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Leysmanyazis, hiicre ici bir parazit olan Leishmania turlerinin etken oldugu bir hastaliktir. Parazitin
turlerine ve konakgl immuin tepkisine bagl olarak, hastaliklarin t¢ temel klinik formu; kutanéz, mukoku-
tanoz ve viseral leysmanyazis olarak adlandiriimaktadir. Kutan6z leysmanyazis kronik bir hastalik olup (l-
serlesmis lezyonlarin varlidi ile karakterizedir. Hastalik sirasinda olusan cilt patolojisi, kismen enfekte eden
Leishmania tirleriyle, ayni zamanda cesitli klinik sonuclara neden olan enflamatuvar ve anti-enflamatuvar
konak immiin yanit faktorlerinin kombinasyonu ile belirlenmektedir. Bu ¢alismada, Leishmania major ve
Leishmania braziliensis'e karsi dogal direncli ve duyarli olan farelerde hastaligin patogenezi ile bagisikiik
yanitinda roli olan ve konak-parazit etkilesimlerini belirleyen genleri, molekiler sinyal mekanizmalarini
ve molekiillerin biyolojik fonksiyonlarini belirlemek amaclanmistir. Bunun icin, L.major/L.braziliensis ile
enfekte ve saglikli farelerden elde edilmis yirmi dort doku 6rneginin ekspresyon profilini iceren GSE56029
kodlu transkriptomik veri seti “Gene Expression Omnibus” (GEO) veri tabanindan elde edilmistir. Daha
sonra, R betiginde limma paketi ile diferansiyel olarak eksprese edilmis genler tanimlanmistir. Analizlerde
FDR g< 0.05 ve mutlak log,FC> 2 esik deger olarak kabul edilmistir. Ardindan diferansiyel olarak eksprese
edilmis genler icin fonksiyonel ve yolak zenginlestirme analizleri “Ingenuity Pathway Analysis” (IPA) ile
gerceklestirilmistir. Anlamli derecede farkl seviyede eksprese edilen genlerin her biri icin p< 0.01, FDR q
degeri< 0.01 ve mutlak log,FC> 1 kullanilarak IPA 8.0 yaziim programi ile analiz edilmistir. Bu analizler
ile en yiiksek oranda zenginlestiriimis yolaklarin enflamasyon, dendritik hiicre olgunlasmasi ve TREM-1
“Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1” (TREM-1) sinyal mekanizmalari oldugu ve bagisiklik
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sisteminin diizenlenmesiyle ilgili diferansiyel olarak eksprese edilmis genlerin kutandz leysmanyazis seyri
ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Akim-yukari regilator analizi ile dokularda biyolojik aktivitelere
neden olan gen ekspresyon degisikliklerini aciklayan regiilatoriin TNF-o, IFNy, IL-1 8, IL-TORA ve “Signal
Transducer and Activator of Transcription-1” (STAT-1) oldugu 6ngoérilmustir. Calismada ayrica, anti-
leishmanial etkiye sahip olabilecek kimyasal bilesikler de tanimlanmustir. Bu calisma ile direng/duyarhilik
fenotipini belirleyen parazit tirlerine ve konaga ait mekanizmalar aydinlatiimaya cahgilmistir. L.major ve
L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c ve C57BL/6 farelerinde farkliik gésteren gen ekspresyon paternleri,
sitokin/kemokinler ve sinyal yolaklarinin degerlendirilmesi, enfeksiyonun altinda yatan potansiyel meka-
nizmalari genetik agidan daha iyi anlamamizi saglayacaktir. Bu sonuglarin kutandz leysmanyazisin tani
ve prognoz tahmini icin potansiyel biyobelirteclerin gelistiriimesi ve yeni tedavi hedefleri hakkinda bilgi
saglamasi acisindan gelecek calismalar icin yol gosterici nitelikte olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Leishmania spp.; gen ekspresyonu; molekiiler sinyal yolagi; yukari-akim regdilatérleri;
kutanéz leysmanyazis.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by the genus Leishmania spp., which are intracellular parasites. De-
pending on parasite species and host immune response, there are three basic clinical forms of the disease:
cutaneous, mucocutaneous, and visceral leishmaniasis. Cutaneous leishmaniasis is a chronic disease and
characterized by the presence of ulcerated skin lesions. The type of skin pathology seen during disease is
determined in part by the infecting Leishmania spp., but also by a combination of inflammatory and anti-
inflammatory host immune response factors resulting in diverse clinical outcomes. In this study, it was
aimed to determine the genes, molecular signaling mechanisms and biological functions of the molecu-
les that play a role in the pathogenesis of the disease and immune response and determine host-parasite
interactions in mice that are naturally resistant and susceptible to Leishmania major and Leishmania bra-
Ziliensis. For this, transcriptomic series GSE56029 was downloaded from “Gene Expression Omnibus”
(GEO) data base, including expression profiling of twenty-four tissue samples that were recovered from
both naive mice and mice (BALB/c, C57BL/6) infected with L.major and L.braziliensis. Then, “Differenti-
ally Expressed Genes” (DEGs) were identified by limma package in R script. FDR g< 0.05 and absolute
log,FC> 2 as threshold values were accepted in the analysis. Subsequently, functional and pathway en-
richment analyses were performed for the DEGs by “Ingenuity Pathway Analysis” (IPA). For each of DEGs,
p< 0.07, FDR g< 0.07, and absolute log,FC> 1 were used and analyzed with the software program IPA
8.0. Ingenuity Pathway Analysis revealed the most enrichment pathways to be the inflammation, dendri-
tic cell maturation and “Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1” (TREM-T1) signal mechanisms
and that the DEGs related to the regulation of immune system process were closely associated with the
progress of cutaneous leishmaniasis. The upstream regulator analysis predicted that TNF-a, IFNy, IL-1 §3,
IL-TORA and “Signal Transducer and Activator of Transcription-1” (STAT-1) are the regulators that expla-
ined gene expression changes causing biological activities in the tissues. Chemical compounds that may
have anti-leishmanial effects were also identified in the study. In this study, the mechanisms belonging
to the parasite species and host that determine the resistance/susceptibility phenotype were attempted
to elucidate. Assessment of gene expression patterns, cytokine/chemokines, and signaling pathways in
BALB/c and C57BL/6 mice infected with L.major and L.braziliensis will provide a better understanding of
the potential mechanisms underlying infection from a genetic perspective. These results may guide for
the future studies in terms of developing potential biomarkers for the diagnosis and prognosis prediction
of cutaneous leishmaniasis and providing information about new treatment targets.

