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OZET

Yiksek Lisans Tezi

LEISHMANIA TURLERINDE GENOM CAPINDA FOSFOLIPAZ GEN AILESININ
TANIMLANMASI VE GEN EKSPRESYON ANALIZI

Samatar Samaleh OSMAN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Serhat SIREKBASAN
Es Danisman: Dog. Dr. Tugba GURKOK TAN

Leishmania paraziti ile enfekte olan bir kum sineginin 1sirmasiyla insanlara bulagan
Leishmaniasis, diinyadaki en 6nemli yedi tropikal hastaliktan biridir. Fosfolipazlarin
Leishmania'daki  roliiniin  anlasilmasi, leishmaniasis igin  yeni tedavilerin
gelistirilmesinde potansiyel etkilere sahip olabilir. Bu ¢alismada, Leishmania infantum
ve Leishmania major'da fosfolipaz C (PI-PLC) gen ailesinin genom ¢apinda analizini ve
bu genlerin ifade seviyelerini belirlemeyi amacladik. Leishmania genomu, PI-PLC
geninin {yelerini ortaya g¢ikarmak icin in siliko olarak analiz edildi. Bu iki tiirlin
genomunda PI-PLC gen ailesinin domainlerini i¢eren diziler bulundu ve teyit edildi.
MEGA 6.0 yazilimi kullanilarak ¢oklu dizi hizalamasi ve filogenetik analizler yapild.
PI-PLC genlerinin kromozom lokasyonlar1 ve motif analizleri gerceklestirildi. L.
infantum ve L. major igin PI-PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainlerini i¢eren toplam 29
gen belirlendi. Iki tiirde de PI-PLC-X (6), PI-PLC-Y (4) ve C2 (19) domainlerini igeren
gen sayilart ayni olarak bulundu. L. infantum'da bulunan proteinlerin amino asit sayilari
245 ile 2342 arasinda degisirken, L. major'da en kisa protein 267 amino asit, en uzun
protein ise 2241 amino asit igeriyordu. Filogenetik analizde, L. infantum'da bulunan PI-
PLC gen ailesinin bes alt gruba ayrildigi ve L. major'da bulunan PI-PLC gen ailesinin
ise alt1 alt gruba ayrildig: tespit edildi. L. infantum’da antimon bilesiklerine duyarli ve
direncli kokenler arasindaki gen ifade degisimleri analiz edildiginde, dort gende anlamli
ifade degisimleri belirlendi. Fosfolipazlarin kii¢iik molekiil inhibitorleri veya diger
terapotik ajanlarla hedeflenmesi, potansiyel olarak parazitin islevini bozabilir ve onu
oldiirmeye yardimer olabilir. Bununla birlikte, fosfolipazlarin Leishmania'daki roliinii
tam olarak anlamak ve bu yaklagimin bir tedavi segenegi olarak uygulanabilirligini
belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

GENOME-WIDE IDENTIFICATION OF PHOSPHOLIPASE GENE FAMILY IN
LEISHMANIA SPP. AND THEIR GENE EXPRESSION ANALYSIS

Samatar Samaleh OSMAN

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Serhat SSREKBASAN
Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr. Tugba GURKOK TAN

Leishmaniasis, which is transmitted to humans by the bite of a sand fly infected with the
Leishmania parasite, is one of the seven most important tropical diseases in the world.
Understanding the role of phospholipases in Leishmania may have potential effects for
the development of new treatments for leishmaniasis. In this study, we aimed to
determine the genome-wide analysis of the phospholipase C (PI-PLC) gene family and
the expression levels of these genes in Leishmania infantum and Leishmania major.
Leishmania genome was analyzed in silico to reveal the members of the PI-PLC gene.
Sequences containing domains of the PI-PLC gene family were found and confirmed in
the genome of these two species. Multiple sequence alignment and phylogenetic
analysis were performed using MEGA 6.0 software. Chromosome locations and motif
analysis of PI-PLC genes were performed. A total of 29 genes including PI-PLC-X, PI-
PLC-Y, and C2 domains were identified for L. infantum and L. major. The number of
genes containing PI-PLC-X (6), PI-PLC-Y (4), and C2 (19) domains were found to be
the same in both species. The number of amino acids in the proteins found in L.
infantum ranged from 245 to 2342, while in L. major, the shortest protein contained 267
amino acids, and the longest protein contained 2241 amino acids. Phylogenetic analysis
revealed that the PI-PLC gene family in L. infantum was divided into five subgroups,
while the PI-PLC gene family in L. major was divided into six subgroups. When gene
expression changes between antimony-sensitive and antimony-resistant strains in L.
infantum were analyzed, significant expression changes were determined in four genes.
Targeting phospholipases with small molecule inhibitors or other therapeutic agents
could potentially disrupt the function of the parasite and help to kill it. However, more
research is needed to fully understand the role of phospholipases in Leishmania and to
determine the viability of this approach as a treatment option.

2023, 55 pages
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1. GIRIS

Leishmaniasis, zorunlu hiicre i¢i parazit olan Leishmania  protozoan
mikroorganizmalarinin sebep oldugu, vektéri olan disi kum sineginin (flebotom,
tatarcik) 1sirmasi ile bulasan enfeksiyoz bir hastaliktir. Leishmaniasis, diinya ¢apinda
genis bir cografyada dagilim gosterir ve yaklastk 89 {ilkede endemik olarak

goriilmektedir (Torres-Guerrero et al. 2017).

Diinyada yaklasik 12 milyon insani etkileyen Leishmania’nin neden oldugu hastaliga,
350 milyon kisinin yakalanma riski tasidigi bildirilmektedir. Yaygin olarak kirsal
alanlarda bulunur ve genellikle yoksulluk ve kotii yasam kosullar ile iligkilendirilir.
Iklim ve diger cevresel degisiklikler, kum sinegi vektorlerinin cografi araligim ve
hastaligin diinyada bulundugu alanlar1 genisletme potansiyeline sahiptir. Leishmaniasis,

Avustralya ve Antarktika hari¢ her kitadaki insanlarda bulunur (Harman 2015).

Leishmania tiiriine ve konagin immiin yanitina gore enfeksiyon farkli sekilde tezahiir
eder. Dalak ve karaciger gibi i¢ organlari etkileyen visseral leishmaniasis ve deriyi
etkileyen kutandz leishmaniasis olmak tizere temelde iki klinik formu vardir.
Leishmaniasis semptomlar1 enfeksiyonun tipine ve siddetine bagli olarak degisebilir.
Genelde goriilen semptomlar cilt lezyonlari, ates, kilo kaybi ve yorgunluk olmakla
birlikte kala azar olarak da bilinen visseral leishmaniasisin, tedavi edilmedigi takdirde

mortalitesi ¢ok yiiksektir (McGwire and Satoskar 2014).

Leishmania parazitlerinin, vektorii olan kum sineginin sindirim sisteminde yer alan
hiicre dis1 promastigot ve memeli konakg¢min makrofajlarinda bulunan hiicre igi
amastigot olmak iizere iki farkli yasam formu bulunmaktadir. Bulundugu ortam
sartlarina uygun olacak sekilde bir takim morfolojik, fizyolojik ve molekiiler
adaptasyonlar gosterirler. Bu adaptasyon mekanizmalar1 sayesinde de ¢ogalma, konagin
bagisiklik tepkisinden kagma, tedavide kullanilan ilaglara karsi direng kazanma gibi

stratejiler gelistirirler (Demir 2019).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO), leishmaniasisi yeni tedavilerin gelistirilmesinin &ncelikli
oldugu, ihmal edilen tropikal hastaliklardan biri olarak tanimliyor. Hastaligin 6nlenmesi
ve etkin tedavisi {izerine bir¢ok arastirma yapilmasina ragmen leishmaniasisin kesin

olarak kontrol edilebilmesi igin yeni araglara ihtiya¢ vardir (Burza et al. 2018).

Leishmaniasis tedavisi, hastaligin sekline ve hastanin genel sagligina baghdir. Kutanoz
leishmaniasis genellikle bes degerlikli antimon bilesikleri, amfoterisin B veya
miltefosin gibi topikal veya sistemik ilaglarla tedavi edilir. Visseral leishmaniasis ise
amfoterisin B, pentavalan antimoniyal bilesikler veya miltefosin gibi sistemik ilaglarla
tedavi edilir. Leishmania parazitinin var olan karmasik yasam dongiisii ve gelisimsel
evrelerinden biri olan amastigot formunun memeli konak¢inin immiin Sistem
hiicrelerinde yasamasi tedaviyi zorlastirir. Buna ek olarak, gelisen ilag direnci tedavi
basarisizligina sebep olur ve hastaligi kontrol etme g¢abalarimiza meydan okuyarak

karsimiza bir zorluk olarak ¢ikar (Croft and Olliaro 2011, Ponte-Sucre et al. 2017).

Fosfolipazlar, tiim canli hiicrelerin hiicre zarin1 olusturan bir tiir yag molekiilii olan
fosfolipitleri hidrolize eden enzimlerdir. Fosfolipaz A, fosfolipaz B, fosfolipaz C ve
fosfolipaz D dahil olmak iizere farkli fosfolipaz tiirleri mevcuttur. Bu enzimler, sinyal
iletimi, bagigiklik tepkisi, hiicre biiylimesi ve bdlinmesi gibi c¢esitli biyolojik
fonksiyonlarda 6nemli roller tistlenirler (Aloulou et al. 2018).

Fosfolipazlarin, patojenlerin ¢ogalmasi ve yayilmasi sirasinda lipid dongiisii i¢in 6nemi
yillardir kabul edilmis olsa da bu enzimlerin paraziter hastaliklardaki fonksiyonlarini ele
alan smirhh sayida caligma bulunmaktadir. Bazi parazitler, konak¢inin hiicresel
stireglerini bozma, hayatta kalma ve c¢ogalmayr desteklemenin bir yolu olarak
fosfolipazlar iiretir. Ornegin sitma etkeni Plasmodium, hastaligin gelisiminde ve
eritrositik enfeksiyon dongiilerinde 6nemli bir adim olan eritrositleri isgal etmede
yardimet olan fosfolipazlar tiretir. Fosfolipaz tireten diger bir parazit ise Leishmania’dir.
Bu baglamda, fosfolipaz aktivitesi gosteren Leishmania parazitlerinin hiicre i¢i hayatta
kalmalarinin yan1 sira fagositoz siirecinde de avantajli oldugu tanimlanmistir (Bordon et

al. 2018, Bott et al. 2020, Flammersfeld et al. 2018).



Calismamizda, L. infantum ve L. major tiirlerinde genom c¢apinda fosfolipaz gen
ailesinin biyoinformatik olarak tanimlanmasimni, analizini ve Kkarsilagtiriimasini
amagladik. Buna ek olarak, ekspresyon diizeylerini karakterize ederek tiirler arasindaki

iliski ortaya konulmaya calisildi.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Leishmania Paraziti

Leishmania, zorunlu hiicre i¢i protozoan bir parazit olup, disi kum sineklerinin
(Phlebotomus spp. ve Lutzomyia spp.) kan emmesi esnasinda insanlara ve hayvanlara
bulasarak enfeksiyona neden olur. Bir¢ok iilkede endemik olarak bulunmaktadir ve

yilda yaklasik 1 milyon insan1 enfekte etmektedir (Alvar et al. 2012).

Bu parazit, Leishmaniasis olarak bilinen ¢esitli klinik tablolara sebep olur. Visseral
leishmaniasis olarak da adlandirilan kala azar, parazitin dalak, karaciger ve kemik iligi
gibi i¢ organlar1 enfekte etmesi sonucu ortaya ¢ikar ve ciddi bir 6liim riski tagir (Burza
et al. 2018). Kutanoz leishmaniasis ise parazitin cilt dokularini enfekte etmesi sonucu
olusur ve yaygin bir klinik tablodur (Herwaldt 1999). Mukokutantz leishmaniasis ise,
burun ve agiz gibi mukoza zarlarinin yani sira cilt dokularin1 da enfekte eden bir klinik

tablodur (Okwor and Uzonna 2016).

