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Leysmanyazis; kutandz, mukokutandz, viseral ve viserotropik formlar gibi farkli klinik o6zelliklere
sahip vektor kaynakli zoonotik bir hastaliktir. Leysmanyazis ila¢ tedavisinde kullanilan protokoller toksik
etkilere sahiptir ve uygulamalar sirasinda bircok kisithlik olusmaktadir. Tedavi ile ilgili kisithliklardan
en dnemlisi uygulanan protokollere karsi gelisen direnctir. Ozellikle direncli hastalar icin yeni tedavi
seceneklerinin gelistiriimesine ihtiyac duyulmaktadir. Antimona direnci olan hastalarda yeni ilag
seceneklerinin degerlendirilmesi icin in-vitro ve in-vivo calismalara ek olarak, primer hiicre kdltirlerini
kullanan ex-vivo modellerin iyi bir kaynak olabilecegi duslinilmektedir. Bu ¢alismada, tedaviye yanit
vermeyen kutanoz leysmanyazisli hastalarda tedavi seceneklerini degerlendirmek icin yeni bir ex-vivo
kiltir modelinin tanimlanmasi amaclanmistir. Calismamizda olusturulan deneysel ex-vivo enfeksiyon
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modelinde, 6nceden kutandz leysmanyazis tanisi almis bir olgudan elde edilen Leishmania tropica
promastigot formu kullaniimistir. Ex-vivo modeli icin kullanilacak primer astroglial hiicre kiiltird,
steril kosullar altinda, 2-3 giinliik yeni dogan Sprague Dawley sican beyinlerinden McCarthy yontemi
modifiye edilerek hazirlanmistir. Yeterli yogunluga ulasan astroglia hiicreleri antimona direncli L.tropica
promastigotlari ile enfekte edilmistir. Yirmi dort saatlik inkiibasyondan sonra, hiicrelerin tzerinde bulunan
st sivi toplanmis, hiicre kiltir plagr oda sicakhginda kurutulduktan sonra metil alkol ile fikse edilmis ve
Giemsa boyasi ile boyanarak L.tropica amastigotlari tanimlanmistir. L.tropica promastigotlari ile enfekte
edilen primer hiicre kiiltiirlerinde glia hiicreleri icerisinde amastigotlar yogun bir sekilde goézlenmistir.
Enfekte edilen plaklardan elde edilen sivi besiyerinin santrifiji sonrasi dip ¢okeltiden hazirlanan
yaymalarin Giemsa boyasi ile hazirlanan preparatlarinda parazitin promastigot formu goézlenmemistir.
Bu calismada bes degerlikli antimon tedavisine yanit alinamayan kutanoz leysmanyazisli bir hastadan
elde edilen promastigotlarin sican glia hiicrelerini enfekte ederek amastigot formuna donistigu
gosterilmistir. Olusturulan bu amastigot glia hiicre modeli bildigimiz kadariyla L.tropica ile olusturulan
literattirdeki ilk modeldir. Glia hiicreleri icerisinde L.tropica amastigot sekillerinin gorilmesi Leishmania
turlerinin santral sinir sistemini enfekte edebileceginin gostergesi olarak dustnilmdustur. Tedaviye yanit
alinamayan leysmanyazis olgularinda, santral sinir sistemi Leishmania amastigotlarinin immiin sistemden
kacmasi icin uygun bir alan olarak goziikmektedir. Bu calisma, glia hiicrelerinin L.tropica amastigotlari ile
enfeksiyonunu gosteren ilk ¢calisma olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.

Anahtar sozciikler: Leishmania tropica, ex-vivo; glia hticresi; antimona direng.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a vector-borne zoonotic disease that shows different clinical features like cutaneous,
mucocutaneous, visceral and viscerotropic forms. The protocols used in the treatment of leishmaniasis
are toxic and have many limitations during administration. One of the limitations of treatment is the
resistance against the protocols in practice. There is also a need to define new treatment options especially
for resistant patients. Ex-vivo models using primary cell cultures may be a good source for evaluating
new drug options in patients with antimony resistance, in addition to in-vitro and in-vivo studies. In
this study, it was aimed to define a new ex-vivo culture model to evaluate treatment options in patients
with cutaneous leishmaniasis who did not respond to treatment. In our experimental model of ex-vivo
infection, Leishmania tropica promastigotes isolated from a case previously diagnosed with cutaneous
leishmaniasis were used. The primary astroglial cell culture used for the ex-vivo model was prepared from
2-3 days old neonatal Sprague Dawley rat brains under sterile conditions by the modification McCarthy's
method. The astroglia cells, which reached sufficient density, were infected with antimony resistant
L.tropica promastigotes. After 24 hours of incubation, the supernatant on the cells were collected, the cell
culture plate was dried at room temperature, then fixed with methyl alcohol and stained with Giemsa to
search for L.tropica amastigotes. Amastigotes were intensely observed in glia cells in primary cell cultures
infected with L.tropica promastigotes. No promastigotes were seen on Giemsa stained preparations
of the precipitates prepared from the bottom sediment after the centrifugation of the liquid medium
removed from the infected plates. In this study, promastigotes from a cutaneous leishmaniasis patient
unable to respond to pentavalent antimony therapy were shown to infect rat glia cells and converted to
amastigote form. This amastigote glial cell model, as far as we know, is the first model in the literature
produced by L.tropica. The occurrence of L.tropica amastigote forms in glia cells may be indicative of the
ability of Leishmania species to infect the central nervous system. The central nervous system may be an
area for the Leishmania amastigotes to escape from the immune system in cases of leishmaniasis without
a treatment response. Our study is important because it is the first study to show the infection of glia
cells with L.tropica amastigotes.

