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ÖZ

Leyşmanyazis, hücre içi bir parazit olan Leishmania türlerinin etken olduğu bir hastalıktır. Parazitin 
türlerine ve konakçı immün tepkisine bağlı olarak, hastalıkların üç temel klinik formu; kutanöz, mukoku-
tanöz ve viseral leyşmanyazis olarak adlandırılmaktadır. Kutanöz leyşmanyazis kronik bir hastalık olup ül-
serleşmiş lezyonların varlığı ile karakterizedir. Hastalık sırasında oluşan cilt patolojisi, kısmen enfekte eden 
Leishmania türleriyle, aynı zamanda çeşitli klinik sonuçlara neden olan enflamatuvar ve anti-enflamatuvar 
konak immün yanıt faktörlerinin kombinasyonu ile belirlenmektedir. Bu çalışmada, Leishmania major ve 
Leishmania braziliensis’e karşı doğal dirençli ve duyarlı olan farelerde hastalığın patogenezi ile bağışıklık 
yanıtında rolü olan ve konak-parazit etkileşimlerini belirleyen genleri, moleküler sinyal mekanizmalarını 
ve moleküllerin biyolojik fonksiyonlarını belirlemek amaçlanmıştır. Bunun için, L.major/L.braziliensis ile 
enfekte ve sağlıklı farelerden elde edilmiş yirmi dört doku örneğinin ekspresyon profilini içeren GSE56029 
kodlu transkriptomik veri seti “Gene Expression Omnibus” (GEO) veri tabanından elde edilmiştir. Daha 
sonra, R betiğinde limma paketi ile diferansiyel olarak eksprese edilmiş genler tanımlanmıştır. Analizlerde 
FDR q< 0.05 ve mutlak log2FC> 2 eşik değer olarak kabul edilmiştir. Ardından diferansiyel olarak eksprese 
edilmiş genler için fonksiyonel ve yolak zenginleştirme analizleri “Ingenuity Pathway Analysis” (IPA) ile 
gerçekleştirilmiştir. Anlamlı derecede farklı seviyede eksprese edilen genlerin her biri için p< 0.01, FDR q 
değeri< 0.01 ve mutlak log2FC> 1 kullanılarak IPA 8.0 yazılım programı ile analiz edilmiştir. Bu analizler 
ile en yüksek oranda zenginleştirilmiş yolakların enflamasyon, dendritik hücre olgunlaşması ve TREM-1 
“Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1” (TREM-1) sinyal mekanizmaları olduğu ve bağışıklık 
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sisteminin düzenlenmesiyle ilgili diferansiyel olarak eksprese edilmiş genlerin kutanöz leyşmanyazis seyri 
ile yakından ilişkili olduğu belirlenmiştir. Akım-yukarı regülatör analizi ile dokularda biyolojik aktivitelere 
neden olan gen ekspresyon değişikliklerini açıklayan regülatörün TNF-α, IFNy, IL-1 β, IL-10RA ve “Signal 
Transducer and Activator of Transcription-1” (STAT-1) olduğu öngörülmüştür. Çalışmada ayrıca, anti-
leishmanial etkiye sahip olabilecek kimyasal bileşikler de tanımlanmıştır. Bu çalışma ile direnç/duyarlılık 
fenotipini belirleyen parazit türlerine ve konağa ait mekanizmalar aydınlatılmaya çalışılmıştır. L.major ve 
L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c ve C57BL/6 farelerinde farklılık gösteren gen ekspresyon paternleri, 
sitokin/kemokinler ve sinyal yolaklarının değerlendirilmesi, enfeksiyonun altında yatan potansiyel meka-
nizmaları genetik açıdan daha iyi anlamamızı sağlayacaktır. Bu sonuçların kutanöz leyşmanyazisin tanı 
ve prognoz tahmini için potansiyel biyobelirteçlerin geliştirilmesi ve yeni tedavi hedefleri hakkında bilgi 
sağlaması açısından gelecek çalışmalar için yol gösterici nitelikte olabileceği düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Leishmania spp.; gen ekspresyonu; moleküler sinyal yolağı; yukarı-akım regülatörleri; 
kutanöz leyşmanyazis.

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 q< 0.05 and absolute 
log2FC> 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< 0.01, FDR q< 0.01, and absolute log2FC> 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-1) 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-α, IFNy, IL-1 β, 
IL-10RA 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.