Leishmania, hiicre i¢i yasayan bir organizma olarak konak hiicreleriyle etkilesime
girerek enfeksiyonu siirdiiriir. Tek hiicreli bu organizmalar, flagella adi verilen kamg1
benzeri uzantillar sayesinde hareket ederler. Bu parazitin ana vektdrleri olan kum
sinekleri, kan emerken paraziti enfekte konaklara bulastirirlar (Bates 2007).
Leishmaniasis, insan saglig1 agisindan 6dnemli bir tehdit olusturmaktadir ancak parazitin
biyolojisi ve molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki arastirmalar sayesinde daha etkili
tedavi yontemleri ve koruyucu Onlemler gelistirilmesi miimkiin olabilir (Alvar et al.

2012, Bates 2007).

Leishmania cinsi, Kinetoplastida sinifinda ve Trypanosomatidae familyasinda yer alan
cesitli tiirlerden olusan bir gruptur. Bu tiirler; olusturduklar1 enfeksiyonun siddeti, klinik
belirtiler, tedavi yanit1 ve epidemiyolojik Ozellikler agisindan farkliliklar gosterir.
Bundan dolayidir ki, tiirlerin taninmasi ve ayrimi, uygun tedavi stratejileri ve dnlemlerin

belirlenmesinde 6nemlidir (Okwor and Uzonna 2016).



Leishmania cinsinin taksonomik siiflandirmasi su sekildedir:

Cizelge 2. 1 Leishmania cinsinin taksonomik siniflandirmasi

Kingdom Protista

Superkingdom Eukaryota

Phylum Euglenozoa

Class Kinetoplastea

Subclass Metakinetoplastina

Order Trypanosomatida

Family Trypanosomatidae

Subfamily Leishmaniinae

Genus Leishmania
L. donovani, L. infantum, L. major,

Species L. tropica, L. braziliensis, L. mexicana,
L. aethiopica, L. panamensis, L. peruviana

Leishmania cinsi 20'den fazla tiir i¢erir ve tatarciktaki (kum sinegi) parazitin gelisme

yerine gore 3 alt tiire ayrilir:

e Leishmania (Leishmania)
e Leishmania (Viannia)

e Leishmania (Sauroleishmania)

Leishmania'nin siniflandirilmasina yonelik ilk girisimler sadece hastalik etkeni parazitin
etiyolojik ajan olarak klinik temelli ayrimina dayaniyordu. Buradaki en biiyiik sorun

ayni klinik semptomlari iki farkli Leishmania tiiriiniin de gosterebiliyor olmasidir.

Insanlarda hastaliga neden olan en yaygin Leishmania tiirleri sunlardir: Visseral
leishmaniasise neden olan tiirler L. donovani ve L. infantum’dur. Kutandz tiirler
arasinda L. tropica, L. major, L. brasiliensis, L. peruana, L. guyanensis ve L. mexicana
yer alir. L. braziliensis ayni zamanda mukokutandz leishmaniasise de neden olur
(Garnham 1971, Alvar et al. 2012, Ramirez et al. 2016).



2.2 Leishmania’nin Yasam Dongiisii

Leishmania tiirleri, karmagik bir yasam dongiisii iceren iki farkli konakgiya sahiptir.
Yasam dongiileri boyunca cesitli gevresel uyaranlara maruz kalan parazitin omurgasiz
konakta yer alan promastigot ve omurgali konakta yer alan amastigot olmak {izere iKi
farkli evrimsel formu bulunmaktadir (Sekil 2.1). Promastigot form, biyolojik vektorii
olan Phlebotomus viicudunda ve kiiltiir ekimlerinde bulunurken, amastigot form ise
konak hiicrelerinde yasayarak parazitin yasam dongiisii i¢inde onemli bir rol oynar

(Chang and Fong 1983, Bates 2007).

Sekil 2. 1 Leishmania’nin yasam dongiisii (Banuls et al. 2007)

Enfekte olmus ergin disi kum sinekleri kan emmek ig¢in uygun bir konak¢1
bulduklarinda, biinyesinde barindirdigi promastigot formlari memeli konak¢imnin
derisine enjekte ederler. Promastigotlar, disi tatarcik sineginin orta bagirsaginda
bulunan kamg¢ili ve bulasici parazitik formlardir. Bu promastigotlar, konak makrofaj
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve sonrasinda amastigot formuna farklilagirlar.
Makrofajlar igerisinde boliinlip ¢ogalan amastigotlar, bir siire sonra hiicreyi

pargalayarak serbest hale gegerler ve bu yolla bir bakima diger makrofajlar1 da infekte



ederler. Baska bir kum sinegi kan emmek i¢in infekte konag: 1sirdiginda amastigotlari

alir ve dongii bu sekliyle devam eder (Chang and Fong 1983).

2.3 Leishmania Epidemiyolojisi

Leishmaniasis Afrika, Asya, Orta Dogu, Gliney ve Orta Amerika'da yaygin olarak
goriilmektedir ve diinya genelinde yaklagik 12 milyon insani etkilemektedir. Yaklasik
98 iilkede endemik olan bu hastalik, 6zellikle tropikal ve subtropikal bolgelerde
yaygindir (Alvar et al. 2012).

Hastaligin yayilmasina etki eden bir¢ok faktdr vardir. Bunlar arasinda iklim, ¢evresel
kosullar, insan davranislari, hastaligin taginmasi icin gereken vektorlerin yayginligi,
saglik altyapisi, uygulanan tedavi yontemleri ve etkinligi, hatta uygun tani1 yontemleri
gibi faktorler sayilabilir. Bunlara disinda hastaligin prevalansi toplumun yasam
kosullar1, yerel iklim kosullar1 ve ekonomik faktdrler gibi bir¢ok faktore bagli olarak
degisebilir. Leishmaniasis, genellikle yoksul ve gelismekte olan toplumlarda daha
yaygindir. Insanlarin yasam kosullarindaki eksiklik ve vektdr kontrollerinin yetersizligi
gibi faktorler, hastaligin yayilmasimi kolaylastirabilir. Bu nedenle leishmaniasis,
genellikle gelismekte olan iilkelerde daha yaygin olarak goriilen bir hastaliktir (Bern et
al. 2008, Pace 2014).

Son yillarda, bazi iilkelerde leishmaniasis insidansinda artis bildirilmistir. Bu artig etkili
ve uygun tedaviye erisim sorunlari, vektor kontrol programlarina yeterli yatirim
yapilmamast ve insan etkisi nedeniyle artan vektdr yogunlugu gibi faktorlere
baglanmaktadir. Mevcut bu durum klinik teshis, hastaligin takibi ve tedavi yontemleri
konusunda daha fazla galisma yapilmasini gerektirmektedir (Pace 2014, Mannan et al.
2021, Pasquier et al. 2022). Bu yonde yapilan arastirmalar, hastaligin yayilmasini
azaltmak ve hastalikla miicadele etmek icin 6nemli bir bilgi kaynagidir. Oniimiizdeki
stirecte gelistirilecek asilarin ve daha etkili tedavi yontemlerinin kullanilmasi, hastaligin

kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir.



2.4 Leishmania’nmin Genomu

Tek hiicreli bir organizma olan Leishmania parazitinin genomu olduk¢a kompleks
yapiya sahiptir. Leishmania'nin genomu, diger Okaryot organizmalarin genomlarina
benzer sekilde kromozomlar, genler ve eksonlar gibi temel yap1 taglarindan olusur.
Ancak bazi o6zellikleri, 6zellikle de kromozomlarin sayist ve organizasyonu diger

organizmalarin genomlarindan farklidir (Kazemi 2011, Cantacessi et al. 2015).

Leishmania'nin genomi, 29-33 Mb arasinda degisen bir boyuta sahiptir ve genellikle 36
kromozomdan olusur. Ancak, L. amazonensis ve L. mexicana gibi bazi tiirlerde
kromozom sayist daha azdir ve 34 kromozoma sahiptir. Leishmania'nin haploid
genomu, %60 GC baz cifti oranina sahiptir ve protein kodlayan genlerin sayis1 8023 ile
8412 arasinda degisir (lvens et al. 2005, Silveira et al. 2021).

Leishmania genomunun karmasik yapisi, gen diizenlemesi iizerinde de etkilidir.
Leishmania, transkripsiyonel diizenleme igin sadece sinirli sayida transkripsiyon faktorii
kullanir ve gen ekspresyonunu diizenleyen post-transkripsiyonel mekanizmalarin yani

sira epigenetik mekanizmalar da kullanir (Ivens et al. 2005, Peacock et al. 2005).

Leishmania'nin genomu, parazitin biyolojisi ve evrimsel ge¢misi hakkinda da ipuglar
saglar. Ornegin, Leishmania tiirlerinin genomlarindaki degisiklikler, parazitin konak
hiicrelerindeki metabolik aktivitelerinin ¢esitliligini yansitir. Ayrica Leishmania
tirlerinin genomlarindaki farklhiliklar, bu organizmalarin evrimsel ge¢misi hakkinda da
bilgi saglar. Boylelikle bir tiiriin genomunda bulunmayan genler, bu tiiriin digerlerinden
farkli bir evrimsel yoldan gectigine isaret edebilir. Buna ek olarak Leishmania'nin
genetigi, aynt zamanda bu organizmalarla miicadele i¢in gelistirilen yeni tedavi ve
asilarin tasarimi i¢in de dnemlidir. Sonugta Leishmania'da bulunan bazi genler, parazitin
metabolizmasini veya konak bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini etkileyebilir ve
bu genler hedef alinarak yeni ilaglar veya asilar gelistirilebilir (Samarasinghe et al.
2018, Zheng et al. 2020).



2.5 Leishmania Parazitinin Neden Oldugu Klinik Tablolar

Leishmania, insanlar ve hayvanlarda gesitli klinik tablolara neden olan bir parazit
tiirtidiir. Leishmaniasis olarak adlandirilan hastalik, enfekte disi kum sineklerinin
1sirmasiyla insanlara bulasarak; cilt, mukoza zarlar1 ve i¢ organlar dahil olmak {izere

gesitli viicut bolgelerinde enfeksiyona neden olabilir (Banuls et al. 2007).

Leishmania tiirlerine bagli olarak ortaya ¢ikan klinik tablolar temel olarak

incelendiginde 3 ana gruba ayrilabilir:

1. Kutanoz leishmaniasis
2. Mukokutandz leishmaniasis

3. Visseral leishmaniasis

2.5.1 Kutanoz leishmaniasis

Kutandz leishmaniasis, uzun siiren yaralarin bulundugu ilseratif nodiillerle karakterize
bir deri hastaligidir. Bu hastaligin en yaygin nedenleri arasinda L. tropica, L. major, L.
aethiopica ve L. mexicana tiirleri bulunsa da herhangi bir Leishmania enfeksiyonu

insanlarda kutanoz leishmaniasis'e neden olabilir (Murray et al. 2005).

Hastalik, yiizyillardir bilinmektedir ve cesitli endemik bolgelerde farkli isimlerle
anilmaktadir. Bolgesel isimlendirmeler arasinda Halep Cibani, Sark Cibani, Bagdat
Cibani, Delhi Cibani, Nil Ciban1 ve Urfa Cibani1 yer almaktadir. Ayrica, hastalik
Giizellik Ciban1 ve ozellikle kendiliginden yaklasik bir yil i¢inde iyilesebilmesi
nedeniyle Y1l Cibani olarak da anilmaktadir (Memisoglu 1997, Bilgic-Temel et al.
2019).

