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Ozet
Leishmaniasis Tanisina Yonelik Polimerik Nanomalzemelerin Biosensorlerde
Kullanilabilirliginin Arastiriimasi

Leishmaniasis, farkl: tiirlerdeki Leishmania parazitlerinin vektér kum sinegi araciligi
ile bulastig1 bir grup hastaliktir. Hastalik insanda parazitin yerlesim yerine gore klinik
olarak baslica kutandz leishmaniasis, visseral leishmaniasis ve mukozal leishmaniasis
olarak isimlendirilmektedir. Tiirkiye’de yilda 20-30 visseral leishmaniasis ve 2000
civarinda kutandz leishmaniasis hastasi bildirilmektedir.

Gilinlimiizde kutanoz leishmaniasis tanisinda birtakim sorunlarla kargilagiimaktadir.
Klasik tan1 yontemi olarak mikroskopi yonteminin hassasiyeti diisiiktiir ve deneyim
gerektirmektedir. Kiiltiir yontemi ise hassasiyetinin diisiik olmasi, yogun emek
gerektirmesi ve zaman alict olmasi nedeniyle c¢ogu merkezde rutin tanida
kullanilamamaktadir. Modern tan1 yontemi olarak molekiiler tan1 ile ¢cok hassas ve
hizli tan1 konabilmektedir ancak kontaminasyonun engellendigi 6zel laboratuvar,
pahal1 ekipman, optimizasyon ve deneyim gerektirdigi i¢in rutin tanida yaygin olarak
kullanilamamaktadir. Antikorlarin saptandig: serolojik taninin ise hastaligin lokalize
olarak deride yerlesmesi nedeniyle hassasiyeti diigiik olup, antijen saptanan hizli tani
testleri ise son yillarda iiretilmis ve halen deneme asamasindadir. Hizli tanm testleri
iilkemizde basarili bulunsa bile ticari olarak alindiginda pahali yontemler olup rutin
tanida kullanimi miimkiin goériinmemektedir. Bu nedenlerle 6zellikle ¢ok pahali
ekipman gerektirmeyen, rutin tani laboratuvarlarinda kullanilabilecek hassas ve hizli
sonu¢ veren yeni tani yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Leishmaniasis tanisinda
altin standart olarak kabul edilen kiiltiir ydnteminin sonug verilme siiresi bir aya kadar
uzayabileceginden, daha kisa siirede yiiksek duyarlilikla tani olanagi saglayan bir
yontemin bulunmasi leishmaniasis tanisinda biiyiik kolaylik saglayacaktir.

Etkene 0zgii gelistirilen biyosensorler, bildigimiz tan1 yontemlerine gére ¢ogu zaman
spesifik ve duyarli sonuglarin pratik ve kisa slirede alinmasini saglamalari, tekrar
kullanilabilir model olarak ya da diisiikk maliyetle tek kullanimlik sekilde seri olarak
iiretebilmeleri nedeniyle gelecek vaat eden biyoanalitik sistemlerdir. Calismamizda
biyosensorlere etken Leishmania spp. parazitine karst olusturulmus monoklonal

antikor sabitlenerek parazitin antijeninin taninmasi arastirilmis ve optimize edilmistir.



Diferansiyel Puls Voltametri, Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi ve
Dongiisel Voltametri ol¢limleri sonucunda biyosensor sisteminin Leishmania spp.
tayininde oldukc¢a duyarli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler; Leishmania, biyosensor, nanomalzeme
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Abstract

Investigation of The Availability of Polymeric Nanomaterials for The Diagnosis

of Leishmaniasis In Biosensors
Leishmaniasis is a group of diseases transmitted by vector sand flies of Leishmania
parasites of different species. The disease is clinically referred to as cutaneous
leishmaniasis, visceral leishmaniasis and mucosal leishmaniasis according to the
location of the parasite in humans. Totally 20-30 visceral leishmaniasis and around
2000 cutaneous leishmaniasis patients are reported annually in Turkey, respectively.
Currently, a number of problems are encountered in the diagnosis of cutaneous
leishmanaisis. As a classic diagnostic method, microscopy is low in sensitivity and
requires experience. The culture method, on the other hand, cannot be used in routine
diagnosis in most centers due to its low sensitivity, intensive labor and time-
consuming. A very precise and fast diagnosis can be made with molecular diagnosis
as a modern diagnostic method, however because of the requirement of a special
laboratory where contamination is prevented, expensive equipments, optimisation and
experience, it cannot be used in routine diagnosis widely. Serological diagnosis of
antibodies are low in sensitivity due to the localisation of the lesions in the skin, while
rapid diagnostic tests detected antigen have been produced in recent years and are still
in the trial stage. Even if rapid diagnostic tests are successful in our country, they are
expensive methods commercially and their use in routine diagnosis does not seem
possible. For these reasons, new diagnostic methods that do not require very expensive
equipment, which provide precise and fast results that can be used in routine diagnostic
laboratories, are needed. Since the culture method, which is considered the gold
standard in the diagnosis of leishmaniasis, the duration of the result can extend up to
one month, the presence of a method that provides diagnosis with high sensitivity in a
shorter time will provide great convenience in the diagnosis of leishmaniasis.
Agent-specific developed biosensors are promising bioanalytical systems because they
can be produced commercially as a reusable or in a single use as disposable models at
low cost, often providing specific and sensitive results in a practical and short time
compared to traditional diagnostic methods. In our study, the recognition of the
parasite's antigen was investigated and optimized by fixing the Leishmania spp.
monoclonal antibody to biosensors.
As a result of electrochemical measurements of Differantial Pulse Voltametry,

Electrochemical Impedance Spectroscopy and Cyclic Voltametry, Leishmania spp.
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biosensor system has been shown to be very sensitive in determination of the parasite
antigen.

Keywords; Leishmania, biosensor, nanomaterial
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1.Giris

Leishmaniasis, farkli tiirlerdeki Leishmania parazitlerinin vektor olan kum sinegi
aracilig1 ile bulastig1 bir grup hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin verilerine
gore ihmal edilen hastaliklar arasinda sitmadan sonra diinyada en ¢ok Oliime sebep
olan ikinci paraziter hastaliktir. Hastalik insanda parazitin yerlesim yerine gore klinik
olarak baslica kutan6z leishmaniasis (sark ¢ibani; KL), visseral leishmaniasis (Kala-
azar; VL) ve mukozal leishmaniasis (MKL) olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmaktadir
(Steverding D., 2017; Osman ve ark., 2017).

Visseral leishmaniasisin en 6nemli rezervuari olan kopeklerde kanin leishmaniasis
(KanL), insanlardaki hastaliga gore ¢ok daha yiiksek oranlarda goriilmekte ve
asemptomatikten yiliksek morbidite ve mortaliteye neden olan siddetli bulgular
gosteren hastaliga kadar genis bir yelpazede seyredebilmektedir. Bu nedenle veteriner
hekimlik alaninda 6nemli bir saglik problemidir ve tani ve tedavideki tiim buluslar ve

geligsmeler bu alana da uygulanabilmektedir (Tamer ve ark., 2008).

Tiirkiye’de insanlarda leishmaniasis bildirimi zorunlu enfeksiyon hastaliklar1 arasinda
olup, VL ve KL olmak {izere iki klinik sekli goriilmektedir (Omondi ve ark., 2020).
Suriyeli misafirler disinda, Tiirkiye’de yilda 20-30 kala-azar ve 2.000 civarinda sark
c¢ibani hastasi bildirilmektedir. Kala-azar daha ¢ok Ege, Akdeniz gibi kiy1 bolgelerinde
sark c¢ibant ise siklikla Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde
goriilmektedir (Giirel ve ark., 2012).

Hastaligin en ciddi klinik sekli olan VL, dalak, karaciger ve kemik iligi gibi ¢esitli i¢
organlar1 etkiler ve tedavi edilmedigi taktirde 6liim goriilebilir (Giirel ve ark., 2012).
Sark ¢ibani ise kum sineginin 1sirmasindan sonra birkag hafta ile ay igerisinde deride
sivilce seklinde baslayip daha sonra nodiiler veya iilsere lezyona doniisen bir yara ile
karakterizedir. Son yillarda bir¢ok iilkede, hastaliktan korunma kampanyalar1 ve
hastalarin tanisi, tedavisi ve ilacin bulunabilmesinde zorluklar yasanmakta, 6zellikle
de kolay, fazla deneyim gerektirmeyen tani yontemlerine yonelik ¢alismalar hiz
kazanmaktadir (Bailey ve ark., 2017). Leishmaniasis hastalarinin hizlica tespit
edilmesi ve tedavilerinin tamamlanmasi sayesinde vektdor kum sineklerinin bu
hastalardan paraziti alarak saglam kisilere bulagtirmasi engellenebilir. Hastaligin tanisi
klinik bulgular, direkt parazitin goriildiigii mikroskobik tani, kiiltiir, parazitin

