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Leishmaniasise Kars1 Asi Gelistirilmesinde
Yaklasimlar ve Problemler
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Serhat ELCICEK, Sezen Canim ATES, Tugce Deniz KARACA
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OZET: Leishmaniasis diinyanin ve Tiirkiye'nin ciddi halk sagligi problemlerinden biridir. Son yillarda leishmaniasis kontrol stra-
tejileri arasinda as1 ¢alismalarina olan ilginin giderek artmasi konuyu daha giincel hale getirmistir. Buna goére de derlemenin
amacy; leishmaniasise karsi simdiye kadar yapilan as1 ¢aligmalariyla ilgili son bilgileri aktarmak, etkin bir as1 elde edilmesinde
ortaya ¢ikan problemleri agiklamak ve bundan sonraki as1 ¢alismalarinda uygulanabilecek yeni yaklasimlari ortaya koymaktir.
Leishmaniasise karsi gelistirilen as1 adaylari li¢ jenerasyona ayrilabilir. Birincisi; 6lii parazitlerden ve canhlig1 azaltilmis parazit-
lerden, ikincisi, saflastirilmis antijenlerden, canli parazitlerden (knock out ve suicidal cassettes), rekombinant antijenlerden,
ugtlinci ise DNA asilarindan olusmaktadir. Ayrica tatarcik tiikiirtik antijenleri, dendritik hiicreler ve non-patojenik L.tarentolae
tlirleri de as1 aday1 olarak kullanilsa da heniiz etkin bir as1 bulunamamaktadir. Son yillarda bir¢ok enfeksiyon hastaligi i¢in poli-
merlere dayali as1 ¢alismalarina énem verilmektedir. Bunun nedeni polimere baglanmis antijenlerden olusan konjugatlarin
immunojenliginin, antijenlerin tek basmna kullanilmasina gore daha yiliksek olmasidir. Ancak literatiir analizine gore
leishmaniasise karsi as1 gelistirilmesinde polimerlere dayali yaklasim bulunmamaktadir. Leishmania promastigotlarinin yiizey
antijeni olan lipofosfoglikan (LPG)-Poliakrilik asit polimeri (PAA) konjugasyonu leishmaniasise karsi as1 aday1 olarak timit verici
olabileceginden, tarafimizdan bu konuyla ilgili 1085170SBAG-4007 nolu TUBITAK proje calismalan yiiriitiilmektedir.
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Approaches and Problems in Vaccine Development against Leishmaniasis

SUMMARY: Leishmaniasis is a major public health problem of the world and Turkey. Recently there has been increasing interest
in vaccine studies among strategies for control of leishmaniasis. Recently the increase of interest in vaccine studies among leish-
maniasis control strategies makes the subject more up to date. So the aim of this review is to present information about recent
vaccine studies, problems and new strategies for vaccine development studies. There are 3 generations of vaccine against leish-
maniasis. First-generation vaccines are killed or live attenuated parasites; second-generation vaccines are recombinant or native
antigens and live genetically modified parasites (knock out and suicidal cassettes), third generation vaccines are DNA vaccines.
Also vector salivary proteins, dendritic cells and non-pathogenic L. tarentolae have been used as vaccine candidates. However
there is still no effective vaccine against leishmaniasis. Since polymer conjugates considerably increase immunogenicity, poly-
mer based vaccine studies have gained importance in recent years. However, there has not been such a study for an anti-
leishmanial vaccine yet. LPG, surface antigen of Leishmania promastigotes, and polymer conjugates may be promising in anti-
leishmanial vaccine studies so we are carrying out a TUBITAK Project on this subject which has been given the number,
1085170SBAG-4007.
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GIRIS

Leishmaniasis enfekte tatarciklarin kan emme esnasinda  Diinya Saghk Orgiitiiniin belirledigi 6 6nemli tropikal has-

bulastirdiklari, intraselliiler Leishmania protozoonlarinin  taliklar listesinde, sitmadan sonra en 6nemli 2. hastahk

memeli konaklarda olusturduklan bir hastalik grubudur. olarak yerini korumaktadir. Diinyada 12 ile 40 milyon ara-

sinda kisinin Leishmania parazitleri ile enfekte oldugu, 350
milyona yakin kisinin ise bu hastaliga yakalanma riski al-
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rinde kullanilan ilaclara, vektorlerinde ise kullanlan
insektisitlere karsi direncligin gelismesidir. Ayrica HIV ve
diger immiin yetmezliklerin giderek artmasi, seyahatler,
savaslar ve laboratuvar tanisindaki problemler de hastali-
gin yayillmasinda 6nemli rol oynar (22). Buna gore de son
yllarda leishmaniasis kontrol stratejileri arasinda as1 ¢a-
lismalarina olan ilginin giderek artmasi konuyu daha da
glincel hale getirmistir.