DSO'ye 2013 yilinda bildirilen vakalarn %95'i Afganistan, Cezayir, Brezilya,
Kolombiya, Honduras, Iran, Fas, Nikaragua, Pakistan, Peru, Suudi Arabistan, Suriye,

Tunus, Tiirkiye ve Yemen gibi 15 iilkede kaydedilmistir (Alvar et al. 2012).



Kutanoz leishmaniasis, enfeksiyonun ciltte ve bazen mukozalarda olustugu en yaygin
formdur. Deride yaralar ve nodiiller olusur, bu lezyonlar ise genellikle agrisizdir.
Yaralar kendiliginden iyilesebilir, ancak iyilesme siireci aylar hatta yillar siirebilir

(Reithinger et al. 2007).

Kutandz leishmaniasis, genellikle yaralar ve cilt lezyonlarina neden olur ve tedavi
edilmezse kalict hasar birakabilir (Sekil 2.2). Bu nedenle, hastaligin dnlenmesi ve
kontrol altina alinmasi son derece Onemlidir. Ancak, hastaligin ihmal edilmesi ve
yeterince ilgi gormemesi bu amaglara ulasmay1 zorlastirmaktadir. Arastirma ¢aligsmalari

yetersiz  kalirken, hastaliin  yayilmasim1  Onleyici  stratejiler de yeterince

uygulanmamaktadir.

Sekil 2. 2 Kutanoz leishmaniasis lezyonlar1 (orijinal)
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2.5.2 Mukokutanoz leishmaniasis

Mukokutandz leishmaniasis, cilt ve mukozal zarlar1 etkileyen bir leishmaniasis sekli
olup mukozal tutulum ile birlikte hayat1 tehdit edici tablolara yol agabilir. Vakalarin
cogundan L. braziliensis sorumludur ancak L. panamensis, L. guyanensis ve L.

amazonensis tiirleri de hastalik yapabilir (Handler et al. 2015).

Mukokutandz leishmaniasisin klinik tablosu, enfeksiyonun ilk asamasindan aylar hatta
yillar sonra ortaya cikabilen cilt lezyonlarini igerir. Bu lezyonlar genellikle yiiz, burun,
ag1z veya bogazda nodiiller veya iilserler seklinde goriiliir. Nadir durumlarda, lezyonlar
mukozal yilizeylere yayilir ve dokularda harabiyet ve ciddi sekil bozukluklarina neden
olabilir (Daneshbod et al. 2011).

Hastalarda cilt lezyonlarmin yani sira ates, halsizlik, kilo kayb1 ve lenfadenopati de
goriilebilir. Semptomlar, enfekte olan kisinin bagisiklik tepkisine ve enfekte eden
Leishmania parazitinin tiiriine bagli olarak degisebilir. Erken teshis ve hizli tedavi, sekil
bozuklugu ve hastalikla iliskili diger komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in 6nemlidir

(David and Craft 2009).

2.5.3 Visseral leishmaniasis

Kala-azar olarak da bilinen visseral leishmaniasis, L. donovani kompleksine ait L.
donovani, L. infantum ve L. chagasi parazitlerinin neden oldugu potansiyel olarak
Olimciil bir hastaliktir. Siklikla dalagi, kemik iligini ve diger i¢ organlar etkiler.
Vakalarin ¢ogu Hindistan Yarimadasi, Dogu Afrika, Giliney Amerika ve Akdeniz
havzasi gibi endemik bolgelerde goriiliir (Pacheco-Fernandez et al. 2021, Scarpini et al.
2022).

Visseral leishmaniasisin klinik belirtileri, birkag¢ haftadan birka¢ aya kadar siirebilen bir
inkiibasyon donemi ile baslar ve ardindan ani olarak ates, kilo kaybi, yorgunluk ve karin

agrist gibi belirtiler goriiliir. Bu semptomlar daha sonra siddetli halsizlige, anemiye,
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hepatosplenomegaliye ve pansitopeniye yol acabilir (van Griensven and Diro 2012).
Hastaligin ilerleyen evrelerinde, immiin yetmezlik nedeniyle kaseksi, ddem ve sekonder

enfeksiyonlar da ortaya ¢ikabilir (Gelanew et al. 2011, Libério et al. 2012).

Visseral leishmaniasis tedavisi sonrasi cilt lezyonlar1 olarak ortaya ¢ikabilen post-kala-
azar dermal leishmaniasis olarak adlandirilan kutandz bir tablo da meydana gelebilir
(Zijlstra et al. 2003). Hastaligin endemik oldugu yerlerde HIV enfeksiyonu olan
hastalar1 veya diger immiin yetmezliklere sahip kisileri etkileyerek ciddi semptomlara
neden olabilir (Ritmeijer et al. 2001, Diro et al. 2014). Bu nedenle, bagisikligi
baskilanmig hastalarin yakindan takip edilmesi onemlidir. Erken tani ve hizli tedavi,
mortaliteyi Onlemek ve hastalikla iliskili morbiditeyi azaltmak ic¢in son derece

onemlidir.

2.6 Leishmania Tanis1

Leishmania tanisi, klinik semptomlarin ve laboratuvar testlerinin bir kombinasyonunu
gerektirir. Bu testler arasinda cilt lezyonlarindan alinan &rneklerin mikroskobik
incelemesi, Leishmania parazitinin kiiltiirii ve PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) gibi
molekiiler yontemler yer alir. Ayrica Leishmania'ya karst olusan antikor varliginin
saptanmasina yonelik serolojik testler de kullanilabilir. Bu testler arasinda Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT)
gibi yontemler bulunmaktadir. Ancak daha c¢ok seroepidemiyolojik arastirmalarda
kullanilan bu serolojik testlerin diigiikk ozgulliigiine dikkat edilmeli, tani klinik
semptomlar ve diger testlerle birlestirilerek yapilmalidir (Palma and Gutierrez 1991,
Elmahallawy et al. 2014, Galluzzi et al. 2018, Sirekbasan and Polat 2021).

Leishmaniasis vakalarinda, giinde iki defa yiikselen ve her seferinde terlemeyle diisen
atese ek olarak splenomegali, hepatomegali, zayiflama, kansizlik, 16kopeni gibi

semptomlar, visseral tabloyu akla getirmelidir (Unat et al. 1995).
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Viicudun agik kisimlarinda en az bir aydir iyilesmeyen, krutlu bir kabukla kapli, ikincil
bir bakteriyel enfeksiyon olmadigi siirece agrisiz yaralar da kutandz leishmaniasis
agisindan degerlendirilmelidir. Ozellikle endemik bdlgelerde yasayan veya bu bolgelere
seyahat ge¢misi olan hastalarin daha yiiksek risk altinda oldugu unutulmamalidir (Ozbel

et al. 2007).

2.6.1 Mikroskobik

Leishmania parazitinin mikroskobik tanisi i¢in kutan6z olgularin lezyonundan alinan
serdz drnekler kullamlir. Visseral vakalarda ise siklikla kemik iligi almir. Ornekler bir
lam {izerine yayilarak Wright veya Giemsa boyalari ile boyanir. Boyama isleminden
sonra parazitlerin karakteristik sekilleri ve 6zellikleri goriilebilir. Bu 6zellikler arasinda
promastigot ve amastigot formlarmin varligi, kinetoplast ve nukleusun konumu
sayilabilir. Hazirlanan preparatlar immersiyon objektifi altinda 100X biiylitmede

incelenir (Ramirez et al. 2000, EImahallawy et al. 2014).

Mikroskobik incelemenin tanisal duyarliligi farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda degismekle birlikte, genellikle %90'm iizerinde oldugu goézlemlenmistir
(Ramirez et al. 2000, Ertabaklar et al. 2015 , Rasti et al. 2016). Dogru sonucu elde
etmek i¢in 6nemli olan tedavi baslamadan 6nce uygun 6rnegin alinmasi ve amastigotu
gormeye alisik tecriibeli gozler tarafindan incelenmesidir. Preparatlarin dogru bir

sekilde hazirlanmasi ve boyanmasi da olduk¢a 6nemlidir.

2.6.2 Kiiltiir

Kiiltiir yontemleri, 6zellikle mikroskobik inceleme veya diger tant yontemlerinin kesin
tan1 koyamadigi durumlarda leishmaniasis tanisinda 6nemli bir yere sahiptir. Bununla
birlikte besiyeri hazirlama, ekim islemi ve inkiibasyon siireci, kiiltiir yonteminin dogru
bir sekilde uygulanmasi ac¢isindan olduk¢a Onemlidir. Ancak, kiiltiir yonteminin
uygulanmasi biraz zaman alic1 olabilir ve 6rneklerin biiyiik bir kisminda basarisizlikla

sonuglanabilir (Srividya et al. 2012, Kumari et al. 2021).
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Leishmania parazitlerinin in vitro kiiltiiri, Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyeri,
Schneider's insect besiyeri, Tobie's besiyeri ve RPMI 1640 besiyeri dahil olmak iizere
cesitli kiiltiir ortamlarinin ve yetistirme tekniklerinin kullannmina dayanmaktadir.
Tavsan kan1 igeren NNN besiyeri, Leishmania parazitlerinin izolasyonu ve kiiltivasyonu
icin en yaygin kullanilan besiyerlerinden biridir (Singh 2006, Goto and Lindoso 2010,
Maurya et al. 2010).

Ekimden sonra kiiltiirler 24-28°C'de inkiibe edilir ve kiiltiirden hazirlanan preparatlarin
mikroskobik incelemesi ile parazit tanis1 konur. Kiiltiir yontemlerinin duyarliligi diger
tan1 yontemlerine kiyasla gorece olarak diisiiktiir ve hastaligin evresi, 6rnegin kalitesi,
laboratuvar c¢alisanlarinin uzmanhg gibi gesitli faktorlere baglhidir (Reithinger and
Dujardin 2007, Saygt 2009, Thakur et al. 2020). Sinirliliklarina ragmen kiiltiir, 6zellikle
diger tan1 yontemlerinin sonugsuz kaldigr durumlarda leishmaniasis tanisi i¢in degerli

bir ara¢ olmaya devam etmektedir.

Leishmania tanist i¢in kullanilan kiltiir yontemi, duyarlilik ve 6zgiillik agisindan
sinirlamalar1 olmasina ragmen leishmaniasis tanisinin dogrulanmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Besiyeri se¢imi, liretme teknikleri ve inkiibasyon kosullar1 dahil olmak
tizere kiltliir yontemlerinin dogru kullanimi taninin dogrulugunu ve giivenilirligini

arttirabilir.

2.6.3 Immiinolojik yontemler

Leishmania'nin immiinolojik tan1 yontemleri, parazitin enfeksiyon sirasinda olusturdugu
immiinolojik yanita dayanmaktadir. Bu yontemler, hastanin serumunda antikorlar veya
deri testi reaksiyonunda oldugu gibi antijenlere karsi olusan reaksiyonlar gibi gesitli

immiinolojik belirtegleri kullanir (Krolewiecki et al. 2017).

Montenegro reaksiyonu bir cilt testidir ve Leishmania antijenleri ile deri altina yapilan
enjeksiyon sonrasi deri reaksiyonunun degerlendirilmesi ile yapilir. Hiicresel bagisiklik

tepkisinin bir gostergesidir. Testin 6zgiilliigii, hastaligin yayginlig1 ve tedavi sonrasi
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olusan antikor diizeyleri gibi faktorlere bagl olarak yanitta degiskenlik gostermektedir.
Antijen uygulandiktan 48 saat sonra ¢api en az 5 mm olan bir eritem tipik olarak pozitif
bir sonug olarak kabul edilir (Montenegro 1926, Skraba et al. 2015).

Formol-Jel (Aldehit testi) yontemi, visseral leishmaniasis hastalarinda kullanilan basit
ve ucuz bir yontemdir. Hasta serumuna eklenen bir damla formol, asir1 globulin artisina

bagli serumu katilastirir (Chowdhury et al. 1992).

