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Amag: Bu calismada, Leishmania major ve Leishmania infantum promastigotlarindaki gen ekspresyonlarinin kargilagtirmali analizi
yapilarak, iki tiir arasinda gen ekspresyon profillerindeki farkliliklarin tespit edilmesi amaglanmugtir.

Yontemler: L. major (MHOM/IL/80) ve L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP/263) hiicre hatlar1 kullanilarak hiicre kiiltiirii
olusturulmugtur. Daha sonra, total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilerek; revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu ile metabolik yolaklarda ve niikleik asit sentezinde rol oynayan ve her iki tiirde ortak olan 30 genin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisimi hesaplanmistir. LeishDB ve KEGG veri tabanlari kullamilarak genlerin fonksiyonel iglevleri
belirlenmisgtir.

Bulgular: Bu ¢alismada, L. major ile L. infantum promastigotlarinda ortak olarak eksprese edilen ve protein kodlayan 30 farkh
gen profili degerlendirilmis ve iki tiir arasinda anlamli farklhilik saptanmistir (p<0,001). Iki tiirde ortak olan bu genlerin %29 unun
ekspresyon diizeylerinde anlaml kat fark: tespit edilmistir. Dokuz genin L. major'de ekspresyonu, L. infantum’a gore belirgin
derece yiiksek olarak tespit edilmistir (kat degisimi >1). Bu genler; phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase-like, lathosterol
oxidase-like, fatty acid elongase, 3-ox0-5 alpha-steroid 4-dehydrogenase, calpain-like cysteine peptidase, acetyl-coA synthetase,
3-nucleotidase/nuclease, 3-nucleotidase/nuclease precursor ve 3-ketoacyl-coA thiolase-like olarak belirlenmistir. ki tiirde ortak
olan genlerin kargilik geldigi proteinlerin fonksiyonlar veri tabanlarinda ayrintil olarak incelendiginde ise, bu genlerin parazitin
lipit, protein ve karbonhidrat mekanizmalarinda, niikleik asit ve metabolizma fonksiyonlarinda rol oynadig1 saptanmistur.
Sonug: L. major ile L. infantum tiirlerinde ortak olarak bulunan genlerin ekspresyon profillerindeki degisiklikler, parazit tiirleri
arasinda viriilans, patogenez, klinik ve tedavi farkliliklarina neden olabilir. Ayrica parazite karg: ag1 ve ilag calismalar i¢in tiirlere
6zgii spesifik veya ortak hedeflerin se¢ilmesinde gen profillerinin degerlendirilmesi énem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekpresyonu, kat degisimi, Leishmania infantum, Leishmania major, promastigote

ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine the differences between the gene expression profiles of Leismania major and Leishmania
infantum promastigotes through comparative analysis of gene expressions.

Methods: Cell culture of L. major (MHOMY/IL/80) and L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP/263) cell lines was performed.
Afterwards, total RNA isolation and cDNA synthesis were performed and fold changes in the expression levels of 30 genes that play
a role in metabolic pathways and nucleic acid synthesis and co-expressed in two species were evaluated by reverse transcriptase
polymerase chain reaction. Functions of genes were determined using LeishDB and KEGG databases.

Results: In this study, profiles of protein-coding 30 genes expressed in L. major and L. infantum promastigotes were evaluated
and significant differences were found between the two species (p<0.001). There was a significant fold change in the expression
levels of 29% of genes common in the two species. The expression levels of nine genes in L. major were found to be markedly higher
than those of L. infantum (fold change >1). These genes include phosphoglycan beta 1.3 galactosyltransferase-like, lathosterol
oxidase-like, fatty acid elongase, 3-oxo-5 alpha-steroid 4-dehydrogenase, calpain-like cysteine peptidase, acetyl-coA synthetase,
3’-nucleotidase/nuclease, 3'-nucleotidase/nuclease precursor and 3-ketoacyl-coA thiolase-like. When the functions of the proteins
that correspond to the genes common in the two species were examined in detail using the databases, it was determined that these
genes play role in lipid, protein, carbohydrate and nucleic acid metabolic functions of the parasite.
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Conclusion: Alterations in the expression profiles of genes common to L. major and L. infantum species may cause differences in the virulence, pathogenesis,
clinical features and treatment modality between these parasite species. In addition, evaluation of gene profiles is important in the selection of species-

specific or common targets for vaccine and drug studies.
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GIRig