Keywords: Leishmania spp.; gene expression; molecular signal pathway; up-stream regulators; cutaneous
leishmaniasis.

GiRiS
Leysmanyazis, protozoa grubunda yer alan Leishmania parazitinin farkl tirlerinin ne-

den oldugu kompleks bir hastalik grubudur. Leishmania tiiriine gore enfeksiyon kutanoz,
mukokutandz veya viseral hastalikla sonuclanmaktadir!. Hastaligin kutanéz formu genel-
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likle kendiliginden sinirlanmakla birlikte, bazen skar dokusuna bazen de ilerleyerek daha
invaziv olan mukokutanoz formlara donusebilmektedir. Mukokutan6z leysmanyaziste
mukozalarin tutulma ve sekonder bakterilerle enfekte olma egilimi daha fazla olmaktadir.
Kutanoz forma en sik L.tropica ve L.major (eski diinya) ile L.braziliensis'in (yeni diinya)
neden oldugu bilinmektedir. Hastaligin ortaya cikis sekli etken parazit tirline ve konagin
bagisiklik yanitina baglidir?. Son 30 yilda L.tropica’nin farelerde deneysel kutanéz leys-
manyazis (KL) tlizerine ¢ok sayida arastirma yapilmis ve bagisiklik yanitta rol alan hiicre
tipleri, sinyal yolaklari ve tedavide kullanilabilecek ila¢ hedefleri gibi cok sayida veri elde
edilmistir®*.

Leishmania spp. zorunlu hiicre ici parazitler olup, enfeksiyonun kontrol altina ali-
nabilmesi icin etkin bir T hiicre bagisiklik yaniti gerektirmektedir. Th1 bagisiklik yaniti
baskin olanlarda enfeksiyona karsi direng gorilirken, Th2 bagisikhk yaniti etkin olan-
lar enfeksiyona karsi duyarlidir. Bununla beraber, Th1 bagisik mekanizmasinda rol alan
sitokinlerin veya sinyal yolaklarinin Leishmania tirleri arasinda farklilik gosterdigi sap-
tanmugstir. BALB/c fareleri L.major enfeksiyonunu kontrol etmede yetersiz kaldiklari icin
ilerleyici lezyonlar ve sistemik hastalik gelismesine neden olmaktadir. BALB/c farelerde
L.major’e karsi baskin olarak gelisen yanit Th2 olup enfeksiyonda duyarlliga neden olan
IL-4 ve IL-10 fazla miktarda sentezlenmektedir’. C57BL/6,8,10 ve CBA gibi bazi farelerin
L.major'e kromozomal olarak direncli oldugu gésterilmistir®. IL-4, IL-5 ve IL-13 aracili
Th2 bagisik yaniti enfeksiyonlara duyarliia neden olurken; IL-12 aracili, IFNy ve TNF-
o'nin baskin olarak rol aldigi Th1 bagisik yanitinin enfeksiyonlara karsi direngten sorumlu
oldugu bildirilmistir®’. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda durumun bu kadar basit ifa-
de edilemeyecegi ve sitokinlerin diizenlenmesinde, duyarlilikta veya kazanilmig direncte
bagka mekanizmalarin rol oynayabilecegi gésterilmistir®. L.braziliensis, L.major'un aksine
BALB/c farelerinde gecici, belli belirsiz bir cilt enfeksiyonuna neden olmaktadir®. Ayrica
C57BL/6 farelerinin L.braziliensis parazitine karsi dogal olarak direncli oldugu belirtilmis-
tir’. Fakat L.braziliensis immiinolojisi Gizerine yapilmis calismalarin sayisi oldukca azdir.

Bazi konaklar Leishmania turleri ile enfekte oldugunda semptomlar goriilmemekte, an-
cak yine de parazite karsi bagisiklik meydana gelmektedir. Hastaligin bu sekilde sessiz ge-
cirilmesinde 6zellikle CD4+ hiicrelerinin etkinligini azaltan regilator T (Treg) hiicrelerinin
(CD4+-CD25+) rolii bulunmaktadir'®. Treg hiicrelerinin IL-10 diizeyini artirmasi sonucun-
da konak hiicre arjinaz seviyesinde artis olmaktadir. Arjinaz seviyesindeki artis klasik yoldan
makrofajlari aktive eden NO seviyesinde azalmaya neden olmakta ve parazitin biylimesi ve
proliferasyonunu saglayan poliaminlerin miktarini artirmaktadir. Bu durumun tersi olarak
Treg hticre ve IL-10 diizeylerinin azalmasi durumunda, efektor T hiicre fonksiyonlarinin
artisina bagli olarak lezyon gelismedigi, ancak enfeksiyona karsi gelisen bagisikigin da kisa
stireli oldugu belirtimektedir'®'2, Bununla beraber, Leishmania‘ya karsi gelisen bagisik ya-
nit mekanizmalarinin aydinlatiimasi icin Leishmania tirlerine duyarl ve direncli deneysel
modellere ve bunlarin karsilastirmalarina dair calismalara hala gereksinim duyulmaktadir.

