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OzET

Leishmania Orneklerine Ait Total DNA'larinin lzolasyonu, Saflastiriimasi
ve Restriksiyon Endoniikleaz Profillerinin Incelenmesi

Gukurova ve. Sanhurfa bélgelerinde; Sivrisinek ve Flebotomlara
karg: miicadelede kullanilan insektisitlere ragmen, kutanéz Leishmaniazis
her gegen giin yayilim gostermektedir. Leishmanialarda olugan direng
sonucu, bu ajanlarla miicadele etmek zorlagmakta ve yeni ilaglar
gerekmektedir. Miicadele zorlagtigi gibi bilyiik bir is kaybi gériilmektedir.
Her an kutandz Leishmaniazis ajanlarinin viskerotropik enfeksiyon
ajanlan olabilme tehlikesi vardir.

Bu caligmada ana amag; elde edilen izolatlar arasinda genotipik
olarak farklihk olup olmadigini, 6érneklerin referans suslara genotipik
olarak benzeyip benzemedigini teshit etmektir. Gukurova ve $anliurfa
bélgelerinde kutandz Leihmaniazisli hasta bireylerden toplam 25 6rnek
kiiltiire alindi. Ornek ve referans suslarin total DNA'lan izole edildi. Total
DNA; EcoRI, Hindlll, Hinfl, Haelll, Alul ve Rsal restriksiyon en_zimleriyle
kesilerek, bunlarin restriksiyon fragman profilleri gikanldi. Orneklerin
restriksiyon fragmanlari hem kendi aralarinda hem de her bdlgenin
ornekleri kendi icinde degerlendirildi. Ayrica elimizde bulunan 14 referans
susun total DNA restriksiyon fragmanlariyla kargtlagtirildi.

Caligma sonuglarina gére; Cukurova ve Sanliurfa izolatlari arasinda
genotipik olarak heterojenite belirlenmesinin yaninda, her bélgenin kendi
icinde de heterojenite tesbit edildi. Yapilan DNA profil kargilastirmalarina
gore; izolatlarin kimi DNA fragmanlarinin referans suslarin fragmanlarina
benzedigi goriildii. Ancak hig¢ bir izolat, referans suglarla bire bir benzerlik
gostermedikleri belirlendi.

Anahtar Sézciikler: Killtiir, Leishmania izolasyonu, Restriksiyon
Endonlkleazlar, RFLP Analizi, Total DNA



ABSTRACT

In Leishmania Specimens, Total DNA Isolation, Purification and
determination of Restriction Endonuclease Profiles

/ In Cukurova and $anliurfa regions, in spite of the insecticides used
against to Mosquito and Phlebotomus, cutaneous Leishmaniasis is
spreading day after day. As a result of resistance in Leishmania sp. the
struggle against these agents has been difficult and new drugs are
required. The strugle has not only been difficult but also time consuming.
It has always been possible that cutaneous leishmaniais can transform
into viscerotropic.

The goal of this study was the identification of genotypic
differences between isolates and try to find out weather there are
similarities genotypically with reference strains or not. Samples (25) were
collected from patients who were effected by cutaneous Leishmaniasis in
Cukurova and Sanhurfa domains. Total DNAs were isolated from these
samples and referans strains, the total DNAs of which were digested with
EcoRI, Hindlll, Alul, Hinfl, Haelll and Rsal restriction endonucleases. The
restriction fragment profiles of isolates were compared with each other
and, also, with others of 14 referans strains,

According to the electrophoretic results obtained in this study,
genotypic heterogenities were observed between Gukurova and Sanliurfa
isolates and, also, in each region itself. In the comparision of DNA
fragments of reference and isolates it was observed that there may be
slight similarities between but never an exact one at all.

Key Words: Cultur, Leishmania Isolation, Restriction
Endonucleases, RFLP Analysis, Total DNA
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1. GIRIS

Leishmaniazis, Leishmania cinsine bagh parazitlerce olugturulur. Diinya
¢apinda tropikal ve subtropikal béigeleri igine alan Orta ve Giney Amerika,
Avrupa, Afrika ve Asya'da gérilmektedir. Akdeniz havzasinda endemik ve
epidemiktir. Yaklagik 80 Ulkede 350 milyon insan risk altinda bulunmaktadir.
Leishmania cinsindeki parazitler, insanlarda kutanéz, mukokutandz ve visseral
tipte infeksiyonlar yaparlar'. Hastalik etkeni, omurgalilarda hicre i¢i paraziti
olarak, kamgisiz ve hareketsiz amastigot seklinde; vektér viicudunda ve kiiltar
ortaminda kamgtili ve hareketli promastigot seklinde bulunur. Her iki tip hiicre
de, boyuna ikiye bélinme ile gogalir’. Parazit kaynagd! hasta insan, hayvan ve
rezervuarlardir. Amastigot hicreleri degdisik sekillerde bifazik veya monofazik
besiyerlerine alinarak, promastigot formlarina déniigtimleri saglanir®®. Kutanéz
Leishmaniazis lezyonlari bir yil iginde iz birakarak dizelebilirler. Bagisikiik
geligebilir. Bagigiklik kazanan bir bireyde tekrar kutanéz ¢ikmasi, farkli bir
Leishmaniazis ajanin enfeksiyon yapti§i anlamindadir. AIDS'li bireylerde
leishmaniasis yayiliminin kolay olmasi immunolojik sistemin zayifigina

baglanmaktadir®®

. Kutan6éz Leishmaniasis etkenleri degisik laboratuarlarda,
gesitli molekiler tekniklerle idantifiye edilebilmektedir®’. Parazitlerin enzim
profillerine bakilarak zimodem, monoklonal antikorlarla antijen profilleri
incelenerek serodem ve kDNA ile total DNA restriksiyon profilleri arastirilarak
siraslyla sizodem ve RFLP analizi gibi molekler tekniklerle taninmalan yoluna

gidilmektedir®1%1

. Son yillarda DNA kaynakli teknikler, diger parazitlerde
oldugu gibi Leishmania parazitlerinin saptanmasinda ve identifikasyonunda
onemli ilerlemelere ragmen tekniklerin hig biri duyarlilik, ézgullik, iyi teshis ve
epidemiyolojik amaglar icin istenen dzellikleri bir arada
saglayamamaktadir'®'>",

Ulkemizde heniiz Leishmania idantifikasyonuna ve hele hele molekiler

agidan bir degerlendiriimeye gidilememistir. Sadece Saglik Bakanligina bagl
Hastane ve kimi Sadlik Ocaklarinda kurulan birimlere gelen vakalarin
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Leishmaniazis agisindan teshisleri ve bunlarin tedavileri yapiimaktadtr.
Universitelerin degigik birimlerinde ise daha ziyade kiiltir amagl caligmalar
yapllmakté olup baz yerlerde yurtdisi merkezlerle ortaklasa molekiler PCR
teknikleri yavas yavas uygulanmaya baglanmistir.

Bilindigi gibi Cukurova ve Sanliurfa bélgelerinde kutanéz leishmaniazis
endemik ve epidemik olarak seyir gostermektedir. Ayni sekilde bélgemizde de
bu hastalik i¢in sadece vaka tesbiti ve tadavisi yapiimaktadir. Tum vektorleri
henliz tanimlanmamistir. Buna ragmen her gegen-giin yeni rezistant vakalar
ortaya gikmakta ve hastalik biraz daha yayilim géstermektedir. Diinya’nin birgok
aragtirma biriminden gelen bilgilere gére, kutanéz tip enfeksiyondan sorumiu
bazi ajanlarin viskerotropik oldudu ve konuyu daha karmagik ve 6nemli hale
getirmektedir.

Bizim burada ilk etapta amacimiz; béigemizde bulunan érnekleri kiltire
almak, kriyoprezervasyonlarini yapmak ve izole edilen oérneklerin total DNA
restriksiyon endonikleaz profillerini ¢ikararak, populasyon igi heterojenitenin
olup olmadigini belirlemektir. Ayrica elde edilen 6rnek DNA fragmanlarinin,
elimizde bulunan uluslararasi referans suslarin profillerine benzeyip
benzemediklerini ortaya koymaktir. Daha sonraki amacimiz; bélgemizde
bulanan izolatlar tiplendirmek, rezervuarlarini tesbit etmek, kutandéz ajanlarin
viskerotopik olup olmadiklarini ortaya koymaktir. Bélgemizde, bazi dinamikleri
belirliyerek Leishmaniazis miicadelesine katkida bulunabilmek en bilylik ve tek
emelimizdir.



2. GENEL BILGI

2.1. Epidemiyoloji

Saglik Bakanlidi verilerine gére Tirkiye genelinde 1995 yilinda bildirilen
3850 kutandz leishmaniazis vakasinin 2809'u Sanlurfa'da goéralmugtir.
Sanlurfa Saghk Mudarlaginan 1996 yili bildirdigi vaka sayisi 2099'dur'
Tarkiye'de bir ka¢ boélgeden, 1982 yilina kadar, 'gogu gocuk olmak {zere
yaklagik 500 kala-azar vakasi rapor edilmistir. Bunlarin vektérleri hakkinda net
bir bilgi bulunmamaktaysa da Phlebotomus major, P.alexandri ve P.tobbi
(Diptera: Psychodidae) gibi vektorler oldugu tesbit edilmigtir. Parazitolojik ve
serolojik calismalara goére visseral Leishmaniazis rezervuarinin kdpekler
olduklart belirlenmigtir. Turkiye, Irak ve Suriye’nin komsusu olmasi nedeniyle,
gliney dogu bélgesi bu tlkelerde oldugu gibi deri Lesihmaniazisi yéniinden
hiperendemiktir. 1981-1984 vyillart arasinda bu bélgeden binlerce vaka
bildirilmistir. Ulkenin merkezi kisimlarinda sporadik vakalar rapor edilmistir.
Phlebotomus sergenti ve P. papatasi vektor olarak kabul edilmistir. Rezervuar
ise Meriones ve Microtus’a ait Rodentlerdir (kemirgenler). Turkiye'de
Leishmaniazis kontrolti sadece vaka tesbitinden ibarettir'®.

Eski dinya'da Leishmania donovani ile L.infantum, yeni diinya'da
L.chagasinin sebeb olduklar enfeksiyonlar arasinda epidemiyolojik ve kliniksel
farkliliklar tespit edilmistir. Eski dinya ajanlarinin ¢ogu hasta insan ve
hayvanlarla yeni diinya'ya gegmektedir. Boyle bir gegis sizodem (schizodeme,
kDNA restriksiyon profili) analizi ile belirlenmistir. Brezilya'da yapilan sizodem
taramasina gore visseral Leishmaniazis'te kdpeklerin rezervuar olduklan
belirlenmistir. Leishmanialar genig bir populasyona sahiptirler. Eskiden sadece
dis karekterlerine bakilirken, bugiin hem dis hem de dahili karakterlerine
bakiimaktadir. Farkh bolgelerde farkli klinik tablolar veren Leishmania
ajanlarinin sizodem analizi ile tipa tip ayn! olduklarl saptanmistir®'’. Orta ve
guney Amerika, Guney Avrupa, Afrika, Orta Dogu ve Hindistan'da
Leishmaniazisin zoonotik oldugu kesin olarak bilinmektedir. Kdpekgiller,
kemirgenler ve keseli memeliler rezervuar olarak tesbit edilmigtir. Bu
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bélgelerdeki Leishmaniazis ajanlari insan ve hayvanlarda visseral, kuten ve
subkuten enfeksiyonlarina sebeb olmaktadir. Nilkleer DNA (nDNA) (izerinde
yapilan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, Restriksiyon
fragman uzunluk farklan) analizlerine goére eski diinya’da bulunan L.d.infantum
ile yeni dunya'da bulunan L.d.chagasinin benzer degerler verdigi ve
L.d.infantum’un yeni dinya'ya girisinden sonra buraya adapte oldudu tespit
edilmistir. L.donovani kompleksine ait parazitlerin olusturduklan enfeksiyonlarin
sistemik oldugu; dalak ve kemik iligini ilgilendirdikleri, diger parazitlerin lokalize
olduklan ve deri ile ilgili oldukian bilinmektedir®”'®, Diinya'nin tropikal ve
subtropikal bélgelerinde 12-15 milyon insan leishmaniazisli olup, bunlara her yil
400.000 yeni vaka eklenmektedir®'®. L.major rezervuarinin Rhombomys opimus
oldugu ve bu kemirgen’in de insan igin tehlike arzettiji varsayllmaktadir.
Leishmaniazis Ekvador'da, tropikal ve subtropikal bdélgelerde endemiktir,
Ispanya’da AIDS'li hastalar arasinda yayilim daha fazla gortilmektedir®?°?'. Irak
savasl sirasinda kala-azarli bir hastanin kemik iliginden izole edilen sugun
L.tropica, bdylece bu parazitin viskerotropik oldugu belirlenmigtir?.

2.2, Leishmania Parazit Formlan

Leishmanialarin yasam sikluslarinda iki farkli form gériilmusttr. Omurgali
konaklarinda makrofaj veya makrofaj benzeri hiicrelerin iginde intraselltler
amastigot seklinde, vektoérlerin sindirim sistemlerinde ve in vitro kiltirde
ekstraseliler flagelal promastigot seklinde gérinurler. Sicaklik 35°C ve Uzerine
¢ikinca amastigotlarin makrofajlar enfekte edemedikleri, ayni sekilde in vitro'da
sicakllk 32°C'nin (zerine ¢ikinca promastigot formlarinin bozuldugu
belirlenmistir. Boylece parazitlerin form degistirmesinde sicakhigin bayik roll
bulunmustur. Amastigotlar 2-4 um buyklikte i§ veya yuvarlak olarak, monosit,
polimorf ¢ekirdekli 16kosit ve endotel hticreleri iginde tek veya kiime geklinde
bulunurlar. Giemsa ile boyandiklari zaman; sitoplazmanin soluk mavi,
nukleusun pembe veya koyu kirmizi, kinetoplastin parlak koyu kirmizi veya
menekse renginde olduklant gorilir. Cogalmalan boyuna ikiye bélinme
seklindedir. Once parabasal cisim (kinetoplast) bolinur, bunlan gekirdek ve
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sitoplazma izler'?32425,

Nukleusta bulunan kromozom sayis! ve molekiler
agirhgl, PFGE (Pulsed field Gel electrophoresis: Kesikli alan jel elektroforezi) ile
arastirimig; bu canlilarda kromozom sayisinin 36 ve molekiler agiridinin da
0.35-3.0 Mb (mega baz) oldugu tesbit edilmistir®. Leishmania hticresinde bir
adet mitokondri bulundudu, buna da kinetoplast dendidi Dbilinmektedir.
Kinetoplast iginde bulunan DNA'ya kinetoplast DNA (kDNA) denmektedir. Bu
DNA hlcre DNA'sinin %1 0-20'sini olusturur. kDNA, buylk halka kDNA
(Maxicircle) ve kigik halka kDNA'lardan (minicircle) olusur. Bunlar birbirine
eklenerek ag (network) olustururlar. Kiigtik halka kDNA, kinetoplastta 5x1 0-10*
adet ve her biri 800-2500 b¢ (baz ¢ifti); bilyllk halka kDNA ise 5-20 adet 2x1 0%
4x10* bg buyukliktedir. Kugiik halka kDNA tiire 6zgl, blyiik halka kDNA ise
cinse 6zgudur. Kuglk halka kDNA’nin gérevi bilinmemekle beraber, biytk
halka kDNA'sinin diger dkaryotlardaki mitokondrial DNA (mtDNA) ile aym gérevi

paylashg: tesbit edilmistir’®?"2.

2.3. izolasyon

2.3.1. Deriden Ornek Alimi

Deriye ait Leishmania ajanlarinin kilttriinii yapabilmek igin amastigot
iceren Orneklerin steril olarak alinmas! gerekir. Lezyon &énce sabunlu su ile
yikanir ve alkolle dezenfekte edilir. Iginde antibiyotikli izotonik sollisyon bulunan
enjektorle lezyona girilir, aspirasyon yapilarak amastigotiar alinir. Sonra aspirat
besiyerine aseptik kosullara uyularak verilir. Aspirasyon igin enjektére alinan
izotonik solusyondaki kontaminantlari baskilamak igin, kultirde kullanilacak
antibiyotik konstrasyonundan 5-10 kat daha fazla kullanilir. Antibiyotik olarak
penisillin+streptomisin (veya gentamisin), antimikotik olarak ta 5-flurositozin
katilir. Enjektér ignesi intradermal olarak sokulur, igerde gevrilerek epidermis ve
az da dermis dokusu alinir. Aspirasyon sivisinda kan olmamas! 6nemlidir.
Cinkil kan serumu igindeki antikor proteinleri leishmanialarin Gremesini
etkileyebilir. Lezyon dezenfeksiyonunda da iyotlu bilesikler kullaniimaz. Aspirat
lezyon kenarindan ve merkezinden alinir. Alti aya kadar olan lezyonlardan

alinan aspiratlardaki Leishmania'lanin kOitOrl ¢ok basanl olmaktadir. Alinan
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aspirat Fosfat tamponlu tuziu su (PBS) iginde 4-8°C’' ta 2-24 saat
bekletilebilir2%331,

2.3.2. ik izolasyon ve Adaptasyon

Igne aspirati Schneider's Drosophila mediumuna agilanir. Bu besiyerine
isi ile inaktive edilen Fetal Calf Serum (FCS) veya ayni oranlarda inaktive edilen
Fetal Bovin Serum (FBS) katilir. Kontaminantlarin baskilanmasi amaciyla
penisillin+streptomisin veya sadece gentamisin katilir. U¢ dort hafta boyunca
belli araliklarla, kdlttir kabi inverted mikroskopta veya smear alinarak
promastigot varli§i incelenir. Bu besiyerinde ¢odu 6rnekler 6.gline kadar
promastigot formuna dénlistigl icin bu besiyerinin ilk izolasyonda en sensitif
besiyeri oldugu belirlenmistir®***2, Deriden alinan ve amastigot tagiyan igne
aspiratlan ile biyopsi materyalleri, doku kiltirl besiyeri olan ve isi ile inaktive
edilmis serum igeren RPMI-1640 besiyerine aktarilir. Bu besiyerinde basari
NNN besiyeriyle benzerdir®. Bifazik besiyerleri olarak en eski ve en sik
kullanilani defibrine tavsan kani igeren klasik NNN'dir. Ancak pek hassas
degildir. Promastigota déniisim ancak 11.gtine kadar tamamlanabilmektedir.
Bu besiyeri, doku kulturli tuplerine yatik olarak doékulir ve igerdigi agar
nedeniyle katidir. Uremenin sagdlandidi kisim, agarin (zerinde kendiliginden
olusmus yodun kaltir sivisi veya sonradan eklenen steril bidistile su, izotonik
tuz solusyonu, Locke’s sollisyonu, Hank's soliisyonu gibi érti sivilaridir. Bifazik
besiyeri sadece izolatif amagh kullanilmaktadir’?***, Klasik NNN besiyerinin
sensitivitesini artirmak amaciyla bilesimine ylksek oranda Pepton, Beef
Ekstrakt, Brain Infuzyon Sivisi, Kan Bazli Agar katilarak modifikasyonlar
yapiimistir. Bifazik besiyerleri terminolojik olarak sirasiyla, klasik NNN#2,
Nutrient Agarli bifazik besiyeri®®, Brain Heart infuzyon Agarli bifazik besiyeri®*.

Bacto-Blood Agar Bazli bifazik besiyeri>?**®

, prolinli ve at kanh bifazik besiyeri
olarak bilinirler™*'*®, Bilegimi farkli bir bagka besiyeri Senekjie’s bifazik
besiyeridir’**°. Ayrica bifazik besiyerlerinin 6rti sivisina zaman zaman
Hemoglobin, Hemin, Brain Heart Infuzyon, Schneider's Drosophila veya RPMI-

1640 besiyeri gibi ¢esitli madde ve besiyerleri katilarak laboratuarlar tarafindan
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modifikayonlar yapiimaktadir®?"¥  Monofazik besiyerlerinin ilk izolasyon
verimlerini arttirmak amaciyla bunlara; tam kan veya tam kan lizati katilmis ve
Ustin basgarilar elde edilmistir. Genel olarak eski ve yeni diinya suslannin
izolasyonunda en hassas besiyeri olarak Schneider's Drosophila Besiyeri ve
onun modifikasyonlari goérilir. Bunun yaninda yeni dinya 6&rneklerinin ilk
izolasyonu igin Brain Heart Infuzyon Agarlt bifazik besiyeri, eski diinya
orneklerinde ise Evans’'in modifiye ettigi bifazik besiyeri énerilmektedir. Ancak
tum suslara bire bir cevap verebilen bir besiyeri 6nerilememektedir. Tim
besiyerlerinde promastigot kltirii igin 22-27°C sicaklik uygulanmaktadir®!*34,
Yapllan kontrollerde promastigotlar gérildigiinde adaptasyon amaciyla ayni
besiyerine pasaj yapilir. Adaptasyon saglandiktan sonra bayiik hacme gegilir.
Sivi besiyerleri molekiler analizlere uygundur, kan kaynakli bifazik besiyerleri
serodém (Antijen-antikor analizi) ve zimodem (enzim profili) analizine uygun
degildir* 1%,

2.4. Kultiir

Senekjie's bifazik besiyerinde ilk izole edilen izolatlar 8-10 giin arayla
ayn! besiyerine pasajlanarak adaptasyoniari saglanir. Ardindan her &rnek,
tabaninda kati Senekjie besiyeri ve Uzerinde tuziu su 6rtist bulunan biylk
kiltir sisesine pasajlanir. Bir iki hafta sonra ayni giseye antibiyotiksiz tuzlu
solusyon eklenir ve galkalanarak inkiibe edilir. Daha sonra hicreler ytkanarak
htcre lizati hazirlanir. Bu lizat zimodem analizi igin uygundur. Ancak Senekjie
besiyerinin bilesiminde bulunan kandan Leishmania digi antijenlerin bulag
yaptigi ve bunlarin yalanci pozitiflik verdigi saptanmigtir®.

Zimodem ve serodem’de saf parazitlerle galismak amaciyla doku kulttri
besiyerleri basan ile kullanilir. Doku kulturQ besiyeri ¢aligmalar her ne kadar
CO.'li ortamlarda yuratilurse de ayni basar COz kontroll bulunmayan
etivlerde CO, vyerine dusik konsantrasyonda NaHCO; ilavesi ile elde
edilebilir®®. FCS igeren diger bir besiyeri olan Medium-199'da da dretilen
htcreler, enzim galigmalarinda kullanilir®, Daha sonralar ayni besiyeri HEPES,

L-glutamin gibi bilesenlerle modifiye edilerek daha kullanigh hale getirilebilir.
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Ayrica bu besiyerine insan tam kan lizati, FBS ve HEPES katilarak Greme egrisi
zaman olarak kisaltilabilir, béylece populasyonun tagima kapasitesine hizla
gelmesi saglanir'®¥’. RPMI-1640 besiyerine, FBS/FCS, L-Glutamin, Kazein
Hidrolizat, HEPES vb katki maddeleri eklenerek yodun sekilde biyokutle
(yaklasik 2-5x107 hiicre/ml) elde edilir. Hicreler genis hacimli sivi besiyerlerine
birden bire alinmaz; pasaj 6nce kiglk hacme yapilir ve Uzerine kademe
kademe besiyeri eklenerek istenen hacme erigilr. RPMI-1640 besiyerinde
diisiik FCS konsantrasyonunda kiiltir yapilinca herhangi bir asidifikasyon islemi
olmaksizin hiicreler 3 ay boyunca korunabilmektedir®***4,

Molekiler calismalarda kullanilacak promastigotlarin kiltiird FBS veya
FCS iceren Schneider's Drosophila Besiyerinde basarnl bir sekilde
yaptimaktadir. Bu besiyerinde, ml'de 5-8x10” hiicre elde edilmigtir®**°, Bunun
yaninda degisik laboratuarlarda FCS ile beraber EBLB (Evans Blood Lysate
Broth), Triptoz, Kazein Hidrolizat, Karaciger Ekstresi, L-Prolin gibi maddelerden
biri ve tampon iceren MEM (Minimal Essential Medium) besiyerinde temiz
biyokitle elde edilir. Burada lizatin ve L-Prolinin énemli oldugu rapor edilmistir®.
Difco-Brain Heart Infusion besiyerine FCS ve hemin Katilarak bagarili kiltiir
calismalari yapilmigtir. Ayrica RPMI-1640, Medium-199 ve FCS igerildigi karigik

besiyerlerinde daha iyi tireme elde edilmistir>*".

2.5. Kriyoprezervasyon

Leishmania promastigotlari, kriyo tuplerinde FCS+gliserol igeren 1x
RPMI-1640 igine kanstiriidiktan sonra sivi azota alinirlar. Bu sekilde hiicreler
inaktive edilirler'”. Eski dinya izolatlar gliserol igeren besiyerlerinde ilk
izolasyondan hemen sonra kriyoya alinirlar®®#2, Yeni Dunya izolatlar ise énce
galisilan besiyerlerinde 2-3 kez pasajlan yapilir. Daha sonra FBS+gliserol
iceren Schneider's Drosophila besiyerine alinir ve agsamall bir sojutma ile sivi
azota verilir’>®*%, Gerektiginde hiicreler kriyodan alindiktan sonra 37°C'de
hizla ¢oézulup, 1x RPMI-1640’a aktarilir. Kriyoprotektan olarak gliserol yerine
DMSO (dimetil sulfoksit) kullanilabilmektedir®.