Leishmaniasis, protozoa grubunda yer alan Leishmania parazitinin
farkh tiirlerinin neden oldugu kompleks bir hastalik grubudur.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yedi 6nemli tropikal hastaliktan
biri olarak tanimlanan leishmaniasis, diinya genelinde 98 iilkede
gorilmekte olup, Asya, Afrika, Amerika ve Akdeniz ¢evresindeki
iilkelerde endemik seyretmektedir. Diinya'da 12-15 milyon insan
Leishmania tiirleri ile enfekte olup, 350 milyon kisi risk altindadur.
Her yil 1,5-2 milyon yeni olgu ortaya ¢tkmakta olup, bu olgularin
1-1,5 milyonu kutanéz leishmaniasis iken, 500,000 tanesi visseral
leishmaniasis’tir. Her y11 50,000 kisi hayatini bu hastalik nedeniyle
kaybetmektedir (1,2). Tedavi i¢cin bes degerli antimon bilesikleri,
amfoterisin B, paramomisin ve miltefosin gibi secenekler
bulunmakta, ancak bu ajanlarin toksisiteleri, yan etkileri ve direng
gelistirmeleri nedeniyle hastaligin tedavisinde birtakim giicliikler
yasanmaktadir (3). Etkin bir agimin gelistirilememis olmas: da
aragtiricilari bu parazit ile ilgili diren¢ mekanizmalarini anlamaya,
yeni ila¢ ve ag1 hedefleri bulmaya yénlendirmigtir (4).

Parazitin neden oldugu klinik tablo, kendiliginden iyilesen deri
lezyonlarindan (kutanéz form), 6liimcil i¢ organ tutulumuna
(visseral form) kadar degisen spektrumda olabilmektedir. Deri
enfeksiyonuna neden olan tiirler genellikle Leishmania tropica
ve L. major iken, visseral forma neden olan tiirler L. donovani ve
L. infantum’dur (5). Yapilan caligmalarda Leishmania spp.lerde
gen ekspresyonlarimin farkhi bir gekilde diizenlenmesinin bu
klinik varyasyonlardan sorumlu olabilecegi belirtilmigtir.
Leishmania’da prokaryotlardakine benzer olarak transkripsiyon
polisistronik olarak gerceklesmekte ve genomdan uzun pre-
mRNA’lar pre-mRNA’lar
birtakim post-transkripsiyonel modifikasyonlarla birbirinden
olduk¢a farklh mRNAlara ve proteinlere déntgebilmektedir
(6). Bu mekanizmalar klinik varyasyonlarin transkripsiyon
farkliliklarindan kaynaklanabilecegini géstermigtir (7).

sentezlenmektedir. = Devaminda

Her iki Leishmania tiri 36 kromozomdan olugmaktadir (8).
Leishmania major 32,8 Mb genom biiyiikliigiine ve 8,038 gene
sahip iken, L. infantum 32,1 Mb genom buyukluginde ve 8,045
gen icermektedir (9,10). Leishmania major ve L. infantum’un
genomik yapis1 %99’un iizerinde benzer olup, tiire spesifik genler
oransal olarak %1’in altindadir. Benzer genomik yapiya sahip olan
bu iki Leishmania tiriinin kendiliginden iyilesen bir tablodan
olumcil enfeksiyona degisen spektrumda seyredebilmesinden
diferansiye ekprese genler sorumlu tutulmaktadir. Diferansiye
eksprese edilen genlerin metabolizma, hiicre organizasyonu,
biyogenez ve transportla ilgili oldugu gosterilmigtir. Leishmania
major ve L. infantum’un promastigot formlarinda 755 tane
diferansiye eksprese gen bulunmakla birlikte, bunlardan sadece
91 (%12) tanesi ortak olarak eksprese edilmektedir. Her iki tiirde
eksprese olan bu genlerden %50’den fazlasinin kodladig: proteinin
fonksiyonu veri bankasinda yer almamaktadir (11).

Bu calgmada amacmiz korunmus genomik yap1 ve
organizasyonlarina ragmen farklh klinik tablolara sahip L. major
ve L. infantum promastigotlarinda ortak olan ve protein kodlayan
genlerin ekpresyon diizeylerini kargilastirmak ve etkenin hayatta

kalmasina, virillansina, patojenitesine katkida bulunan genleri
belirleyerek, as1 ve ila¢ caligmalar1 i¢in yeni hedefler sunmaktir.

YONTEMLER

Leishmania Hicre Kiiltura

Hiicre kiltiri icin ticari olarak temin edilen L. major (MHOM/
IL/80) ve L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) hiicre hatlar
kullanilmigtir. Bunun i¢in inaktive edilmig %10 FBS (Invitrogen),
100 pg/mL streptomycin-100 IU/mL penicillin (invitrogen)
ve %1 L-glutamin iceren RPMI-1640 (Thermofisher) besiyeri
hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyeri 15 mL kaltur flasklarina
eklenmigtir. Dondurulmus olarak (-80 °C) saklanan Leishmania
promastigotlar1 37 °C’de hizlica ¢ézdurilerek besiyeri ortamina
ekim yapilmig ve 26 °C'de inkiibe edilmigstir. Promostigotlarin
logaritmik gelisimi sonunda kulttr ortamu steril tiiplere aktarilmig
ve 1,000 x rpm’de 15 dk santriftj yapilmistir. Ust siv1 atilarak,
pellet kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(qRT-PZR) i¢in kullanilmigtur.

Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

izolasyondan once iki susa ait promastigotlarin sayisi
hemositometri ile belirlenmistir. Hiicre sayisi mililitrede 5x10°
olacak gekilde RNeasy mini kit (Qiagen) kullanilarak total RNA
izolasyonu yapilmistir. {zolasyonun biitin asamalar1 firma
protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
RNA konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre cihazinda
(Thermofisher) 260/280 ve 260/230 absorbanslarda ol¢tilerek
degerlendirilmistir. izolasyon sonucunda 50 ng/uL. RNA
konsantrasyonu ile ¢DNA sentezi RevertAid H minus first
strand ¢cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. ¢DNA sentezi toplam 12 pL hacimde
gerceklestirilmis ve PZR cihazinda 65 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiiplere; 4 pL reaksiyon tamponu, 2 uL dNTP, 1
pL RevertAid TR-revertaid reverse transcriptase eklenmistir.
Reaksiyon, 42 °C’de 60 dk, 70 °C’de 5 dk ve 4 °C’de e dk olarak
termal doéngii cihazinda gerceklestirilmistir. Kullamlmadan énce
c¢DNA 1:10 oraninda DNaz/RNaz icermeyen distile su ile dilte
edilmigtir. Olugan cDNA 6rnekleri test zamanina kadar -20 °C’de
saklanmugtir.

qRT-PZR

Revers transkripsiyon ile elde edilen ¢cDNA &rnekleri spesifik
primerlerin varhginda amplifiye edilmistir. Bu islem icin
Applied Biosystem cihazi ve SYBR Green I Master Miks (Applied
Biosystem) kiti kullanilmigtir. Metabolik yolaklarda ve niikleik
asit sentezinde rol oynayan ve her iki turiin promastigot
formunda ortak olarak eksprese edilen 30 gen bolgesi hedef
alinmigtir. Genlerin veri bankasindaki erigim numaralar1 (www.
genedb.org) sitesinden elde edilmigtir. Calismada kullanilan
primerler ticari olarak temin edilmistir (https://www.macrogen.
com/en/business/oligo_index.php). Her iki Leishmania tiiriinde
ortak olan promastigot genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PZR
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yontemi kullanilarak aragtirilmigtir. Reaksiyon 1xSYBR green
master miks, 0,8 pM primer konsantrasyonu ve 1 pL cDNA ile
total hacim 12,5 pL olacak sekilde hazirlanmis ve 96 kuyucuklu
PZR plagina yiiklenmistir. Reaksiyon 95 °C’de 10 dk inkiibasyon,
95 °C'de 15 sn, 56 °C'de 1 dk, 72 °C’de 10 sn kogullar1 altinda
gerceklestirilmistir. Calismada referans gen olarak ubiquitin
hydrolase geni ¢alisilmis ve normalizasyon i¢in kullanilmistir. PZR
sonuglar rolatif kat degisimi (fold change, 2-AACt) yéntemi ile
degerlendirilmigtir (12). Biitiin analizler ii¢ biyolojik ve ti¢ teknik
tekrar ile gerceklestirilmisgtir.

istatiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler GraphPad Prism 6.07 (GraphPad
Software Inc.) software programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Karsilagtirmalar ANOVA testi ile yapilmigtir. Tim testlerde
p-degerinin 0,05’ten kii¢iik olmas: istatistiksel olarak anlaml
farklibk olarak kabul edilmistir. Genlerin fonksiyonel islevleri
(Functional Annotation)icin LeishDB (www.leishdb.com) ve KEGG
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=lif  ve
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=Ima)
veri tabanlar1 kullanilmigtir.