Chopra’nin antimon testi, leishmaniasis tanisinda kullanilan immiinolojik yontemlerden
biridir. Bu testte antimon bilesikleri, enfekte kisilerde olusan antikorlari tespit etmek
icin kullanilir. Hazirlanan antimon bilesigi 1:10 oraninda sulandirilmis hasta serumu ile
karistirildiginda olusan bulaniklik ve ¢okelti yorumlanir. Diger immiinolojik yontemler
gibi bazi simirlamalar1 s6z konusudur. Bu testin 6zgiilligl diisiik oldugundan yaniltic
sonuclar elde edilebilir. Ayrica, bazi hastalarda reaksiyonun ge¢ olusmasi veya hig

olusmamasi da miimkiindiir (Gharpuré 1930).

Bu yontemlerin kullanimi klinik belirtilere, hastanin yasina ve hastaligin Kklinik
tablosuna bagl olarak farkli sonuglar verebilir ve diger tan1 yontemleri ile birlikte
kullanildiginda daha dogru sonugclar elde edilir. Ayrica, bu yontemlerin kullanimi bazi
durumlarda siirlidir ve diger tan1 yontemleri ile birlikte kullanilmasi daha giivenilir

sonuglar elde edilmesine yardimci olabilir.

2.7 Leishmania Tedavisi

Leishmania enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in mevcut secenekler arasinda bes degerlikli
antimon bilesikleri, amfoterisin B, pentamidin, miltefosin ve paromomisin gibi ilaglar
bulunmaktadir. Bunlarim diginda kriyoterapi, termoterapi ve immiinoterapi gibi
yontemler de uygulanmaktadir. Ancak, bu ilaglar ve yontemler siklikla yan etkilere
neden olabilir ve baz1 durumlarda etkisiz kalabilir. Tedavi basarisizlig1 giderek artan bir
sorun oldugundan, daha etkili ve glivenli tedavilerin gelistirilmesi i¢in arastirmalar

devam etmektedir (McGwire and Satoskar 2014).
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Bes degerlikli antimon bilesikleri, leishmaniasis tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
ila¢ sinifidir. Bu bilesikler, Leishmania parazitlerinin DNA sentezini inhibe ederek
parazitlerin 6liimiine neden olurlar. Ayrica glukoz metabolizmasini ve ATP olusumunu
da biiyiik olciide etkilerler. Bes degerlikli antimon bilesikleri arasinda meglumin
antimonat (Glucantime®) ve sodyum stiboglukonat (Pentostam®) gibi ilaglar
bulunmaktadir. Ancak, bes degerlikli antimon bilesikleri kullanimi sirasinda bazi yan
etkiler goriilebilir. Ornegin gastrointestinal semptomlar, kardiyotoksisite, pankreatik
enzimlerin yiikselmesi, pansitopeni, elektrolit anormallikleri ve bobrek yetmezligi gibi
yan etkiler bildirilmistir. Bununla birlikte, bes degerlikli antimon bilesikleri hala
leishmaniasis tedavisinde etkili bir se¢enek olarak kabul edilmekte ve ozellikle

gelismekte olan iilkelerdeki enfeksiyonlarin tedavisinde onemli bir rol oynamaktadir

(Sereno et al. 1998, McGwire and Satoskar 2014, Ozbilgin et al. 2020).

Amfoterisin B (AmBisome®), leishmaniasis tedavisinde kullanilan diger bir ilagtir. Bu
ilag, Leishmania parazitlerinin hiicre zarini etkileyerek parazitlerin 6liimiine neden olur.
Amfoterisin B, yaygin olarak intravendz yoldan verilir ve bir¢ok yan etkiye sahiptir. Sik
goriilen yan etkileri arasinda nefrotoksisite, hipokalemi, hipomagnezemi ve anemi gibi
durumlar yer alir. Bununla birlikte, amfoterisin B hala leishmaniasis tedavisinde etkili
bir secenek olarak kabul edilmekte ve o6zellikle diger ilaglara direngli enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Barratt and Legrand 2005, Solomon et al. 2011, Kumari
et al. 2022).

Pentamidin, miltefosin ve paromomisin, leishmaniasis tedavisinde kullanilan diger {i¢
ilagtir. Pentamidin (Pentacrinat®), L. guyanensis ve L. panamensis gibi bazi tiirlerin
tedavisinde etkilidir ve intravendz veya intramiiskiiler yolla verilir. Ancak, pentamidin
kullanim1 sirasinda bir¢ok yan etki bildirilmistir. Bunlar arasinda karaciger enzim
anormallikleri, 16kopeni, anemi, miyokardit, hipotansiyon ve hipoglisemi gibi durumlar
yer almaktadir. Bu ilact alan hastalar dikkatli bir gézlem gerektirir (Hellier et al. 2000,
Blum et al. 2004).

Miltefosin (Impavido® ve Miltex®), L. mexicana, L. guyanensis ve L. panamensis

enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan oral bir ilagtir. Miltefosin tedavisi sirasinda
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bulanti, ishal ve kreatinin yiiksekligi disinda ciddi yan etkiler goriillmemesi biiyiik bir
avantajdir fakat bu ajan teratojeniktir ve gebelikte kontrendikedir (Soto et al. 2004).

Paromomisin, 6zellikle dermal leishmaniasis tedavisinde kullanilan bir diger ilagtir ve
intramiiskiiler olarak uygulanir. Ayrica merhem halinde topikal olarak kullanimi da
mevcuttur. Bu ajan 16S ribozomal RNA'ya baglanarak protein sentezini bloke eden bir
aminoglikozid antibiyotiktir. Paromomisin tedavisi sirasinda yan etkiler arasinda agri,
ates, kasinti ve bobrek hasari yer alabilir (Maarouf et al. 1995, Arana et al. 2001,
Moradzadeh et al. 2019).

Tiim bu ilaglar, leishmaniasis tedavisinde farkli secenekler sunar, ancak her biri farkli
yan etki profillerine sahiptir ve hastalarin bireysel durumlarina gore yan etkileri goz

Oniine alinarak takipli kullanilmalidir.

Son yillarda, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla Leishmania'nin farkli
molekiiler hedefleri ve biyokimyasal yollar1 incelenmistir. Ornegin, baz1 arastirmalar
Leishmania'nin protein fosfataz inhibitorlerinin enfeksiyonun tedavisinde potansiyel bir
secenek oldugunu gostermektedir (Nascimento et al. 2006). Ayrica, bazi ¢alismalar
Leishmania'nin hiicre duvarinin sentezi i¢in 6nemli olan enzimleri hedef alan yeni
bilesiklerin gelistirildigini ve bu bilesiklerin Leishmania enfeksiyonlari {izerindeki
etkilerinin incelendigini bildirmistir (Singh et al. 2012).

Leishmania'nin tedavisi hakkinda yapilan arastirmalar, bu organizmalarla miicadele igin
yeni stratejilerin gelistirilmesine yardimci olabilir. Ancak, bu alanda hala daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

2.8 Leishmania’nin Kontrolii

Leishmania enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in ¢esitli 6nlemler alinmaktadir. Bunlar
arasinda temel olarak; vektorle miicadele, kisisel koruyucu onlemler ve asi1 gelistirme

calismalar1 yer almaktadir.
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Vektor kontrolii, enfekte sinek popiilasyonlarimin azaltilmasina yonelik faaliyetler
icermektedir. Bu faaliyetler arasinda insektisit kullanimi, barinaklarin temizlenmesi ve
sineklerin barinaklardan uzaklastirilmasi yer almaktadir. Ayrica, vektorlerin habitatlar
ve davraniglar1 hakkindaki bilgi de kontrol programlarinin planlanmasinda 6nemlidir.
Ozellikle zoonotik leishmaniasis'in kontroliinde, kdpeklerde var olan enfeksiyonunun
kontrolii de énemlidir. Kopeklerde enfeksiyonun erken teshisi ve tedavisi, vektorlerin
enfekte kopeklerden kan emmesini azaltabilir ve dolayisiyla enfeksiyonun yayilmasini
Onleyebilir. Ayrica, kopeklerde vektorlerin iireme ve yasama alanlarinin kontrolii de

enfeksiyonun yayilmasini 6nlemede etkili olabilir (Dantas-Torres et al. 2019)..

Kisisel koruyucu oOnlemler arasinda, insanlarin leishmaniasisin endemik oldugu
bolgelere seyahat ederken koruyucu giysi giymeleri, bocek kovucu kullanmalar1 ve
uygun barinma olanaklar1 6nerilmektedir. Cok sayida bilimsel kanit, topikal kovucu
insektisitlerin diizenli kullanimimin kum sinegi 1siriklarin1 ve dolayisiyla Leishmania
bulagsmasini 6nlemede oldukga etkili oldugunu gostermektedir (Mir6 et al. 2017, Galvez
et al. 2018, Travi et al. 2018).

As1 gelistirme calismalari, leishmaniasis enfeksiyonlarina karst koruyucu asilarin
gelistirilmesini amaglamaktadir. Bu c¢aligsmalar arasinda DNA asis1, canli ateniie asi,
protein asis1 ve nanopartikiil ag1 gibi cesitli as1 gelistirme stratejileri yer almaktadir

(Volpedo et al. 2022).

2.9 Fosfolipaz Enzimleri ve islevleri

Fosfolipazlar, hiicre zar1 lipitlerinin 6nemli bir bileseni olan fosfolipitlerin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler, membranlarin yapisal biitlinliiglinii saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda sinyal iletimi, hiicre i¢i protein tasinmasi, hiicrelerin
farklilasmasi ve inflamasyon gibi bircok biyolojik siirecin diizenlenmesinde de 6nemli

roller oynarlar (Aloulou et al. 2018).
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Tiim fosfolipazlar, substrat olarak fosfolipitleri hedeflemesine ragmen, her enzim
spesifik bir ester bagini parcalama yetenegine sahiptir. Bu nedenle, fosfolipazlar
arasinda ayrim yapmak ve fosfolipid molekiiliinde hedeflenen spesifik bagi belirtmek

icin A, B, C ve D gibi niteleyici harfler kullanilir (Ansell and Hawthorne 1964).

Fosfolipazlar, yap1 ve islev bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik gosterirler ve ester
bagmin hidrolizine goére siniflandirilir. Fosfolipaz Al (PLAL), fosfolipaz A2 (PLA2),
fosfolipaz B (PLB) ve lizofosfolipaz A1/2 (LysoPLA1/2) asil hidrolazlarini
olustururken, fosfolipaz C (PLC) ve fosfolipaz D (PLD) ise fosfodiesterazlar olarak
adlandirtlir (Richmond and Smith 2011).

2.10 Fosfolipaz Gen Ailesinin Leishmania'daki Onemi

Mikrobiyal patojenler, konakeiyt istila etmek ve enfeksiyona neden olmak icin bir dizi
genetik strateji kullanir. Bu mikrobiyal hiicreler, konak dokularina yerlesmek icin
Ozellesmis hidrolitik enzimler iretebilirler. Bu enzimler, konak hiicre zarlarinin
bilesenlerini yikarak membranda fiziksel bozulmalara yol acarlar. Boylelikle
mikroorganizmalarin konak hiicrelere kolayca girmelerine olanak saglanir (Salyers and

Witt 1994).

