin en énemli ylizey
antijeni olan LPG molekiline ve L. infantum, L.major gibi farkh tirlere 6zgi

spesifikliginin belirlenmesi gibi islemlerin yapilmasi planlamistir.

1.3 Hipotez

Simdiye kadar asi gelistiriimesinde yapilan calismalarda daha yiksek diizeyde immin
yanit olusturmak i¢in c¢esitli adjuvanlar kullanilmakta olup; en yilksek yaniti
olusturabilecek, en az toksisiteye sahip adjuvanlara 6nem verilmektedir. Gerek
Leishmaniasise gerekse de diger enfeksiyonlara karsi hibridomalarin olusturulabilmesi
icin deney hayvanlarinin immiinizasyonunda Freund’s adjuvaninin kullanildigi
bilinmektedir. Ancak bu toksik 6zellik gésteren adjuvanin antijen ile birlikte iyi bir
immun yanit olusturdugu bilinse de, hibridoma calismalarinda devamli olarak antikor
Ureten hibrit hiicrelere nasil bir etki gosterdigi ile ilgili literatlirde herhangi bir aciklama
bulunmamaktadir. Ayrica daha 6nce laboratuarimizda yapilan yiksek lisans ve doktora
tez calismalarinda toksik olmayan, FDA onayli Polioksidonyumun Leishmania parazitleri
ile yliksek bir adjuvan etkinligi gosterdigi saptanmistir. Boylece bir taraftan hibridoma
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teknolojisinde Freund’s gibi toksik 6zellige sahip oldugu bilinen adjuvanin kullanilmasi,
diger yandan ise FDA onayli toksik olmayan PO molekiliinin simdiye kadar hibridoma

teknolojisinde kullanilmamasi énerilen tez ¢alismasinin hipotezini olusturmaktadir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Leishmaniasis

Leishmaniasis, 20’den fazla tiire sahip olan Leishmania protozoonlarinin neden oldugu
zoonotic bir hastaliktir. Butln tlrleri hiicre igin parazit olup disi kum sinekleri
aracihgiyla, Eski Dinya igin Phlebotomus; Yeni Diinya igin ise Lutzomyia cinsi [1]

insanlari enfekte etmektedir [2], [3], [4], [5].

Diinya Saglik Orgiiti’nin yayinladigi verilere gére 90 iilkede yaklasik 350 milyon
yetiskin insan ve ¢ocuk Leishmaniasis tehditi altindadir. Ginimiuzdeki verilere gore 12
milyon insan enfekte iken; her yil 2 milyon yeni vaka gorilmektedir[3][4]. Bu vakalarin
1-1,5 milyon kisisi kutanz Leishmaniasise, 500.000 kisisi ise visseral Leishmaniasise
yakalanmaktadir. Endemik olarak goriilen bolgelerin basinda Asya ve Avrupa’nin batisi,

Hindistan, Cin, ve Akdeniz Bolgesi gelmektedir [20], [22].

2.2 Leishmania’nin Yagam Doéngiisii

Leishmania paraziti, makrofaj ve dendritik hiicreleri hedefleyen, bagisiklik sisteminin
hiicre i¢i patojenidir. Leishmania tirleri evrimsel sireclerini iki konak icerisinde
tamamlarlar: Omurgasiz vektor konagl olarak kullandigi phlebotomus sinegi
(Phlebotomus sergenti, P. papatasi, P.major, P. syriacus)ve omurgali konagi olan

insandir. Phlebotominae vektorle, vertebrali konak arasinda birbirini takip eden bir



dongiide, Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum sinekleri Leishmaniasisli omurgal

konaktan kan emerken icinde parazit bulunan makrofajlari da alirlar [21].

Bu iki asamada da hareket organeli olan flagellum ve g¢ekirdek-kinetoplast konumlarina
gore farkli morfolojilere sahiptir. Ote yandan temel olarak promastigot form ve

amastigot form olarak iki siniflandirmaya ayrilr.

Promastigotlar vektoria kan emmesi Promastigotlar ilk ajamada mink
Promastigotiar sirasinda memeli derisise girerek bélgesine buzh bir yekilde toplasan
¢opalanak atarajs eafeksiyon safbasia baglatirlar nétrofiller tarafisdan fagosite edilirler
agu ve bortum
bolgesine gog ederler >
4 4 W
B < - Enfekte nétrofillerdes
a V¥ kurtulan parazitier
A /’./ & — 77N \, soaraki pamada
/ = /‘ 4 ] | e makrofajlar tarafisdas
i \ - %8 tekrar fagosite edilirler
Vektor Safhasi | | | == | Memeli Safhas1
4 N ) 1
o - S v
{ P

4

/ \
Vektor midesinde amastigotlar ‘/l ‘ @
promastigotlara dondyir ) (

| A

alisan promastigotiar

|
E Makrofajlar icerisise
- ' | " (] . burada amastigot forma
3@ - b2 @ donigirler *Tam Safhas:

Parazitler ve enfekte Dolagimdaki ve bicrelerdeki .
bicreler vektorin midesine amastigotlar vektoria enfekte Makrofajlar icerisise alinas parazitier
bireylerden kas emmesi ile burada ve enfekte ededildii diger

a vektore geger bicrelerde cogalirlar *Tam Safhan

Sekil 2.1 Leishmania spp.’nin yasam déngiisii : Kum sinegi ve insan evresi [24], [25]
insan Evresi : Bu evrede parazit “tani” asamasi olarak kabul gérmektedir.

1) Kum sineklerine yiklenen promastigot form, bu vektor aracihgiyla cilde inokule olur

ve ciltte yaralar acar.

2) Fagositik notrofiller isirilan bolgeye ulasarak parazitlerin invaginasyonuna sebep

olur.

3) Makrofajlarin igine girerek promastigot formdan amastigot forma donlsen
parazitler bu agamada basit ikiye bolinme hareketleriyle ¢cogalarak diger mononuklear

fagositik hiicreleri de enfekte eder.

4) Makrofajlar notrofillere parazit tasir.



5) Enfekte notrofiller parazitleri serbest birakir ve makrofajlar tiikenir.
Kum Sinegi Evresi : Bu evre “enfektif” evre olarak adlandirilir.
1) Makrofajlarin icinden ¢ikan parazitler kanla beslenir.

2) Amastigotlar kum sineginin orta bagirsak bodlgesine gelerek promastigot forma

dondusurler.

3) Promastigotlar, 6n ve arka bagirsak bolgesinde ikiye boliinerek ¢cogalmaya devam

ederler.
2.2.1 Promastigot Formu

Hicredisi form olarak da bilinen promastigotlar omurgasiz konak olarak kullandiklari
kum sinekleri icerisinde 27°C'de yasarlar. Flagelluma (20-22 um) sahip olduklari igin
hareketli formlardir. Hiicre boyutlari 15-30 um boyunda ve 5um enindedir. Enine ikiye

bollinme seklinde ¢cogalirlar.

Sekil 2.2 Leishmania promastigot form [25].
2.2.2 Amastigot Formu

Hicre ici form olan amastigotlar, omurgali konagi viicut isisina uygun olarak 37°C'de
hareketsiz olarak yasamini slirdiirir. Kamgisi yoktur, boyu 3-6 um iken; eni 1,5-3,0um

arasindadir. Cogalmalari boyuna ikiye bélinme seklindedir [26].
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Sekil 2.3 Leishmania amastigot form [25]

2.3 Leishmaniasis Hastaliginin Formlari

Leishmaniasis’in temel olarak sekil bozukluguna yol agan ve zamaninda tedavi
edilmediginde iz birakarak iyilesen kutandz Leishmaniasis (KL) ve tedavi edilmediginde
olimcil olan visseral Leishmaniasis (VL) veya kala-azar olarak isimlendirilen iki klinik

formu bulunmaktadir.

VL, Hindistan ve cevresi llkelerde L.donovan, Akdeniz Havzasi tlkelerde L.infantum ve
Yeni Dunya ilkelerinde L.chagasi tarafindan olusturulmaktadir. Eski Diinya’da L.major
ve L.tropica KL'e, Yeni Dlnya’da ise; L.braziliensis ve L.mexicana komplekslerinde yer
alan tirler KL ve KL'nin diger sekillerine sebep olmaktadir. L.infantum ayrica Akdeniz

Havzasi Uilkelerinde KL'ye sebep olabilmektedir [27].
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Cizelge 2.1 Leishmania’nin Klinik Formlari Ve Diinya’da Tiirlere Gore Dagilimi [10]

Klinik formu Tiirli Ulke ve Bolgesi
. Afghanistan, Azerbaijan, Egypt, Ethiopia, Turkey
L. tropica Afghanistan, Azerbaijan, Egypt, Ethiopia India, Iran
L. major 8 ) Jan, Egypt, p ) p
Iraq,
L. infantum Kenya, Morocco, Nigeria, Pakistan, Tunisia, and
Yemen
L Albania, Bulgaria, China
L. aethiopica .
. Ethiopia, Kenya
Kiitanoz

Leishmaniasis

Muko-
kiitanoz
Leishmaniasis

Diflize
kiitanoz
Leishmaniasis

Visseral
Leishmaniasis

Post-kala-
azar
Dermal

L. donovani

L. mexicana
L. braziliensis
L. guyanensis
L.
panamensis
L. peruviana

L. braziliensis
L. major

L.
panamensis
L. braziliensis
guyanensis
L. aethiopica
L. Mexicana

L.
amazonensis

L. donovani
L. infantum

L. chagasi

Leishmaniasis
L. donovani

Cyprus, Israel
Belize, Colombia, Mexico

Argentina, Brazil, Bolivia, Colombia, Mexico,

Panama,

Paraguay and Peru

Argentina, Brazil, Guyana, Peru and Venezuela
Colombia, Costa Rica, Ecuador, Honduras and

Panama

Peru

Argentina, Bolivia, Brazil, Colombia, Mexico,
Paraguay, Peru
America, Mexico
Colombia, Costa Rica, Honduras, Panama
Peru

Ethiopia, Kenya
America, Costa Rica, Ecuador, Mexico Guatemala
Bolivia, Colombia, Ecuador, Venezuela

Africa, Bangladesh, India, Sudan
Afghanistan, African Republic, Albania, Brazil,
Central Asia,

Central Iraq, France, Mediterranean basin, Tunisia
and Turkey
New World

Bangladesh, Ethiopia, India, Nepal, Sudan

Hastaliklarin klinik goériinimiindeki farkhiliklarin parazitteki genetik cesitliligin bir

sonucu olarak ortaya cikmis olabilecegi distinilmekte olup; sadece bir bélimiinin

enfeksiyona neden olan parazit tlri ile aciklanabilmekedir. Bildirilen Leishmaniasis
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olgulari da aslinda gercekten hastaliga yakalanmis olan insan sayisini tam olarak
vermemektedir. Bunun nedeni ; paraziti her alan kiside enfeksiyon gelismemekte veya
enfeksiyon baslasa bile her insanda hastalik ilerlemeyebilmektedir. Hastaligin
olusmasinda malnitrisyon, stres ve immiin bozukluklar énemli rol oynamaktadir. Bu
yuzden VLU'in epidemik olarak bulundugu yerler genelde fakirligin, achgin, savasin ve
immin stpresyonun gorildigi yerlerdir. KL'de olasilikla etken leishmania tiiriine bagli
olarak birkag klinik sekilde gorilmektedir. Bunlar genellikle tedavi edilmeden iyilesen
lokalize KL, tedavisi ¢ok zor olan diffiz KL (DKL) ve yilzde sekil bozuklugu ve

sakatlanmalara yol acan lezyonlar olusturan mukokutan6z Leishmaniasisdir (MKL) [28].
2.3.1 Visseral Leihmaniasis (Kala azar):

ic organlarinda goériilen enfeksiyon cesiti olup tedavisi yoktur. Mide bulantisi, yiiksek
ates, kilo kaybi, anemi , dalak ve karaciger bliylimesi gibi ¢esitli semptomlarla birlikte iki
yil icerisinde oldlirtici olabilmektedir[20]. Hastaligin %90’ Bangladesh, Brazilya,

Hindistan, Nepal ve Sudan’da gorilmektedir [25].

2.3.2 Mukokiitan6z Leishmaniasis :

Agiz , burun ve bogaz gibi mukozal bélge zarlarinin lzerinde tahrisle birlikte kalici organ
kayiplarina sebep olabilen formudur [20]. Hastaligin insidansinin%90’1 Bolivya, Brazilya

ve Peru’da gorilmektedir [9].
2.3.3 Kiitan6z Leishmaniasis

Cildin yuz, bacak, kol gibi goriinen bolgelerinde meydana gelir. Yaralarin iyilesmesi
aylar sirebilirken izleri kalicidir[20].Hastaligin insidansini Afganistan, Brazilya, iran,
Peru, Suudi Arabistan ve Suriye olusturmaktadir[9]. Turkiye’de halk arasinda Guizellik
Yarasi olarak da adlandirilan bu hastalik, 1833’de Unat tarafindanTirkiye’'nin
Asya’sinda rastlanarak rapor edilmis olmakla beraber, Reinhart ve Server Teyfik
tarafindan 1910’da tanitici brosirler basilmistir. 1911 yilinda parazitin ilk kdltlrind

gerceklestiren Turk bilim insani Hulusi Behcet, taninin dnemini de vurgulamistir [29].

13



2.4 Leishmaniasisin Epidemiyolojisi

Sirekli degisen epidemiyolojik verilere gére bu hastaligin dinamik bir hastalik oldugu
gorilmektedir. Bir cok (lkede yeni odaklar tanimlanmaktadir. Ozellikle Akdeniz
Ulkelerinde insan enfeksiyonu riskini arttirabilecegi duslinilen kedi gibi yeni hayvan

rezervuarlar ortaya ¢ikmaktadir.

HIV enfeksiyon ile ilgili ilk Leishmaniasis olgusu 1985’te bildirilmis ve olgu sayisi Gliney
Avrupa’da hizla artmistir. HIV enfeksiyonu endemik bdlgelerde VL gelisimini 100 ile
2,320 kez daha ¢ok arttirmakta, tedaviye yanit olasiligini disirmekte ve relaps
olasiligini yiksek oranda arttirmaktadir [30], [31]. AIDS hastalarinda artan VL'nin
sonucu olarak ilag bagimlilarinda ve kan donérlerindeki intraven6z gegis yolu gibi

hastaligin yeni bulas yollari tanimlanmaktadir [32].

Rezervuar calismalarinin epidemiyolojik agcidan dnemi Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)
sayesinde daha da anlam kazanmis olup; kopek ve kedilerdeki lesihmaniasis
enfeksiyonunun saptanmasinda, mikroskobi ve kiltir yontemlerine oranla daha hassas
oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle de PZT epidemiyolojik acidan tarama testi olarak

onem kazanmaktadir [33].

Leishmania cinsinin 1903’te tanimlanmasindan bu yana tirlerin sayisi degismistir.
“Multilocus Enzyme Electrophoresis” (MLEE, izoenzim elektroforezi) halen leishmania
icin tlr ve tir ici dizeyinde referans tanimlayict yontemdir.  Farkli genomik
hedeflerdeki nikleotid polimorfizmlerine dayali filogeni Akdeniz Bolgesi’ndeki endemik
olan iki tur gibi bazi istisnalar disinda izoenzim elektroforezine dayali Leishmania cinsi
taksonomisini dogrulamaktadir. izoenzim analizi ile VL etkeni L.infantum’un Sudan’da
L.donovani ve L.archibaldi gibi iki visserotrofik sus ile birlikte oldugu dislinilmekteydi.
Ancak bir ¢cok degisik molekiler belirtece dayali son calismalar Sudan’da visseralize
olan tirin bir tek L.donovani ve Akdeniz ve Gliney Amerika’daki L.infantum’dan farkh
oldugunu gostermistir [34]. Tur icindeki farkhliklarin siniflandirilabilmesi icin standart
izoenzim analizi sinirll derecede vyararlidir [35]. Leishmania’nin farkli hibrit
Ozelliklerinin ortaya cikabildigi bildiriimis olup ; ¢ kitanin ortasinda kavsak

pozisyonunda bulunan ulkemizde de hibrit suslar bulunabilecegi dislintlerek
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planlanan galismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, KL etkeni olan L.tropica’
nin yayilim gosterdigi Sanlurfa ili ile L.tropica ve L.infantum’un etken oldugu Hatay
ilinden alinan hasta ornekleri elde edilmistir. Elde edilen bu izolatlar referans izolatlar
ile birlikte, Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Tepkimesi (GZ-PZT), izoenzim analizi, gen
dizi analizi, iki boyutlu protein jel elektroforezi, MALDI-TOF ile incelenmis, farkl
bulunan proteinlere gen dizi analizi uygulanmis ve farelerle in vivo g¢alismalar
yapiimigtir. Arastirma sonuglarina gore ; Sanhlurfa’daki izolatin timinin L. tropica
oldugu ve fare modelinde deri tutulumu ile sinirli bir tablo olusturduklari saptanirken;
Hatay’dan alinan izolatlarin 1’inde L.major oldugu ve fare modellerinde deri tutulumu
ile sinirlh oldugu , 5’inde ise L.tropica oldugu belirlenmistir. Bu 5 L.tropica susundan
yalnizca 1’'nde deri tutulumu goézlenirken, diger fare modellerinde deri + visseral
tutumu gozlenmekte olup 6 farkh protein bulunmustur. Kalan diger izolatlarda ise
referans susa gore gore 7 farkli protein bulunmus ve fare modellerinde deri + visseral
tutumu birlikte goézlemlenmistir [36]. Leishmaniasisin yayilimi kiiresel 1sinma ve
insanlarin davranissal faktorleri ile iliskili 1s1 degisikliklerinin sonucu olan gevresel
degisikliklerden bulylk 6lcide etkilenebilmektedir. Kiiresel 1sinma sonucunda
Leishmaniasis hava isisinin kum sineginin Greme mevsimlerinin uzamasina yol acan

rakim olarak daha yiiksek bolgelere ve kuzeye dogru yayilacak gibi goriinmektedir[36].

