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Kutanoz leysmanyazis (KL) vektor kum sinekleri (Phlebotomus, Lutzomyia) tarafindan bulastirilan,
deride uzun siire gecmeyen yaralar ile karakterize, etkeni Leishmania tirleri olan bir protozoon parazit
hastaligidir. Tirkiye’de Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde yaygin goriilen enfeksiyon etkeninin
siklikla Leishmania tropica oldugu bilinmektedir. Ulkemizde gécler, artan seyahatler, sosyoekonomik diize-
yin dustikligi ve ekolojik degisikliklerle birlikte olgu sayilari da giin gectikce artmaktadir. Tedavide siklikla
bes degerli antimon bilesikleri intralezyoner olarak kullaniimakta ve son yillarda direncli olgularin arttigi
bildiriimektedir. Mevcut ilaglarin yan etkileri, diren¢ gelisimi, toksik reaksiyonlar gibi nedenlerle yeni te-
davi yontemleri ve anti-leysmanyal etkinligi olan yeni ilaglar arastirilmaktadir. Bu arastirmalar dncelikle
in vitro daha sonra in vivo deneysel modeller tizerinde yapilmaktadir. Raportor gen teknolojisinin son
yillarda mikroorganizmalarda biyolojik olaylari irdelemek, ilaglarin etkinlik ve direng arastirmalari olmak
Uzere degisik amaclarla kullanildiklari bilinmektedir. Yesil floresan proteinin (gfp) 6nemli kullanim alan-
lari, farkl genlerin icerisine eklenerek bu genlerin farkli organizmalardaki ekspresyonlarinin miktarinin
tayininde ve canli hiicreler icerisinde isaretleyici olarak kullanilabilmesidir. Bu proteini kodlayan gfp geni
gliniimiizde oldukga sik kullanilmaktadir. Gen tabanl analizlerin izlem kolaylidi, disiik maliyet ve gelismis
biyogtivenlik dahil olmak (izere cesitli avantajlarinin oldugu belirtiimektedir. Bu calismada, L.tropica’'nin
“enhanced gfp (egfp)” ile transfeksiyonu ve konvansiyonel yontemlere kiyasla bir ilag tarama modeli
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Leishmania tropica’nin Yesil Floresan Protein (gfp) Geni ile
Transfeksiyonu ve in Vitro ilag Etkisinin Arastiriimasi

olarak gfp-transfektanlarin in vitro olarak yararlihgini géstermek amaclanmustir. L.tropica promastigotlari,
elektroporasyon yontemiyle p6.5/egfp ile transfekte edilmis ve tunikamisin direnci ile secilmistir. Elde
edilen gfp transfekte L.tropica promastigotlari ile in vitro meglumin animoniat etkisi floresan mikroskopisi,
florometre ve XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid) testi ile farkl
yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Potansiyel anti-leysmanyal etkinin degerlendirilmesi icin Leish-
mania izolatinin gfp ile transfekte edilerek floresan mikroskopi ve florometri kullanilmasinin geleneksel
yontemlere gore daha hizli ve hassas oldugu sonucuna varilmistir. Sonug olarak, gfp-transfekte Leishmania
tarlerinin kullanimi in vitro ve in vivo anti-leysmanyal ilag arastirmalari ve asi gelistirilmesi gibi hiicresel
dizeyde konak-parazit etkilesiminin biyolojisini anlamaya yardimci olacaktir. Bu calisma ile tlkemizde
izole edilen L.tropica izolatlari icin daha sonra yapilacak arastirmalarda kullanilabilecek gfp transfekte
modeli olusturulmustur.