BULGULAR

Leishmania major ve L. infantum suglar1 hiicre kiltiriinde
cogaltildiktan sonra promastigotlardan total RNA izolasyonu
yapilmigtir. Her iki tiriin promastigotlarinda ortak olan 30 genin
ekspresyon seviyeleri qRT-PZR ile tespit edilmis ve kat oranlar
(Fold Change; FC) arastirilmigtir. Her bir genin i¢ biyolojik
tekrarina ait sonuglar Tablo 1'de verilmistir. Leishmania major ve
L. infantum promastigot formlarinda ortak eksprese olan genlerin
karsilik geldigi proteinlerin fonksiyonlar1 veri tabanlarindan
ayrintih olarak incelendiginde, bu proteinlerin ¢ogunun lipit,
protein/aminoasit ve karbonhidratlarin mekanizmasinda, hiicre
organizasyon/biyogenezinde ve metabolizma fonksiyonlarinda
yer aldigi gosterilmistir. Ug gen fonksiyonu bilinmeyen grup
icinde simiflandinlmigtir. Leishmania major ve L. infantum’daki
ortak olan bu genlerin ekspresyon seviyelerinin kargilagtirilmas:
sonucunda iki tur arasinda anlaml bir farkhilik saptanmigtir
(p<0,001). Her genin ekspresyon FC oranlar1 degerlendirildiginde,
genlerin  %29unda ekspresyon duzeylerinde anlamh fark
bulunmugtur. Dokuz tane genin ekspresyon seviyesinin L.
major'de belirgin derecede yiiksek oldugu (FC>1) bulunmustur.
Bunlar; lipit metabolizmas: ile ilgili “phosphoglycan beta 1,3
galactosyltransferase-like (PPGT)”, “lathosterol oxidase-like
(LOL)”, “fatty acid elongase (FAE)”, “3-oxo-5 alpha-steroid
4-dehydrogenase (OSD)”; protein metabolizmas ile ilgili “calpain-
like cysteine peptidase (CLCP)”; karbonhidrat metabolizmasi
ile ilgili “acetyl-coA synthetase (ACS)”, DNA/niikleik asit
fonksiyonlar:1 ile ilgili “3’-nucleotidase/nuclease (NUC)”, “3’
nucleotidase/nuclease precursor (NP)” ve metabolizma ile ilgili
“3-ketoacyl-coA thiolase-like'dir (KCTL)”. Dért genin ekspresyon
seviyelerinin iki grupta yaklagik aymi seviyede oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 1A, B). Aragtinlan tum genlerin adi, veri
bankasindaki erigim numarasi, fonksiyonu ve FC degerleri Tablo
1’de verilmisgtir.

TARTISMA

Leishmania tiirlerinin promastigot ve amastigot olmak tizere iki
farkli dénemi bulunmaktadir. Promastigot formlari vektérde
notral pH'de ve ortalama 25 °Cde yagamlarimi strdiiriirken,

makrofajlar icerisine alindifinda 35-39 °C arasinda ve asidik
pHde amastigot formlara déntusmektedir (13). Leishmania major
ve L. infantum promastigotlar1 benzer ortamda yagamlarim
sirdirmekte ve benzer morfolojiye sahip olmalarina ragmen,
amastigot formlari sirasiyla deri lezyonlar: ve visseral enfeksiyon
olmak tizere farkh iki klinik tabloya yol agmaktadir. Bu kadar farkh
olan klinik tablodan sorumlu bu iki tiiriin genomik benzerliginin
%99un uzerinde ve kodlayan gen boélgelerinin %82-94 arasinda
korunmus oldugu bildirilmistir (9). Bu nedenle klinik farklihgin
hem promastigot ve amastigot formlari arasindaki farklihklardan,
hem de her tiire ait promastigot/amastigottaki yiiksek oranda
diferansiye olan eksprese genlerden ve ortak genlerdeki
ekspresyon farkliliklarindan kaynaklanabilecegi belirtilmigtir
1.

Bu ¢alismada L. major ve L. infantum’un promastigot formlarinda
ortak olarak eksprese edilen ve protein kodlayan 30 tane
genin ekspresyon profilleri PZR yoéntemiyle aragtirilmigtir.
Promastigotlarda ortak olan bu genlerin karbonhidrat, lipit,
protein, DNA/niikleik asit metabolik fonksiyonlari, hiicresel
fonksiyonlar ve metabolizma ile ilgili oldugu bulunmustur.
Kamgilar1 sayesinde hareketli olan promastigotlar yiksek
oranda ihtiya¢ duyduklar: enerjiyi karbonhidratlardan glikoliz
ve trikarboksilik asit (TCA) siklusu araciligiyla saglamaktadir.
Bu nedenle karbonhidrat mekanizmasinda rol alan genler
promastigotlarin canhiligini siirdiirmesinde énemli oldugu icin,
calisgmamizda iki tiirde de ortak olan enolase (ENO), acetyl-
coA synthetase (ACS) ve aldose-l-epimerase (AE) genlerinin
ekspresyonlar: incelenmistir. ENO ve AE genleri iki Leishmania
tariinde benzer seviyede eksprese olurken, ACS geninin L.
major'de daha ytksek oranda eksprese oldugu tespit edilmisgtir.
Promastigotlarda, ENO geni glikolizde 2-fosfogliserattan
fosfoenolpiruvat arasinda reversibl dontisimi; glikoliz ve
glikoneogenezde rol alan AE geni a-D-glukan'in p-D-glukana
doéntugmesini; ACS geni TCA siklusunda ATP’ye déntsecek olan
asetil-KoA'nin sentezlenmesini saglamaktadir. ENO'nun yiiksek
oranda korunmus bir gen oldugu, glikoliz ve glikoneogenez
gibi hiicre i¢in vital olan iki metabolik yolakta gérevli oldugu
bildirilmigtir. Ayrica ENO parazitin hiicre membram ile temas
halinde olan sekretomu i¢indeki plazminojen reseptérii olup,
parazitin virilansina katkida bulunmaktadir (14). ENO’nun
parazitin yagamin siirdiirmesi ve viriilans: icin olduk¢a énemli
olmas, ila¢ ve ag1 ¢alismalar i¢in 6nemli bir hedef olabilecegini
distindirmektedir. Gupta ve ark. (15) tarafindan yapilan
calismada L. donovani ile enfekte edilen ve visseral leishmaniasis
tablosu gelisen farelere rekombinant ENO proteininin verilmesi
ile Thl hucrelerinin uyarildigi, IL-12, IFN-y, TNF-a ve iNOS
diizeylerinin anlaml seviyede yiikseldigi saptanmig olup, ENO
ile agitlamanin parazit yitkinde %90 oraninda azalma sagladig:
gosterilmistir. Daha 6nce yapilan calismalar ile uyumlu olarak
calisgmamizda L. major ve L. infantum turlerinde ENO gen
ekspresyon seviyesinin egit oranda tespit edilmesi, bu genin iki
Leishmania tiirintn eradikasyonuicin ortak bir hedef olabilecegini
gostermektedir (11).

