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OZET

FOTODINAMIK TEDAVININ LEISHMANIiA TROPICA UZERINE
OLAN IN VITRO ETKIiSi

Caliskan Ozlem S. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
Program Doktora Tezi, Aydin, 2015.

Phelebotomus tiirii sineklerle bulastirilan ve “Sark Cibani” olarak adlandirilan kutandz
leishmaniasisin (KL), tilkemizde etkeni siklikla Leishmania tropica‘dir. Fotodinamik tedavi
(FDT) fotosensitif ajan ve goriiniir dalga boylarinda 1518 birlikte kullanarak, molekiiler
oksijen varliginda baslica singlet oksijen olusturmasiyla hedef hiicrelerde nekroz ve/veya
apoptozise yol acan bir tedavi yontemidir. Bu ¢alismada KL enfeksiyonlarinin etkeni olan
L.tropica promastigotlarinda metilen mavisi (MB), toluidin mavisi (TB), kloralimiinyum
fitalosiyanin (AICIPc) ve feoforbid a (Pa) kullanarak FDT’nin etkinliginin in vitro olarak
arastirilmasi amaclanmastir.

Parazitler bir saat boyunca artan konsantrasyonlarda MB, TB, AICIPc ve Pa ile inkiibe edildi.
Ajanlar besiyerinden uzaklastirillip PBS ile yikandi ve PBS eklenen parazitlere 30 dakika
boyunca beyaz diyot 1sik uygulandi. Metilen mavisi, toludin mavisi, aliiminyum ftalosiyanin
ve feoforbid a konsantrasyonlarinin fonksiyonlarinin L.tropica promastigotlari iizerine etkisi
26°C’de 18 saat inkiibasyondan sonra; hiicre canliligi, morfolojik degisiklikler ve apoptotik
deneyler ile degerlendirilmistir. FDT etkinligi kontrol grubu, 151k + ajan veya yalniz ajan
uygulamasi ile yapilan tiim deneyler i¢in degerlendirildi.

Metilen mavisi, toluidin mavisi ve feoforbid a + FDT uygulanan gruplarda canli L.tropica
promastigot sayisi sadece ajan uygulanan gruplar ile karsilastirilmis ve istatistiksel olarak
sadece ajan uygulanan gruplara gore anlamli olarak farkli bulunmustur (p<0,001 p<0,05
p<0,0001). Kloraliiminyum ftalosiyonin +FDT uygulamasi ise sadece AICIPc’ye maruz kalan
deney grubundaki hiicre canliliginin istatistiksel olarak anlamli (p=0,07) olmadig: tespit
edilmistir Ayrica tiim fotosensitif ajanlar + FDT uygulamasinin kontrol grubuna gore canli
parazit sayisinda dikkat ¢ekici azalma gozlenmistir. Hiicresel olarak apoptozun
belirlenmesinde kullanilan DAPI boyama sonuglarma gore MB, AICIPc, PA + FDT

uygulamasinin L.tropica promastgotlari tizerinde etkili olduklar1 gozlenmistir.
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Ayni zamanda MB, AICIPc, Pa + FDT’ye maruz kalan gruplarda apoptozun belirteci olan
apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine rastlanir iken kontrol, MB, AICIPc, tek basina TB ve
TB+FDT ile beraber uygulandigi gruplarda bu goriintiiye rastlanmamastir.

Bu calismada gosterilen sonuglar bize parazitin sadece promastigot formunu kullanarak
Leishmaniasis tizerine fotodinamik tedavinin etkileri hakkinda fikir vermis ve parazite karsi
alternatif bir tedavi i¢in yeni yaklasim olabilecegini gostermistir. L.tropica promastigotlarina
metilen mavisi, kloraliimunyum falosiyanin ve feoforbid a + FDT uygulandiginda meydana

gelen hiicre 6liimiiniin apoptoz ile destekler bulgular oldugu diisiintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania tropica, Fotodinamik Tedavi, Metilen mavisi, toluidin

mavisi O, Kloraluminyum fitalosiyanin, feoforbid a
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ABSTRACT

In Vitro Effect of Photodynamic Therapy on Leishmania Tropica

Cahiskan Ozlem S. Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department
of Biophysics, PhD Thesis, Aydin, 2015.

Leishmaniasis is a vectorborne disease transmitted by Phlebotomus species and the cuteonus
form (CL) of disease is known as "Sark Ciban1”. Leishmania tropica is the most often agent of
cutaneous leishmaniasis (CL) in Turkey. Photodynamic therapy (PDT) is a treatment which
uses of a light-sensitive drug (a photosensitiser) in combination with light of a visible
wavelength, to destroy target cells (canserous and non-cancerous) by generating mainly
singlet oxygen in the presence of molecular oxygen. In this study, we investigated the effects
of PDT using different photosensitizers, namely methylene blue (MB), toluidine blue (TB),
aliminum ftalosiyanin chlorid (AICIPc) and pheporbide a (Pa) in L. tropica promastigotes.
Parasites were incubated with increasing concentrations of TB, MB, AICIPc and Pa for one
hour. After the media containing phosensitizers were removed, promastigotes were washed
with PBS. Fresh PBS was added and parasites were illuminated with a white light source for
30 min. Following the irradiation of the cells, fresh growth medium was added. After
incubation at 26°C for 18 h, the cell viability (analyzed using a hemocytometer and XTT
colorimetric assay), morphological changes (staining with giemsa) and apoptotic assay
(staining with DAPI and DNA fragmentation assay) of Leishmania tropica parasites were
evaluated as a function of MB, TB, AICIPc and PPa concentration. The efficiency of PDT
was investigated using irradiation+ phosensitizers, phosensitizers alone and in control group
in all experiments.

Parasite viability was significantly different (p<0,001 p<0,05 p<0,0001) between groups
treated with MB,TB and PPA with or without irradiation. There were no statistically
significant differences in cell viability between AICIPc trated L. tropica promastigotes with
and without irradiation (p=0,07). Viability of L.tropica promastigotes was significantly lower
than control groups in all PDT groups including all photosensitizers.

Also, DAPI staning method, which is used to determine cellular changes in apoptotic cells,

showed that MB, AICIPc and PA with irradiation affected on L.tropica promastigotes.
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Furthermore, DNA ladder pattern defining the apoptosis, was observed in irradiated
MB,AICIPc and PA groups and not observed in TB with irradiation, AICIPc, TB, MB and PA
without irradiation.

The findings of this study promoted insight on the effects of PDT on Leishmania using the
promastigote form of the parasite and has opened a new perspective for the alternative
treatment of the parasites. The results also reveased that apoptosis induced cell death was
observed in L.tropica promastigotes after the application of photosensitizers in combination

with light irradiation

Key Words: Leishmania tropica, Photodynamic therapy, Metyhlene blue, toluidine blue,

aluminum phthalocyanine chloride, Feoforbid a
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1. GIRIS

Leishmaniasis vektor Phlebotomuslar (tatarcik, yakarca vb.) tarafindan bulastirilan
yirmiden fazla Leishmania tiiriiniiniin yol agtig1 kendi kendine iyilesen deri lezyonlarindan
Olimciil i¢ organ tutulumuna varan degisik klinik tablolara yol acan 98 iilkede 4 kitada
goriilen onemli bir paraziter enfeksiyon hastaligidir. Diinyada 13 tiiriin dermotropik oldugu
bilinmektedir. Ulkemizde gériilen kutandz leishmaniasis etkeni siklikla Leishmania tropica
olup, Gilineydogu Anadolu Bolgesinde yilda ortalama 2000 civarinda olgunun saptandigi
bilinmekte ve hastalik her gecen giin daha fazla bolgemize yayilmaktadir. Halk arasinda “Sark
¢iban1” adi ile bilinen kutandz leishmaniasis, yliz el kol bacak gibi viicudun agikta kalan
bolgelerinde uzun siireli iyilesmeyen deri lezyonlar1t ile karakterizedir. Kutandz
Leishmaniasis’in tedavisinde halen tiim kutandz leishmaniasis lezyonlarinda kabul edilmis
standart bir tedavi semas1 bulunmamaktadir. Gliniimiizde uygulanan tedavi yontemleri etken
olan Leishmania tiiriine, hastadaki kutandz leishmaniasis inik tabloya, kisinin immun
sistemine vb gore degismektedir. kutandz leishmaniasis ’de yan etkileri az olan etkin bir
tedavi sekli bulunmamaktadir ve tedavide yasanan sikintilar nedeniyle her gecen giin yeni
kimyasal, bitkisel ajan uygulamalart ve fotodinamik tedavi gibi yeni, ucuz, kolay

uygulanabilen, yan etkisi az olan alternatif tedavi se¢enekleri arastirilmaktadir.

Fotodinamik tedavi (FDT) fotosensitif ajan ve goriiniir dalga boylarinda 15181n birlikte
kullanarak, molekiiler oksijen varliginda baslica singlet oksijen olusturmasiyla hedef hiicreleri
(kanser ve kanser dis1) yok eden bir tedavi seklidir. FDT uygulamasinin paraziter
hastaliklardaki kullanim1 ¢ok yeni olup, son yillarda fotodinamik tedavinin deneysel ve dogal

kutandz leishmaniasis tizerindeki etkinligi arastirilmaktadir.

Bu aragtirmada L. tropica promastigotlar1 lizerinde in vitro olarak dort degisik
fotosensitif ajan kullanilarak fotodinamik tedavinin etkinligi aragtirilmasi amacglanmistir.
Calismanin 6zginligi tilkemizde en 6nemli kutan6z leishmaniasis etkeni olan L. tropica ile
yapilacak ilk in vitro fototerapi ¢alismasi olmasidir. Tedavi igin 4 farkli fotodinamik tedavi
ajant denenmistir. Bunlardan metilen mavisi, kloraliiminyum ftalosiyanin, toluidin mavisi
diger Leishmania tiirlerinde denenmistir fakat L.tropica’da ilk kez bu c¢alismayla etkisi
aragtirllmistir. Diger ajan feoforbid a ise daha once higbir leishmania enfeksiyonunda

denenmemistir.



2. GENEL BILGILER

Diinyada 98 iilkede endemik oldugu bildirilen leishmaniasis etkeni olan Leishmania
parazitleri insanlarin yani sira vahsi ve evcil karnivorlar ve kiiclik memelileri enfekte etmekte
ve kum sinekleri (Phlebotomus, yakarca, tatarcik) ile bulagtirilmaktadir. Her yil diinyada 350
milyon kisinin risk altinda oldugu ve 2 milyon yeni olgunun goriildigi bildirilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin Leishmaniasis’in analizlerine gore en ciddi enfeksiyon hastaliklari

siralamasinda dokuzuncu sirada yer aldigi bildirilmektedir (Hotez ve ark, 2007; WHO 2015).

Enfeksiyonun, Leishmania tiirine, kisinin immun direncine gore degismek iizere
tedavi edilmediginde 6liimciil olabilen visseral tutulum olabilecegi gibi kendi kendine iyilesen
sadece derinin tutuldugu farkli klinik tablolara yol ag¢tig1 bilinmektedir. Tiirkiye’de visseral ve
kutanoz leishmaniasis goriilmektedir. Hastalik iilkemizde A grubu bildirimi zorunlu
hastaliklar icinde olup, tedavisi Saglik Bakanligi tarafindan kurulan Sark Cibani Tani ve
Tedavi Merkezler’inde {icretsiz olarak uygulanmaktadir. Saglik Bakanligi hastaligin
iilkemizden eradikasyonu amaci ile ¢alismalar baglatmistir. Tiirkiye’de olgularin ¢ogunlugu
Gilineydogu Anadolu bolgesinden olmak iizere yilda 2000’in {izerinde kutan6z leishmaniasisli
olgu bildirilmektedir (Ozbel ve Ozensoy 2007; Ok ve ark, 2002). Aydm ili kutandz
leishmaniasis agindan endemik bolge olup batidaki en 6nemli odaktir. Hastaligin hem visseral
leishmaniasis formu, hem de kutanoz leishmaniasis formu ilimizde gorilmektedir. Aydin
ilinde 1996-2004 yillar1 arasinda 159 kutandz leishmaniasis olgusu bildirilmistir (Ertabaklar
ve ark, 2005).

2.1. Tarihge ve Sistematikteki Yeri

Leishmania parazitleri ilk olarak 1900 yilinda Hindistan'da dizanteriye yakalanan bir
hastanin dalak preparatinda William Leishman tarafindan goriilmiis ve bulgularini 1903
yilinda yayinlamistir. Ayni yi1l Donovan viseral leishmaniasisli hastalarin dalagindan elde
ettigi Orneklerde paraziti tespit etmis ve bulgularin1 yayinlamistir. Parazite ilk Once
‘Piroplasma donavani’ adi verilmis, sonraki yillarda Ronald Ross paraziti L. donovani olarak
adlandirmigtir. Leishmania promastigotlart ilk kez 1904 yilinda Rogers tarafindan sitrath
hasta kanindan iiretilmis ve 1908 yilinda Nicolle tarafindan Novy, Nicolle, Mac Neal (NNN)



besiyerinde Leishmania tropica’nin kiltiiriinii yaptig1 bildirilmistir. Ayn1 yil Nicolle ve
Compte tarafindan Tunus’ta kopeklerde Leishmania parazitleri tespit edilmis ve Nicolle
tarafindan bu parazite L. infantum adi verilmistir (Merdivenci, 1981; Altintas, 1993; Saygi,
1998). Yakimow 1913 yilinda Sark Cibani’nin etkeninin iki seklinin bulundugunu
isimlerininde L.tropica major ve L.tropica minor oldugunu ileri siirmiistiir. Adler ve Theoder
1925 yilinda ise Phlebotomus’larda promastigotlar1 tespit etmisler ve deneysel olarak
Phlebotomus’dan insana Sark Cibani’ni1 gegirmislerdir. Adler ve Ber 1941°de ise tatarciklarin
sokmas ile insandan insana Sark Cinbani’nin kesin olarak gectigi gosterilmistir (Altintas,

1993; Ozbel ve Ozensoy, 2007).

Leishmania tiirlerinin ayrim ve siniflandirmasinda yaptig1 hastaliklar, cografik yayilis,
biyolojik, immiinolojik, biokimyasal ve enzimatik ozellikler gibi verilerden yararlanilir.
Leishmania tiirlerinin siniflandirilmasinda tam olarak ortak bir noktaya varilamasa da, Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan yapilan son ¢alismalar dogrultusunda asagidaki smiflandirmanin
uygun oldugu bildirilmistir (Ozbel ve Ozensoy, 2007).

Kingdom: Protista

Subkingdom: Protozoa

Phylum : Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora

Class: Zoomastigophora

Order : Kinetoplastida

Family : Trypanosomatidae

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

Genus: Leishmania

Subgenus: Leishmania

Species: Leishmania tropica, Leishmania majér, Leishmania donovani, Leishmania
infantum, Leishmania chagasi, , Leishmania aethiopica, Leishmania mexicana (L. mexicana,
L.amazonensis, L. enrietti, L. pifanoi)

Subgenus: Viannia

Species: Leishmania braziliensis kompleksi (L. braziliensis, L. peruviana, L.
equatorensis, L. colombiensi,), Leishmania guyanensis (L. guyanenensis, L. panamenensis, L.

shawi), Leishmania lainsoni, Leishmania naiffi.



2.2. Morfolojisi

Leishmania parazitlerinin insan ve diger memelilerde amastigot, vektorlerde ise

promastigot olmak iizere iki farkli morfolojik formu bulunmaktadir.

2.2.1. Amastigot

Parazitlerin amastigot formu, 1-3 um eninde, 2-5 um boyunda, yuvarlak veya oval,
hareketsiz ve ¢ogalmasi 37°C’de uzunlamasina bdliinerek gerceklesir. Biiylik bir niikleus
sitoplazmanin arka ucuna yakin bir pozisyona yerlesmistir ve niikleusa yakin kinetoplast
bulunur. Giemsa ile boyanmig amastigotun sitoplazmasi mavi, ¢ekirdegi pembe veya koyu
kirmiz1 renkte goriiliir. Kinetoplast ¢ekirdegin yaninda parlak kirmizi veya menekse renginde

boyanir (Resim 1).

Resim 1. Leishmania tropica’nin amastigot formu

Kinetoplasta yakin pozisyonda yerlesmis, sekli noktaya benzer bir kamg¢i koki
(bleforablast) ve bleforablasttan ¢ikarak 6n kisma kadar uzanan bir aksonem bulunmaktadir.
Tim Leishmania tiirlerinde sitoplazmada bir mitokondri yer almaktadir. Golgi aygiti ve
lizozomlar gesitli enzim aktiviteleri ile parazitin beslenmesine yardimc: olduklar: bildirilmistir
(Yasarol, 1981).



2.2.2. Promastigot

Tatarciklarin bagirsaklarinda ve in vitro kiiltiir ortamlarinda bulunan, boylart 15-20 um
ve genislikleri 1,5-5 um olan mekik seklindeki promastigotlar n uglarindan ¢ikan serbest bir
kamgiya sahiptir ve 27°C ‘de uzunlamasina béliinerek cogalir (Resim 2) (Garcia, 2001; Ozbel
ve Ozensoy, 2007).

Resim 2. Leishmania tropica’nin promastigot formu

On ugtan disar1 uzanan bleforaplasttan ¢ikan bir adet kamgis1 vardir. Kamginim bir ¢ift
merkez ve dokuz ¢ift periferik fibril ¢iftinden olusan bir aksonemi ve 6n ugta yuvarlak veya at
nali seklinde kinetoplast1 vardir. Nukleus merkezdedir. Sitoplazmada endoplazmik retikulum

ve golgi aygit1 gibi organeller bulunmaktadir (Bryceson, 1996).

2.3. Yasam Dongiisii

Disi tatarciklar enfekte konaktan kan emme sirasinda alinan amastigotlar ile enfekte
olurlar. Kan ile alman amastigotlarin bir kismi sindirilirken, bir kismu da orta bagirsakta
boliinlip kamgr olusturur ve kamgi gelisimi ile amastigotlar promastigotlara doniisiirler.
Cogalan promastigotlar peritrofik membran: eriterek torasik mideye gegerler. Toraksik
midenin 6n ucundaki stomadeal kapaga geldiklerinde kamgzilar1 ile barsak epitel hiicrelerinin
mikrovilluslarina tutunurlar (Molyneux ve Kllick-Kendrick, 1987). Bu bolgelerde gelisen
promastigotlar kemotaksis ile ozafagus ve farinkse tutunurlar. Ozafagustan ayrilan

promastigot formlar daha kii¢iik formlar halinde agiz parcalarina gecerler. Agiz kisminda



bulunan enfektif promastigotlar, tatarciklarin kan emmesini diizenleyen kardiak kapaga zarar
vererek, kan akiminin tersi yoniinde tatarcigin viicudundan omurgali konaga gecerler.
Makrofajlarin promastigotlarla 48 saat i¢inde enfekte oldugu ve 24 saat sonra amastigotlarin
goriildiigii belirlenmistir (Garcia, 2001). Konaga gegen promastigotlarin bir kismi, kan
dolagimina katilarak konak tarafindan yok edilir. Ancak geri kalan promastigotlar makrofaja
girip amastigot forma doniistiikten sonra boliinmeye ve ¢cogalmaya devam eder ve cogalan
parazit hiicreyi patlatir. Hiicreyi pargalayarak serbest hale gegen bu amastigotlar, yeniden
makrofajlar1 enfekte ederek dalak, karaciger ve kemik iligi gibi organlara tasinirlar (Bryceson,
1996; Garcia, 2001). Tatarcik tekrar enfekte konaktan kan emdiginde, enfekte olmus
konaklarda bulunan hem serbest amastigotlari, hem de enfekte makrofajlar: alir. Amastigotlar
tekrar tatarcigin mide kanalinda gelisim siirecini gegirirerek promastigot forma doniistirler. Bu
dongii tatarcigin beslenmek igin bir bagka konak bulmasiyla devam eder (Despommier, 2000)
(Sekil 1).
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Sekil 1. Leishmanianin Yasam dongiisii (Reithinger ve ark, 2007’ den modifiye edilmis)



2.4. Leishmaniasis

Leishmaniasisin visseral, kutan6z ve mukokiitandz olmak {izere ii¢ farkli klinik formu
bulunmaktadir (Tablo 1) ( Herwaldt, 1999).