Son yillarda, fosfolipaz genlerinin Leishmania dahil birgok parazitin patojenitesinde ve
virilansinda da ¢ok Onemli oldugu gosterilmistir (Titball 1993, Songer 1997,
Ghannoum 2000, Blum et al. 2001). Calismalar, Leishmania parazitlerinin konak hiicre
icinde hayatta kalmalarini ve biiyiimelerini saglamak igin fosfolipaz genlerini
kullandiklarin1 ortaya koymustur. Fosfolipaz genleri, Leishmania enfeksiyonunun
viicutta yayilmasinda da rol oynamaktadir. Ayrica Leishmania'daki fosfolipaz genlerinin
arastirilmasinin, leishmaniasise karsi yeni ilag ve asilarin gelistirilmesinde faydali
olabilecegi one siiriilmiistiir (Passero et al. 2008, Pawlowic and Zhang 2012, Bordon et
al. 2018, Bott et al. 2020, Chavoshian et al. 2020).
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Fosfatidilinositole 6zgii fosfolipaz C (PI-PLC) enzimi ise bir¢cok hiicresel islevde
onemli bir rol oynamaktadir. Leishmania tiirleri de dahil olmak iizere birgok patojen, bu
enzimin substrati olan fosfatidilinositolii (PI) kullanarak konak hiicrenin igine giris
stirecinde PI-PLC'yi aktive etmektedirler. Leishmania'nin viriilansinda rol oynayan
faktorlerden biri olan PI-PLC, enfeksiyon sirasinda konak hiicrenin sinyal iletimini ve
apoptozu bozarak bagisiklik sisteminden kacisi kolaylastirmaktadir. Bu nedenle PI-
PLC'nin Leishmania'nin patogenezindeki rolii, bu enfeksiyonlara karsi yeni tedaviler
gelistirmek i¢in 6nemli bir hedef olusturmaktadir (Fang et al. 2006, Zhang and Beverley
2010, Negrao et al. 2023).

Sonug¢ olarak, fosfolipaz enzimlerini kodlayan genlerin rolinii belirlemeye yonelik
yapilan arastirmalar Leishmania patogenezi hakkindaki mevcut bilgilerimizi
arttiracaktir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalar fosfolipazlarin viriilansa katkida

bulundugu olas1 mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan da faydali olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

Biyoinformatik analiz yontemleri kullanilarak L. infantum ve L. major genomlarinda
PF00388 (PI-PLC-X), PF00387 (PI-PLC-Y) ve PF00168 (C2) domaini igeren
fosfatidilinositole 6zgii fosfolipaz C genlerinin varligini tespit etmek igin bir dizi in

siliko analiz gergeklestirilmistir.

3.1 L.infantum ve L. major genomlarinda PI-PLC proteinlerinin belirlenmesi

L. infantum (L. infantum JPCM5 (assembly ASM287v2)) ve L. major (L. major strain
Friedlin (assembly ASM272v2)) genomlar1 ve protein dizileri GenBankasi (NCBI;
National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan

(www.ncbi.nlm.nih.gov) indirilmistir (Sekil 3.1).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Gene Gene ~ ||PI-PLC of Leishmania | search |
Create RSS Save search Advanced Help
Gene sources Tabular » 20 per page » Sort by Relevance « Sendto = Hide sidebar >>
Genomic
Filters: [Manage Filters
Categories See PIPLC phosphoinositide phospholipase PIPLC in the Gene database
Alternatively spliced piplc in Toxoplasma gondii ME49 Homo sapiens (2) All 12 Gene records Results by taxon =
Annotated genes .
Protein-coding Top Organisms [Tree]
Search results Leishmania infantum JPCMS (3)
Sequence Leishmania donovani (3)
content Items: 12 Leishmania major strain Friedlin (2)
CCDS Home sapiens (2)
Ensemb! 0 Showing Current items. Leishmania mexicana
RefSeq MHOM/GT/2001/U1103 (1)
RefSeqGene Name/Gene ID Description Location Aliases M \ IA” other taxa (7)
Viore
[ hypothetical protein Chromosome 36, LMJF_36_2790
Status clear p d 9B
v Current LIEI8ZT0 [Leishmania major NC_007287.2
PooRh strain Friedlin] (1139047..1147140, Find related data -
Ciearal complement) Database
Show additional it O conserved hypothetical ~ Chromosome 38, LINJ_36_2930
Show additonal flters W protein [Leishmania NC_009420.2
a infantum JPCMS5] (1133825..1141912,
complement})
IJNJ Jg— conserved hypothetical  Chromosome 22, LINJ_22 0750 Search details =
D sosanar protein [Leishmania NC_009408.2 (PI-PLC[A1]l Fields] AND
infantum JPCMS] (330956..333610) ("Leishmania"[Organism] OR
— . "Leishmania”[Organism] OR
[DBEK 220750 hypothetical protein Chromosome 22, LDBPK_220750 Leishmania[All Fields])) AND
- [Leishmania donovani NC_018249.1 alive[prop] %

ID: 13389388

(340374..343028)

Sekil 3. 1 NCBI NIH veritabani ara yiizii
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L. infantum ve L. major genomlarindaki PI-PLC gen ailesi iiyelerinin protein dizileri
Pfam veritabanindan (http://pfam.xfam.org/) PF00388, PF00387 ve PF00168 erisim

numaralari ile elde edilmistir. iliskili dizilerdeki genler, Hidden Markov Model (HMM)
(http://www.ebi.ac.uk) taramasiyla HMMER 3.0 veritaban1 (http://hmmer.janelia.org/)

kullanilarak arastirilmistir. Tiim aday proteinleri teyit etmek i¢in NCBI CDD
(Conserved Domain Database) veritaban1  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)

kullanilmistir. Elde edilen PI-PLC proteinlerinin amino asit uzunlugu, molekiiler

agirhigi (mW, Da), 1zoelektrik noktasi (pD) “ProtParam arac1”

(https://web.expasy.org/protparam/) ile belirlenmistir.

3.2 PI-PLC genlerinin yapisi1 ve kromozom lokasyonunun belirlenmesi

L. infantum ve L. major’un PI-PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainleri igeren genlerinin

kromozomlardaki konumunu gosteren haritayr olusturmak icin MapGene2Chrom

(MG2C) (http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.0/) ¢evrimigi araci kullanilmistir (Sekil 3.2).

Y6 g ~ (A o T Y Y Y
MhZL Uﬁp@igﬁ@ﬁg‘d:‘iﬂbc‘-*?@ v1.0 | v1.1|v2.0[v2.1

Inputl of genes' information which contains four columns: 1.gene ID; 2 start position of Input2 of chromosome length which contains two columns:
parameters setting gene; 3.end position of gene; 4.chromosome ID of gene 1.chromosome ID; 2.chromesome sequence length
gsamplel 4268 8480 Chrom@1 Chrom@l 54008
chromosome id gsample2 1588 20000 Chromel Chrom@2 45008
- gsample3 2500@ 30000 Chrom@l
ffonf Times Ne| sizd 12 s color black | ‘I gsampled 35000 40008  Chromel
gsample5 4500@  490@0  Chrom@l -
SVG container gsamples 3600 7008  Chrom@2 4 P
‘mdthl 1000 ‘px helgh\i 900 |p>; ‘ DRAW || RESET
single chromesome container
1\1dthl 270 ‘px helghd 400 |px fill Chrom01 Chrom02
OKb n n
none
border-width 1 x| hordar—mlor( none SKb A gramples |
gzamplel~ g
10Kb |l
chromosome [ -gsample?
mdthl 10 ‘px helghd 300 |p:; fill 15Kb Ll
none ~geample? gsampled
20Kb -
14 px/RY| 14 px
bomer-\vidﬂ:{ 1 ipx hordar—mlm{ black | F25Kb gsample3—{—| ampl
gene lines 30Kb
colofblack | wiet{0.5 Jpsc trpe 1 M Fesxs E— ssamplel
gene id 40Kb
fomt Times Ne| sizd 11 px color black | ke geanples—
ma.(gml 15 | U
0Kb
connection between gene id and gene line
‘cnlmi black ‘ \\'1dthl 05 ‘ ‘
scale
»
units bp width 20 Ipx]| position X
20 % Copyright to 2014~2023 MG2C bioinformaties group
N tick mar 10 | decimal placd 0 email:chaojiangtao@eaas.cn: QQ_group: 830731446

Sekil 3. 2 MapGene2Chrom ¢evrimigi araci ara yiizil
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3.3 PI-PLC genlerinin korunmus motiflerin belirlenmesi

PI-PLC proteinlerinin korunmus motiflerini belirlemek i¢in, Multiple Em for Motif

Elicitation (MEME) (https://meme-suite.org/meme/tools/meme) ¢evrimigi aract

kullanilmistir (Bailey et al. 2006). Motiflerin genislik araligi en az 2 ve en fazla 600,

motiflerin maksimum sayisi ise 6 olarak ayarlanmustir.

3.4 Filogenetik analizler ve dizi hizalama

PI-PLC protein dizileri ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) ¢evrimigi

arac1 kullanilarak hizalanmistir. Hizalanan veriler kullanilarak MEGA 6.0

(https://www.megasoftware.net/) programi yardimiyla neighbor-joining algoritmasina

gore filogenetik agac sekillendirilmistir.

3.5 Insiliko gen ifade anailizi

Antimon bilesiklerine duyarl ve direngli L. infantum parazitlerinde ifade profillerini

incelemek i¢in Illumina RNAseq verileri NCBI veritabanindaki Sequence Read Archive

(SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) adli veri arsivinden elde edilen transkriptom

kiitiphaneleri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1 L. infantum’a ait transkriptom kiitiiphaneleri

Antimon bilesiklerine duyarh Leishmania infantum RNAseq verileri

SRX2833329 SRR5575026 L-infantum-PP75_WTS_0.06_3
SRX2833328 SRR5575025 L-infantum-PP75_WTS_0.06_2
SRX2833325 SRR5575022 L-infantum-PP75_WTS_0.06_1

Antimon bilesiklerine direncli Leishmania infantum RNAseq verileri

SRX2833324 SRR5575021 L_infantum_PP75_SbR-0.06_2

SRX2833233 SRR5574933 L_infantum_PP75_SbR-0.06_1
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Belirtilen kiitiiphaneler HISAT2 2.2.1 yazilimi kullanilarak L. infantum referans
genomuna hizalandi (Kim et al. 2019). Hizalanan okumalarin SAM dosyalari,
SAMtools (siiriim 1.17) kullanarak BAM dosyalarina doniistiiriildii (Li et al. 2009). Kag
okumanin genomda genlere hizanlandig1 featureCounts Galaxy versiyon 1.6.4
kullanilarak belirlenmistir (Liao et al. 2014). Kiitiiphaneler arasinda farkli ifade olan
genleri belirlemek igin web tabanli DEBrowser analiz platformu kullanildi (Kucukural
et al. 2019).

Transkriptom datamizdaki tiim transkriptlerin gen ifade degerlerini RPKM (reads per
kilobase per million-kilobaz milyon basina okuma) okuma algoritmasina dayanarak
normalize ettikten sonra RPKM degerleri log2’ye donistiiriildii (Mortazavi et al. 2008).
log2 kat degisimi (log2FC) > +1.5 veya (log2FC) <-1.5 degerinde olan ve p degeri

<0,05 olan karsilastirma sonuglar1 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Leishmania tiirlerinde genom c¢apinda PI-PLC gen ailelerini tanimladigimiz
calismamizda, hem L. infantum (Cizelge 4.1) hem de L. major (Cizelge 4.2) i¢in PI-
PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainleri i¢eren 29 gen tamimlandi. Bununla birlikte her iKi
tirde de PI-PLC-X (6), PI-PLC-Y (4) ve C2 (19) domainleri igeren genlerin sayilari

ayn1 bulundu.