2.6. Hiicre Toplama ve Yikama

Molekiler ¢aligmalarda kullanilacak hiicreler genellikle ge¢ log fazinda
santrifugasyonla toplanirlar. Ug defa PBS ile yikanirlar. Son hiicre pelleti -20
veya -70°C'ta saklanir'”*"%. Gerektigi hallerde NaCI-EDTA-Tris (SET, pH 8.0)

tamponunda yikanabilirler®34°

2.7. Leismanialarin Karekterizasyonu

Kuten enfeksiyon tanisinda, lezyondan alinan materyal lam (zerine ince
bir sekilde yayilimasi, kurutulmasi, fikse edilmesi ve Giemsa, Wright's veya
hematoksilen-eosinli boyalarla boyandiktan sonra amastigot yéninden igik
mikroskobu taramasi yapilir. Alinan materyal igne aspiratt ve biopsi materyali
olabilir. Bu teknik leishmania tiplendirmeden ziyade sadece hasta teghisinde
kullanili®*'®32 Ancak, teshis agisindan da bu yéntemin yetersizligi gériliince,
serolojik taniya ve deri testlerine gidilmektedir'*®®. Teshisin gtivenirliligini
arttirmak amaciyla, insan lezyonlarindan alinan igne aspirat ve biopsilerindeki
amastigotlarn tesbit etmek igin cinse 6zgii monoklonal antikorlarin kullanildig
IFA (Immuno floresan antikor) testleri uygulamaya dahil edilmistir. IFA ile
yapilan taramalarda hasta serumunda antikor titresi 1/85-1/128 olunca kisi bu
parazit yoniinden hasta kabul edilir’®. Ayrica RAST (Radioallergosorbent Test)
ve ELIZA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) testleri kullanilmig, ancak
Plasmodium sp., Brucella sp. ve Mycobacterium tubericulosis enfeksiyonu
gegirenlerde yalanci gapraz reaksiyonlarinin olustugu belirlenmigtir??43%7,

Teshiste hassasiyeti daha fazla olan sitogenetik ve molekiler
tekniklerden de yararlaniimaktadir. Non-radyoaktif DNA problar kullanilarak
amastigotlar in situ hibridizasyon (FISH) teknigiyle belirlenmigtir. Kullanilan DNA
problart kDNA'ya ybénelik olmustur®. Daha sonralari, Leishmania donovani
kiiglik halka kDNA's izole edildikten sonra sekans analizi yapilmigtir. Buradan
secilen o6zgiin fragmana goére primer sentezlenir. Bu yol ile kala-azarl
hastalardan alinan kan &érnegi i¢inde ¢ok hizli ve sensitif bir gekilde PCR

(Polymerase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu) uygulamas!
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yapiimis ve L.donovani tesbit edilmistir'>®®. Diger yandan deri érneklerinden
elde edilen primerler ile L.braziliensis teshisi yapilmisgtir. Bu teknigin
uygulanmasi halinde 50-100 adet amastigot bulunmas) yeterli gérilmustur®,
PCR ve rekombinant DNA teknolojisi alaninda gésterilen gelismelere paralel
olarak, eski dinya &rneklerinde ¢alismalar kDNA'dan genomik DNA'ya
kaydlrllm|$t|r14'6°.

Mikroskobik olarak leishmania amastigot ve promastigotlarinin
tiplendirilmesi mimkun degildir. Bu nedenle molekiler tekniklere gegilmistir. Bu
teknikler temelde ikiye aynlir; (1) hiicre fenotipine dayali olan ve bunun iginde
kinetoplast yapisi (elektron mikroskobik), zimodem analizi, serodem analizi,
aglitinasyon reaksiyonlari (degisik lektinlerle), protein tipleme (disk elektroforezi
ile), yuzey proteinlerinin analizi (***l-etiketli) ve besin ihtiyaglarinin belirlendigi
tekniklerdir, (2) hlicre genotipine dayali olanlar; nDNA ile kDNA buoyant
dansitesi, kDNA'nin restriksiyon profili (Sizodem analizi), nDNA restriksiyon
profili (RFLP analizi), Kesikli Alan Jel elektroforezi (PFGE) ile karyotip analizi
gibi gok hassas teknikler sayilabilir'®®"#2,

Leishmania karekterizasyonunda genotip analizi; tir igi ve tlrler arasi
ilskileri hassas bir sekilde agia gikarabilmektedir®"®%. Seluloz asetat
elektroforezi ile hiicre fenotipine dayali enzim profilleri yardimiyla, izolatlar arasi
farklar agik bir sekilde gosterilmigtir. Enzim farkhihid gen farklihginin bir
6lgtistdur. Zimodem analizi ile belirlenen izolatlarin benzer epidemiyoloji ile
cografik 6zellik tagimalari 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Ancak
glvenirlilik, elektroforezde gésterilebilen enzim sayisiyla dogru orantilidir**4,
Leishmania hicrelerinin karekterizasyonu igin taksonomik, biyokimyasal ve
epidemiyolojik cesitlilige bakilir. |ki yiz izolatta sizodem analizi yapilmis ve
buradan elde edilen sonuglar fenotipik birer teknik olarak kabil edilen serodem
ve zimodem sonuglaryla kargilastinlmigtir. Burada amag izolatlarin dogru
identifikasyonu, rezervuarlarin tesbiti, visseral ve kuten ajanlarnnin
belirlenmesidir. KDNA, hiicre total DNA'sinin %10-20'unu tegkil etmektedir.
Fenotipik tekniklerden elde edilen sonuglarin genotipik sonuglarla uyum iginde

olmasl, uygulanan enzim sayisiyla dogru orantili olarak artar®, Ancak ne olursa
olsun molekiler galigma yapmak igin in vitro kUitGr sarttir®, Eski dnya'da insan,
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rezervuar ve kum sineklerinden izole edilen 135 L.major izolatinda zimodem
analizi yapilmigtir. Burada genlerin translasyon triinleri arasinda benzer veya
polimorfik olanlar tesbit edilmigtir. Béylece insanlarda hastalik yapan ajanlarin
rezervuarl, vektdrl ve cografik nitelikleri belirlenmistir. Ayni cografik alanda,
insanda hastallk yapan L.major ile kemiricilerdekiler arasinda benzerlik
bulunmustur. Bdylece hastalk akisinin  kontrol altina  alinmasi
kolaylastlrllmlstlr“z. En glvenilir karekterizasyon, tlr veya populasyon farklarin
ortaya koyan serodem, sizodem ve zimodem'in beraberce uygulanmasnd|r4°'66.
Yeni ve Eski Diinya kuten ile visseral olgularinda Leishmania tiir veya
populasyon i¢i farklar, KDNA restriksiyon profili ile bulunmustur. Leishmania
hiicrelerinde kiglk halka kDNA, tir ve suslarda heterojen bir yapi
gostermektedir. Monoklonal antikorlarin kullanildi§i serodem analiz sonuglari,
sizodem analiz sonuglar kadar gtvenilir bulunmamistir. DNA buoyant dansite
Olglleri identifikasyon icin yeterli bulunmustur. Bunun yaninda Brezilya'da
L.braziliensis susglari arasinda sizodem ve zimodem sonuglari benzerlik
gostermistir®'’. kDNA restriksiyon profili, tur igi farkliliklar agiga gikartmada
yetersiz kalmaktadir. Bundan dolayr nDNA'ya (nikleer DNA) kayilmistir.
Leishmania populasyonunda DNA restriksiyon profili var olan polimorfizmi
gosterebilir. Populasyon igindeki DNA benzerligi suglar arasi akrabald! yansitir.
Farkhliklar ise, populasyondaki gesitliligi verir. Bu amagla nDNA, kDNA'dan
daha genis amagcl kullanilabilir (6rn., sus tanimlanmasi). Profillerin istenen
fragman yoninden taranmasinda kullanilan problar genomik ve cDNA
kitiiphanelerinden elde edilir. DNA'ya dayali teknikler Southern blotlamadan in
situ hibridizasyona (FISH) kadar yayilim gésterir’®. nDNA'nin hibridizasyonunda
tubulin geni (mikrotlibll yapiminda kullanilan tabtlin proteini yapimindan
sorumlu gen) ile 1s1 sok genleri (hlicreyi 1s1 degisiminden koruyan proteinlerin
yapimindan sorumlu) prob olarak kullanilirlar. Gok kiglik degigimleri net olarak
verirler. Yapilan arastirmada eski dtinya leishmanialari ile hibridize olan problar,
yeni dinya'nin L.chagasi suslariyla hibridize olmadiklari saptanmlstlr“.
Segilen bazi problar (PDK10, PDK20), L.aethiopica, L.major, L.tropica ve
L.donovani kompleksi ile hibridize olurlar. Bu tarler farkhh cografya’da bulunurlar,

ancak DNA'larinin benzer fragman verdidi géraltr, By farkhliklar KDNA analizi
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ile belirlenemedigi ifade edilmistir. Total DNA izole edilerek, DNA niikleazlarla
kesilir ve elektroforez sonrasi blotlanarak hassas problarla analiz edilir. Bu
durum tanimlamada, biiyiik basar elde edilmigtir®'®.

Peru'lu hastalardan izole edilen 6rneklerin genomik DNA’lari alinarak
degisik restriksiyon endonikleazlarla kesilmis ve B-tibilin geni ile major yiizey
antijen geninden hazirlanan gp63 problanyla taranmigtir. L.b.brasiliensis,
L.b.guyanensis ve L.b.panamensis referans suslanimin  R-tobdlin  geni
fragmanlariyla karsilastirimiglardir. Bu parazitlerin B-tiibdlin geni yéniinden
h‘eterojenite gésterdikleri belirlenmigtir. Bu g¢alisma ile Peru izolatlarinin
L.b.guyanensis referans susuna benzedikleri tesbit edilmigti. Oysa ayni
izolatlar Uzerinde yapilan serodem ve sizodem sonuglarina gére, L.braziliensis'e
benzedikleri gosterilebilmigtir. Bu iki teknikle bu suslarin hepsinin homojen
oldugu da belirlenmistir. Béylece nDNA sonuglari daha sensitif bulunmustur®’.

Degisik molekiler tekniklerle, aralarinda iliski kurulamayan L.major,
L.tropica, L.aethiopica, L.donovani ve L.gerbill’nin total DNA'sinin Pstl
fragmanlarinin, 7.059 baz ¢ift'lik bir probla (L.infantum’'un cDNA’sindan segilen
rekombinant DNA probu) taranmasi sonucu akraba olduklar: tesbt edilmistirzo.
Trypanosoma crusi, total DNA's1 kullanilarak molekiler ¢alisma yapilmis ve
total DNA Hinfl'le kesilerek DNA profili ¢ikanlmistir. lzolatlar arasindaki
heterojenite bu sekilde hassas olarak ortaya konmustur. Ayni sekilde kDNA'lari
izole edilip ayni enzimle kesildiginde her iki ¢alismanin profil sonuglari benzer
bulunmustur. Bdylece izolasyonu zor, pahali ve zaman alict kDNA'dan
vazgecilerek total DNA'ya déntimugtur. Total DNA profili igin 5 ml kltlr yeterli
bulunmustur®. Kérfez savas sirasinda; Suudi Arabistan, Gliney Irak, Kenya ve
Kuveyt'te konuslandirilan Amerikan askerlerinde kuten leishmaniazis ve
6zellikle Kenya'daki askerlerde L.tropica’'nin viskerotropik oldugu zimodem
analizi ile belirlenmistir®. Ekvador'da kuten leishmaniasis ajani olarak izole
edilen L.major benzeri érneklerde PFGE ve Southern blot hibridizasyonu ile
molekiler karyotipleme yapilmistir. Bunlar arasindaki farklar agik bir sekilde
belirlenmistir. En ktigk kromozomun 240 kb oldugu da belirlenmigtir. Bu analiz
tir ve suslar arasi karyotip iligkilerini agiga ¢ikarilabilmektedir. Bu ydntem

dzellikle epidemiyolojik ¢alismalarda yararli bulunmustur. Alimig-seksen saniye
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araliklarla verilen akim kromozomlarin 900 kb buydkluginde oldugunu
gosterirken, 100 saniyelik araliklarla verilen akim ise kromozomlarin 240-1100
kb arasinda serpistigini gdstermistir. Ayni teknikler farkli cografyalarda
kromozomlar arasi degisiklikleri goéstermistir. Bununla beraber bu ydntem
karmagik ve pahal ekipman gerektirmektedir®®%. Molekiiler tekniklerde problem
kilturdar. Hatta bazi suslarda tamamen mimkin degildi. DNA'yva dayali
teknikler, fenotipe dayall tekniklerden daha hassastir. Ancak virulans ve
patojenite’nin belirlenmesinde zimodem analizi kullaniimaktadir. Epidemiyolojik
calismalarda DNA analizine dayali Southern blotlama kullanimi ¢ok verimlii
bulunmustur. Bu yéntemle érnedin L.major ile L.arabica turleri gibi populasyon
ici farkhliklar agida c¢ikarilir. Eski diunya kuten suslan arasindaki farkhliklar
L.majorden elde edilen pDK10 probu ile taranmaktadir (Bu prob L.major
genomik DNA'si (MHOM/SN/00/DK1) Pstl’le kesilir, %0.7 agarozla separe edilir
ve fragman pUC18 plazmidine klonlanir. pDK10 ile L.major, L.tropica,

3588 In situ

L.infantum ve L.aethiopica aras: farklar g¢ikarilabilmektedi
hibridizasyon yénteminde kullanilan non-radyoaktif total DNA problari ile 4-6
saatte leishmania klasifikasyonu yapilabilmektedir’®>. nDNA problarinin en
biuylk yarari, turler arasinda akrabalik iligkilerini molekiler olarak ortaya
koymasidir. Jelde profilleri ¢ikan parazitlerin birbirleriyle - ve referanslarla
karsilagtirlarak tiir, sus ve populasyon seviyesinde heterojenite ve
homojenite’ye bakilir'®®’,  Son zamanlarda Leishmania parazitlerinin
identifikasyonu igin RAPD-PCR (Random amplified polymorphic DNA-PCR)
teknigi kullanilmaktadir. Rastgele primer kullanidigindan DNA’nin bir ¢ok

fragmani gogaltilarak, bunlar karsilagtirilma olanag: dogmaktadir®®”"7,

2.8. Total DNA izolasyonu ve Purifikasyonu

Parazit hiicresinden DNA'nin izolasyonu i¢in dnce hlicre pargalanir. Bu
islem igin; 1. Mekanik pargalama (sonifikasyon) veya 2. Enzimik (bir deterjan
yaninda proteinaz-K veya pronaz) pargalama teknikleri uygulamir. Sonraki
asama deproteinizasyondur. Bunun igin DNA slspansiyonlari fenol-kloroform
islemine tabi tutulur ve ardindan diyaliz ile saflastirilip DNA'lar etanolle presipite
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edilir®™™.  Trypanosoma crusi total DNA’si 5x10° epimastigotun Morel et al®’
prosediriine gére lizis tamponunda sarkozil-prbteinaz-K ile pargalanmasi
esasina dayanir. Pankreatik RNaz ile RNA giderildikten sonra fenol-kloroformla
purifiye edilir ve LiCl varliginda etanolle presipite edilir. Etanol iginde, kullanima
kadar -20°C'de saklanabilir®, Promastigotlar lizis tamponunda kangtiriidiktan
sonra SDS-pronaz katilir. Fenol-kloroform ile deproteinize edilir. Etanolle

1235 |nsan tam

presipite edilir ve TE tamponda eritilerek +4°C'de saklanir
kanindan eritrosit hiirceleri giderildikten sonra, nikleuslu hiicreler lizis tamponu
icinde SDS-pronaz veya proteinaz-K varliinda pargalanir. Proteinler, NaCl
varliinda protein-SDS-NaCl ¢dkeledi seklinde santrifljle ayrilir. Burada fenol
kullanilmaz. Bu ybntemle elde edilen DNA restriksiyona ve hibridizasyona
oldukga elveri$lidir76. Elde edilen DNA, hangi yontemle olursa olsun istenmeyen
SDS, tuz, protein vb. ajanlar igerebilir. Bu maddeler sezyum kloriir gradienti,
diyaliz veya filtrasyon ya da fenolle giderilemez ve restriksiyon kesimini inhibe
edebilirler. Tam restriksiyon kesimi i¢cin DNA'nin ammonyum asetat ve etanolle
presipite edilmesi gerekir. Bu islem 3 defa tekrar edildijinde, kesimde

kullanilacak restriksiyon endontikleazdan tasarruf edilmig olur’"",

2.9. Total DNA’nin Restriksiyonlarla Kesilmesi

Leishmania genomik DNA'si Pstl, Pstl+Pvul, Pvul ve Aval gibi
niikkleazlarla kesilmis ve 6zgin problarla taranm|§t|r79. Total DNA; BamHI,
EcoRI, Hindlll ve Hpall ile 3U enzim/ug DNA olacak sekilde 4 saat sireyle
kesimi tamamlanir®®. Total DNA; Sall, Kpnl, Sacl, Hindlll, Pstl ve Sphl'le
kesilmis 6zgin problarla taramalar yapilarak tiir, sus veya populasyonlar arasi
farklar/benzerlikler belirlenmistir'®. Total DNA (10 ug) 4 saat boyunca 5U/ug
DNA enzimle kesilmis ve bu kesim 50 pl reaksiyon hacminde yapllml$tl[‘8.
Peru'dan izole edilen izolatlarin genomik DNA'lari Smal, Apal, Mlul, Sall, Hinfl,
Xhol ve Pvull ile kesilmigtir. Daha sonra elde edilen fragmanlar, L.major'dan
alinip pBS10Rb-1 plazmidine klonlanan 2.2 kb'llk EcoRI-gp63 fragman ile
L.major cDNA'sindan alinip pP121/3 plazmidine klonlanan 0.85 kb'lik EcoRI--

tubalin fragmani tarafindan taranmigtir. Referans suglar olarak L.b.brasiliensis,
14



L.b.guyanensis ve L.b,panamensis kullanimistir®”. Rusya'da total DNA Pstl'le
kesilmistir'"?°, Trypanosoma crusi total DNA's1 (3ug) Hinfl ile 20 pl'lik reaksiyon
hacminde kesilmistir’®. L.infantum total DNA's1 Pstl ile kesilmis ve 4.3 kb'lik
tekrar fragmani, Bluescrpt 1l SK plazmidine (pACYC184, Stratagene-USA
tarafindan 0retiimistir) klonlanmig ve daha sonra bu vektér E.coli JM101
bakterisine transforme edilmistir. Bakteride amplifiye edilen bu fragman, Pstl'le
cikarilmis ve %P ile rastgele oligonikleotid primer kullanilarak DNA etiketleme
(random oligonucleotid priming DNA isaretleme) yontemi ile isaretlenmigtir.
Haelll, Rsal, Sau3A ve Pstl'le kesilen fragmanlar Southern blotlandiktan sonra,
nitroselliloz membran Uzerinde 4.3 kb'lik probla taranmigtir. Ayrica 140 bg¢'lik
fragman veya degisik boyutlarda DNA fragmanlari total DNA {izerinden PCR'la
dogrudan gogaltilabilmektedir'®®®. Total DNA, 8 g, 50 pllik reaksiyon
hacminde, her ug DNA basina 5’er Unite Pstl ve Pvull verilerek 4 saat boyunca

kesilmistir'#28,

2.10. Total DNA’'nin Elektroforezi

L.major kromozomlari, %1.5 agaroz jelinde kesikli alan jel elektroforezi
(PFGE) ile fraksiyonlarina ayristirilir. Total DNA'nin Pstl'le kesildiginde 1.5-7.8
kb’lik fragmanlara ayrildig gt‘)rulmu$t0r79. BamHI, EcoRIl, Hindlll ve Hpall
restriksiyonlariyla kesilen total DNA, %0.7 Na-asetat agaroz jeli ile sabit akim
altinda bir gece boyunca kosturulmustur. Burada kullanilan tampon sirekli
sirkile edilmistir. Southern blotlamanin ardindan prob hibridizasyonu
uygulanmistir®®, OFAGE (Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis, altili
alan degisimli jel elektroforezi), FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis, ters
alan jel elektroforezi) ve PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis, kesikli alan
jel elektroforezi) teknikleri kullanilarak DNA aynistirilir. Elektroforez %1-1.5
agaroz jelinde yaklasik 10°C'de 180 V'luk potansiyelde 60-100 saniye aralikli
olarak 35-38 saat kadar kosturulur. Sacharromyces cerevisae DNA's! standart
olarak kullanilir®'®?, Genomik DNA bes degisik restriksiyonla kesildikten sonra
agaroz jelinde 2-3 saat kosturulur®”. Baska bir calismada total DNA, EcoRl'le
kesildikten sonra, %0.7-1 agarozda yurOtdllr (referans DNA molekiili olarak
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izole pBR322 plazmid DNA's! kullanilmistir)®®? T.crusi DNA'si Hinfl ile kesilmis
ve %0.8 agarozda kosturulmustur®. Visseral Leishmania ajanlarinin nDNA'lari
Hindlll+BamHI ve Pstl ile kesildikten sonré %0.7 agaroz jelinde kosturulmus ve
daha sonra blotlanmigtir. DNA'nin jelde 0.6-23 kb olarak fraksiyonlandig
gorilmustar®%#7, Ayrica total DNA restriksiyon bandlari jel tizerinde artefaktl
olarak gériilebilmektedir®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Besiyeri Standardizasyonu

Bu caligmada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar hakkinda bilgiler
EK.1 ve EK.2'de bulunabilir.

Calismamizda izolatif ve kiltir amagh kullanilacak besiyerlerini tespit
etmek amaciyla Prof. Dr. Jorge ALVAR (Madrid, Ispanya) ve Prof. Dr. Margarita
V. STRELKOVA (Martinovski Enst., Moskova, Rusya)'dan saglanan;.
L.infantum (MHOM/DZ/82/LIPA-59,LEM-417), L.tropica (MHOM/SU/74/K-27),
L.donovani (MHOM/IN/80/DD-8), L.major MHOM/SU/73/5-ASKH),

L.infantum (MHOM/FR/78/LEM-75), L.infantum (MHOM/ES/90/LEM-2205),
L.turanica (MRHO/SU/83/KD-51), L.turanica (PHCAY/CN/95/PH-40),
L.turanica (MRHO/SU/Clone-3720), L.gerbilli (MRHO/CN/60/gerbilli),
L.turanica (MRHO/SU/86/TSH-III), L.arabica (MPSM/SA/84/JISH-220),
L.major+L.turanica (MRHO/SU/95/9537), L.major (MRHO/SU/59/Nealp)
referans suslari kullanildi.

Defibrine tavgan kan kaynakl 4 degisik bifazik besiyeri ve 1x RPMI-1640
monofazik  besiyerleri hazirlandi. 10x RPMI-1640"1, 1xRPMI-1640'a
dénusttrmek igin 24 mM NaHCO,; (EK.1.8), 2mM L-glutamin (EK.1.6), %10
FBS (fetal bovine serum) (EK.1.5) ve 100 ug/ml gentamisin katildi (EK.1.9).
Kullanilan inkObatér karbondioksit kontrollil olmadigindan bu besiyerinin 2-3
giin iginde pH’sinin artti§1 ve bu ylzden tremenin olumsuz etkilendigi géraldi.
Bundan sonra besiyeri 25 mM HEPES (pH 8.2) (EK.1.7), 4.76 mM NaHCO;,,
2mM L-glutamin, %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve 100 pg/m! gentamisin
katilarak hazirland! (EK.1.10). Besiyerinin pH's! yaklasik 7.0 oldu.

Bifazik besiyerleri; %7.5 defibrine tavsan kanli klasik NNN (EK.1.1), %15
defibrine tavsan kanli Senekjle besiyerinin McConell tarafindan modifiye edilen
Nutrient agarli bifazik besiyeri (EK.1.2), %10 defibrine tavsan kanli Evans
tarafindan modifiye edilen bifazik besiyeri (EK.1.4), %15 defibrine kavgan kanli
%1.2 ve %4.7 Brain Heart Infuzyon agarli bifazik besiyerleri (EK.1.3) hazirland..
Tom besiyerleri igin 10 ml'lik konik tabanh plastik kulttr tOpleri kullanildi.
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Monofazik besiyeri ile bifazik besiyerlerinin pH'lan yaklagik 7.0 olarak ayarlandi.
Bifazik besiyerleri 2'ser mi seklinde kultur tuplerine dagitildi. Tipler 45°lik a¢i ile
yatirlarak bir kag saat katilagsmalar saglandiktan sonra +4°C’deki buzdolabina
alindi. Bdylece tuplerin yatik agarlart tizerinde 50-100 pl yodun kaltar sivisi
olustu. 1x RPMI-1640 besiyeri ise 2'ser ml seklinde kiltur tiplerine eklendi.
Bifazik besiyerlerine 6rti sivisi olarak 0.5 ml %0.9'luk NaCl soltsyonu katildt.
Ekim 6ncesi, her bir referans kalttriinden 100 pl hiicre sispansiyonu alinip 1.9
ml %0.9 NaCl solusyonu ile seyreltildi. Bu seyreltmeler ayri ayri Thoma lami ile
sayilarak baslangi¢ hiicre yogunluklari belirlendi (EK.1.15). Sayim sirasinda
promastigotlarin hareketini durdurmak icin %2 formalinli PBS, pH7.2 (EK.1.11)
kullanildi. Her bir besiyerine belli sayida hiicre ekildi. Karigim saglandiktan
sonra 24°C'de inkiibe edilerek 6.glinde tim kaltr thplerinin hicre sayimi
yapildi. Bu galismaya ait sonuglar Cizelge 1' de gérilimektedir.

3.2. izolasyon

3.2.1. Deriden Ornek Alimi

Deri leishmaniazisi belirtileri ile CU Tropikal Hastaliklar Arastirma ve
Uygulama Merkezi (GEM) ile CU Tip Fakdltesi, Infeksiyon Hastaliklari Anabilim
Dalina gelen hastalardan, igne aspirasyonu teknigi ile amastigot igceren érnekler
alindi. S6z konusu teknik laboratuarimizi ziyaret eden Prof. Dr. MV
STRELKOVA ile ¢alsildigi sekilde gelistirildi. Aseptik sartlara uyularak kapali
lezyon %70 alkolle tamamen silindi ve kurumasi igin kisa bir slre beklendi. Agtk
lezyonda ise, sadece g¢evresi dezenfekte edildi. 26 nolu ignesi olan 1 mllik
tuberkilin siringasina 1000 pg/ml gentamisin igeren 100 pl'lik PBS, pH 7.2,
cekildi. Igne ucu, lezyonun papil ile saglam deri arasina ylizeyel olarak
sokuldu. Igne deri iginde gevrilerek deri dokusundan pargalar aytrmasi
saglandiktan sonra, siringadan lezyon igine yavagga PBS verildi, aspirasyon
saglandi. Igne haznesine bulanik veya hafif kanli bir sivi gelene kadar
aspirasyona devam edildi. Igne yeri degistirilerek islem bir kag kez tekrar edildi.
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3.2.2. [Ik izolasyon ve Adaptasyon

Deri lezyonlarindan alinan 100 ul aspirat, daha énceden hazirlanan
Modifiye Evans bifazik yatik agar besiyerine (EK.1.4) aseptik sartlara uyularak
bakteriyolojik kabin iginde yogun kultdr sivisina inokille edildi. Yatik agarda 6rtu
sivisi olarak, ya besiyerinin yogun kdiltlr sivisi veya bidistile su kullanildi. Yogun
kultlir sivist az ise, buraya 100 pl kadar steril bidistile su verildi. lyice karigtinlip
amastigot tasiyan tupler 24°C sicakliktaki karbondioksit kontrolii olmayan etlve
kaldinld!.

