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ONSOZ

Glinimiizde Leishmania tiirleri {izerinde yapilan tim genom dizileme
calismalar1 oldukga simirli olup, sadece birka¢ Leishmania tiiriiniin yiiksek kalite ve
tamamlanmis genomu bulunmaktadir. Bu tez, “Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi” ile
Tiirkiye’de kiitanoz leishmaniosis olgusundan izole edilen Leishmania infantum’un
tiim genom dizisinin ¢ikarilmasini kapsamaktadir. Calismanin kiitandz leishmaniosis
etkeni L. infantum ile yapilmis olmasi ¢alismayi daha 6zgiin hale getirmektedir. Elde
edilen verilerin iilkemizde yapilacak Leishmania genom calismalari i¢in bir temel
olusturdugu ve kiiresel diizeydeki tiim genom dizileme c¢alismalarina katki sagladig

kanaatindeyiz.

Doktora egitimim boyunca desteklerinden ve tez c¢alismalarimdaki 6nemli
katkilarindan dolay1 beni hep destekleyen, bilimsel ve manevi olarak arkamda duran,
bugiin bu noktaya gelmemde ¢ok biiyiik katkis1 olan danigmanim Prof. Dr. Ayse Serpil
NALBANTOGLU na, destegini her zaman yiiregimde hissettigim degerli hocam Prof.
Dr. Zafer KARAER e, tez izleme komitesi iiyesi olan ve her zaman beni destekleyen
degerli hocam Prof. Dr. Ayse CAKMAK ve Prof. Dr. Mehmet SAHAL’a sayg1 ve
siikranlarimi  sunuyorum. Tez calismami destekleyen Ankara Universitesi BAP

koordinasyon birimine tesekkiir ederim.

En 6nemlisi, tim bu zorlu egitim slirecim boyunca kendilerine yeterince zaman
ayrramadigim halde hosgorii ve desteklerini higbir zaman esirgemeyen, sevgi ve
giivenleriyle her zaman arkamda olan sevgili annem Halise GULDEMIR ve babam

Tahsin GULDEMIR ’e sonsuz tesekkiir ediyorum.

vii
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1. GIRIS

1.1. Tarihce

Leishmaniosis’in birinci ylizyila kadar wuzanan bir ge¢misi oldugu
bilinmektedir. Ekvator ve Peru bélgesinden cikarilan Inka dénemine ait kalintilarda
kutandz ve mukokutanéz Leishmaniosis’in tipik cilt lezyonlari ve yiiz deformiteleri
tasvir edilmistir. On besinci ve 16. yiizyildan itibaren, And daglarinda yasayan tarim
iscilerinde tipik cilt lezyonlarmin varligi ¢ok sayida Ispanyol kasif tarafindan
kaydedilmistir. Ciizzam lezyonlarini andiran bu iilserler beyaz clizzam (white leprosy),
And hastaligt (Andean sickness) veya vadi hastaligi (valley sickness) olarak
tanimlanmistir (Mukherjee, 2018).

On sekizinci yiizyilin ortalarinda Afrika ve Hindistan'da visseral leishmaniosis
"Kala-azar" ya da “black fever” olarak bildirilirken, yine ayni yiizyilda Alexander
Russell kutandz leishmaniosis hastaligini klinik olarak tanimlanmistir (Mukherjee,
2018; Russell, 1756). Russell (1756) bir Tirk hastayr muayene ettikten sonra,
ilserlerin irrite edilmegi silirece nadiren agrili ve aylar icinde mor bir renk alarak
lyilesen ve skatrize olduktan sonra hayat boyu kalan ¢irkin bir iz birakan 6zellikleri
oldugunu ortaya koymustur. Russell bu hastaligi, halep ¢ibanmi1 (4leppo boil) olarak

isimlendirmistir.

Yirminci yiizyilin baslarinda, Hindistan'daki Ingiliz Ordusunda bir doktor olan
William Leishman’in ¢alismalarindan sonra hastalik “leishmaniosis” olarak
taninmistir. Leishman, 1901 yilinda Kalkiita yakinlarindaki bir kasaba olan Dum
Dum’da, ates nobetleri, anemi, kas ve splenomegalisi olan bir ingiliz askerinin
dalaginda “ovoid bodies”leri kesfetmistir. Leishman (1903), hastalig1 "dum dum atesi"
olarak tanimlamis ve bulgularini 1903 yilinda yayinlamistir. Ayn1 dénemde Donovan
(1903), Kala-azar hastalarinda benzer bulgular1 saptamis ve Leishman’in kesfinden
birka¢ hafta sonra yaymlamistir. Leishman boyasi ile boyanan bu amastigotlara,

Leishman-Donovan cisimcikleri adi verilirken etken Leishmania donovani olarak



adlandirilmigtir (Donovan, 1903). Bu kesfin ardindan bu konu ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
yapilmig ve yirminci yiizyilinin sonlarinda, Gibson (1983) tarafindan hastaligin ve

parazitin tanimlanmasi ile ilgili ¢alismalar detayli bir sekilde 6zetlenmistir.

1.2. Sistematik

Kinetoplasta kok altinda yer alan Leishmania soyunda en az 21°i memelilerde
hastalik yapabilen 30 kadar tiir bulunmakta olup, L. infantum "un klasik siniflandirmasi

asagidaki gibidir (Eckert ve ark., 2008).

Alem: Protista (Eukaryota)
Kok: Euglenozoa
Kok-Alti: Kinetoplasta
Simif: Trypanosomatidea
Dizi: Trypanosomatida

Alt-Dizi: Trypanosomatina

Aile: Trypanosomatidae

Soy: Leishmania

Tir: Leishmania infantum

Son yillarda yeni nesil DNA dizileme teknolojisi (Next generation sequencing,
NGS) gelismesiyle Leishmania genomu iizerinde yapilan Atasal DNA™ calismalari,
tarihsel olarak yaklasik olarak 20-100 milyon yil once Leishmania genusunun
Viannia ve Leishmania subgenuslarma ayrildigini gostermistir (Peacock ve ark.,
2007). Leishmania tiirlerinin hibritler olusturabilecegi hakkinda elde edilen bulgular
ve bu konuda molekiiler yontemlerle yapilan analizlerde genetik cesitliligin ileri
diizeyde oldugu goriilmiis, tanimlanmus tiirlerin gecerli olmadig1 ve bu nedenle

taksonominin yeniden yapilanmasi gerektigi belirtilmistir (Akopyants ve ark., 2009;

“Atasal DNA: Yeni nesil dizileme sistemleri ile fosilden, sag, kemik gibi donmus veya
korunmus 6rneklerden elde edilen DNA'lann genis kapsamli analizini yapmak miimkiindiir. Dizileme
sonucunda, atasal hedef diziler ¢cevresel kontaminasyondan ayirt edilebilir.



Heitman, 2006; Lukes ve ark., 2007; Miles ve ark., 2009). izoenzim analizleri,
molekiiler metodlar veya monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan Leishmania
tiirlerininin giincel siniflandirmalar Sekil 1.1°de gosterilmistir (Bates, 2007; Heymann

ve David, 2008; WHO, 2010).

>
E Trypanosomatidae
| | | | | | |
Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Lnlshrunia
|
Leishmania Viannia Sauroleishmania

g L. donovani L. tropica L. major Lae(Jmpkz L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis

Species  Subgenus  Genus

Sekil 1.1. Leishmania tiirlerinin giincel simflandirmas (Izoenzim analizleri, molekiiler metodlar veya monoklonal
antikorlar kullanilarak ayrimlart) (Bates, 2007; WHO, 2010).

1.3.  Morfoloji

Leishmania tiirleri intraselliiler protozoonlardir. Leishmania tiirleri insan,
kopek, kedi ve kemiricilerce leishmaniosis adi verilen zoonotik bir hastaligin
etkenidir. Leishmania vektorii Phlebotomus ve Lutzomyia soyundan olup; halk
arasinda yakarca olarak da bilinmektedir. Leishmania cinsine ait tiirlerin yagsam
devrelerinde memeli konakta gorillen ‘‘amastigot”™ ve vektorde goriilen
"promastigot™ olmak iizere iki form bulunmaktadir. Parazitin her iki formunda da
gruba 6zgii olan ve “kinetoplast” denilen nukleustan daha koyu boyanmis bir yap1
bulunmaktadir (Sekil 1.2 ve 1.3) (CDC, 2018a; Karaer ve Nalbantoglu, 2015).



Sekil 1.2. Visseral leishmaniosis kemik iligi preparati (1s1k mikroskobu). Leishmania amastigotlar ile enfekte
makrofaj goriilmektedir. Sekilde amastigot ¢ekirdegi kirmizi ok ile, kinetoplast ise siyah ok ile gosterilmektedir.
Kinetoplastin goriilmesi tanisal agidan ¢ok énemlidir (CDC, 2018a).

Phase Contrast

Sekil 1.3. (Sol) Kemik iliginden yapilan preparata L. amazonensis’in faz kontrast mikroskobik goriintiisii, yildiz
ile isaretlenmis vakuol icerisinde amastigotlarla enfekte makrofaj. Bar= 10 um. (Sag) Saha-emisyon taramali
elektron mikroskobisi, makrofaj igerisinde amastigotlar (kirmizi) gériilmektedir. Bar= S5pm (Real ve ark., 2013).



1.4,  Cografi Dagilimi ve Ana Rezervuari

Leishmania tiirleri Eski Diinya (Avrupa, Afrika ve Asya) ve Yeni Diinya
(Amerika) olmak ftizere iki ana grup igerisinde incelenirler. En az 21’1 memelilerde
patojen olan 30 tiirii tamimlanmustir. Zoonotik Leishmania tiirleri ve cografi dagilimlari

ile rezervuarlari Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir (Dawit ve ark., 2013).

Cizelge 1.1. Zoonotik Leishmaniosis Etkenleri, Cografi Dagilimi ve Baslica
Rezervuarlari.

) e Insandaki - .
Leishmania Tiirii Hastahk Cografi Dagihm Ana Rezervuari
Leishmania (Leishmania) VL; LCL  Akdeniz havzasi; Orta Dogu ve Orta Kopek
infantum Asya'dan Pakistan'a kadar olan bélge; Cin,
Orta ve Giiney Amerika
Leishmania (L) major LCL Kuzey Afrika, Ortadogu ve Orta Asya, Sahra Gerbillidae
alt1 Afrika ve Sahil Kusag: (Senegal, (Cal fareleri)
Moritanya, Mali, Burkina Faso,
Nijer, Nijerya, Cad, Sudan ve Eritre)
Leishmania (L) aethiopica LCL; DCL Etiyopya, Kenya Rock hyraxes
(Kaya damani)
Leishmania (L) mexicana LCL Orta Amerika Cesitli orman
kemirgenleri
Leishmania (L) amazonensis LCL Giiney Amerika, Amazonlarin kuzeyi Orman
kemirgenleri
Leishmania (L) venezuelensis LCL Venezuela Bilinmiyor
Leishmania (Viannia) LCL; Giiney Amerika, Orta Amerika ve Meksika Pekgok yagmur
braziliensis MCL ormani memelisi
Leishmania (V) peruviana LCL Peru And Daglari Kopek

Visceral leishmaniosis (VL), Lokalize kutanoz leishmaniosis (LCL), Diffiz kutandz leishmaniosis (DCL),
Mukokutanéz leishmaniosis (MCL) (Gramiccia ve Gradoni, 2005).

1.5.  Yasam Cemberi

Leishmania tiirlerinin hayat siklusu Phlebotominae vektdrle, vertebrali konak
arasinda birbirini takip eden diizenli bir dongii igerir. Heteroksen gelisim gdsteren

etkenin vektorliigiinii, Phlebotomus ve Lutzomyia soyundaki yakarcalar yapmaktadir.



Parazitler, enfekte vektor yakarcalar tarafindan kan emme sirasinda konakgiya verilir,
konak¢inin makrofaj ve makrofaj benzeri hiicrelerine invaginasyonla girerek,
parazitofor vakuol i¢inde gelismeye baslarlar. Etken, yakarcalarin sindirim kanalinin
farkl1 kisimlarinda birka¢ morfolojik form gostermektedir. Bu durum, sindirim
kanalinin degisik kisimlarindaki farkli kosullara parazitin uyum saglamasina
baglanmaktadir. Bu sekilde enfekte olan konaktan, vektor kan emme esnasinda
makrofajlarla birlikte amasigotlar1 da alir. Makrofajlarin yakarcanin midesinde
parcalanmasi ile serbest kalan amastigotlar boylarinin uzamasi ve kamgi gelisimi ile
promastigotlara doniisiir. Promastigotlar boliinerek ¢ogalirlar ve 6n mideye oradan da
ozefagusa gecerler. Ozefagustaki promastigotlar enfektif yapiya sahiptirler ve uzun
kamgilarinin bulunmasi, arka uclarinin sivri ve dar olmasi ile diger promastigot
formlardan ayrilirlar. Promastigotlarin tatarciklarin agiz organeline gelmesiyle dongii

tamamlanir (Sekil 1.4) (CDC, 2018b).
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Sekil 1.4. Leishmania’nin gelisim safhalar1 (CDC, 2018b).



1.6. Yaptig1 Hastahklar

Leishmania tiirleri insanlarda genel olarak ii¢ farkli klinik tablo (visseral,
kutan6z ve mukokutandz leishmaniosis) ortaya c¢ikarmaktadir. Daha sonralari,
diffiiz (yaygin) kutan6z leishmaniosis (DCL, DKL) ve Post Kala Azar dermal
leishmaniosis (PKDL) de bu klinik tablolara eklenmistir. Ayrica Leishmania tiirleri,
dogada bu parazitlerinin rezervuari olan kopekgillerde "Canine Leishmaniosis”
kedilerde ise "Feline Leishmaniosis" etkenidir (CDC, 2018c; Ozcel, 2007).

Visseral leishmaniois (VL; i¢ organlar leishmaniosisi), Kala-Azar olarak da
adlandirilan  kronik sistemik bir hastaliktir. Hastalik, Leishmania spp.
amastigotlarinin retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinde yerlesmesi ile gelisir. Ates
(diizensiz olabilir), splenohepatomegali, zayiflama, halsizlik, pansitopeni (veya
anemi, l0kopeni, trombositopeni), hipergamaglobiilinemi goriilen semptomlar
arasindadir (Sekil 1.5). Tirkiye’de etken Leishmania infantum tiiriidiir. Tedavi
edilmediginde 6liimle sonuglanabilen ve bazi 6zellikleri ile sitma, 10semi, lenfoma
gibi hastaliklarla karigabilen VL’nin kesin tanis1 laboratuvara dayanir. Kala-Azar
tilkemizde bildirimi zorunlu bir hastaliktir (Resmi Gazete, 2011; Saglik Bakanligi,
2004). Aktif vaka saptama ve tedavi hastaligin kontroliinde anahtar unsurlar olarak
kabul edilmektedir (WHO, 2010).

Kutan6z leishmaniosis (CL) sark ¢ibani olarak da adlandirilmaktadir ve
genellikle viicudun giysi ile Ortiilmeyen agikta kisimlarindaki deri bolgesinde bir
veya birden fazla lezyonla karakterli bir hastaliktir. Lezyonlar agrisiz eritemli
papiil/nodiil veya iilsere lezyonlar seklindedir (Sekil 1.5). Tedavi edilmediginde
yaklagik bir y1l icerisinde diizensiz bir skar birakarak iyilesir. Hastaligin endemik
oldugu bolgelerde bu tiir lezyonlarin goriilmesi hastalig1 akla getirse de kesin tanisi
laboratuvara dayanir. Sark ¢ibani bildirimi zorunlu bir hastaliktir (Resmi Gazete,
2011; Saglik Bakanligi, 2004). Ulkemizde bazi1 bolgeler sark ¢ibani icin endemik
olup, Saglik Bakanligi hastaligin eliminasyonu i¢in bir program yliriitmektedir

(Temel Saglik Hizmetleri Genel Miidiirliigii, 2003).



Sekil 1.5. (Sol) Kutan6z leishmaniosis, Guetamalali bir hastada tilseratif deri lezyonu (Credit: B. Arana, MERTU,
Guatemala). (Sag) Visseral leishmaniosis, Nepal’den bir hastada belirgin splenomegali (CDC, 2018c).

Leishmaniosisli kopeklerde parazitler visserokutandz yerlesimlidir. Klinik
bulgular, insan VL bulgular ile benzemekte olup ek olarak tiiylerin dokiilmesi,
onychogryphosis ve ileri derecede zayiflama gibi semptomlar da goriilmektedir (Sekil
1.6) (Ribeiro, 2018). Kedilerin leishmaniosis i¢in uygun konak olmadig: bildirilmekle
birlikte, sporadik vakalar da hem sistemik hem de cilt tutulumunun oldugu birkag

calisma ile gosterilmistir (Ozcel, 2007).

S S S

Sekil 1.6. Kopek leishmaniosisi. (Sol) Visserokutanoz tutulum. (Sag) Onychogryphosis (Ribeiro, 2018).



1.7.  Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gore leishmaniosis hala diinyanin en ¢ok ihmal
edilen hastaliklardan biridir. Gelismekte olan yoksul iilkeler basta olmak iizere diinya
genelinde her yil yaklasitk 2 milyon kisinin leishmaniosise yakalandigi ve 350
milyondan fazla insanin risk altinda oldugu belirtilmektedir (WHO, 2010).

Visseral leishmaniosis 60°dan fazla iilkede endemik olmakla beraber visseral
leishmaniosis vakalarinin %90'indan fazlas1 yedi iilkeden (Brezilya, Etiyopya,
Hindistan, Kenya, Somali, Giiney Sudan ve Sudan) bildirilmektedir (Sekil 1.7) (WHO,
2018a). Kutandz leishmaniosis vakalarinin gogu (%90) Afganistan, Cezayir, Brezilya,
Kolombiya, Iran, Pakistan, Peru, Suudi Arabistan ve Suriye’de goriilmektedir (Sekil
1.8) (WHO, 2018a). Mukokutanéz leishmaniosis vakalarinin ise yaklasik %901
Bolivya, Brezilya ve Peru'dan rapor edilmistir (WHO, 2015).

Visseral leishmaniosis Dogu Afrika (Etiyopya, Kenya, Giiney Sudan ve Sudan)
ve Giiney-Dogu Asya ve Hindistan yarimadasinda tekrarlayan epidemilere neden
olmus ve etkilenen topluluklarda yiiksek morbidite ve mortaliteye yol agmistir
(Ibrahim, 2002; Kohn, 2007; WHO, 2015). Bununla beraber son on yilda diinya
capinda visseral leishmaniosis insidans1 6nemli 6lglide azalmis olup, 2012'de yillik
yeni vaka sayist 200 000 ila 400 000 arasinda iken; 2017'de 50 000 ve 90 000’e
gerilemistir (Burza ve ark., 2018).
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Sekil 1.7. Visseral Leishmaniosisin Global Dagilimi, 2016 (WHO, 2018a).
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Sekil 1.8. Kutandz Leishmaniosisin Global Dagilimi, 2016 (WHO, 2018a).
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Tiirkiye’de sark ¢ibaninin en ¢ok goriildiigii iller Sanliurfa, Osmaniye, Adana,
Hatay, Aydin olup, Afyon, Mugla, Kahramanmaras ve Mersin illerimizde de
endemiktir. Ulkemizde en sik goriilen etken L. tropica antroponotik (insan-vektdr-
insan gecisli) dzelliktedir. Ulkemizde 2006-2015 yillarmna ait CL vakalar1 sekil 1.9°de
goriildigi gibidir.

{.‘4%\\\:?; World Health Weekly epidemiological record 22 o o,
% Organization Relevé épidémiologique hebdomadaire e o ntiwer

Organisation mondiale de la Santé

Cutaneous leishmaniasis (CL) - Leishmaniose cutanée (LC)

Number of imported CL
Number of cases of CL reported - Nombre de cas de LC signalés cases reported - Nombre de
cas de LC importés signalés

Status of endemicity - Degré

Country - Pays d’endémicité

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2013 2014 2015

NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR 0 NICR NICR
NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NICR NICR NICR
NO ND NO ND NO ND ND ND NO ND NICR NICR NICR

6 6 16 10 10 10 18 ND 100 40 NICR NICR ND

NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NICR NICR NICR
NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NICR NICR NICR
ND 3 38 2 3 13 2% 86 128 83 0 ND ND
NOD ND NO ND NO ND ND ND ND NO NO ND ND

The former Yugoslav Republic of Macedonia -
Ex-R wgoslave de Ma 5

idoin

I Turkey ~ Tu Endemic (high burden) ~ 1892 1499 1ner 169 23 1803 1898 2268 1678 1986 3094 2672 815
Turkmenistan - Turkménistan Endemic - Endémique 6 101 ] ND ND 8 158 59 55 49 0 0 0
Ukraine Previously reported cases ~ 2 1 3 ND ND ND ND ND ND ND NICR NICR NICR

Préalablement notifié
United Kingdom ~ Royaume- Unl NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NICR NICR 15
Uzbekistan — Ouzbs Endemic - Endémique 103 55 153 366 610 239 201 505 NO 508 0 ND ND
Subtotal - Sous-total 2717 2658 2421 2296 3158 2219 2354 3303 2341 2947 3220 2764 953

Sekil.1.9. Global CL Siirveyansi-Avrupa Bélgesi, 2006-2015 (WHO, 2018b).

So

g’:!?'f W) World Health Weekly epidemiological record 2SR 20,0 Y 250
T Organization Relevé épidémiologique hebdomadaire hitpdhwwwiwholntiwer

Organisation mondiale de la Santé

Visceral leishmaniasis (VL) - Leishmaniose viscérale (LV)

Number of imported VL
Country - Pays Sk 1.::::::‘&1' Degré Number of VL cases reported - Nombre de cas de LV signalés cases reported- Nombre de
cas de LV importés signalés
2015 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2013 2014 2015
Serbia - Serbi Previously reported cases - N> ND  ND WD ND 2 1 2w 0 0 N W
Préalablement notifié
Slovakia - Slovaquie NACR NAR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NAR  NIR  NICR  NKR
g Endemic - Endémique N N ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND  ND
Endemic (high burden 26 %5 193 w9 153 ;s 13 26 106 4 ND  ND  ND
(charge de morbidité
NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NAR  NKR  NICR  NKR
Switzerland - Suisse NAGR NAGR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NACR NICR  NICR  NICR
Tjilstan - Tadjikistan Endemic - Endémique 19 n 15 s w0 x5 %6 & & % ND ND ND
The former Yugoslav Republic of Macedonia Endemic - Endémique 9 ? 7 4 2 2 13 2 n 4 0 0 0
Ex-République yougoslave de Macédoine
[Furkey - Turquie Endemic - Endémique % ___a TR E== 13 T W S |
Endemic - € , N> ND ND ND WD 0 0 0 N 0 0 0
Endemic - Endémique 3 3 PR 3 N N ND ND ND ND ND ND
NACR NAGR NACR NAR NAR NAR NACR NAGR NAGR NACR NARR  NIR NI 0
Endemic - Endémiue 8 s 0 % » u w3 u o __N___w
Subtotal - Sous-total 1 8% 682 606 59 612 610 745 367 287 B 14 2

NACR: No autochthonous case reported; NICR: No imported case reported; ND: No data

Sekil.1.10. Global VL Siirveyansi-Avrupa Bolgesi, 2006-2015 (WHO, 2018b).

Kala azar (VL) diinyada tropikal ve subtropikal bdlgelerin kirsal kesimleri
basta olmak iizere pek cok lilkede endemiktir. Tiirkiye’de de goriilen bu hastalik

Ozellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinden olmak {izere hemen her bdlgeden sporadik
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olarak bildirilebilmektedir. Kala-Azar esasen bir zoonozdur ve etkenin baslica
rezervuarlari evcil ve yabani kanidlerdir (kopek, tilki, cakal). Etken dogada konaklar
arasinda vektorler araciligi ile yayilir. Ulkemizde 2006-2015 yillarina ait VL vakalar
Sekil 1.10°de goriildiigi gibidir.

