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Laysmanyaz, yaklasik 90’dan fazla lilke ve bolgeden bildirilen, ciddi ve endemik bir bulasici hasta-
lktir. Kutanoz laysmanyaz (KL) ise viicudun acikta kalan bolgelerinde olusan, baslica semptomlari ara-
sinda vektor Phlebotomus 1singindan alti ay sonra kroniklesebilen veya kendiliginden iyilesebilen ciltte
tek, birden fazla ulserli veya nodiiler lezyonlar bulunan, élimcil olmayan ancak kalici izler birakabilen
bir hastaliktir. Klasik tedavi yontemleri, uygulamada zorluk, diren¢ gelisimi ve yan etki gibi bir dizi so-
runa neden olmaktadir. Fotodinamik tedavi (FDT), KL tedavisi icin etkili, uygulamasi kolay ve invaziv
olmayan biyik bir potansiyel gostermektedir. Antilaysmanyal tedavi icin yeni modalitelerden olan FDT,
1sik ve fotosensitizerin es zamanli kombinasyonuyla antilaysmanyal etkileri artirmayi hedeflemektedir. Bu
calismada, FDT'nin antilaysmanyal etkisinin incelenmesi hedefine yonelik olarak temoporfin aracili foto-
dinamik inaktivasyonun Leishmania tropica promastigotlari tizerindeki antilaysmanyal etkisinin ve olasi
mekanizmalarinin in vitro olarak gosterilmesi amaclanmistir. Parazitler 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 pM temo-
porfin ile 50 dakika streyle inkiibe edilmis ve 50 dakikalik 1.71 J/cm?’lik bir akiyla kirmizi i51ga maruz
birakilmistir. Hiicre canliiginin degerlendirilmesi icin MTT testi kullanilmig ve morfolojik degisiklikler Gi-
emsa boyama yontemiyle analiz edilmistir. L.tropica promastigotlarinda asiri ifade edilen reseptorlere en
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Temoporfin Aracili Fotodinamik inaktivasyonun Leishmania tropica
Promastigotlari Uzerindeki Etkileri ve Molekiiler Yerlestirme Analizi

yuiksek baglanma afinitesini bulmak icin ise molekdler yerlestirme yontemi kullanilmistir. Temoporfin ve
kirmizi 1sik kombinasyonu ile L.tropica promastigot canliiginin sadece temoporfin grubuna gére anlamli
derecede azaldigi bulunmustur. Temoporfin ve kirmizi isik kombinasyonu sonucunda gézlenen IC de-
geri L.tropica icin 1.924 pM olarak tespit edilmistir. 1.924 pM konsantrasyonda sadece temoporfin ve
sadece kirmizi 1sik uygulamasinin L.tropica promastigotlari tGzerinde anlamli bir etkisinin olmadigi goz-
lemlenmistir. Ayrica temoporfin aracili kirmizi isik grubunda fusiform seklin degismesi, kamgi ve cekirdek
kaybi gibi tipik morfolojik 6zelliklerin kayboldugu da tespit edilmistir. Molekiler yerlestirme yontemine
gore ise amfoterisin B ve temoporfin 5WB5 proteininin l¢ boyutlu modeline sirasiyla -7.4 kcal/mol ve
-6.9 kcal/mol baglanma afinitesi gostermistir. Temoporfin ile kirmizi isik kombinasyonu, L.tropica promas-
tigotlarini invaziv olmayan bir tedavi olarak inaktive etme potansiyeline sahiptir. Tedavide kullanilan FDT
bilesenleri olan kirmizi 151k ve temoporfinin herhangi bir sitotoksik etkisinin bulunmamasi, amastigot veya
hayvan modelleri tizerine yapilacak daha ileri calismalar icin 6nemli bir firsat sunmakta ve potansiyel klinik
uygulamalara zemin hazirlamaktadir.

