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ONSOZ

Giiniimiizde Leishmania tiirleri tizerinde yapilan tiim genom dizileme ¢alismalar1 oldukga
siirlt olup, sadece birka¢ Leishmania tiirliniin yiiksek kalite ve tamamlanmis genomu
bulunmaktadir. Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi Koordinatorliigii tarafindan desteklenen bu proje “Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisi ile Tiirkiye’den izole edilen kiitan6z leishmaniosis etkeni Leishmania

infantum’un genom dizisinin ¢ikarilmasi”’m kapsamaktadir.

Bu ¢alismanin konusu bir protozoon parazit olan Leishmania infantum’un tiim genom
dizisinin ¢ikarilmasi, lilkemizde bir ilk olmasi acisindan 6zgiin niteliktedir. Calismanin
kiitan6z leishmaniosis etkeni L. infantum ile yapilmis olmasi ¢alismayr daha 6zgiin hale
getirmektedir. Caligmamizda elde edilen verilerin tilkemizde yapilacak Leishmania
genom ¢alismalart i¢in bir temel olusturdugu ve kiiresel diizeydeki tiim genom dizileme

caligmalarina katki sagladigi kanaatindeyiz.
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I. Projenin Tiirkce ve ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi ile Tiirkiye’den izole edilen Kiitanoz Leishmaniosis
etkeni Leishmania infantum’un Genom Dizisinin Cikarilmasi

Leishmania subgenus Leishmania, insan ve hayvanlarda deri ve i¢ organlar tutabilen
sistemik kronik bir hastalik olan “leishmaniosis” in etkenidir. Hastalik insanlarda genel
olarak ii¢ farkli klinik tablo [(visseral, kala-azar, VL) kutan6z (CL) ve mukokutandz
leishmaniosis (MCL)] ortaya c¢ikmaktadir. Leishmaniosis, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’ne gore hala diinyanin en ¢ok ihmal edilen hastaliklardan biridir. Leishmania tiim
genomu dizisinin ilk kez ¢ikarilmasindan bu yana ise sadece 10 yillik bir zaman ge¢mistir.
Bununla beraber, doku tropizmindeki farkliliklarin nedenleri gibi bilim insanlari i¢in hala
aydinlatilmasi gereken bir¢ok sey bulunmaktadir. Bu ¢alismada “Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisi” ile Tiirkiye’de kiitanoz leishmaniosis olgusundan izole edilen Leishmania
infantum’un tiim genom dizisinin ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Genom sekanslama iglemi “Illumina HiSeq 2500 platformunda gerceklestirilmistir.
Dizileme kiitiiphanelerini olusturmak i¢in, “Illumina HiSeq 2500 platformuyla uyumlu
“TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit” kullanilmistir. Sentez ile
dizileme (SBS), HiSeq Rapid SBS Kit v2 ile iki fragmanin ug uca birlestirilmesi ile edilen
tek fragman okumalar (2 x 150 bp; PE) seklinde gergeklestirilmistir. Biyoinformatik
analizler Geneious 11.0.5. (www.genius.com) platformu ile yapilmistir.

Calismamizda L. infantum’un yiiksek kalitede tiim genom dizisi (WGS) basari ile
sekanslanmis ve 36 kromozoma ait toplam 32.009.138 baz ¢ifti biiyiikliiglinde genomik
DNA elde edilmistir. Ardindan elde edilen genomik DNA, National Center for
Biotechnology Information, USA, (NCBI) GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov)
yuklenerek Leishmania infantum_TRO01 (Lin_TRO01) ismi ile tescillenmistir. Bu konuda
yapilan WGS c¢alismalari incelendiginde, Lin TRO1 susu kiitandz 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, JPCM5
susundan bu yana diinya genelinde tiim genomu dizilenen ikinci sus olma niteligindedir.
Lin TROI genomu elde edilen diger genomlar ile karsilastirildiginda seviye olarak
comlete durumda olan tek Leishmania infantum tim genom dizisidir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249).

Lin_TRO1 genomunun 36 kromozomuna ait NCBI tarafindan verilen accession (erisim)
numaralart "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.



http://www.genius.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249
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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 lllumina 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_TRO1). 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_TROL1 is the
second whole genome sequenced strain in the world since the JPCM5 strain. The
Lin_TRO1 genome is the only Leishmania infantum whole genome sequence that is
comlete level compared to the other genomes obtained
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249).