Ulkemizde leishmaniosis hastaligii kontrol altina almak ve hastaligin
tilkemizde yayilmasimi dnlemek amaciyla, Suriyeli miilteciler i¢in Barinma Merkezi
bulunan illerde (Adana, Adiyaman, Gaziantep, Hatay, Kahramanmaras, Osmaniye,
Kilis, Sanliurfa, Malatya ve Mardin) kutan6z leishmaniosis taramalar1 yapilmistir.
Adiyaman ilinde bu taramalara ilave olarak visseral leishmaniosis ile ilgili aragtirma
yapilmistir. Ozellikle hastaligin yaygmn oldugu bélgelerde halk: bilinglendirmek ve
farkindalig1 artirmak amaciyla sark ¢ibani ile ilgili Tiirkce ve Arapga brosiirler
hazirlanmis ve Halk Sagligi Miidiirliiklerine gonderilmistir. Yine saglik calisanlarinin
ve halkin farkindaligini artirmak amaciyla Mardin ilinde sitma ve leishmaniosis
hastaliklarinin  degerlendirildigi “Vektorle Bulasan Hastaliklar Sempozyumu”
diizenlenmistir (THSK, 2014).

1.8. Tam

Kala-Azar hastaligin kesin tanist laboratuvar incelemesi ile konur (WHO,
2010). Laboratuvar tanisi baslica g¢esitli doku 6rneklerinde amastigotlarin varliginin
gosterilmesine veya kiiltiirlerde lireme sonucu promastigotlarin gozlenmesine dayanir
(Jeronimo ve ark., 2005). Tanida, kemik iligi basta olmak iizere, dalak, karaciger, lenf
nodlarindan aspirasyon sivilart veya biyopsi Ornekleri, kan gibi klinik ornekler
kullanilir. Bunlar arasinda etkenin en yiiksek olasilikla saptanabildigi organ dalak
olmakla birlikte, komplikasyon riski yiiksek oldugu i¢in, alinmasi daha az riskli olan
kemik iligi aspirati tercih edilmektedir (HPA UK, 2014). Tanida klinik 6rneklerden
yapilan Giemsa boyal1 preparatlarin mikroskobik incelemesi, kiiltiir, PCR ve serolojik
yontemler kullanilabilir. Amastigotlar periferal kanda bulunabilirlerse de en siklikla
dalak, kemik iligi veya lenf nodu aspiratlarinin mikroskopisinde goézlenebilirler.

Kiiltiir, PCR veya hayvan (hamster) inokiilasyonu ise 6zellikle enfeksiyonun erken
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doneminde, parazit ylikii diisiik iken oldukea kullanish tekniklerdir. Doku aspiratlar:
veya biyopsi 6rneklerinde amastigotlarin goriilmesi “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. Leishmania kokenleri tiir diizeyinde mikroskopi ile ayirt edilemez.
Hastanin klinigi yol gdsterici olsa da kesin tlir ayrimi i¢in molekiiler yontemler
kullanilir (Ozbel ve T6z, 2011). Molekiiler teknikler igin drnekler EDTA igeren
tiiplerde tam kan/kapiller kan, biyopsi ve aspirasyon sivisi ve/veya boyanmamis
preparatlar olabilir. Leishmania kokenlerinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda yaygin
kullanilan standardize bir protokol bulunmamaktadir. Molekiiler yontemlerin 6zellikle
AIDS hastalarinda VL tanisinda serolojiden daha duyarli oldugu bildirilmistir (Cota
ve ark., 2012). Seroloji VL tanisinda kullanish bir yontemdir. Serolojik testlerin
duyarlilik ve 6zgilliikleri kullanilan antijene gére degisir. Amastigot antijeni K39’un
rekombinanti olan rK39 antijenini kullanan serolojik testler ile promastigot
antijenlerini kullanan DAT, IFAT, ELISA gibi testler arasinda, rK39 hizli tani testinin
(“dipstick™ test) ve direkt agliitinasyon testinin (DAT) en yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip oldugu bildirilmektedir. IFAT testi de bu iki teste yakin sonuglara
sahiptir (Maia ve ark., 2012). “Dipstick” testi 6zellikle hastaligin endemik bolgelerde

taninin yayginlagsmasini saglamasi agisindan 6nemlidir.

Kala-Azarin tanisi igin alinabilecek 6rnekler ve tan1 yontemleri i¢in akis semasi

Sekil 1.11°de verilmektedir.
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KALA-AZAR SUPHELI VAKA

Semptomlar Oykii

— Ates (duzensiz olabilir), — Endemik bélgede yasama

- Splenohepatomegali veya seyahat

- zayiflama, halsizlik — Uygulanan farkl tedavilere

— Pansitopeni (veya anemi, l6kopeni, ragmen semptomlarin devam
trombositopeni) ediyor olmasi

— Hipergamaglobiilinemi

Oda o
sicakhginda s-::(lgn?re
saklanir, ta |n|r'
tasinir 5
Kemik iligi, dalak, karaciger, lenf nodu biycg:sil ______ Serum
veya aspirasyon sivisi, kan (buffy-coat) -t - : :
" ]
Doku biyopsisi Yayma preparat, Kaltar icin : metam_::l_ne )
patolojik Giemsa boyall EDTA'l tipe ~1 tespitli | Hizli tani
incelemeye de i i alinmis érnek ' ! boyanmamig X testi
génderilebilir Mikroskobik : : yayma | (dipstick)
incelemede  yyy tipiine ekim | '
Leishmania - !
"o )
Kiltirde Greme 1 : :
]
| I : Pozitif Negatif
[ |
Pozitf  Negatif Yok var 1! : J
1 Taniyi diglamaz
: : 1 Kuvvetle Klinik stiphe devam
- 1 olasi tani ediyorsa diger
. b L yintemlerden
G;i:ﬂ:;i‘séyoc;r‘wa:e Taniy1 dislamaz vy r ¥ yararlanihr
Klinik siiphe devam . o (e
var ediyorsa diger Mikroskopi, kaltir veya

yantemlerden diger incelemeler
yararlanili (ELISA/IFA/PCR) veya
dogrulama igin 48 saat
icinde Referans

KALA-AZAR Laboratuvara génderilir®
(KESIN TANI)

Sekil 1.11. Kala-Azarin tanisi igin alinabilecek érnekler ve tam yontemleri igin akis semasi. *Taze biyopsi hemen
laboratuvara ulastirilamayacaksa temiz lamlara bastirarak preparat hazirlanir. Biyopsi ya da aspirasyon drnekleri
iki adet NNN tiipiine almir. NNN tiipleri dnceden laboratuvardan temin edilmis olmalidir. NNN yoksa biyopsi ya
da aspirasyon 6rnegi notral pH’da, tamponlu steril bir ortama (tamponlu SF, RPMI, Eagle, Schneider, Tobie vb.)
alinir ve oda sicakliginda en fazla 48 saat iginde gonderilirler. 2Ornekler ikiye béliinmelidir. 3 Ornekler alindiktan
sonra Referans laboratuvarma dogrudan da gonderilebilir (UMS, 2015a).

Sark ¢ibani tanisinda, endemik bolgede yasama veya seyahat dykiisii ile birlikte
yiiz, boyun, kol veya bacak derisinde tipik olarak nodiil seklinde baslayan ve zamanla
ilserlesen bir veya birden fazla lezyonun gelismesi hastalig1 diisiindiirse de kesin tani

laboratuvar incelemesi ile konur (Jeronimo ve ark., 2005).

Hastaligin tanist baglica siipheli lezyon Orneklerinin Giemsa boyali
preparatlarinin  mikroskobik incelemesine dayanmaktadir. KL tanisi, deri
kazintilarindan veya biyopsi 6rneklerinden hazirlanan Giemsa, Leishman veya benzeri
bir boya ile boyanmis preparatlarda parazitin goriilmesi ile dogrudan konabilir. Yeni

ya da aktif lezyonlarda amastigotlar1 bulmak kolaydir. Ulserli lezyon kazintilar1 da
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pozitif olabilir. Orneklerden kiiltiir yapilabilir. Bu amagla VL igin 6nerilen besiyerleri
kullanilabilir (Bullock-lacullo, 1992). Serolojik testlerin KL tanisinda yeri yoktur.
Sark ¢ibaninda lezyondan yapilan yaymalarda Leishmania amastigotlarinin gériilmesi
kesin tan1 koydurucu oldugu i¢in, siipheli olgularda éncelikli tan1 yontemi Giemsa
boyanmig yaymalarin incelenmesidir. Diger yontemler daha ¢ok yaymalarda amastigot
goriilmediginde kullanilir. Laboratuvar incelemeleri igin bir akis semasi Sekil 1.12°de

verilmistir.

SARK CIBANI (KL) SUPHELI VAKA

Vicudun acikta kalan deri bélgesinde agrisiz lezyon Endemik bélgede yasama veya
Lezyon; eritemli papull/nodil veya Ullsere, volkan gibi seyahat;
Lezyon tabaninda lastik silgi kivaminda bir yapi; Ailede baska bireyde bulunma;
Lezyonun en az 1 yildir iyilesmemesi; Tedavi dyklsu
Oda sicakhginda +4°C'de
saklanir, tasinir saklanir,
tasinir

Lezyon aspirasyon 6rnegi, kiltir icin

(KESIN TANI)
Taniyi

EDTA'L tipte 6rnek, ‘punch’ biyopsi®- 2 Lezyon kabugu?
]
_____ ]
[
I
Yayma preparat, Kaltdr icin Metanolde
Giemsa boyali EDTA'l tipe -=---1 tespitli :
5 1 boyanmamis
Mikroskobik alinmis rnek . ayme !
incelemede NNN tipine ' I
Leishmania ekim . !
I
Kiltlirde treme X :
| !
! !
Yok Var var Yok? :
]
! |
SARK CIBANI :
1
1
1
]
1

diglamaz Mikroskopi, kdltdr, ileri
Klinik suphe tetkik (PCR vb) veya
devam ediyorsa == === =====s==s=-=-=-- Lmm=——— ——— dogrulama igin 48 saat
diger icinde Referans
yentemlerden Laboratuvara génderilir
yararlamhir

Sekil 1.12. Sark ¢ibaninin tanisinda alinabilecek drnekler ve tan1 ydntemleri i¢in akis semasi. * Taze biyopsi hemen
laboratuvara ulastirilamayacaksa temiz lamlara bastirarak preparat hazirlanir. Biyopsi ya da aspirasyon drnekleri
iki adet NNN tiipiine alinir. NNN tiipleri 6nceden laboratuvardan temin edilmis olmalidir. NNN yoksa biyopsi ya
da aspirasyon 6rnegi notral pH’da, tamponlu steril bir ortama (tamponlu SF, RPMI, Eagle, Schneider, Tobie vb.)
almr ve oda sicakhginda en fazla 48 saat iginde gonderilirler. 2Bu omnekler, lezyonun ve ilgili
merkezin/laboratuvarin kosullar1 uygun ise alinmalidir. 3Klinik siiphe devam ediyorsa yeni 6rnek alinip incelenir
veya diger yontemlerden yararlanilir (UMS, 2015b).
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1.8.1. Tam Yontemlerinin Karsilastirilmasi

1.8.1.1. Mikroskobik Yontem

Parazit boyutlarinin ¢ok kii¢iik olmas1 nedeniyle mikroskobik bakis1 deneyim
gerektirmektedir. Parazitin kiiltiirii ise yine deneyim gerektirmesinin yani sira zahmetli
ve zaman alicidir. Bu yontemlerin uygulanabilmesi i¢in parazitin yerlestigi organdan
ornek alinmasi gereklidir (VL de kemik iligi aspirasyonu, KL ve mukokutandz
leishmaniosis’de (MKL) lezyon aspirasyonu gibi). VL tanisinda mikroskobi ve
kiiltiirin duyarliligi, serolojik ve molekiiler yontemlere gore daha diisiik, KL’de ise
serolojik yontemlerden yiiksek, molekiiler yontemlerden diisiiktiir (Desjeux, 2004;
Jaffe, 2007).

1.1.8.2. Kiiltiir

Kiiltiirin avantaji parazitin izole edilebilmesidir. Parazit izole edilebilirse
referans laboratuvarina gonderilerek daha sonra izoenzim analizi ile parazitin tiir tayini
yapilabilmektedir. Tedavi takibinde hassasiyetleri parazit sayisinin azalmasi ile
birlikte diger yontemlere gore daha da diismektedir ve VL’de tekrarlayan kemik iligi
aspirasyon uygulamasi serolojik yontemlere gore daha invazifdir (Desjeux, 2004;

Jaffe, 2007).

1.1.8.3. Serolojik Yontemler

1980’11 yillardan itibaren yiiksek hassasiyet ve ozgiilliikleri ile direk taninin
yaninda 6nem kazanmiglardir. Rekombinant bir proteinin tiretimi ile birlikte hizli tan1
testi (rK39 dipstick) tiim diinyada standart olarak uygulanabilir hale gelmis, ancak
yapilan calismalarda hastaligi olusturan Leishmania tiiriine gore degisen farkli
hassasiyet oranlar1 elde edilmistir. Parazitin endemik odugu iilkelerde rutin

laboratuvarlarda ve sahada uygulama kolayligi avantaji saglamaktadir. Serolojik
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testler ile tedavi takibinde, antikor titrelerinin uzun siireli pozitif kalmasi nedeniyle
ancak hastadan alinan ardisik serumlarin paralel ¢aligilmasi ile sonug alinabilmektedir

(Desjeux, 2004; Jaffe, 2007).

1.1.8.4. Molekiiler Yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) su anda diinyada leishmaniosis tanisinda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve klasik tani yontemleriyle PCR sonuglarinin
karsilastirildig: bir¢ok arastirma yaymlanmistir. Parazitin direkt DNA’sinin saptandigi
PCR yonteminin duyarliligi serolojik yontemlerden yiiksektir. Parazit kromozomal
DNA's1 ve kinetoplast DNA’s1, intergenik ve protein kodlayan DNA bolgelerini hedef
alan ¢ok sayida PCR yontemi gelistirilmistir. Yontemlerin ¢ogu Leishmania cinsine
ozgiil olup PCR-RFLP (PCR ve restriksiyon enzim analizi) gibi bazilar1 da diger
yontemlerin eklenmesiyle etken olan Leishmania tiriiniin tanimlanmasini da
saglamaktadirlar. Son yillarda kantitatif niikleik asit dizi tespitine dayali
amplifikasyon (QT-NASBA) ve ger¢ek zamanli PCR yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemler yliksek hassasiyet ve 6zgiilliiklerinin yani sira, ilag tedavisi sirasinda parazit
yiikiiniin takibini ve ila¢ direncinin hizli tanimlanmasini da saglamaktadirlar. Tedavi
takibinde “buffy coat” Orneklerinin kullanilmasi nedeniyle, kemik iligi
mikroskopisinin ve ardisik serum 6rneklerin saklanmasi gibi zahmetli ve invazif olan
klasik yontemlere gore avantaj saglamaktadir. Antikor yanitinin diisiik olabildigi
immiin yetmezlikli hastalarda da (HIV+VL gibi) tanida serolojik yontemlere gore
avantaj saglamaktadir. Donanimli bir laboratuvar gerektirmesi nedeniyle her rutin

laboratuvarda uygulanamamaktadir (Desjeux, 2004; Jaffe, 2007).

1.1.85. Serolojik ve Molekiiler Yontemlerin Tanisal Gegerliliginin

Karsilastirilmasi

Cota ve ark. (2012), tarafindan yapilan kapsamli meta-analitik bir ¢alismada

HIV ile enfekte VL hastalarinin tanisinda serolojik ve molekiiler yontemlerin tanisal
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gecerliligi karsilastiriltirillmigtir. Fetal bir hastalik olan insan VL’nin HIV ile enfekte
hastalarda 6nemli bir firsat¢1 enfeksiyon olarak ortaya ¢ikisi, son zamanlarda bu
hastaliga dikkati daha fazla gekmistir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda, serolojik
tan1 yontemleri dogru bir tani araci olarak kabul edilemeyecegi asikardir. Molekiiler

yontemler ise VL tanisinda umut verici gériinmektedir.

Cota ve ark. (2012), tarafindan yapilan bu derlemede, PubMed ve LILACS
veritabanlar1 taranmis ve calismalarin kalitesi QUADAS (Quality Assessment of
Diagnostic Accuracy Studies) skoru ile degerlendirilmistir. Duyarlilik ve 6zgiilliikleri
ayr1 ayr1 dogruluk 6l¢iim teknikleri [DOR (diagnostic odds ratio) ve sSROC (symmetric
summary receiver operating characteristic)| kullanilarak karsilastirilmistir.

Toplam 1489 hastanin degerlendirildigi 33 ¢alisma bu derlemenin kapsamina
almmustir (Sekil 1.13). immiinofloresan antikor (IFA), enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), immunoblotting (Blot), direkt aglutinasyon testi (DAT) ve tam kan ve
kemik iliginde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleri karsilagtirilmigtir (Sekil
1.14). Calismalarin cogu Avrupa'da yiiriitiilmiistiir.
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432 papers from 132 papers from
PUBMED LILACS

l I

370 exclusions by title 132 exclusions by title
and/or abstract because of and/or abstract because of
scope difference scope difference

Total articles found
n=62
7 papers retrieved
from references

Studies retrieved for more detailed
evaluation
(n=69)

29 exclusions because of ineligibility:
Less than 10 patients tested = 9
Review or correspondence = 4
Test results or HIV-infected patients not reported= 15
P study with carriers=1

Potentially appropriate studies to
be included in the review
(n=40)

pping
patients

Studies included in review
(n=33)

Sekil 1.13. Caligmalarin se¢im siireci (Cota ve ark., 2012).

Serolojik testlerin performansi ¢ok degisken olmakla birlikte duyarliligi genel

olarak sinirli bulunmustur:

J IFAT yonteminin duyarliligi oldukca diisiik olup, %11-82 arasinda
degiskenlik gostermektedir.

. DAT 36,01 (9,95-130,29) ve Blot 27,51 (9,27-81,66) yontemlerinin
DOR degeri (%95 giiven araligi, CI)’u, IFAT 7,43 (3,08-1791) ve ELISA 3,06
(0,71-13,10) yontemlerinden daha yiiksek bulunmustur.

. Tam kanda PCR yonteminin performansi oldukca yiiksek [DOR:
400,35 (58,47-2.741,42)] bulunmustur. Q-point temelli PCR yonteminin
dogrulugu 0.95; % 95 CI 0,92-0,97 bulunmus olup, bu testin performansinin

1y1 oldugu anlamina gelmektedir.

Sonug olarak, klinik tanida Leishmania enfeksiyonu diisiiniiliiyorsa, serolojik

testler HIV ile enfekte hastalarda VL tanisi ekarte etmek i¢in kullanilmamalidir. Zira
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bu testler, klinik vaka tanimi ile kombine edildiginde bile diisiik titrelere sahiptir. Buna
karsin molekiiler testtler son derece hassas bulunmus ve tanisal ¢alismalara katkida

bulunabilecegi degerlendirilmistir (Cota ve ark., 2012).

ELISA
sROC -J
y=sensitivity; - ]
x=1-pecificity =« [/ "
Each point is a study f
Diagnostic Threshold absent - absent present present
Pooled NLR 0.7 (0.50-1.10) - 0.21(0.12-0.42) - -
Pooled PLR 4.6 (1.90-11.00) - 5.39 (1.29-22.60) - -
Pooled DOR  7.43(3.08-17.91)  3.06 (0.71-13.10)  27.51 (9.27-81.66)  36.0(9.95-130.29) 400.35
(SD 95%Cl) (58.47-2741.42)
I*for Pooled DOR 10.7% 87.2% 55.9% 0% 0%
Q point (SE 95%Cl)  0.72(0.61-0.83) - 0.86 (0.80-0.92) 0.86 (0.82-0.90) 0.95 (0.93-0.97)

Sekil 1.14. Test performanslarmin ézeti. Immiinofloresan antikor testi (IFAT), Enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA), Immunoblotting (BLOT), direk agliitinasyon testi (DAT) ve tam kanda polymeraz zincir reaksiyonu
(PCR), standart sapma (SD), %95 confidence interval=giiven araligi (%95 Cl), *standart hata (SE). Diagnostic
odds ratio (DOR): TP/FP:FN/TN (TP: Dogru pozitif, FP: Yanlis pozitif, FN: Yanlis negatif, TN: Dogru negatif).
Symmetric summary receiver operating characteristic (SROC): ROC egrisi, dogru pozitiflerin yanlis pozitiflere
boliimii ile elde edilen grafik olup, yukaridaki grafiklerde her bir 6l¢iim nokta ile gosterilmistir ve ELISA disindaki
grafiklerde ROC egrisi ¢izilmigtir (Cota ve ark., 2012).

1.1.8.6. Molekiiler Tani Testlerinin Gegerliligi

de Ruiter ve ark. (2014), tarafindan yapilan meta-analitik bir ¢alismada VL
tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin gecerliligi degerlendirilmistir. Bu
derlemede 1256 makale incelenmis, makaleler belirli kriterlere gore secilmis (Sekil
1.15), sonug olarak kirk makale ¢aligmanin kapsamina alinmistir.

Secim kriterlerini karsilayan kirk calismada; PCR, gercek zamanli PCR,
niikleik asit sekansina dayali amplifikasyon (NASBA=nucleic acid sequence-based
amplification) ve dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP=loop-mediated
isothermal amplification) yontemleri kullanilmistir. Calismalarin duyarhiliklarinin
%29 ila 100 arasinda, 6zgiilliikleri ise %25 ila 100 arasinda degistigi goriilmiistiir. Tam
kanda PCR yonteminin duyarliligi %93,1 (%95 giiven araligi [CI], 90,0-95,2),
ozgiilliigi %95,6 (%95 Cl, 87.0-98,6) arasinda degerlendirilmistir. Ozgiilliigii
consecutive (ardisik) calismalarda daha diisik [%63,3 (%95 CI, 71,8-53,9)]
bulunmustur. Ozgiilliigiin bu calismalarda oldukca diisiik bulunmasi parazitolojik

metodlarla (geleneksel) gergek pozitif hastalarin identifiye edilememesi ya da endemik
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bolgelerde ¢ok sayida asemptomatik tasiyict bulunmasina bagli olabilir. HIV-VL

koenfeksiyonu olan hastalarda PCR yontemi olduk¢a yiiksek oranda dogru tam

koydurabilmekte olup, buffy coat ve
degismektedir.

Articles from
electronic
search

kemik iligindeki duyarlilig1 %93,1-96,9 arasinda

[n=1258)

1166 articles excluded after reading title /
abstract

Assessment of

full text
(n=90)

44 articles excluded after reading full text
Reasons for exclusion:

Ma (patient) control group (16)

Case series (8)

Malecular study for other purpose (&)
Inappropriate gold standard (7)

Mo molecular study (3)

Review (2)

[ata extraction
(n=48)

& studies excluded

Ma 2x2 contingency table (4)
Unclear sample type (1)
Duplicate study (1)

Included in
review

(n=40)

Included in
meta-analysis
(n=36)

Sekil 1.15. incelenen ¢alismalarin is akis semasi

Sonug olarak;

(de Ruiter ve ark., 2014).

PCR kan ve kemik iligi 6rneklerinde Leishmania tanisinda oldukga duyarli bir

yontemdir. Immiinokompetan kisilerde de kan ve kemik iligindeki PCR

yonteminin duyarliligi asag1 yukar1 ayni1 bulunmustur.

Molekiiler yontemlerin 0zgiilliigli vaka-kontrol caligmalarinda yiiksek

olmasina karsin consecutive (ardisik) ¢calismalarda daha diisiik bulunmustur.

Molekiiler yontemler Leishmania tanisinda son derece duyarli olup, dogru bir

sekilde yapilmis klinik vaka tanimi ile birlikte test algoritmasina katkida
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bulunabilir. Zira PCR pozitifliginin her zaman diger tanisal testler ve standart
bir klinik vaka tanimu ile birlikte yorumlanmasi gerekir.

e Molekiiler testler HIV ile enfekte VL hastalarinin tanisinda belirli bir degere
sahip olabilir, ancak bu alanda herhangi bir 6neri yapilmadan once biiyiik
6l¢ekli consecutive (ardisik) ¢alismalarda yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

e Son olarak, bu derleme consecutive (ardisik) ¢alisma yapilmasi, molekiiler test
protokollerinin standardize edilmesi ve diagnostik dogruluk calismalarinin
raporlanmasinin gelistirilmesine olan ihtiyact vurgulamaktadir (de Ruiter ve

ark., 2014).