Tablo 1. Leishmaniasis klinigi ve etkenlerine gore siniflandiriimasi

Klinik Etkiledigi Organ Etkeni

L.donovani kompleksi
L.donovani
L.amazonensis
L.infantum

L.tropica

L.chagasi

L.tropica kompleksi
L.tropica

L.major

L.aethiopia
L.mexicana kompleksi
L.mexicana
L.amazonensis

Deri L.pifanoi
L.braziliensis kompleksi
L.panamensis
L.peruvianna
L.guyanensis
L.lainsoni
L.columbiensis
L.infantum

L.chagasi
L.braziliensis kompleksi
L.braziliensis

. L.panamensis
. o Deri ve Mukoz .
Mukokutan6z Leishmaniasis L.guyanensis

Membran L.mexicana
L.tropica
L.major

) ] o [¢ Organlar
Visseral Leishmaniasis

Kutanoz Leishmaniasis




2.4.1. Kutanoz Leishmaniasis

Kutan6z leishmaniasis tilkemizde daha ¢ok Leishmania tropica parazitlerinin sebep
oldugu Antep Cibani, Sark Cibani, Yil Cibani, Halep Cibani gibi isimlerle anilan, agik
yaralarla karakterize olan protozoon paraziter bir hastaliktir. Diinyada deri tutulumu yapan 13
dermotropik tiir oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerden L. major, L. tropica, L. infantum ve L.
aethiopica Eski Diinya’da goriilen kutandz leishmania etkenleridir. Enfekte phlebotomuslar
tarafindan kan emerken bulastirildiktan 1-12 hafta sonra 1sirilan bolgede ve 1sirik sayisi kadar
papiil ile baslayip 3-6 ay icerisinde yavas yavas llserlesen agrisiz kabuklu deri lezyonu ile
karakterizedir. Lezyonlar genellikle viicudun agikta kalan boliimlerinde ve siklikla yiiz, el,
kol, bacaklarda goriilmekte ve lezyon sayisi genellikle 1-20 arasinda degismektedir (Culha ve
Akgali, 2006). Son yillarda, Leishmania infantum’un da etken oldugu sark ¢ibani olgulari
iilkemizde saptanmaya baslamistir. Olgularin biiyiik bir béliimiiniin Afganistan, iran, Suriye,
Suudi Arabistan, Brezilya ve Peru gibi iilkelerde goriildiigi bildirilmektedir (Murray ve ark,
2005). Ayrica hastalik Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da endemik bdlgelere degisik
amaglarla gelen (turist, asker, is¢i vb) kisilerde de goriilebilmektedir (Herwaldt ve ark, 1993).
Dolayisi ile hastalik tiim halk kitlelerini tehdit edebilmektedir

2.4.2. Mukakutanoz Leishmaniasis

Latin Amerika'da Espundia olarak da adlandirilan mukakutan6z leishmaniasis etkeni L.
braziliensis kompleksi igerisinde yer alir. Enfekte olan kisilerde burun, agiz ve farinks
mukozasinda kan ve lenf yoluyla yayilma sonucu graniillomatdz nodiiller halinde sekonder
lezyonlar olusur. Lenfadenopati sonrasinda ciltte lezyonlar ortaya ¢ikmaya baglar. Burun, iist
dudak ve alt goz kapaginda doku harabiyeti sonucunda ciddi patolojik degisiklikler gelisir
(Gontijo ve De Carvalho, 2003; Desjeux, 2004).

2.4.3. Visseral Leishmaniasis

Visseral leishmaniasis karaciger, dalak, kemik iligi gibi organlarin intraselliiler
Leishmania parazitleri tarafindan enfekte edilmesi sonucunda ortaya ¢ikan Kala-azar olarak
da bilinen bir hastaliktir (Murray, 1981; Singh ve ark, 2006). Leishmania. infantum,
L.donovani, L.chagasi parazitleri bu hastaligin olusmasina neden olmaktadir. Visseral

leishmanaiasis 6zellikle HIV virusu ile enfekte olmus veya organ transplantasyonunun



ardindan bagisiklik sistemi baskilanmis insanlar igin giderek artan potansiyel bir problem
olarak tanimmmaktadir. Visseral leishmanaisis hastaliginin esas belirtileri yiiksek ates, kilo
kaybi, hepatomegali, splenomegali, lenfomegali, pansitopeni ve hipergammaglobulinemi
olarak belirtilmektedir (Pintado ve ark, 2001). Gastrointestinal sistemi de igeren tim
organlarin retikuloendotelyal hiicreleri enfekte olabilir. Visseral leishmaniasis eger tedavi

edilmezse yiiksek oranda hastay1 6ldiirme potansiyeline sahiptir (di Martino ve ark, 1992).

2.5. Epidemiyolojisi

Diinya Saglk Orgiitii tarafindan toplam 98 iilkede Leishmaniasisin endemik oldugu
bildirilmekle birlikte, her yil 500.000 insanin visseral leishmaniasisye 1-1,5 milyon insanin
kutandz leishmaniasis ’ye yakalandigi ve toplam 12 milyon insanin enfeksiyona maruz

kaldigi, risk altindaki insan sayisinin 350 milyon olabilecegi dngdriilmektedir (Desjeux 2001).

Diinya verilerine bakildigindavisseral leishmaniasis olgularinin %90 gibi biiyiik bir
cogunlugunun Hindistan, Banglades, Brezilya, Sudan ve Nepal’de goriildiigii bildirilmektedir.
Diinya Saglk Orgiiti 2008 yili verilerine gore kutandz leishmaniasis ise 82 iilkede
goriilmektedir. Diinya’daki olgularinn %90’1indan fazlas1 Sudan, Afganistan, Irak, Iran, Suudi
Arabistan, Suriye, Peru, Cezayir, Kolombiya, Brezilya ve Bolivya’da goriildiigi
bildirilmektedir (Herwaldt, 1999; Murray ve ark, 2005; Alvar ve ark, 2006b).

Ulkemizde ise 1990-2010 yillar1 arasinda, %96’s1 Adana, Sanlurfa, Hatay, Osmaniye,
Kahramanmaras, Diyarbakir ve Icel illerinde olmak iizere toplam 46.003 yeni kutandz
leishmaniasisli olgu bildirilmistir. Son yillarda Antalya, Aydin, Hatay illerinde olgu sayisinda
artis gozlenirken Diyarbakir, Sanlurfa, Kahramanmaras, Mersin, Osmaniye ve Adana

illerinde olgu sayisinda azalma egilimi gézlenmektedir (Giirel ve ark, 2012).

2.6. Kuteno6z Leishmaniasisde Tam

2.6.1. Klinik Tam

Viicudun acikta kalan bolgelerinde eritemli bir papiil olarak baglayan kutandz

leishmaniasis lezyonlar1 daha sonra yumusak veya tizeri krutlu nodiil olarak devam eder. Bu



krutlu bolgelerin tizeri kaldirildiginda ¢iviye benzeyen cikintilar gézlenir. Bu ¢ikintilar Hulusi
Behget’in “Civi belirtisi” olarak adlandirilir (Giirel ve ark, 2012).

Kutanoz leishmania pek c¢ok deri lezyonu (deri tiiberkiilozlari, bakteriyel deri
enfeksiyonlari, bocek 1sirmalari, malign deri tlimorleri, derin mikotik enfeksiyonlari, miyazis
yabanct cisim graniilomlari, sarkoidoz, tropikal iilser, sporotrikoz, sarbon Vs) ile
karisabilmektedir ve tani i¢in ¢ok degisik teknikler kullanilmaktadir (Vega, 2003). Taninin
dogru konmasi, uygun tedavinin segilmesi ve komplikasyonlarin azaltilmasi agisindan 6nem

tasimaktadir (Alvar ve ark, 2006a).

2.6.2. Etkensel Tam

Parazitolojik tani, lezyonun saglam deri ile birlesme kenarindan 6rnek alinip boyanan
preparatta Leishmania nin amastigot formunun gosterilmesi ile konur. Parazitin izolasyonu ve
tanimlanmas1 i¢in alinan Orneklerin besiyerlerine ekilmesi gerekmektedir. Son yillarda
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler yontemler de kutanéz leishmaniasis “nin

tanist icin kullanilmaktadir (Ozcel ve Altintas, 1997).

2.6.2.1. Ornegin Alinmasi

Tiirkiye Parazitoloji Tani1 Standartlar1 Calisma grubunun olusturdugu Tiirkiye Halk
Sagligi Kurumu tarafindan onaylanan (2015) internet sayfasi verilerine gore; Kutanoz
Leishmaniasisin kazinti yontemi ile 6rnek alma prosediiriinde lezyon kabugunun bir kismi
veya tamami alinip; steril bir tiipte kuru sekilde muhafaza edilir ve laboratuvara gonderilir.
Ince igne aspirasyonu ile 6rnek alinmasinda ise saglam deriden lezyon kenarna dogru iginde
0,3 mL steril serum fizyolojik igeren enjektor ile girilip; deri ig¢ine 0,1-0,3 mL serum
fizyolojik verilir Igne hafifce one arkaya ve icerde dondiirerek ve pompalanarak hareket
ettirilir ve daha sonra aspire ederek en az 0,1 mL o6rnek almir (Ulusal Mikrobiyoloji
Standartlari, 2015).

2.6.2.2. Direkt Boyah Mikroskobik Inceleme

Alinan materyalin lama yayildiktan sonra Giemsa ile boyanmasi ardindan mikroskopta
amastigot varliginin gozlemlenmesi ile tan1 konur. Giemsa ile boyanan yaymalarda

sitoplazma soluk mavi, ¢ekirdek ve kinetoplast ise pembe-mor renkte boyanir (Singh, 2006).

10



2.6.2.3. Kiiltiir Yontemi

Kutan6z leishmanianin kesin tanisinda parazitin promastigot formunun kiiltiir ortaminda
tiredigini gostermek Onemlidir. Leishmania’larm in vitro kiltiiri icin NNN olarak bilinen
klasik besiyeri, bu besiyerinin g¢esitlemeleri ve ticari olarak satin alinabilen RPMI-1640,
Schneider’s Drosophyla Medium, Minimal Essantial Medium (MEM) ve Medium-199 gibi
diger besiyerleri kullanilmaktadir. NNN besiyerinde promastigotlarin iliremesi 22-26 °C

sicaklikta inkiibasyonla birkag giin ile 4 hafta arasinda degistigi bildirilmistir (Ozcelik ark,
1996; Degerli, 1998).

2.6.2.4. Molekiiler Tam Yontemi

Son yillarda pek cok hastalikta oldugu gibi kutandéz leishmaniasis tanisinda da
ribozomal, miniexon veya mini/maxicircle kinetoplast DNA ya da sik tekrar eden farkli
bolgeleri hedefleyen PCR ¢aligmalari gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Parafinize
materyal, kan, deri biyopsisi, kemik iligi aspirati ve giemsa boyali preparatlar gibi degisik
klinik Orneklerdeki az miktardaki Leishmania DNA’sin1 saptayabilmesi molekiiler
yontemlerin avantaji olarak bildirilmektedir. Dogru tan1 konmasinin, uygun tedavi se¢imi ve
prognoz degerlendirmesinde ¢ok Onemli oldugu belirtilmektedir (Blum ve ark, 2004,
Bensoussan ve ark, 2006).

2.7. Tedavi

Kutan6z leishmaniasis de tedavi iyilesmeyi hizlandirmak, 6zelliklede kozmetik agidan
istenmeyen skar gelisimini, mukozal olgularda 6zellikle etkenin disseminasyonunu azaltmak
relapslar1 engellemek ve olgunun kaynaklik yapmasini 6nlemek amaci ile yapilmaktadir
(Murray ve ark, 2005). kutandz leishmaniasis tedavisinde, leishmania tiirii, lezyonun yeri,
siddeti, sayis1 ve kiginin immiin durumuna bagli olarak, intralezyoner tedavi, topikal tedavi,
sistemik ilag tedavisi veya fiziksel yontemlerden herhangi biri ya da birkaci birlikte uygulanir

(Hepburn, 2000).

Hastaligin tedavisinin se¢iminde diger 6nemli faktorler, lezyonun 6zellikleri ile ilgilidir.
Tedavide ¢oklu, yaygin, direngli, lenfanjitle birlikte seyreden veya mukozal tutulumun oldugu
lezyonlarda sistemik ilag tedavisi tercih edilmesi gerektigi bildirilmistir (Alrajhi ve ark, 2002).

Fiziksel yontemler igerisinde en yaygin kullanilanlarin kiiretaj, cerrahi eksizyon, kriyoterapi
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ve sicak uygulama, radyoterapi, lazer oldugu belirtilmekte ve bu yontemlerle tedavi
sonrasinda relapslarin goriildiigii belirtilmektedir (Alkhawajah, 1998). Intralezyoner tedavide
son 50 yildir pentavalan antimon bilesikleri olan sodium stibogluconate (Pentostam™) ve
meglumine antimonate (Glucantime™) tedavide ilk se¢enek olarak kullanilmaktadir. Bu
ilaglarin sistemik uygulanmasi gerektiginde parenteral verilmesi gerekir ve belli dozun
tizerinde toksik etki gostermektedir. Ayrica son yillarda bu ilaclara kars1 direncli olgularda
artma saptandig1 bildirilmistir (Croft ve Yardley, 2002). Ulkemizde de ilk tercih olarak
pentavalan antimon bilesikleri hastalara Saglik Bakanligi tarafindan iicretsiz olarak

verilmektedir.

Tedavi de 6zellikle endemik bolgelerde yapilan ¢alismalarda degisik ilaglarin denendigi
(topikal paromomisin, oral miltefosin, ketokonazal, rifampin ve ¢inko gibi) ve degisik
oranlarda tedaviye yanit alindigi bildirilmektedir (Berman, 2003). Giinlimiizde alternatif

tedavi arayislar1 devam etmektedir ve bu amagla pek ¢ok arastirma yapilmaktadir.

Kutanoz leishmaniasis de ¢ok az yan etkisi olan bir etkin tedavi sekli bulunmamaktadir
ve tedavide yasanan sikintilar nedeniyle her gecen giin yeni kimyasal veya bitkisel ajan
uygulamalar1 ve fotodinamik tedavi gibi yeni, ucuz, kolay uygulanabilen, yan etkisi az olan

yontemler yogun olarak arastirilmaktadir.

2.8. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi (FDT), selektif olarak lokalize hedef doku tarafindan alinan
fotosensitif ajanin ortamda molekiiler oksijen varliginda, uygun dalga boyunda goriiniir 1518a
maruz birakilmasiyla, baslica singlet oksijen olusumuna neden olan fotokimyasal
reaksiyonlar1 baglatilmasiyla sonucunda direkt ve dolayli mekanizmalarla hiicrelerde 6liime
kadar giden reaksiyonlara neden olan alternatif bir tedavi yontemidir (Grossweiner ve ark,
2005).

Fotodinamik tedavi 19. yiizyilin sonlarinda Dr. Oscar Raab’in akridin boyasi ve 15181
birlikte kullanilmasmin tek hiicreli organizma olan Paramecium caudatum’u odldiirdiigiini
gostermesi ile basladig1 kabul edilmektedir. Tappaneiner ve Jesionek ii¢ deri kanserli hastaya
verdikleri topikal eozin boyasii giines 15181 ile aktive ederek FDT’nin bilinen ilk kanser

uygulamasint 1903 yilinda gergeklestirmislerdir. Fakat 1960’11 yillara kadar fotodinamik

12



tedavi uygulamalar1 ilgi ¢ekmemistir. Lipson ve arkadaglari bir porfirin karigimi olan
hematoporfirin tiirevini tekrarlayan meme kanserli hastada terapotik amagla kullandiklarini
1966 yilinda 9. Uluslararas1 Kanser Kongresin’de yaymlamislardir. 1978 yilinda Dougherty
ve arkadaslart malign tiimorlii hastalari, hematoporfirin tiirevi injeksiyonundan 24-72 saat
sonra kuvvetli kirmizi 151k vererek basari ile tedavi etmislerdir ve bu islemi fotodinamik
tedavi olarak adlandirmiglardir (Macdonald ve ark, 2001). Yillarca yapilan saflagtirma
calismalar1 sonunda ilk FDT ilact Photofrin® gelistirilmistir. Ark lambasi ile baslayan
caligmalar lazer, LED veya fiber optik sistemlerin kullanilmasi ile hedef dokular i¢in yeterli

151n dozunun saglanmasini saglamistir.

Kanada Saglik Bakanlig1 1993 yilinda mesane kanserinde Photofrin® kullanilarak FDT
uygulamasini onaylamistir. Bu Photofrin®-FDT’nin ilk resmi onay1 olmasina karsin, gergek
ivmelenme 1995 Aralik ayinda Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) Food and Drug
Administration Orgiitiiniin paliyatif 6zefagus kanser tedavisinde Photofrin®’ni FDT ilaci
olarak onaylamasiyla ger¢eklesmistir (Dougherty ve ark, 1998). Takip eden yillarda ABD,
Kanada, Fransa, Japonya, Hollanda, Italya’da Photofrin®-FDT ilgili saghk kurumlarca;
Ozefagus maligniteleri, gastrik kanser, erken ve ge¢ safhada akciger kanserleri, mesane
kanseri, jinekolojik maligniteler gibi patolojik durumlarin bir veya birkagi i¢in onaylanmistir
(Dolmans ve ark, 2003). Photofrin®-FDT resmi bir durum kazanmasiyla bir ¢ok yeni
fotosensitif ajanlar ile hem cesitli kanserlerin hem de aterosklerotik plaklarin uzaklastirilmasi,
makular dejenerasyon, aktinik keratoz gibi malign olmayan hastaliklarin tedavisinde klinik

FDT uygulamalari artmaktadir (Fayter ve ark, 2010).

2.8.1. Fotodinamik Tedavi Etki Mekanizmasi

Fotosensitizasyon reaksiyonlarinda; 1518 fotosensitizer tarafindan sogrulmasi ile daha
yiiksek enerji seviyesine ¢ikan fotosensitizer, bu enerjisini sistemdeki bagka bir molekiile

vererek o molekiilde kimyasal degisime yol acar ve tekrar temel enerji seviyesine doner.

Fotodinamik tedavinin bu etki mekanizmasi:
(1) FDT ajaninin alinimini takiben hedef dokuda 1sina maruz birakilip uyarilmasi ile bu
seviyeden sistemler arasi gegis yaparak bu ajanin triplet enerji duruma gegmesi,

(2) Triplet durumdaki FDT ajani elektron uyarma enerjisini ortamdaki molekiiler
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oksijene aktarmasi sonucu singlet molekiiler oksijen (*0,) olusmast,
(3) 'O, hedef doku ile reaksiyonuna girmesiyle hedef dokudaki patolojik durumu
(kanser, vb) ortadan kaldiracak olaylar1 baslatilmasi seklindedir (Bilgin, 1999).

Fotodinamik terapide bu ajanlar uygun dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda yiiksek
reaktif hidroksil radikal tiirlerini (Tip-1) veya singlet oksijen iretirler (Tip-2). Tip |
reaksiyonda, uyarilmis fotosensitif ajan ve substrat arasinda elektron transferi veya hidrojen
atomunun ayrilmasiyla gerceklesmekte, bu da serbest radikal ve radikal iyonlar1 ile
sonlanmaktadir. Bu serbest radikaller molekiiler oksijen ile etkilesime girerek reaktif oksijen
tirleri olusumuna (siiperoksit anyonu (O2) veya hidroksil radikali (OH") gibi ) ya da
biyokimyasal olaylar1 baslatarak biyolojik hasar meydana gelmesine sebep olmaktadir
(Salvador, 2008).