Bazi dogu ve gliney Akdeniz bdlgelerinde insan hareketlerine bagh biyiik ¢capl cevresel
degisiklikler olusmaktadir. Niifus artisi, sehirlesme, politik karisikliklar, Filistin ve israil’i
bliylk olclide etkilemektedir. Son raporlara gore L.tropica bu bodlgelerde hizla
yayllmaktadir. Molekiiler yéntemlerin kullaniimasiyla israil’de birbirine komsu iki
L.tropica endemik bolgesinde vektoérlerin ve parazitlerin genotiplerinin farkhlgi ortaya

cikarilmistir [37].

Ayni durum komsu Ulkelerimizde yasanan i¢ savas ve gogler sonucunda Ulkemizi de

etkisi altinda birakmaktadir.

15



@ Visseral Leishmaniasis
@ Kutanoz Leishmaniasis

. Visseral&Kiitandz Leishmaniasis

Sekil 2.4 Ulkemizdeki dagilimi [38].

Ulkemizde Sanhurfa ilinde endemik bir hastalik olan KL, mevsimsel acidan daha ¢ok
Ekim ile Aralik aylarinda, 10-19 yas araliginda olan kadinlarda, vicudun acik olan

bolgeleri olan kafa, kol ve bacaklarda rapor edilmistir [39].
2.5 Leishmaniasis Hastaliginin Klinigi ve Tedavisi

Parazit polimorfizminin enfeksiyonun sonuglanmasinda 6nemli roli oldugu
bildirilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, parazit genotipinin tir ici dlizeyde bile
hastaligi etkiledigini gostermistir. Kolombiya’da belirli L. braziliensis suslarinin
insanlarda daha cok mukozal yayilima neden oldugu bildirilmistir[43]. Diger bir
calismada da “randomly amplified polimorphic DNA” (RAPD) ontemiyle birbirinden
farkl gruplara ayrilan parazit genotipleri ile olusan klinik hastahk (KL, MKL, DKL gibi )

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski oldugu saptanmistir [40].

Bu hastaligin tedavisine bakilacak olursa; KL siklikla kendiliginden iyilesir. Ancak,
derideki lezyonlar gorlinimi bozacak sekilde ise veya VL' de tedavi endikasyonu vardir.
VLl'de ilk secilecek tedavi organik antimon bilesigi olan sodyum stiboglukonat ve
meglimin antimonattir. Cesitli arastiricilar [23] sodyum stiboglukonat ve meglimin
antimonatin giinde 20 mg/kg dozda 20-30 gtin sure ile yavas intravendz kullaniimasiyla
tedavide basarili olunacagini bildirmislerdir. Direncli vakalarda pentamidin isetiyonat
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kullanilabilir. 1-4 ay sliresince 12 saatlik periyodlar ile oral yolla giinde 10-20 mg/kg
dozda alinan Allopirinol’lin de tedavide basarili olabilecegi bulunmustur. Amfoterisin-
B 0,75-1,0 mg/kg dozunda 15 giin siire ile inflizyon seklinde kullanilarak, tek basina
antimon bilesigine yanit vermeyen VL'de onunla birlikte ya da ondan sonra kullanilir.
Pentamidin ve amfoterisin-b iceren ilaglarin toksik etkileri fazla ve bununla beraber
pahali olduklarindan kullanimlari kisithidir. KL'de flukanazol ve ketokonazol da
kullanilabilir. Ketokonazol oral yolla giinde 3 defa 200 mg ile 4 hafta sureyle kullanilir.
60 yildan uzun siireden bu yana Sb (V) tuzlari bitin Leishmania formlarinda ilk

kullanilan tedavi ilaglandir [41].

Leishmaniasisde tedavinin basarisizligi genellikle hastanin ilaci kullanmamasi ya da
ulasamamasina bagli olsa da Leishmania spp. parazitlerinin basta antimonlar Sb (V)
olmak Uzere kullanilan ilaglarin ¢oguna diren¢ gelirstirdikleri de bilinmektedir.
Hindistan’da VL'de Sb (V)' ye > %60 primer yanitsizlik orani saptanmaktadir. Akdeniz
Bolgesi’'nde kitle tedavisi uygulanan L.infantum ile enfekte kopeklerde Sb (V)'ye disik
hassasiyet goriilmekte ve Sb(V)'ye yanit vermeyen insan VL olgulari bulunmaktadir
[41]. KL’de antimon tedavisindeki basarisizlik direncli parazit suslarini géstermektedir.
Evrimsel olarak farkl tiirlerden ilaca direngli suslarin bildirilmesi parazitin ilaca paralel

ve karsit mekanizmalarla adapte oldugunu distndiirmektedir [42].
2.6 Leishmaniasisin immiinitesi
2.6.1 immiin Sistem

Patojen mikroorganizmalarin yol actigi enfeksiyon hastaliklarina karsi koyma gorevini
Ustlenen immiin sistem, viicudun doku, organ ve sistemleriyle bir biitlinlik halindedir.
immiin sistem lenfosit adi verilen hemopoetik hiicre kékenli olan hiicrelerden
olusmakta olup bu hiicreler c¢esitli enfeksiyonlara karsi savunma sistemi seklinde gérev
yapmaktadir.Lenfoid dokularda, lenf sisteminde ve dolasimda yer alan bu hicreler,
viicudun herhangi bir patojenik 6zellik gésteren bir yapiyla karsilasmasi sonucu aktif
hale gelir [13]. immiin sistemin cesitli patojenlere karsi sahip oldugu temel iki

mekanizma vardir : Dogal immiinite ve Adaptif imminite [14].
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2.6.1.1 Dogal immiinite

ilk savunmay! temsil eden ve spesifik olmayan yanit ézelligini tasir. Deri ve miikéz
membranlarin fiziksel bariyerleri, kan ve dokularda bulunan fagositik hiicreler
(makrofajlar, notrofiller,eozinofiller, dogal 6ldiurtct hicreler (natural killer hiicre=NK),
akut faz proteinleri, sitokinler ve kompleman sistemi dogal immin sistemin baslica
elemanlaridir. .. Dogal bagisiklik yanitlari enfeksiyonlara karsi erken savunma sagladigi
gibi, enfeksiyona yol acan yabanci maddelere karsi gelisen adaptif immiin yanitlarin

olusmasinda da gorev alirlar [15].
2.6.1.2 Adaptif immiinite

Antijene spesifik olusu ve hafiza olusturmasi bakimindan iki belirgin 6zellige sahiptir.
Adaptif immin yanitin degisik tipteki mikroorganizmalarla savasmak Uzere 06zel
mekanizmalari mevcuttur. Adaptif imminitenin bilesenleri lenfositler (B ve T
hiicreleri), antijen sunan hicreler (makrofajlar, B hiicreleri, dendritik hiicreler) ve
plazma hucreleri (farklilasmis B hicreleri) gibi hicrelerdir [15]. Yabanci bir ajan ile
karsilasmada uyarilarak spesifik yanit veren, ayni ajanla tekrar karsilasmada hafizasi
oldugundan, taniyip daha kuvvetli yanit veren bir sistemdir. Adaptif immiin cevabin iki
ana alt yanit sinifi vardir. .Antikor ve T hicreleri ile uzun streli bir bagisiklik saglarlar.
Bu iki alt sinif adaptif immin yanitin iki ana hiicre grubu tarafindan yonetilir. Antikor
bagiml hiimoral yanitta, B hicrelerinden (retilen antikorlar vasitasiyla hicre disi
(himoral sivi vs.) patojenler, hiicre bagimli immin yanitta ise T lenfositler vasitasiyla
hiicre icinde yasayan patojenler yok edilir. Adaptif immunitenin himoral yanit
asamasinda antikorlar dolasima ve diger vicut sivilarina salgilanirlar. Vicut sivilarinda
bulunan antikorlar 6zel olarak Uretildikleri toksin, antijen, patojen ve virlis benzeri
yapilara baglanarak bu patojenlerin etkisiz hale getirilmesini veya immiin sistem

hiicreleri tarafindan fagosite edilmesini saglarlar [16].

Antikorlar, B hiicrelerinin aktivasyonu antijene 6zgll hicrelerin ¢cogalmasi ve antikor
salgilayan efektor hiicrelere donlismesi ile Uretilirler. Birincil yanitta periferik lenfoid
organlardaki naif B hiicreler, antikor salgilayan hicrelere ve bellek hiicrelerine

farklilasmak ve cogalmak tizere aktive olurlar. ikincil yanitta ise, bellek hiicreleri hizli bir
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sekilde aktive olurlar. Bazi antikor salgilayan plazma hicreleri ise kemik iligine gog
ederek burada uzun silire yasayabilir. Daha sonra protein yapisindaki antijenlerle
tekrarlanan karsilasmalar yiksek antijen afiniteli antikorlarin Gretimine neden olur

[43].
2.7. Antikorlar (immiinoglobulinler)

Antibodies are one of the most important components of humoral immune response.
They protect a host against infections. Plazma ve serumda bulunan, antikor olan
globular protein gruplari imminoglobulinler olarak bilinmektedir. Her antijene 6zgi
0zgul antikor olusumu gerceklesir. Antikor ve immiinglobulin kelimelerinin kullanimi
literatiirde birbirleri yerine gecebilmektedir. immiinglobulin terimi, antikora
bakilmaksizin antijen baglama 6zgulligl yerine kullanilabilmektedir. Antikorlar B
lenfositleri tarafindan Y-seklinde Uretilen molekillerdir. B lenfositlerinin terminal ucu,
immiinoglobulin Griinlerinin biiyiik kaynak bélgesidir. immiinoglobdilinlerin protein
bolgelerinin %90-95’i benzerlik gosterirken; degiskenlik godsteren kisim aminoasit

kalintilarinin oldugu %5-10’luk kismi igermektedir [44].
2.7.1 Antikorlarin Yapisi

Her immunoglobulinin benzer yapida olmasina ragmen; kendine 6zgl hassasiyeti
vardir. Oligosakkarit gruplarina kovalent bag ile baglanmis, ikisi 6zdes agir zincir (H) ve
iki 6zdes non-glycosylated (L) hafif zincirden olusur. Bir disilfit bagi agir zincir ve hafif
zinciri bir arada tutar. Disllfit baglari hinge adi verilen alanlarda konumlanmislardir. Bu
12 aminoasitlik bolge, kimyasal veya enzimatik béliinme sonucu ortaya ¢ikmistir. Kiire
bicimindeki her bir alan polipeptidlerin katlanmasiyla formunu olusturmustur. Dort
polipeptid zinciri de sabit “C” ve degisken “V” bolimler icerir. Agir ve hafif zincirler bir
V boliimine sahiptir. Hafif zincir ayni zamanda bir C bélimiine sahiptir. Agir zincir ise
Ug C bolimu icerir. Agir ve hafif zincirlerin her ikisindeki V bolimi de iki 6zdes antijen
baglanma alani bulundurur (bu alan antikorun antijene baglandigi alandir). Antikorda
plasental transport veya antijen baglanmis hiicresel toksikler gibi énemli fonksiyonlarin

gerceklestigi yapisal kisim immunoglobulinin Fc bélimdir [43].
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Sekil 2.5 Antikor Yapisi [46]
2.7.2 Antikor izotipleri ve Fonksiyonlar

Memelilerde IgA, IgD, IgE, 1gG ve IgM olmak lzere 5 sinif antikor bulunmaktadir [47].

Immunoglobiilinlerdeki Agir (H) zincirlerinin yapisi o immunoglobiilinin tipini belirler.

IgG: sekonder immin yanitta en baskin olarak goriilen, fetusa gecerek fetusun pasif
olarak bagisiklanmasini saglayan tek imminoglobiilin tipidir ve serum antikorlarinin
yaklasik %75’ini olusturmaktadir. 1gG sahip oldugu gama sabit zincirinin izotiplerine
gore; 1gG1, 1gG2, 1gG3 ve IgG4 olmak Uzere 4 alt sinifa ayrilmaktadir. I1gG ayrica
I6kositlerde bulunan Fc reseptorleri vasitasiyla opsonizasyon, kompleman baglanmasi

ve fagositlerin aktiflestirilmesi gibi islevlerde de is gormektedir [47], [48], [49].

IgA: Mukozal immin sistemin antikor tipidir ve genellikle virlslere karsi etki
mekanizmasinda is gorurler. Antikorlari dimer yapisinda oldugundan dolayi yapisindaki

H ve L zincirleri daha ¢ok sayidadir.
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IgM: Cogu antijene karsi olusturulan erken immiin cevabin baskin antikor tipidir. Ayni
zamanda B lenfositlerinin ylizeyinde pentamerik yapida reseptor olarak bulunmaktadir.
Aktiflesen B hiicresince salgilanan ilk antikor tipidir. B hiicreleri daha sonra sinif

degisimi yaparak diger tip antikorlari salgilamaya baslarlar.

IgD: 1gD serumda ¢ok az miktarda bulunan monomer yapida bir antikordur. IgM ile
birlikte B lenfositlerinin ylizeyinde de bulunmaktadir. IgD nin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte B lenfositlerinin gelisimleri ve farklilagmalari sirasinda goérev

aldigi ileri strilmektedir.

IgE: Genel olarak alerjilerden sorumlu antikor tipidir. IgE mast hiicrelerinin
reseptorlerine baglanarak antijeni ile baglanti kurdugu hiicrenin lizerine mast hiicreleri
tarafindan degranilasyon yapilmasini saglar. Igk tipi antikorlar genelde hiicre disi
parazitik enfeksiyonlara karsi etkilidir. IgE molekillerinin Fc boélgeleri dokulardaki mast
hicrelerinin ve kandaki bazofillerin Fc reseptoriine yiiksek afinite ile baglanir. Antijenin
baglanmasi bu hicrelerin ¢ok cesitli sitokinler salgilamalarini ve biyolojik olarak

aktiflesmelerini saglar [50], [51].
2.8 immiin Sistemin Leishmaniasisdeki Rolii ve Leishmaniasise Karsi immiin Cevap

Paraziter enfeksiyonlar boyut bakimindan diger patojenlere gére daha biiyik olmalar
sebebiyle cok sayida antijen icerigine sahiptrler. Bu nedenle hem hiicresel hem de
antikor yanitini uyarabilirler ancak bunlardan hangisinin etkili olacagl parazitin kendisi
ve enfeksiyonun evresi ile belirlenir. icerdikleri antijenler zamanla degisiklik
gosterebilir. Bu tir antijenik degisimler enfeksiyonun icinde bulundugu evreyle iliskili

oldugu icin, bir evrede Uretilen antikorlar diger evredeki paraziti etkilemeyebilir [52].

Leishmaniasise karsi olusan direncin T hiicreleri aracihgiyla immin yanit olusturdugu
bilinmekte olup; bunu destekleyen calismalarda Leishmania enfeksiyonu 0Oncesi
farelerin T hiicreleri hasara ugratilarak, parazite karsi direng olusturup olusturmadiklari
incelenmistir. Hasarli hicrelerde enfeksiyon sonrasi bu hayvanlarda direng
olusmazken; T hiicrelerinin transferi ile direncin tekrar olustugu tespit edilmistir. Ayni
calisma B lenfositleri eksik olan hayvanlarda enfeksiyon sirecinin etkilenmedigi

gortlmustir. Anti- IgM ile antikorlarin baskilanmasinin enfeksiyonun seyrinde herhangi
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bir etki yaratmadigina ait de ¢alismalar bulunmaktadir [53]. CD4+ tasiyan T hiicreleri
direngte; CD8+ markiri tastyan T hiicreleri ise hafiza olaylarinda etkilidir. Ayni zamanda
bu markirlarin L.major tiiriinde direncte de rol aldig literatiirde belirtilmistir. insanda
KL’e karsi direncin, yardimci T hicreleri araciligiyla baglantili oldugu gosterilmigtir. IFN-
Y Ureten hiicrelerin yogun oldugu KL vakalarinda iyilesmenin siiregeldigi gézlenirken ;
kronik ve mukozal lezyonlarda Th1 ve Th2 hicrelerinin fazla oldugu ve IL-4 ve IL-10
Uretiminin gergeklestigi gorulir. Bu molekillerden IL-4’ln artisi VL'de hastalik seyri
miktarca artis gosterdigi, iyilesme déneminde ise IFN-Y ve IL-4’de anlamli azalmalar

saptanmistir[54].

