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Diinya Saglk Orgiitii, yaklasik bir milyar insanin endemik bélgelerde risk altinda oldugunu, son bes
yil icinde bir milyon kutanoz leysmanyazis (KL) olgusunun ve yilda yaklasik 300.000 viseral leysman-
yazis (VL) olgusunun oldugunu bildirmektedir. Her yil yaklasik 20.000 kisinin VL'ye bagh 6ldugi bilin-
mektedir. Tirkiye'de Leishmania tropica’nin ve Leishmania infantum’un neden oldugu KL'de yilda 2500
civarinda olgu bildiriimektedir. Basta Akdeniz ve Ege Bolgesi illerinde olmak lizere diger bircok ilde son
yillarda ortaya cikan olgu ve odaklarda 6nemli oranda artis goriilmesi oénlimiizdeki yillarda enfeksiyon
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hizinin yiikselecegini géstermektedir. Ulkemizdeki KL'nin ana etkeni L.tropica olup tedavide meglumin
antimonat kullaniimaktadir. Bu calismada, antimona direncli ve direncli olmayan L.tropica izolatlarinin
gen ve protein ekspresyonlari karsilastirilarak L.tropica’ya 6zgi antimon direng genlerinin saptanmasi
amaclanmistir. Ulkemizin Ege, Akdeniz ve Giineydogu bélgelerinden antimonat direnci bulunmayan 3
KL hastasindan elde edilmis L.tropica izolatlarinda, laboratuvar ortaminda meglumin antimonata karsi 3
direncli izolat gelistirilmistir. Bu izolatlarin mikroarray yontemi ile gen ekspresyon degisimleri, 2 boyutlu
jel elektroforezi ile protein profilleri ve MALDI-TOF/TOF MS ile ilgili proteinleri tanimlanarak birbirleriyle
karsilastirma yapilmistir. Antimon tedavisine yanit vermemis 10 KL hastasindan elde edilmis L.tropica izo-
latlarina antimon bilesiklerine yonelik direng testleri uygulanmis ve direng gelisiminden sorumlu genlerin
ekspresyonlarini saptamak amaciyla kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmustir.
Ayrica, protein profilleri karsilastirilarak antimon direnci olan ve olmayan izolatlardaki protein ekspresyon
dizeylerindeki farkliliklar belirlenmis ve farklilik saptanan proteinlerin tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Bu
calismalar sonucunda, L.tropica izolatlarinin antimon bilesiklerine karsi direng gelistirilen izolatlarinda, di-
reng gelistirmesinde enolaz, “Elongation factor-2 (EF-2)”, “Heat shock protein 70 (HSP 70)”, tripanotyon
rediiktaz, protein kinaz C ve metalo-peptidaz proteinlerinin rol oynadigi saptanmis ve hastalardan alinan
dogal direncliizolatlarda da benzer ekspresyon degisimi gosterilmistir. Sonug olarak, tGlkemizdeki L.tropica
izolatlarinin deneysel olarak cok kisa siirede meglumin antimonata (Glucantime®) karsi direnc kazandigi
saptanmustir. Ulkemizde yasayan ve yurt digindan iilkemize giris yapan KL hastalarinin yetersiz ve eksik
tedavi gérmesi durumunda, direncli suslarin ve olgu sayisinin hizla artabilecegi ve direncli leysmanyazis
odaklarinin olusabilecegi 6ngorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Leishmania tropica; direng; Tiirkiye; direng genleri; proteomiks.
ABSTRACT

World Health Organization reported that approximately one billion people are at risk in endemic
areas, one million cases of cutaneous leishmaniasis (CL) and approximately 300,000 cases of visceral le-
ishmaniasis (VL) were reported per year in the last five years. The number of deaths due to VL is reported
to be approximately 20,000 per year. Approximately 2500 cases/year have been reported as CL, caused
by Leishmania tropica and Leishmania infantum, in Turkey. The significant increase observed in many cities
mainly in the provinces of Mediterranean and Aegean regions in cases and foci in recent years, suggests
that there may be an increase in this infections in the following years as well. In Turkey, the causative
agent of CL is L.tropica and meglumine antimoniate is used in the treatment of CL. We aimed to deter-
mine antimony resistance genes specific for L.tropica by comparing the gene and protein expressions
of antimony-resistant and non-resistant L.tropica strains. L.tropica isolates obtained from 3 CL patients
without antimonate resistance from Aegean, Mediterranean and Southeastern regions of Turkey were
provided to transform into 3 resistant isolates against meglumine antimony in the laboratory conditions.
Gene expression alterations by microarray method; protein profiles by two-dimensional gel electrop-
horesis (2D-PAGE) and relevant proteins by MALDI-TOF/TOF MS of these isolates were accomplished
and compared. L.tropica isolates from 10 CL patients who did not respond to antimony therapy were
analyzed for resistance to antimonial compounds and quantitative real-time polymerase chain reaction
was performed to detect the expression of genes responsible for resistance development. Moreover,
differences in protein expression levels in isolates with and without antimony resistance were determined
by comparing protein profiles and identification of proteins with different expression levels was carried
out. Enolase, elongation factor-2, heat shock protein 70, tripanthione reductase, protein kinase C and
metallo-peptidase proteins have been shown to play roles in L.tropica isolates developing resistance
to antimonial compounds and similar expression changes have also been demonstrated in naturally
resistant isolates from patients. In conclusion, it was revealed that L.tropica strains in our country may
gain resistance to meglumine antimoniate in a short time. It is foreseen that if the patients living in our
country or entering the country are treated inadequately and incompletely, there may be new, resistant
leishmaniasis foci that may increase the number of resistant strains and cases rapidly.

Keywords: Leishmania tropica; resistance; Turkey; resistance genes; proteomics.
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Turkiye'de Kutantz Leysmanyazis Etkeni Leishmania tropica’da Antimon
Diren¢ Mekanizmasinin Belirlenmesi

GiRiS
Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gére, bugiin 98 (ilkede yaklasik bir milyar insan

endemik bdlgelerde risk altinda yasamaktadir. Yilda 200.000 kutanoz leysmanyazis (KL)
ve yaklasik olarak 300.000 viseral leysmanyazis (VL) olgusu bildirilmektedir'.