Bu calismada, L.major'e dogal direncli C57BL/6 ile duyarli olan BALB/c ve L.braziliensis’e
direncli olan BALB/c ile C57BL/6 farelerinde hastaligin patogenezinde ve bagisik yanitta

MiKROBiYOLOJi BULTENi 69




Transkriptomik Veri Yaklasimi ile Kutandz Leysmanyazisteki Molekdler Sinyal Yolaklarin
ve Regllatér Molekdllerin Tanimlanmasi

rolii olan ve konak-parazit etkilesimlerini belirleyen genlerin, molekiler mekanizmalari
ve genlerin/molekiillerin biyolojik fonksiyonlarinin saptanmasi amaclanmistir. Boylece
enfeksiyonun tanisinda veya prognozda yol gosterici olabilecek ve ila¢ hedefi olarak kul-
lanilabilecek belirteclerin saptanmasi hedeflenmektedir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, 2 Nisan-25 Mayis 2020 tarihleri arasinda gerceklestirildi. Gen ekspresyon
profili iceren GSE56029 matriks dosyasi Gene Expression Omnibus (GEO; http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veri tabanindan elde edildi. Fonksiyonel genomik veriler iceren
bu mRNA ekspresyon matriksine “GLP6885-Illumina Mouse (Ref-8 v2.0) ekspresyon
beadchip” platformu ile mikrodizin yontemi uygulandi. Bu platformdaki veri seti dort
farkl leysmanyazis fare modeli ve kontrol gruplarini iceren transkriptomik veriler seklin-
de sunuldu. GEO veri bankasinda, bu verilerin elde edilmesinde gerceklestirilen deney
protokolu su sekildedir; a) L.major ile enfekte olan BALB/c fare grubu (n=5), b) L.major
ile enfekte C57BL/6 fare grubu (n=4), ¢) L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c fare grubu
(n=4), d) L.braziliensis ile enfekte olan C57BL/6 fare grubu (n=5), e) kontrol BALB/c fare
grubu (n= 3), f) kontrol C57BL/6 fare grubu (n= 3) olmak lizere 24 fare kullanildi. Leish-
mania enfeksiyonu, farelerin sag kulaklarina 1x10° L.major veya L.braziliensis promastigo-
tu enjekte edilerek olusturuldu ve sonrasinda lezyonlarin gelisimi acisindan izlendi. Enfek-
siyonun dordiinci haftasinda kulak dokularindan ve lezyonlardan alinan 6rneklerde RNA
izolasyonu gerceklestirildi, daha sonra tim genom ekspresyon profill analizi uygulandi.
Bu platforma ait ham veriler R programi (www.r-project.org, versiyon 3.6.2) kullanilarak
on islem analizine tabi tutuldu ve normalize edildi. Leishmania ile enfekte ve kontrol gru-
bu farelerin doku 6rnekleri arasindaki diferansiyel olarak eksprese edilmis gen (DEG)’leri
tanimlamak icin limma paketi (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/
html/limma.html, versiyon 3.42.2) kullanildi'3. Analizlerde yanlis pozitif orani [False Dis-
covery Rate (FDR)] g< 0.05 ve mutlak log, kat degisimi (FC)> 2 esik deger olarak kabul
edildi. DEG'lerin potansiyel biyolojik siireclerini, hiicresel bilesenlerini, fonksiyonlarini ve
molekiiler sinyal yolaklarini analiz etmek icin Ingenuity Pathway Analizi (IPA) (www.inge-
nuity.com) kullanildi. Anlamli derecede farkh seviyede eksprese edilen genlerin her biri
icin p< 0.01, FDR g< 0.01 ve mutlak log,FC> 1 kullanilarak IPA 8.0 yaziim programi ile
analiz edildi. IPA sonuclari icin elde edilen p degeri “Fischer Exact” testi ile degerlendirildi
ve coklu hipotez testi dlizeltmesi icin “Benjamini-Hochberg Correction” testi kullanildi.
Kontrol ve Leishmania ile enfekte fareler arasindaki gen ekspresyonlarinin fonksiyonel ve
biyolojik ag analizini yapmak icin “IPA-Core” analizi kullanildi. DEG’lerin iliskili olduklari
molekiiler sinyal yollari kanonik yolak analiz verileri ile regllatorler yukar akim regiilas-
yon (Up-stream Regulation) analizi ile tanimlandi. Daha sonra enfekte fare gruplarindan
elde edilen veriler icin karsilastirma analizi uygulandi ve sonuglar ‘heat-map’ ile goste-
rildi. Grafiklerdeki aktivasyon/inhibisyon durumu Z skorlamasi ile (turuncu renk skalasi,
aktivasyon; lacivert renk skalasi, inhibisyon) belirlendi. Rengin koyulugu aktivasyon veya
inhibisyonun derecesini belirtmektedir. Genler arasindaki molekuler iligkileri gosteren se-
killerde; genler “digim” olarak sembolize edildi ve iki digim arasindaki biyolojik iliski
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cizgisel olarak temsil edildi. DUgim renginin yogunlugu ekspresyon derecesini (kirmizi
renk skalasi, artmis ekspresyon; yesil renk skalasi, azalmig ekspresyon) gostermektedir.
Kenarlar, literatiirdeki veya IPA veri tabaninda depolanan bilgilerden en az bir referansla
desteklendi.

BULGULAR

Bu calismada, Leishmania ile enfekte ve kontrol grubu farelerin doku 6rnekleri arasinda-
ki DEG’ler tanimlanmis, daha sonra bu veriler fonksiyonel zenginlestirme analizi ile deger-
lendirilmis, enfeksiyonda rol oynayan molekiiler sinyal yolaklari ve regiilatorler birbirleri ile
karsilastinlmustir. Verilerin 6n islem analizi ile total 25697 probtan, genlere karsilik gelen
25284 veri elde edilmistir. Bu genlerin log,FC ve FDR degerleri ile 6rneklerindeki DEG’ler
belirlenmistir; kontrol gruplar ile karsilastiriima sonrasi, 502 DEG (L.major-BALB/c), 484
DEG (L.major-C57BL/6), 531 DEG (L.braziliensis-BALB/c) ve 452 DEG (L.braziliensis-
C57BL/6) Leishmania ile enfekte farelerde tanimlanmis ve venn semasi ile gosterilmistir
(Sekil 1a). Fonksiyonel zenginlestirme analizi sonuclari Sekil 1°de detayli olarak verilmistir.

