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LEISHMANIA DONOVANI YUZEY GP63 GENININ KLONLANMASI VE IL-12 iLE
FORMULASYONU

Arzuv CHARYYEVA
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Parazitoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2016
Damsman: Prof. Dr. Siileyman YAZAR
OZET
Leishmaniasis, Leishmania cinsine ait zorunlu hiicre i¢i protozoon parazitin sebep oldugu
vektor kaynakli bir hastahiktir. Ozellikle tropikal ve subtropikal bolgeler olmak iizere diinyada
98 iilkede 35 milyondan fazla kisi risk altindadir. Hastalik tedavi edilmedigi takdirde oliimciil
olabilmektedir ve heniiz insan kullanimu i¢in etkili bir ag1 mevcut degildir. Leishmaniasise karsi
immun yaniti uyarabilen bir¢ok antijen bulunmakta olup Gp63 parazitin virulansinda Snemli
fonksiyonlara sahip olmasiyla birlikte en umut verici immunojenlerden biridir. Gp63’iin tek
basina ya da diger antijenler ve adjuvanlarla kombine edildiginde hayvanlarda leishmaniaise
kars1 koruyucu oldugunu gosteren bircok calisma mevcut olmasina ragmen adjuvan olarak IL-
12 ile kombine edildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada hastaligin en agir formu
olan visceral leishmaniasise (VL) sebep olan L.donovanitiiriine ait promastigotlar
kullanilmigtir. Kiiltiirde iiretilen promastigotlardan saflastirilan total genomik DNA templeyt
olarak kullanilmis ve Gp63 geni PCR yontemi ile cogaltilmistir. PCR iiriinii pcDNA3.1
vektoriine klonlanarak kompetan hiicrelerine transformasyonu gerceklestirilmistir. Antibiyotik
iceren LB pleytinde iireyen hiicreler PCR tarama yontemi ile pozitif olarak tespit edildikten
sonra Kkiiltiirii yapilan hiicrelerden rekombinant plazmit saflastirilmasi yapilmistir. Gp63 genini
iceren saflastirilmis plazmitler miniprep PCR tarama, restriksiyon enzim reaksiyonlar1 ve DNA
dizi analizi gibi cesitli yontemlerle dogrulanmistir. Dogrulanmis ilgili geni kodlayan
rekombinant plazmit endotoksinsiz olarak iiretilmis ve IL-12 ile asilama islemi uygulanana
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Calismada elde edilen iiriin sadece IL-12 ile formiile
edilmis DNA asis1 seklinde degil, aym zamanda leishmaniasise karsi1 umut verici bagka
antijenlerle de kombinasyon halinde kullanilabilecektir. Ayrica Gp63 genini kodlayan plazmit
as1 calismalarinda ve ELISA gibi tam testlerinde yararlanilabilecek rekombinant protein

sentezinde de kullanilma potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, Leishmania donovani, Gp63, 1L-12.
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CLONING OF THE LEISHMANIA DONOVANI SURFACE GP63 GENE AND
FORMULATION WITH IL-12

Arzuv CHARYYEVA
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Parasitology
Master Thesis, January 2016
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ABSTRACT
Leishmaniasis is a vector born disease caused by obligate intracellular protozoan
parasite of the genus Leishmania. More than 35 million individuals are at risk in 98
countries worldwide, especially in tropical and subtropical regions. Disease can be fatal
if left untreated and there is no effective vaccine available for human use. There are
many antigens can induce immune response against leishmaniasis and Gp63 is one of
the most promising immunogens with its important functions in parasite virulence.
There are a lot of studies indicate that Gp63 alone or combined with other antigens or
adjuvants can protect animals from leishmaniasis, but there is no study until today
carried out on Gp63 combined with IL-12 as an adjuvant. In this study promastigotes of
L.donovani species which causes visceral leishmaniasis (VL) the most severe form of
the disease was used. Total genomic DNA purified from the cultured promastigotes
used as template and Gp63 gene was amplified by PCR. PCR product cloned into
pcDNA3.1 vector and transformed into competent cell. After detection growing cells on
the LB plate containing antibiotic as positive by PCR screening, recombinant plasmid
purification was performed from the cultured cells. Purified plasmids containing Gp63
gene confirmed by various methods such as miniprep PCR screening, restriction
enzyme reactions and DNA sequencing. Confirmed recombinant plasmid encoding the
gene of interest produced as endotoxin-free and stored at -20°C before vaccination with
IL-12. The product obtained in this study can be used for immunization not only as
DNA vaccine formulated with IL-12, but also combined with another promising
antigens against leishmaniasis. Furthermore plasmid encoding Gp63 gene has the
potential to be used for synthesis of recombinant protein, which can be used for

vaccination studies and for diagnostic tests such as ELISA.

Key Words: Leishmaniasis, Leishmania donovani, Gp63, 1L-12.
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1. GIRIS VE AMAC

Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafinda yoksulluga bagh, ihmal edilmis
enfeksiyon hastaliklar1 arasinda yer almakta olup, vektor kaynakli bir hastaliktir.
Leishmania cinsine ait tiirlerin neden oldugu bu hastalik ozellikle Afrika, Latin
Amerika, Giiney ve Orta Asya, Akdeniz Havzasi ve Ortadogu’da yaygin bir sekilde
goriilmektedir (1). Zorunlu hiicre i¢i protozoon parazit olan Leishmania tiirleri memeli
konagima kum sineklerinin kan emmesi sirasinda bulagmaktadir. Hastaliin klinik

belirtileri Leishmania tiirlerine bagh olarak oldukca degiskenlik gostermektedir (2).

Visceral leishmaniasis (VL), yiiksek mortalite oran1 ile leishmaniasisin en agir formu
olup tedavi edilmedigi takdirde 2 yil icerisinde Oliime neden olabilmektedir (2). Kala
azar olarak da bilinen visceral leishmaniasis, tedaviden sonra Post Kala Azar Dermal
Leishmaniasis (PKADL) olarak da bilinen kutandz forma doniisebilmektedir (2).
L.donovani, L.infantum ve L.chagasi tiirlerinin sebep oldugu VL olgularinin %901
Brezilya, Hindistan, Sudan ve Banglades’te bildirilmistir ve en ¢ok etkilenen hasta

grubu 15 yas alt1 cocuklardir (3, 4).

Leishmania braziliensis’in sebep oldugu Mukokutandz leishmaniasise (MKL) ise
parazitin burun, agiz, oro ve nazo-farinks, godzkapagi gibi mukokutandz dokulara

yerlestigi ve korkung sekil bozukluklarina sebep oldugu bir diger formudur (5).

Kutanoz leishmaniasis (KL) ise deride kum sineklerine maruz kalan bolgelerde iilseratif
veya nodiler lezyonlarin olustugu en hafif formudur ve L.mexicana, L.tropica,
L.amazonensis, L.guyanensis, L.braziliensis ve L.panamensis gibi bircok Leishmania

tiirli sebep olabilmektedir (5).



Leishmaniasise kars1 etkili bir a1 hentiz gelistirilememistir ve korunma/kontrol amaglh
cesitli calismalar halen devam etmektedir. Glikoprotein-63 (Gp63) tiim Leishmania
tiirlerinin promastigot doneminde exprese edilmektedir ve proteinaz aktivitesine sahip
olup en umut verici as1 adaylarindan biridir (6). Parazitin bu evrede kamgis1 da dahil

olmak iizere tiim yiizeyinde bulunan membran proteinidir (7).

Bu calismada Leishmania donovani Gp63 geni izole edilerek, klonlamp IL-12 ile
formiilasyonu yapilmistir. Calisma sonrasinda klonlanan {iiriin ile daha ileriki
caligmalarda gerek rekombinant protein + IL-12, gerekse DNA asis1 + IL-12 olarak as1

etkinliginin arastirilmasinda kullanilabilecek {iiriiniin elde edilmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHCE VE SINIFLANDIRMA

Leishmania parazitlerinin neden oldugu hastalik tablolar1 ¢ok eski uygarliklardan beri
bilinmekte olup, giiniimiize kadar “Halep yarasi”, “Dogu yarasi”, “Delhi ¢ibami”,
“Jericho cicegi”, “Bagdat yaras1”, “Chiclero iilseri”, “Espundia” (mukokutanoz form),
“Dumdum atesi” (visceral form), “Kala-Azar” ve “Kara ates” gibi ¢ok farkli sekillerde

isimlendirilmistir (8).

Leishmania paraziti ilk defa 1900 yilinda William B. Leishman tarafindan hasta bir
askerin dalagindan aldig1 ornekleri incelemesi sonucu tespit edilmistir. Ornekleri
boyayarak inceledigi zaman hiicreler icerisinde c¢ok sayida, koyu boyanmis, oval
cisimcikleri fark etmis fakat yogun bir literatiir taramasi yapmasina ragmen kendi
bulgulari ile karsilastirilabilecegi hi¢bir veriye ulasamamistir (9). Bunun iizerine aylarca
trypanosomiasisten Olen ratlardan kan, dalak ve karaciger Ornekleri toplayarak
incelediginde biiyiikliik, sekil ve boyanma ozellikleri acisindan leishmaniasisli hastadan
elde ettigi bulgular ile ayn1 ozellik gosterdigini tespit etmis ve 1903 yilinda “British
Medical Journal” da kisa bir rapor yaymlamistir (9). Gozlemleri sonucunda bu paraziti
Trypanosoma formu olarak tanimlamistir, ancak ayni yil Kaptan Charles Donovan
tarafindan bu parazitin Trypanosoma’lardan farkli oldugu tespit edilmistir (10). Yine
aynt yil Sir Ronald Ross bu hiicre i¢i cisimcikleri “Leishman-Donovan” cisimcikleri
olarak adlandirmay1 6nermesiyle parazit “Leishmania donovani” ismi ile diinyaca kabul

edilmistir (9).



L.donovani i¢in giincel taksonomik smiflandirma asagida gosterilmistir (11).

Boliim : Eukarya

Alem : Protozoa

Sube : Sarcomastigophora
Altsube : Mastigophora

Simf : Zoomastigophora
Takim : Kinetoplastida

Aile : Trypanosomatidae
Cins : Leishmania

Tiir : donovani

2.2. MORFOLOJi

Leishmania cinsinin hayat dongiisiinde iki ana morfolojik form goriilmektedir; memeli
konakta goriilen, hiicre i¢ci “amastigot” formu ve vektor sineklerde goriilen, kamgili

“promastigot” formudur (Sekil 2.1).

Amastigotlar hareketsiz, oval, 2-4 um biiyiikliiglinde olup, ¢ekirdek yuvarlak veya
ovaldir. Promastigotlar ise 10 — 20 um uzunlukta 1.5 — 2.5 um genislikte, uzamis mekik
seklinde, hareketli ve hiicre dis1 evredir (12). Her iki form da Giemsa ile boyandiklar1
zaman ortaya yakin bir yerde koyu mora boyanmis nukleus ve mor ¢ubuk seklinde

kinetoplast kolaylikla ayirt edilebilmektedir (13).

Memeli konakta 16kositler, monositler veya endotel hiicreleri igcerisinde, ayr1 ayr1 veya
gruplar halinde goriilebilen parazitin amastigot formu eski kaynaklarda “Leishman-
Donovan Cisimcigi” olarak anilmaktadir (9). Sitoplazmada arka kisma yakin biiyiik bir
cekirdek ve cekirdege yakin kinetoplast tagirlar. Ayni zamanda hem diiz hem de
graniilli ER, bir adet mitokondri, golgi, lizozom, vakuol, “bleforablast” olarak
adlandirilan kamg1 kokii bulunmaktadir. Bunun disinda bleforablasttan ¢ikip 6n kisimda
sonlanan aksonem (kamg¢inin sitoplazma icerisindeki kismi) bulunur, ancak hiicre disina

serbest olarak ¢ikan kam¢i1 bulunmamaktadir (12).