VL tanisinda da KL'de oldugu gibi mikroskopi, kiltiir ydontemi, serolojik yontemler ve
molekiiler yéntemler kullanilabilmektedir?.

Son 50 yildir pentavalan antimon bilesikleri olan sodyum stiboglukonat (Pentostam®)
ve meglumin antimonat (Glucantime®) tedavide ilk secenek olarak kullaniimaktadir. Bu
ilaclarin uzun sure damar yoluyla verilmesi gerekmekte, toksik etkiler de gosterdikleri
gibi etkileri de degisken olabilmektedir. Son yillarda bu ilaglara karsi 6zellikle Hindistan’in
kuzeyinde direncin arttig bildirilmektedir. Tedavide ikinci secenek olan amfoterisin B'de
damar yoluyla verilmektedir ve bobrekler Gizerine belirgin toksisite gostermektedir. Hin-
distan’daki VL'ye etkili oldugu gosterilen yeni ajanlar arasinda yer alan lipozomal amfo-
terisin B ise damar yoluyla kullanilmakta, ancak daha az sayida enjeksiyon gerektirmekte
ve daha iyi tolere edilmektedir, ancak tedavisi oldukca pahalidir. Diger yeni bir ajan olan
miltefosin ise oral yolla kullanilmaktadir ancak teratojen etki gosterebilmektedir>.

Antimoniyallerin Leishmania parazitlerinin glikozomunda gerceklesen glikoliz ve yag
asidi reaksiyonlarinin metabolik yollarini engelledigi distinilmektedir. Antimonlar ATP
ve GTP olusumunu da engellemektedir. Pentavalan antimonlar konak hiicreye (makro-
faj) ve hicre icinde bulunan amastigotlara fagolizozom veya sitosol yoluyla girmekte-
dir. Antimona duyarl hiicrelerin icinde tripanotiyon rediiktaz artmakta ve hiicre igin-
deki artan metale baglanmaktadir. Metal tiyol birlesigi MRPA tarafindan hiicre disina
atilmaktadir. Metale direncli Leishmania izolatlarinda total tiyoliin (sistein, glutatyon ve
tripanotyon) arttigi bulunmustur. Biiylime fazinda direncli izolatlarda glikoz tasiyici geni-
nin baskilanarak hiicrenin glikoz kullanimini azaltabildigi de bildirilmektedir. Leishmania
donovani lizerine yapilan bir calismada tripanotyon rediiktaz enziminin arttigi bu enzi-
min de metallere baglanip bilesik seklinde hiicre disina atilmasini sagladigi bulunmustur.
Leishmania amazonensis Uzerine yapilan diger bir calismada ise, hipotetik protein olan
LmjF26.2680’in distik bulundugu belirtilmistir. Bu proteinin direncte indirekt bir rol oy-
nayarak hiicre metabolizmasini yavaslattigi distiniilmektedir. Sonug olarak parazit, baz
genlerini baskilayarak veya daha fazla calismasini saglayarak, bazi enzimleri daha az veya
daha cok tireterek ilaclara karsi direng gelistirmeye calismaktadir®>.

Duyarli ve direncli sahadan toplanan L.tropica izolatlarindan elde edilen mRNA kullani-
larak “komplementer DNA-amplified fragment length polymorphism (cDNA-AFLP)” ve
kantitatif gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yakla-
simi kullaniimis ve iki bilinen genin, protein yikiminda rol oynayan ubiquitin ve aminoasit
aliminda rol oynayan aminoasit permeazin (AAP3) direncte rol oynadigi bildirilmistir.
gRT-PCR ile direncli izolatlarda ubiquitinde 2.54 kat, AAP3'te ise 2.86 kat artig oldugu
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Uzerinde durulmustur. Bu sonuclar, bu iki genin daha fazla indiiklenmesinin potansiyel
olarak dogal antimon direncinde rol oynayabileceklerine isaret etmektedir. Ayni grup
tarafindan gerceklestirilen ve ayni yaklagimla L.tropica’nin sahadan toplanmis izolatlari
ile yapilan diger calismada ise direncte rol oynayabilecek bes gen aquaglyceroporin; ATP
baglayici kaset tasiyici; fosfogliserat kinaz mitojen aktif edilmis protein kinaz ve protein
tirozin fosfotaz olabileceg@i Uzerinde durulmustur. Farkli cografyalarda yasayan parazitle-
rin farkl direng mekanizmasi gelistirebilecegi bildirilmistir®”.

Bu calismada, tlkemizdeki KL ana etkeni olan yerli L.tropica izolatlarinda antimona kar-
sl diren¢ genlerinin saptanmasi amaclanmistir. Bu amacla, antimona direncli ve direncli
olmayan L.tropica izolatlarinin gen ve protein ekspresyonlari karsilastirilarak L.tropica’ya
0zgu antimona kargi direng genleri saptanmaya calisiimistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Saglk Bilimleri Etik Kurulu
onay! ile gerceklestirildi (Tarih: 31.07.2013 ve Karar no: 20.478.486/213).