Dort grup fare enfeksiyon modellerine ait gen ekspresyon verileri kanonik yolak analiz
ile degerlendirilmistir. Elde edilen molekuler sinyal mekanizmalarinin karsilastirmali ana-
lizi sonrasi; dort grup farede 39 molekiler sinyal mekanizmasi tanimlanmistir (absolut
log p degeri> 1.3 z skoru> 3) (Sekil 1b,c). En yiiksek oranda aktivasyonlar; enflamasyon
sinyal yolagi, dendiritik hiicre (DH) olgunlagsmasi ve “Triggering Receptor Expressed on
Myeloid Cells 1” (TREM-1) sinyal yolaginda saptanmistir. Enflamasyon sinyal yolagindaki
en ylksek aktivasyon skoru L.major ile enfekte olan BALB/c farelerinde elde edilmistir.

DH olgunlasma yolaginin L.major ile enfekte BALB/c’de en aktifken, diger ¢ fare mo-
delinde ayni dlizeyde aktivasyona sahip oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, TREM-1
sinyal yolagi L.major ile enfekte fare gruplarinda daha yiiksek aktivasyon gosterdigi belir-
lenmistir. Aktivasyon gosteren molekiiler sinyal yolaklarinin aksine, inhibisyon gosteren
yolaklarin sayisi daha az olarak tespit edilmistir: Kalsiyum sinyal yolagi, “Peroxisome Pro-
liferator Activated Receptor” (PPAR) sinyal yolagi, “Programmed Death-1” (PD-1)/ “PD-
Ligand 1” (PD-L1) sinyal yolag@i, “Liver X Receptors-Retinoid X Receptors” (LXR-RXR)
sinyal yolagi. Bu yolaklardan kalsiyum sinyal yolagi ve LXR/RXR sinyal yolagi L.braziliensis
ile enfekte olan BALB/c farelerde; PPAR ve PD-1/PDL-1 sinyal yolagi L.major ile enfekte
olan BALB/c farelerde daha ytiiksek oranda inhibe olmustur. Sinyal yolaklarina ait absolut
log p degerleri Sekil 1c’de gosterilmis ve en anlaml degisikligin DH olgunlasmasi, enfla-
masyon ve TREM-1 sinyal yolaklarinda oldugu belirlenmistir.

Leishmania enfeksiyonuna karsi direncte T hiicre yaniti 6nemli rol oynamaktadir. Ka-
nonik yolak analizinde Th1 yolaginin yiksek seviyede aktivasyon skoru ve anlamli istatik-
sel degere sahip olarak bulunmustur. Th1 hiicre yanitinda etkili olan DEG'leri iceren yolak
semasi Sekil 2’de ayrintil olarak gosterilmistir.

Yukari akim transkripsiyon regulatorleri, veri kimesinde gozlenen gen ekspresyon
degisikliklerin aciklamasini ve incelenen dokularda meydana gelen biyolojik aktiviteleri
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Sekil 1. Leishmania enfeksiyonunda rol oynayan DEGler ve sinyal yolaklari. A. Leishmania ile enfekte farelerde
DEGleri gosteren venn semasi. B. Aktivasyon skorlarini (absolut z skoru> 3), C. P degerlerini gdsteren heat-map
grafigi (absolut log p degeri> 1.3).

aydinlatmaya yardimci olabilecek transkripsiyonel reguilatorlerin kaskadini tanimlamaktir.
Leishmania infeksiyonunda yukari regiile edilmis DEG'ler icin, 47 aktif potansiyel gosteren
yukari akim reguilatori tanimlanmustir (Sekil 3). Fare modellerinde TNF-a, IFN y, IL-1 3, IL-
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Sekil 2. Leishmania’ya karsi aktif rol oynayan Th1 hticre yanit yolagi ve bu yolakta yer alan genlerin ekspresyon-
lari (L.major ile enfekte olan BALB/c fare verilerinden elde edilmistir). Her dtigiim farkl bir yolu veya fonksiyonu
temsil etmektedir. Kirmizi renkli diigiimler, veriler icinde yukari regtile olan DEGleri; gri renkli diigiimler, regtilas-
yonunda dedisikliklik olmayan genleri; renksiz diigtimler, veri icinde olmayan genleri; mavi olan renkli diigtimler,
DEG’lere gére tahmin edilen inhibe olmus genleri/fonksiyonlari; turuncu olan renkli diigiimler, DEG lere gére
tahmin edilen aktive olmus diigtimleri gostermektedir. Renk yogunluklari DEG deki aktivasyon ve regiilasyon
skorunu temsil etmektedir. Kenarlar, IPA tarafindan onaylanmis olanlar turuncu (pozitif) ve mavi (negatif) renkler
ile aktivasyon etkisi kesin olmayanlar gri renk ve asagi akim molekiilii ile uyumlu olmayanlar sari renk ile ifade
edilmistir.
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Sekil 3. Yukari-akim transkripsiyon regiilatérleri. A. Aktivasyon skorlarini (absolut z skoru> 5.5),
B. P degerlerini gésteren heat-map grafigi (absolut log p> 1.5).
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Tablo I. Fagositozda Rol Oynayan Diizenleyiciler

Enfeksiyon Regiilator Fagositozda gorev alan molekiiller

L.major_BALB/c FN1 ITGAN, IL1B, IFNy, MMP9, CCL5, TGFB, CXCL2, NFKBIA,

TNF, CCL2, CXCL3, CCL4, SPP1, TLR2
L.major_C57BL/6 FN1 ILTB, IFNy, CCL5, TGFB1, TNF, CCL2, CXCL3, CXCI2, CCL4,
NFKBIA, SPP1, TLR2