Anahtar kelimeler: Leishmania tropica; temoporfin; amfoterisin-B; fotodinamik tedavi; molekdiler
yerlestirme.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a serious and endemic infectious disease reported in over 90 countries and regions.
Cutaneous leishmaniasis (CL) manifests on exposed areas of the body, with its main symptoms being
single or multiple ulcerative or nodular lesions on the skin, which can become chronic within six months
after a bite from the Phlebotomus vector or heal spontaneously. Although not fatal, the disease can
leave permanent scars. Conventional treatment methods present a range of issues, including challenges
in administration, the development of resistance and side effects. Photodynamic therapy (PDT) shows
significant potential as an effective, easy-to-apply, and non-invasive treatment for CL. As a new modality
for antileishmanial treatment, PDT aims to enhance antileishmanial effects through the concurrent
combination of light and a photosensitizer. In this study, the aim was to investigate the antileishmanial
effect and possible mechanisms of temoporfin-mediated photodynamic inactivation on Leishmania tropica
promastigotes in vitro. Parasites were incubated with temoporfin at concentrations of 0.5, 1, 2, 4, 8, and
16 (UM) for 50 minutes and then exposed to red light at a flux of 1.71 J/cm2 for 50 minutes. The MTT
assay was used to assess cell viability and morphological changes were analyzed using Giemsa staining.
Molecular docking was employed to identify the highest binding affinity to overexpressed receptors
in L.tropica promastigotes. It was found that the combination of temoporfin and red light significantly
reduced the viability of L.tropica promastigotes compared to the group treated with temoporfin alone.
The IC,, value observed for L.tropica in the temoporfin and red light combination group was 1.924
uUM. At this concentration (1.924 pM), neither temoporfin alone nor red light alone had a significant
effect on the viability of L.tropica promastigotes. Additionally, typical morphological features, such as
loss of fusiform shape, flagella and nucleus, were observed in the temoporfin-mediated red light group.
According to the molecular docking analysis, Amphotericin B and temoporfin exhibited binding affinities
of -7.4 kcal/mol and -6.9 kcal/mol, respectively, to the three-dimensional model of the 5WB5 protein.
Temoporfin combined red light has the potential to inactivate L.tropica promastigotes as a non-invasive
treatment. The absence of any cytotoxic effects from the PDT components, red light and temoporfin in
the treatment group provides an important opportunity for further studies with amastigote or animal
models, paving the way for potential clinical applications.

Keywords: Leishmania tropica; temoporfin; amphotericin B, photodynamic therapy; molecular docking.

GiRis
Laysmanyaz, diinya capinda 12 milyondan fazla vakayla en cok ihmal edilen ilk 10

tropikal hastaliktan biridir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére her yil yaklasik 90
Ulkede yaklasik iki milyon yeni olgu ortaya ¢cikmaktadir ve bunlarin 1.5 milyonu kutanoz
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laysmanyaz (KL)'dir'. KL, protozoan parazit Leishmania’nin neden oldugu, yaklasik 100
iilkede endemik olan vektor kaynakli bir enfeksiyondur. DSO, KL'yi kontrol edilemeyen
ve ihmal edilmis bir tropikal hastalik olarak listelemistir?. Hastaligin ne kadar ciddi oldugu
ve nasil tedavi edilecegi parazit tiiriine, konaga, endemik bolgeye, sosyoekonomik duru-
ma ve tibbi bakimin mevcudiyetine baglidir®. KL tedavisinde kullanilan ilaglar (antimon
bilesikleri, amfoterisin B, miltefosin, paromomisin, pentamidin) farkli sistemik toksisiteye,
daha yiiksek maliyete ve ilac direncine sahiptir®. Toksisite, yan etkiler, es zamanl en-
feksiyonlar ve parazit direnci, hastanin geleneksel tedavilere uyumunu bozmaktadir’.
Bu nedenle, hastalar tedavi etmek icin etkili, alternatif tedavi seceneklerine acil ihtiyac
vardir. Bu alternatif tedavi yontemlerinden biri de toksik ve invaziv olmayan ve lokal uy-
gulamaya imkan saglayan bir yéntem olan fotodinamik tedavi (FDT)'dir®.

FDT teriminin U¢ temel bileseni vardir: Fotosensitizer, 151tk ve molekiler oksijen. Fo-
tosensitizer, hedef dokuda 6zel olarak birikir ve uygun dalga boyundaki gortindr isiga
maruz kaldiginda, reaktif oksijen tuirleri (ROS) Gretmek icin molekuler oksijeni aktive eder.
Bu bilesenler tek baslarina toksik degillerdir. Birlikte kullanildiginda sitotoksik ROS olusu-
muna neden olurlar’. Leishmania tiirleri, FDT icin birincil hedefler olmustur. Cesitli calis-
malarda uroporfirin, malahit yesili, metilen mavisi, ftalosiyanin, kloroaliminyum, metil
aminolevulinat, hematoporfirin, aminolevulinik asit, feoforbid a, kurkumin, hiperisin ve
klorin-e6 gibi fotosensitizerlerin, Leishmania tirlerinin hem amastigot hem de promasti-
got formlari (izerinde etkili oldugu gosterilmistir®1°,

