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OZET

Leishmania Tropica PROMASTIGOTLARINDA APOPTOZ UZERINE ILAC
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Bodu¢ E. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Program

Doktora Tezi, Aydin, 2016.

Leishmania infeksiyonu ciddi bir halk sagligi problemi olmaya devam etmektedir. Programli
hiicre Sliimiiniin varhiginin ¢ok hiicreli canlilardan sonra tek hiicrelilerde de kesfedilmesi
leishmaniasis etkeni olan Leishmania protozoonu lzerinde ilgi uyandirmistir. Leishmania
tiirlerinde apoptoz mekanizmasinin aydinlatilmasi leishmaniasis tedavisi icin gelistirilecek
ilaglar yoniinden ©6nem tasimaktadir. Bu nedenden dolayr bu calismada L. tropica
promastigotlar1 iizerinde miltefosin ve Glukantim® ilaglarinin programli hiicre oliimii

belirteglerine olan etkisi arastirilmistir.

Calismada NNN besi yerinde iiretilmis Leishmania tropica promastigotlar: ¢ogalmalart igin
%10 fetal buzag1 serum ilaveli hiicre kiiltiirii besi yerinde 24-26°C’li etiivde inkiibe edildi.
Promastigotlar logaritmik faza ulastiklarinda miltefosin ve Glukantim® ilaglar1 uygulanarak
Elektroforez yontemi ile DNA kirilmasi, TUNEL yontemi ile DNA kirilmasi1 ve ELISA
yontemi ile bcl-2 konsantrasyonu seklindeki {i¢ apoptoz belirteci yoniinden analize alindilar.
Bu iki ilac1 karsilagtirmak icin pozitif kontrol olarak staurosporin ilact uygulanmustir.
Miltefosin ve staurosporinin promastigotlara uygulama dozlar1 100 umol, 50 pmol, 25 pmol,
12.5 pmol ve 6.25 umol olacak sekilde 24 saat etiivde bekletildi. Glukantim® ise 15mg/ml,
7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875 mg/ml ve 0.9375 mg/ml olan dozlarda 72 saat etlivde bekletildi.

Elektroforez yontemi ile DNA kirilmasmin tespitinde pozitif kontrol olan staurosporin
ilacinda promastigotlarda 50 pmol, 25 pmol, 12.5 pumol ve 6.25 pmol dozlar
oligontiikleozomal DNA kirilmas1 goriintiisii vermistir. Yine ayn1 dozlarda TUNEL yontemi
analizinde de promastigotlarda apoptotik DNA kirilmasi gbzlenmistir. Miltefosin ilaci i¢in
oligoniikleosomal DNA kirtlmasi 25 pmol olan dozda goriintiilenmistir. 12.5 umol olan
dozda ise tam net bir fragmantasyon goriintiilenememistir. Miltefosin ilaci uygulanan
promastigotlarin TUNEL yontemi ile amaglanan DNA kirilmasi saptanmasinda ise 25 pmol
ve 12.5 pmol olan dozlarda DNA kirilmasi gozlenmistir. Bu iki ilaca karsilik Glukantim®
ilacinda  promastigotlarda oligoniikleosomal DNA kirilmas1 gozlenememistir. Sadece,

0.9375 mg/ml olan dozda belirsiz bir DNA fragmantasyonu benzeri goriintii agiga ¢ikmistir.
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TUNEL analizinde ise yine Glukantimin® 0.9375mg/ml olan dozunda promastigotlarda, ¢ok
hafif bir renkte belli belirsiz bir DNA kirilmasina benzer goriintii olusmustur. Diger dozlarda
ise apoptoz bulgusuna rastlanilmamistir. Boylelikle Leishmania tedavisinde etkin bir oral ilag
olan miltefosinin Leishmania tropica promastigotlar1 iizerindeki apoptotik etkisinin

Glukantim® ilacina gore daha iistiin oldugu sdylenilebilir.

Bir diger apoptoz bulgusu olan bcl-2 konsantrasyonuna baktigimizda ise, her ila¢ igin
uygulanan bes ayr1 dozdaki konsantrasyon degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
meydana gelmemistir. Buna karsilik her bir ilacin grafik degerleri en yiiksek dozdan en diisiik
doza dogru birbirleriyle karsilagtirildiginda, Glukantim®’deki bcl-2 konsantrasyonu bes
dozda da diger iki ilaca gore yliksek degerdedir. En diisiik deger ise staurosporinde meydana
gelmistir. Bcel-2 konsantrasyonunun Glukantim® ilacinda yiiksek olmasi apoptoz yoniinde
herhangi bir bulgunun meydana gelmemesiyle iliskilendirilebilir. Bcl-2 konsantrasyonunun

yiiksek olmasinin apoptozu inhibe ettigi digiiniilmektedir.

Leishmania tedavisinde ilag etkisinin gesitli Leishmania tiirlerinde programli hiicre 6limii
indiiklemesine yoOnelik calismalar halen devam etmektedir. Programli hiicre o6liimii
indiiklemesi Leishmania tedavisi ic¢in etkili bir yol olabilir. Fakat Leishmania tiirlerinin
cesitliligi ve parazitin ilaglara karsi direng gelistirmesi Leishmania protozoonunda gozlenecek
apoptoz bulgularinin netlik kazanmasin1 zorlastirmaktadir. Yapilan bu ¢alisma bulgularinin
Leishmania infeksiyonuna yonelik ilag tedavisine katki saglayacagi ve yapilmasi planlanan

calismalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania tropica, Programli hiicre 6liimii, Glukantim®, Miltefosin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF DRUG EFFECTS ON APOPTOSIS iN PROMASTIGOTES OF

Leishmania Tropica.

Bodug E. University of Adnan Menderes Health Science Institute Biochemistry Thesis of
Doctorate, Aydin, 2016.

Leishmania infection continues to be a serious public health problem. After the existence of
programmed cell death in multicellular organisms discovered in unicellular organisms has
sparked interest on leishmania protozoan that is the causative agent of the leishmaniasis.
Elucidation of the mechanisms of apoptosis is important in terms of Leishmania species to
develop drugs for the treatment of leishmaniasis. For this reason in this study the effects of
the drugs which are Glukantim® and miltefosin aganist the programmed cell death markers

was investigated on L. tropica promastigotes.

In the study, L. tropica promastigotes which were produced in NNN were incubated in cell
culture medium by addition of 10% fetal calf serum for grow that 24-26°C. When the
promastigotes growth reached logaritmic phase the drugs that were miltefosine and
Glucantim® were administrated and they were taken to the analysis for three apoptotic
markers that were DNA fragmentation by electrophoresis method, DNA fragmentation by
TUNEL method and bcl-2 concentration by ELISA method. Staurosporine, the drug was
administered as a positive control to compare the two drugs. The application dose of
miltefosin and staurosporin was adjusted as 100 pmol, 50 pmol, 25 pmol, 12.5 pmol and
6.25 pumol then promastigotes were incubated 24 hours .When comes to Glucantime® the
application dose was adjusted as 15mg/ml, 7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875 mg/ml and 0.9375

mg/ml then promastigotes were incubated 72 hours.

In the determination of DNA fragmentation by electrophoresis method in promastigotes with
the drug staurosporine as a positive control yielded DNA fragmentation image in each dose
which were 50 umol, 25 pmol, 12.5 umol and 6.25 umol.At the same doses, apoptotic DNA
fragmentation was observed also by TUNEL assay analysis in promastigotes.In the drug
which was miltefosine displayed oligonucleosomal DNA fragmentation in 25 pmol dose. The
dose which was 12.5 umol,it was not displayed a full clear fragmentation. It was observed

DNA fragmentation at 25 umol and 12.5 umol doses in also TUNEL assay analysis in
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promastigotes with miltefosin. Correspond to this two drugs, it was not observed oligo
nucleosomal DNA fragmentation in promastigotes with the drug which was Glucantime®.
Only at 0.9375 mg / mL dose, a vague image that was similar to DNA fragmentation was
exposed. In TUNNEL analysis Glucantime® again at 0.9375mg / ml dose occured a very
light color was due to a vague image which was similar to DNA fragmentation. Apoptosis
was not observed in the other dose finding. Thus, an effective oral medication of miltefosine
for the treatment of Leishmania can be said to be superior compared to Glukantim® on the

apoptotic effect that induced by drug in promastigotes of Leishmania tropica.

There was not a statistically significant difference between the concentration values for each
drug that was administered at five different doses, when we looked at the bcl-2 concentration
which was the other apoptotic marker. In contrast, when each drug chart values compared
with each other from the highest dose, to the lowest dose of bcl-2 concentration Glucantime®
displayed a high value according to the other two drugs in five doses. The lowest value
occurred in staurosporine. The high bcl-2 concentration of Glukantim® drug may be
associated with that any finding of apoptosis does not occur . A high concentration of bcl-2 is

thought to inhibit apoptosis.

Efforts to induce programmed cell death in various Leishmania species of Leishmania in the
treatment of drug effect is still ongoing. Induction of programmed cell death can be an
effective way to treat Leishmania. But diversity and the development of resistance to drugs
against parasites of Leishmania species makes it difficult to gain clarity of apoptosis to be
observed in Leishmania protozoa. The findings of this study is thought to contribute to the

drug treatment for Leishmania infection and to shed light on the work planned.

Keywords: Leishmania tropica, Programmed cell death, Glucantime®, Miltefosine.
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1.GIRIS

Leishmania infeksiyonu 88 iilkede yayilim gosteren ve diinyadaki ti¢lincii en 6nemli
vektor kaynakli hastalik olan 6nemli bir halk sagligi problemidir. Hastaliga kars1 etkili bir
asinin olmamas1 tek bir segenek olan ilag tedavisini zorunlu hale getirmistir. Fakat
Leishmania tedavisinde kullanilan ilaglara karsi gelisen diren¢ durumu ise hastaligi tedavi
etmede baska mekanizmalar aranmasini gerektirmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda tek hiicreli canlilarda tipki memelilerde oldugu
gibi bir programli hiicre 6liimii varligindan bahsedilmektedir. Bu konuda arastirma yapilan
tek hiicreli bir canli da leishmaniasis etkeni olan Leishmania protozoonudur. Leishmania
protozoonunun diinya iizerinde yayilmis olan ¢esitli tlirlerinde ve promastigot ile amastigot
formlarinda ilag etkisiyle yapilan calismalarda programli hiicre Oliimiine ait belirtecler
gbzlenmistir. Fakat gerek ilag¢ direnci gerekse parazitin her bir tiirline ait promastigot ve
amastigot seklindeki yasam formu programli hiicre Oliimiine verilecek yaniti olumsuz
etkilemektedir. Hatta bazi durumlarda parazit programli hiicre 6liimii yerine nekroz ya da
baska oliim tiplerini de tercih etmektedir. Bu da Leishmania’da programli hiicre Sliimi
belirteglerinin netlik kazanmasini zorlastirmaktadir. Bu sebepten dolayr giinliimiizde
Leishmania’nin programli hiicre 6liimii mekanizmas: ile ilgili yapilan g¢aligsmalar halen
devam etmektedir.

Bu calismada bir Leishmania tiirii olan Leishmania tropica programli hiicre 6limi
belirteclerinden oligoniikleosomal DNA kirilmasi (DNA merdiveni, PCR yontemi) , apoptotik
DNA kirilmas1 (TUNEL yontemi) ve Bcl-2 konsantrasyonlart yoniinden incelenecektir.
Programli hiicre 6liimii indiikleyicisi olarak staurosporin (pozitif kontrol), miltefosin ve
Glukantim® ilaglar1 kullanilacaktir. Boylelikle son yillarda Leishmania tedavisinde etkili ve
oral bir ila¢ olan miltefosin ile Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO) leishmaniasisin neredeyse
tim tiplerine kars1 ilk Onerdigi ila¢g grubu olan pentavalen antimonlardan Glukantim®

ilacinin, programli hiicre 6liimii belirteglerine olan etkisinin de gézlenmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Leishmaniasis

Leishmaniasis, Lutzomyia ve Phlebotomus tiirlerine ait kum sinekleri tarafindan
bulastirilan, Kinetoplastida sinifina ait olan, Leishmania protozonu tarafindan olusturulan bir
hastaliktir (David ve Craft, 2009). Diinya ¢apinda her yil 1,6 milyon yeni olgunun meydana
geldigi fakat bunlardan sadece 600.000’inin kayitlandig: bildirilmektedir (WHO 2010).

Bundan bagka leishmaniasis’in Afrika, Amerika, Asya ve Avrupa gibi dort kitada ve
98 tilkede 12 milyon insanin saghigini etkiledigi rapor edilmektedir (den Boer ve ark, 2011;
Kobets ve ark, 2012).

Bulundugu cografyaya gore, leishmaniasis; Eski Diinya ve Yeni Diinya leishmaniasisi
seklinde iki ana sendrom olarak incelenmektedir. Eski Diinya leishmanisisi iki klinik durum
barindirmaktadir. Bunlardan biri, deride sinirlanan kutan6z leishmaniasis (CL) ve dolasim ile
i¢ organlara lokalize olan visseral leishmaniasis’tir (VL). Yeni Diinya leishmaniasisinin
klinik bulgular ise kutanéz ve mukokutandz leishmanisisin semptomlarinin birlesmis hali
olup, mukoza membranlarindan, deriye kadar yayilan bir tablo géstermektedir (WHO, 2010;
Kobets ve ark, 2012). Mukokutandz leishmaniasis (MCL) deri yerine membran mukozasina

yerlesir.

Gilinlimiizde leishmaniasisin klinik olgularin1 tanimlamada ise yeni terimler
kullanilmaktadir. Mukozal leishmaniasis (ML), mukoza dokularinin Leishmania spp. ile
sarildigini gosterir. ML’de bilhassa iist solunum yollar1 (burun deliklerinden, larinks duvarina
kadar) ve oral kavite lezyon ile kaplidir. Tipik olarak mukozal leishmaniasis, kutandz
leishmaniasisten sonra ilerler, gilinler hatta yillar gectikgce belirginlesir. Bu klasik bir
mukokutandz leishmaniasis ya da ‘espundia’ olarak adlandirilir (WHO, 2010; Aliaga ve ark,
2003). CL’nin kutanoz leishmaniasis ile birlikte oldugu bir MCL tablosu, Giiney Amerika’da
goriilen tipik bir durumdur ve ‘Amerikan Tegumentary Leishmaniasis’ (ATL) adi ile
karakterize edilmektedir. MCL, Yeni Diinya Leishmania tiirleri olan, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. braziliensis ve L. panamensis’in olusturdugu enfeksiyonun tipik bir sonucudur.
Giliney Amerika Kita’sinin disinda mukozal leishmaniasis, MCL’den farkli ve daha az
tanimlanmis klinik durumlar gostermektedir. Aslinda, ML, kutandz ya da VL’den once

gelismekte ya da bu iki klinik duruma eslik etmektedir (Aliaga ve ark, 2003).



Her durumda mukozal yayilma Leishmania’dan kaynaklanan ilk ve tek
belgelendirilebilen  patolojik durumdur. Genelde bu klinik durumlar L. donovani’nin
kompleks tilirlerinde ve Ozellikle L. infantumdan kaynaklanan olgularda goriilmektedir

(Strazzulla ve ark 2013).

2.1.1. Taksonomi

Tanimlanan 30 Leishmania tiirliniin 21 tanesi insanda enfeksiyon olusturabilmektedir.
Bu farkli tiirlerin morfolojik olarak ayirimi yapilamamasina ragmen, izoenzim analizleri,
molekiiler metodlar veya monoklonal antikorlar kullanilarak ayrimlari  ortaya

cikarilabilmektedir.

Leishmania tiirleri sistematik olarak asagidaki gibi bildirilmektedir (Ozbel ve Ozensoy

Toz 2007).

e Kingdom: Protista

e Subkingdom: Protozoa

e Phylum: Sarcomastigophora

e Subphylum: Mastigophora

e (lass: Zoomastigophora

e Order: Kinetoplastida

e Family: Trypanosomatidae

e Genus: Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia
Herpetomonas, Leptomonas, Phytomonas

e Genus: Leishmania

e Subgenus: Leishmania

e Species: Leishmania donovani, Leishmania infantum,

Leishmania chagasi, Leishmania tropica, Leishmania major,
Leishmaniaaethiopica, Leishmania mexicana

(L.mexicana, L.amazonensis,L. venezuelensis, L. pifanoi, L.enriettii)

Subgenus: Viannia

Species: Leishmania braziliensiskompleksi



(L. braziliensis, L. colombiensis, L. eguatorensis, L. peruviana),
Leishmania guyanensis (L. guyanenesis, L. paramensis, L. shawi),

Leishmania lainsoni, Leishmania naiffi.

2.1.2. Leishmania’nin Cografik Dagilimi

Leishmaniasis, diinya ¢apinda biiylik bir alana yayilmis, vektor tarafindan olusturulan
bir hastaliktir. Daha detayli olarak incelenirse, visseral leishmaniasis’in 65 iilkede ve % 90
oranla, ilkel ve kirsal alanlarda meydana geldigi rapor edilmektedir. Bu alanlar1 barindiran ve
visseral leishmaniasis rapor edilen bes iilke, Hindistan, Nepal, Banglades, Sudan ve
Brezilya’dir. Kutandz leishmaniasis’in ise %90 oranla en fazla rapor edildigi iilkeler,
Afganistan, Iran, Suudi Arabistan, Suriye, Brezilya ve Peru’dur (Desjeux 2004). Tiirkiye’de
ise visseral leishmaniasis en ¢cok Ege ve Akdeniz Bolgelerinde goriilmektedir fakat, nerdeyse

biitiin bdlgelerimizden bildirilmis olgular mevcut olmaktadir (Ozbel ve Ozensoy Toz 2007).