Accession numbers assigned by the NCBI of the 36 chromosomes of the Lin_TRO1
genome are described in CP027807, CP027810, CP027808, CP027811, CP0278009,
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_TRO1 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.
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Amac ve Kapsam

Giiniimiizde Leishmania tiirleri tizerinde yapilan tiim genom dizileme ¢alismalar1 oldukga
siirlt olup, sadece birka¢ Leishmania tiirliniin yiiksek kalite ve tamamlanmis genomu
bulunmaktadir. Ulkemizde ise Leishmania tiirlerinde yapilan herhangi bir “tiim genom
sekans1” g¢alismast bulunmamaktadir. Ayrica, ¢alismanin CL etkeni L. infantum ile
yapilmis olmasi ¢aligmay1 daha 6zgiin hale getirmektedir.

Bu caligmada “Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi” ile Tiirkiye’de kiitandz leishmaniosis
olgusundan izole edilen Leishmania infantum’un tim genom dizisinin ¢ikarilmasi
amaclanmustir.

Materyal ve Yontem

Halk Sagligi Genel Mudirligii (Tirkiye Halk Sagligi Kurumu, 2012-2017),
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlart ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanlig
(MRLBUDB) biinyesindeki “Ulusal Parazitoloji Referans Laboratuvar™na Mersin’in
Mut ilgesinden, Kutandz Leishmaniosis 6n tanili 12 yasinda bir erkek hastadan izole
edilen klinik 6rnek, mikroskobi kiltir ve PCR yontemleriyle L. infantum olarak
tanimlanmis ve bu arastirmada tiim genom dizisi ¢ikarilmak iizere segilmistir.

1. DNA Izolasyonu: Doku &rnegi 180 mikrolitre ATL buffer icerisinde eritilecek ve
homojenize edilmistir. Homojenize dokudan DNA ekstraksiyonu spin kolon yontemi ile
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden Germany) kullanilarak yapilmistir. Aym
zamanda NNN besiyerine ekilerek kiiltiirde de iretilen L.infantum’un DNA’s1 yine
QIAmp Mini Kit (Qiagen) ile elde edilmis ve yine MRLBUDB biinyesindeki “Ulusal
Molekiiler Mikrobiyoloji Referans Merkez Laboratuvari’na gonderilmistir.

2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi: Amplifikasyon iirtiniiniin konsantrasyonu
Qubit 2.0 florometri cihazi ile Qubit dSDNA HS (High Sensitivity) kiti kullanilarak
Ol¢lilmiistlir. Yeni nesil dizileme uygulamalarinda gerekli baslangic DNA miktar1 100
ng’dir, ornek/ler toplam hacimde 100 ng olacak sekilde ayarlanir. Ancak sectigimiz
hastaya ait DNA konsantrasyonu 0.7 ng/pl olarak 6l¢iilmiis olup, bu konsantrasyon test
icin oldukca diistiktiir. Soyle ki; testte kullanilabilecek maksimum 6rnek voliimii 50 pl
olup, bu da yiiklenebilecek maksimum DNA miktarinin 35 ng olmasi anlamina gelmekte
yani istenen baslangic DNA miktarmin ancak 1/3’i elde edilebilmektedir. Ancak DNA
konsantrasyonu diisiik olsa da elimizdeki Tiirk hastadan izole edilen CL etkeni L.infantum
icin madde 3.1-3.1.5 arasinda yer alan ¢alismalar1 yaparak 3.1.5°deki kalite kontrol
asamasinin sonuglarina gore elimizdeki DNA ile ¢alismaya devam edil(me)mesine karar
vermeyi ongordiik. Sonug olarak elimizdeki genomik DNA kalite kontrol ¢aligmalarinda
sekanslama islemleri i¢in uygun bulundu ve bununla ¢alismalarin devam ettirilmesine
karar verildi.