Klorin bazl bir fotosensitizer olan temoporfinin 1980’lerde kesfedilmesinden bu
yana, su anda klinik FDT’de bulunan en giiclii ikinci nesil fotosensitizerlerden biridir'.
Temoporfin (ticari olarak Foscan®) aracili FDT bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomu-
nun tedavisi icin 2001 yilinda Avrupa Birligi’nde klinik olarak onaylanmistir'?'3, Klinikte
temoporfin aracili FDT, hem cok disik bir ilag dozunda (0.15 mg/kg) hem de 1sik yogun-
lugunda (10 J/cm?) uygulanmaktadir. Kanserli hiicreleri yok etmede siklikla kullanilan,
antilaysmanyal etkisi son yillarda arastinimaya baslanan kirmizi isik kaynagi ile bu 1s1§a
uygun fotosensitizer temoporfinin birlikte kullanildigi antilaysmanyal FDT yonteminin
foto-sitotoksisitesi bugline dek arastirilmamugtir.

Bu calismada, temoporfin aracili fotodinamik inaktivasyonun Leishmania tropica pro-
mastigotlarina olan etkisinin sitotoksik ve morfolojik acidan gosterilmesi amacglanmustir.
Ek olarak, molekiler yerlestirme yontemiyle de temoporfinin L.tropica promastigotlarin-
da asin ifade edilen reseptorlere en yilksek baglanma afinitesinin bulunmasi ve bunun
FDT’de kullanim icin umut verici bir ajan olup olamayacagr arastiriimigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismanin metodolojik yapisinin “hticre kaltura ¢cahismasi” olmasi nedeniyle Diinya
Tabipleri Birligi Helsinki Bildirgesi “insanlar Uzerinde Yapilan Tibbi Arastirmalarla ilgili Etik
ilkeleri” geregince etik kurul onayi gerektirmemektedir.
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Parazitin Uretilmesi

L.tropica promastigotlari calisma baslangicina dek sivi azotta saklandi. Promastigotlar
sivi azottan alinip hizh bir sekilde ¢6zdiruldikten sonra %10 “fetal bovine serum (FBS)”
iceren RPMI-1640 besiyerinde kiltiri yapildi. Ekim yapilan flasklar 26 °C’de etlivde
inklibe edildi.

Temoporfin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Temoporfin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Almanya), bu calismada bir fotosensitizer
olarak kullanildi. Temoporfin stok ¢ozeltisi, DMSO icinde 256 pM olarak hazirlandi. Te-
moporfin konsantrasyonlar 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 uM olacak sekilde RPMI besiyeriyle
hazirland.

Gruplar

Calismada, temoporfin ve kirmizi 1sik uygulanmamis kontrol grubu, amfoterisin B
uygulanan pozitif kontrol grubu, kirmizi i1gik uygulanan grup, temoporfin grubu ve te-
moporfin aracili kirmizi isik grubu olmak tizere bes grup yer ald.

Temoporfin grubu: Sadece temoporfin uygulanan grup (1 x 107 promastigot/mL
olan parazit 6rnekleri bir saat boyunca temoporfine maruz birakilip kirmizi 1sik uygulan-
mamis grup).

Temoporfin aracili kirmizi gtk grubu: Temoporfin + kirmizi 1sik uygulanan grup (1 x
107 promastigot/mL olan parazit drnekleri 50 dakika boyunca temoporfine maruz biraki-
lan ve daha sonra serbest temoporfin ortamdan uzaklastirilip, 50 dakika boyunca kirmizi
1stk uygulanan grup).

Fotodinamik Tedavinin Uygulanmasi

Istk kaynagi olarak 640 nm dalga boyunda kirmizi isik yayan tg panel, 287 ampulden
olusan LED (O’melon Omega LED) sistemi kullanildi. Kirmizi i1sik kaynaginin kullanilma-
sinin sebebi, temoporfin absorpsiyon bandinin 652 nm dalga boyu olmasiydi. L.tropica
promastigotlar 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 uM temoporfin konsantrasyonlariyla 50 dakika in-
kiibe edildikten sonra hiicreler 1500 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Ortamdaki ser-
best temoporfini uzaklastirmak icin hiicreler santrifij edildi ve “fosfat tamponlu salin
[phosphate buffered saline (PBS)]” ile yikandi. Kirmizi igik uygulamasi hiicrelere taze PBS
eklenerek gerceklestirildi. Isik cikigi bir glic 6lcer (Newport, Amerika Birlesik Devletleri)
kullanilarak olctildu. Elli dakikalik bir stre icinde 0.570 mW/cm?'lik bir 1sinim ve 1.71
J/cm?’lik bir aki elde edildi. Isik uygulandiktan sonra, tim gruplara taze RPMI eklendi ve
26 °C’'de 48 saat inkiibasyon gerceklestirildi.