Hastalardan izolatlarin Elde Edilmesi ve Genotiplendirilmesi

iki kiir antimon tedavisi ile iyilesmemis olan Sanlurfa (n= 3), Mardin (n= 1), Diyarbakir
(n= 1), Hatay (n= 3), Osmaniye (n= 1) ve Aydin (n= 1) illerinden toplam 10 KL hastasinin
derisinden alinan klinik 6rnek NNN ve zenginlestirilmis besiyerlerine (Z besiyeri) (sut ve
karaciger ekstresi eklenerek zenginlestirilmis NNN besiyeri) ekim yapilarak direncli 10
adet L.tropica susu elde edildi (Tablo I). Ayrica tir tayini icin molekuler yontemlerde cali-
silmak Gzere hastalardan alinan lezyon orneklerinin “High Pure PCR Template Preparati-
on Kit (Roche, Almanya)” ile DNA izolasyonu yapildi. Klinik rnekten yapilan izolasyonun
yani sira Uretilen promastigotlardan da DNA izolasyonlari yapildi. Orneklere ITS1 problu
gercek zamanl qRT-PCR testi uygulandi®. Genotiplendirme yapilan 10 izolat, ilk lireme
gerceklestikten sonra daha fazla miktarda tretmek amaciyla RPMI-1640 besiyerinde Ure-
tildi. Ekim yapilan flaskler 25°C’lik etlivde inkiibe edildi ve parazitlerin cogalmasi takip
edilerek 2-3 giinde bir besiyerinin eklenmesiyle 10 ml promastigot iceren besiyerleri elde
edilerek calismalarda kullanildi®.

Leishmania tropica izolatlarinin Meglumin Antimonata Direncli Hale Getirilmesi

Tek megluim antimonat tedavisi ile iyilesmis olan ve yukaridaki bolimde anlatilan
yontemle de genotiplendirilip L.tropica olduklari teyit edilen ti¢ 6rnek direng gelistiriimek
Uzere oncelikle tek dusurilerek klonal cogaltildi. Cogaltilan tek koloni parazitlerden Ureti-
len bu 3 izolata “Direncsiz Normal izolat (DNI)” ismi verildi. Ayrica, bu 3 izolatin in vitro
olarak besiyerlerine meglumin antimonat bilesiginin haftada 10 mg/ml bes hafta bunu
takiben haftada 50 mg/ml bes hafta artan konsantrasyonlarda eklenmesiyle 300 mg/ml
ilac konsantrasyonlarinda yasayan direncli suslari [Direncli izolat (DI)] gelistirildi'®'". Bu
3 DI ve 3 DNI calismalarimizda kullanilmak tzere sivi azotta saklandi (Tablo 11, III).
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Tablo I. Antimona Direngli Kutanéz Leysmanyazis Hastalari

D 1 (Sanhurfa) Dort yasinda kiz hasta, sag yanaginda 3 cm capinda 6 aydir bir adet lezyonu
vardi. ince yayma preparatlarinda amastigot gériildii. Z besiyerinde promasti-
gotlar uretildi.

Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 2 (Osmaniye) 21 yasinda erkek hasta, sol kolunda 1 cm capinda 1.5 yildir lezyonu vardi. ince
yayma preparatlarinda amastigot gorildii. Z besiyerlerinde promastigotlar
Uretildi.
Hasta 3 kez tedavi aldi.

D 3 (Hatay) 13 yasinda kiz hasta, sol kulaginda 2 cm blytkligiinde sekiz aydir devam eden
lezyonu vardi. ince yayma preparatlarinda amastigot goriildii. Z besiyerlerinde
promastigotlar tretildi.

Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 4 (Aydin) Doért yasinda kiz hasta, alin bolgesinde 1 cm capinda bes yildir olan lezyonu
vardi. ince yayma preparatlarinda amastigot goriildii. Z besiyerlerinde promas-
tigotlar uretildi.

Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 5 (Mardin) 15 yaginda kiz hasta, burun ucunda 2 cm capinda 10 aydir pembemsi kirmizi
plakli lezyonu vardi. ince yayma preparatlarinda amastigot gériildi. Z besi-
yerinde promastigotlar uretildi.

Hasta 3 kez tedavi aldi.

D 6 (Hatay) Ug yasinda erkek hasta, yanaginda 1 cm ¢apinda 12 aydir devam eden lezyonu
vardi. ince yayma preparatlarinda amastigot gériildii. Z besiyerinde promastig-
otlar uretildi.

Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 7 (Sanhurfa) 26 yasinda erkek hasta, elinde ve bileginde ortasi kabuklu kizark kabartilarla
karakterize 0.5 ve 2 cm caplarda sekiz aydir devam eden lezyonlar vardi. ince
yayma preparatlarinda amastigot gorildi. Z besiyerinde promastigotlar uretildi.
Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 8 (Hatay) 33 yasinda kadin hasta, kollarinda ve ellerinde cok sayida lezyon vardi. ince
yayma preparatlarinda amastigot gorildi. Z besiyerinde promastigotlar uretildi.
Hasta 2 kez tedavi aldi.

D 9 (Diyarbakir) 11 yasinda kiz hasta, burun sirtinda atrofik skarin alt periferinde kurutlu paptler
lezyon, G¢ aydir 1 cm capinda lezyonu vardi. iki yil 6nce primer lezyon olusmus
bir yilda iyilesmis. Skar dokusunun kenarinda ii¢ ay once yeni lezyon gelismis.
ince yayma preparatlarinda amastigot gériildi. Z besiyerinde promastigotlar
uretildi.

Hasta 3 kez tedavi aldi.
D 10 (Sanlurfa) Dokuz yasinda erkek hasta, burnunda bes yildir 2 cm capinda lezyonu vardi. ince

yayma preparatlarinda amastigot gorildi. Z besiyerinde promastigotlar uretildi.
Hasta 2 kez tedavi aldi.

in Vitro Meglumin Antimonata Karsi Direng Testleri

KL hastalarindan elde edilmis direncli 10 izolat ile in vitro olarak diren¢ gelistirilen 3
izolat ve bu 3 izolatin direngsiz orijinal halleri olmak (izere toplamda 16 L.tropica izolati-
nin meglumin antimonata olan duyarhliklarini belirlemek icin in vitro olarak XTT hiicre
proliferasyon analizi testleri uygulandi'®'3. Deneyler 3 kez tekrarlanarak sonuclarin or-
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Tablo Il. Antimona Direngsiz Kutanéz Leysmanyazis Hastalari

DNI-1 (Manisa) 18 yasinda kadin hasta, burun sag yaninda 6 aydir lezyonu vardi. ince yayma
preparatta amastigotlar gorildi. NNN besiyerinde promastigotlar goruldi.
Hasta ilk kez sark cibani tedavisi aldi.