Karbonhidrat metabolizmasindarol oynayan genlervekodladiklar:
proteinler ile ilgili calismalar tedavi etkinliginin degerlendirilmesi
ve yeni hedef ilaglarin kesfi i¢cin devam etmektedir. Bes degerli
antimon bilegiklerine direncli ve duyarli L. donovani suglarinda
yapilan bir transkriptomik calismada, direncli suslarda parazit
i¢in esansiyel olan ve viriillans: artiran glikoliz enzimlerine daha
yiiksek oranda rastlanmig ve AE geni direngli suglarda 15 kat daha
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Tablo 1. Leishmania major ve L. infantum promastigotlarinda ortak ifadelenen genlerin adi, fonksiyonu, veri bankasindaki erigim

numarasi ve FC degerleri

Gen adi Kisaltma | Fonksiyonu ;’Bm:{]"' gen ;’e:‘]’;;'t:;l" FC1 | FC2 FC3
Ei‘:sPhOglyca“ Beta 1,3 Galactosyltransferase- | oy LmjF.02.0160 | LinJ02.0140 | 2 1,85 2,08
Fatty Acid Elongase FAE Lipit LmjF.14.0670 | LinJ.14.0700 | 1,2 1,1 1,37
Lathosterol Oxidase-Like LOL LmjF.23.1300 LinJ.23.1560 | 1,7 1,45 1,78
3-ox0-5-alpha-Steroid 4-Dehydrogenase OSD LmjE25.1770 | LinJ.25.1850 | 1,3 1,15 1,48
Peptidyl Dipeptidase C PDC LmjF27.2660 | LinJ.01.0850 |0,8 | 0,61 0,88
Calpain-Like Cysteine Peptidase CLCP LmjE.27.0500 | LinJ.14.0910 | 2,8 2,65 2,88
Protein Kinase A Regulatory Subunit PKARG Protein/aminoasit | LmjE13.0160 LinJ.13.0160 |-0,4 |-0,48 -0,32
Glutamate Dehydrogenase GD LmjE15.1010 | LinJ.15.1070 | O -0,15 0,08
HSP 70 HSP 70 LmjF.32.1940 LinJ.32.2050 |-0,1 |-0,15 -0,02
Enolase ENO LmjE14.1160 LinJ.14.1240 | 0,1 0,05 0,18
Acetyl-CoA Synthetase ACS Karbonhidrat LmjE23.0710 LinJ.23.0880 | 2,5 2,35 2,58
Aldose 1-Epimerase AE LmjE.35.0980 | LinJ.35.1000 | 0,6 0,55 0,68
3’-Nucleotidase/Nuclease NUC LmjE12.0400 LinJ.12.0350 | 1,9 1,85 1,98
3’ Nucleotidase/Nuclease Precursor NP LmjE31.2310 LinJ.31.2380 | 2,9 2,75 2,98
ATPase Beta Subunit C ABSC DNA/nakletk asit LmjF.25.1180 LinJ.25.2590 |-0,2 |-0,28 -0,12
Adenylosuccinate Synthetase ADSS LmjF13.1190 | LinJ.13.1090 | 0,2 0,17 0,28
Calmodulin CALM LmjF.13.1160 LinJ.13.1060 | O -0,05 0,08
Dynein Heavy Chain DHC LmjF.13.1650 LinJ.13.1390 | 0,4 0,38 0,48
Dynein Light Chain DLC LmjF.24.1030 LinJ.24.1050 | O -0,05 0,08
Dynein-Associated Roadblock Protein DARP LmjF.35.1750 LinJ.35.1740 | 0,3 0,21 0,38
Receptor-Type Adenylate Cyclase A RTACA Hiicre LmjF.17.0200 LinJ.17.0120 | 0,1 0,05 0,18
Receptor-Type Adenylate Cyclase B/C RTACB/C LmjF17.0237 | LinJ.17.0160 | 0,8 0,65 0,88
OSM3-Like Kinesin OLK LmjF17.0800 | LinJ.17.0890 | 0,3 0,15 0,38
Phosphodiesterase PDE LmjF.18.1090 LinJ.18.1100 | 0,4 0,21 0,48
PFR1D ¢ PFR1D LmjF.29.1770 LinJ.29.1890 | 0,6 0,45 0,68
3-Ketoacyl-CoA Thiolase-Like KCTL LmjF.23.0690 LinJ.23.0860 | 1,2 11 1,28
Metabolizma
Vacuolar ATP Synthase Subunit B VSSB LmjF.28.2430 LinJ.28.2610 | -0,1 | -0,15 -0,02
Protein Tyrosine Phosphatase PTP LmjF.05.0280 LinJ.05.0280 | 0,8 0,75 0,88
Leucine-Rich Repeat Protein LRRP Bilinmiyor LmjF.10.0180 LinJ.10.0160 | 0,2 0,12 0,28
Oxidoreductase OR LmjF.36.4170 LinJ.36.4380 | O -0,05 0,08