Anahtar kelimeler: Leishmania tropica; yesil floresans protein; gen klonlama; meglumin animoniat.
ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a parasitic disease transmitted by vector sand flies Phlebotomus and
Lutzomyia. This disease is characterized by long time non-healing skin lesions, and caused by Leishmania
species. CL is the most common infection in Eastern and Southeastern Anatolia in Turkey and L.tropica is
known as the main agent of the disease. Number of cases is increasing in our country in time because
of malnutrition, migration, travel, low socioeconomic level and ecological changes. For the treatment,
the pentavalent antimonials are often used as intralesionally for many years, and it was reported that
resistant cases have increased in recent years. New treatment methods and anti-Leishmanial activity of
new agents have been investigated because of side effects, resistance development and toxic reactions of
the present drugs. These studies are first carried out in vitro and afterwards with in vivo experimental ani-
mal models. Reporter gene technology has been used to investigate a variety of purposes like biological
events in microorganisms and the efficacy and resistance of drugs in recent years. The major areas that
green fluorescent protein (gfp) used are that they can be incorporated into different genes to determine
the amount of expression of these genes in different organisms and can be used as markers in living cells.
Especially gfp gene, which encodes the green fluorescent protein, is widely used nowadays. Gene-based
assays have several advantages like being easy to follow-up, inexpensive and have improved biosecurity.
The aim of the present study was to perform the transfection of L.tropica with “enhanced gfp (egfp)”
and in vitro usefulness of gfp-transfectants as a drug screening model in comparison to the conventional
methods. Promastigotes of L.tropica were transfected with p6.5/egfp by electroporation and selected
for tunicamycin-resistance as previously described. L.tropica promastigotes transfected with gfp and in
vitro effect of meglumine animoniate was assessed using different methods such as fluorescence micros-
copy, fluorometer and XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxyanilide)
assay. The use of gfp-transfected Leishmania strains was found more rapid and more sensitive by fluores-
cent microscopy and fluorometry than conventional assays for the evaluation of potential anti-leishma-
nial agents. Consequently, stable gfp-transfected Leishmania species will be used in vitro and in vivo for
screening of anti-leishmanial drugs and vaccine development as well as for understanding the biology of
the host-parasite interactions at the cellular level. As a result ot this study, gfp transfected model using a
Turkish L.tropica isolate was established to be used in further studies.

Keywords: Leishmania tropica; green fluorescent protein; gene cloning; meglumine animoniate.
GiRiS

Leysmanyazis, vektor kum sinekleri (Phlebotomus, Lutzomyia) tarafindan bulastirilan
memeli konakta hiicre icinde bulunan Leishmania tirlerinin olusturdugu bir grup pro-
tozoon hastaligidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin raporlarina gére leysmanyazis en ciddi

enfeksiyon hastaliklari siralamasinda dokuzuncu sirada yer almakta ve her yil Leishmania
tiirleri ile enfekte iki milyon yeni olgunun ortaya ¢iktigr bildiriimektedir'-2. Klinik tablo,
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enfeksiyona neden olan Leishmania’nin tiriine, kisinin bagisiklik durumuna gore degis-
mekte, deri, mukozalar ve i¢ organ tutulumu gorilebilmektedir. Tirkiye’de kala-azar
(viseral leysmanyazis, VL) ve kutanoz leysmanyazis (KL) olmak tzere iki klinik form go-
rilmektedir. Halk arasinda “Sark cibani” olarak bilinen KL &zellikle Giineydogu Anadolu
Bolgesinde, batida ise Aydin’da endemik olarak gorilmektedir. Ulkemizdeki en sik KL
etkeni Leishmania tropica olup nadiren Leishmania major ve Leishmania infantum’un da
etken olabildigi bildirilmektedir>*.

Leysmanyazisin glinimuzde insanlarda etkin asisi bulunmamakta ve tedavisinde bi-
rincil olarak pentavalan antimon bilesikleri ve miltefosin, ikincil olarak ise amfoterisin
B ve pentamidin &nerilmektedir®. Bu ilaglarin sistemik olarak uygulandiginda toksik ve
ciddi yan etkilere yol actiklar bilinmektedir. Ayrica, son yillarda bu ilaclara karsi direncli
olgularda artig oldugu da bildirilmektedir®. Giiniimiizde bu nedenlerle standart ilaclara
alternatif olabilecek yeni kimyasal, bitkisel maddelerin anti-leysmanyal etkinlikleri aras-
tirlmaktadir.

Ozellikle yeni molekiillerin etkinliginin arastinimasi amaciyla in vitro calismalarda pa-
razitin promastigot formlar tercih edilebilmektedir. Deneylerde 6zellikle antiparaziter
etkinligin arastirlldidi calismalarda parazitler sayilarak, degisik hiicre canlilii 6lgen kitler,
boyalar kullanilarak etkinlik deneyleri yapilmaktadir. Son yillarda floresan protein kod-
layan genler kullanilarak elde edilen transgenik mikroorganizmalarin deneysel calisma-
larda kullanimi her gecen glin artmaktadir. Bu organizmalar ile calismanin canli hiicre
ve organizmalardaki dinamik degisimleri aninda gozleme olanagi saglamasi, disaridan
bir substrata ihtiyac gostermemesi, hiicre ve dokuyu tahrip edici olmamasi, in vivo or-
tamda gozlem yapmanin strekli ve kolay olmasi gibi avantajlar oldugu bildirilmektedir.
Bunlardan yesil floresan protein (gfp) raportor geni son yillarda o6zellikle tercih edil-
mektedir. Rekombinant gfp gen transfeksiyonu giinimuze kadar bakteriler, nematodlar,
boécekler ve memeli hiicreleri gibi bircok canlida eksprese edilebilmistir’-2.