Tip II reaksiyonda ise enerjisini temel diizeyde triplet oksijene (°0,) aktararak radikal
olmayan fakat yliksek oranda reaktif uyarilmis diizeyde singlet oksijen (102) olugmaktadir.
(Sekil 2).

In vitro olarak FDT ajan1 tarafindan olusturulan O, iiretimi, FDT etkinligi i¢in énemli
bir gostergedir. Sonucta direkt ve dolayli mekanizmalarla hiicrelerde 6liime kadar giden

reaksiyonlara neden olmaktadir.

Canh
‘LHAklslk aktivasyonu - Dustk doz l hiicre
Tip1 Orta doz | A
optoz
Sistemler arasi / _— pop
gecis Yiiksek doz
'PS -_— ‘ Nekroz
102*

Uyarilms
Siglet
oksijen

Singlet PS
Tip 2

302
Triplet oksijen

1PS

Sekil 2. FDT etki mekanizmasi (Vandenbogaerde 1998’den modifiye edilmistir.)
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Fotodinamik tedavinin etkinlii uygulanan fotosensitif ajana, 151k kaynagina ve tedavi
sekline bagl olarak degisiklik gostermektedir (Lilge ve ark, 1997). Fototoksik etkinin siddeti,
ilacin ve 1511 dozu ile dogrudan orantilidir. Ozellikle klinik uygulamalarda kullanilacak olan
ideal ajana bagli yan etkilerin ortaya ¢ikmamasi i¢in uygulanan ilacin dozunun olabildigince
azaltilmis, fakat aynmi etkiyi saglamak icin daha uzun siireli 151n tedavisi gerektirmeyen,
yiiksek etkinligi olan ancak diisiik cilt toksisitesine sahip fotosensitif ajanlar kullanilmasi
gerektigi  bildirilmektedir (Treatment of Age-related Macular Degeneration With
Photodynamic Therapy Study Group 1999).

2.8.2. Fotosensitif Ajanlar

Porfirin ve porfirin olmayanlar seklinde fotosensitif ajanlar siniflandirilirlar.

2.8.2.1. Porfirin Tiirevi Fotosensitif Ajanlar

Porfirin tiirevi fotosensitif ajanlar birinci ve ikinci kusak fotosensitif ajanlar seklinde

siiflandirilirlar. Tablo 2’°de birinci kusak fotosensitif ajanlar gosterilmektedir.

Tablo 2. Porfirin tiirevi birinci kusak ajanlar

Birinci Kusak Fotosensitif Ajanlar

Hematoporfirin

Hematoporfirin tiirevi- Photofrin®
(porfimer sodyum)

Birinci kusak 1s18a duyarli ilaglarin ilk 6rnegi olan hematoporfirin tiirevi (HPD) FDT ile
ilgili ilk ¢alismalarda kullanilmistir. HPD’nin kismen saflastirilmig bir komponenti porfimer
sodyum (dihematoporfirin eterleri-DHE) da FDT amagh kullanilmistir. Porfimer sodyum’un
(Photofrin®) smirlt doku penetrasyonu sagladigi, deride uzun siireli 151k hassasiyeti gibi

dezavantajlar1 oldugu bildirilmistir (Nayak, 2005).
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Tablo 3. Porfirin tiirevi ikinci kusak ajanlar (Nayak, 2005)

ikinci Kusak Fotosensitif Ajanlar

Metalloporfirinler:

Lutrin

Klorinler:

N-aspartil klorin e6 (Npe6)
Benzoporfirin derivesi- BPD

Porfisinler:

N-propil porfisin

Ftalosiyaninler:

Kloraliiminyum fitalosiyonin (AlPcCl)
Kloraliiminyum terasulfon fitolasiyonin-CASPc
Cinko ftalosiyanin

Silikon naftalosiyanin (Pc4)

Protoporfirin:

Levulan, Metvix

Purpurinler:

Tin etiopurpurin-SnET2
Purlytin

Klorofil deriveleri:

Feoforbid a

Ikinci kusak fotosensitif ajanlar daha diisiik yarilanma dmriine sahip ve ciltte daha az

yan etkiye neden olan, kimyasal olarak daha saf olduklarindan daha giivenli ve etkili bir FDT

saglamak amaciyla iiretilmeye baslanmistir (O’Conner ve ark, 2009). Tablo 3’te ikinci kusak

fotosensitif ajanlar gosterilmektedir.

2.8.2.2. Porfirin Tiirevi Olmayan Fotosensitif Ajanlar

Tablo 4’te porfirin tiirevi olmayan fotosensitif ajanlar gosterilmistir. Calismalar porfirin

tiirevi ajanlara yogunlagsmis olmasina ragmen porfirin tiirevi olmayan fotosensitif ajanlar da
bulunmaktadir (O’Conner Ve ark, 2009).
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Tablo 4. Porfirin tiirevi olmayan fotosensitif ajanlar (O’Conner ve ark, 2009)

Porfirin tiirevi olmayan Fotosensitif Ajanlar

Merosiyanin540

Siyaninler
Katyonik siyanin
Metilen mavisi
Fenotiyazin boyasi Toludin mavisi

Nil mavisi

Azadipirometen (ADPM) | ADPM tiirevleri

Psoreleans Dimetilaminobenzoik asitfurocoumarinler

Antrasiklinler Daunorubisin, Doksorubisin

2.8.3.Metilen Mavisi

Metilen mavisi 550-700 nm, maksimum 664 nm de kuvvetli bir sogrulma tepe degeri
bulunan, giiclii bir fotodinamik etkinligi olan ucuz ve non toksik fenotiyazin bir boyadir. Sekil
3’te metilen mavisinin etanol ile hazirlanmis absorbsiyon spektrumu verilmistir Bazik bir

boya olan metilen mavisi tetra metil tiyonin olarak da bilinir (Sekil 4).
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Sekil 3. Etanolde ¢6ziinmiis metilen mavisinin absorbsiyon spektrumu
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Sekil 4. Metilen mavisinin molekiiler yapisi

Fotokimyasal 6zellikleri iyi bilinen bir fotosensitif ajan olan metilen mavisinin
intersistem gegisi ve singlet oksijen olusumunu gosteren yiiksek kuantum toplami vardir. Sulu
ortamlarda singlet oksijen kuantum toplami 0.52 olarak belirlenmistir (Usui ve Kamagawa,
1974), ve c¢esitli FDT ajanlarin singlet oksijen kuantum toplamlarinin dolayli yoldan
Olclldiigli calismalarda standart oOlgeklendirme fotosensitif ajan olarak kullanilmaktadir
(Fernandez ve ark, 1997; Grossweiner ve ark, 1999). Metilen mavisi hedef hiicrede
mitokondri zarina baglandiktan sonra FDT ile uyarilmasi, mitokondrial islev kaybina bagl
olarak olan apoptotik hiicre oliimiiyle sonuglanmaktadir. Ayrica mitokondrial matrikste
negatif elektrokimyasal gevre ile baglanmasi sonucu metilen mavisi-FDT timor hiicrelerinde
kiigtilmeyi de uyarmaktadir (Gabrielli ve ark, 2004). Metilen mavisi-FDT mitokondriye bagl
yolaklar tarafindan apoptozisin indiiklenmesine aracilik ettigi bildirilmistir (Chen ve ark,
2008).

2.8.4. Kloraliiminyum Ftalosiyanin

Ftalosiyaninler 650-680 nm dalga boyunda gii¢lii absorpsiyon 6zellikleri olan
yapilarinda merkezi yerlesimli ¢inko ya da aliiminyum gibi metaller bulunan, uygun
fotofiziksel ozelliklere sahip fotodinamik tedavi i¢in yeni jenerayon fotosensitif ajanlardir
(Rosenthal ve Ben-Hur, 1995; Cahn ve ark, 2001; Uriizi ve ark, 2001; Nunes ve ark, 2004).
Sekil 5’de etanolde ¢6ziinen ¢inko ve kloraliiminyum ftalosiyanin maddelerinin absorbsiyon
spektrum goriintiileri verilmistir. Saglikli hiicreler i¢in toksik olmayan, triplet seviyesinde
yiiksek verim gdsteren ve etkin bir bicimde hedef hiicrelere dahil olabildiklerinden bunlar
FDT ig¢in iyi bir fotosensitif ajan adaylardir. Polarite ve ¢oziinebilirlik ftalosiyaninlerin hiicre
icerisindeki lokalizasyonlarini belirler. Sitoplazma yerlesimli ftalosiyaninler daha polardir ve

hiicre membraninda daha az oranda bulunurlar. Kloraliiminyum ftalosiyanin kompleksinin
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fotodinamik tedavi uygulamalar1 i¢in uygun 6zellikler gdsterdigi bildirilmistir (Nunes ve ark,
2004) (Sekil 6).
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Sekil 5. Etanolde ¢6ziinmiis ¢inko ve kloralminyum ftalosiyoninin absorbsiyon spektrumu
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Sekil 6. Kloralmiinyum fitalosiyoninin molekiiler yapisi

2.8.5. Toluidin Mavisi

Toluidin mavisi su veya alkolde kismen ¢o6ziinen 626 nm dalga boyunda giiclii
absorpsiyon oOzellikleri olan, minimal yapisal farklar1 ile metilen mavisine benzer bir

fenotiyazin boya maddesidir (Sekil 7, Sekil 8).
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Sekil 7. Toluidin mavisinin etanolde metilen mavisi ile absorbsiyonlariin karsilastirilmasi

Sekil 8. Toluidin mavisinin kimyasal yapisi

Toluidin mavisi patojenik organizmalari inaktive eden gii¢lii bir fotosensitif ajan olup
cozelti icinde 151k araciligi ile hiicreleri dldiirmede aktif rol oynar. Bu gozlem i¢in olasi iki
sekilde agiklanmaktadir. 1k olarak 151k etkisiyle hiicre disinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin
(6zellikle singlet oksijenin) hiicre igerisine diffiizyonu ile hiicreyi hasarlandirarak
oldiirmesidir. ikinci ise fotodinamik inaktivasyonun ilk asamasmn hiicre zarinda hasar
yaparak soliisyonda bulunan toluidin mavisi molekiillerinin hiicreye daha ¢ok baglanmasi
veya penetrasyonuna neden olmasi ve bu sayede fotodinamik tedavi etkinliginin artmasi

olarak agiklanmaktadir (Demidova ve Hamblin, 2005).
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2.8.6. Feoforbid a

Klorofilin pargalanmasi sonucu olusan Feorbid a isiga duyarli bir ajandir. Yesil

yapraklarin ve baz1 ham meyvelerin yesil rengini veren klorofil pigmenti, klorifil a (mavi-

yesil) ve klorofil b (sari-yesil) olarak iki gruba ayrilmaktadir ve fotosentetik porfirin

pigmentinin tiim siniflarin1 kapsamaktadir. Klorofillerin renkleri ve absorbsiyon spektrumlari

tizerinde molekiillerin ortasinda bulunan magnezyum c¢ok etkilidir. Yapisinda bulunan

magnezyumun par¢alanmasi sonucu Kklorofil a ve b, feofitin a ve b ye doniisiir. Enzimatik

olarak Feofitinlerin pargalanmasi durumunda ise feoforbid a ile feoforbid b olusmaktadir

(Sekil 9). Sekil 10°da etanolde ¢6ziinmiis feoforbid a’nin absorbsiyon spektrumu

gosterilmistir.

-Fitol
Elorofil — g Elarefillid
Mgt Mg+

-Fitol
Feofitin ———— W Feaforbit

Sekil 9. Klorofilin par¢alanmasi ile olusan tirtinler

Absorbans

350 400 450 500 550 600 650 700 750

Dalga boyu (nm)

Sekil 10. Feoforbid a kimyasal yapisi ve etanolde absorbsiyon spektrumu
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2.8.7. Isik Kaynaklan

Fotodinamik tedavide, monokromatik dalga boyundaki argon iyon pompali lazer, kat1 faz
diot lazer, altin buhar lazer ve benzeri lazer 151k kaynaklari ile polikromatik ark lambalari,
halojen ve akkor lambalari gibi lazer olmayan 151k kaynaklar1 ve LED (Light Emmiting Diodes)
kullanilabilmektedir. Goriliniir bolge dalga boyundaki 151k araligi (400-700nm) FDT kullanim1
icin uygundur ama pratikte 600-900 nm dalga boyundaki 151k araligi kullanilmaktadir. Pratikte
kullanilan 151k kaynaklar1 yaklasik 3 mm’lik bir penetrasyon derinligine sahiptirler (Sekil 11).
Dalga boyu artik¢a 15181n dokuya girme 6zelligide artmaktadir (Hader ve Jori, 2003).

Isik penetrasyo
derinligi (mm)

Deri alt1 yag
dokusu

35

Sekil 11. Isik kaynaklarinin dalga boyu penetrasyonlari (Hader ve Jori 2003’den modifiye
edilmistir.)

2.8.8. Kutanoz Leishmaniasis Tedavisinde Fotodinamik Tedavi

Kutanéz leishmaniasis tedavisinde FDT ilk kez Enk ve ark (2003) tarafindan israil’de L.
major’un etken oldugu kutandz leishmaniasis tedavisinde amino-levulinic asit (ALA)
kullanarak 32 lezyonda uygulanmistir. Bu calismada fotodinamik tedavinin iyi tolere
edildigini, 1-2 dozdan sonra lezyon ¢apinda anlamli azalma goriildiigiinii, tedavi sonunda yan
etki saptanmadigin1 ve sadece bir lezyonda tedaviye yanit alinamadigimi bildirilmislerdir.
Gardlo ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada Libya’li bir olguda bulunan 10 adet kutanoz
leishmaniasis lezyonunun bes tanesine topikal MAL (Methyl aminolevulinate) + 20 seans

FDT, diger bes lezyona ise topikal paramomisin sulfat uygulandigin1i ve FDT uygulanan
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lezyonlarin tamaminda iyilesme saptanir iken diger grupta sadece iki lezyonda iyilesme
goriilmesi iizerine diger lezyonlara da FDT uygulandigi ve tam iyilesme saptandigi
bildirilmistir (Gardlo ve ark, 2003). EM van der Snoek ve ark (2008) bildirdigine gore yine
ayni arastirmacinin yaptig1 bir diger calismada bir olguda tek bir kutandz leishmaniasis
lezyonunda MAL ile FDT bes seans uygulandigi ve tam iyilesme saglandig1 yan etki olarak
uygulanan bodlgede kil dokiilmesi ve hipopigmentasyon goriildiigi bildirilmistir. (Van der
Snoek ve ark, 2008). Sohl ve ark (2007) Almanya’dan yaptiklari bir olgu sunumunda endemik
bolgeye seyahat sonrasi L.tropica ’ya bagli olarak yiizde gelisen kutandz leishmaniasis
tedavisinde topikal paramomisin, kriyoterapi tedavisine yanit alinamamasi {izerine
fotodinamik ajan olarak MAL kullanilarak ii¢ seans fotodinamik tedavi uygulanmis ve olguda
tam iyilesme saglandigi bildirilmistir (Sohl ve ark, 2007). Bir¢ok arastirmada non toksik,
uygulamasi kolay bir teknik olan fotodinamik tedavinin arastirildigi, her gegcen glin umut
verici sonuglar elde edildigi rapor edilmistir (Ghaffarifare ark, 2006; Asilian ve Davami,
2006; Evangelou ve ark, 2011). Akilov ve ark (2007) yaptigi ¢alismada, farelerin kulaklarinda
L.major ile olusturulan deneysel lezyonlarda fotosensitizer ajan olarak ALA (8-
Aminolevulinic acid) kullanilarak gerceklestirdikleri FDT uygulamasi sonucunda parazit
yiikiinde ve doku hasarinda anlamli azalma saptadiklarini belirtmisglerdir (Akilov ve ark,
2007). Latorre-Esteves ve ark (2010) yaptig1 ¢alismada gfp geni ile transfekte L. major ile
farelerin kulaklarinda gelistirilen deneysel kutandz leishmaniasis lezyonlarinda PPA-904
(3,7-Bis(N,N-dibutylamino) phenothiazinium bromide) topikal krem olarak uygulanmis. Bir
saat karanlikta bekletildikten sonra fotosensitizer ajan kullanarak fotodinamik tedavi
uygulanan calismada tedavinin izlemi bir gorlintileme sistemi ile degerlendirildigi
belirtilmistir. Calismanin sonucunda FDT tedavisi ile parazit yiikiinde %80 azalma
saptadiklarin1 bildirmislerdir (Latorre-Esteves ve ark, 2011). Dutta ve ark (2012a) yaptiklar
bir caligmada hem-biyosentezi asamasindaki 2. ve 3. asama enzimler ile cifte transfekte
leishmanialarin  as1  tasiyict molekiill olarak fotodinamik immunoterapi/profilakside
kullanilabilecegini belirtmislerdir (Dutta ve ark, 2012a). Akilov ve ark 2007 yilinda yaptig1 in
vitro ¢alismada, L. major amastigotlar: bir saat karanlikta fotosensitizer ajan olarak ALA ile
inkiibe edip, gergeklestirdikleri FDT uygulamasi sonucunda parazitik etki saptamadiklarini
bildirmislerdir (Akilov ve ark, 2007). Morgenthaler ve ark (2008) in vitro ¢alismada L.
tarentolae promastigotlar1 iizerinde fotosensitif ajan olan dimetil ve dietil carbaporphyrin

ketallerinin biiyiimeyi baskilayici etkisinin oldugunu ve bu bilesiklerin fotodinamik tedavide
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kullanilabilecek umut vaat eden molekiiller oldugunu bildirmislerdir (Morgenthaler ve ark,
2008).

2.8.9. Fotodinamik Tedavi Sonrasi Parazitlerde Hiicresel Mekanizma

Fotodinamik tedavi sonrasi parazit inhibasyonu ile iliskili 2 tip mekanizma
bulunmaktadir. Tip 1 mekanizmas1 hidroksil radikallerin ve diger aktif oksijen tiirlerinin
tiretimi ile in situ biyomolekiileri ile reaksiyona girmesinin ardindan sitotoksik sonuglarin
ortaya ¢ikmasidir. Tip 2 mekanizmasinin sebebi ise singet oksijen ile hiicre membraninda
bulunan fosfolipidler, peptidler ve steroller gibi yapilarin korunmasinda rol oynayan
molekiiller arasindaki reaksiyonlardir. Leishmania promastigotlarininda reaktif oksijen
tiirlerine kars1 ¢cok hassas oldugu bilinmektedir (Murray, 1981; Channon ve Blackwell, 1985;
Gantt ve ark 2001).

Fotodinamik tedavi uygulamalarinin biiyilk ¢ogunlugunda ilk hedef istenmeyen
hiicrelerin dldiiriilmesidir. Hiicre 6liimii mekanizmalar1 genel olarak apoptoz ve nekroz olarak
smiflandirilmaktadir. Fotodinamik tedavide hem apoptoz, hem de nekroz ya da her iki
mekanizma da olusabilmekle birlikte siklikla apoptozun olusumunda etkin oldugu
belirtilmektedir (Oleinick ve Evans, 1998).

2.9. Apoptozis

Fizyolojik bir olay olan apoptozis hiicre intihar1 veya programlanmis hiicre 6liimii
olarak da bilinir (Juhengel ve ark, 1993; Hsueh ve ark, 1994; Giirsoy ve ark, 2008). Apoptotik
hiicrelerin stoplazmalarinda kromatin yogunlagmasi, hiicre membranina yakin c¢ekirdek
kalintilarinin toplanmas1 goriiliir. Ancak, apoptotik kalintilarinin kiigiikliigii dolayisiyla

bunlarin tespitinin 151k mikrokobunda yapilmasi oldukg¢a zordur. (Zhang ve ark, 1997).