DNI-2 (Sanhurfa) 23 yaginda kadin hasta, elinde 6 adet 5 mm biyukliglinde bes aydir lezyonu
vardi. Ince yayma preparatta amastigotlar gorildii. NNN besiyerinde promas-
tigotlar goruldi. Hasta ilk kez sark cibani tedavisi aldi.

DNI-3 (Hatay) 48 yasinda erkek hasta, sag kolda bir yildir lezyonu vard. Ciftcilikle ugragiyor-
du. Ince yayma preparatta amastigotlar ve NNN besiyerinde promastigotlar
gorildu. Hasta ilk kez sark cibani tedavisi ald.

DNI: Direngsiz normal izolat.

Tablo IIl. in Vitro Direnc Gelistirilen [zolatlar
DI-1

DI-1, DI-2 ve DI-3 meglumin antimonat bilesiginin haftada 10 mg/ml bes hafta
DI-2 bunu takiben haftada 50 mg/ml bes hafta artan konsantrasyonlarda eklenmesi-
DI-3 yle 300 mg/ml ila¢ konsantrasyonlarinda yasayan direncli suslardir.

DI: Direngli izolat.

talamasi alindi. Pozitif ve negatif kontrol gruplari olarak ise ilag eklenmemis ve eklenmis
besiyerlerinde referans izolat olan MHOM/AZ/1974/SAF-K27'nin reme yogunluklari
kullanildi. XTT analizinde sigmoid doz respons analizi ile meglumin antimonatin etkisi
belirlendi. Gruplar arasi karsilastirmasi ortalama degerlerin Students’ t testi analizi ile ger-
ceklestirildi ve FDR duzeltmesi uygulandi. Anlamlilik derecesi olarak p< 0.05 kabul edildi.

izolatlarda Meglumin Antimonata Karsi Direngte Etkili Olan Genlerin Arastiriimasi

mRNA profillemesi icin antimona duyarli olan DNI-1, DNI-2, DNI-3 ve ayni izolatlarin
laboratuvarda in vitro olarak direncli hale getirilmis suglar DI-1, DI-2, DI-3 ile referans
izolat olan MHOM/AZ/1974/SAF-K27'nin parental total RNAlari, “RNeasy mini kiti (Qi-
agen, Almanya)” kullanilarak saflastirildi ve transkriptom mikroarray analizi yapildi. Re-
ferans sus temel alinarak gen ekspresyonlarinin kat degisimleri Students’ t testi analizi
gerceklestirildi; p degerleri hesaplandi ve “false discovery rate (FDR)” diizeltmesi yapildi.
Referans susa gore anlamli ve ekspresyon kat degisimleri +4 log olan genlerin direng
gelisiminde rol oynadigi kabul edildi.

Leishmania izolatlarinda Proteomik Arastirmalar

Antimona duyarli olan DNI-1, DNI-2, DNI-3 ve bunlann direncli suglarn DI-1, DI-2,
DI-3 ile sahada hastalardan elde edilen dogal direncli izolatlar D1, D2, D3, D4, D5, D6,
D7, D8, D9 ve D10’un proteinleri izole edilerek 2D-PAGE ile ayristirildi. Yurtitme islemi
sonucunda protein spotlari Coomassie Brillant Blue boyama teknigi ile goriinir hale geti-
rildi ve bu sekilde her bir 6rnege ait protein profili olusturuldu. Orneklerin jel gériintiileri
karsilastinldi ve ifadelenme diizeyinde farkhlik belirlenen protein spotlar ilgili jellerden
kesildi. DI-1 ve DNI-1, DI-2 ve DNI-2, DI-3 ve DNI-3 ile dogal direncli izolatlarin kesilen
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protein spotlari tripsin enzimi ile muamele edildikten sonra ilgili proteinlere ait peptitler
elde edildi ve bu peptitler MALDI-TOF/TOF MS ile analizlendi. Kitle spektrometresi anali-
zi sonucunda elde edilen veriler Mascot tarama programi (V2.4, Matrix Science) yardimi
ile NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) prote-
in veri tabani taranarak tanimlandi.

Diren¢ Gelisiminde Etkili Gen ifadelerinin Dogrulanmasi

Diren¢ gelisiminden sorumlu oldugu belirlenen 6 genin 10 klinik 6rnek izolatindaki
gen ifadeleri gercek zamanli kantitatif ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) ile belirlendi. Klinik 6rneklerden elde edilen L.tropica izolatindan total RNA izolas-
yonu RNeasy Mini Kiti kullanilarak kit manueline gore gergeklestirildi. Total RNA'lari elde
edilen klinik izolatlardan 2 ug/ml olacak sekilde cDNA Sentez Kiti kullanilarak cDNA sen-
tezleri gerceklestirildi.

2 pl cDNA, PCR kangimindan 7 pl ve ilgili gene 6zgu tarafimizdan tasarlanan 2 ileri
ve geri primerler SYBR Green | floresan boyasi kullanarak gen ifadesi qRT-PCR yontemi
ile amplifiye edildi. L.tropica’ya 6zgu housekeeping genler olan 18S ribozomal RNA (18S
rRNA) ve Cyclophilin A (CYPA) gen ifadeleri de ayni yéntem ile cogaltildi'®'>. Klinik &r-
neklerdeki gen ifadelerinin kargilastiriimasi AA®t yéntemi ile gerceklestirildi ve klinik or-
neklerdeki gen ifadesindeki degisimler belirlendi.

Direnc gelisimine etkili olan genlerin gen ekspresyon Ct degerleri saptamak icin 6 ge-
nin ve 2 “housekeeping” genin primerleri tasarlanarak caligildi.