As1; konaga verildiginde hiimoral veya hiicresel yanit
olusturarak, konagin belli bir enfeksiyona karsi
korunmasini saglayabilen aktif immunojenik bilesiklere
denir. Cesitli enfeksiyonlara karsi asi gelistirilmesi ¢ok
uzun yillar 6ncesine dayanir. Jenner’ in 1796’ da inek
cicegi  (Cowpox) virlisinden hazirladigi  attentie
zayiflatilmis canl viriis asisi, modern asilamanin ilk 6rnegi
olmasinin yaninda, sistematik asilamanin da baslamasini
saglamistir (44). Daha sonraki yillarda ise ¢esitli bakteri ve
viriislerin sebep oldugu bircok hastaliga karsi (cicek
hastaligy, cocuk felci, kizamik, bogmaca, difteri ve hepatit
gibi) as1 gelistirilmesinde basar1 saglamistir. Fakat
parazitlerin biyolojik ve immuogenetik yapilarinin daha
karmasik olmasi, bunlarin olusturdugu enfeksiyonlara
karsi as1 gelistirilmesinde zorluklara neden olmustur.
Buna ragmen paraziter hastaliklara ve &zellikle malarya,
leishmaniasise karst uzun yillardan beri yogun sekilde
calismalar yapilmaktadir (3, 4, 5, 6, 7, 56, 58). Ancak
simdiye kadar bu veya diger paraziter hastaliklara karsi
koruyuculugu etkili olan bir as1 gelistirilememistir (18).

Bu derlemenin amaci; diinyada ve tlkemizde genis bir
alanda dagilim gosteren leishmaniasise karsi simdiye ka-
dar yapilan as1 ¢alismalar ile ilgili genis kapsamli olarak
son bilgileri aktarmak, etkin bir agsi elde edilmesinde orta-
ya c¢ikan problemleri agiklamak ve bundan sonraki asi ¢a-
lismalarinda uygulanacak yeni yaklasimlardan hangisinin
daha iimit verici oldugunu ortaya koymak olmustur.

Leishmanisis’in immunolojisini kisaca 6zetlersek hastaliga
kars1 direncin T hiicre aracili immiinite ile saglandig1 bi-
linmektedir. Bunu destekleyen bazi calismalar mevcuttur.
T hiicre hasar1 gérmiis olan farelerde Leishmania ile enfek-
siyon sonrasi diren¢ olusmazken, T hiicrelerinin transferi
ile bu hayvanlarda direng¢ olustugu goézlenmistir. Ayrica B
lenfositleri eksik olan hayvanlarda, enfeksiyonun gidisati-
nin etkilenmedigi goriilirken, anti- IgM ile antikorlarin
baskilanmasinin herhangi bir etki yaratmadigi da belir-
lenmistir. Yiiksek diizeyde IgG ve IgM seviyelerinin enfek-
siyona karsi bir koruyucu etki gostermemesi de bagisikli-
gin tamamen hiicresel bagisikhiga bagh oldugunun goster-
gesidir (43). CD4+ tasiyan T hiicreleri direnc i¢in oldukca
onemli iken, CD8+ tasiyan T hiicreleri daha cok hafiza olay-
larinda gorev alirlar. Son yillarda CD4+ ve CD25+ T hiicre-
lerinin L.major’e karsi direncte rol oynadigi belirlenmistir.
insanda CL’e karsi direncin, yardima T hiicre cevabi ile
orantih oldugu gosterilmistir. Iyilesen CL olgularinda ge-

nelde IFN-y lireten hiicrelerinin yogun oldugu goriiliirken,
kronik kutandz ve mukozal lezyonlarda IL-4 ve IL-10 iire-
ten Th1 ve Th2 hiicrelerinin daha fazla oldugu tespit edil-
mistir. VL’de ise IL-4’lin artis1 ile hastaligin seyri arasinda
iliski oldugu gosterilmistir. Hastaligin aktif déneminde
dalakta IFN- y ve IL-4 iretim miktarimn arttigy, iyilesme
sonras! ise anlaml odl¢iide azaldig1 belirlenmistir. Ancak
VL'de Th1l'in tamamen fonksiyon gostermemesi, Th2’nin
ise aktivasyonunda onemli bir degisikligin olmamasimn
nedeninin makrofaj ylizeyinde bulunan yardimc uyarici
molekiillerin parazitin ytizey molekiilleri (LPG, GP63) tara-
findan inhibe edilmesi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesinde simdiye kadar
farkh yaklasimlar incelenmistir. Bu yaklasimlarin temelini
bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi gelistirilen asilar
olusturur. Leishmaniasise kars1 gelistirilen asilarin da di-
ger enfeksiyonlarda oldugu gibi giivenilir olmasi, uzun
siireli koruma saglamasi, tedavi edici ve onleyici etki gos-
termesi miimkiin olduke¢a diisitk maliyetli ve lretiminin
kolay olmasi talep edilir.

Leishmaniasise karsi gelistirilen asilar birinci, ikinci ve
ti¢lincil jenerasyon asilar olarak ti¢ grup altinda incelenebi-
lir. Birinci jenerasyon asilar 1941’den gilinlimiize, ikinci ve
tiglincii jenerasyon asilari ise 1990’lardan giliniimiize kadar
olan agilardir.