1.9. Leishmania Genomu

Insan genom projesinin tamamlanmasi postgenomik alanin baslangici
olmustur. Biyolojik sistemlerin gelisimi ve ilerleyisi ile iligkili diizenleyici aglar
(regiilator network) ve bu aglarda rol oynayan fonksiyonel elementler tanimlanmaya
baglanmistir. Son yillarda gelistirilen yeni nesil DNA dizileme teknolojisi (Next
generation sequencing, NGS), genom iizerinde genetik/epigenetik diizenleyici aglarimn,
kromatin yapzsi, niikleer yapilanma ve genom varyasyonlari (¢esitliligi) hakkinda bilgi
tiretimini saglayan 6nemli bir ara¢ olmustur. Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle
yiiksek dogrulukla, ultra hizli olarak, dizileme yapilabilmektedir. Bu yontemle elde
edilen bir mikrobiyal genom dizisi arastirmacilara baska hi¢bir deneysel yontem ile

elde edilemeyecek kadar zengin ve 6zgiin bilgi saglamaktadir.

Leishmania tim genomu dizisinin (WGS) ilk kez ¢ikarilmasindan bu yana
sadece 10 yillik bir zaman gecmistir. Genomik ve transkriptomik analizler,
Leishmania nin biyolojisi ve parazit-konak-vektor liggeni arasinda meydana gelen
karmasik etkilesimleri daha iyi anlamamiz i¢in bizlere 151k tutmustur (Cantacessi ve

ark., 2015).

Leishmania genomu ile ilgili yapilan c¢aligmalar sonucunda; (i) Genetik

cesitliligin ileri diizeyde oldugu goriilmiis, taksonomisi glincellenmistir. (ii) Atasal
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DNA arastirmalart tiirlerin tarihsel ayrimlagmasini ortaya koymustur. (iii) Leishmania
tirlerinin biyolojisi ve parazit-konak-vektor tiggeni daha iyi anlasilmistir. (iv)
Leishmania tiirlerinin doku tropizminde ortaya ¢ikan farkliliklarin nedenlerinin
anlasilabilecegi diistiniilmektedir. (v) NGS teknolojisi ila¢ direnci biyomarker ve

determinantlarinin identifikasyonuna imkan vermektedir.

Giliniimiizde mevcut birkag Leishmania tiiriiniin ytiksek kalite ve tamamlanmig
genomu (i) VL igin, L. infantum JPCM5 (Peacock ve ark., 2007) ve L. donovani
BPK282/0cl4 (Downing ve ark.,2011), (ii) CL i¢in, L. major Friedlin (lvens ve ark.,
2005), L. mexicana U1103 (Rogers ve ark., 2011), (iii) MCL i¢in, L. braziliensis
M2904 (Peacock ve ark., 2007), (iv) L. tarentolae (Raymond ve ark., 2012) ve (v) L.
amazonensis (Real ve ark., 2013) seklindedir. Diger Leishmania tiirlerinin parsiyel

genom dizilerine TriTrypDB (www.tritrypdb.org) adresinden ulasilabilir.

Ulkemizde Leishmania tiirlerinde yapilan herhangi bir “tiim genom sekans1”
calismas1 bulunmamaktadir. Giintimiize degin iilkemizde yapilan veya Tiirkiye’den
izolatlarin kullanildig1 birkag molekiiler tani1 ve tiplendirme galismasindan bazilari (i)
Mikroskobi, ITS1-PCR, RFLP ve DNA Dizi Analizi yontemleriyle Tiirkiye nin
giineyinden bazi L. infantum ve L. tropica izolatlarinda genetik varyasyon ve klinik
korelasyon degerlendirmesi (Eroglu ve ark., 2015), (ii) Real-time PCR, DNA Dizi
Analizi ve ELISA ile Ege bolgesindeki kedilerde VL arastirmasi (Pasa ve ark., 2015),
(iii) Mikrosatellit analizi ile Giineydogu Avrupa'da ve Balkanlarda L. infantum
poplilasyonunun genetigi ¢alismasi (Gouzelou ve ark., 2013), (iv) ITS1 PCR ve RFLP
yontemleriyle {ilkemizde insan ve kopeklerde leishmaniosisin - molekiiler

karakterizasyonu (Toz ve ark., 2009) seklindedir.

Bu caligmada “Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi” ile Tiirkiye’de kutandz
leishmaniosis olgusundan izole edilen Leishmania infantum’un tiim genom dizisinin
¢ikarilmasi amaglanmistir. Calismanin CL etkeni L. infantum ile yapilacak olmasi
calismay1 daha 6zgiin hale getirmektedir. Elde edilecek verilerin lilkemizde yapilacak
olan Leishmania genom c¢alismalari igin bir temel olusturacagi, kiiresel diizeydeki

WGS ¢alismalarina katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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2. GEREC ve YONTEM

Tez ¢alismasi projelendirilmis olup (BAP Kabul tarihi: 28.03.2017, Kabul No:
17L.0239002) “Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon

Birimi Koordinatorligii” tarafindan desteklenmektedir.

2.1.  Ornek Sec¢imi

Halk Saglhigi Genel Mudiirliigii (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2012-2017),
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Daire Bagkanlhig
(MRLBUDB) biinyesindeki “Ulusal Parazitoloji Referans Laboratuvari”na Mersin’in
Mut ilgesinden, Kutanz Leishmaniosis 6n tanili 12 yasinda bir erkek hastadan izole
edilen klinik 6rnek, mikroskobi kiiltiir ve PCR yontemleriyle L. infantum olarak

tanimlanmis ve bu arastirmada tiim genom dizisi ¢ikarilmak {izere secilmistir.

2.2. DNA izolasyonu

Doku o6rnegi 180 mikrolitre ATL buffer igerisinde eritilerek homojenize
edilmistir. Homojenize dokudan DNA ekstraksiyonu spin kolon yontemi ile QIAamp
DNA mini kit (Qiagen, Hilden Germany) kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen DNA
ornegi, yine MRLBUDB biinyesindeki “Ulusal Molekiiler Mikrobiyoloji Referans

Merkez Laboratuvari”na gonderilmistir.

2.3.  DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Amplifikasyon iiriiniiniin konsantrasyonu Qubit 2.0 florometri cihazi ile Qubit
dsDNA HS (High Sensitivity) kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Yeni nesil dizileme
uygulamalarinda gerekli baglangi¢ DNA miktar1 100 ng’dir, 6rnek/ler toplam hacimde
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100 ng olacak sekilde ayarlanir. Ancak segtigimiz hastaya ait DNA konsantrasyonu
0.7 ng/ul olarak 6l¢iilmiis olup, bu konsantrasyon test i¢in oldukea diistiktiir. Soyle ki;
testte kullanilabilecek maksimum 6rnek volimii 50 pl olup, bu da yiiklenebilecek
maksimum DNA miktarinin 35 ng olmasi anlamina gelmekte yani istenen baslangi¢
DNA miktarinin ancak 1/3’1 elde edilebilmistir. Ancak DNA konsantrasyonu diisiik
olsa da elimizdeki Tiirk hastadan izole edilen CL etkeni L. infantum igin asagida
verilen 2.4.1 maddesindeki kiitiiphane olusturma g¢alismalar1 yapilarak 2.4.1.10’daki
kalite kontrol asamasinin sonuglarina gore elimizdeki DNA ile ¢alismaya devam edilip
edilmemesine karar vermeyi Ongordiikk. Buradan elde ettigimiz verilere gore
elimizdeki genomik DNA sekanslama i¢in uygun bulundu ve bununla ¢alismalarin

devam ettirilmesine karar verildi.

2.4.  Yeni Nesil DNA Dizileme Uygulamalari

Genom dizileme islemi, kimyasal sentezleme temelli yeni nesil DNA dizileme
sistemi  kullanan “Illumina HiSeq 2500” platformunda hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Dizileme kiitiiphanelerini olusturmak i¢in, “Illumina HiSeq 2500”
platformuyla uyumlu “TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit (Katalog
No: 20015964; Tllumina)” kullanilmistir. Sentez ile dizileme (SBS, sequencing by
synthesis), HiSeq Rapid SBS Kit v2 (Katalog No: FC-402-4023; Illumina) ile iki
fragmanin ug uca birlestirilmesi ile edilen tek fragman okumalar: (2 x 150 bp; PE,
paired-end) seklinde gergeklestirilmistir. Uygulama baslica ii¢ ana asamadan
olugsmaktadir. (i) Kiitiiphane olusturma, (ii) Sekans reaksiyonu ve yiiriitme, (iii) Elde

edilen sekans verilerinin biyoinformatik analizi.

2.4.1. Kiitiiphane Olusturma

Kiitiiphane olusturma i¢in “TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep
Kit (Katalog No: 20015964; Illumina)” kullanilmistir. Uygulama, kit protokoliinde
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belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 2.1). Uygulanan adimlar asagida

verilmistir:

2.4.1.1. Genomik DNA (gDNA) Normalizasyonu

Genomik DNA 52,5 ul RSB (Tekrar Siispansiyon Tamponu) igerisinde toplam
35 ng DNA olacak sekilde seyreltilmistir.

2.4.1.2. Mekanik Fragmantasyon

Fragmantasyon islemi “TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit
(Katalog No: 20015964; Illumina)” ile uyumlu Covaris (Covaris Inc.) cihazi
kullanilarak mekanik olarak yapilmistir (350 bp boyutunda). 50 ul normalize gDNA
Covaris cihazinda, Covaris tilipleri igerisinde ultrasonikasyon ile kirilarak kii¢iik
parcalara ayirilmistir. Covaris cihazi isletim parametreleri, ortalama 350 bp fragman
elde edilecek sekilde, {iretici talimatlarina goére ayarlanmistir. Fragmantasyon

sonucunda 3’ ucu ve 5’ ucunda overhang (¢ikinti1) olan dsDNA elde edilmistir.

2.4.1.3. DNA Fragmanlarinin Temizlenmesi

Pargalanmis DNA’larin pirifikasyonu, kit icerigindeki SPB (manyetik
piirifikasyon boncuklari) kullanilarak gergeklestirilmistir. 50 pl fragmente DNA 80 pl
SPB’ye baglanmis, %80 EtOH ile 2 defa yikanmis ve son olarak 62,5 pul RSB

igerisinde siispanse edilmistir.
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2.4.1.4. Fragmanlarin Tek Zincirli 3' ve 5' Uclarimin Kiit Uclara (Blunt-End)

Doniistiiriilmesi

Elde edilen DNA fragmanlariin kirik uclar kit igeriginde bulunan End Repair
Mix (ERP, ug tamir edici karisim) ile kor uglara ¢evrilmistir. Bu basamakta 40 pul ERP
62.5 ul temizlenmis fragmante DNA ile karistirilmis, ardindan 30 dk inkiibe edilmistir.
ERP karisimi bir yandan 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesi ile tek zincirli 3' uglarini
pargalarken, diger yandan 5'-3' polimeraz aktivitesi ile tek zincirli 5' uglarinin

komplementerini sentezler.

2.4.1.5. 350 bp’den Biiyiik DNA Fragmanlarimin Uzaklastirilmasi

Bu amagla 3/19 oraninda seyreltilmis SPB kullanilmistir. Toplam 102,5 pl
tamir edilmis DNA fragmani 190 pl seyreltilmis SPB ile karistirilmistir. 5 dk
inkiibasyon ile biiylik fragmanlarin SPB’ye baglanmasi saglanmistir. Sivi kisimda

kalan ortalama 350 bp ve daha kii¢ilk DNA fragmanlar: yeni bir tiipe aktarilmstir.

2.4.1.6.350 bp’den Kiiciik DNA Fragmanlarinin Uzaklastirilmasi

Biiyiik DNA fragmanlardan temizlenmis DNA’dan 250 pl alinarak 30 ul SPB
ile karigtinlmistir. Seyreltilmemis SBP ile ortalama 350 bp biiyiikliigiindeki DNA
fragmanlar1 manyetik boncuklara baglanmig, ardindan %80 EtOH ile 2 defa yikama
yapilarak ortamdaki kiiclik fragmanlar uzaklastirilmistir. Son olarak 20 pl RSB

icerisinde DNA yeniden siispanse edilmistir.

2.4.1.7. 3'-U¢larin Adenilasyonu

Bu basamakta kiit uclu (blunt ended) DNA fragmanlarinin 3' ucuna “adenin”

niikleotidi eklenmektedir. Bu sayede adaptor ligasyonu asamasindan fragmanlarin
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kendi arasinda birbirine baglanmasi engellenmekte, boylelikle kimerik olusumlarin

Oniine gecilebilmektedir.

Kiiciik ve biiyiik fragmanlardan temizlenmis 20 pl kiit uglu DNA siispansiyonu
12.5 ul ATL (adenin ekleme karisimi) ile karistirilarak 37°C’de 30 dk ve ardindan
70°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Boylece terminal deoksiniikleotid transferaz (TdT)

enziminin kiit 3' u¢larina adenin eklemesi saglanmaistir.

2.4.1.8. Adaptor Ligasyonu

Kit iceriginde bulunan Ligation Mix 2 kullanilarak DNA fragmanlarinin
uclarina Barkod adaptorler eklenmistir. Barkod adaptorler araciligityla DNA
fragmanlar: Akis Hiicrelerine (Flow Cell) baglanmakta ve ayrica barkod bolgesi ile de
orneklerin birbirinden ayirt edilmesi saglanmaktadir. Bu basamakta adenilasyonu
yapilmis DNA’dan 2,5 pl alinarak 2,5 pl DNA adaptorii ve 2,5 pl ligasyon miksi ile
karistirilmis ve 30 dk inkiibe edilmistir. Ardindan SPB ile iki defa yikanmis ve 50 pl
RSB’de siispanse edilmistir. Yikama islemi ile adaptor eklenmemis DNA pargalar

ortamdan uzaklastirilarak ortamda sadece adaptore baglh olanlar kalmaktadir.

Bu asamada; PE dizileme kiitiiphanelerini olusturmak i¢in asagida dizisi
verilen adaptoriin “T” ucu ile, adenilasyonu gergeklestirilmis ve dizilenecek DNA’nin
“A” ucu ligasyon ile birbirine baglanir. Asagida verilen adaptorde, alt1 ¢izili ve kalin
yazili adaptor dizileri birbirlerine komplementerdir. Ustte yer alan dizinin 3' ucundaki
C ve T deki “*” “phosphorothioate” bagini simgelemektedir. Bu bag T ucunun C’ye
sik1 bir sekilde baglanmasini saglar. Altta verilen dizinin 5' ucundaki “P” ise fosfat
grubunu simgeler ve ligasyon igin gereklidir. Barkod adaptorii dizileri asagida

verildigi gibidir:

5 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC*T 3

3' GAGCCGTAAGGACGACTTGGCGAGAAGGCTAG-P 5!
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2.4.1.9. Kiitiiphane Dizisinin Olusturulmasi

Dizileme sirasinda daha verimli sonuclar elde edebilmek i¢in kit igeriginde
bulunan “PCR Primer Kokteyl Miksi (PPC, PCR Primer Cocktail)” ve PCR
Zenginlestirme Miksi (EPM, Enhanced PCR Mix) kullanilarak PCR yontemi ile

adaptor eklenmis DNA fragmanlarinin zenginlestirilmesi yapilir.

50 ul ligasyonu gerceklestirilmis adaptor-DNA fragmanlari, 20 ul EPM ve 5
ul PPC karistirilarak PCR ile amplifiye edilir. PCR reaksiyonda PE PCR Primer 1.0
ve PE PCR Primer 2.0 kullanilarak, Illumina HiSeq PE dizilemeleri i¢in uygun
kiitiiphane dizisi Cizelge 2.1 gosterilen oligoniikleotit dizileri kullanilarak hazirlanir.
PCR sonrast diziler 50 pl SPB ile piirifiye edilir ve ardindan 30 ul RSB igerisinde

stispanse edilir.

Cizelge 2.1. Kiitiiphane Dizisi Olusturmada Kullanilan Primerler ve Dizileri.
Primerler Oligoniikleotit Dizileri (5'-3")

Okuma Primeri 1 ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
Okuma Primeri 2 CGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT

P5 Indeks AATGATACGGCGACCACCGA

P7 indeks CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT

PE PCR Primer 1.0 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCC
GATCT

PE PCR Primer 2.0 | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTC
TTCCGATCT

Kiitiiphane Dizisi (5'-3"): (P5)-(GATCT)-(Okuma Primeri 1 ters komplementer)-
(DNA)-(Okuma Primeri 2)-(P7 dizisi ters komplementer) seklinde olusturulur.

2.4.1.10. Kiitiiphane Kalite Kontrolii ve Normalizasyonu

Bu basamakta, DNA Kkiitliphanesinin kantitasyonu icin qPCR ydntemi
kullanilarak optimum boyut kiimelemesi yapilmistir. 350 bp Kkiitiiphane igin,

ligasyondan sonra 470 bp ortalama boyut elde edilmesi gerekmektedir.
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Son olarak drneklerin kalite kontrolii, Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer
ile yapilarak boyut dagilim profilleri elde edilmis ve boylece boyut dagilimi ve DNA

miktariin kontrolii yapilmistir.

Kiitiiphane normalizasyonu i¢in seyreltme tamponu (Tris-HCI 10 mM, pH 8.5,
0.1% Tween 20) kullanilarak DNA kiitiiphanesi konsantrasyonu 10 nM’a
seyreltilmistir.
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Sekil 2.1. Kiitiiphane Olugturulmasi: A. Genomik DNA’nin fragmentlere ayrilmasi, B. DNA fragmentlerinin kiit
uglu hale getirilmesi, C. Piirifikasyon ile yaklasik 350 bp biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin biiyiik ve kiigiik
olanlardan ayrilmasi, D. Adenilasyon, E. Barkod adaptorlerin ligasyonu, F. Kiitiiphane dizisi (Illumina, 2018).
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2.4.2. Sekans Reaksiyonu ve Yiiriitme

DNA dizileme “HiSeq Rapid SBS Kit v2 (Katalog No: FC-402-4023;
[llumina)” kullanilarak HiSeq 2500 platformu ve bununla uyumlu cBot cihazi
(Mlumina) {izerinde gergeklestirilmistir. Uygulama, kit protokoliinde belirtildigi
sekilde yapilmis olup, islem basamaklar1 asagida anlatildig: gibidir:

2.4.2.1. DNA Kiitiiphanelerinin Akis Hiicresi (Flow Cell) Yiizeyine Baglanmasi

ve Kiimelerin Olusturulmasi

DNA kiitiiphanesi akis hiicresine yiiklenerek cBot cihazina yerlestirilmistir.
Dongii dizileme isleminde tiretici firmanin talimatlarina goére “HiSeq Rapid SBS Kit
v2” igerigindeki AMS (hizli amplifikasyon mixi), FDR (hizli denatiirasyon mixi),
FLM1 (hizl1 lineerizasyon mixi 1), FLM2 (hizl1 lineerizasyon mixi 2), FPM (Hizli On
Mix), FRM (Hizli tekrar sentez mixi), HP10 (Okuma Primeri 1), HP11 (Okuma
Primeri 2), HP12 (Indeks Okuma Primeri 1) ve HT (hibridizasyon tamponu) reaktifleri

kullanilmis ve PE dizilemeye uygun program secilerek kiimeleme baglatilmistir.

Bu islem esnasinda; (i) HT1 reaktifi ile kiitliphaneler akis hiicreleri tizerindeki
immobilize oligolara baglanir. (ii) AMS ile serbest 3’ucundan polimeraz aktivitesi ile
DNA sentezi yapilir. (iii) Kiimelenme igin ise dongiisel olarak koprii amplifikasyonu,
denatiirasyon, linearizasyon, 3' ucu bloklama, ters iplik denatiirasyonu ve tekrar
amplifikasyon islemleri gerceklestirilir. Bu dongiiler sirasinda AMS, FDR, FLM1,
FLM2, FPM, FRM, HP10, HP11, HP12 ve HT reaktifleri aktif olarak kullanilir.

2.4.2.2. HiSeq 2500’iin Dizilemeye Hazirlanmasi

SBS kit reaktifleri HiSeq 2500 cihazina yiiklenmistir. Dizileme igin
kullanilacak kit ile uyumlu yiiriitme parametreleri secilmistir. Kalibrasyon akis hiicresi
cihaza yiiklenmis ve kalibrasyon gerceklestirilmistir. Kalibrasyon akis hiicresi

cihazdan ¢ikartilmigtir.
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2.4.2.3. Ilk Adimda Olusturulan Akis Hiicresi Uzerindeki Kiimelerin Dizilenmesi

Akis hiicresi HiSeq 2500 cihazina yerlestirilmis ve yiirlitme ekranindan
dizileme baslatilmistir. Dizileme sonunda tiim reaktifler cihazdan ¢ikartilarak

uzaklastiriimistir.

2.4.3. Biyoinformatik Analizler

Elde edilen genom sekanslar1 “FASTQ” formatindadir. Bu format sekans
bilgisi ile birlikte kalite degerlerini de igermektedir. Kalite degerleri QC-0 ile QC-40
arasinda olup, her bir sekans okumasindaki dogruluk oranini yansitmaktadir. QC-20
%99, QC-30 ise %99,99 dogru baz okuma olasiligin1 temsil eder. Bu ¢aligmada elde
edilen FASTQ dosyast web tabanli Galaxy platformuna (https://usegalaxy.org/)

yiiklenerek kalite kontrol asamasina gegilmistir (Afgan ve ark, 2012; Galaxy, 2018).
Galaxy platformunda bulunan “FastQC” araci ile; sekans dosyasina ait basit istatistik,
baz diizeyinde sekans kalitesi, sekans diizeyinde kalite degerlerinin dagilimi, baz ve
sekans diizeyinde “GC” igerigi, okunamayan sekans igerigi, sekans uzunluk dagilim,
sekans tekrar diizeyi ve K-mer igerigi lizerine kalite raporu olusturularak problemli
olabilecek kisimlar iizerinde hizli bir degerlendirme yapilmistir (Andrews, 2010).
FastQC raporunda elde edilen sonuglara gore sekanslarin GC oran1 %58 olup, boyutu
36 bp-126 bp arasinda toplam 16.850.980 adet sekans bulunmustur. Sekanslarin
%100°1 22 kalite skorunun tzerinde elde edilirken, sekanslarin %93°4 30 kalite
skorunun iizerindedir. Sekanslarin %99’undan fazlast 120bp-126bp arasinda olup
farkl1 boyutlarda elde edilen sekanslarin orani oldukg¢a diistiktiir. Covarage degeri
toplam sekans sayist ve ortalama sekans uzunlugunun ¢arpiminin genom boyutuna
boliinmesiyle elde edilmektedir. Elde edilen verilere gére covarage degeri 60 olarak

hesaplanmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. QC Raporu. Toplam okunan DNA fragmenti: 16850980. DNA fragmentlerinin sekans uzunlugu: 36-26.
QC skoru ortalama 35 civarinda olup, bu da okumanin >%99,9 dogrulukta oldugu anlamina gelmektedir.

FASTQ formatindaki sekans dosyalari paired end, illumina formatinda

Geneious 11.0.5. (http://www.geneious.com; Kearse et al., 2012) platformuna

yiiklenerek, ileri ve geri okumalarin birlestirilmesi gerceklestirilmistir (Geneious,
2018). Elde edilen dosyada bulunan disiik kalite ve giivenirlikteki sekanslarin

filtrelenmesi amaciyla BBtools paketinden (https://jgi.doe.gov/) BBnorm araci

kullanilmigtir (JGI, 2018). BBnorm aracinda minimum covarege 6, hedeflenen
covarage ise 40 olarak se¢ilmistir. Bu sekilde hatali sekanslar filtrelenerek ve coverage

degerleri normalize edilerek analizin dogrulugu arttirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. BB tools araci ile hatali sekanslarin filtrelenmesi ve coverage degerlerinin normalizasyonu.