BULGULAR

Calismaya alinan iki kiir antimon tedavisi ile iyilesmemis olan 10 dogdal direncli izola-
tin hem klinik ornekteki amastigotlarindan elde edilen DNA’lari hem de besiyerlerinde
uretilen promastigotlardan elde edilen DNA'lari ile Leishmania parazitinin ITS1 bdlgesine
0zgu tasarladigimiz primer ve problar ile gercek zamanli PCR tir tanimlamasina yonelik
calismalar sonucunda L.tropica’ya uygun erime egrisi gosterdigi saptanmis ve L.tropica
oldugu teyit edilmistir (Sekil 1).

Meglumin antimonata karsi yapilan iki direng testi olan hemositometre ile sayilarak
direncin belirlenmesi ve XTT hiicre proliferasyon analizi testlerinin calismaya alinan 3
direncli olmayan DNI-1,DNI-2, DNI-3 ve bunlarin direncli hale getirilmis olan 3 izolati
DI-1,DI-2, DI-3 ile en az iki kir antimon tedavisi ile iyilesmemis olan 10 dogal direncli
D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10 izolatlarinin in vitro meglumin antimonata
karsi yapilan iki direng testinin de paralel sonug verdigi gorilmistir. DNI suslarinda ve
meglumin antimonat kontrol gruplarinda 12.5 pg/ml dozda canlilik saptanmamistir (p>
0.05). DI suslarinda ise 300 ug/ml dozda ilagsiz kontrole benzer canhlik gozlenmistir (p<
0.05). Dogal direncli izolatlarda ise 50 pg/ml ve daha dustik dozlarda anlamli canhlik
saptanmistir (p< 0.05). Meglumin antimonata in vitro olarak direng gelistirilen izolatlarda
bu direncin gelistigi hastalardan elde edilen 10 dogal direncli klinik susta direngsiz suglara
gore antimona anlamli olarak direncli (p< 0.05) olduklari saptanmustir (Sekil 2-4).
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L.tropica kontrol ve klinik érnekler
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Sekil 1. izolatlarin promastigotlarindan elde edilen DNAlarin PCR erime edrileri.
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Sekil 2. Isik mikroskobunda hemositometre lami 48 saatteki parazit sayisi (10%/ml).

Referans izolat olan MHOM/AZ/1974/SAF-K27 temel alinarak DNI-1, DNI-2 ve DNI-3
ve bunlarin direncli olan suslari DI-1, DI-2 ve DI-3’te tim gen ekspresyonlari saptanmistir
ve direng gelistirilen suslarda genel olarak ekspresyon artisi gozlenmistir (Sekil 5-7).
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Sekil 3. XTT yéntemi ile 48 saatteki kolormetrik olarak parazitlerin canlilik testlerinin absor-
bans degerleri (10%/ml).
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Sekil 4. XTT y6ntemi ile 48 saatteki kolormetrik olarak parazitlerin % canlilik degerleri (10%/
ml).
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genes
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Sekil 5. DNI-1 ve direngli susu DI-1’in gen ekspresyonlari karsilastiriimasi.
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Sekil 6. DNI-2 ve direngli susu DI-2'nin gen ekspresyonlari karsilastirimasi.
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Sekil 7. DNI-3 ve direncli susu DI-3'tin gen ekspresyonlari karsilastiriimasi.

DI-1 ve DNI-1, DI-2 ve DNI-2, DI-3 ve DNI-3 6rneklerinin 2D-PAGE ile olusturulan pro-
tein profillerinin karsilastiriimasi sonucu ifadelenme diizeyinde farkhlik belirlenen protein
spotlart MALDI-TOF/TOF MS ile analizlenerek ilgili proteinler tanimlanmugstir (Sekil 8).
Ayrica KL hastalarindan elde edilmis dogal direncli 10 L.tropica izolatinda da ifadelenme
dizeyinde farkhlik gézlenen proteinler MALDI-TOF/TOF MS ile tanimlanmistir.

Direng gelisimi ile ilgili olarak yapilan tim calismalarin sonuglari birlikte degerlendiril-
diginde; karsilastirma yapilan jeller arasindaki ilgili spotlarin renk siddeti, dogal direncli
izolatlarin direncsiz izolatlara gore protein ifadelenmelerindeki degisim, protein verita-
bani taramasi sonucu tanimlanan protein skor degerleri ve kontrole gére anlamli gen
ifadelenme degisimleri ile 6 genin direng gelisiminde 6nemli rol oynadigi ve etkili oldugu
seklinde degerlendirilmistir (Tablo 1V).

Tablo IV. Diren¢ Gelisiminde Etkili Olan Genler ve Biyolojik Islevleri

Direng gelisiminde etkili olan genler Biyolojik islev
1. Enolaz Metabolik enzim
2. Elongasyon faktor 2 Protein biyosentezi
3. Heat shock protein 70 Saperon (protein katlanmas)
4. Tripanotyon rediiktaz Antioksidan/Detoksifikasyon
5. Aktif protein kinaz C reseptori (LACK) Metabolik enzim
6. Metalo-peptidaz Metabolik enzim
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Tablo V. Diren¢ Gelisiminde Etkili Olan Genlerin Gen Ekspresyon Ct Degerleri
Tripanotyon Protein Metalo-

18SRNA CYPA Enolaz  EF-2 rediiktaz kinaz C  peptidaz HSP70
RF-1 16.08 14.66  20.00 18.74 20.50 20.00 22.50 20.00
DNI-1 16.18 1435 1999 18.62 20.79 19.50 23.10 19.35
DNI-2 16.14 14.53  20.01 18.68 20.60 19.45 22.60 19.45
DNI-3 16.22 1451 1996 18.75 20.72 19.48 23.20 19.40
DI-1 16.22 14.45 17.03 14.20 18.01 17.20 20.10 17.50
DI-2 16.32 1456 17.02 14.25 18.12 17.25 20.11 17.62
DI-3 16.27 1431 17.02 14.23 18.07 17.23 20.15 17.40
D1 16.13 14.87 1710 1490 18.11 17.26 20.20 17.45
D2 16.23 14.55 17.09 14.83 18.09 17.20 20.30 17.36
D3 16.19 1450 17.23 14.82 18.10 17.35 20.28 17.55
D4 16.23 1557 17.22 1497 18.10 17.33 20.40 17.60
D5 16.38 15.03 1713 1493 18.17 17.40 20.35 17.49
D6 16.49 14.55 1717 1499 18.25 17.39 20.33 17.49
D7 16.60 1413 1718 1498 18.22 17.35 20.37 17.60
D8 16.54 1446 17.25 14.87 18.21 17.42 20.48 17.70
D9 16.63 1448 1712 14.88 18.25 17.40 20.29 17.50
D10 16.53 1439 1740 15.00 18.28 17.55 20.25 17.85