3. Yeni Nesil DNA Dizileme Uygulamalari: Genom dizileme islemi, kimyasal
sentezleme temelli yeni nesil DNA dizileme sistemi kullanan “Illumina HiSeq 2500
platformunda hizmet alim1 ile gergeklestirilmistir. Dizileme kiitiiphanelerini olusturmak
icin, “Illumina HiSeq 2500 platformuyla uyumlu “TruSeq Nano DNA Low Throughput
Library Prep Kit (Katalog No: 20015964; Illumina)” kullanilmigtir. 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 okumalari (2 x 150
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bp; PE, paired-end) scklinde gerceklestirilmistir. Uygulama baslica ti¢ ana asamadan
olugmaktadir. (i) Kiitiiphane olusturma, (ii) Sekans reaksiyonu ve yiiriitme, (iii) Elde
edilen sekans verilerinin biyoinformatik analizi.

3.1. Kiitiiphane Olusturma: Dizileme kiitiiphanelerini olusturmak i¢in, “Illumina HiSeq
2500” platformuyla uyumlu “TruSeq Nano DNA Low Throughput Library Prep Kit
(Katalog No: 20015964; Illumina)” kullanilmistir.  Uygulama, kit protokoliinde
belirtildigi sekilde gergeklestirilmis olup, asagida anlatildig: gibidir.

3.1.1. Mekanik Fragmantasyon ile Adaptor Uyumlu DNA’larin Hazirlanmasi ve
Piirifikasyonu: Fragmantasyon islemi “TruSeq Nano DNA LT Library Prep Kit” ile
uyumlu Covaris (Covaris Inc.) cihazi kullanilarak mekanik olarak yapilmistir (350 bp
boyutunda). Fragmantasyon sonucunda 3’ ucu ve 5’ ucunda overhang (¢ikinti) olan
dsDNA elde edilmistir. Parcalanmis DNA’larin piirifikasyonu, kit icerigindeki SPB
(manyetik piirifikasyon boncuklart) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.1.2. Kirik DNA Uglarimin Tamiri ve Kiitiiphane Boyutu Secimi: Elde edilen DNA
fragmanlarinin kirik uglart kit igeriginde bulunan End Repair Mix 2 ile kor uclara
cevrilmistir. Bu reaksiyon sonucunda, 3’ ucundan 5‘ucuna ekzoniikleaz aktivitesi ve 5’
uctan 3’ uca polimeraz aktivitesi ile DNA fragmanlarinin her iki ucu da tamir edilmistir.
Ardindan kit iceriginde bulunan SPB ile fazla uzun ve fazla kisa DNA fragmanlar
elenerek, 350 bp biyiikligindeki DNA fragmanlari kiitiphane olusturmak i¢in
secilmistir.

3.1.3. 3’- U¢larin Adenilasyonu: Kit icerigindeki ATL, RSB reajenleri kullanilarak kor
uclu DNA fragmanlarmin her birinin 3’ uglarina “A” niikleotidi eklenmistir. Bu sayede
adaptor ligasyonu asamasindan fragmanlarin kendi arasinda birbirine baglanmasi
engellenir. Boylelikle kimerik olusumlarin 6niine gegilebilir.

3.1.4. Adaptorlerin Ligasyonu: Kit iceriginde bulunan Ligation Mix 2 kullanilarak DNA
fragmanlarmin uclarina Barkod adaptorler eklenmistir. Barkod adaptorler araciligiyla
fragmanlar Akig Hiicrelerine (Flow Cell) baglanmakta ve ayrica barkod bolgesi ile de
orneklerin birbirinden ayirt edilmesi saglanmaktadir. Ardindan SPB manyetik
purifikasyon boncuklar ile adaptor eklenmis DNA parcalari, eklenmemis olanlardan
ayrilir.

3.1.5. DNA Fragmanlarmin Zenginlestirilmesi ve Kiitiiphane Validasyonu, Kalite
Kontrolii: Sekanslama prosediirii sirasinda daha verimli sonuglar ve okumalar elde
edebilmek i¢in kit igeriginde bulunan PCR Primer Kokteyl Miksi kullanilarak PCR
yontemi ile adaptor eklenmis DNA fragmanlarinin zenginlestirilmesi yapilir. Ardindan
DNA Kkiitiiphanesinin kantitasyonu i¢in qPCR yontemi kullanilarak optimum boyut
kiimelemesi yapilmistir. Son olarak drneklerin kalite kontrolii, Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer ile yapilarak boyut dagilim profilleri elde edilmistir.

3.1.6. Kiitiiphane Normalizasyonu: Kit iceriginde bulunan DCT plakalar kullanilarak
DNA kiitiiphanesi 10 nM konsantrasyona ayarlanmis ve PDP plakada esit hacimler ile
DNA kiitiiphanesi bir araya getirilip bir havuz olusturulmustur.