DNA’sin1 saptayan yontemler ve daha nadir olarak ta hastada parazite kars1 olusan



antikorlarin saptandigi serolojik yontemler ile konulmaktadir. Hastaligin klinik
bulgular1 bir¢ok hastalik ile benzerlik gosterdigi i¢in klinik tan1 etkin degildir. Klasik
tan1 yontemi olan mikroskobik taninin hassasiyeti digiiktiir ve deneyim
gerektirmektedir. Kiiltiir yonteminin ise laboratuvar is yiikii ¢ok fazla olup, sonug
verme siiresi bir aya kadar uzayabilmekte ve sekonder enfeksiyonlarin varliginda
kontaminasyon nedeniyle hassasiyet diismektedir. Kiiltlir ~yOntemi rutin
laboratuvarlarda tani yontemi olarak uygulanmamaktadir. Molekiiler ve serolojik
yontemler ise donanimli laboratuvar ve deneyim gerektirmekte ve mikroskobik tani
yontemine goére pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle sadece referans
laboratuvarlarinda uygulanmaktadir. Bir diger tan1 yontemi olan hizli tani testi ile tani
konabilse de bu testler de oldukca pahali ve sensitivitesi bolgedeki endemik tiire bagh
degisebilmektedir (Ozoglu ve ark., 2017). Ulkemizde sark ¢ibani tanisinin hastaligin
erken doneminde yapilamamasi veya diger deri hastaliklarina ait farkli tanilar konup
gozden kacirilmasi hastaligin yayginlasmasinda 6énemli rol oynamaktadir (Uzun ve
ark., 2018). Bu nedenle, daha kisa siirede yiiksek duyarlilikla tan1 olanag: saglayan,
rutin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilecek, yiiksek diizeyde deneyim
gerektirmeyen tani yontemlerinin gelistirilmesi biiylik kolaylik saglayacaktir.
Biyosensorler; yiiksek duyarlilik, kisa 61¢iim siiresi, kisi kaynakli hatalarin azaltilmast,
Olciim ve analiz giderlerinin diisiik olmasi, otomatik Ol¢iim ve ayar sistemlerinin
devreye sokulmasi gibi istiinliiklere sahiptir. Analizlenecek maddenin tiiriine gore
sensorler, enzim sensorleri, mikrobiyal sensorler, immiinosensorler ve DNA sensorleri
gibi gruplara da ayrilabilmektedir. Enzim sensorleri; sensor sisteminin algilayici
kismindaki 6rnekte enzim varli§inda, enzimin substrati ile bir araya geldigi zaman
meydana gelen reaksiyon sonucu miktar1 azalan veya artan maddeleri tayin etmeye
yarayan sensoOr cesididir. Mikrobiyal sensdrler algilayici kisimda canli mikrobiyal
hiicrelerin varliginda mikroorganizmalarin metabolik siirecleri sonucunda olusan
iriinlerden  faydalanilarak  analitin ~ sinyale  dondstiiriildigi  sistemlerdir.
Immiinosensérler algilayici kisimda bulunan antijen yardimiyla antikorun veya antikor
yardimiyla antijenin tayin edildigi sistemlerdir. DNA sensorleri ise; algilayici kisimda
aranan Ozgin DNA’ya hibridize olarak taninmasini saglayabilecek kisa DNA
pargalarinin (primerlerin) kullanildig1 ve DNA miktarini tayin etmeye yarayan sensor
sistemleridir.  Algilama sekillerine goére sensorler; elektrokimyasal, optik,
termometrik, piezoelektrik ve manyetik 6zellikte olabilmektedir (Osibote ve ark.,

2011).



2.Genel Bilgiler

2.1. Leishmania taksonomisi

Leishmania, protozoa aleminin, zooflagellata smifinin, kinetoplastida takiminin,
tripanasomatidae ailesinde yer almaktadir (Banuls ve ark., 2007; Vannier-Santos ve
ark., 2002). Leishmania parazitlerinin simiflandirilmast 6nceleri vektorler, cografi
dagilim, doku tropizmi ve klinik belirti gibi ekobiyolojik kriterlere dayaniyordu
(Banuls ve ark., 2007; Vannier-Santos ve ark., 2002; Gardener ve ark., 1974).

2.2.Morfoloji

Kum sineginde bulunan promastigotlar, 5-20 x 1-4 pum boyutlarinda bir hiicre
gbovdesine ve 20 um uzunlugunda bir 6n kamg¢iya sahip uzun hiicrelerdir. Omurgali
konakta bulunan amastigotlar, yaklasik 2 x 4pum boyutlarinda oval hiicrelerdir. Her iki
gelisim seklinde de kamg1 (flagellum) bir cepten ¢ikar ve amastigot seklinde neredeyse
tamamen onunla sinirhidir, bu nedenle sadece elektron mikroskobu ile gozlemlenir

(Vannier-Santos ve ark., 2002).

2.3.Yasam dongiisii

Leishmania spp., iki temel yasam dongiisiine sahip digenetik parazitlerdir: vektdr kum
sineginin intestinal sisteminde promastigot ve omurgali konagin mononiikleer
fagositik hiicrelerinin i¢inde amastigot olarak bulunmaktadir (Banuls ve ark., 2007).
Parazitin yerlestigi organlara gore olusan klinik bulgularda degismekte ve hastalik KL,

MKL, ve VL gibi isimlendirilmektedir.

2.4.Tam

Enfeksiyon 1sirik bolgesinde kiigiik bir kizariklik ile baglar ve KL’de kizariklik agik
iilsere doniigiir veya VL’de parazitin dalak ve karaciger gibi organlara yayilimi ile
enflamatuar reaksiyona neden olur. Enflamatuar reaksiyonlar, parazit tiirii ve konak

bagisiklig1 gibi faktorlere baglidir (Reithinger ve ark., 2007). Su anda, KL rutin tanisi



genellikle klinik ve epidemiyolojik parametrelere dayanmakta, kesin teshis hala kiiltiir
veya yayma Orneklerinde parazitin gozlemine dayanmaktadir. Klinik bulgular,
konagin bagisiklik tepkisine ve parazit tiirline baglh degisebilir ve Leishmania tlriiniin
tanimlanmasi, tibbi takibin daha iyi yonlendirilmesini saglar. Leishmaniasis teshisi
icin kullanilan yontemlerin sinirliliklart  bulunmaktadir. Kullanilan yo6ntemler,
mikroskopta dokularda parazitin gosterilmesi, hasta serumunda Leishmania
antikorlarinin tespiti, doku, kan veya idrar 6rneklerinde parazit antijeninin tespiti,
doku orneklerinde parazit DNA'sinin tespiti ve hiicre aracili spesifik bagisikligin

tespitidir (Thakur ve ark., 2002).

2.4.1.Hastadan ornek alimi

2.4.1.1.Visseral leishmaniasis

Lenf bezi, dalak, karaciger gibi parazitin yerlestigi organlardan aspirasyon ve biyopsi
ornekleri almarak kiiltiir, mikroskobik tani ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi
direkt tan1 yontemleri ve serum Ornegi ile de indirekt serolojik tani yontemleri

uygulanir (Dogan ve ark., 2008; Ozbel ve Tz, 2011).
2.4.1.2.Kutanoz leishmaniasis

Derideki lezyonun saglam deriyle birlestigi kenarindan lezyon %70’lik alkol ile silinip
basparmak ve isaret parmaklari arasinda lezyon kenar1 sikistirilarak kansiz hale
getirilir ve bistliri, insiilin enjektorii veya lanset ile alinan ilk kanli 6rnek silinir ve
sonraki gelen eksuda sivisindan 6rnek almarak yukarida VL’de anlatildig gibi kiiltiir,
mikroskobik baki ve PZR yontemleri ve hastanin serum Ornegi ile de serolojik

yontemler uygulanir (Culha ve ark., 2014).

2.4.2.Direkt tam1 yontemleri

2.4.2.1.Kiiltiir yontemleri

NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) besiyerinde promastigotlarin iiretilmesi laboratuvar

tanisinda altin standart yontemler arasinda bulunmaktadir. Sodyum kloriir ve agar

distile su iginde homojenize edilerek otoklavda sterilize edilir ve sogutulur. Daha sonra



igerisine defibrine hayvan veya insan kani eklenir ve egik bigimde donmas1 saglanir.
Besiyeri kullanilacagi zaman igerisine serum fizyolojik veya %10 FCS igeren RPMI

1640 besiyeri eklenir (Gokmen ve ark., 2015).

2.4.2.2Mikroskobik inceleme

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan doku yayma preparatlarinin mikroskobik
incelemesi ile tek bir amastigotun gosterilmesi bile hastaligin pozitif tanist igin
yeterlidir. Duyarliligi 6rnegin kalitesine bagli diisiik olabilmektedir. Ayrica,
amastigotlarin belirlenmesi 6nemli 6l¢iide gdzlemcinin deneyimine baghidir (Thakur

ve ark., 2020).

2.4.2.3.Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Leishmania parazitlerinin tespiti ve tanimlanmasi amaciyla DNA temelli teknikler
iizerine bir¢ok ¢aligma yapilmistir. Biyopsiler, lenf diiglimii aspiratlari, kemik iligi ve
kan dahil olmak tizere bircok farkli 6rnekte parazit ve tiirii tanimlanabilmektedir

(Wilson SM., 1995).

2.4.3.indirekt tam yontemleri

2.4.3.1.Deri testi (Montenegro test, Leishmanin skin test, LST)

Deri testi, bir bolgede yasayan kisilerin parazitle karsilagsma oranlarinin tespit
edilmesinde 6nem tasimaktadir, ancak uygulamasinda viicuda antijen verilmesi
gerektigi i¢in Saglhik Bakanligi’ndan izin alinmasi gereklidir ve Tiirkiye’de
uygulanmamaktadir. Inaktif promastigot antijeni deriye enjekte edilir ve 48 saat

sonunda reaksiyon bolgesi gozlemlenir (Sadeghian ve ark., 2013).

2.4.3.2.Indirekt floresan antikor testi (IFAT)

Indirekt floresan antikor testinde, Leishmania promastigotlari antijen olarak kullanilir.
Dezavantajlar1 degerlendiren kisiye bagli siibjektif bir test olmasi, deneyimli personel

gerektirmesi, zaman alic1 ve pahali olmasidir. Kutandz leishmaniasis hastalarinda,
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antikor titrelerinin genellikle VL hastalarinda bulunanlardan daha diisiik olduguna
dikkat edilmelidir. Hassasiyetinin yiiksek olmast nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir ve tedavinin etkinligi degerlendirilebilir (Kar K., 1995).