Genom haritalama (mapping) islemi i¢in referans genom olarak kullanilmak
tizere L. infantum JPCM5 susuna ait 36 kromozom sekanst Geneious platformuna
indirilmistir. 36 kromozom tek bir dosya icinde listelenerek referans olarak

kullanilmaya hazir hale getirilmistir (Sekil 2.4).

2 e o 1105 M dos b - o x
Fle Ede View Took Sequence Annctate & Predict Help

aQ Rsench
10f 37 sslected.
it e Ty pr— ey =y pr—— e — Y e ey ————— |
 J o ooseos Lemhmania infantum JPCMS gemome chromon... Leishmania L. 867,075 c0a% L . II0694S7  beear onA fukaryota; £.. Standard -~
. Jom Letshmans infantum JPCHS genome chromos... 16 Jul 2015 Lesshmania L. 774,004 594% nC_009407.2 - 339696284 mear onA twkaryota; L. Standard
o 7 N o006 Leishmania infantum JPCHS genome chromos... 16 Jul 2015 Leishmania L 659,512 59.6% WC_0004062 - 330806251 teear oA Fukaryota; £... Standand
* 7 m_ooseos Letshmanis infantum JPCMS gemome chromos... 16 Jul 2015 Lesshmanta L. 759,899 05% WC_009405.2 - 339698164 Imear L) Tukaryota; .. Standard
. nC_009404 Lenhmanss mlantum IPCHS genome chromos... 16 Leishmania L. 732,590 A% 0094042 - Senr ona Eukaryota; .. Standard
* & m_oosss Leishmanis infantum JPCMS genome chromos... 16 Jul 2015 Letshmanis L. 742,501 9.2% WC_0094032 - 339898013 mear oA tukaryota; L. Standard
o J o oose0z Lemhmanss mlantum PCHS genome chromon... 16 Leishmania L. 720,194 a0 C_009402.2 II9RI912 leear N Fukaryota; £ Standard
* & mc_ooseon L  infantum JPCMS gemome chromes... 16 Jul 2015 Letshmanis L. 667,340 608% WC_009401.2 339697877  Weear oA tukaryota; L. Standard
o000 Leishmanss infantum JPCMS genome chromos... 16 Jul 2015 [T 1w X - ES T — oA Eukaryota; £... Standard
* & mc_ooarss Letshmank infantum JPCMS genome chromos... 16 Jul 2015 Letshmanta L. 617,636 S13% "_0093992 - 339697766 Mmear onA tukaryota; L. Standard
o J o oonrvs Lenhmanis infantum JWCMS gemome chromos... 16 5 Leishmania L. 639,279 BTy X IIMI7S  eenr ona Ewkaryots; .. Standard
o mc_o09397 Leishmana ) IPCHS genome chromos... 16 Jul 2015 L 645,761 603% WC_009397.2 33989 Mmcar oA twkaryota; .. Standard
o J m_0003ne Leishmanss infantum JCMS gemome chromos... 16 Jul 2015 Leishmania L. 568,476 05w 0093962 IIN07297  Veear ona Fukaryota; .. Standard
* & m_oosres Leishmanka infantum JPCHS gemome chromos... 16 Jul 2015 Lesshmania L. 575,792 553% WC_009395.2 - 339897070 Mmear onA wkaryota; .. Standard
o _ooarne Leishmanss mfantum JPCHS genome chromes... 16 Jul 2015 Liwhmanie L. 547,235 A% 0093942 - JIUROTOM leear oA tukaryota: t.. Standard
& oo Leishmana. IPCMS gemome chromos... 16 Jul 2015 L 572,115 60.9% nC_0093932 - 339696995 lmear ona Eukaryota; £.. Standard
o Jom_ 009392 Leinhmanss infantum JPCMS gemome chromos... 16 Jul 2015 Lemhmania b o 009392.2 IINN06068  leear oA tukaryota; .. Standard.
7 m_oonm Leishmanis infantum JPCMS genome chromos... 16 Jul 2015 Leishmanta L. 592,381 14% nC_0093912 - 339696934 mear oA Eukaryota; E.. Standard
o J o o030 Lenhmanis infantum JPCMS gemome chromos... 16 Jul 2015 Lemhmania L 449,024 61.9% _00939%0.2 - 3306892 levenr oA Ewkaryots; £.. Standard
* & mc_ooares Leishmania infantum JPCMS genome. 1 Letshmania L. 475338 613% WC_009389.2 - 339696855 bmear ona Eukaryota; .. Standard
. J m_ovases Lenhmanss infantum JPCMS genome chromos... 16 Jul 2015 Lerhmania b 382,367 samn 0093882 IIN96EIS  lemenr oA tukaryota; £... Standard.
* & m_oosre7 Leishmania ifantum JPCMS genome Jul 2015 Leishmania L. 334,113 624% WC_009387.2 - 139696747  mear onA ukaryota; £ Standard
| e & m ooass Leishmans infantum JPCHS genome chromos... 16 Jul 2015 Leishmania t.. 277,951 - 631% - 0093862 - 39096729 bmear ona tukaryota; £ Standard
o 009277 Leishmania infantum JPCMS genome chromes... 16 Jul 2015 Lesshmania L. 523,352 62.0% WC_009277.2 339696710 lmear DA fukaryota; ... Standard
e 1 Y N S S
Sequence Wew  Anotatons Vsl Gel Lengths Grach  Text Vew Unesge o Mame: hypothetical proten, unknown funcson COS.
s

' - g e oo o emzso oo e
| Ne.o0s277
STTHTATROPCIZEA Y.
333 WIMIEM 3 e
PP o e SELSSICSSANS RRQGSH G0Q%
GTESPH ASTTIASILSASGOGAT GG
B
CTPS<o;
sa
CrisASH CDCSDGSDIGGSL
SOOVTVAVGTECGr EDAKOERANGG5
sasss: s
L —— .
[T ] N8I Feature Key: o5

Sekil 2.4. Referans genoma ait 36 kromozomun tek dosya halinde listelenmesi.
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Geneious mapper kullanilarak, orta hassasiyet ve 5 iterasyon parametreleri ile

referansa karst haritalama islemi ylriitilmiistiir. Elde edilen kontig dosyalar

kromozomlara gore siniflandirilmis ve referans genoma gore anotasyonlar1 yapilmistir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Haritalama ve anotasyon.

Geneious platformu iizerinde “Find Variations/SNPs” programi kullanilarak
kromozomlara ait kontig dosyalar1 tizerindeki polimorfik bolgeler tespit edilmistir
(Sekil 2.6). Polimorfizm saptanan bazi bdlgelerin degerlendirilmesi asagida

orneklendirilmistir (Sekil 2.7, 2.8, 2.9).
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Sekil 2.7. Varyasyon analizi 6rnegi. 12. Kromozom (NC 009396)-Yiizey antijeni geni (Putative surfage antigen
protein kinase, CDS) iizerinde frame-shift mutasyon bolgesinin saptanmasi.
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Sekil 2.8. Varyasyon analizi 6rnegi. 1. Kromozom (NC_009386)-Metallopeptidaz geni (metallo-peptidase, Clan
MA(E), Family M3 CDS) iizerinde frame-shift mutasyon bolgesinin saptanmasi.
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Sekil 2.9. Varyasyon analizi ornegi. 1. Kromozom (NC_009386)-Metallopeptidaz geni (metallo-peptidase, Clan
MAC(E), Family M3 CDS) iizerinde frame-shift mutasyon bdlgesinin incelenmesi.

Kontiglerden olusturulan konsensiis sekanslar fasta formatinda kaydedilerek

NCBI veribankasina (www.ncbi.nlm.nih.gov) yiiklenmistir (NCBI, 2018a).
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3. BULGULAR

Bu c¢alismada L. infantum’un yiiksek kalitede tiim genom dizisi basari ile
sekanslanmis ve 36 kromozoma ait toplam 32.009.138 baz cifti biiyiikliigiinde
genomik DNA elde edilmistir. Ardindan elde edilen genomik DNA, National Center
for Biotechnology Information, USA, (NCBI) GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov)
yiiklenerek Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO01) ismi ile kaydedilmistir (NCBI,

2018a). Lin_TR0O1 genomunun 36 kromozomuna ait NCBI tarafindan verilen
accession (erisim) numaralar1 "CP027807, CP027810, CP027808, CP027811,
CP027809, CP027812, CP027813, CP027814, CP027817, CP027818, CP027819,
CP027815, CP027821, CP027816, CP027823, CP027820, CP027822, CP027824,
CP027825, CP027826, CP027827, CP027828, CP027829, CP027830, CP027831,
CP027832, CP027833, CP027834, CP027835, CP027836, CP027837, CP027838,
CP027839, CP027840, CP027841, CP027842" seklindedir (Sekil 3.1) (NCBI, 2018b).

Giintimiizde sadece birka¢ tane yiiksek kalite L. infantum tiim genomu
mevcuttur. Bu ¢aligmada elde edilen L. infantum tim genom dizisi ise; (i) referans
genomdan bu yana elde edilen ikinci WGS, (ii) tilkemizde ¢ikarilan ilk WGS ve (iii)
seviye olarak complete durumda olan tek WGS’dir (Sekil 3.2) (NCBI, 2018c).
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Sekil 3.1. Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO01) (NCBI, 2018b).
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Sekil 3.2. NCBI’da yer alan L. infantum WGS dizileri. Leishmania infantum TRO1 bu ¢alismada elde edilen WGS
dizisini gostermektedir (NCBI, 2018c).

Leishmania infantum genomu anotasyonu sonucunda 36 kromozoma ait 3153
polimorfizm, 8324 Gen, 8199 CDS, 8109 mRNA, 67 tRNA, 11 rRNA ve 58 ncRNA
bulunmustur. Elde edilen 8199 CDS’nin 5278 tanesi hipotetik protein (Hypothetical
protein CDS) niteligindedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Lin_ TRO1 susunun 36. kromozomu {izerindeki anotasyon 6rnegi.

Bulunan 3153 polimorfik bdlgenin 799°u deletion (delesyon, silinme), 528u
insertion (insersiyon, ice eklenme), 511°i substitution (substitiisyon, yer degistirme)
ve 1315’1 ise SNP (tek niikleotit polimorfizmi) seklindedir. Polimorfizmlerin

466’s1n1n proteinler lizerine etkisi tespit edilmis olup, bunlarin 3’i delesyon, 5’i uzama
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(extention), 44’1 cergeve kaymasi (frame shift), 2’si insersiyon, 299’1 substitiisyon,
11’1 truncation ve 102’si ise etkisiz (none) olarak smiflandirilmigtir. Buradan da
anlasilacag iizere proteinler tizerine etkili 364 polimorfizm bulunmakta olup, bu
polimorfizmleri tasiyan kromozomal bdlgelerin iirettikleri proteinlerin ise 166’sin1
fonksiyonu bilinen proteinler olustururken; 198’ini hipotetik proteinler olugsmaktadir.
Bu ¢alismada tespit edilen 166 adet fonksiyonu bilinen protein iireten polimorfizm
iceren bolge Cizelge 3.1°de Ozetlenmistir. Cizelgede ¢ok yiiksek olasilikla proteinin
yapisini bozacak veya tiretimini durduracak diizeyde degisiklige yol acabilecek olan
26 adet “frame shift, truncation ve insersiyon” tipi polimorfizm “*” isaretiyle

gosterilmigtir.
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Cizelge 3.1. Lin_TR0O1 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)

CP027807.1 /Chr 1 Deletion 264371 264371 1 T Frame Shift metallo-peptidase, Clan
MA(E), Family M3

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143240 143240 1 A (A)3-> (A)2 Frame Shift putative 60S acidic
/tandem ribosomal protein P2
repeat

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143258 143258 1 A Frame Shift putative 60S acidic

ribosomal protein P2

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143339 143339 1 C (C)3->(C)2 Frame Shift putative 60S acidic
/tandem ribosomal protein P2
repeat

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143391 143391 1 C Frame Shift putative 60S acidic

ribosomal protein P2

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143400 143400 1 G (G)4 -> (G)3 Frame Shift putative 60S acidic
/tandem ribosomal protein P2
repeat

CP027829.1 /Chr 3 Deletion 143416 143416 1 A Frame Shift putative 60S acidic

ribosomal protein P2
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027840.1 /Chr 7 Deletion 519684 519684 1 G Frame Shift* putative nucleolar RNA-
binding protein
CP027810.1 /Chr 12  Deletion 430384 430384 1 G Frame Shift* putative surface antigen
protein 2
CP027812.1 /Chr 14  Deletion 292294 292294 1 A Frame Shift* beta-ketoacyl-CoA
synthase
CP027839.1/Chr 6 SNP 35293 35293 1 C A C->A M -> | Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily G,
memberl
CP027807.1 /Chr 1 SNP 29110 29110 1 C A C->A Q->H Substitution glutaredoxin-like protein
[transversion
CP027829.1 /Chr 3 SNP 143389 143389 1 G A G->A G->D Substitution putative 60S acidic
[transition ribosomal protein P2
CP027837.1/Chr 4 Insertion 97429 97429 1 - A Frame Shift* putative beta-

fructofuranosidase
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027841.1 /Chr 8 SNP 291420 291420 1 A G->A G->D Substitution amastin-like protein
[transition

CP027842.1 /Chr 9 SNP 354732 354732 1 A G->A P->L Substitution polyubiquitin
[transition

CP027842.1 /Chr 9 SNP 537224 537224 1 A T->A N->Y Substitution putative ubiquinone
[transversion biosynthesis protein-like

protein

CP027808.1 /Chr10  SNP 162902 162902 1 A G->A E->K Substitution putative folate/biopterin
[transition transporter

CP027808.1 /Chr10  SNP 162944 162944 1 A T->A Y ->N Substitution putative folate/biopterin
[transversion transporter

CP027808.1 /Chr10  SNP 163058 163058 1 A T->A S->T Substitution putative folate/biopterin
[transversion transporter

CP027808.1/Chr10  SNP 223677 223677 1 A T>A F->Y Substitution GP63, leishmanolysin

[/transversion
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027809.1 /Chr11  SNP 489877 489877 1 G A G->A G->D Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily A,

member2

CP027810.1 /Chr12  SNP 300315 300315 1 G A G->A V->1 Substitution glucose-6-phosphate
[transition isomerase

CP027810.1 /Chr12  SNP 388024 388024 1 G A G->A V->M Substitution putative surface antigen
[transition protein 2

CP027810.1 /Chr12  SNP 388091 388091 1 C A C->A T->K Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2

CP027810.1 /Chr12  SNP 388101 388101 1 C A C->A S->R Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2

CP027812.1 /Chr14  SNP 483769 483769 1 G A G->A R->Q Substitution putative kinesin K39
[transition

CP027812.1/Chr14  SNP 486258 486258 1 G A G->A A>T Substitution putative kinesin K39
[transition
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027819.1/Chr20  SNP 386513 386513 1 G A G->A A>T Substitution putative protein kinase
[transition

CP027823.1/Chr24  SNP 770104 770104 1 G A G->A L->F Substitution putative PI3-kinase
[transition

CP027825.1 /Chr26 ~ SNP 254465 254465 1 G A G->A Truncation* chaperone protein-like
[transition protein

CP027826.1 Chr 27 SNP 181105 181105 1 C A C->A P->Q Substitution putative calpain-like
[transversion cysteine peptidase

CP027826.1 Chr 27 SNP 644540 644540 1 G A G->A V->M Substitution putative amino acid
[transition transporter

CP027826.1 Chr 27 SNP 1021164 1021164 1 C A C->A D->E Substitution WD-repeat protein
[transversion

CP027827.1/Chr28  Insertion 564739 564739 1 - A Frame Shift* putative target SNARE
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027827.1 /Chr28  SNP 1136928 1136928 1 G A G->A A->V Substitution putative sodium/sulphate
[transition symporter

CP027831.1/Chr31  SNP 519270 519270 1 G A G->A T->1 Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily C,

member6

CP027832.1/Chr32  SNP 263889 263889 1 C A C->A A->D Substitution putative RNA binding
[transversion protein

CP027832.1/Chr32  SNP 264164 264164 1 G A G->A V->M Substitution putative RNA binding
[transition protein

CP027832.1/Chr32  SNP 264224 264224 1 G A G->A E->K Substitution putative RNA binding
[transition protein

CP027834.1 /Chr34  SNP 121911 121911 1 C A C->A P->T Substitution deoxyhypusine synthase
[transversion

CP027834.1/Chr34  SNP 121926 121926 1 Cc A C->A R->S Substitution deoxyhypusine synthase

[/transversion
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027835.1 /Chr35  SNP 207192 207192 G A G->A G->S Substitution proteophosphoglycan ppg4
[transition
CP027835.1 /Chr35  SNP 743411 743411 G A G->A R->K Substitution protein kinase-like protein
[transition
CP027835.1 /Chr35  SNP 1581464 1581464 G A G->A E->K Substitution MAP kinase kinase-like
[transition protein
CP027836.1 /Chr36  SNP 575422 575422 G A G->A R->C Substitution putative protein kinase
[transition
CP027836.1/Chr36  SNP 1253290 1253290 G A G->A A->V Substitution putative ADP-ribosylation
[transition factor GTPase activating
protein
CP027810.1 /Chr 12  Substitution ~ 388354 388355 TC AA TC->AA S->K Substitution putative surface antigen
protein 2
CP027841.1/Chr 8 Substitution 291422 291423 GT AC GT->AC V->T Substitution amastin-like protein
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027810.1 /Chr 12  Substitution 388297 388298 GT AC GT ->AC V->T Substitution putative surface antigen
protein 2
CP027835.1 /Chr 35  Substitution 180007 180009 GG ACA GCG -> A>T Substitution putative
ACA proteophosphoglycan ppg3
CP027829.1 /Chr 3 Substitution 143380 143381 GA AG GA -> AG G->E Substitution putative 60S acidic
ribosomal protein P2
CP027810.1 /Chr 12  Substitution 388321 388323 GAG AGC GAG -> E->S Substitution putative surface antigen
AGC protein 2
CP027810.1 /Chr 12  Substitution 388345 388348 CCG AGGA  CGCG -> RD -> RN Substitution putative surface antigen
AGGA protein 2
CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354738 354739 cc AT CC->AT G->1 Substitution polyubiquitin
CP027814.1/Chr 16  Insertion 660802 660802 - AT (AT)10 -> Frame Shift* putative U1 small nuclear
/tandem (AT11 ribonucleoprotein
repeat

50



Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027810.1 /Chr 12  Substitution 388364 388368 5 GGGTA ATAAG GGGTA-> RV ->NK Substitution putative surface antigen
ATAAG protein 2
CP027808.1 /Chr 10  Substitution 162979 162982 4 GCGC ATAT GCGC -> LR->LY Substitution putative folate/biopterin
ATAT transporter
CP027839.1/Chr 6 Substitution 35300 35304 4 GAAC ATCAG GAAAC-> VS->LI Substitution ATP-binding cassette
ATCAG protein subfamily G,
memberl
CP027810.1 /Chr 12  Substitution =~ 388312 388316 4 GCAT ATTGC GTCAT-> VI->IA Substitution putative surface antigen
ATTGC protein 2
CP027839.1/Chr 6 SNP 35286 35286 1 A C A->C S->A Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily G,
memberl
CP027839.1/Chr 6 SNP 35296 35296 1 A C A->C F->L Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily G,
memberl
CP027841.1/Chr 8 SNP 291403 291403 1 G C G->C K->N Substitution amastin-like protein

[/transversion

51



Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027841.1 /Chr 8 SNP 291470 291470 1 G C G->C E->Q Substitution amastin-like protein
[transversion
CP027842.1 /Chr 9 SNP 354747 354747 1 T C T->C D->G Substitution polyubiquitin
[transition
CP027809.1 /Chr11  SNP 101036 101036 1 A C A->C E->D Substitution putative DNA repair and
[transversion recombination
protein,mitochondrial
precursor
CP027809.1/Chr11  SNP 489831 489831 1 T o T->C F->L Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily A,
member2
CP027809.1/Chr11  SNP 492334 492334 1 A o A->C N->T Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily A,
member2
CP027810.1/Chr12  SNP 388172 388172 1 G o G->C G->A Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2
CP027810.1/Chr12  SNP 388601 388601 1 T C T->C V->A Substitution putative surface antigen
[transition protein 2
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027812.1/Chr14  SNP 483743 483743 1 G C G->C E->D Substitution putative kinesin K39
[transversion

CP027812.1/Chr14  SNP 483779 483779 1 A C A->C E->D Substitution putative kinesin K39
[transversion

CP027812.1 /Chr14  SNP 483781 483781 1 G C G->C C->S Substitution putative kinesin K39
[transversion

CP027812.1/Chr14  SNP 492772 492772 1 G Cc G->C G->A Substitution putative kinesin K39
[transversion

CP027824.1/Chr25  SNP 21195 21195 1 A C A->C L->R Substitution putative poly(A)-binding
[transversion protein 3

CP027825.1 /Chr26  Deletion 935189 935190 2 TT C TT->C Frame Shift* putative peroxisomal

membrane protein 4

CP027825.1/Chr26  SNP 935192 935192 1 T C T->C F->S Substitution putative peroxisomal

[transition membrane protein 4
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027825.1 /Chr26 ~ SNP 935204 935204 1 T C T->C V->A Substitution putative peroxisomal
[transition membrane protein 4
CP027825.1 /Chr26 ~ SNP 935209 935209 1 T C T->C F->L Substitution putative peroxisomal
[transition membrane protein 4
CP027825.1 /Chr 26 Insertion 935212 935212 1 - C Frame Shift* putative peroxisomal
membrane protein 4
CP027825.1 /Chr26 ~ SNP 935217 935217 1 G C G->C W->C Substitution putative peroxisomal
[transversion membrane protein 4
CP027825.1 /Chr26 ~ SNP 935225 935225 1 T C T->C L->P Substitution putative peroxisomal
[transition membrane protein 4
CP027826.1 Chr 27 SNP 366789 366789 1 T C T->C V->A Substitution putative
[transition phosphatidylinositol (3,5)
kinase
CP027827.1/Chr28  SNP 333494 333494 1 T C T->C V->A Substitution putative ribonucleoside-
[transition diphosphate reductase

large chain
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027827.1 /Chr28  SNP 771551 771551 C T->C 1>V Substitution putative X-pro, dipeptidyl-
[transition peptidase,serine
peptidase,Clan SC, family
S15
CP027835.1 /Chr35  SNP 179333 179333 C T->C V->A Substitution putative
[transition proteophosphoglycan ppg3
CP027835.1 /Chr35  SNP 183131 183131 C G->C R->P Substitution putative
[transversion proteophosphoglycan ppg3
CP027835.1/Chr 35  Insertion 184779 184779 o Frame Shift* putative
proteophosphoglycan ppg3
CP027836.1/Chr36  SNP 52416 52416 o G->C R->G Substitution elongation factor 2
[transversion
CP027836.1/Chr36  SNP 1755201 1755201 o A->C H->P Substitution related to elongation
[transversion factor-2 kinase efk-1b
isoform-like protein
CP027836.1/Chr36  SNP 2423355 2423355 C G->C F->L Substitution putative target of

[/transversion

rapamycin (TOR) kinase 1
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027812.1 /Chr 14  Substitution ~ 483755 483756 TG CA TG ->CA AA -> AT Substitution putative kinesin K39
CP027836.1 /Chr36  Substitution 52406 52407 GT CA GT ->CA T->C Substitution elongation factor 2
CP027810.1 /Chr 12  Substitution ~ 388304 388310 AGGCTA CACAA AGGCTAC- KAT->TQR Substitution putative surface antigen
c CG > protein 2
CACAACG
CP027827.1 /Chr 28  Substitution ~ 83223 83224 AA cc AA->CC Extension putative propionyl-coa
carboxylase beta chain
CP027836.1 /Chr36  Substitution 52411 52413 AC CGA AGC -> A->S Substitution elongation factor 2
CGA
CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354734 354736 GAT CGC GAT->CGC 1->A Substitution polyubiquitin
CP027810.1/Chr 12  Substitution 388357 388358 AC CT AC->CT T->L Substitution putative surface antigen

protein 2
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027825.1 /Chr 26  Substitution 935201 935202 2 TG CT TG->CT L->P Substitution putative peroxisomal
membrane protein 4
CP027808.1 /Chr 10  Substitution 162939 162941 3 GGT CTA GGT ->CTA GC->AS Substitution putative folate/biopterin
transporter
CP027836.1 /Chr36  Substitution ~ 52398 52403 6 GACCGC CTTATA GACCGC -> Truncation* elongation factor 2
CTTATA
CP027839.1 /Chr 6 SNP 35283 35283 1 C G C->G V->L Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily G,
memberl
CP027839.1/Chr 6 SNP 35291 35291 1 A G A->G L->P Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily G,
memberl
CP027839.1/Chr 6 SNP 35307 35307 1 A G A->G S->P Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily G,
memberl
CP027829.1 /Chr 3 SNP 51650 51650 1 Cc G C->G N -> K Substitution putative delta-1-pyrroline-