Leishmania tirlerinin in vitro ila¢ arastirmalarinda gfp transfekte parazitlerin son yil-
larda artan bir sekilde tercih edildigi goriilmektedir. Transfekte parazitlerin konak para-
zit etkilesiminin anlasilmasinda, ila¢ etki degerlendiriimesinde veya yeni molekdllerin
etkinliginin arastirnlmasinda kullanildigi bildirilmektedir. Etkinlik dederlendirmelerinde
floresan yayan parazitler akim sitometri, g6z ile veya florometre ile degerlendirilebil-
mektedir®'°.

Bu calismada, gfp genini iceren plazmid vektorinun ilk kez tlkemizde gorilen KL
etkeni olan L.tropica promastigotlarina aktarilarak gfp transfekte promastigotlarin elde
edilmesi ve bu parazitlerin in vitro olarak meglumin antimoniat etkisinin degerlendirme-
si deneyinde kullanilarak ilag etkinliginin floresan mikroskopisi, florometre ve XTT testi
gibi farkh yontemler kullanilarak karsilastiriimasi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM
Parazitin Uretilmesi

Calismada, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina Le-
ishmania stiphesi ile bagvuran ve tani alan bir hastadan izole edilen ve DNA dizi analizi
sonucu L.tropica oldugu belirlenen bir Leishmania paraziti kullanildi. Sivi azotta saklanan
bu parazitler calisma oncesi 56°C’de bir iki dakika ¢ozuldikten sonra %10 fetal dana
serumu (FCS) eklenmis RPMI 1640 besiyerine aktarildi ve 26°C’de logaritmik faza giren
parazit cogaltilarak calisma icin kullanildi.

Leishmania’nin Elektroporasyon Yontemi ile Plazmide Aktariimasi

Transfeksiyon icin, ge¢-logaritmik fazda Uretilen parazitler, +4°C’de, 4500 xg’da 5
dakika sureyle santrifiij edildikten sonra iki kez sogutulmus elektroporasyon tamponu
(21 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 150 uM CaCl,, 120 mM KC1, 0.7 mM NaH,PO,, 6 mM
glukoz) ile yikandi. Parazit siispansiyonundan 300 pl (~3 x 107 hiicre) alinarak 0.2 cm’lik
BioRad elektroporasyon kiivetinde pipetleme yapilarak her kiivete 10-20 pg p6.5-egfp
eklendikten sonra 0.45 kW ve 500 puF’da GenePulser (BioRad, ABD) cihazi ile elektropo-
rasyon gerceklestirildi. Elektroporasyondan hemen sonra hiicreler 3 ml taze besiyerine
alinip 6-9 saat inkiibe edildi. Plazmidin aktariimig oldugu hicrelerin secilmesi icin Uc¢
farkli konsantrasyonda tunikamisin (1.25 pg; 2.5 pg; 5.0 pg) iceren besiyerine ekim
yapildi. Hiicreler canlilik ve Greme icin her giin mikroskobik olarak takip edildi.

Leishmania tropica Promastigotlari Uzerinde in Vitro Meglumin Antimonat Etkisinin
Arastiriimasi

Meglumin antimonatin seri diliisyonlari (200, 100, 50, 25 ve 12.5 ug/ml) Leishmania
besiyeri (RPMI 1640, %15 FCS) icinde 24 cukurlu diiz tabanh hiicre kilturd plaklarinda
her bir dilisyondan tg¢ adet olacak sekilde hazirlandi. Logaritmik fazdaki L.tropica pro-
mastigotlari (1 x 106/ml) her bir cukura 1 ml olacak sekilde eklenerek 26°C’de 72 saat
inkiibe edildi. Sure sonunda ilaglarin L.tropica promastigotlari lizerine etkisi; parazit sa-
yist 1stk mikroskobunda hemositometre ile sayilarak floresan mikroskobunda belirli ara-
liklarla analiz edilmek suretiyle degerlendirildi. Deney li¢ kez tekrarlandi. Kontrol olarak
ilac eklenmemis besiyeri kullanildi.