Mukozal leishmaniasis olgular1 ise Giliney Amerika’da, Asya’da, Avrupa’da ve
Afrika’da rapor edilmistir. Latin Amerika’da 6zellikle Amazon bolgesi mukozal
leishmaniasis’in en 6nemli endemik bolgesidir. Diinya c¢apinda, mukozal leishmaniasis
genellikle en az siiphelenilen ve en az rapor edilen saglik olgularindan biridir. Avrupa’da
mukozal leishmaniasis olgulari; Italya, Fransa, Ispanya, Malta, Portekiz, Hollanda, Birlesik
Krallik ve Avusturya’da goriilmiistiir. Akdenizin disinda, mukozal leishmaniasis; Hindistan,
Sri-Lanka, Pakistan, Iran, Suudi Arabistan ve Sudan’da rapor edilmektedir (Strazzulla ve ark

2013).

Leishmania parazitleri, olusturduklart hastaliklar ve diinya’daki yayilimlar1 tablo 1°de

gosterilmistir (Mcgwire ve ark 2013).



Tablo 1. Leishmania etkenlerinin ve olusturduklari hastaliklarin diinya tizerindeki yayilimi

TURLER HASTALIK COGRAFIK DAGILIM

Eski Diinya Tirleri

L. major CL Orta Dogu,Afrika
L.tropica, L. infantum CL Orta Dogu,Afrika, Akdeniz
L. aethiopica CL Afrika
L. donovani VL Uzak Dogu
L. infantum PKDL Uzak Dogu,Afrika
VL Akdeniz, DoguAvrupa,Uzak Dogu

Yeni Diinya Tirleri

L. infantum/chagasi VL Merkez ve Gliney Amerika

L. mexicana CL Kuzey, Merkez ve Giney Amerika
L. amazonensis CL,DCL Gilney Amerika

L.panamensis CL Merkez ve Gliney Amerika

L. brazilienensis CL,MCL Merkez ve Giliney Amerika

L. guyanensis CL Guney Amerika

L. peruviana

ve L. venezuelensis CL Guney Amerika

(CL; Kutandz Leishmaniasis, VL; Visseral Leishmaniasis, MCL; Mukokutanéz Leishmaniasis,
PKDL; Post-Kalaazar Dermal Leishmaniasis, DCL; Diffiiz Kutanéz Leishmaniasis) (Mcgwire ve
ark 2013).

2.1.3. Leishmania Yasam Dongiisii

Leishmania iki ana yasam dongiisii asamasina sahiptir. Bir tanesi kum sinegi
vektoriiniin i¢cinde motil ve flagellali olan promastigot formudur. Bir digeri ise flagellasiz olup

memeli konaginda hiicre i¢ine yerlesen amastigot formudur (Ueno ve Wilson 2012).

Enfekte kum sinegi kan emmesi sirasinda reseptor aracili baglanan enfektif
promastigotlar1 memeli konagin fagositlerine birakir. Promastigotlar makrofajlar icinde
kendi parazit vakuoliinii lizozomlar ile eriterek amastigot ad1 verilen formu olusturmak {izere
replike olurlar. Daha sonra enfekte makrofajlar i¢indeki amastigotlar hiicre disina ¢ikip,
cevre dokulara hasar vermeye baslarlar. Parazit ve enfekte makrofajlar i¢ organlar ve deriye

de metastaz yapabilirler (Mcgwire ve ark 2013).



2.1.4. Leishmania’nin Klinik Sendromlari
2.1.4.1. Kutanoz Leishmaniasis

Kutan6z leishmaniasis Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania mexicana,
Leishmania anazonensis ve Leishmania guyanensis, Leishmania panemensis ve Leishmania
braziliensis gibi gesitli Leishmania tiirii tarafindan olusturulan ve hastaligin en az siddetli olan
bir formudur (Goto ve Lauletta Lindoso, 2012). Vektoriin 1sirdig1r yerde veya yakininda
iilseratif veya nodiiler bir lezyon goriilmektedir. Bu lezyonlar genelde yiiz, 6n kol ve bacaklar

gibi viicudun agikta kalan boliimlerinde haftalar veya aylarca gelisme gostermektedir (David

ve Craft, 2009).

2.1.4.2. Diffuz Kutanoz Leishmaniasis

Bu leishmaniasis tiirii kutan6z leishmaniasis’e karsi, eksik bir hiicresel immun yanit
sonucu sekillenmektedir. L. amazonensis gibi tiirler tarafindan vektoriin 1sirdigi viicut
bolgesinden uzak bir yerde lokalize olarak nodiiler bir lezyon seklinde goriilmektedir.
Genelde kendiliginden iyilesme egiliminde olan diffiiz kutandz leishmaniasis, L. panomensis
ve L. braziliensistiirlerinin olusturdugu olgularda mukokutan6z doku lezyonuna doniisebilir.

Erken tedavi hastaligin ortadan kalkmasini hizlandirmaktadir (Desjeux 2004).

2.1.4.3. Mukokutanoz Leishmaniasis

‘Espundia’ ismi ile de bilinmekte olan MCL nazofarinks ve orofarinsk de dahil tiim
farinks bosugunda lokalize bir lezyon olup, bu alandaki mukozanin siddetli hasarlanmasi,
solunum problemlerini de beraberinde getirecegi icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir
(Desjeux 2004). Hastalik L. braziliensis tirii tarafindan deriden mukokutanéz dokuya
metastaz yaparak ilerler. MCL’nin altinda yatan patogenezheniiz tam anlagilabilmis degildir.
Konak ve parazit arasindaki immun reaksiyon eksikligi sonucu olustugu diistiniilmektedir (de
Oliveira ve Brodskyn, 2012). Hastalik ila¢ tedavisine diren¢ gostermektedir ve hastalar
cogunlukla primer enfeksiyondan degil bir diger ikinci siiperenfeksiyon ve malnutrisyon

sonucu 6lmektedir (Calvopina ve ark, 2004).



2.1.4.4. Visseral Leishmaniasis

Visseral lesihmaniasis (kala-azar), Kutandz leishmaniasis’in ilk sathasinda enfekte
makrofajlarin retikiiloendotelyal sisteme metastaz yaparak fagositlerin enfektif hale
gecmesinin bir sonucu olarak sekillenir. Eski Diinya VL’si L. donovani (Pakistan, Hindistan,
Cin, Afrika Ulkeleri'nde) ve L.infantum (Akdeniz Ulkeleri’nde) tarafindan bulastirilir
(Mcgwire ve ark 2013). VL’li hastalarda karaciger, dalak ve kemik iliginde makrofaj
proliferasyonu sonucu karaciger ile dalakta biliylime meydana gelirken ayni zamanda kemik
iligi supresyonu da gozlenir. Hastalar tedavi edilmedikleri siirece immunsupresyon gelisir ve
baska bir hastaliga kars1 egilimli olarak diger mikroplarla beraber siiperenfeksiyon meydana

gelir (ter Horst ve ark, 2008).

2.1.4.5. Post-Kala-Azar Dermal Leishmaniasis

Visseral leishmaniasis’li bazi hastalarda basarili tedavinin ardindan aylarca, hatta
yillarca bile siiregelen, asemptomatik, kalicilik gosteren ve deride birden gelisen diffuz-
makular, makulo-papular ya da nodiiler tarzda lezyon gozlenmektedir. Bu duruma Post-Kala-
Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) denilmektedir (Zijlstra ve ark, 2003). PKDL, baslica
Hindistan ile Sudan’da goriilmektedir ve insanlar L. donovani tarafindan enfekte
edilmektedir. PKDL’nin patogenezi tam olarak anlasilabilmis degildir. Ama bu durumun
interferon v ile iligkili olarak, konak immun cevabinin olumsuz etkilendigi diisiiniilmektedir

(Mcgwire ve ark 2013).

2.1.5. Transmisyon

Kum sinegi Phlebotomus ve Lutzomyia spp. los ve nemli aksam karanliginda enfekte
bir insandan ya da karasal memelilerden kan emme sirasinda enfeksiyonu kapmaktadir. Kan
ile alinan amastigot form kum sineginin bagirsaginda replike olarak promastigot form halini
alir. Daha sonra kan emilme sirasinda kum sineginin regurgitasyonu ile enfeksiyon
olusturacagi konaga gegerek dongiiyli terk eder (Rogers ve ark, 2004). Bilinen 100 ¢esit kum
sineginden sadece 70 tanesi leishmaniasis’i bulagtirmaktadir. Parazitin proteolitik enzim
salgist vektorlin bagirsak epitelindeki inhibe edici salgidan etkilenmedigi siirece vektor
hastalik yaymada etkindir. Kum sineginin tiikriigii, konaktaki immun cevabi, sanki deneysel

bir kutandz enfeksiyonu destekler gibi etkilemektedir. Bunun yaninda enfekte olmayan bir



kum sineginin 1sirmasi ya da tiikriik proteini ile asilama yapmak da deneysel bagisikliga karsi

bir korunmay1 uyarmaktadir (Sacks 2001).

Visseral leishmaniasis, direk olarak, amastigotlarin mutlak suretle, ya kan yolu ya da
organ transplantasyonu sirasinda hastalifa neden olmasiyla meydana gelmektedir. Kutandz
enfeksiyon ise kan olmaksizin da, herhangi bir yere atilan ucu agik igne, enjektor veya
siringanin enfeksiyon etkeni tastyip dikkatsizlik sonucu dokunulmasiyla da meydana gelebilir

(Murray ve ark 2005).

2.2. Apoptoz

Apoptoz terimi 1972 yilinda, henliz daha morfolojik Ozellikleri tam olarak
aydinlatilmasa bile, ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tanimlanmistir (Kerr 2002).
Apoptozun memeli hiicrelerindeki mekanizmasinin anlasilmasi ise Caenorhabditis elegans
adli nematod’un geligimi sirasinda gozlenen bulgular sayesinde aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir

(Horvitz 1999).

Apoptoz, hiicrelerin genetik olarak elimine edilmesi siirecinde, programli bir hiicre
Olimii seklinde tanimlanmistir (Formigli, 2000; Sperandio, 2000; Debnath, 2005). Bununla
beraber, baska programli hiicre 6liimii tipleri de kesfedilmistir ve hala da kesfedilmeye devam
edilmektedir. Apoptoz, organizmanin gelismesi ve yaslanmasi siireclerinde meydana gelerek
dokulardaki hiicre populasyonunun devam ettirilmesi i¢in bir homeostatik mekanizma gibi
caligmaktadir. Aym1 zamanda, hiicreler bir hastalik ya da zararli ajanlar sebebiyle hasara
ugradiklarinda, apoptoz, sanki bir immun reaksiyon gibi savunma mekanizmasi rolii

tistlenmektedir (Norbury ve Hickson 2001).

Apoptozu tetikleyen c¢ok cesitli fizyolojik ve patolojik durumlar olsa da biitiin hiicreler
ayni cevabi gdstermeyebilirler. Ornegin, kanser kemoterapisinin yarattig1 irritasyon ya da
ilaclar, bazi hiicrelerde DNA kirilmasiyla, p53-bagimli yolu segerek, apoptotik 6liime yol
acmaktadir. Yine bir bagka 6rnekle anlatmak gerekirse, kortikosteroidler gibi bazi hormonlar
bir takim hiicrelerde apoptoz meydana getirirken, diger hiicreler bu durumdan
etkilenmemektedir. Bazi hiicreler Fas ve TNF reseptorlerini agiga ¢ikartarak, baglayici
ligandlarla ve g¢apraz protein baglariyla apoptozu gerceklestirmektedir. Biitiin bu verilen
orneklerin yani1 sira bazi hiicrelerde ise apoptoz ¢esitli nedenlerle bloke edilebilmektedir

(Hirsch ve ark, 1997; Zeiss, 2003).



Bazi durumlarda indiikleyici faktoriin tipi ya da derecesi hiicrenin apoptoz ya da
nekrozdan birini tercih etmesini belirlemektedir. Diisiik dozlarda sicaklik, radyasyon, hipoksi
ve sitotoksik antikanser ilaglar1 gibi bir ¢ok indiikleyici faktér apoptoz olusturabilmektedir,
fakat tam aksine, bu faktorlerin yiiksek dozlar1 ise nekroz meydana getirmektedir (Elmore

2007).

2.2.1. Apoptoz’un Mekanizmasi

Apoptoz’da kaspazlarin aktive oldugu iki biiylik mekanizma vardir. Bunlar intrinsik

(mitokondri yolu) ve ektrinsik (6liim reseptorii yolu) yollardir (Bratton 2000).

Intrinsik yol, yeterli sitokrom ¢ salindif1 zaman, mitokondriyal bozulma ile aktive
olur (MacFarlane 2003). Yeterli kaspaz-kaskad varliginda, sitokrom ¢, Apaf-1, d-ATP/ATP
ve prokaspaz-9’un birbirleriyle etkilesimi sayesinde apoptosom formu olusturulur (Cain K ve
Zou K 1999). Bu yol Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir (Green ve Reen, 1998; Green,
2000).

Ekstrinsik yol ise ligandlarin hiicre yiizeyine baglanmasimi saglar. Bu ligandlar
kaspaz-kaskad’in aktivasyonunu baslatan &liim reseptorleridir (Ashkenazi 1998). Oliim
reseptorleri timor nekroz faktdr (TNF) geni superfamilyasinin bir bolimii olup apoptoza
hizli ve etkili bir rota saglamaktadir. Oliim reseptérleri hiicre disinda sisteinden zengin bir
ortam ve Olim alan1 adi olarak bilinen hiicre i¢i bir stoplazmik alan igerir ve tip I
transmembran proteinleridir. Bu proteinler apoptoz i¢in mutlaka gereklidir. Ciinkii 6lim
reseptorlerinin birbirine kenetlenmesi kaspazlar olarak bilinen proteazlarin hareketlenmesini

saglayan siireci tetikler (Kumar ve ark, 2005).

Fas oligomerizasyonunun olmasi halinde 6liim alanindaki adaptor bir protein olan
FADD’1n baglant1 yapip harekete ge¢cmesi kolaylasir (Krueger ve ark, 2003). FADD daha
sonra Oliim alanindaki kaspaz-8’i harekete gecirir. Kaspaz-8’in homodimerizasyonu ardisik
olarak boliinen aspartat kalintilarinin aktive olmasi ile sonuglanir. Tamamen aktiflesen
kaspaz-8, daha sonra Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bid’ten ucu kesik yeni bir Bid’i ya da t-Bid’1
olusturmak i¢in boliinlir (Li ve ark, 1998). T-Bid bir diger Bcl-2 {iyesi olan Bax’in
oligomerizasyonunu diizenlemek i¢in  mitokondri membraninin disina lokalize olarak
mitokondrinin yikimlanip sitokrom-c¢ ile Smac/Diablo’nun salinmasini saglar. Sitokrom c ise
Apaf-1 ve kaspaz-9’un  ATP’nin varliginda birlesmesini saglayarak biiyiik molekiiler

agirhikli ve apoptosom olarak bilinen aktif kaspaz-9’u olusturur (Cain ve ark, 2000).



Apoptosom da kaspaz-3 ve kaspaz-6 gibi efektor kaspazlari aktive ederek hiicre bilesenlerini

yikima ugratip dongiiniin sonlanmasini saglar (Taatjes ve ark, 2008).

2.2.2. Apoptoz Geri Doniisiimlii Bir Dongii Miidiir?

Kaspaz aktivasyonu ile isleyen apoptoz, geriye doniisiimsiiz olaylar zincirinden olusan
bir siirectir (Hoeppner ve ark, 2001). C. elegans’da oldiirlicii genlerin kismi fonksiyon
kaybma yol agan mutasyonlar, ayni zamanda bazi hiicrelerin apoptoz yoluyla programli
olarak Slmesinin de Oniine gecerek hayatta kalabilmesini saglamaktadir (Reddien ve ark,
2001). Vertebralilarda makrofajlarin bazi dokularda hiicre 6liimiinii tesvik ettigine dair bazi
kanitlar bulunmustur. Makrofajlarin fare goziiniin 6n kamerasindaki eliminasyonu vaskiiler
endotelyal hiicrelerin normal bir sekilde apoptoza gitmesine engel olmustur ( Diez-Roux ve
Lang, 1997). Benzer sekilde Geske ve arkadaslar1 (2001), apoptotik hiicrelerde erken p53
indiiklenmesinin eger apoptoz uyarani ortadan kalkarsa hiicrelerin apoptotik programdan
kacabileceklerini gostermistir. Yine ayni c¢alismada, p53 indiiklenmesi olan apoptoz
stirecinde DNA onarmmi erken gergeklesirse, bu onarimin hiicreyi siradan bir hiicre 6liimiine

dogru gotiiren ters bir etki de dogurabildigi gézlenmektedir (Elmore 2007).

2.2.3. Apoptozun Biyokimyasal Ozellikleri
2.2.3.1. DNA Kirilmasi

Apoptozun biyokimyasal degisikliklerinden bir tanesi DNA’nin endojen DNaz’lar
tarafindan ¢ift sarmalli olarak  180-200 baz ciftli (bp) DNA kiriklarina bdoliinerek
indirgenmesidir (Wyllie 1980). Cekirdek i¢i kirilma degisik kosullar ve c¢esitli hiicre tipleri
gdz Oniline alindiginda, apoptoz morfolojisini en iyi tanimlayan bir belirte¢ olarak

gbzlenmistir (Bortner ve ark, 1995).