Igne aspirasyonu sonrasi, igne giris yerinden disarl sizan kandan ince
yayma yapildl. Immersiyon objektifi altinda amastigot taramasi yapildi. Bu
tarama kultir takibi igin 6nem arzetmektedir. Kaltir ttpleri 21 gin streyle
24°C’de tutuldu. Promastigot Kontrolli, 7.glinde alinan 25 pl kdlthr sivisinin
mikroskopta (10x/40x objektif) incelenmesine dayanmaktadir. Promastigotlar
tesbit edildikten sonra, hiicre aktivitesine bagli olarak érti sivisina 5 mM olacak
sekilde glukoz ilave edildi. Zaman zaman laboratuvarimizda hazirladigimiz
tavsan kan lizatindan %0.5 kadar ekleme vyapilarak, promastigotlarin hizli
tremeleri saglandi.

Aspirat sonrasi alinan kan yaymasinda bulunan amastigotlar boyandi ve
mikrometrik lam ile boyutlan élgtldl. Ayrica yogun kulttr sivisinda tespit edilen
promastigotlardan preparat hazirlanarak, boyamalart yapildi (EK.1.16). Bunlarin
da boyutlari élgtldi (Sekil 1).

Ciddi gayret sarfedilen bu asamada parazitler adapte olmadik¢a pasaja
alinmadi. Uremede gelisme gérildiginde (9-14 giin sonra) hem ayni modifiye
Evans bifazik besiyerine hem de %15 tavsan kan lizati igceren 1x RPMI-1640'a
hiicre konsantrasyonuna gére 100 ul kadar kitar sivisi pasajlandi. Her dort
giinde bir defa subkultir kontroli yapilarak hicre yogunluguna bakildi.
Yogunluk beklenen diizeye geldiginde, promastigotlar 25 ml'lik 1x RPMI-1640'a
ahindi. Subkltir (1.pasaj) hem kriyo hem de biyokitle igin baglangig amagli
kullanildi.
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3.3. Biiyiik Hacimde Kiiltiir

Biyokitle i¢gin 25 mM HEPES (pH 8.2), 4.76 mM NaHCO3 2 mM L-
glutamin, %10 FBS ve 100 ug/ml gentamisin iceren 1x RPMI-1640 (yaklasik pH
7.0) kullanild: (EK.1.10). llk izole edilen Leishmania izolati, 9-14 giin sonra 2
ml'lik %15 tavsan kan lizati iceren RPMI-1640'a pasajlandi. Yedinci giinde
kontrol edilerek beklenen saylya gelindigi ve hilcre aktivitesinin iyi oldugu
anlagildiginda, 10* hticre/ml olacak sekilde icinde 5 m! %15 tavsan tam kan
lizatt iceren 50 ml'lik plastik kditir tipine pasajlandi. Uglinci ginde bu
besiyerine yukarida formalii verilen sade 10 ml 1x RPMI-1640 ilave edilip
karisgtinldi (EK.1.10). Altinci gtinde ise 10 ml daha 1x RPMI-1640 ilave edilerek
hacim 25 ml'ye tamamlandi. Total DNA igin Uremenin ge¢ log fazindaki hiicreler
kullanildr.

3.4. Ureme Egrisinin Cikariimasi

Molekuler ¢aligsma igin gerekli hiicreler, iremenin geg¢ log fazinda iken en
yiksek sayida bulunmaktadirlar. Oysaki kriyoprezervasyon igin geng hiicreler
gerekmektedir. Bunlar da ancak log fazindan elde edilir. Ureme egrisinin
cikariimas! igin, referans suglardan L.tropica (MHOM/SU/74/K-27) ve
L.infantum (MHOM/TN/80/IPT-1) kullanildi. Egri, sade 1x RPMI-1640
(monofazik, EK.1.10) ve klasik NNN'de (bifazik, EK.1.1) ¢tkarildi. Her besiyeri
icin 3’er adet 2'ser ml'lik besiyeri igeren kultur tupleri kullanildi. Her iki sus igin
%0.9 NaCl iginde stok hazirlandi. Stoktaki promastigot sayisi Thoma lami ile
tesbit edildi. Daha sonra L.tropica (MHOM/SU/74/K-27) susundan, klasik NNN
ve 1x RPMI-1640'a 6.24x10* hiicre/ml olacak sekilde agilama yapildi.
L.Infantum (MHOM/TN/80/IPT-1) sugundan ise ayni besiyerlerine 6.048x10*
hiicre/ml olacak sekilde inokile edildi. Herglin es zamanlh kultlr tuplerinden 25
I alinip, iginde 175 pl %2 formalinli PBS (EK.1.12) iceren Eppendorf tilplerine
konarak karigim saglandi. Sulandirilan (1/8) ve hareketleri durdurulan
promastigotlar Thoma lamina alinarak sayimlan yapildi (EK.1.15), degerler
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kaydedildi. Takip, 21 giin boyunca strdirillerek; log, stasyoner ve inis fazlan
belirlendi. Bu galisma ile ilgili sonug Cizelge 2 ve Sekil 2’de verildi.

3.5. Cegitli Lizatlarla Modifiye Edilen Besiyerlerinde Populasyon

Tasima Kapasiteleri

Bir ml kiiltar basina diigen hiicre sayisini arttimak ve Ureme egrisinin
periyot sirelerini kisaltmanin amaglandigi ¢alismalarda 1x RPMI-1640
monofazik besiyeri baz olarak alindi (EK.1.10). Modifiye Evans Bifazik besiyeri;
kullanildi (EK.1.4). Ayrica insan ve tavsan tam kan lizatlari (Pseudo-EBLB,
Evans Blood Lysate Broth, Yalanci Evans Kan Lizati; EK.1.13), hazirlanan 1x
RPMI-1640'a eklenip modifiye besiyerleri elde edildi. Kontrol olarak sade 1x
RPMI-1640; %15 inaktif tavsan tam kanli 1x RPMI-1640; %15 tavsan-EBLB
lizath 1x RPMI-1640; %15 insan-EBLB lizath 1x RPMI-1640 besiyerleri
hazirlandi. Tum kultir tuplerine 2'ser ml besiyeri ve her seri igin 3'er tlp
kullanildi. L.tropica (MHOM/SU/74/K-27) ve L.donovani (MHOM/IN/80/DD-8)
referans suslan kullanilarak bunlarin baslangi¢ hiicre sayilan tesbit edildi.
Bifazik besiyerine L.tropica'dan (MHOM/SU/74/K-27) 4x10° hcre/mi,
L.donovaniden (MHOM/IN/80/DD-8) 4.8x10° hiicre/m! seklinde ekim yapildi.
Takip eden gunlerde (4., 6., 7., 8., 10., 12, 14. ve 16.) 25%r pl alinip Thoma
lami ile sayildi ve sonuglar kaydedilerek karsilastirmaya gegildi. ligili sonuglar
Cizelge 3'te gérilmektedir.

3.6. Mitojen Maddenin Uremeye Etkisi

Mitotik stimllatér olarak bilinen PHA-L'nin (Phytohaemagglutinin-L,
EK.1.14) leishmania promastigotlarinin Gremelerini hizlandirip hizlandirmadig
incelendi. Bu amagla 1x RPMI-1640 (EK.1.10) besiyeri ve L.major
(MHOM/SU/73/5-ASKH) promastigotian  kullanildi.  Stok hicremiz 7x10°
hiicre/mldir. Kontrol 1x RPMI-1640'a mitojen (PHA-L) katiimadi. Tim
besiyerleri 1'er ml olarak 10 ml'lik ttplere dagitildi. Her konsantrasyon igin 3

adet tip hazirland. Stok PHA-L'den, 1.gruba 1 pg/ml, 2.gruba 3 pg/mi, 3.gruba
21



5 pg/ml, 4.gruba 8 pug/ml, 5.gruba 15 ug/ml PHA-L katildi. Her bir tipe yaklagik
7x10* hiicre verildi. Inkiibasyon sirasinda her iki giinde bir Thoma lami ile sayim
yapilarak hiicre sayilan karsilastirildi. Sonuglar Cizelge 4'te verilmistir.

3.7. Ureme Atmosferine NaHCO3'in Etkisi

Bes adet 10 ml konik tabanli plastik kaltir tiptine 2'ser ml NaHCO3
tagsimayan 1x RPMI-1640 (EK.1.10), 5 ayr tupe 4.76 mM NaHCOs; igeren 1x
RPMI-1640 ve 5 ayri tipe 24 mM NaHCO; igeren 1x RPMI-1640 katildi. Her
tipe 10° hiicre/ml olacak sekilde L.tropica (MHOM//SU/74/K-27) promastigotu
astlandi. Inkiibasyona (24°C) birakildi. Yedinci ve 12. gunlik kalturden 25'ser pl
alimip 175'ser pl %2 formalinli PBS iginde karistinidi ve Thoma lami ile sayimlar
yapilarak ilgili sonuglar alindi. Bu ¢alismanin Sonuglan Cizelge 5'te verilmistir.

3.8. Kriyoprezervasyon

Ureme egrisini belirledikten sonra, log fazina gelen Ieishmania
érneklerinden 460 pl hiicre slUspansiyonu alinarak 1.8 ml'lik kriyo tuplerine
transfer edildi. Bunlarin tizerine steril 40 ul %87’lik gliserol (EK.1.17) eklendi ve
koplirmeye meydan vermeden yavas¢a kanstirldi. Burada son gliserol
konsantrasyonu %7.5 oldu. Kriyoprotektanli ve etiketlenmis tupler +4°C'ye
alinarak yaklastk 30 dakika bekletildi. Sonra -20°C'de yaklagik 30 dakika, -
70°C'de bir gece bekletmenin ardindan -196°C’lik sivi azota alindi. Boylece
asamall sogutma uygulanmig oldu. Bu sekilde elde edilen érneklerden, bagta
Adana il merkezi olmak Uzere Kozan, Duzigi, Karaisali gibi yére kaynakli
olanlar, bundan béyle "Cukurova izolatlari/érnekleri", Sanllurfa ve yoresi
kaynakli olanlar ise "Sanliurfa izolatlari/érnekleri" adi altinda anildi (EK.1.38).
Kriyodaki hiicrelerle galisilacagi zaman, kriyo tlpll sivi azottan g¢ikarlinca
bekletimeden 37°C'lik su banyosuna alindi ve hizli ¢6zlinmesi sagland.
Ardindan g¢dziinen hiicre stispansiyonundaki gliseroltin veya DMSO’nun (dimetil
siilfoksit) etkisini azaltmak amaciyla, htcreler 10 ml'lik taze 1x RPMI-1640'ta

yikandi. Hucre pelleti 0.5 ml 1x RPMI-1640 iginde yeniden sispanse edilerek,
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buradan hem modifiye Evans bifazik besiyerine hem de 1x RPMI-1640
besiyerine pasajlandi, Uiremesi igin kiltire birakildi.

3.9. Hiicre Toplama ve Yikama

Molekiler ¢alismalarda kullanilacak hicreler, egrinin ge¢ log fazinda,
treme egrisinin yaklasik 14. giininde 4.000 rpm ve 10 dakika sire ile toplandi.
Hucre pelleti, iki defa %0.9 NaCl soltisyonu ve son olarak SET tamponunda
(EK.1.23) yikandiktan sonra, santrifiij edildi. Pelet halinde kullanilana kadar -
20°C'de tutuldu. Laboratuar kosullarimiza goére stasyoner fazda 3-4x10’
hicre/ml'e ulasilabilmektedir. Buyiik kiltir hacmi 25 mlP'de olduguna gére
7.5x10%-10° hiicre elde edilebilmektedir.

3.10. Total DNA izolasyonu

Total DNA'nin izolasyonu igin ¢ok degisik yéntemler bulunmaktadir.
Bunlardan biri olan ve galismamizda kullanilan Gomez-Eichelmann et al”'
yénteminde, 10° promastigot peletine 728 pl SET lizis tamponu (EK.1.23)
katilarak stispanse edildi. 40 pl %10 SDS (EK.1.22), 32 nl pronaz (EK.1.24)
katiip karigim saglandi. lki saat stre ile 37°C'de tutularak hucre lizat elde
edildi. Lizat, 400 pl olacak sekilde iki adet 1.5 ml'lik Eppendorf tupline bélindi.
Bu iki thpe, iki ayrt metod uygulandi.

Tuplerden birine Gomez-Eichelmann et al®"
(EK.1.21) ekstraksiyonu" protokolii uygulanarak elde edilen DNA, 100 ul TE

tamponunda (EK.1.25) gézildii. lkinci tilpe Miller et al”® "tuz ekstraksiyonu"

a ait "fenol-kloroform

protokolti uyguland: ve elde edilen DNA 100 pul TE'de ¢6zlldl. Her iki yontemle
elde edilen DNA'larin spektral analizi ile DNA verimleri ve safliklar belirlendi.
Elde edilen dederler karsilastirildi. Sonug Cizelge 6'da verilmigtir.
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3.11. Total DNA izolasyon Protokolii

Fenol ve tuz ekstraksiyon protokollerinin kombinasyonu ile elde ettigimiz,
kendi kosullarimiza en uygun oldugunu belirledigimiz modifiye yénteme gére
uygulanan DNA izolasyon ve purifikasyon protokoli:

a) -20°C'de tutulmakta olan hiicre peletine (yaklagik 10° hiicre) 300 pl
SET tamponu eklenerek pipetaj yapildi.

b) Hicre stispansiyonuna 17 pul %10 SDS (son konsantrasyon %0.5),
17ul 10 mg/ml pronaz (son konsantrasyon 500 ug/ml) ilave edildi.
Béylece lizis reakisyon hacmi pelletle beraber 340 pl oldu.

c¢) Karigim 60°C'de 3 saat tutuldu. Ara sira karigtirildi.

d) Hlcre lizatt 6nce +4°C'de 5 dakika tutulduktan sonra oda sicakiigina
gelmesi igin birakildi.

e) Lizat, 12.000 rpom’de 5 dakika santrifllj edilerek hiicre kalintilari ve
partikilleri gékturalda.

f) Ust DNA fazi alinarak {izerine 6M NaCl (EK.1.20) ¢ézeltisinden 85 pl
eklendi (son konsantrasyon 1.2 M NaCl). Vorteks lzerinde 15 saniye
karistirildi.

g) Tuzlu DNA solusyonu +4°C’de 5 dakika tutuldu.

h) 12.000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek protein ve diger hiicre
kalintilari SDS-NaCl-protein presipitati olarak uzaklastirildi. Bu agama
iki kez tekrarlandi. Ancak ¢éktiirme dncesi DNA soliisyonu buzda
5-10 dakika tutuldu

j) Ahinan sipernatan Gzerine 2 hacim % 95 etanol ekiendi. Yavas yavas
tip alt Gst edilerek DNA presipitati elde edildi.

k) Presipitasyonun tamamlanmasi amaciyla -20°C’de bir gece tutuldu.

[) 12.000 rpm'de 15 dakika santriflij edildi. Sipernatan atild.

m) DNA peleti kurutularak tizerine 200 pl TE eklenip ¢6ztldi. DNA'nin
tamamen ¢6zinmesi igin oda sicakliginda yaklastk 2 saat bekletildi.

n) 200 pl DNA soltisyonuna 100 pl 7.5M NH,40Ac (son derigimi 2.5M)
eklendi ve. karistirildi. Oda sicakliginda 5 dak inkibe edildi.

o) Uzerine 2 hacim %95 etanol eklenerek, alt Ust edildi ve -20°C'de 1
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saat tutuldu.

p) 12.000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek DNA ¢éktlrilda.
Supernatan atildi.

r) DNA peleti kurutulup izerine 200 p! TE tamponu (pH 8.0) eklendi. Bu
hali ile oda sicakliginda 2 saat tutuldu.

s) Sire bitiminde 2.kez 100 pul 7.5 M NH40Ac eklendi. Karigtinidiktan
sonra 5 dakika oda sicakliginda birakildi. Uzerine 2 hacim %95 etanol
eklenerek, alt.lst edildi.

t) -20°C’de 1 saat tutuldu.

u) 12.000 rpmede 15 dakika santrifuj edilerek DNA ¢oktiralda.

v) DNA, %70 etanolle yikandiktan sonra 12.000 rpm’de 10 dak santrifij
edildi. Ust faz atild1. DNA peleti kurutuldu.

y) Kuruyan DNA, 110 ul TE tamponunda eritildi. Birkag glin sonra 260 ve
280 nm dalﬁa boylarinda spektral analizleri yapildi.

3.12. Total DNA'nin Spektral Analizi

y Toplam 1 ml'lik 4 kuars kuvetle galisildi. Once hepsine birer ml, DNA'nin
daha oOnceden iginde eritildiji tampon solisyonu (TE) eklendi.
Spektrofotometreye dort kuars kiivet yerlestirildi. Kériin 260 ve 280 nm’de sifir
degerine karsi, 6rnek kivetlerin farklar1 alindi. Kére karg: sifirin altinda okunan
degerler, DNA icin okunan degerlere eklendi. Kére gére sifinn (izerinde okunan
degerler, DNA icin okunan degerlerden ¢ikarildi. DNA'miz ¢ift iplikli oldugu igin
50 ile garpildi (1 cm’lik 11k yolunda ¢ift iplikli DNA igin 260 nm'de 1 absorbans
Gnitesi igin konsantrasyon 50 pg/ml'dir. Béylece katsayr 50'dir)’”>"’. Ornek
kiivetlerinden 10’ar pl TE tamponu alinip atildi. Yerine hicre DNA'larina ait
DNA soltiyonlarindan 10’ar ul konuldu. Pipetaj yapildi ve DNA soliisyonunun su
ile tam olarak karigmasi i¢cin 5 dakika beklendi. Sulandirrm 1/100 oraninda
yapiimis oldu. 260 ve 280 nm'deki absorbanslari alindi. Konsantrasyon igin
birim hacme diisen DNA miktari; asagidaki formillere gére belirlendi.
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Tuglul=Azeo X [seyreltme kéts%yISI] x absorbans unitesix 10
1uglpl=Azeo x seyreltme katsayisi/20=A60x100/20= 5x Azgo
DNA saflift = Azgo/Azso

Saf DNA 1.8-2.0 arasi g:lkmai(tadlr. Ornek sispansiyonu 1.8'den kiiglikse
proteince zengin, 2.0'dan fazla ise RNA'ca zengin oldugu anlamindadir’’.
Spektral analiz sonuglar Cizelge 7'de verilmigtir.

3.13. Ammonyum Asetatla DNA Purifikasyonunun Onemi
Total DNA izolasyon iglemleri sirasinda kurutulan DNA peleti 200 ul TE'de
¢6zuldi. Bu arada, eger bir DNaz aktivitesinden sliphelenilirse DNA sollsyonu
65°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Tamamen ¢6ziiniince (zerine 100 ul 7.5 M
NHs,0Ac (EK.1.26) katilarak (son konsantrasyon 2.5 M) 5 dakika oda
sicakliyinda birakildi. Uzerine 2 hacim % 95 etanol eklendi ve tiip yavasga alt
st edildi. DNA'nin presipite olmasi igin -20°C’de 1 saat tutulduktan sonra
12.000 rpm’'de 15 dakika santrifilj edildi. Presipite DNA kurutulduktan sonra,
islem ikinci kez tekrarlandi. Presipite DNA %70 etanolle yikandiktan sonra
kurutuldu ve 110 ul TE tamponunda ¢6zuldl. Yaklasik 48 saat sonra spektral
analize alindi. Bu galismanin sonuglan Cizelge 8'de gériilmektedir.

3.14. DNA’larin Restriksiyon Endonukleazlarla Kesim Hacmi

DNA'nin kesilmesinde, DNA miktarina karsi enzimin {nite cinsinden
miktari 6nemlidir. Genelde “1 ug A DNA'sini 50 pl reaksiyon hacminde 37°C'de
1 saat sire ile kesen enzim miktari 1 Gnitedir’”>"’. Eger DNA sollisyonunda
fenol, kloroform, eter, tuz, SDS, protein gibi komponentler varsa, restriksiyon'
endonukleazlar inhibe olur. Tam saf DNA, proteolitik enzimler ile proteinlerin
pargalanmasinin ardindan, DNA'nin jel filtrasyonundan gegiriimesi ile elde edilir.
Ancak bu galigmada, DNA'y1 proteolitik enzimlerle igleme tabi tuttuktan sonra,
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reakisyon ortamini fazla sarsmamak igin safligi bozan maddelerin eliminasyonu
amonyum asetatla yapildi.

Optimum reaksiyon hacminin belilenmesi g¢alismalarinda L.tropica
(MHOM/SU/74/K-27) referans susundan elde edilen total DNA soltisyonu (0.6-

0.7 pg/ul) baglangig materyali olarak kullanildi. Ik olarak, her kesim igin 5 pg
DNA ve her bir pg DNA basina 5 U enzim kullanildi. Bu degerler sabit tutularak
20, 30 ve 40 pl'lik reaksiyon hacimleri hazirlandi. Enzim olarak EcoRI kullanildi.
Buna goére 1.5 ml'lik Eppendorf tiiplerine, asagidaki gibi ekiemeler yapildi;

A(20 ul) B(30 ul ) céoul)
DNA 8 ul (5 ng) 8 pl (5 ng) 8 pl (5 pg)
Bidistile su 9 ul 18 pl 27
10x buffer 2 pl 3 pl 4pl
Enzim (25 U/pl) 1 pl 1 pl m

Tupler nazikge karistinldi, 10.000 rpm'de 15 saniye santriflj yapilarak
tip duvarinda kalan igerikler dibe ¢oktirildi ve 37°C'de, 4 saat Inkibe edildi.
Reaksiyonlar 5x takip-stop karisimi (EK.1.27) ile durduruldu. Daha &nceden
hazirlanan %1 agaroz jelinde (EK.1.30) her bir kuyuya her bir reaksiyon
karigimindan yaklasik 1 ug DNA aplike edildi.

Laboratuar kosullarimiz igin en optimum ve ekonomik kesim igleminin 1
ug DNA basina 3 U enzim oldugu saptandi. Bu degerlerin uygunlugu saglam ve
saf A DNA'si EcoRI enzimi ile kesilip elektroforezde kosturulduktan sonra
onaylandi. Her enzim kesimi igin toplam 2 pg total DNA'nin yeterli oldugu
belirlendi.

3.15. Takip-Stop Karisiminin DNA Bandlarina Etkisi

DNA molekdllerini daha kigiik hacimde toplamak ve jelde daha yogun ve
koyu géruntt elde etmek igin sukroz, gliserol veya fikol igeren soliisyoniardan
yararlanithr. Ayrica mevcut proteinlerin (restriksiyon endonikleazlar ve
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muhtemel digerleri) inaktivasyonu igin karigtmda EDTA ve SDS bulunmaktadir.
Migrasyon takibi igin Bromofenol Mavisi (Bromofenol Blue) ve Ksilen Siyanol
(Xylene Cyanol F) kullanilir. Bu karigim galisma boyunca “takip-stop karisimi”
seklinde anildi. Yogunludu arttirmak amaciyla sukroz veya gliserol yerine Fikol
kullanildi (EK.1.27).

3.16. Agaroz Jel Elektroforezi

Molekiler g¢alismalarimizi ydriatmek (zere hem agaroz hem de
poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) teknikleri kullanildi. Agaroz elektroforezi
icin yatay elektroforez tank sistemi kullanildi. TBE (0.5x) tamponu (EK.1.29) ile
hazirlanan agaroz jeli (EK.1.30) 20x15 cm boyutlarinda, jel dékiim tablasina 0.4
em kalinliinda déklldi. Hemen ardindan tarak yerlestirildi. Belli bir slre
(yaklagik 45 dakika) katilagsmasi igin beklendi. Kuyularin bozulmamasina dikkat
edilerek tarak yavagc¢a yerinden ¢ikarildi ve iginde 0.5x TBE tamponu bulunan
elektroforez tankina yerlestirildi. Tamponun, jelin biraz tstiinde (yaklagik 1 mm)
olmasina dikkat edildi. Ornek DNA'lar kuyulara aplike edildi. Laboratuar
kosullar géz o6niinde tutularak elektroforez degiskenlerinin standardizasyonu
icin agaroz konsantrasyonu, jel kalinhg, DNA miktar ve hacmi, volta] ve
elektroforez sliresi gibi parametreler ¢aligildi. Bu galismalarimizda 6rnek olarak
L.tropica (K-27) referans sugu total DNA'sI ve ¢x174 viris DNA-Hae Il markeri
(EK.1.36) kullanild.

A

3.17. Poliakrilamid Jel Elektroforezi _,'

Kiigiik DNA bandlar acaba daha net ‘gérulebilir mi? veya daha kuglk
band var mi? varsa yakalanabilir mi? ve ayrica tespit isleminde EtBr (EK.1.28)
ile Gumlis boyama (EK.1.33,34) teknikleri arasinda fark bulunuyor mu?
amaglariyla Poliakrilamid Jel Elektroforezi yapiidi. Poliakrilamid Jeli (PAG),
%30T, %5C formilasyonuna gére hazirlandi (EK.1.31). A DNA (2 pg), L.tropica
(MHOM/SUI74/K-27) total DNA (5 ug) ile Insan genomik DNA'sI (3.4 pg) 30 pl
reaksiyon hacminde 37°C ve 4 saat sire ile kesildi (EcoRl ile). Ayni anda 2
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adet dikey (vertikal) PAG ve bir adet yatay (horizontal) %1 agaroz jeli
hazirlanarak asagida belirtildigi siraya gére DNA'lar aplike edildi.

1.kuyu: A DNA (100 ng),
2.kuyu: A DNA (10 ng),
3.kuyu: K-27 tot. DNA (500 ng),
4. kuyu: K-27 tot. DNA (100 ng),
5.kuyu: K-27 tot. DNA (50 ng),
6.kuyu: K-27 tot. DNA (25 ng),
7.kuyu: K-27 tot. DNA (10 ng),
8.kuyu: Insan genomik DNA (500 ng),
9.kuyu: Insan genomik DNA (100 ng),
10.kuyu: Insan genomik DNA (10 ng).

10 pllik aplikasyon hacimleri, iglerinde siralamanin sadinda verilen
miktarlarlarda érnek icerir sekliyle kuyulara yerlestirildi. Iki vertikal Poliakrilamid
ve karsilastirma yapabilmek igin bir adet horizontal agaroz jeli, ayni gug
kaynagina birlikte baglanarak 5 V/cm akim verildi. PAG'lerinden biri ve agaroz
jeli 0.5 ug/ml EtBr'de, diger PAG Gumisgle boyand..