Keywords: Leishmania tropica; ex-vivo; glial cell; antimony resistance.
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GIRi$

Leysmanyazis; kutanoz, mukokutanoz, viseral ve viserotropik formlar gibi farkl kli-
nik ézelliklere sahip vektor kaynakli zoonotik bir hastaliktir'. Tropikal ve subtropikal bél-
gelerde ve Akdeniz havzasinda yasayan insanlar enfeksiyon acisindan risk altindadir?.
Leysmanyazis tedavisinde uygulanan protokoller toksik etkilere sahiptir ve uygulamalar
sirasinda bircok kisitllik olusmaktadir®. Tedavi ile ilgili kisithliklardan birisi de uygulama-
daki protokollere karsi gelisen direnctir®. Ozellikle direncli hastalar icin yeni tedavi sece-
neklerinin tanimlanmasina ihtiya¢c duyulmaktadir. Antimona direnci olan hastalarda yeni
ilac seceneklerinin degerlendirilmesi icin in-vitro ve in-vivo calismalara ek olarak, primer
hiicre kultirlerini kullanan ex-vivo modeller iyi bir kaynak olmaktadir. Leishmania tirle-
rine karsl ilac etkinliginin degerlendirilmesinde amastigot-makrofaj modeli altin standart
yoéntem olarak kullanilmaktadir>6. Ancak bu yéntemle yapilan calismalarda klinik yanit
ile uyumsuz sonuclar elde edildigine dair yayinlar mevcuttur’. Bu calismada, tedaviye
yanit vermeyen kutandz leysmanyazisli hastalarda tedavi seceneklerini degerlendirmek
icin yeni bir ex-vivo kiiltiir modelinin tanimlanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Antimona Direngli Kutanéz Leysmanyazis Olgusu Deri Kazinti Orneginden
Leishmania tropica Promastigotlarinin izolasyonu

Calismamizda olusturulan “deneysel ex-vivo enfeksiyon modelinde, 6nceden kutanoz
leysmanyazis tanisi almis bir olgudan elde edilen Leishmania tropica promastigotlari kul-
lanildi.

Promastigotlar 2013 yilinda burun sirtinda atrofik skarin alt periferinde kabuklu pa-
piiler lezyonla Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Poliklinigine annesi tarafindan
getirilen ve iki ay once toplu igne basi biyukliglnde bir kabarti seklinde baslayip bu-
yuyen, 11 yasinda kiz cocugu olgusuna ait lezyondan elde edildi (Resim 1). Lezyondan
yapilan dermal kazinti yaymalarinda Leishmania spp. amastigotlari goriildi. Lezyondan

Resim 1. Burun sirtindaki atrofik skarin alt periferinde kurutlu papliler kutanéz leysmanyazis lezyonu.
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alinan klinik 6rnegin ekildigi zenginlestirilmis Novy-Nicolle-McNeal (NNN) besiyerinde
promastigotlar saptandi. Elde edilen promastigotlar %10 fétal sigir serumu ve RPMI
1640 iceren besiyerine ekilerek 108 promastigot/ml sayisina ulastiginda kriyoprezervas-
yonu yapilarak sivi azotta saklandi. Klinik ornekten ve Uretilen promastigotlardan elde
edilen DNA'lar ile parazitin ITS-1 bolgesine 6zgii tasarladigimiz primer ve problar ile
gercek zamanli PCR ile yapilan genotiplendirme calismalarinda etken tiiriin L.tropica ol-
dugu saptandi. Hastaya 11 giin boyunca 5 ml/giin meglumine-antimoniate (Glucanti-
me® enjektabl, Sanofi-Aventis, Fransa) intralezyonel olarak uygulandi. U¢ ay sonra ya-
pilan kontrol muayenesinde lezyonda belirgin iyilesme olmadiginin gozlenmesi lzerine
11 glin boyunca tekrar 7 ml/giin Glucantime intralezyonel olarak uygulandi. 2014'te
lezyonunun iyilesmemesi nedeniyle tekrar basvuran hastaya bu kez 17 giin 4 ml/giin
sodium stibogluconate (Pentostam® enjektabl, GlaxoSmithKline, Birlesik Krallik) intrave-
noz yoldan uygulandi. Tedavi bitiminden 6 ay sonra yapilan degerlendirmede lezyonda
belirgin iyilesme olmadigi goriildi. Bes degerlikli antimon tedavisine cevap alinamamasi
nedeniyle hasta “antimona direncli olgu” olarak kabul edildi.