Promastigot form, amastigotlarin sekil degistirmesi, uzamasi ve kamg¢inin sitoplazma

disina ¢ikmasi sonucu aktif hareket 6zelligi kazanmis formdur. Vektor kum sineklerinin



(sand fly) bagirsaginda ve uygun kiiltiir ortaminda 27°C’de uzunlamasina ikiye
boliinerek cogalmaktadirlar. Kamgi, On tarafta yer almaktadir ve uzunlugu yaklasik 15-
28 pm’dir. Kam¢inin baglanti noktalar1 ise “Kamg¢1 paketi” olarak adlandirilmaktadir.
Yine On tarafta, kam¢inin dip kisminda bleforablast bulunur. Merkezde nukleus,
bleforablast ve nukleus arasinda ise yuvarlak veya bazen at nali seklinde goriilebilen
kinetoplastid bulunmaktadir. Yine amastigot formunda da oldugu gibi sitoplazma

icerisinde endoplazmik retikulum ve golgi bulunmaktadir (12).
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Sekil 2.1. Leishmania sp. ince yapisi: a) promastigot, b) amatigot.

2.3. HAYAT DONGUSU

Zorunlu hiicre i¢i paraziti olan Leishmania tiirlerinin hayat dongiisii kum sinekleri
(Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi) ile omurgali canlilar arasinda gecen, birbirini takip
eden dongiidiir (Sekil 2.2). Birbirinden oldukca farkli iki ortamda yasamini ve
cogalmasmi devam edebilmesi i¢in parazitin biiyiikk bir morfolojik ve biyokimyasal
adaptasyona ihtiyaci vardir (14). Vektor sinekler enfekte omurgali konaktan kan emerek
beslenmesi sirasinda icerisinde amastigotlar1 bulunduran, enfekte makrofajlar1 da kan ile

birlikte alirlar (15). Parazitin, vektoriin sindirim kanalindaki gelisimi memeli konaktaki



amastigot doneme nazaran daha kompleks olup bu donemde birka¢ farkli morfolojik
sekilde goriilebilmektedir (16). Vektor tarafindan alinan enfekte hiicrelerin liziz olmasi
sonucu amastigotlar serbest hale gecip bir kismi burada sindirilirken diger bir kismi
vertebrali konak i¢in enfektif olmayan, hizlica boliinerek ¢ogalan bir form olan prosiklik
promastigotlara doniisiirler (14, 15). Prosiklik promastigotlar yiizeyinde bol miktarda
lipofosfoglikan (LPG) ve metalloproteaz eksprese ederler ki bu glukokonjigatlar
promastigotlarin sinek midesindeki hidrolitik enzimlerin etkisinden korunmasi igin
onemlidir (14). Ayrica LPG’nin promastigotlarin sinegin mide epiteline tutunmasini da
kolaylastirdig1 bilinmektedir (14). Bu nonenfektif, boliinen prosiklik promastigotlar
boliinmeyen, enfektif metasiklik promastigotlara doniismekte ve bununla birlikte LPG
yapisinda, Gp63 ekspresyonun diizenlenmesinde ve enzim iceriginde birtakim
degisiklikler gerceklesmektedir (18, 19, 20). Bu gibi degisiklikler ve diger cesitli
mekanizmalar1 sayesinde parazit konagin savunma sisteminden kacabilmekte,
kompleman sistemine kars1 koyabilmekte ve bu etkileri kendi lehine kullanarak konak
immun sistem hiicrelerini isgal edebilmektedir (14, 15). Morfolojik olarak daha genis ve
kisa olan bu metasiklik promastigotlar bagirsagin 6n kismina dogru goc ederek
0zofagus ve farinksteki kivrimlara tutunurlar. Bu enfektif formlarin sinek hortumunda

goriilmeye baslamas1 enfekte kan ile beslenmeden 3-7 giin sonrasindadir (12, 15).

Vektor sinegin memeli konaktan kan emmesi sirasinda hortumda bulunan enfektif
metasiklik promastigotlar sinegin tiikiiriik salgilar1 ile birlikte konaga gecmektedir.
Memeli konak viicuduna girdikten sonra parazit makrofaj hiicreleri icerisine girer ve
fagolizozom igerisinde bulunurlar. Bu diisik PH’Ii hidrolitik ortamda kamgisini
kaybeder ve oval, hareketsiz forma doniiserek yasamaya ve ¢ogalmaya baslar (21).
Parazitin bundan sonraki seyrinde deride sinirli kalmasi ya da i¢ organlara go¢ etmesi
Leishmania tiirtine gore degisecektir. Ancak bazi durumlarda parazit tiirline uygun

olmayan yerlere de go¢ edip farkli bolgelere yerlesebilmektedir (22, 23, 24).

Enfekte hiicre, parazitin sayica ¢ogalmasi sonucu parcalanmakta ve amastigotlar serbest
kalmaktadir. Serbest amastigotlar da diger fagositik hiicreleri isgal edebilmektedir (13).
Vektor sineklerin enfekte konaktan kan emmesi ve amastigotlar1 almasi ile bu dongii

devam etmektedir.
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Sekil 2.2. Leishmania sp. hayat dongiisii.

2.4. EPIDEMIiYOLOJi

Leishmaniasis diinyada 98 iilkede endemik olup, VL olgularmin % 90’1 Hindistan,
Banglades, Etiyopya, Sudan, Giiney Sudan ve Brezilya’da bildirilmistir (25, 27). KL ise
daha genis bolgede yayilim gostermekte olup, olgularin iicte biri Akdeniz havzasi,
Amerika ve Orta Dogudan Orta Asya’ya kadar uzanan bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir (2,
25). Leishmaniasisin yayilimi 1993 yilindan beri oldukca genislemis ve bildirilen olgu
sayisinda onemli derecede artig goriilmiistiir (25). Bununla birlikte hastaliktan etkilenen
tilkelerin yalnizca birkaginda kayit ve rapor zorunlu oldugu i¢in gercek vaka sayisi net

olarak bilinmemektedir (2).

Hastaliga bagli mortalite oran1 cok yiiksek degildir, ¢iinkii veriler sadece hastanede
bulunan 6liim vakalarina dayanmaktadir (25). Hastaneye bagvurmadigr i¢in kayitlara

gecmeyen Oliim vakalar1 da mevcuttur (25).



Son yillarda HIV enfeksiyonundaki artis sonucu insanlar leishmaniasise daha duyarh
hale gelmekte ve bu durum hastaligin epidemiyolojisini de etkilemektedir (2, 8, 26).
Diger immun yetmezlik durumlarmin giderek artmasi, savaslar, tanidaki giicliikler,
seyahatler, kentlesme, yeni tarimsal ve elektrik barajlarinin inga edilmesi gibi su
havzalarindaki degismeler de hastaligin yayilmasinda onemli rol oynamaktadir (12, 26).
Giderek artmakta olan ve bazilar1 ¢cok dnceden bilinen, bazilar1 ise yeni ortaya ¢ikan bu
risk faktorleri leishmaniasisi diinyadaki bir¢ok iilke i¢in biiyliyen bir saglik problemi

haline getirmektedir (26).

Diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de hastaligin kutan6z formu daha yaygin olup,
Giineydogu Anadolu ve Akdeniz bolgesinde endemiktir ve olgularin %98’den fazlasi bu
iki bolgeden bildirilmistir (27, 28). L.infantum’un sebep oldugu insan VL ve kopek
(kanin) leishmaniasis olgular1 ise Marmara, Ege, Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinde
endemik olup diger bolgelerde sporadik olarak goriilmektedir (29, 30). Daha onceki
yillarda Tiirkiye’de KL.’e yalnizca L.tropica ’nin sebep oldugu diisiilmekteydi, ancak son
yillarda izoenzim ve molekiiler biyolojik caligmalar sonucu az da olsa L.infantum ve
L.major’un sebep oldugu KL olgular1 da bulunmustur (27, 29). Tiirkiye’de KL insidans1
1950’lerden Once baglatilmis sitma savasi kapsamindaki sivrisineklerle miicadelenin
sonucunda vektor kum sinekleri popiilasyonunun etkilenmesi ile azalmistir (27). Ancak
daha sonraki yillarda vektor miicadelesinin yetersizligi, vektor sineklerin insektisitlere
kars1 direng gelistirmesi, koyden kente goclerin artmasi, GAP (Giineydogu Anadolu
Projesi) kapsaminda barajlarin insa edilmesi, yeni sulama sistemlerinin gelistirilmesi
gibi bircok etkiden dolay1 olgu sayisinda artis goriilmiistiir (27). Ozellikle son yillarda
Suriye ve Irak’tan Tiirkiye’ye sigian miilteci sayisindaki artis olgu sayisini onemli

derecede arttirmustir (27, 31).
2.5. KLiNiK OZELLIiKLER VE PATOGENEZ

Leishmaniasisin klinik belirtileri, hem konagmn immun cevabina hem de Leishmania
tiirline baglh olup, enfeksiyonlarin ¢ogu uzun siire asemptomatik kalabilmektedir (32).
Hindistan ve Afrika’da VL’ye sebep olan bashica tiir L.donovani’dir. Akdeniz
bolgesinde L.infantum, Latin Amerika’da ise L.chagasi VL ’ye sebep olan esas tiirlerdir
(32). Fakat ara sira agirlikli olarak KL ile iliskili olan L.major, L.mexicana gibi bazi
tiirlerin de klasik VL’1i hastalardan izole edildigi bildirilmistir (32). VL’ nin inkiibasyon

stiresi genelde 2-6 aydir, ancak bazen hastalik parazitin alinmasindan yillar sonra da



ortaya c¢ikabilmektedir (33). Baslangicta deride sinegin 1sirdig1 bolgede igerisinde
amastigotlarin bulundugu histiositleri iceren kii¢iik bir granuloma gelisir ve ardindan
parazit lokal lenf nodlarma yayilir (33). Daha sonra parazit makrofajlar icerisinde kan
dolagimi araciligiyla karaciger, dalak ve kemik iligine kadar ulasir (33). Burada
granulomatoz hiicresel immun cevabi uyarip, cogalarak VL klinigine sebep olurlar (33).
Hastalik baslangicta duyarli bireylerde akut olup cogunlukla sitma ile karistirilan
yiikksek ates, titreme ve huzursuzluk ortaya cikarken, endemik bdolgelerde yasayan
bireylerde aralikli ates, dalak ve karacigerin git gide biiylimesi ve huzursuzluk ortaya
cikmaktadir (33). Hastaligin diger yaygin belirtileri ise; istah kaybi, kilo kaybi, diare,
epistaksis, kuru Oksiirilk ve anemidir (12, 32, 33). Hastalar genellikle zayiftirlar ve

hepatosplenomegali sonucu abdomen belirgin bir sekilde sismis durumdadir (33).

Hastaligin en yaygin goriillen tipi Kutandz Leishmaniasis (KL) olup, bu form
enfeksiyonun en hafif formudur. KL lezyonlar1 eritemli bir papiil olarak baslar ve yavas
yavas iizeri krutlu nodiile doniisiir (32, 34). Nodiiller genellikle volkan tarzinda
iilserlesirler. Nodiil veya papiiller bazen iilserlesmeden de iyilesirler. Yara iizerindeki
sert krut kaldirildiginda krutun alt yiizeyinde civiye benzer cikintilar goriiliir, bu
goriiniim “Hulusi Behget’in Civi Belirtisi” (Signe de clou) olarak adlandirilir (34). KL
tedavi edilmese bile genellikle 1-1.5 yil icerisinde bolgesel stigma ve skatris dokusu ile
iyilesebilmektedir (32, 34). KL lezyonlar1 2 yil i¢erisinde tedavi ile veya spontan olarak
iyilesmezse kronik KL olarak adlandirilir ve %5-10 oraninda goriiliir (34).