yiiksek bulunmustur (16). Benzer olarak, miltefosine direncli L.
donovani suglarinin mikrodizi analizinde ACS geninin ekspresyonu
anlamli derecede yitksek bulunmustur (17). Karbonhidrat
metabolizmasinda rol oynayan genlerin ve kodladiklar: proteinlerin
hem insanlarda hem de parazitlerde bulunmasinin ila¢ hedefi
olarak kullanilmalarim engelleyebilecegi diigiinilebilir. Ancak, L.
donovani’ye ait ACS geninin insanlarda bulunan gen ile sadece %49,3
oraninda benzerlik géstermesi, bu proteinin ilag hedefi olarak aday
olabilecegini gostermektedir (18). fla¢ ¢aligmalar1 yaninda ACS
enziminin parazit virilansi veya enfektivitesi tizerindeki etkileri de
aragtirlmig, genin bir alelinde olugturulan delesyonun parazitlerin
virilansinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (18). Benzer
olarak memelilerde akciger enfeksiyonuna neden olan Cryptococcus
neoformans’ta ACS gen delesyonunun enfektiviteyi belirgin 6l¢iide
azalttigy gésterilmigtir (19).

Galismamizda, karbonhidrat metabolizmasinda rol alan bu
¢ genden ACSnin L. majorde anlamli derece yiksek oranda
eksprese olmasi, bu enzimin 6zellikle L. major i¢in yeni bir ilag
hedefi olabilecegini desteklemektedir. Benzer olarak, Rochette
ve ark./nin (11) yaptig1 bir calismada bu enzimin L. major'de L.
infantum’a goére 2,3 kat daha fazla miktarda eksprese oldugu
gosterilmistir.

Son yillarda hiicre i¢ci yasama potansiyeli olan parazitlerde
lipitlerin roliinii ve énemini aragtiran ¢aligmalarin sayisinda artig
olmugtur (20,21). Bu caligmalarda fosfolipit ve sfingolipitlerin
parazitlerin hayatta kalmasinda ve virtlansinda olduk¢a
6nemli oldugu belirtilmektedir. Leishmaniasis tedavisinde lipit
metabolizmasini hedefleyen miltefosinin basarili olmasi bu
dustnceyi kuvvetle desteklemektedir. Ayrica membran lipitleri
ve kolesterolii konak parazit etkilesimlerinde olduk¢a énemlidir.
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Sekil 1. A-B) Her iki Leishmania tirintin promastigot formlarinda ortak olan genlerin ekpresyon seviyelerindeki kat degisim oranlar

(Leishmania major'un L. infantum’a gore)

Ghoshve ark. (22) tarafindan 2014 yilinda ytiriitillen bir caligmada
killtire edilen makrofajlarda membran kolesterolleri “methyl
B-cyclodextrin” aracihfiyla uzaklagtirilmigtir. Daha sonra kaltiir
ortamina Leishmania promastigotlar1 eklenince promastigotlarin
makrofajlarin ylzeyine baglanma ve enfekte etme oranlarinda
belirgin azalma oldugu gosterilmistir (22).