GİRİŞ

Leyşmanyazis, protozoa grubunda yer alan Leishmania parazitinin farklı türlerinin ne-
den olduğu kompleks bir hastalık grubudur. Leishmania türüne göre enfeksiyon kutanöz, 
mukokutanöz veya viseral hastalıkla sonuçlanmaktadır1. Hastalığın kutanöz formu genel-



69MİKROBİYOLOJİ BÜLTENİ

Ulusan Bağcı Ö, Caner A.

likle kendiliğinden sınırlanmakla birlikte, bazen skar dokusuna bazen de ilerleyerek daha 
invaziv olan mukokutanöz formlara dönüşebilmektedir. Mukokutanöz leyşmanyaziste 
mukozaların tutulma ve sekonder bakterilerle enfekte olma eğilimi daha fazla olmaktadır. 
Kutanöz forma en sık L.tropica ve L.major (eski dünya) ile L.braziliensis’in (yeni dünya) 
neden olduğu bilinmektedir. Hastalığın ortaya çıkış şekli etken parazit türüne ve konağın 
bağışıklık yanıtına bağlıdır2. Son 30 yılda L.tropica’nın farelerde deneysel kutanöz leyş-
manyazis (KL) üzerine çok sayıda araştırma yapılmış ve bağışıklık yanıtta rol alan hücre 
tipleri, sinyal yolakları ve tedavide kullanılabilecek ilaç hedefleri gibi çok sayıda veri elde 
edilmiştir3,4. 

Leishmania spp. zorunlu hücre içi parazitler olup, enfeksiyonun kontrol altına alı-
nabilmesi için etkin bir T hücre bağışıklık yanıtı gerektirmektedir. Th1 bağışıklık yanıtı 
baskın olanlarda enfeksiyona karşı direnç görülürken, Th2 bağışıklık yanıtı etkin olan-
lar enfeksiyona karşı duyarlıdır. Bununla beraber, Th1 bağışık mekanizmasında rol alan 
sitokinlerin veya sinyal yolaklarının Leishmania türleri arasında farklılık gösterdiği sap-
tanmıştır. BALB/c fareleri L.major enfeksiyonunu kontrol etmede yetersiz kaldıkları için 
ilerleyici lezyonlar ve sistemik hastalık gelişmesine neden olmaktadır. BALB/c farelerde 
L.major’e karşı baskın olarak gelişen yanıt Th2 olup enfeksiyonda duyarlılığa neden olan 
IL-4 ve IL-10 fazla miktarda sentezlenmektedir5. C57BL/6,8,10 ve CBA gibi bazı farelerin 
L.major’e kromozomal olarak dirençli olduğu gösterilmiştir3. IL-4, IL-5 ve IL-13 aracılı 
Th2 bağışık yanıtı enfeksiyonlara duyarlılığa neden olurken; IL-12 aracılı, IFNγ ve TNF-
α‘nın baskın olarak rol aldığı Th1 bağışık yanıtının enfeksiyonlara karşı dirençten sorumlu 
olduğu bildirilmiştir6,7. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda durumun bu kadar basit ifa-
de edilemeyeceği ve sitokinlerin düzenlenmesinde, duyarlılıkta veya kazanılmış dirençte 
başka mekanizmaların rol oynayabileceği gösterilmiştir3. L.braziliensis, L.major’un aksine 
BALB/c farelerinde geçici, belli belirsiz bir cilt enfeksiyonuna neden olmaktadır8. Ayrıca 
C57BL/6 farelerinin L.braziliensis parazitine karşı doğal olarak dirençli olduğu belirtilmiş-
tir9. Fakat L.braziliensis immünolojisi üzerine yapılmış çalışmaların sayısı oldukça azdır.

Bazı konaklar Leishmania türleri ile enfekte olduğunda semptomlar görülmemekte, an-
cak yine de parazite karşı bağışıklık meydana gelmektedir. Hastalığın bu şekilde sessiz ge-
çirilmesinde özellikle CD4+ hücrelerinin etkinliğini azaltan regülatör T (Treg) hücrelerinin 
(CD4+-CD25+) rolü bulunmaktadır10. Treg hücrelerinin IL-10 düzeyini artırması sonucun-
da konak hücre arjinaz seviyesinde artış olmaktadır. Arjinaz seviyesindeki artış klasik yoldan 
makrofajları aktive eden NO seviyesinde azalmaya neden olmakta ve parazitin büyümesi ve 
proliferasyonunu sağlayan poliaminlerin miktarını artırmaktadır. Bu durumun tersi olarak 
Treg hücre ve IL-10 düzeylerinin azalması durumunda, efektör T hücre fonksiyonlarının 
artışına bağlı olarak lezyon gelişmediği, ancak enfeksiyona karşı gelişen bağışıklığın da kısa 
süreli olduğu belirtilmektedir10-12. Bununla beraber, Leishmania‘ya karşı gelişen bağışık ya-
nıt mekanizmalarının aydınlatılması için Leishmania türlerine duyarlı ve dirençli deneysel 
modellere ve bunların karşılaştırmalarına dair çalışmalara hala gereksinim duyulmaktadır. 