Ayrica Cukurova érneklerinin Hinfl ve Haelll total DNA fragmanlar
agaroz jelinde silik band verdikleri géruldi. Bunun Uzerine %7 PAG'de
kosturularak agarozdan farkli bandlagmanin olup olmayacagina bakildi.

3.18. Poliakrilamid Jelinin EtBr ve Giimiigle Boyanmasi

Daha 6nce hazirlanmis olan poliakrilamid jeline yukarida agiklandidi gibi
elde edilen kesilmis DNA'lar aplike edildi. Elektroforez sonrasi jellerden biri 1x
TV’BE (EK.1.29) tamponunda hazirlanan EtBr iginde yaklasik 30 dakika sire ile
boyand:. Aynt DNA orneklerini igeren ikinci jel, gimus boya (EK.1.33) ile
boyand:. Gumls ve EtBr ile boyanan jeller, DNA bandlar yénlnden
karsilastinldi.
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3.19. Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesim Programi

Cukurova ve Sanlurfa bélgesinden izole edilen érneklerin yérelere gére
dagiimian ile referans suslarin tam listesi EK.1.38'de verilmigtir. Kesim
optimizasyonu ¢aligmalarina uyularak, islemler 1.5 ml'lik Eppendorf tiiplinde ve
30 pl'lik reakisyon hacminde yapildi. DNA 6rnegdi (2ug) 37°C'lik etlivde, 4 saat
kesildi. Tum kesim agamalarinda ¢aligandan kaynaklanan DNaz aktivitesini yok
etmek amaciyla eldiven kullanildi. Kesimde kullanilacak enzim ve g¢aligma

tamponu uretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda -20°C’den alinip buz kabina
kondu. Her 1 pg total DNA basina 3U enzim gelecek sekilde gerekli
hesaplamalar yapildi. Ornek ve referans sayisi 39 idi (EK.1.38) ve bunlarin
tamami galigilan enzimle ayni kosullar altnda kesildi. Yine bu ¢aligma iginde
kontrol ve takip amagl olarak ticari marker A DNA-EcoRI (EK.1.35) ile saglam A
DNA (EK.1.34) ilgili enzimle kesilerek kullanildi. Olabilecek kayiplar gézéniinde
tutularak toplam 41 6rnek tzerinden hesaplama yapildi. Her bir érnek igin 1.5
ml'lik Eppendorfa sirasiyla su, total DNA ve 8 ul enzim kansimi eklendi. 30 pl'lik
reakisyon hacmine 2 ug total DNA konuldugu igin, verilen enzim miktari 6U ve
reakisyon tamponu (10x) 3'er ul olmus oldu. Ornek, referans ve A DNA kesim
programi asagidaki ¢izelgede yazildigi gibi uygulandi.

Kesim Ornegi: EcoR! Karigimi (25U/ul)
© Rest. endonkl. enzimi x ul 10 pl

10xReaksiyon tamponu 123 pl 123 pl

Steril deiyonize su x 195 ul

TOTAL 328 pl 328 ul
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Ornek Kons.

No’su (ua/ul)

1 0.590
2 0.750
3 0.620
4 0.900
5 0.645
6 0.285
7 0.440
8 0.405
9 0.240
10 0.270
11 0.600
12 0.700
13 0.780
14 0.330
15 0.420
16 0.530
17 0.305
18 0.545
19 0.260
20 0.190
21 0.195
22 0.210
, 23 0.325
24 0.335
25 0.200
26 1.345
27 0.470
28 1.465
29 0.230
30 0.485
31 0.680
32 0.200
33 0.420
34 0.165
35 0.195
36 0.185
37 0.465
38 0.180
39 0.755

A DNA 0.500

Yukaridaki programa goére hazirlanan tum reakisyon igerikleri parmakla
tiklanarak karistinldi. Tip geperine sigramis olan solisyon zerrecikleri, tuplerin
10.000xg’de 15 saniye santrifuj edilmesiyle gbkturtldi. Bu haliyle tipler 37°C'lik
etive kaldinlarak 4 saat slreyle inkibe edildi. Stre bitiminde reakisyonu
durdurmak amaciyla 30 pl reakisyon hacmine 8 pl 5x takip-stop karigimi katildi.
Kangim saglandiktan sonra, elektroforeze kadar -20°C'ye alindi. EcoRl, Hindlll,
Haelll, Hinfl, Alul ve Rsal enzimlerinin (EK.1.37) kesim ¢aligmalarinda

Tot.DNA

(ug/100ul)

59.0
75.0
62.0
90.0
64.5
28.5
44.0
40.5
24.0
27.0
60.0
70.0
78.0
33.0
42.0
53.0
30.5
54.5
26.0
19.0
19.5
21.0
325
33.5
20.0
134.5
47.0
146.5
23.0
48.5
68.0
20.0
42.0
16.5
19.5
18.5
46.5
18.0
76.5
X

2 ug Tot.DNA Su hacmi

icin_hacim{ul) (ul)
4.0
3.5
3.5
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18.0
18.5
18.5
19.0
18.5

14.0

17.0
16.5
13.0
14.0
18.5

"19.0

19.0
15.5
17.0
18.0
15.0
18.0
13.5
10.5
11.0
12.0
16.5
16.5
11.5
20.0
17.5
20.0
13.0
16.0
18.5
11.5
17.0
9.0
11.0
10.5
17.56
10.5
19.0
18.0

Enzim

kanigimi (ul)



yukaridaki program izlendi. Tek fark her bir enzim karigiminin farkli olmasiydi.
Enzim karnigiminda, enzim konsantrasyonuna bagli olarak su ve enzim hacimleri
degistirildi. Reaksiyon tampon hacmi sabit tutuldu. Kesim sonrasi DNA
fragmanlarini ana jelde kosturmadan 6nce kontrol amaciyla, tim kesimler
minijelde kosturuldu. Elektroforez siresinin belirlenmesi igin yapilan 6n
calismalarda, DNA bandlari bromofenol mavisi ile ylrlyorsa yaklastk 2 saat,
ksilen siyanol F ile yirlyorsa yaklasik 4 saatlik bir kosmanin yeterli olacagi
tesbit edildi.

3.20. DNA Fragmanlarinin Fotograflanmasi
- Agaroz jelinin hazirlanmasi sirasinda jel tablasina dékilmeden o&nce,
icine EtBr katilmisti. Elektroforez tamamlaninca, jelin dinlendiriimesi amaciyla,
yaklagik 30 dakika sure ile EtBr icermeyen 0.5x TBE (pH8.3) tamponunda
bekletildi. Hemen ardindan Transilliminatér Gzerine yerlestirilerek, polaroid
filmle fotograflandi. Fotograf gériintileri Bilgisayar'a aktariid.

3.21. Jelde DNA Bandlarinin Degerlendirilmesi

%0.7 ve 20x15x0.4 cm boyutlarinda 30 kuyulu agaroz jeli hazirlandi.
Soldan ilk 1-2 kuyu marker kesimleri, son bir kuyu kesilmemis total DNA icin
ayrildiktan sonra aradakilere EK.1.38'daki siralamaya bagli kalarak 6rnek veya
referans suslarinin kesilmis total DNA soliisyonlari 15 ul (~1ug) hacimde aplike
edildi. EK.1.38'daki siralama bundan sonraki tim denemelerimizde aynen
uygulandt. Her jele, ilk iki kuyuya referans amagla ticari olarak EcoRl'le kesilmig
A marker DNA's1 (EK.1.35) ve bizim kestigimiz A DNA (EK.1.34) 15 ul (~400 ng)
hacimlerde tatbik edildi. Yine ayni amagla, her jelin son kuyusuna Leishmania
donovani (DD-8) saglam total DNA’'st konuldu. DNA bandlari hem 6&rneklerin
kendi icinde hem de referans suglarin DNA bandlanyla karsilagtirilarak
Cukurova ile Sanliurfa béigesinden izole edilen drnekler arasindaki farklar ve
bu 6rneklerin referanslarla benzerlikleri tesbit edildi. Karsilagtirmalar, milimetrik

dicimlerle elde edilen degerlere gore yapildi, Film ve jel boyutlarl arasindaki
32



oran (1/2.86) sabit faktér olarak kabil edilip resim Gzerinde her bir bandin aldig
yo! (cm) bu faktérle ¢arpildi. Jel, fotograf Gizerinde 1/2.86 oraninda kagultildi.
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4. BULGULAR

4.1. Besiyeri Standardizasyonu

Galigmada, ilk olarak, tim orneklere yanit verebilen izolatif ve biyokutle
amagl besiyeri hazirlanmasi hedeflendi. Dr. ALVAR ve Dr.STRELKOVA'dan
temin edilen referans suslardan gelisi glizel segilen 7 tanesi ile en uygun
besiyerinin belirlenmesi amaciyla denemeler yapildi. Birbirinden farkh bes
bifazik besiyeri ve bir adet monofazik besiyerine énceden belirlenen sayida
promastigot agilandi. Kulttrasyon (24°C‘de 6 giin) sonunda yeniden sayim
yapildi.

Elde edilen sonuglar, Cizelge 1'den de izlendigi gibi tim suglara yanit
verebilen ortak bir besiyerinin olmadi§i goésterdi. Ancak, hiicrelerin en aktif
oldugu besiyerinin Modifiye Evans bifazik besiyeri oldugu tespit edildi.

Cizelge 1. Besiyeri Standardizasyonu

RPMI Klasik Nut.agar. Mod. %1.2 BHI  %4.7 BHI

Sug 1640 NNN NNN Evans Agar Agar
L.infantum 1x10’ 3.6x107 1.3x107 1.9x10’ 2x10 1.1x10’
LEM-417
L.major 2.1x107 4.8x10° 1.2x10° 1.7x107 1.6x10’ 9.9x10°
5-ASKH
L.donovani 2.2x10° 4,7x10° 1.3x10° 3.7x107 9x10° 1.6x10°
DD8
L.tropica 6.2x10’ 3x10° 1.2x10"  1.7x10"  1.5x10"  8.6x10°
K-27 +
L.infantum 1.9x107 3.2x10° 1.5x10° 6.1x10° 8.3x10° 1.5x10°
LEM-75 :
L.infantum 3.5x108 3.9x10° 2.9x10° 7.6x10° 9.4x10° 1x10°
IPT-l
L.infantum 9.2x10° 1.8x107 9,7x10° 5.6x10° 1x107 3.6x10°
LEM-2205

4.2, lik izolasyon ve Adaptasyon
, Basta Adana il merkezi olmak Gizere, Kadirli, Kozan, Diizi¢i ve Karaisali

gibi yéreleri icine alan Cukurova bélgesinden gelen ¢ok sayida kuten
lezyonlarinda c¢ahgild:. Aseptik sgartlara uyularak, lezyonun oncelikle alkolle

dezenfekte edilmesi sonucu, alinan aspiratlarin kiltiirde kontamine olmaksizin
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Uredigi izlendi. Prof. STRELKOVA'nin 6nermis oldugu igne aspirasyon
onandt. Aspirasyon iglemi, her lezyonun hem kenarindan hem de merkezinden
tekrar edildi. Ancak Cukurova bdlgesinden gelen lezyonlarin gogunun ¢ok
kiiciik olmasi nedeniyle aspirasyonda bazen glgliklerle karsilagiidi. Caligilan
lezyonlarin bir gogunda, hastalarin é6nceden kendilerince bir takim muameleler,
zaman zaman antibiyotik, antimikotik ve hatta paramedikal uygulamalar yapmig
olduklan tesbit edildi. Ayrica Cukurova izolatlarinin hazirlanan besiyerlerine,
adaptasyon problemlerinin oldugu hatta herbirinin ayn ayrt farkliliklar
gosterdikleri belirlendi. Kontrol sirasinda promastigot tesbit edilen érneklerde,
hiicreler pasif ise (az hareketli) pasajlari hangi besiyerine yapilirsa yapilsin
olumlu sonug alinamadi. Sanliurfa izolatlarinin ise, besiyerlerine daha kolay
adaptasyon sagladiklan ve Cukurova izolatlarina kiyasla daha kolay izole
edildikleri gézlendi. Sanliurfa kaynakli lezyonlarin agagd! yukari 5-8 kat daha
buytk olmalan nedeniyle aspirasyon daha kolay idi. Ancak kilturasyon
yéninden bunlar arasinda da bazen farklihklar géralda.

Izolasyon igin yapilan galismalarda modifiye Evans bifazik besiyeri ve
klasik NNN besiyeri kullanildi. Klasik NNN besiyeri ile yapilan denemelerde 4.-
5.glinlerden itibaren ortaya ¢ikan aglutinasyon degisik alternatiflerin ve
Dr.STRELKOVA'nin tavsan kaba kan lizati ilavesi énerisine ragmen devam
ettigi goéruldi. Modifiye Evans bifazik besiyerinin kullaniimasi halinde ise,
aglttinasyon ile karsilagtimadi. Bu besiyerlerine ilk kontrol strasinda (5.gln),
100 ul glukozlu bidistile su eklendi**. Dokuzuncu giinden itibaren kiltirasyonun
gelismekte oldugdu, buradan hem modifiye Evans bifazik besiyerine hem de 1x
RPMI-1640 besiyerine yapilan pasajin olumlu sonug verdigi izlendi. Bu kaltlrler
"1.pasaj kulturd" veya "subkltar" seklinde isleme tabi tutuldu.

4.3. Amastigot ve Promastigot Formlari
Kutanéz leishmaniasis amastigot sekli, izolasyondan hemen sonra hasta
lezyonlarindan alinan aspiratin lama yayilmasi ve boyanmasindan elde edildi.
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Buna gére yapilan incelemede amastigotlarin elips veya oval bigimde olduklari

tesbit edildi. Izolat (6rnek) amastigot boyutlarinin 1.5-3.1 um oldugu belirlendi.

Sekil 1: Amastigot ve promastigot hticrelerinin morfolojileri. (Nikon UFX-DX mikroskop,
Nikon NFX-35 kamera atagmanli, 100X)
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Promastigot sekilleri, klltirden alinan hiicre stispasiyonun PBS ile
yikanip lama yayillmasi ve boyanmasi ile elde edildi. Buna gére 1.95-11.8 pm
(en-boy) boyutlarinda tesbit edilen promastigotlarin kamgilari 12 um ve oval
sekilli ntkleuslar 0.9-2.0 um olarak belirlendi. Giemsa boyasinin musluk suyu
ile hazirlanmasi ve metanolle fiksasyon sonrasi boyama yapmadan o6nce,
lamlarin musluk suyundan gegirilmesi temiz preparat hazirlanmasini sagladi.
Olgiimler igin mikrometrik okilerden yararlanildi (Sekil 1).

4.4. Biiyiikk Hacimde Kiiltiir

1x RPMI-1640 besiyerinde subkiiltiirlere alinan izolatlar 7. giinde yapilan
kontrolde hiicre sayisi ve aktivite iyi ise, 25 ml 1x RPMI-1640 iceren blylk
hacimli besiyerine asilandi. Bu besiyerinin hacmi sabit tutularak, 7. ve takip
eden glinlerde yapilan kontrollerde tipten tiupe farkli sonuglar elde edildi. Bu
farklihg! ortadan kaldirmak ve hiicre Gremesini hizlandirmak amaciyla 25 ml'lik
besiyerine tavsan kan lizati eklenmesine ragmen bu problem asilamadi.

Buna karsilik kiltiirasyon islemi sirasinda kiltir hacminin agamah®**
olarak 25 ml'ye yikseltiimesi halinde oldukga basarili sonuglar alindi. lleriki
calismalara temel olusturacak diizeyde hiicre miktari elde edlildi. Asamali
hacim yikseltiimesi, 7.glindeki subkultirden %15 tavgan tam kan lizat! iceren 5
ml'lik 1x RPMI-1640'a asilama ile baslad!. Bu besiyerine 3.giinde 10, 6.glinde
10 ml lizatsiz taze 1x RPMI-1640 eklendi. Ondérdinct ginde yapilan
sayimlarda yaklastk 2-4x107 hiicre/ml verim elde edildi (Sekil 2).

4.5. Ureme Egrisinin Gikariimasi

Total DNA izole etmek amaciyla fazla miktarda hicreye ihtiyag
bulunmaktadir. Bunun igin L.tropica (MHOM/SU/74/K-27) referans sugunun,
kiitlesel Uretimi igin geg log fazi, kriyoprezervasyon ve pasa;j islemleri igin ise log
fazi hiicrelerinden yararlanildi. Ureme egrisinin ¢ikariimasi igin stok promastigot
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Gizelge 2: Ureme egrisinin gikarilmas:

Zaman (Giin) Klasik NNN (hiicre/ml) RPM!-1640 (4hiicrelml)
0 10 10
1 2.0x10* 3.0x10*
2 2.4x10° 3.6x10*
3 2.8x10° 4.8x10°
4 4.6x10° 6.0x10°
5 5.7x10° 8.0x10°
6 9.8x10° 2.0x10°
7 10.0x10° 4.6x10°
8 5.0x10° 6.0x10°
9 3.0x10° ~ 10.0x10°
10 2.7x10° 10.3x10°
11 . 2.4x10° 10.6x10°
12 2.3x10° 10.9x10°
13 2.0x10° 22.6x10°
14 1.7x10° 28.4x10°
15 1.2x10° 33.0x10°
16 1.2x10° 31.1x10°
17 9.7x10° 26.0x10°
18 5.4x10° 10.8x10°
19 5.7x10° 10.0x107
20 4.7x10°

Milyon

/ |-=Klasik NNN -~RPMI-1640 |

T T T T T T T T T T T T 1
01 2 3 4 5686 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

Zaman (Gun)

Sekil 2: Ureme egrisi

say!si belirlendikten sonra hem klasik NNN’e hem de 1x RPMI-1640'a agilama
yapildi. Belli zaman araliklari ile hiicre sayimi tesbit edildi (Cizelge 2).
Sonugta, L.tropica (K-27) kulturd, klasik NNN'de 7.gunde; 1x RPMI-

1640'ta 15. glinde en yiiksek seviyeye ulagtidi saptandi.
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4.6. Degigik Lizatlarla Modifiye Edilen Besiyerlerinde

Populasyon Tasima Kapasiteleri

Literatir bilgilerine gére bifazik besiyerinde (klasik NNN) mililitre bagina
en fazla 1.5-2.5x10" hiicre®®, RPMI-1640 besiyerinde 2-4x10” hiicre"’ alindigi
gorilmektedir. Mililitre basina diigen en yiksek hiicre sayisinin en azindan
klasik degerlere ulagabilmesi ve bu degerlere ulagsma sutrelerinin kisaltilabilmesi
amaciyla laboratuar kosullarimizda asagidaki besiyerleri denendi. (Gere¢ ve
Yéntem/3.5 siralamasina bagli kalarak) '

Modifiye Evans bifazik besiyeri (1),

1x RPMI-1640 (2),

%15 tavsan tam kani igeren 1x RPMI-1640 (3),

%15 tavsan tam kan lizati igeren 1x RPMI-1640 (4) ve

%15 insan tam kan lizati iceren 1x RPMI-1640 (5).

Muhtemel kontaminasyonlarin 6niine gegmek, besiyerinin tagima
kapasitesine kisa zamanda erigmesi ile mimkindi. Galigmada L.tfropica (K-27)
ve L.donovani (DD-8) referans hucreleri kullanildi. Her iki hiicrede, modifiye
Evans bifazik besiyerinde (1) 14.giinde ve Insan tam kan lizati igeren (%15) 1x
RPMI-1640 besiyerinde (5) 4.glinde, en yilksek hiicre sayisina erisildi. Diger
yandan, kan UrQinil icermeyen besiyerlerinde 1x RPMI-1640 (2), en yiiksek
hiicre sayisina L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) igin 12.ginde
ulasabildiler.

Cizelge sonuglarina bakildidinda, birim hacme disen en yiksek hicre
sayisinin (klasik degerin) asilamadi§i, ancak kan ve kan Qrinleri katilan
besiyelerinde dider bir sdyleyisle 1x RPMI-1640 besiyerlerinde en yiiksek hiicre
sayisina erigme zamaninin kisaldigi gérildd. Kan ve kan trtinlerinin bu etkisi,
biyokutle elde edilmesi sirasinda asamali olarak besiyeri hacmin arttiriimast
isleminin, 5 mllik ilk asamasina tatbik edildi. Sonuglar Cizelge 3'te
gérilmektedir.
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Cizelge 3: Farkli Kompozisyondaki Besiyerlerinin Populasyon Tagima Kapasiteleri

L.tropica (K-27) (hiicre/ml)x10° L.donovani (DD-8) (hiicre/ml)x10°
(1) (2) (3) (4) (5) (1) (2) (3) (4) (5)
Mod. RPMI RPMI RPMI RPMI Mod. RPMI RPMIi RPMI RPMI
Giin Evans 1640 1640 1640 1640 Evans 1640 1640 1640 1640
0 0.4 0.2 0.2 0.2 0.2 0.48 0.24 0.24 0.24 0.24
4 13.5 7.5 12 19.6 29.25 13.7 3.4 9.6 12.15 28.4
6
7

16.25 1515 195 31.1 23.5 21.5 1065 156.7 2455 15.9
2275 18.05 2441 2485 1885 2735 132 2045 2641 14.5
8 2775 221 29.7 19.7 14.9 32.7 18.75 2555 18.06 121

10 38.5 28.3 25.1 9.156 7.56 40.7 2565 2125 13.056 9.0
12 42.05 293 45.05 28.15

14 43.6 17.55 46.55 16.0

16 2275 27.85

4.7. Mitojen Maddenin Uremeye Etkisi

Kultlrasyon siresinin, mitotik indeks degerini yikselttigi bilinen PHA-L
(Fitohemaglutinin) ile daha da gelistirilebilecegi disiincesinden hareketle, bu
ajan 1x RPMI-1640 besiyerinde eklenerek etkisi denendi. Yikselen PHA-L
degerlerine kars! elde edilen "hiicre sayis|” Cizelge 4'te gériimektedir.

Cizelge 4 sonuglarina bakildiginda PHA-L ajaninin, populasyon tagima
kapasitesi lizerine herhangi bir etkisi olmadidi tespit edildi.

- Gizelge 4: Mitojen Maddenin (PHA-L) Hucre Uremesine Etkisi

PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L
Giin (O pgml) (1 pa/ml) (3 pa/ml) (5_ug/mi) (8 ug/ml) 15 ug/ml
0 7x10 7x10 7x10 7x10 7x10 7x10
2 6x10° 6.67x10° 6.67x10° 8x67x10° 6.67x10° 8x67x10°
4 4.8x10° 2.07x10° 2.7x10° 1.73x10° 1.67x10° 3x10°
6 1.28x107 1.27x107 1.5x107 1.38x10’ 1.35x107 1.34x107
8 2.46x10’ 2.46x10’ 2.29x107 2.38x107 2.04x10’ 2.3x107
10  2.67x10°  2.92x107 2.59x107 2.67x10’ 2.22x10" 2.83x107
12 2.87x10"  3.17x10’ 2.93x107 2.9x107 2.9x107 3.23x107
14  3.08x10° 3.3x107 3.17x10’ 3.12x10’ 3.13x10’ 3.2x107
16  1.26x10"  1.06x10’ 1.1x10" 1.05x107 1.06x107 1.07x10’

4.8. Ureme Atmosferine NaHCO3'in Etkisi
Uzerinde CO; kontrol sistemi bulunmayan etlvlerle yapilan galigmalarda
NaHCO; kullaniminin, Ureme i¢in gerekli nétral pH'yi bozmadan, sorunun

¢6zimiine ne derece yaklagim gdsterdigini belilemek amaciyla yaptigimiz
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denemede, Cizelge 5'de goérildiigu gibi, artan NaHCO3; konsantrasyonlarinin
tremeyi negatif yénde etkiledigi saptandi.

Cizelge 5: NaHCO4'in L.tropica (MHOM/SU/74/K-27)'ya Etkisi.

RPMI-1640 RPMI-1640 RPMI-1640
Zaman (Giin) 0 mM NaHCO; 4.76 mM NaHCO, 24 mM NaHCO,
0 10° 10° 10
7 1.56x107 1.4x107 3.93x10°
12 1.1x107 1.1x107 8.17x10°

4.9. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon igin  kriyoprotektan  olarak  Gliserol  (son
konsantrasyonu %7.5) veya DMSO (dimetil sulfoksit, son konsantrasyonu
%6.72) kullantldi. Her iki protektanla da kademeli dondurma ve hizli ¢ézme
islemi uyguladiginda kriyo igleminin basarili oldugu tespit edildi. Ancak,
calismalarimizda, toksik olmamasi nedeni ile gliserol tercih edildi.

4.10. Hiicre Toplama ve Yikama

Promastigotlardan total DNA izole etmek amaciyla hicreler ge¢ log
fazda, yani 14. giinde toplandi. Elektroforez jelinde, artefaklarin olusumlarini
engellemek igin toplanan hilcrelerin dikkatli yilkanmalarina énem verildi. Iglemler
sirasinda hiicre sispansiyonlarini énemli bir tehlike beklemektedir. Bu da
hticrelerin kendi lizisleri sonucu ortaya ¢ikan ve ayni zamanda galisandan gelen
DNaz'dir. DNaz eliminasyonu igin slrekli olarak tek kullanimlik eldiven giyilmesi
yaninda, hicreleri iki defa izotonik solisyonda ve ardindan 150 mM EDTA
iceren SET (pH 8.0) lizis tamponunda yikanmalarina 6zen gd&sterildi.

4.11. Total DNA lzolasyonun Optimizasyonu

Total DNA izolasyonunda bir ¢ok yéntem kullaniimaktadir.
Laboratuvarimiz olanaklarina gére fenol-kloroform ve tuz ekstraksiyon
yontemleri kargilagtirmall olarak uyguland. Her iki yéntemle elde edilen Grlnler,

verim, saflik ve elektroforetik gorlinQrlikleri agisindan degerlendirildi,
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Sonugta, tuz ekstraksiyon yénteminin daha verimli, ayni zamanda daha
ekonomik oldugu tesbit edildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 6'da verilmistir.