[/transversion

5-carboxylate
dehydrogenase
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027837.1 /Chr 4 SNP 377862 377862 1 C G C->G R->P Substitution putative chloride channel
[transversion protein
CP027808.1 /Chr10  SNP 162926 162926 1 A G A->G 1>V Substitution putative folate/biopterin
[transition transporter
CP027809.1 /Chr11  SNP 513785 513785 1 T G T>G S->A Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily A,
member4
CP027809.1 /Chr11  SNP 524336 524336 1 T G T->G V->G Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily A,
member5
CP027809.1 /Chr11  SNP 527023 527023 1 T G T->G S->A Substitution ATP-binding cassette
[transversion protein subfamily A,
member5
CP027810.1 /Chr12  SNP 388075 388075 1 T G T->G S->A Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2
CP027810.1/Chr12  SNP 388093 388093 1 T G T->G S->A Substitution putative surface antigen

[/transversion

protein 2
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027810.1 /Chr12  SNP 388240 388240 1 C G C->G L->V Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2

CP027810.1 /Chr12  SNP 388290 388290 1 C G C->G D->E Substitution putative surface antigen
[transversion protein 2

CP027811.1/Chr13  SNP 464402 464402 1 A G A->G V->A Substitution putative endomembrane
[transition protein

CP027812.1/Chr14  SNP 483751 483751 1 A G A->G K->R Substitution putative kinesin K39
[transition

CP027820.1 /Chr21  SNP 110477 110477 1 A G A->G T->A Substitution metallo-peptidase, Clan
[transition ME, Family M16

CP027821.1 /Chr22  SNP 20253 20253 1 C G C->G C->S Substitution mRNA cap
[transversion methyltransferase-like

protein

CP027825.1/Chr26  SNP 43159 43159 1 A G A->G V->A Substitution putative 60S ribosomal

[transition protein L7
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027826.1 Chr 27 SNP 1037529 1037529 T G T->G S->A Substitution dynein heavy chain, point
[transversion mutation

CP027832.1/Chr32  SNP 1408265 1408265 A G A->G K->R Substitution putative DEAD/DEAH
[transition box helicase

CP027835.1 /Chr 35  Insertion 184773 184773 - G Frame Shift* putative

proteophosphoglycan ppg3

CP027835.1 /Chr35  SNP 192194 192194 A G A->G T->A Substitution proteophosphoglycan ppg4
[transition

CP027836.1 /Chr36  SNP 11811 11811 A G A->G F->L Substitution putative PUF1
[transition

CP027836.1 /Chr36  SNP 88202 88202 T G T->G Q->H Substitution putative proteasome beta 2
[transversion subunit

CP027836.1/Chr36  SNP 2381220 2381220 A G A->G 1->T Substitution putative flagellum
[transition transition zone component
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027827.1/Chr28  Substitution 83219 83221 2 AT GAC AAT -> N->D Substitution putative propionyl-coa
GAC carboxylase beta chain
CP027812.1 /Chr 14  Substitution 292271 292274 3 CTG GAGC CATG -> AM -> AL Substitution beta-ketoacyl-CoA
GAGC synthase
CP027812.1 /Chr 14  Substitution 292288 292289 2 CA GC CA->GC AG -> AR Substitution beta-ketoacyl-CoA
synthase
CP027826.1 Chr 27 Substitution 422551 422552 2 CA GC CA->GC M ->S Substitution ATP-binding cassette
protein subfamily A,
member9
CP027835.1/Chr 35  Insertion 209925 209934 9 GCCGG -> AGC Insertion* proteophosphoglycan ppg4
CTGC
CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354749 354757 8 CGATCT GGTCA CGGATCTC RDP->TLT Substitution polyubiquitin
CG GCGT G->
GGTCAGC
GT
CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354615 354616 2 cC GT CC->GT G->T Substitution polyubiquitin
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354623 354624 CA GT CA->GT L->H Substitution polyubiquitin

CP027842.1/Chr 9 Substitution 354741 354742 TC GT TC ->GT E>T Substitution polyubiquitin

CP027810.1 /Chr 12  Substitution =~ 388361 388362 AG GT AG->GT E->G Substitution putative surface antigen

protein 2

CP027840.1 /Chr 7 Substitution 152963 152965 TGT GTG TGT ->GTG DX ->AX Substitution putative protein kinase

CP027812.1 /Chr 14  Substitution 292278 292282 ACACT GTGTA ACACT-> SV->YT Substitution beta-ketoacyl-CoA
GTGTA synthase

CP027840.1 /Chr 7 Insertion 152971 152971 - T Frame Shift* putative protein kinase

CP027841.1/Chr 8 SNP 291413 291413 A T A>T T->S Substitution amastin-like protein

[/transversion
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027841.1 /Chr 8 SNP 291416 291416 1 C T C->T P->S Substitution amastin-like protein
[transition

CP027842.1 /Chr 9 SNP 21375 21375 1 C T C->T A->V Substitution putative RNA helicase
[transition

CP027842.1 /Chr 9 SNP 537010 537010 1 C T C->T R->H Substitution putative ubiquinone
[transition biosynthesis protein-like

protein

CP027808.1 /Chr10  SNP 162915 162915 1 C T C->T P->L Substitution putative folate/biopterin
[transition transporter

CP027808.1 /Chr10  SNP 162920 162920 1 G T G->T V->F Substitution putative folate/biopterin
[transversion transporter

CP027808.1 /Chr10  SNP 163006 163006 1 G T G->T M -> | Substitution putative folate/biopterin
[transversion transporter

CP027808.1/Chr10  SNP 163049 163049 1 Cc T C->T P->S Substitution putative folate/biopterin
[transition transporter
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027809.1 /Chr11  SNP 492330 492330 1 C T C->T P->S Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily A,
member2
CP027812.1 /Chr 14  Insertion 292286 292286 1 - T Frame Shift* beta-ketoacyl-CoA
synthase
CP027812.1/Chr14  SNP 483721 483721 1 C T C->T T->M Substitution putative kinesin K39
[transition
CP027813.1/Chr15  SNP 467057 467057 1 G T G->T T->N Substitution putative protein kinase
[transversion
CP027813.1/Chr15  SNP 530307 530307 1 C T C->T S->N Substitution MGT1 magnesium
[transition transporter
CP027823.1 /Chr24  SNP 553614 553614 1 C T C->T A->V Substitution multi drug resistance
[transition protein-like
CP027825.1 /Chr26  Insertion 7870 7870 1 - T Frame Shift* putative putative glycine

dehydrogenase
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin
Numarasi Tipi (bp) Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi
/Kromozom (Chr)
CP027826.1 Chr 27 SNP 206348 206348 1 G T G->T Truncation* putative cysteine peptidase,
[transversion Clan CA, family C2
CP027826.1 Chr 27 SNP 422559 422559 1 C T C->T V->M Substitution ATP-binding cassette
[transition protein subfamily A,
member9
CP027826.1 Chr 27 SNP 587724 587724 1 C T C->T A->V Substitution choline kinase
[transition
CP027836.1 /Chr36  Insertion 52410 52410 1 - T Frame Shift* elongation factor 2
CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354729 354730 2 GG TC GG ->TC P->E Substitution polyubiquitin
CP027810.1 /Chr 12 Substitution 388300 388301 2 AA TC AA->TC K->S Substitution putative surface antigen
protein 2
CP027834.1/Chr 34  Insertion 121924 121925 1 G- TC G->TC Frame Shift* deoxyhypusine synthase
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Cizelge 3.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Saptanan Polimorfizmlerin Fonksiyonu Bilinen Proteinler Uzerine Etkisi.

Lin_TRO1 Erisim Polimorfizm Minimum Maksimum Uzunluk Referans Varyant Niikleotit Amino Asit  Proteine Etkisi Uriin

Numarasi Tipi Dizi Dizi Degisikligi  Degisikligi

/Kromozom (Chr)

CP027840.1 /Chr 7 Substitution 152940 152946 CTCTTT TCCTCC CCTCTTT- GKR-> Substitution putative protein kinase

A >TCCTCCA GGG

CP027810.1 /Chr 12  Substitution 388167 388168 GC TG GC->TG SL->SV Substitution putative surface antigen
protein 2

CP027842.1 /Chr 9 Substitution 354618 354620 CCG TGA CCG->TGA RG->RH Substitution polyubiquitin

CP027810.1 /Chr 12  Substitution ~ 388175 388176 CG TT CG->TT T->1 Substitution putative surface antigen
protein 2

CP027826.1 Chr 27 Substitution 422554 422556 cc TTG CTC->TTG E->Q Substitution ATP-binding cassette

protein subfamily A,
member9

*Lin_TRO1 genomunda saptanan ve proteine etkisi bakimindan 6nemli olabilecek polimorfizmler.
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4. TARTISMA

Diinden bugiine Leishmania tiim genom dizileme ¢alismalar1 incelenecek
olursa, Leishmania tiim genomu dizisinin ilk kez ¢ikarilmasindan bu yana yaklasik 10
yillik bir zaman gegtigi goriilecektir. Bu siire¢ oldukca kisa gibi goriinse de tiim genom
dizileme caligmalarinin hizli bir sekilde artist ve yayginlagsmasi goéz Oniinde
bulundurulursa, Leishmania tiirleri tizerinde yapilan tiim genom dizileme
caligmalarinin olduk¢a sinirli oldugu anlagilacaktir. Zira giinimiizde halen sadece
birka¢ Leishmania tiiriniin yiiksek kalite ve tamamlanmis genomu bulunmakdir
(Leprohon ve ark., 2015). Bunlar (i) VL i¢in, L. infantum JPCM5 (Peacock ve ark.,
2007) ve L. donovani BPK282/0cl4 (Downing ve ark., 2011), (ii) CL i¢in, L. major
Friedlin (Ivens ve ark., 2005), L. mexicana U1103 (Rogers ve ark., 2011), (iii) MCL
igin, L. braziliensis M2904 (Peacock ve ark., 2007), (iv) L. tarentolae (Raymond ve
ark., 2012) ve (v) L. amazonensis (Real ve ark., 2013) seklindedir. Diger parsiyel

Leishmania genom dizilerine TriTrypDB (www.tritrypdb.org) adresinden ulasilabilir.

Cantacessi ve ark. (2015), yaptiklart bir derlemede Leishmania tiirleri tizerinde
yapilan tiim genom dizileme ¢aligmalarini1 degerlendirerek genomik ve transkriptomik
analizler, Leishmania nin biyolojisi ve parazit-konak-vektor {iggeni arasinda meydana
gelen karmagik etkilesimleri daha iyl anlamamiz i¢in bizlere 151k tutacagini

sOylemislerdir.

Ik kez bir Leishmania tiiriiniin (L. major) lvens ve ark. (2005), tarafindan tiim
genom dizisi ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma Ingiltere Wellcome Trust Sanger Enstitiisii
(WTSI) ve Amerika Seattle Biomedical Research Institute is birligi ile yapilmis olup,

sekans isleminde Shotgun Dizileme metodu’” kullanilmistir. Bu ¢alismada Leishmania

*: Shotgun Dizileme metodu uzun DNA pargalarini dizilemek i¢in kullanilir. Bu metodta biiyiik
boyutlardaki genomik DNA veya bakteri yapay kromozomlar fiziksel olarak, rastgele kii¢iik (300-
800 bp) boyutlara parcalanir. Bu DNA pargaciklari, uglarina eklenen adaptorlerden DNA yakalama
boncuklan tarafindan tutularak bir DNA kiitiiphanesi olusturulur. Daha sonra her bir boncuk
tarafindan yakalanan DNA parcacig1 ayr1 ayr dizilenir ve okunan biitiin parcalar Biyoinformatik
yazilimlarla birlestirilir.
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major (Friedlin susu, referans genom) sekanslanmis ve 36 kromozom iizerinde 32,8-
megabase haploid genom, 911 RNA geni, 39 psddogen ve 8272 protein-kodlayan gen
gosterilmistir. Bu genler arasinda konak-patojen etkilesimlerinin diizenlenmesinde rol
oynayan proteolitik enzimler ve kompleks ylizey glikokonjugatlarinin sentezi gibi

fonksiyonlardan sorumlu genler yer almaktadir (Ivens ve ark., 2005).

2007 yilinda L. infantum ve L. braziliensis tiirlerinin de genom dizileri WTSI
liderliginde ¢ok merkezli bir calisma ile tamamlanmistir (Peacock ve ark., 2007). Bu
iki tlirtin tiim genom sekanslarini dizilerken aragtirmacilar yaklasik alt1 kat1 coverage
elde etmek icin, degisken uzunlukta (4 kb’a kadar) genom fragmentlerini ihtiva eden
plazmid klonlar1 ile shotgun dizilemesi kullanmislardir. Peacock ve ark. (2007), bu
caligmada her iki tlirin tim genomunu L. major ile karsilagtirmig ve genomlarinin
biiylik 6l¢iide korunmus oldugunu (Sekil 4.1) sadece 200 kadar genin her ii¢ tiirde
farklilik gosterdigini ortaya koymuslardir. Psodogen formasyonlari ve gen kaybi farkli
genomlar sekillendiren ana unsurlardir. Tiirler arasindaki farkli ve protein kodlayan
genler konak-parazit interaksiyonu ve makrofaj icerisindeki parazitin yagamini devam

ettirmesi agisindan 6nemlidir.
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Sekil 4.1. Leishmania tiirlerinde korunmus psddogenler. Ug Leishmania tiirii ve bunlarin Trypanosoma cruzi, T.
brucei ve T. vivax’daki ortolog proteinlerinin amino asit aligment dizileri, goriilldiigii iizere tim bu tiirlerde
domainlerin korunmustur. N-terminal B-adaptin zinciri (kutu igindeki bolge) alti tiir arasindaki korunmuslugu
gostermektedir (Peacock ve ark., 2007).
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Bu caligmada, her {i¢ tiirde sadece 23 psddogen saptanmistir. Peacock ve ark.
(2007) gore, kiiciik dejenarasyonlar psddogen olusumuna veya pozitif seleksiyonuna

yol agmaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Leishmania tiirlerinde pseudogenler. Kromozom 32’nin {i¢ Leishmania tiirii arasindaki
farklilagsmasi sematik olarak gosterilmektedir. Cogu gen farklilagmasi, insersiyon ve delesyondan
ziyade ps6dogen formasyonu ile meydana gelmektedir (Peacock ve ark., 2007).

Dort yil sonra ayni teknikle L. mexicana’nin tiim genom sekansi ¢ikarilmistir
(Rogers ve ark., 2011). Rogers ve ark. (2011), L. mexicana referans genomunu diger
L. major, L. infantum ve L. braziliensis ile karsilagtirdiklarinda tiire 6zgii ¢ok az sayida

gen veya paralog grup (sirastyla 2, 14, 19, ve 67) tasidiklarini gostermislerdir (Sekil
4.3).

L.mexicana

)

Sekil 4.3. Venn diagram1. L. mexicana U1103, L. major Friedlin, L. infantum JPCMS5 ve L. braziliensis M2904°de
korunmus bolgeler ve paralog gruplar (Rogers ve ark., 2011).
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Yine 2011°de, ilk kez “Yeni nesil DNA dizileme”* teknolojisi ile L. donovani
referans genomunun dizisi tamamlanmistir (Downing ve ark., 2011). Downing ve ark.
(2011), bir pirosekans dizileme sistemi (454 Roche) kullanarak total 1,29 milyon
single end ve 3,58 milyon paired end okuma (ortalama 167 baz bp uzunlukta)
gerceklestirmis ve bu sekilde referans dizi %96 oraninda olusturulmustur. Daha sonra
Nepal ve Hindistan’da VL hastalarindan elde edilen 17 klinik izolat (referans genom
dahil) Illumina Sequencing ile sekanslanmis ve total olarak 41 Gb sekans verisi
olusturulmustur. Ardindan her bir izolattan elde edilen 76 bp’lik paired end okuma
referans genom ile eslestirilmis ve Leishmania popiilasyon genetigi ve ilag direncine
neden olan mekanizmalar1 anlamak i¢in SNP (single nucleotide polymorphism) analizi

yapilmistir (Sekil 4.4).

t Yeni nesil dizileme; genom, transkriptom, DNA-protein etkilesimlerinin genis kapsamli
analizini ucuz, rutin ve yaygin hale doniistiirdiigiinden biyolojik arastirmalari Snemli Olgiide
hizlandirma potansiyeline sahiptir. Yeni nesil dizileme teknolojisi; mRNA, kiigiik RNA profili,
transkripsiyon faktér baglanma boélgelerinin genom boyu karakterizasyonu, kromatin yapisi ve
metilasyon paterni, atasal DNA mikrobiyolojisi ve metagenomik icin yeni ve hizli yollar saglar.
Giintimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri, Roche 454 genome analyzer, lllumina Genome
Analyzer, Applied BioSystem SOLiID, Complete Genomics, Helios, Pacific Biosciences ve
lonTorrent'dir.

70



(A) —————— L. braziliensis 0.72 5,425,363 (B) 3 .'

L. mexicana 0.78 2,838,763
L. major 0.89 2,221,795
. L. infantum  0.94 156,274 )
5% “L. donovani 0.96 3,549 r 1

| \ PC2
w (28.3%)

/ . ;8 ®e .}.

PC1 (35.0%)

(€) /

15 - BPK080/0c!1
e e

N L. infantum
9 - BPK298/0cB T 10- BPK035/031
. B-BPK087/0cl11 ,
e |
12 - BPK206/0c110 @ o 5 - BPK085/0
7 - BPK190/0ci3 ™ ® .
4-BPK27.5;0c|13,--““ A 3 o 2 C

/ [ Iy
P - /13- BPK282/0C 14 powoseinair
5 -BPki7yocs /17 - BPK178/00i3 %
2- gHu57310c|1 /

[ ] @
11 - BPK294/0cl1 16 - BPK067/0ci2
; B SSG-resistant
@ 1 -BHUS68/0cl1 Ten mutations [l SSG-susceptible

Sekil 4.4. Leishmania donovani izolatlarinda fonksiyonel varyasyonlarin filogenetik analizi. (A) Leishmania
tiirlerinin filogenetik agac1. Kismi benzerlik (108,000 mutasyon, %1’e esdegerdir) gosterilmektedir. 1k siitunda
bilinen genomlar L. donovani ortolog genomlari ile align edilmistir, ikinci siitunda ise saptanan SNP sayilari
gosterilmektedir. (B) Temel bilesen analizi (Principle component analysis =PCA). 17 L. donovani izolatinin SNP
analizine gére SGG (Sodium stibogluconate) paterni, direngli (kirmizi1 daire) ve duyarli (mavi daire) renklerle
gosterilmistir. Ug ana grup total varyasyonun %63,3’iinii igeren iki 6nemli PC’ye ayrilmustir. (C) 17 izolatin
filogenetik gosterimi. BHU ile baslayan suglar Hindistan, BPK ile baslayanlar ise Nepal’den izole edilmistir.
Dallarin uzunlugu kokenler arasindaki farkliklarin diizeyi ile dogru orantilidir. L.infantum (siyah) atasal kokii
gostermekte olup, kisaltilmistir (Downing ve ark., 2011).

En son Leishmania genom dizisi (L. amazonensis), Roche 454 ve Illumina
sekanslama sisteminin birlikte kullanilarak elde edilmistir (Real ve ark., 2013). Roche
454 ile yapilan ¢alismada 179 000 454 sekans, 27 856 kontig (=contig, ¢akisan DNA
fragmanlart serisi) 4411 scaffold (kontiglerin birlestirilmesi ile elde edilen dizi) elde
edilmistir. Diger yandan yaklasik olarak 37 milyon 76-bp ¢ift yonlii [llumina dizisi
2627 scaffold seklinde derlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bu galismada kullanilan biyoinformatik analizin is akis semasi. L. amazonensis genomunun sekans
okumalarini igeren 2627 scaffolds ile 8100 gen Competative ve Ab-initio yazilimlari ile tahmin edilmistir.
Varsayilan genlerin fonksiyonel analizi: (i) AutoFACT ile genlerin %45’inin fonksiyonu siniflandirilamamis veya
anlagilamamigtir; (ii) Leishmania spp. arasindaki ortolog gen ailelerinin taranmasi (OrthoMCL); (iii) CDD ile
PFAM veritabanlarinda korunmus protein alanlari ile ilgili bilgi igin tarama. Genisletilmis veya 6zel ortolog
proteinler ya da L. amazonensis genomunda korunmus bolgeler memeli konak proteinler ile interaktom analiz i¢in
secilmistir. Bu ise tahmini olarak salgilanan proteinleri (SecretomeP ve TargetP kullanilarak) saptamaya ve dahasi
insan ve farelerde immiin fonksiyon ile iliskili ortolog proteinleri saptamaya ydnelik bir secimdi (Real ve ark.,

2013).

Table 1 8,100

Leprohon ve ark. (2015), tarafindan yapilan bir derlemede Leishmania ilag
direnci ve bunun yeni yonlerini anlamimiza 11k tutacak tiim genom sekansinda
caligmalarinda gelinen son noktalar 6zetlenmistir. Bununla birlikte giiniimiize degin
yapilan Leishmania tiim genom ¢alismalar1 sonucunda elde edilen bilgileri sistematik

olarak 6zetlemesi acisindan bu noktayi tartisirken bize yol gosterici olmustur.

Leishmania infantum, L. donovani, L. major ve L. tarentolae 36 kromozomdan
olusurken, L. braziliensis 'de 20 ve 34’{incii kromozomlarinin fiizyon ile birlesmesine
bagli olarak 35 kromozomdan bulunmaktadir (Britto ve ark., 1998; Peacock ve ark.,
2007). Leishmania mexicana ise 34 kromozomdan olusmaktadir, zira 8 ile 29 ve 20 ile
36’ince kromozomlari fiizyon ile birlesmislerdir (Britto ve ark., 1998; Rogers ve ark.,
2011).

Tahmini olarak 20-100 milyon yil 6nce L. Viannia spp. ve L. Leishmania spp.
tiirleri ayrilmis olmasina ragmen, genomik yapi tilirler arasinda yiiksek derecede

synteny (aynt kromozom iizerindeki bir genetik lokusun fiziksel olarak ko-
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lokalizasyonunu) ile karakterizedir (Peacock ve ark., 2007). Karsilastirmali genomik
ile de son derece az sayida tiire 6zgii gen ortaya ¢ikarilmistir. Leishmania infantum, L.
major veya L. mexicana’da tiire spesifik yirmiden az gen veya paralog grup
bulunmaktadir (Britto ve ark., 1998; Rogers ve ark., 2011). Paralog gruplarin sayisi
nispeten L. braziliensis (67 gen) ve L. tarentolae (95 gen) tiirlerinde, sirasiyla Viannia
subgenus ve SauroLeishmania subgenusunda yer almalart ile uyumlu olarak biraz
daha fazladir. Dahasi, L. tarentolae patojen tiirlerin hiicre i¢i yasam evresi ile iliskili
genler bulunmamaktadir (Raymond ve ark., 2012). Leishmania brazillenisis'in,
Leishmania subgenus Leishmania tiirlerinde bulunan fonksiyonel RNA interferans ve
transpozon elementleri gibi ozellikleri tasimadigi gosterilmistir (Lye ve ark., 2010;
Peacock ve ark., 2007). Bu tiire 6zgii genlerin ¢ok az olmasi, hastalik tropizmi ve
tiirler arasinda ila¢ duyarhhgindaki varvasyonlarin gen ekspresyonu ve ortak bir
cekirdek genin ifadesindeki dozaj farkhhiklar1 ile ortaya ciktigim akla
getirmektedir (Sanchez-Canete ve ark., 2009; Yardley ve ark., 2005).