Enfeksiyonun bir diger tipi olan Mukozal Leishmaniasis (ML) ya da Mukokutanoz
Leishmaniasise (MKL) ise baslica L.braziliensis sebep olmaktadir ve kutanéz lezyon
iyilestikten aylar veya yillar sonra burun, agiz, larinks, farinks, dudaklar, yanaklar,
damak ve hatta bazen genital bolgelerde ortaya ¢cikmaktadir (32, 35). Nazal septum, oro-
nazal ve faringeal bosluklarda baslayan doku tahribati, perforasyon, tikanmiklik,
stiperenfeksiyon ve korkung sekil bozukluklar1 ortaya ¢ikar (36, 37). Leishmaniasisli
hastalarin ancak %5’1 kadarinda MKL gelistigi goriilse de hastaligin bu formunun
mortalite orani yutma zorlugu ve kaseksi gibi nedenlerden dolayr oldukga yiiksektir

(36).
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2.6. TANI VE TEDAVI

VL retikiiloendotelyal sistemi tutan, daha ¢ok cocuklarda goriilen, kulucka donemi 10
yila kadar uzayabilen enfeksiyon olup, baslangic bulgularmin spesifik olmamasi
nedeniyle tan1 koymak giictiir ve ¢cogunlukla gecikir (38, 39). Hastaligin tanis1 biyopsi
orneklerinin ve kemik iligi, dalak, lenf nodu aspiratlarinin Giemsa, Wright gibi boyalar
ile boyanarak amastigotlarin gosterilmesine dayanmaktadir (Sekil 2.3) (32, 38). Ancak,
direkt baki deneyimli personel tarafindan yapilsa bile duyarliligi ¢ok yiiksek
olmadigindan dolay1 hastaligin tanisinda kiiltiir, immunolojik testler ve PCR gibi diger
molekiiler yontemlerden de yararlanilir (30, 40, 41). Ayrica endemik bolgede yasamak
veya endemik olmayan bolgelerden endemik bolgelere seyahat Oykiisii de tamida

hatirlanmas1 gereken énemli kriterler arasindadir (41, 42, 43).

Sekil-2.3. Giemsa ile boyanmis preparatta makrofaj hiicreleri icerisindeki amastigotlarin 1s1k

mikroskobunda goriintimii.

Leishmaniasis tedavisinde ilk secenek meglumin antimoniat (Glucantime) ve sodyum
stiboglukonat (Pentostam) olup klinik tabloya gore parenteral ya da intralezyonel
enjeksiyon seklinde uygulanir (15, 44). Doku ve makrofajlarda biriktiginden dolay1
uygulama sona erdikten sonra hala antiparaziter etki devam etmektedir (44). Antimon
bilesiklerine direngli olgularda pentamidin kullanilabilir, ancak toksik etkisinin yiiksek
olmasi1 nedeniyle fazla tercih edilmemektedir (44). Son yillarda pentamidin ve antimon
bilesiklerine kars1 diren¢ nedeniyle mantarlara karsi kullanilan ve hiicre 6liimiine neden
olan Amfoterisin B ve liposomal Amfoterisin B 6nem kazanmustir (15, 44, 45).

Liposomal Amfoterisin B retikiiloendotelyal sistem tarafindan daha iyi alinmaktadir ve
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bu formda yan etki daha azdir (44, 46, 47). Paromomisin, miltefosin, baz1 antifungaller
ve cesitli bitki ekstrelerinin de Leishmania parazitleri tizerindeki etkileri 6zellikle son
yillarda yogun bir sekilde arastirilmaktadir (44, 48, 49, 50). Bunlara ek olarak Lucilia
sericata larvalarmin kullanildig1 daha ucuz ve daha hizli iyilesmenin saglandigini

gosteren maggot terapi iizerine de ¢aligmalar mevcuttur (51, 52).
2.7. KORUNMA VE KONTROL

Etkin bir asmin bulunmamasi, yoksulluga bagli bir hastalik olmasi ve tedavisinin
maliyetli olmas1 gibi bircok nedenden dolayi hastaligi onlemek icin rezervuar ve
vektorii kapsayan, bulagmayir Onlemeye yonelik kontrol c¢alismalar1 hep ©Onemini
korumustur (53). Gerek rezervuar olabilecek hayvanlarin, gerekse de hastalarin dogru
ve zamaninda tan1 konularak tedavi edilebilmesi de hastaligin prevalansini oldukca
etkilemektedir. Dolayisiyla hekimlerin ve veteriner hekimlerin bu hastalik hakkindaki
farkindaliklar1 da onem kazanmaktadir. Ciinkii leishmaniasisin tan1 ve tedavisi ozellikle

endemik olmayan iilkelerde genellikle gecikir.

Daha ekonomik ve pratik olmalarindan dolay1 vektor sineklerle savasta; ergin olmayan
sathalarina karsi savas, habitatlarinin degistirilmesi veya yok edilmesi yoluyla savas,
kalict insektisit emdirilmis cibinliklerin kullanimi, bariyer spreyleme yontemi, hayvan
barmnaklar1 gibi yerlere kalici insektisit uygulayarak savas, rezervuar hayvanlarin
kontrolii ve kopeklere deltamethrin emdirilmis tasmalarin takilmasi gibi cesitli

yontemler kullanilmaktadir (54).

Tiirkiye’de son yillarda vektor kaynakli hastaliklardan biri olan sitma ile savasta
oldukca biiyiik basariya ulasilmis olsa da Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) ve KL
hala 6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Ozellikle son yillarda artan gocler
yaninda turistik seyahatlerin de artmasi bu hastaliktan korunma icin daha etkili

yontemlerin gelistirilerek uygulanmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir (55).
2.8. ASI CALISMALARI

Tedavi edilmis ve iyilesmis bireylerde, uzun siireli bir savunmanin gelistigi yillardir
bilinmekteydi. Bundan dolay1 ¢ok eski zamanlarda aktif lezyondan alinan cerahatin,
saglikli bireylere enjekte edilmesi seklindeki “Leishmanizasyon” yontemi kullanilmistir

(56). Leishmaniasise karsi as1 gelistirme calismalari, bir¢cok hastalikta yapilan
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caligmalarda oldugu gibi, ilk 6nce canli as1 ile baslayip, sonra 6lii asilar ve daha sonra

da diger as1 caligmalarinin izlemesi seklinde gelismistir (56).

2.8.1. Sinek salgis1 bazh asilar. Kum sinekleri kan emerken metasiklik promastigotlar
ile birlikte tiikiiriik salgisini da konak viicuduna enjekte etmektedirler. Bu salgi
bilesiminin promastigotlarin enfektivitesi iizerine olumlu etkilerinin oldugu bazi
arastirmalar sonucunda gozlenmistir (57). En 6nemlisi de Phlebotomus papatasi ya da
Lutzomyia longipalpis’e ait tim salg1 icerigi veya saflastirilmig bazi bilesenleri

Leishmania enfeksiyonuna karsi savunmayi indiiklediginin goriilmesidir (57, 58).

2.8.2. Birinci nesil asilar. Olii parazit veya cesitli yollarla zayiflatilmis ve viriilanslari
azaltilmis canli parazit asilardir. Olii Leishmania as1 denemeleri 1920’lerde baslamistir
(56). En erken donemlerde as1 olarak bakteriyel asilarda oldugu gibi kiiltiir ortaminda
iretilmis parazitler kullanilmistir. Canli atenue asilarin gelistirilmesinde parazitin
gelisim ve viriilansindan sorumlu genlerin susturulmasi veya Leishmania tarentolae gibi
viriilan olmayan suglar immun yanit1 uyarmak icin kullanilmasi tekniklerinden
yararlanilmistir (57). Fakat aragtirmalarda gozlenen korumanin yetersiz olmasi ve farkli
caligmalardan elde edilen sonuglarinin cok tutarsiz olmasi gibi sebeplerden dolay1 o6lii
parazit asilar heniiz kabul edilebilir standartlara ulasamamistir (56, 60). Ayrica canli
asilarin heniiz klinik gelisme asamasina ulasilamamasindaki en biiyiik engellerden biri
de Leishmanialarin sivi azot igerisinde canli olarak saklanmasinin gerekmesi ve
dolayisiyla risk altindaki bolgelere ulastirilmasi, uygulanmasi ¢ok ileri derecede bir

altyap1 gerektiriyor olmasidir (56).

2.8.3. Ikinci nesil asilar. Leishmania tiirlerinden elde edilen proteinleri ve rekombinant
proteinleri igerir. Bunlardan en popiiler olan Gp63, E.coli’de eksprese edilmis
rekombinant protein olarak uygulandigi zaman maymunlarda kismen koruyuculuk
saglamistir (58). Cok fazla ilgi ¢eken bir diger antijen ise parazitin promastigot ve
amastigot olmak iizere her iki evresinde de korunmus olan Leishmania Activated C
Kinaz’dir (LACK) (58). Parazitin sadece amastigot donemine 0zgii Antijen2 (A2) ise
rekombinant formda alum, IL-12, saponin ile formiile edildigi zaman veya adenovirus
tarafindan eksprese edildigi zaman hayvanlar iizerinde etkili olmustur (61). Leish-111f
ya da LEISH-F1 olarak da bilinen Leishmania iliskili toplam ti¢ farkli proteinin
fiizyonu seklindeki poliprotein bilesimi ise bir¢ok arastirma neticesinde faz Il calismasi

seviyesine kadar ulagmustir (60, 62). Leishmune® icerik olarak Fukoz Mannoz Ligant
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(FML)+saponin’den olusmakta olup, kopeklerde VL’e karst umut verici sonuglar
gostermektedir ve Brezilya’da lisansh ikinci nesil veteriner asisidir (61, 63, 64).
Leishmania parazitlerinin evriminde 6nemli rollere sahip olan sistein proteazlar CPA ve
CPB bir diger rekombinant as1 adaylaridirlar (65, 66, 67). Kinetoplastid Membran
Protein-11 (KMP-11), rekombinant Sterol 24-c-Metiltransferaz (rSMT), Hidrofilik
Asetillenmis Yiizey Protein (HASP), Histon H1, L.donovani amastigor-spesifik protein
p27, L.braziliensis antijenleri + saponin, asidik ribozomal protein PO, rekombinant
L.donovani Protein Disiilfit {zomeraz (rLdPDI) ve Heat-Shock Proteinler (HSP70,
HSP83) ikinci nesil asilar arasindadir (60, 61). Parazitin viriilansinda 6nemli
fonksiyonlara sahip bazi genlerin cikarilmasi “knok-out” veya bazi onemli genlerin
eklenmesi “knok-in” yoluyla canli Leishmania tiirlerinden ele edilen asilar da yine bu
as1 grubuna dahildir (68). Enfeksiyon gelisimden sorumlu bazi genleri ‘“knok-out”
edilmis Leishmania tiirleri hastallk olusturamamakta olup, immun cevap
olusturabilmektedir (68). “Knok-in” asilar ise bazi viriis veya bakteriden elde edilmis
ilag duyarlilik genlerinin Leishmania genomuna eklenmesi ile elde edilmis “suicidal

cassettes” asilardir (68).