Caligmamizda  lipit ~ metabolizmasinda  rol  oynayan
“phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase-like (PPGT)”,
“fatty acid elongase (FAE)”, “LOL” ve “3-oxo-5-alpha-steroid
4-dehydrogenase (OSD)” genlerinin L. majorde daha yiiksek
oranda eksprese edildigi tespit edilmistir. Bunlardan PPGT,
lipofosfoglikan sentezinde rol oynayan genlerden bir tanesidir.
Lipofosfoglikan, Leishmania turlerinin membraninda bulunan ve
parazitin vektér phlebotomlarin bagirsaklarindaki lektin yapisina
tutunmasini saglayan, fagozomlarin lizozomlarla fiizyonunu
ve NADPH oksidaz aktivitesini 6nleyerek parazitin bagisiklik
mekanizmalarindan korunmasina katkida bulunan bir virtlans
faktorudur. Promastigotlarda yapisal olarak sentezlenmektedir.
Yapilan calismalar bu molekilin sentezini saglayan genlerin
Leishmania ve Trypanosoma cinsi parazitler arasinda oldukca
korunmus oldugunu ve bu genlerin bazilarinin potansiyel as1
aday1 olabilecegini belirtmistir (23).

LOL, memelilerde, bitkilerde, mantarlarda ve protozoonlarda
bulunan ve ergosterol sentezinden sorumlu olan bir enzimdir.
Steroller 6karyotlarda bulunan esansiyel membran komponentleri
olup, ergosterol sentez inhibitdrii olan amfoterisin Bleishmaniasis
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. LOL geninde
mutasyon olusturulmus L. major promastigotlarinin amfoterisin
B'ye diren¢ kazandig: gosterilmistir. Ancak aym ¢alismada LOL
mutant promastigotlarin erken duragan fazda morfolojisi ve
replikasyon hizi normal iken, ge¢ dénemde morfolojilerinin
bozuldugu ve vahsi tip promastigotlara gére 6liim oranlarinin
daha yiiksek oldugu da belirtilmistir (24). Bunun yaninda,
calismamizda L. major promastigotlarinda ekspresyonlar1 daha
yiksek bulunan diger genlerden, FAE, Leishmania turlerinde
bulunan ve dért karbonlu biutiril koA’ya karbon ekleyerek uzun
zincirli doymamis yag asitlerinin sentezlenmesini saglayan enzim
iken, OSD geni ise isoprenoid ve sterol sentezinde kullanilmaktadr.
Literatiirde FAE inhibitérlerinin farkli alanlarda kullanimina dair
caligmalar (meme kanseri, vs.) bulunmaktadir (25). Bu ajanlarin

leishmaniasis tedavisinde de bagarili bir gekilde kullanilabilecegi
dustuntlmekte olup, bu alanda yapilacak ¢aligmalara gereksinim
duyulmaktadar.

Literattr bazh incelemeler géz 6ntune alindifinda, calismamizda
parazit icin esansiyel olan, karbonhidrat veya lipit
metabolizmasinda rol oynayan genlerin L. major'de daha yiiksek
oranda eksprese olmalarmin L. major promastigotlarimin kaltiir
ortaminda daha kolay hayatta kalmasinin ve c¢ogalmasinin
nedenlerinden biri olabilecegi diistiniilmektedir.

Protein metabolizmasinda rol alan genlerden sadece “calpain
like cystein peptidase’nin (CLCP)” L. major’de anlamli derecede
yitksek oranda eksprese oldugu gériilmiis, diger genler agisindan
bir farklilhk saptanmamugtir. Calpainler parazitlerin hiicre
yiizeyinde bulunan ve kalsiyum tarafindan regiile edilen sitozolik
sistein peptidazlar olup, patojenitede olduk¢a énemli gérevleri
bulunmaktadir (26). Hiicre iskelet proteinlerinin diizenlenmesi,
reseptérlerin ve enzim 6nciillerin aktiflesmesi gibi rollere sahiptir.
Calpainler ayrica memelilerde alzheimer, muskiiler distrofi,
travmatik beyin hasari ve spinal kord hasari gibi durumlarin
gelismesinden sorumlu tutulmakta olup, calpain inhibitérlerinin
alzheimer tedavisinde kullaniminin néronal hasari azaltacag:
dusuntlmektedir  (27). Ayrica calpain  inhibitérlerinin
parazitlerin morfolojisini degistirerek leishmaniasis tedavisinde
kullanilabilecegine dair ¢caligmalar bulunmaktadir (28).
“3’'niicleotidase/nuclease (NUC)”
kurtarma yolunda rol oynayan enzimler olup, parazitin yasam
déngiisiinde énemli rolleri bulunmaktadir. Ozellikle promastigot
formda vyiksek miktarda eksprese olan genler, parazitin
phlebotomlardayasam déngiistiniin tamamlanmasticin gereklidir.
Ayrica bu enzim parazitin bagisiklik mekanizmalarindan
ka¢gmasmma yardimc olmaktadir. NUC, 6nemli bir adenozin