L.braziliensis _BALB/c EGR1 CCL2, HBEGF, CCL7, FASLG, IL1p, ALOX5AP, MMP9, TGFp1,
IL4, CCL3L3, CXCL2, CD44, VCAMI1, LYZ, CAV1, TNF, CCL2

L.braziliensis_C57BL/6 IL1 CCL2, IL1B, IFNy, CCL5, CXCL10, SEL1, GASP1, CD40,
CXCL2, VCAM1, LYZ, CHI3L1, CCL2, GTSC, CCL4, ICAM1,

TLR2

ITGAN: Integrin subunit alfa M, MMP9: Mmatrix metalloprotease 9, NFKBIA: Nuclear factor-kappa-B, SPP1:

Secreted phosphoprotein 1, HBEGF: Heparin binding epidermal growth factor, ALOX5AP: Arachidonate 5-lipoxy-

genase-activating protein, LYZ: Lysozyme, CAV1: Caveoline 1, SEL1: Selenoprotein 1, GASP1: G-protein coupled

receptor associated sorting protein, CHI3L1: Chitinase-3-like protein 1.

TORA, ve “Signal Transducer and Activator of Transcription-1" (STAT-1) yukari-akim regu-
lasyonunun onemli regulatorleri olarak belirlenen DEG’lerdir. Veri kiimesinde, bu regiila-
torlerden IL-1TORA'nIn ekspresyon seviyesi belirgin olarak azalma gosterirken, digerlerinde
artis bulunmaktadir.

Leysmanyazis enfeksiyonlarinda fagositoz oldukc¢a etkin bir mekanizmadir. Fagosi-
tozda, enfekte eden parazit tiiri ve konaga gore farkl sitokin ve kemokinler rol oyna-
maktadir. Tum fare modellerinde fagositozda etkin rol Ustlenen regulatorler Tablo I’de
gosterilmistir. L.major ile enfekte hiicrelerde fagositoz sureci Leishmania amastigotlari-
nin ekstraselliler matriks elemani olan fibronektine (FN) baglanmasiyla baslamaktadir.
L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c farelerinde fagositoz sirecinin temelindeki faktor
“Early Growth Response 1” (EGR1) iken, C57BL/6 farelerinde IL-1 rol oynamaktadir.

IPA bilgi veri tabani kullanilarak, dort verinin karsilastirmali yukari akis analizinde ilag ve
kimyasal bilesikler filtre edilmistir. Bunun sonucunda, Leishmania enfeksiyon mekanizma-
sinda bazi kimyasal bilesiklerin etkili rol oynadigi bulunmustur. Bu bilesikler enfeksiyonun
mekanizmasinda regiilator olarak etki gostererek bazi fonksiyonlari inhibe veya aktive
edebilmektedir. Bu molekillerden; imidazol tiirevi olan SB203580 ve flavonoid tirevi
olan PD98059, “Mitogen Activated Protein” (MAP) kinazi inhibe etmektedir. Alken tirevi
olan UO126 “Extracellular Signal-Regulated Kinases” (ERK) aktivasyonunun ve LY294002
“Phosphoinositide 3-Kinases” (PI3K)'nin inhibitorleri olarak etki gostermektedir. Bu mole-
killerin ve dekzametazonun tiim fare modellerinde parazit yiiku tzerinde inhibitor etkili
olabilecegi gosterilmistir (Sekil 4).

TARTISMA

Diinyada 12-15 milyon kisi Leishmania spp. ile enfekte olup, her yil 1.5 milyon yeni
kutanéz leysmanyazis olgusu goériilmektedir'®. L.major genellikle KL'ne yol acarken,
L.braziliensis mukokutan6z leysmanyazis tablosuna neden olmaktadir. Simdiye kadar fare
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Sekil 4. Leishmania enfeksiyonunda rol onayan kimyasal bilesikler A. Aktivasyon skorlarini (abso-
lut z skoru> 5), B. P degerlerini gdsteren heat-map grafigi (absolut log p degeri> 1.5).

modelleri lizerinde L.major immiinolojisini arastiran calismalar yapilmis olmasina ragmen
L.braziliensis ile ilgili az sayida arastirma bulunmaktadir®®8. Bu calisma ile farelerde du-
yarlilik/direng fenotiplerine yol acan gen ekspresyon profillerini, molekdler sinyal yolakla-
rini ve bagisiklik mekanizmalarinin tanimlanmasi amaclanmistir.

Leishmania enfeksiyonunda T hiicre yaniti olduk¢a 6nemlidir. IL-12 ve IFN-y’nin aktif
olarak rol aldigr Th1 hiicre yanitinda enfeksiyon ya hi¢ goriilmemekte ya da cok hafif
seyretmektedir. Enfeksiyona kargi direncte oldukca 6nemli rol oynayan Th1 hiicre ya-
niti Sekil 2’de ayrintili olarak gosterilmistir. IL-4 aracili Th2 hiicre yaniti baskin oldugu
zaman hastalik siddetli seyretmekte ve progresyon gostererek sistemik hastaliga yol aca-
bilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda durumun bu kadar basit olmadigi ve
duyarllik ve direng fenotipinde farkli sitokin ve kemokinlerin ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerinin rol oynadigr gosterilmistir. Bununla birlikte, parazite karsi gelisen yanit-
ta hem parazite ait yapilarin hem de konak hiicre yanitinin 6nemli oldugu ve bunlarin
hastaligin prognozunu etkiledigi bildirilmistir. Bu nedenle, calismada iki farkli Leishmania
tirtntn iki farkh konakta neden oldugu bagisik yanitta rol oynayan sinyal yolaklari ve
gen ekspresyonlari arastiriimistir.