Hiicre Canlihgi Analizi

[3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolyum bromur] MTT analizi, hiicresel meta-
bolik aktiviteyi 6lcerek dolayli olarak hiicre canhligini belirleyen kolorimetrik bir yontem-
dir. L.tropica promastigotlarinin canhlig, Greticinin talimatlarina gére MTT hiicre proli-
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ferasyon kiti | (Roche Diagnostic, Almanya) kullanilarak degerlendirildi. Tedavi sonrasi
MTT reaktifi hiicrelere esit miktarda eklendi ve ardindan 37 °C’de dort saat inklibasyon
gerceklestirildi. inkiibasyonun ardindan ¢éziindiirme tamponu eklenerek hiicre canliligi,
Ureticinin talimatlarina goére 550 ile 600 nm arasinda degisen dalga boylarinda, Multis-
kan Sky mikroplaka spektrofotometresi kullanilarak 6l¢tildu. IC,, degerleri hiicre canliligr
yuzdeleri kullanilarak belirlendi.

Giemsa Boyama

Kontrol, 1sik-kontrol, sadece temoporfin ve temoporfin aracili kirmizi 151k gruplari-
nin morfolojik farklarini belirlemek icin Giemsa boyama yontemi gerceklestirildi. Her bir
gruptan bir miktar parazit 6rnegi alinip lam {izerine aktarilarak kurumasi beklendi ve 10
dakika boyunca metanolle sabitlendi. Daha sonra lamlar oda sicakliinda 20 dakika Gi-
emsa (1:5) ile boyanarak isik mikroskobunda hiicre morfolojileri incelendi.

Molekiiler Yerlestirme Calismalar

Molekiiller Chem-Draw Ultra 18.0 programinda cizildi ve minimal enerji formlari
Chem 3D 18.0 programinda elde edilip Mol2 formatinda kaydedildi. Enzimleri kaydet-
mek icin protein veri bankasi (PDB) kullanildi. Leishmania 4E-IP1’e (5WB5) (2.70 A) bagh
Leishmania IF4E-1 secildi ve PDB formatinda saklandi. AutoDock Vina 1.5.7 yazilmi ve
baglanma enerijileri (kcal/mol) kullanilarak molekiil-enzim etkilesimleri belirlendi'4. 2D ve
3D gérseller BIOVIA Discovery Studio Visualizer yazilimiyla gosterildi'®.

istatistiksel Analiz

Tdm veriler, SPSS 25.0 programi kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasindaki anlamli
farkhhklar Student’s t testi kullanilarak belirlendi ve p< 0.05 anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Temoporfinin 0.5, 1, 2, 4, 8 ve 16 pM konsantrasyonlarinin L.tropica promastigotlari
Uzerindeki sitotoksik etkisi MTT testiyle degerlendirilmistir. Kontrol grubuna gore temo-
porfin grubundaki 0.5 ve 1T uM konsantrasyonlar ve temoporfin + kirmizi isik grubundaki
0.5 uM konsantrasyon disindaki tim konsantrasyonlar anlamli 6l¢lide sitotoksisite gos-
termistir (p< 0.05). Temoporfin grubuna gore temoporfin aracili kirmizi 1sik grubunun
0.5 ve 16 uM konsantrasyonlari hari¢ tim konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksisite
farki gdzlemlenmistir (p< 0.05). Ozellikle 2 ve 4 pM temoporfinle kirmizi isik uygula-
masinin ayni konsantrasyondaki sadece temoporfin uygulamasina gore belirgin bir sito-
toksisite yarattigi gozlemlenmistir. Sadece temoporfin uygulamasi sonucu L.tropica pro-
mastigotlar IC, ) degeri 4.955 uM, temoporfin aracili kirmizi stk uygulamasinin L.tropica
promastigotlari I1C, ) degeri 1.924 pM olarak tespit edilmistir. Sadece kirmizi isik uygu-
lamasinin ise L.tropica promastigotlarinda herhangi bir sitotoksik etkisi saptanmamis-
tir. Pozitif kontrol olarak uygulanan amfoterisin B'nin de uygulanan calisma dozlarinda
L.tropica promastigotlarini inhibe ettigi gozlemlenmistir (Sekil 1). Sonuc olarak, L.tropica
promastigotlar Gzerine temoporfin aracili kirmizi isik uygulamasinin, sadece temoporfin
uygulamasina gore énemli dl¢lide inhibisyona sebep oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 1. Temoporfin ve temoporfin aracili kirmizi isigin L.tropica

promastigotlarina etkisi.
*p< 0.05, *Temoporfin grubuna gére anlamli.