DNA yapisinin onarilmasi, diizenlenmesi ve replikasyonunda bir¢ok tipte kaspaz
substratlarina gerek duyulmaktadir ( Nicholson ve Thornberry, 1997). DNA kirilma faktorii
(DFF40) (Liu ve ark, 1998), kaspaz’a aktive olmus DNaz (CAD) (Enari ve ark, 1998;
Sakahira ve ark, 1998) ve hemotopoietik hiicreler (NUC70) dahil olmak iizere DNaz
enzimleri, apoptoz siiresince  DNA kirilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar (Urbano ve ark,
1998). DFF40 ve CAD inhibitor proteinlerle (DFF45 ve ICAD) beraber normal hiicrelerde

inaktif heterodimer olarak bulunurlar. Bu enzimler kaspaz 3 aracilidi ile ya da kaspaz ailesinin
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diger iiyeleri ile aktive olurlar. Aktive edilen CAD ve DFF40 ile ¢ekirdegin baskilanmasi
apoptozun tipik morfolojik degisimlerini indiiklemede yeterlidir. 150-300 kbp’lik genis
bliyiikliikte DNA kirilmalarinin olusmasi ¢ekirdek i¢i kirilmalardan daha 6nce olur ama sozii
edilen DNaz enzimlerinin bu siirecteki rolleri heniiz daha ¢alisiimamistir (Saraste ve Pulkki,

2000).

Cekirdek ici DNA kirilmalarinin gosterilmesi apoptoz belirteci olarak biiyiik bir
avantajdir. DNA kirilmasi elektroforezle ya da TUNEL yontemi ile saptanabilir. Doku

orneklerindeki apoptoz miktarinin belirlenmesi bu yontemlere dayanir (Wyllie 1980).

2.2.3.2. Kaspaz Aktivasyonu

Interleukin-1p déniistiiriicii enzim (ICE), Caenarhabditis elegans’da hiicre 6liim
proteini CED-3 ile iliskilendirilmistir. Caenarhabditis elegans’da  CED-3, apoptozun
meydana gelmesi icin gereklidir. ICE ve iligkili enzimlerin tiim memelilerde bulundugu ve
apoptozun gergeklesmesi i¢in ilk 6nem sirasinda yer aldigi diistiniilmektedir (Yuan ve ark,
1993; Thornberry ve ark, 1992). Proteaz ailesinin ilk {iyesi olan ICE, kaspaz olarak
adlandirilir (Alnemri ve ark, 1996) ve apoptozun diizenlenmesinde biiyiik rol oynar (Kumar
ve ark, 1994; Kuida ve ark, 1996). Apoptotik hiicre 6liimiiniin meydana gelmesinde kaspaz
aktivasyonunun son derece gerekli oldugunu gdsteren bircok genetik ve biyokimyasal ¢calisma
mevcuttur (Hirsch ve ark, 1997; Janicke ve ark, 1998). Fakat hiicre 6liimii i¢in kaspazlar
tizerine bir bagimlilik s6z konusu degildir. Ciinkii kaspaz aktivitesi inhibe oldugunda bile

hiicreler apoptotik olmayan morfolojilerle 6lmektedirler (Saraste ve Pulkki, 2000).

Kaspaz aktivitesi ile karakterize iki 6nemli yol bulunur. Bunlardan bir tanesi Fas ve
TNF reseptorlerinin de dahil oldugu 6liim reseptorlerinin ligasyonu ile baslatilan yoldur
(Ashkenazi ve Dixit, 1998). Kaspaz 8 bu yolun en 6nemli kaspazidir. Bir digeri ise p53 ve
cesitli sitotoksik ajanlarin yol actigi apoptotik sinyalleri birlestiren mitokondriyal yoldur.
Mitokondriyal yol ayrica reseptorler araciligi ile saglanan apoptozu da arttirir. Bu yolun
onemli noktasi ise apoptoz indiikleyici faktor AIF gibi mitokondriyal zar boslugundan
sitozole gecen sitocrom c ve diger kaspaz aktive edici faktorlerin salinmasidir. Kaspaz-9 bu
mitokondriyal apoptotik yoldaki dongiiye en ¢ok katilan kaspazdir (Saraste ve Pulkki, 2000).
Prokaspaz 9’un aktivasyonu sitokrom c¢’nin de dahil oldugu sitozolik kompleksi gerektirir.
C.elegans’da 6liim geni CED-4’lin homologu ise apoptoz protease aktive edici faktor (Apaf-
1) ve dATP olarak isimlendirilir (Li ve ark, 1997; Srinivasula ve ark, 1998).
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2.2.3. Apoptozun Morfolojik Ozellikleri

Apoptoz baslangici hiicre ve ¢ekirdek biiziigmesinin yani sira ¢ekirdek kromatinin
kondenzasyonu ile beraber bir kiitle olusumu ve bu kiitlenin ¢ekirdek membranindan belirgin
sinirlar halinde ayrilmasi ile karakterizedir (Saraste ve ark, 2000). Daha sonra c¢ekirdek
ilerleyen bir yogunlasma gdosterir ve parcalanir. Hiicre onu ¢evreleyen dokudan ayrilir ve
plazma membrant da bu ayrilan par¢anin yerini kapatmak i¢in uzama gosterir. Bu ayrilan
apoptotik cisim hiicresel organeller ve cekirdek kalintilar1 ile doludur. Apoptotik cisim
icindeki iyi tanimlanabilen ve korunan 06zel yapilar ise membranlar ve mitokondridir.
Makrofajlar ve parenkimal hiicrelerin de dahil oldugu komsu hiicreler tarafindan apoptotik
cisim hizli bir sekilde fagosite edilir (Kerr ve ark, 1972; Kerr ve ark, 1994). Apoptotik
biiziilme hiicreyi apoptotik cisimcikler seklinde parcalara ayirir ve her bir hiicre inflamasyon
olmadan elimine edilir. Yapilan calismalar gosterir ki anahtar proteinlerinaktiflesen kaspaz
proteazlar tarafindan proteolitik boliinmesi apoptotik morfolojilerin tanimlanmasinda rol

oynar (Martin ve Green, 1995) .

2.2.4. Apoptoz’un Genetigi

Apoptozun diizenlenmesinde karsilagilan ve apoptozu etkileyen en énemli iki yap1

pS53 ve bel-2 ailesi tiyeleridir (Brown ve Wouters 1999).

2.2.5.1. ps3

p53, ilk olarak 1979 yilinda smian virus (SV40) T antijenini baglayan ve kanser hiicresi
cekirdeginde biriken bir hiicresel protein olarak belirlenmistir (Deleo, 1979; Linzer ve
Levine, 1979). p53 olarak kodlanan ve asli TP53 olan gen, neoplastik rodent ve insan
hiicrelerinde ¢ogaltilmis ve daha sonra rodent hiicrelerine verildiginde zayif onkojenik
aktivite gostermistir. 1980’lerin sonuna dogru ise arastirmacilar fark etmistir ki o zamana
kadar p53’iin vahsi tipi yerine yanlhis kodlanmis sekliyle calisilmistir (Scheffner, 1990).
1990’larin basinda ise TP53 tiim diinya ¢apinda biitiin kanser vakalarinda tiimor baskilayici

gen olarak tanimlanmistir (Donehower, 1992).

p53’iin transkripsiyon faktdrii olarak birgok fonksiyonu vardir. Ilk olarak hiicre

olaylar1 dongiisiiniin diizenlenmesi ve apoptozda kendini gosteren p53, gen amplifikasyonu,
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farklilagmasi ve gelismesinin yani sira DNA rekombinasyonu, kromozomal segregasyon ve

hiicresel senesensde rol oynamaktadir (Harris, 1996; Oren ve Rotter, 1999).

pS3 agikca, DNA hasari, hipoksi ve onkogenez gibi genis c¢aptaki stres kosullarina
kars1 olusan hiicresel bir yanittir. p53’iin yanit mekanizmasi hiicre kiiltiirlerinde, hayvan ve
insan modellerinde de gdzlenmistir. p53°lin stres yanitina karsit verdigi cevap lizerinden
biyokimyasal olarak en ¢ok calisildigt mekanizma ise apoptozdur. pS3 apoptozda adeta bir
hiicresel muhafiz gibidir. Hiicresel stresin derecesine gore apoptozu indiikler. p53’e bagl
apoptotik cevabin altinda yatan biyokimyasal mekanizma tam anlagilamamasina ragmen p53,

hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik yolda gorev alir (Hofseth ve ark 2004).

Apo-1/Fas reseptorii ve TRAIL reseptorii gibi 6liim reseptdrlerinin aciga ¢ikmasinda,
ekstrinsik yolda p53 seviyesi artar. Bu sirada sitoplazmik p53 kaspaz-8 ve kaspaz-3’ii aktive
eder. Intrinsik apoptotik yolda ise ¢ekirdek p53°ii PIDD ve sadece BH3 proteinleri (PUMA,
NOXA, BAX ve BID) gibi preapoptotik protein salinmasini aktif hale dontistiiriir. Bunlari
yaparken mitokondri membran potansiyelini arttirarak sitokrom c¢’nin salinmasini saglar ve
kaspaz-8 ile kaspaz-9 aktive olur. Bu sirada sitoplazmik p53 mitokondriye gecer ve Bcl-
2/Bcl-X1, kompleksini olusturur. Boylece bu yap1 da proapoptotik proteinler olan BAX ve
BAK’1n agiga ¢ikmasimi saglar. pS3 aym1 zamanda apoptosomun anahtar bileseni olan

APAF-1’in salinmasini aktive eder ( Lin ve ark, 2002).

Bunlardan baska apoptoz da oldugu kadar otofajinin de bas diizenleyicisi p53’tiir.
Sonug¢ olarak p53 kanser tedavisi i¢in Onemlidir fakat hala ¢oziimlenmesi karmasik bir

yapidir (Su ve ark 2013).

2.2.5.2. Bcl-2

Caenorhabditis elegans’daki programli hiicre oliimiiyle ilgili genetik ¢aligmalarda
apoptozun diizenlenmesi ve yiiriitiilmesinde iki genin 6nemli bir sekilde rol oynadig: tespit
edilmistir. Bunlar, Ced-9 ve Ced-3’tiir.Ced-9 ve bunun memelilerdeki karsiligi bcl-2 hiicreleri
apoptoza girmekten korumaktadir. Ced-3 ise memelilerde interleukin-1p doniistiiricii enzim
proteazi (ICE) ya da kaspaz-1 ailesi olarak tanimlanmistir ve apoptozin meydana gelmesi i¢in
gereklidir. Bir memeli proteini olan CPP32 (kaspaz-3) Ced-3’e benzer sekansta substrata 6zel

etki gostermektedir (Yang ve ark, 1997).

Apoptoz 6nceden de bahsedildigi gibi kaspaz ailesinin sistein proteazlarinin bir dizi

aktivasyonu sonucu iki dnemli yol sayesinde ger¢eklesir. Bunlardan biri ekstrinsik yoldur ve
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kaspaz-8’in aktivasyonu sonucu olusur. intrinsik yol ise mitokondriyal ya da stres yolu olarak
bilinir . Bu yol mitokondrinin DNA hasar1 gibi herhangi bir stres faktoriine karsi hasarlanip
sitokrom ¢’yi salgilamasi sonucu Araf-1 proteini lizerinden kaspaz-9’un aktive olmasi sonucu
meydana gelmektedir. Kaspaz-9 adindaki reaksiyonu baslatici kaspaz boéliinerek kaspaz-
3,kaspaz-6 ve kaspaz-7 gibi efektdr kaspazlari aktive edebilir. Intrinsik yol bcl-2 protein ailesi

tarafindan kontrol edilir (Adams ve ark 2007).

Bcl-2 ailesi proapoptotik etki, antiapoptotik etki ve bu iki ailenin homologlar1 olacak
sekilde li¢ grup altinda incelenir (Schinzel ve ark, 2004). Antiapoptotik etki bcl-2 benzeri
proteinler, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve A1/Bfl-1’dir. Proapoptotik etkili Bax benzeri proteinler
Bax, Bak/Mtd’dir. Proapoptotik BH3 proteinleri ise Bid, Bim/Bod, Bad, Bmf, Bik/Nbk, Bik,
Noxa, Puma/Bbc3 ve Hrk/DP5°dir. BH3 proteinlerinin hasarli hiicrelerden alinan 6lim
sinyallerini birlestirip bir diger bcl-2 ailesi tiyelerine iletilmesi gibi gorevleri de vardir. Genis
bir alana yayilan proapoptotik proteinler olan Bax ile Bak ve belki Box mitokondrinin dis
ortama olan membran gecirgenliginden sorumludur. Bunun yami sira bu ii¢ proapoptotik
protein (Bax, Bak, Bok) en bas sirada yer alan apoptoz diizenleyicilerdir. Bax, Bak’in
yoklugunda mitokondriyel membran ge¢irgenligi islevini yerine getiremez, dolayisiyla
apoptoz da Onlenmis olur (Martinou ve ark 2011). Bcl-2 ailesinin apoptotik iiyeleri,
mitokondri, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek membrani gibi yerlerde bulunurlar. Buna

karsilik proapoptotik {iyeleri ise sitozolde bulunur.

Bcl-2 molekiilii mitokondri kapisinin  gardiyan: gibidir (Gross ve ark 1999).
Mitokondri apoptozun intrinsik yolunda oldukg¢a 6neme sahiptir. Ozellikle sitokrom ¢’nin de
dahil oldugu suda ¢oziinen proteinler mitokondrinin zarlar1 arasindan sitozole gegerek burada
kaspaz aktivasyonunu baglatirlar. Bununla beraber mitokondrideki membran gecirgenligi
dedigimiz durum ise suda ¢ozilinen proteinlerin yogunlugu ile iliskilidir. Ancak C. elegans ve
Drosophila i¢in mitokondri membran gegirgenligi durumu gerekli degildir. Omurgali
canlilarda mitokondri membran potansiyeli proapoptotik bcl-2 ailesi tarafindan kontrol

edilmektedir (Martinou ve ark 2011).
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Sitotoksik ajanlar,DNA
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| Sitokrom c,dATP,Apaf-1 |
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Kaspaz Aktivasyonu
Ros ve ATP azalmasi

J

Substrat proteinlerinin bolinmesi

|

Apoptotik olmayan hiicre 6liimii/nekroz ikincil NEKROZ APOPTOZ

Membran bitlinligiintin kaybolmasive
Apoptotik olmayan morfoloji Cekirdek ici DNA kirilmasi
Apoptozun morfolojik 6zellikleri

Sekil 1. Apoptozun molekiiler yolunun, apoptotik ve apoptotik olmayan hiicre Sliimii ile
iliskisinin gosterilmesi. (Oliim reseptdrlerinin ligasyonu ve sitokrom c gibi kaspaz aktive
edici faktorlerin mitokondriden salinmasi, sirasiyla caspase8’ in ve 9’un Oncii oldugu
kademeli kaspaz dongiisiinii baslatir. Mitokondri ise reseptdr aracili apoptoza Onciiliik
etmektedir. Fakat baz1 durumlarda apoptoz hiicrede ikincil bir nekroz meydana getirebilir.
Apaf 1: apoptoz proteaz aktive edici faktor, ROS: reaktif oksijen ¢esidi) (Saraste ve Pulkki,
2000).

2.3. Cok Hiicreli Organizmalarda Apoptoz

Cok  hiicreli organizmalarda apoptoz siireci, hiicre intithar mekanizmasini
etkinlestirerek kromozomal kondenzasyon ve ¢ekirdek DNA’s1 kirilmasi ile sonuglanmaktadir
(Steller, 1995; Wyllie, 1980). Memelilerde apoptozun intrinsik yolu mitokondri membran
gecirgenligi ile aktive olmaktadir (Newmeyer ve ark, 1994; Kroemer ve Reed, 2000) .
Bununla beraber mitokondri membran proteinleri , sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor

(AIF) ve endoniikleaz G  (EndoG)’nin sitoplazma igine salinmasini saglamaktadir.
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Kaspazlardan sistein endoproteaz ailesinin aktivasyonu apoptozun katabolik olarak
diizenlenmesinin anahtaridir (Kaczanowski ve ark, 2011). Sitokrom c, AIF ve kaspazlarin

niikleazlar1 aktiflestirmektedirler.

Bitkilerde  de apoptoz  mitokondriden salinan faktorler sayesinde kromatin
kondenzasyonu ve DNA degredasyonu seklinde gerceklesmektedir (Reape ve McCabe,
2010). Bitkiler standart kaspazlara sahip olmasalar bile bu rolii kaspaz ortologlarindan
metakaspaz ailesi tiyeleri iistlenmektedir. Bitki metakaspazlari memeli kaspazlariyla
karsilastirildiginda farkli substratlara egilim gostermektedirler ama hala apoptoz’in meydana
gelmesini saglayan kaspaz aktivitesine yakin bir biyolojik aktivite ortaya koymaktadir (Reape
ve McCabe, 2010; Sundstrom ve ark, 2009).

2.4. Tek Hiicreli Organizmalarda Apoptoz Benzeri Programh Hiicre Oliimii

Bir maya olan Saccharomycescerevisiae ve taze su algi chlamydomonas reinhardtii
gibi yasayan serbest tek hiicreli organizmalarda fiziksel ve kimyasal stresin apoptozu
baslattig1 goriilmektedir (Madeo ve ark,2004;Yordanova ve ark, 2010). Mayalarda apoptozun
bir¢cok 6zelligi memelilerde tariflenen sekline benzer olarak goriilmektedir (Sharon ve ark,
2009; Madeo ve ark, 1997). Mitokondriyel proteinlerin, AIF, Endo G ve sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya ¢ikmasi gibi Ozellikler memelilerdeki apoptoza benzerlik gostermektedir
(Kaczanowski ve ark, 2011). Maya metakaspazlarinin bozulmasi durumunda , hidrojen
peroksitle indiiklenen apoptozun inhibe edildigi bildirilmektedir. Metakaspazlarin asir
aktivasyonu ise, proteolitik etkilerini arttirmasi sebebiyle hidrojen peroksitle indiiklenen bir

apoptoz ortaya ¢ikarmaktadir (Madeo ve ark, 2002).

Serbest yasayan tek hiicreli siliali protozoonlarda da konjugasyon siiresince apoptoz
meydana gelmektedir. Ornegin, Tetrahymena thermophila’da ebeveyn makroniikleuslarinin
sitoplazmadan seg¢ilip elimine edilmesi apoptoz benzeri bir islemle gergeklestirilmektedir

(Mpoke ve Wolfe 1996).