3.2. Sekans Reaksiyonu ve Yiiriitme

“Illumina HiSeq 2500 dizileme cihazi ve “HiSeq SBS Kit v2” kullanilarak sekans
reaksiyonu ve yiirlitme islemi {retici firmanin yonergeleri dogrultusunda
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gerceklestirilmistir (Katalog No: FC-402-4023, Illumina).
3.3. Biyoinformatik Analizler

Elde edilen genom sekanslari “FASTQ” formatindadir. Bu format sekans bilgisi ile
birlikte kalite degerlerini de icermektedir. Kalite degerleri QC-0 ile QC-40 arasinda olup,
her bir sekans okumasindaki dogruluk oranimi yansitmaktadir. QC-20 %99, QC-30 ise
%99,99 dogru baz okuma olasiligini temsil eder. Bu c¢alismada elde edilen FASTQ
dosyasi web tabanli Galaxy platformuna (https://usegalaxy.org/) yiiklenerek kalite kontrol
asamasina gecilmistir (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 icerigi, sekans uzunluk dagilimi, sekans tekrar diizeyi ve Kmer icerigi
iizerine kalite raporu olusturularak problemli olabilecek kisimlar iizerinde hizli bir
degerlendirme yapilmistir (Andrews 2010). FastQC raporunda elde edilen sonuglara gore;
sekanslarin GC oran1 %58, sekanslarin uzunluk araligi 36bp — 126bp ve toplam sekans
sayist 16850980 olarak bulunmustur. Sekanslarin %100’ 22 kalite skorunun tlizerinde
elde edilirken, sekanslarin %931 30 kalite skorunun tizerindedir. Sekanslarin %99’undan
fazlas1 120bp-126bp arasinda olup farkli boyutlarda elde edilen sekanslarin orani oldukga
diistiktiir. Covarage degeri toplam sekans sayist ve ortalama sekans uzunlugunun
carpiminin genom boyutuna bdliinmesiyle elde edilmektedir. Elde edilen verilere gore
covarage degeri 60 olarak bulunmustur.

FASTQ formatindaki sekans dosyalar1 paired end, illumina formatinda Geneious 11.0.5.
(www.geneious.com) platformuna yiiklenerek, ileri ve geri okumalarin birlestirilmesi
gergeklestirilmistir. Elde edilen dosyada bulunan diisiik kalitede ve diisiik giivenirlikte ki
sekanslarin filtrelenmesi amaciyla BBtools paketinden (https://jgi.doe.gov/) BBnorm
araci kullanilmistir. BBnorm aracinda minimum covarege 6, hedeflenen covarage ise 40
olarak se¢ilmistir. Hatali sekanslarin temizlenmesi ve coverage degerlerinin sekanslar i¢in
normalize edilerek analizin dogrulugu arttirilmastir.

Genom haritalama (mapping) islemi icin referans genom olarak kullanilmak {izere L.
infantum JPCMS5 organizmasma ait 36 kromozom sekansi Geneious platformuna
indirilmistir. 36 kromozom tek bir dosya icinde listelenerek referans olarak kullanilmaya
hazir hale getirilmistir. Ardindan Geneious mapper kullanilarak, orta hassasiyet ve 5
iterasyon parametreleri ile referansa kars1 haritalama islemi ytiriitiilmiistiir.

Elde edilen kontig dosyalar1 kromozomlara gore siniflandirilmis ve referans genoma gore
anotasyonlar1 yapilmistir. Kromozomlara ait kontig dosyalarinin polimorfik bolgelerini
bulmak i¢in “Find Variations/SNPs” programi geneious platformu tizerinde kullanilmig
ve Uretilen polimorfik bolgeler delesyon, insersiyon, substitiisyon ve SNP olarak
siiflandirilmistir.  Ardindan, kontiglerden olusturulan konsensiis sekanslar FASTA
formatinda kaydedilerek NCBI veribankasina (www.ncbi.nlm.nih.gov) yiiklenmistir
(NCBI, 2018a).