2.8.4. Uciincii nesil asilar. Yabanci proteinleri kodlayan plazmidin direkt
enjeksiyonunun endojen protein biyosentezine yol acabileceginin ve o proteine karsi
spesifik immun yanit1 uyarabileceginin kesfedilmesi as1 gelistirme caligmalarinda yeni
bir bakis acgist ortaya ¢ikarmistir (67, 69). Protein bazli asilarin gelistirilmesiyle fare ve
kopeklerde belli bir dereceye kadar korumanin elde edilmesine ragmen bircok karmasik
problemlerle de karsilagilmaktadir ve adjuvan uygulamasi gerekmektedir (60). DNA
agilar1 iiretimi son derece basit, herhangi patojenik organizma icermediginden dolay1
oldukca giivenli ve genellikle ¢cok immunojeniktirler (67). En cok ¢alisilan DNA asilar1
daha once rekombinant protein olarak arastirilan as1 adaylaridir (67). Bu asilar hem
humoral hem de hiicresel yaniti uyarsalar da bu yanit yeterince uzun siireli
olmadigindan dolay:1 6zellikle hiicre ici patojenlere karsi sitotoksik T hiicrelerin biiyiik
rol oynadigr T hiicre yanitim1 arttrmak ic¢in yeni asilama stratejileri gelistirme
gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir (69). Giiniimiizde en yeni yaklasim, DNA asis1 ile ilk
Once immun yanit1 baglatmak, ardindan ise ilgili antijeni eksprese edebilen Modifiye
Vaccinia Virus Ankara (MVA), Fowlpoxvirus (FPV) gibi memeli hiicresi icerisinde

cogalamayan suslar kullanilarak immun yanitin arttirilmasi prensipine dayanan Prime-
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Boost stratejisidir (70). Bunun yaninda yine lipid bazli antijen uygulama sistemleri ve

nanopartikiillerin kullanildig1 yeni as1 uygulama metodlar1 da hizlica gelismektedir.
2.9. LEISHMANIA DONOVANI YUZEY GLIiKOPROTEIN 63 (LdGP63)

Leishmania parazitlerinin bazi yiizey proteinleri makrofaj fonksiyonlarini, sitokin
iretimini, antijen sunumunu ve konak hiicre sinyal yolaklarini manipiile etme gibi, hem
enfeksiyonun gelismesi i¢in hem de parazitin hayatta kalabilmesi i¢in 6nemli islevlere
sahiptir (71). Fagositozdan sonra Leishmania’nin salgiladigi cesitli molekiiller ve
olaganiistii adaptasyon kabiliyeti sayesinde antijen sunumu ve mikrobisidal islevlerden
sorumlu olan immun sistem hiicreleri parazit i¢in giivenli bir yasam ortami haline
doniismektedir. Leishmania’nin  yiizeyinde salgilanan molekiillerden en ¢ok
arastirilanlar;  lipofosfoglikan  (LPG), sistein  peptidazlar, asit fosfatazlar,
proteofosfoglikanlar ve glikoprotein 63 olarak da adlandirilan promastigot yiizey
proteaz gibi bazi molekiillerdir (71). Gp63 ilk defa 1980’lerde Leishmania parazitlerinin
cesitli tiirlerinin promastigot doneminde eksprese edilen yiizey proteini olarak
tanimlanmustir (72). Literatirde Ana Yiizey Glikoprotein (Major Surface Protein
(MSP)) disinda bircok isimlendirmeler kullanilmistir. Molekiiliin farkli agirhik ve farkli
izoformlariin da bulunmasina ragmen 63 kDa Glikoproteinden tiiretilmis Gp63 ismi en
yaygin kullanilandir (72). “Leishmanolizin” olarak da adlandirilan bu glikoproteinin as1
olarak koruyucu etkisi farkli Leishmania tiirlerinde ve farkli adjuvanlarla yogun bir
sekilde arastirilmaktadir. L.donovani promastigotlarindan elde edilen Gp63 adjuvansiz
kullanildiginda BALB/c farelerde kismi bir koruma saglarken, adjuvan olarak katyonik
distearoyl fosfatidilkolin (DSPC) lipozomlar1 ile birlikte uygulandigr zaman VL kars1
koruyuculugunun belirgin bir sekilde arttigi goriilmiistiir (73). L.donovani tiirii
kullanilarak fareler iizerinde gerceklestirilen bir diger ¢alismada ise Gp63 ve HsP70
olmak {izere iki antijenin kombinasyonunun daha etkili bir koruma sagladigi
gozlenmistir (6). Gp63, adjuvan olarak toll-benzeri reseptor-9 (TLR-9) agonisti olan
CpG-ODN (CpG oligodeoksinukleotid) kullanildiginda ve en yeni yaklasimlardan biri
olan DN A-prime/ptotein-boost halinde uygulandigi zaman daha uzun vadeli bagisiklik

saglamustir (74).
2.10. ADJUVANLAR VE INTERLOKIiN-12

Adjuvanlar, herhangi bir asginmn veya antijenin immunojenitesini arttirmasinda veya

etkisini degistirmesinde kullanilan cesitli katki maddelerdir. Asilara adjuvanlarin
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eklenmesi ile immun yanitin arttirilabilecegi kesfedildikten sonra ilk defa giivenilirligi
ispatlanarak insan uygulamasi gergeklestirilen adjuvan madde aliiminyum tuzlari
olmustur (75). Aliiminyumdan sonra en c¢ok kullanilan adjuvan ise skualendir (75).
Dogal immun sistem hiicrelerinin yiizeyindeki reseptorlerin hedef molekiilleri olarak da
bilinen bircok maddeler de adjuvan olarak kullanilmaktadir. Bunlardan TLR-4 agonisti
olan monofosforil lipid (MPL) toksisitesi olduk¢a diisiik olup giiniimiizde Hepatit B
asisinda  kullanilmaktadir (75). Diger bircok as1 caligmalarinda oldugu gibi
leishmaniasise karsi as1 gelistirme caligmalarinda da farkli adjuvanlar denenmektedir.
Alum, saponin, QuilA, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), IL-12, MPL, imiquimod,
CpG-ODN gibi baz1 TLR agonistleri ¢esitli asilarla kombine edilerek leishmaniasise
karst koruyuculugu arastirilan bazi adjuvanlardir (58, 68). IL-12’nin ilk kez 1994
yilinda farelerde L.major enfeksiyonu kontroliinde as1 adjuvanti olarak kullanilmasi
Onerilmistir (76). Daha sonra IL-12 biyolojisi hakkinda bilinenlerin de artmasiyla insan
caligmalarinda da kemoterapik ajan olarak oldukca genis capl arastirilmaktadir. Ayrica
Leishmania ile enfekte farelerin rekombinant IL-12 ile tedavi edildiginde %89’a kadar
iyilesmenin gozlendigi calismalar da mevcuttur (77). Ayrica LACK tabanli DNA ve
protein asilar1 adjuvan olarak IL-12 ile birlikte uygulandiginda daha uzun siireli koruma
saglanmustir (68). Bazi arastirmalar L.donovani enfeksiyonunun hemen ardindan konak
makrofaj hiicrelerinin IL-12 iiretemedigi sonucunu gosterirken, bazi c¢aligsmalar
immunizasyonun etkinliginin arttirilmas1 i¢in IL-12’e gereksinim duyuldugunu
gostermektedir (78, 79). Gp63 bazli asilarin etkinligi arastirilirken bu antijenin NK
hiicrelerin cogalmasii inhibe ettigi bazi arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (7).
Diger yandan immun sistem iglevinde IL-12’nin T hiicre ve NK hiicre proliferasyonunu

uyaran 6nemli bir molekiil oldugu bilinmektedir (80, 81).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Calisma oOncesi genis capli literatiir taramasi1 yapilarak kullanilacak malzemeler
belirlenmistir. Calisma, tez projesinin desteklenmesi amaciyla Erciyes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine (ERU/BAP) projenin verilmesi ve
desteklenmesi sonrasinda baglanmistir. Malzemeler ve cihazlar temin edilerek deneyler

icin uygun alt yap1 olusturulmasi saglanmaistir.
3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali Molekiiler
Parazitoloji, Immunoparazitoloji Laboratuvarlar1 ve ERU As1 Arastirma ve Gelistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezinde yiiriitiilmiistiir. Calismada Tablo 3.1°de gosterilen

cihazlar ve Tablo 3.2’de gosterilen malzemeler kullanilmistir.



Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihazlar.
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Tanimi/Adi

Santrifiij (Avanti® J-E, ABD)

Santrifiij (Thermo Scientific, Cin)

27 °C inkiibator (NUVE, Tiirkiye)

37 °C inkiibator (NUVE, Tiirkiye)

Hassas terazi (RADWAG, Polonya)

NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific Inc, ABD)
Thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya)

Vortex (Benchmark, Taiwan)

-20 °C dondurucu (Panasonic, Japonya)

-80 °C dondurucu (Panasonic, Japonya)

Kuru 1s1 bloklar1 (Benchmark, Taiwan)

Elektroforez (Bio-RAD, ABD)

Su banyosu (JEIO TECH, Kore)

Jel goriintiileme cihazi (BIO-RAD ChemiDoc Mp Imaging System, ABD)

Sicaklig1 ayarlanabilir sallayic1 (JEIO TECH, Kore)

Invert Mikroskop (Leica, ABD)




Tablo 3.2. Calismada kullanilan malzemeler.

Tanimi/Adi

Leishmania donovani promastigotlari

Fetal Bovin Serum (BIOCHROME, Almanya)

RPMI-1640 Medium (BIOCHROME, Almanya)
Penicillin-Streptomycin100X Solution (5000 units) (Invitrogen, ABD)
25 cm’culture flasklar

QIAamp Tissue Kit (QIAGEN, ABD)

SOC s1vi1 besi yeri

Ampisilinli LB kat1 besiyeri

Ampisilinli LB s1v1 besiyeri

LdGp63 F Primeri (5’- GTGATGTCCGTCGACAGCAG-3’)
LdGp63 R Primeri (5’- CGTTGGGAGCCCCCCAAAT-3’)

2x PCR Master mix (Biomatik, ABD)

Agaroz jel

1 kb Marker (Pomega, ABD)

Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, ABD)

100 bp Marker (Biomatik, ABD)

pcDNAT™3 1/V5-His TOPO® TA Expression Kit (invitrogen, ABD)

OneShot TOP10 ChemicallyCompetent E.coli hiicreleri (Invitrogen, ABD)

18
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High PurePlazmid Isolation Kit (Roche AppliedScience, Almanya)

IDPURE™ Spin Column Endotoxin-Free Plasmid DNA Miniprep Kit (Empire

Genom

Xba I Restriksiyon enzimi (TAKARA, Japonya)

BamH I Restriksiyon enzimi (TAKARA, Japonya)ics, ABD)

3.2. YONTEM
3.2.1. Leishmania donovani Promastigotlarin Kiiltiire Edilmesi

%10 inaktive edilmis Fetal Bovin Serum, 100 pug/ml streptomycin-100 IU/ml penicillin
ve L-Glutamin ilave edilerek RPMI-1640 besi yeri hazirlanmustir. -80 °C’de muhafaza
edilen Leishmania donovani promastigotlar1 37 °C’de hizlica c¢ozdiiriilerek besiyeri
ortamina ekim yapilmistir (28, 51). Promastigotlar yeterli yogunluga ulasana kadar 27
C’de inkiibasyon saglanmustir. Her giin inverted mikroskopta goriintiilenerek kontrol
edilmis ve her 3-4 giinde bir pasaj yapilmistir. Pasaj i¢in promastigot kiiltiirii 15 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1
atilarak pellet {izerine taze besiyeri eklenip resiispanse edilmistir. Taze besiyeri iceren

kiiltiir flasklarina dagitilarak 27 °C’de inkiibasyon saglanmustur.
3.2.2. Kiiltiirden Genomik DNA izolasyonu

Devam etmekte olan L.donovani promastigot kiiltiiriinden 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
(eppendorf) tiiplerine alinmustir. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi
atilarak sediment {izerine promastigot kiiltiiriinden tekrar eklenerek, ayni iglem 10 defa
tekrarlanmustir. Elde ettigimiz pellet, -20 °C’de ve 37 °C’de 5’er dakika bekletilerek 5
defa soguk sicak sok uygulanmistir. Boylece promastigotlarin lizis olmasi saglanmigtir.
Total genomik DNA izolasyonu, QIAamp Tissue Kit (QIAGEN, ABD) kullanilarak

tiretici firmanin prosediiriine gore gerceklestirilmistir:

1. Promastigotlardan olusan pellet {iizerine 180 pl ATL buffer eklenerek

homojenize edildikten sonra santrifiij edilmistir.
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2. Uzerine 20 pl proteinaz k eklenerek 15 saniye vortekslendikten sonra dnceden

56 °C’ye ayarlanmus su banyosunda bir gece inkiibasyona birakilmustur.