BIiRINCi JENERASYON ASILAR
Olii parazit asilar:

Olii parazit agilari, hem koruyucu hem de tedavi edici
ozellige sahip olmalar: ile karaterize olurlar. Bes farkl
Leishmania tiriniin 6ldirilmiis promastigotlarini iceren
bir 6li parazit asisimin giivenli oldugu ancak koruma
ozelliginin %50 oldugu tespit edilmistir. Sadece L.
amazonensis’i (IFLA/BR/67/PH8) iceren ve Leishvacin
olarak bilinen ags1 adayinin giivenilir oldugu ancak Ekvator
ve Kolombiya’'da yapilan Faz III klinik denemelerinde
koruma 6zelliginin diisiik oldugu gosterilmistir (9, 57).
Oldiiriilmiis parazitlerden elde edilen birinci jenerasyon
Leishmania asilar son yillarda yerlerini Leishmanizasyona
birakmistir.

Canli parazit asilar:

Zayiflatilmis canli Leishmania parazitlerinden elde edilen
asilardir. Bu amagla yapay veya dogal olarak virulansi azal-
tilmis suslan elde etmek icin gesitli yontemler kullanilir.
Leishmaniasise karsi zayiflatilmis canli as1 yontemlerinden
biri de Leishmanizasyon’'dur. Leishmanizasyon'un elde
edilmesinde parazitlerin uzun siireli kiiltiirde tutulmasi,
gentamisin, radyasyon ve kimyasal ajanlarla muamele gibi
cesitli yontemler kullanilmistir (55).

Leishmanizasyon, eski Sovyetler Birligi, Israil ve iran’da
uzun sire insanlarda L. major’ un neden oldugu KL'i
onlemek icin basarih bir sekilde kullanilmistir.
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Leishmanizasyon halen Ozbekistan gibi baz1 Asya
tilkelerinde benzer amaclarla asilama icin kullanilmaktadir.
Ancak yontemin standardize edilememesi, kullanilan susun
virulansindaki degisiklikler, zaman zaman inokiile edilen
bélgede inatg1 ve devam eden lezyonlarin olusmasi, yaygin

kullanimini dnleyen en 6nemli etkenler olmaktadir (54).

IKINCI JENERASYON ASILAR

Gen Eklenmesi ve Uzaklastirilmasi ile Elde Edilen Canli
Asilar

Bu gruba ait olan asilar canli parazitlerden belli bir genin
uzaklastirilmasi (knock out) veya eklenmesi (knock in)
yolu ile elde edilir. Birincisine dihidrofolat reduktaz,
timidilat sentaz (19) sistein proteinaz (58, 2) veya
biyoperitin transporter (46) gibi 6nemli genleri uzaklakti-
rilmis yani “knock-out” olmus Leishmania tiirleri aittir. Bu
tiir canh asilar sadece immun cevap olusturmada yeterli
olup, hastalik olusturmamaktadir. ikincisine ise, Herpes I
virusunun ganciclovir-duyarli timidin kinaz genleri (39)
veya Saccharomyces cerevisae ait 5-florositozine duyarl
sitozin deaminaz geni (20) gibi ila¢ duyarlihk genlerinin
Leishmania genomuna eklenmesi (knock in) ile elde edilen
“suicidal cassettes”asilar dahildir.

Saflastirilmis antijen asilari

Bu gruba ait olan asilar, parazitlerin hiicre ylizeyinde
bulunan immunojen glikokonjugatlarin izolasyonu ve daha
sonra cesitli yontemlerle saflastirilmasi ile elde edilir.
Glikokonjugatlar parazitlerin en énemli yilizey molekiilleri
olup, parazitler bunlar1 kendilerini memeli konak tarafindan
salgilanan cesitli faktorlerden korumada ve mevcut ortama
adapte olmada kullanirlar (21). Lipofosfoglikan (LPG),
Leishmania promastigotlarinin hiicre yiizey glikokonjugat-
larindan elde edilir. Parazitlerin kamcisi da dahil olmak
iizere biitiin yiizeyinde bulunur (37). Parazitin makrofajlar
tarafindan reseptor araciligiyla alinmasinda bu antijenlerin
onemli roli vardir (61). L. major ve L.donovani’den izole
edilen LPG ile yapilan ¢alismalarda, LPG'nin timit verici bir
as1 adayi olabilecegi iddia edilmistir (47).

Diger genis kapsaml calismalardan biri de parazitin yiize-
yinde bulunan glikoprotein 63 (GP63) veya leishmanoli-
zindir. GP63, ¢inko metalloproteaz olup, LPG gibi promas-
tigotlarin yiizeylerinde eksprese edilir. Parazit bu antijen
araciligi ile makrofaj yiizeyinde bulunan reseptor 3 (CR3)’e
baglanarak hiicreye girisini saglamis olur (29). L.major’dan
saflastirllmis GP63 ile, hem L.mexicana hem de L.majora
kars1 koruma saglanmistir (16)

Ancak saflastirilmis antijen asilari elde etmek icin bol mik-
tarda parazit iretimi gerektiginden bu konuda yapilan
calismalar faz Ila veya faz IIl asamasina ulasamamistir.
ikinci jenerasyon kopek asilarinda L.infantum’ dan hazirla-
nan yari- saflastirilmis liyofilize proteinler faz III deneme-
lerinde olumlu sonuglar vermistir (23).

124

L. donovani promastigotlarinda bulunan diger bir
glikoprotein DP72’dir. Saf halde elde edilen bu proteinin L.
major’a karsi farelerde koruma saglayabildigi g6zlenmistir

(48, 31).