Makrofajlarin Leishmania enfeksiyonunda 06zgil hiicresel yanit diizenlenmesinde ve
antijen sunumunda 6nemli rol Gstlenmekedir[55]. T hicreleri tarafindan salinan IFN- Y
lenfokininin parazit iceren makrofajlari uyardigl bilinmekte ve makrofajlardan NO
salgilatarak hiicre igindeki parazitin 6limine neden olmaktadir. Timoér nekrozis faktor
alfa (TNFa), IL-4, IL-3, IL-7 gibi sitokinlerinde makrofajlarin antimikrosidal etkilerinin
arttirdigi bildirilmigtir [56]. Sitokinlerden IL-4’Un, Th-2 hiicrelerinden salinan IL-10 ile
birlikte makrofajlarin fonksiyonlarini azaltan etki yarattigi gosterilmistir. Uyarilmis T
hiicreleri ayni zamanda yiiksek miktarda makrofaj migrasyon inhibitdr foktor (MiF)
mRNA’si ve proteini eksprese ettikleri tespit edilmistir [57]. KL'de epidermis
lezyonlarinda ICAM-1 sunulumu yetersiz olmakla beraber, bu hastalarin langerhans
hicrelerinde ve keratinositlerinde MHC Il sunulumunun olmadigi tespit edilmistir.
MKL'de ise ICAM-1 ve MHC Il sunulumu artmistir, ayni zamanda langerhans
hicrelerine rastlanmamistir. KL'de dusiik CD4/CD8 ve hafiza/naif T hicre orani, az
sayida gamma delta hicreleri oldugu goézlenmis ve LFA-1 yonlendiren reseptor
sunumunda ise bozukluk saptanmistir [58]. Ayni zamanda Leishmaniasisde etkili bazi
molekillerin parazitin lenf nodlarinda, deride ve dalakta kontrol edilmesi gerektigini
ortaya koymustur. Bunlardan bir tanesi; patern tanima reseptoérleri olarak gegen Toll-
like reseptorler (TLR) , antijen sunumunda gorevli olan miyeloid ve plasmastoid
dendritik hicreler, sitokinlerden ozellikle IL-12 ve IFN-B, ayni zamanda sinyal ileti

yollarindan Tyk 2 sinyalinin parazitin ilk kez yabanci olarak algilanmasinda ve parazite
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karsi etkin bir dogal 6ldurict hicre (NK) yaniti gelismesinde 6nemli olabilecegini

ortaya koymustur [59].
2.9 Leishmaniasis’in Laboratuvar Tanisinda Kullanilan Yontemler

Duyarli ve avantajlar saglayan kimliklendirme metodlari, tani ve tedavide dnemli bir
faktor olmakla beraber, bu hastaligin tanisinda uygulanan yontemler arasindan altin
standartlarin timiinii barindiran metod heniiz gelistirilememistir. Ulkemizde VL ve KL
tanilar klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonundan hazirlanan Giemsa boyali yayma
preparatlarin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu koyulmaktadir. Parazit izolasyonu
icin mikrokiltir ve NNN agar yontemi tercih edilmektedir. Belirli tani merkezlerinde In-
house olarak hazirlanan IFAT yontemi kullanilirken, hizli tani kiti olarak da rk39 testi,
ayni zamanda gesitli molekiler yontemlerde henlz arastirma amach kullaniimaktadir

[60] .

Bu yontemleri bashklar halinde siralayacak olursak; mikroskobik, klasik kiltlr, yeni
mikro kiltir, molekiler ve serolojik yontemler olarak ayrilabilir. Ancak bu yontemlerin

herbirinin avantajlarinin yaninda gesitli dezavantajlari bulunmaktadir.
2.9.1 Mikroskobik Tani Yontemleri

Mikroskobik éntemler 6zellikle MKL ve KL'de altin standartlara sahip olmalidir. Burada
kullanilan yontemler arasinda smear ve aspirat biyopsilerinin Giemsa boyamali
preparatlari, lezyon biyopsisisinin histopatolojik incelenmesi ya da triturat veya aspirat
biyopsi kiltirleridir. Mikroskobik yontemlerde duyarlihk 6rnegin igerdigi parazit
sayisina bagli kalmakta olup, ayrica bu yodntemlerin uygulanmasinda deneyimli
personele gereksinim duyulmaktadir. Bunun yani sira dezavantajlar arasinda bu
yontemlerin pahali ve endemik bdlgelerdeki saglik dizeylerinin birincil, ikincil ve

Uclincil olarak nadiren siniflandirma sistemine sahip olmasi yer almaktadir [61].
2.9.2 Kiltiir YoOntemleri

Kdltir yontemleri tiir tayini ve karakterizasyonda bilgilendirici bir yontem olmasina
ragmen; pahali, zaman alici, teknik destek ve uzmanlik gerektiren tani yontemlerinden

biridir. Bu yontemlerin hassasiyeti disik olmakla birlikte, biyopsi orneklerindeki
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parazit sayisina, dagihmina, teknik bilgi ve uygulayan kisinin becerisine oldukca
baghdir[62]. Dezavantajlar arasinda ayrica, teshis icin 6rnek alinmasi invaziv olarak
gerceklestiriimekte ve ornekler dalak, karaciger ve kemik iliginden alinmaktadir. Bu
islem ise bazi komplikasyonlara yol agmaktadir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda,
duyarliiginin 6rnekteki parazit sayisina bagh olarak azaldigi ve tani koyulabilmesi igin

uzun sirelere gereksinim duyuldugu (1-6 aya kadar) rapor edilmistir.
NNN (Novy-MacNeal-Nicolle Medium) Agar Kiiltiir YOntemi

Elde edilen 6rnekler %15 tavsan kani iceren NNN Agar besiyerine ekimi gergeklestirilir
ve 272C'de inklbe edilir. NNN agar besiyerinin hazirlanmasi igin 15-20ml defibrine
edilmis tavsan kani alinir. 4,5 gr Bacto Agar 100ml distile su ile karistirilir ve 20 dakika
1219C’de otoklav edilir. Otoklav sonrasi agarin sicakhg 502C'ye dislince, agara 250ul
gentamisin ilave edilir ve karistirilir. Cam tiiplere dokilen agar egik konumda sogumaya
birakilir.  Hazirlanan tipler 10 dakika 37°C'lik etlivde bekletilir. Sonrasinda

buzdolabinda (+49C) muhafaza edilir.

Kutan6z leishmaniasisin tanisinda kullanilan bu kiltir yontemde sivi bir medyum
icerisinde hareketli promastigotlarin gézlenebilir olabilecegi kapali bir sistem olmasi bu
yontemin avantajlari arasinda yer alir. Dezavantajlari arasinda 15-30 ginlik
inklibasyon sirelerinin pozitif reaksiyonlar icin gerekli olmasi yer almaktadir[63], [64],

[65].
Mikrokultir Yontemi

Allahverdiyev ve arkadaslarinin gelistirmis olduklari mikroaerofilik nis icerisinde parazit
gelisiminin ve tanisinin incelendigi bir kiltlr yontemidir. Aspirasyon yontemi ile alinan
lezyon ornekleri steril %15’lik FBS ¢eren RPMI ya da Schneider Drosophila medium
icerisine 1:1 oraninda aktarilir. Steril edilip kurutulmus mikrohematokapiler tipler
icerisine bu orneklerden yaklasik 25-50ul alinarak inokiile edilir ve kapiller tiplerin
agizlari eritilmis mum ile kapatilir. Kapiler tlip icerisinde hava kalmamasina dikkat edilir
ve bu tipler 27 °C'de 2-3 gilin inklibasyona birakilir. NNN agar yontemi ile
karsilastirmali olarak incelenen mikrokiltir metodunun daha kisa slirede daha duyarli

oldugu saptanmistir [7].
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Lezyonlardan Yayma Hazirlanmasi

Elde edilen ornekler, lamlarin (izerine yayilarak kurumasi igin beklenir. Kuruduktan
sonra lamlar fiksasyon amaciyla metanolde bekletilir. Fiksasyon isleminin adindan
lamlar 20-25 dakika %10’luk giemsa boyasi ile muamele edilir. Son olarak lamlar su ile

yikanir ve Gizerine immersiyon yagi eklenerek invert mikroskop altinda incelenir.

2.9.3 Molekiiler Yontemler

Molekiler yontemler arasinda izoenzim elektroforezi, polimeraz zincir tepkimesi (PZT),
gercek zamanh polimeraz zincir tepkimesi (GZ-PZT), kesilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi
yontemi (RFLP) yer almaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu leismaniasis tanisinda spesifik
yontem olarak bilinmektedir. Ancak bu yontemin dezavantaji 6rnekte parazit sayisi az
oldugundan duyarliligin azalmasi ve ayrica hastada bulunan 6li parazit DNA’sindan dolayi
yanlis pozitif sonug verebilmesidir. Ayrica bazi kiltir pozitif asemptomatik 6rneklerde PCR
negatif sonu¢ verebilmektedir. Gerekli ekipmanlarin yani sira uzmanlik gerektiren ve
pahali olan tani yontemlerinden biri olup, yiksek duyarliigin elde edilebilmesi icin cesitli
standartizasyon ve optimizasyon yodntemlerinin tam olmasi gerekmektedir [66]. PZT
teknolojisi, akut KL hasta orneklerinde %86-95 duyarlilik gosterir iken; kronik hasta
orneklerinde bu duyarlilik %45,5’lere diismektedir [67], [68]. ML hasta drneklerinde ise bu
yontem %50-70 duyarhlik gostermektedir [69].

2.9.4 Serolojik Yontemler

Spesifiklik ve duyarlilik agisindan KL ve MKL tani yontemleri arasinda siklikla kullanilan
yontemlerdir[18 diagnosis childern]. Montenegro cilt testi epidemiyolojik yayilim gosteren
KL vakalarinda oldukca yiksek duyarhlik arz etmis bir test olarak kayda ge¢cmistir ancak;
enfeksiyonun dnceye ya da suana ait olup olmadigiyla ilgili hatali sonuglar vermektedir

[47].

Leismaniasis tanisinda; Enzim-bagh immiinassay (ELISA) testi, western blot(WB), rk39
immiinkromatografik tani testi (ICT), immiinfloresan antikor testi (IFAT), gibi serolojik
yontemler de kullanilmaktadir. Bu yontemlerin temel prensibi, hasta serumunda veya
idrarinda parazite karsi olusan antikor veya antijenlerinin belirlenmesine dayanan invaziv

olmayan yontemler olmalaridir [70], [71], [72], [73], [74].
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Serolojik yontemler temel olarak parazitin ylzey antijenlerini hedef alan primer veya
sekonder monoklonal antikor temelli olarak gelistiriimekte ve erken tani icin biyik bir
avantaj saglamaktadir. Fakat, Leishmaniasis’in tanisinda kullanilan monoklonal antikorlara
dayal tani kitleri yalnizca Visseral Leishmaniasis’in teshisine spesifik olup Kiitanoz
Leishmaniasis‘in tanisinda yetersiz sayilmaktadir. KL tanisinda ELISA sistemine dayali
duyarhligin %20’den diisik oldugu rapor edilmistir [23]. Ticari olarak satilan rKk39
KalazarDetect hizli testinde de 20ul serum oOrnegi buffer ile karistirilarak pedin Ustiine
mikropipet yardimi ile koyulur. iki bant gériilmesi durumunda bu serolojik testin pozitif
reaksiyon verdigi anlasilir; sadece kontrol bandinin varligi negatif sonuclanmasina isarettir
[75]. Farkh titrelerdeki serum o6rneklerinde yer alan IgG antikorunun, la yilzeyine tespit
edilmis Leishmania parazitlerine karsi floresans mikroskop altinda gosterdigi mikroskobik
incelemeye dayali bir sistemdir. Ates ve arkadaslarinin yaptigi calismada IFAT testinde
1/128 oraninda diliisyonu gerceklestirilmis kan bankasindan alinan serum érneklerinde de

imminofloresans etkiye dayali isima saptandigi tespit edilmistir [75].
2.10 Poliklonal Antikor Teknolojisi

Poliklonal antikorlarin analitik, terapatik ve diagnostik 6nemi olan uygulamalara
sahiptir. 1894 yili gibi erken bir tarihten difteri gibi enfeksiyon etkenlerine karsi koruma
amach kullanilmiglardir. Afinite yetenekleri ve 6zgillikleri poliklonal antikorlarin en
degerli ozelliklerini olusturmaktadir. Poliklonal antikor Uretiminde en 6nemli unsur
hayvanda duyulan gereksinimlerdir. Blylk miktarda antiserum elde edebilmek igin
blylk hacimli hayvanlar gerekebilir. Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanimi
Onerilen deney hayvan gruplarinin basinda kuslardan tavuklar gelmektedir. Kullanim
kolayhgl acisindan tercih edilen fare, sican gibi memelilerde ise sirekli olarak
antiserum miktarini arttirabilmek icin yiikseltgeyicilere ihtiya¢c duyulur. Adjuvanlar,
antijenlerin yavas salinimina neden olarak bagisiklik yanitinin daha tutarli olmasini

saglar. Poliklonal antikorlarin avantaj ve dezavantajlari asagidaki gibidir:
1) Antiserum olarak bilinmektedirler.
2)B-lenfosit Grinleridir.

3)Hayvan kaynakli olup sadece in vivo Uretilebilirler.
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4) Dogaldirlar ancak; baska antijenlere karsi capraz reaksiyon gosterebilirler.
5) Uretimi giiglendirici tekrarlanan enjeksiyon gerektirirler.

6) Poliklonal antikor teknolojisi in vivoda glicli bir teknoloji olarak kabul gordiigiinden

sinirh insan glicli gerektirir ve sofistike aletler olmaksizinda Uretilebilir.

7) Homojenizsyon agisindan karisik olduklarindan karakterizasyon islemleri uzun

surecler gerektirebilir.
8) Polimorfizim ve glikolozasyon gibi epitop degisikliklerinden etkilenebilir.
9) Bozunmus ya da denatiire antijenlerin tespitinde kullanilabilir.

10) Cesitli hastaliklara 6zgli immiinolojik testlerde yakalama olasiligi bakimindan iyi bir

secimdir.
11) Pasif bagisikhigi saglamak igin kullanilabilir [46].
2.10.1 Poliklonal Antikorlarin Monoklonal Antikorlar ile Kiyaslanmasi

Poliklonal antikorlarin toplanmasindan 6nce hayvanlara her seferinde gliclendiriciler
vermek gerekmektedir. Bunlarin sakincalarina karsi ¢6zim olarak monoklonal
antikorlar kesfedilmistir. Kohler ve Milstein tarafindan bulunan monoklonal antikorlar,
antikorlarin daimi kaynaklari olmakla birlikte; tutarlilik, 6zgullik ve afinite 6zellikleri
sergilemektedirler. Monoklonal antikorlarin kesfi sadece immiinodiagnostik icin degil
saglik bilimleri acisindan da bir devrim yaratmistir. Klinik tedavilerde, biyomedikal
arastirmalarda ve endustride yaygin uygulama alani bulunmaktadir. Tek bir epitopa
0zgl oluslan acisindan poliklonal antikorlarin dezavantajlarini ortadan kaldirmaktadir
ancak; teknolojisi bakimindan karakterizasyon ve saflastirma islemlerinde olaganisti

insan glicl ve hassasiyet gerektirmektedir [46].
2.10.2 Hibridoma Teknolojisi

20. yluzyilin son c¢eyreginde in vitro antikor Greten hiicrelerin 6mirlerini uzatmak icin
cesitli arastirma gruplar farkli yontemler Gzerine calismislardir. Bu hedeflere yonelik
prtaik ¢ozimler fare hiicreleri lizerinde test edilerek gergeklestirilmistir. Kohler ve

Milstein (1975), basarili bir melez hiicre hatti icin gerekli olan antikor Gretme yetenegi
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gosteren B-lenfositler ile suirekli bolinme yetenegindeki kemik ilgi kanser hiicresi olan
myelomalari sendai virlis araciligyla flizyona ugratarak; in vitro kosullarda sirekli

antikor lireten ve ¢ogalan hibrit hiicre hatti elde etmislerdir [76], [77], [78].
2.10.2.1 immiinizasyon igin Segilen Hayvanlarin Ozellikleri

6-8 haftalik antijene karsi etkinligi yiksek gen¢ Balb/C tlri fareler segilir. 5-10 arasi
fare immiunizasyon igin yeterlidir. Fare antijene karsi antikor Gretimini ortaya cikarmak
icin antijen ile en az 3-4 kez immiunize edilir. Cinsiyet ayrimi agisindan disi farelerin
tercih edilme sebebi erkek farelere gore sosyal gelisim sirecinde daha uysal

olmalaridir.
2.10.2.2 Fiizyon Calismalarinda Kullanilacak Hiicrelerin Ozellikleri

Hibridomalar farkh tirlerden elde edilen hicreler ile olusturulabilmesine ragmen
uygulanabilir hibridomalarin sayisini arttirmak adina ayni tirlerin hicrelerinin fiizyona
ugratilmasi antikor Uretiminde de daha basarili sonuglar saglar. Bu nedenle yaygin
olarak kullanilan Balb/C tiri farelerden elde edilen myelomalar ile ayni tiire uygulana

immunizasyon sonucu izole edilen B-lenfositler flizyona ugratilir.

