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Leishmania infantuum DNA Asist Aday1 LACK Geninin Klonlanmasi

Cloning of the DNA Vaccine Candidate LACK Gene of Leishmania infantum

Serkan Karaca, Sirin Sahra Ceylan, Stleyman Yazar, Salih Kuk
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Kayseri, Tirkiye

oz

Amag: Hiicre ici zorunlu parazitlerden Leishmania cinsi protozoonlarin neden oldugu leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiiti’niin dnemli tropi-
kal hastaliklar listesinde yer almaktadir. Leishmaniasis tedavisinde rutin olarak kullanilan bilesiklerin ylksek maliyetleri, toksisite ve yan etki-
lerinin fazla olmasi nedeniyle alternatif tedavi ve agl aragtirmalar devam etmektedir. Henuz efektif bir asi gelistirilememistir. Bu ¢alismada,
Leishmania infantum’a karsi en umut verici adaylar arasinda yer alan homolog aktive edilmis C kinaz reseptér (LACK) geninin klonlanmasi
amaglanmistir.

Yéntemler: Calismada, L. infantum promastigot kiltirinden genomik DNA izolasyonu, spesifik primerlerle LACK geninin eldesi, LACK ge-
ninin pJET1.2 plazmidine klonlama reaksiyonu ile yerlestirilmesi ve rekombinant plazmidin kompetan hicrelere transformasyonu yapilmistir.
Rekombinant plazmidin varligi PCR tarama ile arastinlmistir. Pozitif kolonilerden miniprep yapildiktan sonra klonlama; PCR, restriksiyon
enzim deneyleri ve DNA dizi analizi ydntemleri ile dogrulanmistir.

Bulgular: LACK genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonrasinda 939 baz ciftlik PCR GriinG gérintilenmistir. E.coli kompetan
hicrelerine transforme edilen rekombinant plazmid PCR-tarama ile gésterilmistir. Rekombinant plazmidin klonlanan geni icerdigi PCR ile
gosterilmistir. DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin DNA dizisi elde edilmistir.

Sonug: Leishmaniasise karsi en umut verici DNA asi adaylarindan olan ve L. infantum promastigotlarindan izole edilen LACK geni klonlanmistir.
Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, Leishmania infantum, LACK geni, DNA agisi, klonlama
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ABSTRACT

Objective: Leishmaniasis is caused by an obligate intracellular protozoa belonging to Leishmania genus and listed among major tropical
diseases by WHO. Because of the high costs, toxicity, and adverse effects of routinely used compounds in the treatment, alternative treat-
ment and vaccine studies are underway. An effective vaccine has not been developed to date. In this study, we aimed to clone one of the
most promising DNA vaccine candidates: the homolog-activated C kinase (LACK) gene of Leishmania infantum.

Methods: L. infantum genomic DNA was isolated from promastigote culture. The LACK gene was placed into plasmid pJET1.2. Then,
recombinant plasmids were transformed into competent cells. The presence of recombinant plasmids was determined by PCR screening.
Cloning was confirmed by PCR, restriction enzyme assays, and finally, DNA sequence analysis, after making miniprep from positive colonies.
Results: After performing PCR with LACK-gene specific primers, 939-bp PCR products were observed. Recombinant plasmids, which were
transformed into competent Escherichia coli cells, were verified by PCR screening. It was verified by PCR that the recombinant plasmid
contained the LACK gene. DNA sequence analysis was performed to obtain the DNA sequence.

Conclusion: One of the most promising DNA vaccine candidates against leishmaniasis, the LACK gene, was cloned in this study.
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bir hastaliktir (1, 2). Leishmaniasis, diinya genelinde 98 dlke-
de, yaklasik 350 milyon insani tehdit etmektedir (3). Yillik yeni
olgu sayisinin 1.3 milyon, leishmaniasise bagl yillik 8lim sa-