2.4.3.3.Enzime bagh immiino-sorbent testi (ELISA)

Enzime bagli immiino-sorbent testi, Leishmania'nin immiinolojik tanisi i¢in yaygin
kullanilan testlerdendir. Geleneksel olarak in vitro olarak ¢ogaltilan promastigotlardan
antijen hazirlanir ve en az 30 somatik antijen ve birkag ylizey bileseninden olusan bir
repertuar igerir. Tiim parazitin eriyik antijeninin kullanildig1 ELISA, daha yiiksek bir
duyarliliga sahiptir. Bugiine kadar, ¢ogu immiinolojik tan1 yonteminde hem ayni aile
icindeki tiirlerin hem de filogenetik olarak uzak mikroorganizmalarin ¢apraz reaksiyon

sorunu nedeniyle tanida zorluk yasanabilmektedir (Kar K., 1995).

2.4.3.4.Rekombinant K39 (rK39 hizh tani testi (immunokromatografik test)

Herhangi bir 6zel deneyime ihtiya¢ duyulmadan saha kosullarinda kullanilmak tizere
basit ve dogru bir teste ihtiya¢ duyuldugundan, rekombinant K39 (rK39) antijenine

dayanan hizl1 bir immiinokromatografik testi gelistirilmistir (Ozbel ve Téz, 2011)

2.4.3.5.Dogrudan agliitinasyon testi (DAT)

Son 15 yilda yapilan caligmalar ile DAT’in, yiiksek seviyelerde duyarlilik ve
performans kolayligini birlestiren 6nemli bir serolojik tani araci oldugu kanitlanmastir.

Ancak bu test ile enfeksiyon zamani belirlenememektedir (Ozbel ve Téz, 2011).

2.4.3.6.Hizh agliitinasyon tarama testi (FAST)

Son zamanlarda, DAT'in degistirilmis bir versiyonu olan hizli agliitinasyon tarama
testi (FAST) gelistirilmistir. Bu test, temel olarak sonuglarinin {i¢ saat iginde
alinabildigi, tek bir serum diliisyonu kullanmak {izere tasarlanmistir. Test, ozellikle
salgin durumlarinda ve biiyiik popiilasyonlarin taranmast igin gelistirilmistir (Ozbel ve

Toz, 2011).



2.4.3.7.Western blot

Serolojide kullanilan diger bir tan1 yontemi ise western blot yontemidir. Bu yontem
serolojik tanida denenmis ve oldukga hassas ve 6zgiil oldugu bildirilmis, bant modeli

hastalik evreleri ile iligskilendirilmistir (Ravindran ve ark., 2004).

2.5.Sensorler

Biyosensor, belirli bir hedef analitin varliginda bir numuneyi analiz etme islevi géren
bir cihazdir (Nguyen ve ark., 2019). Biyosensor kullanmanin genel amaci, belirli bir
kimyasalin veya bir dizi kimyasalin konsantrasyonuyla orantili bir elektrik sinyali

iiretmektir (Powner, Yalcinkaya., 1997).

2.5.1.Elektrokimyasal sensor sistemleri

Kimyasal sensorlerin bir alt sinifi olan elektrokimyasal biyosensorler, elektrokimyasal
dontistiiriiciilerin diistik tespit limitleri ile gosterilen hassasiyetini, biyolojik tanima
stireclerinin yiiksek 0zgiilliigii ile birlestirir. Bu cihazlar, hedef analit ile se¢ici olarak
reaksiyona giren ve incelenen analitin konsantrasyonu ile beraber bir elektrik sinyali
iireten biyolojik bir tanima elemani (enzimler, proteinler, antikorlar, niikleik asitler,

hiicreler, dokular veya reseptorler) icerir (Ronkainen ve ark., 2010).

2.5.2.Voltametrik olciimler

Voltametrik dl¢limler, bir caligsma elektrodunin, bir referans elektroda karsi uygulanan
potansiyel akimi Olgerek karakterize edilir. Akim, c¢alisan elektrotta bir
elektrokimyasal indirgeme veya ylikseltgenme yoluyla olusan elektrolizin sonucunda
olusmaktadir. Elektroliz akimi, molekiillerin elektroda kiitle tasima hiz1 ile sinirhdir.
Voltametri terimi, potansiyelin belirli bir potansiyel araliginda tarandig1 teknikler igin
kullanilir. Mevcut yanit genellikle analit konsantrasyonu ile orantili bir tepe veya

platodur (Ronkainen ve ark., 2010).

2.5.3.Dongiisel Voltametri (CV)



Dongiisel voltametri, potansiyel dalga sekli kullanarak sabit bir ¢alisan elektrotun
potansiyelinin dogrusal olarak taranmasindan olusur. Dongiisel voltametri'nin
etkinligi, indirgenme ylikseltgenme davranigini genis bir potansiyel aralikta hizli bir
sekilde gozlemleme kabiliyetine dayanmaktadir. Kullanilan elektrot, redoks islemi
tarafindan iretilen akimi Olger ve uygulanan potansiyele karsi bir akim grafigi

olusturur (Hoyos-Arbelaez ve ark., 2017; Gupta ve ark., 2011).

2.5.4.Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Diferansiyel puls voltametri teknigi sabit biiyiikliikteki pulslarin dogrusal bir
potansiyel rampasi lizerine yerlestirilmesidir. Diferansiyel Puls Voltametri’de doniis
akimi pulsu uygulamasindan 6nce ve puls Omriiniin sonlarinda olmak tizere iki kere
ol¢iiliir ve birinci akim ikinciden ¢ikarilir. Aradaki fark ve uygulanan potansiyele gore
grafik olusturulur. Bu grafik, saptanmak istenen molekiiliin konsantrasyonuyla dogru

orantilt sonu¢ vermektedir (Hoyos-Arbelaez ve ark., 2017).

2.5.5.Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedimetrik tabanli bir biyosensorde, elektrotun empedansi
oOlgiilebilir bir yanittir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, modifiye edilmis
yilizeylerde meydana gelen biyo-tanima olaylar1 nedeniyle ara yiiz 6zelliklerindeki
degisiklikleri arastirmak icin kullanilir. Elde edilen empedans yanitlar1 daha sonra
elektrokimyasal iglemlerin kantitatif parametrelerini belirlemek i¢in kullanilabilir

(Nguyen ve ark., 2019; Ronkainen ve ark., 2010).
2.6.Polimerik Nanomalzemeler ve Tipta kullanimlar:
Polimerik nanomalzemelerin benzersiz fizikokimyasal 6zellikleri (nano 6lgekli boyut,

genis yiizey alani-kiitle oran1 ve yiiksek reaktivite) ve sistemlere sunduklari spesifik

ozellikler nedeniyle bir¢ok uygulama alaninda kisisellestirilmektedir.



Nanotipta kullanimlari, terapotik ve tan1 yontemlerini biiylik dlgiide degistirmistir,
c¢linkii bunlar molekiiler diizeyde hassas bir sekilde tasarlanmig malzemelerdir (Vasile

C.,2019).



3.Gere¢ ve Yontem

3.1.Gereg

3.1.1.Kimyasal maddeler

Bu tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler asagidaki gibidir:
p(HEMA-MAH-Zn) polimerik nanomalzemesi Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyokimya boliimiinden Prof.Dr. Sinan AKGOL’den temin edildi. Leishmania
major’un 0zgill bir proteinine karst hazirlanmis monoklonal antikor Tokyo
Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Molekiiler Immiinoloji Laboratuvari
Ogretim Uyesi Yardimc1 Dogent Chizu Sanjoba’dan temin edildi. Sensér
caligmalarinda kullanilan soliisyonun hazirlanmasi i¢in gerekli olan Glutaraldehit
(%25 GA), potasyumhekzasiyanoferrat (III) [K3Fe(CN)6] , sigir serum albumini
(BSA), ve diger kimyasallar Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya béliimiinden
Prof.Dr. Suna TIMUR’dan temin edildi.

3.1.2.Cihazlar ve sistemler

Bu tez kapsaminda kullanilan cihaz ve sistemler sunlardir:

Diferansiyel puls voltametri (DPV) ve Dongiisel voltametri (CV) dlglimleri PalmSens
potansiyostat (The Netherlands) sensor cihazi ile yapilmistir. Elektrokimyasal
impedans spektroskobisi (EIS) ol¢timleri CHI 6005 C elektokimyasal analiz edici
cihaz (CH Instruments Incorporation, Austin, Texas, USA) ile gergeklestirilmistir
(tablo 1). Olgiimlerin gerceklestirilmesi igin iiglii elektrod sistemi kullanilmistir.
Caligma elektrotlar1 ve yardimci elektrotlar karbon, referans elektrot ise glimiis olarak
(Metrohm, Switzerland) temin edilmistir. Yapilan deneysel c¢alismalarin hepsi oda

kosullarinda yapilmistir.
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Cihaz Yapilan ol¢iim Amag
PalmSens DPV Analitik performans
PalmSens CvV Yiizey modifikasyonu

CHI 6005 C EIS Yiizey modifikasyonu

Tablo 1. Kullanilan cihazlar ve amaglar1

3.2.Yontem

Bu tez kapsaminda leishmaniasis tanisina yonelik polimerik nanomalzemenin
biyosensorde kullanilabilirligini arastirmak ic¢in elektrokimyasal sensor platformu

tasarlanmigtir.