Cizelge 6: Fenol-Kloroform ve Tuzla Ekstre Edilen DNA'nin Spektral Analiz Sonuglari

Fenol-Kloroform ekstraksiyonu Tuz ekstraksivonu
Saflik Verim(pa/ul Saflik Verim{ug/ul
1.565 0.18 1.857 0.195

4.12. Total DNA izolasyonu

Laboratuvar kosullarinin uygun olmasi nedeniyle, Gomez-Eichelmann et
al®® sundugu lizis tamponu (SET, EK 1.23) ve sartlar kullanildi. Proteinlerin
uzaklastinlmast amactyla Miller et al® tuz ekstraksiyon yéntemi ile devam
edildi. Deterjan olarak Na-sarkosinat kullanildiginda elektroforezde DNA'nin
daha parlak bir gériinti verdigi gézlendi. Ancak tuz ekstraksiyon yénteminde,
SDS-NaCl-protein kompleksi, Na-sarkosinat'a kiyasla daha yiiksek miktarda
protein presipite ettirdiji ve buna baglh DNA miktarinda ve saflidinda artisa
neden oldugu gérildii. Purifiye edilen total DNA, TE tamponunda ¢ézllerek -
20°C'ta saklandi.

4.13. Total DNA’'nin Spektral Analizi

Izole edilip purifiye edilen total DNA, 110 ul TE tamponunda ¢ézldi.
Elde edilen total DNA'nin konsantrasyon ve safligini belirlemek (zere 260 ve
280 nm’'de absorbans degerlerine bakildi. Kullanilan siralama, referans ve
6rneklere ait kimlik bilgilerinin verildigi ¢izelgedeki (EK.1.38) gibidir.
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Cizelge 7: Cukurova ile Sanliurfa lzolatlari ve Referans Suslarin Total DNA'larinin Spektral
Olcim Degerleri*.

260 nm 280 nm 260/280 Kons,

Ornek No Absorbans Absorbans Saflik walul
1 0.118 0.065 1.82 0.5690
2 0.150 0.088 1.70 0.750
3 0.124 0.066 1.88 0.620
4 0.180 0.098 1.80 0.900
5 0.129 0.076 1.70 0.645
6 0.057 0.033 1.70 0.285
7 0.088 0.049 1.80 0.440
8 0.081 0.048 1.70 0.405
9 0.048 0.027 . 1.80 0.240
10 0.054 0.028 1.93 0.270
! 11 0.120 0.069 1.74 0.600
12 0.140 0.082 1.70 0.700
13 0.156 0.091 1.71 0.780
14 0.066 0.036 1.80 0.330
15 0.084 0.048 1.75 0.420
16 0.106 0.059 1.80 0.530
17 0.061 0.033 1.85 0.305
18 0.109 0.059 1.85 0.545
19 0.052 0.030 1.70 0.260
20 0.038 0.021 1.81 0.190
21 0.039 0.022 1.77 0.195
22 0.042 0.023 1.83 0.210
23 0.065 0.037 1.76 0.325
24 0.067 0.039 1.72 0.335
25 0.040 0.023 1.74 0.200
26 0.269 0.141 1.90 1.345
27 0.094 0.052 1.80 0.470
28 0.293 0.172 1.70 1.465
29 0.046 0.025 1.84 0.230
30 0.097 0.055 1.76 0.485
31 0.136 0.080 1.70 0.680
32 0.040 0.021 1.80 0.200
33 0.084 0.047 1.79 0.420
34 0.033 0.019 1.74 0.165
35 0.039 0.022 1.77 0.195
36 0.037 0.021 1.76 0.185
37 0.093 0.054 1.70 0.465
38 0.036 " 0.021 1.70 0.180
39 0.151 0.080 1.89 0.755

*Cukurova (1-18), Sanliurfa (19-25) izolatlari ve Referans suslari (26-39)

4.14. Takip-Stop Karigiminin DNA Bandlarina Etkisi

Elektroforezde dansite arttirici madde olarak gliserol, sukroz veya fikol;
DNA bandlarinin elektroforez sirasinda izlenmesi amaciyla da bromofenol
mavisi ve ksilen siyanol kullanildi. Son derigimi %5 olacak gekilde fikol

kullanildiginda, elde edilen DNA bandlarinin dizgin oldugu, siikroz veya
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gliserolde ise purizll bir gérinim verdigi tesbit edildi. Nikleaz enzimleri, 10
mM EDTA ile inaktif hale getirilebilmektedir. Bu amagla takip boyasina enzim
inaktivasyonu igin EDTA ve yapiskan DNA uglarinin jelde silik band vermesini
O6nlemek igin de %0.1 SDS katildi. Elektroforez éncesinde kesilmis DNA,
65°C'de 10 dakika tutuldugunda hem DNaz'in inaktive oldugu hem de DNA
bandlarinin daha diizgtin gérildigl tesbit edildi.

4.15. Ammonyum Asetatla DNA Purifikasyonu

Etanolle presipitasyon asamasinda ortama son derigimi 2.5 M olacak
sekilde NH40Ac eklendiginde, DNA safliginin iyilestigi belirlendi. Muhtemel
protein ve diger artiklarin tamamen eliminasyonu igin NH40AC presipitasyonu
teknigi kullanildi. Hatta presipitasyon birka¢ kez tekrarlanarak saf Grin elde
edilip edilemiyecegdi arastirildi. Sonugta, belirlemelerimiz baglaminda, t¢ defa
st Uste etanol presipitasyonu ile berabar ammonyum asetat purifikasyonu
uygulandi. Elde edilen sonuglar Cizelge 8'de verilmistir.

Cizelge 8: Ammonyum Asetat’in DNA Purikasyonuna Etkisi

Purifikasyon 260 nm 280 nm 260/280 Konst
Sayisi {Absorbans) (Absorbans) {Saflik) (ug/ul)
1.purifikasyon 0.131 0.086 1.52 0.655
2.purifikasyon 0.129 0.080 1.61 0.645
3.purifikasyon 0.127 0.074 1.72 0.635

4.16. Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesim '

Restriksiyon endonikleazlar pahali olduklarindan, tam kesim igin Unite
miktari, reaksiyon hacmi ve kesim slresinin optimizasyonu amaciyla 6&n
caligmalar yapildi. Buna goére 1.5 mllik sterii Eppendorf ttplnde, 30 pl
reaksiyon hacminde 2 ug total DNA ve 3 U/ug DNA restriksiyon enzimi
kullanilarak 37°C’'de 4 saat boyunca tam kesim elde edildi. Her enzimle, A
DNA'sI da ayni sartlarda kesildi. Stire bitiminde tum reaksiyonlar 5x takip-stop
karigimi ile durduruldu.
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4.17. Agaroz Jel Elektroforezi

Teknigin standardizasyonu igin yaptidimiz 6n ¢alismalarda; (1) agaroz
konsantrasyonu %0.3 ile %3 arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlandi
ve en iyi DNA band gorintlistt veren jel konsantrasyonu arastinidi. En iyi
konsantrasyonun %0.7 oldugu tesbit edildi. (2) Jel kalinhgi énce 0.3 cm olarak
hazirlandi. Ancak elimizdeki tarak diglerine gére gerekli hacim olusturamad, 0.4
cm’lik kalinhigin ise, ihtiyaca uygun oldudu belirlendi. (3) DNA miktar ve hacmi
icin yapilan 6n g¢alismalarda, kesilmis DNA, her kuyuya 10 ng’dan 1000 ng'a
kadar degisen miktarlarda verilerek, en iyi DNA bandlarinin 1 pg DNA ile
gérintilendidi belirlendi. Hazirlanan jel kalinliginda (0.4 cm) her kuyunun
maksimum 15 pl DNA solisyonu alabildigi goértldt, (4) Elektroforezde
uygulanacak voltaji belirlemek igin cm'ye 2V-10V aras! degisen akimlar verildi.
Vbltaj arttirilinca, elektroforez stresinin kisaldigi géruldi. Agaroz jelinde
(20x15x0.4 cm), orta (600 bg¢ gibi) ve daha biytk fragmanlarin tesbiti igin cm’ye
8V verilmesinin uygun oldugu tesbit edildi. (5) DNA bandlarinin jel distna
¢ikmadan goriintiilenebilmesi igin yapilan 6n testlerde, takip i¢in kullanilan
boyalar izlendi. lzleme, devam etmekte olan elektroforezin araliklarla
durdurularak transilliminatérde incelenmesi ile yapildi. Buradaki goérintide
band hangi boya ile 6zdeslesmis ise elektroforez sirasinda o boyanin hareketi,
streyi belirleyici faktér oldu.

Bu arada restriksiyon enziminin ¢aligip ¢alismadig!, g¢aligiyorsa band
verip vermedigi, veya DNA 6rneklerinin saf olup olmadidi, kontaminasyon olup
olmadigi, kesim reaksiyonu sonucu olusan DNA fragmanlarinin blyuklukleri
hakkinda yaklasik fikir edinmek igin minijeller (8x4 cm) kullanildi. Buradan elde
edilen bilgilerle ana elektroforez islemleri yénlendirildi.

4.18. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzimlerin bir kismi goériinebilir DNA bandlan yerine silik band
olusturduklari, gériintilenemiyen bu DNA bandlarinin, por ¢api oldukga kiglk
olan akrilamid jelinde de gérlntilenip gérintilenemiyecedine bakildi. Galima

sonuglarina gére yapilabilecek en blylk por gaph akrilamid hazirlanmasina
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ragmen, agaroz jelinde gérintlilenen DNA bandlarindan farkli DNA bandlan
gézlenemedi. Ayni zamanda DNA fragmanlarinin, hazirlanan en blylk por
capl akrilamid jelinden gecememesi nedeniyle bu porlarin da kesik total DNA
fragmanlarina gére g¢ok klglk oldugu tespit edildi. Yani DNA fragman
blylkltkleri arasindaki muhtemel fark, bu jel ile elde edilemedi.

4.19. Poliakrilamid jelinin EtBr ve Giimiigle Boyanmasi

Akrilamid jelinde EtBrin de yeterince hassas olamiyacag kuiglklikte
DNA bandlarinin olabilecegini duistinerek, ayni sekilde hazirlanmig iki akrilamid
jeli ile galigildi. Bu jellerden biri EtBr ile, digeri daha hassas oldugu kabul edilen
Gumusle boyanarak kargilagtinildi. Bu ¢alisma ile iki jelde bandlar arasinda fark
gorilmedi, yani EtBrin géruntiliyemedigi herhangi bir DNA bandina
rastlanamadi. Ancak gimisle boyamanin kalici ve UV 1s1g1 gerektirmemesi
yénlinden daha elverigli oldugu géruldiysede, normalde elde olunan DNA
fragmanlarinin bilyiik olmasi nedeniyle kullanimindan vazgegildi.

4.20. DNA Bandlarnin Degerlendirilmesi

Leishmania Total DNA’lan restriksiyon endonilkleazlarla kesildiginde,
DNA zincirlerinde bulunan enzim tanima bélgelerine gére degisik biytkliklerde
fragmanlar elde edildi. Bilgisayara aktarilan fotograflarda; olusan band sayisi ve
aplikasyon noktasindan itibaren alinan yola gére farklar ve benzerlikler
belirlendi. Kimi izolatlarda gériinebilir DNA bandlari olusurken, kimisinde silik
DNA bandlan olustu. Silik DNA bandi, alanda ¢ok sayida kigllk DNA
fragmanlarinin  bulundugunun bir gdstergesidir. Ancak &lglimlere uygun
olmadigindan analiz digi birakildilar. Genotipik olarak heterojen olduklan bilinen
Rusya ve Ispanya suglarin DNA'lan elimizdeki enzimlerle kesildi ve aradaki
farkhliklar tesbit edildi. Elimizdeki enzimlerin aktivitelerini kontrol etmek
amaciyla ticari olarak satilmakta olan A DNA'si bu enzimlerle tek tek kesildi.
Literatir bilgilere gére A DNA; EcoRlI'le 6, HindllI'le 8, Haelll'le 150, Hinfl'le 149,

Alul'le 144 ve Rsal enzimiyle 114 DNA bandi verdidi belirtimektedir.
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Cukurova (1-18) ile Urfa (19-25) izolatlar arasindaki farklar Haelll enzimi
tarafindan silik band olugmasi nedeniyle tam olarak gérintiilenemedi. Bunlarin
disinda kalan tim enzimlerin ise fark verdikleri tesbit edildi. Cukurova ve
Sanlhurfa izolatlarinin genotipleri arasinda bélgesel farklarin yaninda bu
boélgelerden izole edilen izolatlarin kendi aralarinda da farkliliklar gésterdigi
goéralda.

EcoRI enzimi érnekler arasinda 5, referans susglar arasinda 3 farkli DNA
fragmani verdi (Sekil 3).

Sekil 3: Ornek ve Referans suslarin %0.7 agaroz jelinde total DNA-EcoR! Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk kuyu ticari . DNA-EcoRI marker, 1-18 Gukurova, 19-25 Sanliurfa érnekleri total
DNA-EcoRI ve son kuyu L.donovani (DD-8) sugsu saglam total DNA'si. (sag) ilk iki kuyu sirayla
ticari A DNA-EcoRI marker ve A DNA-EcoRI kendi kesimimiz, 26-39 referans total DNA-EcoRl
ve son kuyu 2 no'lu 6rnek saglam total DNA's!.

EcoRI enzimi, érnekler arasinda toplam 5 farkii DNA fragmani oldugunu
gosterdi. Orneklerden 2,4,5,8,10 no'lu drnekleri grup olarak benzer DNA bandi
verirken, 1,3,6,7,9,11-14 ve 19 no'lu érneklerden olugan grup bir bagka fragman
verdigi gézlendi. 15-18,20 ve 21 grubu; 23, 25 no'lu érnekler grubu ile 22,24
ornekler grubu farkli fragman verdiler. DNA fragman profilleri $Sekil 3'te sol
tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklari yol Cizelge 9.A'da gésterildi.
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Cizelge 9.A: Orneklerin total DNA-EcoR! Bandlarinin Jelde Aldiklar Yol {cm)

4.147 cm 4.290 cm 4.433 cm 4.576 cm 4.719cm
(2) Karaisal! (1) Duzigi (15) Dozigi (23) Sanhurfa (22) Sanlturfa
{4) Duzigi (3) Karaisali (16) Adana (25) Sanlurfa (24) Sanlurfa
(5) Kozan (6) Adana (17) Adana
(8) Karaisali (7) Karaisali (18) Duzigi
(10) Duzigi (9) Karaisal (20) Sanhurfa

(11) Adana (21) Sanlurfa

(12) Karaisall

(13) Karaisali

(14) Dozigi

(19) Sanhurfa

Cizelge 9.B: Referans Suslarin Total DNA-EcoRI Bandlarinin Jelde Aldiklan Yol (cm):

3.575 em 3.718 cm 3.861cm

L. infantum (LEM-417) L. major (5-ASKH) L. infantum (LEM-75)
L. donovani (DD-8) L. infantum (LEM-2205)

L. tropica (K-27) L. arabica (JISH-220)

L. turanica (KD-51) L. major+turanica (9537)

L. turanica (PH -40)

L. turanica (Clone-3720)

L. gerbilli (gerbilli)

L. turanica (TSH-II)

L. major (Nealp)

L.infantum (LEM-417), L.donovani (DD-8), L.tropica (K-27), L.turanica
(KD-51), L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-3720), L.gerbilli (gerbilli),
L.turanica (TSH-IIl) ve L.major (Nealp)'de grup olarak ortak bir fragman verdigi
gbzlendi. L.major (6-ASKH), L.infantum (LEM-2205), L.arabica (JISH-220) ve
L.major +L.turanica=mixture (9537) grubunda benzer DNA fragmani gérildi.
Bu iki farkli fragman grubundan ayri olarak L.infantum'da (LEM-75) farkli bir
fragman daha verdidi gézlendi. Referans suslarin total DNA-EcoRI profilleri
Sekil 3'ln sag tarafinda ve DNA bandlarinin jelde aldiklan yol Cizelge 9.B'da
gbrulmektedir.

Hindlll enzimi profilleri incelendiginde; ornekler arasinda 4, referans
suslar arasinda 5 farkli fragman verdigi tesbit edildi (Sekil 4).
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Sekil 4: Ornek ve Referans suslarin %0.7 agaroz jelinde total DNA-Hindlll Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk kuyu A DNA-Hindlll kendi kesimimiz, 1-18 Cukurova, 19-25 $anliurfa 6rnekleri
total DNA-Hindill ve son kuyu L.donovani (DD-8) susu saglam total DNA's!. (sagljllk kuyu A
DNA-Hindlll kendi kesimimiz, 26-39 referans total DNA-Hindill ve son kuyu L.doriovani (DD-8)
sugu saglam total DNA's!. ’

Cukurova ve Sanliurfa izolatlari arasinda dort farkli Hindlli %ﬁ;gmanl
géraldi. 1,2,5,7,10-12,14-17 ve 19-24 no'lu izolatlarin grubu be‘;izer bir
fragman, 3, 4, 18 ve 25 no'lu izolat grubu farkli bir fragman, 6, 9 ve 13 izolat
grubu bir bagka farkli fagman verdi. Sekizinci izolat diger tim izolatlardan farkh
olarak bir DNA bandi verdigi tesbit edildi. Sonuglar Sekil 4'te sol tarafté;vé DNA

bandlarinin jelde aldiklan yol Cizelge 10.A'da gériilmektedir.
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Cizelge 10.A: Orneklerin Total DNA-Hindlll Bandlarinin Jelde Aldiklari Yol (cm)

4.147 cm
(8) Karaisal

4.290 cm

(6) Adana

(9) Karaisali
(13) Karaisal

4.433 cm
(1) Duzigi
(2) Karaisali
(5) Kozan
(7) Karaisali
(10) Duzigi
(11) Adana
(12) Karaisall
(14) Dozigi
(15) Duzigi
(16) Adana
(17) Adana

(19) Sanlurfa

(20) Sanliurfa
(21) $anhurfa
(22) Sanliurfa
(23) Sanliurfa
(24) Sanliurfa

4.576 cm

(3) Karaisah
(4) Duzigi
(18) Duzigi
(25) $anlturfa

Hindlll fragmanlarina gére; L.infantum’un (LEM-417) diger 13 referans

sus’'undan farkli bir DNA bandi verdigi gézlendi. L.donovani (DD-8), L.tropica
(K-27), L.turanica (KD-51), L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-3720) ve
L.gerbilli (gerbilli) sus’lan grup olarak benzer bir fragman alindi. L.major (5-
ASKH) ve L.infantum (LEM-2205) sus'larinda benzer bir DNA fragmani gérildi.
L.infantum (LEM-75), L.arabica (JISH-220), L.major+L.turanica=mixture (9537)
ve L.major (Nealp) suslan arasinda da benzer bir fragman belirlendi. Ayrica

L.turanica (TSH-IIl) susunda diger suslardan farkli olarak bir adet fragman

belirlendi.

Cizelge 10.B: Referans Suslarin Total DNA-Hindlll Bandlannin Jelde Aldklari Yol (cm)

4.290 cm 4.433 cm 4.719 cm 4.862 cm
L.infantum L. donovani L. turanica L. major L. infantum
(LEM-417 (DD-8) (5-ASKH) (LEM-75)
L.tropica L. infantum L. arabica
(K-27) (LEM-2205) (JISH-220)
L. turanica L. major+L.
(KD-51) Turanica (9537)
L. turanica L. major
(PH-40) (Nealp)
L. turanica
(Clone-3720)
L. gerbilli
(gerbilli)
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Referans susglara ait total DNA Hindlll restriksiyon profilleri Sekil 4'te sag
tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklan yol (cm) Cizelge 10.B'de
gorilmektedir.

Ornek ve referanslarin total DNA'lari Haelll enzimiyle kesildiginde
sadece referans suslardan L.arabica'da (JISH-220) okunabilir bir band tesbit
edildi. Diger referans sus ve izolatlarin tamaminda ¢ok sayida kesim noktasi
bulundugdu igin silik bandlar elde edildi. Ancak bu enzimden elde edilen DNA
profilleri Sekil 5'te sagda referans suslarin DNA profilleri, solda Ornek DNA
profilleri incelendiginde referans ve izolatlarin genotipleri arasinda farklar
oldugu gériilmektedir.

Sekil 5: Ornek ve Referans suglamg %0.7 agaroz jelinde total DNA-Haelll Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoR| marker ve A DNA-Haelll kendi kesimimiz, 1-
18 Gukurova, 19-25 Sanliurfa érnekleri total DNA-Haelll ve son kuyu L.donovani (DD-8) susu
sadlam total DNA'si. (sad) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoRI ve A DNA-Haelll kendi
kesimimiz, 26-39 referans total DNA-Haelll ve son kuyu L.donovani (DD-8) susu saglam total
DNA'st.

Hinfl restriksiyon profiline gére 6rneklerde 5, referans suglarda, 3 farkls
DNA fragmant elde edildi (Sekil 6).
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Sekil 6: Ornek ve Referans suglarin %0.7 agaroz jelinde total DNA-Hinfl Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoRI marker ve A DNA-Hinfl kendi kesimimiz, 1-
18 Cukurova, 19-25 Sanliurfa érnekleri total DNA-Hinfl ve son kuyu 2 no'lu érnek saglam total
DNA's!. (sag) ilk iki kuyu sirayla ticari 2 DNA-EcoR! ve A DNA-Hinfl kendi kesimimiz, 26-39
referans total DNA-Hinfl ve son kuyu 2 na'lu érnek sadlam total DNA'si.

Cukurova ve Sanlurfa izolatlar arasinda Hinfl'le 5 farki DNA fragmani
belirlendi. 1-5, 8-18 ve 20-25 izolatlarinda grup olarak farkli bir DNA bandi
gbzlendi. 6. ve 7. izolat grubunda birbirinin ayni, ancak diger 6rneklerde
olmayan (cer DNA bandi verdikleri belirlendi. 19. izolat diger izolatlarda
bulunan bir DNA bandi ile beraber, onlardan farkli bir DNA bandi daha verdigi
tesbit edildi. Bu enzimle Gukurova ve Sanlurfa izolatlar arasinda sadece 19.
izolat yonunden bir farklilik gézlendi. Sonuglar Sekil 6'da sol tarafta ve DNA
bandlarinin jelde aldiklari yol Cizelge 11.A'de verildi.

Hinfl'le referanslar arasinda 3 farkl fragman géruldu. L.tropica'nin (K-27)
diger suslardan farkli bir DNA bandi verdi§i gézlendi. L.turanica (KD-51),

L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-3720), L.gerbilli (gerbilli) ve L. turanica
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(TSH-NII) grup olarak benzer bir DNA fragmani verdikleri géruldi. Bunun
yanindaL.infantum (LEM-75), L.infantum (LEM-2205), ve L.arabica (JISH-220)
suslar! grup olarak ortak bir fragman verdiler.

Cizelge 11.A: Orneklerin Total DNA-Hinfl Bandlarinin Jelde Aldiklan Yol (cm)

1.859 cm 3.432cm 3.861 cm 5.577 cm 5.720 cm
19.Sanliurfa 6. Adana 6. Adana 1.D0zigi 6.Adana
7.Karaisali 7. Karaisali 2.Karaisall 7 Karaisall

3.Karaisali

4.Duzigi

§.Kozan

8.Karaisall

9.Karaisal

10. Duzigi

11.Adana

12.Karaisal

13.Karaisall

14.Duzigi

15.Duzigi

16.Adana

17.Adana

18.Dazigi

19.S8anlurfa

20.$anhurfa

21. Sanlurfa

22. Sanlurfa

23. Sanliurfa

24, Sanhurfa

25. Sanliurfa

Referans suslara ait total DNA-Hinfl restriksiyon profilleri Sekil 6'da sag
tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklan yol Cizelge 11.B'de verildi.

Cizelge 11.B: Referans Suslarin Total DNA-Hinf | Bandlarinin Jelde Aldiklari Yol (cm)

1.573 cm 1.716 cm 5.005 cm
L. turanica L. tropica L.infantum
(KD-51) (K-27) (LEM-75)
L. turanica L. infantum
{(PH-40) (LEM-2205)
L. turanica L. arabica
(Cl.-3720) (JISH-220)
L. gerbilli

(gerbilli)

L. turanica

(TSH-II1)

Orek ve referans suglarin total DNA’lari  Alul restriksiyon profilleri

incelendiginde, 5'er farkli DNA bandi gériilmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7: Ornek ve Referans suslarin %0.7 agaroz jelinde total DNA-Alul Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoR! marker ve A DNA-Alul kendi kesimimiz, 1-18
Gukurova, 19-25 Sanhurfa drnekleri total DNA-Alul ve son kuyu L.infantum (LEM-2205) susu
saglam total DNA'sy. (sa§) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoRI ve X DNA-Alul kendi kesimimiz,
26-39 referans total DNA-Alul ve son kuyu L.infantum (LEM-2205) susu saglam total DNA's),

Cukurova ve Sanliurfa izolatlarinin Alul fragmanlan incelendiginde, bu iki
bélge izolatlarinin birbirinden farkli oldugu gérilmektedir. Orneklerde 5 farkh
fragman olustu. 2, 9, 15, 16 ve 25 no'lu izolatlara ait grubunda farkli bir fragman
elde edildi. 1 no'lu izolat diderlerinden farklr bir fragman verdi. Dider bir érnek
olan 24 no'lu érnek, tim érneklerden farkh bir band verdi. 19-23 no'lu izolatlarda
bir baska benzer fragman gérilldi. |zolatlarda gérillen besinci fark, 3-5, 8, ve 18
no'lu érneklerin olugturdudu grupta belirlendi. Ayrica 6. fark ise 6, 7, 10-14 ve
17. izolatlarda olup bunlarda silik bandlar olustugu tesbit edildi. ligili sonuglar
Sekil 7'de sol tarafta ve DNA bandlannin jelde aldiklan yol Cizelge 12.A'da
gosterildi.



Cizelge 12.A: Orneklerin Total DNA-Alul Bandlarinin Jelde Aldikiar Yol (cm)

1.287 cm 1.573 cm 4.719 cm 4.862 cm 5434 cm
24 .Sanlurfa 19.8anliurfa 3.Karaisal 2.Karaisal 1.Dozigi
20.8anhurfa 4.Duzigi 9.Karaisall
21.8anlurfa 5.Kozan 15.D0zigi
22.Sanhurfa 8.Karaisali 16.Adana
23.Sanliurfa 18.Duzici 25.Sanliurfa

Alul enzimi, referans suglar arasinda 5 farkh DNA fragman verdigi
belirlendi. L.infantum (LEM-417), L.donovani (DD-8), L.tropica (K-27),
L.turanica (KD-51), L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-3720), L.turanica
(TSH-IlI), L.major+ L.turanica=mixture (9537) ve L.major (Nealp) suslar grup
olarak farkli bir DNA fragmant verdi. L.infantum (LEM-417), L.donovani (DD-8),
L.infantum (LEM-75) ve L.infantum (LEM-2205) suslari bir ortak band daha
verdikleri gézlendi. Bu band L.infantum (LEM-417) ve L.donovani (DD-8)'nin
ikinci bandi olmaktadir. L.major (5-ASKH) ve L.arabica (JISH-220) suslarinda
diger suslardan farkli bir DNA bandi gézlendi. L.infantum (LEM-75) (ilk bandi)
ve L.gerbilli'de (gerbilli) birbirinden ve diger suglardan farkl olarak birer DNA
band! daha gériildi. Referans suslara ait total DNA-Alul restriksiyon profilleri
Sekil 7'de sagd tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklart yol Cizelge 12.B'de
gosterildi.

