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Abstract 
Previously, we have shown that Leishmania endocytosed hemoglobin (Hb) by 

specific receptor (HbR) and traffic to lysosome via early endosomes in Rab5 and Rab7 

dependent process. However, the mechanism of transition from endosomes to lysosomes is 

unknown. Therefore, we have characterized the role of HOPS complex in this process. Here, 

we have cloned and expressed all components of HOPS complex (LdVps11, LdVps16, 

LdVps18, LdVps33, LdVps39 and LdVps41) homologue from Leishmania to understand 

their role in endocytosis in Leishmania. We have found that RFP-LdVps41 co-localize with 

GFP-LdVps11, GFP-LdVps16, GFP-LdVps18, GFP-LdVps33 and GFP-LdVps39 in Ld-

Rab7 positive and Lysotracker labelled late endosome and lysosome compartments in 

Leishmania. Using in-vitro protein interaction, we have found that the LdVps41 specifically 

interacts with LdVps11, LdVps16, LdVps18, LdVps33 and LdVps39. LdVps11 specifically 

binds with LdVps16, LdVps18 and LdVps39 but not with LdVps33 while LdVps16 

specifically interacts with LdVps18 and LdVps33 but not with LdVps39. Thus, LdVps41 is 

found to be the central molecule in HOPS complex interacting with various subunits to form 

HOPS complex in Leishmania. Interestingly, we have found that LdVps41 interacts with all 

other HOPS complex proteins via its C-terminal domain (CTD-LdVps41901-1446). In contrast, 

we have found that N-terminal domain of LdVps41 (NTD-LdVps411-500) specifically binds 

with GTP form of LdRab7 and LdHbR. These results suggest that LdVps41 possibly acts as 

tethering molecule between LdHbR and LdRab7 to mediate the transport of Hb from 

endosomes to the lysosomes in Leishmania. 

We have overexpressed LdVps41 truncated proteins in Leishmania to determine their 

role in the Hb trafficking in the parasite. We have found that transgenic parasites 

overexpressing GFP-NTD-LdVps411-500 inhibit the transport of Hb to the lysosomes as it 

does not interact with other components of HOPS complex. Similarly, trafficking of Hb to the 

lysosomal compartment is also blocked in GFP-CTD-LdVps41901-1446 overexpressed 

transgenic parasites as this mutant fails to recruit LdRab7 and LdHbR. As Hb is essential for 

the survival of parasites within macrophages, we have found that transgenic parasites 

overexpressing GFP-NTD-LdVps411-500 or GFP-CTD-LdVps41901-1446 show growth defect in 

macrophages as parasites fail to acquire heme from lysosomal degradation of Hb. In the 

present investigation, we have identified and functionally characterized the role HOPS 

complex in Hb trafficking to lysosomes and have found that HOPS complex function is 

necessary for the survival of the parasites. 



सारांश 

इसस ेपहल,े हमन े)दखाया ह ै/क /व2श4 5रसे7टर (एच. बी. आर.) >ारा लीशमै/नया एडंोसाइटोBड हीमोCलो/बन 

(एच. बी.) को एलडी-रैब5 और एलडी-रैब7 आEFत H/Iया मJ HारंEभक एडंोसोम के माLयम स ेलाइसोसोम तक 

Mानांत5रत करता ह।ै हालाँ/क, एडंोसोम स ेलाइसोसोम मJ MानाPतरण कR /Iया/वSध अVात है। इस2लए हमन े

इस H/Iया मJ हॉ7स कॉXलेYस कR भूSमका का वण[न /कया है। यहा ंहमन े2ल\मे/नया मJ एडंोसाइटो2सस H/Iया 

मJ भूSमका /नव[हन करन ेवाल ेसभी घटक^ कR भूSमका को समझन े के 2लए 2ल\मे/नया स ेहॉ7स कॉXलेYस 

(एलडीवीपीएस11, एलडीवीपीएस16, एलडीवीपीएस18, एलडीवीपीएस33, एलडीवीपीएस39, 

एलडीवीपीएस41) के सजातीय सभी घटक^ को Yलोन और aYत /कया है। हमन ेपाया ह ै /क आरएफपी-

एलडीवीपीएस41 जीएफपी-एलडीवीपीएस11, जीएफपी-एलडीवीपीएस16, जीएफपी-एलडीवीपीएस18, 

जीएफपी-एलडीवीपीएस33 और जीएफपी-एलडीवीपीएस39 के साथ एलडी-रैब7 पॉdज)टव और लाइसोeैकर 

2चSfत लेट एडंोसोम और लाइसोसोम कg^ मJ लीशमै/नया मJ सह-Mानीयकृत है। इन-/वeो Hोटiन इंटरैjन का 