3.2.1.Parazit kiiltiirii ve monoklon antikor

Parazit kiiltiirii i¢in promastigotlar NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) besiyerinde
iiretilmistir. Bir gr NaClI ile 4 gr agar 200 mL distile su i¢cinde homojenize edilerek
otoklavda sterilize edilmis ve 56 °C’ye sogutulmustur. Daha sonra igerisine 30 mL
defibrine insan kani eklenmis ve egik bicimde donmasi saglanmistir. Besiyeri
kullanilacagi zaman igerisine 1 mL %10 FCS igceren RPMI 1640 besiyeri eklenmistir
(Gokmen ve ark., 2015). Calismamizda kullanilmak tizere, EP189 (Leishmania
infantum), EP200 (Leishmania tropica) ve ASKH (Leishmania major) suglart NNN
besiyerinde idame ettirildikten sonra %10 FCS igeren RPMI 1640 besiyerinde 3 mL
ile baslanip, 2 giinde bir iki kat miktarina artirilarak, 16x108 sayida iiretilmistir. Daha
sonra bu parazitleri eriyik antijen haline getirmek i¢in 3 kez PBS ile yikama
yapilmistir. Yikama yapilirken +4°C de 4000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve iist

kismi1 dokiilerek PBS eklenmis ardindan parazitlerin hiicre duvarlarinin pargalanmasi
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icin i¢in 4 kez dondurulup ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 14000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmis ve slipernatant toplanmustir.
Calismamizda kullanilmak iizere temin ettigimiz monoklon antikor 1 mL saf suda

cozdiiriilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
3.2.2.Leishmaniasis tanisina yonelik tasarlanan antikor temelli sensor ¢calismalari
Bu kisimda; ihmal edilmis tropikal hastaliklar arasinda bulunan leishmaniasis tanisina

yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor ¢alismalar1 yapilmistir. Asamalari sekil

2’de gosterilmistir.

HEMA-MAH — ?
Leishmania Ab —
Leishmania Ag —

Sensor Cevabi

/" (

/TN

g%g@

e e T
GCE GCE
Bos elektrod p(HEMA-MAH) p(HEMA-MAH) / p(HEMA-MAH) /
Leishmania Ab Leishmania Ab /
Leishmania Ag

® ® ®

Sekil 1. Biyosensor platformunun agamalari

3.2.3.Biyosensoriin tasarlanmasi, elektrokimyasal yiizey karakterizasyonu ve

sinyal cevaplan
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Camimst karbon elektrodunun (GCE) yiizeyi %10 luk fosfat tampon-etanol ¢ozeltisi
ile yikanmigtir. Yikamanm ardindan Prof.Dr.Sinan AKGOL ve ekibi tarafindan
sentezlenip karakterizasyon calismalar1 yapilan P(HEMA-MAH-Zn) polimeri GCE
yilizeyine 2 ul damlatilmis ve oda sicakliginda 45 dk kurumaya birakilmistir. Hemen
ardindan 2 ul Leishmania antikoru GCE ylizeyine damlatilmistir. GCE/p(HEMA-
MAH-Zn)/Anti  Leishmania Ab’un duyarliligim1 test etmek icin bilinen
konsantrasyonlarda 5 ul Leishmania eriyik antijeni (Ag) damlatilip oda kosullarinda
kurumaya birakilmistir. Olgiimlerin &ncesinde; elektrot yiizeylerinde baglanmayan
maddeleri uzaklastirmak i¢in her basamaktan sonra fosfat tamponla yikama
yapilmistir. Tiim ¢alisma siiresince tasarlanan sensoriin analitik performanst ile ilgili
tiim veriler DPV ol¢limleri ile -0,2 ile +0,6 araligindaki potansiyel uygulanip, redoks
prob (50 mM fosfat tampon pH:7,4 ; 0,1 M KCL; 0,0164 gr HCF) kullanilarak
alimmistir. Analitin Leishmania Ag’nin segici olarak GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Anti
Leishmania Ab’unun yiizeye baglanmasi sonunda elektron transferi kisitlandigindan
dolay1 bir azalma, yiizeye damlatilan Leishmania Ag’si ylizey yiikleri sonucunda
konsantrasyona bagli olarak elektron transferinde bir artis olmaktadir. Sensér cevabi

asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

Al =To-1Ic

Bu formiile gore lo; Leishmania Ag’si baglanmadan Once alinan sinyal, Ic ise
GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Anti Leishmania Ab’nin yiizeyine baglanan Leishmania
Ag’sinin konsantrasyonuna bagli aliman sinyaldir. Leishmania teshisine yonelik
hazirlanan sensorde antijen uygulama Oncesi ve sonrasi analitik performansini
degerlendirmek i¢cin DPV teknigi kullanilmistir. Elektrodun yiizey karakterizasyonu
CV ve EIS teknikleri kullanilarak kanitlanmistir. CV dl¢iimleri -0,2V ile +0,6V
potansiyel araliginda, 50mV/s tarama hizinda alinmistir. EIS 6l¢timleri 0,03-10 kHz
frekans araliginda ve potansiyel +0,18V olacak sekilde yapilmistir.

Leishmaniasis teshisine yoOnelik hazirlanan biyosensoriin dogrulanmasi taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmigtir. Buradan elde edilen sonuglar ile
leishmaniasis teshisine yonelik hazirlanan antikor temelli biyosensoriin 6rnek

uygulama sonuglar1 karsilastirilmistir.
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4.Bulgular

4.1.Leishmaniasis tamisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensoriiniin

yiizey karakterizasyonu

Tezin bu kisminda p(HEMA-MAH-Zn) polimeri adsorpsiyonu ve antikor ile post-
modifikasyonu elektrokimyasal ve mikroskopik tekniklerle karakterize edilmistir.
Leishmania teshisine yonelik hazirlanan sensorde analitik performansi gozlemlemek
icin DPV teknigi, yiizey modifikasyonu igin CV ve EIS teknikleri kullanilmistir. Tk
olarak bos GCE yiizeyi ve p(HEMA-MAH-Zn), p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor,
p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor/L. antijen gibi modifiye edilmis GCE ylizeyinin CV
diagramlarinda akim cevaplar1 karsilastirilmasi yapilmistir. CV diagramlarinda;
anodik ve katodik akim piklerinde kademeli olarak azalma gozlenmis yalniz antijen
eklendiginde bir artis gézlenmistir. Elektrot yiizeyinin anodik pik akimlar sirasiyla su
sekildedir; bos GCE yiizeyi i¢in 75,38 pA, GCE/p(HEMA-MAH-Zn) i¢in 66,19 A,
GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor  i¢in 51,64 pA, GCE/p(HEMA-MAH-
Zn)/Antikor/L. Antijen i¢in 55,14 pA bulunmustur. Elektrot yiizeylerinin katodik
pikleri sirayla su sekildedir; Bos GCE yiizeyi i¢in -76,16 pA, GCE/p(HEMA-MAH-
Zn) i¢in -65,59 pA, GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor igin -50,94 A,
GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor/L. antijen i¢in -56,407 pA bulunmustur. Bu
degerler grafik 1 de verilmektedir. Grafik 1 de modifiye edilmeden 6nce GCE’nin
modifiye edilen yiizeylere gore daha yiiksek oksidasyon ve rediiksiyon akim pikleri
bulunmaktadir. Taniyici molekiil olan L. major monoklonal antikorunun elektroda
baglanmasin1 saglayan p(HEMA-MAH-Zn) nanomalzemesi elektrot ylizeyine
damlatildiktan sonra CV diyagraminda bariz bir sekilde anodik katodik piklerin
azaldig1 goriilmistir. PBHEMA-MAH-Zn) nanomalzeme kapladiktan sonra iizerine
antikorun  baglanmasi;  antikorun  NH2-  grubuyla p(HEMA-MAH-Zn)
nanomalzemenin NH2- grubu arasinda Zn ¢apraz baglayici ile gergeklesmektedir. Bu
sayede elektrot ylizeyine kaplanmis olan malzemeler, redoks probunun girisi i¢in bir
blok olusturdugu icin her modifikasyon asamasindan sonra redoks piklerinde azalma

oldugu goriilmiistiir.
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Grafik 1. (A) Bos GCE, GCE/p(HEMA-MAH-Zn), GCE/p(HEMA-MAH-
Zn)/Antikor, GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor/L. Antijen ylizeylerinin CV
diyagrami. (B) Modifiye edilmis elektrot yiizeylerinin Nyquist diagramlart,
(Olgiimler, 5,0 nM Fe(CN)s)>"*) ve 0,1 M KCl ¢ozeltileri igeren 50 mM sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponunda gergeklesmistir).
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Dongiisel voltametri Ol¢timleri birlikte EIS ol¢iimlerinde elektroanalitik arayiizleri
baglanmanin  basarili  oldugunu  gdstermistir.  Elektrokimyasal —Impedans
Spektroskopisi yontemi yiizey karakterizasyonunun daha iyi kanitlanmasi igin
kullanilmistir. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi ile yapilan dlgiimlerin tiimii,
Randle esdeger devre modeli seklinde diizenlenerek elekton transfer direncini belirten
yarim c¢ember Nyquist ¢izimi ile gosterilmistir. Biitlin EIS dl¢timleri; ¢ift tabaka
kapasitanst (Car), ¢Ozelti direnci (Rs) ferrisiyanid redoks mediyatoriin difiizyon
kontrollii oldugunu belirten Warburg impedansi (Zy) ve yiik transfer direnci (Re)
devre modeline gore diizenlenmistir. Her baglanma adimindan sonra R sonuglarinin
artt1g1 grafik 1°de gdsterilmistir. Nyquist ¢izimine gore; yiik transfer direncleri elektrot
yiizeylerinde olusturulan her baglanma asamast i¢in sirastyla verilmistir. Bos GCE igin
Reidegeri 993 Q, GCE/p(HEMA-MAH-Zn) i¢in deger 2354 QQ, GCE/p(HEMA-MAH-
Zn)/Antikor i¢in 4115 Q, GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor/L. Antijen i¢in 3294
O’ dir.