Teorikte myeloma hiicreleri ile B-lenfositleri flizyona ugratilirken herhangi bir flizyogen
kullanilabilirken; pratikte polietilen glikol araciligiyla yapiimaktadir. Peg’in ilk kullanimi
Pontecorvo tarafindan 1975 yilinda gergeklestirilmistir. Peg bu iki hiicre hattinin
plazma membranlarini birlestirerek iki ya da daha fazla g¢ekirdek ile tek bir hiicre
olusumunu saglamaktadir. Mitoza kadar bu cekirdek yapisi korunur. Mitoz siresince
kromozomlar arasinda secilim gerceklesirken eger antikoru sentezleyen kromozom
kaybedilirse; slirekli bélinme yeteneginde ancak antikor tretmeyen hibrit hicreler

olusur.

ilk kez 1964 yilinda Littlefield tarafindan rapor edilen bilgilere gére; myeloma hiicreleri
genel olarak plrin nikleotid biyosentez enziminde bir mutasyona sahiptir. Myleoma
hiicrelerinde goriilen en yaygin mutasyon purin biyosentezinde yer alan goérevli bir
enzimin hipoksantin fosforiboziltransferaz (HGPRT) mutasyonudur. Hiicreler genellikle
plrin ve primidin sentezi araciligiyla DNA yaparlar. Bu iki maddeden birinin olmamasi
DNA sentezinin bloke olmasina neden olur ve hiicreler 6lir. Bu nedenle aminopterin
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gibi ilaglar de novo sentez nikleotid yolunu bloke ederek, hibridoma segim siirecini

calisir hale getirir [79].
2.11 Adjuvanlar

Asilamanin nihai prensibi, enfeksiyon hastaliklarina karsi gicli bir immin yanit
olusturmaktir. Asida kullanilan adjuvanlar, immiin yaniti arttirmaya yardimci olarak
kullanilmaktadir. Adjuvan kavrami ilk kez Ramon tarafindan 1926 yilinda, abse yerine
inoktle edilen adjuvanin ylksek antikor olusturmasi ile gézlemlenmistir. Genel olarak
adjuvanlar gesitli amaclar icin kullaniimaktadir [80].

1. Dogal formunda herhangi bir antijenin bagisiklik yanitini arttirabilir.

2. Koruyucu immiinite icin, ¢oklu immiinizasyon protokollerini azaltir. Ozellikle tek
asilama gelistirmek ve maliyeti diistirmek igin kullanilirlar.

3. immiin yaniti baskilanmis yasl yetiskin veya cocuklarin bagisiklik tepkisini ortaya
cikarmak ve gelistirmek amaciyla kullanilir [81].

90’h yillarin sonlarina dogru aliiminyum ve kalsiyum tuzlarini iceren, insanlar lzerinde
kullanimi lisansli olan birgok adjuvan gelistirilmistir [81].

Asilama da yeni bir dénem olarak kabul edilen MF 59 ve ASO4 kullanimi yardimci
madde olarak literatiire girmistir [82]. Clinkl ylksek toksisiteye sahip hicbir adjuvanin
insan Uzerinde kullanimi lisansl degildir. Edelman’in 1980°de yaptigi listeye gore iyi bir
adjuvan toksisite, asiri duyarlihk reaksiyonlari, kanserojenlik ve teratojenite
bakimindan incelenmesi gerekmektedir. ideal bir adjuvan, toksik olmayan,
biyobozunur, ucuz, uzun raf 6mrine sahip ve immiuinolojik olarak inert, immun sisteme
uygulanabilir ve destekleyici olmalidir [83]. Adjuvanlarin etkinligi, uygulama yollarina
gore farklilik géstermektedir. Ornegin; mukozal ve parental yollar. Bu sebeple, yeni
vektorlerin, antijen tasiyici sistemlerin ya da adjuvan bilesiklerinin en uygun uygulama
yollari belirlenmelidir [84]. Derialti ve deri i¢i immiuinizasyonlar, kas ici yollardan daha
¢ok uyarici etkiye sahip olmasina ragmen; bolgesel toksisiteye neden oldugu icin daha
cok kas ici immiinizasyon uygulanmaktadir [85]. Literatiirde kullaniimis ve hala
kullanilmakta olan bircok adjuvan vardir. Bunlar; mineral tuzlar (aliminyun tuzu,

aliminyum hidroksit ve aliminyum fosfat, kalsiyum tuzu, yag emilsiyonlari, immin
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stimule edici kompleks (ISCOM), bakteri tiirevleri, karbonhidrat adjuvanlari, lipozomlar,

sitokinler, virlis benzeri parcalar ve polimerik mikropartikil adjuvanlardir [86].
2.11.1 Freund’s Adjuvani

Yag icinde su, su icinde yag seklinde olan emiilsiyon adjuvanlarin basinda gelen ve
literatlrde en sik kullanilan adjuvanlardan biridir. 1916 yilinda Le Moignic and Piony,
oldurilmis Salmonelle typhimurium siispansiyonu ile mineral yaglarin emilsiyonunun
imman yaniti arttirdigini goéstermislerdir [87]. Emilsion adjuvanlarin mekanizmasi,
infeksiyon bolgesini depolamasini icermesidir [88]. Plazma hicrelerinin antikor
Uretmesini stimile eder. Bu adjuvanlar oldukca toksik olmakla beraber, 6nleyici tedavi
asilarinda siklikla  kullanilmaktadir. Freund ve arkadaslari, 1937, oldirdimis
Mycobacteria’y parafin yag ile karistirarak Tamamlanmis Freund (FCA) ve
Mycobacteria kullanmadan sadece parafin yagi ile hazirlanmis Tamamlanmamis Freund
(FIA) olarak isimlendirilen iki g¢esit adjuvan hazirladilar [89]. Freund’s, enjeksiyon
bolgelerinde depolanmasi, antijenin yavas salinimi ve distk imminomodilator etkisi
Ozelliklerine sahiptir. FIA formu, grip ve oldirlict cocuk felci asisi gibi asilarda kullanilsa
da [90] enjeksiyon bolgesinde gralinom goriilmesi karsinojenik etkisini gostermektedir
[91], [92], [93]. FCA ise, Mycobacterium tuberculosis ile emilsyonun kombinasyonu
oldugu icin TH1 ve TH2 icin oldukca uyarici niteliktedir. Ancak bu maddelerin

kombinasyonlari ayni zamanda toksik olmasi ydoniinden dezavantaj icermektedir [94].
2.11.2 Polioksidonyum Adjuvani

Biyolojik olarak pargalanabilen polimerler, toksik olmayan yapilar olmasi sebebiyle
ameliyat iplikleri ve ilag taslyici sistemler gibi yapilarda kullanilmaktadirlar.
Biyouyumlu, doku ile ikincil reaksiyona sebep olmayan, biyobozunur, gecirgen,
islenmesi kolay ve in vitro kosullarda antijen stabilitesini saglamaktadirlar [86].
Polimerik adjuvanlar, nanometre veya milimetre boyutlarindaki antijenlerin kontrolli
salinimini yardimci ideal yapilardir [95]. Tek dozu bile etkili olabilen, Freund’s ya da
aliminyum tuzlar gibi depolama etkilerinden uzak, haftalar ya da aylara bagl olarak
antijenin kontrolli olarak salinimini saglayabilen sistemlerdir. Bunlar arasinda en

yaygin olarak kullanilanlarindan biri Polylactide co-glycolide (PLG) mikroartikalGdir
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[96]. Bu partikil antijen yizeylerini absorblayarak antijen sunan hiicrelere (APC) tasir
[97]. Bakteriyal ya da viral antijenlerin tek basarina yeterli yanit olusturamamasi,
sentetik polielektrolit tabanli adjuvan sistemlerinin gelismesine ve immin yanitin
arttirlmasina sebep olmustur. Bu yapilarin konjugatlar ile ilgili etkili doz arastirmalari
oldukca ©6nemli olmakla beraber; toksik olmayan, 1,4-etilenpiperazin, 1,4-
etilenpiperazin-N-oksit ve (N-carboxymethylene)-1,4-etilenpiperazinum uclt
kopolimeri yani Polioksidonyum™ gelistirilmistir. Hemaglutinin ve ndéroaminidaz,
influenza virtslniin protein alt Unitesi, ile birlikte ile Polioksidonyum konjugati,
Rusya’da ilk kez olarak 50 milyon enfekte insan Uzerinde basarili bir sekilde
uygulanmistir.  Yapisinda bulunan poliaminlerin toksik olma 6zelliklerine karsi,
Polioksidonyum’un daha az toksik olmasinin toksik olmasinin nedeni, N-oksit
gruplarinin bu toksisiteyi azaltmasidir. Clnkl N-oksit pozitif ylklerin dogrusal
yogunlugunu dusutrdr [98]. Rusya’da yapilan bir calismada immiinomodilator ola
Polioksidonyum’un l6kositler ile in vitro ortamda 1 saatlik inklibasyonu sonucunda,
Staphylococcus aeurus bakterileri tGizerinde I6kositlerin 6ldiricu etkisinin arttig tespit
edilmistir. Bu arttirici etki , hem saglikh insanlardan alinan |6kositler lzerinde hem de
kronik graniilomotoz hastalarindan alinan I6kositlerle denenmistir. Polioksidonyumun
antioksidan 6zellik gosterdigi dozu belirlenerek, I6kositler izerindeki kemolliiminesans
etkisi 1251 Liminometre adi verilen cihaz ile Olglilmustlr. Bakterilerin Nitrik oksite
(NO) bagli olarak 6limiinin arttigl, bakteriyosidal mekanizmalarin O aktivasyonu ile
ilgili oldugu disltnilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda Polioksidonyum’un antioksidan
etkisinin uygun konsantrasyonda s6z konusu olabilecegi ve NO gibi Mycobacterium
tuberculosis, Plasmodium falciparum ve diger patojenik organizmalarin éldiriilmesinde
degerli oldugu ve bu baglamda Polioksidonyum’un kullaniminin uygun olabilecegi 6ne

surllmustir [99] .
2.12 Leishmaniasisde Hibridoma Calismalari

1982 vyilinda vyayinlanan Leishmania tirlerinin  kimliklendirilmesinde kullanilan
monoklonal antikorlara dayali ¢alismada farkh tlirler arasindaki capraz reaksiyonlar
incelenmistir. Bu calismada imminizasyon asamasinda 7 haftalik Balb/C fareler

intradermal olarak 5x10° L.tropica(LRC-L137) promastigotlari ile imminize edilmistir.
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40 gin sonra farelerde enfeksiyon bolgesinde linser benzeri yaralarin goriilmesinin
ardindan intraperitonal olarak 5x107 sicakliga maruz birakilarak éldirilmis parazit
inoklle edilmistir. 3 gln sonra dalak alinarak B-lenfosit izolasyonu yapilmis ve
myeloma hicreleri ile 1:1 oraninda PEG araciligiyla flizyona ugratilmigtir. Segici
besiyerleri icerisinde gelisimleri gdzlenen hibridoma hicrelerinin alt klonlama islemleri
yapildiktan sonra uygun klonlar secilerek daha cok (iremesini saglamak icin farelere
intraperitonal ya da subkutanéz olarak inokiile edilmistir. Enjeksiyon bdlgesinde 10 ile
20 glin arasinda timoér olusumu gozlenmistir. Bir kisim hibridomanin 0.5ml fetal dana
serumu iceren %10luk dimetilstlfoksit (DMSO) aracihigiyla kriyoprezervasyonu
gerceklestirilmistir. L.tropica paraziti ylizey antijenleri kati-faz radyoimmiuinoanaliiz
(RIA), Direkt olmayan imminofloresans antikor testi (IFAT) ile analiz edilmis; ayrica bu
parazitlerin periton makrofaji enfeksiyonu test edilmistir. Bu g¢alismanin sonuglarina
gore, Uretilen hibridoma hiicrelerinin parazitin hem promastigot hem de amastigot
membran antijenlerine karsi antikor Urettigi RIA ve iFA testi ile tespit edilmistir. Ancak
Uretilen antikorlardan dort tanesinin yalnizca enfekte makrofaj hicrelerine spesifik
oldugu IFA ile belirlenmistir. Kontrol olarak siipernatant &rneklerinin myeloma
hiicreleri lGzerindeki etkinligi de incelenmis ancak; herhangi bir veri alinamamistir.
Promastigot kiltlire subtilisin ve pronaz uygulanarak monoklonala tedavi ile
karsilastirilmistir. Ayrica saptanan bu antikorlarin L.tropica disinda L.mexicana,
L.donovani, L.enriettii ve C.fasciculata ile c¢apraz reaksiyonlari incelenmis ve
L.tropica’ya karsi Uretilen bu monoklonal antikorlar icerisinde diger tiirlerle ortak
olarak etkilesim gosteren (¢ monoklonal antikorun tespiti gergeklestirilmistir. Bu
¢alismalarda tanimlanan monoklonal antikorlar makrofaj membrani {zerindeki
leishmania ylizey reseptorleri ile antijen iliskisinin daha detayl aydinlatilmasinda 6nem
kazanmaktadir [100]. Bu calismanin ardindan Leishmaniasise karsi antikor Ulretim
calismalari artmustir. Ayni vyillar icerisinde vyapilan bir baska c¢alismada da ayni
immunizasyon suregleri izlenmistir. L.mexicana amazonensis 5x10’ promastigot
kiltirtfarelere 2. Ve 6. haftalarda ve sakrifikasyondan 4 giin dnce inokule edilerek
immunizasyonu gerceklestirilmistir. Yanit alinan farelerin dalaklari alinarak B-lenfosit

izolasyonu yapilmistir. B-lenfositleri ile SP/2 myeloma hticreleri PEG araciligiyla flizyona
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ugratilmistir. Secici besiyeri icerisinde gelisimlerini slirdliren hibridoma hiicrelerinin
kolonizasyonlari gézlemlenerek ELISA testi ile antikor tayinleri gerceklestirilmistir. Bu
asamadan sonra yanit alinan kuyularin alt klonlama islemi yapilmis ve hemen ardindan
24’luk well plakalar, kilttr flasklari ve intraperitonal olarak inokiile edilerek in vivo
ortamda blyik oOlgek Uretimi gergeklestirilmistir. Ayrica %5’lik DMSO iceren FBS'li
ortamda kriyoprezervasyonu gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucunda Uretilen
antikorlarin L.mexicana amazonensis promastigotlarina 6zgii oldugu hem ELISA hem de
IFA testi ile belirlenmistir. Ayrica iFA testinde antikorlar 1:200 oraninda sulandirilarak
tekrar incelenmis ve hala immiinofloresans isima gésterdigi saptanmistir. Uretilen
antikor cesitlerinin yalnizca promastigot kiltlrli Gzerinde tkisi gorillirken, amastigot
kiiltlirin ylzey antijenleri ile immunopresipitasyonu gerceklesmemistir. Bu nedenle
amastigottan promastigota farklilasma asamasinda bu antikorlarin etkinligine bakilmasi
bu makale kapsaminda gerceklestirilmis ve farklilasma Uzerinde etkili olmadigi
gorilmastir. L.mexicana amazonensis’e karsi Uretilen bu antikorun L.tropica karsi
Uretilenler ile ayni spesifik bolgeyi icerdigi raporlanmasina karsin [100] bu calisma
kapsaminda IFA ile yapilan capraz reaksiyon incelemelerinde ne L.tropica, L.donovani,
L.braziliensis  braziliensis’e karsi etkilesim gosterdigi ne de amastigotlarin
promastigotlara farklilasmasini etkiledigi ortaya koyulmustur [101]. 2004 vyilinda
gerceklestirilen L.major’'un hem promastigot hem de amastigot formunda gorilen ve
yuzey antijenlerinden biri olan glikofosfolipid yapili Antijen-2 molekiliine 06zgl
monoklonal antikor Uretilmistir. Literatlirde Leishmaniasise karsi hibridoma
teknolojisine dayali en glincel calisma olmakla beraber, 1982 yilinda yapilan bu
alandaki calismalar ile imminizasyon asamasinda benzerlikler tasimaktadir. Bu
calismada da immdunizasyon isleminde 500ul 107 promastigot/ml literatirde siklikla
kullanilan “Complate Freund’s” adjuvani ile intraperitonal olarak verilmistir. 4 hafta
sonra ayni miktarda antijen “Incomplate Freund’s” ile birlikte fareler imminize
edilmistir. 4 hafta sonra ELISA ile IgG analizi yapilarak 200ul son doz antijen intravendz
olarak inokule edilmistir. 3 giin sonra sakrifiye edilen Balb/C farelerden B-lenfosit
izolasyonu gercgeklestirilmis ve SP2/0 fare myeloma hiicreleri ile PEG 1500 araciligiyla