Bizim ¢alismamizda da L. infantum’un 32.009.138 baz ¢ifti biiyiikliigiinde tim
genom dizisi ¢ikarilmig, Lin TRO1 ile referans genom arasinda 3153 adet polimorfik
bolge saptanmistir. Baska bir deyisle referans genom ile yaklasik 0,01 oraninda

farklilik saptanmis ve genomik DNA’nin biiyiik 6l¢tide korundugu goriilmiistiir.

Leishmania parazitlerinin gen ekspresyonunun kendine 06zgii  bir
mekanizmasina bulunmaktadir. Protein kodlayan genler ayn1 DNA sarmali tizerindeki
bitisik birimlerin pargasi olarak kromozomlar {izerinde dagilmislardir. RNA polimeraz
IT tarafindan polisistronik transkripsiyon birimleri gibi ko-transkripsiyona ugrarlar
(Haile ve Papadopoulou, 2007). Transkripsiyonel kontrol olmaksizin ¢evresel strese
adapte olmak igin (ilag etkisi de dahil olmak {izere) Leishmania mRNA diizeylerini
degistirmek i¢in, gen amplifikasyonu ile gen dozajimin artirilmasi, dublikasyon,
delesyon ve andploidi gibi mekanizmalar gelistirdi (Leprohon ve ark., 2009; Ubeda ve
ark., 2008). Bunun aksine ilag hedefleri, transporter veya anahtar enzimler gen
ekspresyonunun degismesine gerek duymaksizin iyi bir sekilde adaptasyon

gostermektedirler (Ritt ve ark., 2013).
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Son yillarda NGS teknolojisi ile Leishmania ila¢ direnci biyomarker ve
determinantlarinin identifikasyonu c¢aligmalar1 artarak devam etmektedir. Direngli
Leishmania suslarinda gen ekspresyonundaki modiilasyonun belirlenmesini, gen
ifadesindeki dozaj degisikliklerini, kromozom kopya sayisindaki degisimleri, SNP’leri
saptamaya olanak saglamistir. Popiilasyon igerisindeki klonlarin da genellikle hem
genotip hem de fenotiplerinin farkli oldugu, popiilasyon diizeyinde etkileyici bir
heterojenitenin oldugu gézlenmis, bu nedenle diren¢ mekanizmalarinin aydinlatilmasi

zorlasmustir (Leprohon ve ark., 2015).

Ozetle Leishmania genomu ile ilgili yapilan calismalar sonucunda; (i) Genetik
cesitliligin ileri diizeyde oldugu goriilmiis, taksonomisi giincellenmistir. (ii) Atasal
DNA arastirmalari tiirlerin tarihsel ayrimlasmasini ortaya koymustur. (iii) Leishmania
tirlerinin  biyolojisi ve parazit-konak-vektoér tiggeni daha iyi anlasilmistir. (iv)
Leishmania tiirlerinin doku tropizminde ortaya ¢ikan farkliliklarin nedenlerinin
anlasilabilecegi distiniilmektedir. (v) NGS teknolojisi ilag direnci biyomarker ve

determinantlarinin identifikasyonuna imkan vermektedir.

Tim bu genom ¢alismalar1 esasen bize Leishmania konusunda oniimiizde
katedilecek daha ¢ok yol oldugunu gostermektedir. Biz de yaptigimiz ¢alisma ile bu
konuda bilime katki sagladigimiz, elde edilen verilerin {ilkemizde yapilacak
Leishmania genom c¢alismalar1 i¢in bir temel olusturacagi ve global diizlemdeki

caligmalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Bu c¢alismada iilkemizde ilk defa kutanoz leishmaniosis olgusundan izole
edilen Leishmania infantum’un tiim genom dizisi ¢ikarilmis ve ardindan elde edilen
genomik DNA, NCBI GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov) yiiklenerek Leishmania
infantum_TRO1 (Lin_TRO1) ismi ile kaydedilmistir (NCBI, 2018a). Bu konuda

yapilan WGS calismalar incelendiginde, Lin TRO1 susu kutandz leishmaniosis

olgusundan izole edilmis olmasi agisindan bir ilktir. Zira referans genom olan L.
infantum JPCMS (Peacock ve ark., 2007) susu tiiriin klasik doku ve organ tropizmine
uygun olarak visseral leishmaniosis olgusundan elde edilmistir. Diger yandan

Lin_ TRO1, JPCMS5 susundan bu yana diinya genelinde tim genomu dizilenen ikinci
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sus olma niteligindedir. Lin_TR01 genomu elde edilen diger genomlar ile
karsilastirildiginda seviye olarak comlete durumda olan tek Leishmania infantum tiim
genom dizisidir (NCBI, 2018c).

Calismamizda elde ettigimiz genomik DNA referans sus ile karsilagtirildiginda
saptanan polimorfizmler i¢erisinden 166 adet fonksiyonu bilinen protein iiretimini
kodlayan bolge polimorfizmleri bulgular bolimii Cizelge 3.1’de detayli olarak
gosterilmistir. Burada yer alan polimorfizmler protein iizerine etkisi bakimindan
“substitution, frame shift, truncation, insertion ve extention seklindedir. Esasen
polimorfizmin protein {izerindeki etkisinin dogrulanmasi i¢in protein ekspresyonu gibi
ilave deneylere ihtiya¢ vardir. Ancak yine de mutasyonun tipine gore de etki olasiligi
hakkinda fikir sahibi olmak miimkiindiir. Burada bahsi gegen substitution ve extention
tipi mutasyonlar protein iizerinde fonksiyonel degisiklik veya iiretimin durmasi gibi
degisikliklere yol agabilecegi gibi agmayadabilir de, ancak bunlarin arasinda yer alan
26 adet “frame shift, truncation ve insertion” tipi polimorfizmin ¢ok yiiksek olasilikla
proteinin yapisin1 bozabilecegi veya {retimini durdurabilecegini sOylemek

mumkindiir.

Buradan hareketle 26 adet yiiksek olasilikli mutasyon saptanan protein basta
olmak iizere polimorfizm saptadigimiz proteinler ile ilgili glinlimiize degin yapilmis
calisma olup-olmadigi, varsa eldeki bilgilerin neler oldugu konusu detayli olarak
arastirtlmistir. Mutasyon saptadigimiz fonksiyonel proteinler ile ilgili giiniimiize
degin yapilan ¢cahsmalar hakkinda literatiir taramasi yapilarak sonuglar1 Cizelge
4.1’de Ozetlenmis ve asagida tartisilmistir. PubMed veritabani taranarak yapilan

calisma 26.10.2018 tarihine kadar yayimlanmis olan literatiiri kapsamaktadir.
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Cizelge 4.1. Lin_TR01 Genomunda Polimorfizm Saptanan Proteinlerle Ilgili PubMed Taramasi ve Degerlendirme.

Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
amastin-like protein CP027841.1 291420 1 SNP G->D Substitution Azizi Hve ark., 2009  Viriilans ile iliskili ~ Viriilans
(n=6) /Chr 8 [transition protein
291422 2 Substitution V->T Substitution
291403 1 SNP K->N Substitution
[transversion
291470 1 SNP E->Q Substitution
[transversion
291413 1 SNP T->S Substitution
[transversion
291416 1 SNP P->S Substitution
[transition
ATP-binding cassette =~ CP027809.1 489877 1 SNP G->D Substitution Bulunamad:
protein subfamily A, /Chr 11 [transition
member2 (n=4)
489831 1 SNP F->L Substitution
[transition
492334 1 SNP N->T Substitution

/transversion
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Cizelge 4.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Polimorfizm Saptanan Proteinlerle ilgili PubMed Taramasi ve Degerlendirme.

Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki

/Kromozom Yeri (5'-bp)

(Chr)

492330 1 SNP P->S Substitution
[transition

ATP-binding cassette ~ CP027809.1 513785 1 SNP S->A Substitution Bulunamadi
protein subfamily A, /Chr 11 [transversion

member4 (n=1)

ATP-binding cassette ~ CP027809.1 524336 1 SNP V->G Substitution Bulunamadi
protein subfamily A, /Chr 11 [transversion
member5 (n=2)
527023 1 SNP S->A Substitution
[transversion
ATP-binding cassette =~ CP027826.1 422551 2 Substitution M ->S Substitution Bulunamad:
protein subfamily A, Chr 27
member9 (n=3) 422559 1 SNP V->M Substitution
[transition
422554 2 Substitution E->Q Substitution
ATP-binding cassette =~ CP027831.1 519270 1 SNP T->1 Substitution Zhang ve Delesyonunun Virtilans
protein subfamily C, /Chr 31 [transition Matlashewski, 2012 hiperviriilansa yol
member6 (n=1) actig1 gosterilmis
CP027839.1 35293 1 SNP M ->| Substitution Bulunamadi
/Chr 6 [transversion
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(Chr)
35300 4 Substitution VS -> LI Substitution
35286 1 SNP S->A Substitution
[transversion
35296 1 SNP F->L Substitution
ATP-binding cassette ransversion
protein subfamily G, .
memberL (n=7) 35283 1 SNP _ V->L Substitution
[transversion
35291 1 SNP L->P Substitution
[transition
35307 1 SNP S->P Substitution
[transition
beta-ketoacyl-CoA CP027812.1 292294 1 Deletion Frame Shift*  Bulunamad:
synthase (n=5) /Chr 14
292271 3 Substitution AM -> AL Substitution
292288 2 Substitution AG-> AR  Substitution
292278 5 Substitution SV -> YT Substitution
292286 1 Insertion Frame Shift*
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chaperone protein-like CP027825.1 254465 1 SNP Truncation* da Fonseca Pires ve Viriilans ile iliskili ~ Viriilans
protein (n=1) /Chr 26 [transition ark., 2014 protein, parazitin
sagkalimini
artirdig1
gosterilmis
choline kinase (n=1) CP027826.1 587724 1 SNP A->V Substitution Pulido ve ark., 2017 Hiicre zar1 Ilag hedefi
Chr 27 [transition sentezinde gorevli
bir enzim, inhibe
edilerek yeni
leishmanisidal
ilaglar i¢in hedef
bolge olabilecegi
gosterilmis
deoxyhypusine CP027834.1 121911 1 SNP P>T Substitution Bulunamadi
synthase (n=3) /Chr 34 [transversion
121926 1 SNP R->S Substitution
[transversion
121924 1 Insertion Frame Shift*
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Polimorfizm Lin_TRO1

Saptanan Protein Erisim

(Uriin) Numarasi
/Kromozom
(Chr)

Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar

Kromozom
Uzerindeki
Yeri (5'-bp)

Tipi Degisikligi

Etkisi

Aciklamalar

Etki
Siiflamasi

dynein heavy chain, CP027826.1
point mutation (n=1) Chr 27

elongation factor 2 CP027836.1
(n=5) /Chr 36

1037529

52416

52406

52411

52398

52410

SNP S>A
[transversion

SNP R->G
/transversion

Substitution T->C

Substitution A->S

Substitution

Insertion

Substitution 1) Dea-Ayuela ve ark.,
2008; 2) Adhiambo ve
ark., 2005

Substitution 1) Agallou ve ark.,
2018; 2) Moreira ve
Murta, 2016

Substitution

Substitution

Truncation*

Frame Shift*

1) Leishmanisidal
ilaglar i¢in yeni
hedef bolge
olabilecegi
diistiniilmiis.1;2)
Dyneinler siliya ve
flagella hareketi,
niikleer gog,
mitotik splinin
organizasyonu ve
mitoz sirasinda
kromozom
ayrilmasi gibi
temel siirecleri
yoneten énemli
proteinlerdir.

1) Immiinojenik,
as1 aday1 protein;
2) Leishmanisidal
direng
mekanizmasinda
rolii gosterilmis

ilag hedefi

1-As1 aday1
2- ilag
direnci
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Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
glucose-6-phosphate CP027810.1 300315 1 SNP V->1 Substitution 1) Coleman ve ark., 1;3) Tan1 ve
isomerase (n=1) /Chr 12 [transition 2009; 2) Mauricio ve  Leishmaniosisin tiplendirme
ark., 2006; 3) real-time PCR ile
Wortmann ve ark., tanisinda
2005; 4) Pesson ve kullanilmaktadir.
ark., 2004; 5) 2;4;5) Leishmania
Awadalla ve ark., 1987 donovani kompleks
MON (Multilokus
enzim
elektroforezi)
tiplendirmesinde
kullanilan
enzimlerden
biridir.
glutaredoxin-like CP027807.1 29110 1 SNP Q->H Substitution Bulunamadi
protein (n=1) /Chr 1 [transversion
GP63, leishmanolysin  CP027808.1 223677 1 SNP F->Y Substitution 1) Sinha ve ark., 2011; 1) VL'de ag1 aday1  1-As1 aday1
(n=1) /Chr 10 [transversion 2) Contreras ve ark., protein; 2) 2-Viriilansla
2010; 3) Ivens ve ark.,  Virilansla iligkili  iligkili
2005 yiizey proteazi,
konak makrofaji

AP-1 aktivitesini
azaltarak viriilansta
rol oynadig1
gosterilmis; 3)
Konak hiicresine
giriste rol oynar.
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Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
MAP kinase-like CP027835.1 1581464 1 SNP E->K Substitution Bulunamadi
protein (n=1) /Chr 35 [transition
metallo-peptidase, CP027807.1 264371 1 Deletion Frame Shift* 1) Limave ark., 2017; 1) CL serolojisinde Tam
Clan MA(E), Family ~ /Chr 1 2) da Fonseca Pires ve  aday protein; 2)
M3 (n=1) ark., 2014 Viriilans ile iligkili,
metallopeptidaz
konak hiicrenin
koruyucu protein
ve peptitlerinin
yikimu ile iligkili
bulunmug
metallo-peptidase, CP027820.1 110477 1 SNP T->A Substitution Bulunamad:
Clan ME, Family M16 /Chr 21 [transition
(n=1)
MGT1 magnesium CP027813.1 530307 1 SNP S->N Substitution Bulunamadi
transporter (n=1) /Chr 15 [transition
mRNA cap CP027821.1 20253 1 SNP C->S Substitution Bulunamadi
methyltransferase-like  /Chr 22 [transversion
protein (n=1)
multi drug resistance CP027823.1 553614 1 SNP A->V Substitution Bulunamad:
protein-like (n=1) /Chr 24 [transition
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Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
polyubiquitin (n=10)  CP027842.1 354732 1 SNP P->L Substitution Oliveira ve ark., 2011 VL serolojisinde 1-Tam
/Chr 9 [transition kullanilabilecegi 2-Viriilans
diigtiniilmiis, ancak
tek basina
serodiagnosis i¢in
yeterli
bulunmamustir.
354738 2 Substitution G ->1 Substitution
354747 1 SNP D->G Substitution
[transition
354734 3 Substitution 1->A Substitution
354749 8 Substitution RDP -> Substitution
TLT
354615 2 Substitution G->T Substitution
354623 2 Substitution L ->H Substitution
354741 2 Substitution E->T Substitution
354729 2 Substitution P->E Substitution
354618 3 Substitution RG ->RH Substitution
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Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
protein kinase-like CP027835.1 743411 1 SNP R->K Substitution Bulunamadi
protein (n=1) /Chr 35 [transition
proteophosphoglycan ~ CP027835.1 207192 1 SNP G->S Substitution Bulunamadi
ppg4 (n=3) /Chr 35 [transition
192194 1 SNP T->A Substitution
[transition
209925 9 Insertion -> AGC Insertion*
putative 60S acidic CP027829.1 143240 1 Deletion Frame Shift*  Bulunamadi
ribosomal protein P2 /Chr 3 /tandem
(n=8) repeat
143258 1 Deletion Frame Shift*
143339 1 Deletion Frame Shift*
/tandem
repeat
143391 1 Deletion Frame Shift*
143400 1 Deletion Frame Shift*
/tandem
repeat
143416 1 Deletion Frame Shift*
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(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
143389 1 SNP G->D Substitution
[transition
143380 2 Substitution G->E Substitution
putative 60S ribosomal CP027825.1 43159 1 SNP V->A Substitution Bulunamadi
protein L7 (n=1) /Chr 26 [transition
putative ADP- CP027836.1 1253290 1 SNP A->V Substitution Bulunamad:
ribosylation factor /Chr 36 [transition

GTPase activating
protein (n=1)

putative amino acid CP027826.1 644540 1 SNP V->M Substitution Geraldo ve ark., 2005  Konakgida bulunan Yasamsal
transporter (n=1) Chr 27 [transition amastigot fonksiyon
formunda amino
asit tutulumundan
sorumlu bir protein

olarak
tanimlanmustir.

putative beta- CP027837.1 97429 1 Insertion Frame Shift*  Bulunamad:

fructofuranosidase /Chr 4

(n=1)

putative calpain-like CP027826.1 181105 1 SNP P->Q Substitution Bulunamad:

cysteine peptidase Chr 27 [transversion

(n=1)
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Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki

/Kromozom Yeri (5'-bp)

(Chr)
putative chloride CP027837.1 377862 1 SNP R->P Substitution Bulunamadi
channel protein (n=1)  /Chr 4 [transversion
putative cysteine CP027826.1 206348 1 SNP Truncation* Bulunamadi
peptidase, Clan CA, Chr 27 /transversion
family C2 (n=1)
putative DEAD/DEAH CP027832.1 1408265 1 SNP K->R Substitution Bulunamadi
box helicase (n=1) /Chr 32 [transition
putative delta-1- CP027829.1 51650 1 SNP N ->K Substitution Bulunamadi
pyroline-5-carboxylate /Chr 3 [transversion
dehydrogenase (n=1)
putative DNA repair CP027809.1 101036 1 SNP E->D Substitution Bulunamad:
and recombination /Chr 11 [transversion
protein,mitochondrial
precursor (n=1)
putative CP027811.1 464402 1 SNP V->A Substitution Bulunamadi
endomembrane protein  /Chr 13 [transition
(n=1)
putative flagellum CP027836.1 2381220 1 SNP 1->T Substitution Bulunamad:
transition zone /Chr 36 [transition

component (n=1)

86



Cizelge 4.1. (Devam) Lin_TR01 Genomunda Polimorfizm Saptanan Proteinlerle ilgili PubMed Taramasi ve Degerlendirme.

Polimorfizm Lin_TRO1 Polimorfizmin Polimorfizm  Polimorfizm Amino Asit Proteine ilgili Yaymlar Aciklamalar Etki
Saptanan Protein Erisim Kromozom Boyutu (bp) Tipi Degisikligi  Etkisi Smiflamasi
(Uriin) Numarasi Uzerindeki
/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
putative CP027808.1 162902 1 SNP E->K Substitution Bulunamadi
folate/biopterin /Chr 10 [transition
transporter (n=10)
162944 1 SNP Y ->N Substitution
[transversion
163058 1 SNP S>T Substitution
[transversion
162979 4 Substitution LR ->LY Substitution
162939 3 Substitution GC -> AS Substitution
162926 1 SNP |->V Substitution
[transition
162915 1 SNP P->L Substitution
[transition
162920 1 SNP V->F Substitution
[transversion
163006 1 SNP M ->1 Substitution
[transversion
163049 1 SNP pP->S Substitution
[transition
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/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
putative kinesin K39 CP027812.1 483769 1 SNP R->Q Substitution Abass ve ark., 2013 Leishmania Tani
(n=9) /Chr 14 [transition kinesinleri
immiinodominant
486258 1 SNP A->T Substitution proteinlerdir.
[transition Rekombinant
kinesin 39 (rK39)
483743 1 SNP E->D Substitution antijeni ticani
Jtransversion olarak leishmania
serolojisinde
483779 1 SNP E->D Substitution kullanimaktadur.
[transversion
483781 1 SNP CcC->S Substitution
/transversion
492772 1 SNP G->A Substitution
/transversion
483755 2 Substitution AA->AT  Substitution
483751 1 SNP K->R Substitution
[transition
483721 1 SNP T>M Substitution
[transition
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/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
putative nucleolar CP027840.1 519684 1 Deletion Frame Shift*  Bulunamadi
RNA-binding protein ~ /Chr 7
(n=1)
putative peroxisomal ~ CP027825.1 935189 2 Deletion Frame Shift*  Bulunamadi
membrane protein 4 /Chr 26
(n=8) 935192 1 SNP F->S Substitution
[transition
935204 1 SNP V->A Substitution
[transition
935209 1 SNP F->L Substitution
[transition
935212 1 Insertion Frame Shift*
935217 1 SNP W->C Substitution
[transversion
935225 1 SNP L->P Substitution
[transition
935201 2 Substitution L ->P Substitution
putative CP027826.1 366789 1 SNP V->A Substitution Bulunamad:
phosphatidylinositol Chr 27 [transition

(3,5) kinase (n=1)
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(Chr)

putative P13-kinase CP027823.1 770104 1 SNP L->F Substitution Bulunamadi
(n=1) /Chr 24 [transition
putative poly(A)- CP027824.1 21195 1 SNP L->R Substitution Bulunamadi
binding protein 3 (n=1) /Chr 25 [transversion
putative propionyl-coa CP027827.1 83223 2 Substitution Extension Bulunamad:
carboxylase beta chain  /Chr 28
(n=2) 83219 2 Substitution N ->D Substitution
putative proteasome CP027836.1 88202 1 SNP Q->H Substitution Bulunamadi
beta 2 subunit (n=1) /Chr 36 [transversion
putative protein kinase CP027819.1 386513 1 SNP A>T Substitution Bulunamad:
(n=6) /Chr 20 [transition

575422 1 SNP R->C Substitution

[transition

152963 3 Substitution DX ->AX  Substitution

152971 1 Insertion Frame Shift*

467057 1 SNP T->N Substitution

/transversion

152940 6 Substitution GKR -> Substitution
GGG
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/Kromozom Yeri (5'-bp)
(Chr)
putative CP027835.1 180007 2 Substitution A->T Substitution Bulunamadi
proteophosphoglycan ~ /Chr 35
ppg3 (n=5) 179333 1 SNP V->A Substitution
[transition
183131 1 SNP R->P Substitution
[transversion
184779 1 Insertion Frame Shift*
184773 1 Insertion Frame Shift*
putative PUF1 (n=1) CP027836.1 11811 1 SNP F->L Substitution Bulunamadi
/Chr 36 [transition
putative glycine CP027825.1 7870 1 Insertion Frame Shift*  Bulunamad:
dehydrogenase (n=1)  /Chr 26
putative CP027827.1 333494 1 SNP V->A Substitution Bulunamad:
ribonucleoside- /Chr 28 [transition
diphosphate reductase
large chain (n=1)
putative RNA binding CP027832.1 263889 1 SNP A->D Substitution Daneshvar ve ark., Gentamisin i¢in flag hedefi
protein (n=3) /Chr 32 [transversion 2012 hedef bolge
olabilecegi
264164 1 SNP V->M Substitution gosterilmis
[transition
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264224 1 SNP E->K Substitution
[transition
putative RNA helicase CP027842.1 21375 1 SNP A->V Substitution Bulunamadi
(n=1) /Chr 9 [transition
putative CP027827.1 1136928 1 SNP A->V Substitution Bulunamad:
sodium/sulphate /Chr 28 [transition
symporter (n=1)
putative surface CP027810.1 430384 1 Deletion Frame Shift*  Bulunamadi
antigen protein 2 /Chr 12
(n=22) 388024 1 SNP V->M Substitution
[transition
388091 1 SNP T->K Substitution

/transversion

388101 1 SNP S->R Substitution
[transversion

388354 2 Substitution S ->K Substitution

388297 2 Substitution VvV ->T Substitution

388321 3 Substitution E->S Substitution

388345 3 Substitution RD ->RN  Substitution
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388364 5 Substitution RV ->NK  Substitution
388312 4 Substitution VI -> 1A Substitution
388172 1 SNP G->A Substitution

[transversion

388601 1 SNP V->A Substitution
[transition
388304 7 Substitution  KAT -> Substitution
TOR
388357 2 Substitution T ->L Substitution
388075 1 SNP S->A Substitution

/transversion

388093 1 SNP S->A Substitution
[Jtransversion

388240 1 SNP L>V Substitution
/transversion

388290 1 SNP D->E Substitution
/transversion

388361 2 Substitution E->G Substitution
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388300 2 Substitution K->S Substitution

388167 2 Substitution  SL -> SV Substitution

388175 2 Substitution T ->1 Substitution
putative target of CP027836.1 2423355 1 SNP F->L Substitution Bulunamadi
rapamycin (TOR) /Chr 36 [transversion
kinase 1 (n=1)
putative target SNARE CP027827.1 564739 1 Insertion Frame Shift*  Bulunamad:
(n=1) /Chr 28
putative U1 small CP027814.1 660802 1 Insertion Frame Shift*  Bulunamad:
nuclear /Chr 16 /tandem
ribonucleoprotein repeat
(n=1)
putative ubiquinone CP027842.1 537224 1 SNP N->Y Substitution Bulunamad:
biosynthesis protein- /Chr 9 [transversion
like protein (n=2)

537010 1 SNP R->H Substitution

[transition

putative X-pro, CP027827.1 771551 1 SNP 1>V Substitution Bulunamadi
dipeptidyl- /Chr 28 [transition

peptidase,serine
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peptidase,Clan SC,
family S15 (n=1)
related to elongation CP027836.1 1755201 1 SNP H->P Substitution Bulunamadi
factor-2 kinase efk-1b  /Chr 36 [transversion
isoform-like protein
(n=1)
WD-repeat protein CP027826.1 1021164 1 SNP D->E Substitution Fernandez-Prada ve WD-repeat protein  Ilag direnci
(n=1) Chr 27 [transversion ark., 2018 ailesinden bazi gen

lokuslarinda yeni
ilag direnci
mekanizmalari
saptanmig

*Lin_TRO1 genomunda saptanan ve proteine etkisi bakimindan énemli olabilecek polimorfizmler.

n: Ayni protein iizerinde meydana gelen toplam polimorfizm sayisi.
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Ilk olarak, burada ele alinan 166 adet polimorfizm 63 farkli protein iizerinde
meydana gelmis olup; bunlarin 20’si n>1, 43’1 ise n=1 seklindedir (n, ayn1 protein
tizerinde meydana gelen toplam polimorfizm sayisi). Literatiir taramasinda 63
proteinin 14’1 ile ilgili calisma yapildig1 saptanirken; geriye kalan 49°u ile ilgili
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Buradaki 166 polimorfizm igerisinde 26
yiiksek olasilikla protein fonksiyonunu degistiren ya da sentezini kesintiye ugratan
mutasyon, 16 farkli protein iizerinde meydana gelmis olup; bunlardan sadece {i¢ii ile
ilgili ¢alismaya rastlanilmigtir. Geriye kalan 140 substitution veya extension tipi
mutasyon 47 farkli protein iizerinde meydana gelmis olup, bunlardan da 11’1 ile ilgili
calisma bulunmaktadir. Mutasyon saptagimiz ve hakkinda daha 6nce ¢alisma yapilan
14 proteinin 5’i viriilansla iligkili, 2’si as1 aday1, 4’0 tani/tiplendirme ile iligkili, 2’si
ilag direnci, 3’1 ila¢ hedefi ve 1’1 yagamsal fonksiyon ile iligkilidir. Burada bahsi gecen
proteinler ile ilgili farkli ¢alismalarda farkli fonksiyonlar ele alinmistir. Ornegin
viriilans 1ile iliskili olan 5 proteinden biri aynt zamanda as1 adayi olarak
degerlendirilmisken; bir digerinin ayni zamanda serolojik tanida rolii olabilecegi

gosterilmis olup (Cizelge 4.1), asagida detayli olarak tartisilacaktir.