2.5. Parazitlerde Apoptoz Benzeri Programh Hiicre Oliimii

Model organizmalardaki, apoptoz parazit organizmalart ile karsilastirildiginda

programli hiicre 6limii mekanizmasinin anlasilmasi sinirli kalmistir. Bununla beraber,
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literatlir taramalarinda Trypanosoma, Leishmania ve Plazmodium gibi farkli parazitlerde de

apoptoz ile yapilan ¢aligmalara rastlanmaktadir (Kaczanowski ve ark, 2011).

Apoptoz benzeri hiicre Oliimiiniin tipik 6zellikleri olan; hiicre bliziismesi, ¢ekirdek
kondenzasyonu veya DNA kirilmasi, kaspaz ailesi proteazlarinin aktivasyonu ve sitoplazmada
sitokrom c¢ artis1 bu organizmalarda da gézlenmektedir (Arambage ve ark, 2009; Duszenko ve

ark, 2006).

Apoptoz hidrojen peroksit ile ya da dogal yolla nitrik oksit donoérlerinin olusmasi
saglanarak, ilaglar ve oksidatif stres gibi ¢esitli ajanlar kullanilarak indiiklenebilir. Apoptoz
faktorlerinden iki tanesi olan AIF’in ve Endo G’nin fonksiyonlari protozoonlarda da deneysel
olarak dogrulanmistir. Bunlardan bagka taksonomik olarak her bir protozoonda apoptoz
indiiklenmesinin karigsik bir mekanizmaya sahip oldugu ve bu mekanizmalarla baglantili

bir¢ok yol yer almasi goz oniinde bulundurulmalhidir (Kaczanowski ve ark 2011).
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Tablo 2. Leishmania tiirlerinde arastirilan apoptoz belirtegleri (Deponte 2008).

Leishmania Tiirii Indiikleyici Apoptoz Belirteci

Leishmania amazonensis Ca” varliginda  sicaklik | DNA kirilmasi,kromatin
stresi, amastigotlar1 nitrik | kondenzasyonu, vezikiil
oksit tiirevleri 1ile tedavi | formu,hiicre biliziismesi.
etmek.

Leishmania donovani Promastigotlar1,  kiiltiirdeki | DNA kirilmasi,kromatin
logaritmik  (sabit) fazda; | kondenzasyonu, hiicre
H,0,, Amfoterisin B, | biiziismesi, ¢ekirdek
Camptotesin kirilmasi, vezikil formu,
veyaantimikrobiyel membran sismesi, glutatyon
peptidlerle tedavi etmek. azalmasi, reaktif oksijen

tiirlerinde

artma,fosfatidilserinin
membran yapragmin disina

¢ikmasi, kaspaz-benzeri
aktivite, mitokondri
membran potansiyelinin

(AY) kaybolmasi, sitokrom c
salinmasi.

Leishmania major

Promastigotlari, staurosporin
ile tedavi etmek, serum
uzaklastirmak, aktif
makrofajlardaki amastigotlari
nitrik  oksit tlrevleri ile
tedavi etmek.

DNA kirilmasi, kromatin
kondenzasyonu, hiicre
blizlismesi, ¢ekirdek
kirilmasi, vezikiil formu,
fosfatidilserinin membran

yapragmin disina ¢ikmast,

kaspaz-benzeri aktivite,
mitokondri membran
potansiyelinin (AY)
kaybolmasi,  sitokrom ¢
salinmasi.
Leishmania infantum Amastigotlarin ii¢ degerlikli | DNA kirilmasi,
antimonlarla  (Sb* ).tedavi | fosfatidilserinin membran
edilmesi,  promastigotlarin | yapragmin disina c¢ikmasi,

trans-platinum
kompleksleriyle
tedavisi,sicaklik stresi.

membran
potansiyelinin (AY)
kaybolmasi, reaktif oksijen
tirlerinde artma.

mitokondri
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2.6. Hiicresel Senesens

Hiicresel senesensyeterli sayidaki mitotik hiicrelerin olasi bir tiimér doniistimii
uyarisina karsi gelistirmis olduklar1 bir yanittir. Yapilan calismalarda,kisa ve fonksiyonu
olmayan telomerazlarin da dahil oldugu, DNA hasarlanmasi ve onkogenez belirtisi

gibisenesensi indiikleyici bir cok uyar1 saptanmistir.

Apoptoz gibi hiicresel senesens de evrimsel ve eski bir yanit olabilmektedir.
Senesense Sacchanomyces melanogaster mantarlart gibi tek hiicreli organizmalarda ve
Drosophila melanogaster ovaryum gibi ¢ok hiicreli 6karyotlarda rastlanmaktadir (Jazwinski,
1996; Margolis ve Spradling, 1995). Buna ek olarak apoptoz gibi senesens de karmasik yapili
Okaryotlarda tiimor ¢cogalmasini suprese edici kritik bir cevaba sahip olabilmektedir (Sager,
1991; Campisi, 2001). Anne karninda genetigi ile oynanmus farelerin hiicrelerinde senesensin
engellendigi durumda yavrularin prematiire olarak kanserden oOldiikleri gozlenmektedir
(Donehower ve ark, 1992; Harvey ve ark, 1993). Kanser onleyici onemli bir rolde yer alan
senesens p53’tinde dahil oldugu birgok tiimor suprese edici gen tarafindan kontrol

edilmektedir (Campisi 2003).

Cogu hiicre hem apoptoz ve hem de senesens indiiklemesine yanit verebilse de hiicre
tipi, hiicreyi apoptoz veya senesens mekanizmalarindan hangisini segecegi konusunda
onceden yonlendirmektedir (Campisi ve d’Adda di Fagagna, 2007). Hasara ugramis epitel
hiicreleri ve fibroblastlarin senesens’e maruz kaldigi, hasarlanan lenfositlerin ise apoptoz
mekanizmasini sectigi diisiiniilmektedir. Bundan baska, Bcl-2 ve kaspaz inhibisyonunun
baskilanmasi normalde apoptoza girebilecek bir hiicreyi senesense girdirebilir (Nelyudova ve
ark, 2007; Rebbaa ve ark, 2003). Benzer sekilde senesens olmasin diye telomeraz
aktivitesinin yiiksek derecede baskilanmasi hiicreyi senesensden korur, fakat bu mekanizma
ayni zamanda apoptoza kars1 da hiicreyi savunmus olur (Gorbunova ve ark, 2002; Massard ve
ark, 2006). Bu c¢aligmalar, tiimor baskilayic1 protein olan p53’iin seviyelerini belirleyerek
apoptoz ve senesens yol ayriminmi aydinlatmak i¢in 6rneklendirilmektedir (Seluanov ve ark,
2001). Ama apoptozve senesensin diizenlenmesinin tanimlanmas1 hala anlasilmaya uzak

olup daha bir¢ok ¢alismay1 gerekli kilmaktadir (Vicencio ve ark, 2008).

Senesensin apoptoz ile keskin ayirimina bakildiginda, hiicresel senesens, hasarli veya
olas1 tiimor 6zelligi tasiyabilen hiicreleri apoptoz gibi secici olarak temizlemez. Senesens
yanit1 sadece doniisiimsiiz olarak hiicre ¢ogalmasini onler. Bundan dolay1 tiimor 6zelligi

tagiyan, ama senesens’e ugrayan hiicreler doku icinde kalmaktadir. Apoptoz ve hiicresel

19



senesens ¢esitli dig ve i¢ hiicresel sinyallere verilen yanitlardir. Bu iki siirecin memeliler gibi
karmasik organizmalardaki cogu dokunun fonksiyonu ve sagligi bakimindan kritik rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Apoptoz ve senesens’i beraber gosteren hiicreler diger hiicrelere
gore Ozel bir konumda yer alirlar (Vicencio ve ark 2008). Fakat ayni anda apoptoz ve
senesens’in karmasik organizmalari nasil etkiledigi konusunda heniiz bir karara varilmamastir.
Bunun yani sira apoptoz ve senesens’in kanser onlemede birbirlerine karsi gelistirebilecekleri
bir antagonist durum ve timor suprese edici etkideki bu iki hiicresel olayin birbirleri ile

dengesi halen arastirilmaktadir (Campisi 2013).

Hiicresel senesens organizmanin strese karst hayatta kaligini uzatici bir yanit olsa da,
organizmanin hayatta kalabilmesine negatif etkisi de vardir. Yagla birlikte, yaslanan
(senescent) hiicreler proliferatif dokuda birikmeye baglamaktadir. Bu hiicreler biiylime
faktorleri, inflamatuvar sitokinler ve degisik proteazlar gibi maddeleri salgilamaktadir.
Salgilanan maddeler ise komsu hiicrelerin fonksiyonunu riske atmaktadir. fleri diizeyde
yaslanan hiicrelerin birikimi progenitor kok hiicreleri azaltmaktadir. Preneoplastik hiicrelerin
tiimdr hiicrelerinde gelisimi uzun 6miirlii olmanin aksine, ileri yas kanser riskinin olusmasina

ortam hazirlamaktadir (Vicencio ve ark 2008).

2.7. Otofaji

Otofaji yunanca kokenli bir kelime olup, ‘auto’ , ‘kendi’, ¢ phagein’ ise ‘yeme’
anlamina gelmektedir (Vicencio ve ark 2008). Bu tanim herhangi bir hiicrenin aclikla
karsilastig1 fizyolojik durumlarda, besin saglamak i¢in, hiicre icindeki yapilart nasil

parcaladigini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.

Otofaji hiicre i¢indeki makromolekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinip
lizozomlara yonlendirilerek, lizozomla birlesip par¢alanmasia yol agan bir mekanizmadir.
Aclik durumu veya cesitli stres kosullar hiicrede otofajik aktiviteyi harekete gecirmektedir

(Oz Arslan ve ark 2011).

Otofaji bir hiicrenin hayatta kalim yolu olarak biitiin 6karyot hiicrelerde korunan bir
mekanizmadir (Levine ve Klionsky, 2004). Hiicresel homeostasis i¢in bazal seviyede isleyen
bir otofaji gereklidir. Fakat, infeksiyon, hipoksi ve besin yoklugu gibi hiicre dis1 stresin dahil
oldugu durumlarin yani sira hasarlanmis protein ve organel birikimi ile yiiksek biyoenerji
thtiyaci gibi hiicre i¢i stresin oldugu durumlar hep birlikte otofaji mekanizmasinin yeniden

diizenlenmesini gerektirmektedir. Memelilerde, yaslanma karsit1 mekanizmalar ile immun

20



yanitin ortadan kaldirilmasindaki fizyolojik ve patolojik siireclerde gerekli olan otofajinin
ilkel Okaryotik hiicrelerde besin sikintisina karst gelistirilen bir yasam siirdiirebilme

mekanizmasi oldugu diistiniilmektedir (Shintani ve Klionsky, 2004; Sinha ve Levine, 2008).

Otofaji ve apoptoz ikisi birlikte, kanser karsit1 yollar olarak fonksiyon gérmektedir (Su
ve ark 2013). Otofajik hiicre 6liimii apoptoz ile karsilagtirildiginda, otofajik hiicre 6liimiinde,
kromatin yogunlagmasi gibi ¢ekirdege 6zgii olaylar apoptotik hiicre Sliimiine gore ¢ok daha
sonra olmaktadir. Oliim kaspaz etkinligine bagli olmadigindan DNA merdivenleri ve
apoptotik cisim olusmasi gézlenmemektedir (Lockshin ve Zakeri, 2007; Krysko ve Vanden

Berghe, 2008).

Otofajik hiicre 6limii ¢cogunlukla stoplazmada gelisen bir 6liim tipidir. Apoptozun en
onemli amaci ise DNA’nin ait oldugu hiicre ¢ekirdegidir. Buradan da anlasildigi {izere
apoptotik molekiiler mekanizmalar ¢ekirdegi yok ederken otofaji sitoplazmay1 ve buradaki
organelleri temizleyerek Oliim siirecini c¢abuklastiriyor olabilmektedir. Otofaji ve apoptoz
arasindaki iliski biraz daha incelendiginde, otofajinin 6zellikle apoptotik hiicre 6liimiiniin
baskilandig1 kosullarda aktive oldugu ve apoptozla 6lmesi miimkiin olmayan hiicrelerin
oliimiine yol ac¢tig1 gozlenmektedir. Bunun yani sira otofaji apoptoza paralel bir sekilde hiicre
Oliimiine yol agabildigi gibi apoptozu baskilayarak da hiicrenin hayatta kalmasin1 saglayip,
apoptoz i¢in bir 6n kosul haline gelebilmektedir (Eisenberg-Lerner ve ark, 2009). Biitiin
bunlarin yani1 sira bazi durumlarda otofaji ve apoptoz hiicrelerde birbirine zit etkiler
yapabilmektedir (Karantza-Wadsworth ve ark, 2007). Bu durumlarda otofaji hiicre dliimiine
kars1 bir hayatta kalma mekanizmasi olarak c¢alisip apoptozun durdurulmasi ve Oliimiin
engellenmesine ortam hazirlayabilmektedir. Bundan baska otofajinin, kendi basina hiicre
Olimiine sebep olmaksizin, apoptotik hiicre Oliimiine, yardimci olabilecegi durumu da

gozlenmektedir (Oz Arslan ve ark 2011).

Apoptoz yetersizligi hiicre Oliimii azalmasma yol ac¢tifindan dolayi, kanser
olusumunun en 6nemli etkeni olmaktadir. Apoptoz’un aksine otofaji ise tiimor suprese edici
bir rol iistlense de kanserdeki mekanizmas1 heniiz daha tam anlasilabilmis degildir (Su ve ark
2013). Biitiin bu arastirmalardan yola c¢ikilarak apoptoz ve otofaji arasindaki karmagik
iliskilere molekiiler diizeyde bakildiginda otofajinin apoptoz sistemi 1ile birlikte

diizenlenebilecegi goriisiine varilabilmektedir (Oz Arslan ve ark 2011).
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2.7.1. Tek Hiicrelilerde Otofaji

Otofajik, ya da vakuoler hiicre 6limd, S. cerevisiae mayasinda, ipliksi bir mantar olan
P.anserina’da ve bunlardan baska 7. thermophila, L. donovani, E. invadens, A. castellanii ve
T. cruzi gibi bazi protozoon tiirlerinde bulunmaktadir. Otofaji apoptozdan farkli olarak
cekirdek pargalanmasindan Once sitoplazma biitliinliigiiniin bozulmasi1 ile karakterizedir.
Otofajinin en Onemli ayirici Ozelliklerinden bir tanesi ise membranlarin dinamik olarak
yeniden diizenlenerek otofagozom formunun olusmasidir. Otofaji ‘ATG’ genleri iceren bir
ubiquitin-benzeri  birlesme sistemi ile iligkilendirilmektedir. Otofaji genleri kaskadlar
birlestirici bir rol oynayarak, bu siirecin baslamasini ve diizenlenmesini kontrol etmektedir.
Bu molekiiler siirecin, insanlara gore tek hiicreli 6karyotlarda daha yiiksek oranda korundugu
diistiniilmektedir (Reggiori ve Klionsky, 2002). Bununla beraber, S. cerevisiae mantarlarinda
yaklasik 30 adet ATG genlerinin, otofaji i¢in 6nemli genler oldugu tespit edilmistir. Bunlarin
arasinda 17 tanesi otofagosom i¢in zorunludur. TbAT68B olarak tanimlanan otofaji-iliskili
gen, T. brucei protozoonunda tespit edilmistir. Bu molekiil (molekiiler agirligi:13.7kDa)
ubiquitin-benzeri proteinlere ait olup, tipik ubiquitin katlanmasi1 gostermektedir. Ayni
zamanda LC3 insan homologu olan gene, gli¢lii sekansta bir homoloji oldugu bildirilmektedir
(Koopmann ve ark, 2009). Otofajik ubiquitin-benzeri birlestirici sisteme sahip olmalari
nedeniyle aslinda, ilkel okaryotlarin ne kadar siradan bir molekiiler mekanizma
barmdirdiklart goriilmektedir. Kaspaz benzeri proteinler ve otofaji-iliskili genler tek hiicreli
Okaryotlarda iki tiirlii hiicre 6liimiiniin varligini dogrulamaktadir. Bunlar apoptoz benzeri

hiicre 6liimii ve otofajidir (Shemarova 2010).

2.8. Otofaji, Apoptosis ve Senesens Iliskisi

Otofaji , stres ortamindaki hiicreleri ¢ogu durumda hayatta kalmaya adapte ederek
desteklemektedir. Gergekte otofaji ve apoptoz arasindaki iliski karmasiktir ve agikcasi
hiicrenin ne apoptoz ne de otofaji ile 6liime gittigi heniliz tam anlasilabilmis degildir. Baz1
hiicrelerde, apoptoz inhibe oldugunda hiicre 6liimiiniin arkasinda yatan mekanizmanin otofaji
oldugu rapor edilmistir(Shimizu ve ark, 2004). Bunun aksine eger hiicrede besin kisitlanmasi
gerceklesirse otofaji  bloke edilip, Bax/Bak veya inhibe kaspazlarin yavaslayan
yikimlanmalar1 hizlanarak apoptoz  gerceklesmektedir (Maiuri ve ark, 2007). Timor
hiicreleri, sitotoksik ilaglara maruz kaldigindan otofajik hiicre 6liimiiniin apoptozle birlikte

senesensionledigi bildirilmektedir (Demasters ve ark, 2006; Hansen ve ark, 2007). Biitiin
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bunlarin 1s18inda p53 adi verilen tiimor suprese edici protein, biitiin bu siiregler arasinda

rehberlik ederek bag diizenleyici olma konumunda kendini yeniden gostermektedir.