Diger bir as1 aday1 GPI bagh membran proteini, gp46/M-2
veya parazit ylizey antijen 2 (PSA-2) olup L. braziliensis
hari¢ tiim Leishmania tirlerinde bulunmaktadir (32).
Dogal promastigot PSA-2'nin 3 polipeptidi ile asilama, L.
major enfeksiyonuna karg: farelerde koruma saglamistir.
Ancak, E.coli’den elde edilen proteinler, Th1 hiicre cevabi-
na neden olmasina ragmen, yetersiz koruma goéstermistir.
L.mexicana promatigotlarindaki episomlardan iretilen
L.major PSA-2 ile asilama, farede KL'e karsi koruma
saglamistir (28).

Rekombinat Antijenler

Rekombinant protein asilar1 ikinci jenerasyon asilarinin
6nemli bir bolimiini olusturur ve 1990'hh yillardan beri
yogun sekilde incelenmektedir. Bu tiir calismalarin temeli-
ni, Leishmania parazitlerine ait antijenleri eksprese edebi-
len canli rekombinant bakteriler, parazitler veya viriisler
olusturur. Yani bu sistemlerde bakteri, parazit veya viriis-
ler antijen tasiyicisi ve adjuvant olarak gérev yapmaktadir-
lar. Bakteri asilarinda L.major GP63 ylizey proteazi klon-
lanmis Salmonella thypymurium (67), L.chagasi antijeni
klonlanmis BCG (17), parazit asisinda ise KMP-11 geni
klonlanmis Toxoplasma gondii kullamlmistir (50). E.coli'de
rekombinant olarak iiretilen GP63’tin kullanilmasiyla, fa-
rede L.major enfeksiyonuna karsi korumada yetersiz kalir-
ken (27, 40, 41) GP63 BCG icinde veya zayiflatilmis
Salmonella ile kullanildiginda basarili bir asilama gercek-
lestirilmistir. Ancak daha sonraki calismada bu umut verici
buluslar, farede T hiicre cevabinin yetersizligi ile golge-
lenmistir (54). Rekombinant sistein proteinaz ile farelerde
asilama L.major'a kars: yiiksek oranda IFN iiretilmesini
saglamistir (49).

Bugiine kadar, ikinci jenerasyon asi adaylarindan en iimit
vericisi Leish-111f olup, faz 1 klinik deneyleri yapilmistir
(16). Leish-111f ard1 ardina birlestirilmis 3 molekiilden; L.
major homolog okaryotik tiyol-spesifik antioksidanindan
(TSA) , L.major stres-arttirici protein-1'den (LmSTI1) ve L.
braziliensis'in uzatma ve baslatma faktoriinden (LelF) olusan
tek bir poliproteindir (65). Bu segilen proteinler promastigot
ve amastigotlarda tanimlanmis olup fare modellerinde kom-
bine veya tek antijen olarak koruma saglamistir (15).

C kinaz aktivasyon reseptdrii (LACK), Leishmania hayat
dongiisiiniin tlim asamalarinda bulunan bir yap1 olup,
rekombinant LACK'in IL-12 ile birlikte verilmesi ile
asillama, farede kisa siireli koruyucu cevabi tetiklemis
ancak uzun siireli immiiniteyi saglayamamistir (27).

Memeli konaklarda immiin cevabin olusturulmasinda
parazitin amastigot formunda bulunan antijenler de
onemli rol oynar. Amastigot sistein proteazlar1 parazitin
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yasami, ¢ogalmasi ve hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikma-
sinda rol oynadiklan i¢in ila¢ veya asi hedefleri olarak
incelenmektedir. Sistein proteinazin (CPs) tanimlanan 3
sinifindan tip II-(CPA) ile tip I-(CPB)’den iiretilen hibrit
flizyon proteininin, L.major enfeksiyonuna karsi kismi
koruma sagladigl gosterilmistir (69).

Amastigotlarda membrana bagh bir niikleaz proteini olan P-
4 ile asilamanin, hayvanlarda IFN, lenfotoksin ve makrofaj
goc inhibitor faktori tireten CD4+ T hiicreleri ile Yeni Diinya
Leishmania tiirlerine karsi korunmada 6nemli rolii oldugu
gosterilmistir. P-8 proteininin fonksiyonu bilinmemekle
birlikte, L. pifanoi polipeptitinin L. amazonensis’e karsi
korumay1 uyardig1 ve P-4’e benzer olarak L. amazonensis ve
L. braziliensis enfeksiyonuna karsi hastalarda T hiicrelerinin
uyarilmasini tetikledigi bildirilmistir (30).

Ayrica tanimlanmis tek molekiillerden farkl olarak, deney
hayvanlarinda VL'e karsi koruma gelistirmek amaciyla
multikomponent asilar incelenmistir. L. infantum’daki dort
sitoplazmik proteinin (Lip2A, Lip2B, PO ve Histon2A)
birlesmesiyle olusan rekombinant Q proteini, canl BCG ile
koépeklerde klinik diizeyde en az %90 korunma sagladig1
saptanmistir (37).

Leishmaniasise karsi rekombinant protein as1 adaylar tek
basina (1, 68) kombine halde (14, 38) veya poliprotein
veya kimerazlar olarak da incelenmistir (26)

UCUNCU JENERASYON ASILAR
DNA ASILARI

DNA asilar1 rekombinant protein asilarina gére bazi avan-
tajlara sahiptir. Bunlar daha dayanikli olmalari, tretim
maliyetlerinin nispeten daha diisiik olmasi, tasinmasinda
soguk bir ortama ihtiya¢c duymamasi ve en 6nemlisi birgok
geni bir araya getirebilme olanagi saglamasi ile karakterize
olurlar (45).