Bu çalışmada, L.major’e doğal dirençli C57BL/6 ile duyarlı olan BALB/c ve L.braziliensis’e 
dirençli olan BALB/c ile C57BL/6 farelerinde hastalığın patogenezinde ve bağışık yanıtta 
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rolü olan ve konak-parazit etkileşimlerini belirleyen genlerin, moleküler mekanizmaları 
ve genlerin/moleküllerin biyolojik fonksiyonlarının saptanması amaçlanmıştır. Böylece 
enfeksiyonun tanısında veya prognozda yol gösterici olabilecek ve ilaç hedefi olarak kul-
lanılabilecek belirteçlerin saptanması hedeflenmektedir. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, 2 Nisan-25 Mayıs 2020 tarihleri arasında gerçekleştirildi. Gen ekspresyon 
profili içeren GSE56029 matriks dosyası Gene Expression Omnibus (GEO; http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veri tabanından elde edildi. Fonksiyonel genomik veriler içeren 
bu mRNA ekspresyon matriksine “GLP6885-Illumina Mouse (Ref-8 v2.0) ekspresyon 
beadchip” platformu ile mikrodizin yöntemi uygulandı. Bu platformdaki veri seti dört 
farklı leyşmanyazis fare modeli ve kontrol gruplarını içeren transkriptomik veriler şeklin-
de sunuldu. GEO veri bankasında, bu verilerin elde edilmesinde gerçekleştirilen deney 
protokolü şu şekildedir; a) L.major ile enfekte olan BALB/c fare grubu (n= 5), b) L.major 
ile enfekte C57BL/6 fare grubu (n= 4), c) 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 üzere 24 fare kullanıldı. Leish-
mania enfeksiyonu, farelerin sağ kulaklarına 1x105 L.major veya L.braziliensis promastigo-
tu enjekte edilerek oluşturuldu ve sonrasında lezyonların gelişimi açısından izlendi. Enfek-
siyonun dördüncü haftasında kulak dokularından ve lezyonlardan alınan örneklerde RNA 
izolasyonu gerçekleştirildi, daha sonra tüm genom ekspresyon profill analizi uygulandı. 
Bu platforma ait ham veriler R programı (www.r-project.org, versiyon 3.6.2) kullanılarak 
ön işlem analizine tabi tutuldu ve normalize edildi. Leishmania ile enfekte ve kontrol gru-
bu farelerin doku örnekleri arasındaki diferansiyel olarak eksprese edilmiş gen (DEG)’leri 
tanımlamak için limma paketi (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/
html/limma.html, versiyon 3.42.2) kullanıldı13. Analizlerde yanlış pozitif oranı [False Dis-
covery Rate (FDR)] q< 0.05 ve mutlak log2 kat değişimi (FC)> 2 eşik değer olarak kabul 
edildi. DEG’lerin potansiyel biyolojik süreçlerini, hücresel bileşenlerini, fonksiyonlarını ve 
moleküler sinyal yolaklarını analiz etmek için Ingenuity Pathway Analizi (IPA) (www.inge-
nuity.com) kullanıldı. Anlamlı derecede farklı seviyede eksprese edilen genlerin her biri 
için p< 0.01, FDR q< 0.01 ve mutlak log2FC> 1 kullanılarak IPA 8.0 yazılım programı ile 
analiz edildi. IPA sonuçları için elde edilen p değeri “Fischer Exact” testi ile değerlendirildi 
ve çoklu hipotez testi düzeltmesi için “Benjamini–Hochberg Correction” testi kullanıldı. 
Kontrol ve Leishmania ile enfekte fareler arasındaki gen ekspresyonlarının fonksiyonel ve 
biyolojik ağ analizini yapmak için “IPA-Core” analizi kullanıldı. DEG’lerin ilişkili oldukları 
moleküler sinyal yolları kanonik yolak analiz verileri ile regülatörler yukarı akım regülas-
yon (Up-stream Regulation) analizi ile tanımlandı. Daha sonra enfekte fare gruplarından 
elde edilen veriler için karşılaştırma analizi uygulandı ve sonuçlar ‘heat-map’ ile göste-
rildi. Grafiklerdeki aktivasyon/inhibisyon durumu Z skorlaması ile (turuncu renk skalası, 
aktivasyon; lacivert renk skalası, inhibisyon) belirlendi. Rengin koyuluğu aktivasyon veya 
inhibisyonun derecesini belirtmektedir. Genler arasındaki moleküler ilişkileri gösteren şe-
killerde; genler “düğüm” olarak sembolize edildi ve iki düğüm arasındaki biyolojik ilişki 
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çizgisel olarak temsil edildi. Düğüm renginin yoğunluğu ekspresyon derecesini (kırmızı 
renk skalası, artmış ekspresyon; yeşil renk skalası, azalmış ekspresyon) göstermektedir. 
Kenarlar, literatürdeki veya IPA veri tabanında depolanan bilgilerden en az bir referansla 
desteklendi.