उपयोग करत ेmए, हमन ेपाया ह ै /क एलडीवीपीएस41 /वशेष oप स ेएलडीवीपीएस11, एलडीवीपीएस16, 

एलडीवीपीएस18, एलडीवीपीएस33 और एलडीवीपीएस39 के साथ अंतः/Iया करता है। एलडीवीपीएस11 

/वशेष oप स े एलडीवीपीएस16, एलडीवीपीएस18 और एलडीवीपीएस39 के साथ जुड़ता ह,ै ले/कन 

एलडीवीपीएस33 के साथ नहs, जब/क एलडीवीपीएस16 /वशेष oप स े एलडीवीपीएस18 और 

एलडीवीपीएस33 के साथ अंतः/Iया करता है, ले/कन एलडीवीपीएस39 के साथ नहs। इस कारणवश, 

एलडीवीपीएस41 को हॉ7स कॉXलेYस का कJ tiय अण ुपाया गया है। जो /वEभu उपइकाइय^ के साथ अंतः/Iया 

करके 2ल\मे/नया मJ हॉ7स काXलेYस का /नमा[ण करता है। हमन ेअपनी शोध मJ यह रोचक /नvकष[ भी Hा7त 

/कया /क एलडीवीपीएस41 अपन ेC-टwमxनल डोमेन (सीटiडी-एलडीवीपीएस41901-1446) के माLयम स ेअPय सभी 

HOPS कॉXलेYस Hोटiन के साथ अंतः/Iया करता है। इसके /वपरीत, हमन ेपाया ह ै /क एलडीवीपीएस41 

(एनटiडी-एलडीवीपीएस411-500) का एन-टwमxनलडोमेन /वशेष oप स ेएलडीएचबीआर और एलडी-रैब7 के 

GTP फॉम[ स ेजुड़ता है। HेEgत प5रणाम यह HBता/वत करत ेहy /क एलडीवीपीएस41 संभवतः 2ल\मे/नया मJ 

एडंोसोम स ेलाइसोसोम तक Hb के Mानांतरण मJ मLयMता करन ेके 2लए एलडीएचबीआर और एलडी-रैब7 

के बीच बंधन अण ुके oप मJ काय[ करता है। हमन े2ल\मे/नया मJ एलडीवीपीएस41 खं/डत /कए गए Hोटiन को 

ओवरएYसHेस /कया dजसस े2ल\मे/नया मJ एचबी कR eै/फ़|कxग मJ उनकR भूSमका का /नधा[रण हो सके। तदनुसार 

यह भी पाया गया ह ै /क जीएफपी-एनटiडी-एलडीवीपीएस411-500 को ओवरएYसHेस करन ेवाल ेeांसजे/नक 

2ल\मे/नया लाइसोसोम मJ Hb के प5रवहन को रोकत ेहy Yय^/क व ेHOPS कॉXलेYस के अPय घटक^ के साथ 

अंतः/Iया नहs करत े हy। तदनु}प, जीएफपी-सीटiडी-एलडीवीपीएस41901-1446 ओवरएYसHेBड eांसजे/नक 



लीशमै/नया मJ भी लाइसोसोमल कg मJ एचबी कR eै/फ़|कxग अव}~ ह ैYय^/क यह उ�प5रवत� एलडीएचबीआर 

और एलडी-रैब7 को 5रIूट करन ेमJ /वफल है। चूं/क एचबी मैIोफेज के भीतर लीशमै/नया के उ�रजी/वता के 

2लए आव\यक ह,ै हमJ यह Vात mआ ह ै/क जीएफपी-एनटiडी-एलडीवीपीएस411-500 अथवा जीएफपी-सीटiडी-

एलडीवीपीएस41901-1446 को अSधक aYत करत ेmए eांसजे/नक लीशमै/नया मैIोफेज मJ सं�या मJ वृd~ दोष 

)दखात ेहy, Yय^/क लीशमै/नया एचबी के लाइसोसोमल खंडन स ेहीम Hा7त करन ेमJ /वफल रहत ेहy। वत[मान 

अLययन मJ हमन ेलाइसोसोम मJ एचबी eै/फ़|कxग मJ हॉ7स कॉXलेYस कR भूSमका कR पहचान कR ह ैऔर काया[�मक 

oप स ेइसकR /वशेषता बताई ह ैतथा पाया ह ै/क हॉ7स कॉXलेYस H/Iया लीशमै/नया के अ/तजीवन के 2लए 

आव\यक है। 
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