Genelde rekombinant as1 aday1 olarak kullanilan antijen
dizileri DNA asilar icin de kullanilmaktadir. DNA asilari,
tekli as1, genlerin kombinasyonu olarak, rekombinat prote-
inin enjeksiyonunu takiben veya rekombinant proteini
eksprese eden Vaccinia virusu olarak denenmistir. Yapilan
calismalardan sadece ikisinde adjuvan kullanilmistir (16).

DNA agist ile ilgili calismalar farelerde CL ve VL'ye,
hamsterda VL'ye ve kdpeklerdeki VL'ye karsi yapilmistir.
Bu c¢alismalarin bir kisminda kiiltlir ortaminda virulanshgi
azaltilmis, baska bir kisminda ise Leishmania ile enfekte
olmus farelerden izole edilmis virulans parazitler kulla-
nilmistir. Deney hayvanlarinda LACK, LelF, TSA, LmSTI1,
H1, CpA+CpB, KMP11 ve NH36 gen bdlgelerinin incelen-
mesi sonucunda her birinin timit verici aday oldugu tesbit
edilmistir (45). Ancak farelerde LACK geni L.major’a karsi
Th1 cevabini indiiklerken, L.donovani’ye karsi cevap olus-
turamamustir. L.major enfeksiyonuna karsi LACK ve PSA2
geninin olusturdugu immunitenin, GP63 ve p20 genine
gore daha tstiin oldugu saptanmistir. HPB-LACK geni ile

asilanan farelerde ve kopeklerde VL'ye karsi immunitenin
olustugu gésterilmistir. Immunizasyon sonrasi deney hay-
vanlarinda IgG2 ve IgG1 oranlarinin, lenfositlerin prolife-
rasyonunun yiikseldigi, IFN-y ve IL-12 ekspresyonunun
arttigl, ancak klinik semptomlarda, hedef hiicrelerde bulu-
nan parazit miktarinda ve IL-4 diizeyinde azalma oldugu
goriilmustiir. Farelerin TSA veya LmSTI1 ile asilanmasi
sonucunda ise, L.major enfeksiyonuna kars1 CD4+ T hiicre
aracili koruyuculuk saglanmistir (9).

Doért histon plazmitinin (H2A, H2B, H3, H4) karisimi
BALB/c farede L.major’a kars1 Th1 aracili koruma sagla-
mistir. CPa ve CPb plazmitleri tek baslarina etki goster-
mezken birlikte kullanildiklarinda farede L.major’a karsi
koruma saglanmistir. KMP 11 ile asilanan farelerde immun
yanit olusurken, KMP 11, TRYP, LACK ve GP63’den olusan
karisim haldeki DNA ile asilanan kopeklerde L.infantum’a
kars1 koruma saglanamamustir. (35)

NH36 DNA agsisi ise farelerde Thl yamti olusturarak
L.chagasi, L.mexicana ve L.amazonensis’e Karsi rekomb-
nant NH36 veya FML antijenleri ve saponinden daha yiik-
sek koruma saglamistir (46).

Denenen as1 adaylarinin heniiz faz Ila asamasinda oldugu
ve koruyucu 6zellikler gosterdigi bilinse de, simdiye kadar
faz I1l. asamasinda bulunan bir ¢alisma yoktur .

ADJUVANT SECIMi

Simdiye kadar tanimlanan asi adayr antijenler leishma-
niasise karsi korumada heniiz yeterli degildir. Sadece anti-
jenin verilmesi ile her zaman etkili bir yanit olusmadigin-
dan gesitli adjuvantlar kullanilir.