3. Tiip kisa siire santrifiij edildikten sonra iizerine 200 pl AL Buffer eklenerek 15
saniye vortekslendikten sonra 70 °C’de 10 dk. inkiibasyona birakilmustur.

4. Tiip 15 saniye vortekslenerek 200 pl %100 etanol eklendikten sonra 15 saniye

boyunca tekrar vortekslenmistir.
5. Kisa siire santrifiij edildikten sonra tiip icerigi filtrasyon kolonuna aktarilmistir.

6. Filtrasyon kolonu 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipii icerisinde 8.000 rpm’de 1 dk.

santrifiij edilmistir.

7. Filtrasyon kolonu 2 ml’lik yeni bir tiipe alinmis ve alt siiziintii atilmistir.
Filtrasyon kolonu iizerine 500 ul AW1 buffer eklenerek 8.000 rpm’de 1 dk.

santrifiij edilmistir.

8. Filtrasyon kolonu tekrar 2 ml’lik yeni bir tiipe alindiktan sonra siiziintii
atilmistir. Filtrasyon kolonu iizerine 500 pl AW2 buffer eklenerek 14.000
rpm’de 3 dk. santrifiij edilmistir.

9. Filtrasyon kolonu 2 ml’lik yeni bir tiipe almarak siiziinti kismi atilmistir.
Filtrasyon kolonu tekrar 14.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilerek kalan AW?2

buffer elimine edilmistir.

10. Filtrasyon kolonu 1.5 mI’lik tiipe alinarak iizerine 100 pl AE buffer eklenmistir.
Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildikten sonra 8.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij
edilmistir.

Elde edilen son siiziintii NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific Inc,
ABD) cihaz1 kullanilarak 6rnek icerisindeki total genomik DNA konsantrasyonu 27
ng/ul olarak 6l¢iilmiis ve iiriin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) icin -20 °C’de

muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Primerler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

L.donovani Gp63 geni icin GenBANK: AJ495007.1 dizisine gore ilgili gen dizisinin
uzunlugu 1926 baz cifti uzunlugunda olup, F ve R primerleri asagidaki sekilde dizayn
edilmistir.

LdGp63 F: (5-GTGATGTCCGTCGACAGCAG-3’)

LdGp63 R: (5’- CGTTGGGAGCCCCCCAAAT-3’)

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.3’de gosterilmistir.
Reaksiyon icin hazirlanan bilesimden her biri 25 upl olmak iizere toplam 4 tiip
hazirlanmigtir. Reaksiyon Thermal cycler (SENSEQUEST, Almanya) cihazinda
gerceklestirilmistir. 95 °C de 5 dk.’lik 6n 1sitma ile baslayan sirasiyla 95 °C de 1 dk.
denatiirasyon, 65 °C de 1 dk. baglanma, 72 °C de 1.5 dk. uzama basamagindan olusan

33 dongii sonras1 72 °C’de 15dk.’1ik son uzama ile biten PCR programi olusturulmustur.

PCR f{iriinii, etidyum bromiidle boyanmis %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek 120 wolt’da
60 dakika boyunca elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Ardindan BIO-RAD ChemiDoc Mp

Imaging System (ABD) cihaz1 kullanilarak goriintiilenmistir.

Tablo 3.3. Real-Time PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
2x Master mix 12.5
LdGp63 F primer (10 pmol) 1
LdGp63 R primer (10 pmol) 1
Genomik DNA 2
Distile su (Niikleaz icermeyen) 5.5
Toplam 25

3.2.4. PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

PCR iiriiniin jelden saflastirilmasi icin Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, ABD) kullanilmustir:
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Elektroforez sonrasi jeldeki bantlar kesilerek alinmis ve hassas terazide tartilarak
1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir. Her 10 mg jele 10 pl olacak
sekilde membran baglama soliisyonu eklendi ve 55 °C de 15 dakika boyunca

kuru 1s1 blogunda jelin tamamen erimesi beklenmistir.

Kit icerisinde bulunan filtrasyon kolonu toplama tiiplerine yerlestirilmis ve
karisim bu filtrasyon sistemi igerisine aktardmugtir. Oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edildikten sonra 16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek filtrasyon sivisi

atilmustir.

Filtrasyon kolonu ise yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek iizerine 700 pl
membran yikama soliisyonu (etanol ilave edilmis) eklendi ve ayni sartalarda

tekrar santrifiij edilerek filtrasyon sivist atilmustir.

Filtrasyon kolonu tekrar yeni bir toplama tiipiine yerlestirildikten sonra bu
basamak 500 pl membran yikama soliisyonu ile 5 dakika santrifiij edilip yikama

islemi tekrarlanmustir.

Filtrasyon kolonu dikkatli bir sekilde 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine transfer
edildikten sonra iizerine 40 pl nukleaz icermeyen distile su eklenerek 3 dakika
oda sicakliginda inkiibasyonu saglanmistir. Ardindan 16.000 g de 1 dakika
satrifiij edilip iirlin tekrar agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendikten sonra -20

°C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen iiriiniin igerdi§i DNA konsantrasyonu NanoDrop 2000c

Spectrophotometer cihazinda ol¢iilmiistiir.

3.2.5. LdGp63 Geninin pcDNA3.1 Plazmitine Yerlestirilmesi

PCR iiriiniiniin klonlanmasinda pcDNAT™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit

(Invitrogen, ABD) kullanilmig olup fiiretici firmanin protokolii modifiye edilerek

uygulanmistir. Klonlama reaksiyonu igin:

1.

PCR Clean-Up iiriiniinden 3 pl, kit icerisinde bulunan salt soliisyondan 1 pl ve 1

ul steril su eklenerek toplam 5 pl’lik karisim hazirlanmastir.

Uzerine 1 pl TOPO® vektor eklenerek nazikce karistirildiktan sonra oda

sicakligida (22-23°C) 30 dakika inkiibasyonu saglanmistir.
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Elde edilen ligasyon iiriinii inkiibasyondan sonra direkt olarak transformasyon icin

kullanilmastir.

3.2.6.Rekombinant Plazmitin Kompetan Hiicrelerine Transformasyonu

Calismamizda kimyasal transformasyon yontemi uygulanmaistir.

1.

Bir onceki adimdaki ligasyon iiriinii ve bir vial One Shot®TOP10 kompetan

hiicreleri buz {izerine yerlestirilmistir.

10 dakika beklendikten sonra 2 pl ligasyon iiriiniinii kompetan hiicreler iizerine

ilave edilmis ve pipetleme yapmaksizin hafifce karistirilmistir.
Buz iizerinde 30 dakika inkiibasyon saglanmistir.

Hiicrelere nceden 42 °C’ye ayarlanmis kuru 1s1 bloklar1 iizerinde 1 dakika sicak

sok uygulanmustir.
Hemen ardindan direkt buz {izerine transfer edilmistir.
Uzerine 250 pl oda sicakligindaki SOC medium eklenmistir.

Tiipiin kapag: kapatilarak yatik bir sekilde 37 °C’de, 200 rpm’de 1 saat boyunca
inkiibe edilmistir.
Hiicreler 100 pl ve 150 ul olacak sekilde ikiye boliinmiis ve {izerine ampicillin’li

LB s1v1 besiyeri eklenerek 200 ul’ye tamamlanmistir.

Ampicillinli LB pleytlerine yayildiktan sonra 37 °C’de bir gece boyunca

inkiibasyon saglanmistir.

Bir gecelik inkiibasyondan sonra pleytler kontrol edildiginde ampisilinli kat1 besiyeri

izerinde sadece bir koloni olustugu gozlenmistir. Olusan koloniden yeni bir pleyte

nokta ekim yapilarak 12 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi

olusan bu kolonilerin rekombinant plazmiti icerip icermedigi asagidaki yontemlerle

tespit edilmistir.
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3.2.7. Klonlamanin Dogrulanmasi
3.2.7.1. PCR Tarama ile Dogrulama

Olusan kolonilerin rekombinant plazmiti icerip i¢cermedigini PCR Tarama yontemi ile
tespit etmek i¢in her biri 10 pl 2x Master mix (Biomatik, ABD), 1 ul LdGp63 F ve 1 pl
LdGp63 R primeri iceren 2 tiip hazirlanmistir. Karigimlar distile su ile toplam 20 pl’ye
tamamlanmistir. Tipler numaralandirildiktan sonra LB kati besiyerinde {ireyen
kolonilerden rastgele 2 tanesi secilmistir. Secilen kolonilerden, steril ortamda kiirdanla
almip tiiplerdeki karigimlara bulastirilarak eklenmistir. Bolim 3.2.3 deki protokol
kullanilarak, ayni sartlarda PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR iiriinii, etidyum
bromiidle boyanmis %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek yine ayni sekilde BIO-RAD

ChemiDoc Mp goriintiileme cihazi kullanilarak goriintiilenmistir.
3.2.7.2. Miniprep ve PCR ile Dogrulama

Kolonilerdeki rekombinant plazmitin varligin1 dogrulamak icin miniprep yapilmustir.
Miniprep isleminde High PurePlazmid Isolation Kit (Roche Applied Science, Almanya)

kullanilmis olup, islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1. Miniprep yapilmak iizere LB kat1 besiyerindeki kolonilerden ampisilinli LB s1v1
besiyerlerine ekim yapildiktan sonra 37 °C’de sallayici iizerinde bir gece inkiibe
edilmistir.

2. Kiiltiirler 8.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilerek iist siv1 atildiktan sonra cokelti
tizerine 250 pl suspension buffer/RNase ve 250 pl lysis buffer eklenmistir.
Dikkatlice karistirilarak oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakilmustir.

3. Uzerine 350 pl soguk binding buffer eklenmis ve buzlu su icerisinde 5 dk.

inkiibe edilmistir.

4. 13.000 rpm.’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Ust siv1 kit icerisindeki filtrasyon

kolonuna alinmig, ¢okelti ise atilmistir.
5. Filtrasyon kolonu yeni bir tiipe alinarak 13.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij edilmistir.
6. Filtrasyon kolonu tekrar yeni bir tiipe alinmis ve siiziintii atilmagtir.

7. Filtrasyon kolonu iizerine 500 pl wash buffer I eklenerek 13.000 rpm.’de 1 dk.

santrifiij edilmistir.
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8. Filtrasyon kolonu yeni bir tiipe alinarak siiziintii kismi1 atilmagtir.