flizyona ugratilmistir. L.major antijenleri ile kaplanan ELISA sonuglarina gore secilen
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kuyulara iki kez kademeli seyreltme islemi yapilarak alt klonlama gergeklestirilmistir.
Bundan sonraki asamalarda Tx-114 deterjani ile muamele edilmis L.major duragan ve
logaritmik fazdaki promastigotlarin ayirma islemi gercgeklestirilir. Pozitif reaksiyon
veren alt kuyu slipernatantlari, deterjanla yikanan duragan ve logaritmik faz
promastigot ornekleri ile ayni zamanda rekombinant DNA teknolojisi ile liretilen gP63
ve L.tropica, L.infantum ve L.major'un aksenik amastigot formlari arasinda capraz
reaksiyon gosterip gostermedikleri incelenmistir. Bu c¢alismanin sonucunda Uretilen
antikorda 50,58, 80 ve 96 kDa agirliklarinda doért polipeptit gorilmustir ki; bu
polipeptitler ne rgp63 ne de L. infantum ya da L.tropica ile c¢apraz reaksiyona
rastlanmamistir. Yalnizca L.major’'un duragan ve logaritmik fazindaki deterjan ile
yikanan antijenleri ve yine L.major’'un aksenik amastigot formu ile reaksiyon verdigi
saptanmistir [102]. 1994 yilinda israil’de gergeklestirilen L.major'un integral membran
proteini olan Antijen-2’ye karsi Uiretilen monoklonal antikorunda da 50,80 ve 96kDa’luk
polipeptit yapilarina sahip oldugu ancak; bunlarin yalnizca L.major'e spesifik olmadigi
ayni zamanda L.tropica ve L.donovani ile de etkilesime girdigi tespit edilmistir [103].
Boylelikle bu calisma kapsaminda da 06zellikle Leishmaniasise karsi yapilan asi
calismalarinda parazit komponenetlerinin kimliklendirilmesinin olduk¢ca 6nemli oldugu
ortaya koyulmustur. Leishmania promastigotlarinin hiicre ylzeylerinde yer alan
molekiller, memeli konak hiicrelerinde yer alan reseptdr bolgelerine baglanma ve
enfeksiyon agisindan kritik role sahiptirler. Leishmania parazitlerinin yiizey antijenleri
incelendiginde iki onemli sinif yer almaktadir: glikofosfolipit yapisini iceren
lipofosfoglikanlar (LPG) ki bunlar konak makrofajlarin enfekte edilmesinde baglanma
bolgelerini icermektedirler [104]. Bunlarin disinda ikinci sirada gelen ylzey molekiilleri
arasinda glikoproteinler yer almaktadir. Ozellikle L.major'den izole edilerek
tanimlanmis ylizey proteazi olan Glikopotein 63 (gp63) ve parazit ylizey antijeni-2 (PSA-
2) 6nemli rollere sahiptir [103], [105].
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 MATERYAL
3.1.1 Ekipman
e Steril hiicre kiltlr odasi

e Hava akimli kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster BH-EN

2006)

e Karbondioksitli inkiibator (New Brunswick scientific CO-150 37°C, FrioCell 111
25°C)

e inverted mikroskop (Olympus CKX41)

e |sik mikroskobu (Olympus)

e Santriflij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

e Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)

e pH metre (HANNA instruments)

e Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

e Buz makinesi (Scotsman AF100)

e Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)
e Su banyolari (GFL (gesselschaft fur labortechnik) mbH, Kerman)
e Isiticili karistirici (Heidolph instruments)

e ELISA coklu plak yikama cihazi (Thermo)

e SDS-PAGE jel elektroforez sistemi (Hoefer)

e Gl kaynagi (Hoefer)
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Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Arcelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
-195°C azot tanki ve azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

UV-spektrofotometre (Jasco V-530)

ELISA coklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)

Saf su ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)

Blotlama cihazi (Hoefer)

Fraksiyon ayirim makinesi, (Fraction Collector BiO-RAD)

10, 50, 100, 1000 ul’'lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)
100,300 ul ‘lik cok kanalli pipetler (Thermo)

1-10, 10-100, 100-1000 pl’'lik tek kullanimlik pipet uclari (AxyGen)
Santriflij ttpleri -1, 2, 15, 50 ml. (Eppendorf, IsoLAB)

ELISA 96 kuyulu plaklari (TPP)

Hicre kaltlra plaklar (TPP)

Hicre kiltlr flasklari -25 cm2, 75 cm2 (TPP, Corning)
Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

Serolojik pipetler -1,5,10 ml (Blau Brand Germany)

Steril pastor pipeti -3ml (LP ITALIANA SPA)

Kriyotlipler (TPP)

Makas, diseksiyon seti (Muller - Germany)

Sitzgec (BD Falkon)

50-1000ml’lik otoklavlanabilir cam siseler (ISOLAB, SCHOTT)

Hicre sayimi icin thoma lami (Menzel superior)
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e 1-2,5-5-10-50 cc’lik enjektor (Ayset)
e 0,22 um ve 0, 45 um’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
e Lateks eldiven (Broche)
3.1.2 Kimyasallar
e Anti-fare polyvalen-AP konjugati(Sigma)
e Anti-fare IgG-AP konjugati (Millipore)
e Protein ladder (low range) (Thermoscientific)
e Anti-fare polivalent immunoglobulin-AP konjugati (Sigma)
e Freund’s complete adjuvan (Sigma)
e Polioksidonium
e Hidroklorik asit, HCI (Riedel-de Haén)
e Protein G immin afinite kolonu (Sigma-P7700)
e BSA bovine serum albiimin (Sigma)
e Tripan mauvisi (Biologycal Industry)
e Yagsiz siit tozu (AppliChem)
e 8-Azaguanin (Sigma)
e Hipoksantin aminopterin timidin, 50X HAT (PAN)
e Hipoksantin timidin, 100X HT (Gibco)
e Polietilen glikol-4000, PEG-4000 (Sigma)
e Amonyum siilfat, (NH4)2SO4 (merck)
e Sodyum klorir, NaCl (Sigma)
e Sodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

e Glisin, (Fluka)
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Magnezyum klorir, MgCl; (Fluka)

Cinko Klorur, ZnCl; (Fluka)

Sodyum azid, NaNs (Sigma)

Potasyum hidroksit, KOH (Merck)

Dipotasyum fosfat, K2HPO4 (Sigma)

Monopotasyum fosfat, KH,PO4 (Sigma)

Sodyum di hidrojen fosfat mono hidrat, NaH,POa4.H,0 (Merck)
Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO4 (Merck)

KCI (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Trizma-Baz(Sigma)

B-Merkaptoetanol (Fluka)

EDTA (AppliChem)

Bromofenol mavisi (aMReSCO)

Sodyum dddesil stilfat (SDS) (Sigma)

Sukroz (MERCK)

Amonyum persilfat (MERCK)

N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) (Sigma)
Metanol (Merck)

Formalin (Sigma)

Mouse immunoglobulin subisotyping Kit (Thermoscientific)
Lumi-phos WB kemilliminesasn substrat (Thermoscientific)

Tween-20 (MP Biomedicals LLC)
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e Paranitrofenil fosfat (Sigma)

e RPMI-1640 (Fenol redli ve fenol redsiz) besiyerleri (GIBCO Invitrogen)
e HEPES (AppliChem)

e FBS-fetal bovine serum (GIBCO Invitrogen)

e Bis-akrilamid (Sigma)

e Tris (Sigma)

e DMSO (AppliChem)

e Gentamisin (GIBCO)

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Tampon, Kiiltiir Ortamlari ve Kimyasallarin Hazirlanisi
3.1.3.1 Tamponlar
PBS Tamponu

8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,8 g Na;HPO4.2H,0 ve 2 g KCl tartilip distile su eklenerek pH’i

7,4’e ayarlandi, ardindan 1 It'ye tamamlanarak siiziild( ve otoklavlandi.
PBS-Tween 20 Tamponu

Hazirlanan fosfat tamponuna (PBS) %0,05 (hacim/hacim) olacak sekilde tween-20

eklendi.
Kaplama Tamponu (pH; 9,6)

1,59 g NayCOs, 2,93 g NaHCO3 ve 0,2 g NAN;s tartilarak pH’1 9,6’ya ayarlandi, ardindan

distile su ile 1lt'ye tamamlandi.

Bloklama Cozeltisi
100 ml kaplama tamponuna %2 (agirlik/hacim) olacak sekilde yagsiz siit tozu eklendi.
PBS/Tween20/siit tozu

PBS/Tween20 ¢ozeltisine %2 (agirlik/hacim) olacak sekilde yagsiz siit tozu eklendi.
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Substrat Tamponu (pH:10,4)

0,02 g ZnCly, 0,04 g MgCl; ve 1,5 g glisin tartilarak distile su ile ¢ozildli pH; 10,4’e

ayarlandi ve 200 ml’ye tamamlandi.

Substrat Cozeltisi

25 mg paranitrofenil fosfat 25 ml substrat tamponunda (pH:10,4) ¢ozdirilda.
Bloklama Tamponu

5 g yagsiz slt tozu tartilarak % 0.05 tween-20 iceren (hacim/hacim) PBS ile 100 ml’'ye

tamamlandi.
3.1.3.2 Besiyerleri
Kiltir Besiyeri

Besiyeri %80 RPMI 1640, %20 fetal bovine serum (FBS), 50 pg/ml gentamisin

oranlarinda hazirlanarak +4°C’de kullanima hazir ve steril bir sekilde muhafaza edildi.
Secici Besiyerleri

A) HAT; Hipoksantin aminopterin timidin (50X HAT) supplement (GIBCO) 1lt. kdltur
besiyerine 20 ml. olacak sekilde eklendi. Kullanima hazir ve 15tk gérmeyecek sekilde

steril olarak -20°C’de muhafaza edildi.

B) HT; Hipoksantin timidin (100X HT) suplement 1 It besiyerine 10 ml. olacak sekilde

eklendi. Kullanima hazir ve 1sitk gérmeyecek sekilde steril olarak +4°C’de muhafaza

edildi.

Dondurma Besiyeri

%80 FBS, %10 RPMI-1640 ve %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi.
3.1.4 Deneylerde Kullanilan Deney Hayvanlari

Flizyon g¢alismalari icin istenen antijene olumlu immiin cevap verebilen 6-8 haftalik disi
Balb/c fare irklari hibridoma ve immiinizasyon calismalarinda lenfosit donoru olarak

kullanildi.
3.1.5 Deneylerde Kullanilan Hiicreler
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3.1.5.1 Myeloma Hiicre Hatti

Hibridoma calismalarinda Ege Universitesi Biyomiihendislik Bélimi Hayvan Hiicre
Kiltiiri Laboratuvari sorumlu égretim Uyesi Sayin Prof. Dr. S.ismet Deliloglu Giirhan

tarafindan temin edilen P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hatti kullanildi.
3.1.5.2 Antikor ureten lenfosit hiicreleri

Periyodik olarak immiinize edilmis Balb/c farelerin dalak lenfosit hicreleri flzyon

calismalarinda antikor kaynagi hiicreler olarak kullanildi.
3.1.5.3 Besleyici tabaka olarak fare periton makrofajlan

Fluzyon sonrasi destekleyici katman olarak Balb/c farelerin periton bolgesinden izole

edilen makrofaj hiicreleri kullanildi.
3.1.5.4 J774 makrofaj hiicre hatti

Hibridoma hcrelerinin sinirlayic dillisyonlari sirasinda destekleyici metabolit saglayici

olarak J774 makrofaj hlicre hatti kullanildi.
3.1.5.5 Antijen eldesinde kullanilan Leishmania parazitleri

immiinizasyonda kullanilmak Uizere antijen elde etmek amaciyla L. tropica (MHOM/

TR/EP39) parazitleri hiicre antijen kaynagi olarak kullanildi.
3.2 Metot
e L.tropica’nin kiltlriinin blylk 6lcek tretilmesi,
e Uretilen kiiltirden dondurup-¢ézme ydéntemi ile antijen elde edilmesi,

e Adjuvan olarak kullanilan Freund’s ve PO’nun antijen ile etkili

kombinasyonlarinin olusturup hazirlanmasi,

e 6-8 haftalik Balb/c farelerine olusturulan adjuvan-antijen kompleklerinin

dizenli araliklar ile immdinizasyonu,

e Flzyon icin literatlirde uygun gorilen P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hattinin

kiltlri ve cogaltilmasi,
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J774 fare monosit timor makrofaj kiltlriinin c¢ogaltilmasi ve  hibrid
hicrelerinin gelisimini desteklemek amaciyla kullaniimasi i¢in metabolitlerinin

toplanmasi,

imminizasyonun sonlandiriimasi  sonucu deney hayvanlarindan dalagin

¢ikarilmasi ve B-lenfosit izolasyonu,

Farelerden alinan periton makrofaj hicrelerinin flizyon dncesi besleyici tabaka

olarak plakalara ekilmesi

PEG 1500 araciligiyla, izole edilen B-lenfositlerinin ve myeloma hiicrelerinin

flizyonunun gergeklestiriimesi,

Flizyon sonucu olusan hibridomalarin segici besiyeri igerisinde kultirinin
yagilmasi ve belirli araliklar ile Grettikleri poliklonal antikor yanitlarinin ELISA

yontemi ile tespit edilmesi,

Leishmania antijenine karsi ELISA sonuglarinda pozitif yanit veren kuyucuklarin
secgilmesi sonucu kolonizasyonunun izlenmesi , ¢ogaltiimasi, alt klonlamasinin

yapilmasi ve kriyosunun gergeklestirilmesi,

Kriyoprezervasyon sonrasi pasaj sayisina bagli olarak degisen antikor

yanitlarinin tespiti,

Uretilen poliklonal antikorlarin farkli leishmania tiirlerinden hazirlanmis antijen

kaplamalari ile etkilesimin incelenmesi

3.2.1 Leishmania tropica’nin Kriyobanktan Cikartilmasi, Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve

Devamli Kulturiniin Elde Edilmesi

Laboratuvarimizda bulunan daha o6nce kiltiri yapilmis ve kriyobankta saklanan

Kitandz Leismaniasis etkeni L.tropica promastigotlari, sivi azottan (-196 °C) cikartilarak

hizli bir sekilde 37 °C’'de ¢ézUndruldu ve igerisinde 5 ml %10 FBS’li RPMI 1640 (GIBCO)

besiyeri bulunan flaska (25 cm?) aktarildi. Parazitlerinin kiltiiri 27 °C sogutmal ettivde

yapildi. Parazitlerin gelisimi, hareketliligi ve morfolojik durumu ters mikroskopta giinliik

olarak incelendi. Ayni zamanda kiltirin kontaminasyon kontrolii gerceklestirildi. Bu
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amagla kiltir ortamindan alinmis ornekler kanh agara ve sabouraud agara ekim
yapilarak kiltlirin bakteri veya mantarla kontamine olup olmadigi kontrol edildi. 2-3
haftalik takip sonucunda, kiltlirde Leishmania parazitleri disinda bakteri ya da mantar

kontaminasyonunun olmadigi belirlendi.

Mikroskobik inceleme sonucunda, parazitler kiltire alindiktan bir hafta sonra
promastigotlarin kiiltlir ortamina adapte olduklari ve hizla ¢ogaldiklari gézlemlendi.
Thoma lami kullanilarak yapilan sayim sonrasi, 5-8x10° parazit/ml sayisina ulasan
L.tropica promastigotlarinin bir kismi asagidaki protokole gére donduruldu. Geri kalani

da biyuk olcekli kiiltiirde kullanildi.