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

Canl hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimi ile parcalanmasi durumunda
¢Ozulebilir formazana dontsen XTT, suda ¢oziinen bir tetrazolyum tuzudur. Formaza-
nin olusturdugu turuncu renk yogunlugu metabolik olarak canh hiicrelerin sayisi ile
orantiidir. Ornekler 96'lik plaklarda XTT (2,3,-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-
tetrozolium-5-kaboksanilit tuzu) ¢ozeltisi kullanilarak spektrofotometrik olarak “Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA)” yontemi ile degerlendirildi. Hiicre canhligr yiiz-
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desi her bir kuyucukta 6lclilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine
bollinmesi ve yiiz ile carpilmasiyla hesaplandi.

Florometre ile Meglumin Antimonatin Etkisinin Degerlendirilmesi

Meglumin antimonatin seri diltisyonlarini iceren 24 kuyucuklu duiz tabanli hiicre kil-
tiru plaklari inkiibasyon sonrasi florometre cihazi (Thermo Fischer Scientific, ABD) ile
degerlendirildi. Meglumin antimonatin etkinligi canl hiicrelerin 26-26.5°C’deki yogun-
lugunun cihazda belirecek olan isimasina bagh olarak degerlendirildi.

BULGULAR

L.tropica promastigotlarinin gfp geni ile transfekte isleminin basariyla gerceklestigi
floresan mikroskobunda gosterilmistir (Resim 1).

Uygulanan in vitro ilac direng testlerinin 72 saatteki sonuclar Tablo I'de gosteril-
mistir. Yapilan calismalarda ilagsiz kontrol grubundaki L.tropica promastigotlarin saglikl
oldugu ve Gremelerine devam ettigi gorilirken, meglumin antimonatin 25 pg/ml ve

Resim 1. Klonlanan Leishmania tropica promastigotlarin floresan mikros-
kobunda gériindisdi.

Tablo 1. invert Mikroskop ile Elde Edilen Sonuglar

Meglumin antimonat konsantrasyonlari (ug/ml)

200 100 50 25 12.5 Parazit kontrol
Parazit sayisi - - + + ++ T+
Hareket - _ * *% *kk *kk

Parazit sayisi; -: Parazit yok, +: Tum sahada 1-2 parazit, +: Az yogun, ++: Orta yogun, +++: Cok yogun.
Hareket; -: Hareketsiz, *: Cok yavas hareketli, **: Yavas hareketli, ***: Hareketli.
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12.5 pg/ml dozunda canli parazitlere rastlandigi, ancak konsantrasyon arttikca hic canli
parazitin gorilmedigi izlenmistir.

Floresans mikroskobu sonuclarina gore ilacsiz kontrol grubunda canli ve hareketli
parazitler tespit edilirken, 100 ve 200 pg/ml gibi meglumin antimonatin yiiksek kon-
santrasyonlarinda hi¢ canli parazite rastlanmamistir ve bu bulgular invert mikroskop
sonuclariyla desteklenmistir (Resim 2).

L.tropica promastigotlari lizerinde meglumin antimonatin 72 saat sonundaki XTT so-
nuglari Tablo II, llI'te gosterilmistir. Canlilik ylizdelerinin meglumin antimonat konsant-
rasyonu arttikca distigu tespit edilmistir.

Resim 2. Farkli konsantrasyonlardaki meglumin antimonatin etkileri. A. Kontrol grubu, B. 12.5 ug/mi,
C. 25 ug/ml, D. 50ug/ml, E. 100 ug/mi, F. 200 pg/ml meglumin antimonat konsantrasyonlari (ug/mi).

Tablo II. XTT Testi Sonrasi Absorbans Degerleri (OD)
Kontrol 12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 ug/ml 200 pug/ml

1.512 0.476 0.265 0.108 0.051 0.037
1.534 0.498 0.279 0.102 0.048 0.035
1.509 0.472 0.265 0.095 0.054 0.039
Ortalama OD degerleri  1.518 0.482 0.270 0.102 0.051 0.037
Sds degerleri 0.013 0.014 0.008 0.006 0.003 0.002