Cizelge 4. 1 L. infantum genomunda belirlenen P1-PLC genleri

No | Gene isimleri | RefSeq_Protein ID Protein Tanimi Domain
1 LINJ_22_1530 XP_001465668.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
2 LINJ_30_0680 XP_001466913.1 Karakterize edilmemis protein PI-PLC-X
3 LINJ_30_2970 XP_001467143.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
4 LINJ_35_0040 XP_001468824.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
5 LINJ_36_6220 XP_001469978.1 Putative gliserofosfogi Ildjrejger fosfodiesteraz, EC PI-PLC-X
6 LINJ_28 2250 XP_001470251.1 Putative gliserofosfogillldjéjéer fosfodiesteraz, EC PI-PLC-X
7 LINJ_22_1530 XP_001465668.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
8 LINJ_30_0680 XP_001466913.1 Karakterize edilmemis protein PI-PLC-Y
9 LINJ_30_2970 XP_001467143.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
10 | LINJ_35_0040 XP_001468824.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
11 | LINJ_01_0750 XP_001462688.1 C2 domain igeren protein Cc2

12 | LINJ_06_0730 XP_001463153.1 Karakterize edilmemis protein Cc2

13 | LINJ_13_0350 XP_001464066.1 Karakterize edilmemis protein Cc2

14 | LINJ_13_0650 XP_001464095.2 Karakterize edilmemis protein c2

15 | LINJ_14 1540 XP_001464332.1 Karakterize edilmemis protein Cc2

16 | LINJ_22_1530 XP_001465668.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 Cc2

17 | LINJ_29_2500 XP_001466772.1 Putative kinesin, EC 3.6.4.4 c2

18 | LINJ_30_2970 XP_001467143.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 Cc2

19 | LINJ_31_0710 XP_001467331.1 Karakterize edilmemis protein Cc2

20 | LINJ_31_0810 XP_001467341.1 Putative c2 domain protein Cc2

21 | LINJ 31 0820 XP_001467342.1 Putative c2 domain protein C2

22 LINJ 34 1540 XP_001468525.1 Karakterize edilmemis protein C2

23 | LINJ_34_2370 XP_001468599.2 Karakterize edilmemis protein Cc2

24 | LINJ_35_0040 XP_001468824.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 Cc2

25 LINJ 36 0890 XP_001469520.1 Karakterize edilmemis protein C2

26 LINJ 36 4540 XP_001470010.1 Karakterize edilmemis protein C2

27 | LINJ_36_4530 XP_001470011.1 Karakterize edilmemis protein Cc2

28 | LINJ_28_1300 XP_001470160.1 Copine i-like protein Cc2

29 LINJ 28 2230 XP_001470249.1 Karakterize edilmemis protein C2
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Cizelge 4. 2 L. major genomunda belirlenen PI-PLC genleri

No Gene Isimleri RefSeq_Protein ID Protein Tanimi Domain
1 LMJF_22 1680 XP_001683319.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
2 LMJF_28_2100 XP_001684493.1 Putative gliserofosfogilld;ejéer fosfodiesteraz, EC PI-PLC-X
3 LMJF_30_0660 XP_001684656.1 PDZ domain-containing protein PI-PLC-X
4 LMJF_30_2950 XP_001684901.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
5 LMJF_36_5960 XP_001687184.1 Putative gliserofosfogilld;ejéer fosfodiesteraz, EC PI-PLC-X
6 LMJF_35_0040 XP_003722401.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-X
7 LMJF_22 1680 XP_001683319.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
8 LMJF_30_0660 XP_001684656.1 PDZ domain igeren protein PI-PLC-Y
9 LMJF_30_2950 XP_001684901.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
10 | LMJF_35_0040 XP_003722401.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 PI-PLC-Y
11 | LMJF_06_0700 XP_001680841.1 C2 domain igeren protein C2
12 | LMJF_13_0460 XP_001681790.1 C2 domain igeren protein Cc2
13 | LMJF_13_0760 XP_001681820.1 C2 domain igeren protein C2
14 | LMJF_28 1190 XP_001684401.1 Copine i-like protein Cc2
15 | LMJF_28 2090 XP_001684491.1 C2 domain igeren protein Cc2
16 | LMJF_30_2950 XP_001684901.2 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 c2
17 LMEE_S;{%GSO XP_001685053.1 C2 domain protein c2
18 LM?E_E;;E%YSO XP_001685063.1 C2 domain protein (Putative c2 domain protein) Cc2
19 LM;? 83‘?1'2%790 XP_001685064.1 C2 domain protein (Putative c2 domain protein) Cc2
20 | LMJF_34 1440 XP_001686240.1 C2 domain igeren protein Cc2
21 | LMJF_34 2540 XP_001686357.1 C2 domain igeren protein c2
22 | LMJF_36 0830 XP_001686655.1 Cyclic nucleotide-binding domain igeren protein Cc2
23 | LMJF_36_0850 XP_001686657.1 Karakterize edilmemis protein C2
24 | LMJF_36_4320 XP_001687016.1 Karakterize edilmemis protein C2
25 | LMJF_36_4330 XP_001687017.1 C2 domain igeren protein c2
26 | LMJF_14 1440 XP_001687745.1 Karakterize edilmemis protein c2
27 | LMJF_01_0730 XP_003721595.1 C2 domain igeren protein Cc2
28 | LMJF_29 2390 XP_003722322.1 Putative kinesin, EC 3.6.4.4 c2
29 | LMJF_35_0040 XP_003722401.1 Fosfoinositid fosfolipaz C, EC 3.1.4.11 C2

Belirlenen genlerin protein dizileri, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri agisindan incelendi.

L.

degismektedir.

En kisa

iken en

uzun

infantum i¢in saptanan proteinlerin amino asit sayilart 245 ile 2342 arasinda

protein  XP_001467341.1 proteinin

XP_001462688.1 oldugu tespit edildi. Ote yandan L major tiiriinde en kisa proteinin

(XP_001685053.1) 267 amino asit sayisina sahip oldugu,

(XP_003721595.1) ise 2241 amino asit igerdigi saptandi.
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L. infantum (XP_001462688.1, XP_001467143.2,
XP_001468824.1) tim PI-PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainlerini igerirken, bir
proteinde (XP_001466913.1) PI-PLC-X ve PI-PLC-Y domainlerinin bir arada
bulundugu saptandi. iki proteinde (XP_001469978.1, XP_001470251.1) sadece PI-
PLC-X domaini bulunurken, kalan 16 proteinde ise sadece C2 domaini tespit edildi. L.

genomunda 3  protein

infantum genomunda belirlenen proteinlerin karakteristik 6zelliklerine bakildiginda

izoelektrik odaklanma noktalarinin 4,4 ile 9,46 arasinda degistigi saptandi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4. 3 L. infantum genomunda belirlenen proteinlerin karakteristik 6zellikleri

No | Domain RefSeq_Protein ID | UniProtkB ID quEz,zf;'gnu . gfr‘l’llg"}‘(ﬁliga) nfi"tzllz'gr(‘;‘l)
1 | PI-PLC-X XP_001465668.1 A41027 784 87832,42444 6,67
2 | PI-PLC-X XP_001466913.1 A41594 730 80020,92754 7,85
3 | PI-PLC-X | XP_001467143.2 A4I5X4 737 82370,13674 8,06
4 | PI-PLC-X | XP_001468824.1 A41AQ5 729 82023,15544 731
5 | PI-PLC-X XP_001469978.1 A41E09 316 35993,06494 5,60
6 | PI-PLC-X XP_001470251.1 A413T9 349 39361,76454 9,16
7 | PI-PLC-Y | XP_001465668.1 A41027 784 87832,42444 6,67
8 | PI-PLC-Y | XP_001466913.1 A41594 730 80020,92754 7,85
9 | PI-PLC-Y XP_001467143.2 A415X4 737 82370,13674 8,06
10 | PI-PLC-Y XP_001468824.1 A4IAQ5 729 82023,15544 7,31
11 C2 XP_001462688.1 A4HRI6 2342 2514645384 8,49
12 C2 XP_001463153.1 A4HSW2 739 75202,57454 6,97
13 c2 XP_001464066.1 A4HVH5 497 55638,43804 7,87
14 c2 XP_001464095.2 A4HVK4 2062 217924,4769 9,46
15 C2 XP_001464332.1 A4HWI1 1006 111607,3368 4,40
16 C2 XP_001465668.1 A41027 784 87832,42444 6,67
17 c2 XP_001466772.1 A414V3 589 66120,36534 8,44
18 c2 XP_001467143.2 A4I5X4 737 82370,13674 8,06
19 C2 XP_001467331.1 A416G2 282 32054,65644 8,45
20 C2 XP_001467341.1 AA416H2 245 26660,35144 5,79
21 c2 XP_001467342.1 A4I6H3 288 31097,53124 8,35
22 c2 XP_001468525.1 A419V6 995 106760,9218 6,65
23 C2 XP_001468599.2 A41A30 870 100047,8255 6,88
24 C2 XP_001468824.1 A4IAQ5 729 82023,15544 7,31
25 c2 XP_001469520.1 A4I1CQ1L 1827 198290,0899 6,53
26 c2 XP_001470010.1 A4IEAL 1625 177451,8082 9,12
27 C2 XP_001470011.1 A4IEL2 2193 241394,3246 7,15
28 C2 XP_001470160.1 A413J8 508 55893,65704 6,03
29 C2 XP_001470249.1 A4I3T7 627 69034,32304 579
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L. major genomunda ise 2 protein (XP_003722401.1, XP_001684901.2) her ii¢ PI-
PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainlerini igerdigi belirlendi. Iki adet proteinde
(XP_001683319.1, XP_001684656.1) PI-PLC-X ve PI-PLC-Y domain birlikteligi
saptanirken, baska iki adet proteinde (XP_001684493.1, XP_001687184.1) sadece PI-
PLC-X domaini, kalan 17 proteinde ise sadece C2 domaini oldugu belirlendi. Bu
proteinlerin izoelektrik odaklanmalar1 ise 4,4 ile 9,41 arasinda degismektedir. Tim
proteinlerin amino asit boyutlari, molekiil agirliklar1 ve izoelektrik noktalar1 Cizelge

4.4°de verilmistir.

Cizelge 4. 4 L. major genomunda belirlenen proteinlerin karakteristik 6zellikleri

No Domain RefSeq_Protein ID | UniProtKB ID uzgl;:gu ax‘;:g }((ﬁliga) niﬁﬁlﬁlﬁ?ﬁn
1 PI-PLC-X XP_001683319.1 Q4QBH9 555 61904,41 5,95
2 PI-PLC-X XP_001684493.1 Q4Q855 349 39225,58 8,98
3 PI-PLC-X XP_001684656.1 Q4Q7P2 730 79914,80 7,52
4 PI-PLC-X XP_001684901.2 Q4Q6Z7 737 82276,28 8,43
5 PI-PLC-X XP_001687184.1 Q4Q0G4 316 35639,64 5,50
6 PI-PLC-X XP_003722401.1 E9AEIL 729 82085,37 7,93
7 PI-PLC-Y XP_001683319.1 Q4QBH9 555 61904,41 5,95
8 PI-PLC-Y XP_001684656.1 Q4Q7P2 730 79914,80 7,52
9 PI-PLC-Y XP_001684901.2 Q4Q6Z7 737 82276,28 8,43
10 PI-PLC-Y XP_003722401.1 E9AEIL 729 82085,37 7,93
11 C2 XP_001680841.1 Q4QJ07 737 75123,6003 6,19
12 C2 XP_001681790.1 Q4QGA8 497 55616,409 8,28
13 (67 XP_001681820.1 Q4QG78 2063 218310,84 9,41
14 C2 XP_001684401.1 Q4Q8E7 508 55898,6118 5,79
15 C2 XP_001684491.1 Q4Q857 627 68996,3459 5,88
16 Cc2 XP_001684901.2 Q4Q6Z7 737 82276,2826 8,43
17 C2 XP_001685053.1 Q9BHF8 267 30426,9306 8,11
18 C2 XP_001685063.1 Q9BHE7 274 29920,4955 5,90
19 C2 XP_001685064.1 Q9BHES 288 31370,8878 8,76

20 C2 XP_001686240.1 Q4Q358 995 106554,257 6,34

21 C2 XP_001686357.1 Q4Q2u1 870 100203,099 7,09

22 C2 XP_001686655.1 Q4Q173 1827 197973,853 6,36

23 C2 XP_001686657.1 Q40Q171 888 94912,4471 6,35

24 c2 XP_001687016.1 Q4Q0Y2 2193 241368,479 6,69

25 C2 XP_001687017.1 Q4Q0Y1 1625 177055,367 8,99

26 C2 XP_001687745.1 Q4QFI9 930 103970,895 4,40

27 C2 XP_003721595.1 E9AC64 2241 241670,751 8,47

28 C2 XP_003722322.1 E9AEAL 589 66097,3599 8,67

29 C2 XP_003722401.1 E9AEIL 729 82085,3706 7,93
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Molekiiler agirliklar analiz edildiginde, L. infantum'daki proteinler arasinda molekiiler
agirhgr en diisik olanin 26660,35 kDa (XP_001467341.1), en yiiksek olanin ise
251464,54 kDa (XP_001462688.1) oldugu tespit edildi. L. major'da ise protein
agirliklar1 29920,50 kDa (XP_001685063.1) ile 241670,75 kDa (XP_003721595.1)

e

arasinda degistigi belirlendi.