Primer Hiicre Kultura

Primer hiicre kiiltiirii, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali hiicre kiiltii-
ri laboratuvarinda, Helsinki bildirgesinin deney hayvani kullanim ilkelerine uygun sekilde
yapildi. Hucre kiltarinde kullanilan tim malzemeler steril sekilde kullanildi.

Primer astroglial hiicre kultiir, steril kosullar altinda, 2-3 gtinliik yeni dogan Sprague
Dawley sican beyinlerinden hazirlandi. McCarthy yéntemi modifiye edilerek kullanildi®®.
Kisaca; yeni dogan sicanlarin kafataslari acildi serebral korteksleri cikariip buz Gzerinde,
icerisinde DMEM besiyeri (Biological Industries, ABD) bulunan steril petri kaplarina alin-
di. Beyin zar ve damarlari stereo zoom mikroskop altinda uzaklastirildi. Elde edilen doku
énce 1-2 mm?3 boyutlarinda kiiciik parcalara kesilerek ayrildi; daha sonra ise bag dokusu-
nun parcalanmasi icin %5 oraninda %0.25'lik Tripsin-Edta (Sigma-Aldrich, ABD) ¢ozeltisi
ile enzimatik reaksiyona maruz birakildi. DMEM + %10 FCS (Fetal Calf Serum, Biological
Industries, ABD) + antibiyotik iceren (Penisilin-Streptomisin, Sigma-Aldrich, ABD) glia
kultlr besiyeri eklenerek tripsin notralize edildi ve ardindan oda sicakliginda 200 x g’de
6 dakika sureyle santrifiij edildi. Cokelti sulandirlarak hemositometrede hiicre sayimi
yapildi, 2 x 10° yogunlukta olacak sekilde tekrar sulandirildi. Trypan blue ile boyanarak
canli hiicre orani belirlendi ve 6 kuyulu steril hiicre kiltlri plagina ekim yapildi. Hicreler
yukarida belirtilen glia kiiltir besiyeri icinde, %5 CO, ve %96 nemli hava iceren ortamda
cogdaltildi. Huicre hatlari canlilik, cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta
glinliik olarak izlendi ve 2-3 giinde bir besiyerleri degistirildi. Yaklasik 7 ginde tim zemi-
ni kaplayacak kadar cogalarak deney icin uygun hale geldi.

Primer Hiicre Kiiltiiriiniin Leishmania tropica Promastigotlari ile Enfeksiyonu

Yeterli yogunlu@a ulasan astroglia hiicreleri antimona direncli L.tropica promastigot-
lari ile enfekte edildi. Alti cukurlu steril hiicre kiltiri plaginda her bir cukurun tabanini
kaplamis olan glia hiicreleri {izerine 2 x 10%/cukur sayida olacak sekilde promastigotlar
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eklendi. Yirmi dort saat inkiibasyondan sonra, hiicrelerin tizerinde bulunan Ust sivi toplan-
di, 1500 rpm’de santrifiij edilerek dipteki ¢okeltiden yayma preparatlar hazirlanarak metil
alkol ile fikse edildi ve Giemsa boyasi ile boyanarak parazitin promastigot formu arandi.
Hucre kultir plagr oda sicakhiginda kurutulduktan sonra metil alkol ile fikse edildi ve Giem-
sa boyasi ile boyanarak parazitin amastigot formu arandi.

BULGULAR

L.tropica promastigotlari ile enfekte edilen primer hiicre kiiltiirlerinde glia hiicreleri ice-
risinde amastigotlar yogun sekilde tespit edilmistir (Resim 2,3). Enfekte edilen plaklardan
uzaklastirilan sivi besiyerinin santrifliji sonrasi dip ¢okeltiden hazirlanan yaymalarin Giemsa
boyali preparatlarinda promastigot forma rastlanmamustir.

e o e -n O H £ =

Resim 2. A) Enfekte edilmemis plakta glia hiicreleri, B) Enfekte edilmis plakta glia hiicreleri icerisinde L.tropica
amastigotlari (Giemsa boyasi, 400x biiyiitme).