Cizelge 12.B: Referans Suslarin Total DNA-Alul Bandlarinin Jelde Aldiklar Yol (cm)

143 cm 1.573 cm 1.716 cm 5.005 cm 5.720cm
L.gerbilli L.nfantum L.infantum L.infantum L.major
(gerbilli) (LEM-417) (LEM-75) (LEM-417) (5-ASKH)

L.donovani L.donovani L.arabica

(DD-8) (DD-8) (JISH-220)

L.tropica L.infantum

(K-27) (LEM-75)

L.turanica L.infantum

(KD-51) (LEM-2205)

L.turanica

(PH-40)

L.turanica

(Clone-3720)

L.turanica

(TSH-IlI

L.major+turanica

(9537)

L.major (Nealp)
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Kullanilan bir bagka enzim olan Rsal ile elde edilen total DNA
fragmanlan karsilastinidiginda, érnekler arasinda 3, referans suslar arasinda 4
fark gézlenmektedir (Sekil 8).

Sekil 8: Ornek ve Referans suslarin %0.7 agaroz jelinde total DNA-Rsal Restriksiyon
profilleri: (sol) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoR| marker ve A DNA-Rsal kendi kesimimiz, 1-
18 Qukurova, 19-25 Sanliurfa drnekleri total DNA-Rsal ve son kuyu 2 no'lu érnek saglam total
DNA's!. (sag) ilk iki kuyu sirayla ticari A DNA-EcoRI ve A DNA-Rsal kendi kesimimiz, 26-39
referans total DNA-Rsal ve son kuyu 2 no'lu érnek saglam total DNA's.

Rsal enzimi Cukurova ve Sanliurfa izolatlar arasinda {g fark oldugunu
gosterdi. 1-5 ve 13 no'lu izolatlarda benzer bir DNA bandi belirlendi. 3-7, 9,
11,12-18, 20 ve 24 no'lu izolatlarda ortak bir band oldugu gérildi. Ugtinch fark
ise; 8, 10, 19, 21-23 ve 25 no'lu drnekler arasinda tesbit edildi. Sonuglar Sekil
8'de sol tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklan yol Cizelge 13.A'da
gorilmektedir.

Rsal'le referans suslar arasinda 4 farklhi DNA fragmani belirlendi.
L.infantum (LEM-417), L.donovani (DD-8), L.tropica (K-27), L.turanica (KD-51),
L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-3720) ve L.gerbilli (gerbilli) suslarinda
ortak bir DNA fragmani géruldu. L.major (5-ASKH) susunda digerlerinden farkli
bir band tesbit edildi.
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Cizelge 13.A: Orneklerin Total DNA-Rsal Bandlarinin Jelde Aldiklari Yol (cm)

1.43cm 1.573 cm 4.719 cm
8.Karaisall 3.Karaisali 1.Duzigi
10.Duzigi 4.Dozigi 2.Karaisall
19.8anlurfa 5.Kozan 3.Karaisall
21.Sanlhurfa 6.Adana 4.Dbzigi
22.Sanhurfa 7.Karaisal 5.Kozan
23.$anhurfa 9.Karaisali 13.Karaisall
25.8anlurfa 11.Adana

12.Karaisal

14.Duzigi

15.Dizigi

16.Adana

17.Adana

18.Duzigi

20.Sanliurfa

24.Sanliurfa

| L.infantum (LEM-75), L.infantum (LEM-2205), L.turanica (TSH-III),
L.major+L.turanica=mixture (9537) ve L.major (Nealp) suslarinda ortak bir DNA
bandi gézlendi. Suglar arasinda gérilen dérdiinct bir fark L.arabica’da (JISH-
220) tesbit edildi. Referans suglara ait total DNA-Rsal restriksiyon profilleri $ekil
8'de sag tarafta ve DNA bandlarinin jelde aldiklari yol Cizelge 13.B'de verildi.

Cizelge 13.B: Referans Suslarin Total DNA-Rsal Bandlarinin Jelde Aldiklar Yol (cm)

1.716 em 1.859 cm 2.002cm 5.146 cm
L.infantum L.infantum L.arabica L.major
(LEM-417) (LEM-75) (JISH-220) (5-ASKH)
L.donovani L.infantum
(DD-8) (LEM-2205)
L.tropica L.turanica
(K-27) (TSH-IIN)
L.turanica L.major+L.turanica
(KD-51) (9537)
L.turanica L.major
(PH-40) (Nealp)
L.turanica
(Clone-3720)
L.gerbilli
_(gerbilli)
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5. TARTISMA

Leishmaniazis tropikal ve subtropikal bolgelerde olduk¢a yaygindir.
Ulkemizin basta guney dodu bélgesi olmak lzere diger bazi bélgelerinde
endemik ve i¢ kisimlarda sporadik olarak yayilim goéstermektedir. Saglik
Bakanligt verilerine gére kutandz leishmaniazis vakalarinin bilyik balima
Sanliurfa’da  kendini gdstermektedir. Ulkemizde leishmania parazitlerinin
tiplendiriimesi yapilmamisg olup, g¢alismalar goéunlukla vaka tespiti ve
tedavisinden ibarettir'®®,

Gahigmamizda, bu a¢i§1 kapamak amaciyla en azindan béigemizde
kutandz leishmaniazis yapan ajanlarin arasinda farklliklar var mi yok mu onu
O8grenmek oldu. Bunun igin molekller tekniklerden total DNA restriksiyon
fragman polimorfizmi (RFLP) g¢alisiidi. Bu galismadan baglayarak ileride parazit
rezervuarl ve vektérlerini belirliyerek hastalikla mticadeleye katkida bulunmak
amaglandi. Molekdler tiplendirme ile ayni zamanda vizkerotropik ve direngli
ajanlarin tesbiti de mumkanddr.

Kutanéz leishmania parazitlerinde restriksiyon profili gikarmanin yoly;
parazit izolasyonu, adaptasyonu ve biyokitle elde edilmesinden geger. Bu
amagla laboratuar kosullarini kullanarak, izolasyon sirasinda amastigottan
promastigota dénlsim igin bir ¢ok besiyeri kullanildi. Ancak tim vakalarin
ajanlarina bire bir yanit verebilen ortak bir besiyeri tesbit edilemedi (Cizelge 1).
Bununla beraber birgok vaka ajanina yanit verebilen %10 defibrine tavsan tam
kant igceren modifiye Evans bifazik besiyeri oldu. Bu besiyerine izolasyon
sirasinda dnceleri harici herhangi bir sivi katiimadi. Sadece kendi yogun kltir
sivisinin yeterli oldugu, promastigotlarin aktif olmadi§i durumlarda zaman
zaman glukoz veya tavsan tam kan lizati eklendi. Dinya'nin degisik
laboratuarlarinda bu konuda yapilimis bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir, ancak
izolasyon amagl standart bir besiyeri 6nerilememistir*®'"'®, Cogu ¢alismada 1x
RPMI-1640 besiyeri izolatif amagh kullaniimis ve basarisi klasik NNN’le benzer
bulunmustur®, Batin vakalarin ajanlarina yanit verebilen standart bir besiyerinin
Onerilemeyigini, parazitler arasi fenotipik farklhiliklarin bulunduduna ve bu

fenotipik farklarin da genotipik farkliliklardan ileri geldidi s6ylenebilir,

58



, Ulkemizde vyapilan ¢alismalarla kutandz leishmaniazis ajanlarinin
vektorleri Phlebotomus sergenti ve P.papatasi olarak tesbit edilmigtir.
- Rezervuar olarak Merinos ve Microtus'a ait kemirgenler kabul edilmektedir'®.
Dinya ¢apinda yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gére, eski diinya’da bulunan
visseral ajani L.d.infantum'un hasta insan ve rezervuar hayvanlarla yeni
dinya’ya gegerek orada adapte olduktan sonra simdiki L.chagasiye
evrimlestigi, iki canli arasinda nilkleer DNA'ya dayali molekiler tekniklerden
RFLP analizi ile belirlenmistir. Ancak kdkeni ayni olan bu iki canlinin her iki
bélgede hastalarda farkli kliniksel ve epidemiyolojik bulgu verdidi tesbit
edilmistir. Ayrica rezervuar olarak képekgiller, kemirgenler ve keseli memeliler
kabul edilmistir®”'7. Yapilan istatistiki arastirmalara gére diinya Gzerinde 12-15
milyon insan leishmaniazisli olup bunlara her yil 400 bin vaka eklenmektedir.
Irak savas! sirasinda, kala-azarll bir hastanin kemik iliginden izole edilen susun
L.tropica (K-27) oldudu belirlenmistir. Bunun kutanéz ajani oldudu bilinmekle

104581 Daha lleri

beraber viskerotropik bir yapi arzettidi tesbit edilmistir
calismalarda, molekiler tekniklerle bdyle gegis formlarini tesbit etmek,
leishmaniazisin kontrol altina alinmasinda 6nem tagiyacaktir.

Leishmania parazitlerinin evriminde iki ayn form gériimektedir.
Bunlardan biri, omurgalilarin makrofaj htcrelerinde oval sekilli, hareketsiz ve
hicre igi paraziti olan amastigot, digeri ise vektér vicudunda ve kultlirde
amastigottan daha blylk, kamgisiyla hareketli olan promastigot formlari
seklindedir. Parazitin form degistirmesinde sicakhgin roll buytktlir. Omurgali
epidermisinde sicaklik 35°C'yi gecti§i zaman, amastigotun yeni bir makrofaj
hilcresini enfekte edemedigi belirlenmistir. Ayni sekilde ister kulturde ister

vektér vicudunda sicaklik 32°C'yi gegince promastigotlarin  bigimleri

123 callsmamizda  aspirasyon ile alinan aspirat, lama ince

bozulmaktadir
olarak yayild: ve fiksasyon sonrasi Giemsa ile boyand:. Isik mikroskobu altinda,
oval veya elipsoid sekilli amastigotlar makrofaj iginde ve bunlann patlamasi
sonucu hiicreler arasinda serbest olarak tesbit edildi. Sitoplazmanin soluk mavi,
nlkleusun pembe veya koyu kirmizi ve kinetoplastin koyu kirmizi veya
menekse renginde olduklan tesbit edilerek fotograflar cekildi. Vakalardan elde

edilen amastigot sekil ve boyutlarina bakarak bunlar arasinda farklari
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belirlemek mumktn degildir. Clnkl yapilan Slglimlere gére amastigot boyutlari
1.5-3.1 pum oldudu bulundu. Laboratuar sartlarimiza gére 24°C'de yapilan
kultirden alinan promastigotlar lama fikze edilip, Giemsa ile boyandiktan ve
bunlarin morfolojileri incelendikten sonra fotograflant gekildi. |zolatlarin
promastigot boyutlan 1.95-11.8 um olarak 6lgtldd (Sekil 1). Ayrica kamgi
bbylan ortalama 12 um 6l¢lild0. Bu bulgulardan yola ¢ikarak parazit tiplemesi
yapitlmast miOmkin degildir. Ayni sekilde yaz aylarinda laboratuar sicaklig
zaman zaman 35°C ve yukarist olunca promastigot formlarinin bozularak, oval
bicimli flagellah promastigotlarin olustugu gériildi. Bunun igin laboratuar
sicaklig! klima ile kontrol altina alind.

|zolatlar; basta Adana il merkezi olmak (zere Kadirli, Kozan, Dizigi ve
Karaisall yérelerini icine alan Cukurova bdlgesinden gelen ¢ok sayida kuten
lezyonlarindan alindi. Aseptik sartlara uyularak, lezyon éncelikle %70 etanolle
dezenfekte edilmesi sonucu kontaminasyonun &niine gegildi. Antibiyotikli PBS
solusyonu igceren stringanin ignesi ile lezyon kenarindan intradermal olarak
deriye sokuldu. Aspirasyon, lezyon kenar ile merkezinden yapilinca daha fazla
amastigot alinabildi. Besiyeri standardizasyonu g¢alismalarina gére izolasyon
amagh kullanmay kararlastirdigimiz bifazik besiyerinin yodun kiltr sivisina
inokUlasyon yapildi. Besiyeri 24°C sicakligindaki etiive kaldirildi. Inkibasyonun
yedinci gini bir damla érnek alinarak mikroskopta promastigot arand:. Gerekli
ise drtli sivisina distile su, glukozlu su veya tavsan tam kan lizati eklendi. Ancak
eklenen sivinin, orjinal sivi hacmini gegmemesine 6zen gbésterildi. 9-14.ginler
aras! yapilan pasajin basarill oldudu tesbit edildi. Pasaj, hem ayni taze bifazik
besiyerine ve hem de %15 tavsan tam kan lizati iceren 1x RPMI-1640
besiyerine yapildi. Subkilltiire 24°C'de devam edildi. Subkdltir 7.glinde kontrol
edildikten sonra promastigot akitivite ve sayisi yodunsa, buradan biyok{tlenin
alinacad! bliyik hacme 2.sub pasaj yapildi. Ayrica hiicreler bu agamada log
fazinda bulunduklarindan kriyoprezervasyonlan yapildi.

Pasaj sirasinda bir ¢ok faktére bagh olarak adaptasyon problemleri
goriildt. Aspirasyon sirasinda amastigot alinamamasi, lezyonun klglk olmast,
lezyonun eski olmasi ve buna bagl olarak fungal ve bakteriyal enfeksiyon

tagimas) ve hastalarin o ana kadar medikal ve paramedikal uygulama yapmig
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olmalan izolasyonu zorlastiran etkenler oldu. Ancak bu konuda Cukurova ile
Sanhurfa érnekleri arasinda biiylk farklar gbze ¢arpti. Sanlurfa érneklerinde
izolasyon ve adaptasyon problemi ortaya ¢ikmadi. Pasajlarda, her iki bélge
izolatlar! i¢in ayni besiyerleri kullaniimig olmasina ragmen, Sanliurfa izolatlar
fazla gayret gerektirmedi. Bu da parazitler arasi genotipik farkliigi ortaya
koymaktadir. Sanliurfa izolatlar arasinda adaptasyon konusunda, kigiik te olsa
farklar tesbit edildi. Gukurova &rneklerinde izolasyonun 9.gtuniinden &nce
yapilan pasajlarin izolat kaybina sebep oldugu belirlendi. Degigik
laboratuarlarda izolasyon amagh bir ¢ok bifazik ve monofazik besiyeri
kullaniimig, bunlarda da elde edilen basarnlar farkli olmustur. Yeni diinya
izolatlarinin izolasyonunda Brain Heart Infiizyon Agar bifazik besiyeri uygun
bulunurken, eski diinya izolatlarinda klasik NNN ve Evans bifazik besiyerleri
uygun bulunmustur. Ancak tiim Diinya’da Schneider's Drosophlia sivi besiyeri
en basaril bulunmustur®'®. Bu besiyeri incelendiginde iginde diger
besiyerlerine gére daha fazla miktarda prolin bulunmaktadir. [zolasyonda RPMI-
1640 besiyerinin basarist klasik NNN'le benzer bulunmugtur“. Cogu
aragtirmalarda, bifazik besiyerlerinin 6rtl sivilari Schneider's Drosophila
besiyeri kullanildiinda bir gok olgu etkeninin izole edildigi belirtilmigtir®4%8,
Calismalarimiza gére, farkli 6rneklerin izolasyonlarinda bagart saglamak
amaciyla, lezyonlardan alinan izolatlarin, kompozisyonlarn farkli bir kag
besiyerine verilmesi ;jiogru olacaktir.

Molekiler tekniklerden restriksiyon analizinde her enzim basgina en
azindan 2 pug totﬁa,l DNA gerektigi icin fazla sayida promastigota ihtiyag
duyulmaktadir. By ise blylk hacimde kultur yapmakla mumkinddr., Cesitli
galigmalarda biyokitle elde etmek amaciyla Senekjie gibi bifazik besiyerleri
kullaniimigtir. Ancak bu tip besiyerlerinde Uretilen promastigotlarla beraber
besiyerinden gelen antijenik karakterler ve DNA bulundugundan molekuler
calismalar igin yalanci pozitifiikler séz konusudur®., Daha sonralan, genis
amacgh olarak, Medium-199, RPMI-1640, MEM, Grace's ve Schneider's
Drosophila Besiyerleri kullanilmigtir. En ylksek hiicre yoduniugu %20 FCS

r21.50.62

iceren Schneider's Drosophila besiyerinde alinmigti . Stasyoner faza

erigme siresi, sivi besiyerlerine insan tam kan lizati, hemin, prolin gibi
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maddeler katilarak yapilan modiﬁkasj}onlar ile kisaltilmaya c¢aligiimig ve son
zamanlarda bu modifikasyonlar RPMI-1640, ve Medium-199 gibi besiyeri

124781 Cukurova ve Sanliurfa vakalarindan izole

karigimlarinda da denenmistir
edilen 25 izolat ile Dr.Alvar ve Dr.Strelkova'dan saglanan 14 adet referans
susun biyokdtle i¢in buiyllk hacimde kulturleri, laboratuanimizda modifiye edilen
1x RPMI-1640'ta yapildi. lzolasyon sonrasi birinci sub kiltlrin 7.ginlinden
sonra 50 ml'lik yuvarlak kdltar tlplerine inoktlasyon yapildi. Modifiye edilen
besiyerinde mi'de 2-4x10 hiicre elde edildiginden ve diger yandan total DNA
calismasi igin toplam 5x10%-1x10° hiicre kullanilacagindan, buyiik hacimli kiltor
(25 ml, 1x RPMI-1640) yapildi. En iyi kiltlirasyon, besiyerinin kademeli olarak
arttirlmas! esasina dayanan uygulama ile oldu®. Ik kademede kullanilan 5
ml'lik RPMI-1640'a %15 tavsan tam kan lizati eklendi. Biylk hacmin tamami
kullanildiginda, dogal seleksiyonla adaptasyon gésteremeyen promastigotlar
éldiginden, birim hacme disen hiicre sayisinin azaldidi, kaltarin yok oldugu
veya istenen hiicre sayisina ulagma zamaninin artti§i belirlendi. Ureme egrisi
calismalarina ve Dr.Strelkova'nin énerileri dogrultusunda htcreler ge¢ log
fazinda, yani kalttirGin 14.gantinde toplandi.

Kriyoprezervasyon, pasaj ve total DNA igin gerekli olan hicrelerde
¢aligmak amaciyla hiicre Greme siklusunun bilinmesi sarttir. L.tropica (K-27)
hem bifazik besiyerine hem de monofazik besiyerine ekilerek {ireme egrisi
¢ikarildi. Bifazik besiyerinde ilk iki gin uyum, 2-7.giin log, 7-8.glin stasyoner ve
8.glinden sonras! inig fazi olarak tesbit edildi. Monofazik besiyerinde ise; ilk 2
glin uyum, 2-15.gin log, 15-17.glin stasyoner ve 17.glinden sonrasi inig fazi
oldugu belirlendi (Cizelge 2, Sekil 2).

Cesitli  laboratuarlarda, kriyoprezervasyon igin  sivi  besiyerine
kriyoprotektan olarak DMSO (dimetil stlfoksit) veya gliserol kullaniimigtir.
Genellikle log fazindaki 1-3.sub kulttrdeki hiicreler kriyoya alinmustir'’. Eski
dlnya izolatlari son derigimi %7.5 olan gliserol kullanilarak, izolasyonun hemen
ardindan dondurulmustur®®*2 Yeni dinya izolatlarinda 5-7 guin arayla yapilan
2-3 pasaj sonra kriyoprezervasyona girisilmistir’®>®*, Log fazi promastigotlari
DMSO veya gliserol igceren besiyerlerinde agsamali sodjutmadan sonra, sivi

azota alnmistr™. Cukurova ve Sanlurfa izolatlannda %7.5 gliserol
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kriyoprotektan! kullanilarak agsamali sogutma ve hizli ¢ézme islemi uygulandi.
Bu sekilde hiicrelerin tekrar aktivasyonunda bir problemle karsilagiimadi.

Schneider's Drosophila ile 1x RPMI-1640 besiyerlerinde yapilan kuiltir
galismalarinin sonuglarina gore sirasiyla ml'de 5-8x107, 2-5x10” promastigot
elde edilmistir”?'%%, Birim hacme dusen hiicre sayisini, yani populasyon
tagima kapasitesini arttirmak amaciyla kendi olanaklarimiza gére modifiye
edilen 1x RPMI-1640 besiyerine degisik oranlarda tavsan ve insan tam kan
lizatlar eklendi. Ayrica bifazik besiyeri olarak modifiye Evans besiyeri kullanildi.
Bu calisma ile ml basina disen hiicre sayisinin arttmadidi gérilirken,
stasyoner faza erigme zamanin kisaldigi tesbit edildi. Buna gdre: -Modifiye
Evans bifazik besiyerinde (1) L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) 14.glinde; -
Sade 1x RPMI-1640 besiyerinde (2) L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8)
12.giinde; -Defibrine tavsan tam kanh (%15) 1x RPMI-1640 besiyerinde (3)
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8), 8.glinde; -Tavsan tam kan lizati (%15)
iceren 1x RPMI-1640 besiyerinde (4) L.tropica (K-27) 6. ve L.donovani (DD-8)
7.g0nde; -lnsan tam kan lizati (%15) iceren RPMI-1640 besiyerinde (5)
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) 4.glinde maksimum sayiya erigtikleri
gorildt (Cizelge 3). Bdylece kan lizati katildifinda, buylik hacimde hiicre
toplama zamani erkene alinabilmektedir. Ancak lizat, beraberinde antijenik
faktorler de getirebilecedinden serodem ve zimodem analizine uygun degildir.
Bu tlr modifikasyonlar sik sik pasaj gerektirmektedir.

Birim hacme diUsen hiicre sayisi ve gegen slreyi kisaltma konulu
iyilestirme galigmalari gergevesinde olmak (zere; besiyerine, fitohemaglutinin,
degdisik konsantrasyonlarda eklendi. Ancak promastigot hiicrelerinin
etkilenmedidi tesbit edildi (Cizelge 4). Bunun nedeni muhtemelen, mitotik
ajanin, parazitik hiicreler ile iletisim kuramamasindandir.

CO: kontrolll bulunmayan etlivlerde, fazla katilan NaHCO; atmosferik
CO: dengesizligi nedeniyle zamanla pH'y! ylkseltir ve besiyerlerine pasajlanan
hicrelerin 8limune yol acar. Karbondioksit kontrolll olmayan besiyerlerine pH
yikselmelerini engellemek amaciyla 4-8 mM NaHCO; katiir*®. CO, kontrollt
etivimOz bulunmadigindan, NaHCOjz'in  dedigik konsantrasyonlarinin

promastigotiara etkisl aragtinld. Buna gére nbtral pH icin en |yl
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konsantrasyonun 4.76 mM NaHCO; oldugu tesbit edildi (Cizelge 5). Bu
derigsimin (zerine c¢lkildiginda, promastigotlarin pasajin hemen ardindan
adaptasyon evresinde yiksek pH nedeniyle 6ldikleri beliflendi. Ancak
adaptasyon saglaninca hiicrelerden kaynaklanan asidite nedeniyle pH'nin
yukselmesi séz konusu degildir.

Biuylk hacimde ge¢ log fazina gelen hicreler bu haliyle kiltrde
birakilamaz. Inig fazini takiben promastigotlar rozetlesirler ve 6lum
baglamasiyla beraber hiicre lizisi giindeme gelir. DNaz aciga ¢ikar. Bu da
DNA'nin pargalanmasina neden olur. Bu ylizden geg log fazina gelen hiicreler
santrifligasyonla toplanarak, %0.9 izotonik sollisyonla iki kez yikandi. Ardindan
muhtemel DNaz aktivitesini inhibe etmek amacityla, son olarak hiicreler 100 mM
EDTA igeren SET tamponu ile yikand: ve kuru pelet olarak -20°C'ta kullanilana
kadar saklandi (6rnek ve referans tam listesi EK.1.38). Bu agsamada hicreler ne
kadar temiz olursa, elde edilen DNA'nin jeldeki gériinimiiniin de o kadar temiz
oldugu tesbit edildi. Cogu laboratuarda hiicrelerin yikanmasi i¢cin PBS, izotonik
solisyon veya lizis solusyonu gibi degisik tamponlar kullanilmis ve hiicre
peletleri -20 veya -70°C'de saklanir. Bazende hiicre peleti SDS ile muamele
edilerek lizat seklinde -20°C‘de korunmugtur®*%,

Promastigotlardan total DNA elde etmek amaciyla, ¢esitli laboratuarlarda
bilegimleri farkli bir ¢ok lizis tamponu kullanilmigtir. Lizat elde edildikten sonra
kromozomlarda bulunan proteinlerle, hiicreden gelen gesitli proteinlerin alt
tnitelerine ayriimasi ve bunlarin sindirimi i¢in deterjan (SDS/sarkosil) ve enzim
(pronaz/proteinaz K) karigimi kullanilmistir. Hicrelerin lizisi amaciyla degisik
sicakliklarda ve degisik slrelerle inkiibasyon yapilmistir. Ancak promastigot
total DNA'larinin purifikasyonunda genel olarak fenol-kloroform karigimi

kullaniimigtr® 115153,

Ayrica son zamanlarda insan I6kosit hicrelerinden
genomik DNA elde edilmesinde "tuz ekstraksiyon" yontemi kullaniimaktadir. Bu
yéntemle elde edilen DNA'nin; klonlamaya, restriksiyon kesime ve blotlamanin
arkasindan hibridizasyona uygun oldugu tesbit edilmistir’®. Laboraturimiz
olanaklarina gére Gomez-Eichelmann et al®' SET hiicre lizis tamponu kullaniidr.