2.9.1. Apopitozisde Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptosizde goriilen morfolojik degisiklikleri yiizey organellerinin kaybi, kromatin
yogunlagmasi, hiicre biiziilmesi, sitoplazmik baloncuklar ve apoptotik cisimlerin olusmasi
olarak siralanabilir. Apoptoza ugrayan hiicreler tek tek etkilenir, komsu hiicrelerle olan

temasint kaybeder ve yuvarlaklasir (Wyliie, 1980). Hiicreden hiicreye degismekle birlikte
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genellikle gekirdek biiziisiir, diizensizlesir. Kromatin yogunlasir ve pargalar halinde bir araya
toplanir (Geoffey ve Robert, 2004). Hiicreler birlesme bolgesinden apoptozun erken evresinde
ayrilir ve belirgin bir sekilde biiziilir. Bunun nedeni Na, K, Cl pompalarinda ve iyon
kanallarindaki aktivasyon sisteminin durmasi sonucu hiicre dis1 ve i¢i arasindaki sivi
hareketinin gergeklesmemesidir. Ayn1 anda hiicrede degisik yiizey ¢ikintilar1 ve kivrintilarinin
olustugu, bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla apoptotik cisimlerin
meydana geldigi bildirilmektedir (Elmore, 2007) (Sekil 12). Erken ve ge¢ apoptozu
belirlemek i¢in kullanilan yontemler Sekil 13°te belirtilmistir (Huerta, 2007).

: Cekirdek ve hiicre . Lizozomlarda VT
K Ifiromahn — ceperinin —1 Ceklﬂdek — mwtik — stoplazmadave |— A§1_n huc_re
ondensazyonu T parcalanmas cisimlerin olusumu membran vikim sismesi
| T—
Erken Apoptoz Ge¢

Sekil 12. Apoptozda olusan morfolojik degisiklikler (Huerta 2007’dan modifiye edilmis).

Apoptozis
| 1
Erken Geg
| I I I
[ Realtime | [ ) ) TUNEL WesternPARP
PCR/Westernblot Mikroskobik DNA agaroz jel . . .
(Bel-2, mceleme elektroforezi _ (n Situ DNA ug (Poli (ADP-Riboz)
Bax kaspaz, p53) 1garetlemeY dntemi) Polimeraz)
. 7 . I > . >
| | 1
_ Floresan Konfokal
Isk Mikroskobu Mikroskobu Mikroskop

Sekil 13. Erken ve gec¢ apoptozu belirlemek i¢in kullanilan yontemler (Huerta, 2007’dan
modifiye edilmis).
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Geg apoptozu belirlemek icin kullanilan kalitatif yontemlerden biri DNA agoroz jel
elektroforezidir. Biyokimyasal yolla saptanan bu yontem kromozomal DNA’nin hiicrede
morfolojik degisimlerle birlikte goriilmesi ile saptanir. DNA’da yaklasik 180-200 baz g¢ifti
boyutunda parcalanmalar olusur. Bu pargalanma kalib1 apoptoz igin tipiktir ve agoroz jel
elektroforezinde merdiven bi¢ciminde “ladder pattern” olarak adlandirilmaktadir (Bortner ve

ark, 1995; Sereno ve ark, 2001 )

2.9.2. Leishmania’da Apoptozis

Cok hiicreli canlilardaki hiicreleri programlanmis hiicre 6liimiine gotiiren molekiiler
mekanizmalar ¢ok karmasik ve cesitlilik arz etmektedir. Tek hiicreli canlilar yasamlarini
bagimsiz olarak siirdiirdiiklerinden bu hiicrelerdeki apoptozis mekanizmasi ¢ok hiicreliler ile
benzerlikler sergileyebilecegi gibi farkliliklar bulunabilir. Burada, parazitin kendi i¢inden
indiiklenen bir sinyalin rolii olabilecegi gibi konake¢i hiicrenin gonderdigi bir sinyal de
parazitlerin yagamlarinin sonlandirilmasinda etkili olabilecegi goz ardi1 edilmemelidir. Hiicre
ici bir parazit olan leishmania’da konak¢i hiicrenin aktivitelerini etkileyebilir. Bazi
Leishmania tiirlerinde promastigotlarin konake¢1 hiicreleri apoptozise karsi direngli hale
getirdikleri bildirilmistir (Ruhland ve ark, 2007). Leishmania spp. iizerine ilag¢ direnci
caligsmalar1 programlanmis hiicre 6liimii mekanizmasina 151k tutmustur. Leishmania paraziti
icin hiicre 6liimi fenotipi 6zellikleri hiicre boliinmesi, mitokondri membran potansiyelinin
(Aym) azalmasi, sitokrom ¢ salinimi, ¢ekirdek yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu, peptidaz
aktivasyonu olarak bildirilmistir (Sereno ve ark, 2001; Lee ve ark, 2002; Arnoult, 2002).
Dolayistyla promastigotlarin  apoptozisde rolii oldugu diisliniilen tim molekiillerin

arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gere¢

Calismada kullanilan kimyasal ajanlar, soliisyonlar ve cihazlar hakkinda bilgiler asagida

verilmistir.

3.1.1. Kimyasal Ajanlar

Calismada kullanilan, metilen mavisi HIMEDIA® (Mumbai, India), toluidin mavisi
Applichem (Germany), Kloraliminyum ftalosiyanin ve feoforbid a kimyasallar1 Sigma Aldrich

(Usa) firmasindan satin alinmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari'nda bulunan
Laminar-hava akigh kabin (Tez-San), ELISA okuyucusu (Bio-Tek, ELx800), Invert
mikroskop (Nikon), etiiv (Memmert), sogutmali santrifiij (Niive), pipetler (Eppendorf 10-100
ul, eppendorf 100-1000ul); Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
laboratuvarinda bulunan spektrofotometre (Optima SP 3000, Japonya), 1s1ik kaynag: (Epistar,
Tayvan), ve gii¢ kaynagi kullanildi.

3.1.3. Kullamilan Cozeltiler

Bir litre icin PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu hazirlanmast:

K2HPO, 1,20 gr
Na;HPO,4 0,22 gr
NaCl 8,5 gr

Hazirlanan PBS’ nin pH’1, pH metre cihazi (WTW 340, Almanya) ile pH 7,0’ye
ayarlandi. Daha sonra bu PBS otoklavda steril edildi.
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RPMI-1640 besiveri hazirlanmasi:

RPMI 1640 950 ml
Inaktive steril fetal bovine serum 50 ml

Ticari olarak satin almman RPMI- 1640 (Sigma, USA) besiyeri lizerine % 10 oraninda
inaktive edilmis steril fetal bovine serum (Biological Industries) ilave edildi. Kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Parazitlerin Elde Edilmesi ve Besiyerinde Uretilmesi

Calismanin tiim asamalar1 laminar-hava akisli kabin igerisinde gergeklestirildi.
Calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvari’na
Leishmania siiphesi ile bagvuran ve tani alan bir hastadan izole edilen ve DNA dizi analizi
sonucu L.tropica oldugu belirlenen bir Leishmania paraziti kullanildi. Krioda muhafaza edilen
bu parazitler caligma 6ncesi 56 °C’ de bir iki dakika i¢inde ¢oziildii ve taze hazirlanmis RPMI
1640 besiyerine ekilip, 26 °C’de logaritmik faza kadar iiretilen parazitler ¢alisma igin
kullanildi.

Resim 3. Parazitin ¢ogaltilmasi
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3.2.2. Parazit Yogunlugunun Ayarlanmasi

Kiiltir kabinda logaritmik faza kadar iiretilen olan promastigotlar 50 ml’lik konik
tabanli steril falcon tiiplerine alinarak iizerlerine promastigot iceren sivinin 2 kati kadar steril
PBS ilave edildi. Bu tiipler 1500 devirde, 10 dakika santrifiij cihazinda (Niive, Tiirkiye)
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ¢okeltinin {stiinde kalan siipernatant dokdiliip, pelletin
tizerine tekrar ayni oranda PBS eklenerek parazitler yikandi. Bu islem 3 kez aym sekilde
tekrarlandi. En son elde edilen yikanmis parazit slispansiyonu iizerine taze RPMI 1640

besiyeri ilave edildi.

3.2.3. Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Oncelikle % 2’lik formol-PBS ¢ozeltisi hazirlandi. RPMI 1640 besiyerindeki parazit
kiltiriinden ve hazirlanan % 2’lik formol- PBS c¢ozeltisinden esit miktarda alinarak bir
eppendorf tiipiinde (Eppendorf AG, Almanya) karistirildi. Boylelikle parazit sayimi igin
promastigotlarin hareketsizlesmeleri saglandi. Bu karisimdan bir miktar alinarak Thoma
lamina aktarild1 ve iizeri lamelle kapatilarak 151k mikroskobunda 40’lik biiyiitme ile incelendi.
Boliinme asamasinda olan parazitlerin sayimi etkilememesi igin birbirine yapisik 2-3 parazit
varsa “1” sayildi, daha fazla ise hepsi sayildi.

Thoma laminda 16 biiylik kare ve bu biiylik karelerin igerisinde 16 kiiclik kare
bulunmaktadir. Tiim bu karelerdeki promastigotlar sayildiginda 0,1 mm® deki parazit sayisi
bulunmus olur. Ciinkii Thoma laminin esast, 0,1 mm?® hacimde Sayim yapilmasina dayanir. 1
ml'deki parazit sayismi bulmak ve standart sonu¢ igin 0,1 mm® hacimdeki sayim
sonucunun10.000 ile ¢carpilmas1 gerekmektedir. ‘1 ml’deki parazit sayis1 = 16 biiyiik karedeki
promastigot sayist x 2 x 10000’ formiilii ile hesaplandi. Iki ile ¢arpilmasinin sebebi % 2’lik

formol- PBS ¢6zeltisi ile parazit kiiltiiriiniin esit miktarda karistirllmasindan dolayidir.

3.2.4. Kimyasal Ajanlarin Stok Soliisyonlar1 ve Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

3.2.4.1. Metilen Mavisi Konsantrasyonlari

PBS ile metilen mavisi stok konsantrasyonu 400 uM olarak hazirlanmigtir. Calisma

konsantrasyonlar: 12,5 25 50 ve 100 uM olacak sekilde ayarlanmistir. Her konsantrasyon igin
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24’14 hiicre kiltiirii  plaklarinda tiger kuyu calisildi. Konsantrasyonlarin absorbsiyon
spektrumlart spektrofotometrede o6lgiildii. Resim 4’de 25 uM konsantrasyondaki metilen

mavisi absorbsiyon spektrumu verilmistir.

Survey Scan

Ahsorbance

-1 l 1) v 1) l v l \J l \J 1J A l 1 L) l ¥ L ’ l 1) ¥ ¥ L) L] 1J L) l ¥ .
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
Wavelength

Resim 4. Metilen mavisinin PBS i¢indeki absorbsiyon spektrumu

3.2.4.2. Toluidine Mavisi Konsantrasyonlari

PBS ile toluidine mavisi stok konsantrasyonu 400 uM olarak hazirlanmistir. Calisma
konsantrasyonlar: 12,5 25 50 ve 100 uM olacak sekilde ayarlanmistir. Her konsantrasyon i¢in
24’11 hiicre kiilttirti plaklarinda ticer kuyu ¢alisildi. Resim 5°de 12,5 uM konsantrasyondaki

toluidin mavisi absorbsiyon spektrumu verilmistir.

Survey Scan

Absorbance

-1 I L3 v v v B \J l' A3 ) A r v A L) 1 13 M BT | BB B b | Bl 3 B LSt T ‘ B LJ TP
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
Wavelength

Resim 5. Toluidin mavisinin PBS igindeki absorbsiyon spektrumu
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3.2.4.3. Kloraliiminyum Ftalosiyanin Konsantrasyonlari

Dimetil formamide-PBS c¢ozeltisi ile Kloralumiyum ftalosiyanin parazitler i¢in toksik
olmayacak miktarda stok konsantrasyonu 60 puM olarak hazirlanmistir. Konsantrasyonlar
1,875 3,75 7,5 ve 15 uM sekilde ayarlanmistir. Her konsantrasyon i¢in 24’lii hiicre kiiltiiri
plaklarinda tiger kuyu calisildi. Resim 6°da kloraliiminyum ftalosiyaninin 1,875 3,75 7,5 ve

15 uM konsantrasyonlardaki absorbsiyon spektrumu verilmistir.

Survey Scan

Absorbance

of&

e e
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
WaveLength

Resim 6. Kloraluminyum ftalosiyanin PBS igindeki absorbsiyon spektrumu

3.2.4.4. Feoforbid a Konsantrasyonlari

Feoforbid a daha 6nce Leishmania parazitlerinde denenmediginden 6nce konsantrasyon
denemeleri yapilmistir. Feoforbid a parazitler icin toksik olmayacak miktarda %1 DMSO-
PBS karigimi ile ¢oziiliip stok konsantrasyonu 64 uM olarak hazirlanmistir. Konsatrasyonlar
16 8 4 2 1 0,5 ve 0,25 uM olarak denenmis ve c¢alisma i¢in 0,25 0,5 1 ve 2 uM
konsantrasyonlar1 se¢ilmistir. Her konsantrasyon i¢in 24°lii hiicre kiiltiirii plaklarinda tiger
kuyu calisildi. Resim 7°de 16 uM konsantrasyondaki feoforbid a absorbsiyon spektrumu

verilmigtir.

31



Ahsorbance
=

g—— s
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 630 700
WavelLength

Resim 7. Feoforbid a PBS i¢indeki absorbsiyon spektrumu

3.2.5. Kimyasal Ajan-besiyeri Karisimlarimin Hazirlanmasi ve Inokiilasyon Islemi

Stok 400 pM metilen mavisi soliisyonunun RPMI 1640 hiicre kiiltiir soliisyonu ile 24°1i
hiicre kiiltiirii kuyular1 olan plaklarda 'z seri dillisyon olacak sekilde hazirlandi. Diliisyonlar
hazirlandiktan sonra kimyasal ajanlarin konsantrasyonlarinin bulundugu biitiin kuyucuklara
Thoma laminda sayim yapilarak belirlenmis promastigotlardan 1x10" hiicre olacak sekilde
inokiile edimistir ve 100 50 25 ve 12,5 puM’lik metilen mavisi konsantrasyonlar
olusturulmustur (Resim 8). Toluidin mavisi konsantrasyonlar1 da ayni sekilde hazirlanmigtir

(Resim 9)

Resim 8. Metilen mavisi-besiyeri konsantrasyonlarinin hazirlanmasi
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Resim 9 Toluidin mavisi- besiyeri konsantrasyonlariin hazirlanmasi

Stok 60 puM Kloraliiminyum ftalosiyonin soliisyonunun RPMI 1640 hiicre kiiltiir
soliisyonu ile 24’14 hiicre kiiltlirii kuyular1 olan plaklarda 2 seri diliisyon olacak sekilde
hazirlandi. Diliisyonlar hazirlandiktan sonra kimyasal ajanlarin  konsantrasyonlarinin
bulundugu biitiin kuyucuklara Thoma laminda sayim yapilarak belirlenmis promastigotlardan
1x10" hiicre olacak sekilde inokiile edimistir ve 15 7,5 3,75 ve 1,87 uM’lik Kloraliminyum

ftalosiyonin konsantrasyonlari olusturulmustur (Resim 10).

Resim 10. Kloraliiminyum ftalosiyanin- besiyeri konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Stok 64 uM Feoforbid a soliisyonunun RPMI 1640 hiicre kiiltiir soliisyonu ile 24°li
hiicre kiiltiirii kuyular1 olan plaklarda 'z seri diliisyon olacak sekilde hazirlandi. Diliisyonlar
hazirlandiktan sonra kimyasal ajanlarin konsantrasyonlarinin bulundugu biitiin kuyucuklara

Thoma laminda sayim yapilarak belirlenmis promastigotlardan 1x10" hiicre olacak sekilde
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inokiile edimistir ve 16 8 4 2 1 0,50 ve 0,25 uM’lik feoforbid a konsantrasyonlari
olusturulmustur (Resim 11).

Resim 11. Feoforbid a-besiyeri konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

3.2.6. Inkiibasyon islemi

Inokiile edilen plaklarin tiimii sogutmali etiivde 26-26,5 °C’de yatay olarak 1 saat
stireyle karanlikta inkiibe edildi.

Resim 12. Inkiibasyon islemi
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3.2.7. Fotodinamik Tedavinin in vitro Etkinliginin belirlenmesi

3.2.7.1. Deney Gruplari

Grup 1: 1x10" promastigot/ml olan parazit érnekleri 12,5 25 50 ve 100 pM dozlarda bir
saat boyunca karanlikta metilen mavisine maruz birakildi ve daha sonra serbest metilen
mavisi ortamdan uzaklastirilip, rneklere 30 dakika boyunca 10 cm mesafeden polikromatik

151k uygulandu.

Grup 2: 1x10’promastigot/ml olan parazit drnekleri 12,5 25 50 ve 100 uM dozlarda bir
saat boyunca karanlikta toluidin mavisine maruz birakildi ve daha sonra serbest toluidin
mavisi ortamdan uzaklastirilip, 6rneklere 30 dakika boyunca 10 cm mesafeden polikromatik

151k uygulandu.

Grup 3: 1x10” promastigot/ml olan parazit érnekleri 1,87 3,75 7,5 ve 15 uM dozlarda
bir saat boyunca karanlikta kloraliiminyum ftalosiyanine maruz birakild: ve daha sonra serbest
aliminyun ftalasiyanin ortamdan uzaklastirilip, Orneklere 30 dakika boyunca 10 cm

mesafeden polikromatik 151k uygulandi.

Grup 4: 1x10" promastigot/ml olan parazit 6rnekleri 0,25 0,5 1 ve 2 pM dozlarda bir
saat boyunca karanlikta feoforbid a’ya maruz birakildi ve daha sonra serbest feoforbid a
ortamdan uzaklastirilip, orneklere 30 dakika boyunca 10 cm mesafeden polikromatik 11k

uygulandi

Grup 5: 1x10’ promastigot/ml olan parazit 6rnekleri 12,5 25 50 ve 100 uM dozlarda bir

saat boyunca karanlikta metilen mavisine maruz birakildi ve 1s1k uygulanmadi.

Grup 6: 1x10’promastigot/ml olan parazit 6rnekleri 12,5 25 50 ve 100 pM dozlarda bir

saat boyunca karanlikta toluidin mavisine maruz birakildi ve 151k uygulanmadi.

Grup 7: 1x10"promastigot/ml olan parazit 6rnekleri 1,87 3,75 7,5 ve 15 pM dozlarda bir

saat boyunca karanlikta kloraliiminyum ftalosiyanine maruz birakildi ve 1sik uygulanmadi.

Grup 8: 1x10" promastigot/ml olan parazit érnekleri 0,25 0,5 1 ve 2 uM dozlarda bir

saat boyunca karanlikta feoforbid a’ya maruz birakildi ve 151k uygulanmadi

Grup 9: Kontrol grubu herhangi bir ajan ya da 151k uygulanmadi.
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3.2.7.2. Deney Gruplarina Fotodinamik Tedavi Uygulama Y éntemi

1x10" promastigot/ml olan parazit Srnekleri hiicre toksitesini belirlemek igin degisik
dozlarda 1 saat boyunca fotosensitif ajanlara maruz birakildiktan sonra parazit 6rnekleri 1500
devirde 10 dakika boyunca santrifiijlenip, dipte kalan ¢okelti steril PBS ile 3 kez yikand1 ve
ajanlar uzaklastirilarak iizerine steril PBS eklendi. Parazitler 24’lii hiicre kiiltiirii plaklarina
aktarillarak 10 cm mesafeden 30 dakika boyunca beyaz diyot 1s13a maruz birakildi. LED
downlight (Epistar, Tayvan) 1sik kaynagi (20 W), 1650 limen, 3000 K beyaz 1s1ga sahiptir.
Bu 151k kaynaginin secilmesinin nedeni beyaz 1sik 400-700 nm dalga boylarinda biitiin
goriiniir 151k spektrumunu icermektedir. Ayn1 zamanda 151k kaynagi biiytikliigii nedeniyle
24’1l ve 96’11 kuyucuklu plate’lerin tamamina 151k verebilmekte ve LED olmasi nedeniyle
calismasi sirasinda ¢ok az 1s1 agiga c¢ikarmaktadir. Boylece 1sik kaynakli 1s1 problemi

olusmamaktadir (Resim 13).