Senesensli hiicrelerde ve postmitotik hiicrelerde otofaji strese karsi gelisen bir
adaptasyon mekanizmas1 gibidir. Otofagosom ise yaslanmis fibroblastlarini biriktirerek
sitozoldeki organellerin yenilenme siirecine kolaylastirici etki saglamaktadir. Hiicrelere besin
kisitlamas1 uygulanmasi kiiltiirdeki hiicreler i¢in iyi tanimlanmis bir otofaji indiiklemesidir.
Boylelikle otofajinin adaptasyonu memeli hiicrelerinin yani sira tek hiicreli (mantarlar gibi)
organizmalarda da rapor edilmistir. Ayrica diyet kisitlamasinin giiglii bir otofaji stimiilatorii
oldugu farelerde ve C.elegans nematodunda da gosterilmistir. Otofajinin yaslanmayi
azaltmadaki kesin etkisi henliz tam olarak anlasilamamaktadir. Biitiin bunlarin diginda
otofajinin arttirllmast DNA hasarinin uzun siireli etkisini ortadan kaldirmaya yardim

etmektedir (Vicencio ve ark 2008).

2.9.Nekroz

Nekroz apoptoz ile kiyaslandiginda, hiicrenin intihar edip bir anda kendi kendini
6ldiirmesinden ziyade bir dizi yikim ve pargalanma siire¢lerini iceren pasif bir 6liim seklidir

(Kitanaka ve Kuchino, 1999).

Nekroz morfolojik olarak sitoplazmanin vakuollesmesi, plazma membraninin
parcalanmas1 ve inflamasyon olarak kendini gostermektedir. Nekrozda, hiicreler siklikla
cekirdekte meydana gelen morfolojik degisiklikleri gosterirken, kromatin kondenzasyonu ve
200 bp’lik DNA kirilmasiyla karakterize olan apoptotik hiicre Oliimiine ait bulgulara
rastlanmamaktadir (Edinger 2004).

Nekroz, hizl1 bir sitoplazmik sisme ile karakterize oldugundan siklikla onkosis terimi
de kullanilmaktadir (Berghe 2013). Bundan dolayidir ki, ‘onkotik hiicre 6liimii’ ve ‘onkotik
nekrozis’ hiicre sismesi ile karakterize hiicre Oliimiinii ifade etmede kullanilan alternatif

terimlerdir (Majno ve Joris, 1995; Levin ve ark, 1999).

Apoptoz ve nekrozun morfolojileri birbirlerinden farkli olsalar dahi bu iki siire¢
aslinda birbirlerine doniisebilmektedir. Veriler , nekroz ve apoptozun, ‘apoptoz ve nekrozis
stireci’ adi1 ile tanimlanan morfolojik bir ifade sergiledigini dogrulamaktadir (Zeiss, 2003).
Ornegin, hazirda bulunan kaspazlarin ve hiicre icindeki ATP’nin azalmasi devam eden bir
apoptotik siireci nekrotik siirece doniistiirebilir (Leist ve ark, 1997; Denecker ve ark, 2001).

Hiicrenin apoptoz ya da nekrozla mi 6lecegi durumu; hiicre 6liim sinyallerinindogasi, hiicre
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tipi, dokularin gelisim asamalar1 ve fizyolojik reaksiyonlara bagli olmaktadir. Ayni anda
olusan apoptoz ve nekrozu birbirinden ayirmak her zaman kolay degildir ve bu durum,
indiikleyicinin yogunluguna, siiresine, ATP tiiketmesine ve kaspazlarin varliina bagh
olmaktadir (Zeiss, 2003). Nekroz kontrol edilemeyen ve pasif bir siire¢ olup genelde biiyiik
bir hiicre toplulugunu etkilerken, apoptoz ise kontrol edilebilen enerji bagimli bir siire¢ olup

kiimelesmis ya da tek olan hiicreleri etkilemektedir (Elmore, 2007).

Nekrotik hiicre yaralanmalarina iki temel mekanizma aracilik etmektedir, bunlar;
hiicrenin enerji gereksinimine girisim yapilmast ve direk hiicre zarina hasar verilmesi,
seklinde aciklanabilir. Nekrozla birlikte gerceklesen bazi major morfolojik degisiklikler;
hiicrenin gismesi, sitoplazmik vakuollerin olusumu, gerilmis bir endoplazmik retikulum,
sitoplazmik kabarcik olusumu, yogun,sismis ya da kopuk mitokondri, ribozom ufalanmasi ve
ayrilmasi, bozulmus organel membranlari, sismis ve kopmus lizozomlar ve en nihayetinde
parcalanmig bir hiicre zar1 seklinde 6zetlenebilir (Kerr ve ark, 1972; Majno ve Joris, 1995;

Trump ve ark, 1997).

\ Programh l K Baimi ‘ m
Hicre —> spaz Bagimh | —> pop
Olimi
Kaspaz
Kalpein Bagimh Katepsin Bagimh
Apoptoz benzeri Nekroptoz Otofajik Hiicre
programh Hiicre Olami
olumii

Sekil 2. Hiicre 6liim tipleri ve bunlarin birbirleri ile iliskisi(Nikoletopoulou ve ark, 2013).
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2.9.1. Programh Nekroz: Nekroptoz

Son yillarda nekrozun, hiicre Oliimiiniin programli bir sekli olarak da fonksiyon
gosterebilecegi bir formu aciklik kazanmis olup apoptozu indiikleyen ayni 6liim sinyalleri ile
tetiklenebilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Yapilan bir ¢alismada, F 17 hiicrelerine TNFa tedavisi
ile apoptoz indiiklenmek istenirken hiicre Olimiiniin nekrotik formu sekillenmektedir
(Nikoletopoulou ve ark, 2013). RIPK1 (reseptor etkilelesimli protein 1), RIPK3 (kinase
reseptor etkilesimli protein 3) ile etkileserek nekroz sinyal kompleksini olusturur ve bu da
‘nekrosom’ olarak adlandirilir. RIPK1-RIPK3 bagimli nekrosis 6liim reseptorlerinin birbirine

baglanmasiyla ya da kaspazlarin inhibisyonu sonucu indiiklenmektedir (Berghe 2013).

Nekroptoz terimi ise apoptoz’den farkli, programlanmis diizenli bir nekroz formu
olarak tanimlanmistir. Apoptoz da oldugu gibi TNFR1’ e ek olarak FAS, TNFR2, TRAILR1
ve TRAILR2 dahil birgok oOliim reseptorii degisik hiicre tiplerinde nekroptozu
indiiklemektedir (Vercammen ve ark, 1998; Chan ve ark, 2003; Holler ve ark, 2000).

Nekroptoz genelde T hiicrelerinde ATP seviyesi ¢ok diisiik oldugu zaman apoptozun
bloke olmasiyla kendini gostermektedir. TNFa yoklugunda, TNFR1 alt birimleri plazma
membraninda ii¢ katina ¢ikmaktadir. TNFR-iligkili 6lim alan1 (TRADD), RIP1 (reseptor
etkilesimli protein 1), apoptozun hiicresel inhibitorleri cIAP1 (hiicre inhibe edici apoptoz
proteini), cIAP2, TNF reseptor iligkili faktor 2 (TRAF2) ve TRAF5’in de dahil oldugu
reseptor trimerleri sitozolik uclarint kuvvetlendirip biiylik proteinlere donlismek i¢in
konformasyonel degisiklikler gecirmektedirler. Sonug¢ olarak  biiylik bilesikler plazma
membraninda kompleks 1’1 olusturmaktadir ve NF-«kB sinyal yolunu aktive etmektedir (

Nikoletopoulou ve ark, 2013).

TNFo’nin TNFR1’e baglanmasi sitozolik oliim-indiikleyen sinyal kompleksini , bir
diger adiyla kompleks II’yi olusturmaktadir. RIP1, ¢coklu ubiquitin reaksiyonunda sadece NF-
kB aktivasyonunu degil aym1 zamanda kompleks I’in kompleks II’ye doniismesini de
etkilemektedir. Ubiquitin reaksiyonu tersinde, RIP1 de bir protein kompleksine doniisiip,
TRADD, FAS iliskili 6lim alan1 proteini (FADD) ve kaspaz-8’i etkilemektedir. Kompleks
I’deki RIP1 VE RIP3 kaspaz-8’in proteolitik boliinmesiyle inaktive edilir ve bdylece pro-
apoptotik kaspaz aktivasyon kaskadbaslatilmis olur. cIAPs’nin inhibisyonu RIP1’in ubiquitin
reaksiyonu ve kompleks II formunu korumaktadir bu da, hiicrelerin, kaspaz-8’in RIP1-

bagimli aktivasyonu ve apoptoza karsi olan egilimlerini hassaslastirmaktadir. Buna karsin,
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kaspaz-8 inhibe oldugu zaman kompleks II, apoptotik programi baslatamamaktadir ve

TNFR1’in ligasyonu nekroptoz ile sonuclanmaktadir (Nikoletopoulou ve ark, 2013).

2.10. Leishmaniasis’de Ila¢ Tedavisi

Bir protozoon paraziti olan Leishmania diinyanin bir ¢ok yerinde endemik seyirli olup,
sayisiz iilkede ciddi bir saglik problemi olusturmaktadir. Bu parazitin bir ¢ok formu insanda
patojendir ve hastaligin ii¢ patojen formu olan kutandz, visseral ve mukozal leishmaniasisden
sorumlu olmaktadir. Leishmaniasis glinlimiizde Birlesik Devletler’de acil durum belirten bir
zoonoz hastaliktir (Enserink, 2000; McHugh ve ark, 2003; Rosypal ve ark, 2003). Bununla
beraber Orta Dogu da risk altindadir. Ne yazik ki tedavi uygulamasinda hala bu enfeksiyona
kars1 gelistirilen bir as1 mevcut degildir. Hastaliga kars1 korunma, ilaglara dayali bir sekilde
yapilmaktadir. Fakat mevcut ilaglarin da her birinde tedavi sirasinda bir takim eksiklikler fark

edilmistir (Sundar ve ark, 2000).

Pentavalan antimoniyaller anti-Leishmania terapisinde uzun stiredir kullanilan ve
tedavide hala 6nemli rol oynayan bir ilagtir. Ama diinyanin bir ¢ok iilkesinde (6rnegin,
Hindistan’in kuzeydogusunda) bu grup ilaglara karsi direng gelismektedir. Ikincil kusak
ilaglardan Pentamidin ve Amfoterisin B ise toksisite ve fiyat dezavantajlar1 yiiziinden yaygin
olarak kullanilamamistir. Bu ylizden ila¢ giivenilirligi konusunda heniiz elde edilen tam bir
tecriibe mevcut degildir. Son yillarda, miltefosin adindaki oral ila¢ insandaki visseral
leishmaniasis tedavisinde biiyiik bir ragbet goriirken, flukonazol adindaki bir baska oral ilag
da kutandz leishmaniasis’e karst etkili bir ilag olarak uygun goriilmekte (Quellette ve ark,

2013).

Leishmania tedavisinde kullanilabilecek ilaglar i¢in giinlimiizde halen bir ¢ok deney ve
calisma yapilmaktadir. Mevcut ilaglarin da birbiri ile etkilesimi, toksisite durumu, maliyeti,
bir ve birden fazla ilaca karsi gelisebilecek diren¢ ve daha bir ¢ok faktér goz Oniinde

bulundurularak en uygun tedavi protokolii arastirilmaktadir ( Quellette ve ark, 2013).

2.10.1. Pentavalan Antimoniyaller

Leishmania tedavisinde, vissera lleishmaniasise karsi baglangicta {ic degerlikli
antimoniyaller kullanilip (SbIII), sonralar1 bes degerlikli antimoniyallerin (SbV) hastaliga
kars1 hem daha etkili oldugu hem de SblII’e gore daha az toksik oldugu kesfedilmistir (Moore
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ve ark, 2001; Ritmeijer ve ark, 2001). Birinci kusak ilaglardan sodyum stiboglukonat
(Pentostam) 50 seneyi askin bir siiredir denenmektedir. Meglumin antimonat (Glucantime®)
klinikte kullanilan bir diger pentavalan antimoniyal formiilasyondur (Roberts ve Rainey,
1993). Antimoniyaller uzun siire tedavide kullanilmasina ragmen hala etki mekanizmasi tam
olarak anlagilabilmis degildir, fakat son yilarda elde edilen verilerde, antimoniyallerin,
tripanotion rediiktaz ederek hiicre i¢ine tiyol akisini indiikledigi belirtilmektedir (Quellette ve

ark, 2013).

Leishmania’ya kars1 etkili olabilmek i¢in, SbV konak hiicresine girmek zorundadir ve
fagolizozoma Imembran1 gecerek hiicre i¢i amastigotlara karst aktivite gostermektedir. Ayni
zamanda SbV etkisini gosterebilmek i¢in ti¢ degerlikli forma (SbIII) indirgenmek zorundadir.
Ama bu doniisiimiin etki mekanizmasinin detay: halen agiklik kazanmamistir. Bir indirgenme
reaksiyonu veya ilag aktivitesinin kaybolmas1 parazitin ilaca kars1 diren¢ kazanmasiyla iliskili
olabilmektedir. Gergekte Leishmania donovani aksenik amastigotlart SbV’ye direnclidir.
SbV’li in vitro ortamdan segilen ve ilaca karsi direng gosteren promastigotlar ise SbV’yi

Sblll’e az da olsa indirgeme yetenegi gdstermektedir (Shaked-Mishan ve ark, 2001).

Antimoniyallerin parazitin 6nemli biyolojik o6zelliklerini hedef alarak etki ettikleri
diistiniilmektedir. Makrofajlarin enfekte oldugu modellerde SbV leishmanisidaldir, fakat
hayvan enfekte modellerde, ilag etkisi T hiicre alt kiimeleri ve sitokinlerin de dahil oldugu
sayis1z faktore bagimli olmaktadir (Murray, 2001). Son yillarda sitokinlere kars1 cevapta artist
saglayan bir protein tirozinfosfataz inhibitorii olan stiboglukonat bulunmustur (Pathak ve Yi,
2001). SbV parazitleri direk ve indirek mekanizmalarla 6ldiirtirken konagin immun sisteminin

de SbV aktivitesine etki ettigi sdylenebilir (Quellette ve ark, 2013).

Son yapilan ¢aligmalar gostermistir ki, SbIIl ve SbV Leishmania tiirlerinde DNA
kirilmasim1 ~ gostermistir, bdylelikle antimoniyallerin  parazitleri apoptoz  yoluyla
oldiirebildikleri 6nerilmektedir. Bununla beraber SbV nin birikimi kiitle spektrometrik analiz
ile olgiiliip, aksenik amastigotlarda, promastigotlara oranla daha fazla oldugu belirlenmistir.
Gergege bakilirsa, SbV farmakolojik konsantrasyonlarda hem promastigotlarda hem de
amastigotlarda birikim gosterse de ilacin in vitro olarak antileishmanial aktivitesine
rastlanilmamistir. Buna ragmen baz1 ¢aligmalarda aksenik amastigotlarin ilaca hassasiyeti
belirlenmistir (Quellette ve ark, 2013). Ama yine bu durumda hiicre kiiltliriindeki Ph, tiyol
konsantrasyonu ve ortam sartlar1 gibi faktorlerin de etkili olabileceginin, géz ardi edilmemesi

gerektigi diigiiniilmektedir (Carrio ve ark, 2000; Santos Ferreira ve ark, 2003).
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2.10.2.Pentamidin

Visseral leishmaniasis tedavisinde SbV’ye diren¢ kazanma durumuna karsi, izetiyonat
veya methansiilfonat adli pentamidin tuzlar1 ikinci kusak ilaglar olarak kullanilmaktadir.
Bununla beraber, Hindistan’da parazitlerin direng gelistirmesi sonucu pentamidine tedavisi
hizlica terk edilmistir (Sundar, 2001). Pendamidinin toksik yan etkileri (hipertansiyon,
hipoglisemi, diabet, nefrotoksisite) dikkate alindiginda kullanimina simirlama getirilip ikincil
yol olarak uygulanan tedaviden giin gectikce vazgecilmektedir. Fakat ilacin diger
antileishmanial ilaclarla birlikte kombine edilmesiyle aktivitesinin yenilenip daha iyi bir
tedavi protokolii sunacag: diisiiniilmektedir. Ornegin SbV ile pentamidin kombinasyonunun
sonucu su an bilinmezlik i¢inde olsa bile, tedavi i¢in umut vadedecegi yoniinde goriisler
mevcuttur. Hem promastigotlarda hem de aksenik amastigotlarda in vitro sartlarda
pentamidine diren¢ s6z konusu olmaktadir. Yapilan onceki ¢aligmalarda pentamidine olan
direncin hiicre i¢i arjinin ve poliamin konsantrasyonlar: ile iliskili oldugu, ayni zamanda
ilacin hiicreye arjinin ve poliamin tagiyicilarla girdigi onerilmektedir (Basselin ve ark, 2000;
Kandpal ve Tekwani, 1997). Son yillardaki ¢alismalar gostermistir ki, pentamidin mitokondri
icinde birikmektedir (Basselin ve ark, 2002) ve gercekte pentamidin, muazzam bir sekilde
mitokondriyal solunum zincir kompleksi I inhibitoriiniin, etkisini arttirmaktadir (Mehta ve
Shaha, 2004). In vitro olarak pentamidine karsi diren¢ gelismesi durumunda ise ilag

mitokondride birikememektedir (Basselin ve ark, 2000).

2.10.3. Amfoterisin B

Amfoterisin B (AmB) sistemik mantar enfeksiyonlar i¢in gelistirilen antifungal bir
ilactir. AmB fungal membran sterollerinden tercihen ergosterol ile etkilesim halindedir.
Mantarlar gibi, Leishmania'min da major membran sterolli, ergostane merkezli
yapilandirilmis olup, bu durum AmB’nin Leishmania’ya olan etkisini en iyi sekilde

aciklamaktadir (Goad ve ark, 1984).