L. infantum ve L. major tiirlerinde PI-PLC genlerinin kromozomal lokalizasyonu, bu
genlerin farkli kromozomlar iizerinde dagildigin1 gostermistir. En fazla gen ise her iki
tirde de 36. kromozom iizerinde yer almistir. MapGene2Chrom (MG2C) programi
kullanilarak PI-PLC genleri L. infantum ve L. major’iin 12 kromozomunda isaretlenerek
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

L. infantum ve L. major tiirlerinin PI-PLC genlerinde korunmus motif bolgelerini tespit
etmek i¢in Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) online programi kullanildi. L.
infantum’da belirlenen motiflerin varligi veya yokluguna goére C2 domainine sahip
proteinler arasindan 10 tanesi sadece tek bir motif (motif 2) icerirken, iki tanesi ii¢ motif
(motif 1, 2 ve 3) ve dort tanesi ise iki motif (motif 1, 3 veya 2, 4) igeriyordu. Ayrica, Pl-
PLC-Y domaini igeren proteinlerinde ise belirlenen dort motifin hepsi bu proteinlerin
%75’inde bulunurken sadece bir tanesi motif 4’i iceriyordu. Benzer sekilde, PI-PLC-X
domaini igeren proteinlerin motif analizi sonucunda belirlenen dort motifin hepsi bu
proteinlerin %75’inde bulunurken sadece bir tanesinin iki motif (motif 4 ve 5) igerdigi

saptanmugtir (Sekil 4.3).

L. major i¢in de PI-PLC proteinlerinin motif kompozisyonlari belirlenmistir. C2
domainine yer alan proteinler arasinda sadece Motif 1'e sahip 12 adet protein tespit
edilmisgken, 2 proteinin Motif 1, 2 ve 3'e sahip oldugu ve 3 proteinin Motif 1 ile Motif
2'ye sahip oldugu belirlenmistir. PI-PLC-Y ve PI-PLC-X domainlerini igeren
proteinlerde ise belirlenen dort motifin tamaminin bu proteinlerin %75'inde bulundugu

ve sadece bir tanesinin tek bir motif (Motif 4) icerdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 1 PI-PLC genlerinin L. infantum kromozomlarindaki lokasyonlari
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Sekil 4. 2 PI-PLC genlerinin L. major kromozomlarindaki lokasyonlari
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Sekil 4. 3 PI-PLC genlerinin L. infantum kromozomlarinda tahmin edilen motif dagilimi
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Sekil 4. 4 PI-PLC genlerinin L. major kromozomlarinda tahmin edilen motif dagilimi
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L. infantum ve L. major tiirlerinde bulunan PI-PLC gen ailelerinin evrimsel iliskilerini
analiz etmek i¢in bu genlere ait filogenetik agaclar olusturuldu. Filogenetik agag, 2000
bootstrap tekrariyla Neighbor-joining yontemi kullanilarak ¢izildi. Tanimlanan PI-PLC-
X, PI-PLC-Y ve C2 domain igeren proteinlerin alt aileleri kirmizi, yesil, mavi, mor ve

sar1 renklerle belirtildi.

L. infantum’da bulunan PI-PLC gen ailelerinin evrimsel iliskilerini incelemek igin, bu
genlere ait bir filogenetik aga¢ olusturuldu. Analiz sonucunda, PI-PLC gen ailelerinin
bes alt gruba ayrildig: tespit edildi. En genis iiyeye sahip olan Grup 1 yedi liyeden
olusurken, Grup 3 ve Grup 4 alt1 iiyeye, Grup 2 iki liyeye, Grup 5 ise bir iiyeye sahipti.

C2 domainleri, Grup I'de yer alan yedi proteini igermektedir. Bu grupta
XP_001469978.1 ve XP_001464095.2 proteinleri benzer yapiya sahiptir, ayn1 sekilde
XP_001470251.1 ve XP_001470010.1 proteinleri de benzerdir. Bu nedenle,
XP_001470249.1, XP_001466772.1 ve XP_001468599.2 proteinlerinin ayni ortak
aileden geldigi ve benzer yapiya sahip oldugu distiniilmektedir. Grup 2 ise, birbirine
¢ok benzeyen ve aymi atadan geldigi diisiiniilen iki proteini (XP_001462688.1 ve
XP_001468525.1) igermektedir. Grup 3'teki alt1 proteinin hepsi C2 domainine sahipken,
XP_001463153.1 ve XP_001469520.1 proteinleri benzer yapiya sahiptir ve birbirlerine
cok yakindirlar. XP001467341.1 ve XP001467342.1 proteinleri de yakin bir protein
ailesi olustururlar ve ayni kromozom tizerinde bulunurlar. Grup 4, birbirine yakin olan
alt1 proteini igerir ve bu grupta dort protein (XP_001465668.1, XP_001467143.2,
XP_001468824.1 ve XP_001466913.1) PI-PLC-X ve PI-PLC-Y tiim domainlerini
olusturmaktadir. Grup 5'te sadece bir protein (XP_001470011.1) bulunmaktadir (Sekil
4.5).

Filogenetik agag incelendiginde L. major’de bulunan PI-PLC gen aileleri alt1 alt gruba
ayrilmistir. En fazla tiyeye sahip olan Grup 3, bes iiyeyi icermektedir. Grup 1, Grup 2 ve
Grup 6 dort tiyeye sahipken, Grup 4 ve Grup 5 sadece ii¢ liyeye sahiptir (Sekil 4.6).
Elde edilen sonuglar filogenetik olarak bu iki tiiriin amino asit dizilimlerinin farklilik

gosterdigini ortaya koymaktadir.
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XP 001469978 1
_|_ AP 00146400952
AP 001470251 1
KPP 0014700101 |
AP 001470249 1
AP 0014667721
AP 001468599.2
AF 001462688 1
i KP 0014685251 } :
AP 0014631531
AP 0014695201
XFP 001464332 1
XP 001467331 1
AP 001467341 1
XFP 001467342 1
XP 0014700111 ] Vv
XF 0014669131
XP 0014701601
KP 0014640661
XF 0014656681
! XP 001467143 2
AF 001468824 1

0.20

Sekil 4. 5 L. infantum'dan tanimlanan PI-PLC genlerinin filogenetik agaci
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KPP 001684656.1
AF 001680841 .1
AP 0016866551
XF 001687016.1
KPP 001687184.1
XP 001681790.1
AP 001687017 .1
AP 0037223221
AP 001686657 .1
AP 001687745.1
AF 001686240.1 I
KPP 0016844931
XF 001686357 .1
AP 001684491 .1
_[ XP 0037215951 IV
XF 001681820.1
AP 001684901 .2
AP 003722401 .1 v
AP 0016833191
AP 0016844011
AP 0016850531
XP 001685063.1
KPP 001685064.1

Wl

020

Sekil 4. 6 L. major'den tanimlanan PI-PLC genlerinin filogenetik agaci
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Grup 1, 4 protein tarafindan olusturulan C2 domainini icerir. XP_001684656.1 ve
XP_001680841.1 proteinleri yapisal olarak Dbirbirine ¢ok benzemektedir.
XP_001686655.1 ve XP_001687016.1 proteinleri ise neredeyse aynidir ve ayni atadan
geldigini  diisindiirmektedir. Grup 2’de XP_001687184.1 ve XP_001681790.1
proteinleri benzer bir yapiya sahiptir. XP_003722322.1 ve XP_1687017.1 proteinleri
ise birbirlerine olduk¢a yakindir. Grup 3, C2 domaini igeren 5 proteinden olusur.
XP_001686657.1 ve XP_001687745.1 proteinlerinin aym1 atadan geldigi;
XP_001686240.1, XP_001684493.1 ve XP_001686357.1 proteinlerinin ise birbirine
cok yakin oldugu goriilmektedir. Grup 4, ayn1 atadan gelen 3 proteinden olusur ve tlimii
C2 domainine sahiptir. XP_001684491.1, XP_003721595.1 ve XP_001681820.1
proteinleri yapisal olarak aynidir. Grup 5, ayn1 atadan gelen 3 proteinden olusur ve PI-
PLC'nin tiim domainlerine sahiptir. XP_001684901.2, XP_003722401.1 ve
XP_001683319.1 proteinleri yapisal olarak aymidir. Grup 6 da 4 yakin iliskili
proteinden olusur ve hepsi C2 domaini igerir. XP_001685053.1, XP_001685063.1,
XP_001684401.1 ve XP_001685064.1 proteinleri yapisal olarak birbirine benzerdir.

L. infantum’da antimon bilesiklerine karsi duyarli ve direngli kokenler arasindaki gen
ifade degisimleri, daha oOnce yapilmis RNA-dizileme kiitiiphaneleri kullanilarak
belirlendi. Analizler sonucunda, dort gende anlamli ifade degisimleri belirlendi (Cizelge
4.5). Anlamli olarak tanimlanan tiim genler, direngli kokende yiiksek ifade edildi. Dort
gen arasindan {i¢li heniiz tanimlanmamis ve annotasyonu yapilmamistir. Sadece
LINJ_36_6220 geninin annotasyonu yapilmistir. Bu genin hidrolaz aktivitesi oldugu ve
lipid metabolizmasinda rol oynadigit Uniprot veritabaninda belirlenmistir

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A41EQ9/entry).

Cizelge 4. 5 L. infantum genomunda belirlenen proteinlerin karakteristik 6zellikleri

Gene ID Protein Tanimi ifade degisimi (log2) p-degeri

LINJ_34_2370 Karakterize edilmemis protein 1,7 2,19E-38
Putative gliserofosforil diester fosfodiesteraz,

LINJ_36_6220 EC 3.1.4.46 2,0 1,67E-15

LINJ 36 0890 Karakterize edilmemis protein 2,1 5,49E-48

LINJ 36 4530 Karakterize edilmemis protein 2,4 2,33E-56
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5. TARTISMA VE SONUC

Leishmania paraziti ile enfekte olan kum sinegi tarafindan insanlara bulasan
Leishmaniasis, diinyadaki en onemli yedi tropikal hastaliktan biridir. Bu hastaligin
etiyolojisi ve patogenezinde yer alan fosfolipazlarin roliiniin tam olarak anlasilmasi,
yeni ve etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi agisindan potansiyel etkilere sahip
olabilir.

Leishmaniasis, insanlarda ¢esitli klinik formlara sahip olan bir hastaliktir. Hastaliga
genel olarak 20'den fazla Leishmania tiirii sebep olur ve farkli tiirler belirli kum
sinekleri tarafindan tasinir. Hastaligin tanisinda, molekiiler ve serolojik yontemler hizli

ve etkili olmakla birlikte tedaviyle ilgili ¢alismalar hala yetersizdir.