Lizatin elde edilmesinde pronazla beraber SDS kullanildi. Deproteinizasyon
iglemine gelindiginde, fenol-kloroform ile tuz ekstraksiyon sistemleri
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kargilagtirmali olarak uygulandi. Bunun i¢gin ilk bagta pronaz ve SDS ile elde
edilen lizat iki tlpe aynldiktan sonra, birine fenol-kloroform digerine tuz
ekstraksiyon yontemi uygulandi. Her iki yontemle elde edilen total DNA'nin
spekiral analizle safllk ve verimi incelendi. Bunun sonucuna gére fenol-
kloroform ile elde edilen total DNA'nin saflig! 1.565 ve verimi 0.18 pg/ul olarak
bulunurken, tuz ekstraksiyon yéntemi ile elde edilen total DNA'nin saflig1 1.857,
verimi ise 0.195 pg/pl olarak tesbit edildi (Cizelge 6). Bu sonuglara bakildiginda
tuz ekstraksiyon yoénteminin fenol-kloroform yoéntemlerine gére daha elverigli
oldugu gérulmustir. Gergekten de proteinlerin tuzla uzaklagtirimasi hem saf
DNA elde ediimesine katkida bulunmakta, hem de fazla ekipman
gerektirmemektedir. Ayni zamanda, ucuz ve non-toksiktir. Daha sonra, tuz
ekstraksiyon yonteminde sarkozil ile SDS karsilastirmall olarak denemeye
alindi. SDS'in, sojuk ortamda SDS-NaCl-protein presipitati olugturdugu
gorilirken, sarkozil béyle bir presipitat olusturmamakla beraber dipte tuz
cokeledi meydana getirdigi belirlendi. Bu ylizden SDS tercih edildi.

Yapilan galigmalara gére; DNA hangi yéntemle pdrifiye edilirse edilsin;
trtn DNA'nin SDS, tuz, EDTA gibi istenmeyen kontaminantlar tagiyacagi
kuskusuzdur. Bunun igin DNA'nin etanolle presipitasyon agamasi sirasinda
islemin, ammonyum asetatla {i¢ kez tekrarlanmasinin DNA'yl daha iyi purifiye
ettigi saptanmustir. Ayni sekilde restriksiyon enzimlerinden tasarruf bile

yapilabilmektedir’>"’

. Calismalarimizda ammoyum asetat ile ¢ defa iglem
géren total DNA'nin spektral analizle saflik ve verimi &l¢uldd. Buna gére ik
islem sonrast DNA, 1.52 safllk degeri ve 0.655 pg/ul oldugu, iglem tekrar
edildiginde saflk 1.61 ve verim 0.645 olarak &lguldl. Islem Uglncl kez
tekrarlandi§inda ise safliin 1.72, verim de 0.635 olarak belirlendi (Cizelge 8).
Burada da goriilmektedir ki purifikasyon sayisi arttikga total DNA'da énemsiz
kayiplar olurken, saflikta 6nemsenir artiglar belirlendi. Boylece total DNA
izolasyonuna bu iglemlerde eklenmis oldu. Son olarak izole érnek ve referans
total DNA'lari, TE tamponunda (pH8.0) ayn ayr ¢6ztldlu ve spektral analiz ile
saflik ve verimleri belirlendi (Cizelge 7). Elde edilen total DNA miktarlarina

bakildiginda, hepsi ayni 6zeni gérmis olmalarina ragmen, DNA miktarlarinda
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farkhiiklar oldugu agik bir sekilde gbérllmektedir. Burada, ufak genotipik
farkliliklarin ufak fenotipik yansimalarini gérmekteyiz.

Total DNA'nin restriksiyon enzim profillerinin ¢ikariimasi her seyden dnce
total DNA'nin tam kesimine baghdir. Cesitli laboratuarlarda promastigot
genomik ve total DNA'lari Pstl, Pstl/Pvul, Pvul, Aval, EcoRl, Hindlll, Hpall,
Smal, Apal, Mlul, Sall, Hinfl, BamHI, Xhol gibi enzimlerle kesilmigtir. Buradaki
fragmanlar agaroz  jelinde goérintilenerek DNA polimorfizmi
incelenmistir'2®3%880 Avn sekilde total DNA'da tam kesim yapmak amactyla bir
mikrogram DNA basina 3 U enzim verilmis ve kesim 4 saatte tamamlanmistir®®,
_Bagka bir galigma ile 50 pl reaksiyon hacminde her mikrogram DNA bagina 5 U
enzim kullaniimis ve kesim stresi 4 saat olarak yapilmistir®, T.crusi total DNA's|
20 pl reaksiyon hacminde ve 3 pg total DNA varlifinda kesilmi§tir53. Bagka bir
¢alisma ile de 8 pg total DNA, 50 pl reaksiyon hacminde, bir mikrogram DNA
basina 5 U enzim verilerek 4 saatlik bir kesim siresi uygulanm|§t|r12'35.
Laboratuar kosullanimiza uygun olarak restriksiyon enzim miktar, kesim hacmi
ve kesim siresinin belirlenmesi amaciyla seri denemeler yapildi. Her ¢alisma
sirasinda, referans amagl, aynt kosullarda A DNA's! da kesildi. Her uygulama
ayri ayri elektroforezde degerlendirildi.

Bu galisma sonuglarina gére, izolatlannmizin total DNA'si ammonyum
asetatla purifikasyon éncesi her mikrogram DNA basina 5 U, sonrasindada 3 U
enzim kullanildi. Buna gére en iyi kesim 1.5 ml Eppendorf tipinde ve 30 pl
reaksiyon hacminde 2 ug DNA, her mikrogram DNA basina 3 U enzim verilerek
4 saat boyunca 37°C'lik etiivde elde edildi. Cesitli ¢caligmalarda sicaklik su
banyosu ile ayarlandig: ifade edilmisse de, bdyle bir ortamda Eppendorf tlpl
tim ile suya batmadigindan i¢ ylzeyleri arasinda sicaklik farklari oldugu, tOp
kapaginda suyun yogunlagmasiyla anlagildi. Bunun da kesim kosullarini
etkiledigi duglintlda. Ayrica son riin PCR cihazlarinda, 1si kontrolu amaciyla
su kullaniimadigini biliyoruz. Gergekten de sicaklik ayari kuru havada yapilinca
Eppendorf tiplinln hig bir yizeyinde yodunlagma gértlmemektedir

Reaksiyon slresi sonunda, reaksiyonu durdurma agamasinda bir kisim
enzimlerin 1s! ile inaktive olmadigi bilinmektedir. Bu sorunu yenmek igin ortama

son derisimi 10 mM olan EDTA (pH8.0) eklenir’". Bu kosulu sa§lamak amaciyla
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jelde fragman migrasyonun takibi igin kullanilan takip-stop karigimina EDTA
eklendi. Dider yandan, diizgiin DNA bandlan elde etmek igin takip-stop
karigimina sirasiyla dansite arttirici olarak gliserol, sukroz veya fikol eklendi.
Caligmalarimizda, gliserol ve sukroz ile hazirlanan takip boyasiyla yapilan
aplikasyonlarin DNA bandlanni partiziti yaptigi, ancak son derigimi %5 olan
fikol kullanildiginda dlzglinlestirdigi  géruld.  Elektroforez  sirasinda
migrasyonun izlenmesi amaciyla takip-stop karigimina ksilen siyanol ve
bromofenol mavisinin yanisira yapigkan DNA uglarint ¢ézmek amaciyla
karisima %0.1 SDS kattldi.

Total DNA restriksiyon fragmanlarinin jelde gérintilenmesi igin, %0.6-1
arasi agaroz jelleri kullaniimigtir. kDNA enzim profillerinde agarozdan ziyade
akrilamid jeli kullaniimistir*®®2%2™  Optimizasyon galismalan sirasinda EcoRI
enzimi kullanildi. Agaroz jeli, %0.3-3.0 aras! konsantrasyonlarda hazirlanarak
DNA fragman farklarini en iyi verebilecek agaroz konsantrasyonu belirlendi.
Buna gbére fragmanlar arasi farki en iyi %0.7 agarozun verdigi tesbit edildi.
Ayrica bu konsantrasyondaki jelin kugik DNA bandlannt gdsterip
gosteremedigini sinamak amaciyla ayni elektroforez, poliakrilamid jelinde de
yapildi. Aynt zamanda, daha ki¢ilk DNA bandlarini géstermede giimiis boyanin
EtBr'ten Gstnligd olup olmadig denendi. Calisma sonuglarina gére, agaroz
jelde elde edilen bandlardan daha fazlasinin bulunmadigi ve bu nedenle de ¢ok
kiglk bandlarin belirlenmesinde EtBr'e kiyasla daha hassas oldugu bilinen
giimis boyamanin da gereksiz oldugu tesbit edildi. Sonug¢ olarak, érnek ile
referans sus total DNA'larinin restriksiyon fragmanlan, 20x15x0.4 cm
ebatlarinda, %0.7 agaroz jeli ve cm’ye 8 volt verilerek elektroforeze tabi tutuldu.
Her kuyuya 15 pl hacimde yaklasik bir mikrogram DNA aplike edildi. On
denemelerde DNA fragmanlan ksilen siyanol boyasi ile beraber ilerliyorsa
elektroforez slresi yaklasik 4 saat, bromofenol mavisi ile koguyorsa yaklagik 2
saat kadar tutuldu. Zira ksilen siyano!l boyasi molekllleri bromofenol
mavisinden daha buy(iktir. Bu galismada da referans amagli EcoRl ile kesilmig
A DNA fragmanlari marker olarak kullanildi.

Elektroforez stiresi bitiminde, jel 30 dakika sure ile dinlenmesi amactyla

0.5x TBE tamponunda bekletildi. Ardindan transilliminator filtresine dikkatlice
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yerlestirilerek, Poloroid DS 34 kamerasi ve 667 tip siyah-beyaz filmie
fotograflandi. Degerlendirmede DNA bandlarinin sayr ve blyukliklerini
belirlemek tzere aplikasyon noktasindan itibaren aldidi yol cm olarak élguldd.
Daha 6nceleri, parazitleri tiplendirmek amaciyla ¢esitli kriterlerden
yararlaniliyordu. Bu tekniklerden bir tanesi promastigotlarin dis gérinist ve
baytklugi ile bunlara badl olarak hastalarda olusturduklan periferik belirtiler
idi®"". Bu yontemlerin yetersizligi ve gagdas molekiler yontemlerin gelismesiyle
yeni ve daha glvenilir teknikler ortaya ¢ikti. Bu baglamda, kiigik halka kDNA

restriksiyon fragman profilini igine alan sizodem analizi'’***®% parazit

antijenlerinin monoklonal antikorlarla tarandigi serodem analizi"**

enzimlerinin  karsilagtinldigt  zimodem  analizi***

, parazit
, genomik ve total DNA
restriksiyon fragman profilinin kargilagtiriimasina dayanan RFLP analizi®®®#,
total ve kDNA'ya dayali ve bir fragmanin olup olmadidina bagh PCR
taramasi®®®, kromozom veya buyik DNA fragmanlarinin karsilastinimasina

:8,61,62

dayanan PFGE analizi , rastgele primer kullanilarak taranan fragmanlar

arasindaki polimorfizmi tesbit edebilen RAPD analizi®®"’

gibi gok sayida teknik
sayilabilir. Bu tekniklerden serodem ile zimodem fenotipik karekterleri
karsilagtirmada, diger teknikler ise genotip karsilagtirmasi seklindedir. Daha
onceleri, turden ture farkhlik goésteren kugilk halka kDNA’nin restriksiyon
eﬁzimleriyle taranmas! yaygin gortiimisse de ginimizde total DNA'nin
restriksiyonlarla taranmasina dayanan RFLP analizine kayllm|§tlr13'38. Ancak bu
analiz seklinin gavenilirligini arttiran Southern blotlama ve hibridizasyonu
takiben otoradyografinin uygulanmasi halinde, buyik bir ekipman, uzun zaman
ve pahall bir maliyet gerektirmektedir.

Cukurova ve Sanliurfa yoresinden elde ettigimiz izolatlarin ilk etapta
RFLP analizi ile taranarak aralarinda fark olup olmadigini sinamak amactyla,
testin pahali olan kismina simdilik girilemedi. Zaten son zamanlarda, problemli
kutUrasyon agamasini ve probla sadece sinirhi sayida fragman taranabilmesi
gercedini atlayabilmek icin RAPD analizi uygulamaya allnm|§t1r72‘73. Artik,
parazitlerin tam olarak identifikasyonunun, bir kag¢ teknigin beraberce

uygulanmasina bagl oldugu kabul gérmektedir*®®.
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Elimizde bulunan EcoRI, Hindlll, Hinfl, Haelll, Alul ve Rsal enzimlerin
kullanimiyla Cukurova ve Sanliurfa yéresinden elde edilen izolatlarin (Ek 1.38)
total DNA fragmanlari arasinda farklar bulundugu tesbit edildi.

EcoRl'le elde edilen DNA profiline bakildiginda, izolatlar arasinda 5,
referans suslar arasinda 3 farkh grup tesbit edildi (Sekil 3). Ornek ve
referanslarin timiande farkh biytkltklerde birer fragman gézlendi; Cukurova ve
Sanlurfa érnekleri arasinda toplam 5 farkli DNA fragmani belirlendi (Cizelge
9.A). Bu enzimin DNA profilleri dikkatlice incelendiginde, bu farklarin bir yérenin
kendi iginde de oldugu gérilir. Sonug olarak ayni ve farkll cografyalarda
leishmania parazitleri arasinda heterojenite bulundugu gériilmektedir. Referans
suslarda tesbit edilen 3 farkli DNA bandinin (Cizelge 9.B). Cukurova ve
Sanlurfa érnekleri EcoRl DNA fragmanlarina benzememektedir.

Total DNA Hindlll fragmanlar incelendiginde bu enzim ydnlinden
izolatlar arasinda 4, referans suslarda 5 fark goézlenmektedir (Sekil 4).
Cukurova ve Sanliurfa 6rnekleri ayrn ayrn degerlendirildiginde, $anliurfa
érneklerinin 6 tanesinin benzer, sadece birinin farkli oldugu ve bunun Gukurova
érneklerine benzedigi gériilmektedir. Boéylece bu enzimin fragmanlari
yéninden, Cukurova orneklerinin Sanlurfa 6érneklerinden daha heterojen
oldugu belirlendi. Tespit edilen 4 farkli fragmanin 3'U, referans total DNA-Hindlll
fragmanlariyla benzer bulundu. Ozellikle bu benzerlik, L.donovani (DD-8),
L.tropica (K-27), L.turanica (KD-51), L.turanica (PH-40), L.turanica (Clone-
3720) ve L.gerbilli (gerbill) ®rnekleriyle daha fazla goérulmektedir. Bu
referanslarin gogunun Orta Asya kaynakli (Rusya) olmasi 6nemlidir. Hatta
drneklerin diger farkh grubu yine de Rusya orijinli L.turanica (TSH-lIl) suguna
benzemesi ayr bir 6nem arzetmektedir (Cizelge 10.B).

Total DNA'min Haelll fragmanlari incelendiginde, ¢ok kigiik ve gok sayida
band vermesi nedeniyle degerlendirilebilir bir DNA band! gézlenemedi. Sadece
L.arabica (JISH-220) tum referans ve érneklerden farkli olarak degerlendirilebilir
bir DNA bandi verdidi gézlendi. Ancak sekil dikkatle incelenirse silik bandlar
arasinda da farklar oldugu gérulebilir (Sekil 5).

Hinfl DNA fragmanlarn tetkik edildiginde; izolatlar arasinda 5, refarans
suslar arasinda da 3 farkli DNA fragmani gérilir (Sekil 6). Ornekler arasinda
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Hinfl restriksiyon profilleri analiz edildijinde, Sanhurfa &rneklerinin birinin
fragmani diginda diderlerinin benzer oldugu gérilmektedir. Cukurova
érneklerinin Sanhurfa érneklerinden genotipik olarak daha heterojen oldugunun
belirlenmesi, Cukurova o6rneklerinin izolasyon ve adaptasyon zorlugunun
bulundugunu adeta kanitlamaktadir. Ayrica 6rneklerin bu enzim fragmanlan
ybninden fererans sus fragmanlariyla uyum iginde olmadigini gérmekteyiz
(Cizelge 11.A). Referans suslar arasinda Hinfl enzimi yéniinden 3 farkh
fragman tesbit edildi. Heterojenitenin bu enzim yéniinden referanslarda fazla
olmadigi gérilmektedir (Cizelge 11.B).

|zolat ve referans total DNA-Alul restriksiyon profillerine bakildiginda,
ornekler ve referanslar arasinda 5 er farkli DNA fragmani oldugu gézlenir (Sekil
7). Ornekler agisindan degerlendirme yapidiginda, bu enzimin, Gukurova ile
$an||urfa' orneklerini tam olarak genotipik yénden ayirdigini belirlemenin
yanisira Sanliurfa 6rneklerinden birisinin Cukurova 6rneklerine benzedigini
gbzler 6niine sermesi olduk¢a anlamlidir. Béylece bu Sanlurfa 6rneginin, bu
enzim yoninden oldukg¢a heterojen olan Gukurova &rneklerinden orijin aldidi
kanisini giiglendirmektedir (Cizelge 12.A). Referans suglarinin DNA fragmanlari
arasinda 5 farkli fragman goériilmekle beraber, yine gogunlugunu Orta Asya
(Rusya) orijinli referanslarin olugturdugu DNA fragmanlrini tamamen $anliurfa
orneklerine benzemesi oldukea dikkat ¢ekicidir. Bu benzerlige L.fropica (K-27)
susunun katilmis olmasi da ayrica énemlidir (Cizelge 12.B). Ayrica baz!
érneklerde bu enziminin silik bandlar verdidi izlendi.

Rsal total DNA profilleri incelendiginde de, izolatlar arasinda 3, referans
suslar arasinda da 4 farkli DNA fragmaninin oldugu gérilur (Sekil 8). Bu enzim
profilleri ydniinden Sanliurfa érnek fragmanlarinin benzer oldugu ve Gukurova
orneklerinin bunlara gore ¢ok heterojen olduklan gériilmektedir. Bu enzim
verileri de dider enzim verilerini tamamen destekler durumundadir. Cukurova
ornekleri ile, kultirasyon caligmalarn sirasinda karsilagilan izolasyon ve
adaptasyon farkliliklari, molekuler tekniklerle elde edilen heterojenitenin acaba
bir kanitimidir? (Cizelge 13.A). Rsal, referans suslari arasindaki heterojeniteyi
gostermekle beraber, 6rneklerin de farkli gérinime sahip olduklarini

gostermektedir (Cizelge 13.B).
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Sonug¢ olarak, 6rneklerimiz arasinda genotipik olarak bi‘:yﬁk bir
heterojenite bulunmaktadir. [zolasyon, adaptasyon ve kililtiirasyonlar sirasinda
kargilagilan fenotipik glgclukler acaba genotipdeki heterojenitenin yansimasi
midir?; Bu heterojenite, diren¢ degisiklifi ve kutanéz ajanlarin viskerotropik
dondgiminin  temeli midir?; Yoksa, bu gérinim bolgesel rezervuar
zenginliginin bir géstergesi midir?.

Calismamiz, bu sorulant yaratmigtir. Co6zim, kuskusuz daha ileri

gayretler gerektirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. Genotipik farklihdin yansimasi olan fenotipik farkiiliklar nedeniyle

Leishmania Parazitlerinin izolasyonu ve adaptasyonlan igin ortak bir

besiyeri dnerilememektedir. Calismamizda Cukurova bélgesinde bulunan
tim kutanéz leishmania érneklerinin izolasyonuna yanit verebilen bir besiyeri
elde edilemedi. Ancak %10 defibrine tavsan kani igeren Modifiye Evans
bifazik besiyeri ile Sanliurfa bolgesindeki 6rnekler Cukurova bélgesindeki
érneklerden gok daha kolay izole edebildi. Bununla beraber tiim Izolasyon
ve adaptasyon i¢in laboratuar imkanlar gézéninde tutularak, aspirat sivilari
birkag besiyerine verilmelidir. Béyle olunca bu besiyerlerinden birisi bunlarin
intiyacini kargilayabilecektir.

. Galisma yapilan her iki bélgede elde edilen izolatlar, bulunmas: muhtemel
tum izolatlari temsil edemedidi kanisindayiz. Bu nedenle 6zellikle Cukurova
bolgesi igin izolatif amagl besiyerleri Uzerinde galisiimalidir.

. Izolasyonda sade RPMI-1640 besiyerinin basarsiz oldugunu tesbit ettik.
Ancak bu besiyeri asama asama arttiralarak ve ilk asamasina %15 tavsan
tam kan lizati eklenmek suretiyle, genig hacimli biyokitle kultiriinde bagaril
olarak kullanilabilir. Burada besiyeri pH’'si ve besiyerine katilan kan lizatinin
énemi blyiktar.

. CO3 kontrolti bulunmayan etiivlerde kultiir yapildiginda, yiuksek
konsantrasyonda  NaHCO; katimasi  pH'yi  ylkselterek  parazit
adaptasyonunu zorlastirmaktadir. Leishmania parazitlerinin kultard pH 7
dolayinda ¢ok iyi yapilabilmektedir. Ayrica bu parazitlerin HCO3 iyonlanna
intiyaglart minimaldir. Bu nedenle yaklagik 5 mM NaHCO3'in 1x RPMI-1640
besiyerine katilmas yeterlidir.

. Populasyon Tasima Kapasitesinin yikseltimesi amaciyla yapilan
calismalarda, klasikl sayinin agilamadid tesbit edildi. Ancak modifikasyonlar
la, maksimum biyokiitleye erigme zamani kisaltilabilir.

. Leishmania promastigot mitotik indeksi, T lenfositlerini stimile eden

mitojenlerden etkilenmemektedir.
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7. Kriyopezervasyon geng hiicrelerle yapildijinda daha iyi sonug alinmaktadir.
Biyokiitle ise ge¢ log fazindaki hiicrelerden alindiginda, daha temiz total DNA
elde edilmektedir. Stasyoner fazda, hiicre lizisi bagladiindan DNaz bir
problem olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Bu ylizden her laboratuar galigtigi
besiyerine ve difer sartlara gbre Greme egrisi ¢ikarmalidir.

8. RFLP analizi sonucu, Cukurova ve Sanliurfa bélgelerinde farkli genotipte
parazitler oldugu tesbit edildi. Eldeki referans suglarin DNA fragmanlariyla
izolatlarin fragmanlar arasinda benzer olanlar bulunmasina ragmen,
heterojenite mevcuttur.

9. Laboratuarimizda yapilan total DNA restriksiyon profil analizi ile farkl
izolatlarin tanimlanmasi zordur, ancak polimorfizm oldugu
gosterebilmektedir. Sus seklinde identifikasyon yapabilmek igin Uluslararasi
kabul ediimig problarla g¢alismanin yanisira, referans problarla
identifikasyonu mimkin olamayan bélge izolatlaninin genomik veya
kDNA'larinin sekans analizi yapilarak, bélgeden prob segimine gidiimesi gok
yararl olacaktir.

10. Calismamizda az sayida gérunebilir DNA bandi olugmast DNA'nin ¢ok
sayida fragmana aynldiginin  kanitidir.  Kullandiimiz  restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin baz tanima bolgelerinden ¢ok daha uzun DNA
tanima bélgeli enzimler kullaniimalidir. Bu durumda uzun tanimali enzimlerle
DNA daha az yerlerden kesilecektir. Béylece daha az sayida fragman
olusacagindan bunlan kargilagtirmak miamkin olacaktir.

11. Bolgemizdeki izolatlarin genotipik polimofizmlerini belirlemek amaciyla prob
kullanilmadan, polimorfizmleri belirliyecek daha fazla sayida enzim belirlenip
kullaniimalidir.

12. Cukurova ve Sanlurfa yéresinden elde edilen izolatlar arasinda genotipik
heterojenite tesbit edildigine gére, lezyonlarda muhtemel enfeksiyonal
kangimlarin olup olmadi§i saptanmalidir. Her enfeksiyonal faktériin tek tek
klonlan g¢ikarilmahdir.

13. Bolge izolatlarinin tur ve alt tlrlerin identifikasyonu igin molekuler
tekniklerden RAPD analizi kullanilabilir. Bu analiz siteminde 4-10 ng DNA

kullanildidi igin blyUk hacimli kultir gerekmemektedir. Sadece promastigot
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izolasyonu yeterli olmaktadir. Bunun vyaninda nikleaz enzimleri
gerekmemektedir ve Southen blotlama sonrasi kullanilan problar yerine
primer ve PCR makinas: yeterli olacaktir. Béylece bélgemizde kiltar yolu ile

belirlenemeyen izolatlar tesbit edilecektir
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EKLER

EK1

Tampon ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

1. Klasik NNN Bifazik Besiyeri (100 ml)

1.4 gr Bacto-agar (Difco)

0.6 gr NaCl (Merck)

Bidistile su (90 ml) ile bu igerikler iyice ¢bzindll. pH 7.0'a ayarlandi.
Hazirlanan besiyeri 121°C'de 1.5 atmosfer basing altinda 15 dakika sire ile
otoklavdan gegirilerek sterilize edildi. Ardindan steril hale getirilen besiyeri ile
yine steril olarak alinan 10 ml tavsan kani cam bilyelerle defibrine edilerek
56°C'lik su banyosunda beklemeye alindilar. Her iki kap 56°C'ye geldiginde
bakteriyolojik ekim kabinde aseptik kosullara uyularak birlestirildi ve homojen
olmalan igin dikkatlice karistirildi. Kontaminasyonu engellemek igin gentamisin
(100 pg/ml) eklendi. Sicaklik uygun duruma gelince, 10 ml'lik konik tabanh
plastik kulttr taplerine 2'ser ml seklinde dagitildi. Tupler 45°lik bir zemine
alinarak 1-2 saat kadar tutuldu ve yatik agar .olusumu saglandi. Hemen
ardindan buzdolabina alinarak yogun kaltur snvns%l‘nm olusumu saglandi. Once
besiyerleri etlive (37°C) kaldirthp bir gece steriliteden emin olunduktan sonra
isleme alindi. Aspirat asilamasindan once, tlpfer oda sicakligina getirildi.
Yeterince yogun kultir sivisi olugsmamigsa 100 pl kadar steril bidistile su
eklendi.

2. Nutrient Agarh Bifazik Besiyeri (100 ml)
1.4 gr Nutrient agar (Oxoid)
Bidistile su (85 ml) ile igerik eritildi. TUm hazirlik klasik NNN'de oldugu

gibi yapildi. Ancak katilan defibrine tavsan kani %15 oldu.
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3. Brain Heart infuzyon Agarli Bifazik Besiyeri (BHi-Agar, Oxoid)

%1.2 Brain heart infuzyon agar i¢in 1.2 gr BHI-Agar ve %4.7 Brain heart
infuzyon agar igin de 4.7 gr BHI-Agar alindi ve ayn ayn 85'ser ml bidistile su
iginde eritildi. Her iki besiyerine katilan defibrine tavgan kanm orant %15 oldu.
Hazirlanmalari klasik NNN'de oldugu gibidir.