AmB yiiksek etkili bir ila¢ olmasina ragmen bir ¢ok yan etki bulunduran toksik de bir
ilagtir. Bununla beraber, SbV’ye karsi gelisen diren¢ durumunda tercih edilmektedir.
Kendisine olusabilecek direncin ise, hemen meydana gelmemesi, bu ilac1 avantajh
kilmaktadir. Ayn1 zamanda AmB’nin lipid formiilasyonlari, Leishmania tedavisine karsi
yiiksek etkili olup, diisiik toksik 6zellik barindirmaktadir ( Sundar, 2000; 2004). AmB’ye

direng gelisimi ¢ok Onemli bir problem gibi olusturmadig1 sdylenebilir. Ama,sadece HIV-
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pozitif hastalar icin tedavi sonrasi hastaligin niiksetme durumu gozlenmistir ve niiksetme

durumundaki artis ilaca olan direnci de arttirmaktadir (Singh ve ark, 2001).

Leishmania’daki sterol kompozisyonunun ve sterol biyosentezinin, mayadakine benzer
olmas1 durumu, Leishmania’ya kars1 gelistirilebilecek sayica antifungal sterol biyosentez
inhibitoriiniin, mayalarda test edilmesine olanak saglamistir (Roberts ve ark, 2003). Bu veri
is18inda L. major tarafindan olusturulan kutandz leishmaniasis’de alti hafta oral olarak
flukonazol kullanilmasinin etkili oldugu gosterilmistir (Alrajhi ve ark, 2002). in vitro olarak
yapilan testlerde cesitli inhibitorler Leishmania’nin sterol kompozisyonunda degisiklik
yaratmaktadir, fakat Leishmania’nin bu duruma hemen adaptasyon gosterdigi ve ilag
etkisinden kurtulup yasamaya devam etmeyi siirdiirdiigli gozlenmektedir. Bu durumda
tedavide sterol yapisini hedef tek bir ilacin yeterli olmadig1 ve birden fazla ilacin kombine

edilmesinin tedavide yarar saglayacagi diisiiniilmektedir (Quellette ve ark, 2013).

2.10.4. Miltefosin

Alkalifosfokolinler serisinden (hexadecylphosphocholine) olan antitiimdr ajani olarak
gelistirilen bir ilagtir. Miltefosin ilk olarak L. donovani’ye karsi in vitro ortamda etkili bir ilag
oldugu kesfedilmis (Croft ve ark, 1987) ve daha sonra yapilan ¢alismalarla desteklenerek
Hindistan’da visseral leishmanisisi i¢in Onerilen bir oral ila¢ olmustur (Sundar ve ark, 2002).
Miltefosinin aktivite reaksiyonlari tam olarak bilinmese de alkali-lipid metabolizmas1 ve
fosfolipid biyosentezi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Lux ve ark, 2000).
Promastigotlarda in vitro yapilan ¢alismalarda miltefosinin apoptotik hiicre 6liimiinii
indiikledigi gozlemistir (Paris ve ark, 2004). Leishmania da diger metazoa tiirlerinde oldugu
gibi apoptoz mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Debrabant ve ark, 2003; Zangger

ve ark, 2002).

Leishmania gibi apoptoz benzeri 6lim sekli gosterebilecek parazitlerde kullanilan
ilaglarin, molekiiler olarak etki mekanizmasinin bilinmesi ve ilag¢ direncinin in vitro olarak
gozlenmesi, parazitlerdeki apoptoz mekanizmasmin aydinlatilmasina da yardimei olabilecegi
diistiniilmektedir. Miltefosinin in vivo olarak uygulanmasinin, hastalarda herhangi bir ilag
direnci gelistirmedigi Onerilmektedir. Ama diren¢ olusumunun in vitro c¢alismalarla

indiiklenebilecegi de belirtilmektedir (Perez-Victoria ve ark, 2003; Seifert ve ark, 2003).
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Olam Sinyalleri; '
.-Blylimeyi Bloke ediciler . .
-Anti-leishmarnial ilaclar

-Mitokondri membran potansiyelinde
degisim (AY) .
: -Sitokromcsahnmasn

.T\..:-.Plasmaizac..:....:....:.
4 gecirgenliginde degisim -

. -Proteaz aktivasyonu

‘Hiicre Oliimii

Sekil 3. Programli hiicre 6liimiinii indiikleyen durumlar ve Leishmania promastigotunun bu

kosullar altinda verecegi olasi bir yanit durumu (Debrabant ve ark, 2003).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Promastigotlarin Uretilmesi

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’'nda deri
leishmaniasisli bir olgudan elde edilen ve NNN besi yerinde iiretilmis, ayn1 zamanda
kriyopreservasyon islemi yapilarak sivi nitrojende saklanmis Leishmania tropica

promastigotlart ¢alismanin materyalini olusturdu.

Promastigotlarin ¢ogaltilmasi amaci ile canlandirma islemi sonrasinda promastigotlar
%10 Fetal buzagi serum ilaveli 1640 RPMI (Biochorom) besiyerinde 24-26 °C’lik etiivde
inkiibe edildi. Promastigotlarin cogalmasi1 logaritmik faza geldigi zaman uygulanacak testler

icin hazirlanmaya baslandi.

3.2. DNA Kirilmasinin Elektroforez Yontemi ile Belirlenmesi

Leishmania tropica promastigotlar1 iki adet hiicre kiiltiirii flaskinda ¢ogaltildi.
Hiicreler logaritmik faza ulasinca flasklardan biri alind1 ve promastigotlar toplandiktan sonra,
pH’st 7.0-7.2°ye ayarlanmis steril PBS (0.9%) (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi Ph:7.0-7.2;
Dipotasyum hidrojen fosfat 1.1 g; Potasyum dihidrojen fosfat 0.32 g; Sodyum kloriir 8.5 g) ile
yikama islemi yapilarak 2000 rpm’de 2 kez, 5 dk santrifiij edildi. Promastigotlarin sayisin
belirlemek amaciyla pelletten bir miktar alinarak %10 formol ile sulandirildi. Daha sonra
hemositometre laminda promastigotlar sayildi. Say1 tespit edildikten sonra analiz yapilacak
her bir ependorfa 5x10’hiicre gelmesi igin toplam 75x10° hiicre 1640 RPMI besi yerine
konuldu. Hiicreler homojen sekilde dagildiktan sonra iki hiicre kiiltiirii flaskina boliindii.
Birinci flasktaki promastigot siispansiyonu, 1ml’sinde 5x10° hiicre olacak sekilde bes tane
efendorfa konuldu. Staurosporin (Enzo)ilacindan her bir efendorfa; 100pumol, 50umol,
25umol, 12.5umol ve 6.25umol olacak sekilde, 5 doz uyguland1 ve 24-26 °C’lik etiivde 24
saat bekletildi. Ikinci hiicre kiiltiirii flaskindaki hiicrelere ise ayni islemler miltefosin

(Impavido®, SantaCruzBiotechnology, Heidelberg, Germany) ilaci i¢in uygulandi.

Glukantim® (SantaCruzBiotechnology) ilaci i¢in ise logaritmik faza ulasan lireme
donemindeki Leishmania tropica’lart igeren bir diger flask kullanildi. Hiicre kiiltiirii

flaskindaki promastigotlar toplandiktan sonra, pH’s1 7.0-7.2°ye ayarlanmig steril PBS ile
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yikama islemi yapilarak 2000rpm’de 2 kez, 5 dk santrifiij edildi. Promastigotlarin sayisini
belirlemek amaciyla pelletten bir miktar alinarak %10 formol ile sulandirildi. Daha sonra
hemositometre laminda promastigotlar sayildi. Say1 tespit edildikten sonra analiz yapilacak
her bir ependorfa 5x10° hiicre gelmesi icin toplam 75x10° hiicre 1640 RPMI besi yerine
konuldu. Hiicreler homojen sekilde dagildiktan sonra promastigot siispansiyonu, 1ml’sinde
5x10° hiicre olacak sekilde bes tane efendorfa konuldu. Daha sonra Glukantim® (Meglumin
antimonat, N-methyl-glucamine antimoniate) ilacinin 15mg/ml dozu, yar1 yariya
sulandirilarak (7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875mg/ml, 0.9375mg/ml) bes ependorfa uygulandi.
Ependorflar 24-26 °C’lik etiivde 72 saat bekletildi.

Beklenilecek siire sonunda Quick Apoptotic DNA LadderDetection Kit (Invitrogen
Catalog KHO1021) ticari kit prosediirii dogrultusunda test gerceklestirildi.

3.2.1. Testin Yapihisi

- 5x10° hiicre bulunan her bir ependorf 500 g devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen pellet yine aynm1 devir ve dakikada PBS ile yikandi.

- Dikkatlice siipernatant kismi alindu.

- Hiicreler 35 uLTE Lizis Tampon Soliisyonu (Tris ve EDTA iceren tampon soliisyonu) ile
birkag defa pipetaj yapilarak lizis islemi gerceklestirildi.

- 5uL Tris ve NaCl igeren Enzim A soliisyonukonuldu, vorteks yapildi ve 37°C de 10 dakika

sicak su banyosuna konuldu.

- 5SuL EnzimB soliisyonu (275uL, TE lizis tampon soliisyonunda ¢6ziinen Enzim B)

konularak 50 °C de lizat berraklasana kadar 30 dakika sicak su banyosunda bekletildi.

- 5 uL amonyum asetat soliisyonu konuldu ve 100 pL(-20 °C olan soguk etanol) konularak
vorteks yapildi, -20 °C de 10-15 dakika DNA’nin ¢6kmesi beklendi.

- Coken DNA’nin toplanmasi i¢in 10 dakika 12,000 ve 14,000 rpm’de santriflij yapildi ve

stipernatant kismi1 alindu.

- %70 soguk etanolden 0.5 ml, DNA pelletlerinin yikanmasi i¢in eklenip, tekrar 10 dakika
12,000-14,000 rpm de santrifiij yapildi.

- Siipernatant kism1 alind1 ve DNA pelletleri 10 dakika oda 1sisinda kurumaya birakildi.

- 30uL DNA siispansiyon tamponu ilave edildi ve pipetaj yapildi.
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- 1.2’lik agaroze jel (1X TBE) hazirlanip 0Ornekler 15 den 30 pL’ye kadar kuyucuklara
yerlestirildi.

-5 V/em ayarinda 2 saat siire ile testin jelde sonlanmasi islemi beklenildi.

- Siire sonunda jel UV 15181 altinda fotograflandi.

3.3. DNA Kirilmasinin TUNEL Yontemi ile Gosterilmesi

Logaritmik faza ulagsmis promastigotlar toplandiktan sonra, pH’s1 ayarlanmis steril
PBS ile yikama islemi yapilarak 2000 devirde 5 dk 2 kez santrifiij edildi. Daha sonra 1640
RPMI besi ortami bulunan (24 kuyucuklu) hiicre kiiltiirii plagina alindi. Her bir ilacin 5 dozu
oldugu i¢in toplam 15 kuyuga promastigotlu 1640 Medium besi ortami siispansiyonu
hazirlandi. Staurosporine, Miltefosine ve Glukantim® ilaglar1 promastigotlarin bu belirlenen
kuyucuklara dozlar1 ayarlanarak uygulandi. Staurosporine i¢in bes kuyucuga 100pmol,
50umol, 25umol, 12.5umol ve 6.25umol olacak sekilde 5 doz 24 saat boyunca Leishmania
tropica promastigotlarina etki edecek sekilde 24-26 °C’lik etiivde bekletildi. Miltefosine ilaci
da aym sekilde uygulandi. Glukantim® ise hiicre sayist ayni olacak sekilde 15mg/ml
dozundan yar1 yartya sulandirilarak (7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875mg/ml, 0.9375mg/ml) 3 giin
bekletildi. Miltefosine ve Staurosporin ilaglar1 ile ayn1 giin analize alinmasi i¢in Glukantim®
uygulamasi daha 6nce yapildi. Beklenilen siire sonunda hiicreler besi ortami uzaklastirilarak
PBS (0.9%) ile yikandi. Daha sonra, promastigotlar, %1 paraformaldehit i¢ceren PBS ile
karistirildi. Bu islem promastigotlarin  analiz yapilacak kuyucuklu lamlara tutunmalari
sagladi. Her kuyucuga 50-100 pL hiicre siispansiyonundan konularak 9 adet yayma preparat
hazirlanip oda 1sisinda kurumaya birakildi. Apoptotik hiicrelere 6zgiin 180-200 bazlik DNA
parcalarinin gosterilmesi i¢gin DNA kiriklarinin in situ olarak tanmmmasini saglayan in situ
DNA fragmantasyonu, TdT (terminal deoksiniikleotidiltransferaz) aracili floresan-dUTP
isaretleme (TUNEL) yontemine dayanan TUNEL ‘ApopTagPeroksidaz in Situ Apoptoz
Detection Kit” (Millipore S7101) ticari kiti kullanildi.

3.3.1. Testin yapihis1

- Hiicre siispansiyonunun lamlarin kuyucuklarinda kurumasi ve yapismasi tamamlaninca 2

defa PBS (0.9%) ile 5’er dakikalik siirelerde yikamaya alindi.

- %3 hidrojen peroksit igeren PBS’de 5dakika oda 1sisinda beklenildi.
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- Siire tamamlaninca PBS ile iki defa 5’er dakika siire ile yikamaya alind1.

- Her bir kuyucugun etrafi temizlenerek kuyucuklara 75uL/5cm? olacak sekilde dengeleme

tamponundan damlatildi.

- 10 dakika oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 55 uL/Scm2 olacak sekilde TdT enzim ¢alisma soliisyonundan damlatildi.
- Nemli etiivde 37°Cde 1 saat bekletildi.

- Her bir lam yikama kabma alinarak durdurma soliisyonunda 10 dakika oda 1sisinda

bekletildi.
- Her bir lam 3 kez 1’er dakikalik PBS’de yikandi .

-Yikamadan sonra her kuyucuga Anti-digoksigenin peroksidaz konjugat’dan 65/5cm’

damlatilip, 30 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

- Inkiibasyondan sonra lamlar PBS ile 4 kez 2 dakikalik siire ile yikandi .

- Yikamadan sonra her bir kuyucuga 75uL/5cm” peroksidaz substrat damlatildi.
- 3-6 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

- Bu siirede i¢cinde mikroskopta renk degisimi gozlendigi zaman hi¢ vakit kaybedilmeden

,reaksiyonu tamamlanan lamlar, deiyonize su dolu yikama kabina konuldu.

- 3 kez 1’er dakikalik deiyonize su ile yikama islemi yapildi.

- Daha sonra, lamlar deiyonize suda 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

- Bu islemden sonra lamlar % 0.5 metilen yesili i¢eren kapta 10 dakika bekletildi.
- Lamlar 3 kez, 10 saniye deiyonize su ile yikandi.

- %100 N-butanol iceren kapta 3 kez 10 saniye siire ile bekletildi.

- Son olarak lamlar, 3 tane ksilen iceren kapta ayr1 ayri iki dakika bekletilip reaksiyon

sonlandirildi.

- Son olarak lamlara lamel kapatilip mikroskopta incelendi.

3.4. Promastigotlardaki Bcl-2’nin ELISA Yéntemi ile Analizi

Logaritmik faza ulagmis promastigotlar {izerine Miltefosin ve Staurosporinde oldugu

gibi Glukantim® ilaglarinin ayn1 dozlar1 uygulandiktan sonra, her bir ilag¢ i¢in 5’er dozdan
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olusan, bes grup yapildi. Fakat Glukantim’de ilag¢ etkisinin olusmasi i¢in 24-26 °C’lik etiivde
72 saat bekletildi. Glukantim® grubunun Miltefosin ve Staurosporin gruplariyla analiz

zamanin esitlenmesi i¢in Glukantim® grubu 3 giin 6nceden hazirlandi.

Beklenilen siire sonunda Bcl-2 diizeyleri EIA kit Catalog No:ADI-900-133 (Enzo®)
ticari kiti prosediirii dogrultusunda ELISA ( Optic Ivymen System 2100-C, Ispanya) cihazinda
sleiildii

3.4.1. Testin Yapihis1

- 5x10° hiicre bulunan her bir ependorf 500 g devirde 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen pellet yine ayni1 devir ve dakikada PBS ile yikandi.

- Dikkatlice stipernatant kismi alindi.

- Biitiin ependorflara, hiicre lizis tampon soliisyonundan konularak hiicre pelletinin lize

olmasi saglandi.

- Staurosporin, miltefosin ve Glukantim® gruplarindan 100uL almip, 96 kuyucuklu ELISA

plaginin ¢alisilacak kuyucuklarina konuldu.
- Pipet ile ¢alisilan kuyucuklara pipetaj islemi yapilarak karistirild.

- Plagin iistii seffaf stre¢ bir bantla kapatilarak 1 saat, oda sicakliinda 500 rpm’de hafif
calkayan calkalayicida (Insel Hamble SO38DH, Ingiltere) inkiibe edildi.

- Siire sonunda kuyucuklara, 400pL yikama soliisyonu konularak 4 kez yikama islemine
alindi. En son yikama sonrast kuyucuklardaki sivi bir hamlede dokiilerek, kuyucuklarin i¢inde

hi¢ s1v1 birakilmamaya calisildi.
- Blank haricinde ¢aligilan biitiin kuyucuklara 100uL mavi konjugat konuldu.

- Plagin iistii seffaf stre¢ bir bantla kapatilarak 30 dakika, oda sicakliginda 500 rpm’de hafif
calkayan ¢alkalayicida inkiibe edildi.

- Siire sonunda kuyucuklara, 400pL yikama soliisyonu konularak 4 kez yikama islemine
alindi. En son yikama sonras1 kuyucuklardaki sivi bir hamlede dokiilerek, kuyucuklarin i¢cinde

hi¢ s1v1 birakilmamaya calisildi.
- Calisilan her bir kuyucuga 100uL substrat solusyonundan konuldu.