Analiz ve Bulgular

Leishmania tiim genomu dizisinin ilk kez ¢ikarilmasindan bu yana yaklasik on yillik bir
zaman ge¢mistir. Bununla birlikte giiniimiizde Leishmania tiirleri {izerinde yapilan tiim
genom dizileme (WGS) calismalar1 olduk¢a sinirli olup, sadece birka¢ Leishmania
tiirtiniin yiiksek kalite ve tamamlanmis genomu bulunmaktadir (Leprohon ve ark., 2015).
Bunlar (i) VL igin, L. infantum JPCM5 (Peacock ve ark., 2007) ve L. donovani
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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 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 parsiyel Leishmania genom dizilerine TriTrypDB
(www.tritrypdb.org) adresinden ulasilabilir.

Genomik ve transkriptomik analizler, Leishmania’nin biyolojisi ve parazit-konak-vektor
licgeni arasinda meydana gelen karmasik etkilesimleri daha iyi anlamamaiz i¢in bizlere 151k
tutmustur (Cantacessi ve ark., 2015). Leishmania tiirlerinin tiim genomu dizisinin
cikarilmasi ¢caligmalar1 asagida kronolojik bir sirada verilmistir.

IIk kez bir Leishmania tiiriiniin Ivens ve ark. (2005), tarafindan tiim genom dizisini
c¢ikardiklar1 bu ¢alisma Ingiltere Wellcome Trust Sanger Enstitiisii (WTSI) ve Amerika
Seattle Biomedical Re-search Enstitiisii isbirligi ile yapilmustir. Sekans isleminde Shotgun
Dizileme metodu kullanilmistir. Bu ¢alismada Leishmania major (Friedlin susu, referans
genom) sekanslandi; 36 kromozom tizerinde 32,8-megabase haploid genom, 911 RNA
geni, 39 psddogen ve 8272 protein-kodlayan gen gosterildi. Bu genler arasinda konak-
patojen etkilesimlerinin diizenlenmesinde rol oynayan proteolitik enzimler ve kompleks
yiizey glikokonjugatlarinin sentezi gibi fonksiyonlardan sorumlu genler yer almaktadir
(Ivens ve ark., 2005).

2007 yilinda, Leishmania infantum ve Leishmania braziliensis tiirlerinin de genom dizileri
WTSI liderliginde ¢ok merkezli bir ¢caligma ile tamamlanmustir (Peacock ve ark., 2007).
Bu iki tliriin tiim genom sekanslarimi dizilerken arastirmacilar yaklagik alti1 kat1 coverage
elde etmek icin, degisken uzunlukta (4 kb’a kadar) genom fragmentlerini ihtiva eden
plazmid klonlar ile shotgun dizilemesi kullanmislardir. Peacock ve ark. (2007) bu
calismada her iki tiiriin tim genomunu L. major ile karsilagtirmis ve genomlarinin biiyiik
Olgiide korunmus oldugunu sadece 200 kadar genin her ii¢ tiirde farklilik gosterdigini
ortaya koymuslardir. Psédogen formasyonlari ve gen kayb1 farkli genomlar: sekillendiren
ana unsurlardir. Tiirler arasindaki farkli ve protein kodlayan genler konak-parazit
interaksiyonu ve makrofaj icerisindeki parazitin yasamini devam ettirmesi agisindan
onemlidir.

Dort yil sonra ayni teknikle Leishmania 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 karsilastirdiklarinda tiire 6zgii ¢ok az sayida gen
veya paralog grup (sirasiyla 2, 14, 19, ve 67) tasidiklarini géstermislerdir.

Yine 2011°de, ilk kez “Yeni nesil DNA dizileme” teknolojisi ile Leishmania 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) ger¢eklestirmis 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 ila¢ direncine neden olan mekanizmalar1 anlamak igin
SNP (single nucleotide polymorphism) analizi yapilmistir.

En son Leishmania genom dizisi (Leishmania amazonensis), 454 ve Illumina sekanslama
sisteminin birlikte kullanilarak elde edilmistir (Real ve ark., 2013). Yaklagik olarak 179
000 454 okuma elde edildi, bu ise L. amazonensis genomunun iki kat coverage 1na karsilik
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gelmekte olup, 27 856 kontig (=contig, cakisan DNA fragmanlar serisi) 4411 scaffold
(kontiglerin birlestirilmesi ile elde edilen dizi) ile elde edilmistir. Yaklasik olarak 37
milyon 76-bp ¢ift yonlii Illumina dizisi 2627 scaffold derlenmistir.