Direng gelisiminde etkili oldugunu belirledigimiz 6 genin ve 2 “housekeeping” genin
ekspresyonunun Ct degerleri, 22t Ct ve kat degisim degerleri DNI, DI ve dogal direncli
izolat gruplarinda tarafimizdan belirlenen primerler kullanarak saptanmig ve kat degisimi
degerleri referans izolata (RF-1) gore belirlenmistir (Tablo V-VII).

Direng gelisiminde etkili oldugunu belirledigimiz 6 proteine ait genlerin gen ekspres-
yonu DNI’larda referans izolata (RF-1) gore benzer bir ekspresyon gostermistir. DI ve
dogal direncli izolatlarda ise enolaz gen ekspresyonunun ortalama 8.0 kat (6.57-10.09),
EF-2 gen ekspresyonunun ortalama 17.32 kat (13.44-23.49), tripanotyon rediiktaz gen
ekspresyonunun ortalama 6.29 kat (5.49-8.64), protein kinaz C reseptori (LACK) gen
ekspresyonunun ortalama 5.35 kat (4.50-7.11), metalo-peptidaz gen ekspresyonunun
ortalama 6.47 kat (5.56-7.89) ve HSP70 gen ekspresyonunun ortalama 4.43 kat (3.50-
5.64) anlamli artis (p< 0.05) gosterdigi saptanmistir.

TARTISMA

Leysmanyaziste 50 yildan fazla bir stiredir beg degerlikli antimon bilesikleri olan sod-
yum stiboglukonat (Pentostam®) ve meglumin antimonat tedavide ilk secenek olarak kul-
lanilmaktadir. Son yillarda bu ilaglara karsi tiim diinyada direng gériilmeye baslanmistir'®.

MiKROBIYOLOJi BULTENI 455




Turkiye'de Kutantz Leysmanyazis Etkeni Leishmania tropica’da Antimon

Diren¢ Mekanizmasinin Belirlenmesi

Tablo VI. Direng Gelisimine Etkili Olan Genlerin Gen Ekspresyon 24t Ct Degerleri

Tripanotyon Protein Metalo-
Enolaz EF-2 rediiktaz kinaz C peptidaz HSP70
RF-1 0.04 0.10 0.03 0.04 0.01 0.04
DNI-1 0.04 0.10 0.02 0.05 0.00 0.06
DNI-2 0.04 0.10 0.03 0.06 0.01 0.06
DNI-3 0.04 0.10 0.02 0.06 0.00 0.06
DI-1 0.31 2.20 0.16 0.27 0.04 0.22
DI-2 0.33 2.28 0.16 0.29 0.04 0.22
DI-3 0.30 2.08 0.15 0.26 0.03 0.23
D1 0.33 1.52 0.16 0.30 0.04 0.26
D2 0.31 1.47 0.15 0.29 0.03 0.26
D3 0.27 1.44 0.15 0.25 0.03 0.22
D4 0.40 1.91 0.22 0.37 0.04 0.31
D5 0.37 1.71 0.18 0.31 0.04 0.29
D6 0.32 1.44 0.15 0.27 0.04 0.26
D7 0.28 1.31 0.14 0.25 0.03 0.21
D8 0.30 1.55 0.15 0.26 0.03 0.22
D9 0.34 1.60 0.15 0.28 0.04 0.26
D10 0.26 1.38 0.14 0.23 0.04 0.19

Tablo VII. Direng¢ Gelisimine Etkili Olan Genlerin Gen Ekspresyon RF-1’e Gdre Kat Degisimi Degerleri

Tripanotyon Protein
Enolaz EF-2 rediiktaz kinaz C  Metalo-peptidaz HSP70
DI-1 7.78 22.61 6.22 5.26 6.57 4.09
DI-2 8.43 23.49 6.20 5.46 7.01 4.05
DI-3 7.60 21.46 5.78 4.99 6.15 4.25
D1 8.31 15.60 6.51 5.65 6.87 4.75
D2 7.76 15.18 6.11 5.46 5.94 4.69
D3 6.82 14.81 5.88 4.77 5.84 3.98
D4 10.09 19.61 8.64 7.11 7.89 5.64
D5 9.39 17.61 7.19 5.91 7.14 5.32
D6 8.03 14.86 5.99 5.24 6.37 4.68
D7 7.16 13.44 5.49 4.84 5.56 3.90
D8 7.49 15.93 6.07 5.06 5.66 3.99
D9 8.52 16.43 6.13 5.33 6.71 4.76
D10 6.57 14.16 5.62 4.50 6.45 3.50
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Sekil 8. Direncli izolatlar ile direngsiz izolatlarin 2D-PAGE ile olusturulan protein
profillerinin karsilagtirimasi.