Tablo Ill. XTT Testi Sonrasi Hiicre Canliligi
Kontrol  12.5 ug/ml 25 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 200 pug/ml
% Hucre canhhg 100 32 18 7 3 2
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Tablo IV. Florometre ile Okunan gfp Absorbans Degerleri (OD)
Kontrol 12.5 yg/ml 25 pg/ml 50 uyg/ml 100 ug/ml 200 pg/ml  Blank
1.312 0.576 0.365 0.168 0.090 0.067 0.000
1.234 0.598 0.379 0.132 0.102 0.075 0.000
1.209 0.572 0.365 0.125 0.089 0.081 0.000
Ortalama OD 1.252 0.582 0.370 0.142 0.094 0.074 0.000
degerleri
Sds degerleri 0.053 0.014 0.008 0.023 0.007 0.007 0.000
100
80
60
40
20
0 —— =

Kontrol 12.5 ug/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 ug/ml 200 pg/ml

=@ XTT ile Meglumin antimonat ilag konsantrasyon yiizdeleri

Flurometre ile Meglumin antimonat ila¢ konsantrasyon yizdeleri

Sekil 1. XTT ve florometrede okunan hticre canliligi ytizdeleri.

Florometre ile tespit edilen sonuclar Tablo IV'te ve Sekil 1'de g0sterilmistir. Tablo IV
ve Sekil 1'de gorildigi gibi gfp geni icermeyen blank parametresinde dl¢cim boyunca
Isima vermemistir. Meglumin antimonat konsantrasyonu artikca isima miktari azalmistir.

TARTISMA

L.tropica’nin deride lokalize KL etkeni olmakla birlikte zaman zaman viseral hale ge-
cerek ic organ tutulumu yapabildigi de bilinmektedir. KL'nin tedavisinde lezyonun yeri,
siddeti, sayisi ve kisinin immun durumuna bagli olarak, intralezyoner tedavi, topikal te-
davi, sistemik ila¢ tedavisi veya fiziksel yontemlerden herhangi biri ya da birkaci birlikte
uygulanmaktadir>'',

Gunumuzde kullanilan yontemlere alternatif tedavi arayislari devam etmekte ve bu
amacla yeni kimyasal, bitkisel ajanlar ile pek ¢cok arastirma yapilmaktadir. Leysmanyazisin
kontrolli amaciyla gerekli olan yeni terapétiklerin gelistirilmesi icin arastirmalar oncelikle
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deneysel olarak hem in vitro hem de in vivo modeller iizerinde yapilmaktadir. in vivo ca-
hsmalar, hiicre ici amastigotlar ve hayvan modelleri gerektirdiginden daha zor ve zahmet-
lidir. Cok sayida ilacin veya etken maddenin hizl bir sekilde test edilmesini kolaylastirmak
icin tasarlanan calismalar, parazitin promastigot formlarinda denenmektedir. Bu amacla
kiltiirde Gretilen promastigotlar veya son yillarda laboratuvarda olusturulan lusiferaz veya
gfp gibi transgenik hale getirilen Leishmania tiirleri kullanilmaktadir' >4,

Raportor gen teknolojisi, in vitro kiiltir sistemleri altinda hiicre biiyiime ¢ogalmasini,
gen ekspresyonu ve sinyal iletimi ile baglantili hiicresel olaylar izlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, gfp kullanilarak yapilan analizlerin diger raportér olmayan
veya raportor gen tabanl analizlere gore daha basit, daha kolay kinetik izleme, dusiik
maliyet ve gelismis biyoguvenlik dahil olmak (izere cesitli avantajlar oldugu belirtiimekte-
dir'>17. Bircok hiicre ici mikroorganizmada Mycobacterium tuberculosis, Trypanosoma cruzi
ve Toxoplasma gondii'ye ait raportor genlerin kullaniminin, antimikrobiyal ila¢ testlerinin
kesfini kolaylastirdigi bilinmektedir'®2°, Ayni strateji ile Leishmania tiirlerinde de gfp trans-
fekte suslar ilag etkinlik arastirmalarinda son yillarda pek ¢cok arastirmaci tarafindan tercih
edilmektedir?'-?2,