Leprohon ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir derlemede Leishmania ilag direnci ve
bunun yeni ydnlerini anlamimiza 1s1k tutacak tiim genom sekansinda c¢alismalarinda
gelinen son noktalar 6zetlenmistir. L. infantum, L. donovani, L. major ve L. tarentolae 36
kromozomdan olusurken, L. braziliensis’'de 20 ve 34’iincli kromozomlarinin fiizyon ile
birlesmesine bagli olarak 35 kromozomdan bulunmaktadir (Britto ve ark., 1998; Peacock
ve ark., 2007). L. mexicana ise 34 kromozomdan olusmaktadir, zira 8 ile 29 ve 20 ile
36’ince kromozomlar1 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 tiirler arasinda yiiksek derecede synteny (ayni
kromozom tizerindeki bir genetik lokusun fiziksel olarak ko-lokalizasyonunu) ile
karakterizedir (Peacock ve ark., 2007). Karsilastirmali genomik ile de son derece az
sayida tiire Ozgii gen ortaya cikarilmistir. 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 SaurolLeishmania
subgenusunda yer almalari ile uyumlu olarak biraz daha fazladir. Dahasi, L. tarentolae
patojen tiirlerin hiicre igi yasam evresi ile iligkili genler bulunmamaktadir (Raymond ve
ark., 2012). Leishmania brazillenisis'in, Leishmania subgenus Leishmania tiirlerinde
bulunan fonksiyonel RNA interferans ve transpozon elementleri gibi o6zellikleri
tasimadigl gosterilmistir (Peacock ve ark., 2007; Lye ve ark., 2010). Bu tiire ozgii
genlerin ¢ok az olmasi, hastalik tropizmi ve tiirler arasinda ila¢ duyarhhgindaki
varvasyonlarin gen ekspresyonu ve ortak bir c¢ekirdek genin ifadesindeki dozaj
farkhiliklan ile ortaya ciktigim akla getirmektedir (Yardley et al., 2005; Sanchez-
Canete et al., 2009).

Leishmania parazitlerinin gen ekspresyonunun kendine ozgii bir mekanizmasina
bulunmaktadir. Protein kodlayan genler aynt DNA sarmali tizerindeki bitisik birimlerin
parcas1 olarak kromozomlar ilizerinde dagilmislardir. RNA polimeraz II tarafindan
polisistronik transkripsiyon birimleri gibi Kko-transkripsiyona ugrarlar (Haile ve
Papadopoulou, 2007). Transkripsiyonel kontrol olmaksizin gevresel strese adapte olmak
i¢in (ilag etkisi de dahil olmak tizere) Leishmania mRNA diizeylerini degistirmek igin,
gen amplifikasyonu ile gen dozajinin artirilmasi, dublikasyon, delesyon ve andploidi gibi
mekanizmalar gelistirdi (Ubeda ve ark., 2008; Leprohon et al., 2009) Bunun aksine ilag
hedefleri, transporter veya anahtar enzimler gen ekspresyonunun degismesine gerek
duymaksizin iyi bir sekilde adaptasyon gostermektedirler (Ritt et al., 2013).

Son yillarda NGS teknolojisi ile Leishmania ilag direnci biyomarker ve determinantlarinin
identifikasyonu ¢aligmalari artarak devam etmektedir. Direngli Leishmania suslarinda gen
ekspresyonundaki modiilasyonun belirlenmesini, gen ifadesindeki dozaj degisikliklerini,
kromozom kopya sayisindaki degisimleri, SNP’leri saptamaya olanak saglamistir.
Popiilasyon icgerisindeki klonlarin da genellikle hem genotip hem de fenotiplerinin farkli
oldugu, popiilasyon diizeyinde etkileyici bir heterojenitenin oldugu gézlenmis, bu nedenle
diren¢ mekanizmalariin aydinlatilmasi zorlagsmistir (Leprohon ve ark., 2015).

Ozetle, Leishmania genomu ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda; (i) Genetik cesitliligin
ileri diizeyde oldugu goriilmiis, taksonomisi giincellenmistir. (ii) Atasal DNA
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arastirmalart tiirlerin tarihsel ayrimlagmasini ortaya koymustur. (iii) Leishmania tiirlerinin
biyolojisi ve parazit-konak-vektor tiggeni daha iyi anlagilmistir. (iv) Leishmania tiirlerinin
doku tropizminde ortaya ¢ikan farkliliklarin nedenlerinin  anlasilabilecegi
diisiiniilmektedir. (v) NGS teknolojisi ilag direnci biyomarker ve determinantlarinin
identifikasyonuna imkan vermektedir.