GiRiS

Leishmaniasis, Leishmania cinsi zorunlu hicre ici protozoon-

larin neden oldudu, ézellikle Afrika, Latin Amerika, Gliney ve
Orta Asya, Akdeniz Havzasi ve Ortadogu’da gorilen, Din-
ya Saglik Orgiiti'nin (DSO) yoksulluga bagli, ihmal edilmis
baslica bulasici hastaliklar listesinde yer alan, vektor kaynakli

yisinin ise 20-50 bin araliginda oldugu tahmin edilmektedir
(4). Leishmania cinsine ait 30 tirden yaklagik 21 tir insanda
leishmaniasise neden olmaktadir (5, ). Bu turler morfolojik
olarak ayirt edilememekte ancak izoenzim analizleri, mole-
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kiler metotlar veya monoklonal antikorlar kullanilarak ayrimlar
gerceklestirilebilmektedir. Eski Dinya Leishmania tirlerinin vek-
térligunt Phlebotomus cinsi disi kum sinekleri, Yeni Dinya Le-
ishmania tirlerinin vektérlGguni ise Lutzomyia cinsi disi kum si-
nekleri yapmaktadir. Parazit icin bircok memeli ve insan rezervuar
olarak gorev almaktadir.

Leishmaniasisin; visseral leishmaniasis (VL), kutanoz leishmania-
sis (KL) ve mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak Uzere 3 esas
tipi vardir. Bunlara sonradan diffiiz kutandz leishmaniasis (DKL)
ve post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL) eklenmistir. Hasta-
ligin tipi Leishmania tirine ve o turlin izoenzim yapisina baghdir
(7, 8). Yaygin Leishmania tirlerinden biri olan Leishmania infan-
tum (L. infantum) Akdeniz havzasinda, Ortadodu ve Asya Ulke-
lerine kadar uzanan bélgede V0L'e neden olmaktadir (9). Leish-
maniasisin kontroli amaciyla yapilan asi ¢calismalarn halen devam
etmektedir fakat henlz etkin bir agi gelistirilememistir.

L.infantum’a ait LACK geni (aktive edilmis C kinaz reseptord)
Gglincl nesil agilar olarak kabul edilen DNA asi adaylarindan biri-
dir ve umut verici adaylar arasindadir (10, 11).

Calisma ile Ulkemizde L. infantum LACK geni klonlanmigtir. Calis-
mada elde edilen Uriin sonraki calismalarda gerek DNA, gerekse
protein asl adayi olarak kullanilabilecektir.

YONTEMLER

Calismada &ncelikle NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) besiyerinde
L. infantum (MHOM/TR/2009/EP174) promastigot kiltlrl yapila-
rak besiyeri giin asgir kontrol edilmistir.

ikinci basamak olarak QlAamp Tissue Kit (QIAGEN, ABD) prose-
durd modifiye edilerek kiltirden genomik DNA izolasyonu ya-
pilmistir. DNA izolasyon kiti proseduirii uygulandiktan sonra elde
edilen son stziintu igerisindeki total genomik DNA &rnegi PCR
icin -20°C’'de saklanmistir. Daha sonra LACK geni primerleri ile
PCR yapilmistir. PCR reaksiyonu igin LILACK F; (5'- ATGAACTA-
CGAGGGTCACCT -3') ve LILACKR; (5'- TTACTCGGCGTCGGA-
GATG -3') primerleri kullanilmistir. 95°C de 5 dk.’lik én isitma ile
baslayan sirastyla 95°C de 1 dk. denatirasyon, 56°C de 1 dk. bag-
lanma, 72°C de 1 dk. uzamadan olugan 35 déngu sonrasi 72°C'de
15 dk."lik son uzama ile biten PCR programi kullaniimistir. PCR
Uriind, etidyum bromidle boyanmis %1.5'luk agaroz jelde yUri-
tilmuis ve Gel Logic 212 Pro Jel gorintileme cihaziyla gorinti-
lenmistir (Carestream, ABD).