9. Uzerine 700 pl wash buffer II eklenerek 13.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij

edilmistir.
10. Filtrasyon kolonu yeni bir tiipe alinarak siiziintii kismi1 atilmistir.

11. Uzerine 50 ul elution buffer eklendikten sonra 13.000 rpm.’de 1 dk. santrifiij

edilerek rekombinant plazmit elde edilmistir.

Elde edilen rekombinant plazmitlerin ilgili geni igerip icermedigini dogrulamak
amaciyla bolim 3.2.3 deki protokol tekrar kullanilarak PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu olusturulurken template olarak miniprep ile elde
edilen rekombinant plazmit kullanilmistir. PCR {iriinii, etidyum bromiidle boyanmis
9%1.5’Iuk agaroz jelde 120 v, 60 dakika yiiriitiilerek daha 6nceki basamaklardaki ayni

yontemle goriintiilenmistir.
3.2.7.3. DNA Dizi Analizi ile Dogrulama

Saflastirilan rekombinant plazmitin klonlanan geni tasiyip tasimadigi DNA dizi analizi
ile dogrulanmistir. DNA dizi analizi i¢in LdGp63 F ve LdGp63 R pimerleri kullanilarak
Big dye Cycle Sequencing kit v3.1 (AppliedBiosystems, ABD) kullanilmistir. Sonuclar
otomatik DNA dizi analiz cihazinda (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)
analiz edilmistir. Elde edilen DNA dizi sonuglar1 Chromas v.1.45 (ConorMcCarty
School of Science Griffith University, Australia) programu ile incelenmistir. Daha sonra
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ internet adresinde yer alan web tabanli BLAST (Basic
LocalAlignmentSearchTool) programina girilmis olup bu calismadan elde edilen DNA
dizisi GenBANK veri tabanindaki mevcut Leishmania sp. DNA dizileri ile

karsilastirilmistir.

DNA dizi analiz sonuglarina gore L.donovani yiizey Gp63 proteinlerinin ii¢ boyutlu

yapilar1  http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index web adresinde
bulunan Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 programu ile
elde edilmis ve goriintiilenmesi ise Jmol: An open-source Java viewer programi

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3.2.7.4. Restriksiyon Enzim Reaksiyonlar ile Dogrulama

Saflastirilan rekombinant plazmitin hedef geni igerip icermedigini restriksiyon enzim
kesimleriyle dogrulamak i¢in vektor plazmidi iki yerden kesen, ancak klonlanan gen
dizisini hi¢bir sekilde kesmeyen iki enzim kullanilmistir. Bu reaksiyon i¢in pcDNA3.1
vektoriinii klonlanan gen bolgesinin iki tarafindan kesen Xba I (TAKARA, Japonya) ve
BamH I (TAKARA, Japonya) enzimleri kullanilmistir. pcDNA3.1 vektor plazmidinin
haritas1 ve hangi enzimlerle kesilebilecegi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Gp63 gen
bolgesinde ise bu iki enzimin kesecegi diziler bulunmamaktadir. Reaksiyon iiretici
firmanin protokolii modifiye edilerek uygulanmis olup her enzim i¢in ayr1 ayri
gerceklestirilmistir. Reaksiyon ilk once Xba I enzimi i¢in yapilmis olup reaksiyon
bilesimi asagidaki gibidir:

Xba I I ul

10x M Buffer 2 ul

DNA (rekombinant plazmit) 5 pl

Steril distile su 12 ul

Uretici firmanin protokoliine gore reaksiyon sicaklign 37 °C’dir. Yukaridaki bilesim

hazirlandiktan sonra su banyosunda 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

Ikinci enzim reaksiyonunda bir onceki reaksiyon iiriiniiniin tamami kullanilmis olup
bilesim asagidaki gibidir:

Bir 6nceki reaksiyon iiriinii 20 ul

BamH I 1 ul

10x K Buffer 2 ul

Uretici firmanin protokoliine gore bu enzimin ¢alisma sicakligi ise 30 °C’dir. Yukarida
anlatilan reaksiyon bilesimi olusturulduktan sonra karisim, onceden 30 °C’ye

ayarlanmis su banyosunda 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibe edilen iiriin, onceki basamaklarda oldugu gibi etidyum bromiidle boyanmis
%1.5’luk agaroz jele yiiklenerek 120 v, 60 dakika elektroforez uygulanmistir. Ardindan

jel ayn1 yontemle goriintiilenmistir.
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pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNAJ. 1/W5-His-TOPO
5523 nuclectides

Sekil 3.1. pcDNA3.1 vektoriiniin haritasi.

3.2.8. Endotoksinsiz Rekombinant Plazmit Elde Edilmesi.

Boliim 3.2.6’da kullanilan materyaller ve metod kullanilarak rekombinant plazmidin

kompetan hiicrelerine transformasyonu gerceklestirlmistir. Gelisen kolonilerin

rekombinant plazmiti icerdigi tekrar PCR tarama yapilarak dogrulandiktan sonra onceki

basamakta uygulanan yontem kullanilarak koloni sivi LB besiyerine ekilmistir.

Ampisilinli sivi LB besiyerinde bir gece inkiibasyon saglandiktan sonra kiiltiirden

asagida anlatilan iiretici firmanin protokolii uygulanarak endotoksinsiz rekombinant

plazmit elde edilmistir.

1. Kiiltiirden 1.5 ml mikrosantrifiij tiipine almarak 12 000 rpm’de, 1 dakkika

santrifiij edilmistir. Sivi kisstm tamamen uzaklastirilip pellet lizerine kiiltiirden

biraz daha ekleyerek ayni sartlarda tekrar santrifiij edilmistir. Bu sekilde

kiiltiirtin tamamu pellet seklinde elde edilmistir.

2. Mikrosantrifiij tiipli icerisinde bulunan ve sivi kismi tamamen uzaklastirilmig

pellet tizerine 100 ul kit icerisinde bulunan Soliisyon I eklenerek yavasca

karigmasi saglandiktan sonra 2 dakkika bekletilmistir.
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Karisima 200 pl Soliisyon II' eklenerek 5-6 defa alt iist edilerek yavasca
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 1 dakkika bekletilmistir.

350 pl Soliisyon IIT eklenerek yavasca karistirilip oda sicaklignda 2 dakkika
bekletilmistir.

12.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Santifiij eslemi sonrasinda {iist sivi kit icerisinde bulunan koluma aktarilmistir.

Tekrar 12.000 rpm’de 1 dakkika santrifiij edilmistir.

Alt siiziintiiniin bulundugu toplama tiipii atilarak yeni bir toplama tiipii koluma
yerlestirildikten sonra iizerine 500 ul Yikama Soliisyonu eklenerek 10.000
rpm’de 2 dakika santrfiij edilmistir.

Bir 6nceki yikama basamagi tekrar uygulanmastir.

Toplama tiipii igerisindeki alt siiziintii atildiktan sonra Yikama Soliisyonunun
iyice uzaklastirilmasi icin 10.000 rpm’de 2 dakika boyunca tekrar santrifiij
edilmistir.

Kolum yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildikten sonra 6nceden sicakligi
55 °C’ye ayarlanmus Eliisyon Bufferdan 50 pl membranim orta kismima gelecek
sekilde eklenmis ve oda sicakliginda 2 dakika bekletilmistir. 10.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilmistir.

Altta kalan siiziintii iizerine 200 ul TE Buffer eklenmistir. pH 5.2 olan 3M asetat

sodyum solusyonundan 25 ul eklenerek iyice karistirildiktan sonra buz iizerinde

5 dakika bekletilmistir.

Uzerine 25 pl kit icerisinde bulunan Endotoksin Eliminator Solusyonu soguk bir

halde eklenmistir. Iyice karistirlarak buz iizerinde 10 dakika bekletilmistir.

Karisim dnceden ayarlanmis 65 °C su banyosunda bulanik hale gelene kadar 5

dakkika boyunca 1sitilmistir.
30 °C sicaklikta 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Olusan iist faz Endotoksin-Free mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. (Bu

basamakta Endotoksin-Free pipet uglar1 kullanilmistir.)

Endotoksin seviyesini diisiirmek icin 12-15 basamaklar 3 defa tekrarlanmustir.
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17. Elde edilen karisima 3 hacimlik soguk etanol eklenerek karistirildiktan sonra buz

icerisinde 30 dakika bekletilmistir.
18.12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant atilmistir.

19. Pellet % 75 etanolle diisiik sicaklikta yikanmistir. 12.000 rpm’de 5 dakika

santrifiij edilerek iist s1v1 atilmistir.

20. Tiiptin  dibindeki rekombinant plazmit endotoksinsiz ultra saf su ile

¢cOzdiiriilmiistiir ve kullanilana kadar -20 C’de muhafaza edilmistir.
3.2.9. Rekombinant pCDNA3.1 LdGp63 Plazmit ile IL-12 Formiilasyonu

L.donovani Gp63 geninin pCDNA3.1 plazmitine yerlestirilmesiyle olusturulan
rekombinant plazmite pCDNA3.1 LdGp63 ad1 verilmistir.

Rekombinant pCDNA3.1 LdGp63 plazmiti, farelerde IL-12 expresyonu yapan pORF-
mlIL-12 (Invivogen, ABD) plazmiti ile miktar olarak 1/1 oraninda karistirilarak

farelerde uygulamaya hazir hale getirilmistir ve -80°C ‘de muhafaza edilmistir.



4.BULGULAR

RPMI-1640 besiyerinde iiretilen promastigotlar yeterli yogunluga ulasinca direkt olarak
genomik DNA izolasyonu ic¢in kullanilmustir. Sekil 4.1’de RPMI-1640 besiyerinde
iiretilmis L.donovani tiiriine ait promastigotlarin invert mikroskopta cekilmis resmi

goriilmektedir.

Sekil 4.1. RPMI-1640 besiyerinde tireyen L.donovani promastigotlarimn kiimelesmis goriintiisii.

Genomik DNA izolasyonu QIAamp tissue kit (QIAGEN, ABD) protokoliine gore
gergeklestirilmistir. L.donovani Gp63 genine spesifik primerlerle gergeklestirilmis PCR
reaksiyon {riiniiniin agaroz jel goriintiisii ise Sekil 4.2’de verilmistir. Gp63 gen

bolgesinin uzunlugu 1926 bg biiyiikliigiindedir.

Jel goriintiilendikten sonra ilgili geni goOsteren bantlar kesilip alindiktan sonra
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, ABD) kullanilarak saflastirma
yapilmistir. Saflastirilan iriin tekrar jel elektroforezi uygulanip yukarida anlatildigi

sekilde goriintiilenmistir. Sekil 4.3’de jel Clean-Up iiriiniiniin goriintiisii verilmistir.
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Clean-Up iiriinii jel de goriintiilenerek dogrulandiktan sonra direkt olarak ligasyon icin
kullanilmigtir. Ligasyon basamaginda elde edilen iiriin de direkt olaran kompetan E.coli
hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi hiicreler ampisilinli LB kat1
(agar) besiyerine ekilerek inkiibe edilmistir. Bir gece inkiibasyondan sonra pleytler
izerinde yalnizca tek bir koloni gelistigi goriilmiistiir (Sekil 4.4.a). Olusan tek koloni
kiirdan yardimiyla alimarak ampisilinli yeni bir LB besiyeri igeren pleyte tek nokta

ekimi yapilmistir. Tek nokta ekim sonrasinda olusan koloniler Sekil 4.4.b’de verilmistir.