4.1.1.Leishmaniasis tanisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor ile

antijen analizi

Bu boliimde; leishmaniasis tanisina yonelik tasarlanan sensoriin duyarlilik 6zellikleri
degerlendirilmistir. Diferansiyel puls voltametri teknigi ile farkli konsantrasyonlardaki
Leishmania antijenleri elektrotlara uygulanmistir. Farkli konsantrasyonlarda olan
Leishmania antijenleri, GCE / p(HEMA-MAH-Zn) / Antikor yiizeyine eklendikten
sonra alinan akim piki ile antijen ilave edilmeden Once alinan akim piki arasindaki
farktan dolay1 agiga ¢ikan akim pikleri ile kalibrasyon grafigi cizilerek Leishmania
antijen analizine gidilmistir. Grafik 2’de gosterildigi gibi sirastyla p(HEMA-MAH)-
Zn, p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor eklendiginde DPV piklerinde bir azalma
gozlenmigtir fakat p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor 1lizerine Leishmania antijeni
eklendiginde bos elektrot ile alinan dl¢iimii gegmeyecek sekilde konsantrasyona bagh
olarak bir artig goriilmiistiir. Bu sonuglara gore; Leishmania monoklonal antikoru ile

tasarlanan sistemin algilama kapasitesinin oldukca iyi oldugu gézlenmistir.
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Grafik 2. Leishmania major antijen analizi i¢in Bos GCE, GCE/p(HEMA-MAH-
Zn), GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor, GCE/p(HEMA-MAH-
Zn)/Antikor/Leishmania antijen yiizeylerinin DPV pikleri (Olgiimler, 5,0 nM
Fe(CN)e)*>”*) ve 0,1 M KCl ¢ozeltileri iceren 50 mM sodyum fosfat (pH 7,0)

tamponunda gerceklesmistir).

Sonrasinda, 1,6x10%-2x10%/mL araliginda farkli Leishmania antijen konsantrasyonu,
monoklonal antikor ile modifiye edilmis elektrotlara uygulanmistir ve grafikte
goriildigii gibi dogrusal denklemi y=5E-08x + 0,8361 (R?; 0,9864) olan kalibrasyon
grafigi cizilmistir. Leishmania tayinine yonelik tasarlanan biyosensor i¢in dogrusal

tayin aralig1 1,6x108-2.5x107/mL olarak bulunmustur.
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Grafik 3. Leishmania major analizi i¢in standart grafigi

4.1.2.Leishmaniasis tamisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor

yiizeyinin tekrarlanabilirligi

Tezin bu kisminda, GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor yiizeyi ile ilgili
tekrarlanabilirlik 6l¢iimleri yapilmistir.

Antikor ile kaplanmis olan elektrot ylizeyine Leishmania antijeni damlatilip
DPV teknigi ile art arda yedi adet Ol¢iim yapilarak sistemin tekrarlanabilirligi
Ol¢iilmiistiir. Bu 6l¢iimlerin sonunda varyasyon katsayisi %1,98, standart sapma degeri
(£S,S) £ 2,56 olarak bulunmustur. Bulunan degerler ile bu yontemin etkinligi

dogrulanmustir.

4.1.3.Leishmaniasis tamisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor

yiizeyinin dedeksiyon limiti

Bu sistemin diger bir analitik performansi ise tayin edilebilen en diigiikk dedeksiyon
limitidir (LOD). Dogrusal tayin araligindaki en dusiik Leishmania antijen

konsanstrasyonunda arka arkaya 10 6l¢iim alinip 3Sb/m formiilii ile hesaplanmustir.
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1,6x108-2,5x107/mL Leishmania antijen konsantrasyonu kullanilarak hesaplanan

LOD degeri 1x10%/mL olarak hesaplanmistir.

4.1.4.Leishmaniasis tamisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor

yiizeyine girisim etkisi

Yapilan tiim bu ¢alismalarin yan1 sira GCE/p(HEMA-MAH-Zn)/Antikor yiizeyinin
secimliliginin arastirilmasi1 amaciyla Leishmania major antijenine benzer Ozellik
gosterecek diger Leishmania tiirleri de girisimciler kullanilmistir. GCE/p(HEMA-
MAH-Zn)/Antikor yiizeyine Leishmania major antijeni ve diger girisimciler 10 ug/mL
konsantrasyonda eklenmis ve dl¢timleri alinmistir. Diferansiyel puls voltametri teknigi
ile elde edilen sonuclarda, diger maddelerin sisteme dnemli bir girisim etkisi olmadig1
dogrulanmistir (Grafik 4). Tasarlanan bu sistemin Leishmania major’a se¢imli oldugu

gosterilmistir.

Sensor Cevabi

L. major L. tropica L. infantum

Grafik 4. Biyosensor Yiizeyine Girigim etkisi
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4.1.5.Leishmaniasis tamisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor
sisteminin sonuclarinin taramah elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenerek

dogrulanmasi

Tezin bu son boliimiinde elektrot iizerinde sirasiyla bos elektrot, f(HEMA-MAH-Zn)
nanopolimeri, p(HEMA-MAH-Zn)/Ab ve p(HEMA-MAH-Zn)/Ab/Ag seklinde
olusturulan platformun asamalar1 elektron mikroskobu ile goriintiilenerek

dogrulanmasi saglanmistir.

Sekil 2. (A) Bos elektrot (B) p(HEMA-MAH-Zn) nanopolimeri (C) p(HEMA-MAH-
Zn)/Ab (D) p(HEMA-MAH-Zn)/Ab/Ag Elektron mikroskobu goriintiileri
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S5.Tartisma

Leishmaniasis, farkl: tiirlerdeki Leishmania parazitlerinin vektdr kum sinegi araciligi
ile insana ve diger memelilere bulagsmasi ile olusan, etken Leishmania tiiriine gore
zoonotik ve antroponotik karakterde olabilen bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
en Onemli alt1 tropikal hastalik i¢ine aldig1 leishmaniasis, giiniimiizde giderek artan

sayidaki iilkede halk sagligi problemine doniismiistiir (Osman ve ark., 2017).

Leishmania parazitleri, sirasiyla omurgali konaklarda ve omurgasiz konaklarda
bulunan amastigot ve promastigot olmak iizere iki ana morfolojik sekilde bulunur.
Kum sineginin kan emmesi sirasinda alinan amastigotlar, bagirsakta promastigotlara
doniislir. Bu doniisiim sirasinda ardigik olarak proliferatif promastigot, nektomonad,
haptomonad ve en son enfektif sekil metasiklik promastigot olugsmaktadir (Sacks D.L.,
1989; Sacks ve Perkins, 1984; Schlein ve ark., 1991; Mojtahedi ve ark., 2008).
Promastigot seklinin ana yiizey glikokonjugant proteini lipofosfoglikandir (LPG).
Leishmania tiriiniin belirli bir kum sinegini enfekte etme yetenegi, LPG farkliligina
baglidir (Sacks D.L., 1989). Promastigotlarin diger bir salgist1 da karbonhidrat
bakimindan zengin olan ipliksi jel benzeri yap1 promastigot sekretuar jeldir (PSG).
Promastigot sekretuar jel, kum sinegi kusmasini engelleyen yapiy1 (Stomodeal valv)
tikayarak olusturdugu baski ile bu bolgenin siirekli a¢ik kalmasina neden olur. Bu
sayede kum sineginin kan emildigi sirada parazitlerin konak kant igerisine kusulmasi
saglanir (Demir S., 2019; Vannier-Santos ve ark., 2002). Parazitler memeli konakta
mononiikleer hiicreler tarafindan fagosite edilir. Fagosite edilen promastigotlar, 1s1
sokuna bagli gen ekspresyonu dahil olmak {iizere morfolojik ve biyokimyasal
modifikasyonlara ugrar ve amastigot sekline farklilagir ve mononiikleer fagositik
hiicreler (makrofaj) ile lenf ve kan damarlar1 yoluyla olusan hastalik tiirline gore ya
deri ya da basta dalak, karaciger ve kemik iligi olmak iizere retikuloendoteliyal
sistemde yerlesir (Vannier-Santos ve ark., 2002, Desjeux P., 1992). Hastalik insanda
parazitin yerlesim yerine gore klinik olarak baslica KL (sark ¢ibani), VL (kala-azar)
ve MKL olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunun disinda VL sonrasinda olusan
post Kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) ve diffiiz kutandz leishmaniasis (DKL)
gibi klinik sekiller de bulunmaktadir. Yine KL kendi i¢inde nodiiler, iilsere, iilsere
nodiiler ve rezidivan KL olmak tizere klinik sekillere ayrilmaktadir (Steverding ve ark.,
2017; Osman ve ark., 2017). Leishmaniasis, hastalik ¢esitleri, klinik bulgulari,

vektorleri ve etken parazit tiirleri agisindan Eski ve Yeni Diinya iilkelerinde farklilik
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gostermektedir. Hastalik olarak VL ve KL her ikisinde de goriilmekte, MKL ve DKL
sadece Yeni Diinyada, PKDL ise Eski Diinya’da bazi iilkelerde goriilmektedir.
Leishmaniasis vektorleri olarak kum sineklerinin diinyada tanimlanan alt1 cinsinden,
Eski Diinya’da Phlebotomus, Yeni Diinya’da Lutzomyia -cinsleri vektorligi

kanitlanmus tiirleri icerdigi i¢in tibbi 6neme sahiptir (Alten ve ark., 2016).