Daha sonra PCR Urintnin saflagtinimasi i¢in High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche, ABD) protokoll uygulanmistir.
Saflagtinlmig PCR GrinG CloneJET PCR Clonning Kit (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak pJET1.2/blunt cloning vector plazmi-
dine yerlestirilmistir. Elde edilen rekombinant plazmidin OneS-
hot TOP10 Chemically Competent E. coli kompetan hicrelerine
(Invitrogen, ABD) transformasyonu yapilmistir. Transformasyon
yapilan hicrelerin Uzerine oda sicakhgindaki SOC sivi besiyeri
eklenmistir. Ardindan LB kati besiyere ekilerek 37°C’'de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. LB kati besiyerinde koloni gelisimi g6z-
lendikten sonra besiyerdeki koloniler numaralandirlarak yeni bir
besiyere ekim yapilmistir. Besiyeri 37°C'de bir gece inkiibasyona
birakilmistir. Olusan kolonilerin rekombinant plazmidi icerip icer-
medigini belirlemek icin numaralandinimis kolonilerden &rnekler

alinarak PCR yapilmistir. PCR Griind, etidyum bromidle boyanmig
%1,5'luk agaroz jelde yuritilerek Gel Logic 212 Pro Jel gérintu-
leme cihaziyla gérinttlenmistir (Carestream, ABD).

Klonlama; PCRtarama, miniprep ve PCR, restriksiyon enzim deney-
lerive DNAdizianaliziile dogrulanmistir. EnzimkesimiicinpJET1.2/
blunt Klonlama Vektéri'nl 2 yerden kesen Bglll (Promega, ABD)
enzimikullaniimisti DNAdizianaliziiginise pJET1.2Forward Sequ-
encing Primer, (5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3'), pJET
1.2 Reverse Sequencing Primer, (5-AAGAACATCGATTTTC-
CATGGCAG-3') primerleri ve Bigdye Cycle Sequencing kit v3.1
(Applied Biosystems, ABD) kullanilmistir. Sonuglar otomatik DNA
dizi analiz cihazi (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)'nda
analiz edilmistir. Elde edilen DNA dizi analizi sonuglar Chromas
v.1.45 (ConorMcCarty School of Science Griffith University, Aust-
ralia) programi ile incelendikten sonra http://blast.ncbi.nim.nih.
gov/ internet adresinde yer alan web tabanl BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (National Center for Biotechnology In-
formation, ABD) programina girilmistir. Calismadan elde edilen
DNA dizisi GenBANK veri tabanindaki mevcut Leishmania sp.
DNA dizileri ile kargilagtinlmigtir.

Calismada anabilim dalimizda devam ettirilen promastigot kiltu-
rinden DNA izolasyonu yapildigi ve sadece DNA asi adayi elde
edildigiicin calismanin yapisindan dolayi etik kurul onayina gerek
duyulmamistir.

BULGULAR

NNN besiyerinde kiltirl yapilan L.infantum promastigotlan Ni-
kon Eclipse E600 (Nikon, Japonya) video atagmanli inverted mik-
roskop altinda gorintilenmistir (Resim 1).

LACK genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonra-
sinda 939 baz ciftlik PCR Grind, agaroz jelde marker egliginde
yuritilerek gérintilenmistir (Resim 2).

Elde edilen PCR rinl klonlama vektoriine yerlestirilmistir. Li-
gasyon Urini OneShot TOP10 Chemically Competent E.coli
kompetan hiicrelerine transforme edilmistir. Bir gece inklibasyon
sonrasi olugan koloniler tespit edilmistir (Resim 3).

Transformasyon sonrasi gézlenen kolonilerin rekombinant plaz-
midi icerip icermedigini anlamak i¢in PCR tarama yapilmistir. Kat
besiyerinden secilen 11 koloniden Ggliniin rekombinant plazmidi
icerdigi PCR-tarama ile gosterilmistir (Resim 4).

Rekombinant plazmid varligi tespit edilen tg koloniden miniprep
yapilarak rekombinant plazmidler saflagtinlmistir. Rekombinant
plazmidin klonlanan geni icerdigi PCR ile g&sterilmistir. Saflastiri-
lan rekombinant plazmidler, Bglll restriksiyon enzimleri ile kesile-
rek klonlanan genin varligi dogrulanmistir (Resim 5).