Kontrol ve kirmizi isik gruplarindaki parazitlerin, tek cekirdekli, kinetoplast, dar gévde
ve kamgi ile fusiform goérunumu gibi Leishmania cinsine 6zgi tipik morfolojik 6zelliklere
sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 2A, 2B).

Sadece temoporfin uygulanan gruplar morfolojik olarak incelendiginde 0.5, 1, 2, 4
UM konsantrasyonlarda L.tropica parazitlerin morfolojik 6zelliklerinde degisimin olma-
digi, tipik morfolojik ozellikleri korudugu belirlenmistir (Sekil 3A, 3B, 3C, 3D). Fusiform
seklin degisimi 8 ve 16 uM konsantrasyonda gozlemlenmistir (Sekil 3E, 3F).

Temoporfin aracili kirmizi 1s1k gruplarinda ise 0.5, 1 ve 2 yM konsantrasyonda tipik
morfolojik 6zelliklerin korundugu gézlemlenmistir (Sekil 4A, 4B, 4C). Fakat 1 ve 2 uM
konsantrasyonda boyanan parazit sayisinda azalma tespit edilmistir. Bu da MTT hicre
canhihg analizi sonuclariyla uyumlu bulunmustur. Ote yandan 4, 8 ve 16 uM temoporfin
aracili kirmizi igik gruplarinda parazitlerin sayi olarak azhgi, kamci, cekirdek ve kinetoplast
icermedigi, yuvarlak ve genis yapilara sahip oldugu ve tipik morfolojik yapilarini kaybet-
tikleri gozlemlenmistir (Sekil 4D, 4E, 4F).

\\
- ’
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- v
? el /
Y
; 252
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Sekil 2. Kontrol ve kirmizi isik uygulanan gruplarin Giemsa boyama bulgulari. Siyah ok: Tipik

morfolojik ozellikler.
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Sekil 3. L.tropica promastigotlari lizerine temoporfin uygulamasi sonucu Giemsa boyama bulgulari. Siyah ok:
Tipik morfolojik 6zellikler, Kirmizi ok: Yuvarlak sekil.
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Sekil 4. L.tropica promastigotlari iizerine temoporfin aracili kirmizi 151k uygulamasi sonucu Giemsa boyama

bulgulari. Siyah ok: Tipik morfolojik ézellikler, Kirmizi ok: Yuvarlak sekil, Mor ok: Kamgi kaybi, Yesil ok: Cekirdek
ve kinetoplast kaybi.

Tablo |, amfoterisin B ve temoporfinin hedef proteinle baglanma etkilesimlerinin
sonuclarini 6zetlemektedir. Amfoterisin B, -7.4 kcal/mol baglanma enerjisi ve -0.11
ligand etkinligiyle 12.50 uM inhibisyon sabiti (Ki) sergilemistir. Buna karsilik temoporfin,

Tablo I. Bilesiklerin Hedef Proteinle Baglanma Etkilesimlerinin Sonuglari

Baglanma Enerjisi (kcal/mol) Ligand Verimliligi inhibisyon Sabiti [(Ki) (uM)]
Amfoterisin B -7.4 -0.11 12.50 uM
Temoporfin -6.9 -0.10 11.65 uM
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-6.9 kcal/mol kismen daha az elverisli baglanma enerjisi ve -0.11 ligand etkinligiyle
11.65 puM inhibisyon sabiti (Ki) sergilemistir. Bu sonuglar, her iki bilesigin de hedef
protein icin glicli baglanma afinitesine sahip oldugunu, amfoterisin B’nin temoporfine
kiyasla kismen daha elverisli bir baglanma profili gosterdigini gostermektedir.

Tablo I, bilesiklerin Leishmania 4E-IP1’e baglandiginda, Leishmania IF4E-1 (5WBS) ile
kenetlenmis konformasyonlarinin 6ngorilen etkilesimlerini 6zetlemektedir. Amfoterisin B
icin, 5WB5 proteiniyle birkag geleneksel hidrojen bagi etkilesimi gozlemlenmistir (Sekil 5).