Antimonun Leishmania tirlerinin amastigot ve promastigot formlari lizerinde etkili
olabilmesi icin U¢ degerlikli antimon (Sblll) formuna indirgenmesi gerekmektedir. Bu
indirgenmenin enzimatik ve enzimatik olmayan tepkime ile iki sekilde oldugu varsayil-
maktadir. Enzimatik olmayan reaksiyonda, spermidin, sistein, glutatyon ve tripanotyon
gibi parazit tiyolleri rol oynamaktadir. Enzimatik reaksiyonda ise, indirgeyici madde ola-
rak glutatyona gerek duyan tiyol bagiml rediiktaz 1 ve arsenat rediiktaz enzimleri ta-
nimlanmistir. Antimonun Ug¢ degerlikli hale indirgenme reaksiyonu hem parazit hem de
makrofaj hiicresinde gerceklesmektedir. Glutatyon, antimonun indirgenmesinde birincil
olarak rol alan tiyoldlr ve bu indirgenme tepkimesi, makrofajin endozom, lizozom ve
fagolizozom gibi asidik pH'ya sahip bélgelerinde daha yiiksek hiz ile gerceklesmektedir'”.
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Calismamizda direncli izolatlarda ytikseldigi saptanan enolaz (metabolik enzim-gliko-
liz), EF-2 (protein biyosentezi), HSP 70 (saperon-protein katlanmasi), tripanotyon reduk-
taz (antioksidan/detoksifikasyon), aktif protein kinaz C reseptori (metabolik enzim-sinyal
iletimi), metalo-peptidaz (metabolik enzim-peptit yikimi)'in Leishmania metabolizmasin-
daki yerleri diistinulerek tilkemizdeki KL etkeni L.tropica izolatlarinin antimon bilesiklerine
karsi olasi diren¢ mekanizmasinin gelismesini asagidaki sekilde aciklayabiliriz.

Enolaz, glikolizle iliskili bir enzimdir. Leishmania tirlerinde enerji tretimi temel olarak
glikoliz ve aminoasit metabolizmasiyla gerceklesmektedir. Enolaz, hiicresel islev icin haya-
ti onem tagiyan glikoliz ve glikoneogenezis asamalarinda D-2-fosfogliserat (2PGA) ve fos-
foenolpiriivatin (PEP), tersinir doniistiirilmesinden sorumlu enzimdir'®. Hiicre ici yerle-
sen Leishmania amastigotlari, amino sekerleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilirken
bu enzimden yararlanmaktadir'®. Yapilan calismalarda da, antimona direncli Leishmania
tiirlerinde enolazin fazla miktarda salgilandigi bildirilmistir?®. Calismamizda enolazin, an-
timon duyarli izolatlara gére antimon direncli izolatlarda ve dogal direncli 10 L.tropica
izolatinin olusturdugu klinik izolatlar grubunda ekspresyonun arttigi saptanmustir.

Elongasyon faktor 2 (EF-2), translasyon mekanizmasinda gorev alan bir proteindir.
Bu protein, ribozom icerisinde olusmaya baslayan polipeptit zincirinin translokasyonu-
nu arttirmaktadir. EF-2'nin farkh Leishmania tirlerinde direng fenotipine etki ettigi vur-
gulanmustir. EF-2 protein ekspresyonu, antimon (SbV) direncli L.donovani suslarinda ve
direncli L.panamensis ve L.infantum suslarinda direngsiz suslara gore daha fazla oldugu
gosterilmistir?®2!. Calismamizda, L.tropica’nin direngsiz izolatlarina gére direncli izolatlar-
da belirgin olarak EF-2'nin hem protein hem de gen ekspresyonlarinin arttigini saptadik.
Antimon ile karsilagan direncli parazitler, protein sentezini ve buna baglh olarak antimona
karsi savunma mekanizmalarinda rol alan proteinlerin miktarini arttirarak, ilacin kendisine
verdigi zararli etkilerini azaltmaya calistigi disintlmdastar.

Hucreler, 1s1 ya da ilag gibi stres kosullarina maruz kaldiklarinda, HSP’ler huicreyi zararh
cevresel etkilerden korumaktadir. Antimon direncli hale getirilen Leishmania tiirlerinde ve
klinik izolatlarinda HSP70 ve/veya HSP83 gibi HSP’lerin normalden fazla eksprese edildigi
bildirilmis ve ila¢ direnciyle iliskilendirilmistir?2. Isi, radyasyon, enfeksiyon, kimyasal ve
biyokimyasal stres dahil cesitli stres faktorleri altinda HSP70 proteinlerinin yapimi muh-
temelen hatali katlanmis proteinlere baglanarak stres kosullarinda hiicre korumasini sag-
layabilmektedir?3. Calismamizda, L.tropica’nin direngsiz izolatlarina gére gerek direncli
izolatlarda gerekse direncli klinik izolatlarda HSP-70’in hem protein hem de gen ekspres-
yonlarinin arttigini saptadik. Direncli olmayan L.tropica suslari HSP70 gen ekspresyonu
ve protein translasyonunu yeterli oranda saglayamazken direncli L.tropica suglar sagka-
hm amaciyla HSP70 gen ekspresyonu ve protein translasyon oranini artirmakta oldugu
distunulmustir. HSP70 enzimini fazla treterek bu ilactan kaynaklanan oksidatif stresten
etkilenmesini en az seviyeye indirmeye calismakta oldugu kanisina varilmistir.

Yuizey ve/veya serbest metalo-peptidazlar hiicre disi biiylik polipeptitlerin daha kiictk
peptitlere ve aminoasitlere hidrolize edilmesine yardimci olabilecegi, boylece parazitler
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tarafindan kolayca emilebilecegi bildirilmis olup protein kinaz C reseptori sinyal iletimi
ile iliskili bir proteindir. Antimon direncli L.tropica klinik izolatlarinda artmis protein kinaz
C reseptorii diizeyi saptanmistir?*. Bu nedenle, yiizey ve hiicre disi proteolitik enzimlerin,
depolimerize edici aktiviteye bagli olarak enfeksiyon doneminde Leishmania’larin bes-
lenmesinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmektedir?®. Bizim calismamizda da literatiire
uyumlu olarak antimona dogal direncli klinik izolatlarinda olduk¢a artmis diizeylerde
saptanmuistir.