Resim 3. Enfekte edilmis plakta glia hiicreleri icerisinde L.tropica amastigotlari (Giemsa boyasi, 1000x
bliyiitme).
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TARTISMA

Leysmanyazisin konvansiyonel tedavisinde bes degerlikli antimon bilesikleri, penta-
midin ve amfoterisin B olmak Uizere li¢ secenek bulunmaktadir. Bes degerlikli antimon
bilesikleri duisiik maliyet ve yiiksek kir oranlar nedeniyle ciddi kardiyak, hepatik, pank-
reatik ve renal toksisitelerine ragmen halen tercih edilmektedirler. En az Ui¢ hafta siirey-
le her giin uygulanma gerekliligi ve kas ici enjeksiyonlarinda lokal agr, bulanti-kusma,
ishal, halsizlik, kas agrilari, deri dokintileri gibi yan etkilerin goriilmesi bes degerlikli
antimon bilesiklerinin uygulanmasinda sorunlar olusturmaktadir'®. Bes degerlikli anti-
monlarin yaygin kullanildigi Hindistan, iran ve Peru gibi leysmanyazisin endemik oldugu
bolgelerde direncli izolatlarin giderek daha cok gériildiigii bildiriimektedir' 12, Belirtilen
nedenlerle leysmanyazis tedavisinde yeni ajanlarin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yeni tedavi secenekleri in-vitro ortamda Uretilen promastigotlar tizerinde, enfekte edi-
len deney hayvanlarinda in-vivo ortamdaki amastigotlar lizerinde ve ex-vivo ortamda
primer hiicre serilerinde olusturulan amastigotlar iizerinde degerlendiriimektedir. in-vitro
yontem; parazitin promastigot formunun kullaniliyor olmasi nedeniyle insanda olusan
enfeksiyonu yansitmada yetersiz kalmaktadir. in-vivo yéntemde parazitin amastigot for-
mu kullaniimakla birlikte, konak faktori ile iliskili olarak uyumsuz sonuglar alinabilmek-
tedir. Farelerde ve insanlarda Leishmania turleri ile olusan enfeksiyonlara karsi duyarlihk
farkli genetik mekanizmalar ile diizenlenmektedir'3. Dolayisiyla fare modelleri ile kurgu-
lanan modellerde farenin genetik alt yapisi deney sonuclarini etkileyebilmektedir.

Leishmania turlerine karsi ilag etkinliginin degerlendirilmesinde bir ex-vivo yontem
olan amastigot-makrofaj modeli altin standart olarak kabul edilmektedir>®. Ancak bu
yontemle yapilan calismalarda klinik yanit ile uyumsuz sonuclar elde edildigine dair ya-
yinlar mevcuttur. Soleimanifard ve arkadaslari’ tedaviye yanitsiz 10 olgudan elde edi-
len amastigotlar ile yaptiklan calismada olgularin timiinde ex-vivo olarak tedaviye yanit
alindigini bildirmis ve bu durumun olgularda tedavinin uygulanmasi sirasinda meydana
gelen eksikliklerden kaynaklandigini saptamistir.

Klinik yanit ile amastigot-makrofaj modeli arasindaki uyumsuzluk Leishmania turlerinin
konak viicudunda makrofaj disinda bir yerlesme alaninin olabilecegini akla getirmektedir.
Bu calismada bes degerlikli antimon tedavisine yanit alinamayan bir kutanoz leysman-
yazisli hastadan elde edilen promastigotlarin sican glia hiicrelerini enfekte ederek amas-
tigot formuna donustiigu gosterilmistir. Olusturulan bu amastigot-glia hiicre modeli
bildigimiz kadariyla L.tropica ile ilgili literatirdeki ilk modeldir. Glia hicreleri icerisinde
L.tropica amastigot formunun olusabiliyor olmasi Leishmania tiirlerinin santral sinir sis-
temini enfekte edebilecedinin gostergesi olabilir. Abreu-Silva ve arkadaglari' yaptiklari
calismada Leishmania amazonenisis ile enfekte farelerin beyin parankimlerinde amastigot
iceren makrofajlari géstermistir. Oliviera ve arkadaslari'> dogal olarak enfekte képeklerde
yaptiklari nekropsi calismasinda santral sinir sisteminde Leishmania infantum varligini tes-
pit etmistir. Bu calismalarda da kanitlandigi gibi tedaviye yanit alinamayan leysmanyazis
olgularinda, santral sinir sistemi Leishmania amastigotlarinin immuin sistemden kagmasi
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icin uygun bir alan olarak goziikmektedir. Bu calisma, glia hicrelerinin L.tropica amas-
tigotlari ile enfeksiyonunu gdsteren ilk calisma olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.
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