Visseral leishmaniasis etkeni parazit tiirleri Eski Diinya’da baglica L. donovani
kompleksi (L. donovani ve L. infantum) igerisinde yer almaktadir. Yeni Diinya'da L.
chagasi olarak bilinse de L. infantum ile ayni oldugu kabul edilmistir. Kutanoz
leishmaniasis etkeni parazit tiirleri Eski Diinya'da L. tropica, L. major, L. aethiopica,
L. infantum ve L. donovani’dir. Yeni Diinya KL etkeni parazit tiirleri L. mexicana
kompleksi (L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. pifanoi, L. garnhami, L.
waltoni), Viannia alt cinsi icerisindeki L. braziliensis kompleksi (L. [V.] braziliensis,
L. [V.] peruviana) ile L. guyanensis kompleksinden (L. [V.] guyanensis, L.
[V.] panamensis, L. [V.] shawi) den olusmaktadir (Vannier-Santos ve ark., 2002).
Parazitin endosimbiontu olan Leishmania RNA viriisiiniin de (LRV) evrim sirasinda
degiserek Eski ve Yeni Diinya iilkeleri parazit tiirlerinde LRV1 ve LRV2 diye ayrildig1
bilinmektedir (Nalgaci ve ark., 2019).

Sark ¢ibani olgularinin %70’den fazlasi ise 10 lilkede (Afganistan, Cezayir, Brezilya,
Kolombiya, Kosta Rika, Etiyopya, iran, Peru, Sudan, Suriye) goriilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii kayitlarma gore; leishmaniasisden 12 milyon insanin etkilendigi, 350
milyon insanin risk altinda oldugu, yilda 1,5 milyon yeni sark ¢iban1 olgusu ile 500.000
yeni Kala-azar olgusunun kayitlara gectigi ve leishmaniasise bagl yillik 6liim sayisinin

yilda 60.000 civarinda oldugu bilinmektedir (WHO 2000).

Sark ¢ibani kum sineginin 1sirmasindan sonra birkag¢ hafta ile ay icerisinde deride
sivilce seklinde baslayip daha sonra nodiiler veya iilsere lezyona doniisen bir yara ile
karakterizedir. Vektér kum sineklerinin gece aktif olmasindan dolayr bu yaralar
genellikle gece yatarken viicudun agikta kalan bdliimlerinde (yiiz, el, bacak vb.) daha
fazla goriilmektedir, tedavi edilmedigi taktirde lezyon bolgesinde ciddi yara izleri
kalmaktadir. Bu yara izleri 6zellikle geng insanlarda sosyal ve estetik problemlere

sebep olmaktadir (Giirel ve ark., 2012).
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Sark ¢ibani, tropik ve subtropik iklime sahip iilkelerde leishmaniasisin en sik goriilen
seklidir. Sosyo ekonomik durumu diisiik, sosyal karigikliklar yasanan, tedaviye
ulagimin daha zor oldugu Orta Dogu, Kuzey Afrika, baz1 Asya filkeleri ile Orta ve
Gliney Amerika iilkelerinde insidanst gittikce artmakta, bu {ilkelerde yasayan
insanlarin zorunlu gocleri nedeniyle de daha once karsilagilmayan bdlgelerde yeni
endemik alanlar ortaya c¢ikmaktadir. iklim degisikligine bagli olarak vektdr kum
sineklerinin yayilim alanlar1 da degistigi icin baz1 yeni endemik alanlarin kalic1 hale
gelme olasiligr bulunmaktadir. Bu nedenlerle son yillarda birgok iilkede, hastaliktan
korunma kampanyalar1 ve hastalarin tanisi, tedavisi ve ilacin bulunabilmesinde
zorluklar yasanmakta, Ozellikle de kolay, fazla deneyim gerektirmeyen tani

yontemlerine yonelik caligmalar hiz kazanmaktadir (Bailey ve ark., 2017).

Hastaligin tanis1 klinik bulgular, direkt parazitin goriildiigii mikroskobik tani, kiiltiir,
parazitin DNA’sin1 saptayan molekiiler temelli yontemler ve hastada parazite karsi
olusan antikorlarin saptandigi serolojik yontemler ile konulmaktadir. Hastaligin klinik
bulgular1 bir¢ok hastalik ile benzerlik gosterdigi i¢in klinik tan1 etkin degildir. Klasik
tan1 yontemi olan mikroskobik taninin hassasiyeti dugiiktiir ve deneyim
gerektirmektedir. Kiiltiir yonteminin ise laboratuvar ig yiikii ¢ok fazla olup, sonug
verme siiresi bir aya kadar uzayabilmekte ve sekonder enfeksiyonlarin varliginda
kontaminasyon nedeniyle hassasiyeti diismektedir. Molekiiler yontemlerin tanidaki
hassasiyeti yiiksektir ancak donanimli laboratuvar ve deneyim gerektirdikleri igin
genelde diger tan1 yontemlerine gore pahaliya mal olmaktadir. Bu nedenle sadece
referans laboratuvarlarinda uygulanmaktadir (Ozoglu ve ark., 2017). Geleneksel
parazitolojik/serolojik  tekniklerin tanidaki smirliliklar1 nedeniyle molekiiler
yontemler onem kazanmistir (de Paiva-Cavalcanti ve ark., 2015). Klasik taninin
aksine, hassas ve hizli olmalari nedeniyle KL tanisinda oncelikle onerilmektedir.
Molekiiler teknikler, alternatif bir tani ydnteminin yani sira tamamlayici ve
dogrulayicidir. Diinya ¢apindaki rutin laboratuvarlarda molekiiler teknikler
uygulanabilir ve giivenilir olmalar1 nedeniyle tercih edilirler (Thakur ve ark., 2020).
Parazitin DNA dizileri hakkindaki bilgiler, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanl
yontemlerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmistir. Rekombinant teknolojinin
gelisimiyle birlikte, tan1 amacl rekombinant proteinler liretmek i¢in bir dizi strateji
gelistirilmistir. (Reithinger ve ark., 2007; Singh ve Sivakumar, 2003; Singh ve ark.,
2005; Tavares ve ark., 2003). Etken ajanin tanisi, dogrudan klinik drneklerden de
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miimkiindiir. Antikor saptama yontemlerinden farkli olarak, konakgei tiire 6zgii reaktif
gerekli degildir ve ayni reaktifler konak, rezervuar veya vektor ornekleri igin
kullanilabilir (Schallig ve Oskam, 2002). Polimeraz zincir reaksiyonunda ¢esitli gen
hedefleri kullanilabilir. Onemli gen hedeflerinden bazilari, 18S-ribozomal RNA
(rRNA), kiiciik alt birim (SSU) rRNA, tekrarlayan genomik DNA boélgeleri, B-tiibiilin
gen bolgesi, gp63 gen lokusu, “internal transcribed spacer” (ITS) bolgesi,
kinetoplastik DNA bolgeleridir (Gangneux ve ark., 2003). Cesitli calismalarda,
PZR'nin herhangi bir klinik belirti veya semptomun ortaya ¢ikmasindan birka¢ hafta
Once paraziteminin saptanabildigi bildirilmistir (Schonian ve ark., 2001). Martin-
Sanchez ve arkadaslar1 (2004), PZR-ELISA kullanarak asemptomatik bireylerin

%?24'inilin kanlarinda Leishmania KDNA’s1 tagidigini saptamislardir.

Serolojik tanida, Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT), ELISA ve Western Blotting
(WB) analizi gibi pek c¢ok serolojik test kullanilmaktadir. Bu yontemlerden IFAT,
fikse edilmis tam parazit yiizey antijenlerine karsi olusan anti-Leishmania antikorlarini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Eski Diinya KL’de IFAT'imn duyarlilig1 parazitolojik
olarak kanitlanmis olgularda %56-81 bulunmus ve iyilesme sonras: titrelerde diisme
egilimi gozlenmistir. (Silveira ve ark., 1999). ELISA testinde, eriyik antijen ya da
antikor bir enzimle igaretlenmekte ve immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite
sonucu Ol¢iilmektedir. ELISA testi ile leishmaniasis ve tripanozomal enfeksiyonlarin
birlikte goriildiigii bolgelerde c¢apraz reaksiyon nedeniyle yanlis pozitif sonug
alinabilmektedir. Bu nedenle, 6zgiil tan1 i¢in Leishmania’nin antijenik bilesenlerinin
karakterizasyonu onemlidir. Farkli molekiiler kiitlelerdeki birkac¢ antijenle %100
ozgiillik elde edilmis, ancak duyarlilik %37'ye kadar diismiistiir (Vinayak ve ark.,
1994). Leishmania braziliensis'in yaygin goriildiigii bolgelerde ELISA IFAT’a oranla
daha yiiksek hassasiyet gostermistir (Silveira ve ark., 1999). Saflastirilmis proteinlerin
kullanildig1 testler, promastigot veya eriyik antijenlerin kullanildig: testlere oranla
bolgelere gore farkli olmak iizere daha yiiksek 6zgiilliik ancak daha diisiik hassasiyet
gosterebilir. Rekombinant K39 hizli tani testi ile Hindistan'da insan VL hastalari ile
yapilan birkag ¢calismada, testin %100 duyarli oldugu bildirilmistir (Bern ve ark., 2000;
Sundar ve ark, 2002). Ancak, Sudan'da insan VL olgularinda duyarlilig: sadece %67
bulunmustur (Zijlstra ve ark., 2001). Brezilya'da endemik bir bolgeden 1798 kanin
leishmaniasisli (KanL) kdpegin serumuna uygulandiginda ise %92,1 duyarlilik ve