- 30 dakika, oda sicakliginda 500 rpm’de hafif ¢alkayan ¢alkalayicida inkiibe edildi.
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-Bu siire sonunda calisilan kuyucuklara 100puL durdurma soliisyonundan konulup Blank’e

kars1 450 nm’de plak okuma iglemi ger¢eklestirildi.

3.5. istatistiksel Analizler

Promastigotlardaki bcl-2 ELISA yontemi ile belirlenen diizeyleri igin, istatistiksel
analiz amaciyla, GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) hazir paket
programinda One Way ANNOVA testi kullanildi. Istatistiksel agidan farklarinin anlamli olup

olmadig1 saptandi.
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4.BULGULAR

4.1. DNA Kirilmasimin Elektroforez Yontemi ile Belirlenmesi
4.1.1. Staurosporin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Goriintii

Calismada miltefosin ve Glukantim® ilaglarinin karsilastirilmasi i¢in pozitif kontrol
olarak kullanilan staurosporin ilacinin DNA kirilmasini indiiklemesi i¢in, Leishmania tropica

promastigotlarinda uygulandigi bes doza (100umol, 50umol, 25umol, 12.5umol ve

6.75umol) ait goriintiisii, Sekil 4’ de verilmistir.

Sekil 4. Staurosporin’in (pozitif kontrol) L. tropicapromastigotlarina DNA kirilmasi

indiiklemesi i¢in uygulanan bes ayr1 dozdaki goriintiisii.
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4.1.2. Miltefosin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Goriintii

Visseral leishmaniasis tedavisinde ilk oral ilag olarak kullanilan miltefosin ilacinin
(Verma ve ark, 2006), DNA kirilmas1 indiiklemesi icin, Leishmania tropica

promastigotlarinda uygulandigi bes ayr1 doza (100umol, 50pumol, 25umol, 12.5umol ve

6.75umol) ait gorlintiisii, Sekil 5°de verilmistir.

Sekil 5. Miltefosin ilacinin L. tropica promastigotlarina DNA kirilmas: indiiklemesi i¢in

uygulanan bes ayr1 dozdaki goriintiisii.

4.1.3. Glukantim® Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen Goriintii

Leishmaniasis tedavisinde kullanilan bir pentavalan antimoniyat olan Glukantim® (N-

methyl-glucamine antimoniate) ilacinin, DNA kirilmasi indiiklemesi icin, Leishmania tropica
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promastigotlarinda uygulandigi bes ayr1 doza (15mg/ml, 7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875mg/ml,
0.9375mg/ml) ait goriintiisii, Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 6. Glukantim® ilacinin L. fropica promastigotlarina DNA kirilmasi indiiklemesi i¢in

uygulanan bes ayr1 dozdaki goriintiisii.
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4.2. DNA Kirilmasinin TUNEL Yoéntemi ile Gosterilmesi
4.2.1. Staurosporin Uygulanmasi

Staurosporinin L.tropica promastigotlarina 100pmol uygulanmasinda DNA kirilmasi
bulgusu gdzlenmeyen hiicrelerin daha yogun olduguna rastlanilmistir. Buna karsin 50pmol,
25umol, 12.5pmol ve 6.75umol olan dozlarda DNA kirilmasi gosteren hiicrelerin daha yogun

oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak staurosporinin 50pmol ve 25umol ilag dozlarinin

promastigotlarin morfolojik yapisinda da degisim meydana getirdigi diisiiniilmektedir.

Sekil 7. 100pmol dozda staurosporin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmemis, yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre hiicre toplulugu.
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Sekil 8. 50umol dozda staurosporin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 9. 25umol dozda staurosporin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.

42



Sekil 10. 12,5umol dozda staurosporin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.

43



Sekil 11. 6,75umol dozda staurosporin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.

4.2.2. Miltefosin Uygulanmasi

Miltefosinin L. tropica promastigotlarina 100umol, 50umol ve 6.75umol
uygulanmasinda DNA kirilmasi bulgusu gosteren hiicrelere neredeyse hi¢ rastlanilmamastir.
Buna karsin, 25pmol ve 12.5umol dozlarda, DNA kirilmast gosteren hiicrelerin diger

hiicrelere gore daha yogun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 12. 100umol dozda miltefosin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmemis olan,

yiiksek orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 13. 50umol dozda miltefosin uygulanmasi ile apoptoz meydana gelmemis olan yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 14. 25umol dozda miltefosin uygulanmasi ile yiiksek oranda apoptoz meydana gelmis

olan L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu .
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Sekil 15. 12,5umol dozda miltefosin uygulanmasi ile yiiksek oranda apoptoz meydana gelmis

olan L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 16. 6,75umol dozda miltefosin uygulanan ve apoptoz goézlenmemis yliksek orandaki L.

tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.

4.2.3. Glukantim® Uygulanmasi

Glukantim®’in L.tropica promastigotlarina 15mg/ml dozundan yar1 yariya diliie
edilerek (7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875mg/ml, 0.9375mg/ml) uygulanmasinda DNA kirilmasi
bulgusuna rastlanilmamistir. Sadece 0,9375 mg/ml olan dozda bazi promastigotlarin
cekirdeklerinde belli belirsiz bir renk degisimi goriilmiistiir. Ama yine de tam net bir bulgu

tespit edilememistir.
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Sekil 17. 15mg/ml dozda Glukantim® uygulanan ve apoptoz gozlenmemis yiiksek orandaki

L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 18. 7,5mg/ml dozda Glukantim® uygulanan ve apoptoz gézlenmemis yliksek orandaki

L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 19. 3,75 mg/ml dozda Glukantim® uygulanan ve apoptoz gézlenmemis yiiksek orandaki

L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 20. 1,875mg/ml dozda Glukantim® uygulanan ve apoptoz gozlenmemis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.
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Sekil 21. 0,9375 mg/ml dozda Glukantim® uygulanan ve apoptoz gdézlenmemis yiiksek

orandaki L. tropica promastigotlarina ait hiicre toplulugu.

4.3. Promastigotlardaki Bcl-2 Diizeyleri

Promastigotlarda bcl-2 konsantrasyon degerlerinin istatiksel olarak analizinde One-
Way ANNOVA testi kullanilmistir. Hesaplamalar sonucunda degerler arasinda herhangi bir
anlamlilik bulunamamistir (P=0.4087, P>0.05). Fakat, degerlerin birbiri ile iligkisini gdsteren
grafikler elde edilmistir. Toplam bes dozda meydana gelen grafiklere bakildiginda
promastigotlara uygulanan Glukantim® ilaci biitiin dozlarda diger ilaglara gore yiiksek bcl-2
konsantrasyonu vermistir. En diisiik deger ise staurosporin ilacindadir. Bcl-2’nin yiiksek
konsantrasyonda olmasi apoptozu inhibe edebilir. Bu yilizden Glukantim® ilact uygulanan
promastigotlarda, diger yapilan iki testte apoptotik bulguya rastlanilmamasi ile bcl-2

degerlerinin yiiksek olmas1 arasinda bir iliski olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 22. L.tropica promastigotlarina uygulanan Glukantim® 15mg/ml, miltefosin 100umol

Konsantrasyon

ve staurosporin 100umol seklindeki ilk dozlarda, bcl-2 konsantrasyonu sematize edilmistir.
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Sekil 23. L.tropica promastigotlarina uygulanan Glukantim® 7.5mg/ml, miltefosin 50umol ve

Konsantrasyon

staurosporin 50umol seklindeki ikinci dozlarda, bcl-2 konsantrasyonu sematize edilmistir.

30 +

20 1

104

Konsantrasyon

0- T pgme
& < &

Sekil 24. L. tropica promastigotlarina uygulanan Glukantim® 3.75mg/ml, miltefosin 25umol
ve staurosporin 25pumol  seklindeki tiglincii dozlarda, bcl-2 konsantrasyonu sematize

edilmistir.
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Sekil 25. L. tropica promastigotlarina uygulanan Glukantim® 1.875 mg/ml, miltefosin 12,5

Konsantrasyon

umol ve staurosporin 12,5 umol seklindeki dordiincii dozlarda, bcl-2 konsantrasyonu

sematize edilmistir.
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Sekil 26. L.tropica promastigotlarina uygulanan Glukantim® 0.9375 mg/ml, miltefosin 6.25

Konsantrasyon

umol ve staurosporin 6.25 umol seklindeki besinci dozlarda, bel-2 konsantrasyonu sematize

edilmistir.
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5. TARTISMA

Leishmania tek hiicreli bir protozoon olup, kendi kendini iyilestirme durumu gosteren
kutandz lezyonlardan, oliimciil visseral infeksiyonlara varan genis ¢apta bir lokalizasyon ile
insan sagligini tehlike altina sokmaktadir. Hem eseyli, hem de eseysiz iireme sergileyen bir
yasam dongiisiine sahiptir. Bu dongiilerden biri; kum sinegi vektoriiniin midesinde gelisen
promastigot formu, digeri ise, vertebrali konagin makrofajlarinda gelisme gdsteren amastigot
formudur. Bu iki gelisim formu parazitin patogenezisi i¢in mutlaka olusmalidir (Chang ve
Dwyer, 1976; Killick, 1979; Alexander ve Russell, 1992). Bu yiizden, hastaligin
patogenezisini aydinlatmak icin parazitin biiyiimesinin kontrolii altinda yatan mekanizmanin

anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Leishmania’nin gelismesi hem i¢ hem de dis faktorler tarafindan kontrol edilebilir
(Chang ve Dwyer, 1976; Killick, 1979; Alexander ve Russell, 1972). Dis faktorlere 6rnek
olarak , dogal yoldan besin kisitlamasi veya ilagla miidahale yontemleri leishmaniasis
tedavisinde kullanilabilir. Diger taraftan i¢ faktorlere deginildiginde Leishmania genleri ve

urettikleri maddeler, dis faktorlere cevap olusturabilmektedir (Debrabant ve ark, 2003).

Hiicre biyolojisi i¢in son derece dnem tagiyan programli hiicre olimii 1972 yilinda
Kerr ve arkadaslar tarafindan kesfedilmistir (Kerr ve ark, 1972). Cok hiicreli organizmalarin
bliylime ve gelismesinde oldugu kadar (Evan, 1994; Vaux ve ark, 1994); viral, bakteriyel,
parazit enfeksiyonlar1 ve kansere karsi da savunma gelistiren programli hiicre 6liimii,
organizmay1 koruma altina almaktadir (Williams, 1994; Duncan ve ark, 1999, 2000; Roulston
ve ark, 1999). Istenmeyen hiicrelerin programli hiicre 6liimii ile elenmesi etkili bir yol olup,
ayni zamanda inflamasyonlara kars1 olusabilecek baslangi¢ reaksiyonlarin1 da onlemektedir

(VauxveStrasser, 1996; Yuan, 1997).

Programli hiicre o6limii i¢ ve dis bircok tetikleyici tarafindan baslatilip, cesitli
diizenleyiciler tarafindan koordine edilmektedir. Bu durumu stimiile eden faktorlere (stres,
kimyasal ajanlar, biiyiime yetersizligi vb.) bakilmaksizin; plazma zar gecirgenligi, ¢ekirdek
kondenzasyonu, DNA kirilmas1 ve ¢evre hiicreler tarafindan fagosite edilen apoptotik pargalar
gibi apoptoz belirteclerini sergilemektedir (Vaux ve Strasser, 1996).Buna ek olarak,

mitokondri zar gecirgenligi ile proteaz ve niikleaz aktivitesindeki degisiklikler gibi diger
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fizyolojik ve morfolojik degisiklikler de programli hiicre Oliimiiniin ayirt edici

ozelliklerindendir (Bossy-Wetzel ve Green, 1999).

Programli hiicre dliimii siireci, ¢ok hiicreli organizmalar arasinda ¢ok az farkliliklar
barindirsa da bu durum, tek hiicreli organizmalarda daha farkli ve daha karmasik olmaktadir.
Bu yilizden programli hiicre oliimiinii, tek hiicreli organizmalar gibi daha basit yapili
sistemlerde incelemek bazi karmasik mekanizmalarin aydinlatilmasina  yardimci
olabilmektedir. Leishmania gibi parazit infeksiyonlar1 durumunda konagin biitiin savunma
sistemini harekete gecirmek yerine parazitleri programli hiicre 6limi siirecine girdirmek
yarar saglayabilir. Bununla beraber, tek hiicreli canlilarin programli hiicre oliimiindeki
molekiiler mekanizmasi ¢ok az bilinmektedir. Tek hiicreli canlilarda var olan programli hiicre

6limii ¢esidini kavrayabilmek, gizemini hala korumaktadir (Debrabant ve ark, 2003).

Biyokimyasal olarak yapilan deneylerde Plasmodium ve Leishmania’da programli
hiicre oliimii siiresince proteazlar aktive edilmektedir (Sen ve ark, 2004). Bununla beraber
hangi proteazlarin apoptoz-benzeri hiicre 6liimiiniin merkezinde yer alip diizenleme yaptig
heniiz tam ag¢iklik kazanmamistir. Leishmania ve Plazmodium gibi parazitlerde klasik kaspaz
geni kodlanmamustir, bunun yerine metakaspazlar kodlanmistir (Nedelcu 2009, Meslin ve ark,
2007). Memeli olmayan okaryotlarda bulunan metakazpazlar gercek kaspazlar gibi olup CD
sistein proteazlar grubuyla, CIl14 ailesine ait olmaktadir. Metakaspazlar metazoon
kaspazlarinin fonksiyonel analoglari olan biyolojik rollerde gdrev yapmaktadirlar. Eldeki
veriler sinirlt olsada metakaspazlarin bitki ve mayalardada oldugu diislinilmektedir. Fakat
yine de metakaspazlarin protozoonlardaki programli hiicre Oliimiine ait veriler tam net
degildir (Madeo ve ark, 2002; Uren ve ark, 2000; Reape ve McCabe, 2010; Sundstrém ve ark,
2009).

Leishmania tiirlerinde programli hiicre 6liimii aragtirmalarinda, in vitro olarak, hem
promastigot (kum sineginin midesinde olan form), hem de amastigot (vertebral
makrofajlarinda olan form) formlarini iiretmek miimkiindiir (Lee ve ark, 2002). Ilk apoptotik
belirteg, L. amazonensis’in 34-37°C’de inkiibe edilen promastigot formuna Ca*’eklenmesiyle
gbzlenmistir. Ca™ nin yoklugunda ise apoptotik belirtecler kaybolmustur (Moreira ve ark,

1996).

Besin kisitlamas1 yiiksek oOkaryot hiicrelerde programli hiicre Oliimii ic¢in bir
indiikleyici oldugundan bu yana, bir¢ok Leishmania tiriinde promastigotlar ve aksenik

amastigotlarin kiiltiirdeki sabit fazinda, (logaritmik faz) programli hiicre 6liimii belirteclerinin

58



analizi yapilmistir (Lee ve ark, 2002). L. major, L. donovani ve L. mexicana’da hem
promastigotlar hem de aksenik amastigotlar DNA kirilmasinin ¢oklu oligoniikleosomal
tnitelerini gostermistir (Lee ve ark, 2002; Zangger ve ark, 2002). DNA kirilmasinin
yogunlugu kiiltiirde kalan hiicrelerin giin sayis1 ile iliskili olmaktadir. L. donovani’nin
promastigot ve aksenik amastigotlarinda  sabit fazda besin kisitlamasi durumundan
kaynaklanan Phi-PhiLux (PPL) adinda bir boliinme aktivitesi indiiklenmesi gozlenmistir (Lee
ve ark, 2002). PhiPhiLux (PPL) ise ¢ok hiicreli canlilardaki sisteinproezlara (kaspazlar)
benzeyen bir kaspaz-6zel substrattir. PPL yiiksek Okaryotik canlilarda kaspaz aktivitesini
Olegmek i¢in kullanilir (Ehrenberg ve ark, 1988). PPL bolinme aktivitesi kaspazlara o6zel
inhibitorler tarafindan , parca parca inhibe edilir. Fakat bu isleme kalpein veya katepsin
adindaki sistein proteazlar katilmazlar. Bu ylizden L. donovani’deki total PPL-bdliinme
aktivitesi kaspaz benzeri bir aktivitedir. Bununla beraber promastigot ve aksenik amastigotlar
arasindaki PPL-bdliinme aktivitesinin total seviyelerinde farkliliklar vardir. Promastigotlarda
PPL-boliinme aktivitesinin bazal seviyesi (%5) aksenik amastigotlarla kiyaslandiginda
(%29) kiyaslandiginda daha diisiiktiir. PPL bdliinme aktivitesinin maksimum seviyesi ise
sabit fazda promastigotlarda da aksenik amastigotlara gore daha fazladir (Lee ve ark, 2002).
Her 1iki hiicre tipinde de indiiklenen aktivitenin DNA merdiveni goriintiisiine

rastlanilmaktadir.