Tablo Il. Leishmania 4E-IP1’e (5WB5) Bagli Leishmania IF4E-1"e Karsi Bilesiklerin Yerlestirilmis

Konformasyonlarinin Ongériilen Etkilesimleri

Ligand Protein Amino Asit Etkilesim Mesafe
Amfoterisin B 5WB5 A: LYS61:HZ1 -: [001: O11 Geleneksel Hidrojen Bagi 1.96
A: LYS126:HZ2 -: [001: O17 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.47
:[001:HT - A: MET60:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 1.68
:[001:H2 - A: GLU134:0E2 Geleneksel Hidrojen Bag 2.74
: [001:H6 - A: GLU124:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.23
:[001:H16 - B:ASP34:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.64
:[001:H16 - B: ILE36:0 Geleneksel Hidrojen Bag 2.64
:[001:H16 -: [001: O10 Geleneksel Hidrojen Bagi 1.61
:[001:H19 - A: TYR59:0 Geleneksel Hidrojen Bag 2.69
:[001:H20 - A: MET60:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.54
A: PRO62:HD2 -: [001: O2 Karbon Hidrojen Bagi 2.33
A: ALA123: HA -: [001: O7 Karbon Hidrojen Bagi 2.60
:[001:H23 - A:MET60:0 Karbon Hidrojen Bagi 1.89
:[001:H32 - B: PHE33:0 Karbon Hidrojen Bagi 2.87
:[001:H35 - B: ASP34:0D1 Karbon Hidrojen Bagi 2.39
: [001:H68 -: [001: O4 Karbon Hidrojen Bagi 1.92
:[001:C44 - B: VAL38 Alkil 3.95
:[001:C45 - B: VAL38 Alkil 3.79
Temoporfin 5WB5 A: LEU63:HN -: [001: O2 Geleneksel Hidrojen Bag 2.42
:[001:H5 - A: ARG58:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.46
:[001:H10 - B: ALA17:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 1.75
:[001:H14 - A: LEU57:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 2.70
:[001:H21 - A: LYS61:0 Geleneksel Hidrojen Bagi 1.77
:[001:H24 - A: ARG58:0 Geleneksel Hidrojen Bag: 2.15
:[001 - A: LEU57 Alkil 3.73
:[001 - B: ALA17 Pi- Alkil 4.08
:[001 - A: LEU57 Pi- Alkil 5.09
:[001 - A: MET60 Pi- Alkil 5.03
:[001 - A: LYS61 Pi- Alkil 5.30
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Sekil 5. Amfoterisin B'nin 5WB5 proteinleriyle etkilesim diyagrami. A: H-baglari, B: Aromatik, C: 2D yapi D:
3D ara yiik.

Sekil 5'te sunulan Amfoterisin B'nin etkilesimleri, hedef proteinle gliclii bir baglanma profili
sergiledigini gostermektedir. Bu bilesigin LYS61, LYS126, MET60, GLU134, GLU124, ASP34
ve ILE36 gibi amino asitlerle hidrojen baglari olusturdugu, bunun yani sira karbon-hidrojen
ve alkil etkilesimleri kurdugu belirlenmistir. Etkilesimleri mesafeleri de Tablo II'de gosteril-
mistir.

Temoporfin icin, 5WB5 proteini ile cesitli etkilesimler Sekil 6’da gosterilmistir.
Temoporfin’in proteinle hem hidrojen baglari hem de alkil/pi-alkil etkilesimleri yoluyla
etkili bir baglanma sagladigr gozlemlenmistir. Bu baglanmalarin LEU63, ARG58, ALA17,
LEU57, MET60 ve LYS61 gibi amino asitlerle gerceklestigi tespit edilmis ve etkilesim me-
safeleri Tablo II'de gosterilmistir. Bu sonuclar, her iki bilesigin de hedef proteinle farkli
etkilesim profilleri sergiledigini ve bunun potansiyel olarak biyolojik aktivitelerini etkile-
yebilecegini gostermektedir.
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Sekil 6. Temoporfinin 5WB5 proteinleriyle etkilesim diyagrami. A: H-baglari, B: Aromatik, C: 2D yapi, D: 3D
interpole edilmis ytik agisindan.

TARTISMA

Bu calisma, KL enfeksiyonlarina neden olan ve Turkiye’de endemik L.tropica promas-
tigotlarinin tedavisine odaklanmistir. Leishmania spp. promastigotlarina farkl fotosensiti-
zerler kullanilarak FDT uygulamasi iceren énemli sayida in vitro calisma bulunmaktadir. ilk
in vitro bulgu, Dutta ve arkadaslari tarafindan yapilan'®, laysmanyaziste aliiminyum fta-
losiyanin aracili FDT'nin, parazitin morfolojik 6zelliklerine hizla zarar verdigini ve promas-
tigotlan 6ldiirdiigiini bildiren calismadir. Song ve arkadaslari'’, Leishmania amazonensis
promastigotlari lizerinde metilen mavisi bazli FDT'yi arastirdiklari bir calismada; metilen
mavisi konsantrasyonu arttikca toksisitenin arttigini ve metilen mavisi ile kombine FDT
kullaniminin metilen mavisi tek basina kullanimindan daha etkili oldugunu bildirmisler-
dir. Montayo ve arkadaslan'®, Leishmania panamensis promastigotlari tizerinde hiperisin
bazli FDT'nin parazit sayilarinda azalmaya neden oldugunu; Morgenthaler ve arkadasla-
n'? ise dimetil ve dietil karbaporfirin ketallerinin Leishmania tarentolae promastigotlarinin