M 1 2 3 4 N

Sekil-4.2. L.donovani Gp63 genine ait PCR iiriiniiniin Jel Elektroforezi goriintiisii. M-
marker, 1-4 kuyular PCR 6rnekleri, son kuyu ise negatif kontroldiir.
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Sekil 4.3. Clean-Up iiriinii elektroforez sonrasi agaroz jel goriintiisii. Birinci kuyu,

marker; ikinci kuyu, izole edilen 1926 baz ¢iftlik iiriiniin bant goriintiisii.

Sekil 4.4.a) pcDNA3.1 + Gp63 geninin One Shot®TOP10 kompetan hiicrelerine

transformasyonu sonras1 olusan koloninin LB pleytindeki goriintiisii. (koloni ok ile
gosterilmistir). b) Ampisilinli LB pleytinde tek nokta ekim sonrasinda gelisen

koloniler.
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Inkiibasyon sonrasi antibiyotikli LB pleytleri iizerinde olusan kolonilerin klonlanmus
geni igerip icermedigini tespit etmek i¢in PCR tarama yapilmistir. Koloniler, tek bir
koloniden ¢ogalmis olmasina ragmen daha giivenilir bir sonu¢ elde etmek i¢in rastgele
iki koloni segilerek PCR tiipleri icerisinde hazirlanmis karigima eklenmistir. Total
genomik DNA’dan Gp63 geninin izolasyonu i¢in uygulanan sartlarin aynisi kullanilarak
PCR yapilmistir. 1926 baz cifti biiyiikliigiindeki Gp63 PCR iiriinii yine ayni sekilde
etidyum bromiidle boyanmis %]1.5 agaroz jelde elektroforez uygulanarak

goriintiilenmistir (Sekil 4.5).

— N — 200 ||

1000

300

Sekil 4.5. L.donovani Gp63 gen spesifik primerleriyle gerceklestirilen PCR tarama
sonucunun agaroz jel goriintiisii (M-Marker, 1,2- PCR tarama iiriinii).

Kompetan hiicre kolonilerinin ilgili geni i¢erdigi PCR tarama ile dogrulandiktan sonra
kolonilerden kiirdan yardimiyla alinarak antibiyotikli LB sivi besiyerine ekilmistir.
Toplam 10 ml LB siv1 besiyeri icerisine ekilen bu koloniler bir gece boyunca 37 °C’de
sallayicida inkiibe edilmistir. Ertesi giin sivi besiyeri ¢iplak gozle bile fark edilecek
sekilde bulaniklastig1, yani kolonilerin iyi tiredigi gdzlenmistir. Kolonilerin iiredigi sivi
besiyeri santrifiij edilerek hiicreler pellet halinde elde edilmistir ve iiretici firmanin

protokoliine gore rekombinant plazmit (miniprep) izolasyonu gergeklestirilmistir.
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Elde edilen rekombinant plazmidin klonlanan geni igerip icermedigi miniprep-PCR
tarama ile de dogrulanmistir. Templeyt DNA olarak miniprep iiriinii kullanip Gp63 gen
spesifik primerlerle onceki basamaklardaki PCR sartlarinmn aynis1 uygulanarak PCR
reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR iiriinii etidyiim bromiidlii % 1.5’luk agaroz jeline
yiiklenmis ve 120 volt, 60 dakika elektroforez uygulanmistir. Ardindan jel Onceki
basamaklarda oldugu gibi BIO-RAD ChemiDoc Mp gériintiileme sistemi kullanilarak
goriintiilenmistir (Sekil 4.6).

Jooa -~
2000

Sekil-4.6. Miniprep iiriiniiniin templeyt olarak kullanildig1 ve Gp63 gen spesifik
primerlerle uygulanan PCR iiriiniiniin agaroz jel goriintiisii. (M-marker, 1-PCR {iriinii,
N-negatif 6rnek).

Elde edilen miniprep iriinii, Gp63 gen spesifik primerler kullanilarak sekans analizi
yapilmistir. Sekanslanmig DNA dizisi sonuclart Tablo 4.1°de verilmistir. Dizi analizi
sonuclart Chromas v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith University,
Australia) programu ile incelenmistir. DNA dizisi GenBANK veri tabanindaki mevcut

Leishmania sp. DNA dizileri ile karsilagtirdmistir. Primer dizayn edilirken baz alinan
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L.donovani tiirine ait susun Gp63 gen bolgesinin uzunlugu 1926 bg iken bu caligmada
elde edilen Gp63 gen dizisi “tga” stop kodonu ¢ikarilmis oldugundan dolayr 1923 bg
olarak bulunmugstur. Sonuglar http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinde yer alan web
tabanli BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programma girilerek
karsilastirildigi zaman %100 eslestigi goriilmiistiir.

DNA dizi analiz sonuglarina goére L.donovani‘ye ait yiizey Gp63 proteinlerinin ii¢
boyutlu yapilarinin goriintiilenmesi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index web adresinde
bulunan Phyre2 Protein Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0 programu ile

Jmol: An open-source Java viewer programi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.7).



Tablo 4.1. DNA sekans analizi sonucu elde edilen L.donovani Gp63 genine ait DNA dizisi.

36

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

atgtccgtcg acagcagcag cacgcaccgg caccgcagcyg

ctcgcggcetg
gccggtgegg
gtggcgcgee
ctcgacaccg
gcgaactggg
cactgcgctc
gccgatgaca
gcgctgcagce
acggacatgg
ggcctgagca
ctggcgtggg
aacatccccg
cacgagatgg
acgcaaatga
gcggtggcga
gaccagggcyg
ctcatggcgc
gacctcggct
gccggctgceg
atgttttgca
acctgtggta
atatcccttg
gatggttcgt
ttctccgacg
gatggctact
agcgtgcagg
ctgagcaccg
gaggtgtgcc
agcagcgccg
ggcttggcta
gttgtgtggc

acg 1923

ccggcgecgce
tgcagcaccg
accacacggc
cggccgccgce
gcgcgetgeg
gcgtcgggea
tcctcaccga
tgcacacgga
tcgacgagat
acaccgactt
ccacgacctg
cggcgaacat
cgcacgcgct
tgaacattcg
aggcgcgcga
gtgcgggctce
ctgccgcagce
tctaccaggc
ccttcctcag
atgtgagtgt
taagaggata
ggggctactc
gcaatcagga
cggcgcgctg
acgccggact
tgtgcggcag
tgagcagcgc
aggccaacgt
gtgacgctgce
ctgcggcgat

tactccttct

agtcatcgcet
ctgcatccac
cceccggegcece
cgatcgccgg
catcgccgtc
gcgtgtaaac
cgagaagcgc
gcggctgaag
ctgtggcgac
cgtgatgtac
ccaggtgttc
tgcgtcgegg
cggcttcagt
tggaaaggac
gcagtacggc
cgccgggtceg
tgccgggtac
ggacttcagc
cgagaagtgc
ggacgtcgtg
cagcactccg
tccatttctg
cgcatcgttg
catcgatggc
gtgcgccaac
tatggactac
cttcgaggag
gaagggagcc
tgacagagcg
ggtgctgcta

cacctgcccc

gctgtcggca
gacgcgatgce
gtgtccgegg
ccgggcageg
tccaccgagg
aaccacgcag
gacatcctgg
gtgcggcagg
ttcaaggtgc
gtcgcctccg
tctgacggcce
tacgaccagc
ggaacattct
tttaatgttt
tgcggcacct
cacatcaaga
tacagcgccc
aaggccgagg
atggagcaga
cgctgcccca
ttttcgccect
gattactgcc
gcaacagggt
gccttcaggce
gtgcggtgceg
gtgaactgca
ggcggctaca
aaggacttcg
gcgatgcagce
ggaatggttc

tggtggtgtt

tcgccgecgeg
ccgcggcecgce
acccacgcgt
tgggcctgcece
cgcccacagt
acctcaccga
gcgccatcgce
tcaaatacct
tgcaggacaa
cgccggcgcea
tgccgagcga
atccagccgt
tggtgacacg
tcacagaaat
ctgtgatcaa
tggagtatct
tgcgcaacgc
tgaccatggc
agatgccgtg
acatcacgaa
ccagtcgtct
actggcagta
cgtttgttat
ttttcggtgce
cgaagaatag
acacggccac
cgccgggect
tcacgtgccc
caggcgactc
ggtggaatga
tctctctcat

gcaaatttgg

cctggtgcgce
gtgggcacac
gcggcagtcg
gtacgttact
cgtgcgcegcec
ccccgcectac
cacctgtacc
catcccgcag
gtggaaggtg
catcaccgat
ggagggtgtg
gggcgtcatc
tgtcgtcacg
tctcgttgta
cagcagcacg
ggagatcgag
caaggacgag
catcttccag
gggccggaac
gtggccggcg
gatgctcgga
cttcaccaat
cggctacggt
attcaacgtc
aaccgctgcc
gcgcacgtac
cagagttgag
gccgtacgtg
cgacagctcc
caggatggcc
ggcgctcgtg

ggggctccca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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Sekil 4.7. L.donovani yiizey Gp63 proteininnin {i¢ boyutlu yapisi (a ve b).

Izole edilen rekombinanat plazmidin istenen geni tasidigini dogrulanmak icin kullanilan
bir diger yontem ise restriksiyon enzimleri ile kesim deneyleridir. Xba I ve BamH 1
kesim enzimleri kullanilarak gerceklestirilen deney sonucunda elde edilen iiriin yine
agaroz jel elektroforezi uygulanarak, oOnceki basamaklardaki yOntemlerle
goriintiilenmigtir. Sonucta beklenildigi gibi klonlanmis genin on tarafi BamH I arka
tarafi Xba I enzimi ile kesilerek yaklagik 2000 baz biiyiikliigiinde L.donovani Gp63
genini igeren parga ile 5523 b¢ uzunlugunda pCDNA3.1 plazmit vektorii agaroz jelde

goriintiilenmistir (Sekil 4.8).

Klonlanan geni icerdigi bahsedilen ¢esitli yontemlerle dogrulanan rekombinant plazmit
kompetan hiicrelerine transforme edilerek cogaltilmistr. IDPURE™ Spin Column
Endotoxin-Free Plasmid DNA Miniprep Kit kullanilarak endotoksinsiz halde elde
edilmistir. Rekombinant pCDNA3.1 LdGp63 plazmit, IL-12 kombinasyonu

karistirilarak farelerde DNA asis1 icin uygulamaya hazir hale getirilmistir.
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pcDNA3.1/

V5-His-TOPO
5523 bp

Sekil 4.8. Rekombinant plazmidin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu elde
edilen iiriiniin agaroz jel goriintiisii. M-marker, 1-klonlanan genin her iki tarafindan
kesilmis rekombinant plazmit. Yaklagik 2000 b¢ uzunlugunda klonlanmig gen ve 5523
b¢ uzunlugunda plazmit vektorii olmak {izere iki ayr1 dizinin bant goriintiisii.



S.TARTISMA VE SONUC

Leishmaniasis, 0zellikle tropikal ve subtropikal iklim bolgelerinde yaygin olup, her yil
yaklasik 20.000 insanin 6liimiine sebep olmaktadir (36). Leishmania cinsine ait toplam
30 tiir tanimlanmis olup bunlardan 21 tiirii insanda hastalik olusturabilmektedir.
Parazitin tiirlerinin cografik bolgelere gore yayilimi ise ¢ok degisken olup
epidemiyolojisi oldukca karmasiktir (11, 36). Ayn1 sekilde farkl tiirlerin sebep oldugu
klinik tablolar da birbirinden oldukca farkldir (32). Bu klinik tablolar iyilestikten sonra
skar birakan lezyondan tedavi edilmedigi takdirde oliimciil olabilen retikiiloendotelyal
sistemin tutuldugu ve organ biiyiimesi gibi agir tablolara kadar degismektedir. Bu
durum ise parazite karsi hem yeni tedavi edici ajanlar hem de uzun siireli, giivenli as1

gelistirilmesini daha da zorlagtirmaktadir.