BULGULAR

Bu çalışmada, Leishmania ile enfekte ve kontrol grubu farelerin doku örnekleri arasında-
ki DEG’ler tanımlanmış, daha sonra bu veriler fonksiyonel zenginleştirme analizi ile değer-
lendirilmiş, enfeksiyonda rol oynayan moleküler sinyal yolakları ve regülatörler birbirleri ile 
karşılaştırılmıştır. Verilerin ön işlem analizi ile total 25697 probtan, genlere karşılık gelen 
25284 veri elde edilmiştir. Bu genlerin log2FC ve FDR değerleri ile örneklerindeki DEG’ler 
belirlenmiştir; kontrol grupları ile karşılaştırılma sonrası, 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 tanımlanmış ve venn şeması ile gösterilmiştir 
(Şekil 1a). Fonksiyonel zenginleştirme analizi sonuçları Şekil 1’de detaylı olarak verilmiştir.

Dört grup fare enfeksiyon modellerine ait gen ekspresyon verileri kanonik yolak analiz 
ile değerlendirilmiştir. Elde edilen moleküler sinyal mekanizmalarının karşılaştırmalı ana-
lizi sonrası; dört grup farede 39 moleküler sinyal mekanizması tanımlanmıştır (absolut 
log p değeri> 1.3 z skoru> 3) (Şekil 1b,c). En yüksek oranda aktivasyonlar; enflamasyon 
sinyal yolağı, dendiritik hücre (DH) olgunlaşması ve “Triggering Receptor Expressed on 
Myeloid Cells 1” (TREM-1) sinyal yolağında saptanmıştır. Enflamasyon sinyal yolağındaki 
en yüksek aktivasyon skoru L.major ile enfekte olan BALB/c farelerinde elde edilmiştir.

DH olgunlaşma yolağının L.major ile enfekte BALB/c’de en aktifken, diğer üç fare mo-
delinde aynı düzeyde aktivasyona sahip olduğu bulunmuştur. Bununla birlikte, TREM-1 
sinyal yolağı L.major ile enfekte fare gruplarında daha yüksek aktivasyon gösterdiği belir-
lenmiştir. Aktivasyon gösteren moleküler sinyal yolaklarının aksine, inhibisyon gösteren 
yolakların sayısı daha az olarak tespit edilmiştir: Kalsiyum sinyal yolağı, “Peroxisome Pro-
liferator Activated Receptor” (PPAR) sinyal yolağı, “Programmed Death-1” (PD-1)/ “PD-
Ligand 1” (PD-L1) sinyal yolağı, “Liver X Receptors-Retinoid X Receptors” (LXR-RXR) 
sinyal yolağı. Bu yolaklardan kalsiyum sinyal yolağı ve LXR/RXR sinyal yolağı L.braziliensis 
ile enfekte olan BALB/c farelerde; PPAR ve PD-1/PDL-1 sinyal yolağı L.major ile enfekte 
olan BALB/c farelerde daha yüksek oranda inhibe olmuştur. Sinyal yolaklarına ait absolut 
log p değerleri Şekil 1c’de gösterilmiş ve en anlamlı değişikliğin DH olgunlaşması, enfla-
masyon ve TREM-1 sinyal yolaklarında olduğu belirlenmiştir. 

Leishmania enfeksiyonuna karşı dirençte T hücre yanıtı önemli rol oynamaktadır. Ka-
nonik yolak analizinde Th1 yolağının yüksek seviyede aktivasyon skoru ve anlamlı istatik-
sel değere sahip olarak bulunmuştur. Th1 hücre yanıtında etkili olan DEG’leri içeren yolak 
şeması Şekil 2’de ayrıntılı olarak gösterilmiştir.