66 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Caliskan M, Simsek H, Aytar EC, Ertabaklar H, Ozlem Caliskan S.

blyumesini baskiladigini bildirmislerdir. Her iki fotosensitizerin FDT'de kullanim icin umut
verici ajanlar oldugunu belirtmislerdir.

Bircok protozoan parazit, hiicre 6limu sirasinda kaybolan, metazoanlara benzer ka-
rakteristik sekilleriyle tanimlanmaktadir?®. Maciel ve arkadaslari?!, Leishmania braziliensis
ve L.amazonensis lizerinde kurkumin aracili FDT'nin sirasiyla %92 ve %82 oraninda 6lim
oranina sahip oldugunu, Giemsa boyama ile morfolojik olarak hiicre boyutunda degisik-
lik, cekirdek ve kamc¢i kaybi gibi yapisal konformasyonda degisikliklerin indiiklendigini
bildirmislerdir. Aureliano ve arkadaslari??>, [.amazonensis promastigotlari iizerinde me-
tilen mavisi tabanli FDT sonrasi parazitlerin kamci yapisinin kaybi, sitoplazmada yogun
vakuolizasyon, hiicre bizllmesi ve mitokondri-kinetoplast kompleksinin genislemesi gibi
morfolojik degisiklikler gdzlemlemislerdir. Ayrica L.braziliensis ve Leishmania major pro-
mastigotlar tzerinde temoporfin gibi klorin bazli bir fotosensitizer olan klorin-e6 aracili
FDT’nin parazit sayisini azalttigi ve morfolojik degisikliklerin ortaya ciktigi bildirilmistir?>.
Ozlem Caliskan ve arkadaslarinin®?* iki ayri calismasinda feoforbid a, metilen mavisi,
kloraliminyum ftalosiyanin, toluidin mavisi ve malahit yesili aracili FDT’nin L.tropica
promastigotlarinin canlihg: Gzerindeki etkisinin yani sira morfolojik olarak yuvarlak sekil,
kamci ve cekirdek kaybi gibi atipik hiicre 6zelliklerine sahip oldugu bildirilmistir.

Bu calisma, temoporfin aracili fotodinamik inaktivasyonun L.tropica’'nin MTT testinde
hiicre canliigini azalttigini gostermistir. Parazit sayisi, temoporfin konsantrasyonu kirmizi
isikla birlesince daha da azalmistir. Temoporfin aracili kirmizi isikla fotodinamik inaktivas-
yonun gozlenen IC,, degeri, L.tropica icin 1.924 pM olarak tespit edilmistir. Bu konsant-
rasyondaki sadece temoporfinin L.tropica promastigotlar tzerinde anlamli bir etkisinin
olmadigi ve kirmizi 1s1gin tek basina etkisinin bulunmadigi gézlemlenmistir. Morfolojik
olarak kontrol, 15tk ve sadece temoporfin grubunda cekirdek, kinetoplast ve kamgi be-
lirgin olmak uzere fusiform goérinimdiin korundugu tespit edilmistir. Temoporfin aracili
kirmizi 151k grubunda ise yuvarlak sekil, sitoplazmada genel bir azalma, fusiform seklin
degismesi, kamc¢i ve cekirdek kaybi gibi morfolojik olarak 6nemli degisiklikler g6zlem-
lenmistir.

Literaturdeki fotosensitizorler incelendiginde, Leishmania spp. promastigotlarinda
kullanilan bilesik yik, lipofilik veya amfifilik ozellikler, fotosensitizerde metal varligi ve
yoklugu, elektrostatik etkilesim dahil olmak lzere bircok farkli fotosensitizer bulunmakta-
dir. Bu fotosensitizerler parazitik formlara karsi etkilidir. Calismada kullanilan temoporfin
notr bir fotosensitizerdir. Parazitin membran yiizeyinde negatif ylik olmasi nedeniyle pa-
razitik hiicrelerle daha iyi etkilesime girme potansiyeline sahiptir. Ek olarak, klorin bazl
bir fotosensitizer olan temoporfinin amfifilik karakteri, hiicredeki fosfolipid zarlarindan iyi
bir sekilde niifuz etmesini saglamaktadir.