Resim 13. FDT uygulama diizenegi

3.3. Degerlendirme Yontemleri

Fotodinamik tedavi uygulamasini takiben parazit 6rnekleri tizerine RPMI-1640 besiyeri
eklenip, 18 saat 26 °C’lik etiivde inkiibe edilerek hiicre canliligi analizi hem mikroskobik
olarak, hem de XTT Cell Viability Kit (Cell Signaling) ile fotodinamik uygulamanin

apoptotik etkisi ise giemsa, DAPI boyama ve DNA fragmentasyon testi ile belirlendi.
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3.3.1. Mikroskobik Degerlendirme

On sekiz saatin sonunda etiivden ¢ikarilan plaklar Thoma lamina aktarilarak parazit
sayimi yapildi. Promastigotlarin % 50’sini inhibe eden konsantrasyon degerleri (ICsp)
hesaplandi. Mikroskobik gozlemde hareketlilik, morfoloji ve yogunluk degerlendirmesi

yapild.

3.3.2. XTT (2,3,-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrozolium-5-kaboksanilit tuzu)
Testi

XTT yontemi kullanilarak fotosensitif ajanlarin sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.
Canli hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile par¢alanmasi durumunda ¢6ziilebilir
formazana dontisen XTT suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzudur. Formazanin olusturdugu
turuncu renk yogunlugu metabolik olarak faal hiicrelerin sayis1 ile orantilidir. Ornekler 96°lik
mikroplatelerde XTT (2,3,-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrozolium-5-kaboksanilit
tuzu) soliisyonu kullanilarak spektrofotometrik ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Hiicre
canlilig1 yiizdesi her bir kuyucukta Olgiilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite

degerine boliinmesi ve yliz ile ¢arpilmasi ile hesaplanmuistir.
Hiicre Canlilig1%=(Ornegin OD degeri / Kontrol OD degeri) X100
Kit I¢erigi;
XTT ayract (2x25 ml)
XTT ayraci dondurularak karanlikta saklandi.
Aktivasyon soliisyonu (2x0,5 ml)

Aktivasyon soliisyonu PBS igeren steril bir soliisyondur. Bu soliisyon dondurularak 11k

gormeden saklandi.
Kit Yontemi:

Kullamimdan hemen énce XTT ayiraci ve aktivasyon soliisyonu 37 C’lik su banyosunda

¢oziildii. Berrak soliisyon olugana dek hafifce karistirildi.
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Reaksiyon soliisyonunu olusturmak i¢in 0,1 ml aktivasyon soliisyonu + 5 ml XTT

ayracina eklendi (1/50,taze hazirlandr).

Kuyucuklara 100 pl tim deney gruplarindaki hiicrelerden pipetlendi. Daha sonra

hiicrelerin {izerine 50 pl reaksiyon soliisyonu eklendi ve inkiibatorde 4 saat bekletildi.

Olusan turuncu renkli formazan kristallerinin her bir kuyucugun absorbans degeri (OD)

mikroplate okuyucuda 450 nm de okundu.

Resim 14. Dort saat sonundaki inkiibatérden ¢ikan XTT testi goriintiisii

3.3.3. Hiicresel Morfolojik Degerlendirme

3.3.3.1. Giemsa Boyama

Biitiin kimyasal ajanlardan her konsantrasyon igin iiger preparat hazirlandi. Her bir
gruptan bir miktar Leishmania o6rnegi aliip lamel iizerine yayilip kurumasi beklendi.
Kuruyan hiicrelerin lamellere tam olarak fiske edilmesi i¢in metanol lamellerin {izerine
eklendi ve yakasik 120 preparat igin 600 ml distile suya 600 damla Giemsa boyas1 eklenip

olusturulan boya soliisyonu lamlara damlatildi ve 20 dakika boyunca beklendi. Bu siirenin
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ardindan ¢esme suyu altinda yikandi. Lamlar kuruduktan sonra iizerine immersiyon yagi

damlatilip 151k mikroskobunda x100 biiyiitme ile hiicre morfolojileri incelendi.

3.3.3.2. DAPI ( 4',6-diamidino-2-phenylindole ) ile Boyama

Tedavi ve kontrol gruplarindaki apoptatik hiicreleri degerlendirmek i¢in DAPI boyama
soliisyonu ile (Boster AR1177) boyama yapilmistir. Bunun igin tiim gruplara ait hiicre
stispansiyonlari mikroskop lamina alinip etanol ile bes dakika fikse edilmistir. Fiksasyonun
ardindan DAPI ile 30 dakika boyunca 26 °C’lik etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler PBS ile yikanmis ve hemen ardindan Olympus BX51 floresan mikroskop

altinda DAPI exitasyon ve emisyon filtresi ile Leishmania morfolojileri incelenmislerdir.

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile DNA Fragmentasyon Testi

Kontrol ve deney gruplarindaki hiicre silispansiyonlarinin DNA izolasyonlar1 iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda Apoptotic DNA Ladder Detection Kit (Millipore,
USA&Canada) kullanilarak yapilmistir.

Kit icerigi
e TE Lysis buffer 1,8 ml
e Enzyme A solution 0,25 ml
e EnzymeB 1 sise (liyofilize)

e Ammonium acetate solution 0,25 ml
¢ DNA suspension buffer 2 mi

e *Enzyme B kullanilmadan 6nce 275 pL ultra distile su ile ¢oziilmiistiir.
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Kit yontemi

Kontrol ve deney gruplarina ait pelletler 1.5 ml’lik santrifiij tiipiine alind1 ve
500xg’de 5 dakika santrifiijlendi

Pipet kullanarak stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Pelletlerin lizerine lysis bufferdan 35ul eklendi ve nazikge pipetlendi. (*Bu

asamada s1v1 vizkoz olmali)

Uzerine enzyme A (RNAse A) soliisyonundan 5 ul eklendi ve nazikge pipetlendi
37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi.

Sul enzyme B (Proteinase K) soliisyonundan eklenip nazik¢e karigtirildi 30

dakika boyunca 50°C’de inkiibe edildi.

Ammonium acetate soliisyonundan her 6rnege 5 pl eklenerek iyice karistirildi.
Orneklerin iistiine 50 pl isopropanol eklenerek iyice karistirildiktan sonra 10

dakika boyunca -20°C’de bekletildi.

Daha sonra 6rnekler 16000xg ‘de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi. Ornekler %70’lik 500 pl etanol ile yikandh.

Oda sicakliginda 10 dakika boyunca kurumaya birakildi.(* Pelletlerin ¢oziilmesi

i¢in bu asamada iyice kurumasi gerekli)

DNA pelletleri 30 ul DNA siispansiyon soliisyonunda ¢oziildii.

Izolasyonun ardindan %1 agaroz jelde 50 V’da 2 saat boyunca 1 kb marker kullanilarak

ornekler yiiriitiilmiis ve agaroz jel goriintiileme sistemi (Infinity, Vilber Lourmat) ile

goriintiilenmistir.

3.4. istatistiksel Yontemler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 6 (San Diego,CA,USA) hazir

paket programi kullanildi. 1Csy degerleri nonlinear regresyon analizine gore belirlenmistir.

Gruplara tek yon varyans analizi (ANOVA) uygulanarak Sonuglar ortalamatstandart hata
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olarak verilmistir. Istatistiksel agidan anlamli F degerleri veren parametreler icin ileri (post
hoc) testler uygulanmistir ve esit 6rneklem biiyiikligiine dayali Tukey testi kullanilmustir.
Varyans analizi uygulanmadan Once, c¢alismadaki parametrelerin  normal dagilip
dagilmadiklari Kolmogorov-Smirnov  parametrik-olmayan (non-parametric) testi ile
incelenmistir. Ayn1 zamanda farkli konsantrasyonlardaki fotosensitif ajanlarin sitotoksitesini
belirlenmesinde Student-t testi kullanilip Vveriler birbirinden bagimsiz ii¢ tekrar sonucunda

gerceklestirilmistir ve p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihig1 Degerlendirme Bulgulari

41.1. Grup 1: Metilen mavisi+FDT Uygulamasimn Farkh Konsantrasyonlariin

L.tropica Promastigotlarimin Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki metilen mavisi+FDT uygulamasinin 18 saatlik inkiibasyon
sonrast mikroskobik gozlem sonuglarina gore; kontrol grubundaki parazitlerin, farkli
konsantrasyonlarindaki metilen mavisi + FDT uygulanan gruplara gore daha aktif ve hareketli
oldugu tespit edildi. Metilen mavisinin 12,5 ve 25 uM konsantrasyonlarinda orta yogunlukta,
hareketli, az miktarda yuvarlak, normal morfolojide parazitler gozlendi. 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarda yavas hareketli ve ara ara hareketsiz, atipik sekilli parazitlere rastlandi. 50
ve 100 uM konsantrasyonlarda yuvarlak sekilli hareketsiz parazit sayisinda da belirgin artig
gozlendi. Ozellikle 100 pM konsantrasyonda az yogunlukta L.tropica promastigotlari
gozlendi. Sonu¢ olarak metilen mavisi konsantrasyonu azaldik¢a canli ve aktif parazitler

goriildiigii saptanmustir (Resim 15).

A Kontrol

B 125 | C — D s FE 100M
: @ .§ - O
® 2B :

_{Meﬁ len mavisi#*FDT grubu E ‘ L (x20)

Resim 15. Metilen mavisi+FDT uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop
goriintiisii. A. Kontrol, B. 12,5 uM metilen mavisi + FDT, C. 25 uM metilen mavisi +
FDT, D. 50 uM metilen mavisi + FDT, E. 100 uM metilen mavisi + FDT grubu (x20).
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4.1.2. Grup 2: Metilen Mavisi Uygulamasimn Farkh Konsantrasyonlarmin L.tropica

Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

Resim 16°da farkli konsantrasyonlardaki metilen mavisi uygulamasinin mikroskobik
gbzlem sonuclar1 verilmistir. Metilen mavisinin 12,5 uM konsantrasyonunda orta yogunlukta,
hareketli, az miktarda yuvarlak, normal morfolojide parazitler gézlendi. 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarinda; az yogunlukta, yavas hareketli ve hareketsiz yuvarlak sekilli
parazitlerden olusan kiimeler gozlendi. 100 uM konsantrsyonunda da az yogunlukta,
hareketsiz parazitlere rastlandi. Hareketsiz yuvarlak sekilli parazitlerden olusan kiimeler

gozlendi.

K’ . : Kontt;:?

‘ 12.50M F

hgfilen mavisi grubu | L S

Resim 16. Metilen mavisi uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop goriintiisii.
A. Kontrol, B. 12,5 uM metilen mavisi, C. 25 uM metilen mavisi, D. 50 uM metilen
mavisi, E. 100 uM metilen mavisi grubu (x20).
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x 10% canh promastigot sayisi

Metilen mavisi konsantrasyonlari

wdk: Isik uygulanmayan grup ile anlaml farklilik p<0,0001

Resim 17. Metilen mavisinin tek basina ve FDT ile birlikte kullanilmasimin L.tropica

promastigotlari tizerindeki etkisi.

Sadece  metilen mavisi ve metilen mavisi+FDT  uygulamasinin  farkli
konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlarinin proliferasyonuna etkisi kantitatif olarak
incelendi. Resim 17°de ve Tablo 5 L.tropica promastigotlarina metilen mavisinin tek basina
uygulanmast ve L.tropica promastigotlart {izerine metilen mavisi ile birlikte FDT
uygulanmasi sonucu hiicre canliligindaki degisimler goriilmektedir. Veriler birbirinden
bagimsiz ii¢ tekrar sonucunda gergeklestirildi. Hata barlari ortalamanin standart hatasini
(SEM) belirtmektedir. FDT ve metilen mavisinin birlikte kullanilmasinin metilen mavisi
konsantrasyonu artikga canli promastigot sayisinin azaldii goriilmektedir. Ozellikle 25
uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin kayda deger oranlarda azaldigi
gozlenmistir. Metilen mavisinin artan konsantrasyonlarda tek basma uygulanmasinin canli
promastigot sayisinda azalma gosterse de FDT ile birlikte uygulanmasina gore hiicre
canliligindaki degisim daha sinirli kalmistir. Farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi + FDT
uygulamasina maruz kalan deney grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda
sadece metilen mavisine maruz kalan deney grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel

olarak anlamli (p=0,0024) 6l¢iide azaldig1 tespit edilmistir .
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Tablo 5. Farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi + FDT uygulamasi ile

konsantrasyonlarda sadece metilen mavisi uygulamasinin karsilastirilmasi

farkli

Konsantrasyon Metilen mavisi Grubu Canli Metilen mavisi FDT Grubu Canlt
Parazit Sayist x1 0* (Ortxsds) Parazit Sayis1 x1 0* ( Ortxsds)
12,5 pM 343,00+11,26 220,33+16,5
25 uM 283,00+11,26 145,33+2,51
50 pM 185,00+5,00 82,00+6,00
100 pM 143,60+3,21 49,00+1,00
P degeri P=0,0024

4.1.3. Grup 3: Toluidin mavisi + FDT Uygulamasinin Farklh Konsantrasyonlarimin

L.tropica Promastigotlarimin Proliferasyonuna Etkisinin incelenmesi

Resim 18’de farkli konsantrasyonlardaki toluidin mavisi + FDT uygulamasinin 18

saatlik inkiibasyon sonrasi mikroskobik gozlem sonuglart verilmistir. 12,5 ve 25 pM

konsantrasyonlarda + FDT uygulamasi sonucu orta yogunlukta, hareketli, yuvarlak sekilli

parazitler gézlemlenir iken, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda + FDT uygulamasi sonucu

hiicreler atipik forma doniismiis, biiziiliip kii¢iilmiis, yilizey uzantilarin1 kaybetmis ve hiicreler

arasi alanda bosluklar olusmustur. Diislik konsantrasyonlar morfolojik olarak kontrole gore

onemli bir degisiklik gostermemistir.

B
©

b
‘Lﬂ‘din mavisi+FDT du

12.5pM? C

Kontrol

25uM

100pM

(x20)

Resim 18. Toluidin mavisi + FDT uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop

goriintiisii. A. Kontrol, B. 12,5 uM toluidin mavisi + FDT, C. 25 uM toluidin mavisi +
FDT, D. 50 uM toluidin mavisi + FDT, E. 100 uM toluidin mavisi + FDT grubu (x20).
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4.1.4. Grup 4: Toluidin mavisi Uygulamasimin Farkh Konsantrasyonlarimin L.tropica

Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin Incelenmesi

Resim 19°da goriildiigii gibi toluidin mavisi konsantrasyonu artikca L.tropica
promastigotlarin canliligi azalmistir. 12,5 25 50 ve 100 uM konsatrasyonlarinda bulunan
parazitler kontrol grubundaki parazitlere gore aktif ve hareketliligini yitirmislerdir. Tim

konsantrasyonlarda hareketsiz yuvarlak sekilli parazitlerden olusan kiimeler gézlendi.

FA Kontrol

B 25l C 25:M D 50uM | 1004M

. § s o
Toluidin mavisi grubu ‘

Resim 19. Toluidin mavisi uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop goriintiisii.
A. Kontrol, B. 12,5 uM toluidin mavisi, C. 25 uM toluidin mavisi, D. 50 uM toluidin
mavisi, E. 100 uM toluidin mavisi grubu (x20).

5004
E= Toluidin mavisi

4001 Toluidin mavisi+FDT

300 9
2001

100

x 10* canh promastigot sayisi

Toluidin mavisi konsantrasyonlari

w*H%: Isik uygulanmayan grup ile anlamli farklilik p<0,0001

Resim 20. Toluidin mavisinin tek basma ve FDT ile birlikte kullanilmasimin L.tropica

promastigotlar1 tizerindeki etkisi.
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Resim 20 ve Tablo 6’da L.tropica promastigotlarina toluidin mavisinin tek basina
uygulanmasi ve toluidin mavisi ile birlikte FDT uygulanmasi sonucu hiicre canliligindaki
degisimler goriilmektedir. FDT ve toluidin mavisinin birlikte kullanilmasiyla konsantrasyon
artig1 ile canli promastigot sayisinin anlamli olarak azaldigi gézlenmektedir. Toluidin mavisi
ile birlikte FDT uygulanmasi ile en yiiksek konsantrasyonda (100 pM) canliligin biiyiik bir
boliimii ortadan kalkmustir. Farkli konsantrasyonlarda toluidin mavisi+FDT uygulamasina
maruz kalan deney grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda sadece toluidin
mavisine maruz kalan deney grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel olarak anlamli

(p=0,018) odlgiide azaldig1 tespit edilmistir.

Tablo 6. Farkli konsantrasyonlarda toluidin mavisi + FDT uygulamasi ile farkli

konsantrasyonlarda sadece toluidin mavisi uygulamasinin karsilastirilmasi

Konsantrasyon | Toluidin mavisi grubu canlr  Toluidin mavisi FDT grubu canli
Parazit Sayis1 x1 0 (Ortxsds) Parazit Sayis1 x1 0 (Orttsds)

12,5 tM 405,00+5,00 221,66+3,51

25 utM 345,00+5,00 162,66+2,08

50 uM 205,33+4,04 101,00+1,00

100 pM 120,66+3,05 52,00+2,00

P degeri P=0,0018

415. Grup 5: Kloraliminyum Ftalosiyonin + FDT Uygulamasimin Farkh
Konsantrasyonlarimin L.tropica Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin

Incelenmesi

Resim 21’de kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasinin mikroskobik goézlem
sonuglart gosterilmistir. 1,875 uM konsantrasyonda parazitler kontrol grubundaki parazitler
gibi aktif, normal morfolojide ve hareketlidir. Konsantrasyon artik¢a hiicrelerde
yuvarlaklagma, kiiclilme, uzantilarint kaybetme, kiimelesme gibi degisiklikler gelistigi

saptanmistir.
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Resim 21. Kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT uygulanan L.tropica promastigotlarin invert
mikroskop goriintiisii. A. Kontrol, B. 1,875 uM Kkloraliiminyum ftalosiyonin + FDT, C.
3,75 uM kloraliminyum ftalosiyonin + FDT, D. 7,5 uM kloraliiminyum ftalosiyonin +
FDT, E. 15 uM kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT (x20).

4.1.6. Grup 6: Kloraliiminyum Ftalosiyonin Uygulamasinin Farkh
Konsantrasyonlarimin L.tropica Promastigotlarimin Proliferasyonuna Etkisinin

incelenmesi

Kloraliiminyum ftalosiyoninin farkli konsantrasyonlarinin (1,875 uM 3,75 uM 7,5 uM
15 puM) uygulamasinin 18 saat inkiibasyondan sonra etkisi morfolojik ve sayisal olarak
incelendi. 15 uM’lik konsantrasyonda az yogunlukta, parazitler arasi alanda bosluklar, atipik
formda L.tropica promastigotlar1 tespit edilmistir. Konsantrasyon azaldik¢a yogunlugu artan,

normal morfolojide, yavas hareketli, ara ara hareketsiz parazitler oldugu gozlendi (Resim 22).
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Resim 22. Kloraliminyum ftalosiyonin uygulanan L.tropica promastigotlarin invert
mikroskop gorintiisii. A. Kontrol, B. 1,875 uM kloraliiminyum ftalosiyonin, C. 3,75
uM  kloraliiminyum ftalosiyonin, D. 7,5 uM kloraliminyum ftalosiyonin, E. 15 pM
kloraliiminyum ftalosiyonin (x20).