As1 gelistirilmesindeki en biiytlik engel T hiicrelerini uyaran
giivenli ve etkili adjuvanlarin elde edilememesidir. Daha
onceleri sadece IL-12’ nin CL hayvan modellerinde 6nleyici
etkinligi gosterilmistir. IL-12’ nin uzun siireli immunite sag-
lamadig1 belirlendiginden beri yeni bir adjuvant gelistirile-
memistir. Coler ve Reed (2005) farkl adjuvanlarin varhgin-
da insanlarda kullanilmasi i¢cin daha uygun aday olmasi
muhtemel monofosforil lipid A (MPL®)'nin leishmanyal anti-
jenler ile degerlendirmistir. MPL®Salmonella minnesota’ dan
elde edilen lipopolisakkarit monophosphoryl lipid A’ nin
detoksifiye tiirevidir. MPL® klinikte insanda, malarya asila-
rinda, hepatit B’ de, genital herpes, alerji asir1 duyarhliginda
ve insan papilloma viriisiinde adjuvan olarak kullanilmakta-
dir. Insan hastaliklari icin muhtemel asi adayr olan
MPL®nin, sistemik toksisitesi olduguna dair kanit buluna-
mamis ve iyi tolere edildigi belirlenmistir. MPL® insan kulla-
nimi i¢in ilk T-hiicre adjuvan olarak onaylanmistir. Béylece
MPL®nin leishmaniasis icin as1 adjuvani olarak kullamlma-
sinin iyi bir ¢6ziim oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira
MPL®, TLR-4 (Toll benzeri reseptoér 4)’ e antijen sunan hiic-
releri aktive ettigi i¢in, Leishmania enfeksiyonuna karsi do-
gal ve kazanilmis bagisikliga katkida bulunan en uygun
adjuvanttir (16).
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Insan asilarinda onaylanmis 2 adjuvant vardir. Bunlar
kuvvetli antikor cevabimi uyaran, ancak antijen-spesifik
Th1 yanitinin zayif indiikleyicisi olan, alum ve squalendir.
Canli vektorlerin, IL-12'nin, saf DNA’nin veya mikrokiire-
lerin kullamimu ile oligoniikleotidler icine DNA eklenmesi
(CpG dizileri) gibi stratejiler, klinik 6ncesi modellerde ge-
nis olarak degerlendirilmistir. IL-12" nin subkutanéz en-
jeksiyonu, ¢oziinebilir leishmanial antijenler (SLA'lar) ile
gliclii bir anti-SLA Th1 yanitini olusturur. Bu antijen kari-
simlarina karsi Th2 cevabi goériilmemektedir. IL-12 anti-
jenlere karsi Th1l yamti olusturarak fare ve primatlarda
leishmaniasis de dahil cesitli enfeksiyon hastaliklarinda
basariyla kullanilmistir. Ancak IL-12’ nin dezavantaji
immiinize antijenlere gii¢clii immiin yanit olusturmada ye-
tersiz olmasidir. Bu ylizden BALB/c farenin Leishmania C
kinaz (LACK) proteini ve adjuvan olarak IL-12 karisimiyla
asilanmasiyla L.major’ e karsi kisa siireli immiin yanit olu-
sumu goriilmistiir. Buna karsin hem LACK DNA hem de
LACK protein ve IL-12 DNA’ siyla uzun siireli koruma sag-
lanmistir.

Histon H1, sistein proteinaz B (CPB) ve sistein proteinaz A
(CPA) DNA agilar1 hem tek basina hem de kombine olarak,
mikrokiireler i¢ine kapsiillenerek fareye verilmistir. Bu ¢a-
lisma sonucunda CPA DNA’ nin tek basina koruma saglama-
digin1 ve CPB DNA ve her iki DNA ile as1 kombinasyonlarinin
ise L.major’ le enfeksiyon sonrasi 14 hafta sonrasinda kismi
koruma sagladigl goriilmiistiir. Rekombinant CPA ve CPB
proteinlerinin poloxamer ile karisimi L.major ile enfekte CL
fare modellerinde test edilmis, CPA’ nin koruma saglamadi-
81, CPB’ nin ise sadece kismi koruma sagladig belirlenmistir.
Fukoz mannoz (FML) ligand:1 L.donovani ve L.infantum’ a
karsi fare ve kdpeklerde immiin yanit olusturmak icin kulla-
nilan kompleks bir glikoprotein fraksiyonudur. Alum, BCG,
IL-12, saponin ve QuilA iceren FML antijen kompleksleri,
GP63 komponentleri veya FML ile adjuvant kombinasyonla-
11 olarak kullanilmistir. Bu ¢alismalarda FML/gp36 iceren
asilarin L.donovani ile enfekte fare modellerinde koruma
sagladig1 gosterilmistir (53).

Giiniimize kadar bir¢ok énemli adjuvan ve tasiyict sistem
calismas1 yapilmistir. Bunlar vektér DNA (adenoviriis ve
pox viriisi), APC (antijen sunucu hiicre) hedefleyen
peptidler, yagda su emiilsiyonu, suda yag emiilsiyonu
(MF59) ve monofosforil lipid A iceren TLR agonistleri
(MPL®) ve CpG gibi antijen tasiyict metodlarn igerirler (16).
TATARCIK TUKURUK ANTIJENLERINI iCEREN ASILAR

Leishmania parazitleri, bir konaktan digerine, tatarcigin
1sirmasi sirasinda tiikiirtigiindeki stispansiyonun ge¢mesi
ile bulasir. Yaklasik 30 farkli kum sinegi tiirti Leishmania
parazitlerini tasir ve bulastirir. Eski diinya Leishmania
parazitleri Phlebotomus cinsi kum sinekleri tarafindan
bulasirken, yeni diinyadakiler Lutzomyia cinsi sinekler ile
bulasir. Endemik alanlardaki hayvan ve insanlar enfekte
olmamis kum sinekleri tarafindan daha sik isirilir ve
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bundan dolay1 hiicre aracili anti tikiiriikk antikorlar1
isirtlan  kisimda gecikmis tip hipersensitif reaksiyon
gosterir (10).