Temoporfin aracili FDT’nin etki mekanizmasi heniiz bilinmediginden ayrica bu ¢a-
lismada, molekdler yerlestirme simulasyonlari uygulanmistir. Pozitif kontrol olan amfo-
terisin B ve fotosensitizer olarak kullanilan temoporfinin Leishmania IF4E-1 proteinine
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baglanma afinitesi hesaplanmistir. Leishmania parazitleri, yasam dongdleri boyunca okar-
yotik translasyon baslatma faktori 4E'nin (LeishIF4E) izoformlarinin farkl ifadesi yoluyla
mRNA translasyonunun ince ayarh bir diizenlemesini sergiler. 4E etkilesimli proteinler
(4E-IP’ler) ve LeishIF4E gibi allosterik modulatorler arasindaki etkilesim, bu baslatma fak-
toriiniin mRNA baghigina olan afinitesini etkilemektedir?®. Okaryotik genomlardan gelen
mRNA’lar, mRNA dizisinin 5’ ucunda bir 7-metilguanosin (m7G) basligina (m7GpppN
yapisi) sahiptir. Bu m7G in vitro transkripsiyon sirasinda bir 5’, 5’-trifosfat kdprisu (ppp)
ile mMRNA'nIn ilk niikleotidine baglanir ve mRNA'y1 ekzontikleazlar tarafindan yikilmaktan
korur. mRNA 5’ basligi 6karyotik baslama faktori elF4E’nin, mRNA'nin baghgina baglan-
masini ve onun ribozoma yiiklenmesini saglar?®. Temoporfinin etkili oldugu durumlarda,
bu etkilesimlerin sonucunda mRNA’nin baglatma faktori elF4E tarafindan taninmasinin
engellenmesi, mRNA'nIn ribozomlara yuklenimini durdurarak translasyon surecini baski-
layabilecegi 6ngorilmektedir. Bu durum, Leishmania parazitlerinin protein sentezini bo-
zarak hiicresel islevlerini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle temoporfinin potansiyel tedavi
stratejileri icin 6nemli bir bilesen olabilecegini gdstermektedir. Yapilan yerlestirme calis-
malari, amfoterisin B ve temoporfinin 5WB5 proteininin li¢ boyutlu modeline baglanma
afinitelerini degerlendirmistir. Amfoterisin B, -7.4 kcal/mol baglanma enerijisi gosterirken,
temoporfin ise -6.9 kcal/mol baglanma afinitesi sergilemistir. Bu sonug, temoporfinin
amfoterisin B’ye yakin bir baglanma enerijisi profilini desteklemekte ve dolayisiyla temo-
porfinin geleneksel ilag olan amfoterisin B kadar etkili bir kimyasal olabilecegini, fototok-
sik etkileri de dustinildiginde etkili bir fotosensitizer olabilecegini diistindlirmektedir.

Bu bulgular, 6zellikle Leishmania tedavisinde yeni terapétik yaklasimlar gelistirilmesi
acisindan énemli bir potansiyel sunmaktadir. Temoporfinin baglanma afinitesinin, amfo-
terisin B'nin etki mekanizmalarini benzer sekilde yansitmasi, onun klinik uygulamalarda
da etkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica, temoporfinin fotosensitizer olarak sahip
oldugu ozellikler, 6zellikle FDT gibi inovatif yontemlerle birlestirildiginde, Leishmania en-
feksiyonlarinin yonetiminde 6nemli bir alternatif strateji olusturabilir. Bu durum, hem
tedavi etkinligini artirma hem de olasi yan etkileri azaltma potansiyeli tasimaktadir, bu
da temoporfinin arastirma ve gelistirme slireclerinde daha fazla dikkate alinmasini gerek-
tirmektedir

Sonuc olarak, temoporfin aracili kirmizi isik ile tedaviyi takiben gozlemlenen sitotoksi-
site ve hiicre morfolojisindeki degisiklikler (yuvarlak, genis, kamci, cekirdek ve kinetoplast
icermeyen yapilar), molekiler yerlestirme ile geleneksel tedavide kullanilan ilag kadar
yuksek baglanma afinitesi, L.tropica promastigotlari icin dusuk maliyetli, toksik ve invaziv
olmayan bir tedavi olarak 6nemli bir potansiyel sunmaktadir.
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