300 A
E=l Klora Aliiminyum ftalosiyanin

Klora Aliminyum ftalosiyanin+FDT

200 A

100 A

x 10% canli promastigot sayisi

]
N
N
R

Klora Aliminyum ftalosiyanin konsantrasyonlari

**: p<0.05
°: Isik uygulanmayan grup ile anlamli farklilik yok p>0.05

Resim 23. Kloraliiminyum ftalosiyoninin tek basmna ve FDT ile birlikte kullanilmasinin

L.tropica promastigotlari izerindeki etkisi.

Resim 23 ve Tablo 7°de kloraliminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasinin ve tek

bagma kloraliiminyum ftalosiyoninin farkli konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlarina
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uygulanmas1 sonucu hiicre canliligindaki degisimler kantitatif olarak goriilmektedir. Farkli
konsantrasyonlarda kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasina maruz kalan deney
grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda sadece kloraliiminyum ftalosiyonine
maruz kalan deney grubundaki parazit sayisina gére daha az oldugu fakat istatistiksel olarak

anlaml1 (p=0,07) olmadig: tespit edilmistir.

Tablo 7. Farkli konsantrasyonlarda kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasi ile farkli

konsantrasyonlarda sadece kloraliiminyum ftalosiyonin uygulamasinin karsilagtirilmasi

Konsantrasyon | AICIPc grubu canlt Parazit AICIPc FDT grubu canlt
Sayisi1 x1 0 (Orttsds) Parazit Sayisi x10* (Orttsds)
1,875 utM 273,00+1,00 208,33+1,52
3,75 uM 221,00+1,00 151,66+3,51
7,5 uM 103,33+6,11 82,00+6,00
15 uM 81,00+1,00 52,66+3,05
P degeri P=0,07

41.7. Grup 7: Feoforbid a + FDT Uygulamasinin Farkhh Konsantrasyonlarinin

Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin Incelenmesi

Feoforbid a daha 6nce Leishmania parazitlerinde denenmediginden 6nce konsantrasyon
denemeleri yapilmistir. Konsantrasyonlar 16 8 4 2 1 0,5 ve 0,25 uM olarak denenmistir.
Feoforbid anin 4 8 ve 16 uM Kkonsantrasyonlarinda hicbir hareketli parazite

rastlanmadigindan ¢alismaya dahil edilmemistir (Resim 24).

A

Resim 24. Feoforbid a + FDT uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop
goriintiisi. A. 16 uM feoforbid a + FDT, B. 8 uM feoforbid a + FDT grubu ( x20)
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Resim 25’de feoforbid a + FDT uygulamasinin 2 1 0,5 ve 0,25 uM konsantrasyonlarda
mikroskobik g6zlem sonuglari verilmistir. 2uM konsantrasyonda feoforbid a + FDT
uygulamasinda hareketli parazitler goriilmeye baslanmistir. Ancak parazitler yavas hareketli
ve ara ara hareketsiz, atipik, yuvarlak sekillidir. Kontrol grubuna goére canli parazit sayisinin
belirgin derecede azaldigi gozlemlenmistir. 1 ve 0,50 uM konsantrasyonlarinda orta
yogunlukta, hareketli, az miktarda yuvarlak, ara ara kiimeli parazitler gozlendi. 0,25 uM
konsantrasyonlarda orta yogunlukta, yuvarlak sekilli, hareketli aymi zamanda kontrol

grubundaki parazitler gibi normal morfolojide aktif parazitler de gozlendi.

Kontrol

Feoforbid a+FDT grubu
O

\
B o2 C osoum D wm | E 2uM

Resim 25. Feoforbid a + FDT uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop
goriintiisii. A. Kontrol. B. 0,25 uM feoforbid a + FDT, C. 0,50 uM feoforbid a + FDT,
D. 1 uM feoforbid a + FDT, E. 2 uM feoforbid a + FDT grubu (x20).

4.18. Grup 8: Feoforbid a Uygulamasinin Farkhh Konsantrasyonlarimn L.tropica

Promastigotlarinin Proliferasyonuna Etkisinin Incelenmesi

Feoforbid a’nin farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasindan sonra etkisi mikroskobik
olarak gézlemlenmistir (Resim 26). En yiiksek konsantrasyon olan 2 uM ‘da az yogunlukta,
ara ara hareketli parazitler tespit edildi. 1 0,50 ve 0,25 uM konsantrasyonda orta yogunlukta,

hareketsizli ve haraketsiz, yuvarlak sekilli parazit kiimelerine rastlandi.
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Resim 26. Feoforbid a uygulanan L.tropica promastigotlarin invert mikroskop goriintiisii. A.
Kontrol. B.0,25 uM feoforbid a, C. 0,50 uM feoforbid a, D. 1 uM feoforbid a, E. 2 uM
feoforbid a grubu (x20).

150 1
E=l Phenorbide a

Phenorbide a +FDT

1004

50

x 10* canli promastigot sayisi

Phenorbide konsantrasyonlari

wdx%: Isik uygulanmayan grup ile anlaml farklilik p<0,0001

Resim 27. Feoforbid a’nin tek basmna ve FDT ile birlikte kullanilmasinin L.tropica

promastigotlari tizerindeki etkisi.

Sekil 27 ve Tablo 8’de feoforbid a’nin tek basina ve FDT ile birlikte uygulanmasinin
farkli konsantrasyonlarda L.tropica promastigotlari {izerine etkisi mikroskobik olarak

incelenmis ve her iki grupta konsantrasyon artikca canli promastigot sayisinda azalma
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gozlemlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda feoforbid a + FDT uygulamasina maruz kalan
deney grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda sadece feoforbid a’ya maruz
kalan deney grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,0001) 6lgiide
azaldig1 tespit edilmistir. Feoforbid a + FDT uygulamasinda en yiiksek konsantrasyon olan 2

uM hiicre canliliginin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gozlemlenmistir.

Tablo 8. Farkli konsantrasyonlarda feoforbid a + FDT uygulamasi ile farkli

konsantrasyonlarda sadece feoforbid a uygulamasinin karsilagtirilmasi

Konsantrasyon Feoforbid a grubu canli Feoforbid a FDT grubu canli
Parazit Sayis1 x1 0 (Orttsds)  Parazit Sayisi x1 0 ( Ortxsds)

0,25 pM 140,66+1.52 44,66+0,57

0.50 uM 125,00+1.00 29,00+1,00

1 uM 46,66+2.08 12,66+2,08

2 uM 21,66+1.52 6,33+1,52

P degeri P<0,0001

4.2. XTT Yontemiyle Elde edilen Sitotoksisite Sonuclari

Resim 28 ve Tablo 9°da farkli konsantrasyonlardaki metilen mavisi + FDT uygulamasi
ve sadece metilen mavisi uygulamasinin L.tropica promastigotlarinin sitotoksik etkileri
tizerine etkisi goriilmektedir. Kontrol grubunda promastigotlarin canliliginin yiiksek olmasina
bagli olarak formazan kristali olusumu olduk¢a yogundur. Konsantrasyonun artmasi ile
birlikte formazan kristali olusumu da azalmistir. Metilen mavisi + FDT ‘ye maruz kalan
Leishmania parazitlerinin hiicre canliligi kontrol grubuna gore konsantrasyon artik¢a azaldigi
goriilmektedir. 25 pM konsantrasyondan sonra metilen mavisinin kullamildigt FDT
uygulamalarinda hiicrelerin biiylik bir bolimiiniin canliligini yitirdigi gézlenmistir. Hiicre
canlihigindaki azalma 12,5 uM 25 pM 50 uM ve 100 uM metilen mavisi + FDT gruplarinda
kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli bulunmustur. Sadece metilen
mavisi uygulanan 12,5 uM 25 uM 50 uM ve 100 uM gruplarinda ise sitotoksisite kontrol
grubuna goére anlamli derecede azalmistir; ayrica metilen mavisi + FDT uygulanan

gruplardaki hiicre canlilig1 sadece metilen mavisi gruplarindan farkli (p=0,0024) bulunmustur.
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Metilen mavisi + FDT ‘ye maruz kalan Leishmania promastigotlari i¢in ICso degeri 20,27 uM

olarak belirlenmistir.
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Hiicre Canlilig1 %

—4-Metilen mavisi -#~Metilen mavisi +PDT

*&x%: Is1k uygulanmayan grup ile anlamli farklilik p<0,0001
***: p<0.001

Resim 28. Sadece metilen mavisi ve FDT ile birlikte kullanilmasinin farkl

konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlarin canliligina etkisi.

Tablo 9 Farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi ile metilen mavisi+FDT uygulamasinin

kontrol grubu ile karsilastirilmasi

Konsantrasyon Metilen mavisi ~ Kontrol P degeri  Metilen mavisi  Kontrol P degeri
Ortalama(%) FDT Ortalama
(%)
12,5 uM 88,603 100 0,0010 58,254 100 0,0001
25 uM 78,138 100 0,0002 40,199 100 P<0,0001
50 pM 71,326 100 0,0001 20,952 100 P<0,0001
100 pM 58,913 100 0,0001 17,832 100 P<0,0001

Toluidin mavisinin tek basina ve FDT ile birlikte uygulanmasimin L.tropica
promastigotlarinin sitotoksik etkileri lizerine etkisi XTT yontemi ile incelenmis ve optik

yogunluklar ol¢lilmiistiir. Resim 29 ve Tablo 10’da kontroliin canliligi %100 kabul edilerek

54



toluidin mavisinin tek basina ve FDT ile birlikte uygulanmasinin farkli konsantrasyonlarda

L.tropica promastigotlari {izerine etkisi verilmistir.

Hem toluidin mavisinin tek basina hem de FDT ile birlikte kullanilmasinda en yiiksek
konsantrasyon olan 100 uM grubunda sitotoksisite en yiiksek bulunmustur. Hiicre
canliligindaki azalma 12,5 pm 25 uM 50 uM ve 100 puM toluidin mavisi + FDT gruplarinda
kontrol grubundan istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli bulunmustur. Sadece toluidin
mavisi uygulanan 12,5 uM 25 uM 50 uM ve 100 uM gruplarinda ise sitotoksisite kontrol
grubuna gore anlamli derecede azalmistir; ayrica sadece toluidin mavisi uygulanan
gruplardaki hiicre canliligi toluidin mavisi + FDT gruplarindan da farkli (P=0,021)
bulunmustur. Toluidin mavisi + FDT ‘ye maruz kalan Leishmania promastigotlar1 igin 1Cs
degeri 27,79 uM; touidin mavisine maruz kalan Leishmania promastigotlari i¢in 1Cso degeri
38,76 uM olarak belirlenmistir.
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*d#k: Isik uygulanmayan grup ile anlaml farklilik p<0,0001

Resim 29. Sadece toluidin mavisi ve FDT ile birlikte kullanilmasinin farkli

konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlarin canliligina etkisi.
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Tablo 10. Farkli konsantrasyonlarda toluidin mavisi ve toluidin mavisi+FDT uygulamas: ile

kontrol grubunun karsilagtirilmasi

Konsantrasyon Toluidin mavisi Kontrol P degeri  Toluidin mavisi Kontrol P degeri
Ortalama(%) FDT
Ortalama(%)
12,5 uM 85,256 100 0,0164 65,568 100 0,0004
25 M 73,110 100 0,0004 52,039 100 0,0002
50 tM 42,974 100 0,0002 24,035 100 P<0,0001
100 uM 32,837 100 0,0036 8,284 100 P<0,0001

Resim 30 ve Tablo 11°de kontroliin canliligi %100 kabul edilerek feoforbid a’nin tek
basina ve FDT ile birlikte uygulanmasinin farkli konsantrasyonlarda L.tropica promastigotlari
tizerine etkisi verilmistir. Hiicre canliligindaki azalma 0,25 puM 0,50 uM 1 pM ve 2 uM
feoforbid a + FDT gruplarinda kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli derecede farkli
bulunmustur. Sadece feoforbid a uygulanan 0,25 pm 0,50 uM 1 uM ve 2 uM gruplarinda ise
sitotoksisite kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir; ayrica sadece feoforbid a
uygulanan gruplardaki hiicre canliligi feoforbid a + FDT gruplarindan farkli (P=0,014)
bulunmustur. Feoforbid a + FDT ‘ye maruz kalan Leishmania promastigotlari igin ICso degeri
0,51 uM; feoforbid a’ye maruz kalan Leishmania promastigotlari ig¢in 1Cso degeri 0,75 pM

olarak belirlenmistir.
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Resim 30. Sadece feoforbid a ve FDT ile birlikte kullanilmasinin farkli konsantrasyonlarinin

L.tropica promastigotlarin canliligina etkisi.

Tablo 11. Farkli konsantrasyonlarda feoforbid a ve feoforbid a+FDT uygulamasi ile kontrol

grubunun karsilastirilmasi

Konsantrasyon Feoforbid a Kontrol P degeri Feoforbid a Kontrol P degeri
Ortalama(%) FDT
Ortalama(%)
0,25 M 78,459 100 0,0001 53,455 100 0,0002
0,50 pM 66,410 100 0,0002 50,742 100 P<0,0001
1uM 44,311 100 P<0,0001 23,515 100 P<0,0001
2 UM 23,597 100 P<0,0001 14,770 100 P<0,0001

Resim 31 ve Tablo 12’ de kontroliin canliligi %100 kabul edilerek kloraliminyum
ftalosiyonin ’nin tek basina ve FDT ile birlikte uygulanmasimin farkli konsantrasyonlarda
L.tropica promastigotlar1 {izerine etkisi verilmistir. Hiicre canlihigindaki azalma 1,875 uM
3,75 uM 7,5 uM ve 15 uM Kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT gruplarinda kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli derecede farkli bulunmustur. Sadece kloraliiminyum ftalosiyonin

uygulanan 1,875 um 3,75 uM 7,5 uM ve 15 uM gruplarinda ise sitotoksisite kontrol grubuna
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gore anlamli derecede artmustir. Kloraliiminyum ftalosiyonini farkli konsantrasyonlarda FDT

ile birlikte uygulanmasinin tek basina uygulanmasi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli (P=0,07) bulunmamustir. Kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT ‘ye maruz kalan

Leishmania promastigotlart i¢in ICso degeri 3,10 pM; kloraliminyum ftalosiyonin’ye maruz

kalan Leishmania tropica promastigotlari igin ICsp degeri 4,21 uM olarak belirlenmistir.
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°: Isik uygulanmayan grup ile anlamli farklilik yok p>0.05
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15uM

Resim 31. Sadece kloraliiminyum ftalosiyanin ve FDT ile birlikte kullanilmasinin farkli

konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlarin canliligina etkisi.

Tablo 12. Farkli konsantrasyonlarda kloraliiminyum ftalosiyanin ve kloraliminyum

ftalosiyanin + FDT uygulamasinin kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Konsantrasyon ALCIPc Kontrol P degeri  ALCIPc FDT  Kontrol P degeri
Ortalama(%) Ortalama(%)
1,875 uM 68,681 100 0,0002 64,652 100 0,0004
3,75 uM 55,140 100 P<0,0001 42,337 100 0,0001
7,5 uM 36,350 100 P<0,0001 33,379 100 P<0,0001
15 pM 31,736 100 P<0,0001 28,022 100 P<0,0001
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4.3. Hiicresel Morfolojik Degerlendirme Bulgular:

4.3.1. Giemsa Boyama Bulgulari

4.3.1.1. Grup 1: Metilen Mavisi + FDT Uygulamasimin L.tropica Promastigotlarinin
Morfolojisine Etkisi

Resim 32’de herhangi bir fotosensitif ajan veya FDT’ye maruz birakilmamis kontrol
grubundaki parazitlerin ve metilen mavisi + FDT uygulanan parazitlerin Giemsa boyamasi
sonrast mikroskobik goriintiisii verilmistir. Kontrol grubundaki parazitlerde dar hiicre
govdesi, tek g¢ekirdek, kinetoplast ve kamgisi ile tipik morfolojik o6zellikler goriilmektedir.
Farkli konsantrasyonlarindaki metilen mavisi ve FDT uygulana gruplarin hepsinde ¢ekirdegi
ve kinetoplasti olmayan, dairesel, genis yapilar goriiliip morfolojik yapilarini kaybettikleri
belirlendi. Uygulanan biitiin  konsantrasyonlarda parazitlerin  ¢ekirdeklerinin  ve
kinetoplastlarinin birbirinden ayirt edilemeyecek hale geldikleri ve hiicre membranlarinin
bozulmasiyla parazitlerin atipik bir form aldiklar1 tespit edildi. Metilen mavisi
konsantrasyonu azaldik¢a ozellikle 25 pM ve 12,5 uM konsantrasyolarindan itibaren
parazitlerin atipik formlar1 devam etmekle birlikte tipik morfolojik 6zelliklerde goriilmeye

baslanmigtir (x100 Giemsa boyama).
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Resim 32. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki metilen mavisi + FDT gruplarinin
Giemsa boyama ile mikroskobik goriintiisii (x100). A. Kontrol, B. 12,5 uM metilen
mavisi+FDT grubu, C. 25 uM metilen mavisi+FDT, D. 50 uM metilen mavisi+FDT, E.100
uM metilen mavisi+FDT. (=) cekirdegi ve kinetoplastt olmayan yapilar, (==») dairesel
yapilar, (== genis yapilar, ( ==p)tipik morfolojik yapilar, ( =) ¢ekirdek fragmentasyonu ile

gosterilmistir.

43.12. Grup 2: Metilen Mavisi Uygulamasiin L.tropica Promastigotlarinin
Morfolojisine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda sadece metilen mavisi uygulanan parazitlerde c¢ekirdegi ve
kinetoplastt olmayan, dairesel, genis, atipik Ozellikler goriilmekle birlikte biitiin
konsantrayonlarda kontrol grubundaki gibi tipik morfolojik 6zelliklerin korundugu

promastigotlar goriilmektedir (Resim 33).
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Resim 33. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki metilen mavisi gruplarinin Giemsa
boyama ile mikroskobik goriintiisii (x100). A. Kontrol, B. 12,5 uM metilen mavisi grubu, C.
25uM metilen mavisi, D. 50uM metilen mavisi, E. 100 uM metilen mavisi. ¢ekirdegi ve
kinetoplast1 olmayan yapilar (== ),dairesel yapilar ( = )tipik morfolojik yapilar ( =) ile

gosterilmistir.

4.3.1.3. Grup 3: Toluidin Mavisi+FDT Uygulamasimnin L.tropica Promastigotlarimin
Morfolojisine EtKisi

Farkli konsantrasyonlarda toluidin mavisi+FDT uygulanan parazitler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; 100 uM ve 50 uM toluidin mavisi+FDT uygulamasina maruz kalmis
promastigotlar kontrole gore atipik olup morfolojik yapilarini kaybettikleri goriilmektedir

(Resim 34). Konsantrasyon azaldik¢a 25 puM ve 12,5 puM toluidin mavisi + FDT
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uygulamasinda hiicre i¢i yapilarin ayirt edilebildigi tipik morfolojik yapilarin goriilmeye

baslandig: tespit edildi.

A Kontrol \ (x100)

D soum - E 100um

Resim 34. Kontrol grubu ve farkli konsantrasyonlardaki toluidin + FDT gruplarinin Giemsa
boyama ile mikroskobik goriintiisii (x100). A. Kontrol grubu, B. 12,5 uM toluidin +
FDT grubu, C. 25 uM toluidin + FDT, D. 50 uM toluidin + FDT, E. 100uM toluidin +
FDT. Cekirdegi ve kinetoplasti olmayan yapilar ( =» ), dairesel yapilar ( =), genis

yapilar (=) tipik morfolojik yapilar ( =) ile gosterilmistir.