Yukarı akım transkripsiyon regülatörleri, veri kümesinde gözlenen gen ekspresyon 
değişikliklerin açıklamasını ve incelenen dokularda meydana gelen biyolojik aktiviteleri 
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aydınlatmaya yardımcı olabilecek transkripsiyonel regülatörlerin kaskadını tanımlamaktır. 
Leishmania infeksiyonunda yukarı regüle edilmiş DEG’ler için, 47 aktif potansiyel gösteren 
yukarı akım regülatörü tanımlanmıştır (Şekil 3). Fare modellerinde TNF-α, IFN γ, IL-1 β, IL-

Şekil 1. Leishmania enfeksiyonunda rol oynayan DEG’ler ve sinyal yolakları. A. Leishmania ile enfekte farelerde 
DEG’leri gösteren venn şeması. B. Aktivasyon skorlarını (absolut z skoru> 3), C. P değerlerini gösteren heat-map 
grafiği (absolut log p değeri> 1.3).
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CB
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Şekil 2. Leishmania’ya karşı aktif rol oynayan Th1 hücre yanıt yolağı ve bu yolakta yer alan genlerin ekspresyon-
ları (L.major ile enfekte olan BALB/c fare verilerinden elde edilmiştir). Her düğüm farklı bir yolu veya fonksiyonu 
temsil etmektedir. Kırmızı renkli düğümler, veriler içinde yukarı regüle olan DEG’leri; gri renkli düğümler, regülas-
yonunda değişikliklik olmayan genleri; renksiz düğümler, veri içinde olmayan genleri; mavi olan renkli düğümler, 
DEG’lere göre tahmin edilen inhibe olmuş genleri/fonksiyonları; turuncu olan renkli düğümler, DEG’lere göre 
tahmin edilen aktive olmuş düğümleri göstermektedir. Renk yoğunlukları DEG’deki aktivasyon ve regülasyon 
skorunu temsil etmektedir. Kenarlar, IPA tarafından onaylanmış olanlar turuncu (pozitif) ve mavi (negatif) renkler 
ile aktivasyon etkisi kesin olmayanlar gri renk ve aşağı akım molekülü ile uyumlu olmayanlar sarı renk ile ifade 
edilmiştir.
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Şekil 3. Yukarı-akım transkripsiyon regülatörleri. A. Aktivasyon skorlarını (absolut z skoru> 5.5),  
B. P değerlerini gösteren heat-map grafiği (absolut log p> 1.5).
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10RA, ve “Signal Transducer and Activator of Transcription-1” (STAT-1) yukarı-akım regü-
lasyonunun önemli regülatörleri olarak belirlenen DEG’lerdir. Veri kümesinde, bu regüla-
törlerden IL-10RA’nın ekspresyon seviyesi belirgin olarak azalma gösterirken, diğerlerinde 
artış bulunmaktadır.

Leyşmanyazis enfeksiyonlarında fagositoz oldukça etkin bir mekanizmadır. Fagosi-
tozda, enfekte eden parazit türü ve konağa göre farklı sitokin ve kemokinler rol oyna-
maktadır. Tüm fare modellerinde fagositozda etkin rol üstlenen regülatörler Tablo I‘de 
gösterilmiştir. L.major ile enfekte hücrelerde fagositoz süreci Leishmania amastigotları-
nın ekstrasellüler matriks elemanı olan fibronektine (FN) bağlanmasıyla başlamaktadır. 
L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c farelerinde fagositoz sürecinin temelindeki faktör 
“Early Growth Response 1” (EGR1) iken, C57BL/6 farelerinde IL-1 rol oynamaktadır.

IPA bilgi veri tabanı kullanılarak, dört verinin karşılaştırmalı yukarı akış analizinde ilaç ve 
kimyasal bileşikler filtre edilmiştir. Bunun sonucunda, Leishmania enfeksiyon mekanizma-
sında bazı kimyasal bileşiklerin etkili rol oynadığı bulunmuştur. Bu bileşikler enfeksiyonun 
mekanizmasında regülatör olarak etki göstererek bazı fonksiyonları inhibe veya aktive 
edebilmektedir. Bu moleküllerden; imidazol türevi olan SB203580 ve flavonoid türevi 
olan PD98059, “Mitogen Activated Protein” (MAP) kinazı inhibe etmektedir. Alken türevi 
olan UO126 “Extracellular Signal-Regulated Kinases” (ERK) aktivasyonunun ve LY294002 
“Phosphoinositide 3-Kinases” (PI3K)’nin inhibitörleri olarak etki göstermektedir. Bu mole-
küllerin ve dekzametazonun tüm fare modellerinde parazit yükü üzerinde inhibitör etkili 
olabileceği gösterilmiştir (Şekil 4). 