Yirmi alt1 yiiksek olasilikla protein sentezi iizerine etki eden ve hakkinda daha
once ¢alisma yapilmis olan {i¢ protein; chaperone protein-like protein (n=1), “metallo-
peptidase, Clan MA(E), Family M3” (n=1) ve elongation factor 2 (n=5)’dir.
“Chaperone”’lar ve metallo-peptidase viriilans ile iligkili proteinlerdir.
Metallopeptidaz, konak hiicrenin koruyucu protein ve peptitlerinin yikimu ile iligkili
iken, chaperone parazitin sagkalimini artirmaktadir (da Fonseca Pires ve ark., 2014).
Ayrica Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3, Lima ve ark. (2017), tarafindan
kutandz leishmaniosisin serolojik tanisi i¢in aday protein olarak degerlendirilmistir.
Lin_TRO1 genomunda chaperone protein-like protein kodlayan bolge {iizerinde
meydana gelen mutasyonun tipi kesilme (truncation) olup, bu proteinin sentezinin
kismen veya tamamen duracagi asikardir. Diger yandan metallo-peptidase, Clan
MA(E), Family M3 kodlayan bolge iizerinde ¢ergeve kaymasi (frame shift) mutasyon
proteinin sentezini durdurabilecegi gibi, fonksiyonunu bozabilir veya degistirebilir.
Pubmed taramasinda elongation factor 2 ile ilgili iki calismaya rastlanilmistir. Agallou

ve ark. (2018), yaptiklar1 galismada elongation factor 2’nin immiinojenik 6zelliginden
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dolayr as1 adayr olabilecegini ileri silirmiisler, Moreira ve Murta (2016) ise
leishmanisidal diren¢ mekanizmasinda rolii oldugunu gostermislerdir. Bu proteinin
tizerinde bes farkli bolgede mutasyon saptanmistir. Bunlardan ikisi yiiksek olasilikli
etki kapsaminda degerlendirilen 26 mutasyon igerisinde olup, truncation ve frame shift
tiplerinde geriye kalan {i¢ii ise substitution tipindedir. Buradan da anlasilacag: iizere
kesilme tipi mutasyonun etkisi ile iizere protein sentezi belli bir noktada duracagi ve

fonksiyonunu yerine getiremeyecegi rahatlikla yorumlanabilir.

PubMed taramasinda, bu calismada saptanan ve yliksek olasilikla protein
tiretimi ya da fonksiyonu iizerine etki edebilecek tipte 26 mutasyondan 22’sinin etki
ettigi 13 protein hakkinda ise hergangi bir ¢alismaya rastlanilmamaistir. Bu proteinler;
beta-ketoacyl-CoA synthase (n=5), proteophosphoglycan ppg4 (n=3), putative 60S
acidic ribosomal protein P2 (n=8), putative beta-fructofuranosidase (n=1), putative
cysteine peptidase, Clan CA, family C2 (n=1), putative nucleolar RNA-binding protein
(n=1), putative peroxisomal membrane protein 4 (n=8), putative protein kinase (n=6),
putative proteophosphoglycan ppg3 (n=5), putative glycine dehydrogenase (n=1),
putative surface antigen protein 2 (n=22), putative target SNARE (n=1) ve putative
U1 small nuclear ribonucleoprotein (n=1)’dir. Toplam polimorfizm sayisi (n), >1’in
tizerinde olan proteinlerde ek olarak bulunan substitution ve/veya uzama tipi
mutasyonlarin protein iizerinde kiimilatif etkilere neden olabilecegini soylemek
miimkiimdiir. Nitekim putative surface antigen protein 2 iizerinde biri frame shift
olmak tizere toplam 22 bdlgede mutasyon meydana gelmistir. Basta ¢erceve kaymasi
tipi olmak tizere burada meydana gelen mutasyonlarin etkisiyle bir ylizey antijeni olan
putative surface antigen protein 2 nin sentezinin durabilecegi ya da fonksiyonunun
degisebilecegi ve bunun da parazit-konak interaksiyonu iizerine etki edebilecegi
muhtemeldir. He ne kadar bunu dogrulamak i¢in ilave caligsmalara ihtiyag olsa da bu
etkilesimin “Neden L. infantum kutan6z leishmaniosise yol agmistir?”” sorusuna bir
cevap olabilecegi akilda tutulmalidir. Cesitli kaynaklarda bahsi gegen promastigote
surface antigen 2 (rPSA-2) giinlimiizde saflagtirllmis ve rekombinant halde
serodiagnostik testlerde kullanilmaktadir (Kamoun-Essghaier ve ark., 2005). Ancak
calismamizda mutasyon saptadigimiz putative surface antigen protein 2, rPSA-2 ile
identik degildir.

97



Yukarida da bahsedildigi iizere PubMed taramasinda 140 substitution veya
extension tipi mutasyon saptanan 47 farkli proteinin 11’1 ile ilgili ¢alismaya
rastlanilmistir. Bu proteinler; amastin-like protein (n=6), ATP-binding cassette
protein subfamily C, member6 (n=1), choline kinase (n=1), dynein heavy chain, point
mutation (n=1), glucose-6-phosphate isomerase (n=1), GP63, leishmanolysin (n=1),
polyubiquitin (n=10), putative amino acid transporter (n=1), putative kinesin K39

(n=9), putative RNA binding protein (n=3), WD-repeat protein (n=1)’dir.

ATP-binding cassette protein subfamily C, member6 (n=1), amastin-like
protein (n=6) ve GP63, leishmanolysin (n=1) viriillansla iliskili proteinler olup,
timiinde substitution tipi mutasyon mevcuttur. Zhang ve Matlashewski (2012)
tarafindan ATP-binding cassette protein subfamily C, member6’nin deneysel olarak
delesyonunun hiperviriilansa yol agtigi gosterilmistir. Amastin-like gene, cysteine
protease B (CPB), lipophosphoglycan LPG3 ve leishmanolysin GP63 genleri parazitin
virtilansindaki rolleri iyi bilinen genlerdir (Azizi ve ark., 2009). Lin_ TR01 amastin-
like protein tizerinde alt1 farkli bolgede substitution tipi mutasyon meydana gelmistir.
Bir ¢inko metallopeptidaz olan GP63 (leishmanolysin, MSP veya PSP),
Leishmania'nin baslica insect-stage ylizey proteinidir. Parazitin konak hiicresine
reseptor aracili girisinde rol oynar ve kompleman aracili lizise kars1 direnci artirir
(Ivens ve ark., 2005). Contreras ve ark. (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada GP63’{in
viriilans ile iligkili yeni bir roliinii ortaya ¢gikarmiglar, GP3’tin konak makrofaji AP-1
aktivitesini yikima ugratarak viriilansta rol oynayan bir ylizey proteazi oldugu
gostermislerdir. Diger yandan Sinha ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada GP63’{in
visseral leishmaniosis de 6nemli bir a1 aday1 protein olarak nitelendirmislerdir. Bizim
calismamizda GP63 geninde SNP tipi polimorfizm (TTC-TAC) sonucu, protein
kodlayan bolge {lizerinde substitution tipi mutasyon saptanmistir. Buradaki
mutasyonlarin protein sentezi iizerine etkisinin anlasilabilmesi i¢in daha ileri
caligmalara ihtiya¢c olmakla birlikte viriilans {izerine etki edebilecedi de akilda
tutulmalidir. Nitekim Lin TROI susu beklenenin aksine kutandz leishmaniosise yol

agan bir sustur.
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Putative kinesin K39 (n=9), polyubiquitin (n=10) ve glucose-6-phosphate
isomerase (n=1) tan1 ve/veya tiplendirme ile iliskili proteinler olup, tiimiinde
substitution tipi mutasyon saptanmustir. Leishmania kinesinleri immiinodominant
proteinler olup, rekombinant kinesin 39 (rK39) antijeni ticari olarak Leishmania
serolojisinde olarak kullanilmaktadir (Abass ve ark., 2013). Polyubiquitin VL
serolojisi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilen bir protein olmakla beraber, tek basina
serodiagnosis i¢in tek basina yeterli bulunmamistir (Oliveira ve ark., 2011). Glucose-
6-phosphate isomerase, Leishmania donovani kompleks MON (multilokus enzim
elektroforezi) tiplendirmesinde kullanilan enzimlerden biridir (Awadalla ve ark.,
1987; Mauricio ve ark., 2006; Pesson ve ark., 2004). Ayrica, glucose-6-phosphate-
isomerase geni, leishmaniosisin real-time PCR ile tanisinda kullanilmaktadir
(Coleman ve ark., 2009; Wortmann ve ark., 2005).

WD-repeat protein ilag direnci ile iligkili bir proteindir. Fernandez-Prada ve
ark. (2018), tarafindan yapilan bir ¢alismada WD-repeat protein ailesinden bazi gen
lokuslarinda yeni ilag direnci mekanizmalar1 saptanmig ve WD-repeat protein ailesi
SEC13 iiyesi olan yeni bir amastigote-specific miltefosine-resistance gene
(LinJ.32.0050) ve antimony-resistance gene (LinJ.06.1010) tanimlanmustir. Choline
kinase (n=1), dynein heavy chain (n=1) ve putative RNA binding protein (n=3) ise yeni
ilaclar i¢in hedef bolge olarak degerlendirilmistir. Choline kinase hiicre zar1 sentezinde
gorevli bir enzim olup, inhibe edilerek yeni leishmanisidal ilaglar i¢in hedef bolge
olabilecegi gosterilmistir (Pulido ve ark., 2017). Dyneinler ise siliya ve flagella
hareketi, niikleer go¢, mitotik splinin organizasyonu ve mitoz sirasinda kromozom
ayrilmasi gibi temel siirecleri yoneten énemli proteinlerdir (Adhiambo ve ark., 2005;
Dea-Ayuela ve ark., 2008). Bu nedenle leishmanisidal ilaglar i¢in yeni bir hedef bolge
olabilecegi diisiiniilmiistiir (Dea-Ayuela ve ark., 2008). Daneshvar ve ark. (2012),
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise putative RNA binding protein’in gentamisin igin

hedef bolge olabilecegi gosterilmistir.

PubMed taramasinda 140 substitution veya extension tipi mutasyon saptanan
47 farkl proteinin hakkinda ¢alisma saptanan 11’1 igerisinde son olarak putative amino

acid transporter yer almaktadir. Putative amino acid transporter (n=1) parazitin
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yagsamsal fonksiyonlari ile iliskili olup, Geraldo ve ark. (2005), tarafindan konakgida
bulunan amastigot formunda amino asit tutulumundan sorumlu bir protein olarak
tanimlanmistir. Yapilan literartiir taramasinda bu boliimde tartisilan 47 proteinden
geriye kalan 36°s1 hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bunlar arasinda
ozellikle multi drug resistance protein-like (n=1) hakkinda ¢alismaya rastlanilmamasi
oldukg¢a dikkat cekici olup, bu tiir calismalarda bilim diinyasinin ne kadar yolun

basinda oldugu hakkinda bize fikir veren bir 6rnek teskil etmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Glinimiizde Leishmania tiirleri {izerinde yapilan tiim genom dizileme
calismalar1 oldukga siirli olup, sadece birka¢ Leishmania tiiriiniin yiiksek kalite ve
tamamlanmis genomu bulunmaktadir. Leishmania infantum’un ise ilk kez 2007
yilinda Peacock ve ark. (2007), tarafindan tiim genom dizisi ¢ikarilmig ve L. infantum

JPCMS referans susu olarak tanimlanmustir.

Bu ¢alismada iilkemizde ilk defa kutanéz leishmaniosis olgusundan izole
edilen Leishmania infantum’un tiim genom dizisi ¢ikarilmis ve ardindan elde edilen

genomik DNA, NCBI GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov) yiiklenerek Leishmania

infantum_TRO1 (Lin_TRO1) ismi ile tescillenmistir. Boylelikle bu c¢alismada
hedeflenen amaca basar ile ulasilmistir. Bu konuda yapilan WGS calismalari
incelendiginde, Lin TROI susu kutandz leishmaniosis olgusundan izole edilmis
olmasi agisindan bir ilktir. Zira referans genom olan L. infantum JPCM5 (Peacock ve
ark., 2007) susu tiiriin klasik doku ve organ tropizmine uygun olarak visseral
leishmaniosis olgusundan elde edilmistir. Diger yandan Lin_ TRO1, JPCMS5 susundan
bu yana diinya genelinde tiim genomu dizilenen ikinci sus olma niteligindedir.
Lin_TRO1 genomu elde edilen diger genomlar ile karsilastirildiginda seviye olarak
complete durumda olan tek Leishmania infantum tim genom dizisidir.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249).

Calismamizi planlarken parazitin tiim genomunu elde edip-edemeyecegimizi,
elde edebilirsek referans genom ile arada ne 6l¢iide fark saptanacagini, fark saptanirsa
bunlarin anlamli olup-olmayacagimi bilmiyorduk. Dolayisiyla elde edilen
mutasyonlarin degerlendirilmesi konusu bu tezin kapsamina alinmamistir. Ancak
geldigimiz noktada L. infantum’un 32.009.138 baz ¢ifti biiyiikliigiinde tim genom
dizisi ¢ikarilmig, Lin TRO1 ile referans genom arasinda 3153 adet polimorfik bolge
saptanmistir. Dolayisiyla elde edilen polimorfizmlerin degerlendirilebilmesi i¢in de

elimizde bir veri havuzu olusmustur.
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Calismamizda elde ettigimiz genomik DNA referans sus ile karsilastirildiginda
saptanan 3153 polimorfizm igerisinden 166 adet fonksiyonu bilinen protein
iiretimini kodlayan bélge polimorfizmleri bulgular boliimii Cizelge 3.1°de detayh
olarak gosterilmistir. Ardindan 166 adet polimorfizmin etkiledigi 63 farkli protein (-
bunlarin 20’si n>1, 43’1 ise n=1 seklinde olup; n, ayn1 protein lizerinde meydana gelen
toplam polimorfizm sayisini1 ifade etmektedir-) hakkinda PubMed veritaban
kullanilarak literatiir taramasi yapilmis ve ayni protein iizerinde meydana gelen
mutasyon sayisl, yeri, boyutu ve tipi, konu ile ilgili daha 6nce ¢calisma yapilip
yapilmadigi, yapilmus ise calisma ile ilgili kisa aciklama ve konusu tartisma bolimi
Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir. Literatiir taramasinda 63 proteinin 14’1 ile ilgili ¢alisma
yapildig1 saptanirken; geriye kalan 49’u ile ilgili herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Burada bahsi gecen 14 proteinin 5°1 viriilansla iliskili, 2’si as1 adayz,
4’1 tani/tiplendirme ile iligkili, 2’si ilag¢ direnci, 3’1 ilag hedefi ve 1’i yasamsal
fonksiyon ile iligkilidir. Ayrica bu ¢izelgelerde 26 adet yiiksek olasilikla proteinin
yapisini etkileyebilecek veya tiretimini durdurabilecek “frame shift, truncation ve

sk

insersiyon” tipi polimorfizmler ile isaretlenmis ve ilgili boliimlerde ayrica ele

alinmistir.

Buradaki 166 polimorfizm igerisinde 26 yiiksek olasilikla protein
fonksiyonunu degistiren ya da sentezini kesintiye ugratan mutasyon, 16 farkli protein
tizerinde meydana gelmis olup, bunlardan sadece iicii ile ilgili caligmaya
rastlanilmistir. Bunlar; chaperone protein-like protein (n=1), “metallo-peptidase, Clan
MA(E), Family M3~ (n=1) ve elongation factor 2 (n=5)’dir. “Chaperone”’lar ve
metallo-peptidase viriilans ile iligkili proteinlerdir. Diger yandan elongation factor
2’nin farkl ¢aligmalarda as1 adayr ve ilag direnci ile iliskili oldugu gdsterilmistir.
Geriye kalan hakkinda c¢alismaya rastlamadigimiz ancak etki giicii yiiksek olan
mutasyon saptadigimiz 13 protein arasinda 6zellikle surface antigen protein 2 ilgimizi
¢ekmistir. Putative surface antigen protein 2 iizerinde biri frame shift olmak tizere
toplam 22 bolgede mutasyon meydana gelmistir. Basta ¢erceve kaymasi tipi olmak
tizere burada meydana gelen mutasyonlarin etkisiyle bir ylizey antijeni olan putative
surface antigen protein 2'nin sentezinin durabilecegi ya da fonksiyonunun

degisebilecegi ve bunun da parazit-konak interaksiyonu lizerine etki edebilecegi
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muhtemeldir. Diger yandan viriilansla iliskili chaperone protein-like protein kodlayan
bolge iizerinde meydana gelen mutasyonun tipi kesilme (truncation) olup, bu proteinin
sentezinin kismen veya tamamen duracagi ve metallo-peptidase, Clan MA(E), Family
M3 kodlayan bélge lizerinde ¢ergeve kaymasi (frame shift) mutasyon proteinin

sentezini durdurabilecegi gibi, fonksiyonunu bozabilir veya degistirebilecegi asikardir.

PubMed taramasinda 140 substitution veya extension tipi mutasyon saptanan
47 farkli proteinin 11°1 ile ilgili ¢alismaya rastlanilmistir. (i) ATP-binding cassette
protein subfamily C, member6 (n=1), amastin-like protein (n=6) ve GP63,
leishmanolysin (n=1) viriilansla iligkili (ii) putative kinesin K39 (n=9), polyubiquitin
(n=10) ve glucose-6-phosphate isomerase (n=1) tan1 ve/veya tiplendirme ile iligkili
(iii) WD-repeat protein ilag direnci ile iliskili (iv) choline kinase (n=1), dynein heavy
chain (n=1) ve putative RNA binding protein (n=3) ise yeni ilaglar i¢in hedef bdlge (v)
putative amino acid transporter (n=1) parazitin yasamsal fonksiyonlari ile iligkili
proteinlerdir. Bunlar arasinda viriilans ile iligkili proteinler 6zellikle dikkati ¢cekmekte
olup, mutasyon tipinin substitution veya extension olmasi protein iizerinde énemli bir
etki olusmayacagi anlamina gelmemektedir. Yapilan literatiir taramasinda bu boliimde
tartisilan 47 proteinden geriye kalan 36’s1 hakkinda herhangi bir calismaya
rastlanilmamustir. Bunlar arasinda 6zellikle multi drug resistance protein-like (n=1)
hakkinda ¢alismaya rastlanilmamasi oldukca dikkat ¢ekici olup, bu tiir ¢calismalarda
bilim diinyasinin ne kadar yolun basinda oldugu hakkinda bize fikir veren bir 6rnek

teskil etmektedir.

Sonu¢ olarak, bu calismada tlkemizde ilk defa kutandz leishmaniosis
olgusundan izole edilen Leishmania infantum’un tim genom dizisi ¢ikarilmis ve

ardindan elde edilen genomik DNA, NCBI GenBank’a (www.ncbi.nim.nih.gov)

yiiklenerek Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO1) ismi ile tescillenmistir.
Boylelikle bu calismada hedeflenen amaca basari ile ulasilmistir. Ardindan 3153
polimorfizm igerisinden 166 adet fonksiyonu bilinen protein iiretimini kodlayan
bolge polimorfizmleri degerlendirilmis ve proteinler {izerine olas1 etkileri varsa daha
onceden yapilmis ¢aligmalarla birlikte kapsamli bir sekilde sunulmustur. Her ne kadar

proteinler lizerinde meydana gelen mutasyonlarin etkilerini dogrulamak igin protein
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ekspresyonu gibi ilave ¢alismalara ihtiya¢ duyulsa da bu ¢alisma agisindan viriilans ile
iliskili mutasyonlarin biri veya tamaminin “Neden L. infantum kutanoz leishmaniosise

yol agmistir?” sorusuna cevap olabilecegi akilda tutulmalidir.

Bundan sonraki asamada polimorfizmlerin protein iizerindeki etkisinin
dogrulanmasi i¢in protein ekspresyonu gibi ilave deneylere ve biyoinformatik araglar
kullanilarak yapilabilecek ilave analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu konuda ¢alismak
isteyen arastirmacilar ¢izelge 4.1°i inceleyerek ilgilendikleri proteinler ile ekspresyon

ve/ya protein modelleme ¢alismasi yapmalarin1 6nermekteyiz.