L. major promastigotlarinda programli  hiicre Oliimiinde sistein proteazlarin
baglanmasi bir protein kinaz inhibitdrii olan staurosporine ilacinda da goriilmektedir (Arnoult
ve ark, 2002). L. donovani ile kiyaslandiginda kaspaz-benzeri aktivite fareden izole edilmis L.
major ve L. mexicana amastigotlarinin sadece sitoplazmik parcalarinda goriilmiistiir. Buna
benzer bir aktivitene L. major ve L. mexicana nin promastigotlarinda ne de L. mexicana’nin
aksenik amastigotlarinda goriilmiistiir. iki Leishmania tiiriinde de amastigotlardaki kaspaz-
benzeri aktivitenin kaynagi leishmania kaspazindan ziyade amastigotlarin izole edildigi
faredeki, kontamine kaspazlardan ibaret oldugu diisiiniilmektedir (Zangger ve ark, 2002). Bu
nedenden dolayi, Leishmania tiirleri arasinda kaspaz benzeri aktivite i¢in bir tutarsizlik
dikkate alinmaktadir. Buna ilave olarak leishmania tiirlerinin hem kaspaz-bagimli hem de
kaspaz-bagimsiz bir programli hiicre 6liimiinii barindirabilecegi belirtilmektedir. Cok hiicreli
organizmalarda apoptoz indiiklenmesi, birgok olay1 beraberinde getirir. Bunlardan bir tanesi
de sitoplazma ig¢indeki bir ¢ok faktoriin salinmasiyla sonuglanan mitokondri membran
potansiyelindeki degisimlerdir. Mitokondri membran potansiyeline benzer olarak L. donovani

promastigotlarinda programli hiicre o6liimii, yiiksek oOkaryotik canlilarla benzerlik
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gostermektedir. Bununla beraber bazi farkliliklar bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizin eksik
yonlerinden biriside Leishmania’da mitokondriyel membran potansiyelinin dl¢iillememesidir.
Planlanacak bagka c¢alismalarda bu o6l¢limiinde yapilmasinin yararli olacagi kanisindayiz.
Cinkii Leishmania’nin diger tek hiicrelilere oranla sahip oldugu biiylik mitokondri
organelinin, apaptoz belirteclerinin gozlenmesi bakimindan iyi bir model olacagi

distiniilmektedir.

L. donovani promastigotlarindaki benzer indiiklemelere, sabit fazdaki aksenik
amastigotlar da yanit verebilmektedir. DNA merdiveni formu, ¢ekirdek kondenzasyonu ve
kaspaz-benzeri aktivite, L. donovani’nin aksenik amastigotlarinda da gozlenmektedir.
Boylelikle Leishmania protozoonunun programli hiicre 6limiiniin diger 6zelliklerine de yanit
verebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira, programli hiicre 6liimii 6zellikleri analizinin
her bir Leishmania tiirlinde farklilik barindirabilecegi de dikkate alinmalidir (Debrabant ve

ark, 2003).

Pentavalan antimonlar, leishmaniasis i¢in birinci kusak olan tedavi secenegidir. Diinya
Saglik Orgiitii'niin leishmaniasis tedavisi igin &nerdigi ilk siradaki ilag olmasi fakat bu
ilaglarin programli hiicre 6liimii konusundaki ¢alismalarinin yetersiz kalmasi bu tez igin
secilen ve merak uyandiran ilaglardan biri olmustur. L. donovani aksenik amastigotlarinin
logaritmik fazinin gec¢ evresinde pentavalan antimonlarin artan dozlariyla yapilan tedavide
anlamli bir PPL-bdliinme aktivitesine rastlanilmistir. Fakat buna zit olarak promastigotlarda
ise pentavalan antimonlarin en yiiksek dozlarinda dahi PPL-bdliinme aktivitesine ait higbir
verli gozlenmemistir. Bu durumda L. donovani promastigotlar1 i¢in antimoniyal ilag
indiiklemesi kaspazlardan bagimsiz bir yol izlemektedir. L. infantum amastigotlarinda
antimoniyal tedavisinde hiicre 6liimii siiresinde DNA kirilmasi gozlenmistir. Bu bulgu da
antimoniyallerin antileishmanial ila¢ olarak kullanilmasina ilgi ¢ekici bir medikal bakis agisi
sunabilir (Sereno ve ark, 2001;Debrabant ve ark, 2003). Fakat, Lima ve arkadaslarinin (2010)
Glukantim® (N-methyl-glucamine antimoniate) ile yapmis olduklar1 bir ¢calismada bu ilacin
in vitro olarak enfekte makrofajlarda (amastigotlarda) hiicre 6liimiinii apoptotik yol ile degil
nekroz yolu ile indiikledigi belirtilmistir. Yine ayni1 c¢alismada Glukantim® ilacinin
antileishmanial aktivite gosterebilmesi i¢in, genotoksik etkisinin, in vivo ortamda, islev
yaptiginin, ama, in vitro ortamda, bu etkinin eksik oldugunun iizerine dikkat cekilmistir.
Dolayistyla in vitro ortamda apoptozun yoklugundan bahsedilmektedir. Bu c¢alismada
pentavalen antimon bilesiklerinden Glukantim® ile calisilmistir ve literatiirdeki verilere

paralel olarak apoptoz belirtisi gdzlenememistir. Literatiirdeki bilgilerde bir ¢ok Leishmania
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tiiriinde ¢aligma mevcuttur fakat L. tropica promastigotlar1 tlizerindeki ¢caligsmalar yetersizdir.
Bu sebepten dolay1 bu calismanin L. tropica promastigotlarinda yapilacak baska apoptoz

caligmalari ile desteklenmesinin faydali olacag: diisiiniilmektedir.

Hem L. donovani promastigotlarinin hem de aksenik amastigotlarin ge¢ logaritmik
fazinda on dakika gibi kisa bir zamanda amfoterisin B tedavisinde programli hiicre 6liimiiniin
ozelliklerinden PPL-boliinme aktivitesi ve DNA merdiveni formu gorlintlisii ortaya
cikarilmistir (Lee ve ark, 2002). Promastigotlar ve aksenik amastigotlar1 %50 oraninda
oldiirebilmek i¢in 6zellikle amastigotlara uygulanacak amfoterisin B’nin konsantrasyonunun
iki kat arttirllmasina ihtiya¢ vardir. Aksenik amastigotlar ve promastigotlar arasindaki 6nemli
farkliliklar antileishmanial ilaglarin da hassasiyetini etkilemektedir (Ephros ve ark, 1999).
Logaritmik fazdaki promastigotlarin amfoterisin B ile tedavisi PPL boliinme aktivitesi ve
plasma membran gegirgenligini indiikleyip mitokondri membran potansiyelinde hizli bir
diisme gergeklestirmistir (Lee ve ark, 2002). Bu verilerden amfoterisin B etkisinin, besin
kisitlamasimnin indiikledigi etki ile benzer oldugu da sdylenebilir. Ilgingtir ki, in vitro olarak
yapilmis deneylerde L. donovani’deki programli hiicre Oliimiiniin membran degisimi,
sitoplazmadaki elektron yogunlugu ve ¢ekirdek kondenzasyonu gibi belirtegleri, hastalardan
almman makrofajlarin icindeki L. donovani parazitlerinde de gozlenmistir (Chulay ve ark,
1985). Benzer sekilde Leishmania tropica tarafindan enfekte edilmis makrofajlarda
amfoterisin B tedavisi in vitro olarak yapildifinda programli hiicre olimii ozellikleri
saptanmistir (Langreth ve ark, 1983). Hem ila¢ direnci gelisimi sebebiyle hem de literatiirde
L. tropica promastigotlarinda amfoterisin B ile meydana gelmis apoptoz indiiklemesi

caligmalarinin varligindan 6tiirii bu ¢alisma i¢in tercih edilmemistir.

Protein kinaz inhibitorleri de leishmaniasise karst kullanilan ilag tiirlerindendir.
Staurosporin ise tirozin protein kinazlar gibi bir¢ok serin-treonin protein kinazlarina karst
nM konsantrasyonlarinda bile aktif  bir inhibitérdiir. L. major ve L. amazonensis
promastigotlari i¢in toksik oldugu belirlenmistir. On dakika gibi kisa stireli bir inkiibasyonda
10uM dozda promastigotlarin %59’u Olmiistiir (Becker ve Jaffe, 1997). Bununla beraber
apoptoz ile sonuglanan 4 giin gibi uzun siireli 4uM dozunda inkiibasyon periyodunda ise
kurtulan parazitlerde morfolojik degisiklikler meydana getirmistir (Arnoult ve ark, 2002).
Staurosporin ile tedavide amastigotlarin, promastigotlara goére daha az duyarli oldugu
belirlenmistir. Ilgingtir ki, staurosporin ile kisa siireli bir inkiibasyondan kurtulan
promastigotlarin ~ hala makrofajlar1 infekte edebilme yetenekleri oldugu gozlenmistir

(Shimony ve Jaffe, 2008). Staurosporine etkisi geri doniisiimsiizdiir. Parazitler PBS ile
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yikanip, yeni bir hiicre kiiltiirii plagina aktarilmadan once bile promastigotlarin biiylime ve
morfolojilerinde degisiklikler bulunmustur (Becker ve Jaffe, 1997). Bu calismada da bu
literatiir bilgilerine benzer bulgular L. tropica ilizerinde gozlenmistir. Yiiksek dozlarda
parazitin morfolojik yapisinin degismesi gozlenen bulgulardan bir tanesidir. Bunun yani sira
L.tropica tizerinde ¢ok etkili bir apoptoz meydana getirdiginden yapilacak g¢aligmalar i¢in

pozitif kontrol se¢iminde beklentileri karsilayacagi diistiniilmektedir.

Miltefosin bir alkalin fosfolipid bilesigi olup ilk baslarda gogiis kanseri ve diger kati
tiimdrlerin tedavisi i¢in Onerilmekteydi (Verweij ve ark, 1992; Dummer ve ark, 1993). Daha
sonralar1 ise yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerde, miltefosinin, hem in vitro, hem de
deneysel hayvan calismalari sonucunda antileishmanial tedavi igin, {stiin bir ilag oldugu
belirtilmektedir ( Croft ve ark, 1987, 1996; Kuhlencord ve ark, 1992). Miltefosinin in vitro
olarak bir¢cok Leishmania tiiriiniin, hem promastigotlart hem de amastigotlar1 icin etkili
oldugu gozlenmistir (Croft ve ark, 1987,1996; Escobar ve ark, 2002). Diger alkalin-
lizofosfolipidler gibi miltefosinin aktivite mekanizmasi ¢ok az bilinmektedir. Dahasi1 bir ¢ok
veride, bu ilacin, kanser tedavisi i¢in, programli hiicre Sliimiinii tetikledigi aktivitesinden
bahsedilmektedir (Wieder ve ark, 1999; Rybezynska ve ark, 2001; Wright ve ark 2004).
Leishmania’da ise diger protozoon ve metazoonlara benzer bir sekilde apoptoz mekanizmasi
oldugu distintilerek Leishmania tedavisinde, miltefosinin parazit lizerindeki ila¢ direnci
calisilmaktadir. Apoptoz benzeri hiicre oliimii miltefosin ile tedavi edilen L. donovani
promastigotlarinda gozlenmistir. Bununla beraber bu tiir bilesiklerin apoptozu ne memelilerde
ne de parazitlerde nasil bir mekanizma ile indiikledigi daha tam agiklik kazanmamistir
(Sundar ve Olliaro, 2007). Yapilan bir ¢alismada miltefosin ile tedavi edilen L. donovani
promastigotlarinin 25uM ilag dozunda apoptoz benzeri hiicre 6liimiine gittigi gézlenmistir.
Bu L. donovani promastigotlari, 25uM ilag dozunda, apoptoz belirteglerinden,
oligoniikleosomal DNA kirilmasini ve ¢ekirdek kondenzasyonunu gostermislerdir (Verma ve
Dey, 2004). Bu calismadada L. tropica promastigotlar iizerinde miltefosin ilaci ile gdzlenen
apoptotik bulgular i¢in en etkili doz 25 umol’diir. Hem TUNEL hem de elektroforez yontemi

ile yapilan DNA kirilmasi saptanmasinda 25 pmol dozunda en iyi goriintiisiinii vermistir.

Apoptoz calismalarinda en az iki yontem kullanilmasi nedeniyle bu ¢alismada DNA
kirilmasina hem TUNEL hem de elektroforez yontemiyle bakilmistir. Bunun yani sira L.
tropica promastigotlart {izerinde bcl-2 konsantrasyonunun Olgiimii ile ilgili, literatiirde
herhangi bir veriye rastlanilmamistir. Bu c¢alismada L. tropica promastigotlarinda

Glukantim® ilaci indiiklemesi sonucu bcl-2 degerleri, uygulanan biitiin dozlarda, ¢cok yiiksek
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bulunmustur. Miltefosin ve staurosporin ilaglarinda ise durum tam tersi olup en diisiik deger
staurosporinde gozlenmistir. DNA kirilmasi durumuna bakildiginda ise staurosporin ve
miltefosin bu apoptoz bulgusunu gostermistir. Fakat Glukantim®’de apoptoz bulgusuna
rastlanilmamustir. Bcl-2 degerinin yiiksek olmasinin apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu
durumda L. tropica promastigotlarinda DNA kirilmasi ile bcl-2 konsantrasyonu arasinda bir
iligki olabilecegi diislinlilmektedir. Bununla beraber bu ¢alismanin diger Leishmania tiirleri ile

yapilacak bagka caligmalarla da desteklenmesi gerekmektedir.
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6.SONUC

Leishmania tirlerinde apoptoz benzeri bir programli hiicre 6limii mevcut oldugu
diisiiniilmektedir. Fakat Leishmania nin hem tiirleri arasinda hem de her tiiriin promastigot ve
amastigot formlarinda programli hiicre Oliimiini gosteren belirtegler arasinda farklilik
bulunmaktadir. Bu nedenden dolay1 programli hiicre 6liimii indiikleyicilerine verilen yanitta

da farkli durumlar meydana gelmektedir.

Leishmania tropica’da yapilan programli hiicre 6liimii calismalari ¢ok az sayidadir. Bu
calismada, Leishmania tedavisinde oral bir ila¢ olup son yillarda kullanimi en ¢ok tercih
edilen miltefosin ilaci ile pentavalen antimon bilesikleri adiyla anilan birinci kusak ilaglardan
Glukantim®, programli hiicre 6liimii belirteglerinden DNA kirtlmast yoniinden, L.tropica
promastigotlarinda incelenmistir. Ayni zamanda bu iki ilacin promastigotlardaki bcl-2
konsantrasyonuna olan etkisi de analiz edilmistir. Bu arastirmalar yapilirken bu iki ilag
Leishmania tedavisinde etkisi ¢ok giiclii olan ve calismada pozitif kontrol olarak kullanilan
staurosporin 1ilac1 ile karsilastirilmistir. Staurosporinin  50umol, 25pmol, 12.5umol ve
6.25umol dozlar1 L. tropica promastigotlarinda oligoniikleozomal DNA kirilmas: goriintiisii
vermistir. Yine ayn1 dozlarda TUNEL yontemi analizinde de apoptotik DNA kirilmasina
ugrayan hiicreler diger hiicrelere gére daha yogun olarak gozlenmistir. Bu durumda pozitif
kontrol olarak kullandigimiz staurosporinin L. fropica promastigotlarinin {izerinde
gerceklestirdigi apoptoz indiiklenmesinde etkili olabilecegi kanisina varilmistir. Buna ek
olarak literatiir bilgisinde belirtildigi gibi staurosporinin 50umol, 25pmol, dozlarinda
promastigotlarin yapisinda morfolojik degisimler de gdzlenmistir. Miltefosin ilaci ile
indiiklenen oligoniikleosomal DNA kirilmas1 L. tropica promastigotlarina uygulanan 25 umol
olan dozda goériintiillenmistir. 12.5umol  olan dozda ise tam net bir fragmantasyon
goriintiilenememistir. Miltefosinin ilact uygulanan promastigotlarin TUNEL yontemi ile
amaglanan DNA kirilmas: saptanmasinda ise 25umol ve 12.5umol olan dozlarda DNA
kirilmas1 gozlenen hiicreler diger hiicrelere goére sayica daha yogundur. Glukantim®
uygulanan L. tropica promastigotlarinda ise durum biraz farklidir. Bu ilacin uygulamasinda
oligoniikleosomal DNA kirilmasi gozlenememistir. Sadece, 0.9375 mg/ml olan dozda belirsiz
bir DNA fragmantasyonu benzeri goriintii agiga ¢ikmistir. Yine benzer sekilde TUNEL
analizinde de Glukantimin®, 15mg/ml, 7.5mg/ml, 3.75mg/ml, 1.875mg/ml olan dozlarinda

DNA kirilmast meydana gelmemistir. 0.9375mg/ml dozda olan uygulamada ise sayica az
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olan birkac¢ hiicrelerin DNAsinda belli belirsiz bir renk degisimi gozlenmistir.. Yapilan
staurosporin ve miltefosin ilaglar1 uygulanmasinda Leishmania tropica’da, 25 pMol dozda
hem TUNEL metodunda DNA kirilmasi olusturmustur, hem de apoptotik DNA merdiveni
analizinde oligoniikleosomal DNA kirilmasi goriintiisii  gozlenmistir. Buna karsin
Glukantim® ilac1 uygulamasinda net bir apoptotik bulguya rastlanilmamistir. Literatiir
bilgisinde, Glukantim® ilacinin in vitro ortamda, fareden alinan, Leishmania ile enfekte
makrofajlarda , genetoksik etkisinin, eksikliginden Otiiri apoptoz indiiklenmesini
gerceklestiremediginden  bahsedilmektedir. Bu calismada ise Leishmania tropica
promastigotlarinda in vitro ortamda Glukantim®’in apoptoz belirteglerinden DNA kirilmasina

yanit veremedigi gozlenmektedir.

L. tropica promastigotlarinda staurosporin, miltefosin ve Glukantim® ilaglarinin beg
dozdaki bcl-2 konsantrasyonlarina bakildiginda Glukantim® ilacindaki bcl-2 konsantrasyonu
bes dozda da diger ilaglara gore en yiiksek degerdedir. Bu durumda bcl-2 konsatrasyonu ile
DNA kirilmast arasinda bir iliski olabilecegi diisiiniilmektedir. Cilinkii bcl-2’nin apoptozu
inhibe ettigi bilinmektedir ve dolayisiyla Glukantim® ilacinda apoptoz bulgusuna
rastlanilmamistir. Buna karsin miltefosin ile staurosporin ilaclarinda bcl-2 seviyesi daha
diisiik ¢ikmistir ve DNA kirilmasi gozlenmistir. Bu durumda leishmaniasis tedavisinde L.
tropica promastigotlar1 iizerinde, miltefosinin apoptoz indiiklemesi agisindan Glukantime®

gore daha etkili bir ilag oldugu sdylenilebilir.
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