L.major ve L.braziliensis ile enfekte farelerde en fazla aktivasyonu enflamasyon sinyal
yolagi, DH olgunlasmasi ve TREM-1 sinyal yolagi géstermistir. TREM-1 nétrofil, mono-
sit ve makrofajlarin yizeyinde bulunan bir transmembran glikoproteindir. TREM-1‘in
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notrofil granillerinin degranilasyonunu ve dolayisiyla fagositozu artirdigi bilinmektedir.
Ayrica, makrofajlarda antijen sunumunu ve T hiicre aktivasyonunu da artirmaktadir's.
Bu calismada, enfekte farelerde TREM-1 sinyali enfekte olmayan farelere gére daha aktif
olup, en fazla aktivasyon skoru L.major ile enfekte farelerde saptanmistir. Daha 6nce ya-
pilan bir cahismada benzer olarak, L.major'e duyarli BALB/c farelerinde TREM-1 sinyalinde
istatistiksel olarak anlaml bir artis saptanmig ve bu sinyalin immdn sistemi modiile ettigi
bildirilmistir'®. Cotter ve arkadaslar'’ tarafindan yapilan calismada iyilesmeyen lezyonlar
ile karakterize L.major ile enfekte BALB/c farelerinde notrofillerin ve ylzeylerinde ekspre-
se olan TREM-1 proteinin arttigi ve yiiksek dlizeyde saptanan TREM-1‘in kotli prognoz
gostergesi olabilecegi belirtiimistir. Bu nedenle, TREM-1 sinyal yolagini hedefleyen ilac-
lar gelistirilmesinin KL tedavisine faydali olabilecegi dusuiniilmektedir. DH aktivasyonu
L.major ile enfekte BALB/c fare dokularinda en fazla oranda saptanmigstir. DH’ler profes-
yonel olarak antijen sunan hiicreler olup, kazanilmis bagisikhigin merkezi olarak bilin-
mektedir. Leishmania ile karsilagan DH’ler T hticrelerinin bulundugu yerlere go¢ ederek,
gelisecek bagisiklik yanitin tiirini belirlemektedir. Enfeksiyon ile DH’ler tarafindan IL-12
sentezlenirse bagisik yanit Th1 yoniinde gelismekte ve parazite karsi diren¢ meydana gel-
mektedir. Ancak antijen sunumundan sonra IL-4 sentezinde artis gorulirse IL-12 sentezi
baskilanmakta ve enfeksiyona karsi duyarlilik gériilmektedir'®.

Enfekte olan konak dokularinda kalsiyum sinyal yolaginin inhibe oldugu saptanmustir.
Kalsiyum; Trypanasoma, Leishmania, Plasmodium gibi intraselliiler parazitlerin hayatta kal-
masi icin kritik bir molekiil olarak belirtilmistir'®. inhibe olan diger bir diizenleyici sinyal
mekanizmasinin PPAR yolagi oldugu ve en fazla L.major ile enfekte olan BALB/c farelerinde
inhibe oldugu gosterilmistir. PPAR’larin a, /9, y olmak Uzere (g alt tipi bulunmakta olup,
sitokinlerin salgilanmasini diizenleyen transkripsiyon faktorlerini inhibe etmekte ve anti-enf-
lamatuvar ozellikler gostermektedir. PPAR-a. NF-kB’ye baglandigi zaman IL-6'nin sentezlen-
mesini engellemektedir?®. Enfeksiyonun siddetli seyrettigi L.major ile enfekte BALB/c’lerde
antienflamatuvar patern gosteren PPAR sinyal yolaginin daha yuksek bir skor ile inhibisyon
gostermesi ve enflamasyon sinyal yolaginin aktivasyon skorunun daha yiiksek olmasi bekle-
nen bir durumdur. Bagisiklikta T hiicre yanitinin uyarilabilmesi icin kostimiilasyon sinyalleri
gerekli olup, bu sinyallerden en 6nemlisi B7-CD28 kompleksidir. Ancak viicudun kendi an-
tijenlerine karsi yanitin engellenmesi veya olusan enflamatuvar yanitin asiriya kagmamasi
icin PD-1/PDL-1 gibi negatif diizenleyicilerin Th1 hiicre yanitini azalttigi ve Treg hiicrelerin
aktivitesini artirdigi gosterilmistir?’. LXR, RXR ile heterodimer olusturan, yag ve glikoz me-
tabolizmasini diizenlemede etkin rolleri olan bir niikleer reseptor ailesidir. Son zamanlarda
yapilan calismalar, bu reseptorlerin metabolizma ve bagisikligin kesisim noktasinda bulun-
dugunu ve anti-enflamatuvar rolleri oldugunu gostermistir. LXR agonistlerinin T lenfosit,
makrofaj bagisiklik hiicrelerini de kapsayacak sekilde anti-proliferatif 6zellikler gostermesi
nedeniyle kanser ve otoimmuin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine dair calismalar
bulunmaktadir’>23, Leishmania ile ilgili yapilan calismalarda ise LXR'nin deneysel olarak
inhibe edilmis farelerin L.infantum’a direncli oldugunun saptanmasi LXR antagonistlerinin
Leishmania profilaksisinde veya tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir®.
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Leishmania enfeksiyonunda aktif potansiyel gosteren regulatorlerin TNF-a, IFN-y, IL-
1-B, IL-1ORA ve STAT-1 oldugu saptanmistir. Bu regulatorlerin L.major ile enfekte BALB/c
farelerde, L.braziliensis ile enfekte BALB/c farelere gore daha ytliksek diizeyde eksprese
oldugu gorulmektedir. Bu durum, 6zellikle IFN-y acisindan sasirtici gorinmekle birlikte,
daha once yapilan calismalarda alinan sonuglar durumu agiklamaktadir. DeKrey ve arka-
daslari® tarafindan yapilan calismada, L.major ve L.braziliensis ile enfekte edilmis BALB/c
farelerin lenf nodu aspirasyon orneklerinde IFN-y ekspresyon seviyelerinde anlamli bir
farkhhk saptanmamistir. Bunun yaninda, L.braziliensis ile enfekte farelerde IL-4’tn daha
distik seviyede sentezlendigi belirtilmistir. Sonucta iki tiir arasindaki enfeksiyon seyrin-
deki farkhhkta IL-4"ln sitokin seviyesinin etkili oldugu belirtilmistir. Veri setinin analizinde
IL-4 gen ekspresyon seviyelerinde, enfekte BALB/c farelerde belirgin bir artis saptanirken
enfekte C57BL/6 farelerde azalma saptanmistir. IL-1p'nin kutanoz leysmanyazis enfeksi-
yonundaki rolii karigiktir. Bu sitokin Th1 hicre yaniti ile birlikte konagi koruyucu etkiler
gosterirken, ayni zamanda enfeksiyon bolgesine nétrofillerin toplanmasini artirarak doku
hasarini siddetlendirmekte ve lezyonun ilerlemesine neden olmaktadir?®. Bu nedenle,
enfeksiyona duyarli olan ve enflamasyonun daha siddetli seyrettigi L.major ile enfekte
BALB/c farelerde IL-18 daha fazla eksprese olmaktadir. Paraziter enfeksiyonlarin kontro-
linde IL-10 diizenleyici roller Ustlenmekte olup, anti-enflamatuvar 6zellikler gostermekte-
dir. T hiicreleri tzerinde baskilayici fonksiyonlari bulunmakta olup Leishmania enfeksiyo-
nundaki lezyonlarin progresyonundan sorumludur?®. Calismamizda dért fare grubunda
da IL-10 seviyesinde azalma gorulmdastar.