Bazi1 hastalarda inkiibasyon siirecinin ¢ok uzun (yillar siirebilmesi) olmasi ve baslangic
klinik belirtilerin 6zgiil olmamasi1 hastaligin tanisin1 zorlastirmakta ve boylece tedavinin
geciktirilmesine neden olabilmektedir. Hastaligin ¢esitli formlarinin tedavisi mevcuttur,
ancak kullanilan ilaglarin hem maliyeti ¢ok yiiksek hem de cok fazla yan etkisi
bulunmaktadir (49, 52). Tedavide kullanilan ajanlara kars1 diren¢ gelisme endisesi de
devam etmektedir. Ayrica bazi hastalar tamamen tedavi edildikten sonra bile belli bir
zaman sonra relapslar goriilebilmektedir (33, 42, 52). Diger taraftan, son yillarda
leishmaniasis-HIV koenfeksiyonu olgularinin artmasi da bu duruma kars1 etkili bir
korunma saglanabilmesi i¢in yapilan ve yapilacak caligmalarmm Onemini ortaya
cikarmaktadir. Bu gibi durumlar ise enfeksiyondan korunmanin ve etkili bir asi
uygulamasimin aciliyetini daha da arttirmaktadir. Hastaliktan korunmak i¢in ¢ok sayida

genis capl caligmalar yiiriitiilmekte olup bu calismalar 6zellikle vektore karsi savas
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caligmalarimi icermektedir (53). Ayni zamanda rezervuar gorevi goren enfekte
hayvanlarin da tespit edilip tedavi edilmesi ¢alismalar1 da ozellikle son yillarda dnem

kazanmustir.

Diger enfeksiyon hastaliklarmda oldugu gibi korunmak i¢in 6nemli olan bir diger konu
ise as1 uygulamalaridir. Ancak giiniimiize kadar hi¢cbir paraziter enfeksiyona karsi
gelistirilmis insan kullanimi i¢in onaylanmis etkili bir as1 mevcut degildir (12). Tedavi
edilmis leishmaniasis hastalarinda uzun siireli immunitenin gelistiginin yillarca
gozlenmis olmasi koruyucu bir asmmin  mimkiin olacagimi = gostermektedir.
Leishmaniasise kars1 kopeklerde kullanimi onaylanmig birkac as1 bulunsa da (61) heniiz
insan uygulamasi i¢cin onaylanmig bir as1 gelistirilememistir. Parazite karst immun
yanitin olusturulmasinda etkilerinin yogun bir sekilde arastirildigi bir¢cok as1 adayi
mevut olup bunlardan bazilar1 faz ¢alismalar1 diizeyine kadar gelistirilebilmistir (60,
82). Son yillarda rekombinant as1 olarak kullanilan antijenlere ait DNA dizileri tekli
veya kokteyl asilar halinde denenmistir. DNA asilari, daha dayanikli olmalari, iiretim
maliyetlerinin daha diisiik olmasi, tasinmasinda soguk zincire ihtiya¢ duyulmamasi,
bircok genin bir araya getirilebilmesi gibi Ozellikler sayesinde rekombinant protein

asilarina gore daha kullanighidirlar.

Dogal immun sistemde birincil bariyerleri olusturan elemanlardan biri olan makrofaj
hiicreleri viicuda giren yabanci maddeleri ve patojenleri hem fagosite ederek, hem de
diger immun sistem elemanlarin1 uyararak hastaliklara karst korunmada cok sayida
onemli fonksiyonlara sahiptir. Ancak Leishmania parazitleri makrofaj hiicrelerinin bu
sinyal yolaklarin1 degistirerek veya inhibe ederek hayatta kalabilmek igin stratejiler
gelistirmektedir (83). Form degistirerek makrofaj hiicreleri igcerisinde immun sistemin
Oldiirlicii mekanizmalarina karsi korunur, yasama ve cogalma imkani bulur (83).
Leishmania’nin ylizeyinde bulunan Gp63’iin ise parazitin makrofajlara tutunmasi,
kompleman-aracili lizisten kacinmasi ve proteinaz etkisinden dolay1 bir¢ok protein
yapili molekiilleri degrede edebilmesi gibi funksiyonlar1 sayesinde parazitin hayatta

kalmasi i¢in makrofajlar iizerinde derin etkilerinin oldugu bilinmektedir (71).

Leishmania gibi dogal immun sistem hiicrelerini hedef alan patojenlere karsi yeterli
immun yanit gelistirmek icin dogal immunoreseptorleri hedef alan adjuvanlarin
kullanilmast etkin bir stratejidir. Leishmaniasise karsi asi arastirmalarinda adjuvan

olarak TLRY agonisti CpG, TLR4 agonisti monofosforil lipid-A, TLR7/8 agonisti
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imiquimod, adenoviral vektorler, interlokin-12 (IL-12), aliminyum tuzlart (alum) ve
baz1 diger immunostimiilator ajanlar kullanilmistir (11, 58). Gp63 6nemli bir virulans
faktor olmasi ve konak immun sistem fonksiyonlar: iizerinde derin bir etki olusturmasi
gibi cesitli Ozelliklerinden dolayr iizerinde en ¢ok calisilan ve iimit verici as1
adaylarindan biridir (56, 61). Gp63 uzun yillardir ¢esitli adjuvanlarla ve diger
antijenlerle kombinasyonlar halinde Leishmania enfeksiyonlarinin farkli formlarma
kars1 koruyuculugu arastirilmistir. Fareler {izerinde yapilan bir calismada; Gp63 antijeni
as1 olarak uygulanmadan once farelerin Hsp70 antijeni ile uyarilmasinin L.donovani
enfeksiyonuna karsi gelisen immun yanit1 arttirdigi belirlenmistir (6). L.mexicana Gp63
asisinin gen tabancasi yontemiyle uygulanmasi ile ¢oziiniir antijen (Soluble Antijen-
SLA) asisinin koruyucu etkilerinin karsilastirildigi ¢alismada ise Gp63’iin yiiksek
seviyede Thl immun cevap ile birlikte L.mexicana enfeksiyonuna karsi koruma
sagladigi, ancak SLA’nin koruyucu olmadigi goriilmiistiir (84). Gp63 asisinin son
yillarin en yeni stratejilerden biri olan prime-boost stratejisine gore farelerde hem DNA
hem protein seklinde uygulandiginda etkinliginin daha fazla oldugu bulunmustur (74).
Benzeri bircok calisma gostermektedir ki; Gp63 asisinin sadece farkli formiilasyonlarla
degil, farkli uygulama metodlariyla da etkinliginin arttirilabilmesi miimkiindiir. Cok
kuvvetli bir immunojen olmasiin yani sira bazi caligmalar sonucunda Gp63’iin NK
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur (7). IL-12’nin ise NK hiicre ve T
hiicre ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyaran onemli bir molekiil oldugu bilinmektedir
(80, 81). BALB/c farelerin leishmanial antijenler ve IL-12 ile asilandiklar1 zaman
leishmaniasise kars1 savunmada gerekli Leishmania-spesifik CD4+ TH1 hiicrelerinin
cogalmasinin énemli derecede arttig1 tespit edilmistir (76). Bhaumik ve arkadaslar1 (79)
tarafindan L.donovani ve L.major tiirlerinin olusturdugu enfeksiyona karst KMP-11
DNA asisinin koruyuculugunun arastirildigi bir calismada; L.donovani enfeksiyonunda
ekzojen IL-12 gerekliligi sonucuna varilmistir. Yapilan bir diger calismada ise
L.donovani enfeksiyonundan hemen sonra konak makrofaj hiicrelerinin patojenlere
kars1 savunmada NK ve T hiicrelerin aktivasyonunu saglayan IL-12 iiretemedigi
gozlenmistir (78). Bu ve benzeri ¢alismalar sonucunda elde edilen bilgiler ise Gp63+IL-
12 kombinasyonunun daha etkin ve uzun vadeli bir immun cevap olusturacagi umudunu
dogurmaktadir. Giintimiize kadar Gp63 cesitli as1 uygulama metotlariyla ve adjuvanlarla
birlikte enfeksiyona karst koruyuculugu arastirilmis olmasma ragmen heniiz 1L-12 ile

formiilasyonu halinde arastirilmamistir.
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Bu calisma kapsaminda; L.donovani promastigotlar1 kiiltiir ortaminda iiretilerek izole
edilen total genomik DNA’dan Gp63 genine ait dizi ¢ogaltilmistir. Saumyabrata ve
arkadaslarinm (74) yapmis olduklar1 bir ¢caligmada, ilgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi
icin PCR sartlart; 5 dakikalik 94 °C ile baslayan, 40 dongiiden olusan 1 dakika 94 °C, 1
dakika 20 saniye 59.5 °C, 2 dakika 72 °C ve son olarak 7 dakika siiren 72 °C’lik uzama
basamagini icermektedir. Bu sartlar1 uygulayarak gerceklestirdikleri reaksiyonda
kullandiklar1 F primeri 38 bg, R primeri ise 33 b¢ uzunlugundadir. Bu ¢alismamizda ise
kullanilan F pimeri 20 bg, R primeri ise 19 b¢ olarak dizayn edilmistir. Dolayisiyla
Gp63 geninin cogaltilmasi i¢in uygulanan PCR sartlar1 da bir onceki soz edilen
caligmadan farkl olarak, 5 dakikalik 6n 1sitma ile baslayan, 33 dongiiden olusan 95
°C’de 1 dakika denatiirasyon, 65 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 1.5 dakika ve son
olarak da 72 °C’de 15 dakika siiren uzama basamagini kapsamaktadir. Gp63 gen bdlgesi
pcDNA™3.1/V5-His TOPO® vektoriine klonlanarak kompetan hiicrelerine
transformasyonu yapilarak c¢ogaltilmistir. Rekombinant plazmidin ilgili geni tasiyip
tasimadig1 PCR tarama, miniprep ile dogrulama, DNA dizi analizi ve restriksiyon enzim
reaksiyonlariyla dogrulanmistir. Klonlanan geni tasidigi dogrulanmis plazmit tekrar
kompetan hiicrelere transforme edilerek cogaltilmis ve endotoksinsiz halde elde
edilmistir. Sonug olarak bu caligma kapsaminda Gp63 geni plazmite klonlanmis olup bu
proje sonrasinda yapilacak ¢aligmalarda hem rekombinant protein elde edilerek hem de
DNA agsis1 olarak IL-12 ile birlikte etkinligi arastirilabilecektir. Ayrica klonlanan genin
kodladig1 protein rekombinant olara sentezlenebilecek, {iiretilen protein ELISA ve
benzeri tani testlerinde kullanilabilecegi gibi protein asisi olarak da kullanilabilecektir.
Elde edilen Gp63 asis1 leishmaniasise kars1 korunmada LPG, KMP-11, rA2, LACK,
Histon H1, FML, CP I ve CP II gibi iimit verici diger antijenlerle kombinasyonlar1
halinde de koruyuculugunun arastirilmasi icin kullanilabilecektir. Ilaveten bu
kombinasyonlara Thl yanit1 uyaran adjuvanlar eklenerek uzun siireli koruyucu, giiclii

bir immun yanit gelistirilmeye de ¢alisilabilir.
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