Leishmania redoks metabolizmasini muhafaza etmede cesitli mekanizmalar gelistirmis-
tir. Antimonlarin Leishmania’lar tizerinde olusturdugu oksidatif stresin noétralizasyonun-
da glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve tripanotyon rediktaz arasinda olusturulan
metabolik yolda indirgenmis tiyol miktari yeniden artirarak paraziti, metalloid kaynakli
oksidatif stresten ve apopitozdan korundugu bildirilmistir?®. Prokaryotlar ile 6karyotlar-
da oksidatif strese karsi savunmada rol oynayan tripanotyon rediktaz oldukca 6nemli
bir proteindir. Yapilan calismalarda direncli izolatlarda tripanotyon rediiktaz seviyesinin
duyarli izolatlara gére hiicre icinde dort kat daha fazla arttigi gorilmiistir?”. Komsu-
muz olan iran’da, sahada antimon tedavisi ile iyilesmeyen KL'li hastalardan elde edilen
L.tropica izolatlarinda tripanotyon rediiktazin arttigi goriilmiistiir?®. Bizim calismamizda
da ozellikle bu gen ile ilgili protein ekspresyonlarinda 6nemli bir artis gozlenmistir. Di-
rencli L.tropica suslarinin buinyesinde antimon ile yok olan tripanotyon rediiktaz enzimin-
den daha fazla miktarda sagkalim amaciyla uretilmektedir. Ayrica, tripanotyon rediiktaz
enzimi bu ilactan kaynaklanan redoks metabolizmasini dengede tutmakta, oksidatif stresi
notralize etmekte, metalloid kaynakl oksidatif stresten ve apopitozdan korudugunu du-
siindirmektedir.

Peptidazlar, tim okaryotik hiicrelerin fizyolojisinde 6nemli yer tutan bir enzim sinifi-
dir: érnegin; anormal proteinler, metabolik yolaklar icin diizenleyici proteinlerin bozu-
numu ve hicre dongusu ilerlemesi, ayrica proteinlerin enerji Gretimi icin parcalanmasi
ve antijen sunumu, proteoliz ayrica hiicresel farklilasmasinda ve limiinde rol oynar®.
Metalo-peptidaz enzimlerinin, Leishmania icin hayatta kalma ve uyum saglama araclari
oldugu bildiriimektedir®®. Yiizey ve/veya serbest metalo- peptidazlar, hiicre digi biiyiik
polipeptitlerin daha kicik peptitler ve aminoasitlere hidrolize edilmesini saglarlar ve
boylece Leishmania tarafindan bu maddelerin emiliminin kolaylastirildigr bildirilmis olup,
antimona direncli L.donovani izolatlarinda metalo-peptidazlarin arttigi saptanmistir?'. Bu
nedenle, ylizey ve ekstraselller proteolitik enzimlerin antimon ile karsilasmalari esnasin-
da Leishmania’nin daha iyi besin almasinda ve hiicrenin hayatta kalmasinda 6nemli rol
oynayabilecegi bildirilmistir?>. Glikoz metabolizmasi ve ATP sentezinde rol alan enzim-
lerinin miktarlarindaki artigin, ilac etkisi altindaki parazitin cogalmasi ve hayatta kalmasi
icin enerjiye gereksinim duymasi ile iligkili olabilecegi diistinilmustir. Proteolizle iliskili
metalo-peptidaz proteinlerinin, antimona dogal direncli klinik izolatlar ve antimon di-
rencli izolatlarda antimon duyarli izolatlara kiyasla cok daha ytksek oldugu bulunmustur.
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Calismamizda da literatlrle uyumlu olarak direncli izolatlarda ve dogal direncli izo-
latlarda, enolaz gen ekspresyonunun ortalama 8.00 kat (6.57-10.09), EF-2 gen ekspres-
yonunun ortalama 17.32 kat (13.44-23.49), tripanotyon rediiktaz gen ekspresyonunun
ortalama 6.29 kat (5.49-8.64), protein kinaz C reseptorii gen ekspresyonunun ortalama
5.35 kat (4.50-7.11), metalo-peptidaz gen ekspresyonunun ortalama 6.47 kat (5.56-
7.89) ve HSP70 gen ekspresyonunun ortalama 4.43 kat (3.50-5.64) anlamli artis goster-
digi saptanmistir (p< 0.05).

Turkiye'den elde edilen izolatlarla yapilan gen ekspresyon degisimi, protein profilleri
ve gen ekspresyon ifadeleri validasyonu calismalarinda llkemizde L.tropica izolatlarinin
antimon bilesiklerine karsi diren¢ gelistirmesinde enolaz, “elongation factor-2 (EF-2)”,
“heat shock protein 70 (HSP-70)", tripanotyon rediktaz, protein kinaz C reseptori ve
metalo-peptidaz genlerinin rol oynadigi saptanmis ve hastalardan alinan dogal direncli
izolatlarda da benzer ekspresyon degisimi gosterilmistir. Calismamiz esnasinda L.tropica
izolatlarinin laboratuvar ortaminda cok kisa siirede diren¢ kazandiklari (meglumin anti-
monata kargl 10 haftada 30 kat) saptanmustir. Bu veriler 15191 altinda tlkemizdeki L.tropica
suslarinin deneysel olarak cok kisa siirede meglumin antimonata karsi direng kazandigi
ve direncli L.tropica suslarinin KL hastalarinda yaygin olarak bulunabilecegi distinilmus-
tiir. Ulkemizde yasayan veya yurt disindan Glkemize giris yapan KL hastalarinin yetersiz
ve eksik tedavi gormesi durumunda direncli suslarin ve olgu sayisinin hizla artabilecedi,
Ulkemizde direncli leysmanyazis odaklarin olusabilecegi ongorilmektedir. L.tropica’nin
antimon direng¢ gen ve proteinleri kullanarak ilag, asi, tani kiti, direncli izolat saptama Kkiti
ve Leishmania tur analizleri kiti konusunda projelere hazirlanabilecek ve patent alabilecek
drdnler tasarlamayi planlamaktayiz.
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