43.14. Grup 4: Toluidin Mavisi Uygulamasinin L.tropica Promastigotlarinin

Morfolojisine Etkisi

Toluidin mavisi konsantrasyonu azaltikca parazitin tipik morfolojik ozellikleri
goriilmeye baslanmistir. 25 pM ve 12,5 puM toluidin mavisi uygulamasinin kontrol
grubundaki gibi promastigotlarin morfolojik yapilar1 normal olup, kinetoplast, ¢ekirdek ve

kamgilarinin oldukga belirgin oldugu gézlendi (Resim 35).
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Resim 35. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki toluidin gruplarinin Giemsa boyamasi ile
mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol, B. 12,5 uM toluidin, C. 25 uM toluidin, D. 50 uM
toluidin, E. 100 uM toluidin. Cekirdegi ve kinetoplast: olmayan yapilar ( =), dairesel
yapilar (=%), tipik morfolojik yapilar ( =) ile gosterilmistir.

43.15. Grup 5: Kloraliminyum Ftalosiyanin + FDT Uygulamasmin L.tropica

Promastigotlarinin Morfolojisine Etkisi

Resim 36’da farkli konsantrasyonlarda kloraliminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasinin ve
herhangi bir fotosensitif ajan veya FDT’ye maruz birakilmamis kontrol grubundaki
parazitlerin Giemsa boyamasit sonrast mikroskobik goriintiisii verilmistir. 15 uM
konsantrasyonda gekirdek yogunlagsmasi ve fragmantasyonu belirirken parazitlerin atipik
morfolojik ozellikler goriilmektedir. 7,5 uM konsantrasyonda c¢ekirdegi ve kinetoplasti
olmayan, dairesel yapilar goriilirken; 3,75 ve 1,875 uM Kkonsantrasyonlarda kontrol
grubundaki gibi dar hiicre govdesi, tek cekirdek, kinetoplast ve kamgisi ile tipik morfolojik

ozellikler goriilmektedir.
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Resim 36. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT
gruplarinin Giemsa boyamasi ile mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol, B. 1,875 uM
kloraliiminyum ftalosiyonin+FDT, C. 3,75 uM kloraliiminyum ftalosiyonin+FDT, D.
7,5 uM kloraliiminyum ftalosiyonin+FDT, E. 15 pM kloraliiminyum ftalosiyonin +

FDT grubu. g¢ekirdegi ve kinetoplasti olmayan yapilar (..—=), dairesel yapilar (=:.),

43.16. Grup 6: Kloraliminyum Ftalosiyanin  Uygulamasimin  L.tropica

Promastigotlarimin Morfolojisine Etkisi

Cekirdek yogunlagmasi ve fragmantasyonu, ¢ekirdegi ve kinetoplasti olmayan dairesel
yapilar 7,5 ve 15 uM konsantrasyonlarda gozlenmektedir. 1,875 ve 3,75 uM
konsantrasyonlarda kontrol grubundaki gibi dar hiicre govdesi, tek c¢ekirdek, kinetoplast ve

kamgist ile tipik morfolojik 6zellikler goriilmektedir (Resim 37).
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Resim 37. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki Kloraliminyum ftalosiyonin gruplarinin
Giemsa boyamasi ile mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol, B. 1,875 uM kloraliminyum
ftalosiyonin, C. 3,75 uM kloraliminyum ftalosiyonin, D. 7,5 uM kloraliiminyum
ftalosiyonin, E. 15 uM kloraliiminyum ftalosiyonin grubu. ¢ekirdegi ve kinetoplasti
olmayan yapilar(=-.), dairesel yapilar (=.), tipik morfolojik yapilar (==.), cekirdek

fragmentasyonu (==»:.) ile gosterilmistir.

43.1.7. Grup 7: Feoforbid a +FDT Uygulamasinin L.tropica Promastigotlarinin

Morfolojisine EtkKisi

Resim 38’de Feoforbid a’nin FDT ile birlikte uygulanmasinin farkli konsantrasyonlarda
promastigotlari iizerine etkisi Giemsa boyamasi sonras1 mikroskobik goriintiisti verilmistir. 1
ve 2 uM konsantrasyonlarda ¢ekirdegi ve kinetoplastt olmayan dairesel yapilar
gozlemlenmistir. Cekirdek fragmentasyonu 0,5 uM konsantrasyonda, 0,25 uM

konsantrasyonda kontrol grubundaki parazitler gibi tipk morfolojik 6zellikler goriilmektedir.

65




(x100) b !\ \ 9
1< \)\ <
i,\ ‘ \%s o \:
o ‘V/{\\.
A\Kon‘l'rql ' ;/L/

Resim 38. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki feoforbid a + FDT gruplarinin Giemsa
boyamasi ile mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol, B. 0,25 uM feoforbid a + FDT, C. 0,5
uM feoforbid a + FDT, D. 1 uM feoforbid a + FDT, E. 2 uM feoforbid a + FDT grubu.
¢ekirdegi ve kinetoplasti olmayan yapilar (.==.), dairesel yapilar (.=.), tipik morfolojik

yapilar (=), ¢cekirdek fragmentasyonu (.==.) ile gosterilmistir.

4.3.1.8. Grup 8: Feoforbid a Uygulamasimin L.tropica Promastigotlarinin Morfolojisine
Etkisi

Resim 39°da feoforbid a’nin uygulanmasimin farkli konsantrasyonlarda promastigotlari
iizerine etkisi Giemsa boyamasi sonrasi mikroskobik gorilintiisii verilmistir. 2 puM

konsantrasyonda cekirdegi ve kinetoplasti olmayan dairesel yapilar gozlemlenmistir. 1 uM
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konsantrasyonda c¢ekirdek fragmentasyonu, 0,25 ve 0,5 uM konsantrasyonlarda kontrol

grubundaki parazitler gibi tipik morfolojik 6zellikler goriilmektedir.
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Resim 39. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki Feoforbid a gruplarinin Giemsa boyamasi
ile mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol, B. 0,25 uM feoforbid a, C. 0,5 uM feoforbid a,
D. 1 uM feoforbid a, E. 2 uM feoforbid a grubu. ¢ekirdegi ve kinetoplasti olmayan
yapilar (.==.), dairesel yapilar (=.), tipik morfolojik yapilar (==»), c¢ekirdek

fragmentasyonu (=:.) ile gosterilmistir.

4.3.2. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole ) Boyama
Fotosensitif ajan + FDT ya da sadece fotosensitif ajan uygulanan tedavi gruplarinda ve

kontrol grubunda morfolojik olarak apoptotik hiicreleri saptamak i¢in DAPI (4',6-diamidino-

2-phenylindole) boyasi ile floresan mikroskobunda goriintiiler alinmstir .
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A.Kontrol grubu B.Metilen mavisi +FDT grubu

C.Metilen mavisi grubu D.Toluidin mavisi+FDT grubu

E. Toluidin mavisi grubu F. Kloraliiminyum ftalosiyonin+FDT grubu(15uM)
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G. Kloraliminyum ftalosiyonin grubu+FDT(7.5uM) H. Kloraliiminyum ftalosiyonin grubu
I. Feoforbid a +FDT grubu J. Feoforbid a grubu

Resim 40. DAPI Boyamanin ardindan kontrol ve tedavi gruplarinin floresan mikroskop

goriintiileri (x40 ). (.==.) Cekirdek yogunlasmast, (...... ) cekirdek fragmantasyonu.

Resim 40’da goriildiigii gibi 18 saatlik inkiibasyondan sonra kontrol ve tedavi
gruplarinda DAPI boyamasi ile mavi boyanan apoptotik hiicreler goriilmektedir. Kontrol,
metilen mavisinin, kloralimiinyum ftalosiyaninin, toluidin mavisinin tek basina ve toluidin
mavisinin FDT ile beraber uygulandigi gruplarda mavi boyandiklari, ¢ekirdek degisimini
gosteren yapilarin bulunmadigi gozlenmistir. 15 pM Kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT
grubunda cekirdek yogunlasmasi ile karakterize parlak mavi noktalar olan erken apoptotik
hiicreler ¢ogunluktadir. Benzer sekilde 7,5 puM Kloraliminyum ftalosiyoninin + FDT

uygulandig1r grupta apoptotik 6zellik gosteren parlak mavi noktalar ve fragmente olmus
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¢ekirdegin oldugu ge¢ apoptotik hiicrelerde goriilmiistiir. Feoforbid a + FDT grubunda erken
apoptotik ozellik gosteren hiicrelere rastlanmigtir. Sadece feoforbid a uygulanana grupta az
oranda apoptotik hiicre belirlenmistir. 25 pM metilen mavisinin + FDT ile uygulandigi grupta
fragmente olmus ¢ekirdek ve apoptotik cisimlerde artisin oldugu geg¢ apoptotik hiicreler daha

fazla goriilmiistiir.

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile DNA Fragmentasyon Testi Bulgular:

Resim 41’de fotosensitif ajanlarin FDT ile uygulamasinin ardindan genomik DNA’lar

izole edilip agaroz jel elektroforezi sonuglar1 gosterilmistir.

Resim 41. Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezi. 1. Marker (1kb), 2. Miltofisine, 3.
Metilen mavisi+FDT (25 uM), 4. Metilen mavisi, 5. Feoforbid a +FDT (0,5 uM), 6.
Kloraliiminyum ftalosiyanin +FDT (15 uM), 7. Kloraliiminyum ftalosiyanin+FDT
(7,5uM), 8. Glucantime, 9.Toluidin mavisi+FDT, 10. Toluidin, 11. Feoforbid a, 12.
Kloraliiminyum ftalosiyanin, 13. Kontrol.

Literatiir goz oniinde bulundurularak 40 uM konsantrasyonda 24 saat boyunca L.tropica
promastigotlarma Miltofisine (SantaCruz Biotecnology J2009) uygulanmistir ve pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir. Miltofisine apopitosis benzeri hiicre Sliimiine yol agtigi

diisiiniilen Leishmania tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Aymi sekilde 50 pg/ml
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konsantrasyonda 24 saat boyunca L.tropica promastigotlarina uygulanan Leishmania

tedavisinde standart ilag olarak kullanilan Glucantime de pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Metilen mavisinin, feoforbid a ‘nin, Kloraliiminyum ftalosiyoninin ve her iki toluidin
mavisinin grubunda apoptotik DNA merdiveni gorlntiisiine de rastlanmamustir. 25 uM
metilen mavisinin+FDT uygulanan tedavi grubunda, 15 uM kloraliminyum ftalosiyoninin +
FDT uygulanan tedavi grubunda, 7,5 uM kloraliminyum ftalosiyoninin + FDT uygulanan
tedavi grubunda, 0,5 uM Feoforbid a + FDT uygulanan tedavi grubunda apoptotik DNA

merdiveni goriintiisii elde edilmistir.

71



5. TARTISMA

Leishmaniasis vektor Phelebotomus cinsi sinekler tarafindan bulastirilan Leishmania
parazitlerinin neden oldugu bir enfeksiyon hastaligi olup hastalik Diinya Saglik Orgiitii’niin
yaymladigi en 6nemli alt1 tropikal hastaliki¢inde sitmadan sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Enfeksiyon deri, i¢ organ ve/veya mukoza tutulumu yaparak degisik klinik tablolara yol agtig1
bilinmektedir. Ulkemizde hem deriyi tutan kutandz leishmaniasis ve hemde i¢ organlari

tutanvisseral leishmaniasis formu goriilmektedir.

Kutenoz leishmaniassis tedavisinde intralezyoner tedavi, topikal tedavi, sistemik ilag
tedavisi veya fiziksel yontemlerden (cerrahi eksizyon, kriyoterapi, radyoterapi vb.) herhangi
biri ya da birkagi birlikte uygulanmaktadir. Tedavinin basarisiz oldugu veya tedaviye gec
kalinan olgularda gelisen skar kozmetik ve psikolojik agidan sorunlara yol agabilmektedir.
Tedavide yasanan sikintilar nedeniyle her gegen giin yeni kimyasal veya bitkisel ajan
uygulamalar1 ve fotodinamik tedavi gibi yeni, ucuz, kolay uygulanabilen, yan etkisi az olan

yontemler yogun olarak arastirilmaktadir (Hepburn, 2000).

Diinyada 13 tiiriin dermotropik oldugu bilinmektedir ve kullanilan tedavi yontemleri
etken olan Leishmania tiirline, hastadaki klinik tabloya, kisinin immun sistemine gore
degismektedir. Ayn1 zamanda Leishmania her tiirine 6zel biyokimyasal ve molekiiler
ozelliklere sahiptir. Dolayisiyla Leishmania tiirlerindeki bu farkliliklarin ilag duyarliliklarina
da yansidigi bildirilmektedir (Grogl ve ark, 1992).

Paraziter hastaliklarin tedavisinde FDT kullamimi ile ilgili yapilan c¢aligsmalar
incelendiginde az sayida calisma bulundugu saptanmistir. Mevcut caligmalar incelendiginde
Leishmania tizerinde metilen mavisi kullanilarak yapilan FDT etkinliginin arastirildign iki
adet ¢alismaya ulasilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan leishmania tiirlerinin L. amazonensis

oldugu goriilmiistiir. Leishmania tropica ile yapilan herhangi bir ¢aligmaya rastlanilamamustir.

Song ve ark (2011) yilinda yapig1 calismada, L. amazonensis promastigotlarini bir saat
karanlikta metilen mavisi ile bekletildikten sonra metilen mavisi uzaklastirthp 30 dakika
boyunca FDT uygulamasi yapmislardir ayn1 zamanda L. amazonensis promastigotlarina
sadece bir saat karanlikta metilen mavisi uygulayip uzaktastirmislardir. Bu siireler sonunda

hiicreler yeni besiyerine aktarmiglardir. Yeni besiyerinde 18 saat sonunda hiicre toksititesinin
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metilen mavisi konsantrasyonunun artmasi ile arttigini ve metilen mavisinin yalniz
kullanilmasi ile metilen mavisi + FDT uygulamasi karsilastirildiginda birlikte kullanildiginda
daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica metilen mavisi + FDT uygulamasi i¢in ICsg
degerini 20 puM olarak belirlemislerdir. Bizim c¢alismamizda ise ayni sekilde bir saat
karanlikta bekletilip uzaklastirilan L.tropica promastigotlarina 30 dakika FDT uygulamasinin
ardindan 18 saatlik inkiibasyon sonucunda metilen mavisi konsantrasyonu artik¢a canli
promastigot sayisinin azaldigi tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi +
FDT uygulamasina maruz kalan deney grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda
sadece metilen mavisine maruz kalan deney grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide
azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica metilen mavisi + FDT uygulamas1 i¢in metilen mavisinin
1Cs50:20,27uM olarak belirlenmistir. Calismammizda elde ettigimiz sonuglar Song ve ark’nin

calisma sonuglari ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

Bir diger ¢alismasinda ise arastirmacilar hamsterlarin arka sag ayagina L. amazonensis
kullanilarak deneysel kutandz leishmaniasis enfeksiyonu olusturulmus ve sol arka ayagin ise
kontrol olarak kullanildig1 bildirilmistir. Ayaklardaki lezyonlar 12 hafta boyunca gozlenip
Ol¢iilmiis, enfeksiyonun 90. gilinii metilen mavisi topikal olarak uygulandiktan sonra
fotodinamik tedavi 3 ay boyunca haftada 3 kez olarak uygulanmis. Kontrol grubuna sadece
metilen mavisi uygulanmig. Sonu¢ olarak metilen mavisinin yalniz basma kullanildig
lezyonlarda iyilesme saptanmazken metilen mavisi ve fotodinamik tedavinin birlikte

uygulandigi grupta tedaviye anlamli yanit alindigi belirtilmistir (Peloi ve ark, 2011).

Literatiir incelendiginde farkli hiicre tiirlerinde (Staphylococcus aureus, E. coli ve C.
albicans gibi bakteri suslarinda, meme ve akciger kanseri gibi hiicre hatlarinda) metilen
mavisi kullanilan g¢alismalarda da metilen mavisinin + FDT ile birlikte kullanilmasinin,
metilen mavisin yalniz kullanilmasindan daha etkin bir yontem oldugu bildirilmistir

(Wainwraigt ve ark, 1997; Peloi ve ark, 2008; Lim ve ark, 2013).

Daha once yaymlanan metilen mavisi + FDT uygulamasinin apoptotik etkisini
inceleyen arastirmalar incelendiginde akciger kanseri hiicreleri iizerinde Lim ve ark (2013)
yilinda metilen mavisi + FDT uygulamasiin hiicre canliligina etkisinin yanisira apoptotik
etkisi olup olmadigin1 da arastirmislar ve DAPI boyamasi ile metilen mavisi + FDT

uygulamasimin hiicrelerin ¢ekirdeklerinde fragmentasyona isaret eden mavi parlak noktalar
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icerdigini, DNA fragmentasyon testi ile oligoniikleozomal bantlarin olusumuna bagli olarak
hiicrelerin apoptotik 6zellik gosterdigini bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak
“25 uM metilen mavisinin + FDT” uygulanan tedavi grubunda DAPI boyama sonucunda
apoptotik bulgular (fragmente olmus ¢ekirdek yapilarina isaret eden parlak mavi noktalar) ve
agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmentasyonu tespit edilmistir. Bu bilgilerin 1s1gmnda in
vitro Leishmania tropica promastigotlarina metilen mavisinin + FDT uygulandiginda
meydana gelen hiicre Oliimiiniin apoptoz ile oldugunu destekler bulgular oldugu

distiniilmustir.

Calismamizda kullandigimiz fotodinamik ajanlardan bir digeri olan toluidin mavisinin
Leishmania iizeinde etkisinin arastirildigi bir adet ¢alismaya ulasilmistir. Barbosa ve ark.
(2012) yilinda yaptiklar1 ¢alismada hem toludin mavisi hem de metilen mavisi kullanarak
L.braziliensis promastigotlar: ile bes dakika yada bir saat boyunca karanlikta metilen ve
toluidin mavisi uygulanan L.braziliensis promastigotlarina farkli uygulama siirelerinde 151k
uyguladiklarini (4.2 Jlem?= 5 ve 2 dak, 60 ve 2 dak; 8.4 J/lcm?=5 ve 4 dak; 60 ve 4 dak.) ve bu
iki fotosensitif ajan1 kontrol ile karsilastirdiklarinda birbirlerine benzeyen toksisite
gosterdiklerini, konsantrasyon arttikga hiicre canliiginin azaldigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda ise farkli konsantrasyonlarda toluidin mavisi + FDT uygulamasina maruz kalan
deney grubundaki parazit sayisinin, farkli konsantrasyonlarda sadece toluidin mavisine maruz
kalan deney grubuna gore daha az oldugu ve istatistiksel olarak anlamli (p=0,018) &lgiide
azaldig1 tespit edilmistir (p< 0,05). Hiicre canliligindaki azalma 12,5 um 25 uM 50 uM ve
100 uM toluidin mavisi + FDT gruplarinda kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli
derecede farkli bulunmustur. Sadece toluidin mavisi uygulanan 12,5 uM 25 uM 50 uM ve
100 uM gruplarinda ise sitotoksisite kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir.
Toluidin mavisi + FDT’ye maruz kalan Leishmania promastigotlari i¢in ICsq degeri 27,79 uM

olarak belirlenmistir.