Bu calismada elde edilen veriler esasen Leishmania genomu konusunda
ontimiizde katedilecek daha ¢ok yol oldugunu gosterse de, ¢alismamizin bilime katki
saglayacagi, iilkemizde yapilacak Leishmania genom caligsmalari igin bir temel

olusturacagi ve global diizlemdeki ¢alismalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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OZET

Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile Tiirkiye'den Izole Edilen Kutanoz
Leishmaniosis Etkeni Leishmania infantum'un Genom Dizisinin Cikarilmasi

Leishmania subgenus Leishmania, insan ve hayvanlarda deri ve i¢ organlari tutabilen
sistemik kronik bir hastalik olan “leishmaniosis” in etkenidir. Hastalik insanlarda genel olarak
ti¢ farkl klinik tablo [(visseral, Kala-Azar, VL) kutan6z (CL) ve mukokutandz leishmaniosis
(MCL)] ortaya ¢ikmaktadir. Leishmaniosis, Diinya Saghik Orgiitii (DSO)ne goére hala
diinyanin en ¢ok ihmal edilen hastaliklardan biridir. Leishmania tiim genomu dizisinin ilk kez
cikarilmasindan bu yana ise sadece

10 yillik bir zaman ge¢mistir. Bununla beraber, doku tropizmindeki farkliliklarin
nedenleri gibi bilim insanlar1 igin hala aydinlatilmasi gereken bir¢cok sey bulunmaktadir. Bu
caligmada “Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi” ile Tiirkiye’de kutanéz leishmaniosis
olgusundan izole edilen Leishmania infantum’un tim genom dizisinin g¢ikarilmasi
amaglanmugtir.

Genom sekanslama islemi “Illumina HiSeq 2500 platformunda gergeklestirilmistir.
Dizileme kiitiiphanelerini olusturmak igin, “Illumina HiSeq 2500 platformuyla uyumlu
“TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit” kullamilmistir. Sentez ile dizileme
(SBS), HiSeq Rapid SBS Kit v2 ile iki fragmanin u¢ uca birlestirilmesi ile edilen tek fragman
okumalar1 (2 x 150 bp; PE) seklinde gergeklestirilmistir. Biyoinformatik analizler Geneious
11.0.5. (www.genius.com) platformu ile yapilmustir.

Caligmamizda L. infantum’un yiiksek kalitede tiim genom dizisi (WGS) basar ile
sekanslanmig ve 36 kromozoma ait toplam 32.009.138 baz ¢ifti biiyiikliigiinde genomik DNA
elde edilmistir. Ardindan elde edilen genomik DNA, National Center for Biotechnology
Information, USA, (NCBI) GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov) yiiklenerek Leishmania
infantum_TRO1 (Lin_TRO01) ismi ile tescillenmistir. Bu konuda yapilan WGS ¢alismalari
incelendiginde, Lin TRO1 susu kutan6z leishmaniosis olgusundan izole edilmis olmasi
acisindan bir ilktir. Zira referans genom olan L. infantum JPCMS5 (Peacock ve ark., 2007) susu
tirtin klasik doku ve organ tropizmine uygun olarak visseral leishmaniosis olgusundan elde
edilmistir. Diger yandan Lin_ TRO1, JPCMS5 susundan bu yana diinya genelinde tiim genomu
dizilenen ikinci sus olma niteligindedir. Lin_ TRO1 genomu elde edilen diger genomlar ile
karsilagtirlldiginda seviye olarak comlete durumda olan tek Leishmania infantum tiim genom
dizisidir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249).

Lin TROl genomunun 36 kromozomuna ait NCBI tarafindan verilen accession
(erisim) numaralar1 "CP027807, CP027810, CP027808, CP027811, CP027809, CP027812,
CP027813, CP027814, CP027817, CP027818, CP027819, CP027815, CP027821, CP027816,
CP027823, CP027820, CP027822, CP027824, CP027825, CP027826, CP027827, CP027828,
CP027829, CP027830, CP027831, CP027832, CP027833, CP027834, CP027835, CP027836,
CP027837, CP027838, CP027839, CP027840, CP027841, CP027842" seklindedir. Lin. TRO1
genomunun anotasyonu sonucunda 3153 polimorfizm, 8324 Gen, 8199 CDS, 8109 mRNA, 67
tRNA, 11 rRNA ve 58 ncRNA bulunmustur. Elde edilen 8199 CDS’nin 5278 tanesi hipotetik
protein niteligindedir. Bulunan 3153 polimorfik bdlgenin 799u deletion, 528 insertion, 511
substitution ve 1315’1 ise SNP seklindedir. Bu polimorfizmlerin 466’sinin proteinler {izerine
etkisi tespit edilmis olup, bunlarin 3’1 delesyon (deletion), 5°i uzama (extention), 44’1 ¢erceve
kaymasi (frame shift), 2’si insersiyon (insertion), 299’i substitiisyon (substitution), 11’
kesilme (truncation) ve 102’si ise etkisiz (none) olarak siniflandirilmistir. 3153 polimorfizm
incelenmis ve 166 tanesinin "fonksiyonu bilinen bir protein iiretimini kodlayan bdlge"
tizerinde meydana geldigi tespit edilmistir. Ardindan 166 adet polimorfizmin etkiledigi 63
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farkli protein (-bunlarin 20’si n>1, 43’ ise n=1 seklinde olup; n, aym protein {izerinde
meydana gelen toplam polimorfizm sayisini ifade etmektedir-) hakkinda PubMed veritabani
kullanilarak literatiir taramas1 yapilmis ve ayni protein lizerinde meydana gelen mutasyon
sayi1s1, yeri, boyutu ve tipi, konu ile ilgili daha 6nce ¢alisma yapilip yapilmadigi, yapilms ise
calisma ile ilgili kisa agiklama detayli bir sekilde 6zetlenmistir. Literatiir taramasinda 63
proteinin 14’1 ile ilgili calisma yapildigi saptanirken geriye kalan 49°u ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamigstir. Burada bahsi gegen 14 proteinin 5°i viriilansla iligkili, 2’si as1
adayi, 4’i tani/tiplendirme ile iliskili, 2’si ilag¢ direnci, 3’1 ila¢ hedefi ve 1’1 yasamsal
fonksiyon ile iligkilidir.

Bu caligmada elde edilen veriler esasen Leishmania genomu konusunda oniimiizde
katedilecek daha cok yol oldugunu gosterse de, calismamizin bilime katki saglayacagi,
tilkemizde yapilacak Leishmania genom c¢alismalart i¢in bir temel olusturacagi ve global
diizlemdeki ¢aligsmalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Sozciikler: CL-Leishmania infantum, Tiim Genom Dizileme, Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisi.
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SUMMARY

The Genome Sequencing with Next Generation Sequencing Technology of
Leishmania infantum causing Cutaneous Leishmaniosis from Turkish isolate

Leishmania subgenus Leishmania is causing Leishmaniosis which is a chronic
systemic disease in humans and animals can keep the skin and visceral organs. The disease
generally constitute three different clinical table in humans [(visceral, Kala-Azar, VL)
cutaneous (CL) ve mucocutaneous leishmaniosis (MCL)]. According to World Health
Organitization (WHO), Leishmaniosis is still one of the world’s most neglected diseases. It
has been nearly 10 years since the completion of the first entire genome sequence of a
Leishmania parasite. However, there are still many things in the dark for scientists such as the
causes of differences in tissue tropism. The aim of this study is to generate that the whole
genome sequencing with next generation sequencing technology of Leishmania infantum
causing cutaneous leishmaniosis from Turkish isolate.

Genomic sequencing was performed on the Illumina HiSeq 2500 platform. The
"TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit" compatible with the "lllumina HiSeq
2500" platform was used to create the library. Synthesis sequencing (SBS) was performed
with HiSeq Rapid SBS Kit v2 in the form of single fragment readings (2 x 150 bp; PE) with
two fragment end-to-end assemblies. Bioinformatics analyzes were performed Geneious
11.0.5. (www.genius.com) platform.

In our study, a high quality whole genome sequence (WGS) of L. infantum was
successfully sequenced and a total of 32,009,137 base pairs of genomic DNA of 36
chromosomes were obtained. The resulting genomic DNA submitted to the National Center
for Biotechnology Information, USA, (NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) and
registered under the name Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO01). When the WGS studies
on this subject are examined, Lin_TRO1 strain is the first one to be isolated from cutaneous
leishmaniosis. Because the reference genome, L. infantum JPCM5 (Peacock et al., 2007) was
obtained from the visceral leishmaniosis case in accordance with the classical tissue and organ
tropism of the species. On the other hand, Lin_TRO1 is the second whole genome sequenced
strain in the world since the JPCM5 strain. The Lin_TR01 genome is the only Leishmania
infantum whole genome sequence that is comlete level compared to the other genomes
obtained. (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genome/genomes/249).

Accession numbers assigned by the NCBI of the 36 chromosomes of the Lin_TR01
genome are described in CP027807, CP027810, CP027808, CP027811, CP027809,
CP027812, CP027813, CP027814, CP027817, CP027818, CP027819, CP027815, CP027821,
CP027816, CP027823, CP027820, CP027822, CP027824, CP027825, CP027826, CP027827,
CP027828, CP027829, CP027830, CP027831, CP027832, CP027833, CP027834, CP027835,
CP027836, CP027837, CP027838, CP027839, CP027840, CP027841, CP027842. As the
result of annotation with the Lin_TRO01 genome were found 3153 polymorphisms, 8324 Gene,
8199 CDS, 8109 mRNA, 67 tRNA, 11 rRNA and 58 ncRNA. 5278 of 8199 CDS obtained are
hypothetical proteins. Founded the 3153 polymorphism is included 799 deletion, 528
insertion, 511 substitution, and 1315 SNPs. The effect of 466 of the polymorphisms on
proteins were determined; these are classified as 3 deletion, 5 extention, 44 frame shift, 2
insertion, 299 substitution, 11 truncation and 102 none. 3153 polymorphism examined, and it
has been found that 166 of them occur on the "region of a known protein production coding”.
Following this, a literature review was conducted using the PubMed database, using 63
different proteins affected by 166 polymorphisms (20 of which were n> 1, 43 of them were
n=1; n expressed the total number of polymorphisms on the same protein). The number of
mutations, location, size and type of mutations on the same protein, whether or not the study
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was performed previously, and the short description of the study were summarized in detail.
In the literature search, it was determined that 14 of 63 proteins were studied and no study was
found regarding the remaining 49. Of the 14 proteins mentioned here, 5 are related to
virulence, 2 are vaccine candidate, 4 are related to diagnosis / typing, 2 are drug resistance, 3
are drug target and 1 are vital function.

Although the data obtained in this study show that there are more ways to be covered
in the Leishmania genome, we believe that our study will contribute to science and will
provide a basis for Leishmania genome studies in our country and contribute to the studies in
the global platform.

Keywords: CL-Leishmania infantum, Next Generation Sequencing Technology, Whole
Genome Sequencing.
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19/10/2018.

3) Invaziv Infeksiyonlardan Sorumlu Streptococcus pneumoniae Suslarinin
Serotip Antibiyotik Direnci ve Molekiiler Tiplerinin Arastirilmast / Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanli§i Koordinasyonunda Cok Merkezli
Ulusal Proje, Diger Kamu Kuruluslar1 (Yiiksek6gretim Kurumlari harig),
Arastirmaci: Giildemir Dilek, Arastirmaci: Bakir Mustafa, Arastirmaci: Nar
Otgiin Selin, Arastirmact: Durmaz Riza, Arastirmaci: Tiirkoglu Salih,
Arastirmact: Ertek Mustafa, Yiiriitiicli: Gozalan Aysegiil, Arastirmaci: Pergin

Duygu, 28/09/2009 - 28/09/2012.

4) Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile Tiirkiye”den Izole Edilen Kutanoz
Leishmaniosis Etkeni Leishmania Infantum’un Genom Dizisinin Cikarilmast,
Yiiksekogretim Kurumlar tarafindan destekli bilimsel arastirma projesi,
Arastirmact:  Giildemir Dilek, Yiritiicii: Nalbantoglu Ayse Serpil,
Aragtirmaci: Usluca Selma, Arastirmaci: Bakkaloglu Zekiye, 30/03/2017-
18/12/2018.

5) Bogmaca’nin Laboratuvar Tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonunun
Analitik Duyarliiginin ve Analitik Ozgiilliigiiniin Arttirilmas1, Diger kamu

kuruluslart (Yiiksekogretim Kurumlart harig), Yiiriticii: Giildemir Dilek,
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6)

B)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Arastirmact: Nar Otgiin Selin, Arastirmact: Esen Berrin, Arastirmaci: Akbas
Efsun, 24/05/ 2007-24/04/2008.

DIPNET (Diphtheria Surveillance Network) DG SANCO Avrupa
Komisyonu SB Temel Saghk Hizmetleri Genel Miidiirliigii Refik Saydam
Hifzissthha Merkezi Baskanhg s Birligi Ust Solunum Yolu Enfeksiyonu
Semptomlart Olan Olgularda Toksijenik Corynebacterium diphtheria ve
Corynebacterium ulcerans Kolonizasyonunun Arastirilmasit (EU DG SANCO
Agreement No 2005210) (Yardimer arastirmaci olarak gorev aldim).

Aldig Odiiller

11. Ulusal Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 Kongresi-Sozlii Bildiri Birincilik
Odiilii, Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar1 Dernegi, 2018.

39. Tiirk Ulusal Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Kongresi-Sozlii
Bildiri Uciinciiliik Odiilii, Tiirk Kulak Burun Bogaz Bas Boyun Cerrahisi
Dernegi, 2017.

3. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi-En Basarih Cahsma Jiiri Ozel
Odiilii, Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlari Dernegi, 2015.

Patent tesvik odiilii, TUBITAK, 2012.

7. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi-Sozlii Bildiri
Birincilik Odiilii, Hacettepe Universitesi, 2012.

l. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi-Poster Bildirisi Ikincilik Odiilii,
Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlar1 Dernegi, 2011.
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VIIIl. Diger Bilgiler
A) Egitim Programm Haricinde Aldigi Kurslar Ve Katildigi Egitim

Seminerleri

1) 12. Uluslararasi Saglik Hizmetlerinde Kalite, Akreditasyon ve Hasta Giivenligi
Kongresi, Antalya. 25.04.2018-28.04.2018 (Uluslararasi)

2) 4. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Belek/ANTALYA. 08.11.2017-
12.11.2017 (Ulusal)

3) 7. Ulusal As1 Sempozyumu, Sempozyum Katilimi, ANKARA. 20.09.2017-
24.09.2017 (Ulusal)

4) 27th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ECCMID), VIENNA. 22.04.2017-25.04.2017 (Uluslararast)

5) XXXVII. Tirk Mikrobiyoloji Kongresi, Belek-ANTALYA. 16.11.2016-
20.11.2016 (Ulusal)

6) Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, Belek-ANTALYA. 18.11.2015-
22.11.2015 (Ulusal)

7) 1SO 15189 I¢ Tetkik Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu, “ISO 15189 I¢ Tetkik Egitimi” katilimi, ANKARA. 04.02.2015-
04.02.2015 (Ulusal)

8) XXXVI. Tirk Mikrobiyoloji Kongresi, Belek-ANTALYA. 12.11.2014-
16.11.2014 (Ulusal)

9) Bulasic1 Hastaliklarin Laboratuvara Dayali Siirveyansit Sempozyumu, T.C.
Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligt Kurumu Baskanligi, “Bulasici
Hastaliklarin  Laboratuvara Dayali Siirveyanst Sempozyumu”katilimi,

NEVSEHIR. 18.09.2014-19.09.2014 (Ulusal)

10) Tibbi Onemi Olan Fungal Etkenlerin Tanimlanmasi Uygulamali Egitimi,
T.C. Saglhk Bakanlg, Tiirkiye Halk Sagligit Kurumu, “Tibbi Onemi Olan
Fungal Etkenlerin Tanimlanmasi Uygulamali Egitimi” katilimi, ANKARA.
09.06.2014-13.06.2014 (Ulusal)
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11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

EUCAST Standartlar1 Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu, Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi, “EUCAST
Standartlar1 Egitimi” katilimi, ANKARA. 09.06.2014-10.06.2014 (Ulusal)

8. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi, ANKARA.
04.06.2014-07.06.2014 (Ulusal)

Calisan Sagligt ve Giivenligi Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk
Sagligi Kurumu, “Calisan Saglig1 ve Giivenligi Egitimi” katilimi, ANKARA.
28.04.2014-30.04.2014 (Ulusal)

ISO 15189 I¢ Kalite Kontrol Ve Dis Kalite Degerlendirme Egitimi, T.C.
Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Saghigi Kurumu, “ISO 15189 I¢ Kalite
Kontrol Ve Dis Kalite Degerlendirme Egitimi” katilimi, ANKARA.
21.04.2014-22.04.2014 (Ulusal)

Bulasict Hastaliklarin Stirveyansi Projesi Ulusal Toplantist ve II. Saha
Epidemiyolojisi ~ Konferansi, = Tiirkiye’de =~ Bulasict ~ Hastaliklarin
Epidemiyolojik Siirveyansi ve Kontrolii Sisteminin Giiglendirilmesi Projesi
kapsaminda, “Bulasic1 Hastaliklarin Siirveyans: Projesi Ulusal Toplantis1 ve
Il. Saha Epidemiyolojisi Konferansi” katilimi, ANKARA. 15.04.2014-
17.04.2014 (Ulusal)

Dis Kalite Degerlendirme Orneklerinin Hazirlanmas1 Uygulamali Egitimi,
T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, Bulasici hastaliklar
Kontrol Programlar1 Baskan Yardimciligi, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlar1 Daire Baskanligi, “Dis Kalite Degerlendirme Orneklerinin
Hazirlanmas1 Uygulamali Egitimi” katilimi, ANKARA. 01.04.2014-
04.04.2014 (Ulusal)

Il. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, ANTALYA. 10.11.2013-
13.11.2013 (Ulusal)

23rd European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ECCMID), BERLIN. 27.04.2013-30.04.2013 (Uluslararast)

ISO 15189 Farkindalik Temel ve Spesifik Egitimleri, T.C. Saglik Bakanligi,
Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu, “ISO 15189 Farkindalik Temel ve Spesifik
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Egitimleri” katilimi, ANKARA. 15.10.2012-16.10.2012 (Ulusal)

20) Tirkiye’de Ulusal Laboratuvara Dayali Anti Tiiberkiiloz Ilag Direnci
Siirveyansi Uygulamali Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi
Kurumu, “Tiirkiye’de Ulusal Laboratuvara Dayali Anti Tiiberkiiloz Ilag
Direnci Siirveyans1 Uygulamali Egitimi” katilimi, ANKARA. 11.06.2012-
15.06.2012 (Ulusal)

21) Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar Hizmetleri ile Illgili Mevzuat ve
Gelismeler, Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi (KLIMUD), “Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvar Hizmetleri ile Ilgili Mevzuat ve Gelismeler”

baglikli toplanti katilimi, ANKARA. 23.02.2012-23.02.2012 (Ulusal)

22) 1. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi, ANTALYA. 12.11.2011-
16.11.2011 (Ulusal)

23) European Biotechnology Congress 2011, ISTANBUL. 28.09.2011-
01.10.2011 (Uluslararasi)

24) 1II. Tirkiye Zoonotik Hastaliklar Sempozyumu, ANKARA. 01.11.2010-
02.11.2010 (Ulusal)

25) 1. Ulusal HPV ve Kanser Sempozyumu, ANKARA. 30.04.2010-30.04.2010
(Ulusal)

26) Laboratuvar Giivenligi Temel Uyum Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi, Laboratuvar Giivenligi Temel

Uyum Egitimi, ANKARA. 01.03.2010-01.03.2010 (Ulusal)

27) Klinik (Tibbi) Mikrobiyoloji Uzmanligi ve Laboratuvar Uygulamalari
Sempozyumu, Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlik Dernegi (KLIMUD) “Klinik
(Tibbi)  Mikrobiyoloji  Uzmanligt ve Laboratuvar Uygulamalar
Sempozyumu” katilimi, ANKARA. 23.10.2009-24.10.2009 (Ulusal)

28) Spesifik Laborfatuvar Egitimleri-Parazitoloji Modiilii, Tiirkiye’de Bulasict
Hastaliklarin ~ Epidemiyolojik  Siirveyanst ve Kontrolii  Sisteminin
Giiglendirilmesi Projesi TR0503.13 kapsaminda ‘“Parazitoloji Modilii”
katilimi, ANKARA. 12.01.2009-16.01.2009 (Ulusal)
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29) Temel Laboratuvar Yonetimi Egitimi, Tirkiye’de Bulasici Hastaliklarin

Epidemiyolojik Siirveyansi ve Kontrolii Sisteminin Gliglendirilmesi Projesi
kapsaminda “Temel Laboratuvar Yonetimi Egitimi”, ANKARA. 03.03.2008-
05.03.2008 (Uluslararasi)

30) II. Ulusal Chlamydia Infeksiyonlart Simpozyumu, AFYON. 26.04.2006-

29.04.2006 (Ulusal)

B) Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

XI. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C. Saglik
Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 05.09.2016-8.09.2016 (Ulusal)

X. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C. Saglik
Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 01.06.2015-04.06.2015 (Ulusal)

IX. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C. Saglik
Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 23.06.2014-27.06.2014 (Ulusal)

VIII: Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C.
Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu, 24.06.2013-28.06.2013
(Ulusal)

VII. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C.
Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Saghigi Kurumu, 15.10.2012-9.10.2012
(Ulusal)

VI. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C. Saglik
Bakanligi, Refik Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi, 10.10.2011-
14.10.2011 (Ulusal)

V. Uygulamali Molekiiler Mikrobiyoloji Kursu / Egitimci olarak, T.C. Saglik
Bakanligi, Refik Saydam Hifzissthha Merkez Bagkanligi, 13.10.2010-
17.10.2010 (Ulusal)

Spefifik Laboratuvar Egitimleri / Difteri-Bogmaca Modiilii-Egitimci olarak,
Tiirkiye’de Bulasic1 Hastaliklarin Epidemiyolojik Siirveyansi1 ve Kontrolii

Sisteminin  Gii¢lendirilmesi Projesi (TR0503.13) kapsaminda “Difteri-

134



9)

10)

11)

12)

13)

Bogmaca Modiilii-Uygulamali Egitim, T.C. Saglik Bakanligi, Refik Saydam
Hifzissthha Merkez Baskanligi, 22.12.2008-26.12.2008 (Ulusal)

Spesifik Laboratuvar Egitimleri / Gida ve Su Kaynakli Enfeksiyon Etkenleri
Modiili-Egitimci olarak, Tiirkiye’de Bulasic1 Hastaliklarin Epidemiyolojik
Stirveyanst  ve Kontrolii Sisteminin  Giiglendirilmesi Projesi-Faz I
(TR0503.13) kapsaminda “Gida ve Su Kaynakli Enfeksiyon Etkenleri Modiilii-
Uygulamali Egitimi, T.C. Saglik Bakanligi, Refik Saydam Hifzissihha Merkez
Baskanligi, 07.07.2008-11.07.2008 (Ulusal)

Infeksiyon Diinyas1 Calistay1, Calistay Katilimi, ANKARA. 22.03.2018-
25.03.2018 (Ulusal)

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 Calistayr / Test Prosediirleri Calhisma
Grubu Uyesi, Tiirkiye’de Bulasic1 Hastaliklarin Epidemiyolojik Siirveyans
Sisteminin Gii¢lendirilmesi ve Kontrolii Projesi III (TR0802.16) kapsaminda”
Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar1 Calistayr” nda” Test Prosediirleri Calisma
Grubu Uyesi” olarak standardin yazilmasma katki saglanmasi, ANKARA.
16.12.2013-20.12.2013 (Ulusal)

Kisa Egitim Kurslariin Tasarimi, Uygulamasi ve Degerlendirilmesi Calistayi,
Tiirkiye’de Bulasici Hastaliklarin  Epidemiyolojik Siirveyans Sisteminin
Gliglendirilmesi ve Kontrolii Projesi III (TR0802.16) kapsaminda “Kisa Egitim
Kurslarinin Tasarimi, Uygulamasi ve Degerlendirilmesi Calistayr” katilima,

ANKARA 20.02.2013-22.02.2013 (Ulusal)

CCH Fever Workshop “Crieman Congo Hemorrhagic Fever Modern
Approaches to Diagnostics, Surveillance, Prevention, Therapy and
Preparedness, KKKA hakkinda diizenlenen uluslararast katilimli calistay,

ANKARA. 19.10.2011-19.11.2011 (Uluslararas1)
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