Sekil 3.1 L.tropica’nin (MHOM/ TR/EP39) promastigot formu (Giemsa boyama, x100)
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Sekil 3.2 L.tropica promastigot kiltiriiniin 75 cm?lik flasklarda kalttiriniin yapilmasi

Sekil 3.3 Kiltlir ortaminda bulunan promastigotlarin invert mikroskoptaki goriintiisi
(20X)
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3.2.2 Parazitlerin Kriyoprezervasyonu

RPMI 1640 besiyeri ortamina adapte olmus kiltirden elde edilen parazitler invert
mikroskop ile incelendikten sonra, thoma laminda sayimlari gergeklestirildi ve ml ‘de
108 parazit olacak sekilde siispansiyon halindeki kiltirden 1,8 ml alinarak kriyotiipe
aktarildi ve Gizerine 0.2 ml steril DMSO yavasca eklendi. Kriyotiipler 1 saat 4 °C'de, 24

saat -40 °C’'de bekletildikten sonra sivi azot tankina konuldu.
3.2.3 L.tropica Promastigotlarinin Biiyiik Olgekli Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Prokaryotlardan farkli olarak, Leishmania parazitlerinin kiltirinin yapilmasi daha
zordur ve zaman alicidir. Parazit antijenlerinin yeterli miktarda elde edilebilmesi igin
blyuk olgekli kiltirde yogun bir sekilde Uretilmesi gerekmektedir. LPG molekili gibi
parazitin ylzeyinde bulunan imminojenik molekiller genellikle parazitin metasiklik
evresinde en yogun olarak bulundugundan, parazitin biylime kinetiginde bu evrenin
tam olarak tespit edilebilmesi igin, parazitin bliyiime egrisi ¢ikartildi. 5 ml RPMI 1640
(GIBCO) besiyeri iceren flasklarda (25 cm?) kaltari yapilan parazitin sayisi 5x10°
parazit/ml oldugunda besiyeri 2 katina ¢ikartildi. Besiyeri ekleme asamasindan sonraki
4, gunde parazitler 107 parazit/ml’ye ulastiginda, 75 cm?lik flaska aktarimi
gerceklestirildi. Parazit sayisi tekrar ml’de 10”’ye ulastiginda promastigotlar, RPMI
1640 besiyerine zenginlestirici olarak ilave edilen FBS’nin pahali olmasi nedeniyle,
maliyeti daha disik olan beyin kalp inflizyon besiyerine adapte edildi. Bu amagla
kaltar buyuk 6lgege aktarilirken parazit sayisi/hacmi géz 6ninde bulundurularak, total

hacimleri 300 ml olacak sekilde 1 litrelik cam erlen mayere aktarildi.

L. tropica promastigotlari inkiibasyon siiresi boyunca calkalayici lizerinde inkiibe edildi.
4 glnlik inklibasyon siresi sonunda erlen lizerine 300-350 ml beyin kalp inflizyon

besiyeri eklenerek total hacmi yaklasik olarak 700 ml’ye tamamlandi.
3.2.4 L.tropica Tum Antijenlerinin Hazirlanmasi

Oncelikle, metasiklik fazdaki Leishmania tropica promastigot kiiltiirii (250x10° parazit)
3000 rpmde 4 °C’ de 10 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi slipernatant dokilerek
pellet yaklasik 3 ml PBS ile siispanse edilip tekrar ayni sartlarda santrifiij edilmistir. PBS
ile yikama islemi iki kez tekrarlanmistir. Bu islem sonrasinda stipernatant atilan pellet
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500 ul PBS ile tamamlanarak 1,5 ml’lik ependorfa aktariimistir. Ependorfta bulunan
tim parazitlerin parcalanmasi icin dnce -196 °C’'de 5 dakika tutulan ependorf tipii
37°C'lik su banyosuna alinip 5 dakika da burada bekletilmistir. Dondurup ¢6zme
yontemi denilen bu islem 5 kere tekrarlanmistir. Son tekrarin ardindan 10.000 rpmde
15 dk santrifij edilen tlpten slipernatant kismi alinarak -40°C derecede
immdinizasyonun yapilacagl giine kadar saklanmigtir. Ancak alinan stpernatantin UV
Olgcimleri sonrasi antijen miktarinin yeterli sayida olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle
dondurup ¢6zme yonteminde degisiklige gidilmistir. Ayni miktarda parazitin santrifiju
sonrasi -196 °C'de ve 37 °C'lik su banyosuna bekletilme sireleri 10’ar dakikaya
¢ikarilarak yine 5 kez tekrar edilmistir. Dondurup ¢6zme yonteminde yapilan bu
degisiklik sonucu antijen miktari UV spektrofotometrede ol¢lilmistiir ve daha yuksek

miktarda antijen elde edildigi tespit edilmistir.
3.3 Farelerin immiinizasyonu

L.tropica promastigot kiltirinden dondurma ¢ozme yoOntemiyle elde ettigimiz
antijenler ile se¢mis oldugumuz farkli adjuvanlar fiziksel karisimlar halinde 6 haftalik 6
adet disi BalB/c fare lizerinde uygulanmistir. Bezm-i Alem Vakif Universitesi’nde
yurutilen bu 6n calismada Balb/C tiirli 6 haftalik disi fareler, her grupta 3 fare olacak
sekilde 2 gruba ayrilmistir. Bu gruplara uygulanan antijen adjuvan kombinasyonlari su

sekildedir:

1. Kombinasyon igin: Tim Leishmania antijeninden 100 ug alinarak, 250ug PO adjuvani
ile fiziksel karisim hazirlanmistir. Daha 6nce laboratuvarimizda tamamlanan yiksek
lisans tezinde, secilen bu konsantrasyonlarin, toksik olmadigi belirlenmistir. Boylelikle
kullanilan adjuvan konsantrasyonu tim antijen ile fiziksel karisim halinde farelere

verilmistir.

2. Kombinasyon: Literatliirde sikhikla kullanilan Freund’s adjuvani kullaniimistir.
Adjuvanin iteratlirde uygulanan konsantrasyonu dikkate alinarak, 1:1 oraninda 100 ug
tim antijen ile 100ug Freund’s adjuvan fiziksel karisimi hazirlanarak 2. grup farelere

verilmistir.
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imminizasyon islemleri bittikten sonra immiin yanittaki artisi tespit edebilmek icin, ilk
immdinizasyon oncesi farelerin kalbinden kan alinmistir. Alinan kanlar EDTA’siz tlplere
aktarilarak, santrifiij edilmis ve serumlari ayrilmistir. Daha sonrasinda 2 hafta ara ile
intraperitonal yolla tim Leishmania antijeni+adjuvan kombinasyonlari farelere enjekte

edilmistir.

21
»

A

Sekil 3.4 Balb/C farelere intraperitonal enjeksiyon yapilmasi

Farelerde immin yanit artisini yeterli seviyeye cikarabilmek icin, 5 kez imminizasyon
yapilmistir.  Bundan sonraki asamada antikor seviyesini belirlemek amaciyla

olusturdugumuz gruplardaki farelerden kan alinarak ELISA yapiimistir.
3.4 Antikor Seviyelerinin Belirlenmesi

Uyguladigimiz Dolayl ELISA yénteminin asamalari asagidaki gibidir:
96’lik Platede Kuyucuklarin Kaplanmasi

0,05 M karbonat kaplama sollisyonu(coating buffer) (pH: 9,6) icinde antijen hazirlanir.

Bunun igin 9ml kaplama solusyonuna 1ml (100ug) antijen siipernetanti eklenir.
-100pl kuyucuklara eklenir.

-4°C’'de gece boyu inklibe edilir.
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-PBS /Tween20 ile 3 defa ELISA yikama cihazinda yikanir.
Bloklama

-Yikama isleminin ardindan %2’lik stt tozu (coating buffer icinde) 150ul kuyucuklara

eklenir.

- 37°C'de 1 saat inkibe edilir.

-3 kere PBS/Tween 20 ile ELISA yikama cihazinda yikanir.
Serumlar ile muamele

-Serum ornekleri istenilen diliisyonlarda (genelde 50, 100, 200, 300 seyreltmelerde)

%2 PBS/Tween20/Milk icinde sulandirilir.

-Kuyulara 120ul eklenir. (Negatif ve pozitif drneklerde sulandirilarak eklenir.)
-1 saat 37°C'de(nemli) inklbe edilir.

-3 kere PBS/Tween20 ile ELISA yikama cihazinda yikama yapilir.

ikincil Antikor ile Muamele

- Alkelin fosfataz (AP) konjuge 1gG veya Polivalen anti-anti monoklonal antikorlar

1/1000 oraninda PBS/Tween20 ile sulandirilarak her kuyuya 100ul eklenir.
-1 saat 37°C’'de oda sicakliginda inkiibe edilir.

-PBS/Tween20 ile ELISA yikama cihazinda 5 yikama yapilir.

Sekil 3.5 ELISA washer cihazi
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Enzimatik Muamele ve Analiz

Her kuyuya substrat ilaveli substrat tamponundan 100 pl eklenir 30-45 dk. oda
sicakhginda, karanlikta inkibe edilir. ELISA plate okuyucuda 405 nm’de okuma

gerceklestirilir ve sonuglar alinir.

Sekil 3.6 ELISA reader cihazi

Uygun immun yanit seviyesine ulasarak yeterli miktarda antikor lreten farelerde
immunizasyon islemi durdurulmus ve hibridoma protokollerine dayanarak hibrid
hiicreler olusturmak amaciyla farelerin sakrifikasyonu gerceklestirilmis, dalaklar

alinmis ve dalak hiicreleri izole edilmistir.

3.5 Antikor Yaniti Alinan Farelerin Sakrifikasyonu, Dalak Hiicrelerinin izolasyonu,

Myeloma Hiicreleri ile Fiizyonunun Gergeklestirilmesi
Flizyon islemine baslamadan 6nce bu asamada kullanilacak olan besiyerleri hazirlandi.

HAT; Hipoksantin aminopterin timidin (50X HAT) supplement (GIBCO) 1lt. kiltir
besiyerine 20 ml. olacak sekilde eklendi. Kullanima hazir ve 15tk gérmeyecek sekilde

steril olarak -20°C’de muhafaza edildi.
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HT; Hipoksantin timidin (100X HT) suplement 1 It besiyerine 10 ml. olacak sekilde
eklendi. Kullanima hazir ve 1sik gérmeyecek sekilde steril olarak +4°C’'de muhafaza

edildi.
Dondurma Besiyeri: %80 FBS, %10 RPMI-1640 ve %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi.

PEG'in Hazirlanisi: Hazir olarak siparis edilen PEG 1500 (Sigma-for hybridoma

technology) kullanilmistir.

3.6 J774 Makrofaj Hiicre Hattinin Kiiltiire Edildigi Medyumun Pasaj Zamani

Toplanmasi, Santrifiij Edilmesi ve Filtre Edilmesi Sonucu Besleyici Olarak Kullanilmasi

1774 hicre hattinin pasaj zamani igindeki stpernatantin 3/4'G alinarak 15 ml’lik
ependorf icerisine koyulur ve 1000 rpmde 5 dk boyunca 25 °C’de santirifiij edilir.
Sipernatant kismi 10’luk enjektor ile cekilerek 0,22 um’lik filtreden gegcirilir ve

hibridoma besleyici stipernatanti olarak kullanimi saglanir.

Sekil 3.7 J774 Makrafaj hiicre hattinin gérintusi

3.7 Periton Makrofajinin Alinmasi

Bezmi Alem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi'nde Sorumlu

Veteriner Hekim Mert Celikten yardimiyla fiizyondan bir giin 6nce, enfekte olamamis
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10 haftalik Balb/C fare servikal dislokasyon yéntemi ile sakrifiye edildikten sonra karin
bolgesi traslanmis ve periton dikkatlice kesilmistir. Periton bélgesine enjektor yardimi
ile verilen RPMI besiyeri geri alinmis ve bu islem birka¢ kez uygulanmistir. Toplanan
periton sivisi laboratuarimizda santrifij edildikten sonra 24’lik well plakalar igerisine

ekimi gergeklestirilmistir.
3.8 Dalak Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Tim parazit antijenlerinin vuruldugu fareler servikal dislokasyon yontemi ile
oldurilerek sakrifiye edildi ve dalak izole edildi. Farelerden alinan dalak, serum
fizyolojik iceren 15 ml’lik steril falkon igerisine alindi. Laminar akish kabin igerisinde
steril petri icerisine alinan dalak, serum icermeyen RPMI ile yikandi. ilk yikama
asamasindan sonra 5ml ‘lik enjektér ile alinan serum icermeyen RPMI dalagin birkag
yerinden dalak icerisine enjekte edilerek kan hicrelerinden arindiridi. Bir diger steril
petri igerisine alinan dalagin lGzerine steril nester yardimiyla kisa kesikler atildi ve tekrar
serum icermeyen RPMI ile yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra, steril petriye
alinan dalak 0,70um’lik filtre Gzerinde enjektorin tersi ile ezilerek Uizerine serum
icermeyen RPMI eklendi. Steril petri icerisinde biriken hiicreler serolojik pipet yardimi
ile steril falkonlara aktarildi. Falkonlara toplanan hiicreler 800 rpm’de 10 dk boyunca
santriflij edildi. Bu islem 3 kere tekrar edildi. En son santrifiijden sonra hiicreler serum
icermeyen medyum ile slspanse edildi ve flizyon icin gerekli sayim Thoma lami ile

yapildi.
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Sekil 3.8 Dalaktan izole edilen B-lenfositlerinin goriintiisii

3.9 Myeloma hiicrelerinin hazirlanmasi

Flizyon ¢alismalarinda kullanilacak myeloma hiicre hatti lenfositlerin alindigi kaynak ile
uyumu agisindan 6énemlidir. Bundan dolayi flizyon galismalarinda genellikle Balb/c fare
irklarindan kaynaklanan myeloma hiicre hatlari kullaniimaktadir. Kiltiire alinan P3-X63-
Ag8.653 myeloma hiicrelerinin besiyerleri 2-3 glinde bir gerekli miktarda degistirilerek
ters mikroskop (Olympus) ile gelisimleri takip edildi. Tripan mauvisi ile hiicre sayimlari
yapilan hicrelerin 5x10° hicre/ml yogunluguna ulastiginda pasajlari gerceklestirildi.
Flizyon gind, flasklardan kaldirilan hiicreler 50 ml’'lik santrifiij tipline alindi ve 1200
rom’de 10 dk boyunca santrifiij edildi. SUpernatant pipet yardimi ile uzaklastirildi ve
hicre pelleti serum icermeyen RPMI ile siispanse edildi. Bu islem 3 kere tekrar
edildikten sonra hiicreler serum igcermeyen RPMI ile slspanse edilerek flizyon igin
gerekli sayim vyapildi. Basarili bir flzyon isleminin gergeklesmesi icin myeloma

hiicrelerinin canliliginin yiiksek olmasi gerekir (>%95).
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Sekil 3.9 Ag8 Myeloma hiicre hatlarinin gorintisi

3.10 Dalak ve Myeloma Hiicrelerinin Sayimlarinin Yapilmasi
Hiicreler 1:10 oraninda karistirilmaktadir.

1: myeloma hiicresi

10: dalak hicresi

Freund’s adjuvani ile immunize olan farelerin sakrifiye edilmesi ile yapilan flizyon ve

sayimlar

Dalak hiicresi: Thoma laminda 70 sayildi.

17.500.000 dalak hiicresi ile 1.750.000 myeloma hiicresi birlestirilmistir.
Myeloma hiicresi 50/2= 25

25x50x10000= 12 500 000

Hiicre slispansiyonundan 1 750 000 hiicre alinabilmesi icin 140 ul alinmistir. Kuyu

basina 10000 hiicre diisecek sekilde ekim yapilmistir.

Sol dalak hiicre sayimi; (167+106)/2= 136,5
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136,5x10000x50= 68 500 000

Sag dalak hiicre sayimi; (183+112)/2= 147,5

147,5 x 50 x 10 000= 73 750 000

Myeloma sayimi= (51+47)/2= 49

49 x 50 x 10 000= 24 500 000

60.000.000 dalak hicresi ile 6.000.000 myeloma hiicresi fizyon yapilmistir.
3.11 Fiizyon

PO grubu fareler sakrifiye edilerek flizyon gergeklestirilmistir. Bu flizyon asamasinda 40
000 000 dalak hiicresi ile 4 000 000 myeloma hicresi kullaniimistir. Flzyon isleminden
sonra hicrelerin ekimi icin 96 well plate yerine 24 well plakalar kullanilmistir. Plakalarin
kenarlarinda kalan kuyucuklara hiicre besiyeri yerine PBS eklenmistir. Flizyon yapilan
hiicre stispansiyonu HAT iceren besiyeri igerisinde sulandiriimistir ve her bir kuyuya 1

ml olacak sekilde her bir kuyucuga ekim yapilmistir.

Flizyon icin gerekli olan hiicre sayimlari gerceklestirildikten sonra, birlestiriimek istenen
hiicre miktari kadar hiicre sollisyonu mikropipet yardimiyla alindi ve hiicre sollisyonlari
50ml'lik steril falkon icerisinde toplandi. Hiicre slispansiyonu 10 dk boyunca 1250
rom’de santrifij edildi. Santrifijden sonra olusan slpernatant uzaklastirildi.
Supernatantin tamamen uzaklastiriimasi flizyon sirasinda PEG'in seyrelmemesi

acisindan ¢ok énemlidir.

Slpernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti tapping yaparak sispanse edildi.
Devamindaki islemlerin rahat ilerlemesi agisindan kronometre kullanildi. Hiicre
pelletinin icerisine 1 ml PEG sollisyonu yavasca ve 1 dk boyunca damlatarak eklendi.
Diger 1 dk boyunca hi¢ karistirlmadan beklendi. Gecen 1 dk'dan sonra hiicreler
yavasca pipet ucuyla karistirildi. Flzyon karisimina 4 ml serum icermeyen RPMI
eklendi. 4 dakika boyunca oda sicakhginda pipet yardimiyla yavasca karistirildi. Daha
sonra hiicrelere yavasca 10 ml serum icermeyen RPMI eklendi. 15 dk su banyosunda
379C ‘de inkube edildi. Yavasca 30 ml %20 FBS iceren RPMI eklendi ve 1250 rpm’de 7

dk boyunca santrifiij edildi. PEG’in uzaklastiriimasi icin slipernatant uzaklastirildi ve
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segici besiyeri ile stuspanse edildi. (%25 makrofaj st suyu, %20 FBS, %1 penisilin-
streptomisin, 20ug/ml glutamin ve %2 HAT besiyeri). Sispanse edilen hiicre pelleti her
kuyuya 150 pl olacak sekilde 96 well plate’e aktarildi. 7-10 giin boyunca 37 °C'de %5

COz igeren etiivde inklibasyona birakilmistir.

Hibridoma besiyerleri toplamda iki kere HAT ve iki kere HT medyumu ile
degistirilmektedir. Bu silire¢ igerisinde supernatantlarin Uzerinden 50 pl besiyeri

alinarak ELISA yapilmaktadir. Antikor yaniti yiiksek olan kuyular takip edilir.
3.12 Olusan Hibridoma Hiicrelerinin Urettigi Antikorlarin Seviyelerinin Tayini

Hibridomalarin 10. ve 20. giin slpernatantlarindan hem tiim parazite karsi hem de
immunizasyon asamasinda kullanilan adjuvanlarina karsi olusturduklari antikor

yanitlari ELISA ile test edilmistir.

3.13 Yiiksek Antikor Yaniti Alinan Hibridoma Hiicrelerinden Poliklonal Antikorlarin

Elde Edilebilmesi i¢in Alt Klonlama islemlerinin Gergeklestirilmesi
Alt klonlama yontemi mevcut iki protokol kullanilarak yapiimistir:
3.13.1 Yontem 1

Pasajlanan flasklardan birtanesi secilerek icerisinde bulunan hiicreler pipetaj yoéntemi
ile kaldinlip santrifij edilmistir (1000rpmde 5 dk). Stpernatant dokilerek pellet 1mlye
tamamlanmis ve hiicre sayimi tripan blue ydéntemi ile sayilmistir. 1 ml icerisinde 5,5.108
hiicre sayllmistir. Hazirlanan taze medyumdan 10ml falkon icerisine koyulmustur.
Sayilan hticrelerden 0,2ul alinarak (2500 hiicre) bu falkon icerisine koyulmustur ve

96’lik plak icerisine dagitilmistir.

Kullanilan protokol asagidaki gibidir:
e 1000 adet canli hiicre iceren 10 ml’lik stispansiyon hazirlanir.
e 100 adet canli hiicre igceren farkl bir 10 ml’lik siispansiyon hazirlanir.
e Hiicre siispansiyonlari 96’lik plak icerisine esit olarak dagitilir.

e Plak 4-7 gin boyunca medyumu hi¢ degistirilmeden inkiibe edilir. Bliylyen

klonlarin gézlemlenmesi beklenir.
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3.13.2 Yontem 2

Titrasyon ydntemi uygulanarak da alt klonlama islemi gerceklestirilmistir. ilk kuyuya
300ul igerisinde 75 hicre koyulmus ve kademeli olarak 9 kere seyreltilmistir. Tim
kuyularin 2 kere tekrari yapilmistir. ilk iki tekrarin icerisinde yer alan sivilar ayni

zamanda mikrokapilere koyularak etiive kaldiriimistir.

Bu yontemin amaci, her bir kuyucuga 1-10 adet hiicre disecek sekilde dillisyon
yapilmasi, bu hiicrelerin esit olarak dagilmasinin saglanmasidir. Yeterli saylya ulasan
hiicrelerin st sivilari toplanarak ELISA yontemi ile tim parazit antijenine en ylksek
reaksiyon gosteren kuyucuklar secilmistir. Bu kuyucuklarda antijene 6zgi reaksiyonun

hassasiyetini arttirabilmek igin alt klonlama islemi bir kere daha tekrar edilmistir.

Bu hiicreler daha sonra 24’lik plak icerisinde cogaltilarak, yeterli sayiya ulasinca 25
cm?lik flasklara aktarilmistir. Ayrica, ¢cogalma asamasinda flask icerisinden toplanacak
olan Ust sivilar antikor saflastirilmasi ve karakterizasyon asamalarinda kullaniimak

Uzere saklanmistir.
3.14 Hibridoma Hiicrelerinin Kriyoprezervasyonu

Kolonizasyon sonrasi ¢ogalan hibridoma hicrelerinin antikor Gretme yetkinliklerini
kaybetmeden dondurulmasi gerekir. Bu proses cercevesinde yeterli doluluga ulasan
flasklar icerisindeki hibridoma hucrelerin yaklasik olarak 3/4'u dondurulur. Yari
sispanse halde olan hibridomalara yavasca pipetaj yapilarak tutunan hiicrelerin
kaldiriimasi gerceklestirilir ve falkona toplanan hiicreler 1000 rmp’de 5 dk santifij
edilir. Santriflij sonrasi sipernaatnt dokiilerek pellet siispanse hale getirilir. Genel
olarak %10’luk DMSO konsantrasyonunu iceren kriyoprotektant hiicrelere 1:1 oraninda
yavasca inokule edilerek pipetaj yapilir. Pipetajin sonucunda kriyotlplere aktarilan
hiicre - kriyoprotektant karisimi yavas dondurma protokoliine gore 6ncelikle +4 °C'de 1
saat, -20 °C'de yaklasik 2 saat, sonrasinda ise 1 gece bekleyecek sekilde -40 °C’'ye

koyularak; ertesi glin kriyobanka kaldirilir.

Kriyoprezervasyon sonrasi hibridoma hiicrelerinin antikor Gretme yeteneklerinde de
azalmalar goriliirken etkili kriyoprezervasyon yontemlerinin secilimi tipki embrido
dondurma protokollerindeki gibi hibridoma teknolojisinde de 6nem kazanmaktadir.
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Ayrica klasik yontem olarak DMSO ile gerceklestirdigimiz kriyoprezervasyon dncesi ve
sonrasi hibridoma hiicrelerinin Urettikleri antikor yanitlari da karsilastirilmis olup;

kriyosonrasi pasaj sayisina da baglh olarak antikor miktarindaki azalsin tespiti

yapimistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 immiinizasyon Sonuglari

Farelerden alinan kan serumlarinda L. tropica antijenlerine karsi olusan antikor
yanitinin kontrole gore belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir. FREUND’S adjuvani
ile immiunize edilmis farelerde 6.immiinizasyon sonrasinda, PO ile immuinize edilmis
farelerde ise 8.imminizasyon sonucunda antikor dizeyinin kontrole gore yaklasik 5.5

kat arttig| saptandi.

L. tropica Antijenine Karsi Fare immiin Yanitlari

4 3 Freund
[ Polioksidonyum

Absorbans

L1 | [ I

T B 1 = J A !
Kontrol 4. Immiinizasyon 6.Immiinizasyon 8. Immiinizasyon

Sekil 4.1 L. tropica antijenine karsi fare immun yanitlari

Yukaridaki bilgilere ek olarak, belirli immunizasyon ddénemlerinde alinan kanlarin
serumlarinda, immunizasyon asamasinda L. Tropica antijenleri ile birlikte kullanilan
adjuvanlara karsi olusan antikor yanitlar da asagida gosterilmektedir. 8. immunizasyon
sonucunda adjuvan olarak Freund’s kullanilan farelerin Freund’s karsi olusturdugu

antikor yanitinin kontrole gore yaklasik olarak 3 kat arttigi tespit edilmistir.
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Freund Adjuvantina Karsi Fare immiin Yanitlari
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Sekil 4.2 Freund’s adjuvanina karsi fare immun yanitlari

Polioksidonyumun adjuvan olarak kullanildigi farelerde 8. immunizasyon sonucunda bu

adjuvana karsi olusturdugu yanitin kontrole goére anlamli olarak bir degisme

gostermedigi belirtiimektedir.

Polioksidonyum Adjuvantina Karsi Fare immiin Yanitlari

0.84

0.6

Absorbans

0.2

0.0- - - -
Kontrol 4. Immiinizasyorb. Immiinizasyon8. Immiinizasyon

Sekil 4.3 Polioksidonyum adjuvanina kargi fare immun yanitlari
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Elde edilen bu veriler, 8. immunizasyon sonucu uygulanan adjuvanlara kars
olusturdugu antikor yanitlarinin Freund’s adjuvan olarak kullanildigi grupta, PO’nun

adjuvan olarak kullanildigi gruba gore daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.

4.2 Fiizyon Sonrasi Olusan Hibridoma Hiicrelerinin Urettigi Antikorlarin Seviyelerinin

Tayini

Her iki gruptan elde edilen hibridoma kiiltiiriiniin 10. ve 20. glinlerinde L.tropica’ya
karsi poliklonal antikor olusumu gozlendi. Ayrica bu antikorlarin etkinligi sadece antijen
kaplamalarla degil; ayni zamanda adjuvan kaplamalar yapilarak da incelenmistir.
Freund’s ile imminize edilmis farelerden elde edilen B-lenfositlerinden uretilen hibrit
hicrelerinin Urettikleri antikorun yalnizca antijene spesifik olmadigi, ayni zamanda
adjuvanin kendisine de bir yanit olusturdugu tespit edilmistir. Olusan bu yanitin 20.
giinde 10. giine karsi daha yiiksek oldugu ELISA ile 6lctlmistiir. Freund’s grubu
hibridomalarinin antijene 6zgli yanitlari ise 10.gline kiyasla 20. Glinde daha da
azalmistir. PO ile yapilan kaplama sonuglarinda ise hibridomalarin Urettikleri antikor
yanitlarinin 10. giine karsin 20. glinde daha da azaldigi gorilmistir. Ayrica PO grubu
hibridomalarinin antijene 6zgi Urettikleri antikorlar 10. gline gore 20. giinde daha

ylksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Flizyon sonrasi plaka icerisindeki hiicrelerin gérintisu

Bu sonuclara cercevesinde asagidaki grafikler elde edilmistir:

10. ve 20. giin Hibridoma Antikor yanitlari

0.6-
3 Freund
POX

0 0.4- -

e

8

0

2

© 0.2+

0.0 T . )
10. giin 20. giin

Sekil 4.5 Flizyon sonrasi 10. Ve 20. giin antijen kaplamaya karsi alinan ELISA sonuglari.
Ayrica hibridoma Ust sivilari immunizasyon asamasinda kullanilan adjuvanlara karsi da

test edilmistir. Sonuglar agagidaki gibidir;
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Freund Adjuvantina Karsi Hibridoma Antikor
ELISA Sonuglari
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Sekil 4.6 Sekil 4. 5 Fiizyon sonrasi 10. Ve 20. giin Freund’s kaplamaya karsi alinan ELISA
sonuglari

Polioksidonyum Adjuvantina Karsi Hibridoma

Antikor ELISA Sonuglari
0.08+
0.06-
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o
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0.02-
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Sekil 4.7 Flizyon sonrasi 10. Ve 20. giin PO kaplamaya karsi alinan ELISA sonuclari.

Cogaltilan hiicrelerin bir kismi dondurulur bir kismi ile alt klonlamaya gidilir. Antikor

Urettigi tespit edilen hibridomalarin kolonizasyonlarinin gériintileri asagidaki gibidir:
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Sekil 4.8 Flizyon sonrasi 22. glin kolonizasyonun gozlenmesi

Sekil 4.9 Flizyon sonrasi 23. glin kolonizasyonun gozlenmesi
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Sekil 4.10 Flzyon sonrasi 25. glin kolonizasyonun gozlenmesi

Sekil 4.11 Flzyon sonrasi 27. glin kolonizasyonun gozlenmesi
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Sekil 4.12 Kolonizasyon sonucunda uygulanan alt klon isleminin gérintdsu.
4.3 Kriyoprezervasyon Deney Sonuglari

Kriyoprezervasyon dncesi ve sonrasi ELISA yéntemi ile tespit ettigimiz antikor yanitlari
karsilastirilarak asagidaki grafik olusturulmustur. Bu grafige gore kriyo sonrasi pasaj
sayisina da bagh olarak antikor miktarinda kriyo dncesine gére %60’a varan azalma

tespit edilmistir.

Antikor Miktar
0,2

0,15 -

0,1 o

0,05 |

Kriyo i 28 3, a. 5. 6. 7 8, 9. 10, Pasaj
Oncesi

Sekil 4.13 Kriyoprezervasyon 6ncesi ve sonrasi antikor miktarlari.
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Sekil 4.13 ile verilen grafikte ilk sttun flizyon sonrasi elde edilen hibridoma hiicrelerinin
kriyoprezervasyon Oncesi antikor vyaniti  iken; sonraki slitunlar sirasiyla

kriyoprezervasyon sonrasi pasaj sayisina bagh antikor yanitlarini temsil etmektedir.

Sekil 4.14 Kriyoprezervasyon sonrasi agilan hibridoma kaltirinin flasktaki goriintiisa
(X10)

4.4 Uretilen Antikorun Leishmania Yiizey Antijeni Olan LPG’ye ve L.infantum, L.major

Gibi Farkh Tiirlerine Karsi Etkinliginin incelenmesi

Leishmania yuzeyinde en ¢ok bulunan antijen olan LPG, sadece bu tiire 06zgi
bulunmaktadir. Yapilan bu deneyde Elisa kaplamalar hem tim parazit antijeni hem de
L.tropica’dan izole edilen LPG ile kaplanarak, hibridomalarin Urettikleri antikorun

LPG’ye spesifikligi, tim parazit antijenleri ile karsilagtiriimistir.
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Hibridoma Antikor Yanitlarinin Spesifitesi
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Sekil 4.15 Uretilen antikorun Leishmania yiizey antijeni olan LPG ile tiim parazit
antijenine karsi spesifitesi.

Bu ¢alisma kapsaminda elde ettigimiz hibridomalarin Urettikleri antikorun L.tropica
tim antijenlerinden daha spesifik olarak L.tropica’nin yizeyinde bulunan LPG
molekiiliine karsi oldugu belirlenmistir. Uretilen antikorlar tiim parazit antijenlerine

gore LPG ile yaklasik %73 daha fazla etkilesim gdstermistir.