Calismadaki analizler sonucunda Leishmania enfeksiyon mekanizmasinda bazi kimyasal
bilesiklerin inhibitor rol oynadigr bulunmustur. Bunlardan SB203580 molekiillii MAPK'lari
hedeflemektedir. Leishmania’da simdiye kadar tanimlanmis 17 tane MAPK bulunmasina
ragmen, U¢ tanesinin (LmaMPK4, LmaMPK7, LmaMPKa10) fosforile oldugu ve amas-
tigotlarin makrofajlar icerisinde yasamini devam ettirmesini sagladiklari bildirilmistir.
SB203580 molekiiliiniin LmaMPK10’u inhibe ettigi belirtilmistir?’. Buna ek olarak, MAPK
ailesinden olan ERK'in aktivasyonu IL-10 seviyesinde artisa ve Leishmania’ya karsi duyarli-
iga neden olmaktadir. Bu nedenle ERK inhibitorii olan UO126 ve ERK'in pozitif diizenle-
yicisi MEK’in inhibitori olan PD98059 molekiillerin tedavide kullanilabilecek ajanlar oldu-
gu bildirilmistir?®. Leishmania parazitleri makrofajlarin fagositoz etkisine karsi koymak ve
hiicre icinde yasamlarini siirdiirebilmek amaciyla PI3K yolunu kullanmaktadir. LY294002
tarafindan bu yolagin inhibe edilmesi parazitlerin fagosite edilmesini artirmaktadir?®. Ay-
rica analizler ile dekzametazonun enfekte farelerde parazit yikini inhibe edebilecegi
saptanmistir. Nyamao ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada® L.major ile enfekte
farelerden dekzametazon ve hidrokortizon uygulanan lezyonlarda belirgin gerileme ol-
dugu, serumlarinda IFN diizeylerinin daha yuksek oldugu saptanmistir.

Simdiye kadar yapilan calismalarda, Leishmania spp.’ye duyarh farelerde Th2, direncli
farelerde Th1 bagisiklik yanit tipinin etkin oldugu soylenmistir. Ancak son zamanlarda
Leishmania enfeksiyonuna karsi olusan bagisik yanitin cok daha kompleks oldugu, direng/
duyarlilik fenotipini belirleyen parazit tiirlerine ve konagda ait ¢cok sayida mekanizmanin
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oldugu belirtilmistir. Bu calisma ile L.major ve L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c ve
C57BL/6 farelerinde farklilik gosteren gen ekspresyon paternleri, sitokin ve kemokinler
ile sinyal yolaklari degerlendirilerek mekanizmalar aydinlatiimaya cahsilmistir. Bagisiklik
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasiyla profilakside ve tedavide kullanilabilecek ilaglar,
prognoz gostergesi olabilecek belirtecler saptanabilecek, ihmal edilmis tropikal hasta-
liklar listesinde olan KL'in prevalansinda ve morbiditesinde azalma saglanabilecektir. Bu
calismada, yeni tedavi molekdilleri icin hedef olabilecek genleri iceren sinyal yolaklari ve
inhibitor etki gosteren bilesikler tartisilarak, bunlarin gelecek calismalar icin yol gosterici
nitelikte olabilecegi duistintilmektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Herhangi bir hayvan veya insan 6rnegi kullaniimamasi sebebiyle bu calisma icin etik
kurul onayr gerekmemektedir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

1. de Vries HJ), Reedijk SH, Schallig HD. Cutaneous leishmaniasis: recent developments in diagnosis and
management. Am ] Clin Dermatol 2015; 16: 99-109.

2. Andrade-Narvéez F), Vargas-Gonzalez A, Canto-Lara SB, Damian-Centeno AG. Clinical picture of cutaneous
leishmaniases due to Leishmania (Leishmania) mexicana in the Yucatan peninsula, Mexico. Mem Inst
Oswaldo Cruz 2001; 96(2): 163-7.

3. Nahidi S, Gholami E, Taslimi Y, Habibzadeh S, Seyed N, Daverpanah E, et al. The outcome of arginase activity
inhibition in BALB/c mice hosting Leishmania tropica. Parasite Inmunol 2020; 42: e12691.

4. Miramin-Mohammadi A, Javadi A, Eskandari SE, Mortazavi H, Rostami MN, Khamesipour A. Immune
response in cutaneous leishmaniasis patients with healing vs. non-healing lesions. Iran ] Microbiol 2020;
12(3): 249-55.

Reed SG, Scott P. T-cell and cytokine responses in leishmaniasis. Curr Opin Immunol 1993; 5: 524-31.
Bamorovat M, Sharifi I, Aflatoonian MR, Sadeghi B, Shafiian A, Oliaee RT, et al. Host’s immune response in
unresponsive and responsive patients with anthroponotic cutaneous leishmaniasis treated by meglumine
antimoniate: A case-control study of Th1 and Th2 pathways. Int Immunopharmacol 2019; 69: 321-7.