TARTIŞMA

Dünyada 12-15 milyon kişi Leishmania spp. ile enfekte olup, her yıl 1.5 milyon yeni 
kutanöz leyşmanyazis olgusu görülmektedir14. L.major genellikle KL’ne yol açarken, 
L.braziliensis mukokutanöz leyşmanyazis tablosuna neden olmaktadır. Şimdiye kadar fare 

Tablo I. Fagositozda Rol Oynayan Düzenleyiciler

Enfeksiyon Regülatör Fagositozda görev alan moleküller

L.major_BALB/c FN1 ITGAN, IL1β, IFNγ, MMP9, CCL5, TGFβ, CXCL2, NFKBIA, 
TNF, CCL2, CXCL3, CCL4, SPP1, TLR2

L.major_C57BL/6 FN1 IL1B, IFNγ, CCL5, TGFβ1, TNF, CCL2, CXCL3, CXCl2, CCL4, 
NFKBIA, SPP1, TLR2

L.braziliensis _BALB/c EGR1 CCL2, HBEGF, CCL7, FASLG, IL1β, ALOX5AP, MMP9, TGFβ1, 
IL4, CCL3L3, CXCL2, CD44, VCAM1, LYZ, CAV1, TNF, CCL2

L.braziliensis_C57BL/6 IL1 CCL2, IL1β, IFNγ, 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.
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modelleri üzerinde L.major immünolojisini araştıran çalışmalar yapılmış olmasına rağmen 
L.braziliensis ile ilgili az sayıda araştırma bulunmaktadır3,6,8. Bu çalışma ile farelerde du-
yarlılık/direnç fenotiplerine yol açan gen ekspresyon profillerini, moleküler sinyal yolakla-
rını ve bağışıklık mekanizmalarının tanımlanması amaçlanmıştır.

Leishmania enfeksiyonunda T hücre yanıtı oldukça önemlidir. IL-12 ve IFN-γ’nın aktif 
olarak rol aldığı Th1 hücre yanıtında enfeksiyon ya hiç görülmemekte ya da çok hafif 
seyretmektedir. Enfeksiyona karşı dirençte oldukça önemli rol oynayan Th1 hücre ya-
nıtı Şekil 2’de ayrıntılı olarak gösterilmiştir. IL-4 aracılı Th2 hücre yanıtı baskın olduğu 
zaman hastalık şiddetli seyretmekte ve progresyon göstererek sistemik hastalığa yol aça-
bilmektedir. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda durumun bu kadar basit olmadığı ve 
duyarlılık ve direnç fenotipinde farklı sitokin ve kemokinlerin ekspresyon seviyelerindeki 
değişikliklerinin rol oynadığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, parazite karşı gelişen yanıt-
ta hem parazite ait yapıların hem de konak hücre yanıtının önemli olduğu ve bunların 
hastalığın prognozunu etkilediği bildirilmiştir. Bu nedenle, çalışmada iki farklı Leishmania 
türünün iki farklı konakta neden olduğu bağışık yanıtta rol oynayan sinyal yolakları ve 
gen ekspresyonları araştırılmıştır.

L.major ve L.braziliensis ile enfekte farelerde en fazla aktivasyonu enflamasyon sinyal 
yolağı, DH olgunlaşması ve TREM-1 sinyal yolağı göstermiştir. TREM-1 nötrofil, mono-
sit ve makrofajların yüzeyinde bulunan bir transmembran glikoproteindir. TREM-1’in 

Şekil 4. Leishmania enfeksiyonunda rol onayan kimyasal bileşikler A. Aktivasyon skorlarını (abso-
lut z skoru> 5), B. P değerlerini gösteren heat-map grafiği (absolut log p değeri> 1.5).
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nötrofil granüllerinin degranülasyonunu ve dolayısıyla fagositozu artırdığı bilinmektedir. 
Ayrıca, makrofajlarda antijen sunumunu ve T hücre aktivasyonunu da artırmaktadır15. 
Bu çalışmada, enfekte farelerde TREM-1 sinyali enfekte olmayan farelere göre daha aktif 
olup, en fazla aktivasyon skoru L.major ile enfekte farelerde saptanmıştır. Daha önce ya-
pılan bir çalışmada benzer olarak, L.major’e duyarlı BALB/c farelerinde TREM-1 sinyalinde 
istatistiksel olarak anlamlı bir artış saptanmış ve bu sinyalin immün sistemi modüle ettiği 
bildirilmiştir16. Cotter ve arkadaşları17 tarafından yapılan çalışmada iyileşmeyen lezyonlar 
ile karakterize L.major ile enfekte BALB/c farelerinde nötrofillerin ve yüzeylerinde ekspre-
se olan TREM-1 proteinin arttığı ve yüksek düzeyde saptanan TREM-1’in kötü prognoz 
göstergesi olabileceği belirtilmiştir. Bu nedenle, TREM-1 sinyal yolağını hedefleyen ilaç-
lar geliştirilmesinin KL tedavisine faydalı olabileceği düşünülmektedir. DH aktivasyonu 
L.major ile enfekte BALB/c fare dokularında en fazla oranda saptanmıştır. DH’ler profes-
yonel olarak antijen sunan hücreler olup, kazanılmış bağışıklığın merkezi olarak bilin-
mektedir. Leishmania ile karşılaşan DH’ler T hücrelerinin bulunduğu yerlere göç ederek, 
gelişecek bağışıklık yanıtın türünü belirlemektedir. Enfeksiyon ile DH’ler tarafından IL-12 
sentezlenirse bağışık yanıt Th1 yönünde gelişmekte ve parazite karşı direnç meydana gel-
mektedir. Ancak antijen sunumundan sonra IL-4 sentezinde artış görülürse IL-12 sentezi 
baskılanmakta ve enfeksiyona karşı duyarlılık görülmektedir18.