%99,5 ozgiilliik gostermistir. Bununla birlikte, test ile 1:40 ila 1:320 araliginda diisiik
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IFAT titreli hayvanlardaki aktif enfeksiyon tespit edilememistir (Reithinger ve ark.,
2007). Proteinsiz ortamda yetistirilen promastigot antijenlerinin kullanildigi ELISA
ile %95'lik duyarlilik elde edilmistir (Rajasekariah ve ark., 2001). Yeni Diinya'da, bu
test KL tani1 ve tedavi kontroliinde kullanilmistir. Western blotting yontemi, bir
membran lizerine sabitlestirilmis proteinleri tanimlamada kullanilmaktadir. Protein
soliisyonunda aranan bir proteinin olup olmadigini ve varsa ne kadar oldugunu
anlamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Serolojik testler Kala-azar tanisinda yiiksek
Ozglinliik ve hassasiyet ile etkin olarak kullanilsalar da donanimli laboratuvar ve
optimizasyonda deneyim gerektirmeleri nedeniyle her rutin laboratuvarda
uygulanmamaktadirlar. Sark ¢ibani ise deride yaralar seklinde seyretmekte ve nadiren
komsuluk nedeniyle mukozaya yayilim gostermektedir. Hastaligin genellikle deride
siirli kalmasi nedeniyle, antikor yaniti sinirh olmakta ve serolojik testlerin tanidaki
yeri ¢ok siirli kalmaktadir (Zeyrek ve ark., 2012). Antikor temelli tanilarin, bazi
hastalarda zay1f yanitlar, tedavi sonrasi antikorlarin kalicilig1, 6zellikle immiin sistemi
baskilanmis hastalarda antikorlarin eksikligi gibi sinirlamalar1 da bulunmaktadir.
Antijen seviyelerinin parazit yiikii ile genis 6l¢iide iliskili olmasi beklendiginden, bir
antijen saptama testi, teshis icin daha kullamshdir. Idrarda antijen tespiti, cesitli
paraziter enfeksiyonlarin teshisi icin denenmistir. Visseral leishmaniasis hastalarinin
idrarinda Leishmania antijenlerinin tespiti Kohanteb ve arkadaslar1 (1987) tarafindan
uygulanmis, hastalarin idrarinda 72-75 ve 123 kDa'lik iki polipeptit tespit edilmistir.
Bunlardan 72-75 kDa’lik polipeptidin duyarliligt %96, o6zgiilligii ise %100

bulunmustur.

Tiirkiye’de leishmaniasisin Kala azar ve sark ¢ibani olmak iizere iki klinik sekli
goriilmektedir. Ulkemizde leishmaniasis igin ulusal bir kontrol programi
bulunmaktadir, leishmaniasis insanlar i¢in bildirimi zorunlu bir hastaliktir, hastalarin
iicretsiz olarak tani ve tedavisi yapilmaktadir. Hastaligin en ciddi klinik formu olan
Kala-azar, dalak, karaciger ve kemik iligi gibi ¢esitli i¢ organlari etkilemekte ve tedavi
edilmedigi taktirde yiiksek oranda &liimle sonuglanabilmektedir. Ulkemizde resmi
olarak yilda 20-30 Kala-azar olgusu bildirilmektedir ve hastalik daha c¢ok Ege,
Akdeniz gibi kiy1 bolgelerinde goriilmektedir (Giirel ve ark., 2012).

Tiirkiye’de Suriyeli misafirler disinda yilda 1.500-2.000 civarinda sark ¢ibani hastasi
bildirilmektedir. Ulkemiz KL’ nin en sik goriildiigii 12 iilke arasinda yer almaktadir.
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Niifusumuzun %44’liniin sark ¢ibani riski altinda bulundugu bildirilmektedir (WHO
2000). Sark ¢ibani siklikla Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde
goriilmektedir. Yolculuklarin kolaylasmasi, artmasi ve gesitli nedenlerle toplu insan
hareketlerinin artigina paralel olarak yetersiz altyap1 ve sagliksiz konutlarda barinma
gibi faktorlerin yillardir Giineydogu Anadolu’da smrli yerlesim gosteren sark
¢ibaninin yayilimindaki en 6nemli belirleyiciler oldugu disiiniilmektedir (Giirel ve

ark., 2017).

Klasik bilgilere gore Tiirkiye’de Leishmania (L.) infantum, VL; L. tropica ve L. major
ise sark ¢ibani etkeni olan tiirlerdir. Ancak son yillarda, L. infantum’un bazi endemik
bolgelerde sark ¢ibanina da neden olabildigi ve benzer sekilde L. tropica’nin da
nadiren VL’ye neden olabildigi bildirilmektedir (Karakus ve ark., 2017). Ayrica daha
onceleri tilkemizde bildirilmeyen L. donovani’de son yillarda nadir olarak KL ve VL
etkeni olarak bildirilmektedir (Ozbilgin ve ark., 2016). Insanlarin rezervuarlik yaptig
Leishmania tropica nin etken oldugu kutandz leishmaniasis hastalarinin hizlica tespit
edilmesi ve tedavilerinin tamamlanmasi sayesinde vektor kum sineklerinin bu
hastalardan paraziti alarak saglam kisilere bulastirmas: engellenir. Ulkemizde sark
¢iban1 tanisinin kisa zamanda yapilamamasi veya diger deri hastaliklarina ait farkli
tanilar konup gézden kagirilmasi gibi nedenler hastaligin yayginlasmasinda énemli rol

oynamaktadir.

Gerek VL gerekse KL etken Leishmania tiirine bagli olarak zoonotik ozellik
gosterebilmektedir. Zoonotik ozellik gosteren Leishmania tirleri kum sinekleri ile
hayvanlardan insanlara gegmektedir ve hastaligin yayiliminda oldukg¢a biiytik etkisi
bulunmaktadir. Kanin leishmaniasis kdpekler icin dnemli bir hastalik olup, kopekler
rezervuar olarak da hastaligin yayiliminda biiyiikk 6neme sahiptir. Bu yiizden
tanilarinin konulup tedavilerinin yapilmasi hastaligin yayilmasinda biiyilk onem
tasimaktadir. Bu nedenle sahada calisan klinisyen veteriner hekimler de bir¢ok
hastalig1 taklit edebilen kanin leishmaniasis olgularinda hizli ve dogru tant koymaya
ihtiya¢ duymaktadirlar. Kanin leishmaniasis, erken tan1 konmadiginda tedavisi zor ve
yiiksek oranda 6liime neden olabilen bir hastaliktir. Tan1 konmasi, hem hastaligin diger
kopeklere ve insanlara yayilmamasi agisindan hem de insektisitli koruyucu tasmalarin
veya damlalarin kullanilmasi agisindan da 6nem tasimaktadir. Tiirkiye’de kanin

leishmaniasisin bildirimi zorunlu degildir ancak veteriner hekimlikte 6nemli bir
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toplum saglig1 problemi olusturmaktadir. Ozellikle VL’nin endemik oldugu farkli
bolgelerimizde %1-40 arasinda degisen oranlarda saptanmaktadir (T6z ve ark., 2013).
Kopekleri hastalanan kisiler hastaligin ailelerine bulagmasi endisesi tasimakta ve
veteriner hekimler ile tip hekimleri VL ve kanin leishmaniasis i¢in tek saglik konsepti
catist altinda birlikte calismaktadirlar. Kopek niifusunun fazla olmasi nedeniyle tani
ozel kliniklerde hizl1 tani testleriyle konmaktadir. Farkli firmalarin kanin leishmaniasis
hizl1 tani testlerinin bilimsel diizeyde karsilastirmali ¢alismalar1 iilkemizde heniiz
yapilmamaistir, lilkemizdeki hassasiyet ve ozgiilliikleri bilinmeden farkli testler tani
amaciyla uygulanmaktadir ve bu testlerin maliyetleri yiiksektir. Bu nedenle bu alanda
iilkemizde firetilecek hizli sonug veren, yiiksek diizeyde hassas ve 0zgiil, o6zel
kliniklerde uygulanabilecek, uzmanlik gerektirmeyen testlere yiiksek diizeyde ihtiyag
bulunmaktadir. Bu nedenle, daha kisa siirede yliksek duyarlilikla tani olanagi
saglayan, rutin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilecek, yiiksek diizeyde deneyim

gerektirmeyen tan1 yontemlerinin gelistirilmesi biiyiik kolaylik saglayacaktir.