Klonlamanin dogrulugunu kanitlamak icin son olarak rekombi-
nant plazmidin DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin DNA
dizisi elde edilmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Leishmania tirlerinin birbirine ¢cok yakin olmasi, epidemiyolojisi-
nin kompleks olmasi, zoonotik ve antroponotik déngtlere sahip
olmasi gibi nedenler leishmaniasisle miicadeleyi zorlagtirmakta-
dir. Leishmaniasis, HIV hastalarinda relaps olusturabilmekte ve
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Resim 1. NNN besiyerinde treyen kiime halindeki L. infantum
promastigotlari (X40)

M 1

Resim 2. PCR Urlnlniin agaroz jel elektroforezde gorinimi
M: 100 b¢'lik marker (SolisBioDyne, Estonya); 1: negatif kontrol; 2, 3, 4, 5:
939 b¢'lik L. infantum LACK PCR Grind

Resim 3. Transformasyon sonrasi Uretilen koloniler

hastaligin tam tedavisi glclesmektedir. Tim bu nedenlerden
dolay! leishmaniasise karsi tedavi ve asi calismalarinda buyik
aragtirmalar yapilmaktadir. KL tedavisinde kullanilan kemoterapi
yetersiz kalabilmektedir. VL ve KL tedavisinde kullanilan pentava-
lan antimon bilesiklerinin ve diger tedavi ajanlarninin toksisite ve
yan etkilerinin ¢okludu, lipozomal amfoterisin B (L-AMB) benzeri

Resim 4. Kolonilerin rekombinant plazmid varliginin PCR -
tarama ile dogrulanmasi

M-100 b¢'lik marker

1: negatif kontrol; 2: pozitif kontrol; 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11 ve 12: PCR -
tarama sonucu negatif drnekler; 3, 8 ve 13C: PCR - Tarama Urinl 942
b¢'lik L. infantum PCR Griini pozitif drnekler

Ml M2

Resim 5. Rekombinant plazmidlerin miniprep, restriksiyon
enzimleri ile kesim ve PCR sonuglari
M1: 100 b¢'lik marker (SolisBioDyneFIREPol, Estonya); M2: 500 bg'lik

marker (SolisBioDyneFIREPol, Estonya); 1: kesilmemis rekombinant
plazmid; 2: Bglll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu; 3, 4: Template
olarak rekombinant plazmidin kullanildigi PCR sonucunda olusan 939
b¢'lik Griin; 5: pozitif kontrol; é: negatif kontrol

tedavi edici ajanlarnn ylksek maliyeti, bu ajanlara karsi direng ge-
lisimi gibi faktérler alternatif tedavi yéntemlerinin ve agi gelistiril-
mesinin gerekliligini arttirmaktadir. Leishmaniasise karsi etkin bir
asl heniz gelistirilememistir.

ikinci nesil ast adaylarinda kullanilan antijenlerden biri olan LACK,
36 kDa'luk bir proteindir. LACK antijeni Leishmania turlerinin hem
promastigot hem de bir amastigot formlarinda bulunmakta ve
parazitin bircok metabolik faaliyetinde gérev almaktadir.

Enfekte inbred BALB/C farelerin enfeksiyonu sirasinda I-A major
histocompatibilite kompleksi sinif-Il (MHC 1l) molekulleri ekspre-
se edilmekte, immunodominant LACK antijenin ekspresyonu IL-4
salgilanmasini tetiklemekte, hastaligi tanimlayan T hicreleri de
VB4/Na8 T-hicresi reseptorlini eksprese etmektedir. LACK-re-
aktif T hlcrelerinin tikenmesi erken IL-4 yanitini azaltmakta-
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Tablo 1. DNA dizi analizi ile elde edilen L. infantum LACK genine ait DNA dizisi

1 atgaactacg agggtcacct gaagggccac cgcggatggg tcacctcect ggcctgeccg
60 cagcaggcgg ggtcgtacat caaggtggtg tcgacgtcge gcgatggcac ggccatctcg
120 tggaaagcca accccgaccg ccacagcgtg gacagcgact acggtctgcc gagccaccgce
180 ctcgagggcc acaccggctt cgtgtcgtgt gtgtcgctgg cccacgcecac cgactacgcg
240 ctgaccgcegt cctgggaccg ctccatccge atgtgggacc tgcgcaatgg ccagtgccag
300 cgcaagttcc tgaagcacac caaggacgtg ctcgccgteg ccttctcgec ggacgaccgc
360 ctgatcgtgt ccgegggcecg cgacaacgtg atccgegtgt ggaacgtggc gggcgagtgce
420 atgcacgagt tcctgegega cggccacgag gactgggtga gcagcatctg tttctcgeecg