Ayni zamanda Uretilen bu antikorun farkli Leishmania tlrlerine 6zgl gosterdigi
etkilesim de incelenmistir. Leishmania tlrleri arasindan L.infantum ve L.major'den
dondurup ¢dzme ydntemi ile elde edilen tiim yiizey antijenleri ile ELISA kaplamalar

yapilmistir. ELISA sonuglarina gére asagidaki grafik elde edilmistir:

Hibridoma Antikor Yanitlarinin Spesifitesi
0.20-

0.154

0.10-

0.05-

antikor yanitlari 405 nm

0.00-

Sekil 4.16 Uretilen antikorun tiim parazit, LPG ve L.infantum, L.major gibi farkli
tdrlerine karsi etkinliginin incelenmesi.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Leishmaniasis, 20’den fazla tiire sahip olan makrofaj ve dendritik hiicreleri hedefleyen
Leishmania protozoonlarinin neden oldugu zoonotic bir hastaliktir. Diinya Saglik
Orgiiti’niin yayinladigi verilere gére Tropikal Hastaliklar listesinde sitmadan sonra 2.
sirada gelen bu hastalik, Asya ve Avrupa’nin batisi, Hindistan, Cin, ve Akdeniz
Bolgesi'nde yer alan 90 llkede endemik olmakla beraber, llkemizinde ciddi halk sagligi
problemlerinden biridir [106]. Leishmaniasisin, malarya, miliyer tUberkilozu, bruselloz,
lenfoma ve l6semi gibi hastaliklar ile benzer semptomlar gostermesi nedeniyle klinik
tanisinin 6nemi ortaya c¢ikmaktadir [107]. Bu nedenle bu hastaligin tanisinda bir ¢ok
yontem izlenmesine ragmen her bir yontemin avantajlarinin yanisira ciddi dezavantajlari
olmasi da, son yillarda yapilan calismalarda antijen temelli serolojik yontemlerin 6nemini
ortaya koymaktadir. Enfeksiyon heniiz baslamadan dnce bile hastada tayin edilebilmesine
olanak saglayan antijen temelli tani sistemleri, Leishmaniasisin tanisinda da oldukga
0enmlidir[108]. Diinya’da Leishmaniasis’in visseral formuna yonelik hibridoma teknolojisi
kullanilarak rK39 strip testi Uretilmistir. Bitln Leishmania tiirlerinde ortak olarak bulunan
230 kDa’lik LcKin proteininin 39 aminoasitlik tekrar bolgesi rk39 antijenidir ve sadece L.
chagasi ve L. donovani tirlerinde yiksek oranda korunmaktadir [109]. Bu strip test kiti
visseral Leishmaniasis etmeni olan parazit tirleri arasinda bile farkh duyarlilk
gosterdiginden dolayl, kutantéz leishmaniasise karsi kullanimi geliskili sonuglar

dogurmaktadir. Laboratuvarimizda 2012 yilinda tamamlanan yiksek lisans ¢alismasinda
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visseral leishmaniasis etmeni L. infantum’a karsi hibridoma teknolojisine dayal
monoklonal antikor Uretimi gerceklestirilmistir [17]. Dlinya’da hibridoma teknolojisi
kullanilarak kutanoz leishmaniasis etkeni L.tropica’ya karsi yapilan calismalarin basinda
1982 vyilinda Avusturalya’da vyayinlanan bir calisma gelmektedir ve bu c¢alisma
leishmanaisise karsi hibridoma teknolojisi kullanilarak Uretilen antikorlar calismalarinin
onclisi olmustur. Bu ¢alisma 6rnek alinarak Leishmania’nin farkli tirlerine karsi poliklonal
ve monoklonal antikorlar dretilmistir. Bu ¢alismalarin benzer yonlerinin basinda
imminizasyon asamasinda canli promastigot kaltlrlerin  kullanilmasi gelmektedir.
immiinizasyon asamalari yillara bagh olarak degisiklik géstermis ve son yillarda dondurup-
¢6zme, otoklavlanmis ya da Oli parazit antijenlerinin etkili adjuvan sistemleriyle
kombinasyon halinde verilmesi giindeme gelmistir. Ayni yillar igerisinde ve glinimuizde
literatlre uygun olarak siklikla kullanilan antijenin antijenik 6zelligini arttirmaya yardimci
adjuvanlarin kullaniminda Freund’s oldukca genis yer tutmaktadir. Ancak literatirde de
Freund’s adjuvaninin oldukca toksik oldugu bilinmektedir. Buna karsi Leishmaniasise karsi
yapilan mevcut asi ¢alismalari gostermistir ki dondurup/¢6zme yontemi ile elde edilmis
tim c¢ozunlr Leishmania antijenlerinin koruyucu epitoplarini icermesi, farklh MHC
molekilleriyle etkilesime girerken immiinizasyon asamalarinda oldukca blyik 6nem
kazanmaktadir. Ancak elde edilen antijenlerin tek basina yeterli immin yanit
olusturamamasi etkili adjuvanlar ile uygun kombinasyonlarinin Onemini 6n plana
cikarmakta olup, mevcut ¢alismalarda siklikla kullanilan Freund’s adjuvaninin toksik olmasi
gibi dezavantajlarina karsi, toksik olmayan adjuvanlarin arayisini beraberinde
getirmektedir. Laboratuvarimizda tamamlanan yliksek lisans ve doktora asi ¢calismalari bize
gostermistir ki dondurup-¢c6zme yontemi ile hazirlanan Leishmania antijenlerinin polimerik
tabanli imminstimilan o6zellik gosteren adjuvanlar ile etkili kombinasyonlarinin
immunizasyon asamasinda daha etkin sonuglar dogurdugunu ortaya koymaktadir.
Geg¢misten glinliimize kadar yapilan leishmaniasise karsi hibridoma teknolojisine dayali
antikor Uretim calismalarinda genellikle Uretilen antikorlarin tretildigi antijen disinda farkli
turlere karsi gosterdikleri capraz etkilesimler incelenmis olsa da oldukca yetersizdir. Ayrica
bu calismalarda hastaligin tanisina yonelik degil; daha ¢ok Leishmania tiirleri arasi ylizey
antijen bolgelerinin benzerliklerini aydinlatmaya yonelik arastirmalara dayanmaktadir.

Ayrica, lilkemizde kutanoz leishmaniasise karsi hibridoma teknolojisine dayali poliklonal ya
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da monoklonal antikor Uretimine rastlanmamistir. Boylece bu tez calismasi kapsaminda

tezin amag ve hipotezine uygun olarak asagidaki sonuglar elde edilmistir:

e Daha once laboratuvarimizda tamamlanan, L.donovani’nin blyik 6lgek Gretilmesine
yonelik ¢alisma esas alinarak, parazitlerin logaritmik fazini arttirici kademeli buylk
dlcek liretme ydntemi gerceklestirilmis ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Asi Bilimleri

Kongresinde sunulmustur.

Yine laboratuvarimizda tamamlanan doktora ve yliksek lisans tezlerindeki yontemler
izlenerek, leishmanaisise karsi literatiirde yer alan hibridoma galismalarindan farkli
olarak, antijen elde etmede en etkili yéntemlerden biri olan dondurup-¢ézme yéntemi

ile antijen eldesi gergeklestirilmistir.

Literatlrde siklikla kullanilan ve toksik olan Freund’s adjuvani ile literatiire alternatif
olarak sundugumuz FDA onayli PO’nun , antijen ile etkili kombinasyonlarinin olusturup,
ilk kez olarak hibridoma teknolojisinde kullanimi ve bu adjuvanlarin antikor Gretimine
etkisi incelenmistir. 6-8 haftalik Balb/c farelerine olusturulan adjuvan-antijen
komplekleri yine literatlirden farkh olarak iki hafta arayla intraperitonal olarak inokiile
edilmis ve her iki kombinasyonun etkinligi farelerden alinan vyanitlara gore
karsilastirmali olarak incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda immdnize olan fare kan
serumlarindan elde edilen yanitlara bagh olarak L. tropica antijenlerine karsi olusan
antikor yanitinin kontrole gore belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir. FREUND’S
adjuvani ile immiinize edilmis farelerde 6.immiinizasyon sonrasinda, PO ile immiinize
edilmis farelerde ise 8.imminizasyon sonucunda antikor dizeyinin kontrole gore
yaklasik 5.5 kat arttigi saptanmistir. Ayrica ayni serum oOrneklerinde adjuvana karsi
yanit olusup olusmadigi da test edilmistir. Buna gére de 8. immunizasyon sonucunda
adjuvan olarak Freund’s kullanilan farelerin Freund’s’a karsi olusturdugu antikor
yanitinin kontrole gore yaklasik olarak 3 kat arttigi; PO’nun adjuvan olarak kullanildigi
farelerde ise 8. immunizasyon sonucunda bu adjuvana karsi olusan yanitin kontrole

gore anlamli bir degisme gostermedigi saptanmistir.

Flizyon icin literatirde uygun goriilen P3-X63-Ag8.653 myeloma hiicre hattinin

kiltirindn cogaltilmasi, J774 fare monosit timor makrofaj kiltlirinin cogaltilmasi
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gerceklestirilmistir. J774 fare monosit timor makrofaj kiltlirinin metabolitleri
toplanarak hibrid hicrelerinin gelisimini desteklemek amaciyla kullanilmasi
amaglanmistir. Periton makrofajlarinin besleyici tabaka olarak kullanilmasinin yani sira
literatirde buna karsiik myelome hiicrelerinin  kiltir ortaminda Urettikleri
metabolitler de kullanilmistir. Bu durum farkli hicre hatlarinin da kullanilabilecegini
glindeme getirmistir. Ayrica periton makrofajlarinin alinmasi sirasinda dogabilecek
kontaminasyon sorunlarina karsin alternatif bir yontem olarak duslinebilir.
Laboratuvarimizda yapilan yiksek lisans tezi kapsaminda ilk kez olarak periton
makrofaji yerine J774 makrofaj hattinin kendisi flasklarin igine ekilerek besleyici tabaka
olarak kullanilmis. Ancak bu kanserlesmis makrofaj hiicreleri, hibrit hiicrelerinden daha
hizli gogaldiklari igin bu yontemden vazgegilmistir. Bu nedenle literatlre karsilik olarak
bu tez calismasi kapsaminda da J774 makrafaj hiicrelerinin metabolitleri hibrit
hicrelerini desteklemek amaciyla segici besiyerleri igerisine eklenerek kullaniimistir.
Buna ek olarak enfekte makrofaj hicrelerinin metabolitlerinin mi yoksa enfekte
olmayan  makrafajlarin  Urettikleri ~ metabolitlerin ~ mi  hibrit  htcrelerinin

proliferasyonunda daha etkili oldugu ilerdeki calismalarda arastirma konusu olabilir.

Farelerden alinan periton makrofaj hiicrelerinin flizyon 6ncesi besleyici tabaka olarak
plakalara ekilmistir. Servikal dislokasyon yontemi ile oldirien farelerin dalaklari
alinmis ve B-lenfosit izolasyonu yapilmistir. izole edilen B-lenfositlerinin ve myeloma
hiicrelerinin flizyonunu PEG 1500 araciligiyla gerceklestirilmistir. Literatlirde yapilan
hibridoma galismalarinda myeloma ile B-lenfosit hiicrelerinin birlestirilme oranlari ( 1:5
, 2:5, 1:10) ve PEG’in farkli molekiler agirliklarinin kullanimina yonelik celiskili bilgiler
yer almaktadir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda hibridoma protokolleri tek tek incelenerek
en uygun olanlardan hazirlanan bir optimize protokol olusturulmustur. Bu protokoliin
olusturulmasinda gliniimizde manuel olarak yapilan hibridomalarinin yanisira, “Stem
Cell Clonal Kit” adi verilen ticari bir Griniin protokolleri de incelenmistir. Hibridoma
teknolojisinin kullanildigi glincel ¢alismalarin bircogunda bu kitin kullanimi tercih edilse
de, kitin Glkemiz sinirlari icerisinde (retilmemesi ve oldukg¢a pahali olmasi kullanim

alanini sinirlamaktadir.
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Flizyon sonucu olusan hibridomalarin secici besiyeri icerisinde kiltlrli yapilmis ve
belirli araliklar ile Urettikleri poliklonal antikor yanitlarinin ELISA ydntemi ile tespit
edilmistir. Secici besiyerlerine eklenen J774 makrofaj metabolitleri ile hibrit hlicrelerin
gelisimleri desteklenmistir. Bu antikor yanitlarina gore hibridoma kiltiriintin 10. ve 20.
ginlerinde L.tropica’ya karsi poliklonal antikor olusumu gozlenmistir. Ayrica bu
antikorlarin etkinligi sadece antijen kaplamalarla degil; ayni zamanda adjuvan
kaplamalar yapilarak da incelenmistir. Freund’s ile imminize edilmis farelerden elde
edilen B-lenfositlerinden retilen hibrit hiicrelerinin Urettikleri antikorun yalnizca
antijene spesifik olmadigi, ayni zamanda adjuvanin kendisine de bir yanit olusturdugu
tespit edilmistir. Olusan bu yanitin 20. giinde 10. giine karsi daha yiiksek oldugu ELISA
ile Olctlmustlr. Freund’s grubu hibridomalarinin antijene 6zgi yanitlari ise 10. gline
kiyasla 20. giinde daha da azalmistir. PO ile yapilan kaplama sonuglarinda ise
hibridomalarin drettikleri antikor yanitlarinin 10. gline karsin 20. glinde daha da
azaldigr gorilmustlir. Ayrica PO grubu hibridomalarinin antijene 6zgl Urettikleri
antikorlar 10. gline gore 20. giinde daha yiksek oldugu tespit edilmistir. Bu tez
calismasi kapasaminda Kutanoz Leishmaniasis etmeni L.tropica parazitlerinden elde
edilen dondurup-¢oziilmis tiim parazit antijenlerine karsi hibridoma teknolojisi ile
Uretilen poliklonal antikorlarin farkh adjuvanlar ile etkinligi karsilastirilmali olarak

incelenmistir.

Leishmania antijenine karsi ELISA sonuglarinda pozitif yanit veren kuyucuklarin
secilmis ve kolonizasyonu mikroskobik olarak goézlenmistir. 22.glin itibariyle belirli
kuyularda kolonizasyon gorUlmustir. Bu  kuyulardaki  hicrelerin = 1/2’sinin
kriyoprezervasyonu gerceklestirilerek laboratuvarimizda kutan6z eeishmaniasis etmeni
L.tropica’ya karsli Uretilen poliklonal antikor lireten hibridoma hiicrelerinin kriyobanki
olusturulmustur. Geri kalan hibridoma hucrelerinin 1/4’G 24’luk well plakalardan 6’lk
well plakalara alinarak kademeli olarak buydtilmis ve belirli araliklar ile
sipernatantlari toplanmistir. Geriye kalan hibridomalar ise mevcut yontemler izlenerek
sinirlandirict sulandirma islemi ile alt klonlamasi gerceklestirilmistir. Olusturulan alt
klonlarinda slipernatantlari toplanarak cesitli analizlerde kullaniimak Uizere etiketlenip

saklanmistir. Kriyoprezervasyona ait literatirde celiskili bilgiler yer almaktadir. Mevcut
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olarak kullanilan yontemlerin basinda %10’luk DMSO konsantrasyonu ile dondurulan
hibridoma hiicrelerinin antikor Uretme etkinliklerinin kriyoprezervasyon sonrasi

azaldigi yapilan diger ¢alismalarda da gosterilmistir.

Kriyoprezervasyon éncesi ve sonrasinda hibridomalarin trettikleri antikorlar ELISA
yontemi ile tespit edilmistir. Kriyoprezervasyon sonrasi 10. pasaja kadar Uretilen
hibridomalarin kriyoprezervasyon oncesine gore vyaklasik %50’ye varan antikor
yanitinda azalma tespit edilmistir. Bu durum, oldukga zor bir teknikle Uretilen
hibridomalarin en kritik noktalarindan birini olusturmaktadir. Hibrit hicrelerinin
kriyoprezervasyon oncesi ve sonrasli antikor yanitlarini korumasi igin kriyoprezervasyon
islemlerinin gelistirilmesi ve optimize edilmesi gerekmektedir. Literatlirde bu konuyla

ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamaistir.

Ayrica Uretilen poliklonal antikorlarin Leishmania’da ylzey antijeni olarak en ¢ok
bulunan LPG molekiline ve L. infantum, L.major gibi farkli tirlerine 6zgi spesifikliginin
belirlenmesi gerceklestirilmistir. Uretilen antikorun Leishmania’nin yiizeyinde en ¢ok
bulunan LPG molekiiliine karsi olusan yanitin tiim antijen kaplama ELISA sonuglarina
kiyasla yaklasik %60 daha spesifik bir yanit olustugu belirlenmistir. Ayrica bunun
disinda gerceklestirmis oldugumuz Leishmania’min  farkl tirlerini icerek ELISA
kaplamalar ile de {Uretilen poliklonal antikorun sadece L.tropica’ya karsi tepkime

gostermedigi baska tirlere karsi da etkilesim gdsterdigi saptanmistir.

Bu sonuclar gercevesinde llkemizde ilk kez olarak L.tropica parazitlerinden dondurup-
¢6zme yontemi ile elde edilen imminojen molekiillere karsi hibridoma teknolojisine
dayali poliklonal antikor Uretimi gerceklestirilmistir. Ayrica immiinizasyon asamasinda
Freund’s adjuvaninin dezavantajlari géziniinde bulundurularak, toksik olmayan, FDA
onayh PO adjuvaninin kullanimi alternatif olarak sunulmus; ayni zamanda literattirde ilk
kez olarak hibridoma teknolojisinde farkl adjuvanlarin hibrit hiicreler Gzerindeki
etkinligi incelenmistir. Uretilen antikorlarin tim parazit Leishmania ve Leishmania’nin
en imminojenik yizey molekili olan LPG’ye olusturdugu yanit tespit edilmistir.
Hibridomalarin antikor liretme yetenekleri kriyoprezervayon oncesi ve sonrasinda

karsilastirmali olarak incelenmis ve (retilen bu antikorlarin sadece L.tropica’ya 6zgi

73



degil, L.infantum ve L.major’e karsi da farkl duyarlilikta etki gosterdigi tespit edilmistir.
Bu galismalar 1si8inda, Uretilen bu antikorlarin saflastirilmasi, farkh buytk olgek Gretim
teknikleri ile Giretimi ve kutandz leishmaniasisin tanisinda kullanimi énerilebilir. Ayrica,
deneysel degerede sahip olan bu antikorlar, parazitlerin besiyerleri icerisine eklenerek,
Uretildikleri antijenlerin, enfektivite 6zelliklerinin, promastigot-amastigot farkhlasmasi

gibi evrimsel suireglerinin incelenmesine olanak saglamaktadirlar.
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