Sing ve Dube'®, 2004 yilinda gfp geni ile transfekte Leishmania donovani promastigot-
lartyla yaptiklari calismada literatlirde belirtilen miltefosin etkinliginin standart yonteme
gore daha hizli, daha kolay, daha guvenli bir sekilde degerlendirilebildigini gostermisler-
dir. Vareola ve arkadaslarinin?® 2009 yilinda gfp geni ile transfekte edilmis L.panamensis
promastigotlari ile yaptiklari bir bagka calismada ise anti-leysmanyal ilaclardan olan am-
foterisin B ve meglumin antimonatin artan ila¢ konsantrasyonlari uygulandiktan sonra
gfp 1isimasinin her iki ilac icin de hicrelerde azaldigi bildirilmistir. Latorre-Esteves ve arka-
daslarinin?* 2010 yilinda yaptiklari calismada, gfp geni ile transfekte L.major ile farelerin
kulaklarinda gelistirilen deneysel KL lezyonlarinda tedavi stirecinin floresans miktarindaki
azalmayla sonuclandigi gorilmistir. Tedavi sonrasi parazit yuki azaldik¢a floresans mik-
tarinda azalma saptanmistir. Bastose Silva ve arkadaslarinin'” 2017 yilinda L.braziliensis ile
yaptiklari calismada ise, gfp geni ile transfekte L.braziliensis promastigotlarinin leysmanya-
zise karsi potansiyel olarak etkili olan ilaclari taramak icin kullanilmasinin ekonomik yonden
alternatif oldugu ve standart yontemlere gore daha duyarl ve hizli oldugu bildirilmistir.

Literatiirde gfp genini eksprese eden L.tropica ile gelistirilmis in vitro ve in vivo meglu-
min antimonat ila¢ etkinlik calismasina rastlanmamustir ancak L.tropica ve Leishmania’'nin
diger tirlerinde (L.major, Leishmania amazonensis, L.donovani ve L.infantum, Leishmania
aethiopica, Leishmania mexicana) gfp geni ile farkli ilaclara (amfoterisin B ve miltefosin)

ait tarama testleri ve farkl fiziksel yontemler kullanilarak yapilan calismalar bulunmakta-
dir151625:27.

Leysmanyazis tedavisi icin anti-leysmanyal aktivitesi olan glicli ve basit yontemlerin
gelistirilmesi, potansiyel etkin maddelerin degerlendiriimesi ve yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi gerekmektedir.
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Parazitin hticre ici formlarinin goriintiilenmesi icin florometreye dayanan yontemlerin
kullanilmasi raportor bir gen olarak gfp’yi tanimlayan genetik olarak donustirilmus para-
zitlerin bilesenlerini gostermede en iyi sonug veren yontemlerden biridir. Yapilan literatiir
arastirmasinda gfp eksprese eden L.tropica ile gelistirilmis in vivo calisma bulunamamakla
birlikte, bu calisma L.tropica’da gfp kullanilarak yapilan deneysel model ¢alismalarinin ya-
pilmasina imkan saglayacaktir.

Florometre sonuclart XTT testi ile karsilastirldiginda canhlik yiizdelerinin birbiriyle
uyumlu oldugu, florometrenin daha 6zgil, hassas ve hizli degerlendirme imkani sagla-
digi gosterilmistir. Canlilik testi olan XTT ile islem sonrasi en az dort saatlik bir bekleme
stiresi gerekli iken florometre ve floresan mikroskopisi icin bu surelere gereksinim bulun-
mamaktadir. Buna karsin, XTT ve florometre ile sayisal degerler elde edilmesi calismada
degerlendirme ve kargilastirma olanagi sunmaktadir. Boylece gfp transfekte parazitler kul-
lanilarak yapilan etkinlik calismalarinda, canlilik testlerine ihtiya¢c duyulmadan, dogrudan
florometre veya floresan mikroskopi ile hizli, kolay ve giivenilir bir degerlendirme olanagi
sunmakta olan bu yontemlerden birisi veya birkacinin olanaklar dlgtistinde kullanilabilece-
gi dustinilmstar.

Leishmania turlerinin morfolojik olarak ayni goriinmelerine, genetik ve ekspresyon pro-
fillerinin distuk degiskenlik gostermesine ragmen, tiire 6zgl 6zellikleri konaktaki viriilan-
sini ve patojenitesini olukca yiiksek bir diizeyde etkilemektedir?®. Ayrica tiirler ve suslar
arasinda bile ilac ve asi calismalarinda farkliliklar oldugu bildiriimektedir®. Bu ¢alismanin
ozellikle Glkemizden izole edilen bir L.tropica izolati ile gerceklestiriimesi olduk¢a Gnem
tasimaktadir. Bu calisma ile, Tirkiye’den izole edilen L.tropica izolati gfp transgenik hale
getirilmis ve in vitro ve in vivo calismalarda kullanim olanagi saglanmistir. Bu model ile
Ulkemizde bulunan laboratuvarlarda tedavide yer alabilecek yeni molekiillerin anti-leys-
manyal etkinlik aragtirmalarinda kullaniimasi ve parazitin immunolojisi, patogenezi gibi
alanlarda calisilmasi mimkin olacaktir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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