480 tcgetggagce atccgatcgt ggtgtccgge agctgggaca acaccatcaa ggtatggaac
540 gtgaacgggg gcaagtgtga gcgcacgctc aagggccaca gcaactacgt gtccacggtg
600 acggtgtcgce cagacgggtc gctgtgcgeg tccggcggca aggacggcgc ggcgctgctg
660 tgggacctga gcaccggcga gcagctgttc aagatcaacg tggagtcgcc catcaaccag
720 atcgccttct cgcccaaccyg cttctggatg tgcgtcgcega cggagaggtc tctgteecgtg

780 tacgacctgg agagcaaggc tgtgattgcg gagctgacgce cggacggcgc gaagccgtcee
840 gagtgcatct ccattgcctg gtccgcecgac ggcaacactc tgtactccgg tcacaaggac
900 aacctgatcc gcgtgtggte catctccgac gccgagtaa

dir. Bu durum koruyucu bir Th-1 fenotipi gelistiriimesine imkdan ~ SONUC

saglamaktadir (12, 13). Farelerde L. major enfeksiyonu Uzerinde
yapilan calismalarda g6zlenen immunopatojenik fonksiyonu ve
onemi, LACK antijenine karsi biyuk ilgi duyulmasini ve LACK'in
leishmaniasis i¢in potansiyel agi adaylari arasinda éne ¢ikmasini
saglamistir (14, 15).

LACK proteininin kullanildigr aday asilarla ilgili calismalardan elde
edilen sonuclar heniz istenilen diizeyde ve genis kapsamli degil-
dir. Glincel calismalarda arastirmacilar LACK proteini yerine LACK
DNASsinin kullanildigr Gglinel nesil agi adaylanna odaklanmiglardir
(11, 15). Yapilan galismalarda LACK geninin immunojenitesinin yik-
sek oldugu ama deneysel visseral leishmaniasis modelinde uzun
streli koruyuculugunun olmadidi tespit edilmistir (16). LACK DNA
ve proteininin Vaccinia virist vektorliginde birlikte kullanildigi
calismada ise asinin koruma gdsterdigi tespit edilmistir (17). Son
yillarda yapilan calismalarda geligsen yeni teknikler de kullanilarak
LACK genine bazi aminoasitlerin eklenmesi ya da cikarilmasi ile im-
munojenitenin arttinlmasi amaglanmistir (14).

Leishmaniasis gibi dogal bagdisiklik hiicrelerini hedef alan enfek-
siyonlarda dogdal immunoreseptérleri hedef alan adjuvanlarin
kullanilmasi 6nemli ve etkin bir stratejidir. Dogal bagisikligin in-
diklenmesinin, kazanilmis bagisikligin olusabilmesi icin bir ge-
reklilik oldugunun ortaya konulmasindan sonra asi ¢calismalarinda
adjuvan kullanimi dnem kazanmustir.

Leishmaniasis enfeksiyonlarinda adjuvan olarak TLR4 agonisti
monofosforil lipid-A, TLR7/8 agonisti imiquimod, TLR? agonisti
CpG, adenoviral vektorler, interldkin-12 (IL-12), aliminyum tuzlarn
(alum) ve bazi diger immunostimulatér kompleksler kullaniimigtir
(18-20).

Leishmania parazitlerinin, leishmanial antijenlerin ve agi adjuvan-
larinin daha iyi anlagiimasi konusunda yapilan calismalar ve elde
edilen olumlu sonuglar, leishmaniasisin kontroli icin etkili agilar
gelistirme Gmidini arttirmaktadir.

Bu calismada; leishmaniasise karsl en umut verici DNA asi adayla-
rindan olan ve L.infantum promastigotlarindan izole edilen LACK
geni klonlanmistir. Agi caligmalarinda uygun immunojen hedef ile
birlikte uygun adjuvanin secimi ve uygulanmasi dnem tagimak-
tadir. Bu calismadan sonra planlanacak projelerde LACK antijeni
ve LACK DNA'sinin uygun adjuvanlarla birlikte asi calismalarinda
kullanilmasi planlanmaktadir.
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