Kum sinegi tiikiiriigli ve onun vazodilator peptidi,
maxadilan, enfeksiyonun ilk asamasinda Leishmania en-
feksiyonunu desteklemis ve birkac fare tiiriinde CL'in daha
da ilerlemesine neden olmustur (8). ilging olarak,
Lutzomyia longipalpis maxadilan veya Phlebotomus
papatasi SP-15 protein gibi bilesenlere 6nceden bagisikl
farelerde L.major enfeksiyonuna karsi korunmali olduklar:
goriilmiustiir (63). Bu sonuglar, kum sinegine-spesifik bile-
senlere hedefli bir asi ile farelerde, ciltte kum sinegi 1sirik-
lar gibi yerel yanitlarin degismesine ve mikro ortamda
parazit icin koloni olugsmayi zorlastirmasina neden olabile-
cegini gostermistir. Bu tip asilar parazite spesifik hedefle-
nen asilara gore daha avantajhidir. Clinkii dogada kum si-
negi tekrarlanan isiriklar1 korumayr artirir. Eger insan
denemelerinde etkinligi kanitlanirsa, bu leishmaniasisin ve
diger vektorle bulagsan hastaliklarin kontrol stratejisi i¢cin
oldukga dnemli olacaktir. Bu tiir asilar icin esas problem
farkh kum sinegi tiirleri ve L.major disindaki farkl
Leishmania tiirleri i¢in ortak koruyucu antijenleri tamm-
lamaktir (36, 59).

Gozlemlere dayanarak kum sinegi ve tiikiirtik bilesenleri-
nin patojenlerin enfektifligini arttirdigy (35), asilarin tiiki-
riik bilesenleri veya vektor barsak antijenlerinin enfeksi-
yona Kkarsi korumayi arttirdigl soylenebilir. Max veya
Maxadilan proteinleri ve Phlebotomus papatasi'den elde
edilen SP15 antijeni farede L.major enfeksiyonuna karsi
diren¢ olusumunu saglamistir (62)

DENDRITIK HUCRE TEMELLI ASILAR

Dendritik hticreler (DH) viicudun tiim dokularinda bulunur-
lar ve bir¢cok Leishmania parazit tiirleri icin konak hiicre
gorevi yaparlar. Viicutta bulunan parazitler DH'lere direk
olarak veya kan hiicrelerini enfekte ettikten sonra girerler
(42). Parazitler DH iizerinde bulunan amastigotlara uygun
DC-SIGN reseptorlerini kullanirlar. Daha sonra enfekte ol-
mus DH hiicrelerinin ylizey fenotipleri olgunlasarak degisi-
me ugrar. Enfekte DH’ler, Th1 tipi immiin hiicrelerini indiik-
leyerek Leishmania’ nin ortadan kaldirilmasinda énemli rolii
olan IL-12"yi iiretirler.

Son yillarda dogal bagisiklik sisteminin roliiniin anlasilmasi,
anti-leishmanial bagisikligin baglamasi ve gelismesi icin, as1
antijenlerinin tasinmasinda dendritik hiicrelerin kullanimi
saglamistir (12, 64). Dendritik hiicreler, 6zel antijenlerele
inkiibe edilip bu antijenleri fagosite ettikten sonra, antijene
spesifik immune yanit olusturmaktadirlar. Heidrun Moll'un
grubunun onciiliik ettigi BALB/c fare modelinde yapilan bir
calismada, Langerhans hiicrelerinin dogal bir adjuvant gibi
davrandig1 ve bir L. major pargasiyla uyarilmis Langerhans
hiicrelerinin, IL-12 aracili korumaya benzer sekilde, enfek-
siyondan korumay1 da destekledigini gostermistir (25).
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Ex vivo antijen-sinyalli Langerhans hiicrelerinin (LCs),
myeloid DH’ler (mDH), ya da plasmacytoid DH’ler
(pDH)’lerinin BALB/c farelerde L. major enfeksiyonuna
karsi koruma sagladig1 gosterilmistir. Farkli GP63 kaynakl
peptidlerle ytliklenmis dendritik hiicreler; kullanilan peptide
bagh olarak ¢ok gii¢lii korumadan hastaligin siddetlenme-
sine kadar farkl sonuclara yol agmistir (11, 51, 52, 60).

LEISHMANIASISE KARSI NON-PATO]ENiK ASI ADAYI:
L. tarentolae

Insanlar icin patojen olmayan etkenlerin aym tiirden olan
enfeksiyonlara karsi asi gelistirilmesinde 6nemli oldugu
bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda parazitik
ancak patojen olmayan protozoan olan L. tarentolae nin da
leishmaniaya karsi as1 gelisirilmesinde umut verici oldugu
ortaya ¢cikmistir. Bu tiirden olan etkenler enfeksiyonu en iyi
sekilde taklit eder ve immun sistem aktivasyonunu artirir.
Yapilan bir calismada L.tarentolae canli as1 aday1 olarak kul-
lanildiginda as1 adaymnin dendritik hiicreler ve lenfoid or-
ganlar tarafindan etkili sekilde tanindigy, antijen sunumunu
gerceklestirdigi ve sonug olarak T hiicre yamtin1 sagladig
tespit edilmistir. Béylece L.tarentolae’nin antijen sunumun-
daki artis sonucunda T-hiicrelerin immun yanittaki etkisinin
oldukca biiyiik ve kaliteli oldugu ortaya cikmistir. L.
tarentolae dendrtik hiicre olgunlasmasini aktive etmekle T-
hiicre proliferasyonunu artirir ve gama interferon tiretimini
indiiklemis olur. L. tarentolae parazitleri ile enfekte olan
BALB/c farelerinde L.donovani'ye karsi koruyucu bir immiin
yanitin olustugu belirlenmistir. Bu sonugclar canh asi aday1
olarak L. tarentolae vektorlerinin kullanilmasinin timit verici
bir yaklasim oldugunu géstermektedir (13).