Nanotip uygulamalari, nanomalzemelerin ve biyolojik cihazlarin tibbi kullanimindan
nanoelektronik biyosensorlere ve hatta biyolojik makineler gibi molekiiler
nanoteknolojinin gelecekteki olasi uygulamalarina kadar uzanmaktadir (Farokhzad ve
Langer, 2006). Nanobiyoteknoloji, taninin tedavi ile entegrasyonunu kolaylastirarak
kisisellestirilmis tibba olanak saglayabilmektedir. Molekiiler o6lgekte algilama
saglayabilmekte, virlis parcalari, prekanserdz hiicreler ve geleneksel tani
yontemleriyle tespit edilemeyen hastalik belirtegleri gibi patolojilerin belirlenmesine
yardimci olabilmektedir. (Seo ve ark., 2006). Biyosensorler; yiiksek duyarlilik, kisi
kaynakli hatalarin azaltilmasi, kisa 6l¢iim siiresi, 6l¢iim ve analiz giderlerinin diisiik
olmasi, otomatik 6l¢iim ve ayarlama sistemlerinin devreye sokulmasi gibi tistlinliiklere
sahiptir (Ozoglu ve ark., 2017). Amag, biyolojik bir elementin reaksiyona girdigi
kimyasal veya biyokimyasal konsantrasyonla orantili biiyiikliik veya frekans olarak
bir sinyal olusturmaktir. Bu siirecte, kimyasal konsantrasyonunun hizli bir sekilde
elektrik sinyaline doniistiiriilmesi ¢ok onemlidir (Powner ve Yalcinkaya, 1997).
Biyosensorleri igeren farkli disiplinler, biyolojik sistemlerin 0Ozgilliigiinii ve
hassasiyetini mikroiglemcilerin veya bilgisayarlarin hesaplama giiciiyle birlestirir
(Turner ve ark., 1987). Amag, biyolojik bir elementin reaksiyona girdigi kimyasal veya
biyokimyasal konsantrasyonla orantili biiyliklik veya frekans olarak bir sinyal

olusturmaktir. Bu siirecte, kimyasal konsantrasyonunun hizli bir sekilde elektrik
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sinyaline doniistiiriilmesi ¢ok 6nemlidir (Powner ve Yalcinkaya, 1997). Biyosensorleri
olusturan algilama katmaninin yapiminda veya sensor sistemi olusturmada kullanilan
materyallerde, enzim-substrat, antikor-antijen, lektin-seker ve niikleik asitler-
tamamlayici sekanslar1 gibi birbirini tamamlayan ¢iftler 6nem tagimaktadir. Bunlara
ek olarak, mikro organizmalar, hayvan veya bitki hiicreleri ve hatta doku parcalar1 da
algilama katmanima dahil edilebilir. Biyosensorlerin tasariminda yaygin olarak
kullanilan iki ana malzeme smifi, Ozellikle canli organizmalardaki metabolik
reaksiyonlar1 katalize edebilen oldukca 6zellesmis proteinler olan enzimler ile hem
hayvanlar hem de insanlar tarafindan dogal olarak {iretilen antikorlardir (Powner ve
Yalcinkaya, 1997). Elektrokimyasal biyosensdrlerin kullanimi basitlik, hizlilik, diigiik
maliyet ve yiliksek hassasiyet gibi avantajlar saglar. Bu tez kapsaminda
Elektrokimyasal biyosensorlerde kullanilan en yaygin 6l¢iim tiirleri, potansiyometrik,
voltametrik ve impedans dl¢limler kullanilmistir. Temel olarak, doniistiiriicii elektrot
yilizeyinde meydana gelen redoks reaksiyonlari tarafindan tiretilen akim, voltaj, direng
veya yiizeysel yiikk gibi elektroaktif maddelerin fizikokimyasal o6zelliklerindeki
degisiklikler ¢ikis sinyalleridir (Nguyen ve ark., 2019).

Leishmania spp. parazitinin saptanmasina yonelik literatiirde ¢esitli sensor sistemleri
(elektrokimyasal, piezoelektrik, optik, vb.) bulunmaktadir. Bir ¢alismada, manyetik
kobalt-¢inko ferritini (Coo.5Zno sFe204), L. major’un tespitine yonelik elektrokimyasal
bir genosensoriin gelistirilmesi i¢in kullanilmigtir. Manyetik kobalt-¢inko ferritin
uclarina tek iplikli DNA problar1 sabitlenmis ve sonug olarak yiiksek duyarlilik ve
ozgilliik ile tespitinin miimkiin oldugu gosterilmistir (Heli ve ark., 2016). Baska bir
calismada, Leishmania parazitlerinin tanimlanmasi i¢in PCR i¢ermeyen ve isaretli bir
ultra-hassas elektro-kimyasal DNA biyosensorii ile yapilmistir. Altin nano partikiiller
ilk olarak, bir sekil yonlendirme maddesi olarak spermidin kullanilarak elektro-
cokeltme yontemiyle elektro-metalik hale getirilmis daha sonra biyosensor, bir
Leishmania spesifik DNA probunun altin partikiil {izerine immobilizasyonuyla
iiretilmis daha sonra tamamlayici tek iplikli DNA dizisinin segilen kosullar altinda
biyosensor ile hibridizasyonu incelenmistir. Sonug olarak Leishmania tiirlerini ayirt
etmek icin uygulanabilir oldugu gosterilmistir (Moradi ve ark., 2016). Bir baska
caligmada enfekte olmus konaklarin dokularinda L. infantum antijenlerini tespit etmek
icin immiinosensor bazli bir test gelistirmeyi amaclamistir. Leishmania infantum'a
karsi olusturulmus monoklonal antikorlari, 2-aminoetanoetil (sisteamin) filmi ve

gluteraldehit ile kaplanip, glisinle bloke edilen altin yiizey iizerinde immobilize
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edilmis ve L. infantum ile enfekte olmus ve enfekte olmamis kontrol hamster
dalaklariin stispansiyonlar1 ile temas halinde yerlestirilmistir. Bu sonuglar, bu
tahlilin, patogenez ve bagisiklik ile ilgili ¢alismalar i¢in deney hayvanlarinin
organlarindaki L. infantum amastigotlarini 6l¢mek i¢in faydali olabilecegini ve bunun,
insan ve kdpegin antijen tespitine dayali bir tan1 yonteminin gelistirilmesi i¢in umut
verici bir ara¢ oldugunu gostermistir (Cabral-Miranda ve ark., 2014). Leishmania
major kinetoplast DNA'sinin (kDNA) protein kodlayict olmayan bir bdlgesinden
belirli bir tek iplikli DNA probunu baglayan altin nanopargaciklarinin
hibridizasyonuna dayanan yeni bir yontem gelistirilmistir. Sonuglar, bu yontemin,
diger Leishmania olmayan tiirlerden L. major'un teshisi i¢in faydali oldugunu
gostermistir (Sattarahmady ve ark., 2016). Chagas hastalig1 ile ¢apraz reaksiyonu
onleyebilen, VL'nin daha hassas bir sekilde teshisi icin bir elektrokimyasal
immiinosensor gelistirilmistir. Enzim baglantili immiinosorbent testinde (ELISA) L.
infantum antijenleri, sensdre en iyi sekilde baglanmak icin metodolojik olarak
standardize edilmistir. Chagas ve leishmaniasis tanili hastalarin serumlarinda anti-
Trypanosoma cruzi ve anti-Leishmania sp. antikor tayini i¢in kullanilmistir. Altin
nanoparcaciklarla modifiye edilmis bir karbon elektrotun, tiim antijenlerin etkin
adsorpsiyonunu garanti etmek i¢in en iyi platform oldugu diisiiniilmiis ve sonug olarak
mevcut akim pikleri, tanimadan sonra lineer olarak azalmis ve farkli hastalik tiirleri
(sindirim, kardiyak, belirlenmemis Chagas/akut ve kronik VL) arasindaki ayrim
saptanabilmistir. Ayn1 gruplarla ELISA ile karsilastirmali analizler yapilmis ve ELISA
testlerinde ¢apraz reaksiyonlar (yiiksek sayida yanlis pozitif) nedeniyle diisiik bir
ozgillik (%44) saptanirken, onerilen immiinosensor yliksek secicilik ve 6zgiilliik
(%100) sunmustur. Farkli Chagas ve VL hastalarindan alinan serum Orneklerinde

herhangi bir yanlis pozitiflik veya yanlis negatiflik vermemistir (Martins ve ark., 2020)

Bu tez kapsaminda leishmaniasis tanisina yonelik gelistirilen antikor temelli
biyosensoriin ilk basamaginda p(HEMA-MAH-Zn) nanopolimeri elektrot ylizeyine
sabitlenmistir. Daha sonra L. major monoklonal antikoru ve polimerin amino
gruplarinin baglanmasi saglanmistir. Sonrasinda p(HEMA-MAH-Zn)/antikor seklinde
modifiye ettigimiz elektrotun Tlizerine L. major antijeni eklenmistir. Her bir
modifikasyon isleminden sonra DPV, EIS ve CV elektrokimyasal teknikleri ile 6l¢iim
alinmistir. Bu sekilde leishmaniasis tanisina yonelik gelistirilen antikor temelli

biyosensoriin Leishmania antijen analizi igin 1,6x108-2.5x107/mL tayin aralig
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hesaplanmistir. Ortam kosullar1 optimize edildikten sonra DPV teknigi kullanilarak L.
major antijeninin saptanma limiti belirlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda, gelistirilen bu
sistemin Leishmania spp. tayininde oldukca duyarl bir sistem oldugu dogrulanmastir.
Bu 6zelligi bakimindan tasarlanmis olan sensoriin klinik agidan ¢ok biiyilk dnem

tasidig1 goriilmektedir.
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6. Sonuc ve Oneriler

Yaptigimiz bu g¢aligmalar, sensor gelistirme ¢alismalart i¢cin umut vadetmektedir.
Leishmaniasis tanisina yonelik tasarlanan antikor temelli biyosensor sisteminin
p(HEMA-MAH-Zn)/Ab/ Leishmania major antijenine kars1 yliksek spesifiklige sahip
oldugu gozlenmistir. Diger Leishmania tiirleri ile ¢apraz reaksiyon saptanmamistir.
Tasarlanan sensor modeli, hedef molekiil olan L. major antijenini saptamada biiyiik
avantajlara sahiptir. Tasarladigimiz modelin diger Leishmania tiirleri i¢in de
tasarlanabilme avantaji bulunmaktadir. Model Tiirkiye’de insanlarda KL ve VL ile
kopeklerde kanin leishmaniasis tanist igin farkli Leishmania tiirlerine 06zgi
uyarlanabilecektir. Elde edilen sonuclara gore calismamiz ile ihmal edilen tropikal
hastaliklar arasinda bulunan leishmaniasis tanisi igin yeni, yliksek duyarlilia sahip,
hizl1 tayin edebilme yetenegi olan gelecekte leishmaniasis tayinine yonelik giiglii

sistem niteligi barindiran bir platform olusturulmustur.
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