Enfekte olan konak dokularında kalsiyum sinyal yolağının inhibe olduğu saptanmıştır. 
Kalsiyum; Trypanasoma, Leishmania, Plasmodium gibi intrasellüler parazitlerin hayatta kal-
ması için kritik bir molekül olarak belirtilmiştir19. İnhibe olan diğer bir düzenleyici sinyal 
mekanizmasının PPAR yolağı olduğu ve en fazla L.major ile enfekte olan BALB/c farelerinde 
inhibe olduğu gösterilmiştir. PPAR’ların α, β/δ, γ olmak üzere üç alt tipi bulunmakta olup, 
sitokinlerin salgılanmasını düzenleyen transkripsiyon faktörlerini inhibe etmekte ve anti-enf-
lamatuvar özellikler göstermektedir. PPAR-α NF-kB’ye bağlandığı zaman IL-6’nın sentezlen-
mesini engellemektedir20. Enfeksiyonun şiddetli seyrettiği L.major ile enfekte BALB/c’lerde 
antienflamatuvar patern gösteren PPAR sinyal yolağının daha yüksek bir skor ile inhibisyon 
göstermesi ve enflamasyon sinyal yolağının aktivasyon skorunun daha yüksek olması bekle-
nen bir durumdur. Bağışıklıkta T hücre yanıtının uyarılabilmesi için kostimülasyon sinyalleri 
gerekli olup, bu sinyallerden en önemlisi B7-CD28 kompleksidir. Ancak vücudun kendi an-
tijenlerine karşı yanıtın engellenmesi veya oluşan enflamatuvar yanıtın aşırıya kaçmaması 
için PD-1/PDL-1 gibi negatif düzenleyicilerin Th1 hücre yanıtını azalttığı ve Treg hücrelerin 
aktivitesini artırdığı gösterilmiştir21. LXR, RXR ile heterodimer oluşturan, yağ ve glikoz me-
tabolizmasını düzenlemede etkin rolleri olan bir nükleer reseptör ailesidir. Son zamanlarda 
yapılan çalışmalar, bu reseptörlerin metabolizma ve bağışıklığın kesişim noktasında bulun-
duğunu ve anti-enflamatuvar rolleri olduğunu göstermiştir. LXR agonistlerinin T lenfosit, 
makrofaj bağışıklık hücrelerini de kapsayacak şekilde anti-proliferatif özellikler göstermesi 
nedeniyle kanser ve otoimmün hastalıkların tedavisinde kullanılabileceğine dair çalışmalar 
bulunmaktadır22,23. Leishmania ile ilgili yapılan çalışmalarda ise LXR’nin deneysel olarak 
inhibe edilmiş farelerin L.infantum’a dirençli olduğunun saptanması LXR antagonistlerinin 
Leishmania profilaksisinde veya tedavisinde kullanılabileceğini düşündürmektedir24. 
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Leishmania enfeksiyonunda aktif potansiyel gösteren regülatörlerin TNF-α, IFN-γ, IL-
1-β, IL-10RA ve STAT-1 olduğu saptanmıştır. Bu regülatörlerin L.major ile enfekte BALB/c 
farelerde, L.braziliensis ile enfekte BALB/c farelere göre daha yüksek düzeyde eksprese 
olduğu görülmektedir. Bu durum, özellikle IFN-γ açısından şaşırtıcı görünmekle birlikte, 
daha önce yapılan çalışmalarda alınan sonuçlar durumu açıklamaktadır. DeKrey ve arka-
daşları8 tarafından yapılan çalışmada, L.major ve L.braziliensis ile enfekte edilmiş BALB/c 
farelerin lenf nodu aspirasyon örneklerinde IFN-γ ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir 
farklılık saptanmamıştır. Bunun yanında, L.braziliensis ile enfekte farelerde IL-4’ün daha 
düşük seviyede sentezlendiği belirtilmiştir. Sonuçta iki tür arasındaki enfeksiyon seyrin-
deki farklılıkta IL-4’ün sitokin seviyesinin etkili olduğu belirtilmiştir. Veri setinin analizinde 
IL-4 gen ekspresyon seviyelerinde, enfekte BALB/c farelerde belirgin bir artış saptanırken 
enfekte C57BL/6 farelerde azalma saptanmıştır. IL-1β’nin kutanöz leyşmanyazis enfeksi-
yonundaki rolü karışıktır. Bu sitokin Th1 hücre yanıtı ile birlikte konağı koruyucu etkiler 
gösterirken, aynı zamanda enfeksiyon bölgesine nötrofillerin toplanmasını artırarak doku 
hasarını şiddetlendirmekte ve lezyonun ilerlemesine neden olmaktadır25. Bu nedenle, 
enfeksiyona duyarlı olan ve enflamasyonun daha şiddetli seyrettiği L.major ile enfekte 
BALB/c farelerde IL-1β daha fazla eksprese olmaktadır. Paraziter enfeksiyonIarın kontro-
lünde IL-10 düzenleyici roller üstlenmekte olup, anti-enflamatuvar özellikler göstermekte-
dir. T hücreleri üzerinde baskılayıcı fonksiyonları bulunmakta olup Leishmania enfeksiyo-
nundaki lezyonların progresyonundan sorumludur26. Çalışmamızda dört fare grubunda 
da IL-10 seviyesinde azalma görülmüştür.