7. Bogdan C, Gessner A, Sollbach W, Rollinghoff M. Invasion, control and persistence of Leishmania parasites.
Curr Opin Immunol 1996; 8: 517-25.

8. DeKrey GK, Lima HC, Titus RG. Analysis of the immune responses of mice to infection with Leishmania
braziliensis. Infect Immun 1998; 66: 827-9.

9. Samuelson ], Lerner E, Tesh R, Titus R. A mouse model of Leishmania braziliensis braziliensis infection
produced by coinjection with sand fly saliva. | Exp Med 1991; 173: 49-54.

10. Belkaid Y, Piccirillo CA, Mendez S, Shevach EM, Sacks DL. CD4+CD25+ regulatory T cells control Leishmania
major persistence and immunity. Nature 2002; 420(6915): 502-7.

11. Guimaraes ET, Santos LA, Ribeiro dos Santos R, Teixeira MM, dos Santos WLC, Soares MBP. Role of
interleukin-4 and prostaglandin E2 in Leishmania amazonensis infection of BALB/c mice. Microbes Infect
2006; 8: 1219-26.

12. DeFranco A, Locksley RM, Robertson M. Immunity. The Immune Response in Infectious and Inflammatory
Disease. Yale ] Biol Med 2007; 80(3): 137.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 79



Transkriptomik Veri Yaklasimi ile Kutandz Leysmanyazisteki Molekdler Sinyal Yolaklarin
ve Regllatér Molekdllerin Tanimlanmasi

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

80

Ritchie ME, Phipson B, Wu D, Hu Y, Law CW, Shi W. Limma powers differential expression analyses for RNA-
sequencing and microarray studies. Nucleic Acids Res 2015; 43(7): e47.

Alvar |, Ve'lez ID, Bern C, Herrero M, Desjeux P, Cano JB, et al. WHO Leishmaniasis Control Team.
Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence. PLoS One 2012; 7: e35671.

Sharif O, Knapp S. From expression to signaling: roles of TREM-1 and TREM-2 in innate immunity and
bacterial infection. Immunobiology 2008; 213: 701-13.

Ulusan O, Mert U, Sadiqova A, Oztiirk S, Caner A. Identification of gene expression profiles in Leishmania
major infection by integrated bioinformatics analyses. Acta Tropica 2020; 208: 105517.

Tacchini-Cottier F, Zweifel C, Belkaid Y, Mukankundiye C, Vasei M, Launois P, et al. An immunomodulatory
function for neutrophils during the induction of a CD4+ Th2 response in BALB/c mice infected with
Leishmania major. | Immunol 2000; 165: 2628-36.

von Stebut E, Belkaid Y, Jakob T, Sacks DL, Udey MC. Uptake of Leishmania major amastigotes results in
activation and interleukin 12 release from murine skin-derived dendritic cells: implications for the initiation
of anti-Leishmania immunity. ] Exp Med 1998; 188(8): 1547-52.

Docampo R, Moreno SN, Plattner H. Intracellular calcium channels in protozoa. Eur ] Pharmacol 2014; 739:
4-18.

Tanaka T, Narazaki M, Masuda K, Kishimoto T. Regulation of IL-6 in immunity and diseases. regulation of
cytokine gene expression in iImmunity and diseases. Adv Exp Med Biol 2016; 79-88.

Habib S, El Andaloussi A, EImasry K, Handoussa A, Azab M, Elsawey A, et al. PDL-1 blockade prevents T cell
exhaustion, inhibits autophagy, and promotes clearance of Leishmania donovani. Infect Immun 2018; 86(6).
Bensinger SJ, Bradley MN, Joseph SB, Zelcer N, Janssen EM, Hausneret MA, et al. LXR signaling couples
sterol metabolism to proliferation in the acquired immune response. Cell 2008; 134: 97-111.

Vedin LL, Lewandowski SA, Parini P, Gustafsson JA, Steffensen KR. The oxysterol receptor LXR inhibits
proliferation of human breast cancer cells. Carcinogenesis 2009; 30(4): 575-9.

Bruhn KW, Marathe C, Maretti-Mira AC, Nguyen H, Haskell ], Tran TA, et al. LXR deficiency confers increased
protection against visceral Leishmania infection in mice. PLoS Negl Trop Dis 2010; 4(11): e866.

Kautz-Neu K, Kostka SL, Dinges S, Iwakura Y, Udey MC, von Stebut E. IL1 signalling is dispensable for
protective immunity in Leishmania-resistant mice. Exp Dermatol 2011; 20: 76-8.

Galdino H, Saar Gomes R, dos Santos JC, Pessoni LL, Maldaner AE, Marques SM, et al. Leishmania (Viannia)
braziliensis amastigotes induces the expression of TNF-a and IL-10 by human peripheral blood mononuclear
cells in vitro in a TLR4-dependent manner. Cytokine 2016; 88: 184-92.

Kumari S, Singh S, Saha B, Paliwal PK. Leishmania major MAP kinase 10 is protective against experimental
L.major infection. Vaccine 2011; 29: 8783-7.

Yang Z, Mosser DM, Zhang X. Activation of the MAPK. ERK, following Leishmania amazonensis infection of
macrophages. ] Immunol 2006; 178: 1077-85.

Ruhland A, Leal N, Kima PE. Leishmania promastigotes activate PI3K/Akt signalling to confer host cell
resistance to apoptosis. Cell Microbiol 2007; 9(1): 84-96.

Nyamao MR, Zipporah OL, Khayeka WC, Bernard NJ, Rebecca WW. Efficacy of glucocorticoids in controlling
Leishmania major infecting Balb/c mice. ] Infect Dis Immun 2014; 6(2): 10-8.

MiKROBIYOLOJi BULTENI