Farkli hiicre tiirlerinde (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis ve Vibrio vulnificus gibi bakteri suslarinda, Jurkat hiicre hatlarinda vb.)
yapilan caligmalar incelendiginde toluidin mavisi + FDT uygulamasinin hiicre canliligini
azaltarak etkili bir yontem oldugu bildirilmistir (Tramblay ve ark, 2002; Wong ve ark, 2005;
Vahabi ve ark, 2011, Tseng ve ark, 2015).
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Ayni zamana Tramblay ve ark (2002) Jurkat hiicrelerinde bir saat boyunca toluidin
mavisi inkiibasyonunun ardindan FDT (11 J/cm?) uygulamasmnm hiicre canliligmm %97
azaldig@ini iki saat i¢erisinde DNA fragmentasyonunun tespit edildigini bildirmislerdir. Bizim
¢alismamizda ise toluidin + FDT uygulanan tedavi grubunda ve sadece toluidin a uygulanan
tedavi grubunda apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine de rastlanmamustir. Bunun sebebinin
kullanilan hiicrenin farkli olmasi ve uygulanan fotosensitif ajanin konsantrasyon miktarinin

farkli olmasindan dolay1 oldugu diisiintilmiistiir.

Makaleler incelendiginde bir diger kullandigimiz  fotodinamik ajanlardan
kloraliiminyum ftalosiyoninin Leishmania nin farkli tiirlerinde arastirma yapidigi, bizim

kullandigimiz L.tropica susu ile ilgili ¢alismanin olmadig1 saptanmustir.

Dutta ve ark (2012b) yaptiklar1 in vitro bir ¢alismada hedef bolgesi ayri olan iki
fotosensensitif ajani (uroporfirin ve aliiminyum ftalosiyanin) birlikte kullandiklarini ve
promastigot ve amastigotlarda basarili oldugunu bildirmislerdir. Bundan yola cikarak diisiik
dozlarda birden fazla kullanilan sinerjik etkili fotosensitif ajanlarin fotodinamik tedavinin
etkinligini arttirabilecegini bildirmislerdir. Escobar ve ark (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada
Leishmania chagasi and L.panamensis promastigotlarinda ¢inko ve Kkloraliiminyum
ftalosiyonin fotodinamik aktivitesini incelemislerdir. Parazitler 24 saat boyunca ¢inko ve
kloraliiminyum ftalosiyonin ile inkiibe edilip FDT uygulamasi yapilmig, FDT nin ardindan
promastigotlarin  biiytime inhibisyonu mikroskobik olarak incelenmistir. L.chagasi
promastigotlar1  kloraliminyum  ftalosiyonin  tedavisinden sonra. L. panamensis
promastigotlarindan 30-50 kat daha fotosensitif bulunmustur. Cinko ve kloraliminyum
ftalosiyonin tek basina uygulanmasinin parazitlerin inhibasyonunda etkiye neden olmadigi
rapor edilmistir. Valdivieso ve ark (2008) L.amozonensis promastigotlarin1 24 saat boyunca
ti¢ farkl1 diliisyonda kloraliiminyum ftalosiyonin ile inkiibe edip 0 12 ve 24 saat boyunca FDT
(17 Jiem?) uyguladiklari ¢alismada doza bagimli olarak biiyiimenin inhibe oldugunu, en
biiyiik inhibasyonun 24 saat sonra gozlendigi (0,06 uM), sadece kloraliiminyum ftalosiyonin
uygulanan tedavi grubundaki parazit biiytimesi ile kloraliminyum ftalosiyonin + FDT
uygulanan tedavi grubu ile ayni bulduklarini bildirmislerdir. Ayrica morfolojik degisiklikleri
giemsa boyasi ile tespit etmigler ve FDT uygulama zamam artik¢a pargalanmis ¢ekirdek
yapilari, sismeye baslayan yuvarlak, ¢ekirdegi ve kinetoplast1 olmayan yapilar tespit ettikleri
bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda ise kloraliiminyum ftalosiyonin’nin FDT ile birlikte

uygulanmasinin farkli konsantrasyonlarda (1,875 uM 3,75 uM 7,5 uM ve 15 uM) L.tropica
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promastigotlar1 hiicre canlilig1 lizerine etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur. Sadece kloraliminyum ftalosiyonin uygulanan 1,875
um 3,75 uM 7,5 uM ve 15 uM gruplarinda ise sitotoksisite kontrol grubuna gére anlamli
derecede azalmigtir. Kloraliiminyum ftalosiyonini farkli konsantrasyonlarda FDT ile birlikte
uygulanmasinin tek basina uygulanmasi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
(p=0,07) bulunmamustir. Kloraliminyum ftalosiyonin + FDT‘ye maruz kalan Leishmania
promastigotlar1 i¢in I1Csp degeri 3,10uM olarak tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
Kloraliminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasina maruz kalan deney grubundaki parazit
sayisinin, farkli konsantrasyonlarda sadece Kloraliminyum ftalosiyonine maruz kalan deney
grubundaki parazit sayisina gore daha az olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli (p=0,07)
bulunmamistir.  Kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT‘ye maruz kalan Leishmania
promastigotlar1 i¢in ICsg degerini literatiire gére daha yiiksek bulmamizin sebebi kullanilan
konsantrasyon degerlerinin ¢ok kiiglik olmasi, ¢alisilan ftalosiyanin inkiibasyon siiresinin ve
uygulanan FDT zamaninin daha uzun olmasi olarak ac¢iklanabilir. Giemsa boyamasi sonrast
15 puM konsantrasyonda c¢ekirdek yogunlagsmasi ve fragmantasyonu parazitlerin atipik
morfolojik 6zellikler; 7,5 uM konsantrasyonda cekirdegi ve kinetoplasti olmayan, dairesel
yapilar; 3,75 ve 1,875 pM konsantrasyonlarda kontrol grubundaki gibi dar hiicre govdesi, tek
cekirdek, kinetoplast ve kamgisi ile tipik morfolojik Ozellikler tespit edilmigtir. DAPI
boyamast ile kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT grubunda erken apaptotik 6zellik gosteren

hiicrelere rastlanmistir

Literatiire bakildiginda in vitro olarak ftalosiyoninler ile birlikte uygulanan fotodinamik
tedavinin genellikle kanser hiicrelerinin tedavisi i¢in kullanildig1 goériilmektedir. Bu in vitro
calismalar goOstermistir ki fitalosiyoninler tarafindan uyarilan hiicre toksisitesinin, bu
hiicrelerin tiimor hiicre tipine, ftalosiyaninin hiicreye alimina, ftalosiyaninin inkiibasyon
sliresine, 151k siddeti veya ftalosiyanin lokalizasyonu gibi faktorlere bagli oldugu bildirilmistir
(Paquette ve ark, 1988; Rosenthal ve Ben-Hur, 1995; Margaron ve ark, 1996; Gomes ve ark,
1996; Gijsens ve ark, 2002; Choi ve ark, 2004). Agarwal ve ark (1991) fare lenfoma hiicreleri
tizerinde 1 uM kloraliiminyum ftalosiyonin eklenip 15 saat boyunca 500-W tungsten-halogen
lamba ile FDT uyguladiklar1 calismalarinda apoptosisi belirleyen pargalanmis DNA
goriintiisiinii kloraliiminyum ftalosiyonin + FDT uygulamasindan 2 saat sonra elde ettiklerini
bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda da DNA fragmentasyon testi ile kloraliminyum

ftalosiyonin + FDT uygulanan tedavi grubunda tipik DNA ladder goriintiisii elde edilerek
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desteklenmistir. Sadece kloraliminyum ftalosiyonin uygulanan grupta ise DAPI boyamas ile
¢ok az apoptotik hiicre belirlense de DNA fragmentasyon testi ile sadece kloraliiminyum
ftalosiyonine uygulanan tedavi grubunda apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine de

rastlanmamustir.

“Feoforbid a” fotodinamik tedavi ajani olarak kutandz leishmaniasisde kullanildigi bir
calisma bulunamamustir. Feoforbid a’nin fotodinamik tedavi ajan1 olarak parazit
enfeksiyonlarinda kullanildig: iki adet ¢alismaya rastlanmustir. Grellier ve ark (1997) yilinda
Plasmodium falciparum ve Babesia divergens ile enfekte olmus eritrositleri ortadan kaldirmak
icin  lipofilik ~ feoforbid  derivasyonlar1  kullanarak  fotosensitizasyon  etkinligi
degerlendirdiklerini ve basarili sonuclar elde ettiklerini bildirmislerdir. Wohllebe ve ark
(2008) sivrisinek larvalarin1 Gldiirmede klorofil derivasyonlarmin metilen mavisi ve

hematoporfirin gibi diger fotosensitif ajanlardan daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Hajri ve ark (1999) pankreas kanser hiicrelerinin ti¢ farkli hiicre hattinda feoforbid a’nin
farkli konsantrasyonlarini hem tek basina hemde FDT ile birlikte uyguladiklar1 ¢alismalarinda
timor hiicrelerini once dort saat boyunca feoforbid a’ya maruz birakmis ve daha sonra
fotosensitif ajan hiicrelerden uzaklastirilarak 2,5 dakika boyunca FDT uygulamislardir. FDT
uygulamasi ardindan 14-16 saat inkiibasyondan sonra FDT’nin DNA biitiinliigiinii etkileyerek
tiimor hiicresinin biiylimesini inhibe ettigini tek basina kullanilan feoforbid a’nin ise tiimor
hiicrelerinin biiyiimesinde herhangi bir etki saptamadiklarini bildirmislerdir. Ug farkli hiicre
hatti i¢in ICsg degerlerini 0,5 uM 0,7 uM ve 2 uM olarak belirlemislerdir. Feoforbid a + FDT
uygulamasi ile tipik DNA fragmantasyon goriintiisiiniin elde edildigini bildirmislerdir. Ayni
yazar ve arkadaslarinin kolon kanser hiicrelerinde fotofirin ve feoforbid a’nin FDT ile birlikte
etkisine baktiklar1 bir baska ¢alismada feoforbid a ve fotofirin hiicresel alimmnin doza bagimli
oldugu, feoforbid a’nin hiicresel tutulumunun fotofirinden iki kat daha fazla oldugunu, iki
fotosensitif ajanda da tipik DNA merdiven goriintiisiiniin gézlendigi bildirilmistir (Hajri ve
ark, 2002). Ahn ve ark (2012) yaptiklar1 in vitro calismada AT-84 hiicrelerini 2 saat boyunca
feoforbid a ile inkiibe edip 24 ve 48 saat boyunca FDT’ye maruz birakmislardir. Feoforbid
a’nin tek basima kullanilmasinin hiicre toksisitesinde herhangi bir degisiklige yol agmadigini,
feoforbid a’nin FDT ile birlikte kullanilmasinin hiicre canliligini azalttigin1 ve feoforbid a +

FDT uygulanan hiicrelerin ICs degerini 0,25 uM olarak bildirmislerdir. Ayn1 zamanda DAPI
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boyamasi ile feoforbid a + FDT uygulamasinin hiicrelerin ¢ekirdek fragmentasyonuna isaret

eden mavi parlak noktalar igerdigi bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizda ise hiicre canliligindaki azalma feoforbid a + FDT gruplarinda
konsantrasyon arttik¢a kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli derecede farkli saptandi.
Sadece feoforbid a uygulanan deney grubunda ise sitotoksisite kontrol grubuna gore anlamli
derecede artmistir; ayrica sadece Feoforbid a uygulanan gruplardaki hiicre canliligi Feoforbid
a + FDT gruplarindan farkli (p=0,014) bulunmustur. Feoforbid a + FDT‘ye maruz kalan
Leishmania promastigotlari i¢in ICs degeri 0,51 uM olarak belirlenmistir. DAPI boyamasi ile
feoforbid a + FDT grubunda erken apoptotik 6zellik gdsteren hiicrelere rastlanmistir. Sadece
feoforbid a uygulanan grupta da ¢ok az apoptotik hiicre belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda
kanser hiicrelerinde sadece feoforbid a uygulanmasinin DAPI boyamasi ile apoptotik hiicre
bulgularima rastlanmadigi bildirilmistir. Bizim calismamizda ise 6n apoptotik bulgularin
sebebinin fotosensitif ajana bagli olup olmadigina karar verilememistir. Daha ileri
aragtirmalara ihtiya¢ oldugu disiiniilmiistiir. DNA fragmentasyon testi ile feoforbid a + FDT
uygulanan tedavi grubunda tipik DNA ladder goriintiisii elde edilmistir. Sadece feoforbid a

uygulanan tedavi grubunda apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine de rastlanmamustir.

Kanser tedavisinde FDT klinikte son 20 yildir alternatif tedavi olarak kullanilmasina
karsin mikroorganizma ve parazitlere karsi fotodinamik tedavi nispeten yeni bir aragtirma
alanidir. Leishmania da bu yeni kesif alanlarindan bir tanesidir. Yapilan ¢alismalar dikkate
alindiginda konunun giincel ve iizerinde yogunlasilmis oldugu ve her gegen giin yeni
calismalarin eklendigi goriilmektedir. Dolayisi ile bu c¢alisma konusunun multidisipliner bir
calisma olup umut vaat eden yeni aragtirma konularina vesile olacak orijinal bir arastirma
oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alismada gosterilen sonuglar bize parazitin sadece promastigot
formunu kullanarak Leishmaniasis {izerine fotodinamik tedavinin etkileri hakkinda fikir
vermis Ve parazite karsi alternatif bir tedavi i¢in yeni bir bakis agis1 olusturmustur. DAPI
boyama ve DNA fragmentasyon testi sonuglari ise bize Leishmania tropica
promastigotlarinda FDT uygulamasi sonrasi hiicre oOliimiinde apoptozun etkisinin

olabilecegini diistindiirmektedir.

78



6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada L. tropica promastigotlari tizerinde in vitro olarak metilen mavisi, toluidin
mavisi, Kloraliiminyum ftalosiyonin ve feoforbid a gibi dort degisik fotosensitif ajan

kullanilarak fotodinamik tedavinin etkinligi arastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore;

1. L. tropica promastigotlar1 iizerine farkli konsantrasyonlardaki (12,5 25 50 ve 100
uM) metilen mavisi + FDT, toluidin mavisi + FDT, kloraliiminyum ftalosiyanin +
FDT (1,875 3,75 7,5 ve 15 uM), feoforbid a + FDT (0,25 0,5 1 ve 2 uM)
uygulamalarinin 18 saatlik inkiibasyon sonrasi mikroskobik gdézlem sonuglarina
gore; yiiksek konsantrasyonlarda atipik, yuvarlak sekilli, hareketsiz parazit sayisinda
belirgin artis gozlenirken, diisiik konsantrasyonlara inildik¢e orta yogunlukta,
hareketli, az miktarda yuvarlak, normal morfolojide parazitler gozlemlendi. Kontrol

grubunda parazitlerin aktif ve hareketli oldugu tespit edildi.

2. L. tropica promastigotlar1 tizerine farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi + FDT,
toluidin mavisi + FDT, feoforbid a + FDT uygulanan tedavi gruplariyla tek basina
metilen mavisi, toluidin mavisi ve feoforbid a uygulanan gruplar arasinda
hemasitometre ile sayim sonrasi canli parazit sayis1 bakimindan sirasiyla istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,001 p<0,05 p<0,0001). Kloraliiminyum
ftalosiyonin + FDT uygulamasi ile sadece Kloraliiminyum ftalosiyonine maruz kalan
deney grubundaki canli parazit sayisinda azalma gozlenmesine ragmen, istatistiksel

olarak anlamli (p=0,07) olmadig1 tespit edilmistir.

3. XTT testi ile bulunan sitotoksisite sonu¢lar1 hematosimetre ile bulununan sonuglar
ile uyumlu bulunmustur. Tim gruplarda sitotoksisite kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir.

4. Morfolojik degisiklikleri tespit etmek i¢in farkli konsantrasyonlarda metilen mavisi
+ FDT, toluidin mavisi + FDT, kloraliiminyum ftalosiyanin + FDT, feoforbid a +
FDT uygulamalarindan sonra yapilan giemsa boyama sonuclarina gore; yliksek
konsantrasyonlarda gruplarin hepsinde c¢ekirdegi ve kinetoplasti olmayan, dairesel,
genis yapilar goriiliip morfolojik yapilarin1 kaybettikleri belirlenirken, diisiik

konsantrasyonlara inildik¢e tipik morfolojik o6zellikler goriilmektedir. Kontrol
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grubundaki parazitlerde ise dar hiicre govdesi, tek ¢ekirdek, kinetoplast ve kamgisi

ile tipik morfolojik 6zellikler tespit edilmistir.

5. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan DAPI boyama sonuglarina gore metilen
mavisi + FDT, kloraliiminyum ftalosiyanin + FDT, feoforbid a + FDT uygulanan
gruplarda cekirdek yogunlagmasi, fragmente olmus cekirdek ile karakterize parlak
mavi noktalar tespit edilirken; kontrol, metilen mavisinin, kloralimiinyum
ftalosiyaninin, toluidin mavisinin tek basina ve toluidin mavisinin FDT ile beraber
uygulandig1 gruplarda hiicrelerin mavi boyandiklari, ¢ekirdek degisimini gosteren

yapilarin bulunmadigi gozlenmistir.

6. DNA fragmentasyon testi ile metilen mavisi+FDT, kloraliminyum ftalosiyanin +
FDT, feoforbid a + FDT uygulanan deney gruplarinda apoptozun belirteci olan
apoptotik DNA merdiveni goriintiisiine rastlanirken, kontrol, metilen mavisinin,
kloralimiinyum ftalosiyaninin, toluidin mavisinin tek basina ve toluidin mavisinin

FDT ile beraber uygulandig: gruplarda rastlanmamustir.

7. 1Cso degerlerine gore en etkili en umut vadeden fotosensitif ajanin feoforbid a

oldugu diistintilmiistiir.

Bu ¢alismada L. tropica promastigotlari tizerinde in vitro olarak dort degisik fotosensitif
ajan kullanilarak fotodinamik tedavinin etkinligi aragtirllmigtir. Parazitler {iizerinde
fotodinamik tedavi kullanilmasina yonelik caligsmalar olmasina karsin iilkemizde en yaygin
etken olan L. tropica ile ilgili galismalar yapilmamistir ve diinyada ilk kez bu ¢alisma ile L.
tropica promastigotlar iizerinde fotodinamik tedavinin etkisi gosterilmistir. Bu g¢alismada
fotodinamik tedavide kullanilan fotosensitif ajanlardan higbirisi daha once in vitro olarak L.

tropica iizerinde denenmemistir.

Calismamizin kutan6z leishmaniasis tedavisinde, kutanoz leishmaniasis’li insan olgulari
tizerinde kullanilmasi hedeflenmektedir. Bunun i¢in yeni fotosensitif ajanlarin gelistirilmesi
ve degerlendirilmesi siireci iki ana degerlendirme basamagindan olugsmaktadir. Daha 6nce
denenmemis veya yeni sentez edilen fotosensitif ajanlarin insanda hastaliklarin tedavisinde
kullanilmalar1 amaciyla Oncelikle in vitro ortamlarda tarama testleri yapilabilir, ancak
ongoriilen etkinin 6zelligi nedeniyle bazi tarama testlerinin sadece in vitro ortamda yapilmasi

yeterli olmayacaktir. Tarama testlerinde hastaligi temsil eden hayvan modelleri mutlaka
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kullanilmalidir. Bu sayede gelistirilme amacini olusturan ve sahip olmasi1 ongdriilen etki ya da
etkileri gosteren fotosensitif ajanlar belirlenebilecektir. Boylece yeni kolay uygulanabilen bir
alternatif tedavi sekli gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Bir diger basamak ise Leishmaniasis
tedavisinde fotodinamik tedavinin yararli bir yontem oldugunu gostermek amaciyla
fotosensitif ajanlarin fotoaktifligini test ederek deneysel hayvan modellerinde, aksenik
amastigot ya da hiicre i¢i amastigotlarda ve promastigotlarin apoptozisde rolii oldugu
diistiniilen (mitokondri membran potansiyeli, sitokrom ¢ salimimi vb.) tiim molekiillerin

arastirilarak bu ¢alismaya devam etmenin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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