Çalışmadaki analizler sonucunda Leishmania enfeksiyon mekanizmasında bazı kimyasal 
bileşiklerin inhibitör rol oynadığı bulunmuştur. Bunlardan SB203580 molekülü MAPK’ları 
hedeflemektedir. Leishmania‘da şimdiye kadar tanımlanmış 17 tane MAPK bulunmasına 
rağmen, üç tanesinin (LmaMPK4, LmaMPK7, LmaMPKa10) fosforile olduğu ve amas-
tigotların makrofajlar içerisinde yaşamını devam ettirmesini sağladıkları bildirilmiştir. 
SB203580 molekülünün LmaMPK10’u inhibe ettiği belirtilmiştir27. Buna ek olarak, MAPK 
ailesinden olan ERK’in aktivasyonu IL-10 seviyesinde artışa ve Leishmania’ya karşı duyarlı-
lığa neden olmaktadır. Bu nedenle ERK inhibitörü olan UO126 ve ERK’in pozitif düzenle-
yicisi MEK‘in inhibitörü olan PD98059 moleküllerin tedavide kullanılabilecek ajanlar oldu-
ğu bildirilmiştir28. Leishmania parazitleri makrofajların fagositoz etkisine karşı koymak ve 
hücre içinde yaşamlarını sürdürebilmek amacıyla PI3K yolunu kullanmaktadır. LY294002 
tarafından bu yolağın inhibe edilmesi parazitlerin fagosite edilmesini artırmaktadır29. Ay-
rıca analizler ile dekzametazonun enfekte farelerde parazit yükünü inhibe edebileceği 
saptanmıştır. Nyamao ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada30 L.major ile enfekte 
farelerden dekzametazon ve hidrokortizon uygulanan lezyonlarda belirgin gerileme ol-
duğu, serumlarında IFN düzeylerinin daha yüksek olduğu saptanmıştır.

Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda, Leishmania spp.’ye duyarlı farelerde Th2, dirençli 
farelerde Th1 bağışıklık yanıt tipinin etkin olduğu söylenmiştir. Ancak son zamanlarda 
Leishmania enfeksiyonuna karşı oluşan bağışık yanıtın çok daha kompleks olduğu, direnç/
duyarlılık fenotipini belirleyen parazit türlerine ve konağa ait çok sayıda mekanizmanın 
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olduğu belirtilmiştir. Bu çalışma ile L.major ve L.braziliensis ile enfekte olan BALB/c ve 
C57BL/6 farelerinde farklılık gösteren gen ekspresyon paternleri, sitokin ve kemokinler 
ile sinyal yolakları değerlendirilerek mekanizmalar aydınlatılmaya çalışılmıştır. Bağışıklık 
mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasıyla profilakside ve tedavide kullanılabilecek ilaçlar, 
prognoz göstergesi olabilecek belirteçler saptanabilecek, ihmal edilmiş tropikal hasta-
lıklar listesinde olan KL’in prevalansında ve morbiditesinde azalma sağlanabilecektir. Bu 
çalışmada, yeni tedavi molekülleri için hedef olabilecek genleri içeren sinyal yolakları ve 
inhibitör etki gösteren bileşikler tartışılarak, bunların gelecek çalışmalar için yol gösterici 
nitelikte olabileceği düşünülmektedir. 
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