4. Modifiye Evans Bifazik Besiyeri

0.5 gr Bakteriyolojik pepton (Oxoid)

0.3 gr Beef-extract [Lab lemco powder (Oxoid)]
2 gr Agar (Sigma)

0.8 gr NaCl (Merck)

Bidistile su (90 ml) ile igerikler iyice eritildi. pH 7.0’a ayarlanarak %10
defibrine tavgan kani eklendi. Tum hazirlik Klasik NNN'de oldugu gibi yapildi.

5. FBS (Fetal Bovin Serum) ve FCS (Fotal Calf Serum) (Seromed)
Kompleman inaktivasyonu igin serumlar 56°C'de 30 dakika tutuldu. On

ml'lik steril cam tiplere dagitilarak -20°C'de stokland..

6. L-Glutamin (200 mM, Seromed)
Bes ml'lik steril siselere dagitilarak -20°C’de saklandi.

7. 1M HEPES-Nay, pH 8.2 (Sigma)

100 ml, 1M, solusyonlar hazirlandi. pH 8.15’e ayarlandi ve 0.22 pm por
¢apl milipor filtre ile sterilize edildi. Filtrasyon sonrasi pH’s1 8.2 oldu. Bu gekliyle
buzdolabinda saklandi.



8. %7.5 NaHCO; (Sigma)
Yaz ml'lik sigsede steril olarak hazirlanmig olup buzdolabinda korundu.

9. Gentamisin (40 mg/ml, Roche)
Ticari olarak temin edildigi haliyle buzdolabinda tutuldu.

10. 1x RPMI-1640 Monofazik Besiyeri

10 m! 10x RPMI-1640 (Sigma) 1x
10 ml FBS (Fetal bovine serum) %10

1 ml L-glutamin (200 mM) 2mM
0.5 ml %7.5 NaHCO3 476 mM
2.5 ml HEPES-Na (1 M, pH 8.2) 25 mM
0.25 ml Genta (40 mg/ml) 100 pg/ml
Steril bidistile su : 75 ml
Son pH yaklagik 7.0 oldu

11. PBS, pH 7.2 (Fosfat Tamponlu Tuzlu Su)
1.5 mM NaH,PO4 (Merck)
8.0 mM KoHPO4 (Merck)
137 mM NaCl (Merck)
2.5 mM KCI (Merck)
Bu igerikler 1000 ml suda eritildi. Bu solllyonun pH'si yaklagik olarak 7.2
oldu. Otoklavda sterilize edildi. Buzdolabinda tutuldu.

12. %2 Formalinli PBS (pH7.2)
Formaldehitten (Merck) (%37'lik) 0.54 ml alinip, 9.46 ml PBS (pH 7.2)
icinde karigtirildi. Buzdolabina alinarak, bu solusyon promastigot sayiminda

hiicreleri hareketsiz yapmak amaciyla kullanilds.
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13. EBLB (Pseudo Evans Blood Lysate Broth)

Aseptik kosullarda alinan 10 ml kan, iginde heparin (Li) bulunan tipe
aktarildi. Yavagga alt st edilerek homojen olmasi sadlandi. Santrifuj (4.000
rom’de 10 dakika) edilerek hicrelerin ¢okmesi saglandi. Plazmasi atildi ve
lizerine total hacmi koruyacak sekilde %0.9 NaCl solusyonu katildi ve
karigtirildi. Coktarllerek (4.000 rpm’de 10 dakika) tst faz atildi. Bu yikama iki
kez tekrarlanarak hlcre disinda kalan ve Giremeye olumsuz etkisi bulunan kan
proteinleri (antikorlar vs) uzaklastiriidi. Santrifuj sonrasi, kan hicrelerine orijinal
hacmi koruyacak sekilde steril distile su eklendi. Hemolizin tamamlanmasi igin
kaba lizat, buzdolabinda 10 dakika bekletildi. Sonra tekrar oda sicaklijina
alinarak 5.000 rpm'de 15 dakika santrifuj edildi. Boylece patlamamig l6kosit
hucreleri ¢dkturildi. Ust lizat fazi alinarak buzdolabinda kullanilana kadar
tutuldu.

14. PHA-L (Phytohaemagglutinin-L, Seromed)
PHA-L'ye (liyofilize, 1.2 mg) 5 ml steril bidistile su eklenerek karigtiriidi.
Kullanilana kadar buzdolabinda tutuldu.

15. Promastigot Sayimi

En kiglk karesinin bir kenan 1/20 mm olan ve iki adet sayim alani
bulunan Thoma lami kullanildi. Sayim alanlarinin derinligi 0.1 mm'dir. Sayim
alanlaninin toplam olarak aldigi hacim 200 pldir. Bunun igin sayim yapilacak
hiicre sispansiyonundan 25 p! alinarak promastigot hareketlerinin durdurulmasi
amaciyla 175 pl %2 formalinli PBS ile karigtirildi. Tespit edilen hicreler
otomatik pipetle Thoma lami sayim alanlarina verildi. Iki dakika kadar
beklenerek hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Her bir sayim alaninin 5 kigtk
karesinde bulunan toplam hiicre sayisi tesbit edildi. Diger sayim alaninda ayni
islem tekrarlanarak, her iki alanda tespit edilen hiicre sayisinin ortalamasi
alinarak agagidaki formtle gére mi'deki promastigot sayisi belirlendi.
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Hucre/ml = [Ortalama hiicre sayisi] x [Seyreltme katsayisi] x 50.000

16. Amastigot ve Promastigot Boyama

Ayr ayri Amastigot i¢in alinan 10 ul aspirat ve Promastigot igin alinan 10
pl kiltur daha 6nceden temizlenmis lamlara yayildi. Sa¢ kurutucu ile hizla
kurutulan preparatlar 2 dakika siire ile metanolde fikze edildi. Ardindan preparat
musluk suyundan gegcirildi ve tekrar kurutuldu. Kurutulan preparatlar boyama
duzenegine yerlegtirildi ve taze olarak musluk suyunda hazirlanan Giemsa
(Merck) (%5) ile yaklagik 30-45 dakika boyandi. Boya dékulerek preparatlar
musluk suyunda yikandi ve kuruduktan sonra entellan ile kapatildi.

17. %87 Gliserol (Merck)
Bes ml Gliserol 10 ml'lik kapakl siseye alinarak otoklav ile sterilize edildi.
Bu solusyon oda sicakliginda temiz bir yerde birakildi.

18. 0.5 M EDTA-Naz, pH 8.0 (Sigma)
EDTA-Nay, 0.5 M'lik olarak 100 ml distile su i¢inde hazirlandi, 1 N NaOH
iIe; pH 8.0’a ayarlandi ve otoklav edildi. Buzdolabinda muhafaza edildi.

19. 1M Tris.HCI, pH8.0 (Sigma)
Tris.HCI, 1 M hazirlanarak 1 N HCI ile pH'a 8.0’a ayarlandi. Otoklav ile
sterilize edildi. Buzdolabinda korumaya alindi.

20. 6 M NaCl (Merck)
NaCl, 6 M hazirlanarak otoklavda sterilize edildi. Buzdolabinda korumaya

alindi.
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21. Fenol ve Kloroform Karigsiminin Hazirlanmasi
A: Fenol (Sigma) Hazirlanmasi:
a. Kristal Fenol 50 gr olarak tartilip 68°C'de eritildi.
b. Oda sicakliina getirildikten sonra Gzerine antioksidan olarak %0.1 8-
hidroksikinolin (Sigma) katild!.
c. Fenol hacmi kadar, (izerine 0.5 M Tris-HCI (pH 8.0) katilarak iyice karigtirildi.
Iki faz olugana kadar oda sicakli§inda kendi haline birakildi.
d. Ust faz atilarak, kalan fenol'e esit hacimde 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) katildi ve
karistiriidi. Bu tamponla yikama, ist fazin pH'si 7.8 olana kadar tekrarlandi.
e. Bu sekilde yikanan fenol Gizerine 1/10 hacim 0.1 M Tris-HCI eklendi ve koyu
siseye alindi.
B. Kloroform (Merck) Hazirlanmasi:
Kloroform’dan 24 ml ve izoamil alkol'den (Sigma) (DNA solusyonunda
képurmeyi engellemek amaciyla) 1 ml kangtinidi. Siki kapakh cam sgigede
korumaya alind!.
Deproteinizasyon iglemi sirasinda, DNA solusyonuna, esit hacimde
fenol-kloroform (bire bir oraninda) kangimi katilarak proteinler uzaklagtirildi.
Elde edilen solusyondaki fenol-kloroform-izoamil alkol orani 25:24:1 oldu.

22. %10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat, Sigma)

SDS, %10'luk olarak 10 ml bidistile suda hazirlandi, pH'si 7.2'ye
ayarlandi. Otoklavlanmadan buzdolabinda tutuldu. Sogukta presipite oldugu
icin kullanim 8ncesi oda sicaklidina getirilerek seffaflagmasi igin beklendi.

23. SET Tamponu, pH 8.0 (Tuz-EDTA-Tris)
Son Konsant.

1 M Tris.HCI, pH 8.0 10 mM
0.5 M EDTA.Na;, pH 8.0 100 mM
6 M NaCl 150 mM
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Istenen hacme steril distile su ile tamamland. Aseptik kosullara steril stoklardan
hazirlandi. Ayrica otoklavlanmadi. Buzdolabinda korumaya alindi.

24. Pronaz (10 mg/ml, Sigma)
" SET tamponu (pH 8.0) iginde 10 mg/ml olacak sekilde haziriand.. Iginde
bulunmasiI muhtemel DNaz aktivitesini inhibe etmek amaciyla 80°C‘lik etivde
10 dakika tutuldu. Isi ile denatlire edilen DNaz'in sindirimi i¢in 37°C'de 1 saat
daha inkiibe edildi. Pronaz bu haliyle -20°C’de tutuldu. Bu enzim 70°C’yé kadar

aktiftir

25. TE Tamponu, pH8.0 (Tris-EDTA)
Son konsant.
1 M Tris.HCI 10 mM
0.5 M EDTA.Na; 1mM
Hazilanma sekli ve korunmasi SET tamponun aynisidir.

26. 7.5 M Ammonyum Asetat, pH 7.5 (Sigma)
NH40Ac (7.5 M) hazirland). pH ayarlanmadan ~7.5'tur. Sterilizasyonu
0.22 um por ¢aph milipor filtreyle yapildi. Oda sicaklijinda korundu.

27. 5x Takip-Stop Karigimi

%25 Fikol tip 400 (Sigma)

0.05 M EDTA-Naz, pH 8.0

%1 SDS

%0.3 Bromofenol mavisi (Merck)

%0.3 Ksilen siyanol F (Merck)

Bu karnigim kullanim sirasinda 1x olacak gekilde DNA solusyonuna

katildi. Oda sicakhginda korundu.
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28. EtBr Boyasinin Hazirlanmasi (Sigma)
EtBr, 10 mgr tartilarak 1 ml suda eritildi ve bu solusyon karanlikta ve
koyu sige icinde muhafaza edildi. Jele, 0.5 ug/ml olarak katildi.

29. 10x TBE Tamponu, pH 8.3 (Tris-Borat-EDTA)

0.89 M Tris.HCI

0.89 M Borik asit (Merck)

0.02 M EDTA-Na;

Bu tamponun pH’si 1 N NaOH ile 8.3'e ayarlandi. Kullanim sirasinda
0.5xTBE'ye dlsturmek igin 0.5 birim 10x TBE'ye 9.5 birim distile su eklenerek
hazirlandi.

30. Agaroz (Sigma) Jelinin Hazirlanmasi

Calisilacak jel kalinh@ belirlendikten sonra, bilinen jel dékim tablasi
boyutlari kullanilarak gerekli jel miktari hesaplandi. Gerekli agaroz (%0.7)
miktar tartihp 0.5x TBE (pH8.3) iginde karistirildi. Kaynar su banyosuna kondu
ve jel eriyip homojen bir hal alana kadar birakildi. Isinip buharlagmasinin éntine
ge¢mek i¢in jelin hazirlandi§r erlenin agzi aluminyum folyo ile kapatildi. Bu
islem devam ederken jel dékiim tablasinin kenarlari, plastik bantla gevrildi.
Tarak (30 digli, her dis 3x1 mm), jel dokim tablasinin (20x15 cm) Gizerine kondu
ve tarak diglerinin jel dékim tablasinin 1 mm (zerinde olacak sekilde ayari
yapildi. Tarak kaldinldi. Eriyen jel, su banyosundan alinip oda sicakhgina
gelinceye kadar bekletildi. Bu arada jele, 0.5 pg/ml olacak gekilde stok EtBr'ten
eklendi ve jel dékiim tablasina dékildi, hemen ardindan tarak yerlestirildi.
Katilagmasi igin yaklagik 45 dakika beklendi. Siire bitiminde jelin tarak digleri
bélumine kuyularin bozulmamasi igin 0.5x TBE tamponu eklendi. Daha sonra
tarak dikkatli bir gekilde alindi. Ardindan plastik bant glkanlldl, jel tablasiyla
beraber, elektroforez tankina horizantal olarak yerlestirildi. Tanka, 0.5x TBE
tamponundan jelin tizerine 1mm tampon olana kadar doéklldi. DNA

solisyonuna uygulanacak akim kadar bir akim, agaroz porlarinin agilmasi
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amaclyla bosg jele tatbik edildi. Aplike edilecek DNA miktari hesaplanip ve
hazirlandiktan sonra Takip-stop karigimi ile kanigtinidi (4/1 oraninda). DNA'nin
yapiskan uglarini yumusatmak amaciyla bu soliisyondaki DNA 65°C'de 10
dakika tutuldu.

31. Poliakrilamid Jelinin Hazirlanmasi

STOK SOLUSYONLAR

a. %30 akrilamid solusyonu ,10 ml, (%30T, %5C)

2.85 gr akrilamid (Sigma)

0.15 gr bis-akrilamid (Sigma)
%30 akrilamid solusyonu igin akrilamid ve bis-akrilamid 10 ml bidistile suda
kangtinlarak, koyu bir sigede buzdolabinda korumaya alindi

b. %10 Ammonyum Persiilfat (APS, Sigma)

0.05 gr Ammonyum persiilfat
0.5 ml'ye bidistile su ile tamamladi. En fazla 1 hafta saklandi.

c. TEMED (N,N,N’N-Tetramethylethylenediamine, Sigma) sogukta
sakland..

Son PAG Solusyonu (%5, 15 ml)'nun hazirlanmasi:

%30 akrilamid 2.5m]

10xTBE, pH 8.3 1.5 ml (1x)

Bidistile su 10.8 ml

%10 APS 0.09 ml (%0.06)

Karigim hazirland! ve oksijeni vakum cihazi ile gekilerek sollisyona 15 pl
TEMED katildi ve karistinldi. Kansim bekletiimeden, sivi ve hava ydniinden
kagak yapmayacak sekilde énceden hazirlanan sandevig bigiminde iki plaka
arasina dokllerek tarak derhal yerlestirildi. Polimerizasyonun tamamlanmasi
icin yaklasik bir saat kadar bekletildi. Tarak ¢ekildi ve dig yerlerinin
bozulmamasi igin 1x TBE ile digler yikandi. Jel dizenegi, vertikal olarak
elektroforez tankina yerlestirilerek elektrot tamponu (1x TBE), istenen seviyeye
kadar eklendi. DNA aplikasyonu agaroz jelinde oldugu gibi yapildi. DNA

bandlarinin gérintilenebilmesi igin jel, elektroforez sonrast 0.5 pg/ml EtBr
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iceren 1x TBE tamponunda yaklasik 30 dakika tutuldu. Gérintileme UV

transilluminator ile yapildi.

32. Giimiis Boyama Soliisyonlari
1. FIKSATIFLER
a. %50 Metanol-%10 Asetik asit (100 mi)
50 ml Metanol (Merck)
10 ml Asetik asit (Merck)
40 ml Bidistile su
b. %50 Metanol-%7 Asetik asit (100 ml)
50 ml Metanol
7 ml Asetik asit
43 ml Bidistile su
c. %10 Glutaraldehit (100 ml) (Merck)
40 ml %25 glutaraldehit
60 m| Bidistile su
2. AgNO3; BOYASI
0.1 gr AgNO; (Sigma)
100 ml bidistile suda eritilsir. Metal karistirici kullaniimaz.
3. GELISTIRME
3 gr Na;CO3 (Merck)
100 ml bidistile suda eritildi
50 pl %37’lik Formaldehit
4. STOP SOLUSYONU
2.3 M Sitrik asit monohidrat (Merck)

33. Giimiis Boyama Protokolu
1. Jel, DNA'nin tespiti amaciyla 30 dakika stre ile %50 Metanol-%10 asetik

asit fiksatifinde kanigtiriidi,
2. Jel, %50 Metanol-%7 Asetik asit iginde 30 dakika tutuldu.
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3. Jel, ardindan %10 glutaraldehit iginde 30 dakika siire ile son olarak fikze
edilerek suda yikandi. |

4. Derhal %0.1 AgNO; iginde 30 dakika tutuldu, sonra su ile yikand:.

5. Boya geligimi igin, %3 Na>COgs'a (Igine %37'lik formaldehitten 50 pt katildi)
alinarak burada karigtirmali olarak kahverengli DNA bandlari gériinene
kadar |
(yaklagik 30 dakika) bekletildi.

6. Gelisim solusyonuna 2.3 M'lik sitrik asitten 5 ml katilarak reaksiyon

durduruldu.

7. Suda yikanarak incelemeye alindi. Burada kesinlikle kirlilik olugturmamak

icin metal pens kullanimindan kaginildi.

34. ) (Lambda) DNA (0.5 pg/pl, Biores)
Bu DNA 48.502 bg¢ uzunlugundadir. Tavsiyeler uyarinca -20°C'ta sakland! ve
gerektigi zaman oda sicakligina getirilerek gereken miktarlar steril olarak alindi.

35. A DNA-EcoRI, Marker DNA (0.4 p.g/ul, Biores)

Ticari olarak bu DNA (48.502 bg) EcoRI enzimi ile kesilmig olup 6 adet
DNA fragmanina ayriimigtir. Fragmanlar sirasiyla; 21.226, 7.421, 5.804, 5.643,
4.878 ve 3.530 bg¢ seklindedir. Tavsiyeler uyarinca -20°C'ta saklandi ve
gerektigi zaman oda sicakligina getirilerek ¢ozindld. Gerekli miktarda steril
olarak alindi.

36. ¢x174RFI Viriis DNA-Haelll, Marker DNA (0.5 ug/pl, Promega)

Ticari olan bu DNA (5.386 bg) Haelll enzimi ile kesmig olup 72 ile 1.353
b¢'lik 11 fragmana aynlmigtir. Fragmanlar sirasiyla; 1.353, 1.078, 872, 603,
310, 281, 271, 234, 194, 118 ve 72 bg seklindedir. Tavsiyeler dogrultusunda-

20°C'ta saklandi. Gerektiginde oda sicakliina getirilerek ¢bztndu.
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37. Kullanilan Restriksiyon Endoniikleazlar
EcoRI (25 U/ul, Biores)
Bu enzim, Escherichia coli RY 13 bakterisinden izole edilir. Tamdig
bélge ve kesim sekli sdyledir. 5'..G'AATTC..3'
3..CTTAAG..5
37°C’de aktivite gdsterir. A DNA'sini 6 noktadan keser ve jelde 6 fragman bandi
gorintilenir. 65°C’ta 10 dakika sire ile veya final 10 mM EDTA ile inaktive olur.
Maksimum aktivite gésterdigi tampon (1x):
50 mM TrisHCI (pH 7.4)
50 mM NaCl
10 mM MgCl.
1mMDTT
100 pg/mi BSA
Metilazlara duyarlidir, yani kesim yapamaz.
Izogizomerik enzimi: Bulunmamaktadir.
Saklama sicakligi: -20°C
Hindlll (12 U/ul, Biores)
Haemophilus influenzae Rd'den izole edilir. Tanidigi bolge ve kesim sekli
soyledir. 5'..A'*AGCTT..3’
3..TTCGAA..5'
37°C’de aktivite gosterir. A DNA'sini 6 noktadan keserek jel Gzerinde 7 DNA
bandi verir. Isi ile inaktive olmaz. Final olarak 10 mM EDTA ile inaktive olur.

Maksimum aktivite gésterdidi tampon (1x):
50 mM Tris.HCI (pH 8.0)
50 mM NaCl
10 mM MgClz
1mMDTT
100 pg/ml BSA
|zogizomerik enzimi: Bulunmamaktadir.
Saklama sicakligr: -20°C

Alul (6 U/ul, Sigma)-
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Arthrobacter luteus’tan izole edilir. Tanidi§i bélge ve kesim sekli séyledir.
5.AG'CT..3’
3'..TC,GA..5’
37°C’'de aktivite gosterir. A DNA'sini 143 noktadan keser ve jel Gizerinde 144
band olugturur. 65°C’de 10 dakika stre veya 10 mM EDTA ile inaktive olur.
Maksimum g¢aligsma tamponu (1x): (Ticari olarak sari ambalaj)
10 mM Bis-Tris-Propan-HCI, pH 7.0

, 10 mM MgClz
|zogizomerik enzimi: Bulunmamaktadir.

Saklama sicakli§i: -20°C
Hinfl (10 U/ul, Sigma)
Haemophilus influenzae RF bakteri hlcrelerinden izole edilir. Tanidi§i

boéige ve kesim sekli soyledir.
5.G'ANTC..3’
3'..CTNA,G..5’
DNA'y1 37°C'de keser. A DNA'sinI 148 noktadan keser ve jelde 149 DNA bandi
olugturur. Isi ile inaktive olmaz. Son derigimi 10 mM EDTA ile inaktive olur.
Maksimum caligma tamponu (1x):

10 mM Tris-HCI, pH 7.9

10 mM MgCl;

50 mM NacCl

1mMDTT
|zogizomerik enzimi: Bulunmamaktadir.
Saklama sicakligi: -20°C
Haelll (14 U/ul, Sigma)

Haemophilus aegypticus'tan izole edilir. Tanidi§i bolge ve kesim sekli
goyledir,
5'..GAGCT'C..3’

3..C,TCGAG..5'
DNA'y1 37°C’de keser. Isi yerine 10 mM EDTA ile inaktive olur. A DNA'sint 149
noktadan keser ve jel Gzerinde 150 adet DNA bandi verir.
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Maksimum c¢aligma tamponu (1x):
10 mM Bis-Tris-Propan-HCI, pH 7.0
10 mM MgCl.
1mMDTT
100 pg/ml BSA
Izosizomerik enzim: Pall
Saklama sicakhgi: -20°C
Rsal (14 U/ul, Sigma)

Rhodopseudomonas sphaeroides’'ten izole edilir. Tanidii bolge ve

/

kesim sekli gdyledir.
5'.GT'AC..3'
3..CA,TG..5
DNA'y 37°C'de keser. A, DNA'sini 113 noktadan keser ve jel (izerinde 114 DNA
band: verir.
Maksimum ¢aligma tamponu (1x):
50 mM TrisHCI (pH 8.0)
10 mM MgCl
Izosizomerik enzimi: Bulunmamaktadir.

Saklama sicakhgi: -20°C
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/ 38. Cukurova ve $anlurfa Yéresinden Elde Edilen izolatlaria,

Referans Suslarin Tam Listesi

Ornek No Adi Soyadi Yére

1 FB Duzigi

2 0G Karaisall
3 HI Karaisall
4 HM Duzigi

5 RK Kozan

6 NA Adana

7 MG Karaisall
8 MG Karaisali
9 TA Karaisali
10 Hi Duzigi

11 AD Adana
12 AGO Karaisall
13 RO Karaisal
14 EK Duzigi

15 KY Dazigi

16 IK Adana
17 G Adana
18 SE Duzigi

19 HD Sanliurfa
20 TD Sanlurfa
21 IT Sanliurfa
22 MK Sanliurfa
23 ZT Sanliurfa
24 AG Sanhurfa
25 CcC $anlurfa
26 L.infantum (MHOM/DZ/82/LIPA-59, LEM-417)
27 L.major (MHOM/SU/73/5-ASKH)

28 L.donovani (MHOM/IN/80/DD-8)

29 L.tropica (MHOM/SU/74/K-27)

30 L.infantum (MHOM/FR/78/LEM-75)

31 L.infantum (MHOM/ES/90/BCN-1, LEM-2205
32 L.turanica (MRHO/SU/83/KD-51)

33 L.turanica (PHCAY/SU/95/PH-40)

34 L.turanica (MRHO/SU/80//Clone-3720)
35 L.gerbilli (MRHO/CN/60/gerbilli)

36 L.turanica (MRHO/SU/86/TSH-I1)

37 L.arabica (MPSM/SA/84/JISH-220)

38 L.major+L.turanica=Mixture (MRHO/SU/95/9537)
39 L.major (MRHO/SU/59/Nealp)

A DNA Biores, 0.5 pg/ul
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EK2

Kullanilan Cihazlar

1. pH Metre (8417, Hanna instruments)

2 Santriftj Makinasi (NF 415, Nive)

3. Eppendorf Santrifuj Makinasi (Biofuj 13, Heraeus)

4. Spektrofotometre.(UV-1201 Shimadzu)

5. Transilluminatér (Mighty Bright, Hoefer)

6. Polaroid DS 34 Fotograf Makinasi (Direct Screen Instant
Camera, Hoefer)

7. Gug Kaynagi (PS 500 XT, 500 V, 400 mA, 200 W, Hoefer)

8. Horizontal Elektroforez tanki (Super Sub, Hoefer)

9. Vertikal Elektroforez Tanki (Mighty Small Il SE 250, Hoefer)

10. Calkalayici (Red Rocker, Hoefer)

11. Vakum cihazi (Red Evac Model No PV 100, Hoefer)

12. Vorteks (Elektro-mag)

13. Ettiv (102 D Incubator, Stuart Scientific Instruments)

14. Firin (Oven 252 D, Stuart Scientific Oven Instruments)

15. Polaroid Tip 667, 3000 ASA, Siyah-beyaz film

16. Thoma lami

17. Mikroskop (Monokdler, Nikon)

18. Basit Bakteriyolojik Ekim Kabini

19. Kriyo tipleri (NUNC)

20. Konik Tabanli Plastik Klttar Ttpleri (10, 50 ml; Granier)

21. Eppendorf tupleri (0.5, 1.5 ml; Sigma)
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