L. infantum ve L. major birgok bilimsel arastirmada en ¢ok calisilan iki Leishmania
tiiriidiir. Yeni nesil dizileme tekniklerinin ve biyoinformatik araglarin gelisimi, bitki ve
hayvan gruplartyla birlikte parazit gibi farkli yapida genetik yapiya sahip canlilarin
genomlarindaki gen ailelerini tanimlamak ve islevlerini aragtirmak i¢in yeni firsatlar
sunmustur. Daha once sinirl sayida parazitte PI-PLC gen ailesi {izerinde g¢aligmalar
yapilmigtir ancak bu ¢alismada L. infantum ve L. major genomlarinda PI-PLC-X, PI-
PLC-Y ve C2 domainleri igeren genler ilk kez tanimlanmis ve fizikokimyasal 6zellikleri
ile filogenetik iligkileri belirlenmistir (Fang et al. 2006, Flammersfeld et al. 2018, Burda
et al. 2021).

L. infantum ve L. major'da fosfolipaz gen ailesinin genom c¢apinda analizini ve
ekspresyonunu karakterize etmek amaciyla yapilan ¢caligmamizda, Leishmania genomu
in siliko olarak analiz edilerek fosfolipaz genlerinin iiyeleri belirlenmistir. L. infantum
ve L. major tiirleri i¢in PI-PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainlerini igeren toplam 29 gen
belirlendi. Her iki tiirde de PI-PLC-X (6), PI-PLC-Y (4) ve C2 (19) domainlerini iceren
gen sayilar1 ayntydi. Bu bulgular, bu iki tiir arasinda fosfolipaz enzimlerinin benzer bir
yapiya ve fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, bu genlerin korunmus
olmasi Leishmania'nin evrimsel siireglerinde ve parazitolojik 6zelliklerinde 6nemli bir

role sahip olabilecegini diisiindlirmektedir.
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Bu galismada, L. infantum ve L. major genomlarinda biyoinformatik araglar kullanilarak
PI-PLC-X, PI-PLC-Y ve C2 domainlerini iceren farkli gen aileleri tanimlanmistir. L.
infantum ve L. major genomunda proteinlerin temel O6zellikleri, protein uzunlugu,
molekiiler agirlik ve izoelektrik noktalar1 gibi faktorler agisindan belirgin farkliliklar
sergilemektedir. Filogenetik analiz incelendiginde, L. infantum'da bulunan PI-PLC gen
ailesinin bes alt gruba, L. major'da bulunan PI-PLC gen ailesinin ise alti alt gruba
ayrildigini tespit ettik. Bu sonuglar, L. infantum ve L. major arasindaki fosfolipaz gen

ailesinin evrimsel olarak farklilastigin1 gostermektedir.

Sayilarmin ayni olmasina karsin niikleotid ve amino asit dizilimlerinin farklilik
gostermesi, L. infantum ve L. major tiirleri arasinda evrimsel siiregte ayrildiklarini
disiindiiren bir durumdur. Saptanan proteinlerin iki tiir arasindaki benzerlikleri ve
farkliliklar1 filogenetik bir aga¢ kullanilarak incelenmistir. Genlerin evrimi sirasinda
korunan dizilere ulasabilmek igin L. infantum ve L. major'daki genlerin motifleri de
incelenmistir. L. infantum proteinleri igin olusturulan filogenetik agag¢, yakin iliskili
proteinlerin ayni aile i¢inde genis bir dagilim gdsterdigini ve yiiksek homolojiye sahip

olduklarii gostermektedir.

L. infantum ve L. major tiirlerinde kromozomlar iizerindeki gen dagilimi incelendiginde,
her iki tiirde de dagilimin ayn1 oldugu gézlemlenmektedir. Bu durum, evrimsel siirecte
bu genlerin yerlerinin korundugunu diistindiirmektedir. Ayrica, genlerin motif analizleri
her iki tiirde de motif dizilimlerinin farkli oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, bir
bakima genlerdeki dizilimlerin evrimsel siirecte degistigini gostermesi agisindan

onemlidir.

Memeli hiicrelerinde, on bir farkli PI-PLC tanimlanmig ve bu enzimler PI-PLC B, vy, o
ve ¢ olmak flizere dort alt ailede gruplandirilmistir. Hayvan PI-PLC proteinlerinde N-
terminalinde bir Pleckstrin Homology (PH) domaini, bir EF-Hand domaini, bir X
domaini, X domaini ile birlikte enzimin katalitik domainini olusturan bir Y domaini ve
C-terminalinde bir C2 domaini olmak iizere korunmus bes domain vardir (Wang 2001).
Bu domainler, istisnasiz olarak tiim organizmalarda ortaktir (Rupwate and Rajasekharan

2012). Sadece hayvan PI-PLC'lerinde bulunan diger korunmus domain, membranlardaki
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PtdIns (4,5) P2'yi tanimak ve baglamaktan sorumlu olan Pleckstrin homoloji (PH)
domainidir (Kavran et al. 1998). Ancak, parazitik protozoonlarda PI-PLC'lerin islevleri

hakkinda siirl bilgi bulunmaktadir.

Fosfolipazlar, enflamasyonu tesvik eden veya immiin hiicre fonksiyonunu inhibe eden
lipid aracilar1 iireterek konak¢i immiin yamtlarimi modiile edebilir. Ornegin,
Toxoplasma gondii'deki fosfolipaz C geninin silinmesi, farelerde azalmis parazit
replikasyonu ve viriilansi ile sonu¢lanmistir (Wilson et al. 2020). Benzer sekilde
Plasmodium falciparum'da fosfolipaz A2 aktivitesinin inhibisyonu, parazit biiytimesini
azaltmig ve antimalariyal ilaglara duyarliligi arttirmistir (Zidovetzki et al. 1993). Bu
bulgular, fosfolipaz genlerine karsi hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi igin bir
strateji olarak dnemli bir potansiyeli vurgulamaktadir. Fosfolipaz genlerinin parazitlerin
patogenezinde kritik bir rol oynamasi, bu genlerin hedef alinarak yeni tedavi yontemleri
gelistirme firsatlarin1 ortaya gikarmaktadir. Bu sekilde fosfolipaz genlerine odaklanan
terapotik  yaklagimlar, parazitlerin kontroliinii saglamada ve parazit kaynakli

hastaliklarin tedavisinde umut verici bir strateji olabilir.

Fosfolipaz genlerinin, parazitlerin viriilanst ve patogenezinde dnemli bir rol oynadigini
gosteren cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalar, fosfolipaz genlerinin
parazitlerin konak hiicreleri istila etmesi ve hiicre i¢cinde ¢ogalmasi i¢in konake1 hiicre
zarlarinin biitiinliigiinii bozarak etkili oldugunu ve parazit-konake iligkilerinde 6nemli
bir rol oynadigini 6ne siirmektedir (Connelly and Kierszenbaum 1985, Thardin et al.
1993). Yapilan bir ¢aligmada, Trypanosoma cruzi'nin amastigot formuna doniisiimiinde
PI-PLC enziminin kritik bir rol oynayabilecegi gosterilmistir (Salto et al. 2002). Baska
bir ¢aligmada ise PI-PLC'nin hem Toxoplasma gondii'nin konak hiicreye invazyonunda
hem de konak hiicrelerden c¢ikisinda rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir. PI-PLC'nin bu
stireclerdeki rolii, parazitin konak hiicreye girisindeki etkinligi ve enfeksiyonun
yayilmasi a¢isindan 6nemlidir (Carruthers et al. 1999, Moudy et al. 2001, Lovett et al.
2002). Bu c¢alismalarin tamamu ¢esitli parazitlerde PI-PLC genleri {izerine odaklanmig
olsa da bizim ¢alismamiz L. infantum ve L. major genomlarinda PI-PLC genlerinin

farkli domainlerini incelemektedir. Bu sayede, bu parazitlerin patogenezinde ve
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enfeksiyon siireglerinde PI-PLC genlerinin rolii hakkinda daha fazla bilgi edinmek

mimkin olabilecektir.

L. infantum tiiriinde antimon bilesiklerine duyarli ve direngli kdkenler arasinda gen
ifade degisimlerini karsilagtirdigimizda, anlamli olarak belirlenen genlerin tiimiiniin
direngli kokenden daha yiiksek ifade degerlerine sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu
genlerin islevlerinin agiklanmasi zor olmakla birlikte, sadece bir genin annotasyonunun
belirlenmis olmas1 bu genlerin ilaca direnglilikle iligkili olabilecegini gostermektedir.
Bu baglamda, L. infantum'daki genlerin antimon direnci altinda ekspresyonlarinin
degistigi ve cevresel olarak olumsuz kosullara tepki vermede potansiyel rolleri
oldugunu  gdstermektedir.  Ilaglar, transkripsiyonel  diizenlemeden  sinyal
transdiiksiyonuna, 6zellesmis proteinlerin ekspresyonu ve aktivasyonuna kadar gesitli
tepkilere neden olabilir. Dolayisiyla, bu alanda yapilabilecek fonksiyonel g¢alismalar ve
genlerin karakterizasyonu hastaligin tedavisine yonelik ipuglar1 sunabilecek potansiyele

sahip olabilir.

Arastirmacilar, Leishmania'daki fosfolipaz genlerinin ekspresyon seviyelerini analiz
ederek bu enzimlerin parazitin biyolojisinde oynadigi rol hakkinda bilgi edinebilirler.
Fosfolipazlarin kii¢iik molekiil inhibitorleri veya diger terapotik ajanlarla hedeflenmesi,
potansiyel olarak parazitin islevini bozabilir ve onu 6ldiirmeye yardimci olabilir. Ancak,
fosfolipazlarin Leishmania'daki roliinii tam olarak anlamak ve bu yaklagimin bir tedavi
secenegi olarak uygulanabilirligini belirlemek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.
Bu calisma, Leishmania parazitlerinde fosfolipazlarin 6nemli bir role sahip oldugunu ve
bu enzimlerin hedeflenmesinin potansiyel bir terapétik —strateji  olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, ileride yapilacak kapsamli caligmalar, bu enzimlerin
etkisini daha ayrintili bir sekilde anlamamiza ve leishmaniasis tedavisinde yeni

terapotik yaklagimlarin gelistirilmesine yardimer olacaktir.

Leishmaniasis, 0zellikle tropikal bolgelerde 6nemli bir saglik sorunu olup, mevcut
tedavi yontemlerinin g¢esitli sinirlamalari bulunmaktadir. Bu nedenle, yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi biiylik bir ihtiyactir. Fosfolipazlar, hiicresel zar yapisinin

diizenlenmesi ve sinyal iletimi gibi O6nemli biyolojik siireclerde rol oynarlar.
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Calismamiz, Leishmania parazitlerindeki fosfolipazlarin karakterizasyonunu ve gen
ekspresyon diizeylerinin analizini saglayarak, bu enzimlerin parazitin biyolojik

stireclerindeki fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile L. infantum ve L. major'daki fosfolipaz gen
ailesini detayli bir sekilde inceleyerek bu genlerin genom capindaki analizini ve

ekspresyonunu karakterize etme imkani elde ettik.

Calisma sonuglarinin, parazitin biyolojisi lizerinde fosfolipazlarin oynadigi rolii daha iyi
anlamamizi saglamasi agisindan onemli oldugunu diisiinmekteyiz. Elde edilen veriler
1s18inda bu  enzimlerin  hedeflenerek parazitin islevinin  bozulabilecegi ve
oldiirtilebilecegi yeni terapotik yaklagimlarin ilerlemesine degerli katkilar sunabilir.
Bununla birlikte, fosfolipaz enzimlerinee dayali yeni tedavilerin gelistirilmesine yonelik
gelecekteki arastirmalar icin onemli bir temel saglama potansiyeline sahip oldugu ve
ileriye doniik yeni tedavi hedeflerine 151k tutabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica bu ¢alisma,
parazitoloji alaninda yeni bir arastirma alan1 agarak, gelecekteki ¢aligmalar i¢cin 6nemli

bir temel olusturabilir.
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