SENTETIK ASILAR
Polimer Bazlh Yapay Asilar

Son yillarda polimerlere dayah asi ¢alismalarina daha ¢ok
o6nem verilmektedir. Bunun nedeni polimere baglanmis anti-
jenlerden olusan konjugatlarin immunojenliginin, antijenle-
rin tek basina kullanilmasina gore daha yiiksek olmasidir.

Dogal polielektrolitlerin (proteinler, polisakkaritler, niikle-
ik asitler) ve bunlarin yapisal analoglarinin (polipep-titler,
poliniikleotidler) organizmada antijenik 6zellik gosterdigi
bilinmektedir. Immiin uyarici olarak gorev yapan dogal
polielektrolitlerin (polisakkaritler, dogal niikleik asitler,
cift kenarll sentetik poliniikleotidler) diger antijenlere
kars1 bagisiklik sistemini harekete gecirdigi bilinmektedir
(26).

Sentetik polielektrolitler, tipik antijenler (protein, dogal
mikrobiyal polisakkaritler ve onlarin sentetik analoglari)
ile karistirildiklart zaman, immiin uyarici olarak gorev
yapip bagisiklik yanitimt birka¢ kat giiclendirir. Ayrica,
kendileri yeterince aktif olmayan bireysel bakteriyel veya
viral antijenler, kimyasal sentetik polielektrolitlere bag-
landiginda giiclendirilmis spesifik immun yaniti uyarirlar
(33).

Salmonella ile yapilan bir ¢alismada iki ¢esit konjugat ha-
zirlanmis ve farelerde uygulanmistir. Birinci grup deney-
lerde, bakteriden izole edilen polisakkarit antijen (PS) AA-
VP kopolimeri ile (konjugat 1), ikinci grup deneylerde ise,
PS ve flagellin proteinleri, ayni AA-VP kopolimeri ile
konjuge edilmistir (konjugat 2). Belirli bir slireden sonra
(14-30 giin), bagisikl fareler ile kontrol grubu paralel ola-
rak oldiiriicii dozda bakteri ile enfekte edilmistir. Kontrol
grubundaki tiim hayvanlar 6liirken, tiim bagisikl hayvan-
lar iyilestirilmistir. Sadece polisakkarit iceren antijen ile
asilamada %100 koruma saglayabilmek icin dozun
konjugat 2’ ye gore 10 kat fazla olmasi gerekmistir. Sadece
polisakkarit antijeninin makul dozlarda immunizasyonu
neredeyse hayvanlari korumamistir. Bu nedenle, ilk kez
antijen-SPE konjugatlarinin antibakteriyel asilar gibi, go-
rev yapabilecegi gdsterilmistir. Polyoxidonium’un hemag-
lutinin ve néraminidaz ile konjugati, grip viriislerinin pro-
tein alt birimleri, Rusya’da basarili bir sekilde de kullanilan
Pasteurian olmayan ilk as1 olarak ortaya ¢ikmistir (son 7
yil i¢in yaklasik 50 milyon bagisikh kisi). Bu prensibin kul-
lanilmasiyla polimer-alt birimi insan asisinin diinyada ilk
kez yapilabilirligini gosterilmistir. Ornegin Grippol asisi
diger tehlikeli enfeksiyonlara karsi yeni jenerasyon asila-
rin gelistirilmesi i¢in yol agmistir (33).

Ancak literatiir analizine gore leishmaniasise karsi as1 ge-
listirilmesinde sentetik polielektrolitlere dayal bir yakla-
sim bulunmamaktadir. Leishmania promastigotlarinin
ylzey antijeni olan LPG molekiillerinin kimyasal yapilari-
nin ¢esitli polimerler ile konjugasyon olusturma yetenek-
leri, LPG polimer konjugasyonunun leishmaniasise karsi
as1 aday1 olarak limit verici olmasinin nedenidir. Bu neden-
le tarafimizdan bu konu ile ilgili 1085170SBAG-4007 nolu
TUBITAK proje calismalan yiiriitiilmektedir. Elde edilen 6n
bulgulara gére PAA'nin parazitlerin enfektifligini 6nemli
Olgciide azalttigl tespit edilmistir ve calismalara devam
edilmektedir (24).

Sonug olarak uzun yillardan beri leishmaniasise karsi ce-
sitli yaklasimlar uygulanmasina ragmen, heniiz etkin bir
as1 elde edilememistir. Kiiresel 1sitnmaya bagh olarak has-
taligin giderek artmasi, hastaligin etkenlerinde kullanilan
ilaglara, vektorlerinde ise kullanilan insektisitlere karsi
direncliligin gelismesi, ayrica HIV ve diger immiin yetmez-
liklerin giderek artmasi, leishmaniasise karsi as1 gelistiril-
mesini zorunlu bir hale getirmistir. Ancak leishmaniasis as1
ile kontrol edilebilecek bir hastalik oldugundan son yillar-
da asi1 gelistirilmesi konusunda ortaya ¢ikan yeni yaklasim-
lar hastalik ile miicadelede daha timit verici sonuglarin
elde edilebilecegine olan inanci artirmaktadir.
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