Bizim ¢alismamizda 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_TRO1 genomunun 36 kromozomuna ait NCBI tarafindan verilen erisim
numaralar1  (accession number) "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 1; NCBI, 2018b).
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Sekil 1. Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO01). (NCBI, 2018b).
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Gilinimiizde sadece birka¢ tane yiiksek kalite L. infantum tiim genomu mevcuttur.
Calismamizda elde edilen tiim genom dizisi referans genomdan bu yana elde edilen
diinyada ikinci WGS, iilkemizde ilk WGS niteliginde olup, seviye olarak complete
durumda olan tek WGS’dir (Sekil 2; NCBI, 2018c).

Ayrica Lin. TRO1 susu kiitandz leishmaniosis olgusundan izole edilmis olmas1 agisindan
da 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.
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Sekil 2. NCBI’da yer alan L. infantum WGS dizileri. Leishmania infantum TRO1 ¢alismamizda elde
edilen WGS dizisini géstermektedir (NCBI, 2018c).

L. infantum genomu anotasyonu sonucunda 36 kromozoma ait;
— 3153 polimorfizm,
— 8324 Gen,
— 8199 CDS,
— 8109 mRNA,
— 67 tRNA,
— 11rRNAve
— 58 ncRNA bulunmustur.

Elde edilen 8199 CDS’nin 5278 tanesi hipotetik protein (Hypothetical protein CDS)
niteligindedir.
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V.

Sonuc ve Oneriler

Sonug olarak, bu ¢alismada iilkemizde ilk defa Leishmania infantum’un yiiksek kalitede
tim genom dizisi basari ile ¢ikarilmis ve ardindan elde edilen 36 kromozoma ait toplam
32.009.138 baz ¢ifti biiyiikligiindeki genomik DNA GenBank’a (www.ncbi.nlm.nih.gov)
yiiklenerek Leishmania infantum_TRO1 (Lin_TRO1) ismi ile tescillenmistir. Diger
yandan Lin_TRO1 susu kiitandz leishmaniosis olgusundan izole edilmis olmasi agisindan
bir ilktir. Zira referans genom olan L. infantum JPCMS5 (Peacock ve ark., 2007) susu tiiriin
klasik doku ve organ tropizmine uygun olarak visseral leishmaniosis olgusundan elde
edilmistir. 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 tiim
genom dizisidir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/249).

Bundan sonraki asamada polimorfizmlerin protein iizerindeki etkisinin arastirilmasina,
protein ekspresyonu gibi ilave deneylere ve biyoinformatik araglar kullanilarak
yapilabilecek ilave analizlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu konuda galigmak isteyen
arastirmacilara polimorfizm analizi, protein ekspresyonu ve/ya protein modelleme
caligmalar1 yapmalarin1 6nermekteyiz.

Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Bu calismada elde edilen veriler esasen Leishmania genomu konusunda oniimiizde
katedilecek daha ¢ok yol oldugunu gosterse de, calismamizin bilime katk: saglayacagi,
tilkemizde yapilacak Leishmania genom ¢aligmalari i¢in bir temel olusturacagi ve global
diizlemdeki ¢aligmalara katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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VII.  Ekler
a. Mali Bilanco ve Aciklamalari

Proje i¢in ayrilan 25.000 TL’nin 20.060 TL’si hizmet alim1 (biit¢e kodu: 3.5) i¢in
harcanmis olup, geriye 4.940 TL kalmustir.
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Butge Onceki Yildan Baglangig Eilenen Dugulen Eklenen Dugtlen Bioke Edilen  Bloke Edilen §
de = Kal
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NOT: Verilen sonu¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu Komisyon
onayindan sonra ciltlenerek bir kopyasinin yer aldigi CD ile birlikte sunulacaktir. Sonu¢ raporunda proje
sonu¢larimi iceren, ISI’ min SCI veya SSCI veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar arasi
dizinlerce taranan hakemli dergilerde yayinlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve
Bulgular béliimleri yerine kabul edilir.