ve prekurséric (NP) pirin

kaynag: olup, parazite kars: gelisen pro-enflamatuvar sinyalleri
inhibe ederken, anti-enflamatuvar sinyalleri artirmaktadir.
Son zamanlarda yapilan caligmalarda visseral leishmaniasiste
NUC iirini olan adenozinin hastaligin ilk zamanlarinda yiiksek
saptandify, ilerleyen zamanlarda normale déndugi belirtilmigtir.
Bu enzim aymi zamanda parazitin nétrofilin apoptozundan
ka¢masina yardima olmakta ve enfeksiyon bélgesine makrofajlar

gelene kadar hayatta kalmasini saglamaktadir (29,30).
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Caligmamizda, protein metabolizmasina ve niikleik asit sentezine
katilan genlerin iki Leishmania turiinde benzer oranlarda
eksprese edilmesi (iki gen haricinde), bu genlerin Leishmania
yasam déngistuniin temel yap: taglarina ait genler olabilecegini
desteklemektedir. Aym diizeyde eksprese edilen bu genlere
yonelik inhibitérler veya asi ¢alismalarinin iki tture de etki
edebilme ihtimalini ortaya koymaktadir. fleri ¢alismalar ile bu
genlerin amastigot formunda konaktaki sekans ve ekspresyon
duzeyleri de karsilastirildiktan sonra ilag¢ ve asi caligmalari icin
6nemli adaylar olabilecekleri duiguniilmektedir.

Son yillarda leishmaniasisin énlenmesinde birinci jenerasyon olarak
tanimlanan canli veya 6li asilarin yerini artik ikinci jenerasyon
olan rekombinant agilar almigtir. Rekombinant agilarda parazite
ait protein veya lipofosfoglikanlar kullamlmaktadir. Leishmania
turlerinin genomik yapisini aragtiran gen ekspresyon caligmalar:
as1 hedefi olarak kullanilabilecek molekiillerin tanimlanmasina
yardimar olmaktadir. Parazitin hayatta kalmasim saglayan ve
Leishmania tiirlerinde ortak olarak eksprese olan karbonhidrat,
protein ve lipit metabolizmas: ile ilgili genlerle rekombinant
agilarin  hazirlanmasimin  bagarih  olacagim  diigtinmekteyiz.
Bu molekillerin leishmaniasis tedavisinde yeni ila¢ hedefleri
olarak aragtirilmasi ve konuda ileri ¢aligmalarin yapilmasinin
leishmaniasis tedavisine destek saglayabilecegi kanaatindeyiz.
Leishmania major ve L. infantum promastigotlarinda farkl oranda
eksprese edilen genlerin degerlendirilmesi iki turiin bulagma,
tedavi ve hastalik mekanizmasindaki farklilarin agiklanmasina
151k tutacaktir.

Bu ¢alismada L. major ve L. infantum promastigotlarinda ortak
olarak eksprese edilen genlerin ekspresyonlari1 degerlendirilmis
olup, dokuz tane genin ekspresyonu L. major'de anlaml derece
yitkksek bulunmustur. Genlerin ortak ¢zellikleri incelendiginde
kodladiklar1 proteinlerin parazitin yagam icin esansiyel oldugu,
parazitin virillans1 ve/veya patogenezine katkida bulundugu
gorulmiigtir. Ayrica standart tedavilere direngli paraziter
formlarda bu proteinlere daha fazla oranda rastlanmigtir.
Parazitin standart tedavisinde kullanilan ajanlarin toksik ve yan
etkilerinin fazla olmasi ve gelisen diren¢ sorunu nedeniyle acetyl-
coA synthetase, calpain, fatty acid elongase, lathosterol oxidase
like gibi genlerin 6zellikle L. major i¢in ag1 veya ila¢ hedefi olarak
kullanilabilecegi dusiiniilmekte olup, bu konuda yapilacak ileri
calismalara gereksinim duyulmaktadur.

SONUC

Bu calismada L. major ile L. infantum promastigotlarinda ortak
olarak eksprese edilen gen profillerinin kargilagtirilmas: ve bu
genlerin kodladiklar: proteinlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi
parazit turlerinin virtlans, patogenez ve ila¢ direnclerinin
agiklanmasina katki saglayacaktir. Ayrica gen profillerinin
degerlendirilmesinin, parazite kargi as1 ve ila¢ ¢aligmalar icin
turlere 6zgii spesifik veya ortak hedeflerin secilmesinde temel
veriler sunmasi agisindan énemli oldugu diistinilmektedir.
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